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Roviditések jegyzéke (a szovegben valéo megjelenés sorrendjében)
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1. Bevezetés

A ,ritka betegség” fogalmit az Egyesiilt Allamokban vezették be elséként, szorosan
kapcsolodva az ,orphan”, azaz arva gydgyszer fogalmahoz. Az emlitett fogalmak
kialakulasanak alapja az volt, hogy a novekvd gyogyszerfejlesztési koltségek miatt a
gyartoknak nem volt kifizetddo a kis betegszamot 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 moédositottak a fogalmat, hogy ,,arva” az
a gyogyszer, amely esetén kevesebb, mint 200 000 f6s (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 jelentdsen rontd, alacsony prevalenciaju (<2-5:10 000
f6), diagnozisa/kezelése tobbnyire jelent6s (mind anyagi, mind szellemi téren) erdfeszitést
igényel. Ebbdl addddan a ,ritka” mindsitéshez nem elég pusztan a gyér el6fordulas, a
diagnodzis és/vagy a kezelés szempontjabol sulyos, jelentds szellemi és anyagi eréfeszitést
rendellenességek, kiilondsen a hemorrhagids diathesisek egy jol elkiilonitett csoportot
képeznek. A Nemzetk6zi Thrombosis ¢és Haemostasis Tarsasag (ISTH) 2004-ben
megalakitotta a Ritka Vérzékenységek (RBD) munkacsoportot, mely 0Osszefogja e
betegségekkel kapcsolatos kutatasokat, diagnosztikai ajanlasokkal és 0j terapids lehetdségek
megismertetésével segiti a betegekkel, betegségekkel foglalkozé szakembereket
(www.rbdd.org és www.rbdd.eu). Az RBD munkacsoport definicidja szerint a haemophilia A
¢és B, illetve a von Willebrand betegség kivételével minden coagulopathia és thrombocyta
funkci6 zavar ritka betegségnek mindsiil. E vérzékenységek homozigota, vagy 0Osszetett
heterozigdta (azaz sulyos) formdjanak prevalencidja 1:500 000 és 1:3 000 000 kozé tehetd. A
ritka thrombophilidkkal kapcsolatos alap- és klinikai kutatdsok koordinalasat is felvallalta az
ISTH ,,Plasma Coagulation Inhibitors™ albizottsaga. E betegségekkel kapcsolatos kutatasok
tobb szempontbodl is eléremutatoak; egyrészt a betegségek hatterében felfedezésre keriild 1j
mutacidknak az adott fehérje struktrajara, funkcidjara gyakorolt hatdsdnak tanulméanyozésa
altal a fiziologias, patofiziologias folyamatokat jobban megérthetjiik, (1j mechanizmusokat
fedezhetiink fel. Masrészt, a kutatasok altal szerzett ismeretek 0 diagnosztikus lehetdségek

fejlesztéséhez, illetve 1j, hatékonyabb terapias eljarasok kidolgozasdhoz vezetnek. Az egyén


http://www.rbdd.org/

diagnozisa és a tudomanyos céli megkozelités mellett bizonyos esetekben a prenatalis
diagnosztika igénye is felmeriil, mely specidlis felkésziiltséget igényel a vizsgalatot végzd

laboratoriumoktol.

Ahhoz, hogy a véralvadas folyamata ott, akkor, és olyan intenzitdssal jatszodjon le a
szervezetben ahol, amikor és amilyen mértékben arra sziikség van, a hemosztazis pro-és
antikoagulans tényezdinek kényes egyensulyara van sziikség (2). A véralvadasi rendszer
épsége harom f6 pilléren nyugszik: az érfal épségén, azaz a vaszkuldris komponensen, a
thrombocytdk megfeleld szaman és miikddésén, vagyis a cellularis komponensen és az
alvadasi faktorok és inhibitorok, azaz a humordlis komponens megfeleld mennyiségén és
mindségén. Az alvadasi faktorok hidnya, vagy csokkent szintje haemorrhagias diathesisekhez,
azaz vérzékenységhez vezet, melyek hatterében allhat o6roklott, szerzett, iatrogén vagy
terapias coagulopathia. A rutin diagnosztikaban a hemosztazis szlir6tesztek elvégzése jelenti a
kiindulasi pontot, a humoralis komponens vonatkozasaban ezek a protrombin id6 (PI), az
aktivalt parcidlis tromboplasztin idé (APTI) és a trombin idé (TI). Az érintett faktortol
fiiggden észlelhetiink izolalt alvadasi id6 megnyulést, vagy a PI és az APTI, vagy mindharom
alvadasi 1d0 egyiittes megnyulasat. Negativ alvadasi szlrdteszt azonban nem zarja ki
coagulopathia jelenlétét, ilyen esetben gondolni kell XIII-as faktor (FXIII) vagy o-2-plazmin

inhibitor deficienciara.

A véralvadas limitdlo tényezdihez tartoz6 inaktivator rendszer zavara esetén
thromboembolias koérképek alakulhatnak ki. A vénas thromboembolia (VTE, mélyvénas
thrombosis (MVT), tidéembolia (TE)) a nyugati tarsadalmakat érintd egyik leggyakoribb
morbiditasi és mortalitasi tényez6 (3). A VTE tovabbra is f6 okozati tényezonek tekinthetd a
terhességgel és halva sziiletéssel kapcsolatos morbiditds és mortalitds tekintetében és
viszonylag gyakori oralis fogamzasgatlot szedd fiatal ndk korében. A VTE visszatérd lehet és
kronikus, kifejezett fajdalommal és gyakran fekélyképzddéssel jard postthromboticus
syndromahoz vezethet. A VTE hatterében mind genetikai, mind kdrnyezeti tényezok fontos
szerepet jatszanak (4). A természetes antikoagulansok funkciovesztéssel jar6é mutacioi
antitrombin (AT), protein C (PC) és protein S (PS) deficienciakhoz vezethetnek, mig koros
alvadasi faktorok, vagy oroklotten emelkedettebb alvadasi faktor szinttel jar6 allapotok (V-6s
faktor (FV) Leiden mutécidja és a protrombin (FII) 20210A allél hordozasa, emelkedett VIII-
as alvadasi faktor (FVIII) szint) felelosek az 6roklott thrombophilias esetek dontd tobbségéért.

A ritka coagulopathidk ¢és thrombophilidk esetében — éppen e betegségek alacsony

prevalenciaja miatt — nagy klinikai vizsgalatok és populacids tanulményok nem, vagy nehezen
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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 forrd pont nem lévén,
szamos deficiens csalad vizsgalata alkalmaval deriilhet fény 0j mutacid okozati szerepére. E
mutaciok részletes karakterizaldsa a genotipus-klinikai fenotipus, genotipus-laboratoriumi
fenotipus Osszefiiggések feltarasat teszi lehetévé. Az értekezésben a ritka coagulopathidk
koziil a FV ¢és a FXIII deficiencia, a thrombophilidk koziil a PC deficiencia hatterében allo 1)

mutaciok karakterizalasaval kapcsolatban végzett vizsgalataink eredményeit foglaljuk dssze.

2. Irodalmi attekintés
2.1. A dolgozatban szereplo alvadasi faktorok és deficienciaik bemutatasa
2.1.1. A véralvadas V-os faktoranak tulajdonsagai, jellemzoi

A FV egy egylancu, 330 kDa molekulatomegii glikoprotein, mely a méajban és a
megakaryocytakban  szintetizalédik. Plazmakoncentracioja 20 nM (7 pg/mL), az
Osszmennyiség kozel 20%-a a thrombocytdk o-granulumaiban raktarozodik (5). A FV
szerkezete mozaik-szerii, a FVIII-éhoz hasonld domén szerkezettel. Harom hasonlo
szerkezetli A, két C és egy nagy mértékben glikozilalt B domént tartalmaz, ez utdbbi koti
Ossze az N-termindlison elhelyezkedd A1-A2 doméneket (az aktivacid utan ezek képezik a
nehéz lancot) a C-terminalison 1évé A3-C1-C2 doménekkel, melyek az aktivacié utan a
konnyti lancot alkotjadk (A1-A2-B-A3-C1-C2) (6). A trombin altal aktivalt FV az aktivalt X-
es faktor (FXa) esszencialis kofaktora. Aktivacio soran a trombin eltavolitja a B-domént, az
igy szabaddd valé nehéz és konnyli lancot ezentul egy Ca**-hid kapcsolja Ossze aktiv
heterodimerré (7, 8). Az aktivalt FV (FVa) nagysagrendekkel meggyorsitja a protrombin
aktivaciojat. A FVa inaktivacidjat az aktivalt protein C végzi (APC) harom Arg (Arg506,
Arg306 ¢és Arg679) mellett torténd szekvencialis hasitassal (7). Amennyiben az APC a
negativ toltésii foszfolipidekhez kotott nativ FV-6t hasitja az Arg506 mellett, ugy a fehérje
antikoagulans funkcidhoz jut, és a membranhoz kotott aktiv VIII-as véralvadasi faktor
(FVIIIa) inaktivalasaban az APC kofaktora lesz. Ha ezt az antikoaguldns funkcidju fehérjét
hasitja a trombin az Arg709, Argl018 és Argl1545 mellett, gy a fehérje gyenge kofaktor
aktivitast nyer a protrombin aktivacidjaban. Ekkor is az APC medialta, Arg306 melletti

hasitassal lesz teljesen inaktiv a fehérje (1. abra).
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1. abra. A nativ FV prokoagulans (bal oldal) illetve antikoagulans (jobb oldal) fehérjévé
torténo aktivacioja és az aktiv molekulak inaktivaciéja. (G.A.F. Nicolaes, B. Dahlbdick.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2002; 22: 530-8.) Az abra magyarazata fenti szovegrészben
talalhato.

A FV kodolo génje (F5) az 192125 lokalizacioban talalhatd, hozzavet6legesen 80 kilobazis
terjedelm, 25 exonbol és 24 intronbdl all (9). Az exonok mérete 72-286 bazispar (bp) kozott
valtozik, kivéve a 13. exont, mely rendkiviil nagyméretii, 2820 bp. Az intronok mérete 448
bp-11400 bp. A kodold szekvencia (cDNS) 6672 bp, az 5’—nem transzlalodo régié (UTR) 90
bp, a 3’-UTR 163 bp hosszisagli. A cDNS egy 2224 aminosavbol 4ll6 fehérjét kodol. Az elsé
12 exon kodolja a nehéz lancot, a 13. exon kdodolja a B domént, a 14-25. exonok pedig a
konnyti lancot. A nukleotidok és aminosavak szdmozasa hagyomanyosan Jenny és mtsai,
1987-ben megjelent kozleménye szerint torténik (10). A ,,Human Genome Variation Society”
(HGVS) iranyelv alapjan torténd szamozas azonban a fehérje elsé aminosavanak a lanckezdd

elsé metionint tekinti, fliggetleniil attol, hogy poszttranszlacids érés soran lehasad-e az adott
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fehérjérdl propeptid, vagy sem. A FV esetében az érés soran 28 aminosav hasad le az eredeti
fehérjérdl, ezért a hagyoméanyos szamozas (amely csak az érett fehérje aminosavait veszi
figyelembe) alapjan meghatarozott aminosav sorszamahoz 28-at kell adni ahhoz, hogy
megkapjuk a jelenleg elfogadott HGVS sorszamot (www.hgvs.org/mutnomen). Mivel a FV
esetében — foként a Leiden mutacid, p.Arg506Gln, elterjedtsége miatt — a hagyomanyos

szamozas még ma is népszeriibb, 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
6roklédo coagulopathia, homozigéota (stlyos) forméjanak prevalencidja 1:1 millio (11). A
homozigota FV deficiens betegek FV aktivitasa 10% alatti (altalaban 1% alatt) és mérsékelt,
vagy sulyos vérzéses tiineteik vannak (12). A legtobb heterozigdta egyén tiinetmentes (11—
13).

A betegek dontd tobbsége I-es tipusu, azaz kvantitativ deficienciaban szenved, habar I1-es
tipust (kvalitativ) deficiens esetet is kozoltek mar (14). A mutaciés adatbazisokban mar tobb
mint 50 kiilonb6z6 mutéciot jegyeznek a F5 génben. A misszensz mutaciok tobbsége az A2 és
a C2 doménekben talalhatd (15). A homozigotak eléfordulasi gyakorisagabol kiindulva, a
heterozigota 4llapotnak 1:1000 frekvenciaval kellene megjelennie, az esetek tobbsége
azonban felderitetleniil marad, hiszen nem jellemzé sem az alvadasi idok jelentds

megnyulasa, sem a vérzéses tiinet.

2.1.3. A véralvadas XIII-as faktoranak tulajdonsdgai, jellemzoi

A FXIIl egy pro-transzglutamindz, ami heterotetramer formaban fordul el a keringésben
(16). A plazmaban talalhato FXIII (pFXIII) két katalitikus A (FXIII-A) és két gatlé/hordozo B
alegységbdl (FXIII-B) épiil fel. A B-alegység feleslegben talalhato, ennek kb. 50%-a szabad
formaban mutathaté ki a plazmaban (17). A cellularis FXIII (cFXIII), a plazma formatol
eltér6 modon nem tartalmaz B-alegységet, igy az homodimer formaban mutathaté ki nagy
mennyiségben a thrombocytakban (a thrombocyta fehérjék 3%-at adja) és monocytakban,
macrophagokban, de osteoblastokban, osteocytakban és chondrocytakban is kifejez6dik egyes
tanulmanyok szerint (18, 19). A FXIII-A 732 aminosavbdl all, 83 kDa tomegii. A lanckezdd
metionint egy szerin koveti, mely a metionin poszttranszlacids lehasadasat kovetden N-

acetilalodik és valik a fehérje els6 aminosavava. A FXIII-A alegység vezeto szekvenciat nem
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tartalmaz, ezért a hagyomanyos ¢és az ) (HGVS) nevezéktan minddssze egy aminosav
figyelembe vételében kiilonbozik: az 0j szamozas szerint egyet kell a tradicionalis aminosav
sorszamhoz hozzdadni. Mivel a FXIII deficiencidkkal kapcsolatos kozlemények dontd
tobbsége a hagyomanyos nomenklaturat koveti és a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmussal
kapcsolatos kozlések is azt hasznaljadk (az Uj nomenklatura szerint p.Val35Leu lenne a
megnevezes, amit ma félrevezetonek tartunk), ezért a dolgozatban mi is a tradicionalis
elnevezéseket kovetjik.

A FEXIII-A alegység négy fO szerkezeti elembdl all: tartalmaz egy 37 aminosav
hossztsagi N-terminalis aktivacids peptidet, melyet egy -szendvics domain, egy katalitikus

domén ¢€s két B-redd domén kovet (2. abra).

[B-szendvics domén

i > ] « aktivacios peptid domeén
katalitikus domén

“~

2. B-red6 domén A

1. B-red6 domén

2. abra. A FXIII-A alegység szerkezete. (Muszbek L, Bereczky Z, Bagoly Z Komdromi I,
Katona E. Factor XIII: a coagulation factor with multiple plasmatic and cellular functions.

Physiol Rev 2011; 91: 931-72.)

A FXIII-A alegységet kodolo gén (F13A1) a 6-os kromoszoéman talalhatd a 6p25.3—
p24.3 pozicidban, 15 exont és 14 intront tartalmaz (20). Az 5’-UTR 84 bp hosszusagu, a 3’-
UTR 1,6 kb. Az 1. exon valdjaban nem kodolo, az 5°-UTR-t tartalmazza. Az aktivacios
peptidet a 2. exon, a B-szendvics domént a 2-4. exonok, a katalitikus domént a 4-12. exonok,

a két B-red6 domént pedig a 12-13. és a 13-15. exonok kodoljak.
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A FXI11-B egy mozaik szerkezeti fehérje, mely 10 sushi domént tartalmaz (21). Az A-
alegységgel ellentétben erdsen glikozilalt, 8,5% szénhidratot tartalmaz; 641 aminosavbol 4allo,
80 kDa tomegl fehérje, a majban szintetizaloédik. A FXIII-B alegységét kodold gén (F13B) az
1-es kromoszoman talalhaté az 19q31-32.1 pozicidban, 12 exonbol és 11 intronbdl all. Az 1.
exon a 20 aminosavbol all6 vezetd szekvenciat kddolja, a tovabbi exonok az egyes sushi
doméneket kodoljak, az utolsd exon a B-alegység C-terminalis részét és a 3°-szerkezeteket
kédolja.

A EXIII-A ¢és B alegység tehat a keringésben talalkozik és alkotja a fent emlitett
heterotetramert (FXIIIA;B,), mely egészséges személyekben 14-28 mg/L koncentracidban
mutathato ki a plazmabol.

A pFXIlI-t trombin és Ca”" ionok aktivaljak: a trombin lehasitja a FXIII-A-rol az
aktivacios peptidet, majd Ca?* ionok jelenlétében a FXI11-B disszocial és a megmarado FXIII-
A dimer aktiv konformaciét vesz fel. Az aktiv FXIII (FXIIla) egy transzglutaminaz, mely
keresztkoti a glutamin és lizin oldallancokat peptid kotések (izopeptid kotések) kialakitasaval.
F6 szerepe a hemosztazisban a fibrin lancok keresztkotése és az a-2-plazmin inhibitor
fibrinhez kotése. A fibrin y-lancok kovalens dimerizacidja és a fibrin a-lancok keresztkotése
nagy molekulatomegii polimerekké stabilizalja a fibrint €s védi a nyirderdkkel szemben. Az
o-2-plazmin inhibitor kovalens kotése a fibrin alvadékhoz megakadalyozza annak a
fibrinolitikus rendszer éaltal torténd gyors degradacidjat. A véralvadasban betoltott
kulcsszerepe mellett a FXIII a sebgyogyuldsban, terhesség kiviselésében is elengedhetetlen,

de Ujabban felvetették szerepét az angiogenesisben, porc-€s csontfejlddésben is (21).

2.1.4. A Xlll-as faktor deficiencia

A normal atlag 1%-a alatti FXIII szint stlyos vérzékenységet eredményez. Ilyen alacsony
FXI  aktivitas oroklott FXII-A  deficienciaban fordul eld, mig oroklott FXII-B
deficienciaban szenvedé betegek FXIII aktivitaisa magasabb (rendszerint 5-10%) és a
vérzékenység kozepes vagy enyhe (22, 23). A FXIII deficiencia egy ritka Ordkletes
véralvadasi zavar, a diagnosztizalt esetek gyakorisdga az atlagpopulacioban hozzavetdlegesen
1:2 000 000, bar azokban az orszagokban, ahol gyakoriak a rokonhdzassagok, vagy zart
kozosségekben a frekvencia jelentdsen nagyobb lehet. A klinikai oldal ismeretének hidnya és
a nem megfeleld laboratoriumi diagnosztikai gyakorlat miatt a FXIII deficiencia gyakran nem
keriil felismerésre. Az utobbi probléma kikiiszobolésére a FXIII deficiencidk diagnosztikajara

€s csoportositdsara vonatkozoan egy ajanlas jelent meg az ISTH Tudomanyos ¢és
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Standardizacios Bizottsaga hivatalos kozleményében (24). Erre a publikaciéra épiilve egy
diagnosztikai algoritmus is sziiletett (25). A FXIII-A deficiencia mutacios adatbazisa
(http://www.f13-database.de) 65 okozati mutaciot tartalmaz a FXIII-A alegységet kodold
génben (34 misszensz mutaciod, 21 inzercid/delécio, 9 ,,splice-site” mutacid és 5 nonszensz
mutacio). A mutaciok eloszlasa a gén mentén egyértelmiien mutatja, hogy nincs mutacios
forropont. Habar a FXIII deficiencia intenziv kutatasok targya lett az utobbi idében (22, 25-
28), szamos megoldatlan kérdés maradt még. A genetikai defektus és a klinikai tlinetek, a
laboratoriumi fenotipus kozotti kapcsolat nem egyértelmi, részben modszertani problémak
vagy a laboratériumi fenotipusra vonatkozo kevés adat miatt. Emiatt olyan tanulmanyokra
van sziikség, melyekben a molekularis genetikai defektus leirasat részletes laboratoriumi
vizsgalatokkal és klinikai adatokkal egészitik ki. Mi a (két Uj mutacidt is tartalmazo)
molekularis genetikai eltérések felderitésén tul teljes kori laboratériumi vizsgalatokat is
végeztiink és a klinikai tlineteket is 6sszegylijtottiik két, stlyos 6roklott FXIII deficienciaban
szenvedd betegnél (lasd késobb). A FXIII-A alegység deficiencidban szenvedd ujsziilottek
80%-anal figyelhetd meg késoi koldokcsonk vérzés (22, 28—-31). Hianya azonban nem zarja ki
a diagnozist és mindig gondolni kell ra fiatalkorban jelentkez6 intracranialis vérzés esetén. A
profilaktikus faktorpotld terapidban nem részesiild FXIII-A alegység deficiens betegek 30%-
anal fordul el intracranialis vérzés (22, 28-31).

Az adatbazisban jegyzett mutaciok koziil néhanyat részletesebben is vizsgaltak, koztiik
a 8-as exonban 1évé p.Arg326GIn aminosavcserét is. A molekulamodell azt mutatta, hogy az
Arg326 az aktiv helyhez tartozé Cys314-et tartalmazd amino-terminalis részen 1évd hélix
karboxil végehez kozel helyezkedik el (32). Az Arg326 oldallancainak atomjait érintd
hidrogén kotések kapcsoljdk az aktiv helyet tartalmazo hélixet a katalitikus domén egyéb
részeihez. Az arginin neutrdlis aminosavra torténd cseréje felboritja az elektrosztatikus
egyensulyt ebben a régioban, tovabba a kisebb glutamin oldallanc egy hézagot hoz létre a
molekulaban. COS sejtek tranziens transzfekcidjat kovetéen a mutans cDNS-r6l a vad tipusu
FXII-A-val megegyez0 mennyiségi mRNS expresszalodott (33). Metabolikusan jeldlt
sejtekkel végzett ,,pulse-chase” kisérleti eredmények a GIn326-ot tartalmazé FXIII-A
a mutacié okozati jellegét és egybecsengenek a FXIII-A alegység fehérje hidnyaval a

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

A PC ¢s a PS természetes antikoagulansként fontos szerepet jatszik a véralvadas
szabalyozasaban (34-36). A PC-t trombin aktivalja trombomodulin (TM) jelenlétében. A TM
az endothel sejtek felszinén talalhatod fehérje, melyhez torténd kotodést 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
¢s bemutatja a trombin-TM komplexnek. A trombin az Argl69-es aminosavnal hasitja az
aktivacios peptid domént egy 12-aminosav hosszasagu aktivacios peptid felszabadulasat
eredményezve a PC nehéz lanc N-terminalis részér6l. Az aktivalt PC (APC) inaktivalja a
membranhoz kotott FVIIIa-t és FVa-t azaltal, hogy specifikus arginin aminosavaknal hasitja
Oket. A FVa-t az Arg506-nal hasitja, amely a f6 hasitasi hely. A FVa teljes inaktivalasahoz az
Arg306-nal torténd hasitas is sziikséges. Az Arg679-nél torténd hasitas nem fontos a FVa
inaktivalasa szempontjabol. A FVIlla-t az Arg336-nal ¢és az Arg562-nél hasitja. A FVIII és
FV nem aktivalt formaja gyenge szubsztratja az APC-nek. Esmon és munkatarsai kimutattak,
hogy az antikoagulans APC komplex szamara sziikséges foszfolipid membran Osszetétele
kiilonbozik a prokoagulans komplexekétdl (37). Az APC komplex endothelidlis sejtek
membranjahoz torténd kotédéséhez foszfatidil-etanolamin sziikséges foszfatidil-szerin helyett.
Az APC az intakt FV-6t is tudja hasitani az Arg506 helyen, melynek hatasara a FV az APC
kofaktora lesz a FVIlla inaktivalasaban (1. abra). Az APC f6 inhibitora a protein C inhibitor,
egy, a majban szintetizal6do egylanci szerin protedz inhibitor glikoprotein. Az inhibitor 1:1
arany komplexet alkot az APC-vel és az aktiv helyen hasitja (az Arg354-nél). Az APC-t az
o-1-antitripszin is képes gatolni. Antikoagulans szerepén til a PC fontos szerepet jatszik a
sejtvédelemben, mely funkcidjat az elmult évtized sordn térképezték fel részben. Az APC
citoprotektiv hatasair6l Mosnier és munkatarsai kozoltek egy részletes Osszefoglalot, itt e
funkci6 ismertetése meghaladja a terjedelmi lehetdségeket (38).

A PS szabad formaja az APC fontos kofaktora, ndveli annak affinitasat a negativan
tortott foszfolipid felszinekhez. A PS képes kiszoritani a FXa-t annak FVa-val alkotott
komplexébdl lehetévé téve az APC szamdra, hogy az Arg506-ndl hasitsa a FVa-t. A FVIlla
inaktivalasa soran az APC aktivitast egyarant stimulalja a PS és a FV nem aktivalt formaja,
mig a FVa inaktivalasa sordn csak a PS az APC kofaktora. A PS a komplement 4b koto
fehérjével (C4bBP) is alkot komplexet, ennek a komplexnek nincs APC kofaktor aktivitasa. A
PS-nek direkt, APC-tdl fiiggetlen hatasai is vannak (39, 40). A PS kotodik a foszfolipid
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vezikulumokon 1évé FVa-hoz, és ez altal verseng a protrombinnal a FVa kotésért — gatolva a
protrombindz aktivitast. A PS FXa-hoz torténd kotodését is leirtak. Az APC-tdl fiiggetlen PS
funkciok nem szoritkoznak a szabad formara, a C4bBP-val komplexet alkoté PS ugyanazon
aktivitasokkal rendelkezik. A kozelmultban publikaltdk a PS direkt interakcidjat a szoveti
faktor utvonal inhibitorral (TFPI) a FXa gatlasban (41).

2.2.1. A protein C fehérje és kodolo génjének strukturdja

A PC K-vitamin fliggd glikoprotein, mely a majban szintetizalodik egylancu fehérjeként. A
szerin protedz prekurzor plazma koncentracidja 3-5 mg/L (42). Féléletideje rovid,
hozzavet6legesen 8 ora a keringésben. Az érett, 62 kDa molekulatomegii fehérje egy nehéz
(41 kDa) és egy konnyti (21 kDa) lancbol all, melyeket egy diszulfid hid kot 6ssze a Cys141
¢s Cys265 kozott. A PC doménszerkezete hasonlit a tobbi K-vitamin fiiggé fehérje
szerkezetéhez. Van pre-pro vezet6 szekvenciaja (a hagyomanyos szamozas szerint —42-t61 —1-
ig, mely szerint a fehérje els6 metioninja a —42-es szamot kapja), ez a Gla-doménben 1év6
glutamat aminosavak gamma-karboxilacidjahoz és a szekrécidohoz sziikséges. Az érett fehérje
tartalmaz egy Gla-domént (1-37. aminosavak), mely tartalmazza a kilenc, a poszttranszlacios
modositasok soran karboxilalodd glutamatot. Egy rovid amfipatikus hélix (3845
aminosavak) koti a Gla-domént az els6 epidermalis novekedési faktor (EGF) doménhez
(utébbi a 46-91. aminosavakat jelenti). A masodik EGF domént (92-136. aminosavak) az
aktivacios peptid domén (137-184. aminosavak) koveti. Ez a rész tartalmazza a Lys156—
Argl57 dipeptidet, mely az érés soran eltavolitasra keriil, valamint a trombin altal torténd
aktivacio helyét (Argl69). A PC nehéz lanca tartalmazza az aktivacios peptidet és a
katalitikus domént (185-419. aminosavak). A hagyomanyos aminosav sorszamhoz 42-t kell
hozzaadni, hogy az 4j HGVS nevezéktan szerinti sorszamot megkapjuk. A dolgozatban az
eredmények bemutatasakor a PC deficiencia esetében az 0j nevezéktant kovetjiik, hogy az
értekezés alapjaul szolgalo kozleménynek megfeljenek az itt leirtak.

A human PC kodolo génje (PROC) a 2q13-ql4 pozicioban talalhato, kilenc exont
tartalmaz, melyek egy 1,7-kb messenger RNS-t (mRNA) kddolnak, valamint nyolc intronbdl
all (43, 44). Az exon/intron hatdrok a GT-AG szabalyt kovetik. Az 1. exon egy nem kdodolo
exon, egy hosszu intron koveti a lanckezdd ATG kodon elétt, ez a jelenség egyedi a K-
vitamin fliggé faktorok kozott. A PROC két Alu repeat-et tartalmaz az 5. intronban. A {6
transzkripcios kezd6 hely 1515 bazisparral az iniciator ATG kodon el6tt talalhatd. Két kisebb
transzkripcios start helyet is leirtak —7 és +13 bp tavolsagra a f6 start helytél. A transzkripcio
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szabalyozasat részletesen tanulmanyoztak. A PROC-on beliili Cis-elemek a HNF-1, HNF-3 és
Spl kotohelyek. Egy erés géncsendesitd régiot és két majspecifikus ,.enhancer” régiot is

leirtak.

2.2.2. Protein C deficiencia: epidemioldgiai vonatkozdsok és klinkai tiinetek

Az elsé PC deficiens esetet Griffin és munkatarsai irtak le 1981-ben (45), ismétlodé vénas
thromboembolids események jellemezték. Azota szamos deficiens eset kozlésre keriilt a
hattérben allo genetikai defektussal egylitt. Roviddel ezt kovetden felismerték, hogy a PC
deficiencia fokozott thrombosis rizikoval jar. A rizikd6 mértekét és a PC deficiencia
gyakorisdgat thrombosison atesett betegek kozott és az altaldnos populacidoban jonéhany
epidemioldgiai tanulmanyban vizsgaltak, az eredmények ellentmondoak (46-59). A PC
deficiencia becsiilt gyakorisdga az altalanos populacioban meglepden magas (0,4%) (48, 49).
Szelektalt beteganyagon, 163 random moddon kivalasztott als6 végtagi vénas thrombosisban
(LEVT) szenvedd beteg 2-4%-4nak volt PC vagy PS deficienciaja (52). Erdekes moédon,
ugyanebben a tanulméanyban, egyetlen igazolt cerebralis vénas sinus thrombosisban szenvedd
betegnél sem talaltak PC deficienciat, mig a PS deficiencia prevalencidja nem kiilonbozott
szignifikansan attol, amit a LEVT csoportban talaltak. Egy olasz kohorsz vizsgalatban az elsd
VTE-n atesett betegek korében 4,7% volt a PC deficiencia prevalencidja (53). PC deficienciat
a proximalis mélyvéna thrombosisos betegek 3%-aban talaltak (n=920) (54). A Leiden
Thrombophilia Study, ami a témaban folytatott egyik elsé eset-kontroll tanulmany,
eredménye szerint 3-szorosnak taldltdk a VTE rizikét PC deficiencidban nem szelektalt
beteganyagon (55). Mas tanulmanyokban 3-11-szeres VTE rizikot talaltak PC deficienciaban.
Az eredmények a betegek bevalogatasatol, beleértve az etnikai hovatartozast, a tanulmany
szerkezetétol, €s a PC aktivitas €s antigén szint meghatarozas modszerétdl azonban jelentdsen
fiiggenek. A rekurrens VTE incidenciaja PC deficiencidban 6,0% (53, 56). A nagy prospektiv
EPCOT tanulmanyban (European Prospective Cohort on Thrombophilia) az els6 VTE
rizikojat vizsgaltak igazolt thrombophilias betegek tiinetmentes rokonaiban (n=575). Az 5,7
éves kovetési iddszak alatt az egyének 4,5%-anal alakult ki VTE. A VTE éves incidenciaja
PC deficiencidban 0,7% volt, magasabb volt, mint FVL mutici6 hordozas esetén, és az
atlagéletkor a thrombosis idején 40 év volt (57). Az epidemioldgiai tanulmanyok eredményeit
Osszevetve elmondhatd, hogy a PROC génben 1évé mutacié hordozésa esetén a vénas
thrombosis kialakulasanak kockazata jelentosen kiilonbozik a kiilonb6z6 tanulményokban. A

modszertani  variabilitison tal ez gén-gén, vagy gén-kornyezet kolcsonhatasoknak is
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tulajdonithatd, melyek nagy részét még nem ismerjiik (60, 61). A PC deficiencia tiinete a -
gyakran visszatérd - fiatal felndttkorban kialakuld mélyvénas thrombosis és/vagy
tidéembolia. A thrombosis szokatlan lokalizacioban is megjelenhet, ugymint a végtagok
proximalis részén, vagy a mesenterialis vagy cerebralis vénakban. Egy 6roklott PC deficiens 2
éves gyermekben sziviiregi thrombust taldltak (62), és tobb sziviireget érintd multiplex
thrombosist irtak le egy kozékort, kombinalt PC-PS deficienciaban szenvedd betegnél (63).
Terhességgel kapcsolatos thrombosisrdl is szdmoltak mar be (64). Sulyos PC/PS
deficienciaban, amikor a plazmakoncentraciok extrém alacsonyak, sulyos thrombosis alakul
ki ujsziilottekben, gyakran disszemindlt formaban, a jelenség purpura fulmindnsként ismert
(65). A Warfarin-indukalta bérnekrozis sulyos szovodmény lehet K-vitamin antagonista
terapiaban részesiilé PC vagy PS deficiens betegeknél. A vénas thrombosison til a PC vagy
PS deficiens betegekben artérias thrombosis is kialakulhat (66). Az egyedi esettanulmanyok
mellett (67-69) egy nagy kohorsz tanulmany eredményei szerint a PC, PS vagy AT deficiens,
VTE-ban szenvedd betegek rokonainal (n=468) nagyobb volt az artérids thrombosis
incidenciaja, mint a deficiencidban nem szenveddk esetében. Az artérias thrombosis rizikoja
kiilondsen a <55 éves korosztalyban volt magas, a korrigalt veszélyhanyados (,,hazard ratio”)
PC deficiencia esetében 6,9 (95%-0s Cl, 2,1-22,2) (70). A tobb, mint 13 000, acut coronaria
syndromaban vagy ischaemias stroke-ban szenvedd beteg bevonasaval végzett ARIC kohorsz
tanulmanyban a majdnem 17 éves kovetési 1ddszak alatt azt talaltdk, hogy az alacsony PC
szintek Osszefiiggtek stroke kialakuldsaval (71). Egy japan tanulmény szerint a PC deficiens
betegek 10 évvel fiatalabbak voltak a myocardialis vagy cerebralis infarctus bekovetkeztekor,
mint azok, akik nem szenvednek a deficiencidban (46). Egy artérias ischaemias stroke-on
atesett gyermekeket vizsgald tanulmanyokat 6sszefoglalé meta-analizis szerint a riziko 8,46
PC deficiencia esetén (72). Ezek az eredmények hangsulyozzdk az o6roklott thrombophilia
iranyt, féleg PC és PS deficiencia vizsgalatok fontossagat artérias thrombosisban szenvedd,

mas nyilvanvalo rizikofaktorral nem rendelkezd fiatal betegekben.

2.2.3. A Protein C deficiencia molekularis genetikai hattere, genotipus-fenotipus
osszefiiggések

A PC deficiencia I-es (kvantitativ) és II-es (kvalitativ) tipusra oszthato. I-es tipusi PC
deficiencidban a PC aktivitds és antigén szint aranyosan csokkent a fehérje kérosodott
szintézisét vagy szekréciodjat jelezve, mig Il-es tipust deficienciaban az aktivitds csokkent az

antigén szint jelent6s csokkenése nélkiil (36). Az utobbi tipust okozhatja példaul a szubsztrat,
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ca® vagy receptor kotés zavara. A PC deficiencia 6roklodése nem olyan egyértelmii, mint
korabban gondoltak. Mutathat autoszomalis recessziv vagy dominans 6roklodést, gyakran
inkomplett penetrancidval. A PC deficiens betegek tobbsége heterozigdta a defektusra, a PC
aktivitas jellemz6é modon 30-60% kozotti. A homozigdta és dsszetett heterozigota betegek PC
aktivitasa €és/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 kortilbeliil 10-15%-aban fordul eld, bar bizonyos populaciokban éppen a II-es tipusu
PC deficiencia a gyakoribb, alapitd mutacio(k) kovetkeztében (lasd késdbb). Az alacsony PC
szintekhez vezeté mutéaciokat dsszefoglaldoan eldszor 1995-ben kozolték (73, 74). Eddig kozel
250 okozati mutaciot kozoltek, melyek kiilonbozé adatbazisokban érheték el

(http://www.hgmd.cf.ac.uk és http://www.isth.org) (3. &bra).
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N-term

A-32G; A-31G; T-27A; T-14C; C-10T)——————
PROC gene
G22A; A33C; G44A 1

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

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

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

C.76G>A(p.V-17M); ¢.94C>T(p.R-11C); ¢.102C>A(p.H-9Q); ¢.110T>G(p.L-6K);
¢.112C>G(p.R-5W); ¢.118C>T(p.R-3C); ¢.124C>A(p.R-18); ¢.124C>T(p.R-1C);
¢.125G>A(p.R-1H); ¢.125G>T(p.R-1L); ¢.127G>A(p.A1T); ¢.147G>T(p.E7D);
¢.151C>T(p.RIC); ¢.152G>A(p.RIH); ¢.160A>T(p.S12C); ¢.164T>C(p.L13P);
¢.170G>A(p.R15Q); ¢.169C>G(p.R15G); ¢.169C>T(p.R15W); ¢.185A>C(p.E20A);
¢.199G>A(p.E25K); ¢.199G>C(p.E25Q); ¢.202G>A(p.E26K); ¢.211G>T(p.E29X);
€.226G>A(p.V34M); ¢.230A>G(p.D35G); ¢.117-123del7bp; c.143delA

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

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

IVS4(+1)G>A; IVS4(+6)T>G; IVS4(-28)T>G; IVS4(-4)G>A; IVS4(-1)G>A:

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

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

€.418T>C(p.C98RY); ¢.422C>A(p.S99X); ¢.433G>C(p.G103R); ¢.440G>A(p.C105Y); ¢.441C>A(p.C105X); ¢.446A>C(p.H107P);
€.470G>A(p.W115X); ¢.472C>T(p.R116W); c.479G>A(p.C118Y); ¢.483C>G(p.S119R); c.497A>G(p.Y124C); c.505G>T(p.G127W);
€.520C>T(p.Q132X); ¢.526C>A(p.H134N); ¢.532G>C(p.A136P); c.461-463delAGG; c.529-533del5bp; ¢.446insC; ¢.432-435del4bpinsA

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

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

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

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

IVS8(+1)G>T-

¢.800A>G(p.E225G); ¢.812G>A(p.R229Q); ¢.811C>T(p.R229W); ¢.814C>T(p.R230C); ¢.820G>A(p.E232L); ¢.835G>A(p.D237N);
€.866C>T(p.P247L); c.869A>T(p.N248l); ¢.881G>A(p.S252N); ¢.887C>T(p.T2541); ¢.892A>G(p.N256D); ¢.901G>A(p.A259T);
€.902C>T(p.A259V); ¢.925G>A(p.A267T); ¢.934T>C(p.S270P); ¢.935C>T(p.S270L); ¢.962C>T(p.P279L); ¢.970G>A(p.G282S);
¢.970G>C(p.G282R); ¢.983G>A(p.R286H); ¢.982C>T(p.R286C); c.988C>A(p.L288I); .995A>T(p.Q290L); c.1000G>A(p.G292S);
¢.1005G>C(p.Q293H); ¢.1015G>A(p.V297M); ¢.1019C>A(p.T298L); ¢.1019C>T(p.T298M); ¢.1026G>C(p.W300C); ¢.1028G>T(p.G301V);
¢.1027G>A(p.G3018S); ¢.1042C>T(p.R306X); ¢.1066C>T(p.R314C); ¢.1067G>A(p.R314H); ¢.1075G>T(p.V317F); ¢.1078C>T(p.L318F);
¢.1093A>T(p.1323F); ¢.1100T>C(p.V325A); ¢.1106C>T(p.P327L); ¢.1112A>C(p.N329T); ¢.1117T>C(p.C331R); ¢.1120A>G(p.S332G);
€.1130T>C(p.M335T); ¢.1142T>C(p.V339A); c.1148A>G(p.E341G); ¢.1151A>G(p.N342S); ¢.1152C>A(p.N342L); ¢.1155G>A(p.M343l);
¢.1163C>T(p.A346V); c.1162G>A(p.A346T); ¢.1166G>C(p.G347A); ¢.1174G>A(p.G350R); ¢.1180C>T(p.R352W); ¢.1190C>T(p.A355V);
€.1201G>A(p.D359N); ¢.1207G>C(p.G361R); ¢.1211G>A(p.G362E); ¢.1213C>G(p.P363A); ¢.1218G>A(M364); ¢.1229T>C(p.F368S);
€.1234G>A(p.G3708S); ¢.1237A>G(p.T371A); ¢.1240T>C(p.W372R); ¢.1253G>A(p.G376D); ¢.1262G>A(p.S379N); ¢.1264T>G(p.W380G);
¢.1266G>C(p.W380C); ¢.1267G>A(p.G381S); ¢.1268G>A(p.G381D); ¢.1270G>A(p.E382L); ¢.1273G>T(p.G383C); ¢.1277G>A(p.C384Y);
€.1279G>C(p.G385R); ¢.1285C>T(p.L387F); ¢.1293C>A(p.N389K); ¢.1297G>A(p.G391S); ¢.1303T>A(p.Y393N); ¢.1303T>C(p. Y393H);
¢.1303T>G(p.Y393D); ¢.1307C>A(p.T394N); ¢.1306A>C(p.T394P); ¢.1319G>A(p.R398H); ¢.1321T>C(p.Y399H); ¢.1332G>A(p.W402C);
€.1335C>G(p.1403M); ¢.1333A>C(p.l403L); c.889-891delGAC; ¢.896-897delAC; ¢.907-908delCT; c.1027delG; c.1089-1091delCAA; c.1209-
1210delGG; c.1211delG; ¢.1268delG; ¢.1363delC; ¢.838-843ins6bp; ¢.917-919insTGG; ¢.918-921insdbp; ¢.1210insG; ¢.1242-1245ins4bp;

C-term

3. abra. Az eddig a PROC génben talialt okozati muticiok megoszlisa a HGMD

adatbazis szerint (www.hgmd.cf.ac.uk). A nukleotid szdmozast az 1-es exonban és kozelében

a nem kodold 1-es exon elsé nukleotidjadhoz viszonyitva adtuk meg. A nukleotid szdmozast a

koédolo régioban a lanckezdd ATG kodon elsé nukleotidjahoz viszonyitva adtuk meg. Az

aminosav szamozast az érett fehérjére vonatkoztattuk, az els6 metionin a —42-es. Az irodalom

két nagyméretti deléciot is tartalmaz, egyik a teljes gént érinti, a masik az 1-9 exonokat (75,

76) (az abran nincs feltiintetve).
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Egy nemrégiben kialakitott mutacios adatbazis, a ProCMD egy interaktiv eszkoz, mely
fenotipus leirdsokat tartalmaz funkcionalis és molekulamodellezéssel nyert szerkezeti
adatokkal (75). Az l-es tipusu deficienciat okoz6 mutaciok tobbsége egy nukleotidot érintd
Amennyiben elvégezték, a molekulamodellezés majdnem minden esetben koros fehérje
feltekeredést és kovetkezményesen a mutans fehérje instabilitasat jelezte. In vitro expresszios
tanulmany az esetek csupan harmadaban késziilt. Stop kodont eredményez6 pontmutaciorél is
beszamoltak (kb. 5%). A pontmutaciok egy kisebb hanyada (az 6sszes mutacié kb. 9%-a) az
exon/intron hataron fordult el6 ,,splicing” zavart eredményezve. A kis deléciok (kb. 8%) vagy
az inzerciok (kb. 4%) kereteltolodashoz vezetnek korai stop kodon és csonka fehérje
megjelenését eredményezve. Nagy gén régiot érintd delécid csupan az esetek 1%-aban fordul
eld. Habar majdnem minden misszensz mutacid teljes szekrécidos blokkot okoz, néhany
mutacio esetén mégis szekretalodik a fehérje, a szekrécios rata azonban joval alacsonyabb a
vad tipusu fehérje szekrécidjanal (76). Az ilyen mutaciokkal rendelkez6 homozigdta deficiens
betegeknél a PC koncentracio alacsony, de 1% feletti.

A ll-es tipust deficiencia diagnozisa a funkciondlis tesztek €s az antigén szint mérés
eredménye kozotti diskrepancian alapszik. A misszensz a leggyakrabban el6forduld mutécid
tipus, a Gla-domént vagy pro-pepridet érintd aminosavcsere karosodott Ca®'- és foszfolipid-
kotést eredményez (77-85). A szerin-proteaz doménben el6fordulé mutaciok karosodott
proteaz aktivitast vagy csokkent szubsztrat kotést eredményeznek (86-88). Erdekesek az egy
bizonyos populacioban gyakori mutaciok alapitd hatasra utalva, példaul valamennyi finn 11-es
tipustt PC deficiens esetet ugyanaz a mutaci6 okozza (p.Trp380Gly) (89). A p.Argl47Trp
mutacio gyakori a tajvani kinai VTE betegekben (90). A japan PC deficiens esetek 50%-aért
Ot gyakori mutacio a felelés (c.1268delG, p.Phel39Val, p.Arg211Trp, p.Val339Met és
p.Met406lle) (91). Kozos 6st talaltak a p.Arg306X mutaciot hordozo holland betegek
esetében (92). A ¢.3363insC mutaciot Eszak-Amerikaba vandorlo francia telepesek
honositottdk meg (93).

A PC deficiens csaladok 10-30%-aban nem talalhaté mutaciéo a PROC génben (94). Ez
nem jelenti sziikségszerlien azt, hogy a PROC-ban nincs okozati mutaci6. A gén nagyobb
részét érintd deléciok a klasszikus Sanger tipusii szekvendldssal (azaz lanctermindcios
eljarassal) gyakran nem keriilnek felismerésre. A PC szinteket tovabba a PROC-on kiviil
eléforduld 1okuszok is szabalyozhatjdk. A GAIT (Genetic Analysis of Idiopathic
Thrombophilia) projekt részeként egy genomi szintii kapcsoltsagi vizsgalat soran igyekeztek a

PC plazmakoncentraciokat befolyasold géneket lokalizalni (95). A 16-os kromoszéman
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talalhatdo D16S3106 és D16S516 mikroszatelita markerek altal hatarolt régioban (16022-23)
detektaltak egy gént, mely f6 kvantitativ meghataroz6 lokusz lehet a PC antigén szintek
valtozékonysagaban. Ez a gén egy kinon reduktazt, a K-vitamin metabolizmusban részt vevo
NADPH:menadion oxidoreduktaz 1-t (NQO1) kodolja. Ezen 16kusz mas K-vitamin fliggd
faktorok koncentracioival valo Osszefiiggését is kimutattak, bar a kapcsolat nem volt olyan

szoros, mint PC estében (95).

2.2.4. A Protein C deficiencia laboratoriumi diagnosztikdja

A PC deficiencia diagnosztikdjaban szlir6tesztként funkcionalis teszteket alkalmazunk (36). E
tesztek lehetnek alvadasi id6 meghatarozason alapuldak, vagy amidolitikus esszék kromogén

szubsztratot alkalmazva (4. abra).

Protein C fukcionalis tesztek
Kromogeén teszt

Protac

|PC a vizsgalandé plazmaban 2 APC a vizsgalando plazmaban |

APC a vizsgalando plazmiban

lR-p.\’A R+pNA AA (405 nm)

Alvadasi teszt

|Vizsgailand6 plazmal

| Elohigitas PC deficiens plazmaban I

[protac |

Alvadasi id6 mérés:
a.) aktivalt parcialis tromboplasztin ido
b.) protrombin id6
c.) Russel vipera méreg ido

4. abra. A PC aktivitasanak meghatarozasara alkalmas funkcionalis tesztek vazlatos
attekintése. (Bereczky Z, Kovics KB, Muszbek L. Protein C and protein S deficiencies:
similarities and differences between two brothers playing in the same game. Clin Chem Lab
Med 2010;48 Suppl 1:553-66.)

Akar alvadési, akar kromogén tesztet hasznalunk, els6 1épésben a beteg plazméjaban 1évé PC-

t Protac-kal (az Agkistrodon contortrix mérgébdl szarmazik) aktivaljuk. A kromogén tesztben
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a szintetikus APC szubsztratbdl a para-nitroanilin felszabadulas mértékét detektaljuk 405 nm-
en, mely a PC aktivitdsatol fliigg. Az alvadasi id6 alapt tesztekben valamilyen alvadas
aktivalo reagens jelenlétében (APTI, PI, RVMI) detektaljuk az APC-fiiggd alvadasi ido
megnyulas mértékét. Mindkét tesztnek vannak elOnyei és hatranyai, melyek ismertetése
meghaladja az értekezés terjedelmi lehetdségeit, de roviden annyit megemlitiink, hogy a FV
Leiden mutéci6 befolydsolhatja az alvadasi tesztet aldmérést okozva, mig ez a jelenség a
kromogén tesztekben nem fordul eld. A kromogén tesztek viszont nem érzékenyek bizonyos
Il-es tipust PC mutacidkra, kiilondsen azokra, amelyek a foszfolipid/kalcium kapcsolatokat
befolyasoljak.

Mivel a PC deficiencia lehet szerzett, genetikai defektus feltételezése el6tt valamennyi
szoba johetd szerzett allapotot ki kell zarni. Kérdéses esetekben sziikséges a tényleges
oroklott deficiencidt okozd mutacid jelenlétének igazolasa mutacid analizissel. Mivel szamos
mutaciot leirtak a PROC génben ¢és nincs tigynevezett mutacios forropont, a DNS szekvenalas
a legmegbizhatobb a genetikai diagnozis felallitaisaban. A nagy deléciok vagy duplikaciok
kimutatasara alkalmas, nemrégiben kifejlesztett, kereskedelmi forgalomban kaphatdé modszer
a multiplex ligacid fiiggd proba amplifikacio modszere (MLPA). A ,,mutacié negativ” esetek
DNS-ének ismételt vizsgalata az esetek egy részében nagy delécidkat vagy duplikaciokat

fedhet fel (96).
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Ceélkitiizések

1. Egy 34 éves, mérsékelten vérzékeny ndbetegben FV deficiencia igazolodott. Célul
tliztiik ki a hattérben all6 molekuléris genetikai eltérés pontos meghatarozasat és a mutécio

lehetséges kovetkezményének vizsgalatat molekulamodellezéssel.

2. Két, sulyos vérzéses tiinetekkel rendelkezd beteg, egy 0jsziilott fiu 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 szenved6 beteg 0sszetett heterozigéta volt a p.Asp77Gly és
az 1j p.Alal63Glu mutéciokra, egy 27 évesen mélyvénas thrombosison datesett beteg
heterozigdta formaban hordozta az 0j p.Alal63Val muticiot. Célunk volt a mutans fehérjék
sorsat in vitro kisérletekben vizsgilni és a muticiok szerkezeti kovetkezményeit

moleulamodellezéssel 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 addsat igényld vaginalis vérzés. 2005-ben emld plasztikai
miitét utan, 2006-ban conisatiot kovetden jelentkezett erds vérzés az operacio 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

A beteg elsO jelentkezésekor elvégeztiik a koagulacid sziirétesztjeit BCS koagulométeren
(Siemens/Dade- Behring, Marburg, Németorszag). A PI meghatarozasahoz Innovin
(Siemens/Dade- Behring), az APTI méréséhez PTT-Automate (Diagnostica Stago, Anieres,
Franciaorszag), a Tl meghatarozasahoz Trombin id6 reagenst (Reanal-Ker, Budapest,
Magyarorszag) hasznaltunk. A fibrinogén szintet a Clauss modszer szerint hataroztuk meg
(Fibrinogén reagens, Reanal-Ker). Az alvadéasi faktor aktivitasokat egyfazisu alvadasi
tesztekben hataroztuk meg: a I1-es, V-0s, VII-es és X-es faktor aktivitasat PI alapu, a VIII-as,
IX-es, Xl-es és Xll-es faktor aktivitasait APTI alapia modszerekkel. A FXIII aktivitasat
modositott optimalizalt kinetikus spektrofotometrias modszerrel mértiik (REA-chrom FXIII,
Reanal-Ker). Az a2-plazmin inhibitor aktivitdsanak meghatarozasat kromogén teszttel
(Stachrom Antiplasmin, Diagnostica Stago) végeztiik. A csokkent FV aktivitas hatterében
esetleg fennallo antitest jelenlétének lehetdségét beteg plazma:normal plazma 1:1 aranyu
keveréses vizsgalataval zartuk ki, melyet szobahdmérsékleten és 37°C-on is elvégeztiink. A
vérkép vizsgalata Sysmex hematologiai automatan tortént (Sysmex, Kobe, Japan). A
thrombocyta funkcié vizsgalata sordn Surgicutt template-ot hasznalva (Edison, NIJ)

meghatdroztuk a vérzési idét. A PFA-100 zarodasi idét mind kollagén/ADP, mind

27



kollagén/adrenalin patron felhasznalasaval meghataroztuk (Siemens/Dade-Behring). A
thrombocyta aggregacido és szekrécid vizsgalata Chrono-log lumiaggregométeren tortént
(Chrono-log, Havertown, PA). A von Willebrand betegség vizsgalata céljabol meghataroztuk
a von Willebrand faktor (vWF) antigén szintet immunturbidimetrids modszerrel és a
risztocetin  kofaktor aktivitdst aggregometrias modszerrel, a sziikséges reagenseket a
Siemens/Dade-Behringtdl szereztiik be.

A FV antigén szint meghatarozasa egy hazilag sszeallitott ELISA rendszerrel tortént,
chhez két, birkaban termeltetett, poliklonalis anti-human FV antitestet hasznaltunk (Affinity
Biologicals, Ancaster, Canada). Els6 1épésben 100 puL elfogd antitesttel (10 pg/mL) fedtiik az
ELISA lemezt (Thermo Labsystems, Waltham, MA), melyet egy ¢éjszakan at inkubaltunk
4°C-on. A fed6 puffer egy 50 mM-os karbonat-puffer volt, pH 9,6. Masodik 1épésben, a fedo
puffer ledntését kovetéen, a lemezen fennmaradd kotdhelyek blokkolasa tortént blokkold
pufferrel, mely PBS-t (phosphate-buffered saline: 1,15 g Na;HPO,, 0,2 g KH,PO,, 0,2 g KClI,
8,0 g NaCl 1 L-ben, pH 7,4) és 1 % BSA-t (bovine serum albumin) tartalmazott. 90 perces
20°C-on torténd inkubaciot kovetden haromszor mostuk a plate-et mosopufterrel, mely PBS-
bol és 0,1 % Tween-20-bol allt. Harmadik 1épésben hozzaadtuk a mintakat, melyeket elézdleg
1/200 aranyban higitottunk HBS mintahigito pufferrel (100 mM HEPES,100 mM NaCl, 1%
BSA, 0,1% Tween-20, pH 7,2). Ismét inkubécid és mosas kovetkezett a mar leirt modon.
Negyedik 1épésben tortént a masodik, peroxidazzal konjugalt, 100 uL jelold antitest (4
pg/mL) hozzdadasa. Az ismételt inkubacid €és mosas utan, 6todik lépésként hozzaadtuk a
rendszerhez az o-feniléndiamin szubsztratot. 15 perc elteltével a reakciot 50 pL 2 M-0s
kénsavval allitottuk le és 490 nm-en ELISA lemez olvason (Thermo Labsystems iEMS plate
reader) lemértilk az 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 és a referencia gorbe felvétele a standard
human plazmabdl végzett higitasok abszorbancia értékeit felhaszndlva  tortént
négyparaméteres logisztikus illesztést alkalmazva.

A thrombocyta izolalas Muszbek és munkatarsai szerint tortént (97). Az egész
folyamat alatt 37°C-os hdmérsékletet biztositottunk. Thrombocyta dus plazmat (PRP) 0,18
uM prosztaglandin El-et (PGE1) tartalmazo acid-citrat-dextr6zzal antikoagulalt vérbol
nyertlink 15 perces 120xg-vel torténd centrifugalassal. A PRP-ben 1évd thrombocytak
plazmatol torténd szeparalasa 15 perces 1300xg centrifugaldssal tortént. Ezt kovetden a

thrombocytékat reszuszpendaltuk az ,,A” oldatban (140 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 0,1 mM
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MgCl;, 10 mM NaHCOs3, 0.5 mM NaH,PO4, 1 mg/ml gliik6z, 10 mM HEPES, pH 7,4), mely
tartalmazott 3,6 mg/ml BSA-t, 1 U/ml apirazt és 0,3 uM PGEI1-t. 1100xg- vel torténd, 15
perces centrifugalassal ismét izolaltuk a thrombocytakat és reszuszpendaltuk az el6zéekben
leirt Gsszetétell ,,A” oldatban. A vérlemezkéket ismét lecentrifugaltuk 1100xg- vel 15 percig,
majd felvettilkk Oket az ,,A” oldatban, mely most csak 1 U/ml apirazt tartalmazott. A
thrombocyta szamot a végleges szuszpenzidoban 1000 G/L-re Aallitottuk be valamennyi
mintaban, a vérlemezkék lizéldsa Triton X-100 hozzdadéasaval (1%-os végkoncentracio)
tortént. A thrombocytabol torténd FV antigén szint meghatarozas hasonloan zajlott, mint
plazma mintdk esetén. A kapott eredmények értékelése és a referencia gorbe felvétele
egészséges egyénektdl nyert thrombocytdk lizatumaval tortént. A higitdsokkal mért

abszorbancia értékek illesztését itt is négyparaméteres logisztikus modszerrel végeztiik.

A rutin klinikai kémiai vizsgalatok (vesefunkcid, majfunkcié vizsgalata, CRP
meghatarozas) a beteg szérumdbdl a Laboratoriumi Medicina Intézetben Roche Integra 800

analizatoron (Roche, Mannheim, Németorszag) torténtek.

3.1.2.2. Molekularis genetikai vizsgalatok

Periférias fehérvérsejtekb6l DNS-t izolaltunk QIAamp DNA Blood Mini Kit-tel (Qiagen,
Hilden, Németorszag). A F5 gén 25 exonjanak és az exon-inton hatdroknak az
amplifikalasahoz van Wijk és mtsai (12), valamint Ajzner és mtsai (98) altal leirt primereket
hasznaltuk. Van Wijk és munkatarsai altal k6zolt cikk alapjan szereztiik be a forward (F) és
reverz (R) primereket a 3., 4., 6., 9-12., 14-16., 18-20. és 23. exonokhoz (12). Az 1., 2., 5., 7.,
8., 13.,17., 21., 22., 24. és 25. exonokhoz sziikséges F ¢s R primereket pedig Ajzner és mtsai
altal publikalt cikk alapjan rendeltiik. A nagyméretli 13. exon amplifikdlasdhoz négy
primerpart hasznaltunk (13A, 13B, 13CD ¢és 13E), melyek négy atfed6 szekvencia
fragmentumot eredményeztek (99). A szintézist valamennyi primer esetében az IDT cégtdl
(Coralville, TA) rendeltiik. A PCR reakcidk dsszetétele: 100 ng genomialis DNS, 10 pmol F és
R primer a 2. exon, 20 pmol F és R primer a 13CD esetében, 5 pmol F és R primer a
fennmarado exonok esetében, 2 U Taq polimeraz (Ampli Taq Gold, Applied Biosystems,
Foster City, CA), PCR puffer (Applied Biosystems), 0,8 mM dNTP Mix (Applied
Biosystems) 50 pL végtérfogatban, a ciklusok szama 40 volt. A hibridizacios hémérséklet 55-
60°C kozott valtozott exontdl fiiggden: 55°C a 21., 56°C a 13E, 59°C a 13A, 60°C az 1., 12.
¢és 13B, 58°C a fennmaradé exonok esetében. Az altalunk hasznalt PCR késziilék a GeneAmp
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PCR System 9700 (Applied Biosystems) volt. A PCR termékek minéségét agaroz gél (Roche)
elektroforézissel ellendriztiik. A megfeleld mindségli PCR termékek tisztitdsa Microcon YM-
100 (Millipore, Billerica, MA) oszlopon tortént. A folyamat két centrifugalasbol allt, az elsd
25°C-on, 2200 rpm-en (500g) 12 percig, ekkor a membran altal atengedett anyagot
eltavolitottuk, a masodik centrifugalas szintén 25°C-on tortént, de 3200 rpm-en (1000g) 3
percig, ennek eredményeképpen kaptuk a tisztitott PCR terméket. A kovetkezd 1épés a
szekvenald reakci6 kivitelezése volt, melyhez BigDye Terminator CycleSequencing Reaction
Kit-et (Perkin-Elmer Biosystems, Waltham, MA) hasznaltuk. A reakciok Osszetétele: 4 uL
F vagy R primer (kiilon reakciokban adtuk hozza a kétféle primert) és 8 pL tisztitott PCR
termék, melyhez elézéleg 15 puL desztillalt vizet adtunk. Ismét a mar fent emlitett PCR
késziiléket hasznaltuk, a kovetkezd protokoll szerint: 96°C-on 30 sec, 50°C-on 15 sec és
60°C-on 4 min, a ciklusok szama 25 volt. A kovetkezékben megtisztitottuk a szekvenalt
terméket DyeEx Spin Kit-et hasznalva (Qiagen), a gyartd utasitasanak megfeleléen. A
mintakat végiil vakuumcentrifugaban szaritottuk 20 percig 60°C-on (vacuum concentrator
5301, Eppendorf, Hamburg, Germany). A szaritott mintdkhoz 15 pL formamidot (Sigma-
Aldrich GmbH, Munich, Germany) adtunk, el6készitve azokat a kapillaris elektroforézisre. A
mintdkat MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate lemez zarhatd reakcidcsoveibe
pipettaztuk (Applied Biosystems), majd 3100 Genetic Analyzer 96-Well Plate Septa (Applied
Biosystems) segitségével zartuk az Osszes reakciocsovet. A plate-et 3 percre 95°C-0S
termosztatba, majd azonnal jégre helyeztikk. A DNS fluoreszcens direkt szekvenalasa ABI
PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer-n tortént (Applied Biosystems), az értékeléshez
Sequencing Analysis 5.1.1 szoftvert hasznaltunk.

3.1.2.3. Molekulamodell

A mutaci6o (egy Ho hidrogén helyettesitése egy nagy kiterjedésii polaris oldallanccal)
sztérikus kovetkezményeinek feltardsara dallando részecskeszam (N), nyomés (P) és
hémérséklet (T) mellett rovid (20 ns) molekuladinamikai szimulaciot végeztiink 2 fs-0s
1épéskozt valasztva. Az Orban és mtsai (100) altal kozolt szerkezetbdl kiinduld szimulacio
soran OPLS-AA er6teret (101), TIP3P explicit vizmodellt (102) és periodikus hatarfeltételt,
mig a nagy hatotavolsagu elektrosztatikus kdlcsonhatds szamolasara PME (Particle Mesh
Ewald) (103) modszert alkalmaztunk. Az OPLS-AA (,,optimized potentials for liquid

simulations- all atoms™) egy empirikus er6tér, melyet molekularis szimulacidkhoz szoktak
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hasznalni. Ez egyrészt egy potencidlfiiggvény, amely az atomok kozott hatd erdk analitikus
formajat adja meg (kotésnyujtastol a torzids potencidlon at a nem koté van der Waals és
Coulomb potencialig), masrészt az atomi méreteknek megfelelden, a fenti potencialfiiggvény
adott rendszerre torténd alkalmazashoz sziikséges tovabbi paramétereket tartalmazza (101). A
TIP3P vizmodell egy harom-pontos, azaz a viz harom atomjaval expliciten szdmold modell. A
paraméterek, melyek az O-H tavolsag, a H-O-H szog és az atomok parcialis toltése (102).
Ewald (Ewald P. (1921) "Die Berechnung optischer und elektrostatischer Gitterpotentiale",
Ann. Phys. 369, 253-287. doi:10.1002/and p.19213690304) fejlesztett ki egy modszert
kristalyok (periodikus rendszerek) elektrosztatikus kdlcsonhatdsanak szamitasara. A modszert
Darden és Pedersen és masok fejlesztették tovabb (Darden T, Perera L, Li L and Pedersen L.
(1999) "New tricks for modelers from the crystallography toolkit: the particle mesh Ewald
algorithm and its use in nucleic acid simulations"”, Structure 7, R55-R60, doi:10.1016/S0969-
2126(99)80033-1.) nagy (biologiai) rendszerek  csonkitasmentes elektrosztatikus
kolesonhatasanak szamitasara ugy, hogy az eredetileg atomokon centralt parcialis toltéseket
racspontokra vetitették, gyors Fourier transzformaciot alkalmaztak és szamoltak a periodikus
rendszer (a PBC=periodic boundary condition, azaz a periodikus hatarfeltételnek megfeleld
dobozban levd) részecskéi kozotti kolcsonhatasokat (103). 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 vizualizalasaira a VMD (Visual Molecular Dynamics) (104) programcsomagot

hasznaltuk.

3.2. Xlll-as faktor deficiencia
3.2.1. Betegek

Két, sulyos vérzéses tiinetekkel rendelkezd beteget vizsgéaltunk, egy 1jsziilott fiut
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 Bredédban
talalhato Amphia Korhaz 1jsziilott osztalyara. A gyermek egy baba altal feliigyelt
komplikdcidomentes otthonsziilés soran sziiletett terminusra 3450 grammal. A csaladban nem
fordult el véralvadasi zavar. Az egyéb tekintetben egészséges gyermeknél kifejezett sargasag
¢s nagy kiterjedésti temporo-occipitalis cephalhematoma alakult ki. Harom-négy napon

keresztiil fototerapiaval kezelték, majd a 10. napon egészségesen bocsatottdk otthonaba. Két
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nappal késébb tjra felvették koldokcsonk vérzés miatt. A lokalis nyomokotés ¢és
vérzéscsillapitd zselatin szivacs alkalmazasa ellenére a koldokcsonk vérzés nem allt el. Rutin
hemosztazis szlir6tesztek (APTI, PI, TI), fibrinogén szint és thrombocyta szam a referencia
intervallumban volt. A FVIII szintje 211%, a FIX szintje 67% volt. Nagy dézisu K vitamin (5
mg) és tranexamsav adasa hatastalan volt, mig friss fagyasztott plazma egyszeri dozisa (10 ml
kg™t testsilykilogramm) azonnal megallitotta a vérzést. A nem traumds sziilés ellenére
kialakul6 jelent6s cephalhematoma ¢€s a koldokcsonk vérzés kombinalddasa felvetette 6roklott
FXIII deficiencia lehetdségét. Ezt a vérzéses epizodot kovetden a gyermeknél enyhe
vérzékenységet vettek észre, és igény szerint FXIII koncentratum adasat jelentd faktorpotlo
terapiaban részesiilt.

Proband2

Egy nem rokon, vérzékenység szempontjabol negativ anamnézissel rendelkez6 europai sziil6k
elsd lanygyermekénél 13 éves koraban diagnosztizaltak 6roklott 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 extradurdlis hematoma miatt hospitalizaltdk, melyet kovetéen koponyalékelést
végeztek. A hemosztazis szir6tesztek (PI, APTI) és thrombocyta szam referencia
tartomanyon beliil volt. Von Willebrand (VWF) faktor antigén szint és aktivitas, valamint a
thrombocyta funkcionalis tesztek normal eredményiiek voltak. A késObbiekben szamos
alkalommal fordultak eld kifejezett, de felszines horzsoldsos sériilések testszerte, melyek még
gyermekbantalmazas lehetdségét is felvetették. Tizenkét éves kordban egy, a jobb lagyékardl
tortént pyogen granuloma eltavolitasat kovetden sulyos sebgydgyulasi zavar jelentkezett. A
sebgyogyulas alatt hanyingere és hasi panaszai voltak. Ultrahang vizsgalat és MRI egy
hasiiregi masszat jelzett a bal petefészek kozelében. Explorativ laparotomia soran massziv
vérzést talaltak (legvaldsziniibben az elsé ovulatio soran bekovetkezett follikulus repedésbol

adododan) és 1150 mL vért tavolitottak el.

3.2.2. Anyagok és modszerek
3.2.2.1. Hemosztazis laboratoriumi vizsgalatok

Az alapvetd laboratdriumi vizsgéalatokat a megfeleld korhazakban elvégezték, a részletes
laboratériumi  kivizsgdldas ¢és a molekularis genetikai vizsgélatok Magyarorszagon,
tansz¢ékiinkon torténtek. A gyermekek sziilei €s csaladtagjai tajékozott beleegyezésiiket adtak

a vizsgalatokhoz ¢és a tanulmdny mindenben megfelelt a Helsinki Deklardtumban
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foglaltaknak. A FXIII aktivitas és antigén szint meghatarozasokat plazmabdl és thrombocyta
lizatumbol a Karpati és munkatarsai (22,105) altal kidolgozott modszer kKis modositasaval
végeztik TECHNOCHROM® EXIII kit felhasznalasaval (Technoclone, Bécs, Ausztria).
Mosott thrombocyta szuszpenzidt a korabban leirtaknak megfeleléen készitettiink (97). A
0,109 mol/L trinatrium citrattal alvadasgatolt plazmat és thrombocyta granulatumot

lefagyasztottak és szaraz jégen kiildték Debrecenbe futarpostaval. A fagyasztott thrombocytat

Assay Reagent hasznalataval hataroztuk meg (Pierce, oud-Beijerland, Hollandia).
TECHNOZYM® EXIIl Ag, FXIII-A SUB és FXIII-B SUB ELISA-kat hasznaltunk
(Technoclone) rendre a FXI11-A;B; komplex antigén szint meghatarozasra plazmaban (106),
FXIII-A antigén szint meghatarozasara plazmaban és thrombocyta lizdtumban (107) és FXIII-

B antigén szint meghatdrozasra plazméban.

3.2.2.2. F13A1 gén mutdcio analizis

A genomialis DNS izolalasa periférias fehérvésejtekbol tortént QIAGEN Blood kit-tel
(Hilden, Németorszag). A teljes kodolo régiot, az exon-intron hatarokat és a F13A1 gént és
hasznalataval. A végtérfogat 50 uL volt, ez 5 pmol primert, 100 ng genomialis DNS-t, 0,25
mM dNTP-t (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 25 U/mL GoTaq Hot Start
Polimerazt (Promega Corporation, Madison, WI, USA), 2,0 mM MgCl,-ot és és 10 uL PCR
puffert (Promega) tartalmazott. A mintakat 95°C-on 10 percig denaturaltuk, majd 1 perc
denaturdlasbol (95°C), 1 perc hibridizaciobol (61°C a 9-es és 15-0s exonok, 57°C a 4-es és
13-as exonok vagy 55°C a maradék exonok esetében) és 1 perc extenziobodl (72°C) allo 40
ciklus kovetkezett. Egy végso, 7-perces extenzids 1épés egészitette ki a szintézist. A PCR
termékeket tisztitottuk és direkt szekvenalast végeztink 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 értékeltiik és a National
Center for Biotechnology Information GenBank adatbazisban elérheté F13A1 gén
szekvenciaval (accession No. NG_008107) hasonlitottuk 6ssze. (A lanckezdé metionint nem

tartalmazé hagyomanyos nukleotid és aminosav szamozast hasznaltuk.)
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Forward

Reverse

El | ~-TACTCCCAGCAACTGGTTGC-3* | - CTGGCTCATAGGGTGCAGG-3’
E2 | -CATGCCTTTTCTGTTGTCTTC-3 | -CTGGACCCAGAGTGGTGG-3’

E3 | -GATTATTTTCTTCAACCCTTG-3’ | -TCTACAATGCAACCCATGG-3

E4 | -AATGGCTTGTGAAATCAACC-3* | -GAAAACTAAATGTCTGCCTC-3’
E5 | -GTTTGGTAATAGTCACTATG-3* | -CAATAACAAATTTTAAGTGGC-3’
E6 | S-GCTTGCAGAGTGAACACTAG-3’ | 5>-GCAAATGACAGGTGTAACAG-3¥
E7 | -CCTTCTCACTTCTCACGGAC-3* | S-~AATGTCTTAGAGTGAAGTTTCC-3’
E8 | 5-GCTGGTGATGTGTTTAGCTG-3’ | S>-CATCAGCCAATGCCATTGTC-3’
E9 | -ATTACAGGCATGAGCCACTG-3 | S>~-TCAGCAATGAAGCAAGTTCC-3
E10 | -TGGACAGAATTGGAGATGAC-3’ | S-~AAACAGCACTTTCCTCCAGC-3
Ell | -ATGATGGCTAATGCTCTCC-3 5-GAACTCATCTCTGAGTGAC-3
E12 | -TTGCCTGTCATTATCTCTGG-3> | 5-GACAGCGAGTCTCACAAAG-3’
E13 | -AAGTCTTGATGCCAGGCCTG-3’ | ~TCTGTTCCAGGATGAGACGC-3’
El4 | -GCTGCTAATGACCTGCATTC-3’ | ~ACAGCTCTGCACTGCCTG-3

E15 | -GATCTTCCGAACCTCTCCTC-3> | ~ATGCCAGGGTTCATCTCAGC-3’

1. tablazat. A F13A41 gén amplifikalasahoz hasznalt oligonukleotid primerek szekvencidi.

3.2.2.3. FXI11-4A mRNS analizis

A vérminakat Tempus Blood RNS csévekbe (Applied Biosystems) gytijtottiik a proband1-t6l,
a sziileitdl és két egészséges egyént6l. Az RNS izolalast Tempus 12-port RNA Isolation kit
(Applied Biosystems) hasznalataval végeztik. A teljes RNS reverz transzkripcidjat
elvégeztiik First Strand cDNA Synthesis Kit-tel RT-PCR reakcioban 20 uL végtétfogatban,
1,6 pg oligo-p[dT]ss (108) és 3,2 ug random primerek felhasznalasaval. A valos idejii PCR
reakciokat SYBR Green | Master (Roche, Mannheim, Németorszag) mix-szel végeztik
LightCycler 480 (Roche) késziilékben duplikatumokban. A FXIII-A génexpressziot a
foszfoglicerat-kinaz 1 (PGK-1) expresszios szintjére normalizaltuk (109). A PCR reakciok 10
uL Master Mix-et (2x-es koncentracid), a referencia génhez (PGK-1) 300 nM primert, a
FI13A1 R:5'-

ctgcacatagaaagactgccc- 3 R:5-aggga

génhez 600 nM primert tartalmaztak. Az F:5-tcacgagcgttcacctgttc-3’,

primereket és  F:5'-cctggatggtcctggagtaa-3',
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gtcactgctcatgct-3' primereket hasznaltuk rendre a FI3A1 gén 3-as és 14-15-0s exonjanak
amplifikalasahoz. Az amplifikédldshoz hasznalt program 10 perc 95°C-os fiitésbol, majd az
alabbi 1épésekbdl alld 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 expresszid szamitasahoz a 24 modszert

hasznaltuk (110).

3.3. Protein C deficiencia

3.3.1. Betegek

1. beteg
Purpura fulminans neonatorum igazolodott egy ujsziiléttnél. Az eset részletes ismertetését és
klinikai tanulsagait més értekezés hasznalja fel a jovOben, ezért erre jelen értekezésben nem

tériink ki.

2. beteg

Egy 50 éves nd érkezett haziorvosi beutaléval Egyetemiink Jarobeteg Szakrendelésére
thrombophilia irdnyd szlrOvizsgalatokra pozitiv anamnézisére tekintettel és a thrombosis
csaladi halmozo6dédsa miatt. Terhessége soran 27 éves koraban bal véna femoralis thrombosisa
lett. 42 éves koraban a thrombophilia szlirévizsgalatok FV Leiden mutacid 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 diagnozisa 6ta K-vitamin antagonista (acenokumarol)
terapian van. A beteg édesanyjanak alsd végtagi mélyvénds thrombosisa volt 38 évesen,
batyjanak bal véna femoropoplitea thrombosisa volt 35 évesen, majd 44 éves koraban
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 laboratériumi modszerek

A Na-citratot (3,2%) tartalmazo vacutainer csdvekbe vett vérmintdkat 2500 rpm-en 25°C-on

20 percig centrifugaltuk. A DNS-t QlAamp DNA Blood Mini Kit-tel (Qiagen, Hilden,
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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 kereskedelemi 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-alapa 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 szintet Liatest PS (Diagnostica Stago) felhasznalasaval
mértilk 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
Prothrombin 20210A polimorfizmusokat valds idejii PCR reakciokkal és olvadasi gorbe
analizissel detektaltuk Light Cycler 2.0-n (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA).
Fenti, rutin hemosztazeologiai mérések €s molekuldris genetikai vizsgalatok a Laboratoriumi
Medicina Intézetben torténtek, az ott alkalmazott protokollok szerint. A plazma homocisztein
koncentraciok és lipid szintek meghatdrozasat, 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 felhasznaldsaval (2. tablazat).

Forward Reverse
El 5’ - ATGGGGCTAAAATGAGACC -3 5 -GCCTTGTGTCCTTTCACC -3’
E2 5 - GCTATGTCTCTAGCGAACAA -3 5’ - ATGGTGGAAGCTGTGAAG -3’

E3 5’ - GGAGGAAAAGAGCAGAGGACC -3’ | 5 - ACCCCCACAACTCCTAAG AGG -3

E4-5 | 5 - AGCACCAGCTCCTAGCAGC-3 5’ - ATCCACCTCTCCCCCTCA-3

E5-6 | 5 - ATCTCTGGCCGCTGACCC -3’ 5’ - CCTGCACCCAGCGTGATT -3

E7 5 - TGGTCTAAGTATCATTGGTTCC-3 | -TCTTTCCCTGAAGCATCC -3’

ES 5 - CAGGCTGACACTGTAAAATGG -3 | 5 - AGATTCGAAGAGGGCACC -3
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E9A | - TGAACCTTCTTCAGGCCC -3 5 - CTCATGACCTCGCTGCAC -3

E9B | 5> - CAGCAGCCGAGAGAAGGA -3 5’ - AGAAGAGCCCAAAAGAGGGA -3

2. tablazat. A PROC gén amplifikaldasahoz hasznalt oligonukleotid primerek szekvencidi.

A PCR reakcidk Osszetétele mind a kilenc DNS fragmens esetén az alabbi volt: 100 ng
genomidlis DNS 0,2 pumol forward és reverz primer (Integrated DNA Technologies,
Miinchen, Németorszag), 2,5 U Taq polimeraz (Ampli Taq Gold, Applied Biosystems, Foster
City, CA), PCR puffer (Applied Biosystems), 1 mM dNTP Mix (Applied Biosystems) és 5%
DMSO (Sigma-Aldrich, GmbH, Munich, Germany) 50 uL végtérfogatban, 40 ciklus alatt. A
hibridizacidés hémérséklet 57 °C volt az 1.,2.,7. és 8. exonoknal, és 62 °C a 3., 4-5., 5-6., 9A
¢s 9B exonoknal. A PCR termékeket agardz gélelektroforézissel ellendriztik ¢és
centrifugalassal tisztitottuk (Microcon YM-100, Millipore, Billerica, MA). A szekvenald
reakciok (BigDye Terminator CycleSequencing Reaction Kit, Applied Biosystems) 4 pL
Terminator Ready Reaction Mix-et, 4 uL Sequencing Buffer-t, 4 pL forward vagy reverz
primert (0,8 pmol/uL) és 8 pL tisztitott PCR terméket tartalmaztak és a gyartd utasitdsai
szerint végeztik a reakciokat. A termékeket tisztitottuk (DyeEx Spin Kit, Qiagen) és
koncentraltuk (Vacuum Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg, Németorszag) a formamid
(Sigma Aldrich GmbH) hozziadasa elétt. A fluoreszcens direkt szekvendldst ABI PRISM
3130-Avant Genetic Analyzer-en végeztik (Applied Biosystems), az értékeléshez a
Sequencing Analysis 5.4 szoftvert hasznaltuk. Az 0ijabb ajanlansoknak megfeleléen a PC
aminosav szamozasa a lanckezdé metioninnal indul (111), bar a hagyomanyos szamozas egy
alanin reziduumnal kezd8dott, mely az érett fehérje N-terminalis részének els¢ aminosava. Az
érés soran lehasadd pre-pro vezet6 szekvencia -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 szamébdl ahhoz,

hogy a hagyomanyos szamozas szerint kapjuk meg az aminosavakat.

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(+)
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wt PC ¢és varians €.A230G, c.C488A, ¢és ¢.C488T PC klonokat az ImaGenes GmbH-tol
rendeltiik (Berlin, Németorszag) és One Shot® TOP10 kémiailag kompetens E. coli sejtekben
szaporittattuk fel, majd QIlAprep Spin Miniprep Kit-tel izolaltuk (Qiagen). A HEK sejteket
parhuzamosan transzfektaltuk vad tipusu és mutans plazmidokkal. A transzfekcio elott a
médiumot K-vitaminnal (Roche) egészitettiik ki. A transzfekciot 6 pl FuGENE HD (Roche)
reagens és 2 pg plazmid DNS felhaszndlasaval végeztiik hatlyukd plate-ben. Otven ora
inkubaciot kovetden a médiumot Osszegyljtottik, 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
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 megfeleléen korrigaltuk. A vad tipust és mutdns PC aktivitasat a
médiumban amidolitikus moédszerrel (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 koriilmények kozott és a géleket polivinilidén difluorid (PVDF)
membranra elektroblottoltuk, majd 3% zselatinnal blokkoltuk 20 mM Tris, 50 mM NacCl, pH
7,5 koriilmények kozott. A PC-t birka anti-human PC antitesttel (Haematologic Technologies,
Essex Junction, VT) detektaltuk, az antitestet 2000-szeres higitasban hasznaltuk. Az
immunreakciot anti-birka immunglobulint 1000-szeres higitasban tartalmazo Vectastain Elite
ABC kit-tel (Vector Laboratories, Burlingame, CA) viteleztiik ki és 3,3’-diaminobenzidin
(DAB) (Invitrogen) segitségével tettiik lathatova.

3.3.2.5. A poliubikvitindlt protein C detektdaldsa

A poliubikvitindlt PC aranyanak meghatarozasat a transzfektalt sejtek lizatumaban ELISA
modszerrel végeztiikk, 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

reakcidt tetrametilbenzidin (TMB) szubsztrat hozzdadaséaval tettilk lathatéva, az optikai
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denzitast 450 nm-en olvastuk le mikroplate olvasoban. A mutans fehérjék
poliubikvitinaltsagat az OD értékek PC antigén szintre torténd normalizalasa utan hataroztuk

meg minden sejtlizatumban és a mutans:vad tipust poliubikvitinalt PC aranyaként adtuk meg.

3.3.2.6. Immunfestés, konfokalis lézer szkenning mikroszkopia és kolokalizdcio analizis

A 96% etanolban ¢s 1% ecetsavban fixalt sejteket 5% normal human szérummal inkubaltuk
foszfat puffer oldatban 15 percig a nem specifikus 1gG kotések megakadalyozasara. A PC-t
nyul anti-human PC antitest (Sigma-Aldrich) 1:100 higitasaval inkubaltuk 60 percig. A
vizualizaciohoz egy DyLight 488-al jelolt masodik antitestet (kecskében termeltetett anti-nyul
IgG, Vector, Burlingame, CA, 1:100 higitasban, 45 perc inkubacidval) hasznaltunk. A PC
festést endoplazmatikus retikulum (ER), cisz-Golgi (CG), transz-Golgi (TG) vagy 26S
proteaszéma markerre torténd festéssel kombinaltuk kettés immunfestéses reakciokban a vad
tipusu és a mutins PC intracellularis 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 elsédleges antitesttel (Abcam; 1:10 higitas, 60
perc inkubacio) jeloltik 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 higitdsdhoz és a mosasi 1épésekhez foszfat puffer
oldatot (PBS) hasznaltunk. Negativ kontrollként nem immun antiszérum azonos higitasait és
idiotipusos egér immunglobulin prepardtumokat 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 feldarabolasaval
parositott szelektiv 1ézer excitaciéval (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)

jellemeztiik, mely szamszerti érték megfelel a kolokalizalt molekuldk frakciojanak
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valamennyi csatorndban idealis, hattértdl és zajoktol mentes képek esetén. Beallitasainknak
megfelelden a PPI1 jellemzi a PC kiilonb6z6 sejtorganellumokkal kolokalizalt frakciojat, mig
a PPI12 adja meg a PC-vel kolokalizalo sejtorganellumok aranyat. A PPA moddszer a tobbi
megléve megkozelitéssel szemben magéban hordozza annak eldnyét, hogy minimalizalja a
képek heterogenitdsanak és a széles spektrumu hattérnek a befolyasold hatasat és a median
filter modszer alkalmazasaval egységes és stabil megkdzelitést ad a hattér csokkentéséhez
(112). Elébbi mellett a Pearson’s korrelacios koefficienst is hasznaltuk a kolokalizacio
leirasara. Manualis kiiszobcsokkentést kovetden a kolokalizaciot Manders szerint is
jellemeztiik az M1 és M2 kolokalizacios koefficiensek (113) megadasaval a ZEN 2010

szoftverrel.

3.3.2.7. Molekulamodellezés

Mivel nem volt elérheté megfeleld, az aktivacios peptidet is tartalmazod kisérletes templat
szerkezet a teljes PC-re, a teljes aktivalt PC (APC) szerkezetet épitettilk fel helyette.
Feltételezhetd, hogy ennek csupan jelentéktelen szerkezeti hatasa 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 peptidtdl, mig a 163-as aminosav egységet az
EGF2-SP doménkozti diszulfid hid valasztja el az aktivacids peptidtdl. A teoretikus teljes
hosszisagi APC modell a teljes hosszusagh 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 (114) finomitottuk. A rontgen-diffrakcios
szerkezetbdl hianyz6 aminosav egységeket a Yasara programcsomaggal (115) potoltuk. A
modell mindségét a Procheck programmal ellendriztiik. A p.Alal63Val és a p.Alal63Glu
mutacidk szerkezet-stabilitdsra gyakorolt hatdsat molekuladinamikai szimuléciokkal
tanulmanyoztuk. A virtualis mutaciokat a Yasara programcsomaggal hoztuk létre. Mivel ezek
a mutaciok az SP doménhez kozel es6 EGF2 domén feliiletén helyezkednek el, ezért csak
ezeket a doméneket vizsgiltuk. Osszehasonlitasul, ugyanezeket a szimulaciokat szintén
elvégeztiik a vad tipusu fehérjén. A felépitett szerkezetekhez tartozd energidt a Gromacs
szoftvercsomaggal (116) minimaltuk. Az energiaminimalds annyit jelent, hogy a rendszer
energidjat a geometriai paramétereket figyelembe véve a lehetd legkisebbre allitjuk be

megkeresve az adott paraméterek altal meghatarozott fliggvény minimumat. A
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minimumkeresd algoritmusok altalaban olyanok, hogy csak a kiindulasi ponthoz legkdzelebbi
lokalis minimumot képesek megtalalni. Ezért sziikségesek a potencialfeliilet teljesebb
feltérképezésére mas algoritmusok, pl. dinamikai szimulaciok. A Ca®* és Na® ionokat,
valamint a szerkezeti vizmolekuldkat az eredeti rontgendiffrakcidos felvétel alapjan
megtartottuk. A szolvatalt modelleket dodekaéderes ,,boxba” helyeztiik. 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 CI ionok hozzdadasaval az ionerésséget
0,15 mol/dm?®-re allitottuk be. A 310 K-re valé felfiitéséhez ,,simulated annealing” modszert
alkalmaztunk, majd 200 ns szimuléciot futtattunk allando részecskeszdm (N), és allando
nyomas (P=10° Pa) és 4lland6 hémérséklet (T=310K), valamint periodikus hatarfeltétel
mellett. A “simulated annealing” gyakorlatilag programozott felfiitést jelent. Ahhoz, hogy a
dinamikai szimulaciot az adott hdmérsékleten tudjuk végrehajtani, a rontgen-krisztallografias
szerkezeteken (annak pontatlansdgabol eredé nagy erdk és a rendszer ,,felrobbandsédnak”
megeldzése céljabol) elobb geometriai optimalast kell végrehajtani, azaz megtalalni a belsd
koordinatak fiiggvényében a kiindulasi szerkezethez legkdzelebb levé energiaminimumnak
megfeleld geometriai paramétereket. Ezt kovetden az igy ,befagyasztott rendszert” a
szimulacié homérsékletére (310K (~37 °C)) kell felfiiteni. Ha egyszerre kdzolnénk az ennek a
hémérsékletnek megfeleld kinetikus energiat a rendszerrel, eléfordulhat, hogy a rendszer egy
kozeli mélyebb energiaminimum felé indul el (a kinetikus energia elég ahhoz, hogy atsegitse
az esetleg létezd kis potencidlis energiagaton). A mélyebb minimum fel¢ haladva plusz
kinetikus energiat nyer a rendszer, amely esetleg mar olyan nagy sebességeknek felel meg,
amely a rendszer szétrobbanasahoz vezet. A ,,simulated annealing” médszer ezt ugy kiisziiboli
ki, hogy kis lépésenként fiti fel a rendszert, id6t engedve annak, hogy minden 1épésnél
egyensuly alakuljon ki, igy keriilve el a til nagy sebességet és a rendszer ,,felrobbanasat”.

OPLS-AA (101) fehérje eréteret és TIP3P explicit vizmodellt (102) alkalmaztunk. A rovid
hatotavolsagl elektrosztatikus és van der Waals energiatagok kiszdmitasakor 10 Angstromas
,Ccut-off 7 tavolsagot allitottunk be, mig a nagy hatotavolsaghi elektrosztatikus energia
korrekciokat a részecskehalos Ewald (PME) modszer segitségével vettiik figyelembe (103). A
virtualis pozicié protokoll lehetévé tette, hogy 4 fs-os 1épéskozt alkalmazzunk a szamitasok
soran. A szimuldcidk kivitelezéséhez ¢és a trajektoridk elemzéséhez a Gromacs
szoftvercsomagot hasznaltuk. A fehérjeszerkezet megjelenitéséhez a VMD (104) és Chimera

1.7 programokat (107) vettiik igénybe.
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4. Eredmények

4.1. FV deficiencia

4.1.1. Laboratoriumi eredmények

A PI (11,3 sec) a referencia tartomany (8,7-11,3 sec) fels6 hataran volt, az APTI megnyult
(45,9 sec; referencia intervallum 28,3-41,0 sec), mig a TI 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 kozel azonos
aranyban volt csokkent a beteg plazmajaban, valamint a thrombocytdkban mérheté FV
antigén szint is alacsony volt. Mindezek I-es tipusu, enyhe FV deficiencidra utaltak. Minden
egyéb véralvadasi faktor (beleértve a FXIII-t is) és az o2-PI szintje normal volt. A
thrombocyta szam referencia tartomanyon beliil 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 laboratdriumi fenotipussal

rendelkezett (3. tablazat).

4.1.2. Molekularis genetikai vizsgalatok eredményei

A beteg F5 génjében négy misszensz mutaciot detektaltunk (3. tablazat). A ¢.2863
A>G (p.Lys897Glu) és c.5380A>G (p.Metl736Val) mutaciok korabban mar leirt, normal
szekvencia variaciok heterozigota, mig a csendes, €.327A>G (p.GIn51) mutacié homozigota
formaban volt jelen (10, 118-121). Az 1j, ¢.1651G>A (p.Gly493Arg) mutaciora a beteg
heterozigotanak bizonyult. Ugyanezt a mutaciot hordozza a beteg azonos laboratoriumi

fenotipussal rendelkezd lanya. Az apa €s a nagyobbik lany e mutdciora nézve vad tipusu.

Annak igazoldsara, hogy nem egy gyakori polimorfizmusrol van sz6, elvégeztiik szaz,
vérzékenységgel nem rendelkezd egyén genetikai vizsgalatat. A p.Gly493Arg mutécié
egyetlen esetben sem volt kimutathat6. A hemosztazis laboratériumi eredmények €s a mutacio
oroklodésmenetének vizsgalata alapjan ez a mutacido a FV deficienciaért felelés genetikai

eltérés.

42



Genotipus FV szint
. FV antigén
C327A>G | C1651G>A | c2863A>G | c5380A>G | MY | PV amién szint
p.Q51 p.G493R p.K897E p.M1736 i . thrombocytak
plazmaban plazmaban -ban
Proband GIG GIA AIG AIG 27%, 37% 38% 59%
(Anya)
Iddsebbik
lany- AIG GIG AlG AlG 86% 82% 97%
gyermek
Fiatalabbik
lany- AIG GI/IA A/A A/A 35% 33% 29%
gyermek
nincs nincs
Apa A/A GIG A/A A/A 119% meghata- meghataroz-
rozva va

3. tablazat. A proband és csaladtagjai V-6s faktor aktivitasa, antigén koncentracioja és

genotipusa a F5 gében talalt mutaciok tekintetében.

4.1.3. A mutdcio lehetséges kiovetkezményének vizsgalata molekulamodellezéssel

A Gly493 egy 27 aminosavbol all6 hurkon talalhatd, melyet a Cys472 és Cys498 kozott
kialakuld diszulfid hid kot 6ssze. Ebben a szerkezetben a 27 aminosavbol 17, beleértve a
Gly493-at, konzervalt a human FVIII, coruloplazmin és a SwissProt adatbazisban elérhetd
kiilonboz6 allatfajok FV molekulai megfeleld részében (122). A mutacié egy erésen hidrofob,
zart zsebben talalhato (491LIG(R)LLLIC498). Egy nagyobb, erésen polaris, pozitivan toltott
aminosav ilyen régiora kifejtett hatdsanak vizsgalatara molekula dinamikai szimulaciot
végeztiink allandod részecskeszam, allandé nyomas és hémérséklet mellett a ,,protein data
bank” pdb ID:1y61-ben megadott geometria alapjan (100). A szimulacidé eredménye azt
sugallja, hogy az Arg oldallinca nem fér be a Gly kis aH ,,oldallancanak” fenntartott
(hidrofob) tiregbe. Polaris guanidinium csoportja deformalja a kozeli, szintén nagymértékben
konzervalt 390ILGPIIRAQVR400 B-red6t és megnyit egy csatornat a (polaris) olddszer
kornyezete felé. Habar a mutaciot kozvetleniil a FV deficiencia fenotipushoz kapcsol6 in vitro
expresszios tanulmany nem késziilt, a molekulamodell megerdsiti, hogy a lokalis konformécio
valtozas a régio instabilitdsahoz, végsd soron az A2 domén koros feltekeredéséhez vezethet

(5. 4bra).
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5. abra. A FV A2 doménje és a p.Gly493Arg mutacio elhelyezkedése. A) A FV A2 domén
20 ns-os molekula dinamikai szimulicidéja sorian az utols6 5 ns eredményei alapjan
atlagolt geometriai szerkezete. A Cys472 és a Cys498-hatarolta hurkot, melyben a
p.Gly493Arg mutacio talalhatd, valamint a szomszédos 390ILGPIIRAQVR400 régiot zold
szinnel jeloltiik. B) A vad tipusi (G493) FV A2 domén érintett részének szerkezete. C) A
mutans (R493) FV A2 domén érintett részének szerkezete. A szimulacidkat Gromacs 3.3
molekuladimamikai csomaggal végeztiik (van der Spoel D, Lindahl E, Hess B, et al.
Groningen  Machine  for  Chemical  Simulations  (GroMaCS)  version 3.3,
http://www.gromacs.org). A szamitasokhoz 2 fs-0s 1épéskozt, OPLS-AA/L erbteret, TIP3P
explicit vizmodellt, valamint periodikus hatarfeltételt valasztottunk. A tavoli elektrosztatikus
kolcsonhatasok leirasdhoz a részecskehaléos Ewald modszert alkalmaztuk. A hurok
kialakitdsaban résztvevd Cys reziduumokat és a mutacioban érintett aminosavakat golyo és

palca modell forméban jelenitettiik meg.

4.2. Xl111-as faktor deficiencia
4.2.1. Probandl
4.2.1.1. Laboratoriumi eredmények

A holland eredményekhez hasonléan mi sem tudtunk FXIII-A;B; és FXIII-A antigént
detektalni a plazméaban, mig a FXIII-B alegység koncentracidja a referencia intervallum also

hataran volt (6. abra, 4. tablazat).
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A Proband1 és sziilei, valamint a Proband2 plazma FXIII aktivitisa
és antigén szintje

140
120
100
- ® Proband 1 (P1)
80 mP1 Apa
60 P1 Anya
40 ® Proband 2
20
0
FXIII aktivitds %  FXIII-A2B2  FXIII-A antigén FXIII-B antigén
antigén % % %

6. abra. A betegek és a Proband 1 sziileinek plazma FXIII aktivitasa és antigén szintje. A

piros négyszogek a referencia tartoméanyokat jeldlik.

al':ti(v'l't'” EXII-AB, | FXIN-AB, | EXIIFA | EXII-A EXI1I-B EXI1-B
% antigén % mg/L antigén % mg/L antigén % mg/L
Pfo(gir)'d L an <0,0045 <0,01 <0,03 <0,003 634 13,31
P1Apa 633 617 12,9 66.7 714 117,0 2458
P1Anya 85,5 953 20,0 748 8,01 98,6 2071
Proband 2 <1% <0,0045 <0,01 <0,03 <0,003 378 7.03
referencia
referentia | 69143 67-133 14-28 67-133 71-143 64-136 12,4-26.6

4. tablazat. A betegek és sziilok plazma faktor XIII (FXIII) aktivitisa és antigén szintje.
FXII-AzB,, FXII-A és FXII-B antigén (ag) % szinteket a megfeleld, ELISA-val

meghatarozott mg™ témeg koncentracio értékekb6l szamitottuk.

A thrombocytdkban a plazmahoz hasonléan mind a FXIII aktivitds és FXIII-A alegység

antigén szintje detektaldsi hatar alatti volt (7. dbra, 5. tablazat).
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A Proband1 és sziilei, illetve a Proband2 thrombocyta lizitumban

meghatarozott FXIII aktivitasa és antigén szintje

N\

M Probandl
(PL)
EP1 Apa

MP1 Anya

Thrombocyta FXIII-A
aktivitds (%o)

Thrombocyta FXIII-A
(ng/mg totdl protein)

Thrombocyta FXIII-A
antigén (%)

7. abra. A Probandl és sziilei, illetve a Proband2 thrombocyta lizitumaban

meghatarozott FXIII aktivitas és antigén szint. A kontroll értékek két egészséges egyén

thrombocytaibol mért FXIII aktivitas és FXIII-A alegység antigén szint atlagat jelentik

Thrombocyta FXI1I- Thg)r(nut;g;;;(ll - Thrombocyta FXI11-
A aktivitas (%) protein) A antigén (%)
Probandl (P1) <1 <0,003 <0,01
P1 Apa 455 13,33 47,6
P1 Anya 50,4 12,8 45,7
Proband2 <1 <0,003 <0,01
Kontroll 100 28 100

5. tablazat. A betegek és sziileik thrombocyta lizaitumban meghatarozott factor XIlII

(FXIII) aktivitasa ¢és antigén szintje.

A kontroll értékek két egészséges egyén

thrombocytaibol mért FXIII aktivitas és FXIII-A alegység antigén szint atlagat jelentik.

4.2.1.2. Molekularis genetikai vizsgalatok

DNS szekvendlédssal két okozati mutaciot taldltunk a FI3A1 génben (8. 4bra). Egyik a 8-as

exonban talalhatd6 ¢.980G>A csere, ami a 326-o0s pozicioban Arg-Gln cserét eredményez,

Mikkola és munkatarsai mar kozolték ezt az eltérést (32). A mutacié szintén jelen van
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heterozigota formaban a beteg édesanyjanal, nagybatyjanal és anyai nagymamajanal. A masik
okozati mutacié egy, a 8-as intronban talalhaté nukleotid csere (€.1112+2T>C), ami a 8-as
exon kivagodasanak zavardhoz vezethet. Ezt a mutdcidt apai agon Orokolte és az apai
nagymama is hordozza. Ezt a genetikai eltérést még nem irtak le és sem a FXIII mutéacids

adatbazis (http://www.f13-database.de), sem a Human Gene Mutation Database adatbazis

(HGMD®; http://www.hgmd.cf.ac.uk) nem tartalmazza. A 6. abra a talalt polimorfizmusokat

IS tartalmazza a csaladban megfigyelt 6roklési mintazattal egyiitt.

I.O G

{HHHHMHHHT | OO0 HE O HHeHH | O OOHe O H
HHHHHHHY | OOHHHHHHE HHHHHHHr | OO HeHS

o r y O

s H e S H s | e oo tHEHHHHeHr THHHH H HHE
O e s | e HH . O H s OO H

I1I.

E12: 155986, c.1704A>G, p.ES67E
E14: c.1951G>A, p. V6501

E14: rs5988, ¢.1954G>C, p.E651Q

O Promoter: g.-246G>A, 151024231

B ES8: c.980G>A, p.R326Q

@ E8:c.996A>C, p.P331P
THEHH HHBHH B 1VS8: c.1112+2T>C
{HHHBH{HH HE B E12: 155982, ¢.16940)T, p.P654L

O

O

]

8. abra. A probandl harom generacios csaladfaja. Az egyéneket jel6lo szimbdlumok alatt
a meghatarozott polimorfizmusokat és az okozati mutaciokat tartalmazo alléleket tiintettiik
fel. A szines négyzetek, amint azt az adbra jobb oldalan talalhatd magyarazatban feltiintettiik,
jelolik az egyedi polimorfizmusokat és mutacidokat. A két 0j okozati mutdciét vastagon

szedtik és alahuztuk.

A betegtél és sziileitdl nyert teljes vér FXIII-A alegység mRNS tartalmat szintén
meghataroztuk és egészséges kontrollokéval hasonlitottuk 6ssze (9. dbra). A beteg vérében a
FXII-A alegység mRNS expresszidja kozel normalis volt, érdekes modon az édesanyja

vérében a specifikus mRNS valamelyest emelkedett volt.
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9. abra. Faktor XIII-A (FXIII-A) mRNS tartalom a probandl és sziilei vérében. A
betegek és két kontroll vérében meghatarozott FXIII-A alegység mRNS mennyiségét a
referencia gén (PGK-1) mRNS-ére normalizaltuk. Az eredményt a betegek (proband vagy
szilok) és a kontrollok mintaiban meghatarozott normalizalt FXIII-A mRNS aranyaban
fejezziik ki. A kontroll érték két egészséges egyén mintdiban meghatarozott FXIII-A mRNS
mennyiség 4tlaga. Ures téglalap: exon 3 amplikonja, sotét téglalap: 14-15. exonok

amplikonja.

4.2.2. Proband2
4.2.2.1. Laboratoriumi eredmények

Tekintettel arra, hogy a rutin alvadasi és thrombocyta funkcionalis tesztek, VW betegség
iranya vizsgalatok, FVIII és FIX aktivitas 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
kovetéen plazma és thrombocyta mintakat kiildtek Debrecenbe a komplett laboratériumi
fenotipus meghatarozasahoz ¢és molekularis genetikai vizsgalatokhoz. A plazma FXIII
aktivitas, FXIII-A;B, és FXIII-A antigén szintek a mi moédszereinket alkalmazva (ahol a

FXIII aktivitds meghatdrozds soran minta vakra korrekcidé torténik €s a modszert
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érzékenyitettilk az igen alacsony FXIII aktivitas tartomanyban) detektalasi 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
FXII1-B antigén szint 37,8% volt a plazmaban. Friss fagyasztott plazma posztoperativ adasat
kovetéen 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
FXIII szint 12% volt. Azota 2-4 hetente profilaktikus faktorpotlasban részesiil 10 U/kg FXIII-

al.

4.2.2.2 Molekularis genetikai vizsgalatok

A molekularis genetikai analizis eredményeként egy homozigota 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 heterozigota volt ugyanazon muticidra, az

édesapa 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 heterozigota
volt a c.230A>G, p.Asp77Gly és a ¢.488C>A, p.Alal63Glu mutacidkra.

2. beteg

Esetében a PC deficienciat 24 éves koraban diagnosztizaltak terhességhez kapcsolodo
mélyvénas thrombosis (MVT) alkalmaval. A diagndzis idején 49% volt a PC aktivitasa, 50%
a PC antigén szintje. Heterozigéta forméaban hordozta a FV Leiden mutécidt €s magas Lp(a)
szintje volt (606 mg/L). Mas VTE rizikofaktora nem volt. A PROC szekvenalasa esetében az
1j, €.488C>T, p.Alal63Val mutacié heterozigéta formaban torténd hordozasat igazolta. A
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beteg lanyai nem Orokolték a PROC mutaciot, de mindketten hordozzak a FV Leiden
vizsgalatokra.

4.3.2. A HEK 293 sejtekben expresszalt vad tipusu és mutdans protein C detektdldsa,
koncentrdcidjanak és aktivitisanak meghatdrozdsa

A talalt mutaciok kovetkezményének vizsgalata soran harom kiilonb6z6 kisérletben
médiumokban és a sejtlizatumokban. A transzfekcido hatékonysagat a FluoReporterR
lacZ/Galactosidase Quantification Kit-tel hataroztuk meg és a PC ELISA eredményeket ennek
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 koncentracioja nem kiilonbozott jelentdsen a sejtlizatumokban
(0.033+0.002, 0.019+0.002 és 0.021+0.002 pg/mg protein rendre a 77Gly, 163Val és 163Glu
PC esetében). A 77Gly mutans koncentracidja mérheté volt a médiumban, de valamivel
alacsonyabb volt a vad tipust fehérjéjénél (0.059+0.001 pg/mL). A 163Val és 163Glu
mutansok koncentracioja detektalasi hatar alatt volt a médiumban. Mind a vad tipust, mind a
77Gly PC jol lathato diszkrét savként jelent meg a transzfektalt sejtek mediumaban Western
blotting soran (10. abra). Ezzel ellentétben, a 163Glu és 163Val mutansok médiuma esetében
nem jelent meg sav Western blot soran. Az ELISA eredményekkel dsszhangban a vad tipusu
¢s valamennyi mutans detektalhato volt a sejtek lizatumaban. Nem lehetett PC-t detektalni a

negativ kontrollként alkalmazott ,,mock’ mintakbol.
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A mock WT Gly77 Glul63 Vall63 MW PCst.
B S Ak

—_—
‘“—‘ 6 kDa
‘ «— 45kDa
.
- — P -~

B, mock WT Gly77 Glul63 Vall63 PC st.

- - - e ’4——62kDa
-

10. abra. A vad tipusu és mutans protein C fehérjéket tartalmazé médiumok (A) és
sejtlizatumok (B) Western blot analizise. Az SDS-PAGE elektroforézist 5-20% gradiens
gélen végeztiik nem redukéld korilmények kozott. A valamennyi mintdban - beleértve a
mock-ot is — detektalt, a PC-nél nagyobb molekulatomegti fehérjé(ke)t jeloldé savok nem
specifikus reakcio eredményei feltehetéen a médiumban jelenlévé fotalis borju szérum miatt.

MT, molekulatomeg standard; PC st., tisztitott human protein C

A 77Gly PC amidolitikus teszttel a médiumbol torténd aktivitds meghatarozasa sordan kapott
eredmény Osszehasonlithatd volt a vad tipusi PC aktivitasaval hdrom kiillonboz6 kisérletben
(77.5%*15.1%, a vad tipusu PC aktivitasat 100%-nak tekintve). Tovabba a 77Gly specifikus
aktivitasa (vagyis az egy mg PC fehérjére vonatkoztatott aktivitdsa) megegyezett a vad tipusu
PC-jével (104.2%+28.4%, a vad tipusa PC specifikus aktivitasat 100%-nak véve). A mock
transzfekciobol szarmazo médiumban nem lehetett PC aktivitast detektalni, hasonléan 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 hasonléan, az alvadasi teszttel sem
lehetett PC aktivitast mérni a mock, a 163Val és 163Glu mintak médiumabol. Annak
vizsgalatara, hogy van-e kiilonbség a vad tipust €s a 77Gly PC aktivaciojanak sebességében a
médiumokat Protac-kal eldinkubéltuk kiilonbozd id6tartamon keresztil 1-t61 10 percig
terjedden és a mintakhoz APTI reagenst és kalcium-kloridot adva megmértiik az alvadasi

idoket. Nem volt kiilonbség a vad tipusu €s 77Gly mutans kdzott ebben a tekintetben.

51



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 mikroszképos vizsgélattal tettiik lathatova és
kolokalizacios koefficiensek szamitasaval kvantifikaltuk. Azon egyre inkabb elterjedt
torekvés ellenére, hogy két molekula kolokalizacidjanak mértékét numerikusan fejezzék ki
kiilonbozd szamitdgépes technikdkkal és matematikai modszerekkel, ezek az eljardsok ma
még sok hibat hordoznak. A kettds immunfluoreszcens festés kvalitativ analizise ezért
varhato volt, a vad tipusit PC azonos mértékben volt jelen az ER-ben, a cis-és a transz-
Golgiban ¢és ezekkel a sejtorganellumokkal torténd kolokalizacio PPA  szoftverrel
meghatarozott értékei is hasonloak voltak (6. tablazat). A vad tipusu fehérjéhez hasonloan a
163Val, a 163Glu és a 77Gly mutansok is detektalhatdak voltak az ER-ben, a cis-és a transz-
Golgi apparatusban. A 77Gly mutans egyik sejtorganellummal sem mutatott kifejezett
egyiittallast (11. abra). A helyzet mas volt a 163Glu és 163Val mutansoknal, esetiikben az
egymasra illesztett felvételeken lathato sarga szin mutatja a 26S proteaszomaban feltételezett

akkumulalddast.
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ER Cisz-Golgi Transz-Golgi 268 proteaszoma

vt-PC

Val163-PC

Glul63-PC

Gly77-PC

11. abra. A vad tipusu, a 163Val és 163Glu PC mutansok kettés immunfluoreszcens
festése. A képeken a PC z6l1d, a kiilonb6zo sejtorganellumokat jel616 markerek piros szinben
lathatok. A PC kolokalizacioja valamely sejtorganellummal sarga szinben lathato. Az abra a
163Val és 163Glu PC nagyfoku kolokalizacidjat mutatja a 26S proteaszomaval. VT, vad

tipus; ER, endoplazmatikus retikulum
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12. abra. A vad tipusu, 163Val, 163Glu és 77Gly PC kettés immunfluoreszcens festése. A
kiilonb6z6 panelek a PC és az ER (A), cisz-Golgi (B), transz-Golgi (C) és 26S
proteaszoma (D) egyiittes jelolését mutatjak. Az els6 oszlop mutatja az 6sszevont képet, a
masodik oszlop a pirossal jelolt sejtorganellumot, a harmadik oszlop a zolddel jelolt

kiilonb6zé PC mutansokat abrazolja. VT, vad tipus; ER, endoplazmatikus retikulum

A Pearson féle kolokalizacios koefficiensek értékei a 26S proteaszomara nagyobbak voltak a
163Glu és 163Val PC esetén, mint a vad tipusnal vagy a 77Gly esetében, azt sugallva, hogy
ezek megrekedhetnek ebben a sejtorganellumban. A ZEN szoftverrel meghatarozott Manders
kolokalizacids paraméterek értelmezése nehezebb az ismert (fentebb kifejtett) probléma miatt,
miszerint magas a szenzitivitasa az intracellularis szerkezetek térbeli mintazatara és a hattér
csokkentésére alkalmazott vitatott kiiszObmeghatarozasi modszer miatt (112). Ezzel a
modszerrel a 26S proteaszoma markere kevesebb, mint 50%-os atfedést mutat a vad tipusu
(33%) ¢és a 77Gly PC-vel (43%), és tobb mint 50%-os atfedést mutatta 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.

PPI1 median PPI2 medisn Ko"elac“’:,k,"efﬁc‘ens
Sejt organellum PC genotipus median
(minimum-maximum) (minimum-maximum) - .
(minimum-maximum)
WT 0,131 (0,130-0,132) 0,131 (0,130-0,131) 0,132 (0,130-0,264)
Glu163 0,160 (0,160-0,161) 0,112 (0,110-0,113) 0,132 (0,130-0,134)
ER
Val163 0,061 (0,060-0,061) 0,088 (0,088-0,090) 0,071 (0,070-0,073)
Gly77 0,030 (0,026-0,183) 0,040 (0,038-0,188) 0,032 (0,030-0,185)
WT 0,130 (0,028-0,132) 0,076 (0,037-0,083) 0,089 (0,088-0,098)
Glul63 0,119 (0,118-0,120) 0,111 (0,110-0,111) 0,112 (0,110-0,114)
Cisz-G*olgi
Val163 0,058 (0,036-0,080) 0,116 (0,051-0,120) 0,099 (0,075-0,100)
Gly77 0,042 (0,040-0,043) 0,058 (0,057-0,060) 0,055 (0,050-0,060)
WT 0,121 (0,120-0,122) 0,128 (0,125-0,130) 0,122 (0,120-0,124)
Glu163 0,080 (0,063-0,081) 0,200 (0,107-0,203) 0,129 (0,082-0,130)
Trasz-Golgi
Val163 0,090 (0,078-0,090) 0,172 (0,170-0,192) 0,122 (0,120-0,124)
Gly77 0,061 (0,060-0,062) 0,082 (0,080-0,084) 0,071 (0,070-0,072)
WT 0,125 (0,079-0,158) 0,077 (0,029-0,104) 0,090 (0,032-0,091)
26S-P
Glu163 0,190 (0,185-0,202)* 0,240 (0,183-0,242)* 0,210 (0,192-0,211)*
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Vall63 0,220 (0,161-0,224)* 0,106 (0,100-0,110)* 0,150 (0,127-0,154)*

Gly77 0,105 (0,078-0,111) 0,076 (0,059-0,096) 0,089 (0,069-0,103)

6. tablazat. A vad tipusu és mutans PC Protein Proximity Analyser-rel (PPA) kvantifikalt
kolokalizacioja a kiilonbozo sejtorganellumokkal.

Roviditések: ER, endoplazmatikus retikulum; 26S-P, 26S proteaszéma; wt, vad tipus; PPA,
protein proximity analizis; PPI1, protein proximity index — a kiilonb6z6 sejtorganellumokkal
kolokalizalé PC szazalékat jelenti; PPI2, protein proximity index — a PC-vel kolokalizald
sejtorganellum szazalékat jelenti; kor. koeff., a Pearson’s korrelacios koefficinenst jelenti; a
legalabb 3 fliggetlen analizissel nyert értékek medianjat és zardjelben a minimum-maximum

értekeket feltiintettiik *p<0.05 a vad tipushoz viszonyitva

4.3.4. A vad tipusu és mutdns protein C poliubikvitinaltsaganak vizsgalata

s

(2.2540.49) és a 163Glu (2.95+0.51) PC esetében, mig a 77Gly mutans nem mutatott jelentds
poliubikvitinaltsagot (aranya a vad tipust fehérjéhez 0.96+0.10 volt).

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

A p.Asp77Gly mutacié a Gla-domén C-terminalis helikalis szegmensén talalhat6. A mutacid
altal érintett aminosavnak nincs kdzvetlen interakcioja egyik kornyez6 reziduummal sem (13.
abra). Ennél fogva nem valdszinii, hogy a mutacid 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 szimulacidk segitségével megkiséreltiik kideriteni, miként befolyasoljak
az utobbi muticiok az EGF2 és SP domének kozotti interakcid erdsségét és/vagy ezen

domének relativ helyzetét.
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13. dbra. Az aktivalt protein C 3-dimenzios szerkezetének szalag reprezentacioja. A fehérjét
az alkoté aminosavak sorrendje szerint kékt6l (N-terminalis rész) a pirosig (C-terminalis rész)
szineztiik. A pre-pro peptidet nem d&brazoltuk. GLA, Gla-domén; EGFI1, epidermalis

novekedési faktor domén 1; EGF2, epidermalis novekedési faktor domén 2; SP, szerin protedz

crer

A kérdés tisztdzasara az egyes trajektoriakbol szarmazo szerkezetek pillanatfelvételét a
megfeleld SP domén elsé (kiindulasi szerkezetnek megfeleld) pillanatfelvételére illesztettiik
vissza. Ilyen moédon konnyen kovethetévé valt az EGF2 domén elmozdulasa az SP doménhez
viszonyitva. Az 14. dbra A-C részén ennek az illesztésnek az elsé €s utolso pillanatképét
mutatjuk a vad tipust (14A. abra), a 163Glu (14B. abra) és a 163Val (14C. abra) PC esetében.
Jelentds kiilonbségeket fedezhetiink fel a vad tipust és a mutans fehérjék kozott. A 14A.
abran lathato, hogy a vad tipust fehérje esetében a szimulacid végén a két domén relativ
helyzete kozelitéleg ugyanolyan, mint a szimulacido kezdetén. Jelentésen eltér a helyzet a
mutans fehérjék esetében, ahogy azt a 14B. és 14C. abrdk mutatjak. Ezekben az esetekben a
szimulacié alatt mindvégig diszulfid hidon keresztil egyméshoz rogzitett domének
egymdashoz viszonyitott helyzete szignifikansan kiilonbozik a szimulacié kezdetén és végén.

A referenciatol valo eltérést (root mean square deviation, RMSD) a megfelel6 EGF2 domén

crer
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szarmazo0 pillanatfelvétel geometria (ez az eltérés) alapjan szamoltuk ki a vad tipusu fehérje és
a 163Glu és 163Val PC fehérjék esetén (14D. abra). 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 szimulacié alatt. Ezzel ellentétben a 163Glu és 163Val mutéaciok
esetében az EGF2 domén relativ helyzete jelentds mértékben megvaltozott, ahogy azt a
vonatkoz6 RMSD értékek is mutatjak. A 163Val mutans fehérje deformacidja, habar késdbb

alakul ki, szembetin0bb, mint a 163Glu mutansé.

£183-C319
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D RMSD

e
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14. abra. A p.Alal63Glu és p.Alal63Val mutiaciok altal eredményezett szerkezeti
valtozasok a PC-ben. A 200 ns-os molekuladinamikai szimulacio trajektoriakbél
szarmazo elsé és utolso pillanatfelvétel az EGF2 és SP doménekrél a vad tipus (A), a
163Glu (B) és 163Val (C) APC esetében. Az EGF2 és SP doméneket €és az azokat 6sszekotd
diszulfid hidat alkot6 ciszteineket, a 163Ala (vad tipus), 163Glu és 163Val reziduumokat az
abra A-C részein jeloltiik. A diszulfid hidat alkotd ciszteineket, a 163 pozicidban 1évd vad
tipusu €és mutans reziduumokat golyd és palcika abrazolasaal jeldltiik. Az abra D részén
lathato az EGF2 domén kiindulasi rontgenszerkezett6l, mint referenciatol valo eltéréseit
(root mean square deviation, RMSD) jelzé grafikon. A megfeleld szerkezeteket ugy
allitottuk eld, hogy szuperponaltuk az EGF2-SP geometridkat a kiindulasi rontgendiffrakcios
szerkezetre, minden egyes szimulacid esetében. A visszaillesztés sordn a legkisebb négyzetek
modszerét hasznaltuk €s csak az SP doménekre illesztettiik. Az RMSD-ket a vad tipus esetén

feketével, al 63Glu mutansnal pirossal, a 163Val mutéasnal zolddel jeldltiik.

59



Osszefoglalva az el8bb részletezett szimulaciés eredményeket elmondhatd, hogy a mutns
163Glu és 163Val reziduumok helyzete a vad tipussal ellentétben jelentdsen megvaltozik a
szimulacios periddus alatt, ami megvaltozott foldingot valoszintisit. Ennek a kéros foldingnak

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

5.1. V-os faktor deficiencia

Munkank eredményeképpen a p.Gly493Arg mutaciot detektaltuk a betegnél és egyik lanyanal
heterozigdta forméban. A mutans allél expressziojat mRNS szinten nem vizsgaltuk, az
alacsony FV antigén szintb6l 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 konformaci6 véltozas hatdssal van az adott régio stabilitasara és az A2
domén hibés feltekeredésével jar, ami végsd soron az egész fehérje koros szerkezeti valtozasat
molekulamodellezéssel sugallt eltérés mellet tobb tényezd is aldtdmasztja. 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 hasonlod 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 mutaciéo a FV fehérje egy nagy mértékben
konzervalt teriiletét érinti, maga az érintett aminosav is megegyezik valamennyi vizsgalt

gerinces fajban.

Az irodalomban sajat kozlésiinket megel6zden csak harom olyan heterozigota FV
deficiens esetet kozoltek, akiknél vérzéses komplikacid jelentkezett. Az elsé beteg FV
aktivitasa 45% volt, mikroszkopikus hematuriaja és enyhe nyalkahartya vérzései voltak. A F5
gén egyik alléljén a nt524delG mutaciot hordozta, emellett a Vll-es faktor génjében is volt
egy heterozigdta mutacioja. Az nt524delG (az 4j nomenklatura szerint c.144delG) egy guanin
doménjét érinti. A mutacié kovetkeztében olvasasi kereteltolodas alakul ki, ami korai STOP
kodon megjelenéséhez és 33 aminosavval késébb lancterminaciohoz vezet. A kialakult fehérje
tehat erdsen csonkolt, a molekula kb. 70%-a hianyzik, ez nyilvanvaloan I-es tipusi FV
deficienciahoz vezet. In vitro vizsgalatokat a mutacioval kapcsolatban nem végeztek (125). A
masodik beteg, aki a p.Glul608Lys (j nomenklatura szerint p.Glul636Lys)
aminosavcseréhez vezetd, a 14. exonban bekdvetkezd nukleotid cserére volt heterozigota,
spontan hematomaktol és metrorrhagiatdl szenvedett. FV aktivitdsa 38%, antigén szintje 50%

volt. A mutacidé a FV fehérje konnyli lancanak A3 doménjét érinti és erésen konzervalt. A
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mutaciot tobb olasz betegben is megtalaltak a FV Leiden mutaciéval, a HR2 haplotipussal
vagy mdas FV polimorfizmussal egyiitt eléfordulva, de nyilvdnvaloan maganak a
p.Glul1608Lys mutacidonak a hatasara vonatkozd kdvetkeztetést csak abban az esetben lehetett
levonni, ha mas genetikai eltérés az F5 génben nem volt jelen. Részben ezért is (és az okozati
szerep bizonyitasara) a mutacid fehérje szintli kovetkezményeinek vizsgalatara in vitro
expressziot kovetd FV aktivitds meghatarozast és Western blot analizist végeztek. A
sejtlizitumban megjelend mutans fehérje a vad tipussal azonos molsulya volt, de mennyisége
csupan a vad tipus 44%-a volt. A mutans fehérje aktivitdsa szignifikdnsan alacsonyabb volt,
mint a vad tipusé, specifikus aktivitasa annak egyharmada volt. A FV1608Lys all¢lrél atirodo
mRNS mennyisége normalnak mutatkozott. Molekulamodellezés az aminosavcsere okozta
lehetséges lokalis szerkezeti hatdsokra vonatkozéan nem tortént. Osszefoglalva
eredményeiket, a szerzOk bizonyitottdk a muticido okozati szerepét FV deficiencidban, a
genotipus-fenotipus elemzések alapjan CRMR® varianst véleményeztek (126). A harmadik
betegnél tonsillectomiat kovetden alakult ki vérzéses szovédmény, spontdn vérzése nem volt.
FV aktivitasa 30% volt és a p.Tyrl702Cys (ij nevezéktan szerint p.Tyr1730Cys) mutaciot
hordozta, mely gyakori oka a FV deficiencidnak az olasz populacioban. A mutéciot okozd
nukleotid csere a 15. exonban talalhato, szintén az A3 domént érinti. A genetikai eltérés leirdi
a mutacio kovetkezményeit illetden egy korabban publikalt céruloplazmin alapu szerkezeti
modellre hivatkoznak, miszerint a Tyr-Cys csere az 1702-es pozicidban a fehérje instabilitasat
okozza az A3 domén szerkezetének karositasaval. A mutacio kovetkeztében megjelend Cys
interferalhat a kozeli Cys1697 és Cys1723 kozott kialakulo diszulfid hid képzdédéssel. In vitro

expresszios tanulmany e mutacioval kapcsolatban nem késziilt (13).

Betegiinknek nem volt spontdn vérzése, de esete felhivja a figyelmet arra, hogy
heterozigota FV deficiens betegeknél sebészeti beavatkozas alkalmaval jelentds vérzéses
szovoédmény alakulhat ki. Megjegyzend6, hogy mind betegiink, mind a p.Gly493Arg mutaciot
orokld lanya esetén a FV aktivitdsa 50% alatti volt, ami hozzajarulhat a vérzékenyéghez.
Habar enyhe FV deficiencidval nem egyértelmiien jar vérzékenység, eredményeink azt
mutatjdk, hogy néhany heterozigdta formaban el6forduld6 FV mutaci6 novelheti a
vérzésveszélyt, ezért — tipusos anamnézis esetén — hatarérték megnytlt alvadasi szlirGtesztek
mellett is érdemes az esetek részletes kivizsgalasa. Mas esetekben alacsony FV szintek
ellenére nem jelentkezik vérzéses tiinet, vagy csak nagyon enyhe formaban. A diskrepancia
magyarazatdul szolgalhat a thrombocytdkban taldlhato FV raktar, mely kisebb részben a

megakariocytakban torténd szintézis, nagyobb részben a plazmaban talalhaté FV endocytosisa
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révén keriil az a-granulumokba. Az endocytosist kovetden a FV intracellularisan modosul (a
folyamat részleteiben nem ismert) €s ezaltal egyedi szerkezeti €s funkcionalis jellemzOkhoz
jut, a plazma forménal kifejezettebb prokoagulans sajatossagokkal. Sulyos FV deficiens
betegekben a thrombocytdk aktivacidja €s degranulacidja az érsériilés helyén a lokalis FV
koncentracidja emelésével életmenté lehet (127). Az European Network of Rare Bleeding
Disorders eredményei szerint 4altaldban véve 10%-os FV aktivitds elegendd a

tlinetmentességhez (128).

5.2. Xlll-as faktor deficiencia

A FXIII-A alegység deficienciat l-es tipusu (quantitativ) és Il-es tipust (qualitativ, koros
fehérje okozta) deficienciara oszthatjuk, hasonldan az egyéb coagulopathiakhoz. Utdbbi, azaz
a ll-es tipusu FXIII deficiencia extrém ritka, egyetlen kozleményben irtak le ilyen mutaciot
homozigodta formaban (129). Erdekes médon, a FXIII-A alegység nagymértékben kompakt
domén struktirdja miatt, még a misszensz mutaciok is I-es tipusu deficiencidhoz vezetnek. A
diagnosztika sordn az ISTH SSC ajanlasain (23) alapuld algoritmust (24) kovettiik. Mindkét
esetben a detektalhatatlanul alacsony plazma FXIII aktivitas alapozta meg a FXIII deficiencia
diagnozisat, mig a detektalhatatlan FXIII-A;B, és FXIII-A antigén 30% FXIII-B antigén
szinttel egyiitt feltételezte a FXIII-A alegység deficienciat, melyet a molekularis genetikai
vizsgalat megerdsitett. A thrombocytakban detektalhatatlan FXIII aktivitdas és FXII-A
alegység antigén szint kizarta autoantitest jelenlétének lehetdségét. Megjegyzendd, hogy rutin
diagnosztikai koriilmények kozott a thrombocyta FXIII szint meghatarozasa nélkiil keveréses
vizsgalat is elegendd a neutralizald autoantitest detektalasara (130), mig a nem neutralizalo
antitest kizdrasa bonyolultabb, rutin laboratériumban nem elérhetd kotddési vizsgalatokat
igényel.

Mindkét beteg esetében sulyosak voltak a vérzéses tiinetek. A holland betegnél a
koldokesonkvérzés és a cephalhematoma koran felvetette FXIII deficiencia gyantjat, korai
diagnozist eredményezve. A belga proband esetében a klinikum egyértelmiien sulyos
vérzékenységre utalt. A jellegzetes kdldokcsonk vérzés nem jelentkezett, vagy nem volt elég
jelentés mértéki ahhoz, hogy felismerésre keriiljon. A betegnek intracranialis vérzése sem
volt. Esete felhivja a figyelmet arra, hogy stlyos vérzékenység esetén negativ hemosztazis
szlir6tesztek esetén kotelezé FXII (és a2-plazmin inhibitor) aktivitast meghatarozni. A belga

laboratoriumban elvégzett pozitiv alvadék oldékonysagi teszt, a BERICHROM assay-vel
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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 aktivitas ugyanis rendszerint kozepesen sulyos vérzékenységet
eredményez, mig az 1% alatti FXIII aktivitds sulyos, spontan vérzéseket okoz. A FXIII
aktivitas spektrofotometrids meghatarozasaval kapcsolatban ismert, hogy a minta vakra
torténd korrigdlds hidnydban a BERICHROM FXIII assay talbecsiili a FXIII aktivitast
alacsony értékek esetén (22, 131-133), 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 k6zotti diskrepanciat.

A Probandl osszetett heterozigotanak bizonyult a genetikai vizsgalat soran. Egy
misszensz mutaci6 a 8-as exonban p.Arg326GIn aminosavcseréhez vezetett. A
molekulamodell azt mutatta, hogy az Arg326 az aktiv helyhez tartozé Cys314-et tartalmazo
amino-terminalis részen 1évé hélix karboxil végéhez kozel helyezkedik el (32). Az Arg326
oldallancainak atomjait €érintd hidrogén kotések kapcsoljak az aktiv helyez tartalmazo hélixet
a core domén egyéb részeihez. Az Arg neutralis 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-rdl a vad tipust FXIII-A-val megegyez6 mennysiégli mRNS expresszalodott (33).
Metabolikusan jelolt sejtekkel végzett pulse-chase kisérleti eredmények a GIn326-o0t
Mindezek igazoljak a mutacio okozati jellegét és egybecsengenek a FXIII-A alegység fehérje
hianyaval a plazmaban és a thrombocytakban. A masik mutacio a 8-as intronban (IVS8
€.1112+2T>C) ,splicing”-hely defektust jelez. A FXIII-A mRNS tartalom a beteg vérében, a
thrombocytdkban és a monocytakban kozel normal volt a ,,splicing”-hely defektust megel6z6
3-as exont vagy az azt kovetd 14-15-0s exonokat amplifikdldé primerek haszalataval. Ez
alapjan a nonszensz-medialta mRNS lebomlas nem valészinisithetd. (A mMRNS transzkript
részletes karakterizalasat nem végeztiik el.) A probandl édesanyja plazmaban mért FXIII
aktivitasa, FXIII-A;B, és FXIII-A antigén szintje magasabb volt anndl, mint amit
heterozigotaknal varnank. A mRNS 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 kapcsolatdnak valtozasdban rejlik a

magyarazat, melynek hatterében allo genetikai eltérést érdemes lenne vizsgélni a jovében.
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A Proband2 esetében egy adenin homozigédta delécidja allt fenn egy négy adenint
tartalmaz6 sorbol a 212-215. nukleotidok kozott. Ennélfogva az E-N-N-K-L aminosavak
kodold gaa-aac-aac-aag-ctg nukleotid szekvencia a 70—74. kodonokban gaa-aca-aca-agc-tga
nukleotidokra valtozott, ami az E-T-T-S-STOP szekvenciat kodolja, vagyis a 71. pozicidban
megjelend harom 1) aminosavat kdvetden a fehérjeszintézis ledllt. Ez az N-terminalishoz
nagyon kozel 1év6 B-szendvicsben jelent meg, ami megmagyarazza, miért nem volt mérhetd a
betegben FXIII aktivitas és FXIII-A antigén szint.

Osszefoglalva, két, sulyos FXIII-A deficienciaban szenvedd beteg esetét mutattuk be.
A laboratériumi fenotipus komplett meghatdrozdsa mellett az okozati mutédciokat is
meghataroztuk, illetve egyik esetben egy harom-generaciot abrazold csaladdfat 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 mutédciokra. 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 vonatkozé irodalom alapjan nem allapithato
meg egyértelmli 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 tudhato be a FXIII aktivitds meghatarozasa soran (22, 23). Ilyen Osszefliggés
vizsgalatdhoz genetikai analizist ¢és megfeleld 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 és 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 rekombinans FXIII készitmény (Novothirteen, Novo Nordisk),
mely profilaxisként alkalmazva hatékonyan csokkenti a vérzéses epizodok szamat és

alkalmazasaval lehetdvé valik a terhességek sikeres kiviselése is (134).

5.3. Protein C deficiencia

Egy felnétt, sulyos mélyvéna thrombosisban szenvedd beteg €s egy purpura fulminansban

szenvedd Ujszilott PC deficiensnek bizonyult. A hattérben all6 okozati mutaciokat
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azonositottuk. Két ) mutaci6 a PC EGF2 doménje ugyanazon poziciojat érintette
(p-Alal63Glu és p.Alal63Val). A harmadik genetikai eltérés (p.Asp77Gly) egy mar kozolt,
de eddig részletesen még nem vizsgalt mutacid. Ezen mutaciok egyike sem fordult el 100
egészséges, normal PC szintekkel rendelkezd egyénben €s valamennyi mutacié heterozigdta
hordozoja 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
megfeleld pozicidjaban szintén alanin reziduum talalhaté (15B. ébra). Habar a szekvenciaban
tobb mint husz aminosav valasztja el, a 3D szerkezetben a 163Ala az EGF2 és SP doméneket

0sszekoto lancok kozti diszulfid hid kozelségében talalhato.

A sp|P04070|PROC_HUMAN EEICDFEEAKEIFQNVIDIDTLAFWSKHVDGDAQC
sp|P00745|PROC_BOVIN EEVCEFEEAREIFQNT|IE[IDTMAFWSFYSDGDQC
sp|P33587|PROC_MOUSE EEICDFEEAQEIFQNVIE[IDTLAFWIKYFDGDAQC
sp|Q28278|PROC_CANFA EEICDFEEAKEIFQNVIDIDTLAYWSKYVDGDQC
sp|P31394|PROC_RAT EEICDFEEAQEIFQNV|EDTLAFWIKYFDGDAQC
sp|QIGLP2|PROC_PIG EETCDFEEAREIFQNTIEINTMAFWSKYHDGDAQC
sp|Q28661|PROC_RABBIT EEVCDLEEAKEIFQSVIDIDTLAFWYKYVDGDAQC
sp|P08709|FA7_Human EEQCSFEEAREIFKDA|ElIRTKLFWISYSDGDQC
sp|P00740|FA9_Human EEKCSFEEAREVFENT|IElRTTEFWKQYVDGDQC
sp|P00742|FA10_Human EETCSYEEAREVFEDSIDIKTNEFWNKYKDGDQC

B sp|P04070|PROC_HUMAN CLEEVG-WRRCSC|APGYKLGDDLLQC
sp|P00745|PROC_BOVIN CMEEEG-RRHCSC/APGYRLEDDHQLC
sp|P33587|PROC_MOUSE CLEESN-GRRCACAPGYELADDHMRC
sp|Q28278|PROC_CANFA CLEEEG-GRHCSC|APGYRLGDDHLQC
sp|P31394|PROC_RAT CLEETR-GRRCRC|[APGYELADDHMHC
sp|Q9GLP2|PROC_PIG CLEEEG-GRRCAC/APGYRLGDDHLAQC
sp|Q28661|PROC_RABBIT CLEEEA-GRSCSC|/APGYELADDHLQC
sp|P08709|FA7_Human CSDHTGTKRSCRC/HEGYSLLADGVSC
sp|P00740|FA9_Human CKNSADNKVVCSC|ITEGYRLAENQKSC
sp|P00742|FA10_Human CHEEQN-SVVCSCIARGYTLADNGKAC

v or

15. abra. Aminosav sorrend a human PC és kiilonb6zo allatfajok PC fehérjéje és egyéb,
K-vitamin fiiggé6 human alvadasi fehérjék esetén. A vizsgalataink targyat képezé két
rovid, mutaciot 6vezd aminosavszekvenciat tiintettiik fel. A PC fehérjében nyilak jelolik a
77Asp reziduumot a Gla doménben (A) és a 163Ala reziduumot az EGF2 doménben (B)
a PC fehérjében. A Gla-doménben a transzlaci6 soran megjelend Glu reziduumokat tiintettiik
fel a Gla reziduumok helyett, melyek poszttranszlaciés modositds eredményeként jonnek

létre.
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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.Cysl40Arg mutacio esetében tortént (135). A PC
deficienciaval kapcsolatosan ismertetett kevés in vitro kisérleti eredmény alapjan majdnem
minden misszensz mutécid teljes szekrécios blokkhoz vezet a mutdns fehérje kéarosodott
feltekeredése miatt (76) és csak néhany muticid van, mely jelenléte esetén a fehérje
szekretalodni képes. A transzfektalt sejtek médiumaba szekretalodott GIn220 és Gly222 PC
mutansok szintje rendre a normal kontrollok 38%-a és 21%-a volt, ezzel szemben az Arg373-
¢ csak 0,3% volt. A mutans fehérjék sejten beliili koncentracidja nem kiilonbozott jelentdsen a
normal kontrolltél és a mutans és vad tipusu fehérjék mRNS szintje is hasonl6 volt (76, 136,
137). Egyre inkabb nyilvanvalova valik, hogy a misszensz mutaciok nagy része altal okozott
betegség molekularis szintli alapja a kdrosodott fehérje folding, miként az a nem megfelelden
hajtogatott fehérje molekularis chaperonokhoz torténé elhuzodd kotédéséhez vezet. Ez
oldhatatlan aggregatumok képzodéséhez, vagy még gyakrabban a mutans fehérje
felhalmozodast az endoplazmatikus retikulumban (ER) vagy a Golgi komplexben (139, 140).
A p.Arg211Trp, p.Arg394Trp és p.Gly418Asp mutaciok kovetkeztében létrejott koros PC
analizist végeztek, melynek soran a kolokalizalodo teriiletet a sejten beliili PC szézalékaban
adtdk meg. A PC és a Golgi apparatus kolokalizacigja kiillonbozott a vad tipusu és a harom
mutans esetében, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a mutansok a transz-Golgiban
maradnak €s nem keriilnek szekrécios vezikulumokba.

Osszesen 20 PC Gla-domén mutaciét tartalmaz a HGMD adatbazis, koziiliik 18
misszensz mutacid. A Gla-doménben eléforduld mutéaciok szerkezeti és/vagy funkcionalis
kovetkezményét kevés esetben vizsgaltak. A p.Asnd4lle mutacié csokkent antikoagulans
aktivitashoz vezet karosodott PS és EPCR interakcié miatt anionos foszfolipid jelenlétében
(83). Az Arg57 reziduumot érinté mutaciokat (p.Arg57Gly, p.Arg57Trp and p.Arg57GIn)
hordozo fehérjék tranziens expressziojat végezték HEK293 és BHK sejtekben (141).
Valamennyi mutans mennyisége a médiumban a vadhoz képest 50% vagy kevesebb volt.
Mindegyik mutans detektalhato volt az ER-ben, de a magban nem, a mintazat minden esetben
az aminosavceserétol fliggetleniil megegyezett egy ER-kotott fehérjéjével (fehérje diszulfid
izomeraz), de nem hasonlitott a Golgi-marker lektinére. A p.Arg57Gly mutacio (PC Yonago)

szétrombolta a Gla domén nagymértékben konzervalt szerkezetét karosodott plazma
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antikoagulans aktivitast eredményezve (142). A p.Arg51His csere szerkezeti kovetkezményeit
molekulamodellezéssel vizsgaltak. Tekintettel, hogy a PC kristalyszerkezete nem tartalmazza
a Gla domént, ezt a FVIla megfeleld részének homoldgia modellezésével alkottak meg (82).
Azt talaltak, hogy az Arg51 és Glu45 kozott 1étrejovo ion par megsemmisiil a His-re torténd
csere miatt, de nem vontak le kovetkeztetést a Ca®* kotd kapacitasra vagy helyi foldingot
karosité hatasra vonatkozoan. Megjegyzendd, hogy a modellezést olddszer és Ca’* hianyaban
végezték. Grandille és munkatarsai beszamoltak az altalunk is azonositott p.Asp77Gly
mutaciordl (143). David és munkatarsai heterozigdta formaban kozolték ezt a mutaciot két, I-
es tipusu deficiencidban szenvedd betegnél, akiknek sulyos, ismétlddé vénas
thromboembolias eseményeik voltak (144). In vitro expressziot a p.Asp77Gly mutacioval
kapcsolatban el6ttiink még nem végeztek. Harmon és munkatarsai az ebben a pozicidban 1évo
Asp Thr-ra torténé cseréjének molekularis kovetkezményeit azonban vizsgaltak (145). Azt
talaltak, hogy az APC variansok (p.Asp77Thr), (p.Asp78Ala), és (p.Ala81Val) PS fliggd
antikoagulans aktivitdsa csak kissé csokkent, és a 77-es, 78-as és 8l-es Gla domén
reziduumok PS kotéshez valdé hozzajarulasa viszonylag kicsi. Wildhagen és munkatarsai
megerdsitették ezeket az eredményeket €s arra a megéllapitasra jutottak, hogy az Asp77 nem
fontos a PS kotéshez (146).

Vizsgalatainkban a 163Val ¢és 163Glu 26S proteaszomaval torténd kolokalizacidjat
potencialis szinhelye poliubikvitinaciot kovetden (147, 148). Ezeket az eredményeket
alatdmasztja a 163Val és 163Glu mutdnsok magasabb poliubikvitinaltsagi szintjeinek
kimutatasa, mely igy az intracellularis degraddci6 egyik indirekt bizonyitéka.
Osszefoglaldsképpen eredményeink azt mutatjdk, hogy a p.Alal63Glu és p.Alal63Val
mutaciok a PC szerkezeti karosodasahoz és szekrécios defektusahoz vezetnek.

Sajat vizsgalatainkban a p.Asp77Gly muticiora heterozigota személyek PC aktivitasa
¢€s antigén szintje ardnyosan csokkent volt I-es tipusu 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 aktivitdsunak mutattdk a 77Gly fehérjét. Azt is kimutattuk, hogy a 77Gly aktivalodasi
ratdja Protac-kal nem kiilonbozott a vad tipusu PC fehérjéjétdl. Kettdés immunfluoreszcens
festéssel nem tapasztaltunk kolokalizaciot egyik sejtalkotéval sem ¢€és nem detektaltunk
fokozott poliubikvitindciot sem. A molekula ezen része konzervaltnak tiinik az emlds
fajokban ¢és mas K-vitamin fiiggd alvadasi fehérjékben (15A. dbra). A 77-es pozicidban

aszpartat talalhato a human PC-ben és FX-ben és vagy aszpartat, vagy a hasonlé karakterti
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glutamat talalhatd meg a FVII-ben ¢és a FIX-ben hasonléan mas fajok PC-jéhez.
Molekulamodellezéses tanulmanyok nem mutattak jelentés molekuldn beliili szerkezeti
eltérést. A mutacio befolyasolhatja azonban a sejtmembran kiilsé részével, a PC receptoraival
torténd interakcidt, hatdsa lehet tovabba a protein komplexek stabilitasdra, melyek
alkotasaban részt vesz a PC. A 77Gly mutdns PC médiumban valé jelenléte és normal
aktivitasa alapjan és arra tekintettel, hogy nem igazolodott jelentdsebb szekrécids defektus,
azt varhatnank, hogy a heterozigota betegek PC plazma koncentracidja legalabb 70%. Ennek
ellenére a mutaciéra heterozigotdk plazma PC antigén szintje csak 50% koriili.
(Megjegyzendd, hogy a HEK sejtek altal torténd in vitro szekrécid Osszehasonlitdsa a
majsejtekben zajlo in vivo szekrécidval til mechanikus.) Valamennyi eredményiinket
Osszevetve elmondhat6, hogy a p.Asp77Gly mutacié normal aktivitdsu PC-hez vezet, és mivel
esetében nem lathatd jelentOsebb szekrécios zavar, elképzelhetd, hogy a mutacié az
intermolekularis kolcsonhatdsokat modositja, melyekben a PC részt vesz €s annak clearance-t
is befolyasolhatja. E hipotézis kés6bbi kutatasaink érdekes targya lehet.

A homozigota PC deficiencia nem letélis eltérés (szemben az antitrombin deficiencidk
jelentds hanyadéaval, ahol a homozigdta magzatok nem életképesek), azonban 1jsziilott
korban, vagy csecsemOkorban gyakran purpura fulmindnshoz vezet. Az Gsszetett
heterozigotak klinikai fenotipusa altalaban megegyezik a homozigétikéval, mint ahogyan
esetiinkben i1s (36). A kozelmultban publikalt két, Osszetett heterozigota PC deficiens
személynél azonban a klinikai tiinetek enyhébbek voltak, egyikilk 38 éves koraban
jelentkezett MVT-sal, a masik beteg 15 éves koraban jelentkezett stlyos, kiterjedt
thrombosissal (149, 150). Erdekes modon, a masodik beteg ugyanazon mutaciokat hordozo
Osszetett heterozigota ndveérének csak egy alkalommal, terhességhez kapcsoldddan volt MVT-
sa. A els6 beteg Osszetett heterozigota volt a c¢.595C>T, p.Argl99* és c.541T>G,
p.Phel81Val mutacidkra, mindkét genetikai eltérés a 7. exonban taldlhaté. A mutaciok
kovetkezményeit mRNS szinten €s in vitro expresszids kisérletekben is vizsgaltdk. A
nonszensz mutaciot tartalmazo plazmidot kiilon, illetve a misszensz mutacioval CiSz-
helyzetben egyiitt is transzfektaltak HEK293 sejtekbe (pEGFP-PC-Argl99* és pEGFP-PC-
Phel81/Arg199* plazmidok). A transzfekciot kovetéen a mRNS szintek mindkét esetben
szignifikansan csokkentek voltak a vad tipushoz képest és cikloheximiddel torténd kezeléssel,
illetve UPF1 siRNS-sel torténé kotranszfekcioval is igazoltak, hogy a p.Argl99*
kovetkezménye nonszensz mutacid okozta RNS lebomlés, azaz ,,nonsense mediated decay”.

A mutans fehérjék expressziojat fluoreszcens mikroszoppal vizsgalva és Western blottal
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csokkentnek talaltdk és a pArgl99* esetében kis mennyiségli csonkolt fehérje jelenlétét
igazoltak. A p.Phel81Val mutacio izolalt hatasat nem vizsgaltak (149).

A masik beteg a mar kozolt p.Asp297His és az 0j p.Val420Leu mutaciot hordozta. A
beteg (PC akt. 4%, PC ag. 90,5%) és a mutéciokat szintén hordoz6 névére (PC akt. 5%, PC
ag. 88,7%) hasonl6 PC aktivitdssal és antigén szinttel rendelkeztek ¢és Il-es tipusa PC
deficiencidban szenvedtek. A p.Asp297His mutéciot édesanyjuktol (PC akt. 67%, PC ag.
64,8%), a p.Val420Leu mutéciot édesapjuktol (PC akt. 66%, PC ag. 145%) o6rokolték. In vitro
expressziot kovetden a p.Asp297His mutaciot hordozo plazmidrol késziilt PC antigén szintje a
médiumban a vad tipus 37,7+4,3%-a volt. A p.Val420Leu estében ez 152+10,1% volt.
Western blot alapjan a sejtlizatumokban nem volt kiillonbség a vad tipusu fehérje és a
mutansok mennyisége kozott. A p.Val420Leu specifikus aktivitdsa erdsen csokkent. A
p-Asp297His mutans foként az ER-al mutatott kolokalizaciot, mig a p.Val420Leu mutans a
vad tipushoz hasonldan eljutott a cisz-Golgi szintjéig. Mindezek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az eldbbi mutacid szekrécids zavarhoz vezet, mig az utobbi
mindségi deficiencidt okoz, feltehetden a szubsztratk6td hely konformdaciovaltozasa
kovetkeztében (150).

Osszefoglalva, vizsgalataink soran mi két, thrombosisban szenvedd beteg PROC
génjében detektalt harom mutacid kdvetkezményeit vizsgaltuk. Mig a 163-as pozicidban 1évd
mutaciok (p.Alal63Glu és p.Alal63Val) koros foldinghoz és kovetkezményesen karosodott
szekrécidbhoz vezetnek, a 77-es poziciot érintd mutacid (p.Asp77Gly) nem mutatott
jelentésebb kiilonbséget a vad tipusu PC fehérjéhez képest sem a szekréciot sem az
aktivaciot/aktivitast illetden €s molekulamodellezés alapjan nem tételezhetd fel jelentds
szerkezeti eltérés. Mivel a mutacid 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.
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A jelolt sajat eredményei, ij megallapitasai

Ritka coagulopathidk (FV ¢és FXIII deficiencidk) és thrombophilia (PC deficiencia)
részletes laboratoriumi fenotipus vizsgalatat és genotipizalasat elvégezve 1), még nem
karakterizalt mutéciokat azonositottunk, majd e mutaciok lehetséges pathogén
szerepének magyardzatara fehérjebiokémiai vizsgalatokat ¢és molekulamodellezést

végeztiink. Részleteiben:

V-0s faktor deficiencia

Egy mérsékelt sulyossagu vérzékenységben szenvedd ndébetegnél megnytlt APTI-t,
csokkent FV aktivitast és ezzel aranyosan csokkent antigén szintet talaltunk, ez I-es
tipusi FV deficiencianak felel meg. Molekularis genetikai vizsgalattal a FV génben
megtalaltuk a betegséget okozd, eddig még nem kozolt p.Gly493Arg mutaciot

heterozigota formaban.

Megillapitottuk, hogy az altalunk taladlt mutidcio 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 hibds feltekeredésii FV fehérje jon 1étre, mely feltehetéen

intracellularisan degradalodik.

Esetiink kapcsan felhivtuk a figyelmet a heterozigota, spontan vérzékenységben nem
szenvedd, 50% alatti, de 10% feletti FV szintekkel rendelkez6 FV deficiens személyek
intervenciok kapcsan felmeriild fokozott vérzésveszélyére és arra, hogy FV
deficiencidban az enyhe laboratoriumi fenotipust mutatd betegek esetében a klinikai
fenotipus a vartnal stlyosabb lehet, a komplex laboratoriumi diagnosztikanak kiemelt

jelentdsége van.

Xlll1-as faktor deficiencia

Két, sulyos FXIII deficienciaban szenvedd betegnél végeztiik el a deficiencia korrekt
laboratoriumi karakterizalasat és allitottuk fel a velesziletett FXIII-A alegység
deficiencia laboratoriumi diagnozisat a plazmaban és thrombocyta lizdtumban torténd,
munkacsoportunk 4ltal kordbban beallitott funkcionalis és immunologiai modszereket

végezve.

Molekularis genetikai vizsgalattal harom kiilonb6z6 mutaciot azonositottunk: az egyik

beteg Osszetett heterozigota volt a ¢.980G>A, p.Arg326GIn és az vj, ,,splicing”-hely
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defektust eredményezé €.1112+2T>C mutaciokra, utobbinal mRNS kvantitalassal
kizartuk ,,nonsense mediated decay” lehetdségét. A masik betegnél egy uj nukleotid

delécidt 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 0Osszefiiggések
pontos meghatarozéasa csak adekvat laboratoriumi modszerekkel lehetséges, melyek az
alacsony FXIII aktivitds tartomanyban is pontos eredményt szolgaltatnak. Ennek a
betegek profilaxisa és annak laboratériumi kovetésének szempontjabol is dontd

jelentésége van.

Protein C deficiencia

Két, sulyos mély vénas thrombosisban szenvedd betegnél azonositottuk az I-es tipusu
PC deficiencia hatterében all6 mutacidkat a PROC génben. A p.Alal63Glu és
doménben, mig a p.Asp77Gly mutacido egy kordbban kozolt, de nem karakterizalt

mutacié a Gla doménben.

Mindhdrom mutacié esetében in  vitro  expresszios  kisérletekben  ¢€s
molekulamodellezéssel vizsgaltuk azok kovetkezményeit a fehérjére nézve: a 163-as
poziciot érintd muticiok esetében hibas fehérje foldingot és szekrécios zavart
allapitottunk meg, ezzel egyiitt els6ként mutattuk ki a mutans, szerkezeti torzulast

fokozott poliubikvitinilaciojat

A p.Asp77Gly mutaciorol igazoltuk, hogy I-es tipusu deficiencidhoz vezet, azonban
sem koros folding, sem szekrécidos zavar nem alakul ki a mutacido kovetkeztében.
Kimutattuk, hogy a 77Gly PC mennyisége, aktivacioja és aktivitdsa nem kiilonbozik a
normdl in vitro expresszalt PC-tdl, holott a keringésben a mutans PC aktivitasa és

koncentracidja 50% kortili.

A p.Asp77Gly mutacioval kapcsolatban 11j, eddig nem vizsgalt mechanizmusok
(intermolekularis interakciok megvaltozasa és/vagy fokozott fehérje clearance)

szerepét vetettiik fel.
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6. Osszefoglalas

Az Oroklott hemosztazis rendellenességek ritka korképek, az adott egyénre nézve
¢letveszélyes, vagy az életmindséget jelentdsen rontd, <2-5:10 000 f6 prevalenciaju korképek.
A véralvadasi rendszer pro-vagy anticoagulans oldaldnak érintettségétol fiiggden
hemorrhagias diathesisek, vagy thrombophilidk alakulhatnak ki. Jelen értekezésben a
coagulopathidk koéziil 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 keresztiill. Valamennyi esetben meghataroztuk a hattérben 4llo okozati
mutéacio(ka)t, és lehetdség szerint vizsgaltuk a talalt mutaciok eléfordulasat a betegek elérhetd
csaladtagjaiban. Az 1j, 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 tiinetmentes egyik
lanygyermekénél a p.Gly493Arg mutaciot detektaltuk heterozigdta formaban;

e a mutaci6 a molekulamodellezés alapjan lokélis konformacidé valtozast okozva
instabilitdshoz, az A2 domén koros foldingjdhoz vezet.

FXI11 deficiencia:

o Kkét, stlyos FXIII-A deficienciaban szenvedd esetet mutattunk be, ahol elvégeztiik a
deficiencia komplex laboratoriumi karakterizaldsat. Az 0jsziilott proband1l 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
delécio (c.212delA) vezetett korai stop kodonhoz csupan a molekula egy kis N-

Protein C deficiencia:

o két, thrombosisban szenvedd beteg PROC génjében detektalt harom mutacid
kovetkezményeit vizsgaltuk, egy ujszilott Osszetett heterozigdta volt €és purpura
fulminansban szenvedett, egy 50 éves nOnek recidiv mélyvénas thrombosisai voltak;

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

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

felelds a deficienciaért.

73



6. Summary

Inherited hemostatic disorders are rare and they can be life-threatening to the affected person
or might be disabling; their prevalence is <2-5:10 000. Depending on whether the pro-or the
anticoagulant part of the hemostatic system is affected, hemorrhagic diatheses or
thrombophilias might develop. In the present thesis we focus on factor V (FV) and factor XIlII
(FXII) deficiencies among coagulopathies, and protein C deficiency leading to
thrombophilia. The above-mentioned diseases are presented via case reports and in vitro
studies. The causative mutations are described in all cases and if possible, the molecular
genetic testing of the family members has been also carried out. The consequences of the
novel or previously not characterized mutations are investigated in protein biochemistry
experiments and/ or molecular modelling.

FV deficiency:

o the p.Gly493Arg mutation was detected in heterozygous form in a 34-year-old female
with moderate bleeding symptomes and in one of her asymptomatic daughters;

e molecular modelling studies suggest that the mutation leads to local conformational
changes, instability of the affected region and inproper folding of the A2 domain.

FXI1I deficiency:

e We presented two cases of severe FXIII-A deficiency. The newborn probandl was
compound heterozygote for the ¢.980G>A, p.Arg326GIn and the novel ¢.1112+2T>C
mutations, the latter leads to splice site defect. The 13-year-old proband2 carried the
novel c.212delA single nucleotid deletion causing early stop codon enabling the
translation of only small portion of the N-terminal part of the molecule.

Protein C deficiency:

e we examined the molecular consequences of three PROC mutations found in two
patients suffering from venous thromboembolism. A neonate was a compound
heterozygote and had purpura fulminans, a 50-year-old female had multiple severe
deep venous thrombotic events;

e the mutations affecting the 163 position (p.Alal63Glu and p.Alal63Val) cause
abnormal folding and as a consequence impaired secretion;

e the mutation affecting position 77 (p.Asp77Gly) probably influences the
intermolecular interactions in which PC takes part and/or leads to increased

elimination of the mutant protein.

74



7. Irodalomjegyzék és publikacios lista

7.1. Irodalomjegyzék

1.

10.

11.

12.

Pfliegler Gyorgy. Ritka betegségek fogalma, jelentdsége és ellatasuk néhany
kérdése. Debreceni Szemle. 2014: 297-303.

White GC, Marder VJ, Schulman S, Aird WC, Bennett JS. Overview of basic
coagulation and fibrinolysis. In:Marder V, Aird WC, Bennett JS, Schulman S and
White GC. (eds.) Hemostasis and Thrombosis. Basic Principles and Clinical
Practice.

ISTH Steering Committee for World Thrombosis day. Thrombosis: a major
contributor to the global disease burden. J Thromb Haemost 2014;12:1580-90.
Reitsma PH, Rosendaal FR. Past and future of genetic research in thrombosis. J
Thromb Haemost 2007;5Suppl 1:264-9.

Kane WH. Factor V. In: Colman RW, Marder VJ, Clowes AW et al., eds.
Hemostasis and Thrombosis. Philadelphia, PA: Lippincott Williams and Wilkins;
2006: 177-187.

Cai X-H, Wang X-F, Ding Q-L, Fu QH, Wang HL. Factor V C1149G and 5609—
10INSCGTGGTT causing factor V deficiency: Molecular characterization by in
vitro expression. Thromb Haemost 2007; 98: 683-685.

Nicolaes GAF, Dahlback B. Factor V and Thrombotic Disease: Description of a
Janus-Faced Protein. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2002; 22: 530-538.

Delev D, Pavlova A, Heinz S, Blaise MC, Chandra T, Poetsch B, Seifried E,
Oldenburg J. Modelling and expression studies of two novel mutations causing
factor V deficiency. Thromb Haemost 2008; 100: 766—772.

Mann KG, Kalafatis M. Factor V: a combination of Dr Jekyll and Mr Hyde. Blood
2003; 101: 20-30.

Jenny RJ, Pittman DD, Toole JJ, Kriz RW, Aldape RA, Hewick RM, Kaufman RJ,
Mann KG. Complete cDNA and derived amino acid sequence of human
coagulation factor V. Proc Natl Acad Sci USA 1987; 84: 4846-50

Asselta R, Tenchini ML, Duga S. Inherited defects of coagulation factor V: the
hemorrhagic side. J Thromb Haemost 2006; 4: 26-34.

van Wijk R, Nieuwenhuis K, van den Berg M, Huizinga EG, van der Meijden BB,

Kraaijenhagen RJ, van Solinge WW. Five novel mutations in the gene for

75



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

coagulation factor V associated with type | factor V deficiency. Blood 2001; 98:
358-367.

Castoldi E, Lunghi B, Mingozzi F, Muleo G, Redaelli R, Mariani G, Bernardi F. A
missense mutation (Y1702C) in the coagulation factor V gene is a frequent cause of
factor V deficiency in the Italian population. Haematologica 2001; 86: 629-633.
Steen M, Miteva M, Villoutreix BO, Yamazaki T, Dahlback B. Factor V New
Brunswick: Ala221Val associated with FV deficiency reproduced in vitro and
functionally characterized. Blood 2003; 102: 1316-1322.

Vos HL. An online database of mutations and polymorphisms in and around the
coagulation factor V gene. J Thromb Haemost 2007; 5: 185-188.

Komaromi I, Bagoly Z, Muszbek L. Factor XIII: novel structural and functional
aspects. J Thromb Haemost 2011; 9: 9-20.

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

Nurminskaya M, Kaartinen MT. Transglutaminases in mineralized tissues. Front
Biosci 2006;11:1591-1606.

Nurminskaya M, Magee C, Nurminsky D, Linsenmayer TF. Plasma
transglutaminase in hypertrophic chondrocytes: expression and cell-specific
intracellular activation produce cell death and externalization. J Cell Biol 1998;
142:1135-1144.

Ichinose A, Davie EW. Characterization of the gene for the a subunit of human
factor XIII (plasma transglutaminase), a blood coagulation factor. Proc Natl Acad
Sci USA 85:5829 5833, 1988.

Karimi M, Bereczky Z, Cohan N, Muszbek L. Factor XIII deficiency. Semin
Thromb Hemost 2009; 35: 426-38.

Katona E, Pénzes K, Molnar E, Muszbek L. Measurement of factor XIII activity in
plasma. Clin Chem Lab Med 2012; 50: 1191-202.

Kohler HP, Ichinose A, Seitz R, Ariens RA, Muszbek L. Diagnosis and
classification of factor XIII deficiencies. J Thromb Haemost 2011; 9: 1404—6.
Muszbek L, Bagoly Z, Cairo A, Peyvandi F. Novel aspects of factor XIllII
deficiency. Curr Opin Hematol 2011; 18: 366—72.

Hsieh L, Nugent D. Factor XIII deficiency. Haemophilia 2008; 14: 1190-200.

76



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Levy JH, Greenberg C. Biology of Factor XIII and clinical manifestations of Factor
X111 deficiency. Transfusion 2013; 53: 1120-31.

Ichinose A. Factor XIlII is a key molecule at the intersection of coagulation and
fibrinolysis as well as inflammation and infection control. Int J Hematol 2012; 95:
362-70.

Board PG, Losowsky MS, Miloszewski KJ. Factor XIII: inherited and acquired
deficiency. Blood Rev 1993; 7: 229-42.

Anwar R, Miloszewski KJ. Factor XIII deficiency. Br J Haematol 1999; 107: 468—
84.

Ivaskevicius V, Seitz R, Kohler HP, Schroeder V, Muszbek L, Ariens RA, Seifried
E, Oldenburg J; Study Group. International registry on factor XIII deficiency: a
basis formed mostly on European data. Thromb Haemost 2007; 97: 914-21.

Lak M, Peyvandi F, Ali SA, Karimi K, Mannucci PM. Pattern of symptoms in 93
Iranian patients with severe factor XIII deficiency. J Thromb Haemost 2003; 1:
1852-3.

Mikkola H, Yee VC, Syrjdld M, Seitz R, Egbring R, Petrini P, Ljung R, Ingerslev J,
Teller DC, Peltonen L, Palotie A. Four novel mutations in deficiency of coagulation
factor XIII: consequences to expression and structure of the A-subunit. Blood 1996;
87:141-51.

Mikkola H, Muszbek L, Haramura G, Hamalainen E, Jalanko A, Palotie A.
Molecular mechanisms of mutations in factor XIIlI A-subunit deficiency: in vitro
expression in COS-cells demonstrates intracellular degradation of the mutant
proteins. Thromb Haemost 1997;77:1068-72.

Dahlback B. Factor V and protein S as cofactors to activated protein C.
Haematologica 1997;82:91-5.

Dahlback B. Advances in understanding pathogenic mechanisms of thrombophilic
disorders. Blood 2008;112:19-27.

Bereczky Z, Kovacs KB, Muszbek L. Protein C and protein S deficiencies:
similarities and differences between two brothers playing in the same game. Clin
Chem Lab Med 2010;48 Suppl 1:S53-66.

Esmon NL, Smirnov MD, Safa O, Esmon CT. Lupus anticoagulants, thrombosis
and the protein C system. Haematologica 1999;84:446-51.

Mosnier LO, Zlokovic BV, Griffin JH. The cytoprotective protein C pathway.
Blood 2007;109:3161-72.

77



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

Heeb MJ, Mesters RM, Tans G, Rosing J, Griffin JH. Binding of protein S to factor
Va associated with inhibition of prothrombinase that is independent of activated
protein C. J Biol Chem 1993;268:2872—7.

van Wijnen M, van’t Veer C, Meijers JC, Bertina RM, Bouma BN. A plasma
coagulation assay for an activated protein C independent anticoagulant activity of
protein S. Thromb Haemost 1998;80:930-5.

Hackeng TM, Sere KM, Tans G, Rosing J. Protein S stimulates inhibition of the
tissue factor pathway by tissue factor pathway inhibitor. Proc Natl Acad Sci USA
2006;103:3106-11.

Tuddenham EG, Cooper DN. Protein C and protein C inhibitor. In: Tuddenham EG,
Cooper DN, editors. The molecular genetics of haemostasis and its inherited
disorders. Oxford: Oxford University Press, 1994:149-63.

Esmon CT. Protein C, protein S, and thrombomodulin. In: Colman RW, Marder VJ,
Clowes AW, George JN, Goldhaber SZ, editors. Hemostasis and thrombosis, basic
principles and clinical practice. Philadelphia: Lippincott and Williams and Wilkins,
2006:249-69.

Patracchini P, Aiello V, Palazzi P, Calzolari E, Bernardi F. Sublocalization of the
human protein C gene on chromosome 2g13-q14. Hum Genet 1989;81:191-2.
Griffin JH, Evatt B, Zimmerman TS, Kleiss AJ, Wideman C. Deficiency of protein
C in congenital thrombotic disease. J Clin Invest 1981;68:1370-3.

Sakata T, Kario K, Katayama Y, Matsuyama T, Kato H, Miyata T. Studies on
congenital protein C deficiency in Japanese: prevalence, genetic analysis, and
relevance to the onset of arterial occlusive diseases. Semin Thromb Hemost
2000;26:11-6.

Biguzzi E1, Razzari C, Lane DA, Castaman G, Cappellari A, Bucciarelli P, Fontana
G, Margaglione M, D'Andrea G, Simmonds RE, Rezende SM, Preston R, Prisco D,
Faioni EM; Protein S Italian Team. Molecular diversity and thrombotic risk in
protein S deficiency: the PROSIT study. Hum Mutat 2005;25: 259-69.

Miletich J, Sherman L, Broze G, Jr. Absence of thrombosis in subjects with
heterozygous protein C deficiency. N Engl J Med 1987;317:991-6.

Tait RC, Walker ID, Reitsma PH, Islam SI, McCall F, Poort SR, Conkie JA,
Bertina RM. Prevalence of protein C deficiency in the healthy population. Thromb
Haemost 1995;73:87-93.

78



50.

51,

52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

Dykes AC, Walker 1D, McMahon AD, Islam SlI, Tait RC. A study of protein S
antigen levels in 3788 healthy volunteers: influence of age, sex and hormone use,
and estimate for prevalence of deficiency state. Br J Haematol 2001;113:636—41.
Miyata T, Kimura R, Kokubo Y, Sakata T. Genetic risk factors for deep vein
thrombosis among Japanese: importance of protein S K196E mutation. Int J
Hematol 2006;83:217-23.

Wysokinska EM, Wysokinski WE, Brown RD, Karnicki K, Gosk-Beirska I, Grill
D, McBane RD 2nd. Thrombophilia differences incerebral venous sinus and lower
extremity deep venous thrombosis. Neurology 2008;70:627-33.

De Stefano V, Simioni P, Rossi E, Tormene D, Za T, Pagnan A, Leone G. The risk
of recurrent venous thromboembolism in patients with inherited deficiency of
natural anticoagulants antithrombin, protein C and protein S. Haematologica
2006;91: 695-8.

Rossi E, Za T, Ciminello A, Leone G, De Stefano V. The risk of symptomatic
pulmonary embolism due to proximal deep venous thrombosis differs in patients
with different types of inherited thrombophilia. Thromb Haemost 2008;99:1030-4.
Koster T, Rosendaal FR, Briét E, van der Meer FJ, Colly LP, Trienekens PH, Poort
SR, Reitsma PH, Vandenbroucke JP. Protein C deficiency in a controlled series of
unselected outpatients: an infrequent but clear risk factor for venous thrombosis
(Leiden Thrombophilia Study). Blood 1995; 85:2756-61.

Brouwer JL, Lijfering WM, Ten Kate MK, Kluin-Nelemans HC, Veeger NJ, van
der Meer J. High long-term absolute risk of recurrent venous thromboembolism in
patients with hereditary deficiencies of protein S, protein C or antithrombin. Thromb
Haemost 2009;101:93-9.

Vossen CY, Conard J, Fontcuberta J, Makris M, VAN DER Meer FJ, Pabinger I,
Palareti G, Preston FE, Scharrer I, Souto JC, Svensson P, Walker 1D, Rosendaal
FR. Risk of a first venous thrombotic event in carriers of a familial thrombophilic
defect. The European Prospective Cohort on Thrombophilia (EPCOT). J Thromb
Haemost 2005;3:459-64.

Shen MC, Lin JS, Tsay W. Protein C and protein S deficienciesare the most
important risk factors associated with thrombosis in Chinese venous thrombophilic
patients in Taiwan. Thromb Res 2000;99:447-52.

79



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Altinisik J, Ates O, Ulutin T, Cengiz M, Buyru N. Factor V Leiden, prothrombin
G20210A, and protein C mutation frequency in Turkish venous thrombosis
patients. Clin Appl Thromb Hemost 2008;14:415-20.

Tjeldhorn L, Sandset PM, Haugbro K, Skretting G. Hereditary protein C deficiency
caused by the Ala267Thr mutation in the protein C gene is associated with
symptomatic and asymptomatic venous thrombosis. Thromb Res 2010;125:230-4.
Scott BT, Bovill EG, Callas PW, Hasstedt SJ, Leppert MF, Valliere JE, Varvil TS,
Long GL. Genetic screening of candidate genes for a prothrombotic interaction
with type | protein C deficiency in a large kindred. Thromb Haemost 2001;85:82—7.
Matitiau A, Tabachnik E, Sthoeger D, Birk E. Thrombus in the left ventricle of a
child with systemic emboli: an unusual presentation of hereditary protein C
deficiency. Pediatrics 2001; 107:421-2.

Kim MJ, Hur SH, Lee YS, Hyun DW, Han SW, Kim KS, Kim YN, Kim KB.
Intracardiac multichamber thrombi in a patient with combined protein C and
protein S deficiencies. Int J Cardiol 2005;100: 505-6.

Pabinger 1, Grafenhofer H. Thrombosis during pregnancy: risk factors, diagnosis
and treatment. Pathophysiol Haemost Thromb 2002;32:322-4.

Goldenberg NA, Manco-Johnson MJ. Protein C deficiency. Haemophilia
2008;14:1214-21.

Kohler J, Kasper J, Witt I, von Reutern GM. Ischemic stroke due to protein C
deficiency. Stroke 1990;21:1077-80.

Acar G, Dogan A, Altinbas A, Turker Y. Recurrent acute stent thrombosis
associated with protein C and S deficiencies. Int J Cardiovasc Imaging
2006;22:333-7.

Cakir O, Ayyildiz O, Oruc A, Eren N. A young adult with coronary artery and
jugular vein thrombosis: a case report ofcombined protein S and protein C
deficiency. Heart Vessels 2002;17:74-6.

Peterman MA, Roberts WC. Syndrome of protein C deficiency and anterior wall
acute myocardial infarction at a young age from a single coronary occlusion with
otherwise normal coronary arteries. Am J Cardiol 2003;92:768-70.

Mahmoodi BK, Brouwer JL, Veeger NJ, van der Meer J. Hereditary deficiency of
protein C or protein S confers increased risk of arterial thromboembolic events at a

young age: results from a large family cohort study. Circulation 2008;118:1659-67.

80



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Folsom AR, Ohira T, Yamagishi K, Cushman M. Low protein C and incidence of
ischemic stroke and coronary heart disease: the Atherosclerosis Risk in
Communities (ARIC) Study. J Thromb Haemost 2009;7:1774-8.

Kenet G, Lutkhoff LK, Albisetti M, Bernard T, Bonduel M, Brandao L, et al.
Impact of thrombophilia on risk of arterialischemic stroke or cerebral sinovenous
thrombosis in neonates and children: a systematic review and meta-analysis of
observational studies. Circulation 2010;121:1838-47.

Reitsma PH. Protein C deficiency: summary of the 1995 database update. Nucleic
Acids Res 1996;24:157-9.

Aiach M, Gandrille S, Emmerich J. A review of mutations causing deficiencies of
antithrombin, protein C and protein S. Thromb Haemost 1995;74:81-9.

D’Ursi P, Marino F, Caprera A, Milanesi L, Faioni EM, Rovida E. ProCMD: a
database and 3D web resource for protein C mutants. BMC Bioinformatics 2007;8
Suppl 1:S11.

Sugahara Y, Miura O, Hirosawa S, Aoki N. Compound heterozygous protein C
deficiency caused by two mutations, Arg-178 to GIn and Cys-331 to Arg, leading to
impaired secretionof mutant protein C. Thromb Haemost 1994;72:814-8.

Bovill EG, Tomczak JA, Grant B, Bhushan F, Pillemer E, Rainville IR, Long GL.
Protein CVermont: symptomatic type Il protein C deficiency associated with two
GLA domain mutations. Blood 1992;79:1456-65.

Gandrille S, Alhenc-Gelas M, Gaussem P, Aillaud MF, Dupuy E, Juhan-Vague |,
Aiach M.. Five novel mutations located in exons 11 and 1X of the protein C gene in
patients presenting with defective protein C anticoagulant activity. Blood 1993;82:
159-68.

Ido M, Ohiwa M, Hayashi T, Nishioka J, Hatada T, Watanabe Y, Wada H,
Shirakawa S, Suzuki K.. A compound heterozygous protein C deficiency with a
single nucleotide G deletion encoding Gly-381 and an amino acid substitution of
Lys for Gla-26. Thromb Haemost 1993; 70:636-41.

Gaussem P1, Gandrille S, Duchemin J, Emmerich J, Alhenc-Gelas M, Aillaud MF,
Aiach M. Influence of six mutations of the protein C gene on the Gla domain
conformation and calcium affinity. Thromb Haemost 1994;71:748-54.

Lu D, Bovill EG, Long GL. Molecular mechanism for familial protein C deficiency
and thrombosis in protein CVermont(Glu20--)Ala and Val34--)Met). J Biol Chem
1994;269: 29032-8.

81



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Faioni EM, Hermida J, Rovida E, Razzari C, Asti D, Zeinali S, Mannucci PM.
Type 1l protein C deficiency: identification and molecular modelling of two natural
mutants with low anticoagulant and normal amidolytic activity. Br J Haematol
2000;108: 265-71.

Preston RJ, Morse C, Murden SL, Brady SK, O’Donnell JS, Mumford AD. The
protein C omega-loop substitution Asn2lle is associated with reduced protein C
anticoagulant activity. Br J Haematol 2009;144:946-53.

Simioni P1, Kalafatis M, Tormene D, Luni S, Zerbinati P, Barzon L, Palu G,
Girolami A. Abnormal propeptide processing resulting in the presence of two
abnormal species of protein C in plasma: characterization of the dysfunctional
protein C Padua3 (proteinC(R-1L/propeptide)). Thromb Haemost 2001;86:1017—
22.

Nakabayashi T1, Mizukami K, Naitoh S, Takeda M, Shikamoto Y, Nakagawa T,
Kaneko H, Tarumi T, Mizoguchi I, Mizuno H, leko M, Koike T. Protein C Sapporo
(protein C Glu 25 --) Lys): a heterozygous missense mutation in the Gla domain
provides new insight into the interaction between protein C and endothelial protein
C receptor. Thromb Haemost 2005;94:942-50.

Marchetti G, Patracchini P, Gemmati D, Castaman G, Rodeghiero F, Wacey A,
Cooper DN, Tuddenham EG, Bernardi F. Symptomatic type Il protein C deficiency
caused by a missense mutation (Gly 381-->Ser) in the substrate-binding pocket. Br
J Haematol 1993;84:285-9.

Doig RG, Begley CG, McGrath KM. Hereditary protein C deficiency associated
with mutations in exon 1X of the protein C gene. Thromb Haemost 1994;72:203-8.
Zheng YZ, Sakata T, Matsusue T, Umeyama H, Kato H, Miyata T. Six missense
mutations associated with type | and type Il protein C deficiency and implications
obtained from molecular modelling. Blood Coagul Fibrinolysis 1994;5:687—96.
Levo A, Kuismanen K, Holopainen P, Vahtera E, Rasi V, Holopainen P, Rasi V,
Krusius T, Partanen J. Single founder mutation (W380G) in type Il protein C
deficiency in Finland. Thromb Haemost 2000;84:424-8.

Tsay W, Shen MC. R147W mutation of PROC gene is common in venous
thrombotic patients in Taiwanese Chinese. Am J Hematol 2004;76:8-13.

Miyata T, Sakata T, Yasumuro Y, Okamura T, Katsumi A, Saito H, Abe T,
Shirahata A, Sakai M, Kato H. Genetic analysis of protein C deficiency in nineteen

82



92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

Japanese families: five recurrent defects can explain half of the deficiencies.
Thromb Res 1998;92:181-7.

Zeegers MP, van Poppel F, Vlietinck R, Spruijt L, Ostrer H. Founder mutations
among the Dutch. Eur J Hum Genet2004;12:591-600.

Couture P, Bovill EG, Demers C, Simard J, Delage R, Scott BT, Valliere JE, Callas
PW, Jomphe M, Rosendaal FR, Aiach M, Long GL. Evidence of a founder effect
for the protein C gene 3363 inserted C mutation in thrombophilic pedigrees of
French origin. Thromb Haemost 2001;86:1000-6.

Koeleman BP, Reitsma PH, Bertina RM. Familial thrombophilia: a complex
genetic disorder. Semin Hematol 1997;34: 256-64.

Buil A, Soria JM, Souto JC, Almasy L, Lathrop M, Blangero J, Fontcuberta J.
Protein C levels are regulated by a quantitative trait locus on chromosome 16:
results from the Genetic Analysis of Idiopathic Thrombophilia (GAIT) Project.
Aurterioscler Thromb Vasc Biol 2004;24:1321-5.

Pintao MC, Garcia AA, Borgel D, Alhenc-Gelas M, Spek CA, de Visser MC,
Gandrille S, Reitsma PH. Gross deletions/duplications in PROS1 are relatively
common in point mutation-negative hereditary protein S deficiency. Hum Genet
2009;126:449-56.

Muszbek L, Polgar J, Boda Z. Platelet Factor XIII Becomes Active without the
Release of Activation Peptide during Platelet Activation. Thromb Haemost 1993,
69: 282-5.

Ajzner E El1, Balogh I, Szab6 T, Marosi A, Haramura G, Muszbek L. Severe
coagulation factor V deficiency caused by 2 novel frameshift mutations: 2952delT
in exon 13 and 5493insG in exon 16 of factor V gene. Blood 2002; 99: 702—705.
Traynis 1, Jones CD, Gibb CB, Acharya SS, Zehnder JL. First molecular
characterization of a patient with combined factor V and factor VII deficiency.
Thromb Haemost 2006; 95: 1031-1032.

Orban T, Kalafatis M, Gogonea V. Completed Three-Dimensional Model of
Human Coagulation Factor Va. Molecular Dynamics Simulations and Structural
Analyses. Biochemistry 2005; 44: 13082—-13090.

Kaminski GA, Friesner RA, Tirado-Rives J, Jorgensen WL. Evaluation and
Reparametrization of the OPLS-AA Force Field for Proteins via Comparison with
Accurate Quantum Chemical Calculations on Peptides. J Phys Chem 2001; 105:
6474-6487.

83



102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Jorgensen, WL, Chandrasekhar J, Madura JD, Impey RW, Klein ML. Comparison
of simple potential functions for simulating liquid water. J Chem Phys 1983; 79:
926-935.

Darden T, York D, Pedersen L. Particle mesh Ewald: An N-log(N) method for
Ewald sums in large systems. J Chem Phys 1993; 98: 10089-10092.

Humphrey W, Dalke A, Schulten K. VMD: visual molecular dynamics. J Mol
Graph1996;14:33-8,27-8.

Karpati L, Penke B, Katona E, Balogh I, Vamosi G, Muszbek L. A modified,
optimized kinetic photometric assay for the determination of blood coagulation
factor X111 activity in plasma. Clin Chem 2000; 46: 1946-55.

Katona E, Haramura G, Karpati L, Fachet J, Muszbek L. A simple, quick one-step
ELISA assay for the determination of complex plasma factor XIIl (A2B2). Thromb
Haemost 2000; 83: 268—73.

Katona E, Ajzner E, Téth K, Karpati L, Muszbek L. Enzyme-linked
immunosorbent assay for the determination of blood coagulation factor XIII A-
subunit in plasma and in cell lysates. J Immunol Methods 2001; 258: 127-35.

Stahli C, Staehelin T, Miggiano V, Schmidt J, Haring P. High frequencies of
antigenspecific hybridomas: dependence on immunization parameters and
prediction by spleen cell analysis. J Immunol Methods 1980; 32: 297-304.
Falkenberg VR, Whistler T, Murray JR, Unger ER, Rajeevan MS. Identification of
Phosphoglycerate Kinase 1 (PGK1) as a referencegene for quantitative gene
expression measurements in human blood RNA. BMC Res Notes 2011; 4: 324.
Schmittgen TD, Livak KJ. Analyzing realtime PCR data by the comparative C(T)
method. Nat Protoc 2008; 3: 1101-8.

Goodeve AC, Reitsma PH, McVey JH. Nomenclature of genetic variants in
hemostasis. J Thromb Haemost 2011;9:852-55.

Wu Y, Eghbali M, Ou J, Lu R, Toro L, Stefani E. Quantitative determination of
spatial protein-protein correlations in fluorescence confocal microscopy. Biophys J.
2010;98:493-504.

Manders EMM, Verbeek FJ, ATEN JA. Measurement of co-localization of objects
in dual-colour confocal images. J Microsc 1993;169:375-82.

Jacobson MP, Pincus DL, Rapp CS, Day TJ, Honig B, Shaw DE, Friesner RA.
Ahierarchical approach to all-atom protein loop prediction. Proteins 2004;55:351-
67.

84



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

Krieger E, Joo K, Lee J, Lee J, Raman S, Thompson J, Tyka M, Baker D, Karplus
K. Improving physical realism, stereochemistry, and side-chain accuracy in
homology modeling: Four approaches that performed well in CASP8. Proteins.
2009;77 Suppl 9:114-22.

Pronk S, Pall S, Schulz R, Larsson P, Bjelkmar P, Apostolov R, Shirts MR, Smith
JC,Kasson PM, van der Spoel D, Hess B, Lindahl E. GROMACS 4.5: a high-
throughputand highly parallel open source molecular simulation toolkit.
Bioinformatics 2013;29:845-54.

Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng EC,
FerrinTE. UCSF Chimera--a visualization system for exploratory research and
analysis. J Comput Chem 2004;25:1605-12.

Cripe LD, Moore KD, Kane WH. Structure of the gene for human coagulation
factor V. Biochemistry 1992; 31: 3777-3785.

Yamazaki T, Nicolaes GAF, Serensen KW, Dahlbick B. Molecular basis of
quantitative factor V deficiency associated with factor V R2 haplotype. Blood
2002; 100: 2515-2521.

Bayston TA, Ireland H, Olds RJ, Thein SL, Lane DA. A polymorphism in the
human coagulation factor V gene. Hum Mol Genet 1994; 3: 2085.

Murray JM, Rand MD, Egan JO, Murphy S, Kim HC, Mann KG. Factor V New
Brunswick: Ala221-to-Val substitution results in reduced cofactor activity. Blood
1995; 86: 1820-1827.

Montefusco MC, Duga S, Asselta R, Malcovati M, Peyvandi F, Santagostino E,
Mannucci PM, Tenchini ML. Clinical and molecular characterization of 6 patients
affected by severe deficiency of coagulation factor V: broadening of the mutational
spectrum of factor V gene and in vitro analysis of the newly identified missense
mutations. Blood 2003; 102: 3210-3216.

van der Spoel D, Lindahl E, Hess B, Aldert R. van Buuren AR, Apol E, Meulenhoff
PJ, Tieleman DP, Sijbers ALTM, Feenstra KA, van Drunen R, Berendsenet HJC.
Groningen Machine for Chemical Simulations (GroMaCS) version 3.3,
http://www.gromacs.org

Andrew M, Paes B, Milner R, Johnston M, Mitchell L, Tollefsen DM, Powers P.

Development of the human coagulation system in the full-term infant. Blood
1987,70:165-72.

85


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19768677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19768677
http://www.gromacs.org/

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Traynis 1, Jones CD, Gibb CB, Acharya SS, Zehnder JL. First molecular
characterization of a patient with combined factor V and factor VII deficiency.
Thromb Haemost 2006; 95: 1031-1032.

Lunghi B, Scanavini D, Castoldi E, Gemmati D, Tognazzo S, Redaelli R,
Ghirarduzzi A, leran M, Pinotti M, Bernardi F. The factor V Glu1608Lys mutation
is recurrent in familial thrombophilia. J Thromb Haemost 2005; 3: 2032—2038.
Palla R, Peyvandi F, Shapiro AD. Rare bleeding disorders: diagnosis and treatment.
Blood. 2015;125(13):2052-2061.

Peyvandi F, Palla R, Menegatti M, Siboni SM, Halimeh S, Faeser B, Pergantou H,
Platokouki H, Giangrande P, Peerlinck K, Celkan T, Ozdemir N, Bidlingmaier C,
Ingerslev J, Giansily-Blaizot M, Schved JF, Gilmore R, Gadisseur A, Benedik-
Dolnicar M, Kitanovski L, Mikovic D, Musallam KM, Rosendaal FR; European
Network of Rare Bleeding Disorders Group. Coagulation factor activity and clinical
bleeding severity in rare bleeding disorders: results from the European Network of
Rare Bleeding Disorders. J Thromb Haemost. 2012;10(4):615-21.

Morange P, Trigui N, Frére C, Chambost H, Pouymayou C, Uters M, Boucly C,
Juhan-Vague |, de Mazancourt P. Molecular characterization of a novel mutation in
the factor XIII a subunit gene associated with a severe defect: importance of
prophylactic substitution. Blood Coagul Fibrinolysis 2009; 20: 605-6.

Arokszallasi A, Kerényi A, Katona E, Bereczky Z, Muszbek L, Boda Z,
Schlammadinger A. The use of recombinant factor X111 in a major bleeding episode
of a patient with congenital factor XIII deficiency--the first experience.
Haemophilia 2015;21:e118-21.

Ajzner E, Muszbek L. Kinetic spectrophotometric factor XIII activity assays: the
subtraction of plasma blank is not omissible [corrected]. J Thromb Haemost 2004;
2: 2075-7.

Lawrie AS, Green L, Mackie 1J, Liesner R, Machin SJ, Peyvandi F. Factor XlllI-an
under diagnosed deficiency—are we using the right assays? J Thromb Haemost
2010; 8: 2478-82.

Meijer P. Clinically needed sensitivity for very low levels of Factor XIII: not yet
proven for a new functional assay. Clin Chem Lab Med 2011; 49: 1753-4.

Odame JE, Chan AK, Wu JK, Breakey VR. Factor XIII deficiency management: a
review of the literature. Blood Coagul Fibrinolysis. 2014;25(3):199-205.

86


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25471755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25471755

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Rovida E, Merati G, D'Ursi P, Zanardelli S, Marino F, Fontana G, Castaman G,
FaioniEM. Identification and computationally-based structural interpretation of
naturally occurring variants of human protein C. Hum Mutat 2007;28:345-55.

Lind B, Gedde-Dahl T, Tjennfjord G, Villoutreix BO, Brosstad F. Protein C
deficiency caused by homozygosity for a novel PROC D180G mutation--in vitro
expression and structural analysis of the mutation. Thromb Haemost 2002;88:632-
8.

Lind B, Koefoed P, Thorsen S. Symptomatic type 1 protein C deficiency caused by
a de novo Ser270Leu mutation in the catalytic domain. Br J Haematol
2001;113:642-8.

Greengard JS, Fisher CL, Villoutreix B, Griffin JH. Structural basis for type | and
type Il deficiencies of antithrombotic plasma protein C: patterns revealed by
threedimensional molecular modelling of mutations of the protease domain.
Proteins 1994;18:367-80.

Yu T, Dai J, Liu H, Wang J, Ding Q, Wang H, Wang X, Fu Q. Homozygous
protein C deficiency with late onset venous thrombosis: identification and in vitro
expression study of a novel Pro275Ser mutation. Pathology 2012;44:348-53.

Naito M, Mimuro J, Endo H, Madoiwa S, Ogata K, Kikuchi J, Sugo T, Yasu T,
Kariya Y, Hoshino Y, Sakata Y. Defective sorting to secretory vesicles in trans-
Golgi network is partly responsible for protein C deficiency: molecular mechanisms
of impaired secretion of abnormal protein C R169W, R352W, and G376D. Circ
Res 2003;92:865-72.

Tokunaga F, Tsukamoto T, Koide T. Cellular basis for protein C deficiency caused
by a single amino acid substitution at Argl5 in the gamma-carboxyglutamic acid
domain. J Biochem 1996;120:360-8.

Mimuro J, Muramatsu S, Kaneko M, Yoshitake S, lijima K, Nakamura K, Sakata
Y, Matsuda M. An abnormal protein C (protein C Yonago) with an amino acid
substitution of Gly for Arg-15 caused by a single base mutation of C to G in codon
57 (CGG-->GGG). Deteriorated calcium-dependent conformation of the
gammacarboxyglutamic acid domain relevant to a thrombotic tendency. Int J
Hematol 1993;57:9-14.

Gandrille S, Aiach M. Identification of mutations in 90 of 121 consecutive

symptomatic French patients with a type | protein C deficiency. The French

87



144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

INSERM Network on Molecular Abnormalities Responsible for Protein C and
Protein S deficiencies. Blood 1995;86:2598-605.

Dévid M, Losonczy H, Sas G, Nagy A, Kutscher G, Meyer M. Identification of
mutations in 15 Hungarian families with hereditary protein C deficiency. Br J
Haematol. 2000;111:129-35.

Harmon S, Preston RJ, Ni Ainle F, Johnson JA, Cunningham MS, Smith OP, White
B,O'Donnell JS. Dissociation of activated protein C functions by elimination of
protein S cofactor enhancement. J Biol Chem 2008;283:30531-9.

Wildhagen KC, Lutgens E, Loubele ST, ten Cate H, Nicolaes GA. The
structurefunction relationship of activated protein C. Lessons from natural and
engineered mutations. Thromb Haemost 2011; 106:1034-45.

Kraft C, Peter M, Hofmann K. Selective autophagy: ubiquitin-mediated recognition
and beyond. Nat Cell Biol 2010;12:836-41.

Lecker SH, Goldberg AL, Mitch WE. Protein degradation by the ubiquitin-
proteasome pathway in normal and disease states. J Am Soc Nephrol
2006;17:1807-19.

Luan CJ, Shen W, Yu Z, Chen L, Gu Y, Tang LY, Wang ZG, Dai L, Gu MM. Two
nonsense mutations cause protein C deficiency by nonsense-mediated mRNA
decay. Thromb Res. 2015;135(4):733-8.

Liu H, Wang HF, Tang L, Yang Y, Wang QY, Zeng W, Wu YY, Cheng ZP, Hu B,
Guo T, Hu Y. Compound heterozygous protein C deficiency in a family with
venous thrombosis: Identification and in vitro study of p.Asp297His and
p.Val420Leu mutations. Gene. 2015 Mar 4. pii: S0378-1119(15)00254-1. doi:
10.1016/j.gene.2015.03.002. [Epub ahead of print]

88



7.2 Publikacios lista

" DEBRECENI EGYETEM
] EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

doodly

Nyilvantartasi szam:
Targy:

Jelolt: Kovacs Kitti Bernadett

Neptun kéd: JBEG2D

Doktori Iskola: Laki Kalman Doktori Iskola
MTMT azonosité: 10038836

DEENK/40/2015.PL
PhD Publikacios Lista

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Kovacs, K.B., Pataki, |., Bardos, H., Fekete, A, Pfliegler, G., Haramura, G., Gindele, R.,
Komaromi, |., Balla, G., Adany, R., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Molecular characterization of
p.Asp77Gly and the novel p.Ala163Val and p.Ala163Glu mutations causing protein C

deficiency.

Thromb. Res. Epub ahead of print (2015)

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.thromres.2015.01.011
IF:2.427 (2013)

2. Katona, E., Muszbek, L., Devreese, K., Kovacs, K.B., Bereczky, Z., Jonkers, M., Shemirani, A.,
Mondelaers, V., Ermens, A.A.M.: Factor XlII deficiency: Complete phenotypic

characterization of two cases with novel causative mutations.
Haemophilia. 20 (1), 114-120, 2014.

DOI: http://dx.doi.org/10.1111/hae.12267

IF:2.468 (2013)

3. Bereczky, Z., Kovacs, K.B., Muszbek, L.: Protein C and protein S deficiencies: Similarities and

differences between two brothers playing in the same game.
Clin. Chem. Lab. Med. 48 (Suppl.1), S53-S66, 2010.
DOI: http://dx.doi.org/10.1515/CCLM.2010.369

IF:2.069 <

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. o Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok@]lib.unideb.hu & Honlap: www.lib.unideb.hu

89



(ﬂq DEBRECENI EGYETEM [I f |
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD

4. Kovacs, K.B., Tisza, B., Komaromi, |., Muszbek, L., Bereczky, Z.: Inherited factor V deficiency
associated with a novel heterozygous missense mutation (p.G493R) in a patient with

excessive surgical bleeding.
Thromb. Haemost. 102 (4), 787-789, 2009.
DOI: http://dx.doi.org/10.1160/TH-09-04-0272

IF:4.451

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 11,415
A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):

11,415

A DEENK a Jel6lt altal az iDEa Tudéstérbe feltéltétt adatok bibliografiai €s tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2015.02.23.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. o Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok@]lib.unideb.hu & Honlap: www.lib.unideb.hu

90



8. Targyszavak

1. Hemosztazis rendellenesség 1. Hemostatic disorder

2. Ritka koagulopathia 2. Rare coagulopathy

3. Ritka thrombophilia 3. Rare thrombophilia

4. FV deficiencia 4. FV deficiency

5. FXIII deficiencia 5. FXIII deficiency

6. PC deficiencia 6. PC deficiency

7. Molekularis genetikai vizsgalat 7. Molecular genetic examination
8. Mutacio analizis 8. Mutation analysis

9. In vitro expresszios tanulmanyok 9. In vitro expression studies

10. Molekuladinamikai modellezés 10. Molecular dinamics simulation
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