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Bevezetés és irodalmi attekintés

A Glanzmann thrombasthenia visszatérd bor- és nydlkahdrtyavérzéssel,
jellegzetesen menorrhagidval, orr- és gastrointestinalis vérzéssel jard, autoszomalis
recessziven o0roklédo, sdlyos, de ritka betegség. A betegséget eldszor Eduard
Glanzmann (1887-1959) svéjci gyermekgyogydsz irta le 1918-ban. A kozvetleniil a
sziiletés utdn jelentkezd, sulyos vérzéssel, megnyult vérzési iddvel és hidnyzo
véralvadék retrakcidval jaré kérképet thrombasthenidnak nevezte el (1). Etiopatoldgiai
oka a thrombocyta fibrinogén receptordanak (glikoprotein IIb/IIla komplex, GPIIb/IlIa,
oP3 integrin, CD41a) teljes hidnya, csokkent felszini expresszidja vagy a komplexet
képzo fehérjék strukturdjaban bekovetkezett valtozdsok okozta csokkent mikodése.
Mindezek kovetkeztében zavart szenved a thrombocytdk fibrinogén kotése, aminek az
eredménye a thrombocyta aggregacié hidnya.

A betegség hatterében kérosodott funkcidju vérlemezkék allnak, amit Hardisty
és Zucker fedezett fel az 1960-as években, Glanzmann thrombasthenidban szenvedo
betegek periférids vérkenetének vizsgdlatival bizonyitva, hogy a betegek
thrombocytaszdma normadlis, 4m a vérlemezkék képtelenek az alakvaltoztatisra, a
kiteriilésre és az aggregdciora (2,3). Ugyanebben az évtizedben tobben is felismerték,
hogy a thrombasthenids betegek vérlemezkéi egydltalin nem, vagy csak nagyon Kkis
mennyiségben tartalmaznak fibrinogént, melynek okaként a fibrinogén receptor hidnyat
vagy csokkent mikodését feltételezték (2,4,5). Eloszor Nurden és Caen ismertették a
Glanzmann thrombasthenidban szenvedd betegek vérlemezkéinek poliakrilamid gél
elektroforézis sordn megfigyelt szokatlan membrdn protein mintdzatit (6), majd
hasonl6 moddszerrel Phillips és Agin azonositott két nagy intenzitdsu, a Glanzmann
thrombasthenidban szenvedd betegek vérlemezkéibdl hidnyz6 savot, melyek a GPIIb és
a GPIIla, a fibrinogén receptor komplexet alkotdé glikoproteinek voltak (7). A
thrombocyta aggregiaci6 folyamatidban résztvevd fehérjék megismeréséhez az
afibrinogenemidban szenvedd betegek vizsgdlatin keresztiill vezetett az ut. A

betegekbdl szarmaz6 vérlemezkék, illetve fibrinogénmentes plazmdban reszuszpendalt



normdl vérlemezkék képtelenek voltak aggregdlddni, azonban fibrinogén hozzdadéasaval
normdl aggregacids valasz volt kivdlthat6 (8-10). Az 1970-es évek végén és az 1980-as
évek elején ismertté valt, hogy a fibrinogén képes a vérlemezkékhez kapcsolddni, majd
bizonyitdst nyert, hogy a fibrinogén és a GPIIb/IIla interakcidéja a thrombocyta
aggregicio kulcslépése (11-15).

A fibrinogén receptor a véralvaddsban kozponti szerepet betdltd thrombocyta
felszini integrin, mely a glikoprotein IIb (GPIIb, oy, integrin, CD41) és a glikoprotein
ITa (GPIIIa, B integrin, CD61) éltal alkotott non-kovalens, Ca-fiiggé heterodimer. A
GPIIb/IIla szintézisére €s felszini expresszidjdra emberi szervezetben kizardlag a
megakaryocytdk és a thrombocytdk képesek. A GPIIb kizardlag a GPIIla-val alkot
komplexet, mig a GPIIla més integrinekhez is kapcsolddhat; az o, integrinnel alkotott
komplexe a vitronektin receptor (VnR), mely kis mennyiségben a vérlemezkék
felszinén és o-granulumjaiban is megtaldlhaté, de emellett endothel sejtek,
osteoblastok, monocytdk és aktivdlt B-lymphocytak felszinén is expresszalodik. Egy
vérlemezke felszinén dtlagosan 50 vitronektin receptor taldlhat6, azonban a GPIIb
eredetli Glanzmann thrombasthenidban szdmuk megemelkedhet. A vitronektin receptor
kimutatasdval elkiilonithetd a GPIIb és a GPIlla defektusa altal okozott Glanzmann
thrombasthenia (16-20). A GPIIb/IIla a vérlemezkék egyik legnagyobb mennyiségii
fehérjéje, mely a vérlemezkék sejtmembrdnja mellett az o-granulumokban is
megtaldlhaté. Thrombocyta aktivacid sordn az o-granulumokbdl rovid idd alatt nagy
mennyiségli fibrinogén receptor jut a vérlemezkék felszinére. Aktivdlatlan vérlemezkék
felszinén kb. 40.000-80.000 darab receptor taldlhat6, aktivacié hatdsara szdmuk 30-
50%-kal emelkedik meg (21-27).

A GPIIb és a GPIlla génje a 17-es kromoszoman egymads kozelében helyezkedik
el. A GPIIb fehérje 1008, a GPIlla fehérje 762 aminosavbol épiil fel, és mindkét
integrin extracellularis doménje glikozilalt (28-30). A nem-redukdloé koriilmények
kozott végzett natrium-dodecilszulfat poliakrilamid gél elektroforézissel (SDS-PAGE)

a GPIIb molekulatomege megkozelitdleg 140 kDa, mig a GPIIla molekulatomege 95



kDa (21). Az endoplazmatikus retikulumban (ER) egyldnci, tgynevezett pro-GPIIb
szintetizdlodik, mely a GPIlla-val Ca-fiiggd, 1:1 ardnyd heterodimert képez. A
komplexképzddés a sejtfelszini expresszié elofeltétele, ennek hidnydban az integrinek
intracellulédrisan elimindlédnak (21, 31). Az endoplazmatikus retikulumban kialakulnak
a molekuldn beliili kénhidak, és megtorténik az integrinek N-glikozildcidja. A pro-
GPIIb/ITla komplex érése sordn innen a Golgi appardtusba jut, ahol az integrinek O-
glikozilalodnak, €és emellett a pro-GPIIb egy 871 aminosavbdl &ll6 N-termindlis
nehézlancra és egy 137 aminosavbdl 4116 C-termindlis konnytlildncra hasad. A GPIIb két
lanca egy diszulfid-hidon keresztiil kapcsolédik egymdashoz. Redukdlé kornyezetben
végzett SDS-PAGE segitségével elkiilonithetd a pro-GPIIb és az érett GPIIb. A 140
kDa molekulatomegli pro-GPIIb mobilitdsa redukdldé kozegben nem valtozik, mig az
érett GPIIb egy a 25 kDa molekulatomegli konnytildncra és egy 115 kDa
molekulatomegli nehézldncra hasad. A GPIllla-ban nagyszdmu intramolekuléris
diszulfid hid taldlhat6, melyek redukcié hatdsara felnyilnak, és ennek kovetkeztében a

molekula az SDS PAGE-en lassabban vandorol.

A GPIIb/Illa molekula szerkezetét rontgen krisztallografids és elektron
kriomikroszképos vizsgdlatokbdl valamint a vitronektin receptor extracelluldris
doménjének kristaly strukturdja alapjan alkotott homoldgia-modellbdl ismerjiik (32-
34). A molekula transzmembran €s intracellularis doménjeinek integrin aktivacid sordn
bekovetkezd strukturdlis véltozdsait mag maégneses rezonancia vizsgdlatokkal
térképezték fel (35-37). A GPIIb/IIIa molekula N-termindlis globularis fejét a GPIIb -
propeller és a GPIIla A doménje alkotja szoros interakcioban, ez alatt a GPIIb és a
GPIlla alkotta két 1ab helyezkedik el, melyek a nyugvd receptorban tobb helyen
kapcsolatban vannak egymadssal, a thrombocyta aktivaci6 hatdsdra azonban kiilonvalnak
(35, 37-40). A GPIIb B-propeller doménjét 7, egyenként 60-70 aminosavbél allo,
sugdrirdnyban elhelyezkedd ismétlédd szekvencia (lapét) alkot. A lapatok 4 antiparallel
lemezbdl 4llnak, melyek koziil a belsOk amid €s karbonil oxigén csoportjaikkal alkotjdk

a propeller centrumdban elhelyezkedd csatorna faldt. A propeller centrumdban, a



csatorna mélyén négy Ca-kotd hely taldlhatd, melyek a GPIlla 261. arginin
aminosavdval allnak interakciéban. A GPIIb doménjei koziil a B-propeller képezi a
legerdsebb és legnagyobb feliiletii kapcsolatot a GPIIla-val. A ligand (fibrinogén, nagy
nyiré ardnyndl a von Willebrand faktor is) kotéséért és annak specificitasaért a [3-
propeller domén 2.-4. lapétjanak bizonyos hurkai altal 1étrehozott cap szubdomén és a
GPIlla A-doménje felelés (59, 63). A GPIIb-ben a B-propeller alatt helyezkedik el a
thigh domén, mely a B-propeller 7. lapétjanak Ca-kot6 hurkdval alkot szoros, Ca-fiiggd,
kb. 700 A? feliiletti kapcsolatot. A thigh domén alatt taldlhat6 a calf-1, ez alatt a calf-2
domén. A calf domének alkotta calf modul rigid struktirdjit a calf domének kozotti
kiterjedt, nagyjabol 500 A? feliileti hidroféb kapcsolat biztositja. A thigh domén és a
calf modul kozott helyezkedik el a globuléris fej] mozgédsat lehetdvé tevé hajlékony
szakasz, melyet a molekula ,,térdének” neveznek. A calf-2 domén része a molekula
transzmembrdn és rovid intracelluldris szakasza, melyek a molekula konnylldncdn
taldlhatok. A GPIIla-ban N-termindlisan helyezkedik el az A domén, melynek része a
ligand kotésben szerepet jatszé fémion fiiggd adhézidés hely (metal ion dependent
adhesion site, MIDAS). Ett6l C-termindlis irdnyban taldlhaté a hybrid és a plexin-
semaphorin-integrin (PSI) domén, melyek az A domént 4 ismétl6dd epidermal growth
factor (EGF)-szerli doménhez kapcsoljadk. A molekula extracelluldris szakaszdnak
utolsé tagja a cystatin-szeri domén. A GPIIb calf-1 és calf-2 doménjei nyugvéd
receptoron a GPIIla EGF-szerli doménjével alkotnak kis kiterjedésii kapcsolatot.

A fibrinogén receptor nyugvé thrombocytdkon inaktiv allapotban van, a GPIIb
és GPIIla intracelluldris szakasza egymashoz kapcsolddik, az extracelluldris szegment
hajlott konforméaciéban van, az N-termindlis globuléris fej a sejtmembran kozelébe
hajlik. Valamilyen thrombocyta agonista (ADP, trombin, tromboxdn A,) receptordhoz
torténd kotddése altal elinditott biokémiai folyamatok sziikségesek ahhoz, hogy beliilrdl
kifelé¢ torténd (inside-out) szignalizicié kovetkeztében a receptor aktivdlodjon és
kialakuljon a ligandot kotni képes aktiv formédja. A molekula aktivdcidjakor a GPIlla

intracelluldris szakasza a citoszkeletont alkot6 talinhoz kapcsolddik, ezzel a két integrin



intracelluléris szakasza elvdlik egymadstol. A fibrinogén receptor extracelluléris l4bai
eltdvolodnak egymadstdl, igy a calf domének és a GPIIla kapcsolata felbomlik. Az N-
termindlis globuldris fejben konformdcids véltozdsok kovetkeznek be. A molekuléris
atalakulds kovetkezményeként a fibrinogén receptor a hajlott dllapotb6l nyujtott
allapotba keriil, és alkalmassa vélik a ligandkotésre (41). A fibrinogén receptor képes
az extracelluldris métrix kiilonféle adheziv proteinjeinek megkotésére, igy ligandja
lehet a fibrinogén, a fibrin, a vonWillebrand factor, a fibronektin, a trombospondin és a
vitronektin is. Ezek a ligandok a GPIIb/Illa-hoz kapcsolédva dontd tobbségiikben a
vérlemezkék adhézidjaban jatszanak fontos szerepet. A fibrinogén receptor elsddleges
szerepe a hemosztizisban azonban a vérlemezke aggregicid medidldsa, melyhez a
szolubilis fibrinogén megkotése sziikséges. Nagy nyiréerejli dramldsi koriilmények
kozott, mint amilyen artérids sziikiiletekben 1€p fel, a vonWillebrand factor is képes a
fibrinogén receptoron keresztiil thrombocyta aggregiciot 1étrehozni. A receptor-ligand
kapcsolddas  kiviilrdl befelé tartd (outside-in) szignalizdcioét indukdl, hatdsdra a
fibrinogén receptorok transzmembrian doménjei egymdashoz kapcsolddnak, a receptorok
csoportokba rendezOnek, igy biztositjdk az extracelluldris métrix és a citoszkeleton
kozotti erds kapcsoloddst, ami a véralvadék retrakcié feltétele. A receptor-ligand
kapcsoldédds bonyolult intracelluldris szignalizdciés udtvonalakon keresztiil vezet a
vérlemezke tovabbi aktivicidjadhoz, igy alakvaltozdshoz, kiteriiléséhez és szekréciéhoz
(42).

A fibrinogén receptor szerkezetérol €s funkcidjardl szerzett ismereteink
legnagyobb részét a Glanzmann thrombasthenidban szenvedd betegek molekuléris
bioldgiai vizsgdlata szolgdltatta. A betegség kivdlé modellbetegségnek bizonyult. A
hasonlé tiinetek, a fibrinogén receptor szdmbeli vagy funkciondlis hidnyossdga
hatterében szamos eltérd genetikai defektus allt, amelyek vizsgédlata mas-mds, a GPIlb
vagy a GPIlIla szerkezetileg vagy funkciondlisan fontos doménjére vagy aminosavara
deritett fényt. A betegek vizsgélata sordn a fibrinogén receptor mellett jelentds ismeret
halmozddott fel magdr6l a betegségrol is, mely egyike a legjobban ismert

haemorrhagids diatheiseknek. A betegséget kisérd vérzéses tiinetek jellegzetesek:



purpura, epistaxis, foginyvérzés és menorrhagia szinte minden esetben megfigyelhetd.
Haematuria, gastrointestinalis és intracranialis vérzés ritkabban fordul el6. Haemarthros
és mély visceralis haematoma szinte sohasem kiséri a betegséget. Spontdn petechidk
ritkdn fordulnak eld, diffiz petechids vérzés is csak kozvetleniil a sziilés utdn alakul ki,
és a legtobb ujsziilottben nem jar silyos vérzéssel. Az epistaxis gyermekkorban gyakori
és sulyos, azonban felndtt betegekben ritkdn fordul eld. A foginyvérzés jellemzéen nem
jar jelentds vérvesztéssel, de gyakori oka a vashidnynak. A betegség legnagyobb
vérveszteséggel jar6 szovodménye a menorrhagia, amely miatt a betegek gyakran
transzfiziora szorulnak. A vérzéses tiinetek sulyossidga az életkor eldrehaladtaval
csokken. A véralvaddsi faktor eredetli vérzékenységgel szemben Glanzmann
thrombasthenidban nagyon ritkdn alakul ki spontdn vérzés, viszont a trauma €és a
sebészeti beavatkozdsok utdn silyos vérzéses szovOdmény alakulhat ki. A diagnézis
feldllitasa alapos laboratoriumi vizsgdlatot igényel. A megnyult vérzési id6 és PFA-100
zéarddasi 1d0, a normdl véralvadasi sziirOtesztek és normdl thrombocytaszdm, az 0sszes
fiziol6gids agonistdra kapott hidnyz6 thrombocyta aggregicids vélasz, valamint a
ristocetin hatdsdra észlelt reverzibilis thrombocyta agglutinatio patognomikus a
betegségre. Aramlédsi citometrids méréssel a thrombocyta felszini GPIIb és GPIlla
hidnya kimutathat, ami megerdsiti a diagndzist. A laboratériumi jellemzok alapjan a
denz granulum hidny jelenthet differencidldiagnosztikai problémat, amelyben azonban
az alvadék retrakcié megtartott, a thrombocyta aggregdcié abnormadlis, de nem teljesen
hidnyz06, és az Oroklésmenet autoszomdlis domindns. A klinikai tiinetek alapjan a
betegség leginkdbb a vonWillebrand betegségre emlékeztet, dm a hidnyz6 thrombocyta

aggregicio €s a megtartott, reverzibilis thrombocyta agglutinatio megkiilonbozteti attdl.



A betegség diagnosztikus kritériumai a kovetkezok:

- autoszomalis recessziv oroklésmenet,

- vérzéses tiinetek (dltaldban purpura, epistaxis, foginyvérzés, menorrhagia), azonban
haemarthros és visceralis haematomék nem jellemzdek,

- a vérzés sulyossdga az enyhe véralafutastol a visszatérd bor- és nydlkahartyavérzésig
terjedhet, a tiinetek kozvetleniil a sziiletés utdn jelentkeznek,

- normélis thrombocytaszam €és morfoldgia,

- megnyult vérzési idd, és megnyult PFA-100 zar6dasi id6

- hidnyz06, vagy jelentdsen csokkent mértékii thrombocyta aggregdcié ADP, trombin,
kollagén vagy epinefrin hatdsira

- a véralvadék retrakci6 lehet hidnyzd, vagy csak kis mértékben csokkent

- normadl, de reverzibilis vérlemezke agglutinatio ristocetin vagy vonWillebrand faktor

hatasara

A betegség a vérlemezke aggregicid, a fibrinogén receptor mennyisége, az a-
granulumok fibrinogén tartalma €s a véralvadék retrakcié alapjan az aldbbi 3 csoportra

oszthato:

I-es tipusu Glanzmann thrombasthenia
Hidnyz6 vérlemezke aggregacid, o-granulum fibrinogén tartalom és véralvadék

retrakcid, minimadlis, vagy teljesen hidnyzoé felszini GPIIb/IlIa expresszid.

II-es tipusu Glanzmann thrombasthenia
Hidnyz6 vérlemezke aggregicid, mérhetd, de csokkent a-granulum fibrinogén
tartalom, normdl vagy csokkent véralvadék retrakcid, jol mérhetd, de erdsen csokkent

(<15%) felszini GPIIb/IIla expresszio.



Varidns Glanzmann thrombasthenia

Hidnyzd6, vagy abnormdlis vérlemezke aggregicio, valtozé mértékben csokkent
a-granulum fibrinogén tartalom és véralvadék retrakcid, normél vagy csokkent felszini
GPIIb/ITla expresszi6. A betegség hatterében olyan genetikai defektus 4ll, mely a
GPIIb/ITla komplex kialakuldsat, érését, intracelluldris transzportjat és felszini
expresszidjat nem, vagy csak kis mértékben befolydsolja, azonban a receptor

ligandkotd képességét jelentdsen csokkenti (43).

A betegség 4altaldban nem igényel folyamatos terdpidt, azonban sebészeti
beavatkozdsok el6tt javasolt thrombocyta szuszpenzié adédsa. Glanzmann
thrombasthenia mellett vallalhat6 a terhesség, de a sziilés eldtt, és a sziilés utdni héten a
thrombocyta szuszpenzié addsa javasolt. Antifibrinolitikus gyoégyszerek és az 1-
dezamino-8-d-arginin vazopresszin (DDAVP) nem véltottak be a kezdeti reményeket,
ezért adasuk Glanzmann thrombasthenidban nem javasolt. Fogamzasgétlo tablettdkkal a
menorrhagia jol kontrolldlhat6. Akut vérzéses epizédok és sebészeti beavatkozdsok
esetén Ujabban rekombindns aktivalt VII-es véralvadasi faktor addsdval értek el
meggy6z6 eredményeket. Az aktivélt VII-es véralvadasi faktor fokozza a vérlemezkék
kapcsolddasat az érfalhoz, és a szoveti faktortdl fiiggetlen trombin €s fibrin képzddés
serkentésével bizonyos foki thrombocyta aggregiciét is képes kivéltani. Bar ez a
kezelés kétségteleniil dragdbb a thrombocyta szuszpenzié addsdhoz képest, de elonye,
hogy a betegek nem immunizdlédnak a szamukra ismeretlen GPIIb/IIIa ellen, ami
csokkentheti a késébbiekben adott thrombocyta szuszpenzidk hatékonysiagit és egy

esetleges késObbi génterdpids kezelés gatjdva vélhat.

Jelen disszertdcioban beszdmolok két Glanzmann thrombasthenidban szenvedd
beteg laboratériumi vizsgdlatinak eredményeirdl, a betegségiiket okozd genetikai
defektusokrodl, valamint ezek hatdsardl a fibrinogén receptor szintézisére, intracelluldris

transzportjdra, felszini expresszidjara és funkcidjara.
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Betegek

1. Beteg

Laboratériumunkban egy hat éves roma szdrmazdsi gyermek (a DEOEC
Gyermekklinikdjdnak a betege) vizsgdlatat végeztiik silyos, visszatéré haemorrhagias
tiinetek miatt. A gyermek djsziilott kordban silyos koldokvérzés és intramuszkuldris
injekci6  helyén  kiterjedt haematoma  jelentkezett.  Visszatérd bdr és
nydlkahdrtyavérzések, valamint sulyos epistaxis miatt tobbszor allt kezelés alatt. A
véralvadas szlirotesztjei és a thrombocytaszdm referencia tartomanyon beliili értékeket
mutattak, mig a vérzési id6t (>20 min) és a PFA-100 zar6dési idot mind kollagén-ADP
(>300 sec), mind kollagén-epinefrin (>300 sec) patronnal jelentdsen megnyultnak
mértiilk. A beteg vérlemezkéi nem aggregéltak ADP, adrenalin, arachidonsav, kollagén
€s trombin hatdsdra sem, a véralvadék retrakcid teljes mértékben hidnyzott (1. dbra).
Mindezek alapjin felallitottuk az I-es tipusu Glanzmann thrombasthenia diagnézisat,
amit az 4ramldsi citometrids mérések megerdsitettek. A sziil0k kozott rokoni

kapcsolatot nem tudtunk igazolni, a beteg csalddtagjai kozott haemorrhagids diathesis

nem fordult elo.

2. Beteg

A 1II. sz. BelgyOgyaszati Klinika Hemosztazeoldgiai Tanszékének korabban
diagnosztizalt 53 éves férfibetege szintén nem rokonhédzassagbdl sziiletett (44).
Gyermekkora ota tobbszor 4allt kezelés alatt ismétlodd epistaxis, foginy és
gastrointestindlis vérzések miatt. 20 éves kordban jelentds foki melena és
haematemesis miatt végzett explorativ laparotomia a tiinetek hdatterében organikus
eltérést nem igazolt. A véralvadds szlirdtesztjei €s a thrombocytaszam normal értékeket
mutattak, a vérzési id6 (>20 min) és a PFA-100 zarddasi idé mind kollagén-ADP (>300
sec), mind kollagén-epinefrin (>300 sec) patronnal jelentdsen megnyult volt.
Thrombocyta aggregaciés valasz ADP, adrenalin, kollagén, arachidonsav, és trombin

hatasara sem volt kivalthato (1.abra). A véralvadék retrakcié mérheto, de csokkent volt
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és a kontrollhoz képest lassabban alakult ki. Mindezek alapjan II-es tipusi Glanzmann
thrombasthenidt 4llapitottunk meg, melyet az dramldsi citometrids mérések
megerOsitettek. A beteg két lidnydnak nem voltak vérzéses tiinetei, thrombocyta

aggregiciojuk normalis volt.

ADP AA KOLL RIST
I.BETEG '- = W
Gl e ':"\‘“—-—____ |

1. dbra. A thrombocyta aggregdcio vizsgdlata. A két beteg és a kontroll 260 G/l
thrombocytaszdmii thrombocytadus plazmdjdhoz vérlemezke aktivdlo anyagokat (ADP,
arachidonsav, adrenalin, kollagén, trombin) adtunk. Az dbrdn az ADP, arachidonsav és
kollagén dltal kivdltott aggregdcios vdlaszokat ldtjuk. Az aktivdlo anyagok hatdsdra a
vérlemezkék lekerekednek, dllabakat képeznek (shape change, alakvdltozds), melyet a
minta optikai denzitdsinak dtmeneti, kis mértékii emelkedése kisér. Az ezutdn
bekovetkezo aggregdcio sordn a minta optikai denzitdsa jelentésen csokken, mely
vdltozdsokat az ido fiiggvényében lumiaggregométer segitségével regisztraltuk (felso
vastag gorbék), az aktivdlo dgensek hozzdaddsdnak idopontjdat nyillal jeloltiik. A
szekrécio sordn felszabadulo ATP-t luciferin-luciferdz reakcioval kemilumineszcens
modon detektdtluk (alsé vékony gorbék). Thrombocyta aktivdcio hatdsdra a beteg és a
kontroll vérlemezkék alakvdltozdsa és szekrécidja egyardnt megtartott, dm aggregdcio
csak a kontroll esetében volt detektdlhato. Hasonléo modon vizsgdltuk a vérlemzkék
risztocetinre adott vdlaszdt, ami Glanzmann thrombasthenidra jellegzetes reverzibilis,
kétfazisu agglutindciot okozott mindkét beteg PRP mintdjdban. ADP: adenozin-
difoszfdt, AA: arachidonsav, KOLL: kollagén, RIST: risztocetin.
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Anyagok és médszerek

Plazma és thrombocyta mintak elokészitése

[rasos beleegyezd nyilatkozat birtokdban a betegektl és csalddtagjaiktdl
konyokvénabdl vettiink vért, amit 10% térfogatardnyd 0.105 mol/l koncentricidji
natrium-citrattal alvaddsgatoltunk. Thrombocytadus plazma (platelet rich plasma, PRP)
nyeréséhez a mintdkat 37 °C-on, 15 percen keresztiil 120g-vel centrifugaltuk.
Thrombocytaszegény plazmat (platelet poor plasma, PPP) a mintdk 2,000 g
sebességgel, 20 percen keresztiil torténd centrifugdldsaval nyertiink. Mosott
thrombocyta szuszpenzi6t készitettiink PRP felhaszndlasaval (45). A PRP-t 37 °C-on,
15 percen keresztiil 1300g-vel centrifugdltuk, a thrombocyta pelletet a PRP térfogat
felének megfelel6 37 °C-os moséoldatban (1 U/ml Apyrase /Sigma/, 0,3 uM
prosztaglandin E1, 140 mmol/l NaCl, 2,5 mmol/l KCI, 0,1 mmol/l MgCl,, 10 mmol/l
NaHCOs;, 0,5 mmol/l NaH,PO,, 0,1% gliik6z, 10 mmol/l N-2-hidroxietil-piperazin-N-2-
etdn-szulfonsav /HEPES/ pH 7.,4) reszuszpendaltuk. Ezutdin a mintit 1100 g
sebességgel centrifugdltuk, a thrombocytdkat reszuszpenddld oldatban (1 U/ml Apyrase
(Sigma), 140 mmol/l NaCl, 2,5 mmol/l KCI, 0,1 mmol/l MgCl,, 10 mmol/l NaHCO;,
0,5 mmol/l NaH,PO,, 0,1% gliikkéz, 10 mmol/l HEPES pH 7.,4) vettiik fel. Ezutidn a
mintdkat 37 °C-on, 15 percen keresztiil 1200g sebességgel centrifugdltuk és ,,A”
oldatban (140 mmol/l NaCl, 2,5 mmol/l KCI, 0,1 mmol/l MgCl,, 10 mmol/l NaHCOj3,
0,5 mmol/l NaH,PO,, 0,1% gliikk6z, 10 mmol/l HEPES pH 7,4) reszuszpendaltuk. A
mosott thrombocyta szuszpenziét 37 ©°C-on, 15 percen Kkeresztiill 1100g-vel
centrifugaltuk, majd a thrombocyta pelletet SDS-PAGE mintapufferben oldottuk fel,
3x20 mdésodpercig szonikaltuk, ezutdn 37 °C-on, 10 percen keresztiill 1100g-vel

centrifugdltuk, végiil a mintdkat 5 percig 100 °C-on inkubaltuk.
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Vérlemezkék aramlasi citometrias vizsgalata

Tizszeresére higitott natrium-citréattal alvaddsgatolt vérben fluoreszcens, direkt
jelolt, 10 pg/ml koncentracidji antitestekkel szobahdémérsékleten 20 percen keresztiil
jeloltik a vérlemezkék felszini GPIX (FITC/fluoreszein-izotiociandt/-anti GPIX,
Becton-Dickinson, Erenbodegen, Belgium), GPIIb (PE/fikoeritrin/-anti GPIIb, Dako,
Glostrup, Denmark) és GPIIla (FITC-anti GPIIb/IIla Sigma, St. Louis, MO)
integrinjeit. Jelolés utdn a mintdkat foszfat-pufferes sdoldatban (phosphate buffered
saline, PBS) mostuk, 1%-os paraformaldehidben fixaltuk €s FacsCalibur dramldsi
citométerben (Becton-Dickinson) analizaltuk. Az intracellularis GPIIb és GPIlla
kimutatdsdhoz a vérlemezkéket 0.1% Triton-X 100-zal permeabilizdltuk. A fibrinogén
receptort és az elsd beteg esetében a vitronektin receptort kvantitativ moddon is
analizaltuk aktivalatlan és TRAP-pal (trombin receptor agonista peptid) aktivalt
thrombocytdkon az ADIAflo Platelet Gp kit (American Diagnostica, Greenwich, CT)
szenzitiv, indirekt jelolési és kalibraciés rendszerével. A kit tartalmazta a kalibracids
gyongyoket, a GPIIb/Illa komplex ellenes jeloletlen monoklondlis antitestet és a
TRAP-ot. A vitronektin receptor kimutatdsidhoz jeloletlen monoklonalis antitestet
(Serotec, Kidlington, UK) haszndltunk. A detektdlashoz mindkét receptor esetében
FITC-konjugélt, kecskében termelt egér IgG ellenes I1gG F(ab’), (Dako) antitestet

hasznaltunk.

Polimeraz lancreakcio és direkt DNS szekvenalas

A Dbetegek és csalddtagjaik genomidlis DNS-ét periférids fehérvérsejtekbdl
izolaltuk a QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) hasznalatdval.
A GPIIb gén exonjait és a rovid hatarold introni szakaszokat polimerdz lancreakcidval
(PCR) amplifikédltuk. A PCR reakciokat egyenként optimalizéltuk, a reakciokhoz az

alabbi sajat tervezésii primerpdrokat hasznaltuk:
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GPIIb 1F
GPIIb | R
Gpllb 2-3 F
GpllIb 2-3 R
Gpllb 4 F
GplIb 4 R
Gpllb 5 F
Gpllb 5 R
Gpllb 6-7 F
Gpllb 6-7 R
Gpllb 8-9 F
GplIb 8-9 R
GPIIb 10 F
GPIIb 10R
GPIIb 11 F
GPIIb 11 R
GPIIb 12 F
GPIIb 12 R
GPIIb 13 F
GPIIb 13 R
GPIIb 14 F
GPIIb 14 R
GPIIb 15 F
GPIIb 15 R
GPIIb 16-17 F
GPIIb 16-17 R
GPIIb 18 F
GPIIb 18 R
GPIIb 19-20 F
GPIIb 19-20 R
GPIIb 21 F
GPIIb 21 R
GPIIb 22 F
GPIIb 22 R
GPIIb 23-24 F
GPIIb 23-24 R
GPIIb 25 F
GPIIb 25 R
GPIIb 26 F
GPIIb 26 R
GPIIb 27 F
GPIIb 27 R
GPIIb 28 F
GPIIb 28 R
GPIIb 29 F
GPIIb 29 R
GPIIb 30 F
GPIIb 30 R

5" ACTTCCTGTGGAGGAATCTGA 3'

5' CCCCCAGAAGCAGTGAT 3'

5' GGTGGTCTGTGAGGTGTCATTGAG 3'
5" AGTGTCCCTGCCCCCGATTG 3'

5' CAGGGCACAGGGAACAATCG 3'

5' GGAGACAAGGAGGAGGGGTCAG 3'
5' GCTGAGAAGACGCCCGTAGGTAG 3'
5' CAGGAGCCCCAAGCACCAG 3

5' GGGCTTCAGCTCCGTGGTC 3'

5' CAGGACCTGACCGTCTGC 3

5' CAGGGCTGGGGCTGAGTG 3'

5' GAACTGGGATAAGGGGCTTCG 3'

5' GAGTGGGAGGTTGCTTTGGG 3
5'TCATTCACGCCGCTGGAC 3'

5' GTGGAGGGGGAACTGAGACTTC 3'
5' GAAAGGGAGACAGAGGGGCAG 3'
5' CAGGAGAGCAAGGGTCGAGG 3

5' CTGGTTCTGGCTGCCCTCAG 3'

5' CCTCCTTCACCCACACTTTGC 3

5' CTTGGCACTTCCAGCGAATG 3'

5' AGAGGGGCTGGGTGAAACC 3'

5' AGGGTGATGGGGAGGCTTG 3'

5' GCCAGGAGGAGCCACAATG 3

5' CAGGGGTTGGAGCCTTTCTG 3'

5' CCTCAGACCAAGACACCCGTG 3

5' CTCCCAGCCCTGCCAATC 3'

5" AGGAGAAGGTGGGATGTGTATGG 3'
5' GACTGGCTGGATTTTGAGGTTTTC 3'
5' CCGAGCCCCGATACCATCTAC 3'

5" AGTGCCTCCCAGGTCCCG 3'
5'TGGCACACAAATCTTTCCAG 3'

5' TCACTCACCCAAGGACAATG 3'

5" ATTCAGGGCAGGGCTGTC 3

5' GGAAGGGTGGTGGGTAGG 3'

5' CCTCACCCCCAGAAAGTCAC 3'

5' CAGGATGTAGAGCAGGTCGG 3'

5' GGTGAGAGGGAGCAGAACAG 3'

5' GCAAAGGAGTGGTCAGGC 3

5' CCTCTGTGGGCTGGGGTTCG 3

5' CTCCTCCCATCCCCTCTGCC 3

5' GCCACCGCTTCCTGAACC 3

5' GCCCTCCCACACCAAACC 3

5' GGTGTGGGACCTGGACTC 3'

5' CTGACTGGGGGACAATGG 3'

5' GCCTGAGGTTTGAGTCTTTG 3

5' CTGGTCCCTGGATTACCC 3'

5' CTTCCTCACATGTGCTCTGGG 3'

5' CCAATGGAACAGCTCCAACC 3'
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A PCR termékeket 3%-os agardéz gélen ellendriztiikk, ultrafiltracioval
megtisztitottuk, majd szekvencidjukat direkt szekvendldssal hatdroztuk meg ABI Prism
310, vagy ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA)
késziilékben.

50 véletlenszerlien kivalasztott, nem rokon, egészséges egyénben direkt
szekvendldssal megvizsgaltuk a 2. betegnél kimutatott aminosavcserét okoz6é mutiaciok
eléforduldsat. Ezekben az esetekben a GPIIb génjének 4-es és 24-es exonjait

amplifikéltuk és direkt szekvendldsnak vetettiik al4.

A thrombocyta RNS analizise

A nonszensz mutdcié okozta gyorsult GPIIb mRNS lebomléds és az alternativ
splicing lehetdségét vizsgalva a betegek és 3 fiiggetlen kontroll vérlemezkéibdl a teljes
RNS tartalmat Nucleospin RNA 1II kittel izoldltuk a gyartd6 (Macherey-Nagel GmbH,
Diiren, Germany) altal el6irt protokoll szerint. A reverz transzkipciot mintanként harom
parhuzamos reakcioban és egy RNS nélkiili kontrollal (non-RT kontroll) végeztiik,
melyhez gyéri kitet hasznaltunk (First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). A GPIIb cDNS 12. és 27. exon kozé esd
szakaszat mindkét betegben direkt szekvendldssal analizdltuk, ami el6tt az érintett

szakaszt atfed6 PCR termékekkel amplifikaltuk az aldbbi primer parokkal:

1F 5’ GCAGCCGCGAGGCCCCCACG’3, 1IRS’GGGCTCAGCTTGTCCCGGAA3;
2F5’CCACTGGGCACAACATTCCT’3, 2RS’ TCATTCTCCTTCTTCTGATT3;
3F5’AGATTGTGCTGCTGGACGTG’3, 3R5’AAGGCCAGCACCGTGACCAT 3.

Az elsO beteg esetében a GPIIb relativ kvantitativ analizise céljabol a
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH) cDNS-ének, valamint a GPIIb cDNS-

ének egy-egy szegmentjét amplifikaltuk az alabbi primerpéarokkal:
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GAPDH F: 5’-AGGGCTGCTTTTAACTCTG-3’,
GAPDH R: 5’-CTGGAAGATGGTGATGGG-3’

GPIIb F: 5’-AGATTGTGCTGCTGGACGTG-3’,
GPIIb R: 5’-AAGGCCAGCACCGTGACCAT-3".

A reverz transzkripcié utdn mintdnként 3 parhuzamos PCR amplifikédciot
végeztink SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) reakcidelegyet
haszndlva Light Cycler 2.0 (Roche) berendezésben. A reakcidk attorési pontjat
(crossing point, Cp) a Light Cycler Software 4.0 szamitégépes program algoritmusa
hatdrozta meg. A program 4ttorési pontként definidlta azt a ciklust, melyben a minta
fluoreszcencia erdssége a reakcid sordn el0szOr haladta meg szignifikdnsan a héttér
fluoreszcenciat, és amely ciklusban az amplifikdciés gorbe a log-linedris fazisba lépett.
A GPIIb mRNS relativ kvantitativ meghatarozasit az aldbbi képlet segitségével
végeztikk: Gpllb mRNS beteg/kontroll ardny = Egpyy) > O > *orreltmin/g o oomy “P
GAPDH (kentrollminta) " 951 E a PCR reakcié hatékonysdgit jeloli. Az E értékét az E=10(-
I/meredekség) képlet segitségével annak az egyenesnek a meredekségébdl kaptuk,

melyet a GPIIb és GAPDH mintdk 1-512-szeres, dupldz6d6 higitdsi sordnak attorési

pontjait a higitds logaritmikus skdldjan torténd dbrazoldsdval készitettiink.

SDS-PAGE és immunoblotting

A vérlemezkék teljes GPIIb és GPIlla tartalmdnak kimutatdsdhoz a thrombocyta
lizdtumok SDS-PAGE (7,5% gél) és Western blotting vizsgalatit végeztik. A
fibrinogén receptort alkoté integrineket poliklondlis, birkdban termelt GPIIb/IlIa
ellenes antitesttel (Affinity Biologicals, Hamilton, Canada) és monoklondlis GPIIla
ellenes antitesttel (Serotec) jelodltiik. A poliklondlis antitest nem-redukalé kornyezetben
a GPIIb-t és a GPIlla-t azonos intenzitdssal jeloli, azonban redukal6 kornyezetben csak
a GPIIb-t képes megfeleld intenzitdssal kotni; a GPIlla redukalé kdrnyezetben ezzel az

antitesttel halvdnyan festddik. A detektdlashoz a Vectastain Elite ABC Sheep and
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Mouse IgG kit-et (Vector, Burlingame, CA) haszndltuk a gyarté altal eldirt protokoll

alapjan.

Site directed mutagenesis, BHK sejtek transzfektalasa és sejtkultiara

A normdl GPIIb cDNS-t, és szelekciés markerként a geneticin rezisztencia gént
tartalmazé pcDNA3 plazmidot Dr. Peter Newman (Blood Center of Southeastern
Milwaukee) bocsatotta a rendelkezésiinkre. A normal GPIIla plazmidot €s a higromicin
rezisztencia gént is hordoz6 PCEP4 plazmidot Dr. Deborah Frenchtdl (Mount Sinai
School of Medicine, New York, NY) kaptuk. A GPIIb génben detektdlt mutdciokat
(1619delC, C339G, 1772insG, C2437A, azaz STOP509, L116V, STOP575, H782N) a
Quickchange Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA) segitségével
kiilon-kiilon inzertdltuk a GPIIb cDNS-ébe. Baby Hamster Kidney (BHK) sejteket
normdl GPIlla cDNS-t hordoz6 PCEP4 plazmiddal és normél vagy mutdns GPIIb
cDNS-t  tartalmaz6  pcDNA3  plazmiddal tranziensen  ko-transzfektaltunk
LipofectAMINE reagens (Gibco, Pailey, United Kingdom) haszndlatdval. Al-
transzfektadlt BHK sejteket az antibiotikum rezisztencia gént hordozd, de GPIIb vagy
GPIIla ¢cDNS-t nem tartalmazé plazmidokkal végzett ko-transzfekcidval készitettiink.
A BHK sejteket Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) tdpoldatban
tenyésztettiikk, melyet 2 mg/ml glutaminnal és 5% fetal calf serummal (Biological
Industries, Beit-Haemek, Israel) szuplementdltunk. A transzfektalt sejtek szelektdldsét a
tidpoldathoz adott 0.5 mg/ml végkoncentracidju geneticin (Gibco) és higromicin

(Roche) antibiotikumokkal végeztiik.
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A BHK sejtek felszini GPIIb és GPIIb/IIIa expresszigjanak vizsgalata

A STOP509 GPIIb cDNS-sel és vad tipusd GPIIla cDNS-sel ko-transzfektalt 5 x
10° BHK sejtet SmM etilén-diamin-tetraecetsav (ethylene-diamine-tetraacetic acid,
EDTA) tartalmi PBS-sel gytjtottik be, majd centrifugiltuk és DMEM-ben
reszsuzpendaltuk. 30 perc szobahdémérsékletli inkubacié utdn a sejteket lecentrifugaltuk
és PBS-sel 5 x 10’ sejt/100 mikroliter koncentriciéra higitottuk. A sejteket 10 pg/ml
végkoncentraciéji PE-konjugélt GPIIb ellenes antitesttel (Dako) szobahdmérsékleten
inkubaltuk 30 percig. A sejtfelszini fluoreszcencia intenzitdst dramlasi citométerben
(FacsCalibur, BD) mértiik.

A BHK sejtek felszini GPIIb és GPIIb/IIIa jel6lését minden mutacié esetében
konfokalis 1ézer szkenning mikroszképidval (CLSM) vizsgdltuk. Fedélemezen 1évo €16
BHK sejteket 4 °C-on 10 percig PE-konjugélt GPIIb ellenes (Dako), vagy FITC-
konjugdlt GPIIb/IIla komplex ellenes monoklondlis antitesttel (Becton Dickenson)
inkubdltuk. A sejteket ezutin PSB-sel mostuk, majd 10 percig 1%-os
paraformaldehidben (PFA) fixaltuk, végiil Mowiollal (0.1 M
Tris[tris(hidroximetil)aminometdn]-HCI, pH 8.5, 25 % glicerol (w/v), és 10% Mowiol
4-88, Hoechst, Frankfurt, Germany) fedtiik. A sejtek felszini jel6lését Zeiss LSMS510
konfokalis 1ézer szkenning mikroszképpal detektdltuk olajimmerzids objektiven (63x
Plan Apochromat NA=1.4) keresztiil. A FITC festék esetében 488 nm-es excitacids
1ézert és 505-550 nm kozotti emisszids filtert haszndltunk. A PE gerjesztéséhez 543

nm-es 1€zert, detektalasdhoz 560 nm feletti szurot hasznaltunk.

A GPIIb és GPIIIa immunoprecipitaciéja transzfektalt BHK sejtekbol

Normdl GPIIlla cDNS-sel és mutidns vagy normdl GPIIb cDNS-sel ko-
transzfektdlt 5x10° szami BHK sejtet lizis pufferben (20 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150
mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 1% deoxycholic acid, és Complete Protease Inhibitor Mix

[Roche]) oldottunk fel. A sejtlizitumokat 30 percig jégen inkubdltuk, majd a
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sejttormeléket 20 perces, 16.000 g sebességli centrifugdldssal tdvolitottuk el. A
feliilliszok GPIIb és GPIIla tartalmat poliklondlis GPIIb/IIla ellenes (Affinity
Biologicals), vagy monoklondlis GPIIla ellenes antitesttel (Becton-Dickenson)
immunoprecipitdltuk. Az immunoprecipitatumokat Protein A Sefarose-zal (Sigma),
illetve Protein A Agarose-zal (Sigma) izoldltuk. Az immunoprecipitdlt proteineket
SDS-PAGE és Western blotting utdn poliklondlis GPIIb/IIla ellenes (Affinity

Biologicals) antitesttel jeloltiik és Vectastain ABC kittel (Vector) detektaltuk.

Pulse-chase analizis

Megkozelitéleg 10° szami vad tipusd, L116V, STOP575 és H782N muténs
GPIIb-t és vad tipust GPIIla-t ko-expresszalo BHK sejtet egy ordn keresztiil metionin-
mentes tdpoldatban tartottunk, amit ezutdn 500 pCi/ml radioaktivitasi [*°S] metionin
izotoppal (Merck, Darmstadt, Germany) szuplementdltunk (pulse). 30 perc elteltével az
izotépot a sejtek mosdsdval eltdvolitottuk, és a sejteket normal tenyésztési koriillmények
kozé helyeztiik. Az egyes sejttenyésztokben 1€vo sejteket kiillonbozé idépontokban, 0,
1, 3, 6 és 24 ora elteltével lizdltuk (chase) és poliklondlis GPIIb/IIIa ellenes antitesttel
(Affinity Biologicals) immunoprecipitdltuk. A precipititumokat 7,5%-os gélen (SDS-
PAGE) redukdlé kornyezetben elektroforetizaltuk. A gélt ezutdn izopropanol—ecetsav-
viz 25:10:65 térfogatardnyd oldatdban fixaltuk, és Amplify oldatba (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, UK) daztattuk. Végil a gélt vakumszaritoban
megszaritottuk. Az eléhivads -70 °C-on, Hyperfilm High Performance Autoradiography
Film-re (Amersham) tortént. A proteinek relativ mennyiségét GS-800 Kkalibralt

denzitométerrel (Bio-Rad) hatdroztuk meg.
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Az L116VGPIIb/GPIIIa komplex fibrinogén koto képességének meghatarozasa

107 szamu 4l-transzfektalt, illetve normal vagy L116VGPIIb cDNS-sel és normal
GPIIla ¢cDNS-sel ko-transzfektilt BHK sejtet 0,1% bovin szérum albumin (BSA) és
0.25 mM MgCl, tartalmd Tris-pufferelt séoldatban (Tris buffered saline, TBS)
szuszpenddltunk. A sejteket 60 percig szobahdmérsékleten 0.1 mg/ml koncentracidju
human fibrinogénnel (Sigma) inkubdltuk a GPII/Illa sztérikus aktivdciojat kivalto, 10
pg/ml  koncentraciéji  PT25-2 monoklondlis antitest (Takara, Shiga, Japan)
jelenlétében, illetve nélkiile. Ezutdn a sejteket lecentrifugaltuk, a fenti TBS pufferben
reszuszpendaltuk és 20 percig szobahOmérsékleten 10 pg/ml végkoncentracidju FITC-
konjugdlt nyulban termelt humdan fibrinogén ellenes antitesttel (Dako) inkubdltuk. A
sejteket FacsCalibur dramldsi citométerben (Becton-Dickinson) analizdltuk. A

hattérfluoreszcenciat az 4l-transzfektdlt sejtek mérésével kaptuk.

A GPIIb intracellularis elhelyezkedése

A transzfektdlt BHK sejteket 10% fetal calf serum (FCS), 0.5 mg/ml geneticin
és/vagy higromicin tartalmi DMEM tdpoldatban 12 mm-es kerek feddlemezen
szaporitottuk 2 napon keresztiil. A sejteket ezutdn PBS-sel mostuk, -20 °C — os
metanollal permeabilizaltuk és fixdltuk. A fed6lemezeket ezt kovetéen 0.05% Triton X-
100 és 0.5% BSA tartalmi PBS-sel (TX-BSA-PBS) mostuk, majd TX-BSA-PBS-ben
oldott fluoreszcensen jelolt antitestekkel inkubdltuk szobahomérsékleten 40 percig. Az
oldat az aldbbi antitesteket tartalmazta: protein diszulfid izomerdz (PDI) ellenes egér
monoklondlis antitest (ascites, 1:200 higitds) (Affinity Bioreagents, Golden, CO), 1
pg/ml koncentrdcidju anti-Golgin-97 egér monoklondlis antitest (Invitrogen), és 4
pg/ml koncentraci6ji PE-konjugdlt GPIIb ellenes (DAKO) anitestet.

A PDI és a Golgin-97 ellenes antitesteket el6zdleg AlexaFluor 488-cal, illetve

AlexaFluor 647-tel jelolt kecskében termelt egér IgG ellenes antitesttel (GAMIG)
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konjugéltuk a Zenon jelold és blokkold kittel (Invitrogen). A sejteket ezutdn 3x mostuk
TX-BSA-PBS-sel, majd elézetesen megtisztitott mikroszkdpos targylemezre helyeztiik
és 5 ul Mowiollal fedtik. A mintdkat Zeiss 510 LSM konfokélis lézer szkenning
mikroszképpal vizsgaltuk. Az AlexaFluor 488 festéket 488 nm-es Ar ion lézerrel
gerjesztettiik, €s 505-550 nm kozotti szlirén keresztiil detektaltuk. A PE-t 543 nm-es
HeNe lézerrel gerjesztettiik és 560-625 nm kozti sziiron keresztiil detektdltuk. Az
AlexaFluor 647 festéket 633 nm-es HeNe 1ézerrel gerjesztettiik, és 650 nm alatti sz{irén
keresztiil detektdltuk. A pinhole apertirdk bedllitisa 1 um-es optikai szeleteket
eredményezett. 512x512 pixel felbontdst képeket vettiink fel 6.4 us-os pixeliddvel és
2x-es soratlagolassal. Minden képet multi-track médban készitettiink. Fenti bedllitdsok

mellett a csatornak kozt nem volt athallas.

Lézer szkenning citometria és képanalizis

A 1ézer szkenning citometriai (LSM) mérésekhez az iCys (CompuCyte,
Cambridge, MA) Olympus IX-71 invertdlt mikroszkdpra épitett berendezését
hasznaltuk 40x-es szemiapokromatikus objektivvel. Ebben a kisérletsorozatban a
transzfektadlt BHK sejteket a CLSM-os vizsgalatokndl leirt médon kezeltiik, azzal a
kiilonbséggel, hogy a sejtek magjait is jeloltiik az inkubdcids pufferhez az utols6 5
percben adott 1 ng/ml koncentracidju 4’,6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI). A DAPI-t
405 nm-es diddalézerrel gerjesztettiik. A tobbi festék gerjesztéséhez hasznalt 1€zerek és
a detektdldsukhoz hasznalt szlirdk a CLSM mikroszkdpia esetén hasznaltakkal
megegyezOk voltak. Minden mintdrdl 112 kiilonbozd, 1.000x768 pixel felbontdsu képet
készitettiink, melyek igy mintdnként megkozelitéleg 1.500 sejt elemzését tették

lehetové.

A kvantitativ digitdlis képanalizist a SCIL-Image (TNO, Delft, The Netherlands)

szoftver C programming kornyezetében végeztiik. A Golgi appardtusban és az ER-ben
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mért GPIIb fluoreszcencia dtlagos hdnyadosdnak meghatirozdsdhoz a sejthatarokat a
sejtmag, az ER, a Golgi és az expresszdlt GPIIb festédésének figyelembevételével

azonositottuk.

A jeldletlen mintdkon azonos késziilékbeallitdssal mért fluoreszcencia intezitast
tekintettiik hattérértéknek. A GPIIb ER-ben és Golgiban mért fluoreszcencia
intenzitdsdnak hdnyadosat 1.776 vad tipusu, 1.443 H782N mutdns és 1.859 L116V
mutdns GPIIb-t expresszdl6 BHK sejtben hataroztuk meg. A kapott hdnyadosok
atlagaval (= SD) a GPIIb ER-ban és Golgiban mért relativ mennyiségi aranydt fejeztiik

ki.

Eredmények

1. Beteg

Sejtfelszini ¢és intracellularis integrinek aramlasi citometrias vizsgalata

thrombocytakban

A vérlemezkék felszinén 1év0 fibrinogén receptor komplexet, a vitronektin
receptor komplexet és a fibrinogén receptort alkoté integrineket direkt és indirekt
jelolés utdn dramldsi citométerben vizsgédltuk. A vérlemezkék intracellularis GPIIb és
GPIIla tartalmdnak kimutatdsara 0,1%-os Triton X100-zal permeabilizalt
vérlemezkéket és direkt jelolt antitesteket hasznédltunk. Az elsé beteg esetében sem a
thrombocyta felszinén (2. dbra A,B), sem intracelluldrisan (dbrdn nem szerepel) nem
tudtunk GPIIb-t detektdlni direkt jelolt antitestekkel dm csekély mennyiségli GPIlla
jelenléte nem volt kizdrhaté (dbrdn nem szerepel). A vérlemezkék felszinén normél
intenzitdsi GPIX festddést mértiink (2. dbra A,B). A beteg vérlemezkéin az érzékeny,
indirekt jeloléssel végzett kvantitativ dramldsi citometrids moddszerrel sem tudtunk

fibrinogén receptor komplexet kimutatni (receptor szdm <50/thrombocyta), mely
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megerdsitette az I-es tipusi Glanzmann thrombasthenia diagnézisit. A beteg
édesanyjdban 22.415, édesapjaban 22.075 fibrinogén receptort detektdltunk a
vérlemezkék felszinén, mely a kontroll thrombocytdkon mért értéknek (57.104+5.568,
n=6) megkozelitéleg 39%-a volt. TRAP aktivici6 hatdsdra a felszini GPIIb/Illa
komplex mennyisége a kontrollban jelentésen megemelkedett (84.355/ thrombocyta),
am a beteg vérlemezkéin a GPIIb/IIla mennyisége tovabbra is a detektdlasi kiiszob alatt
maradt (2.4bra C). A vitronektin receptor szdma a thrombasthenids vérlemezkék
felszinén (377/thrombocyta) magasabb volt, mint a Kkontroll thrombocytidkon
(97+36/thrombocyta, n=14). Erdekes, hogy a TRAP aktivicié hatdsira a vitronektin
receptor szdma a beteg vérlemezkéin jelentdsen megemelkedett (634/thrombocyta), mig

a kontroll thrombocytdkon vdltozatlan maradt (2. dbra D).

2. dbra. Vérlemezkék  felszini
integrinjeinek  dramldsi citometriai {
vizsgdlata (1. beteg). A thrombocytdkat e

a  foreward @ és side scatter "
tulajdonsdgaik alapjdn azonositottuk. A : L | _i_ '
kontroll thrombocytik normdl GPIIb és Y W SR N Y S NS |
GPIX festédést mutattak (A), mig a GPIX fluoreszcencia
thrombasthenids vérlemezkéken normdl . &
GPIX jelolés mellett nem tudtunk ¢ —s
GPIIb-t detektdlni (B). Az indirekten . *'.‘_
jelolt GPIIb/IIla és a vitronektin ' .._FJ f ‘1
receptor  fluoreszcencia  intenzitdsa L b
lathato a C és a D paneleken (a: beteg (;I—‘llh;’lIIa ﬂunreqzcencm
TRAP nélkiil, b: beteg TRAP aktivdcio : i D
utdan, c: kontroll TRAP nélkiil, d:
kontroll TRAP aktivdcio utdn).

A B

fluoreszcencia

GPIIb

pra— |

sejtsze’]m

sgjtszam

VnR ﬂunreqzcencm
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Thrombocyta lizitum Western blot vizsgalata

A poliakrilamid gélen nem redukdlé kornyezetben elvdlasztott thrombocyta
fehérjéket a GPIIb-t és a GPIlla-t egyardnt jelolé GPIIb/Illa ellenes poliklondlis,
valamint GPIIla ellenes monoklondlis antitesttel jeloltiik. A GPIIb a kontrollban erésen
festddo savként jelentkezett, mig a beteg mintdjadban mennyisége a detektdldsi kiiszob
alatt volt. A GPIlla a kontroll mintdban mindkét antitesttel tortént jelolés utdn
megfeleld erdsséggel festodott. A GPIIla-t mind a poliklondlis, mind pedig a
monoklonadlis antitesttel egyértelmiien jelenlévd, de halvanyan fest6dd savként
detektdltuk a beteg mintdjaban (3. dbra). Az immunoblot denzitometrids vizsgalata
szerint a beteg mintdjdban detektdlt GPIIla a kontroll mintdjdban mért GPIlla

mennyiségnek 6,4%-a volt.

3. dbra. GPIIb és GPIIla kimutatdsa a
beteg és a kontroll thrombocytikban
nem redukdlo kornyezetben Western
blot vizsgdlattal (1. beteg). A gél
minden oszlopdra 30 ug fehérjét vittiink
fel. 1,2: anti-GPllla jelolés, 3,4: anti- 116.2—
GPIIb/lla jelolés. 1,3: kontroll, 2,4:
beteg. Az egyes nyilhegyek a GPIlla-t, a 974 —
dupla nyilhegyek a GPIIb-t mutatjdk,
mely a betegben hidnyzik (4.sdv). Az 1.
és 3. oszlop nagy molekulatomegii
sdvjait GPIlla dimerek okozzdk, melyek 66.2——
redukdlo kornyezetben nem jelennek
meg.

M (kd)

Thrombastheniat okozé mutaciok a GPIIb génjében

A vérlemezkék drmaldsi citometrids és Western blot analizise minden kétséget
kizaréan jelenlévd, de jelentdsen csokkent mennyiségli GPIIla-t, valamint emelkedett
mennyiségli vitronektin receptor mennyiséget mutatott, ezért a thrombasthenidt okozd

muticiot a GPIIb génjében kerestiik. A beteg DNS mintdjaban a GPIIb génjének
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exononkénti direkt szekvendldsdval a 17-es exonban az 1618. helyen 1évd citozin
homozigéta delécidjat (c.1618delC) taldltuk, ami az 509. aminosavndl kezd6do olvasasi
keret eltolédast, és az 533. aminosavndl kialakulé korai stop kodont
(p-Glu509SerfsX24, STOP533, X533) okozott (4. dbra). A beteg sziilei ugyanezt a
mutédciét hordoztik heterozigéta formaban. (A nukleotid szdmozas a GPIIb transzkript

www.ensembl.org honlapon az ENSGO00000005961 azonosité alatt kozolt

szekvencidjan alapul.)

4. dbra. A Glanzmann thrombasthenidt A
okozo mutdcio a GPIIb génjében. (1.
beteg) Az dbrdn az elsé beteg GPIIb

& NAC N N\ AVIRTEAS

génjének foreward szekvendldsa SN EAYEAY %) A
ldathato. A: kontroll, B: beteg, C. a beteg cecosocrolfeecr e e
édesapja (hasonlo eredményt mutatott a B
beteg édesanyjdnak vizsgdlata). A 17-es !
exonban  1évé  citozin  homozigdta A A AT AAA S A Y A
delécicjdit a beteg esetében nyillal \\ /,W\\ j M\X,i // \(\\/&_\
jeloltiik, a normdl kontroll és a GO C G AGCT 6 AGCT GG ACC GG
heterozigota mutdns sziil6 esetében

bekereteztiik. A  mutdciot  hatdrolo . C

ismétlodo szekvencidt aldhiiztuk.

A thrombocyta eredetii mRNS vizsgalata

A GPIIb gén nonszensz mutidcidjanak egyik lehetséges kovetkezményét, az
alternativ  splicingot a thrombocyta eredeti mRNS-bdl atirt cDNS direkt
szekvendldsdval vizsgdltuk. A GPIIb ¢cDNS 12. és 27. exon kozé esd szakaszdn a
splicing az exon-intron hatdrok mentén tortént, alternativ splicingot nem taldltunk. A
homozigdta delécid és a kovetkezményes korai termindciés kodon felvetette a hibds
mRNS gyors lebomldsdnak (nonsense-mediated decay of mRNA), a lehetdségét, ezért a
GPIIb mRNS stabilitdsit a GAPDH mRNS szintjére normalizdlva, a kontrollhoz

viszonyitott relativ kvantitdlassal vizsgaltuk. A PCR reakciok hatékonysdgéit (E) a
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GAPDH ¢és GPIIb cDNS-ek 1-512-szeres higitdsanak Cp értékeit a dilicié logaritmikus
skdldjan 4brazolt egyenes meredekségébdl az E=10"/mered®) Képlet segitségével

hatdroztuk meg (5. dbra).

PCR HATEKONYSAG
45
40 ¥ = 2,5486Ln(x) + 23,252
‘)= _---_—__-F‘-'--
30 = I
__.__—-—-"‘"" —— = GAPDH
< 20
15
o y = 1,84920LnG) + 18,249
: RE = 0,9854
0 T r
1 10 100 1000
DILUCIO

5. dbra A GPIIb és a GAPDH c¢DNS-ek amplifikdcios hatékonysdagdanak
meghatdrozdsa. A GPIIb és GAPDH c¢DNS-ek 10, 1-512-szeres higitasdval kapott Cp
értékeket dbrdazoltuk. Az y tengelyen a Cp értékek, az x tengelyen a diliiciok szerepelnek

logaritmikus skdldn. Mindkét reakcio linearitdasa megfelelé volt (Pearson korreldcios
koefficiens >0,97).

A hiarom parhuzamos mintdn, mintdnként 3 parhuzamos PCR amplifikaldssal
végzett mérés eredménye, valamint a PCR reakciok hatékonysidga alapjan az elsd
betegben a GPIIb ¢cDNS ardnya a kontrollban mért értékhez viszonyitva atlagosan

0,06% volt.

A BHK sejtek felszini GPIIb és GPIIla expressziéjanak vizsgalata

A GPIIb gén muticidjanak a GPIIb/IIla komplex felszini expresszidjdra
gyakorolt hatdsat transzfektdlt BHK sejteken vizsgéltuk. A vad tipusu és mutans GPIIb
és GPIIb/Illa komplexet PE-konjugalt monoklonalis GPIIb ellenes és FITC-konjugélt
monoklondlis GPIIb/IIla komplex ellenes antitestekkel aramldsi citometrids €s
fluoreszcens mikroszképos modszerrel detektdltuk. A vad tipusi GPIIb-t és GPIlla-t

ko-expresszdlo BHK sejtek felszinén az édramlédsi citometria és a fluoreszcens
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mikroszkdpos vizsgdlat is intenziv GPIIb és GPIIb/Illa festédést mutatott. A STOP533
mutdns GPIIb-t és vad tipusi GPIIla-t ko-expresszdld6 BHK sejtek felszinén egyik

modszerrel sem tudtunk GPIIb-t vagy GPIIb/IIIa-t kimutatni (4brdn nem szerepel).

GPIIb és GPIIIa komplex kialakulasanak vizsgalata BHK sejtekben

A pro-GPIIb és érett GPIIb ardnyat €s a mutins GPIIb molekuldk komplex
alkot6 képességét transzfektdlt BHK sejtekben vizsgaltuk. A sejtek lizdtumdbol a
GPIIb-t és a GPIlIla-t egyarant megkotd GPIIb/IIla ellenes poliklondlis antitesttel,
illetve GPIlla ellenes monoklondlis antitesttel immunoprecipitiaciét végeztiink. Az
immunoprecipitdlt  fehérjéket redukdlé kornyezetben  végzett poliakrilamid
gélelektroforézissel vdlasztottuk el egymadstol, igy a pro-GPIIb és az érett GPIIb eltérd
molekulatomegiik miatt a gélen elkiiloniilt egymdstdl. A szeparalt fehérjéket GPIIb/I11a
ellenes poliklonalis antitesttel jeloltiikk és Vectastain ABC kittel detektaltuk. A vad
tipust GPIIb-t és GPIIla-t expresszdl6 BHK sejtekben a GPIIb/IIla ellenes poliklonalis
antitesttel kozel azonos mennyisgli pro-GPIIb-t és érett GPIIb-t detektdltunk. A
STOPS533 mutans GPIIb-t és vad tipusu GPIIla-t ko-expresszdlo sejtekben sem a pro-
GPIIb-nek, sem az érett GPIIb-nek megfeleld molekulatomegli fehérjét nem taldltunk,
viszont jelen volt egy 60 kDa koriili molekulatomegii fehérje, mely a vad tipusi
sejtekbdl hidnyzott, s amely tomege alapjan megfelelt a trunkdlt GPIIb molekuldnak. A
trunkdlt fehérjét nem tudtuk a GPIIla ellenes antitesttel végzett immunoprecipitacid
utdn detektdlni, viszont ugyanezzel az antitesttel jelentds mennyiségli pro-GPIIb és

érett GPIIb ko-immunoprecipitalodott a vad tipusi BHK sejtekben (6.4bra).
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6. dbra BHK sejtekben expresszdlt vad tipusu és mutdans GPIIb és vad tipusu GPIlla
immunoprecipitdldsa és Western blot vizsgdlata (1. beteg). A BHK sejtek lizatumdbol
immunoprecipitdlt fehérjék elektroforézisét (SDS PAGE) redukdlo kornyezetben
végeztiik. A fehérjéket GPIIb/Illa ellenes poliklondlis antitesttel jeloltiik. 1. és 4.
oszlop: vad tipusii GPIIb-t és GPlla-t expresszdlo BHK sejtek. 2. és 5. oszlop: csak
GPlIlla-t expresszdlo BHK sejtek. 3. és 6. oszlop: STOP533 mutdns GPIIb-t és vad
tipusi GPIlla-t expresszdlo BHK sejtek. 7. oszlop: thrombocyta lizdtum. Az
immunoprecipitdaciot GPIIb/Illa ellenes poliklondlis antitesttel (1.-3. oszlop), vagy
GPllla ellenes monoklondlis antitesttel (4.-7- oszlop) végeztiik. A nyilhegy a trunkdlt
GPIIb-nek megfelel6 sdvra mutat (3. oszlop), mely a GPIllla-val nem ko-
immunoprecipitdlodott  (6.0szlop) A thrombocyta eredetii GPIIb kissé eltéré
molekulatomegét az eltéro poszttranszldacios glikozildcio magyardzza. A GPIlla
redukdlo kornyezetben halvdnyan jelolodik.

2. Beteg

Sejtfelszini és intracellularis integrinek aramlasi citometrias vizsgalata

thrombocytakban

A madsodik betegben a direkt jelolt antitestekkel végzett dramldsi citometrids
vizsgdlat a kontroll vérlemezkékhez képest jelentdsen csokkent, de detektdlhato
thrombocyta felszini GPIIb (7.A dbra) és GPIlla festddést mutatott (7.B dbra). 0.1%
Triton X-100-zal végzett permeabilizdldst kovetden mind a betegben, mind a

kontrollban jelent6sen megemelkedett a GPIIb és GPIIla fluoreszcencia intenzitdsa,
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mely azonban a beteg thrombocytdiban a kontrollhoz képest tovdbbra is jelentdsen
alacsonyabb volt (7.C,D dbra). Kvantitativ dramldsi citometrids mérések szerint a beteg
vérlemezkéinek felszinén atlagosan 2.556 fibrinogén receptor expresszalodott, mely a
kontroll érték (57.104+5.568, n=6) 4,5%-anak felelt meg. TRAP aktivici6é hatdsdra a
beteg vérlemezkéin a GPIIb/Illa komplex thrombocytdnkénti szdma atlagosan 4.148-ra
emelkedett. Az dramldsi citometrids vizsgdlatok megerdsitették a Glanzmann
thrombasthenia diagnoézisat, mely a mérheté alvadék retrakci6 €s a GPIIb/Illa
kvantitativ meghatdrozasa alapjan a Il-es tipusba volt sorolhaté. A beteg két lanydban a
vérlemezkék felszinén a kontrollhoz képest csokkent mennyiségli fibrinogén receptort
(31.157, illetve 35.030 receptor) detektéltunk, a receptor szdm TRAP aktivacié hatasdra

mindkét esetben megemelkedett (45.061 illetve 44.788).

7. dbra. Vérlemezkék felszini és
intracelluldris GPIIb és GPIlla
integrinjeinek dramldsi citometrids
vizsgdlata (2. beteg). A thrombocytdkat
a  foreward és side scatter
tulajdonsdgaik alapjdn azonositottuk. A
fluoreszcencia hisztogramokon a
thrombocyta  felszini (a,b) és
intracelluldris (c,d) GPIIb (a,c) és
GPllla (b,d) festodésének
fluoreszcencia  intenzitdsa  ldthato.
(vastag fekete vonal: izotipus kontroll, .
sotét sziirke vonal: beteg vérlemezkéi, fluoreszcencia intenzitas
vildgos  sziirke  vonal: kontroll
vérlemezkék)

s s T . =

sejtszam

Thrombocyta lizatumok Western blot vizsgalata

A madsodik beteg thrombocyta lizitumdnak Western blot vizsgédlata sordn a

kontrollban detektdlt mennyiséghez képest a beteg vérlemezkéiben a fibrinogén

receptor mindkét komponensének mennyiségét jelentdsen csokkentnek taldltuk (8.
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abra). Denzitometrids analizissel a beteg vérlemezkéiben a GPIIb esetében a kontroll

érték 6%-at, GPIIla esetében 16%-at mértiik.

8. dbra. GPIIb és GPIIla kimutatdsa
Western blot vizsgdlattal a beteg és a Mr(kd)

kontroll thrombocytdk lizatumdban (2. -

beteg). A kontroll és a Dbeteg - <«
thrombocyta lizdatumait nem redukdlo
kornyezetben vizsgdltuk Western blottal. 116 -

A gél minden oszlopdra 30 ug fehérjét _ . _—
vittiink fel. 1,3: kontroll, 2,4: beteg. Az 97.4 - . ~ <
egyes nyilhegyek a GPIlla-t, a dupla
nyilhegyek a GPIIb-t mutatjak, A
glikoproteinek jelolését GPIlla ellenes
monoklondlis (1,2) és GPIIb/Illa ellenes
poliklondlis antitesttel(3,4) végeztiik.

Thrombastheniat okozé mutaciok a GPIIb génjében

A mdésodik betegben a GPIIb génben hiarom heterozigéta mutdciot taldltunk. A
4-es exonban 1évé C339G, (¢.339C>G) mutédcié a 116. aminosav poziciéban leucin-
valin cserét okozott (p.Leull6Val, L116V). A 18-as exonban taldlt 1772insG
(c.1771_1772insQG) insertio az 560. aminosavtél kezdddden olvasasi keret eltolodast és
az 575. aminosavndl kialakul6é korai terminécids kodont okozott (p.Asp560GlyfsX16;
STOP575, X575). A 24. exonban a C2437A (c.2437C>A) mutacié a 782. hisztidin
aszpariginra cserélodését okozta (H782N, p.His782Asn) (9. dbra). A beteg egyik ldnya
az L116V és a STOP575 muticidt egyiitt, mig a masik ldnya csak a H782N mutéciot
hordozta, ami — ha eltekintiink a mutdciék kozotti rekombindcié rendkiviil csekély
esélyétdl - azt bizonyitja, hogy az L116V és a STOPS575 muticié azonos allélen
talalhatd, mig a H782N mutécié a mésik allélen helyezkedik el a betegben.

Az L116V és a H782N muticidk egyikét sem tudtuk kimutatni 50 egészséges
kontroll 100 alléljében, ami azt igazolja, hogy a mutdciok a hazai populdciéban nem

tekinthetdk gyakori polimorfizmusnak.
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9. dbra. A Glanzmann thrombasthenidt
okozo mutdciok a GPIIb génjében. (2.
beteg) Az dbrdn a mdsodik beteg DNS
mintdjdbol végzett GPIIb gén
szekvendlds eredménye ldthato. A
mutdciokat nyillal jeloltiik. A: 4-es
exon, foreward szekvencia, C339G
(L116V) mutdcio. B: 18-as exon,
reverse szekvencia, 1772insG
(STOP575) mutdcio. C: 24-es exon,
foreward szekvencia, C2437A (H782N)
mutdcio.

A thrombocyta eredetii mRNS vizsgalata

A maésodik betegben a thrombocyta eredeti mRNS-bdl atirt cDNS direkt
szekvendldsa sordn alternativ splicingot nem taldltunk, a betegben a splicing az exon-
intron hatdrok mentén tortént. A korai termindcids kodont hordozé mRNS pontos
kvantitativ analizisét a masik, stop kodont nem hordozé allél jelenléte nem tette
lehetévé. A beteg GPIIb cDNS-ének direkt szekvendldsa sordn azonban kizardlag a
C2437A muticié volt detektdlhatd, a stop kodont hordozé mRNS-t nem tudtuk
detektdlni. A jelenség hatterében minden valdszinliség szerint a stop kodont hordoz6
mRNS gyorsult elimindcidja all. A stop kodont hordozé allélrél szirmazé mRNS-t, ha
kis mennyiségben jelen is lehetett, a masik allélr6l szdrmaz6 mRNS molekuldk

mennyiségi tulsulya miatt nem lehetett ampflifikdlni, s igy a stop kodont a beteg
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vérlemezkéibdl szdrmazé mRNS-ben nem tudtuk detektdlni. Ezzel az eredménnyel
Osszhangban a beteg stop kodont hordoz6 ldnydban csak a vad tipusi allélt tudtuk a
thrombocyta eredeti mRNS-ben kimutatni. A beteg mésik ldnydban a mutdns és a vad

tipusu allél egyardnt megtaldlhaté volt a thrombocytdbdl izoldlt RNS mintdban.

A BHK sejtek felszini GPIIb és GPIIla expressziéjanak vizsgalata

A GPIIb gén mutdcidinak a GPIIb/Illa komplex felszini expresszidra gyakorolt
hatdsat transzfektdlt BHK sejteken vizsgéltuk. A vad tipusi és mutidns GPIIb és
GPIIb/ITla komplexet PE-konjugdlt monoklondlis GPIIb ellenes és FITC-konjugalt
monoklonalis GPIIb/IIIa komplex ellenes antitestekkel dramldsi citometrids (dbran nem
szerepel) és fluoreszcens mikroszképos modszerrel detektaltuk (10. dbra). A STOPS575
mutdns GPIIb-t és vad tipusi GPIIla-t ko-expresszdl6 BHK sejtek felszinén a
GPIIb/ITla komplex, illetve a GPIIb nem volt kimutathaté (dbrdn nem szerepel). Az
L116VGPIIb és az L116VGPIIb/IIla komplex a vad tipushoz hasonld intenzitdssal
festddott. A H782NGPIIb-t és vad tipusd GPIIla-t ko-expresszdlé BHK sejtek felszinén
a hattérfluoreszcencidndl kétségteleniil magasabb, de a vad tipusi GPIIb/IIla komplexet
expresszalé sejteken mért értékhez képest alacsonyabb GPIIb és GPIIb/Illa

fluoreszcencia intenzitast kaptunk.

32



GPIIb

GPIIb/Ia

L116V H782N

10. dabra A GPIIb és GPIIb/IIla komplex felszini expresszidjanak vizsgdlata
fluoreszcens mikroszkoppal a transzfektalt BHK sejteken. A vad tipusi vagy mutdns
GPIIb-t és vad tipusii GPIlla-t expresszdlo BHK sejteken a felszini GPIIb-t (piros) és
GPIIb/a-t (zold) direkt jelolt monoklondlis antitestekkel detektdltuk. WT: vad tipus
(wild type). Az L116V mutdns felszini fluoreszcencia intenzitdsa a vad tipushoz hasonlé
mindkét jelolés esetén. A H782N mutdns a vad tipushoz képest jelentosen kisebb
mértékii felszini GPIIb és GPIIb/Illa festodést mutatott. A STOP575 esetén egyik
antitesttel sem detektdltunk festodést (az dbrdn nem szerepel).

GPIIb és GPIIIa komplex kialakulasanak vizsgalata transzfektalt BHK sejtekben

A pro-GPIIb és érett GPIIb ardnyat €s a mutins GPIIb molekuldk komplex
alkotod képességét transzfektdlt BHK sejtekben vizsgéltuk. A sejtek lizdtumabol a
GPIIb-t és a GPIlla-t egyardnt megkoté GPIIb/IIIa ellenes poliklondlis antitesttel, vagy
a GPIIla ellenes monoklondlis antitesttel immunoprecipitdciét végeztiink. Az
immunoprecipitalt fehérjéket redukdlé kornyezetben elektroforézissel (PAGE)
véalasztottuk el egymadstol, igy a pro-GPIIb és az érett GPIIb eltéré molekulatomegiik
miatt a gélen elkiiloniilt egymdstol. A szepardlt fehérjéket GPIIb/IIla ellenes
poliklonalis antitesttel jeloltiik €s Vectastain ABC kittel detektdltuk. A vad tipusu

GPIIb-t és GPIIla-t expresszdl6 BHK sejtekhez hasonléan az L116V mutdns GPIIb-t és



vad tipusd GPIIla-t ko-expresszdl6 BHK sejtekben a GPIIb/IIla ellenes poliklondlis
antitesttel végzett immunoprecipiticiot kovetden nagyjabol megegyezd mennyiségii
pro-GPIIb-t és érett GPIIb-t detektdltunk. A H782N mutidns GPIIb-t és vad tipusd
GPIIIa-t ko-expresszdl6 BHK sejtekben a vad tipusd pro-GPIIb-vel azonos mennyiségii
pro-GPIIb-t, de csokkent érett GPIIb mennyiséget taldltunk. A STOPS575 mutdns
GPIIb-t és vad tipusi GPIIla-t ko-expresszdlé BHK sejtekben nem tudtunk normaél
molekulatomegli pro-GPIIb-t, vagy érett GPIIb-t kimutatni, azonban detektaltunk egy
megkozelitéleg 70 kDa molekulatomegii sdvot, mely a trunkélt GPIIb-nek felelt meg. A
trunkalt fehérjét a GPIIla ellenes antitesttel végzett immunoprecipitidcié utdn ebben az
esetben sem tudtuk kimutatni, ami azt jelenti, hogy a STOP533-hoz hasonléan a
STOPS575 trunkélt GPIIb fehérje sem képes a vad tipusu GPIIla molekuldval komplexet
képezni. A GPIlla ellenes antitest kozel azonos mennyiségli GPIIb-t ko-
immunoprecipitdlt a vad tipusu és az L116V mutidns GPIIb-t expresszdlo BHK
sejtekben. Ezekhez képest a H782N mutans pro-GPIIb mennyisége nem valtozott, de a
GPIIlla ellenes antitest jelentdsen kevesebb érett H782N GPIIb molekulat ko-

immunoprecipitalt (11. dbra).

Mr(kD)

=
116 G ¢

97.4

H

66

11. dbra BHK sejtekben expresszdlt vad tipusi és mutdns GPIIb és GPllla
immunoprecipitdldsa és Western blot vizsgdlata (2. beteg). A BHK sejtek lizatumdbol
immunoprecipitdlt glikoproteineket redukdlé kornyezetben elektroforetizdaltuk. A
fehérjéket GPIIb/Illa ellenes poliklondlis antitesttel jeloltiik. 1. és 7. oszlop: L116V
GPIIb-t és vad tipusi GPIllla-t ko-expresszdlo BHK sejtek. 2. és 8. oszlop: H782N
GPIIb-t és vad tipusii GPIlla-t ko-expresszdlo BHK sejtek. 3. és 9. oszlop: STOP575
mutdns GPIIb-t és vad tipusi GPIIla-t ko-expresszdlo BHK sejtek. 4. és 10. oszlop: vad
tipusti GPIIB-t és GPIlla-t ko-expresszdlo BHK sejtek. 5. és 11. oszlop: csak vad tipusii
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GPllla-t expresszdlo BHK sejtek. 6. és 12. oszlop: thrombocyta lizdtum. Az
immunoprecipitdaciot GPIIb/llla ellenes poliklondlis antitesttel (1.-6. oszlop), vagy
GPllla ellenes monoklondlis antitesttel (7.-12. oszlop) végeztiik. A csillag a trunkdlt
GPIIb-nek megfelel6 sdvra mutat (3. oszlop), mely a GPIllla-val nem ko-
immunoprecipitdlodott (9. oszlop)

BHK sejtekben expresszalt GPIIb és GPIIla pulse-chase vizsgalata

A mutidns GPIIb szintézisének, érésének és degradicidjanak kinetikdjat a
transzfektalt BHK sejtekben a fehérjék radioaktiv metioninnal tortént jelolése utdn
vizsgéltuk. A vad tipusi GPIIb-t és GPIIla-t ko-expresszdlé6 BHK sejtekben kozvetleniil
a 30 perces radioaktiv jelolés utdn jelentés mennyiségii pro-GPIIb és GPIlla, és csak
csekély mennyiségli érett GPIIb volt kimutathaté. A kovetési periddus sordn a pro-
GPIIb és a GPIlla szintje fokozatosan csokkent, ezzel szemben az érett GPIIb-nek
megfeleld sdv intenzitdsa a 6. 6rdig fokozddott, és ekkor mar meghaladta a pro-GPIIb
sdvjanak intenzitasat. A kovetési periodus 24. 6rdjdban a pro-GPIIb mar csak halviny
savként volt lathatd, ezzel szemben a sejtek még jelentés mennyiségii érett GPIIb-t
tartalmaztak. A fluorogram kvantitativ denzitometrids analizise 2.03 és 4.56 GPIIb/pro-
GPIIb ardanyt mutatott a 6. illetve a 24. 6rdban. Az ardny valtozdsa a pro-GPIIb
proteolitikus hasitdsanak, és ezzel érett GPIIb-vé alakuldsdnak a kovetkezménye. Az
L116V mutdns pro-GPIIb 4talakuldsa a vad tipushoz hasonl6 kinetikat kovetett (dbran
nem szerepel). A H782N mutdns GPIIb-t expresszdlo sejtekben a radioaktivan jelolt
GPIIb érett és pro-formdk, valamint a GPIIla lebomldsa a vad tipushoz hasonld
titemben zajlott. Kvantitativ denzitometrids méréseink szerint a kovetési periddus 6.
ordjaban a pro-GPIIb és érett GPIIb egyiittes mennyisége mind a vad, mind a H782N
mutans esetében a 0. draban mért érték 36%-a volt. Ez az érték a 24. ordban 21% és
18%-nak adddott, ami a vad és mutdns fehérjék lebomldsdnak hasonld kinetikdjat
igazolta. Ugyanakkor a H782N mutéans esetében meghatirozott GPIIb/pro-GPIIb ardny
a 6. 6rdaban 0.55, a 24. 6rdban 1.41 volt, ami azt mutatja, hogy a H782N pro-GPIIb
atalakuldsi sebessége - vagyis érésének iiteme - jelentésen elmarad a vad tipushoz

képest (12.4bra).
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12. dbra Vad tipusi GPllla-t és vad tipusi vagy H782N mutins GPIIb-t ko-
expreszdlo BHK sejtek pulse-chase analizise. A radioaktiv jelolés utdn a sejteket
kiilonbozé idbépontokban lizdltuk és a GPIIb-t és GPllla-t poliklondlis GPIIb/Illa
ellenes antitesttel immunoprecipitdltuk. A sejtek lizdldsdnak idépontjdat az dbrdn alul
tiintettiik fel, a pro-GPIIb-t, érett GPIIb-t és GPllla-t reprezentdlo sdvokat nyillal
Jjeloltiik.

A vad tipusia és a mutans GPIIb intracellularis lokalizacigjanak vizsgalata BHK

sejtekben

A vad tipusu és mutans GPIIb molekuldk intracelluléris lokaliz4ci6jat vad tipusu
GPIlIa-val és valamely mutdns, vagy vad tipusu GPIIb-vel ko-transzfektdlt BHK
sejtekben CLSM segitségével vizsgéltuk. A sejtek hdarmas immunfluoreszcens
festésével a GPIIb-t (piros), a PDI-t (ER marker, zold), és a Golgin-97-et (Golgi
marker, kék) jeloltikk. A vad tipusi GPIIb-t expresszdlo sejtekben a GPIIb festédése a
Golgi és az ER jelolésével egyardnt erds kolokalizaciét mutatott, melyet az egyes
szineknek megfeleld csatorndk szuperpondldsakor az ER-ben megjelend narancssarga,
és a Golgiban megjelend lila szinek megjelenése mutatott. Az L116V mutians GPIIb-t
expresszalé sejtekben hasonld kolokalizdcids mintdzatot kaptunk, mely az L116V
mutdns GPIIb megfelel6 mennyiségli szintézisére, valamint a molekula ER és Golgi
kozti normadlis transzportjara utal. A H782N mutdns GPIIb és az ER jelentds

kolokalizdciét mutatott, viszont a vad tipushoz képest a Golgival kevesebb mutdns
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GPIIb kolokalizalédott (13. dbra).. A STOP575 mutins GPIIb-t expesszdld sejtekben
nem detektaltunk a hattérfluoreszcencianal erosebb GPIIb festodést (dbran nem
szerepel).

A kolokalizdci6 szamszerli értékelése céljabol lézer szkenning citometrids
mérésekkel meghatdroztuk a GPIIb ER-ben és Golgiban mért fluoreszcencia
intenzitdsdnak hdnyadosat. A vad tipusd és az L116V mutidns GPIIb-t expresszal
sejtekben a Golgiban és az ER-ben mért GPIIb fluoreszcencia intenzitds hanyadosa
kozel azonos volt (0.46 és 0,42). A H782N mutdns esetén azonban a GPIIb Golgiban
mért relativ fluoreszcencidja a vad tipushoz képest jelentdsen alacsonyabb volt (0.15),

ami a H782N mutdns GPIIb intracelluldris transzportjanak zavardra utal (14.4bra).

A GPIIb(L116V)/GPIIIa komplex fibrinogén koto képességének meghatarozasa

Az L116V muténs és a vad tipusi GPIIb szintézise, érése, intracelluldris transzportja
és felszini expresszidja nem kiillonbozott. Az L116V mutdcié a mdasodik betegben a
STOPS575 mutacidval azonos allélen helyezkedett el, €s a thrombocytdban az allél mRNS-
ét nem tudtuk kimutatni, igy a mutdcionak valdsziniileg nem volt szerepe a betegség
kialakuldsaban. Ennek ellenére érdekes kérdés volt, hogy egy, a B-propeller domén cap
szubdoménjében 1évé mutdcié hogyan befolydsolja a fibrinogén receptor ligand kotd
képességét, ezért dl-transzfektalt, illetve normdl vagy L116V mutidns GPIIb cDNS-sel és
normdl GPIIla cDNS-sel ko-transzfektalt BHK sejteken dramlési citométerben vizsgaltuk
a PT25-2 monoklondlis antitesttel sztérikusan aktivélt sejtfelszini GPIIb/IIla komplex
fibrinogén kotd képességét. A hattérfluoreszcenciat az al-transzfektdlt sejtek mérésével
kaptuk. Az L116V mutins GPIIb-t expresszdld6 BHK sejtek a vad tipusi GPIIb-t
expresszdl6 BHK sejtekhez hasonlé mértékben kototték a fibrinogént, vagyis a muticid

nem modositotta a GPIIb/IIIa fibrinogén irdnti affinitdsat (15. dbra).
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13. dbra A GPIIb és GPIIb/Illa komplex intracelluldris lokalizdciojanak vizsgdlata
konfokdlis lézer szkenning fluoreszcens mikroszkoppal a transifektdilt BHK
sejtekben. Vad tipusi (a,b,c) H782N mutdns (d,e,f) vagy L116V mutdns (g,h,i) GPIIb-
vel és vad tipusu GPIlla-val ko-transzfektdlt BHK sejtekben jeloltiik a GPIIb-t (piros),
az ER-t (zold), és a Golgit (kék). a,d,g: ER és Golgi kettos jelolés; b,e,h: GPIIb és ER
kettos jelolés, c,f,i: GPIIb és Golgi kettos jelolés. A GPIIb és az ER jelolésének dtfedése

narancssdrga, az ER és a Golgi jelolésének dtfedése lila szint eredményez.



14. abra A GPIIb Golgiban és ER-ben
mért  fluoreszcencia intenzitdsdnak
meghatdrozdsa transifektdlt BHK
sejtekben lézer szkenning citométerrel.
Vad tipusi, H782N mutdns vagy L116V
mutdns GPIIb-vel és vad tipusi GPIlla-
val ko-transzfektdlt BHK sejtekben
jeloltiik a sejtmagot, a GPIIb-t, az ER-t,
és a Golgit. A sejteket a sejtmag és a

sejtmembrdn festodése alapjdn
azonositottuk. A GPIIb ER-ben és
Golgiban mért fluoreszcencia

intenzitdsanak hdnyadosdnak dtlagadt
(£SD) 1776 vad tipusu, 1443 H782N
mutdns és 1859 L116V mutdns GPIIb-t
expresszdlo BHK sejt mérése alapjdn
hatdroztuk meg, és az dbrdn az y
tengelyen jeloltiik. WT:vad tipus (wild
type).

15. dbra. L116V mutdns felszini
GPIIb/Ila fibrinogén koto
képességének vizsgdlata BHK sejteken.
Vad tipusu, dl-transzfektdlt és LI16V
mutdns GPIIb-t és vad tipusi GPllla-t
ko-expresszdlo sejtek humdn, FITC-cel
konjugdlt fibrinogén kotését vizsgdltuk a
GPIIb/a sztérikus aktivdcidja utdn. A
sziirkével  kitoltott  gorbe az  dl-
transzfektdlt sejtek mérésével kapott
hdttérfluoreszcencia. Vildgossziirke
vonal:  vad  tipusi  GPIIb/Illla-t
expresszdlo BHK sejtek fluoreszcencia
intenzitdsa;  fekete vonal: LII6V
GPIIb/Illa-t  expresszdlo BHK sejtek
fluoreszcencia intenzitdsa.
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Megbeszélés

Munkank sordn két beteget vizsgaltunk sziiletésiik 6ta észlelhetd vérzéses
tiineteik miatt. Az elsé beteg a vizsgdlatakor 6 éves volt, Ujsziilott kordban stlyos
koldokvérzés és intramuszkuldris injekcié nyomdn kiterjedt haematoma alakult ki,
késébb visszatérd epistaxis, bor és nydlkahartyavérzések jelentkeztek. A mdsodik, 53
éves beteg 1smétlodd epistaxis, foginy és gastrointestindlis vérzés miatt allt tobbszor
kezelés alatt. 20 éves kordban a jelentds foki melena és hematemesis miatt végzett
explorativ laparotomia tiinetei hatterében organikus eltérést nem igazolt. Mindkét beteg
véralvadasi szlirOtesztjeinek eredményei €s thrombocytaszama referencia tartomdnyon
beliil voltak, viszont mindkét esetben jelentésen megnyult vérzési és PFA-100 zarddasi
id6t mértiink. Thrombocyta aggregidciét a fiziol6gids agonistidk egyik esetben sem
valtottak ki, azonban a ristocetin mindkét beteg mintdjdban reverzibilis agglutinatiot
indukdlt. A véralvadék retrakcié az elsd betegben teljesen hidnyzott, a madasodik
betegben csokkent mértékii volt €s a kontrollhoz képest lassabban alakult ki. Mindezek
alapjan mindkét beteg tiinetei hatterében Glanzmann thrombasthenidt allapitottunk
meg.

Az elsé beteg vérlemezkéinek dramldsi citometrids mérése hidnyzé felszini
GPIIb-t és GPIIb/IIla komplexet, és igen kis mennyiségli GPIIla-t mutatott, mely
alapjdn a betegséget az I-es tipusba soroltuk. A GPIIb kizdrélag a GPIIla integrinnel
alkot komplexet, ezzel szemben a GPIlla az o, integrinnel is képes heterodimert
alkotni, létrehozva ezzel a vitronektin receptort. Egyes Glanzmann thrombasthenids
betegekben a vérlemezke felszini vitronektin receptor szdmat kordbbi tanulméanyokban
is emelkedettnek taldltak (16, 17, 20). Erdekes, hogy esetiinkben az aktivalatlan
thrombasthenids vérlemezkék eleve emelkedett vitronektin receptor szimit a TRAP
aktivacid jelentés mértékben tovdbb novelte, mig a kontroll thrombocytdkon a TRAP
nem volt hatdssal a vitronektin receptor szdmadra, de — ahogy varhat6 volt — jelentdsen
novelte a felszini fibrinogén receptor mennyiséget. Ennek a jelenségnek a hétterében az

allhat, hogy GPIIb hidnydban a feleslegben jelenlévé GPIIla miatt sokkal tobb
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vitronektin receptor képzddik, igy a thrombasthenids vérlemezkék o-granulumaiban
nagyobb mennyiségli vitronektin receptor taldlhaté az egészséges vérlemezkékhez
képest, melyekben az a-granulumot jelentdés mennyiségili fibrinogén receptor foglalja el.
A thrombocyta felszini vitronektin receptor, valamint a thrombocyta lizitum GPIIla
tartalmdnak kimutatdsdval kizartuk a GPIIla érintettségének a lehet0ségét, igy a
molekuléris genetikai eltérést az elsé beteg esetében a GPIIb génjében kerestiik.

A midsodik betegben az 5% koriili thrombocyta felszini és az egyértelmiien
detektdlhat6 kis mennyiségli intracellularis GPIIb/IIla II- es tipusi Glanzmann
thrombasthenidt igazolt. A thrombocyta lizdtum Western blot vizsgalta 6% GPIIb és
16% GPIIla mennyiséget mutatott, igy a genetikai defektust ebben az esetben is a
GPIIb génben feltételeztiik.

Az els6 betegben a GPIIb génben a homozigéta 1618delC mutécioét taldltuk,
mely olvasasi keret eltolodast és 24 kérosan atirt aminosav utdn az 533. aminosavnal
korai terminédciés kodont eredményezett. A mutici6 kovetkeztében a beteg
vérlemezkéibél teljes mértékben hidnyzott a GPIIb fehérje. Erdekes, hogy a delécié két
ismétlddé6 AGCTG szekvencia kozott alakult ki, melyek a primordidlis intergénikus
spacerek  1smétldd6é  szekvencidi, s melyek az i1mmunglobulin nehézlanc
atrendezddéséért is feleldsek. Elképzelhetd, hogy a mutdcié kialakuldsdban ez az
ismétlddo szekvencia szerepet jatszott (47,48).

A madsodik betegben a GPIIb génben hdrom heterozigéta mutaciét taldltunk. A
C339G mutdcié a béta propellerben, a 116. aminosav poziciéban taldlhaté leucin
valinra cserélddését okozta. A C2437A mutécié a calf-2 doménben a 782. helyen 1évo
hisztidin-aszparagin cseréért volt felelds. Az 1772insG muticié olvasasi keret
eltolddast és az 575. aminosav pozicioban korai termindcidés kodon kialakuldsat
eredményezte. A beteg lanyainak molekuldris genetikai vizsgédlata, valamint a
thrombocyta GPIIb mRNS analizise azt bizonyitotta, hogy az L116V és a STOPS575
muticio azonos allélen, mig a H782N mutaci6 a maésik allélen helyezkedett el.

A stop kodonnal jaré muticiok a sejtekben kiilonbozd javitd és védekezd

folyamatokat indithatnak el. Az alternativ splicing sordn a muticié kovetkeztében
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kialakult korai stop kodon protein szintézist termindlé hatdsat elkeriilendd, a sejt
alternativ splice site-ok segitségével olyan mRNS-t készithet, melybdl a muticid, és az
azt hatdrol6 hosszabb-rovidebb szekvencia hidnyzik (49, 50). Az alternativ splicing
mellett a stop kodonok leggyakoribb hatdsa a nonszensz-medidlta mRNS degradacié
(nonsense-mediated decay of mRNA, NMD), amelynek sordn a sejtek a trunkalt,
funkci6 nélkiili fehérjéktdl védve magukat a korai termindciés kodont hordozé mRNS-t
elimindljdk (51). A nonszensz-medidlta mRNS degradéci6 feltétele, hogy a stop kodon
és a kovetkez6 exon-exon hatdr kozott legaldbb 50-55 nukleotid tdvolsag legyen, vagyis
a stop kodonnak ennyivel kell az exon-exon hatdrt6l 5° irdnyban lennie (52). A
thrombocyta mRNS-bdl reverz transzkripcié sordn atirt cDNS szekvendldsaval a mi
eseteinkben  alternativ ~ splicingot nem tudtunk kimutatni, mindkét beteg
thrombocytdjdban kizar6lag az exon-intron hatirok mentén torténd splicing
eredményeként 4tirédott GPIIb mRNS-t tudtunk detektdlni. Az 533. aminosav
pozicioban 1év6 stop kodon a kovetkezd exon-exon hatartol 59, az 575. aminosavnal
fellépd stop kodon 110 nukleotiddal 5° irdnyban helyezkedik el, vagyis mindkét stop
kodon az mRNS nonszensz-medidlta degradiciéra hajlamos szakaszdban taldlhaté
(52,53). Az elsO betegben detektalt homozigéta STOPS33 muticié esetén kvantitativ
mRNS vizsgélatot végeztiink, és a betegben a GPIIb mRNS mennyiségét jelentdsen a
csokkentnek, a kontroll érték 0,06 %-anak taldltuk. A mésodik betegben a stop kodont
hordoz¢ allélrdl szarmazé mRNS kvantitativ vizsgdlatat megnehezitette a masik allélrdl
szdrmazd, vélhetden normdl mennyiségli mRNS jelenléte, ezért ebben az esetben nem
végeztiink kvantitativ analizist. A mdasodik betegben azonban a GPIIb mRNS-rdl atirt
cDNS direkt szekvendldsdval a STOPS575 mutéiciét hordoz6 mRNS molekuldt nem
tudtuk kimutatni, ami azt igazolta, hogy a stop kodont tartalmaz6 mRNS a masik
allélrdl szarmazo GPIIb mRNS-hez képest jelentdsen csokkent mennyiségben volt jelen
a beteg thrombocytdiban. Néhdny kordbbi kozlemény foglalkozott a GPIIb gén
nonszensz mutdcidinak a GPIIb mRNS stabilitdsdra gyakorolt hatdsaval. A 288delC
mutdcid, valamint az 5. exon-intron hatédrtél 2 nukleotiddal a 3’ irdnyban taldlhat6

citozin-adenin csere egyardnt olvasdsi keret eltoléddshoz és a polipeptid szintézis korai
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termindci6jadhoz vezettek (54, 55). Mindkét muticié csokkent GPIIb mRNS
mennyiséggel tarsult. Hasonl6 hatdssal volt a GPIIb mRNS szintjére két masik muticio,
melyek az 584. illetve az 594. aminosav poziciéban alakitottak ki korai termindcids
kodont (56,57). Az mRNS analizise szerint az altalunk detektdlt mindkét stop kodon
csokkent GPIIb mRNS szinttel jart, vagyis a mutins GPIIb mRNS molekuldk
degradécidja a thrombocytdkban és a megakaryocytdkban jelentdsen felgyorsult.

A GPIIb és GPIlla molekuldk az endoplazmatikus retikulumban képeznek
egymdssal komplexet, melynek elmaraddsa esetén a komplexalkotd fehérjék gyors
degraddcion mennek keresztiil (31, 58). Az mRNS nonszensz — medidlta lebontédsa
mellett a betegek vérlemezkéiben a trunkdlt GPIIb molekuldk teljes hidnyédt a
GPIIb/IIIa komplex képzddésének elmaraddsa is magyardzhatta. A trunkalt GPIIb és a
vad tipusi GPIIla komplexképzését a két integrin kapcsoldddsdnak konformadcids
szerkezeti feltételeinek pontosabb megértése céljabol mutdns GPIIb cDNS-sel és vad
tipusu GPIIla cDNS-sel tranziensen ko-transzfektalt BHK sejtekben vizsgdltuk. A BHK
sejtek  lizdtumabdl  poliklondlis  GPIIb/IIla  ellenes  antitesttel — végzett
immunoprecipiticié utdn az STOP533 és a STOPS75 mutins GPIIb-t egyarant
kimutattuk, igaz ugyan, hogy mindkét trunkdlt GPIIb mennyisége a BHK sejtek 4ltal
szintetizdlt vad tipusi GPIIb mennyiségéhez mérten jelentésen csokkent volt. Az
immunoprecipitidciét GPIIla ellenes antitesttel végezve csaknem ugyanannyi vad tipusi
GPIIb mennyiséget nyertiink, mint a GPIIb/IIla poliklondlis antitesttel végzett
immunoprecipitacié utdn. Azonban a GPIIIa ellenes antitesttel trunkalt GPIIb fehérjét
nem sikeriilt ko-immunoprecipitdlni. Ez a megfigyelés azt bizonyitja, hogy sem a
STOPS533, sem pedig a STOPS575 mutédns trunkdlt GPIIb nem volt képes az intakt
GPIIla molekuldval komplexet képezni, ami a nonszensz-medidlta GPIIb mRNS
lebomlds mellett magyarazattal szolgdl a betegek vérlemezkéinek teljes mértékben
hidnyz6 trunkdlt GPIIb tartalméra.

A GPIIb és a GPIlla kapcsoldddsanak konformdcios feltételeit ligand kotés
kozben és a ligandmentes ,,nyugvd” dllapotban csak részlegesen, a GPIIb N-termindlis

452 aminosava (B-propeller domén) és a GPIIla N-termindlis 440 aminosava (A, PSI és
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hybrid domének) 4ltal alkotott komplex hdromdimenzids kristalyszerkezeti modelljébol
ismerjiik (59). A két glikoprotein extracellularis doménjének kolcsonhatdsardl szerzett
ismereteink nagyobb része a vitronektin receptorral valé nagyfoki homoldgidra és a
nyugvo, ligandmentes, hajlott konformdci6ji vitronektin receptor extracelluldris
doménjének ismert kristdlyszerkezetére tdmaszkodik (33). Az a,P; extracelluldris
doménje a B-propeller (1-438. aminosav), a thigh (439-592. aminosav), a calf-1 (607-
738. aminosav) és a calf-2 (739-956. aminosav) doménekbdl all. Az a, és PB; kozotti
legnagyobb kiterjedésii kontaktus az a, integrin B-propeller és a GPIlla A doménjei
kozott talalhatd. Az a, integrin calf-1 és calf-2 doménjei kisebb feliiletli kapcsolatokat
alakitanak ki a GPIlla molekulaval. A GPIIb/Illa vitronektin receptor
kristdlyszerkezetén alapulé homoldgia modellje hasonlé kapcsolatokat tart fel a GPIIb
és a GPIIla kozott (60). A GPIIb gén kiilonbozd lokalizacidji nonszensz mutdcidi
kovetkeztében kialakult eltérd hosszisdgu trunkdlt GPIIb molekuldk valtozé mértéki
komplexképzodési képességet mutattak. A calf-2 doménben taldlhat6 STOP870 (61),
STOP859 (62) és STOP960 (58) mutaciok kovetkeztében kialakult trunkalt GPIIb
molekuldk megdrizték komplexképzési képességiiket, ugyanakkor a mutdns GPIIb és
vad tipusu GPIIla alkotta komplexek transzportja az endoplazmatikus retikulum és a
Golgi kozott zavart szenvedett, és emiatt a komplexek az endoplazmatikus
retikulumban retinedlédtak. A STOP597 mutdcié kovetkeztében a GPIIb vad tipusd
GPIlIa-hoz torténd kapcsolddasa jelentdsen csokkent, de kimutathaté mértékii volt (57).
Az éltalunk vizsgdlt két esetben sem az 533 aminosav, sem az 575 aminosav
hosszisagu trunkdlt GPIIb fehérje nem volt képes az intakt GPIIla-val komplexet
alkotni. A két nonszensz mutdcié mindkét calf domén és a thigh domén egyik esetben
hosszabb, mdsik esetben rovidebb részének elvesztését okozta. A thigh domén a P-
propeller doménnel alkot szoros, Ca-fiiggd, koriilbeliil 700 A? feliiletti kapcsolatot,
mely vélhetden fontos szerepet jatszik a B-propeller domén térszerkezetének és helyes
orientdcidjanak kialakitdsdban. Emellett nem hagyhaté figyelmen kiviil, hogy a

muticiok €s a stop kodon kozotti 24 illetve 16 aminosav hosszisagu tévesen atirt
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szakasz minden bizonnyal megvaltoztatja a thigh domén térszerkezetét, és interferalhat
a thigh domén és a B-propeller kozotti kapcsolat kialakuldsdval. Mindezeket Gsszevetve
nagyon valészini, hogy a teljes GPIIb molekula és a GPIIla kapcsolddédsa sordan a [3-
propeller domén helyes orientdciéjat a thigh domén integritdsa biztositja.

A masodik betegben detektdlt L116V és a STOP575 mutdcié azonos allélen
helyezkedett el, amely allél a beteg vérlemezkéiben nem expresszdlédott. Emiatt az
L116V mutdcié szerepe a betegség patogenezisében kizdrhaté volt. A muticié a f-
propeller mdsodik lapatjdnak mdsodik hurkdn helyezkedik el, és részét képezi a -
propeller ligand kotésért felelds cap szubdoménjének (59, 63). Az L116 melletti
kisérletesen létrehozott E117A mutacid, valamint a 110-129. aminosav kozotti
peptidszakasz azonos hosszusdgu szekvencidlis cseréje a GPIIb/Illa komplex
ligandkotésének elvesztéséhez vezetett (63), ezért fontosnak tartottuk a mutdcié hatdsat
transzfektalt BHK sejtekben megvizsgélni. Az L116V mutédciot hordozé GPIIb cDNS-t
és a vad tipusi GPIIla cDNS-t BHK sejtekben ko-expresszdltuk. Az 4ramlasi
citometrids €s a fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok szerint a mutans GPIIb/IIIa
komplex a BHK sejtek felszinén a vad tipusi GPIIb/Illa komplexhez hasonlé
mennyiségben expresszdlodott, intracelluldris transzportja zavartalan volt, és a
glikoproteinek szintézise és lebontdsa is a vad tipusi GPIIb/IIIa kinetikdjat kovette.
Aramlési citométerben a PT-25 antitesttel tortént aktivdcié utdn vizsgdltuk az L116V
mutdns GPIIb és vad tipusi GPIIla komplex affinitdsit a szolubilis fibrinogénhez. A
molekuldn beliili kritikus lokaliz4ci6 ellenére a hidroféb leucin szintén hidroféb valinra
cserélodése nem befolydsolta a komplex fibrinogénkotd képességét. Mindezek alapjén
megéllapitottuk, hogy az L116V mutici6 nem kauzativ mutdcid, amely akkor sem
okozna Glanzmann thrombasthenidt, amennyiben a vérlemezkékben expresszalddna.

A masodik beteg vérlemezkéinek mRNS analizise sordan kizdrdlag a H782N
mutaciot hordozé allélt tudtuk kimutatni. Az dramldsi citometrids és a fluoreszcens
mikroszkdpos vizsgdlatok szerint a H782N mutans GPIIb a beteg vérlemezkéin és a ko-

transzfektalt BHK sejtek felszinén egyarant csokkent expresszidt mutatott. A mutdns €s
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a vad tipusi pro-GPIIb mennyisége hasonlé volt, azonban a vad tipushoz képest
Iényegesen kevesebb érett H782N mutidns GPIIb-t detektdltunk a ko-transzfektdlt BHK
sejtekben. A mutdns GPIIb a vad tipusi GPIIla molekuldval képes volt komplexet
alkotni. A pulse-chase analizis sordn igazoldst nyert, hogy a H782N pro-GPIIb érett
GPIIb-vé alakulasa a vad tipushoz képest lényegesen lassabban megy végbe, azonban
az érett mutdns GPIIb a vad tipusi GPIIb lebomldsdnak kinetikdjat kovette. Az
intracelluldrisan jelolt BHK sejtek konfokalis fluoreszcens mikroszkopos vizsgalata
ezzel 0sszhangban azt igazolta, hogy a H782N mutdns pro-GPIIb transzportja az ER-
bdl a Golgiba akadélyozott. A GPIIb gén szdmos muticidjardl igazolddott, hogy
interferdl a GPIIb/IIla komplex ER és a Golgi kozotti transzportjdval és ezzel
akaddlyozza a molekula érését (60, 64-72). Ezek koziil hdrom muticié - VI951M,
Q747P és a 786. aminosavpozicié utdn inzertdlédott 8 aminosav - szintén a calf-2
doménban helyezkedett el (72,67,60). A calf domének nyugvé receptoron a GPIIla
EGF-szerti doménjével alkotnak kis kiterjedésii kapcsolatot (33), melynek felbomlédsa
nem befolydsolja a két integrin komplexképzését, viszont a GPIIb/IIla intracelluléris
transzportjit akaddlyozhatja (60). A H782N mutdcié hasonlé hatdssal lehetett a
GPIIb/IIla transzportjara, mivel szintén a calf-2 doménben helyezkedik el és
vizsgdlataink szerint a mutdns GPIIb az ER-ben retinedlddott. A beteg vérlemezkéi és a
transzfektalt BHK sejtek felszinén megfigyelt alacsony GPIIb/IIla expressziot azonban
az ER és Golgi kozotti kozotti csokkent transzport nem magyardzza teljes mértékben.
Nem zérhat6 ki, hogy a Golgi és a sejtfelszin, illetve a Golgi és az a-granulumok kozti

transzport is kdrosodott a H782N mutédcié kovetkeztében.
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Osszefoglalas

Doktori értekezésemben beszamolok két, sziiletésiik oOta visszatérd vérzéses
tiineteket mutaté beteg laboratériumi vizsgélatainak eredményeirdl. Mindkét beteg
véralvaddsi szlirOtesztjeinek eredményei és thrombocytaszdima a referencia
tartomdnyon beliill voltak. Vérzési idejiik és PFA-100 zarodasi idejiikk jelentOsen
megnyult volt, s thrombocytdik egyik fiziol6gids agonista hatdsdra sem aggregdltak.
Ezek alapjan mindkét betegben feléllitottuk a Glanzmann thrombasthenia diagnézisat.
Az els6 beteg esetében a hidnyz6 véralvadék retrakcid €s thrombocyta felszini
fibrinogén receptor (GPIIb/Illa) alapjan a betegséget az I-es tipusba soroltuk. A
masodik esetben a jelentdsen csokkent, de mérhetd véralvadék retrakcié és thrombocyta
felszini fibrinogén receptor (2.556 receptor/thrombocyta) alapjan Il-es tipusu
Glanzmann thrombasthenidt allapitottunk meg. Az elsé betegben a GPIIb génben a
kordbban nem ismert 1618delC homozigéta deléciét taldltuk, amely olvasdsi keret
eltolddést és az 533. aminosavndl korai termindciés kodont (STOP533) eredményezett.
A madsodik betegben harom kordbban még nem kozolt heterozigéta mutaciét taldltunk.
Az 1772insG mutdcié olvasdsi keret eltolédast €s az 575. aminosavndl korai stop
kodont (STOP575) okozott. Ezzel a muticioval azonos allélen helyezkedett el a C339G
(L116V) mutéicid, mig a mdsik allélen a C2437A (H782N) mutdciét detektaltuk. A
mutdciok hatdsat a vérlemezkékben és mutdns vagy vad tipusd GPIIb és vad tipusd
GPIIIa cDNS-sel ko-transzfektalt BHK (baby hamster kidney) sejtekben vizsgdltuk. A
GPIIb thigh doménjében 1évé STOPS533 és STOPS75 muticiok a thigh domén C-
termindlis részének és a calf modulnak az elvesztésével jartak. Mindkét mutéacié a
GPIIb mRNS felgyorsult lebomlasat okozta a thrombocytdkban. Az expresszalt trunkalt
GPIIb egyik esetben sem volt képes a GPIIla-val komplexet alkotni, ami azt bizonyitja,
hogy a GPIIb/IlIa komplex kialakuldsdban a GPIIb B-propeller doménje mellett a thigh
doménnek is jelentds szerepe van. Az L116V mutidcié nem volt hatdssal a GPIIb/IIla
komplex szintézisére, lebontdsara, intracelluldris transzportjdra, felszini expresszidjara
és fibrinogénkotd képességére. A calf-2 doménben taldlt H782N mutédcié akadalyozta a
GPIIb/ITla komplex ER és Golgi kozotti transzportjat és igy a GPIIb/IIla csokkent
felszini expresszidjat és intracelluldris retencidjat okozta. Az eredmények azt igazoltdk,

hogy a calf-2 doménnek szerepe van a GPIIb/II1a intracelluldris transzportjdban.
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Summary

Two patients suffering from severe recurrent hemorrhagic symptoms since early
childhood were investigated. The coagulation screening tests and platelet count were
normal while bleeding time and PFA-100 closure times were highly prolonged in both
cases. Platelet aggregation occurred in neither of the patients in response to any of the
physiological agonists. The absence of clot retraction and the lack of fibrinogen receptor
(GPIIb/IIIa) on the platelet surface indicated type I Glanzmann thrombasthenia in the first
case. Clot retraction was partially retained and the platelets displayed strongly reduced but
well detectable number (2556/platelet) of surface expressed fibrinogen receptor
(GPIIb/IIIa) indicating type II disease in the second patient. In the GPIIb gene a novel
homozygous deletion (1618delC) causing frameshift and premature termination of protein
synthesis (STOP533) was identified in the first patient. In the second case three novel
heterozygous GPIIb gene mutations were identified. The 1772insG mutation caused
frameshift and premature termination of protein synthesis (STOP575). On the same allele
the C339G (L116V) mutation was detected. C2437A (H782N) mutation was found on the
other allele. The effects of the novel GPIIb mutations on the synthesis, complex
formation, intracellular transport, surface expression and function of the GPIIb/IIla
complex were studied by expression experiments using BHK (baby hamster kidney) cells
co-transfected with wild type or mutant GPIIb constructs and with wild type GPIIla. As a
consequence of the STOP533 and STOPS575 nonsense mutations part of the thigh domain
and the whole calf module were lost. Both mutations induced nonsense-mediated decay of
GPIIb mRNA in platelets and when expressed in BHK cells the truncated GPIIb proteins
were unable to form complex with GPIIla. The results suggest that complex formation of
GPIIb and GPIlla does not only rely on the B-propeller domain but also requires the
integrity of the thigh domain. Normal synthesis, maturation, intracellular transport,
surface expression and fibrinogen binding ability indicated that L116V was not a
causative mutation. The H782N mutation situated in the calf-2 domain interfered with the
transport mechanism delivering pro-GPIIb/Illa complex from the endoplasmic reticulum
to the Golgi, hampered its maturation and surface expression suggesting that calf-2

domain plays an important role in the intracellular trafficking of the GPIIb/Illa complex.
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