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Roviditések jegyzéke

5’LP — 5’ hossz polimorfizmus

ACVRL1 - Activin receptor-like kinase 1 gen

AT - Antitrombin

AT Bp3 - Antitrombin Budapest 3 mutacid

ATE - artérias trombotikus esemény

AVM - arteriovendzus malformaciok

BMP - csont morfogén fehérje

cM - centimorgan

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Médium

DMSO - Dimethyl Sulfoxide

ENG - endoglin gén

FIIG20210A — protrombin gén 20210G>A polimorfizmus
FRET - fluoreszcencia rezonancia energia transzfer

FVL — Faktor V Leiden polimorfizmus

FXa - aktiv X-es faktor

GI - gasztrointesztinalis traktus

hc-anti-FXa - heparin-kofaktor-anti-FXa

HGVS - Human Genome Variation Society

HHT - herediter haemorrhagias teleangiectasia

HMAP - Haziorvosi Morbiditasi Adatgytijtés Program
HSPG - heparan szulfat proteoglikan

I1.HBS - heparin-kotohelyet érint6 I1-es tipusu Antitrombin deficiencia
I1.PE — pleiotrop hatasu Il-es tipust Antitrombin deficiencia
I1.RS — reaktiv helyet érintd II-es tipusu Antitrombin deficiencia
ISTH - Nemzetkdzi Trombdzis és Hemosztazis Tarsasag
JPS - juvenilis polyposis szindroma

KLKT - Klinikai Laboratoriumi Kutaté Tanszék

LD - linkage disequilibrium, kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansag
MAF - minor allél frekvencia

MI - miokardialis infarktus

MLPA - multiplex ligacio6 fiiggd proba amplifikéacio

mtsai - munkatarsai

MVT - mélyvénés trombozis



NOAC - uj tipusu orélis antikoagulans

OR - odds ratio, esélyhanyados

p-anti-FXa - progressziv anti-FXa

RCL - reaktiv center hurok

SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SERPINC1 - az antitrombint kédolo gen

SMAD4 - Mothers against decapentaplegic homolog 4 gén
SNP - egy nukleotidot érintd polimorfizmus

SPSS - Statistical Package for the Social Sciences

STR - rovid tandem ismétl6dé szekvencia

TA - teleangiectasia

TE - trombotikus esemény

TF - szOveti faktor

TGF - transzformald ndvekedési faktor beta

USP - United States Pharmacopeia

VTE - vénas tromboembdlia

WB - Western blot

WT - vad tipusu fehérje



1. Bevezetés

A véralvadasi rendszer megfelelé miikkodéséhez a hemosztazis rendszer 3 pillérének,
igy az érfal eépsegenek (vaszkuléris rendszer), a véralvadas komponenseinek
(humorélis rendszer) és a trombocitak megfeleld mennyiségének és mindségének
(cellularis rendszer) 6sszehangolt egyensulyara van sziikség [1].

A jellegzetes humordlis véralvadasi folyamatok nagy része bioldgiai
fellleteken jatszodik le. A véralvadas inhibitorai, mint példaul az antitrombin (AT)
vagy a heparin kofaktor |1, sokkal hatékonyabban végzik el feladatukat, amennyiben a
reakciok valamilyen fellleten jatszddnak le. Az ilyen jellegzetes reakcidfelszinek a
glik6zaminoglikanok, mint a heparin, heparan szulfat és dermatan szulfat. A heparin
templatként mikodik a harmas komplex kialakulasahoz, ami 0sszehozza az AT-t a
célprotedzaval, igy akar 1000-szeresre ndvelve a kolcsonhatadst az athidald
mechanizmusok és a heparin-fiiggé konformaciovaltozas révén [2].

A véralvadasban résztvevd prokoagulans, antikoagulans és fibrinolitikus
faktorok kiilonb6z6 genetikai variansai vérzésre vagy trombozisra hajlamositd
tényezok lehetnek [2]. Az AT deficienciak esetében jol karakterizalhatd altipusokrdl
beszélhetiink annak megfelel6en, hogy az AT génjében (SERPINC1) mely régioban
alakul ki okozati mutacio. Az AT deficiencidkat kvantitativ (I-es tipus) és kvalitativ
(I-es tipus) csoportba sorolhatjuk. Az I-es tipusban csokkent a fehérje aktivitasa és
antigén szintje is, ami hibas fehérje szintézisre vagy szekréciora vilagit rad. A ll-es
tipusu deficiencidban a miikodésképtelen fehérje csokkent AT aktivitashoz és normal
vagy kissé csokkent antigén szinthez vezet. A Il-es tipust AT deficiencia 3 altipusa a
kovetkezd: heparin kotés zavara (ILHBS), reaktiv centrumot érint6 (IL.RS) és
pleiotrép hatasu (11.PE) defektus. A SERPINC1 génben eddig tébb mint 310
kilonboz6é mutaciot azonositottak. A kiilonb6z6 AT deficiencia altipusok nem
feltétlendil azonos klinikai megjelenést mutatnak, habar eddig kevés irodalmi adat all
rendelkezéslinkre; részben esettanulmanyok, részben Kkis létszami populacios
vizsgalatok kerultek eddig kozlésre. Ezen tulmenden, még azonos altipuson beliil is
lehetnek fenotipusban megjelend kiilonbségek, melyek visszavezethetdk az egyes
mutaciokra. Tekintettel az AT deficiencia ritka el6fordulaséara (1:2000 — 1:5000), ez
utobbi felvetéssel kapcsolatban sincs elegendé bizonyiték. Az AT deficiencia
laboratoriumi  diagnosztikdja funkciondlis teszten alapul, mely soran heparin
jelenlétében vizsgaljuk az AT aktiv X-es faktort (FXa), vagy trombint (Flla) gatl6
hatasat. Megfigyelték, hogy a jelenleg rendelkezésre all6 funkcionalis tesztek nem
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azonos érzékenységet mutatnak bizonyos AT deficiencia altipusok irant, ami a
laboratériumi diagnosztikat rendkivil megneheziti. Az egyes tesztek evalualasa ezért
Iényeges feladat és jelenleg nem all rendelkezésre elegend6 adat e tekintetben sem.
Az egy populacion beliili gyakori mutaciok eléforduldsa alapité hatas eredménye
lehet. Az AT deficiencia esetében eddig harom mutaciorol igazoltak az alapito
jelleget [3, 4]. Az alapitd mutéaciok azonositasa egy populacidban rendkivil hasznos
mind diagnosztikai, mind terapias szempontbél. Uj, az irodalomban eddig nem kozélt
mutécidk esetében fontos az okozati szerep bizonyitasa indirekt és direkt (biokémiai)
modszerekkel, de e mutacidk karakterizalasa érdekes adatokat szolgaltathat az adott
fehérje struktarajarol, funkciojarol és kdlcsonhatasairol is.

Az érfal kozponti szerepet jatszik érrendszeri ké&rosodds esetéen a
hemosztatikus vélasz 6sszehangolasaban. Az erek dinamikus egységek, szamos
kiilonb6z6 feladatban vesznek részt, beleértve a vazomotoros miitkodést, a megfeleld
vernyomas fenntartasat, a sejtek és az oldott anyagok szelektiv permeabilitasat a vér
és a kornyezé szovetek kozott, a velesziiletett és szerzett immunitast, regeneraciot és
javitast, valamint a hemosztazis szabalyozasat. A vaszkularis rendellenességeket
szamos kulonboz6é moddon csoportosithatjuk, példaul etioldgia szerint beszélhetlink
oroklott vagy szerzett formakrol. A legkiemelkeddbb orokletes vaszkularis
betegségek a kot6szoveti rendellenességek, az arteriovenozus malformaciok (AVM),
az Orokletes hemorrhagias teleangiectasiak (TA) €és az agyi cavernosus
rendellenességek [5]. A herediter hemorrhagias teleangiectasia (HHT; Osler-Rendu-
Weber kor) egy multiszisztémas érfejlddési rendellenesség, melynek leggyakoribb
tiinetei a spontan visszatérd orrvérzések, a boron és nyalkahartyakon eléforduld TA-K,
valamint a tiid6ben, az agyban és a gastrointestinalis traktusban (GI) vérzéssel jar6
AVM-k [6]. Az Osler-kor esetében jelenleg 3 gén mutécidinak szerepét tartjak
hangsulyosnak. A leggyakrabban érintett az ENG gén, mely az endoglin fehérjét, az
érendotél egy 6 glikoproteinjét kodolja. A masik gyakran érintett a legfoképpen az
endotél sejteken kifejez6dé Activin receptor-like kinase 1 (ACVRL1) génje. A
harmadik leggyakoribb HHT-vel 6sszefliggésbe hozott gén a SMAD4 (Mothers
against decapentaplegic homolog 4). A SMADA4 éltal kédolt fehérje egy intracellularis
szignal molekula a transzformalo ndévekedési faktor beta (TGFp) és a csont morfogén
fehérje (BMP) atvonalon. Az Osler-Rendu-Weber korkep autoszomalis dominans
Oroklésmenetet mutat és a killonb6z6 populaciokban eltéré a mutacios spektrum, forrd

pontokat e génekben nem azonositottak.



Jelen értekezésben az AT deficienciakkal kapcsolatos genetikai, klinikai,
laboratériumi es fehérjebiokémiai vizsgalatainkat, valamint a HHT-vel kapcsolatos

genetikai analizisunk eredményeit foglaljuk dssze.
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2. lrodalmi attekintés

2.1 Az antitrombin fehérje szerepe a véralvadas szabalyozasaban

2.1.1 Az antitrombin fehérje strukturaja, funkcidja, genetikai jellemzéi

Az AT a szerpinek csaladjdba tartozd egylanct glikoprotein, mely a majban
szintetizalodik, molekulatémege 58200 Da [7]. A propeptid lehasadéasa utan az érett
fehérje 432 aminosavbol épul fel. Az AT két glikoformaja van jelen a keringésben,
talnyomoé tébbségben (90-95%) az a-glikoforma, mig <10%-ban a B-glikoforma.
Mindkét izoforma azonos polipeptid vazzal rendelkezik, melyek teljes aminosav
Osszetétele ismert és azonos, csak a glikozilacié mértékében kulonbdznek. Az a-
glikoforma 4 aszparagin reziduumon (128, 167, 187 és 224) glikozilalt, mig a f-
glikoforma a 167-es pozicioban nem glikozilalt. A B-glikoforma erésebben kotédik
heparinhoz. A fehérje harmadlagos szerkezetét tekintve harom B-red6t (A-C) és kilenc
a-hélixet (A-I) tartalmaz. A molekula kiils6 részén helyezkedik el a reaktiv center
hurok (RCL), mely régié a target protedzokkal komplementer szekvenciat
tartalmazza. Az AT nem hasitott formajanak két konformécids allapota létezik. A
nativ forma esetén a 24 tagl RCL - beleértve a P1-P1° (Arg425-Ser426) hasitd helyet
- a molekula kiils6 felszinén helyezkedik el. A latens konforméciéban viszont az RCL
a B-redébe illeszkedik be. Az utobbi konformacio termodinamikailag stabilabb, mint a
AT els6sorban ebben a kinetikusan csapdéba ejtett, nativ allapotban taldlhatdo meg a
keringésben.

A huméan AT génje (SERPINCL1) az 1923-g25 pozicioban helyezkedik el, 1,4
kb mRNS-t eredményez6 7 exont és 6 intront tartalmaz. Minden exon-intron hatar
koveti a GT-AG szabalyt. A vezet6é szekvencia 32 aminosavat tartalmaz, mely az érés
sorén lehasad. A 2. és 3. exon a heparin koté régiot, mig a 7. exon a C-terminalis
végen a reaktiv helyet kddolja. Kilenc teljes és egy reszleges Alu ismétlé6do
szekvenciat azonositottak az 1., 2., 4., 5. és 6. intronban. Tobb egy nukleotidot érintd
polimorfizmus (SNP) is ismert a gén teljes hosszaban, melyek altalaban artalmatlanok
és kiilonb6z6 gyakorisaggal fordulnak el a kiilonféle populacidkban.

Az AT egy szerin proteadz inhibitor, ami gatolja a trombint és azon enzimeket,
melyek a trombin generacioért felelések [8]. Egy nagyon fontos endogén
antikoagulans molekula, ez magyarazza, hogy az elvileg enyhe AT hianyos betegek

(heterozigdtak) is magas trombotikus kockazattal rendelkeznek. Az AT-t progressziv
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inhibitornak nevezzik, mivel reakcidkeszsége az aktiv alvadasi faktorokkal
Kismértékii, azonban heparin vagy hepardn szulfat proteoglikanok (HSPG)
jelenlétében a gétlo hatdsa 500-szorosra emelkedik. Antikoagulans aktivitdsan kivdil
az AT gyulladascsokkentd, antiproliferativ, antiangiogén, és virusellenes
tulajdonsagokkal is rendelkezik.

Az AT a hemosztazis és trombozis kialakuldsanak szamos pontjan fontos
szabalyozo6 szerepet tolt be, gatolva [a] a trombin-medialta fibrin alvadékképzodést,
[b] az aktiv X-es faktor (FXa) medialta trombin generaciot, [c] azon véralvadasi
faktorokat, melyek az intrinzik és extrinzik utvonalon (FIXa, FXla, FXlla, plazma
kallikrein és FVIla-szoveti faktor (TF) komplex) kordbban fejtik ki hatasukat (1.
abra). A trombin AT Aaltali gatlasa szabalyozza a trombin egyéb funkcidit is, azaz a
vérlemezke aktivaciot és a sejt szignalizaciot, valamint a sejtproliferaciot. Az AT
trombin és FXa gatlé mechanizmusat alaposan feltérképezték, melyek kilénbdznek
egymastol. A trombin esetében a pentaszacharid egység kotédése révén kialakult
konformaciovaltozas nem elegend6, a hatékony trombin-AT interakciéhoz az is
sziikséges, hogy a 18 vagy anndl tobb egységbdl all6 heparin hidat képezzen a
trombinnal [9, 10]. A FXa esetében azonban elegend a pentaszacharid HBS régiohoz

kotodése az RCL szabadda valasahoz.
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1. 4bra Az antitrombin szerepe a véralvadas szabalyozasaban



2.1.2 Az antitrombin deficiencia molekularis genetikai hattere, genotipus-

fenotipus 6sszefliggései

Az AT deficienciat el6szor Egeberg és mtsai. irtdk le 1965-ben [11]. Az els6
funkcionalis defektusrol (AT Budapest) 1974-ben Sas és mtsai. szdmoltak be [12]. A
Nemzetkdzi Trombozis és Hemosztazis Tarsasag (ISTH) ajanlasa szerint az AT
deficienciat két tipusba soroljak, a kvantitativ (I-es tipus) és kvalitativ (Il-es tipus)
tipusokba [13]. Az I-es tipusu AT deficiencidban az AT aktivitas- és antigén szintje
egyarant csokkent, ami hibas fehérje szintézisre vagy szekrécidra utal. A Il-es tipusi
deficiencidban a defektus érintheti a reaktiv helyet (I11.RS), a heparin-kot6helyet
(I1.HBS) és lehet pleiotrop (11.PE) hatasu is [14].

Az AT deficiencia autoszomalis dominans 6roklésmenetet kovet, azonban a
I1.HBS deficienciakban inkomplett penetrancia vagy autoszomalis recessziv mintazat
is el6fordulhat. Az AT deficiens betegek tobbsége heterozigdta forméaban hordozza a
genetikai eltérést, ehhez 50% koruli AT aktivitds tarsul. Az AT deficiencia
homozigo6ta formaban az élettel 0sszeegyeztethetetlen, kivéve a I1.HBS altipust. A
betegség molekularis genetikai hattere igen heterogén, mara mar tébb mint 310

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

adatbazisban szereplé SERPINC1 mutéciok korilbelil 50%-a misszensz eltérés, a kis
deléciok/inzerciok szintén gyakoriak (28%). A nonszensz és splicing eltérések (6%),
valamint a nagyobb génszakaszokat érint6 atrendez6dések kisebb aranyban fordulnak
eld. Az l-es tipusu AT deficienciat nagy ardnyban inzerciok vagy deléciok okozzék
(10%), melyek kereteltol6dashoz, ezéltal korai STOP kodon kialakulasahoz vezetnek.
A ll-es tipust AT deficiencia hatterében leggyakrabban misszensz mutécidk allnak. A
ILRS altipusért felelés eltérések a reaktiv helyet és a ,hinge” régiot erintik. A
leggyakoribb misszensz eltérések, igy a p.Pro73Leu (AT Basel), a p.Arg79His (AT
Padua I) és a p.Leul31Phe (AT Budapest 3; AT Bp3) II.LHBS AT deficienciat
eredményeznek. A ILPE altipust eredményez6 eltérések a 434, 436-439 és 461
aminosavakat érintik, mely régiok az AT szerkezeti és funkcionalis integritasaért
jelentds mértékben feleldsek.

Az l-es tipust eltérést okozé mutaciok homozigota formaban az élettel
Osszeegyeztethetetlenek, mig a heterozigéta egyének altalaban fiatal korban sulyos
trombotikus eseményeken esnek at. Hasonlo fenotipusos megjelenést irtak le a 11.RS
és I1.PE altipusok esetében. A II1.RS deficiencidk kozé sorolhatd p.Aladl6Ser (AT
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Cambridge 1) eltérés kivétel, ugyanis az homozigota formaban is el6fordulhat és
enyhébb Klinikai fenotipussal tarsul [3, 15]. A II.LHBS altipus feltehetéen Kkisebb
trombdzis-kockézatot jelent a tobbi altipusndl [16, 17]. A homozigéta I1.HBS
mutaciot hordozd egyének eletképesek, korai életkorban alakul ki naluk trombozis,
mig a heterozigdta betegek késébbi életkorban és enyhébb trombotikus eseményeket

szenvednek el.
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2.1.3 Az antitrombin deficiencia klinikuma, epidemioldgiaja, terapiaja

Az AT deficiencia kovetkezményei kozé tartozik a mélyvénas trombozis (MVT)
¢és/vagy tiidéembolia, ami gyakran visszatérd is lehet. Az MVT gyakran szokatlan
helyen is kialakulhat, igy a fels6végtagokban, a mezenteridlis, vese, portalis, retinalis
és agyi erekben [18-21]. Néhany esetben artérids trombozisokrdl is beszamoltak [22-
25]. Terhes, AT deficiens néknél fokozott a trombodzis kockazata [26, 27]. Egy
tanulmany szerint AT deficiens gyerekekben az iszkémids stroke és az agyi venas
sinus trombdzis esélye igen magas [28].

Szerzett AT deficienciat figyelhetink meg majbetegségben, nefrozis
szindromaban, illetve mas vesefunkcio- vagy fehérjevesztéssel jard betegségekben.
Alacsony AT koncentraciot észlelhetiink szepszisben, disszemindlt intravaszkularis
koagulacidban, trombotikus mikroangiopéatiakban, akut hemolitikus transzfuzids
esetekben és rosszindulati megbetegedésekben [29]. Két gyogyszeres kezelés okozta
AT hianyt is leirtak, nem frakcionalt heparin hosszu tavu alkalmazésa esetén nagyobb
mértékben képzddik trombin-AT komplex, valamint az L-aszparaginazzal végzett
terdpia intracellularis AT-visszatartast eredmenyez [30, 31].

Az AT deficiencia gyakorisaga az altalanos populacioban 1:2000 és 1:5000
kozé tehet6 [32]. Veénas tromboembolidn (VTE) atesett betegekben ez az arény
magasabb, 1:20 és 1:200 kozotti lehet [33]. Ezek az adatok azonban nem feltétlendl
vonatkoztathatéak minden populéciéra; az epidemioldgiai tanulmanyok tébbsége
Nyugat-Eurdpabdl szarmazik.

Tobb prospektiv és eset-kontroll tanulmanyban hataroztdk meg az AT
deficiencia altal okozott VTE kockazatot, melyet igen magasnak talaltak. A ma ismert
oroklott trombofilia tényezdk koziil az AT deficiencia tlinik a legstlyosabbnak. Az
AT deficiencia a tiidéembolia és az ismétlodé VTE tekintetében is jelentds
rizikéfaktor [34-38].

A VTE-n atesett AT deficiens betegek akutan altalaban heparin és heparin-AT
koncentratum terdpiadban részesulnek [39-41]. Profilaktikus antikoagulalasra a K-
vitamin antagonisték, vagy az uj tipusu oralis antikoagulansok (NOAC) a javalltak
[42]. Az antikoagulalas javasolt id6tartama VTE utan nem egyértelmi, kiilondsen
a deficiencia altipusa (és esetleg a konkrét mutacio azonositasa) segithet a kérdés

eldontésében, természetesen egyéb faktorok figyelembevétele mellett. Profilaktikus
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heparin terapia és esetleg AT koncentratum adasa lehet szlikséges a tlinetmentes
SERPINC1 mutéacié hordozokban terhesség, miitét, trauma és fert6zések esetén.
Osztrogén tartalm( fogamzasgatld és posztmenopauzalis hormonpétlo terapia
keriilend6 az AT deficiens nékben. (Progeszteron tartalmd fogamzéasgatlok nem
csokkentik az AT szintjét.)

2.1.4 Az antitrombin deficiencia laboratoriumi diagnosztikai modszerei

Elsévonalbeli sziirétesztként egy funkcionalis teszt, az AT aktivitds meghatarozasa
torténik [7]. Az amidolitikus teszt kromogén szubsztratot hasznalva a trombin vagy
FXa AT Aaltal torténé gatldsanak mértékét hatarozza meg. A modszer elvégezhetd
heparin jelenlétében (heparin-kofaktor aktivitas) vagy annak hianyaban (progressziv
aktivitas). Az elébbi teszt esetében az aktiv véralvadasi faktorok gatlasa igen gyorsan
valésul meg, mig utdbbi esetben hosszabb iddre van sziikség az AT gatlo hatdsdnak
kifejlddéséhez. Amennyiben csokkent AT aktivitast tapasztalunk, AT antigén
meghatarozas is torténik. Mindharom modszer elvégzése lehetdséget ad az AT

deficiencia tipusba sorolasara (lasd 1. tablazat).

1. tablazat Az antitrombin deficiencia laboratériumi diagndzisa és osztalyozasa

AT deficiencia Heparin kofaktor Progressziv )
o o AT antigén
altipusa AT aktivitas AT aktivitas
I-es tipus NE N% N2
11.RS N2 N2
11.HBS N N N
11.PE NE NE N vagy alacsony N
N, normal

A heparin kofaktor funkcionalis teszt sordn a heparin a vizsgalandé trombocita
szegény plazma mintaban 1év6 AT-hoz kapcsolodik, amely fokozza a trombinnal
vagy az aktiv X-es faktorral torténé AT-trombin, vagy AT-FXa komplex képzédését.
Egy adott funkcionalis teszt soran csak az egyik enzimet (trombint vagy FXa-t)
visszilk a rendszerbe, tisztitott formaban, feleslegben. A feleslegben bevitt trombint
vagy FXa-t az AT gatolja, majd a szabadon marad6é (nem gatolt) enzim aktivitasat

hatdrozzuk meg trombinra, vagy FXa-ra specifikus kromogén szubsztrat
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alkalmazasaval. A kromogén szubsztrat rovid, az adott enzim hasitd helyéere
specifikus szekvenciaval rendelkezé peptid, a rajta 1évé para-nitro anilint (pNA)
hasitja le a trombin vagy FXa, mely a nem kotédott allapotban 405 nm-en jol
mérhetd, szines terméket eredményez. Igy a tesztben forditott aranyossag van az AT
aktivitasa és a mért abszorbancia valtozas ko6zott. Korabban human eredetii trombint
alkalmaztak a trombint gatlo esszékben, azonban ez a heparin kofaktor Il-vel is
reagél, ezaltal nem volt kell6en érzékeny az AT deficienciara [43, 44]. A legtdbb
Kitben mar szarvasmarha eredetii trombint, vagy FXa-t hasznalnak, mivel ezek nem
reagalnak a heparin kofaktor Il-vel és elvileg hasonlé érzékenységiick. Normal AT
aktivitassal rendelkez0 személyekben a ma haszndlt trombin, vagy FXa alapu
funkciondlis tesztek (2. abra) azonos eredményt adnak a nemzetkozi korkontroll
vizsgalatok tanlséagai szerint [45]. Az AT deficiens betegek esetében azonban a
mutaciok tipusa szerint lehet kilonbség a tesztek érzékenysége kozott. Felvetették,
hogy az AT Cambridge Il (p.Alad16Ser) mutacié irant, mely viszonylag gyakorinak
szamit els6sorban a brit AT deficiens populacioban, a FXa alapu tesztek nem kell6en
érzékenyek [3, 15]. A ILLHBS AT deficiencidkban (pl. az AT Budapest 3;
p.Leul31Phe esetében) ezzel szemben kimutattak, hogy a trombin alapu tesztek nem,
a FXa alaptak viszont érzékenynek bizonyultak [46]. Késébb felmerilt, hogy a FXa
alapl tesztek érzékenysége kozott is lehetnek kiulonbségek, ezt azonban
szisztematikusan még nem vizsgaltak.

A progressziv AT teszt, ami az el6bbiekben ismertetett funkcionalis teszthez
hasonldéan miikddik, csupan néhany valtoztatast tartalmaz (nincs benne heparin és
hosszabb inkubacios idékkel dolgozik, alacsonyabb plazmahigitést igényel) a I1.HBS
altipust segit elkiloniteni a tobbi Il-es tipusi AT deficienciatol, azonban kevésbhé
elterjedt a hasznalata. Az AT antigén koncentracié meghatarozas szintén az AT
deficienciak osztalyozasaban segit. Manapsag az immunnefelometria a leggyakrabban

alkalmazott modszer az AT koncentracié meghatarozasara.

Heparin + AT — Heparin - AT komplex
Heparin - AT + FXa (feleslegben)—

—Heparin - AT III - FXa + FXa (maradek)
R-pNA R-COOH + pNA

FXa

2. &bra Az anti-FXa antitrombin aktivitds meghatarozasanak elve
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2.2 A herediter hemorrhagias teleangiectasia

2.2.1 A herediter hemorrhagias teleangiectasia klinikai jellemzése

A HHT egy heterogén klinkkummal jellemezhetd, autoszomalis dominans
Oroklésmenetet mutaté betegség. Az Osler-Rendu-Weber kérban az AVM-k
kiilonb6z6 tipusai fordulhatnak el6 [6]. A kis AVM-kat teleangiectasianak (TA)
nevezzik, melyek leginkabb az ajkakon, az arcb6r6n, az ujjakon, valamint az orr-,
sz4j- ¢és gastrointestinalis traktus (GI) nyalkahartyain fordulnak el6. A TA-k
minimalis trauma hat&sara vagy anélkiil is gyors vérzésnek indulnak és nehéz Oket
megallitani, mivel az érfalakbdl hianyoznak a kontraktilis elemek. Az AVM-k
leggyakrabban a madjban, a tiiddben vagy az agyban fordulnak el6. A HHT
legjellemzébb tiinete a spontan, visszatéré orrvérzés. Bar a HHT altalaban egy
progressziv rendellenesség, az Ujszulottek sulyosabban érintettek a tiidé vagy agyi
AVM-k tekintetében. A HHT betegek életkora a diagnozis felallitasa idején igen

heterogén, eléfordulnak egészen idds betegek is.

2.2.2 A herediter hemorrhagias teleangiectasia klinikai diagnozisa
A HHT klinikai diagn6zisa az AVM-k és/vagy TA-k jelenlétén alapul [6]. A
megfeleld diagnozis felallitaisa a 2000-ben elfogadott és publikdlt Curagao
kritériumok alapjan torténik [47].
A Curagao kritériumok a kovetkezoek:
1. Spontén, rekurrens orrvérzések.
2. Tobb, jellegzetes helyen (ajkak, szajiireg, ujjak és orr) el6forduldo TA-K.
3. Bels6 szerveket (tid6, agy, maj, GI, gerincveld) érintdé AVM-K.
4. Csaladi anamnézis: olyan els6foku rokon, akinél a Curagao kritériumok
alapjan diagnosztizaltdk a HHT-t.
A HHT jelenléte ,biztosan allithatd” amennyiben legalabb 3 kritérium teljesiil.
,Lehetséges vagy gyanithatd” a HHT betegség, ha 2 kritérium van jelen. Ha
kevesebb, mint 2 kritérium teljesiil ,,kevésbé valoszinii” a HHT betegség fennallasa.
A jelen ajanlasok szerint olyan gyermekekben, akiknek valamely sziilgje
érintett, molekularis genetikai analizist kell végezni annak érdekében, hogy igazoljak
vagy kizarjak a HHT jelenlétét, mivel gyerekeknél nem hasznalhat6é biztonsaggal a
fentebb emlitett diagnosztikai kritériumrendszer. Ez azonban azt feltételezi, hogy az

index személyekben az okozati mutécio felterkepezeésre kerul.
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2.2.3 A herediter hemorrhagias teleangiectasia patogenezise

Harom f6 gént azonositottak, melyek a HHT kialakulasaért felelosek [48].

A leggyakrabban érintett az ENG (endoglin; 9933-34) gén, mely egy homodimer
transzmembran fehérjét kodol, ami az érendotél egy 6 glikoproteinje. Ez a fehérje a
transzformald novekedési faktor beta (TGFP) és a csont morfogén fehérje (BMP)
receptor komplex egyik alkotdja, a TGFp1l-hez és TGFB3-hoz nagy affinitassal
kotodik. Foként az endotél sejtekben, a syncytiotrophoblast sejteken, aktivalt
monocitakon €s szoveti makrofagokon fejezddik ki.

A masodik leggyakrabban érintett gén az ACVRL1 (vagy ALK-1, Activin
receptor-like kinase 1; 2ql1-ql4), amely altal kodolt fehérje a TGF-szupercsalad
tagja, egy szerin/treonin-protein kinaz tipust receptor, mely féként endotél sejteken
expresszalodik [49].

A Dbetegséget 0©sszefliggésbe hoztdk még a SMAD4 (Mothers against
decapentaplegic homolog 4; 18qg21.2) génnel. A kodolt fehérje egy intracellularis
szigndl molekula a TGFB/BMP utvonalon. A génben eléforduld patogén eltérések
okozhatnak juvenilis polyposis szindromat (JPS) vagy HHT-t, illetve ezek kombinalt
eléfordulasat is [50].

lgen ritka a GDF2 (vagy BMP9; Growth/differentiation factor 2; 10g11.22)
érintettsége HHT-ben. A BMP9 a novekedési/differencialodasi faktor 2-t kddolja. A
csont morfogén fehérjecsalad és a TGFB szupercsalad tagja. Ezen csaladok
fehérjetagjai a sejtndvekedés eés differencialodas szabalyozdi mind embrionalis, mind
felndtt szovetekben [48]. Kapcsoltsdgi analizissel tovabba szdmos egyéb gént is
osszefuiggésbe hoztak a HHT-vel.

Ezen gének analizise soran nem talaltak mutéciés forrépontokat (HHT
Mutation Database: http://arup.utah.edu/database/hht/). A HHT-t eredményezd
eltérések a gének teljes hosszaban megfigyelhetéek [48]. A misszensz mutaciok a
leggyakoribbak, ezt kovetik a nonszensz eltéresek, a delécidk/inzerciok és a splicing
variansok. Néhany esetben exon deléciokrdl/duplikaciokrol szamoltak be. A mutacio
detektalasi arany korulbelil 75%-ra tehet6 [51-53].

224 A herediter hemorrhagias teleangiectasia  genotipus-fenotipus

Osszefliggéseli

A tidében eléforduld AVM-k a patogén ENG varianst hordozé egyének kozott
fordulnak el6 gyakrabban, mig a majban el6forduld6 AVM-k az ACVRL1 mutéciokkal
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hozhatok inkabb dsszefliggésbe. Ugyanakkor mindkét tipus vaszkularis diszplaziaban
nyilvanul meg [54]. A SMAD4 gén patogén variansai a HHT-s betegekben leginkabb
JPS-al kombinaltan fordulnak el6 [55]. Az eddigi adatok alapjan nincs egyértelmi
genotipus-fenotipus dsszefliggés a klinikai fenotipus és az egyes patogén varidnsok

kozott.
2.2.5 A herediter hemorrhagias teleangiectasia terapiaja

A HHT kezelésének idOtartama, modja ¢€s tipusa szervfiiggd. Az orrvérzések
kezelhetdek parasitassal, nazalis kendanyagok ¢és hemosztatikus termékek
hasznalataval, 1ézer ablacidval, helyi vagy oralis gyogyszereléssel [48]. A Gl vérzesek
esetén vaspotlas, endoszkdopos ablacio, a vérzés helyének miitéti rezekcioja és/vagy
gyogyszeres kezelés alkalmazhatd. Az agyi AVM-k jelenlétekor emboloterapias
és/vagy sztereotaktikus sugarsebészeti beavatkozésokat végeznek. A tinetekkel jard
hepatikus AVM-ket gyogyszeresen kezelik, akik nem reagalnak a kezelésre,
majéatlltetésre szorulnak. A terhes HHT-s betegeket folyamatosan sziirik, valamint
kezelik a tiudében és agyban jelenlévd AVM-ket. VaspoOtlasra, vordsvértestek

transzflzidjara anémia esetén kerdl sor.
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2.3 Az alapito hatas

2.3.1 Az alapité hatas jelentosége, kovetkezménye

Az alapitd hatds a populacid genetikai Osszetételének véletlen hatdsra bekovetkezd
valtozésanak, azaz a genetikai sodrodas (drift) egyik speciélis esete. Az alapitd hatas
esetén elvesz a genetikai valtozatossag, ami akkor kdvetkezik be, ha az Uj népességet
egy nagyobb populacido kevés egyede hozza létre, igy az 0j népesség a sziildi
populécié genetikai variansainak csak a toredékét hordozza. Altalaban allélvesztés
nem szokott megtorténni; ha nagyon kis Iétszdmu az alapitd népesség, akkor is két
kiilonboz6 alléllel rendelkezik. Ugyanakkor az izolalt populacidkban a ritka allélok
nagyobb gyakorisdggal fordulnak eld. Szamos elszigetelten €16 populacioban az
alapité hatds a magyarazata sok mendeli 6rokl6désti betegség gyakori eléfordulasanak
[56]. Szamos tanulméany foglalkozik az askenazi zsidok kozott eléforduld gyakori
betegségekkel, melyek alapitd hatds eredményeképpen jottek létre [57-60], illetve
alapito hatas eredménye példaul az I-es tipusu tirozinémia is a Quebec-ben €16 francia
kanadaiaknal [61].

A betegségek diagnozisa és terdpidja tekintetében igen hasznos az alapit6
mutaciok felderitése, mert diagnosztikus algoritmusok kidolgozasat teszik lehetové,
melyek alkalmazdsaval adott populdcidban egyszerisitheté a  betegek
diagnosztizaldsa. Az adott alapité mutécidt hordoz6 betegek klinikai fenotipusa nagy
valoszinliséggel igen hasonld, ami a terapias, vagy prevencids stratégidk

megvalasztasat teszik egyszeriibbé az alapité mutaciot hordozo populacioban.

2.3.2 Az alapit6 hatas vizsgélata

Gyakori mutéciok jelenléte esetén az alapitd hatds vizsgalata haplotipus analizissel
torténik. Ennek soran az SNP-k és a mikroszatellita markerek elemzése zajlik az adott
génen belul és annak kdrnyezetében. A mikroszatellitdk vagy STR-k olyan egyszert,
ismétlédé  szekvenciakbol  all6  polimorfizmusok,  melyek  kiilonb6zd
hosszvariaciokban fordulnak elé [62]. Lehetnek mono-, di-, tri-, tetra-, penta- vagy
hexanukleotid hosszusagu régiok, melyek a kiilonb6zo alléleket jellemzik [63]. Az
STR-ek meghatarozasat kovetden kapcsoltsagi analizis révén kovetkeztetnek a

mutécio koréra, eredetére, valamint csaladfakutatas is torténhet [64].
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2.3.3 Alapito6 hatas elofordulasa a hemosztazist érinté6 megbetegedésekben

Szamos alapitdé mutaciot irtak le eddig az irodalomban, melyek vérzéses vagy
trombotikus kovetkezményekkel jarnak. Igy Lannoy és mtsai. enyhe hemofilia A-t
okozd 2 alapitd mutécidt (p.Ser2030Asn és p.Pro2311His) mutatott ki a belga
hemofilidban szenvedd populécidban [65]. Az észak-olasz populacidban egy masik
hemofilia A-t eredményez6 alapité mutaciot (p.Arg2016Trp) irtak le [66]. Szintén az
olasz populacioban kerilt felfedezésre az I-es tipusu von Willebrand betegségért
felel6s p.Cys1130Phe alapité mutacié [67]. A FXI deficiens zsidd népességben a
p.Glull7* és a p.Phe283Leu gyakori mutaciok esetében haplotipus analizissel
igazoltak az alapito hatast [68]. A gyakori trombozis rizikofaktor, a Faktor V Leiden
polimorfizmus (FVL; p.Arg506GIn) szintén alapit6 hatas eredmenye [69].

2.3.4 Alapitdé mutéaciok az antitrombin deficiens populaciékban

Perry DJ és mtsai. az AT Cambridge Il (p.Ala416Ser) varianst hordozé 18 latszolag
rokonsagban nem all6 csalad DNS mintain végeztek haplotipus analizist és igazoltak
az alapito hatast [3]. Olds és mtsai. a SERPINC1 genen beldli 2 (ATT)a trinukleotid
rovid tandem ismétlddd (STR) szekvenciat és 4 polimorfizmust vizsgéltak haplotipus
térképet készitve a kaukazusi populdciéban. A mutans AT-hoz kapcsol6do
haplotipusokat 5 AT Budapest 3 (p.Leul31Phe) és 5 p.Argl61* SERPINC1 mutéciot
hordoz6 csalddban hasonlitottak 0ssze és alapitd hatds jelenlétét vetették fel [70].
Hasonl6 kapcsoltsagi analizist végeztek el Ni és mtsai. az AT Hamilton
(p.Ala414Thr) és az AT Amiens (p.Arg79Cys) mutacidkat hordozé csalddok esetében
[4]. Az AT Basel (p.Pro73Leu) mutécio a finn AT deficiens populécioban feltehetéen
alapité hatds eredménye, azonban itt genetikai aldtdmasztas nem tortént [71]. Nagy
szamu beteget involvalé Kkiterjedt genetikai vizsgalatot az alapitd6 mutaciok

vonatkozasaban eddig egyetlen AT deficiens populacidban sem végeztek.

2.3.5 Alapitd hatas herediter hemorrhagias teleangiectasias populaciokban

A HHT széles korben fordul eld minden etnikai csoportban és foldrészen. A HHT
mutaciok csaladi halmozddast mutatnak, azonban szamos, latszolag egymassal
rokonsagban nem 4ll6, egy adott muticidval rendelkezd betegrdél szamoltak be.

Amennyiben egy adott mutaciét hordozo, egymassal nem rokon betegcsoportban
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ugyanaz a haplotipus fordul ¢l6, felmeriil az alapitdo hatas kérdése [72]. Néhany
populacioban, igy a holland Antillakon két ENG mutacio, ACVRL1 alapité mutaciok
francia és olasz HHT-s betegekben, ENG és ACVRL1 mutaciok dan populacidban,
valamint ACVRL1 alapit6 mutécidt norveg HHT-s betegekben fedeztek fel [72-75].
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Célkitiizések

Antitrombin deficiencidban szenvedd betegek és csaladtagjaik bevonaséaval
Klinikai, laboratériumi és genetikai adatbazist kivantunk kialakitani, majd az
igy rendelkezésiinkre all6 nagy létszamu AT deficiens populécidban a klinikai
és laboratoriumi jellegzetességeket kivantuk vizsgalni. Célul tiztik ki a
genetikai hattér felkutatasat, esetleg Uj és gyakori mutaciok leirasat. Célunk
volt a funkcionélis AT esszék érzékenységének vizsgalata, ezaltal Uj adatokat
szolgaltatni a hatékony laboratoriumi diagnosztikahoz.

Az Aaltalunk vizsgalt AT deficiens populacidban korilbeltl 75%-ban az
antitrombin Budapest 3 mutécid fordult el6. Ez a gyakori eléfordulas alapitd
hatas jelenlétét vetette fel, melyet polimorf genetikai markerekkel kivantunk
igazolni.

Egy Uj SERPINC1 mutacio esetében az eltérés okozati jellegét direkt
biokémiai maodszerekkel in vitro expresszalt mutans AT fehérjén kivantuk
meghatarozni.

Célunk volt az Osler-Rendu-Weber korban eléforduld gyakori ACVRL1

mutacio esetében alapito hatas vizsgalata.
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4. Vizsgalt személyek, anyagok és mddszerek

4.1 Betegek

4.1.1 Antitrombin deficiencia

Az AT deficiens betegcsoportba tromboembolian és/vagy terhességi trombotikus
komplikacion atesett olyan betegek keriiltek bevalogatasra, akiknél legalabb két
alkalommal igazoltak csokkent heparin-kofaktor-anti-FXa (hc-anti-FXa) AT
aktivitast. A trombotikus események diagndzisdnak csak azt fogadtuk el, ha az a
Nemzetk6zi Trombozis és Hemosztazis tarsasdg ajanlasa alapjan tortént [42]. Ezen
elvek alapjan 2007-2016 kozott 156 egymassal nem rokon AT deficiens egyén és
csaladtagjaik (6sszesen 246 személy) Kkerlltek bevonasra. (A tanulmany etikai
engedély azonositdja: 3166/2012/HER.)

A személyek bevonéasaval parhuzamosan AT deficiencia adatbazist hoztunk
letre, melybe a klinikai, a laboratériumi és a molekularis genetikai adatokat
rogzitettik. Az adatbazisba a kovetkez6 klinikai adatok Kkerlltek bevitelre: nem, TE
tipusa (veénas, artérias esemeények, szllészeti komplikaciok), a TE velesziletett
(vascularis anomalidk, oroklott thrombophiliak), szerzett kockazati tényezo6i, illetve
provokald tényezdi. Provokald tényezOnek tekintettilk, ha egy honappal a TE-t
megelézden fordult eld trauma, miitét, akut betegség, centralis véna katéterezés,
immobilizacio, terhesség, oralis fogamzasgatlo szedése, hormonalis kezelés, hosszabb
utazas, vagy L-aszparaginaz kezelés. Szerzett rizikdfaktornak tekintettliik a kronikus
allapotokat, igy a daganatos megbetegedést, a paroxizmalis nokturnalis
hemoglobinuriat, az autoimmun betegségeket, az antifoszfolipid szindrémat, az
elhizast (BMI >30), a visszeres vénékat, a nefrdzis szindromat, a szivelégtelenséget, a
tartés immobilizaciét. Amennyiben a TE-t megel6z6en provokald tényezd, vagy
kronikusan fennallo szerzett tényez6 nem volt kimutathato, a TE-t nem provokaltnak
tekintettiik (,,unprovoked”). Rogzitésre keriilt tovabba a TE-k szama, a beteg életkora
az els6 TE alkalmaval, a tiidéembolia ténye, az artérias esemeny tipusa (miokardialis
infarktus (MI); stroke), a terhessegi komplikacié tipusa (vetéles, korasziilés,
halvaszilés). Amennyiben proximalis vénds tromboézist észleltek, e tényt is
rogzitettik. A laboratériumi adatok kozott feltlintetésre keriilt az AT aktivitasa
(tbbbféle modszerrel kapott eredmények, 1d. késébb), AT antigén koncentracidja, a
FVL és Fll 20210A polimorfizmusok jelenléte, a fibrinogén és protein C és S szintek.

Végil a SERPINC1 génben detektalt mutacid is rogzitésre kerilt, illetve megjeldltik
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a mutacid negativ eseteket. Elkulonitettik az index személyeket és a csaladtagok

esetében a rokonsagi kapcsolatokat egyértelmiien megjelenitettiik.

4.1.2 Osler-Rendu-Weber kor

A diagndzis felallitasa a HHT diagnosztikus iranyelveket megalkoté munkacsoport
Utmutatésa szerint tortént [47]. Ez alapjan a HHT-ra jellemz6 orrvérz6 és TA-val
rendelkez6 betegeket alapos altalanos és fiil-orr-gégészeti fizikai vizsgalatnak vetették
ald. A csaladi anamnézis felvétele soran az orrvérz6, TA-val vagy AVM-mel
rendelkezd csaladtagok is azonositasra keriiltek. Az agyi AVM sziirés kontrasztos
MR-vizsgalattal, a tidé és maj AVM-k vizsgélata CT-vel tortént. A betegek
szivultrahang vizsgalaton is 4testek. Az emésztérendszer fels6 szakaszanak
endoszkopos vizsgalatat akkor végezték el, ha felmerilt a gyomor-bélrendszeri vérzés
gyanuja vagy a beteg hosszu ideje fennall6 vérszegénysége.

Ot, egymassal latszolag nem rokon csaladhoz tartoz6, HHT gyanis beteg (index
személyek: 53 éves férfibeteg, 82 éves nébeteg, 37 éves nébeteg, 56 éves férfibeteg és
egy 56 éves nobeteg) esetében keriilt sor eldszor genetikai vizsgalatra a Klinikai
Laboratoriumi Kutaté Tanszéken (KLKT), mely az ENG és ACVRL1 gén analizisét
jelentette (lasd késébb). Ezutan sor kerullt a HHT-gyanus csaladtagok vizsgalatara is

(6sszesen 34 egyén).
4.2 Populécios kontroll személyek

A magyar altalanos népessegre reprezentativ, Un. populacios kontroll személyek DNS
mintéai a Haziorvosi Morbiditasi Adatgyijtési Program (HMAP)-bdl szarmaztak [76].
A HMAP a Debreceni Egyetem Népegészségiigyi Iskola és az Allami
Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat 6sszefogasaval indult el 1998 majusaban.
A mintdk Hajdu-Bihar, Gyér-Moson-Sopron, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Zala, Bacs-
Kiskun és Koméarom-Esztergom megyei ANTSZ intézetek, illetve a csatlakozd
haziorvosi praxisok részvételével keriiltek begytlijtésre. A program célja, hogy az
orszag lakossagara nézve kor és nem szerint reprezentativnak tekintheté adatokat
szolgaltasson a legnagyobb népegészségiigyi jelentdségii betegségek prevalencidja és
incidenciaja kapcsan. A populécioés kontroll személyek DNS mintait az AT és a HHT

alapité mutaciok vizsgalata soran a haplotipus analizishez hasznaltuk. Az AT Bp3 és
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az ACVRL1 c¢.625+1 G>C mutaciok alapito jellegének igazolasara 200, illetve 50

kontroll egyen mintajan végeztlink haplotipus analizist.
4.3 Rutin laboratériumi modszerek antitrombin deficiencidban

Az éhgyomri vérmintadkat 0,109 mol/L citrattal alvadasgatolt cs6be (Beckton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) vették le, legalabb 3 honappal a trombozist
kovetden. Az 6roklott trombofilia tényezéket (Protein C és S, APC rezisztencia,
diszfibrinogenémia) BCS-XP koagulométeren (Siemens, Marburg, Németorszag)
hatéroztdk meg. A FVL mutécidjanak és a protrombin gén 20210G>A (FI11G20210A)
polimorfizmusanak jelenlétét LightCycler®480 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Németorszag) késziléken, olvadaspont gorbe analizissel identifikaltak a
Laboratériumi Medicina Intézet Molekuléris genetikai részlegén.

Az AT deficiencia diagnosztizalasdhoz a KLK Tanszéken kifejlesztett hc-anti-
FXa és progressziv anti-FXa  (Labexpert Antithrombin H+P, Labexpert Kft,
Debrecen, Magyarorszag) teszteket alkalmaztuk Siemens BCS-XP koagulométeren
(Siemens) [77]. Az AT antigén szintek immunnefelometrids maodszerrel keriiltek
meghatarozasra (Siemens, N Antiserum to Human Antithrombin Ill, Siemens).
Amennyiben elegend6 minta allt rendelkezésre az AT aktivitas két masik, a
kereskedelemben kaphatd esszével (Siemens, Innovance AT és HemoslL AT,

Instrumentation Laboratory, MA, USA) is meghatarozasra kerdilt.

4.4 Okozati mutaciok kimutatasa fluoreszcens direkt szekvenélassal és MLPA

analizissel

A genomidlis DNS izolalasa periférias fehérvérsejtekbdl tortént a QIlAamp DNA
Blood Mini kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) felhasznélasaval tanszékinkon. A
gének (SERPINC1, ENG, ACVRL1) kodolé regidit, az exon-intron hatarokat, valamint
a promoter régiot fluoreszcens direkt szekvenalassal vizsgaltuk. A szekvenald
reakciot a PCR amplifikacioban alkalmazott oligonukleotidokkal (0,16 uM
koncentracidban), a fluoreszcensen jelolt ddNTP-ket, ANTP-ket, DNS polimerazt és
puffert tartalmazé BigDye Terminator 1.1 Cycle Seq Kit (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) és a sziirt PCR termék felhasznalasaval hajtottuk végre. A
szekvenalo reakcid termékeket DyeEx 2.0 Spin Kit-tel (Qiagen) tisztitottuk a gyartd

Utmutatdsa szerint, majd denaturalast kovetéen ABI3130 Genetic Analyzer (Thermo
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Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) készlléken tortént a kapillaris elektroforézis,
az elektroferogramok analizise a Sequencing Analysis 5.4 szoftverrel (Thermo Fisher

Scientific) tortént.
4.4.1 Antitrombin deficiencia

A SERPINCL1 gén vizsgalatahoz alkalmazott oligonukleotidok szekvencidja és PCR
protokollja azonos a Maruyama és mtsai. altal leirtakkal [78].

Azokban a laboratdriumi modszerekkel AT deficiensnek tiin6 esetekben, ahol
a SERPINC1 genben direkt szekvenaldssal nem tudtunk mutaciét kimutatni, multiplex
ligacio fiiggd proba amplifikacié (MLPA) analizist végeztiink a SALSA MLPA P227
Kit-tel (MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia), szintén az ABI3130 genetikai
analizatoron. Az MLPA fragmentek analizise a GeneMapper szoftver 4.1 (Thermo

Fisher Scientific) verzidjaval tortént.
4.4.2 Osler-Rendu-Weber kor

Az ENG, ACVRL1 és SMAD4 gének analiziséhez altalunk tervezett
oligonukleotidokat alkalmaztunk (2. tablazat). Az amplifikacié 50 pL végtérfogatban
1x koncentréaciéja PCR puffer (Promega, Madison, WI, USA), 25 mM MgCl
(Promega), 250 uM dNTP mix (Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY), 0,2-0,2
UM forward és reverz primer (Integrated DNA Technologies, Mainchen,
Németorszag), 5% DMSO (Dimethyl Sulfoxide, Sigma Aldrich GmbH, Steinheim,
Németorszag), 0,025 U GoTaq HotStart Polymerase (Promega) és 100 ng genomialis
DNS felhasznaldsdval tortent. A PCR reakciokat 40-szeres ciklusszammal,
GeneAmp2700 tipust PCR keészulékkel (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

vegeztik.
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2. tablazat A HHT diagnosztizalasahoz alkalmazott oligonukleotidok

Amplikon
Primer neve Bazissorrend (5’ - 3%) mérete Tan
(bp)
ENG_E1 F CCCTGTGTCCACTTCTCC
542
ENG _E1 R AGAGTCAGCCCAGTTTGC
ENG E2 F CCGTTAGCTCATGTCAAGTCC
436
ENG _E2 R GCCCCTAGAAATGCCACC
ENG _E3 F AGAGGGACAGGCACTACC
421
ENG _E3_R ATGAAAGGGAGAAGCAGG
ENG _E4_F TGGGCTGACTCCACARATTAC
373
ENG _E4 R GTGTCCCCTCCTGCACTCT
60°C
ENG _E5 F CTGCCCCACCACTATCTTTG
307
ENG _E5 R GGGGTGGGGACTAGTGTCA
ENG _E6_F ATCCCATAAACCCACACC
356
ENG _E6_R ATTTGTCCTTCAGCTCAGC
ENG _E7_F GAGCTGAAGGACAAATCACC
483
ENG _E7_R GTGCAGATGAGAAAAATGAGG
ENG _E8 F GCCTGAGAATCGCTTGAACC
385
ENG _E8 R GAACCAGATGTCCATGTCATCC
ENG E9 F GGACCCCTGGGTTGTGG
333 62°C
ENG _E9 R CCCTGCAGCCTGCTCTC
ENG E10 F GAGGTGTGTTTGGGAGAG
399
ENG E10 R TCTGACTTGAGAGACCAAGAGC
60°C
ENG E11 F AAAAGAGAGTCAGGCAACTCC
407
ENG _El11 R CTTGTCAGTGTCCCTGAGC
ENG _E12 F AATTCTAGCCGATATTTGAAG
391 55°C
ENG _E12 R GAAGCTCCCACTTGAAGC
ENG E13 F ACAGATCTTCCAGGACTCACC
324
ENG E13 R TTGCCATGTGCTATGTGC
ENG E14 F AGAGTGGCAGTGCTGATGG
233 60°C
ENG _El14 R CAATCCCTCAGAGGCTTCAC
ENG _E15 F TGGTACATCTACTCGCACACG
407
ENG _E15 R GAGCAGGCTCCATTCTGG
ACVRL1_E1 _F ACAGTCTCGGCTCTGTCTCC
694 62°C
ACVRL1_E1 R GGAGCAGCTTGCCTTTCTAA
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ACVRL1 E2 F AGCGGCTGTCACACTTCAT
228
ACVRL1 E2 R ACATTCTCCCCAGCTTCTCA
ACVRL1 E3 F GTAGGACAGAAATGGGTGTCG
ACVRL1 E3 R AAGAAGATGGGGAGGGAGTG 308
ACVRL1 E4-5 F GGCAGGACTCTGGGATCTAAC
ACVRL1 _E4-5 R GTAGCCAAAAACTCCCTCACC 87 60°C
ACVRL1_E6 F TGTGTGCCCAGTGTGTAACC
ACVRL1_E6 R CTGCAAACTTGAGCCCTGA 260
ACVRL1 E7 F CTCCAGCCTCCCTTAGCC
ACVRL1 _E7 R GGAGAGGAGAGCGCACAA 398
ACVRL1 E8 F ATCTGCCTTCCCCTCTCTGT
ACVRL1_E8 R CTGATTCCCCTTTCCCTACC 7
ACVRL1 E9 F GCCCTTGGATAGAGGGTAGAA
381 62°C
ACVRL1_E9 R CCAGGGTTGAAAGAGGGAGTA
ACVRL1_E10 F CTCTCTCTGCCTCCTCTCCTC
283 64°C
ACVRL1_E10 R CAGCACACACCACACTCACA
SMAD4_E2_F CCAGAGCAATTTCATCTTTTCC
SMAD4_E2 R TCTGAAGAGATGGAGCACAAA >
SMAD4_E3_F TGAGTTGGTAGGATTGTGAGGA
SMAD4_E3 R CAATGTTCTAAAGGGGCAAAA 49
SMAD4_E4 F TTTTGCCCCTTTAGAACATTG
SMAD4_E4 R CTGCCGCTCACACAAACTAA -
SMAD4_E5 F TGACTTTTGCTGGTAAAGTAGTATGC
SMAD4_E5 R TTTAATGTTTACTTACTTGGAGTTTCC 9
SMAD4_E6/7_F CTGATAGGCCATGGGTGAGT
SMAD4_E6/7 R TGAAACAAAATCACAGGATGAA >0
SMAD4_E8_F GCACTTGGCAGATAGCACTG s°C
SMAD4_E8 R TGAGAAGTGACCCCATAATTCC 378
SMAD4_E9 F CCAGTTGTTTTGGGTGCATT
SMAD4_E9 R CCGACAATTAAGATGGAGTGC 92
SMAD4_E10 F TTCATACTACATGCTCCTGACACA
SMAD4_E10 R TTCCTTCCACCCAGATTTCA 47
SMAD4 E11 F TCATGTGAGAGGTATAATGAAACTGA
SMAD4 E11 R TCAAAAATGTCATCATCCCAGT 3
SMAD4 E12 F TTCTTGGCACTTTAGCAGAGAA
SMAD4 E12 R CTAGGAGCAAGGCAGCAAAC 49
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4.5 Alapitd hatas vizsgalata polimorf genetikai markerekkel

Az AT Bp3 mutacio alapitd hatasanak jelenlétét 63 AT Bp3 mutéaciot hordozo
proband egyén (csalddtagokkal egyiitt 102 személy dsszesen) és 200, a HMAP-bol
szarmazd kontroll egyén mintajan vizsgaltuk.

Az ACVRL1 c.625+1 G>C mutacio alapitd hatasanak vizsgalata 5 proband
(6sszesen 34 személy csaladtagokkal egyiitt) és 50, a HMAP-bAl szarmazo kontroll
egyén mintajan valosult meg.

Az SNP-k és a mikroszatellita markerek vizsgalatdhoz magunk terveztiik az
oligonukleotidokat. A moddszerek bedllitdsanak elsé 1épéseként a PCR reakciok
optimalizalasat végeztik el, vagyis megallapitottuk a PCR reakciohoz sziikséges
reagensek megfeleld koncentracioit, valamint az oligonukleotidok optimalis olvadasi
homérsékletét (Tm). Minden esetben ellendriztiik, hogy az altalunk tervezett
oligonukleotidok a megfeleld DNS szekvencia régiot amplifikaljak.

A PCR reakciok 0sszetétele minden esetben 25 pL végtérfogatban a
kovetkezo protokoll szerint tortént (a feltiintetett mennyiségek a végkoncentraciokat
jelolik):

e 0,2-0,2 uM forward és reverz primer (Integrated DNA Technologies)

e 192 uM dNTP mix (Life Technologies)

e 2 mM MgClI; (Promega)

e 0,025 U Go Taq polimeraz (Promega)

o steril desztillalt viz

e 50 ng genomidalis DNS

Az SNP-k egy részét FRET alaplu technikdval, mas részét fluoreszcens direkt
szekvenalassal detektaltuk; a mikroszatellita markereket fluoreszcens fragment
analizissel mutattuk ki. A SERPINC1 5’-hossz polimorfizmus (ld. kés6bb) kimutatasa
PCR-t kovetd agardz gél elektroforézissel tortént. A modszerek részletes leirasat a

kovetkezo fejezetek tartalmazzak.
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4.5.1 Egy nukleotidot érinté eltérések kimutatasa olvadaspont gorbe analizissel,
FRET detektalassal

Az SNP-k egy részének kimutatdsa olvadaspont gorbe analizissel, FRET detektéalassal
LightCycler®480 (Roche) készuléken tortént. Ennek sordn a sensor probak a vad
tipusu nukleotidra komplementerek, fluoreszceinnel vannak ellatva a 3’ végen. A
LightCycler®480 késziilék egy gyors, valos idejii detektalast tesz lehetévé, 96 minta
egyideji vizsgélatdra van lehetdéség. Az olvadaspont gorbe analizis soran két
kiilonbozé fluoreszcens festékkel jeldlt oligonukleotidot alkalmaztunk, melyeket
egymastol 1-3 nukleotid tavolsagra terveztink. A fluoreszcencia rezonancia energia
transzfer (FRET) soran a gerjesztett donor festék gerjeszti az akceptor festéket, utébbi
fényemisszioja detektalhatd. A PCR reakciot kovetden a hdmérséklet emelésével a
prébédk az olvadaspontjuknal megolvadnak, azaz levalnak a DNS szakaszrol és mar
nem hoznak létre FRET-et. Az olvadasi hémérséklet a mogottes szekvencia
fuggvénye. Ha jelen van egy mutacio a sensor-proba koté régioban, a ,,proba-DNS
komplex” nem kotddik 100%-0san egymashoz és alacsonyabb hémérsékleten fog
levalni a proba. Amennyiben nincs jelen mutacio, 100% kotédés tapasztalhatd a
,»proba-DNS komplex™ kozott, ezért magasabb hdmérsékletre van sziikség, hogy a
proba levaljon. Ezeket az eltéré olvadasi hoémérsékleteket képes detektalni a készulék,
mely adatokbdl kovezkeztethetlink az adott régidban vizsgalt eltérés jelenlétére és a
genotipusra.
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Az AT Bp3 mutécio alapité hatasanak vizsgalata soran elvégzett SNP genotipizalas

Az AT Bp3 mutacié gyakorisaganak és e varians alapitd hatasanak vizsgalatahoz 5

SNP-t vizsgaltunk olvadaspont gorbe analizissel. Az ezekhez hasznalt primerek és

fluoreszcensen jeldlt probak a kovetkezéek voltak (3. tablazat):

3. tablazat Az AT Bp3 mutacio alapitd hatasanak vizsgalata soran térténé SNP

genotipizalashoz hasznalt oligonukleotidok jellemzéi

Genetikai | Primer - s as Jeldlés Tan Fragment
p Bazissorrend (5’ - 3°) . merete
marker tipusa tipusa | (°C) (bp)
F GGCAGATTCCAAGAATGACA
CAGTTGCTGGAGGGTGTCATTA
AT Bp3 - — LCR':Ealo- 53 197
(c.391C>T) A AGGCACCCAGCTTGGTCATA U
R TGAGGAATCATTGGACTTGG
F GTGGAACTGTCCAGCAAATAG
S TGCACTCCAACCTGGGTGACA FL
rs2227 - 7 262
> 5% A |AGTGAGACTGTGTCTCAAAACAGCAA LCR:&MO > 6
R CTAGTAGCTTGGGACTACAGGTG
F GTACTTCCATATCACTCATGTCTCTG
S CAAAAGCTTGGTGCTGAATCTCTCT FL
rs941989 - 251
A TTCTCCAGAGAGATTCAGTCTCACCC LCRSEFYO
R GCCTATTGGAGCAAAATCAG -
F CTCATGGGAGATGAACAGTACACAC
S TAACTACTGCTGITGGTCCATAGTTTAGTGT FL
rs2227612 - 1
> 6 A TACTTGAGAACCAGAAGTTCCACAGG LCRsE'610 36
R TACTTGAGAACCAGAAGTTCCACAGG
F AGGGAAGTTTGTTCTTGGATCT
S ATGGGCCCAGCTAGCACTG FL
rs179987 - 17
s1799876 A | TGCCCTGTGAGTCTGTATCAGGT LCRF?S'MO 58 8
R CAGTGAGGCCTGTGTAATGG
F GGCCGAGATGACCTCTATGT
S CCTTTCTGTACCCTAAGAGAGIGGG FL
rs677 A AAGGTGTACTCACCTCAAGAAATGC LClegmo' 56 217
R GAAGGCAGAACAATCACACC

F - forward primer; R - reverz primer; A - anchor préba; S - sensor proba; FL — Fluoreszcein; PH —

foszfat; Tan - annealing hémérséklet; a vastag betiivel szedett alahuzott betlik a vizsgalt SNP-re

komplementer nukleotidokat jel6lik
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Az AT Bp3 mutacid detektdlasa 20 pl végtérfogatban a kovetkezo
végkoncentraciokkal zajlott: 0,5-0,5 uM forward és reverz primer (Integrated DNA
Technologies), 0,1-0,1 uM anchor és sensor proba (TIB MOLBIOL, Berlin,
Németorszag), 250 uM dNTP mix (Life Technologies), 2 mM MgCl, (Promega), 1x
koncentraciéju PCR puffer (Promega), 0,025 U GoTaq polimeraz (Promega), steril
desztillalt viz és 100 ng genomialis DNS. Az alkalmazott protokollban az
amplifikacio 40 cikluson at tortént, a primerek olvadaspontja 53°C.

Az rs677 polimorf marker vizsgélata 20 pl végtérfogatban a koévetkezd
vegkoncentracidkkal zajlott: 1,5-1,5 uM forward és reverz primer (Integrated DNA
Technologies), 0,15-0,15 pM anchor és sensor proba (Kromat Kft, Budapest,
100 ng genomialis DNS. Az amplifikaci6 40 cikluson &t tortént, a primerek
olvadaspontja 56°C.

Az 151799876 polimorf marker vizsgalatanak reakcié osszetétele 20 pl
veégtérfogatban a kovetkez6: 1,5-1,5 uM forward és reverz primer (Integrated DNA
Technologies), 0,15-0,15 pM anchor és sensor préba (Kromat Kft), 0,625 mM
steril desztillalt viz és 100 ng genomialis DNS. Az amplifikécio 50 cikluson at tortént,
a primerek olvadaspontja 58°C.

Az 152227596 polimorf marker vizsgalatdnak reakcié osszetétele 20 pl
végterfogatban a kovetkez6: 1-1 pM forward és reverz primer (Integrated DNA
Technologies), 0,2-0,2 uM anchor és sensor proba (Kromat Kft), 1,25 mM
Genotyping Master MgCl, (Roche), 1x koncentracioju Genotyping Master (Roche),
steril desztillalt viz és 100 ng genomialis DNS. Az amplifikécié 40 cikluson &t tortént,
a primerek olvadaspontja 57°C.

A LightCycler®480 késziilékkel tobb fluoreszcens jel egyidejii detektalasara
is van lehetdség. Az emisszios spektrumok atfedése miatt szinkompenzacioval tudjuk
kikiisz6bolIni a detektalési csatornak kozotti ,,athallast”.

Az 15941989 és rs2227612 polimorfizmusok vizsgalatanal multiplex

reakciokat allitottunk 6ssze, majd az analizis soran szinkompenzaciot alkalmaztunk.
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A multiplex reakciomix dsszetétele (V=20 pl):

1,5-1,5 uM forward és reverz primerek (Integrated DNA Technologies)
0,3-0,3 uM anchor es sensor probak (Kromat Kft)

250 UM dNTP mix (Life Technologies)

2 mM MgCl (Promega)

1x koncentracioju PCR puffer (Promega)

0,025 U GoTag polimeraz (Promega)

steril desztillalt viz

100 ng genomialis DNS

Az amplifikécio 40 cikluson at zajlott, a primerek olvadaspontja 57°C.

A valds ideji PCR-t kovetd mutacid detektalds soran egy gyors lehiitést

kovetden egy lassu melegités (1,5°C/sec) jatszddik le, ez alatt torténik a folyamatos

fluoreszcencia detektalas.

A bedllitott olvadaspont gorbe analizis modszereket fluoreszcens direkt

szekvenalédssal validaltuk 40-40 személy mintdjan, ahol minden esetben 100%

egyezést kaptunk.
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Az ACVRL1 c.625+1 G>C eltérés alapité hatdsanak vizsgalata soran elvégzett SNP
genotipizalas

A HHT hétterében &ll6 ACVRL1 ¢.625+1 G>C mutacid sziirése 50 kontroll egyén
mintajan, az rs2071219 polimorfizmus kimutatasa a 34 csaladtag és 50 kontroll egyén
esetében olvadaspont gorbe analizissel valosult meg LightCycler®480 (Roche)

készilileken. Ehhez a 4. tablazatban szerepl6 oligonukleotidokat alkalmaztuk.

4. tablazat Az ACVRL1 c¢.625+1 G>C mutécid és az rs2071219 polimorfizmus

szlirés¢hez tervezett oligonukleotidok

Genetikai | Primer . s e Jelolés | Tan | FFAGMeNt
p Bazissorrend (5’ - 3°) p merete
marker tipusa tipusa
ccy| (dp)
F GGCAGGACTCTGGGATCTAAC
S GGAGCTGACCTAGTGGAAGCTGAG FL
rs2071219 - | 58 267
A CTCAGTGTCCCCCTCCCTCAG LCR;&GlO
R AGACTGGACTCTCCCAGCTC
F CTCTCCGTACCCCCAGGAC
S GAGTGTGTGGGTGAGCAGTGG FL
€.625+1 G>C - | 58 250
A TGAGCCCGGTGGATGAGG LCRF?S'WO
R CTCCCTGCCCAGCAGAAT

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

alahuzott betiik a vizsgalt SNP-re komplementer nukleotidokat jel6lik

A LightCycler reakciok protokollja 20 pL végtérfogatban a kovetkezd: 1x
koncentraciéju Genotyping Master (Roche), 1-1 uM forward és reverz primer
(Kromat Kft), 0,2-0,2 uM anchor és sensor proba (Kromat Kft), 100 ng genomialis
DNS és steril desztillalt viz. Az amplifikacio 40 cikluson at tortént, a primerek
olvadaspontja 58°C.
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452 Egy nukleotidot érint6 eltérések kimutatisa fluoreszcens direkt

szekvenalassal
Az AT Bp3 mutacié alapité hatdsanak vizsgalata soran elvégzett SNP genotipizalas

A SERPINC1 gén 6todik exonjdban talalhato két, aminosavcserével nem jaro eltérést
is analizaltunk a kapcsoltsagi vizsgalatok soran. Ezek a p.Val327 (rs5877) és
p.Glu337 (rs5878) aminosavakat érintik. A genotipizalas az 5. exon fluoreszcens
direkt szekvenalaséaval tortént az AT Bp3 mutécidhordozok, csaladtagjaik és a 200
kontroll személy esetében.

Az ACVRL1 c.625+1 G>C eltérés alapitd hatasanak vizsgalata soran elvégzett SNP

genotipizalas

Az ACVRL1 gén 9-es exonjat kovetd introni régioban talalhato rs706815 és rs706816
polimorfizmusok vizsgalata fluoreszcens direkt szekvendlassal valdsult meg, az

ACVRL1 9-es exon amplifikaciojahoz hasznéalatos oligonukleotidokkal.

A SERPINCI gén 5’ hossz polimorfizmusanak vizsgalata az AT Bp3 mutéciot
hordozd egyénekben, csaladtagjaikban és kontroll személyekben

Napjainkig csak néhany olyan tanulmany lelhet6 fel, mely a SERPINC1 gén promoter
régiojanak 5’hossz polimorfizmusaval (5’LP) foglalkozik. Az 5’LP a SERPINC1 gén
kezd6kodonja el6tt 345 bazisparnyira helyezkedik el, egy 32 és/vagy 108 bazisparbol
allé nem homolog szekvencia [79]. A két genotipus hordozasa nem jelent szignifikans
eltérést az AT aktivitas tekintetében, igy az altalanos populacioban a két varians nem
befolyasolja a plazma AT aktivitasat [80].

A genotipizdld6 PCR reakciot 25 pl végtérfogatban a kovetkezd protokoll
alapjan végeztiuk: 0,2-0,2 uM forward (5’-GTGTTTTCCTTGTCTGTGCCAG-3’) €S
reverz  primer  (5’-TTGGAGGTCATTCCTTGTAGTC-3’)  (Integrated  DNA
Technologies), 192 uM dNTP mix (Life Technologies), 2 mM MgCl, (Promega), 1x
koncentracioju PCR puffer (Promega), 0,025 U Go Taq HotStart polimeraz
(Promega), 250 mM Betaine Solution PCR Reagent (Sigma Aldrich GmbH), steril
desztillalt viz és 50 ng genomialis DNS. Az amplifikacié 45 cikluson &t tortént, a

primerek olvadaspontja 62°C.
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A PCR reakci6 soran keletkezett fragmenseket 2%-0s agardz
gélelektroforézissel — szétvalasztottuk. Minden esetben  fluoreszcens direkt
szekvenalassal igazolt pozitiv kontrollokhoz (vad tipus, heterozigota, homozigota

muténs) hasonlitottuk az ismeretlen genotipust mintékat.
4.5.3 Mikroszatellita markerek fluoreszcens fragmentanalizise

Els6 1épésben multiplex PCR reakciokat allitottunk 6ssze, melyben fluoreszcensen
jelzett oligonukleotidokat alkalmaztunk. A felsokszorozott PCR termékekhez
GeneScan™-500 LIZ™ méret standard és Hi-Di Formamide™ hozzaadasa utan
kapillaris elektroforézist végeztink az ABI3130 genetikai analizatoron (Life
Technologies) a DNS fragmentumok elvalasztasara. Az STR fragmentumok analizise

a GeneMapper v4.1 szoftver (Life Technologies) segitsegével valdsult meg.

Az AT Bp3 mutécio alapitd hatasanak vizsgélata soran alkalmazott mikroszatellita

markerek kimutatasa

= se7

12,8 cM kornyezetében 4 mikroszatellita marker (SERPINC1-Alu5 és Alu8, D1S196,
D1S218), valamint negativ kontrollként a 6p25,3 régioban elhelyezked6 F13A1-STR
analizisét végeztik el az AT Bp3 mutécidé hordozok, csaladtagjaik és 200 kontroll
egyén mintajan. A multiplex PCR reakciokhoz hasznalt fluoreszcensen jelzett

oligonukleotidokat (5. tablazat) magunk terveztiik.

5. tdblazat Az AT Bp3 mutéci6 alapité hatasanak vizsgalatahoz hasznalt
oligonukleotidok jellemzd6i fragment analizis esetén

I . rs Fragment
Genetikai P,nmer Bazissorrend (5’ - 3°) J?IOIes -(I,-an mérete
marker tipusa tipusa °C) (bp)
[= AAGCTGAAGCCTGAGAATGAAT 6FAMT™

Alug R GTTGCAGTGAGCCAAGATCA 138-177

F TTGGGCCCTTATTACATACCAGA PET™ 62

D15196 R GATTTGGATTCGTTACATGTTTCTCTT 271-281
F CTGTTTATGTTATCACCAAGGCTTCT VIC®

D1S218 R TCGTGAAATGTAATCCTCATGAATAAC 345-365
F GAGGTTGCACTCCAGCCTTT NED®

FI3AL-STR R GCCCCAAGGAAGATGAGTAAAC 60 211-247

AlUS F GATATTAAGAGCTGGGGAAATGTG 6FAM™ 172183

u R GGCATGAGAATCGCTTGAAC )

F: Forward primer; R: Reverz primer
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Az 1. multiplex PCR reakciot 25 ul végtérfogatban a kdvetkezd protokoll
alapjan végeztik: 0,8-0,8-0,8 uM Alu8, D1S196 és D1S218 primermix, (Life
Technologies), 0,25 mM dNTP mix (Life Technologies), 3 mM MgCl (Promega), 1x
koncentraciéju PCR puffer (Promega), 4 U Go Taq HotStart polimeraz (Promega),
steril desztillalt viz és 40 ng genomialis DNS. Az amplifikacio 35 cikluson at tortént,
a primerek olvadaspontja 62°C.

A 1I. multiplex PCR reakcidt 25 pl végtérfogatban a kovetkezd protokoll
alapjan végeztuk: 0,4-0,8 uM Alu5 és F13A1-STR primermix, (Life Technologies),
0,05 mM dNTP mix (Life Technologies), 2 mM MgCl. (Promega), 1x koncentracioju
PCR puffer (Promega), 2,5 U Go Taq HotStart polimeraz (Promega), steril desztillalt
viz és 40 ng genomialis DNS. Az amplifikacio 35 cikluson &t tortént, a primerek
olvadaspontja 60°C.

A primermix mindkét esetben a forward és a reverz primer 1:1 aranyu

keveréke és 10 UM koncentracidju volt.

Fenti modszereket alkalmazva (3.5.1; 3.5.2; 3.5.3 és 3.5.4 fejezetek) az AT
Bp3 mutécid alapitd hatasanak igazolasara 7 SNP-t (rs677, rs1799876, rs2227596,
rs941989, rs2227612, rs5877 és rs5878), az 5’LP-t és 4 STR markert (Alu5, Alus,
D1S196 és D1S218) vizsgaltunk, ezek elhelyezkedése az 1-es kromoszémén a 3.
abrén lathato.
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1p33
1p31

RCSDI SERPINCI RABGAPIL
1g24.2 1g25.1 1g25.1
(167,599,474-167,675,486) (173,872,942-173,886,516) (174,128,552-174,927,327)
D18196 (AC), Alu5 and Alu8 (ATT), D1S218 (AC),
Ll g %

L J L ]
63¢M / 0.6 cM

ATBp3

7
I | I rs1799876 |* % I
S‘LP rs2227596 rs941989 rs3577 | rs677 rs2227612 I

rs5878

3. abra Az AT Bp3 mutécio alapitd hatasénak igazolasara vizsgalt 12 polimorf

genetikai marker elhelyezkedése a 1-es kromoszoéman.

Az 13677, rs1799876, rs2227596, rs941989, rs2227612, rs5877 és rs5878 és az 5’LP
polimorf markerek genotipizalasat kovetéen haplotipusokat generaltunk a Haploview
(http://www.broadinstitute.org/haploview ) szoftver segitségével [81].
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Az ACVRL1 c.625+1 G>C eltérés alapitd hatasanak vizsgalata soran alkalmazott

mikroszatellita markerek vizsgalata

A 12-es kromoszdma 5 mikroszatellita markerét vizsgaltuk az ACVRL1 ¢.625+1 G>C
eltéréssel 0sszefliggésben a 34 csaladtag és az 50 kontroll egyén esetében. Az STR-ek
fragmentanaliziséhez magunk terveztik a fluoreszcensen jelzett oligonukleotidokat
(6. tAblazat), melyeket multiplex PCR reakcioban alkalmaztunk.

A PCR reakciokat 20 pL végtérfogatban az alabbi protokoll szerint allitottuk
0ssze: 1x koncentracioju PCR puffer (Promega), 3 mM MgCl. (Promega), 250 mM
Betaine Solution PCR Reagent (Sigma Aldrich GmbH), 1 mM dNTP mix (Thermo
Fisher Scientific), 1 U FastStart Taq polimeraz (Roche), 40 ng genomialis DNS, steril
desztillalt viz, 0,2 uM D12S85, 0,8 uM D12S1677, 0,4 uM D12S2196, 0,4 uM
D12S1712 és 2 uM D12S270 primermix (Thermo Fisher Scientific). A primermix:

“ s/

amplifikacio 40 cikluson &t tortént, a primerek olvadaspontja 60°C.

6. tAbldzat Az ACVRL1 ¢.625+1 G>C eltérés alapitd hatasanak vizsgalatdhoz

hasznalt oligonukleotidok jellemzdi fragment analizis esetén

Genetikai | Primer L. s as Jelolés | Tan Fragment
. Bazissorrend (5’ - 3°) p

marker | tipusa tipusa C)
F GGCACCTCTCACTCCATTACA PET®

D12585 R TAAATGAAAGTCAAGGGGAACAG 100-135
F GGGCAATGAGGCAAAATC VIC®

D1252196 R CCAAGGATCTGGAATTTTTGTT 140-170
F CATCTGGTCATTCTGGGATTT NED™

D1251677 R CAGTTGAGCCGAGGAGTTT 60 | 175-220
= GCAGGGTCTCTGTAAGCACA PET®

D1251712 R AGGGGGCATAGGGATGAT 240-270
F TCTTGAAATCCCAGTCTCCAA 6FAM™

125270 R CCACCCCTCAGTGTAGGAAG 280-315

F: Forward primer; R: Reverz primer
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Az ACVRL1 c.625+1 G>C eltérés alapito hatasanak igazolasara 3 SNP-t és 5

STR markert vizsgaltunk, ezek elhelyezkedése az 12-es kromoszoman a 4. abran

lathato.
dl'DAENIIIMm
L —
D12S85 (AC), D12S2196 (CTAT), D12S1677 (GT), D12S1712 (GT),
12q13.11 12q13.11 12q13.13 12q13.13

47,336,687-47336862) (48,700,248-48,700,547)

/
*

e

(52,312,927-52,313,286)

(52,445,897-52,446,222)

/

D125270 (CA),
12q13.13
52,709,971-52,710,294

€.625+1
2. 3. 4. SJ 6. 7. 8. 9. 10.
I I I I I I I Irs706815 I
rs2071219 rs706816

4. abra Az ACVRL1 c.625+1 G>C eltérés alapito hatasanak igazolasara vizsgalt 8

polimorf genetikai marker elhelyezkedése a 12-es kromoszéman.
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4.6 Uj mutaciok patogenitasanak meghatarozasa

Uj mutaciok detektalasa esetén lényeges kérdés a genetikai eltérés patogenitasanak
igazolasa. Erre a célra direkt és indirekt modszereket alkalmazhatunk. A direkt
modszerek a mutécié in vitro biokémiai karakterizaldsat foglaljdk magukba, az

indirekt modszerek egyik lehetésége az in silico mutécio predikcios analizis.
4.6.1 A SERPINC1 p.Leu205Pro uj genetikai eltérés biokémiai karakterizalasa

A p.Leu205Pro mutaciot hordozo probandnal egyarant csokkent AT aktivitas (58%)
és antigén szintet (0,19 g/L, mely megfelel 76%-nak) észleltiink, igy kerllt sor a
genetikai vizsgélat elvégzésére. A genetikai diagnozis idépontjaban mar 68 éves
betegnél tobb MVT is eléfordult korabban. A mutacio kapcsan lehetéségiink volt egy
nagy kiterjedésti 4 generacios csaladfa (n=47 &) elemzésére; ahol tébben szenvedtek
MVT-t.

A csalad klinikuméanak és az U mutdcié biokémiai és in silico
karakterizalasanak részletes bemutatasa egy masik értekezés témadja, itt nem kertl
részletezésre, csak a mutacioé biokémiai vizsgalatainak egy részlete.

A vad tipusu (SERPINC1_pcDNA3.1(+)) és a  p.Pro205
(SERPINC1_L205P pcDNA3.1(+)) mutans plazmidot az ImaGenes GmbH-tol
(Berlin, Németorszag) szereztiik be. HEK293 (huméan embrionalis vesesejt) letapadd
sejtekbe tortént a tranziens transzfekcié X-tremeGENE HP DNA Transfection
Reagent (3:1 arany; Roche) kit alkalmazésaval. A pCMV Sport B-GAL plasmid
(Invitrogen, Life Technologies) bevitelével kotranszfekcidt (LacZ gén) végeztiink el,
melynek segitségével a késObbiekben kovetkeztetni tudtunk a transzfekcios
hatékonysagra. A transzfekciot kovetéen 48 Ora elteltével leszivtuk a feluliszot a
sejtekrél, majd lizaltuk a sejteket (50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 1% Nonidet P40,
0,5% natrium-dezoxikolat és proteaz inhibitor, Roche). A transzfekcids hatékonysagot
a FluorReporterlacZ/Galactosidase Quantitation Kit (Molecular Probes, Life
Technologies) segitségével allapitottuk meg.

Az 06sszegyjtott sejtfeliiluszokban és sejlizdtumokban meghataroztuk az AT
antigén koncentraciét ELISA (AssayMax Human Antithrombin Il ELISA Kit,
Assaypro, St.Charles, MO) modszer alkalmazasaval. Harom fliggetlen transzfekciobol
mértik az AT antigén koncentracio értekeket Labsystems iEMS Reader MF (Thermo

Scientific) kesziléken.
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A sejtlizatumokat és sejtfeliiliszokat SDS-PAGE analizisnek is alavetettiik és
Western-Blottal detektaltuk a fehérjemennyiségeket. Az AT-t kecskében termeltetett
human AT ellenes antitesttel (10000x higitéas; Affinity Biologicals, Ancaster, Canada)
és nyulban termeltetett, biotindlt kecske ellenes IgG-vel (5000x higitas) tettik
lathatéva. Az immunreakciot Vectastain Elite ABC Kkit-tel (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) valtottuk ki és 3,3’-diaminobenzidin (DAB) (Invitrogen) reagenssel
vizualizaltuk. Bels6 kontrollként a B-aktint (8H10D10, CellSignaling Technology,
Leiden, Hollandia) alkalmaztuk.

Az AT aktivitdsanak meghatarozasa koncentralt fellldszoban az LX
Antithrombin Hc+P(FXa) (Labexpert Kft) kit segitségével, kisebb mddositasokkal
(kisebb mintahigitas es alacsonyabb heparin koncentracio) tortént. Az AT aktivités és
antigén értékekbol specifikus aktivitast kalkuldltunk, azaz meghataroztuk az

egységnyi fehérjemennyiségre vonatkoztatott AT aktivitast U/mg-ban.

4.6.2 Insilico predikcios modszerek

A taldlt Uj mutacidk patogenitasat 3 predikciés mddszer, a PolyPhen2 [82],
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml), a  MutPred  [83,  84],
(http://mutpred.mutdb.org) és a PhD-SNP [85] (http://snps.biofold.org/snps-and-

go/snps-and-go.html) segitségével vizsgaltuk. Szamos egyéb modszer létezik, de mi

azért ezt a harmat valasztottuk, mivel Luxembourg és mtsai. tanulménya alapjan ezek
bizonyultak a leghatékonyabbnak az AT mutéciokra nézve [86]. Az alkalmazott
predikcios mddszerek mindegyik egy 0 és 1 kozotti szamot jelenit meg szamunkra.
0,5 és 1,0 kozotti érték esetén valdsziniileg patogén mutaciorol, <0,5 érték esetén

valoszintileg benignus, joindulata eltérésrdl beszélhetiink.
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4.7 Statisztikai modszerek

A vizsgalt valtozok eloszlasat a Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. A nem
normal eloszlasu valtozok mediéanjat és az ahhoz tartozo total tartomanyokat tlintettiik
fel. A folyamatos valtozok kozotti kilonbségeket Mann-Whitney U teszttel és
Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk. y? statisztikat hasznaltunk a kategorikus valtozok
0sszehasonlitdsara. Az AT Bp3 homozigota hordozasanak a trombozis kialakulasara
gyakorolt fokozott kockazatat logisztikus regresszids modellel is analizaltuk,
megadtuk az esélyhanyadost (odds ratio, OR) és a 95%-0s konfidencia intervallumot.
Kaplan-Meier tulélési gorbékkel szemléltettik az elsé trombotikus esemény
kialakulasaig eltelt id6t (életkor) a kiilonb6z6 AT deficiencia tipusokban. A 0,05 vagy
annal kisebb p-értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. A statisztikai
analiziseket a Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 22.0; Chicago, IL,
USA) szoftverrel végeztik el.
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5.  Eredmények
5.1 Antitrombin deficiencia

5.1.1 Antitrombin deficiens betegek genotipus-fenotipus 6sszefliggései

A 2007 és 2016 kozott bevont betegek (n=156 nem rokon személy; AT deficiens
csaladtagokkal egyutt 246 személy) vizsgalataval 31 genetikai eltérést talaltunk a
SERPINC1 génben (5. abra). A 31 mutacié kozul 22 I-es tipust és 9 ll-es tipusi AT
deficienciat eredményez; 36,0% Uj genetikai eltérés (n=11). A leggyakoribbnak a
I1.HBS altipus (75,6%) bizonyult, ezen belll is az AT Bp3 mutécid, melyet 63 csalad,
102 egyén hordozott (a II.HBS tipus 80,0%-a). A talalt mutacidk heterozigdta
formaban fordultak eld, kivéve az AT Bp3 mutaciot, ahol homozigdta egyéneket is
detektaltunk. Az egyéb I1.HBS altipusok koziil az AT Baselt 5, az AT Padua I-et 11
csaladndl regisztraltuk. A I11.RS altipusok mutacioi (AT Stockholm, AT Glasgow és
p.11e386Thr) 1-1 csaladban fordultak el6. A II.PE altipusba tartozo AT Torino-t egy,
mig az AT Budapest 5 mutaciot 6t csaladban mutattuk Ki.

Minddssze harom esetben nem taldltunk genetikai eltérést sem fluoreszcens
direkt szekvenalassal, sem MLPA analizissel; e betegeknél mérsékelten csokkent hc-
anti FXa AT aktivitast mértek (79, 75 és 76%). E betegekben az AT antigén szintek
minden esetben a referencia tartomanyba estek (0,22, 0,21 és 0,22 g/L).

Az egyes AT deficiencia tipusokba tartozd betegek Klinikai fenotipusa a 7.
tablazatban kerllt dsszesitésre. Részletesebb dsszefoglalds a betegekrél pedig a 8. €s
9. tdblazatban lathato.

Az l-es tipusi mutaciot hordozdk (heterozigotak) kozott szignifikdnsan
gyakrabban fordult e¢l6 VTE, mint a II-es tipusi heterozigbta egyének kozott
(p=0,015). Amennyiben a II.HBS altipushoz hasonlitjuk, még magasabb volt a VTE
eléfordulasi ardnya az I-es tipusban (66,0% vs. 41,8 %, p=0,003). Ezzel szemben a
terhességi  komplikaciok el6fordulasi gyakorisaga a ILHBS altipusban volt a
gyakoribb az I-es tipushoz képest (2.1% vs. 7.1%, p=0,046). Az I-es tipusu
deficiensek kdzo6tt mindossze egy p.Argl64* mutaciohordozo nd esetében fordult eld
terhességi komplikacio. Ugyanigy minddssze egy I-es tipusi AT Wobble hordozénal
jelentkezett artérias esemény MI formdjaban, azonban ez a beteg szdamos MI
rizikéfaktorral is rendelkezett (dohanyzas, magasvérnyomas, hiperlipidémia). A 11.RS
és II.PE altipusokban nem regisztraltak sem artérias esemeényt, sem terhességi

komplikaciét.
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¢.218C>T, p.Pro73Leu (AT Basel)
¢.236G>A, p.Arg79His (AT Padual)
c.236-239del, p. Arg 79ProfsTer34

¢.270T>G, p.Phe90Leu (AT Budapest 6)

Exon 2

¢.350C=A, p.Thr117Lys (AT Wobble) 1-3
exon
¢.391C>T, p.Leul31Phe (AT Budapest 3) delécis
c.490C>T, p.Argl64*
c.511-512del,p.Lys171ValfsTerl 6
c.548del, p.Ser183SerfsTer1 00 Exon 3
c.614T>C, p.Leu205Pro v
¢.734T>C, p.Leu245Pro Exon 4
Teljes gén
¢.805G>A, p.Gly269Lys (AT Truro) delécio

c.809del,p.Len270ArgfsTerl4

c.1019-1022del, p.Leu340LeufsTer5

Exon 5

c.1039 _1098dup, p.Met347 Gin366dup
¢.1057C>T, p.Pro353Ser

¢.1142C>T, p.Ser381Phe

c.1154(-14)G>A
c.1157T=C, p.1le386Thr
c.1171C>T. p.Arg391*

c.]219(—1)G>C\

Exon 6

¢.652-654del, p.Ile218del ‘ |

c.1271G>A, p.Gly424Asp (AT Stockholm)
c.1274G=A, p.Arg425His (AT Glasgow)
¢.1301T=C, p.Phe434Ser (AT Torino)
¢.1315C>A, p.Pro439Thr (AT Budapest 5)

c.13494>T, p. Asn4501le ///
c.1367-1368del, c.1367-1371ins, p.Gly456delinsAlaThr

c.1381C>A, p.Pro461Thr

Exon 7

5. &bra Az altalunk vizsgalt AT deficiencs populécidban talalt SERPINC1 mutéciok

A nukleotidok szdmozasa a kezd6 ATG (Met) els6 nukleotidjatol torténik. A mutaciok elnevezése a
Human Genome Variation Society iranyelvei alapjan tortént. Az I-es tipust Uj mutacidk zold szinii dolt
és felkovér jelzéssel szerepelnek az &bran. A Il-es tipusl O mutécié piros szinii doélt és félkovér

jelzéssel szerepel az abran
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7. tablazat Az antitrombin deficienciék klinikai jellemzoi

11.HBS altipus
I-es tipus AT Bp3 AT Bp3 ILRS altipus | I1.PE altipus
AT Basel AT Padua | L L
n=47 homozigétak heterozigotak n=3 n=12
n=7 n=15
n=26 n=76
N6 24/47 (51,1%) 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%)
Tinettel rendelkez6k aranya 34/47 (72,3%) 5/7 (71,4%) 8/15 (53,3%) 24/26 (92,3%)°¢ 43/76 (56,6%) 3/3 (100%) 9/12 (75,0%)
Az els6 TE atesett egyének életkora évben
. B . 27 (22 nap-64) 29 (15-51) 44 (22-53) 14 (2 nap-26) ¢ 33 (2-68) 25 (23-28) 38 (16-62)
kifejezve - median (tartomany)
Minimum egy VTE 31/47 (66,0%)° 1/7 (14,3%) 3/15 (20,0%) 24126 (92,3%) c:de 37176 (48,7%)%" 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%)
1zolalt 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%)
Artérids trombozis 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 trombozis 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 vagy FIl mutéciok hordozdinak
_— 7147 (14,9%) 0/7 (0%) 4/11 (36,4%) 3/26 (11,5%) 17176 (22,4%) 1/3 (33,3%) 0/12 (0%)
aranya
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
o ) ] 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
Erfejlodési 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 = trombotikus esemény, VTE = vénas tromboembdlia, PE = tiidéembolia, MVT = mélyvénas trombozis, az artérids trombozis elnevezés magaban foglalja a miokardilis

infarktust és az iszkémias stroke-t
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34agyéb trombozis rizikéfaktort nem regisztraltunk
bp<0,05 az I-es tipusi AT deficienseket a 11.HBS heterozigdtakkal 6sszehasonlitva
°p<0,05 az AT Bp3 homozigé6takat az AT Bp 3 heterozigdtakkal 6sszehasonlitva
9p<0,05 az AT Bp3 homozigétakat az AT Padua | hordozokkal 6sszehasonlitva
®p<0,05 az AT Bp3 homozigo6takat az AT Basel hordozdkkal dsszehasonlitva
p<0,05 az AT Bp3 heterozigdtakat az AT Basel hordozokkal 6sszehasonlitva
9p<0,05 az AT Bp3 heterozigotakat az AT Padua | hordozokkal 6sszehasonlitva
Pp<0,05 az AT Bp3 heterozigétakat az AT Basel és az Padua | csoporttal 6sszehasonlitva
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8. tablazat Az ismert I-es tipustt AT deficienciat eredményez6 betegek genotipus-fenotipus dsszefliggései

Nukleotid Aminosav A TE
Az AT pozicio pozicio Mutacié- | hc-anti-FXa | p-anti-FXa | AT p-anti- Tiinetekkel | tunetekkel | TE tinetekiel , AFVL ésFlI
Sorszdm | deficiencia (elnevezés a (elnevezés a hordozok aktivitas aktivitas antigén FXalhc- rendelkezé betegek rendelkezg rendelkez6 A provokalt mutéacidohordozok
tiousa HGVS HGVS s7Ama (%) (%) (/L) anti-FXa aranva betegek betegek szama |  MVT-k szamaf aranvas
P nevezéktan nevezéktan ° 0 g értékek y aranya (21 -50 év) y
szerint) szerint) aranya (<20 év)
p.Phe90Leu 62 73 0,17 1,22 3/3
1 ¢.270T>G (AT Budapest 6) 8 (60-66) 68-81) | (0,16-018) | (1,10-1,23) 173 n 0 0 (FVL Hez)
p.Thrl17Lys 1/1 1/1
2 ¢.350C>A (AT Wobble) 1 47 65 0,16 1,38 (artérias) 0/1 0 NA (FVL HeZ)
2/3
53 70 0.14 1,27 - 12
3 c.490C>T p.Argl64* 3 ) 2 ) - (1 terhessagi 0/1 2 0/3
(43-56) (53-71) | (0,14-0,15) | (1,23-1,32) komplikacio?) (0A)
4 €.652-654_ del p.lle218del 1 51 NA NA NA 11 11 0 1/1 0/1
(miitét)
1/1
5 c.734T>C p.Leu245Pro 1 59 65 0,18 1,10 11 0/1 1 (immabilizaci6) 0/1
l-es tipus p.Gly269Lys 57 69 0,18 15 1/3 1/4
6 pus | c.805G>A (AT Truro) 4 (46-61) (69-86) | (0,16-0,19) | (1137151) s/ s ! ©A) (FIIG20210A HeZ)
7 €.1057C>T p.Pro353Ser 1 39 NA NA NA 11 0/1 1 (Cl)/i) 0/1
8 c.1142C>T p.Ser381Phe 1 57 71 0,17 1,25 11 0/1 1 0/1 0/1
9 €.1154-14G>A - 1 46 55 0,17 1,20 11 0/1 1 0/1 0/1
- 55 11
10 c.1171C>T p.Arg391 2 (55-56) NA NA NA 12 0/1 1 (posztpartum) 0/2
11 c.1-624del p.Metl-Lys176 1 54 68 0,15 1,26 11 0/1 0 0/1 0/1
56 57 0,14 1/2 1/2
12 €.1-1392del p-Metl-Term464 2 (55-56) (55-59) (0.13-0.16) 1,18 (rekurrens) 1/1 0 0/1 (FVL Hez)
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9. tablazat Az ismert ll-es tipusu AT deficienciat eredményez6 betegek genotipus-fenotipus 6sszefliggései

Nukleotid Aminosav A TE
pozicié pozicié i« | hc-anti- —y p-anti- . tinetekkel | TE tunetekkel .
. AZAT (elnevezés a (elnevezés a Mutamp FXa p-anti .F,X a A.T, FXa/hc- Tunetgkkel rendelkezé rendelkezé A provokalt A F \./,L ésFl I,
Sorszam | deficiencia hordozok S aktivitas antigén . rendelkezé betegek . Lt mutéciohordozok
tipusa HGVS HGVS s7Ama aktivitas (%) /L) anti-FXa aranva betegek betegek szama | MVT-k szdma aranyal
P nevezéktan nevezéktan (%) 0 g értékek Y aranya (21 -50 év) Y
szerint) szerint) aranya (<20 év)
1 c..1157T>C p.11e386Thr 1 54 77 0,22 1,43 1/1 0/1 1 0/1 0/1
p.Gly424Asp 1/1 11
2 ILRS c.1271G>A (AT Stockholm) L 52 NA 0.27 NA (rekurrens) o1 ! 0 (FVL HeZ)
p.Arg425His 1/1
3 c.1274G>A (AT Glasgow) 1 50 61 0,26 1,22 1 0/1 1 (miltét) 0/1
p.Phe434Ser 54 212 212
4 ¢.1301T>C (AT Torino) 2 (53-54) NA NA NA (rekurrens) 012 2 (terhesség) 012
11.PE
p.Pro439Thr 65 69 0,22 1,06 4/9
5 C.1315C>A (AT Budapest 5) 9 (53-76) (58-78) (0,20-0,26) | (1,03-1,23) | (rekurrens/2 egyén) 1/a 2 0/a 059
5/7
p.Pro73Leu 64 99 0,28 1,66 (3 artérias; 0/5
6 ¢218C>T (AT Basel) 7 (52-74) | (87-117) | (0,25-032) | (1,53-2,05) 1 terhességi 2/4 1 orr
komplikacid®)
8/15
. 1/8 3/11
p.Arg79His 65 119 0,30 1,89 (1 stroke; s
7 C.236G>A (AT Padua I) 15 (48-69) | (97-126) | (0.28-0,35) | (1,71-2,10) 4 terhességi 0/4 3 (miitét) @ F'z'iflofﬁ’e’*z)'*ez'
komplikécit®)
I.HBS 24/26 324
11 71 0,21 5,60 (8 rekurrens;
26HoZ | g og) (56-100) | (0,13-0,32) | (2,88-8,85) 3 terheségi 16/24 8 5/24 a F'Z'(iflofﬁg)'*ez'
komplikacig?)
p.Leul31Phe
8 ¢.391C>T (AT Budapest 3) 43/76
(6 rekurrens; 14/41
56 84 0,24 151 s
76 Hez . . 8 artériés; 5/41 32 22/43 (3 FIIG20210A HeZ,
(9-71) (63-122) (0,19-0,35) | (1,28-2,11) 2 terhességi 11 FVL He2)

komplikéci6®)
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HGVS, Human Genome Variation Society; HoZ, homozigdta; HeZ, heterozig6ta; OA, ordlis antikoncipiens; FVVL, Faktor V Leiden; TE, trombotikus esemény, beleértve a
Vénas és artérias eseményeket; NA, nincs adat
@ halvasziilés a 33. terhességi héten
b két spontan abortusz a 24. terhességi hét eldtt
egy vagy tobb spontan abortusz a 24. terhességi hét el6tt 3 személy esetében, illetve magzati halal a 36. terhességi héten 1 személy esetében
degy-egy személy esetében: harom magzati halal a 20., 19. és a 28. terhességi héten; egy magzati halal a 17. terhességi héten; valamint egy a 25. terhességi héten
¢hét személy esetében: egy vagy tobb spontés abortusz a 24. terhességi hét el6tt vagy magzati halal a 25. és a 34. terhességi héten
faz AT Budapest 3 mutaci6é hordozokat kivéve csak provokald tényezdket (vagyis a VTE diagndzisa eldtt 1 honapon beliil valamilyen szerzett rizikofaktort regisztraltak)
detektaltunk és Un. “’szerzett kockazati tényez6k™ (pl.kronikus események) nem fordultak el
9a VTE szempontjabdl jelentds 6roklott rizikofaktorok koziil az érfejlédési rendellenességek, a FVL mutacio és a FI120210G>A polimorfizmus volt jelen
Referencia tartomanyok:

e hc-anti-FXa aktivitas: 80-120%,

e p-anti-FXa aktivitas: 82-118%

e AT antigén: 0,19-0,31 g/L
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Osszehasonlitottuk a VTE, illetve minden trombotikus esemény (vénas, artérias torténés,
terhességi komplikacid) bekovetkezésének idejét az I-es tipusu, a I1.HBS heterozigotak és az
AT Bp3 homozigétadk kozott (6A. és 6B. abra). Amennyiben csak a VTE-t tekintettiik
Klinikai kimenetnek, az I-es tipusi AT deficiensek esetében szignifikansan fiatalabb korban
kovetkezett be az els6 esemény, mint a II.HBS heterozigéta formaban (p=0,002), azonban az
I-es tipusu deficienciaban szignifikdnsan magasabb életkorban kdvetkezett be a VTE, mint
az AT Bp3 homozigota hordozdknal (p<0,001). Amikor Klinikai kimenetnek tekintettlink
barmilyen trombotikus torténést (beleértve a vénas és artérias, valamint a terhességi
komplikéciokat), az elsé6 manifesztacidig eltelt id6 nem kilonbozo6tt szignifikdnsan az 1-es
tipusu és a I.HBS heterozigotak kozott (p=0,064). Az AT Bp3 mutacié homozigota
formaban toérténd hordozasa ebbdl a nézépontbol is stlyosabb volt, mint az I-es tipusd AT
deficiencia (p<0,001). Tovabba a proximalisan jelentkezé tromboézisok szintén az AT Bp3
homozigdta hordozékban voltak gyakoribbak az I-es tipusi AT deficiensekhez képest
(62,5% vs. 14,3%, p = 0,002), mig az I-es tipusu és a 11.HBS heterozigdtak kdzott nem volt
kilonbség.

A kiilonbozé AT deficiens csoportok kozott szignifikans kiilonbség nem volt
megfigyelheté a FVL és a FIIG20210A mutaciok hordozésanak gyakorisdgdban; egyéb
oroklott trombofilia tényezdt nem talaltunk. Antifoszfolipid szindroma sem volt fellelhetd
egyik alcsoportban sem. A velesziiletett érfejlodési rendellenesség el6fordulasi gyakorisaga
alacsony volt minden csoportban.

A betegeink kozott igen magas szamban el6forduld IILHBS deficiencia lehetéveé tette
azt, hogy 6sszehasonlitasokat végezhessink ezen alcsoporton belil (AT Bp3 homozigotak,
AT Bp3 heterozigotédk, AT Basel és AT Padua ). Az AT Bp3 homozigétaknal fordultak el6
legmagasabb aranyban (92,3%) a trombotikus tlinetek; ez szignifikansan magasabb arany,
mint az AT Bp3 heterozigotakban (p=0,001) és az AT Padua | hordozékban (p=0,006) (7.
tablazat). A VTE el6fordulasa sokkal gyakoribb az AT Bp3 mutaciéo hordozokban, mint az
AT Basel és AT Padua | hordozokban (AT Padua I vs. AT Bp3 heterozigdtak p=0,041; AT
Padua I vs. AT Bp3 homozigotak p<0,001; AT Basel vs. AT Bp3 homozigotak p<0,001). A
VTE gyakorisdga az AT Bp3 homozigétakban a legmagasabb (AT Bp3 heterozigotak vs.
AT Bp3 homozigotdk p<0,001). Az artérids események el6fordulasa az AT Basel
hordozokban fordult el6 leggyakrabban (AT Basel vs. AT Bp3 heterozigotak p=0,046; AT
Basel vs. AT Bp3 homozigotak p=0,006). Terhességi komplikaciot leggyakrabban az AT
Padua | hordozdkban regiszraltunk, bar ez statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak a

tobbi 11.HBS alcsoporttal torténd Osszehasonlitasban. Az AT Bp3 homozigotak esetében
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szignifikdnsan gyakrabban regisztraltak proximalisan clhelyezkedé tromboézist az AT Bp3
heterozigotakhoz viszonyitva (p=0.001). Nincs szignifikans kulonbseg a trombdzis
rizikofaktorok tekintetében a I1.HBS alcsoportok kozott.

Az AT Basel és AT Padua I hordozokban nincs kiilonbség az els6 VTE
megjelenésenek idejében (p=0,982), valamint az AT Basel és AT Bp3 heterozigdtak kozott
(p=0,095) sincs (6C. es 6D. abra). Az AT Bp3 heterozigotakban szignifikdnsan korabban
fordult el6 VTE, mint az AT Padua I hordozékban (p=0,010). Az AT Bp3 homozigotak
voltak a legfiatalabbak az els6¢ trombotikus esemény elszenvedésének idején (AT Bp3
homozigdtak vs. AT Basel p=0,002; AT Bp3 homozig6tak vs. AT Padua | és vs. AT Bp3
heterozigotak p<0,001). Amennyiben kimenetnek tekintettiink minden trombotikus
eseményt, az els6 esemény megjelenésének ideje nem Kilonbozik szignifikdnsan az AT
Basel és AT Padua | (p=0,459), az AT Bp3 heterozigbtadk és az AT Basel (p=0,997),
valamint az AT Bp3 heterozigbtak és az AT Padua | hordozdk kozott (p=0,130). Az els6
esemény megjelenése az AT Bp3 homozigotak esetében a legkorabbi (AT Bp3 homozigdtak
vs. AT Bp3 heterozig6tdk p<0,001, AT Bp3 homozigotak vs. AT Padua | p<0,001 és AT
Bp3 homozigotak vs. AT Basel p=0,018).

Az igen nagyszamU AT Bp3 homozigéta hordoz6 (az irodalomban a legnagyobb
szdmu beteg) detektalasa lehetdvé tette tobb szempontbol az AT Bp3 heterozigotakkal valo
0sszehasonlitast (10. tablazat). Az AT Bp3 homozigotak kdzott 13-an sulyos vagy szokatlan
lokalizacioju MVT-n estek at. Hét beteg iliofemoralis, 2 beteg pedig vena cava inferior
trombozist szenvedett. Egy betegnél vena cava inferior és vesevéna trombozis fordult eld.
Mesenteridlis trombdzist egy, tricuspidalis billentyi trombodzist szintén egy beteg
szenvedett. Az AT Bp3 homozigdtak kdzott mindossze 2 tinetmentes egyént regisztraltunk.
Az AT Bp3 heterozigotak kozott 8 esetben fordult eld artérids esemény (4 betegnél csak
ATE, 4 betegnél ATE+VTE), ezzel szemben a homozigdtak egyikénél sem. A tlinetmentes
Bp3 heterozigotak igen fiatalok az adatok analizisének idOpontjaban (median: 21 év,
tartoméany: 2-53 év), kizarolag 2 esetben hordoznak egyeb genetikai rizikofaktort, a FVL
mutéciot heterozigota formaban. A TE kockazatot dsszehasonlitva az AT Bp3 homozigotak
és heterozigotak kozott, az AT Bp3 homozigotaknak 14,06-szor (95%-0s konfidencia
intervallum: 3,10 - 63,74) nagyobbnak tiinik az esélylk a TE kialakulasara, mint a

heterozigotaknak.
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1dé (év) 1dé (év)
AT Basel vs. AT Padua I p=0.982 AT Basel vs. AT Padua I p=0.459
AT Basel vs. AT Bp3 homozigotak p=0.002 AT Basel vs. AT Bp3 homozigotak p=0.018
AT Basel vs. AT Bp3 heterozigotak p=0.095 AT Basel vs. AT Bp3 heterozigotak p=0.997
AT Padual vs. AT Bp3 homozigotak p<0.001 AT Padual vs. AT Bp3 homozigotik p<0.001
AT Padual vs. AT Bp3 heterozigotak p=0.010 AT Padual vs. AT Bp3 heterozigotak p=0.130
AT Bp3 homozigétak vs. AT Bp3 heterozigotik p<0.001 AT Bp3 homozigétak vs. AT Bp3 heterozigotik p<0.001

6. abra A vénas trombozis elsé megnyilvanulasi idejének (A és C) és barmilyen

trombotikus esemény elsé megnyilvanulasi idejének (B és D) dsszehasonlitdsa az I-

es tipusu, a 11.HBS heterozigotak és az AT Bp3 homozigotak kozott

A kiilonbozo AT deficiencia tipusok jeldlése:
fekete — I-es tipust AT deficiensek

barna — I1.HBS heterozig6tak

piros — AT Bp3 homozigotak

kék — AT Bp3 heterozigotak

z6ld — AT Basel heterozigotak

narancssarga- AT Padua | heterozigdtak

55



10. tablazat A klinikai és laboratoriumi paraméterek 0sszehasonlitasa AT Bp3

heterozigota és homozigota betegek kozott

AT Bp3 AT Bp3
Klinikai és laboratoriumi paraméterek heterozigotak, homozigétak, p-értek
n=76 n=26
MVT-n étesett betegek 37176 (48,7%) 24/26 (92,3%) <0,001
MVT-n és/vagy ATE-n atesett betegek” 41/76 (53,9%) 24126 (92,3%) 0,001
Medl.'fll’l e}etlf(’)r (evekbep) az els6 trombotikus 33 (2-68) 14,5 (2 nap-26) <0,001
esemény idején (tartomany)
Jelen életkor medianja években kifejezve
(tartomény) 35 (2-70) 21 (3-68) 0,009
Rekurrens MVT 6/37 (16,2%) 8/24 (33,3%) 0,370
PE atesett betegek 13/76 (17,1%) 4/26 (15,4%) 0,999
ATE-n atesett betegek” 8/76 (10,5%) 0/26 (0%) NE
Terhességi komplikaciot elszenvedett nokt 7/34 (20,6%) 3/13 (23,1%) 0,883
20 éves kor elétt MVT-n vagy ATE-n atesett 5/41 (12,2%) 16/24 (66,7%) <0,001
betegek
Eo éves kor elott MVT-n vagy ATE-n atesett 37/41 (90,2%) 24124 (100%) 0,288
etegek
Oroklétt trombofilia rizikéfaktorok aranya a 0 0
tiinetekkel rendelkezd betegekben? 14/41 (34,1%) 3/24 (12,5%) 0,544
Vénas tro_mbgmsra hajlan)osng provokal6 vagy 12/41 (29,3%) 2124 (8,3%) 0,073
szerzett rizikéfaktorok aranya
Artérias trombozisra hajlamosito 0 :
rizikofaktorokkal rendelkezék aranyaf 10741 (24,4%) 0 NE

NE: nem értelmezhets; MVT: mélyvénas trombozis; ATE: artérids trombotikus esemény; *izolalt artérias
trombozist (iszkémids stroke) 4 esetben regisztraltunk. MVT-t és artérids trombdzist 4 betegnél jegyeztiink
fel, kozuluk 1 stroke-n és miokardialis infarktuson (MI) is atesett (stroke 19 évesen, Ml 24 évesen és MVT
27 évesen), valamint ez a beteg a FV Leiden mutéci6t heterozigota formaban hordozza és az MVT
elszenvedésének idején heretumor miatt kemoterdpidban részesilt; 1 beteg MI-n esett &t (MVT 47 évesen,
MI 48 évesen), valamint a FV Leiden mutaciot heterozigota forméaban hordozza és rég6ta dohanyos; 2 beteg
iszkémias stroken esett at (egyikiik 26 évesen terhes volt az MVT idején és 49 éves a stroke sordn; a masik
beteg 23 évesen esett at stroke-n, majd fogamzasgatld tablettat szedett 24 évesen az MVT idején; fa
sziilészeti komplikaciok a 24.terhességi hét elétt bekovetkezett egy vagy tobb spontan abortuszt, vagy a 25
és 34.hét kozott megtortént magzati halalt jelentették; *a Faktor V Leiden heterozigéta és protrombin
20210G>A heterozig6ta hordozokat csak az MV T-n atesett betegek kozott taldltunk (izolalt ATE-n atesett
betegekben nem); Sterhesség, fogamzasgatlo szedése, tumoros megbetegedés, 1 hdnapon belil tortént trauma
(csak az MVT-n atesett betegek kozott taldltunk, izolalt ATE-n atesett betegekben nem); "dohéanyzas (5
MVT-n éatesett, valamint 1 MVT-n és MI-n atesett beteg volt dohanyos), cukorbetegség (2 MVT-n atesett
beteg).

Referencia tartomanyok: hc-anti-FXa aktivitas: 80-120%; p-anti-FXa aktivitas: 82-118%; AT antigén: 0,19-
0,31 g/L
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6.1.1 Alapitd hatas kimutatasa antitrombin deficiens betegekben

Az AT Bp3 muticié igen magas aranyu eldfordulasa a vizsgalati populécidoban
felvetette az alapitd hatas lehetdségét. Az alapitd hatas tisztazasara 7 SNP-t, az 5°-LP-
t és 4 mikroszatellita markert vizsgaltunk. Az AT Bp3 mutécidt hordozok minor allél
frekvencia (MAF) értékei kilénboztek a 200 egészséges egyén értékeitél és a
HapMap projektb6l szarmazd eurdpai populaciora vonatkoztatott értékektol (11.

tablazat).

11. tblazat A vizsgalt polimorf markerek MAF értékeinek dsszehasonlito tablazata

az AT Bp3 betegek, a populécios kontroll csoport és a HapMap adatok esetében.

AT Bp3 AT Bp3 N
Marker neve va homozigéta | deficiens deficiens csoport HapMap
r's azonosito 9y betegek probandok | betegek (n—EOO) CEU adat
(n=26) (n=63) (n=102) MAF (MAF)
MAF MAF MAF
rs5877 (A>G) 0,00 0,17 0,21 NA 0,33
rs5878 (A>G) 0,00 0,17 0,21 NA 0,33
5°-LP (R>H) 0,00 0,15* 0,19* 0,29 0,21
rs2227596 (A>G) 0,00 0,06* 0,09* 0,19 0,21
rs941989 (G>A) 0,00 0,17* 0,22* 0,37 0,33
rs2227612 (A>C) 0,00 0,06* 0,00% 0,15 0,13
rs1799876 (T>C) 0,00 0,14 0,18 NA 0,34
rs677 (G>C) 0,00 0,06 0,09 NA 0,16%

Az AT Bp3 deficiens probandokba a homo- és heterozigotak is beletartoznak; az AT Bp3 deficiens
betegekbe pedig a probandokon kivil a csaladtagok is beletaroznak.

MAF: Minor Allél Frekvencia; NA: nincs adat; R: rovid; H: hosszl; *p<0,05 a kontroll csoporthoz
viszonyitva; az AT Bp3 homozigétak kozott egy esetben sem fordultak elé a minor allélok, ezért
statisztikai analizist nem tudtunk végezni; imivel ezen SNP esetében HapMap adat nem allt
rendelkezésre, ezért a PGA-EUROPEAN-PANEL adatait hasznaltuk.

A minor allélok egyetlen esetben sem fordultak elé az SNP-k és az 5’LP esetén az AT
Bp3 homozigotak kozott. Az rs5877, rs5878, rs1799876, rs941989, rs677 és
rs2227596 SNP-k kapcsolt 6roklédést mutattak.

A haplotipus analizis soran kimutattuk, hogy a patogén ,, T allél” egyetlen
haplotipussal tarsult (12. tablazat). A normal ,,C allél” kiilonb6z6 haplotipusokkal

tarsult mind az AT Bp3 mutacio hordozokban, mint a kontroll csoportban. Az AT
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Bp3 homozigétak esetében kizardlag egyféle ismétlddésszamot talaltunk az Alub (7.
abra) és Alu8 (8. abra) mikroszatellita markerek analizisekor, a (ATT)s és (ATT)1s
ismétlédéseket. A kontroll csoportban az Alu5 esetében a 6-0S és 8-as
ismétlédésszamok, mig az Alu8 esetében 1-t61 19-ig mindenféle ismétlodésszamok
eléfordultak. A SERPINC1 génhez kozelebbi, disztalisan elhelyezkedd D1S218
marker (AC)24 és (AC)2s formaban fordult el6 az AT Bp3 homozigétakban, mig a
kontroll csoportban heterogén az ismétlédésszamok megjelenése, (AC)10-t61 (AC)33-
ig (9. dbra). A SERPINC1 génhez tavolabb, proximalisan elhelyezkedé D1S196
marker véltozatos ismétlddésszamokat mutatott mind az AT Bp3 homozigéta, mind a
kontroll személyekben (10. abra). A negativ kontrollként alkalmazott F13A1-STR
ismétlédésszamai hasonld eloszIladst mutatnak mind a beteg, mind a kontroll

csoportban (11. &bra).

12. tablazat A haplotipus analizis eredménye AT Bp3 mutacio hordozdkban és a

kontroll csoportban

AT Bp3 mutaci6 hordozdk Kontroll csoport
(n=102) (n=200)
N|g |©]|© N ol o © Ny
MR a8 |88 || € ol B Bl B 2
2127815 5/8l8 £ =S 3] ¢
el2|lw|IQ 2|85 2 < vl g 2| § <
el=12& o) 2 = & %)
©) o
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| 0183 Haplotipus1 |R | A | G | A | 0,630
Haplotipus2 |G|G|H|A|A|A|C| G| 0083 Haplotipus2 | 4 | A | A | A | 0,104
Haplotipus3 |G|G|H|C|A|G|C|C | 0058 Haplotipus3 | H | 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: hosszl, 108 bp
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7. dbra Az alapit6 hatas kapcsan vizsgalt AluS mikroszatellita marker

ismétlodésszamai az AT Bp3 homozigota és a kontroll csoport esetében.
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8. dbra Az alapito hatas kapcsan vizsgalt Alu8 mikroszatellita marker

1ismétlédésszamai az AT Bp3 homozigoéta és a kontroll csoport esetében.
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9. &bra Az alapito hatas kapcsan vizsgalt D1S196 mikroszatellita marker

ismétlddésszamai az AT Bp3 homozigdta €s a kontroll csoport esetében.
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10. abra Az alapito hatas kapcsan vizsgalt D1S218 mikroszatellita marker

1smétlodésszamai az AT Bp3 homozigoéta és a kontroll csoport esetében.
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11. abra Az alapit6 hatés kapcsan vizsgalt F13A1-STR marker ismétlddésszamai az
AT Bp3 homozigo6ta és a kontroll csoport esetében.

Az AluS és Alu8 (ATT), markerek a SERPINCI gén 5 intronjdban, a D1S218 (AC), a
SERPINCI géntdl disztalisan, a DIS196 (AC), marker a SERPINCI géntdl

proximalisan helyezkedik el.
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Ahol lehetéségiink volt, informativ csaladfakat is generaltunk, feltlintetve a

megfigyelt haplotipusokkal; err6l egy példa a 12. abran lathato.
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12. &bra Az AT Bp3 mutacidt hordozo, harom generaciét reprezental6 csaladfa
Ahol alkalmunk volt ra, feltlintettlik a mért hc-anti-FXa AT aktivitast és AT antigén értékeket. Az Al

és A2 minden beteg két alléljat jeloli.

Az (res szimbélum az AT Bp3 mutéciot nem hordozd, a teli szimbélum az AT Bp3 mutaciot
homozigéta formaban hordozé, a félig teli szimb6lum az AT Bp3 heterozigota egyéneket jeloli, A “?”

az ismeretlen genotipusra utal.
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6.1.2 Uj SERPINCI1 eltérések

Genotipus-fenotipus 6sszefiiggések az Uj SERPINCL eltérést hordozo6 betegekben

A 31 kiilonb6z6 SERPINC1 genetikai eltérés kozul 11 0j, az irodalomban még nem
ismertetett eltérés. A 13. tabldzat mutatja ezen mutéaciokat, az adott mutéaciokat
hordozo6 betegek legfontosabb klinikai és laboratoriumi jellemz6it. E mutaciok kozul
tiz 1-es tipusu, egy ll-es tipust AT deficienciat eredmeényez.

Tizb6l 5  mutici6 korai STOP  kodont  (p.Arg79ProfsTer34,
p.Lys171ValfsTerl6, p.Ser183SerfsTer100, p.Leu270ArgfsTerl4 és
p.Leu340LeufsTer5) eredményez, mely eltéréseket 6sszesen 7 egyén hordozza. Egy
tlinetmentes hordozo kivételével (aki 37 éves a diagnozis idején), mindegyikik fiatal
korban (<40 év) mar atesett az els6 TE-n. Tovabbi rizikdfaktort egy esetben sem
tudtunk  kimutatni. Egy-egy p.Lysl71ValfsTerl6, p.Arg79ProfsTer23 €s
p.Leu270ArgfsTerl4 mutéciét hordozé egyen két vagy tobb TE-t szenvedett el;
utébbi dsszesen 4 TE-t, annak ellenére, hogy K-vitamin antagonista és LMWH (Kkis
molekulasulyt heparin) terapian volt. Jelenleg ez a beteg rivaroxaban terapidban
részesdl.

A p.Gly456delinsAlaThr mutaciot hordozé ndbeteg két MVT-n esett at, az
egyik alkalommal terhesség alatt.

A misszensz p.Leu205Pro mutaciot osszesen 11 személy hordozta, ezen
mutacié biokémiai karakterizalasat is elvégeztiik (lasd késObb). Két p.Asn450lle
mutécié hordozé egyén MV T-n esett at; egyikiik kétszer, 6 FVL heterozigota is.

Az egyetlen ll-es tipusu eltérés valoszintileg II.PE altipusba sorolhato. A
mutaciot hordozo holgy 62 évesen szenvedett el TE-t, kiemelend6, hogy a BMI-je 32.

Az U] l-es tipusi mutaciok mindegyike sulyos TE-val jar, az analizis idején
tinetmentes személyek még fiatalok. A tlinetet mutatd személyeknél gyakori volt a

rekurrens trombozis eléfordulasa és az esetek tobbségében nem provokalt TE zajlott.
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13. tablazat Genotipus-fenotipus 0sszefliggések az 0j SERPINCL1 eltérést hordozé betegekben

hc-anti-

p-anti

Kor az elsé

Kor a

: Nukleotid pozicio Aminosav pozicio AT . o provokalt
So’r Exon (elnevezés a HGVS (elnevezés a HGVS Beteg . | Nem FXa ) FXa .| antigén Tunetek esemeny dl_agr_192|s trombdzis
szam nevezéktan szerint) nevezéktan szerint) azonosito aktivitas | aktivitas (/L) idejen idejen (igen/nem)

(%) (%) (évek) (évek)
1| 2 ¢.236-239del p.Arg79ProfsTer34 11 N 62 67 0,14 1PE, rekurrens MVT 21 27 ('geA”)
Trombozis sinus cerebri
a [
2/1 N 59 NA NA MVT/PE 34 40 nem
2 | 3 ¢.511-512del p.Lys171ValfsTer16 202 N 612 NA NA 1MVT 21 61 (terfeesgég)
2/3 F 492 NA NA 0 NE 37 NE
3 3 ¢.548Cdel p.Ser183SerfsTerL00 311 N 582 NA NA 1 MVT 19 21 ('g%
4/1 F 50 66 0,16 1 MVT 34 39 nem
42 F 61 76 0,16 0 NE 15 nem
rekurrens MVT,
4/3 N 58 - 0,18 rekurrens FVT 35 69 nem
4/4 N 55 - 0,18 rekurrens MVT 40 64 nem
4/5 N 65 - 0,15 rekurrens MVT 42 66 nem
4 3 €.614T>C p.Leu205Pro 4/6 F 63 - - 1 MVT 32 20 nem
417 F 56 75 0,15 0 NE 17 NE
4/8 F 57 63 0,15 0 NE 17 NE
igen
4/9 N 54 56 0,16 2 MVT 34 72 (terhesség)
410 N 58 62 0,16 2 MVT 31 47 (terﬁleesr;ég)
4/11 N 59 65 0,15 0 NE 19 NE
5 5 €.809del p.Leu270ArgfsTerld 5/1 F 56 60 0,16 5MVT 16 59 nem
6 5 ¢.1019-1022del p.Leu340LeufsTer5 6/1 N 422 NA NA 1 MVT 22 23 nem
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71 F 48 71 0,14 1 MVT 27 27 Ls G )
7 5 ¢.1039_1098dup p.Met347_GIn366dup .2 OT4S Tepuou
702 N 56 76 0,16 1MVT 60 58 nem
8 |1Ivse ¢.1219-1G>C - 8/1 F 60 61 0,14 1PE 24 24 nem
o/1 N 55 60 0,15 1MVT 23 30 nem
9/2 F 59 62 0,16 2 MVT 40 55 nem
9 7 C.1349A>T p.Asn450lle - -
o/3 N 49 52 0,14 0 NE 27 NE
9/4 F 60 59 0,15 0 NE 27 NE
10 | 7 | ©1367-1368del,c1367- | ) o asedelinsAlaThr | 101 N 54 46 0,15 2 MVT 27 33 igen.
1371ins (terhesség)
1 | 7 C.1381C>A p.Pro461Thr 111 N 312 - 0,21 1 MVTe 62 62 nem

HGVS: Human Genome Variation Society; NA: nincs adat; NE: nem értelmezhetd; F: férfi; N: né; MVT: mélyvénas trombozis; PE: tidéembdlia; FVT: feliiletes véna

tromboézis, OA: orélis antikoncipiens

Referencia tartomanyok:
hc-anti-FXa aktivitas: 80-120%
p-anti-FXa aktivitas: 82-118%
AT antigén: 0,19-0,31 g/L

amas laboratériumban mért érték

b Faktor V Leiden heterozigéta
¢BMI: 32 kg/m?
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Uj mutéciok patogenitasanak vizsgalata in silico modszerekkel

Az altalunk alkalmazott in silico predikcios modszerek (PolyPhen2, MutPred és

PhD_SNP) a misszensz mutaciok patogenitdsanak vizsgalatara alkalmasak. Pozitiv
kontrollként az AT Bp3 (p.Leul31Phe; I1.LHBS) és az AT Cambridge Il (p.Ala416Ser;

I1.RS) mutacidkat alkalmaztuk, mivel ezek patogenitasat mar in vitro modszerekkel is

igazoltdk. A predikcios moddszerek mindharom (p.Leu205Pro, p.Asn450lle és

p.Pro461Thr) 0j misszensz mutaciot patogénnek mindsitették (14. tablazat). Erdekes,

hogy az AT Bp3 mutacié eseteben a PhD_SNP modszer hatarérték eredményt

mutatott.
14. téblazat Az in silico mddszerekkel kapott predikcios ertékek
PolyPhen2 MutPred PhD SNP
humdiv humvar

Mutécid tipusa predikcio | érték | predikcié | érték | predikcid | érték | predikcid | érték
p.Leul31Phe | Il. HBS | patogén | 1,000 | patogen | 0,999 | patogén | 0,924 | hatarértek | 0,490
p.Leu205Pro Uj patogén | 1,000 | patogén | 0,999 | patogén | 0,822 | patogén | 0,870
p.Ala416Ser Il. RS patogén | 1,000 | patogén | 1,000 | patogén | 0,961 | patogén | 0,746
p.Asn450lle Uj patogén | 1,000 | patogén | 0,999 | patogén | 0,688 | patogén | 0,840
p.Pro461Thr Uj patogén | 1,000 | patogén | 0,993 | patogén | 0,938 | patogén | 0,703

A mutéciok valoszintileg aralmatlanok, ha a predikcio értéke 0,5 alatt vagy valosziniileg patogének, ha

az értek 0,5 folott van. (Balogh Gabor és Komaromi Istvan elemzése)

Homoldgia vizsgéalatot

is végeztink e harom misszensz eltérés esetében.

Osszehasonlitottuk a human, az orangutan, az egér, a szarvasmarha és a juh AT

fehérje mintézatat (13. dbra). Mindharom eltérés konzervativ régiora esik, ez is

megerdsiti a predikcidos modszerek eredményét, azaz ezen Uj eltérések patogénnek

mondhatdak.

A,

SP|P01008|ANT3 HUMAN
SP|QSR5A3|ANT3_PONAB
SP|P32261|ANT3_MOUSE
SP|P41361|ANT3_BOVIN
SP|P32262 | ANT3 SHEEP

B,

SP|POL008|ANT3_HUMAN
SP|Q5R5A3 | ANT3_PONAB
SP|P32261|ANT3 MOUSE
SP|P41361|ANT3_BOVIN
SP|P32262|ANT3_SHEEP

p.Leu205Pro
v

190 QDISELVYGAKLOPLDFKENAEQSRAAINKWVSNKTEGRITDVIPSEAINELTVLVLVNTIYFKG
190 QODISELVYGAKLQPLDFKENAEQSRAAINKWVSNKTEGRITDVIPPEAINELTVLVLVNTIYFKG
191 ODVSEVVYGAKLOPLDFKENPEQSRVTINNWVANKTEGRIKDVIPQGAINELTALVLVNTIYFKG
191 QDISEVVYGAKLQPLDFKGNAEQSRLTINQWISNKTEGRITDVIPPQAINEFTVLVLVNTIYFKG
191 QODISEVVYGAKLOPLDFKGNAEQSRLTINQWISNKTEGRITDVIPPOQAIDEFTVLVLVNTIYFKG

399 FHKAFLEVNEEGSEAAASTAVVIAGRSLNPNRVIFKANRPFLVFIREVPLNTIIFMGRVANPCVE
399 FHEAFLEVNEEGSEAAASTAVVIAGRSLNPNRVIFEKANRPFLVFIREVPLNTIIFMGRVANPCVE
400 FHEKAFLEVNEEGSEAAASTSVVITGRSLNPNRVTFKANRPFLVLIREVALNTIIFMGRVANPCVN
400 FHKAFLEVNEEGSEAAASTVISIAGRSLNSDRVTFKANRPILVLIREVALNTIIFMGRVANPCVD
400 FHKAFLEVNEEGSEAAASTVISIAGRSLNLNRVTFQANRPFLVLIREVALNTIIFMGRVANPCVN

255
255
256
256
256

p-Asnd501le p.Pro461Thr
v v

464
464
465
465
465

13. &bra Szekvencia 6sszehasonlitas a human és egyéb fajok antitrombin fehérjéiben

HUMAN: Homo Sapiens; PONAB: orangutan; MOUSE: egér; BOVIN: szarvasmarha; SHEEP: juh
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Uj mutécié patogenitasanak vizsgalata biokémiai modszerekkel

A dolgozat megirasanak idépontjaig a p.Leu205Pro mutacio kdvetkezményeinek in
vitro maodszerekkel torténd vizsgalata fejez6dott be. Tranziens transzfekciot
alkalmazva HEK293 sejtekben termeltettik meg a vad tipusu (WT) és a mutans
(Pro205) AT fehérjét. Az expresszalt fehérjék szintjét ELISA modszer segitségével
hataroztuk meg és Western blot technikaval vizualizaltuk (15. abra). A termeltetett
AT funkciondlis tulajdonségait hc-anti-FXa teszttel tanulményoztuk.

A termeltetett WT AT egy markans savként, mig a Pro205 AT fehérje egy
halvany savként jelent meg 58 kDa magassagnal a sejtek felliliszojabol (14A. abra).
A sejtlizatumban szintén egy magassagban jelentek meg a termeltetett fehérjék.
Ahogy vérhaté volt, a Mock mintaban nem tudtunk AT fehérjét kimutatni.

Az AT antigén koncentréciot 4 fuggetlen transzfekciobol, ELISA modszerrel
hataroztuk meg (duplikdtumban, 48 o6raval a transzfekciot kovetden). A B-
galaktozidaz aktivitasra Kkorrigaltuk a transzfekcios hatékonysagot. Az AT
koncentracié a WT plazmiddal transzfektalt sejtek feluldszjdban 2,33 + 0,76 pg/mL,
mig a Pro205 mutanssal transzfektalt sejtekében csak 0,56 + 0,43 pug/mL volt (14B.
abra). A WB-nak megfeleléen a sejtlizatumban az AT koncentracio 2,83 + 1,40
ug/mg fehérje a WT és 2,86 £ 1,10 pg/mg fehérje a mutans AT esetében.

A rekombindns fehérjék specifikus aktivitdsanak meghatarozasahoz a
termeltetett fehérjék hc-anti-FXa aktivitasat hataroztuk meg 3 fliggetlen kisérletben az
AT antigén koncentracio mérése mellett. Az igy kapott AT antigén koncentraciok a
WT esetében 0,21 + 0,06 mg/mL és a Pro205 esetében 0,06 £ 0,01 mg/mL. Az
amidolitikus tesztet elvégezve az AT aktivitas értékek WT esetében 1,576 + 0,001
U/mL és a Pro205 esetében 0,221 + 0,058 U/mL-nek adddtak. igy az atlagos
specifikus aktivitds (1 mg AT fehérjére vonatkoztatva) 3 fiiggetlen kisérletbél a WT
AT-ra nézve 7,79 + 2,10 U/mg volt, mig a Pro205 AT-ra vonatkoztatva 3,94 +0,95
U/mg.
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14. dbra A vad tipusu (WT) és a Pro205 mutans AT fehérjék expresszidjanak
detektalasa Western blot (A) és ELISA (B) modszerekkel

A. Az SDS-PAGE analizis nem-redukald koriilmények kozott zajlott. A pozitiv kontrol (C) 5
egészséges egyéntdl szarmazd, 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 fuggetlen kisérletben, ELISA modszer segitségével hataroztuk meg a
transzfektalt HEK293 sejtek médiumabdl és sejtlizatumabdl. Az eredményeket normalizaltuk a
transzfekcids hatékonysagra és az expresszié mértéke a WT atlag koncentraciéjanak szazalékaban lett

megadva. A szdrasok fel vannak tiintetve az oszlopdiagrammon.
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6.1.3 Genotipus-fenotipus dsszefliggések a SERPINC1 mutéciohordozo
gyermekekben és fiatal felnéttekben

A 246 AT deficiens beteg kozill 32-en gyermek- és fiatal feln6ttkorban (<18 éves kor)
estek &t trombotikus eseményen (15. t&blazat). A gyermekek és fiatal felnéttek
tobbsége (n=25) I1.HBS altipust mutéciot és tobbséguk (n=18) az AT Bp3 mutéciot
hordozza homozigéta formaban. Az AT Bp3 mutaciot 7 gyermek és fiatal felnott
hordozta heterozigota forméban, 2 gyermek AT Basel, egy gyermek AT Truro
hordozd. Egyikik egy I1.PE (AT Bp5) eltérést és 3 gyermek I-es tipust (p.lle218del,
p.Leu270ArgfsTerl3 és teljes SERPINC1 gén delécid) mutaciot hordozott.

A 0-1 éves korcsoportban (n=7) egy gyermek kivételével mindegyikik AT
Bp3 homozig6ta hordoz6. Egyikiik FVL heterozigota, mig 2 gyermek érfejlodési
rendellenesseggel (vena cava inferior aplasia és hypoplasia mindkét oldali vena iliaca
hypoplasidval és vena cava inferior, ill. vena iliaca communis hypoplasia) sziletett. A
trombozist kozvetlendl Kivaltod provokald tényezot egyikiiknél sem regisztraltunk. Az
AT Truro mutéciét hordozé Gjszilott sinus sagittalis trombdzison esett at és agyi véna
hypoplasiaja van.

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

A 12-18 éves korcsoportban (n=20) 15 AT Bp3 mutacid6 hordoz6t
detektaltunk, 4 esetben fordult elé6 provokald tényez6 (2 terhesség, 1 szilés utén, 1
miitét). Nem talaltunk tovabbd sem egyéb 0Oroklott, sem szerzett trombozis riziko
faktorokat a hattérben. Egy AT Basel mutacié hordozé MI-n és iszkémidas stroke-n is
atesett, 2 AT Bp3 heterozig6ta pedig szintén iszkémias stroke-n esett at.

69



15. tablazat Genotipus-fenotipus dsszefliggések a SERPINC1 mutacidhordozé gyermekekben.

Kor az elsoé

Nukleotid pozicié Aminosav pozicié Bete esemén provokalt
Sorszam | Exon (elnevezés a HGVS (elnevezés a HGVS 9 | Nem Tlnetek semeny trombozis®
) g ) g azonosité idején -
nevezéktan szerint) nevezéktan szerint) (évek) (igen/nem)
11 N MVT 16 nem
1 2 c.218C>T p.Pro73Leu (AT Basel)
1/2 F 1 M, 1 stroke 15 nem
21 N MVT 1 nem
212 F MVT 3 nem
213 F MVT 14 nem
2/4 F PE 14 nap nem
2/5 F MVT 12 nem
2/6 N MVT 14 nem
217 N 2 MVT, 1PE 15 nem
2/8 F MVT, PE 7 nap nem
igen
p.Leul31Phe (AT Bp3) 29 N 2MVT 7 (terhesség)
homozigéta 2/10 F 5MVT 13 nem
igen
2/11 N 2 MVT 16 (terhesség)
2/12 N MVT 2 nap nem
2 2 €.391C>T 2/13 F 4 MVT 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.Leu131Phe (AT Bp3) 2/20 N MVT 9 nem
heterozigéta
2/21 N 6 MVT, 1 PE 17 nem
2/22 F MVT 1 nem
2/23 N stroke 18 1gen
(posztpartum)
3 4 ¢.652-654dkel p.lle218del 3/ N 1MVT 14 gen
(miitét)
p.Gly269Lys sinus sagittalis
4 5 €.805G>A (AT Truro) 4/1 F tromb6zis 22 nap nem
5 5 ¢.807del p.Leu270ArgfsTerl3 5/1 F 5MVT 16 nem
6/1 F 2 MVT 16 nem
6 7 c1318C>A p.Pro439Thr ’
(AT Budapest 5) 6/2 F 0 NE nem
7/1 N 2 10% nem
7 5 ¢.1-1392del p-Met1l-Term464 -
712 F 0 NE nem

aFaktor V Leiden mutécid hordoz6 heterozig6ta formaban, mas oroklott rizikofaktort nem detektaltunk

b kizarolag provokald tényezdket (vagyis a VTE diagnézisa eldtt 1 honapon beliil valamilyen szerzett

rizikofaktort regisztraltak) detektaltunk és Gn. ”szerzett kockazati tényez6k™ (pl.kronikus események)

nem fordultak elo

NE: nem értelmezhetd; F: férfi; N: né; MVT: mélyvénas trombdzis; PE: tiidéembolia; MI: miokardidlis

infarktus
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6.1.4 Antitrombin deficiens betegek laboratériumi fenotipusa

A hc-anti-FXa AT aktivitds és a p-anti-FXa aktivitads értékek alacsonyak és jol
korrel&lnak az I-es tipust AT deficiens betegekben (8. és 16. tablazat). Az AT antigén
értékek is minden esetben a referencia tartomany alsé hatara ala esnek.

Mind a hc-anti-FXa AT aktivitas és a p-anti-FXa aktivitas értékek alacsonyak
a I1.RS és I1.PE betegekben és az AT antigén szintek a referencia tartomanyba esnek
(9. és 16. tablazat). A I1.HBS betegek AT szintjei kilonboznek a mutécid tipusatol
fliggden. A hc-anti-FXa AT aktivitas alacsony a I1.HBS altipusban, mig a p-anti-FXa
AT aktivitds normadl, igy a magas p-anti-FXa/hc-anti-FXa AT aktivitas arany segit
klldnbséget tenni a I1.HBS és a tobbi Il.altipus kozott [7, 77].

Az &ltalunk hasznalt hc-anti-FXa diagnosztikus teszt minden esetben alacsony,
azaz a referencia tartomany also hatara alatti AT aktivitas értéket mutatott a I1.HBS
egyénekben (100% szenzitivitasl). Az AT Basel és az AT Padua | esetében a p-anti-
FXa aktivitds és az AT antigén koncentrécié minden esetben a referencia tartomanyon
belil van; a p-anti-FXa/hc-anti-FXa arany medidnja AT Basel esetében: 1,66
(tartomany 1,53-2,05) és AT Padua | esetében: 1,89 (tartomany 1,71-2,10) (9.
tablazat). Néhany AT Bp3 mutaciét hordozd egyén esetében referencia tartomany
alatti p-anti-FXa aktivitds és AT antigén koncentracié értékeket detektaltunk, ez
leginkabb a homozigota egyéneknél fordult el6. A p-anti-FXa/hc-anti FXa arany
medianja a heterozigdtaknal: 1,51 (tartoméany: 1,28-2,11) és a homozigétaknal: 5,60
(tartomany: 2,88-8,85). Amennyiben a Bp3 heterozigdta egyéneket két csoportba
osztjuk az alapjan, hogy volt-e trombotikus eseményiik vagy sem, a hc-anti-FXa
aktivitasok hasonléak (medidn AT aktivitds: 53%, tartomany 34-65% mindkét
csoportban; p=0,617). Az AT antigéen koncentracié sem kulonbozik a két csoportban
(tinetesek medianja: 0,25 g/L, 0,18-0,28 g/L és tlinetmentesek medianja: 0,24 g/L,
tartomany: 0,21-0,30 g/L; p=0,691). A p-anti-FXa aktivitas a tiinetekkel rendelkez6
AT Bp3 heterozigdta hordozokban szignifikansan alacsonyabb (tlinetesek medianja:
85%, tartomany 60-107% és tlnetmentesek medidnja: 91%, tartomany: 74-111%;
p=0,011).

A diagnozishoz hasznélt funkcionalis esszét 2 hasonlo (FXa alapu, heparin
jelenléteben), a kereskedelemben kaphato kittel hasonlitottuk 6ssze (16. tablazat). Az
esszék hasonlo eredményt adtak a 11.RS és I1.PE betegek esetén. A 11.LHBS AT Padua

I és Basel AT aktivitas értékei koziil egy jelentdsen kiillonbozott a hdrom esszé
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alkalmazasakor. Mig a Siemens AT essze és a mi diagnosztikus tesztiink alacsony AT
aktivitast mutatott minden esetben, addig a HemosIL teszt nem érzékelte ezeket a
muténsokat, mivel a mért AT aktivitas értékek a referencia tartomanyba estek. Az AT
Bp3 homozigota AT aktivitas értékek mindharom teszttel csokkent ertéket mutattak,
azonban a HemoslIL teszttel szignifikansan magasabb értékeket kaptunk, mintha ezen
egyenek heterozigdta genotipusuak lennének. A HemoslL teszt érzekenysége az AT
Bp3 heterozigdték esetében mindossze 44% volt.

Annak vizsgalatara, hogy a hc-anti-FXa tesztek esetében mely tényezdk
befolyasolhatjak a tesztek szenzitivitasat, sajat, diagnosztikus tesztként hasznalt hc-
anti-FXa tesztrendszeriinkben, mely 100%-0s szenzitivitasu, valtoztattuk a heparin
koncentraciét és a pH-t (15. &bra és 17. tablazat). Az eredeti reagens pH
csokkentésével az AT Bp3 heterozigbta mintadk esetében csekély hc-anti-FXa szint
valtozést tapasztaltunk, mig az AT Basel, de fokent az AT Padua I mintdk esetében
jelentésen emelkedett a detektalt hc-anti-FXa aktivitas, két AT Padua | minta
esetében a mért érték a normal tartomanyba esett. A heparin koncentracié emelésével
minden esetben emelkedett az AT aktivitds, egy AT Padua | minta esetében el is érte
a referencia tartomany als6 hatarat. Ha az esszé korulményei pH 7.4-re valtoztak az
emelt heparin koncentracio mellett, az AT aktivitas értékek tovabb emelkedtek elérve,
vagy meghaladva a referencia tartomény als6 hatarat 2 AT Basel és 1 AT Padua |
minta esetében. Amennyiben a heparin koncentraciot az eredeti 8-szorosara emeltiik
az AT Basel és az AT Padua | mintak mindegyike normal AT aktivitas érteket
mutatott. Az AT Bp3 mintdk AT aktivitas értékei nem névekedtek tovabb.
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16. tdblazat A laboratoriumi fenotipusok 6sszehasonlitasa a kiilonb6z6 AT deficienciakban

Aminosav pozicio

Heparin kofaktor anti-FXa AT aktivitas

Progressziv anti-FXa

AT antigén (g/L)

(%) AT aktivitas (%)
Siemens Innovance AT HemoslL AT Labexpert Antithrombin H+P
I-es tipus 57 (39-67) 45 (30-62) 53 (43-66) 67 (53-81) 0,16 (0,13-0,19)
n=22 n=11 n=21 n=22 n=22
11.RS tipus 53 (52-64) 58 52 (50-54) 69 (61-77) 0,26 (0,22-0,27)
n=2 n=1 n=2 n=2 n=3
11.PE tipus 56 (53-73) 55 (54-56) 65 (53-76) 69 (58-78) 0,21 (0,18-0,26)
n=9 n=3 n=9 n=9 n=9
p.Pro73Leu (AT Basel) 59 (50-68) 107 (105-108) 64 (52-74) 99 (97-117) 0,28 (0,25-0,32)
n=5 n=3 n=5 n=6 n=7
p.Arg79His (AT Padua I) 63 (54-73) 112 (96-129) 65 (48-69) 118 (73-126) 0,30 (0,28-0,35)
I1.HBS tipus n=14 n=10 n=14 n=15 n=15
p.Leul31Phe (AT Budapest3) 17 (12-46) 45 (42-53) 11 (8-28) 70 (56-100) 0,20 (0,13-0,28)
Homozigotak n=18 n=10 n=20 n=21 n=25
p.Leul31Phe (AT Budapest3) 58 (42-73) 82 (55-103) 56 (36-71) 84 (60-122) 0,25 (0,19-0,35)
Heterozigdtak n=85 n=25 n=85 n=92 n=102

AT: antitrombin; II.HBS: heparin k6t6 régio; IL.RS tipus: reaktiv centrumot érint6 régio; II.PE tipus: pleiotrop hatast eredményez6 altipus.

Referenc
[ ]
[ ]

ia tartoméanyok:

hc-anti-FXa aktivitas: 80-120%
p-anti-FXa aktivitas: 82-118%
AT antigén: 0,19-0,31 g/L
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AT Bp3 heterozigotak AT Basel heterozigotak AT Padua I heterozigotak
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Eredeti reagens. 5x-re emelt Sx-re emelt 8x-ra emelt Eredeti reagens. Sx-re emelt 5x-re emelt 8x-ra emelt Eredeti reagens. Sx-re emelt Sx-re emelt 8x-ra emelt
pH 84 heparin konc.,  heparin kone., heparin kone., pH 8.4 heparin konc.,  heparin konc., heparin konc., pH 8.4 heparin konc., heparin kone., heparin konc.,
pH 84 pH 7.4 pH 7.4 pH 8.4 pH 7.4 pH 74 pH 84 pH 74 pH 74

15. &bra Az esszé médositasok hatdsa az AT Budapest 3 (A), az AT Basel (B) és az AT Padua | (C) heterozigdta mintdkon

A piros vizszintes vonal a referencia tartomany als6 hatarat jel6li.

17. tablazat A pH mddositas hatasa az eredeti reagensben az AT Budapest 3 (A), az AT Basel (B) és az AT Padua | (C) heterozig6ta mintakon

Heparin kofaktor anti-FXa AT aktivitas
(%)

Eredeti reagens,

Eredeti reagens,

pH 8.4 pH 7.4
1 55 55
S 2 63 69
AT Bp3 heterozigdtak 3 56 62
4 57 62
- 1 62 77
AT Basel heterozigotak 5 61 74
1 38 57
AT Padua | heterozigotak 2 66 92
3 65 90
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6.2 Osler-Rendu-Weber kor

6.2.1 Osler-Rendu-Weber kdros betegek diagnosztizalasa

Az HHT gyanUs betegek az egri Markhot Ferenc Oktatokorhaz és RendelGintézet
kozremiikddésével keriiltek bevalogatasra. A diagnosztikus protokoll elsé 1épéseként
azon orrvérz6 betegek, akik TA-kal rendelkeznek, alapos altalanos és ful-orr-
gégeszeti kivizsgalason estek at. A csaladi anamnezis felvétele soran felderitettik,
hogy van-e a csaladban méas egyén, aki orrvérz6, TA-kal és/vagy AVM-kel
rendelkezik. Az AVM jelenlétét kiilonbozo képalkotd modszerek (az agy
kontrasztanyagos MR, a tiid6 és a maj CT vizsgalata) segitségével hataroztak meg.

Az északkelet-magyarorszagi régiobol szarmazd 34 HHT gyanus egyén (5
proband és 29 veszélyeztetett rokon) esetében a genetikai hattér feltérképezésekor
fluoreszcens direkt szekvenalassal az ENG génben genetikai eltérést nem tudtunk
kimutatni. Tovabb folytatva a vizsgalatokat 19 személynél az ACVRL1 génben egy
ezidaig ismeretlen genetikai eltérest, a ¢.625+1 G>C splice site eltérés hordozasat
figyeltik meg heterozigéta formaban. Fizikai vizsgalatra 18 esetben kerult sor a
mutaciohordozok kozil, ndluk 13 esetben orrvérzéseket (25+12,6 évesek) és 14
esetben TA-kat (39,5+13,7 évesek) figyeltek meg. Négy esetben volt sziikség
transzfiziora a stlyos orrvérzések kovetkeztében. Az AVM jelenlétét 11 felndtt
esetében vizsgaltak, 4 esetben a majban talaltak AVM-kat. Szintén 4 esetben figyeltek
meg nem-vérz6 gyomor- €s nyombél TA-kat. Agyi és tid6 AVM-k nem fordultak el6
ebben a betegcsoportban.

Az 5 probandbol négy beteg Heves megye déli részér6l, egy pedig a
szomszédos Jasz-Nagykun-Szolnok megyébdl szarmazott. Tudomasuk szerint
rokonsagi kapcsolatban nem alltak egymassal, azonban a felmendik csaladnevei
kdzott volt egyezés. Az egymashoz kozeli régioban €16 csaladokban ugyanazon splice
site mutaci6 (ACVRL1 c.625+1 G>C) hordozéasa kapcsan felmerilt a rokonsagi
kapcsolat, illetve az alapitd hatas gyanuja. Ennek feltérképezésére az 5 proband
egyén, 22 hozzatartoz6 és 50 kontroll személy (akik bizonyitottan nem hordozzék az
ACVRL1 c.625+1 G>C mutécidt) esetében tovabbi genetikai vizsgalatokra, a HHT-s

rokonsagnal csaladfatérképek generalasara is sort kerdilt.
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5.2.2 Alapité hatas kimutatasa Osler-Rendu-Weber koros betegekben

A haplotipus analizis elvégzésekor 3 introni polimorf marker genotipizalasara kerilt
sor a 15 HHT-s beteg ¢s az 50 f6s kontroll csoportban.

Az allélfrekvencia értékek a kontroll csoportban mindharom SNP esetében jo
kozelitést mutatnak a HapMap kaukazusi populéaciora vonatkoztatott értékeivel (2015-
0s adat, 18. tablazat). Ezzel szemben a HHT-betegek allélfrekvencia értékei
jelentésen eltérnek a HapMap, és igy a kontroll csoport allélfrekvencia értékeitol.

Statisztikai analizisre nem kerult sor az alacsony esetszam miatt.

18. tablazat A vizsgalt introni polimorf markerek MAF értékeinek 6sszehasonlitd

tablazata a HHT-betegek, a populacids kontroll csoport és a HapMap adatok esetében.

HHT-betegek Kontroll csoport HapMap CEU
rs azonosito (n=15) (n=50) adat
MAF MAF MAF
rs2071219 0,32 0,54 0,56
rs706815 0,18 0,32 0,34
rs706816 0,18 0,32 0,34

MAF= Minor Allél Frekvencia

A mikroszatellita markerek fluoreszcens fragmentanalizise soran egy intragénikus
(D12S1677), 2 proximalisan (D12S85, D12S196) és 2 disztalisan (D12S1712,
D12S270) elhelyezkedd STR detektalasat végeztiik el. A DI12S85 proximalisan
tavolabb elhelyezkedé marker a 12-es ismétldésszammal fordult el6 a betegek 80%-
ban, ezzel szemben a kontroll csoportban 11 és 38 kozotti ismétlddésszamokat
figyeltink meg (16. &bra). A szintén proximalisan, de a génhez kozelebb
elhelyezked6 D12S196 marker a betegekben 10-es és 7-es ismétlddésszammal, a
kontroll csoportban szintén a 10-es, valamint a 9-es ismétlédésszam fordult el
leggyakrabban (17. &bra). A D12S1677 intragénikus marker esetében 60%-ban a 20-
as, kozel 25%-ban a 21-es ismétlédésszam jelent meg; mig a kontroll csoportban
valtozatos ismétlédésszamokat regisztraltunk (18. &bra). Disztalisan, a génhez
kozelebb elhelyezkeddé D12S1712 mikroszatellita esetében a betegek tobb mint 60%-

nal, illetve a kontroll egyenek tobbségénél is a 16-os ismétlédésszam volt a
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leggyakoribb (19. abra). A disztalisan tavolabb 1évé D12S270 marker mind a betegek,

mind a kontroll csoport vizsgalatakor valtozatos ismétlédésszamot mutatott (20. abra).
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16. abra A D12S85 mikroszatellita markerre jellemz6 ismétlédésszamok a HHT

betegek és a populacids kontroll csoport esetében
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17. abra A D12S2196 mikroszatellita markerre jellemz6 ismétlodésszamok a HHT-

betegek és a populacids kontroll csoport esetében.
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D12S1677
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18. abra A D12S1677 mikroszatellita markerre jellemz6 ismétlédésszamok a HHT-

betegek és a populacios kontroll csoport esetében.
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19. &bra A D12S1712 mikroszatellita markerre jellemz6 ismétlddésszamok a HHT-

betegek és a populacids kontroll csoport esetében.
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D12S270
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20. abra A D12S270 mikroszatellita markerre jellemz6 ismétlddésszamok a HHT-

betegek és a populacids kontroll csoport esetében.
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A probandok csaladjait feltérképezve szemléletes csaladfakat készitettiink, melyeken
feltintettik a talalt haplotipusokat (21-24. abra). A mutaciot hordoz6 egyéneknél
ugyanazon haplotipust figyeltilk meg a mutans, ,,C” allélhez kapcsoloddan.

L ] D 2 O Csalad 1.
o, O—p L Ny O
¢.625+1 G G G C
rs2071219 A A A G
rs706815 T C cC T
rs706816 A G G A
D12S85 12 12 12 12
D12S219¢ 10 11 7 10
D12S1677 20 21 21 20
D12S1712 16 17 18 16
D12S270 1 11 21 21
111 . D
. 2. 3.
€.625+1 G C G C
1s2071219 A G A G
rs706815 c T c T
15706816 G A G A
D12S85 20 12 20 12
D12S2196 11 10 11 10
D12S1677 21 20 21 20
D1281712 16 16 16 16
D12S270 11 21 11 21

21. &bra Az ACVRL1 c.625+1 G>C mutaciot hordozo 1. csalad csaladfatérképe

haplotipusokkal kiegészitve

Jelmagyarazat: @) egészséges nd (lany) B beteg firfi
0 egészséges férfi (fit) ﬁJZ[ elhunyt személyek
o beteg nd @B proband
7/

Genetikai vizsgalat csak azon személyek esetében tortént, akik szimboluma alatt a
genetikai markerek eredménye fel van tintetve.
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€.625+1 G C G G G G /Z} C G G
rs2071219 A G A G A G G G G A
rs706815 c T T T T T T T T C
rs706816 G A A A A A A A A G
D12S85 12 12 12 19 12 19 18 12 1220
D12S2196 11 10 10 7 0 7 7 10 10 7
D12S1677 2220 18 20 18 20 20 20 18 21
D12S1712 17 16 13 17 13 17 24 16 16 15
D128270 11 21 11 11 11 11 11 21 9 11
IV. 1 2 3 4. 6 7

€.625+1 G C G G

rs2071219 G G G G

rs706815 T T T T

15706816 A A A A

D12885 18 12 18 12

Csaldd 2. e

D1281677 18 20 20 18
D1281712 16 16 2416
D128270 9 21 11 9

22. abra Az ACVRL1 c.625+1 G>C mutacidt hordozo 2. csalad csaladfatérképe

haplotipusokkal kiegészitve.

Jelmagyarézat: .
gy @) egészséges no (lany) ] beteg férfi

0O egészséges férfi (fin) gz elhunyt személyek
(] beteg nd @B poband
s

Genetikai vizsgalat csak azon személyek esetében tortéent, akik szimboluma alatt a
genetikai markerek eredménye fel van tintetve. A zold szinnel jelolt

1smétlodésszamok rekombindciora utalnak.
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Csalad 3.
c.625+1 G G G C
rs2071219 A A A G
rs706815 T T T T
rs706816 A A A A
DI12S85 12 12 12 12
D1282196 10 12 10
D12S1677 19 20 21 20
D12S1712 16 16 25 16
D128270 11 21 19 21
1 2.

c.625+1 G C G C
rs2071219 A G A G
rs706813 T T T T
rs706816 A A A A
D12885 12 12 12 12
D1282196 12 10 11 10
D1281677 20 20 21 20
D1281712 g8 16 25 16
D128270 19 21 19 21

23. &bra Az ACVRL1 c.625+1 G>C mutaciot hordozo 3. csalad csaladfatérképe

haplotipusokkal kiegészitve

Jelmagyarazat: @) egészséges nd (lany) B beteg firfi
| egészséges férfi (fin) Q'lZT elhunyt személyek
@  betegnd @M proband
>
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6.

C.625+1
rs2071219
rs706815
rs706816
D12885
D12821%6
D1281677
D1281712
D128270

€c.625+1
152071219
15706815
15706816
D12S85
D12S2196
D1251677
D1281712
D125270

A A AN

Csalad 4.

) _Zw.

9
Cc.625+1 G C
rs2071219 A G
rs706815 c T
rs706816 G A
D12S85 19 12
D1252196 10 10
D1251677 21 20
D12§1712 13 16
D128270 19 21

1 2. 3. 4.

c.625+1 G G G C G
rs2071219 A G G G G
rs706815 c T T T T

rs706816 G A A A A
D12S85 19 18 12 12 12
D1252196 10 12 7 10 10
D1251677 21 20 19 20 21
D12§1712 13 13 17 16 18
D128270 19 11 11 21 11

4.

G G G C G G
G G G G A G
T T T T T T

A A A A A A
12 12 12 12 2 12
7 10 7 10 10 10
19 21 21 20 20 20
17 18 18 16 25 25
11 11 11 21 11 11

a0

12
10
20
16

21

24. &bra Az ACVRL1 c.625+1 G>C mutaciot hordozo 4. csalad csaladfatérképe

haplotipusokkal kiegészitve.

Jelmagyarazat:

egészséges nb (lany)

O egészséges ferfi (fin)

[ ] beteg nd

|
glz elhunyt személyek

beteg férfi

@B proband

v

Genetikai vizsgalat csak azon személyek esetében tortént, akik szimboluma alatt a

genetikai markerek eredménye fel

van

ismétlodésszamok rekombinaciora utalnak.

tlntetve.

A z0ld

Az 6todik proband esetében nem volt lehetdségiink csaladfa analizisre.
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Geneologus altal felderitésre keriiltek az 5 proband felmendi, valamint az esetleges
koézos 0s, akitdl az ACVRL1 c.625+1 G>C eltérés eredeztethetd. Ennek

eredmeényeképpen egy olyan hézaspart talaltak, kiknek h&zassagkotése 1779-ben volt

a leszarmazottak mai lakohelyét6l koriilbeliil 30 km-re (25. &bra).

1IL

VL

VIL

VIIL

25.

15 16 1

! DT@&' 4.csaié

1.csalad

3.csélé£1 2.cséléd 5 .csaléd

abra A 10 generaciot fel6lel6 csaladfa az 5 HHT proband lehetséges k6z6s 6sével

A 10 generacios csaladfa elkészitése és felkutatdsa Bardossy Péter (csaladfakutatd) munkaja.
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7.  Megbeszélés
7.1 Genetikai vizsgalatok antitrombin deficienciaban és Osler-Rendu-Weber

kérban; alapité mutéciok

Az értekezésben az egyik célunk a magyarorszagi és kornyezé foldrajzi régiobol
szarmazo AT deficiens, valamint a magyarorszagi Osler-Rendu-Weber koros betegek
genetikai hatterének felderitése, valamint gyakori mutaciok keresése volt.

Az AT a véralvadas kulcsfontossagu szabalyozodja. Az 6roklott AT deficiencia
egy heterogén betegség, az l-es tipust kvantitativ és a ll-es tipusd kvalitativ
csoportokba sorolhatd. A vizsgalt AT deficiens populacidban fluoreszcens direkt
szekvenalassal és MLPA analizissel 31 kiilonb6z6 mutacidt talaltunk az AT génjében
(SERPINC1), melyek kozil 11 U0 genetikai eltérés. Sajat AT deficiens
betegcsoportunkban a I1.HBS altipus volt a leggyakoribb.

Az Osler-Rendu-Weber kor (vagy orokletes hemorrhagias telangiectasia;
HHT) egy autoszomalis dominans betegség, melyet orrvérzések, TA-k és AVM-k
jellemeznek. A betegség diagndzisa az 1999-ben feléllitott Curacao kritériumok
alapjan torténik [47]. Két f6 gén mutacioi allnak a hattérben, ezek az ENG és az
ACVRL1. Az északkelet-magyarorszagi régiobol szarmazé 5 HHT-gyanus proband
fluoreszcens direkt szekvendldsa sordan az ENG génben nem taldltunk eltérést,
azonban az ACVRL1 génben mind az 5 betegnél egy azonos genetikai varianst
(ACVRL1 c.625+1 G>C) fedeztink fel, melyr6l eddig nem szamoltak be az
irodalomban. E splicing eltérést az 5 proband olyan csaladtagjainal is regisztraltuk,

akik eleget tettek legalabb 2 Curacao kritériumnak.

7.1.1 Alapité mutaciok jelentésége, megjelenése antitrombin deficiencidban,

egyéb trombofilidkban és Osler-Rendu-Weber kérban

Az alapitd mutacidk révén csokken a genetikai sokféleség egy Kis létszamu
populacidban, a genetikai drift eredményeképpen valtozasok kovetkeznek be az
allelfrekvenciakban [87]. Az alapitd mutaciok el6fordulasanak igazolasara
kapcsoltsagi analizist végeznek. A polimorf genetikai markerek (mikroszatellitak)
teszik lehetévé a genetikai variancia alapos vizsgalatat. Amennyiben a betegség
hatterében all6 okozati mutécidé szoros kapcsoltsdgot mutat a vizsgalt polimorf
markerekkel adott haplotipust kialakitva, az alapitd hatds igazolhatd. Az alapitd

mutaciok felderitése egy populéacidban tébb szempontbdl hasznos. Egyrészt az alapitd
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mutacio  kOvetkeztében az érintett betegcsoportokban sokkal —hatékonyabb
diagnosztikai stratégiat allithatunk fel, masrészt az alapitd mutaciok jelenléte az adott
genetikai betegség esetén ndveli a mutacios talalati ardnyokat is. A gyorsabb és
pontosabb diagndzis mellett az is kiemelend6, hogy az azonos mutaciéo hordozashoz
megtervezését is megkonnyiti.

A magyarorszagi AT deficiens betegek igen nagy ardnyban hordoztdk az AT
Bp3 (p.Leul31Phe) mutaciot. Minden, az irodalomban korabban leirt, AT Bp3
hordozo esetében kelet-eurdpai szarmazasrol szamoltak be [70, 88, 89]. A mutaciét
Osszefliggésbe hoztdk vénas, kisebb ardnyban artérias trombotikus eseményekkel,
valamint terhességi komplikéacidkkal is. Olds és mtsai. 1994-ben 5 AT Bp3 hordoz6
csaladrol szamoltak be, 6k 6 polimorf genetikai markert vizsgalva, beleértve az Alu5
és Alu8 STR markereket is, alapito hatas lehetdségére kovetkeztettek [70]. A vizsgalt
szemeélyek és a polimorf markerek szama azonban esetikben igen alacsony volt
ahhoz, hogy egyértelmii bizonyitékot szolgaltassanak. Szamunkra megadatott annak a
lehetdsége, hogy kiemelkedden nagy szamti mutdcidhordozét toborozzunk és tobb
genetikai markert vizsgalhassunk. Osszesen 102 AT Bp3 mutacidé hordoz6 és 200
egészséges személy DNS mintajan 12 polimorf markert (7 SNP, egy 5°’LP és 4 STR)
vizsgéalva sikerilt igazolni az AT Bp3 mutacio alapitd hatdsat. A haplotipus
analizishez az 1-es kromoszéma 1g24.2-25.2 régidjaban 7 SNP-t (rs5877, rs5878,
rs1799876, rs941989, rs677, rs2227612 és 1s2227596), egy 5’LP-t és 4 STR markert
(az Alu5 és Alu8 markereket a SERPINC1 gén 5 intronjaban, a D1S218 markert a
SERPINC1 géntdl disztalisan, a D1S196 markert a SERPINC1 géntdl proximalisan
elhelyezkedé mikroszatellitat) vizsgaltuk. A haplotipus analizis sordn kimutattuk,
hogy a ,,T allél” egyetlen haplotipussal tarsult (12. tablazat). A normal ,,C allél”
kiilonb6z6 haplotipusokkal tarsult mind a heterozigota AT Bp3 mutécid hordozdkban,
mint a kontroll csoportban. Ravilagitottunk arra az érdekességre is, hogy a finn AT
deficiens populacio mutacids spektruma kilénbozik a magyartol, holott a két nemzet
elvileg rokoni kapcsolatban all egymassal [71]. A finn populacidban az AT Basel
mutaciordl szamoltak be, mint gyakori (alapit6?) mutécid, azonban ezt genetikai
markerekkel nem igazoltdk. Mig a finn AT deficiens populaciéban az AT Basel
ardnya a ll-es tipusu deficiencian belil 88%, addig a magyar betegekben ez
minddssze 4%. Ezzel szemben mig nalunk az AT Bp3 aranya a ll-es tipuson bell

81%, addig a finn betegek kozott ez az eltérés egyaltalan nem fordul eld. Ezek alapjan
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felvetédik, hogy az AT Bp3 mutacio a két népcsoport szétvalasa utan keletkezett,
vagy kerilt be Magyarorszagra. Az alapitas idejének becslésére torténtek mar
vizsgdlatok a munkacsoportunkban, ami alapjan a XVII. szdzad tlnik
legvaldsziniibbnek, de tovabbi, pontositd vizsgalatok sziikségesek még kozlés elbtt.
Az AT Cambridge Il mutaciéo a brit populacidban gyakori és alapitd hatasanak
vizsgalatakor 31-b6l 29-en azonos haplotipust mutattak egy (ATT)s STR kivételével,
ahol 4 féle ismétlédésszamot tapasztaltak [3]. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy 4 fliggetlen eredeti alapitdja lehet az AT Cambridge II muticionak. Az AT
Cambridge Il mind vénas, mind artérias trombotikus eseményekkel 6sszefliggésbe
hozhatd. E mutaciot spanyol, német és francia betegekben is detektaltak, azonban a
magyarorszagi AT deficiens populéciéban nem volt kimutathaté [90]. Olds és
munkatarsai az AT Bp 3 mutécié vizsgalata mellett ugyanazokat a markereket 5
p.Argl61* SERPINC1 mutacié hordozd csaladnél is tanulmanyoztak, mely esetben
szintén felvetédott az alapitdé mutacio lehetdsége [70]. Az AT Hamilton
(p-Ala414Thr) és az AT Amiens (p.Arg79Cys) mutéciok tekintetében is vegeztek
kapcsoltsagi analizist [4]. Mindkét esetben az (ATT)s jellegzetes ismétlodését
figyelték meg, az AT Hamilton esetében (ATT)i7, mig az AT Amiens esetében
(ATT)s. Az AT Hamilton és az AT Amiens fokozott rizikot jelentenek vénas
trombozis kialakulasara. Osszességében elmondhatd, hogy a legkiterjedtebb genetikai
vizsgalatot a legnagyobb populdcion munkacsoportunk végezte az AT deficienciaval
kapcsolatos alapit6 hatas igazolasara [90].

Egyéb trombofiliat eredményezé megbetegedesekben is szamoltak mar be
alapitd mutaciok jelenlétérdl. Az Il-es tipusu Protein C hidnyt eredményezd
€.3363insC mutécié esetében 117 heterozigéta hordozén 5 STR markert vizsgélva
megallapitottak, hogy egy azonos haplotipussal jar. Eszak-Amerikaba pedig néhany
francia  telepes  alapitd6  vihette be [91]. A  protrombin  @gén
G20210A polimorfizmusanak el6fordulasa a kaukazusi populacioban 1-6%, mely 2-5-
sz0r6s rizikot jelent a VTE kialakulasara. Osszesen 4 dimorfizmust vizsgaltak 10
homozigéta, 123 heterozigbta G20210A hordoz6 és 110 kaukazusi kontroll egyén
esetében. A beteg és kontroll csoport kdzott szignifikans kildonbségeket figyeltek
meg, a dimorfizmusok erés kapcsoltsagot mutattak alapitd hatast jelezve [92]. A
kaukazusi populacioban a FVL polimorfizmus el6fordulasi gyakorisaga 10% koriil
van, mig a polimorfizmus egyéaltalan nem mutathaté ki az egyes észak- és dél-

amerikai nativ populacidkban, illetve a fekete afrikai, a japan és a kinai népességben.
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A kaukéazusi populacidban e polimorfizmus hordozésa alapité hatas kdvetkezmenye
[69].

Az 6t Osler-Rendu-Weber koros proband egymashoz koézeli foldrajzi térségbol
val6 szarmazasa, a felmendik kozotti névazonossag, valamint ugyanazon eltérés
(ACVRL1 c.625+1 G>C) hordozasa vetette fel, hogy alapit6 mutaciéra bukkantunk.
Ennek igazolasara 8 polimorf genetikai markert tanulmanyoztunk a 12-es
belil 3 SNP-t (rs2071219, rs706815, rs706816) és egy mikroszatellita markert
(D12S1677), tovabba a génhez képest proximalisan (D12S85, D12S2196), valamint
disztalisan (D12S1712, D12S270) két-két STR-t valasztottunk. A haplotipus analizis
soran ugyanazon haplotipust tudtuk kimutatni a mutans, “C” allélhez tarsultan. A
vizsgalt 8 polimorf marker ugyanazon kromoszéman, egymashoz kozel helyezkedik
el és kapcsolt 6roklédést mutat. A mutacidhordoz6 allélon a vizsgalt markerek kozott
rekombinaciot nem figyeltink meg. Ez arra utal, hogy még nem zajlott le annyi
meidzis, mely soran crossing over johetett volna létre, vagyis a mutacié a nem tdl
tdvoli maltban keletkezhetett. A csaladfakutatd segitségevel megtalélt hazaspér,
kiknek eskiivéje 1779-ben volt, nem feltétleniil jelenti azt, hogy 6k voltak a mutacid
alapitoi. Az Osler-Rendu-Weber kor tekintetében a vilag szinte minden tajan, igy a
holland Antillakon, Franciaorszagban, Olaszorszagban, Danidban és Norvégiaban is
talaltak HHT alapitd mutécidkat [72-75].

7.1.2 A mutécio detektalasi arany antitrombin deficienciaban és Osler-Rendu-
Weber kdrban

Antitrombin deficienciaban a mutacid detektalasi arany igen magas, 98% az altalunk
vizsgalt populdcidban. Ez a magas arany valdsziniileg az AT Bp3 mutacié gyakori
eléfordulasanak, alapitd hatasanak kovetkezménye. Mas populécidkban ez az arany
alacsonyabb, 69-83% korili [93-96]. A csokkent AT aktivitassal rendelkezd
betegekben az alacsonyabb mutacié detektalasi rata hatterében aberrdns N-
glikozilacio, vagy olyan eltérés feltételezheté, mely a SERPINC1 ritk&dn vizsgalt
mutacié detektalasi arany azt jelzi, hogy az altalunk kidolgozott hemosztazis

diagnosztikai algoritmus teljes mértékben szenzitiv és specifikus [45] (26. &bra).
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| AT aktivitas (heparin kofaktor teszt, hc-anti-Xa) < 80% |

¥
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Normal: Alacsony:
II-es tipus I-es tipus
. ¥
‘ Progressziv AT aktivitas meghatarozas (p-anti-FXa) ‘ kfz Erllglgié
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Egyéb ILLHBS » Nevati » Telies SERPINCI o6 kvenala
mutaciok azonositasa | cedliv ‘ ‘ cIes EEN SacRvendas

26. abra Az altalalunk hasznalt diagnosztikai algoritmus antitrombin deficiencia esetén

Az északkelet-magyarorszagi régiobol Tanszékiinkre érkezett Osler-Rendu-Weber
koros betegek diagnosztizalasakor a mutacio detektaldsi rata 81,3% volt (nem
publikalt sajat adat). Amennyiben az egész orszaghdl kért HHT genetikai
vizsgalatokat vesszik figyelembe ez az ardny mar csak 36,7% volt. Véleményink
szerint ennek oka, hogy mig az északkelet-magyarorszagi régioban a betegség
feltérképezése szigortian a Curagao kritériumoknak megfeleléen valosult meg, addig
az orszag tobbi terileteirl érkezett betegek esetében nem minden esetben volt
kelléen megalapozott a HHT diagnozisa. Ebbdl kifolyolag hianypotlonak tartanank
egy szakmai ajanlas elkészitéset, mely iranymutatas lehetne a hazai klinikumban
dolgozé kollégak szamara. Az igen magas (81,3%) mutécio detektalasi arany az adott
régioban az alapitd mutici6 (ACVRL1 c.625+1 G>C) kovetkezménye is.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a 4 Curacao kritérium figyelembevétele mellett a
HHT esetek korulbelll 75%-ban sikertl kimutatni valamilyen ENG vagy ACVRL1
mutaciot [6]. Ez az arany tovabb, 85%-nal magasabbra emelkedik, ha az adott

betegnél a 4 kritérium egyszerre all fenn. [101].
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7.1.3 Uj mutaciok antitrombin deficienciaban és Osler-Rendu-Weber kérban

Mind az AT deficiencidban, mind a HHT-ben gyakori az 0j mutéaciok detektalasa,
mivel nincsenek mutacios forrépontok, raadasul a HHT-ben tobb gén is érintett.

Az éltalunk taldlt 11 0j SERPINC1 mutéacié kozll tiz a laboratoriumi fenotipus
alapjan I-es tipust deficienciat eredményez. A p.Pro461Thr eltérés a laboratoriumi
értékek szerint a ll-es tipusba sorolhatd, valamint ebben a pozicidban leirtak korabban
egy p.Pro461Leu eltérest, melyet 11.PE deficiencianak veleményezték [100].

Az ACVRL1 c.625+1 G>C mutécid kordbban nem szerepelt egyetlen mutacios
adatbazisban, valamint kdzleményben sem, ezért szintén Ujnak tekintettik.

A kozeljovében az Ujgeneracios szekvenalds mddszerének (NGS)
elterjedésével egyszeriibb lesz a genetikai diagnozis, mint a funkcionalis vizsgalatok,
igy ezzel szamos (Uj) eltérést lehet majd azonositani. Egy Uj mutacio detektalasakor
kulcsfontossdgu a mutéacio patogenitasanak megitélése. A ma kozolt genetikai
leletekben mar megkdovetelik, hogy a genetikai eltérés pontos leirdsa mellett az eltérés
patogenitasardl is nyilatkozzunk [102]. A ma érvényes ajanlas értelmében a genetikai
eltéréseket patogenitas szempontjabol 5 csoportra osztjak. Az 1. csoportba tartoznak a
,hem patogén” eltérések, a 2.-ba a ,valoszinlileg nem patogének”, a 3.-ba a
,bizonytalan kovetkezménnyel” jarok (VUS, variance of uncertain clinical
significance), a 4.-be a ,,valoszintileg patogén” és végiil az 5. csoportba a ,,patogén”
eltérések. A patogenitas igazolasanak vannak indirekt és direkt bizonyitékai. Az
indirekt bizonyitékok kozé tartozik a konzervaltsdg megitélése; esetlinkben a
SERPINC1 0j misszensz mutaciok mind konzervalt régidkra esnek (12. abra).
Tovébbi bizonyitékot szolgaltathatnak az in silico patogenitast joslé szoftverek,
melyek ma igen elterjedtek. Ezen munka sordn mi is alkalmaztuk a SERPINC1
misszensz mutacidk vizsgalatara a PolyPhen2, MutPred és PhD_SNP szoftvereket
(14. tablazat), melyek alapjan szintén patogénnek tekinthetjik a talalt Uj mutaciokat.
Végezhetlink tovabba szegregacids analiziseket a nagykiterjedésti csaladok esetében,
melyet alkalmazhatunk egy adott fenotipus 6roklési modjanak meghatarozasara,
egyes génhatdsok tisztdzasara [103]. Mig elébbi modszerek dontéen a misszensz
eltéréseket tudjak vizsgalni, a szegregacios analizis minden tipusi mutéacio esetében
alkalmazhatd. Sajat munkankban mind AT deficienciaban, mind HHT-ben alkalmunk
nyilt nagy, tobb generaciot magaba foglalo csalddok tanulméanyozésara (p.Leu205Pro
a SERPINC1 génben és az ACVRL1 c¢.625+1 G>C esetében). Indirekt bizonyitéknak

90



tekinthet6 az is, amennyiben legalabb 100 egészséges allélon nem tudjuk kimutatni az
Uj genetikai varianst. Utobbi maodszerrel jartunk el a SERPINC1 mutaciok és az
ACVRL1 ¢.625+1 G>C esetében.

Egy mutacié patogenitasanak legfobb bizonyitékat (direkt bizonyiték) az in
vitro biokémiai analizisek szolgaltatjak, amikor rekombinans rendszerekben az adott
fehérjék mennyiségi és mindéségi tulajdonsagait vizsgaljuk. A munkacsoportunk altal
talalt 11 0j AT mutécio kozil eddig egy mutacio molekularis karakterizalasat fejeztiik
be. A p.Leu205Pro mutaciot egy Kiterjedt csalad tobb tagja hordozza, akik tobb
trombotikus eseményen estek at. A Pro205 mutans fehérjét a WT-hoz hasonlo
mennyiségben mutattuk ki a sejtek lizatumaban, ezek alapjan a protein szintézis nem
érintett. Ezzel szemben a sejtek fellluszojaba csak csekély mennyiségli mutans
fehérje jut ki, ami szekrécios zavarra utal. A Pro205 fehérje specifikus aktivitasa is
csokkent a WT-hoz képest. Az eredmények 0sszességében egy komplex (mennyiségi

zavar a szekrécid defektusa miatt és funkcionalis zavar) defektusra utalnak.
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7.2 Genotipus-klinikai fenotipus 6sszeflggések antitrombin deficienciaban és
Osler-Rendu-Weber koérban

7.2.1 Az antitrombin deficiencia klinikai megjelenési formai

Mig kordbban az AT deficienciat homogén betegségnek tartottak, az utobbi idében
szorvanyos kozlések jelentek meg azzal kapcsolatban, hogy az oroklott AT
deficiencia heterogén klinikai képpel tarsul. Sajat vizsgalatunkban nagy szamu beteg
bevonasaval mi is ez utdbbi feltevést igazoltuk.

Az l-es tipust deficiencia sulyos trombotikus eseménnyel jar és kizarolag
heterozigota genotipus figyelhet6 meg. A trombotikus események kozil leginkabb
venas trombozisokkal hoztak kapcsolatba, azonban nem Kizarhatd artérias esemény
sem. Sajat vizsgalatunkban az I-es tipusl deficienciat eredményez6 mutaciok sulyos
vénas trombotikus fenotipussal tarsultak, kivéve az AT Wobble, mely esetében nem
venas, hanem arterids trombozist (MI) regisztraltak. Az AT Truro varianst in silico
tanulmanyokban 11.HBS altipusba soroltdk [104], azonban a laboratériumi fenotipus
alapjan mennyiségi zavarnak itéltuk. Az ellentmondas miatt érdekes lenne e
mutécidval kapcsolatban funkcionalis vizsgalatokat végezni a késébbiekben.

A ll-es tipust RS és PE altipusok altalaban az I-es tipushoz hasonld klinikai
fenotipussal fordulnak eld. Esetiinkben kicsi a ILRS és II.LPE esetszam, ezért
messzemeno kovetkeztetéseket nem tudunk levonni.

A ILHBS egy Kkivételes klinikai megjelenésti csoportot képvisel, az I-es
tipustdl abban kulonbozik, hogy a I1.HBS heterozigdtaknal vannak ATE, terhességi
komplikaciok is, és a VTE idején altalaban idésebbek, mint I-es tipusu betegek. A
I1.LHBS egy igen érdekes és heterogén alcsoport az AT deficienciakon belil, mivel a
betegek klinikai és laboratoriumi fenotipusa kiilonb6z6 attol fiiggéen, hogy konkrétan
milyen mutacid all a hattérben. Az AT Bp3, AT Padua | és AT Basel mutaciokat nem
csak vénas, hanem artérias eseményekkel, valamint terhességi komplikaciokkal is
Osszefliggésbe hoztak [105-107]. Amennyiben az elsé vénas trombozis kialakulasaig
eltelt id6t tekintjik a Kklinikai sulyossag fokméréjének, az I-es tipust AT deficiencia
sokkal sulyosabb, mint a I1.HBS heterozig6tasag, azonban az AT Bp3 homozigo6tasag
az l-es tipusndl stlyosabb. A I1.LHBS altipuson bellil az AT Bp3 homozig6tasag a
legsulyosabb (az els6é VTE kialakulasanak idején az AT BP3 homozigdtak
életkoranak medianja 14 év, az AT Bp3 heterozigotak esetében 33 év), de az AT Bp3

heterozigo6tasag szignifikansan sulyosabb az AT Padua I-nél. Az AT Basel és az AT
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Padua | nem kilonbozik szignifikansan az els6 VTE kialakulasanak idejében. Abban
az esetben, ha nemcsak az elsé VTE kialakulasanak idejét, hanem a VTE mellett az
ATE, valamint a terhességi komplikaciok bekovetkeztének idGpontjat is egyittesen
vesszik figyelembe, az 1-es és 11.HBS heterozigota tipus sulyossaga nem kiilonbozik
szignifikansan. Az AT Bp3 homozigotasag sokkal sulyosabb, mint az I-es tipus és a
I1.HBS heterozigdtasag. Az AT Bp3 homozigotakban gyakoriak az Gjsziilott- és korali
gyermekkori trombozisok. E homozig6ta betegeknél ATE nem volt megfigyelheto.
Osszességében megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt csoportban az AT Bp3
leginkabb VTE-vel, az AT Basel inkdbb ATE-vel, az AT Padua | pedig magasabb
aranyu terhességi komplikacioval tarsult. Az AT Bp3 heterozig6tasag sem tekinthetd
azonban enyhének, hiszen a heterozigdta hordozok kb. fele esett &t VTE-n vagy ATE-
n a genetikai diagnézis idépontjaig, valamint a tiinettel rendelkezékben egyéb
trombozis rizikofaktorokat nem lehetett azonositani. Erdekes kérdés, hogy a I1.HBS
altipuson beltl miért csak az AT Bp3 mutacio esetén talalkozunk homozigéta
személyekkel és miért nincsenek homozigétak pl. az AT Basel, vagy AT Padua |
esetében, melyek szintén gyakoriak bizonyos populaciokban. A  sajat
beteganyagunkban a viszonylag alacsony AT Padua | és AT Basel frekvencia miatt
eleve nem varhattunk homozigota személyeket, azonban homozigota formaban ezek
az eltérések méas populéciokban sem voltak kimutathatok. Feltételezzik, hogy
mindkét eltérés homozigéta megjelenése az élettel Gsszeegyeztethetetlenul stlyos
fenotipussal jarna, hasonléan az l-es tipusu deficienciakhoz. Az AT Bp3 mutécidt
kivéve eddig csupdn néhany, Il-es tipust eredményezé mutaciot detektaltak
homozig6ta formaban, ezek az AT Dublin (p.Val30Glu), AT Toyama (p.Arg79Cys),
AT Cambridge Il (p. Ala416Ser), AT Alger, AT Budapest 4, AT Fontainebleau, AT
Kumamoto, a p.Phe261Leu és p.Pro469Leu. A felsorolt eltérések kozil az altalunk

vizsgalt hazai betegpopulacidoban egyik sem fordult eld.
7.2.2 Az antitrombin deficiencia megnyilvanulasa gyermekkorban

Tudomésunk szerint a mi munkacsoportunk regisztralta a legtdbb AT deficiens
gyermeket, akik kozott a 11.LHBS altipus volt a leggyakoribb. Ez azt igazolja, hogy
sziikség van az AT deficiencia sziirésére a gyermekkori trombozisos esetekben,
kivaltképp azon populaciokban, ahol magas az AT deficiencia I1.HBS tipusanak

gyakorisaga.
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7.2.3 Az antitrombin deficiencia terapias vonatkozasai

A mi kohorszunkban a gyerekek terapiaja szempontjabdl a hosszatavu antikoagulalas
a gyakorlat, valamint tobbnyire a felnéttek kezelésekor is igy jarnak el. A trombozis
elszenvedése utdn az antikoagulalas iddtartamara vonatkozoan, a szekunder prevencid
stratégidja tekintetében nincs egységes allaspont. Kiilonb6zé irodalmi adatok
kiilonbozoé idotartamu  antikoagulalast ajanlanak. Az AT deficiencia egy sulyos
trombofilia és az AT deficiensek prevencios stratégiaja adott esetben eltérhet az egyéb
trombofiliakban alkalmazott stratégiatol. Szikség lenne egy nemzetkdzi prospektiv
adatbdzis kialakitasara, hogy kelléen megalapozott ajanlast lehessen tenni a terapiaval
kapcsolatban. Tovabbi fontos szempont a tlinetmentes mutaciéhordozok prevencios
intezkedésekre [34]. Vizsgalataink sordn 64 otven év alatti (ebb6l 29-en hlsz év
alattiak) tlnetmentes csaladtagot regisztraltunk. Amennyiben a probandok
csaladjanak célzott genetikai szlirése soran tlnetmentes de mutacidhordozo
csaladtagot regisztralunk, lehet6ségiink van a magas trombdzis rizikdval jard
esetekben a primer prevenciora. Egyes ajanlasok értelmében esetikben az oralis

fogamzésgatlo felirdsa keriilend6 [108].
7.2.4 Az Osler-Rendu-Weber kor klinikai megjelenési formai

Sajat vizsgalataink sordn az ACVRL1 c¢.625+1 G>C mutaciot hordozo csaladokban a
HHT véltozatos fenotipussal jart. Két, a diagnozis idOpontjaban 34 éves beteg
esetében még orrvérzések sem fordultak eld. A mutaciot hordozok esetében a TA-k
megjelenése az arcon, az ajkakon, a nyelven és a kezeken viszonylag késoi
életkorban, a 40-es éveik végén jelentek meg. Tudo és agyi AVM-k egyetlen esetben
sem voltak kimutathatoak. Négy beteg vizsgalatakor a majban eléforduldé AVM-ket
regisztraltunk. A csaladsziirés jelentdsége HHT-ben is kiemelendd, hiszen a genetikai
eltéréssel rendelkezd, de a diagndziskor még tiinetmentes csaladtagok szoros kovetese
sziikséges a nagy vérzések megeldzése, illetve korai ellatdsanak biztositasa

érdekében.
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7.3 Laboratériumi szempontok antitrombin deficiencidban

Az AT hiany kimutatasara szolgald elsévonalbeli teszt egy kromogén funkcionalis
vizsgalaton alapul, amelyben a Flla vagy a FXa AT altal heparin jelenlétében torténd
gatlasat mérjuk kromogén szubsztrat alkalmazasaval, ahol a feleslegben alkalmazott
enzim (Flla vagy FXa) aktivitasat mutatjuk ki. Ha normal, egészséges egyének AT
szintjeit vizsgaljuk, identikus eredményt kapunk anti-Flla vagy anti-FXa teszttel,
amint az a nemzetkdzi korkontroll programokba a kiilonboz6 laboratoriumok altal

bekiildott eredményekbdl jol lathatd (27. dbra).
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27. &bra AT aktivitas meghatarozasa az ECAT kiils6 minéségbiztositasi programban,

az ECAT Altal rendelkezésre bocsatott statisztika

287 laboratérium &ltal végzett mérési eredmény. Ahol a piros a Flla (medidnja: 88%) és a z6ld a FXa

(87%) tesztek altal végzett mérési eredményeket abrazoljak.

Munkacsoportunk korabban megallapitotta, hogy az enzim tipusa befolyasolja
a teszt érzékenységét bizonyos AT deficiencia tipusok irant. Az AT Bp3 mutéciora
példaul az anti-FIla moédszerek nem mutattak kell6 érzékenységet [46]. Ahogy
azonban néhany tanulmanyban utaltak ra [45, 71, 77, 90, 109, 110], a funkcionalis AT
tesztek érzekenysége szempontjabol nem feltétlendl kizarolag az enzim tipusa (anti-
Flla vagy anti-FXa esszé) az egyetlen befolyasold tényez6. A hc-anti-FXa

laboratdriumi tesztek szempontjabol kieemelendd, hogy kiilonb6zo érzékenységgel
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rendelkeznek a I1.LHBS altipusokban. Ebbd6l kifolyolag a IL.LHBS

aluldiagnosztizalt lehet néhany, a kereskedelemben kaphaté funkcionalis esszé

altipus
alkalmazéasakor. Az altalunk hasznalt diagnosztikus esszé (Labexpert H+P) az dsszes
AT deficiencia kisziirésére alkalmas. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 anti-FXa

tesztek fobb jellemz6it a 19. tblazat foglalja 6ssze [45].

19. tablazat A heparin kofaktor anti-FXa AT aktivitds mérésére szolgalé tesztek tulajdonsagai

5 Inkubacios . ’ . o A minta
A szubsztrat Heparin Kromogen Minta Higito
idé L . végso
eredete 5 koncentréacio szubsztrat tipusa el6higitisa puffer o
(masodperc) higulasa
Siemens Z-D-Leu-Gly-Arg- :
. Tris/HCI
Innovance® Humén FXa 180-190 1500 U/L ANBA-methylamide- 1:4 A 1:20
Antithrombin acetate PR S
HemosIL® S-2765 0,15M
. Szarvasmarha .
Liquid Ex 100-140 3000 U/L (N-a-Z-D-Arg-Gly- 1:40 Natrium 1:120
a
Antithrombin Arg-pNA<2HCI) Klorid
Chromogenix S-2765 0,15 M
_ Szarvasmarha .
Coamatic® Ex 100-140 5000 U/L (N-a-Cho-D-Arg- 1:121 Natrium 1:484
a
Antithrombin Gly-Arg-pNA-2HCI) Klorid
SXa-11
Hyphen ] 0,15M
. Szarvasmarha (hasznéalatra (Suc-lle-Glu- o
Biophen Ex 60 kész) (+Pip)Gly-Arg-pNA 1:20 Natrium 1:170
a ész i -Arg- ,
Antithrombin YRR ATEP Klorid
HCI)
g . BIOPHEN CS-11
abexper
. & . Szarvasmarha 1 USP [Suc-lle-Gly-( y g i
Antithrombin 60 i i 1:50 pH 8.4 1:150
FXa units/mL Pip)Gly-Arg-pNA, Tris-HCI ’

HCI]

Az dsszehasonlitaskor alkalmazott anti-FXa alapu Siemens AT esszé érzékenysége is
100%, azonban a szintén anti-FXa alapt HemoslL AT teszt érzékenysége igen
alacsony az AT Bp3 mutansokra nézve és teljesen erzéketlen az AT Basel es AT
Padua | mutansokra, hasonléan Orlando és mtsai. tapasztalataihoz [109]. A “pilot”
Kisérletiink eredményei alapjan arra kovetkeztettink, hogy a hc-anti-FXa tesztek
érzékenységében a heparin koncentracio és az ioneré a fé befolyasold tényezok.
Eredményeink azt is mutatjak, hogy a I1.HBS igen heterogén a csoport a mutaciok
tipusatol fiiggden laboratoriumi viselkedés szempontjabol is. A funkciondlis tesztek
egyes altipusok irant mutatott eltérd szenzitivitasanak hatterében allhat az AT-heparin

kotés erdsségének kiilonbsége is az egyes mutansok esetében. A vizsgalt paraméterek
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(heparin koncentracid, pH) modositasa érdekes modon kevésbé befolyasoltak az AT
Bp3 mintdkban meért AT aktivitds értékeket, ami azzal egyitt, hogy a Bp3
homozigotak AT koncentréacio értékei gyakran alacsonynak mutatkoztak, azt sugallja,
hogy e mutacié nem csupdn az AT-heparin kolcsonhatast befolyésolja, hanem

komplexebb kdvetkezménnyel jar.
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7. A jelolt sajat eredményei, Uj megéllapitasai

. Az AT deficiens betegek és csaladtagjaik genetikai vizsgéalata soran az
irodalomban legmagasabb mutacids detektalasi aranyrol szamoltunk be; a SERPINC1
génben 31 kiilonbo6z0, ezek kozott 11 Gj mutacidt azonositottunk.

. Felismertiik, hogy a I1.LHBS altipusba tartoz6 AT Bp3 mutacio (p.Leul31Phe)
a magyarorszagi AT deficiens populdcioban kiemelkedden gyakori és polimorf
genetikai markerek vizsgalataval igazoltuk, hogy ennek hatterében alapit6 hatés all.

. Megallapitottuk, hogy az AT deficiencia a klinikai megjelenés szempontjabdl
heterogén csoport; s6t a ILHBS altipus 6nmagaban is heterogén. Mig az I-es tipusu
deficiencia sulyos vénas trombdzissal jar, a 1I.HBS altipus heterozigota formaban
enyhébb megjelenésii és nem kizdrdlag vénds trombozis fordul eld. Az AT Basel
gyakran jar egyitt ATE-val, az AT Padua I-ben a terhességi komplikécidk
gyakoribbak. Az AT Bp3 homozigéta hordozasa jelenti a legsulyosabb Kklinikai
format, ahol a vénas trombdzis gyakorta mar kisgyermekkorban manifesztalodik. A
nem provokalt trombdzisok esetében gyermekkorban kilondsen érdemes AT
deficiencia irdnyaban vizsgalodni.

. Megallapitottuk, hogy az AT deficiencia laboratériumi szempontbol is
heterogén és nemcsak az enzim tipusa (trombin vagy FXa) szabja meg a teszt
érzékenységét. A I11.HBS tipuson belll a HemoslL AT 44%-0s szenzitivitast mutatott
az AT Bp 3-ra és az AT Basel-lel és AT Padua I-el szemben teljesen inszenzitiv volt.
Megallapitottuk, hogy a FXa-alapu tesztek esetében a heparin koncentrécid és a pH
fontos tényezdk a tesztek szenzitivitasat tekintve.

. A munkacsoportunk altal talalt 11 0j AT mutécié koézll eddig egy mutécid
molekularis karakterizalasat fejeztik be. A p.Pro205 mutans fehérjét a WT-hoz
hasonl6 mennyiségben mutattuk ki a sejtek lizdtuméban, ezek alapjan a protein
szintézis nem érintett. Ezzel szemben a sejtek feliiluszojaba csak csekély mennyiségii
mutans fehérje jut ki, ami szekrécios zavarra utal. A Pro205 fehérje specifikus
aktivitasa is csokkent a WT-hoz képest. Az eredmények 0sszességében egy komplex
(a csokkent szekrécio miatt mennyiségi és funkcionalis zavar) defektusra utalnak.

o Az 6t Osler-Rendu-Weber koros proband egymashoz kozeli foldrajzi térségbdl
valo szarmazéisa, a felmendik kozotti névazonossag, valamint ugyanazon eltérés
(ACVRL1 c.625+1 G>C) hordozésa vetette fel, hogy alapitd mutaciéra bukkantunk.
Ezt 8 polimorf genetikai marker detektalasaval igazoltuk és genealdgiai elemzéssel

erositettilk meg.
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8.  Osszefoglalas
Az antitrombin (AT) a véralvadas egyik kulcsfontossagu szabalyozdja. Az AT
deficiencia egy ritka, de jelentés trombodzis kockazati tényez6. Megkllonbdztetiink |-
es tipust (mennyiségi) és ll-es tipusu (minéségi) deficienciakat. Az AT deficiencia
molekularis genetikai hattere igen heterogén, eddig tébb mint 310 mutéciot irtak le az
AT génjében (SERPINC1).

A vizsgalt AT deficiens populécidban (n=156, csaladtagokkal egyiitt n=246)
magas mutacids detektalasi arannyal (98%) 31 kiilonb6z6 mutacidt azonositottunk a
SERPINC1-ben, melyek kozul 11 Gj genetikai eltérés. A heparin kotés zavaraval jard
I1.HBS tipus bizonyult a leggyakoribbnak (75,6%), e tipuson belul az AT Budapest 3
(AT Bp3, 86,4%) kiemelked6en gyakran fordult el6, az AT Basel gyakorisaga 4%, az
AT Padua I el6fordulasa 9% volt. Az AT Bp3 mutécid alapitd hatasat 12 polimorf
genetikai marker vizsgalataval igazoltuk. Megallapitottuk, hogy a ILLHBS AT
deficiencia mind Kklinikai, mind laboratériumi megjelenését tekintve heterogén
csoport. Az artérids események az AT Basel-ben, a terhességi komplikaciok az AT
Padua I-ben fordultak el leggyakrabban. Az AT Bp3 homozigotak szenvedték el az
elsé trombotikus eseményt a legfiatalabb korban. Harom anti-FXa alapd funkcionalis
teszt vizsgalatakor felvetettiik, hogy nemcsak az enzim tipusa (trombin, vagy FXa),
hanem egyéb esszé korilmények is befolydsoljak a teszt érzékenységét a I1.HBS
deficiencidk irant. Azon funkcionalis tesztben, ahol magas heparin koncentréaciot
alkalmaznak és a pH 7,4 az AT Bp3 irant alacsony (44%) szenzitivitast észleltiink; a
teszt teljesen inszenzitiv volt AT Basel-re és AT Padua I-re. A heparin koncentracio
és a pH fontos befolyasold tényez6i a funkcionalis tesztek ILHBS iranti
érzékenységének. Az U], patogén p.Leu205Pro eltérés komplex fenotipust mutatott az
in vitro expresszids vizsgalatokban; nemcsak a szekrécid, hanem a specifikus aktivitas
is csokkent.

Az Osler-Rendu-Weber betegseg (herediter hemorrhagias teleangiectasia,
HHT) egy ritka, autoszomalis dominans érfejlédési rendellenesség, melyet mucocutan
teleangiectasiak és visceralis arteriovenosus malformaciok jellemeznek. A klinikai
diagndzis a 4 Curacao kritérium alapjan tortenik.

Az (j ACVRL1 ¢.625+1 G>C splicing mutéciot 5 Eszakkelet-Magyarorszagon
¢l6 csalddban regisztraltuk és 8 polimorf marker vizsgalataval alapité hatést

igazoltunk, melyet a genealogiai vizsgalatok eredményei is megerdsitettek.
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8.  Summary
Antithrombin (AT) is a key regulator of the coagulation. AT deficiency is a rare but
major risk factor in venous thrombosis. It is classified as type | (quantitative) and type
Il (qualitative) deficiency. The molecular genetic background of AT deficiency is
heterogeneous, more than 310 mutations have been described in the gene encoding
AT (SERPINC1).

Thirty-one SERPINC1 mutations including 11 novel ones and high mutation
detection rate (98%) were detected in 156 non-related AT deficient patients (n=246
with family members). Heparin binding site deficiency (type I1.HBS) was the most
frequent (75.6%) including AT Budapest3 (AT Bp3, 86,4% of 11.HBS), AT Padua |
(9%) and AT Basel (4%). The presence of a founder effect concerning AT Bp3 was
confirmed by the investigation of 12 polimorphic markers. Type I1.HBS deficiencies
behave differently in clinical and laboratory phenotypes from each other and from
other AT deficiencies. Arterial thrombosis and pregnancy complications were the
most frequent in AT Basel and AT Padua I, respectively. Median age at the time of
thrombosis was the lowest in AT Bp3 homozygotes. By investigating three different
functional anti-FXa based assays, it was suggested that not only the source of the
enzyme but also other assay conditions seem to be crucial factors in assay sensitivity.
The functional assay with high heparin concentration and pH 7.4 as assay conditions
had low (44%) sensitivity for AT Bp3 and it was absolutely insensitive for AT Basel
and Padua I. Heparin concentration and pH seem to be the key factors influencing the
sensitivity of AT functional assays to 1I.HBS. The novel pathogenic p.Leu205Pro
mutation showed a complex phenotype in the in vitro expression studies, as not only
the secretion but also the specific activity of the mutant AT was altered.

The Osler-Rendu-Weber disease (or hereditary hemorrhagic telangiectasia;
HHT) is a rare autosomal dominant vascular abnormality characterized by
mucocutaneous telangiectases and visceral arteriovenous malformations. The clinical
diagnosis of the disease is based on the four Curagao criteria.

A novel splicing mutation (ACVRL1 c.625+1 G>C) was identified in 5 families living
in North-East of Hungary. Haplotype analysis was performed to ascertain the
possibility of a founder effect in the case of ACVRL1 ¢.625+1 G>C. Mutation carriers,
their spouses and 50 healthy people were genotyped for 8 polymorphic markers
within and outside of ACVRL1 gene on chromosome 12. Founder effect was also

demonstarted by genealogical methods.
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