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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

Az antitrombin szerkezete és fiziologiaja

Az antitrombin (AT) egylancu, 58,2 kDa molekulatomegii glikoprotein. Az érett
fehérje 432 aminosavbdl all és harom belsé diszulfid hidat tartalmaz. Az AT molekula kétféle
izoformé;jat kiilonboztetjiikk meg, melyek a glikolizacio fokaban térnek el. Az a izoforma négy
aszparagin reziduumon (95, 135, 155, 192) N-glikolizalt, mig a B izoformaban az Asnl135
glikolizacié hianyzik. A keringésben nagyrészt, 90-95%-ban az o varians fordul eld, a B
izoforma csupan 5-10%-ban jelenik meg. Az AT-t a m3aj szintetizalja, féléletideje a
keringésben 2,4 nap. Nagy affinitdssal képes kotddni a specidlis pentaszacharid egységet
tartalmaz6 negativ toltésti gliikozaminoglikan (GAG) molekuldkhoz, mint a heparin vagy a
heparan szulfat. Az Asnl35 glikolizaciot nem tartalmazé P varians kotédése a GAG
molekuldkhoz lényegesen erdsebb, ezért a vaszkularis endotelium felszinén megjelend
heparan szulfat proteoglikdnok (HSPG) a B izoforma jelentds részét megkotik a keringésbol
az érfalakon.

Az AT a szerin protedz inhibitorok (SERPIN) csaladjaba tartozik, a protedz
inhibitorok azon legnagyobb csaladjaba, amely 1500-nal is tobb tagot szamlal. Ezek
mindannyian egylancu, 300-500 aminosavbol all6 globularis szerkezetii proteinek, 30% kortili
szekvencia azonossaggal. A SERPIN-ek harmadlagos strukturajukat tekintve harom B-redot
(A-C) és 8-9 a-hélixet (A-I) tartalmaznak egységesen. A reaktiv helyiiket tartalmazo kdzponti
reaktiv kacs (RK), a reactive center loop (RCL) a molekula tetején jelenik meg. A cél proteaz
aktiv helyével komplementer szekvencidkat tartalmaz a RCL. Minden SERPIN jelentds
strukturalis flexibilitassal rendelkezik, ezt teszi lehetové azt a dramai szerkezeti valtozast,
amely a cél proteaz gatlasaval jar. A szerin protedz inhibitorokat egységesen Ongyilkos
inhibitorok névvel illetjiik, mivel a proteaz RCL teriiletén bekovetkezd hasitasaval a SERPIN
és a protedz molekula kozott stabil kovalens kotés jon létre.

Az AT gatld hatasa nevével ellentétben nem csupan a trombin molekulara
korlatozodik. Polivalens SERPIN molekula, amely jelentds gatld hatast fejt ki az aktivalt X
faktorra (FXa). Ezen tal kevésbé kifejezetten gatolja a hemosztazisban résztvevo egyéb szerin
protedzokat, igy a FIXa, FXla, FXIla, plazmin és kallikrein molekuldkat és a szoveti
faktorhoz kotott FVIIa aktivitasat is. Az AT un. progressziv inhibitor, mivel reakcidja az
aktivalt koagulacios faktorokkal lasst, de heparin vagy HSPG jelenlétében a gatlas sebessége

mintegy 500-szorosara gyorsul.



Az AT tipikus masodlagos és harmadlagos konfigurdciéval rendelkez6 SERPIN.
Kilenc o-hélixet és harom P-red6t tartalmaz, a RCL tekintetében két f6 konformacios
allapotban, nativ és latens formdban jelenik meg. A nativ formaban a 24 tagbol all6 RCL,
melynek része a P1 és P1° (Arg393-Ser394) aminosavak kozotti hasito hely, a molekula testén
kiviil helyezkedik el. Ezzel szemben a latens formaban a reaktiv hely, az RCL a B-redék kozé
¢kelddik. A latens forma termodinamikai szempontboél stabilabb, de a molekula a magasabb
energiaszinten csapdaba esik, igy a keringésben elsdsorban nativ formaban fordul el6. A
rontgenkrisztallografias felvételeken megfigyelhetd, hogy nativ allapotban a P1 (Arg393)
reziduum a molekula felszinén talalhatd, mig a P14-P15 reziduum a B-redé A-ba hajlik.

A P1 arginin oldallanc kolcsonhatasba keriil a molekula testével, ennek kdvetkeztében
a molekula szerkezete meglehetdsen merev lesz, és ebben a formdban igen gyenge inhibitora
a célmolekuldknak, a trombinnak és az FXa-nak, illetve egyaltalan nem képes gatolni a FIXa-
t. Az a-hélix D-hez kapcsolodd pentaszacharid vagy pentaszacharid egységet tartalmazo
heparin a molekula szerkezetében figyelemreméltd valtozast hoz létre. A P-redé A-ba
agyazott RCL kiemelkedik onnan, a -redé A harmadik szalanak vége az 6tddik szal kozelébe
rendezddik, az a-hélix D megnyulik. Az AT ¢€s pentaszacharid alegység kotddése két 1épésben
torténik. Els6 1épésben gyenge kotés alakul ki kozottiik, majd ez a kotés atalakul egy igen
erds, ezerszeres erdsségli kapcsolattd. Ez az utobbi konformacié sziikséges az AT és FXa
vagy FIXa kozotti Michaelis-komplex kialakulasahoz. Ennek soran az AT Arg393 melletti
kotését a proteaz szubsztratként ismeri fel. A trombin és AT kozotti Michaelis-komplex
kialakulasdnak mechanizmusa ett6l kissé eltér. A pentaszacharid egység altal létrehozott
allosztérikus hatas kovetkeztében kivaltott konformécid valtozas kozel sem elegendd €s talan
nem is sziikséges a trombin hatékony inaktivalasahoz. A trombin és az AT kotddéséhez
legalabb 18 vagy még tobb cukor alegységet tartalmaz6 heparin molekula sziikséges, ezaltal
egyfajta hidképzddés révén jon 1étre a hatékony kapcsolat a két molekula kozott. Miutan az
egyensulyi allapotoknak megfelelden 1étrejott a Michaelis-komplex, bekovetkezik a tényleges
reakcio, az aktivalt koagulaciés faktorok gatlasa a SERPIN miikodés altalanosan megegyezo
sémaja alapjan. A proteolitikus folyamat els6 1épésében az aktivalt koagulacios faktor és az
AT egy acil-enzim koztes format hoz 1étre észter kotés révén az AT Arg393 aminosav és a
proteaz aktiv helyének szerinje kozott, majd az ezt kovetden zajlo proteolitikus reakcio igen
gyors, drasztikus €s irreverzibilis konformécids valtozast hoz 1étre az AT molekulaban, amely
soran az RCL P14-P3 szakasza a B-red6 A-ba dgyazddik be. A heparin kotése ezt a reakciot
gyorsitja fel ezerszeresére azaltal, hogy igen nagyfoku konformacids valtozast idéz el az

acil-enzim komplexben. A kovalens kotéssel csapdaba ejtett, Arg393 aminosavhoz kotott



protedz a folyamat sordn az AT molekula tetejérdl annak aljara keriil, koriilbeliill 70 A
tavolsagra a kezdeti helyzetétél. Az AT-hoz kovalensen kotott proteaz struktiraja szétesik,
katalitikus aktivitasat elveszti, ezt kovetden mar nem képes proteolitikus aktivitasra. Az AT
molekula sem képes tovabbi gatlo hatast kifejteni. Az AT-proteaz komplex szétvalasa csupan
igen lassan ¢és kismértékben detektalhato.

A SERPIN-proteaz komplexek egységes utvonalon vonodnak ki a keringésbdl. Ezen
az utvonalon tavozik igen gyorsan az AT-protedaz komplex is. A komplex az alacsony
denzitasu lipoprotein (LDL) receptor csalad tagjaihoz képes kotddni, azok koziil is leginkabb
az LDL receptorhoz hasonl6 proteinhez (LDL receptor-related protein), amely a maj fontos
receptora. Ez a 6 itvonala a SERPIN-protedz komplexek eliminacidjanak.

A human AT génje (SERPINC1) az 1g23-25 pozicidban helyezkedik el, hét exont és
hat intront tartalmaz. Exonjai egy 1,4 kb méreti mRNS-t hoznak létre. Vezetd szekvenciaja
32 aminosavbol all, melyet az exon 1 és az exon 2 5° vége kodol. Az AT heparin koto
helyének kodolasaért az exon 2 és 3a felelds. A reaktiv hely a fehérje karboxi-terminalis

végén talalhatd, melynek kodolasaért az exon 6 felelds.

Az AT szerepe a hemosztazis szabalyozasaban

Az AT a hemosztazis igen fontos szabalyozo fehérjéje, teljes hianya
Osszeegyeztethetetlen az élettel. Az AT elsddleges funkcigjat tekintve gatolja a trombin
medialta fibrinhal6 kialakuldsat és a FXa altal eldidézett trombin generaciot. Gatolja ezen tul
az intrinszik (FIXa, FXIa, FXIla) és az extrinszik (FVIla-szoveti faktor komplex) ut tobb
résztvevgjét. ElsOsorban a trombin gatld hatdsadn keresztil az AT szdmos egyéb, nem a
véralvadasra kozvetleniil kifejtett hatassal is rendelkezik, igy befolydsolja a trombocita
aggregaciot, az érfal szignalizacids folyamatait, a sejt proliferaciot, a citokin produkciot. Az
AT hatasanak két fontos jellemzdje, hogy gyenge inhibitora az aktivalt alvadasi faktoroknak,
illetve hogy a fibrinhez kotott trombinnal és a trombocitak felszinén aktivacios komplexben
jelen 1évé FXa molekuldval szemben nem fejt ki gatlo hatast. Az aktiv alvadasi faktorok
kotédése az aktivalt trombocitdk felszinéhez illetve a fibrin alvadékhoz tehat szignifikansan
modositja az AT illetve az AT-heparin komplex gatldo hatasat. A trombocitadkhoz vagy
foszfolipid felszinhez kotott protrombindz komplexben taldlhatdé FXa molekulat az AT nem
képes gatolni. A FVIla a szoveti faktorral kdtddve valik érzékennyé az AT gétlo hatdsara.
Ezek a tényezOk azt sugalljak, hogy a véralvadas folyamataban az AT és az AT-HSPG

komplex fiziologids regulacidja kettds szabdlyozas alatt 4ll. A laminaris keringésben a



trombin képzddését alacsony szinten tartja azaltal, hogy gétolja a kialakulo FVIla-szoveti
faktor komplexet, a FXa molekulat és egyéb mas aktiv alvadasi faktorokat. Az alvadéktol és
az aktivacios komplextdl tdvolabbra sodrédd FXa és trombin molekulédkat elfogja és
neutralizalja, ezzel megeldzve azt, hogy az érfal sériilésének helyétdl tavolabbra kiterjedjen az

alvadasi folyamat.

Az AT deficiencia epidemiologiaja

A velesziiletett AT deficiencia prevalencidjat az atlagos populdcioban 1:2000-1:3000
kortlire becsiilik. A vénas tromboemboliat (VTE) elszenvedd egyének korében a prevalencia
lényegesen gyakoribb, 1:20-1:200 aranyban tapasztalhatd. Egy Osszesitett analizisben 1705
VTE-ban szenvedd beteg 2,4%-ban taldltak AT deficiencidt. Egy masik vizsgalatban
megallapitottak, hogy a velesziiletett AT deficienciat hordozo egyének 12%-aban alakult ki
vénds tromboézis. Osszehasonlitasul a trombozis incidenciaja protein C (PC) deficienciaban
2,8%, protein S (PS) deficienciaban 3,3%.

Az EPCOT (European Prospective Cohort on Trombophilia) prospektiv tanulmanyban
az aszimptomatikus AT, PC ¢és PS deficienciat, és emellett faktor V (FV) Leiden mutaciot
hordozo6 egyének els6 VTE bekovetkezésének rizikojat vizsgaltak, és megallapitottak, hogy
AT deficiencia hordozasa esetén legmagasabb a kockazat, 1,7%/év.

Az altalanos populacid6 és VTE-ban szenvedd betegek adatainak elemzésével
megallapithatd, hogy VTE kialakulasanak relativ kockazata AT deficienciaban 25-50-szeres.
Altalaban az 6roklétt trombofiliak kozott az AT deficiencia jelenti a legmagasabb kockazatot
a VTE kialakulasara, ugyanakkor az AT deficiencia II HBS altipusanak heterozigota
formajaban a riziké lényegesen alacsonyabb, mint egyéb altipusokban.

A tiidéembolia (TE) és a rekurrens VTE kialakulasanak kockazata szintén magasabb.
TE vonatkozaséban a riziko 2,4-szeres az 6roklott trombofilidban nem szenvedd betegekhez
képest. A rekurrens VTE éves incidencidjat egy holland vizsgalatban 10%-nak talaltak, egy

olasz vizsgalatban 1,9-szeres rizik6t allapitottak meg.

Az AT deficiencia molekularis genetikai hattere, genotipus-fenotipus

osszefiiggések

Az AT deficienciat Egeberg irta le 1965-ben, az els6 funkcionalis defektust, az AT
Budapest format Sas és munkatarsai kozolték 1974-ben. Az International Society on
Thrombosis and Haemostasis (ISTH) ajanlasa alapjan az AT deficiencidkat kvantitativ I.

tipusba ¢és kvalitativ II. tipusba soroljuk. Az I. tipusban az antigén koncentracid és az AT



crer

A 1L tipust tovabbi altipusokra oszthatjuk, annak fiiggvényében, hogy a defektus a fehérje
mely funkcidjanak zavarat érinti, illetve milyen lokalizacioban talalhatd. A reaktiv hely
érintettsége esetén II RS (reactive site) altipusrol beszéliink, amennyiben a molekula heparin
kotd képessége szenved zavart, ugy II HBS (heparin binding site) altipus jelentkezik. A
harmadik forméban pleiotrop hatds révén alakul ki a funkcid veszteség, ez a II PE (pleiotropic
effect) altipus.

A velesziiletett AT deficiencia altalaban autoszomalis dominans modon 6roklodik,
azonban a II HBS altipusban a nem teljes penetrancia kovetkeztében autoszomadlis recessziv
mintazat is el6fordul. Az AT deficiens betegek jelentds része heterozigota, a mért AT
aktivitasa 50% koriili. A homozigéta forma az élettel dsszeegyeztethetetlen, kivéve a II HBS
altipust, melyben el6fordul homozigota beteg is. Az AT deficiencia molekularis hattere
rendkiviil heterogén. Az eddig talalt mutaciokat legteljesebben az Antithrombin Mutation
Database és a Database of Human Gene Mutation Data (HGMD) adatbazisok tartalmazzak. A
legtobb genetikai defektus II tipusu, kvalitativ deficienciat hoz 1étre.

A HGMD adatbazisa alapjan a 215 kiilonbozé ismert mutacid tobb mint fele
misszensz mutacid. Kis deléciok és inzerciok 20%-ban illetve 10 %-ban jelentkeznek.
El6fordulnak még nonszensz mutaciok €s molekula érésében fontos szerepet jatszo helyeket
érintd mutaciok. Legritkdbban a teljes vagy nagy génszakaszokat érint deléciok fordulnak
eld.

Az 1. tipust leginkabb inzerciok vagy deléciok okozzak az olvasasi keret eltolodasaval
¢és stop kodon kialakulasaval, ritkdbb a nonszensz mutacid. Mivel ennek kovetkeztében
instabil mRNS vagy lerovidiilt AT fehérje képzddik, ez az 1 tipus fenotipusos képében
jelentkezik. Nagy génszegmentek delécidja is okozhatja az | tipusu deficiencat. Egyszeres
nukleotid csere a SERPINCI génben szintén eléidézhet I tipusit AT hianyt, mivel a kialakuld
aminosav csere kovetkeztében a fehérje érése vagy szekrécidja zavart szenvedhet.

A 1l tipus kialakulasanak oka leggyakrabban misszensz mutacio. A mutaci6 érintheti a
reaktiv helyet, azon belill is két Kkitiintetett régiot. Egyrészt az Ala382 ¢és Ala384
aminosavakat, masrészt a Gly392 (AT Stockholm), Arg393 és Ser394 reziduumokat. A
legtobb misszensz mutacid, mely a I1 HBS altipust idézi el6, a Pro4l (AT Basel), az Argd7
(AT Padua I.), a Leu99 (AT Budapest 3) és az Argl29 aminosavakat érinti. Az AT Budapest
3 (p.Leu99Phe) eldforduldsa dél-kelet eurdpai eredetlinek tlinik, ezzel alapitd hatds gyanujat
keltve. A II PE altipus megjelenése esetén a 402, 404-407, 429 reziduumok érintettek

leggyakrabban. Ez a régi6 felelés az AT molekula strukturalis és funkcionalis integritasaért.



Az | tipusu AT deficiencia homozigdta forméja az élettel Osszeegyeztethetetlen,
heterozigota formaban korai életkorban szenvedheti el a beteg a sulyos trombozist. Ugyanez a
klinikai kép a II RS és II PE formakban is, a heterozigota p.Ala384Ser (AT Cambridge II)
mutacio kivételével, amely kevésbé sulyos klinikai képet mutat és homozigdta formaban is
eléfordul. Egyesek ezt a format inkabb polimorfizmusként fogjak fel. A II HBS altipusban a
tobbi altipussal Osszehasonlitva a tromboézis rizikdja alacsonyabb, azonban a II HBS
homozig6ta formajaban a trombdzis igen korai €letkorban jelentkezik €s sulyossagat tekintve
hasonl6 a heterozigota I tipus vagy az egyéb Il altipusokban kialakul6 klinikai képhez.

A tiineteket okozd AT deficiencidkban a TE és/vagy DVT gyakran ismétlédik, a DVT
szokatlan helyeken, mint a fels6 végtag, mezenteridlis, renalis, portalis, retinalis vagy
cerebralis vénakban is kialakulhat. Beszamoltak intrakardialis artérias tromboézisrol. Az AT
deficienciat hordoz6 graviddk trombodzis kockazata is jelentdsen emelkedett. 1 tipusu
deficienciaban a becsiilt rizik6 1:2,8, amely igy koriilbelill 350-szer magasabb, mint a
graviditds okozta rizikd Onmagaban. Az artérids trombodzisok gyakoribb eléfordulasat is

jelezték tobb vizsgalatban AT deficiens betegekben.

Szerzett AT deficienciak

Terminusra sziiletett, egészséges ujsziilottek AT koncentracioja a felnéttek értékének
51-75%-a. A m4aj sulyos éretlensége, korasziilott allapot esetén az AT koncentracid
alacsonyabb, mint érett ujsziilottekben. Az AT koncentracid 1 éves korra éri a felndttekére
jellemzd szintet.

Mijbetegségekben a hepatikus funkcio karosodasa a csokkent AT képzést vonja maga
utan. Nefrozis szindroma vagy egyéb rendlis vagy enteralis fehérjevesztd allapotok szintén
alacsony AT koncentraciohoz vezetnek a felgyorsult eliminacié kovetkeztében. Az alacsony
AT koncentracio a fehérje konszumpcidjanak, felhasznalodasanak kovetkezménye is lehet,
igy szeptikus dallapotokban, disszeminalt intravaszkularis koagulacioban, kiterjedt
tromboembdlidban, trombotikus mikroangiopatidkban, transzfuzié okozta akut hemolitikus
allapotban, malignus betegségekben is csokkent a szintje. A szerzett AT deficiencidk egy
részében, igy példaul majelégtelenségben az alacsonyabb szinten reguldlt hemosztazis
(véralvadasi faktorok szintjének csokkenése) miatt a véralvadas trombotikus iranyu eltolodasa
csak esetenként fordul eld.

Gyobgyszeres terapia is indukalhat AT szint csokkenést. Ismert az antikoncipiensek és
az Osztrogén terapia AT csokkentd hatdsa. A hossza ideig adagolt nem frakcionalt heparin

(UFH) az AT mérsékelt csokkenését okozza, mivel a trombin-AT komplexek képzddése a



plazmaban jelentésen fokozodik. Az L-aszparagindz terdpia szintén az AT szint
csokkenésével jar, mert a fehérje megreked intracellularisan a majsejtek endoplazmatikus

retikuluméaban.

Az AT deficienciak laboratoriumi diagnosztikaja

Az AT deficiencidk diagnosztikajanak elsé 1épése a keringésben az AT koncentracio
csokkenése vagy funkcidképtelen molekula kimutatisa. Emiatt elsé vonalbeli tesztként
funkcionalis vizsgalatot célszeri végezni. A korabban hasznalt alvadasi tesztek higitott
szérum vagy defibrinalt plazma trombinra kifejtett hatasat mérték. E rendszerben a trombin
fibrinogént alvasztd hatasat hasznaltdk detektalod rendszernek (alvadasi teszt). Ez a modszer
azonban igen nehézkes, pontatlan, nem automatizalhat6, a rutin felhasznalasra alkalmatlan.

Ma a kromogén (amidolitikus) mddszerek terjedtek el a gyakorlatban, amelyek az AT
trombinra vagy FXa-ra kifejtett gatlasan alapulnak. A reakcid soran trombin/FXa specifikus
tri- vagy tetrapeptid szubsztratot alkalmazunk, mely megfelel az AT P1-P3 illetve P1-P4
szekvenciajanak, igy természetes szubsztratként szolgal a két aktivalt alvadasi faktor szamara.
A peptidek, melyek a trombin, illetve az FXa a szubsztratjai C-terminalis végiikon para-
nitroanlin (pNA) vagy 5-amino-2-nitrobenzoesav (ANBA) csoportot hordoznak. A reakcio
soran a trombin/FXa lehasitja a pNA vagy ANBA csoportot, ezek szabad allapotban szines
termékek 405 nm-en spektrofotometriasan mérhetdek.

Heparin jelenlétében a reakcid igen gyorsan jatszodik le, ez a heparin kofaktor (hc) AT
aktivitas. A gatlas heparin hianyaban lassabban torténik, ez az Gigynevezett progressziv (p) AT
aktivitas. Mivel a hc AT aktivitas az AT deficienciak mindegyik altipusaban csokkent, igy
alkalmas azok diagnosztizalasara. A reakcid soran a higitott plazmahoz trombint/FXa-t adunk,
olyan mennyiségben, hogy az a plazmaban 1évé AT-hoz viszonyitva feleslegben legyen. Az
AT-trombin/FXa komplex kialakuldsa utdn megmaradt szabad trombin/FXa aktivitasa
forditottan aranyos a plazma AT aktivitasaval. Mindezek kovetkeztében a kromogén
szubsztratbol lehasadd, 405 nm-en fotometralhatdé pNA/ANBA mennyisége is forditottan
aranyos a plazma AT aktivitasaval. Az abszorbancia valtozads megfeleld kalibracids gorbe
alkalmazasaval kinetikus és végpontos modszerrel egyarant alkalmas az AT funkcionalis
aktivitdsanak mérésére. A kereskedelmi forgalomban elérhetd kalibratorok bevizsgalasahoz
rendelkezésre all a gyartok szamara WHO nemzetk6zi standard (International Standard
Antithrombin, Plasma, NIBSC; Potters Bar, UK).

Korabban a trombin gatlasan alapul6 tesztekben human trombint hasznaltak. A human

trombin reakcidba lép a heparin kofaktor Il-vel, ezaltal ezek a tesztek kevésbé voltak



érzékenyek az AT deficienciara. A manapsag kereskedelemben forgalmazott tesztek mar nem
human, hanem szarvasmarha eredetli trombint tartalmaznak, amely kevésbé 1ép reakcidba a
heparin kofaktor Il-vel. A FXa egyaltalan nem reagal ezzel a gatlo fehérjével. Az AT
kivitelezése elektro-immundiffuzos €s radidl-immundiffuziés technikaval tortént. Mindkettd
iddigényes és nem tul pontos technika, ezért alkalmazasuk a gyakorlatban nem terjedt el.
Manapsag a latex-szel érzékenyitett immunonefelometrias modszer a legelterjedtebb az AT

Az AT aktivitds és antigén referencia tartomanyanak Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI; Wayne, PA, USA) C28-A3 iranyelve szerinti meghatarozasa eddig
nem tortént meg. Az irodalomban és a forgalmazok haszndlati utasitasaban kissé eltérd
,hormal” tartomanyok talalhatok. A legtobb laboratorium alsé limitként a 80% aktivitast (0,8
IU/ml) fogadja el. Eddigi ismereteink szerint az emelkedett AT aktivitasnak nincs klinikai
relevanciaja.

Az AT aktivitds és koncentracid6 meghatdrozasa akut trombotikus eseményt kovetd
harom hénapon belill nem ajanlott. Ezen iddszak alatt a referencia tartoméanyon beliil mért
értekek az AT deficienciat kizdrhatjdk, azonban referencia tartomany alatti értékek nem
bizonyitanak AT deficienciat.

Sokszor sziikséges antikoagulalt betegek AT szintjének meghatdrozasa. K vitamin
antagonistak, igy a warfarin és az acenokumarol szedése soran az AT szintje némileg
emelkedhet, mig a nem frakcionalt heparin csokkenti annak koncentraciojat. A Kkis
molekulasulyt heparin (LMWH) nincs hatassal az AT szintre. Emiatt a tartés antikoagulalasra
szoruld betegek AT deficienciajanak kizarasa oralis antikoagulans terapia alatt nem ajanlott,
illetve UFH alkalmazasa alatt az AT deficiencia nem erdsithetd meg. Elfogadhato

kompromisszum a betegek atallitisa LMWH terdpidra a vérvételt megel6z6 10 napon at.
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CELKITUZES

1. Az AT deficiencia diagnosztikajaban kétféle sziirétesztet, az anti-Flla és hc-anti-FXa
tesztet alkalmaznak. A kétféle szlirdteszt alkalmassagat az egyes AT deficiencia altipusok
felismerésére eddig még nem vizsgaltak. Benniinket kiilonosen érdekelt, hogy a 11 HBS
altipust milyen hatékonysaggal ismerik fel a szirdtesztek, tekintettel arra, hogy az
altalunk vizsgalt kelet-magyarorszagi populacioban messze ez a leggyakoribb AT
deficiencia. Ennek eldontésére egy anti-Flla és két hc-anti-FXa teszt diagnosztikai
hatékonysaganak a vizsgalatat tliztiik ki célul molekularis genetikai vizsgalatokkal
bizonyitott homozigota és heterozigdta II HBS tipusu AT deficiens betegek plazma
mintain.

2. A ll-es tipusu AT deficiencidk differencial diagnosztikdjaban II HBS tipus diagndzisa
elvileg a hc-anti-FXa ¢és p-anti-FXa AT aktivitds meghatarozas eltér6 eredményein
alapulhat. Ezen altipusban a heparin kofaktor aktivitas csokken, mig a p aktivitds normal
marad. Mindeddig azonban nem rendelkeztiink jol reprodukalhat6 automatizalhato p-anti-
FXa meghatarozason alapuldo moédszerrel. Ezért célul thiztiik ki olyan anti-FXa modszer
kidolgozasat és evalualasat, mely kis modositassal mind a hc-anti-FXa, mind a p-anti-
FXa aktivitds mérésére alkalmas. Terveztik tovabbad a nemzetkozi standardoknak
megfeleld referencia tartomany megallapitasat a két modszerre.

3. Tovabbi célunk volt a kidolgozott hc-anti-FXa ¢és p-anti-FXa meghatarozasok II HBS
tipust felismerd diagnosztikai hatékonysaganak tesztelése molekularis genetikai
vizsgalatokkal bizonyitott AT deficiens betegek plazma mintain. Amennyiben a p-anti-

FXa modszer hatékonynak bizonyul, terveztiik annak beillesztését egy, az AT deficiencia

crer
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalt referencia populacio

A referencia populacioba 188 egészséges, 18 éves ¢letkort betoltott Onkéntest
valasztottunk. Az onkéntesek egészségi allapotat kérddives vizsgalattal mértiik fel. Az akut
betegségben szenveddket és a kordbban artérids vagy vénds trombodzison atesetteket a
vizsgalatbol kizartuk. Eldzetes kizarasi kritériumként szerepelt a gyogyszerszedés is, kivéve a
hipertonia kezelésére hasznalt gyodgyszereket. A referencia populacidobol kizartuk az oralis
antikoncipienst szed6 vagy egyéb hormonpotld terapiaban részesiilé noket is. A vizsgalatban
végiil 104 n6 és 84 férfi vett részt, atlagos €letkoruk 34 év volt, az interkvartilis tartomany 26-

41 év kozé esett.

A vizsgalt betegpopulacio

A hc-anti-FXa ¢és hc-anti-Flla tesztek Osszehasonlitasanak vizsgalataba 37 beteget
vontunk be, 9 beteg II HBS homozigéta, 20 beteg 11 HBS heterozigéta, 1 beteg Il PE, 7 beteg
| tipusi AT deficienciaban szenvedett. A hc-anti-FXa és p-anti-FXa teszt diagnosztikai
hatékonysaganak tesztelése soran 78 beteg mintait dolgoztuk fel. 18 beteg II HBS
homozigota, 51 beteg I1 HBS heterozigéta, 1 beteg Il PE, 8 beteg | tipusu AT deficiens volt.
A vizsgalatba bevontunk a betegek elsdfoku rokonai koziil 24 egészséges egyént is. A
mutéacid jelenlétét, illetve hianyat minden esetben intézetiink Molekularis Genetikai

Laboratoriumaban fluoreszcens DNS szekvenalassal bizonyitottuk.

A kutatas a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudoméanyi Centrum Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak és a Borsod-Abatj-Zemplén Megyei Korhaz és
Egyetemi Oktatokorhaz Intézményi Kutatds Etikai Bizottsdgadnak jovahagyasaval tortént. A
vizsgalat teljes mértékben megfelel a Helsinki Deklaracid Etikai elveinek, minden dnkéntes
résztvevl irasos €s szobeli tdjékoztatast kovetden irasos beleegyezését adta a vizsgalatban

vald részvételhez.

Mintagyiijtés

A vérvétel ehgyomorra tortént a konyokhajlati véndbdl 0,105 M-os trinatrium-citrat
tartalmi csébe (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Ezt kovetden a plazmat
kétszeri centrifugélassal (1500 g, 15 perc, 23 °C) levalasztottuk, majd felhasznalasig -70 °C-

on taroltuk.
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Az AT aktivitas meghatarozasa

Az AT meghatarozasok altalanos mddszertana alapjan a mérendd plazmaban 1évo AT
a feleslegben hozzaadott trombint/FXa-t aktivitdsaval aranyosan gatolja. A maradék
trombin/FXa a reakcidelegyhez adott specifikus szubsztratrol mennyiségével aranyos

c sy

termék mennyisége forditottan aranyos a plazma AT aktivitasaval.

Trombin alapu heparin kofaktor aktivitas meghatarozas

A trombin alapu heparin kofaktor aktivitdst Dade Behring Berichrom antitrombin III
teszttel (Siemens Healthcare, Marburg, Germany) Dade Behring BCS koagulométeren
(Siemens Healthcare, Marburg, Germany) végeztiik. A teszt szarvasmarha eredetii trombint és
Tos-Gly-Pro-Arg-5-amino-2-nitrobenzoesav izopropilamid szubsztratot tartalmaz.
Eljaras:
6-szoros plazmahigitas készitése
20 pl higitott plazma
20 ul fiziologias NaCl
180 pl trombin reagens

Inkubécié 3 percig

o o~ w -

30 pl szubsztrat reagens
7. mérés 85 masodpercig 405 nm-en
A kapott AA/min értékbol a kalibracios gorbe alapjan szamithato a plazma AT aktivitasa.
Az 6t pontos kalibracios gorbét Standard Human Plasma (Siemens Healthcare, Marburg,

Németorszag) sorozat higitasaibol készitettiik el 0-125%-0s AT aktivitas tartomanyban.

FXa alapu heparin kofaktor aktivitas meghatarozas

Kétféle tesztet hasznaltunk vizsgalataink soran. Az egyik hc-anti-FXa méréssorozatot
az Innovance Antithrombin kittel (Siemens Healthcare, Marburg, Németorszag) BCS
koagulométerén (Siemens Healthcare, Marburg, Németorszag) végeztiik (hc-anti-FXal). A
teszt human eredetti FXa-t és benziloxi-karbonil-D-Leu-Gly-Arg-ANBA-metilamid-acetat
szubsztratot tartalmaz.
Eljaras:

1. 30 pl Tris-HCI pH 8,0 puffer
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2. 10 pl 4-szeresre el6higitott plazma
3. 80 ul 1,0 U/mL FXa-t és 1,5 IU/mL heparint tartalmazo reagens
4. Inkubacié 3 percig
5. 80 ul 2,4 mM szubsztrat oldat
6. mérés 60 masodpercig 405 nm-en
A kapott AA/min értékbol a kalibracios gorbe alapjan szamithato a plazma AT aktivitasa.

A masodik tesztként a sajat fejlesztésti Antitrombin H+P (Labexpert, Debrecen,
Magyarorszag) kittel végeztiik a méréseket (hc-anti-FXa2). A kifejlesztett eljaras mind a
heparin kofaktor mind a progressziv antitrombin aktivitds meghatdrozasara alkalmas. A
modszer Kifejlesztését és levizsgalasat az eredmények fejezetben irjuk le részletesen, itt csak a
mar rutinszerien alkalmazott modszert adjuk meg.

A teszt szarvasmarha eredeti FXa-t (Enzyme Research Laboratories, Swansea,
Egyesiilt Kiralysag) és CS-11(32) szukcinil-lle-Glu(yPIP)-Gly-Arg-pNA HCI szubsztratot
(HYPHEN, BioMed, Neuville, Franciaorszag) tartalmazott. A heparint a Sigma-Aldrich
cégtdl (St Louis, MO, USA) szereztiik be.

Eljaras:

1. 10 ul 1 U/mL heparint tartalmazo higito pufferrel 10-szeresre elhigitott

plazma

2. 40 ul 1 U/mL heparint tartalmazo higito puffer

3. 50 pl 12 nkat/mL FXa higit6 pufferben oldva

4. Inkubacio 1 percig

5. 50 ul 1,25 mg/mL-es szubsztrat oldat

6. mérés 60 masodpercig 405 nm-en
A kapott AA/min értékbol a kalibracios gorbe alapjan szamithato a plazma AT aktivitasa.
A higité puffer 6sszetétele: 50 mM Tris-HCI, 175 mM NaCl, 7,5 mM EDTA pH 8,4.
A vizsgélatok elsd részében, amikor a trombin és FXa alapu teszteket hasonlitottuk 6ssze az
hc-anti-FXa AT meghatarozasok kalibralasahoz a World Health Organization AT reference
plasma-t (National Institute for Biological Standards and Control, Potter Bar, Egyesiilt
Kiralysag) hasznaltuk. Amikor a heparin kofaktor anti-FXa (hc-anti-FXa) és a progressziv

crer

crer
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cég altal megadott hc-anti-FXa érték csak 2%-kal tért el a referencia populacio segitségével

megallapitott kalibracids értéktol.

Progressziv antitrombin aktivitas meghatarozasa
Az altalunk kifejlesztett p-anti-FXa AT teszt ugyanazon az elven alapul, mint a hc-
anti-FXa AT teszt, de kisebb plazma higitast, hosszabb inkubaciés id6t alkalmazunk. A
mérérendszer nem tartalmaz heparint, helyette heparin antagonista polibrént (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, USA) hasznalunk.
Eljaras:
1. 10 ul plazma
2. 40 pl 10 pg/mL polibrént tartalmazé higito puffer
3. 50 ul 12 nkat/mL FXa higito pufferben oldva
4. Inkubacio 5 percig
5. 50 ul 1,25 mg/mL-es szubsztrat oldat
6. mérés 60 masodpercig 405 nm-en
A kapott AA/min értékbol a kalibracios gorbe alapjan szamithato a plazma AT aktivitasa.
A referencia populacio atlagos p-anti-FXa aktivitasat 100%-nak tekintve megallapitottuk a
HemosIL Calibration plasma (Instrumentation Laboratory, Milan, Olaszorszag) p-anti-FXa

aktivitasat és ezt hasznaltuk fel a kalibracios gorbe elkészitésénél.

AT antigén meghatiarozasa
Az AT antigént immunonefelometrids modszerrel hataroztuk meg a BN ProSpec®

System AT-III (Siemens Healthcare, Marburg, Németorszag) tesztjével.

Modszer evalualas

Kereskedelmi forgalomban hozzaférheté HemosIL™ Normal Control és Low
Abnormal  Control plazmak (Instrumentation Laboratory, Milano, Olaszorszag)
felhasznalasaval meghataroztuk a kifejlesztett hc-anti-FXa ¢és p-anti-FXa tesztek
reprodukdlhatosagat. A vizsgalatot a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI;
Wayne, PA, USA) EP15-A2 protokollja alapjan végeztiikk. 20 napon keresztiil naponta
egyszer duplikatumban mértiik a két kiillonboz6 aktivitasu kontrollt.

Meghataroztuk a hemoglobin, bilirubin és lipémia okozta interferenciakat a CLSI

crer
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DMSO-ban oldott bilirubint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és Intralipidet (Baxter,
Deerfield Park, IL, USA) adtunk és sorozathigitdsok vizsgalataval meghataroztuk azok
interferenciajat.

Meghataroztuk a plazma jelent6sebb, nem AT eredetii p-anti-FXa aktivitasat. Ehhez
AT deficiens plazmat (Enzyme Research Laboratories, Swansea, Egyesiilt Kiralysag)
hasznaltunk. Ismert, hogy az aj-antitripszin és az op-makroglobulin heparintdl fiiggetlen anti-
FXa aktivitassal bir, ezért tisztitott ag-antitripszin és ax-makroglobulin (mindketté Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) anti-FXa aktivitasat is megmértiik.

A referencia tartomanyokat a CLSI EP28-A3c protokollja szerint hataroztuk meg, a

parametrikus és nem parametrikus modszerrel kapott eredményeket egyarant megadtuk.

Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatokat és szamitasokat GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, USA) 5.0a és SPSS v16a (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) szoftverrel végeztiik. A
referencia populacio eredményeinek eloszlasat megvizsgaltuk Lilliefors szerint korrigalt
Kolmogorov-Smirnov és Shapiro-Wilk tesztekkel. A populacio elemzésére atlag, median,
szoras (standard deviacio; SD), interkvartilis tartomany (IQR) és teljes tartomany értékeket
hataroztunk meg. A betegek alcsoportjai kozotti kiilonbségek elemzésére Student-féle t-probat

alkalmaztunk.
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EREDMENYEK

Anti-FIIa és hc-anti-FXa heparin kofaktor AT aktivitas 6sszehasonlitasa AT

deficiens betegpopulacion

A két kiilonboz6 hc-anti-FXa teszt (hc-anti-FXal: Siemens; hc-anti-FXa2: Labexpert)
gyakorlatilag megegyez6 eredményeket adott minden AT deficiens beteg esetében. Az anti-
Flla és az hc-anti-FXa tesztek eredményei | tipusu deficiencidban és az egyetlen II PE
altipusban szintén nem mutattak szignifikans eltérést. Minden, ezekbe a betegcsoportokba
tartozo beteg AT aktivitdsa a referencia tartomany alsé hataraként elfogadott 80%-os limit ala
esett. Ezzel szemben a I HBS heterozigéta csoportban egyetlen kivételtdl eltekintve az anti-
Flla teszt eredménye a referencia tartomanyba esett (76-128%), ugyanakkor a hc-anti-FXa
aktivitas minden esetben a referencia tartomany alatt volt (hc-anti-FXal: 55-73%, hc-anti-
FXa2: 46-74%). A 11 HBS homozigdta betegcsoportban egy kivételével az anti-Flla
eredménye a referencia tartomany alatt volt (48-80%). Ezek a betegek egyontetiien
p.Leu99Phe mutaciot hordoztak. A II HBS homozigdta csoportban az hc-anti-FXa tesztek
eredménye Iényegesen alacsonyabb volt, 13-25% kozott he-anti-FXal estében, illetve 9-23%
kozott he-anti-FXa2 kittel mérve. Az antigén szintek e csoportban a referencia tartomany alsé
negyedében, vagy kissé alatta voltak. Az hc-anti-FXa tesztek eredményei a II HBS

heterozigdta és homozigota csoportokat vildgosan elkiilonitik.

Kromogén p-anti-FXa teszt fejlesztése

A hc- és a p-anti-FXa aktivitas mérése tobb pontban eltér egymastol. Utobbi esetben a
reakcid elegyhez hozzaadott heparint neutralizald polibrén lehetévé teszi a heparinnal kezelt
betegek p-anti-FXa aktivitasanak mérését, illetve az esetleges heparin szennyez6dést is
k6zombdositi. Heparin hidnyaban az FXa géatlasa az AT altal lassu, igy aztdn az inkubacios 1d6t
meghosszabbitottuk és a plazma higitas mértékét lecsokkentettiik annak céljabol, hogy jol
mérhetdéveé tegyiik az aktivitast. A végsd bedllitasokat OtszOords plazmahigitasban ¢s 300
masodperc inkubacios iddben hatiroztuk meg. Igy Osszességében a hc-anti-FXa aktivitas
méréséhez képest az eredeti plazmahigitast tizedére csokkentettiik, az inkubacids id6t ezzel
szemben Otszorosére noveltiik. A valtoztatasokkal elértiik, hogy normal és csokkent AT
tartalmu plazma altal az FXa-ra kifejtett gatlo hatds heparin hianyaban is jol mérhetévé valt.
A meghatarozott kisérleti koriilmények kozott elvégeztiik a kalibracids sorozat mérését 0-

125%-os tartomanyban.
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A p-anti-FXa teszt evaluaciéja
A teszt reprodukalhatosaga kivald, még a laboratoriumon beliili pontossag is 4% alatt
marad. A hc-anti-FXa teszt vizsgalatakor hasonldan jo eredményeket kaptunk, a patologias és
normal kontroll esetében laboratériumon pontossaga 4,47%, ill. 1,86% volt.

Az interferencia vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a hemoglobin 500 mg/L-ig, a
bilirubin 200 umol/L-ig és a triglicerid 10 mmol/L-ig nem zavarja a meghatarozast.

Az AT hianyplazmaban hc-anti-FXa aktivitasa nem volt mérhetd. Ezzel szemben a p-
anti-FXa aktivitas a referencia populacio atlag értékéhez viszonyitva 20,4% aktivitast
mutatott. Meghatéaroztuk tisztitott, a plazmakoncentracionak megfeleld os-antitripszin és az
az-makroglobulin FXa-t gatlo hatasat. 2,0 mg/mL aj-antitripszin atlagosan a referencia

crer

pedig 4,0%-0s gatld aktivitast mutatott.

hc- és p-anti-FXa aktivitas referencia tartomanyanak meghatarozasa

Mindkét aktivitas a referencia populécioban Lilliefors szerint korrigalt Kolmogorov-
Smirnov (hc-anti-FXa d:0,043, p:0,2; p-anti-FXa d:0,058, p:0,2) és Shapiro-Wilk (hc-anti-
FXa d:0,994, p:0,634; p-anti-FXa d:0,989, p:0,154) teszttel is normal eloszlast mutatott. Kiesd
értékek nem voltak.

A hc-anti-FXa referencia tartomanya parametrikus modszerrel 82-118%, nem
parametrikus médszerrel 81-117%. A p-anti-FXa aktivitas parametrikus modszerrel 82-118%,

nem parametrikus modszerrel 84-117%.

AT deficienciaban szenved6 betegek antigén koncentraciojanak, hc- és p-anti-

FXa aktivitasanak osszehasonlitasa

A vizsgalt betegpopulacio jelentds hanyada II HBS tipusu deficienciaban szenved,
amelyet nagyrészt a p.Leu99Phe (AT Budapest 3) mutacié idéz eld. Magyarorszdgon ez a Il
HBS tipusu deficiencidban szenvedd betegek dominans mutacioja. Intézetiinkben 2010-2013
kozott diagnosztizalt AT deficiens betegek 81%-a I1 HBS deficiencidban szenvedett, melyet
88%-ban a p.Leu99Phe mutacié okozott. A munkank soran igy megvizsgalt populacidoban 18
homozigota és 43 heterozigdta p.Leu99Phe mutaciot hordozo beteget talaltunk, mig 3 beteg
heterozigota volt a p.Pro41Leu (AT Basel) és 5 beteg a p.Argd7His (AT Padua) mutaciora
nézve, amelyek szintén Il HBS tipusu deficienciat idéznek eld.

A homozigota p.Leu99Pro mutaciot hordozé homozigota betegek hc-anti-FXa

aktivitasa igen alacsony (atlag: 13,1%, median: 12%, teljes tartomany: 8-26%). Ezzel
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szemben a p-anti-FXa aktivitasuk lényeges magasabb, atfedést mutat a referencia
tartomannyal (atlag: 78,4%, median: 77%, teljes tartomany: 64-106%). Az AT antigén
koncentracioja megfelel a p-anti-FXa aktivitas eredményeinek (atlag: 76,4%, median: 79%,
teljes tartomany: 51-98%). A 11 HBS tipusi homozigdta betegcsoportban mind a p-anti-FXa
aktivitds, mind az antigén koncentracio kissé alacsonyabb, mint a referencia populécioban,
ami arra enged koOvetkeztetni, hogy a molekula heparin kotési zavara mellett némileg
befolyasolt a fehérje szintézise vagy szekrécioja is.

A p.Leu99Phe heterozigdta statuszban a hc-anti-FXa aktivitas a heterozigéta
allapotnak megfelel6 mértékben csokkent (atlag: 50,8%, median: 51%, teljes tartomany: 34-
65%), mig a p-anti-FXa aktivitas csak némi jelzett csokkenést mutat (atlag: 90,5%, median:
90%, teljes tartomany: 66-111%). Ugyanakkor a hc- és p-anti-FXa aktivitas kozott atfedés
nincs. Ebben a csoportban az antigén koncentracié atlaga és median értéke 99% (teljes
tartomany: 78-118%). A II HBS deficiencidban szenvedd, egyéb mutacidt hordozo betegek
szama tul alacsony a statisztikai kovetkeztetések levonasahoz. Ugyanakkor megjegyzendd,
hogy ebben a kombindlt csoportban, melyben p.Pro4lLeu ¢és p.Argd7His heterozigdta
betegeket talalunk, a hc-anti-FXa aktivitas a heterozigodta statusznak megfelelen a referencia
tartomany alatt talalhatd, mig a p-anti-FXa aktivitas a referencia tartomanyon beliil vagy a
folott van az AT antigén koncentraciohoz hasonldan.

Az | tipust AT deficiencidban szenvedd 8 beteg, illetve az egyetlen II PE tipust AT
deficiens beteg anti-FXa aktivitasi eredményei a referencia tartomany ala esnek csaktigy, mint

| tipus esetében az antigén koncentraciok értékei.

A p-anti-FXa/hc-anti-FXa hanyados szerepe a I1 HBS tipusu AT deficienciak

diagnosztizalasaban

A fenti eredmények azt sugalljak, hogy a hc- és p-anti-FXa aktivitasok
Osszehasonlitasa hatékony eszkoz lehet a I1 HBS altipusu AT deficiencia diagnosztikajaban.

A II HBS heterozigdta betegcsoportban a p/he anti-FXa aktivitasok hanyadosainak
értéke (atlag: 1,78, median: 1,74, teljes tartomany: 1,54-2,21) az egészséges populacio
adataibol szamitott referencia intervallum (0,87-1,14) fels6 hatarértéke felett van. A
heterozigdta csoport egyértelmiien elkiilonitheté az egészséges, vad tipusu rokonoktol is
(atlag és median: 1,03, teljes tartomany: 0,92-1,09).

A homozigoéta II HBS betegcsoport p/he anti-FXa aktivitdsokbdl szamitott hanyadosai
nagyon magasak (atlag: 6,76, median: 6,57, teljes tartomany: 3,23-9,63), lényegesen

magasabbak, mint a heterozigdtakra jellemzo értékek.
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Az | tipusi AT deficienciaban szenvedd betegek p-anti-FXa aktivitasai rendre
magasabbak, mint a hc-anti-FXa aktivitasaik. Emiatt az aktivitasi értékekbdl kapott hanyados
is kissé magasabb (atlag: 1,24, median: 1,21, teljes tartomany: 1,16-1,35), mint az a referencia
populacioban illetve az egészséges rokonok korében tapasztalt, igy megallapithato, hogy az 1.
tipustt AT deficiens betegek p- és hc-anti-FXa aktivitasaibol szamitott hanyados a referencia

tartomany felsd hatarértéke felett talalhato.

Diagnosztikai algoritmus AT deficienciaban

Eredményeink ¢és az irodalom alapjan megalkottunk egy algoritmust az AT
deficienciak laboratoriumi diagnozisara és klasszifikalasara. A 80% felett mért hc-anti-FXa
aktivitas kizarja az AT deficienciat. A 80% alatt mért aktivitas esetén a szerzett okokat
gondosan ki kell zarni és a vizsgalatot meg kell ismételni. Ismételten 80% alatti eredmény
esetén tovabbi vizsgalat sziikséges. Ismételten 70-80%-os aktivitds esetén a diagnozis
biztonsaggal csak molekularis genetikai vizsgalattal allapithatd meg. <70% esetén az AT
deficiencia diagndzisa biztos. Ezt kovetden AT antigén meghatarozassal lehet elkiiloniteni az
I-es és Il-es tipusu deficienciat. Il-es tipust deficiencia esetén p-anti-FXa meghatarozast
végziink. Csokkent érték esetén a II RS és II PE tipusok molekuléris genetikai vizsgélattal
kiilonitend6k el. Normal p-anti-FXa aktivitas ez esetben II HBS tipust bizonyit, kiilondsen

emelkedett p/hc anti-FXa arany estén.
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MEGBESZELES

A 11 HBS altipus klinikai fenotipusa lényegesen eltér az I tipusu és az egyéb II altipust
AT deficienciak klinikai megjelenésétol. A heterozigota II HBS altipusu AT deficiencia
mérsékelt sulyossagu trombodzis hajlammal jar, hasonléoan a heterozigota FV Leiden
mutacidhoz. Az altipus homozigéta formaja az élettel Osszeegyeztethetd, ugyanakkor stlyos,
korai életkorban kialakul6d, esetenként csecsemOkori trombozissal jar. A II HBS altipus
differencialdsa a tobbi tipustol, azon beliil a homozigdta és heterozigota allapot elkiilonitése
jelent6s klinikai relevanciaval bir. Erdekes, hogy a Il HBS AT deficiencia (elsésorban az AT
Budapest 3) csak Magyarorszagon gyakori, egy-egy 0j esetet ma is leirasra érdemesnek
tartanak. Tapasztalataink szerint a kornyezo orszagokban (Szerbia, Horvatorszag, Ausztria) az
europai atlagnal valamivel nagyobb szamban fordul eld, ez azonban 6sszefligghet a kiilhoni
magyar etnikummal.

Az 6roklott AT deficiencia diagnosztizalasa laboratoriumi modszert igényel. Elsoként
valasztando a kromogén funkcionalis heparin kofaktor AT teszt. A kereskedelmi forgalomban
szamos kiilonbozo AT teszt hozzaférhetd. A tesztek alapvetden két tipusra oszthatok aszerint,
hogy az aktivitas méréséhez az AT molekula két f6 célenzime, a trombin vagy az FXa koziil
melyik gatlasat vizsgaljak. Az AT-Flla illetve az AT-FXa komplexek kialakulasa eltér
egymastél. Mig a FXa molekula esetében a pentaszacharid kotddése altal kivaltott
allosztérikus hatas sziikséges az AT molekula inhibitor aktivitdsdnak jelentds fokozasdhoz,
addig a trombin inaktivalasahoz ez az allosztérikus valtozas nem feltétleniil sziikséges, esetleg
nem is kivanatos. Ugyanakkor sziikséges a legalabb 18 cukoralegységet tartalmaz6 heparin
molekula, mely mind a trombinhoz, mind az AT-hez kotédve hidképzéssel lehetéséget teremt
a két molekula 6sszekapcsolodasara, ezaltal eldsegitve a trombin inaktivacidjat. Ez lehet az
oka annak, hogy a heparin kotéhelyet érinté mutacio hatasa sokkal inkabb befolyasolja a
heparin jelenlétében elvégzett hc-anti-FXa tesztet, mint az anti-Flla tesztet.

Vizsgalatainkban elvégeztiik a kétféle tipusu tesztet Oroklott AT deficiencidban
szenvedd betegeken. A tesztek kozott lIényeges eltérés a plazmahigitds fokaban és az
inkubacids id6kben nem volt. Eredményeink azt mutattak, hogy az anti-Flla eljarast
alkalmaz6 teszt a heterozigdta II HBS deficiencia felismerésére altalaban nem képes, de
esetenként még a homozigdta format sem diagnosztizalhatja. Ezzel szemben a hc-anti-FXa
eljarassal a heterozigotdk is diagnosztizalhatok. Ennek alapjan olyan populaciokban, ahol a 11
HBS tipust mutaciok gyakoriak, igy Magyarorszagon és feltehetdleg néhany szomszédos

orszagban is, az AT deficiencia szlrétesztjeként a hc-anti-FXa eljaras ajanlott. Az AT
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deficienciat okozod mutaciok spektruma orszdgonként lényegesen eltérd lehet. A brit és
spanyol populdcidban leggyakrabban a mérsékelt trombofilia kockazatot jelentd p.Ala384Ser
(Cambridge II) mutacio fordul el6, ami inkabb polimorfizmusnak tekinthetd. Ennek
diagnosztikajara a hc-anti-FXa eljarasnal talan szenzitivebb az anti-Flla teszt, de a mutacios
fenotipus kimutatdsdhoz még ez sem elég érzékeny, megbizhatd kimutatdsa molekularis
bioldgiai modszerektdl varhato.

A heparin kot6helyet érinté mutacionak nincs hatasa a p-anti-FXa és anti-Flla
funkciokra. Heparin hianyaban végzett kromogén anti-FXa teszt hasznalhatosagat a Il HBS
deficiencia diagnosztikajaban emlitik az irodalomban, azonban megfeleléen evalualt tesztet
még nem kozoltek. Egyes kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd tesztek a hasznalati
utasitasban emlitik a p-anti-FXa aktivitds mérésének lehetéségét, de nem adnak iranymutatast
annak kivitelezésére.

Az altalunk fejlesztett hc-anti-FXa aktivitast mérd tesztet modositassal alkalmassa
tettlik a p-anti-FXa aktivitds meghatarozasara. A valtoztatasokkal lehetdvé tettiikk, hogy
egymast kovetéen meghatarozhaté legyen a hc-, majd annak csokkenése esetén a p-anti-FXa
aktivitas. Az eredetileg a hc-anti-FXa aktivitas meghatarozasahoz elegendé 60 masodperces
inkubécios idot megndveltiik az Otszordsére. Ez az iddtartam elegendd az AT progressziv
aktivitasanak kifejtéséhez. Ezzel parhuzamosan tizszeresére noveltiik a reakcidelegyben az
AT koncentraciot. A plazmahigitashoz hasznalt pufferben a heparint heparin antagonista
polibrénnel helyettesitettiik. Mind a hc-anti-FXa, mind a p-anti-FXa teszt reprodukalhatosaga
kival6. A hemoglobin, bilirubin és triglicerid magasabb koncentracioban sem zavarja a
meghatarozast. A moddszert Siemens BCS (Siemens Healthcare, Marburg, Németorszag) és
Ceveron (Technoclone, Bécs, Ausztria) koagulométerekre adaptaltuk.

Az irodalomban nem talaltunk a CLSI C28-3 protokollja alapjan AT aktivitasra
megallapitott referencia tartomanyt. A gyartok modszertani leirasaiban megadott ,,normal”
tartomany als6 hatarértéke altalaban 80% (0,8 IU/mL) koriil van. A protokollt kovetve az
északkelet-magyarorszagi referencia populdcion meghatarozott referencia tartomany
megfelelden korrelalt a gyartok altal ajanlott referencia tartomannyal.

Az AT deficiencia kiilonb6z6 tipusaiban, altipusaiban a VTE kialakulasanak, az ezzel
jar6 szovodményeknek a kockdzata, a terapias beavatkozasok sziikségessége és tartama
valtozob, igy fontos az egyes tipusok, altipusok elkiilonitése. A parhuzamosan elvégzett hc- és
p-anti-FXa aktivitasok meghatarozasa, ezek egymashoz viszonyitott aranyanak értékelése
segitséget nyljthat az AT deficiencidk diagnosztikdjaban, az egyes altipusok elkiilonitésében.

A p-anti-FXa ¢és hc-anti-FXa aktivitas hanyadosa alapjan az egyes altipusok
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valdszintisithetok. A II HBS heterozigdta betegekben a p/hc anti-FXa hanyadosa (tartomany:
1,54-2,21) szignifikansan magasabb, mint a referencia populaciora jellemz6 arany (tartomany:
0,87-1,14) és egyértelmiien elkiilonitheté volt e csoport a betegek vizsgalatba bevont
egészséges els6fokt rokonaitdl is (tartomany: 0,92-1,09). Igen lényeges szempont a
homozigota és heterozigdta II HBS tipusi betegek elkiilonitése. Erre a p/hc anti-FXa
hanyados szamitisa egyértelmii segitséget nyujt, mivel a homozigdta csoport (tartomany:
3,23-9,63) vilagosan elkiilonithetd a heterozigdta csoporttol.

Az | tipustt AT deficiencidban szenvedo betegek p/hc anti-FXa hanyadosa mérsékelten
a referencia tartomany folott talalhato, de elmarad a II HBS heterozigdtakra jellemzd értéktol
(tartomany: 1,16-1,35). Ezekben a betegekben a hc-anti-FXa aktivitas csokkenése nagyobb
foku, mint a p-anti-FXa aktivitas csokkenése, némi aranytalansag tapasztalhato a két érték
valtozasaban. Ennek oka az, hogy a plazma p-anti-FXa aktivitasanak 20%-ért egyéb fehérjék -
els6sorban az as-antitripszin és az ap-makroglobulin - a felelsek, és azok aktivitasa AT
deficiencidban nem csokken. Igy a plazma p-anti-FXa és hc-anti-FXa aktivitasanak
csokkenése I tipust deficienciaban nem teljesen ardnyos. Az | tipusi AT deficiencidban a
diagnosztika részét képezi az AT antigén meghatdrozdsa, mely ebben a formdban az
aktivitassal aranyosan csokken. A II HBS heterozigdta és I tipusu betegek elkiilonitése a
fentiek miatt differencial diagnosztikai problémat nem jelent, még akkor sem, ha a p/hc anti-
FXa hanyados nem teszi a diagnozist egyértelmiivé.

Osszefoglalva: megallapitottuk, hogy az AT deficienciak laboratériumi sziirésére
Magyarorszagon a FXa gatlasan alapuld kromogén teszt a legalkalmasabb €s a 11 HBS tipusu
deficienciakat csak ez a teszt ismeri fel megfeleléen. Olyan kromogén AT aktivitast mérd
tesztet fejlesztettiink ki, mely mind a hc-anti-FXa, mind a p-anti-FXa aktivitast jol
reprodukélhatdéan, megbizhatéan méri. A két aktivitas egyiittes mérése €s a kettd aranyanak a
kiszamitasa alkalmas a II HBS tipusti AT deficiencia megbizhat6é diagnodzisara, s ezen beliil a
heterozigotak, ill. a homozigotak (esetleg kettds heterozigotak) elkiilonitésére, melynek
komoly klinikai jelentdsége van. Mindez Magyarorszagon kiilondsen fontos, tekintettel a 11

HBS tipus magas aranyara.
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