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1. Bevezetés

A véralvadasi rendszer megfelelé miikodéséhez a hemosztazis rendszer 3 pillérének, igy az
érfal épségének (vaszkularis rendszer), a véralvadas komponenseinek (humoralis rendszer) és
a trombocitak megfelelé mennyiségének és mindségének (cellularis rendszer) 6sszehangolt
egyensulyara van sziikség.

A véralvadasban résztvevd prokoagulans, antikoagulans és fibrinolitikus faktorok
kiilonbozé genetikai variansai vérzésre vagy trombozisra hajlamositd tényezdk lehetnek. Az
antitrombin (AT) deficiencidk esetében jol karakterizalhat6 altipusokrdl beszélhetiink annak
megfelelden, hogy az AT génjében (SERPINCI) mely régioban alakul ki okozati mutacié. Az
AT deficiencidkat kvantitativ (I-es tipus) és kvalitativ (II-es tipus) csoportba sorolhatjuk. Az
I-es tipusban csokkent a fehérje aktivitasa és antigén szintje is, ami hibas fehérje szintézisre
vagy szekréciora vilagit rd. A Il-es tipust deficiencidban a miikddésképtelen fehérje csokkent
AT aktivitdshoz és normal vagy kissé csokkent antigén szinthez vezet. A Il-es tipusu AT
deficiencia 3 altipusa a kdvetkezd: heparin kotés zavara (ILHBS), reaktiv centrumot érintd
(ILRS) és pleiotrop hatasu (II.PE) defektus. A SERPINCI génben eddig tobb mint 310
kiilonb6z6 mutacidt azonositottak. A kiilonbozéd AT deficiencia altipusok nem mutatnak
feltétleniil azonos klinikai megjelenést, habar eddig kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésiinkre;
részben esettanulméanyok, részben kis létszdmu populacios vizsgalatok keriiltek eddig
kozlésre. Ezen tulmenden, még azonos altipuson beliil is lehetnek fenotipusban megjelend
kiilonbségek, melyek visszavezethetok az egyes mutdciokra. Tekintettel az AT deficiencia
ritka eléfordulasara (1:2000 — 1:5000), ez utdbbi felvetéssel kapcsolatban sincs elegendd
bizonyiték. Az AT deficiencia laboratériumi diagnosztikaja funkciondlis teszten alapul, mely
soran heparin jelenlétében vizsgéaljuk az AT aktiv X-es faktor (FXa), vagy trombin (FIla)
gatlo hatasat. Megfigyelték, hogy a jelenleg rendelkezésre all6 funkcionalis tesztek nem
mutatnak azonos érzékenységet bizonyos AT deficiencia altipusok irdnt, ami a laboratériumi
diagnosztikat rendkiviill megneheziti. Az egyes tesztek evaludldsa ezért Iényeges feladat és
jelenleg nem 4ll rendelkezésre elegendd adat e tekintetben sem. Az egy populdcion beliili
gyakori mutaciok eléforduldsa alapitd hatds eredménye lehet. Az AT deficiencia esetében
eddig hdrom mutaciérdl igazoltdk az alapitd jelleget. Az alapité mutaciok azonositasa egy
populacioban rendkiviil hasznos mind diagnosztikai, mind terapias szempontbél. Uj, az
irodalomban eddig nem kozolt muticiok esetében fontos az okozati szerep bizonyitasa

indirekt és direkt (biokémiai) modszerekkel, de e mutaciok karakterizaldsa érdekes adatokat
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Az érfal kdzponti szerepet jatszik érrendszeri karosodas esetén a hemosztatikus valasz
Osszehangolasaban. Az erek dinamikus egységek, szamos kiilonboz6 feladatban vesznek
részt, beleértve a vazomotoros miitkddést, a megfelelé vérnyomas fenntartasat, a sejtek és az
oldott anyagok szelektiv permeabilitasat a vér és a kornyez6 szovetek kozott, a velesziiletett
és szerzett immunitast, regeneracidt és javitast, valamint a hemosztazis szabalyozasat. A
vaszkularis rendellenességeket szamos kiilonb6zé modon csoportosithatjuk, példaul etiologia
szerint beszélhetlink o©roklott vagy szerzett formakrol. A legkiemelkeddbb orokletes
vaszkuléris betegségek a kotdszoveti rendellenességek, az arteriovendzus malformaciok
(AVM), az oOrdkletes hemorrhagias teleangiectasidk (TA) és az agyi cavernosus
rendellenességek. A herediter hemorrhagias teleangiectasia (HHT; Osler-Rendu-Weber kor)
egy multiszisztémas érfejlédési rendellenesség, melynek leggyakoribb tlinetei a spontan
visszatérd orrvérzések, a boron és nyalkahartyakon eldforduldé TA-k, valamint a tiidében, az
agyban és a gastrointestinalis traktusban (GI) vérzéssel jar6 AVM-k. Az Osler-kor esetében
jelenleg 3 gén mutacidinak szerepét tartjak hangstlyosnak. A leggyakrabban érintett az ENG
gén, mely az endoglin fehérjét, az érendotél egy f6 glikoproteinjét kddolja. A masik gyakran
¢érintett a legfoképpen az endotél sejteken kifejez6dd Activin receptor-like kinase 1 (ACVRLI)
génje. A harmadik leggyakoribb HHT-vel 0sszefiiggésbe hozott gén a SMAD4 (Mothers
against decapentaplegic homolog 4). A SMAD4 altal kodolt fehérje egy intracelluléris szignal
molekula a transzformald névekedési faktor beta (TGFp) €s a csont morfogén fehérje (BMP)
utvonalon. Az Osler-Rendu-Weber korkép autoszomalis domindns 6roklésmenetet mutat €és a
kiilonb6z6 populdcidkban eltérd a muticios spektrum, forropontokat e génekben nem
azonositottak.

Jelen munkdban az AT deficiencidkkal kapcsolatos genetikai, klinikai, laboratoriumi
¢s fehérjebiokémiai vizsgélatainkat, valamint a HHT-vel kapcsolatos genetikai analizisiink

eredményeit foglaljuk 6ssze.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Az antitrombin fehérje szerepe a véralvadas szabalyozasaban

2.1.1 Az antitrombin fehérje struktiraja, funkcioja, genetikai jellemzoi

Az AT a szerpinek csaladjaba tartozé egylancu glikoprotein, mely a méjban szintetizalodik,
molekulatdomege 58200 Da. A propeptid lehasadasa utan az érett fehérje 432 aminosavbol
¢épiil fel. Az AT két glikoforméja van jelen a keringésben, tulnyomo tobbségben (90-95%) az
a-glikoforma, mig <10%-ban a B-glikoforma.

A human AT génje (SERPINCI) az 1q23-q25 pozicidban helyezkedik el, 1,4 kb
mRNS-t eredményezd 7 exont és 6 intront tartalmaz. A vezetd szekvencia 32 aminosavat
tartalmaz, mely az érés soran lehasad. A 2. és 3. exon a heparin koto régiot, mig a 7. exon a
C-termindlis végen a reaktiv helyet kodolja. Kilenc teljes és egy részleges Alu ismétlodo
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
kiilonboz6 gyakorisaggal fordulnak eld a kiilonféle populaciokban.

Az AT egy szerin protedz inhibitor, ami gatolja a trombint és azon enzimeket, melyek
a trombin generacioért feleldsek. Egy nagyon fontos endogén antikoagulans molekula, ez
magyarazza, hogy az elvileg enyhe AT hidnyos betegek (heterozigétak) is magas trombotikus
kockézattal rendelkeznek. Az AT-t progressziv inhibitornak nevezziik, mivel reakciokészsége
az aktiv alvadasi faktorokkal alapvetéen kismértékii, azonban heparin vagy heparan szulfat
proteoglikdn (HPSG) jelenlétében a gétld hatasa 500-szorosra emelkedik. Antikoagulans
aktivitasan kiviil az AT gyulladdscsokkentd, antiproliferativ, antiangiogén, és virusellenes
tulajdonsagokkal is rendelkezik.

Az AT a hemosztazis és trombdzis kialakuldsanak szdmos pontjan fontos szabalyozo
szerepet tolt be, gatolva [a] a trombin-medialta fibrin alvadékképzddést, [b] az aktiv X-es
faktor (FXa) medialta trombin generaciot, [c] azon véralvadasi faktorokat, melyek az intrinzik
¢s extrinzik utvonalon (FIXa, FXIa, FXIIa, plazma kallikrein és FVIla-szdveti faktor (TF)
komplex) korabban fejtik ki hatasukat. Az AT trombin és FXa gatlé6 mechanizmusat alaposan
feltérképezték, melyek kiilonboznek egymastol. A trombin esetében a pentaszacharid egység
kotddése révén kialakult konformaciovaltozds nem elegendd, a hatékony trombin-AT
interakcidhoz az is sziikséges, hogy a 18 vagy annal tobb egységbdl all6 heparin hidat
képezzen a trombinnal. A FXa esetében azonban elegendd a pentaszacharid HBS régiohoz

kotddése az RCL szabadda valasahoz.



2.1.2 Az antitrombin deficiencia molekularis genetikai hattere, genotipus-fenotipus
osszefiiggései

Az AT deficienciat elészor Egeberg és mitsai. irtdk le 1965-ben. Az elsé funkcionalis
defektusrdl (AT Budapest) 1974-ben Sas és mtsai. szdmoltak be. A Nemzetk6zi Trombodzis és
Hemosztazis Tarsasag (ISTH) ajanlésa szerint az AT deficienciat két tipusba soroljak, a
kvantitativ (I-es tipus) és kvalitativ (II-es tipus) tipusokba. Az I-es tipusi AT deficiencidban
az AT aktivitds- és antigén szintje egyarant csokkent, ami hibas fehérje szintézisre vagy
szekréciora utal. A Il-es tipusu deficienciaban a defektus érintheti a reaktiv helyet (IL.RS), a
heparin-ko6tdhelyet (ILHBS) és lehet pleiotrdp (I1.PE) hatésu is.

Az AT deficiencia autoszomalis dominans Oroklésmenetet kdvet. Az AT deficiens
betegek tobbsége heterozigdta formaban hordozza a genetikai eltérést, ehhez 50% koriili AT
aktivitas tarsul. A betegség molekularis genetikai hattere igen heterogén, mara mar tobb mint
310 okozati mutaciorél szamoltak be (HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.uk). A leggyakoribb
eltérések, igy a p.Pro73Leu (AT Basel), a p.Arg79His (AT Padua I) és a p.Leul31Phe (AT
Budapest 3; AT Bp3) I.LHBS AT deficiencidt eredményeznek.

Az I-es tipust eltérést okoz6 mutdciok homozigota forméaban az élettel
Osszeegyeztethetetlenek, mig a heterozigota egyének altalaban fiatal korban sulyos
trombotikus eseményeken esnek at. Hasonld fenotipusos megjelenést irtak le a II.RS és II.PE
altipusok esetében. A IL.LRS deficiencidk kozé sorolhatd p.Ala416Ser (AT Cambridge II)
eltérés kivétel, ugyanis az homozigdta forméaban is eléfordulhat és enyhébb klinikai
fenotipussal tarsul. A II.LHBS altipus feltehetéen kisebb trombdzis-kockazatot jelent a tobbi
altipusnal. A homozigéta II.LHBS mutaciot hordoz6 egyének életképesek, korai életkorban
alakul ki naluk trombdzis, mig a heterozigdta betegek késdbbi életkorban és enyhébb

trombotikus eseményeket szenvednek el.

2.1.3 Az antitrombin deficiencia klinikuma, epidemiologiaja, terapiaja

Az AT deficiencia kovetkezményei kozé tartozik a mélyvénds trombodzis (MVT) és/vagy
tiddembolia, ami gyakran visszatéré is lehet. Az MVT gyakran szokatlan helyen is
kialakulhat, igy a felsévégtagokban, a mesenterialis, vese, portalis, retindlis és agyi erekben.
Néhany esetben artérids trombdzisokrdl is beszamoltak. Terhes, AT deficiens ndknél fokozott
a trombozis kockdzata. Egy tanulmany szerint AT deficiens gyerekekben az iszkémids stroke

¢s az agyi vénas sinus trombdzis esélye igen magas.



Szerzett AT deficienciat figyelhetiink meg majbetegségben, nefrézis szindroémaban,
illetve mas vesefunkcio- vagy fehérjevesztéssel jard betegségekben. Alacsony AT
koncentraciot észlelhetiink szepszisben, disszeminalt intravaszkularis koagulacidban,
trombotikus mikroangiopatidkban, akut hemolitikus transzfizios esetekben és rosszindulat
megbetegedésekben.

Az AT deficiencia gyakorisdga az altalanos populacioban 1:2000 és 1:5000 kozé
tehetd. Vénas tromboembodlian (VTE) atesett betegekben ez az arany magasabb, 1:20 és 1:200
kozotti lehet. Ezek az adatok azonban nem feltétleniil vonatkoztathatoak minden populéaciora;
az epidemiologiai tanulmanyok tobbsége Nyugat-Europabdl szarmazik.

Tobb prospektiv €s eset-kontroll tanulméanyban hataroztak meg az AT deficiencia altal
okozott VTE kockazatot, melyet igen magasnak talaltak. A ma ismert 6roklott trombofilia
tényezok koziil az AT deficiencia tlinik a legstulyosabbnak. Az AT deficiencia a tiidéembolia
¢s az ismétlodd VTE tekintetében is jelentds rizikofaktor.

A VTE-n atesett AT deficiens betegek akutan altalaban heparin és heparin-AT
koncentratum  terdpidban részesiilnek. Profilaktikus antikoaguldlasra a K-vitamin
antagonistak, vagy az 0] tipusu ordlis antikoagulansok (NOAC) a javalltak. Az antikoaguldlas
megvalasztani AT deficienciaban. Ugy gondoljuk, hogy a deficiencia altipusa (és esetleg a
konkrét mutacidé azonositasa) segithet a kérdés eldontésében, természetesen egyéb faktorok

figyelembevétele mellett.

2.1.4 Az antitrombin deficiencia laboratériumi diagnosztikai modszerei

Els6évonalbeli szlir6tesztként egy funkcionalis teszt, az AT aktivitas meghatarozéasa torténik.
Az amidolitikus teszt kromogén szubsztratot hasznalva a trombin vagy FXa AT altal torténd
gatlasdnak mértékét hatdrozza meg. A modszer elvégezhetd heparin jelenlétében (heparin-
kofaktor aktivitds) vagy annak hidnyaban (progressziv aktivitds). Amennyiben csokkent AT
aktivitast tapasztalunk, AT antigén meghatarozas is torténik. Mindharom moddszer elvégzése
lehetdséget ad az AT deficiencia tipusba soroldsara.

Normal AT aktivitassal rendelkezd személyekben a ma hasznalt trombin, vagy FXa
alapu funkcionalis tesztek azonos eredményt adnak a nemzetkdzi korkontroll vizsgéalatok
tanusagai szerint. Az AT deficiens betegek esetében azonban a mutaciok tipusa szerint lehet
kiilonbség a tesztek érzékenysége kozott. Felvetették, hogy az AT Cambridge II
(p.Ala416Ser) mutéaci6 irant, mely viszonylag gyakorinak szamit elsdsorban a brit AT

deficiens populdcidban, a FXa alapt tesztek nem kelléen érzékenyek. A ILLHBS AT
6



deficiencidkban (pl. az AT Budapest 3; p.Leul31Phe esetében) ezzel szemben kimutattik,
hogy a trombin alapu tesztek nem, a FXa alaptak viszont érzékenynek bizonyultak. Késébb
felmertilt, hogy a FXa alapt tesztek érzékenysége kozott is lehetnek kiilonbségek, ezt azonban
szisztematikusan még nem vizsgaltak.

A progressziv AT teszt, ami az eldbbiekben ismertetett funkciondlis teszthez
hasonldéan miikddik, csupan néhany valtoztatdst tartalmaz (nincs benne heparin és hosszabb
inkubécios id6kkel dolgozik, alacsonyabb plazmahigitast igényel) a IL.LHBS altipust segit
elkiiloniteni a tobbi II-es tipustt AT deficienciatol, azonban kevésbé elterjedt a hasznalata. Az
AT antigén koncentracid6 meghatarozas szintén az AT deficiencidk osztilyozdsdban segit.
Manapsag az immunnefelometria a leggyakrabban alkalmazott modszer az AT koncentraciok

meghatarozasara.

2.2 A herediter hemorrhagias teleangiectasia

2.2.1 A herediter hemorrhagias teleangiectasia klinikai jellemzése

A HHT egy heterogén klinikummal jellemezhetd, autoszomalis dominans Oroklésmenetet
mutatd betegség. Az Osler-Rendu-Weber korban az AVM-k kiilonb6zd tipusai fordulhatnak
el6. A kis AVM-kat teleangiectasianak (TA) nevezziik, melyek leginkdbb az ajkakon, az
arcboron, az ujjakon, valamint az orr-, szdj- és gastrointestindlis traktus (GI) nyalkahartyain
fordulnak eld. A TA-k minimalis trauma hatdsara vagy anélkiil is gyors vérzésnek indulnak és
nehéz ket megallitani, mivel az érfalakbdl hidnyoznak a kontraktilis elemek. Az AVM-k
leggyakrabban a majban, a tiidoben vagy az agyban fordulnak el6. A HHT legjellemzébb
tiinete a spontdn, visszatérd orrvérzés. Bar a HHT altalaban egy progressziv rendellenesség,
az Ujsziilottek sulyosabban érintettek a tiidé vagy agyi AVM-k tekintetében. A HHT betegek

¢letkora a diagnodzis felallitasa idején igen heterogén, eléfordulnak egészen idds betegek is.

2.2.2 A herediter hemorrhagias teleangiectasia klinikai diagnozisa

A HHT klinikai diagnézisa az AVM-k és/vagy TA-k jelenlétén alapul. A megfeleld diagnozis
felallitasa a 2000-ben elfogadott és publikalt Curacao kritériumok alapjan torténik: (1.)
Spontan, rekurrens orrvérzések; (2.) Tobb, jellegzetes helyen (ajkak, szajlireg, ujjak és orr)
eléforduld TA-k, (3.) Belso szerveket (tiido, agy, maj, GI, gerincveld) érintd6 AVM-k; (4.)
Csaladi anamnézis: olyan els6fokti rokon, akinél a Curagao kritériumok alapjan
diagnosztizaltdk a HHT-t. A HHT jelenléte ,,biztosan allithatd” amennyiben legalabb 3
kritérium teljesiil. ,,Lehetséges vagy gyanithat6” a HHT betegség, ha 2 kritérium van jelen.

Ha kevesebb, mint 2 kritérium teljesiil ,,kevésbé valoszinli” a HHT betegség fenallasa.



2.2.3 A herediter hemorrhagias teleangiectasia patogenezise
Harom {6 gént azonositottak, melyek a HHT kialakulasaért felelosek. A leggyakrabban
érintett az ENG (endoglin; 9q33-34) gén, mely egy homodimer transzmembran fehérjét kodol,
ami az érendotél egy fo glikoproteinje. Ez a fehérje a transzformalé ndvekedési faktor beta
(TGFp) és a csont morfogén fehérje (BMP) receptor komplex egyik alkotdja, a TGFB1-hez és
TGFP3-hoz nagy affinitadssal kotddik. A masodik leggyakrabban érintett gén az ACVRLI
(vagy ALK-1, Activin receptor-like kinase 1; 2ql11-ql4), amely altal kodolt fehérje a TGF-
szupercsaladd tagja, egy szerin/treonin-protein kindz tipusu receptor, mely foként endotél
sejteken expresszalodik. A betegséget Osszefiiggésbe hoztak még a SMAD4 (Mothers against
decapentaplegic homolog 4; 18q21.2) génnel. A koédolt fehérje egy intracelluldris szignal
molekula a TGF/BMP ttvonalon.

Ezen gének analizise sordn nem taldltak mutacids forrépontokat (HHT Mutation
Database: http://arup.utah.edu/database/hht/). A HHT-t eredményez0 eltérések a gének teljes

hosszaban megfigyelhetdek. A mutacié detektalasi arany koriilbeliil 75%-ra tehetd.

2.2.4 A herediter hemorrhagias teleangiectasia genotipus-fenotipus osszefiiggései

A tiidében eléforduld6 AVM-k a patogén ENG varianst hordozé egyének kozott fordulnak eld
gyakrabban, mig a majban el6fordul6 AVM-k az ACVRLI mutacidkkal hozhatok inkabb
Osszefiiggésbe. Ugyanakkor mindkét tipus vaszkularis diszplazidban nyilvanul meg. A
SMAD4 gén patogén varidnsai a HHT-s betegekben leginkabb juvenilis polyposis
szindroméaval kombinaltan fordulnak el6. Az eddigi adatok alapjan nincs egyértelmi

genotipus-fenotipus 0sszefiiggés a klinikai fenotipus és az egyes patogén variansok kozott.

2.3 Az alapito hatas

2.3.1 Az alapito hatas jelentosége, kovetkezménye, vizsgalati modszerei

Az alapitd hatds a populacid genetikai Osszetételének véletlen hatasra bekovetkezd
valtozasanak, azaz a genetikai sodrodas (drift) egyik specialis esete. Az alapitd hatds esetén
elvész a genetikai valtozatossag, ami akkor kovetkezik be, ha az ) népességet egy nagyobb
populacié kevés egyede hozza létre, igy az 0 népesség a sziildi populacid genetikai
varidnsainak csak a toredékét hordozza. Az izolalt populaciokban a ritka allélok nagyobb
gyakorisaggal fordulnak eld. Szamos elszigetelten €16 populdcidban az alapitd hatis a
magyarazata sok mendeli 6roklédésii betegség gyakori eléforduldsanak. Szamos tanulmany

foglalkozik az askendzi zsidok kozott eléforduld gyakori betegségekkel, melyek alapito hatés



eredményeképpen jottek létre, illetve alapitd hatds eredménye példaul az I-es tipusu
tirozinémia is a Quebec-ben €16 francia kanadaiaknal.

A betegségek diagnodzisa €s terapidja tekintetében igen hasznos az alapitd mutaciok
felderitése, mert diagnosztikus algoritmusok kidolgozasat teszik lehetévé, melyek
alkalmazéasaval adott populacioban egyszerlisithetd a betegek diagnosztizélasa. Az adott
alapitd mutaciot hordoz6 betegek klinikai fenotipusa nagy valoszinliséggel igen hasonlo, ami
a terapids, vagy prevencios stratégidk megvalasztasat teszik egyszeriibbé az alapitd mutaciot
hordozé populacioban.

Gyakori mutaciok jelenléte esetén az alapitd hatas vizsgéalata haplotipus analizissel
torténik. Ennek sordn az SNP-k és a mikroszatellita markerek elemzése zajlik az adott génen
beliil és annak kornyezetében. A mikroszatellitak vagy STR-k olyan egyszerti, ismétlodod
szekvenciakbol alloé polimorfizmusok, melyek kiilonbdzd hosszvariaciokban fordulnak eld.
Lehetnek mono-, di-, tri-, tetra-, penta- vagy hexanukleotid hosszusagu régiok, melyek a
kiilonbozo alléleket jellemzik. Az STR-ek meghatarozasat kovetden kapcsoltsagi analizis

révén kovetkeztetnek a mutacio korara, eredetére, valamint csaladfakutatas is torténhet.

2.3.2  Alapité mutaciok az antitrombin deficiens populaciokban

Perry DJ és mtsai. az AT Cambridge II (p.Ala416Ser) varidnst hordozd 18 latszolag
rokonsagban nem 4ll6 csaldd DNS mintdin végeztek haplotipus analizist és igazoltadk az
alapito hatast. Olds és mtsai. a SERPINCI génen beliili 2 (ATT), trinukleotid révid tandem
ismétlddé (STR) szekvenciat és 4 polimorfizmust vizsgaltak haplotipus térképet készitve a
kaukéazusi populacioban. A mutins AT-hoz kapcsolodd haplotipusokat 6t AT Budapest 3
(p.Leul31Phe) és 6t p.Argl61* SERPINCI mutéciot hordozoé csaladban hasonlitottdk dssze és
alapito hatas jelenlétét vetették fel. Hasonld kapcsoltsagi analizist végeztek el Ni és mtsai. az
AT Hamilton (p.Ala414Thr) és az AT Amiens (p.Arg79Cys) mutaciokat hordozd csalddok
esetében. Az AT Basel (p.Pro73Leu) mutacid a finn AT deficiens populacidoban feltehetéen
alapito hatas eredménye, azonban itt genetikai aldtdmasztds nem tortént. Nagyszamu beteget
involvalo kiterjedt genetikai vizsgéalatot az alapitdé mutaciok vonatkozasaban eddig egyetlen

AT deficiens populacioban sem végeztek.

2.3.3 Alapito hatas herediter hemorrhagias teleangiectasias populaciokban
A HHT széles korben fordul elé minden etnikai csoportban és foldrészen. A HHT mutaciok
csaladi halmozodast mutatnak, azonban szamos, latszolag egymassal rokonsagban nem allo,

egy adott mutacioval rendelkezd betegrél szdmoltak be. Amennyiben egy adott mutaciot
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hordozd, egymdssal nem rokon betegcsoportban ugyanaz a haplotipus fordul eld, felmeriil az
alapitd hatds kérdése. Néhany populacioban, igy a holland Antilldkon két ENG mutéciot,
ACVRLI alapitd mutacidkat francia, olasz és norvég HHT-s betegekben, ENG és ACVRLI

mutéciokat a dan populécioban fedeztek fel.
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3. Célkitiizések

L Antitrombin deficienciaban szenvedd betegek és csaladtagjaik bevonasaval klinikai,
laboratoriumi és genetikai adatbazist kivantunk kialakitani, majd az igy rendelkezésiinkre allo
nagy létszami AT deficiens populdcidban a klinikai és laboratoriumi jellegzetességeket
kivantuk vizsgalni. Célul tliztik ki a genetikai hattér felkutatisat, esetleg 0j és gyakori
mutéciok leirasat. Célunk volt a funkcionalis AT esszék érzékenységének vizsgalata, ezéltal
Uj adatokat szolgaltatni a hatékony laboratériumi diagnosztikahoz.

IL. Az éltalunk vizsgalt AT deficiens populdcidban koriilbeliil 75%-ban az antitrombin
Budapest 3 mutacié fordult eld. Ez a gyakori el6fordulds alapitd hatas jelenlétét vetette fel,
melyet polimorf genetikai markerekkel kivantunk igazolni.

II1. Egy 0j SERPINCI mutéacio esetében az eltérés okozati jellegét direkt biokémiai
modszerekkel in vitro expresszalt mutdns AT fehérjén kivantuk meghatdrozni.

IV. Célunk volt az Osler-Rendu-Weber korban eléforduld gyakori ACVRLI mutécid

esetében alapitod hatas vizsgalata.
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4. Vizsgalt személyek, anyagok és modszerek

4.1 Betegek

4.1.1 Antitrombin deficiencia

Az AT deficiens betegcsoportba tromboembdlian és/vagy terhességi trombotikus
komplikacion atesett olyan betegek kertiltek bevalogatasra, akiknél legalabb két alkalommal
igazoltak csokkent heparin-kofaktor-anti-FXa (hc-anti-FXa) AT aktivitast. A trombotikus
események diagnozisdnak csak azt fogadtuk el, ha az a Nemzetk6zi Trombodzis és
Hemosztazis tarsasdg ajanldsa alapjan tortént. Ezen elvek alapjan 2007-2016 kozott 156
egymassal nem rokon AT deficiens egyén és csaladtagjaik (6sszesen 246 személy) keriiltek
bevonasra. (A tanulmany etikai engedély azonositoja: 3166/2012/HER.) A személyek
bevonasaval parhuzamosan adatbézist hoztunk létre az AT deficiens betegekrdl, melybe a

klinikai, a laboratoriumi és a molekularis genetikai adatokat rogzitettiik.

4.1.2 Osler-Rendu-Weber kor

A HHT-ra jellemzd orrvérzé és TA-val rendelkezd betegeket alapos altalanos és fiil-orr-
gégészeti fizikai vizsgalatnak vetették ald. A csaladi anamnézis felvétele soran az orrvérzo,
TA-val vagy AVM-mel rendelkezd csalddtagok is azonositasra keriiltek. Az agyi AVM szlirés
kontrasztos MR-vizsgalattal, a tiidé és maj AVM-k vizsgalata CT-vel tortént. A betegek
szivultrahang vizsgélaton is atestek. Az emésztérendszer felsd szakaszanak endoszkopos
vizsgalatat akkor végezték el, ha felmeriilt a gyomor-bélrendszeri vérzés gyanuja vagy a beteg
hosszl ideje fennalld vérszegénysége.

Ot, egymassal latszolag nem rokon csaladhoz tartozd, HHT gyanus beteg (index
személyek: 53 éves férfibeteg, 82 éves ndbeteg, 37 éves ndbeteg, 56 éves férfibeteg €s egy 56
éves ndbeteg) esetében keriilt sor eldszor genetikai vizsgalatra a Klinikai Laboratoriumi
Kutaté Tanszéken (KLKT), mely az ENG és ACVRLI gén analizisét jelentette (1asd késobb).

Ezutan sor kertilt a HHT-gyants csaladtagok vizsgalatara is (0sszesen 34 egyén).

4.2 Populacios kontroll személyek

A magyar altalanos népességre reprezentativ, Uin. populacids kontroll személyek DNS mintéi
a Haziorvosi Morbiditasi Adatgytijtési Program (HMAP)-bol szarmaztak. A populacios
kontroll személyek DNS mintdit az AT és a HHT alapitdé mutacidk vizsgalata soran a
haplotipus analizishez hasznéltuk. Az AT Bp3 és az ACVRLI ¢.625+1 G>C mutaciok alapitd

jellegének igazoléasara 200, illetve 50 kontroll egyén mintdjan végeztiink haplotipus analizist.
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4.3 Rutin laboratériumi médszerek antitrombin deficienciaban

Az ¢hgyomri vérmintakat 0,109 mol/L citrattal alvadasgatolt csébe (Beckton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) vették le legalabb 3 honappal a trombozist kovetden. Az 6roklott
trombofilia tényezdket (Protein C és S, APC rezisztencia, diszfibrinogenémia) BCS-XP
protrombin gén 20210G>A (FIIG20210A) polimorfizmusanak jelenlétét LightCycler®480
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) késziiléken, olvadaspont gorbe
analizissel identifikaltak a Laboratoriumi Medicina Intézetben..

Az AT deficiencia diagnosztizalasahoz 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). Az AT
antigén szintek immunnefelometrids modszerrel keriiltek meghatarozasra (Siemens, N
Antiserum to Human Antithrombin III, Siemens). Amennyiben elegendé minta allt
rendelkezésre az AT aktivitds két masik, a kereskedelemben kaphaté esszével (Siemens,
Innovance AT ¢és HemosIL AT, Instrumentation Laboratory, MA, USA) is meghatarozasra

kerilt.

4.4 Okozati mutaciok kimutatiasa fluoreszcens direkt szekvenalassal és MLPA
analizissel

A genomidlis DNS izolalasa periférids fehérvérsejtekbdl tortént a QIAamp DNA Blood Mini
kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) felhaszndldsaval tanszékiinkon. A gének (SERPINCI,
ENG, ACVRLI és SMAD4) kbédolo régidit, az exon-intron hatarokat, valamint a promoter
régiot fluoreszcens direkt szekvendlassal vizsgéltuk ABI3130 Genetic Analyzer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) késziiléken; az elektroferogramok analizise a
Sequencing Analysis 5.4 szoftverrel (Thermo Fisher Scientific) tortént.

Azokban a laboratoriumi modszerekkel AT deficiensnek tiiné esetekben, ahol a
SERPINCI génben direkt szekvendlassal nem tudtunk mutdciot kimutatni, multiplex ligacid
fliggd proba amplifikdci6 (MLPA) analizist végeztink a SALSA MLPA P227 Kit
alkalmazasaval (MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia), szintén az ABI3130 genetikai
analizatoron. Az MLPA fragmentek analizise a GeneMapper szoftver 4.1 (Thermo Fisher

Scientific) verzigjaval tortént.
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4.5  Alapito hatas vizsgalata polimorf genetikai markerekkel

Az AT Bp3 mutacid alapito hatasanak jelenlétét 63 AT Bp3 mutéaciot hordozo proband egyén
(csaladtagokkal egyiitt 102 személy 6sszesen) €s 200, a HMAP-bol szdrmazo6 kontroll egyén
mintdjan vizsgaltuk.

Az ACVRLI c.625+1 G>C mutéci6 alapitd hatasanak vizsgalata 5 proband (8sszesen
34 személy csaladtagokkal egyiitt) és 50, a HMAP-b6l szarmazé kontroll egyén mintdjan
valosult meg.

Az SNP-k ¢és a mikroszatellita markerek vizsgalatdhoz magunk terveztik az
oligonukleotidokat. Minden esetben ellendriztiik, hogy az altalunk tervezett oligonukleotidok
a megfeleld6 DNS szekvencia régiot amplifikdljadk. Az SNP-k egy részét FRET alapu
technikaval, mas részét fluoreszcens direkt szekvenalassal detektaltuk; a mikroszatellita
markereket fluoreszcens fragment analizissel mutattuk ki. A SERPINCI 5’-hossz

polimorfizmus (Id. késébb) kimutatdsa PCR-t kdvetd agardz gél elektroforézissel tortént.

4.5.1 Egy nukleotidot érintd eltérések kimutatasa olvadaspont gorbe analizissel, FRET
detektalassal
Az SNP-k egy részének kimutatdsa olvaddspont gorbe analizissel, FRET detektalassal
LightCycler®480 (Roche) késziiléken tortént. Az AT Bp3 muticid gyakorisdgénak és e
varidns alapitd hatdsanak vizsgalatdhoz 5 SNP-t vizsgaltunk olvadaspont gérbe analizissel. Az
1s677, 1s1799876 ¢és 1s2227596 polimorfizmusokat kiilon-kiilon reakcioban vizsgaltuk,
azonban a LightCycler®480 késziilékkel tobb fluoreszcens jel egyidejii detektalasara is van
lehetdség. Az emisszios spektrumok atfedése miatt szinkompenzacidval tudjuk kikiiszobolni a
detektaldsi csatorndk kozotti ,athallast”. Az rs941989 és 1s2227612 polimorfizmusok
vizsgélatanal multiplex reakciokat allitottunk 0ssze, majd az analizis soran szinkompenzaciot
alkalmaztunk.

A HHT hatterében allo ACVRLI c.625+1 G>C mutaci6 szilirése 50 kontroll egyén
mintajan, az rs2071219 polimorfizmus kimutatdsa a 34 csaladdtag és 50 kontroll egyén

esetében olvadaspont gorbe analizissel valosult meg.

4.5.2 Egy nukleotidot érinté eltérések kimutatasa fluoreszcens direkt szekvenalassal

A SERPINCI gén 6todik exonjdban taldlhatd két, aminosavcserével nem jard 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 szekvenalasaval tortént

az AT Bp3 mutacidhordozok, csaladdtagjaik és a 200 kontroll személy esetében.
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Az ACVRLI gén 9-es exonjat kovetd introni régioban talalhatd rs706815 és rs706816

polimorfizmusok vizsgélata fluoreszcens direkt szekvenalassal valosult meg, az ACVRLI 9-es

crer

4.5.3 A SERPINCI gén 5’ hossz polimorfizmusanak vizsgalata az AT Bp3 mutaciot
hordozo egyénekben, csaladtagjaikban és kontroll személyekben
Az 5°’LP a SERPINCI gén kezddkodonja eldtt 345 bazisparnyira helyezkedik el, egy 32
¢és/vagy 108 bazisparbol allo6 nem homolog szekvencia. A két genotipus hordozasa nem jelent
szignifikans eltérést az AT aktivitas tekintetében, igy az altaldnos populécioban a két varians
nem befolyésolja a plazma AT aktivitasat.
A genotipizdld6 PCR reakcié sordn keletkezett fragmenseket 2%-os agardz
gélelektroforézissel szétvalasztottuk. Minden esetben fluoreszcens direkt szekvendldssal
igazolt pozitiv kontrollokhoz (vad tipus, heterozigota, homozigdta mutans) hasonlitottuk az

ismeretlen genotipusu mintakat.

Az 15677, rs1799876, rs2227596, rs941989, rs2227612, rs5877 és rs5878 és az 5’LP
polimorf markerek genotipizalasat kovetden haplotipusokat generdltunk a Haploview

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

4.5.4 Mikroszatellita markerek fluoreszcens fragmentanalizise

Els6 1épésben multiplex PCR reakcidkat allitottunk Ossze, melyben sajat tervezés,
fluoreszcensen jelzett oligonukleotidokat alkalmaztunk. A felsokszorozott PCR termékekhez
GeneScan™-500 LIZ™ méret standard és Hi-Di Formamide™ hozzdadédsa utan kapillaris
elektroforézist végeztink az ABI3130 genetikai analizdtoron (Life Technologies) a DNS
fragmentumok elvalasztasara. Az STR fragmentumok analizise a GeneMapper v4.1 szoftver
(Life Technologies) segitségével valosult meg.

Az AT Bp3 mutdci6é alapitd hatdsanak vizsgalatakor alkalmazott mikroszatellita
beliil és annak 12,8 cM kornyezetében 4 mikroszatellita marker (SERPINCI-AluS és Alu§,
D1S196, D1S218), valamint negativ kontrollként a 6p25,3 régidban elhelyezkedd F13Al1-
STR analizisét végeztiik el az AT Bp3 mutaci6é hordozdk, csaladtagjaik és 200 kontroll egyén
mintdjan.

Az ACVRLI c.625+1 G>C eltérés alapitd hatasanak vizsgalatakor alkalmazott

mikroszatellita markerek vizsgalata soran pedig a 12-es kromoszoma 5 mikroszatellita
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markerét vizsgaltuk az ACVRLI c.625+1 G>C eltéréssel 0sszefliggésben a 34 csaladtag és az
50 kontroll egyén esetében. Az STR-ek fragmentanalizis¢hez magunk terveztik a

fluoreszcensen jelzett oligonukleotidokat, melyeket multiplex PCR reakcidban alkalmaztunk.

4.6  Uj muticiok patogenitasanak meghatarozisa

Uj mutaciok detektalasa esetén lényeges kérdés a genetikai eltérés patogenitasanak igazolasa.
Erre a célra direkt és indirekt mddszereket alkalmazhatunk. A direkt modszerek a mutacié in
vitro biokémiai karakterizalasat foglaljak magukba, az indirekt modszerek egyik lehetdsége

az in silico mutécio predikcios analizis.

4.6.1 A SERPINCI p.Leu205Pro uj genetikai eltérés biokémiai karakterizalasa

A p.Leu205Pro mutacidt hordozod probandnal egyarant csokkent AT aktivitas (58%) ¢és
antigén szintet (0,19 g/L, mely megfelel 76%-nak) észleltiink, igy keriilt sor a genetikai
vizsgalat elvégzésére. A genetikai diagno6zis idépontjaban a mar 68 éves betegnél tobb MVT
is eléfordult kordbban. A muticid kapcsan lehetdségiink volt egy nagy kiterjedésii 4
generacids csaladfa (n=47 f6) elemzésére; ahol tobben szenvedtek MVT-t. A csalad
klinikuménak és az 1j mutacid biokémiai és in silico karakterizalasdnak részletes bemutatasa
egy masik értekezés témaja, itt nem kerlil részletezésre, csak a mutdci6 biokémiai
vizsgélatainak egy részlete.

A vad tipusu (SERPINC1 _pcDNA3.1(+)) és a p-Pro205
(SERPINC1_L205P pcDNA3.1(+)) mutdns plazmidot az ImaGenes GmbH-t6l (Berlin,
Németorszag) szereztiik be. HEK293 (humén embrionalis vesesejt) letapadd sejtekbe tortént a
tranziens transzfekcio X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (3:1 ardny; Roche) kit
alkalmazéasaval. A pCMV Sport B-GAL plasmid (Invitrogen, Life Technologies) bevitelével
kotranszfekciot (LacZ gén) végeztiink el, melynek segitségével a késébbiekben kovetkeztetni
tudtunk a transzfekcios hatékonysagra. A transzfekciot kovetden 48 ora elteltével leszivtuk a
feliiluszot a sejtekrdl, majd lizdltuk a sejteket (S0mM Tris-HCI, 150mM NacCl, 1% Nonidet
P40, 0,5% natrium-dezoxikolat és protedz inhibitor, Roche). A transzfekcios hatékonysagot a
FluorReporterlacZ/Galactosidase Quantitation Kit (Molecular Probes, Life Technologies)
segitségével allapitottuk meg.

Az Osszegyljtott sejtfeliiluszokban és sejlizitumokban meghataroztuk az AT antigén
koncentraciot ELISA (AssayMax Human Antithrombin III ELISA Kit, Assaypro, St.Charles,
MO) modszer alkalmazasaval. Harom fiiggetlen transzfekciobol mértiik az AT antigén

koncentracio értékeket Labsystems iEMS Reader MF (Thermo Scientific) késziiléken.
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A sejtlizatumokat és sejtfeliiluszokat SDS-PAGE analizisnek is alavetettiik, valamint
Western-Blottal detektaltuk a fehérjemennyiségeket. Az AT-t kecskében termeltetett human
AT ellenes antitesttel (10000x higitas; Affinity Biologicals, Ancaster, Canada) és nytlban
termeltetett, biotinalt kecske ellenes IgG-vel (5000x higitas) tettiik lathatova. Az
immunreakcidt Vectastain Elite ABC kit alkalmazasaval (Vector Laboratories, Burlingame,
CA) valtottuk ki és 3,3’-diaminobenzidin (DAB) (Invitrogen) reagenssel vizualizaltuk. Belsd
kontrollként a p-aktint (8H10D10, CellSignaling Technology, Leiden, Hollandia)
alkalmaztuk.

Az AT aktivitasanak meghatarozasa koncentralt feliiliszoban az LX Antithrombin
Hc+P (FXa) (Labexpert Kft), kit segitségével tortént modositdsokkal (kisebb mintahigitas és
alacsonyabb heparin koncentracid). Az AT aktivitas és antigén értékekbdl specifikus
aktivitast kalkuldltunk, azaz meghataroztuk az egységnyi fehérjemennyiségre vonatkoztatott

AT aktivitast U/mg-ban.

4.6.2 In silico predikcios modszerek
A taldlt ) mutdcidk patogenitdsat 3 predikciés modszer, a  PolyPhen2,

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml), a MutPred, (http://mutpred.mutdb.org) és

a PhD-SNP (http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html) segitségével vizsgaltuk.

Az alkalmazott predikciés modszerek mindegyike egy 0 és 1 kozotti szdmot jelenit meg
szamunkra. 0,5 és 1,0 kozotti érték esetén valdsziniileg patogén mutéciordl, <0,5 érték esetén

valdsziniileg benignus, jéindulata eltérésrol beszélhetiink.

4.7 Statisztikai modszerek

A vizsgélt valtozok eloszlasat a Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgéaltuk. A nem normal
eloszlasu valtozok medianjat és az ahhoz tartozo total tartomanyokat tlintettik fel. A
folyamatos valtozok kozotti kiilonbségeket Mann-Whitney U teszttel és Kruskal-Wallis
teszttel vizsgaltuk. %* statisztikat hasznaltunk a kategorikus valtozok Gsszehasonlitasara. Az
AT Bp3 homozigoéta hordozasdnak a trombozis kialakulasara gyakorolt fokozott kockazatat
logisztikus regresszidos modellel is analizaltuk, megadtuk az esélyhanyadost (odds ratio, OR)
¢s a 95%-os konfidencia intervallumot. Kaplan-Meier talélési gorbékkel szemléltettiik az els6
trombotikus esemény kialakuldsaig 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 végeztiik el.
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5. Eredmények

5.1 Antitrombin deficiencia

5.1.1 Antitrombin deficiens betegek genotipus-fenotipus osszefiiggései

A 2007 és 2016 kozott bevont betegek (n=156 nem rokon személy; AT deficiens
csaladtagokkal egyiitt 246 személy) vizsgalataval 31 genetikai eltérést talaltunk a SERPINCI
génben. A 31 muticio koziil 22 I-es tipusu és 9 Il-es tipusit AT deficienciat eredményez;
36,0% 1 genetikai eltérés (n=11). A leggyakoribbnak a II.LHBS altipus (75,6%) bizonyult,
ezen beliil is az AT Bp3 mutacié, melyet 63 csalad, 102 egyén hordozott (a II.LHBS tipus
80,0%-a). A talalt mutaciok heterozigota forméaban fordultak eld, kivéve az AT Bp3 mutaciot,
ahol homozigota egyéneket is detektaltunk. Az egyéb II.LHBS altipusok koziil az AT Baselt 5,
az AT Padua I-et 11 csaladnal regisztraltuk. A II.RS altipusok mutacidi (AT Stockholm, AT
Glasgow ¢és p.11e386Thr) 1-1 csaladban fordultak eld. A II.PE altipusba tartoz6 AT Torino-t
egy, mig az AT Budapest 5 mutaciot 6t csaladban mutattuk ki.

Minddssze harom olyan esetben nem taldltunk genetikai eltérést sem fluoreszcens
direkt szekvenalassal, sem MLPA analizissel, amely 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 I-es tipusi mutéaciot hordozok (heterozigotak) kozott szignifikdnsan gyakrabban
fordult el6 VTE, mint a Il-es tipust heterozigota egyének kozott (66% vs. 49%, p=0,015).
Amennyiben a II.HBS altipushoz hasonlitjuk, még magasabb volt a VTE el6fordulasi aranya
az I-es tipusban (66,0% vs. 41,8 %, p=0,003). Ezzel szemben a terhességi komplikaciok
eléfordulasi gyakorisdga a II.LHBS altipusban volt a gyakoribb az I-es tipushoz képest (2.1%
vs. 7.1%, p=0,046). Az I-es tipusi deficiensek kozott mindossze egy p.Argl64*
mutacidhordozo né esetében fordult eld terhességi komplikacio. Ugyanigy minddssze egy I-es
tipust AT Wobble hordozonal jelentkezett artérids esemény MI formdjaban, azonban ez a
beteg szamos MI rizikéfaktorral is rendelkezett (dohdnyzds, magasvérnyomas,
hiperlipidémia). A IL.LRS ¢és II.PE altipusokban nem regisztraltak sem artérids eseményt, sem
terhességi komplikaciot.

Osszehasonlitottuk a VTE, illetve minden trombotikus esemény (vénas, artérias
torténés, terhességi komplikacid) bekovetkezésének idejét az I-es tipust, a ILHBS
heterozigétdk ¢s az AT Bp3 homozigotak kozott. Amennyiben csak a VTE-t tekintettiik
klinikai kimenetnek, az I-es tipusit AT deficiensek esetében szignifikdnsan fiatalabb korban
kovetkezett be az elsé esemény, mint a IILHBS heterozigota formajaban (median életkor I-es

tipus: 34 év, 95%CI: 30-38 év vs. median ¢életkor II.LHBS heterozigota: 46 év, 95%CI: 33-59
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év, p=0,002), azonban az I-es tipusi deficiencidban szignifikdnsan magasabb ¢életkorban
kovetkezett be a VTE, mint az AT Bp3 homozigota hordozoknal (median életkor AT Bp3
homozigota: 15 év, 95%CI: 12-18 év p<0,001). Amikor klinikai kimenetnek tekintettiink
barmilyen trombotikus torténést (beleértve a vénds ¢€s artérids, valamint a terhességi
komplikaciokat), az elsd manifesztacidig eltelt id6 nem kiilonbozott szignifikdnsan az I-es
tipusu és a IILHBS heterozigotak kozott (median életkor I-es tipus: 34 év, 95%CI: 30-38 év vs.
median ¢életkor ILHBS heterozigota: 40 év, 95%CI: 38-42 év p=0,064). Az AT Bp3 mutécio
homozigota formaban torténd hordozasa ebbdl a nézOpontbol is stilyosabb volt, mint az I-es
tipusi AT deficiencia (medidn életkor AT Bp3 homozigéta: 15 év, 95%CIL: 12-18 év
p<0,001). Tovabba a proximalisan jelentkezd trombozisok szintén az AT Bp3 homozigota
hordozdkban voltak gyakoribbak az I-es tipusit AT deficiensekhez képest (62,5% vs. 14,3%, p
=0,002), mig az I-es tipust és a II.LHBS heterozigotak kozott nem volt kiilonbség.

A kiilonbozd AT deficiens csoportok kozott szignifikans kiilonbség nem volt
megfigyelhet6 a FVL és a FIIG20210A mutaciok hordozasdnak gyakorisagaban; egyéb
oroklott trombofilia tényez6t nem talaltunk. Antifoszfolipid szindroma sem volt fellelhetd
egyik alcsoportban sem. A velesziiletett érfejlodési rendellenesség eléfordulasi gyakorisaga
alacsony volt (4tlagosan 5%) minden csoportban.

A betegeink kozott igen magas szamban el6forduld I1.LHBS deficiencia lehetdvé tette
azt, hogy Osszehasonlitdsokat végezhessiink ezen alcsoporton beliil (AT Bp3 homozigotak,
AT Bp3 heterozigotak, AT Basel és AT Padua I). Az AT Bp3 homozigétaknal fordultak eld
legmagasabb aranyban (92,3%) a trombotikus tiinetek; ez szignifikansan magasabb arany,
mint az AT Bp3 heterozigdtdkban, ahol a trombotikus tlinetek aranya 56,6% (p=0,001) és az
AT Padua I hordozokban, ahol a trombotikus tiinetek aranya 53,3% (p=0,006). A VTE
eléfordulasa sokkal gyakoribb az AT Bp3 mutdcié hordozdkban, mint az AT Basel és AT
Padua I hordozékban (AT Padua I vs. AT Bp3 heterozigotak 20% vs. 48,7%, p=0,041; AT
Padua I vs. AT Bp3 homozigétdk 20% vs. 92,3%, p<0,001; AT Basel vs. AT Bp3
homozigoétak 14,3% vs. 92,3%, p<0,001). A VTE gyakorisaga az AT Bp3 homozigdtakban a
legmagasabb (AT Bp3 heterozigétdk vs. AT Bp3 homozigotdk p<0,001). Az artérias
események eléforduldsa az AT Basel hordozokban fordult eld leggyakrabban (AT Basel vs.
AT Bp3 heterozigotak 42,9% vs. 10,5%, p=0,046; AT Basel vs. AT Bp3 homozigotak 42,9%
vs. 0%, p=0,006). Terhességi komplikaciot leggyakrabban az AT Padua I hordozdkban
regiszraltunk (26,7%), bar ez statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak a tobbi I.HBS
alcsoporttal torténd Osszehasonlitasban. Az AT Bp3 homozigotak esetében szignifikdnsan

gyakrabban regisztraltak proximalisan elhelyezkedd trombdzist az AT Bp3 heterozigotakhoz
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viszonyitva (p=0.001). Nincs szignifikdns kiilonbség a trombozis rizikoéfaktorok tekintetében
a ILLHBS alcsoportok kozott.

Az AT Basel és AT Padua I hordozokban nincs kiilonbség az els6 VTE
megjelenésének idejében (median életkor AT Basel: 51 év, 95%CI: 41-62 év vs. median
¢letkor AT Padua I: 62 év, 95%CI: 53-71 év p=0,982), valamint az AT Basel és AT Bp3
heterozigdotak kozott (medidn életkor AT Bp3 heterozigdta: 40 év, 95%CI: 35-45 év p=0,095).
Az AT Bp3 heterozigotakban szignifikdnsan kordbban fordult el¢ VTE, mint az AT Padua I
hordozdkban (p=0,010). Az AT Bp3 homozigétak, ahol a median életkor 15 év volt (95/%CI:
12-18 ¢év), voltak a legfiatalabbak az elsé trombotikus esemény elszenvedésének idején (AT
Bp3 homozigotak vs. AT Basel p=0,002; AT Bp3 homozigotak vs. AT Padua I és vs. AT Bp3
heterozigétak p<0,001). Amennyiben kimenetnek tekintettiink minden trombotikus eseményt,
az elsé esemény megjelenésének ideje nem kiilonbozik szignifikdnsan az AT Basel és AT
Padua I (median ¢életkor AT Basel: 49 év, 95%CI: 18-80 év vs. median életkor AT Padua I: 43
év, 95%CI: 33-53 év p=0,459), az AT Bp3 heterozigdtak és az AT Basel (median életkor AT
Bp3 heterozigéta: 40 év, 95%CI: 38-42 év, p=0,997), valamint az AT Bp3 heterozigdtak és az
AT Padua I hordozok kozott (p=0,130). Az elsd esemény megjelenése az AT Bp3
homozigotak esetében a legkorabbi (AT Bp3 homozigétdk vs. AT Bp3 heterozigotak
p<0.001, AT Bp3 homozigétdk vs. AT Padua I p<0,001 és AT Bp3 homozigotak vs. AT
Basel p=0,018).

Az igen nagyszamu AT Bp3 homozigéta hordoz6 (az irodalomban a legnagyobb
szamu beteg) detektalasa lehetdvé tette tobb szempontbdl az AT Bp3 heterozigotakkal valod
Osszehasonlitast. Az AT Bp3 homozigétak kozott 13-an sulyos vagy szokatlan lokalizécioju
MVT-n estek at. Hét beteg iliofemoralis, 2 beteg pedig vena cava inferior trombozist
szenvedett. Egy betegnél vena cava inferior €s vesevéna trombdzis fordult el6. Mesenterialis
trombozist egy, tricuspidalis billentyli trombozist szintén egy beteg szenvedett. Az AT Bp3
homozigotak kozott mindossze 2 tiinetmentes egyént regisztraltunk. Az AT Bp3
heterozigdtak kozott 8 esetben fordult eld artérids esemény (4 betegnél csak ATE, 4 betegnél
ATE+VTE), ezzel szemben a homozigotak egyikénél sem. A tiinetmentes Bp3 heterozigotak
igen fiatalok az adatok analizisének idOpontjdban (median: 21 év, tartomany: 2-53 év),
kizarolag 2 esetben hordoznak egyéb genetikai rizikofaktort, a FVL mutaciot heterozigota
formaban. A TE kockazatot 6sszehasonlitva az AT Bp3 homozigdtak és heterozigotak kozott,
az AT Bp3 homozigotaknak 14,06-szor (95%CI: 3,10-63,74) nagyobbnak tlinik az esélyiik a

TE kialakuldséara, mint a heterozigotaknak.
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5.1.2 Alapité hatas kimutatasa antitrombin deficiens betegekben

Az AT Bp3 mutacié igen magas aranyu eléfordulasa a vizsgalati populacioban felvetette az
alapito hatas lehetdségét. Az alapito hatas tisztazasara 7 SNP-t, az 5°-LP-t és 4 mikroszatellita
markert vizsgaltunk. Az AT Bp3 mutaciét hordozok minor allél frekvencia (MAF) értékei
kiilonboztek a 200 egészséges egyén értékeitdl és a HapMap projektbdl szarmazd eurdpai
populacidra vonatkoztatott értékektol.

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

A haplotipus analizis soran kimutattuk, hogy a patogén , T allél” egyetlen
haplotipussal tarsult. A normadl ,,C allél” kiilonb6zd haplotipusokkal tarsult mind az AT Bp3
mutacid hordozékban, mint a kontroll csoportban. Az AT Bp3 homozigdtdk esetében
kizarolag egyféle ismétlodésszamot talaltunk az AluS és Alu8 mikroszatellita markerek
analizisekor, a (ATT)s és (ATT);s ismétlodéseket. A kontroll csoportban az Alu5 esetében a
6-os ¢és 8-as ismétlédésszamok, mig az Alu8 esetében 1-t61 19-ig mindenféle
ismétlddésszamok eldfordultak. A SERPINCI génhez kozelebbi, disztdlisan elhelyezkedd
D1S218 marker (AC)a4 és (AC),s formaban fordult elé az AT Bp3 homozigétdkban, mig a
kontroll csoportban heterogén az ismétlédésszamok megjelenése, (AC)jo-t6l (AC)s3-ig. A
SERPINCI génhez tavolabb, proximalisan elhelyezkedd DI1S196 marker valtozatos
ismétlddésszamokat mutatott mind az AT Bp3 homozigota, mind a kontroll személyekben. A
negativ kontrollként alkalmazott F13A1-STR ismétlddésszamai hasonld eloszlast mutatnak
mind a beteg, mind a kontroll csoportban.

Ahol lehetdségiink volt, informativ csaladfakat is generaltunk, feltiintetve a megfigyelt

haplotipusokkal.

5.1.3 Uj SERPINCI eltérések

Genotipus-fenotipus osszefiiggések az uj SERPINCI eltérést hordozo betegekben
A 31 kilonbdz6 SERPINCI genetikai eltérés kozil 11 0j, az irodalomban még nem
ismertetett eltérés. E mutaciok koziil tiz I-es tipust, egy Il-es tipusi AT deficienciat
eredményez.

Tizb6l 5 mutaci6 korai STOP kodont eredményez (p.Arg79ProfsTer34,
p.Lys171ValfsTerl6, p.Ser183SerfsTer100, p.Leu270ArgfsTerl4 ¢és p.Leu340LeufsTer5),
mely eltéréseket Osszesen 7 egyén hordozza. Egy tiinetmentes hordozé kivételével (aki 37

éves a diagndzis idején), mindegyikiik fiatal korban (<40 év) esett at TE-n. Tovabbi
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rizikofaktort egy esetben sem tudtunk kimutatni. Egy-egy p.Lysl71ValfsTerl6,
p.Arg79ProfsTer34 és p.Leu270ArgfsTerl4 mutaciét hordozo egyén két vagy tobb TE-t
szenvedett el.

A p.Gly456delinsAlaThr mutdciot hordoz6 ndbeteg két MVT-n esett at, az egyik
alkalommal terhesség alatt.

A misszensz p.Leu205Pro mutécidt Osszesen 11 személy hordozta, ezen mutécio
biokémiai karakterizalasat is elvégeztiik (lasd késébb). Két p.Asn450Ile mutacié hordozo
egyén MVT-n esett at; egyikiik kétszer, 6 FVL heterozigota is.

Az egyetlen 1j II-es tipust eltérés valdsziniileg II.PE altipusba sorolhato. A mutéaciot
hordozo holgy 62 évesen szenvedett el TE-t, kiemelendd, hogy a BMI-je 32.

Az uj l-es tipusi mutdciok mindegyike stlyos TE-val jar, az analizis idején
tiinetmentes személyek még fiatalok. A tiinetet mutatd személyeknél gyakori volt a rekurrens

trombozis eléfordulasa és az esetek tobbségében nem provokalt TE zajlott.

Uj mutdciok patogenitisinak vizsgdlata in silico modszerekkel

Az altalunk alkalmazott in silico predikcios mddszerek (PolyPhen2, MutPred és PhD SNP) a
misszensz mutaciok patogenitasanak vizsgalatara alkalmasak. Pozitiv kontrollként az AT Bp3
(p.Leul31Phe; II.LHBS) és az AT Cambridge II (p.Ala416Ser; II.RS) mutaciokat alkalmaztuk,
mivel ezek patogenitdsdt mar in vitro mddszerekkel is igazoltdk. A predikciés modszerek
mindharom (p.Leu205Pro, p.Asn450Ile és p.Pro461Thr) ) misszensz mutacidt patogénnek
mindsitették. Homologia vizsgélatot is végeztiink e hdrom misszensz eltérés esetében.
Osszehasonlitottuk a humdn, az ordngutdn, az egér, a szarvasmarha és a juh AT fehérje
mintazatat. Mindharom eltérés konzervativ régiora esik, ez is megerdsiti a predikcios

moddszerek eredményét, azaz ezen uj eltérések patogénnek mondhatoak.

4

Uj mutacio patogenitasanak vizsgalata biokémiai modszerekkel
A dolgozat megirasdnak idépontjaig a p.Leu205Pro mutacido kovetkezményeinek in vitro
modszerekkel torténd vizsgalata fejez6dott be. Tranziens transzfekciot alkalmazva HEK293
sejtekben termeltettik meg a vad tipusat (WT) és a mutans (Pro205) AT fehérjét. Az
expresszalt fehérjék szintjét ELISA modszer segitségével hataroztuk meg és Western blot
technikéval vizualizaltuk. A termeltetett AT funkcionalis tulajdonsagait hc-anti-FXa teszttel
tanulmanyoztuk.

A termeltetett WT AT egy markans savként, mig a Pro205 AT fehérje egy halvany

savként jelent meg 58 kDa magassagnal a sejtek feliiluszojabol. A sejtlizitumban szintén egy
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magassagban jelentek meg a termeltetett fehérjék. Ahogy varhat6 volt, a Mock mintaban nem
tudtunk AT fehérjét kimutatni.

Az AT antigén koncentraciot 4 fiiggetlen transzfekciobol, ELISA mddszerrel
hataroztuk meg (duplikdtumban, 48 oraval a transzfekciot kovetden). A [-galaktozidaz
aktivitasra korrigaltuk a transzfekcids hatékonysagot. Az AT koncentracié a WT plazmiddal
transzfektalt sejtek feliiluszdjadban 2,33 + 0,76 pg/mL, mig a Pro205 mutanssal transzfektalt
sejtekében csak 0,56 + 0,43 pg/mL volt. A WB-nak megfeleléen a sejtlizaitumban az AT
koncentraci6 2,83 + 1,40 ug/mg fehérje a WT és 2,86 = 1,10 pg/mg fehérje a mutans AT
esetében.

A rekombinans fehérjék specifikus aktivitisanak meghatdrozdsdhoz a termeltetett
fehérjék hc-anti-FXa aktivitasat hataroztunk meg 3 fliggetlen kisérletben az AT antigén
koncentracié 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 adédtak. Igy az atlagos specifikus aktivitas (1 mg AT fehérjére vonatkoztatva) 3
fiiggetlen kisérletb6l a WT AT-ra nézve 7,79 + 2,10 U/mg volt, mig a Pro205 AT-ra
vonatkoztatva 3,94 +0,95 U/mg.

5.1.4 Genotipus-fenotipus osszefiiggések a SERPINCI mutaciohordozo gyermekekben
és fiatal felnottekben

A 246 AT deficiens beteg koziil 32-en gyermek- és fiatal felndttkorban (<18 éves kor) estek
at trombotikus eseményen. A gyermekek ¢és fiatal felndttek tobbsége (n=25) II.LHBS altipusu
mutéciot és tobbségiik (n=18) az AT Bp3 mutéciot hordozza homozigdta formaban. Az AT
Bp3 mutaciot 7 gyermek ¢és fiatal felndtt hordozta heterozigota forméban, 2 gyermek AT
Basel, egy gyermek AT Truro mutacié hordozé. Egyikiik egy II.PE (AT Budapest 5) eltérést
¢és 3 gyermek I-es tipusu (p.Ile218del, p.Leu270ArgfsTer14 és teljes SERPINCI gén delécio)
mutéciot hordozott.

A 0-1 éves korcsoportban (n=7) egy gyermek kivételével mindegyikiik AT Bp3
homozigéta hordozé. Egyikikk FVL heterozigota, mig 2 gyermek érfejlodési
rendellenességgel sziiletett. A trombozist kdzvetleniil kivaltd provokald tényezdt egyikiiknél
sem regisztraltunk. Az AT Truro mutacidt hordozo 0jsziilott sinus sagittalis trombdzison esett

at és agyi véna hypoplasiaja van.
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A 2-11 éves korcsoportban csak 4 esetet talaltunk, egy 2 éves gyermek érfejlodési
rendellenességgel sziiletett és egy 10 évesen TE-n atesett gyermek FVL heterozigéta hordozo
is.

A 12-18 éves korcsoportban (n=20) 15 AT Bp3 mutacié hordozét detektaltunk, 4
esetben fordult eld provokald tényezd (2 terhesség, 1 sziilés utdn, 1 miitét). Nem taldltunk
tovabba sem egyéb 0roklott, sem szerzett trombozis rizikod faktorokat a hattérben. Egy AT
Basel mutéci6é hordozdé MI-n és iszkémias stroke-n is atesett, 2 AT Bp3 heterozigota pedig

szintén iszkémids stroke-n esett at.

5.1.5 Antitrombin deficiens betegek laboratoriumi fenotipusa

A hc-anti-FXa AT aktivitas és a p-anti-FXa aktivitas értékek alacsonyak ¢és jol korrelalnak az
I-es tipusu AT deficiens betegekben. Az AT antigén értékek is minden esetben a referencia
tartomany also hatara ala esnek.

Mind a hc-anti-FXa AT aktivitas ¢és a p-anti-FXa aktivitas értékek alacsonyak a II.RS
¢s II.PE betegekben és az AT antigén szintek a referencia tartomanyba esnek. A II.LHBS
betegek AT szintjei kiilonbdznek a mutacid tipusatdl fliggden. A hc-anti-FXa AT aktivitas
alacsony a ILLHBS altipusban, mig a p-anti-FXa AT aktivitds normal, igy a magas p-anti-
FXa/hc-anti-FXa AT aktivitds arany segit kiilonbséget tenni a I.LHBS ¢és a tobbi ILaltipus
kozott.

Az altalunk hasznalt hc-anti-FXa diagnosztikus teszt minden esetben alacsony, azaz
referencia tartomany als6 hatara alatti AT aktivitds értéket mutatott a II.LHBS egyénekben
(100% szenzitivitas). Az AT Basel és az AT Padua I esetében a p-anti-FXa aktivitas és az AT
antigén koncentracid minden esetben a referencia tartoméanyon beliil van; a p-anti-FXa/hc-
anti-FXa arany medianja AT Basel esetében: 1,66 (tartomany 1,53-2,05) és AT Padua I
esetében: 1,89 (tartomdny 1,71-2,10). Néhany AT Bp3 mutaciot hordozd egyén esetében
referencia tartomany alatti p-anti-FXa aktivitas és AT antigén koncentracid értékeket
detektaltunk, ez leginkdbb a homozigdta egyéneknél fordult el6. A p-anti-FXa/hc-anti FXa
arany medianja a heterozigotaknal: 1,51 (tartomany: 1,28-2,11) és a homozigotaknal: 5,60
(tartomany: 2,88-8,85). Amennyiben a Bp3 heterozigota egyéneket két csoportba osztjuk az
alapjan, hogy volt-e trombotikus eseményiik vagy sem, a hc-anti-FXa aktivitdsok hasonloak
(medidn AT aktivitas: 53%, tartomany 34-65% mindkét csoportban; p=0,617). Az AT antigén
koncentracié sem kiilonbozik a két csoportban (tiinetesek medianja: 0,25 g/L, 0,18-0,28 g/L
¢s tiinetmentesek medianja: 0,24 g/L, tartomany: 0,21-0,30 g/L; p=0,691). A p-anti-FXa

aktivitds a tiinetekkel rendelkezd AT Bp3 heterozigota hordozokban szignifikdnsan
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alacsonyabb (tiinetesek medianja: 85%, tartomany 60-107% és tlinetmentesek medidnja: 91%,
tartomany: 74-111%; p=0,011).

A diagnoézishoz hasznalt funkcionalis esszét 2 hasonlé (FXa alapt, heparin
jelenlétében), a kereskedelemben kaphatd kittel hasonlitottuk Ossze. Az esszék hasonld
eredményt adtak a II.LRS és II.PE betegek esetén. A IILHBS AT Padua I és Basel AT aktivitas
értékei koziil egy jelentdsen kiillonbozott a harom esszé alkalmazasakor. Mig a Siemens AT
essz¢ és a mi diagnosztikus tesztiink alacsony AT aktivitast mutatott minden esetben, addig a
HemosIL teszt nem érzékelte ezeket a mutansokat, mivel a mért AT aktivitas értékek a
referencia tartomanyba estek. Az AT Bp3 homozigota AT aktivitds értékek mindharom
teszttel csokkent értéket mutattak, azonban a HemoslL teszttel szignifikdnsan magasabb
értekeket kaptunk, mintha ezen egyének heterozigdta genotipusuak lennének. A HemosIL
teszt érzékenysége az AT Bp3 heterozigdtak esetében mindossze 44% volt.

Annak vizsgdlatara, hogy a hc-anti-FXa tesztek esetében mely tényezdk
befolyasolhatjak a tesztek szenzitivitasat, sajat, diagnosztikus tesztként hasznalt hc-anti-FXa
tesztrendszeriinkben, mely 100%-os szenzitivitasu, valtoztattuk a heparin koncentraciot és a
pH-t. Az eredeti reagens pH csokkentésével az AT Bp3 heterozigota mintak esetében csekély
hc-anti-FXa szint valtozast tapasztaltunk, mig az AT Basel, de fékent az AT Padua I mintak
esetében jelent6sen emelkedett a detektalt hc-anti-FXa aktivitds, két AT Padua I minta
esetében a mért érték a normal tartomanyba esett. A heparin koncentracié emelésével minden
esetben emelkedett az AT aktivitas, egy AT Padua I minta aktivitdsa el is érte a referencia
tartomany alsd hatdrat. Ha az essz¢é koriilményei pH 7.4-re véltoztak az emelt heparin
koncentracié mellett, az AT aktivitas értékek tovabb emelkedtek elérve, vagy meghaladva a
referencia tartomany also hatarat 2 AT Basel és 1 AT Padua I minta esetében. Amennyiben a
heparin koncentraciot az eredeti 8-szorosara emeltiikk az AT Basel és az AT Padua I mintak
mindegyike normal AT aktivitds értéket mutatott. Az AT Bp3 mintdk AT aktivitas értékei

nem ndvekedtek tovabb.

5.2 Osler-Rendu-Weber kor

5.2.1 Osler-Rendu-Weber koros betegek diagnosztizalasa

Az HHT gyanus betegek az egri Markhot Ferenc Oktatokérhdz és Rendeldintézet
kozremiikodésével keriiltek bevalogatasra. A diagnosztikus protokoll elsdé 1épéseként azon
orrvérzé betegek, akik TA-kal rendelkeznek, alapos 4ltalanos és fiil-orr-gégészeti
kivizsgalason estek at. A csaladi anamnézis felvétele soran felderitettilk, hogy van-e a

csaladban mas egyén, aki orrvérzd, TA-kal és/vagy AVM-kel rendelkezik. Az AVM jelenlétét
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kiilonboz6 képalkotdé modszerek (az agy kontrasztanyagos MR, a tiid6 és a maj CT vizsgalata)
segitségével hataroztak meg.

Az északkelet-magyarorszagi régiobol szarmazé 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 ACVRLI génben egy ezidaig ismeretlen genetikai eltérést, a
c.625+1 G>C splice site eltérés hordozasat figyeltik meg heterozigdta forméban. Fizikai
vizsgalatra 18 esetben keriilt sor a mutacidhordozok koziil, ndluk 13 esetben orrvérzéseket
(25+12,6 évesek) és 14 esetben TA-kat (39,5+13,7 évesek) figyeltek meg. Négy esetben volt
sziikség transzfuziora a sulyos orrvérzések kovetkeztében. Az AVM jelenlétét 11 felnott
esetében vizsgaltdk, 4 esetben a majban talaltak AVM-kat. Szintén 4 esetben figyeltek meg
nem-vérzé gyomor- és nyombél TA-kat. Agyi és tid6 AVM-k nem fordultak elé ebben a
betegcsoportban.

Az 5 probandbdl négy beteg Heves megye déli részérdl, egy pedig a szomszédos Jasz-
Nagykun-Szolnok megyébdl szdrmazott. Tudomasuk szerint rokonsagi kapcsolatban nem
alltak egymassal, azonban a felmendik csaladnevei kozott volt egyezés. Az egymashoz kozeli
régidban €16 csaladokban ugyanazon splice site mutacidé (ACVRLI c.625+1 G>C) hordozasa
kapcsan felmeriilt a rokonsdgi kapcsolat, illetve az alapitd hatds gyanuja. Ennek
feltérképezésére az 5 proband egyén, 22 hozzatartozd és 50 kontroll személy (akik
bizonyitottan nem hordozzék az ACVRLI ¢.625+1 G>C mutéciot) esetében tovabbi genetikai

vizsgélatokra, a HHT-s rokonsagnal csaladfatérképek generalasara is sort keriilt.

5.2.2 Alapité hatas kimutatasa Osler-Rendu-Weber koros betegekben
A haplotipus analizis elvégzésekor 3 introni polimorf marker genotipizaldsara keriilt sor a 15
HHT-s beteg és az 50 fos kontroll csoportban.

Az allélfrekvencia értékek a kontroll csoportban mindhiarom SNP esetében jo
kozelitést mutatnak a HapMap kaukazusi populaciora vonatkoztatott értékeivel (2015-6s
adat). Ezzel szemben a HHT-betegek allélfrekvencia értékei jelentdsen eltérnek a HapMap, és
igy a kontroll csoport allélfrekvencia értékeitdl. Statisztikai analizisre nem keriilt sor az
alacsony esetszam miatt.

A mikroszatellita markerek fluoreszcens fragmentanalizise soran egy intragénikus
(D12S1677), 2 proximalisan (D12S85, D125196) és 2 disztalisan (D12S1712, D12S270)
elhelyezkedd STR detektalasat végeztiik el. A D12S85 proximalisan tavolabb elhelyezkedd

marker a 12-es ismétlodésszammal fordult el a betegek 80%-ban, ezzel szemben a kontroll
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csoportban 11 és 38 kozotti ismétlddésszamokat figyeltiink meg. A szintén proximalisan, de a
génhez kozelebb elhelyezkedd D12S196 marker a betegekben 10-es ¢és 7-es
ismétlédésszammal, a kontroll csoportban szintén a 10-es, valamint a 9-es ismétlédésszam
fordult eld leggyakrabban. A D12S1677 intragénikus marker esetében 60%-ban a 20-as, kdzel
25%-ban a 2l-es ismétlédésszam jelent meg; mig a kontroll csoportban véaltozatos
ismétlédésszamokat regisztraltunk. Disztalisan, a génhez kozelebb elhelyezkedé D12S1712
mikroszatellita esetében a betegek tobb mint 60%-ndl, illetve a kontroll egyének tobbségénél
is a 16-os ismétlodésszam volt a leggyakoribb. A disztalisan tdvolabb 1évé D12S270 marker
mind a betegek, mind a kontroll csoport vizsgélatakor véaltozatos ismétlédésszamot mutatott.

A probandok csaladjait feltérképezve szemléletes csaladfakat készitettiink, melyeken
feltiintettiik a talalt haplotipusokat. A mutéaciot hordozé egyéneknél ugyanazon haplotipust
figyeltiik meg a mutans, ,,C” allélhez kapcsoldddan.

Geneologus altal felderitésre keriiltek az 5 proband felmendi, valamint az esetleges
kozos 0Os, akitdl az ACVRLI ¢.625+1 G>C eltérés eredeztethetd. Ennek eredményeképpen egy
olyan héazaspart taldltak, kiknek hazassagkotése 1779-ben volt a leszarmazottak mai

lakohelyétdl kortilbeliil 30 km-re.
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6. Megbeszélés

6.1 Genetikai vizsgalatok antitrombin deficienciaban és Osler-Rendu-Weber
korban; alapité mutaciok

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

Az AT a véralvadas kulcsfontossagu szabalyozoja. Az oroklott AT deficiencia egy
heterogén betegség, az I-es tipusu kvantitativ és a Il-es tipusu kvalitativ csoportokba
sorolhato. A vizsgalt AT deficiens populdcidban fluoreszcens direkt szekvenaldssal és MLPA
analizissel 31 kiilonb6z6 mutaciot talaltunk az AT génjében (SERPINCI1), melyek koziil 11 1j
genetikai eltérés. Sajat AT deficiens betegcsoportunkban a II.LHBS altipus volt a leggyakoribb.

Az Osler-Rendu-Weber kor (vagy orokletes hemorrhagids telangiectasia; HHT) egy
autoszomalis domindns betegség, melyet orrvérzések, TA-k és AVM-k jellemeznek. A
betegség diagnodzisa az 1999-ben felallitott Curagao kritériumok alapjan torténik. Két f6 gén
mutécioi allnak a hattérben, ezek az ENG ¢és az ACVRLI. Az északkelet-magyarorszagi
régiobol szarmazd 5 HHT-gyanus proband fluoreszcens direkt szekvenaldsa soran az ENG
génben nem taldltunk eltérést, azonban az ACVRLI génben mind az 5 betegnél egy azonos
genetikai varianst (ACVRLI c.625+1 G>C) fedeztiink fel, melyrdl eddig nem szamoltak be az
irodalomban. E splicing eltérést az 5 proband olyan csaladtagjainal is regisztraltuk, akik

eleget tettek legalabb 2 Curagao kritériumnak.

6.1.1 Alapitd mutaciok jelentosége, megjelenése antitrombin deficienciaban, egyéb
trombofilidkban és Osler-Rendu-Weber korban

Az alapité mutaciok révén csokken a genetikai sokféleség egy kis 1étszamti populacidban, a
genetikai drift eredményeképpen valtozasok kovetkeznek be az allélfrekvencidkban. Az
alapitd mutaciok eléforduldsanak igazolasara kapcsoltsagi analizist végeznek. A polimorf
genetikai markerek (mikroszatellitak) teszik lehetdvé a genetikai variancia alapos vizsgalatat.
Amennyiben a betegség hatterében allo okozati mutéacié szoros kapcsoltsdgot mutat a vizsgalt
polimorf markerekkel adott haplotipust kialakitva, az alapitd hatds igazolhatd. Az alapitd
mutéciok felderitése egy populacidban tobb szempontbdl hasznos. Egyrészt az alapitd
mutdcié kovetkeztében az érintett betegcsoportokban sokkal hatékonyabb diagnosztikai
stratégiat allithatunk fel, masrészt az alapitdé mutaciok jelenléte az adott genetikai betegség

esetén noveli a mutacids taldlati ardnyokat is. A gyorsabb ¢s pontosabb diagnézis mellett az is
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kiemelendd, hogy az azonos mutacioé hordozashoz tarsulé hasonlo klinikai fenotipus a betegek

A magyarorszagi AT deficiens betegek igen nagy aranyban hordoztdk az AT Bp3
(p.Leul31Phe) mutéciot. Minden, az irodalomban kordbban leirt, AT Bp3 hordoz6 esetében
kelet-eurdpai szarmazasrdl szamoltak be. A mutacidt Osszefiiggésbe hoztadk vénas, kisebb
aranyban artérids trombotikus eseményekkel, valamint terhességi komplikaciokkal is. Olds és
mtsai. 1994-ben 5 AT Bp3 hordozé csaladrél szamoltak be, 6k 6 polimorf genetikai markert
vizsgalva, beleértve az Alu5 és Alu8 STR markereket is, alapitd hatas lehetségére
kovetkeztettek. A vizsgalt személyek és a polimorf markerek szama azonban esetiikben igen
alacsony volt ahhoz, hogy egyértelmii bizonyitékot szolgéltassanak. Szamunkra megadatott
annak a lehetdsége, hogy kiemelkedden nagyszdmu mutacidhordozot toborozzunk és tobb
genetikai markert vizsgalhassunk. Osszesen 102 AT Bp3 mutacié hordozé és 200 egészséges
személy DNS mint4jan 12 polimorf markert (7 SNP, egy 5°’LP és 4 STR) vizsgalva sikertilt
igazolni az AT Bp3 mutéci6 alapité hatasat. A haplotipus analizishez az 1-es kromoszoma
1q24.2-25.2 régidjaban 7 SNP-t (rs5877, rs5878, rs1799876, rs941989, rs677, rs2227612 és
1$2227596), egy 5’LP-t és 4 STR markert (az Alu5 és Alu8 markereket a SERPINCI gén 5
intronjaban, a D1S218 markert a SERPINCI géntdl disztalisan, a D1S196 markert a
SERPINCI géntdl proximalisan elhelyezkedd mikroszatellitat) vizsgaltunk. A haplotipus
analizis soran kimutattuk, hogy a ,, T allél” egyetlen haplotipussal tarsult. A normal ,,C allél”
kiilonboz6 haplotipusokkal tarsult mind a heterozigota AT Bp3 mutacié hordozdkban, mint a
kontroll csoportban. Ravildgitottunk arra az érdekességre is, hogy a finn AT deficiens
populacié mutacids spektruma kiilonbozik a magyartdl, holott a két nemzet elvileg rokoni
kapcsolatban all egymassal. A finn populacidoban az AT Basel mutaciordl szamoltak be, mint
gyakori (alapitd?) mutacio, azonban ezt genetikai markerekkel nem igazoltak. Mig a finn AT
deficiens populacioban az AT Basel aranya a Il-es tipusu deficiencidn beliil 88%, addig a
magyar betegekben ez minddssze 4%. Ezzel szemben mig nalunk az AT Bp3 aranya a Il-es
tipuson beliil 81%, addig a finn betegek kozott ez az eltérés egyaltalan nem fordul eld. Ezek
alapjan felvetddik, hogy az AT Bp3 mutédcioé a két népcsoport szétvaldsa utdn keletkezett,
vagy keriilt be Magyarorszagra. Az alapitas idejének becslésére torténtek mar vizsgalatok a
munkacsoportunkban, ami alapjan a XVII. szdzad tlinik legvaldsziniibbnek, de tovabbi,
pontositd vizsgalatok sziikségesek még kozlés elétt. Az AT Cambridge II mutacid a brit
populdcidban gyakori és alapitdé hatasanak vizsgalatakor 31-bdl 29-en azonos haplotipust
mutattak egy (ATT)s STR kivételével, ahol 4 féle ismétlddésszamot tapasztaltak. Ebbol arra a

kovetkeztetésre jutottak, hogy 4 fliggetlen eredetii alapitdja lehet az AT Cambridge II
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mutédcionak. A magyarorszagi AT deficiens populacidban ez az eltérés nem volt kimutathato.
Osszességében elmondhatd, hogy a legkiterjedtebb genetikai vizsgilatot a legnagyobb
populacion munkacsoportunk végezte az AT deficiencidval kapcsolatos alapitdé hatas
igazolasara.

Az 6t Osler-Rendu-Weber koros proband egyméshoz kozeli foldrajzi térségbdl valo
szarmazasa, a felmendik kozotti névazonossag, valamint ugyanazon eltérés (ACVRLI ¢.625+1
G>C) hordozasa vetette fel, hogy alapitdé mutaciora bukkantunk. Ennek igazolasira 8
polimorf genetikai markert tanulmanyoztunk a 12-es kromoszéma ql3,11 - ql13,13
régiojaban. A haplotipus analizishez az ACVRLI génen beliil 3 SNP-t (rs2071219, rs706815,
rs706816) és egy mikroszatellita markert (D12S1677), tovabba a génhez képest proximalisan
(D12S85, DI12S2196), valamint disztalisan (D12S1712, D12S270) két-két STR-t
valasztottunk. A haplotipus analizis soran ugyanazon haplotipust tudtuk kimutatni a mutans,
“C” allélhez tarsultan. A vizsgélt 8 polimorf marker ugyanazon kromoszéman, egymashoz
kozel helyezkedik el és kapcsolt 6roklodést mutat. A mutdciohordozé allélon a vizsgalt
markerek kozott rekombindciot nem figyeltiink meg. Ez arra utal, hogy még nem zajlott le
annyi meidzis, mely soran crossing over johetett volna létre, vagyis a mutacioé a nem til tavoli
multban keletkezhetett. A csaladfakutatd segitségével megtalalt hazaspar, kiknek eskiivdje
1779-ben volt, nem feltétlentil jelenti azt, hogy 6k voltak a mutacio alapitoi. Az Osler-Rendu-
Weber kor tekintetében a vildg szinte minden t4jan, igy a holland Antilldkon,
Franciaorszagban, Olaszorszagban, Danidban ¢és Norvégidban is taldltak HHT alapitd

mutaciokat.

6.1.2 A mutacio detektalasi arany antitrombin deficienciaban és Osler-Rendu-Weber
korban
Antitrombin deficiencidban a mutéaci6 detektaldsi arany igen magas, 98% az altalunk vizsgalt
populdciéban. Ez a magas arany valdsziniileg az AT Bp3 mutacio gyakori el6forduldsanak,
alapitd hatasanak kovetkezménye. Més populdcidkban ez az ardny alacsonyabb, 69-83%
koriili. A csokkent AT aktivitassal rendelkezd betegekben az alacsonyabb mutéacio detektalasi
rata hatterében aberrans N-glikozilacio, vagy olyan eltérés feltételezhetd, mely a SERPINCI
mutéci6 detektaldsi ardny azt jelzi, hogy az altalunk kidolgozott hemosztazis diagnosztikai
algoritmus teljes mértékben szenzitiv és specifikus.

Az északkelet-magyarorszagi régiobol Tanszékiinkre érkezett Osler-Rendu-Weber

koros betegek diagnosztizaldsakor a mutacié detektalasi rata 81,3% volt (nem publikalt sajat
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adat). Amennyiben az egész orszagbdl kért HHT genetikai vizsgalatokat vessziik figyelembe
ez az arany mar csak 36,7% volt. Véleményiink szerint ennek oka, hogy mig az északkelet-
magyarorszagi régioban a betegség feltérképezése szigortan a Curagao kritériumoknak
megfelelden valdsult meg, addig az orszag tobbi teriileteirdl érkezett betegek esetében nem
minden esetben volt kelléen megalapozott a HHT diagnoézisa. Ebbdl kifolyolag hianypdtlonak
tartanank egy szakmai ajanlas elkészitését, mely irdnymutatds lehetne a hazai klinikumban
dolgoz6 kollégdk szamara. Az igen magas (81,3%) muticid detektalasi arany az adott
régioban az alapité mutacié (ACVRLI c.625+1 G>C) kovetkezménye is. Altalanossagban
elmondhat6 az irodalmi adatok alapjan, hogy a 4 Curagao kritérium figyelembevétele mellett
a HHT-s esetekben koriilbeliil 75%-ban sikeriil kimutatni valamilyen ENG vagy ACVRLI
mutéciot. Ez az ardny tovabb, 85%-nal magasabbra emelkedik, ha az adott betegnél a 4

kritérium egyszerre all fenn.

6.1.3 Uj mutaciok antitrombin deficienciaban és Osler-Rendu-Weber kérban
Mind az AT deficiencidban, mind a HHT-ben gyakori az j mutaciok detektalasa, mivel
nincsenek mutacios forropontok, raadasul a HHT-ben tobb gén is érintett.

Az altalunk talalt 11 uj SERPINCI mutacio6 koziil tiz a laboratdriumi fenotipus alapjan
I-es tipusu deficiencidt eredményez. A p.Pro461Thr eltérés a laboratoriumi értékek szerint a
II-es tipusba sorolhatd, valamint ebben a pozicidoban leirtak kordbban egy p.Pro461Leu
eltérést, melyet II.PE deficiencianak véleményezték.

Az ACVRLI c¢.625+1 G>C mutacié kordbban nem szerepelt egyetlen mutacids
adatbazisban, valamint kozleményben sem, ezért szintén jnak tekintettiik.

A kozeljovében az ujgeneracios szekvenalas modszerének (NGS) elterjedésével
egyszeriibb lesz a genetikai diagnozis, mint a funkcionalis vizsgalatok, igy ezzel szamos (11j)
eltérést lehet majd azonositani. Egy j mutacio detektdldsakor kulcsfontossdgi a mutacid
patogenitasanak megitélése. A patogenitds igazoldsanak vannak indirekt ¢és direkt
bizonyitékai. Az indirekt bizonyitékok koz¢é tartozik a konzervaltsag megitélése; esetiinkben a
SERPINCI 0j misszensz mutaciok mind konzervalt régiokra esnek. Tovabbi bizonyitékot
szolgaltathatnak az in silico patogenitast joslo szoftverek, melyek ma igen elterjedtek. Ezen
munka sordn mi is alkalmaztuk a SERPINCI misszensz mutaciok vizsgalatira a PolyPhen2,
MutPred és PhD_SNP szoftvereket, melyek alapjan szintén patogénnek tekinthetjiik a talalt 0;
mutéciokat. Végezhetiink tovabba szegregacids analiziseket a nagykiterjedésti csalddok
esetében, melyet alkalmazhatunk egy adott fenotipus 6roklési modjanak meghatdrozasara,

egyes génhatasok tisztazasara. Mig elébbi mddszerek dontden a misszensz eltéréseket tudjak
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vizsgélni, a szegregdcidés analizis minden tipusut muticid esetében alkalmazhatd. Sajat
munkankban mind AT deficiencidban, mind HHT-ben alkalmunk nyilt nagy, tobb generaciot
magaba foglalé csaladok tanulmanyozéasara (p.Leu205Pro a SERPINCI génben ¢és az
ACVRLI ¢.625+1 G>C esetében). Indirekt bizonyitéknak tekintheté az is, amennyiben
legaldbb 100 egészséges allélon nem tudjuk kimutatni az 0j genetikai varidnst. Utdbbi
modszerrel jartunk el az j SERPINC1 mutacidk és az ACVRLI ¢.625+1 G>C esetében.

Egy mutéacié patogenitdsanak legfobb bizonyitékat (direkt bizonyiték) az in vitro
biokémiai analizisek szolgaltatjak, amikor rekombinans rendszerekben az adott fehérjék
mennyiségi és mindségi tulajdonsagait vizsgaljuk. A munkacsoportunk altal talalt 11 uj AT
mutécié koziil eddig egy mutacid molekularis karakterizalasat fejeztiik be. A p.Leu205Pro
mutéciot egy kiterjedt csaldd tobb tagja hordozza, akik tobb trombotikus eseményen estek at.
A Pro205 mutans fehérjét a WT-hoz hasonlé mennyiségben mutattuk ki a sejtek lizdtumaban,
ezek alapjan a protein szintézis nem érintett. Ezzel szemben a sejtek feliiliszdjaba csak
csekély mennyiségli mutans fehérje jut ki, ami szekrécidés zavarra utal. A Pro205 fehérje
specifikus aktivitasa is csokkent a WT-hoz képest. Az eredmények Osszességében egy
komplex (mennyiségi zavar a szekrécid defektusa miatt és funkciondlis zavar) defektusra

utalnak.

6.2 Genotipus-klinikai fenotipus osszefiiggések antitrombin deficienciaban és Osler-
Rendu-Weber korban

6.2.1 Antitrombin deficiencia

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

Az I-es tipusu deficiencia sulyos trombotikus eseménnyel jar és kizarolag heterozigota
genotipus figyelheté meg. A trombotikus események koziil leginkabb vénas trombozisokkal
hoztak kapcsolatba, azonban nem kizarhat6 artérids esemény sem. Sajat vizsgalatunkban az I-
es tipusu deficienciat eredményezé mutéaciok sulyos vénas trombotikus fenotipussal tarsultak,
kivéve az AT Wobble, mely esetében nem vénds, hanem artérids trombozist (MI)
regisztraltak.

A Il-es tipusi RS és PE altipusok 4&ltaldban az I-es tipushoz hasonld klinikai
fenotipussal fordulnak eld. Esetiinkben kicsi a II.LRS és II.PE esetszam, ezért messzemend

kovetkeztetéseket nem tudunk levonni.

32



A ILLHBS egy kivételes klinikai megjelenésii csoportot képvisel; az I-es tipustol abban
kiilonbozik, hogy a II.LHBS heterozigétaknal vannak ATE, terhességi komplikaciok is, és a
VTE idején altalaban iddsebbek, mint I-es tipust betegek. A IL.LHBS egy igen érdekes és
heterogén alcsoport az AT deficiencidkon beliil, mivel a betegek klinikai és laboratoriumi
fenotipusa kiilonboz6 attdl fliggéen, hogy konkrétan milyen mutéacio all a hattérben. Az AT
Bp3, AT Padua I és AT Basel mutdciokat nem csak vénds, hanem artérids eseményekkel,
valamint terhességi komplikaciokkal is Osszefiiggésbe hoztdk. Amennyiben az elsé vénds
trombozis kialakuldsaig eltelt id6t tekintjiik a klinikai stlyossag fokmérdjének, az I-es tipust
AT deficiencia sokkal sulyosabb, mint a II.LHBS heterozigétasdg, azonban az AT Bp3
homozigotasag az I-es tipusndl stlyosabb. A ILLHBS altipuson beliil az AT Bp3
homozigodtasag a legsulyosabb (az elsé VTE kialakuldsanak idején az AT Bp3 homozigotak
¢letkoranak medidnja 14 év, az AT Bp3 heterozigotdk esetében 33 év), de az AT Bp3
heterozigdtasag szignifikdnsan sulyosabb az AT Padua I-nél. Az AT Basel és az AT Padua I
nem kiilonbozik szignifikdnsan az els6 VTE kialakuldsanak idejében. Abban az esetben, ha
nemcsak az elsé VTE kialakulasanak idejét, hanem a VTE mellett az ATE, valamint a
terhességi komplikaciok bekovetkeztének idopontjat is egyiittesen vessziik figyelembe, az I-es
¢s ILLHBS heterozigota tipus sulyossaga nem kiilonbozik szignifikdnsan. Az AT Bp3
homozigoétasag sokkal sulyosabb, mint az I-es tipus ¢s a II.LHBS heterozigotasag. Az AT Bp3
homozigoétakban gyakoriak az ujsziilott- és korai gyermekkori trombdzisok. E homozigota
betegeknél ATE nem volt megfigyelheté. Osszességében megallapithatjuk, hogy az altalunk
vizsgalt csoportban az AT Bp3 leginkabb VTE-vel, az AT Basel inkdbb ATE-vel, az AT
Padua I pedig magasabb aranyu terhességi komplikdcioval tarsult. Az AT Bp3
heterozigdtasdg sem tekinthetd azonban enyhének, hiszen a heterozigdta hordozok kb. fele
esett at VTE-n vagy ATE-n a genetikai diagndzis id6pontjaig, valamint a tiinettel
rendelkezSkben egyéb trombozis rizikofaktorokat nem lehetett azonositani. Erdekes kérdés,
hogy a II.HBS altipuson beliil miért csak az AT Bp3 mutécio esetén talalkozunk homozigota
személyekkel és miért nincsenek homozigétdk pl. az AT Basel, vagy AT Padua I esetében,
melyek szintén gyakoriak bizonyos populaciokban. A sajat beteganyagunkban a viszonylag
alacsony AT Padua I és AT Basel frekvencia miatt eleve nem varhattunk homozigota
személyeket, azonban homozigota formaban ezek az eltérések mas populaciokban sem voltak
kimutathatok. Feltételezziik, hogy mindkét eltérés homozigdta megjelenése az élettel
Osszeegyeztethetetleniil sulyos fenotipussal jarna, hasonldéan az I-es tipusu deficiencidkhoz.
Az AT Bp3 mutaciot kivéve eddig csupan néhany, Il-es tipust eredményezd mutaciot

detektaltak homozigota formaban, ezek az AT Dublin (p.Val30Glu), AT Toyama
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(p.Arg79Cys), AT Cambridge II (p. Ala416Ser), AT Alger, AT Budapest 4, AT
Fontainebleau, AT Kumamoto, a p.Phe261Leu ¢és p.Pro469Leu mutaciok. A felsorolt

eltérések koziil az altalunk vizsgalt hazai betegpopulacioban egyik sem fordult eld.

6.2.2 Osler-Rendu-Weber kor

Sajat vizsgalataink sordn az ACVRLI ¢.625+1 G>C mutaciét hordozd csaladokban a HHT
valtozatos fenotipussal jart. Két, a diagnozis idépontjdban 34 éves beteg esetében még
orrvérzések sem fordultak eld. A mutaciot hordozok esetében a TA-k megjelenése az arcon,
az ajkakon, a nyelven ¢s a kezeken viszonylag késoi életkorban, a 40-es éveik végén jelentek
meg. Tidé és agyi AVM-k egyetlen esetben sem voltak kimutathatoak. Négy beteg
vizsgélatakor a majban el6forduld6 AVM-ket regisztraltunk. A csaladdsziirés jelentdsége HHT-
ben is kiemelendd, hiszen a genetikai eltéréssel rendelkezd, de a diagnoéziskor még
tiinetmentes csaladtagok szoros kovetése sziikséges a nagy vérzések megeldzése, illetve korai

ellatasanak biztositasa érdekében.

6.3 Laboratoriumi szempontok antitrombin deficienciaban
Az AT hiany kimutatasara szolgald elsOvonalbeli teszt egy kromogén funkcionalis
vizsgélaton alapul, amelyben a Flla vagy a FXa AT altal heparin jelenlétében torténd gatlasat
mérjiik kromogén szubsztrat alkalmazéasaval, ahol a feleslegben alkalmazott enzim (FIla vagy
FXa) aktivitasat mutatjuk ki. Ha normal, egészséges egyének AT szintjeit vizsgaljuk, azonos
eredményt kapunk anti-FIla vagy anti-FXa teszttel, amint az a nemzetkdzi kdrkontroll
programokba a kiilonb6zd laboratdriumok éltal bekiildott eredményekbdl jol 1athato.
Munkacsoportunk kordbban megallapitotta, hogy az enzim tipusa befolyasolja a teszt
érzékenységét bizonyos AT deficiencia tipusok irdnt. Az AT Bp3 mutaciora példaul az anti-
FIla mddszerek nem mutattak kelld érzékenységet. Ahogy azonban néhany tanulmanyban
utaltak ra, a funkcionalis AT tesztek érzékenysége szempontjabol nem feltétleniil kizarolag az
enzim tipusa (anti-FIla vagy anti-FXa essz¢) az egyetlen befolyasold tényezdé. A hc-anti-FXa
laboratériumi tesztek szempontjabdl kieemelendd, hogy kiilonbozé érzékenységgel
rendelkeznek a II.LHBS altipusokban. Ebbdl kifolydlag a II.LHBS altipus aluldiagnosztizalt
lehet néhany, a kereskedelemben kaphaté funkcionalis esszé alkalmazasakor. Az altalunk
hasznalt diagnosztikus essz¢ (Labexpert H+P) az 6sszes AT deficiencia kisziirésére alkalmas.
Az Osszehasonlitaskor alkalmazott anti-FXa alapu Siemens AT esszé érzékenysége is
100%, azonban a szintén anti-FXa alapt HemosIL AT teszt érzékenysége igen alacsony az

AT Bp3 mutdnsokra nézve és teljesen érzéketlen az AT Basel és AT Padua I mutansokra,
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hasonldéan Orlando és mtsai. tapasztalataihoz. A “pilot” kisérletliink eredményei alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a hc-anti-FXa tesztek érzékenységében a heparin koncentracio és az
ionerd a f6 befolyasold tényezOk. Eredményeink azt is mutatjdk, hogy a IL.LHBS igen
heterogén csoport a mutaciok tipusatdl fliggden laboratdriumi viselkedés szempontjabdl is. A
funkcionalis tesztek egyes altipusok irant mutatott eltérd szenzitivitasanak hatterében allhat az
AT-heparin kotés erdsségének kiillonbsége is az egyes mutdnsok esetében. A “pilot study”
keretén beliil bizonyitottuk, hogy a heparin koncentraci6 és a pH valtozas is jelentds hatassal
bir az essz¢ érzékenységére, ami szintén az eldbbi feltételezést erdsiti. A vizsgalt paraméterek
(heparin koncentracio, pH) modositasa érdekes modon kevésbé befolyasoltdk az AT Bp3
mintdkban mért AT aktivitds értékeket, ami azzal egyiitt, hogy a Bp3 homozigotak AT
koncentracio értékei gyakran alacsonynak mutatkoztak, azt sugallja, hogy e muticid6 nem

csupan az AT-heparin kdlcsonhatést befolyasolja, hanem komplexebb kovetkezménnyel jar.
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7. Osszefoglalas

Az antitrombin (AT) a véralvadas egyik kulcsfontossagu szabalyozdja. Az AT deficiencia egy
ritka, de jelentds trombdzis kockazati tényezd. Megkiilonboztetlink I-es tipust (mennyiségi)
¢s Il-es tipust (mindségi) deficiencidkat. Az AT deficiencia molekularis genetikai hattere igen
heterogén, eddig tobb mint 310 muticiot irtak le az AT génjében (SERPINCI).

A vizsgalt AT deficiens populacidban (n=156, csaladtagokkal egyiitt n=246) magas
mutacids detektalasi arannyal (98%) 31 kiilonb6z6 mutacidt azonositottunk a SERPINC1-ben,
melyek koziil 11 0 genetikai eltérés. A heparin kotés zavaraval jard II.HBS tipus bizonyult a
leggyakoribbnak (75,6%), e tipuson beliil az AT Budapest 3 (AT Bp3, 86,4%) kiemelkedden
gyakran fordult eld, az AT Basel gyakorisaga 4%, az AT Padua I eléfordulasa 9% volt. Az
AT Bp3 mutacié alapitdé hatasat 12 polimorf genetikai marker vizsgalataval igazoltuk.
Megallapitottuk, hogy a ILHBS AT deficiencia mind klinikai, mind laboratériumi
megjelenését tekintve heterogén csoport. Az artérids események az AT Basel-ben, a
terhességi komplikaciok az AT Padua I-ben fordultak eld leggyakrabban. Az AT Bp3
homozigoétak szenvedték el az elsd trombotikus eseményt a legfiatalabb korban. Harom anti-
FXa alapt funkciondlis teszt vizsgalatakor felvetettik, hogy nemcsak az enzim tipusa
(trombin, vagy FXa), hanem egyéb essz¢é koriilmények is befolyasoljak a teszt érzékenységét
a ILLHBS deficiencidk irant. Azon funkcionalis tesztben, ahol magas heparin koncentraciot
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 koncentracié ¢és a pH fontos
befolyasold tényezdi a funkciondlis tesztek II.LHBS irdnti érzékenységének. Az 11j, patogén
p.Leu205Pro  eltérés komplex fenotipust mutatott az in vitro  expresszids
vizsgélatokban; nemcsak a szekrécid, hanem a specifikus aktivitas is csokkent.

Az Osler-Rendu-Weber betegség (herediter hemorrhagias teleangiectasia, HHT) egy
ritka, autoszomalis dominans érfejlodési rendellenesség, melyet mucocutan teleangiectasiak
¢s visceralis arteriovenosus malformaciok jellemeznek. A klinikai diagnoézis a 4 Curagao
kritérium alapjan torténik.

Az uj ACVRLI ¢.625+1 G>C splicing mutaciot 5 Eszakkelet-Magyarorszagon é16
csaladban regisztraltuk ¢és 8 polimorf marker vizsgalataval alapitd hatast igazoltunk, melyet a

genealogiai vizsgalatok eredményei is megerdsitettek.
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A jelolt sajat eredményei, uj megallapitasai

. Az AT deficiens betegek és csaladdtagjaik genetikai vizsgalata soran az irodalomban a
legmagasabb mutacids detektdlasi aranyr6l szamoltunk be; a SERPINCI génben 31
kiilonboz6, ezek kozott 11 (ij mutdcidt azonositottunk.

. Felismertiik, hogy a IL.LHBS altipusba tartoz6 AT Bp3 mutéacié (p.Leul31Phe) a
magyarorszagi AT deficiens populdcidban kiemelkedéen gyakori és polimorf genetikai
markerek vizsgalataval igazoltuk, hogy ennek hatterében alapitd hatas all.

. Megallapitottuk, hogy az AT deficiencia a klinikai megjelenés szempontjabol
heterogén csoport; sét a IL.LHBS altipus Onmagaban is heterogén. Mig az I-es tipust
deficiencia sulyos vénds trombdzissal jar, a II.LHBS altipus heterozigota formdban enyhébb
megjelenésti és nem kizardlag vénds trombozis fordul eld. Az AT Basel gyakran jar egyiitt
ATE-val, az AT Padua I-ben a terhességi komplikaciok gyakoribbak. Az AT Bp3 homozigota
hordozéasa jelenti a legsulyosabb klinikai format, ahol a vénas trombodzis gyakorta mar
kisgyermekkorban manifesztalodik. A nem provokalt trombodzisok esetében gyermekkorban
kiilonosen érdemes AT deficiencia iranydban vizsgalddni.

. Megallapitottuk, hogy az AT deficiencia laboratériumi szempontbdl is heterogén és
nemcsak az enzim tipusa (trombin vagy FXa) szabja meg a teszt érzékenységét. A ILLHBS
tipuson beliil a HemosIL AT 44%-os szenzitivitast mutatott az AT Bp 3-ra, az AT Basel-lel és
AT Padua I-el szemben teljesen inszenzitiv volt. Megallapitottuk, hogy a FXa-alapt tesztek
esetében a heparin koncentracio és a pH fontos tényezdk a tesztek szenzitivitasat tekintve.

. A munkacsoportunk altal talalt 11 uj AT mutacid koziil eddig egy mutacidé molekularis
karakterizalasat fejeztiikk be. A p.Pro205 mutans fehérjét a WT-hoz hasonlé mennyiségben
mutattuk ki a sejtek lizatumaban, ezek alapjan a protein szintézis nem érintett. Ezzel szemben
a sejtek feliiluszojaba csak csekély mennyiségii mutans fehérje jut ki, ami szekrécids zavarra
utal. A Pro205 fehérje specifikus aktivitasa is csokkent a WT-hoz képest. Az eredmények
Osszességében egy komplex (a csokkent szekrécid miatt mennyiségi €s funkciondlis zavar)
defektusra utalnak.

Az 0t Osler-Rendu-Weber koéros proband egymashoz kozeli foldrajzi térségbdl valo
szarmazasa, a felmendik kozotti névazonossag, valamint ugyanazon eltérés (ACVRLI ¢.625+1
G>C) hordozasa vetette fel, hogy alapitd muticiora bukkantunk. Ezt 8 polimorf genetikai

marker detektalasaval igazoltuk és genealdgiai elemzéssel erdsitettiik meg.
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