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2  BEVEZETES

A Kklinikai és laboratoriumi hemosztazeologia egy dinamikusan fejlodd, Gjabb és
Ujabb terapias és diagnosztikus lehetéségeket kinald szakma. E betegek ellatasaban a
klinikai-laboratériumi parbeszéd kiilondsen fontos, egyrészt azért, mert a betegségek
diagndzisdban a laboratoriumi vizsgalatoknak perdontd szerepe van, mdsrészt az
egyes terapias modalitdsok hatékonysaganak ellendrzése, gyakran élethosszig tartd
kezelések folyamatos nyomonkdvetése is laboratéoriumi méréseken alapul. Az
elérheté laboratériumi vizsgalomodszerek esetenként nem valaszoljdk meg
kielégitden a klinikai kérdéseket, felmeriilhetnek populacio specifikus szempontok is,
melyek egy-egy modszer alkalmazasat nem tdmogatjak, masokét el6térbe helyezik. E
szakteriileten beliill a ritka hemosztazis rendellenességek klinikuma-laboratériumi
diagnosztikéja- kutatasa egy kiilon, rendkiviil izgalmas szeletét képezi az orvoslasnak.
Ritkasaguk miatt, nagy betegcsoporton kivitelezett klinikai tanulméanyok hidnyaban,
nemzetkdzi ajanldsok — kiilonds tekintettel a hossz tavi terapidra és a specialis
helyzetek, pl. miitét, sziilés megoldasara — altaladban nem elérhetdek. Tapasztalat hijan
egyes ritka hemosztazis rendellenességek diagnodzisa jelentds késlekedéseket
szenved. Az adekvat diagnozis felallitasat e betegségek esetében altalaban csak
szofisztikalt moddszertannal rendelkezd laboratériumok vallalhatjak fel, ahol
lehetéség van a modszerfejlesztésre, az B1j modszerek gyors bevezetésére és ahol a
diagnosztika és kutatds szoros egységet képezve lehetdséget teremt a folyamatos
fejlédésre, az 1j, szakirodalomban még nem leirt eltérések felismerésére is. A ritka
betegségek, igy a ritka hemosztazis rendellenességek kezelése is specialis
centrumokhoz kapcsolodik. A ritka hemosztazis rendellenességekkel élok ellatasa
mind a diagnosztik4t, mind a terapiat tekintve az orvoslas egy nehéz szakteriilete,
ugyanakkor nagyon érdekes, még ma is sok kutatdsi lehetdséget ad. A ritka
betegségek kutatdsanak nehézsége legaldbbis részben abban 4ll, hogy egy-egy
korképpel mélységeiben kevés munkacsoport foglalkozik, ami a kollaboraciok
kialakitasat, a tapasztalatcserét, de az eredmények disszeminalasat is neheziti. A ritka
rendellenességekkel kapcsolatos publikaciok olvasokozonsége kisebb, gyakran az
adott sziikebb szakteriilet miivelire korlatozodik. A ritka betegségek kutatdsanak
tamogatottsaga altalaban nem ¢éri el az un. gyakori, népbetegségek kutatdsanak
szintjét, 1évén egy-egy korkép relative kevés embert érint, ugyanakkor e betegségek
sokszor aluldiagnosztizaltak, igy prevalencijuk a véltnél magasabb, masrészt azon
betegek, akiket érint, joggal varjak el az egyéb betegségeben szenved6kéhez hasonld
szinvonalu ellatast. A sokféle ritka betegség prevalencidja dsszeaddédva mar nem is
olyan ritka, igy van ez a ritka hemosztazis rendellenességek esetében is. Tovabba,
egyes ritka betegségek adott populacioban felhalmozodast mutathatnak, befolyasolva
a korképre vonatkozé diagnosztikai, terapids eljarasrendet. Palyam soran a ritka
hemosztazis rendellenességek kutatasat, az e betegségekben szenvedd gyermek és
felndtt betegek felkarolasat éreztem és érzem leginkabb magaménak, azon igyekezve,

10



hogy e betegek minél korabban korrekt diagnézishoz juthassanak, ezaltal az adekvat
kezelés lehetdségét megkapva mind élettartam, mind életmindség tekintetében a
lehetd legkedvezdbb helyzetbe keriilhessenek.

Az értekezésben bemutatom e tevékenységem egy szeletét, kitérve ritka
vérzékenységekkel és thrombophilidkkal kapcsolatos kutatdsaim eredményeire is.

2.1 A hemosztazis modern koncepcidja, pro-és antikoagulans tényezo6i

Ahhoz, hogy a véralvadas folyamata ott, akkor és olyan intenzitdssal jatszédjon le a
szervezetben, ahol, amikor és amilyen mértékben arra sziikség van, a hemosztazis
pro-¢s antikoaguldns tényezoinek kényes egyensulyara van sziikség. A hemosztazis
egy harom pilléren nyugvoé rendszer, mely az érfal épségét (vaszkularis rendszer), a
véralvadds komponenseinek (humoralis rendszer), valamint a thrombocytak
megfelelé mennyiségét és mindségét (celluldris rendszer) igényli. A véralvadas
modern koncepcidja szerint e harom rendszer dsszehangolt és szimultan miikddése
vezet az érfal sériilés helyén kialakulo, az elvérzést megakadalyozé stabil alvadék
kialakuldsahoz, valamint biztositja, hogy a folyamat lokalizalt maradjon.

Az érfal sériilésekor az extracellularis matrix vérrel torténd érintkezése
elinditja az alvadasi folyamatot, melyet a modern koncepcié mentén négy fazisban
képzeliink el. Az inicidcid fazisdban thrombocytak adhézidja torténik a sériilés helyén
a szabadda valo kollagénfelszinhez, részben a von Willebrand-faktor (vWF)
kozremiikddése révén. A véralvadas ezen kezdeti fazisaban az aktiv VIl-es faktor-
szoveti faktor (FVII-TF) komplex aktivalja a IX-es (FIX) és X-es (FX) faktorokat. Az
aktivalt IX-es faktor (FIXa) a thrombocytakkal szorosan kapcsolddva készen 4ll a
véralvadas tovabbi lépéseiben torténd kozremiikodésre. Az aktivalt FX (FXa)
aktivalja az V-0s faktort (FV), és az aktiv FX és FV (FXa ¢és FVa) 4ltal alkotott
komplex mar itt, az els6 fazisban képes egy kis mennyiségii protrombin trombinna
alakitasara. Ehhez a reakcidhoz a FV legvaldsziniibben a sériilés helyére seregld
vérlemezkék alfa-granulumaibdl szarmazik, ahonnan eleve részlegesen aktivalt
forméban szabadul fel, igy e kezdeti, alacsony szintii trombin generaciéhoz tovabbi
aktivaciot ebben a 1épésben nem igényel. A kis mennyiségili trombin hatasara képz6do
kevés, lokalis fibrin még nem elegendd a sériilés helyén torténd hemosztazis
biztositasara, igy a folyamat tovabb halad a kdvetkezd, az amplifikdcio stddiumaba.
Az el6zd 1épésben keletkezett trombin mind a thrombocyta aktivaciot, mind a
koagulacios kaszkadot magasabb sebességi fokozatra kapcsolja, ez thrombocyta
alakvaltozast (,,shape change”), valamint a foszfatidil-szerin kiilsé membran felszinen
torténd expresszidjat eredményezi, ami az alvadasifaktor komplexek szadmara
elengedhetetleniil fontos horgonyzo és aktivalo felszin. A kis mennyiségii trombin
altal aktivalt thrombocytak kitiritik granulumaik tartalmat is. Az alfa-granulumokbol
nagyobb molekuldk, példaul a fentebb emlitett részlegesen aktivalt FV, a denz-
granulumokbol kismolekulak, példaul ADP és polifoszfat szabadulnak ki, ez utdbbiak
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felelosek tovabbi vérlemezke aktivacidért, illetve a prokoaguldns mechanizmusok
tamogatasaért is. A koagulacios kaszkadot a trombin a FV és a VIII-as alvadasifaktor
(FVIID) aktivalasaval segiti. A FVIII legvaloszinlibben a vWF — a FVIII
karriermolekulaja — altal kertil kozel az aktivalt thrombocytakhoz és a trombinhoz.
Az amplifikacios 1épés végén igy rendelkezésre allnak az aktivalt thrombocytdk,
felszinlikdn a koagulacio két aktivalt kofaktoraval, a FVa és FVIlla-val. A kdvetkezo,
propagaciés lépésben megtorténik az alvadéasi folyamat kiteljesedése, ami a
a lépést az amplifikacid soran keletkezett aktiv kofaktorok és az iniciacios 1épés oOta
rendelkezésre 4116 FIXa inditja. A FIXa-FVIlla komplex (tenaz) aktivalja a FX-et a
thrombocyta felszinen, majd az igy keletkezett FXa kapcsolodva a FVa-val
(protrombindz komplex) trombin generaciot idéz el6. A keletkezett trombin itt mar
nagy mennyiségli fibrinogén-fibrin atalakulast idéz eld; a keletkezett fibrin —
kapcsolodva a thrombocytak GPIIb/Illa receptorahoz — stabilizalja a ,,thrombocyta
dugét”, azaltal, hogy eldsegiti a thrombocyta aggregaciét. A trombin, mint a
hemosztazis foszerepldje, a fibrinalvadék kialakitasan és védelmén tal szamos egyéb
hatassal is rendelkezik. Aktivalja a Xl-es alvadasifaktort (FXI), ami a FIX
aktivalasaval FXa generaciot indukal. A trombin tovabbi thrombocyta aktivaciohoz
is vezet, fontos szerepe van a véralvadas XllI-as faktoranak (FXIII) aktivalasa
szempontjabol is: az A-alegység aktivacios peptidjének felszabaditasat kovetden, a
heterotetramer FXIII B-alegységének lehasadasaval az aktiv forma képessé valik a
fibrinhal¢ stabilizalasara a glutamil-lizil keresztkotések kialakitasa révén.

Az alvadékképzddés fiziologias esetben a sériilés helyére korlatozodik. A
véralvadas negyedik lépése a limitacid, vagy lokalizacid, voltaképpen annak
biztositdsa, hogy a folyamat ne disszemindlédjon. A limitdcionak szadmos
kulcsmozzanatat ismerjitk, melyek egy részét érdekes médon éppen a trombin
inicidlja, sajat keletkezésének gatat szabva (,,negativ feedback”). Trombin-fiiggd
limitadld6 mechanizmusa a véralvadasnak a protein C (PC) utvonal. A trombin
kapcsolodasa az endothel sejtek felszinén taldlhaté trombomodulinhoz (TM)
konformacio valtozast idéz el6 a trombinon, aminek kovetkeztében az nem hasit tobb
fibrinogént, ugyanakkor aktivalja a PC-t. Az endotelidlis protein C receptor fokozza
a trombin-TM 4&ltal torténd PC aktivaciot. Az aktivalt PC (APC) hatékonyan
inaktivalja a FVa és FVIlla faktorokat harom, illetve két kitiintetett helyzetben 1évo
arginin reziduum mellett torténd hasitassal. A FVa inaktivacidjakor az egyik hasitasi
hely az Arg506, ami a FV Leiden mutacidja kovetkeztében GIn506-ra valtozva az
ismert APC rezisztencidhoz vezet. Az APC hatékony kofaktora a FVa inaktivacioban
a protein S (PS), a FVIIIa inaktivacioban a PS és a nativ FV. Az antitrombin (AT)
egy szerin protedz inhibitor (SERPIN), a trombin és a FXa, valamint egyéb szerin
protedz alvadasifaktorok progressziv (lassan hatd) inhibitora. A gatlas sebessége
heparin, vagy hepardn szulfat proteoglikdn jelenlétében jelentdsen fokozdodik. A
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plazmin, amely  plazminogénbdl  keletkezik  elsésorban a  szoveti
plazminogénaktivator hatdsara (t-PA).

2.2 A ritka betegségek definicidja, vizsgalatuk Kkorlatai, tanulmanyozasuk
lehetoségei

A ritka betegségekkel kapcsolatos kutatasok, diagnosztikai fejlesztések, illetve 1j
terapias lehetdségek keresése mindig tobbé-kevésbé ,,mostohagyermeknek’ szamitott
az orvostudomanyban. Az elmult egy-két évtizedben — részben betegszervezetek
hatékony érdekérvényesitési tevékenységének és nagy részben kiilonbozd ritka
betegségekkel foglalkoz6 kutatocsoportok nemzetkdzi szintli munkassdganak
koszonhetéen — a ritka betegségeket egyre nagyobb figyelem Ovezi. A ritka
betegségekre ma mér intézmények és bizottsdgaik szakosodtak az Eurdpai Unidban
(EU) és az Amerikai Egyesiilt Allamokban (USA) egyarant. A becslések, illetve
jelenleg rendelkezésre 116 adatbazisok szerint, kb. 5000-8000 ritka betegséget tartunk
szamon, melyek tobbsége velesziiletett, monogénes betegség. Ezekbdl az adatokbol
az kovetkezik, hogy — bar a ritka betegségek ritkdk és egy-egy ilyen korkép kevés
pacienst érint — a ritka betegségekben szenveddk szdma Osszességében valdjaban
magas. (Hazénkban kb. 830 ezer ritka betegségben szenvedd egyént tartanak nyilvan,
ami nem elhanyagolhato érték.) Ezt a tényt felismerve és azzal szembesiilve, hogy a
ritka betegségekkel kapcsolatos diagnosztikai és terapids fejlesztések messze
elmaradtak a ,,gyakori” betegségek mogott, a ritka betegségek diagnosztikdjanak,
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mindségi ellatds illeti meg, mint mas korképekben szenveddket. Mindezen EU
torekvések magukba foglaljék a ritka betegségekkel kapcsolatos szakmai informaciok
eljuttatasat a szakemberek és betegszervezetek fel¢, az azonos szakteriileten ritka
betegségekkel foglalkozo centrumok tudomanyos kollaboracidinak megszervezését,
tudomanyos programjaik tdmogatasat, szakértd diagnosztikai és terapias centrumok
és halézatok kialakitdsat, a ritka betegségek nomenklatirajanak egységesitését,
adatbazisok kialakitasat, ,orphan” gyogyszerek fejlesztésének, azok klinikai
kutatdsainak tdmogatdsat, ajanlasok megfogalmazasat, illetve tudoményos
publikaciok kozlését. Ezek a tevékenységek mar most is éreztetik kedvezo hatasukat,
habar még mindig sok olyan beteg van, aki tobb év, esetleg évtized elteltével jut
adekvat diagnoézishoz, mivel a laboratoriumi vizsgélatok és terapids modalitdsok
hazéjaban nem, vagy csak korlatozottan érhetdek el, a betegségével kapcsolatban még
szamos megvalaszolatlan kérdés mertil fel. A ritka betegségekkel kapcsolatos alap-
¢és klinikai kutatdsoknak tehét hidanypoétldan helye van az orvostudoményban, relevans
— adott esetben populacid specifikus — epidemioldgiai, biokémiai, laboratdriumi
diagnosztikai, prognosztikai, terapias targetekkel kapcsolatos adatokat szolgéltatva e
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szakteriilet szamara. Abbdl kiindulva, hogy egy-egy konkrét ritka betegségben, vagy
betegségcsoportban kis szamu beteg szenved, nagy klinikai tanulmanyok nem
kivitelezhetdk, a korrekt modon kivitelezett esettanulmanyok ¢és a kisebb klinikai
tanulmanyok szerepe felértékelddik. Fontossa valnak a multicentrikus tanulmanyok
is, de mivel egy-egy szakteriilettel kevés kutatocsoport foglalkozik, a kollaboracios
partnerek megtalalasa nehézkes. Nemzetkozi regiszterek kialakitasa e betegségekben
kiilondsen fontos.

2.2.1 A ritka, velesziiletett vérzékenységek

[y

elkiilonitett csoportot képeznek. A Nemzetkdzi Thrombosis és Haemostasis Tarsasag
(International Society on Thrombosis and Haemostasis, ISTH) definicidja szerint a
haemophilia A és B, illetve a von Willebrand betegség (vWD) gyakoribb altipusanak
kivételével minden coagulopathia és thrombocyta funkcié zavar, valamint a
hereditaer haemorrhagias teleangiectasia (HHT) ritka vérzékenységnek mindsiil. A
ritka coagulopathidk és thrombocyta funkcié zavarok homozigota, vagy Osszetett
heterozigota (azaz sulyos) formdjanak prevalencidja egyenként 1:500 ezer és 1:3
milli6 kozé tehetd. A velesziiletett vérzékenységek széleskorti diagnosztikédjat
lehetdvé tevd, a teljes diagnosztikai palettdt — a klinikumtél indulva a biokémiai
vizsgélatokon és molekularis diagnosztikan keresztiil egészen a kutatdlaboratoriumi
vizsgélatokig — magaba foglalo laboratériumok szdma igen alacsony.

Munkacsoportunk az elmult 20 évben szadmos, ritka vérzékenységben
szenvedd beteg esetében biztositotta a korrekt diagnozist a laboratériumi fenotipus
adekvat — esetenként sajat fejlesztésii — modszerekkel torténd meghatarozasaval. Az
Uj, még nem karakterizalt mutaciok kovetkezményeit fehérje szinten részletesen
tanulméanyoztuk expresszids rendszerekben kiilonbdzé rekombindns fehérje
vizsgéalatokkal.  Differencidldiagnosztikai  problémakat oldottunk meg 1j
diagnosztikai algoritmusok kidolgozasaval, illetve modszertani fejlesztésekkel. Az
értekezésben a Xlll-as faktor (FXII), a FV, FX deficiencidk, valamint a
dysfibrinogenaemia diagnosztikajaval, a von Willebrand betegség egyes tipusaival és
a vaszkularis rendellenességek koziil a HHT betegek vizsgalataival kapcsolatos
eredményeinket mutatom be.

A XlII-as faktor deficiencia

A normal atlag 1%-a alatti FXIII szint stilyos vérzékenységet eredményez. Ilyen
alacsony FXIII aktivitas az 6roklott FXIII deficiencidkban abban az esetben fordul
elé, ha a FXIII-A alegység érintett. A velesziiletett FXIII deficiencia még a ritka
vérzékenységek kozott is a kiilondsen ritka kategoridba sorolhaté (prevalencia kb. 1:2
millid), hazédnkban az elmult 20 évben négy beteg (csalad) esetében igazoltunk
velesziiletett FXIII deficienciat és végeztiink teljes korti diagnosztikat. Mivel a ritka
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vérzékenységek, igy a FXIII deficiencia diagnosztikdjaval kapcsolatban is csupan
kevés laboratorium rendelkezik teljes vizsgalati palettaval, a hazai betegek mellett
szamos kiilfoldi FXIII deficiens csalad esetében is biztositottuk a diagnosztikai
hatteret (Id. késobb). A laboratériumi modszertani problémék, a nem megfeleld
laboratoriumi diagnosztikai gyakorlat és a klinikai oldal nem megfeleld ismerete miatt
a FXIII deficiencia gyakran nem, vagy csak jelentds késlekedéssel keriil felismerésre.
Az urea oldékonysagi tesztet példaul szamos laboratoriumban még ma is a FXIII
deficiencia els6vonalbeli (sziird) tesztjeként alkalmazzak, holott e teszt csupan az
extrém alacsony FXIII szintek esetén mutat eltérést, a kevésbé alacsony, de
klinikailag jelentdséggel bird6 FXIII szintek mellett normal eredményt ad. A
velesziiletett FXIII deficiencia genetikai hatterét tekintve mind a F'/341 (A-alegység
deficiencia), mind a FI3B (B-alegység deficiencia) génekben szdmos mutéciot
kozoltek napjainkig. A genetikai defektus és a klinikai tiinetek és a laboratoriumi
fenotipus kozotti kapcsolat sokszor feltdratlan marad, részben modszertani
problémak, vagy a laboratériumi fenotipusra vonatkozé kevés adat miatt. Emiatt
értékesek azok a tanulmanyok, melyekben a molekuldris genetikai defektus hatasat
részletes laboratoriumi vizsgalatok eredményeivel és pontos klinikai adatokkal
demonstraljak. Az értekezésben bemutatasra keriilnek olyan FXIII deficiens betegek,
ahol Specialis Klinikai Hemosztazeologiai laboratériumunkban deritettik fel a
deficiencia hatterében allo genetikai eltéréseket, majd a mutaciok kovetkezményeit
teljes korti laboratoriumi vizsgalatokkal és részletes klinikai esettanulmanyokkal
demonstraltuk. Eredményeink és laboratoriumi tapasztalataink alapjan a FXIII
deficiencia klinikumat, laboratoriumi aspektusait dsszefoglalva a helyes diagnosztikai
gyakorlatrol ajanlasokat fogalmaztunk meg (1d. késobb).

Az V-0s faktor deficiencia

A régebben parahaemophilidnak, Owren’s disease-nek is nevezett FV deficiencia
ritka, autoszomalis recessziv coagulopathia, homozigota (sulyos) formajanak
prevalencidja 1:1 milli6. A homozigota FV deficiens betegek FV aktivitasa 10% alatti
(altaldban 1% alatt van) és altaldban sulyos vérzékenység jellemzi Oket. Mig a
haemophilia A és B esetén egyértelmii és szoros Osszefliggés van az adott faktor
aktivitdsa és a vérzékenység sulyossaga kozott, addig FV deficiencidban az
Osszefliggés lazabb. A stlyos vérzések nem csupan 1% alatt, de mar 15% FV szintek
alatt is jelentkezhetnek, enyhébb vérzékenység pedig még ennél magasabb FV
aktivitas esetén sem kizarhat6. A legtobb heterozigota egyén tlinetmentes, de a FV
véralvadasban betoltétt igen komplex és bonyolult szerepe miatt, lehetnek kivételek.
E betegek felismerése kihivas elé allitja a klinikust és laboratoriumi szakembert is,
kiiléndsen, ha nem gondolunk erre a lehetdségre. A koaguldcio sziirétesztjei ugyanis
csak akkor mutatnak megnyulast, ha az alvadasifaktor aktivitas értékek 25-30%-nal
alacsonyabbak. Ezaltal — csupan a sziir6tesztek normal eredményei alapjan — az
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adekvat diagnoézis elmaradhat, vagy jelent6sen késhet egyes betegeknél. A
homozigétak eléfordulasi gyakorisagabodl kiindulva, a heterozigota allapotnak kb.
1:1000 frekvenciaval kellene megjelennie, az esetek tobbsége azonban felderitetleniil
marad, hiszen nem jellemz6é az alvadasiidék megnyuldsa és legtobben vérzéses
tiineteket sem mutatnak. Amennyiben azonban egy klinikailag vérzékeny betegnél
heterozigota FV deficienciat allapitunk meg, csak abban az esetben juthatunk el a FV
deficiencia laboratoériumi diagndzisaig, ha hemosztazeoldgiai szempontb6l minden
egyéb lehetdséget kizarunk. Egy-egy F5 mutdcid esetében a részletes klinikai-
laboratoriumi esetismertetések tehat nagy mértékben segitenek a tovabbi betegek
felismerésében, a korai adekvat diagnozis felallitasaban. Az értekezésben bemutatunk
egy olyan FV deficiens csaladot, ahol a proband, csupan miitéti beavatkozasok
alkalmaval jelentkezd, de akkor sulyos vérzései hatterében heterozigéta FV
deficienciat diagnosztizaltunk, a muticid patogenitasat kisérletesen igazoltuk és
eredményeinket klinikai és laboratoriumi tanulsagot szolgaltato esetleiras formajaban
kozoltiik.

A X-es faktor deficiencia

Az 6roklott FX deficiencia autoszomalis recessziv, homozigdta formaban 1:1 millio
gyakorisaggal eléfordulo ritka coagulopathia. A homozigota FX deficiens betegek
alvadasifaktor aktivitasa altalaban 10% alatt, leggyakrabban 1% alatt van és stlyos
vérzéses tlineteket produkalnak. A FX deficiencia sulyossagat bizonyitja az a
megfigyelés is, hogy a tiinetmentességhez legalabb 56%-o0s FX aktivitds sziikséges,
valamint, hogy a Grade III tipusu vérzések mar 10% faktorszint alatt jelentkeznek.
Sulyos deficiencidban jellemzdek az un. nagy vérzések: haemarthrosis, intracranialis
vérzés, gastrointestinalis vérzések, intramuscularis bevérzések. Enyhébb esetekben
epistaxis, foghuzast kdvetd vérzés, vagy sebészi bevatkozasok kapcsan jelentkezd
vérzés lehet a vezetd tiinet. A FX deficiencia (a FV deficiencidhoz hasonléan)
felismerése 4ltaldban a parallel megnytlast mutat6 és normal plazméaval korrigalhato
PI és APTI eredményeken alapul, melyet az Un. kdzds ut faktorok aktivitdsanak
meghatarozasa kovet altalaban egyfazisu alvadasi tesztekben. A FX deficiens betegek
(a FV deficiencidhoz hasonldan) tobbsége I-es tipusu, kvantitativ deficiencidban
szenved. Eddig kb. 100 kiilonbdzé mutaciot irtak le, a mutaciok tulnyomo tobbsége
misszensz pontmutacio, kiilonb6z6 molekularis kdvetkezményekkel. A sulyos I-es
tipusu deficiencia egyik oka elvileg a mutans FX molekula szekrécios defektusa lehet,
amit pl. a FX Santo Domingo mutacié esetében igazoltak, ahol a mutacié (p.Gly-
20Arg) a szignal peptidet érintette. Ebben az esetben — in vitro biokémiai vizsgalatok
tanulsaga szerint — a mutans fehérje az endoplazmatikus retikulumban rekedt meg,
igy nem szekretalédott a sejtkultira médiumaba. Erdekes médon, nemcsak a szignal
peptid mutécidival Osszefiiggésben taldltak szekrécid zavarra utald laboratoriumi
fenotipust FX deficiencidban, és — bar in silico kisérletekben tobbnyire megerdsitették
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a hibas molekulaszerkezetet, ami feltehetden nem-szekretalodo fehérje szintéziséhez
vezet — az in vitro expresszids tanulmanyok kdzott munkacsoportunké volt az elso,
ami egy uj mutacio esetében feltarta a mechanizmust, mellyel nem a szignal peptidet
érintd eltérés esetén is szekrécid zavar kovetkezhetett be.

Egyéb ritka vérzékenységek: a von Willebrand betegség ritka formdi és a
dysfibrinogenaemia

A laboratériumi diagnosztika az eldzéekben emlitett coagulopathidk esetén (FXIII,
FV ¢és FX deficiencidk) az arra felkésziilt laboratérium szamara nem jelent
kiilonosebb nehézséget és az adott alvadasi faktorok célzott meghatarozasaval a
diagnozis felallithatdo, vannak azonban olyan vérzékeny allapotok, ahol a
diagnosztikai kihivasokat ma els6sorban a differencidldiagnosztikai kérdések jelentik.
Ezen nehézségek hatterében szamos tényezd allhat, példaul az, hogy az elérhetd
laboratdriumi modszerekkel nem mindig kiilonithetéek el az egyes — nagyon hasonld
laboratoriumi fenotipussal jaré — korképek egymastol, vagy éppen az, hogy nem is
lehetséges funkcionalis laboratoriumi vizsgélatot végezni adott betegség esetén.

A von Willebrand betegség (vWD) a klinikai hemosztazeologiai
laboratoriumok fokuszpontjdban 4ll, hiszen nemcsak a ,leggyakoribb ritka
vérzékenység”, hanem a legbonyolultabb is laboratériumi differencialdiagnosztikai
szempontbol. Sokrétli funkcidjanak koszonhetéen a vWD-nek tobb megjelenési
formé4ja, altipusa létezik, melyek mas-mas laboratoriumi fenotipussal jelentkeznek,
de adott esetben eltérd terapias megfontolasokat is igényelnek. A vWD diagnosztikdja
igen komplex laboratoriumi teszt arzenalt és bonyolult interpretaciot igényel. A
differencidldiagnosztikai problémak tudomanyos igényli megkozelitése, megoldasa
¢s annak kozlése jelentds mértékben segiti e szakteriilet fejlodését.

A ritka, velesziiletett fibrinogén rendellenességek diagnosztikaja és
differencidldiagnosztikdja szintén érdekes kérdés. Ezek lehetnek kvantitativ (hypo-¢és
afibrinogenaemia), vagy  kvalitativ  (dysfibrinogenaemia, vagy  hypo-
dysfibrinogenaemia) esetek. A dysfibrinogenaemia egy rendkiviil becsapds,
heterogén korkép. Klinikailag a vérzés-tiinetmentesség-thrombosis spektrumon
barhol elhelyezkedhet. A velesziiletett fibrinogén rendellenességek hatterében az
FGA, FGB ¢és FGG gének mutacioi allhatnak. A vWD-het hasonloan, itt is hasznosak
a differencidldiagnosztikai eset-leirasok és kis kohorsz tanulméanyok.

Egyéb ritka vérzékenységek: a hereditaer haemorrhagias teleangiectasia

A hereditaer haemorrhagias teleangiectasia (HHT), vagy Osler-Rendu-Weber kor egy
AD o6roklésmenetet mutaté multiszisztémas vaszkularis vérzékenység. Prevalencidja
kb. 1:5000-1:8000-re tehetd, azonban ennek becslését bizonytalannd teszi tobbek
kozott a betegség inkomplett penetrancidja és az, hogy e betegség erdsen
aluldiagnosztizalt. A HHT diagnozisa alapvetéen a Curacao kritériumok meglétén
alapul. Ezek magukba foglaljdk a spontan és rekurrens orrvérzéseket (a betegek 90-
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95%-aban megfigyelhetd), a multiplex teleangiectasidkat (a betegek 90%-aban
megfigyelhetd és jellemzden az ajkakat, szajiireget, kézujjakat és az orr kiils6 felszinét
érintik), a zsigeri vascularis 1éziokat, igymint gastrointestinalis teleangiectasia (20-
80%), pulmonalis (30-50%), hepaticus (32-48%), cerebralis, vagy spinalis (23%)
arteriovenosus malformatiok (AVM) és az els6 foku rokon HHT érintettsége. A HHT
esetében — 1évén vaszkularis rendellenesség — laboratoriumi tesztekrél nem
beszélhetiink, a HHT esetek kb 85%-aban heterozigdta formaban talalunk mutaciot
az endoglin (ENG), vagy az aktivin receptor-like kinaz 1-et (ALK1-et) kddolo
(ACVRLI) génekben. Ezek a transzforméaldo noévekedési faktor béta (TGF-B)
szupercsalad tagjai. Ritkabban a SMAD4-et kodolé MADH4 génben, vagy a GDF2
génben (ami a BMP-t, az ALK ligandjat kodolja) lehet eltérést talalni. A RASA1 gén
(ami a RAS P21 fehérje aktivator 1-et kodolja) mutacioi is HHT-szerti fenotipussal
jarnak (capillaris malformatio-arteriovenosus malformatio szindréma). Mivel
laboratoriumi teszt nem 4all rendelkezésre, a HHT klinikai gyantja esetén a diagnozis
megerdsitése kozvetleniil genetikai vizsgalattal lehetséges. Mivel a betegség
hatterében tobb gén szerepe is bizonyitott, a genetikai diagnosztikai stratégiat egy
adott populacidban befolyasolhatja alapité mutacio jelenléte. A populaciora jellemzd
gén (és genetikai eltérés) befolyasolhatja az adott régié HHT betegeinek tiinettanat is,
hiszen a ACVRLI és MADH4 gének érintettsége példaul a klasszikus HHT tiinetek
mellett pulmonalis hypertoniaval, vagy juvenilis polyposissal is jarhat, vagy a RASA !
mutéciok esetében basal sejtes tiiddcarcinomat irtak le. Uj mutaciok esetén fontos a
genotipus-fenotipus Osszefiiggések leirdsa annak érdekében, hogy tanulsagul
szolgaljon az adott eltérés hatdsaval kapcsolatban a betegség megjelenésének idejére
(a HHT-re jellemz0 ugyanis a korfliggd penetrancia is), tipusara, vagy sulyossagara.

222 A ritka velesziiletett thrombophilidk

A vénas thromboembolia (VTE) és a kialakuldsara hajlamositd thrombophilia
klasszikus péld4dja a komplex betegségeknek, melyek hétterében genetikai és
kornyezeti tényezOk egylittesen szerepet jatszanak. Az ISTH definicié szerint a
velesziiletett thrombophilidk — az aktivalt protein C rezisztencia (APC rezisztencia)
¢és a protrombin gén 20210 A allél kivételével — a ritka hemosztazis rendellenességek
koz¢ tartoznak. A ritka thrombophilidk esetében — érthetd modon — nagyon nehéz
diagnosztikus és terapias, vagy prevencios ajanlasokat megfogalmazni, hiszen egy-
egy centrumban &ltaldban igen kevés tapasztalat all rendelkezésre. E betegségek
esetén is (hasonldan a ritka vérzékenységekhez) hangsulyosak az esettanulmanyok,
multicentrikus tanulmanyok, nemzetkdzi &sszefogasok, illetve felértékelédik azon
vizsgélohelyek szerepe, ahol valamely okbol (1d. az értekezés soran késébb) egy-egy
ritka thrombophilia nagyobb gyakorisaggal fordul elo.

A ritka thrombophilidk, igy az antitrombin (AT), vagy protein C (PC)
deficiencidk korrekt laboratériumi diagnozisa lényeges, hiszen befolyasolhatja a
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terapids modalitast, a masodlagos prevencidos stratégiat. Munkacsoportunk
tevékenysége hozzajarult ahhoz, hogy egyes modszertani problémékat megoldva, ma
hatékony és biztonsdgos laboratériumi protokollokat ajanlhassunk a klinikai
hemosztazis laboratdriumok szamara. Tovabba felismertiink olyan egyedi, populacio-
specifikus szempontokat, amivel kifejezetten a hazai thrombophilia diagnosztikat
tudjuk segiteni. Mindezeket a szempontokat sorban targyalom az értekezés soran. A
ritka thrombophilidk kapcsan érdekes kérdés az is, hogy egy-egy ujonnan detektalt
genetikai eltérés milyen molekularis kdvetkezményekkel jar. Nemcsak azért érdekes,
mert bizonyitanunk kell azt, hogy az j mutacié valdban patogén szereppel bir (ez
idaig diagnosztikai kérdés), hanem azért is, mert a koros fehérje funkcionalis és
strukturdlis vizsgalatai segitségével az adott fehérje fiziologias jellemzdit,
kolcsonhatasait, egyes molekularészletek szerepét is jobban feltarhatjuk. Ezek a
funkciondlis és szerkezeti vizsgalatok potencidlis gyogyszer targeteket is
azonosithatnak. Munkacsoportunk szdmos 1j mutdcié in vitro karakterizalasat
végezte el AT és PC deficiencidkban. Az értekezésben ezen vizsgalatainkra is
mutatok példat.

Az antitrombin legfontosabb jellemzoi, az antitrombin deficiencia klinikuma,
Jjellegzetességei

Az AT a szerin protedz inhibitorok (szerpinek) csalddjaba tartozd egylancu
glikoprotein, mely o-glikoforma (4 Asn reziduumon glikozildlt és ez adja a
keringésben 1évé AT kb. 90%-4t), és B-glikoforma (3 Asn reziduumon glikozialt, kis
mennyiségben van) allapotban fordul eld. F6 funkcidja a szerin protedz
alvadasifaktorok (f6leg a trombin és FXa) gatlasa, mely gatlasi folyamat heparin,
pentaszacharid, vagy heparin szerti proteoglikdnok AT-hoz kotddése altal
sokszorosara fokozodik. Az AT e gatld funkcidja szempontjabol legfontosabb
molekularészletek az un. heparin ko6t6 régio (heparin binding site, HBS) és a reaktiv
centrum hurok (reactive center loop, RCL). Az AT ¢és a pentaszacharid egység kozotti
kolcsonhatas egy érdekes, tobblépéses folyamat, melynek egyes részleteit
munkacsoportunk térta fel és az értekezésben késébb részletesen ismertetésre keriil.
A laboratériumban ma mar mind a progressziv (azaz heparin jelenléte nélkiil), mind
a heparin jelenlétében torténd (felfokozott) gatld hatast tudjuk vizsgélni,
munkacsoportunknak jelent6s szerepe volt abban, hogy az AT funkcionalis tesztek
fejlesztésével ma nemzetkozi szinten is élvonalbeli diagnosztikat folytathassunk.
Ezen modszerfejlesztésekkel és értékelésekkel kapcsolatos részletes beszamold az
értekezésben késébb olvashato.

Az AT deficienciat elészor Egeberg irta le 1965-ben. Az els6 funkcionalis
defektusrol (AT Budapest) 1974-ben Sas Géza professzor ur és munkatarsai
szamoltak be. Az AT deficienciakat két alaptipusba soroljak, a kvantitativ (I-es tipus)
¢és kvalitativ (II-es tipus) tipusokba. Az I-es tipust kvantitativ AT deficiencidban az
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AT aktivitasa és antigén szintje egyarant csdkkent, ami hibas fehérjeszintézisre vagy
szekréciora utal. A Il-es tipusu, mindségi deficiencidban a defektus érintheti a reaktiv
helyet (IIRS tipus), a heparin-kdtéhelyet (IIHBS tipus) és lehet pleiotrop (IIPE tipus)
hatast is. Az AT deficiens betegek tobbsége heterozigéta forméban hordozza a
genetikai  eltérést, az AT deficiencia homozigéta formaban az élettel
Osszeegyeztethetetlen, kivéve egyes IIHBS varidnsokat. A betegség molekularis
genetikai hattere igen heterogén, mara mar tobb mint 300, okozati muticidrol
szamoltak be. A molekula N-terminalis részéhez kozeli régiokat érintd leggyakoribb
misszensz eltérések, igy a p.Pro73Leu (AT Basel), a p.Arg79His (AT Padua I) és a
p.Leul31Phe (AT Budapest 3; ATBp3) IIHBS AT deficienciat eredményeznek. Az
ATBp3 mutécidval kapcsolatban kordbban csak szorvanyos kozléseket talaltunk,
azonban ezekben az esetleirdsokban kozds vonas volt, hogy a stlyos, homozigéta
betegek mind kozép-kelet-eurdpai szarmazastiak voltak, ami felvetette alapito hatés
lehetdségét. Az ATBp3 alapito hatdsat nemzetkdzi mércével mérve is kiemelkedden
nagy szamu beteg bevondsaval és polimorf genetikai markerek alkalmazasaval
munkacsoportunk igazolta (lasd késdbb).

Az AT deficiencia tiinetei a mélyvénds thrombosis (MVT) és/vagy
tiidéembolia, ami gyakran visszatérd is lehet. A thrombosis gyakran szokatlan helyen
is kialakulhat, igy a felsévégtagokban, a mesenterialis, vese, portalis, retina és agyi
erekben, valamint intarcardialisan. Artérids thrombosisokrél (myocardialis infarctus,
stroke) is beszamoltak mar AT deficiencia kapcsan, azonban a deficiencia ritka
eléfordulasa miatt nyilvanvalo, hogy nagy klinikai tanulméanyok ezzel kapcsolatban
nehezen kivitelezhetdek, inkabb esectleirasok allnak rendelkezésre. Terhes, AT
deficiens n6knél kiemelked6en magas lehet a thrombosis kockdzata, habar itt is
heterogenitas figyelhetd meg az AT deficiencia tipusa szerint. Az AT deficiencia ritka
eléforduldsa miatt a terapids kérdések megvalaszolasa is nehézségekbe iitkozik és
leginkabb eset-riportok, szakértdi vélemények allnak rendelkezésre e téren is.

Az AT deficiencia (ATD) rutin laboratériumi diagnosztikdja soran
elsévonalbeli sziirétesztként, a thrombophilia panel részeként egy funkcionalis teszt,
az AT aktivitds meghatdrozéasa torténik. Ma mar kizarolag kromogén amidolitikus
tesztet hasznalunk. Az amidolitikus tesztben az AT 4ltal gatolt trombin, vagy FXa
maradék aktivitasat hatarozzuk kromogén szubsztrat hozzadadasa segitségével. A teszt
soran a vizsgaland6 plazmahoz trombint, vagy FXa-t adunk feleslegben, amit a
plazmaban 1év6 AT funkcionalis épségétdl fliggd mértékben gatol. A maradék, gatlas
ala nem keriilt trombin, vagy FXa aktivitasat specifikus kromogén szubsztrat
hozzaadéasaval teszteljiik. Az AT aktivitdsanak meghatarozésa elvégezheté heparin
jelenlétében (heparin-kofaktor aktivitds) vagy annak hidnydban (progressziv
aktivitas). A IIHBS AT deficiencidkban, munkacsoportunk és masok is felvetették,
hogy a trombin alapu tesztek kevéssé érzékenyek, igy egyes AT deficiens betegekben
referencia tartomanyon beliili AT aktivitas értékeket mériink. Késébb felmeriilt, hogy
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a FXa alapt tesztek érzékenysége kozott is lehetnek kiilonbségek, ezt azonban
szisztematikusan kordbban nem vizsgaltdk, munkacsoportunk végezte ezzel
kapcsolatban a legatfogobb vizsgalatot, ami végiil konkrét diagnosztikai ajanlasokhoz
vezetett (lasd késébb az értekezésben). A progressziv AT teszt, ami az el6bbiekben
ismertetett funkcionalis teszthez hasonléan miikddik, de nem tartalmaz heparint, a
ITHBS altipust segit elkiiloniteni a tobbi II-es tipustt AT deficienciatol. Az AT antigén
koncentracié meghatarozas szintén az AT deficiencidk osztalyozasaban segit.

Az ATD-val kapcsolatban még ma is szamos megvalaszolatlan kérdés és
bizonytalansdg meriil fel mind a diagnosztikai kérdéseket, mind a klinikai
koriilményeket illetéen. Munkacsoportommal az elmult évtizedben leginkabb az AT
deficienciak klinikumaval, laboratériumi modszertani megkozelitéseivel, molekularis
és in silico vizsgalataival foglalkoztam, igy téziseimben ezt a problémakort emelem
ki és fejtem ki legrészletesebben.

A protein C deficiencia klinikai és laboratoriumi jellegzetességei

A protein C (PC) egy K-vitamin fiiggd, a keringésben kétlanct glikoprotein,
kofaktoraval, a protein S (PS)-sel, mint természetes antikoagulansok jelentds szerepet
jatszanak a koagulaci6 szabalyozasdban. Az els6 PC deficiens esetet Griffin és
munkatérsai irtdk le 1981-ben, a beteg rekurrens vénas thrombosisoktdl szenvedett.
Azéta mar szamos PC deficiens eset keriilt kozlésre ¢és altalaban a hattérben allo
genetikai defektust is igazoltdk. A PC deficiencia tiinete a — gyakran visszatérd és
fiatal felnéttkorban kialakuld — alszar vénait érintd mélyvénas thrombosis és/vagy
tiidéembolia mellett a szokatlan lokalizacioban megjelend, pl. proximalis végtagi,
vagy mesenterialis, illetve cerebralis vénds thrombosis, esetenként sziviiregi
thrombus megjelenése. A PC deficiencia fokozza a VTE kockazatat terhességben,
stlyos, homozigota PC deficiencidban pedig, amikor a plazma PC koncentracidja
extrém alacsony, purpura fulminadnsként ismert disseminalt thrombosis alakul ki. A
K-vitamin antagonista-indukalta bérnekrézis stlyos szovédmény lehet PC vagy PS
deficiens betegeknél. PC vagy PS deficiens betegekben artérias thrombosisokat is leirt
tobb esettanulmany. A PC deficiencia — a laboratériumi vizsgalatok eredményei
alapjan — I-es (kvantitativ) és Il-es (kvalitativ) tipusra oszthatd. I-es tipusu PC
deficiencidban a PC aktivitds (alvadasi id6 meghatdrozason alapuld, vagy
amidolitikus esszék kromogén szubsztratot alkalmazva) és antigén szint (ELISA
modszerrel) aranyosan alacsony, csdkkent fehérjeszintézist vagy szekréciot jelezve,
mig Il-es tipusi deficiencidban az aktivitds csokkent az antigén szint jelentOs
csdkkenése nélkiil. Az utdbbi tipust okozhatja példaul a szubsztrat, Ca>* vagy receptor
kotés zavara, vagy barmilyen, az aktiv centrumra gyakorolt hatas. Az I-es tipusu
deficienciat okoz6 mutaciok tobbsége egy nukleotidot érintd csere a PROC kddolo

crey

elvégezték (ritkan), a molekulamodellezés majdnem minden esetben koros fehérje
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feltekeredést és kovetkezményesen a mutans fehérje instabilitdsat jelezte. In vitro
expresszios tanulmény az esetek csupan harmadaban készilt. A Il-es tipusu
deficiencia diagnozisa a funkciondlis tesztek €és az antigén szint mérés eredménye
kozotti diskrepancian alapszik. Misszensz mutacio6 fordul eld ilyenkor leggyakrabban
és a Gla-domént vagy pro-peptidet érinté aminosavesere karosodott Ca’*- és
foszfolipid-kotést eredményez.
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3  CELKITUZESEK

A ritka hemosztazis rendellenességekkel kapcsolatos korabbi  kutatési
eredményeinkre alapozva, valamint szembesiilve e ritka betegségekben szenveddk —
gyakran inadekvat diagnosztikat kovetd — inadekvat klinikai ellatdsanak negativ
kovetkezményeivel, munkdssdgom soran els6sorban a ritka haemorrhagias
diathesisekre ¢és ritka thrombophilidkra Osszpontositottam. Célul tiiztiink ki
diagnosztikai modszerfejlesztéseket és 11j laboratériumi protokollok bevezetését,
ajanlasok megfogalmazasat, ill. tanulméanyozni kivantuk a ritka hemosztazis
rendellenességek hatterében 4ll6 genotipus-fenotipus kapcsolatokat, melyekbdl
szamos érdekes, eldremutatd kovetkeztetést vonhattunk le. Részleteiben:

31 Vérzékenységek

e Adekvat laboratériumi diagndzis biztositasat kovetden genotipus-fenotipus
Osszefliggések tanulmanyozasa FXIII, FV és FX deficiencidkban.

e Diagnosztikai ajanlas megfogalmazasa FXIII deficiencidban.

o Differencialdiagnosztikai problémak megoldasa fibrinogén rendellenességekben,
von Willebrand betegség ritka tipusaiban és hereditaer haemorrhagias
teleangiectasiaban (HHT).

e A HHT betegek genotipus-fenotipus jellemzdinek értékelése; alapitd mutacio
felderitése.

3.2 Thrombophiliak

e AT deficiens betegek és csaladtagjaik bevonasaval klinikai- laboratériumi
adatbazis, majd AT deficiencia nemzetkozi regiszter kialakitasa.

e Alapité hatds jelenlétének igazoldsa, kordnak és eredetének meghatirozasa a
hazankban rekurrens AT Budapest3 mutacié kapcsan.

e Uj AT és PC mutaciok biokémiai és in silico karakterizalasa.

e Laboratériumi diagnosztikai problémék exploralasa AT deficiencidban, a
funkciondlis AT esszék teljesitoképességének vizsgalata a kiilonbozd AT
deficiencia tipusok esetén, 1j laboratoriumi tesztek és diagnosztikai algoritmusok
kidolgozasa.

e Az AT IIHBS tipuson beliili altipusok eltérd klinikai és laboratoriumi viselkedése
hatterében all6 molekularis kiilonbségek feltarasa in vitro biokémiai és in silico
modszerekkel.
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4  BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Vizsgalatok haemorrhagias diathesisekben

4.1.1 Betegek
XIII-as, V-0s és X-es faktor deficienciak

Két, sulyos vérzéses tiinetekkel rendelkezé beteget vizsgaltunk, egy ujsziilott fiat
(Hollandia) cephalhematoma, koldokcsonk vérzés és egy 13 éves lanyt (Belgium)
extraduralis hematoma, felszini horzsolasos vérzések, sebgyogyulasi zavarok és
feltarast igényl6 hastiri vérzések miatt. Mindkét betegnél XllI-as faktor hidny
igazolddott. 34 éves nébetegiinknél sziilést, illetve invaziv beavatkozasokat kovetden
fellépd vérzéses tiinetei hatterében FV deficienciat igazoltunk. A FX deficiencia
diagnodzisa idején egy éves fiugyermek inadekvat traumara bekovetkezd stlyos
subduralis vérzés miatt keriilt felvételre. A beteg csaladi anamnesise vérzékenység
tekintetében negativ volt. Sajat anamnesisében kiemelend6ek voltak még a gyakori
bor-¢és nyalkahartya vérzések. A sziilok kozeli rokonok.

Hereditaer haemorrhagias teleangiectasia

A Heves Varmegyei Markhot Ferenc Oktatokorhdz és Rendeldintézet ellatasi
teriiletén, hereditaer haemorrhagias teleangiectasiaval (HHT) él6 betegek felkutatasat
¢és gondozasat a Fiil-orr-gégészeti osztaly kezdeményezte és vallalta. A tézisekben
most csak azokrol a vizsgalatokrol szamolok be, melyek tudomanyos szempontbol is
érdekesek. Vizsgalataink soran 6t, egymassal latszolag nem rokon csaladhoz tartozo,
HHT gyanus beteg (index személyek: 53 éves férfibeteg, 82 éves ndbeteg, 37 éves
nbbeteg, 56 éves férfibeteg és egy 56 éves ndbeteg) esetében keriilt sor elészor
genetikai vizsgalatra, mely akkor az ENG és ACVRL1 gének analizisét jelentette (1asd
késdbb). Sor keriilt tovabba az 6t csalad HHT-gyants csaladtagjainak vizsgélatéra is
(0sszesen 34 egyén). A HHT diagnézisat az aktudlis irdnyelvek szerint allitottuk fel.
Az AVM-ek kimutatasa céljabol elvégeztiik a sziikséges képalkoto vizsgalatokat is.

A von Willebrand betegség (vWB) és fibrinogén rendellenességek
differencialdiagnosztikai problémait jelentd esetei

Az elmult 10 évben — az orszagban egyediilallo modon rendelkezésre 4llo, teljes korti
és részletes laboratoriumi hemosztazeologiai vizsgalataink soran — szdmos olyan
esettel taldlkoztunk, ahol a végs6 diagnozis felallitdsdhoz a genetikai vizsgalatok
elkertilhetetlenek voltak. E vizsgalatok soran tobbnyire megerdsitettiik a hemosztazis
vizsgélatok eredményeire alapozott gyanunkat, pontositottuk a betegségek altipusba
sorolasat és differencidldiagnosztikai kérdéseket sikeriilt eldonteniink, valamint egyes
esetekben igen meglepd és tanulsagos eredményekre bukkantunk. Osszesen n=63
vWD, n=27 hypo-vagy dysfibrinogenemia és n=10 HHT gyanus esetet elemeztiink.
Utobbiak koziil csak azokat ismertetem a tézisekben, ahol nem a gyakori (ENG ¢és

24



ACVRLI) génekben sikeriilt az okozati mutacidt azonositani, tovabba a mutacio
azonositasanak prognosztikai szempontbol is jelentdsége van.

Populacios kontroll személyek

A magyar altalanos népességre reprezentativ, un. populacios kontroll személyek DNS
mintai a Haziorvosi Morbiditasi Adatgytijtési Program (HMAP)-bol szarmaztak. A
mintdk Hajdu-Bihar, Gy6r-Moson-Sopron, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Zala, Bacs-
Kiskun és Komarom-Esztergom varmegyei ANTSZ intézetek, illetve a csatlakozd
héziorvosi praxisok részvételével keriiltek begytijtésre. A DNS mintdkat a HHT és
AT (1d. késébb) alapité mutaciok vizsgalata soran haplotipus analizishez hasznaltuk.

412 Laboratoriumi vizsgalatok

Rutin hemosztazeologiai és genetikai modszerek

Ezeket a modszereket csak diohéjban emlitem, hiszen egyrészt nagy tobbségiik a
nagyobb korhézi, vagy klinikai laboratériumokban elérhetd, masrészt elsdsorban
diagnosztikai és nem tudoményos szempontbol érdekesek. Haemorrhagias
diathesisek kivizsgaldsa soran a vérvétel 0,109 mol/L citratot tartalmaz6 vakutainer
csovekbe tortént. A koagulacid vizsgéalatdhoz thrombocyta szegény plazmét (PPP)
allitottunk eld, a thrombocyta funkcid vizsgalatdhoz pedig thrombocyta dus plazmat
(PRP) hasznaltunk. A koagulacié sziirétesztjeinek és az alvadasi faktoroknak
egyfazisu alvadasi tesztben torténd meghatarozasa BCS koagulométerben Siemens és
Labexpert reagensekkel, illetve STA Compact koagulométerben Stago reagensekkel
tortént. A fibrinogént Clauss modszerrel és immunnefelometrids modszerrel
hataroztuk meg. A FXIII aktivitadsat ammonia felszabadulas detektalasan, NADPH
fogyast 340 nm-en méré kinetikus tesztben, a FXIII antigén szinteket
TECHNOZYM® FXIII Ag, FXIII-A SUB és FXIII-B SUB ELISA-kal mértiik
(Technoclone). A FX antigén koncentracié meghatarozasa kereskedelmi forgalomban
kaphaté ELISA-val (Diagnostica Stago) tortént. A PFA-100 zarédasi id6t mind
kollagén/ADP, mind kollagén/adrenalin patron felhasznaldsdval meghataroztuk
(Siemens). A thrombocyta funkcidé vizsgalata (aggregacid és ATP szekrécio)
lumiaggregométerben (Chrono-log), kereskedelmi forgalomban kaphat6 agonistakkal
(kollagén, ADP, adrenalin, arachidonsav, trombin) tortént. A vWD diagnosztikajat a
jelenleg érvényes nemzetkozi iranyelveknek megfelelden végeztik. A vWF:Ag (BC
von Willebrand reagent, immunnefelometria) és vWF:GPIbM (vWF aktivitas,
Innovance VWF Ac) meghatarozasokat Siemens reagensekkel BCS-XP
koagulométerben végeztik. A vWF kollagénhez torténd kotédésének mértékét a
Technoclone Technozym vWF:CBA ELISA kit felhasznalaséval hataroztuk meg. A
vWF Vlll-as faktorhoz torténd kotédésének mértékét, a vWF:FVIIIB paramétert
Asserachrom VWF:FVIIIB kit (Diagnostica Stago) felhasznalasaval mértiik. A vWF
multimer  strukturdjat ,in-house” immunoblot moédszerrel, HRP-konjugalt
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poliklondlis nyul anti-human vWF antitesttel (Dako) vizualizaltuk. PRP-ben
risztocetin indukalta thrombocyta aggregacio (RIPA) vizsgalatat 0.6 mg/L-1.5 mg/L
Helena risztocetinnel (Helena Laboratories) végeztiik. A reptilazidét Stago reagenssel
ST4 mechanikus koagulométerben detektaltuk.

Periférias fehérvérsejtekbol DNS-t izolaltunk QIAamp DNA Blood Mini
Kit-tel (Qiagen). Roviden, a F5 25 exonjanak, a F10 8 exonjanak, és a FI1341
exonjainak, az exon-inton hataroknak és a promoter régi6 amplifikalasat kovetden a
Sanger szekvendlas ABI PRISM 3700-Avant Genetic Analyzer-n (Applied
Biosystems), az értékelés Sequencing Analysis szoftver kiilonbozé verzidival
(Thermo Fisher Scientific) tortént. A HHT diagnosztika soran az ENG, ACVRLI és
SMAD4 géneket kezdetben szintén fluoreszcens direkt szekvendldsal analizaltuk.
Késdbb e gének vizsgalatat beépitettiik a ,,HHT-vWD-fibrinogén rendellenességek”
NGS panelbe és 2019 ota e betegeket mar az Ujonnan bevezetett modszerrel
vizsgéljuk (lasd késobb). Az 10 muticiok esetében valds idejii PCR-t, FRET
detektalast kovetd olvadaspont-gorbe analizis modszerek beallitdsa tortént
(LightCycler, Roche) annak érdekében, hogy a mutdcid patogenitasdnak egyik
bizonyitékaként legalabb 100, hemosztdzis szempontjabol egészséges személy DNS
mint4jan igazoljuk az adott, feltételezetten koroki mutécid hianyat.

Specialis genetikai vizsgalatok

A FXIII-A mRNS analizise sordan Tempus Blood RNS csovekbe (Applied
Biosystems) levett vérmintakbol az RNS izolalast Tempus 12-port RNA Isolation kit
hasznalatdval végeztiik. A teljes RNS reverz transzkripcidja First Strand cDNA
Synthesis Kit-tel tortént. A valos idejii PCR reakcidokat SYBR Green I Master (Roche)
mixszel végeztik LightCycler 480 késziilékben. A FXIII-A génexpressziot a
foszfoglicerat-kinaz 1 (PGK-1) expresszios szintjére normalizaltuk. A relativ genomi
expresszié szamitasahoz a 2*4C? modszert hasznéltuk.

Az ACVRLI ¢.625+1 G>C eltérés alapitd hatdsanak igazolasara 3 SNP-t és
5 STR (Short tandem repeat) markert vizsgaltunk 50 kontroll személy DNS mintéjan,
valamint a mutaciét hordozoé érintett személyek és csaladtagjaik (n=34 csaladtag)
mintain.

Uj generacios panel szekvendlast allitottunk be haemorrhagias
diathesisekben. A panel a kdvetkezd géneket tartalmazta: ACVRLI, ENG, SMAD4,
GDF2, RASAI F5, F8, FGA, FGB, FGG, KLKB1, ADAMTS13, GP1BA és VWF (ROI
size: 48,149 bp). A MiSeq rendszert (MiSeq Reagent kit v2 300 cycles, Illumina)
hasznaltuk szekvenalashoz. Az adatok elemzését NextGene software (SoftGenetics,
State College) hasznalataval végeztiikk. A lehetséges patogén muticiokat Sanger
szekvenalassal validaltuk.

A mutéciok leirdsa a Human Genome Variation Society ajanlasa alapjan
tortént. Az 0j mutacidk patogenitasanak vizsgalata Mutation Taster PolyPhen2,
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MutPred2 és SIFT predikcios algoritmusokkal tortént. A mutaciok klasszifikacioja az
American College of Medical Genetics and Genomics Utmutatasa alapjan tortént.

Specidlis, in-house hemosztazis laboratoriumi modszerek

A FV antigén szint meghatérozasara ELISA tesztet dolgoztunk ki, két, poliklonalis
birka anti-huméan FV antitestet felhasznalva (Affinity Biologicals). A FV és FXIII
esetében thrombocyta lizatumbdl is megtorténtek az adott alvadasi faktor aktivitas,
illetve antigén koncentracié meghatirozasok. A mosott thrombocyta szuszpenzidk
thrombocyta szamat a végleges szuszpenzioban 1000 G/L-re allitottuk be, a
vérlemezkék lizalasa Triton X-100 hozzdadasaval tortént. A vérlemezkékbdl torténd
FV és FXIII antigén szint meghatarozas hasonl6an zajlott, mint plazma mintak esetén.
A kapott eredmények értékelése és a referencia gorbe felvétele egészséges egyénektol
nyert thrombocyték lizadtuméaval tortént.

Biokémiai vizsgdlatok mutdns fehérjéken

A vad tipusi FX cDNS-t tartalmazd expresszios vektorbol (FX-pCMV4)
helyspecifikus mutagenezissel (QuickChange site-directed mutagenesis Kkit,
Stratagene) megtortént a mutans (c.730G>A) cDNS el6allitasa. A vad tipusu és
mutans cDNS Epicurian coli XL-1-Blue szuperkompetens sejtekbe torténd
tipust és mutans plazmidok tranziens transzfektaldsa tortént human embrionalis vese
(HEK) 293 sejtekbe (Effectene transfection reagent, Qiagen). A tapfolyadék K-
vitamint is tartalmazott. Inkubaciot kovetden a tapfolyadékokat dsszegyiijtottiik, a
sejtek egy részét fixaltuk konfokalis lézer szkenning mikroszkopia (CLSM)
kisérletekhez (1d. késébb), a sejtek masik részét lizaltuk detergenseket és proteinaz
gatlokat tartalmazo pufferben. E minték szolgéltak kiindulasként az in vitro biokémiai
vizsgélatainkhoz:

* A vad tipusu és a mutans FX-et tartalmazo tapfolyadékok és sejtlizatumok
kecske anti-huméan FX antitesttel (Haematologic Technologies) és streptavidin-
agarozzal, az immunprecipitalt mintdkon Western-blot nyul anti-humén FX antitesttel
(Dako), kemilumineszcens detektalassal.

* A vad tipusu és mutdns FX fehérjék sorsanak kovetése pulse-chase
analizissel [35S]metionin (Amersham) alkalmazasaval.

* A mutins FX intracelluldris elhelyezkedésének vizsgalata kettds
immunofluoreszcens jeldléssel, CLSM analizissel. A FX jelolése kecske anti-human
faktor X antitesttel (Haematologic Technologies), biotinalt anti-kecske IgG (Vector)
és Texas Red Streptavidin (Vector) segitségével tortént. Az endoplazmatikus
retikulum jelolése egér monoklondlis anti-kalnexin antitesttel (Abcam) és
fluoreszceinnel jeldlt 16 anti-egér IgG-vel (Vector) tortént. A cisz-Golgi festése nyul
anti-mannozidaz II antitesttel (Abcam) és fluoreszcein-jeldlt kecske anti-nytl IgG-vel
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(Vector) tortént. A transz-Golgi, kés6éi endoszoma jeldlése egér monoklonalis anti-
manndz 6-foszfét receptor antitesttel (Abcam) és fluoreszcein-jelolt 16 anti-egér IgG-
vel (Vector) tortént.

In silico analizisek

A FV esetében a mutacid szterikus kovetkezményeinek feltdrdsara allandd
részecskeszam, nyomads és hémérséklet mellett, rovid molekuladinamikai szimulacié
tortént. A szimulaciét OPLS-AA (,,optimized potentials for liquid simulations- all
atoms”) er6tér, TIP3P explicit vizmodell és periodikus hatarfeltétel alkalmazasaval
végeztiik. A nagy hatdtavolsagl elektrosztatikus kolcsonhatas szamoldsa PME
(Particle Mesh Ewald) kozelitéssel tortént. A FX esetében a szimulacidkat a (des1-
45) egylancu FX szerkezetben végeztiik el. Energia minimalizacidt kdvetden a vad
tipusu és mutans szerkezetben molekuladinamikai szimulaciot hajtottunk végre a FV
mutacid analizis¢hez hasonlé moédon, OPLS-AA erdteret alkalmazva, TIP4P explicit
vizmodell ¢és periodikus hatarfeltétel mellett. A szimuladcidkat a Gromacs
programcsomaggal végeztilk, az eredmények vizualizdldsira a VMD (Visual
Molecular Dynamics) programcsomagot hasznaltuk. Az in silico analiziseket a FV és
FX mutécidk esetében néhai Komaromi Istvan kollégam végezte.

4.2 Vizsgalatok ritka thrombophilidkban
421 Betegek

Antitrombin deficiencia; alapito hatds igazolasdira és klinikai-laboratoriumi
Jjellemzésére toborzott betegek

Az AT deficiencidkkal kapcsolatos kutatdsaink 17 éves multra nytilnak vissza, AT
deficiencia adatbazisunk jelenleg tobb mint 500 beteg klinikai, laboratériumi adatait
tartalmazza, ami e ritka betegségben nemzetk6zi vonatkozasban is kiemelkedden
magas elemszamot jelent. A tézisekben csak azokat a betegeket emlitem, melyek a
megalapozé kdzleményekben szerepelnek.

Az AT deficiens betegcsoportba thromboembolian és/vagy terhességi
thromboticus komplikdcion atesett olyan betegek keriiltek bevalogatasra, akiknél
legalabb két alkalommal igazoltunk csokkent heparin-kofaktor-anti-FXa (hc-anti-
FXa) AT aktivitast. 2007-2016 kozott 156 egymassal nem rokon AT deficiens egyén
¢és csaladtagjaik (6sszesen 246 személy) kertiltek bevonasra. A demografiai adatokon
tul, a thrombosis tipusa, a thrombosisok velesziiletett (pl. vascularis anomalidk,
oroklott thrombophilidk), szerzett kockézati tényezodi, illetve provokald tényezdi
keriiltek bevitelre. Regisztraltuk a thrombosisok szamat, a betegek életkorat az elsé
thrombosis idején, a tiidéembolia kialakuldsat, az artérids esemény tipusat, a
terhességi komplikacid tipusat (vetélés, korasziilés, halvasziilés, thrombosis a
terhesség alatt). A laboratoriumi adatok az AT aktivitasat (tobbféle modszerrel mérve,
1d. késobb), AT antigén koncentraciojat, a FVL és FII 20210A polimorfizmusok
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jelenlétét, a fibrinogén és protein C és S szinteket tartalmaztidk. Végiil a SERPINCI
génben detektalt mutacio is rogzitésre keriilt, illetve megjeldltiik a mutacid negativ
eseteket. Elkiilonitettiik az index személyeket és a csaladtagok esetében a rokonsagi
kapcsolatokat egyértelmiien megjelenitettiik.

Az AT Budapest 3 (ATBp3, p.Leul31Phe) mutacié alapitd hatdsdnak
vizsgélatat a fenti AT deficiens betegek koziil n=102 ATBp3 mutéciét hordozéd
személyen (n=63 index beteg és n=39 ¢érintett csaladtag) végeztikk el. A magyar
altalanos népességre reprezentativ, un. populacios kontroll személyek DNS mintai a
Haziorvosi Morbiditasi Adatgytijtési Program (HMAP)-bol szarmaztak.

Az AT deficiencia diagnosztikdjanak els6vonalbeli funkcionalis tesztje,
azaz a heparin jelenlétében végzett amidolitikus teszt teljesitoképességének
vizsgélatat fenti AT deficiens betegek koziil eldszor n=37 esetben végeztiik el, ekkor
a trombin-alapu tesztet hasonlitottuk 0ssze a FXa-alapu teszttel. Ezt kdvetden, a
munkacsoportunk altal kidolgozott FXa-alapu, heparin kofaktor és progressziv AT
aktivitds meghatdrozasara egyarant alkalmas funkciondlis amidolitikus esszét
(részleteiben 1d. késdbb n=78 AT deficiens személy plazma mintdin teszteltikk. A
vizsgélatba olyan személyek mintai kertiltek, ahol az AT deficiencia pontos tipusa is
ismert volt. Sajat modszeriinkkel és egyéb kereskedelmi forgalomban 1évo
modszerekkel végeztiink széleskoriibb 6sszehasonlitast az AT deficiencia — kiilonds
tekintettel a [IHBS tipus — kiilonb6z0 tipusaiban az egyes tesztek teljesitOképességeire
vonatkozoan. E vizsgéalatokat dsszesen legalabb 150 AT deficiens személy plazma
mint4jan elvégeztiik.

Antitrombin deficiencia; alapito hatds kordnak és eredetének meghatdrozdsa

Az ATBp3 muticié koranak haplotipus elemzést kovetd statisztikai modszerekkel
torténd meghatarozasa n=36, egymassal nem rokon, mutacidhordozé személy és n=70
csaladtag (0sszesen n=106) mintain tortént. Egy n=1000 f&bdl alld, a magyarorszagi
altalanos populaciot reprezentald csoport DNS mintdi a Haziorvosi Morbiditasi
Adatgytijtési Program (HMAP)-bol szarmaztak. Egy masik, n=1185 fébdl allo és a
magyarorszagi altalanos roma populdciot reprezentald személyek DNS mintai a
Népegészségiigyi Iskola kutatdinak jovoltabdl szintén rendelkezésiinkre alltak. E két
mintat tekintettiik populaci6 szinti referencia mintdknak. Meger6sitd epidemioldgiai
vizsgélatunkhoz n=450 cardiovascularis betegségekben nem szenvedd, magat
egészségesnek vallo személy toborzésaval tin. egészséges magyarorszagi referencia
csoportot képeztiink. Esetiikben egyediil enyhe/kdzepes hypertonia volt megengedett,
minden mas kronikus betegség kizérasi kritérium volt. Roma személyek (n=402)
mintai képezték a megerdsitd vizsgalat roma altalanos populacidt reprezentalod
mintdit, ahol a mintagylijtés az eredeti, nagy roma populdcié toborzasanak
helyszinével megegyezett.
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Antitrombin deficiencia; a IIHBS tipus és a kardiovascularis betegségek
osszefiiggésének vizsgalata
A TIHBS AT deficiencia és a kiilonbozé thromboticus események kozotti
Osszefiiggések tanulmanyozéasara kiilonbozé betegesoportokat képeztiink. Egyrészt,
n=243 egymassal nem rokon, [IHBS AT deficiencidban szenvedd beteget, valamint
érintett csaladtagjaikat (Osszesen n=328) toboroztunk 2007-2020 kozott. A
bevalogatas kritériumai az adekvat modszerrel meghatarozott (1d. késébb) heparin
kofaktor AT aktivitas (hc-anti-FXa) referencia tartomany als6 hatéra alatti értéke és a
ITHBS deficiencia genetikai vizsgalattal torténd igazolasa voltak. E betegek klinikai-
laboratoriumi-genetikai adatai az AT deficiencia adatbazisba is bevitelre keriiltek.

Masodik csoportot a fiatal korban (40 éves kor alatt) ST-elevacios
myocardialis infarctust (MI) elszenvedett személyek képezték (n=119). Az életkor
megvalasztasat az indokolta, hogy ebben a betegcsoportban, ahol az okkluziv artérids
érbetegség prevalencidja még alacsony, nagyobb jelentsége lehet a hemosztazis
tényezOk rendellenességeinek, mint idGsebb korban, igy kiilondsen érdekesnek
talaltuk azt megvizsgélni, hogy az egyébként ritka, velesziiletett AT deficiencia, ami
elsédlegesen a vénas thrombosisok kockazati tényezdje, eléfordul-e és ha igen,
milyen ardnyban e betegekben. Korban illesztett klinikai kontroll csoportot is
képeztiink (n=101), akik szivkatéterezésen estek at, de coronaria betegség nem
igazolddott.

Végiil, a harmadik beteg csoportot egymassal nem rokon, vénds
thrombosist 40 éves kor el6tt elszenvedett személyek alkottak (n=110, median életkor
31 év, férfi/nd arany 52%/48%).

Antitrombin deficiencia; az ATBp3 homozigéta dllapot és a vena cava inferior
atresia egyiittes elofordulasanak vizsgdlata

Ezt a tanulmanyt spanyol kollaboracioban végeztiik és Osszesen n=61, ATBp3
homozigéta személyt valogattunk be. A tanulmany végzésének idején a két
munkacsoport altal dsszesen n=640 (érintett csaladtagokkal egyiitt n=1118) AT
deficiens személy klinikai-laboratoriumi-genetikai adata allt rendelkezésre. Az AT
deficiens betegek koziil az ATBp3 homozigotékat célzottan felkerestiik e tanulmany
kedvéért és azokat, akik beleegyezésiiket adtak a hasi CT vizsgélat elvégzésébe, vagy
hozzajarultak ahhoz, hogy korabbi leletiiket vascularis malformatio szempontjabol
elemezziik, bevalogattuk a tanulmanyba.

Antitrombin deficiencia; az uj, AT Debrecen és kilenc tovabbi uj mutdcio
karakterizdlasa

Egy nagy, négy generécios csaladban diagnosztizaltunk AT deficienciat, melynek
hatterében j mutaciot igazoltunk (p.Leu205Pro, 1d. késébb). Osszesen n=31
csaladtagot értiink el, koziilik n=20 esetében diagnosztizaltuk AT deficiencia
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jelenlétét. A 2016 utani peridodusban tovabba, bar a diagnosztizalt AT deficiens
betegeink tobbsége az alapitd hatasu ATBp3 (p.Leul31Phe) mutaciot hordozta,
talaltunk kilenc 1j, illetve kordbban nem karakterizalt SERPINC1 mutécidt is, melyek
az irodalomban eddig nem szerepeltek (0sszesen n=15 beteg, 1d. késébb).

Protein C deficiencia

A PC deficiencia diagnosztikaja soran két betegnél detektalt uj mutaciok biokémiai
karakterizalasat végeztiik el. Az elsé beteg 36. gesztacios hétre, csdszarmetszéssel
sziiletett leany 0jsziilott, akinek sulyos cyanosisat és mindkét 1ab duzzanatat észlelték,
a masodik életnapon purpura fulminans jelent meg. A sulyos PC deficiencia
diagnozisat 24 o6ran beliil felallitottuk, de az adekvat terapia ellenére a beteg exitalt.
A Dbeteg sziilei nem voltak rokonok, thromboticus események nem voltak
anamnesisiikben, az apa 25, az anya 23 éves volt a vizsgalataink idején. A proband
fiu testvére (5 éves fin) szintén tiinetmentes volt eddig. A masik vizsgalt beteg egy 50
éves nd, akinek terhessége idején (akkor 27 éves volt) bal oldali v. femoralis
thrombosisa volt. Mivel a csaladban t6bb thrombosison atesett beteg is volt (6k nem
voltak elérhetéek a vizsgalat idején), felmeriilt velesziiletett thrombophilia
lehetdsége. A betegnél 42 éves koraban FV Leiden heterozigota allapotot (APC
rezisztencia), és PC deficienciat igazoltunk.

422 A ritka thrombophilidk laboratériumi vizsgalata
Rutin laboratoriumi és hemosztazeologiai modszerek

A betegektl vénas vérvétel tortént 0,109 M citratos vakutainer csovekbe, valamint
nativ vérvételi csovekbe. A vérvételek idopontjat gy valasztottuk meg, hogy az akut
fazis reakcid lecsengése utan legaldbb 3 ho elteltével torténtek. A koagulacio
sziirdtesztjeinek €s a fibrinogén szintnek a meghatarozasa rutin modszerekkel tortént
Siemens BCS-XP koagulométerben. A protein C és S aktivitdsanak meghatarozasa
alvadasiidé alapu tesztekben Siemens reagensekkel tortént (Siemens Protein C
clotting és Protein S Ac). Az APC rezisztencia funkcionalis tesztjét Werfen HemosIL
Factor V Leiden reagenssel ACL-TOP koagulométerben végeztilkk el. A rutin
diagnosztika soran az AT aktivitasat heparin kofaktor, FXa-alapu kromogén tesztben,
a Siemens Innovance AT reagensével végeztik, de az AT aktivitdsanak
meghatarozasara szolgalo mddszerek evaluacidja kapcsan a Siemens Berichrom AT
és a Werfen HemosIL AT reagensét is hasznaltuk. Az AT antigén szintjét
immunnefelometridval (Siemens Nephelometric AT) BN ProSpec II nefelométerben
meértiik. A PC aktivitds kromogén modszerrel torténd meghatarozasat is elvégeztiik
bizonyos esetekben (1d. késdbb az in vitro expresszalt vad tipusu és mutans protein C
vizsgélatanal), ezt Siemens Berichrom PC reagenssel mértiik, valamint elvégeztiik a
PC aktivitas meghatarozast alvadasi tesztben is e rekombinédns fehérjék esetében, ezt
Staclot PC (Diagnostica Stago) reagenssel tettiik. A PC antigén szint meghatarozasa
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ELISA modszerrel (Diagnostica Stago, Asserachrom Protein C) tortént. A szabad
Protein S antigén koncentraciét Siemens Innovance free PS reagenssel mértiik.

Az antitrombin aktivitaisanak meghatdrozdsara szolgalo, munkacsoportunk dltal
kidolgozott modszerek

Munkacsoportunk kidolgozott egy FXa gatlasan alapulé amidolitikus tesztet az AT
aktivitdsanak meghatarozasara, mely alkalmas a heparin kofaktor AT aktivitas (hc-
anti-FXa) és — kis modositasokkal — a progressziv AT aktivitas (p-anti-FXa) mérésére
is és automata koagulométerekre adaptalhato. A hc-anti-FXa tesztben a vizsgalando
plazmat 1:50 aranyban higitjuk, 1000 U/L heparin jelenlétében bovin eredeti tisztitott
FXa-t és BIOPHEN CS-11 kromogén szubsztratot alkalmazunk. A p-anti-FXa teszt
fébb komponensei és koriilményei megegyeznek a hc-anti-FXa tesztiinkkel, azzal a
kiilonbséggel, hogy a tesztrendszer nem tartalmaz heparint, helyette a mintahigitd
pufferbe heparin neutralizalé polibrént tettliink, a vizsgdlandé minta elShigitasa
csupan 5-sz0rds, valamint a FXa-val torténd inkubacids id6 hosszabb.

A modszereink evaluacigja soran a HemosIL Normal Control és Low
Abnormal Control (Werfen) plazmakat hasznaltuk a mérések pontossaganak
meghatarozasara, amit a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) EP15-A2
eléirasai szerint végeztiink.

Rutin  genetikai vizsgalatok a7 antitrombin és Protein C deficiencidk
diagnosztikdjaban

A DNS izolalas a citratos vérmintak buffy coat tartalméabol tortént QlAamp DNA
Blood Mini kit-tel (Qiagen), kivéve a referencia populaciok esetében, ahol a nagy
mintaszamra tekintettel MagNA Pure LC DNA isolation Kit-Large Volume
modszerrel izolaltuk a DNS-t (Roche). A SERPINCI (az AT génje) és a PROC (a PC
génje) mutdcidanalizise direkt fluoreszcens szekvenaldssal tortént ABI3130 genetikai
analizatoron (Thermo Fisher Scientific), a szekvencia elemzés a Sequencing Analysis
5.4 szoftverrel tortént. A Sanger szekvenalassal negativ esetekben MLPA vizsgalatot
végeztiink (MRC-Holland) SALSA MLPA KIT P227 segitségével. Itt az analizis a
GeneMapper 4.1 szoftverrel tortént (Thermo Fisher Scientific). A mutaciok
nevezéktandval és a predikcids analizisekkel kapcsolatos elvek és modszerek
megegyeztek a vérzékenységek vizsgalatanal leirtakkal.

Specidlis genetikai vizsgdlatok antitrombin deficiencidban

Az ATBp3 mutécid alapitd hatdsanak vizsgalatdhoz 7 SNP-t (rs677, rs1799876,
152227596, 1s941989, 152227612, 155877 és rs5878) vizsgaltunk valos ideji PCR-t
kovetd olvadaspont gorbe analizissel, illetve Sanger szekvenaldssal, valamint
elvégeztilk a SERPINC1 gén kezddkodonja el6tt 345 bazisparnyira elhelyezkedd, egy
32 és/vagy 108 bazisparbol allo6 nem homolog szekvencia, tn. 5° hossz polimorfizmus
(5’LP, rs3138521) vizsgalatat is PCR-t kovetd agardz gél elektroforézissel. Ezek
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mellett 6t rovid tandem ismétldd6 szekvencia (short tandem repeats, STR) analizisét
is elvégeztiik (SERPINCI Alu5 és Alu8, D1S196, D1S218 és a F'1341, utobbi negativ
kontrollként szerepelt) ABI3130 genetikai analizatoron (Life Technologies), az STR
fragmentumok analizise a GeneMapper v4.1 szoftver (Life Technologies)
segitségével valosult meg.

A mutici6 koranak meghatarozasdhoz 36, egymassal nem rokon személy
¢és csaladtagjaik genomi DNS mintait hasznéltuk és nyolc STR markert vizsgaltunk:
D1S212 (4,92AcM), D1S2659 (3,27AcM), D1S218 (0,73AcM), D1S2790 (1AcM),
D1S1165 (2,43AcM), D1S2815 (2,53AcM), DI1S196 (7,35AcM) ¢és D1S460
(54,8AcM). A markerek tavolsagait AcM egységekben az ATBp3 mutécié helyétdl
szamitottuk. A markerek detektalasa fentiekhez hasonléan, PCR-t kovetd kapillaris
elektroforézissel tortént ABI3130 genetikai analizdtoron és GeneMapper v4.1
szoftverrel értékeltiik ki. E markereket teszteltiik n=200 kontroll személyen (a hazai
referencia populaciobol kivalasztva), illetve n=94 roma személyen (a hazai roma
referencia populaciobol kivalasztva).

Vad tipusu és mutdns antitrombin varidnsok, illetve protein C varidnsok in vitro
expresszidja

A vad tipusi AT-nak megfelel6 cDNS-t tartalmazé vektort (ORF-
NM_000488 pcDNA3.1(+)), a mutans c¢.T614C (a p.Leu205Pro mutacionak
megfeleld) valamint a vad tipust (ORF-NM_000312 pcDNA3.1(+)) és a mutans
(c.A230G, c.C488A, c.C488T) protein C-nek megfeleld vektorokat az ImaGenes
cégtdl szereztik be, OneShot TOP10 kémiai kompetens E.coli sejtekbe
transzformaltuk és QIAprep Spin Miniprep kit segitségével (Qiagen) tisztitottuk. Az
ATBp3, AT Basel, AT Padua, illetve a kilenc 0j SERPINCI mutéciot (p.Argl4Lys,
p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Leu270Argfs*14,
p-Asn450Ile, p.Gly456delins_Ala Thr, p.Pro461Thr) hordoz6 plazmidokat
QuickChange  Site-Directed Mutagenesis  (Agilent Technologies) kittel,
helyspecifikus mutagenezissel allitottuk el6.

Az AT Debrecen (p.Leu205Pro), a kilenc 0j SERPINCI, valamint a PC
mutacidk biokémiai kovetkezményeinek vizsgélatdhoz tranziens transzfekciot
végeztiink HEK293 sejtekben, a PC esetében a tapfolyadék K-vitamint is tartalmazott.
A vad tipusu és p.Leu205Pro AT-nak megfeleld plazmid transzfekciojat X-
tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche), a vad tipust és mutans PC
plazmidok transzfektalasat FuGENE HD (Roche) kit segitségével végeztiik. A lacZ
gén kotranszfekciojat szintén elvégeztiik, annak érdekében, hogy a transzfekcio
hatasfokat kés6bb a [3-galaktoziddz aktivitds alapjan ellendrizhessiik ¢és
kvantifikalhassuk.

Negyvennyolc-6tven 6ra inkubacio utan a tapfolyadékokat dsszegytjtottiik,
a sejtek egy részét immunfestésre és CLSM vizsgalatokra (vad tipusu AT és PC, AT
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Debrecen és a harom mutans PC esetében) félretettiik, mésik részét lizaltuk. A
transzfekcio hatasfokdt FluoReporterRlacZ/Galactosidase Quantification Kit-tel
(Molecular Probes, Life Technologies) ellendriztiik és regisztraltuk. A vad tipusu AT,
illetve az ATBp3, AT Basel és AT Padua esetében, valamint a p.Argl4Lys,
p-Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Metl21Arg, p.Leu245Pro és p.Pro461Thr mutdnsok
esetében stabil transzfekciot végeztink HEK293 sejtekben Lipofectamine 3000
Transfection Kit-tel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Geneticin antibiotikumot
(Gibco) hasznaltunk szelekcios dgensként.

Specidalis hemosztazis laboratoriumi mddszerek és biokémiai vizsgalatok
antitrombin és protein C deficienciaban

A vad tipust és p.Leu205Pro AT-t, valamint a kilenc uj AT mutanst expresszald
HEK?293 sejtek lizatumaban és tapfolyadékaban meghataroztuk az AT koncentraciot
ELISA modszerrel (AssayMax Human Antithrombin III ELISA kit, ill. Abcam
Human-Antithrombin-III-ELISA-Kit). A sejtek tapfolyadékaban meghataroztuk az
AT amidolitikus aktivitasat heparin jelenlétében és hianyaban LX Antithrombin H+P
reagenssel (Labexpert) mikrotitrald lemezben. A tesztben kisebb modositasokat
hajtottunk végre, hogy alkalmazkodjunk a humén plazmatol eltéré koriilményekhez.
Az AT antigén és aktivitds meghatarozasokat legalabb harom fiiggetlen kisérletbol
elvégeztiik, az AT antigént mg/mL-ben, az aktivitast U/mL-ben fejeztiik ki, majd
kiszamitottuk a specifikus aktivitast és kifejeztiik U/mg-ban.

Az in vitro expresszalt vad tipusu, az AT Debrecen (p.Leu205Pro AT-t) és
a kilenc 4j AT mutanst a HEK293 sejtek lizatumabol és tapfolyadékabol Western-
blottal is vizsgaltuk. Az SDS-PAGE nem redukalé koriilmények kozott tortént. Az
AT-t kecske anti-humén AT antitesttel detektaltuk (Affinity Biologicals), masodlagos
antitestnek biotinalt, nyulban termeltetett anti-kecske IgG-t hasznaltunk. Az
immunreakciét Vectastain Elite ABC kit-tel erdsitettilk (Vector Laboratories) ¢és
DAB-bal (3,3’-diaminobenzidin) vizualizaltuk (Invitrogen). A kilenc 0j mutansnél az
immunreakciot ECL technikaval valtottuk ki a gyart6 utasitasait kovetve (Thermo
Fisher Scientific). A kemilumineszcens detektalds C300 Azure késziilékkel tortént
(Azure Biosystems). A Western-blottot N-glikoziddz F emésztést kdvetden is
elvégeztik a vad tipusi és a p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Asn450lle,
p.Gly456delins_Ala Thr mutans antithrombin fehérjék esetében.

A vad tipust, a IIHBS mutans antitrombinok és a kilenc uj AT mutans koziil
azok, melyeket késébb SPR modszerrel is vizsgaltunk (p.Arg78Gly és p.Pro461Thr,
ld. késobb) tisztitisa a stabilan transzfektalt HEK293 sejtek koncentralt
tapfolyadékabol, illetve normal személyek és ATBp3 homozigota betegek
plazmajabol affinitds kromatografiaval tortént kecske anti-humén antitrombin IgG
(Affinity Biologicals) felhasznalasaval. E mintdkban keresztezett
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immunelektroforézist végeztiink nem frakcionalt Na-heparin és nyul anti-human
antitrombin antiszérum (Sigma) jelenlétében.

A vad tipust és [IHBS mutans antitrombinok, valamint a p.Arg78Gly és
p.Pro461Thr mutansok heparinhoz torténd kotddésének vizsgalata felszini plazmon
rezonancia (SPR) moédszerrel tortént Biacore 3000 késziiléken (GE Healthcare).
Ehhez heparinnal fedett szenzor chip-et hasznaltunk, a szenzorgramokbol
asszociacids-disszociacids rata konstansokat (k. és kg), valamint egyensulyi
asszociacios ¢és disszociacids konstansokat (Ka és Kp) szdmitottunk BIAevaluation
szoftver (GE Healthcare) segitségével.

NanoDSF (differential scanning fluorimetry) modszerrel vizsgéltuk a vad

tipust AT és az ATBp3 hdstabilitasat Prometheus NT48 késziilékben (NanoTemper
Technologies). A Tm és Tonset értékeket PR ThermControl v2.1.2 szoftverrel
hatéroztuk meg.
ELISA (Asserachrom PC:Ag, Diagnostica Stago) mddszerrel, az aktivitasat alvadasi
(Staclot PC, Diagnostica Stago) és amidolitikus (Berichrom PC, Siemens) tesztekben,
mikrotitrald lemezekben fotométerben detektalva, illetve KC4 koagulométerben
meértiik. A PC mutansok és a vad tipust PC vizualizacidjara SDS-PAGE-t végeztiink
nem redukdld korlilmények kozott. A PC-t birka anti-humén PC antitesttel
(Haematologic =~ Technologies)  detektaltuk, az immunreakciét anti-birka
immunglobulint tartalmazd Vectastain Elite ABC kit-tel (Vector Laboratories)
viteleztiik ki és 3,3'-diaminobenzidin (DAB) (Invitrogen) segitségével tettiik
lathatova. A Western-blottot elvégeztilk a sejtlizatumokban és a feliiliszokban
egyarant.

A poliubikvitindlt PC aranyanak meghatarozasat a transzfektalt sejtek
lizituméaban ELISA modszerrel végeztiik, melyben a PC-t a mikrotiter lemezhez
kotott poliklonalis anti-PC antitesttel (Diagnostica Stago) fogtuk ki, a poliubikvitint
torma peroxidazzal konjugalt anti-poliubikvitin monoklonalis antitesttel (CycLex Co.
Ltd.) detektaltuk. A mutans fehérjék poliubikvitinaltsagat az OD értékek PC antigén
szintre torténd normalizdldsa utdn hatdroztuk meg minden sejtlizatumban és a
mutans:vad tipusu poliubikvitinalt PC aranyaként adtuk meg.

A vad tipusu és mutdans antitrombin és protein C intracelluldris megjelenésének
vizsgalata immunfestéssel és konfokalis lézer szkenning mikroszkopidval

Az intracellularis AT és PC lokalizaciojara immunfestést kovetd konfokalis 1ézer
szkenning mikroszkopiat (CLSM) végeztiink. Az AT jelolésére kecske anti-humén
AT antitestet (Affinity Biologicals) hasznaltunk, masodik antitestként pedig FITC-
konjugélt anti-kecske IgG-t alkalmaztunk (Vector). A PC esetében nyul anti-human
PC antitestet (Sigma-Aldrich) és DyLight 488-al jelolt masodik antitestet (kecskében
termeltetett anti-nyul IgG, Vector) hasznaltunk. Az AT és PC festéseket
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endoplazmatikus retikulum (ER), cisz-Golgi (CG), transz-Golgi (TG) vagy 26S
proteaszoma markerre torténd festéssel kombinaltuk kettds immunfestéses
reakcidkban. A mintakat konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal vizsgaltuk (LSM
700, Zeiss). A fluoreszcens jelek kolokalizaciojat a képparokban ZEN 2010 képalkoto
szoftverrel (Carl Zeiss Microscopy) és Protein Proximity Analyser (PPA) szoftverrel
vizsgéltuk. Manualis kiiszobcsokkentést kdvetden a kolokalizaciot Manders szerint is
jellemeztiik az M1 és M2 kolokaliz4cids koefficiensek megadasaval a ZEN 2010
szoftverrel.

In silico vizsgdlatok antitrombin és protein C deficienciaban

A PC és AT mutaciok szerkezet-stabilitasra gyakorolt hatdsat molekuladinamikai
szimulaciokkal tanulmanyoztuk Gromacs szoftvercsomaggal. A szimuldcidk soran
OPLS-AA eréteret alkalmaztunk. A rovid hatotavolsagu elektrosztatikus és van der
Waals energiatagok kiszdmitdsakor 10 Angstromos ,,cut-off” tavolsagot allitottunk
be, mig a nagy hatotavolsagu elektrosztatikus energia korrekciokat a részecskehalos
Ewald (Particle-Mesh-Ewald, PME) moédszer segitségével vettiik figyelembe. A
fehérjeszerkezet megjelenitéséhez a VMD és Chimera 1.7 programokat vettiik
igénybe.

A ITHBS AT deficiencidk sszehasonlito vizsgélatait megalapozo in silico
tanulmanyunk soran vizsgaltuk a nagy affinitdsi pentaszacharid és az AT
kolcsonhatasat uj modszertan (GAMD) segitségével, ami javitott mintavételezést tesz
lehetévé eldre definialt reakcidkoordinatdk megadasa nélkiil és pontosabb
energiaszamitast érhetiink el vele. A IIHBS tipusu AT deficienciaval jaré mutaciok
(ATBp3, AT Basel, AT Padua) AT-pentaszacharid kotésre, illetve az AT molekula
szerkezetére gyakorolt hatasait kétféle modellrendszerben tanulméanyoztuk (nem
aktivalt AT éallapotot reprezentald, pentaszacharidot nem tartalmazé modell és a
pentaszachariddal kapcsolodott, aktivalt AT allapotot reprezentald modell). Mindkét
allapotnak megfelelden felépitettiik a vad tipust és a harom mutans AT szerkezetet.
A rendszert vizmolekuldkkal szolvataltuk, melyeket a CHARMM er6tér modositott
TIP3P vizmodelljével vettiink figyelembe. A molekuladinamikai szimulaciokhoz és
a GAMD szimulacidhoz az AMBERI16 szoftvercsomag pmemd.cuda programjat
hasznéltuk. A 12 A-nél tavolabb elhelyezkedd atomok kozotti elektrosztatikus
kolesonhatasokat a PME modszer segitségével vettiik figyelembe. A ,,produkcios”
szimulaciok 600 ns hosszisaguak voltak. A szimulacidok eredményének kiértékelése
CPPTRAJ programmal tortént.

Statisztikai modszerek

A populécid szinti vizsgalatok soran standard statisztikai modszereket alkalmaztunk,
a 0,05 vagy anndl kisebb p-értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. A
statisztikai analiziseket a Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 22.0;
Chicago, IL, USA) szoftverrel végeztiik el.
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Az ATBp3 mutacié kordnak meghatarozasdhoz LD (linkage disequilibrium)
index értékeket kalkulaltunk az emlitett STR markerek alapjan, a genetikai tadvolsagot
az egyes STR markerek és a SERPINC1 gén kozotti fizikai tdvolsagbol szamitottuk.
Az ATBp3 korat parametrikus és Bayes-féle modszertannal is szamitottuk.
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5 EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az eredmények ismertetése soran — tekintettel a betegségek és kapcsolodo vizsgalatok
széles spektrumara — a konnyebb kovethet6ség érdekében az adott témakorre
vonatkozoan a diszkussziot az eredményekkel 6sszevonva targyaljuk.

5.1 Vizsgalatok haemorrhagias diathesisekben

5.1.1 XllI-as faktor deficiencia

Rutin és specidalis diagnosztika, a Xlll-as faktor deficiencia kivizsgdlasanak
iranyelvei
Mindkét beteg esetében a normal koagulécio sziir6teszt eredmények ellenére fennallo,
klinikailag jelentds vérzékenység hivta fel a figyelmet a ritka FXIII deficiencia
lehetdségére. A detektalhatatlanul alacsony plazma FXIII aktivitas vetette fel a FXIII
deficiencia diagnodzisat, majd a detektalasi hatar alatti FXIII-A2B2 és FXIII-A antigén
koncentraciok, és a 63%, ill. 30% -os FXIII-B antigén szintek egyiitt FXIII-A
alegység deficienciat igazoltak. A thrombocytdkban szintén detektalhatatlanul
alacsony FXIII aktivitdas és FXIII-A alegység antigén szint kizarta autoantitest
jelenlétének lehetdségét. A molekularis genetikai diagnosztika soran a Probandl
Osszetett heterozigdtanak bizonyult a p.Arg326Gln és a IVS8 c¢.1112+2T>C
mutacidkra. A p.Arg326GIln mutacid ismert patogén eltérés, a masik mutacidé (IVS8
¢.1112+2T>C) ,,splicing”-hely defektust feltételez. A Proband2 esetében egy adenin
harom 1j aminosavat kovetéen a fehérjeszintézis leall. Ez a mutacié a FXIII-A
alegység N-terminalisahoz nagyon kozel 1év6 B-szendvicsben jelent meg, ami erdsen
csonkolt fehérje szintézisé¢hez vezet és magyarazza a kvantitativ FXIII-A deficienciat.
A stlyos klinikai tlinetek, a plazmaban és a thrombocytdkban
detektalhatatlan FXIII aktivitdis és FXIII-A antigén szint mindkét betegnél
Osszhangban volt a molekularis defektussal. Tanulményunkban a korai diagnézis
fontossagara is felhivtuk a figyelmet a sulyos klinikai kdvetkezmények elkeriilése
érdekében. Az 6roklott FXIII hiany klinikumarol és laboratoriumi diagnosztikajarol
egy olyan kdzleményt jelentettiik meg, melyben a FXIII meghatarozasi modszerekkel
szerzett tapasztalataink, illetve molekularis szintli vizsgalataink alapjan a FXIII
deficiencidk kivizsgalasanak irdnyelveit hatiroztuk meg. Meghatdroztuk a FXIII
deficiencia laboratoriumi kivizsgalasanak algoritmusat, melyben az egyes
vizsgélatcsoportok hierarchikus rendben kovetik egymast. Elsé és legfontosabb
ajanlasunk az, hogy mivel a koagulaci6 sziirétesztjeinek normal értékei nem zarjak ki
a deficiencia lehet6ségét, kozvetlen sziirOtesztet kell végezni, ami a FXIII
aktivitdsanak meghatdrozasa kell, hogy legyen. Az archaikus urea oldékonysagi
tesztet ma mar nem javasoljuk, mivel ez sem nem specifikus, sem nem kellen
érzékeny. A FXIII aktivitdsat ammonia felszabadulés detektalasan alapulé kromogén

38



tesztben, vagy amin inkorporacios esszében is mérni lehet, alapvetd kovetelmény,
hogy barmelyik tesztet hasznaljdk, a kalibraciét nemzetk6zi WHO standardra
visszavezethet kalibraciés plazmaval kell végezni. Az ammonia felszabadulas
detektalasan alapul6 teszt esetén a plazma vak mérését javasoljuk, mely reakcioban a
FXIII aktivitasat jodacetamid hozzdadasaval gatoljuk. Ezzel kikiiszobodlhetd a fals,
ammonia felszabadulassal jaro, illetve NADH konszumpcidval jard, de nem a FXIII
altal katalizalt reakciok altal okozott folémérés, mely kiilondsen az alacsony
tartoméanyban jelent diagnosztikus problémat. Az amin inkorporéacios esszében pedig
tekintetbe kell venni, hogy az ismert és gyakori p.Val34Leu polimorfizmus, az
alacsony trombin koncentracidé jelenlétében, eltérd FXIII aktivaciosebességet
eredményezd hatasa miatt, befolyasolja a teszt eredményét.

Csokkent FXIII aktivitas esetén masodik 1épésben keriiljon sor a deficiencia
karakterizalasara, mely lépésben meg kell hatarozni a FXIII A2B2 komplex antigén

FXIII-B alegység koncentracié meghatarozasat is javasoljuk a plazmaban. E tesztek
tobb kérdést is tisztaznak: egyrészt megallapithatjuk, hogy A-alegység vagy B-
alegység deficienciar6l van-e szo, valamint kizarhatjuk szerzett FXIII deficiencia
lehetéségét.

5.1.2 V-0s faktor deficiencia

Rutin és specialis diagnosztika

A beteg rutin laboratériumi vizsgélatai soran a kiilonb6z6 intézményekben normal,
vagy jelzetten megnyult PI és/vagy APTI keriilt leirasra, melyek alapjan tovabbi
vizsgélatok nem torténtek, klinikailag jelentds coagulopathia lehetdségét elvetették.
Nalunk két fliggetlen mintavételbdl a PI a referencia tartomanyban, vagy annak felsé
hataran volt, az APTI enyhén megnytlt, vagy a referencia tartomany felsé hatarahoz
kozeli érték volt. Gatlotest jelenlétét keveréses vizsgalattal kizartuk. Az egyfazisu
alvadasi tesztben vizsgalhat6 alvadasi faktorok koziil a FV aktivitasa két fiiggetlen
mintavételbdl is csokkentnek bizonyult (45, ill. 50%, ref. tart. 70-120%). A rutin
diagnosztikan tallmenden FV antigén meghatarozast végeztiink a plazméban és mosott
thrombocytédkban, mely soran a FV antigén koncentraciéo a FV aktivitassal kozel
azonos aranyban volt csokkent a beteg plazmajaban, valamint a thrombocytdkban
mérhetd FV antigén szint is alacsony volt. Mindezek I-es tipust, enyhe, velesziiletett
FV deficiencidara utaltak. A hattérben 10j, c.1651G>A (p.Gly521Arg, régi
nomenklatura szerint p.Gly493 Arg) mutaciot detektaltunk heterozigéta formaban. A
mutacidé patogenitasat indirekt bizonyitékokkal tdmasztottuk ald. Az egyéb
vérzékenységeket szisztematikus vizsgalatokkal kizartuk.
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A p.Gly521Arg mutdcio strukturalis kévetkezményei

A mutacid egy erdsen hidrofob, zart zsebben talalhatd (491LIG(R)LLLIC498) a FV
fehérjén beliil. A mutans arginin a vad tipus glicinnel szemben egy nagyobb, erdsen
polaris, pozitivan toltdtt aminosav, melynek hatdsa a régidra molekula dinamikai
szimulacioval volt vizsgalhatd. A szimulaciéo eredménye azt sugallja, hogy az Arg
oldallanca nem fér be a Gly kis aH ,,oldallancanak™ fenntartott (hidrofob) tiregbe.
Poléris guanidinium csoportja deformalja a kdzeli, szintén nagymértékben konzervalt
390ILGPIIRAQVR400 B-reddt és megnyit egy csatornat a (polaris) oldoszer
kornyezete felé. Habar a mutacio hatasat kozvetleniil, in vitro expresszios rendszerben
nem vizsgaltuk, a molekulamodell meger6siti, hogy a lokalis konformacio valtozas a
régio instabilitdsdhoz (H-hidak felbomlasa, hidrofob-hidrofob kolcsonhatasok
megsziinése, beta-redok eltdvolodasa), végsé soron a FV A2 doménjének koros
feltekeredéséhez vezethet, ami végsé soron az egész fehérje koros szerkezeti

cres

5.13 X-es faktor deficiencia

Rutin és specialis diagnosztika

A sulyos vérzékenységben szenvedd gyermeknél a hemosztazis laboratoriumi
vizsgélatok soran jelentésen megnyult PI-t és APTI-t észleltiink normal TI-vel,
inhibitor lehetdségét kizartuk. Mérhetetlentil alacsony (1%) FX aktivitast és antigén
koncentraciot észleltiink (referencia tartomany 70-120%, ill. 70-130%), ami alapjan
az I-es tipusu FX deficiencia diagnodzisa feléllithaté volt. Egy 0j mutaciot talaltunk
homozigéta forméaban c¢.730 G>A (p.Gly244Arg, régi nomenklatira szerint
p-Gly204Arg). A mutacié 100, vérzé¢kenységet nem mutaté személy DNS-ét
vizsgélva, egy esetben sem volt kimutathato.

A p.Gly244Arg mutdcio kovetkezményeinek vigsgdlata in vitro expresszios
kisérletekben

A mutins ¢és vad tipust FX cDNS-t tartalmazo vektorral HEK293 sejteket
transzfektaltunk. A sejtek lizatumanak és a tapfolyadéknak ELISA és immunoblotting
vizsgélataval megallapitottuk, hogy mind a vad tipusu, mind a mutdns FX
expresszalddik a HEK293 sejtekben. A FX koncentracidja a mutdns FX cDNS
tartalmu vektorral transzfektalt sejtek lizatuméban 1,5-szerese volt a vad tipusu FX-
et expresszald sejtek lizatumabol mért koncentracionak. Ezt megerdsitette a
kvantitativ fluoreszcens kép analizis is. Ezekkel Osszhangban az Arg244 FX-et
reprezentald sav a Western blot-on intenzivebb volt a Gly244 FX-nek megfeleld
savhoz képest. ELISA-val és Western blotton is megallapitottuk, hogy csak a vad
tipust FX szekretalodott a mediumba, az Arg244 FX nem volt detektalhato a sejtek
tapfolyadékdban egyik modszerrel sem. A mutans FX intracelluldris sorsanak
kovetésére pulse-chase analizist alkalmaztunk. A kdovetési periodus alatt, a
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radioaktivan jel6lt vad tipustt FX mennyisége gyorsan csokkent a sejtlizatumokban,
ezzel parhuzamosan a nehéz ¢és konnyl lancnak megfeleld savok egyre erdsebben
jelentek meg a tapfolyadékbol vett mintakban. Ezzel ellentétben az Arg244 FX-nek
megfeleld sav intenzitdsa a sejtekben az elsé 30 percben erdsodott, és csak ezt
kovetden kezdett el gyengiilni. A sejtek tapfolyadékdban a mutans FX-et reprezentald
savok nem jelentek meg. Mindezek azt bizonyitjak, hogy az tjjonnan szintetizalodo
vad tipusu FX szekréciora kertil és gyorsan eltlinik a sejtekbdl, mig a mutans FX nem
képes szekretalodni, felhalmozodik a sejtben, majd eliminalodik. A mutans FX
intracelluléris lokalizcidjanak meghatarozaséara végzett kettés immunofluoreszcens
jelolés és CLSM vizsgalatokban az Arg244 FX a transz-Golgit, késéi endoszémat
jelolé mannoz-6-foszfat receptorral mutatott kolokalizaciot, igy feltételeztiik, hogy a
mutans FX, letérve a normal fehérjékre jellemzd szekretoros utvonalrdl, a késdi
endoszoma felé irdnyitodik és a lizoszomalis enzimek altal degradalodik.

A p.Gly244Arg mutdcio kovetkezményeinek vizsgdlata in silico kisérletekben

A mutécid egy, a Cys241 és Cys246 kozott kialakult diszulfid hiddal 6sszekapcsolt
kis hurokszerkezet egyik aminosavat (Gly244) érinti. Az ,,in silico” kisérletek alapjan
nyilvanval6 volt, hogy a kis, apolaros Gly helyére a nagy térkitoltésti, polaros Arg
keriilése 1ényeges szerkezeti valtozasokat okoz. A Cys172 és Argl82 kozotti régio
(mely megfelel a konnyl lanc C-terminalisanak és az érés soran kivagasra kertilo
tripeptidnek (Argl80-Lys181-Argl82) a normaltdl eltérd orientaciot vesz fel és
tavolabb keriil a Cys241-Cys246 huroktol. A hurokszerkezet és a Cys172-Argl82
fehérjeszakasz kozotti Coulomb interakcids energia vad tipusu FX esetén
alacsonyabb, mint Arg244 FX esetén (-88.5 kcal/mol vs. -188.6 kcal/mol). Ez azt
jelenti, hogy mutans esetben az interakci6 jelentésen gyengébb. A Cys172 részt vesz
a konny és a nehéz lanc kozott a kapesolatot biztosito diszulfid hid kialakitasaban, a
szamitasok alapjan a mutdcié nem teszi lehetévé e diszulfid hid kialakulasat, igy a
mutans FX feltekeredése is hibas lesz. Ezen jelent6s strukturdlis torzuldsok
kovetkezményeképpen valoszinisitettilk, hogy a normal fehérje transzport sem
valosulhat meg, igy vezetve szekrécids zavarhoz.

5.14 Hereditaer haemorrhagias teleangiectasia
Alapito mutdcio igazoldasa hereditaer haemorrhagias teleangiectasiaban

Az 6t, latszolag egymadssal rokonsagban nem all6 csaldadban kimutatott azonos,
korébban az irodalomban még nem leirt ACVRLI c.625+1 G>C mutici6 felvetette
alapito hatas lehetdségét és e csaladok rokonsagi kapcsolatat. Ennek feltérképezésére
az 5 proband, 22 hozzatartozd és 50 kontroll személy (akik bizonyitottan nem
hordoztdk az ACVRLI c.625+1 G>C mutaciot) esetében tovabbi genetikai
vizsgélatokra, a HHT-s rokonsagnal csaladfatérképek felvételére is sor keriilt. A
haplotipus analizis sordn a vizsgalt 3 SNP esetében az allélfrekvencia értékek a
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kontroll csoportban egyeztek a HapMap kaukazusi populaciéra vonatkoztatott
adataival, az ACVRLI c.625+1 G>C mutaciét hordozd egyénekben azonban
kiilonbozo allélfrekvencia értékeket detektaltunk (rs2071219 esetén 0,32, rs706815
esetén 0,18 és rs706816 esetén 0,18). A mikroszatellita markerek detektalasa soran, a
D12S85 12-es ismétlodésszama fordult eld a betegek 80%-aban, mig a kontroll
csoportban 11 és 38 kozotti ismétlddésszamokat figyeltiink meg. A D12S196 marker
a betegekben 10-es és 7-es ismétlddésszammal, a kontroll csoportban szintén a 10-es,
valamint a 9-es ismétlédésszdmmal fordult el leggyakrabban. A DI12S1677
intragénikus marker esetében a betegeknél 60%-ban a 20-as, kozel 25%-ban a 21-es
ismétlédésszam jelent meg; mig a kontroll csoportban valtozatos ismétlédésszamokat
regisztraltunk. A D12S1712 esetében a betegek tobb mint 60%-nal, illetve a kontroll
egyének tobbségénél is a 16-os ismétlédésszam volt a leggyakoribb. A tavolabb 1évo
D12S270 marker mind a betegek, mind a kontroll csoport vizsgalatakor valtozatos
ismétlédésszamot mutatott. A genetikai vizsgélatokkal parhuzamosan geneologus
altal felderitésre keriiltek az 5 proband felmendi, valamint az esetleges kdzos Os,
akit6l az ACVRLI ¢.625+1 G>C eltérés eredeztethetd.

Az alapitdé mutaci6 felderitése HHT-ben tobb szempontbdl bizonyul
hasznosnak. Egyrészt az adott régioban hatékonyabba és gyorsabbd teszi a
diagnosztikat a célzott mutdcid keresés lehet6ségét megteremtve. Masrészt
megjosolhatova teszi a tiinetek megjelenésének idejét, spektrumat, stilyossagat. Az
alapité muticié megjelenése egy régioban markdnsan megvaltoztathatja a betegség
prevalenciajat, ami esetiinkben a HHT-vel kapcsolatos vizsgalataink kezdete oOta
egyértelmtien tapasztalhato.

A hereditaer haemorrhagias teleangiectasia diagnosztikai hatékonysdgdnak
Javitdasa érdekében tett lépéseink

A HHT diagnosztikajanak nehézsége abban (is) rejlik, hogy a betegség gyantja esetén
annak bizonyitasara laboratoriumi teszt nem lévén, kozvetleniil a genetikai vizsgélat
ad csak lehetdséget. A HHT ritka betegség korfliggd penetranciaval és tobb szervet
érintd vascularis eltérésekkel, melyek egy része (pl. tiidd, vagy agyi ér AVM-ek)
jollehet sziiletés 6ta megvan, de klinikailag igen hosszu ideig néma lehet. A heterogén
klinikai megjelenés miatt a betegek kiilonbozd szakteriiletek képvisel6ivel keriilnek
kapcsolatba, akik az egyes tiinetekkel kiilon-kiilon taldlkozva, gyakran nem
kapcsoljak Ossze azokat, igy jelentdsen késlekedhet a HHT diagnoézisa. A hazai
betegek hatékonyabb  diagnosztikdja érdekében egy évtizede kezdtiik
egyiittmikodésiinket, melynek soran a kelet-magyarorszagi régioban fiil-orr-gégész,
belgyogyasz-hematologus és laboratoriumi szakember  Osszefogasaval
szisztematikusan felkutattuk és bevontuk a régié HHT betegeit.

A probandok diagnozisat kovetden kaszkad szerii csaladsziirést végeztiink,
ezzel a megkozelitéssel 2012-2021 k6z6tt n=50 probandon keresztiil dsszesen n=186
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HHT személyt vetettiink ald részletes vizsgéalatnak, csaladonként atlagosan 3,72
személy bevondsa tortént. A probandok muticidanalizise soran a mutacié detektalasi
arany 96% volt. Az ENG/ACVRLI mutacié aranya a vizsgalt populdcioban 1,13
(18/16), az ENG/ACVRLI mutacidval rendelkez6 csaladok aranya 0,81 (21/26), végiil
az ENG/ACVRLI mutaciora pozitiv személyek aranya 0,84 (53/63). Egy csaladban
SMAD4 ¢.7A>G mutécidt azonositottunk.

5.1.5 Differencidldiagnosztika haemorrhagias diathesisekben
Differencidldiagnosztikai problémadt jelentd esetek Osler-korban

Az Osler-kor diagnosztikdjaval kapcsolatos  klinikai  vizsgélatunk soran
megallapitottuk, hogy a Curacao-kritériumok szigort figyelembevételével igen
magas mutacié detektalasi ardny érhetd el (lasd fent). Ritkan eléfordul azonban, hogy
nyilvanval6 klinikai tiinetek ellenére nem talaljuk meg az okozati eltérést sem az
ENG, sem az ACVRLI génben. Eddig két olyan probandot taldltunk, ahol sem az
ENG, sem az ACVRLI gének nem tartalmaztak okozati eltéréseket. Mindkét proband
erdsen orrvérzd nébeteg volt (64 és 62 évesek a diagnozis felallitdsanak idején), akik
6, illetve 7 éve szamolnak be a stlyos, fiil-orr-gégészeti ellatasokat igényld
orrvérzéserdl. A 64 éves beteg 3 pozitiv Curacao kritériummal rendelkezett (epistaxis,
teleangiectasia, pozitiv csaladi anamnesis), nala a SMAD4 c.7A>G (p.Asn3Asp) 1],
valoszinti patogén mutaciot detektaltuk heterozigota formaban. A 62 éves betegnél
csupan egy kritérium (orrvérzés) megléte volt bizonyithato. Laboratériumi
vizsgélatainkat kiterjesztettilk ezért coagulopathia és thrombocyta funkcié zavar
irdnyu vizsgalatokra is, negativ eredménnyel. Végiil, a RASAI génben detektaltunk
egy heterozigéta Uj, valdszintileg patogén eltérést (c.1833T>G; p.Phe611Leu). A
homologia vizsgalatok soran megéllapitottuk, hogy mindkét mutacié az adott gének
egy-egy konzervativ régidjat és konzervativ aminosavat érinti.

A kiterjesztett genetikai vizsgalatnak Osler-kérban, vagy Osler-kor szert
tiineteket mutatd betegekben azért van jelentdsége, hogy a betegséggel ritkabban
Osszefiiggésbe hozhaté génekben azonositott eltérések alapjan a diagnoézis
egyértelmtien felallithat6 legyen, ezzel megteremtve a csaladvizsgalat lehetdségét is.
A genetikai eltérés pontos ismerete — az érintett gén azonositdsa — a betegség
prognozisa és tovabbi klinikai tiinetek megjelenésének eldrejelzése szempontjabol is
lényeges. A SMAD4 érintettsége esetén pulmonalis hypertonia kialakuldsara lehet
szamitani, a RASAI érintettsége pedig a capillaris malformatio- arteriovenosus
malformatio (CM-AVM1) szindréma mellett (ami Osler-kor szerii tiinetekkel jar)
hajlamosit basal sejtes tiid6carcinoma kialakuldsara.
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Differencidldiagnosztikai problémadk megoldisa és tudomdnyos szempontbol
érdekes esetek von Willebrand betegségben

A tézisekben csak a 2B tipussal kapcsolatos vizsgalatainkat emlitem. N=7 egymassal
nem rokon beteg esetében diagnosztizaltunk vWD 2B tipust. A mutaciok az Al és a
D3 doménekben helyezkedtek el. Mig az Al domén mutacioi tipusos vWD 2B
variansnak felelnek meg, annak minden laboratériumi kritériumaval egyiitt, addig
mas régiokat érintd mutaciok atipusos 2B képében komoly differencidldiagnosztikai
problémakat okozhatnak. Ezt jol példazza annak a négy, egymassal nem rokon
betegnek az esete, akiket vérzéses tiinetekkel referaltak, azonban a plazma mintakbol
(melyek fagyaszthatok és szallithatok) elvégzett vWD iranyu vizsgalatok rendre
normal eredményekkel zarultak. Elvégezve azonban a risztocetin indukalta
thrombocyta aggregacio vizsgalatat (RIPA) személyes megjelenést igényld, frissen
torténd mintavételbdl, rendre fokozott RIPA volt megfigyelheté az alacsony, 0,6
vizsgélat soran minden esetben a p.Prol266Leu (c.3797C>T), D3 domént érintd
mutaciét detektaltuk heterozigdta formaban, ami a HGMD adatbazis szerint I-es
tipust vWD kialakulaséval jar. Erre a téves és félrevezetd megallapitasra felhivtuk a
figyelmet és hangstlyoztuk, hogy az ISTH altal gondozott vWD adatbazis szerinti 2B
tipussal ~ torténd  asszocidciot  kell irdnyadonak  tekinteni. Ennek a
megkiilonboztetésnek a betegek terapidja szempontjabol ugyanis jelentdsége van. A
genetikai vizsgalat segitett felallitani a 2B tipustt vWD diagnozisat egy olyan betegnél
is, aki korabban éveken at ITP diagndzissal volt szamon tartva, alacsony thrombocyta
szama miatt.

Differencidldiagnosztikai problémadk megoldisa és tudomdnyos szempontbol
érdekes esetek fibrinogén rendellenességekben

Velesziiletett fibrinogén rendellenességek vonatkozasaban (2021 végéig) n=27
beteget toboroztunk. Tobbségiik (n=18) a diagnosztikai szempontbdl nem egyszerii
dysfibrinogenaemia esetek koz¢ tartozott, mig n=4 esetben hypofibrinogenaemiaval
jaré, n=2 esetben nem hemosztazis rendellenességgel jaro esetet regisztraltunk, végiil
n=2 esetben 1j, kordbban nem ko6zo6lt muticiokat detektaltunk, melyek klinikai és
laboratoriumi  kdvetkezményeit mi ismertettiik elsoként. Eseteink az orvosi
laboratoriumi szakteriilet szamaéra a kovetkez6 tanulsagokkal szolgalnak. Azokban a
laboratoriumokban, ahol nem végeznek TI és RI meghatarozast, a fibrinogén
rendellenességek egy része (foleg a dysfibrinogenaemia esetek) felderitetlen marad.
A fibrinogén rendellenességek egy része esetén akar még a fibrinogén szintek is
lehetnek normalisak, okozati muticid jelenlétében is: a FGA p.Glu545Val vese
amiloidosissal jar, amikor e ritka autoszomalis domindns betegség esetén a mutans
fibrinogén alfa lancok akkumulaloédnak a vesékben amiloid fibrillumokat képezve,
mely végso soron fatalis szervkarosodashoz vezet. A betegség felismerése és korrekt
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diagndzisa életmentd e betegek szamara. Amellett, hogy a fibrinogén
rendellenességek klinikai és laboratoriumi fenotipusa meglehetdsen valtozatos, a
variabilitdst fokozzdk az esectlegesen tarsulé egyéb hemosztazis -eltérések.
Megéllapitottuk, hogy a dysfibrinogenaemia klinikai fenotipusat thromboticus
iranyba modosithatja a tarsulo AT deficiencia, vagy FV Leiden muticié. A vWF
rendellenességhez tarsuld vérzékenység stlyossagat.

5.2 Vizsgalatok ritka thrombophilidkban

5.2.1 Az antitrombin deficiencia el6fordulasa Magyarorszagon, a p.Leul31Phe

(AT Budapest 3) varians magas gyakorisaga: klinikai jellegzetességei

A 2007 és 2016 kozott bevont betegek (n=156 nem rokon személy; AT deficiens
csaladtagokkal egyiitt n=246 személy) vizsgélataval 31 kiilonbozé genetikai eltérést
talaltunk a SERPINC]I génben. A mi populdcionkban leggyakoribbnak az ATD ITHBS
altipusa bizonyult (75,6%), ezen beliil is az AT Budapest 3 mutaci6 (p.Leul31Phe),
melyet 2017-ben tortént elemzésiink idején 63 csalad, n=102 egyén hordozott. A
IIHBS tipus 80%-at tette ki ez az egyetlen mutaci6. (Az azdta eltelt id6 alatt az
altalunk diagnosztizalt betegek szdma jelentdsen nétt, az értekezés irdsanak idején
mar n=236 nem rokon ATD beteg szerepel az adatbazisunkban, és a IHBS mutaciok
88%-a az AT Budapest 3 varians.) Az ATD-t okozé mutaciok heterozigota forméaban
fordultak eld, kivéve az AT Budapest 3 muticiét (ATBp3), ahol homozigéta
egyéneket is detektaltunk. Az egyéb IIHBS altipusok koziil az AT Basel 5, az AT
Padua I 11 csaladnal fordult eld. A klinikai jellemzoket tekintve az I-es tipusi ATD
betegek kozott szignifikansan gyakrabban fordult elé VTE, mint a Il-es tipusu
heterozigota egyének kozott (p=0,015). Ezzel szemben a terhességi komplikaciok
eléforduléasi gyakorisaga a IIHBS altipusban volt a gyakoribb az I-es tipushoz képest
(I-es tipusban 2.1% vs. IIHBS tipusban 7.1%, p=0.046). A betegeink kozott igen
magas szamban el6forduldé IIHBS deficiencia lehetévé tette azt, hogy
Osszehasonlitdsokat végezhessiink ezen alcsoporton beliil (ATBp3 homozigotak,
ATBp3 heterozigétak, AT Basel és AT Padua I heterozigotak). A VTE eléfordulésa
sokkal gyakoribb az ATBp3 mutécié hordozdkban, mint az AT Basel és AT Padua [
hordozokban (AT Padua I vs. ATBp3 heterozigotak p=0,041; AT Padua I vs. ATBp3
homozigétak p<0,001; AT Basel vs. ATBp3 homozigotdk p<0,001). A VTE
gyakorisaga az ATBp3 homozigétakban a legmagasabb (ATBp3 heterozigdtak vs.
ATBp3 homozigétak p<0,001). Az artérids események az AT Basel hordozokban
fordultak el6 leggyakrabban (AT Basel vs. ATBp3 heterozigétak p=0,046; AT Basel
vs. ATBp3 homozigoték p=0,006). Terhességi komplikaciot leggyakrabban az AT
Padua I hordozdkban regisztraltunk, bar ez statisztikailag nem bizonyult
szignifikdnsnak a tobbi IIHBS alcsoporttal torténd oOsszehasonlitidsban. A
proximalisan elhelyezkedd thrombosis tekintetében szignifikans kiilonbség volt az
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ATBp3 homozigétak és az ATBp3 heterozigotdk kozott (p=0.001). Az ATBp3
homozigétak voltak a legfiatalabbak az els6 thromboticus esemény elszenvedésének
idején (ATBp3 homozigétdk vs. AT Basel p=0,002; ATBp3 homozigoték vs. AT
Padua I p<0,001 és ATBp3 homozigétak vs. ATBp3 heterozigotak p<0,001).

Vizsgélataink alapjan megallapithatjuk, hogy az ATD klinikumat
befolyasolja a betegség altipusa. Az I-es tipusit ATD-ban dominal a sulyos, vénas
thrombosis ¢s a Il-es tipussal Osszevetésben valoban rosszabb progndzissal jar. A
magyar betegekben detektalt relative nagy szamu IIHBS tipus és azon belill is az
ATBp3 varians el6fordulasa azonban tovabbi érdekes kovetkeztetések levonasara
adott lehet6séget. Megallapitottuk, hogy a IIHBS ATD-ban nemcsak vénas, de
artérids thrombosisok is megjelenhetnek, valamint a terhességi komplikaciok
(magzati halal, korasziilés, halva sziiletés, preeclampsia) is eléfordulnak. A ITHBS
csoporton beliil szintén heterogenitas figyelhetd meg. Az ATBp3 homozigéta allapot
(egy¢b variansok esetén homozigota elé6fordulast nem figyeltiink meg) a legsulyosabb
ATD altipus, a thromboticus tiinetek még az I-es tipusu betegekkel dsszevetésben is
fiatalabb korban jelennek meg. A ITHBS heterozigotak kozott az ATBp3 varians
stlyosabb, mint az AT Basel, vagy AT Padua I, amennyiben az els¢ thrombosis
megjelenésének idejét tekintjiik a sulyossag fokmérdjének. A rekurrens thrombosisok
aranya is az ATBp3 varians esetében magasabb. Az AT Basel gyakrabban fordul eld
artérias eseményekkel, mig az AT Padua I-ben magasabb ardnyban figyeltiink meg
terhességi komplikaciokat. Az artérids események az ATBp3 hordozok kozott is
megjelenhetnek, sajat vizsgalatunkban 2021-el bezardlag n=12 esetet (2 homozigéta
¢és 10 heterozigéta beteg) regisztraltunk, a betegek fiatalok, 2-48 évesek voltak a
stroke vagy MI idején. Annak, hogy a legsulyosabb, ATD IIHBS tipus, az ATBp3
homozigéta allapot miért nem jar gyakrabban artérids eseménnyel az ATBp3
heterozigotasaghoz viszonyitva, valészini az a magyarazata, hogy e betegek mar
nagyon fiatal korban elszenvedik az els6 — jellemzden vénas — thrombosisukat, igy
hamar antikoagulans terapidban részesiilnek, amit az ATD diagndzisa utdn hosszu
tavon alkalmaznak.

Az antitrombin deficiencia megjelenése specidlis betegcsoportokban

Az ATD betegeink koziil 32-en gyermekkorban (<18 éves) estek at az elsd
thromboticus eseményen. A gyermekek tobbsége (n=25) IIHBS altipusu mutaciot és
tobbségik (n=18) az ATBp3 mutaciot hordozta homozigéta formaban. A
gyermekkori ATD-val kapcsolatos megfigyeléseinket Kkiterjesztve, szerb
munkacsoporttal egyiittmiikddve tovabbi n=19 ATD gyermek esetét dolgoztuk fel.
Az ATBp3 homozigétak jellemzden spontan thrombosisokat szenvedtek el, és
jellemz6 volt a proximalis, ill. rekurrens DVT. A thrombosist kdvetd antikoagulalas
stratégiaja ATD gyermekekben egyaltalan nem kiforrott, nagy populacio vizsgélatan
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alapuld ajanlasok nem is léteznek. Az ATBp3 homozigdta gyermekekben az elsd
thromboticus epizdd utan hossza tavi antikoagulalas javasolhato.

A terhességek kimenetele szempontjabol végzett retrospektiv kohorsz
tanulmanyunkban n=28 beteg esetében végeztiik el az ATD karakterizalasat. A
betegek kozott n=11 I-es tipusu, n=5 [IHBS ATBp3 homozigéta, n=10 [IHBS ATBp3
heterozigéta és n=2 IIPE beteg volt. Osszesen 64 terhesség kimenetelét tudtuk
elemezni. A terhességek kimenetele szempontjabol a legrosszabb prognozist a IHBS
ATBp3 homozigota allapot jelentette, itt volt a legalacsonyabb az élvesziiletések
aranya ¢és a legtobbféle terhességi komplikaciot e betegcsoportban észleltiik.
Megallapitottuk, hogy a terhességgel szovodott anyai thrombosis kockazatanak
szempontjabol az egyes ATD tipusok nem kiilonbdznek egymastol, kivéve a ATBp3
heterozigota személyeket, akiknél alacsonyabb a thrombosis eléforduldsanak esélye.
A terhességek kimenetele szempontjabol azonban az ATBp3 homozigéota
betegcsoport jelentdsen kiilonbozik a tobbitdl, rendkiviil magas aranyt adverz
eseménnyel. Az ATD terhességben — anyai thrombosis és magzati kimenetel
szempontjabol — térténd thromboprofilaxisa a mai napig nem egységes, erre iranyelv
nem létezik, és — bar Osszegyljtott eseteink hasznos adatokat szolgaltatnak —
nemzetkdzi regiszterben torténd standardizalt adatgytijtés nélkiil tovabbi elérelépés
nem lehetséges. A Nemzetkdzi Thrombosis és Hemostasis Téarsasag védnoksége alatt,
szakmai vezetésemmel, 2021-ben létrehoztunk egy ATD nemzetkézi regisztert,
melynek adataitol tobbek kozott azt is varjuk, hogy kelléen nagy szamu ATD
terhességet elemezve, kozelebb keriiljiink egy szakmai ajanlas megfogalmazéasahoz.
A v. cava inferior (VCI) atresia ATD-val val6 tarsulasanak szisztematikus vizsgalatat
spanyol munkacsoporttal kollaboraciéban végeztikk és n=24 ATBp3 homozigota
beteget vontunk be. Koziilik n=16 esetében lehetett VCI atresidt igazolni,
mindegyikiiknél a VCI infrarenalis szakasza volt érintett. Hét betegnél tovabbi véna
hypoplasiat talaltunk: egy betegnél jobb oldali v. renalis teljes hidnyat, masik betegnél
v. iliaca communis agenesiat, tovabbi négy betegnél v. iliaca communis hypoplasiat
lehetett kimutatni. Egy VCI atresiat nem mutat6 betegnél v. iliaca communis atresia
és kompenzatorikusan megduplazodott VCI volt detektalhatd. Logikus az a
feltételezés, hogy a ATBp3 homozigdta magzatok mar az intrauterin életben, korai
thrombosist szenvedhetnek el, ami befolyasolhatja a vénafejlddést VCI agenesiat,
illetve egyes kapcsolodd szervek (vese, mellékvese) atresigjat okozhatja. Ez a
malformatio kollateralis keringés kialakulasaval jar, példaul a v. azygos rendszert
érintéen. Az, hogy a VCI atresia miért nem jelenik meg minden ATBp3
homozigétanal, valoszintileg a thrombosis komplex multifaktoridlis betegség
mivoltdval magyardzhato. Felteheten vannak protektiv tényezok, melyek megvédik
az egyént a magzati korban elszenvedett thrombosistol és esetleg csak késobb, a
postnatalis életben jelentkeznek tiinetek. Kdvetkeztetésként azt is levonhatjuk e
tanulmanyunkbol, hogy a VCI atresiaval rendelkezd betegek magas thrombosis
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kockazattal rendelkeznek mind gyermek, mind felnétt korban. A stasis és a
kollateralis keringés, amit a VCI hidnya idéz el6, hozzajarul a fokozott thrombosis
kockazathoz. Mindezek alapjan javaslatot tettiink arra, hogy e stilyos ATD altipusban,
ami a magyar lakossagban (ritka betegség mivoltdhoz képest) nem elhanyagolhatod
szamban fordul eld, a vénas rendszer képalkoto6 vizsgalata és a VCI rendellenességek
igazolasa célszert, a betegek tovabbi antithromboticus profilaxisa szempontjabol.

522 Az antitrombin deficiencia laboratériumi diagnosztikajara szolgalod
funkcionalis tesztek, elsdsorban a hc-anti-FXa és p-anti-FXa tesztek

evaluacidja

Az anti-FXa alapi teszt dsszehasonlitdsa az anti-Flla alapu teszttel

Osszehasonlité vizsgalatunkban kezdetben n=7 I-es tipust, n=1 IIPE tipusa és n=29
IIHBS tipust ATD beteg mintdjaban hataroztuk meg az AT aktivitasat. Ekkor a
Siemens Berichrom AT (anti-FIla teszt), a Siemens Innovance AT (anti-FXa teszt) és
az altalunk kidolgozott és a modszertani fejezetben leirt anti-FXa tesztet hasznaltuk.
Az l-es tipusu ATD betegek és az egyetlen IIPE beteg AT aktivitas értékei nem
kiilonboztek az egyes tesztekben. Viszont a heterozigéota IIHBS betegek AT aktivitas
értékei egy kivétellel minden esetben a referencia tartomanyba (80-120%) estek a
Berichrom AT teszttel. Az anti-FXa alapu tesztekkel azonban minden esetben a
referencia tartomany alsé hatara alatti, koros értéket kaptunk. A homozigéta ATBp3
(n=9) betegek esetében az anti-FlIla alapu teszt ugyan koros értéket adott, de ezek az
értékek jelentdsen emelkedettek voltak az anti-FXa tesztekben észlelt értékekhez
viszonyitva és inkabb megfeleltek a heterozigota IIHBS ATD betegek anti-FXa
tesztben kapott értékeinek. Mindezek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a
ITHBS ATD esetében elsévonalbeli (sziird) tesztnek javasolt inkdbb az anti-FXa alapu
funkciondlis  teszteket alkalmazni annak érdekében, hogy az ATD
aluldiagnosztizalasat elkertilhessiik. Azokban a populdciokban, ahol a IHBS ATD a
vezeté ATD tipus (ahogyan az a magyar népességben is), ennek a felismerésnek
kifejezett gyakorlati jelentdsége van.

A p-anti-FXa esszé kidolgozasa és evaluacioja

Annak felismerése, hogy az ATD esetek tulnyomo tobbsége hazankban ITHBS tipusu,
melynek diagnozisa soran a heparin jelenlétében végzett anti-FXa alapti funkcionalis
teszt megfeleld szlirétesztnek bizonyul, és elvileg — a IIHBS tipus patogenezisének
ismeretében — heparin hidnyaban az tn. progressziv AT aktivitds nem sériil, inditott
benniinket arra, hogy kidolgozzunk egy progressziv anti-FXa alapt tesztet (p-anti-
FXa). A tesztet klinikai laboratériumban hasznalatos automata koagulométerekre
adaptaltuk, meghataroztuk a teszt teljesitéképességét n=78 ismert ATD beteg
mintdjan és referencia tartomanyt allitottunk fel (n=188 egészséges személy).
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Megéllapitottuk tovabba, hogy a p-anti-FXa/hc-anti-FXa aktivitas értékek hanyadosa
76 diszkriminaciods képességgel rendelkezik a kiilonbozo tipusu ATD elkiilonitésére.

A kiilonbozo anti-FXa tesztek szenzitivitasanak osszehasonlitisa a IIHBS ATD
diagnosztikdjaban

Az altalunk kidolgozott hc-anti-FXa és p-anti-FXa reagensek bevezetését kovetden
szisztematikusan vizsgaltuk az ATD betegek hc-anti-FXa aktivitasat a sajat és a két
legnagyobb vilagcég (Siemens és Werfen) kereskedelmi forgalomban kaphatod
reagenseivel. Tobb mint 100 ATD beteg plazma mintdin végeztik el az
Osszehasonlitasokat. Megallapitottuk, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphatod
egyes anti-FXa tesztek szenzitivitdsa elmarad az elvarttol IIHBS ATD-ban,
diagnosztikus problémat okozva. Annak vizsgalatara, hogy a hc-anti-FXa tesztek
esetében mely tényezok befolyasolhatjak a tesztek szenzitivitasat, sajat, diagnosztikus
tesztként hasznalt hc-anti-FXa tesztrendszeriinkben, mely 100%-os szenzitivitast,
valtoztattuk a heparin koncentraciot és a pH-t. A heparin koncentracié emelésével
minden esetben emelkedett az AT aktivitds, egy AT Padua I minta esetében el is érte
a referencia tartomany also hatarat. Ha az essz¢ koriilményei pH 7.4-re valtoztak, az
AT aktivitas értékek tovabb emelkedtek, elérve, vagy meghaladva a referencia
tartomany als6 hatarat 2 AT Basel és 1 AT Padua I minta esetében. Ha a heparin
koncentraciot az eredeti 8-szorosara emeltiik az AT Basel és az AT Padua I mintak
mindegyike normal AT aktivitas értéket mutatott. Az ATBp3 mintdk AT aktivitas
értékei nem novekedtek tovabb.

Megallapitottuk tehat, hogy a funkcionalis AT tesztek érzékenysége
szempontjabol nem kizarélag az enzim tipusa (anti-Flla vagy anti-FXa esszé) az
egyetlen befolyasold tényez6. A kereskedelmi forgalomban kaphatd tesztek
érzékenységének kiilonbségei a [IHBS ATD betegek esetében mutatkoznak meg.
Arra kovetkeztettiink, hogy a hc-anti-FXa tesztek érzékenységében a heparin
koncentracio és az ionerd a fO0 befolyasold tényezOk. A laboratoriumi tesztekkel
kapcsolatos eredményeink azt is mutatjak, hogy a IIHBS igen heterogén a csoport a
mutaciok tipusatdl fiiggben laboratériumi viselkedés szempontjabol is. A
funkcionalis tesztek egyes altipusok irdnt mutatott eltérd szenzitivitasanak hatterében
feltételeztiik az AT-heparin kotés erdsségének kiilonbségét is az egyes mutansok
esetében, amit késébb in vitro és in silico mddszerekkel tovabb vizsgaltunk (1d.
késobb). A vizsgalt paraméterek (heparin koncentracio, pH) modositasa érdekes
modon kevésbé befolyasoltdk az ATBp3 mintdkban mért AT aktivitas értékeket a
tobbi IIHBS mutanshoz viszonyitva, ami azzal egyiitt, hogy az ATBp3 homozigotak
AT koncentraci6 értékei gyakran alacsonynak mutatkoztak, ebben a vizsgalatunkban
is azt sugallta, hogy e mutacié nem csupan az AT-heparin kdlcsonhatast befolyasolja,
hanem komplexebb kdvetkezménnyel jar.
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523 Az Antitrombin Budapest 3 mutacid alapit6 hatasa

Osszesen n=102 ATBp3 muticié hordozd és n=200 egészséges személy DNS
mintdjan 12 polimorf markert (7 SNP, egy 5’LP és 4 STR) vizsgélva sikeriilt
igazolnunk az ATBp3 mutaci6 alapito hatasat. A haplotipus analizis soran kimutattuk,
hogy a mutans ,,T allél” egyetlen haplotipussal, mig a normal ,,C allél” viszont
kiilonboz6 haplotipusokkal tarsult. Az ATBp3 homozigétadk esetében kizardlag
egyféle ismétlodésszamot talaltunk az Alu 5 és Alu 8 intragénikus mikroszatellita
markerek analizisekor, a (ATT)s és (ATT);s ismétlddéseket, a D1S218 marker (AC)o4
és (AC)ys formaban fordult el6 naluk. A kontroll csoportban minden markernél
heterogén ismétlédésszamokat regisztraltunk.

Az alapit6é mutcié felderitése populacidnkban tobb szempontbdl is hasznos
volt. Egyrészt, az alapitd mutacio kdvetkeztében a hazai betegeinkre vonatkoztathatod
hatékony diagnosztikai stratégiat allithattunk fel (1d. el6z6 fejezetben). Az alapito
mutécid jelenléte hazankban az ATD kivizsgalasa soran a mutacios talalati ardnyt is
nagy mértékben fokozza. A gyorsabb ¢és pontosabb diagnoézis mellett az is
kiemelendd, hogy az azonos mutacié hordozashoz tarsul6d hasonlé klinikai fenotipus
Az ATBp3 alapitasanak idejét n=36 egymassal nem rokon mutacidhordozoé személy
¢és csaladtagjaik (0sszesen n=106 személy) STR markereinek el6fordulasa alapjan
becsiiltiik. Megallapitottuk, hogy az kb. 350-400 évvel ezeldtt keletkezhetett, vagy
keriilt be Magyarorszagra.

524 A kiilonb6z6 ITHBS antitrombin deficiencidk heparin-kotésének vizsgalata,
a kiilonbségek felderitése biokémiai és in silico mddszerekkel

A kiilonbozé IIHBS ATD (AT Basel, AT Padua I és ATBp3) tipusokban észlelt
klinikai és laboratoriumi diagnosztikai tesztekkel észlelt kiilonbségek (1d. el6zd
fejezetekben) felvetették e varidnsok heparinhoz valdé kotédésének lehetséges
kiilonbségeit. E kiilonbségeket biokémiai modszerekkel és in silico megkozelitéssel
is vizsgaltuk.

A kiilonbéozo ITHBS ATD tipusok heparinnal valo kapcsolatinak in vitro és ex vivo
biokémiai és in silico vizsgdlata

Biokémiai és in silico vizsgélataink eredményeit dsszefoglalva az els6 tanulsagot az
ATBp3 wvaridnsnal a laboratériumi diagnosztika sordn észlelt enyhén, de
konzekvensen csokkent AT antigén koncentracidval kapcsolatban vontuk le. A
nanoDSF kisérleteinkben az ATBp3 homozigota betegek plazmaibdl tisztitott AT
esetében csokkent termostabilitast talaltunk (a nano DSF kisérletekben az ATBp3
homozigéta beteg plazma esetében a ,,Tonset” €5 @ ,, T 42,7+1,47°C és 57,1+£0,03°C
volt, ami szignifikansan eltért a vad tipusi plazmatol, ahol ,,Tonse” és a ,,Tm”
46,2+1,3°C és 57,6+0,1°C volt), ami az in silico vizsgalatokban is megerdsitést nyert,
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ahol a D-hélix elongéicidja volt megfigyelhetd, illetve magasabb RMSF volt
detektalhaté a nativ, nem aktivalt AT struktaraban. Ezek az eltérések nem tul
stulyosak, de egy enyhe szekrécids zavart eredményezhetnek, vagy éppen az ATBp3
fokozott eliminacidjahoz vezethetnek annak instabilitidsa miatt.

Vizsgélataink f6 célja az egyes varidnsok heparin kotésével kapcsolatban
feltételezett kiilonbségek igazoldsa volt. A kiilonb6zd ATD IIHBS betegek
plazmaiban végzett keresztezett immunelektroforézis azt mutatta, hogy az AT Padua
a leginkabb érintett AT heparin affinitas szempontjabol. Mivel AT Basel és AT Padua
homozigéta betegek nem léteznek, a tovabbi vizsgalatokat rekombinans, HEK293
sejtekben expresszalt, majd affinitds kromatografiaval tisztitott AT-okon végeztiik.
Az immobilizalt heparin felszinen végzett SPR kisérleteink eredményei is azt
mutattak, hogy az AT Padua heparin affinitisa a leggyengébb (Kp=1,08x10°M). A
vad tipusnal ez az érték Kp=6,4x10"1"M. A kiilonbdzé ITHBS AT-ok koziil a vad
tipushoz legkdzelebb az ATBp3 4allt e tekintetben, jollehet még itt is két
nagysagrendnyi kiilsnbséget mutattunk ki (Kp=2,15x10M). Heparin affinitas
tekintetében az AT Basel az ATBp3 és a AT Padua kozé esett. Az in silico vizsgalatok
eredményei azt mutattdk, hogy az AT Basel varians befolyasolja legkevésbé a
molekuléris fluktudciokat és az allosztérikus itvonalakat, ezért nem val6szind, hogy
ez a mutacid erds destabilizalé hatassal birna a fehérje masodlagos és harmadlagos
szerkezetére. Kimutattuk ugyanakkor, hogy a 22-46 aminosavak altal hatérolt
hurokszerkezet megvaltozott konformacidja hatdssal lehet az AT-heparin kotddésre.
Az ATBp3 esetében megnovekedett fluktuaciokat detektaltunk a fehérjében a heparin
kot6 régio kozelében, de tavolabbi régiokban is. Ugy talaltuk, hogy e varians hatassal
van az allosztérikus utvonalakra, amik az AT konformacids aktivalodasaban részt
vesznek. In silico kisérleteink alapjan is az AT Padua tiinik a legstlyosabban érintett
variansnak. A fluktudciok itt voltak a legnagyobbak, mind a nem aktivalt, mind az
aktivalt allapotokban, az allosztérikus utvonalak szintén érintettek voltak. A
szimulaciok alatt jelentds pentaszacharid disszocidciot egyik varidnsnal.

A biokémiai ¢és in silico vizsgalatok eredményeit tobb okbol sem egyszerii
leforditani a klinikum nyelvére. Egyrészt, az in vitro tanulmanyok tisztitott
rekombinéns fehérjéken torténtek és az ATBp3 kivételével nem léteznek homozigdta
betegek, ezért a kiilonb6z6 mutacidk fenotipusra gyakorolt hatasat a jelen 1év6 normal
allélrél expresszalodott AT biztosan befolyasolja. Masrészt, az a-AT és B-AT
egymashoz viszonyitott aranya kiilonboz6 lehet a betegekben ¢€s ez szintén hatdssal
lehet az adott betegben észlelt AT heparin affinitdsdra. Harmadrészt, mivel a
thrombosis egy komplex betegség, az ATD 4ltal okozott kockézatot egyéb genetikai
¢és kornyezeti tényezok nyilvanvaloan modositjak, e tényezok szintén kiilonbdzhetnek
a betegekben. Tovabba létezhetnek protektiv faktorok is, melyeket részleteiben még
nem ismeriink, de ezek jelenléte akar gén-gén, akar gén-kdrnyezet interakciok révén
befolyasolhatjdk az ATD mellett kialakulé klinikai fenotipust. Mindenesetre, e
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felvetett kérdések és bizonytalansagok tovabbi vizsgalatokat inicidltak, melyeken
kutatocsoportommal és nemzetk6zi kollaboracioban jelenleg is dolgozunk.

5.2.5 Az  Antitrombin Debrecen klinikai, laboratoriumi és biokémiai
karakterizalasa

Egy négy generacios csalad 6sszesen n=31 tagjat vontuk be a tanulmanyba. Koziilitk
n=20 személy ATD-nek bizonyult. A proband a vizsgéalatunk idején 75 éves nébeteg,
anamnesisében tobbszords thrombosisokkal, majd postthromboticus syndromaval. Az
ATD diagndzisat 45 éves koraban allitottak fel, de ekkor genetikai vizsgalat még nem
késziilt. A diagnozis birtokaban élethosszig tartd K-vitamin antagonista készitményre
allitottak. Nala ¢és a tovabbi érintett csaladtagoknal a ¢.614T>C (p.Leu205Pro) 1j
mutécidt detektaltuk, minden érintett személynél heterozigota formaban.

A HEK293 sejtekben expresszalt vad tipusu és mutans (Pro205) AT fehérje
FXa médszerrel vizsgaltuk, a fehérjéket Western blot technikaval vizualizéltuk. Az
AT koncentracid a vad tipusu plazmiddal transzfektalt sejtek feliiliszojaban 2,33 +
0,76 ng/mL, mig a Pro205 mutanssal transzfektalt sejtekében csak 0,56 + 0,43 pg/mL
volt. A WB-nak megfelelden a sejtlizatumban az AT koncentracio 2,83 + 1,40 pg/mg
fehérje a vad tipus és 2,86 + 1,10 pg/mg fehérje a mutins AT esetében. Az
amidolitikus tesztben az AT aktivitas értékek vad tipus esetében 1,576 + 0,001 U/mL
és a Pro205 esetében 0,221 + 0,058 U/mL-nek adodtak. A rekombindns fehérjék
specifikus aktivitdsa (egységnyi fehérjemennyiségre vonatkoztatott aktivitds) a
Pro205 AT-ra nézve 3,94 £0,95 U/mg, mig a vad tipusit AT-ra vonatkoztatva 7,79 +
2,10 U/mg volt. A Pro205 mutans fehérjét a vad tipushoz hasonlé mennyiségben
mutattuk ki a sejtek lizdtuméban, ezek alapjan a protein szintézis nem érintett. Ezzel
szemben a sejtek feliiliszdjaba csak csekély mennyiségti mutans fehérje jutott ki, ami
szekrécios zavarra utalt. A Pro205 fehérje specifikus aktivitdsa is csokkent a vad
tipushoz képest. Az eredmények Osszességében egy komplex (mennyiségi zavar a
szekrécio defektusa miatt és funkciondlis zavar) defektusra utalnak. Megvizsgaltuk a
mutans AT intracellularis elhelyezkedését és a vad tipusti és mutans AT egyes
sejtorganellumokkal valo kolokalizacidjat numerikusan is jellemeztiik. Ahogyan azt
vartuk, a vad tipus esetében egyik sejtalkotoval sem mutattunk ki erds kolokalizaciot,
mig a mutans AT esetében a transz-Golgi és 26S proteaszomat jelolé markerekkel
jelentdsebb egyiittallast detektaltunk.

A p.Leu205Pro mutécid hatasat in silico is jellemeztiik a kordbban mar
emlitésre keriild modszertannal. Roviden, a 4ps-os szimulacioé soran, a vad tipushoz
viszonyitva jelentds kiilonbség volt észlelhetd a szimulacid elsé és utolsé pontjanak
megfeleld trajektoriak kozott a mutans AT esetében, ezek a kiilonbségek az F-hélix
N-¢és C-terminalis részét és a mutacios helyet érintették. Az RMSD és az RMSF is
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nagyobb volt a mutans AT esetében a vad tipushoz viszonyitva. Ezek a mutans AT
szerkezeti torzulasat valoszinisitik.

Osszefoglalva, a p.Leu205Pro ATD stlyos, alapvetéen kvantitativ
deficiencia, melynek hatterében szerkezeti torzulas kovetkeztében bekovetkezd
szekrécios zavar all; a mutans AT valoszintileg letér a normal szekrécids utvonalrol
akkumulalodik. A mutans AT emellett csdkkent specifikus aktivitassal is rendelkezik,
igy végso soron egy komplex, sulyos fenotipust eredményezve.

5.2.6 A kilenc 11, antitrombin mutacio in vitro vizsgalata

Biokémiai vizsgalataink sordn el0szor a tranziensen transzfektalt HEK-293 sejtek
feliilusz6jabol Western blot technikaval mutattuk ki a vad tipusu és a mutans AT-
okat. A vad tipust AT és a kdvetkezé mutaciok esetében detektaltunk erds savot 58
kDa-nal: p.Argl4Lys, p.Arg78Gly, és p.Pro461Thr. Gyenge, vagy hianyzé savot a
kovetkezd esetekben detektaltunk: p.Cys32Tyr, p.Metl21Arg, p.Leu245Pro,
p-Leu270Argfs*14, p.Asn4501le, és a p.Gly456delins_Ala Thr. A sejtlizitumban a
kovetkezd esetekben tudtunk AT-t kimutatni: p.Argl4Lys, p.Arg78Gly,
p-Metl121Arg, p.Leu245Pro, p.Gly456delins Ala Thr és a p.Pro461Thr. A
p-Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a p.Asnd501Ile esetében az AT hidnyzott, vagy
csak nagyon halvany savként jelent meg. A transzfektalt sejtek lizdtumabol és a
feliiluszobol ELISA modszerrel mért AT antigén szintek Osszhangban voltak a
Western blot eredményeivel. Ezek alapjan a mutaciokat harom csoportba soroltuk. Az
elsd csoportba (p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a p.Asnd50lle) tartoznak,
melyeknél alacsony AT fehérje expressziot detektaltunk mind a feliiliszéban mind a
sejtlizatumban, ami alacsony szintli fehérjeszintézisre vagy akar az mRNS hidnyéra
is utalhat (utobbi lehetdséget RT-qPCR-rel cafoltuk). A masodik csoport
(p-Met121Arg, p.Leu245Pro, és a p.Gly456delins_Ala Thr) magas AT fehérje
expressziot mutat a sejtlizdtumban de alacsony AT fehérje expressziot a feliiluszoban,
ezzel szekrécids zavarra utalva. A harmadik csoport (p.Argl4Lys, p.Arg78Gly,
p.Pro461Thr) azokat foglalja magaba, ahol az AT fehérje er6sen kimutathaté mind a
sejtlizatumban mind a feliiluszoban. Ezek a mutansok funkcionalis variansok vagy az
AT szerkezetére és funkcidjara csekélyebb hatassal birnak.

A mutansok hc-anti-FXa és p-anti-FXa eredményeit a vad tipus AT
aktivitdsahoz viszonyitva adtuk meg. Funkcionalis vizsgalataink alapjan megvaltozott
heparin kotést feltételeztiink a p.Arg78Gly és a p.Pro461Thr AT esetében, melyet az
SPR megerdsitett (csokkent AT-heparin kotddés).

Azokat a mutdnsokat (p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Asn450lle,
p-Gly456delins_Ala Thr), melyeknél szekrécios zavart feltételeztiink, N-glikozidaz
F emésztéssel tovabb vizsgaltuk, és a vad tipussal megegyezé mintazatuk alapjan az
N-glikozilacié defektusat esetiikben kizartuk.
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Vizsgélataink eredményeit Osszegezve megallapitottuk, hogy harom
mutans esetében (p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, p.Asn450lle) a protein szintézis
zavara, masik harom esetben (p.Met121Arg, p.Leu245Pro, p.Gly456delins_Ala Thr)
szekrécios zavar okoz I-es tipusu ATD-t. A p.Arg78Gly mutaciéo IIHBS, mig a
p.Pro461Thr IIPE tipusba sorolhatd, a szignalpeptidet érintd p.Argl4Lys muticid
patogén szerepe nem igazolodott.

5.2.7 Vizsgalatok protein C deficiencidban

A thrombosis munkacsoportunk az elmult 15 év alatt mar tobb mint kétszaz protein
C deficiens (PCD) beteg esetében végezte el a komplex diagnosztikit. A PCD
betegeink kozott sok ismert PROC mutéacidval rendelkezd személy van, azonban
elszortan talalkoztunk 1j varidnsokkal is. Koziiliik két beteg esetében elvégeztiik a
komplex laboratdériumi €s in vitro vizsgalatokat is a mutaciok PC fehérjére gyakorolt
hatasainak megallapitasara. A talalt mutaciok kovetkezményeinek in vitro vizsgalatat
azért talaltuk érdekesnek, mert az egyik eltérés (p.Asp77Gly) a PC fehérje foszfolipid
felszinnel valé kapcsolatdban szerepet jatsz6 doménben talalhato, igy elsdsorban
funkciondlis varidnsnak kellene lennie, a csokkent antigén koncentracié azonban
kvantitativ zavart feltételez. A masik két mutdcio vizsgalata pedig azért tiint
érdekesnek, mert két kiilonbozo csalad két kiilonb6z6 varianssal rendelkezett, mely
ugyanazt a poziciot érintette (Alal63). Mivel minden mutéciot heterozigdta formaban
hordoztak betegeink, ezért, hogy a normal allélrél atir6d6 varians ne befolyasolja a
vizsgélatainkat, in vitro rekombinans fehérjéken végeztiik el azokat. A vad tipusu
fehérje antigén koncentracidja 0.142+0.007 pg/mL és 0.034+0.003 pg/mg protein volt
rendre a médiumban és a sejtlizaitumban. A vad tipusti és a mutans PC fehérjék antigén
koncentraciéja nem kiilonbozott jelentdsen a sejtlizatumokban. A 77Gly mutans
koncentracidja mérhetd volt a médiumban, de alacsonyabb volt a vad tipusu PC-nél
(0.059£0.001 pg/mL). A 163Val és 163Glu mutansok koncentracidja detektalasi hatar
alatt volt a médiumban. Ezeket az eredményeket Western blottal is igazoltuk. A 77Gly
PC aktivitasa az amidolitikus tesztben torténé meghatarozas soran dsszehasonlithato
volt a vad tipusu PC aktivitasaval (77.5%=+15.1%, a vad tipust PC aktivitasat 100%-
nak tekintve). Tovabba, a 77Gly specifikus aktivitasa (egy mg PC fehérjére
vonatkoztatott aktivitdsa) megegyezett a vad tipusu PC-jével (104.2%+28.4%, a vad
tipus PC specifikus aktivitasat 100%-nak véve). A 77Gly PC aktivitasa alvadasi
tesztben a vad tipustt PC 80%+9.4%-a volt. A 77Gly PC aktivalédasanak sebessége
sem kiilonbozott a vad tipustél. Az amidolitikus esszéhez hasonléan, az alvadasi
teszttel sem lehetett PC aktivitast detektalni a mock, a 163Val és 163Glu mintak
médiumabdl. Mindezekbdl, a 163-as poziciot érintden szekrécid zavart feltételeztiink,
a 77-es pozicidt érintd varidns esetében enyhébb kovetkezménnyel szembesiiltlink:
enyhe szekrécié zavar domindlt és érdemi funkcionalis komponenst nem tudtunk
igazolni.
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A szekréci6 zavart tovabb jellemzendd, kettds immunfluoreszcens festést
és CLSM vizsgélatokat végeztiink. A 77Gly mutans egyik sejtorganellummal sem
mutatott kifejezett egylittallast, mig a 163Glu és 163Val mutansoknal a 26S
proteaszomaban észleltiink akkumulalodast.

Az abnormalis fehérjék szekrécidjanak megakadéalyozasara és
intracellularis lebontasra vald kijelolésének egyik lehetséges modja a fehérjék
ubikvitindlasa. Vizsgélatainkban a poliubikvitinalt mutans PC aranya a vad tipusu PC-
hez viszonyitva t6bb mint 2:1 volt a 163Val (2,25+0,49) és a 163Glu (2,95+0,51) PC
esetében, mig a 77Gly mutans nem mutatott jelentds poliubikvitinaltsagot (aranya a
vad tipusu fehérjéhez 0,96+0,10 volt).

Az in silico vizsgalatok a 163Glu és 163Val mutansok szerkezeti torzulasat
jelezték, mig a 77Gly esetében a molekulamodellezéses tanulmanyok nem mutattak
jelentds molekulan beliili szerkezeti eltérést. A mutacio befolyasolhatja azonban a
sejtmembran kiilsé részével, a PC receptoraival torténd interakciot, hatdsa lehet
tovabba a protein komplexek stabilitdsara, melyek alkotdsaban részt vesz a PC.

Osszefoglalva, a p.Alal63Glu és p.Alal63Val muticiok a PC szerkezeti
karosodasdhoz és szekrécids defektusdhoz vezetnek. A p.Asp77Gly mutacié
jelenlétében a PC aktivitdsa normal és mivel esetében nem lathatd jelentdsebb
szekrécios zavar, elképzelhetd, hogy a mutacid az intermolekularis kolcsonhatasokat
modositja, ill. a PC clearance-t is befolyasolhatja.
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6  OSSZEFOGLALAS, UJ MEGALLAPITASOK RITKA HEMOSZTAZIS
RENDELLENESSEGEKBEN

6.1 Vérzékenység

6.1.1 XllI-as faktor deficiencia

Két, sulyos FXIII deficiencidban szenvedd beteg esetében karakterizaltuk a
betegséget, a molekularis vizsgalatokat és a fehérje szintli analiziseket is beleértve. A
laboratoriumi fenotipus komplett meghatarozasa mellett az okozati mutaciokat is
meghataroztuk, patogenitasukat igazoltuk.

Kidolgoztuk a velesziiletett FXIII deficiencia diagnosztikai protokolljat és
nemzetkdzi ajanlasként megfogalmaztuk. A  diagnosztikai algoritmusnak
megfelelden, a funkcionalis tesztek ¢és a kiilonbozo antigén esszék eredményei szerint
javaslatot tettiink a FXIII deficienciak csoportositasara.

6.1.2 V-0s faktor deficiencia

Egy mérsékelt stlyossagu, invaziv beavatkozasok kapcsan megnyilvanulo
vérzékenységben szenvedé ndbetegnél I-es tipusu FV deficienciat, a hattérben uj,
okozati F5 mutéciot igazoltunk. A p.Gly521Arg mutdcié patogenitasat indirekt
moddszerekkel, elsdsorban molekula modellezéssel bizonyitottuk. A mutécid
kovetkeztében feltehetéen hibas feltekeredésit FV fehérje jon létre, mely
intracellularisan degradalodik. Esetiink kapcsan felhivtuk a figyelmet a tiinetmentes,
de 50% alatti FV szintekkel rendelkezé heterozigota FV deficiens személyek
intervenciok kapcsan felmeriild fokozott vérzésveszélyére. A laboratdriumi
diagnosztika szempontjabol lényeges megallapitdsunk az, hogy normal, vagy csak
jelzetten megnytlt koagulacio szlirétesztek is birhatnak klinikai jelentdséggel, és
ezért e minor eltérésekre is figyelemmel kell lenni.

6.1.3 X-es faktor deficiencia

Egy sulyos vérzékenységet mutatd 1% alatti FX aktivitassal és antigén szinttel
rendelkezd, I-es tipustt FX deficiencidban szenvedd gyermek tlineteinek hatterében
elészor kozoltik a ¢.730 G>A (p.Gly244Arg) mutaciot. A mutacid strukturalis és
funkciondlis kovetkezményeit in vitro expresszids kisérletekben vizsgalva
megallapitottuk, hogy a mutins FX szekrécios zavart szenved, intracellularisan
akkumulalodik, majd degradalodik. Az akkumulécio feltehetéen a transz- Golgi,
késdi endoszoma szintjén torténik. A molekula modellezés és energetikai szamitasok
azt jelezték, hogy a mutans fehérjében olyan strukturdlis véaltozasok jonnek létre,
melyek magyarazhatjak intracellularis transzportjanak zavarat.
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6.1.4 Hereditaer haemorrhagias teleangiectasia (Osler-Weber-Rendu kor)

Osler-korban szenvedd észak-kelet magyarorszagi csaldadok vizsgalata soran alapito
mutaciédt talaltunk (ACVRLI c.625+1 G>C), polimorf markerek alkalmazasaval
bizonyitottunk. Az alapité mutacié felderitésével az adott régidban hatékonyabba és
gyorsabba tettilk a betegség diagnosztikajat a célzott mutaciod keresés lehetdségét
megteremtve. Felhivtuk a figyelmet arra, hogy az alapité mutacié megjelenése egy
régioban markansan megvaltoztathatja a betegség prevalenciajat, valamint tiinettanat.

6.1.5 Differencialdiagnosztikai problémak megoldasa velesziiletett
vérzékenységekben komplex specialis hemosztazeoldgiai vizsgalatokkal

Hazankban el6szor kidolgoztuk és megvaldsitottuk a von Willebrand betegség, Osler-
kér és fibrinogén rendellenességek komplex diagnosztikai repertodrjat, melynek
segitségével szamos differencialdiagnosztikai  problémat oldhatunk meg,
hozzasegitve e ritka betegségekben szenvedd személyeket a gyors és adekvat
diagnodzishoz, ezéltal az adekvat terdpids, prevencidos megoldasokhoz. Eseteink
bemutatédsa a szakteriilet fejlédése szempontjabol is jelentéséggel birt. Munkankkal
hozzajarultunk e ritka betegségeket tartalmazé adatbazisok bévitéséhez is.

6.2 Thrombophilia

6.2.1 Antitrombin deficiencia

Az elmult masfél évtizedben a legkomplexebb, legizgalmasabb vizsgalatainkat ATD-
ban végeztiik. Szamos 1j szempontot fogalmaztunk meg, tobb 1j felismerést és
megallapitast tettlink, melyek koziil legfontosabbak az alabbiak:

e Az ATD ritka betegség mivoltahoz képest legnagyobb szdmu beteget
Osszegytjtve és elemezve megallapitottuk, hogy e betegség heterogén mind klinikai
megjelenését, mind laboratériumi jellemzoit tekintve. A IIHBS ATD altipus
onmagaban is heterogenitast mutat, az ATBp3 homozigéta allapot a legstlyosabb
ATD, f6ként vénas thromboticus manifesztacioval, mig az egyéb IIHBS altipusok
esetében artérids thrombosisok ¢és terhességi komplikaciok is gyakrabban
eléfordulnak. Felhivtuk a figyelmet az ATD sziirésének fontossagara nem provokalt,
gyermekkorban ¢és fiatal feln6tt korban elszenvedett vénas és artérids thrombosisok
esetén, ami kiilondsen a hazai betegeknél lényeges, ahol az ATBp3 eldéforduldsa
sokkal gyakoribb a tobbi populacidhoz viszonyitva.

e Megallapitottuk, hogy az ATD legsulyosabb formdja, az ATBp3
homozigoéta allapot gyakran tarsul v. cava inferior atresiaval és ezt 0j szindromaként
kozoltiik. A hattérben feltehetden a korai magzati életben elszenvedett thrombosis all.
A v. cava inferior atresiaval rendelkez0 betegek thrombosis kockazata nagyon magas.
Mivel e vénafejlédési rendellenesség hatterében, véleményiink szerint, legalabb
részben thromboticus események allnak, ezért javaslatot tettiink a v. cava inferior
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rendszert érint6 rendellenességekkel €16 betegek thrombophilia sziirésére, illetve az
ATD ATBp3 homozigéta betegek v. cava inferiort érintd rendellenességeinek
vizsgélatéra.

e Megallapitottuk, hogy a kereskedelmi forgalomban 1évé AT aktivitas
meghatarozasara szolgald reagenskészletek jelentds kiilonbséget mutatnak
szenzitivitds szempontjabol a IIHBS ATD betegek esetében. Felismertiik és
igazoltuk, hogy e tesztekben nemcsak az enzim tipusa (trombin vagy aktivalt X-es
faktor) felelds e kiilonbségekért, hanem a heparin koncentracioja a reagensben és az
ionerd is jelentds tényezék. A magas heparin koncentracid és alacsony ionerd
kedvezétlentil befolyasolja a tesztek szenzitivitasat. Mindezek alapjan ajanlast tettiink
az ATD diagnosztika elsd vonalbeli tesztjének mindségi kovetelményeire.

e Kidolgoztunk, automata koagulométerre adaptaltunk, evaludltunk és
bevezettink egy AT heparin kofaktor és progressziv —aktivitasat egy
reagenskészletben, egyszerlien mérhet6 tesztet, ami aktiv X-es faktort tartalmaz, 1000
NE/mL heparin koncentracio és pH 8.4 mellett kivalo szenzitivitassal rendelkezik a
IIHBS ATD irant. A progressziv esszé bevezetésével egyszeriien diszkriminalhaté a
IIHBS ATD altipus a tobbi II-es tipusa ATD-t6l. Olyan, a mindennapi gyakorlatban
jol hasznalhaté algoritmust dolgoztunk ki az ATD laboratériumi diagnosztikdjara,
ami figyelembe veszi a hazai ATD betegek karakterisztikumait, a IIHBS gyakori
eléfordulasat és a laboratoriumi tesztek szenzitivitasat is.

e Az irodalomban els6ként végeztink szisztematikus 0Osszehasonlitd
biokémiai és in silico vizsgalatokat a kiilonbozé ITHBS altipusba tartozé AT
variansok klinikai és laboratoriumi heterogenitasanak bizonyitdsara. Feltartuk, hogy
az ATBp3, AT Basel és AT Padua varidnsok heparinnal val6 interakcidinak
kiilonbozoségének  hatterében  eltérd molekuldris mechanizmusok — allnak.
Legsulyosabb ITHBS formanak az AT Padua bizonyul, ahol az AT-heparin komplex
képzodés a leglassabban megy végbe €s a komplex stabilitasa is a leggyengébb. Ezt a
molekulamodellezés is meger6siti, hiszen az AT Padua konformaciovaltozast okoz a
konformécidjat és az allosztériat is. Az AT Basel a tobbi varianshoz képest lassabban
koti a heparint, valdsziniileg a 22-46 aminosavak altal hatarolt hurokszerkezet
konformécidvaltozdsa miatt. Miutdn azonban az AT-heparin kotédés 1étrejon, az
allosztérikus aktivacio és az AT Basel-heparin komplex stabilitidsa nem, vagy csak kis
mértékben szenved zavart. Az ATBp3 mutatja a leggyorsabb és leger6sebb AT-
heparin komplex képzdédést, bar az allosztérikus aktivacid érintett és e mutacio
molekula destabilizalé hatdssal és csokkent termostabilitassal is bir. Az ATBp3
varians patogenitdsanak komplexitasa igy bizonyitast nyert: a viszonylag enyhe AT-
heparin kotés zavar mellett kvantitativ komponens (csokkent stabilitasu fehérje) is
jelen van.
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e  Felismertiik, hogy a IIHBS altipusba tartozd6 ATBp3 muticio
(p.Leul31Phe) a magyarorszagi ATD populdcioban kiemelkedden gyakori és
polimorf genetikai markerek vizsgalataval elsdként igazoltuk, hogy ennek hatterében
alapito hatas all.

e  Direkt, biokémiai és indirekt, in silico modszerekkel igazoltuk 1j
SERPINCI variansok patogenitdsat. A Pro205 AT (AT Debrecen) szerkezeti
torzulasa kovetkeztében szekrécids zavart szenved; a mutans AT valoszintileg letér a
proteaszoma szintjén akkumulalédik. A mutans AT emellett csokkent specifikus
aktivitassal is rendelkezik, igy végsé soron egy komplex, sulyos fenotipust
eredményezve. Tovabbi kilenc 0j mutans (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly,
p-Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Leu270Argfs*14, p-Asn450Ile,
p.Gly456delins_Ala Thr, p.Pro461Thr) esetében in vitro expresszios kisérletekkel és
in silico analizissel bizonyitottunk kiilonb6z6é mechanizmusokat a patogenitas
hatterében. Harom muténs esetében (p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, p.Asn4501le) a
protein szintézis zavara, masik harom esetben (p.Metl21Arg, p.Leu245Pro,
p.Gly456delins_Ala Thr) szekrécios zavar okoz I-es tipusi ATD-t. A p.Arg78Gly
mutéacié IIHBS, mig a p.Pro461Thr IIPE tipusba sorolhato, a szignalpeptidet érintd
p-Argl4Lys mutacio patogén szerepe nem igazolodott.

6.2.2 Protein C deficiencia

I-es tipustt PC deficiencia hétterében azonositottuk a p.Alal63Glu és p.Alal63Val
varidnsokat az EGF2 doménben, valamint a p.Asp77Gly mutéciét a Gla doménben.
Mindharom mutacid6 esetében in vitro expresszids kisérletekben és
molekulamodellezéssel vizsgaltuk azok kovetkezményeit a fehérjére nézve, és
megallapitottuk, hogy a 163-as poziciot érintd mutaciok esetében hibads a fehérje
foldingja, ami szekrécids zavart idéz eld, ezzel egyiitt elsoként mutattuk ki a mutans,
szerkezeti torzulast elszenvedett PC 26S proteaszoméban torténd intracelluldris
akkumulaciojat ¢és fokozott poliubikvitinilacidjat. A p.Asp77Gly mutéciorol
kimutattuk, hogy I-es tipust deficiencidhoz vezet, azonban sem koros folding, sem
szekrécios zavar nem alakul ki a mutacié kovetkeztében. Kimutattuk, hogy a 77Gly
PC mennyisége, aktivacidja és aktivitdsa nem kiilonbozik a normal in vitro
expresszalt PC-t6l, holott a keringésben a mutans PC aktivitasa és koncentracidja 50%
korili. A p.Asp77Gly mutdcioval kapcsolatban 1j, eddig nem vizsgalt
mechanizmusok (intermolekuldris interakciok megvaltozasa és/vagy fokozott fehérje
clearance) szerepét vetettiik fel.
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7  KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetnyilvanitdsomat Muszbek Laszlé akadémikus felé szeretném mindenekel6tt
kifejezni. O volt az, aki a palyan elinditott és az intézetében miikddd kutatdcsoportba
bekapcsolva segitett eljutni a szakvizsgaig, a PhD fokozat megszerzéséig és tovabb.
Téle tanultam meg a szakmai igényesség iranti elkdtelezettséget. Koszondm
Kappelmayer Janos professzornak a folyamatos tdmogatasat, a tartalmas szakmai
beszélgetéseket, szemléletformalo értékrendjét, emberségét és azt, hogy minden
helyzetben fordulhatok hozza tanacsért. Nem tudom eléggé megkoszonni Dr. Katona
Eva tamogatésat, aki onzetleniil, a kozos kutatomunka iranti elkotelezettséggel és
kitartd, preciz munkajaval hozzajarult az itt bemutatott eredmények jelentds részéhez
¢és aki kiilondsen kozel all hozzam. Kdszonoém kiilfoldi kollaborator kollégaimnak
tudomanyos, szakmai egyiittmiikddésiiket, elsésorban Javier Corral ¢és
munkacsoportja, Mirjana Kovac és munkacsoportja, valamint Vera Ignjatovic,
Mehran Karimi, Jun Teruya, Hiroko Tsuda, Verena Schroder fel¢ tartozom
koszonettel. Koszondm a hazai belgyogydsz, hematologus, fiil-orr-gégész,
kardiologus, gyermekgyogyasz, aneszteziologus kollégaknak a folyamatos, magas
szakmai szinvonalu egyiittmikodést, nélkiiliik klinikai kutatasaink nem valosulhattak
volna meg. Az évtizedek soran volt szerencsém olyan kollégakat megismerni, akik
példat mutattak szamomra emberségbdl, szakmai igényességbdl és alazatbol. Itt az
értekezésben szerepld kozleményeim tarsszerz6it emlitem, koszondm Prof. Balla
Gyorgynek, Prof. Boda Zoltannak, Dr. Ilonczai Péternek, Prof. Kiss Csongornak,
Prof. Losonczy Hajnanak, Dr. Major Tamasnak, Dr. Marjan Erzsébetnek, Dr. Marton
Imeldénak, Dr. Nagy Agnesnek, Dr. Nemes Laszlonak, Dr. Olah Zsoltnak, Prof.
Pfliegler Gyorgynek, Dr. Rézso Katalinnak, Dr. Roéna-Tas Agnesnek, Dr.
Schlammadinger Agota’mak, Dr. Selmeczi Annanak, Dr. Szegedi Istvannak, végtelen
hélaval tartozom nekik. Ksz6ndm azon, nem intézetiinkben dolgoz6 laboratdriumi
szakember, illetve kutatd kollégdknak az odaad6, faradhatatlan és inspirald
munkajukat, akik a vérzékenységek és thrombophilidk kapcsan felbecsiilhetetlen
segitséget adtak, koszoném ezt Prof. Addny Rézanak, Dr. Bardos Helganak, Dr.
Kovécs Bettinanak. Koszonettel tartozom Prof. Balogh Istvannak, aki TDK
tarstémavezetdként segitette kezdeti 1épéseimet. K6szoném volt és jelenlegi PhD
hallgatéimnak, Dr. Kovécs Kittinek, Dr. Gindele Rékanak, Dr. Balogh Gabornak, Dr.
Kallai Juditnak, Dr. Miklds Tiindének és Pituk Déranak az inspirdlé k6zos munkat.
Ko6széndm a Laboratériumi Medicina Intézet és a Klinikai Laboratériumi Kutato
Tanszék munkatarsainak, kiilon kiemelve a Hemosztazis és a Specialis hemosztazis-
genetika részleg mindenkori munkatarsait, akik laboratériumi munkaval, vagy
adminisztrativ segitséggel hozzajarultak az értekezést megalapozo eredményekhez,
kiilon koszondm a sok tadmogatast Dr. Kerényi Adrienne-nek, Dr. Pénzes-Daku
Krisztinanak, néhai Dr. Komaromi IstvAnnak, Haramura Gizelldnak, Molnar Evanak,
Szab6 Zsuzsannanak, a sok adminisztrativ segitséget Bertok Erzsébetnek és Cstiry-
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Bagaméry Beatanak, aki az értekezés elkészitésében is felbecsiilhetetlen segitséget
nyujtott. Koszonettel tartozom Dr. Ajzner Evanak, akivel azota is szamos szakmai
kapocs tart benniinket dssze. Korabbi munkatirsamnak, Bhattoa-Buzas Edindnak
koszondm adminisztrativ segitségét. Koszonom szamos TDK hallgatdmnak, hogy
megtiszteltek bizalmukkal és engem valasztottak témavezetdiil, elsésorban Dr. Balla
Gabornak, Lajos Anikénak, Speker Mariannanak, Udvari Agnesnek. K6sz6ném Prof.
Matyus Laszl6 dékan urnak, korabbi TDT elndknek és Prof. Erdédi Ferenc TDT elnok
urnak a felejthetetlen kéz6s munkat, az atyai-barati beszélgetéseket. Kdszonettel
tartozom barataimnak, zenésztarsaimnak a toretlen tdmogatasért és végiil, de annal
nagyobb szeretettel kdszonom sziileimnek és csaladomnak megértd szeretetiiket és
azt, hogy mindig mellettem allnak.
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