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»Ritka hemosztazis korképek klinikai és laboratdriumi vizsgélata; j diagnosztikai
szempontok hemosztazis rendellenességekben” cimiit MTA doktori értekezésem
opponensi birdlatara

Halas vagyok opponensemnek az MTA doktori értekezésem elismerd biralataért. Kiilon
koszondm, hogy méltatta azt a torekvésemet, hogy a kiilonféle ritka hemosztazis zavarokat
egységes koncepcidban, azonos szempontok szerint vizsgaltam €s mutattam be, ami e komplex
szakteriileten egyaltalan nem kdnny.

Koszondom elgondolkodtatd kérdéseit, melyekkel egyrészt ravilagit a hemosztazis
diagnosztika teriiletén még megoldandd problémakra, illetve uwjabb, érdekes kutatasi
iranyvonalat vazol fel. E kérdésekre az alabbiakban valaszolok.

1, A klinikai kép és a molekularis jelenségek heterogenitasara vonatkozo kérdés:

Dolgozataban tobb helyen targyalja (talan legrészletesebben az V. faktor deficiencianal)
azt a gyakorlatban ismert jelenséget, hogy a hemosztazis sziirotesztjei nem feltétlen jelzik
a részleges hianyallapotokat, valamint egyes esetekben a heterozigota ritka variacio
hordozo csaladtagok tiinetmentesek lehetnek. Munkassaga és tapasztalatai alapjan
milyen javaslatai lennének a jovo fejlesztésire nézve: hogy lehetne ezt a helyzetet javitani,
vagyis a klinikai relevanciaval jaré molekularis eltéréseket megbizhatobban felismerni?

A kérdés rendkiviil Osszetett, de éppen ezért lehetdséget teremt arra, hogy kifejtsem
véleményemet a jelenlegi laboratdriumi diagnosztika hidnyossagairdl és bizonytalansagairol,
valamint a jov6 torekvéseirdl és e torekvések még jelenlegi korlatairol.

Mind a vérzékenységek, mind a thrombophilidk vonatkozéasaban, tobb évtizedes multra
visszatekinté modon, a diagnosztika alapjat funkciondlis laboratoriumi vizsgéalatok jelentették
(jelentik). Ismerve a véralvadasi folyamatok biokémidjat, olyan tesztek kidolgozasa tortént a
multban, melyek konkrétan egy-egy véralvadasban részt vevd fehérje funkcigjat, vagy
mennyiségét tudtadk mérni. (Valaszomban most eltekintek a thrombocyta funkcid zavaroktol,
ahol a funkcionalis laboratériumi vizsgélatok nem teljesen ezt a koncepciot kovetik.) Ezek a
tesztek rendkiviil hasznosak abban a tekintetben, hogy megjelolik a koros fehérjét és irdnyitjak
a tovabbi, specidlis diagnosztika menetét. E klasszikus laboratériumi tesztek egyre jobban
standardizaltak és mindségbiztositottak, jol definidlt mérési protokollokkal (pl. External
quality Control of diagnostic Assays and Tests with a focus on Thrombosis and Haemostasis,
ecat.nl, vagy Nigel S. Key, Michael Makris, David Lillicrap (eds.) Practical Hemostasis and
Thrombosis. Wiley, 2017, ISBN:9781118344712). E tesztek azonban gyakran nem alkalmasak
arra, hogy az adott betegben a vérzés, vagy thrombosis kockézatanak mértékét meghatarozzak.
Jol ismert példaul az, hogy az alvadasi faktor aktivitas értékek, amiket e funkcionalis
tesztekben kapunk, nem mindig allnak ardnyban a vérzékenység sulyossdganak mértékével,
vagy példaul a természetes antikoagulansok plazma szintjei (inkabb aktivitas értékei) nem jol
demonstraljak a thrombosis kockéazatat. Elobbire jo példa a VII-es faktor (FVII) deficiencia,
ahol egyes homozigbta személyek, annak ellenére, hogy az egyfazisi alvadasi tesztben 1%
alatti (vagy nagyon alacsony) FVII aktivitdst mériink, mégsem stlyosan vérzékenyek
(Napolitano et al. Factor VII Deficiency: Clinical Phenotype, Genotype and Therapy. J. Clin.
Med. 2017; 6: 38.). Nem keriilt be a dolgozatba az a 30 éves beteglink, akinek FVII
deficienciajat véletleniil, mar egy vesemiitétet kdvetden diagnosztizaltuk, ami nagyobb
vérveszteség nélkiil zajlott, és akinek FVII aktivitdsa az egyfazisu alvadasi tesztben 1% alatt



volt, a hattérben a p.Glu45Gly eltérést talaltuk homozigota forméban, ami a gamma-karboxi
glutaminsav régi6 egyik glutamatjat érinti és szerepe van a K-vitamin fliggd FVII poszt-
transzlacios karboxilaciojaban, ami a faktor funkcidjanak szempontjabol 1ényeges 1épés. (Az
is igaz azonban, hogy a FVII-ban tobb karboxilacids pont is van és a mutacio csak az egyiket
érintette.) Rejtély, hogy e beteg miért nem vérzékeny, holott a funkciondlis teszt eredménye
alapjan sulyos fenotipust varndnk. Kromogén moédszertannal — ami egyéltalan nem elterjedt a
rutin laboratdriumi diagnosztikdban — is megvizsgéltuk a beteg FVII aktivitasat, mely tesztben
joval magasabb, 34%-os aktivitast észleltiink. Ez az eredmény sokkal jobban kozelit a
klinikumhoz és arra is ravilagit, hogy léteznek olyan FVII variansok, melyek kiilonbozéen
viselkednek a kiilonb6zd tipusti funkciondlis tesztekben. A tesztek teljesitoképességének
korlataira jol ravilagit az antitrombin deficiencia esete is, ahol a joval enyhéb fenotipussal jard
ITHBS tipust heterozigotak a sulyos, I-es tipusu heterozigdotakkal hasonl6 antitrombin aktivitas
értékeket mutatnak az altalanosan elterjedt funkcionalis tesztekben (Krujit et al. Novel insights
into antithrombin deficiency enabled by mass spectrometry-based precision diagnostics. J
Thromb Haemost. 2025;23:210-221.) A koagulaci6 szlirOtesztjei, melyeket vérzékenység
gyanlja esetén altaldban elséként elvégeznek, olyan aktivator koncentraciokat és teszt
koriilményeket tartalmaznak, hogy kb. 30%-os alvadasifaktor aktivitas értékek alatt jelezzenek
megnyuldssal. Ez a hatarérték altalaban kielégitéen miikodik, de, ahogyan opponensem is utalt
ra kérdésében, nem minden esetben korrelal a vérzékenység sulyossagaval, illetve jelezhet
klinikailag nem veszélyes allapotokban is. Még tovabbi problémat jelent a diagnosztikdban ma
szamunkra mind a vérzékenység, mind a thrombophilia diagnosztikaban az alapos klinikai
gyanu ellenére felderitetlen esetek viszonylag nagy szdma. Az Un. ismeretlen ok miatt vérzo
betegek (,,.bleeding disorder of unknown cause”, BDUC), akik klinkailag egyértelmiien
vérzékenyek, de a mai diagnosztikai lehetéségekkel nem talaljuk a vérzékenység okat, kiilon
kihivast jelentenek, csakugy, mint azok a thrombophilias személyek, akiknél nem taldljuk a
familiaris thrombosisok hatterében all6 tényezdket mai diagnosztikai repertoarunk
alkalmazaséaval (Baker et al. Standardization of definition and management for bleeding
disorder of unknown cause: communication from the SSC of the ISTH. J Thromb Haemost.
2024;22:2059-2070., Monard et al. Bleeding disorder of unknown cause: an illustrated review
on current practice, knowledge gaps, and future perspectives. Res Pract Thromb Haemost.
2024,8:¢102625.).

A mai diagnosztikai lehetdségeinket a modern genetikai-genomikai modszerek nagy
mértékben kitagitottdk. Ma mar egyre inkabb elérhetdek az 1) genericids szekvendlasi
modszerek (NGS), ahol akar génpanel szekvenaldsokat, akar klinikai vagy teljes
exomszekvenaldsokat, s6t genomszekvendldsokat is végezhetiink. A  (kozel)jovo
diagnosztikdjanak egy vonzo lehetésége a klinikai fenotipus karakterizalasat kozvetleniil
kovetd NGS diagnosztika, ami mind vérzékenység, mind thrombophilia esetén alkalmazhato
lenne. A Nemzetk6zi Thrombosis és Haemostasis Tarsasag (ISTH) ,,OMICS” munkacsoportja
(https://my.isth.org/communities/community-home?CommunityKey=d74cfe3a-34bf-42db-
8cS5c-5e6e6d70da70) felvallalta azt a kiildetést, hogy a hemosztazis rendellenességek
diagnosztikdjaban meghatarozza azon gének (Tier 1, Tier 2 gének) listdjat, amit az NGS
vizsgalatok soran analizisre javasol, valamint létrehozott egy adatbazist (,,gold variants”,
https://www.isth.org/page/GinTh_GeneLists), ahova bejelenthetdek a talalt varidnsok, klinikai
¢s laboratoriumi adatokkal egylitt. Az adatbazis 4 éve indult és folyamatosan béviil, azt
reméljiik, hogy hatékony segitséget fog nytjtani a genetikai vizsgélatok sordn taldlt variansok

crer

hogy a talalt mutaciok nagy része ismeretlen jelentéségti (in. VUS, ,,variant of undetermined
significance”) kategoridba sorolddik, a bizonyitékok hidnya miatt. Ez a kép azonban a jovében
tisztulni fog €s megbizhatobb lesz a genotipus-fenotipus Osszefiiggések szempontjabol.
Meglatasom szerint azonban csak akkor miikddhet a genotipizaldson alapuld diagnosztika, ha
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a mutaciok patogenitasat bizonyito (vagy céafolo) funkcionalis teszteket tovabbra is végezziik.
Azon tal, hogy a genetikai vizsgalatra keriil6 betegeket a lehetd legnagyobb gondossaggal kell
kivélasztani, amiben kiilonb6z6 standardizalt pontrendszerek segitenek (pl. ,,Bleeding
assessment tool”, BAT score, https://cdn.ymaws.com/www.isth.org/resource/resmgr/ssc/isth-
ssc_bleeding_assessment.pdf), a mutdciok hatasat jellemzd biokémiai vizsgalomddszereknek
is adekvatnak kellene lenniiik. Ezen az tton indulva, mi is tovabbfejlesztettiink egyes
laboratoriumi teszteket (pl. progressziv antitrombin aktivitds meghatarozas), de hasznos
segitséget jelenthetnek az in vitro expressziot kdvetd funkcionalis vizsgalatok is, ahol tisztitott
rendszerekben vizsgalhatjuk az adott varidns biokémiai hatasat. Ezzel és az in silico predikcids
analizisekkel egyliitt magdnak a mutacionak a fehérjére gyakorolt hatdsa jol jellemezhetd és az
egyes korképekre vonatkozd adatbazisok bdvithetdk.

A varidnsok in vitro vizsgalataval kapott eredmények és azok klinikai fenotipusban valo
megnyilvanuldsa azonban nem mindig 4ll 6sszhangban, aminek tobb oka is lehet. Az in vitro
laboratoriumi tesztjeink altalaban nem tudjak jol leképezni a fizioldgias viszonyokat és csupan
kiragadott elemeit vizsgaljak egy nagy, bonyolult rendszernek. Példaul, nem veszik figyelembe
a von Willebrand faktor funkcionalis tesztjeinél az aramlasi viszonyokat (,,high shear”), vagy
nem tudjdk vizsgalni a betegre jellemzd pro-és antikoaguldns tényezdk interakcidjat, nem
tudjak figyelembe venni a sejtes elemek, illetve a vaszkulatira szerepét a hemosztazis
folyamatokban, stb. A vérzéses, illetve trombotikus kockdzat megitélése szempontjabol
igéretesek a hemosztazist kissé globalisabb nézépontbol vizsgaldo modszerek, példaul trombin
generacid, plazmin generacid vizsgalata, vagy a viszkoelasztikus modszerek (TEG, ROTEM,
ClotPro) (Mehic et al. Utility of Global Hemostatic Assays in Patients with Bleeding Disorders
of Unknown Cause. Hamostaseologie 2024;44:358-367., TripodiA. Thrombin Generation
Assay and Its Application in the Clinical Laboratory. ClinChem 2016;62:699-707.). Ezek a
moddszerek hamarosan be fognak vonulni a rutin klinikai laboratériumok diagnosztikai
eszkOztaraba, de egyrészt tovabbi standardizaciot igényelnek, masrészt ezek sem tudnak
minden koriilményt figyelembe venni, ami egy vérzéses, vagy trombotikus fenotipus
kialakitasdhoz hozzajarulhat.

Ezeket a lehetségeket és korlatokat figyelembe véve ma a legjobb diagnosztikai
gyakorlat az, ha a jol karakterizalt klinikai fenotipusbol kiindulva (vérzéses pontszam, részletes
tiinettan, csaladfa elemzés) elvégezziik az adott tiinettan szerinti laboratdriumi, funkcionalis
vizsgalatokat (ha vannak ilyenek), majd — amennyiben ezek alapjan nem jutunk egyértelmi
diagnozishoz — részletes genetikai vizsgalatot végziink. Ebben segitségilinkre vannak az ISTH
fent emlitett ajanldsai. A talalt mutaciokat osztalyozzuk ¢és adatbazisokkal Osszevetve
interpretaljuk. Az egyéni vérzéses, vagy trombotikus kockazat megitélése szempontjabol, a
beteg egyéb koriilményeinek, tarsbetegségeinek figyelembe vétele mellett, meggy6zddésem,
hogy a kdzeljovében tovabbi segitséget fognak jelenteni szdmunkra a globalis tesztek.

2, Az antitrombin deficienciara vonatkozo6 kérdés:

A doktori mi kiilonosen értékes, alaposan vizsgalt és szépen kidolgozott részének tartom
az antitrombin deficiencia kérdéskorét. Kérdésem inkabb a szik teriiletrol kitekinto
jellegii és arra vonatkozik, hogy a szerin proteaz inhibitorok csaladja egy népes csalad
sok taggal és jelentosen atfedd, részben redundans feladattal. Magyarazhatja-e az
antitrombin deficiencia klinikai megjelenését (trombotikus epizodokban valo lefolyas) ez
a fajta komplexitas, vagyis elképzelheté-e, hogy mas szerin proteaz inhibitorok
részlegesen, vagy bizonyos allapotokban kompenzalhatjak a hianyzo antitrombin
aktivitast? A kérdés forditva is felteheto: tartozik-e az antitrombin deficiencia klinikai
spektrumaba olyan jelenség, amely az antitrombin egyéb aktiv szerin proteazokra
kifejtett hatasanak hianyara vezethet6 vissza?


https://cdn.ymaws.com/www.isth.org/resource/resmgr/ssc/isth-ssc_bleeding_assessment.pdf
https://cdn.ymaws.com/www.isth.org/resource/resmgr/ssc/isth-ssc_bleeding_assessment.pdf

Koszondm szépen ezt az elgondolkodtatd kérdést. A szerin protedz inhibitorok (szerpinek)
valdban népes csaladot alkotnak (Schreuder H and Matter H. Serine Proteinases from the
Blood Coagulation Cascade. In: Renaud (ed.) Structural Biology in Drug Discovery: Methods,
Techniques, and Practices, Wiley, 2020.). Legismertebbek — az antitrombin mellett — a heparin
kofaktor II, a protein C inhibitor, a szoveti faktor ut inhibitor (TFPI), illetve a PAI-1. A heparin
kofaktor II szinte kizdrélagos célenzime a trombin és hatdsat glikozaminoglikdnok (pl.
heparan-vagy dermatanszulfat, heparin), de egyéb polianionok is, nagy mértékben fokozzak.
Kisérletes adatok alapjan a heparin kofaktor II trombin reguldlé szerepe elsOsorban az
extravaszkularis térben valosul meg (Shirk et al. Arterial smooth muscle cell heparan sulfate
proteoglycans accelerate thrombin inhibition by heparin cofactor II. Arterioscler Thromb Vasc
Biol 1996,16:1138—1146.). A protein C inhibitor protedz gatld profilja a heparin kofaktor II-
hoz, de még az antitrombinhoz viszonyitva is sokkal szélesebb: target enzimei koz¢ tartozik a
trombin mellett (a gatlds hangstlyosabb a trombin-trombomodulin komplexben 1év6 trombin
iranyéba), az aktivalt protein C, kallikrein, urokinaz, széveti plazminogén aktivator, vagy az
aktiv XI-es faktor (Pike et al. Control of the coagulation system by serpins. Getting by with a
little help from glycosaminoglycans. FEBS Journal 2005,272:4842—4851.). Hat4sa szintén
erdsen kontrollalt a glikozaminoglikdnok altal. A TFPI a VIl-es faktor-szdveti faktor
komplexet, illetve az aktiv X-es faktort gatolja, kofaktora a protein S és a FV short, ami egy
alternativ splicing mechanizmussal kialakul6 formaja az V-0s alvadasifaktornak (Dahlback et
al. Factor V-short and protein S as synergistic tissue factor pathway inhibitor (TFPIla)
cofactors. Res Pract Thromb Haemost. 2018;2:114—124.). A PAI-1 pedig a fibrinolizis
regulatora, a szoveti plazminogén aktivatort gatolja. Az antitrombin aktivitast fenti szerpinek
kozil leginkdbb a heparin kofaktor II tudnd kompenzalni, azonban az antitrombinhoz
viszonyitva sokkal alacsonyabb koncentracidban van jelen a keringésben, hatasa csak a
trombinra irdnyul, és elsésorban az extracelluldris térben valosul meg. Az természetesen
logikus, hogy a hemosztazis egyensulyanak fenntartasaban minden szerpin jelenlétére tobbé
kevésbé sziikség van.

Erdekes jelenség maganak az antitrombinnak az alfa és béta glikoformajanak jelenléte
¢és aranya. Az antitrombin alfa glikoforméja négy ponton (N128, N167, N187 és N224), a béta
forma harom ponton glikozilalt (az N167-es pozicidban nem), és a béta forma erdsebb heparin
affinitassal rendelkezik. A két forma aranya az eddigi adatok alapjan kb. 9:1 az alfa forma
javara, azonban felvetették, hogy a heparin kotés zavaraval jar6 antitrombin deficiencidkban
(ITHBS tipusok) a megtartott heparin affinitdst mutatd béta forma jelenléte kompenzalja a
mutaciok hatasat, enyhébb fenotipust kialakitva (Martinez-Martinez et al. Amelioration of the
severity of heparin-binding antithrombin mutations by posttranslational mosaicism. Blood
2012;120:900-4.). Ugyanez a munkacsoport megallapitotta, hogy az antitrombin glikozilacios
allapota befolyésolja a heparin kotd régioban taldlhatd arginineket érinté mutaciok klinikai
sulyossagat és laboratoriumi jellemzdit (a kézirat kdzlésre elfogadva a HemaSphere folyoiratba
2026 februar 1-jén). Az, hogy az alfa-béta antitrombin ardny interindividudlisan mennyire
kiilonbozik, illetve hogyan tolddik el adott betegben, akar atmenetileg is, ma még nem teljesen
ismert, de feltehetd, hogy a klinikai fenotipusra hatdssal van. Kutatocsoportunk most erre a
kérdésre fokuszalva modszerfejlesztést végez az alfa-és béta-antitrombin megbizhato
detektalasara plazmaban, remélve, hogy az segitségiinkre lesz a genotipus-fenotipus
Osszefiiggések tovabbi tanulmanyozéasaban.

A kérdés masik oldala az antitrombin egyéb szerin protedzokra kifejtett hatisara
vonatkozik, vagyis olyan, nem a hemosztazisban szerepet jatsz0 enzimek gétldsara, ami
antitrombin hiany esetén a tiinettant befolyasolhatja. Az antitrombin extra-hemosztatikus
hatasai koziil nem egyértelmii, hogy melyek kothetdek szerin proteaz gatlasahoz és melyek
azok, amelyek mds mechanizmussal hatnak, de az anti-inflammatérikus és endotél protektiv
funkcidk a legismertebbek. Kimutattdk, hogy az antitrombin gétolja a pro-inflammatorikus



citokinek termelédését, a neutrofilek aktivaci6jat és szoveti infiltraciojat, csokkentve ezzel a
szervkarosodas mértékét gyulladasos éallapotokban (Takahasi et al. Antithrombin regulates
neutrophil activities through the stimulation of C-type lectin family 1A4. Blood Vessels,
Thrombosis & Hemostasis 2025;2: 100032.). Az antitrombinnak az endotélsejteken
prosztaciklin felszabadito, ezaltal vazodilatitor hatésa is van, valamint igazoltak szerepét a vér-
agy gat integritasanak fenntartasaban is. Kimutattak, hogy az ECMO (extracoropralis membréan
oxigenizicié) kezelés sordn csokkent antitrombin szint hozzajarult a szisztémas gyulladas
stilyosbitisédhoz, a sokszervi elégtelenség kialakulasahoz. Legfontosabb, alternativ funkciéit az
ISTH Physiological Anticoagulants and Thrombophilia (PAT) SSC keretei kéz6tt nemzetkdzi
munkacsoporttal foglaltuk dssze és jelentettiikk meg a kdzelmultban (Prouse et al. Alternate
Junctions of physiological anticoagulants. J Thromb Haemost. 2025;23:3757-3768.). Bar az
antitrombin szerepe igen szertedgazé a szervezetben, és az antitrombin terdpi4s alkalmazisa
hatékonynak bizonyult sepsisben, és kisérletesen traumas agykéarosodasban is, legmarkansabb
hatésa mégis az antikoagulans funkcidja. Az feltételezhetd, hogy antitrombin deficiencidban
(foleg a mennyiségi zavarokban) e nem hemosztatikus hatdsok is sériilnek, azonban
szisztematikus klinikai vizsgalatok ebben a vonatkozasban még nem torténtek. Feltételezhetd,
hogy — mivel az antitrombin nem hemosztatikus hatésaival sszefliggé minden folyamat igen
komplex, szamos tényez6 egyiittes hatasanak ereddje és ezekben az antitrombin nem major
tényez6 — antitrombin hidnyban kompenzatérikus mechanizmusok révén ezen funkciok kiesése
nem jelenik meg markénsan a tiinettanban. Ez jelenleg természetesen csak feltételezés,
kisérletesen nem bizonyitott.

Az opponensi értékelést és az izgalmas, elgondolkodtatd kérdéseket még egyszer halasan
koszonom és tisztelettel kérem valaszaim elfogadasit.

Debrecen, 2026. februar 13.
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