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1. Bevezetés

A ritka betegség” fogalmat az Egyesiilt Allamokban vezették be elséként, szorosan
kapcsolédva az ,,orphan”, azaz arva gyodgyszer fogalméhoz. Az emlitett fogalmak
kialakulasanak alapja az volt, hogy a novekvd gyogyszerfejlesztési koltségek miatt a
gyartoknak nem volt kifizet6dd a kis betegszdmot érintd készitmények kifejlesztése, gyartasa.
Eleinte azokat a termékeket tekintették ,,orphan”-nek, amelyek eladasi ara nem fedezte az
eloallitas koltségeit, egy év mulva azonban mar ugy modositottak a fogalmat, hogy ,,arva” az
a gyogyszer, amely esetén kevesebb, mint 200 000 fos (USA) piaccal kell szamolni. A
jelenleg érvényben levé meghatarozas mindkét elemet tartalmazza. Az ,,arva” gyogyszerek és
,ritka betegségek” fogalmanak eurdpai meghatarozasa késobb sziiletett meg (1295/1999/EC),
eszerint ritka betegségrol akkor beszélhetiink, ha az adott korkép az egyénre nézve
¢letveszélyes, vagy az életmindséget jelentésen rontd, alacsony prevalenciaju (<2-5:10 000
f6), diagnozisa/kezelése tobbnyire jelentés (mind anyagi, mind szellemi téren) erdfeszitést
igényel. A ritka betegségek kategoridjan beliil a hemosztdzis rendellenességek, kiilondsen a
hemorrhagias diathesisek egy jol elkiilonitett csoportot képeznek. A Nemzetkdzi Thrombosis
¢s Haemostasis Tarsasag (ISTH) 2004-ben megalakitotta a Ritka Vérzékenységek (RBD)
munkacsoportot, mely Osszefogja e betegségekkel kapcsolatos kutatdsokat, diagnosztikai
ajanlasokkal és 1j terapias lehet6ségek megismertetésével segiti a betegekkel, betegségekkel
foglalkozo szakembereket (www.rbdd.org és www.rbdd.eu). Az RBD munkacsoport
definicioja szerint a haemophilia A és B, illetve a von Willebrand betegség kivételével
minden coagulopathia és thrombocyta funkcié zavar ritka betegségnek mindésiil. E
vérzékenységek homozigdta, vagy Osszetett heterozigota (azaz sulyos) forméjanak
prevalenciaja 1:500 ezer és 1:3 millié kozé tehetd. A ritka thrombophiliakkal kapcsolatos
alap- ¢és klinikai kutatasok koordinalasat is felvallalta az ISTH ,Plasma Coagulation
Inhibitors” albizottsdga. E betegségekkel kapcsolatos kutatasok tobb szempontbol is
eléremutatoak; egyrészt a betegségek hatterében felfedezésre keriilé 1j mutacioknak az adott
fehérje struktirajara, funkcidjara gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozasa altal a fiziologias,
pathofizioldgias folyamatokat jobban megérthetjiik, (1j mechanizmusokat fedezhetiink fel.
Masrészt, a kutatdsok altal szerzett ismeretek 0j diagnosztikus lehetdségek fejlesztéséhez,
illetve 0j, hatékonyabb terapias eljarasok kidolgozasahoz vezetnek. Az egyén diagnozisa és a
tudomanyos célu megkozelités mellett bizonyos esetekben a prenatalis diagnosztika igénye is

felmertil, mely specidlis felkésziiltséget igényel a vizsgalatot végzd laboratoriumoktol.


http://www.rbdd.org/

Ahhoz, hogy a véralvadas folyamata ott, akkor, €s olyan intenzitassal jatszodjon le a
szervezetben ahol, amikor és amilyen mértékben arra sziikség van, a hemosztazis pro-és
antikoagulans tényezdinek kényes egyensulyara van sziikség. A véralvadasi rendszer épsége
harom {6 pilléren nyugszik: az érfal épségén, azaz a vaszkularis komponensen, a
thrombocytdk megfeleld szaman és mikodésén, vagyis a cellularis komponensen ¢€s az
alvadasi faktorok és inhibitorok, azaz a humoralis komponens megfeleld mennyiségén és
mindségén. Az alvadasi faktorok hidnya, vagy csokkent szintje hemorrhagias diathesisekhez,
azaz vérzékenységhez vezet, melyek hatterében allhat Oroklott, szerzett, iatrogén vagy
terapias coagulopathia. A rutin diagnosztikaban a hemosztazis sziir6tesztek elvégzése jelenti a
kiindulasi pontot, a humoralis komponens vonatkozasaban ezek a protrombin id6 (PI), az
aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (APTI) és a trombin id6 (TT). Negativ alvadasi szlir6teszt
azonban nem zarja ki coagulopathia jelenlétét, ilyen esetben gondolni kell XIII-as faktor
(FXI11) vagy a-2-plazmin inhibitor deficienciara.

A véralvadds limitdld tényezOihez tartozo inaktivator rendszer zavara esetén
thromboembolias korképek alakulhatnak ki. A vénas thromboembolia (VTE, mélyvénas
thrombosis (MVT), tidéembolia (TE)) a nyugati tarsadalmakat érinté egyik leggyakoribb
morbiditasi €s mortalitasi tényezd. A VTE tovabbra is f6 okozati tényezdnek tekinthetd a
terhességgel és halva sziiletéssel kapcsolatos morbiditds és mortalitds tekintetében ¢és
viszonylag gyakori oralis fogamzasgatlot szedd fiatal nék korében. A VTE hatterében mind
genetikai, mind kdrnyezeti tényezok fontos szerepet jatszanak. A természetes antikoagulansok
funkcidvesztéssel jar6 mutacioi antitrombin (AT), protein C (PC) és protein S (PS)
deficienciakhoz vezethetnek, mig koros alvadasi faktorok, vagy oroklotten emelkedettebb
alvadasi faktor szinttel jaré allapotok (V-0s faktor (FV) Leiden mutacioja és a protrombin
(FIT) 20210A allél hordozasa, emelkedett VIll-as alvadasi faktor (FVIII) szint) felelosek az
oroklott thrombophilias esetek dont6 tobbségéért.

A ritka coagulopathidk és thrombophilidk esetében — éppen e betegségek alacsony
prevalenciaja miatt — nagy klinikai vizsgalatok ¢€s populacios tanulmanyok nehezen
kivitelezhetdek, itt az eset-tanulmanyok joval nagyobb hangsulyt kapnak, mint a gyakori
betegségek esetében. E betegségek hatterében allo genetikai eltérések heterogének, az egyes
alvadasi faktorok és inhibitorok (inaktivatorok) génjeiben mutacids forré pont nem 1évén,
szamos deficiens csalad vizsgélata alkalmaval deriilhet fény 0 mutacié okozati szerepére. E
mutaciok részletes karakterizalasa a genotipus-klinikai fenotipus, genotipus-laboratoriumi

fenotipus Osszefliiggések feltarasat teszi lehetové. Az értekezésben a ritka coagulopathiak



koziil a FV ¢és a FXIII deficiencia, a thrombophiliak kéziil a PC deficiencia hatterében allo 1j

mutaciok karakterizalasaval kapcsolatban végzett vizsgalataink eredményeit foglaljuk 6ssze.

2. Irodalmi attekintés

2.1. A dolgozatban szereplé alvadasi faktorok és deficiencidik bemutatasa

2.1.1. A véralvadas \/-os faktordnak tulajdonsagai, jellemzoi

A FV egy egylancu, 330 kDa molekulatomegii glikoprotein, mely a méajban és a
megakaryocytakban szintetizdlodik. Plazmakoncentracigja 20 nM (7 ug/mL), az
osszmennyiség kozel 20%-a a thrombocytak a-granulumaiban raktarozodik. A FV szerkezete
mozaik-szer(i, harom hasonl6 szerkezetli A, két C és egy nagy mértékben glikozilalt B domént
tartalmaz. A trombin altal aktivalt FV az aktivalt X-es faktor (FXa) esszencialis kofaktora.
Aktivacio sordn a trombin eltavolitja a B-domént, az igy szabaddd valé nehéz és konnyii
lancot ezentll egy Ca?*-hid kapcsolja Ossze aktiv heterodimerré. Az aktivalt FV (FVa)
nagysagrendekkel meggyorsitja a protrombin aktivacidjat. A FVa inaktivaciojat az aktivalt
protein C végzi (APC) harom Arg (Arg506, Arg306 és Arg679) mellett torténd szekvencialis
hasitassal. Amennyiben az APC a negativ toltésii foszfolipidekhez kotott nativ FV-6t hasitja
az Arg506 mellett, gy a fehérje antikoagulans funkcidhoz jut, é&s a membranhoz kotott aktiv
VIlll-as véralvadasi faktor (FVIIIa) inaktivalasdban az APC kofaktora lesz.

A FV koédolé génje (F5) az 1921-25 lokalizacioban talalhato, hozzavetélegesen 80
kilobazis terjedelmii, 25 exonbodl és 24 intronbdl all. A cDNS egy 2224 aminosavbol allo
fehérjét kodol. A nukleotidok és aminosavak szdmozasa hagyomanyosan Jenny és mtsai,
1987-ben megjelent kozleménye szerint torténik. A Human Genome Variation Society
(HGVS) iranyelv alapjan torténé szamozas azonban a fehérje elsé aminosavanak a lanckezdd
els6é metionint tekinti, fiiggetleniil attol, hogy poszttranszlacios érés soran lehasad-e az adott
fehérjérdl propeptid, vagy sem. A FV esetében az érés soran 28 aminosav hasad le az eredeti
fehérjérdl, ezért a hagyomanyos szdmozas (amely csak az érett fehérje aminosavait veszi
figyelembe) alapjan meghatarozott aminosav sorszamahoz 28-at kell adni ahhoz, hogy
megkapjuk a jelenleg elfogadott HGV'S sorszamot (www.hgvs.org/mutnomen). Mivel az V-6s
faktor esetében — foként a Leiden mutacio, p.Arg506Gln, elterjedtsége miatt — a hagyomanyos

szdmozas még ma is népszerlibb, jelen dolgozatban mi is ezt kovetjiik.

2.1.2.Az V-és faktor deficiencia
A régebben parahaemophilianak, Owren’s disease-nek is nevezett FV deficiencia (Online

Mendelian Inheritance in Man, OMIM +227400) ritka, autoszomalis recessziv moddon
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oroklédé coagulopathia, homozigota (sulyos) formajanak prevalenciaja 1:1 millio. A
homozigoéta FV deficiens betegek FV aktivitasa 10% alatti (dltalaban 1% alatt) és mérsékelt,
vagy sulyos vérzéses tlineteik vannak. A betegek dontd tobbsége I-es tipust, azaz kvantitativ
deficienciaban szenved, habar II-es tipusu (kvalitativ) deficiens esetet is kozoltek mar. A
mutacios adatbazisokban mar tobb mint 50 kiilonb6zé mutacidt jegyeznek a FS5 génben. A
homozigotak el6fordulasi gyakorisagabol kiindulva, a heterozigédta allapotnak kb. 1:1000
frekvenciaval kellene megjelennie, az esetek tobbsége azonban felderitetleniil marad, hiszen

nem jellemz6 sem az alvadasi idok jelentds megnytlasa, sem a vérzéses tiinet.

2.1.3. A véralvadas XIII-as faktordanak tulajdonsdgai, jellemzdi

A véralvadas XIII-as faktora (FXIII) egy pro-transzglutaminaz, ami heterotetramer formaban
fordul el6 a keringésben. A plazmaban talalhato FXIII (pFXII) két katalitikus A (FXIII-A) és
két gatlo/hordozo B alegységbdl (FXIIIB) épiil fel. A B-alegység feleslegben talalhatd, ennek
kb. 50%-a szabad formaban mutathat6 ki a plazmaban. A cellularis FXII1 (cFXIII), a plazma
formatol eltéré modon, nem tartalmaz B-alegységet, igy az homodimer formaban mutathato ki
nagy mennyiségben a thrombocytdkban és szamos egyéb sejtféleségben. A FXIII-A 732
aminosavbol all, 83kDa tomegii. Az iniciator metionint egy szerin koveti, mely a metionin
poszttranszlacios lehasadasat kovetden N-acetilalodik és valik a fehérje els6 aminosavava. A
FXIII-A alegység vezetd szekvenciat nem tartalmaz, ezért a hagyoményos ¢€s az 0j (HGVS)
nomenklatura minddssze egyetlen aminosav figyelmbe vételében kiilonbozik: az 0 szamozas
szerint egyet kell a tradicionalis aminosav sorszamhoz hozzaadni. Mivel a FXIII
deficiencidkkal kapcsolatos kozlemények dontd tobbsége a hagyoméanyos nomenklaturat
koveti, ezért a dolgozatban mi is a tradiciondlis elnevezéseket kovetjiik.

A EXIII-A alegység négy fo szerkezeti elembdl all: tartalmaz egy 37 aminosav
hosszusagu N-terminalis aktivacios peptidet, melyet egy B-szendvics domén, egy katalitikus
domén és két B-redé6 domén kovet. Kodolo génje (F13A1) a 6-os kromoszoéman talalhatd a
6p25.3-p24.3 pozicidban és 15 exont és 14 intront tartalmaz. A FXIII-B egy mozaik
szerkezetli fehérje, mely 10 sushi domént tartalmaz, kodold génje az 1931-32.1 pozicidban
talalhat6. A FXIII-A és B alegység tehat a keringésben taldlkozik és alkotja a fent emlitett
heterotetramert (FXIIA2B2), mely egészséges személyekben 14-28 mg/L koncentracidban
mutathato ki a plazmabol.

A plazma FXIIl-at (pFXII1) trombin és Ca®" ionok aktivaljak: a trombin lehasitja a
FXIII-A-r6] az aktivaciés peptidet, majd Ca®* ionok jelenlétében a FXIII-B disszocial és a

megmaradd FXII-A dimer aktiv konformaciot vesz fel. Az aktiv FXII (FXIlla) egy
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transzglutaminaz, mely keresztkoti a glutamin és lizin oldallancokat peptid kotések (izopeptid
kotések) kialakitdsaval. FO szerepe a hemosztazisban a fibrin lancok keresztkotése és az a2-
plazmin inhibitor fibrinhez kotése. A véralvadasban betdltott kulcsszerepe mellett a FXIII a
sebgydgyulasban, terhesség kiviselésében is elengedhetetlen, de Gjabban felvetették szerepét

az angiogenesisben, porc-és csontfejlédésben is.

2.1.4. A Xlll-as faktor deficiencia

A normal atlag 1%-a alatti FXIII szint sulyos vérzékenységet eredményez. Ilyen alacsony
FXI  aktivitas oroklott FXII-A  deficienciaban fordul eld, mig oroklott FXII-B
deficiencidban szenved$ betegek FXIII aktivitdsa magasabb (rendszerint 5-10%) és a
vérzékenység kozepes vagy enyhe. Az oroklott FXIIN-A deficiencia gyakorisaga az
atlagpopulacioban hozzavetdlegesen 1:2.000.000, bar azokban az orszagokban, ahol
gyakoriak a rokonhazassagok, vagy zart kozosségekben a frekvencia jelentésen nagyobb
lehet. A Klinikai oldal ismeretének hianya és a nem megfelelé laboratoriumi diagnosztikai
gyakorlat miatt a FXIII deficiencia gyakran nem, vagy késén kertil felismerésre. A FXIII-A
deficiencia mutacios adatbazisa (http://www.f13-database.de) 65 kiilonb6z6 okozati mutaciot
tartalmaz a FXIII-A alegységet kodold génben. A mutaciok eloszlasa a gén mentén
egyértelmiien mutatja, hogy nincs mutacids forropont. Habar a FXIII deficiencia intenziv
kuatatasok targya lett az utobbi id6ben, szamos megoldatlan kérdés maradt még. A genetikai
defektus és a klinikai tlinetek, a laboratoriumi fenotipus kozotti kapcsolat nem egyértelmdl,
részben mddszertani problémdék vagy a laboratériumi fenotipusra vonatkoz6 kevés adat miatt.
Emiatt olyan tanulmanyokra van sziikség, melyekben a molekularis genetikai defektus leirasat

részletes laboratoriumi vizsgéalatokkal egészitik ki.

2.2. A protein C-protein S rendszer szerepe a véralvadas szabalyozasaban

A PC ¢és PS természetes antikoagulansként fontos szerepet jatszik a véralvadas
szabalyozasaban. A PC-t trombin aktivdlja trombomodulin (TM) jelenlétében. A TM az
endothel sejtek felszinén talalhatd fehérje, melyhez torténd kotddést kovetden a trombin a PC
potens aktivatorava valik. Az endothelialis protein C receptor (EPCR) szintén fontos szerepet
jatszik az aktivalasi folyamatban, az EPCR annak Gla-doménjén keresztiil koti a PC-t és
bemutatja a trombin-TM komplexnek. A trombin az Argl69-es reziduumnal hasitja az
aktivacios peptid domént egy 12-aminosav hosszasagu aktivacios peptid felszabadulasat

eredményezve a PC nehéz lanc N-terminalis részérdl. Az aktivalt PC (APC) inaktivalja a
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membranhoz kotott aktiv FVII-t (FVIIA) és FVa-t azaltal, hogy specifikus arginin
reziduumoknal hasitja 6ket. A PS szabad formaja az APC fontos kofaktora, ndveli annak
affinitasat a negativan t61tott foszfolipid felszinekhez. A FVIII és FV nem aktivalt forméja
gyenge szubsztratja az APC-nek. Az APC az intakt FV-6t is tudja hasitani az Arg506 helyen,
melynek hatasara a FV az APC kofaktora lesz a FVIIIa iaktivalasaban. Az APC 6 inhibitora
a protein C inhibitor, egy, a majban szintetizalodd egylanci szerin protedaz inhibitor
glikoprotein. Antikoagulans szerepén tul a PC fontos szerepet jatszik a sejtvédelemben, mely

funkciojat az elmult évtized soran kezdték feltérképezni.

2.2.1. A protein C fehérje és kodolo génjének strukturdja

A PC K-vitamin fliggd glikoprotein, mely a majban szintetizalodik egylanct fehérjeként. A
szerin proteaz prekurzor plazma koncentracidja 3—5 mg/L. Féléletideje rovid, kb. 8 ora a
keringésben. Az érett, 62 kDa molekulatomegi fehérje egy nehéz (41 kDa) és egy konnyii (21
kDa) lancbol all, melyeket egy diszulfid hid kot 6ssze. A PC doménszerkezete hasonlit a tobbi
K-vitamin fligg6é fehérje szerkezetéhez. Van pre-pro leader szekvencidja (a hagyomanyos
szamozas szerint —42-t61 —1-ig, mely szerint a fehérje elsé metioninja a —42-es szamot kapja),
ez a Gla-doménben 1évé glutamat reziduumok gamma-karboxilaciojahoz és a szekrécidhoz
sziikséges. Az érett fehérje tartalmaz tovabba egy Gla-domént, mely tartalmazza a kilenc, a
poszttranszlacios modositdsok sordn karboxilalodd glutamat reziduumot, egy rovid
amfipatikus hélixet, két epidermalis novekedési faktor (EGF) domént, egy aktivacios peptid
domént és a katalitikus domént. A hagyomanyos aminosav sorszamhoz 42-t kell hozzdadni,
hogy az ) HGVS nevezéktan szerinti sorszamot megkapjuk. A dolgozatban az eredmények
bemutatasakor a PC deficiencia esetében az 1j nevezéktant kovetjiik, hogy az értekezés
alapjaul szolgalo kozleménynek megfeleljenck az itt leirtak. A human PC kodold génje
(PROC) a 2q13-gl4 pozicidoban talalhatd, kilenc exont tartalmaz, melyek egy 1.7-kb

messenger RNS-t (MRNA) kodolnak, valamint nyolc intronbdl all.

2.2.2. Protein C deficiencia: epidemiologiai vonatkozdsok és klinkai tiinetek

Az els6 PC deficiens esetet Griffin és munkatarsai irtak le 1981-ben, ismétlodo vénas
thromboembolids események jellemezték. Azota szamos deficiens eset kozlésre keriilt a
hattérben allo genetikai defektussal egyiitt. A thrombosis riziké mértékét és a PC deficiencia
gyakorisagat thrombosison atesett betegek kozott €s az altalanos populdcidoban jonéhany
epidemioldgiai tanulmanyban vizsgaltak, az eredmények heterogének. A Leiden

Thrombophilia Study példaul, ami a témaban folytatott egyik elsé eset-kontroll tanulmany,
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eredménye szerint 3-szorosnak talaltdk a VTE rizikot PC deficienciaban nem szelektalt
beteganyagon. Mas tanulméanyokban 3-11-szeres VTE rizikot talaltak PC deficienciaban. Az
eltéré epidemiologiai adatok hatterében a modszertani variabilitdson tul gén-gén, vagy gén-
kornyezet kolcsonhatasok is allhatnak, melyek nagy részét még nem ismerjik. A PC
deficiencia tiinete a -gyakran visszatér6 - fiatal felnéttkorban kialakulé mélyvénas thrombosis
és/vagy tiiddembolia. A thrombosis szokatlan lokalizacioban is megjelenhet, Ggymint a
végtagok proximalis részén, vagy a mesenteridlis vagy cerebralis véndkban. Sulyos PC/PS
deficienciaban, amikor a plazmakoncentraciok extrém alacsonyak, sulyos thrombosis alakul
ki gjsziilottekben, gyakran disszemindlt formaban, a jelenség purpura fulminansként ismert. A
Warfarin-indukalta bérnekrozis stlyos szovodmény lehet K-vitamin antagonista terapiaban
részesiilo PC vagy PS deficiens betegeknél. A vénas thrombosison til a PC vagy PS deficiens

betegekben artérias thrombosis is kialakulhat.

2.23. A Protein C deficiencia molekularis genetikai hdttere, genotipus-fenotipus
osszefiiggések

A PC deficiencia l-es (kvantitativ) és II-es (kvalitativ) tipusra oszthatd. I-es tipusa PC
deficiencidban a PC aktivitas és antigén szint aranyosan csokkent a fehérje karosodott
anigén szint jelentés csdkkenése nélkiil. Az utobbi tipust okozhatja példaul a szubsztrat, Ca2*
vagy receptor kotés zavara. A PC deficiens betegek tobbsége heterozigota a defektusra, a PC
aktivitas jellemz6 modon 30-60% kozotti. A homozigota és dsszetett heterozigota betegek PC
aktivitasa €s/vagy antigén szintje gyakran detektalhatatlanul alacsony €s mar korai életkorban
¢letet veszélyeztetd thrombosisban szenvednek. A PC deficiencia molekularis genetikai
hattere heterogén. A mutaciok tobbsége I-es tipust deficienciat okoz, II-es tipust deficiencia
az esetek kortlbeliil 10-15%-aban fordul eld, bar bizonyos populdcidkban éppen a Il-es tipusu
PC deficiencia a gyakoribb, alapitdé mutacio(k) kovetkeztében. Eddig kozel 250 okozati
mutaciot kozoltek, melyek kiilonb6z6 adatbazisokban érhetok el (http://www.hgmd.cf.ac.uk

és http://www.isth.org). Néhany esetben végeztek in vitro expresszids tanulmanyokat a

mutaciok kovetkezményének vizsgalatara és az I-es tipust deficiencidt okozd egy-egy
nukleotidot érinté mutdciok esetén altalaban szekrécios zavart allapitottak meg, habar
részletes vizsgalatok altalaban nem torténtek.

A ll-es tipust deficiencia diagnozisa a funkciondlis tesztek €s az antigén szint mérés
eredménye kozotti diskrepancian alapszik. A misszensz a leggyakrabban el6fordulé mutacio

tipus, a Gla-domént érintdé aminosavcsere karosodott kalcium ¢és foszfolipid-kotést
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eredményez. A szerin-protedz doménben eléforduld mutaciok karosodott proteaz aktivitast

vagy csokkent szubsztrat kotést eredményeznek.

2.2.4. A Protein C deficiencia laboratoriumi diagnosztikdja

A PC deficiencia diagnosztikajaban sziirétesztként funkcionalis teszteket alkalmazunk. E
tesztek lehetnek alvadasi id0 meghatarozason alapuldak, vagy amidolitikus esszék kromogén
szubsztratot alkalmazva. EISG 1épésben a beteg plazmajaban 1évé PC-t Protac-kal (az
Agkistrodon contortrix mérgébdl szarmazik) aktivaljuk. A kromogén tesztben a szintetikus
APC szubsztratbol a para-nitroanilin felszabadulas mértékét detektaljuk 405 nm-en, mely a
PC aktivitasatol fiigg. Az alvadési id6 alapu tesztekben valamilyen alvadés aktivalé reagens
jelenlétében (pl. APTI, Pl, RVV) detektaljuk az APC-fiiggd alvadasi id6 megnytlas mértékét.
Mindkét tesztnek vannak eldnyei €s hatranyai, melyek ismertetése meghaladja az értekezés
terjedelmi lehetdségeit, de rdviden annyit megemlitiink, hogy a FV Leiden mutacio
befolyasolhatja az alvadasi tesztet alamérést okozva, mig ez a jelenség a kromogén tesztekben
nem fordul el6. A kromogén tesztek viszont nem érzékenyek bizonyos Il-es tipust PC

mutaciokra, kiilonosen azokra, amelyek a foszfolipid/kalcium kapcsolatokat befolyéasoljak.

Célkitiizések

1. Egy 34 éves, mérsékelten vérzékeny nébetegben FV deficiencia igazolodott. Célul
tliztik ki a hattérben allo molekularis genetikai eltérés pontos meghatarozasat és a mutacio

lehetséges kovetkezményének vizsgalatat molekulamodellezéssel.

2. Két, sulyos vérzéses tlinetekkel rendelkezd beteg, egy 0jsziilott fit és egy 13 éves lany
tiineteinek hatterében FXIII deficiencia meriilt fel. Célunk volt a részletes laboratoriumi

kivizsgalas és a molekularis genetikai analizis.

3. Egy purpura fulmindnsban szenvedd beteg 0sszetett heterozigéta volt a p.Asp77Gly és
az 1j p.Alal63Glu mutéiciokra, egy 27 évesen mélyvénas thrombosison atesett beteg
heterozigdta formaban hordozta az 0j p.Alal63Val mutaciot. Célunk volt a mutans fehérjék
sorsat in vitro kisérletekben vizsgilni és a muticiok szerkezeti kovetkezményeit

molekulamodellezéssel és molekuladinamikai szimulaciokkal szemléltetni.
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3. Metodikak

3.1. V-os faktor deficiencia

3.1.1. Betegek

Egy 34 éves nodbetegnél szdmos alkalommal Iépett fel vérzéses komplikacio mitéti
beavatkozasok soran, spontdn vérzései nem voltak. Kilenc éves kordban tonsillectomiat
kovetden jelent meg nehezen csillapithatd vérzés. 1992-ben, elsd sziilése soran alakult ki
sulyos, friss fagyasztott plazma adésat igénylo vaginalis vérzés. 2005-ben emld plasztikai
miitét utan, 2006-ban conisatiot kovetden jelentkezett erds vérzés az operacid helyén. Csaladi
anamnézise vérzékenység tekintetében negativ. A beteg két lanygyermekének eddig még nem
volt vérzéses tiinete, bar nem esteck még at sebészi beavatkozason. A betegtol ¢&s
csaladtagjaitol tajékozott beleegyezésiiket kovetden a Debreceni Egyetem Etikai

Bizottsaganak engedélyével nyertiink vérmintakat.

3.1.2. Anyagok és modszerek

3.1.2.1. Hemosztazis laboratoriumi vizsgdlatok

Rutin hemosztazis laboratoriumi tesztek: A beteg elsé jelentkezésekor elvégeztik a
koagulacio szlrétesztjeit BCS koagulométeren (Siemens/Dade- Behring, Marburg,
Németorszag). A fibrinogén szintet a Clauss modszer szerint, az egyéb alvadasi faktor
aktivitasokat egyfazisi alvadasi tesztekben hataroztuk meg. A FXIII aktivitdsat modositott
optimalizalt kinetikus spektrofotometrias modszerrel mértik (REA-chrom FXIII, Reanal-
Ker). Az o2-plazmin inhibitor aktivitdsanak meghatdrozasat kromogén teszttel (Stachrom
Antiplasmin, Diagnostica Stago) végeztiik. A csokkent FV aktivitds hatterében esetleg
fennallo antitest jelenlétének lehetdségét beteg plazma:normal plazma 1:1 aranyl keveréses
vizsgalataval zartuk ki, melyet szobahdmérsékleten és 37°C-on is elvégeztiink. A vérkép
vizsgalata Sysmex hematologiai automatan tortént (Sysmex, Kobe, Japan). A thrombocyta
funkcidé vizsgalata soran Surgicutt template-ot hasznalva (Edison, NJ) meghataroztuk a
vérzési idot. A PFA-100 zarddasi idét mind kollagén/ADP, mind kollagén/adrenalin patron
felhasznalasdval meghataroztuk (Siemens/Dade-Behring). A thrombocyta aggregacid és
szekrécio vizsgalata Chrono-log lumiaggregométeren tortént (Chrono-log, Havertown, PA). A
von Willebrand betegség vizsgalata c€ljabol meghataroztuk a von Willebrand faktor (vVWF)
antigén szintet immunturbidimetridss moddszerrel €s a risztocetin kofaktor aktivitast

aggregometrids modszerrel, a sziikséges reagenseket a Siemens/Dade-Behringtdl szereztiik
be.
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Specialis vizsgalatok: A FV antigén szint meghatarozasara hazilag allitottunk Ossze egy
ELISA rendszert, ehhez két, birkdban termeltetett, poliklonalis anti-human FV antitestet
hasznaltunk (Affinity Biologicals, Ancaster, Canada). Els6 1épésben 100 pL elfogo antitesttel
(10 pg/mL) fedtik az ELISA lemezt (Thermo Labsystems, Waltham, MA), melyet egy
¢jszakan at inkubaltunk 4°C-on. A blokkolast kovetden (BSA tartalmu PBS pufferrel) tortént
a higitott (1:200) vizsgaland6é mintak felvitele a plate-re. A masodik, peroxidazzal konjugalt,
100 uL jelold antitest (4 pg/mL) hozzaadédsa utan a detektalas az o-feniléndiamin szubsztrat
hozzaadésaval tortént. A reakciot 50 uLL 2 M-os kénsavval allitottuk le és 490 nm-en ELISA
lemez olvason (Thermo Labsystems iEMS plate reader) mértiik abszorbanciakat. A teszt
kalibracidja Siemens/Dade-Behring Standard Human Plasma-val tortént, normal és patologias
kontrollként Siemens/Dade-Behring gyari plazmakat hasznaltunk. Az eredmények értékelése
¢s a referencia gorbe felvétele a standard human plazmabol végzett higitdsok abszorbancia
értekeit felhasznalva tortént négyparaméteres logisztikus illesztést alkalmazva.

A thrombocyta izolalas Muszbek és munkatarsai szerint tértént 37°C-on. Thrombocyta
dus plazmat (PRP) 0,18 uM prosztaglandin El-et (PGE1) tartalmaz6 acid-citrat-dextrozzal
antikoagulalt vérbdl nyertiink 15 perces 120xg-vel torténd centrifugélassal. A PRP-ben 1évo
thrombocytdk plazmatdl torténd szeparaldsa 15 perces 1300xg centrifugélassal tortént. Ezt
kovetden a thrombocytakat reszuszpendaltuk az ,,A” oldatban (140 mM NaCl, 2,5 mM KCl,
0,1 mM MgClz, 10mM NaHCOs, 0.5 mM NaH2PO4, 1 mg/ml gliikéz, 10 mM HEPES, pH
7.4), mely tartalmazott 3,6 mg/ml BSA-t, 1 U/ml apirazt és 0,3 uM PGE1-t. 1100xg- vel
torténd, 15 perces centrifugalassal ismét izolaltuk a thrombocytékat és reszuszpendaltuk az
eléz6ekben leirt Osszetételll ,,A” oldatban. A vérlemezkéket 0jbdl lecentrifugaltuk 1100xg-
vel 15 percig, majd felvettik Oket az ,,A” oldatban, mely most csak 1 U/ml apirazt
tartalmazott. A thrombocyta szamot a végleges szuszpenzidoban 1000 G/L-re allitottuk be
valamennyi mintdban, a vérlemezkék lizdldsa Triton X-100 hozzdadasaval (1%-0s
végkoncentracid) tortént. A thrombocytabol torténd FV antigén szint meghatarozas hasonléan
zajlott, mint plazma mintak esetén. A kapott eredmények értékelése és a referencia gorbe
felvétele egészséges egyénektdl nyert thrombocytak lizatumaval tortént. A higitasokkal mért

abszorbancia értékek illesztését itt is négyparaméteres logisztikus modszerrel végeztiik.

3.1.2.2. Molekuldris genetikai vizsgalatok

Periférias fehérvérsejtekbdl torténd DNS izolalast kovetden (QIAamp DNA Blood Mini Kit,
Qiagen, Hilden, Németorszag) a F5 25 exonjat az exon-intron hatarokkal egytitt amplifikaltuk
van Wijk és Ajzner szerint, majd szekvenaltuk. A kapillaris elektroforézis ABI PRISM 3100-
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Avant Genetic Analyzer-n tortént (Applied Biosystems), az értékeléshez Sequencing Analysis
5.1.1 szoftvert hasznaltunk.

3.1.2.3. Molekulamodell

A muticido (egy Ho hidrogén helyettesitése egy nagy kiterjedésii polaris oldallanccal)
sztérikus kovetkezményeinek feltarasara allandd részecskeszam (N), nyomas (P) és
hémérséklet (T) mellett rovid (20 ns) molekuladinamikai szimulacidt végeztiink 2fs-0s
1épéskozt valasztva. Az Orban és mtsai altal kozolt szerkezetbdl kiinduld szimulédcié soran
OPLS-AA eréteret, TIP3P explicit vizmodellt és periodikus hatéarfeltételt, mig a nagy
hatotavolsagi elektrosztatikus kolcsonhatas szamolasara PME (Particle Mesh Ewald)
modszert alkalmaztunk. A szimulaciét a Gromacs programcsomaggal (van der Spoel D,
Lindahl E, Hess B, et al. Groningen Machine for Chemical Simulations (GroMaCS) version

3.3, http://www.gromacs.org) végeztiik, az eredmények vizualizalasara a VMD (Visual

Molecular Dynamics) programcsomagot hasznaltuk.

3.2. Xlll-as faktor deficiencia

3.2.1. Betegek

Két, stlyos vérzéses tlinetekkel rendelkezd beteget vizsgaltunk, egy ujsziilott fitt
Hollandiabdl, Bredabol (probandl) és egy 13 éves lanyt Belgiumbol, Gentbdl (proband?2).
Proband1

Egy egy hetes ujsziilottet vettek fel sargasadg és cephalhematoma miatt a hollandiai Bredaban
talalhato Amphia Korhaz ujsziilott osztalyara. A gyermek egy baba altal feliigyelt
komplikdciomentes otthonsziilés soran sziiletett terminusra 3450 grammal. A csalddban nem
fordult el véralvadasi zavar. Az egyéb tekintetben egészséges gyermeknél kifejezett sargasag
és nagy kiterjedésii temporo-occipitalis cephalhematoma alakult ki, majd koldokcsonk vérzés
jelentkezett. Rutin hemosztazis sziirétesztek (APTI, PI, TI), fibrinogén szint és thrombocyta
szam a referencia intervallumban volt. A FVIII szintje 211%, a FIX szintje 67% volt. Nagy
dozist K vitamin (5 mg) és tranexdmsav adasa hatastalan volt, mig friss fagyasztott plazma
egyszeri dozisa (10 ml kg? teststlykilogramm) azonnal megallitotta a vérzést. A nem traumas
szlilés ellenére kialakuld jelentds cephalhematoma és a koldokcsonk vérzés kombinalodasa
felvetette oroklott FXIII deficiencia lehetdségét. Ezt a vérzéses epizddot kovetden a
gyermeknél enyhe vérzékenységet vettek észre, és igény szerint FXIII koncentratum adasat

jelentd faktorpotld terdpidban részesiilt.
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Proband2

Egy nem rokon, vérzékenység szempontjabol negativ anamnézissel rendelkezd sziilok elsd
lanygyermekénél 13 éves koraban diagnosztizaltak o6roklott FXIII deficienciat a belgiumi
Gent University Hospital-ban. Harminckilencedik terhességi hétre sziiletett. Sziiletést
kovetden nem volt koldokcsonk vérzése. Harom éves koraban egy kisebb fejsériilést kovetden
kialakult extraduralis hematoma miatt hospitalizaltak. A hemosztazis sziirétesztek (P, APTI)
¢s thrombocyta szam referencia tartomanyon beliil volt. Von Willebrand (VWF) faktor
antigén szint és aktivitas, valamint a thrombocyta funkcionalis tesztek normal eredményiick
voltak. A késdbbiekben szamos alkalommal fordultak eld kifejezett, de felszines horzsolasos
sériilések testszerte, majd 12 éves koraban egy, a jobb lagyékarol tortént pyogen granuloma
eltavolitasat kovetden sulyos sebgyogyuldsi zavar jelentkezett. A sebgyogyulas alatt
hanyingere és hasi panaszai voltak. Ultrahang vizsgalat és MRI egy hasiiregi masszat jelzett a
bal petefészek kozelében. Explorativ laparotomia sordn massziv vérzést talaltak
(legvalodszintibben az elsé ovulatio soran bekdvetkezett follikulus repedésbol adodoan) és
1150 mL vért tavolitottak el.

Az alapvet6 laboratoriumi vizsgalatokat mindkét beteg esetében a megfeleld
korhazakban elvégezték, a részletes laboratdériumi kivizsgaldas és a molekularis genetikai
vizsgalatokat mi végeztilk. A gyermekek sziilei €s csalddtagjai tdjékozott beleegyezésiiket
adtak a vizsgalatokhoz. A FXIII aktivitas és antigén szint meghatarozasokat plazmabol és
thrombocyta lizatumbol a Karapti és munkatarsai altal meghatarozott modszer Kis
modositasaval végeztiik TECHNOCH ROM® FXIII kit felhasznalasaval (Technoclone, Bécs,
Ausztria). Mosott thrombocyta szuszpenzidt a korabban leirtaknak megfelelden készitettiink.
Az 0,109 mol L7 trinatrium citrattal alvadasgatolt plazmat és thrombocyta granulatumot
lefagyasztottak és szaraz jégen kiildték Debrecenbe futarpostaval. A fagyasztott thrombocytat
1% Triton X-100-ban oldottuk. A thrombocyta lizatum fehérje koncentraciojat BCA Protein
Assay Reagent hasznalataval hataroztuk meg (Pierce, oud-Beijerland, Hollandia).
TECHNOZYM® FEXIII Ag, FXIII-A SUB és FXIII-B SUB ELISA-kat hasznaltunk
(Technoclone) rendre a FXI11-A2B2 komplex antigén szint meghatarozasra plazmaban, FXIII-
A antigén szint meghatdrozasara plazmaban és thrombocyta lizatumban és FXIII-B antigén

szint meghatarozasra plazmaban.

3.2.2. Genetikai analizis

3.2.2.1. F13A1 gén mutdcio analizis
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A genomialis DNS izolalasat kovetden az F13A1 gén kodolod régiodit, az exon-intron hatarok
korabban kidolgozott protokoll szerint. A PCR termékeket tisztitottuk és direkt szekvenalast
végeztiink a Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) és ABI PRISM
3130 DNA szekvenator (Applied Biosystems) hasznalataval. A szekvenalashoz ugyanazokat
a primereket hasznaltuk, mint a PCR reakciokhoz. Az adatokat Sequencing Analysis 5.3.1
szoftverrel értékeltik és a National Center for Biotechnology Information GenBank
adatbazisban eclérhet6 F13A1 gén szekvencidval (accession No. NG_008107) hasonlitottuk
0ssze. (Az inicidtor metionint nem tartalmazd hagyomanyos nukleotid és aminosav szamozast

hasznaltuk.)

3.2.2.2. FXI11-A mRNS analizis

A vérminakat Tempus Blood RNS csévekbe (Applied Biosystems) gytijtottiik a proband1-t6l,
a sziileitdl és két egészséges egyéntdl. Az RNS izolalast Tempus 12-port RNA Isolation kit
(Applied Biosystems) hasznalataval végeztik. A teljes RNS reverz transzkripcigjat
elvégeztiik First Strand cDNA Synthesis Kit-tel RT-PCR reakciéban 20 pL végtérfogatban,
1,6 ug oligo-p[dT]is és 3,2 pg random primerek felhasznalasaval. A valos idejii PCR
reakciokat SYBR Green | Master (Roche, Mannheim, Németorszag) mix-szel végeztikk
LightCycler 480 (Roche) késziilékben duplikatumokban. A FXIII-A génexpressziot a
foszfoglicerat-kindz 1 (PGK-1) expresszios szintjére normalizaltuk. A PCR reakciok 10pL
Master Mix-et (2x-es koncentracio), a referencia génhez (PGK-1) 300 nM primert, a F13A1
génhez 600 nM primert tartalmaztak. Az F:5'-tcacgagcgttcacctgttc-3', R:5'-
ctgcacatagaaagactgccc- 3’ primereket és  F:5'-cctggatggtcctggagtaa-3',  R:5'-aggga
gtcactgctcatgct-3' primereket hasznaltuk rendre a FI3A1 gén 3-as és 14-15-0s exonjanak
amplifikalasahoz. Az amplifikalashoz hasznalt program 10 perc 95°C-os fiitésbdl, majd az
alabbi 1épésekbdl allo 40 ciklusbol allt: 10 sec denaturalas 95°C-on, 30 sec hibridizacidé 60°C-
on és 1 sec extenzié 72°C-on. A relativ genomi expresszié szdmitdsdhoz a 2449 modszert

hasznaltuk.
3.3. Protein C deficiencia

3.3.1. Betegek
1. beteg
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Purpura fulminans neonatorum igazolodott egy ujsziilottnél. Az eset részletes ismertetését s
klinikai tanulsagait mas értekezés hasznalja fel a jovében, ezért erre jelen értekezésben nem
tériink ki.

2. beteg

Egy 50 éves nd érkezett haziorvosi beutaléval Egyetemiink Jarobeteg Szakrendelésére
thrombophilia irdnyd szlirOvizsgalatokra pozitiv anamnézisére tekintettel és a thrombosis
csaladi halmozddasa miatt. Terhessége soran 27 éves koraban bal véna femoralis thrombosisa
lett. 42 éves koraban a thrombophilia szlir6vizsgalatok FV Leiden mutacié hordozast,
alacsony PC aktivitast és antigén szintet (részleteket lasd alabb), emelkedett Lp(a) és atmeneti
antikardiolipin (ACA) és béta-2-glikoprotein I ellenes antitest pozitivitdst mutattak. 44 éves
koraban colitis ulcerosat diagnosztizaltak nala. 16 éves kora ota dohanyzik (10-15
cigaretta/nap). A PC deficiencia diagndzisa 6ta K-vitamin antagonista (acenokumarol)
terdpian van. A beteg édesanyjanak als6 végtagi mélyvénds thrombosisa volt 38 évesen,
batyjanak bal véna femoropoplitea thrombosisa volt 35 évesen, majd 44 éves kordban
tiidéemboliaval szovodott jobb véna femoralis thrombosisa volt. Két lanya (30 és 33 évesek)

tiinetmentes.

3.3.2. Anyagok és modszerek

3.3.2.1. Rutin laboratoriumi modszerek

A Na-citratot (3,2%) tartalmazé vacutainer csovekbe vett vérmintakat 2500 rpm-en 25°C-on
20 percig centrifugaltuk. A DNS-t QlAamp DNA Blood Mini Kit-tel (Qiagen, Hilden,
Németorszag) izolaltuk periférias fehérvérsejtekbdl. A plazmat és a DNS-t -80°C-on taroltuk
tovabbi felhasznalasig. A PI-t, az APTI-t és a TI-t kereskedelmi forgalomban elérhetd
reagensekkel (Innovin és Pathromptin SL, Siemens és Trombin id6 reagens, Labexpert Kft)
hataroztuk meg Siemens BCS-XP koagulométeren. A fibrinogén koncentraciot Clauss
modszerrel hataroztuk meg. A FVIII aktivitast APTI-alapt alvadasi tesztben hataroztuk meg.
A thrombophilia iranyu vizsgalatokat ugyanazon a késziiléken végeztiik Siemens reagensek
felhasznalasaval: AT  aktivitds meghatarozasra ,,Berichrom ATIII”, PS aktivitas
meghatarozasra ,,Protein S Ac” és PC aktivitas meghatarozasra ,,Protein C clotting reagent”-t
alkalmaztunk. A szabad PS antigén szinetet Liatest PS (Diagnostica Stago) felhasznalasaval
mértiik meg. A PC antigén szintet kereskedelmi forgalomban 1évé ELISA-val (Asserachrom
PC, Diagnostica Stago) hataroztuk meg. Lupus antikoagulans (LA) sziirést APTT-LA
reagenssel végeztiink (Diagnostica Stago), ACA-ket és anti-béta2-glikoprotein | antitesteket

Quanta Lite reagensekkel (Innova Diagnostics Inc., USA) hataroztuk meg, a FV Leiden és
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Protrombin 20210A polimorfizmusokat valos ideji PCR reakciokkal és olvadasi gorbe
analizissel detektaltuk Light Cycler 2.0-n (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA).
Fenti, rutin hemosztazeologiai mérések és molekularis genetikai vizsgalatok a Laboratoriumi
Medicina Intézetben torténtek, az ott alkalmazott protokollok szerint. A plazma homocisztein
koncentraciok és lipid szintek meghatarozasat, a maj- és vesefunkcios teszteket szintén rutin

laboratorumi modszerekkel végeztiik.

3.3.2.2. Polimeraz lancreakcio (PCR) és a PROC gén szekvendldsa

Mind a 9 exon, mind az exon-intron hatarok és a PROC 5’-hatarol6 részének amplifikalasat
elvégeztiik a laboratoriumunkban tervezett primerparok felhasznalasaval €s altalunk beallitott
protokollal. A fluoreszcens direkt szekvenalast ABI PRISM 3130-Avant Genetic Analyzer-en
végeztik (Applied Biosystems), az értékeléshez a Sequencing Analysis 5.4 szoftvert
hasznaltuk. Az ujabb ajanlasoknak megfeleléen a PC aminosav szamozasa a lanckezdd
metioninnal indul, bar a hagyomanyos szamozas egy alanin reziduumnal kezd6dott, mely az
érett fehérje N-termindlis részének elsé aminosava. Az érés soran lehasado pre-pro vezeto -
42-t61 -1-ig tart. Mi az International Society on Thrombosis and Haemostasis Scientific and
Standardization Committee altal megadott szamozast hasznaljuk, melynek értelmében 42-t le
kell vonni az aminosavak szamabol ahhoz, hogy a hagyoméanyos szdmozas szerint kapjuk meg

a reziduumokat.

3.3.2.3. A vad tipusu, p.Asp77Gly, p.Alal63Glu, és p.Alal63Val mutins PC fehérjék
tranziens expresszioja HEK293 sejtekben

A HEK sejteket 10% fotalis borji szérummal (FCS), 1% L-glutaminnal (Sigma-Aldrich) és
gentamicin antibiotikummal kiegészitett (Chinoin, Budapest, Hungary) Dulbecco’s Modified
Eagle’s Mediumban (DMEM, Invitrogen) novesztettiik. Az ORF-NM_000312-pcDNA3.1(+)
wt PC és varians c.A230G, c.C488A, ¢és c.C488T PC klonokat az ImaGenes GmbH-tol
rendeltiik (Berlin, Németorszag) és One Shot® TOP10 kémiailag kompetens E. coli sejtekben
szaporittattuk fel, majd QIAprep Spin Miniprep Kit-tel izolaltuk (Qiagen). A HEK sejteket
parhuzamosan transzfektaltuk vad tipust, mutans és mock plazmidokkal. A transzfekcio el6tt
a médiumot K-vitaminnal (Roche) egészitettiik ki. A transzfekciot 6 pl FuGENE HD (Roche)
reagens és 2 pg plazmid DNS felhasznaldsdval végeztiik hatlyuka plate-ben. Otven 6ra
inkubaciot kovetdben a médiumot Osszegyljtottiik, a sejtek egy részét immunfestésre és
konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopos vizsgalatokra (CLSM), mas részét 50 mM Tris-
HCI-t (pH 7,5), 150 mM NaCl-t, 1% Nonidet P40-t, 0,5% natrium dezoxikolatot és proteaz
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inhibitor koktélt (Roche) tartalmazo lizis pufferben lizaltuk. A médiumok és a sejtlizatumok
frakcioit ELISA modszerrel (Asserachrom PC:Ag, Diagnostica Stago) torténé PC antigén
szint meghatarozasra és Western blottingra hasznaltuk. A transzfekcio hatékonysagat
FluoReporterR lacZ/Galactosidase Quantification Kit-tel (Invitrogen) hataroztuk meg és az
ELISA eredményeket ennek megfelelden korrigaltuk. A vad tipusa és mutans PC aktivitasat a
médiumban amidolitikus modszerrel (Berichrom PC, Siemens) mikrotiter lemezben és

alvadasi teszttel (Staclot PC, Diagnostica Stago) ST4 koagulométerben is meghataroztuk.

3.3.2.4. Western Blotting

Natrium dodecil szulfat poliakrilamid gél elektroforézist (SDS-PAGE, 5-20% gradiens)
végeztiink nem redukald kortilmények kozott és a géleket polivinilidén difluorid (PVDF)
membranra elektroblottoltuk, majd 3% zselatinnal blokkoltuk 20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH
7,5 koriilmények kozott. A PC-t birka anti-human PC antitesttel (Haematologic Technologies,
Essex Junction, VT) detektaltuk, az antitestet 2000-szeres higitasban hasznaltuk. Az
immunreakciot anti-birka immunglobulint 1000-szeres higitasban tartalmazo Vectastain Elite
ABC Kkit-tel (Vector Laboratories, Burlingame, CA) viteleztiik ki és 3,3’-diaminobenzidin
(DAB) (Invitrogen) segitségével tettiik lathatova.

3.3.2.5. A poliubikvitindlt protein C detektaldisa

A poliubikvitindlt PC aranyanak meghatarozasat a transzfektalt sejtek lizatumaban hazilag
osszeallitott ELISA modszerrel végeztikk, melyben a PC-t a mikrotiter lemezhez kotott
poliklonalis anti-PC antitesttel (Diagnostica Stago) fogtuk ki, a poliubikvitint torma
peroxidazzal konjugalt anti-poliubikvitin monoklonalis antitesttel (CycLex Co. Ltd., Ina,
Nagano, Japan) detektaltuk. A reakciot tetrametilbenzidin (TMB) szubsztrat hozzaadasaval
tettiik lathatova, az optikai denzitast 450 nm-en olvastuk le mikroplate olvaséban. A mutans
fehérjék poliubikvitinaltsagat az OD értékek PC antigén szintre torténd normalizaldsa utan
hataroztuk meg minden sejtlizatumban €s a mutans:vad tipusu poliubikvitinalt PC ardnyaként

adtuk meg.

3.3.2.6. Immunfestés, konfokdlis lézer szkenning mikroszkopia és kolokalizdcio analizis

A 96% etanolban és 1% ecetsavban fixalt sejteket 5% normal human szérummal inkubaltuk
foszfat puffer oldatban 15 percig a nem specifikus IgG kotések megakadalyozasra. A PC-t
nyal anti-human PC antitest (Sigma-Aldrich) 1:100 higitasaval inkubaltuk 60 percig. A
vizualizacidohoz egy DyLight 488-al jelolt masodik antitestet (kecskében termeltetett anti-nyul
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IgG, Vector, Burlingame, CA, 1:100 higitasban, 45 perc inkubécioval) hasznaltunk. A PC
festést endoplazmatikus retikulum (ER), cisz-Golgi (CG), transz-Golgi (TG) vagy 26S
proteaszoma markerre torténd festéssel kombinaltuk kettés immunfestéses reakciokban a vad
tipusu és a mutans PC intracelluldris lokalizalasara. Az ER marker calnexint egér
monoklonalis antitesttel (Abcam Ltd, Cambridge, UK, 1:10 higitas, 45 perc) detektaltuk. A
Cis-Golgi-t egér anti-Golgi 58K fehérje antitesttel (Sigma-Aldrich, 1:200 higitas, 60 perc)
jeloltiik. Egér anti-manndz-6-foszfat receptor elsddleges antitesttel (Abcam; 1:10 higitas, 60
perc inkubacid) jeloltiik a transz-Golgit. Végiil, a proteaszomat 26S proteaszoma elleni egér
monoklonalis antitesttel (Abcam, 1:200 higitas, 60 perc) vizualizaltuk. A monoklonalis egér
antitestek detektalasahoz DyLight 549-el konjugalt 16 anti-egér IgG masodik antitestet
(Vector, 1:200 higitas, 45 perc inkubacid) hasznaltunk. Valamennyi reakciot
szobahdmérsékleten végeztiik, az antitestek higitdsahoz és a mosasi 1épésekhez foszfat puffer
oldatot (PBS) hasznaltunk. Negativ kontrollként nem immun antiszérum azonos higitasait és
idiotipusos egér immunglobulin preparatumokat hasznaltunk a primer antitestek
helyettesitésére. A keneteket Plan-Apochromat 63X/1,40 olaj objektivvel és szolid-fazisu
lézerekkel felszerelt konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal vizsgaltuk (LSM 700, Zeiss
Oberkochen, Németrorszag). A fluoreszcens jelek szeparalasat a VSD (valtoztathato
szekunder dikroikus sugarnyalabosztd) fénytord lencsékkel torténd hatékony feldaraboldsaval
parositott szelektiv 1ézer excitacioval (405 nm, 488 nm, 555 nm lézer vonalak) értiik el. A
fluoreszcens jelek kolokalizaciojat a képparokban ZEN 2010 képalkoto szoftverrel (Carl Zeiss
Microscopy) és  Protein ~ Proximity  Analyser (PPA) szoftverrel  vizsgaltuk
(www.anes.ucla.edu/~wuyong/). PPA soran median filter technikaval torténd hattér redukciot
kovetden a kolokalizaciot a fehérje kozelségi index-szel (protein proximity index, PPI1, PPI2)
jellemeztikk, mely szamszerii érték megfelel a kolokalizalt molekulak frakcidjanak
valamennyi csatornidban idealis, hattértdl és zajoktol mentes képek esetén. Bedllitasainknak
megfelelden a PPI1 jellemzi a PC kiilonb6z0 sejtorganellumokkal kolokalizalt frakcidjat, mig
a PPI2 adja meg a PC-vel kolokalizalo sejtorganellumok aranyat. A PPA moddszer a tobbi
meglévd megkozelitéssel szemben magaban hordozza annak eldnyét, hogy minimalizélja a
képek heterogenitasdnak és a széles spektrumu héttérnek a befolyasold hatasat és a median
filter modszer alkalmazasaval egységes és stabil megkozelitést ad a hattér csokkentéséhez.
Eldbbi mellett a Pearson’s korrelacids koefficienst is hasznaltuk a kolokalizaci6 leiraséra.
Manualis kiiszobesokkentést kovetden a kolokalizaciot Manders szerint is jellemeztiik az M1

¢s M2 kolokalizacios koefficiensek megadasaval a ZEN 2010 szoftverrel.
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3.3.2.7. Molekulamodellezés

Mivel nem volt elérheté megfeleld, az aktivacidés peptidet tartalmazoé kisérletes templat
szerkezet a teljes PC-re, a teljes aktivalt PC (APC) szerkezetet épitettiik fel helyette.
Feltételezhetd, hogy ennek csupan jelentéktelen szerkezeti hatdsa van az altalunk vizsgalt
poziciokra (a 163-as és foként a 77-es, valamint a hozzajuk kdzel esé aminosavakra). A 77-es
aminosav nagyon messze van az aktivacios peptidt6l, mig a 163-as aminosav egységet az
EGF2-SP doménkozti diszulfid hid valasztja el az aktivacios peptidtdl. A teoretikus teljes
hosszasagit APC modell a teljes hossztsagh aktivalt IX-es faktor (1Xa), a des-Gla APC (PDB
ID: 3F6U) és az elérheté PC Gla domén fragment (PDB ID: 1LQV) minta alapjan késziilt.
Az utobbit a FVII rontgenszerkezetébdl (1DAN) ismert teljes Gla domén geometria alapjan
egészitettiik ki. A Gla és az EGF1 domén kozé esd, ujonnan épitett hurok szerkezetet a
Schrodinger programcsomag Prime moduljaval finomitottuk. A rontgen-diffrakcios
szerkezetbdl hidnyz6 aminosav egységeket a Yasara programcsomaggal potoltuk. A modell
mindségét a Procheck programmal ellendriztiik. A p.Alal63Val és a p.Alal63Glu mutaciok
szerkezet-stabilitasra gyakorolt hatasat molekuladinamikai szimulaciokkal tanulmanyoztuk. A
virtualis muticiokat a Yasara programcsomaggal hoztuk 1étre. Mivel ezek a mutaciok az SP
doménhez kozel es6 EGF2 domén felilletén helyezkednek el, ezért itt csak ezeket a
doméneket vizsgaltuk. Osszehasonlitasul, ugyanezeket a szimulacidkat szintén elvégeztiik a
vad tipust fehérjén. A mutaciokat a Yasara programcsomaggal hoztuk 1étre. A szerkezetekhez
tartoz6 energiat a Gromacs szoftvercsomaggal minimaltuk. A Ca®" és Na* ionokat, valamint a
szerkezeti vizmolekuldkat az eredeti rontgendiffrakcios felvétel alapjan megtartottuk. A
szolvatalt modelleket dodekaéderes ,,boxba” helyeztikk. A doboz (,,box™) fala és a fehérje
falhoz legkdzelebb esé atomjanak tavolsagat 12 A tavolsagra allitottuk be. Az igy eldallitott
rendszereket neutralizaltuk, majd Na* és Cl° ionok hozzaadasival az ionerésséget 0,15
mol/dm3-re allitottuk be. A 310 K-re valo felfiitéséhez ,fokozatos felfiités” modszert
alkalmaztunk, majd 200 ns szimulaciot futtattunk allando részecskeszam (N), és allando
nyomas (P=10° Pa) és alland6 hémérséklet (T=310K), valamint periodikus hatarfeltétel
mellett. OPLS-AA fehérje erdteret és TIP3P explicit vizmodellt alkalmaztunk. A révid
hatotavolsagl elektrosztatikus és van der Waals energiatagok kiszdmitasakor 10 Angstromas
,Ccut-off " tavolsagot allitottunk be, mig a nagy hatotavolsagu elektrosztatikus energia
korrekciokat a részecskehalos Ewald (PME) modszer segitségével vettiik figyelembe. A
virtualis pozicid protokoll lehetévé tette, hogy 4 fs-os 1épéskdzt alkalmazzunk a szamitasok

soran. A szimuldcidk kivitelezéséhez ¢és a trajektoridk elemzéséhez a Gromacs
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szoftvercsomagot hasznaltuk. A fehérjeszerkezet megjelenitéséhez a VMD ¢és Chimera 1.7

programokat vettiik igénybe.

4. Eredmények
4.1. FV deficiencia

4.1.1. Laboratoriumi eredmények

A PI (11,3 sec) a referencia tartomany (8,7-11,3 sec) felsé hataran volt, az APTI megnyult
(45,9 sec; referencia intervallum 28,3-41,0 sec), mig a Tl és a fibrinogén szint normal volt.
Gatlotest jelenlétét keveréses vizsgalattal kizartuk. A FV aktivitdsa két fiiggetlen
mintavételbdl is csokkentnek bizonyult. A FV antigén szint a FV aktivitassal kdzel azonos
aranyban volt csokkent a beteg plazmajaban, valamint a thrombocytdkban mérheté FV
antigén szint is alacsony volt. Mindezek I-es tipust, enyhe FV deficienciara utaltak. Minden
egyéb véralvadasi faktor (beleértve a FXIII-t is) és az 02-Pl szintje normal volt. A
thrombocyta szam referencia tartomanyon beliili volt. A vérzési id6, PFA-100 zarodasi id6, a
thrombocyta aggregacio és szekrécio vizsgalatai nem mutattak eltérést. A von Willebrand
faktor antigén és risztocetin kofaktor aktivitds normal volt, hasonldéan a maj-és vesefunkcios
tesztek eredményeihez. A beteg fiatalabbik gyermeke hasonld laboratoriumi fenotipussal

rendelkezett.

4.1.2. Molekularis genetikai vizsgadlatok eredményei

A beteg F5 génjében négy misszensz mutaciot detektaltunk. A ¢.2863 A>G
(p.Lys897Glu) és ¢.5380A>G (p.Metl736Val) mutaciok korabban mar leirt, normal
szekvencia variaciok heterozigota, mig a csendes, ¢.327A>G (p.GIn51) mutacié homozigota
formaban volt jelen. Az uj, c.1651G>A (p.Gly493Arg) mutéciora a beteg heterozigotanak
bizonyult. Ugyanezt a mutdciot hordozza a beteg azonos laboratoriumi fenotipussal

rendelkez0 lanya. Az apa és a nagyobbik lany e mutaciora nézve vad tipusu.

Annak igazoldsara, hogy nem egy gyakori polimorfizmusrdl van szd, elvégeztik szaz,
vérzékenységgel nem rendelkezd egyén genetikai vizsgalatat. A p.Gly493Arg mutécié
egyetlen esetben sem volt kimutathatd. A hemosztazis laboratdriumi eredmények és a mutacid
oroklodésmenetének vizsgalata alapjan ez a mutacido a FV deficienciaért felelds genetikai

eltérés.
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4.1.3. A mutdcio lehetséges kovetkezményének vizsgdalata molekulamodellezéssel

A Gly493 egy 27 aminosavbol all6 hurkon talalhatd, melyet a Cys472 és Cys498 kozott
kialakulo diszulfid hid kot 6ssze. Ebben a szerkezetben a 27 aminosavbol 17, beleértve a
Gly493-at, konzervalt a human FVIII, céruloplazmin és a SwissProt adatbazisban elérhet6
kiilonbozo allatfajok FV molekulai megfeleld részében. A mutacio egy erdsen hidrofob, zart
zsebben talalhatd (491LIG(R)LLLIC498). Egy nagyobb, erdsen polaris, pozitivan toltott
aminosav ilyen régidra kifejtett hatasanak vizsgalatara molekula dinamikai szimulédciot
végeztiink allandd részecskeszam, allandé nyomas és hémérséklet mellett a ,,protein data
bank” pdb ID:1y61-ben megadott geometria alapjan. A szimulacié eredménye azt sugallja,
hogy az Arg oldallanca nem fér be a Gly kis oH ,oldallancanak” fenntartott (hidrofob)
iregbe. Polaris guanidinium csoportja deformalja a kozeli, szintén nagymértékben konzervalt
390ILGPIIRAQVR400 B-reddt és megnyit egy csatornat a (polaris) olddszer kornyezete felé.
Habar a mutaciot kozvetleniil a FV deficiencia fenotipushoz kapcsold in vitro expresszios
tanulmany nem késziilt, a molekulamodell megerdsiti, hogy a lokalis konforméaci6 valtozas a

régiod instabilitdsahoz, végsd soron az A2 domén koros feltekeredéséhez vezethet

4.2. Xlll-as faktor deficiencia

4.2.1. Probandl
4.2.1.1. Laboratoriumi eredmények

A probandl plazmajaban a holland eredményekhez hasonléan mi sem tudtunk FXIII-
A:B: és FXIII-A antigént detektalni, mig a FXIII-B alegység koncentracidja a referencia
intervallum als6 hataran volt. A probandl édesanyja esetében az értékek referencia
tartomanyon beliiliek voltak: plazma FXIII aktivitas 85,5% (referencia tartomany 69-143%);
FXI111-A2B> antigén szint 95,3% (20,0 mg/L) (referencia tartomany 67-133% (14-28 mg/L)) és
FXIII-A antigén szint 74,8% (8,01 mg/L) ( referencia tartomany 67-133% (7,1-14,3 mg/L)).
Az édesapa esetében csokkent FXIII aktivitas (63,3%) és FXIII-A2B> antigén szintet talaltunk
(61,7%) (12,9 mg/L) és a referencia tartomany alsd részén 1évo FXIII-A antigén szintet
detektaltunk (66,7%) (7,14 mg/L). A B alegység szintje a sziilok esetében referencia
tartomanyon beliili (64-136%) volt.

A thrombocytdkban a plazmahoz hasonloan mind a FXIII aktivitds és FXIII-A
alegység antigén szintje detektalasi hatdr alatti volt a probandl esetében, sziileiknél pedig a
kontroll (két egészséges egyén thrombocytaibol mért FXIII aktivitas és FXIII-A alegység
antigén szint atlaga) érték kb. 50%-a volt.
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4.2.1.2. Molekularis genetikai vizsgalatok

DNS szekvenalassal két okozati mutaciot talaltunk a FI3A1 génben. Egyik a 8-as exonban
talalhato ¢.980G>A csere, ami a 326-0s pozicioban Arg-Gln cserét eredményez, Mikkola és
munkatarsai mar k6zolték ezt az eltérést. A mutacio szintén jelen van heterozigota formaban a
beteg édesanyjanal, nagybatyjanal és anyai nagymamajanal. A masik okozati mutaci6 egy, a
8-as intronban talalhat6 nukleotid csere (c.1112+2T>C), ami a 8-as exon kivagodasanak
zavarahoz vezethet és eddig nem kozolték. Ezt a mutaciot apai agon Orokolte és az apai
nagymama is hordozza.

A Dbetegtdl és szileitdl nyert teljes vér FXIII-A alegység mRNS tartalmat szintén
meghataroztuk és egészséges kontrollokéval hasonlitottuk dssze. A beteg vérében a FXIII-A
alegység mRNS expresszioja kozel normalis volt, érdekes modon az édesanyja vérében a

specifikus mMRNS valamelyest emelkedett volt.

4.2.2. Proband2

4.2.2.1. Laboratoriumi eredmények

Tekintettel arra, hogy a rutin alvadasi és thrombocyta funkciondlis tesztek, VW betegség
iranya vizsgalatok, FVIII és FIX aktivitds normalok voltak, alvadék oldékonysagi tesztet
végeztek, mely pozitiv lett sulyos FXIII deficienciat jelezve. A beteg plazmajanak FXIII-A
antigén szintje 4% alatti volt a HexamateTM latex immuno-assay-vel (MBL, Nagoya, Japan),
mig édesanyja FXIII-A antigén szintje 72% volt. BERICHROM FXIII assay-vel (Siemens)
2,5%-0s FXIII aktivitast mértek a beteg plazmajaban a vakra torténd korrekcid nélkiil. Ezt
kovetden plazma és thrombocyta mintdkat kiildtek Debrecenbe a komplett laboratériumi
fenotipus meghatarozasahoz és molekularis genetikai vizsgalatokhoz. A plazma FXIII
aktivitas, FXIII-AzB2 és FXIII-A antigén szintek a mi moédszereinket alkalmazva (ahol a
FXIII aktivitdas meghatarozas soran minta vakra korrekcid torténik és a modszert
érzékenyitettilk az igen alacsony FXIII aktivitas tartomanyban) detektaldsi hatar alattiak
voltak, csakugy, mint a FXIII aktivitas és FXIII-A antigén szint a thrombocyta lizaitumban (4.
és 5. tablazat). Ezen paraméterek megerésitették a sulyos FXIII-A alegység deficienciat. A
FXI11-B antigén szint 37,8% volt a plazmaban. Friss fagyasztott plazma posztoperativ adasat
kovetden a FXIII szint 22% lett. Ezt kovetden a beteg 30 U/kg FXIII koncentratumot kapott
(FIBROGAMMIN P; CLS Behring, Marburg, Németrorszag). Tizennégy nappal késébb a
FXII1 szint 12% volt. Azota 2-4 hetente profilaktikus faktorpotlasban részesiil 10 U/kg FXIII-
al.
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4.2.2.2 Molekularis genetikai vizsgalatok

A molekularis genetikai analizis eredményeként egy homozigéta deléciot detektaltunk a 3-as
exonban (c.215 delA), ami korai stop kodonhoz vezetett (a 74-es kodonban), ami
megmagyarazza a sulyos deficienciat és a FXIII-A alegység hianyat a plazmaban ¢és a
thrombocyta lizdtumban. A beteg édesanyja heterozigdta volt ugyanazon mutacidra, az

¢desapa nem volt elérhetd a vizsgalatra.

4.3. Protein C deficiencia

4.3.1. A protein C deficiens betegek laboratoriumi fenotipusa és genotipusa

1. beteg

A PC aktivitas 1% alatti volt (a terminusra sziiletett 5 napos csecsemdk normal értéke 42+11
% (124), a PC antigén szint 5% volt. Az AT és PS aktivitds a kor szerinti referencia
tartomanyban volt (rendre 60 és 60 %). A beteg nem hordozta a FV Leiden és a protrombin
20210A mutaciokat. A PROC gén vizsgalataval megallapitottuk, hogy Osszetett heterozigdta
volt a c.230A>G, p.Asp77Gly és a ¢.488C>A, p.Alal63Glu mutaciokra.

2. beteg

Esetében a PC deficienciat 24 éves koraban diagnosztizaltak terhességhez kapcsolddo
mélyvénas thrombosis (MVT) alkalmaval. A diagndzis idején 49% volt a PC aktivitasa, 50%
a PC antigén szintje. Heterozigéta forméaban hordozta a FV Leiden mutéciot és magas Lp(a)
szintje volt (606 mg/L). Mas VTE rizikofaktora nem volt. A PROC szekvenalasa esetében az
uj, €.488C>T, p.Alal63Val mutacidé heterozigbta formaban torténd hordozasat igazolta. A
beteg lanyai nem Orokolték a PROC mutécidt, de mindketten hordozzak a FV Leiden

crcr

vizsgalatokra.

4.3.2. A HEK 293 sejtekben expresszadlt vad tipusu és mutdns protein C detektdldsa,
koncentrdciojanak és aktivitasanak meghatdrozdsa

A talalt mutdciok kovetkezményének vizsgalata sordn harom kiilonb6zd kisérletben
médiumokban és a sejtlizatumokban. A transzfekcido hatékonysagat a FluoReporterR

lacZ/Galactosidase Quantification Kit-tel hataroztuk meg és a PC ELISA eredményeket ennek
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megfelelden korrigaltuk. A vad tipusu fehérje antigén koncentracioja 0.142+0.007 pg/mL és
0.034+0.003 pg/mg protein volt rendre a médiumban és a sejtlizatumban. A vad tipusu és a
mutans PC fehérjék antigén koncentracidja nem kiilonbozott jelentésen a sejtlizatumokban
(0.033+0.002, 0.019+0.002 és 0.021+0.002 ng/mg protein rendre a 77Gly, 163Val és 163Glu
PC esetében). A 77Gly mutans koncentracidja mérhetd volt a médiumban, de valamivel
alacsonyabb volt a vad tipust fehérjéjénél (0.059+0.001 pg/mL). A 163Val és 163Glu
mutansok nem voltak detektalhatoak a médiumban. Mind a vad tipusu, mind a 77Gly PC jol
lathato diszkrét savként volt lathato a transzfektalt sejtek mediumaban Western blotting soran.
Ezzel ellentétben, a 163Glu és 163Val mutansok médiuma esetében nem jelent meg sav
Western blot soran. Az ELISA eredményekkel Osszhangban a vad tipusu és valamennyi
mutans detektalhatdo volt a sejtek lizaitumaban. Nem lehetett PC-t detektilni a negativ
kontrollként alkalmazott mock mintakbol.

A 77Gly PC amidolitikus teszttel a médiumbol térténd aktivitds meghatarozasa soran
kapott eredmény Osszehasonlithatd volt a vad tipust PC aktivitdsdval harom kiilonb6z6
fiiggetlen kisérletben (77.5%=+15.1%, a vad tipusit PC aktivitasat 100%-nak tekintve).
Tovabba a 77Gly specifikus aktivitasa (vagyis az egy mg PC fehérjére vonatkoztatott
aktivitasa) megegyezett a vad tipusi PC-jével (104.2%+28.4%, a vad tipusu PC aktivitasat
100%-nak véve). A mock transzfekciobol szarmaz6é médiumban nem lehetett PC aktivitast
detektalni, hasonloan a 163Val és 163Glu mutansok médiumahoz. A 77Gly PC aktivitasa
alvadasi tesztben a vad tipusu PC 80%+9.4%-a volt. Az amidolitikus assay-hez hasonldan, az
alvadasi teszttel sem lehetett PC aktivitast mérni a mock, a 163Val és 163Glu mintak
médiumabol. Annak vizsgéalatdra, hogy van-e kiilonbség a vad tipusu és a 77Gly PC
aktivaciojanak sebességében a médiumokat Protac-kal eldinkubaltuk kiilonb6zd id6tartamon
keresztiil 1-t61 10 percig terjedéen és a mintakhoz APTI reagenst és kalcium-kloridot adva
megmértiilk az alvadési idoket. Nem volt kiilonbség a vad tipust és 77Gly mutans kozott

ebben a tekintetben.

4.3.3. A vad tipusu és mutdns protein C intracellularis lokalizdcidja

A vad tipusu, 163Val, 163Glu ¢és 77Gly mutans fehérjék intracellularis lokalizaciojat
immunfluoreszcens festéssel, majd konfokalis mikroszkopos vizsgalattal tettiik lathatova és
kolokalizacids koefficiensek szamitdsaval kvantifikéltuk. Amint az varhat6 volt, a vad tipusa
PC azonos mértékben volt jelen az ER-ben, a cis-és a transz-Golgiban és ezekkel a

sejtorganellumokkal torténd kolokalizacid PPA szoftverrel meghatarozott értékei is hasonloak
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voltak. A vad tipust fehérjéhez hasonldéan a 163Val, a 163Glu és a 77Gly mutansok is
detektalhatoak voltak az ER-ben, a cis-és a transz-Golgi apparatusban. A 77Gly mutans egyik
sejtorganellummal sem mutatott kifejezett egyiittallast. A helyzet mas volt a 163Glu és
163Val mutansoknal, esetiikben az egymasra illesztett felvételek alapjan a 26S
proteaszomaban feltételeztiik az akkumulalodast.

A Pearson féle kolokalizaciés koefficiensek a 26S proteaszoémara nagyobbak voltak a
163Glu és 163Val PC esetén, mint a vad tipusnal vagy a 77Gly esetében, azt sugallva, hogy
ezek megrekedhettek ebben a sejtorganellumban. A ZEN szoftverrel meghatarozott Manders
kolokalizacids paraméterek értelmezése alapjan a 26S proteaszéma markere kevesebb, mint
50%-os atfedést mutatott a vad tipusu (33%) és a 77Gly PC-vel (43%), és tobb mint 50%-0S
atfedést mutatott a 163Glu PC-vel (81%) és a 163Val PC-vel (61%) azt jelezve, hogy az

utobbi két mutans a 26S proteaszoma viszonylag nagy részét kitolti.

4.3.4. A vad tipusu és mutdns protein C poliubikvitinaltsdagdnak vizsgdlata
(2.25+0.49) és a 163Glu (2.954+0.51) PC esetében, mig a 77Gly mutans nem mutatott jelentds
poliubikvitinaltsagot (aranya a vad tipusu fehérjéhez 0.96+0.10 volt).

4.3.5. 4 p.Asp77Gly, p.Alal63Val és p.Alal 63Glu mutdciok szerkezeti kovetkezményei

A p.Asp77Gly mutacié a Gla-domén C-terminalis helikalis szegmensén talalhat6. A mutacio
altal érintett aminosavnak nincs kozvetlen interakcidja egyik kornyezé reziduummal sem.
Ennél fogva nem valdszinii, hogy a mutacié esszencialis intramolekularis H-hidakat (vagy
sohidakat) szakitana fel. A masik két mutacid esetében nem ez a helyzet. Azok az EGF2 és SP
doméneket 0sszekotd lanckozti diszulfid hid kozelében helyezkednek el. Molekuladinamikai
szimulaciok segitségével megkiséreltiik kideriteni, miként befolyasoljak az utobbi mutaciok
az EGF2 ¢és SP domének kozotti interakcid erdsségét és/vagy ezen domének relativ helyzetét.
A kérdés tisztizasara az egyes trajektoriakbol szarmazo szerkezetek pillanatfelvételét a
megfeleld SP domén els6 (kiindulasi szerkezetnek megfeleld) pillanatfelvételére illesztettiik
vissza. Ilyen modon kdnnyen kovethetdvé valt az EGF2 domén elmozdulasa az SP doménhez
viszonyitva. Jelentds kiilonbségeket fedezhettiink fel a vad tipust és a mutans fehérjék kozott:
a vad tipusu fehérje esetében a szimulacié végén a két domén relativ helyzete kozelitdleg
ugyanolyan, mint a szimulacio kezdetén. Jelentdsen eltér a helyzet a mutans fehérjék
esetében, itt a szimulacio alatt mindvégig diszulfid hidon keresztiil egymashoz rogzitett

domének egymashoz viszonyitott helyzete szignifikdnsan kiilonbozik a szimulacid kezdetén
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¢és végén. A referenciatol valo eltérést (root mean square deviation, RMSD) a megfeleld EGF2
szarmazo6 pillanatfelvétel geometria (ez az eltérés) alapjan szamoltuk ki a vad tipusu fehérje és
a 163Glu ¢és 163Val PC fehérjék esetén. A vad tipusu PC esetében a kicsi, kozel allando
RMSD értékek jelzik azt, hogy az EGF2 domén relativ helyzete csak minimalisan valtozott a
200 ns-os szimulaci6 alatt. Ezzel ellentétben a 163Glu és 163Val mutacidk esetében az EGF2
domén relativ helyzete jelentds mértékben megvaltozott, ahogy azt a vonatkoz6 RMSD
értékek is mutatjdk. A 163Val mutans fehérje deforméacidja, habar késobb alakul ki,
szembetlinObb, mint a 163Glu mutansg¢.

Osszefoglalva az el8bb részletezett szimulacids eredményeket elmondhatd, hogy a mutns
163Glu és 163Val reziduumok helyzete a vad tipussal ellentétben jelentésen megvaltozik a
szimulacios periddus alatt, ami megvaltozott foldingot valdszinisit. Ennek a koros foldingnak

az egyik lehetséges kdvetkezménye az, hogy nem jon 1étre a diszulfid-kotés.

5. Megbeszélés

5.1. V-os faktor deficiencia

Munkank eredményeképpen a p.Gly493Arg mutaciot detektaltuk a betegnél és egyik
lanyanal heterozigota formaban. A mutans allél expresszidjat mRNS szinten nem vizsgaltuk,
az alacsony FV antigén szintbdl azonban kovetkeztetni lehet a mutans fehérje hidnyara a
keringésben. Bar in vitro expresszios tanulmanyt a FV deficiencia esetében nem végeztiink,
de a molekularis modellezés eredménye alapjan arra kovetkeztethettiink, hogy a mutans
arginin okozta lokalis konformacio valtozas hatassal van az adott régid stabilitasara és az A2
domén hibas feltekeredésével jar, ami végso soron az egész fehérje koros szerkezeti valtozasat
molekulamodellezéssel sugallt eltérés mellet tobb tényezd is alatamasztja. A beteg kisebbik
lanya, aki a csendes varians (p.GIn51) mellett csak a p.Gly493Arg mutaciot 6rokolte, a masik
két genetikai eltérést nem, a beteghez hasonld csokkent FV aktivitas és antigén szintekkel
rendelkezett. Azt, hogy a p.Gly493Arg nem egy gyakori polimorfizmus, a szaz, hemosztazis
szempontjabol egészséges egyén genetikai vizsgalataval zartuk ki, ahol a mutans allél egy
esetben sem volt kimutathatd. Az altalunk talalt mutacié a FV fehérje egy nagy mértékben
konzervalt teriiletét érinti, maga az érintett aminosav is megegyezik valamennyi vizsgalt

gerinces fajban.
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Az irodalomban sajat kozlésiinket megeldzéen csak harom olyan heterozigota FV
deficiens esetet kozoltek, akiknél vérzéses komplikacio jelentkezett. Az elsd beteg FV
aktivitasa 45% volt, mikroszkdpikus hematuridja és enyhe nyalkahartya vérzései voltak. A F5
gén egyik alléljan a nt524delG mutaciot hordozta, emellett a Vll-es faktor génjében is volt
egy heterozigdota mutacidja. A masodik beteg, aki a p.Glul608Lys mutaciora volt
heterozigdta, spontdn hematomaktol ¢és metrorrhagiatél szenvedett. FV aktivitdsa 38%,
antigén szintje 50% volt. A harmadik betegnél tonsillectomiat kdvetden alakult ki vérzéses
szOvOdmény, spontdn vérzése nem volt. FV aktivitdsa 30% volt és a p.Tyr1702Cys mutaciot
hordozta, mely gyakori oka a FV deficiencidnak az olasz populdcioban.

Beteglinknek nem volt spontdn vérzése, de esete felhivja a figyelmet arra, hogy
heterozigéta FV deficiens betegeknél sebészeti beavatkozds alkalmaval jelentds vérzéses
szovodmény alakulhat ki. Megjegyzendd, hogy mind betegiink, mind a p.Gly493 Arg mutaciot
orokld lanya esetén a FV aktivitdsa 50% alatti volt, ami hozzdjarulhat a vérzékenyéghez.
Habar enyhe FV deficiencidval nem egyértelmien jar vérzékenység, eredményeink azt
mutatjadk, hogy néhany heterozigota formaban el6forduldé FV mutacié novelheti a
vérzésveszElyt, ezért — tipusos anamnézis esetén — hatdrérték megnyult alvadési sziirdtesztek
mellett is érdemes az esetek részletes kivizsgaldsa. Mas esetekben alacsony FV szintek
ellenére nem jelentkezik vérzéses tiinet, vagy csak nagyon enyhe formaban. A diskrepancia
magyarazataul szolgalhat a thrombocytakban talalhaté FV raktar, mely kisebb részben a
megakaryocytakban torténd szintézis, nagyobb részben a plazmaban talalhato FV

endocytosisa révén keriil az a-granulumokba.

5.2. Xlll-as faktor deficiencia

A FEXIII-A alegység deficiencia diagnosztikdja sordn az ISTH SSC ajanlasain alapulo
algoritmust kovettiik. Mindkét esetben a detektalhatatlanul alacsony plazma FXIII aktivitas
alapozta meg a FXIII deficiencia diagnozisat, mig a detektalhatatlan FXII1-A2B: és FXIII-A
antigén 30% FXIII-B antigén szinttel egyiitt feltételezte a FXIII-A alegység deficienciat,
melyet a molekularis genetikai vizsgéalat megerdsitett. A thrombocytdkban detektalhatatlan
FXIII aktivitas és FXIII-A alegység antigén szint kizarta autoantitest jelenlétének lehetdségét.
Megjegyzendd, hogy a thrombocyta FXIII szint meghatarozasa nélkiil keveréses vizsgalat is
elegendd a neutralizalo autoantitest detektalasara, mig a nem neutralizalo antitest kizarasa

bonyolultabb k6t6dési vizsgalatokat igényel.
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Mindkét beteg esetében sulyosak voltak a vérzéses tiinetek. A holland betegnél a
koldokesonkvérzés és a cephalhematoma koran felvetette FXIII deficiencia gyantjat, korai
diagnodzist eredményezve. A belga proband esetében a klinikum egyértelmiien sulyos
vérzékenységre utalt. A jellegzetes koldokcsonk vérzés nem jelentkezett (FXIII-A alegység
deficienciaban szenvedd Ujsziilottek 80%-anal figyelhetd meg késéi koldokcsonk vérzés),
vagy nem volt elég jelentds mértékii ahhoz, hogy felismerésre keriiljon. A betegnek
intracranidlis vérzése sem volt. Esete felhivja a figyelmet arra, hogy sulyos vérzékenység
esetén negativ hemosztazis szlirtesztek esetén kotelez6 FXII (és a2-plazmin inhibitor)
aktivitast meghatarozni. A pozitiv alvadék oldékonysagi teszt, a BERICHROM assay-vel
2,5%-0s FXIII aktivitas és a latex immunoassay-vel <4% FXIII-A antigén szint bizonyitotta a
FXIII deficiencia diagndzisat, de ezek a tesztek nem jelzik elég jol a betegség sulyossagat. Az
1% ¢és 5% kozotti FXII aktivitds ugyanis rendszerint kozepesen sulyos vérzékenységet
eredményez, mig az 1% alatti FXIII aktivitds sulyos, spontan vérzéseket okoz. A FXIII
aktivitds spektrofotometrids meghatarozasadval kapcsolatban ismert, hogy a minta vakra
torténd korrigdlds hidnydban a BERICHROM FXIII assay talbecsiili a FXIII aktivitast
alacsony értékek esetén, ez magyarazza a BERICHROM assay-vel nyert érték és a
detektalhatatlan FXIII-A antigén szint, valamint a TECHNOCHROM FXIII assay-vel mért
<1% FXIII aktivitas kozotti diskrepanciat.

A Probandl osszetett heterozigbtanak bizonyult a genetikai vizsgalat soran. Egy
misszensz mutacidé a 8-as exonban p.Arg326GIn aminosavcseréhez vezetett. A
molekulamodell azt mutatta, hogy az Arg326 az aktiv helyhez tartozo Cys314-et tartalmazo
amino-terminalis részen 1évé hélix karboxil végéhez kozel helyezkedik el. Az Arg326
oldallancainak atomjait érintd hidrogén kotések kapcesoljak az aktiv helyez tartalmazo hélixet
a core domén egyéb részeihez. Az Arg neutrdlis aminosavra torténd cseréje felboritja az
elektrosztatikus egyensulyt ebben a régidban, tovabba a kisebb glutamin oldallanc egy
hézagot hoz létre a molekulaban. COS sejtek tranziens transzfekciojat kovetden a mutans
CDNS-r6l a vad tipusi FXIII-A-val megegyezé mennysiégi mRNS expresszalodott.
Metabolikusan jelolt sejtekkel végzett pulse-chase kisérleti eredmények a GIn326-o0t
Mindezek igazoljak a mutaciod okozati jellegét és egybecsengenek a FXIII-A alegység fehérje
hianyaval a plazmaban és a thrombocytakban. A masik mutacié a 8-as intronban (IVS8
€.1112+2T>C) ,splicing”-hely defektust jelez. A FXIII-A mRNS tartalom a beteg vérében, a
thrombocytdkban €s a monocytakban kdzel normal volt a ,,splicing”-hely defektust megel6zo

3-as exont vagy az azt kovetd 14-15-0s exonokat amplifikdldo primerek haszéalatdval. Ez
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alapjan a nonszensz-medialta mRNS lebomlas nem valoszintisithetd. (A mRNS transzkript
részletes karakterizalasat nem végeztiik el.) A probandl édesanyja plazmaban mért FXIII
aktivitasa, FXIII-Az2B2 és FXIII-A antigén szintje magasabb volt anndl, mint amit
heterozigotaknal varnank. A mMRNS szintjei a normalnal valamivel magasabbak voltak, ami
Osszefiigghet a relative magasabb FXIII szinttel. Ennek ellenére a FXIII aktivitas és FXII-A
antigén szint kozel 50%-os volt a thrombocytaiban. Ennek magyarazatat egyelére nem
ismerjiik, elképzelhetdé, hogy az A-és B-alegység kapcsolatanak valtozasdban rejlik a
magyarazat, melynek hatterében allo genetikai eltérést érdemes lenne vizsgalni a jovoben. A
Proband2 esetében egy adenin homozigota delécidja allt fenn egy négy adenint tartalmazo
sorbol a 212-215. nukleotidok kozott. Ennélfogva az E-N-N-K-L aminosavak kdédold gaa-
aac-aac-aag-ctg nukleotid szekvencia a 70-74. kodonokban gaa-aca-aca-agc-tga
nukleotidokra valtozott, ami az E-T-T-S-STOP szekvenciat kodolja, vagyis a 71. pozicidban
megjelend hadrom 1Uj aminosavat kovetden a fehérjeszintézis ledllt. Ez az N-termindlishoz
nagyon kozel 1év6 B-szendvicsben jelent meg, ami megmagyarazza, miért nem volt mérhetd a
betegben FXIII aktivitas és FXIII-A antigén szint.

Osszefoglalva, két, stilyos FXIII-A deficiencidban szenvedé beteg esetét mutattuk be.
A laboratoriumi fenotipus komplett meghatdrozdsa mellett az okozati mutéaciokat is
meghataroztuk, illetve egyik esetben egy harom-generaciot dbrazolo csaladfat is modunk volt
elkésziteni. Az egyik beteg Osszetett heterozigdta volt a ¢.980G>A, p.Arg326GIn és az uj,
»splicing”-hely defektust eredményezd €.1112+2T>C mutéaciokra. A masik betegnél egy Uj
nukleotid delécio (c.212delA) vezetett korai stop kodonhoz csupan a molekula egy kis N-
thrombocytakban detektalhatatlan FXIII aktivitas és FXIII-A antigén szint 6sszhangban van a
molekularis defektussal. A FXIII deficienciara vonatkozo irodalom alapjan nem allapithato
meg egyértelmii kapcsolat a klinikai tiinetek stlyossaga, a laboratoriumi fenotipus és a
genotipus kozott. Ez leginkabb a kvalitativ alvadék oldékonysagi teszt vagy a kvantitativ
ammonia felszabadulds vizsgalattal jar6 esszék plazma vakra torténd korrekcid nélkiili
hasznalatanak tudhaté be a FXIII aktivitdis meghatarozasa soran. Ilyen Osszefliggés
vizsgalatdhoz genetikai analizist és megfeleld6 modszertannal kivitelezett komplett
laboratoriumi vizsgalat sziikséges. Jelen tanulmany a korai diagnozis fontossagara is felhivja
a figyelmet a stlyos klinikai kdvetkezmények elkeriilése érdekében, a betegség lehetdségének
észbentartasa €s adekvat laboratoriumi hattér sziikséges ezen cél eléréséhez. A korai diagnozis
fontossagat az is alatdmasztja, hogy a kozelmultban elérhetdvé valt a FXIII deficiencidban

szenvedd betegek szdmara a rekombindns FXIII készitmény (Novothirteen, Novo Nordisk),
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mely profilaxisként alkalmazva hatékonyan csokkenti a vérzéses epizodok szamat és

alkalmazaséaval lehet6vé valik a terhességek sikeres kiviselése is.

5.3. Protein C deficiencia

Egy felnétt, silyos mélyvéna thrombosisban szenvedd beteg és egy purpura fulminansban
szenvedd Ujsziilott PC deficiensnek bizonyult. A hattérben all6 okozati mutaciokat
(p.Alal63Glu és p.Alal63Val). A harmadik genetikai eltérés (p.Asp77Gly) egy mar kozolt,
de eddig részletesen még nem vizsgalt mutacio. Ezen mutacidk egyike sem fordult el 100
egészséges, normal PC szintekkel rendelkezd egyénben és valamennyi mutacié heterozigota
hordozdja csokkent PC aktivitassal és antigén szinttel rendelkezett.

A p.Alal63Glu és p.Alal63Val mutaciok az EGF2 domén azonos pozicidjat érintik. A
163-as pozicid konzervalt az adatbazisban elérhetd fajok PC-je esetén és a human FX
husz reziduum valasztja el, a 3D szerkezetben a 163Ala az EGF2 és SP doméneket 8sszekotd
lancok kozti diszulfid hid kozelségében talalhato.

A PC EGF2 doménjében (134-178. aminosavak) Osszesen 11 kiilonb6zé misszensz
mutaciot irtak le. Ezek koziil egy esetben sem végeztek in vitro expresszios kisérletet,
molekulamodellezés is csak a p.Cys140Arg mutacié esetében tortént. A PC deficienciaval
kapcsolatosan ismertetett kevés in vitro kisérleti eredmény alapjan majdnem minden
misszensz mutacio teljes szekrécios blokkhoz vezet a mutans fehérje karosodott feltekeredése
miatt €s csak néhany mutdcio van, mely jelenléte esetén a fehérje szekretdlodni képes. Egyre
inkabb nyilvanvalova valik, hogy a misszensz mutaciok nagy része altal okozott betegség
molekularis szintli alapja a kéarosodott fehérje folding, miként az a nem megfeleléen
hajtogatott fehérje molekularis chaperonokhoz torténé elhuzodd kotédéséhez vezet. Ez
oldhatatlan aggregatumok képzOddéséhez, vagy még gyakrabban a mutans fehérje
az endoplazmatikus retikulumban (ER) vagy a Golgi komplexben is.

Osszesen 20 PC Gla-domén mutaciét tartalmaz a HGMD adatbazis, koziiliik 18
misszensz mutacio. A Gla-doménben eléforduld mutaciok szerkezeti és/vagy funkciondlis
kovetkezményét szintén igen kevés esetben vizsgaltak. Grandille és munkatérsai beszdmoltak
korabban a p.Asp77Gly mutaciorél. David és munkatarsai heterozigéta formaban kozolték ezt

a mutéciot két, I-es tipusu deficiencidban szenvedd betegnél, akiknek sulyos, ismétlédd vénas
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thromboembdlias eseményeik voltak. In vitro expressziot a p.Asp77Gly mutacioval
kapcsolatban eléttiink még nem végeztek. Harmon és munkatarsai az ebben a pozicioban 1évo
Asp Thr-ra torténd cseréjének molekularis kdvetkezményeit azonban vizsgaltak. Azt talaltak,
hogy az APC variansok (p.Asp77Thr), (p.Asp78Ala), és (p.Ala81Val) PS fliggd antikoagulans
aktivitasa csak kissé csOkkent, és a 77-es, 78-as és 81-es Gla domén reziduumok PS kotéshez
valo hozzajarulasa viszonylag kicsi. Wildhagen és munkatarsai megerdsitették ezeket az
eredményeket €s arra a megallapitasra jutottak, hogy az Asp77 nem fontos a PS kotéshez.

Vizsgalatainkban a 163Val és 163Glu 26S proteaszomaval torténd kolokalizacidjat
észleltiik, utobbi a koros feltekeredésti fehérjék ismert sejten beliilli degradaciojanak
potencialis szinhelye poliubikvitinaciot kovetden. Ezeket az eredményeket alatdmasztja a
163Val és 163Glu mutansok magasabb poliubikvitinaltsagi szintjeinek kimutatasa, mely igy
az intracellularis degradacio egyik indirekt bizonyitéka. Osszefoglalasképpen eredményeink
azt mutatjak, hogy a p.Alal63Glu és p.Alal63Val mutacidk a PC szerkezeti kdrosodéasahoz és
szekrécios defektusahoz vezetnek.

Sajat vizsgalatainkban a p.Asp77Gly mutaciora heterozigota személyek PC aktivitasa
¢s antigén szintje aranyosan csokkent volt I-es tipust deficienciat sugallva. Mivel a 77Gly PC
fehérje nagy mennyiségben volt jelen a transzfektalt sejtek médiumaban, stlyos szekrécios
zavar nem igazolodott. Tovabba mind az amidolitikus, mind az alvadasi funkcionalis tesztek
normal aktivitdsinak mutattak a 77Gly fehérjét. Azt is kimutattuk, hogy a 77Gly aktivalodasi
ratdja Protac-kal nem kiilonbozott a vad tipustt PC fehérjéjétdl. Kettdés immunfluoreszcens
festéssel nem tapasztaltunk kolokalizacidt egyik sejtalkotoval sem és nem detektaltunk
fokozott poliubikvitindciot sem. A molekula ezen része konzervaltnak tlinik az emlds
fajokban és mas K-vitamin fiiggd alvadasi fehérjékben. A 77-es pozicidban aszpartat talalhato
a human PC-ben és FX-ben és vagy aszpartat, vagy a hasonl6 karakterti glutamat talalhato
meg a FVIl-ben és a FIX-ben hasonléan mas fajok PC-jéhez. Molekulamodellezéses
tanulmanyok nem mutattak jelentds molekulan beliili szerkezeti eltérést. A mutacio
befolyasolhatja azonban a sejtmembran kiils6 részével, a PC receptoraival torténd interakciot,
hatésa lehet tovabba a protein komplexek stabilitasara, melyek alkotdséban részt vesz a PC. A
77Gly mutans PC médiumban vald jelenléte és normal aktivitdsa alapjan és arra tekintettel,
hogy nem igazolddott jelentdsebb szekrécios defektus, azt varhatnank, hogy a heterozigdta
betegek PC plazma koncentracioja legalabb 70%. Ennek ellenére a mutaciora heterozigdtak
plazma PC antigén szintje csak 50% koriili. (Megjegyzendd, hogy a HEK sejtek altal torténd
in vitro szekrécid dsszehasonlitasa a majsejtekben zajlo in vivo szekrécioval til mechanikus.)

Valamennyi eredménylinket dsszevetve elmondhatd, hogy a p.Asp77Gly mutacié normal FVa
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¢s FVIIla inaktivalé hatdsi PC-hez vezet, és mivel esetében nem lathatd jelentdsebb
szekrécios zavar, elképzelhetd, hogy a mutdcid az intermolekuldris kolcsonhatasokat
modositja, melyekben a PC részt vesz és annak clearance-t is befolyasolhatja. E hipotézis
késObbi kutatasaink érdekes targya lehet.

Osszefoglalva két, thrombosisban szenvedd beteg PROC génjében detektalt harom
mutacio kovetkezményeit vizsgaltuk. Mig a 163-as pozicidoban 1évé mutédciok (p.Alal63Glu
¢s p.Alal63Val) koros foldinghoz és kdvetkezményesen karosodott szekrécidhoz vezetnek, a
77-es pozicidt érintd mutacid (p.Asp77Gly) nem mutatott jelentésebb kiilonbséget a vad
tipusi PC fehérj¢hez képest sem a szekrécid sem az aktivaciot/aktivitast illetden és
molekulamodellezés alapjan nem tételezhet6 fel jelentds szerkezeti eltérés. Mivel a mutacio I-
es tipusu deficiencidban nyilvanul meg valamennyi hordozdban, feltételezhetjiik, hogy vagy
az intermolekularis interakciok megvaltozasa és/vagy a fehérje fokozott eliminacioja lehet

felelds a deficienciaért.

A jelolt sajat eredményei, uj megallapitasai

Ritka coagulopathiak (FV ¢és FXIII deficienciak) és thrombophilia (PC deficiencia) részletes
laboratoriumi fenotipus vizsgalatat és genotipizalasat elvégezve 0ij, még nem karakterizalt
mutaciokat azonositottunk, majd e mutacidk lehetséges pathogén szerepének magyarazatara
fehérjebiokémiai vizsgalatokat és molekulamodellezést végeztiink. Részleteiben:

V-os faktor deficiencia

o Egy mérsékelt sulyossagu vérzékenységben szenvedd ndbetegnél megnyult APTI-t,
csokkent FV aktivitast és ezzel aranyosan csokkent antigén szintet talaltunk, ez I-es
tipusu FV deficiencidnak felel meg. Molekularis genetikai vizsgalattal a FV génben
megtalaltuk a betegséget okozo, eddig még nem kozolt p.Gly493Arg mutaciot

heterozigota forméban.

e Megallapitottuk, hogy az altalunk talalt mutacid6 a FV fehérje egy nagymértékben
konzervalt teriiletét érinti, maga az érintett aminosav is megegyezik valamennyi
vizsgalt gerinces fajban. ,In silico” kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a mutacio
kovetkeztében hibas feltekeredésti FV fehérje jon létre, mely feltehetden

intracellularisan degradalodik.

e Esetiink kapcsan felhivtuk a figyelmet a heterozigota, spontan vérzékenységben nem

szenvedd, 50% alatti, de 10% feletti FV szintekkel rendelkez6 FV deficiens személyek
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intervenciok kapcsan felmeriild fokozott vérzésveszélyére és arra, hogy FV
deficienciaban az enyhe laboratériumi fenotipust mutatd betegek esetében a klinikai
fenotipus a vartnal sulyosabb lehet, a komplex laboratériumi diagnosztikanak kiemelt

jelentésége van.

Xlll1-as faktor deficiencia

Két, sulyos FXIII deficiencidban szenvedd betegnél végeztiik el a deficiencia korrekt
laboratoriumi karakterizalasat és allitottuk fel a velesziiletett FXIII-A alegység
deficiencia laboratoriumi diagnozisat a plazmaban és thrombocyta lizatumban torténd,
munkacsoportunk altal korabban beallitott funkcionalis ¢s immunoldgiai modszereket

végezve.

Molekularis genetikai vizsgélattal hdrom kiilonb6z6 mutacidt azonositottunk: az egyik
beteg Gsszetett heterozigota volt a ¢.980G>A, p.Arg326GIn és az 1j, ,,splicing”-hely
defektust eredményezd €.1112+2T>C mutacidkra, utdbbinal mRNS kvantitalassal
kizartuk ,,nonsense mediated decay” lehetdségét. A masik betegnél egy 1j nukleotid

deléciét azonositottunk (c.212delA), mely korai stop kodonhoz vezetve csupan a

crer

Felhivtuk a figyelmet a FXIII deficiencia esetében a korai, komplex laboratoriumi
diagnodzis fontossdgara, valamint arra, hogy a genotipus-fenotipus Osszefiiggések
pontos meghatarozasa csak adekvat laboratoriumi méodszerekkel lehetséges, melyek az
alacsony FXIII aktivitds tartomanyban is pontos eredményt szolgaltatnak. Ennek a
betegek profilaxisa és annak laboratoriumi kovetésének szempontjabol is dontd

jelentdsége van.

Protein C deficiencia

Két, sulyos mély vénds thrombosisban szenvedd betegnél azonositottuk az I-es tipust

PC deficiencia hatterében all6 mutaciokat a PROC génben. A p.Alal63Glu és

crer

doménben, mig a p.Asp77Gly muticio egy kordbban kozolt, de nem karakterizalt

mutacié a Gla doménben.

Mindhdrom  mutacié  esetében in  vitro  expresszidos  kisérletekben  és

molekulamodellezéssel vizsgaltuk azok kovetkezményeit a fehérjére nézve: a 163-as
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poziciot érintd mutaciok esetében hibas fehérje foldingot ¢és szekrécidos zavart
allapitottunk meg, ezzel egyiitt elsoként mutattuk ki a mutans, szerkezeti torzulést

fokozott poliubikvitinilaciojat

A p.Asp77Gly mutaciordl igazoltuk, hogy I-es tipusu deficiencidhoz vezet, azonban
sem koros folding, sem szekrécidés zavar nem alakul ki a mutaci6 kovetkeztében.
Kimutattuk, hogy a 77Gly PC mennyisége, aktivacidja €s aktivitasa nem kiilonbozik a
normal in vitro expresszalt PC-t6l, holott a keringésben a mutans PC aktivitasa és

koncentracidja 50% kortili.

A p.Asp77Gly mutécioval kapcsolatban 10, eddig nem vizsgalt mechanizmusok
(intermolekularis interakciok megvaltozasa és/vagy fokozott fehérje clearance)

szerepét vetettiik fel.
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6. Osszefoglalas

Az 0roklott hemosztazis rendellenességek ritka koérképek, az adott egyénre nézve
¢letveszélyes, vagy az életmindséget jelentdsen rontd, <2-5:10 000 f6 prevalenciaju korképek.
A véralvadasi rendszer pro-vagy anticoagulans oldalanak érintettségétol fiiggden
hemorrhagias diathesisek, vagy thrombophilidk alakulhatnak ki. Jelen értekezésben a
coagulopathidk koziil az V-6s (FV) és a Xlll-as (FXIII) véralvadasi faktorok zavarait, a
thrombophilidk koziil a protein C deficiencidt targyaljuk esetbemutatdsokon és in vitro
kisérleteken keresztiil. Valamennyi esetben meghatdroztuk a hattérben 4ll6 okozati
mutacio(ka)t, és lehetdség szerint vizsgaltuk a talalt mutaciok eldforduldsat a betegek elérhetd
csaladtagjaiban. Az 10j, vagy kordbban nem karakterizalt genetikai eltérések esetén fehérje
biokémiai vizsgalatokat, és/ vagy molekulamodellezést végeztiink.

FV deficiencia:

e a 34 ¢éves mérsékelten vérzékeny ndbetegnél és egyeldre tlinetmentes egyik
lanygyermekénél a p.Gly493Arg mutaciot detektaltuk heterozigdta formaban;

e a mutacid6 a molekulamodellezés alapjan lokalis konformacié valtozast okozva
instabilitashoz, az A2 domén koros foldingjahoz vezet.

FXI1I1 deficiencia:

e két, sulyos FXIII-A deficiencidban szenvedd esetet mutattunk be, ahol elvégeztiik a
deficiencia komplex laboratoriumi karakterizalasat. Az 0jsziilott probandl Osszetett
heterozigdta volt a €.980G>A, p.Arg326GIn és az 1), splice-hely defektust
eredményez6 €.1112+2T>C mutaciokra. A 13 éves proband2-nél egy 0j nukleotid
delécid (c.212delA) vezetett korai stop kodonhoz csupan a molekula egy kis N-

Protein C deficiencia:

e két, thrombosisban szenvedd beteg PROC génjében detektidlt harom mutéicio
kovetkezményeit vizsgaltuk, egy ujsziilott Osszetett heterozigota volt és purpura
fulmindnsban szenvedett, egy 50 éves ndnek recidiv mélyvénas thrombosisai voltak;

e a 163-as pozicidban 1évé mutaciok (p.Alal63Glu és p.Alal63Val) koros foldinghoz
¢s kovetkezményesen karosodott szekrécidhoz vezetnek;

a 77-es poziciot érintdé muticid (p.Asp77Gly) esetében feltehetéen vagy az
intermolekularis interakciok megvaltozasa, vagy a fehérje fokozott eliminacioja lehet

felelds a deficienciaért.
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