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ELOSZO

Doktori értekezésem megirdsaval célom annak a pontosan husz éve folytatott
munkanak az Osszefoglaldsa volt, amit a ritka hemosztazis rendellenességekben
szenvedd betegek ellatasaval kapcsolatban végeztem. Ez id6 alatt a klinikai kutatasok
tobb teriiletét is megismerhettem, ugymint a ,,betegagytél a laboratoriumig” (pl.
esettanulmanyok), vagy a ,laboratoriumtdl a betegagyig” (pl. diagnosztikai
mobdszerfejlesztések) tipusu kutatdsok, vagy a kiilonb6zd tipust obszervacios klinikai
tanulmanyok, ¢és a ritka betegségek kutatdsanak specialis moddszertanaval
foglalkozhattam. Az a cél vezérelt €s vezérel ma is, hogy a ritka betegségekkel, ezen
beliil a ritka véralvadéasi rendellenességekkel €16 betegek szamdra jobb ellatast
biztosithassunk. Ennek egyik legfontosabb eleme a hatékonyabb diagnosztikai
lehetdségek megtalalasa, ami leroviditheti a definitiv diagnézisig eltelt id6t, ami az un.
gyakori betegségekhez képest gyakran aggasztdan hosszi. A jobb teljesitoképességii
laboratériumi tesztek kidolgozasa, valamint a hazai betegpopulacidra jellemzd
eltérések észrevétele és leirdsa mind hozzajarulnak a diagnosztikai hatékonysag
noveléséhez. A ritka hemosztazis rendellenességek hatterében all6 molekularis
mechanizmusok megértése ¢és e folyamatokban szerepet jatszo fehérjék struktirdjanak-
funkcidjanak feltérképezése nemcsak a diagnosztika fejlesztését segiti, de terapias
konzekvenciaval is bir.

A klinikai és laboratériumi hemosztazeoldgia mar egyetemi tanulmanyaim
soran érdeklédésem kozéppontjaban allt, ami nem véletlen, hiszen mentoromnak
tudhattam Muszbek Laszl6 akadémikus urat, akit6l a tudomanyos kérdések felé torténd
lelkes odafordulast és a kutatomunka iranti elkotelezettséget, a becsiiletes, kitartd és
allhatatos munkamoralt tanulhattam meg. O igazi példakép, tanitvanyaként ma is az &
zsindrmértéke mentén képzelem el a szakmai életemet.

A betegekhez és problémdikhoz valé odafordulds tekintetében példaképeim
egyértelmiien a gyakorld orvosként dolgozé sziileim. Az ¢ lelkiismeretes, empatikus
személyiségiik, végtelen szorgalmuk és faradhatatlansaguk szamomra ma is lenytigdzo.
Tolik olyan biztos alapot ¢és tamogatdst kaptam, ami felbecsiilhetetlen;
megfeleléskényszer nélkiil, de mégis a megfelelés vagyaval végeztem a

tanulméanyaimat és végzem szakmai munkamat ma is.
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Az értekezésben attekintem a ritka vérzékenységek és ritka thrombophilidk
terliletén végzett kutatdsaimat, terjedelmi korlatok miatt a teljesség igénye nélkiil, de
kiemelve a legfontosabb eredményeimet, melyek a hazai és a nemzetkozi szakmai -

tudomanyos kozosség szamara is érdekesnek, hasznosnak bizonyultak.
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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

5’LP - 5’ hossz polimorfizmus

ACMG - »2American College of Medical Genetics”
(Amerikai Orvosi Genetikai Téarsasag)

ACVRLI - aktivin receptor-szer( kinaz 1 gén (human)

AD - autoszomalis dominans

ADAMTSI13 - A Disintegrin And Metalloproteinase with

ThromboSpondin type 1 repeats, member 13
(a von Willebrand faktort hasit6 proteaz)

ADAMTSI3 - az ADAMTSI13 fehérjét kodold gén (huméan)

ALK1 - aktivin receptor-szer(i kinaz 1

APC - aktivalt protein C

APTI - aktivalt parcialis tromboplasztinidd

ARDS - acut respiratoricus distress syndroma

AT - antitrombin

ATBp3 - Antitrombin Budapest 3 mutaci6

ATD - antitrombin deficiencia

ATE - artérias thromboticus esemény

AVM - arteriovenosus malformatio

BID - napi kétszeri gyogyszeradagolas

BMP - csont morfogén fehérje

bp - bazispar

BSA - marha szérumalbumin

C4bBP - komplement 4b kotd fehérje

CAVM - cerebralis arteriovenosus malformatio

cFXIII - a sejtekben talalhato (cellularis) XIII-as faktor

CIE - keresztezett immunelektroforézis

CLSI - ,»Clinical and Laboratory Standards Institute”
(Klinikai és Laboratériumi Standardizacios Intézet)

CLSM - konfokalis 1ézer szkenning mikroszkop

cM - centiMorgan

CM-AVM1 - capillaris malformatio-
arteriovenosus malformatio syndroma

Ccv - variacios koefficiens

DAB - 3,3’-diaminobenzidin
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DMEM
DSF
DSSP

ECAT

EGF
EH
ENG
EPCR
ER
ERN
F5

FS8
Fi1341

FI3B

FCS
FGA
FGB
FGG
FGR
FIIG20210A
FIX
FIXa
FII
Flla
Fng
Fng Ag
FRET
FV
FVa
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aktivalt protein C, melyben nincs gamma-
karboxi-glutamat domén

Dulbecco’s Modified Eagle Médium
wdifferential scanning fluorimetry” modszer
»define secondary structure of proteins”
(masodlagos fehérje strukturan alapulo

in silico modszer)

,~External quality Control of diagnostic
Assays and Tests” (nemzetkozi kiilso
mindségbiztositasi rendszer)

epidermalis novekedési faktor
esélyhanyados

endoglin gén (human)

endotelialis protein C receptor
endoplazmatikus retikulum

European Reference Network

a véralvadas V-0s faktorat kodold gén (human)
a véralvadas VIll-as faktorat kodold gén (human)
a véralvadas XIII-as faktoranak A alegységét
kodolod gén (human)

a véralvadas XIII-as faktoranak B alegységét
kodolo gén (human)

fotalis borji szérum

a fibrinogén alfa lancat kodol6 gén (human)
a fibrinogén béta lancat kodolo gén (human)
a fibrinogén gamma lancat kodolo gén (human)
magzati novekedésbeli elmaradas
protrombin gén 20210G>A polimorfizmus

a véralvadas [X-es faktora

a véralvadas aktiv IX-es faktora

protrombin

trombin

fibrinogén (Clauss modszerrel mérve)
fibrinogén antigén

fluoreszcencia rezonancia energia transzfer

a véralvadas V-0s faktora

a véralvadas aktiv V-0s faktora



FVi
Fvll
FVIla
FVIII
FVIlla
FVL

FX

FXa
FXIIT
FXIlla
FXIII-A
FXIIIA2B;

FXIII-B
GAMD

GDF?2

GI
Gla-domén
GPla-Ila
GPIb
GPIBA
GPIb-V-IX
GPIIb/I1a
GroMaCS

HA

HAVM
HBS

HC
hc-anti-FXa
HEK

Hez
HGMD

HGVS
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a véralvadas inaktivalt V-0s faktora

a véralvadas Vll-es faktora

a véralvadas aktiv VII-es faktora

a véralvadas VlIll-as faktora

a véralvadas aktiv VIlI-as faktora

Faktor V Leiden polimorfizmus

a véralvadas X-es faktora

a véralvadas aktiv X-es faktora

a véralvadas XIlI-as faktora

a véralvadas aktivalt XIII-as faktora

a XllI-as faktor A (katalitikus) alegysége

a véralvadas XIII-as faktoranak az A és B
alegyseégekbdl allo heterotetramerje

a XllI-as faktor B (gatlo/hordozo) alegysége
»(Gaussian Accelerated Molecular Dynamics”
(molekuladinamikai in silico mddszer)

a novekedési/differenciacios faktor 2-t

kodolod gén (human)

gastrointestinalis tractus
gamma-karboxi-glutamat domén

glikoprotein la-Ila vérlemezke receptor komplex
glikoprotein Ib vérlemezke receptor

a glikoprotein Ib-t kodold gén (human)
glikoprotein Ib-V-IX vérlemezke receptor komplex
glikoprotein IIb/Il1a vérlemezke receptor komplex
,»@roningen Machine for Chemical Simulations”
(in silico vizsgalatokhoz hasznalt szoftver)
haemophilia A

hepaticus arteriovenosus malformatio
HEPES-BSA-Tween-20 mintahigit6 puffer
heavy chain (nehéz lanc)
heparin-kofaktor-anti-FXa teszt

human embrionalis vese sejtvonal

heterozigota

,,Human Genom Mutation Database”

(Human Genom Mutacios Adatbazis)

»2Human Genom Variation Society”
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(Human Genom Variaciok Tarsasag)

HHT - hereditaer haemorrhagias teleangiectasia
HMAP - Haziorvosi Morbiditasi Adatgytijtés Program
HMWM - nagy molekulatomegli multimerek

(von Willebrand faktor esetén)

HoZ - homozigota
HRP - tormaperoxidaz
ITHBS - heparin-kotohelyet érint6 II-es tipust

antitrombin deficiencia

IIPE - pleiotrop hatasu Il-es tipust
antitrombin deficiencia

IIRS - reaktiv helyet érint6 II-es tipusu
antitrombin deficiencia

IQR - interkvartilis tartomany

ISTH - »International Society of Thrombosis
and Hemostasis”

(Nemzetkozi Thrombosis és Haemostasis Tarsasag)

ITP - idiopathias thrombocytopenias purpura
IUFD - intrauterin magzati elhalés
KLKBI - prekallikrein gén (human)
KLKT - Klinikai Laboratériumi Kutaté Tanszék
LC - light chain (kénnyti lanc)
LD - ,»linkage disequilibrium”

(kapcsoltsagi kiegyenstilyozatlansag)
LDH - laktat dehidrogenaz
LMWH - alacsony molekulasulyu heparin
LPS - lipopoliszacharid
Ml - Manders féle kolokalizacios koefficiens 1
M2 - Manders féle kolokalizacios koefficiens 2
mAbs - milliabszorbancia
MAF - minor allél frekvencia
MI - myocardialis infarctus
MLPA - multiplex ligacio fliggd proba amplifikacio
MRCA - legkozelebbi kozos 6s
MVT - mélyvénas thrombosis
NET - neutrophil extracellularis csapda
NGS - Uj generacios szekvenalas
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NOAC
OD
OMIM

OPLS-AA

OR

PAR
PAR4
p-anti-FXa
PAVM
PBS

PC

PCD

PCI

PCR
PDB

PE
PFA-100
pFXIII
PGE1
PGK-1
PI

PME

pNA
PPA

PPI

PPP
PROC
PROS1
PRP
PS
PVDF
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Uj tipusu oralis antikoagulans

napi egyszeri gyogyszeradagolas

,,Online Mendelian Inheritance in Man”

(Mendeli 6roklodést mutatd betegségek adatbazisa)
,»optimized potentials for liquid simulations-

all atoms” (biokémiai reakciok oldatban torténd
odds ratio, esélyhanyados

proteaz-aktivalt receptor (vérlemezke receptor)
proteaz-aktivalt receptor 4 (vérlemezke receptor)
progressziv anti-FXa teszt

pulmonalis arteriovenosus malformatio
foszfat-puffer sooldat

protein C

protein C deficiencia

protein C inhibitor

polimeraz lancreakcio

»protein data bank” (fehérje adatbazis)
tiidéembolia

thrombocyta funkci6 analizator-100

a plazmaban talalhaté XIII-as faktor
prosztaglandin E1

foszfoglicerat-kinaz 1

protrombinidd

,,Particle Mesh Ewald” (Ewald-féle részecskehalds
madszer in silico szimulaciokban)

paranitroanilin

,Protein Proximity Analyser” (fehérjék

kozelségét elemzd) szoftver

»protein proximity index” (fehérjék kozelségét
jellemz6 numerikus érték)

»platelet poor plasma” (thrombocyta szegény plazma)
a protein C-t kodolo gén (human)

a protein S-t kodolo gén (human)

»platelet rich plasma” (thrombocyta dis plazma)
protein S

polivinilidén difluorid

11
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RASAI - RAS p21 protein aktivator 1-et kodolo
gén (human)
RBDD - »Rare Bleeding Disorders Database”
(Ritka Vérzékenységek adatbazis)
RCL - ,reactive center loop” (a reaktiv centrumot tartalmazo

hurok, az antitrombin fehérjében)

RFL - »recurrent fetal loss” (rekurrens magzati halal)
RI - reptilazido

RIPA - risztocetin-indukalta thrombocyta aggregacio
RMSD - ,foot mean square deviation”

(atomok referenciatol valo atlagos

tavolsaganak mértéke in silico szimulaciokban)
RMSF - ,»foot mean square fluctuations”

(az atomok referenciatol valo atlagos

elmozdulasanak mértéke in silico szimulaciokban)

RU - response unit (mértékegység)

SD - standard deviacio

SDS-PAGE - natrium dodecil szulfat poliakrilamid
gél elektroforézis

SERPIN - szerin protedz inhibitor

SERPINC] - az antitrombint kodolé gén (human)

SMAD4 - Mothers against decapentaplegic homolog
4-et kodolo gén (human)

SNP - egy nukleotidot érint6 polimorfizmus

SP - szerin proteaz (domén)

SPSS - »Statistical Package for the Social Sciences”

(statisztikai szoftver)
SPR - »surface plasmon resonance”
(felszini plazmon rezonancia)
SSC - ,.Scientific and Standardization Subcommittee”
(Tudomanyos ¢és Standardizacios Albizottsag)
STR - ,»short tandem repeat”

(rovid tandem ismétlédo szekvencia)

SVT - superficialis vénas thrombosis
TA - teleangiectasia

TE - thromboticus esemény

TF - »tissue factor” (szoveti faktor)

12
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TFPI - »tissue factor pathway inhibitor”
(szoveti faktor utvonal inhibitor)
TGFpB - Htransforming growth factor beta”

(transzformal6 novekedési faktor béta)

TI - trombinido

™ - trombomodulin

TMB - tetrametilbenzidin

tPA - szoveti plazminogén aktivator

TTP - thromboticus thrombocytopenias purpura
VCI - vena cava inferior

VKA - K-vitamin antagonista

VMD - ,»Visual Molecular Dynamics”

(biomolekulak elemzésére, abrazolasara
szolgalo szoftver)
VSD - ,variable secondary dichroic beamsplitter”

(valtoztathat6 szekunder dikroikus sugarnyalaboszto

mikroszkopban)
VTE - vénas thromboembolia
VUS - »variant of uncertain significance”

(ismeretlen jelentéségli genetikai varians)

vWD - von Willebrand betegség

vWF - von Willebrand faktor

vWF - a von Willebrand faktor-t kodolo gén (humén)
vWEF:Ab - a von Willebrand faktor

vérlemezkéhez kotddési képességének

vizsgalata a vVWF Gplba epitopja elleni monoklonalis

antitest jelenlétében
vWF:Ac - von Willebrand faktor aktivitas
vWF:Ag - vWF antigén koncentracio
vWF:CB - a von Willebrand faktor kollagénhez

torténd kotdodésének vizsgalata
vWEF:FVIIIB - a von Willebrand faktor VIII-as faktorhoz
torténd kotddésének vizsgalata

vWF:GPIbM a von Willebrand faktor vérlemezkéhez

kotodési képességének vizsgalata funkcionyerd
mutans rekombinans Gplba fragmens

jelenlétében risztocetin nélkiil

13
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vWF:GPIbR - a von Willebrand faktor vérlemezkéhez
kotodési képességének vizsgalata rekombinans
Gplba fragmens ¢és risztocetin jelenlétében

vWF:RCo - risztocetin kofaktor aktivitas

WB - Western blot

WT - ,»wild type” (vad tipusu) fehérje
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2 BEVEZETES

A klinikai és laboratériumi hemosztazeoldgia egy dinamikusan fejlodd, tjabb €s tijabb
terapids ¢és diagnosztikus lehetdségeket kinald szakma. E betegek ellatasaban a klinikai-
laboratériumi parbeszéd kiilonosen fontos, egyrészt azért, mert a betegségek
diagnozisaban a laboratoriumi vizsgalatoknak perdontd szerepe van, masrészt az egyes
terapias modalitasok hatékonysaganak ellenérzése, gyakran élethosszig tartd kezelések
folyamatos nyomonkdvetése is laboratoriumi méréseken alapul. Az elérhetd
laboratériumi vizsgalomodszerek esetenként nem vélaszoljadk meg kielégitden a
klinikai kérdéseket, felmeriilhetnek populacid specifikus szempontok is, melyek egy-
egy modszer alkalmazasat nem tdmogatjak, masokét eldtérbe helyezik. E szakteriileten
beliil a ritka hemosztazis rendellenességek klinikuma-laboratoriumi diagnosztikéja-
kutatasa egy kiilon, rendkiviil izgalmas szeletét képezi az orvoslasnak. Ritkasaguk
miatt, nagy betegcsoporton kivitelezett klinikai tanulmanyok hidnyaban, nemzetkzi
ajanlasok — kiilonos tekintettel a hosszu tavu terdpiara és a specialis helyzetek, pl.
mitét, sziilés megoldasara — altalaban nem elérhetéek. Tapasztalat hijan egyes ritka
hemosztazis rendellenességek diagndzisa jelentds késlekedéseket szenved. Az adekvat
diagnozis felallitdsat e betegségek esetében altalaban csak szofisztikalt modszertannal
rendelkezd laboratoriumok véllalhatjak fel, ahol lehetdség van a modszerfejlesztésre,
az 1) mddszerek gyors bevezetésére és ahol a diagnosztika és kutatds szoros egységet
képezve lehetdséget teremt a folyamatos fejlédésre, az 0j, szakirodalomban még nem
leirt eltérések felismerésére is. A ritka betegségek, igy a ritka hemosztazis
rendellenességek kezelése is specidlis centrumokhoz kapcsolddik. A ritka hemosztazis
rendellenességekkel ¢l0k ellatdsa mind a diagnosztikat, mind a terapiat tekintve az
orvoslas egy nehéz szakteriilete, ugyanakkor nagyon érdekes, még ma is sok kutatasi
lehetdséget ad. A ritka betegségek kutatdsdnak nehézsége legalabbis részben abban all,
hogy egy-egy korképpel mélységeiben kevés munkacsoport foglalkozik, ami a
kollaboraciok kialakitasat, a tapasztalatcserét, de az eredmények disszeminalasat is
neheziti. A ritka rendellenességekkel kapcsolatos publikédciok olvasokozonsége kisebb,
gyakran az adott szlikebb szakteriilet miiveldire korlatozodik. A ritka betegségek
kutatasanak tamogatottsdga altaldban nem éri el az un. gyakori, népbetegségek
kutatasanak szintjét, lévén egy-egy korkép relative kevés embert érint, ugyanakkor e
betegségek sokszor aluldiagnosztizaltak, igy prevalencidjuk a véltnél magasabb,

masrészt azon betegek, akiket érint, joggal varjak el az egyéb betegségeben

15



zsbereczky 271 24

szenveddkéhez hasonld szinvonalt ellatast. A sokféle ritka betegség prevalencidja
Osszeadddva mar nem is olyan ritka, igy van ez a ritka hemosztazis rendellenességek
esetében is. Tovabba, egyes ritka betegségek adott populacioban felhalmozddast
mutathatnak, befolyasolva a korképre vonatkozo6 diagnosztikai, terapids eljarasrendet.
Palyam soran a ritka hemosztazis rendellenességek kutatasat, az e betegségekben
szenvedd gyermek és felndtt betegek felkarolasat éreztem és érzem leginkdbb
magaménak, azon igyekezve, hogy e betegek minél kordbban korrekt diagno6zishoz
juthassanak, ezéltal az adekvat kezelés lehetdségét megkapva mind élettartam, mind
¢letmindség tekintetében a lehetd legkedvezObb 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 tényezoi

Ahhoz, hogy a véralvadas folyamata ott, akkor ¢és olyan intenzitassal jatszodjon le a
szervezetben, ahol, amikor és amilyen mértékben arra sziikség van, a hemosztazis pro-
¢s antikoagulans tényezdinek kényes egyensulyara van sziikség [1]. A hemosztazis egy
harom pilléren nyugvo rendszer, mely az érfal épségét (vaszkularis rendszer), a
véralvadas komponenseinek (humoralis rendszer), valamint a thrombocytak megfeleld
mennyiségét és mindségét (cellularis rendszer) igényli [2]. A véralvadds modern
koncepcidja szerint ¢ harom rendszer 6sszehangolt €s szimultdn mitkkdése vezet az
érfal sériilés helyén kialakuld, az elvérzést megakadalyozo stabil alvadék
kialakulasdhoz, valamint biztositja, hogy a folyamat lokalizalt maradjon [3].

Az intakt érfal szdmos olyan aktiv mechanizmussal rendelkezik, ami a
véralvadast nyugvo allapotban tartja [4,5]. A teljesség igénye nélkiil megemlitve ilyenek
példaul az endothel altal expresszalt ekto-ADP-4z (CD39), vagy a termelt prosztaciklin
és nitrogén-monoxid; mindezek blokkoljak a thrombocyta egészséges endotheliumhoz
helyzetben is zajlik egy folyamatos, alacsony szintli alvadasifaktor aktivacio, egy Un.
nuresjarat”, ami ugrasra készen azonnal képes a sériilésre gyors ¢és hatékony valaszt
adni. Az ,lresjarat” létezésének bizonyitékai a keringésben normal allapotban is
kimutathato kis mennyiségli X-es és IX-es alvadasifaktor aktivacios peptidek, valamint
a szintén alacsony mennyiségben, de jelen 1évd szoveti faktor (TF)-VIl-es

alvadasifaktor komplex [6,7]. A TF a vaszkularis simaizomsejteken és az erek mentén
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elhelyezkedd pericitdkon expresszalodik, igy ez a TF-FVIla ,.készenléti egység” nem
az intravascularis, hanem inkabb az extravascularis térbe lokalizalodik. Szintén
megtalalhat6 itt [X-es alvadasifaktor (FIX) az extracelluldris matrix kollagén IV-hez
kotve [8]. Az érfal sériilésekor az extracellularis matrix vérrel torténo érintkezése
elinditja az alvadasi folyamatot, melyet a modern koncepcié mentén négy fazisban
képzeliink el. Az iniciacid fazisdban thrombocytdk adhézidja torténik a sériilés helyén
a szabaddd valo kollagénfelszinhez, részben a von Willebrand-faktor (vWF)
kozremiikodése révén [9]. A vVWF a vérlemezkék GPIb-V-IX receptorahoz kapcsolodik,
ezzel horgonyozva azokat a kollagénhez, de kdzvetlen vérlemezke-kollagén kapcsolat
is 1étrejon, amiben a thrombocyta GPVI és GPla-Ila receptoroknak van szerepe [10]. A
véralvadas ezen kezdeti fazisdban az aktiv FVII-TF komplex aktivalja a [X-es (FIX) és
X-es (FX) faktorokat. Az aktivalt IX-es faktor (FIXa) a thrombocytakkal szorosan
kapcsolodva készen all a véralvadas tovabbi 1épéseiben torténd kdzremiikddésre. Az
aktivalt FX (FXa) aktivalja az V-0s faktort (FV), és az aktiv FX és FV (FXa ¢és FVa)
altal alkotott komplex mar itt, az elsé fazisban képes egy kis mennyiségii protrombin
trombinnd alakitdsara. Ehhez a reakcidohoz a FV legvalosziniibben a sériilés helyére
seregld vérlemezkék alfa-granulumaibol szarmazik, ahonnan eleve részlegesen aktivalt
formaban szabadul fel, igy e kezdeti, alacsony szintli trombin generacidhoz tovabbi
aktivaciot ebben a Iépésben nem igényel. A kis mennyiségli trombin hatasara képz6do
kevés, lokalis fibrin még nyilvanvaldoan nem elegendd a sériilés helyén torténd
hemosztazis biztositasara, igy a folyamat tovabb halad a kdvetkezd, az amplifikacid
stadiumaba. Az el6zd 1épésben keletkezett trombin mind a thrombocyta aktivaciot,
mind a koagulacios kaszkddot magasabb sebességi fokozatra kapcsolja. A vérlemezkék
esetében azok GPIb receptorahoz kapcsolddva, majd konforméciovaltozason keresztiil
menve képes a thrombocytak protedz-aktivalt receptorait (PAR) hasitani, igy aktivalni
azokat. Ez thrombocyta alakvaltozast (,,shape change”), valamint a foszfatidil-szerin
kiils6 membran felszinen torténd expresszidjat eredményezi, ami az alvadasifaktor
komplexek szamdra elengedhetetleniil fontos horgonyz6 és aktivald felszin [11]. A kis
mennyiségli trombin altal aktivalt thrombocytak kitiritik granulumaik tartalmat. Az
alfa-granulumokbol nagyobb molekuldk, példaul a fentebb emlitett részlegesen aktivalt
FV, a denz-granulumokbol kismolekuldk, példaul ADP és polifoszfat szabadulnak ki,
ez utdbbiak felelések tovabbi vérlemezke aktivacioért, illetve a prokoagulans
mechanizmusok tamogatasaért is [12]. A koagulacids kaszkadot a trombin a FV és a

VllI-as alvadésifaktor (FVIII) aktivalasaval segiti. A FVIII legval6sziniibben a vWF —
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a FVIII karriermolekuldja — altal keriil kozel az aktivalt thrombocytakhoz és a
trombinhoz a GPIb receptorhoz kotddés révén. Az amplifikacios 1épés végén igy
rendelkezésre allnak az aktivalt thrombocytak, felszinlikon a koaguldcid két aktivalt
kofaktoraval, a FVa és FVIlla-val. A kovetkezd, propagacios 1épésben megtorténik az
alvadasi folyamat kiteljesedése, ami a szertedgazd kovetkezményekkel jard trombin
kofaktorok és az inicidcios 1épés ota rendelkezésre all6 FIXa inditja. A FIXa-FVIIla
komplex (tenaz) aktivalja a FX-et a thrombocyta felszinen, majd az igy keletkezett FXa
kapcsolédva a FVa-val (protrombinaz komplex) trombin genericiot idéz eld. A
keletkezett trombin itt mar nagy mennyiségii fibrinogén-fibrin atalakuldst idéz el6; a
keletkezett fibrin — kapcsolodva a thrombocytdk GPIIb/IIIa receptordhoz — stabilizalja
a ,thrombocyta dugdt”, azaltal, hogy elésegiti a thrombocyta aggregaciot [13]. A
trombin generacio sebessége hatdssal van a keletkezd fibrinalvadék mindségére. A
fibrinhez kapcsolt trombin egyrészt nem hozzaférhetd az inhibitorok szdmara (1d.
késébb), masrészt szerepe van abban, hogy ellendllova tegye az alvadékot a
fibrinolizissel szemben. A trombin, mint a hemosztazis f0szerepldje, a fibrinalvadék
kialakitasan ¢és védelmén tal szamos egy¢b hatéssal is rendelkezik. Aktivalja a XI-es
alvadasifaktort (FXI), ami a FIX aktivalasaval FXa generaciot indukal. (Ez az Gtvonal
a korabban ,,intrinszik”’-nek nevezett alvadasi ut, szemben a TF-FVIla komplex altal
inditott ,,extrinszik™ uttal; ma mar vilagos, hogy a fiziologias alvadas az ,,intrinszik”
uton nem tud elindulni, a FXI aktivalasaval ennek az utnak csak itt, a propagacioban
van fiziologias szerepe. Az in vitro eldidézett alvadasi folyamatokrol itt most nem
szolunk.) A trombin tovabbi thrombocyta aktivacidhoz is vezet a PAR4 receptoron
keresztiil. Fontos szerepe van a trombinnak a véralvadas XlIII-as faktoranak (FXIII)
aktivaldsa szempontjabdl is: az A-alegység aktivacids peptidjének felszabaditdsat
kovetden, a heterotetramer FXIII B-alegységének lehasadasaval az aktiv forma képessé
valik a fibrinhalo stabilizalasara a glutamil-lizil keresztkotések kialakitdsa révén [14]

(1. abra).
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1. abra. A véralvadas folyamata iniciacios, amplifikacios és propagacios fazisanak
sémas abrazolasa.

EC, endothelsejt; TF, szoveti faktor; AG, alfa granulum; DG, denz granulum; az alvadasifaktorokat a
hagyomanyos, romai szammal tortend jelolés azonositia;, az abra magyardzata a fenti szovegben

olvashato.

Az alvadékképzddés fiziologias esetben a sériilés helyére korlatozodik. A
véralvadas negyedik Iépése a limitacid, vagy lokalizacio, voltaképpen annak
biztositdsa, hogy a folyamat ne disszeminalédjon. A limitacionak szdmos
kulcsmozzanatat ismerjiik, melyek egy részét érdekes modon éppen a trombin inicialja,
sajat keletkezésének gatat szabva (negativ feedback). Trombintol fiiggetlen a szoveti
faktor Utvonal inhibitor (TFPI) altal kifejtett gatldé mechanizmus, ami gatolja a TF-
FVIla éltal torténd FXa keletkezését egy négytagi komplex formécioban (TF-FVlIla-
FXa-TFPI) [15]. A TFPI egyik izoformaja, a TFPIP az endothel felszinen talalhato, a
masik, a keringésbe keriild TFPla, a protein S (PS) — mint kofaktor —
kozremiikodésével kozvetleniil is gatolja a FXa-t. A PS szerepe valosziniileg ebben a
folyamatban az, hogy a TFPla-t térben kozel hozza a FXa protedz doménjének aktiv
régigjaval az aktivalt foszfolipid felszinen [16]. Ez utobbi és a TFPla éaltal a
protrombinaz komplexre kifejtett gatlo hatas hatékony kofaktora a nativ FV, illetve a
részlegesen aktivalt FV is. A FV egy rovidebb, alternativ splicing eredményeképpen
keletkezett formdja, a FV-short — amiben a B-domén egy nagy része hidnyzik — nagy
affinitassal kotédik a TFPIa-hoz [17]. Feltételezik, hogy e FV-short és a PS szinergista
moédon kofaktorai a TFPla-nak fokozva a TFPla-FXa interakciot a foszfolipid

membranon.
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Trombin-fiiggd limitaldé mechanizmusa a véralvadasnak a protein C (PC)
utvonal. A trombin kapcsolédasa az endothel sejtek felszinén taldlhato
trombomodulinhoz (TM) konformaci6é valtozast idéz elé6 a trombinon, aminek
kovetkeztében az nem hasit tobb fibrinogént, ugyanakkor aktivalja a PC-t. Az
endotelialis protein C receptor fokozza a trombin-TM altal térténd PC aktivaciot [18,19].
Az aktivalt PC (APC) hatékonyan inaktivalja a FVa és FVIlla faktorokat harom, illetve
két kitlintetett helyzetben 1év6 arginin reziduum mellett torténd hasitassal [20]. A FVa
inaktivacidjakor az egyik hasitasi hely az Arg506, ami a FV Leiden mutécidja
kovetkeztében GIn506-ra valtozva az ismert APC rezisztencidhoz vezet [21](1d.
késébb). Az APC hatékony kofaktora a FVa inaktivacioban a PS, a FVIlla
inaktivacioban a PS és a nativ FV [22]. Amint eddig lathattuk, a PS két kiilonb6zd
limitalo tényezd mellett is kofaktorként szerepel, azonban az ijabb adatok birtokaban
kijelenthetjiik, hogy 6nall6 antikoagulans funkciokkal is rendelkezik [16]. A FXa és
FVa, valamint FIXa ¢és FVIlla irdnti kozvetlen interakcidja eredményeképpen a
protrombindz és az intinszik tendz komplexeket direkt modon gatolja, és e gatlo
funkcidja mind a szabad PS frakcionak, mind pedig a C4bBP fehérjével kotott
frakcionak megvan. (Ellentétben a kofaktor funkciodival, ahol csak a szabad frakcionak
van aktivitasa.)

Az antitrombin (AT) egy szerin protedz inhibitor (SERPIN), a trombin és a FXa,
valamint egyéb szerin protedz alvadasifaktorok progressziv (lassan hat6) inhibitora [23].
A gatlas sebessége heparin, vagy heparan szulfat proteoglikan jelenlétében jelentdsen
fokozodik. Az értekezésben az AT szerkezetével, funkciojaval késdbb részletesen
foglalkozunk még, hiszen az AT deficiencidk (ATD) vizsgélataval elért eredményeink
az értekezés egyik hangstlyos elemét képezik (2. abra).
kulcsenzime a plazmin, amely plazminogénbdl keletkezik elsdsorban a szdveti
plazminogénaktivator hatdsara (t-PA). A fibrinolitikus rendszer és betegségei nem
képezik az értekezés témajat, igy e rendszer felépitésérol és fiziologids miikdodésérol

sem irunk itt bovebben.
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2. abra. A véralvadas limitacios fazisanak sémas abrazolasa.

EC, endothelsejt; TF, szoveti faktor; AT, antitrombin; PC, protein C; APC, aktivalt protein C; PS,
protein S; C4bBP, komplement 4b koto fehérje; TM, trombomodulin; EPCR, endotelialis protein C
receptor; TFPla, szoveti faktor ut inhibitor alfa,; az alvadasifaktorokat a hagyomanyos, romai szammal
torténd jelolés azonositia;, a gatlo folyamatokat a piros tompa veégii nyilak jelzik; az abra bovebb
magyarazata a fenti szé6vegben olvashato.

2.2 Arritka betegségek definicioja, vizsgalatuk korlatai, 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 foglalkozo kutatdécsoportok nemzetkdzi szintih munkéassaganak
koszonhetdéen — a ritka betegségeket egyre nagyobb figyelem Ovezi [28,29]. A ritka
betegségekre ma mar intézmények ¢és bizottsagaik szakosodtak az Eurdpai Unidban
(EU) és az Amerikai Egyesiilt Allamokban (USA) egyarant [30,31]. Az EU definicioja
értelmében ritka betegségek azok a sulyos, akar életet veszélyeztetd, vagy tartos
egészségkarosodast okozo korképek, melyek az altalanos populacioban 1:2000, vagy

annal alacsonyabb aranyban fordulnak eld [32]. A becslések, illetve jelenleg
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rendelkezésre allo adatbazisok szerint, kb. 5000-8000 ritka betegséget tartunk szdmon,
melyek tobbsége velesziiletett, monogénes betegség (pl. OMIM, Online Mendelian
Inheritance in Men, https://www.omim.org). Ezekbdl az adatokbol az kovetkezik, hogy
— bar a ritka betegségek ritkak és egy-egy ilyen korkép kevés pacienst érint — a ritka
betegségekben szenveddk szdma Osszességében valdjaban magas. Hazankban kb. 830
ezer (az USA-ban e betegek szdma 25 millidra, az EU-ban 30 milliora tehetd) ritka
betegségben szenvedd egyént tartanak nyilvan, ami nem elhanyagolhat6 érték [33]. Ezt
a tényt felismerve és azzal szembesiilve, hogy a ritka betegségekkel kapcsolatos

diagnosztikai és terapids fejlesztések messze elmaradtak a ,,gyakori” betegségek

crer

crer

betegséggel ¢éloket ugyanolyan figyelem és mindségi ellatas illeti meg, mint mas
kérképekben szenveddket [35]. Mindezen EU torekvések magukba foglaljak a ritka
betegségekkel kapcsolatos szakmai informdacidk eljuttatdsit a szakemberek ¢és
betegszervezetek felé, az azonos szakteriileten ritka betegségekkel foglalkozo
centrumok tudoményos kollaboracidinak megszervezését, tudomanyos programjaik
tamogatasat, szakértd diagnosztikai és terapids centrumok €s halézatok kialakitasat (pl.
European Reference Network, ERN, https://ec.europa.eu/health/european-reference-
networks/networks en), a ritka betegségek nomenklatirajanak, kodolasanak
egységesitését (pl. az International Classification of Diseases, ICD-11 fejlesztését),
adatbazisok kialakitasat, ,orphan” gyogyszerek fejlesztésének, azok klinikai
kutatasainak tdmogatasat, ajanlasok megfogalmazasat, illetve tudomanyos publikaciok
kozlését [36-41]. Ezek a tevékenységek mar most is éreztetik kedvezd hatasukat, habar
még mindig sok olyan beteg van, aki tobb év, esetleg évtized elteltével jut adekvat
diagno6zishoz, mivel a laboratoriumi vizsgéalatok és terdpias modalitasok hazajaban
nem, vagy csak korlatozottan érhetdek el, a betegségével kapcsolatban még szamos
megvalaszolatlan kérdés mertil fel. A ritka betegségekkel kapcsolatos alap- és klinikai
kutatasoknak tehat hianypotléan helye van az orvostudoméanyban, relevans — adott
esetben populacio specifikus — epidemiologiai, biokémiai, laboratoriumi diagnosztikai,
prognosztikai, terapids targetekkel kapcsolatos adatokat szolgaltatva e szakteriilet
szaméara. Eppen abbol kiindulva, hogy egy-egy konkrét ritka betegségben, vagy
betegségcsoportban kis szamu beteg szenved, nagy klinikai tanulmanyok nem
kivitelezhetok, a korrekt mdodon kivitelezett esettanulmanyok és a kisebb klinikai

tanulmanyok szerepe felértékelddik. Fontossa valnak a multicentrikus tanulmanyok is,
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de mivel egy-egy szakteriilettel kevés kutatocsoport foglalkozik, a kollaboracios
partnerek megtalalasa nehézkes. Nemzetkozi regiszterek kialakitdsa e betegségekben

kilonosen fontos.

2.2.1 A ritka, velesziiletett vérzékenységek

crer

haemorrhagias diathesisek egy jol elkiilonitett csoportot képeznek [42]. A Nemzetkozi
Thrombosis és Haemostasis Tarsasag (International Society on Thrombosis and
Haemostasis, ISTH) 2004-ben megalapitotta a Ritka Vérzékenységek (Rare Bleeding
Disorders, RBD) munkacsoportot, mely Osszefogja e betegségekkel kapcsolatos
kutatasokat, diagnosztikai ajanlasokkal és uj terapias lehetdségek megismertetésével
segiti a betegekkel, betegségekkel foglalkoz6 szakembereket

(https://rbddorg.serversicuro.it/) [43]. Az ISTH definicioja szerint a haemophilia A és

B, illetve a von Willebrand betegség (VWD) gyakoribb altipusanak kivételével (bar a
haemophilia A ¢és B az 4ltalanos EU definicié szerint ritka betegségek, hiszen
prevalenciajuk 1:5000, illetve 1:30000 férfi) minden coagulopathia és thrombocyta
funkcidé zavar, valamint a hereditaer haemorrhagias teleangiectasia (HHT) ritka
vérzékenységnek mindsiil [44,45]. A vWD altalanos prevalencidja 1:1000, azonban
egyes altipusai ennél joval ritkdbbak, igy azok mér az ISTH besorolas szerint is ritkak
[46]. A ritka coagulopathidk és thrombocyta funkcid zavarok homozigoéta, vagy
Osszetett heterozigota (azaz sulyos) formajanak prevalencidja egyenként 1:500 ezer és
1:3 milli6 kozé tehets. A velesziiletett vérzékenységek széleskorti diagnosztikéjat
lehetové tevd, a teljes diagnosztikai palettdt — a klinikumtdl indulva a biokémiai
vizsgalatokon ¢és molekularis diagnosztikan keresztiil egészen a kutatdlaboratoriumi
vizsgalatokig — magaba foglalo laboratériumok szdma igen alacsony. A Debreceni
Egyetemen a ritka vérzékenységek ellatasanak (a diagnosztikat és kutatdsokat is
beleértve) hagyomanya van. Nagyon szerencsésnek érezhetjiik magunkat a kivalo
klinikusi ¢és laboratoriumi milidben, ahol mind a feln6tt, mind a gyermek
hemosztazeoldgiai betegellatdst magas szinvonalon mivelé kollégak inspirdld
egylittmiikodését élvezhetjiik és olyan mesterektdl tanulhattuk a klinikai laboratériumi
hemosztazeoldgiat, mint Muszbek Laszl6 akadémikus, aki munkdjanak tovabbvitelét
kotelességemnek €s egyuttal szerencsémnek is érzem.

A ritka hemosztazis rendellenességekkel kapcsolatos kutatasok tobb

szempontbol is eléremutatdak lehetnek; egyrészt a betegségek hatterében kimutatott j
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mutacidknak az adott fehérje strukturdjara, funkcidjara gyakorolt hatisanak
tanulméanyozasa altal a fizioldgias, patofiziologids folyamatokat jobban megérthetjiik,
uj mechanizmusokat fedezhetiink fel. Masrészt a kutatasok altal szerzett ismeretek 1]
diagnosztikus lehetdségek fejlesztéséhez, illetve 11j, hatékonyabb terdpias eljarasok
kidolgozasahoz vezetnek [47]. Az egyén diagnozisa €és a tudomanyos céli megkozelités
mellett bizonyos esetekben a prenatalis diagnosztika igénye is felmeriil, mely specialis
felkésziiltséget igényel a vizsgalatot végzd laboratdériumoktol.

A ritka vérzékenységek genetikai hattere meglehetdsen heterogén, akar ugy is
fogalmazhatnank, hogy ,,minden vérzékeny csaladnak megvan a maga mutécioja”. E
mutaciok tobbsége direkt szekvenaldssal jol karakterizalhatd misszensz, vagy
nonszensz pontmutacid, kis inszercio, vagy delécio. Az eddig talalt és publikalt
mutaciok (tobbnyire a betegek részletes tiinettanaval, a fehérjebiokémiai vizsgalatok
eredményeivel ¢és az alkalmazott terdpiaval egyiitt) kiilonb6zé adatbazisokban
fellelhetok. Legkimunkaltabb az eurdpai kezdeményezéssel 1étrehozott ,,Rare Bleeding
Disorders Database (RBDD; https://rbddorg.), de egyes vérzékenységek
vonatkozasdban kiilon adatbazisok is léteznek, pl. a Glanzmann thrombasthenia

database (https://glanzmann.mcw.edu/), vagy a fibrinogén rendellenességeket

tartalmazo adatbazis (https://site.geht.org/base-fibrinogene/) [48].

Munkacsoportunk az elmult 20 évben szamos, ritka vérzékenységben szenvedd
beteg esetében biztositotta a korrekt diagnozist a laboratériumi fenotipus adekvat —
esetenként sajat fejlesztésii — modszerekkel torténd meghatarozasaval és a genetikai
hattér feltérképezésével. Az 1j, még nem karakterizalt mutaciok kovetkezményeit
fehérje szinten részletesen tanulmanyoztuk expresszids rendszerekben kiilonbozd
rekombinans fehérje vizsgalatokkal. Differencialdiagnosztikai problémakat oldottunk
meg Uj diagnosztikai algoritmusok kidolgozasaval, illetve modszertani fejlesztésekkel.
Az értekezésben a Xlll-as faktor (FXIII), a FV, FX deficienciak, valamint a
dysfibrinogenaemia diagnosztikdjaval, a von Willebrand betegség egyes tipusaival és a
vaszkularis rendellenességek koziil a HHT betegek vizsgélataival kapcsolatos

eredményeinket mutatom be.

2.2.1.1 A Xlll-as faktor deficiencia
A FXIII pro-transzglutaminaz, ami heterotetramer forméaban fordul el6 a keringésben.
A plazméban talalhaté FXIII (pFXIII) két katalitikus A (FXIII-A) és két gatlé/hordozo
B alegységbdl (FXIII-B) épiil fel [14,49,50]. A cellularis FXIII (cFXIII), ami nagy
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mennyiségben a thrombocytadkban (a thrombocyta fehérjék 3%-4at adja) talalhato, de
kifejez6dik a monocytdkban, macrophagokban is, valamint leirtdk osteoblastokban,
osteocytakban és chondrocytdkban, a plazma formatol eltér6 médon nem tartalmaz B-
alegységet, azaz homodimer formaban van [51,52]. A FXIII-A struktaraja réviden: a 732
aminosavbol allo alegység vezetd szekvenciat nem tartalmaz, a lanckezdé metionint
egy szerin koveti, ami a metionin poszttranszlacios lehasadasat kovetden N-acetilalodik
¢és valik a fehérje els6 aminosavava. A FXIII-A alegység négy 6 szerkezeti elembdl
all: tartalmaz egy 37 aminosav hosszisagii N-terminalis aktivacids peptidet, melyet egy

B-szendvics domén, egy katalitikus domén és két B-redé domén kdvet (3. abra).

B-szendvics domén
i ’,. e ] « aktivacios peptid domen

katalitikus domén .
[A N N
~ 4‘,»4 | QAN
Yol YR
“b

3. abra A FXIII-A alegység szerkezete.

(Muszbek L, Bereczky Z, Bagoly Z, Komdromi I, Katona E. Factor XIII: a coagulation factor with
multiple plasmatic and cellular functions. Physiol Rev 2011; 91: 931-72.)

A FXIII-A alegységet kodold gén (F13A41) a 6p25.3—p24.3 pozicidban talalhato,
15 exont és 14 intront tartalmaz [53].

A FXIII-B egy mozaik szerkezetii fehérje, mely 10 sushi domént tartalmaz [14].
Az A-alegységgel ellentétben erdsen glikozilalt, 8,5% szénhidratot tartalmaz; 641
aminosavbol all, a majban szintetizalodik. A FXIII-B alegységét kodolo gén (F13B) az
1q31-32.1 pozicioban taldlhatd, 12 exonbol és 11 intronbol all. Az 1. exon a 20

aminosavbol allo vezetd szekvenciat kodolja, a tovabbi exonok az egyes sushi

25



zsbereczky 271 24

doméneket kodoljak, az utolsé exon a B-alegység C-termindlis részét és a 3’-
szerkezeteket kodolja [54].

A FXIII-A ¢és B alegység tehat a keringésben talalkozik és alkotja a fent emlitett
heterotetramert (FXIIIA2B2), mely egészséges személyekben 14-28 mg/L
koncentracioban talalhatdo meg a plazmdban [55].

A plazmaban a FXIII-t trombin és Ca*" ionok aktivaljak: a trombin lehasitja az
A-alegységrél az aktivacios peptidet, majd Ca*" ionok jelenlétében a B-alegység
disszocial és a megmaradd FXIII-A dimer aktiv konforméciot vesz fel [14]. Az aktiv
forma (FXIIIa) egy transzglutaminaz, mely keresztkdti a glutamin és lizin oldallancokat
izopeptid kotések kialakitasaval. FO szerepe a hemosztazisban a fibrin lancok
keresztkdtése és az a2-plazmin inhibitor fibrinhez kotése. A fibrin y-lancok kovalens
dimerizécidja és a fibrin a-lancok keresztkdtése nagy molekulatomegli polimerekké
stabilizélja a fibrint és védi a nyiréerdkkel szemben. Az a2-plazmin inhibitor kovalens
kotése a fibrin alvadékhoz megakadalyozza annak a fibrinolitikus rendszer 4ltal torténd
sebgyogyuldsban, terhesség kiviselésében is elengedhetetlen, de felvetették szerepét az
angiogenesisben, porc- és csontfejlédésben is [14,57-59].

A normal atlag 1%-a alatti FXIII szint sulyos vérzékenységet eredményez [60].
Ilyen alacsony FXIII aktivitas az oroklott FXIII deficiencidkban abban az esetben
fordul eld, ha a FXIII-A alegység érintett. Oroklott FXIII-B deficiencidban szenvedd
betegek FXIII aktivitasa magasabb (rendszerint 5-10%) és a vérzékenység altalaban
kozepes vagy enyhe [61]. A velesziiletett FXIII deficiencia még a ritka vérzékenységek
kozott is a kiilondsen ritka kategoéridba sorolhatd (prevalencia kb. 1:2 millid),
hazénkban az elmult 20 évben négy beteg (csalad) esetében igazoltunk velesziiletett
FXIII deficienciat és végeztiink teljes korli diagnosztikat [62]. Mivel a ritka
vérzékenységek, igy a FXIII deficiencia diagnosztikajaval kapcsolatban is csupan
kevés laboratorium rendelkezik teljes vizsgéalati palettaval, a hazai betegek mellett
szamos kiilfoldi FXIII deficiens csalad esetében is biztositottuk a diagnosztikai hatteret
(1d. késobb az értekezésben). A laboratoriumi modszertani problémak, a nem megfeleld
laboratoriumi diagnosztikai gyakorlat és a klinikai oldal nem megfelel ismerete miatt
a FXIII deficiencia gyakran nem, vagy csak jelentds késlekedéssel kertil felismerésre
[63-69]. A helytelen klinikai-laboratériumi gyakorlatot jol szemlélteti az az altalanos

hozzaallas, hogy vérzékeny beteg kivizsgalasa soran a normal koagulacio sziirétesztek
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eredményei esetén, azaz normal protrombinidé (PI) és aktivalt parcialis
tromboplasztinidd (APTI) mellett a coagulopathia lehetdségét elvetik. A FXIII
deficiencia azonban e sziirtesztekben nem okoz eltérést, igy e diagnodzis elvetése
soha nem dertil ki a FXIII deficiencia). Mésik probléma a nem adekvat laboratoriumi
modszer alkalmazasa a FXIII deficiencia kivizsgalasa soran. Az urea oldékonysagi
tesztet szamos laboratériumban még ma is a FXIII deficiencia els6vonalbeli (sz{ird)
tesztjeként alkalmazzak, holott e teszt csupan az extrém alacsony FXIII szintek esetén
mutat eltérést, a kevésbé alacsony, de klinikailag jelentdséggel bird FXIII szintek
mellett normal eredményt ad [61]. A velesziiletett FXIII deficiencia genetikai hatterét
tekintve mind a F'/341 (A-alegység deficiencia), mind a F'/3B (B-alegység deficiencia)
génekben szamos muticiot kozoltek napjainkig (1d. HGMD  adatbazis,

www.hgmd.org). A genetikai defektus, a klinikai tiinetek és a laboratdriumi fenotipus

kozotti kapesolat sokszor feltaratlan marad, részben modszertani problémak, vagy a
laboratériumi fenotipusra vonatkozd kevés adat miatt. Emiatt értékesek azok a
tanulmanyok, melyekben a molekularis genetikai defektus hatasat részletes
laboratoriumi vizsgélatok eredményeivel és pontos klinikai adatokkal demonstraljak
[70-81]. Az értekezésben bemutatdsra keriilnek olyan FXIII deficiens betegek, ahol
Specialis Klinikai Hemosztazeologiai laboratoriumunk molekularis diagnosztikai
részlegén deritettiikk fel a deficiencia hatterében all6 genetikai eltéréseket, majd a
mutaciok kovetkezményeit teljes korli laboratdriumi vizsgalatokkal és részletes klinikai
esettanulmanyokkal demonstraltuk. Eredményeink és laboratdriumi tapasztalataink
alapjan a FXIII deficiencia klinikumat, laboratoriumi aspektusait Osszefoglalva a
helyes diagnosztikai gyakorlatrél ajanldsokat fogalmaztunk meg (ld. késébb az

értekezésben).

2.2.1.2 Az V-0s faktor deficiencia
Az V-0s faktor (FV) egy egylancu, 330 kDa molekulatomegii glikoprotein, mely a
majban és a megakaryocytdkban szintetizalodik [82-84]. Plazmakoncentracioja 20 nM
(7 ug/mL), az 6sszmennyiség kozel 20%-a a vérlemezkék a-granulumaiban tarolodik
multimerinnel asszocidlva (hozzéavetdlegesen 4600-14000 molekula/ thrombocyta); ez
részben a megakaryocytakbdl szarmazik, részben a plazmabdl keriil felvételre. Génje
(F5) az 19q21-25 lokalizacioban taldlhato, hozzavetdlegesen 80 kilobazis terjedelmil,

25 exonbdl és 24 intronbol all. A FV szerkezete mozaik-szerii, a FVIII-¢hoz hasonlo
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domén szerkezettel. Harom hasonld szerkezetli A, két C és egy nagy mértékben
glikozilalt B domént tartalmaz, ez utdbbi koti 6ssze az N-termindlison elhelyezkedd
A1-A2 doméneket (az aktivacid utan ezek képezik a nehéz lancot) a C-terminalison
1év6 A3-C1-C2 doménekkel, melyek az aktivacio utan a kdnnyt lancot alkotjak (Al-
A2-B-A3-C1-C2) [85,86]. Az aminosav- szdmozas hagyomanyosan csak az érett fehérje
aminosavait veszi figyelembe a FV esetében is, azonban a ,,Human Genome Variation
Society” (HGVS) iranyelv alapjan torténd szdmozas szerint a fehérjék elsd
aminosavanak a lanckezdd els6 metionint tekintjik, fiiggetleniil attol, hogy
poszttranszlacidos érés sordn lehasad-e az adott fehérjérél propeptid, vagy sem
(www.hgvs.org/mutnomen). A FV esetében az érés soran 28 aminosav hasad le az
eredeti fehérjérdl, ezért a hagyomanyos szdmozas ¢és a jelenleg elfogadott HGVS
szamozas ennyivel tér el egymastol. Mivel azonban a FV esetében a Leiden mutécio,
p.Arg506GlIn (rs6025), elterjedtsége miatt a laboratériumi leletekben és a nemzetkozi
irodalomban még ma is a hagyomanyos szdmozast kovetik, igy az értekezés — a
félreértések elkeriilése végett — szintén ezt koveti.

A FV fehérje potencidlisan képes pro, illetve antikoaguldns folyamatokban is
szerepet jatszani, attol fiiggden, hogy mely enzimek aktivaljak [22,87]. Ennek a kettds
szerepnek koszonhetéen a FV génjében bekdvetkezd hibdk ellentétes fenotipusokban
nyilvanulhatnak meg (vérzés vagy thrombosis). A molekula prokoaguldns iranyu
fiziologias aktivatora a trombin, mely limitalt proteolizissel eltavolitja a B domént, az
igy szabadda valé nehéz és konnyli lancot ezentul egy Ca®*-hid kapcsolja 6ssze aktiv
heterodimerré [88]. Az aktivalt FV (FVa) nagysagrendekkel meggyorsitja a protrombin
aktivaciojat. A FVa inaktivacigjat az aktivalt protein C végzi (APC) hdrom Arg
(Arg506, Arg306 ¢és Arg679, klasszikus aminosav szdmozas szerint) mellett torténd
szekvencialis hasitdssal. Amennyiben az APC a negativ toltésti foszfolipidekhez kotott
nativ FV-6t hasitja az Arg506 mellett, gy a fehérje antikoagulans funkcidhoz jut, és a
membranhoz kotott aktiv VIII-as véralvadasi faktor (FVIIla) inaktivalasaban az APC
kofaktora lesz [89-92]. Ha ezt az antikoaguldns funkcioju fehérjét hasitja a trombin az
Arg709, Argl018 és Argl545 mellett, ugy a fehérje gyenge kofaktor aktivitast nyer a
protrombin aktivaciojaban. Ekkor is az APC medialta, Arg306 melletti hasitassal lesz
teljesen inaktiv a fehérje. Ujabb kutatisok eredményeként deriilt fény a FV egy
alternativ splicing-gal keletkezett, 702 aminosavval révidebb formajanak (FV-short)

antikoagulans szerepére [93,94]. A B-domént érintd in-frame delécid kdvetkeztében
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kialakult forma ugyanis a TFPla-hoz kapcsolédva részt vesz a FXa-t gatlo
komplexben.

A régebben parahaemophilidnak, Owren’s disease-nek is nevezett FV
deficiencia (Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM +227400) ritka,
autoszomalis recessziv coagulopathia, homozigéta (stilyos) formajanak prevalencidja
1:1 milli6 [95-97]. A homozigéta FV deficiens betegek FV aktivitasa 10% alatti
(altaldban 1% alatt van) és altalaban sulyos vérzékenység jellemzi dket [98-100]. Mig a
haemophilia A és B esetén egyértelmili és szoros Osszefiiggés van az adott faktor
aktivitasa és a vérzékenység sulyossaga kozott, addig FV deficienciaban az §sszefiiggés
lazabb [101]. A sulyos vérzések (ISTH Grade II1) nem csupan 1% alatt, de mar 15% FV
szintek alatt is jelentkezhetnek, enyhébb vérzékenység pedig még ennél magasabb FV
aktivitas esetén sem kizarhat6 [102,103]. A legtobb heterozigdta egyén tiinetmentes, de
a FV véralvadasban betdltott igen komplex és bonyolult szerepe miatt, lehetnek
kivételek [104]. Ezeknek a heterozigdta vérzékeny betegeknek a felismerése kihivas elé
allitja a klinikust és a laboratoriumi szakembert is, kiilondsen, ha nem gondolunk erre
a lehetéségre. A koagulacid szlir6tesztjei ugyanis csak akkor mutatnak megnyulést, ha
az alvadasifaktor aktivitas értékek 25-30%-ndl alacsonyabbak. Ezaltal — csupan a
szlir6tesztek normal eredményei alapjan — az adekvat diagnézis elmaradhat, vagy
jelentdsen késhet egyes betegeknél. A homozigotak eléforduldsi gyakorisagabol
kiindulva, a heterozigota allapotnak kb. 1:1000 frekvenciaval kellene megjelennie, az
esetek tobbsége azonban felderitetleniil marad, hiszen nem jellemzd az alvadasiiddk
megnyulésa ¢és legtobben vérzéses tiineteket sem mutatnak. Amennyiben azonban egy
klinikailag vérzékeny betegnél heterozigéta FV deficienciat allapitunk meg, csak abban
az esetben jelenthetjiik ki, hogy a vérzékenysége hatterében a FV deficiencia all, ha
hemosztazeoldgiai szempontbol minden egyéb lehetdséget kizarunk. Egy-egy F5
mutacié esetében a részletes klinikai-laboratoriumi esetismertetések tehat nagy
mértékben segitenek a tovabbi betegek felismerésében, a korai adekvat diagndzis
felallitasdban. Az értekezésben bemutatunk egy olyan FV deficiens csalddot, ahol a
proband, csupdn miitéti beavatkozasok alkalmaval jelentkezd, de akkor stlyos vérzései
hatterében heterozigota FV deficienciat diagnosztizaltunk, a muticié patogenitdsat
kisérletesen igazoltuk ¢és eredményeinket klinikai és laboratoriumi tanulsagot

szolgaltato esetleiras formajaban kozoltiik.
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2.2.1.3 A X-es faktor deficiencia

A X-es faktor (FX) egy mdjban, egylancu fehérjeként szintetizalodo szerin proteaz
proenzime [105]. Az intracellularis érési folyamat soran a pre-pro vezetd szekvencia (40
aminosav) lehasadasat kvetden a Golgi apparatusban egy tripeptid (Argl140-Lys141-
Argl142) kihasad a polipeptid lancbol; az érett fehérje egy 17 kDa tomegi konnyt és
egy 45 kDa tomegii nehéz lancbol all [106]. A két lancot egyetlen diszulfid hid tartja
0ssze Cys132 és Cys302 kozott. (Az értekezésben a FX vonatkozasdban is feltiintetjiik
a hagyomanyos nomenklatira szerinti aminosavszamozast, illetve ahol lehet, azt
kovetjiik, mert az itt bemutatott esetek diagnozisa idején az j, HGVS ajanlasok még
nem voltak érvényben és a hivatkozasul szolgald kozleményiink is e hagyomanyos
szamozast koveti.) A konnyli lanc egy y-karboxi-glutamatokban gazdag régiobol (Gla
domén), két epidermalis novekedési faktor (EGF) doménbdl és egy rovid, tin. kapcsold
régiobadl (CR) all [107-109]. A nehéz lanc tartalmazza az aktivacids peptid domént (AP)
¢s a szerin proteaz domént (SP). A FX génje (£10) a 13q34 régioban helyezkedik el, 8
exont és 7 intront tartalmaz [110,111]. Az I. exon a pre-peptidet, a II. a pro-peptidet és a
Gla domain-t, a III. a rovid, aromas aminosavakbol all6 régiot, a IV. és V. a két EGF
domént, a VI. az aktivacioés peptid domént, a VII. és VIIIL. exonok pedig a katalitikus
domént kédoljak [112]. A human des(1-45) FXa hadrom dimenzids szerkezetét régdta
ismerjiik [113].

Az alvadasi kaszkddban a FX aktivalodhat a szoveti faktor/FVIla, vagy a
FIXa/FVIlla komplex altal, mindkét esetben az Argl94-Ile195 kotés hasad, az AP
felszabadul és a katalitikus triddot felszinre hozd konformacids valtozasok kovetkeznek
be [114]. A foszfolipid felszinen az aktivalt FX (FXa) kapcsolodik az aktiv FV (FVa)-
hoz és Ca** ionokkal egyiitt a protrombinaz komplexet alkotjak, mely a protrombin-
trombin 4talakulast katalizalja. Emellett szdmos egyéb véralvadast szabalyozo
mechanizmusban is részt vesz, pl. aktivalja a FVII-et, hasitja a FV-6t. A TFPI FXa-
hoz, majd a TF-FVIla-hoz kapcsoldédasa hatékony, az extrinszik Gtvonalat gatlo tetra-
komplexet képez. A FXa f6 fizioldgids inhibitora az antitrombin (AT).

Az 0roklott FX deficiencia (Online Mendelian Inheritance in Man, OMIM
227600) autoszomalis recessziv, homozigéta formaban 1:1 milli6 gyakorisaggal
eléforduld ritka coagulopathia [42,115]. A RBDD adatbézis szerint FX deficienciat a
ritka coagulopathia esetek 11%-aban regisztraltak [101]. A homozigdta FX deficiens
betegek alvadasifaktor aktivitasa altaldban 10% alatt, leggyakrabban 1% alatt van és a
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homozig6ta betegek sulyos vérzéses tiineteket produkalnak [116]. A FX deficiencia
sulyossagat bizonyitja az a megfigyelés is, hogy a tiinetmentességhez legalabb 56%-0s
FX aktivitas sziikséges, valamint, hogy a Grade III tipusu vérzések mar 10% faktorszint
alatt jelentkeznek [101,117]. Sulyos deficiencidban jellemzdéek az Uin. nagy vérzések:
haemarthrosis, intracranialis vérzés, gastrointestinalis vérzések, intramuscularis
bevérzések [118-120]. Enyhébb esetekben epistaxis, foghuzast kovetd vérzés, vagy
sebészi bevatkozasok kapcsan jelentkezd vérzés lehet a vezetd tlinet [121]. A FX
deficiencia (a FV deficiencidhoz hasonldan) felismerése altalaban a parallel megnyulast
mutatd és normal plazmaval korrigalhato PI és APTI eredményeken alapul, melyet az
un. kozos ut faktorok aktivitdsanak meghatarozasa kovet altalaban egyfazist alvadasi
tesztekben [44,122,123]. A betegségek tipusba soroldsdhoz az antigén koncentracid
mérése nyujthat segitséget; I-es tipusu (kvantitativ) deficiencia esetén az aktivitas és az
antigén szint ardnyos csokkenése tapasztalhatd, mig Il-es tipusu (kvalitativ) zavar
esetén csokkent aktivitas mellett normal antigén koncentracié mérhetd [124]. A FX
deficiens betegek (a FV deficiencidhoz hasonldan) tobbsége I-es tipusu deficiencidban
szenved. Mivel FX deficiencidban a hattérben all6 mutaciok a F/0 génben barhol
elhelyezkedhetnek ,,mutéacios predilekcios helyrél” nem beszélhetiink. Eddig kb. 100

kiilonbozé mutacidt irtak le (www.hgmd.cf.ac.uk), a mutaciok tulnyomo tobbsége

misszensz pontmutacid, kiilonbdzé molekularis kovetkezményekkel. 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 mutéacio (p.Gly-
20Arg) a szignal peptidet érintette [125]. Ebben az esetben — in vitro biokémiai
vizsgalatok tanulsdga szerint — a mutans fehérje az endoplazmatikus retikulumban
rekedt meg, igy nem szekretalodott a sejtkultira médiumaba. Erdekes modon, nemcsak
a szigndl peptid muticidival Osszefliggésben talaltak szekrécid zavarra utald
laboratériumi fenotipust FX deficiencidban [115,126], és — bar in silico kisérletekben
tobbnyire megerdsitették a hibas molekulaszerkezetet, ami feltehetéen nem-
szekretalodo fehérje szintéziséhez vezet — az in vitro expresszids tanulmanyok kozott
munkacsoportunké volt az els6, ami egy j mutdcié esetében feltarta a mechanizmust,
mellyel egy, nem a szigndl peptidet érintd eltérés esetén is szekrécids zavar

kovetkezhetett be.
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2.2.1.4 Egyéb ritka vérzékenységek: a von Willebrand betegség ritka formai

A laboratoriumi diagnosztika az el6z6ekben emlitett coagulopathidk esetén (FXIIIL, FV
¢s FX deficiencidk) az arra felkésziilt laboratérium szdméra nem jelent kiilondsebb
nehézséget és az adott alvadasi faktorok célzott meghatarozasaval a diagndzis
felallithaté, vannak azonban olyan vérzékeny allapotok, ahol a diagnosztikai
kihivasokat ma elsdsorban a differencialdiagnosztikai kérdések jelentik. Ezen
nehézségek hatterében szamos tényezd dallhat, példaul az, hogy az elérhetd
laboratériumi mddszerekkel nem mindig kiilonithetdek el az egyes — nagyon hasonld
laboratériumi fenotipussal jaré — koérképek egymastol, vagy éppen az, hogy nem is
lehetséges funkcionalis laboratériumi vizsgalatot végezni adott betegség esetén.

A von Willebrand betegség (vWD) a klinikai hemosztazeologiai
laboratoriumok fokuszpontjaban 4ll, hiszen nemcsak a ,leggyakoribb ritka
vérzékenység” (a vWD prevalencidjat figyelembe véve ez alapvetéen nem ritka
betegség, de egyes altipusai azok), hanem a legbonyolultabb is laboratériumi
differencidldiagnosztikai szempontbol [127]. A von Willebrand faktor (vVWF) egy nagy,
tobb funkcidval rendelkezé multimer glikoprotein [128-130]. Ma mar pontosan ismerjiik
a vWF Kkiilonb6z6 régidinak funkciondlis szerepét [131-133]. A vWF segiti a
feleldsek elsésorban a thrombocyta Gplb-V-IX, a C2 domén a Gpllb-Illa receptor
komplexhez torténd kotodésért. Az A3 domén a vWF-kollagén kapcsolatért felelds. A
nagy molekulatomegli multimerek (HMWM) jelenléte és az intakt multimer struktura
kulcsfontossagi a thrombocyta adhézio és a kollagénhez torténd kotddés eldsegitése
szempontjabol. A nagy multimerek hianya 4ll bizonyos vWD funkciondlis altipusok
hatterében (1d. késébb). Az ultranagy multimerek jelenléte azonban szintén problémat
okozhat, ami TTP-ben (thromboticus thrombocytopenias purpura) nyilvanulhat meg.
Ennek megakadalyozéasara az ADAMTS13 (A Disintegrin And Metalloproteinase with
ThromboSpondin type 1 repeats, member 13) képes, ami a vVWF A2 doménben torténd
hasitasaval szabalyozza a multimer strukturat [134-138]. A VWF D’-D3 doménjén
keresztiili kapcsolat révén a véralvadas VIlI-as faktoraval (FVIII) asszocialtan kering,
ami a FVIII keringésben toltott fél-életidejét jelentésen ndveli [139]. Sokréti
funkcidjanak koszonhetéen a vWD-nek tobb megjelenési forméja, altipusa létezik,
melyek mas-mas laboratériumi fenotipussal jelentkeznek, de adott esetben eltérd
terapias megfontolasokat is igényelnek [140,141]. VWD-ben leggyakrabban mucocutan

jellegti vérzések jelentkeznek, pl. erdteljes, akar transzfizi6 igényli menstruécio, vagy
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jellegzetesek az intervenciokat kovetd utovérzések is [142-145]. A vWF génje a 12p13.3
régioban talalhatd, 52 exonbdl 4all6 o6rias gén, ami a vWD genetikai diagnosztikajat
egészen az utobbi idokig megnehezitette [146-148]. A kvantitativ deficiencia tipusok
koziil az enyhébb type 1 AD, az extrém stlyos, a laboratoriumi tesztekben a vWF teljes
hidnyéval jaro6 type 3 AR 6roklddést mutat [46,149-154]. A funkcionalis defektusok koziil
a 2A altipus (AD) a nagy multimerek hidnyaval, ennek kovetkeztében a thrombocyta
Gplba receptorok iranti csokkent affinitassal jar. A defektus tovabb csoportosithatd
annak megfelelden, hogy az A2, D2, D3 vagy a CK domének érintettek, vagy az alapjan
is, hogy a multimerstruktira miképpen torzul (IIA, IIC, IID, IIE varidnsok) [155-157]. A
type 2B (AD) a vWF thrombocyta Gplba receptorok iranti fokozott affinitassal jar [158].
A nagy multimerek ilyen esetben is leggyakrabban hidnyoznak. A molekularis defektus
az Al domént érinti. Differencidldiagnosztikai szempontbol problémat jelent, hogy a
2B esetek egy részében a multimerstruktira nem mutat eltérést, valamint, hogy a vWF-
thrombocyta fokozott kapcsolat hatterében allhat a thrombocyta Gplba receptorban
bekovetkezett mutacio is. Utobbi esetben, a thrombocyta tipusu, vagy pszeudo-vWD
esetében, laboratoriumi modszerekkel megkozelitve a 2B vWD tipussal egyezdnek
tlind fenotipust detektalunk, az elkiilonitésre elvileg alkalmas risztocetin indukélta
thrombocyta aggregacid keveréses vizsgalat eredményei pedig gyakran
ellentmondasosak. A 2M tipus (AD) esetén a multimer szerkezet ugyan megtartott, de
a VWF-thrombocyta kapcsolat mégis abnormalisan csokkent féleg az Al, vagy A3
doménekben bekovetkezd mutaciok miatt [159-161]. Végiil, a 2N tipust (AR) esetekben
a vVWF-FVIII kapcsolat sériilt, szekunder moédon csokkent FVIII szinthez vezetve [162].
A mutaciok leggyakrabban homozigoéta D’, vagy D3 doméneket érintd varidnsok, de —
a diagnosztikat megnehezitd modon — a betegek egy része Osszetett heterozigota és az
egyik mutacié a D1, vagy D3 doménben helyezkedik el, a mésik mutacid viszont a
vWF génjében barhol kialakul6 null mutacié [163]. Mindezek fényében jol 1athatd, hogy
a vWD diagnosztikdja igen komplex laboratoriumi teszt arzendlt és bonyolult
interpretaciot igényel [164-170]. ROviden: a vérzéses anamnesis részletes felvételét
kovetden a laboratoriumi kivizsgélds a koagulacid sziirdtesztjeivel (kiilondosen APTI),
a thrombocyta szam ¢és funkcié (PFA-100/200 zar6dasi id6 meghatirozéasa, ami egy
globalis, a thrombocyta funkcié megitélésére szolgald, citratos teljes vérbdl torténd
vizsgalat) gyors megitélésével kezdddik [171]. Mivel ezek a tesztek sem kellden
specifikusak, sem kelléen szenzitivek a vWD-re, ezért a szlir6tesztek sora itt bdvebb:

meghatarozzuk a vWF antigén koncentraciot (VWF:Ag) és elvégziink valamilyen, a
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vWEF-thrombocyta kdtddést jellemz6 funkcionalis tesztet [172]. Ma mar tobb ilyen teszt
is rendelkezésre 4ll, és a nemzetkozi ajanlasok jelenleg nem tesznek kiilonbséget ezeket
illeten [173]. Meghatarozhatjuk a vVWF-thrombocyta kapcsolatot risztocetin és normal
thrombocyta prepardtum jelenlétében (risztocetin kofaktor aktivitas, vVWF:RCo), vagy
egy, a VWF Gplba epitopja elleni monoklonalis antitest jelenlétében (VWF:Ab), vagy
a thrombocytakat helyettesithetjiik a funkciondlis tesztben rekombinans Gplba-val. Ha
utdbbi varidcidban a rekombindns Gplbo normadl, akkor sziikség van risztocetinre
(VWF:GPIbR), ha azonban egy funkcionyerd mutans rekombinans Gplba fragmenst
alkalmazunk, akkor a risztocetin jelenlétére mar nincsen sziikség (VWF:GPIbM). A
vWD sziir6paneljébe végezetil a FVIII aktivitds meghatdrozas (FVIIL:C) is
beletartozik, elsésorban a 2N altipus felismerése érdekében. Funkcionalis defektusra
akkor van gyanunk, ha barmelyik, az aktivitds megitélésére elvégzett teszt eredménye
¢s a VWF:Ag teszt eredményének héanyadosa 0,6, vagy annal alacsonyabb. (Ez
természetesen feltételezi azt, hogy mindkét tesztet az ISTH ajadnlasoknak megfelelden
végezziik és az eredményeket is annak megfelelden, a normal plazma szazalékaban
fejezziik ki.) A funkcionalis variansok altipusba sorolasahoz sziikségesek tovabbi,
specialis tesztek [164]. Ezek a kollagén-kotési teszt (VWF:CB), a FVIII-kotddési
vizsgalat (VWF:FVIIIB), a vWF multimer strukturdjdnak analizise SDS-agar6z gél
elektroforézissel, a risztocetin-indukalta thrombocyta aggregacio (RIPA), ami
¢s fokozott thrombocyta-vWF kotddés kozott [174,175]. A molekularis genetikai
vizsgalatra a legtobb vWD esetben nincsen sziikség ezen tesztek Osszességének
birtokdban, de hasznos segitség lehet egyes diagnosztikai fejtorést okoz6 dilemma
feloldasaban [176]. Azon tul, hogy a szerzett-6roklott vWD eseteket elkiiloniti, abban is
segit, hogy a — vWF nagyfoku biologiai variabilitdsa miatt — elkiilonithessiik a valodi
vWD-et az Gn. ,alacsony vVWF” esetektdl, mely utobbiakhoz nem kotheté a vWF
genetikai eltérése [177]. Tovabba, a 2-es tipus heterogenitdsa miatt el6fordulhatnak

esetek, amikor a fenti teszt arzenal sem biztositja a pontos diagnozist.

2.2.1.5 Egyéb ritka vérzékenységek: a dysfibrinogenaemia
A ritka, velesziiletett  fibrinogén  rendellenességek  diagnosztikija  és
differencidldiagnosztikéja szintén érdekes kérdés [178,179]. Ezek lehetnek kvantitativ
(hypo-¢és afibrinogenaemia), vagy kvalitativ (dysfibrinogenaemia, vagy hypo-

dysfibrinogenaemia) esetek. A Nemzetkdzi Thrombosis és Haemostasis Tarsasag
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(ISTH) fibrinogén rendellenességekkel foglalkoz6é munkacsoportja 2018-ban ajanlast
adott ki e deficiencidk csoportositasara [180]. A sulyos, mennyiségi fibrinogén
rendellenességek altalaban konnyen felismerhetéek markans vérzéses anamnesis €s a
koagulacié szlir6tesztjeinek megnyualdsa, majd az egyszerli Clauss-moddszerrel
meghatarozott csokkent fibrinogén érték alapjan [181,182]. A fibrinogén szintek,
hypofibrinogenaemiaban jol korreldlnak a vérzéses tiinetekkel és az 1g/L feletti
fibrinogén szinttel rendelkezdk altaldban tiinetmentesek. Az enyhe kvantitativ zavarok
tehat gyakran tliinetmentesek, nem keriilnek a klinikum és laboratorium latoszogébe. A
dysfibrinogenaemia azonban egy rendkiviil becsapos, heterogén korkép [179,183,184].
Klinikailag a vérzés-tiinetmentesség-thrombosis spektrumon barhol elhelyezkedhet
[183]. A trombinidé (TI) meghatarozasa egyszerii és legtobbszor hasznos, mint
szlrdteszt, bar szdmos laboratériumban rutinszerlien nem végzik. A TI megnyulast
mutat a legtobb hypo-, a-, dys-, és hypo-dysfibrinogenemia esetben [185]. A masik
egyszerll és hasznos laboratoriumi szlirteszt a reptilazidd (RI), ami sok esetben még
jelentésebb megnyulassal jelzi a fibrinogén rendellenességet, bar altalaban még a TI
meghatdrozasnal is ritkdbban végzik. A dysfibrinogenaemiat a Clauss-modszerrel
végzett fibrinogén meghatarozas jelzi (abnormal alacsony érték), mig az
immunesszében mért fibrinogén szint nem. Ezt a diagnosztikdban kihaszndlva a
diszproporciondlis ~ Clauss-fibrinogén  és  fibrinogén  antigén  felveti a
dysfibrinogenaemia gyanujat [186]. A fibrinogén rendellenességek hatterében allo
molekularis defektusok kiilonb6z6 hatassal lehetnek az alvadasi tesztek eredményeire
[180]. Vannak olyan varidnsok, ahol az alvadast mechanikai elven miik6dd
késziilékekkel mérve nem, csak optikai detektalassal kapunk alvadasiidé megnyulast,
de olyan mutéciokat is ismeriink, melyek egyaltalan nem nyujtjdk az alvadasiiddket
egyik detektalasi modszerrel sem. A velesziiletett fibrinogén rendellenességek
hatterében az FGA, FGB és FGG gének mutacioi allhatnak [185,187,188]. Az
afibrinogenaemia  esetek  homozigotdk, vagy  Osszetett heterozigotdk, a
hypofibrinogenaemia esetek tobbnyire heterozigdtdk az adott mutacidra nézve. A
dysfibrinogenaemia altaldban AD 6roklésmenetet mutat, és két forropontot is ismeriink,
az FGA p.Arg35 és az FGG p.Arg301 aminosavakat kodolo pontokat [189]. E két pontot
érintd mutéaciok kovetkezményei klinikailag altaldban benignusak, de szamos egyéb
mutacié ismert az irodalomban, amelyek vérzéssel, vagy thrombosissal mutatnak

Osszefliggést és azonositasuk klinikai predikcié szempontjabol hasznos [190,191]. Mas
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mutaciok esetében sajnos nem tudunk egyértelmiien kovetkeztetni a klinikai

kimenetelre.

2.2.1.6 Egyéb ritka vérzékenységek: a hereditaer haemorrhagias teleangiectasia
A hereditaer haemorrhagias teleangiectasia (HHT), vagy Osler-Rendu-Weber kor egy
AD oOrdklésmenetet mutatd multiszisztémas vaszkularis vérzékenység [192].
Prevalencidja kb. 1:5000-1:8000-re tehetd, azonban ennek becslését bizonytalanna
teszi tobbek kozott a betegség inkomplett penetranciaja és az, hogy e betegség erdsen
aluldiagnosztizalt [193,194]. A HHT diagnozisa alapvetéen a Curacao kritériumok
meglétén alapul [195,196]. Ezek magukba foglaljak a spontan és rekurrens orrvérzéseket
(a betegek 90-95%-aban megfigyelhetd), a multiplex teleangiectasidkat (a betegek
90%-aban megfigyelhetd és jellemzden az ajkakat, szjiireget, kézujjakat és az orr
kiilsé felszinét érintik), a zsigeri vascularis lézidkat, ugymint gastrointestinalis
teleangiectasia (20-80%), pulmonalis (30-50%), hepaticus (32-48%), cerebralis, vagy
spinalis (23%) arteriovenosus malformatiok (AVM) ¢és az els6 foku rokon HHT
érintettsége [195,197,198]. A HHT esetében — 1évén vaszkuléris rendellenesség —
laboratoriumi tesztekrél nem beszélhetiink, a HHT esetek kb 85%-aban heterozigota
formaban taldlunk mutaciot az endoglin (ENG), vagy az aktivin receptor-like kindz 1-
et (ALK1-et) koédold (ACVRLI) génekben [199,200]. Ezek a transzformalo ndvekedési
faktor béta (TGF-B) szupercsaldd tagjai. Ritkdbban a SMAD4-et (ami egy
transzkripcids faktor és mediator szerepe van a TGF-f/bone morphogenetic protein-
BMP utvonalban) kédolo MADH4 génben, vagy a GDF2 génben (ami a BMP-t, az
ALKI1 ligandjat kddolja) lehet eltérést talalni [201-203]. A RASAI gén (ami a RAS P21
fehérje aktivator 1-et kodolja és a sejtproliferacidban és differenciacioban jatszik
szerepet) mutacioi is HHT-szerl fenotipussal jarnak [204]. E gén eltérései voltaképpen
a capillaris malformatio-arteriovenosus malformatio (CM-AVMI1) szindromaval
jarnak, ami tlinettanat tekintve atfedést mutat a HHT-vel [205]. Mivel laboratériumi
teszt nem all 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 populdcidban
befolydsolhatja alapitdé mutacio jelenléte. A populaciora jellemzd gén (és genetikai
eltérés) befolyasolhatja az adott régio HHT betegeinek tiinettanat is, hiszen a ACVRLI
¢s MADH4 gének érintettsége példaul a klasszikus HHT tiinetek mellett pulmonalis

hypertoniaval, vagy juvenilis polyposissal is jarhat, vagy a RASAI mutaciok esetében
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basal sejtes tiid6carcinomat irtak le [206]. Uj mutacidok esetén fontos a genotipus-
fenotipus Osszefliggések leirdsa annak érdekében, hogy tanulsagul szolgéaljon az adott
eltérés hatasaval kapcsolatban a betegség megjelenésének idejére (a HHT-re jellemzd
ugyanis a korfliggd penetrancia is), tipusara, vagy sulyossagara [207]. A HHT-ben
alkalmazhat6 0j terdpias lehetdségek, pl. bevacizumab miatt is fontos, hogy a klinikai

gyanl — a genetikai vizsgalatok eredményei altal — bizonyossagot nyerjen [41,208].

2.2.2 A ritka velesziiletett thrombophiliak

A vénas thromboembolia (VTE) és a kialakuldsdra hajlamosité thrombophilia
klasszikus példdja a komplex betegségeknek, melyek hatterében genetikai és
kornyezeti tényezok egylittesen szerepet jatszanak [209,210]. Az ISTH definicid szerint
a velesziiletett thrombophilidk — az aktivalt protein C rezisztencia (APC rezisztencia)
¢s a protrombin gén 20210 A allél kivételével — a ritka hemosztazis rendellenességek
kozé tartoznak [211-215]. A természetes antikoaguldns rendszer fehérjéinek
funkciovesztéssel jar6 mutacidi vezetnek az antitrombin (AT), protein C (PC) és
protein S (PS) deficiencidkhoz, melyek tehat a ritka thrombophilidk kéz¢é sorolandok
[216-219]. A genetikai fogékonysaggal rendelkezd személyek esetében a VTE
bekovetkezésének esélye azonban meglehetdsen valtozatos: fiigghet az adott
genotipustol (milyen gén milyen konkrét mutacidjarol van szo), egyéb tarsuld genetikai
eltérések jelenlététdl és a kornyezeti tényezOk hatasatol [220,221]. A ritka
thrombophilidkkal kapcsolatos alap- és klinikai kutatdsok koordinalasat vallalta fel az
ISTH ,Plasma Coagulation Inhibitors” albizottsaga, 10j elnevezése szerint
,Physiological Anticoagulants and Thrombophilia”, melynek 2019 6ta magam is
vezetdségi tagja, illetve egyik projektjiik vezetdje vagyok
(https://cdn.ymaws.com/www.isth.org/resource/resmgr/subcommittees/bereczky ssc
subcommittee pr.pdf). Ezekkel a betegségekkel kapcsolatos kutatdsok tobb
szempontbol is eléremutatdak: a sulyos, ritka thrombophiliak hatterében felfedezésre
keriil6 1j mechanizmusok altal jobban megérthetjiik egyes hemosztazis tényezok
szerepét ¢s bioldgiai-biokémiai jelentdségét, bizonyos mutaciok adott fehérje
struktarajara, funkcidjara gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozéasa altal az adott fehérje
fiziologias, patofizioldgias folyamatait is jobban megérthetjiik. A kutatdsok altal
szerzett ismereteink Uj diagnosztikus lehetdségek fejlesztéséhez, illetve 1j,
hatékonyabb terdpias eljarasok kidolgozasahoz vezethetnek [222]. A ritka

thrombophilidk esetében — érthetd modon — nagyon nehéz diagnosztikus és terapias,
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vagy prevencios ajanlasokat megfogalmazni, hiszen egy-egy centrumban altaldban igen
kevés tapasztalat all rendelkezésre. E betegségek esetén is (hasonléan a ritka
vérzékenységekhez) hangsulyosak az esettanulmanyok, multicentrikus tanulményok,
nemzetkdzi Osszefogasok, illetve felértékelddik azon vizsgalohelyek szerepe, ahol
valamely okbol (1d. az értekezés soran késdbb) egy-egy ritka thrombophilia nagyobb
gyakorisaggal fordul eld.

A vénas thromboembolia (VTE, mélyvénas thrombosis (MVT), tiidéembolia
(TE) tarsadalmunkat érint6 egyik leggyakoribb morbiditasi és mortalitasi tényezd [209].
A VTE tovabbra is egyik f6 oka a terhességi morbiditasnak €s viszonylag gyakori oralis
fogamzasgatlot szedd fiatal ndk korében is [223]. A rekurrens VTE és a kronikus,
kifejezett fajdalommal és gyakran fekélyképzddéssel jarod postthromboticus syndroma
jelentdsen hozzédjarul a rossz életmindséghez [224]. Velesziiletett thrombophilia
jelenléte altaldban a nem provokalt, rekurrens, fiatal korban kialakuld, és familidris
VTE esetekben mertil fel, melynek kivizsgalasaval kapcsolatban legalabb két évtizede
foly6 klinikai és modszertani vitasorozatnak lehetiink tanti [225-233]. Az APC
rezisztencia, illetve a protrombin gén 20210 A allél szerepének felfedezésével, az 1990-
es évek végétdl jellemzd volt egy — mai szemmel nézve — tulzott lelkesedés és gyakran
klinikai konzekvenciat nélkiil6z6 thrombophilia kivizsgalasi hullim. Az APC
rezisztencia hatterében szinte kivétel nélkiil az V-0s alvadasi faktor p.Arg506GIn
mutacidja all (FV Leiden mutaci6, rs6025), ami a magyar népességben kb. 10%-0s
karrier frekvenciaval fordul eld, vagyis igen gyakori [234-236]. A protrombin gén (F2)
20210 G>A polimorfizmusa (rs1799963) szintén nem elhanyagolhat6 gyakorisagu (kb.
4% hazankban) és egyértelmii 0sszefliggést mutat a VTE el6fordulasaval [215]. E két
genetikai kockazati tényezd felfedezése inditotta el és zuditotta rank, klinikai
laboratoriumokra, a thrombophilidk laboratoriumi kivizsgdlasanak (inkébb
kivizsgaltatasanak) lavinajat. A ,,velesziiletett thrombophilia laboratériumi vizsgalati
panel” elemei a 2000-es években a FV Leiden mutécio, a protrombin 20210A allél, az
AT, a PC és a PS deficiencidk kiilonb6zd tesztjei voltak. A gyakran megalapozatlanul
kért laboratdriumi vizsgalatok azon til, hogy a klinikai dontéshozatalt nem segitették,
financidlis szempontbol is Oridsi terhet rottak a laboratériumokra. Késébb, amint
szembesiiltiink kiilonbozd preanalitikai és analitikai problémakkal az egyes teszteket
illeten, illetve kezdtiik felismerni a thrombophilia kivizsgéalds korlatait, elébb

ellentmondo, majd egyre letisztultabb vélemények és ajanlasok fogalmazoddtak meg
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egyrészt a kivizsgalandd célpopulacidora, masrészt a laboratériumi modszertanra
vonatkozoan [227,233,237-249]. A modszertani ajanlasokhoz sajat kutatocsoportunk
eredményei is nagy mértékben hozzajarultak (I1d. késébb).

A célpopuléciot illetben ma mar csak az a szemlélet fogadhat6 el, hogy a
thrombophilia irdnyt vizsgalatokat gondosan valogatott betegcsoport szamara
végezziik el, azon betegeknél, akik szdmara a vizsgalat eredménye kozvetleniil
befolydsolja a klinikai dontéshozatalt, akar a primer, akidr a szekunder
thromboprofilaxis vonatkozasaban. Vannak tehat olyan klinikai helyzetek, amikor a
thrombophilia tesztelés eléremutatd. Ezek az idiopathias (nem provokalt) vénds
thromboembolia (VTE), kiilondsen fiatal korban, szokatlan lokalizacioban megjelend
thrombosis, rekurrens thrombosis, elsd VTE erdteljes pozitiv csaladi anamnesis
birtokéban, terhességi, vagy oralis contraceptivumok mellett kialakulé thromboticus
szovodmények, illetve profitdlhatnak a tesztelésbdl azok a (még) tiinetmentes
személyek is, akik csaladjaban sulyos 6roklott thrombophilia igazolodott. Az artérids
thrombosisok vonatkozasdban a thrombophilia tesztelés nagy altalanossdgban nem
ajanlott, azonban izolalt esetekben — kiilondsen fiatal betegekben klasszikus kockéazati
tényezOk hidnyaban — detektalhatdo thrombophilia, ami a betegek hosszabb tava
thromboprophylaxisat befolyasolhatja. Sajat diagnosztikai gyakorlatunkban leginkabb
AT deficiencia kapcsan taldlkoztunk artérias thrombosisokkal, mely izolalt esetek
inditottak arra, hogy késobb szisztematikusan vizsgaljuk az AT deficiencia kiilonb6z6
altipusaiban az artérids, illetve vénas thrombosisok eléfordulédsat, és osszefiiggéseket
keressiink az AT deficiencia hatterében all6 molekularis eltérések és a klinikai
fenotipus kozott [250].

A ritka thrombophilidk, konkrétan az AT/PC/PS deficiencidk korrekt
laboratoriumi diagnozisa lényeges, hiszen befolyasolhatja a terapids modalitast, a
masodlagos prevencios stratégiat; a tiinetmentes, mutdcid-hordoz6 csaladtagok
szamara pedig a primer prevenci6 lehetdségét kindlja bizonyos klinikai szituacidkban.
Az AT/PC/PS deficiencidk diagnosztikdja, illetve klasszifikacidja ugyanakkor a mai
napig problematikus. A kérdés manapsag mar nem az, hogy tudjuk-e vizsgalni a fenti
rizikofaktorokat (természetesen igen), hanem inkabb az, hogy milyen laboratoriumi
vizsgaldo modszert alkalmazzunk ahhoz, hogy minden kockézatnak kitett személyt
biztosan azonositsunk, ugyanakkor elkeriiljiik a szintén nagy veszélyt jelentd fals
pozitiv interpretacidkat [251]. Munkacsoportunk tevékenysége hozzajarult ahhoz, hogy

egyes modszertani problémakat megoldva, ma hatékony és biztonsagos laboratoriumi
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protokollokat ajanlhassunk a klinikai hemosztdzis laboratériumok szdmara. 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 Gjonnan
detektalt genetikai eltérés (mutacid) milyen molekularis kdvetkezményekkel jar.
Nemcsak azért lehet ez a kérdés érdekes, mert bizonyitanunk kell azt, hogy az 4j
genetikai eltérés valoban patogén szereppel bir (ez idaig diagnosztikai kérdés), hanem
azért is, mert a koros fehérje funkcionalis €s strukturalis vizsgélatai segitségével az
adott fehérje fiziologias jellemzdit, kdlcsonhatasait, egyes molekularészletek szerepét
is jobban feltarhatjuk. Ezek a funkciondlis és szerkezeti vizsgalatok potencialis
gyogyszertargeteket is azonosithatnak. Munkacsoportunk szdmos 1) mutécio in vitro
karakterizalasast végezte el AT és PC deficiencidkban. Az értekezésben ezen

vizsgalatainkra is mutatok példat.

2.2.2.1 Az antitrombin szerepe a hemosztazis szabalyozasaban, az antitrombin deficiencia
klinikuma, jellegzetességei, laboratoriumi diagnosztikdja
Az AT a szerin protedz inhibitorok (szerpinek) csaladjaba tartozd egylanct
glikoprotein, mely a majban szintetizalédik, molekulatomege 58 200 Da [252,253]. A
propeptid (32 aminosav) lehasadasa utan az érett fehérje 432 aminosavbdl épiil fel. A
keringésben az AT-nak két glikoformaja talalhato, tilnyomd tobbségben (90-95%) az
a-glikoforma, mig <10%-ban a B-glikoforma [254]. A két forma csupan abban
kiilonbdzik egymadstol, hogy mig az a-glikoforma 4 aszparagin reziduumon (4j, HGVS
nomenklatirat alkalmazva 128, 167, 187 és 224) glikozilalt, addig a B-glikoforma csak
harom ponton glikozilalt, azaz a 167-es pozicidoban nem glikozilalt [254-256]. Ez utobbi
forma  kozismerten erésebben képes a  negativ  toltéssel  rendelkezd
glikozaminoglikdnokhoz, pl. a heparinhoz kapcsolodni, ezaltal hatékonyabb
antikoagulans hatést tulajdonitanak neki. A fehérje harmadlagos szerkezetét tekintve —
hasonloan egyéb szerpinekhez — harom [-redét (A-C) és kilenc a-hélixet (A-I)
tartalmaz [257,258]. A molekula kiilsé részén helyezkedik el a reaktiv center hurok
(RCL), mely régio a target protedzokkal komplementer szekvenciat tartalmazza [259].
Az AT jelentds szerkezeti flexibilitassal rendelkezik, ami dramai konformécio valtozast
tesz lehetéveé az AT ¢és a target proteazok kolcsonhatdsa soran [255]. A target proteaz

belehasit az RCL-be, majd kovalensen kdtve marad az AT molekuldhoz, azaz csapdéba
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esik. Az AT nem hasitott (,,nyugalmi”’) formdjanak két konformacios allapota létezik.
A nativ forma esetén a 24 tagu RCL, beleértve a P1-P1° (Arg425-Ser426) hasitasi
helyet, a molekula kiils6 felszinén helyezkedik el (4. abra). A latens konformacioban
viszont az RCL a B-reddbe illeszkedik be. Az utdbbi konformacié termodinamikailag
rekedt meg. Az AT elsdsorban ebben a kinetikusan csapdaba ejtett, nativ allapotban

talalhato meg a keringésben.

4. abra. A nativ (A) és latens (B) antitrombin szerkezeti sajatossagai.

Az A, B és C p-redoket sarga, zold és lila szin jelzi. A helikalis szerkezeti elemek narancssargak, kivéve
a D-helixet, ami feketével jelzett. Ez utobbinak van kritikus szerepe a pentaszacharid kotésben. Az RCL
(reactive center loop) fontos részletét sotét kekkel szineztiik. Jol lathato, hogy latens forma esetén az RCL
e részlete az A p-redobe ékelddik addicionalis f-redoként. Az abran a kritikus helyzetben lévo aminosav
R393 jeloléssel lathato, ami az érett fehérjére vonatkozo szamozas. A HGVS szerinti szamozds szerint ez
a R425 lenne. (Muszbek L, Bereczky Z, Kovacs B, Komaromi I. Antithrombin deficiency and its
laboratory diagnosis. Clin Chem Lab Med 2010, 48: S67-78.kozleményiink alapjan.)

Korabbi, Rtg-diffrakcios szerkezeti vizsgalatokbol ismert, hogy e nativ
formaban a kritikus Arg425 reziduum az AT molekula felszine felé mutat, mikdzben a
P14-P15 reziduumok az A B-redébe vannak ékelédve, ami egy rigid konformaciot
eredményez, a szerin protedzok gatlasa ebben a forméaban kevéssé hatékony. Ha
azonban pentaszacharid, vagy a nagyobb heparin molekula pentaszacharid egysége
kotddik az AT-hoz, az RCL ¢€s az ahhoz kozeli régiok jelentds konformaciovaltozason
mennek keresztiil [260,261]. Az RCL A B-reddbe ékelddott része kifordul, az A B-redd
harmadik B-lemezének vége kozelebb keriil az 6tddik lemezhez, és a D-hélix
megnyulik. Az AT és a pentaszacharid egység kozotti kolesonhatds egy érdekes,

tobblépéses folyamat, melynek egyes részleteit munkacsoportunk tarta fel és az
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értekezésben késobb részletesen ismertetésre keriil. A pentaszacharid-AT kapcsolat
allosztérikus hatasa sordn bekdvetkezd konformacid valtozas kdvetkeztében valdsul
meg a FXa és a FIXa gatlasa, mely folyamatban az AT Arg425 és a kdrnyez RCL jo
szubsztratjava valik e szerin protedz alvadasi faktoroknak. A trombin gatlas
mechanizmusa kiilonbozik a fentiektdl annyiban, hogy az enzim-szubsztrat komplex
kialakulasdhoz nem elegendd a pentaszacharid allosztérikus hatasa (s6t nem is vagyunk
abban biztosak, hogy feltétleniil sziikséges lenne), hanem a trombin maga is kotédik a
heparinhoz, melynek 18, vagy anndl hosszabb szacharid egysége képez hidat a trombin
¢s az AT kozott. Ez a heparin hid a legfontosabb tényezd a trombin-AT interakcid
kialakulasaban [262,263]. A sebesség meghataroz6 Michaelis komplex kialakuldsa utdn
az aktiv alvadasi faktorok gatlasa mar a szokdsos szerpin séma szerint torténik. A
proteolitikus reakcio elsd 1épésében egy acil-enzim intermedier képzddik az AT
Arg425 és a szerin protedz aktiv centrumaban 1évo szerin kozotti észter kotéssel, majd
az AT egy dramai, irreverzibilis konformaci6 valtozason megy at. Ennek soran az RCL
P14-P3 részlete inkorporalddik az A B-redébe, mintegy plusz szalat képezve abban, és
az AT egy hasitott, relaxalt allapotot vesz fel. Az Arg425-héz kovalensen kotddott,
csapdaba ejtett szerin protedz az AT molekula ,tetejérdl” az ,aljara” keriil, kb. 70
Angstrom tavolsagot ,utazva”. Az acil-intermedier ezaltal stabilizadlodik és a
proteolitikus reakcié masodik 1épése, azaz az elhasitott peptid felszabaduldsa, nem
kovetkezik be. E folyamat sordn a protedz, vagyis a gatolt alvadasi faktor, szerkezete

sériil, az aktiv centrum megbomlik (5. abra).
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5. abra. Az antitrombin aktivalodasanak és az aktiv X-es faktor antitrombin altal

torténo gatlasanak szerkezeti sajatossagai.

A, Az antitrombin (AT) nativ formdja; B, a pentaszacharid altal aktivalt AT; C, az AT-aktiv X-es faktor
(FXa) komplex (a FXa esetén csak annak epidermalis névekedési faktor és szerin proteaz doménjei
latszanak); D, az acil-enzim komplex, ahol a FXa kovalensen van kétve az AT-hoz. A [-reddket, illetve
helixeket lilaval, illetve narancssargaval jeloltiik. A jelentos konformaciovaltozast szenvedo elemeket
(reactive center loop, RCL kritikus része, az A f-redé harmadik f-lemeze (s34) és a helix D (hD) zélddel
van szinezve. Az R393 (uj nomenklatura szerint R425) és a pentaszacharid (PeS) golyo-palca modellel
(ball-and-stick) van szemléltetve. (Muszbek L, Bereczky Z, Kovacs B, Komdromi 1. Antithrombin
deficiency and its laboratory diagnosis. Clin Chem Lab Med 2010, 48: S67-78. kézleményiink alapjan.)

Az AT leghatékonyabban a trombint és a FXa-t gatolja, azonban egyéb aktiv
szerin protedzokat (FIXa, FXla, FXIla, plazmin, kallikrein) is képes gatolni [264]. A
FVIla gatlasa csak annak szoveti faktorral alkotott komplexe esetén lehetséges [265].
Elébbiek ismeretében érthetd, hogy az AT egy progressziv inhibitor, azaz reakcioja az
aktiv szerin proteazokkal alapvetden lasst. A pentaszacharid, heparin, heparan szulfat
proteoglikdnok jelenlétében képes a gatlod hatasa tobb szdzszorosara fokozdodni [266]. A
laboratériumban ma mar mind a progressziv, mind a heparin jelenlétében torténd gatld
hatast tudjuk vizsgalni, munkacsoportunknak jelentds szerepe volt abban, hogy az AT
funkcionalis tesztek fejlesztésével ma nemzetkozi szinten is élvonalbeli diagnosztikat
folytathassunk. Ezen moédszerfejlesztésekkel és értékelésekkel kapcsolatos részletes
beszamolo az értekezésben késobb olvashato. Ismert, hogy az AT gatlo hatésa a kering6
alvadasi faktorokra iranyul. A fibrinhez k&tddott trombin, vagy thrombocyta felszinén
aktivacios komplexben taldlhato FXa gatlasa nem hatékony [267]. Ismerve az AT

molekularis kolcsonhatasait, ma ugy gondoljuk, hogy mind a progressziv, mind a
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heparin jelenlétében fokozott gatlé hatdsnak jelentdésége van. Az AT egyrészt
szabalyozza a trombin generaciot a szoveti faktor-FVIla, FXa és egyéb szerin proteazok
gatladsaval, masrészt scavenger funkciot is betdlt azzal, hogy az alvadékba be nem épiilt
aktiv alvadasi faktorokat gatolja. Ez utobbi mechanizmus lehet az, ami érfal sériilés
esetén a sériiléstdl tavolabbi teriiletek fel¢ torténd thrombus propagaciot
megakadalyozza. In vivo, az AT-proteaz komplex gyorsan eliminalodik a keringésbol,
az LDL-receptor csalad tagjaihoz kdtddve [268]. Antikoagulans aktivitasan kiviil az AT
gyulladascsokkentd, antiproliferativ, antiangiogén, és virusellenes tulajdonsagokkal is
rendelkezik [269-271].

A human AT génje (SERPINCI) az 1q23-q25 pozicidban helyezkedik el, 1,4 kb
mRNS-t eredményezd 7 exont és 6 intront tartalmaz [272,273]. Minden exon-intron hatar
koveti a GT-AG szabalyt. A vezetd szekvencia 32 aminosavat tartalmaz, mely az érés
sordn lehasad. A 2. és 3. exon a heparin kot régiot (heparin binding site, HBS), mig a
7. exon a C’-terminalis végen elhelyezkedo reaktiv helyet (reactive site, RS) kodolja.
Kilenc teljes és egy részleges Alu ismétlddo szekvenciat azonositottak az 1., 2., 4., 5.
€s 6. intronban [274]. Tobb, egy nukleotidot érintd polimorfizmus (SNP) is ismert a gén
teljes hosszéban, melyek altalaban artalmatlanok és kiilonb6z6 gyakorisaggal fordulnak
eld a kiillonb6zd populaciokban. Ezek ismerete elsdsorban az AT deficiencidkkal

kapcsolatos populacidgenetikai vizsgalatok szempontjabol érdekes.

Az AT deficienciat el6szor Egeberg irta le 1965-ben [218]. Az els6 funkcionalis
defektusrol (AT Budapest) 1974-ben Sas Géza professzor ur és munkatarsai szamoltak
be [275]. Nagy megtiszteltetés volt szamomra, amikor 2016-ban, a Magyar Thrombosis
¢s Haemostasis Tarsasag konferencidjara Sas professzor Ur személyesen jott el
meghallgatni és méltatni munkacsoportom AT deficiencidkkal kapcsolatos kutatési
eredményeit. A Nemzetkdzi Thrombosis €és Haemostasis Tarsasdg (ISTH) ajanlasa
szerint az AT deficiencidkat két alaptipusba soroljak, a kvantitativ (I-es tipus) és
kvalitativ (II-es tipus) tipusokba [276,277]. Az I-es tipust kvantitativ AT deficienciaban
az AT aktivitasa és antigén szintje egyarant csokkent, ami hibas fehérjeszintézisre vagy
szekréciora utal. A Il-es tipust, mindségi deficiencidban a defektus érintheti a reaktiv
helyet (IIRS tipus), a heparin-koétéhelyet (IIHBS tipus) és lehet pleiotrop (IIPE tipus)
hatésu is.

Az AT deficiencia alapvetden autoszomalis dominans 6roklésmenetet kovet,

azonban a [THBS deficiencidkban inkomplett penetrancia vagy autoszomalis recessziv
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mintazat is el6fordulhat [278]. Az AT deficiens betegek tobbsége heterozigota formaban
hordozza a genetikai eltérést, az AT deficiencia homozigota formdban az élettel
Osszeegyeztethetetlen, kivéve egyes IIHBS varidnsokat [279]. A betegség molekularis
genetikai hattere igen heterogén, mara mar tobb mint 300, a hattérben meghuzodo

okozati mutaciérél szamoltak be (HGMD, http:/www.hgmd.cf.ac.uk). Az

adatbazisban szerepld SERPINCI mutaciok koriilbeliil 50%-a misszensz eltérés, a kis
deléciok/inszerciok szintén gyakoriak (28%). A nonszensz ¢és splicing eltérések (6%),
valamint a nagyobb génszakaszokat érintd atrendezddések kisebb aranyban fordulnak
elé. Az I-es tipusit AT deficiencidt nagy aranyban inszerciok vagy deléciok okozzak
(10%), melyek kereteltolddashoz, ezaltal korai STOP kodon kialakulasahoz és csonkolt
fehérje szintéziséhez vezetnek. Multiplex ligacid fiiggd proba amplifikdcid6 (MLPA)
modszerrel szamos I-es tipusu AT deficiencidban sikeriilt nagy génszakaszt érintd
deléciot is igazolni [280]. I-es tipust AT deficiencidban rendellenes szerkezetli AT-t és
ezért szekrécios defektust eredményezd misszensz mutaciokat is talalunk. A Il-es
tipusu AT deficiencia hatterében leggyakrabban misszensz mutaciok allnak. A IIRS
altipusért felel0s eltérések a reaktiv helyet és a ,,hinge” régiot érintik, pl. AT Stockholm
(p.Gly424Asp) [281]. A molekula N-termindlis 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 [282-284]. Az ATBp3 muticioval kapcsolatban kordbban csak
szorvanyos kozléseket talaltunk, azonban ezekben az esetleirasokban kdzds vonas volt,
hogy a sulyos, homozigdta betegek mind kozép-kelet-eurodpai szarmazasuak voltak,
ami felvetette alapitd hatds lehetdségét [274]. Az ATBp3 alapitdé hatasat nemzetkozi
mércével mérve is kiemelkedden nagy szamu beteg bevonasaval és polimorf genetikai
markerek alkalmazasaval munkacsoportunk igazolta (1asd késébb az értekezésben). A
IIPE altipust eredményez6 eltérések jellemzden a 434, 436-439 és 461 aminosavakat
érintik, mely régiok az AT szerkezeti és funkciondlis integritasaért jelentés mértékben
feleldsek.

Az I-es tipust eltérést okozd mutaciok homozigota forméaban az élettel
Osszeegyeztethetetlenek, mig a heterozigéta egyének altalaban fiatal korban sulyos
thromboticus eseményeken esnek at [285]. Hasonld fenotipusos megjelenést irtak le a
IIRS ¢és IIPE altipusok esetében is. A IIRS deficiencidk k6zé sorolhatd p.Ala416Ser
(AT Cambridge II) eltérés egy kivétel, ugyanis ez homozigdta forméban is el6fordulhat

¢és enyhébb klinikai fenotipussal tarsult a klinikai vizsgélatokban [286,287]. A ITHBS

45


http://www.hgmd.cf.ac.uk/

zsbereczky 271 24

altipus feltehetéen kisebb thrombosis-kockézatot jelent a tobbi altipusnal [288]. Egyes
homozigota ITHBS mutaciot hordozo egyének életképesek, azonban korai életkorban
alakul ki naluk thrombosis, mig egyes heterozigdta betegek késébbi életkorban és
enyhébb thromboticus eseményeket szenvednek el. A IIHBS AT deficiencia azonban a
korabban leirtakhoz képest sokkal heterogénebb klinikummal rendelkezik és még
ebben az altipusban is jelentds fenotipusbeli kiilonbségek figyelhetéek meg attol
fiiggden, hogy a beteg melyik mutaciot hordozza. Az utdbbi tiz évben bdviiltek
ismereteink ezzel kapcsolatban és munkacsoportunk volt azon kevesek egyike, aki nagy
szamu betegen értékes klinikai és laboratoriumi adatokat tudott szolgaltatni a
nemzetkozi irodalom szdmara. Ezekrdl részletesen beszamolok az értekezésben.

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 felsdvégtagokban, a mesenterialis, vese, portalis, retina és agyi
erekben, valamint intarcardialisan [289-292]. Artérids thrombosisokrdl (myocardialis
infarctus, stroke) is beszdmoltak mar AT deficiencia kapcsan, azonban a deficiencia
ritka el6forduldsa miatt nyilvanvald, hogy nagy klinikai tanulméanyok ezzel
kapcsolatban nehezen kivitelezhetdek, inkabb esetleirdsok allnak rendelkezésre [293].
Terhes, AT deficiens n6knél kiemelkedden magas lehet a thrombosis kockazata, habar
itt is heterogenitas figyelhetd meg az AT deficiencia tipusa szerint [294].

Szerzett AT deficienciat figyelhetiink meg méajbetegségben (csokkent
fehérjeszintézis), nephrosisban, illetve mdas fehérjevesztéssel jar6 betegségekben
(fokozott fehérje vesztés). Alacsony AT koncentracidt észlelhetiink sepsisben,
disseminalt intravascularis coagulatioban, thromboticus microangiopathidkban, akut
haemolitikus transzfuziés reakcié soran és rosszindulati megbetegedésekben
(konszumpcid). A heparin hosszi tavi alkalmazasa esetén nagyobb mértékben
képzddik trombin-AT komplex (mérsékelt konszumpcid), valamint az L-
aszparaginazzal végzett terapia intracellularis AT-visszatartast eredményez (interferald
hatés a fehérje glikozilacidjaval és feltehetden a foldinggal is) [295-298].

A VTE-n atesett AT deficiens betegek akutan altalaban heparin és heparin-AT
koncentratum terapiaban részesiilnek. Profilaxisra K-vitamin antagonistékat, vagy az
uj tipusu oralis antikoagulansokat (NOAC) alkalmazzék [299-303]. Az antikoagulélés
megvalasztani AT deficienciaban [304-309]. Ugy gondoljuk, hogy a deficiencia altipusa

(és esetleg a konkrét mutdcid azonositasa) segithet a kérdés eldontésében,
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természetesen egyéb faktorok figyelembevétele mellett. Profilaktikus heparin terapia
¢s esetleg AT koncentratum adasa lehet sziikséges a tiinetmentes SERPINCI mutacid
hordozokban terhesség, miitét, trauma és fertdzések esetén. Az AT deficiencia ritka
eléfordulasa miatt a terdpids kérdések megvalaszolasa is nehézségekbe litkozik és
leginkabb eset-riportok, szakért6i vélemények allnak rendelkezésre e téren is [244,310-
312].

Az AT deficiencia rutin laboratériumi diagnosztikdja soran elsévonalbeli
szlirtesztként, a thrombophilia panel részeként egy funkciondlis teszt, az AT aktivitas
meghatdrozasa torténik [245,252]. Ma mar kizarolag kromogén amidolitikus tesztet
hasznalunk [313]. Az amidolitikus tesztben az AT altal gatolt trombin, vagy FXa
maradék aktivitdsat hatarozzuk kromogén szubsztrat hozziadasa segitségével (6.
abra). A teszt soran a vizsgalando plazmahoz trombint, vagy FXa-t adunk feleslegben,
amit a plazmaban 1év0 AT funkcionélis épségétdl (és mennyiségétol) fiiggd mértékben
gatol. A maradék, gatlas ald nem keriilt trombin, vagy FXa aktivitasat specifikus
kromogén szubsztrat hozzadadasaval teszteljiik, vagyis spektrofotometrids modszerrel
detektaljuk azt az abszorbancia véltozast, ami a kromogén szubsztrat elhasitdsa soran
jon létre [314-316]. Minél nagyobb az abszorbancia valtozas, annal tobb a maradék
trombin vagy FXa, vagyis annal alacsonyabb az AT aktivitdsa. A kromogén
szubsztratok rovid, harom-, vagy négytagl peptidek, paranitroanilin (pNA) csoporttal
a C-terminalis végen. A trombin, vagy FXa altal elhasitott szubsztratbol felszabaduld
pNA erételjes fényabszorpcidval rendelkezik 405 nm-en. Az AT aktivitdsanak
meghatdrozasa elvégezhetd heparin jelenlétében (heparin-kofaktor aktivitds) vagy
annak hidnydban (progressziv aktivitas). Az elébbi teszt esetében az aktiv véralvadasi
faktorok gatlasa igen gyorsan valosul meg, mig utdbbi esetben hosszabb iddre van

sziikség az AT gatld hatasanak kifejlodéséhez (6. abra).
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A,

Heparin () Flla/FXa R+ pNA
teszt plazma AT q ATHERaAXa| +Fliarxa{_p

B’ ATD tipus Altalénos laboratériumi
jellemzék
I-es tipus AT aktivitds (HC, PR)
AT antigén 4
I1-es tipus AT aktivitas (HC, PR) 4
RS AT antigén N
Il-es tipus AT aktivitds (HC) (PR) N
HBS AT antigén N
II-es tipus AT aktivitds (HC, PR)
PE AT antigén N/L

6. abra. Az antitrombin aktivitas meghatarozasanak alapelve (A) és az

antitrombin deficiencia tipusokra jellemz6 laboratoriumi eltérések (B).

AT, antitrombin; H, heparin, Flla, trombin; FXa, aktiv X-es faktor; R-pNA, para-nitroanilinnal kapcsolt
aminosavlanc (kromogén szubsztrat); ATD, antitrombin deficiencia; RS, reaktiv centrum zavara
(reactive site); HBS, heparin kotohely zavara heparin binding site); PE, pleiotrop effektus; HC, az
antitrombin heparin kofaktor aktivitasa; PR, az antitrombin progressziv aktivitasa; N, normal; a lefelé

mutato nyil az adott laboratoriumi tesztben mért csokkent értéket szimbolizalja.

Mivel a heparin kofaktor AT aktivitas elvileg minden tipustt AT deficiencidban
kéros eredményt (csokkent értéket) ad, a diagnosztika soran ezt a tesztet javasolt
elsOként elvégezni €s tovabbi tesztek elvégzésére csak ennek koros eredménye esetén
van létjogosultsaga [245]. A heparin kofaktor funkciondlis teszt sordn a heparin a
vizsgalandd plazma mintdban 1évé AT-hoz kapcsolddik, amely fokozza a trombinnal
vagy a FXa-val torténd AT-trombin, vagy AT-FXa komplex képzddését. Egy adott
funkcionalis teszt soran csak az egyik enzimet (trombint vagy FXa-t) visszik a
rendszerbe, tisztitott formdban, feleslegben. A feleslegben bevitt trombint vagy FXa-t
az AT gatolja, majd a szabadon marad6 (nem gétolt) enzim aktivitdsat hatdrozzuk meg
trombinra, vagy FXa-ra specifikus kromogén szubsztrat alkalmazasaval. Kordbban
human eredetli trombint alkalmaztak a trombint gatld esszékben, azonban ez a heparin
kofaktor II molekulaval is reagdl, ezaltal nem volt kelléen érzékeny az AT deficiencidra
[317]. A legtobb tesztben ezért ma mar szarvasmarha eredetii trombint hasznalnak, vagy
FXa-t alkalmaznak trombin helyett, mivel ezek nem reagélnak a heparin kofaktor II-
vel ¢és elvileg megfeleld érzékenységliek. Normdl AT aktivitassal rendelkezd
személyekben a ma haszndlt bovin trombin, vagy FXa alapt funkciondlis tesztek

azonos eredményt adnak, amit a nemzetkdzi korkontroll vizsgélatok is tanusitanak
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[313]. Az AT deficiens betegek esetében azonban a mutacidk tipusa szerint lehet
kiilonbség a tesztek érzékenysége kozott. Az AT Cambridge II (p.Ala416Ser) mutacio
esetében példaul, ami viszonylag gyakorinak szamit elsdsorban a brit AT deficiens
populdcidban, a FXa alapi tesztek nem kellden érzékenyek [287]. A IIHBS AT
deficienciakban ezzel szemben munkacsoportunk ¢és mésok is felvetették, hogy a
trombin alapu tesztek kevéssé érzékenyek, igy egyes AT deficiens betegekben
referencia tartomanyon beliili AT aktivitas értékeket mériink. Késébb felmeriilt, hogy
a FXa alapu tesztek érzékenysége kozott is lehetnek kiilonbségek, ezt azonban
szisztematikusan korabban nem vizsgaltdk, munkacsoportunk végezte ezzel
kapcsolatban a legatfogdbb vizsgélatot, ami végiil konkrét diagnosztikai ajanlasokhoz
vezetett (lasd késobb az értekezésben).

A progressziv AT teszt, ami az elébbiekben ismertetett funkcionalis teszthez
hasonléan miikddik, de nem tartalmaz heparint, a IIHBS altipust segit elkiiloniteni a
tobbi 1I-es tipustt AT deficienciatol (6. abra). Hasznalata kevésbé elterjedt, ugyanis a
legtobb diagnosztikai cég kindlataban ez a valtozat nem szerepel és a heparin-kofaktor
AT aktivitas esszék tigy vannak felépitve, hogy a heparin mell6zése nem megoldhato
azok hasznalata soran, vagy ha kihagyhato is lenne e komponens a tesztbdl (ami egyes
kereskedelmi forgalomban 1év6 tesztek esetében elvileg megtehetd lenne), akkor sem
kindlnak protokollt a progressziv AT aktivitas meghatarozasara [318]. A teszt kondiciok
megvaltoztatasara viszont sziikség van ezekben az esetekben (pl. inkubacids i1d6
hossza, plazmahigitas megvaltoztatasa), igy e protokollok hijan a progressziv AT
aktivitds meghatdrozas nem elterjedt annak ellenére, hogy a teszt eredménye fontos
informéciot szolgéltat az AT IIHBS betegek -elkiilonitéséhez. Az AT antigén
koncentraci6 meghatarozas szintén az AT deficiencidk osztadlyozdsdban segit.
Manapsag az immunnefelometrids, vagy immunturbidimetrids mddszert alkalmazzak
legtobben az AT koncentracié meghatarozasara [319,320]. Az AT aktivitas referencia
tartomanya meglehetdsen sziik, 80-120% kozott van.

Amennyiben csokkent heparin kofaktor aktivitast tapasztalunk, AT antigén
meghatarozas is torténik. A harom modszer (heparin kofaktor aktivitds, progressziv
aktivitas és antigén) egyiittes elvégzése lehetdséget ad az AT deficiencia tipusba
sorolasara. A modszerek kiegészithetok a heparin jelenlétében elvégzett keresztezett
immunelektroforézissel (CIE), ez azonban csak specialis laboratoriumokban elérhetd.

Az ATD-val kapcsolatban még ma is szdmos megvalaszolatlan kérdés és

bizonytalansdg meriil fel mind a diagnosztikai kérdéseket, mind a klinikai
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koriilményeket illetéen. Munkacsoportommal az elmult évtizedben leginkabb az AT
deficienciak klinikumadval, laboratériumi médszertani megkdzelitéseivel, molekularis
¢s in silico vizsgélataival foglalkoztam, igy az értekezésben ezt a problémakort emelem

ki és fejtem ki legrészletesebben.

deficiencia klinikai és laboratoriumi jellegzetességei

A protein C (PC) egy K-vitamin fiiggé glikoprotein, egylanci fehérjeként
szintetizalodik a majban [321]. Az érett, 62 kDa molekulatomegii fehérje egy nehéz (41
kDa) és egy konnyli (21 kDa) lancbdl all, melyeket egy diszulfid hid kot Gssze a —
hagyomdnyos szamozas szerint — Cys141 és Cys265 kozott (0j nevezéktan szerint
Cysl183 ¢és Cys319). Az érett PC plazma koncentracioja 3—5 mg/L [18]. Féléletideje
rovid, kb. 8 ora a keringésben. Doménstrukturdja a K-vitamin fliggd alvadasi
faktorokhoz igen hasonl6: a pre-pro vezetd szekvenciat (a hagyomanyos szdmozas
szerint —42-t8] —1-ig, mely szerint a fehérje els6 metioninja a —42-es szamot kapja) a
Gla-domén (1-37. aminosavak), majd egy rovid amfipatikus hélix (38—45 aminosavak)
koveti, ezek utan a két EGF domén (46-91. és 92-136. aminosavak) kovetkezik. A Gla-
domén kilenc, a poszttranszlacios modositasok soran karboxilalodé glutamatot
tartalmaz. A konnyl lancban talalhatd még az aktivacios peptid domén (137-184.
aminosavak), illetve az a szakasz, ami tartalmazza a poszt-transzlacios érés soran
kihasitasra keriilé6 Lys156—Argl57 dipeptidet, valamint a trombin altal torténd
aktivacio helyét (Argl69). A PC nehéz lanca tartalmazza magat az aktivacids peptidet
¢s a katalitikus domént (185—419. aminosavak). A PC aminosavsorrendjét figyelembe
véve a hagyomdnyos aminosav sorszamhoz 42-t kell hozzaadni, hogy az G HGVS
nevezéktan szerinti sorszamot megkapjuk. Az értekezésben a tovabbiakban mindenhol
az 1j nevezéktant kovetjiik.

A PC ¢s kofaktora a protein S (PS), mint természetes antikoagulansok jelentds
szerepet jatszanak a koagulacio szabalyozasaban [322-324]. A PC-t trombin aktivalja
trombomodulin (TM) jelenlétében [325]. A TM az endothel sejtek felszinén talalhatd
fehérje, melyhez torténd kotdodést kovetden a trombin a PC potens aktivatorava valik.
Az endotelialis protein C receptor (EPCR) szintén fontos szerepet jatszik az aktivalasi
folyamatban: az EPCR annak Gla-doménjén keresztiil koti a PC-t és bemutatja a
trombin-TM komplexnek. Az aktivalt PC (APC) levalik az EPCR-rd6l, majd

kofaktoraval, a protein S-sel (PS) kapcsolddva inaktivalja a membranhoz kotott FVIIa-
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t és FVa-t azdltal, hogy bizonyos arginin aminosavaknal hasitja ket (FVa esetében
p.Arg306, p.Arg506 és p.Arg679; FVIlla esetében pedig p.Arg336 és p.Arg562,
hagyomdnyos szamozas szerint). Az APC az intakt FV-6t is tudja hasitani a p.Arg506
mellett, melynek hataséra e hasitott, de el6z6leg nem aktivalt FV az APC kofaktoraként
mitkddik és segit a FVIIla inaktivalasdban. A PS szabad formdaja az APC fontos
kofaktora, noveli annak affinitdsat a negativan t6ltott foszfolipid felszinekhez. Azt is
tudjuk, hogy az antikoaguldns APC komplex szamara sziikséges foszfolipid membran
Osszetétele kiilonbozik a prokoagulans komplexekétdl, ugyanis itt foszfatidil-
etanolamin sziikséges a prokoagulans komplexek szamara érdekes foszfatidil-szerin
helyett. [326]. A PS a komplement 4b k&td fehérjével (C4bBP) is alkot komplexet,
ennek a komplexnek nincs APC kofaktor aktivitasa. A PS-nek direkt, APC-tdl
fiiggetlen antikoagulans hatasai is vannak, melyek nem képezik jelen értekezés alapjat,
igy ezek ismertetésétdl eltekintiink.

Az APC f6 gatldja a protein C inhibitor (PCI), egy, a majban szintetizal6do
egylancu szerin protedz inhibitor glikoprotein [327]. A PCI 1:1 aranyu komplexet alkot
az APC-vel és az aktiv helyén hasitja (a p.Arg354-nél). Az APC-t az a-1-antitripszin
is képes gatolni.

Antikoagulans szerepén tul a PC fontos szerepet jatszik a sejtvédelemben,
valamint anti-inflammatorikus, anti-apoptotikus és neuroprotektiv funkcioval is bir
[328,329]. A citoprotektiv hatast az EPCR-kotott APC foként az endotel sejtek PAR1
receptorain fejti ki és a kdvetkezményes, intracellularis molekularis események még
csak részben ismertek [330,331]. Az endotel homeosztazisanak szabalyozasa mellett az
APC-nek szerepet tulajdonitanak a gyulladas elleni kiizdelemben is, eddig a
monocytak, makrofagok és neutrophil granulocitakhoz valé kotddését ismerték fel. A
monocytdkon indirekt antikoagulans hatast fejt ki, gatolja a szoveti faktor aktivitasat
EPCR-dependens ¢és independens modon is. Gatolja tovabba a gyulladdsos citokinek
termelddését. A makrofdgokon kapcsoldédik a CD11b/CD18 receptorhoz, ami végsé
soron a LPS-medidlta proinflammatorikus aktivitds csokkenéséhez vezet. Az APC
szerepét a NET-osis (neutrophil extracelluldris csapdak képzdédése) folyamatanak
szabalyozasaban is felvetették [332]. Mindezen ismeretek a PC ttvonal farmakologiai
befolyasolasanak igéretes voltat vetitik elére. A PC koncentratumot, a rekombinans
PC-t sikerrel alkalmaztak sulyos thromboticus korképekben, de sepsisben is voltak jo

eredmények [333]. Manapsag a mesterségesen eldallitott, kiilonbdzé pontokon mutans
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PC alkalmazésainak lehetdségeit vizsgaljak és e mutaciokat attdl fliggden hozzék 1étre,
hogy az antikoagulans, vagy anti-inflammatorikus, citoprotektiv, stb. hatdsok
keriiljenek-e eldtérbe. A rekombinans PC készitmények fejlesztésének fontos
eléfeltétele, hogy a molekula struktira-funkcid osszefiiggéseirdl minél tobb ismeretiink
legyen. A természetesen eléforduld6 PC mutaciok (melyeket ma altaldban PC
deficiencia kapcsan ismeriink fel) molekuléris kdvetkezményeinek in vitro elemzése
hozzasegit ezen ismeretek gyarapitdsdhoz.

A human PC kédolo génje (PROC) a 2q13—ql4 pozicidban taldlhato, kilenc
exont tartalmaz, melyek egy 1,7-kb messenger RNS-t (mRNA) koédolnak [334]. Az
exon/intron hatarok a GT-AG szabalyt kdvetik. Az 1. exon egy nem kdodolo exon, egy
hosszu intron koveti a lanckezdd ATG kodon el6tt, ez a jelenség egyedi a K-vitamin
fiiggd faktorok kozott. A {6 transzkripcids kezdd hely 1515 bazisparral az inicidtor
ATG kodon el6tt talalhatd. Két kisebb transzkripcios start helyet is leirtak —7 és +13 bp
tavolsagra a o start helytdl.

Az elsé PC deficiens esetet Griffin és munkatarsai irtdk le 1981-ben, a beteg
rekurrens vénas thrombosisoktol szenvedett [217]. Azota mar szamos PC deficiens eset
keriilt kozlésre és altalaban a hattérben allo genetikai defektust is igazoltak [323]. A PC
deficiencia becsiilt gyakorisaga thrombosison atesett, szelektalt betegpopulacioban kb.
2-5% [335-337]. A Leiden Thrombophilia Study — ami a témaban folytatott egyik els6
eset-kontroll tanulmany volt — eredménye szerint 3-szorosnak talaltdk a VTE rizikot
PC deficiencidban nem szelektalt betegekben [338]. Mas tanulmanyokban ennél
magasabb, 3-11-szeres VTE rizikot talaltak PC deficiencidban és jelentds szerepet
tulajdonitottak rekurrens thrombosisok kialakuldsaban is [339]. Az eredmények a
betegek bevalogatasatol, beleértve az etnikai hovatartozast, a tanulmany szerkezetétol,
¢s a PC aktivitds és antigén szint meghatdrozads modszerétdl azonban jelentOsen
fiiggenek. SOt, a moddszertani variabilitdson tal ez gén-gén, vagy gén-kdrnyezet
kolesonhatasoknak is tulajdonithatd, melyek nagy részét ma még nem ismerjiik. A PC
deficiencia tlinete a — gyakran visszatérd ¢s fiatal felnéttkorban kialakuld — alszar vénait
érinté mélyvénas thrombosis és/vagy tiidéembolia mellett a szokatlan lokalizacioban
megjelend, pl. proximalis végtagi, vagy mesenterialis, illetve cerebralis vénds
thrombosis, esetenként sziviiregi thrombus megjelenése [323,340,341]. A PC deficiencia
fokozza a VTE kockazatat terhességben, stlyos, homozigota PC deficiencidban pedig,
amikor a plazma PC koncentracidja extrém alacsony, purpura fulmindnsként ismert

disseminalt thrombosis alakul ki [342,343]. A K-vitamin antagonista-indukalta
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boérnekrozis stlyos szovodmény lehet PC vagy PS deficiens betegeknél [344]. PC vagy
PS deficiens betegekben artérids thrombosisokat is leirt tobb esettanulmany [345-347].
A PC deficiencidban, mint mas ritka betegségekben, az egyedi esettanulmanyok
nagyobb hangsulyt kapnak (amennyiben hitelesen, koriiltekintéen ¢&s precizen
késziilnek el), a nagy populaciokat érintd betegségekhez képest. A velesziiletett PC
deficiencia esetében azokat a tanulméanyokat érdemes figyelembe venni, ahol az
objektiv thrombosis diagnosztika mellett a plazma PC szinteket is adekvat
modszerekkel hataroztak meg (I1d. késébb), illetve kizarhaté volt szerzett PC deficiencia
lehetdsége, valamint egyéb, klasszikus kockazati tényezdk jelenlétét, vagy hidnyat is
pontosan rogzitették [348]. E szempontok szerint csupan maroknyi esettanulmany
marad, ami a PC deficiencia és az artérias események Osszefliggéseire hitelesen ramutat
[349-360]. A betegek rendre fiatal korban szenvedték el a myocardialis infarctust vagy
stroke-ot és altalaban egyéb kockazati tényezdvel nem rendelkeztek. Tobbeknél artérias
¢s vénas események egyarant eléfordultak. A tanulmanyok tobbségében a hattérben
allé genetikai eltérést azonban nem vizsgaltak.

Az obszervacids tanulmanyokbol (féleg kohorsz elrendezésben), amennyiben
artérids eseményeket elszenvedett betegekben vizsgaltdk a PC deficiencia
el6fordulasat, varhat6 modon, igen ellentmondasos kovetkeztetések sziilethetnek,
tekintettel a PC deficiencia ritka el6fordulasara. A tobb, mint 13000, acut coronaria
syndromaban vagy ischaemias stroke-ban szenvedd beteg bevonasaval végzett ARIC
kohorsz tanulmanyban példaul a majdnem 17 éves kovetési iddszak alatt azt talaltak,
hogy az alacsony PC szintek 6sszefiiggtek stroke kialakuldsaval [361]. Fiatal, 65 év alatt
ischaemias stroke-ot elszenvedett populdcidban a betegek 5%-a bizonyult PC
deficiensnek ¢és egylittvéve az AT és PS deficiens személyekkel, 0sszességében a
betegek egyharmadaban a velesziiletett thrombophilia diagndzisa terapia modositashoz
vezetett [362]. Amennyiben — megforditott koncepcid szerint — PC deficiens betegeket
kovettek artérias események kialakuldsa, mint els6dleges végpont szerint, egy japan
tanulmany szerint a PC deficiens betegek 10 évvel fiatalabbak voltak a myocardialis
vagy cerebralis infarctus bekovetkeztekor, mint azok, akik nem szenvedtek a
deficienciaban [363]. Mas tanulméanyban a PC deficienciat az artérids thrombosisok
fiiggetlen prediktoranak talaltdk fiatal, 55 ¢év alatti személyekben [361].
Metaanaliziseket késziteni ritka betegségekben nyilvanvaldéan nagyon nehéz, féként a
kiilonb6zd, forrastanulméanyokban taldlhatd prediktorok ¢és kimeneti valtozok

heterogenitdsa miatt. A PC deficiencidval kapcsolatosan két érdemi metaanalizis
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késziilt, melyekben a PC deficiencia és az artérias események Osszefliggését vizsgalva
a PC deficiencia szignifikansan fokozta az ischaemias stroke kockazatat
gyermekbetegekben (EH 6,49; 95%CI: 2,95-14,27 és EH 8,76; 95%CI: 4,53-19,96)
[364,365].

A PC deficiencia — a laboratériumi vizsgalatok eredményei alapjan — I-es
(kvantitativ) és II-es (kvalitativ) tipusra oszthat6 [323]. I-es tipusu PC deficiencidban a
PC aktivitas és antigén szint aranyosan alacsony, csokkent fehérjeszintézist vagy
szekréciot jelezve, mig Il-es tipust deficiencidban az aktivitas csokkent az antigén szint
jelentds csokkenése nélkiil. Az utobbi tipust okozhatja példaul a szubsztrat, Ca** vagy
receptor kotés zavara, vagy barmilyen, az aktiv centrumra gyakorolt hatds. A PC
deficiens betegek tobbsége heterozigbta PROC mutacidt hordoz és a PC aktivitas
jellemzd médon 30-60% kozotti. A homozigota és sszetett heterozigdta betegek PC
aktivitasa és/vagy antigén szintje gyakran detektalhatatlanul alacsony (ez a purpura
fulminanssal jar6 forma). Ha a PC deficiencia molekularis genetikai aspektusait
nézziik, megallapithatjuk, hogy a mutaciok tobbsége I-es tipusu deficiencidt okoz, II-
es tipust deficiencia az esetek koriilbeliil 10-15%-4ban fordul eld, bar bizonyos
populacidkban éppen a Il-es tipusi PC deficiencia a gyakoribb, alapitdé mutacio(k)
kovetkeztében (lasd késébb). Eddig kb. 250 kiilonbozé okozati mutaciot kozoltek,
melyek adatbdzisokban elérhetk (http://www.hgmd.cf.ac.uk és http://www.isth.org)
(7. abra). A PC deficiencia 6roklésmenete nem olyan egyértelmii, mint koradbban
gondoltdk. Mutathat autoszomalis recessziv vagy dominans 6roklodést is, gyakran

inkomplett penetranciaval.
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N-term
A-32G; A-31G; T-27A; T-14C; C-10T)

G22A; A33C; G44A

PROC gene
IVS1(-26)C>T; IVS1(-17)G>C

€.2T>G(p.M-42T); ¢.8A>C(p.Q-40P); ¢.26T>C(p.L-34P); ¢.30C>T(p.F-33); ¢.40T>G(p.W-29G); ¢.41G>A(p.W-29X

IVS2(+1)G>A; IVS2(+4)A>G; IVS2(-17)C>T; IVS2(-4)C>T

€.76G>A(p.V-17M); ¢.94C>T(p.R-11C); ¢.102C>A(p.H-9Q); ¢.110T>G(p.L-6K);
¢.112C>G(p.R-5W); ¢.118C>T(p.R-3C); ¢.124C>A(p.R-1S); ¢.124C>T(p.R-1C);
¢.125G>A(p.R-1H); ¢.125G>T(p.R-1L); ¢.127G>A(p.A1T); ¢.147G>T(p.E7D);
¢.151C>T(p.RIC); ¢.152G>A(p.RIH); ¢.160A>T(p.S12C); ¢.164T>C(p.L13P);
¢.170G>A(p.R15Q); ¢.169C>G(p.R15G); ¢.169C>T(p.R15W); ¢.185A>C(p.E20A);
¢.199G>A(p.E25K); ¢.199G>C(p.E25Q); ¢.202G>A(p.E26K); ¢.211G>T(p.E29X);
€.226G>A(p.V34M); ¢.230A>G(p.D35G); c.117-123del7bp; c.143delA

IVS3(+3)A>G; IVS3(+15)G>A

€.246C>A(p.F40L); ¢.248G>A(p.W41X); ¢.262G>A(p.D46N

|v5495126>A; IVS4(+6)T>G; |vs4(-2s1{r>G; IVS4(-4)G>A; IVS4(-1 &?»\

€.265G>T(p.G47C); ¢.271C>T(p.Q49X); ¢.274T>C(p.C50R); ¢.287C>T(p.P54L); ¢.286C>T(p.P54S); ¢.290T>A(p.L55X); ¢.318C>G(p.C64W);
€.322C>A(p.HB6N); ¢.322C>G(p.HB6D); ¢.325G>C(p.G67R); ¢.326G>A(p.G67D); ¢.340G>C(p.G72R); ¢.340G>T(p.G72C);
€.352T>C(p.F76L); ¢.358T>G(p.C78G); ¢.360C>A(p.C78X); ¢.372C>G(p.S82R); ¢.373G>C(p.G83R); ¢.373G>T(p.G83C); ¢.386G>A(p.R87H);
€.400G>T(p.E92X); ¢.339-353del15bp; ¢.355-372del18bp; ¢.358-375del18bp; ¢.348-356ins9bp; ¢.316-318delTCGINSGGA

IVS5(+5)G>T; IVS5(+5)G>C; IVS5(+5)G>A; IVS5(-75)G>A; IVS5(-2)A>G; IVS(+85t0+100)del16bp)

¢.418T>C(p.C98R); ¢.422C>A(p.S99X); ¢.433G>C(p.G103R); ¢.440G>A(p.C105Y); c.441C>A(p.C105X); ¢.446A>C(p.H107P);
€.470G>A(p.W115X); ¢.472C>T(p.R116W); c.479G>A(p.C118Y); c.483C>G(p.S119R); ¢.497A>G(p.Y124C); ¢.505G>T(p.G127W);
€.520C>T(p.Q132X); ¢.526C>A(p.H134N); ¢.532G>C(p.A136P); c.461-463delAGG; ¢.529-533del5bp; ¢.446insC; ¢.432-435deldbpinsA

IVS6(+1)G>C; IVS(+2to+6)delSbp

¢.541T>C(p.F139L); ¢.541T>G(p.F139V); ¢.548G>A(p.C141Y); ¢.547T>C(p.C141R); ¢.555G>T(p.R143S); ¢.560G>A(p.W145X);
¢.565C>T(p.R147W); ¢.580C>T(p.R152C); ¢.595C>T(p.R157X); ¢.629C>T(p.P168L); ¢.632G>A(p.R169Q); ¢.631C>T(p.R169W);
¢.638T>C(p.1171T); ¢.644G>A(p.G173E); ¢.643G>A(p.G173R); ¢.653C>T(p.T176l); ¢.659G>A(p.R178Q); ¢.659G>C(p.R178P);
€.658C>T(p.R178W); ¢.665A>G(p.D180G); ¢.674G>C(p.W183S); ¢.677A>T(p.Q184L); ¢.678G>C(p.Q184H); ¢.567delG; ¢.577-579delAAG;
€.553-554insTT

IVS7(-1)G>A; IVS7(-1)G>C; IVS7(+9)C>T

€.713G>A(p.C196Y); ¢.713G>C(p.C196S); ¢.715G>A(p.G197R); ¢.716G>A(p.G197E); ¢.728T>C(p.1201T); ¢.729C>G(p.1201M);
€.729C>G(p.1201M); ¢.730C>T(p.H202Y); ¢.752C>T(p.A209V); ¢.755C>T(p.A210V); ¢.759C>A(p.H211Q); ¢.760T>C(p.C212R);
€.785T>C(p.L220P); ¢.793C>T(p.L223F); ¢.713-722del10bp; ¢.698insA; ¢.786insT

IVS8(+1)G>T:

¢.800A>G(p.E225G); ¢.812G>A(p.R229Q); ¢.811C>T(p.R229W); ¢.814C>T(p.R230C); ¢.820G>A(p.E232L); ¢.835G>A(p.D237N);
¢.866C>T(p.P247L); ¢.869A>T(p.N248l); ¢.881G>A(p.S252N); ¢.887C>T(p.T2541); c.892A>G(p.N256D); ¢.901G>A(p.A259T);
€.902C>T(p.A259V); ¢.925G>A(p.A267T); ¢.934T>C(p.S270P); ¢.935C>T(p.S270L); ¢.962C>T(p.P279L); c.970G>A(p.G282S);
€.970G>C(p.G282R); ¢.983G>A(p.R286H); ¢.982C>T(p.R286C); c.988C>A(p.L288I); ¢.995A>T(p.Q290L); c.1000G>A(p.G292S);
€.1005G>C(p.Q293H); ¢.1015G>A(p.V297M); ¢.1019C>A(p.T298L); ¢.1019C>T(p.T298M); ¢.1026G>C(p.W300C); ¢.1028G>T(p.G301V);
€.1027G>A(p.G301S); ¢.1042C>T(p.R306X); ¢.1066C>T(p.R314C); ¢.1067G>A(p.R314H); ¢.1075G>T(p.V317F); ¢.1078C>T(p.L318F);
¢.1093A>T(p.1323F); ¢.1100T>C(p.V325A); ¢.1106C>T(p.P327L); ¢.1112A>C(p.N329T); ¢.1117T>C(p.C331R); ¢.1120A>G(p.S332G);
€.1130T>C(p.M335T); ¢.1142T>C(p.V339A); ¢.1148A>G(p.E341G); ¢.1151A>G(p.N342S); ¢.1152C>A(p.N342L); ¢.1155G>A(p.M343l);
€.1163C>T(p.A346V); ¢.1162G>A(p.A346T); ¢.1166G>C(p.G347A); ¢.1174G>A(p.G350R); ¢.1180C>T(p.R352W); ¢.1190C>T(p.A355V);
¢.1201G>A(p.D359N); ¢.1207G>C(p.G361R); ¢.1211G>A(p.G362E); ¢.1213C>G(p.P363A); ¢.1218G>A(M364I); ¢.1229T>C(p.F368S);
€.1234G>A(p.G3708S); ¢.1237A>G(p.T371A); ¢.1240T>C(p.W372R); ¢.1253G>A(p.G376D); ¢.1262G>A(p.S379N); ¢.1264T>G(p.W380G);
¢.1266G>C(p.W380C); ¢.1267G>A(p.G381S); ¢.1268G>A(p.G381D); ¢.1270G>A(p.E382L); ¢.1273G>T(p.G383C); ¢.1277G>A(p.C384Y);
€.1279G>C(p.G385R); ¢.1285C>T(p.L387F); ¢.1293C>A(p.N389K); ¢.1297G>A(p.G391S); ¢.1303T>A(p.Y393N); ¢.1303T>C(p. Y393H);
¢.1303T>G(p.Y393D); ¢.1307C>A(p.T394N); ¢.1306A>C(p.T394P); c.1319G>A(p.R398H); ¢.1321T>C(p.Y399H); ¢.1332G>A(p.W402C);
€.1335C>G(p.1403M); ¢.1333A>C(p.1403L); ¢.889-891delGAC; ¢.896-897delAC; ¢.907-908delCT; ¢.1027delG; ¢.1089-1091deICAA; ¢.1209-
1210delGG; c.1211delG; ¢.1268delG; c.1363delC; ¢.838-843ins6bp; ¢.917-919insTGG; ¢.918-921ins4bp; ¢.1210insG; ¢.1242-1245ins4bp;

C-term

7. abra. A PROC génben talalt okozati mutaciok megoszlasa a HGMD adatbazis
szerint (www.hgmd.cf.ac.uk).

A nukleotid szamozast az 1-es exonban és kozelében a nem kodolo 1-es exon elsé nukleotidjahoz
viszonyitva adtuk meg. A nukleotid szamozast a kodolo régioban a lanckezdé ATG kodon elso
nukleotidjahoz viszonyitva adtuk meg. Az aminosav szamozast az érett fehérjére vonatkoztattuk, az elso
metionin a —42-es. Az irodalom két nagymeéretii deléciot is tartalmaz, egyik a teljes gent érinti, a masik
az 1-9 exonokat (ezek az abran nincsenek feltiintetve). (Bereczky Z, Kovacs KB, Muszbek L. Protein C
and protein S deficiencies: similarities and differences between two brothers playing in the same game.
Clin Chem Lab Med 2010, 48:553-S66. kozleményiink alapjan.)

Az I-es tipusu deficienciat okozd mutaciok tobbsége egy nukleotidot érintd
csere a PROC kodold régidjaban, mely aminosavceserét eredményez (ezek aranya kb.
70%). Amennyiben elvégezték (ritkdn), a molekulamodellezés majdnem minden

esetben koros fehérje feltekeredést és kovetkezményesen a mutans fehérje instabilitasat
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jelezte. In vitro expresszids tanulmany az esetek csupan harmadaban késziilt. Stop
kodont eredményezd pontmutaciordl is beszamoltak (kb. 5%). A pontmutaciok egy
kisebb hanyada (az Osszes mutacié kb. 9%-a) az exon/intron hataron fordult el
,»splicing” zavart eredményezve. Habar majdnem minden misszensz mutacid teljes
szekrécios blokkot okoz, néhany muticio esetén mégis szekretalodik a fehérje, a
ilyen mutaciokkal rendelkez0 homozigéta deficiens betegeknél a PC koncentracid
alacsony ugyan, de 1% feletti.

A Il-es tipusu deficiencia diagndzisa a funkciondlis tesztek €s az antigén szint
mérés eredménye kozotti diskrepancian alapszik. Misszensz mutacid fordul eld
ilyenkor leggyakrabban ¢és a Gla-domént vagy pro-peptidet érinté aminosavcsere
karosodott Ca*'- és foszfolipid-kotést eredményez [367-369]. A  szerin-proteaz
doménben eléforduldo mutaciok karosodott proteaz aktivitast vagy csokkent szubsztrat
kotést eredményeznek [370]. Alapitd PROC mutéciét irtak le a finn populdciodban: az
Osszes Il-es tipusu PC deficiens esetet ugyanaz a mutacié okozza [371]. Alapitd
mutacidkat talaltak tovabba a tajvani kinai VTE betegekben és japan PC deficiens
esetekben is [372,373]. K6z0s Ost taldltak egy stop kodonhoz vezetd mutacid esetében
holland betegeknél, tovabba FEszak-Amerikaba vandorlé francia telepesek is
honositottak meg PROC mutaciét [374,375]. Eddigi vizsgélataink soran, hasz év
tavlatabol attekintve, hazdnkban nem mutattunk ki alapitdé muticiot a PROC
vonatkozasaban.

A PC deficiencia diagnosztikdja soran szlirtesztként funkciondlis teszteket
alkalmazunk [323]. E tesztek lehetnek alvadasi id6 meghatarozason alapuloak, vagy

amidolitikus esszék kromogén szubsztratot alkalmazva (8. abra).
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Protein C fukcionilis tesztek
Kromogén teszt

Protac

|PC a vizsgalandoé plazmaban E| APC a vizsgalando plazmaban |

APC a vizsgalandé plazmiban

R-pNA I R+pNA AA (405 nm)

Alvadasi teszt

|\'izsgzilnnd6 plnzmal

| Elohigitas PC deficiens plazmaban |

Alvadasi ido mérés:
a.) aktivalt parcialis tromboplasztin ido
b.) protrombin ido
c.) Russel vipera méreg ido

8. abra. A PC aktivitasanak meghatarozasara alkalmas funkcionalis tesztek

vazlatos attekintése.

(Bereczky Z, Kovacs KB, Muszbek L. Protein C and protein S deficiencies: similarities and differences
between two brothers playing in the same game. Clin Chem Lab Med 2010;48:S53-66. kozleményiink
alapjan.)

Akar alvadasi, akdr kromogén tesztet hasznalunk, elsd Iépésben a beteg
plazmajaban 1évé PC-t Protac-kal (az Agkistrodon contortrix mérgébdl szarmazo
enzim) aktivaljuk. A kromogén tesztben az APC szintetikus szubsztratjabol annak APC
altal torténd elhasitasa soran felszabadul6 paranitroanilin okozta abszorbancia valtozas
mértékét detektaljuk 405 nm-en. Az abszorbancia valtozas mértéke egyenesen aranyos
a PC aktivitasaval. Az alvadasi id6 alapu tesztekben valamilyen alvadast aktivald
reagens jelenlétében (APTI, protrombinidd, Russel vipera méreg-id6) detektaljuk az
APC-fliggd alvadasi id0 megnytlas mértékét. A PC aktivitdsa egyenesen aranyos az
alvadasi id6 megnyulds mértékével. Ismert PC aktivitasi referencia plazmara
kalibralva mind az abszorbancia valtozas, mind az alvadasi ido értéke kozvetleniil PC
aktivitassa konvertalhatd. Mindkét tipusu tesztnek vannak elényei és hatranyai a
klinikai laboratoriumi diagnosztikaban, melyek ismertetése az értekezés szempontjabol
nem relevans ¢és feleslegesen novelné a dolgozat terjedelmét, de annyit azért réviden
meg kell emliteni, hogy a FV Leiden mutdcié befolyasolhatja az alvadasi tesztet

alamérést okozva, mig ez a jelenség a kromogén tesztekben nem fordul eld. A
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kromogén tesztek viszont nem érzékenyek bizonyos Il-es tipust PC mutaciokra,
kiilonosen azokra, amelyek a foszfolipid/kalcium kapcsolatokat befolyasoljak.
Tekintettel a FV Leiden mutacié zavard hatasara és a Il-es tipusu PC deficienciak —
eddigi ismereteink szerint — kifejezetten alacsony eléfordulasi gyakorisadgara, az ISTH
Plasma Coagulation Inhibitors SSC ajanlasa értelmében a kromogén amidolitikus esszé
szuperior az alvadasi teszttel szemben [246]. Meg kell azonban fontolni azt a
koriilményt, hogy az alvadasi id6é detektalasan alapulo teszt a fizioldgias viszonyokat
jobban reprezentalja, és a PC deficiencia klinikai gyanuja esetén normal kromogén
essz¢ eredmény birtokaban javasolt az alvadasi id6 alapt teszt elvégzése és csak annak
manapsag ELISA modszerrel mérik, a klinikai laboratoriumok tobbsége nem végzi e

meghatdrozast.
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3 CELKITUZESEK

A ritka hemosztazis rendellenességekkel kapcsolatos korabbi kutatdsi eredményeinkre
¢s a hemosztazis laboratériumi diagnosztikdban eltoltott tobb mint hisz év
tapasztalatara alapozva, valamint szembesiilve e ritka betegségekben szenveddk —
gyakran inadekvat diagnosztikdt kovetd — inadekvat klinikai ellatdsdnak negativ
kovetkezményeivel, munkédssdgom soran elsOsorban a ritka haemorrhagias
diathesisekre és ritka thrombophilidkra dsszpontositottam. Egyrészt célul tliztiik ki a
diagnosztikai moddszerfejlesztéseket €s 1j laboratoriumi protokollok bevezetését,
ajanlasok megfogalmazasat e témakorben, masrészt tanulmanyozni kivantuk a ritka
hemosztazis rendellenességek hatterében allo genotipus-fenotipus kapcsolatokat,
melyekbdl szamos érdekes, eléremutatod kovetkeztetést vonhattunk le.

Részleteiben:
3.1 Vérzékenységek

Adekvat laboratériumi  diagnoézis Dbiztositasat kovetden  genotipus-fenotipus
Osszefliggések tanulmanyozasa ritka coagulopathiakban, ugymint FXIII, FV és FX
deficiencidkban: invaziv beavatkozasok kapcsdn sulyos vérzéseket mutatd fiatal
nébeteg hemosztazeologiai kivizsgalasa, a FV deficiencia karakterizdldsa, egy
csecsemOkorban felismert, sulyos vérzékeny, FX deficiens fiigyermek kivizsgalasa, a
hattérben allé mutaciok azonositasa, az eltérések fehérje szinten torténd magyarazata,
valamint két, stilyos vérzéses tiinetekkel rendelkez6 beteg, egy 0jsziilott fit és egy 13
éves lany esetében a FXIII deficiencia karakterizalasa. Tovabba diagnosztikai ajanlas
megfogalmazasa FXIII deficiencidban, valamint differencialdiagnosztikai problémak
megoldasa ritka haemorrhagias diathesisekben, ugymint fibrinogén rendellenességek,
von Willebrand betegség ritka tipusai, hereditaer haemorrhagias teleangiectasia (HHT).
A hazai HHT betegek kapcsan alapité mutacio felderitése. A molekularis diagnosztika
szerepének  értékelése e ritka vérzékenységek diagnosztikdjaban, illetve

differencidldiagnosztikajaban.
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3.2 Thrombophiliak

3.2.1 Antitrombin deficiencia

AT deficiencidban szenvedd betegek ¢és csaladtagjaik bevonasaval klinikai-
laboratoriumi szempontokat is figyelembe vevd adatbazis kialakitdsa, melynek
segitségével — az igy 1étrehozott nagy 1étszamu AT deficiens populécidban — egyrészt
tanulmanyozni kivantuk e heterogén betegség klinikai ¢és laboratoriumi
jellegzetességeit, masrészt fel kivantuk térképezni a hazai AT deficienciak tipusait, a
hattérben allo genetikai eltérésekkel egyiitt. Meg kivantuk hatdrozni a mutacios
detektalasi ardnyt a hazai AT deficiens betegek korében. Gyakori muticio esetén
tanulméanyozni és bizonyitani kivantuk alapit6 hatas jelenlétét, valamint meghatarozni
az alapité mutacio korat és eredetét. Uj mutaciok esetén azok biokémiai karakterizalasat
is el kivantuk végezni. Harmadrészt célunk volt laboratdriumi diagnosztikai problémak
exploralasa, a funkciondlis AT esszék teljesitoképességének vizsgalata a kiillonbozd AT
deficiencia tipusok esetén, 0j laboratdriumi tesztek és diagnosztikai algoritmusok
kidolgozasa. Tovéabb4, in vitro biokémiai és in silico médszerekkel tanulmanyozni
kivantuk a ITHBS tipuson beliili altipusok eltérd klinikai és laboratériumi viselkedése
hatterében allo6 molekularis kiilonbségeket.

Mindezen munkdink eredményei alapjan célunk volt egy nemzetkdzi AT
deficiencia regiszter létrehozasa, valamint nemzetkozi kollaboraciok kialakitasaval az
AT deficiencia uj, klinikai szempontbdl érdekes aspektusainak vizsgélata; 1j
diagnosztikus eljaras és protokoll kidolgozasa, mely biztonsaggal elkiiloniti a [IHBS
tipusu heterozigotdkat az egyéb tipusti heterozigotaktol és kiilonbséget tesz a IIHBS
hetero-¢s homozigdtak kozott. Célunk volt a ITHBS deficiencia klinikai jelentéségének

meghatdrozasa.

3.2.2 Protein C deficiencia

PC deficiencia adatbazis kialakitdsa, az alvadasi és a kromogén funkcionalis tesztek
diagnosztikus értékének megallapitasa, G PROC eltérések detektalasa, az érdekes
pozicidkban 1évé mutaciok in vitro és in silico vizsgélata. Az értekezésben ezek koziil
be: egy purpura fulminansban szenvedd beteg dsszetett heterozigota volt a p.Asp77Gly
¢s az 1j p.Alal63Glu mutacidkra, egy 27 évesen mélyvénds thrombosison atesett beteg

heterozigdta forméaban hordozta az j p.Alal63Val mutédciot. Célunk volt a mutans

60



zsbereczky 271 24

fehérjéket in vitro kisérletekben vizsgalni és a mutaciok szerkezeti kovetkezményeit

molekulamodellezéssel és molekuladinamikai szimulacidokkal szemléltetni.
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4 BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Vizsgalatok haemorrhagias diathesisekben

4.1.1 Betegek

4.1.1.1 Xlll-as faktor deficiencia

Két, sulyos vérzéses tiinetekkel rendelkezd beteget vizsgaltunk, egy ujsziilott fiat
Hollandiabol, Bredabol (probandl) és egy 13 éves lanyt Belgiumbol, Gentbdl
(proband2). A Proband 1 egy hetes 0jsziilott volt a vizsgélatok kezdetén. Sargasag és
cephalhematoma miatt vették fel a hollandiai Amphia Korhaz 0jsziilott osztalyara. A
gyermek egy baba altal feliigyelt komplikdciomentes otthonsziilés soran sziiletett
terminusra 3450 grammal. A csalddban nem fordult eld véralvadasi zavar. Az egyéb
tekintetben egészséges gyermeknél kifejezett sargasag és nagy kiterjedésti temporo-
occipitalis cephalhematoma alakult ki. Harom-négy napon keresztiil fototerapiaval
kezelték, majd a 10. napon egészségesen bocsatottak otthonaba. Két nappal késébb ujra
felvették koldokesonk vérzés miatt. A lokdlis nyomokotés és vérzéscsillapitod zselatin
szivacs alkalmazéasa ellenére a koldokcsonk vérzés nem allt el. Rutin hemosztazis
szlirdtesztek (APTI, PI, TI), fibrinogén szint és thrombocyta szam a referencia
intervallumban volt. A FVIII szintje 211%, a FIX szintje 67% volt. (E laboratériumi
vizsgalatok a bredai korhazban torténtek.) Nagy doézisu K-vitamin (5 mg) és
tranexamsav addsa hatastalan volt, mig friss fagyasztott plazma egyszeri dézisa (10 ml
kg! testsulykilogramm) azonnal megallitotta a vérzést. A nem traumas sziilés ellenére
kialakulo jelentds cephalhematoma ¢s a kdldokcsonk vérzés kombindlodasa felvetette
oroklott FXIII deficiencia lehetdségét. Ezt a vérzéses epizddot kdvetden a gyermeknél
enyhe vérzékenységet vettek észre, €s igény szerint FXIII koncentratum adésat jelentd
faktorpotlo terapiaban részesiilt.

A Proband 2 nem rokon, vérzékenység szempontjabol negativ anamnesissel
rendelkezd eurdpai sziillok els6 lanygyermeke. Tizenharom éves koraban
diagnosztizaltdk az o6roklott FXIII deficienciat a belgiumi Gent University Hospital-
ban. Sziiletést kdvetden nem volt kdldokcsonk vérzése, eldszor haroméves kordban egy
kisebb fejsériilést kovetden kialakult extradurdlis hematoma miatt hospitalizaltak,
melyet kovetden koponyalékelést végeztek. A hemosztazis sziirdtesztek (PI, APTI) és
thrombocyta szam referencia tartomanyon beliil volt. Von Willebrand (vWF) faktor

antigén szint és aktivitds, valamint a thrombocyta funkciondlis tesztek normal
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eredményliek voltak. (E laboratériumi vizsgalatok a genti korhdzban torténtek.) A
késébbiekben szamos alkalommal fordultak el kifejezett, de felszines horzsolasos
sériilések testszerte, melyek még gyermekbantalmazas lehetdségét is felvetették.
Tizenkét éves kordban egy, a jobb lagyékarol tortént pyogen granuloma eltavolitasat
kovetden sulyos sebgydgyuldsi zavar jelentkezett. A sebgyogyulés alatt hanyingere és
hasi panaszai voltak. Ultrahang vizsgalat és MRI egy hasiiregi masszat jelzett a bal
petefészek kozelében. Explorativ laparotomia sordn massziv vérzést talaltak
(legvaldsziniibben az elsé ovulatio soran bekdvetkezett follikulus repedésbdl adodoan)

és 1150 mL vért tavolitottak el.

4.1.1.2 V-0s faktor deficiencia
A 34 éves nObeteg sziilést, illetve miitéti beavatkozasokat kovetden fellépd vérzéses
tiinetei hatterében all6 hemosztazis rendellenesség kivizsgéaldsa céljabol érkezett
egyetemiinkre. A beteg csaladi anamnesise vérzékenység tekintetében negativ. Sajat
anamnesisében spontan vérzés nem fordult eld, a vérzések kiilonbozd invaziv
beavatkozasok (tonsillectomia, emld plasztikai miitét, illetve conisatio) és per vias
naturales sziilés soran fordultak eld, tobb alkalommal friss fagyasztott plazma adésat és
transzfiziot igényelték. A vérzések hatterében lokalis tényezdk jelenléte nem volt
igazolhat6. Betegilinknek két lany gyermeke van (a vizsgélat idOpontjaban 16 és 4

évesek), spontan vérzéseik nincsenek, miitéten még egyikiik sem esett at.

4.1.1.3 X-es faktor deficiencia
A diagnozis idején egy éves fiigyermek inadekvat traumara bekdvetkezd stlyos
subduralis vérzés miatt keriilt felvételre a Debreceni Egyetem Gyermekklinikara. A
beteg csaladi anamnesise vérzékenység tekintetében negativ volt. Sajat anamnesisében
kiemelenddek voltak még a gyakori bor-és nyalkahartya vérzések. A sziilok kozeli
rokonok. Diagnézist kovetden a beteget Beriplex (II-es, VII-es, [X-es és X-es faktor
koncentratum) profilaxisra allitottak heti adagoldssal. A profilaxis mellett vérzések
nem fordultak el6. A betegnek harom évvel késobb fiutestvére sziiletett és arra
tekintettel, hogy az id6sebb testvér diagnozisa, genetikai eredménnyel egyiitt ekkor mar
rendelkezésre allt, a fiatalabb testvért még az elsd vérzéses epizdd elbtt
diagnosztizaltuk. Mivel nala is igazolddott a sulyos FX deficiencia, azonnal profilaxisra

kertiilt, mely mellett vérzései nem jelentkeztek.
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4.1.1.4 Hereditaer haemorrhagias teleangiectasia
A Heves Varmegyei Markhot Ferenc Oktatokorhdz és Rendeldintézet ellatési teriiletén,
hereditaer haemorrhagias teleangiectasiaval (HHT) ¢l6 betegek felkutatasat és
gondozasat a Fiil-orr-gégészeti osztaly kezdeményezte és vallalta. Kollaboracioban,
2012 ota tanszékiink biztositja a laboratoriumi diagnosztikat. Az eltelt id6 alatt —
diagnosztikai szolgaltatasunkat kiterjesztve az orszdg mas régidira is — mar szézon feliil
van azon betegek szdma, akik esetében igazoltuk a HHT jelenlétét az okozati mutaciok
kimutatasaval a HHT fenotipust okoz6 génekben. Az értekezésben most csak azokrél a
vizsgalatokrol szamolok be, melyek tudoméanyos szempontbdl is érdekesek.
Vizsgalataink soran 6t, egymassal latszdlag nem rokon csaladhoz tartozo, HHT gyants
beteg (index személyek: 53 éves férfibeteg, 82 éves ndbeteg, 37 éves nébeteg, 56 éves
férfibeteg €és egy 56 éves ndbeteg) esetében keriilt sor elészor genetikai vizsgalatra a
Klinikai Laboratériumi Kutaté6 Tanszéken (KLKT), mely akkor az ENG és ACVRLI
gének analizisét jelentette (1asd késObb). Sor kertiilt tovabba az 6t csalad HHT-gyanus
csaladtagjainak vizsgalatara is (0sszesen 34 egyén). A HHT diagnozisat az aktualis
iranyelvek szerint allitottuk fel [195]. Ez alapjan a HHT-ra jellemz0 orrvérzo és TA-val
rendelkezd betegeket alapos altalanos és fiil-orr-gégészeti fizikai vizsgéalatnak vetették
ala. A csaladi anamnesis felvétele soran az orrvérz6, TA-val vagy AVM-mel
rendelkezd csalddtagok is azonositasra kertiltek. Az agyi AVM szlirés kontrasztos MR-
vizsgalattal, a tidé és maj AVM-k vizsgéalata CT-vel tortént. A betegek szivultrahang
vizsgalaton is atestek. Az emésztérendszer felsd szakaszanak endoszkopos vizsgalatat
akkor végezték el, ha felmeriilt a gyomor-bélrendszeri vérzés gyanuja vagy a beteg

hosszu ideje fennallo vérszegénysége.

4.1.1.5 A von Willebrand betegség (vWD) fibrinogén rendellenességek é¢s HHT
differencialdiagnosztikai problémat jelento esetei
Az elmult 10 évben — az orszagban szinte egyediilallo mddon rendelkezésre allo, teljes
kort és részletes laboratoriumi hemosztazeoldgiai vizsgalataink soran — szdmos olyan
esettel talalkoztunk, ahol a végsd diagndzis felallitasahoz a molekularis vizsgalatok
elkeriilhetetlenek voltak. E vizsgalatok soran tobbnyire megerdsitettiik a hemosztazis
vizsgalatok eredményeire alapozott gyantinkat, pontositottuk a betegségek altipusba
sorolasat és differencidldiagnosztikai kérdéseket sikertilt eldonteniink, valamint egyes
esetekben igen meglepd és tanulsagos eredményekre bukkantunk. Osszesen n=63

vWD, n=27 hypo-vagy dysfibrinogenemia és n=10 HHT gyants esetet elemeztiink.
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Utobbiak koziil csak azokat ismertetem az értekezésben, ahol nem a gyakori (ENG és
ACVRLI) génekben sikeriilt az okozati mutacidt azonositani, tovabba ahol a mutaciod

azonositdsdnak prognosztikai szempontbol is jelentdsége van.

4.1.1.6 Populacios kontroll személyek
A magyar altalanos népességre reprezentativ, un. populacios kontroll személyek DNS
mintadi a Haziorvosi Morbiditasi Adatgytijtési Program (HMAP)-bol szarmaztak [376].
Réviden, a HMAP a Debreceni Egyetem Népegészségiigyi Iskola és az akkori Allami
Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat Osszefogasaval indult el 1998-ban. A
mintdk Hajdu-Bihar, Gy6r-Moson-Sopron, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Zala, Bacs-
Kiskun és Komarom-Esztergom varmegyei ANTSZ intézetek, illetve a csatlakozo
héaziorvosi praxisok részvételével kertiltek begytijtésre. A DNS mintdkat a HHT és AT

(1d. késébb) alapitd mutaciok vizsgalata soran haplotipus analizishez hasznaltuk.

4.1.2 Laboratoriumi vizsgalatok

4.1.2.1 Rutin hemosztazeologiai modszerek
Ezeket a modszereket csak didhéjban emlitem, hiszen egyrészt nagy tobbségiik a
nagyobb korhazi, vagy klinikai laboratériumokban elérhetd, masrészt elsdsorban
diagnosztikai €¢s nem tudoményos szempontbol érdekesek.

Haemorrhagias diathesisek kivizsgéldsa sordn a vérvétel 0,109 mol/L citratot
tartalmazd vakutainer csovekbe tortént (eseteinknél Beckton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA). A koaguléci6 vizsgalatahoz thrombocyta szegény plazméat (PPP)
allitottunk elé 1500 g, 20 perc, szobahén torténd centrifugalassal, a thrombocyta
funkcid vizsgélatahoz pedig thrombocyta dus plazmat (PRP) hasznaltunk, amit 500 g,
20 perc, szobahén torténd centrifugaldssal nyeriink és a thrombocyta szdmot PPP
segitségével 260 G/L-re allitottuk.

A koagulaci6 sziirétesztjeinek ¢€s az alvadasi faktoroknak egyfazisu alvadasi
tesztben torténd meghatarozdsa BCS koagulométerben (Siemens, Marburg,
Németorszag) Siemens reagensekkel, illetve STA Compact koagulométerben
(Diagnostica Stago, Asnieres, Franciaorszag) Stago reagensekkel tortént. A trombinidd
¢és a fibrinogén Clauss modszerrel torténd vizsgalatat hazai fejlesztésti reagensekkel
(Labexpert, Debrecen) végeztik. A fibrinogén antigén szintet Siemens
immunnefelometridss modszerrel BN-Prospec analizdtoron mértiik. A FXIII

aktivitasanak meghatarozdsa ammonia felszabaduldsanak detektaldsan, NADPH
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fogyast 340 nm-en kinetikus tesztben kovetd, Muszbek professzor ur irdnyitasa alatt a
2000-es években fejlesztett és kereskedelmi forgalomban 1€v6 teszttel tortént (Reanal-
Ker, Budapest) [377]. A modszer standardizacidjaban, az elsé nemzetkozi plazma
standard potencidljanak meghatarozasaban magam is részt vettem a 2000-es évek
kozepén. A FX antigén koncentracid meghatarozasa kereskedelmi forgalomban
kaphaté ELISA-val (Diagnostica Stago) tortént. A FXIII antigén szintek esetében
TECHNOZYM® FXIII Ag, FXIII-A SUB és FXIII-B SUB ELISA-kat hasznaltunk
(Technoclone, Bécs, Ausztria) a FXIII-A>B, komplex, az A-alegység és a B-alegység
koncentraciok meghatarozasara. Az ELISA modszerek kidolgozasa Dr. Katona Eva
nevéhez fizdédik [55,378].

A vérzékeny betegek részletes laboratoriumi kivizsgéldshoz — amennyiben nem
csak coagulopathia jon szoba — hozza tartozik a thrombocyta funkcié vizsgalata is. Erre
akkor is sor keriil, amikor a koagulacio és vérlemezke rendszert egyarant befolyasold
korképrol van szo, pl. vWD és fibrinogén rendellenességek esetén. A PFA-100 zarodasi
idét mind kollagén/ADP, mind kollagén/adrenalin patron felhasznalasaval
meghatdroztuk (Siemens). A thrombocyta funkcidé vizsgalata (aggregéacio és ATP
szekrécio) lumiaggregométerben (Chrono-log, Havertown, PA), kereskedelmi
forgalomban kaphat6 agonistakkal (kollagén, ADP, adrenalin, arachidonsav, trombin)
tortént.

A vWD diagnosztikdjat a jelenleg érvényes nemzetkdzi iranyelveknek
megfeleléen végeztik [140,164]. A vWF:Ag (BC von Willebrand reagent,
immunnefelometria, von Willebrand antigén szintet detektalja) és vWF:GPIbM (VWF
aktivitas, Innovance VWF Ac, funkcionyerd mutdns GPIb fragmenshez torténd kotddés
mértékét  detektdlja)  meghatdrozasokat  Siemens  reagensekkel =~ BCS-XP
koagulométerben végeztikk. A vVWF kollagénhez torténd kotodésének mértékét, a
vWEF:CB paramétert a Technoclone Technozym vWF:CBA ELISA kit felhasznélasaval
hataroztuk meg. A vWF VIll-as faktorhoz torténd kotddésének mértékét, a
vWEF:FVIIIB paramétert Asserachrom VWF:FVIIIB kit (Diagnostica Stago, Asnieres,
France) felhasznalasaval mértiik. A vWF multimer strukturdjat ,,in-house” immunoblot
modszerrel, HRP-konjugalt poliklonalis nyal anti-human vWF antitesttel (Dako,
Glostrup, Denmark) vizualizaltuk. PRP-ben risztocetin indukélta thrombocyta
aggregacio (RIPA) vizsgalatat 0,6 mg/L-1,5 mg/L Helena risztocetinnel (Helena
Laboratories, Beaumont, TX) végeztik. A reptilazidét Stago reagenssel ST4

mechanikus koagulométerben detektaltuk. Bizonyos esetekben sor keriilt globalis,
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viszkoelasztikus hemosztazis teszt elvégzésére, ekkor a ROTEM sigma késziiléket

(Werfen) hasznaltuk.

4.1.2.2 Rutin genetikai vizsgalatok
A molekuléris genetikai diagnosztika érdekében periférias fehérvérsejtekbél DNS-t
izolaltunk QIAamp DNA Blood Mini Kit-tel (Qiagen, Hilden, Németorszag). Roviden,
a F5 25 exonjanak, a FI0 8 exonjanak, és a FI3A41 exonjainak, az exon-inton
hataroknak és a promoter régié amplifikdlasat kovetéen a Sanger szekvendlas ABI
PRISM 3700-Avant Genetic Analyzer-n (Applied Biosystems, Foster City, CA), az
értékelés Sequencing Analysis szoftver kiillonbozé verziodival (Thermo Fisher
Scientific) tortént. A HHT diagnosztika soran az ENG, ACVRLI és SMAD4 géneket
kezdetben szintén fluoreszcens direkt szekvendldsal analizaltuk. Késobb e gének
vizsgalatat beépitettiik a ,,HHT-vWD-fibrinogén rendellenességek” NGS panelbe ¢és
2019 ota e betegeket mar az ujonnan bevezetett modszerrel vizsgaljuk (lasd késdbb). A
szekvencidkat a National Center for Biotechnology Information GenBank adatbazisban
elérhetd F5 (NG 011806), FI10 (NG _009258), Fi341 (NG _008107), ENG
(NG_009551), ACVRLI (NG _009549) és SMAD4 (NG_013013) gének szekvenciaival
hasonlitottuk 6ssze. Az 1j, kordbban még nem kozolt mutaciok esetében valods idejii
PCR-t, FRET detektalast kovetd olvadaspont-gérbe analizis modszerek bedllitasa
tortént (LightCycler, Roche, Mannheim, Németorszag) annak érdekében, hogy a
mutacié patogenitdsdnak egyik bizonyitékaként legaldbb 100, hemosztazis
szempontjabol egészséges személy DNS mintajan igazoljuk az adott, feltételezetten

kéroki mutacio hianyat.

4.1.2.3 Specidlis genetikai vizsgalatok

e A FXIII-A mRNS analizise
A Tempus Blood RNS csovekbe (Applied Biosystems) levett vérmintakbol az RNS

izolalast Tempus 12-port RNA Isolation kit (Applied Biosystems) haszndlataval
végeztiikk. A teljes RNS reverz transzkripcidja First Strand cDNA Synthesis Kit-tel
tortént. A valds idejii PCR reakcidkat SYBR Green I Master (Roche, Mannheim,
Németorszag) mixszel végeztik LightCycler 480 (Roche) késziilékben
duplikatumokban. A FXIII-A génexpressziot a foszfoglicerat-kinaz 1 (PGK-1)
expresszios szintjére normalizaltuk. A PCR reakciok 10 pL Master Mix-et (2x-es

koncentracio), a referencia génhez (PGK-1) 300 nM primert, a F1341 génhez 600 nM
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primert tartalmaztak. Az F:5'-tcacgagcgttcacctgtte-3’, R:5'-ctgcacatagaaagactgecc- 3’

primereket és F:5'-cctggatggtcctggagtaa-3', R:5'-agggagtcactgcetcatget-3' primereket

hasznaltuk rendre a FI1341 gén 3-as és 14-15-6s exonjanak amplifikdldsdhoz. Az

amplifikalashoz hasznalt program 10 perc 95°C-os fiitésbol, majd az alabbi 1épésekbdl

all6 40 ciklusbol allt: 10 sec denaturalas 95°C-on, 30 sec hibridizacié 60°C-on és 1 sec

extenzi® 72°C-on. A relativ genomi expresszid szamitasdhoz a 2424 modszert

hasznaltuk [379].

Az

SNP genotipizalas és mikroszatellita markerek detektalasa az ACVRL1 c¢.625+1

G>C eltérés alapitd hatasanak vizsgalatahoz

ACVRLI c.625+1 G>C eltérés alapitd hatdsdnak igazolasara 3 SNP-t és 5 STR

(Short tandem repeat) markert vizsgaltunk 50 kontroll személy DNS mintéjan, valamint

a mutaciot hordozo érintett személyek és csaladtagjaik (n=34 csaladtag) mintdin. Ezek

elhelyezkedése az 12-es kromoszoman a 9. abran lathato.
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9. abra. Az ACVRLI c.625+1 G>C eltérés alapito hatasanak igazolasara vizsgalt 8
polimorf genetikai marker elhelyezkedése a 12-es kromoszoman.
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A HHT hatterében allo ACVRLI ¢.625+1 G>C mutacio és az rs2071219

polimorfizmus kimutatasa valds idejii PCR-t koveté olvadaspont gdrbe analizissel

valésult meg LightCycler®480 (Roche) késziiléken.

I. tablazat. Az ACVRLI1 ¢.625+1 G>C mutaciod, az rs2071219 polimorfizmus és a
mikroszatellita markerek detektalasa soran hasznalt oligonukleotidok.

Genetikai | Primer . Jelolés | Tan Fras,gment
, Bazissorrend (5’ - 3°) , mérete
marker tipusa tipusa
(°C)| (bp)
F GGCAGGACTCTGGGATCTAAC
GGAGCTGACCTAGTGGAAGCTGA
rs2071219 5 G LC;IZMIO 58 267
CTCAGTGTCCCCCTCCCTCAG ©
A -PH
R AGACTGGACTCTCCCAGCTC
F CTCTCCGTACCCCCAGGAC
S GAGTGTGTGGGTGAGCAGTGG FL
c.625+1 58 750
G>C TGAGCCCGGTGGATGAGG LCR;iImo
R CTCCCTGCCCAGCAGAAT
F GGCACCTCTCACTCCATTACA PET®
D12S85 TAAATGAAAGTCAAGGGGAACA 100-135
R G
F GGGCAATGAGGCAAAATC VIC®
DI12S21 140-170
52196 R CCAAGGATCTGGAATTTTTGTT
D12S1677 F CATCTGGTCATTCTGGGATTT NED™ 60 175220
R CAGTTGAGCCGAGGAGTTT
F GCAGGGTCTCTGTAAGCACA PET®
240-2
Di251712 R AGGGGGCATAGGGATGAT 0-270
™
D12S270 F TCTTGAAATCCCAGTCTCCAA 6FAM 280-315
R CCACCCCTCAGTGTAGGAAG

F: Forward primer; R: Reverz primer, S: Sensor proba; A: Anchor proba; a vastag betiivel szedett

alahuzott betiik a vizsgalt SNP-re komplementer nukleotidokat jelolik

Az ACVRLI gén 9-es exonjat kdvetd introni régidoban talalhatd rs706815 és

15706816 polimorfizmusok vizsgalata fluoreszcens direkt szekvenalassal valosult meg,

kromoszéma 5

mikroszatellita

crer

markerének

vizsgalata

fragmentanalizissel,

fluoreszcensen jelzett oligonukleotidokkal, multiplex PCR reakcioban tortént (L.

tablazat). A felsokszorozott PCR termékekhez GeneScan™-500 LIZ™ méret standard

¢s Hi-Di Formamide™ hozzaadasa utan kapillaris elektroforézist végeztiink ABI3130
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genetikai analizatoron (Life Technologies) a DNS fragmentumok elvalasztasara. Az
STR fragmentumok analizise a GeneMapper v4.1 szoftver (Life Technologies)

segitségével valosult meg.

e Uj genericios panel szekvenalas haemorrhagias diathesisekben

A reakciok soran 10 ng DNS mennyiségbdl indultunk ki. A konyvtarkészités QIAseq
targeted DNA custom panel (CDHS-15414Z-675, Qiagen) felhasznéalasaval tortént
gyartoi utasitas szerint. A panelt magunk allitottuk Ossze, ami a kdvetkezé géneket
tartalmazta: ACVRLI, ENG, SMAD4, GDF2, RASAI, F5, F8, FGA, FGB, FGG,
KLKBI, ADAMTSI13, GP1BA és VWF (ROI size: 48,149 bp). Koziilik a ACVRLI,
ENG, SMAD4, GDF2 és a RASAI géneket a HHT fenotipussal rendelkezd betegek
differencidldiagnézisahoz hasznaltuk. Az FGA, FGB és FGG géneket a fibrinogén
rendellenességek vizsgalatdhoz hasznaltuk. Végiil, a F'S, ADAMTS13, GPI1BA és VWF
géneket a vWD differencialdiagnosztikai problémakat jelentd eseteiben elemeztiik. A
F5 gén vizsgalatat azért illesztettik a panelbe, mert igy vizsgalhattuk a F5 gén
polimorfizmusainak (elsdsorban a FV Leiden, rs6025) hat4sat a vérzékeny fenotipusra.
A KLKBI gén (a prekallikreint kodolja) az APTI  megnyuldsok
differencidldiagnosztikdja okéan kertilt a panelbe. A MiSeq rendszert (MiSeq Reagent
kit v2 300 cycles, Illumina, San Diego, CA, USA) hasznaltuk szekvenaldshoz. A
szekvenalo reakciok soran mindig 12 beteg indexekkel ellatott, dsszekevert mintajat
tartalmaz6 pool-t futtattunk egylitt. A konyvtarakat (4nM végkoncentracid) 0.2nM
NaOH hozzaadéasaval denaturaltuk, majd 20pM-ra higitottuk hibridizaciés pufferrel
(Illumina). A konyvtarak végso, futtatd koncentracidja 8 pM volt. A szekvenaldst a
MiSeq gyartdi protokoll szerint hajtottuk végre. Az adatok elemzését NextGene
software (SoftGenetics, State College, PA, USA) hasznalataval végeztiik. A lefedettség
legalabb 40-szeres volt minden esetben és minden exon esetében tartalmazott egy-egy
20bp nagysagu introni szakaszt is minden egyes exon elején és végén. Elemzés soran
elészor a FASTQ formatumokat FASTA formatumma konvertdltuk. Az elemzés a
huméan genom 37-es verzidjanak felhasznélasaval tortént (GRCh37). Az azonositott

variansokat a HGMD adatbazisban (https:/www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)

talalhatd  mutaciokkal  vetettik  Gssze, illetve az 1000  Genomes

(https://www.internationalgenome.org/) és a dbSNP

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) adatbazisokban ellendriztiik, hogy nem ismert

polimorfizmusokrél van-e sz6 (MAF >0,01). A lehetséges patogén mutacidkat Sanger
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szekvenalassal validaltuk. Ehhez a primereket a Primer3Plus szoftverrel

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)  terveztik, a
szekvenalast ABI3130 Genetic Analyzer-en végeztiik, adatelemzésre a Sequencing

Analysis 5.4 szoftvert hasznaltuk (Thermo Fisher Scientific).

e A muticidk nevezéktana

A mutacidk leirdsa a Human Genome Variation Society (http://www.HGVS.org)

ajanlasa alapjan tortént. Egyes esetekben, ahol a HGVS ajanlds megjelenésénél
korabban tortént egy-egy mutdcioval kapcsolatos publikdcionk megjelenése, nem
egyezik meg a publikdcioban taldlhatd megnevezés a jelen értekezésben 1évo
megnevezéssel. Ezekben az esetekben az eredmények targyalasanal ezt jelzem. A vWD
esetében az ISTH-SSC VWF Online Database
(http://www.ragtimedesign.com/vwf/mutation/), a von Willebrand factor Variant

Database (http://www.vwf.group.shef.ac.uk/), a HHT esetében az ARUP Mutation

Databases (http://arup.utah.edu/database/HHT/), a fibrinogén rendellenességek

esetében pedig a Human Fibrinogen Database (http://site.geht.org) adatait is

figyelembe vettiik a varidnsok klinikai jelentéségének megitéléséhez.

e Predikcios analizis

Az uj mutaciok patogenitasanak vizsgalata Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/), PolyPhen2,
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml), MutPred2 ¢és SIFT predikcios
algoritmusokkal tortént. A mutaciok klasszifikacioja az American College of Medical

Genetics and Genomics utmutatdsa alapjan tortént [380].

4.1.2.4 Specialis, in-house hemosztazis laboratoriumi modszerek
A FV antigén szint meghatarozasara ELISA tesztet dolgoztunk ki, két, poliklonalis
birka anti-humén FV antitestet felhasznalva (Affinity Biologicals, Ancaster, Canada).
Elsd 1épésben 100 pL elfogd antitesttel (10 pug/mL) fedtiik az ELISA lemezt (Thermo
Labsystems, Waltham, MA), melyet egy éjszakan 4t inkubaltunk 4°C-on. A fed6 puffer
egy 50 mM-os karbonat-puffer volt, pH 9,6. Mésodik Iépésben, a fedd puffer ledntését
kovetden, a lemezen fennmaradd kothelyek blokkolasa tortént blokkold pufferrel,
mely PBS-t (phosphate-buffered saline: 1,15 g NaxHPOy4, 0,2 g KH2POg4, 0,2 g KC1, 8,0
g NaCl 1 L-ben, pH 7,4) és 1 % BSA-t (bovine serum albumin) tartalmazott. 90 perces

20°C-on torténd inkubaciot kdvetden haromszor mostuk a plate-et mosopufferrel, mely
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PBS-bdl és 0,1 % Tween-20-bol allt. Harmadik Iépésben hozzdadtuk a plazma
mintakat, melyeket el6zdleg 1/200 aranyban higitottunk HBS mintahigitd pufterrel
(100 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1% BSA, 0,1% Tween-20, pH 7,2). Ismét inkubacid
¢s mosas utan negyedik Iépésben tortént a masodik, peroxidazzal konjugalt, 100 puL
jelold antitest (4 pg/mL) hozzdadasa. Az ismételt inkubécio és mosas utan, 6todik
1épésként hozzaadtuk a rendszerhez az o-feniléndiamin szubsztratot. 15 perc elteltével
a reakciot 50 pL 2 M-os kénsavval allitottuk le és 490 nm-en ELISA lemez olvason
(Thermo Labsystems iEMS plate reader) detektaltuk az abszorbancidkat. A teszt
kalibracioja Siemens Standard Human Plasma-val tortént, normal €s patologias
kontrollként Siemens gyari plazmakat hasznaltunk. Az eredmények értékelése ¢s a
referencia gorbe felvétele a standard human plazmabdl végzett higitasok abszorbancia
értékeit felhasznalva tortént négyparaméteres logisztikus illesztést alkalmazva.

A FV ¢és FXIII esetében thrombocyta lizatumbdl is megtorténtek az adott
alvadasi faktor aktivitas, illetve antigén koncentracid meghatarozasok. A mosott
thrombocyta szuszpenzidt a FV deficiens beteg esetében sajat laboratoriumunkban, a
FXIII deficiens betegek esetében utmutatasaink alapjan a kiilfoldi koérhdzak
laboratériumaiban végezték és utdbbi esetben szarazjégben szallitottdk hozzank [381].
PRP-t 0,18 puM prosztaglandin El-et (PGEIl) tartalmazé acid-citrat-dextrozzal
antikoagulalt vérbdl nyertiink 15 perces 120 g-vel torténd centrifugélassal. A PRP-ben
1évé thrombocytdk plazmatdl torténd szeparalasa 15 perces 1300 g centrifugalassal
tortént. Ezt kovetéen a vérlemezkéket reszuszpendaltuk az ,,A” oldatban (140 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 0,1 mM MgCl,, 10 mM NaHCO3, 0,5 mM NaH;POs4, 1 mg/ml
gliikéz, 10 mM HEPES, pH 7,4), mely tartalmazott 3,6 mg/ml BSA-t, 1 U/ml apirazt
¢s 0,3 uM PGEI-t. 1100 g- vel torténd, 15 perces centrifugalassal ismét izolaltuk a
thrombocytékat és reszuszpendaltuk az el6zdekben leirt Osszetételii ,,A” oldatban. A
vérlemezkéket ismét lecentrifugéltuk 1100 g- vel 15 percig, majd felvettiik dket az ,,A”
oldatban, mely most csak 1 U/ml apirazt tartalmazott. A thrombocyta szamot a végleges
szuszpenzioban 1000 G/L-re allitottuk be valamennyi mintaban, a vérlemezkék lizalasa
Triton X-100 hozzaadasaval (1%-os végkoncentracio) tortént. A vérlemezkékbdl
torténd FV antigén szint meghatdrozas hasonldan zajlott, mint plazma mintak esetén.
A kapott eredmények értékelése és a referencia gorbe felvétele egészséges egyénektol
nyert thrombocytdk lizdtumdval tortént. A higitdsokkal mért abszorbancia értékek

illesztését itt is négyparaméteres logisztikus modszerrel végeztik. A FXIII
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meghatdrozasra kiilfoldrél kapott fagyasztott thrombocytdkat 1% Triton X-100-zal

crer

klasszikus BCA Protein Assay Reagens-sel (Pierce, oud-Beijerland, Hollandia) tortént.

4.1.2.5 Biokémiai vizsgalatok mutdns fehérjéken

A vad tipust FX cDNS-t tartalmazd expresszidos vektorbol (FX-pCMV4)
helyspecifikus mutagenezissel (QuickChange site-directed mutagenesis kit, Stratagene,
La Jolla, CA) megtortént a mutans (c.730G>A) cDNS eléallitasa. A vad tipust és
mutans c¢DNS Epicurian coli XL-1-Blue szuperkompetens sejtekbe torténd
transzformaciojat, majd plazmid preparalast (Qiagen Plasmid kit, Hilden,
Németorszag) kovetden a vad tipusu és mutans plazmidok tranziens transzfektalasa
tortént human embriondlis vese (HEK) 293 sejtekbe (Effectene transfection reagent,
Qiagen). A DMEM (Dulbecco modified eagle’s medium, Sigma) tapoldat 10% FCS-t
(fetal calf serum, Invitrogen), 6 pg/ml K-vitamint és gentamycint tartalmazott.
Hetvenkét ora inkubéciot kovetden a tapfolyadékokat 0sszegytijtottiik, a sejtek egy
részEt fixaltuk konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopia (CLSM) kisérletekhez (1d.
késébb), a sejtek masik részét lizaltuk detergenseket és proteinaz gatlokat tartalmazo
pufferben (50 mM Tris-HCI, pH7,5, 150 nM NaCl, 1% Nonidet P40, 0,5% Na-
deoxikolat és Roche protedz inhibitor koktél, osszetétele: 2 pg/ml aprotinin, 5 mM
EDTA, 4 mM Pefabloc, 1 uM pepstatin és 10 pg/ml leupeptin). E mintdk szolgaltak
kiinduldsként az in vitro biokémiai vizsgélatainkhoz:

e A vad tipust és a mutadns FX-et tartalmaz6 tdpfolyadékok és sejtlizatumok FX

e A vad tipusu és a mutans FX-et tartalmazé tapfolyadékok és sejtlizatumok
immunprecipitacidja hazilag biotindlt kecske anti-human FX antitesttel
(Haematologic Technologies Inc, Vermont, VT) és streptavidin-agar6zzal, az
immunprecipitalt mintdkon Western-blot nyul anti-human FX antitesttel (Dako,
Glostrup, Dania) ¢és Vectastain Elite ABC kit-tel (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) kemilumineszcens detektalassal (ECL Plus; Amersham, Little
Chalfont, UK). A Western-blot nem redukald koriilmények kozott zajlott.

e A vad tipusu és mutans FX fehérjék sorsdnak kovetése pulse-chase analizissel,
melynek sordn a transzfektalt HEK293 sejteket metionin-mentes
tapfolyadékkal elinkubéltuk, majd 0,5 mCi/ml [*S]metionint (Amersham)
tartalmaz6 tapfolyadékkal kezeltiik 30 percig. Normal tapfolyadékra valtva

73



zsbereczky 271 24

tovabbi 30 perc inkubaciot kovetden a tapfolyadékokat Osszegytijtottik, a
sejteket arattuk és lizaltuk 30, 120 és 360 perc mulva. Az Osszegyljtott
mintdkban immunprecipitaciot kovetéen SDS-PAGE (7,5%-o0s gélen) ¢és
fluorografias analizis tortént a gélt Amplify (Amersham) oldatba meritve, majd
vakum-szaritva, végiil Hyperfilm-MP (Amersham)-re helyezve és —70°C-on
inkubalva.

A mutans FX intracelluldris elhelyezkedésének vizsgalatira kettds
immunofluoreszcens jelolés ¢s CLSM alkalmazasa: a transzfektalt sejteket
fixaltuk etanol-ecetsav elegyével (96%-1%), blokkoltuk 5% normal human
szérumot tartalmaz6 PBS-ben (pH7.4) 15 percig, a nem specifikus IgG
kotédések megakadalyozasara. A FX-et jeloltiik kecske anti-human faktor X
antitesttel (Haematologic Technologies, 1:40 higitdsban, 1 6ra inkubécioval),
biotinalt anti-kecske IgG (Vector) és 1:250 higitasban, 30 perc inkubacidval),
Texas Red Streptavidin (Vector, 1:40 higitasban, 45 perc inkubacidval)
segitségével. Az endoplazmatikus retikulum jeldlése egér monoklondlis anti-
kalnexin antitesttel (Abcam Ltd, Cambridge, UK, 1:10 higitdsban 1 ora
inkubécioval) és fluoreszceinnel jelolt 16 anti-egér IgG-vel (Vector, 1:40
higitasban, 45 perc inkubacidval) tortént. A cisz-Golgi festése nyul anti-
mannoziddz II antitesttel (Abcam, 1:10 higitdsban, 1 6ra inkubacidval) és
fluoreszcein-jeldlt kecske anti-nyul 1gG-vel (Vector, 1:40 higitasban, 45 perc
inkubécioval) tortént. A transz-Golgi, késéi endoszoma jeldlése egér
monoklonalis anti-mann6éz 6-foszfat receptor antitesttel (Abcam, 1:10
higitasban, 1 o6ra inkubdacioval) és fluoreszcein-jelolt 16 anti-egér IgG-vel
(Vector, 1:40 higitasban, 45 perc inkubacioval) tortént. A reakcidkat szobahén
végeztiikk, az antitesteket PBS-ben higitottuk, illetve azt alkalmaztuk a
targylemezek mosasdhoz. Negativ kontrollként nem-immun antiszérumok
identikus higitasait alkalmaztuk, és a primer antitesteket egér immunglobulin
preparatumokkal helyettesitettiik. Az indikator reagensek specificitasat
elézetesen teszteltiik az esetleges keresztreakciok kizarasara. A festett sejt-
preparatumokat DAPI-val fedtiik (Vectashield DAPI mounting medium,
Vector). Az analizist CLSM-mel (LSM 410, Zeiss, Oberkochen, Németorszag)
végeztilk. A fluoreszcens festékeket 488 nm Ar és 545 nm HeNe lézerekkel
gerjesztettiik, az emittalt fényt 510-525 nm bandpass és 570 nm longpass
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filterekkel detektaltuk. A FX intracellularis relativ mennyiségét meghataroztuk

integralt fluoreszcencia intenzitds méréssel 150-200 sejtben targylemezenként.

4.1.2.6 Insilico analizisek
A FV esetében a mutacié (egy Ha hidrogén helyettesitése egy nagy kiterjedésii polaris
oldallanccal) szterikus kovetkezményeinek feltarasara allando részecskeszdm, nyomas
¢s homérséklet mellett, az Orban altal k6zolt szerkezetbdl kiindulva, rovid (20 ns)
molekuladinamikai szimulacid tortént [382]. A szimulaci6 OPLS-AA (,,optimized
potentials for liquid simulations- all atoms™) erdtér, TIP3P explicit vizmodell és
periodikus hatarfeltétel alkalmazasaval tortént. A nagy hatdtavolsagu elektrosztatikus
kolcsonhatas szamoldsa PME (Particle Mesh Ewald) kozelitéssel tortént [383]. A FX
esetében a szimulaciokat a (des1-45) egylancu FX szerkezetben végeztiik el [113,384].
Energia minimalizaciét kovetéen a vad tipusi ¢és mutans szerkezetben
molekuladinamikai szimulaciot hajtottunk végre a FV mutaci6 analiziséhez hasonld
médon, OPLS-AA erbteret alkalmazva, TIP4P explicit vizmodell és periodikus
hatarfeltétel mellett. A szimulacidkat a Gromacs programcsomaggal (van der Spoel D,
Lindahl E, Hess B, et al. Groningen Machine for Chemical Simulations (GroMaCS)

version 3.3, http://www.gromacs.org) végeztiik, az eredmények vizualizalasaraa VMD

(Visual Molecular Dynamics) programcsomagot hasznaltuk [385]. Az in silico

analiziseket a FV és FX mutaciok esetében néhai Komaromi Istvan kollégam végezte.

4.1.3 Etikai engedélyek

A haemorrhagias diathesisekkel kapcsolatos munka a Helsinki deklaracioval és a
hatdlyos etikai iranyelvekkel Osszhangban tortént. A betegek tdjékozott
beleegyezésiiket adtdk a mintavételekhez. Etikai engedélyek: DEOEC RKEB/IKEB
2212-2004, 2354-2005 és 2494-2008 (FV, FX ¢és FXIII deficiencidk), 28676-
7/2017/EUIG (vWD, HHT és fibrinogén rendellenességek).
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4.2 Vizsgalatok ritka thrombophiliakban

4.2.1 Betegek

4.2.1.1 Antitrombin deficiencia
Az AT deficiencidkkal kapcsolatos kutatdsaink 17 éves multra nyulnak vissza, amikor
2007-ben az elsd beteg bevonasa tortént. Az azota eltelt id6 alatt AT deficiencia
adatbazisunk hatalmasra duzzadt és jelenleg tobb mint 500 beteg klinikai, laboratoriumi
adatait tartalmazza, ami e ritka betegségben nemzetk6zi vonatkozdsban is
kiemelkeddéen magas elemszamot jelent. Az értekezésben azonban csak azokat a
betegeket ¢s betegszamokat emlitem, melyek a megalapozéd kozleményekben

szerepelnek.

e Alapitd hatds igazoldsa AT deficiencidban és az AT deficiencia klinikai-

laboratoriumi-genetikai jellemzése.

Az AT deficiens betegcsoportba thromboembolidn és/vagy terhességi thromboticus
komplikacion étesett olyan betegek keriiltek bevélogatasra, akiknél legaldbb két
alkalommal igazoltunk csokkent heparin-kofaktor-anti-FXa (hc-anti-FXa) AT
aktivitast. A thromboticus események diagnodzisdnak csak azt fogadtuk el, ha az a
Nemzetkozi Thrombosis és Hemosztazis tarsasag ajanlasa alapjan tortént [386]. Ezen
elvek alapjan 2007-2016 kozott 156 egymassal nem rokon AT deficiens egyén és
csaladtagjaik (0sszesen 246 személy) kertiiltek bevonasra.

Az AT deficiencia adatbazisba, melyet 2007-ben hoztunk létre, a klinikai,
laboratoriumi és a molekularis genetikai adatokat folyamatosan rdgzitettik. A
demografiai adatokon tul, a thrombosis tipusa (vénds, artérids események, sziilészeti
komplikaciok), a thrombosisok velesziiletett (pl. vascularis anomalidk, o6roklott
thrombophilidk), szerzett kockazati tényezdi, illetve provokalod tényezoi keriiltek
bevitelre. Provokald tényezdnek tekintettilk, ha egy honappal a thrombosist
megeldzden fordult eld trauma, mitét, akut betegség, centralis véna katéterezés,
immobilizacio, terhesség, oralis fogamzasgatlo szedése, hormonadlis kezelés, hosszabb
utazas, vagy L-aszparaginaz kezelés. Szerzett rizikofaktornak tekintettiik a kronikus
allapotokat, 1igy a daganatos megbetegedést, a paroxismalis nocturnalis
haemoglobinuridt, az autoimmun betegségeket, az antiphospholipid szindromat, az
elhizast (BMI >30), a visszeres vénakat, a nephrosis szindromat, a szivelégtelenséget,

a tartés immobilizacidét. Amennyiben a thrombosist megel6zden provokald tényezo,
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vagy kronikusan fennalld szerzett tényezd nem volt kimutathatd, nem provokalt
thrombosisnak mindsitettiik az eseményt. Regisztraltuk a thrombosisok szamat, a beteg
¢letkorat az elsé thrombosis idején, a tlidéembolia kialakulasat, az artérids esemény
tipusat — ha volt myocardialis infarctus (MI) vagy stroke —, a terhességi komplikacio
tipusat (vetélés, korasziilés, halvasziilés, thrombosis a terhesség alatt). A laboratériumi
adatok az AT aktivitasat (tobbféle modszerrel mérve, ld. késébb), AT antigén
protein C és S szinteket tartalmaztak. Végiil a SERPINCI génben detektalt mutacio is
rogzitésre keriilt, illetve megjeloltiik a mutacié negativ eseteket. Elkiilonitettilk az
index személyeket ¢€s a csaladtagok esetében a rokonsagi kapcsolatokat egyértelmiien
megjelenitettiik.

Az AT Budapest 3 (ATBp3, p.Leul31Phe) mutédcié alapité hatdsdnak
vizsgalatat a fenti AT deficiens betegek koziil n=102 ATBp3 mutaciét hordozéd
személyen (n=63 index beteg és n=39 ¢rintett csaladtag) végeztik el. A magyar
altalanos népességre reprezentativ, Un. populdcios kontroll személyek DNS mintéi a
Haziorvosi Morbiditasi Adatgytijtési Program (HMAP)-bol szdrmaztak [376].

Az AT deficiencia diagnosztik4janak elsdvonalbeli funkcionalis tesztje, azaz a
heparin jelenlétében végzett amidolitikus teszt teljesitOképességének vizsgalatat fenti
AT deficiens betegek koziil eldszor n=37 esetben végeztiik el, ekkor még csak a
trombin-alapu heparin kofaktor amidolitikus tesztet hasonlitottuk 6ssze a FXa-alapt
teszttel. Ezt kovetden, a munkacsoportunk altal fejlesztett FXa-alapt, heparin kofaktor
és progressziv AT aktivitdis meghatarozasara egyarant alkalmas funkcionalis
amidolitikus esszét (részleteiben 1d. a modszertani fejezetben) n=78 AT deficiens
személy plazma mintain teszteltiik. A vizsgélatba olyan személyek mintai keriiltek,
ahol a genotipus, azaz az AT deficiencia pontos tipusa is ismert volt. A moddszer
referencia tartomanyanak meghatarozdsdhoz n=188 egészséges személy plazma
mintait hasznaltuk; e személyeket munkacsoportunk toborozta. E referencia csoportot
n=104 nd, n=84 férfi alkotta, medidn életkoruk 34 év (IQR 26-41) volt. Kizarasi
kritériumnak tekintettiik az artérids ¢és vénas thromboticus eseményeket az
anamnesisben, az oralis fogamzasgatld szedését és a terhességet a mintavétel idején,
illetve 3 honapon beliil. Végiil, sajait modszeriinkkel és egyéb kereskedelmi
forgalomban 1évé modszerekkel végeztiink széleskoriibb Osszehasonlitast az AT

deficiencia — kiilonos tekintettel a IIHBS tipus — kiilonboz6 tipusaiban az egyes tesztek
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teljesitoképességeire vonatkozoan. E vizsgalatokat sszesen legalabb 150 AT deficiens

személy plazma mint4jan elvégeztiik.

e Az alapitd ATBp3 muticid (p.Leul31Phe) kordnak és eredetének meghatarozasa;

genetikai epidemiologiai vizsgalatok

Az ATBp3 mutacié koranak haplotipus elemzést kovetd statisztikai modszerekkel
torténd meghatarozasa n=36, egymassal nem rokon, mutacidohordoz6 személy és n=70
csaladtag (Osszesen n=106) mintdin tortént. Egy nagy, n=1000 f{ébdl 4llo, a
magyarorszagi altalanos populdcidt reprezentdld csoport (medidn életkor 55 év,
tartomany 29-102 év; férfi/nd ardny 46,6%/53,4%) DNS mintai a Haziorvosi
Morbiditasi Adatgytijtési Program (HMAP)-bol szarmaztak [376]. Egy masik, n=1185
fobdl allo és a magyarorszagi altalanos roma populédciot reprezentald személyek
(median életkor 40 év, tartomany 18-87 év; férfi/nd arany 41%/59%) DNS mintéi a
Népegészségiigyi Iskola kutatdinak jovoltabol szintén rendelkezésiinkre alltak [387]. E
két mintat tekintettiik populéci6 szintli referencia mintdknak.

Megerdsitd epidemiologiai vizsgalatunkhoz n=450 (median életkor 34 év,
tartomany 18-68 év, férfi/nd ardny 38,6%/61,4%) cardiovascularis betegségekben nem
szenvedd, magat egészségesnek valld személy toborzasdval un. egészséges
magyarorszagi referencia csoportot képeztiink. Esetiikben egyediil enyhe/kdzepes
hypertonia (RR 145/90-165/95 Hgmm) volt megengedett, minden mas krénikus
betegség kizarasi kritérium volt. Roma személyek (n=402, median életkor 44 ¢év,
tartomany 18-77 ¢év, férfi/nd ardny 26,6%/73,4%) mintdi képezték a megerdsitd
vizsgalat roma altalanos populéciot reprezentdl6d mintait, ahol a mintagytijtés az eredeti,
nagy roma populdcidé toborzasianak helyszinével megegyezett (északkelet-

magyarorszagi szegregalt roma telepiilések).

e A IIHBS AT deficiencia és a cardiovascularis betegségek 0Osszefliggésének

vizsgalata

A TIHBS AT deficiencia ¢és a kiilonb6zd thromboticus események kozotti
Osszefliggések tanulmanyozéasara kiilonbozd betegcsoportokat képeztiink. Egyrészt,
n=243 egymassal nem rokon, [IHBS AT deficiencidban szenvedd beteget, valamint
érintett csaladtagjaikat (6sszesen n=328) toboroztunk 2007-2020 kozott. A bevalogatas
kritériumai az adekvat modszerrel meghatarozott (Id. késébb) heparin kofaktor AT

aktivitds (hc-anti-FXa) referencia tartomany als6 hatara alatti értéke és a ITHBS

78



zsbereczky 271 24

deficiencia genetikai vizsgalattal torténd igazoldsa voltak. E betegek klinikai-
laboratoriumi-genetikai adatai az AT deficiencia adatbazisba is bevitelre kertiltek.

Masodik csoportot a fiatal korban (40 éves kor alatt) ST-elevacios myocardialis
infarctust (MI) elszenvedett személyek képezték (n=119, median életkor 36 év, férfi/nd
arany 79%/21%). Az életkor megvalasztasat (fiatal betegek bevonasat) az indokolta,
hogy ebben a betegcsoportban, ahol az okkluziv artérias érbetegség prevalencidja még
alacsony, nagyobb jelentdsége lehet a hemosztazis tényezok rendellenességeinek, mint
iddsebb korban, igy kiilondsen érdekesnek talaltuk azt megvizsgdlni, hogy az
egyébként ritka, velesziiletett AT deficiencia, ami elsddlegesen a vénds thrombosisok
kockézati tényezdje, eléfordul-e és ha igen, milyen ardnyban e betegekben. Ezt a
gondolatot egy fiatal, 15 éves betegiink esete is tdmogatta, akinél coronarographiaval
egyébként ép coronaridk mellett a bal anterior leszallo coronaridban okkluziv thrombus
jelenlétét detektaltuk. A fiatalember 20 hoénappal késdbb ischaemias stroke-ot
szenvedett folyamatos anti-thrombocyta terapia mellett. Ekkor a jobb oldali a. cerebri
transesophagealis UH vizsgalat a stroke cardialis eredetét kizarta. Ezt kdvetden a
beteget kettds gatlasra (anti-thrombocyta és antikoagulans terapia) allitottak, amit
folyamatosan azota is szed és tudomasunk szerint a thromboticus események a mai
napig nem ismétlddtek. E betegnél a koriiltekintd laboratdriumi vizsgalataink soran egy
csupan kozepes mértékben emelkedett Lp(a) mellett AT deficienciat (AT Basel varians,
p.Pro73Leu) detektaltunk, de klasszikus cardiovascularis kockdzati tényez6 jelenlétét
nem lehetett igazolni. A betegnek vénas thrombosisa soha nem volt.

Az MI csoportba keriild betegeknél az MI diagnézisa az érvényes iranyelvek
szerint tortént, vagyis biomarkerek detektalasan, klinikai tiinetek meglétén,
karakterisztikus EKG eltérések regisztralasan, illetve coronaria thrombus jelenlétének
igazolasan [388]. Korban illesztett klinikai kontroll csoportot is képeztiink (n=101,
median életkor 36 év, férfi/nd arany 59%/41%), akik szivkatéterezésen estek at, de
coronaria betegség nem igazolddott ¢s MI sem szerepelt az anamnesisben. A
coronarographia indik4cioja esetiikben a stabil angina pectoris klinikai gyanuja volt,
mivel legalabb egy, a myocardialis ischaemidt vizsgaldé nem invaziv tesztben pozitiv
eredményt mutattak. E vizsgélati populdciét a munkacsoportunk egy korabbi
kozleményében mar részletesen jellemeztiik, ez a kdzlemény nem képezi az értekezés

alapjat [389].
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Végiil, a harmadik beteg csoportot egymassal nem rokon, vénés thrombosist 40
éves kor elott elszenvedett személyek alkottak (n=110, median életkor 31 év, férfi/nd
arany 52%/48%). A thrombosis diagnozisa és jellemzése az ISTH elvek szerint tortént

(1d. e fejezetben fentebb).

e Az ATBp3 homozigota hordozdsa és a vena cava inferior atresia egyiittes

eloforduldsanak vizsgalata

Ezt a tanulményt a spanyol, Javier Corral professzor altal vezetett munkacsoporttal
(Servicio de Hematologia y Oncologia Médica, Hospital Universitario Morales
Meseguer, Centro Regional de Hemodonacion, Universidad de Murcia)
kollaboracidban végeztiik és 6sszesen n=61, ATBp3 homozigéta személyt valogattunk
be. A tanulmany végzésének idején a két munkacsoport altal 6sszesen n=640 (érintett
csaladtagokkal egyiitt n=1118) AT deficiens személy klinikai-laboratériumi-genetikai
adata allt rendelkezésre, a tobb évtizedes, precizen vezetett adatbazisainknak
koszonhetéen. Az AT deficiens betegek koziil az ATBp3 homozigdtakat célzottan
felkerestiik e tanulmany kedvéért és azokat, akik beleegyezésiiket adtak a hasi CT
vizsgalat elvégzésébe, vagy hozzdjarultak ahhoz, hogy korabbi leletiiket vascularis
malformatio szempontjabol elemezziik, bevalogattuk a tanulmanyba. (Igy kaptuk a
n=61 ATBp3 homozigota esetszdmot.) Az abdominalis vascularis status mellett
rogzitettiik az egyéb velesziiletett thrombophilia tényezdket (PC, PS deficienciak, FV
Leiden, FII 20210A), illetve az antiphospholipid szindréma laboratoriumi
paramétereinek pozitivitdsat (amennyiben igazolodott). A betegek klinikai
kortorténetében a thromboticus eseményeket, thrombosist kivaltdé provokalo

tényezoket szintén 0sszegyljtottiik.

e Az 0j, AT Debrecen muticié karakterizalasa és tovabbi, 0j muticidk biokémiai

vizsgalata

Egy nagy, négy generacids csaladban diagnosztizaltunk AT deficienciat, melynek
hatterében 1j mutéaciot igazoltunk (p.Leu205Pro, 1d. késdbb). A proband és elséfoku
rokonainak klinikai eseményeit (els6 thrombosis megjelenése, rekurrens események,
artérids, vagy vénas thrombosisok, provokald tényezdk, vagy szerzett kockazati
tényezOk jelenléte, sziilészeti komplikaciok az anamnesisben, antikoaguldns kezelésre
vonatkoz6 informdciok) ¢és laboratoriumi paramétereit (egyéb velesziiletett
thrombophilia tényezdk, antifoszfolipid szindroma laboratoriumi paraméterei)

feltérképeztiik és rogzitettiik. Osszesen n=31 csaladtagot értiink el, koziilik n=20
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esetében diagnosztizaltuk AT deficiencia jelenlétét. A 2016 utani periodusban tovabba,
bar a diagnosztizalt AT deficiens betegeink tobbsége az alapitd hatasi ATBp3
(p.Leul31Phe) mutacidt hordozta, taldltunk kilenc 1j, illetve kordbban nem
karakterizalt SERPINC1 mutéciot is, melyek az irodalomban eddig nem szerepeltek. A
betegek (Osszesen n=15) heterozigotak voltak ezekre az uj mutacidkra nézve (klinikai
¢s laboratériumi jellemzdiket részletesen az ,,eredmények” fejezetben foglaljuk ossze).
Két beteg (apa ¢és fia) hordozta a c.41G>A (p.Argl4Lys) mutaciot. A fiatalabb beteg
16 éves koraban szenvedett el mélyvénas thrombosist, ijabb eseménye azota nem volt.
Az apa anamnesisében nem szerepel thrombosis. A mésodik mutaciot (c.95G>A,
p.Cys32Tyr) egy ndbeteg hordozza, akinek Osszesen hdrom thromboticus klinikai
eseménye volt, elsét 20 évesen terhesség alatt szenvedte el. A harmadik mutacid
(c.232C>G, p.Arg78Gly), ami az AT heparin kotd helyét érinti egy fiatal ndbetegnél
volt kimutathatd, thrombosisa nem volt. A negyedik mutacié (c.362T>G,
p-Met121Arg) érintettje egy fiatal nObeteg, aki 34 évesen szenvedett el MVT-t. Az
otodik mutécid (c.734T>C, p.Leu245Pro) hordozdja egy férfi beteg, aki 42 évesen
kapott proximalis MVT-t. A hatodik mutéciot (c.807delT, p.Leu270Argfs*14) egy férfi
betegnél diagnosztizaltuk, aki 6tszor szenvedett el MV T-t, az els6t 16 évesen. A hetedik
mutacid (c.1349A>T, p.Asn4501le) hordozdja egy négytagh csalad, akik koziil ketten
szenvedtek el MVT-t 23 ¢s 40 éves ¢életkorban. A nyolcadik mutéciot (c.1367-1368del,
c.1367-1371ins, p.Gly456delins Ala-Thr) egy ndbetegben azonositottuk, aki 27
évesen terhessége alatt szenvedett el MVT-t, amit egy masodik (kivaltdé ok nélkiili)
kovetett 5 év mulva. Végiil, a kilencedik mutaciot (c.1384C>A, p.Pro461Thr) harom,
nem rokon betegnél is kimutattuk. Az egyikiik nem provokalt thrombosist szenvedett
el 62 évesen, a masik két beteg sokkal fiatalabb volt az MVT idején, az események

provokalt thrombosisok voltak.

4.2.1.2 Protein C deficiencia
A PC deficiencia diagnosztikaja soran két betegnél detektalt 1j mutacidk biokémiai
karakterizalasat végeztiik el. Az els6 beteg 36. geszticios hétre, csdszarmetszéssel
szliletett leany ujsziilott, akinél hydrocephalust detektaltak a terhesség 33. hetében
végzett ultrahanggal. Az aquaductus Sylvii elzdrédasat MR vizsgalattal megerdsitették
a sziiletés utan és subgalealis shunt-6t iiltettek be. Az 10jsziilott sulyos cyanosisat és
mindkét 1ab duzzanatat észlelték. Infekciod lehetdségét a laboratdriumi vizsgéalatokkal

kizartak, a hemosztazis vizsgalatok soran azonban stlyos consumptios coagulopathia
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deriilt ki. A masodik életnapon purpura fulminans jelent meg a labakon és még ezen a
napon a sulyos PC deficiencia diagnozisat felallitottuk a detektalhatatlanul alacsony PC
aktivitas alapjdn. Azonnal friss fagyasztott plazma, majd LMWH-warfarin indult (PC
koncentratum ekkor nem volt elérhetd). Atmeneti javulast kovetéen tobb izben
necrectomiat igényld dermalis vascularis thrombosis alakult ki, majd az egyik labujj
resectiojara is sor keriilt ischaemias necrosis miatt. Szemészeti vizsgalattal mindkét
oldali retinalevalast talaltak. Hairom honapos korban sulyos veseelégtelenség alakult ki
a bal vese atrophidjaval ¢és mindkét oldali vese csokkent vascularisatigjaval. Ezt
kovetéen ARDS alakult ki, ami uralhatatlan volt és végiil a beteg haldlahoz vezetett. A
beteg sziilei nem voltak rokonok, thromboticus események nem voltak
anamnesisiikben, az apa 25, az anya 23 éves volt a vizsgélataink idején. A proband fia
testvére (5 éves fi) 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 (0k nem voltak elérhetek a vizsgalat idején, de ismert, hogy a beteg
¢desanyjanak 38 éves koraban volt bal labszar mély vénas thrombosisa, filitestvérének
pedig 35 éves koraban bal oldali femoropoplitealis thrombosisa, 44 éves korban pedig
jobb oldali v. femoralis thrombosisa volt, melyhez tlidéembolia is tarsult), felmeriilt
velesziiletett thrombophilia lehetdsége. A betegnél 42 éves kordban FV Leiden
heterozigdta allapotot (APC rezisztencia), alacsony PC aktivitdst és antigén
koncentraciot talaltunk, enyhén emelkedett Lp(a) és tranziensen emelkedett
antikardiolipin és anti-beta 2 glikoprotein I antitestekkel. Negyvennégy éves kordban
colitis ulcerosat allapitottak meg. A beteg a vizsgalataink idején K-vitamin antagonista

terapidban részesiilt. A beteg két lanytestvére (30 és 33 évesek) tiinetmentesek voltak.

4.2.2 A ritka thrombophilidk laboratoriumi vizsgalatai

4.2.2.1 Rutin laboratoriumi és hemosztazeologiai modszerek
A betegektdl vénds vérvétel tortént — a haemorrhagias diathesisekkel kapcsolatos
fejezetben leirtak szerint — 0,109 M citratos vakutainer csovekbe, valamint nativ
vérvételi csovekbe. A vérvételek idépontjat Ggy valasztottuk meg, hogy az akut fazis
reakcio lecsengése utan, azaz egy adott akut esemény (thrombosis, MI, stroke stb.) utan
legalabb 3 ho elteltével torténtek. A szeparalt thrombocyta szegény plazmat -80°C-on

taroltuk a mérések elvégzéséig. A koagulacio sziirdtesztjeinek és a fibrinogén szintnek
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a meghatarozasa rutin modszerekkel tortént Siemens BCS-XP koagulométerben. A
protein C ¢és S aktivitdsanak meghatirozéasa alvadasiidé alapt 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 végeztiik el. A rutin diagnosztika sordn az AT aktivitasat heparin
kofaktor, FXa-alapu kromogén tesztben, a Siemens Innovance AT reagensével
végeztiik, de az AT aktivitasanak meghatarozasara szolgalé modszerek evaludcidja
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 mértikk. A PC aktivitds kromogén modszerrel torténd
meghatdrozasat is elvégeztiik bizonyos esetekben (1d. kés6bb az in vitro expresszalt vad
tipusu és mutans protein C vizsgélatanal), ezt Siemens Berichrom PC reagenssel
mértiik, valamint elvégeztiik a PC aktivitds meghatdrozast alvadasi tesztben is e
rekombinans fehérjék esetében, ezt Staclot PC (Diagnostica Stago) reagenssel tettiik.
A PC antigén szint meghatdrozdsa ELISA modszerrel (Diagnostica Stago,
Asserachrom Protein C) tortént. A szabad Protein S antigén koncentraciot Siemens
Innovance free PS reagenssel mértiikk. Az antiphospholipid szindroma laboratoriumi
kritériumainak regisztralasahoz a lupus anticoagulans kimutatésa a rutin laboratoriumi
protokollunknak megfeleléen Russel vipera méreg-idé alapti és szilika aktivatort
tartalmazé APTI alapu tesztekkel rutin protokoll szerint tortént (Werfen és Diagnostica
Stago reagensek), az antifoszfolipid antitestek kimutatdsa Werfen Accustar késziiléken
Quanta Flash reagensekkel tortént. A FVLeiden (rs6025) és protrombin 20210A
(rs1799963) polimorfizmusok detektalasa LightCycler 480 (Roche, Mannheim,
Németorszag) késziilékben, valos idejli PCR-t kovetd olvadaspont gorbe analizis
modszerével tortént. A szérumbdl végzett laboratériumi meghatarozasok Roche

reagensekkel és automatakon torténtek rutin klinikai kémiai modszerekkel.

4.2.2.2 Az antitrombin aktivitasanak meghatarozasara szolgalo, munkacsoportunk altal
kidolgozott modszerek
Munkacsoportunk kidolgozott egy FXa gatlasan alapulé amidolitikus tesztet az AT
aktivitasanak meghatarozasara, mely alkalmas a heparin kofaktor AT aktivitas (hc-anti-
FXa) és — kis modositasokkal — a progressziv AT aktivitds (p-anti-FXa) mérésére is és
automata koagulométerekre adaptalhatd. A modszert azota a rutin laboratoriumi

diagnosztika szamadra is elérhetdvé tettiik és Labexpert Antithrombin H+P kit néven
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kereskedelmi forgalomban kaphaté (Labexpert Kft, Debrecen, Magyarorszag). A
tesztben a vizsgalando plazmat 1:50 aranyban el6higitjuk 50 mmol/L Tris-HCI (pH 8.4)
pufferben, majd 1000 U/L heparin jelenlétében hozzaadjuk a bovin eredetii tisztitott
FXa-t és 60 sec inkubdacids id6 utan detektaljuk a maradék FXa aktivitaist BIOPHEN
CS-11 (Suc-Ile-Gly-(yPip)Gly-Arg-pNA, HCI) kromogén szubsztrat hozzaadasaval
405 nm-en. E teszt és a nagyobb vilagcégek kereskedelmi forgalomban kaphat6 hc-
anti-FXa reagenseinek 0Osszehasonlitdsat mutatja az aldbbi tabldzat, melyben
kiemelendd, hogy a tesztek elsdsorban heparin tartalmukban, a minta eldhigitasanak
mértékében, az inkubacios id6 hosszéban €s a reakcid pH koriilményeiben kiilonboznek

[390]. (IL. T4ablazat)

II. Tablazat. A kereskedelmi forgalomban elérheté hc-anti-FXa reagensek

osszehasonlitasa.
teszt enzim Inkubacios Heparin Kromogén Minta Higité Minta
eredete ido koncentracio szubsztrat | el6higitas puffer végso
higulasa
Siemens Human | 180-190 1500 U/L Z-D-Leu- 1:4 Tris/HCI, | 1:20
Innovance | FXa sec Gly-Arg- pHS,0
AT ANBA-
metilamid-
acetat
HemosIL Bovin 100-140 3000 U/L S-2765§ 1:40 0,15M 1:120
Liquid AT | FXa sec NaCl
Chromoge | Bovin 100-140 5000 U/L S2765§ 1:121 0,15M 1:484
nix FXa sec NaCl
Coamatic
AT
Hyphen Bovin 60 sec NA BIOPHEN | 1:20 0,15M 1:170
Biophen FXa CS-118§ NaCl
AT
Labexpert | Bovin | 60 sec 1000 U/L BIOPHEN | 1:50 Tris/HCI, | 1:150
AT H+P FXa CS-11§§ pH8,4

$§8-2765: N-alfa-Z-D-Arg-Gly-Arg-pNa.2HCI; §§BIOPHEN CS-11:Suc-1le-Gly(yPip)Gly-Arg-pNA.HCI
(Bereczky, Z., Gindele, R., Speker, M., Kallai, J.: Deficiencies of the natural anticoagulants: novel
clinical laboratory aspects of thrombophilia testing. EJIFCC. 27 (2), 130-146, 2016. kozleményiink

alapjan.)

A fenti tablazat utolsé soraban szerepel a munkacsoportunk altal kidolgozott
reagens. Az AT deficiencia laboratoriumi diagnosztikdjaban alkalmazhatd tesztek
evaluéacioja sordn mi az altalunk kidolgozott teszt mellett a fenti tablazatban szerepld
Siemens Innovance AT és HemosIL Liquid AT reagenseket hasznaltuk.

Az altalunk kidolgozott p-anti-FXa teszt fobb komponensei ¢és koriilményei

megegyeznek a hc-anti-FXa tesztiinkkel, azzal a kiilonbséggel, hogy a tesztrendszer
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nem tartalmaz heparint, helyette a mintahigitd pufferbe heparin neutralizal6 polibrént
tettiink (10 mg/L), a vizsgdland6 minta eldhigitasa 50-szeres helyett csupan 5-szords,
valamint a FXa-val torténd inkubdciés id6 a hc-anti-FXa tesztben alkalmazott
Otszorose. A mérési protokoll p-anti-FXa teszt esetén roviden a kovetkezd: 10uL
citrattal alvadasgatolt thrombocytaszegény plazma mintat 6tszords elhigitast (40ulL
50 mmol/L pH 8.4 Tris-HCI pufferben, ami 175 mmol/L NaCl-t, 7,5 mol/L EDTA-t és
10 mg/L polibrént tartalmaz) kovetéen S0uL 12 nkat/mL FXa-val inkubaljuk 300
masodpercig 37 °C-on. Ezt kdvetden 50uL 1,25 mg/mL BIOPHEN CS-11 kromogén
szubsztratot adunk a rendszerhez és a felszabadult pNA altal kivaltott abszorbancia
valtozast detektaljuk 405 nm-en 60 masodpercig. A AA/min értékeket kalibracids gorbe
alapjan AT aktivitas értékekké konvertaljuk. A kalibracios gorbét ismert AT aktivitast
¢és kereskedelmi forgalomban kaphatd liofilizalt plazmara készitjik el, amit a
tanulméany kedvéért a referencia populacionk hc-anti-FXa és p-anti-FXa értékeinek
atlagait 100%-nak tekintve, ujrakalibraltunk. A hc-anti-FXa teszt esetében a gyari
kalibracids plazma célértéke mindossze +2% eltérést jelentett a hézilag kalibralt
értekhez képest. Mivel a p-anti-FXa teszt esetében nem létezik gyari kalibracids plazma
célértékkel ellatva, ott a hazilag kalibralt értékkel vettilk figyelembe a kalibracios
plazma AT aktivitas értékeit a kalibracids gorbe elkészitése soran.

A modszereink evaluacidja soran a HemosIL Normal Control és Low Abnormal
Control (Werfen) plazmakat hasznaltuk a mérések pontossagdnak meghatdrozasara,
amit a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) EP15-A2 eldirasai szerint
végeztiink. A kontroll plazmékat naponta duplikdtumban mértiikk 20 napon at. A
hemolizis, icterus és lipémidbdl adodo interferencia meghatarozasara a plazma
mintakat kiegészitettiik vorosvérsejt lizitummal, koncentralt bilirubin oldattal (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), illetve Intralipid oldattal (Baxter, Deerfield Park, IL,
USA) a CLSI C56-A iranymutatdsa szerint. Annak meghatarozasara, hogy a p-anti-
FXa aktivitds mekkora hanyada szdrmazhat aspecifikus enzimaktivitasbol (azaz nem
AT aktivitasbol, hanem a FXa-t gatlo egyéb, plazmaban jelenlévd proteinektdl) az AT
aktivitast, vagyis a p-anti-FXa meghatarozast elvégeztikk AT deficiens plazmaban
(Enzyme Research Laboratories, Swansea, UK), 2,0 mg/mL tisztitott o 1 -antitripszin és
a2-makroglobulin (Sigma-Aldrich) jelenlétében is.

A tesztjeink referencia tartoméanyat a CLSI EP28-A3c iranymutatdsa alapjan

hataroztuk meg n=188 egészséges személy (férfiak aranya 45%, median életkor 34 év,
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IQR 26-41 év). A referencia tartomany nemek szerinti megosztasanak sziikségességét
a z-statisztika és az SD értékek aranya alapjan dontottiik el. Az AT aktivitas értékek
eloszlasat a Kolmogorov-Smirnov teszttel Lilliefors korrekcioval és Shapiro-Wilk
teszttel vizsgaltuk. A vizsgalt személyek kiilonb6z6 alcsoportjai kozott az AT aktivitds
értékek kiilonbségét Student-féle t-probaval vizsgaltuk. Az eredmények vizualizalasara

a GraphPad Prosm 5.0 szoftvert hasznaltuk (La Jolla, CA, USA).

4.2.2.3 Rutin genetikai vizsgalatok az antitrombin és Protein C deficiencidk
diagnosztikajaban

A DNS izolalés a citratos vérmintak buffy coat tartalmabol tértént QlIAamp DNA Blood
Mini kit-tel (Qiagen), kivéve a referencia populdciok esetében, ahol a nagy
mintaszamra tekintette]l MagNA Pure LC DNA isolation Kit-Large Volume mddszerrel
izolaltuk a DNS-t (Roche). A SERPINCI (az AT génje) és a PROC (a PC génje)
mutacidanalizise direkt fluoreszcens szekvenalassal tortént ABI3130 genetikai
analizatoron (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA), a szekvencia elemzés a
Sequencing Analysis 5.4 szoftverrel tortént, ahol vizsgaltuk a kodolo régiokat, az exon-
intron hatdrokat és a promoter régiokat is. A Sanger szekvenalassal negativ esetekben
MLPA vizsgalatot végeztiink (MRC-Holland, Amsterdam, Hollandia) SALSA MLPA
KIT P227 (MRC-Holland, Amsterdam, Hollandia) segitségével. Itt az analizis a
GeneMapper 4.1 szoftverrel tortént (Thermo Fisher Scientific). A muticiok
nevezéktandval és a predikcids analizisekkel kapcsolatos elvek ¢és modszerek
megegyeztek a vérzékenységek vizsgalatanal leirtakkal, igy azok ismertetését itt nem
ismétlem.

Az ATBp3 muticié vizsgalatara bevezettiik a valos ideji PCR-t kdvetd
olvadaspont gorbe analizis modszerét is LightCycler 480 késziiléken, a nagy
mintaszamon torténd gyorsabb mutdcié detektalds érdekében (az itt alkalmazott
oligonukleotid primerek és probak szekvencidit a III. Tablazat tartalmazza a

késébbiekben ismertetett SNP-k szekvencidival egyiitt).
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III. Tablazat. Az Antitrombin Budapest 3 mutacio LightCycler 480 késziiléken
torténd kimutatasara tervezett oligonukleotid primerek és probak, valamint a

mutacio alapité hatasanak vizsgalatara tervezett oligonukleotid primerek és

probak szekvenciai.

Genetikai | Primer L. Jelolés Tan Fra,gment
, Bazissorrend (5’ - 3°) i mérete
marker tipusa tipusa O
(bp)
F |GGCAGATTCCAAGAATGACA
S |CAGTTGCTGGAGGGTGTCATTA FL
AT Bp3 LCRed610- | 53 197
(391C>T) | |AGGCACCCAGCTTGGTCATA IfH ;
R | TGAGGAATCATTGGACTTGG
F |GTGGAACTGTCCAGCAAATAG
r(sfi?;f 66 S | TGCACTCCAACCTGGGTGACA FL
Ny 1 57 262
A>G) A | AGTGAGACTGTGTCTCAAAACAGCAA LCRIfgélo
MAF 0,205
R | CTAGTAGCTTGGGACTACAGGTG
F |GTACTTCCATATCACTCATGTCTCTG
(25233978199 S |CAAAAGCTTGGTGCTGAATCTCTCT FL
409- _ 251
G>A) A | TTCTCCAGAGAGATTCAGTCTCACCC LCRed670
PH
MAF 0,332
R | GCCTATTGGAGCAAAATCAG 5
F |CTCATGGGAGATGAACAGTACACAC
(0“12221%16111287 S | TAACTACTGCTGTTGGTCCATAGTTTAGTGT|  FL
. . 361
A>C) A | TACTTGAGAACCAGAAGTTCCACAGG LCRed610
MAF 0,133 PH
R | TACTTGAGAACCAGAAGTTCCACAGG
F | AGGGAAGTTTGTTCTTGGATCT
rs1799876 S | ATGGGCCCAGCTAGCACTG FL
(c.1153+279 LCRed610- | 58 178
T>C) A | TGCCCTGTGAGTCTGTATCAGGT IfH )
MAF 0,336
R | CAGTGAGGCCTGTGTAATGG
F |GGCCGAGATGACCTCTATGT
1677 S | CCTTTCTGTACCCTAAGAGAGTGGG FL
(c.1218+27 CCReceio ] s6 217
G>C) AAGGTGTACTCACCTCAAGAAATGC e
MAF 0,16 A PH
R | GAAGGCAGAACAATCACACC

F — forward primer; R — reverz primer; A — anchor proba; S — sensor proba,

Jfoszfat;, Tan — annealing homérséklet; a vastag betiivel szedett alahiizott

komplementer nukleotidokat jel6lik; MAF-minor allél frekvencia érték
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4.2.2.4 Specialis genetikai vizsgalatok antitrombin deficienciaban

e Az ATBp3 mutacid alapitd hatdsanak vizsgalata

Az ATBp3 mutéci6 alapitd hatasanak vizsgdlatdhoz 5 SNP-t vizsgaltunk valos idejli
PCR-t kovetd olvadaspont gorbe analizissel. Az alkalmazott primereket ¢&s
fluoreszcensen jelolt probak szekvenciait a II1. tablazat tartalmazza. A primereket az
Integrated DNA Technologies-tdl (Leuven, Belgium), a hibridizacidos probdkat a
Kromat Kft-tdl (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be. A PCR protokollokat magunk
allitottuk 6ssze Genotyping Master (Roche) kitet alkalmazva. A mddszert fluoreszcens
direkt szekvenalassal validaltuk.

A SERPINCI gén 6todik exonjaban talalhaté két, aminosavcserével nem jaro
eltérést (rs5877, c.981A>G, p.Val327= és r1s5878, c.1011A>G, p.Glu337=) is
analizaltunk az alapit6 hatas vizsgalata soran. EI6bbi MAF értéke 0,326, utobbié 0,332.
A genotipizalas az 5. exon fluoreszcens direkt szekvenalasaval tortént az ATBp3
mutacidhordozdk, csaladtagjaik és a kontroll személyek esetében.

Elvégeztiik tovabba a SERPINCI gén kezddkodonja eldtt 345 bazisparnyira
elhelyezkedd, egy 32 és/vagy 108 bazisparbol allo nem homolog szekvencia, un. 5’
hossz polimorfizmus (5°LP, rs3138521, MAF 0,21) vizsgalatat is PCR-t kdvetd agar6z
gél elektroforézissel (forward (5’-GTGTTTTCCTTGTCTGTGCCAG-3’) és reverz
primer (5’-TTGGAGGTCATTCCTTGTAGTC-3’); Integrated DNA Technologies).

Az egypontos nukleinsav polimorfizmusok, illetve 5° hossz polimorfizmus
mellett 6t rovid tandem ismétlédo szekvencia (short tandem repeats, STR) analizisét is
elvégeztiik. Ezek a kovetkezdek voltak: SERPINC1 Alu5 és Alu8, D1S196, D1S218 és
a FI341 (utébbi negativ kontrollként szerepelt). A markerek az 1q24.2-1g25.1
régioban, a SERPINCI génen belil, illetve attdol proximalisan ¢és disztalisan
helyezkednek el. Az F1341 a 6p25.3 régidban taldlhatd. A markerek detektalasahoz és
azonositdsdhoz multiplex PCR reakcidkat allitottunk Ossze, melyben fluoreszcensen
jelzett oligonukleotidokat alkalmaztunk (IV. Tablazat). A felsokszorozott PCR
termékekhez GeneScan™-500 LIZ™ méret standard és Hi-Di Formamide™
hozzaadasa utan kapillaris elektroforézist végeztiink ABI3130 genetikai analizatoron
(Life Technologies) a DNS fragmentumok elvéalasztasdra. Az STR fragmentumok

analizise a GeneMapper v4.1 szoftver (Life Technologies) segitségével valosult meg.
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IV. Tablazat. Az

Antitrombin Budapest 3 mutacio alapito hatasanak

vizsgalatakor az STR markerek analiziséhez hasznalt oligonukleotidok ¢és

jellemzoik.
Genetikai Primer . Jelolés Tan Fra’gment
) Bazissorrend (5’ - 3°) i o mérete
marker tipusa tipusa O
(bp)
Alu8 F AAGCTGAAGCCTGAGAATGAAT 6FAM™ 138-177
R GTTGCAGTGAGCCAAGATCA
F TTGGGCCCTTATTACATACCAGA PET™
DIS196 R GATTTGGATTCGTTACATGTTTCTCTT 62 271-287
DIS218 F CTGTTTATGTTATCACCAAGGCTTCT VIC® 345-365
R TCGTGAAATGTAATCCTCATGAATAAC
F GAGGTTGCACTCCAGCCTTT NED®
FI341-STR R GCCCCAAGGAAGATGAGTAAAC N 211-247
AluS F GATATTAAGAGCTGGGGAAATGTG 6FAM™ 172-183
u R | GGCATGAGAATCGCTTGAAC -

F: Forward primer,; R: Reverz primer

Az ATBp3 muticié alapitd hatdsanak igazolasira Osszesen tehat 7 SNP-t
(rs677, rs1799876, 1s2227596, 1s941989, 152227612, rs5877 és 1s5878), az 5’LP-t és 4
STR markert (AluS, Alu8, D1S196 és D1S218) vizsgaltunk, ezek elhelyezkedése az 1-

es kromoszéman a 10. abran lathato.

RCSD1 SERPINCI RABGAPIL
1g24.2 1q25.1 1q25.1
(167,599,474-167,675,486) (173,872,942-173,886,516) (174,128,552-174,927,327)
D1S196 (AC), Alu5 and Alu8 (ATT), DIS218 (AC),
- #———Hr——f—k

L J
6.3 cM 0.6 cM
1 2 ATBp3 3 4 5 6 7

151799876 | " *
SLP| 152227596 £$941989 rs5877 |rs677 £52227612

rs5878

10. abra. Az Antitrombin Budapest 3 mutaciéo alapité hatasanak igazolasara

vizsgalt 12 polimorf genetikai marker elhelyezkedése a 1-es kromoszoman.

(Gindele, R., Oldh, Z., Ilonczai, P., Speker, M., Udvari, A., Selmeczi, A., Pfliegler, G., Marjan, E.,
Kovdcs, B., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Founder effect is responsible for the p.Leul31Phe

heparin-binding-site antithrombin mutation common in Hungary.: phenotype analysis in a large cohort.

J. Thromb. Haemost. 14 (4), 704-715, 2016. kozleményiink alapjan.)
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Az 1rs677,1rs1799876, 1s2227596, 1s941989, rs2227612, rs5877 és rs5878 és az
5’LP polimorf markerek genotipizalasat kdvetden haplotipusokat generaltunk a

Haploview (http://www.broadinstitute.org/haploview) szoftver segitségével.

e Az ATBp3 alapité mutdcié koranak meghatdrozésa

A mutdcié kordnak meghatarozasahoz 36, egymadassal nem rokon személy ¢és
csaladtagjaik genomi DNS mintdit hasznaltuk és nyolc STR markert vizsgaltunk:
DI1S212 (4,92AcM), D1S2659 (3,27AcM), D1S218 (0,73AcM), D1S2790 (1AcM),
DIS1165 (2,43AcM), DI1S2815 (2,53AcM), DI1S196 (7,35AcM) ¢és D1S460
(54,8AcM). A markerek tavolsagait AcM egységekben az ATBp3 mutécio helyétol
szamitottuk. A markerek detektalasa fentiekhez hasonléan, PCR-t kdvetd kapilldris
elektroforézissel tortént ABI3130 genetikai analizatoron (Thermo Fisher Scientific) és
GeneMapper v4.1 szoftverrel értékeltiik ki azokat (Life Technologies). E markereket
teszteltlik n=200 kontroll személyen (a hazai referencia populaciobol kivalasztva),
illetve n=94 roma személyen (a hazai roma referencia populaciobodl kivéalasztva). Az V.
Tablazat szemlélteti az STR markerek detektalasdhoz hasznalt oligonukleotid

primereket ¢és tulajdonsagaikat.

V. Tablazat. Az Antitrombin Budapest 3 alapitd mutacié6 koranak
meghatarozasahoz  hasznalt STR  markerek  analizis¢hez  hasznalt
oligonukleotidok és jellemzoik.
F t
Genetikai Primer L. Jelolés Tan ra’gmen
) Bazissorrend (5’ - 3°) , o mérete
marker tipusa tipusa O
(bp)
F TTGGGCCCTTATTACATACCAGA PET™
DIS196 R GATTTGGATTCGTTACATGTTTCTCTT 62 271-287
DIS218 F CTGTTTATGTTATCACCAAGGCTTCT VIC® 345-365
R TCGTGAAATGTAATCCTCATGAATAAC
F CCTTCCATAGCTGATACTGCTG 6FAM™
DISTIes R | AGGCAACAGAGTGAGACTCCA 390-470
F CAGGATTTTTGTAACAGAGTGAAAA NED®
DIS2815 R CTCCAAATCTAGTCACACTGGAAG 290-370
F AAAATGCTCATTAGTCCAGAAAGG PET™
D152790 R TGTTTGGCTATGTTTTACTAGCTC 64 243-260
D1S2659 F CACAACCAAGTCCCAGATTTTAG VIC® 190-220
R GGGAAGGTGTCAGAGTGAGTATT
DIS212 F ACAGCAAGACTCTGCCTCTACA NED® 94-115
R CCAGGCTGATTTTGTGTATGTG
F ATCAGGGTCAGGGTGACG 6FAM™
D15460 R AGCTCTGGCAAGTTGAAGGA 160-170

F: Forward primer,; R: Reverz primer
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.....

kapcsan a spanyol munkacsoport betegeinél tovabbi hat STR marker detektalasa tortént
(D1S431, DI1S452, DI1S2814, D1S2691, D1S2791 ¢és DI1S2751), ezeket a mi

betegeinknél nem hataroztuk meg.

4.2.2.5 Vad tipusu és mutans antitrombin variansok, illetve protein C variansok in vitro
expresszioja

A vad tipusu AT-nak megfeleld6 cDNS-t tartalmazé vektort (ORF-
NM 000488 pcDNA3.1(+)), a mutans ¢.T614C (a p.Leu205Pro muticionak
megfeleld) valamint a vad tipust (ORF-NM_ 000312 pcDNA3.1(+)) és a mutans
c.A230G (p.Asp77Gly), c.C488A (p.Alal63Glu), c.C488T (p.Alal63Val) protein C-
nek megfelelé vektorokat az ImaGenes cégtdl szereztiik be (Berlin, Németorszag),
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 uj SERPINC1 mutaciot (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Met121Arg,
p.Leu245Pro, p-Leu270Argfs*14, p-Asn450Ile, p.Gly456delins_Ala_ Thr,
p.Pro461Thr) hordozé plazmidokat QuickChange Site-Directed Mutagenesis (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) kit felhasznalasaval, helyspecifikus
mutagenezissel allitottuk eld.

Az AT Debrecen (p.Leu205Pro), a kilenc 0j SERPINCI, valamint a PC
mutaciok biokémiai kovetkezményeinek vizsgalatahoz eldszor tranziens transzfekciot
végeztiink HEK293 sejtekben 6-lyuku lemezekben. A sejteket DMEM tapfolyadékban
tenyésztettiik 10% fetal calf serum, 2mM L-glutamin és 25 pg/mL gentamicin
antibiotikum (Chinoin, Budapest) jelenlétében 37°C-on, 5% szén-dioxidot biztositd
termosztatban. A PC esetében a tapfolyadék K-vitamint (Roche) is tartalmazott. A vad
tipusu, a p.Leu205Pro (AT Debrecen) és a kilenc 1j mutaciot hordozé AT-nak
megfeleld plazmidok transzfekcidjat X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent
(Roche), a vad tipusu és mutans PC plazmidok transzfektalasat FuGENE HD (Roche)
kit segitségével végeztiik 2-2ug plazmid DNS felhasznalasaval, gyartd Utmutatisai
szerint. A lacZ gén kotranszfekciojat (pCMV Sport B-GAL plazmid, Invitrogen)
szintén elvégeztiik, annak érdekében, hogy a transzfekcid hatasfokat késébb a -
galaktozidaz aktivitas alapjan ellendrizhessiik és kvantifikalhassuk.

Negyvennyolc-6tven 6ra inkubacié utan a tdpfolyadékokat sszegytijtottiik, a

sejtek egy részét immunfestésre és CLSM vizsgalatokra (vad tipusa AT és PC, AT
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Debrecen és a harom mutans PC esetében) félretettiik, masik részét lizaltuk 50 mMTris-
HCI, pH7,5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0,5% Na-deoxikolsav, és proteaz
inhibitor koktél (Roche) tartalmu oldatban. A mintdkat -70°C-on taroltuk tovabbi
felhasznalasig. A transzfekcid  hatasfokdt FluoReporterRlacZ/Galactosidase
Quantification Kit-tel (Molecular Probes, Life Technologies) ellendriztiik és
regisztraltuk.

A vad tipust AT, illetve az ATBp3, AT Basel és AT Padua esetében, valamint
a p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Met121Arg, p.Leu245Pro és p.Pro461Thr
mutansok esetében stabil transzfekciot is végeztiink HEK293 sejtekben Lipofectamine
3000 Transfection Kit-tel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Geneticin antibiotikumot
(Gibco) hasznaltunk szelekcidés agensként, optimalizaldas utdin 400 pg/mL
koncentracioban a tapfolyadékban. A sejteket 37°C-on, 5% szén-dioxid jelenlétében
tenyésztettik DMEM tapfolyadékban. A vad tipusi és mutdns antitrombinokat
tartalmazo tapfolyadékot Amicon Ultra 30 kDa sziirén (Merck Millipore, Burlington,
VT, USA) koncentraltuk tovabbi felhasznalas céljabol.

4.2.2.6 Specialis hemosztazis laboratoriumi modszerek és biokémiai vizsgalatok
antitrombin és protein C deficienciaban
A vad tipust és p.Leu205Pro AT-t, valamint a kilenc uj AT mutdnst expresszalo
HEK293 sejtek lizatumaban és tapfolyadékdban meghataroztuk az AT koncentraciot
ELISA modszerrel (AssayMax Human Antithrombin III ELISA kit, Assaypro, St.
Charles, MO, USA, ill. Abcam Human-Antithrombin-III-ELISA-Kit, Abcam,
Cambridge, UK). A sejtek tapfolyadékdban meghataroztuk az AT amidolitikus
aktivitasat heparin jelenlétében és hidnydban LX Antithrombin H+P reagenssel
(Labexpert, Debrecen) mikrotitralé lemezben. A tesztben kisebb moddositasokat
hajtottunk végre, hogy alkalmazkodjunk a human plazmatodl eltérdé koriilményekhez,
els6sorban ahhoz, hogy az AT a plazméhoz képest nagyon kis mennyiségben allt
rendelkezésre. A vizsgalandd mintat az eredeti teszt koriilményekhez viszonyitva
kisebb (1:6) végsd higitasban alkalmaztuk, a higitdst pH8,4 Tris-HCl pufferben
végeztiikk, a heparin kofaktor (hc-antiFXa) meghatirozds esetén 2 U/mL heparin
jelenlétében. Az AT antigén ¢és aktivitds meghatarozasokat legalabb harom fliggetlen
kisérletbdl elvégeztiik, az AT antigént mg/mL-ben, az aktivitast U/mL-ben fejeztiik ki,

majd kiszdmitottuk a specifikus aktivitast és kifejeztiilk U/mg-ban.
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Az in vitro expresszalt vad tipust, az AT Debrecen (p.Leu205Pro AT-t) és a
kilenc 0j AT mutanst a HEK293 sejtek lizatumabol és tapfolyadékabol Western-blottal
is vizsgaltuk. Az SDS-PAGE (10%-0s gélben) nem redukald koriilmények kozott
tortént. Az AT-t kecske anti-human AT antitesttel detektaltuk (Affinity Biologicals,
Ancaster, Canada), masodlagos antitestnek biotinalt, nyulban termeltetett anti-kecske
IgG-t hasznéltunk. Az immunreakciot Vectastain Elite ABC kit-tel erdsitettiik (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) és DAB-bal (3,3’-diaminobenzidin) vizualizaltuk
(Invitrogen). A kilenc 0j mutansnal az immunreakciét ECL technikéval valtottuk ki a
gyarto utasitasait kovetve (Thermo Fisher Scientific). A kemilumineszcens detektalas
C300 Azure késziilékkel tortént (Azure Biosystems, Dublin, CA, USA). A Western-
blottot N-glikoziddz F emésztést kovetden is elvégeztiik a vad tipust és a p.Met121Arg,
p.-Leu245Pro, p.Asn450Ile, p.Gly456delins_ Ala Thr mutins antithrombin fehérjék
esetében (N-Glycosidase F, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

A vad tipust, a [IHBS mutans antitrombinok és a kilenc 4j AT mutans koziil
azok, melyeket kés6bb SPR mddszerrel is vizsgaltunk (p.Arg78Gly és p.Pro461Thr, 1d.
késébb) tisztitasa a stabilan transzfektalt HEK293 sejtek koncentralt tapfolyadékabol,
illetve normdl személyek és ATBp3 homozigéta betegek plazmdjabol affinitas
kromatografidval tortént Sepharose 4B gélhez kovalensen kotott kecske anti-human
antitrombin IgG (Affinity Biologicals, Ancaster, ON, Kanada) felhasznalasaval.

A plazma mintdkban a keresztezett immunelektroforézis (CIE) soran az els6
elektroforézist 150 V-on 60 percig 1%-os agardz gélben végeztik 16,3 U/mL nem
frakcionalt Na-heparin jelenlétében. A mésodik dimenzidban torténd elektroforézist
100 V-on 180 percig végeztiik 1%-os agardzban 1% nyul anti-humdan antitrombin
antiszérum (Sigma, Saint Louis, MO, USA) jelenlétében.

A vad tipusu és ITHBS mutans antitrombinok, valamint a p.Arg78Gly és
p.Pro461Thr mutdnsok heparinhoz toérténd kotddésének vizsgalata felszini plazmon
rezonancia (SPR) moddszerrel tortént Biacore 3000 késziiléken (GE Healthcare,
Uppsala, Svédorszag). Ehhez heparinnal fedett szenzor chip-et hasznaltunk (Heparin
Approx. 50 nm hydrogel chip, XanTec bioanalytics GmbH, Diisseldorf, Németorszag).
Mivel a chip négy cellat tartalmazott, igy a vad tipust €s a hdrom rekombinans IIHBS
mutans (ATBp3, AT Basel, AT Padua) AT-t egyszerre, ugyanazon a chip-en,
ugyanolyan koriilmények kozott tudtuk vizsgdlni. A reakcid sordan 90 ulL, futtatd

pufferben (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, 0,005% (v/v) surfactant, pH
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8,4) higitott AT-t injektaltunk a celldkba, hat kiilonb6z6 koncentracidban (50, 100, 150,
300, 500 és 750 nM). Az atfolyasi sebesség 10 puL/perc volt. A chip-et két mérés kozott
30 uL regeneralo pufferrel (10 mM glicin-HCI, pH 2,5, GE Healthcare) kezeltiik. Az
SPR gorbék illesztése Langmuir 1:1 kétddési modellel tortént, a szenzorgramokbol
asszociacios-disszociacios rata konstansokat (ks ¢és kq), valamint egyensulyi
asszociacios és disszocidcios konstansokat (Ka és Kp) szamitottunk BIAevaluation
szoftver (GE Healthcare) segitségével.

NanoDSF (differential scanning fluorimetry) moddszerrel vizsgaltuk a vad
tipusu AT és az ATBp3 hdstabilitasat Prometheus NT48 késziilékben (NanoTemper
Technologies GmbH, Miinchen, Németorszdg). Roviden, a modszer a fehérjék
triptofanjanak fluoreszcencia intenzitasat méri, aminek maximuma a fehérjék
letekeredése (unfolding) soran eltolédik 330 nm-r6l 350 nm-re. Egy adott fehérje
hdstabilitasa megadhatd annak T értékével, mely hoémérséklet mellett a fehérje
populacié fele letekeredett allapotban van. A hdstabilitdas a Tonser €rtékkel is
jellemezhetd, ami azt a hémérsékletet mutatja, melyen a denaturaciéo kezdddik. A
vizsgalat sordn a mintakat 10 pL térfogatban (8 uM) iiveg kapillarisba toltottiik, majd
20 °C-r6l 95 °C-ra melegitettiik azokat, 1°C/perc sebességgel. A Tm €s Tonser értékeket
PR ThermControl v2.1.2 szoftverrel (NanoTemper Technologies) hatdroztuk meg, a
350/330 nm fluoreszcencia arany vs. hdmérséklet elsé derivaltjabol szarmazé olvadasi
gorbék alapjan.

(Asserachrom PC:Ag, Diagnostica Stago) modszerrel, az aktivitasat alvadasi (Staclot
PC, Diagnostica Stago) ¢és amidolitikus (Berichrom PC, Siemens) tesztekben,
mikrotitrald lemezekben fotométerben detektalva, illetve KC4 koagulométerben
mértiik. A PC mutansok és a vad tipustt PC vizualizacidjara natrium dodecil szulfat
poliakrilamid gél elektroforézist (SDS-PAGE, 5-20% gradiens) végeztiink nem
redukald koriilmények kozott és a géleket polivinilidén difluorid (PVDF) membranra
elektroblottoltuk, majd 3% zselatinnal blokkoltuk 20 mM Tris, 50 mM NacCl, pH 7,5
koriilmények kozott. A PC-t birka anti-human PC antitesttel (Haematologic
Technologies, Essex Junction, VT) detektaltuk, az antitestet 2000-szeres higitasban
hasznaltuk. Az immunreakciét anti-birka immunglobulint 1000-szeres higitasban

tartalmazd Vectastain Elite ABC kit-tel (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
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viteleztiik ki és 3,3'-diaminobenzidin (DAB) (Invitrogen) segitségével tettiik lathatova.
A Western-blottot elvégeztiik a sejtlizatumokban ¢és a feliiluszokban egyarant.

A poliubikvitindlt PC aranyanak meghatdrozasat a transzfektalt sejtek
lizatumaban ELISA mddszerrel végeztiik, melyben a PC-t a mikrotiter lemezhez kotott
poliklonalis anti-PC antitesttel (Diagnostica Stago) fogtuk ki, a poliubikvitint torma
peroxidazzal konjugélt anti-poliubikvitin monoklonalis antitesttel (CycLex Co. Ltd.,
Ina, Nagano, Japan) detektaltuk. A reakciét tetrametilbenzidin (TMB) szubsztrat
hozzaadasaval tettiik lathatova, az optikai denzitast 450 nm-en olvastuk le mikroplate
olvasdban. A mutans fehérjék poliubikvitinaltsagat az OD értékek PC antigén szintre
torténd normalizéldsa utdn hatdroztuk meg minden sejtlizatumban és a mutans:vad

tipusu poliubikvitinalt PC aranyaként adtuk meg.

4.2.2.7 A vad tipusu és mutans antitrombin és protein C intracellularis megjelenésének
vizsgalata immunfestéssel és konfokalis lézer szkenning mikroszkopiaval
Az intracellularis AT és PC lokalizacidjara immunfestést kovetd konfokalis lézer
szkenning mikroszkopiat (CLSM) végeztiink. A 96% etanolban és 1% ecetsavban fixalt
vad tipusu, illetve mutans AT (p.Leu205Pro) és mindharom PC muténs fehérjéket
tartalmazé HEK293 sejteket 5% normal humén szérummal inkubaltuk foszfat puffer
oldatban 15 percig a nem specifikus I1gG kotések megakadalyozasara, majd az AT
jelolésére kecske anti-humén AT antitestet (Affinity Biologicals) hasznaltunk 1:400
higitasban 60 percig. Mésodik antitestként pedig FITC-konjugalt anti-kecske IgG-t
alkalmaztunk (Vector) 1:100 higitasban 45 percig. A PC esetében nytl anti-human PC
antitestet (Sigma-Aldrich) 1:100 higitdsban adtunk a mintakhoz és inkubaltuk 60
percig. A vizualizdcidhoz egy DyLight 488-al jelolt masodik antitestet (kecskében
termeltetett anti-nyual IgG, Vector, Burlingame, CA, 1:100 higitasban, 45 perc
inkubécioval) hasznaltunk. Az AT ¢s PC festéseket endoplazmatikus retikulum (ER),
cisz-Golgi (CG), transz-Golgi (TG) vagy 26S proteaszéma markerre torténd festéssel
kombinaltuk kettés immunfestéses reakcidkban. Az ER marker calnexint egér
monoklondlis antitesttel (Abcam Ltd, Cambridge, UK, AT esetében 1:40, PC esetében
1:10 higitasban, 60, illetve 45 percig inkubalva) detektaltuk. A Cis-Golgi-t egér anti-
Golgi 58K fehérje antitesttel (Sigma-Aldrich, 1:200 higitas, 60 perc) jeloltiik. Egér anti-
manno6z-6-foszfat receptor elsddleges antitesttel (Abcam; 1:10 higitds, 60 perc
inkubacio) jeloltiik a transz-Golgit. Végiil, a proteaszomat 26S proteaszoma elleni egér

monoklonalis antitesttel (Abcam, 1:200 higitas, 60 perc) vizualizaltuk. A monoklonalis
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egér antitestek detektalasdhoz DyLight 549-el konjugalt l6ban termeltetett anti-egér
IgG masodik antitestet (Vector, 1:200 higitas, 45 perc inkubacid) hasznéltunk.
Valamennyi reakcidt szobahdmérsékleten végeztiik, az antitestek higitdsdhoz és a
mosasi 1épésekhez fosztat puffer oldatot (PBS) hasznaltunk. Negativ kontrollként nem
immun antiszérum azonos higitasait ¢és idiotipus egér immunglobulin preparatumokat
hasznaltunk a primer antitestek helyettesitésére. A mintdkat Plan-Apochromat
63X/1,40 olaj objektivvel és szolid-fazisu lézerekkel felszerelt konfokéalis 1ézer
szkenning mikroszkoppal vizsgaltuk (LSM 700, Zeiss Oberkochen, Németorszag). A
fluoreszcens jelek szeparalasit a VSD (valtoztathatd szekunder dikroikus
sugarnyaldbosztd) fénytord lencsékkel torténd hatékony feldaraboldsaval parositott
szelektiv 1ézer excitacidval (405 nm, 488 nm, 555 nm lézer vonalak) értiik el. A
fluoreszcens jelek kolokalizaciojat a képparokban ZEN 2010 képalkotd szoftverrel
(Carl Zeiss Microscopy) ¢és Protein Proximity Analyser (PPA) szoftverrel vizsgaltuk
(www.anes.ucla.edu/~wuyong/). PPA sordn median filter technikaval torténd hattér
redukciodt kovetden a kolokalizaciot a fehérje kozelségi index-szel (protein proximity
index, PPI1, PPI2) jellemeztiik, mely szamszerii érték megfelel a kolokalizalt
molekulak frakcidjanak valamennyi csatornaban idedlis, hattértdl és zajoktol mentes
képek esetén. Bedllitdsainknak megfeleléen a PPIl jellemezte az AT vagy PC
kiilonbozo sejtorganellumokkal kolokalizalt frakciojat, mig a PPI2 adta meg az AT-nal,
vagy PC-vel kolokalizalé sejtorganellumok aranyat. El6bbi mellett a Pearson’s
korrelacios koefficienst is hasznaltuk a kolokalizacio leirdsara. Manualis
kiiszobcsokkentést kdvetden a kolokalizaciot Manders szerint is jellemeztiik az M1 és

M2 kolokalizaciés koefficiensek megadasaval a ZEN 2010 szoftverrel [391,392].

4.2.2.8 Insilico vizsgalatok antitrombin és protein C deficienciaban
Az informatikai lehetdségek folyamatos fejlédése miatt az in silico vizsgalatok

modszertananak ismertetése azok elvégzésének iddrendjében célszert.

e In silico vizsgdlatok protein C deficiencidban

Mivel a vizsgélatok idején nem volt elérhetd megfeleld, az aktivacios peptidet is
tartalmaz6 kisérletes templat szerkezet a teljes PC-re, a teljes aktivalt PC (APC)
szerkezetet épitettiik fel helyette. Feltételezhetd volt, hogy ennek csupan jelentéktelen
szerkezeti hatdsa van az altalunk vizsgalt, a mutdcidkat tartalmazoé pozicidkra (a 163-
as ¢és foként a 77-es, valamint a hozzajuk kozel es¢ aminosavakra). A teoretikus teljes

hosszusagu APC modell végiil a teljes hosszusagu aktivalt IX-es faktor (IXa), a des-
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Gla APC (PDB ID: 3F6U) és az elérhetdé PC Gla domén fragment (PDB ID: 1LQV)
minta alapjan késziilt. Az utdbbit a FVII rontgenszerkezetébdl (1DAN) ismert teljes
Gla domén geometria alapjan egészitettiik ki. A Gla és az EGF1 domén kozé esd,
ujonnan ¢épitett hurok szerkezetet a Schrodinger programcsomag Prime moduljaval
finomitottuk [393]. A rontgen-diffrakcids szerkezetbdl hianyzé aminosav egységeket a
Yasara programcsomaggal potoltuk (www.yasara.org). A modell mindségét a Procheck
programmal ellendriztiik. A p.Alal63Val és a p.Alal63Glu mutaciok szerkezet-
stabilitidsra gyakorolt hatdsat molekuladinamikai szimulaciokkal tanulmdnyoztuk
Gromacs szoftvercsomaggal [394]. A virtualis mutéciokat a Yasara programcsomaggal
hoztuk létre. Mivel ezek a mutaciok a katalitikus (szerin protedz) doménhez kozel es6
EGF2 domén feliiletén helyezkednek el, ezért csak ezeket a doméneket vizsgaltuk.
Osszehasonlitasul, ugyanezeket a szimuldcidkat szintén elvégeztik a vad tipusu
fehérjén. A Ca?" és Na' ionokat, valamint a szerkezeti vizmolekuldkat az eredeti
rontgendiffrakcios felvétel alapjan megtartottuk. A szolvatalt modelleket dodekaéderes
,boxba” helyeztiik. A doboz (,,box™) fala és a fehérje falhoz legkdzelebb es6 atomjanak
tavolsagat 12 A tavolsagra allitottuk be. Az igy eldallitott rendszereket neutralizaltuk,
majd Na' és Cl- ionok hozzdadasaval az ionerdsséget 0,15 mol/dm?3-re allitottuk be. A
310 K-re valo felfiitésé¢hez un. ,,simulated annealing” modszert alkalmaztunk (azaz a
rendszert kis 1épésekben, minden 1épésnél biztositva az egyenstlyi allapot 1étrejottét,
futottiik fel) majd 200 ns szimuléaciot futtattunk allando részecskeszam (N), és allando
nyomas (P=10° Pa) és allando hémérséklet (T=310K), valamint periodikus hatarfeltétel
mellett. OPLS-AA [394] fehérje eréteret és TIP3P explicit vizmodellt alkalmaztunk. A
rovid hatotavolsagu elektrosztatikus €s van der Waals energiatagok kiszamitasakor 10
Angstromos ,,cut-off” tavolsagot dallitottunk be, mig a nagy hatotavolsagi
elektrosztatikus energia korrekciokat a részecskehalos Ewald (Particle-Mesh-Ewald,
PME) moédszer segitségével vettiik figyelembe. A virtualis pozicid protokoll lehetévé
tette, hogy 4 fs-os lépéskozt alkalmazzunk a szédmitasok soran. A szimulaciok
kivitelezésé¢hez ¢és a trajektoridk elemzéséhez a GROMACS szoftvercsomagot
hasznaltuk. A fehérjeszerkezet megjelenitéséhez a VMD ¢és Chimera 1.7 programokat

vettiik igénybe [395].

e In silico vizsgalatok p.Leu205Pro mutacid okozta AT deficiencidban

A vad tipusi AT kiindulési szerkezetét a nativ, pentaszacharid-mentes AT Rtg-

diffrakcids szerkezete alapjan készitettiik, ami a protein adatbankban (PDB ID: 1E04)
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megtalalhat6. Azon régidok geometridjat, melyek ebben a szerkezetben nem voltak
megtalalhatok (gymint az A-helixet megel6z6 rovid N-terminalis és kiterjedtebb loop
szekvenciak, valamint a C-termindlis Lys residuum) a Schrodinger programcsomag
Prime moduljanak segitségével ¢épitettiik fel [393]. A kiegészitett szerkezet
mindségellendrzését a ProCheck szoftverrel végeztiik [396]. A mutans Pro205-t
tartalmaz6 szerkezetet ezek utan épitettiik fel ugy, hogy toroltiik a Leu205 oldallancot
és Pro205-tel helyettesitettiik a Yasara szoftver segitségével. Ezt kovetéen a PC
mutaciok vizsgdlatdhoz hasonléan jartunk el, amennyiben a szolvatalt (TIP3P
vizmodellt hasznalva) vad tipusu €s Pro205 AT-t dodekaéderes ,,boxba” helyeztiik. A
doboz (,,box™) fala és a fehérje falhoz legkdzelebb esd atomjanak tavolsagat 15 A
tavolsagra allitottuk be. Az igy eléallitott rendszereket neutralizaltuk, majd Na* és CI-
ionok hozzdadasaval az ionerdsséget 0,15 mol/dm?3-re éllitottuk be. A rendszert itt is
310 K-re fitottik az Un. ,,simulated annealing” mddszerrel, majd 4us szimulaciot
futtattunk allandd részecskeszam (N), és allando nyomas (P=10° Pa) és allando
hémérséklet (T=310K), valamint periodikus hatarfeltétel mellett a GROMACS
szoftverrel. A szimuldciok sordn OPLS-AA eréteret alkalmaztunk. A rovid
hatotavolsagu elektrosztatikus és van der Waals energiatagok kiszdmitasakor itt is 10
Angstromos ,,cut-off” tavolsagot Aallitottunk be, mig a nagy hatotavolsagi
elektrosztatikus energia korrekciokat a PME moédszer segitségével vettiik figyelembe.
A szimulaciok soran itt is 4fs 1épéskozt alkalmaztunk. A fehérjeszerkezet

megjelenitéséhez a VMD programot hasznaltuk.

e In silico vizsgélatok a IIHBS antitrombin deficiencidk dsszehasonlitdsara

A TIHBS AT deficiencidk 0Osszehasonlitdé vizsgalatait megalapozo in silico
tanulmanyunk soran vizsgéltuk a nagy affinitasi pentaszacharid ¢és az AT
kolesonhatasat. Ennek sordn betekintést nyertiink a pentaszacharid (a heparin hatékony
antikoagulans egysége) ¢s az AT kolcsonhatdsdnak folyamatdba 0j moddszertan
(GAMD, 1d. késdbb) segitségével [397]. Az AT-nak pentaszachariddal vald
kotédésének hatasara lejatszodd konformdaciovaltozasaira az irodalomban egy
haromlépcsds modellt javasoltak, a modell elsésorban rontgendiffrakcios
szerkezeteken ¢és kinetikai méréseken alapul [398-403]. Az egyes lépésekben a
pentaszacharid kotddése fokozatosan egyre erdsebbé valik. Az elsé 1épésben a
pentaszacharid kotddése még relative gyenge, azonban a heparin kétéhelye kdzelében

bekovetkezd konformacidovaltozasok révén a kotddés erdsebbé valik. A masodik
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1épésben lejatszodd folyamatok elsdsorban szintén a heparin ktohelyet, valamint a
fehérje hidrofob magjat érintik. Az AT pentaszacharid-affinitasa a harmadik 1épésben
valik maximadlissd, a D-hélix meghosszabbodésa, valamint az RCL A-B-reddbe
beékelddott N-termindlis részének (,,hinge” régid) kimozdulasa révén. A kotddés
viszonylag korai 1épéseire, amikor az AT-pentaszacharid kolcsonhatds még relative
gyenge, eddig nem allt rendelkezésre atomi szintli szerkezeti informacié. A GAMD
modszer javitott mintavételezést tesz lehetdvé eldre definialt reakcidkoordinatak
megaddsa nélkiil és pontosabb energiaszamitdst érhetiink el vele. Hatékonyan
alkalmaztdk mar kiilonboz6 ligand kotddési vizsgalatokban [404]. Ezért tartottuk
lehetségesnek az AT-pentaszacharid kotddés vizsgélatat ezzel a modszerrel, olyan
rontgendiffrakciés uton meghatarozott AT-konformaciét felhasznalva, ami nem
tartalmazott pentaszacharidot, vagy mas szerkezetli aktivatort, igy szamunkra az a
konformacio kiindulasként szolgélhatott.

A TIHBS tipusu AT deficienciaval jaré mutaciok (ATBp3, AT Basel, AT Padua)
AT-pentaszacharid kotésre, illetve az AT molekula szerkezetére gyakorolt hatasait
kétféle modellrendszerben tanulmanyoztuk. Elszor, a nem aktivalt AT allapotot
reprezentald, pentaszacharidot nem tartalmazé modellhez a nem-aktivalt AT 1T1F
rontgendiffrakcios szerkezetet hasznaltuk [405]. Masodszor, a pentaszachariddal
kapcsolodott, aktivalt AT allapotot reprezentdld modellhez az 1INQ9 Rtg-diffrakcios
struktarabol indultunk ki [403]. Mindkét allapotnak megfeleléen felépitettiik a vad
tipust €s a harom mutans AT szerkezetet. A rendszert vizmolekuldkkal szolvataltuk,
melyeket a CHARMM er6tér modositott TIP3P vizmodelljével vettiink figyelembe. A
szimulaciok kocka alaku dobozban torténtek, periodikus hatarfeltételek mellett ¢és a
minimum tavolsdg a fehérje (vagy ligand) és a doboz élei kozott 12 A volt. A
hozzaadott Na" és Cl° ionok szamat ugy hatdrozta meg a szoftver, hogy a
sokoncentracid megkozelitéen 0,15 M legyen. Az AT fehérjére a CHARMM36m
erdteret, a pentaszacharidra pedig a CHARMM szénhidrat erdteret alkalmaztuk [406].
Az AT e modellekben harom helyen, a B-AT-nak megfelelden volt glikozilalva (Asn-
96, az Asnl55 és az Asnl92 a hagyomdnyos, az érett AT molekuldnak megfeleld
szamozas szerint). A topologia fajlok elkészitéséhez a CHARMM-GUI webes feliiletet
hasznaltuk [407]. A molekuladinamikai szimulaciokhoz és a GAMD szimulacidhoz az
AMBERI16 szoftvercsomag pmemd.cuda programjat hasznaltuk [408]. Valamennyi

molekuladinamikai szimulacidt energiaminimalizacio el6zott meg, ahol az elsé 500
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Iépésben ,,steepest descent” algoritmust, az azt koveté 1500 1épésben konjugalt
gradiens modszert alkalmaztunk. Ezt egy jabb 2000 Iépéses energia-minimalizacid
kovette, a megszoritasok eltdvolitdsa utan. A javitott mintavételezésli szimulaciok eldtt
minden esetben 150 ns hosszisagli egyenstlyi molekuladinamikai szimulaciokat
futtattunk. A GAMD szimulacidok soran az un. dual-boost sémat alkalmaztuk [408].
Minden szimulacido sordan egy 60 ns ekvilibrium szakasszal inditottunk, majd
kovetkezett az Gn. produkcids szakasz. A szimuldciok soran az elsdé 10 ns egyensulyi
dinamikénak felelt meg, adatgyiijtés az elsd 4 ns-ban nem is tortént. A maradék 50 ns-
ban a szoftver gyorsitd potencialt alkalmazott a rendszer energidjanak mindkét
komponensére, az utols6 40 ns alatt rendszeresen frissitve ennek paramétereit. A
GAMD szimuléciok alland6é 310 K hdmérsékleten és térfogaton torténtek Langevin
tipusu hémérsékletszabalyozo alkalmazasaval, az integralasi 1épéskoz 2 fs volt. A 12
A-nél tavolabb elhelyezkedd atomok kozotti elektrosztatikus kdlcsdnhatasokat a PME
modszer segitségével vettiik figyelembe. A ,produkcios” szimulaciok 600 ns
hosszusaguak voltak. Minden mutans esetében két parallel szimulaciot futtattunk az
ITIF modellnek és harmat az INQ9 modellnek megfeleléen. Igy az elsé modell
esetében 1,2 ps, a masodik esetében 1,8 us totdl szimuladcios idével szamolhattunk
minden mutdns esetében. A szimulaciok eredményének kiértékelése CPPTRAJ

programmal tortént [409].

4.2.2.9 Statisztikai modszerek
A valtozok eloszlasat a Kolmogorov-Smirnov és Shapiro-Wilk teszttel vizsgaltuk. A
normal eloszlast mutatd valtozok esetében az atlagot és az SD értékeket, a nem normal
eloszlast mutatd valtozok esetében a medidnt és az ahhoz tartozoé total tartomanyokat
tiintettiik fel. A folyamatos valtozok kozotti kiilonbségeket normal eloszlas esetén t-
teszttel, illetve ANOVA-val, nem normal eloszlas esetén Mann-Whitney U teszttel és
Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk. Ahol sziikséges volt, a tobbszords 6sszehasonlitdsok
esetén, Bonferroni korrekcidt végeztiink. Chi? statisztikat hasznaltunk a kategorikus
valtozok 0Osszehasonlitasara. Az ATBp3 hordozasanak a thrombosis kialakuldsara
gyakorolt kockézatat logisztikus regresszids modellel is analizaltuk, megadtuk az
esélyhanyadost (odds ratio, OR) és a 95%-os konfidencia intervallumot. Kaplan-Meier
tuléleési gorbékkel szemléltettiik az els6 thromboticus esemény kialakulasaig eltelt id6t
(¢életkor az els6 thrombosis idején) a kiilonbdzd AT deficiencia tipusokban. A 0,05 vagy

annal kisebb p-értéket tekintettilk statisztikailag szignifikdnsnak. A statisztikai
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analiziseket a Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 22.0; Chicago, IL,
USA) szoftverrel végeztiik el.

Az ATBp3 mutacié koranak meghatarozasdhoz LD (linkage disequilibrium)
index értékeket (8) kalkulaltunk a moédszerekben emlitett STR markerek alapjan
Bengtsson és Thomson szerint [410]. A genetikai tavolsagot (rekombinaciods frakcio, 0)
az egyes STR markerek és a SERPINCI gén kozotti fizikai tavolsagbol szamitottuk
1,17 cM/Mb konverzios faktorral [411]. Az ATBp3 korat (generaciokban kifejezve, g)
parametrikus és Bayes-féle modszertannal is szamitottuk. A parametrikus modszerek
koziil az elsé Risch algoritmuséan alapul, ahol g=logd/log (1-6) [412]. A masodik egy
un. Markov-féle tranzicios matrix (K) kalkuldlasan alapul, ahol annak a valdszinliségét
adjuk meg, hogy egy generacion beliil egy haplotipus egy masikba transzformalodik.
A K érték szorzoszama adja végiil a generaciok (g) szdmat [413,414]. A Bayes-féle
modszert a DMLE+ program 2.3-as verzidjaval végeztiik [415], illetve elvégeztiink egy
masik valoszinliségi analizist is, ami megadja az azonos haplotipussal rendelkezdk
legkozelebbi kozos Ostdl (MRCA, most recent common ancestor) valo tavolsagat
generaciokban kifejezve. Ezt a modszert az ESTIAGE szoftverrel végeztiik [416]. A
kalkulaciokhoz szamitasba vettiik hazank lakossag szamat (9,8 millio), illetve a
mutacid alapitdsanak idején feltételezhetd lakossag szamot (a parametrikus modellek

alapjan a XVII. szazad elso fele, 3,5 millio), egy generaciot 25 évnek vettiink.

4.2.3 Etikai engedélyek

A thrombophilidkkal kapcsolatos munka a Helsinki deklaracidval és a hatalyos etikai
iranyelvekkel Osszhangban tortént. A betegek tajékozott beleegyezésiiket adtdk a
mintavételekhez. Etikai engedélyek: 3166/2012/HER, 6236-2022/DE RKEB/IKEB,
54005-3/2016/EKU, 3189-2010/DEOEC RKEB/IKEB, 84-341/2008-1018EKU,
NKEFP/1/0003/2005, 8907-O/2011-EKU, 61327-2017/EKU, RKEB 2462-2006).
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5 EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az eredmények ismertetése soran — tekintettel a betegségek és kapcsolddo vizsgalatok
széles spektrumdra — a konnyebb kovethetOség érdekében az adott témakorre

vonatkozoan a diszkussziot az eredményekkel 6sszevonva targyaljuk.
5.1 Vizsgalatok haemorrhagias diathesisekben

XlII-as faktor deficiencia

5.1.1.1 Rutin és specialis diagnosztika

Mindkét beteg esetében a normal koagulacid szlir6teszt 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 diagndzisat, 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 detektdlhatatlanul alacsony FXIII
aktivitas és FXIII-A alegység antigén szint kizarta autoantitest jelenlétének lehetdségét

(VL Téblazat).

VI. Tablazat. A két FXIII deficiens beteg laboratéoriumi eredményeinek

osszefoglalasa.
Beteg Plazma FXIII Plazma Plazma Plazma Thrombocyta
azonosito aktivitas (%) FXIIIA2B2 FXIII-A FXIII-B FXIII-A
antigén (%) antigén (%) antigén (%) antigén (%)
Proband 1 <1 <0,045 <0,03 63 <0,01
(P1)
Apa P1 63 62 67 117 48
Anya P1 86 95 75 99 46
Proband 2 <1 <0,045 <0,03 38 <0,01
P2)
Referencia 69-143 67-133 67-133 64-136 Kontroll: 100
tartomany

(Katona, E., Muszbek, L., Devreese, K., Kovdcs, K., Bereczky, Z., Jonkers, M., Shemirani, A. Mondelaers,
V., Ermens, A.: Factor XIII deficiency: complete phenotypic characterization of two cases with novel

causative mutations. Haemophilia. 20 (1), 114-120, 2014. kozleményiink alapjan.)

A belga laboratériumban (Proband 2) elvégzett pozitiv alvadék oldékonysagi
teszt (ami ma mar elavult és sziirdvizsgalatként sem ajanlott), a BERICHROM assay-
vel 2,5%-o0s FXIII aktivitds és a latex immunoassay-vel <4% FXIII-A antigén szint

bizonyitotta ugyan a FXIII deficiencia jelenlétét, de ezek a tesztek nem mérik pontosan
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a FXIII szinteket az alacsony tartomanyban, igy a vérzések varhato stulyossagarol sem
alkothatnak pontos képet. Az 1% ¢és 5% kozotti FXIII aktivitds ugyanis altalaban
csupan kdzepesen stlyos vérzékenységet okoz, mig az 1% alatti FXIII szintek mellett
sulyos, spontan vérzések alakulhatnak ki, ami sziikségessé¢ teszi a rendszeres
profilaxist. A FXIII aktivitds spektrofotometrids meghatarozasaval kapcsolatban
ismert, hogy a minta vakra torténd korrigalas hidnyaban a BERICHROM FXIII assay
tulbecstili a FXIII aktivitast alacsony értékek esetén [417,418]. Ezzel magyarazhato,
hogy a BERICHROM assay-vel nyert FXIII aktivitas érték (2,5%) és az altalunk
hasznalt TECHNOCHROM FXIII assay-vel mért <1% FXIII aktivitas érték kozott
diskrepancia van. A klinikummal az 4ltalunk hasznalt essz¢é eredménye korrelal jobban.
A molekularis genetikai diagnosztika sordn a Probandl Osszetett
heterozigdtanak bizonyult a p.Arg326GIn és a IVS8 ¢.1112+2T>C muticidkra. A
p-Arg326GIn mutacid ismert patogén eltérés, melyrdl korabban in silico modszerekkel
és in vitro expresszios kisérletekben is igazoltdk, hogy a muticio kdvetkeztében
instabilla valo fehérje intracelluldris degradaciot szenved [75,76]. A masik mutacio a 8-
as intronban (IVS8 c.1112+2T>C) ,,splicing”-hely defektust feltételez. A FXIII-A
mRNS tartalom a beteg vérében, a thrombocytdkban és a monocytakban kdzel normal
volt a ,,splicing”-hely defektust megel6z6 3-as exont vagy az azt kdvetd 14-15-0s
exonokat amplifikalo primerek haszéalatdval. Ez alapjan a nonszensz-medidlta mRNS
lebomlds nem valdszintisithetd. (A mRNS transzkript részletes karakterizalasat nem
végeztiik el.) A probandl a p.Arg326GIn muticiot anyjatol, a IVSS c¢.1112+2T>C
eltérést édesapjatol orokolte. Ebben a csaladban lehetdségiink volt egy harom
generaciot magaba foglald csaladfa felvételére, ahol a két mutdcio és egyéb F13A1
polimorfizmusok szegregéaciojat is megfigyelhettiik (11. abra).
kodonokban, egy négy adenint tartalmazd sorbol a 212-215. nukleotidok kozott.
Ennélfogva az E-N-N-K-L aminosavakat kodold gaa-aac-aac-aag-ctg nukleotid
szekvencia a 70—-74. kodonokban gaa-aca-aca-agc-tga nukleotidokra valtozott, ami az
E-T-T-S-STOP szekvenciat kodolja, vagyis a 71. pozicidban megjelend harom 1
aminosavat kdvetden a fehérjeszintézis ledll. Ez a muticio a FXIII-A alegység N-
terminalisahoz nagyon kozel 1évé B-szendvicsben jelent meg, ami erdsen csonkolt
fehérje szintézis¢hez vezet és magyarazza, hogy a plazmaban és a thrombocytakban
detektalhatatlanul alacsony volt a FXIII aktivitas és FXIII-A antigén. A beteg édesanyja

heterozigdta volt az eltérésre, az apa vizsgalatara nem volt lehetdség.
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E14: rs5988, ¢.1954G>C, p.E651Q

OeSEEO0OmO

11. abra. A Proband 1 csaladfaja.
Az dabran az okozati mutaciokat alahuzassal jeloltiik.
(Katona, E., Muszbek, L., Devreese, K., Kovacs, K., Bereczky, Z., Jonkers, M., Shemirani, A. Mondelaers,
V., Ermens, A.: Factor XIII deficiency: complete phenotypic characterization of two cases with novel
causative mutations. Haemophilia. 20 (1), 114-120, 2014. kézleményiink alapjan.)

5.1.1.2 Klinikai és laboratoriumi tanulsagok, a XIlI-as faktor deficiencia kivizsgalasanak

iranyelvei

Az elmult két évtizedben tobb FXIII deficiens beteg esetében biztositottuk a részletes
¢s pontos laboratoriumi diagnoézist, hozzasegitve e betegeket az adekvat terapia, illetve
profilaxis mieldbbi bevezetéséhez. A velesziiletett FXIII deficiencia extrém ritka volta
¢s a laboratoriumi diagnosztika nehézségei miatt ez az a coagulopathia, ahol a betegek
a legkésobb jutnak adekvat diagnézishoz. A koagulécié szlirtesztjei nem jeleznek, a
tipikus koldokcsonk vérzés nem minden betegben fordul eld, vagy nem tulajdonitanak
neki jelentdséget. Ugyanakkor az 1% alatti faktor szinttel rendelkezd betegek
¢letveszélyes spontan vérzéseknek vannak kitéve. Ma mar raadasul elérhetd
rekombinans FXIII készitmény, ami célzott és hatékony profilaxist és terapiat biztosit,
igy a minél korabban és adekvat laboratoriumi modszerek alkalmazasaval megsziiletd
diagnodzis kiemelten fontos [419]. FXIII deficiencidban éppen ezért — a tudomanyos
érdeklddés mellett — az edukacionak is fontos szerepe van, nemzetkdzi szinten is, ezért

a mai napig igény van az esettanulmanyok kozlésére e témakdrben. Az értekezésben
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most két sulyos FXIII-A deficiencidban szenvedd beteg esetét mutattam be. A
laboratoriumi fenotipus komplett meghatarozasa mellett az okozati mutaciokat is
meghatdroztuk. A stlyos klinikai tlinetek, a plazmdban és a thrombocytdkban
detektalhatatlan FXIII aktivitds és FXII-A antigén szint Osszhangban volt a
molekularis defektussal. Tanulmanyunkban a korai diagnézis fontossagara is felhivtuk
a figyelmet a sulyos klinikai kovetkezmények elkeriilése érdekében. Az adekvat
laboratoriumi maddszertant alkalmazé klinikai-laboratoriumi fenotipus dsszefliggéseit
leiré tanulmanyoknak abbol a szempontbol is jelentdsége van, hogy a FXIII szintek és
a tinetek sulyossidga (vérzések, sebgyogyulasi zavarok, illetve terhességi
komplikaciok) kozotti Osszefiiggésekrdél pontosabb képet kapjunk és pontosan
leirhassuk azt a legalacsonyabb FXIII szintet, mely felett stlyos tiinetek nem
valdsziniisithetdek. Ez a profilaxis szempontjabol is tanulsagos, hiszen a rekombinans
FXIII alkalmazésakor — a haemophilidhoz hasonléan — meg kell hataroznunk a
kivanatos volgykoncentracid értékét, melyhez a profilaxis soran igazitanunk kell a
dozirozast.

Az 6roklott FXIII hidny klinikumardl és laboratoriumi diagnosztikajardl egy
olyan kozleményt jelentettiik meg, melyben a FXIII meghatdrozasi modszerekkel
szerzett tapasztalataink, illetve molekularis szintli vizsgalataink alapjan a FXIII
deficiencidk kivizsgdlasdnak irdnyelveit hataroztuk meg. Roviden, a FXIII-A
alegységének deficiencija klinikai megjelenését tekintve az életet veszélyeztetOen
sulyostol az enyhéig lehet. Koldokcsonk vérzés az esetek 80%-aban megfigyelhetd, de
e tiinet hidnya nem zérja ki a FXIII deficiencia lehetdségét. A felszines borvérzések,
subcutan hematomak, szajiiregi vérzések, illetve sajnos az intracranialis vérzések is
elé6fordulnak, mintegy az esetek harmadaban. A FXIII-B alegység deficiencia sokkal
ritkdbb (vagy legalabbis ritkdbban keriil felismerésre) és tiineteit tekintve enyhébb
vérzéses fenotipussal jar. Meghataroztuk a FXIII deficiencia laboratériumi
kivizsgalasanak algoritmusat, melyben az egyes vizsgalatcsoportok hierarchikus
rendben kovetik egymast. Els6 és legfontosabb ajanlasunk az, hogy mivel a koagulacid
szlirtesztjeinek normal értékei nem zarjdk ki a deficiencia lehetdségét, kozvetlen
szlirtesztet kell végezni, ami a FXIII aktivitdsanak meghatarozasa kell hogy legyen.
Az archaikus urea oldékonysagi tesztet ma mar nem javasoljuk, mivel ez sem nem
specifikus, sem nem kellden érzékeny és csak az extrém alacsony FXIII szintek esetén
jelez. A FXIII aktivitasat ammonia felszabadulas detektdlasdn alapuld kromogén

tesztben, vagy amin inkorporacios esszében is mérni lehet, alapvetd kovetelmény, hogy
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barmelyik tesztet hasznaljak, a kalibraciot nemzetk6zi WHO standardra (National
Institute of Biological Standards, UK, az elsé nemzetkozi plazma standard FXIII
aktivitasanak meghatarozasaban Muszbek professzor Ur irdnyitasa alatt magam is részt
vettem a 2000-es évek kozepén) visszavezethetd kalibracids plazmaval kell végezni.
Az ammonia felszabadulas detektalasan alapulo teszt esetén a plazma vak mérését
javasoljuk, mely reakcioban a FXIII aktivitdsat jodacetamid hozzaadasaval géatoljuk.
Ezzel kikiiszobolhetd a fals, ammonia felszabaduldssal jard, illetve NADH
konszumpcioval jard, de nem a FXIII altal katalizalt reakciok altal okozott folémérés,
mely kiilondsen az alacsony tartoméanyban jelent diagnosztikus problémat. Az amin
inkorporacios esszében pedig tekintetbe kell venni, hogy az ismert és gyakori
p.Val34Leu polimorfizmus, az alacsony trombin koncentracié jelenlétében, eltérd
FXIII aktivaciosebességet eredményezd hatdsa miatt, befolyasolja a teszt eredményét.
Csokkent FXIII aktivitds esetén masodik 1épésben keriiljon sor a deficiencia

karakterizalasara, mely 1épésben meg kell hatarozni a FXIII A2B2 komplex antigén

crer

crer

FXIII-B alegység koncentracié meghatarozasat is javasoljuk a plazmaban. E tesztek
tobb kérdést is tisztdznak: egyrészt megallapithatjuk, hogy A-alegység vagy B-
alegység deficienciar6l van-e sz6, valamint kizarhatjuk szerzett FXIII deficiencia
lehetdségét. A-alegység deficiencia esetén a FXIII-B alegység koncentracidja a
plazméaban 30% feletti, tehat diszproporcionalisan csokkent, mig FXIII-B alegység
deficiencia esetén jelentdsen csokkent, gyakran 1% alatti szintet mutat. Velesziiletett
FXIII-A alegység deficiencia esetén nemcsak a plazmdban, de a thrombocytéban is
csOkkent FXIII-A alegység koncentraciot mériink, mig B-alegység deficiencia esetén a
thrombocyta FXIII-A koncentracid normal. (A plazmaban mért FXIII-A koncentracid
alacsony B-alegység deficiencia esetén is, mert B-alegység hianyaban az A-alegység
¢lettartama a keringésben jelentdsen csokken.) Szerzett FXIII-A deficiencia esetén (pl.
autoantitestek) a thrombocyta FXIII-A alegység szintén normal, annak ellenére, hogy
a plazmaban csokkent koncentraciot talalunk. Elkiilonithetjiik tovabba az I-es és Il-es
tipusu FXIII-A alegység deficienciat, eldbbi esetén az antigén szint az aktivitdssal
aranyos csoOkkenést mutat, utobbi esetén pedig aranytalanul magasabb az aktivitdshoz

viszonyitva (VIL. Tablazat).
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VII. Tablazat. A velesziiletett FXIII deficiencia laboratoriumi Kkivizsgalasanak

altalunk javasolt tesztjei és ezek alapjan a deficiencia klasszifikacioja.

FXIII FXIIIA2B2 FXIII-A FXIII-B FXIII-A antigén
aktivitas a antigén a antigén a antigén a a
plazmaban plazmaban plazmaban plazmaban | thrombocytiban
FXIII-A
deficiencia
I-es tipus Wi Wi Wi >30% Wi
II-es tipus W d-n d-n >30% d-n
FXIII-B W Wi W Wi n
deficiencia
n: normal

(Karimi, M., Bereczky, Z., Cohan, N., Muszbek, L.: Factor XIII Deficiency. Semin. Thromb. Hemost. 35
(4), 426-438, 2009. kozlemenyiink alapjan.)

Tovabbi kiegészitd tesztek lehetnek FXIII deficiencidban az SDS-poliakrilamid
gél elektroforézis a fibrin keresztkotések vizsgalatara, valamint inhibitor gyanuja
esetén ennek specidlis vizsgélata (keveréses vizsgalatok, kotddési vizsgalatok, ezek

nem képezik az értekezés témajat).

5.1.2 V-0s faktor deficiencia

5.1.2.1 Rutin és specialis diagnosztika
A beteg rutin laboratériumi vizsgélatai soran a kiilonb6z6 intézményekben normal,
vagy jelzetten megnyult PI és/vagy APTI keriilt leirdsra, melyek alapjan tovabbi
vizsgalatok nem torténtek, klinikailag jelentds coagulopathia lehetdségét elvetették.
Nalunk két fliggetlen mintavételbél a PI (11,3, illetve 10,0 sec) a referencia
tartomanyban, vagy annak fels6 hataran volt (ref. tart.: 8,7-11,3 sec) az APTI enyhén
megnyult, vagy a referencia tartomany felsé hatardhoz kozeli érték volt (45,9, illetve
39,4 sec; referencia intervallum 28,3—41,0 sec), a TI és a fibrinogén szint, thrombocyta
szam normal volt. Gatlotest jelenlétét keveréses vizsgalattal kizartuk. Az egyfazisu
alvadasi tesztben vizsgalhatd alvadasi faktorok koziil a FV aktivitasa két fliggetlen
mintavételbdl is csokkentnek bizonyult (45, ill. 50%, ref. tart. 70-120%), igy
laboratoriumi szempontbdl enyhe FV deficienciat tudtunk igazolni. (Ahhoz, hogy a
vérzékeny fenotipus hatterében esetleg jelen 1év6 egyéb tényezodket kizarjuk, vérzési
idd, PFA-100 zarodasi id6, thrombocyta aggregacio és szekrécio vizsgalat, valamint
FXIII, alfa-2 plazmin inhibitor ¢s von Willebrand betegség irdnyu paraméterek
meghatarozdsa is tortént, ezek eredményei eltérést nem mutattak.) A rutin

diagnosztikdn tulmenden FV antigén meghatdrozast végeztiink a plazmaban és mosott
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thrombocytdkban, mely sordn a FV antigén koncentracio a FV aktivitassal kdzel azonos
aranyban volt csokkent a beteg plazmajaban, valamint a thrombocytakban mérheté FV
antigén szint is alacsony volt (12. abra). Mindezek I-es tipust, enyhe, velesziiletett FV
deficienciara utaltak. A normal maj- és vesefunkci6é paraméterek, valamint a normal
egy¢eb alvadésifaktor szintek, tovabba, a csokkent thrombocyta FV koncentracio és az,
hogy a beteg fiatalabbik gyermeke hasonl6 laboratériumi fenotipussal rendelkezett, a
szerzett deficiencia lehetdségét kizartak.

A molekularis diagnosztika sordan a F5 génben négy kiilonb6zd misszensz
mutacidt detektaltunk a probandnal. A ¢.2863 A>G (p.Lys925Glu, régi nomenklatura
szerint p.Lys897Glu) és ¢.5380A>G (p.Metl764Val, régi nomenklatira szerint
p.-Met1736Val) mutaciok korabban mar leirt, normél szekvencia varidciok
heterozigdta, mig a csendes, ¢.327A>G (p.GIn79, régi nomenklatira szerint p.GIn51)
mutacié homozigdta forméban volt jelen [420]. Az 1j, c.1651G>A (p.Gly521Arg, régi
nomenklatira szerint p.Gly493Arg) mutacidéra a beteg heterozigotanak bizonyult.
Ugyanezt a mutaciot hordozza a beteg azonos laboratériumi fenotipussal rendelkezd
lanya. Az apa és a masik leany e mutaciora nézve vad tipust (12. abra). A p.Gly521Arg
mutacié 100, hemosztazis szempontjabol egészséges személy DNS mintdjan nem volt
kimutathaté és transz helyzetben 6roklodott a két ismert, klinikailag artalmatlan
polimorfizmussal. A mutacid patogenitasanak tovabbi indirekt bizonyitéka a
laboratoriumi fenotipus és a p.Gly521Arg mutacio jelenlétének Osszefiiggése a vizsgalt

csaladon beliil.
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FV:C: 86%
FV:Ag a plazmdban: 82%

Proband Apa
- FV:C: 119%
FV:C:37%
. . FV:Ag a plazmédban ND
FV:Ag a plazmdban: 38% - - g
FV:Ag a trombocitiban: 59% FV:Ag a trombocitiban: ND
€327A>G C1651G>A  €2863A>G  ¢.S3B0A>G
p.Gln79 P.GlyS21Arg p.Lys925Glu p-Met1764Val
_D_-  —  — — — I —
— — — —
. =
E2 E10 E13 El6 E2 E10 E13 El6
A 14
Leany 1 Leany 2

FV:C: 35%
FV:Ag a plazmiban: 33%
FV:Ag a trombocitdban: 29%

FV:Ag a trombocitiban: 97%

— — ] ]
. eSO e O e O
 —  —  —  —
E2 EI0  EI3 EI6 E2 B0 EI3 El6

12. abra. A FV deficiens csalad laboratoriumi és genetikai jellemzoi.

FV:C, az V-6s faktor aktivitasa a plazmaban, egyfazisu alvadasi tesztben; FV:Ag, az V-os faktor antigén
koncentracioja a plazmaban, illetve a thrombocytaban ELISA-val mérve. A feltételezett patogén mutdciot
piros szinnel jeloltiik, mely a probandban és a Leany 2 jelzéssel ellatott gyermekben volt kimutathato.

Indirekt bizonyiték tovabba a p.Gly521 konzervaltsaga. A 27 aminosavbdl 4llo,
diszulfid hiddal 06sszekapcsolt hurokszerkezet, amiben a mutiacié pozicidjanak
megfeleld aminosav elhelyezkedik, erdsen konzervalt a human FVIII, céruloplazmin

¢s a SwissProt adatbazisban elérhetd kiilonboz6 allatfajok FV molekuldi megfeleld

részeiben (13. abra).
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Accession No. | Protein Ami szekvencia
P12259 Hemin PV ol 1[R[ Py vls|ofv]|o| i[m|rlo] 1] als|el] ife|]]] 1]
088783 Egér FV clur|r[ ply]vls|o|v|o|v] t[rlo| |als|elc] el i) ife
XP_001514412 | Kacsacsoeli

alss V| c|v[r|r| ply|v|s| alv|o| vl s[rlo| | als|el] leful]i)i]c
AAG2838] Vaddisznd

FV clur|r| plv|vis[nlvlo| il 7[rlo[i|als|elu] |a|uffili]e
Q28107 Szarvas-

mawba PV |c| L T|R| ply| vls|n|v|o| 1| [rlo|i]als|ale] afaful]]i]e
QO0X47 Zbeahal FV | o | 1[R[ M| Y| H|s| alv|o|a|p|r[o| 1] A]s|c||v]c|rL|L] i]c
AAQ33?S | FugnFV clut|r Lv[rls| alvlo| 1] e[rlo| ilals|elc] lalplfi]ife
AAT78356 Textilmintas

bamakigyd

FV cl |7« Llv|uls| alv|olm| t[rlo| 1| als|cli] |alplfilv]e
XP_001093072) Makikd FV | o) [ 1| R| p|v[ v|s| o|v]|d]| 1[m|r|p| 1| Als|e]L] la|L]LL] e
XP_001915701) Lo ¥V clufr[rl ply|vls[nlvlo| 1| T|rlp| ifalslel] ilalui]ilife
XP 001372262 | Hazi kura-

oposszam FV | | L| T| R| P|v| v|s|m|v|o| 1l a|rlp| 1] Als|elu] el ] i]c
AAYS7065 | Tapan BV of | 1| k| L|v|H|s| alv|o|m| t[r]p| 1| als]a]c] i|a]p|L]Llv]e
AD33366 ik FV
AAQ33366 | TydkFV clilt|r| Llv|nls|alv|o| il g[rlo|i|als|c|v]c|pfLfL]i]c
XP_ 001135410 Csimpanz EV' | o | 1| wf 1|v| v|s| u|e[n] ] 1| elo[eIn]s|cc| lalplfc]i]c
FU081 Hemdn FVIT | o) | 1| R| v]v| s|s| Fv|n[m|g|rlp[L]Als|a|i| 1fa|rlL]L] 1]
P00450 Human

cenuloptasmin| | v| T[R| 1|v|Kls| k] i[o]a|p|k|p| 1|Als|c|] 1|la|r|c] ] i|c
(G521IR
P clurt|r| plv]|vls|olv]o| i[mrlof 1| als|ef] ifr[cffc]1]c

13. abra. A human FV p.Cys500-p.Cys526 altal 6sszekapcsolt hurokszerkezet és a
p-Gly521 pozicio konzervaltsaga.

Az abran a human FV, human FVIII és céruloplazmin, valamint kiilonbozé allatfajok FV fehérjéinek a

crer

szinnel) altal dsszekapcsolt hurokszerkezet van feltiintetve. Az abran az aminosavak egy betiis kodja
lathato.
5.1.2.2 A p.Gly5214rg mutacio strukturalis kovetkezményei — In silico analizis

A mutacid egy erdsen hidrofob, zart zsebben talalhato (491LIG(R)LLLIC498) a FV
fehérjén beliil. A mutans arginin a vad tipus glicinnel szemben egy nagyobb, erdsen
poléris, pozitivan toltott aminosav, melynek hatdsa a régidora molekula dinamikai
szimulacidval (4lland6 részecskeszam, allandé nyomaés ¢és hdmérséklet mellett a
,protein data bank” pdb ID:1y61-ben megadott geometria alapjan) volt vizsgalhat6. A
szimulacié eredménye azt sugallja, hogy az Arg oldallanca nem fér be a Gly kis aH
,oldalldincanak” fenntartott (hidrofob) iiregbe. Poléaris guanidinium csoportja
deformadlja a kozeli, szintén nagymértékben konzervalt 390ILGPIIRAQVR400 B-reddt
€s megnyit egy csatornat a (poléris) oldoszer kornyezete felé¢. Habar a mutacié hatasat
kozvetleniil, in vitro expresszids rendszerben nem vizsgaltuk, a molekulamodell
megerdsiti, hogy a lokalis konformdaci6 valtozas a régid instabilitasdhoz (H-hidak
felbomlésa, hidrofob-hidrofob kdlcsonhatasok megsziinése, beta-reddk eltavolodasa),
végsd soron a FV A2 doménjének koros feltekeredéséhez vezethet, ami végso soron az

egész fehérje koros szerkezeti valtozasat és degradaciojat okozhatja (14. abra).

110



zsbereczky 271 24

14. abra. A FV A2 doménje és a p.Gly521Arg mutacio elhelyezkedése.

A) AFV A2 doménjének 20 ns-os molekula dinamikai szimulaciéja soran az utolsé S ns eredményei
alapjan atlagolt geometriai szerkezete. A ciszteinek altal hatarolt hurkot, melyben a mutacio talalhato,
valamint a szomszédos 418ILGPIIRAQVR428 régiot zold szinnel jeloltiik.

B) A vad tipusu (G521) FV A2 domén érintett részének szerkezete.

C) A mutans (R521) FV A2 domén érintett részének szerkezete. A szimulaciokat Gromacs 3.3
molekuladimamikai csomaggal végeztiik (van der Spoel D, Lindahl E, Hess B, et al. Groningen Machine
for Chemical Simulations (GroMaCS) version 3.3, http://www.gromacs.org). A szamitasokhoz 2 fs-os
Iépéskozt, OPLS-AA/L eréteret, TIP3P explicit vizmodellt, valamint periodikus hatarfeltételt
valasztottunk. A tavoli elektrosztatikus kolcsonhatasok leirasdhoz a részecskehalés Ewald modszert
alkalmaztuk. A hurok kialakitdsdban résztvevo Cys reziduumokat és a mutacidban érintett aminosavakat
goly6 ¢és palca modell formaban jelenitettiik meg. (Kovdcs, K., Tisza, B., Komaromi, 1., Muszbek, L.,
Bereczky, Z.: Inherited factor V deficiency associated with a novel heterozygous missense mutation
(p.G493R) in a patient with excessive surgical bleeding. Thromb. Haemost. 102 (4), 787-789, 2009.
kozleményiink alapjan.)

5.1.2.3 Megbeszéles, klinikai tanulsagok
A gondosan kivizsgalt esetnek a gyakorlati hemosztazeoldgia szempontjabol is vannak
tanulsagai. Egyrészt, a normal koagulécio sziiréteszt eredmények ellenére felmeriilhet
az alvadasi faktor deficiencia lehetdsége, igy azt egyetlen laboratériumban mért normal
értekek alapjan kétséget kizardan elvetni nem lehet, amennyiben a betegnek objektiv
vérzéses tiinetei vannak. Az enyhe (heterozigdta) alvadasi faktor deficiencidk 30-50%-
os alvadési faktor szinttel jard eseteiben a koagulacid sziirétesztjei — reagens
Osszetételtdl és koagulométertdl fliggden — eltérd mértékben mutatnak megnyulasokat,

igy léteznek olyan reagensek, amelyek alkalmazédsa mellett nem mertil fel az enyhe
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coagulopathia gyantija. Az alvadasi sziir6tesztek reagenseit persze szandékosan
alakitjak ugy, hogy 30-50%-o0s alvadasi faktor szint felett lehetéleg ne mutassanak
megnyuldst, hiszen klinikailag ezek az esetek altaldban némdk, igy a felesleges
Htulvizsgalds™ elkeriilhetd. Az alvadasi faktor szint és a klinikai tlinet Gsszefiiggése
azonban csak a haemophilia A és B esetén ilyen egyértelmii. A ritka coagulopathidk
esetében — legutobb egy nagy eurodpai felmérés eredményei alapjan — egyes alvadasi
faktorok esetében egészen meglepden magas koncentracioval kell ahhoz rendelkeznie
a betegnek, hogy biztosan vérzésmentes legyen [101]. A sebészeti beavatkozasok
kapcsan jelentkezd vérzések elkeriiléséhez pedig adott esetben nem elegendd a 30-
50%-o0s alap alvadasi faktor szint, amint azt heterozigbta FV deficiens betegilink
esetében is lathattuk. Az irodalomban sajat kozléslinket megelézden csak harom olyan
heterozigdta FV deficiens esetet kozoltek, akiknél vérzéses komplikacio jelentkezett
[421-423]. E betegek FV aktivitasa 30-45% kozott volt és hematuria, nyalkahartya
vérzések, metrorrhagia, valamint tonsillectomiat kdvetd vérzés szerepelt a klinikai
adataikban. E betegek mindharman heterozigdta FV deficiensek voltak (c.144delG,
p.Glul636Lys és p.Tyr1730Cys mutaciok). Sajat esetiink és fenti riportok is arra hivjak
fel a figyelmet, hogy heterozigota FV deficienciaban nem zarhatoak ki a spontén, vagy
sebészi beavatkozasra kialakulo klinikailag jelentds vérzések, és ezt a laboratoriumi
diagnosztika soran is figyelembe kell venni. A FV heterozigéta allapot (enyhe FV
deficiencia) el6forduldsi gyakorisdga nagy valdszintiséggel aldbecsiilt, mivel a
tiinetmentes személyek nem keriilnek részletes kivizsgaldsra. Invaziv beavatkozasok
elétt — egyéb vizsgalatok mellett — mindenképpen sziikséges a hemosztazis
szlirOtesztjeinek, ¢és akar enyhe eltérés esetén is a részletes hemosztazeologiai
vizsgalatoknak az elvégzése. A mar ismert F5 mutacioval rendelkezd személyek
csaladtagjainak genetikai vizsgalata (akar tlinetmentes csaladtagoké is) fontos lehet a
vérzéses kockazat megitélése szempontjabol. Esetiinkben a beteg fiatalabb
gyermekénél megtalaltuk a patogén p.G52 1R mutaciot heterozigota formaban, igy - bar
spontdn vérzéses tiinetei nem voltak — az umbilicalis hernia miitétet mar ennek az
informacionak a birtokaban lehetett tervezni.

Mas esetekben alacsony FV szintek ellenére nem jelentkezik vérzéses tiinet,
vagy csak nagyon enyhe forméaban. Ennek magyardzata lehet a thrombocytdkban
talalhato FV raktar, mely kisebb részben a megakaryocytadkban torténd szintézis,

nagyobb részben a plazmaban taldlhatdé FV endocitézisa révén keril az o-
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granulumokba. Az endocitdzist kovetéen a FV intracellularisan méddosul (a folyamat
részleteiben nem ismert) és ezaltal egyedi szerkezeti és funkciondlis jellemzdkhoz jut,
a plazma formanal kifejezettebb prokoaguldns sajatossagokkal. Stlyos FV deficiens
betegekben példaul a thrombocytdk aktivacidja és degranulacioja az érsériilés helyén a
altalanosan mérheté FV mennyiségnek, hanem annal magasabb, ami a beteg szamara

segithet elkeriilni az ¢életveszélyes vérzéseket [44].

5.1.3 X-es faktor deficiencia

5.1.3.1 Rutin és specialis diagnosztika
A stlyos vérzékenységben szenvedd gyermeknél a hemosztizis laboratériumi
vizsgalatok soran jelentésen megnyult protrombinidét (73,1 sec) és APTI-t (103,1 sec)
észleltiink normal trombinidével. (A referencia tartomdnyokat 1d. FV deficiencia
fejezetben.) A megnyult PI és APTI normal plazmaval korrigalhat6 volt, igy inhibitor
lehetségét nagy valoszinliséggel kizartuk. A koagulacid extrinszik és intrinszik
faktorainak meghatarozasa soran mérhetetleniil alacsony (1%) FX aktivitast és antigén
koncentraciot észleltiink (referencia tartomany 70-120%, ill. 70-130%), ami alapjan az
I-es tipust FX deficiencia diagnozisa felallithaté volt. Minden egyéb hemosztazis
paraméter az ¢letkornak megfeleld referencia tartomanyban volt. Molekularis genetikai
vizsgalattal egy 0j, misszensz mutaciét talaltunk homozigéta formaban c.730 G>A
(p-Gly244Arg, régi nomenklatira szerint p.Gly204Arg). Az édesanya heterozigdta volt
erre a mutaciora, az apa nem egyezett bele a vizsgalatok elvégzésébe. A mutacié 100,
vérzékenységet nem mutatd személy DNS-ét vizsgalva, egy esetben sem volt

kimutathato.

5.1.3.2 A p.Gly2444rg mutacio kévetkezményeinek vizsgalata in vitro expresszios
kisérletekben
Létrehozva a mutdns FX cDNS-t tartalmaz6 vektort (a vad tipust FX-et tartalmazé
pCMV4 vektor Prof. Katherine A. High ajandéka volt, Children’s Hospital of
Philadelphia), azzal és a vad tipust vektorral HEK293 sejteket transzfektaltunk. A
transzfektalt sejtek lizatuméanak és a tapfolyadéknak ELISA és immunoblotting
vizsgalatdval megallapitottuk, hogy mind a vad tipusi, mind a mutans FX
expresszalodik a HEK293 sejtekben. A FX koncentracidja a mutans FX cDNS tartalmu

vektorral transzfektalt sejtek lizatumaban 1,5-szerese volt a vad tipusi FX-et
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expresszalo sejtek lizatumabol mért koncentracionak. Ezt megerdsitette a kvantitativ
fluoreszcens kép analizis is, ahol az Arg244 FX esetében az atlagos fluoreszcencia
intenzitds/sejt 2,2-szer erdsebb volt a vad tipusu FX-et tartalmazo sejtek esetében
észlelt értékhez viszonyitva. Ezekkel 6sszhangban az Arg244 FX-et reprezentalo sav a
Western blot-on intenzivebb volt a Gly244 FX-nek megfeleld savhoz képest. Nem
redukald koriilmények kozott a FX mind a vad, mind a mutans esetben kettds savként
jelent meg a blot-on, mely feltehetden a kiilonbozé mértékben glikozilalodott frakciok
jelenlétének volt kdszonhetd. A sejtek tdpfolyadékat vizsgalva ELISA-val és Western
blotton is megallapitottuk, hogy csak a vad tipust FX szekretdlodott a mediumba, az
Arg244 FX nem volt detektalhatd a sejtek tapfolyadékdban egyik modszerrel sem (15.

abra).

Ml'(kD) Se_]tllzatum Médium Std.
. e
e
66.2—
1 2 3 4 5 6 7
C
Médium (mU | Sejtlizitum
FX/mL) (mU FX/mL)
Vad tipus 93.7 7.5
Arg244 mutins (%] 10.7

15. abra. A vad tipusu és a mutans FX detektalasa.

A, konfokalis lezer szkenning mikroszkopos felvetelek a vad tipusu (a) és mutans (b) FX-et tartalmazo
HEK?293 sejtekrol (nagyitas 100 x 2.6.). B, a FX megjelenése a sejt lizatumban (1-3) és a médiumban (4-
6) Western blot-on. Az SDS PAGE nem redukalo koriilmények kozott volt kivitelezve. 1,4: mock
transzfektalt sejtek; 2,5: vad tipusu FX-et expresszalo sejtek; 3,6: Arg244 mutans FX-et expresszalo
sejtek; 7: tisztitott FX standard. C, a vad tipusu és a mutans FX-et expresszalo sejtek lizatumaban és
médiumaban mért FX antigén szintek ELISA-val detektalva. Az értékek 3 fiiggetlen kisérletbol kapott
eredmények atlagai. (Bereczky, Z., Bardos, H., Komaromi, I, Kiss, C., Haramura, G., Ajzner, E, A'ddny,
R., Muszbek, L.: Factor X Debrecen: Gly204Arg mutation in factor X causes the synthesis of a non-
secretable protein and severe factor X deficiency. Haematologica. 93 (2), 299-302, 2008. kozlemenyiink

alapjan.)
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A mutins FX intracellularis sorsdnak kovetésére pulse-chase analizist
alkalmaztunk. A [**S]-metioninnal megjelolt — a radioaktiv impulzust kdvetden azonnal
learatott sejtekben — immunprecipitalt vad tipust FX széles és a mutansnal erésebb
savként jelent meg (66-68 kD) a redukald koriilmények kozott készitett fluorogramon.
A kovetési periodus alatt, a tovabbi aratasok soran, a radioaktivan jeldlt vad tipusu FX
mennyisége gyorsan csokkent a sejtlizitumokban, ezzel parhuzamosan a nehéz és
konnyti lancnak megfeleld savok egyre erdsebben jelentek meg a tapfolyadékbol vett
mintakban. Ezzel ellentétben az Arg244 FX-nek megfeleld sav intenzitdsa az elsé 30
percben er6sodott, €s csak ezt kovetden kezdett el gyengiilni. A sejtek tapfolyadékaban
a mutans FX-et reprezental6 savok nem jelentek meg. Mindezek azt bizonyitjak, hogy
az ujonnan szintetizalédé vad tipusi FX szekrécidra keriil és gyorsan eltlinik a
sejtekbdl, mig a mutans FX, ami nem képes szekretalodni, felhalmozddik a sejtben,

majd eliminalodik, feltehetéen az intracellularis proteazok altal (16. abra).

sejtlizatumok

- s &

NT WT MUT WT MUT WT MUT WT MUT
0 0 30 30 120 120 360 360

médium inkubacids id6 (min)
Mr (kD)
66 -
46 '
30 -

< LC

14 -
NTWT MUT WT MUT WT MUT

30 30 120 120 360 360

inkubacids id6 (min)

16. abra. A vad tipusiu és mutans FX intracellularis sorsanak kovetése pulse-chase
analizissel.

NT, mock transzfektalt sejtek; WT, vad tipusu FX; M, mutans FX; HC, nehéz lanc; LC, kénnyii lanc, az
inkubdcios id6 (min) a metabolikus jelolést kovetden az aratasig eltelt idot jelenti; a sejtlizatumok
esetében 5x10° sejt immunprecipiticidja, a médiumok esetében 2,5x10° sejt feliiluszojanak
immunprecipitacioja tortént; az SDS-PAGE redukalo koriilmények kozott tortént, minden helyen azonos
mennyisegii fehérje felvitelével. (Bereczky, Z., Bardos, H., Komaromi, L, Kiss, C., Haramura, G., Ajzner,
E., Addny, R., Muszbek, L.: Factor X Debrecen: Gly204Arg mutation in factor X causes the synthesis of
a non-secretable protein and severe factor X deficiency. Haematologica. 93 (2), 299-302, 2008.

kozleményiink alapjan.)
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A mutans FX intracelluldris lokalizacidjanak meghatarozasara végzett kettds
immunofluoreszcens jelolés és CLSM vizsgalatokban az Arg244 FX sem az
endoplazmatikus retikulumot reprezentalod kalnexin-nel, sem a cisz-Golgit képviseld
mannoziddz II-vel nem mutatott kolokalizacidt, a transz-Golgit, késdi endoszomat
jelolé mannodz-6-foszfat receptorral azonban igen. A vad tipusi FX esetében ilyen
kolokalizaciot sehol nem észleltiink. Az immunofluoreszcens vizsgalatok tanulsdga
szerint feltételeztiik, hogy a mutans FX, letérve a normal fehérjékre jellemzd
szekretoros Utvonalrol, a késdi endoszoma felé irdnyitodik és a lizoszomalis enzimek

altal degradalodik (17. abra).

e

17. abra. A vad tipusu és a mutans FX intracellularis lokalizaciojnak vizsgalata
kettos immunfluoreszcens jeloléssel, konfokalis mikroszkopos felvételeken.
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A felsé blokk a vad tipusu, az also blokk a mutans FX intracellularis elhelyezkedését reprezentalja. Az
a-c abrakon a FX (piros) és az endoplazmatikus retikulumot megjelenito calnexin (zold), a d-f abrakon
a FX (piros) és a cisz-Golgit megjelenitd mannozidaz 11 (zold), a g-i abrakon pedig a FX (piros) és a
transz-Golgit megjelenité mannoz 6-P receptor (zold) immunfluoreszcens festéssel kapott képei
lathatoak. A c, f, i abrak a ,,merge” képeket mutatjak mind a vad tipus, mind a mutans FX esetében.
Mikroszkopos nagyitas 100x3,2. (Bereczky, Z., Bardos, H., Komaromi, L., Kiss, C., Haramura, G., Ajzner,
E., Adéany, R., Muszbek, L.: Factor X Debrecen: Gly204Arg mutation in factor X causes the synthesis of
a non-secretable protein and severe factor X deficiency. Haematologica. 93 (2), 299-302,
2008.kozleményiink alapjan.) (A kisérletek és az ezek alapjan dsszeallitott publikacio idején még nem
alltak rendelkezésre azok a szoftverek, melyekkel numerikusan is megadhato lett volna az egyes
fluoreszcens jelolések kozotti  kolokalizacio mértéke. Ezt a lehetéséget a késobbi, hasonlo
vizsgalatainkban mar ki tudtuk hasznalni, amint azt az értekezésben késobb bemutatom.)

5.1.3.3 A p.Gly244Arg mutacio kovetkezményeinek vizsgalata in silico kisérletekben
A mutacio egy, a Cys241 és Cys246 kozott kialakult diszulfid hiddal 6sszekapcsolt kis
hurokszerkezet egyik aminosavat (Gly244) érinti. A Cys241, Gly244 és a Cys246
erdsen konzervalt az evolucid soran, s6t a FX-zel nagyfokt hasonlosagot mutatd FVII-

ben is megjelenik (18. abra).

Accession No. Protein: Sequence:

P00742 Human FX RIV CKDGECE
Q88947 Mouse FX CKDGEC?P?
Q63207 Rat FX RIVC CKRGEC?P? Q
019045 Rabbit FX R CRDGEGC Q
P00743 Bovine FX CAEGECTYP Q
QIGMD9 Duckbill platybus FX CHDGECP Q
P81428 Troca FX CKLGEC?P Q
P83370 Hopst FX SKLGEC?®? Q
P25155 Chick FX CRPGECTP Q
AAHS56804 Zebrafish FX R I Cc PGDC
AA033371 Fugu FX R CPPGECTP
P00740 Human FIX R AKPGQF?®P
P08709 Human FVII R Cc KGECTP
P00734 Prothrombin AEIGMSPW
Mutation RIVGGQETC DRECPW

18. abra. A p.Gly244 (FX) és a kornyez6 molekularészlet konzervaltsaga

kiilonboz6 fajokban és a FX-hez hasonlo, K-vitamin fiiggoé alvadasi faktorokban.
Félkover betiivel vannak kiemelve a FX p.Cys241, p.Gly244 és a p.Cys246 pozicidinak megfelelo

aminosavak.

Az ,in silico” kisérletek alapjan nyilvanvalé volt, hogy a kis, apolaros Gly
helyére a nagy térkitoltési, polaros Arg keriilése 1ényeges szerkezeti valtozasokat okoz.
A Cys172 és Argl82 kozotti régid (mely megfelel a konnyii lanc C-terminalisanak és
az érés sordn kivagasra keriilo tripeptidnek (Argl80-Lys181-Argl82) a normaltdl
eltéré orientaciot vesz fel ¢és tavolabb keriil a Cys241-Cys246 huroktol. A

hurokszerkezet és a Cysl172-Argl82 fehérjeszakasz kozotti Coulomb interakcios
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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 interakcidé jelentdsen
gyengébb. A Cys172 részt vesz a konnyi és a nehéz lanc kozott a kapcsolatot biztositd
diszulfid hid kialakitdsaban, a szamitasok alapjan a muticidé nem teszi lehetévé e
diszulfid hid kialakuldsat, igy a mutans FX feltekeredése is hibas lesz. Ezen jelentds
strukturalis torzulasok kovetkezményeképpen valdszinisitettiik, hogy a normal fehérje

transzport sem valosulhat meg, igy vezetve szekrécios zavarhoz (19. abra).

19. abra. A vad tipusu (balra) és a p.Gly244Arg mutans (jobbra) FX

haromdimenzios szerkezete.

A szimuldaciohoz sziikséges kiindulasi szerkezetet a , Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics, Protein Data Bank” (www.rcsb.org) alapjan készitettiik. Az abran lathato, a mutdacio
helyét, az azt koriilvevé hurokszerkezetet és a konnyii lanc, valamint a nehéz lanc egyes részleteit
magaban foglalo molekularészletet tartalmazo geometriakat 7 ns szimuldcionak vetettiik ala (6 ns
ekvilibracio és 1 ns mintavételezés). Az eredményeket Visual Molecular Dinamics szoftverrel
vizualizaltuk. Az EGF2 domén részletét zolddel, az aktivacios peptidet acélkékkel, a szerin protedz domén
részletet rozsaszinnel, az dsszekoto régiot narancssargaval abrazoltuk. Mivel a molekulamodell az érett
FX fehérjén tortént, az aminosavak szamozasa itt a hagyomanyos, érett feherjékre vonatkozo
nomenklatura szerint tortént. Az Argl80-Lys181-Argl82 tripeptidet (itt Argl40-Lysi41-Argl42)
sargaval abrazoltuk. A szamitasok szempontjabol lényeges aminosavakat golyo-pdalca modellel
dbrazoltuk (Cys172-Cys342, itt: Cys132-Cys302 és Cys241-Cys246, itt: Cys201-Cys206 diszulfid hidak).
A 244 Caypa és a 177 Caya (itt 204 Caia és 137 Caia) atomok kozotti tavolsagot piros nyil mutatja. (Bereczky,
Z., Bdrdos, H., Komdromi, I, Kiss, C., Haramura, G., Ajzner, E., Adany, R., Muszbek, L.: Factor X
Debrecen: Gly204Arg mutation in factor X causes the synthesis of a non-secretable protein and severe
factor X deficiency. Haematologica. 93 (2), 299-302, 2008. kozleményiink alapjan.)

Osszefoglalva, a sulyos FX deficiencia hétterében detektalt p.Gly244Arg
mutacié patogén hatisat indirekt (a mutdcié hidnya hemosztazis szempontjabol

egészséges személyekben, a mutacid konzervaltsaga, in silico analizis) és direkt (in
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vitro expressziot kovetd biokémiai vizsgalatok) bizonyitékokkal tdmasztottuk ala. A
mutans FX a sulyos szerkezeti torzulasok kovetkeztében letér a normalis szekrécids
utvonalrdl és intracellularisan megreked, nem jut ki a keringésbe. Ezek alapjan,
Osszhangban a klinikai megjelenéssel és a laboratoriumi képpel, stlyos, I-es tipust,

azaz kvantitativ FX deficienciat igazoltunk.

5.1.4 Hereditaer haemorrhagias teleangiectasia

5.1.4.1 A korkép rutin klinikai diagnosztikaja

Az északkelet-magyarorszagi régiobol szarmazo 34 HHT gyanus egyén (5 proband és
29 rokon személy) esetében alapos fiil-orr-gégészeti vizsgalat, boéron és
nyalkahartydkon teleangiectasia (TA) meglétének vagy hianyanak regisztralasa, agy
kontrasztanyagos MR, tiid6 ¢és mé; CT az arteriovenosus malformatiok (AVM)
kimutatasara, tortént. A betegek felkutatdsa és klinikai kivizsgalasa Dr. Major Tamas
érdeme. A részletes csaladi anamnesis felvétel sordn hasonld klinikai tlinetekkel
rendelkezd csaladtagok felkutatasa is megtortént. Ezek alapjan a legalabb 2 Curacao
kritériumot teljesitd betegeknél a laboratoriumi vizsgéalatok soran az ACVRLI génben
a ¢.625+1 G>C mutaciét azonositottuk (n=19 személy). A muticioval rendelkezd
betegek koziil 13 esetben orrvérzéseket (25+£12,6 évesek) és 14 esetben TA-kat
(39,5£13,7 évesek) figyeltek meg. Az AVM jelenlétét 11 feln6tt esetében vizsgaltak, 4
esetben a majban taldltak AVM-kat. Szintén 4 esetben figyeltek meg nem-vérzd
gyomor- ¢és nyombél TA-kat. Agyi és tid6 AVM-k nem fordultak eld ebben a
betegcsoportban.

5.1.4.2 Alapito mutdcio igazoldsa hereditaer haemorrhagias teleangiectasiaban
Az ot, latszolag egymassal rokonsagban nem 4llo csaladban kimutatott azonos,
korabban az irodalomban még nem leirt ACVRLI ¢.625+1 G>C mutécioé felvetette
alapité hatas lehetdségét és e csaladok rokonsagi kapcsolatat. Ennek feltérképezésére
az 5 proband egyén, 22 hozzatartozo és 50 kontroll személy (akik bizonyitottan nem
hordoztdk az ACVRLI c.625+1 G>C mutacidt) esetében tovabbi genetikai

vizsgalatokra, a HHT-s rokonsagnal csaladfatérképek felvételére is sor kertilt.
A haplotipus analizis soran mindhdrom SNP esetében az allélfrekvencia értékek
a kontroll csoportban egyeztek a HapMap kaukdzusi populacidra vonatkoztatott
adataival (rs2071219 esetén 0,56-HapMap adat, 0,54-kontroll csoport adat; rs706815
esetén 0,34-HapMap adat, 0,32-kontroll csoport adat; rs706816 esetén 0,34-HapMap
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adat, 0,32-kontroll csoport adat), az ACVRLI ¢.625+1 G>C mutaciét hordozd
egyénekben azonban kiilonboz6 allélfrekvencia értékeket detektaltunk (rs2071219
esetén 0,32, rs706815 esetén 0,18 és rs706816 esetén 0,18). Statisztikai analizisre nem
kertilt sor az alacsony esetszam miatt.

A mikroszatellita markerek detektalasa soran, az ACVRLI génhez viszonyitva
egy intragénikus (D12S1677), 2 proximalisan (D12S85, D12S196) és 2 disztalisan
(D12S1712, D12S270) elhelyezkedd STR vizsgélata tortént. A D12S85 proximalisan
¢és tavolabb elhelyezkedd marker 12-es ismétlédésszama fordult elé a betegek 80%-
aban, mig a kontroll csoportban 11 €s 38 kozotti ismétlodésszamokat figyeltiink meg.
A proximalisan, a génhez kozelebb elhelyezkedd D12S196 marker a betegekben 10-es
¢s 7-es ismétlddésszammal, a kontroll csoportban szintén a 10-es, valamint a 9-es
ismétléddésszammal fordult elé leggyakrabban. A D12S1677 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 (20.
abra). A génhez kozelebb elhelyezkedd, disztalis D12S1712 mikroszatellita esetében
a betegek tobb mint 60%-ndl, illetve a kontroll egyének tobbségénél is a 16-o0s
ismétlédésszam volt a leggyakoribb. A disztalisan €s tavolabb 1évé D12S270 marker
mind a betegek, mind a kontroll csoport vizsgalatakor véltozatos ismétlddésszamot

mutatott.

D12S1677

100
m Kontroll csoport

& 80 m Betegek
g 60
E
;g- 40
< 20 L 1

: LI

4567 8910111213141516171819202122232425263839
ismétlodésszam

20. abra. Az ACVRLI intragénikus STR marker ismétlodésszamai az ACVRLI1
€.625+1 G>C mutaciot hordozo betegek és egészséges kontroll személyek
mintaiban.
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Az ot, ACVRLI c.625+1 G>C mutaciot hordozé csaladban az elérheto
csaladtagok klinikai és genetikai vizsgalatdval szemléletes csaladfakat készitettiink,
melyekben abrazoltuk az SNPk és STR markerek detektalasaval kapott haplotipusokat

is. Megfigyeltiik, hogy a mutans, ¢.625+1C allélhez ugyanazon haplotipus tartozott.
Példaképpen a 4. csaladot mutatom be (21. abra).

| Csalad 4.
1. 2. 3. a. 5. 6.
1° 27 37 47 57 6! 7 8’
c.625+1
rs2071219
15706815
rs706816
DI2S8sS
DI12S2196
DI12S1677
D1281712
D128270
1 2. 3. S, 6.

.625+1 G G G G G
rs2071219 A G G A G
rs706815 [+ T T cC T
rs706816 G A A A A A G A
D12885 19 18 12 12 12 18 19 18
D1252196 10 12 7 10 10 10 10 12
D12S1677 21 20 19 20 21 18 21 20
D12S1712 13 13 17 16 18 13 13 13
D12§270 19 11 11 21 11 11 19 1

v O] O—El—@ EE

1 2 3 a 5. 6 7

6251 G G G C G G
rs2071219 G G G G A G
rs706815 T T T T T T
rs706816 A A A A A A
DI12885 12 12 12 12 12 12
D1282196 7 10 7 10 10 10
D1281677 19 21 21 20 20 20
D1281712 17 18 18 16 25 25
D128270 1 11 1 21 1 11

v g EI o

1 2. 3

€.625+1 G C
rs2071219 G G
rs706815 T T
15706816 A A
D12S85 12 12
D1282196 7 10
DI2S1677 20 20
DI12S1712 25 16
D128270 1 21

21. abra. Az ACVRLI ¢.625+1 G>C mutaciot hordozo 4. csalad csaladfa térképe a
jellegzetes haplotipusokkal feltiintetve.

Az abran a klasszikus csalddfa jeloléseket hasznaltuk. Fekete szimbolum: érintett személy. Ures
szimbolum: nem érintett személy. A probandot nyillal jeloltiik. Az athuzott szimbolumok elhunyt
személyeket jelolnek. Genetikai vizsgalat csak azon személyek esetében tortént, akik szimboluma alatt a

genetikai markerek eredménye fel van tiintetve. A zold szinnel jel6lt ismétlodésszamok rekombindaciora
utalnak.

A genetikai vizsgalatokkal parhuzamosan geneologus altal felderitésre kertiltek

az 5 proband felmendi, valamint az esetleges kdzos 6s, akitél az ACVRLI ¢.625+1 G>C
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eltérés eredeztethetd. Ennek eredményeképpen egy olyan hazaspart talaltak, akik 1779-
ben kotottek hézassagot a leszarmazottak mai lakohelyétdl koriilbeliil 30 km-re. Az
alabbi abran a geneologiai elemzés eredménye alapjan készitett, és az 6t csaladot egy

kozos Osre visszavezetd csaladfa lathatd, ami a geneoldgus, Bardossy Péter munkaja

volt (22. abra).
l @

6/ 7
SQTEQ '.é | 12,
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558 &

VIIL

VIIL

_IQ 16, 17, 1
D_EB 4.csalad

1

3.csalad 2.csalad 5.csalad

1

1.csalad

22. abra. Az ACVRLI c.625+1 G>C mutaciot hordozo 5 csalad kozos Osre
visszavezethet6 csaladfaja.

A csaladfan a klasszikus szimbolumokat alkalmaztuk, hasonloan az elozd abrahoz. (Major, T., Gindele,
R., Szabo, Z., Alef, T., Thiele, B., Bora, L., Kis, Z., Bardossy, P., Racz, T., Havacs, 1., Bereczky, Z.:
Evidence for the founder effect of a novel ACVRLI splice-site mutation in Hungarian hereditary
hemorrhagic telangiectasia families. Clin. Genet. 90 (5), 466-467, 2016. kozleményiink alapjan.)

crer

marker alkalmazasaval bizonyitottuk az ACVRLI ¢.625+1 G>C mutacid alapitd
hatasat. A mutans ,,C” allél mellett egyazon haplotipus volt megfigyelhetd. A vizsgalt
8 polimorf marker ugyanazon kromoszoéman, egymdshoz kozel helyezkedik el és
kapcsolt 6roklodést mutat. A csaladfakutato segitségével megtalalt hazaspar, 1779-ben
feljegyzett hazassadgkotéssel, nem feltétleniil jelenti azt, hogy 6k voltak a mutacid
alapitoi, de az 5 csaladrdl egyértelmiien bizonyitotta a rokonsagot.

Az alapité mutaci6 felderitése HHT-ben tobb szempontbol bizonyul

hasznosnak. Egyrészt az adott régioban hatékonyabbad és gyorsabbd teszi a
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diagnosztikat a célzott mutacio keresés lehetdségét megteremtve. Mésrészt — ismerve
hordozésa alapjan megjosolhatd a tlinetek megjelenésének ideje, spektruma,
sulyossaga. Az alapitd mutacié megjelenése egy régioban markansan megvaltoztathatja
a betegség prevalencijat, ami esetiinkben a HHT-vel kapcsolatos vizsgalataink kezdete
Ota egyértelmiien tapasztalhato. Alapitdé mutdcidkat HHT-ben mas populdciokban is
leirtak. Szisztematikus irodalom kutatdsunk eredményeképpen napjainkig 12 ENG és
26 ACVRLI alapitd6 mutacidt taldltunk, amit egy Osszefoglaldo kozleményben
publikaltunk a kdzelmultban [424].

5.14.3 A hereditaer haemorrhagias teleangiectasia diagnosztikai hatékonysaganak
Jjavitasa érdekében tett lépéseink

A HHT diagnosztikdjanak nehézsége abban (is) rejlik, hogy a betegség gyanuja esetén
annak bizonyit4sara laboratoriumi teszt nem 1évén, kdzvetleniil a genetikai vizsgalat ad
csak lehetdséget. A HHT ritka betegség korfiiggd penetranciaval és tobb szervet érintd
vascularis eltérésekkel jar, melyek egy része (pl. tiido, vagy agyi ér AVM-ek) jollehet
szliletés 0ta megvan, de klinikailag igen hosszu ideig néma lehet. A heterogén klinikai
megjelenés miatt a betegek kiilonbozd szakteriiletek képviseldivel keriilnek
kapcsolatba, akik az egyes tlinetekkel kiilon-kiilon talalkozva, gyakran nem kapcsoljak
Ossze azokat, igy jelentdsen késlekedhet a HHT diagnoézisa. Egy relative nagy
tanulméany szerint az elsd tiinetek megjelenésétdl szamitva a HHT diagndzisaig
atlagosan 29,1 év telik el, ami 6ridsi diagnosztikai hianyossagrol arulkodik nemzetkozi
szinten is [194]. A hazai betegek hatékonyabb diagnosztikdja érdekében egy évtizede
kezdtiik egylittmitkddésiinket, melynek sordn a kelet-magyarorszagi régioban fiil-orr-
gégész, belgyogyasz-hematologus ¢és laboratériumi szakember Osszefogéasaval
szisztematikusan felkutattuk és bevontuk a régio HHT betegeit. Megszerveztiik a
komplex diagnosztikai és terapias ellatasukat, és edukacios céllal, a hazai kollégak
tajékoztatdsara egy sajat diagnosztikai tapasztalatainkon alapulé magyar nyelvii
kozleményt publikaltunk [425].

A diagnosztika sordn — a fizikalis vizsgalatot és anamnesist kdvetden — a
Curacao kritériumok koziil legalabb ketté megléte (orrvérzések, teleangiectasidk, elsd
fokt rokon HHT-vel) esetén visceralis AVM sziirésen esnek at a bevalogatott betegek
(CT, MR, gastrointestinalis vérzés gyantja esetén endoszkopos vizsgalat), majd

megtorténik az okozati muticid keresése Sanger szekvenaldssal, vagy NGS
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modszertannal, ezek negativitdsa esetén MLPA analizissel. A talalt eltérés okozati
kapcsolatat a HHT fenotipussal a HGMD, ARUP adatbézisok alapjan, 0j mutéacio
esetén pedig a predikcios szoftverekkel (Polyphen2, HumDiv, HumVar, MutPred2,
SIFT) és koszegregacid analizissel igazoljuk. A probandok diagndzisat kovetéen
kaszkad szerii csaladsziirést végziink, ahol (t4jékozott beleegyezést kdvetden) kotelezo
jelleggel sziirjiikk a proband els6fokll rokonat, vagy olyan személyt, aki legalabb 2
Curacao kritériumnak megfelel, és annak els6fokt rokonat. A tovabbiakban (a kaszkad
elvnek megfeleléen) fakultativ jelleggel sziirjiilk azokat a személyeket, akik
tiinetmentesek, de els6fokti rokonuk kotelezd jelleggel torténd sziirés soran
mutacidhordozonak bizonyult. Ezzel a megkozelitéssel 2012-2021 kozott n=50
probandon keresztiill Gsszesen n=186 HHT személyt vetettiink ald részletes
vizsgalatnak, csalddonként atlagosan 3,72 személy bevondsa tortént. A probandok
mutacidanalizise soran a mutacio detektalasi arany 96% volt; mindossze két csaladnal
nem azonositottunk eltérést a vizsgalt génekben. A magas mutaci6 detektdlasi arany a
Curacao kritériumok szigort alkalmazéasanak volt koszonhet6 €és az irodalomban is — a
kritériumrendszert hasonldan szigortian alkalmazé centrumokban — ugyanezt az aranyt
latjuk [426]. Osszegezve, az ENG/ACVRLI muticié aranya a vizsgalt hazai
populacidban 1,13 (18/16), az ENG/ACVRLI mutacidval rendelkezd csaladok aranya
0,81 (21/26), végiil az ENG/ACVRL I mutaciora pozitiv személyek aranya 0,84 (53/63).
Egy csaladban SMAD4 ¢.7A>G mutacidt azonositottunk.

5.1.5 Differencidldiagnosztika haemorrhagias diathesisekben

5.1.5.1 Differencialdiagnosztikai problémat jelento esetek Osler-korban
Az  Osler-kor diagnosztikajaval kapcsolatos  klinikai  vizsgalatunk  sordn
megallapitottuk, hogy a Curacao-kritériumok szigort figyelembevételével igen magas
mutacié detektalasi arany érhetd el. Ritkan eléfordul azonban, hogy nyilvanvald
klinikai tlinetek ellenére nem talaljuk meg az okozati eltérést sem az ENG, sem az
ACVRLI génben. Az Osler-korral, vagy Osler-kor szerli fenotipussal kapcsolatba
hozhato tovabbi gének (SMAD4, GDF2, RASAI) vizsgélatat ezért beépitettiik a
,2Hemorrhagias diathesisek 1” paneliinkbe (ACVRLI, ENG, SMAD4, GDF2, RASAI,
F5, FS, FGA, FGB, FGG, KLKBI, ADAMTS13, GPIBA ¢és VWF, 1d. ,,Modszerek”
fejezet). Eddig két olyan probandot talaltunk, ahol sem az ENG, sem az ACVRLI gének

nem tartalmaztak okozati eltéréseket. Mindkét proband erésen orrvérzé ndbeteg volt
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(64 és 62 évesek a diagnozis felallitasanak idején), akik 6, illetve 7 éve szdmolnak be a
sulyos, fiil-orr-gégészeti ellatasokat igényld orrvérzéserdl. A 64 éves beteg 3 pozitiv
Curacao kritériummal rendelkezett (epistaxis, teleangiectasia, pozitiv csaladi
anamnesis). Az 0 esetében a SMAD4 ¢.7A>G (p.Asn3Asp) uj, valdszinli patogén
mutacidt detektaltuk heterozigéta forméaban. A 62 éves beteg csalddi anamnesise
negativ volt, mucocutan teleangiectasidkat sem lehetett detektalni. Az AVM keresés
nasopharingoscopiaval, orr-mellékiireg CT-vel és agyi CT-angiographidval szintén
negativ eredményt hozott. igy az 6 esetében valéjaban csupan egy kritérium megléte
volt bizonyithato. Laboratoriumi vizsgéalatainkat kiterjesztettiik ezért coagulopathia és
thrombocyta funkci6 zavar irdnyt vizsgélatokra is, de ezek mind negativ eredménnyel
zarultak. Végiil, a RASAI génben detektaltunk egy heterozigota 1j, valdsziniileg
patogén eltérést (c.1833T>G; p.Phe6l11Leu). A homoldgia vizsgédlatok soran
konzervativ aminosavat érinti.

A kiterjesztett genetikai vizsgélatnak Osler-korban, vagy Osler-kor szerii
tiineteket mutatd betegekben azért van jelentdsége, hogy a betegséggel ritkabban
Osszefliggésbe hozhatd génekben azonositott eltérések alapjdn a diagnodzis
egyértelmiien felallithatd legyen, ezzel megteremtve a csaladvizsgalat lehetdségét is.
Az Osler-korhoz hasonld, az életmindséget jelentdsen rontd tiineteket mutato
betegekben szintén fontos a betegség hatterének pontos tisztazasa. A genetikai eltérés
pontos ismerete — az érintett gén azonositdsa — a betegség progndzisa és tovabbi klinikai
tiinetek megjelenésének elérejelzése szempontjabol is Iényeges. A SMAD4 érintettsége
esetén pulmonalis hypertonia kialakul4séara lehet szamitani, a RASA/ érintettsége pedig
a capillaris malformatio- arteriovenosus malformatio (CM-AVM1) szindroéma mellett
(ami Osler-kor szerli tlinetekkel jar) hajlamosit basal sejtes tiidocarcinoma

kialakulasara.

5.1.5.2 Differencidldiagnosztikai probléemak megolddsa és tudomdanyos szempontbol
erdekes esetek von Willebrand betegségben

A kezdeti laboratériumi vizsgalatok alapjan vWD gyantjaval n=63 beteget

toboroztunk. Koziiliik n=4 beteg a részletes laboratoriumi és genetikai vizsgélat

eredményeképpen haemophilia A betegnek bizonyult, n=3 esetben pedig vWD esetek

tiinetmentes és normal laboratériumi eredményeket mutaté csalddtagjairdl volt sz6, igy

végll vWD diagndzisdval n=56 beteget lattunk el. A betegek laboratoriumi
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paramétereit ¢és klinkkumat bemutatd Osszefoglalo tablazat adatai alapjan
megallapitottuk, hogy a végsé diagnézis felallitasaig eltelt id6 igen heterogén volt, a
legfiatalabb beteg 2 éves (2M tipus), a legiddsebb 76 éves (2N tipus) volt a definitiv,
genetikai vizsgélattal aldtdmasztott diagnoézis idején (VIII. Tablazat). Minden
altipusban néi dominancia volt megfigyelhetd. Az index esetek kb. 80%-aban vérzéses
tiinet jellemzden megfigyelhetd volt, ezen beliil a 2M ¢és 3-as tipusok esetében minden
beteg vérzékeny volt. Ahogyan az varhaté volt, a 3-as tipusban mutattak
legalacsonyabb értéket a vWD paraméterek, mig a 2B és 2N esetekben a vWF:Ag szint
altalaban normal volt. A vWF:Ac legalacsonyabb értékeket a 2A és 2M esetekben
mutatta, mig 2B és 2N tipusokban altalaban normal volt. A vWF:CB abnormal értéke
a 2M esetek kitliné markerének bizonyult. A FVIII aktivitasa (FVIII:C) a 2N esetekben
— varhato modon — csokkent, de néhany egyéb funkcionalis vWD altipusban is talaltunk
csokkent FVIII szinteket. A vVWF:FVIIIB értéke minden 2N tipusban korosan alacsony
volt. A vWF:Ac/vWF:Ag arany 2A tipusban mutatta a legalacsonyabb értéket, de a
tobbi altipushoz viszonyitva (feltehetden a relative alacsony elemszdm miatt) a
kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans. A FVIII:C/vWF:Ag arany 2N tipusban
volt a legalacsonyabb. A multimerek analizise soran minden 2A esetben igazolni tudtuk
a nagy multimerek hidnyat, mig a 2B esetek egy részében normal multimer mintazatot
detektaltunk, atipusos 2B vWD jelenlétét sugallva. A multimerek mintdzata minden

egyeb vWD tipusban normal volt.

126



zsbereczky_ 271 24

VIII. Tablazat. A von Willebrand betegségben szenveddk klinikai és laboratoriumi jellemzai.

vWD
vWD betegek probandok Type 1 Type 2A Type 2B Type 2M Type 2N Type 3 p értek§
n=54 n=5 n=6 n=7 n=6 n=7 n=3
n=34
né/férfi 35/21 24/10 4/1 4/2 5/2 4/2 4/3 3/0 0.898
(%) (65/35) (71/29) (80/20) (67/33) (71/29) (67/33) (57/43) (100/0) ’
Jelen életkor
median év 39 (4-78) 34 (4-77) 37 (29-45) 24 (13-44) 45 (21-75) 64 (4-76) 18 (15-77) 32 (32-55) 0,045
(tartomany)
Median életkor a
genetikai dg idején 35 (2-76) 33 (2-75) 35 (27-43) 19 (11-42) 41 (13-73) 62 (2-74) 17 (10-75) 30 (30-53) 0,058
év (tartomany)
vWF:Ag (%) 42 (3-219) 39 (<3-125) 38(32-42) 38 (12-77) 58 (25-125) 14 (7-88) 48 (16-96) <3 (<3-20) 0,013
<4 (<4 -
vWF:Ac (%) 34 (4-218) 29 (<4-107) 34 (29-46) 14 (7-70) 49 (13-104) 12 (5-20) 52 (17-107) <§O) 0,005
vWF:CB (%) 51 (6-221) 30 (6-151) 33 (30-36) 20 (6-65) 58 (16-91) 12 (7-14) 61 (24-151) ND 0,102
FVIII:C (%) 43 (1-148) 33 (<1-148) 63 (47-69) 44 (32-148) 76 (33-147) 18 (7-36) 18 (8-24) <1 (<1-4) <0,001
VWF:FVIIIB (%) 30 (4-123) 14 (<1-80) ND 80 ND ND 13 (<1-37) ND ND
0,85 0,91 0,91 0,54 0,84 1,01 1,05 1,33
F:A F:A ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 14
VWE:AcvWF:Ag (0,13-3,33) (0,16-3,33)  (0,79-1,28)  (0,33-0,91) (0,36-1,12) (0,16-2,29) (0,84-1,17) (0,20-3,33) 0,146
0,99 0,90 0,84 0,71 0,99 0,62 1,33
F:CB/vWF:A: ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ND 2
VWE:CB/v g (0,16-1,71) (0,16-1,71)  (0,79-0,90)  (0,50-0,84) (0,34-1,21) (0,16-1,71) (0,98-1,57) 0,239
1,00 1,21 1,82 1,51 1,21 1,44 0,42 0,33
FVIII: F:A ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 2
CvWF:Ag (0,2-3,7) (0,05-3,70)  (1,12-1,97)  (0,42-3,70) (0,74-1,81) (0,20-2,12) (0,20-0,57) (0,05-1,33) 0,00
‘nflflr;‘ze::l‘e“flfket 35/54 26/34 305 46 6/7 6/6 47 33 0306
g (65,0%) (76,5%) (60,0%) (66,7%) (85,7%) (100%) (57,0%) (100%) ’

aranya* (%)
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A haemophilia A (n=4) betegek és a nem érintett csaladtagok (n=3) nem szerepelnek a tablazatban.

Referencia tartomanyok vWF:Ag, vVWF:Ac, vWF:CB, FVIII.:C és vWF.FVIIIB esetében rendre 50-160%, 61-179%, 60-130%, 60-150% és >40%.

*epistaxis, foghuzast/traumat/sebészi beavatkozast kéveto vérzesek, borvérzések, menorrhagia, post-partum veérzés, koldok vérzes, gastrointestinalis vérzés, retina vérzés, foginy
verzeés, izom kozti hematoma, nem definialt vérzés

ND, nincs adat

Sa jelen életkor és a genetikai diagnozis felallitasa idején regisztralt életkor szignifikansan magasabb volt a 2M probandokban a type 1, 2B és 2N probandokhoz viszonyitva.
VWF:Ag és vIWF:Ac szignifikansan alacsonyabb volt a type 3 probandokban a 2B és 2N probandokhoz viszonyitva, valamint a 2M probandokban a 2B és 2N probandokhoz
viszonyitva. vVWF:Ac szignifikansan alacsonyabb volt a 24 probandokban a 2N-hez viszonyitva. FVIII:C szignifikansan alacsonyabb volt a type 3, 2M és 2N probandokban a
type 1, 24 és 2B esetekhez képest. FVIII:C/VWF:Ag arany szignifikansan alacsonyabb volt a 2N probandokban a type 1, 2A és 2B probandokhoz viszonyitva.

(Gindele, R., Kerényi, A., Kdllai, J., Pfliegler, G., Schlammadinger, A., Szegedi, I, Major, T., Szabé, Z., Bagoly, Z., Kiss, C., Kappelmayer, J., Bereczky, Z.: Resolving
Differential Diagnostic Problems in von Willebrand Disease, in Fibrinogen Disorders, in Prekallikrein Deficiency and in Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia by Next-

Generation Sequencing. Life (Basel). 11 (3), 1-23, 2021. kozleményiink alapjan.)
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Az eredmények tovabbi ismertetésénél az értekezésben csupan a funkcionalis
vWD esetekre térek ki, azon beliil is csak azokra, ahol eredményeink a szakteriilet

fejlédése szempontjabol tanulsaggal szolgaltak.

e Differencialdiagnosztikai problémakat jelentd vWD 2B esetek

Fenti tablazatbol lathato, hogy n=7 egymadssal nem rokon beteg esetében
diagnosztizaltunk végsd soron vWD 2B tipust. A mutaciok az Al és a D3 doménekben
helyezkedtek el. Mig az A1 domén mutécioi tipusos vWD 2B varidnsnak felelnek meg,
annak minden laboratériumi kritériumaval egyiitt, addig mas régidkat 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 koagulacid sziirétesztjei, és a thrombocyta szam és
funkcié sem mutattak eltérést. A plazma mintakbol (melyek fagyaszthatok és
szallithatok) elvégzett vWD iranyu vizsgalatok rendre normal eredményekkel zarultak
beleértve a vVWF:Ag, vWF:Ac, vWF:CB, FVIIIL:C paramétereket és a multimer analizis
eredményeit is. Egyes esetekben enyhén csokkent értékeket, de 1 koriili
VWF:Ac/vWF:Ag ¢és FVIIL:C/vVWF:Ag ratakat talaltunk, kizarva a funkciondlis
defektus gyanujat (IX. Tablazat).

IX. Tablazat. vWD 2B tipus differencialdiagnosztikai problémat jelento esetei.

sorszam | Nem (kor, | VWF:Ag | vWF:Ac | vWF:CB FVIII:C tiinet
¢v) (%) (%) (%) (%)

8/1 N (34) 42 47 51 76 foginyvérzés,
postoperativ vérzés

9/1 N (1) 58 49 ND 43 epistaxis, menorrhagia,
postpartum vérzés

10/1 N (21) 125 104 ND 147 menorrhagia

10/2 F (49) 127 101 ND 102 tiinetmentes

10/3 N 42) 140 136 ND 110 tiinetmentes

11/1 F (46) 80 73 91 96 foghuzas
utani vérzés

Referencia tartomanyok: vVWF:Ag 50-160%, vWF:Ac 61-179%, vWF:CB 60-130%, FVIII:C 60-150%.
A multimer analizis normal multimer szerkezetet mutatott minden esetben. 10/2 személy az édesapja,
1073 személy az édesanyja 10/1-nek. 10/3 személy (paraméterei dolt betiivel szedve) nem

mutaciohordozo.

Amennyiben pusztdn a plazmdban vizsgalhaté (fenti) paraméterekre
hagyatkoztunk volna, a 10 és 11 sorszdmu betegekben elvetettik volna a vWD
lehetdségét, a 8 és 9 sorszdmu betegekben kvantitativ vWD lehetdségét vetettiik volna

fel. Elvégezve azonban a risztocetin indukélta thrombocyta aggregécid vizsgalatat
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(RIPA) a betegek thrombocyta dus plazmaiban, személyes megjelenést igénylo, frissen
torténd mintavételbdl, rendre fokozott RIPA volt megfigyelhetd az alacsony, 0,6

mg/mL koncentracidju risztocetin jelenlétében is (23. abra).
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23. abra. Risztocetin indukalta thrombocyta aggregacio ¢és multimer analizis

eredménye atipusos 2B vWD esetén.

Az abra a 10/1 sorszamu beteg eredményeit mutatja.

A, Normal RIPA eredmény 1,2 mg/mL risztocetin jelenléteben (kekkel a beteg, feketével a kontroll
személy aggregdacios gorbéje lathato).

B, Fokozott RIPA 0,6 mg/mL risztocetin jelenlétében (kékkel a beteg, feketével a kontroll személy
aggregdacios gorbéje lathato).

C, Normal multimer szerkezet az SDS-agaroz gél elektroforézisen (P, beteg; C, kontroll).

(Gindele, R., Kerényi, A., Kallai, J., Pfliegler, G., Schlammadinger, A., Szegedi, 1., Major, T., Szabé, Z.,
Bagoly, Z., Kiss, C., Kappelmayer, J., Bereczky, Z.: Resolving Differential Diagnostic Problems in von
Willebrand Disease, in Fibrinogen Disorders, in Prekallikrein Deficiency and in Hereditary
Hemorrhagic Telangiectasia by Next-Generation Sequencing. Life (Basel). 11 (3), 1-23, 2021.
kozleményiink alapjan.)

A vWD kivizsgalasa soran a RIPA az egyetlen olyan vizsgalat, ami csak frissen
nyert vérmintabol, a beteg thrombocyta dus plazméjabol végezhetd el. A vWD

kivizsgélasa soran ezért, ha eltekintenek a RIPA elvégzésétdl — ami gyakran el6fordul,
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ha a beteg kivizsgaldsa tdvoli laboratoriumban torténik fagyasztva szallitott
thrombocyta szegény plazmaban — el6fordulhat, hogy a vWD diagndzisat nem sikertil
felallitani, vagy a betegség tipusdnak pontos megallapitdsa nem sikeriil. A fentebb
bemutatott esetekben, kiillondsen a 10 és 11 sorszamu index személyek esetén a RIPA
elmulasztasa teljesen elterelte volna a gyantit a vWD lehetdségérol. A betegek genetikai
vizsgalata sordn minden esetben a p.Prol266Leu (c.3797C>T), D3 domént érintd
mutaciot detektaltuk heterozigota forméaban, ami a HGMD adatbazis szerint I-es tipust
vWD kialakuldsaval jar. Erre a téves és félrevezetd megallapitasra felhivtuk a figyelmet
¢és hangsulyoztuk, hogy az ISTH altal gondozott vWD adatbazis szerinti 2B tipussal
torténd asszociaciot kell irdnyadonak tekinteni. Ennek a megkiilonboztetésnek a
betegek terapiaja szempontjabol ugyanis jelentdsége van.

A genetikai vizsgalat segitett felallitani a 2B tipusu vWD diagndzisat egy olyan
betegnél, aki kordbban éveken at ITP diagnozissal volt szamon tartva, alacsony
thrombocyta szdma miatt. A munkacsoportunkhoz keriilés idOpontjdban 59 éves
nébeteget gyermek kora 6ta gondoztak mint ITP beteget, sot édesanyjanal is hasonloan
csokkent thrombocyta szdmot jegyeztek fel, 6 koran elhunyt intracranialis vérzés miatt
26 éves kordban, sziilés utdn 6 héttel. Esetét akkor ITP-nek véleményezték. A mi
betegiink kisgyermek kora ota sulyos orrvérzd volt, steroid terapidt inditottak,
hatastalanul. Kilenc éves koraban végiil 1épeltavolitasra kertilt sor, ami tulajdonképpen
a thrombocyta szaman nem valtoztatott érdemben, 20-30 G/L kozotti értékei voltak
tovabbra is. A steroid terapia végiil ledllitasra keriilt és eltrombopag (trombopoietin
receptor analog) kezelés indult, amit LDH emelkedés miatt hamarosan abba kellett
hagynia. A beteg tovabbra is gyakori epistaxisoktdl és menorrhagidtol szenvedett,
korhazi felvételeket is gyakran igényelve. Negyvendt éves kordban periférids artérias
érelzarodés miatt (a. iliaca externa, a. iliaca communis, a. femoralis prof et spf.)
érsebészeti miitétre lett volna sziikség, amit az alacsony thrombocyta szdm miatt nem
vallaltak, és romiplostint (szintén trombopoietin receptor analdg) inditottak, amit LDH
emelkedés miatt szintén gyorsan leallitottak. Ekkor felmertilt a TTP diagnézisa, a beteg
thrombocyta szdma ekkor — citrattal, EDTA-val ¢és heparinnal antikoagulalt
vérmintaban egyarant — 12-17 G/L volt. A periférids kenetben thrombocyta
aggregatumok voltak megfigyelhetdek, orias thrombocytdk nem voltak detektalhatoak
(MPV normél volt). Laboratériumunkban a vWF:Ag 239%, a vWF:Ac 31%, a vVWF:CB
56%, a FVIIL:C 135% volt, funkcionalis vWF defektust sejtetve. (A jelentOsen
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emelkedett vVWF:Ag ¢és FVIIL:C értékekhez hozzéjarulhatott a kronikus alsé végtagi
gyulladas is.) A RIPA vizsgalat fokozott aggregaciot jelzett alacsony dozisu risztocetin
jelenlétében, ami a keveréses vizsgalatban kontroll thrombocytdk és a beteg
thrombocyta szegény plazmdjanak jelenlétében is kivalthato volt, de hianyzott a beteg
thrombocytainak normal plazméval torténd keverékében. Mindez arra utalt, hogy nem
thrombocyta eredetli jelenségrdl, hanem sokkal inkdbb a beteg von Willebrand
faktorahoz kothetd problémarol van sz6. Elvégezve a multimerek analizisét, a nagy
méretll multimerek egyértelmi hidnyat észleltik. Az NGS panelben 1¢évd, erre a
differencidldiagnosztikai problémat jelentd esetre relevans gének koziil a GPIBA és
ADAMTSI3 génekben eltérést nem detektaltunk, a vWF génben azonban két
heterozigdta eltérést is azonositottunk. Az egyik az A1 domént érintd p.Alal461Pro
(c.4381G>C), a masik a D2 domént érintd p.Ala594Gly (c.1781C>G). Utobbi ismert
¢és I-es tipusi vWD-t okozd mutacid, eldbbi uj mutacid, 2B vWD-nek megfeleld
doménben talalhaté. Ot kiilonbdzé mutacié predikcids analizist elvégezve (PolyPhen2
HumDiv score 0,999 valdszinii patogén; PolyPhen2 HumVar score 0,990 valdszinii
patogén; MutPred2 score 0,504 hatarérték; SIFT score 0,00 patogén; Mutation Taster
okozati mutacio) a talalt eltérés patogénnek tekinthetd. Azt, hogy a két mutacio cisz,
vagy transz helyzetben talalhato, sajnos nem tudtuk megallapitani, mivel a beteg sziilei
mar nem ¢élnek, gyermeke nincs, egyéb rokonai sem voltak elérhetdek. A beteget
laboratoriumi fenotipusa alapjan egyértelmiien a 2B vWD tipusba tudtuk sorolni, amit
a talalt 4j mutacié megerdsitett, valamint a GPIBA és ADAMTSI3 gének normal
szekvencidja alapjan ki tudtuk zarni a thrombocyta tipustt vVWD-t (pszeudo-vWD) és a
velesziiletett TTP-t is.

A vWD 2B tipusanak diagnézisa — amint azt fenti esetbemutatdsaink is jol
tikrozik — a mai napig kihivasokat jelent még a tapasztalt hematologusok ¢és
legfelszereltebb laboratoriumok szdmara is. Munkacsoportunk felhivta a figyelmet
arra, hogy normal multimer szerkezet és normal vWD paraméterek mellett RIPA
elvégzése nélkiil nem vethetd el a vWD diagnézisa, valamint arra, hogy a familiaris
thrombocytopenidval jaré esetek egy részében valdjaban a vWD 2B tipuséval idénként
egyiitt jar6 thrombocyta konszumpci6é allhat e laboratoriumi eltérés hatterében és —
elkeriilendd az ITP elhamarkodott diagnozisat és a felesleges 1épeltavolitast, valamint
a feleslegesen alkalmazott hatastalan, ugyanakkor nem veszélytelen farmakologiai

terapiat — a vWD részletes kivizsgalasanak meg kell eléznie a tovabbi lépéseket.
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Diagnézisainkat minden esetben genetikai vizsgalatokkal tamasztottuk ald, felhivva a
figyelmet arra is, hogy a 2B vWD molekularis szintli kivizsgalasa soran célszerti a viWF
gén mellett a differencidldiagnosztikai szempontbdl problémat jelentd korképek

génjeinek (GPIBA és ADAMTSI3 gének) egyidejii vizsgalata is.

e Differencialdiagnosztikai problémakat jelentd vWD 2N esetek

Kohorszunkban n=11 csalddot vizsgaltunk markansan alacsony FVIII:C szintek miatt.
Az esetek zomében a vWD 2N hatterében gyakran all6 p.Arg854Gln, D’ domént érintd
eltérést talaltuk homozigoéta forméaban (n=2 csalad), vagy Osszetett heterozigdta allapot
egyik mutéaciojaként (n=4 csaldd) (a vWD 2N kivételesen autoszomalis recessziv
oroklésmenetet kovet) (X. Tablazat). Az Osszetett heterozigéta esetekben a
p.Arg854Gln kiilonb6zd okozati mutaciodkkal tarsult, koztiik kvantitativ vWD-ben leirt
variansokkal is. A p.Arg854Gln ¢és egyéb okozati mutdciok mellett a benignus
p.Thr789Arg négy csaladban volt kimutathat6. Varatlan leletként haemophilia A (HA)
jelenlétét igazoltuk négy, kezdetben vWD 2N esetnek véleményezett betegben, ahol 2
nébetegnél HA hordozoé allapotot (FVIIL:C 65%, ill. 55%), két férfibetegnél pedig
hemizigota, misszensz mutaciokat taldltunk és kozépsulyos HA-t igazoltunk (FVIII:C
3%, ill. 4%).

A vWD 2N és a HA elkiilonitése nem mindig egyértelmli. Amennyiben a vWD
2N tipusu mutacioé kvantitativ vWD varianssal jar egyiitt, akkor a laboratériumi kép
még bonyolultabb. A FVIII:C szint HA-ban és vWD 2N tipusban is rendkiviil alacsony
lehet, és a FVIII:C/vWF:Ag arany a két betegségben megegyezd lehet (0,6 alatti). A
vWEF:FVIIIB tud kiilonbséget tenni a két allapot kozott, de az egyértelmli diagndzis
felallitasdhoz a genetikai vizsgalat sokat segithet. Eseteinkben a p.Arg854GIn mutacid
volt a leggyakoribb akar homozigéta, akar Gsszetett heterozigota formaban. Erdemes
megemliteni, hogy e mutacio gyakran kombinalddik mas 2N tipust okoz6 eltérésekkel
vagy egyéb vWD tipusokhoz vezetdé mutaciokkal. Utdbbi esetekben kombinalt
laboratoriumi fenotipus jelenik meg, ami megneheziti a diagnosztikat. Végil, a

genetikai diagnézist kdvetden négy esetet HA kategdriaba soroltunk at.
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X. Tablazat. vWD 2N tipus és haemophilia A kategoriaba atsorolt eseteink.

azonosito | Nem | vWF:Ag | vWF:Ac | vWF:CB FVIII:C tiinet genotipus
(kor, (%) (%) (%) (%)/
év) vWF:FVIIIB
(%)
20/1 N@33) | 62 52 61 14/37 epistaxis p-Thr789Ala
p-Arg924GIn
21/1 F(6) | 39 41 44 18/13 postoperativ p.Leu757Valfs*22
vérzés p.Thr789Ala
p-Arg854GIn
2172 N(©9) 119 145 151 107 tiinetmentes p-Thr789Ala
p-Arg854GIn
21/3 F(13) | 88 113 121 96 tiinetmentes p-Thr789Ala
p-Arg854GIn
21/4 N(43) | 46 45 51 78/110 menorrhagia p.Leu757Valfs*22
21/5 F(44) | 113 128 151 74 tiinetmentes p-Thr789Ala
p-Arg854GIn
21/6 N(68) | 39 39 42 13/14 ismeretlen p.Leu757Valfs*22
vérzékenység | p.Thr789Ala
p-Arg854GIn
22/1 N(18) | 16 17 24 8/14 tiinetmentes p-Arg854GIn
c.3379+1G>A
22/2 F(15) | 147 100 117 119/67 tiinetmentes p-Arg854GIn
p-Thr789Ala
23/1 N(15) | 96 107 151 19/4 tiinetmentes p-Thr789Ala
p-Arg854GIn
p-Tyr795Cys
23/2 F(55) | 219 218 221 132/43 tiinetmentes p-Tyr795Cys
23/3 N(0) | 70 69 104 51/52 tlinetmentes p-Thr789Ala
p-Arg854GIn
23/4 N(18) | 149 144 169 115/57 tiinetmentes p-Thr789Ala
p-Tyr795Cys
24/1 N(18) | 53 53 ND 22/1 tiinetmentes p-Arg854GIn
HOZ
24/2 N@43) | 182 151 ND 93/15 tiinetmentes p-Arg854GIn
24/3 F(44) |93 94 ND 57/24 tiinetmentes p-Arg854GIn
25/1 F(22) | 48 56 64 15/14 epistaxis, p-Arg854GIn
traumas és | HOZ
postoperativ
vérzés
26/1 F(77) | 42 41 ND 24/12 epistaxis, CNS | p.Arg854GIn
vérzés p-Argl779STOP
271 N(18) | 67 62 71 65 traumas F8 p.Arg355GIn
vérzés,
borvérzés
28/1 F(10) | 75 70 63 4 tiinetmentes F8 p.Ala723Thr
HEMIZIGOTA
29/1 N@48) | 129 131 123 55/95 epistaxis, F8 Asn1460fs*5
menorrhagia,
postoperativ

vérzés
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30/1

F(25) | 181 167 ND 3/127 Epistaxis, F8 p.Argl708Cys
foghtzas utani | HEMIZIGOTA
vérzés,
haemarthrosis,

im vérzés

21/1 testvérei: 21/2 és 21/3, sziilei 21/4 és 21/5, anyai nagymama: 21/6. 22/1 testvére: 22/2. 23/1 sziilei:
23/2 eés 23/3, testvére 23/4. 24/1 sziilei: 24/2 és 24/3. im verzés: intramuscularis vérzés. ND: nincs
meghatarozva. Referencia tartomanyok: vWF:Ag 50-160%, vWF:Ac 61-179%, vWF:CB 60-130%,
FVII:C 60-150%. vWF:FVIIIB >40%. A multimer analizis normal multimer szerkezetet mutatott minden
vizsgalt esetben. A genotipus oszlopban a mutdacioknal a homozigota és hemizigota dllapotokat
feltiintettiik, egyeb esetekben heterozigota genotipusrol van szo. A mutdaciok leirdasa részletesen:

vWF

D’ domén c.2365A>G (p.Thr789Ala); D3 domén c.2771G>A (p.Arg924Glin); D2 domén c.2269 70delCT
(p.Leu757Valfs#22); D’ domén c.2561G>A (p.Arg854Gin); D3 domén ¢.3379+1G>A; D’ domén
€.2384A4>G (p.Tyr795Cys); A3 domén c.5335C>T (p.Argl779#)

FS8

c.1064G>4 (p.Arg355Gin); ¢.2167G>A (p.Ala723Thr); c.4379deld (p.Asn1460fs*5); ¢.5122C>T
(p.Argl708Cys)

Minden bemutatott mutdacio ismert, okozati eltérés, kivéve a p.Thr789Ala, ami ismert, benignus varians.

5.1.5.3 Differencidldiagnosztikai probléemak megolddsa és tudomdanyos szempontbol

erdekes esetek fibrinogén rendellenességekben
Velesziiletett fibrinogén rendellenességek vonatkozasaban (2021 végéig) n=27 beteget
toboroztunk. Tobbségiik (n=18) a diagnosztikai szempontbdl nem egyszeri
dysfibrinogenaemia esetek kozé tartozott, mig n=4 esetben hypofibrinogenaemiaval
jard, n=2 esetben nem hemosztazis rendellenességgel jaro esetet regisztraltunk, végiil
n=2 esetben 1Uj, kordbban nem kozolt mutaciokat detektaltunk, melyek klinikai és
laboratoriumi  kovetkezményeit mi  ismertettik  elséként. A fibrinogén
rendellenességek, kiillondsen a dysfibrinogenaemia klinikuma ¢és laboratériumi
felismerése sem egyszerll. Vannak vérzékenységgel, vagy thrombosissal jaro esetek, de
vannak klinikailag néma eltérések is, sét olyanok is, ahol nem a hemosztazeoldgiai
probléma dominal, hanem egyéb, stlyos szimptéma alakulhat ki. A klinikai tlinetek
prediktoraként adott esetekben segitség a hattérben 4ll6 mutacidk ismerete, ugyanis
vannak olyan eltérések, amik inkébb vérzékeny, mig masok thromboticus fenotipussal
jérnak. A fibrinogén rendellenességek felismerése a laboratoriumban sem mindig
konnyti, ugyanis a rendkiviil egyszerli és olcsdé trombinidé (TI) meghatarozas
eredménye nem minden esetben koros, a reptilazidé (RI), ami bizonyos esetekben
érzékenyebb, pedig a legtobb laboratériumban nem része a rutin diagnosztikai

protokolloknak, de nem is minden esetben korjelzd. A fibrinogén Clauss médszerrel
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torténd meghatarozasa, ami tulajdonképpen egy trombinidé mérésre visszavezethetd
funkcionalis teszt, legtobbszor alacsony értéket adva jelzi a deficienciat és a fibrinogén,
mint antigén meghatdrozasanak eredménye pedig differencidlni tud a mennyiségi és
mindségi zavarok kozott, vagyis dysfibrinogenaemiaban legtobbszor normal értéket ad.

Fibrinogén rendellenességekkel jaro eseteink koziil csak azokat mutatom be a
XI. Tablazatban, amik kapcsan a szakteriilet fejlédéséhez hozzajaruld
megallapitasokat tettiink.

A dysfibrinogenaemia eseteink koziil 5 esetben detektaltunk a FGA gén
p-Arg35 pozicigjat érintd eltéréseket. Egy beteg a p.Arg35Cys, négy csalddban pedig a
p-Arg35His mutaciot hordoztak. Az index esetek perioperativ sziirés kapcsan megnytlt
alvadasi idoket mutattak, de klinikailag tiinetmentesek voltak. Bar a TI (42-80,4 sec)
megnyulast mutatott az e pozicidt érintd mutaciok esetén, a RI sokkal érzékenyebb
korjelzének bizonyult (minden esetben 100 sec felett). A Clauss fibrinogén/fibrinogén
antigén arany volt a leghatékonyabb jelzdje e rendellenességnek, ami atlagosan
0,2440,08 volt. Harom csaladban a szintén gyakran el6forduldo FGG gén p.Arg301His
adatok feldolgozéasanak idejéig. A FGB p.Argl196Cys mutaciot hordozo index betegiink
sulyosan vérzékeny, de az O esetében vWD egyiittes eléforduldsat észleltiik (1d.
késobb). A FGA p.Arg38Ser mutéaciot hordozok tiinetmentesek. A FGA p.Thr331Ala
mutacié 6nmagaban nem, csak a FGA p.Arg35His mutécioval fordult eld, a legtobb

predikcios analizis benignusnak irja le.
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azonosito nem Pl APTI TI RI Fng Fng Ag vérzés thrombosis genotipus
(kor, év) sec sec sec sec g/LL g/LL
Dysfibrinogenaemiaval jaré mutaciok
1 11 N (72) 14,6 29,3 80,4 | >100 <0,50 3,56 Fogéaszati - FGA: ¢. 103C>T (p. Arg35Cys) HeZ!
beavatkozast
kdvetd vérzés
2 2/1 N (14) 13,9 33,1 63,5 | >100 0,66 2,28 - - FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) HeZ 2
(index) AT: ¢.236G>A (p.Arg79His. AT Padua) WT
3 2/2 F (41) 10,4 30,7 42,0 | >100 1,05 4,70 - - FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) HeZ?;
(apa) AT: ¢.236G>A (p.Arg79His. AT Padua)
HeZ
4 2/3 N (44) 8,9 27,7 17,1 19,5 3,13 2,79 - - FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) WT
(anya) AT: ¢.236G>A (p.Arg79His. AT Padua) WT
5 2/4 N (63) 31,9% 50,0 16,8 19,2 4,09 4,10 - PE FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) WT;
(apai AT: ¢.236G>A (p.Arg79His. AT Padua)
nagymama) HeZ
6 2/5 F (63) 11,4 29,3 51,3 | >100 0,80 2,96 - - FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) HeZ?
(apai AT: ¢.236G>A (p.Arg79His. AT Padua) WT
nagyapa)
7 3/1 N (64) 13,1 38,9 62,3 | >100 0,50 4,94 - - FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) HeZ?
(index)
8 3/2 N (32) 11,6 29,8 49,4 | >100 0,76 2,42 Foghuzast kovetd - FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) HeZ?
(leany) veérzeés
9 3/3 N (28) 11,8 31,0 444 | >100 0,78 2,77 Foghuzast kovetd - FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) HeZ 2
(leany) veérzeés
10 4/1 F (16) 14,2 33,2 48,4 | >100 0,75 2,83 - - FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) HeZ 2
11 5/1 N (56) 10,6 32,8 57,8 75,9 1,30 2,41 bérvérzés MVT FGA: c. 104G>A (p. Arg35His) HeZ %
FGA: c. 991A>G (p.Thr331Ala) HeZ %
Fakor V Leiden HeZ
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12 6/1 N (1) 10,1 27,1 34,0 | 65,1 0,67 3,36 - FGA: ¢.116G>C (p.Arg38Ser) HeZ*
(index)
13 6/2 N (@21) 10,6 30,8 36,8 | 68,9 0,65 2,88 - FGA: c.116G>C (p.Arg38Ser) HeZ*
(leany)
14 7/1 N (40) 9,1 27,0 17,3 20,4 <0,50 2,85 Sziilést kovetd FGB: ¢.586C>T (p.Argl196Cys) HeZ >;
(index) veérzeés vWF: c.101G>4 (p.Arg34Glin) HeZ
15 7/2 F (10) 9,5 41,0 18,2 20,2 <0,50 2,18 - FGB: ¢.586C>T (p.Argl196Cys) HeZ >;
(fin) VWF: c.101G>A (p.Arg34Gin) WT
16 8/1 N (49) 10,0 25,3 35,6 | 41,2 0,55 2,80 epistaxis, FGG: c.902G>A (p.Arg301His) HeZ ¢
(index) csaszarmetszést
kovetd vérzés
17 8/2 F (19) 10,2 29,0 37,4 | 40,8 1,31 2,29 - FGG: c.902G>A (p.Arg301His) HeZ ¢
(fi)
18 9/1 N 47) 11,6 29,2 44,6 | 60,9 1,41 1,95 epistaxis FGG: c.902G>A (p.Arg301His) HeZ ¢
19 10/1 F (63) 10,0 33,4 36,4 | 41,5 1,45 3,49 - FGG: c.902G>A (p.Arg301His) HeZ ¢
Egyéb fenotipussal jaré, vagy Gj mutacidok
24 12/1 F (65) 7.9 27,2 14,2 ND 2,60 ND - FGA: c.1634A>T (p.Glu545Val) HeZ’
(index)

138




zsbereczky_ 271 24

25 12/2 F (67) 7,4 27,7 18,5 ND ND ND - - FGA: c.1634A>T (p.Glu545Val) HeZ’
(unokatestvér)
26 13/1 N (42) 11,7 34,6 22,9 ND 0,83 0,82 Foghuzast kovetd Thrombo- FGB: c.1421G>A (p.Trp474*) HeZ
veérzes, phlebitis
menorrhagia, 2
abortus
27 14/1 F (61) 10,9 27,2 29,8 33,2 <0,50 1,38 - stroke FGG: c. T>A (p.Met362Lys) HeZ

HeZ, heterozigota; HoZ homozigota;, WT, vad tipus a csaladban elofordulo mutdaciora nézve; MVT, mely vénas thrombosis; PE, tiidéembolia. FVII:C aktivitas a beteg 20, 21,
22 and 23 esetén rendre 50%, 72%, 68% és 75% volt. Referencia tartomanyok PI 8,4-12,5 sec, APTI 24,2-36,6 sec, Tl 15,5-23,7 sec, RI 18,6-26,2 sec, Fng (Fibrinogen Clauss)
1,5-4,0 g/L, Fng Ag (fibrinogén antigén) 1,8-3,5 g/L. FVII:C aktivitas referencia tartomanya 70-120%.
! Galanakis et al, 1993, ? Higgins et al, 1981; 3 Carter et al, 1999; 7 Tiscia et al, 2018, ° Lounes et al, 2001, ® Borrell et al, 1995, "Uemichi et al, 1994

(Gindele, R., Kerényi, A., Kallai, J., Pfliegler, G., Schlammadinger, A, Szegedi, 1., Major, T., Szabo, Z., Bagoly, Z., Kiss, C., Kappelmayer, J., Bereczky, Z.: Resolving
Differential Diagnostic Problems in von Willebrand Disease, in Fibrinogen Disorders, in Prekallikrein Deficiency and in Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia by Next-

Generation Sequencing. Life (Basel). 11 (3), 1-23, 2021. kozleményiink alapjan.)
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A laboratoriumi vonatkozasokat tekintve a FGA p.Arg38Ser mutacié megnyult
TI-vel és Rl-vel jart. A FGG p.Arg301His esetében csak enyhe TI megnyulas volt
észlelhetd, a RI valamivel érzékenyebb volt, de ott is 100 sec alatt maradt a megnyulas
mértéke. A Clauss fibrinogén/fibrinogén antigén arany is magasabb volt, mint a FGA
p.Arg35 mutéciok esetén (itt atlag 0,48+0,23). A FGB p.Argl96Cys mutacio esetében
egyik szlir6teszt sem jelzett, a TI és a RI is normal volt mind mechanikus, mind optikai
elven méré koagulométerben. Egyetlen gyanus jel az optikai koagulométerben
megtekinthetd alvadasi gorbe szokatlan lefutdsa volt. A Clauss fibrinogén alacsony
volt, és a Clauss fibrinogén/fibrinogén antigén arany is alacsonynak mutatkozott. A
FGG p.Met362Lys mutaciot korabban még nem irtak le; mi egy thromboticus tiineteket
mutatd férfibetegnél mutattuk ki. A TI és RI mérsékelt megnyuldst mutatott, a Clauss
fibrinogén diszproporciondlis csdkkenése dysfibrinogenaemidra utalt. A mutacid a
fibrinogén gamma-lancanak C-termindlisan helyezkedik el ¢és minden predikcios
analizis patogénnek jelezte.

Két rokon betegnél FGA p.Glu545Val mutaciét detektaltunk. Mindketten
renalis amyloidosisban szenvednek, ami ehhez a mutacidhoz ismerten tarsulo jelenség.

A klinikum — a vérzéses, vagy thrombosis riziké megjoslasa és a beteg terapidja
— szempontjabol kiilondsen érdekesek azok az esetek, amikor a fibrinogén
rendellenesség egyéb velesziiletett hemosztazis eltéréssel tarsul. Ezek az esetek
rendkiviil ritkdk, az irodalomban 4&ltaldban egy-egy ,.case-report”-tal taldlkozunk,
azonban ezek a leirdsok az egyetlen kapaszkodoi a klinikumnak a tovabbi, hasonld
esetek megitélése szempontjabol. Minden ujabb ritka eset ismertetése ezért jelentds
hozzaadott értéket képvisel. Jelen értekezésben most két kiilonbozd, a fibrinogén
rendellenességhez tarsuld hemosztdzis eltérést ismertetiink. Az elsé csaldd a
dysfibrinogenaemia FGA p.Arg35His varidnsa mellett AT deficiencidval rendelkezett
(XI. Tablazat 2/1-2/5 esetei). A proband, egy 4 éves ledny gyermek, tonsillectomia
el6tt torténd laboratoriumi kivizsgdldsa soran mutatott jelentds TI és RI megnyulast,
majd dysfibrinogenaemiat igazoltunk a FGA p.Arg35His heterozigota hordozasaval,
mely az ezzel az eltéréssel rendelkezd betegek tobbségénél (sajat eseteinket is
beleértve) inkabb vérzéses fenotipussal jar. A gyermek eddig nem mutatott vérzéses
tiineteket, és édesapja, akitdl a mutaciot 6rokdlte, szintén tiinetmentes volt (jelenleg 41
éves). Az apai nagymama (63 éves) azonban thrombosis és tiidéembolia anamnesissel

rendelkezett, vérzései soha nem voltak. Az 6 kivizsgalasa soran deriilt fény AT
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deficienciara, a heparin-kotés zavaraval jar6 AT Padua-ra (p.Arg79His), ami jol
magyarazza a thromboticus fenotipust. A csalad elérhetd tagjait e két velesziiletett
hemosztazis zavarra ezt kdvetden szisztematikusan megvizsgaltuk és megallapitottuk,
hogy a proband az AT deficienciat nem hordozta, édesapja viszont kettds heterozigota
a dysfibrinogenaemiat és az AT deficienciat okozo eltérésekre, igy az 6 esetében sokkal
inkabb a thrombosis fokozott kockdzatara kellett felhivni a figyelmet. Az apai
nagymama csak az AT deficienciaval rendelkezett, az apa a FGA rendellenességet
¢desapjatol (apai nagyapa) Orokolte, aki 63 éves koraban (a csalddvizsgalat
iddpontjaban) sem vérzéses, sem thromboticus eseményekrél nem szamolt be. Ebben a
csaladban tehat a dysfibrinogenaemia ¢és az FGA p.Arg35His jelenlétébdl fakaddan
inkabb (enyhén) vérzékeny fenotipust az AT deficiencia jelenléte befolyasolhatja, a
kettés heterozigdta személy, aki még fiatal, kovetése kiillondsen fontos a vérzés-
thrombosis egyensuly kontrollja szempontjabal.

Dysfibrinogenaemia és vWD egyiittes eléfordulasat diagnosztizaltuk egy fiatal
nébetegnél, aki sziilés kapcsan jelentkezd stlyos vérzésrdl szamolt be (XI. Tablazat
7/1 beteg). Az ismert, a fibrinogén polimerizacidjanak zavaradt okozo, FGB
p.Argl96Cys mutacié mellett egy 0j, VWF génben 1évé mutacidt is hordozott
heterozigdta forméaban (p.Arg34Gly). Az eltéréssel megegyezd pozicioban leirt varians
az irodalom alapjan heterozigota forméaban I-es tipusa vWD-el tarsul [427]. Az Uj
mutacio a VWF egy konzervalt részletét érinti és predikcids analiziseink szerint
patogénnek tekinthetd. Igy e betegiinknél kombinalt coagulopathia jelenlétét tudtuk
igazolni és a vWD jelenléte egyértelmlien a vérzéses fenotipus felé terelte a
dysfibrinogenaemia mellett varhatéan néma, vagy enyhén vérzékeny fenotipust. A
beteg fia, aki még csupdn 10 éves, a vVWD-et nem 6rokolte, eddig tiinetmentes.

A fibrinogén rendellenességek vizsgalata kapcsdn szerzett tapasztalataink
alapjan megallapitottuk, hogy a FGA p.Arg35 és FGG p.Arg301 poziciokat érintd
mutaciok benignus fenotipussal jarnak, legfeljebb enyhe vérzékenységgel tarsulnak. Az
FGA p.Arg38Ser szintén benignus. A fibrinogén ezen régioit érintd varidnsok a fibrin
polimerizacidt befolyasoljak, vagy fibrinolizis rezisztencidval jarnak az irodalmi
adatok szerint [428,429].

Eseteink az orvosi laboratoriumi szakteriilet szamara a kovetkez0 tanulsagokkal
szolgalnak. Azokban a laboratdériumokban, ahol nem végeznek TI és RI meghatarozast,
a fibrinogén rendellenességek egy része (féleg a dysfibrinogenaemia esetek)

felderitetlen marad. A PI és APTI meghatarozasok sordn alkalmazott reagensek
141



zsbereczky 271 24

érzékenysége ugyanis rendre alacsony a fibrinogén rendellenességek vonatkozasdban
¢s altaldban csak a nagyon stlyos hypo- és afibrinogenaemidban mutatnak megnyult
értékeket, holott klinikai tiinetek ezekben az esetekben is el6fordulnak. Kimutattuk
tovabba, hogy a FGB p.Argl96Cys eltérés esetén még a TI és RI paraméterek sem
jeleznek, egyediil csak az optikai koagulométerben végzett alvadasi 1id6
meghatdrozasok sordn megfigyelt alvadasi gorbe szokatlan lefutdsa utalhat
coagulopathidra. Tovabbi probléma, hogy az enyhe fibrinogén szint csdkkenés (1g/L
feletti fibrinogén szint) altalaban nem nyilvanul meg alvadasi id6 megnyulasban, holott
ezekben az esetekben is szamithatunk klinikai tiinetekre és okozati mutaciok
el6fordulasara a fibrinogén génekben. A fibrinogén rendellenességek egy része igy
aluldiagnosztizalt marad, ha a normal sziiréteszt eredmények okan nem torténnek
tovabbi, specialis vizsgalatok (Clauss fibrinogén, fibrinogén antigén, RI). Még tovabb
gondolva, a fibrinogén rendellenességek egy része esetén akar még a fibrinogén szintek
is lehetnek normalisak, okozati mutacié jelenlétében is: a FGA p.Glu545Val vese
amiloidosissal jar, amikor e ritka autoszomalis dominans betegség esetén a mutdns
fibrinogén alfa lancok akkumulalodnak a vesékben amiloid fibrillumokat képezve,
mely végsd soron fatalis szervkarosodashoz vezet [430]. A betegség felismerése és
korrekt diagndzisa életmentd e betegek szdmara, hiszen a vesetranszplantacio
esetliikben megoldast jelent.

Amellett, hogy a fibrinogén rendellenességek klinikai és laboratdriumi
fenotipusa meglehetdsen véltozatos, a variabilitdst fokozzak az esetlegesen tarsuld
egyéb hemosztazis eltérések. A dysfibrinogenaemia klinikai fenotipusat thromboticus
iranyba modosithatja a tarsulo AT deficiencia, vagy FV Leiden mutaci6. A vWF

crer

rendellenességhez tarsuld vérzékenység sulyossagat.
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5.2 Vizsgalatok ritka thrombophiliakban

5.2.1 Az antitrombin deficiencia el6fordulasa Magyarorszagon, a p.Leul31Phe (AT

Budapest 3) varians magas gvakorisaga: klinikai jellegzetességei

5.2.1.1 Az antitrombin deficiencia hazankban eléfordulo tipusai és klinikai jellemzoi

A 2007 ¢és 2016 kozott bevont betegek (n=156 nem rokon személy; AT deficiens
csaladtagokkal egyiitt n=246 személy) vizsgalataval 31 kiilonbozd genetikai eltérést
talaltunk a SERPINCI génben (24. abra). Ezek koziil I-es tipusit ATD-t okoz 22 és 1I-
es tipusu ATD-t eredményez 9 féle mutacio. A mutaciok 36%-a 0j genetikai eltérés (11
mutacid). A mi populécionkban leggyakoribbnak az ATD ITHBS altipusa bizonyult
(75,6%), ezen beliil is az AT Budapest 3 mutacio (ATBp3, p.Leul31Phe), melyet 2017-
ben tortént elemzésiink idején 63 csalad, n=102 egyén hordozott. A ITHBS tipus 80%-
at tette ki ez az egyetlen mutacid. (Az azota eltelt id6 alatt az altalunk diagnosztizalt
betegek szdma jelentdsen nétt, az értekezés irasanak idején mar kozel 300, nem rokon
ATD beteg szerepel az adatbazisunkban, és a [IHBS mutéaciok 88%-a az AT Budapest
3 varians.) Az ATD-t okoz6 mutéciok heterozigdta formdban fordultak eld, kivéve az
ATBp3 mutéciot, ahol homozigota egyéneket is detektaltunk. Az egyéb ITHBS
altipusok koziil az AT Basel 5, az AT Padua I 11 csaladnal fordult elé. A TIRS altipusok
mutacidi (AT Stockholm, AT Glasgow ¢és p.1le386Thr) 1-1 csaladban fordultak eld. A
IIPE altipusba tartozé AT Torino-t egy, mig az AT Budapest 5 mutéciot 6t csaladban
mutattuk ki.
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¢.218C>T, p.Pro73Leu (AT Basel)
¢.236G>A, p.Arg79His (AT Padua I)
¢.236-239del, p.Arg79ProfsTer23

¢.270T>G, p.Phe90Leu (AT Budapest 6)

Exon 2

¢.350G>A, p.Thr117Lys (AT Wobble) Exon
1-3
¢.391C>T, p.Leul31Phe (AT Budapest 3) delécié
c490C>T, p.Argl64*
¢.511-512del, p.Lys171ValfsTerl6
c.548del, p.Ser183SerfsTer100 Exon 3
¢.614C>T, p.Leu205Phe v
¢.734T>G, p.Leu245Pro Exon 4
Teljes
¢.805G>A, p.Gly269Lys (AT Truro) géndelécid

c.809del, p.Leu270ArgfsTerl4

.1019-1022del, p.Leu340LeufsTers

Exon 5

c.1039_1098dup, p.Met347_Gin366dup
¢.1057C>T, p.Pro353Ser

¢.1142C>T, p.Ser381Phe
c.1154(-149)G>A
¢.1157C>T, p.lle386Thr
c.1171C>T, p.Arg391*

. 1219(-1)G>C —_—
¢.1271G>A, p.Gly424Asp (AT Stockholm)

¢.1274G>A, p.Argd425His (AT Glasgow) E -
¢.1301T>C, p.Phed34Ser (AT Torino) xon

€.652-654del, p.Ile218del | | |

¢.1318C>A, p.Pro439Thr (AT Budapest 5)

c.13494>T, p.Asnd501le ///’
c.1367-1368del, ¢.1367-137lins, p.Gly456delinsAlaThr

¢.1381C>A, p.Prod61Thr

24. abra. Az altalunk vizsgalt AT deficiens populiciéban azonositott SERPINCI1
mutaciok.

A nukleotidok szamozdasa a kezdo ATG (Met) elsé nukleotidjatol tortenik. A mutaciok elnevezése a
Human Genome Variation Society iranyelvei alapjan tortént. Az vj mutdciok dolt és félkover jelzéssel
szerepelnek az abran. (Gindele, R., Selmeczi, A., Olah, Z., llonczai, P., Pfliegler, G., Marjan, E., Nemes,
L., Nagy, A., Losonczy, H., Mitic, G., Kovac, M., Balogh, G., Komdromi, I, Schlammadinger, A.,
Molnarné Razso, K., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Clinical and laboratory characteristics of
antithrombin deficiencies: a large cohort study from a single diagnostic center. Thromb. Res. 160 119-
128, 2017.kozleményiink alapjan.)
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Mindossze harom olyan esetben nem taldltunk genetikai eltérést sem
fluoreszcens direkt szekvenalassal, sem MLPA analizissel, ahol mérsékelten csokkent
hc-anti FXa AT aktivitast mértek (79, 75 és 76%). E betegekben az AT antigén szintek
minden esetben a referencia tartoméanyba estek (0,22, 0,21 és 0,22 g/L).

A klinikai jellemzoket tekintve az I-es tipusi ATD betegek kozott
szignifikansan gyakrabban fordult el6 VTE, mint a II-es tipusu heterozigota egyének
kozott (p=0,015). Amennyiben a ITHBS altipushoz hasonlitjuk, még nagyobb volt a
kiilonbség a VTE el6fordulasi gyakorisagaban az I-es tipushoz viszonyitva (IIHBS
tipusban 66% vs. I-es tipusban 41,8 %, p=0,003). Ezzel szemben a terhességi
komplikaciok eléfordulasi 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). Az I-es tipusu
deficiensek k6zott mindossze egy, p.Argl64* mutacidhordozo nd esetében fordult eld
terhességi komplikdci6. Ugyanigy csupan egy I-es tipusat AT Wobble hordozonal
jelentkezett artérids esemény MI formdjaban, azonban ez a beteg szamos egyéb
rizikofaktorral is rendelkezett (dohanyzéas, magasvérnyomas, hiperlipidémia). A 1IRS
¢s IIPE altipusokban nem regisztraltunk sem artérids eseményt, sem terhességi
komplikéciot. (XII. Tablazat) A kiilonb6z6 ATD csoportok kozott szignifikans
kiilonbség nem volt megfigyelheté a FVL és a FIIG20210A mutacidok hordozésanak
gyakorisagaban; egyéb 6roklott thrombophilia tényezét nem talaltunk. Antifoszfolipid
szindroma sem volt fellelhetd egyik alcsoportban sem. Velesziiletett érfejlédési
rendellenességet észleltiink a betegek egy részében, ez jellemzden vena cava inferior
aplasia, vagy hypoplasia volt és elsésorban az ATBp3 homozigdtakban fordult eld
relative nagyobb aranyban. Ezzel a jelenséggel késobb részletesebben, tobb beteg

bevonasaval, nemzetkdzi tanulmanyban foglalkoztunk, 1d. késébb az értekezésben.
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XII. Tablazat. A kiilonboz6é ATD tipusok klinikai jellemzai.

IIHBS altipus
I-es tipus AT Bp3 AT Bp3 IIRS altipus IIPE altipus
AT Basel AT Padua l
n=47 homozigétak heterozigotak n=3 n=12
n=7 n=15
n=26 n=76

N6 25/47 (53,2%) 5/7 (71,4%) 12/15 (80,0%) 13/26 (50,0%) 34/76 (44,7%) 3/3 (100%) 4/12 (33,3%)
Férfi 23/47 (48,9%) 2/7 (28,6%) 3/15 (20,0%) 13/26 (50,0%) 42/76 (55,3%) 0/3 (0%) 8/12 (66,7%)
Tiinettel rendelkezdk ardnya 34/47 (72,3%) 5/7 (71,4%) 8/15 (53,3%) 24/26 (92,3%)>4 43/76 (56,6%) 3/3 (100%) 9/12 (75,0%)
Eletkor els6 TE idején (median év, tartoméany) 27 (22 nap-64) 29 (15-51) 44 (22-53) 14 (2 nap-26) ¢ 33 (2-68) 25 (23-28) 38 (16-62)
Minimum egy VTE 31/47 (66,0%)° 1/7 (14,3%) 3/15 (20,0%) 24/26 (92,3%) 4 37/76 (48,7%)2" 3/3 (100%) 8/12 (66,7%)
Rekurrens VTE 11/31 (35,5%) 0/1 (0%) 0/3 (0%) 8/24 (33,3%)¢ 6/37 (16,2%)" 1/3 (33,3%) 3/8 (37,5%)
Izolalt PE 1/31 (3,2%) 0/7 (0%) 1/3 (33,3%) 2/24 (8,3%) 4/37 (10,8%) 0/3 (0%) 0/8 (0%)
MVT+PE 1/31 (3,2%) 0/1 (0%) 0/3 (0%) 4/24 (15,4%) 9/37 (24,3%) 0/3 (0%) 1/8 (12,5%)
Artérias thrombosis 1/47 (2,1%) 3/7 (42,9%)f 1/15 (6,7%) 0/26 (0%) 8/76 (10,5%) 0/3 (0%) 0/12 (0%)
Rekurrens artérias thrombosis 0/47 (0%) 1/7 (14,3%) 0/15 (0%) 0/26 (0%) 2/76 (2,6%) 0/3 (0%) 0/12 (0%)
Terhességi komplikaciok 1/47 (2,1%)° 1/7 (14,3%) 4/15 (26,7%) 3/26 (11,5%) 2/76 (2,6%) 0/3 (0%) 0/12 (0%)
A FVL/FII mutaciok hordozoéinak aranya® 7/47 (14,9%) 0/7 (0%) 4/11 (36,4%) 3/26 (11,5%) 17/76 (22,4%) 1/3 (33,3%) 0/12 (0%)
Provokalt VTE-n atesett betegek 9/33 (27,3%) 0/5 (0%) 2/8 (25,0%) 2/24 (8,3%) 9/41 (22,0%) 1/3 (33,3%) 1/9 (11,1%)
VTE-n atesett betegek szerzett

1/47 (2,1%) 0/5 (0%) 1/8 (12,5%) 0/24 (0%) 4/41 (9,8%) 0/3 (0%) 1/9 (11,1%)
rizikofaktoranak aranya
Erfejlddési rendellenességek 1/47 (2,1%) 0/7 (0%) 1/15 (6,7%) 3/26 (11,5%) 1/76 (1,3%) 0/3 (0%) 0/12 (0%)

TE = thromboticus esemény, VIE = vénas thromboembolia, PE = tiidéembolia, MVT = mélyvénas thrombosis, az artérias thrombosis elnevezés magaban foglalja a

myocardialis infarctust és az ischaemias stroke-ot
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“egyeb thrombosis rizikofaktort nem regisztraltunk
bp<0.05 az I-es tipusii AT deficienseket a II. HBS heterozigotakkal dsszehasonlitva

“p<0.05 az AT Bp3 homozigotikat az AT Bp 3 heterozigotikkal osszehasonlitva

9p<0.05 az AT Bp3 homozigétikat az AT Padua I hordozékkal ésszehasonlitva

‘p<0.05 az AT Bp3 homozigotikat az AT Basel hordozokkal osszehasonlitva

1p<0.05 az AT Bp3 heterozigétdkat az AT Basel hordozokkal 6sszehasonlitva

8p<0.05 az AT Bp3 heterozigotakat az AT Padua I hordozokkal dsszehasonlitva

"p<0.05 az AT Bp3 heterozigétikat az AT Basel és az Padua I csoporttal dsszehasonlitva

(Gindele, R., Selmeczi, A., Olih, Z., llonczai, P., Pfliegler, G., Marjdn, E., Nemes, L., Nagy, 4., Losonczy, H., Mitic, G., Kovac, M., Balogh, G., Komdromi, 1.,

Schlammadinger, A., Molndrné Rizsé, K., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Clinical and laboratory characteristics of antithrombin deficiencies: a large cohort study

from a single diagnostic center. Thromb. Res. 160 119-128, 2017. kozleményiink alapjan.)
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Osszehasonlitottuk a VTE, illetve sszes thromboticus esemény (vénas, artérias
thrombosis, terhességi komplikacio) bekdvetkezésének idejét az I-es tipust, a [IHBS
heterozigotak, illetve IIHBS homozigotak (ez konkrétan az ATBp3 homozigotakat
jelenti) kozott (25. abra). Ha csak a VTE-t tekintettiik klinikai kimenetnek, az I-es
tipusu ATD esetében szignifikdnsan korabban kovetkezett be az esemény, mint a IHBS
esetekben (p=0,002), azonban az I-es tipust ATD-ben szignifikdnsan iddsebb
¢letkorban kdvetkezett be a VTE, mint az ATBp3 homozigéta betegekben (p<0,001).
Amikor klinikai kimenetnek tekintettiink barmilyen thromboticus torténést (beleértve a
vénas ¢és artérids, valamint a terhességi komplikéciokat is), az elsé manifesztacioig
eltelt id6 nem kiilonbozott szignifikansan az I-es tipust és a IIHBS heterozigdta ATD
esetek kozott (p=0,064). Az ATBp3 homozigota hordozok azonban e végpontot
tekintve is szignifikdnsan fiatalabbak voltak az I-es tipusu ATD esetekhez képest
(p<0,001). Tovabba, a proximalisan jelentkezd thrombosisok szintén az ATBp3
homozigota hordozokban voltak gyakoribbak az I-es tipusi ATD-hez képest (62,5%
vs. 14,3%, p = 0,002), mig az I-es tipusu és a [ITHBS heterozigotak kozott ebben a
tekintetben nem volt kiillonbség.

A betegeink kozott igen magas szamban eléforduld IIHBS deficiencia lehetdvé
tette azt, hogy Osszehasonlitdsokat végezhessiink ezen alcsoporton beliill (ATBp3
homozigotak, ATBp3 heterozigotdk, AT Basel ¢és AT Padua I). Az ATBp3
homozigotaknal fordultak el legmagasabb aranyban (92,3%) a thromboticus tiinetek;
ez szignifikdnsan magasabb arany, mint az ATBp3 heterozigotakban (p=0,001) és az
AT Padua I hordozdékban (p=0,006). A VTE eléfordulasa sokkal gyakoribb az ATBp3
mutacid hordozokban, mint az AT Basel ¢s AT Padua I hordozokban (AT Padua I vs.
ATBp3 heterozigotak p=0,041; AT Padua I vs. ATBp3 homozigotak p<0,001; AT
Basel vs. ATBp3 homozigétdk p<0,001). A VTE gyakorisdga az ATBp3
homozigotakban a legmagasabb (ATBp3 heterozigotdk vs. ATBp3 homozigdtak
p<0,001). Az artérids események az AT Basel hordozokban fordultak eld
leggyakrabban (AT Basel vs. ATBp3 heterozigotdk p=0,046; AT Basel vs. ATBp3
homozigotak p=0,006). Terhességi komplikaciot leggyakrabban az AT Padua I
hordozokban regisztraltunk, bar ez statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak a tobbi
ITHBS alcsoporttal torténd Osszehasonlitdsban. A proximalisan elhelyezkedd
thrombosis tekintetében szignifikans kiilonbség volt az ATBp3 homozigotak és az

ATBp3 heterozigotak kozott (p=0,001).
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Az AT Basel és AT Padua I hordozdkban nem volt kiilonbség az elsé VTE
megjelenésének idejében (p=0,982), igymint az AT Basel és ATBp3 heterozigotak
kozott sem (p=0,095) (25. abra). Az ATBp3 heterozigotakban szignifikdnsan fiatalabb
korban fordult el6 VTE, mint az AT Padua I hordozokban (p=0,010). Az ATBp3
homozigotak voltak a legfiatalabbak az els6 thromboticus esemény elszenvedésének
idején (ATBp3 homozigotak vs. AT Basel p=0,002; ATBp3 homozigotak vs. AT Padua
I p<0,001 és ATBp3 homozigédtak vs. ATBp3 heterozigotak p<0,001). Amennyiben
kimenetnek tekintettiink minden thromboticus eseményt, az elsé esemény
megjelenésének ideje nem kiilonbozott szignifikdnsan az AT Basel és AT Padua I
(p=0,459), az ATBp3 heterozigotak és az AT Basel (p=0,997), valamint az ATBp3
heterozigotdk és az AT Padua I hordozok kozott (p=0,130). Az elsé esemény
megjelenése az ATBp3 homozigdtak esetében volt a legkorabbi (ATBp3 homozigdtak
vs. ATBp3 heterozigotak p<0,001, ATBp3 homozigotak vs. ATPadua I p<0,001 és
ATBp3 homozigétak vs. AT Basel p=0,018).
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25. abra. A Kkiilonbozo tipusu ATD esetek odsszehasonlitasa a klinikai tiinetek
megjelenésének ideje szempontjabol.

Az A-C abrak csak a vénas eseményekre, a B-D abrak minden thromboticus eseményre vonatkoznak. Az
A és B abrdkon az I-es tipusu ATD folytonos fekete vonallal, a IIHBS heterozigota pontozott vonallal, az
ATBp3 homozigota sziirke vonallal jelenik meg. A C és D dbrakon az AT Basel szaggatott vonal, az AT
Padua I folyamatos fekete vonal, az ATBp3 heterozigota sziirke vonal, az ATBp3 homozigota pontozott
vonal formdajaban jelenik meg. (Gindele, R., Selmeczi, A., Olah, Z., llonczai, P., Pfliegler, G., Marjan,
E., Nemes, L., Nagy, A., Losonczy, H., Mitic, G., Kovac, M., Balogh, G., Komdromi, I., Schlammadinger,
A., Molndrné Rézsé, K., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Clinical and laboratory characteristics of
antithrombin deficiencies: a large cohort study from a single diagnostic center. Thromb. Res. 160 119-
128, 2017. kozlemenyiink alapjan.)
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Ritka betegség mivoltdhoz képest jelentds szamu ATBp3 homozigdta hordozo
(az irodalomban a legnagyobb szdmu beteg) detektalasa lehetévé tette tobb
szempontbol is az ATBp3 heterozigotdkkal vald Osszehasonlitast. Az ATBp3
homozigotak kozott 13-an sulyos vagy szokatlan lokalizaciojt MVT-n estek at. Hét
beteg iliofemoralis, 2 beteg pedig vena cava inferior thrombosist szenvedett. Egy
betegnél vena cava inferior és vesevéna thrombosis fordult el6. Mesenterialis
thrombosist egy, tricuspidalis billentyli thrombosist szintén egy beteg szenvedett. Az
ATBp3 homozigotak kdzott minddssze 2 tiinetmentes egyént regisztraltunk. Az ATBp3
heterozigdtak kozott 8 esetben fordult eld artérids esemény (4 betegnél csak ATE, 4
betegnél ATE+VTE), ezzel szemben a homozigotak egyikénél sem.

Fent emlitett vizsgalataink lezarultat kdvetd 5 évben (2016-2021) tovabbi ATD
ITHBS betegeket toboroztunk, igy n=230 betegen ujra elemeztiik ennek az ATD
tipusnak a klinikumat. Ekkorra n=9 AT Basel, n=26 AT Padua, n=44 ATBp3
homozigota és n=151 ATBp3 heterozigota beteg adatai alltak rendelkezésiinkre. A
mintaszdm novelése megerdsitette korabbi  kovetkeztetéseinket, részletesebb
bemutatasra itt nem térek ki, az adatok a vonatkozo6 kozleményiinkben megtalalhatoak
(Bereczky, Z., Gindele, R., Fiatal, S., Speker, M., Miklos, T., Balogh, L., Mezei, Z.,
Szabé, 7., Addny, R.: Age and Origin of the Founder Antithrombin Budapest 3
(p.Leul31Phe) Mutation; Its High Prevalence in the Roma Population and lIts
Association With Cardiovascular Diseases. Front. Cardiovasc. Med. 7 1-15, 2021.)

Osszefoglalva, vizsgalataink alapjian megéllapithatjuk, hogy e korabban egy
entitasként szamon tartott, ritka ATD klinikuméat befolyasolja a betegség altipusa. Az
I-es tipusi ATD-ban domindl a sulyos, vénds thrombosis és a Il-es tipussal
Osszevetésben valoban rosszabb prognoézissal jar. A magyar betegekben detektalt
relative nagy szamu IIHBS tipus és azon beliil is az ATBp3 varidns el6fordulasa
azonban tovabbi érdekes kovetkeztetések levonasara adott lehetOséget.
Megallapitottuk, hogy a IHBS ATD-ban nemcsak vénas, de artérids thrombosisok is
megjelenhetnek, valamint a terhességi komplikaciok (magzati halél, korasziilés, halva
szliletés, preeclampsia) is eléfordulnak. A IIHBS csoporton beliil szintén heterogenités
figyelheté meg. Az ATBp3 homozigodta allapot (egyéb variansok esetén homozigota
eléfordulast nem figyeltiink meg) a legstlyosabb ATD altipus, a thromboticus tiinetek
még az [-es tipusu betegekkel 0sszevetésben is fiatalabb korban jelennek meg. A ITHBS
heterozigotak kozott az ATBp3 varians sulyosabb, mint az AT Basel, vagy AT Padua

I, amennyiben az elsé thrombosis megjelenésének idejét tekintjik a sulyossag
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fokmérdjének. A rekurrens thrombosisok aranya is az ATBp3 varians esetében
magasabb, homozigdtaknal esetenként haromnal is tobb epizoddal (a legtobb
thromboticus eseményt is egy ATBp3 homozigdta beteg szenvedte el, nala hét
alkalommal alakult ki MVT). Az AT Basel gyakrabban fordul el6 artérids
eseményekkel, mig az AT Padua I-ben magasabb ardnyban figyeltiink meg terhességi
komplikaciokat. Az artérias események az ATBp3 hordozok kozott is megjelenhetnek,
sajat vizsgalatunkban 2021-el bezarolag n=12 esetet (2 homozigota és 10 heterozigota
beteg) regisztraltunk, a betegek fiatalok, 2-48 évesek voltak a stroke vagy MI idején.
Annak, hogy a legstlyosabb, ATD ITHBS tipus, az ATBp3 homozigéta allapot miért
nem jar gyakrabban artérias eseménnyel az ATBp3 heterozigotasaghoz viszonyitva,
valdsziniileg az a magyaréazata, hogy e betegek mar nagyon fiatal korban elszenvedik
az elsé — jellemzdéen vénas — thrombosisukat, igy hamar antikoaguléns teradpiaban
részesiilnek, amit az ATD diagndzisa utdn hossz(i tdvon alkalmaznak, illetve
megprobaljak elkertilni a szerzett (életmodi) cardiovascularis kockazati tényezoket. Az
ATBp3 heterozigotak kozott is a vénas thrombosis dominal, de regisztraltunk olyan
artérias thrombosison atesett betegeket is, akiknél vénds thrombosis nem szerepelt az
anamnesisben, vagy ha igen, azt megeldzte az artérids esemény. E betegek fiatalok
voltak ¢s altalaban talaltunk valamilyen cardiovascularis rizikofaktort, ami felhivja a
figyelmet az ATD és kdrnyezeti tényezOk artérias események korai kialakuldsaban
jatszott egylittes szerepére. Mivel az ATD csoportban az artérids események
bekovetkezése idején a betegeink fiatalok voltak, megvizsgaltuk azt, hogy az ATD
milyen ardnyban fordul el6 a fiatal korban (40 éves kor alatt) MI-t elszenvedett
betegekben (n=92) és dsszehasonlitottuk az ATD prevalencidjat vénas thrombosison

atesett, konszekutivan toborzott betegcsoporttal (n=110). (XIII. Tablazat)
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XIII. Tablazat. A fiatal korban myocardialis infarctuson és vénas thrombosison
atesett betegek osszehasonlitasa.

MI VTE p érték
(n=92) (n=110) (Ml vs. VTE)
életkor (median év; min- 36 (14-40); 30.5 (17-40); <0,001
max); IQR 4 11
férfi/né (n) 70/22 57/53 0,001
Diabetes mellitus (%) 14,0 4,0 0,010
Aktiv dohanyos (%) 60,0 20,0 <0,001
Leszokott dohanyos % 33,3 18,0 <0,001
ATE+VTE % 4,3 1,8 0,012
Pozitiv csaladi anamnesis 74,0 62,0 <0,001
ATE vagy VTE (%)
Hypertonia(%) 43,0 12,0 <0,001
Hyperlipidaemia (%) 86,0 0 NA
BMI kg/m? (median; min- 28,0 28,7 0,221
max); IQR (17,0-46,0); 6,0 (18,9-52,7);
7,32

ATD IIHBS gyakorisaga % 33 1,8 0,469
FVL HeZ/HoZ gyakorisaga 9,4/0 35,5/10,9 <0,001
%
FII 20210A HeZ gyakorisaga 2,3 6,3 0,304
%
AT aktivitas % 112 (57-135); 104 (50-136); <0,001
medidn; min-max); IQR 12 15
AT, PC és PS deficiencia 3,3 5,5% 0,469
gyakorisiaga %

Pozitiv csaladi anamnesis alatt vénas thromboemboliat, MI, stroke, vagy non-traumds also vegtagi
amputaciot ertiink az elso foki rokonok kozott,

NA, nem értelmezheto

IOR, interkvartilis tartomany, HeZ, heterozigota, HoZ, homozigota

Antitrombin aktivitas referencia tartomanya 80-120%.

*Keét-ket beteget talaltunk II HBS ATD-val (ATBp3 heterozigotak) és Protein C deficienciaval, egy
beteget protein S deficienciaval és egy beteget I-es tipusu ATD-val a vénas thrombosis csoportban. Az
MI csoportban a ITHBS ATD-n kiviil egyéb ritka thrombophilias beteget nem talaltunk.

(Bereczky, Z., Gindele, R., Fiatal, S., Speker, M., Miklos, T., Balogh, L., Mezei, Z., Szabo, Z., A’ddny, R.:
Age and Origin of the Founder Antithrombin Budapest 3 (p.Leul31Phe) Mutation; Its High Prevalence
in the Roma Population and Its Association With Cardiovascular Diseases. Front. Cardiovasc. Med. 7

1-15, 2021. kézleményiink alapjan.)

A MI-n és VTE-n atesett betegekben az ATD IIHBS el6fordulédsi ardnya
hasonlo volt, azonban két fontos kiilonbséget kell megemliteniink. Az egyik az, hogy
az MI csoportban szignifikdnsan tobben rendelkeztek klasszikus cardiovascularis
rizikofaktorral (pl. hyperlipidaemia, dohdnyzas), mig a VTE csoportban az egyéb
thrombophilia kockézati tényezok fordultak el gyakrabban (pl. FV Leiden mutacio).
Osszességében elmondhatjuk, hogy az ATD IIHBS tipusanak eléforduldsa nem
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elhanyagolhatd az artérids thrombosissal rendelkezd fiatal betegekben, ezért e
valogatott betegcsoportban — kiilondsen azokban a populaciokban, ahol a IHBS ATD
gyakoribb, mint mashol, igy hazankban is — a szekunder profilaxis meghatarozésa
érdekében érdemes vizsgalni e thrombophilidnak a jelenlétét.

Az  ATD-val diagnosztizalt betegek tiinetmentes csaladtagjainak
(kohorszunkban példaul n=64, 6tven év alatti tiinetmentes személy volt) esetében is
lényegesnek tartjuk a minél korabban felallitott pontos diagnoézist, hogy primer
thrombosis profilaxist ajanlhassunk szdmukra a magas thrombosis kockazattal jaro
esetekben, provokald tényezdk, vagy szerzett thrombosis kockéazati tényezdk jelenléte

esetén.

5.2.1.2 Az antitrombin deficiencia megjelenése specialis betegcsoportokban

e Antitrombin deficiencia gyermekekben

Az ATD betegeink koziil 32-en gyermekkorban (<18 éves) estek at az elsd
thromboticus eseményen (XIV. Tablazat). A gyermekek tobbsége (n=25) ITHBS
altipustt mutaciot és tobbségiik (n=18) az ATBp3 muticiét hordozta homozigota
formaban. Az ATBp3 mutéciot 7 gyermek hordozta heterozigota forméban, 2 gyermek
AT Basel, egy gyermek AT Truro hordozo volt. Egyikiik egy IIPE (ATBpS) eltérést és
3 gyermek I-es tipusu (p.lle218del, p.Leu270ArgfsTerl4 ¢és teljes SERPINCI gén
delécid) mutaciot hordozott.

A 0-1 éves korcsoportban (n=7) egy gyermek kivételével mindegyikiik ATBp3
homozigota volt. Egyikik FVL heterozigota, mig 2 gyermek érfejlédési
rendellenességgel (vena cava inferior aplasia és hypoplasia mindkét oldali vena iliaca
hypoplasiaval és vena cava inferior, illetve vena iliaca communis hypoplasia) sziiletett.
A thrombosist kozvetlentil kivaltd provokald tényezot egyikiiknél sem regisztraltunk.
Az AT Truro mutaciot hordozo 0jsziilott sinus sagittalis thrombosison esett at és agyi
véna hypoplasiat detektaltunk.

A 2-11 éves korcsoportban csak 4 esetet talaltunk, egy 2 éves gyermek
érfejlodési rendellenességgel sziiletett és egy 10 éves korban TE-n atesett gyermek FVL
heterozigdta hordozo is volt.

A 12-18 éves korcsoportban (n=20) 15 ATBp3 mutacioé hordozot detektaltunk,
4 esetben fordult el provokalo tényezd (2 terhesség, 1 sziilés utan, 1 mitét). Nem

talaltunk tovabba sem egyéb oroklott, sem szerzett thrombosis rizikd faktorokat a
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hattérben. Egy AT Basel mutacio hordoz6 fiatal MI-n és ischaemias stroke-on is atesett,

2 ATBp3 heterozigota pedig szintén ischaemias stroke-on esett at.
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XIV. Tablazat. Az ATD deficiencia megjelenése gyermekkorban.

Nukleotid pozicié Aminosav pozicio Bete K;l;::lzézlso provokalt
Sorszam (elnevezés a HGVS (elnevezés a HGVS g . | Nem Tiinetek semeny thrombosis®
. . . . azonosito idején .
nevezéktan szerint) nevezéktan szerint) . (igen/nem)
(évek)
1/1 N MVT 16 nem
1 c.218C>T p.Pro73Leu (AT Basel)
12 F 1 MI, 1 stroke 15 nem
2/1 N MVT 1 nem
2/2 F MVT 3 nem
2/3 F MVT 14 nem
2/4 F PE 14 nap nem
2/5 F MVT 12 nem
2/6 N MVT 14 nem
2/7 N 2MVT, 1 PE 15 nem
2/8 F MVT, PE 7 nap nem
igen
p.Leul31Phe (AT Bp3) 29 N 2MVT 17 (terhesség)
homozigéta 2/10 F 5MVT 13 nem
igen
2/11 N 2MVT 16 (terhesség)
2/12 N MVT 2 nap nem
2 ¢.391C>T 2/13 F 4MVT 16 nap® nem
2/14 N MVT 14 nem
2/15 N MVT 15 nem
2/16 N MVT 12 nem
2/17 N MVT 13 nem
2/18 N MVT 14 nem
2/17 F stroke 14 nem
2/18 F MVT 13 nem
2/19 F stroke 2 nem
p.Leul31Phe (AT Bp3) 2/20 N MVT 9 nem
heterozigota
2/21 N 6 MVT, 1 PE 17 nem
2/22 F MVT 1 nem
2/23 N stroke 18 18en
(posztpartum)
3 ¢.652-654del p.Ile218del 3/1 N 1 MVT 14 1een
(mtét)
p.Gly269Lys sinus sagittalis
4 c.805G>A (AT Truro) 4/1 F thrombosis 22 nap nem
5 c.807del p.Leu270ArgfsTer14 5/1 F SMVT 16 nem
6/1 F 2MVT 16 nem
6 c.1318C>A p.Pro439Thr i
(AT Budapest 5) 6/2 F 0 NE nem
7/1 N 2 10° nem
7 c.1-1392del p-Metl-Term464 -
7/2 F 0 NE nem

? Faktor V Leiden mutacio hordozo heterozigota formaban, mas oroklott rizikofaktort nem detektaltunk

b kizarélag provokdlé tényezdket (vagyis a VIE diagnézisa elétt 1 honapon beliil valamilyen szerzett

rizikofaktort regisztraltak) detektaltunk és un. ,,szerzett kockazati tényezok” (pl. kronikus események)
nem fordultak el6; NE: nem értelmezhets; F: ferfi; N: no;, MVT: mélyvénas thrombosis;, PE:

tiidoembolia; MI: myocardialis infarctus
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A gyermekkori ATD-val kapcsolatos megfigyeléseinket kiterjesztve, szerb
munkacsoporttal egyiittmiikodve tovabbi n=19 ATD gyermek esetét dolgoztuk fel.
Harom gyermek I-es tipust (c.652_654del(ATC), p.lle218del;
c.1019 1022del(TGGA), p.Leu340LeufsTer5; c.1171C>T, p.Arg391%) ATD-ben
szenvedett, koziiliikk egy gyermek esetében fordul eld az elemzés idejével bezardlag
thromboticus esemény, 14 éves korban alsé végtagi MVT zajlott sebészi beavatkozas
kapcsan. A tobbi gyermek IIHBS ATD-val rendelkezett, koziilik mindenki az ATBp3
mutacidt hordozta. A heterozigdta gyermekek koziil egy személy szenvedett MVT-t, az
els6t 12 éves korban sebészi beavatkozést kovetéen. A n=13 ATBp3 homozigota
gyermek koziil n=11 gyermek mar atesett az elsd thromboticus epizdédon az elemzésiink
idején. Median életkoruk az els6 thrombosis idején 13 év volt (tartomany 0-18 év), ez
megfelelt a magyar ATD gyermekek kohorszédban észlelt életkornak (I1d. XIV.
Téablazat). A hazai gyermekekhez hasonléoan az ATBp3 homozigotik jellemzben
spontan thrombosisokat szenvedtek el, és jellemzd volt a proximalis DVT (n=6), az
abdominalis thrombosis (vena cava inferior n=1, vena renalis, n=2, mindkét esetben
nephrectomia valt sziikségessé) €s artérids thrombosist (ischaemias stroke, n=2, egyik
fatalis kimenetellel) is regisztraltunk. Rekurrens thrombosist csak az ATBp3
homozig6ta gyermekek korében regisztraltunk (n=5), koziiliik 3 gyermek kozvetlen az
els6 thromboticus eseményt kovetden, az antikoagulans terapia iniciadcidja soran
szenvedett Gjabb thrombosist. A gyermekkori thrombosisok kapcsdn hazankban és
Szerbidban is az LMWH volt az elsddlegesen valasztott antikoagulans, amit — a terapia
klinikai és laboratoriumi hatastalansdga alapjan — AT koncentratummal egészitettek ki
n=>5 beteg esetében. A két ATD deficiens gyermek betegcsoport klinikai jellemzdinek
elemzése soran hasonld kovetkeztetésekre jutottunk. Legstlyosabb thrombosist az
ATBp3 homozigéta gyerekeknél tapasztalunk, a thrombosis legtobbszér nem
provokalt. Az abdominalis thrombosis sulyos kdvetkezményekkel jarhat, igy mint maj-
vese elégtelenség. Az ischaemias stroke egy masik lehetséges klinikai megjelenési
formaja az ATD ATBp3 homozigota allapotnak gyermekkorban, illetve fiatal feln6tt
korban, amire mindenképp gondolni kell fiatal korban elszenvedett stroke esetén és az
ATD diagnozisat mieldbb fel kell allitani a hatékony antikoaguldlds bevezetése
érdekében. A rekurrens thrombosis veszélye ATD ATBp3 homozigédta gyermekekben
magas, esetenként az antikoaguldns terdpia bevezetése ellenére kialakul, ennek
hatterében az LMWH csokkent hatékonysaga all e specialis ATD altipusban. A terapia

szoros monitorozasa ezért e gyermekekben lényeges és esetenként AT koncentratum
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addsa valhat sziikségessé. A thrombosist kovetd antikoaguldlas stratégiaja ATD
gyermekekben egyaltalan nem kiforrott, nagy populacio vizsgalatan alapuld ajanlasok
nem is léteznek. Az ATBp3 homozigéta gyermekekben — sajat vizsgalataink adatai
alapjan — az els6¢ thromboticus epizdédot kovetden hosszu tadva antikoagulalés

javasolhato.

e Antitrombin deficiencia terhességben

Célzottan a terhességek kimenetele szempontjabol végzett retrospektiv kohorsz
tanulméanyunkban n=28 beteg esetében végeztiik el az ATD karakterizalasat. E betegek
gondozasat a szerb kollaboracids partneriink munkacsoportja végezte. A betegek kozott
n=11 I-es tipust, n=5 IIHBS ATBp3 homozigota, n=10 IIHBS ATBp3 heterozigdta és
n=2 IIPE beteg volt. Osszesen 64 terhesség kimenetelét tudtuk elemezni, a legfontosabb

adatokat a XV. Tablazat tartalmazza.

XV. Tablazat. Az ATD betegek terhességeinek klinikai jellemzai.

I-es tipus ATBp3 HoZ | ATBp3 HeZ IIPE

Betegszam 11 5 10 2

Terhességek szama 12 27 17 8
Elvesziiletések szama (n) és aranya (%) 11 (100) 2% (8) 16 (94) 4 (50)

Terhességi komplikéaciok, n (%)

RFL 0 8(30) 0 4 (50)

IUFD 0 17 (62) 0 0

Abruptio placentae 0 2°(7) 1°(6) 0

FGR 0 6(22) 0 0
VTE 4 (33) 4 (15) 0 2 (25)

stroke 0 1(4) 0 0

RFL, rekurrens magzati halal a 20. terhessegi hét elott; IUFD, intrauterin magzati elhalas a 20.
terhessegi hét utan;, FGR, magzati névekedésbeli elmaradas;, VTE, vénds thromboembolia, HoZ,
homozigota, HeZ, heterozigota.

Az élvesziiletések tekinteteben a kovetkezo kiilonbségeket talaltuk: I-es tipus vs. ATBp3 HoZ p=0,0005;
I-es tipus vs. ATBp3 HeZ p=0.6241; I-es tipus vs. I[IPE p=0.0428.

“korasziilés a 29. és 33. héten intrauterin névekedésbeli elmaradas miatt

b abruptio placentae kovetkezményes magzati halallal

(Kovac, M., Mitic, G., Mikovic, Z., Mandic, V., Miljic, P., Mitrovic, M., Tomic, B., Bereczky, Z.:The
influence of specific mutations in the AT gene (SERPINCI) on the type of pregnancy related
complications. Thromb. Res. 173 12-19, 2019. kézleményiink alapjan.)

A terhességek kimenetele szempontjabdl a legrosszabb prognoézist a IIHBS
ATBp3 homozigoéta allapot jelentette, itt volt a legalacsonyabb az ¢lvesziiletések aranya

¢és a legtobbféle terhességi komplikacidt e betegecsoportban észleltiik. Az anyai VTE
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legmagasabb aranyban az I-es tipustt ATD terhességekben volt megfigyelhetd, viszont
a [IHBS ATBp3 heterozigdtaknal egyaltalan nem fordult eld.

A terhességek antikoagulans profilaxis szempontjabol torténd elemzése soran
megallapitottuk, hogy mig az 1-1 I-es tipusu, illetve IIPE tipusi ATD beteg 1-1
terhessége antikoagulans védelemben torténé (LMWH profilaktikus, illetve terapias
dozisban a 20., illetve 14. héttl, AT szubsztiticid a sziilést megelézéen, majd
postpartum 3, illetve 5 napig) kiviselése sikeres volt (sziilés a 38., illetve 40. héten),
addig a [IHBS ATBp3 homozigota betegek esetében a profilaxis kevésbé volt sikeres.
Osszesen 5 beteg 7 terhessége soran tortént antikoagulalas, ami igen alacsony arany, ez
dontden azért volt igy, mert a terhességek nagy része az ATD diagnozisanak felallitasa
elétt zajlott. Profilaxisként itt is LMWH adasa tortént, nem egységes dozisokban,
peripartum kiegészitve AT koncentratummal (2000 U/nap). Az LMWH profilaxis
ellenére egy beteg fatalis PE-t szenvedett sziilés utan 6 héttel, egy beteg stroke-ot kapott
terhessége 12. hetében, egy beteg terhességének 7. hetében magasra terjedd v. iliaca,
majd v. cava inferior thrombosist kapott, mig egy beteg sziilést kdvetden v. portae
thrombosist szenvedett. A magzatokat tekintve elkeseritéen alacsony volt a sikeres
szililetések szdma, minddssze 2 gyermek sziiletett meg a hét terhességbdl. Mindkét
gyermek korasziilott volt, csaszarmetszéssel sziilettek a 33., illetve 29. héten,
mindketten jelentds fejlodésbeli elmaradassal. A magzatok elvesztése a 8-22. hét kozott
tortént.

Megallapitottuk, hogy a terhességgel sz6vodott anyai thrombosis kockéazatanak
szempontjabol az egyes ATD tipusok nem kiilonboznek egymastol, kivéve a ATBp3
heterozigdta személyeket, akiknél alacsonyabb a thrombosis el6fordulasanak esélye. A
terhességek kimenetele szempontjabol azonban az ATBp3 homozigota betegcsoport
jelentdsen kiilonbozik a tobbitdl, rendkiviil magas ardnyt adverz eseménnyel.
Thrombosis profilaxis nélkiill minden esetben kedvezdtlen kimenetelt taldltunk, és
sajnos thrombosis profilaxis mellett is magas volt a kedvezdtlen terhességi kimenetek
aranya. (A tanulmany kozlése ota eltelt id6 alatt tovabbi ATD terhes betegeket vontunk
be, ahol az ATBp3 homozigotak sikeres terhességeinek szdma — thrombosis profilaxis
€s szoros kovetés, terapia monitorozas mellett — novekedett.) Az ATD terhességben —
anyai thrombosis és magzati kimenetel szempontjabdl — torténd thromboprofilaxisa a
mai napig nem egységes, erre irdnyelv nem létezik, és — bar 0sszegylijtott eseteink
hasznos adatokat szolgaltatnak — nemzetkdzi regiszterben torténd standardizalt

adatgytijtés nélkiil tovabbi eldérelépés nem lehetséges. A Nemzetkdzi Thrombosis és
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Hemostasis Tarsasadg védnoksége alatt, szakmai vezetésemmel, 2021-ben létrehoztunk
egy ATD nemzetkozi regisztert

(https://cdn.ymaws.com/www.isth.org/resource/resmgr/subcommittees/bereczky ssc
subcommittee pr.pdf), melynek adataitol tobbek kozott azt is varjuk, hogy kelléen
nagy szamu ATD terhességet elemezve, kozelebb keriiljiink egy szakmai ajanlas

megfogalmazasahoz.

e Antitrombin deficiencia és a vena cava rendszer atresidja

A v. cava inferior (VCI) atresia ATD-val val6 tarsulasanak szisztematikus vizsgélatat
egy fiatal ATBp3 homozigdta ndbeteg esete inditotta, aki stlyos thrombosison esett at
és klinikai kivizsgéalasa soran VCI atresiat talaltunk, illetve az a megfigyelés, hogy tobb
ATD ATBp3 homozigota betegiinknél jegyeztek fel in. véna fejlédési rendellenességet
az anamnesisben. Spanyol kollaboracidban (mivel 6k rendelkeztek rajtunk kiviil
relative nagy szamu ATBp3 beteggel) igyekeztiink vizsgalni e két entitas: az ATD
ITHBS ATBp3 homozigota allapot és VCI atresia egyiittes el6fordulasat. A két orszag
kohorszait 0sszetéve n=61 ATBp3 homozigdta esetet talaltunk, ezek koziil n=46
beteget tudtunk elérni, koziilik n=24 esetében tortént abdominalis képalkoto vizsgalat,
illetve adtdk beleegyezésiiket a hasi CT elvégzéséhez. A betegek demografiai, klinikai
¢s laboratoriumi adatait a XVI. Tablazat tartalmazza. A 24 beteg koziil n=16 esetében
lehetett VCI atresidt igazolni, mindegyikiiknél a VCI infrarenalis szakasza volt érintett.
Hét betegnél tovabbi véna hypoplasiat taldltunk: egy betegnél jobb oldali v. renalis
teljes hianyat, masik betegnél v. iliaca communis agenesiat, tovabbi négy betegnél v.
iliaca communis hypoplasiat lehetett kimutatni. Egy VCI atresidt nem mutat6 betegnél
v. iliaca communis atresia ¢és kompenzatorikusan megdupldzodott VCI volt
detektalhatd. Minden ATBp3 homozigéta betegnél, akit a tanulmanyba bevontunk, egy
kivételével, thrombosis szerepelt az anamnesisben. Heten még gyermekkorban
szenvedték el az elsé thromboticus eseménytiket, ezek koziil 6t betegnél igazolddott
VCI atresia, harman koziiliik FV Leiden hordozok is voltak. Tizenhat beteg felndtt
korban szenvedte el els6 thrombosisat, koziiliik tiz esetben detektaltunk VCI atresiat és
harman voltak FV Leiden karrierek. A VCI atresidval jard esetekben az elso
thromboticus esemény idején ugyan alacsonyabb median életkort regisztraltunk (21 év
vs. 30 ¢év), de a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikdns. A két csoport AT
aktivitas ¢és antigén értékében sem észleltiink kiilonbséget. A rekurrens thrombosisok

aranya sem mutatott kiilonbséget a két csoportban. A rekurrens thrombosis két eset
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kivételével a folyamatos antikoagulalas ellenére kovetkezett be. Minden elsd

thromboticus esemény also végtagi MVT volt, a rekurrens események kozott észleltiink

csupan egy stroke-ot, illetve egy splanchnicus vénat érinté thrombosist. Feltehetéen a

V(I atresia és kdvetkezményesen a v. azygos rendszeren at torténd vénds visszaaramlas

miatt tidéembolia egyik betegnél sem tarsult a MVT-hoz.

XVI. Tablazat. Az antitrombin Budapest 3 homozigota allapot és a v. cava inferior

atresia tarsulasa; a betegek klinikai és laboratoriumi jellemzai

Beteg | Nem Kor AT AT Elsé Recurrens VCI Atresia Egyéb Antikoagulans
(év) | aktivitas | antigén thromboticus MVT (szegmens) thrombophilia terapia
(%) (%) esemény
(kor, év)

1 N 29 18 70 MVT (24) igen igen nem VKA
(infrarenalis)

2 N 48 24 70 MVT (30) nem nem nem VKA

3 N 44 17 69 MVT (39) nem nem FV Leiden HeZ | DAB 150 mg BID

4 F 50 9 69 MVT (50) nem nem FV Leiden HeZ | DAB 150 mg BID

5 F 40 15 81 MVT (16) nem igen FV Leiden HeZ VKA
(infrarenalis)

6 F 35 8 75 MVT (30) nem nem nem VKA

7 F 87 28 ND MVT (67) igen igen nem VKA
(infrarenalis)

8 F 32 18 95 MVT (21) igen (2x) igen nem DAB 150 mg BID
(infrarenalis)

9 N 55 12 80 MVT (15) nem igen nem VKA
(infrarenalis)

10? N 27 14 84 MVT (16) igen igen nem API 5 mg BID
(infrarenalis)

11 F 26 23 84 MVT (16 napos) igen (3x) igen® FV Leiden HeZ VKA
(infrarenalis)

12 F 12 16 80 Nem volt nem igen nem Nem
(infrarenalis)

13 N 32 ND ND MVT (29) nem igen FV Leiden HeZ | RIVA 20 mg OD
(infrarenalis)

14 N 27 25 70 MVT (25) nem igen nem VKA
(infrarenalis)

15 N 75 15 76 MVT (20) nem igen nem RIVA 20 mg OD
(infrarenalis)

16 F 34 16 84 MVT (25) nem igen nem VKA
(infrarenalis)

17 F 30 14 ND MVT (24) igen nem nem RIVA 15 mg BID

18 N 28 17 76 MVT (22) igen nem nem RIVA 20 mg OD

19 F 61 12 ND MVT (35) igen nem nem RIVA 20 mg OD

20 N 27 16 88 MVT (10) igen nem nem API 5 mg BID

21 F 22 16 80 MVT (14) nem igen nem VKA
(infrarenalis)

228 F 28 17 90 MVT (21) igen igen nem API 5 mg BID
(infrarenalis)

232 N 27 17 ND MVT (24) nem igen nem API 5 mg BID
(infrarenalis)

24 F 30 22 88 MVT (13) igen igen FV Leiden HeZ VKA
(infrarenalis)

A 3. beteg és a 4. betegek testvérek, a 10. és 18. betegek testvérek, a 22. és 23. betegek testverek.

bvenographiaval és cavographiaval igazolva. Az elsé nyolc beteg a spanyol, a tobbi a magyar kohorszbol
szarmazik. N, no; F, ferfi; VKA, K-vitamin antagonista;, DAB, dabigatran; RIVA, rivaroxaban; API,
apixaban; BID, két dozis/nap, OD, egy dozis/nap, MVT, mély vénas thrombosis, VCI, v. cava inferior,

HeZ, heterozigota, ND, nincs adat. Referencia tartomanyok AT aktivitas és antigén 80-120%. (de la
Morena-Barrio, M., Gindele, R., Bravo-Pérez, C., llonczai, P., Zuazu, I, Speker, M., Olah, Z.,
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Rodriguez-Sevilla, J., Entrena, L., Infante, M., Morena-Barrio, B., Garcia, J., Schlammadinger, A,
Cifuentes-Riquelme, R., Mora, -., Mifiano, A., Padilla, J., Vicente, V., Corral, J., Bereczky, Z.: High
penetrance of inferior vena cava system atresia in severe thrombophilia caused by homozygous
antithrombin Budapest 3 variant: description of a new syndrome. Am. J. Hematol. 96 (11), 1363-1373,
2021. kézleményiink alapjan.)

Mivel mind a spanyol, mind a magyar ATBp3 betegek azonos haplotipussal
rendelkeztek az ATBp3 mutacié alapitod hatasa miatt (1d. késobb), igy felmeriilhetett az,
hogy a VCI atresia esetleg nem az ATD kdvetkezménye, hanem valamelyik, az AT-t
kodold gén kozelében elhelyezkedd gén eltérésével hozhatd Osszefliggésbe. Ennek
kizarasara 14 STR markert evaludltunk (ld. modszerek fejezetben). Ezek vizsgalata
soran mind a VCI atresiaval rendelkezd, mind a negativ esetekben hasonlé mintazatokat
talaltunk, tovabba azt is megallapitottuk, hogy a SERPINCI gén kozelében nem
talalhato olyan gén, ami vascularis eltéréssel hozhat6 6sszefliggésbe.

Megallapitottuk tehat, hogy az ATD IITHBS tipuséban, az ATBp3 homozigota
betegek kozott gyakori a VCI atresia. Mivel az AT a ma ismert legfontosabb
antikoagulans tulajdonsagu fehérjénk, ami a legtobb alvadasi tényez6t gatolja, igy nem
meglepd, hogy ATD esetén nagyon sulyos thromboticus kovetkezményekkel
szamolhatunk. Az ATBp3 homozigdtasaig még az ATD-n beliil is kiemelten sulyos
allapot, ma ugy tartjuk, hogy a legsulyosabb thrombophilia. Ismert, hogy az AT teljes
hidnya embrionalis letalitast okoz egerekben, az elhalt embridkban intravascularis
koagulacié jeleit mutatva, homozigdta AT mutans zebrahalakban pedig massziv
intracardialis thrombosist okozva [431,432]. Sajat klinikai vizsgélatainkban 1is
megfigyeltiik, hogy az ATD ATBp3 homozigéta allapot altaldban mar kisgyermek
vagy csecsemOkorban thrombosist okoz. Mindezekbdl logikus az a feltételezés, hogy a
ATBp3 homozigota magzatok mar az intrauterin életben, korai thrombosist
szenvedhetnek el, ami befolyasolhatja a vénafejlodést VCI agenesiat, illetve egyes
kapcsolodd szervek (vese, mellékvese) atresidjat okozhatja. Ez a malformatio
kollateralis keringés kialakulasaval jar, példaul a v. azygos rendszert érintden.
Amennyiben feltételezziik, hogy a VCI atresia (agenesia) valoban a korai thrombosis
kovetkezménye, potencialisan egyéb, sulyos thrombophilids allapotokhoz is tarsulhat,
ezért ennek vizsgalatat munkacsoportunk elinditotta. Az, hogy a VCI atresia miért nem
jelenik meg minden ATBp3 homozigétanal, valdszinlileg a thrombosis komplex
multifaktoridlis betegség mivoltdval magyarazhatd. Feltehetéen vannak protektiv

tényezOk, melyek megvédik az egyént a magzati korban elszenvedett thrombosistol és
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esetleg csak késdbb, a postnatalis életben jelentkeznek tiinetek. Kovetkeztetésként azt
is levonhatjuk e tanulmanyunkbdl, hogy a VCI atresiaval rendelkezd betegek magas
thrombosis kockézattal rendelkeznek mind gyermek, mind felndtt korban. A stasis és a
kollateralis keringés, amit a VCI hianya idéz eld, hozzajarul a fokozott thrombosis
kockéazathoz. Mindezek alapjan javaslatot tettiink arra, hogy e sulyos ATD altipusban,
ami a magyar lakossagban (ritka betegség mivoltdhoz képest) nem elhanyagolhatd
szamban fordul eld, a vénas rendszer képalkotd vizsgélata és a VCI rendellenességek

igazolasa célszer(l, a betegek tovabbi antithromboticus profilaxisa szempontjabol.

5.2.2 Az antitrombin deficiencia laboratériumi diagnosztikdjara szolgald funkcionalis

tesztek, elsGsorban a hc-anti-FXa és p-anti-FXa tesztek evaluacidja

5.2.2.1 Az anti-FXa alapu teszt ésszehasonlitasa az anti-Flla alapu teszttel
Az ATD laboratoriumi diagnosztikdja soran kezdetben trombin (anti-FIla) alapu,
kereskedelmi forgalomban kaphat6 tesztet hasznéltunk, hasonldéan mas, nemzetkozi
laboratoriumok gyakorlatahoz. Amint a szisztematikus adatgytijtésiink és adatbazisunk
kialakitasanak eredményeképpen egyre nagyobb szamban alltak rendelkezésre klinikai,
laboratoriumi és genetikai adatok, valamint azonositottunk olyan, a klinikum és a
genetikai teszt alapjan nyilvanvaléan ATD beteget, akinél az anti-Flla alapt
funkcionalis teszt nem jelzett, megvizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség az anti-FIla alapt
¢és a szdmunkra akkor rendelkezésre allo, szintén kereskedelmi forgalomban kaphatd
anti-FXa alapu tesztek szenzitivitasa kozott. A kérdés azért volt Iényeges, mert az ATD
els6vonalbeli (sziird) tesztje a heparin jelenlétében végzett funkcionalis teszt, amit
mind az anti-Flla, mind az anti-FXa alapt teszt formdjaban el lehet végezni és
vizsgalataink kezdetének idején az ajanlasok nem tettek semmiféle kiilonbséget a
kétféle modszertan kozott. A diagnosztikai laboratoriumok vagy egyik, vagy masik
tesztet végezték, nem allt rendelkezésre egy adott laboratériumban mindkét féle
moddszer. Amennyiben azonban egyik vagy madasik moddszer szenzitivitdsa nem
megfeleld, gy a hamis negativ eredmény birtokdban — mivel negativ funkcionalis
(szlird) teszt eredmény esetén a diagnosztikai protokollok szerint tovabbi vizsgalatok
nem sziikségesek, az ATD diagnozisat el lehet vetni — ATD betegek maradnénak
diagnozis nélkiil. Az pedig nyilvanvald, hogy az ATD aluldiagnosztizaldsa sulyos

klinikai kdvetkezményekkel jar e betegekre nézve.
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A nemzetkozi korkontrollok adataibdl az tiinik ki, hogy normal AT aktivitas
értekek esetén (egészséges személyek), vagy I-es tipusu, azaz kvantitativ ATD esetén
az anti-FIla alapt és az anti-FXa alapt funkciondlis (sziird) tesztek hasonlé modon
viselkednek. (26. abra) Az ECAT (External quality Control for Assays and Tests,
nemzetkdzi hemosztazis laboratoriumi korkontroll szervezet) 2022. évben készitett
jelentése alapjan (www.ecat.nl) is jol lathato, hogy normal AT szint (AT aktivitas 96%
a bemutatott mintaban) és mennyiségi ATD esetén (AT aktivitds 46% a bemutatott
mintaban) az anti-FIla-és anti-FXa alapu tesztekkel kapott eredmények kozott nincs
kiilonbség. A korkontrollban résztvevd laboratoriumok (melynek az éaltalam vezetett
hemosztazis laboratorium is tobb mint 20 éve tagja) tobbsége (n=260 a normal minta
esetében és n=272 a patologids mintdnal) az anti-FXa alapu tesztet hasznalta, de
viszonylag jelentds szamu, n=169 (normal minta), illetve n=178 (patoldgias minta)
laboratorium mért anti-FIla alapt teszttel e viszonylag friss, 2022-es jelentés szerint.
(Korabban, az anti-FIIa tesztet hasznal6 laboratériumok szama még magasabb volt.)
Az anti-Flla alapu tesztek koziil 2022-ben legtobben a Stago Stachrom ATIII (n=85,
ill. n=89 laboratorium) és a Siemens Berichrom AT (n=74, ill. n=79 laboratérium)
hasznaltak, a tobbi anti-FIla alapt tesztet elenyészd szamu laboratorium alkalmazta.
Az anti-FXa alapu tesztek koziil legtobben a Werfen HemosIL liquid Anithrombin
reagenst (n=148, ill. n=151 laboratérium) és a Siemens Innovance AT reagenst (n=96,
ill. n=99 laboratérium) hasznaltak. A tobbi, anti-FXa alapt teszt haszndlata elenyészd
volt. Az anti-FIla alapt teszttel kapott AT aktivitdsok atlaga a normal plazma esetében
96%, a kvantitativ ATD plazma esetén 47%, az anti-FXa alapu teszttel kapott AT
aktivitasok atlaga normal plazma esetén szintén 96%, a kvantitativ ATD plazma esetén

46% volt.
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26. abra. Antitrombin aktivitas értékek normal plazma és kvantitativ ATD
plazma esetén az ECAT nemzetkozi korkontroll programban résztvevo
laboratoriumok eredményei alapjan.

A, normal AT aktivitassal rendelkezé plazma B, kvantitativ ATD plazma

Kék szinnel az anti-Flla alapu, pirossal az anti-FXa alapu tesztekkel kapott eredmények lathatoak. A
grafikon vizszintes tengelyén az AT aktivitas értékek lathatoak %o-ban kifejezve. A fiiggoleges tengelyen

az adott értéket mérd laboratorium szama van feltiintetve. (Az abra az ECAT 2022-es évi jelentésébol
szarmazik.)

A II-es tipustt ATD laboratériumi viselkedése azonban, kiillonbozik a normal
AT szintek és a kvantitativ ATD esetében megfigyeltektl. Osszehasonlito
vizsgalatunkban kezdetben n=7 I-es tipusu, n=1 IIPE tipust és n=29 IIHBS tipusu ATD
beteg mintdjaban hataroztuk meg az AT aktivitasat. Ekkor a Siemens Berichrom AT
(anti-FlIa teszt), a Siemens Innovance AT (anti-FXa teszt) és az altalunk kidolgozott és
a modszertani fejezetben leirt anti-FXa tesztet hasznaltuk. Az I-es tipustt ATD betegek
¢s az egyetlen IIPE beteg AT aktivitas értékei nem kiilonboztek az egyes tesztekben.
Az I-es tipusu ATD betegek AT aktivitas értékeinek atlaga rendre 64,1%, 55,57% ¢és
53,14% volt a Berichrom AT, Innovance AT ¢és az altalunk kidolgozott esszében. A
IIPE ATD beteg AT aktivitas érétkei rendre 68%, 64% ¢és 72% voltak. A IIHBS ATD
betegek esetében a Berichrom AT tesztben viszont jelentds foléméréseket tapasztaltunk
(27. abra). A heterozigdta IIHBS betegek koziil n=12 az ATBp3 mutéciot hordozta,
n=3 az AT Basel, n=5 az AT Padua mutaciot hordozta. E betegek AT aktivitas értékei
egy kivétellel (ATBp3 beteg) minden esetben a referencia tartomanyba (80-120%)
estek a Berichrom AT teszttel. Az anti-FXa alapt tesztekkel viszont minden esetben a
referencia tartomany also hatara alatti, koros értéket kaptunk. A homozigdta ATBp3
(n=9) betegek esetében az anti-FIla alapti Berichrom AT teszt ugyan koros értéket

adott, de ezek az értékek jelentdsen emelkedettek voltak az anti-FXa tesztekben észlelt
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értekekhez viszonyitva és inkabb megfeleltek a heterozigota IIHBS ATD betegek anti-

FXa tesztben kapott értékeinek.
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27. abra. A IIHBS és I-es tipusu ATD betegek AT aktivitas értékeinek

osszehasonlitasa anti-FIIa és anti-FXa alapu tesztekben.

FXal teszt: Innovance AT; FXa2 teszt: az altalunk kidolgozott anti-FXa teszt; Flla teszt: Berichrom AT
(Kovacs, B., Bereczky, Z., Olah, Z., Gindele, R., Kerényi, A., Selmeczi, A., Boda, Z., Muszbek, L.: The
Superiority of Anti-FXa Assay Over Anti-Flla Assay in Detecting Heparin-Binding Site Antithrombin
Deficiency. Am. J. Clin. Pathol. 140 (5), 675-679, 2013. kozleményiink alapjan.)

Az abrabol az is jol latszik, hogy az anti-FXa tesztek esetében a IIHBS homo-
¢s heterozigota betegek kozott diszkrimindciora is alkalmas kiilonbségek vannak. Az
anti-FIla /anti-FXa (Innovance AT) AT aktivitdsok hanyadosa 4,02 (tartomany 2,96-
5,31) volt az ATBp3 homozigotak esetében. Ugyanez a hdnyados 1,54 (tartomény 1,24-
1,83) volt a ITHBS heterozigotak esetében €s 1,16 (tartomany 0,93-1,34) az I-es tipusu
betegek ¢és a IIPE beteg Osszevont csoportjaban. Az altalunk kidolgozott anti-FXa
esetében ezek a hanyadosok hasonloak voltak. Rendre 4,79 (tartomény 2,56-6,9), 1,59
(tartomény 1,19-2,17) és 1,18 (tartomany 0,93-1,38).

Az anti-Flla ¢és anti-FXa tesztek IIHBS ATD esetében észlelt eltérd
szenzitivitasa hatterében feltehetéen az AT trombint és FXa-t gatld hatisanak
kiilonbsége 4all. A trombin gatlasa esetében ugyanis az AT-nak a hozzadkotddo
pentaszacharid allosztérikus hatasa altal kivaltott konformacidvaltozasa nem elégséges,
¢és nem is feltétleniil sziikséges. A trombin maga is kotédik a heparinhoz (szemben a

FXa-val, ami nem kotddik kozvetleniil a heparinhoz), igy a heparin 18 szacharidos
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egysége altal kozvetitett hid effektus az elsddleges az AT-trombin interakcidhoz
[262,433]. Ebbdl kifolyolag a heparin-kotd régiot érintd mutaciod feltehetden nagyobb
hatéssal van az AT anti-FXa aktivitasara az anti-FIla aktivitashoz viszonyitva a heparin
jelenlétében elvégzett funkcionalis tesztekben. Ugy gondoljuk, hogy az egyéb teszt
kondicioknak kisebb a jelentdsége az anti-FXa vs. anti-FIla dsszehasonlitasban, hiszen
a vizsgaland6 plazma eldhigitasanak mértéke igen hasonld a kétféle tesztben (50-,
illetve 100-szoros), az inkubécios id6 megegyezik a Berichrom és az Innovance AT
tesztekben (180 sec). Mindezek alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a IIHBS
ATD esetében elsdvonalbeli (szlir@) tesztnek javasolt inkabb az anti-FXa alapt
funkcionalis teszteket alkalmazni annak érdekében, hogy az ATD aluldiagnosztizalasat
elkeriilhessiik. Azokban a populaciokban, ahol a IIHBS ATD a vezeté ATD tipus
(ahogyan az a magyar népességben is), ennek a felismerésnek kifejezett gyakorlati

jelentdsége van.

5.2.2.2 A p-anti-FXa esszé kidolgozdsa és evaludcioja

Annak felismerése, hogy az ATD esetek tilnyomo tobbsége hazdnkban ITHBS tipusu,
melynek diagnoézisa soran a heparin jelenlétében végzett anti-FXa alapu funkciondlis
teszt megfeleld szlir6tesztnek bizonyul, és elvileg — a IIHBS tipus patogenezisének
ismeretében — heparin hianyaban az un. progressziv AT aktivitds nem sériil, inditott
benniinket arra, hogy kidolgozzunk egy progressziv anti-FXa alapu tesztet (p-anti-
FXa). Feltételeztiik, hogy e teszt elvégzésével jol el lehet kiiloniteni a IHBS ATD
tipust a tobbi funkcionalis varidnstol, ahol a FXa gatlasanak elégtelensége nem az AT-
heparin kapcsolat sériilése miatt kovetkezik be. A p-anti-FXa teszt kordbban
kereskedelmi forgalomban nem létezett.

Az altalunk kidolgozott teszt Osszetétele és mérési protokollja a mddszerek
adatokat ismertetem.

A p-anti-FXa teszt legfobb kiilonbsége a hc-anti-FXa teszthez képest a
hozzaadott heparin hidnya, illetve a mintdban esetlegesen jelen 1év6 heparin (terapiasan
adott heparin, vagy heparin szennyezddés) neutralizacioja polibrénnel. Mivel heparin
hidnydban a FXa gatlasa sokkal lassabban fejlodik ki, mint heparin jelenlétében, a
tesztet ugy is modositanunk kellett, hogy megndveltik az inkubécidos id6ét és
csokkentettiilk a plazma el6higitasdnak mértékét, hogy az abszorbanciavéltozas a jol

mérhetd tartomanyba essen. Az abra mutatja a FXa gatld aktivitds inkubécios 1d6- és
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plazma eldhigitas-fliggését. A tesztet végiil ugy alakitottuk ki, hogy a plazma
mennyiséget noveltiik az eredeti hc-anti-FXa teszthez képest, igy az Gtvenszeres
elohigitas helyett 6tszords eldhigitast alkalmaztunk és a vizsgalandod plazmat a FXa

hozzéadasat kovetden végiil 5 percig inkubaltuk (28. abra).
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28. abra. A p-anti-FXa teszt karakterisztikumai. A, Az anti-FXa aktivitas
inkubacios ido- és plazma higitastol valo fiiggése. B, A p-anti-FXa teszt
kalibracioja.

Az A, abran az iires négyzet az otvenszeresen higitott plazma, a fekete négyzet a tizszeresen higitott
plazma, az iires kor pedig az otszérosen higitott plazma jelenlétében mért abszorbancia értéket mutatja
egy perc utan leolvasva kiilonbozo inkubacios idok mellett. Jol lathato, hogy a legalacsonyabb mAbs
értéket 5 perc inkubacios idonél és a legkisebb plazmahigitas mellett talaltuk. (Mivel a tesztben az AT
anti-FXa aktivitasanak kovetkeztében a maradék FXa aktivitas csokken, ezert a FXa kromogén
szubsztratjanak jelenlétében a reakcio végén az abszorbanciavaltozas mértéke forditottan aranyos az AT
anti-FXa aktivitasaval.) A B, abran a teszt kalibrdcioja lathato, amit a Werfen HemosIL kalibracios
plazma egy perc utan, 405 nm-en térténd mAbs értékeinek leolvasasaval nyertiink. (Kovdcs, B., Bereczky,
Z., Selmeczi, A., Gindele, R., Olah, Z., Kerényi, A., Boda, Z., Muszbek, L.: Progressive chromogenic anti-
Jactor Xa assay and its use in the classification of antithrombin deficiencies. Clin. Chem. Lab. Med. 52
(12), 1797-1806, 2014.kozleményiink alapjan.)

A teszt precizitasat jellemzik a kovetkezOk: normal kontroll plazma esetében a
reprodukélhatésdg, azaz az egy futdson belilli megismételhetdség variacios
koefficiense (CV) 3,2% volt (AT aktivitas atlag+SD 102,3+3,3%), a laboratériumon
beliili reprodukalhatésag, azaz a kiillonboz6 napokon mért AT aktivitdsok CV értéke

2,15% volt (AT aktivitas atlagtSD 102,3+2,2%). Patologids kontroll plazma esetén
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ezek az értékek CV 3,75% (AT aktivitas atlagtSD 41,9+1,6%) és CV 1,89% (AT
aktivitas atlag+SD 41,9+0,8%) voltak. A hemoglobin 500 mg/L-ig, a bilirubin 200
pmol/L-ig, a triglicerid 10 mmol/L-ig nem interferalt a teszttel. Annak megéllapitasara,
hogy a plazmaban jelenlévdé és anti-FXa aktivitassal biré egyéb fehérjék milyen
mértékben jarulhatnak hozza a tesztliinkkel mért anti-FXa aktivitdshoz (azaz ronthatjak
a teszt AT iranti specificitasat), el6szor AT deficiens plazma hec-anti-FXa és p-anti-FXa
aktivitasat mértiik meg. A p-anti-FXa aktivitds igy 20,4%-nak adddott (a referencia
populdcionkon mért atlagos p-anti-FXa aktivitds %-aban kifejezve). A hc-anti-FXa
aktivitasa az AT hianyplazmanak zér6d volt. Mivel a nem heparin-fiiggd anti-FXa
aktivitas hatterében elsdsorban az oj-antitripszin és az az-makroglobulin aktivitasa 4ll,
megvizsgaltuk a p-anti-FXa aktivitdst e tisztitott fehérjék normal plazma
koncentraciojuk jelenlétében. A p-anti-FXa aktivitds 2,0 mg/mL oi-antitripszin
jelenlétében megfelelt a normal plazma éatlag 9,5%-nak, ugyanennyi o2-makroglobulin
jelenlétében pedig 4,0%-nak. Ezek alapjan megéllapitottuk, hogy a p-anti-FXa
aktivitasért 80%-ban az AT felelds e tesztrendszerben. Ez a diagnosztika szempontjabol
nem zavard, hiszen a IIHBS tipustt ATD esetek kivételével az ATD csak heterozigota
formaban fordul eld, ahol az AT aktivitasa 50% koriil van, a [IHBS esetekben pedig a
p-anti-FXa aktivitas elvileg nem is csokkent. igy nem varhat6, hogy a maximum 20%-
os, nem az AT gatld hatasabol fakado p-anti-FXa aktivitas érdemben befolyédsolné az
ATD diagnosztikajat.

A klinikai vizsgélatokhoz n=78 ismert ATD beteg plazma mintajat hasznaltuk,
ahol minden esetben eldzetesen megallapitottuk az ATD hatterében allé mutaciot, igy
a betegeket egyértelmiien be tudtuk sorolni az ATD kiilonbozé tipusaiba. Osszesen n=8
beteg I-es tipusu, n=1 [IPE, n=69 IIHBS ATD-ben szenvedett. Utobbi csoportban n=18
ATBp3 homozigdta beteg volt, a tobbieck — ATBp3 mutéacio talsullyal — IIHBS
heterozigotak voltak. Kontrollként n=24 személy mintdjat hasznaltuk, akik az ATD
betegek elsé fokl rokonai voltak, de a csaladvizsgalatok soran az ATD-t genetikai
vizsgalattal biztosan kizartuk. Tovabbi kontroll mintdkat dnmagukat egészségesnek
tartd személyekt6] (n=188) nyertiink. Ok nem estek 4t kordbban sem vénas, sem artéris
thromboticus eseményen, és nok esetében nem allt fenn terhesség vagy antikoncipiens
szedése. E csoportban n=104 nd és n=84 férfi volt, medidn életkoruk 34 év volt (IQR
26-41). A hc-anti-FXa és a p-anti-FXa aktivitdsok eloszlasa normalnak bizonyult a

statisztikai tesztjeinkben. (hc-anti-FXa teszt Kolmogorov-Smirnov d=0,043, p=0,2;
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Shapiro-Wilk d=0,994, p=0,634; p-anti-FXa teszt Kolmogorov-Smirnov d=0,058,
p=0,2; Shapiro-Wilk d=0,989, p=0,154) Kiesd értéket nem talaltunk. Parametrikus és
nem-parametrikus modszerrel hasonld referencia tartomanyokat allapitottunk meg. A
hc-anti-FXa aktivitas esetében parametrikus modszerrel 82-118%-nak, nem-
parametrikus modszerrel 81-117%-nak adodott. A p-anti-FXa aktivitds esetében
parametrikus modszerrel 82-118%-nak, nem-parametrikus moédszerrel 84-117%-nak
adodott.

Ezek utan megvizsgéltuk az ismert ATD betegek plazmamintdit az altalunk

kidolgozott hc-anti-FXa és p-anti-FXa tesztekkel (XVII. Tablazat).

XVII. Tablazat. Ismert ATD betegek AT aktivitasa a hc-anti-FXa és p-anti-FXa
tesztekben.

ATD tipus Mintak hc-anti-FXa p-anti-FXa AT antigén
szama, aktivitas % aktivitas % koncentracio %
n (median, (median, (median,
tartomany) tartomany) tartomany)
ITHBS 18 12 (8-26) 77 (64-106) 79 (51-98)
homozigota
(p.Leul31Phe)
ITHBS 43 51 (34-65) 90 (66-111) 99 (78-118)
heterozigota
(p.Leul31Phe)
ITHBS 8 66 (48-74) 113 (86-126) 130 (108-137)
heterozigota
(p.Pro73Leu és
Arg79His)
IIPE heterozigota 1 76 78 88
(p.Pro439Thr)
I-es tipus 8 48,5 (43-56) 70 (56-76) 59,5 (52-72)
heterozigota

(Kovacs, B., Bereczky, Z., Selmeczi, A., Gindele, R., Olah, Z., Kerényi, A., Boda, Z., Muszbek, L.:
Progressive chromogenic anti-factor Xa assay and its use in the classification of antithrombin
deficiencies. Clin. Chem. Lab. Med. 52 (12), 1797-1806, 2014. kozleményiink alapjan.)

Az elére elvartnak megfeleléen a IIHBS homozigétdk hc-anti-FXa aktivitasa
igen alacsonynak adddott. Ezzel szemben a p-anti-FXa aktivitdsaik jelentOsen
magasabbak voltak ¢és atfedtek a referencia tartomdnnyal. Az AT antigén
koncentraciojuk megfelelt a p-anti-FXa aktivitdsuknak. Mar ebben a vizsgalatban is
észleltiik, hogy az ATBp3 homozigotak p-anti-FXa és AT antigén szintjei elmaradtak
a normal értékektdl, holott IIHBS deficiencia 1évén, itt azt varnank, hogy ezek az
értekek referencia tartomanyon beliil legyenek. Ez a megfigyelés sugallta, hogy az

ATBp3 mutéci6 kovetkezményei tilmutatnak a heparin-kotés zavaranal, amit késobb
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in vitro és in silico mddszerekkel tovabb tanulményoztunk (Id. késébb). A ITHBS
ATBp3 heterozigota betegek hc-anti-FXa aktivitdsai a vartnak megfeleléen
csokkentek, a p-anti-FXa értékeik magasabbak voltak és nem mutattak atfedést a he-
anti-FXa értékeikkel, de egy-két beteg esetében itt is tapasztaltunk referencia tartomany
als6 hatdra alatti aktivitast, hasonléan az AT antigén szinthez. A masik két IIHBS
mutacio esetében (p.Pro73Leu és Arg79His, azaz AT Basel ¢s AT Padua) a hc-anti-
FXa értékek korosan alacsonyak voltak, a p-anti-FXa értékek pedig minden betegnél a
referencia tartomanyon beliil voltak, hasonléan az AT antigénhez. Az I-es tipusu
betegeknél ¢s az egyetlen IIPE betegnél mind a hc-anti-FXa, mind a p-anti-FXa
aktivitasok ardnyosan alacsonyak voltak, az AT antigén I-es tipusban a vartnak
megfelelden szintén csokkent.

Megallapitottuk, hogy a p-anti-FXa/hc-anti-FXa aktivitas értékek hanyadosa jo
diszkriminécios képességgel rendelkezik a kiilonbozo tipustt ATD elkiilonitésére (29.

abra).

8-

6

o 4+

2

.0

-1 25+

5 .

2 204 B

3 R

X 15

0

-1 L DT L L L T F o
|- IR I b+
[=%

05+

[IHBS IIHBS I-estipus kontroll
HoZ HeZ HeZ

29. abra. A p-anti-FXa és hc-anti-FXa hanyados kiilonbozé tipusu ATD
betegeknél.

HoZ, homozigota, HeZ, heterozigota. A szaggatott vonalak a referencia tartomany (0,87-1,14) also és
felso hatarat jelzik, amit a kontroll személyek p-anti-FXa/hc-anti-FXa hanyadosaibol nem-parametrikus
modszerrel hataroztunk meg. (Kovacs, B., Bereczky, Z., Selmeczi, A., Gindele, R., Olah, Z., Kerényi, A.,
Boda, Z., Muszbek, L.: Progressive chromogenic anti-factor Xa assay and its use in the classification of
antithrombin deficiencies. Clin. Chem. Lab. Med. 52 (12), 1797-18006, 2014.kézleményiink alapjan.)
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A TIHBS ATBp3 homozigétak p-anti-FXa/hc-anti-FXa hanyadosai nagyon
magasak, de a [IHBS heterozigdtak p-anti-FXa/hc-anti-FXa hanyadosai is jelentdsen
meghaladjdk a normal kontroll személyek méréseib6l megallapitott referencia
tartomany felsd hatarat. Az I-es tipusi ATD heterozigéta betegek p-anti-FXa/hc-anti-
FXa hényadosai jol elkiilonithetéek a IITHBS betegek értékeitdl jo diszkriminacids
lehetdséget biztositva az ATD diagnosztikdban. Az I-es tipusa ATD betegek p-anti-
FXa/hc-anti-FXa hanyadosai kiss¢é magasabbak a kontroll csoportnal kalkulalt
értekeknél, ami abbol adodik, hogy a p-anti-FXa aktivitas értékek kissé magasabbak a
hc-anti-FXa értékeknél, ez pedig a p-anti-FXa méréskor a nem AT altal kdzvetitett FXa
gatlasbol adodhat (1d. fentebb).

A p-anti-FXa teszt kidolgozasat és evaludlasat kovetden beillesztettiik az ATD
diagnosztikai protokollunkba, ami azért bir jelentdséggel, mert — részben sajat klinikai
vizsgalataink tanulsagai, részben masok megfigyelései alapjan — az ATD klinikai
heterogenitdsa, elsésorban a thrombosis kockazat kiilonb6z6 mértéke eltérd az egyes
tipusokban. A ITHBS heterozigotak thrombosis kockazata alacsonyabb a tobbi tipushoz
viszonyitva, viszont a IIHBS homozigotak thrombosis kockdzata extrém magas. E
tipusok elkiilonitése tehat a betegek hosszii tavl antithromboticus stratégidja
szempontjabol fontos. Mivel hazankban pont ez a tipus a leggyakoribb, nalunk az
elkiilonitd diagnozis kiemelten érdekes. A tesztek bevezetésével 0 diagnosztikus
algoritmust dolgoztunk ki ATD-ban (30. abra). Ennek lényege, hogy els6vonalbeli
tesztként elvégezzilk a hc-anti-FXa aktivitds meghatarozasat. Ennek koros értéke
esetén (80% alatt) megtorténik az AT antigén szint meghatarozésa, amivel elkiilonitjiik
az [-es tipusu ATD-t a mindségi zavaroktdl. Normal, vagy a hc-anti-FXa aktivitdshoz
viszonyitva ardnytalanul magas AT antigén esetén a p-anti-FXa meghatarozas
kovetkezik. Ennek a hc-anti-FXa-val aranyosan koros értéke definidlja a IIRS és IIPE
tipusu ATD-t. A p-anti-FXa normal, vagy a hc-anti-FXa-hoz viszonyitott magas értéke
(1d. p-anti-FXa/hc-anti-FXa hanyadosok) [IHBS ATD-t valdsziniisit. Mivel az ATBp3
az elsédleges ATD tipus hazdnkban, ezért a végs6 diagndzis felallitdsa érdekében
elészor az ATBp3 genotipizaldsat végezziik el, hiszen mar igy nagy valdszinliséggel
megtalaljuk az okozati mutaciot. Negativ eredmény esetén folytatjuk az egyéb IIHBS
tipusok azonositdsaval, ami a SERPINCI masodik exonjanak vizsgalatat jelenti. Igen
ritka esetekben fordul eld, hogy ekkor sem azonositunk okozati eltérést. Ekkor a
SERPINCI teljes korti genetikai vizsgalata kovetkezik. Az algoritmushoz annyi

kiegészités tartozik még, hogy egyetlen 80% alatti hc-anti-FXa eredmény alapjan nem
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kovetkezik azonnal a velesziiletett ATD diagndzisa, hiszen preanalitikai tényezdok és
szerzett allapotok akar dtmenetileg is okozhatnak referencia tartomany alsé hatara alatti
AT szinteket. Azt javasoljuk tehat, hogy legalabb két fliggetlen mérésbdl kapott koros
hc-anti-FXa érték és a szerzett tényezOk kizardsa utdn torténjen a fent emlitett
diagnosztikai protokoll elvégzése. Azt is figyelembe kell venni, hogy extrém ritka
esetekben a SERPINCI szekvenaldsa nem azonositja az okozati muticiokat (pl.
nagyobb génszakaszokat érint6 eltérések). Ezek altalaban I-es tipusu ATD-t okoznak
¢s MLPA analizissel azonosithatdéak. Tovabba még ritkdbb lehetdség, hogy nem a
SERPINCI génben van az okozati mutacid, mint példaul a glikozilacié zavarat okozo
eltérések  [279,434]. Léteznek tranziens ATD-t eredményezd velesziiletett
rendellenességek is. A diagndziskor ezeket is figyelembe kell venni. Egyes esetekben
a hc-anti-FXa teszt nem jelzi a deficienciat (pl. AT Cambridge II), ilyenkor a trombin

alapt funkcionalis teszt elvégzése indokolt lehet.

AT aktivitds meghatdrozasa (hc-anti-FXa teszt)
kéros értéke

AT antigén meghatarozasa

normal: alacsony:
II-es tipusi ATD I-es tipusi ATD

| p-anti-FXa meghatarozas |
|

normal: alacsony:
IIHBS ATD IIRS, vagy IIPE ATD

| SERPINCI szekvenilis

I AT Budapest 3 genotipizalas I

AT Budapest 3 HeZ vagy HoZ | | negativ |

| Egyéb I[THBS ATD mutéci6 azonositdsa H negativ |

30. abra. Az antitrombin deficiencia altalunk javasolt diagnosztikai algoritmusa.
HoZ, homozigota; HeZ, heterozigota

Osszefoglalva, az ATD diagnosztikajanak javitasa érdekében tett reagens
fejlesztéseink eredményeképpen egy olyan, ma mar kereskedelmi forgalomban kaphatd
tesztet dolgoztunk ki, ami parallel képes a hc-anti-FXa és a p-anti-FXa aktivitds

meghatdrozasara. A tesztet adaptaltuk tobb automata koagulométerre és az azota eltelt

173



zsbereczky 271 24

kozel tiz év sajat tapasztalata szerint sikerrel hasznaljuk az ATD

(differencial)diagnosztikajaban.

5.2.2.3 A kiilonbozo anti-FXa tesztek szenzitivitasanak osszehasonlitasa a IIHBS ATD

diagnosztikajaban
Az éltalunk 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 kaphatd
reagenseivel. Tobb mint 100 ATD beteg plazma mintdin végeztik el az

0sszehasonlitasokat, amit a XVIII. Tablazat szemléltet.

XVIII. Tablazat. Kiilonb6zo hc-anti-FXa tesztek oOsszehasonlitasa antitrombin

deficienciaban.
ATD muticié Heparin kofaktor anti-FXa AT Progressziv | AT antigén
aktivitas anti-FXa (g/L)
(%) AT
aktivitas
(%)
Siemens Werfen Labexpert Antithrombin
Innovance | HemoslIL H+P
AT AT
I-es 57 45 53 67 0,16
tipus (39-67) (30-62) (43-66) (53-81) (0,13-0,19)
n=22 n=11 n=21 n=22 n=22
IIRS 53 58 52 69 0,26
tipus (52-64) n=1 (50-54) (61-77) (0,22-0,27)
n=2 n=2 n=2 n=3
ITPE 56 55 65 69 0,21
tipus (53-73) (54-56) (53-76) (58-78) (0,18-0,26)
n=9 n=3 n=9 n=9 n=9
ITHBS p.Pro73Leu 59 107 64 99 0,28
tipus (AT Basel) (50-68) (105-108) (52-74) (97-117) (0,25-0,32)
n=>5 n=3 n=>5 n=6 n=7
p-Arg79His 63 112 65 118 0,30
(AT Padua) (54-73) (96-129) (48-69) (73-126) (0,28-0,35)
n=14 n=10 n=14 n=15 n=15
p.Leul31Phe 17 45 11 70 0,20
(ATBudapest3) (12-46) (42-53) (8-28) (56-100) (0,13-0,28)
HoZ n=18 n=10 n=20 n=21 n=25
p.-Leul31Phe 58 82 56 84 0,25
(ATBudapest3) (42-43) (55-103) (36-71) (60-122) (0,19-0,35)
HeZ n=85 n=25 n=85 n=92 n=102

HoZ, homozigota; HeZ, heterozigota

Referencia tartomanyok: hc-anti-FXa aktivitas 80-120%, p-anti-FXa aktivitas 82-118%, AT antigén
0,19-0,31 g/L. Félkovérrel vannak szedve azok az értékek, melyek nem felelnek meg a diagnosztikus
kovetelmenyeknek (Id. a szévegben). (Gindele, R., Selmeczi, A., Olah, Z., llonczai, P., Pfliegler, G.,
Marjan, E., Nemes, L., Nagy, A, Losonczy, H., Mitic, G., Kovac, M., Balogh, G., Komaromi, I,
Schlammadinger, A., Molndrné Razsé, K., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Clinical and laboratory
characteristics of antithrombin deficiencies: a large cohort study from a single diagnostic center.
Thromb. Res. 160 119-128, 2017. kozlemenyiink alapjan.)
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A hc-anti-FXa aktivitas és a p-anti-FXa aktivitds minden I-es tipusit ATD
betegben aranyosan alacsony volt. Az AT antigén koncentracié is a vartnak
megfeleléen csokkent volt. A IIRS ¢és ITPE esetekben minden tesztben mért hec-anti-
FXa aktivitas és a p-anti-FXa aktivitds szimultan csokkenést mutatott, az AT antigén
normal volt. (A IIPE esetekben nem meglepd a hatarérték AT antigén, hiszen ez egy
ismerten komplex deficiencia, ahol a funkciondlis defektus mellett mutaciotol fiiggd
modon egy kis mértékli kvantitativ komponens is jelen lehet.) A ITHBS esetekben
viszont meglepd modon az egyik hc-anti-FXa reagenssel jelentésen magasabb AT
aktivitas értékeket tapasztaltunk, annyira, hogy egyes betegeknél az AT aktivitdsa
referencia tartomanyon beliil volt. Az altalunk kidolgozott hc-anti-FXa teszt minden
esetben alacsony AT aktivitds értéket mutatott a IIHBS egyénekben (100%
szenzitivitasi). Az AT Basel és az AT Padua I esetében a p-anti-FXa aktivitas ¢s az AT
antigén koncentracid minden esetben a referencia tartomanyon beliil volt; a p-anti-
FXa/hc-anti-FXa ardny medianja AT Basel esetében: 1,66 (tartomany 1,53-2,05) és AT
Padua I esetében: 1,89 (tartomany 1,71-2,10) volt. Néhany, ATBp3 mutéciot hordozé
egyén esetében alacsony p-anti-FXa aktivitds és AT antigén koncentracid értékeket
detektaltunk, ez leginkdbb a homozigota egyéneknél fordult eld. A p-anti-FXa/hc-anti
FXa arany medianja a heterozigotdknal: 1,51 (tartomany: 1,28-2,11) ¢és a
homozigo6taknal: 5,60 (tartomany: 2,88-8,85) volt. A [IHBS AT Padua I ¢s Basel AT
plazmak a Siemens AT esszével és a mi diagnosztikus tesztiinkkel alacsony hc-anti-
FXa AT aktivitast mutattak minden esetben, a HemosIL teszttel azonban az AT
aktivitasa referencia tartomanyba esett. Az ATBp3 homozigétdk AT aktivitas értékei
mindharom hc-anti-FXa teszttel csokkent értéket mutattak, azonban a HemosIL teszttel
szignifikdnsan magasabb értékeket kaptunk. Ezzel a teszttel kapott eredmények alapjan
ugy tlinhet, mintha ezek a betegek heterozigota genotipusuak lennének. Végiil, a
HemoslL teszt érzékenysége az ATBp3 heterozigdtak esetében mindossze 44% volt.

Annak vizsgalatara, hogy a hc-anti-FXa tesztek esetében mely tényezdk
befolyésolhatjak a tesztek szenzitivitdsat, sajat, diagnosztikus tesztként hasznalt hc-
anti-FXa tesztrendszeriinkben, mely 100%-o0s szenzitivitast, véltoztattuk a heparin
koncentraciot és a pH-t (31. abra). A heparin koncentracié emelésével minden esetben
emelkedett az AT aktivitds, egy AT Padua I minta esetében el is érte a referencia
tartomany alsé hatarat. Ha az essz¢é kortilményei pH 7.4-re valtoztak, az AT aktivitds
értekek tovabb emelkedtek, elérve, vagy meghaladva a referencia tartomany also

hatarat 2 AT Basel és 1 AT Padua I minta esetében. Amennyiben a heparin
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koncentraciot az eredeti 8-szorosara emeltilk az AT Basel és az AT Padua I mintak
mindegyike normal AT aktivitas értéket mutatott. Az ATBp3 mintdk AT aktivitds

értékei nem ndvekedtek tovabb.

’ AT Bp3 heterozigotik
_ 100
S
2 9
z
Z 80
=
3 70
Gl T e
g
£ 60
] 4
P [
50
Eredeti reagens, 5x-re emelt 5x-re emelt 8x-ra emelt
pH 8.4 heparin konc., heparin konc., heparin konc.,
pH 8.4 pH7.4 pH 7.4
B, AT Basel heterozigotik
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Eredeti reagens, 5x-re emelt 5x-re emelt 8x-ra emelt
pH 8.4 heparin konc., heparin konc., heparin konc.,
pH 8.4 pH7.4 pH7.4
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C, AT Padua I heterozigdotak
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Eredeti reagens, 5x-re emelt 5x-re emelt 8x-ra emelt
pH 8.4 heparin konc., heparin konc., heparin konc.,
pH 8.4 pH 7.4 pH 7.4

31. abra. Az esszé¢ koriilményeinek modositasai és hatasuk az altalunk kidolgozott
hc-anti-FXa teszttel kapott eredményekre Kkiilonb6zo ITHBS ATD betegek
plazmaiban.

A heparin koncentracio novelésével és a pH csékkentésével a hc-anti-FXa teszt szenzitivitasa csokken. A
referencia tartomany felso hatarat (80%) piros vonal jelzi. (Gindele, R., Selmeczi, A., Olah, Z., llonczai,
P., Pfliegler, G., Marjan, E., Nemes, L., Nagy, A, Losonczy, H., Mitic, G., Kovac, M., Balogh, G.,
Komdromi, I, Schlammadinger, A., Molndrné Rdzsé, K., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Clinical
and laboratory characteristics of antithrombin deficiencies: a large cohort study from a single diagnostic
center. Thromb. Res. 160 119-128, 2017. kozleményiink alapjan.)

Megallapitottuk tehat, hogy a funkciondlis AT tesztek érzékenysége
szempontjabol nem feltétleniil kizarélag az enzim tipusa (anti-FIla vagy anti-FXa

essz¢) az egyetlen befolydsolo tényezd. A kereskedelmi forgalomban kaphatd tesztek
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érzékenységének kiilonbségei a IHBS ATD betegek esetében mutatkoznak meg. Az
altalunk kidolgozott teszt minden tipusti IIHBS ATD beteg esetében koros értéket ad,
ugyanigy észleltiik a Siemens Innovance AT essz¢ esetében is, azonban a Werfen
HemoslIL AT reagens a heterozigéota IIHBS deficiensek nagy részénél (minden altalunk
vizsgalt AT Basel és AT Padua I esetben és sok ATBp3 esetben is) hamisan normal
eredményt adott. Ennek veszélye abban all, hogy a IHBS ATD aluldiagnosztizalt lehet
egyes tesztek alkalmazédsa mellett. Ezt a megfigyelést Orlando és munkatarsai is
kozoltek [435]. A pilot kisérletiink eredményei alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a hc-
anti-FXa tesztek érzékenységében a heparin koncentracié és az ionerd a f6 befolyasold
tényezOk. Megallapitasaink nyoméan kaptunk felkérést az egyik diagnosztikai
vilagcéggel vald ipari egyiittmiikodésre, melynek sordn részletes laboratériumi
kisérletsorozatok utdn olyan atalakitasokat javasoltunk a hc-anti-FXa tesztjiikben, ami
mar megfeleld szenzitivitast biztosit az ATD minden tipusdnak kimutatdsira. A
modositott teszt piacra keriilése a kdzeljovében varhato.

A laboratoriumi tesztekkel kapcsolatos eredményeink azt is mutatjak, hogy a
ITHBS igen heterogén csoport a mutaciok tipusatol fiiggden laboratoriumi viselkedés
szempontjabol is. A funkciondlis tesztek egyes altipusok irdnt mutatott eltérd
szenzitivitasanak hatterében feltételeztik az AT-heparin kotés erdsségének
kiilonbségét is az egyes mutdnsok esetében, amit késébb in vitro és in silico
modszerekkel tovabb vizsgaltunk (ld. késobb). A vizsgalt paraméterek (heparin
koncentracid, pH) modositasa érdekes modon kevésbé befolyasoltak az ATBp3
mintdkban mért AT aktivitds értékeket, a tobbi [IHBS mutanshoz viszonyitva, ami
azzal egyiitt, hogy az ATBp3 homozigétdk AT koncentracidé értékei gyakran
alacsonynak mutatkoztak, ebben a vizsgalatunkban is azt sugallta, hogy e mutacié nem
csupan az  AT-heparin  kolcsonhatast  befolyasolja, hanem komplexebb

kovetkezménnyel jar. (Ennek tovabbi részletes vizsgalatat 1d. késobb).

5.2.3 Az Antitrombin Budapest 3 mutacid alapitd hatisa

5.2.3.1 A mutdcio alapito hatasanak igazolasa
A magyarorszagi ATD betegek dontd tobbsége a IITHBS ATBp3 (p.Leul31Phe)
mutacidt hordozta. Eddig az irodalomban talalhatd szorvanyos eset riportok ATBp3
hordoz6 betegei esetében kelet-eurdpai szarmazasrél szdmoltak be. Ezek inditottak

benniinket arra, hogy megvizsgaljuk e mutacid alapitd hatdsdnak lehetdségét. Az
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alapit6 hatas igazolasara 7 SNP-t, az 5°-LP-t és 4 mikroszatellita markert vizsgaltunk.
Az ATBp3 mutéciot hordozok minor allél frekvencia (MAF) értékei kiilonboztek 200,
random kivalasztott egészséges egyén értékeitdl és a HapMap projektbdl szdrmazd

europai populéciora vonatkoztatott értékektdl (XIX. Tablazat).

XIX. Tablazat. A vizsgalt polimorf markerek MAF értékeinek osszehasonlito
tablazata az ATBp3 betegek, a populacios kontroll csoport és a HapMap adatok

esetében.
ATBp3 ATBp3 ATBp3
Marker neve va homozigoéta deficiens deficiens IE:;“Z::] HapMap
rs azonosité gy betegek probandok betegek (n=l;00) CEU adat
(n=26) MAF (n=63) (n=102) MAF (MAF)
MAF MAF
15877 (A>Q) 0,00 0,17 0,21 NA 0,33
1s5878 (A>Q) 0,00 0,17 0,21 NA 0,33
5’-LP (R>H) 0,00 0,15* 0,19* 0,29 0,21
152227596 (A>G) 0,00 0,06* 0,09* 0,19 0,21
1s941989 (G>A) 0,00 0,17* 0,22* 0,37 0,33
152227612 (A>C) 0,00 0,06* 0,09* 0,15 0,13
rs1799876 (T>C) 0,00 0,14 0,18 NA 0,34
13677 (G>C) 0,00 0,06 0,09 NA 0,16}

Az ATBp3 deficiens probandok csoportiaba a homo- és heterozigotak is beletartoznak; az AT Bp3
deficiens betegek csoportjaba pedig a probandokon kiviil az érintett csaladtagok is beletartoznak.
MAF': Minor Allél Frekvencia; NA: nincs adat; R: rovid;, H: hosszi, *p<0,05 a kontroll csoporthoz
viszonyitva; az ATBp3 homozigotak kozott egy esetben sem fordultak eld a vizsgalt minor allélok, ezért
statisztikai analizist nem tudtunk végezni; 'mivel ezen SNP esetében HapMap adat nem dllt
rendelkezésre, ezért a PGA-EUROPEAN-PANEL adatait hasznaltuk. (Gindele, R., Olah, Z., llonczai, P.,
Speker, M., Udvari, A., Selmeczi, A., Pfliegler, G., Marjan, E., Kovacs, B., Boda, Z., Muszbek, L.,
Bereczky, Z.: Founder effect is responsible for the p.Leul31Phe heparin-binding-site antithrombin
mutation common in Hungary: phenotype analysis in a large cohort. J. Thromb. Haemost. 14 (4), 704-
715, 2016.kézleményiink alapjan.)

A minor allélok egyetlen esetben sem fordultak eld az SNP-k és az 5’LP esetén
az ATBp3 homozigotak kozott. Az rs5877, rs5878, rs1799876, rs941989, rs677 és
1s2227596 SNP-k kapcsolt 6roklodést mutattak.

A haplotipus analizis soran kimutattuk, hogy a mutans ,,T allé]” egyetlen
haplotipussal tarsult (XX. Tablazat). A normal ,,C allél” viszont kiilonb6zd
haplotipusokkal tarsult mind az ATBp3 muticié hordozdkban, mind a kontroll
csoportban. Az ATBp3 homozigdtdk esetében kizarolag egyféle ismétlddésszamot
talaltunk az Alu 5 és Alu 8 (32. abra) intragénikus mikroszatellita markerek
analizisekor, a (ATT)s és (ATT)is ismétlddéseket. A kontroll csoportban az Alu 5
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esetében a 6-o0s ¢s 8-as ismétlddésszamok, mig az Alu 8 esetében 1-t6l 19-ig kiilonb6zo
ismétlédésszamok fordultak eld. A SERPINCI génhez kozelebbi, attol disztalisan
elhelyezked6 D1S218 marker (AC)4 €s (AC)2s formaban fordult elé az ATBp3
homozigotakban, mig a kontroll csoportban heterogén volt az ismétlédésszamok
megjelenése, (AC)1o-t6l (AC)33-ig (32. abra). A SERPINCI géntdl tavolabb, attol
proximalisan elhelyezkedd D1S196 marker valtozatos ismétlddésszadmokat mutatott
mind az ATBp3 homozigdta, mind a kontroll személyekben (32. abra). A negativ
kontrollként alkalmazott F1341 gén STR ismétlddésszdmai hasonlo eloszlast mutatnak

mind a beteg, mind a kontroll csoportban (33. abra).

XX. Tablazat. A haplotipus analizis eredménye az ATBp3 mutacio hordozokban
és a kontroll csoportban.

ATBp3 mutacio hordozok Kontroll csoport
(n=102) (n=200)
~ o| = ~ o &
el BB RS | 2 = S| Bl 3| 2
ol ol = = & & & & 5 - = & 5
n w9 = Qg = - | ]| ¥ S =
IR 11 1 -1 Bl S ol S Bl =
= = o= o= ) = = o= C)
c391,Tallél” |A|A|R|A|G|A|T |G| 0592
¢.391,,C allél” ¢.391,,C allél”
Haplotipus1 |A | A | R |A|G|A | T |G| 0.183 Haplotipus1 | R | A |G | A | 0630
Haplotipus2 | G| G| H|A|A|A|C |G| 0.083 Haplotipus2 | y | A | A | A | 0104
Haplotipus3 |G |G |H|C|A |G| C|C| 0.058 Haplotipus3 | 1 | c | A | G | 0.147
Haplotipus4 |G |G | H|C|A |G| T |C| 0.025 Haplotipus4 | R | A | A | A | 0077
Haplotipus5 | G| G| R|A|A|A|C |G| 0.025

*R: rovid, 32 bp; H: hosszu, 108 bp

(Gindele, R., Oldah, Z., llonczai, P., Speker, M., Udvari, A., Selmeczi, A., Pfliegler, G., Marjan, E.,
Kovdcs, B., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Founder effect is responsible for the p.Leul31Phe
heparin-binding-site antithrombin mutation common in Hungary: phenotype analysis in a large cohort.

J. Thromb. Haemost. 14 (4), 704-715, 2016. kozleményiink alapjan.)
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32. abra. Az alapitd0 hatas kapcsan vizsgalt mikroszatellita markerek

ismétlodésszamai az ATBp3 homozigota betegek és a kontroll csoport esetében.
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33. abra. A negativ kontroll F1341 gén STR marker ismétlodésszamai az ATBp3

homozigotakban és a kontroll csoport tagjaiban.
(Gindele, R., Olih, Z., llonczai, P., Speker, M., Udvari, A., Selmeczi, A., Pfliegler, G., Marjén, E.,
Kovdcs, B., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Founder effect is responsible for the p.Leul31Phe
heparin-binding-site antithrombin mutation common in Hungary: phenotype analysis in a large cohort.
J. Thromb. Haemost. 14 (4), 704-715, 2016. kézleményiink alapjan.)

Ahol lehetdségiink volt, informativ csaladfakat is generaltunk, feltiintetve a

megfigyelt haplotipusokkal; errél egy példa a 34. abran lathato.
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34. abra. Az antitrombin Budapest 3 mutaciot hordozd, harom generaciot
reprezentalo csaladfa.

Ahol alkalmunk volt ra, feltiintettiik a mért hc-anti-FXa AT aktivitast és AT antigén értékeket. Az Al és
A2 minden beteg egy-egy alléljat jeloli. Az iires szimbolum az ATBp3 mutdciot nem hordozo, a teli
szimbolum az ATBp3 mutdciot homozigota formaban hordozo, a félig teli szimbolum az ATBp3
heterozigota egyéneket jeloli, A ,,? " az ismeretlen genotipusra utal.( Gindele, R., Olah, Z., llonczai, P.,
Speker, M., Udvari, A., Selmeczi, A., Pfliegler, G., Marjén, E., Kovdcs, B., Boda, Z., Muszbek, L.,
Bereczky, Z.: Founder effect is responsible for the p.Leul31Phe heparin-binding-site antithrombin
mutation common in Hungary: phenotype analysis in a large cohort. J. Thromb. Haemost. 14 (4), 704-
715, 2016. kozleményiink alapjan.)

Korabban, Olds és mtsai. beszamoltak n=5 ATBp3 hordozé csaladrol és 6k 6
polimorf genetikai markert vizsgalva, beleértve az Alu 5 és Alu 8 STR markereket is,
felvetett¢k az alapitd hatds lehetdségét [274]. A vizsgalt személyek és a polimorf
markerek szama azonban esetiikben igen alacsony volt ahhoz, hogy egyértelmii
bizonyitékot szolgaltassanak. Szdmunkra megadatott annak a lehetdsége, hogy

kiemelkedden nagy szamt mutacidhordozdt toborozzunk és tobb genetikai markert

vizsgalhassunk. Osszesen n=102 ATBp3 mutacié hordozd és n=200 egészséges
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személy DNS mintdjan 12 polimorf markert (7 SNP, egy 5’LP és 4 STR) vizsgalva
sikertilt igazolnunk az ATBp3 mutéaci6 alapitd hatasat. Az alapité mutdcio6 felderitése
populdcionkban tobb szempontbol is hasznos volt. Egyrészt, az alapitdé mutacio
kovetkeztében a hazai betegeinkre vonatkoztathatd hatékony diagnosztikai stratégiat
allithattunk fel (1d. el6z6 fejezetben). Az alapitdé mutacié jelenléte hazankban az ATD
kivizsgalasa soran a mutacios talalati aranyt is nagy mértékben fokozza. A gyorsabb és
pontosabb diagnozis mellett az is kiemelendd, hogy az azonos mutéacié hordozashoz

crer

megtervezését is megkonnyiti.

5.2.3.2 Az alapito mutacio koranak meghatarozasa

Az alapité (gyakori) mutdciok kiilonbdz6 populacidkban torténd vizsgalata sordn
szamunkra érdekes a finn populécioban észlelt mutacids spektrum, az, hogy ott az AT
Basel mutaciordl szamoltak be mint gyakori mutacio, bar genetikai markerekkel annak
alapit6 hatdsat nem igazoltak [436]. Mig a finn populdcioban az AT Basel aranya a II-
es tipustt ATD-n beliil 88%, addig a magyar népességben — sajat vizsgalataink alapjan
— ez minddssze 4%. Ezzel szemben mig ndlunk az ATBp3 aranya a II-es tipuson beliil
81%, addig a finn betegek kozott ez az eltérés egyaltalan nem fordul elé. Ezek alapjan
— a finnugor eredet elfogaddsa esetén — felvetddik, hogy az ATBp3 mutéacio a két
népcsoport szétvalasa utan keletkezett vagy kertilt be Magyarorszagra.

Az ATBp3 alapitasanak idejét n=36 egymadssal nem rokon mutacidhordozo
személy és csaladtagjaik (6sszesen n=106 személy) STR markereinek eléforduldsa
alapjan becsiiltiik. Egy teljesen konzervalt, ,,6si” haplotipust talaltunk 14 fiiggetlen
kromoszoman, ez a DI1S212:20, DI1S2659:11, D1S218:24/25, D1S2790:20,
DI1S1165:13, D1S2815:18, D1S196:12, D1S460:7. (A kettOspont utan all6 szam az
adott marker jellemz6 ismétlédésszamat mutatja.) A tovabbi vizsgalt kromoszoémakon
ezekkel Osszefliggd haplotipusokat talaltunk. Az altalanos populacié (n=200 f6)
vizsgalatakor a kovetkezd ismétlddésszamok voltak a legyakoribbak: D1S212:20,
D1S2659:15, DI1S218:25, D1S2790:21, D1S1165:11, D1S2815:18, D1S196:12,
D1S460:7. A kétféle parametrikus statisztikai mddszer a nyolc marker LD értékei
alapjan 11,5+£5,47 g, illetve 11,847,1 g értéket adott. A nem parametrikus modszerekkel
(DMLE+ és ESTIAGE) 13 g (95%CI 3-42 g) és 14 g (95%CI1 5-37 g) értékeket kaptunk.

Egy generacionak (g) 25 évet szamitva és a mutdcidhordozok atlagos sziiletési évét
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1990-nek tekintve azt kaptuk, hogy az ATBp3 megjelenése kb. a XVII. szazad kozepére
tehetd (XXI. Tablazat).

XXI. Tablazat. Az antitrombin Budapest 3 mutiacio alapité idejének
meghatarozasa.
Tavolsag Allél LD MRCA kor Alapitas ideje
Marker
AcM bp 0 g y évszam atlag+SD 95%CI
DI1S196 7,35 271 0,47 9,88 247 1743
DIS1165 2,43 404 0,741 12,18 304 1686
D1S2815 2,53 355 0,731 12,22 305 1685
D1S2790 1 249 0,899 10,57 264 1726
1629+163 NA

DI1S218 0,73 356/358 0,945 7,74 193 1796
D1S2659 3,27 202 0,628 13,99 350 1640
DI1S212 4,92 96 0,326 22,19 555 1435
D1S460 5,48 164 0,223 26,62 665 1325
Minden DMLE+ 13 325 1665 NA  940-1915
haplotipus
Minden ESTIAGE 14 350 1640 NA  1065-1865
haplotipus

NA, nem értelmezheto, LD, linkage disequilibrium az ATBp3 mutacio helye és az adott marker kozott,
MRCA, legkozelebbi kozos os, g, generacio, y, év, DMLE+, a Markov chain Monte Carlo algoritmust
alkalmazo  szoftver;, ESTIAGE, likelihood-based modszert alkalmazo szoftver, tavolsag (cM,
centiMorgan) a genetikai tavolsag az adott marker és a SERPINCI [okusz kozott az 1-es kromoszoman.
Az évszam az alapitas datumat jelzi, ha egy generdciot 25 évnek vesziink figyelembe és a vizsgalt egyének
atlagos sziiletési idejet 1990-nek vessziik. (Bereczky, Z., Gindele, R., Fiatal, S., Speker, M., Miklos, T.,
Balogh, L., Mezei, Z., Szabo, Z., A'ddny, R.: Age and Origin of the Founder Antithrombin Budapest 3
(p-Leul31Phe) Mutation, Its High Prevalence in the Roma Population and Its Association With
Cardiovascular Diseases. Front. Cardiovasc. Med. 7 1-15, 2021. kézleményiink alapjan.)

Ez a torténelmi iddszak igen véltozatos volt a magyarsag szdmara, haboruk és
jarvanyok altal megtizedelt lakossaggal ¢és élénk betelepiilési ratdval. A ciganysag
torténelmét figyelembe véve, ebben az idészakban szamos roma torzs telepedett le
hazankban. Ez felvetette a mutacié roma eredetét, igy megvizsgaltuk az ATBp3
eléfordulasat n=1185 nem rokon, az északkelet-magyarorszagi altalanos roma
populéciot reprezentald személyek mintdin. A mutacié hordozé frekvencia 2,8%-nak
bizonyult e csoportban, ami figyelemre méltdan magas, kiilonds tekintettel arra, hogy

az n=1000 f6t szamlald, magyar altalanos populédciot reprezentald személyekben a
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mutacid egyaltalan nem fordult eld. Ezt a megfigyelést megerdsitendd egy masodik, az
el6z6tdl fliggetlen mintavételbdl szarmazd n=402 roma, illetve n=450 magyar személy
esetében is megvizsgaltuk a mutacid eléfordulasat és megallapitottuk, hogy a roma
csoportban 2,74%, a magyar csoportban 0% volt az ATBp3 hordozo6 frekvencia. Az
ATBp3 mutaci6 alapitdé hatdsat a roma populacidban (n=44 hordozd és n=50 nem
hordoz6 személy bevonasaval) is megerdsitettiik az el6z6 fejezetben ismertetett STR
markerek vizsgéalatdval. A leggyakoribb STR marker ismétlddésszdmok megegyeztek
a korabban taléltakkal, kivéve a D1S1165 (ahol leggyakoribb ismétlédésszam 13) és
D1S212 (ahol leggyakoribb ismétlddésszam 12 és 20) esetében. (A roma mintak
ATBp3 karrierjeinek leggyakoribb STR ismétlédésszamai: D1S196:12, D1S2815:18,
DI1S1165:12, D1S2790:20, D1S218:25, D1S2659:11, D1S212:20, és D15460:6 ¢és 7.,
a roma altalanos populéciot reprezentald személyeké pedig D1S196:12, D1S2815:18,
DI1S1165:12, D1S2790:22, D1S218:25, D1S2659:15, D1S212:16, és D1S460:10.)

Az ATBp3 mutaci6 korat és eredetét tekintve megallapitottuk, hogy az kb. 350-
400 évvel ezeldtt keletkezhetett, vagy keriilt be Magyarorszagra. A kiilonboz6
statisztikai modszerek jo egyezést mutattak e tekintetben, megjegyezve azért azt, hogy
a becslések konfidencia intervallumai meglehetdsen szélesek voltak. Ez magyarazhatd
az alacsony mintaszdmmal, ami egy ilyen ritka betegség esetében sajnos nem is
novelhetd jelentdsen. A viharos torténelmi iddszak, egyes régiok elnéptelenedése,
illetve kiilonb6zé népcsoportok, féleg romdk betelepiilése, majd a jelentOs
népességndvekedés magyarazhatja az ATBp3 gyors elterjedését és fennmaradasat a
populdcidban. A mutacid alapitadsanak idején zajlo torténelmi események, az ATBp3
altalanos roma populacidoban valé eléforduldsa és itt az alapitd hatds igazoldsa
megerdsitette a kordbban csak szorvanyos kozlésekbdl és a klinikai megfigyelésekbdl
szdrmazo adatokat a mutidcid roma eredetére vonatkozdéan. Mivel az ATBp3
heterozigota allapot kevésbé sulyos thromboticus kdvetkezményekkel jar, az érintettek
altalaban kedvezd egészségi allapotban érik el a fertilis kort, a mutans allélt tovabb
orokithetik utédaikra. A roma kozosségekben, foként a kis szegregalt telepiiléseken
torténd hazassagok novelik a stlyos, ATBp3 homozigéta allapot megjelenését. A kb.
3%-0s ATBp3 hordoz6 frekvenciaval szamolva Magyarorszdgon kb. 24 ezer roma
ATBp3 hordoz6 személy él. Feltételezziik, hogy a roma populacié cardiovascularis
betegségek iranti vulnerabilitdsanak hatterében e mutacionak is jelentdsége van. Ismert,
hogy a FV Leiden muticid6 gyakori a romakndl, ezért a kombindlt Oroklott

thrombophilia (ATD és FV Leiden) potencidlisan eléfordulhat e populacioban. (A
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jelenlegi kutatdsaink részben e témaéra iranyulnak és nem elhanyagolhatd szamu
ATBp3 ¢és FV Leiden kombinalt thrombophilids beteget identifikaltunk mar.)
Eredményeink alapjan javaslatot tettiink az ATD [THBS ATBp3 mutéci6 vizsgélatara,
a cardiovascularis kockazat felmérése soran, a roma betegek korében, az egyéni

thrombosis rizikd megitélése érdekében.

524 A kilonbozé IIHBS antitrombin deficiencidk heparin-kotésének vizsgdlata, a

kiillonbségek felderitése biokémiai és in silico modszerekkel

A kiilonboz6 ITHBS ATD (AT Basel, AT Padua I és ATBp3) tipusokban észlelt klinikai
¢s laboratoriumi diagnosztikai tesztekkel észlelt kiilonbségek (1d. el6z6 fejezetekben)
felvetették e varidnsok heparinhoz vald kotddésének lehetséges kiilonbségeit. E

kiilonbségeket biokémiai modszerekkel és in silico megkozelitéssel is vizsgaltuk.

5.24.1 A kiilonbozo IIHBS ATD tipusok heparinnal valo kapcsolatanak in vitro és ex vivo
biokémiai vizsgalata

A kiilonbozé ITHBS ATD tipussal rendelkezd betegek plazma mintdin elvégzett

keresztezett immunelektroforézis soran az alacsony heparin affinitast frakcio jol

elkiiloniilt (35. dbra).
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35. abra. Normal plazma és kiilonbozé ITHBS ATD plazmak Kkeresztezett

immunelektroforézise.

AT Budapest 3 heterozigota (a), AT Budapest 3 homozigota (b), AT Basel (c), AT Padua (d), normal
plazma (e). Az elsé dimenzio, heparinnal, balrol jobbra fut. Az alacsony heparin affinitasu frakciot
szaggatott vonal, a magas heparin affinitdasu frakciot folytonos vonal jelzi. (Gindele, R., Pénzes-Daku,
K., Balogh, G., Kallai, J., Kissné Bogati, R., Becsi, B., Erdodi, F., Katona, E, Bereczky, Z.: Investigation
of the Differences in Antithrombin to Heparin Binding among Antithrombin Budapest 3, Basel, and
Padua Mutations by Biochemical and In Silico Methods. Biomolecules. 11 (4), 1-18, 2021. kézleményiink

alapjan.)

Normal, gyljtott plazméaban szépen elkiiloniilt egy markans, magas heparin
affinitasu frakcio és egy joval kisebb, alacsony heparin affinitasi AT. Az ATBp3
homozigo6ta beteg plazmajaban csak alacsony heparin affinitdsu AT-t detektaltunk, mig
az ATBp3 heterozig6ta plazmdban szinte ekvivalens mértékben jelent meg az alacsony
¢s a magas heparin affinitast frakci6. Ugyanezt lattuk az AT Basel esetében is, mig az
AT Padua esetében az alacsony heparin affinitast frakcid erételjesebb volt. Ez utdbbi
megfigyelés 6sszhangban van Girolami és mtsai. korabban k6zolt eredményeivel [437].

A nano DSF kisérletekben az ATBp3 homozigdta beteg plazmajat hasonlitottuk
0ssze normal human plazmaval, azaz vad tipusnak megfeleld AT-nal. A hdmérséklet
emelkedésével a triptofan fluoreszcencia 350nm/330nm ardnyanak valtozasat
detektaltuk, ebbdl kovetkeztettink a kétféle AT termostabilitisara. Az
olvadasgorbéken két paramétert, a ,, Tonset -€t €és a ,,Tm”’-et adtuk meg. ElObbi az a
hémeérséklet, ahol a denaturacidé kezdddik, utébbi az olvadaspont. A vad tipusu AT

esetében a ,,Tonset” €s a ,,Tm” 46,2+1,3°C és 57,6+£0,1°C, mig az ATBp3 homozigdta
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esetében a ,,Tonset” €s a ,,Tm” 42,7£1,47°C és 57,1£0,03°C volt (n=3 fliggetlen
kisérletbdl szarmazé adatok, p=0,0031, illetve p=0,0371). Ezek az eredmények az
ATBp3 csokkent termostabilitasara utalnak (36. abra).

Rat
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36. abra. A vad tipusu (A) és az ATBp3 homozigéta mutans (B) antitrombin
olvadasi gorbéje.

A termostabilitas paramétereit Prometheus 48, nano DSF modszerrel vizsgaltuk, 8 pM koncentracio
mellett, trplikatumban és harom fiiggetlen kisérletben (6sszesen n=9 mérés). Az abran az egyik kisérlet
eredménye lathato, ahol a ,, Tonses”-et pontozott vonal, a ,, Tn"-et szaggatott vonal jelzi. (Gindele, R.,
Pénzes-Daku, K., Balogh, G., Kallai, J., Kissné Bogati, R., Bécsi, B., Erdodi, F., Katona, E, Bereczky,
Z.: Investigation of the Differences in Antithrombin to Heparin Binding among Antithrombin Budapest
3, Basel, and Padua Mutations by Biochemical and In Silico Methods. Biomolecules. 11 (4), 1-18, 2021.

kozleményiink alapjan.)

Mivel az AT Basel és AT Padua homozigéta formaban nem fordul eld, igy e
betegek plazmaibol szarmazé AT normal varidnst is tartalmaz, a heparin affinitas
vizsgalatat rekombinans fehérjéken, tisztitott rendszerben kellett elvégezniink. A
felszini plazmon rezonancia (SPR) kisérletekben, ahogyan azt vartuk, a leger6sebb
heparin kapcsolodast a vad tipusi AT mutatta (37. abra). A Kp=6,4x101"M, és a
Ka=2,2x10° 1/M volt. Az asszociacios rata konstans (k,) a legmagasabb volt minden
vizsgalt AT koziil (ka=1,37x107 1/Ms), ami arra utal, hogy a vad tipusi AT esetében
torténik meg leggyorsabban az AT-heparin komplex kialakuldsa. A disszocidcios rata
konstans értéke kq=6,75x107 1/s volt. Ez nagysagrendben nem kiilonbdzott a mutans

AT-oktol.
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37. abra. Az antitrombin-heparin interakcio jellemzése felszini plazmon

rezonancia modszerrel; szenzorgramok.

A kisérleteket rekombinans, HEK293 sejtekben expresszalt vad tipusu és mutans, affinitas
kromatogrdfiaval tisztitott antitrombinokon (AT) végeztiik el. Az AT-t hat kiilonbozé koncentracioban (az
dbran alulrol felfelé 1,3,5,7,9 és 11 nM) injektaltuk a chip-re, ahol a négy cellaban a négy kiilonbozé AT
varians (vad tipus, A; AT Budapest 3, B; AT Basel, C; AT Padua, D) foglalt helyet. RU, ,,response unit”.
(Gindele, R., Pénzes-Daku, K., Balogh, G., Kallai, J., Kissné Bogati, R., Bécsi, B., Erdodi, F., Katona,
E., Bereczky, Z.: Investigation of the Differences in Antithrombin to Heparin Binding among
Antithrombin Budapest 3, Basel, and Padua Mutations by Biochemical and In Silico Methods.
Biomolecules. 11 (4), 1-18, 2021. kézleményiink alapjan.)

A vad tipusu AT-hoz viszonyitva az ATBp3 fehérje heparinnal val6 interakcidja
az adatok alapjan gyengébb volt, de a mutans AT fehérjék koziil az ATBp3 képezte a
legstabilabb komplexet heparinnal (Kp=2,15x10*M, és Ka=1,62x10% 1/M), az AT-
heparin komplex kialakulasa a leggyorsabb volt (k.=3,25x10° 1/Ms). A ks=2,47x1073
1/s volt. Az AT Basel esetében a kovetkezd eredmények sziilettek: Kp=7,64x10""M, és
Ka=2,40x10° 1/M, ko,=1,03x10% 1/Ms és kq=4,45x1073 1/s. Ezek alapjan megallapithato,
hogy az AT Basel a WT ¢és ATBp3-hoz képest lassabban alakit ki komplexet a
heparinnal, és az asszocidcios konstans kb. egy nagysagrenddel alacsonyabb, mint az
ATBp3 esetében. Az AT Padua mutatta a leggyengébb interakciot heparinnal és a
leglassabb komplex képzddést (Kp=1,08x10°M, és Ka=2,37x10°% 1/M, k,=1,01x10*
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1/Ms). A disszociacids rata konstans a tobbi mutanssal gyakorlatilag megegyezett

(ke=4,51x107 1/s).

5.24.2 A kiilonbozo ITHBS ATD tipusok vizsgalata in silico modszerekkel

Arra tekintettel, hogy a molekulamodellezést és energetikai szamitasokat az érett AT
fehérjén végeztik el, az aminosavak szamozéasa e kisérletek eredményeinek
bemutatasanal nem egyezik meg az ACMG ajanlasok szamozéasaval (ahol a lanckezdd
metionin definicid szerint 1-es sorszamot kap), hanem itt az érett fehérje els6
aminosava kapja az 1-es sorszamot. Ennek megfelelden az egyes mutdnsok a
kovetkezoképpen szamozodnak: ATBp3, Leu99Phe; AT Basel, Pro41Leu és AT
Padua, Arg47His. Az AT egyes szerkezeti elemeit alkoto egyéb aminosavak szamozésa
is ezen elvek szerint tortént. A modellezések soran, az AT-heparin interakcid
vizsgalatakor a heparint az 6t szénatomos pentaszachariddal (a legkisebb, még
antikoagulans hatast mutat6 heparin molekula) modelleztiik.

Az AT szerkezetén beliil a 22-46. aminosavak altal alkotott hurok, irodalmi
adatok alapjan, 1ényeges szerepet jatszik az AT-pentaszacharid interakcioban [438]. Ez
a hurok igen flexibilis, jelentds részét nem térképezték fel Rtg diffrakcidval. Igy,
kisérleti adatok hidnydban, a moddszertani fejezetben leirtak szerint a javitott
jellemzésére. A mutans AT-ok koziil e hurok alkotdsdban az AT Baselnek megfeleld
Pro41 vesz részt, ezért logikusnak tiinik, hogy a mutéacio e varians esetében befolyasolja
kapcsolatara. AT Basel esetén a modellezés soran a szimulacid ideje alatt kétféle
konformaciot figyeltiink meg. Az egyikben a hurok igen kozel helyezkedett el a heparin
kotd régidhoz, sohidakat és hidrogén kotéseket kialakitva azzal, a méasikban pedig a két
régio tavolabb helyezkedett el egymastdl. Ez arra utalhat, hogy az AT Basel esetében a
22-46 aminosavak altal alkotott hurokszerkezet a vad tipushoz viszonyitva nagyobb
konformacids variabilitast mutat, bizonyos konforméciok esetében akar interferalva a

pentaszacharid kotddésével (38. abra).
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szerkezete pentaszacharid nélkiil, harom konformdciot véve minden egyes trajektoriabol, ahol a sarga

és narancs szin az AT Baselt, a kétféle kek pedig a vad tipusu szerkezetet abrazolja.

crer

az INQ9 Rtg diffrakcios szerkezet modositasaval és energia minimalizacioval kaptuk (Id. modszertani
fejezetben).

C, Az antitrombin-heparin kétés szempontjabol fontos, a 22-46 hurkot alkoto és a pentaszacharid
kotesert felelos régio aminosavainak helyzete AT Basel esetében. A reprezentativ frame-eket K-means
clustering modszerrel, a CPPTRAJ szoftverrel valasztottuk [409]. (Gindele, R., Pénzes-Daku, K.,
Balogh, G., Kdllai, J., Kissné Bogati, R., Bécsi, B., Erdédi, F., Katona, E., Bereczky, Z.: Investigation of
the Differences in Antithrombin to Heparin Binding among Antithrombin Budapest 3, Basel, and Padua
Mutations by Biochemical and In Silico Methods. Biomolecules. 11 (4), 1-18, 2021. kozleményiink
alapjan.)

Meg kell emliteni azt is, hogy elézdekkel (vagyis a heparin nélkiil torténd
modellezésekkel) szemben, a pentaszacharid-kotott AT szimuldcidk sordn nem
figyeltiink meg szoros kapcsolatot a hurok és a heparin kotd régié kozott. Ez azt
sugallja, hogy a mutacid kdvetkeztében megvaltozott konformacionak csekély
destabilizald hatasa lehet a pentaszacharid kotésre, a mar kialakult komplex esetében.
A pentaszacharid erds toltése és a megvaltozott elektrosztatikus viszonyok megelézik
a hurok alternativ konformacidba torténd atmenetét.

Az AT N-termindlis részét (1-145 aminosavak, ami a teljes heparin ktd régiot
magaban foglalja, de az A béta-lemezt mar nem) DSSP (define secondary structure of
proteins) modszerrel, CPPTRAJ szoftverrel elemeztiik gy, hogy az analizist
elvégeztiik a nem aktivalt AT (1T1F) és az AT-pentaszacharid komplex (I1NQ9)
esetében is. E16z6 modellezésiink eredményeit megerdsitettiik abban a tekintetben,
hogy e nagyobb régiot magaban foglald szimuldcidban, a nem aktivalt rendszerben az
AT Basel esetében ugyanazokat a konformacié valtozasokat figyeltik meg a

hurokszerkezetet érint régioban, mint fent. A heparin kotd régioban (beleértve a P
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hélix elemeit, azaz a 112-120 aminosavak altal alkotott régiot) nem figyeltiink meg
konformaciovaltozast. Az AT-pentaszacharid komplex szimuldcioi soran az AT Padua
esetében konformacidvaltozasokat figyeltiink meg a 30-35 régidoban. A heparin kotd
régioban, az 1T1F-alapi (nem aktivalt AT) szimuldciokhoz hasonloan, itt sem volt
konformacidvaltozas. Az ATBp3 a D-hélix kis mértékii megnyuldsadt mutatta a vad
tipushoz képest.

Az RMSF (root mean square fluctuations) analizis jol bevalt mddszer az
aminosavak flexibilitdsanak jellemzésére egy adott fehérjén beliil. Misszensz mutéaciok,
vagy konformacidvaltozdsok megvaltoztathatjdk egyes fehérjerészeknél a
fluktuaciokat. A nem aktivalt AT-t tartalmazd szimuléciok soran az ATBp3 a vad
tipushoz és az AT Baselhez viszonyitva mérsékelten megnovekedett fluktudciokat

mutatott (39. abra).

RMSF (A)
RMSF (A)

150 200 250 300 50 100 150 200 250 300 350 400
Residue Residue
— WT — L99F — P41L — WT — L99F — P41L

(average of 2 sim.) (average of 2 sim.) (average of 2 sim.) (average of 3 sim.) (average of 3 sim.) (average of 3 sim.)

50 100 150 200 250 300 350 400
Residue Residue
— WT wm  R47H (neutral) s R47H (protonated) — WT mmm  R47H (neutral) s R47H (protonated)

(average of 2 sim.) (average of 2 sim.) (average of 2 sim.) (average of 3 sim.) (average of 3 sim.) (average of 3 sim.)

39. abra. Az RMSF (root mean square fluctuations) abrazolasa a vad tipusu és a

mutans antitrombinok esetében.

Két (ITIF, nem aktivalt), illetve harom (INQ9Y, AT-pentaszacharid komplex) fiiggetlen szimuldacio
atlagait mutatjak az abrak. Az A és C abra a nem aktivalt AT szimuldciokat mutatja, a B és D abra pedig
az AT-pentaszacharid komplexet tartalmazo szimulaciokat mutatia. A gorbék hattere a fehérje
masodlagos szerkezete alapjan van szinezve, ahol a narancs az alfa-hélixet, a kék a béta-redot
szimbolizalja. (Gindele, R., Pénzes-Daku, K., Balogh, G., Kallai, J., Kissné Bogati, R., Bécsi, B., Erdodi,
F., Katona, E., Bereczky, Z.: Investigation of the Differences in Antithrombin to Heparin Binding among
Antithrombin Budapest 3, Basel, and Padua Mutations by Biochemical and In Silico Methods.
Biomolecules. 11 (4), 1-18, 2021. kézleményiink alapjan.)

Megnovekedett fluktudciokat mutattunk ki az ATBp3 fehérje mutacido (99F)
altal érintett részében (50-100. aminosavak) €s tavolabbi régidkban is (320-330, 360-
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380 és 420-430 aminosavak). Mas régiokban elhanyagolhaté volt a fluktuacid
novekedés. Ezek az eredmények megfelelnek egy olyan variansnak, amelynél a nativ
konformacio6 stabilitasa csak mérsékelten csokkent, ezért érdemi szekrécidzavar nem
kovetkezik be. Ez 0Osszhangban van az ATBp3 esetében észlelt laboratoriumi
eredményekkel, vagyis azzal, hogy a mutans AT plazmaban mért koncentracidja csak
igen mérsékelten csokkent.

Az AT Basel esetében fluktudcio novekedést érdemben a 110-130 és 300-320
aminosavak altal hatarolt régiokban figyeltiink meg. Legérdekesebb az AT Padua esete,
ahol jelentds fluktuacid novekedéseket detektaltunk a 47. reziduum mindkét féle
protonaltsagi allapota esetén. A fluktuaciok kiilondsen nagyok voltak az F-hélix (180-
210 aminosavak) ¢és a 290-310 aminosavak teriiletén. Ez azt jelzi, hogy az Padua
hatdsa van. A heparin-aktivalt allapot esetében az RMSF értékek egyrészt — a nem
aktivalt allapothoz hasonloan — tiikrozik a fehérje tercier szerkezetében a mutaciok
hatasara bekovetkezo stabilitas valtozasokat, de itt az allosztérikus aktivacioban részt
vevo régidk is okozhatnak RMSF valtozasokat. E régiok a D-hélix C-teminalis része
(125-135 aminosavak), a reaktiv centrum hurok (RCL) és a FXa-val és FIXa-val
reagald exosite. Az ATBp3 varidns — a nem aktivalt modellhez hasonléan — itt is
megnovekedett fluktudciokat mutatott a vad tipushoz viszonyitva. Mig a vad tipustt AT
esetében a D-hélix C-termindlis részénél RMSF csokkenést észleltink a
pentaszacharid-kotott formaban a nem aktivalt formahoz képest (39. abra A, B), az
ATBp3 ¢és az AT Basel esetében az RMSF értékek a pentaszacharid-kotott formakban
is magasak maradtak (39. abra A, B). AT Padua esetében, ahol a nem aktivalt formanal
is magas RMSF értékeket tapasztaltunk, ezek a pentaszacharid kotott formdban is
magasak maradtak (39. abra C, D).

Az AT heparin altal torténd aktivacidja egy allosztérikus folyamat, melynek
elemeit jelen munkat megel6zden, korabban feltartuk. E folyamatban a heparin kot
régiod, a reaktiv centrum hurok (RCL) és a gatlasi folyamatban részt vevd alvadasi
faktort kot exosite vesz részt. E folyamatot olyan molekuladinamikai szimulacioval
vizsgaltuk, ami képes egymadssal Osszefliggd molekuldris elmozduldsok
tanulméanyozéasara. Ebben az elemzésben az AT Basel a vad tipustt AT-hoz hasonlé
mintdzatokat mutatott, azt jelezve, hogy e varidnsnak csekély hatdsa van az

allosztérikus aktivaciora. Az ATBp3 ¢és az AT Padua esetében viszont a vad tipustol

192



zsbereczky 271 24

kiilonb6z6 mintazatokat észleltiink, igy e varidnsokrol feltételezhetd, hogy hatéssal
vannak az allosztérikus folyamatokra.

Végiil, megvizsgaltuk a pentaszacharid gytirti és interglikozidos atomok, azaz a
ligand RMSD értékeit (root mean square deviations), a kiillonb6zé AT varidnsok
esetében. Megallapitottuk, hogy a vad tipus, ATBp3, AT Basel esetében nincs a
pentaszacharidra vonatkoztatott RMSD értékekben kiilonbség. Az AT Padua esetében
viszont, annak protonalt valtozata esetén, megndvekedett pentaszacharid RMSD

értekeket figyeltiink meg (40. abra).

1NQ9, WT, 1 1NQ9, WT, 2

1NQ9, WT, 3

| s o

1NQ9, L99F, 1 1NQ9, L99F, 2

1NQY, L99F, 3
1NQ9, PA1L, 1 1NQ9, Pa1L, 2

1NQ9, P41L, 3

1NQ9, R47H, neutral 1 1NQ9, R47H, neutral 2

fw$MWww~5WA~MwNW

1NQ9, R47H, neutral 3

p—

1NQ9, R47H, protonated 1 1NQ9, R47H, protonated 2

NN NN

1NQ9, R47H, protonated 3

40. abra. A pentaszacharid gyiuri és interglikozidos atomok RMSD értékei a
kiilonb6z6 AT-pentaszacharid rendszerek szimulacioi soran, az 1NQ9 Rtg
diffrakcios szerkezethez viszonyitva.

WT, vad tipus, L99F, ATBp3, P41L, AT Basel és R47H, AT Padua. Utobbi eseteben a semleges és a
protonalt valtozatot is szimulaltuk. (Gindele, R., Pénzes-Daku, K., Balogh, G., Kallai, J., Kissné Bogati,
R., Bécsi, B., Erdédi, F., Katona, E., Bereczky, Z.: Investigation of the Differences in Antithrombin to
Heparin Binding among Antithrombin Budapest 3, Basel, and Padua Mutations by Biochemical and In
Silico Methods. Biomolecules. 11 (4), 1-18, 2021. kozleményiink alapjan.)
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Teljes, vagy kozel teljes ligand disszocidciot egyik szimuldcidban sem
figyeltiink meg. Azt figyelembe kell venni, hogy az elemzéseinket a 3-AT izoformara
végeztiik el, ahol — az eggyel kevesebb N-glikozilalt Asn reziduum miatt — az AT-
heparin interakcié alapvetéen erdsebb. Azért kellett mégis ezt az izoformat
hasznalnunk a modellezések sordn, mert jobb konforméciés mintavételezést tett
lehetévé, mint ami a kdtéhely kozelében glikozilalt a-izoforma esetében lehetséges lett
volna.

Biokémiai ¢és in silico vizsgalataink eredményeit Osszefoglalva az elsd
tanulsdgot az ATBp3 varidnsndl a laboratoriumi diagnosztika soran észlelt enyhén, de
konzekvensen csokkent AT antigén koncentracidoval kapcsolatban vontuk le. A
nanoDSF kisérleteinkben az ATBp3 homozigota betegek plazmaibol tisztitott AT
esetében csokkent termostabilitast talaltunk, ami az in silico vizsgalatokban is
megerdsitést nyert, ahol a D-hélix elongacidja volt megfigyelhetd, illetve magasabb
RMSF volt detektalhat6 a nativ, nem aktivalt AT struktiraban. Ezek az eltérések nem
tul sulyosak, de egy enyhe szekrécids zavart eredményezhetnek, vagy éppen az ATBp3
fokozott eliminacidjahoz vezethetnek annak instabilitdsa miatt. Ugyan pulse-chase
kisérleteket az ATBp3 esetében nem végeztek még, és mi sem végeztiink ilyen
kisérleteket, de két tanulmanyban, ami az ATBp3 muticios hely kozelében 1évo
mutacidkat vizsgalt, csokkent szekréciodt allapitottak meg [439,440].

Vizsgalataink f6 célja az egyes variansok heparin kotésével kapcsolatban
feltételezett kiilonbségek igazolasa volt. A kiilonb6zé ATD ITHBS betegek plazmaiban
végzett keresztezett immunelektroforézis azt mutatta, hogy az AT Padua a leginkabb
érintett AT heparin affinitds szempontjabol. Mivel AT Basel és AT Padua homozigéta
betegek nem léteznek, a tovabbi vizsgalatokat rekombinans, HEK293 sejtekben
expresszalt, majd affinitds kromatografiaval tisztitott AT-okon végeztik. Az
immobilizalt heparin felszinen végzett SPR kisérleteink eredményei is azt mutattak,
hogy az AT Padua heparin affinitisa a leggyengébb (Kp=1,08x10°M). A kiilonboz6
ITHBS AT-ok koziil a vad tipushoz legkdzelebb az ATBp3 4llt e tekintetben, jollehet
még itt is két nagysagrendnyi kiilonbséget mutattunk ki. Heparin affinitas tekintetében
az AT Basel a kettd, azaz az ATBp3 és a AT Padua koz¢ esett. Az in silico vizsgalatok
eredményei azt mutattdk, hogy az AT Basel varians befolyasolja legkevésbé a
molekularis fluktuacidkat és az allosztérikus utvonalakat, ezért nem valdszinti, hogy ez

a mutacidé erds destabilizald hatdssal birna a fehérje masodlagos és harmadlagos
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szerkezetére. Kimutattuk ugyanakkor, hogy a 22-46 aminosavak 4ltal hatarolt
hurokszerkezet megvaltozott konformacidja hatdssal lehet az AT-heparin kotddésre. Az
ATBp3 esetében megndvekedett fluktudciokat detektaltunk a fehérjében a heparin kotd
régio kozelében, de tavolabbi régiokban is. Ugy talaltuk, hogy e varians hatassal van
az allosztérikus Utvonalakra, amik az AT konformacios aktivalédasaban részt vesznek.
In silico kisérleteink alapjan is az AT Padua tiinik a legstilyosabban érintett varidnsnak.
A fluktuaciok itt voltak a legnagyobbak, mind a nem aktivalt, mind az aktivalt
allapotokban, az allosztérikus titvonalak szintén érintettek voltak. A szimulaciok alatt
jelentds pentaszacharid disszociaciot egyik varidnsnal sem figyeltiink meg, igy
szabadenergia szamitdsokat és kvantitativ analizist sem tudtunk késziteni. Ehhez még
haladébb médszerre van sziikség, mint példaul a kozelmultban publikalt LiGaMD [441].
A biokémiai és in silico vizsgalatok eredményeit tobb okbdl sem egyszerii leforditani a
klinikum nyelvére. Egyrészt, az in vitro tanulmanyok tisztitott rekombinans fehérjéken
torténtek és az ATBp3 kivételével nem léteznek homozigota betegek, ezért a kiillonbozo
mutacidk fenotipusra gyakorolt hatasat a jelen 1év0 normal allélrol expresszalodott AT
biztosan befolyasolja. Masrészt, az a-AT és B-AT egymdashoz viszonyitott aranya
kiilonbozo lehet a betegekben és ez szintén hatassal lehet az adott betegben észlelt AT
heparin affinitdsara. Harmadrészt, mivel a thrombosis egy komplex betegség, az ATD
altal okozott kockazatot egyéb genetikai és kornyezeti tényezOk nyilvanvaléan
modositjak, e tényezOk szintén kiilonbozhetnek a betegekben. Tovabba 1étezhetnek
protektiv faktorok is, melyeket részleteiben még nem ismeriink, de ezek jelenléte akar
gén-gén, akar gén-kornyezet interakciok révén befolyédsolhatjdk az ATD mellett
kialakul6 klinikai fenotipust. Mindenesetre, e felvetett kérdések és bizonytalansagok
tovabbi vizsgalatokat inicidltak, melyeken kutatécsoportommal és nemzetkozi
kollaborécioban jelenleg is dolgozunk.

Vizsgalatunk jelentségét alatamasztja, hogy korabban sem olyan biokémiai,
sem olyan in silico vizsgalatok nem torténtek, ahol a haromféle AT IIHBS varianst egy
kisérletben, azonos mddszertannal hasonlitottak volna dssze. Komplex vizsgalataink
eredményei magyarazatot szolgaltattak az ATBp3, AT Basel és AT Padua eltérd
viselkedésére a laboratdriumi diagnosztikai tesztekben és indirekt modon a klinikai

tiinettant illetden megfigyelt kiilonbozdségekre is.
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5.2.5 Az Antitrombin muticidk klinikai, laboratériumi és biokémiai karakterizalasa

Az ATD-val val6 évtizedes munkank soran ugyan zommel ITHBS tipussal talalkoztunk,

de ritkan el6fordultak olyan betegek is, akik kordbban még nem karakterizalt, uj AT

varianssal rendelkeztek. Egyik ilyen betegiink esete kapcséan térképeztiink fel egy nagy,

tobb generaciés ATD csaladot és jellemeztiik a deficienciat klinikai, laboratériumi és

biokémiai szempontokbol.

5.2.5.1 Az AT Debrecen klinikai és laboratoriumi jellemzoi

Egy négy generacids csalad dsszesen n=31 tagjat vontuk be a tanulmanyba. Koziiliik

n=20 személy ATD-nek bizonyult. A betegek klinikuma és a rutin laboratériumi

diagnosztika soran sziiletett eredmények a XXII. Tablazatban lathatoak.

XXII. Tablazat. Az Antitrombin Debrecen betegek klinikai és laboratoriumi

jellemzoi
1D Elsé Eletkor az | Szekunder | Rekurrens AT AT antigén
(nem) | thrombosis elso profilaxis | thrombosis aktivitas (g/L)
tipusa thrombosis (%)
idején (év)
/1 (F) | MVT 34 - Multiplex NA NA
TE
/1 (N) | MVT 65 VKA MVT 63 NA
1I/4 (N) | PE 15 - - NA NA
1I/5 (F) | PE 34 VKA MVT+PE, 38 NA
AMI

/8 (N) | MVT 35 VKA MVT, SVT | 58 0,20
11/9 (N) | MVT+PE 42 VKA MVT 65 0,22
/11 MVT 40 VKA MVT 55 0,18
()

11/13 Sinus 36 - - NA NA
(F) thrombosis

111/4 MVT 34 VKA - 59 0,19
()

/11 MVT 32 VKA - 63 NA
()

v/ nincs - - - 61 0,16
()

1v/4 nincs - - - 56 0,15
()

MVT, mély véndas thrombosis; VIE, vénas thromboembolia; PE, tiidéembolia; SVT, superficialis vénds

thrombosis; AMI, acut myocardialis infarctus;, VKA, K-vitamin antagonista; F, férfi; N, no; NA, nem
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elérheto. Az AT aktivitas referencia tartomany 80-120%, AT antigén referncia tartomanya 0,19-0,31 g/L.
A 1I/4 és 1I/13 beteg thrombosis kévetkeztében elhunyt, a tobbiek tuléltek. (Selmeczi, A., Gindele, R.,
llonczai, P., Fekete, A., Komaromi, 1., Schlammadinger, A., Molndrné Razsé, K., Kovdcs, K., Bardos,
H, A’ddny, R., Muszbek, L., Bereczky, Z., Boda, Z., Olah, Z.: Antithrombin Debrecen (p.Leu205Pro) -
Clinical and molecular characterization of a novel mutation associated with severe thrombotic tendency.
Thromb. Res. 158 1-7, 2017. kozleményiink alapjan.)

A proband (II/8) a vizsgéalatunk idején 75 éves ndbeteg, anamnesisében
tobbszords thrombosisokkal, majd postthromboticus syndromaval. Az ATD
diagnozisat 45 éves koraban allitottak fel, de ekkor genetikai vizsgalat még nem
késziilt. A diagndzis birtokaban élethosszig tarté K-vitamin antagonista készitményre
allitottak. A proband édesapja (I/1) tiidéembolidban hunyt el 62 éves kordban, az ATD
diagnozisat ndla soha nem erdsitették meg (vizsgalati lehetdségek hidnydban),
antikoaguldlva nem volt. A proband hét testvére koziil hatan szintén szenvedtek
thrombosist, koziiliik két testvér thrombosisa fatalis kimenetelli volt. A II/5 személy
mind vénas, mind artérids thrombosist szenvedett, § myocardialis infarctusban halt meg
51 éves koraban. A legfiatalabb generdcié két tagja a vizsgélatunk idején még
tiinetmentes volt, de 0k még igen fiatalok (18 és 21 évesek). A csaladban az els6
thrombosis idején az életkor medidnja 36,7 év volt (tartomény 15-65 ¢év), minden
esetben nem provokalt eseményrdl volt sz6. Egyéb thrombophilia egyik csalddtagnal
sem igazolodott. A laboratériumi eredmények I-es tipusu ATD-t valdszintisitettek, bar
a betegeknél az AT antigén koncentracid csupan hatarérték csokkent volt, ami tobb
betegnél nem allt aranyban az AT aktivitas csokkenésének mértékével. A genetikai
vizsgalat ¢.614T>C (p.Leu205Pro) mutaciot igazolt, az érintett személyeknél

heterozigdta formaban.

5.2.5.2 Az AT Debrecen biokémiai karakterizdlasa és in silico jellemzése
A HEK293 sejtekben expresszalt vad tipusi és mutans (Pro205) AT fehérje
mobdszerrel vizsgaltuk 4 fliggetlen mérésben. A fehérjéket Western blot technikaval
vizualizaltuk. A vad tipustt AT egy markans savként, mig a Pro205 AT fehérje egy
halvany savként jelent meg 58 kDa magassagnal a sejtek feliiliszojabol. A
sejtlizatumban mind a vad tipusu, mind a mutans AT jol lathato volt. Az AT antigén
koncentraciot 48 oraval a transzfekciot kovetden mértiik. A B-galaktozidaz aktivitasra
korrigaltuk a transzfekcios hatékonysagot. Az AT koncentracié a vad tipusu plazmiddal

transzfektalt sejtek feliiliszdjdban 2,33 £+ 0,76 pg/mL, mig a Pro205 muténssal
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transzfektalt sejtekében csak 0,56 + 0,43 pg/mL volt. A WB-nak megfeleléen a
sejtlizatumban az AT koncentraci6 2,83 + 1,40 pg/mg fehérje a vad tipus és 2,86 = 1,10
ng/mg fehérje a mutans AT esetében (41. abra). Az amidolitikus tesztet elvégezve 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 rekombinans fehérjék specifikus aktivitasa (egységnyi
fehérjemennyiségre vonatkoztatott aktivitas) 3 fiiggetlen kisérletbdl a Pro205 AT-ra
nézve 3,94 £0,95 U/mg, mig a vad tipusu AT-ra vonatkoztatva 7,79 + 2,10 U/mg volt.

Médium Sejtlizatum
[ LI 1
Mock WT  Pro205 Mock WT Pro205

C
58kDa—>- - -
- -

40kDa —> o G o
B-aktin
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Antigén koncentracio
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40
20 i |

Médium Sejtlizatum

41. abra. A vad tipusi (WT) és a Pro205 mutians AT fehérjék expressziojanak

detektalasa Western blot (A) és ELISA (B) mdédszerekkel

A. Az SDS-PAGE analizis nem-redukalo kériilmények kozott zajlott. A pozitiv kontrol (C) 5 egészséges
egyéntol szarmazo, 40-szeresen higitott plazma volt. Negativ kontrolként a ,,mock” transzfektalt sejteket
hasznaltuk. A béta-aktint alkalmaztuk, mint belsé kontroll.

B. Az AT antigén szinteket 4 fiiggetlen kisérletben, ELISA modszer segitségével hataroztuk meg a
transzfektalt HEK293 sejtek médiumabol és sejtlizatumabol. Az eredményeket normalizaltuk a

crer

megadva. A szorasok fel vannak tiintetve az oszlopdiagramon. (Selmeczi, A., Gindele, R., llonczai, P.,
Fekete, A., Komaromi, 1., Schlammadinger, A., Molndrné Razsé, K., Kovdcs, K., Bardos, H., A’ddny, R,
Muszbek, L., Bereczky, Z., Boda, Z., Olah, Z.: Antithrombin Debrecen (p.Leu205Pro) - Clinical and
molecular characterization of a novel mutation associated with severe thrombotic tendency. Thromb.
Res. 158 1-7, 2017. kozleményiink alapjan.)

A Pro205 mutans fehérjét a vad tipushoz hasonlé mennyiségben mutattuk ki a
sejtek lizadtumaban, ezek alapjan a protein szintézis nem ¢érintett. Ezzel szemben a sejtek
feliiluszojaba csak csekély mennyiségli mutans fehérje jutott ki, ami szekrécios zavarra

utalt. A Pro205 fehérje specifikus aktivitasa is csokkent a vad tipushoz képest. Az
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eredmények 0sszességében egy komplex (mennyiségi zavar a szekrécio defektusa miatt
¢s funkcionalis zavar) defektusra utalnak.

Megvizsgaltuk a mutdns AT intracellularis elhelyezkedését (42. abra) és a vad
tipusu és mutans AT egyes sejtorganellumokkal valé kolokalizacidjat numerikusan is
jellemeztiik. Ahogyan azt vartuk, a vad tipus esetében egyik sejtalkotéval sem
mutattunk ki erés kolokalizaciot, mig a mutans AT esetében a transz-Golgi és 26S
proteaszomat jelolé markerekkel jelentdsebb egyiittallast detektaltunk. A Pearson
korrelacios koefficiens értéke transz-Golgi esetében 0,48, a 26S proteaszéma esetén

0,71 volt, utébbi erds kolokalizaciot jelent.

A, ER Cis-Golgi Trans-Golgi 26S proteasome

AT -WT

AT — Pro205

PPI1

Ratio of colocalization

= *+

WT_ER P205_ER WT_CG P205_CG WT_TG P205_ TG ~ WT-26SP P205_26SP

42. abra. A vad tipust (WT) és a Pro205 antitrombin (AT) Kkettos

immunfluoreszcens festése.

A, A WT és Pro205 AT konfokalis mikroszkopos felvételei. A sdarga szin az egymadsra vetitett (merge)
képeken kolokalizaciot jelez az AT és az egyes sejtorganellumoknak megfelelé markerek kozott. Az AT-t
zolddel, a sejtorganellumokat pirossal latjuk, a sejtmag kék. B, A kolokalizacio kvantitativ elemzese
Protein Proximity Analyzer (PPA) szoftverrel. A PPI1 érték (0-1 kozotti értéket vehet fel), ami a vertikalis
tengelyen lathato, az AT azon hanyadat jelenti, ami kolokalizal az adott sejtorganellum markerével. Az
dbran a PPIl median és minimum-maximum értékek lathatoak. Roviditések: ER, endopiilazmas
retikulum; CG, cisz-Golgi; TG, transz-Golgi; 26S P, 26S proteaszoma. #*p=0,0161, *#p<0,0001.
(Selmeczi, A., Gindele, R., llonczai, P., Fekete, A., Komdromi, 1., Schlammadinger, A, Molndrné Razsé,
K., Kovacs, K., Bardos, H., A’ddny, R., Muszbek, L., Bereczky, Z., Boda, Z., Olah, Z.: Antithrombin
Debrecen (p.Leu205Pro) - Clinical and molecular characterization of a novel mutation associated with

severe thrombotic tendency. Thromb. Res. 158 1-7, 2017. kézlemenyiink alapjan.)
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A p.Leu205Pro mutédcié hatasat in silico is jellemeztiik a korabban mar
emlitésre keriild modszertannal. Roviden, a 4ps-os szimulacid sordn, a vad tipushoz
viszonyitva jelentds kiilonbség volt észlelhetd a szimulacid elsé €s utols6é pontjanak
megfeleld trajektoridk kozott a mutans AT esetében, ezek a kiillonbségek az F-hélix N-
¢s C-terminalis részét és a mutacids helyet érintették. Az RMSD és az RMSF is
nagyobb volt a mutans AT esetében a vad tipushoz viszonyitva. Mindezek a mutans
AT szerkezeti torzulasat valoszinisitik.

Osszefoglalva, a p.Leu205Pro ATD stlyos, alapvetden kvantitativ deficiencia,
melynek hatterében szerkezeti torzulas kovetkeztében bekdvetkezd szekrécids zavar
all; a mutans AT valoszintileg letér a normal szekrécios Gtvonalrol és az abnormalis
AT emellett csokkent specifikus aktivitdssal is rendelkezik, igy végsd soron egy
komplex, sulyos fenotipust eredményezve. A klinikum szamdra ennek jelentdsége a
mar thrombosison atesett, érintett személyek élethosszig torténd antikoagulalasanak
megajanlasdban és a még thrombosist nem szenvedett, tiinetmentes, de érintett
csaladtagok primer thromboprofilaxisaban 4ll, akik esetében az biztosan javasolt

minden, a thrombosis szempontjabol fokozott kockazat szituacidban.

5.25.3 A kilenc uj, korabban nem karakterizalt antitrombin mutacio klinikai és
laboratoriumi jellemzoi
A kozelmultban azonositott kilenc 1j, kordbban nem karakterizalt mutéciot
(p-Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p-Metl21Arg, p-Leu245Pro,
p.-Leu270Argfs*14, p.Asn4501Ile, p.Gly456delins Ala Thr és p.Pro461Thr) hordozo
betegek rovid jellemzését a Betegek ¢s moddszerek fejezetben megtettiik. Az egyes
mutaciok klinikumaval kapcsolatban kiemelendd, hogy a c.41G>A (p.Argl4Lys)
mutacidé egy esetben thrombosissal tarsult, a beteg szintén mutdcié hordozo apja
azonban tlinetmentes volt. A ¢c.95G>A (p.Cys32Tyr) mutdcié sulyos, recurrens
thrombosisokkal jart, er6sen pozitiv csaladi anamnesissel (a csalddtagokat nem volt
alkalmunk vizsgalni). A ¢.232C>G (p.Arg78Gly), az AT heparin kotd helyét érintd
mutacid nem tarsult thrombosissal. A ¢.362T>G (p.Metl121Arg) és a c.734T>C,
(p.Leu245Pro) hordozésa fiatal korban elszenvedett thrombosissal jart, a ¢.807delT
(p.Leu270Argfs*14) pedig kiilondsen sulyos, recurrens thrombosissal asszocialodott.
A c.1349A>T (p.Asn450Ile) hordozasa két esetben tarsult thrombosissal, két esetben
néma volt. A ¢.1367-1368del,c.1367-1371ins (p.Gly456delins Ala-Thr) eltérés
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recurrens thrombosissal jart, végiil, a ¢.1384C>A (p.Pro461Thr) a harom, nem rokon
betegnél thrombosissal jart. A rutin laboratériumi vizsgéalatok I-es tipust, kvantitativ
deficienciat sugalltak a p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Metl21Arg, p.Leu245Pro,
p.Leu270Argfs*14, p.Asn450lle és a p.Gly456delins Ala-Thr esetekben, mig
mindségi zavarra utaltak a p.Arg78Gly és a p.Pro461Thr esetében, bar utobbinal egyes

betegek AT antigén koncentracidja enyhe csokkenést mutatott.

5.2.5.4 A kilenc uj, korabban nem karakterizalt antitrombin mutacio biokémiai vizsgalata
A kilenc 1) mutacio in vitro, in silico és szekvencia homologia vizsgalataval célunk
volt, hogy az egyes mutaciok patogenitasara indirekt és direkt bizonyitékokat gytijtstink
és ezeken keresztil az ATD alcsoportjaiba is besorolhassuk azokat, valamint
hozzajaruljunk az ATD regiszter bovitéséhez.

Elvégeztik a kilenc ) mutacié szekvencia homoldgia azonositasat hét
kiilonbozd fajban az UniProt fehérjeszekvencia adatbazis segitségével. A vizsgalt
aminosav pozicidkban, mind a hét faj esetében, azonos aminosavakat talaltunk (kivéve
a 270-es poziciot, ahol harom faj esetében leucin helyett prolin van, ezek azonban
hasonloak egymashoz, nem polaros aminosavak hidrofob oldallancokkal). Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy minden mutécio6 esetében erésen konzervalt poziciérol van szd, bar
maga a szignal szekvencia heterogén volt a vizsgalt hét fajban. A hét misszensz
mutaciot vizsgaltuk kiilonb6zé webes feliileten elérheté alkalmazas (PolyPhen2
HumDiv ¢és HumVar modellek, MutPred2, PhD-SNP, SIFT, MutationTaster)
segitségével, amelyekkel megjosoltuk az egyes mutaciok fehérje szerkezetre gyakorolt
kovetkezményét. A p.Met121Arg, p.Leu245Pro, p.Asn450lle, és p.Pro461Thr esetében
minden moddszer egybehangzoan patogénnek itélte a variansokat. A p.Arg78Gly
mutacidval kapcsolatban nem voltak egységesek az eredmények, egyes alkalmazasok
patogénnek, masok benignusnak (PolyPhen 2 programok és a PhD-SNP) josoltak. Két
misszensz mutacio, a p.Argl4Lys és a p.Cys32Tyr, az AT szignal szekvenciajaban
helyezkedik el. A PolyPhen 2 és a SIFT programok artalmasnak josoltak ezeket a
mutacidkat, mig a MutPred2 és a MutationTaster nem patogénnek itélte 6ket. A PhD-
SNP az elsé mutaciét joindulatinak a masodikat betegséget okozonak sorolta be.
Végrehajtottunk egy in silico vizsgdlatot a szignal peptid hasitdsara a SignalP 6.0.
program segitségével az ezen a szekvencian elhelyezkedd mutaciok esetében. A
program a szignal peptid hasito helyet a 32-es és a 33-as aminosav koz¢é josolta a vad

tipusi és a p.Argld4Lys mutins esetében nagy megbizhatosaggal (>0,999). A
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p.Cys32Tyr vonatkozésédban a program a hasitd helyet szintén a 32-es pozicié utdn
helyezte, de a predikci6 megbizhatésaga nagyon alacsony volt (0,542), ami e mutacid
patogén jellegét sugallta.

Biokémiai vizsgélataink sordn el6szor a tranziensen transzfektalt HEK-293
sejtek feliiluszojabol Western blot technikaval mutattuk ki a vad tipust és a mutans AT-
okat. A vad tipusu AT és a kovetkezd mutaciok esetében detektaltunk erds savot 58
kDa-nél: p.Argl4Lys, p.Arg78Gly, és p.Pro461Thr. Gyenge, vagy hidnyz6 sévot a
kovetkezd esetekben detektaltunk: p.Cys32Tyr, p.Metl21Arg, p.Leu245Pro,
p.Leu270Argfs*14, p.Asn450lle, és a p.Gly456delins Ala Thr. A sejtlizatumban a
kovetkez6 esetekben tudtunk AT-t kimutatni: p.Argl4Lys, p.Arg78Gly, p.Met121Arg,
p.Leu245Pro, p.Gly456delins Ala Thr és a p.Pro461Thr. A p.Cys32Tyr,
p-Leu270Argfs*14, és a p.Asn450lle esetében az AT hidnyzott, vagy csak nagyon

halvany savként jelent meg (43. dbra A része).
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43. abra: A vad tipusu és a mutans antitrombinok kimutatisa Western blot
technikaval a tranziensen (A) és a stabilan (B) transzfektalt HEK-293 sejtek
felilluszojabol és a sejtek lizatumabol.

Az SDS-PAGE nem-redukalo koriilmények kozott tortént. A sejt lizatumok esetében a tubulin (55 kDa)
szolgalt kiilsé kontroll fehérjeként. A Mock-transzfektalt sejtek negativ kontrollként, a 40-szeres
higitasban felvitt poolozott plazma pozitiv kontrollként szolgalt. (Kallai, J., Gindele, R., Pénzes-Daku,
K., Balogh, G., Kissné Bogati, R., Bécsi, B., Katona, E., Olah, Z., llonczai, P., Boda, Z., Réna-Tas, A.,
Nemes, L., Marton, I, Bereczky, Z.: Clinical and Molecular Characterization of Nine Novel
Antithrombin Mutations. Int. J. Mol. Sci. 25 (5), 1-19, 2024. kozleményiink alapjan.)
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A transzfektalt sejtek lizatumabdl és a feliiluszobol ELISA mddszerrel mért AT
antigén szintek Osszhangban voltak a Western blot eredményeivel. A Western blot
analizis és az ELISA eredményei alapjan a mutaciokat harom csoportba soroltuk. Az
elsé csoportba azokat soroltuk (p.Cys32Tyr, p.Leu270Argfs*14, és a p.Asn450lle),
melyeknél alacsony AT fehérje expresszidt detektaltunk mind a feliiliszoéban mind a
sejtlizatumban, ami alacsony szintli fehérjeszintézisre vagy akadr az mRNS hianyara is
utalhat (utobbi lehetdséget RT-qPCR-rel cafoltuk). A masodik csoport (p.Met121Arg,
p.Leu245Pro, és a p.Gly456delins_ Ala Thr) magas AT fehérje expressziét mutat a
sejtlizatumban de alacsony AT fehérje expressziot a feliiliszoban, ezzel szekrécios
zavarra utalva. A harmadik csoport (p.Argl4Lys, p.Arg78Gly, p.Pro461Thr) azokat
foglalja magaba, ahol az AT fehérje erdsen kimutathaté mind a sejtlizatumban mind a
felilliszoban. Ezek a mutdnsok lehetnek funkciondlis variansok vagy az AT
szerkezetére és funkciojara csak csekélyebb hatdssal birnak.

Hat mutacié esetében (p.Argl4Lys, p.Cys32Tyr, p.Arg78Gly, p.Met121Arg,
p-Leu245Pro, és a p.Pro461Thr) stabil transzfekciot is végeztliink annak érdekében,
hogy nagyobb fehérje hozamot érjiink el a tovabbi (funkcionalis) vizsgalatokhoz. A
stabil transzfekcido mindségének ellendrzésére Western blot technikat alkalmaztunk és
detektaltuk a vad tipusu és a hat mutans AT fehérjét a sejtek feliiluszojabol (43. abra
B része). A mutansok heparin kofaktor aktivitds (hc-anti-FXa) és progressziv aktivitds
(p-anti-FXa) eredményeit a vad tipus AT aktivitasdhoz (melyet 100%-nak vettiink)
viszonyitva adtuk meg. A hc-anti-FXa értékek a kovetkezdek voltak: p.Argl4Lys 85,16
+ 18,99 %; p.Arg78Gly 61,50 £ 8,50 %; p.Met121Arg 106,5 + 26,67 %; p.Leu245Pro
110,00 £ 25,07 %; és p.Pro461Thr 93,75 + 44,67 %. p-antiFXa értékek pedig a
kovetkezdképpen alakultak: p.Argl4Lys 99,56 + 30,07 %; p.Arg78Gly 67,54 + 59,85
%; p-Met121Arg 133,46 + 46,10 %; p.Leu245Pro 120,14 + 43,47 % ¢és p.Pro461Thr
160,27 + 67,06 %. A p.Argl4Lys, p.Met121Arg, és p.Leu245Pro mutansok esetében
az AT aktivitdés nem mutatott csOkkenést a heparin kofaktor és a progressziv
mérésekben és a két mérés aranyos eredményeket adott. A funkciondlis mérések
diskrepanciat mutattak, ezért megvaltozott heparin kotést feltételeztiink a p.Arg78Gly
¢és a p.Pro461Thr AT esetében. Ezért ezen két mutacid heparin kotd tulajdonsagat (és
kontrollként a vad tipust) vizsgaltuk tovabb tisztitott rekombindns fehérjék
felhasznalasdval SPR modszerrel. A kdlcsonhatéas kinetikus és affinitasi paramétereit
kiilonb6zé AT koncentracional mért szenzorgramokbol szamoltuk és atlagoltuk az

egyes antithrombinokndl. Ahogy vartuk, a legerdsebb AT-heparin kotés a vad tipus
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estében volt megfigyelhetd (Kp = 8,49 x1077 M). Az asszociacios allando k, = 2,66 x10°
1/Ms. Ezek az adatok azt mutattak, hogy az AT-heparin komplex a leggyorsabban a
vad tipusi AT esetében alakult ki. A p.Arg78Gly AT mutinsnal a kovetkezd
eredményeket kaptuk: Kp = 1,69 x10¢ M és az asszociacios konstans k, = 1,15 x10°
1/Ms. A p.Pro461Thr AT mutans vonatkozasaban a kovetkezd eredményeket kaptuk:
Kp = 1,61 x10°® M és az asszociacids konstans k. = 1,38 x10* 1/Ms. Ezek az
eredmények a vad tipusndl gyengébb heparin affinitasra utaltak a két vizsgalt mutans
esetében.

Azokat a mutansokat (p.Metl21Arg, p.Leu245Pro, p.Asn450lle,
p.Gly456delins_ Ala Thr), melyeknél szekrécios zavart feltételeztiink, N-glikozidaz F
emésztéssel tovabb vizsgaltuk, ¢és a vad tipussal megegyezd mintazatuk alapjan az N-
glikozilaci6 defektusat esetiikben kizartuk.

Szisztematikusan végzett in vitro biokémiai vizsgalataink eredményeit
Osszegezve ¢és az in silico predikciokkal 0sszevetve, a kilenc (1j SERPINC1 mutaciot az
alabbiak szerint értékeljiik és csoportositjuk:

1. A rekombinans p.Argl4Lys AT mennyisége nem volt szignifikdnsan
alacsonyabb, mint a WT AT fehérje (a Western blot, az AT antigén ¢és aktivitas
eredmények alapjan). Ezek és a varians pozicidja (a szigndl peptid N-terminalis
nem erdsitik meg kétségteleniil a mutacid patogén voltat, és azt sugalljak, hogy
az index beteg MVT-jének és alacsony AT szintjének hatterében egyéb okozati
tényezd is allhatott. Elképzelhetd az AT gén transzkripcios kontrolljaban vagy
poszttranszlacidos modositdsban részt vevd gének muticioi, vagy az AT
eltavolitasaban részt vevd fehérjék génjeinek eltérései, melyeket nem
vizsgaltunk, de az is lehetséges, hogy a p.Argl4Lys mutacidhoz kapcsolodik
amit nem detektaltunk a Sanger szekvenalassal, és egyiitt okozzék az alacsony
AT szintet. Sajnos nem tudtunk kiterjesztett csalddvizsgéalatot végrehajtani a
varians és az okozott betegség kapcsolatanak tovabbi elemzésére.

2. A fehérje szintézis zavarat (transzlacios, poszt-transzlacios defektus), igy I-es
tipusi ATD-t okozé eltérések a p.Cys32Tyr, a p.Leu270Argfs*14 és a
p-Asn450Ile variansok.

3. Szekréciés zavart okozd, igy szintén I-es tipust ATD-hoz vezetd eltérések a

p-Metl21Arg, a p.Leu245Pro és a p.Gly456delins Ala-Thr.
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4. Heparin kotés zavaraval jaro, enyhe Il-es tipusi ATD-hez vezet a p.Arg78Gly
varians.

5. Pleiotrop hatasu II-es tipusu ATD-vel jar a p.Pro461Thr, hiszen a beteg
plazmajaban a hc-anti-FXa és a p-anti-FXa AT aktivitas értékek aranytalanul
alacsonyak voltak az AT antigén értékekhez képest, ezzel inkabb funkcionalis
ATD-re utalva. A rekombinans p.Pro461Thr fehérje Western blot analizise és
az AT antigén meghatarozas magas AT fehérje szinteket mutatott a médiumban
¢s a sejtlizatumban is. A heparin kofaktor aktivitas aranytalanul csokkent volt a
progressziv aktivitdshoz képest. Az SPR mérések alatdmasztottdk a modosult

heparin — AT kdlcsonhatast.

Az ATD-val kapcsolatos, szertedgazo vizsgalataink rovid Osszefoglaldsaként
elmondhatjuk, hogy feltérképeztilk a hazai ATD genetikai hatterét, melynek soran
megallapitottuk, hogy a magyarorszagi ATD betegek tobb mint 80%-a egy rekurrens
mutaciét hordoz (p. Leul31Phe, ATBp3), melynek alapitd hatasat polimorf genetikai
markerekkel igazoltuk és felvetettik a mutdcid roma eredetét. A nemzetkodzi
irodalomban a legnagyobb szami ATBp3 beteg klinikumat elemezve felfedeztiik az
melynek hatterében az in utero elszenvedett sulyos thrombosist véljiik. Leirtuk, hogy a
IIHBS tipust ATD mind klinikumat, mind laboratériumi jellemzdit tekintve
kiilonbozik az I-es tipust kvantitativ és az egyéb Il-es tipusii mindségi deficienciaktol,
s6t, a ITHBS tipuson beliil, a leggyakoribb variansok (ATBp3, AT Basel, AT Padua)
szintén kiilonbdzd klinikummal és laboratdriumi viselkedéssel birnak. E harom
rekurrens ATD IIHBS varidns heparinnal valo kapcsolatat in vitro rekombinans
rendszerekben ¢€s in silico mddszerekkel vizsgalva bizonyitottuk a kiillonbdz6 mértéki
heparin affinitast és feltartuk a hattérben allo strukturalis rendellenességek természetét.
Ezen tal megallapitottuk, hogy az ATBp3 muticid6 nem pusztdn heparin kotés
rendellenességgel jaré forma (enyhe heparin kotés zavar), de enyhe szekrécids
zavarhoz vezetd molekularis instabilitdssal is jar. A [IHBS ATD-ra fokuszalva
laboratoriumi tesztet fejlesztettiink, ami nemcsak a heparin jelenlétében torténd he-anti-
FXa aktivitast, hanem az annak hidnyaban észlelhetd, progressziv aktivitast (p-anti-Xa)
is detektélja, és a tesztet automata koagulométerekre adaptaltuk, majd diagnosztikus
algoritmust javasoltunk az ATD hatékony diagnosztikdja érdekében, beleértve a

genetikai testek helyét és szerepét is a diagnosztikai folyamatban. Bizonyitottuk, hogy
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az ATD elsdvonalbeli tesztjeként alkalmazott, heparin jelenlétében torténd AT aktivitas
meghatdrozasra szolgalo kereskedelmi forgalomban kaphato tesztek nem ekvivalensek
a teljesitOképesség szempontjabol, ¢s feltartuk, hogy mely esszé kondicidok a
legkritikusabbak (FXa vs. trombin, heparin koncentracio, ionerd). Tapasztalataink és
szisztematikus klinikai laboratériumi vizsgdlataink nyoman javaslatot tettiink a
legmegfeleldbb reagens jellemzdire és segitettiink optimalizélni a kevésbé szenzitiv
reagenst. Uj AT mutaciok patogenitasat igazoltuk biokémiai és in silico médszerekkel.
Felismerve, hogy az ATD ritka betegség mivoltabol fakaddan egy-egy centrum
esetszama ¢és tapasztalata kevés ahhoz, hogy klinikai és laboratériumi ajanlésokat
fogalmazhassanak meg, kezdeményeztiik és felvallaltuk egy nemzetkdzi ATD regiszter
kialakitasat ¢s gondozasat. A regiszterben, az értekezés jelen fejezetének irdsakor mar
kozel 700 beteg adatai talalhatoak, igy hamarosan lehetdség nyilik nagyobb volumenti

statisztikai elemzésre és nemzetkozi ajanlasok megfogalmazasara.

5.2.6 Vizsgalatok protein C deficienciaban

A thrombosis munkacsoportunk az elmult 15 év alatt mar tobb mint kétszaz protein C
deficiens (PCD) beteg esetében végezte el a komplex diagnosztikat. Erdeklddésiink
fokuszteriiletébe a kétféle — alvadéasi id6 meghatdrozason alapuld vs. kromogén
amidolitikus teszt — teljesitoképességének Osszehasonlitdsa all, ami azért 1ényeges
kérdés, mert az alvadasi tesztet szamos preanalitikai és analitikai tényezd befolyasolja,
elsdsorban aldmérést eldidézve, fals pozitiv teszt eredményt okozva. Ilyen tényezd
példaul az APC rezisztencia, ami a hazai népességben gyakori, ezért ez az interferencia
nalunk mindennapos diagnosztikai probléma. Egyszerti lenne kovetni azt a gyakorlatot,
amit a legtobb nemzetkdzi ajanlas is tdmogat, hogy kromogén modszertant
alkalmazzunk elsé vonalbeli sziirdtesztként, ezzel kikiiszobolve az APC rezisztencia
altal okozott problémat. Ugyanakkor arra is tekintettel kell lenniink, hogy bizonyos
PCD tipusokat (IIB) a kromogén teszt nem detektdl megbizhatéan, és e tipus
prevalenciajat nem ismerjiik, bar azt sejtjiik, hogy igen ritka. Amig pontos adatokkal és
szisztematikus klinikai laboratoriumi vizsgalatok eredményeivel nem rendelkeziink
(ilyen vizsgélat munkacsoportunkban is zajlik) azt ajanljuk, hogy a kétféle tesztet
egymas mellett, megfontolt algoritmus mentén alkalmazzuk annak érdekében, hogy
minél kevesebb fals diagnozis sziilessen, de ne tévessziink el kimutatni egyetlen PCD

beteget sem.
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A PCD betegeink kozott sok ismert PROC mutacidval rendelkezd személy van,
azonban elszortan taldlkoztunk 1j varidnsokkal is. Koziilik két beteg esetében
elvégeztiik a komplex laboratoriumi és in vitro vizsgéalatokat is a mutaciok PC fehérjére
gyakorolt hatasainak megallapitasara. A betegek klinikuma a modszertani fejezetben
mar ismertetésre keriilt. Roviden, egy fatalis purpura fulminansban szenvedé csecsemd
¢s egy Otven éves, elsd thrombosisat 24 éves korban elszenvedd ndbeteg esetét
dolgoztuk fel. A csecsemd PC aktivitasa alvadasi tesztet alkalmazva 1% alattinak
bizonyult (¢életkorspecifikus referencia érték 42+11%). A PC antigén koncentracid 5%
volt. Az AT és a PS aktivitdsa életkoranak megfeleld volt (mindketté 60%). APC
rezisztencia nem igazolddott, a beteg vad tipustnak bizonyult a FII20210G>A
polimorfizmusra nézve is. A PROC génben, transz helyzetben egy-egy 0j mutaciot
detektaltunk (c.230A>G, p.Asp77Gly és c.488C>A, p.Alal63Glu), a beteg tehat
Osszetett heterozigdtdnak bizonyult, ami magyardzta a homozigdtdkhoz hasonld
klinikumot és laboratériumi eredményeket. A beteg édesanyja, aki a vizsgalat idején 23
éves volt, hordozta a p.Asp77Gly varianst, PC aktivitasa és antigén szintje 51% és 49%,
édesapja pedig, aki 24 éves volt, a p.Alal63Glu mutaciét hordozta, PC aktivitdsa és
antigén szintje 58%, illetve 52% volt. Egyikiik sem szenvedett thrombosist a vizsgélat
idejével bezarolag. Az édesanyanak harom lanytestvére koziil ketten szintén érintettek
voltak (21 és 22 évesek), tlinetmentesek, PC aktivitas és antigén szintjiik a heterozigota

allapotnak megfelelden alakult (43. abra).
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43. abra. A protein C deficiens csalad (proband 1 és csaladja) laboratoriumi

jellemzai.

A tablazatban az egyes személyeket a csaladfan elfoglalt poziciojuk alapjan tiintettiik fel. Zarojelben a
vizsgalat idején regisztralt életkoruk lathato (év). (Kovdacs, K., Pataki, I, Bardos, H., Fekete, A.,
Pfliegler, G., Haramura, G., Gindele, R., Komaromi, 1., Balla, G., A’ddny, R., Muszbek, L., Bereczky, Z..
Molecular characterization of p.Asp77Gly and the novel p.Alal63Val and p.Alal63Glu mutations
causing protein C deficiency. Thromb. Res. 135 (4), 718-726, 2015. kozleményiink alapjan.)

Az édesanya ¢és hugai a PCD-t édesapjuktol orokolték, aki a vizsgéalat idején
fiatal, csupan 42 éves volt, eddig thrombosis nem szerepelt az anamnesisében. A
proband testvére szintén tiinetmentes volt a vizsgéalat idején, 6 az anyai mutéaciot
orokolte.

A masik beteg heterozigota volt a ¢.488C>T, p.Alal63Val mutacidra. Ez a
mutacié ugyanazt az aminosavat érinti, mint az el6z6 beteg esetében, de itt nem
glutamat, hanem valin keriil az alanin helyére a misszensz mutacié kovetkeztében. A
beteg PC aktivitasa és antigén szintje 49%, illetve 50% volt. A thrombophilia
kivizsgélasa soran APC rezisztenciat (FVL heterozigota) detektaltunk, egyéb eltérés
nem volt. A Lp(a) értéke emelkedett (606 mg/L). E beteg csalddjarol nem
rendelkeztiink érdemi informéaciokkal.

A taldlt mutdciok kovetkezményeinek in vitro vizsgalatat azért talaltuk

érdekesnek, mert az egyik eltérés (p.Asp77Gly) a PC fehérje foszfolipid felszinnel vald
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kapcsolatdban szerepet jatszo doménben taldlhatd, igy elsdsorban funkcionalis
variansnak kellene lennie, a csokkent antigén koncentraci6é azonban kvantitativ zavart
feltételez. A masik két mutacid vizsgalata pedig azért tiint érdekesnek, mert két
kiilonbozd csaldd két kiilonbozd varianssal rendelkezett, mely ugyanazt a poziciot
érintette (Alal63). Mivel minden mutaciot heterozigdta forméaban hordoztak betegeink,
ezért, hogy a normal allélrol atirodo varians ne befolydsolja a vizsgalatainkat, in vitro
rekombinans fehérjéken végeztiik el azokat. Harom kiilonb6zd kisérletben hataroztuk
HEK293 sejtek médiumaban ¢s a sejtlizitumokban. A transzfekcid hatékonysagat a
FluoReporterR lacZ/Galactosidase Quantification Kit-tel hataroztuk meg és a PC
ELISA eredményeket ennek megfeleléen korrigaltuk. A vad tipusu fehérje antigén
koncentracidja 0,1424+0,007 pug/mL ¢és 0,034+0,003 pg/mg protein volt rendre a
médiumban és a sejtlizatumban. A vad tipust és a mutins PC fehérjék antigén
koncentracidja nem kiilonbozott jelentésen a sejtlizatumokban (0,033+0,002,
0,019£0,002 és 0,021£0,002 pg/mg protein rendre a 77Gly, 163Val és 163Glu PC
esetében). A 77Gly mutans koncentracioja mérhetd volt a médiumban, de alacsonyabb
volt a vad tipusa PC-nél (0,059+0,001 pg/mL). A 163Val és 163Glu mutansok
koncentracioja detektalasi hatar alatt volt a médiumban. Ezeket az eredményeket
Western blottal is igazoltuk, ahol a sejtlizaitumokban a vad tipus és minden mutans PC
megjelent, és mind a vad tipus, mind a 77Gly PC jol lathatd diszkrét savként volt
detektalhat6 a transzfektalt sejtek mediumaban. Ezzel ellentétben, a 163Glu és 163Val
mutansok médiuméaban nem detektaltuk a PC jelenlétét. (Nem lehetett PC-t detektalni
a negativ kontrollként alkalmazott ,,mock” mintdkbol sem.) A 77Gly PC aktivitasa az
amidolitikus tesztben torténé meghatarozas soran osszehasonlithatd volt a vad tipust
PC aktivitasaval harom kiilonbozd kisérletben (77,5%=+15,1%, a vad tipusa PC
aktivitasat 100%-nak tekintve). Tovabba, a 77Gly specifikus aktivitdsa (egy mg PC
fehérjére vonatkoztatott aktivitisa) megegyezett a vad tipusat PC-jével
(104,2%+28,4%, a vad tipus PC specifikus aktivitasat 100%-nak véve). A mock
transzfekciobol szarmazo médiumban nem lehetett PC aktivitast detektalni, hasonldéan
a 163Val és 163Glu mutansok médiumahoz. A 77Gly PC aktivitasa alvadasi tesztben a
vad tipusi PC 80%=9,4%-a volt. Az amidolitikus esszéhez hasonldan, az alvadasi
teszttel sem lehetett PC aktivitast mérni a mock, a 163Val és 163Glu mintak

médiumabol. Annak vizsgalatara, hogy van-e kiilonbség a vad tipust és a 77Gly PC

209



zsbereczky 271 24

aktivaciojanak sebességében, a médiumokat Protac-kal eldinkubaltuk kiilonb6z6
iddtartamon keresztiil 1-t6] 10 percig terjedéen és a mintakhoz APTI reagenst és
kalcium-kloridot adva megmértiik az alvadasi id6ket. Nem volt kiilonbség a vad tipus
¢s 77Gly mutans kozott ebben a tekintetben.

Mindezekbdl, a 163-as poziciot érintden, egyértelmiien szekrécido zavart
feltételeztiink, a 77-es poziciot érintd varians viselkedésében egy sokkal enyhébb
kovetkezménnyel szembesiiltiink: enyhe szekrécid6 zavar domindlt ¢és érdemi
funkcionalis komponenst nem tudtunk igazolni. A szekréci6 zavart tovabb jellemzendd,
kettés immunfluoreszcens festést és konfokalis lézer szkenning mikroszkdpos
vizsgalatokat végeztiink, illetve kvantitativan is meghataroztuk a vad tipust és mutans
PC-k kiilonb6z0 sejtorganellumokkal valé kolokalizaciojat. Amint az varhat6 volt, a
vad tipust PC azonos mértékben volt jelen az ER-ben, a cis-€s a transz-Golgiban ¢és
ezekkel a sejtorganellumokkal torténd kolokalizacid PPA szoftverrel meghatarozott
értékei is hasonloak voltak. A vad tipusu fehérjéhez hasonldan a 163Val, a 163Glu és
a 77Gly mutansok is detektalhatéak voltak az ER-ben, a cis-€s a transz-Golgi
apparatusban. A 77Gly mutdns egyik sejtorganellummal sem mutatott kifejezett
egyiittallast (44. abra). A helyzet mas volt a 163Glu és 163 Val mutansoknal, esetiikben
az egymasra illesztett felvételeken lathatd sarga szin mutatja a 26S proteaszémaban
feltételezett akkumulalodast. A PPA szoftverrel meghatarozott PPI1 értékek a vad tipus
¢s a 77Gly esetében egyik sejtalkotd markerre sem mutattak szignifikans kiilonbséget,
mig a 163Glu és 163Val esetében a 26S proteaszomat jelold markerrel szignifikdnsan
magasabb PPI1 értékeket talaltunk a vad tipushoz viszonyitva (26S proteaszémara PPI1
vad tipus:0,125 (0,079-0,158); 77Gly: 0,105 (0,078-0,111); 163Glu: 0,190 (0,185-
0,202); 163Val: 0,220 (0,161-0,224) volt). Az eredmények a 163-as poziciot érintd
mutansok esetében alatamasztjdk a szekrécid zavart és a mutins PC 26S

crer

intracellularis felhalmozodést nem igazoltunk.
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Transz-Golgi 268 proteaszo6ma

Vall63-PC

Glul63-PC

Gly77-PC

44. abra. A vad tipusu, a 163Val és 163Glu PC mutansok Kkettos

immunfluoreszcens festése.

A képeken a PC z6ld, a kiilonbozo sejtorganellumokat jelolo markerek piros szinben lathatok. A PC
kolokalizacioja valamely sejtorganellummal sarga szinben lathato. Az abra a 163Val és 163Glu PC
nagyfoku kolokalizaciojat mutatja a 26S proteaszomaval. VT, vad tipus; ER, endoplazmatikus reticulum.
(Kovacs, K., Pataki, I., Bardos, H., Fekete, A., Pfliegler, G., Haramura, G., Gindele, R., Komaromi, 1.,
Balla, G., A’ddny, R., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Molecular characterization of p.Asp77Gly and the novel
p.Alal63Val and p.Alal63Glu mutations causing protein C deficiency. Thromb. Res. 135 (4), 718-726,
2015. kézleményiink alapjan.)

crer

lebontasra vald kijelolésének egyik lehetséges modja a fehérjék ubikvitinalésa.
Vizsgalatainkban a poliubikvitinalt mutans PC aranya a vad tipust PC-hez viszonyitva
tobb 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 poliubikvitindltsdgot (ardnya a vad tipust
fehérjéhez 0,96+0,10 volt).

A mutéciok kdvetkezményeinek in silico modszerekkel torténd vizsgélata soran
megallapitottuk, hogy a p.Asp77Gly mutacié a Gla-domén C-terminalis helikalis
szegmensén talalhato. A mutacio 4altal érintett aminosavnak nincs kozvetlen
interakcioja egyik kornyezd reziduummal sem. Ennél fogva nem valdszinii, hogy a
mutacid esszencialis intramolekuldris H-hidakat (vagy sohidakat) szakitana fel. A
masik két mutacidé esetében nem ez a helyzet. Azok az EGF2 és SP doméneket

Osszekotd lanckozti diszulfid hid kozelében helyezkednek el. Molekuladinamikai
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szimulacidk segitségével megkiséreltiik kideriteni, miként befolydsoljdk az utobbi
mutaciok az EGF2 és SP domének kozotti interakcid erdsségét és/vagy ezen domének
relativ helyzetét. A kérdés tisztazasara az egyes trajektoridkbol szarmazé szerkezetek
pillanatfelvételét a megfeleld6 SP domén elsé (kiinduldsi szerkezetnek megfeleld)
pillanatfelvételére illesztettiik vissza. Ilyen mddon kdnnyen kovethetdvé valt az EGF2
domén elmozduldsa az SP doménhez viszonyitva. A 45. dbra A-C részén ennek az
illesztésnek az elsd és utolsd pillanatképét mutatjuk a vad tipusa (A), a 163Glu (B) és
a 163Val (C) PC esetében. Jelentds kiillonbségeket fedezhetiink fel a vad tipust és a
mutans fehérjék kozott. Az A. abran lathato, hogy a vad tipusu fehérje esetében a
szimuldcié végén a két domén relativ helyzete kozelitdleg ugyanolyan, mint a
szimulacid kezdetén. Jelentdsen eltér a helyzet a mutans fehérjék esetében, ahogy azt a
B. és C. abrak mutatjak. Ezekben az esetekben a szimulaci6 alatt mindvégig diszulfid
hidon keresztiil egymashoz rogzitett domének egymdshoz viszonyitott helyzete
szignifikansan kiilonbdzik a szimulacid kezdetén és végén. A referenciatol valo eltérést
(root mean square deviation, RMSD) a megfeleld6 EGF2 domén elsd pillanatfelvétel
pillanatfelvétel geometria (ez az eltérés) alapjan szamoltuk ki a vad tipusu fehérje és a
163Glu és 163Val PC fehérjék esetén (D. abra). A vad tipusi PC esetében a kicsi,
kozel alland6 RMSD értékek jelzik azt, hogy az EGF2 domén relativ helyzete csak
minimalisan valtozott a 200 ns-os szimulacid alatt. Ezzel ellentétben a 163Glu és
163Val mutacidok esetében az EGF2 domén relativ helyzete jelentés mértékben
megvaltozott, ahogy azt a vonatkoz6 RMSD értékek is mutatjadk. A 163Val mutans

fehérje deformécioja, habar késobb alakul ki, szembetiindbb, mint a 163Glu mutansé.
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45. abra. A p.Alal163Glu és p.Ala163Val mutaciok altal eredményezett szerkezeti
valtozasok a PC-ben. A 200 ns-os molekuladinamikai szimulacio trajektoriakbol
szarmazo elsé és utolso pillanatfelvétel az EGF2 és SP doménekr6l a vad tipus (A),
a 163Glu (B) és 163Val (C) APC esetében.

Az EGF2 és SP doméneket és az azokat dsszekoto diszulfid hidat alkoto ciszteineket, a 163Ala (ez a vad
tipus), 163Glu és 163Val reziduumokat az abra A-C részein jeloltiik. A diszulfid hidat alkoto ciszteineket,
a 163 pozicioban lévé vad tipusu és mutans reziduumokat golyo és palcika abrazolassal jeloltiik. Az abra
D részen lathato az EGF2 domeén kiindulasi réntgenszerkezettol, mint referenciatol valo eltéréseit (root
mean square deviation, RMSD) jelzo grafikon. A megfelelé szerkezeteket ugy allitottuk elo, hogy
szuperponaltuk az EGF2-SP geometriakat a kiindulasi réontgendiffrakcios szerkezetre, minden egyes
szimuldcio esetében. A visszaillesztés soran a legkisebb négyzetek modszerét hasznaltuk és csak az SP
doménekre illesztettiik. Az RMSD-ket a vad tipus esetén feketével, al63Glu mutansnal pirossal, a 163Val
mutansndal zolddel jeloltiik. (Kovacs, K., Pataki, 1., Bardos, H., Fekete, A., Pfliegler, G., Haramura, G.,
Gindele, R., Komdromi, L., Balla, G., Addny, R., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Molecular characterization
of p.Asp77Gly and the novel p.Alal63Val and p.Alal63Glu mutations causing protein C deficiency.
Thromb. Res. 135 (4), 718-726, 2015. kozleményiink alapjan.)

Fentiek alapjan elmondhat6, hogy a mutans 163Glu és 163Val reziduumok
helyzete a vad tipussal ellentétben jelentésen megvaltozik a szimulécios periodus alatt,
ami megvaltozott fehérje feltekeredést (foldingot) valosziniisit. Ennek a koros
foldingnak az egyik lehetséges kovetkezménye az, hogy nem jon létre a diszulfid-kotés.

Vizsgalatainkat 0sszefoglalva, két 0ij mutaciéo a PC EGF2 doménje ugyanazon
pozicigjat érintette (p.Alal63Glu és p.Alal63Val). A harmadik eltérés (p.Asp77Gly)

egy mar kozolt, de eddig részletesen még nem vizsgalt mutacid. Ezen mutaciok egyike

213



zsbereczky 271 24

sem fordult el6 100 egészséges, normal PC szintekkel rendelkezd egyénben és
valamennyi mutaci6 heterozigota hordozoja csokkent PC aktivitassal és antigén szinttel
rendelkezett. A 163-as pozicio konzervalt az adatbazisban elérhetd fajok PC-je esetén
szekvencidban tobb mint hlisz aminosav valasztja el, a 3D szerkezetben a 163Ala az
EGF2 ¢és SP doméneket 0sszekotd lancok kozti diszulfid hid kozelségében talalhato.
Vizsgalatainkban a 163Val és 163Glu 26S proteaszémaval torténd kolokalizaciojat
potencialis szinhelye poliubikvitinaciot kdvetden [442,443]. Ezeket az eredményeket
alatdmasztja a 163Val és 163Glu mutansok magasabb poliubikvitinaltsagi szintje, mely
igy az intracellularis degradicio egyik indirekt bizonyitéka. Osszefoglalasképpen
eredményeink azt mutatjak, hogy a p.Alal63Glu és p.Alal63Val muticiok a PC
szerkezeti karosodasahoz és szekrécios defektusahoz vezetnek. Sajat vizsgalatainkban
a p.Asp77Gly mutacidra heterozigota személyek PC aktivitdsa és antigén szintje
aranyosan csokkent volt I-es tipust deficienciat sugallva. Mivel a 77Gly PC fehérje
nagy mennyiségben volt jelen a transzfektalt sejtek médiumdban, stlyos szekrécios
zavar nem igazolddott. Tovabba mind az amidolitikus, mind az alvadasi funkcionalis
tesztek normal aktivitdsunak mutattdk a 77Gly fehérjét. Azt is kimutattuk, hogy a 77Gly
aktivalodasi rataja Protac-kal nem kiillonbozott a vad tipusu PC fehérjéjétol. Kettds
immunfluoreszcens festéssel nem tapasztaltunk kolokalizaciot egyik sejtalkotoval sem,
¢s nem detektaltunk fokozott poliubikvitinaciot sem. A molekula ezen része
konzervaltnak tlinik az emlds fajokban és mas K-vitamin fiiggd alvadasi fehérjékben.
A 77-es pozicidban aszpartat talalhaté a huméan PC-ben ¢és FX-ben és vagy aszpartat,
vagy a hasonl6 karakteri glutamat taldlhaté meg a FVII-ben és a FIX-ben, hasonléan
mas fajok PC-jéhez. Molekulamodellezéses tanulmanyok nem mutattak jelentds
molekulan beliili szerkezeti eltérést. A mutaci6 befolyasolhatja azonban a sejtmembran
kiils6 részével, a PC receptoraival torténd interakciot, hatdsa lehet tovabba a protein
komplexek stabilitdsara, melyek alkotasdban részt vesz a PC. A 77Gly mutans PC
médiumban val6 jelenléte és normal aktivitdsa alapjan és arra tekintettel, hogy nem
igazolodott jelentésebb szekrécids defektus, azt varhatnank, hogy a heterozigdta
betegek PC plazma koncentracidja legaldbb 70%. Ennek ellenére a mutaciora
heterozigdtak plazma PC antigén szintje csak 50% koriili. (Megjegyzendd, hogy a HEK
sejtek altal torténd in vitro szekrécid Osszehasonlitdsa a majsejtekben zajlo in vivo

szekrécioval til mechanikus.) Valamennyi eredményiinket Gsszevetve elmondhato,
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hogy a p.Asp77Gly mutacié normal aktivitdsu PC-hez vezet, és mivel esetében nem
lathato jelentdsebb szekrécids zavar, elképzelhetd, hogy a mutacié az intermolekuldris
kolcsonhatasokat moédositja, melyekben a PC részt vesz és annak clearance-t is

befolyasolhatja.

215



zsbereczky 271 24

6 OSSZEFOGLALAS, UJ MEGALLAPITASOK RITKA HEMOSZTAZIS
RENDELLENESSEGEKBEN

6.1 Vérzékenység

6.1.1 Xlll-as faktor deficiencia

o 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. A sulyos klinikai tiinetek, a plazmaban és a
thrombocytdkban detektalhatatlan FXIII aktivitds és FXIII-A antigén szint
Osszhangban volt a molekularis defektussal, mely I-es tipusit FXIII deficienciat
valdszinisitett.

e Kidolgoztuk a velesziiletett FXIII deficiencia diagnosztikai protokolljat és
nemzetkozi ajanlasként megfogalmaztuk. A diagnosztikai algoritmusnak megfelelden,
a funkcionalis tesztek és a kiilonb6zd antigén esszék eredményei szerint javaslatot

tettlink a FXIII deficiencidk csoportositasara.

6.1.2 V-0s faktor deficiencia

Egy mérsékelt sulyossagu, invaziv beavatkozasok kapcsdn megnyilvanuld
vérzékenységben szenvedd ndébetegnél I-es tipustt FV deficienciat, a hattérben 1j,
okozati F5 muticiot igazoltunk. A p.Gly521Arg mutdcié patogenitasat indirekt
modszerekkel, elsésorban molekula modellezéssel bizonyitottuk. A mutacid
kovetkeztében feltehetden hibéds feltekeredést FV  fehérje jon létre, mely
intracellularisan degradalodik. Esetiink kapcsan felhivtuk a figyelmet a tiinetmentes, de
50% alatti FV szintekkel rendelkezd heterozigota FV deficiens személyek intervenciok
kapcsan felmeriild fokozott vérzésveszélyére. A laboratériumi diagnosztika
szempontjabol 1ényeges megallapitasunk az, hogy normal, vagy csak jelzetten
megnyult koagulacid sziirétesztek is birhatnak klinikai jelentéséggel, és ezért e minor
eltérésekre is figyelemmel kell lenni. A ritka coagulopathidk esetén — mivel az alvadasi
faktor szintek nem korreldlnak jol a vérzéses tiinetekkel — a 10-50% kozotti
faktorszintekkel rendelkezé személyek is lehetnek vérzékenyek, amit nem minden
szlirteszt jelez, igy a klinikai fenotipus-laboratériumi fenotipus Osszefiiggése FV

deficienciaban bonyolult.
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6.1.3 X-es faktor deficiencia

Egy sulyos vérzékenységet mutatd 1% alatti FX aktivitadssal és antigén szinttel
rendelkezd, I-es tipusu FX deficiencidban szenvedd gyermek tlineteinek hatterében
elészor kozoltik a ¢.730 G>A (p.Gly244Arg) mutacidt. A mutacid strukturalis és
funkcionalis kovetkezményeit in vitro expresszidés kisérletekben vizsgalva
megallapitottuk, hogy a mutins FX szekrécids zavart szenved, intracellularisan
akkumulalédik, majd degradalodik. Az akkumulécio feltehetden a transz- Golgi, késdi
endoszoma szintjén torténik. A molekula modellezés és energetikai szamitasok azt
jelezték, hogy a mutans fehérjében olyan strukturalis valtozasok jonnek létre, melyek

magyarazhatjak intracellularis transzportjanak zavarat.

6.1.4 Hereditaer haemorrhagias teleangiectasia (Osler-Weber-Rendu kér)

e Osler-kérban szenvedd észak-kelet magyarorszagi csaladok vizsgalata soran
alapitd mutaciot talaltunk (ACVRLI c.625+1 G>C), amit a 12-es kromoszoma q13,11
vizsgalatokkal kiegészitve feltérképeztiik az 5 csaladot dsszekapcsold lehetséges kozos
Osoket. Az alapitdo mutacio felderitésével az adott régidban hatékonyabbd és gyorsabba
tettiik a betegség diagnosztikdjat a célzott mutdcid keresés lehetdségét megteremtve.
Felhivtuk a figyelmet arra, hogy az alapit6 mutacid megjelenése egy régidban

markéansan megvaltoztathatja a betegség prevalencidjat, valamint tiinettanat.

6.1.5 Differencidldiagnosztikai problémak megoldasa velesziiletett vérzékenységekben

komplex specialis hemosztazeologiai vizsgalatokkal

Hazankban eldszor kidolgoztuk és megvalositottuk a von Willebrand betegség, Osler-
kér és fibrinogén rendellenességek komplex diagnosztikai repertodrjat, melynek
segitségével szdmos differencidldiagnosztikai problémat oldhatunk meg, hozzésegitve
e ritka betegségekben szenvedd személyeket a gyors és adekvat diagnozishoz, ezaltal
az adekvat terdpids, prevencidés megoldasokhoz. Eseteink bemutatdsa a szakteriilet
fejlodése szempontjabol is jelentdséggel birt. Munkénkkal hozzajarultunk e ritka

betegségeket tartalmaz6 adatbazisok bovitéséhez is.
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6.2 Thrombophilia

6.2.1 Antitrombin deficiencia

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

e Az ATD ritka betegség mivoltdhoz képest legnagyobb szdmu beteget
Osszegylijtve ¢és elemezve megallapitottuk, hogy e betegség heterogén mind klinikai
megjelenését, mind laboratoriumi jellemzdit tekintve. A IIHBS ATD altipus
onmagaban is heterogenitast mutat, az ATBp3 homozigéota allapot a legsulyosabb
ATD, foként vénas thromboticus manifesztacioval, mig az egyéb ITHBS altipusok
esetében artérias thrombosisok €s terhességi komplikaciok is gyakrabban eléfordulnak.
Felhivtuk a figyelmet az ATD szlirésének fontossagara nem provokalt, gyermekkorban
és fiatal feln6tt korban elszenvedett vénas és artérids thrombosisok esetén, ami
kiilondsen a hazai betegeknél 1ényeges, ahol az ATBp3 eléforduldsa sokkal gyakoribb
a tobbi populacidhoz viszonyitva.

e Megallapitottuk, hogy az ATD legsulyosabb formaja, az ATBp3 homozigota
allapot gyakran tarsul v. cava inferior atresiaval és ezt j szindrémaként kozoltiik. A
hattérben feltehetden a korai magzati életben elszenvedett thrombosis all. A v. cava
inferior atresiaval rendelkez6 betegek thrombosis kockdzata nagyon magas. Mivel e
vénafejlodési rendellenesség hatterében, véleménylink szerint, legaldbb részben
thromboticus események allnak, ezért javaslatot tettiink a v. cava inferior rendszert
érintd rendellenességekkel €16 betegek thrombophilia szlirésére, illetve az ATD ATBp3
homozigota betegek v. cava inferiort érintd rendellenességeinek vizsgalatara.

e Megallapitottuk, hogy a kereskedelmi forgalomban 1évé AT aktivitas
meghatdrozasara szolgalo reagenskészletek jelentds kiilonbséget mutatnak szenzitivitas
szempontjabol a [THBS 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 koncentracidja a reagensben ¢és az ionerd, a pH is
jelentds tényezdk. A magas heparin koncentracid és alacsony ionerd kedvezotlentil
befolydsolja a tesztek szenzitivitasat. Mindezek alapjan ajanlést tettiink az ATD

diagnosztika elsé vonalbeli tesztjének mindségi kdvetelményeire.
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e Kidolgoztunk, automata koagulométerre adaptaltunk, evaludltunk ¢és
bevezettiink egy AT heparin kofaktor és progressziv aktivitasat egy reagenskészletben,
egyszeriien mérhetd tesztet, ami aktiv X-es faktort tartalmaz, 1000 NE/mL heparin
koncentracio6 és pH 8.4 mellett kivalo szenzitivitassal rendelkezik a IHBS ATD irant.
A progressziv essz¢ bevezetésével egyszerlien diszkriminalhatd a IIHBS ATD altipus
a tobbi Il-es tipusu ATD-t6l. Olyan, a mindennapi gyakorlatban jol hasznélhatd
algoritmust dolgoztunk ki az ATD laboratériumi diagnosztikajara, ami figyelembe
veszi a hazai ATD betegek karakterisztikumait, a IIHBS gyakori el6fordulasat ¢és a
laboratoriumi tesztek szenzitivitasat is.

e Azirodalomban elsdként végeztiink szisztematikus dsszehasonlito biokémiai és
in silico vizsgalatokat a kiillonboz6 ITHBS altipusba tartoz6 AT varidnsok klinikai és
laboratoriumi heterogenitasanak bizonyitasara. Feltartuk, hogy az ATBp3, AT Basel és
AT Padua variansok heparinnal valo interakcidinak kiilonbozdségének hatterében
eltérd molekularis mechanizmusok allnak. Legsulyosabb IIHBS forméanak az AT Padua
bizonyul, ahol az AT-heparin komplex képzddés a leglassabban megy végbe és a

komplex stabilitasa is a leggyengébb. Ezt a molekulamodellezés is megerdsiti, hiszen

crer

crer

Basel a tobbi varianshoz képest lassabban koti a heparint, valdszinlileg a 22-46
aminosavak 4ltal hatarolt hurokszerkezet konformaciovaltozasa miatt. Miutan azonban
az AT-heparin kotddés 1étrejon, az allosztérikus aktivacio és az AT Basel-heparin
komplex stabilitdsa nem, vagy csak kis mértékben szenved zavart. Az ATBp3 mutatja
a leggyorsabb és leger6sebb AT-heparin komplex képzddést, bar az allosztérikus
aktivacio érintett és e mutdcid0 molekula destabilizaléo hatissal ¢és csokkent
termostabilitdssal is bir. Az ATBp3 varidns patogenitasanak komplexitisa igy
bizonyitast nyert: a viszonylag enyhe AT-heparin kotés zavar mellett kvantitativ
komponens (csokkent stabilitast fehérje) is jelen van.

e Felismertiik, hogy a IIHBS altipusba tartoz6 ATBp3 mutécio (p.Leul31Phe) a
magyarorszagi ATD populdcioban kiemelkedden gyakori és polimorf genetikai
markerek vizsgalataval elsdként igazoltuk, hogy ennek hatterében alapité hatds all.
Felvetettiik a mutacid roma eredetét és javaslatot tettiink az ATBp3 vizsgélat
integraldsdra a thrombosis kockazat megitélése szempontjabol e cardiovascularis

betegségekre vulnerabilis populacidban.
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Direkt, biokémiai és indirekt, in silico modszerekkel igazoltuk uj SERPINC1 variansok
patogenitasat. A Pro205 AT (AT Debrecen) szerkezeti torzuldasa kovetkeztében
szekrécios zavart szenved; a mutdns AT valdszinlileg letér a normal szekrécios
akkumulalodik. A mutans AT emellett csokkent specifikus aktivitassal is rendelkezik,
igy végso soron egy komplex, sulyos fenotipust eredményezve. Tovabbi kilenc uj
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 kiilonb6z6
mechanizmusokat a pathogenitas hatterében. Harom mutans esetében (p.Cys32Tyr,
p.Leu270Argfs*14, p.Asn450lle) a protein szintézis zavara, masik harom esetben
(p-Metl121Arg, p.Leu245Pro, p.Gly456delins Ala Thr) szekrécidés zavar okoz I-es
tipusu ATD-t. A p.Arg78Gly mutacié IIHBS, mig a p.Pro461Thr IIPE tipusba
sorolhatd, a szignalpeptidet érintd p.Argl4Lys mutdcid patogén szerepe nem

igazolodott.

6.2.2 Protein C deficiencia

I-es tipusu PC deficiencia hatterében azonositottuk a p.Alal63Glu és p.Alal63Val
variansokat az EGF2 doménben, valamint a p.Asp77Gly mutaciét a Gla doménben.
Mindharom muticid esetében in  vitro  expresszios  kisérletekben és
molekulamodellezéssel vizsgaltuk azok kovetkezményeit a fehérjére nézve, és
megallapitottuk, hogy a 163-as poziciot érintd mutaciok esetében hibas a fehérje
foldingja, ami szekrécids zavart idéz eld, ezzel egyiitt elsdként mutattuk ki a mutans,
szerkezeti torzuldst elszenvedett PC 26S proteaszomdban torténd intracelluldris
akkumulacidjat ¢és fokozott poliubikvitinilacidjat. A p.Asp77Gly mutaciorol
kimutattuk, hogy I-es tipust deficiencidhoz vezet, azonban sem koros folding, sem
szekrécios zavar nem alakul ki a mutaci6 kovetkeztében. Kimutattuk, hogy a 77Gly PC
mennyisége, aktivacidja és aktivitasa nem kiillonbozik a normal in vitro expresszalt PC-
t6l, holott a keringésben a mutans PC aktivitdsa ¢és koncentracidja 50% koriili. A
p.-Asp77Gly mutéacioval kapcsolatban 1), eddig nem vizsgalt mechanizmusok
(intermolekuléris interakciok megvaltozdsa és/vagy fokozott fehérje clearance)

szerepét vetettiik fel.
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7 KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetnyilvanitaisomat Muszbek Laszlo akadémikus felé szeretném mindenekeldtt
kifejezni. O volt az, aki a palyan elinditott, a naiv és bizonytalan orvostanhallgatot a
Tudomanyos Diakkdri tevékenységbe bevonva, majd az orvosi laboratériumi
diagnosztikai szakma fel¢ terelve és az intézetében mikddd kutatdocsoportba
bekapcsolva segitett eljutni a szakvizsgaig és a PhD fokozat megszerzéséig ¢€s tovabb.
Téle tanultam meg a szakmai igényesség iranti elkdtelezettséget. Koszonom
bolcsességét, a belém vetett bizalmat és tdmogatasat, amit azdta is érzek. Koszondm
Kappelmayer Janos professzornak a folyamatos tdmogatasat, a tartalmas szakmai
beszélgetéseket, szemléletformald értékrendjét, emberségét és azt, hogy minden
helyzetben fordulhatok hozza tanacsért. Nagyon halas vagyok neki mindezekért. Nem
tudom eléggé megkdszonni Dr. Katona Eva timogatasat, aki onzetleniil, a kozos
kutatomunka iranti elkotelezettséggel és kitartd, preciz munkajaval hozzéjarult az itt
bemutatott eredmények jelentds részéhez és aki kiillonosen kozel all hozzam.
Koszonom  kiilfoldi  kollaborator  kollégdimnak  tudoményos,  szakmai
egylittmiikodésiiket, elsdsorban Javier Corral és munkacsoportja, Mirjana Kovac és
munkacsoportja, valamint Vera Ignjatovic, Mehran Karimi, Jun Teruya, Hiroko Tsuda,
Verena Schroder felé tartozom koszonettel. Koszondm a hazai belgydgyasz,
hematologus, fiil-orr-gégész, kardiologus, gyermekgyogyasz, aneszteziologus
kollégdknak a folyamatos, magas szakmai szinvonalu egylittmiikodést, nélkiiliik
klinikai kutatasaink nem valdsulhattak volna meg. Az évtizedek soran volt szerencsém
olyan kollégdkat megismerni, akik példat mutattak szamomra emberségbdl, szakmai
igényességbdl és alazatbol. Nehéz lenne itt minden kollégat felsorolni....a teljesség
igénye nélkiil, itt az értekezésben szerepld kozleményeim tarsszerzdit emlitem,
koszonom 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 Laszlénak, Dr.
Olah Zsoltnak, Prof. Pfliegler Gyorgynek, Dr. Razsé Katalinnak, Dr. Réna-Tas
Agnesnek, Dr. Schlammadinger Agotanak, Dr. Selmeczi Annanak, Dr. Szegedi
Istvannak, végtelen halaval tartozom nekik. Koszondm azon, nem intézetiinkben
dolgoz6 laboratériumi szakember, illetve kutato kollégaknak az odaado, faradhatatlan
¢s inspirald munkajukat, akik a vérzékenységek ¢és thrombophilidk kapcsan

felbecsiilhetetlen segitséget adtak, koszonom ezt Prof. Adany Rozanak, Dr. Bardos
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Helgénak, Dr. Kovacs Bettindnak. Koszonettel tartozom Prof. Balogh Istvannak, aki
TDK tarstémavezetoként segitette kezdeti 1épéseimet. Kdszondm volt és jelenlegi PhD
hallgatéimnak, Dr. Kovacs Kittinek, Dr. Gindele Rékanak, Dr. Balogh Gébornak, Dr.
Kallai Juditnak, Dr. Mikl6s Tiindének és Pituk Doranak az inspiralé kozos munkat.
Ko6szondm a Laboratoriumi Medicina Intézet és a Klinikai Laboratoriumi Kutatd
Tanszék munkatarsainak, kiillon kiemelve a Hemosztazis és a Specialis hemosztazis-
genetika részleg mindenkori munkatdrsait, akik laboratéoriumi munkaval, vagy
adminisztrativ segitséggel hozzdjarultak az értekezést megalapozd eredményekhez,
kiilon koszondom a sok tamogatdst Dr. Kerényi Adrienne-nek, Dr. Pénzes-Daku
Krisztinanak, néhai Dr. Komaromi Istvannak, Haramura Gizellanak, Molnar Evanak,
Szabd Zsuzsannanak, a sok adminisztrativ segitséget Bertok Erzsébetnek és Cstliry-
Bagaméry Beatanak, aki az értekezés elkészitésében is felbecsiilhetetlen segitséget
nyujtott. Koszonettel tartozom Dr. Ajzner Evéanak, akivel azota is szamos szakmai
kapocs tart benniinket Ossze. Korabbi munkatarsamnak, Bhattoa-Buzds Edinanak
koszondm adminisztrativ segitségét. Koszonom szamos TDK hallgatdémnak, hogy
megtiszteltek bizalmukkal és engem valasztottak témavezetdiil, elsésorban Dr. Balla
Gabornak, Lajos Anikénak, Speker Mariannénak, Udvari Agnesnek. K6szoném Prof.
Matyus Laszl6 dékan Grnak, korabbi TDT elndknek és Prof. Erdddi Ferenc TDT elndk
urnak a felejthetetlen ko6z6s munkat, az atyai-barati beszélgetéseket. Koszonettel
tartozom barataimnak, zenésztarsaimnak a toretlen tdmogatasért és végiil, de annal
nagyobb szeretettel kdszondm sziileimnek és csaladomnak megértd szeretetiiket és azt,

hogy mindig mellettem allnak.
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Az értekezést megalapozd kozlemények elkészitéséhez az alabbi palyazatok jarultak
hozza:

Vérzékenységek:

OTKA-NKTH NI 69238 és OTKA K62087, MTA 2006TKI227, ETT 406/2006 (FX
deficiencia), OTKA K78386 (FV deficiencia), OTKA K78386, MTA11003, TKI227,
TAMOP 4.2.2.B-10/1-2010-0024, 4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0045 (FXIII
deficiencia), OTKA K116228 (HHT), GINOP-2.3.2-15-2016-00039 (vWD, HHT ¢és
fibrinogén rendellenességek).

Thrombophilidk:

OTKA K116228, OTKA K106294, OTKA K139293, OTKA PD 101120, MTA11003,
TKI227, GINOP-2.3.2-15-2016-00039, TAMOP 4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0045 és
GINOP-2.3.2-15-2016-00050.

223



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

zsbereczky 271 24
8 REFERENCIAK

I. Gilbert C. White, V.J.M., Sam Schulman, William C. Aird, and Joel S.
Bennett. Overview of Basic Coagulation and Fibrinolysis. In Hemostasis and
Thrombosis, Marder, V., Ed. Wolters Kluwer/Lippincott Williams & Wilkins
Health: Philadelphia, 2013; pp. 103-108.

Lippi, G.; Favaloro, E.J.; Franchini, M.; Guidi, G.C. Milestones and
perspectives in coagulation and hemostasis. Semin Thromb Hemost 2009, 35,
9-22, doi:10.1055/s-0029-1214144.

Hoffman, M.; Monroe, D.M., 3rd. A cell-based model of hemostasis. Thromb
Haemost 2001, 85, 958-965.

Monroe, D.M. Basic principles underlying coagulation. In Practical hemostasis
and thrombosis, Key NS, M.M., Lillicrap D, Ed. Wiley Blackwell: 2017; pp. 1-
9.

Bombeli, T.; Mueller, M.; Haeberli, A. Anticoagulant properties of the vascular
endothelium. Thromb Haemost 1997, 77, 408-423.

Hoffman, M.; Colina, C.M.; McDonald, A.G.; Arepally, G.M.; Pedersen, L.;
Monroe, D.M. Tissue factor around dermal vessels has bound factor VII in the
absence of injury. J Thromb Haemost 2007, 5, 1403-1408, doi:10.1111/.1538-
7836.2007.02576.x.

Nemerson, Y. Tissue factor and the initiation of blood coagulation. Adv Exp
Med Biol 1987, 214, 83-94, doi:10.1007/978-1-4757-5985-3 7.

Mackman, N.; Morrissey, J.H.; Fowler, B.; Edgington, T.S. Complete sequence
of the human tissue factor gene, a highly regulated cellular receptor that initiates
the coagulation protease cascade. Biochemistry 1989, 28, 1755-1762,
doi:10.1021/b100430a050.

Fowler, W.E.; Fretto, L.J.; Hamilton, K.K.; Erickson, H.P.; McKee, P.A.
Substructure of human von Willebrand factor. J Clin Invest 1985, 76, 1491-
1500, doi:10.1172/JCI112129.

Goto, S.; Salomon, D.R.; Ikeda, Y.; Ruggeri, Z.M. Characterization of the
unique mechanism mediating the shear-dependent binding of soluble von
Willebrand factor to platelets. J Biol Chem 1995, 270, 23352-23361,
doi:10.1074/jbc.270.40.23352.

Majumder, R.; Weinreb, G.; Lentz, B.R. Efficient thrombin generation requires
molecular phosphatidylserine, not a membrane surface. Biochemistry 2005, 44,
16998-17006, doi:10.1021/bi051469f.

Morrissey, J.H.; Choi, S.H.; Smith, S.A. Polyphosphate: an ancient molecule
that links platelets, coagulation, and inflammation. Blood 2012, 119, 5972-
5979, doi:10.1182/blood-2012-03-306605.

Wolberg, A.S. Thrombin generation and fibrin clot structure. Blood Rev 2007,
21,131-142, doi:10.1016/j.blre.2006.11.001.

Muszbek, L.; Bereczky, Z.; Bagoly, Z.; Komaromi, I.; Katona, E. Factor XIII:
a coagulation factor with multiple plasmatic and cellular functions. Physiol Rev
2011, 91, 931-972, doi:10.1152/physrev.00016.2010.

Mast, A.E. Tissue Factor Pathway Inhibitor: Multiple Anticoagulant Activities
for a Single Protein. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2016, 36, 9-14,
doi:10.1161/ATVBAHA.115.305996.

Gierula, M.; Ahnstrom, J. Anticoagulant protein S-New insights on interactions
and functions. J Thromb Haemost 2020, 18,2801-2811, doi:10.1111/jth.15025.

224



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

zsbereczky 271 24

Dahlback, B.; Guo, L.J.; Livaja-Koshiar, R.; Tran, S. Factor V-short and protein
S as synergistic tissue factor pathway inhibitor (TFPIalpha) cofactors. Res Pract
Thromb Haemost 2018, 2, 114-124, doi:10.1002/rth2.12057.

Esmon, C.T. The protein C pathway. Chest 2003, 124, 26S-32S,
doi:10.1378/chest.124.3 suppl.26s.

Esmon, C.T. The endothelial protein C receptor. Curr Opin Hematol 2006, 13,
382-385, d0i:10.1097/01.moh.0000239712.93662.35.

Kalafatis, M.; Rand, M.D.; Mann, K.G. The mechanism of inactivation of
human factor V and human factor Va by activated protein C. J Biol Chem 1994,
269, 31869-31880.

Nicolaes, G.A.; Tans, G.; Thomassen, M.C.; Hemker, H.C.; Pabinger, L;
Varadi, K.; Schwarz, H.P.; Rosing, J. Peptide bond cleavages and loss of
functional activity during inactivation of factor Va and factor VaR506Q by
activated protein C. J Biol Chem 1995, 270, 21158-21166,
doi:10.1074/jbc.270.36.21158.

Mann, K.G.; Kalafatis, M. Factor V: a combination of Dr Jekyll and Mr Hyde.
Blood 2003, 101, 20-30, doi:10.1182/blood-2002-01-0290.

Bock, S.C. Antithrombin and the Serpin Family. In Hemostasis and
Thrombosis, Marder, V.J., Aird, W.C., Bennett, J.S., Schulman, S., Gilbert, L.,
White, C., Ed. Wolters Kluwer/Lippincott Williams & Wilkins Health:
Philadelphia, 2013; pp. 286-299.

Rijken, D.C.; Hoylaerts, M.; Collen, D. Fibrinolytic properties of one-chain and
two-chain human extrinsic (tissue-type) plasminogen activator. J Biol Chem
1982, 257, 2920-2925.

Hoylaerts, M.; Rijken, D.C.; Lijnen, H.R.; Collen, D. Kinetics of the activation
of plasminogen by human tissue plasminogen activator. Role of fibrin. J Biol
Chem 1982, 257,2912-2919.

Lee, K.N.; Jackson, K.W.; Christiansen, V.J.; Chung, K.H.; McKee, P.A. A
novel plasma proteinase potentiates alpha2-antiplasmin inhibition of fibrin
digestion. Blood 2004, 103, 3783-3788, doi:10.1182/blood-2003-12-4240.
Mutch, N.J.; Thomas, L.; Moore, N.R.; Lisiak, K.M.; Booth, N.A. TAFIa, PAI-
1 and alpha-antiplasmin: complementary roles in regulating lysis of thrombi and
plasma clots. J Thromb Haemost 2007, 5, 812-817, doi:10.1111/5.1538-
7836.2007.02430.x.

Jacobson, R.M.; Pignolo, R.J.; Lazaridis, K.N. Clinical Trials for Special
Populations: Children, Older Adults, and Rare Diseases. Mayo Clin Proc 2024,
99, 318-335, doi:10.1016/j.mayocp.2023.03.003.

Kruer, M.C.; Steiner, R.D. The role of evidence-based medicine and clinical
trials in rare genetic disorders. Clin Genet 2008, 74, 197-207,
doi:10.1111/5.1399-0004.2008.01041 .x.

Reinhard, C.; Bachoud-Levi, A.C.; Baumer, T.; Bertini, E.; Brunelle, A.;
Buizer, A.L; Federico, A.; Gasser, T.; Groeschel, S.; Hermanns, S., et al. The
European Reference Network for Rare Neurological Diseases. Front Neurol
2020, /1, 616569, doi:10.3389/tneur.2020.616569.

Dargaud, Y.; Fontana, P.; Fenaux, P.; Hermans, C. Specialist training in
thrombosis and haemostasis across Europe: From aspirations to actions.
Haemophilia 2023, 29, 1369-1370, doi:10.1111/hae.14829.

Commision, E. Rare diseases. Availabe online:
https://ec.europa.eu/info/research-and-innovation/research-area/health/rare-
diseases_en (accessed on 4 February 2022).

225


https://ec.europa.eu/info/research-and-innovation/research-area/health/rare-diseases_en
https://ec.europa.eu/info/research-and-innovation/research-area/health/rare-diseases_en

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

zsbereczky 271 24

Nguengang Wakap, S.; Lambert, D.M.; Olry, A.; Rodwell, C.; Gueydan, C.;
Lanneau, V.; Murphy, D.; Le Cam, Y.; Rath, A. Estimating cumulative point
prevalence of rare diseases: analysis of the Orphanet database. Eur J Hum Genet
2020, 28, 165-173, doi:10.1038/s41431-019-0508-0.

Union, E. Regulation (EC) No 141/2000 of the European Parliament and of the
council of 16 December 1999 on orphan medicinal products. 1999.

EU. EU Health Programme. Reaching out to rare disease patients across
Europe. Availabe online: https://ec.europa.cu/health/non-communicable-
diseases/steering-group/rare-diseases_en (accessed on

Kountouris, P.; Stephanou, C.; Archer, N.; Bonifazi, F.; Giannuzzi, V.; Kuo,
K.H.M.; Maggio, A.; Makani, J.; Manu-Pereira, M.D.M.; Michailidou, K., et
al. The International Hemoglobinopathy Research Network (INHERENT): An
international initiative to study the role of genetic modifiers in
hemoglobinopathies. ~Am J  Hematol 2021, 96, E416-E420,
doi:10.1002/ajh.26323.

Iolascon, A.; Bianchi, P.; Andolfo, I.; Russo, R.; Barcellini, W.; Fermo, E.;
Toldi, G.; Ghirardello, S.; Rees, D.; Van Wijk, R., et al. Recommendations for
diagnosis and treatment of methemoglobinemia. Am J Hematol 2021, 96, 1666-
1678, doi:10.1002/ajh.26340.

Collado, A.; Boaro, M.P.; van der Veen, S.; Idrizovic, A.; Biemond, B.J.;
Beneitez Pastor, D.; Ortuno, A.; Cela, E.; Ruiz-Llobet, A.; Bartolucci, P., et al.
Challenges and Opportunities of Precision Medicine in Sickle Cell Disease:
Novel European Approach by GenoMed4All Consortium and ERN-
EuroBloodNet. Hemasphere 2023, 7, e844,
doi:10.1097/HS9.0000000000000844.

Dupuis-Girod, S.; Shovlin, C.L.; Kjeldsen, A.D.; Mager, H.J.; Sabba, C.;
Droege, F.; Fargeton, A.E.; Fialla, A.D.; Gandolfi, S.; Hermann, R., et al.
European Reference Network for Rare Vascular Diseases (VASCERN): When
and how to use intravenous bevacizumab in Hereditary Haemorrhagic
Telangiectasia (HHT)? Eur J Med Genet 2022, 65, 104575,
doi:10.1016/j.ejmg.2022.104575.

Shovlin, C.; Bamford, K.; Sabba, C.; Mager, H.J.; Kjeldsen, A.; Droege, F.;
Buscarini, E.; Dupuis-Girod, S.; Vascern, H.H.T. Prevention of serious
infections in hereditary hemorrhagic telangiectasia: roles for prophylactic
antibiotics, the pulmonary capillaries-but not vaccination. Haematologica 2019,
104, ¢85-e86, doi:10.3324/haematol.2018.209791.

Buscarini, E.; Botella, L.M.; Geisthoff, U.; Kjeldsen, A.D.; Mager, H.J.;
Pagella, F.; Suppressa, P.; Zarrabeitia, R.; Dupuis-Girod, S.; Shovlin, C.L., et
al. Safety of thalidomide and bevacizumab in patients with hereditary
hemorrhagic telangiectasia. Orphanet J Rare Dis 2019, 1[4, 28,
doi:10.1186/s13023-018-0982-4.

Peyvandi, F.; Kaufman, R.J.; Seligsohn, U.; Salomon, O.; Bolton-Maggs, P.H.;
Spreafico, M.; Menegatti, M.; Palla, R.; Siboni, S.; Mannucci, P.M. Rare
bleeding disorders. Haemophilia 2006, 12 Supp/ 3, 137-142,
doi:10.1111/j.1365-2516.2006.01271 .x.

Peyvandi, F.; Spreafico, M. National and international registries of rare
bleeding disorders. Blood Transfus 2008, 6 Suppl 2, s45-48,
doi:10.2450/2008.0037-08.

Palla, R.; Peyvandi, F.; Shapiro, A.D. Rare bleeding disorders: diagnosis and
treatment. Blood 2015, 125, 2052-2061, doi:10.1182/blood-2014-08-532820.

226


https://ec.europa.eu/health/non-communicable-diseases/steering-group/rare-diseases_en
https://ec.europa.eu/health/non-communicable-diseases/steering-group/rare-diseases_en

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

zsbereczky 271 24

Peyvandi, F.; Cattaneo, M.; Inbal, A.; De Moerloose, P.; Spreafico, M. Rare
bleeding disorders. Haemophilia 2008, 14 Supp/ 3, 202-210,
doi:10.1111/j.1365-2516.2008.01751.x.

Sadler, J.E.; Budde, U.; Eikenboom, J.C.; Favaloro, E.J.; Hill, F.G.; Holmberg,
L.; Ingerslev, J.; Lee, C.A.; Lillicrap, D.; Mannucci, P.M., et al. Update on the
pathophysiology and classification of von Willebrand disease: a report of the
Subcommittee on von Willebrand Factor. J Thromb Haemost 2006, 4, 2103-
2114, doi:10.1111/j.1538-7836.2006.02146.x.

Peyvandi, F. Rare coagulation disorders: an emerging issue. Blood Transfus
2007, 5, 185-186, doi:10.2450/2007.0044-07.

Acharya, S.S.; Coughlin, A.; Dimichele, D.M.; North American Rare Bleeding
Disorder Study, G. Rare Bleeding Disorder Registry: deficiencies of factors I,
V, VII, X, XIII, fibrinogen and dysfibrinogenemias. J Thromb Haemost 2004,
2,248-256, doi:10.1111/5.1538-7836.2003.t01-1-00553.x.

Muszbek, L.; Yee, V.C.; Hevessy, Z. Blood coagulation factor XIII: structure
and function. Thromb Res 1999, 94, 271-305, doi:10.1016/s0049-
3848(99)00023-7.

Alshehri, F.S.M.; Whyte, C.S.; Mutch, N.J. Factor XIII-A: An Indispensable
"Factor" in Haemostasis and Wound Healing. Int J Mol Sci 2021, 22,
doi:10.3390/ijms22063055.

Adany, R.; Bardos, H. Factor XIII subunit A as an intracellular
transglutaminase. Cell Mol Life Sci 2003, 60, 1049-1060, doi:10.1007/s00018-
003-2178-9.

Nurminskaya, M.; Kaartinen, M.T. Transglutaminases in mineralized tissues.
Front Biosci 2006, 11, 1591-1606, doi:10.2741/1907.

Ichinose, A.; Davie, E.W. Characterization of the gene for the a subunit of
human factor XIII (plasma transglutaminase), a blood coagulation factor. Proc
Natl Acad Sci U S' A 1988, 85, 5829-5833, doi:10.1073/pnas.85.16.5829.
Schroeder, V.; Kohler, H.P. Factor XIII: Structure and Function. Semin Thromb
Hemost 2016, 42, 422-428, doi:10.1055/s-0036-1571341.

Katona, E.; Haramura, G.; Karpati, L.; Fachet, J.; Muszbek, L. A simple, quick
one-step ELISA assay for the determination of complex plasma factor XIII
(A2B2). Thromb Haemost 2000, 83, 268-273.

Muszbek, L.; Bagoly, Z.; Bereczky, Z.; Katona, E. The involvement of blood
coagulation factor XIII in fibrinolysis and thrombosis. Cardiovasc Hematol
Agents Med Chem 2008, 6, 190-205, doi:10.2174/187152508784871990.
Inbal, A.; Muszbek, L. Coagulation factor deficiencies and pregnancy loss.
Semin Thromb Hemost 2003, 29, 171-174, doi:10.1055/s-2003-38832.
Koseki-Kuno, S.; Yamakawa, M.; Dickneite, G.; Ichinose, A. Factor XIII A
subunit-deficient mice developed severe uterine bleeding events and subsequent
spontaneous miscarriages. Blood 2003, 102, 4410-4412, doi:10.1182/blood-
2003-05-1467.

Dardik, R.; Loscalzo, J.; Inbal, A. Factor XIII (FXIII) and angiogenesis. J
Thromb Haemost 2006, 4, 19-25, doi:10.1111/5.1538-7836.2005.01473 .x.
Hsieh, L.; Nugent, D. Factor XIII deficiency. Haemophilia 2008, 14, 1190-
1200, doi:10.1111/j.1365-2516.2008.01857.x.

Kohler, H.P.; Ichinose, A.; Seitz, R.; Ariens, R.A.; Muszbek, L.; Factor, X.;
Fibrinogen, S.S.C.S.O.T.I. Diagnosis and classification of factor XIII
deficiencies. J Thromb Haemost 2011, 9, 1404-1406, doi:10.1111/5.1538-
7836.2011.04315.x.

227



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

zsbereczky 271 24

Ivaskevicius, V.; Seitz, R.; Kohler, H.P.; Schroeder, V.; Muszbek, L.; Ariens,
R.A.; Seifried, E.; Oldenburg, J.; Study, G. International registry on factor XIII
deficiency: a basis formed mostly on European data. Thromb Haemost 2007,
97,914-921.

Lak, M.; Peyvandi, F.; Ali Sharifian, A.; Karimi, K.; Mannucci, P.M. Pattern of
symptoms in 93 Iranian patients with severe factor XIII deficiency. J Thromb
Haemost 2003, 1, 1852-1853, doi:10.1046/5.1538-7836.2003.00338.x.
Jennings, 1.; Kitchen, S.; Woods, T.A.; Preston, F.E.; Uk, N. Problems relating
to the laboratory diagnosis of factor XIII deficiency: a UK NEQAS study. J
Thromb Haemost 2003, 1, 2603-2608, doi:10.1046/7.1538-7836.2003.00469.x.
Lee, K.N.; Birckbichler, P.J.; Patterson, M.K., Jr. Colorimetric assay of blood
coagulation factor XIII in plasma. Clin Chem 1988, 34, 906-910.

Song, Y.C.; Sheng, D.; Taubenfeld, S.M.; Matsueda, G.R. A microtiter assay
for factor XIII using fibrinogen and biotinylcadaverine as substrates. Anal
Biochem 1994, 223, 88-92, doi:10.1006/abio.1994.1551.

Wilmer, M.; Rudin, K.; Kolde, H.; Poetzsch, B.; Lenz, W.; Moessmer, G.;
Meili, E.; Egbring, R.; Gempeler-Messina, P.; Gempeler, M., et al. Evaluation
of a sensitive colorimetric FXIII incorporation assay. Effects of FXIII
Val34Leu, plasma fibrinogen concentration and congenital FXIII deficiency.
Thromb Res 2001, 102, 81-91, doi:10.1016/s0049-3848(01)00224-9.

Muszbek, L.; Polgar, J.; Fesus, L. Kinetic determination of blood coagulation
Factor XIII in plasma. Clin Chem 1985, 31, 35-40.

Fickenscher, K.; Aab, A.; Stuber, W. A photometric assay for blood coagulation
factor XIII. Thromb Haemost 1991, 65, 535-540.

Peyvandi, F.; Tagliabue, L.; Menegatti, M.; Karimi, M.; Komaromi, I.; Katona,
E.; Muszbek, L.; Mannucci, P.M. Phenotype-genotype characterization of 10
families with severe a subunit factor XIII deficiency. Hum Mutat 2004, 23, 98,
doi:10.1002/humu.9206.

Anwar, R.; Stewart, A.D.; Miloszewski, K.J.; Losowsky, M.S.; Markham, A F.
Molecular basis of inherited factor XIII deficiency: identification of multiple
mutations provides insights into protein function. Br J Haematol 1995, 91, 728-
735, doi:10.1111/5.1365-2141.1995.tb05376.x.

Vysokovsky, A.; Saxena, R.; Landau, M.; Zivelin, A.; Eskaraev, R.; Rosenberg,
N.; Seligsohn, U.; Inbal, A. Seven novel mutations in the factor XIII A-subunit
gene causing hereditary factor XIII deficiency in 10 unrelated families. J
Thromb Haemost 2004, 2, 1790-1797, doi:10.1111/5.1538-7836.2004.00908.x.
Schroeder, V.; Meili, E.; Cung, T.; Schmutz, P.; Kohler, H.P. Characterisation
of six novel A-subunit mutations leading to congenital factor XIII deficiency
and molecular analysis of the first diagnosed patient with this rare bleeding
disorder. Thromb Haemost 2006, 95, 77-84.

Takahashi, N.; Tsukamoto, H.; Umeyama, H.; Castaman, G.; Rodeghiero, F.;
Ichinose, A. Molecular mechanisms of type II factor XIII deficiency: novel
Gly562-Arg mutation and C-terminal truncation of the A subunit cause factor
XIII deficiency as characterized in a mammalian expression system. Blood
1998, 91, 2830-2838.

Mikkola, H.; Muszbek, L.; Haramura, G.; Hamalainen, E.; Jalanko, A.; Palotie,
A. Molecular mechanisms of mutations in factor XIII A-subunit deficiency: in
vitro expression in COS-cells demonstrates intracellular degradation of the
mutant proteins. Thromb Haemost 1997, 77, 1068-1072.

228



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

3.

&4.

85.

86.

87.

88.

9.

90.

zsbereczky 271 24

Mikkola, H.; Yee, V.C.; Syrjala, M.; Seitz, R.; Egbring, R.; Petrini, P.; Ljung,
R.; Ingerslev, J.; Teller, D.C.; Peltonen, L., et al. Four novel mutations in
deficiency of coagulation factor XIII: consequences to expression and structure
of the A-subunit. Blood 1996, 87, 141-151.

Kangsadalampai, S.; Chelvanayagam, G.; Baker, R.T.; Yenchitsomanus, P.;
Pung-amritt, P.; Mahasandana, C.; Board, P.G. A novel Asn344 deletion in the
core domain of coagulation factor XIII A subunit: its effects on protein structure
and function. Blood 1998, 92, 481-487.

Aslam, S.; Standen, G.R.; Bruce, L.J.; Gialeraki, R.; Mandalaki, T. A novel
insertion mutation (1286insC) in exon 9 of the factor XIII-A subunit gene.
Blood Coagul Fibrinolysis 1998, 9, 441-443, doi:10.1097/00001721-
199807000-00007.

Izumi, T.; Nagaoka, U.; Saito, T.; Takamatsu, J.; Saito, H.; Ichinose, A. Novel
deletion and insertion mutations cause splicing defects, leading to severe
reduction in mRNA levels of the A subunit in severe factor XIII deficiency.
Thromb Haemost 1998, 79, 479-485.

Niiya, T.; Osawa, H.; Bando, S.; Oto, Y.; Tokuda, K.; Takeda, N.; Sumioka,
M.; Murase, M.; Kida, K.; Makino, H. A complete deficiency of coagulation
factor XIII A-subunit due to a novel compound heterozygote of Ser 413 Leu
missense and an nt 389 (ins G) frameshift mutation. Br J Haematol 1999, 107,
772-775, d0i:10.1046/].1365-2141.1999.01764 .x.

Anwar, R.; Miloszewski, K.J.; Markham, A.F. Identification of a large deletion,
spanning exons 4 to 11 of the human factor XIIIA gene, in a factor XIII-
deficient family. Blood 1998, 91, 149-153.

Jenny, R.J.; Pittman, D.D.; Toole, J.J.; Kriz, R.-W.; Aldape, R.A.; Hewick,
R.M.; Kaufman, R.J.; Mann, K.G. Complete cDNA and derived amino acid
sequence of human factor V. Proc Natl Acad Sci U S A 1987, 84, 4846-4850,
doi:10.1073/pnas.84.14.4846.

Camire, R.M. A new look at blood coagulation factor V. Curr Opin Hematol
2011, /8, 338-342, doi:10.1097/MOH.0b013e3283497¢bc.

Duga, S.; Asselta, R.; Tenchini, M.L. Coagulation factor V. Int J Biochem Cell
Biol 2004, 36, 1393-1399, doi:10.1016/j.biocel.2003.08.002.

Cai, X.H.; Wang, X.F.; Ding, Q.L.; Fu, Q.H.; Wang, H.L. Factor V C1149G
and 5609-10INSCGTGGTT causing factor V deficiency: molecular
characterization by in-vitro expression. Thromb Haemost 2007, 98, 683-685.
Hirbawi, J.; Vaughn, J.L.; Bukys, M.A.; Vos, H.L.; Kalafatis, M. Contribution
of amino acid region 659-663 of Factor Va heavy chain to the activity of factor
Xa within prothrombinase. Biochemistry 2010, 49, 8520-8534,
doi:10.1021/bi101097t.

Dahlback, B. Pro- and anticoagulant properties of factor V in pathogenesis of
thrombosis and bleeding disorders. Int J Lab Hematol 2016, 38 Suppl 1, 4-11,
doi:10.1111/ij1h.12508.

Nicolaes, G.A.; Dahlback, B. Factor V and thrombotic disease: description of a
janus-faced protein. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2002, 22, 530-538,
doi:10.1161/01.atv.0000012665.51263.b7.

Cramer, T.J.; Gale, A.J. The anticoagulant function of coagulation factor V.
Thromb Haemost 2012, 107, 15-21, doi:10.1160/TH11-06-0431.

Wildhagen, K.C.; Lutgens, E.; Loubele, S.T.; ten Cate, H.; Nicolaes, G.A. The
structure-function relationship of activated protein C. Lessons from natural and

229



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.
103.

104.

105.

zsbereczky 271 24

engineered mutations. Thromb  Haemost 2011, 106, 1034-1045,
doi:10.1160/TH11-08-0522.

Segers, K.; Dahlback, B.; Nicolaes, G.A. Coagulation factor V and
thrombophilia: background and mechanisms. Thromb Haemost 2007, 98, 530-
542.

Dahlback, B.; Villoutreix, B.O. The anticoagulant protein C pathway. FEBS
Lett 2005, 579, 3310-3316, doi:10.1016/j.febslet.2005.03.001.

Dahlback, B. Novel insights into the regulation of coagulation by factor V
isoforms, tissue factor pathway inhibitoralpha, and protein S. J Thromb
Haemost 2017, 15, 1241-1250, doi:10.1111/jth.13665.

Dahlback, B. Natural anticoagulant discovery, the gift that keeps on giving:
finding FV-Short. J  Thromb  Haemost 2023, 21, 716-727,
doi:10.1016/j.jtha.2023.01.033.

Asselta, R.; Tenchini, M.L.; Duga, S. Inherited defects of coagulation factor V:
the hemorrhagic side. J Thromb Haemost 2006, 4, 26-34, doi:10.1111/j.1538-
7836.2005.01590.x.

Tabibian, S.; Shiravand, Y.; Shams, M.; Safa, M.; Gholami, M.S.; Heydari, F.;
Ahmadi, A.; Rashidpanah, J.; Dorgalaleh, A. A Comprehensive Overview of
Coagulation Factor V and Congenital Factor V Deficiency. Semin Thromb
Hemost 2019, 45, 523-543, doi:10.1055/5-0039-1687906.

Huang, J.N.; Koerper, M.A. Factor V deficiency: a concise review.
Haemophilia 2008, 14, 1164-1169, doi:10.1111/j.1365-2516.2008.01785.x.
Nuzzo, F.; Beshlawi, I.; Wali, Y.; Castoldi, E. High incidence of intracranial
bleeding in factor V-deficient patients with homozygous F5 splicing mutations.
Br J Haematol 2017, 179, 163-166, doi:10.1111/bjh.14195.

Yang, J.; Mao, H.; Sun, L. Congenital coagulation factor V deficiency with
intracranial hemorrhage. J Clin Lab Anal 2022, 36, 24705,
doi:10.1002/jcla.24705.

Castoldi, E.; Duckers, C.; Radu, C.; Spiezia, L.; Rossetto, V.; Tagariello, G.;
Rosing, J.; Simioni, P. Homozygous F5 deep-intronic splicing mutation
resulting in severe factor V deficiency and undetectable thrombin generation in
platelet-rich plasma. J Thromb Haemost 2011, 9, 959-968, doi:10.1111/5.1538-
7836.2011.04237 x.

Peyvandi, F.; Palla, R.; Menegatti, M.; Siboni, S.M.; Halimeh, S.; Faeser, B.;
Pergantou, H.; Platokouki, H.; Giangrande, P.; Peerlinck, K., et al. Coagulation
factor activity and clinical bleeding severity in rare bleeding disorders: results
from the European Network of Rare Bleeding Disorders. J Thromb Haemost
2012, 710, 615-621, doi:10.1111/1.1538-7836.2012.04653 .x.

Mann, K.G. How much factor V is enough? Thromb Haemost 2000, 83, 3-4.
Lunghi, B.; Pinotti, M.; Maestri, [.; Batorova, A.; Bernardi, F. Evaluation of
factor V mRNA to define the residual factor V expression levels in severe factor
V deficiency. Haematologica 2008, 93, 477-478, doi:10.3324/haematol.11952.
Naderi, M.; Tabibian, S.; Alizadeh, S.; Hosseini, S.; Zaker, F.; Bamedi, T.;
Shamsizadeh, M.; Dorgalaleh, A. Congenital factor V deficiency: comparison
of the severity of clinical presentations among patients with rare bleeding
disorders. Acta Haematol 2015, 133, 148-154, doi:10.1159/000363598.
Uprichard, J.; Perry, D.J. Factor X deficiency. Blood Rev 2002, 16, 97-110,
doi:10.1054/blre.2002.0191.

230



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

zsbereczky 271 24

Stanton, C.; Wallin, R. Processing and trafficking of clotting factor X in the
secretory pathway. Effects of warfarin. Biochem J 1992, 284 ( Pt 1), 25-31,
doi:10.1042/bj2840025.

Titani, K.; Hermodson, M.A.; Fujikawa, K.; Ericsson, L.H.; Walsh, K.A.;
Neurath, H.; Davie, E.W. Bovine factor X la (activated Stuart factor). Evidence
of homology with mammalian serine proteases. Biochemistry 1972, 11, 4899-
4903, doi:10.1021/bi100776a004.

Di Scipio, R.G.; Hermodson, M. A.; Yates, S.G.; Davie, E.-W. A comparison of
human prothrombin, factor IX (Christmas factor), factor X (Stuart factor), and
protein S. Biochemistry 1977, 16, 698-706, doi:10.1021/b100623a022.
McMullen, B.A.; Fujikawa, K.; Kisiel, W.; Sasagawa, T.; Howald, W.N.; Kwa,
E.Y.; Weinstein, B. Complete amino acid sequence of the light chain of human
blood coagulation factor X: evidence for identification of residue 63 as beta-
hydroxyaspartic acid. Biochemistry 1983, 22, 2875-2884,
doi:10.1021/b100281a016.

Leytus, S.P.; Chung, D.W.; Kisiel, W.; Kurachi, K.; Davie, E.W.
Characterization of a cDNA coding for human factor X. Proc Natl Acad Sci U
S 41984, 81,3699-3702, doi:10.1073/pnas.81.12.3699.

Leytus, S.P.; Foster, D.C.; Kurachi, K.; Davie, E.W. Gene for human factor X:
a blood coagulation factor whose gene organization is essentially identical with
that of factor IX and protein C. Biochemistry 1986, 25, 5098-5102,
doi:10.1021/b100366a018.

Fung, M.R.; Campbell, R.M.; MacGillivray, R.T. Blood coagulation factor X
mRNA encodes a single polypeptide chain containing a prepro leader sequence.
Nucleic Acids Res 1984, 12, 4481-4492, doi:10.1093/nar/12.11.4481.
Padmanabhan, K.; Padmanabhan, K.P.; Tulinsky, A.; Park, C.H.; Bode, W_;
Huber, R.; Blankenship, D.T.; Cardin, A.D.; Kisiel, W. Structure of human
des(1-45) factor Xa at 2.2 A resolution. J Mol Biol 1993, 232, 947-966,
doi:10.1006/jmbi.1993.1441.

Camire, R.M. Blood coagulation factor X: molecular biology, inherited disease,
and engineered therapeutics. J Thromb Thrombolysis 2021, 52, 383-390,
doi:10.1007/s11239-021-02456-w.

Menegatti, M.; Peyvandi, F. Factor X deficiency. Semin Thromb Hemost 2009,
35,407-415, doi:10.1055/s-0029-1225763.

Peyvandi, F.; Menegatti, M.; Palla, R. Rare bleeding disorders: worldwide
efforts for classification, diagnosis, and management. Semin Thromb Hemost
2013, 39, 579-584, doi:10.1055/s-0033-1349221.

Peyvandi, F.; Di Michele, D.; Bolton-Maggs, P.H.; Lee, C.A.; Tripodi, A.;
Srivastava, A.; Project on Consensus Definitions in Rare Bleeeding Disorders
of the Factor, V.F.I.X.S.; Standardisation Committee of the International
Society on, T.; Haemostasis. Classification of rare bleeding disorders (RBDs)
based on the association between coagulant factor activity and clinical bleeding
severity. J Thromb Haemost 2012, 10, 1938-1943, doi:10.1111/5.1538-
7836.2012.04844 x.

Brown, D.L.; Kouides, P.A. Diagnosis and treatment of inherited factor X
deficiency. Haemophilia 2008, 14, 1176-1182, doi:10.1111/5.1365-
2516.2008.01856.x.

Herrmann, F.H.; Auerswald, G.; Ruiz-Saez, A.; Navarrete, M.; Pollmann, H.;
Lopaciuk, S.; Batorova, A.; Wulff, K.; Greifswald Factor, X.D.S.G. Factor X
deficiency: clinical manifestation of 102 subjects from Europe and Latin

231



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

zsbereczky 271 24

America with mutations in the factor 10 gene. Haemophilia 2006, 12, 479-489,
doi:10.1111/j.1365-2516.2006.01303.x.

Peyvandi, F.; Mannucci, P.M.; Lak, M.; Abdoullahi, M.; Zeinali, S.; Sharifian,
R.; Perry, D. Congenital factor X deficiency: spectrum of bleeding symptoms
in 32 Iranian patients. Br J Haematol 1998, 102, 626-628, doi:10.1046/j.1365-
2141.1998.00806.x.

Girolami, A.; Cosi, E.; Santarossa, C.; Ferrari, S.; Girolami, B.; Lombardi, A.M.
Prevalence of bleeding manifestations in 128 heterozygotes for Factor X
deficiency, mainly for FX Friuli, matched versus 128 unaffected family
members, during a long sequential observation period (23.5 years). Eur J
Haematol 2016, 97, 547-553, doi:10.1111/ejh.12767.

Peyvandi, F.; Auerswald, G.; Austin, S.K.; Liesner, R.; Kavakli, K.; Alvarez
Roman, M.T.; Millar, C.M. Diagnosis, therapeutic advances, and key
recommendations for the management of factor X deficiency. Blood Rev 2021,
50, 100833, doi:10.1016/;.blre.2021.100833.

Mumford, A.D.; Ackroyd, S.; Alikhan, R.; Bowles, L.; Chowdary, P.; Grainger,
J.; Mainwaring, J.; Mathias, M.; O'Connell, N.; Committee, B. Guideline for
the diagnosis and management of the rare coagulation disorders: a United
Kingdom Haemophilia Centre Doctors' Organization guideline on behalf of the
British Committee for Standards in Haematology. Br J Haematol 2014, 167,
304-326, doi:10.1111/bjh.13058.

Girolami, A.; Scarparo, P.; Vettore, S.; Candeo, N.; Scandellari, R.; Lombardi,
A.M. Unexplained discrepancies in the activity--antigen ratio in congenital FX
deficiencies with defects in the catalytic domain. Clin Appl Thromb Hemost
2009, /5, 621-627, doi:10.1177/1076029609343447.

Watzke, H.H.; Wallmark, A.; Hamaguchi, N.; Giardina, P.; Stafford, D.W.;
High, K.A. Factor XSanto Domingo. Evidence that the severe clinical
phenotype arises from a mutation blocking secretion. J Clin Invest 1991, 88,
1685-1689, doi:10.1172/JCI115484.

Cooper, D.N.; Millar, D.S.; Wacey, A.; Pemberton, S.; Tuddenham, E.G.
Inherited factor X deficiency: molecular genetics and pathophysiology. Thromb
Haemost 1997, 78, 161-172.

James, A.H.; Eikenboom, J.; Federici, A.B. State of the art: von Willebrand
disease. Haemophilia 2016, 22 Suppl 5, 54-59, doi:10.1111/hae.12984.

Zhou, Y.F.; Eng, E.T.; Zhu, J.; Lu, C.; Walz, T.; Springer, T.A. Sequence and
structure relationships within von Willebrand factor. Blood 2012, 120, 449-458,
doi:10.1182/blood-2012-01-405134.

Sadler, J.E. von Willebrand factor assembly and secretion. J Thromb Haemost
2009, 7 Suppl 1,24-27,doi:10.1111/j.1538-7836.2009.03375.x.

Purvis, A.R.; Sadler, J.E. A covalent oxidoreductase intermediate in propeptide-
dependent von Willebrand factor multimerization. J Biol Chem 2004, 279,
49982-49988, doi:10.1074/jbc.M408727200.

Mazurier, C.; Ribba, A.S.; Gaucher, C.; Meyer, D. Molecular genetics of von
Willebrand disease. Ann Genet 1998, 41, 34-43.

Sadler, J.E. Biochemistry and genetics of von Willebrand factor. Annu Rev
Biochem 1998, 67, 395-424, doi:10.1146/annurev.biochem.67.1.395.

Ruggeri, Z.M. Structure of von Willebrand factor and its function in platelet
adhesion and thrombus formation. Best Pract Res Clin Haematol 2001, 14,257-
279, doi:10.1053/beha.2001.0133.

232



134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

zsbereczky 271 24

Zander, C.B.; Cao, W.; Zheng, X.L. ADAMTSI3 and von Willebrand factor
interactions. Curr Opin Hematol 2015, 22, 452-459,
doi:10.1097/MOH.0000000000000169.

Tsai, H.M.; Sussman, II; Nagel, R.L. Shear stress enhances the proteolysis of
von Willebrand factor in normal plasma. Blood 1994, 83, 2171-2179.

Furlan, M.; Robles, R.; Lammle, B. Partial purification and characterization of
a protease from human plasma cleaving von Willebrand factor to fragments
produced by in vivo proteolysis. Blood 1996, 87, 4223-4234.

Tsai, H.M. Physiologic cleavage of von Willebrand factor by a plasma protease
is dependent on its conformation and requires calcium ion. Blood 1996, 87,
4235-4244.

Fujikawa, K.; Suzuki, H.; McMullen, B.; Chung, D. Purification of human von
Willebrand factor-cleaving protease and its identification as a new member of
the  metalloproteinase  family.  Blood 2001, 98, 1662-1666,
doi:10.1182/blood.v98.6.1662.

Terraube, V.; O'Donnell, J.S.; Jenkins, P.V. Factor VIII and von Willebrand
factor interaction: biological, clinical and therapeutic importance. Haemophilia
2010, /6, 3-13, doi:10.1111/5.1365-2516.2009.02005..x.

Castaman, G. How I treat von Willebrand disease. Thromb Res 2020, 196, 618-
625, doi:10.1016/j.thromres.2020.07.051.

Moser, M.M.; Schoergenhofer, C.; Jilma, B. Progress in von Willebrand
Disease Treatment: Evolution towards Newer Therapies. Semin Thromb
Hemost 2024, 50, 720-732, doi:10.1055/s-0044-1779485.

Sadler, J.E.; Mannucci, P.M.; Berntorp, E.; Bochkov, N.; Boulyjenkov, V.;
Ginsburg, D.; Meyer, D.; Peake, I.; Rodeghiero, F.; Srivastava, A. Impact,
diagnosis and treatment of von Willebrand disease. Thromb Haemost 2000, 84,
160-174.

Itzhar-Baikian, N.; Boisseau, P.; Joly, B.; Veyradier, A. Updated overview on
von Willebrand disease: focus on the interest of genotyping. Expert Rev
Hematol 2019, 12, 1023-1036, doi:10.1080/17474086.2019.1670638.

James, P.; Leebeek, F.; Casari, C.; Lillicrap, D. Diagnosis and treatment of von
Willebrand disease in 2024 and beyond. Haemophilia 2024, 30 Supp! 3, 103-
111, doi:10.1111/hae.14970.

Kontogiannis, A.; Matsas, A.; Valsami, S.; Livanou, M.E.; Panoskaltsis, T.;
Christopoulos, P. Primary Hemostasis Disorders as a Cause of Heavy Menstrual
Bleeding in Women of Reproductive Age. J Clin Med 2023, 12,
doi:10.3390/jcm12175702.

Verweij, C.L.; Diergaarde, P.J.; Hart, M.; Pannekoek, H. Full-length von
Willebrand factor (vWF) cDNA encodes a highly repetitive protein
considerably larger than the mature vVWF subunit. EMBO J 1986, 5, 1839-1847.
Ginsburg, D.; Sadler, J.E. von Willebrand disease: a database of point
mutations, insertions, and deletions. For the Consortium on von Willebrand
Factor Mutations and Polymorphisms, and the Subcommittee on von
Willebrand Factor of the Scientific and Standardization Committee of the
International Society on Thrombosis and Haemostasis. 7hromb Haemost 1993,
69, 177-184.

Sadler, J.E.; Ginsburg, D. A database of polymorphisms in the von Willebrand
factor gene and pseudogene. For the Consortium on von Willebrand Factor
Mutations and Polymorphisms and the Subcommittee on von Willebrand Factor

233



149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

zsbereczky 271 24

of the Scientific and Standardization Committee of the International Society on
Thrombosis and Haemostasis. Thromb Haemost 1993, 69, 185-191.

James, P.D.; Notley, C.; Hegadorn, C.; Leggo, J.; Tuttle, A.; Tinlin, S.; Brown,
C.; Andrews, C.; Labelle, A.; Chirinian, Y., et al. The mutational spectrum of
type 1 von Willebrand disease: Results from a Canadian cohort study. Blood
2007, 109, 145-154, doi:10.1182/blood-2006-05-021105.

Cumming, A.; Grundy, P.; Keeney, S.; Lester, W.; Enayat, S.; Guilliatt, A.;
Bowen, D.; Pasi, J.; Keeling, D.; Hill, F., et al. An investigation of the von
Willebrand factor genotype in UK patients diagnosed to have type 1 von
Willebrand disease. Thromb Haemost 2006, 96, 630-641.

Eikenboom, J.C. Congenital von Willebrand disease type 3: clinical
manifestations, pathophysiology and molecular biology. Best Pract Res Clin
Haematol 2001, 14, 365-379, doi:10.1053/beha.2001.0139.

Castaman, G.; Rodeghiero, F.; Tosetto, A.; Cappelletti, A.; Baudo, F.;
Eikenboom, J.C.; Federici, A.B.; Lethagen, S.; Linari, S.; Lusher, J., et al.
Hemorrhagic symptoms and bleeding risk in obligatory carriers of type 3 von
Willebrand disease: an international, multicenter study. J Thromb Haemost
2006, 4, 2164-2169, doi:10.1111/5.1538-7836.2006.02070.x.

Tosetto, A.; Rodeghiero, F.; Castaman, G.; Bernardi, M.; Bertoncello, K.;
Goodeve, A.; Federici, A.B.; Batlle, J.; Meyer, D.; Mazurier, C., et al. Impact
of plasma von Willebrand factor levels in the diagnosis of type 1 von
Willebrand disease: results from a multicenter European study (MCMDM-
IVWD). J Thromb Haemost 2007, 5, 715-721, doi:10.1111/j.1538-
7836.2007.02444 x.

Castaman, G.; Tosetto, A.; Goodeve, A.; Federici, A.B.; Lethagen, S.; Budde,
U.; Batlle, J.; Meyer, D.; Mazurier, C.; Goudemand, J., et al. The impact of
bleeding history, von Willebrand factor and PFA-100((R)) on the diagnosis of
type 1 von Willebrand disease: results from the European study MCMDM-
IVWD. Br J Haematol 2010, 151, 245-251, doi:10.1111/5.1365-
2141.2010.08333.x.

Brehm, M.A.; Huck, V.; Aponte-Santamaria, C.; Obser, T.; Grassle, S.; Oyen,
F.; Budde, U.; Schneppenheim, S.; Baldauf, C.; Grater, F., et al. von Willebrand
disease type 2A phenotypes IIC, IID and IIE: A day in the life of shear-stressed
mutant von Willebrand factor. Thromb Haemost 2014, 112, 96-108,
doi:10.1160/TH13-11-0902.

Vangenechten, I.; Gadisseur, A. Improving diagnosis of von Willebrand
disease: Reference ranges for von Willebrand factor multimer distribution. Res
Pract Thromb Haemost 2020, 4, 1024-1034, doi:10.1002/rth2.12408.

Saadalla, A.; Seheult, J.; Pruthi, RK.; Chen, D. Von Willebrand Factor
Multimer Analysis and Classification: A Comprehensive Review and Updates.
Semin Thromb Hemost 2023, 49, 580-591, doi:10.1055/s-0042-1757183.
Kruse-Jarres, R.; Johnsen, J.M. How I treat type 2B von Willebrand disease.
Blood 2018, 131, 1292-1300, doi:10.1182/blood-2017-06-742692.

Favaloro, E.J. Rare forms of von Willebrand disease. Ann Transl Med 2018, 6,
345, doi:10.21037/atm.2018.09.10.

Riddell, A.F.; Gomez, K.; Millar, C.M.; Mellars, G.; Gill, S.; Brown, S.A.;
Sutherland, M.; Laffan, M.A.; McKinnon, T.A. Characterization of W1745C
and S1783A: 2 novel mutations causing defective collagen binding in the A3
domain of von Willebrand factor. Blood 2009, 114, 3489-3496,
doi:10.1182/blood-2008-10-184317.

234



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

zsbereczky 271 24

Schneppenheim, R.; Federici, A.B.; Budde, U.; Castaman, G.; Drewke, E.;
Krey, S.; Mannucci, P.M.; Riesen, G.; Rodeghiero, F.; Zieger, B., et al. Von
Willebrand Disease type 2M "Vicenza" in Italian and German patients:
identification of the first candidate mutation (G3864A; R1205H) in 8 families.
Thromb Haemost 2000, 83, 136-140.

Seidizadeh, O.; Peyvandi, F.; Mannucci, P.M. Von Willebrand disease type 2N:
An update. J Thromb Haemost 2021, 19, 909-916, doi:10.1111/jth.15247.
Casonato, A.; Galletta, E.; Sarolo, L.; Daidone, V. Type 2N von Willebrand
disease: Characterization and diagnostic difficulties. Haemophilia 2018, 24,
134-140, doi:10.1111/hae.13366.

Baronciani, L.; Peyvandi, F. How we make an accurate diagnosis of von
Willebrand disease. Thromb Res 2020, 196, 579-589,
doi:10.1016/j.thromres.2019.07.010.

Favaloro, E.J.; Pasalic, L. Laboratory diagnosis of von Willebrand disease in
the age of the new guidelines: considerations based on geography and resources.
Res Pract Thromb Haemost 2023, 7, 102143, doi:10.1016/j.rpth.2023.102143.
Colonne, C.K.; Reardon, B.; Curnow, J.; Favaloro, E.J. Why is Misdiagnosis of
von Willebrand Disease Still Prevalent and How Can We Overcome It? A Focus
on Clinical Considerations and Recommendations. J Blood Med 2021, 12, 755-
768, doi:10.2147/JBM.S266791.

Favaloro, E.J. Navigating the Myriad of von Willebrand Factor Assays.
Hamostaseologie 2020, 40, 431-442, doi:10.1055/s-0040-1713735.

Sharma, R.; Haberichter, S.L.. New advances in the diagnosis of von Willebrand
disease. Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2019, 2019, 596-600,
doi:10.1182/hematology.2019000064.

Keesler, D.A.; Flood, V.H. Current issues in diagnosis and treatment of von
Willebrand disease. Res Pract Thromb Haemost 2018, 2, 34-41,
doi:10.1002/rth2.12064.

Montgomery, R.R.; Flood, V.H. What have we learned from large population
studies of von Willebrand disease? Hematology Am Soc Hematol Educ
Program 2016, 2016, 670-677, doi:10.1182/asheducation-2016.1.670.
Favaloro, E.J.; Pasalic, L.; Lippi, G. Towards 50 years of platelet function
analyser (PFA) testing. Clin Chem Lab Med 2023, 61, 851-860,
doi:10.1515/cclm-2022-0666.

Harris, N.S.; Pelletier, J.P.; Marin, M.J.; Winter, W.E. Von Willebrand factor
and disease: a review for laboratory professionals. Crit Rev Clin Lab Sci 2022,
59, 241-256, doi:10.1080/10408363.2021.2014781.

Higgins, R.A.; Goodwin, A.J. Automated assays for von Willebrand factor
activity. Am J Hematol 2019, 94, 496-503, doi:10.1002/ajh.25393.

Favaloro, E.J. Utility of the von Willebrand factor collagen binding assay in the
diagnosis of von Willebrand disease. 4m J Hematol 2017, 92, 114-118,
doi:10.1002/ajh.24556.

Michiels, J.J.; Smejkal, P.; Penka, M.; Batorova, A.; Pricangova, T.; Budde, U.;
Vangenechten, I.; Gadisseur, A. Diagnostic Differentiation of von Willebrand
Disease Types 1 and 2 by von Willebrand Factor Multimer Analysis and
DDAVP Challenge Test. Clin App! Thromb Hemost 2017, 23, 518-531,
doi:10.1177/1076029616647157.

Batlle, J.; Perez-Rodriguez, A.; Corrales, 1.; Borras, N.; Costa Pinto, J.; Lopez-
Fernandez, M.F.; Vidal, F.; Team, P.-E.-E.I. Update on Molecular Testing in

235



177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

zsbereczky 271 24

von Willebrand Disease. Semin Thromb Hemost 2019, 45, 708-719,
doi:10.1055/5-0039-1679922.

Favaloro, E.J.; Mohammed, S.; Lippi, G. Postanalytical considerations that may
improve the diagnosis or exclusion of haemophilia and von Willebrand disease.
Haemophilia 2018, 24, 849-861, doi:10.1111/hae.13587.

Acharya, S.S.; Dimichele, D.M. Rare inherited disorders of fibrinogen.
Haemophilia 2008, 14, 1151-1158, doi:10.1111/j.1365-2516.2008.01831.x.
Haverkate, F.; Samama, M. Familial dysfibrinogenemia and thrombophilia.
Report on a study of the SSC Subcommittee on Fibrinogen. Thromb Haemost
1995, 73, 151-161.

Casini, A.; Undas, A.; Palla, R.; Thachil, J.; de Moerloose, P.; Subcommittee
on Factor, X.; Fibrinogen. Diagnosis and classification of congenital fibrinogen
disorders: communication from the SSC of the ISTH. J Thromb Haemost 2018,
16, 1887-1890, doi:10.1111/jth.14216.

Mackie, 1.J.; Kitchen, S.; Machin, S.J.; Lowe, G.D.; Haemostasis; Thrombosis
Task Force of the British Committee for Standards in, H. Guidelines on
fibrinogen assays. Br J Haematol 2003, 121, 396-404, doi:10.1046/j.1365-
2141.2003.04256.x.

Peyvandi, F.; Haertel, S.; Knaub, S.; Mannucci, P.M. Incidence of bleeding
symptoms in 100 patients with inherited afibrinogenemia or
hypofibrinogenemia. J  Thromb  Haemost 2006, 4, 1634-1637,
doi:10.1111/5.1538-7836.2006.02014.x.

Casini, A.; Blondon, M.; Lebreton, A.; Koegel, J.; Tintillier, V.; de Maistre, E.;
Gautier, P.; Biron, C.; Neerman-Arbez, M.; de Moerloose, P. Natural history of
patients with congenital dysfibrinogenemia. Blood 2015, 125, 553-561,
doi:10.1182/blood-2014-06-582866.

Casini, A.; Brungs, T.; Lavenu-Bombled, C.; Vilar, R.; Neerman-Arbez, M.; de
Moerloose, P. Genetics, diagnosis and clinical features of congenital
hypodysfibrinogenemia: a systematic literature review and report of a novel
mutation. J Thromb Haemost 2017, 15, 876-888, doi:10.1111/jth.13655.

de Moerloose, P.; Casini, A.; Neerman-Arbez, M. Congenital fibrinogen
disorders: an update. Semin Thromb Hemost 2013, 39, 585-595, doi:10.1055/s-
0033-1349222.

Krammer, B.; Anders, O.; Nagel, H.R.; Burstein, C.; Steiner, M. Screening of
dysfibrinogenaemia using the fibrinogen function versus antigen concentration
ratio. Thromb Res 1994, 76, 577-579, doi:10.1016/0049-3848(94)90287-9.
Paraboschi, E.M.; Duga, S.; Asselta, R. Fibrinogen as a Pleiotropic Protein
Causing Human Diseases: The Mutational Burden of Aalpha, Bbeta, and
gamma Chains. Int J Mol Sci 2017, 18, doi:10.3390/ijms18122711.

Casini, A.; de Moerloose, P.; Congenital Fibrinogen Disorders, G. Management
of congenital quantitative fibrinogen disorders: a Delphi consensus.
Haemophilia 2016, 22, 898-905, doi:10.1111/hae.13061.

Casini, A.; Neerman-Arbez, M.; Ariens, R.A.; de Moerloose, P.
Dysfibrinogenemia: from molecular anomalies to clinical manifestations and
management. J Thromb Haemost 2015, 13, 909-919, doi:10.1111/jth.12916.
Tiscia, G.L.; Margaglione, M. Human Fibrinogen: Molecular and Genetic
Aspects of Congenital Disorders. [Int J Mol Sci 2018, 19,
doi:10.3390/ijms19061597.

236



191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

zsbereczky 271 24

Casini, A.; de Moerloose, P. Can the phenotype of inherited fibrinogen
disorders be predicted? Haemophilia 2016, 22, 667-675,
doi:10.1111/hae.12967.

McDonald, J.; Bayrak-Toydemir, P.; Pyeritz, R.E. Hereditary hemorrhagic
telangiectasia: an overview of diagnosis, management, and pathogenesis. Genet
Med 2011, 13, 607-616, doi:10.1097/GIM.0b013e3182136d32.

Dakeishi, M.; Shioya, T.; Wada, Y.; Shindo, T.; Otaka, K.; Manabe, M.;
Nozaki, J.; Inoue, S.; Koizumi, A. Genetic epidemiology of hereditary
hemorrhagic telangiectasia in a local community in the northern part of Japan.
Hum Mutat 2002, 19, 140-148, doi:10.1002/humu.10026.

Pierucci, P.; Lenato, G.M.; Suppressa, P.; Lastella, P.; Triggiani, V.; Valerio,
R.; Comelli, M.; Salvante, D.; Stella, A.; Resta, N., et al. A long diagnostic
delay in patients with Hereditary Haemorrhagic Telangiectasia: a questionnaire-
based retrospective study. Orphanet J Rare Dis 2012, 7, 33, doi:10.1186/1750-
1172-7-33.

Shovlin, C.L.; Guttmacher, A.E.; Buscarini, E.; Faughnan, M.E.; Hyland, R.H.;
Westermann, C.J.; Kjeldsen, A.D.; Plauchu, H. Diagnostic criteria for
hereditary hemorrhagic telangiectasia (Rendu-Osler-Weber syndrome). Am J
Med Genet 2000, 91, 66-67, doi:10.1002/(sici)1096-
8628(20000306)91:1<66::aid-ajmg12>3.0.co;2-p.

van Gent, M.W.; Velthuis, S.; Post, M.C.; Snijder, R.J.; Westermann, C.J.;
Letteboer, T.G.; Mager, J.J. Hereditary hemorrhagic telangiectasia: how
accurate are the clinical criteria? Am J Med Genet A 2013, 1614, 461-466,
doi:10.1002/ajmg.a.35715.

Faughnan, M.E.; Palda, V.A.; Garcia-Tsao, G.; Geisthoff, U.W.; McDonald, J.;
Proctor, D.D.; Spears, J.; Brown, D.H.; Buscarini, E.; Chesnutt, M.S., et al.
International guidelines for the diagnosis and management of hereditary
haemorrhagic  telangiectasia. J Med Genet 2011, 48, 73-87,
doi:10.1136/jmg.2009.069013.

Brinjikji, W.; Iyer, V.N.; Wood, C.P.; Lanzino, G. Prevalence and
characteristics of brain arteriovenous malformations in hereditary hemorrhagic
telangiectasia: a systematic review and meta-analysis. J Neurosurg 2017, 127,
302-310, doi:10.3171/2016.7.JNS16847.

McDonald, M.T.; Papenberg, K.A.; Ghosh, S.; Glatfelter, A.A.; Biesecker,
B.B.; Helmbold, E.A.; Markel, D.S.; Zolotor, A.; McKinnon, W.C,;
Vanderstoep, J.L., et al. A disease locus for hereditary haemorrhagic
telangiectasia maps to chromosome 9q33-34. Nat Genet 1994, 6, 197-204,
doi:10.1038/ng0294-197.

McDonald, J.; Wooderchak-Donahue, W.; VanSant Webb, C.; Whitehead, K.;
Stevenson, D.A.; Bayrak-Toydemir, P. Hereditary hemorrhagic telangiectasia:
genetics and molecular diagnostics in a new era. Front Genet 2015, 6, 1,
doi:10.3389/fgene.2015.00001.

Hernandez, F.; Huether, R.; Carter, L.; Johnston, T.; Thompson, J.; Gossage,
J.R.; Chao, E.; Elliott, A.M. Mutations in RASA1 and GDF2 identified in
patients with clinical features of hereditary hemorrhagic telangiectasia. Hum
Genome Var 2015, 2, 15040, doi:10.1038/hgv.2015.40.

Abdalla, S.A.; Letarte, M. Hereditary haemorrhagic telangiectasia: current
views on genetics and mechanisms of disease. J Med Genet 2006, 43, 97-110,
doi:10.1136/jmg.2005.030833.

237



203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

zsbereczky 271 24

Wooderchak-Donahue, W.L.; McDonald, J.; O'Fallon, B.; Upton, P.D.; Li, W_;
Roman, B.L.; Young, S.; Plant, P.; Fulop, G.T.; Langa, C., et al. BMP9
mutations cause a vascular-anomaly syndrome with phenotypic overlap with
hereditary hemorrhagic telangiectasia. Am J Hum Genet 2013, 93, 530-537,
doi:10.1016/j.ajhg.2013.07.004.

Revencu, N.; Boon, L.M.; Mendola, A.; Cordisco, M.R.; Dubois, J.; Clapuyt,
P.; Hammer, F.; Amor, D.J.; Irvine, A.D.; Baselga, E., et al. RASA1 mutations
and associated phenotypes in 68 families with capillary malformation-
arteriovenous  malformation. Hum  Mutat 2013, 34, 1632-1641,
doi:10.1002/humu.22431.

El Hajjam, M.; Mekki, A.; Palmyre, A.; Eyries, M.; Soubrier, F.; Bourgault
Villada, 1.; Ozanne, A.; Carlier, R.Y.; Chinet, T. RASA1 phenotype overlaps
with hereditary haemorrhagic telangiectasia: two case reports. J Med Genet
2021, 58, 645-647, doi:10.1136/jmedgenet-2019-106792.

Faughnan, M.E.; Mager, J.J.; Hetts, S.W.; Palda, V.A.; Lang-Robertson, K.;
Buscarini, E.; Deslandres, E.; Kasthuri, R.S.; Lausman, A.; Poetker, D., et al.
Second International Guidelines for the Diagnosis and Management of
Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia. Ann Intern Med 2020, 173, 989-1001,
doi:10.7326/M20-1443.

Thompson, K.P.; Nelson, J.; Kim, H.; Pawlikowska, L.; Marchuk, D.A.;
Lawton, M.T.; Faughnan, M.E.; Brain Vascular Malformation Consortium,
H.H.T.I.G. Predictors of mortality in patients with hereditary hemorrhagic
telangiectasia. Orphanet J Rare Dis 2021, 16, 12, doi:10.1186/s13023-020-
01579-2.

Shovlin, C.L.; Buscarini, E.; Sabba, C.; Mager, H.J.; Kjeldsen, A.D.; Pagella,
F.; Sure, U.; Ugolini, S.; Torring, P.M.; Suppressa, P., et al. The European Rare
Disease Network for HHT Frameworks for management of hereditary
haemorrhagic telangiectasia in general and speciality care. Eur J Med Genet
2022, 65, 104370, doi:10.1016/j.ejmg.2021.104370.

Day, I.S.C.f W.T. Thrombosis: a major contributor to the global disease burden.
J Thromb Haemost 2014, 12, 1580-1590, doi:10.1111/jth.12698.

Pastori, D.; Cormaci, V.M.; Marucci, S.; Franchino, G.; Del Sole, F.; Capozza,
A.; Fallarino, A.; Corso, C.; Valeriani, E.; Menichelli, D., et al. A
Comprehensive Review of Risk Factors for Venous Thromboembolism: From
Epidemiology to Pathophysiology. Int J Mol Sci 2023, 24,
doi:10.3390/ijms24043169.

Mannucci, P.M.; Franchini, M. Classic thrombophilic gene variants. Thromb
Haemost 2015, 114, 885-889, doi:10.1160/TH15-02-0141.

Bertina, R.M.; Koeleman, B.P.; Koster, T.; Rosendaal, F.R.; Dirven, R.J.; de
Ronde, H.; van der Velden, P.A.; Reitsma, P.H. Mutation in blood coagulation
factor V associated with resistance to activated protein C. Nature 1994, 369, 64-
67, doi:10.1038/369064a0.

Dahlback, B.; Carlsson, M.; Svensson, P.J. Familial thrombophilia due to a
previously unrecognized mechanism characterized by poor anticoagulant
response to activated protein C: prediction of a cofactor to activated protein C.
Proc Natl Acad Sci U S A 1993, 90, 1004-1008, doi:10.1073/pnas.90.3.1004.
Koster, T.; Rosendaal, F.R.; de Ronde, H.; Briet, E.; Vandenbroucke, J.P.;
Bertina, R.M. Venous thrombosis due to poor anticoagulant response to
activated protein C: Leiden Thrombophilia Study. Lancet 1993, 342, 1503-
1506, doi:10.1016/s0140-6736(05)80081-9.

238



215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

zsbereczky 271 24

Poort, S.R.; Rosendaal, F.R.; Reitsma, P.H.; Bertina, R.M. A common genetic
variation in the 3'-untranslated region of the prothrombin gene is associated with
elevated plasma prothrombin levels and an increase in venous thrombosis.
Blood 1996, 88, 3698-3703.

Di Minno, M.N.; Ambrosino, P.; Ageno, W.; Rosendaal, F.; Di Minno, G.;
Dentali, F. Natural anticoagulants deficiency and the risk of venous
thromboembolism: a meta-analysis of observational studies. 7hromb Res 2015,
135, 923-932, doi:10.1016/j.thromres.2015.03.010.

Griffin, J.H.; Evatt, B.; Zimmerman, T.S.; Kleiss, A.J.; Wideman, C. Deficiency
of protein C in congenital thrombotic disease. J Clin Invest 1981, 68, 1370-
1373, doi:10.1172/jci110385.

Egeberg, O. Inherited Antithrombin Deficiency Causing Thrombophilia.
Thromb Diath Haemorrh 1965, 13, 516-530.

ten Kate, M.K.; van der Meer, J. Protein S deficiency: a clinical perspective.
Haemophilia 2008, 14, 1222-1228, doi:10.1111/5.1365-2516.2008.01775.x.
van Boven, H.H.; Vandenbroucke, J.P.; Briet, E.; Rosendaal, F.R. Gene-gene
and gene-environment interactions determine risk of thrombosis in families
with inherited antithrombin deficiency. Blood 1999, 94, 2590-2594.

Gemmati, D.; Longo, G.; Franchini, E.; Araujo Silva, J.; Gallo, I.; Lunghi, B.;
Moratelli, S.; Maestri, I.; Serino, M.L.; Tisato, V. Cis-Segregation of
c.1171C>T Stop Codon (p.R391*) in SERPINCI Gene and c.1691G>A
Transition (p.R506Q) in F5 Gene and Selected GWAS Multilocus Approach in
Inherited Thrombophilia. Genes (Basel) 2021, 12, doi:10.3390/genes12060934.
Campello, E.; Spiezia, L.; Adamo, A.; Simioni, P. Thrombophilia, risk factors
and  prevention. Expert Rev  Hematol 2019, 12, 147-158,
doi:10.1080/17474086.2019.1583555.

Croles, F.N.; Nasserinejad, K.; Duvekot, J.J.; Kruip, M.J.; Meijer, K.; Leebeek,
F.W. Pregnancy, thrombophilia, and the risk of a first venous thrombosis:
systematic review and bayesian meta-analysis. BMJ 2017, 359, j4452,
doi:10.1136/bm;j.j4452.

Barbati, M.E.; Avgerinos, E.D.; Baccellieri, D.; Doganci, S.; Lichtenberg, M.;
Jalaie, H. Interventional treatment for post-thrombotic chronic venous
obstruction: Progress and challenges. J Vasc Surg Venous Lymphat Disord
2024, 10.1016/j.jvsv.2024.101910, 101910, doi:10.1016/j.jvsv.2024.101910.
Franchini, M. Utility of testing for factor V Leiden. Blood Transfus 2012, 10,
257-259, doi:10.2450/2012.0095-12.

Favaloro, E.J.; McDonald, D. Futility of testing for factor V Leiden. Blood
Transfus 2012, 10, 260-263, doi:10.2450/2012.0097-12.

Favaloro, E.J. The futility of thrombophilia testing. Clin Chem Lab Med 2014,
52,499-503, doi:10.1515/cclm-2013-0560.

Colucci, G.; Tsakiris, D.A. Thrombophilia Screening: Universal, Selected, or
Neither?  Clin  Appl  Thromb  Hemost 2017, 23, 893-899,
doi:10.1177/1076029616683803.

De Stefano, V.; Rossi, E. Testing for inherited thrombophilia and consequences
for antithrombotic prophylaxis in patients with venous thromboembolism and
their relatives. A review of the Guidelines from Scientific Societies and
Working Groups. Thromb Haemost 2013, 110, 697-705, doi:10.1160/TH13-01-
0011.

239



230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

zsbereczky 271 24

Heleen van Ommen, C.; Middeldorp, S. Thrombophilia in childhood: to test or
not to test. Semin Thromb Hemost 2011, 37, 794-801, doi:10.1055/s-0031-
1297170.

Middeldorp, S. Is thrombophilia testing useful? Hematology Am Soc Hematol
Educ Program 2011, 2011, 150-155, doi:10.1182/asheducation-2011.1.150.
Middeldorp, S. Inherited thrombophilia: a double-edged sword. Hematology
Am Soc Hematol Educ Program 2016, 2016, 1-9, doi:10.1182/asheducation-
2016.1.1.

Franchini, M. The utility of thrombophilia testing. Clin Chem Lab Med 2014,
52,495-497, doi:10.1515/cclm-2013-0559.

Dahlback, B. New molecular insights into the genetics of thrombophilia.
Resistance to activated protein C caused by Arg506 to Gln mutation in factor V
as a pathogenic risk factor for venous thrombosis. Thromb Haemost 1995, 74,
139-148.

Balogh, I.; Poka, R.; Losonczy, G.; Muszbek, L. High frequency of factor V
Leiden mutation and prothrombin 20210A variant in Romanies of Eastern
Hungary. Thromb Haemost 1999, 82, 1555-1556.

Balogh, I.; Poka, R.; Pfliegler, G.; Dekany, M.; Boda, Z.; Muszbek, L. High
prevalence of factor V Leiden mutation and 20210A prothrombin variant in
Hungary. Thromb Haemost 1999, 81, 660-661.

Favaloro, E.J.; McDonald, D.; Lippi, G. Laboratory investigation of
thrombophilia: the good, the bad, and the ugly. Semin Thromb Hemost 2009,
35, 695-710, doi:10.1055/s-0029-1242723.

Baglin, T.; Gray, E.; Greaves, M.; Hunt, B.J.; Keeling, D.; Machin, S.; Mackie,
I.; Makris, M.; Nokes, T.; Perry, D., et al. Clinical guidelines for testing for
heritable  thrombophilia. Br J Haematol 2010, 149, 209-220,
doi:10.1111/5.1365-2141.2009.08022.x.

Moll, S. Thrombophilia: clinical-practical aspects. J Thromb Thrombolysis
2015, 39, 367-378, doi:10.1007/s11239-015-1197-3.

Pruthi, R.K. Optimal utilization of thrombophilia testing. Int J Lab Hematol
2017, 39 Suppl 1, 104-110, doi:10.1111/ij1h.12672.

Moore, G.W. Thrombophilia Screening: Not So Straightforward. Semin
Thromb Hemost 2024, 10.1055/s-0044-1786807, doi:10.1055/s-0044-1786807.
Middeldorp, S.; Nieuwlaat, R.; Baumann Kreuziger, L.; Coppens, M.;
Houghton, D.; James, A.H.; Lang, E.; Moll, S.; Myers, T.; Bhatt, M., et al.
American Society of Hematology 2023 guidelines for management of venous
thromboembolism: thrombophilia testing. Blood Adv 2023, 7, 7101-7138,
doi:10.1182/bloodadvances.2023010177.

Stevens, S.M.; Woller, S.C.; Bauer, K.A.; Kasthuri, R.; Cushman, M.; Streiff,
M.; Lim, W.; Douketis, J.D. Guidance for the evaluation and treatment of
hereditary and acquired thrombophilia. J Thromb Thrombolysis 2016, 41, 154-
164, doi:10.1007/s11239-015-1316-1.

Pabinger, 1.; Thaler, J. How I treat patients with hereditary antithrombin
deficiency. Blood 2019, 134, 2346-2353, doi:10.1182/blood.2019002927.

Van Cott, E.M.; Orlando, C.; Moore, G.W.; Cooper, P.C.; Meijer, P.; Marlar,
R.; Subcommittee on Plasma Coagulation, I. Recommendations for clinical
laboratory testing for antithrombin deficiency; Communication from the SSC
of the ISTH. J Thromb Haemost 2020, 18, 17-22, doi:10.1111/jth.14648.
Cooper, P.C.; Pavlova, A.; Moore, G.W.; Hickey, K.P.; Marlar, R.A.
Recommendations for clinical laboratory testing for protein C deficiency, for

240



247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

zsbereczky 271 24

the subcommittee on plasma coagulation inhibitors of the ISTH. J Thromb
Haemost 2020, 18,271-277, doi:10.1111/jth.14667.

Marlar, R.A.; Gausman, J.N.; Tsuda, H.; Rollins-Raval, M.A.; Brinkman,
H.J.M. Recommendations for clinical laboratory testing for protein S
deficiency: Communication from the SSC committee plasma coagulation
inhibitors of the ISTH. J Thromb Haemost 2021, 19, 68-74,
doi:10.1111/jth.15109.

Moore, G.W.; Van Cott, E.M.; Cutler, J.A.; Mitchell, M.J.; Adcock, D.M.;
subcommittee on plasma coagulation, i. Recommendations for clinical
laboratory testing of activated protein C resistance; communication from the
SSC of the ISTH. J Thromb Haemost 2019, 17, 1555-1561,
doi:10.1111/jth.14532.

Moore, G.W.; Castoldi, E.; Teruya, J.; Morishita, E.; Adcock, D.M. Factor V
Leiden-independent activated protein C resistance: Communication from the
plasma coagulation inhibitors subcommittee of the International Society on
Thrombosis and Haemostasis Scientific and Standardisation Committee. J
Thromb Haemost 2023, 21, 164-174, doi:10.1016/j.jtha.2022.10.014.

Szilagyi, S.; Peter, A.; Magyar, M.T.; Balogh, S.; Bereczky, Z. Recurrent
arterial thrombosis associated with the antithrombin basel variant and elevated
lipoprotein(a) plasma level in an adolescent patient. J Pediatr Hematol Oncol
2012, 34,276-279, doi:10.1097/MPH.0b013e3182331ecd.

Favaloro, E.J.; Gosselin, R.C.; Pasalic, L.; Lippi, G. Post-analytical Issues in
Hemostasis and Thrombosis Testing: An Update. Methods Mol Biol 2023, 2663,
787-811, doi:10.1007/978-1-0716-3175-1_53.

Muszbek, L.; Bereczky, Z.; Kovacs, B.; Komaromi, I. Antithrombin deficiency
and its laboratory diagnosis. Clin Chem Lab Med 2010, 48 Suppl 1, S67-78,
doi:10.1515/CCLM.2010.368.

Law, R.H.; Zhang, Q.; McGowan, S.; Buckle, A.M.; Silverman, G.A.; Wong,
W.; Rosado, C.J.; Langendorf, C.G.; Pike, R.N.; Bird, P.I., et al. An overview
of the serpin superfamily. Genome Biol 2006, 7, 216, doi:10.1186/gb-2006-7-
5-216.

Swedenborg, J. The mechanisms of action of alpha- and beta-isoforms of
antithrombin. Blood Coagul Fibrinolysis 1998, 9 Suppl 3, S7-10.
Hernandez-Espinosa, D.; Ordonez, A.; Vicente, V.; Corral, J. Factors with
conformational effects on haemostatic serpins: implications in thrombosis.
Thromb Haemost 2007, 98, 557-563.

Kottke-Marchant, K.; Duncan, A. Antithrombin deficiency: issues in laboratory
diagnosis. Arch Pathol Lab Med 2002, 126, 1326-1336, doi:10.5858/2002-126-
1326-AD.

Huntington, J.A. Shape-shifting serpins--advantages of a mobile mechanism.
Trends Biochem Sci 2006, 31, 427-435, doi:10.1016/j.tibs.2006.06.005.
Silverman, G.A.; Bird, P.L; Carrell, R.W.; Church, F.C.; Coughlin, P.B;
Gettins, P.G.; Irving, J.A.; Lomas, D.A.; Luke, C.J.; Moyer, R.W., et al. The
serpins are an expanding superfamily of structurally similar but functionally
diverse proteins. Evolution, mechanism of inhibition, novel functions, and a
revised nomenclature. J Biol Chem 2001, 276, 33293-33296,
doi:10.1074/jbc.R100016200.

Bjork, L.; Jackson, C.M.; Jornvall, H.; Lavine, K.K.; Nordling, K.; Salsgiver,
W.J. The active site of antithrombin. Release of the same proteolytically cleaved

241



260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

zsbereczky 271 24

form of the inhibitor from complexes with factor [Xa, factor Xa, and thrombin.
J Biol Chem 1982, 257, 2406-2411.

Johnson, D.J.; Li, W.; Adams, T.E.; Huntington, J.A. Antithrombin-S195A
factor Xa-heparin structure reveals the allosteric mechanism of antithrombin
activation. EMBO J 2006, 25, 2029-2037, doi:10.1038/sj.emboj.7601089.

Liu, J.; Pedersen, L.C. Anticoagulant heparan sulfate: structural specificity and
biosynthesis.  Appl  Microbiol  Biotechnol 2007, 74, 263-272,
doi:10.1007/s00253-006-0722-x.

Li, W.; Johnson, D.J.; Esmon, C.T.; Huntington, J.A. Structure of the
antithrombin-thrombin-heparin ternary complex reveals the antithrombotic
mechanism of heparin. Nat Struct Mol Biol 2004, 11, 857-862,
doi:10.1038/nsmb811.

Lindhout, T.; Baruch, D.; Schoen, P.; Franssen, J.; Hemker, H.C. Thrombin
generation and inactivation in the presence of antithrombin III and heparin.
Biochemistry 1986, 25, 5962-5969, doi:10.1021/bi00368a019.

Rezaie, A.R.; Giri, H. Anticoagulant and signaling functions of antithrombin. J
Thromb Haemost 2020, 18, 3142-3153, doi:10.1111/jth.15052.

Broze, G.J., Jr.; Likert, K.; Higuchi, D. Inhibition of factor VIla/tissue factor by
antithrombin III and tissue factor pathway inhibitor. Blood 1993, 82, 1679-
1681.

Opal, S.M.; Kessler, C.M.; Roemisch, J.; Knaub, S. Antithrombin, heparin, and
heparan sulfate. Crit Care Med 2002, 30, S325-331, doi:10.1097/00003246-
200205001-00024.

Teitel, J.M.; Rosenberg, R.D. Protection of factor Xa from neutralization by the
heparin-antithrombin complex. J Clin Invest 1983, 71, 1383-1391,
doi:10.1172/jci110891.

Kounnas, M.Z.; Church, F.C.; Argraves, W.S.; Strickland, D.K. Cellular
internalization and degradation of antithrombin III-thrombin, heparin cofactor
[I-thrombin, and alpha l-antitrypsin-trypsin complexes is mediated by the low
density lipoprotein receptor-related protein. J Biol Chem 1996, 271, 6523-6529,
doi:10.1074/jbc.271.11.6523.

Schlommer, C.; Brandtner, A.; Bachler, M. Antithrombin and Its Role in Host
Defense and Inflammation. Int J Mol Sci 2021, 22, doi:10.3390/ijms22084283.
Levy, J.H.; Sniecinski, R.M.; Welsby, 1.J.; Levi, M. Antithrombin: anti-
inflammatory properties and clinical applications. Thromb Haemost 2016, 115,
712-728, do0i:10.1160/TH15-08-0687.

O'Reilly, M.S. Antiangiogenic antithrombin. Semin Thromb Hemost 2007, 33,
660-666, doi:10.1055/5-2007-991533.

Olds, R.J.; Lane, D.A.; Chowdhury, V.; De Stefano, V.; Leone, G.; Thein, S.L.
Complete nucleotide sequence of the antithrombin gene: evidence for
homologous recombination causing thrombophilia. Biochemistry 1993, 32,
4216-4224, doi:10.1021/b100067a008.

Bock, S.C.; Harris, J.F.; Balazs, I.; Trent, J.M. Assignment of the human
antithrombin 11 structural gene to chromosome 1q23-25. Cytogenet Cell Genet
1985, 39, 67-69, doi:10.1159/000132105.

Olds, R.J.; Lane, D.A.; Chowdhury, V.; Sas, G.; Pabinger, 1.; Auberger, K.;
Thein, S.L. (ATT) trinucleotide repeats in the antithrombin gene and their use
in determining the origin of repeated mutations. Hum Mutat 1994, 4, 31-41,
doi:10.1002/humu.1380040105.

242



275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

zsbereczky 271 24

Sas, G.; Blasko, G.; Banhegyi, D.; Jako, J.; Palos, L.A. Abnormal antithrombin
III (antithrombin I11 "Budapest") as a cause of a familial thrombophilia. Thromb
Diath Haemorrh 1974, 32, 105-115.

Lane, D.A.; Bayston, T.; Olds, R.J.; Fitches, A.C.; Cooper, D.N.; Millar, D.S.;
Jochmans, K.; Perry, D.J.; Okajima, K.; Thein, S.L., et al. Antithrombin
mutation database: 2nd (1997) update. For the Plasma Coagulation Inhibitors
Subcommittee of the Scientific and Standardization Committee of the
International Society on Thrombosis and Haemostasis. Thromb Haemost 1997,
77,197-211.

Patnaik, M.M.; Moll, S. Inherited antithrombin deficiency: a review.
Haemophilia 2008, 14, 1229-1239, doi:10.1111/j.1365-2516.2008.01830.x.
Bravo-Perez, C.; de la Morena-Barrio, M.E.; Vicente, V.; Corral, J.
Antithrombin deficiency as a still underdiagnosed thrombophilia: a primer for
internists. Pol Arch Intern Med 2020, 130, 868-877,
doi:10.20452/pamw.15371.

Corral, J.; de la Morena-Barrio, M.E.; Vicente, V. The genetics of antithrombin.
Thromb Res 2018, 169, 23-29, doi:10.1016/j.thromres.2018.07.008.

Picard, V.; Chen, J.M.; Tardy, B.; Aillaud, M.F.; Boiteux-Vergnes, C.; Dreyfus,
M.; Emmerich, J.; Lavenu-Bombled, C.; Nowak-Gottl, U.; Trillot, N., et al.
Detection and characterisation of large SERPINC1 deletions in type I inherited
antithrombin deficiency. Hum Genet 2010, 127, 45-53, doi:10.1007/s00439-
009-0742-6.

Blajchman, M.A.; Fernandez-Rachubinski, F.; Sheffield, W.P.; Austin, R.C.;
Schulman, S. Antithrombin-III-Stockholm: a codon 392 (Gly----Asp) mutation
with normal heparin binding and impaired serine protease reactivity. Blood
1992, 79, 1428-1434.

Olds, R.J.; Lane, D.A.; Boisclair, M.; Sas, G.; Bock, S.C.; Thein, S.L.
Antithrombin Budapest 3. An antithrombin variant with reduced heparin
affinity resulting from the substitution L99F. FEBS Lett 1992, 300, 241-246,
doi:10.1016/0014-5793(92)80854-a.

Chang, J.Y.; Tran, T.H. Antithrombin III Basel. Identification of a Pro-Leu
substitution in a hereditary abnormal antithrombin with impaired heparin
cofactor activity. J Biol Chem 1986, 261, 1174-1176.

Caso, R.; Lane, D.A.; Thompson, E.; Zangouras, D.; Panico, M.; Morris, H.;
Olds, R.J.; Thein, S.L.; Girolami, A. Antithrombin Padua. I: Impaired heparin
binding caused by an Arg47 to his (CGT to CAT) substitution. 7hromb Res
1990, 58, 185-190, doi:10.1016/0049-3848(90)90175-c.

Alhenc-Gelas, M.; Plu-Bureau, G.; Hugon-Rodin, J.; Picard, V.; Horellou,
M.H.; Thrombophilia, G.s.g.0.G. Thrombotic risk according to SERPINCI1
genotype in a large cohort of subjects with antithrombin inherited deficiency.
Thromb Haemost 2017, 117, 1040-1051, doi:10.1160/TH16-08-0635.

Perry, D.J.; Daly, M.E.; Tait, R.C.; Walker, 1.D.; Brown, K.; Beauchamp, N.J.;
Preston, F.E.; Gyde, H.; Harper, P.L.; Carrell, R.W. Antithrombin cambridge 11
(Ala384Ser): clinical, functional and haplotype analysis of 18 families. Thromb
Haemost 1998, 79, 249-253.

Corral, J.; Hernandez-Espinosa, D.; Soria, J.M.; Gonzalez-Conejero, R.;
Ordonez, A.; Gonzalez-Porras, J.R.; Perez-Ceballos, E.; Lecumberri, R.;
Sanchez, I.; Roldan, V., et al. Antithrombin Cambridge II (A384S): an
underestimated genetic risk factor for venous thrombosis. Blood 2007, 109,
4258-4263, doi:10.1182/blood-2006-08-040774.

243



288.

2809.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

298.

299.

300.

301.

zsbereczky 271 24

Girolami, A.; Lazzaro, A.R.; Simioni, P. The relationship between defective
heparin cofactor activities and thrombotic phenomena in AT III abnormalities.
Thromb Haemost 1988, 59, 121.

Ates, O. The deficiencies of protein C, protein S and antithrombin III in patients
with retinal vein occlusion: a Turkish sample. Clin Lab Haematol 2006, 28,
391-392, do0i:10.1111/5.1365-2257.2006.00834 .x.

Calcaterra, D.; Martin, J.T.; Ferneini, A.M.; De Natale, R.W. Acute mesenteric
and aortic thrombosis associated with antithrombin deficiency: a rare
occurrence. Ann Vasc Surg 2010, 24, 415 e415-417,
doi:10.1016/j.avsg.2009.07.028.

Harmanci, O.; Ersoy, O.; Gurgey, A.; Buyukasik, Y.; Gedikoglu, G.; Balkanci,
F.; Sivri, B.; Bayraktar, Y. The etiologic distribution of thrombophilic factors
in chronic portal vein thrombosis. J Clin Gastroenterol 2007, 41, 521-527,
doi:10.1097/01.mcg.0000225635.52780.47.

Santangeli, P.; Sestito, A. Acute left atrial thrombosis during anticoagulant
therapy in a patient with antithrombin deficiency. Acta Cardiol 2008, 63, 635-
637, doi:10.2143/AC.63.5.2033233.

Bereczky, Z.; Balogh, L.; Bagoly, Z. Inherited thrombophilia and the risk of
myocardial infarction: current evidence and uncertainties. Kardiol Pol 2019, 77,
419-429, doi:10.33963/KP.14804.

Sabadell, J.; Casellas, M.; Alijotas-Reig, J.; Arellano-Rodrigo, E.; Cabero, L.
Inherited antithrombin deficiency and pregnancy: maternal and fetal outcomes.
Eur J  Obstet  Gynecol Reprod Biol 2010, 149, 47-51,
doi:10.1016/j.ejogrb.2009.12.004.

Hernandez-Espinosa, D.; Minano, A.; Martinez, C.; Perez-Ceballos, E.; Heras,
L; Fuster, J.L.; Vicente, V.; Corral, J. L-asparaginase-induced antithrombin type
I deficiency: implications for conformational diseases. Am J Pathol 2006, 169,
142-153, doi:10.2353/ajpath.2006.051238.

Maclean, P.S.; Tait, R.C. Hereditary and acquired antithrombin deficiency:
epidemiology, pathogenesis and treatment options. Drugs 2007, 67, 1429-1440,
doi:10.2165/00003495-200767100-00005.

Bushman, J.E.; Palmieri, D.; Whinna, H.C.; Church, F.C. Insight into the
mechanism of asparaginase-induced depletion of antithrombin III in treatment
of childhood acute lymphoblastic leukemia. Leuk Res 2000, 24, 559-565,
doi:10.1016/s0145-2126(00)00017-5.

Hernandez-Espinosa, D.; Minano, A.; Ordonez, A.; Mota, R.; Martinez-
Martinez, 1.; Vicente, V.; Corral, J. Dexamethasone induces a heat-stress
response that ameliorates the conformational consequences on antithrombin of
L-asparaginase treatment. J Thromb Haemost 2009, 7, 1128-1133,
doi:10.1111/j.1538-7836.2009.03449 .x.

Schulman, S.; Kearon, C.; Kakkar, A.K.; Schellong, S.; Eriksson, H.; Baanstra,
D.; Kvamme, A.M.; Friedman, J.; Mismetti, P.; Goldhaber, S.Z., et al. Extended
use of dabigatran, warfarin, or placebo in venous thromboembolism. N Engl J
Med 2013, 368, 709-718, doi:10.1056/NEJMoal113697.

Agnelli, G.; Buller, H.R.; Cohen, A.; Curto, M.; Gallus, A.S.; Johnson, M.;
Porcari, A.; Raskob, G.E.; Weitz, J.I.; Investigators, A.-E. Apixaban for
extended treatment of venous thromboembolism. N Engl J Med 2013, 368, 699-
708, doi:10.1056/NEJMoal207541.

Campello, E.; Prandoni, P. Evolving Knowledge on Primary and Secondary
Prevention of Venous Thromboembolism in Carriers of Hereditary

244



302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

311.

312.

313.

zsbereczky 271 24

Thrombophilia: A Narrative Review. Semin Thromb Hemost 2022, 48, 937-948,
doi:10.1055/5-0042-1753527.

Elsebaie, M.A.T.; van Es, N.; Langston, A.; Buller, H.R.; Gaddh, M. Direct oral
anticoagulants in patients with venous thromboembolism and thrombophilia: a
systematic review and meta-analysis. J Thromb Haemost 2019, 17, 645-656,
doi:10.1111/jth.14398.

Campello, E.; Spiezia, L.; Simion, C.; Tormene, D.; Camporese, G.; Dalla
Valle, F.; Poretto, A.; Bulato, C.; Gavasso, S.; Radu, C.M., et al. Direct Oral
Anticoagulants in Patients With Inherited Thrombophilia and Venous
Thromboembolism: A Prospective Cohort Study. J Am Heart Assoc 2020, 9,
¢018917, doi:10.1161/JAHA.120.018917.

Bhoelan, B.S.; Mulder, R.; Lukens, M.V.; Meijer, K. Direct Oral
Anticoagulants in Antithrombin Deficiency: Initial Experience in a Single
Center. Thromb Haemost 2021, 121, 242-245, doi:10.1055/5-0040-1715647.
Kawano, H.; Maemura, K. Edoxaban Was Effective for the Treatment of Deep
Vein Thrombosis and Pulmonary Thromboembolism in a Cancer Patient with
Antithrombin III  Deficiency. Intern Med 2016, 55, 3285-3289,
doi:10.2169/internalmedicine.55.7314.

Van Bruwaene, L.; Huisman, A.; Urbanus, R.T.; Versluys, B. Heparin-resistant
Thrombosis Due to Homozygous Antithrombin Deficiency Treated With
Rivaroxaban: A Case Report. J Pediatr Hematol Oncol 2016, 38, 658-660,
doi:10.1097/MPH.0000000000000608.

Yamaguchi, J.; Hara, N.; Yamaguchi, T.; Nagata, Y.; Nozato, T.; Miyamoto, T.
Successful treatment of a massive pulmonary embolism using rivaroxaban in a
patient with antithrombin III deficiency. J Cardiol Cases 2017, 16, 144-147,
doi:10.1016/j.jccase.2017.06.008.

Minami, K.; Kumagai, K.; Sugai, Y.; Nakamura, K.; Naito, S.; Oshima, S.
Efficacy of Oral Factor Xa Inhibitor for Venous Thromboembolism in a Patient
with  Antithrombin Deficiency. Intern Med 2018, 57, 2025-2028,
doi:10.2169/internalmedicine.0483-17.

Nojima, Y.; Ihara, M.; Adachi, H.; Kurimoto, T.; Nanto, S. Efficacy and safety
of apixaban in a patient with systemic venous thromboembolism associated
with hereditary antithrombin deficiency. J Cardiol Cases 2019, 19, 106-109,
doi:10.1016/j.jccase.2018.12.007.

Appignani, M.; Sciartilli, A.; Caputo, M.; Di Girolamo, E. Successful treatment
with rivaroxaban of an extended deep vein thrombosis complicated by
pulmonary embolism in a patient with familial antithrombin III deficiency: a
case report. Eur Heart J Case Rep 2020, 4, 1-5, doi:10.1093/ehjcr/ytz235.
Miyashita, H.; Tobita, K.; Morishita, E.; Saito, S. Ilio-femoral venous
thrombosis with hereditary antithrombin deficiency: a case report of rare
thrombotic disease and successful treatment with catheter directed
thrombolysis.  Eur  Heart J Case Rep 2021, 5, ytaa531,
doi:10.1093/ehjcr/ytaas31.

Condoluci, A.; Alberio, L.; Gomez, F.J.; Studt, J.D.; Orlando, C.; Jochmans,
K.; Gerber, B. Thrombotic storm under DOAC treatment in a patient with
homozygous antithrombin Budapest III mutation. 7hromb Res 2021, 201, 161-
163, doi:10.1016/j.thromres.2021.04.002.

Meijer, P.; Kluft, C.; Haverkate, F.; De Maat, M.P. The long-term within- and
between-laboratory variability for assay of antithrombin, and proteins C and S:
results derived from the external quality assessment program for thrombophilia

245



314.

315.

316.

317.

318.

319.

320.

321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

zsbereczky 271 24

screening of the ECAT Foundation. J Thromb Haemost 2003, 1, 748-753,
doi:10.1046/j.1538-7836.2003.00141.x.

Odegard, O.R.; Lie, M.; Abildgaard, U. Antifactor Xa activity measured with
amidolytic methods. Haemostasis 1976, 5, 265-275, doi:10.1159/000214145.
Abildgaard, U.; Lie, M.; Odegard, O.R. Antithrombin (heparin cofactor) assay
with "new" chromogenic substrates (S-2238 and Chromozym TH). Thromb Res
1977, 11, 549-553, do0i:10.1016/0049-3848(77)90208-0.

Cooper, P.C.; Coath, F.; Daly, M.E.; Makris, M. The phenotypic and genetic
assessment of antithrombin deficiency. Int J Lab Hematol 2011, 33, 227-237,
doi:10.1111/5.1751-553X.2011.01307.x.

Conard, J.; Bara, L.; Horellou, M.H.; Samama, M.M. Bovine or human
thrombin in amidolytic at III assays. Influence of heparin cofactor II. Thromb
Res 1986, 41, 873-878, doi:10.1016/0049-3848(86)90386-5.

Rossi, E.; Chiusolo, P.; Za, T.; Marietti, S.; Ciminello, A.; Leone, G.; De
Stefano, V. Report of a novel kindred with antithrombin heparin-binding site
variant (47 Arg to His): demand for an automated progressive antithrombin
assay to detect molecular variants with low thrombotic risk. Thromb Haemost
2007, 98, 695-697.

Parvez, Z.; Fareed, J.; Messmore, H.L.; Moncada, R. Laser nephelometric
quantitation of antithrombin-III (AT-III) development of a new assay. Thromb
Res 1981, 24, 367-377, doi:10.1016/0049-3848(81)90072-4.

Antovic, J.; Soderstrom, J.; Karlman, B.; Blomback, M. Evaluation of a new
immunoturbidimetric test (Liatest antithrombin III) for determination of
antithrombin antigen. Clin Lab Haematol 2001, 23, 313-316,
doi:10.1046/j.1365-2257.2001.00410.x.

Stenflo, J. A new vitamin K-dependent protein. Purification from bovine plasma
and preliminary characterization. J Biol Chem 1976, 251, 355-363.

Dahlback, B. Factor V and protein S as cofactors to activated protein C.
Haematologica 1997, 82, 91-95.

Bereczky, Z.; Kovacs, K.B.; Muszbek, L. Protein C and protein S deficiencies:
similarities and differences between two brothers playing in the same game.
Clin Chem Lab Med 2010, 48 Suppl 1, S53-66, doi:10.1515/CCLM.2010.369.
Dahlback, B.; Villoutreix, B.O. Regulation of blood coagulation by the protein
C anticoagulant pathway: novel insights into structure-function relationships
and molecular recognition. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005, 25, 1311-
1320, doi:10.1161/01.ATV.0000168421.13467.82.

Loghmani, H.; Conway, E.M. Exploring traditional and nontraditional roles for
thrombomodulin. Blood 2018, 132, 148-158, doi:10.1182/blood-2017-12-
768994.

Esmon, N.L.; Smirnov, M.D.; Safa, O.; Esmon, C.T. Lupus anticoagulants,
thrombosis and the protein C system. Haematologica 1999, 84, 446-451.
Suzuki, K. The multi-functional serpin, protein C inhibitor: beyond thrombosis
and hemostasis. J Thromb Haemost 2008, 6, 2017-2026, doi:10.1111/j.1538-
7836.2008.03181.x.

Shahzad, K.; Kohli, S.; Al-Dabet, M.M.; Isermann, B. Cell biology of activated
protein C. Curr Opin Hematol 2019, 26, 41-50,
doi:10.1097/MOH.0000000000000473.

Griffin, J.H.; Zlokovic, B.V.; Mosnier, L.O. Activated protein C, protease
activated receptor 1, and neuroprotection. Blood 2018, 132, 159-169,
doi:10.1182/blood-2018-02-769026.

246



330.

331.

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

343.

344.

zsbereczky 271 24

Mosnier, L.O.; Zlokovic, B.V.; Griffin, J.H. The cytoprotective protein C
pathway. Blood 2007, 109, 3161-3172, doi:10.1182/blood-2006-09-003004.
Leon, G.; Rehill, A.M.; Preston, R.J.S. The protein C pathways. Curr Opin
Hematol 2022, 29, 251-258, doi:10.1097/MOH.0000000000000726.

Healy, L.D.; Puy, C.; Fernandez, J.A.; Mitrugno, A.; Keshari, R.S.; Taku, N.A.;
Chu, T.T.; Xu, X.; Gruber, A.; Lupu, F., et al. Activated protein C inhibits
neutrophil extracellular trap formation in vitro and activation in vivo. J Biol
Chem 2017, 292, 8616-8629, doi:10.1074/jbc.M116.768309.

Bernard, G.R.; Vincent, J.L.; Laterre, P.F.; LaRosa, S.P.; Dhainaut, J.F.; Lopez-
Rodriguez, A.; Steingrub, J.S.; Garber, G.E.; Helterbrand, J.D.; Ely, E.W., et al.
Efficacy and safety of recombinant human activated protein C for severe sepsis.
N Engl J Med 2001, 344, 699-709, doi:10.1056/NEJM200103083441001.
Patracchini, P.; Aiello, V.; Palazzi, P.; Calzolari, E.; Bernardi, F.
Sublocalization of the human protein C gene on chromosome 2q13-ql4. Hum
Genet 1989, 81, 191-192, doi:10.1007/BF00293902.

Tait, R.C.; Walker, 1.D.; Reitsma, P.H.; Islam, S.I.; McCall, F.; Poort, S.R.;
Conkie, J.A.; Bertina, R.M. Prevalence of protein C deficiency in the healthy
population. Thromb Haemost 1995, 73, 87-93.

De Stefano, V.; Simioni, P.; Rossi, E.; Tormene, D.; Za, T.; Pagnan, A.; Leone,
G. The risk of recurrent venous thromboembolism in patients with inherited
deficiency of natural anticoagulants antithrombin, protein C and protein S.
Haematologica 2006, 91, 695-698.

Rossi, E.; Za, T.; Ciminello, A.; Leone, G.; De Stefano, V. The risk of
symptomatic pulmonary embolism due to proximal deep venous thrombosis
differs in patients with different types of inherited thrombophilia. Thromb
Haemost 2008, 99, 1030-1034, doi:10.1160/TH08-02-0069.

Koster, T.; Rosendaal, F.R.; Briet, E.; van der Meer, F.J.; Colly, L.P,;
Trienekens, P.H.; Poort, S.R.; Reitsma, P.H.; Vandenbroucke, J.P. Protein C
deficiency in a controlled series of unselected outpatients: an infrequent but
clear risk factor for venous thrombosis (Leiden Thrombophilia Study). Blood
1995, 85, 2756-2761.

Brouwer, J.L.; Lijfering, W.M.; Ten Kate, M.K.; Kluin-Nelemans, H.C.;
Veeger, N.J.; van der Meer, J. High long-term absolute risk of recurrent venous
thromboembolism in patients with hereditary deficiencies of protein S, protein
C or antithrombin. Thromb Haemost 2009, 101, 93-99.

Matitiau, A.; Tabachnik, E.; Sthoeger, D.; Birk, E. Thrombus in the left
ventricle of a child with systemic emboli: an unusual presentation of hereditary
protein C deficiency. Pediatrics 2001, 107, 421-422,
doi:10.1542/peds.107.2.421.

Kim, M.J.; Hur, S.H.; Lee, Y.S.; Hyun, D.W.; Han, S.W.; Kim, K.S.; Kim,
Y.N.; Kim, K.B. Intracardiac multichamber thrombi in a patient with combined
protein C and protein S deficiencies. Int J Cardiol 2005, 100, 505-506,
doi:10.1016/j.ijcard.2004.10.027.

Pabinger, [.; Grafenhofer, H. Thrombosis during pregnancy: risk factors,
diagnosis and treatment. Pathophysiol Haemost Thromb 2002, 32, 322-324,
doi:10.1159/000073590.

Goldenberg, N.A.; Manco-Johnson, M.J. Protein C deficiency. Haemophilia
2008, /4, 1214-1221, doi:10.1111/1.1365-2516.2008.01838 x.

Minford, A.; Brandao, L.R.; Othman, M.; Male, C.; Abdul-Kadir, R.; Monagle,
P.; Mumford, A.D.; Adcock, D.; Dahlback, B.; Miljic, P., et al. Diagnosis and

247



345.

346.

347.

348.

349.

350.

351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.

zsbereczky 271 24

management of severe congenital protein C deficiency (SCPCD):
Communication from the SSC of the ISTH. J Thromb Haemost 2022, 20, 1735-
1743, doi:10.1111/jth.15732.

Kohler, J.; Kasper, J.; Witt, I.; von Reutern, G.M. Ischemic stroke due to protein
C deficiency. Stroke 1990, 21, 1077-1080, doi:10.1161/01.str.21.7.1077.

Acar, G.; Dogan, A.; Altinbas, A.; Turker, Y. Recurrent acute stent thrombosis
associated with protein C and S deficiencies. Int J Cardiovasc Imaging 20060,
22,333-337, doi:10.1007/s10554-005-9074-3.

Peterman, M.A.; Roberts, W.C. Syndrome of protein C deficiency and anterior
wall acute myocardial infarction at a young age from a single coronary
occlusion with otherwise normal coronary arteries. Am J Cardiol 2003, 92, 768-
770, doi:10.1016/s0002-9149(03)00854-3.

Kottke-Marchant, K.; Comp, P. Laboratory issues in diagnosing abnormalities
of protein C, thrombomodulin, and endothelial cell protein C receptor. Arch
Pathol Lab Med 2002, 126, 1337-1348, do0i:10.5858/2002-126-1337-LIIDAO.

Sadiq, A.; Ahmed, S.; Karim, A.; Spivak, J.; Mattana, J. Acute myocardial
infarction: a rare complication of protein C deficiency. Am J Med 2001, 110,
414, doi:10.1016/s0002-9343(00)00753-1.

Tiong, I.Y.; Alkotob, M.L.; Ghaffari, S. Protein C deficiency manifesting as an
acute myocardial infarction and ischaemic stroke. Heart 2003, 89, E7,
doi:10.1136/heart.89.2.¢7.

Yang, F.C.; Hsu, C.H.; Lin, J.C.; Chen, C.Y.; Lee, J.T. Inherited protein C
deficiency with acute ischemic stroke in a young adult: a case report. Blood
Coagul Fibrinolysis 2008, 19, 601-604, doi:10.1097/MBC.0b013e3283009c7c.
Hisatomi, K.; Yamada, T.; Odate, T.; Yamashita, K. Intermittent coronary
artery occlusion caused by a floating thrombus in the left coronary sinus of
valsalva of a patient with a normal aorta and protein C deficiency. Ann Thorac
Surg 2011, 92, 1508-1510, doi:10.1016/j.athoracsur.2011.04.037.

Cheng, Y.C.; Tsai, C.S.; Lin, Y.C.; Kao, C.H.; Tsai, Y.T. Multiple episodes of
arterial thrombosis in a young man with protein C deficiency: a case report.
Vascular 2012, 20, 318-320, doi:10.1258/vasc.2011.cr0290.

Tajima, K.; Yamamoto, H.; Yamamoto, M.; Kato, Y.; Kato, T. Adult-onset
arterial thrombosis in a pedigree of homozygous and heterozygous protein C
deficiency. Thromb Res 2013, 131, 102-104,
doi:10.1016/j.thromres.2012.10.016.

Magbool, S.; Rastogi, V.; Seth, A.; Singh, S.; Kumar, V.; Mustaqueem, A.
Protein-C deficiency presenting as pulmonary embolism and myocardial
infarction in the same patient. Thromb J 2013, 11, 19, doi:10.1186/1477-9560-
11-19.

Wypasek, E.; Pankiw-Bembenek, O.; Potaczek, D.P.; Alhenc-Gelas, M.;
Trebacz, J.; Undas, A. A missense mutation G109R in the PROC gene
associated with type I protein C deficiency in a young Polish man with acute
myocardial infarction. Int J  Cardiol 2013, 167, el46-148,
doi:10.1016/j.ijcard.2013.04.102.

Ichiyama, M.; Ohga, S.; Ochiai, M.; Fukushima, K.; Ishimura, M.; Torio, M.;
Urata, M.; Hotta, T.; Kang, D.; Hara, T. Fetal hydrocephalus and neonatal stroke
as the first presentation of protein C deficiency. Brain Dev 2016, 38, 253-256,
doi:10.1016/j.braindev.2015.07.004.

Hubert, A.; Gueret, P.; Leurent, G.; Martins, R.P.; Auffret, V.; Bedossa, M.
Myocardial infarction and thrombophilia: Do not miss the right diagnosis! Rev

248



359.

360.

361.

362.

363.

364.

365.

366.

367.

368.

369.

370.

zsbereczky 271 24

Port Cardiol (Engl  Ed) 2018, 37, 89 e81-89 e84,
doi:10.1016/j.repc.2016.12.018.

Iwamoto, Y.; Kitano, T.; Matsubara, S.; Uno, M.; Yagita, Y. In-stent thrombosis
after carotid artery stenting in a patient with protein C deficiency. Neurol Sci
2018, 39, 2229-2230, doi:10.1007/s10072-018-3544-6.

Li, P.; Qin, C. Recurrent cerebellar infarction associated with hereditary
heterozygous protein C deficiency in a 35-year-old woman: A case report and
genetic study on the pedigree. Exp Ther Med 2018, 16, 2677-2681,
doi:10.3892/etm.2018.6518.

Mahmoodi, B.K.; Brouwer, J.L.; Veeger, N.J.; van der Meer, J. Hereditary
deficiency of protein C or protein S confers increased risk of arterial
thromboembolic events at a young age: results from a large family cohort study.
Circulation 2008, 118, 1659-1667,
doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.108.780759.

Omran, S.S.; Lerario, M.P.; Gialdini, G.; Merkler, A.E.; Moya, A.; Chen, M.L.;
Kamel, H.; DeSancho, M.; Navi, B.B. Clinical Impact of Thrombophilia
Screening in Young Adults with Ischemic Stroke. J Stroke Cerebrovasc Dis
2019, 28, 882-889, doi:10.1016/j.jstrokecerebrovasdis.2018.12.006.

Sakata, T.; Kario, K.; Katayama, Y.; Matsuyama, T.; Kato, H.; Miyata, T.
Studies on congenital protein C deficiency in Japanese: prevalence, genetic
analysis, and relevance to the onset of arterial occlusive diseases. Semin Thromb
Hemost 2000, 26, 11-16, doi:10.1055/s-2000-9796.

Haywood, S.; Liesner, R.; Pindora, S.; Ganesan, V. Thrombophilia and first
arterial ischaemic stroke: a systematic review. Arch Dis Child 2005, 90, 402-
405, doi:10.1136/adc.2004.049163.

Kenet, G.; Lutkhoff, L.K.; Albisetti, M.; Bernard, T.; Bonduel, M.; Brandao,
L.; Chabrier, S.; Chan, A.; deVeber, G.; Fiedler, B., et al. Impact of
thrombophilia on risk of arterial ischemic stroke or cerebral sinovenous
thrombosis in neonates and children: a systematic review and meta-analysis of
observational studies. Circulation 2010, 121, 1838-1847,
doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.109.913673.

Sugahara, Y.; Miura, O.; Hirosawa, S.; Aoki, N. Compound heterozygous
protein C deficiency caused by two mutations, Arg-178 to Gln and Cys-331 to
Arg, leading to impaired secretion of mutant protein C. Thromb Haemost 1994,
72, 814-818.

Bovill, E.G.; Tomczak, J.A.; Grant, B.; Bhushan, F.; Pillemer, E.; Rainville,
LR.; Long, G.L. Protein CVermont: symptomatic type II protein C deficiency
associated with two GLA domain mutations. Blood 1992, 79, 1456-1465.
Gaussem, P.; Gandrille, S.; Duchemin, J.; Emmerich, J.; Alhenc-Gelas, M.;
Aillaud, M.F.; Aiach, M. Influence of six mutations of the protein C gene on
the Gla domain conformation and calcium affinity. Thromb Haemost 1994, 71,
748-754.

Preston, R.J.; Morse, C.; Murden, S.L.; Brady, S.K.; O'Donnell, J.S.; Mumford,
A.D. The protein C omega-loop substitution Asn2lle is associated with reduced
protein C anticoagulant activity. Br J Haematol 2009, 144, 946-953,
doi:10.1111/j.1365-2141.2008.07550.x.

Marchetti, G.; Patracchini, P.; Gemmati, D.; Castaman, G.; Rodeghiero, F.;
Wacey, A.; Cooper, D.N.; Tuddenham, E.G.; Bernardi, F. Symptomatic type II
protein C deficiency caused by a missense mutation (Gly 381-->Ser) in the

249



371.

372.

373.

374.

375.

376.

377.

378.

379.

380.

381.

382.

383.

zsbereczky 271 24

substrate-binding pocket. Br J Haematol 1993, 84, 285-289,
doi:10.1111/5.1365-2141.1993.tb03066.x.

Levo, A.; Kuismanen, K.; Holopainen, P.; Vahtera, E.; Rasi, V.; Holopainen,
P.; Rasi, V.; Krusius, T.; Partanen, J. Single founder mutation (W380G) in type
II protein C deficiency in Finland. Thromb Haemost 2000, 84, 424-428.

Tsay, W.; Shen, M.C. R147W mutation of PROC gene is common in venous
thrombotic patients in Taiwanese Chinese. Am J Hematol 2004, 76, 8-13,
doi:10.1002/ajh.20043.

Miyata, T.; Sakata, T.; Yasumuro, Y.; Okamura, T.; Katsumi, A.; Saito, H.;
Abe, T.; Shirahata, A.; Sakai, M.; Kato, H. Genetic analysis of protein C
deficiency in nineteen Japanese families: five recurrent defects can explain half
of the deficiencies. Thromb Res 1998, 92, 181-187, doi:10.1016/s0049-
3848(98)00131-5.

Zeegers, M.P.; van Poppel, F.; Vlietinck, R.; Spruijt, L.; Ostrer, H. Founder
mutations among the Dutch. Eur J Hum Genet 2004, 12, 591-600,
doi:10.1038/sj.ejhg.5201151.

Couture, P.; Bovill, E.G.; Demers, C.; Simard, J.; Delage, R.; Scott, B.T.;
Valliere, J.E.; Callas, P.W.; Jomphe, M.; Rosendaal, F.R., et al. Evidence of a
founder effect for the protein C gene 3363 inserted C mutation in thrombophilic
pedigrees of French origin. Thromb Haemost 2001, 86, 1000-1006.

Szeles, G.; Voko, Z.; Jenei, T.; Kardos, L.; Pocsai, Z.; Bajtay, A.; Papp, E.;
Pasti, G.; Kosa, Z.; Molnar, 1., et al. A preliminary evaluation of a health
monitoring programme in Hungary. Eur J Public Health 2005, 15, 26-32,
doi:10.1093/eurpub/ckil07.

Karpati, L.; Penke, B.; Katona, E.; Balogh, 1.; Vamosi, G.; Muszbek, L. A
modified, optimized kinetic photometric assay for the determination of blood
coagulation factor XIII activity in plasma. Clin Chem 2000, 46, 1946-1955.
Katona, E.E.; Ajzner, E.; Toth, K.; Karpati, L.; Muszbek, L. Enzyme-linked
immunosorbent assay for the determination of blood coagulation factor XIII A-
subunit in plasma and in cell lysates. J Immunol Methods 2001, 258, 127-135,
doi:10.1016/s0022-1759(01)00479-3.

Schmittgen, T.D.; Livak, K.J. Analyzing real-time PCR data by the comparative
C(T) method. Nat Protoc 2008, 3, 1101-1108, doi:10.1038/nprot.2008.73.
Richards, S.; Aziz, N.; Bale, S.; Bick, D.; Das, S.; Gastier-Foster, J.; Grody,
W.W.; Hegde, M.; Lyon, E.; Spector, E., et al. Standards and guidelines for the
interpretation of sequence variants: a joint consensus recommendation of the
American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for
Molecular Pathology. Genet Med 2015, 17, 405-424, doi:10.1038/gim.2015.30.
Hevessy, Z.; Haramura, G.; Boda, Z.; Udvardy, M.; Muszbek, L. Promotion of
the crosslinking of fibrin and alpha 2-antiplasmin by platelets. 7hromb Haemost
1996, 75, 161-167.

Orban, T.; Kalafatis, M.; Gogonea, V. Completed three-dimensional model of
human coagulation factor va. Molecular dynamics simulations and structural
analyses. Biochemistry 2005, 44, 13082-13090, doi:10.1021/b1050891t.
Darden, T.; Perera, L.; Li, L.; Pedersen, L. New tricks for modelers from the
crystallography toolkit: the particle mesh Ewald algorithm and its use in nucleic
acid simulations. Structure 1999, 7, R55-60, doi:10.1016/s0969-
2126(99)80033-1.

250



384.

385.

386.

387.

388.

389.

390.

391.

392.

393.

394.

395.

396.

397.

zsbereczky 271 24

Venkateswarlu, D.; Perera, L.; Darden, T.; Pedersen, L.G. Structure and
dynamics of zymogen human blood coagulation factor X. Biophys J 2002, 82,
1190-1206, doi:10.1016/S0006-3495(02)75476-3.

Humphrey, W.; Dalke, A.; Schulten, K. VMD: visual molecular dynamics. J
Mol Graph 1996, 14, 33-38, 27-38, do0i:10.1016/0263-7855(96)00018-5.
Kearon, C.; Ageno, W.; Cannegieter, S.C.; Cosmi, B.; Geersing, G.J.; Kyrle,
P.A.; Subcommittees on Control of, A.; Predictive; Diagnostic Variables in
Thrombotic, D. Categorization of patients as having provoked or unprovoked
venous thromboembolism: guidance from the SSC of ISTH. J Thromb Haemost
2016, /4, 1480-1483, doi:10.1111/jth.13336.

Kosa, Z.; Moravcsik-Kornyicki, A.; Dioszegi, J.; Roberts, B.; Szabo, Z.;
Sandor, J.; Adany, R. Prevalence of metabolic syndrome among Roma: a
comparative health examination survey in Hungary. Eur J Public Health 2015,
25,299-304, doi:10.1093/eurpub/ckul57.

Thygesen, K.; Alpert, J.S.; Jaffe, A.S.; Simoons, M.L.; Chaitman, B.R.; White,
H.D.; Joint, E.S.C. A AHAWHFETFfUD.o.MI.,; Authors/Task Force
Members, C.; Thygesen, K.; Alpert, J.S., et al. Third universal definition of
myocardial infarction. J Am Coll Cardiol 2012, 60, 1581-1598,
doi:10.1016/j.jacc.2012.08.001.

Balogh, L.; Katona, E.; Mezei, Z.A.; Kallai, J.; Gindele, R.; Edes, I.; Muszbek,
L.; Papp, Z.; Bereczky, Z. Effect of factor XIII levels and polymorphisms on
the risk of myocardial infarction in young patients. Mol Cell Biochem 2018,
448, 199-209, doi:10.1007/s11010-018-3326-8.

Bereczky, Z.; Gindele, R.; Speker, M.; Kallai, J. Deficiencies of the Natural
Anticoagulants - Novel Clinical Laboratory Aspects of Thrombophilia Testing.
EJIFCC 2016, 27, 130-146.

Manders, E.IM.M.; Verbeek, F.J.; Aten, J.A. Measurement of co-localization of
objects in dual-colour confocal images. J Microsc 1993, 169, 375-382,
doi:10.1111/5.1365-2818.1993.tb03313 .x.

Wu, Y.; Eghbali, M.; Ou, J.; Lu, R.; Toro, L.; Stefani, E. Quantitative
determination of spatial protein-protein correlations in fluorescence confocal
microscopy. Biophys J 2010, 98, 493-504, doi:10.1016/j.bpj.2009.10.037.
Jacobson, M.P.; Pincus, D.L.; Rapp, C.S.; Day, T.J.; Honig, B.; Shaw, D.E.;
Friesner, R.A. A hierarchical approach to all-atom protein loop prediction.
Proteins 2004, 55, 351-367, doi:10.1002/prot.10613.

Pronk, S.; Pall, S.; Schulz, R.; Larsson, P.; Bjelkmar, P.; Apostolov, R.; Shirts,
M.R.; Smith, J.C.; Kasson, P.M.; van der Spoel, D., et al. GROMACS 4.5: a
high-throughput and highly parallel open source molecular simulation toolkit.
Bioinformatics 2013, 29, 845-854, doi:10.1093/bioinformatics/btt055.
Pettersen, E.F.; Goddard, T.D.; Huang, C.C.; Couch, G.S.; Greenblatt, D.M.;
Meng, E.C.; Ferrin, T.E. UCSF Chimera--a visualization system for exploratory
research and analysis. J Comput Chem 2004, 25, 1605-1612,
doi:10.1002/jcc.20084.

Laskowski, R.A.; Rullmannn, J.A.; MacArthur, M.W.; Kaptein, R.; Thornton,
JM. AQUA and PROCHECK-NMR: programs for checking the quality of
protein structures solved by NMR. J Biomol NMR 1996, 8, 477-486,
doi:10.1007/BF00228148.

Balogh, G.; Komaromi, I.; Bereczky, Z. The mechanism of high affinity
pentasaccharide binding to antithrombin, insights from Gaussian accelerated

251



398.

399.

400.

401.

402.

403.

404.

405.

406.

407.

408.

409.

410.

zsbereczky 271 24

molecular dynamics simulations. J Biomol Struct Dyn 2020, 38, 4718-4732,
doi:10.1080/07391102.2019.1688194.

Olson, S.T.; Richard, B.; Izaguirre, G.; Schedin-Weiss, S.; Gettins, P.G.
Molecular mechanisms of antithrombin-heparin regulation of blood clotting
proteinases. A paradigm for understanding proteinase regulation by serpin
family protein proteinase inhibitors. Biochimie 2010, 92, 1587-1596,
doi:10.1016/j.biochi.2010.05.011.

Schedin-Weiss, S.; Richard, B.; Olson, S.T. Kinetic evidence that allosteric
activation of antithrombin by heparin is mediated by two sequential
conformational changes. Arch Biochem Biophys 2010, 504, 169-176,
doi:10.1016/j.abb.2010.08.021.

Roth, R.; Swanson, R.; Izaguirre, G.; Bock, S.C.; Gettins, P.G.W.; Olson, S.T.
Saturation Mutagenesis of the Antithrombin Reactive Center Loop P14 Residue
Supports a Three-step Mechanism of Heparin Allosteric Activation Involving
Intermediate and Fully Activated States. J Biol Chem 2015, 290, 28020-28036,
doi:10.1074/jbc.M115.678839.

McCoy, A.].; Pei, X.Y.; Skinner, R.; Abrahams, J.P.; Carrell, R.W. Structure of
beta-antithrombin and the effect of glycosylation on antithrombin's heparin
affinity and activity. J Mol Biol 2003, 326, 823-833, doi:10.1016/s0022-
2836(02)01382-7.

Jin, L.; Abrahams, J.P.; Skinner, R.; Petitou, M.; Pike, R.N.; Carrell, R.W. The
anticoagulant activation of antithrombin by heparin. Proc Natl Acad Sci U S A
1997, 94, 14683-14688, doi:10.1073/pnas.94.26.14683.

Johnson, D.J.; Huntington, J.A. Crystal structure of antithrombin in a heparin-
bound intermediate state.  Biochemistry 2003, 42, 8712-8719,
doi:10.1021/bi034524y.

Miao, Y.; Feher, V.A.; McCammon, J.A. Gaussian Accelerated Molecular
Dynamics: Unconstrained Enhanced Sampling and Free Energy Calculation. J
Chem Theory Comput 2015, 11, 3584-3595, doi:10.1021/acs.jctc.5b00436.
Johnson, D.J.; Langdown, J.; Li, W.; Luis, S.A.; Baglin, T.P.; Huntington, J.A.
Crystal structure of monomeric native antithrombin reveals a novel reactive
center loop conformation. J Biol Chem 2006, 281, 35478-35486,
doi:10.1074/jbc.M607204200.

Huang, J.; Rauscher, S.; Nawrocki, G.; Ran, T.; Feig, M.; de Groot, B.L.;
Grubmuller, H.; MacKerell, A.D., Jr CHARMM36m: an improved force field
for folded and intrinsically disordered proteins. Nat Methods 2017, 14, 71-73,
doi:10.1038/nmeth.4067.

Jo, S.; Kim, T.; Iyer, V.G.; Im, W. CHARMM-GUI: a web-based graphical user
interface for CHARMM. J Comput Chem 2008, 29, 1859-1865,
doi:10.1002/jcc.20945.

Salomon-Ferrer, R.; Gotz, A.W.; Poole, D.; Le Grand, S.; Walker, R.C. Routine
Microsecond Molecular Dynamics Simulations with AMBER on GPUs. 2.
Explicit Solvent Particle Mesh Ewald. J Chem Theory Comput 2013, 9, 3878-
3888, doi:10.1021/ct400314y.

Roe, D.R.; Cheatham, T.E., 3rd. PTRAJ and CPPTRAIJ: Software for
Processing and Analysis of Molecular Dynamics Trajectory Data. J Chem
Theory Comput 2013, 9, 3084-3095, doi:10.1021/ct400341p.

Bengtsson, B.O.; Thomson, G. Measuring the strength of associations between
HLA antigens and diseases. Tissue Antigens 1981, 18, 356-363,
doi:10.1111/5.1399-0039.1981.tb01404 .x.

252



411.

412.

413.

414.

415.

416.

417.

418.

419.

420.

421.

422.

423.

424.

425.

zsbereczky 271 24

Broman, K.W.; Murray, J.C.; Sheffield, V.C.; White, R.L.; Weber, J.L.
Comprehensive human genetic maps: individual and sex-specific variation in
recombination. Am J Hum Genet 1998, 63, 861-869, doi:10.1086/302011.
Risch, N.; de Leon, D.; Ozelius, L.; Kramer, P.; Almasy, L.; Singer, B.; Fahn,
S.; Breakefield, X.; Bressman, S. Genetic analysis of idiopathic torsion dystonia
in Ashkenazi Jews and their recent descent from a small founder population.
Nat Genet 1995, 9, 152-159, doi:10.1038/ng0295-152.

Goldstein, D.B.; Reich, D.E.; Bradman, N.; Usher, S.; Seligsohn, U.; Peretz, H.
Age estimates of two common mutations causing factor XI deficiency: recent
genetic drift is not necessary for elevated disease incidence among Ashkenazi
Jews. Am J Hum Genet 1999, 64, 1071-1075, doi:10.1086/302313.

Weber, J.L.; Wong, C. Mutation of human short tandem repeats. Hum Mol
Genet 1993, 2, 1123-1128, d0i:10.1093/hmg/2.8.1123.

Rannala, B.; Reeve, J.P. Joint Bayesian estimation of mutation location and age
using  linkage  disequilibrium.  Pac  Symp  Biocomput 2003,
10.1142/9789812776303 0049, 526-534, doi:10.1142/9789812776303 0049.
Genin, E.; Tullio-Pelet, A.; Begeot, F.; Lyonnet, S.; Abel, L. Estimating the age
of rare disease mutations: the example of Triple-A syndrome. J Med Genet
2004, 41, 445-449, doi:10.1136/jmg.2003.017962.

Ajzner, E.; Muszbek, L. Kinetic spectrophotometric factor XIII activity assays:
the subtraction of plasma blank is not omissible [corrected]. J Thromb Haemost
2004, 2, 2075-2077, doi:10.1111/5.1538-7836.2004.00986.x.

Meijer, P. Clinically needed sensitivity for very low levels of Factor XIII: not
yet proven for a new functional assay. Clin Chem Lab Med 2011, 49, 1753-
1754, doi:10.1515/CCLM.2011.649.

Arokszallasi, A.; Kerenyi, A.; Katona, E.; Bereczky, Z.; Muszbek, L.; Boda, Z.;
Schlammadinger, A. The use of recombinant factor XIII in a major bleeding
episode of a patient with congenital factor XIII deficiency--the first experience.
Haemophilia 2015, 21, e118-121, doi:10.1111/hae.12591.

Yamazaki, T.; Nicolaes, G.A.; Sorensen, K.W.; Dahlback, B. Molecular basis
of quantitative factor V deficiency associated with factor V R2 haplotype. Blood
2002, 100, 2515-2521, doi:10.1182/blood.V100.7.2515.

Lunghi, B.; Scanavini, D.; Castoldi, E.; Gemmati, D.; Tognazzo, S.; Redaelli,
R.; Ghirarduzzi, A.; Ieran, M.; Pinotti, M.; Bernardi, F. The factor V
Glul608Lys mutation is recurrent in familial thrombophilia. J Thromb Haemost
2005, 3,2032-2038, doi:10.1111/5.1538-7836.2005.01453 .x.

Traynis, I.; Jones, C.D.; Gibb, C.B.; Acharya, S.S.; Zehnder, J.L. First
molecular characterization of a patient with combined factor V and factor VII
deficiency. Thromb Haemost 2006, 95, 1031-1032, doi:10.1160/TH06-03-
0177.

Castoldi, E.; Lunghi, B.; Mingozzi, F.; Muleo, G.; Redaelli, R.; Mariani, G.;
Bernardi, F. A missense mutation (Y 1702C) in the coagulation factor V gene is
a frequent cause of factor V deficiency in the Italian population. Haematologica
2001, 86, 629-633.

Major, T.; Gindele, R.; Balogh, G.; Bardossy, P.; Bereczky, Z. Founder Effects
in Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia. J Clin Med 2021, 10,
doi:10.3390/jcm10081682.

Major, T.; Gindele, R.; Szabo, Z.; Joni, N.; Kis, Z.; Bora, L.; Bardossy, P.; Racz,
T.; Karosi, T.; Bereczky, Z. [Genetic diagnostics of hereditary hemorrhagic

253



426.

427.

428.

429.

430.

431.

432.

433.

434.

435.

436.

437.

zsbereczky 271 24

telangiectasia (Osler-Weber-Rendu disease)]. Orv Hetil 2019, 160, 710-719,
doi:10.1556/650.2019.31380.

McDonald, J.; Bayrak-Toydemir, P.; DeMille, D.; Wooderchak-Donahue, W.;
Whitehead, K. Curacao diagnostic criteria for hereditary hemorrhagic
telangiectasia is highly predictive of a pathogenic variant in ENG or ACVRLI
(HHT1 and HHT?2). Genet Med 2020, 22, 1201-1205, doi:10.1038/s41436-020-
0775-8.

Hampshire, D.J.; Abuzenadah, A.M.; Cartwright, A.; Al-Shammari, N.S.;
Coyle, R.E.; Eckert, M.; Al-Buhairan, A.M.; Messenger, S.L.; Budde, U.;
Gursel, T., et al. Identification and characterisation of mutations associated with
von Willebrand disease in a Turkish patient cohort. Thromb Haemost 2013, 110,
264-274, doi:10.1160/TH13-02-0135.

Cote, H.C.; Lord, S.T.; Pratt, K.P. gamma-Chain dysfibrinogenemias:
molecular structure-function relationships of naturally occurring mutations in
the gamma chain of human fibrinogen. Blood 1998, 92, 2195-2212.

Lane, D.A.; Southan, C.; Ireland, H.; Thompson, E.; Kehl, M.; Henschen, A.
Delayed release of an abnormal fibrinopeptide A from fibrinogen Manchester:
effect of the A alpha 16 Arg leads to His substitution upon fibrin monomer
polymerization and the immunological crossreactivity of the peptide. Br J
Haematol 1983, 53, 587-597, doi:10.1111/j.1365-2141.1983.tb07310.x.
Chapman, J.; Dogan, A. Fibrinogen alpha amyloidosis: insights from
proteomics. Expert Rev Proteomics 2019, 16, 783-793,
doi:10.1080/14789450.2019.1659137.

Ishiguro, K.; Kojima, T.; Kadomatsu, K.; Nakayama, Y.; Takagi, A.; Suzuki,
M.; Takeda, N.; Ito, M.; Yamamoto, K.; Matsushita, T., et al. Complete
antithrombin deficiency in mice results in embryonic lethality. J Clin Invest
2000, /06, 873-878, doi:10.1172/JCI10489.

Liu, Y.; Kretz, C.A.; Maeder, M.L.; Richter, C.E.; Tsao, P.; Vo, A.H.; Huarng,
M.C.; Rode, T.; Hu, Z.; Mehra, R., et al. Targeted mutagenesis of zebrafish
antithrombin III triggers disseminated intravascular coagulation and
thrombosis, revealing insight into function. Blood 2014, 124, 142-150,
doi:10.1182/blood-2014-03-561027.

Dementiev, A.; Petitou, M.; Herbert, J.M.; Gettins, P.G. The ternary complex
of antithrombin-anhydrothrombin-heparin reveals the basis of inhibitor
specificity. Nat Struct Mol Biol 2004, 11, 863-867, doi:10.1038/nsmb810.

de la Morena-Barrio, M.E.; Martinez-Martinez, 1.; de Cos, C.; Wypasek, E.;
Roldan, V.; Undas, A.; van Scherpenzeel, M.; Lefeber, D.J.; Toderici, M.;
Sevivas, T., et al. Hypoglycosylation is a common finding in antithrombin
deficiency in the absence of a SERPINCI gene defect. J Thromb Haemost 2016,
14, 1549-1560, doi:10.1111/jth.13372.

Orlando, C.; Heylen, O.; Lissens, W.; Jochmans, K. Antithrombin heparin
binding site deficiency: A challenging diagnosis of a not so benign
thrombophilia. Thromb Res 2015, 135, 1179-1185,
doi:10.1016/j.thromres.2015.03.013.

Puurunen, M.; Salo, P.; Engelbarth, S.; Javela, K.; Perola, M. Type II
antithrombin deficiency caused by a founder mutation Pro73Leu in the Finnish
population: clinical picture. J Thromb Haemost 2013, 11, 1844-1849,
doi:10.1111/jth.12364.

Girolami, A.; Fabris, F.; Cappellato, G.; Sainati, L.; Boeri, G. Antithrombin I1I
(AT III) Padua2: a "new" congenital abnormality with defective heparin co-

254



438.

439.

440.

441.

442.

443.

zsbereczky 271 24

factor activities but no thrombotic disease. Blut 1983, 47, 93-103,
doi:10.1007/BF02482643.

Fitton, H.L.; Skinner, R.; Dafforn, T.R.; Jin, L.; Pike, R.N. The N-terminal
segment of antithrombin acts as a steric gate for the binding of heparin. Protein
Sci 1998, 7, 782-788, doi:10.1002/pro.5560070328.

Tanaka, Y.; Ueda, K.; Ozawa, T.; Sakuragawa, N.; Yokota, S.; Sato, R.;
Okamura, S.; Morita, M.; Imanaka, T. Intracellular accumulation of
antithrombin Morioka (C95R), a novel mutation causing type I antithrombin
deficiency. J Biol Chem 2002, 277, 51058-51067,
doi:10.1074/jbc.M210231200.

Zhou, R.F.; Fu, Q.H.; Wang, W.B.; Xie, S.; Dai, J.; Ding, Q.L.; Wang, X.F.;
Wang, H.L.; Wang, Z.Y. Molecular mechanisms of antithrombin deficiency in
two Chinese families. One novel and one recurrent point mutation in the
antithrombin gene causing venous thrombosis. Thromb Haemost 2005, 94,
1172-1176, doi:10.1160/TH05-06-0450.

Miao, Y.; Bhattarai, A.; Wang, J. Ligand Gaussian Accelerated Molecular
Dynamics (LiGaMD): Characterization of Ligand Binding Thermodynamics
and Kinetics. J Chem Theory Comput 2020, 16, 5526-5547,
doi:10.1021/acs.jcte.0c00395.

Kraft, C.; Peter, M.; Hofmann, K. Selective autophagy: ubiquitin-mediated
recognition and beyond. Nat Cell Biol 2010, 12, 836-841,
doi:10.1038/ncb0910-836.

Lecker, S.H.; Goldberg, A.L.; Mitch, W.E. Protein degradation by the ubiquitin-
proteasome pathway in normal and disease states. J Am Soc Nephrol 2006, 17,
1807-1819, doi:10.1681/ASN.2006010083.

255



zsbereczky 271 24
9 AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

1, Bereczky, Z., Bardos, H., Komaromi, 1., Kiss, C., Haramura, G., Ajzner, E. Adény,
R., Muszbek, L.: Factor X Debrecen: Gly204Arg mutation in factor X causes the
synthesis of a non-secretable protein and severe factor X deficiency. Haematologica.
93 (2), 299-302, 2008. (Q1)

IF: 5.978

2, Kovécs, K., Tisza, B., Komaromi, 1., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Inherited factor V
deficiency associated with a novel heterozygous missense mutation (p.G493R) in a
patient with excessive surgical bleeding. Thromb. Haemost. 102 (4), 787-789, 2009.
(Ql)

IF: 4.451

3, Karimi, M., Bereczky, Z., Cohan, N., Muszbek, L.: Factor XIII Deficiency. Semin.
Thromb. Hemost. 35 (4), 426-438, 2009. (Q1)
IF: 3.214

4, Bereczky, Z., Kovacs, K., Muszbek, L.: Protein C and protein S deficiencies:
similarities and differences between two brothers playing in the same game. Clin.
Chem. Lab. Med. 48 (Suppl.1), S53-S66, 2010. (Q2)

IF: 2.069

5, Muszbek, L., Bereczky, Z., Kovacs, B., Komaromi, I.: Antithrombin deficiency and
its laboratory diagnosis. Clin. Chem. Lab. Med. 48 (Suppl.1), S67-S78, 2010. (Q2)
IF: 2.069

6, Szilagyi, S., Péter, A., Magyar, M., Balogh, S., Bereczky, Z.: Recurrent arterial
thrombosis associated with the antithrombin Basel variant and elevated lipoprotein(a)
plasma level in an adolescent patient.

J. Pediatr. Hematol. Oncol. 34 (4), 276-279, 2012. (Q2)

IF: 0.973

7, Kovacs, B., Bereczky, Z., Olah, Z., Gindele, R., Kerényi, A., Selmeczi, A., Boda,
Z.,Muszbek, L.: The Superiority of Anti-FXa Assay Over Anti-FIla Assay in Detecting
Heparin-Binding Site Antithrombin Deficiency. Am. J. Clin. Pathol. 140 (5), 675-679,
2013. (Q1)

IF: 3.005

8, Kovacs, B., Bereczky, Z., Selmeczi, A., Gindele, R., Oléh, Z., Kerényi, A., Boda,
Z., Muszbek, L.: Progressive chromogenic anti-factor Xa assay and its use in the
classification of antithrombin deficiencies. Clin. Chem. Lab. Med. 52 (12), 1797-1806,
2014. (Q1)

IF: 2.707

9, Katona, E., Muszbek, L., Devreese, K., Kovécs, K., Bereczky, Z., Jonkers, M.,
Shemirani, A. Mondelaers, V., Ermens, A.: Factor XIII deficiency: complete
phenotypic characterization of two cases with novel causative mutations. Haemophilia.
20 (1), 114-120, 2014. (Q1)

IF: 2.603

256



zsbereczky 271 24

10, Kovacs, K., Pataki, 1., Bardos, H., Fekete, A., Pfliegler, G., Haramura, G., Gindele,
R., Koméaromi, 1., Balla, G., Adany, R., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Molecular
characterization of p.Asp77Gly and the novel p.Alal63Val and p.Alal63Glu mutations
causing protein C deficiency. Thromb. Res. 135 (4), 718-726, 2015. (Q2)

IF: 2.32

11, Gindele, R., Olah, Z., llonczai, P., Speker, M., Udvari, A., Selmeczi, A., Pfliegler,
G., Marjan, E., Kovéacs, B., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Founder effect is
responsible for the p.Leul31Phe heparin-binding-site antithrombin mutation common
in Hungary: phenotype analysis in a large cohort. J. Thromb. Haemost. 14 (4), 704-715,
2016. (Q1/D1)

IF: 5.287

12, Major, T., Gindele, R., Szabd, Z., Alef, T., Thiele, B., Bora, L., Kis, Z., Bardossy,
P., Racz, T., Havacs, 1., Bereczky, Z.: Evidence for the founder effect of a novel
ACVRLI splice-site mutation in Hungarian hereditary hemorrhagic telangiectasia
families. Clin. Genet. 90 (5), 466-467, 2016. (Q2)

IF: 3.326

13, Gindele, R., Selmeczi, A., Oléh, Z., llonczai, P., Pfliegler, G., Marjan, E., Nemes,
L., Nagy, A., Losonczy, H., Mitic, G., Kovac, M., Balogh, G., Koméromi, I.,
Schlammadinger, A., Molnarné Razso, K., Boda, Z., Muszbek, L., Bereczky, Z.:
Clinical and laboratory characteristics of antithrombin deficiencies: a large cohort study
from a single diagnostic center. Thromb. Res. 160 119-128, 2017. (Q2)

IF: 2.779

14, Selmeczi, A., Gindele, R., Ilonczai, P., Fekete, A., Komaromi, I., Schlammadinger,
A., Molnarné Razso, K., Kovacs, K., Bardos, H., Adany, R., Muszbek, L., BereczKy,
Z.,Boda, Z., Olah, Z.: Antithrombin Debrecen (p.Leu205Pro) - Clinical and molecular
characterization of a novel mutation associated with severe thrombotic tendency.
Thromb. Res. 158 1-7,2017. (Q2)

IF: 2.779

15, Kovac, M., Mitic, G., Mikovic, Z., Mandic, V., Miljic, P., Mitrovic, M., Tomic, B.,
Bereczky, Z.: The influence of specific mutations in the AT gene (SERPINCI1) on the
type of pregnancy related complications. Thromb. Res. 173 12-19, 2019. (Q2)
Hematology

IF: 2.869

16, Kovac, M., Mitic, G., Djilas, 1., Kuzmanovic, M., Serbic, O., Lekovic, D., Tomic,
B., BereczKky, Z.: Genotype phenotype correlation in a pediatric population with
antithrombin deficiency. Eur. J. Pediatr. 178 (10), 1471-1478, 2019. (Q1)

IF: 2.305

17, Gindele, R., Kerényi, A., Kallai, J., Pfliegler, G., Schlammadinger, A., Szegedi, .,
Major, T., Szabd, Z., Bagoly, Z., Kiss, C., Kappelmayer, J., Bereczky, Z.: Resolving
differential diagnostic problems in von Willebrand disease, in fibrinogen disorders, in
prekallikrein deficiency and in hereditary hemorrhagic telangiectasia by next-
generation sequencing. Life (Basel). 11 (3), 1-23, 2021. (Q2)

IF: 3.251

257



zsbereczky 271 24

18, Gindele, R., Pénzes-Daku, K., Balogh, G., Kallai, J., Kissné Bogati, R., Bécsi, B.,
Erdéddi, F., Katona, E., Bereczky, Z.: Investigation of the differences in antithrombin
to heparin binding among antithrombin Budapest 3, Basel, and Padua mutations by
biochemical and in silico methods. Biomolecules. 11 (4), 1-18, 2021. (Q2)

IF: 6.064

19, de la Morena-Barrio, M., Gindele, R., Bravo-Pérez, C., Ilonczai, P., Zuazu, I,
Speker, M., Olah, Z., Rodriguez-Sevilla, J., Entrena, L., Infante, M., Morena-Barrio,
B., Garcia, J., Schlammadinger, A., Cifuentes-Riquelme, R., Mora, -., Mifiano, A.,
Padilla, J., Vicente, V., Corral, J., Bereczky, Z.: High penetrance of inferior vena cava
system atresia in severe thrombophilia caused by homozygous antithrombin Budapest
3 variant: description of a new syndrome. Am. J. Hematol. 96 (11), 1363-1373, 2021.

(Q1/D1)
IF: 13.265

20, Bereczky, Z., Gindele, R., Fiatal, S., Speker, M., Mikloés, T., Balogh, L., Mezei, Z.,
Szab6, Z., Adany, R.: Age and Origin of the Founder Antithrombin Budapest 3
(p.Leul31Phe) Mutation; Its High Prevalence in the Roma Population and Its
Association With Cardiovascular Diseases. Front. Cardiovasc. Med. 7 1-15,2021. (Q1)
IF: 5.846

21, Kallai, J., Gindele, R., Pénzes-Daku, K., Balogh, G., Kissné¢ Bogati, R., Bécsi, B.,
Katona, E., Olih, Z., Ilonczal P., Boda, Z., Rona-Tas, A., Nemes, L., Marton L,
Bereczky, Z.. Chmcal and Molecular Characterlzatlon of N1ne Novel Antithrombin
Mutations. Int. J. Mol. Sci. 25 (5), 1-19, 2024. (Q1/D1)

IF: 4.9 (2023)

258



zsbereczky 271 24

10 AZ ERTEKEZESBEN NEM TARGYALT, A PhD FOKOZAT
MEGSZERZESE OTA MEGJELENT NEMZETKOZI ES HAZAI
KOZLEMENYEK

1, Muszbek, L., Bagoly, Z., Bereczky, Z., Katona, E.: The involvement of blood
coagulation factor XIII in fibrinolysis and thrombosis. Cardiovasc. Hematol. Agents.
Med. Chem. 6 190-205, 2008. (Q1)

2, llonczai, P., Schlammadinger, A., Olah, Z., Molnarné Razso, K., Bereczky, Z.,
Boda, Z.: Temporarily successful eradication therapy in acquired haemophilia with
high inhibitor titer: a case report with a new protocol. Thromb. Haemost. 100 (1), 149-
150, 2008. (Q1)

IF: 3.803

3, Shemirani, A., Szomjék, E., Csiki, Z., Katona, E., Bereczky, Z., Muszbek, L.:
Elevated factor XIII level and the risk of peripheral artery disease. Haematologica. 93
(9), 1430-1432, 2008. (Q1)

IF: 5.978

4, Ajzner, E. Schlammadinger, A., Kerényi, A., Bereczky, Z., Katona, E., Haramura,
G., Boda, Z., Muszbek, L.: Severe bleeding complications caused by an autoantibody
against the B subunit of plasma factor XIII: a novel form of acquired factor XIII
deficiency. Blood. 113 (3), 723-725, 2009. (Q1/D1)

IF: 10.555

5, Bagoly, Z., Fazakas, F., Marosi, A., Torok, O., Bereczky, Z., Haramura, G., Té6th,
J., Kappelmayer, J., Muszbek, L.: Variant type Glanzmann thrombasthenia caused by
homozygous p.724R>X mutation in beta3 integrin. Thromb. Res. 125 (5), 427-431,
2010. (Q2)

IF:2.372

6, Muszbek, L., Bereczky, Z., Bagoly, Z., Shemirani, A., Katona, E.: Factor XIII and
atherothrombotic diseases. Semin. Thromb. Hemost. 36 (1), 018-033, 2010. (Q1)
IF: 4.169

7, Kappelmayer, J., Antal, C., Bereczky, Z.: Specidlis klinikai laboratériumi
vizsgalatok hazai elérhetdsége: a Magyar Laboratoériumi Diagnosztikai Térsasag
Vizsgalati Regisztere. Orv. Hetil. 152 (51), 2056-2062, 2011. (Q3)

8, Mogyordsy, G., Kovacs, T., Nagy, A., Kerényi, A., Szollosi, Z., Bereczky, Z., Kiss,
C.: Recurrent intraventricular thrombosis in a child with dilated cardiomyopathy and
antithrombin deficiency. Cardiol. Hung. 41 (1), 18-21, 2011.

9, Bereczky, Z., Muszbek, L.: Factor XIII and venous thromboembolism. Semin.
Thromb. Hemost. 37 (3), 305-314, 2011. (Q1)
IF: 4.524

259



zsbereczky 271 24

10, Muszbek, L., Bereczky, Z., Bagoly, Z., Komaromi, I., Katona, E.: Factor XIII: a
coagulation factor with multiple plasmatic and cellular functions. Physiol. Rev. 91 (3),
931-972, 2011. (Q1/D1)

IF: 26.866

11, Olah, Z., Bereczky, Z., Szarvas, M., Boda, Z.: Coagulation: cascade!. Lancet. 378
(9792), 740, 2011. (Q1/D1)
IF: 38.278

12, Herczeg, M., Lazar, L., Bereczky, Z., Kovér, K., Timari, 1., Kappelmayer, J.,
Liptak, A., Antus, S., Borbés, A.: Synthesis and anticoagulant activity of bioisosteric
sulfonic-acid analogues of the antithrombin-binding pentasaccharide domain of
heparin. Chem.-Eur. J. 18 (34), 10643-10652, 2012. (Q1/D1)

IF: 5.831

13, Balogh, E., Bereczky, Z., Katona, E., Készegi, Z., Edes, 1., Muszbek, L., Czuriga,
I.: Interaction between homocysteine and lipoprotein(a) increases the prevalence of
coronary artery disease/myocardial infarction in women: a case-control study.

Thromb. Res. 129 (2), 133-138, 2012. (Q2)

IF: 3.133

14, Arokszallasi, A., Ilonczai, P., Molnarné Razso, K., Olah, Z., Bereczky, Z., Boda,
Z., Schlammadinger, A.: Acquired haemophilia: an often overlooked cause of bleeding
- experience from a Hungarian tertiary care centre. Blood Coagul. Fibrinolysis. 23 (7),
584-589, 2012. (Q2)

IF: 1.248

15, Zsoéri, K., Csiki, Z., Katona, E., Bereczky, Z., Shemirani, A.: Vitamin B12 level in
peripheral arterial disease. J. Thromb. Thrombolysis. 36 (1), 77-83, 2013. (Q2)
IF: 2.039

16, Kovacs, E., Katona, E., Bereczky, Z., Homorddi, N., Balogh, L., Toth, E., Péterty,
H., Kiss, R., Edes, 1., Muszbek, L.: New direct and indirect methods for the detection
of cyclooxygenase 1 acetylation by aspirin; the lack of aspirin resistance among healthy
individuals. Thromb. Res. 131 (4), 320-324, 2013. (Q2)

IF: 2.427

17, Oléh, Z., Szarvas, M., Bereczky, Z., Kerényi, A., Kappelmayer, J., Boda, Z.: Direct
thrombin inhibitors and factor Xa inhibitors can influence the diluted prothrombin time
used as the initial screen for lupus anticoagulant. Arch. Pathol. Lab. Med. 137 (7), 967-
973,2013. (Q1/D1)

IF: 2.884

18, Kovac, M., Mitic, G., Miljic, P., Mikovic, Z., Mandic, V., Djordjevic, V.,
Radojkovic, D., Bereczky, Z., Muszbek, L.: Poor pregnancy outcome in women with
homozygous type-II HBS antithrombin deficiency. Thromb. Res. 133 (6), 1158-1160,
2014. (Q2)

IF: 2.447

260



zsbereczky 271 24

19, Shemirani, A., Antalfi, B., Pongracz, E., Mezei, Z., Bereczky, Z., Csiki, Z.: Factor
XIII-A subunit Val34Leu polymorphism in fatal atherothrombotic ischemic stroke.
Blood Coagul. Fibrinolysis. 25 (4), 364-368, 2014. (Q2)

IF: 1.403

20, Kovacs, E., Katona, E., Bereczky, Z., Homorddi, N., Balogh, L., Toth, E., Péterty,
H., Kiss, R., Edes, I., Muszbek, L.: Evaluation of laboratory methods routinely used to
detect the effect of aspirin against new reference methods. Thromb. Res. 133 (5), 811-
816, 2014. (Q2)

IF: 2.447

21, Arokszallasi, A., Kerényi, A., Katona, E., Bereczky, Z., Muszbek, L., Boda, Z.,
Schlammadinger, A.: The use of recombinant factor XIII in a major bleeding episode
of a patient with congenital factor XIII deficiency - the first experience. Haemophilia.
21 (1), el18-e121, 2015. (Q1)

IF: 2.673

22, llonczai, P., Oldh, Z., Selmeczi, A., Kerényi, A., Bereczky, Z., Poka, R.,
Schlammadinger, A., Boda, Z.: Management and outcome of pregnancies in women
with antithrombin deficiency: a single-center experience and review of literature. Blood
Coagul. Fibrinolysis. 26 (7), 798-804, 2015. (Q2)

IF: 1.242

23, Mezei, Z., Bereczky, Z., Katona, E., Gindele, R., Balogh, E., Fiatal, S., Balogh, L.,
Czuriga, 1., Adany, R., Edes, 1., Muszbek, L.: Factor XIII B subunit polymorphisms
and the risk of coronary artery disease. Int. J. Mol. Sci. 16 (1), 1143-1159, 2015. (Q1)
IF: 3.257

24, Téth, L., Fekete, A., Balogh, G., Bereczky, Z., Komaromi, I.: Dynamic properties
of the native free antithrombin from molecular dynamics simulations: computational
evidence for solvent- exposed Arg393 side chain. J. Biomol. Struct. Dyn. 33 (9), 2023-
2036, 2015. (Q2)

IF: 2.3

25, Homoroddi, N., Kovacs, E., Leé, S., Katona, E., Shemirani, A., Haramura, G.,
Balogh, L., Bereczky, Z., Szdke, G., Péterfy, H., Kiss, R., Edes, 1., Muszbek, L.: The
lack of aspirin resistance in patients with coronary artery disease. J. Transl. Med. 14
(1), 74, 2016. (Q1/D1)

IF: 3.786

26, Mezei, Z., Katona, E., Kallai, J., Bereczky, Z., Molnér, E., Kovacs, B., Ajzner, E.
Bagoly, Z., Miklés, T., Muszbek, L.: Regulation of plasma factor XIII levels in healthy
individuals; a major impact by subunit B intron K ¢.1952+144 C>G polymorphism.
Thromb. Res. 148 101-106, 2016. (Q2)

IF: 2.65

27, Kovac, M., Mitic, G., Mikovic, Z., Djordjevic, V., Muszbek, L., Bereczky, Z.:
Pregnancy related stroke in the setting of homozygous type-II HBS antithrombin
deficiency. Thromb. Res. 139 111-113, 2016. (Q2)

IF: 2.65

261



zsbereczky 271 24

28, Balogh, E., Maros, T., Darago, A., Csapo, K., Herczegh, B., Nyul, B., Czuriga, I.,
Bereczky, Z., Edes, 1., Kdszegi, Z.: Plasma homocysteine levels are related to medium-
term venous graft degeneration in coronary artery bypass graft patients. Anatol. J.
Cardiol. 16 (11), 868-873, 2016.

IF: 1.19

29, Bereczky, Z., Gindele, R., Speker, M., Kallai, J.: Deficiencies of the natural
anticoagulants: novel clinical laboratory aspects of thrombophilia testing.
EJIFCC. 27 (2), 130-146, 2016.

30, Pénzes-Daku, K., Vezina, C., Bereczky, Z., Katona, E., Kun, M., Muszbek, L.,
Rivard, G.: Alloantibody developed in a factor XIII A subunit deficient patient during
substitution therapy: characterization of the antibody. Haemophilia. 22 (2), 268-275,
2016. (Q1/D1)

IF: 3.569

31, Frendl, 1., Katko, M., Galgodczi, E., Boda, J., Zsiros, N., Németi, Z., Bereczky, Z.,
Hudék, R., Kappelmayer, J., Erdei, A., Turchanyi, B., Nagy, E.: Plasminogen activator
inhibitor Type 1: a possible novel biomarker of late pituitary dysfunction after mild
traumatic brain injury. J. Neurotrauma. 34 (23), 3238-3244, 2017. (Q1/D1)

IF: 5.002

32, Téth, N., Csanadi, Z., Hajas, O., Kiss, A., Nagy-Balo, E., Kovéacs, K., Sarkady, F.,
Muszbek, L., Bereczky, Z., Csiba, L., Bagoly, Z.: Intracardiac hemostasis and
fibrinolysis parameters in patients with atrial fibrillation. Biomed Res. Int. 2017 1-10,
2017. (Q1)

IF: 2.583

33, Mezei, Z., Katona, E., Kallai, J., Bereczky, Z.., Somodi, L., Molnér, E., Kovacs, B.,
Miklés, T., Ajzner, E., Muszbek, L.: Factor XIII levels and factor XIII B subunit
polymorphisms in patients with venous thromboembolism. Thromb. Res. 158 93-97,
2017.(Q2)

IF: 2.779

34, Kerényi, A., Bekéné Debreceni, 1., Olah, Z., llonczai, P., Bereczky, Z., Nagy, B.,
Muszbek, L., Kappelmayer, J.: Evaluation of flow cytometric HIT assays in relation to
an IgG-specific immunoassay and clinical outcome. Cytom. Part B-Clin. Cytom. 92 (5),
389-397,2017. (Q1)

IF: 2.757

35, Kovac, M., Mitic, G., Jesic, M., Djordjevic, V., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Early
onset of abdominal venous thrombosis in a newborn with homozygous type II heparin-
binding site antithrombin deficiency. Blood Coagul. Fibrinolysis. 28 (3), 264-266,
2017. (Q3)

IF: 1.119

36, Bereczky, Z., Olédh, Z., Ajzner, E. Kappelmayer, J.: Az 1) oralis
antikoagulansokkal torténd kezelés laboratoriumi vonatkozéasai. Orvosi Hetilap. 158
(49), 1930-1945, 2017. (Q4)

IF: 0.322

262



zsbereczky 271 24

37, Demeter, F., Gyongyosi, T., Bereczky, Z., Kovér, K., Herczeg, M., Borbas, A.:
Replacement of the L-iduronic acid unit of the anticoagulant pentasaccharide
idraparinux by a 6-deoxy-Ltalopyranose: synthesis and conformational analysis. Sci
Rep. 8 (1), 1-10, 2018. (Q1/D1)

IF: 4.011

38, Székely, E., Czuriga-Kovacs, K., BereczKy, Z., Katona, E., Mezei, Z., Nagy, A.,
Téth, N., Berényi, E., Muszbek, L., Csiba, L., Bagoly, Z.: Low factor XIII levels after
intravenous thrombolysis predict short-term mortality in ischemic stroke patients. Sci.
Rep. 8 (1), 1-9, 2018. (Q1/D1)

IF: 4.011

39, Kovac, M., Mitic, G., Lalic-Cosic, S., Djordjevic, V., Tomic, B., Muszbek, L.,
BereczKy, Z.: Evaluation of endogenous thrombin potential among patients with
antithrombin deficiency. Thromb. Res. 166 50-53, 2018. (Q2)

IF: 3.266

40, Balogh, L., Katona, E., Mezei, Z., Kéllai, J., Gindele, R., Edes, 1., Muszbek, L.,
Papp, Z., Bereczky, Z.: Effect of factor XIII levels and polymorphisms on the risk of
myocardial infarction in young patients. Mol. Cell. Biochem. 448 (1-2), 199-209, 2018.
(Ql)

IF: 2.884

41, Arokszallasi, A., Molnarné Razsé, K., Ilonczai, P., Olah, Z., Bereczky, Z., Boda,
Z., Schlammadinger, A.: A decade-long clinical experience on the prophylactic use of
activated prothrombin complex concentrate in acquired haemophilia A: a case series
from a tertiary care centre. Blood Coagul. Fibrinolysis. 29 (3), 282-287, 2018. (Q3)
IF: 1.12

42, Salamon, A., Farag6, P., Németh, V., Szépfalusi, N., Horvath, E., Vass, A.,
Bereczky, Z., Tajti, J., Vécsei, L., Klivényi, P., Zadori, D.: Multiplex ischaemias stroke
Osler-Rendu-Weber korban. Ideggyogy. Szle. 72 (1-2), 65-70, 2019. (Q4)

IF: 0.337

43, Bereczky, Z., Balogh, L., Bagoly, Z.: Inherited thrombophilia and the risk of
myocardial infarction: current evidence and uncertainties. Kardiol. Pol. 77 (4), 419-
429, 2019. (Q3)

IF: 1.874

44, Kovacs, S., Csiki, Z., Zsori, K., Bereczky, Z., Shemirani, A.: Characteristics of
platelet count and size and diagnostic accuracy of mean platelet volume in patients with
venous thromboembolism: a systematic review and meta-analysis. Platelets. 30 (2),
139-147,2019. (Q1)

IF: 3.378

45, Teraz-Orosz, A., Csapo, A., Bagoly, Z., Székely, E., Toth, E., Kovéacs, B.,
Bereczky, Z., Muszbek, L., Katona, E.: A new ELISA method for the measurement of
total a2-plasmin inhibitor level in human body fluids. J. Immunol. Methods. 471 27-33,
2019. (Q2)

IF: 1.901

263



zsbereczky 271 24

46, Major, T., Gindele, R., Szabo, Z., Joni, N., Kis, Z., Bora, L., Bardossy, P., Racz, T.,
Karosi, T., Bereczky, Z.: A herediter haemorrhagias teleangiectasia (Osler-Weber-
Rendu-kor) genetikai diagnosztikaja. Orv. hetil. 160 (18), 710-719, 2019. (Q3)

IF: 0.497

47, Major, T., Gindele, R., Szabo, Z., Kis, Z., Bora, L., Joni, N., Bardossy, P., Racz, T.,
BereczKy, Z.: The Stratified Population Screening of Hereditary Hemorrhagic
Telangiectasia. Pathol. Oncol. Res. 26 (4), 2783-2788, 2020. (Q2)

IF: 3.201

48, Bege, M., Bereczki, 1., Molnar, D., Kicsédk, M., Pénzes-Daku, K., Bereczky, Z.,
Ferenc, G., Kovécs, L., Herczegh, P., Borbas, A.: Synthesis and oligomerization of
cysteinyl nucleosides. Org. Biomol. Chem. 18 8161-8178, 2020. (Q1)

IF: 3.876

49, Tsuda, H., Noguchi, K., Oh, D., Bereczky, Z., Lee, L., Kang, D., Dusse, L.,
Carvalho, M., Morishita, E., SSC Subcommittee on Plasma Coagulation Inhibitors of
the ISTH: Racial differences in protein S Tokushima and two protein C variants as

genetic risk factors for venous thromboembolism. Res. Pract. Thromb. Haemost. 4 (8),
1295-1300, 2020.

50, Sadeghi, F., Kovécs, S., Zsori, K., Csiki, Z., Bereczky, Z., Shemirani, A.: Platelet
count and mean volume in acute stroke: a systematic review and meta-analysis.
Platelets. 31 (6), 731-739, 2020. (Q2)

IF: 3.862

51, Major, T., Csobay-Novak, C., Gindele, R., Szab6, Z., Bora, L., Joni, N., Récz, T.,
Karosi, T., Bereczky, Z.: Pitfalls of delaying the diagnosis of hereditary haemorrhagic
telangiectasia. J. Int. Med. Res. 48 (2), 1-7, 2020. (Q3)

IF: 1.671

52, Balogh, G., Komdromi, 1., Bereczky, Z.. The mechanism of high affinity
pentasaccharide binding to antithrombin, insights from Gaussian accelerated molecular
dynamics simulations. J. Biomol. Struct. Dyn. 38 (16), 4718-4732, 2020 (Q3)

53, Natae, S., Kosa, Z., Sandor, J., Merzah, M., Bereczky, Z., Piko, P., Adany, R.,
Fiatal, S.: The higher prevalence of venous thromboembolism in the Hungarian Roma
population could be due to elevated genetic risk and stronger gene-environmental
interactions. Front. Cardiovasc. Med. 8 1-13, 2021. (Q1)

IF: 5.846

54, Reményi, G., Bereczky, Z., Gindele, R., Ujfalusi, A., Illés, A., Udvardy, M.:
1rs779805 Von Hippel-Lindau gene polymorphism induced/related polycythemia entity,
clinical features, cancer association, and familiar characteristics. Pathol. Oncol. Res.
27 1-6, 2021. (Q2)

IF: 2.874

55, Matrai, A., Varga, G., Tanczos, B., Barath, B., Varga, A., Horvéth, L., Bereczky,
Z.,Dedk, A., Németh, N.: In vitro effects of temperature on red blood cell deformability

264



zsbereczky 271 24

and membrane stability in human and various vertebrate species. Clin. Hemorheol.
Microcire. 78 (3), 291-300, 2021. (Q3)
IF: 2.411

56, Plamenova, 1., Zolkova, J., Sokol, J., Kolkova, Z., Bereczky, Z., Katona, E.
Muszbek, L., Kubisz, P., Stasko, J.: Genetic background of inherited factor XIII-A
subunit deficiency: review of the literature and description of two new cases. Semin.
Thromb. Hemost. 47 (7), 885-889, 2021. (Q1)

IF: 6.398

57, Major, T., Gindele, R., Balogh, G., Bardossy, P., Bereczky, Z.: Founder effects in
hereditary hemorrhagic telangiectasia. J Clin Med. 10 (8), 1-20, 2021. (Q1)
IF: 4.964

58, Barath, B., Somogyi, V., Tanczos, B., Varga, A., Bereczky, Z., Németh, N., Dedk,
A.: Examination of the relation between red blood cell aggregation and hematocrit in
human and various experimental animals. Clin. Hemorheol. Microcirc. 78 (2), 187-198,
2021. (Q3)

IF: 2.411

59, Barath, B., Kissné Bogati, R., Miklos, T., Kallai, J., Mezei, Z., Bereczky, Z.,
Muszbek, L., Katona, E.: Effect of [alfa]2-plasmin inhibitor heterogeneity on the risk
of venous thromboembolism. Thromb. Res. 203 110-116, 2021. (Q1)

IF: 10.407

QO, Magyari, F., Kracské, B., Bedekovics, J., Bereczky, Z., [11és, A., Schlammadinger,
A.: Differential diagnostic and treatment difficulties in a patient with acquired von
Willebrand syndrome. Hematology. 26 (1), 301-304, 2021. (Q3)

IF: 2.264

61, Kovacs, A., Tajti, B., Szoboszlay, 1., Bereczky, Z., Ilonczai, P.: A szerzett
haemophilia A sikeres kezelése. Orv. hetil. 162 (49), 1977-1981, 2021. (Q4)
IF: 0.707

62, Major, T., Bereczky, Z., Gindele, R., Balogh, G., Racz, B., Bora, L., Kézsmarki,
Z., Bragés, B., Pfliegler, G.: Current Status of Clinical and Genetic Screening of
Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia Families in Hungary. J Clin Med. 10 (17), 1-
17,2021. (Q1)

IF: 4.964

63, Herczeg, M., Demeter, F., Lisztes, E., Racskd, M., Téth, 1., Timari, 1., Bereczky,
Z., Kovér, K., Borbas, A.: Synthesis of a heparinoid pentasaccharide containing L-
guluronic acid instead of L-Iduronic acid with preserved anticoagulant activity. J. Org.
Chem. 87 (23), 15830-15836, 2022. (Q1)

IF: 3.6

64, Balogh, G., Bereczky, Z.: The Interaction of Factor Xa and [Xa with non-activated
antithrombin in Michaelis Complex: Insights from Enhanced-Sampling Molecular
Dynamics Simulations. Biomolecules. 13 (5), 1-21, 2023. (Q1)

IF: 4.8

265



zsbereczky 271 24

65, Pituk, D., Miklos, T., Schlammadinger, A., Molnarné Razso, K., Bereczky, Z.: The
association between EPCR gene p.Ser219Gly polymorphism and venous
thromboembolism risk: a case-control study, meta-analysis, and a reproducibility study.
Front. Cardiovasc. Med. 10 1-14, 2023. (Q2)

IF: 2.8

66, Szegedi, K., Szabo, Z., Kallai, J., Kirély, J., Szabé, E., Bereczky, Z., Juhasz, E.,
Dezs6, B., Szasz, C., Zsebik, B., Flasko, T., Halmos, G.: Potential role of VHL, PTEN,
and BAP1 mutations in renal tumors. J Clin Med. 12 (13), 1-18, 2023. (Q1)

IF: 3

67, Kovacs, E., Bereczky, Z., Kerényi, A., Laczik, R., Nagy, V., Kovacs, D., Kovécs,
S., Pfliegler, G.: Clinical investigation of hereditary and acquired thrombophilic factors
in patients with venous and arterial thromboembolism. Int J Gen Med. 16 5425-5437,
2023. (Q2)

IF: 2.1

68, Natorska, J., Corral, J., de la Morena-Barrio, ME., Bravo-Pérez, C., Bagoly, Z.,
Bereczky, Z., Trelinski, J., Witkowski, M., Klajmon, A., Undas, A., Zabczyk, M.:
Antithrombin deficiency is associated with prothrombotic plasma fibrin clot phenotype.
Thromb. Haemost. 123 (9), 880-891, 2023. (Q1)

IF: 5

69, Natae, S., Merzah, M., Sandor, J., Adény, R., Bereczky, Z., Fiatal, S.: A
combination of strongly associated prothrombotic single nucleotide polymorphisms
could efficiently predict venous thrombosis risk. Front. Cardiovasc. Med. 10 1-11,
2023. (Q2)

IF: 2.8

70, Balogh, G., Bereczky, Z.: Molecular mechanisms of the impaired heparin
pentasaccharide interactions in 10 antithrombin heparin binding site mutants revealed
by enhanced sampling molecular dynamics. Biomolecules. 14 (6), 657, 2024. (Q1)

IF: 4.8 (2023)

71, Kovac, M., Ignjatovic, V., Orlando, C., Bereczky, Z., Hunt, B.J. The use of DOACs
in the secondary prevention of venous thromboembolism in patients with severe
thrombophilia: communication from the ISTH SSC Subcommittee on Physiological
Anticoagulants and Thrombophilia. J. Thromb. Haemost. S1538-7836 (24)00492-6.,
2024. (Q1)

IF: 5.5 (2023)

72, Pituk, D., Balogh L., Horvath E., Hegyi Z., Brath B., Bogati R., Sziics P., Papp Z.,
Katona E., Bereczky Z. Localization of hemostasis elements in aspirated coronary
thrombi at different stages of evolution. Int. J. Mol. Sci. 25 (21), 11746., 2024. (Q1)
IF: 4.9 (2023)

266



zsbereczky 271 24

11 CSOPORTOS (MULTICENTRIKUS) KOZLEMENYBEN SZAKMAI
KOZREMUKODO

Pfliegler, G., Blasko, G., Boda, Z., Csiba, L., David, M., Kappelmayer, J., Kiss, R.,
Losonczy, H.,Udvardy, M., Ajzner, E. Altorjay, 1., Antal, 1., Ballagi, F., Barabas, J.,
Barna, B., Bereczky,Z., Bodoky, G., Boszorményi-Nagy, G., Bucsi, L., Biiki, A.,
Csepregi, G., Czuriga, 1., Faluhelyi, A., Farkas, K., Folyovich, A., Fonay, K., Frohlich,
P., Fiilesdi, B., Horvéath, A., Jarai,Z., Joob-Fancsaly, A., Kiss, A., Kollar, J., Kristof, T.,
Landi, A., Lengyel, M., Matyus, J., Meské,E., Me¢éray, J., Merkely, B., Molnar, C.,
Nadas, 1., Nemes, A., Németh, J., Németh, Z.,Noviczki, M., Orosz, M., Orosz, P.,
Oroszlan, G., Péapai, Z., Pécsvarady, Z., Préda, 1., Pucsok,J., Rakoczi, 1., Rudas, L., Sas,
G., Sandor, T., Szabd, T., Szedlak, B., Szegedi, J., Szendr6i,M., Székely, H., Szigeti,
L., Tar, A., Tulassay, Z., Vezendi, K., Vimlati, L.

A thromboembolia kockazatanak csokkentése €s kezelése. Orv. Hetil. 150 (52), 2335-
2404, 2009.

12 SZERKESZTETT FELSOOKTATASI TANKONYYV, SZAKKONYV

1, Bereczky, Z., Muszbek, L.: A klinikai kutatasok tervezése és kivitelezése: elméleti
¢€s mddszertani alapok. Medicina, Budapest, 216 p., 2011.

2, Bereczky, Z., Bagoly, Z., Katona, E.: Klinikai kutatdsok; atfogd ismeretek a
tervezéstol a kozlésig. Medicina, Budapest, 316 p., 2024.

13 FELSOOKTATASI TANKONYV RESZEK

Bereczky, Z., Kerényi, A.: Haemorrhagias diathesisek kivizsgalasa. In: Laboratoriumi
diagnosztikai gyakorlatok. Szerk: Kappelmayer, Janos; Muszbek, Laszl6. Debrecen,
Magyarorszag: Debreceni Egyetem, 2010., 2016., 2023.

Bereczky, Z., Kerényi, A.: Thrombophilia, prethromboticus, thrombotikus allapotok
¢s DIC diagnosztikdja. In: Laboratoriumi diagnosztikai gyakorlatok. Szerk:
Kappelmayer, Janos; Muszbek, Laszl6. Debrecen, Magyarorszag: Debreceni Egyetem,
2010., 2016., 2023.

Bereczky, Z., Kerényi, A.: Antikoagulans, fibrinolitikus és thrombocyta funkcié gatld
terapia laboratoriumi kontrollja. In: Laboratériumi diagnosztikai gyakorlatok. Szerk:
Kappelmayer, Janos; Muszbek, Laszl6. Debrecen, Magyarorszag: Debreceni Egyetem,
2010., 2016., 2023.

Bereczky, Z., Kerényi, A.: Investigation of haemorrhagic diatheses. In: Practicals in
laboratory medicine. Szerk.: Kappelmayer, Janos; Muszbek, Laszl6. Debrecen,
Magyarorszag: Debreceni Egyetem, 2010., 2016., 2023.

Bereczky, Z., Kerényi, A.: Diagnostics of thrombophilia, prethrombotic, thrombotic

states and DIC. In: Practicals in laboratory medicine. Szerk.: Kappelmayer, Janos;
Muszbek, Laszlo. Debrecen, Magyarorszag: Debreceni Egyetem, 2010., 2016., 2023.

267



zsbereczky 271 24

BereczKky, Z., Kerényi, A.: Laboratory control of anticoagulant, fibrinolytic and
antiplatelet therapy. In: Practicals in laboratory medicine. Szerk.: Kappelmayer, Janos;
Muszbek, Laszld. Debrecen, Magyarorszag: Debreceni Egyetem, 2010., 2016., 2023.

Bereczky, Z.: A helyes tudoméanyos kérdésfelvetés, hipotézisalkotds. In: A klinikai
kutatasok tervezése és kivitelezése: elméleti és modszertani alapok. Szerk.: Bereczky
Zsuzsanna, Muszbek Laszlo, Medicina Konyvkiadé Zrt., Budapest, 15-22, 2011.

BereczKy, Z.: A klinikai kutatds targya, szerepe az orvostudomdnyban, torténeti
attekintés. In: A klinikai kutatasok tervezése ¢és kivitelezése: elméleti és modszertani
alapok. Szerk.: Bereczky Zsuzsanna, Muszbek Laszlo, Medicina Konyvkiado Zrt.,
Budapest, 9-14, 2011.

BereczKky, Z.: A klinikai tanulmanyok megtervezése, protokollirds, koltségtervezés. In:
A klinikai kutatasok tervezése ¢és kivitelezése: elméleti és modszertani alapok. Szerk.:
Bereczky Zsuzsanna, Muszbek Laszl6, Medicina Konyvkiad6 Zrt., Budapest, 89-98,
2011.

Muszbek, L., Bereczky, Z.: A megfigyelésen alapuld (obszervacids) tanulmanyok és
kozlésiik javitasara irdnyuld torekvések. In: A klinikai kutatdsok tervezése ¢és
kivitelezése: elméleti és modszertani alapok. Szerk.: Bereczky Zsuzsanna, Muszbek
Laszl6, Medicina Konyvkiad6 Zrt., Budapest, 37-44, 2011.

BereczKy, Z.: Az obszervacios klinikai tanulmanyok résztvevdinek kivalasztasa, a
résztvevok szamanak meghatarozasa. In: A klinikai kutatasok tervezése és kivitelezése:
elméleti és modszertani alapok. Szerk.: Bereczky Zsuzsanna, Muszbek Laszlo,
Medicina Konyvkiadé Zrt., Budapest, 65-75, 2011.

Bereczky, Z. A véralvadas genetikai eredeti zavarai In: Olah Eva (szerk.) Klinikai
genetika — egyetemi tankonyv Medicina, Budapest, 487-500, 2015. ISBN:
9789632265407

14 KONYVFEJEZET, SZAKTANULMANY

Muszbek, L., Bereczky, Z., Katona, E.: Blood coagulation factor XIII: involvement in
fibrinolysis and thrombosis. In: Thrombosis : fundamental and clinical aspects. Ed.: by
J. Arnout [et al.], Leuven University Press, Leuven, Belgium, 197-224, 2003. ISBN:
9058673359

Bereczky, Z., Fiatal, S., Muszbek, L.: Sziv- és érrendszeri betegségek. In:
Népegészségiigyi Genomika. Szerk.: Adany Roéza, Sandor Judit, Angela Brand,
Medicina, Budapest, 121-143, 2013. ISBN: 9789632263885

Schroeder, V., Bereczky, Z., Kohler, H.: Factor XIII in thrombotic diseases. In: Factor

XIII Clinical and Laboratory Aspects - ECAT Foundation. Eds.: Helena Laboratories,
ECAT Foundation, Voorschoten, 8-12, 2017.

268



zsbereczky 271 24

BereczKky, Z.: A klinikai kutatasok definicidja, szerepe az orvos-¢és egészségtudomanyi
kutatasokban; a klinikai kutatasok torténete. In: Klinikai kutatasok; atfogo ismeretek a
tervezéstol a kozlésig. Szerk.: Bereczky, Z., Bagoly, Z., Katona, E, Medicina
Konyvkiadé Zrt., Budapest, 19-28, 2024.

BereczKky, Z.: A helyes tudoményos kérdésfelvetés; hogyan jutunk el az otlettdl a
tudomanyos hipotézisek megfogalmazasaig? In: Klinikai kutatasok; atfogd ismeretek a
tervezéstol a kozlésig. Szerk.: Bereczky, Z., Bagoly, Z., Katona, E, Medicina
Konyvkiadé Zrt., Budapest, 29-42, 2024.

Bereczky, Z.: A klinikai kutatasok alaptipusai; hogyan hatarozza meg a tudomanyos
kérdés a klinikai tanulmany tipusat? In: Klinikai kutatdsok; atfogd ismeretek a
tervezéstol a kozlésig. Szerk.: Bereczky, Z., Bagoly, Z., Katona, E, Medicina
Konyvkiadé Zrt., Budapest, 43-48, 2024.

Bereczky, Z., Muszbek, L.: Hibalehet6ségek az analitikus obszervacios tanulmanyok
tervezése és Kkivitelezése soran; a hibak csokkentésének modszerei. In: Klinikai
kutatasok; atfogo ismeretek a tervezéstdl a kozlésig. Szerk.: Bereczky, Z., Bagoly, Z.,
Katona, E, Medicina Konyvkiado6 Zrt., Budapest, 73-84, 2024.

BereczKky, Z.: Protokollok a klinikai kutatdsokban. In: Klinikai kutatdsok; atfogéd

ismeretek a tervezéstdl a kozlésig. Szerk.: Bereczky, Z., Bagoly, Z., Katona, E,
Medicina Konyvkiado6 Zrt., Budapest, 111-122, 2024.

269



zsbereczky 271 24

15 TUDOMANYMETRIAI ADATOK

Bereczky Zsuzsanna tudomanyos és oktatdi munkassaganak dsszefoglalasa (2025.01.21)
MTA V. Orvosi Tudomanyok Osztalya

Tudomanyos kdzlemények

Szama

Hivatkozasok!

Osszesen

Részletezve

Fliggetlen

Osszes

I. Tudomanyos folyéiratcikk? 106

szakcikk nemzetkozi folydiratban, idegen nyelv(

—

14

szakcikk hazai idegen nyelv(i

szakcikk magyar nyelvi

szakcikk sokszerzés, érdemi szerzéként3

osszefoglalé kozlemény

(ol
00
o

rovid kozlemény

Rfls]e [’]-[H

N
o

0
15
0
665
185

1. Konyvek

[(N]

a) Szakkonyv, kézikényv, tankényv szerzéként 0

idegen nyelvi

magyar nyelvi

aa) Fels6oktatasi tankonyv

b) Szakkonyv, kézikdnyv, konferenciakdtet, tankdnyv
szerkeszt6ként

[N}

idegen nyelv(

magyar nyelvd

- ]o

bb) Fels6oktatdsi tankényv

[

Konyvrészlet

idegen nyelv(i

magyar nyelv(i

o [I=

cc) Fels6oktatasi tankonyvfejezet

o)}

IV. Konferenciakézlemény* 0

Oktatasi kozlemények dsszesen (ll.aa,bb-lll.cc)

N

ojo |Oo|O|O

o|lo |o]lo]ln

Tudomanyos kézlemények 6sszesen (1.-1V)

—
—
~

—
(o}
N
(o0}

N
(=}
=
(8]

|
N
=

Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-1V.)

|
o)
N
oo

N
=]
=
3}

Iool

V. Tovabbi tudoméanyos miivek

Tovabbi tudoményos mvek, ide értve a nem teljes
folydiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu folyoiratban
megjelent teljes folyoiratcikkeket is

I~

[N}

lw

Szerkesztségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok

I~

—

Oltalmak (szabadalmak)

V1. Hivatkozott absztraktok®

[

lw|o |~

Osszes hivatkozas'!

—
O
(5]
N

N
|8 w o]
o

[Hirsch index®

MIN
N | IN

Ig index®

Specialis tudomanymetriai adatok

Szama

Osszes hivatkozas

Els6 szerzés teljes folydiratcikkek szama?

254

Utolsé szerzés teljes folydiratcikkek szama?

NI

19

A tudomanyos fokozat (PhD 2007) elnyerése uténi teljes
tudomanyos folydiratcikkek szdma

I3

Az utolsé 10 év (2015-) tudomanyos, teljes, lektordlt tudomanyos
folyoiratcikkeinek szama

13

A legmagasabb hivatkozottsagu kdzlemény hivatkozasainak
szama (az 6sszes hivatkozas szazalékaban)

IN
=
o

Hivatkozésok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus
rendszerben

elentés, guideline

[N}

Csoportos (multicentrikus) kozleményben kollaborécids

kézremiikods’

270




