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Bevezetés

A Glanzmann thrombasthenia visszatéré bor- és nyalkahartyavérzéssel, jellegzetesen
menorrhagidval, orr- és gastrointestinalis vérzéssel jard, autoszomalis recessziven 6roklédo,
silyos, de ritka betegség. A betegséget eldszor Eduard Glanzmann (1887-1959) svdjci
gyermekgyogyasz irta le 1918-ban. A kozvetleniil a sziiletés utan jelentkezo, sulyos vérzéssel,
megnyult vérzési iddvel és hidnyzo véralvadék retrakcidval jar6 korképet thrombasthenidnak
nevezte el. Etiopatoldgiai oka a thrombocyta fibrinogén receptordnak (glikoprotein IIb/Illa
komplex, GPIIb/IIa, oy, integrin, CD41a) teljes hidnya, csokkent felszini expresszidja vagy
a komplexet képzdé fehérjék strukturdjaban bekovetkezett valtozdsok okozta csokkent
mikodése. Mindezek kovetkeztében zavart szenved a thrombocytdk fibrinogén kotése,
aminek az eredménye a thrombocyta aggregacié hidnya.

A fibrinogén receptor a véralvadasban kézponti szerepet betoltd thrombocyta felszini
integrin, mely a glikoprotein IIb (GPIIb, oy, integrin, CD41) és a glikoprotein IITa (GPIIIa, 3
integrin, CD61) 4ltal alkotott non-kovalens, Ca-fiiggd heterodimer. A GPIIb/Illa szintézisére
és felszini expresszidjara emberi szervezetben kizdrOlag megakaryocytdk és thrombocytdk
képesek. A GPIIb kizardlag a GPIIla-val alkot komplexet, mig a GPIlla mas integrinekhez is
kapcsolddhat, példaul az o, integrinnel komplexben alkotja a vitronektin receptort, mely kis
mennyiségben a vérlemezkék felszinén és o-granulumjaiban is megtaldlhatd, de emellett
endothel sejtek, osteoblastok, monocytdk és aktivalt B-lymphocytdk felszinén is
expresszalodik. Egy vérlemezke felszinén atlagosan 50 vitronektin receptor talalhatd, azonban
a GPIIb eredetti Glanzmann thrombasthenidban szima megemelkedhet. A vitronektin receptor
kimutatdsdval elkiilonithetd a GPIIb és a GPIlla defektusa 4ltal okozott Glanzmann
thrombasthenia. A GPIIb/Illa a vérlemezkék egyik legnagyobb mennyiségli fehérjéje, mely a
vérlemezkék sejtmembridnja mellett az a-granulumokban is megtaldlhat6. Thrombocyta
aktivécio sordn az a-granulumokbdl rovid id6 alatt nagy mennyiségii fibrinogén receptor jut a
vérlemezkék felszinére. Aktivalatlan vérlemezkék felszinén kb. 40.000-80.000 darab receptor
talalhatd, aktivacié hatasara szamuk 30-50%-kal emelkedik meg.

A GPIIb és a GPIIla génje a 17-es kromoszoman egymads kozelében helyezkedik el. A
GPIIb fehérje 1008, a GPIIla fehérje 762 aminosavbdl épiil fel, és mindkét integrin
extracelluldris doménje glikozildlt. A nem-redukdlé koriilmények kozott végzett ndtrium-
dodecilszulfat poliakrilamid gél elektroforézissel (SDS-PAGE) a GPIIb molekulatomege
megkozelitdleg 140 kDa, mig a GPIlla molekulatomege 95 kDa. Az endoplazmatikus
retikulumban (ER) egylancu, Gn. pro-GPIIb szintetizdlddik, mely a GPIIla-val Ca-fiiggd, 1:1
ardnyud heterodimert képez. A komplexképzddés a sejtfelszini expresszid eldfeltétele, ennek

hidnydban az integrinek intracelluldrisan elimindlédnak. Az endoplazmatikus retikulumban



kialakulnak a molekuldn beliili kénhidak, és megtorténik az integrinek N-glikozildcidja. A
pro-GPIIb/Illa komplex érése sordn innen a Golgi appardtusba jut, ahol az integrinek O-
glikozilalédnak, és emellett a pro-GPIIb egy 871 aminosavbél 4ll6 N-terminélis nehézlancra
és egy 137 aminosavbdl all6 C-termindlis konnytldncra hasad. A GPIIb két lanca egy
diszulfid-hidon keresztiil kapcsolédik egymdshoz. Redukdlé kornyezetben végzett SDS-
PAGE segitségével elkiilonithetd a pro-GPIIb és az érett GPIIb. A 140 kDa molekulatomegii
pro-GPIIb mobilitdsa redukdlé kdzegben nem valtozik, mig az érett GPIIb egy a 25 kDa
molekulatomegli konnylldncra és egy 115 kDa molekulatomegli nehézldncra hasad. A
GPIlla-ban nagyszamu intramolekuléris diszulfid hid taldlhat6, melyek redukcié hatisara
felnyilnak, és ennek kovetkeztében a molekula az SDS PAGE-en lassabban vandorol.

A GPIIb/IlIa molekula N-termindlis globularis fejét a GPIIb B-propeller és a GPIIla
A doménje alkotja szoros interakcidéban, ez alatt a GPIIb és a GPIIla alkotta két 1ab
helyezkedik el, melyek a nyugvo receptorban tobb helyen kapcsolatban vannak egymassal,
a thrombocyta aktivdcié hatdsdra azonban kiilonvalnak. A GPIIb B-propeller doménjét 7,
egyenként 60-70 aminosavbdl allo, sugarirdnyban elhelyezkedd ismétlodo szekvencia (lapat)
alkotja. A lapdtok 4 antiparallel lemezbdl allnak, melyek koziil a bels6k amid és karbonil
oxigén csoportjaikkal alkotjdk a propeller centrumdban elhelyezkedd csatorna falat. A
propeller centruméban, a csatorna mélyén 4 Ca®*-kétd hely helyezkedik el, melyek a GPIIIa
261-es arginin aminosavdval dllnak interakciéban. A GPIIb doménjei koziil a B-propeller
képezi a legerdsebb és legnagyobb feliiletli kapcsolatot a GPIIla-val. A ligand (fibrinogén,
nagy nyir6 ardnyndl a von Willebrand faktor is) kotéséért és annak specificitdsaért a [3-
propeller domén 2.-4. lapatjdnak bizonyos hurkai dltal létrehozott ,,cap” szubdomén és a
GPIIla A-doménje felelés. A GPIIb-ben a B-propeller alatt helyezkedik el a thigh domén,
mely a B-propeller 7. lapatjanak Ca-kot6 hurkédval alkot szoros, Ca-fiiggd, kb. 700 A? feliiletti
kapcsolatot. A thigh domén alatt taldlhaté a calf-1, ez alatt a calf-2 domén. A calf domének
alkotta calf modul rigid struktdrajat a calf domének kozotti kiterjedt, nagyjabol 500 A?
feliiletti hidroféb kapcsolat biztositja. A thigh domén és a calf modul kozott helyezkedik el a
globuldris fej mozgasat lehetdvé tevd hajlékony szakasz, melyet a molekula ,,térd”-ének
neveznek. A calf-2 doménnek része a molekula transzmembran és rovid intracelluldris
szakasza, melyek a molekula konnyllancdn taldlhaték. A GPIlla-ban N-termindlisan
helyezkedik el az A domén, melynek része a ligand kotésben szerepet jatszé fémion fiiggd
adhéziés hely (metal ion dependent adhesion site, MIDAS). Ett6l C-termindlis irdnyban
taldlhat6 a hibrid és a plexin-szemaforin-integrin (PSI) domén, melyek az A domént 4
ismétlddé EGF (epidermadlis novekedési faktor, epidermal growth factor) - szerli doménhez

kapcsoljak. A molekula extracelluldris szakaszanak utolso tagja a cisztatin-szerii domén. A



GPIIb calf-1 és calf-2 doménjei nyugvo receptoron a GPIlla EGF-szerti doménjével alkotnak
kis kiterjedésti kapcsolatot.

A fibrinogén receptor nyugvé thrombocytdkon inaktiv allapotban van. Valamilyen
thrombocyta agonista (ADP, trombin, tromboxan A;) receptordhoz torténd kotddése éltal
elinditott biokémiai folyamatok sziikségesek ahhoz, hogy beliilrdl kifelé torténd (inside-out)
szignalizacié kovetkeztében kialakuljon a receptor ligandot kotni képes aktiv formdja. A
fibrinogén receptor elsddleges szerepe a hemosztazisban a vérlemezke aggregicié medidlésa,
melyhez a szolubilis fibrinogén (és/vagy von Willebrand faktor) megkotése sziikséges. A
receptor-ligand kapcsolddds kiviilr6l befelé torténd (outside-in) szignalizaciét indukal,
hatdsdra a receptorok csoportokba rendezdnek, igy biztositjdk az extracellulris métrix és a
citoszkeleton kozotti erds kapcsolddast, ami a véralvadék retrakcio eléfeltétele.

A Glanzmann thrombasthenia 3 csoportra oszthato:

I-es tipusti Glanzmann thrombasthenia

Hidnyz6 vérlemezke aggregicid, a-granulum fibrinogén tartalom és véralvadék retrakcio,
minimaélis, vagy teljesen hidnyz¢ felszini GPIIb/IIla expresszio jellemzi.

II-es tipust Glanzmann thrombasthenia

Hidnyz6 vérlemezke aggregicid, mérhetd, de csokkent a-granulum fibrinogén tartalom,
normal vagy csokkent véralvadék retrakcio, jol mérhetd, de erdsen csokkent (<15%) felszini
GPIIb/I1a expresszio jellemzi.

Varidns Glanzmann thrombasthenia

Hianyz6, vagy abnormdlis vérlemezke aggregicio, valtozé mértékben csokkent o-granulum
fibrinogén tartalom és véralvadék retrakcié mellett a felszini GPIIb/Illa expresszid normaél
vagy csokkent. A betegség hitterében olyan genetikai defektus all, mely a receptor ligandkotd
képességét jelentdsen csokkenti.

Tézisemben beszdmolok két Glanzmann thrombasthenidban szenvedd beteg
laboratériumi vizsgédlatainak eredményeirdl, a betegségiiket okozd genetikai defektusokrol,
valamint ezek hatdsarél a fibrinogén receptor szintézisére, intracellularis transzportjara,

felszini expresszidjara és funkcidjara.

Betegek

1. Beteg

Laboratériumunkban egy hat éves roma szdrmazdsu gyermek (a DEOEC
Gyermekklinikdjanak a betege) vizsgalatat végeztiik sulyos, visszatéré haemorrhagids tiinetek
miatt. A gyermek Ujsziilott kordban silyos koldokvérzés €s intramuscularis injekcié helyén

kiterjedt haematoma jelentkezett. Visszatér0 bor és nydlkahartyavérzések, valamint silyos



epistaxis miatt tobbszor allt kezelés alatt. A véralvadas szlirdtesztjei és a thrombocytaszam
referencia tartomanyon beliili értékeket mutattak, mig a vérzési idot (>20 min) és a PFA-100
zarédasi idot mind kollagén-ADP (>300 sec), mind kollagén-epinefrin (>300 sec) patronnal
jelentésen megnyultnak mértilk. A beteg vérlemezkéi nem aggregdltak ADP, adrenalin,
arachidonsav, kollagén és trombin hatdsidra sem, a véralvadék retrakcid teljes mértékben
hidnyzott. Mindezek alapjan feldllitottuk az I-es tipusi Glanzmann thrombasthenia
diagnézisit, amit az dramlési citometrids mérések megerdsitettek. A sziilok kozott rokoni
kapcsolatot nem tudtunk igazolni, a beteg csalddtagjai kozott haemorrhagids diathesis nem

fordult el6.

2. Beteg

A 1II. sz. Belgybdgyéaszati Klinika Hemosztazeoldgiai Tanszékének kordbban
diagnosztizalt 53 éves férfibetege szintén nem rokonhdzassidgbol sziiletett. Gyermekkora 6ta
tobbszor allt kezelés alatt ismétléddd epistaxis, foginy €s gastrointestindlis vérzések miatt. 20
éves kordban jelentds fokd melena és haematemesis miatt végzett explorativ laparotomia a
tinetek hatterében organikus eltérést nem igazolt. A véralvadds sziirGtesztjei és a
thrombocytaszdm normadl értékeket mutattak, a vérzési idé (>20 min) és a PFA-100 zar6dasi
id6 mind kollagén-ADP (>300 sec), mind kollagén-epinephrin (>300 sec) patronnal
jelentésen megnydlt volt. Thrombocyta aggregicids vélasz ADP, adrenalin, kollagén,
arachidonsav, €s trombin hatdsara sem volt kivalthatd. A véralvadék retrakcié mérhetd, de
csokkent volt és a kontrollhoz képest lassabban alakult ki. Mindezek alapjan Il-es tipusd
Glanzmann thrombasthenidt allapitottunk meg, melyet az dramlési citometrids mérések
megerdsitettek. A beteg két ldnydnak nem voltak vérzéses tiinetei, thrombocyta aggregacidjuk

normalis volt.
Anyagok és médszerek

Plazma és thrombocyta mintak el6készitése

[risos beleegyez6 nyilatkozat birtokdban a betegektdl és csaladtagjaiktol
konyokvénabdl vettiink vért, amit 10% térfogataranyd 0.105 mol/l koncentraciéji natrium-
citrattal alvaddsgatoltunk. Thrombocytadds plazma (platelet rich plasma, PRP) nyeréséhez a
mintdkat 37 °C-on, 15 percen keresztiil 120 g-vel centrifugdltuk. Thrombocytaszegény
plazmaét (platelet poor plasma, PPP) a mintak 2,000 g sebességgel, 20 percen keresztiil t6rénd
centrifugaldsaval nyertink. A PRP felhasznédldsaval mosott thrombocyta szuszpenzidt

készitettiink.



Vérlemezkék aramlasi citometrias vizsgalata

Tizszeresére higitott natrium-citrittal alvaddsgatolt vérben fluoreszcens, direkt jelolt,
10 pg/ml koncentracioju antitestekkel szobahOmérsékleten 20 percen keresztiil jeloltik a
vérlemezkék felszini GPIX (FITC-anti GPIX, Becton-Dickinson, Erenbodegen, Belgium),
GPIIb (PE/fikoeritrin/-anti GPIIb, Dako, Glostrup, Denmark) és GPIlla (FITC/fluoreszcein
izotiocianat/-anti GPIIb/IIla, Sigma, St. Louis, MO) integrinjeit. Jelolés utdn a mintdkat PBS-
ben (phosphate buffered saline) mostuk, 1%-os paraformaldehidben fixaltuk és FacsCalibur
aramlasi citométerben (Becton-Dickinson) analizdltuk. Az intracellularis GPIIb és GPIIla
kimutatdsdhoz a vérlemezkéket 0.1% Triton-X 100-zal permeabilizaltuk. A fibrinogén
receptort és az elsé beteg esetében a vitronektin receptort kvantitativ médon is analizéltuk
aktivélatlan és TRAP-pal (trombin receptor agonista peptid) aktivdlt thrombocytidkon az
ADIAflo Platelet Gp kit (American Diagnostica, Greenwich, CT) szenzitiv, indirekt jelolési
és kalibracids rendszerével. A vitronektin receptor kimutatdsdhoz jeldletlen monoklondlis
antitestet (Serotec, Kidlington, UK) hasznaltunk. A detektdlashoz mindkét receptor esetében
FITC-konjugélt, kecskében termelt egér IgG ellenes IgG F(ab’), (Dako) antitestet

hasznaltunk.

Polimeraz lancreakcio és direkt DNS szekvenalas

A betegek és csalddtagjaik genomidlis DNS-ét periférids fehérvérsejtekbdl izolaltuk a
QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) haszndlatdval. A GPIIb gén
exonjait és a rovid hatdrolé introni szakaszokat polimerdz lancreakciéval (PCR)
amplifikdltuk. A PCR termékeket ultrafiltracidval megtisztitottuk, szekvencidjukat direkt
szekvendldssal hatdroztuk meg ABI Prism 310, vagy ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA) késziilékben.

50 véletlenszertien kivdlasztott, nem rokon, egészséges egyénben direkt szekvenaldssal

megvizsgéltuk a 2. betegnél kimutatott aminosavcserét okoz6 mutdcidk eléforduldsat.

A thrombocyta RNS analizise

A nonsense muticié okozta gyorsult GPIIb mRNS lebomlds és az alternativ splicing
lehetdségét vizsgilva a betegek és 3 fiiggetlen kontroll vérlemezkéibdl a teljes RNS tartalmat
Nucleospin RNA II kittel izoldltuk a gyarté (Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Germany) éltal
eldirt protokoll szerint. A reverz transzkipciét mintdnként harom parhuzamos reakcidban és
egy RNS nélkiili kontrollal (non-RT) végeztiik, melyhez gyari kitet hasznaltunk (First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-PCR, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). A GPIIb
cDNS 12. és 27. exon kozé esd szakaszdt mindkét betegben atfedd6 PCR termékekkel

amplifikdltuk, majd direkt szekvenalassal analizaltuk.



Az els6 beteg esetében a GPIIb relativ kvantitativ analizise céljabol a gliceraldehid-3-
foszfat dehidrogendz (GAPDH) cDNS-ének, valamint a GPIIb cDNS-ének egy-egy
szegmentjét amplifikdltuk. A reverz transzkripcié utdn mintinként 3 parhuzamos PCR
amplifikdcidt végeztiink SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) reakcidelegyet
haszndlva Light Cycler 2.0 (Roche) berendezésben. A reakcidk attorési pontjit (crossing
point, Cp) a Light Cycler Software 4.0 szamitogépes program algoritmusa hatdrozta meg. A
program attorési pontként definidlta azt a ciklust, melyben a minta fluoreszcencia eréssége a
reakcid sordn el6szor haladta meg szignifikdnsan a hattér fluoreszcencidt, €s amely ciklusban
az amplifikaciés gorbe a log-linedris fazisba lépett. A GPIIb mRNS relativ kvantitativ
meghatdrozasat az aldbbi képlet segitségével végeztiik: Gpllb mRNS beteg/kontroll ardny =
E o) >CP OPIIb (kontroll-minta) o - ACp GAPDH (ontroll-minta) 101 B 5 PCR reakci6 hatékonysdgit
jeloli. Az E értékét az E=100meredels®® yeplet segitségével annak az egyenesnek a
meredekségébdl kaptuk, melyet a GPIIb és GAPDH mintdk 1-512-szeres, duplaz6dé higitési

sordanak attorési pontjait a higitas logaritmikus skdldjan torténd dbrazoldsdval készitettiink.

SDS-PAGE és immunoblotting

A vérlemezkék teljes GPIIb és GPIIla tartalmdnak kimutatdsidhoz thrombocyta
lizatumok SDS-PAGE €s Western blotting vizsgalatat végeztiik. A fibrinogén receptort alkot6
integrineket poliklondlis, birkdban termelt GPIIb/Illa ellenes antitesttel (Affinity Biologicals,
Hamilton, Canada) és monoklondlis GPIIla ellenes antitesttel (Serotec) jeloltik. A
detektalashoz a Vectastain Elite ABC Sheep and Mouse IgG kitet (Vector, Burlingame, CA)

hasznéltuk a gyarté altal eldirt protokoll alapjan.

Site directed mutagenesis, BHK sejtek transzfektalasa és sejtkultira

A normdl GPIIb cDNS-t, és szelekcids markerként a geneticin rezisztencia gént
tartalmazé pcDNA3 plazmidot Dr. Peter Newman (Blood Center of Southeastern Milwaukee)
bocsatotta a rendelkezésiinkre. A normal GPIIla plazmidot és a higromicin rezisztencia gént is
hordozé PCEP4 plazmidot Dr. Deborah Frenchtl (Mount Sinai School of Medicine, New
York, NY) kaptuk. A GPIIb génben detektdlt mutdciokat a Quickchange Site-directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA) segitségével kiilon-kiilon inzertaltuk a GPIIb
cDNS-ébe. Baby Hamster Kidney (BHK) sejteket normal GPIIla ¢cDNS-t hordozé PCEP4
plazmiddal és normdl vagy mutdns GPIIb cDNS-t tartalmaz6 pcDNA3 plazmiddal tranziensen
ko-transzfektaltunk Lipofect AMINE reagens (Gibco, Pailey, United Kingdom) hasznalataval.
Al-transzfektalt BHK sejteket az antibiotikum rezisztencia gént hordozé, de GPIIb vagy
GPIIla cDNS-t nem tartalmaz6 plazmidokkal végzett ko-transzfekcidval készitettiink. A BHK
sejteket Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) tdpoldatban tenyésztettiik, melyet 2



mg/ml glutaminnal és 5% fetal calf serummal (Biological Industries, Beit-Haemek, Israel)
szuplementéltunk. A transzfektdlt sejtek szelektdldsat a tdpoldathoz adott 0.5 mg/ml

végkoncentracidju geneticin (Gibco) és/vagy higromicin (Roche) antibiotikumokkal végeztiik.

A BHK sejtek felszini GPIIb és GPIIb/IIIa expressziojanak vizsgalata

A STOP509 GPIIb cDNS-sel transzfektalt 5 x 10° BHK sejtet 100 mikroliter PBS-ben
10  pg/ml  végkoncentrici6ji  PE-konjugdlt GPIIb ellenes antitesttel (Dako)
szobahdmérsékleten inkubdltuk 30 percig. A sejtfelszini fluoreszcencia intenzitdst dramldsi
citométerben (FacsCalibur, BD) mértiik. A BHK sejtek felszini GPIIb és GPIIb/IIla jelolését
mindkét beteg esetében konfokdlis lézer szkenning mikroszképidval (CLSM) vizsgéltuk.
Fedblemezen 1évo €16 BHK sejteket 4 °C-on 10 percig PE-konjugélt GPIIb ellenes (Dako),
vagy FITC-konjugalt GPIIb/IIla komplex ellenes monoklonélis antitesttel (Becton Dickenson)
inkubdltuk. A sejteket ezutin PSB-sel mostuk, majd 10 percig 1%-os paraformaldehidben
(PFA) fixaltuk, végiil Mowiollal (0.1 M Tris-HCI, pH 8.5, 25 % glycerol (w/v), and 10%
Mowiol 4-88, Hoechst, Frankfurt, Germany) fedtiik. A sejtek felszini jelolését Zeiss LSM510
CLSM-mel detektéltuk olajimmerzids objektiven (63x Plan Apochromat NA=1.4) keresztiil.
A FITC festék esetében 488 nm—es exciticids 1ézert s 505-550 nm kozotti emisszios filtert
haszndltunk. A PE gerjesztéséhez 543 nm-es l€zert, detektdldsdhoz 560 nm feletti sziir6t

hasznaltunk.

A GPIIb és GPIIIa immunoprecipitacioja transzfektalt BHK sejtekbol

Normal GPIIIa cDNS-sel és mutdns vagy normdl GPIIb cDNS-sel transzfektalt 5x10°
szami BHK sejtet lizis pufferben (20 mM Tris [tris(hidroximetil)aminometdn] HCI [pH 7.5],
150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 1% deoxycholic acid, and complete protease inhibitor mix
[Roche]) oldottunk fel. A sejtlizitumokat 30 percig jégen inkubdltuk, majd a sejttormeléket
20 perces, 16.000 g sebességli centrifugalassal tavolitottuk el. A feliiliszok GPIIb és GPIlla
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) izolaltuk. Az
immunoprecipitalt proteineket SDS-PAGE és Western blotting utdn poliklonélis GPIIb/IIla
ellenes (Affinity Biologicals) antitesttel jeloltiik és Vectastain ABC kittel (Vector)
detektaltuk.



Pulse-chase analizis

Megkozelitéleg 10° szamii vad tipusd, L116V, STOP575 és H782N mutdns GPIIb-t és
vad tipusi GPIIla-t koexpresszdlé6 BHK sejtet egy Ordn keresztiil metionin-mentes
tapoldatban tartottunk, amit ezutin 500 uCi/ml radioaktivitasi [*°S] metionin izotéppal
(Merck, Darmstadt, Germany) szuplementaltunk (pulse). 30 perc elteltével az izotépot a
sejtek mosasdval eltavolitottuk, és a sejteket normal tenyésztési koriilmények kozé helyeztiik.
Az egyes sejttenyésztOkben 1évo sejteket kiilonbdzd iddpontokban, 0, 1, 3, 6 és 24 ora
elteltével lizaltuk (chase) és poliklondlis GPIIb/IIIa ellenes antitesttel (Affinity Biologicals)
immunoprecipitaltuk. A precipitatumokat 7,5%-os gélen (SDS-PAGE) redukal6 kornyezetben
elektroforetizdltuk. A gélt ezutin izopropanol—ecetsav-viz 25:10:65 térfogatardnyt oldatdban
fixaltuk, és Amplify oldatba (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) aztattuk. Végiil a
gélt vakumszaritoban megszaritottuk. Az el6hivas -70 °C-on, Hyperfilm High Performance
Autoradiography Film-re (Amersham) tortént. A proteinek relativ mennyiségét GS-800

kalibralt denzitométerrel (Bio-Rad) hataroztuk meg.

Az L116VGPIIb/GPIIIa komplex fibrinogén kot6 képességének meghatarozasa

10" szami dl-transzfektalt, illetve normal vagy L116VGPIIb cDNS-sel és normadl
GPIIla cDNS-sel ko-transzfektdlt BHK sejtet 0,1% BSA (bovine serume albumin) és 0.25
mM MgCl, tartalmd TBS—ben (Tris buffered saline) szuszpendéltunk. A sejteket 60 percig
szobahdmérsékleten 0.1 mg/ml koncentraciéji human fibrinogénnel (Sigma) inkubdltuk a
GPII/IIIa sztérikus aktivacidjat kivaltd, 10 pg/ml koncentracidji PT25-2 monoklondlis
antitest (Takara, Shiga, Japan) jelenlétében, illetve nélkiile. Ezutan a sejteket lecentrifugaltuk,
a fenti TBS pufferben reszuszpendiltuk és 20 percig szobahdmérsékleten 10 pg/ml
koncentraciéji FITC-konjugdlt nyulban termelt human fibrinogén ellenes antitesttel (Dako)
inkubdltuk. A sejteket FacsCalibur dramlasi citométerben (Becton-Dickinson) analizaltuk. A

hattérfluoreszcenciat az al-transzfektalt sejtek mérésével kaptuk.

A GPIIb intracelluléris elhelyezkedése

A transzfektdlt BHK sejteket PBS-sel mostuk, -20 °C—os metanollal permeabilizaltuk
és fixdltuk. A feddlemezeket ezt kovetden 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 szobahdémérsékleten 40 percig. Az oldat az aldbbi antitesteket tartalmazta: protein
diszulfid izomeraz (PDI) ellenes egér monoklondlis antitest (ascites, 1:200 higitds) (Affinity
Bioreagents, Golden, CO), 1 pug/ ml koncentraciéji anti-Golgin-97 egér monoklondlis antitest
(Invitrogen), és 4 ng/ml koncentracidji PE-konjugalt GPIIb ellenes (DAKO) anitestet. A PDI
€s a Golgin-97 ellenes antitesteket el6zdleg AlexaFluor 488-cal, illetve AlexaFluor 647-tel



jelolt, kecskében termelt egér IgG ellenes antitesttel (GAMIG) konjugéltuk a Zenon jel616 és
blokkol6 kittel (Invitrogen). A sejteket ezt kdvetéen 3x mostuk TX-BSA-PBS-sel, majd
mikroszképos tirgylemezre helyeztiik és 5 pl Mowiollal fedtiik. A mintdkat Zeiss 510 LSM
konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal vizsgaltuk. Az AlexaFluor 488 festéket 488 nm-es
Ar ion 1ézerrel gerjesztettiik, és 505-550 nm kozotti sziirdn keresztiil detektéaltuk. A PE-t 543
nm-es HeNe lézerrel gerjesztettiik és 560-625 nm kozti sziiron keresztiil detektaltuk. Az
AlexaFluor 647 festéket 633 nm-es HeNe lézerrel gerjesztettiik, és 650 nm alatti sziir6n
keresztiil detektdltuk. A pinhole apertirdk bedllitdsa 1 pm-es optikai szeleteket
eredményezett. 512x512 pixel felbontdst képeket vettiink fel 6.4 us-os pixeliddvel és 2x-es
soratlagoldssal. Minden képet multi-track mdédban 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 mikroszképra épitett berendezését hasznaltuk 40x-es
szemiapokromatikus objektivvel. Ebben a kisérlet sorozatban a transzfektilt BHK sejteket a
CLSM-os vizsgélatokndl leirt médon kezeltiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a sejtek magjait is
jeloltiik az inkubdciés pufferhez az utolsé 5 percben adott 1 pg/ml koncentracidju 4’,6-
diamidino-2-fenilindollal (DAPI). A DAPI-t 405 nm-es diddalézerrel gerjesztettiik. Minden
mintar6l 112 kiilonbozo, 1.000x768 pixel felbontasu képet készitettiink.

A kvantitativ digitdlis képanalizist a SCIL-Image (TNO, Delft, The Netherlands)
szoftver C programming kornyezetében végeztiik. A Golgi apparitusban €s az ER-ben mért
GPIIb fluoreszcencia dtlagos hdnyadosanak meghatdrozdsahoz a sejthatdrokat a sejtmag, az
ER, a Golgi és az expresszilt GPIIb festddésének figyelembevételével azonositottuk. A
jeloletlen mintdkon azonos késziilékbeallitassal mért fluoreszcencia intenzitdst 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 expresszdlo6 BHK
sejtben hatdroztuk meg. A kapott hdnyadosok étlagaval (+ SD) a GPIIb ER-ban és Golgiban

mért relativ mennyiségi aranyét fejeztiik ki.



Eredmények

1. Beteg

Sejtfelszini és  intracellularis integrinek aramlasi citometrias  vizsgalata
thrombocytakban

Az elsé beteg esetében sem a thrombocyta felszinén, sem intracelluldrisan nem
tudtunk GPIIb-t detektélni direkt jelolt antitestekkel, &m csekély mennyiségii GPIlla jelenléte
nem volt kizdrhat6. A vérlemezkék felszinén normadl intenzitdsi GPIX fest6dést mértiink. A
beteg vérlemezkéin az érzékeny, indirekt jeloléssel végzett kvantitativ dramldsi citometrids
moédszerrel sem tudtunk fibrinogén receptor komplexet kimutatni (receptor szdm
<50/thrombocyta), mely megerdsitette az I-es tipusi Glanzmann thrombasthenia diagnézisat.
A beteg édesanyjiaban 22.415, édesapjaban 22.075 receptort detektdltunk a vérlemezkék
felszinén, mely a kontroll thrombocytdkon mért értéknek (57.104+5.568, n=6) megkozelitdleg
39%-a volt. TRAP aktivacio hatdsara a felszini GPIIb/IIla komplex mennyisége a kontrollban
jelentésen megemelkedett (84.355/ thrombocyta), 4m a beteg vérlemezkéin a GPIIb/Illa
mennyisége tovabbra is a detektaldsi kiiszob alatt maradt. A vitronektin receptor szdma a
thrombasthenias vérlemezkék felszinén (377/thrombocyta) magasabb volt, mint a kontroll
thrombocytakon (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 valtozatlan maradt.

Thrombocyta lizatumok Western blot vizsgalata

A poliakrilamid gélen nem redukdlé kornyezetben a GPIIb a kontrollban erdsen
festddd sdvként jelentkezett, mig a beteg mintdjdban mennyisége a detektdldsi kiiszob alatt
volt. A GPIIla a kontroll mintdban mindkét antitesttel tortént jelolés utin megfeleld
erdsséggel festddott. A GPIIla-t mind a poliklondlis, mind a monoklondlis antitesttel
egyértelmiien jelenlévd, de halvinyan fest6dd sdvként detektdltuk a beteg mintdjaban. Az
immunoblot denzitometrids vizsgdlata szerint a beteg mintdjaban detektdlt GPIIla a kontroll

mintdjaban mért GPIlla mennyiségnek 6,4%-a volt.

Thrombastheniat okozé mutacié a GPIIb génjében

A vérlemezkék daramlasi citometrids és Western blot analizise minden kétséget
kizaréan jelenlévd, de jelentdsen csokkent mennyiségi GPIlla-t mutatott, ezért a
thrombastheniat okoz6 muticidt a GPIIb génjében kerestiik. A beteg DNS mintdjaban a GPIIb
génjének exononkénti direkt szekvendldsdval a 17-es exonban az 1618. helyen 1évd citozin

homozigdéta delécidjat (c.1618delC) talaltuk, ami az 509. aminosavnal kezddd6 olvasasi keret
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eltolédast, és az 533. aminosavnal kialakul6 korai stop kodont (p.Glu509SerfsX24, STOP533,

X533) okozott. A beteg sziilei ugyanezt a muticidt hordoztdk heterozigéta formaban.

A thrombocyta eredetii mRNS vizsgalata

A mutécidk egyik lehetséges kovetkezményét, az alternativ splicingot a thrombocyta
eredetll mRINS-bol atirt cDNS direkt szekvendlasdval vizsgdltuk. A splicing az exon-intron
hatdrok mentén tortént, alternativ splicingot nem taldltunk. A homozigéta delécié és a
kovetkezményes korai termindcids kodon felvetette a hibds mRNS gyors lebomldsdnak
(nonsense-mediated decay of mRNA, NMD) a lehetdségét, ezért a GPIIb mRNS stabilitdsat a
GAPDH mRNS szintjére normalizdlva, a kontrollhoz viszonyitott relativ kvantitdldssal
vizsgéltuk. A hdrom parhuzamos mintdn, mintdnként 3 pédrhuzamos PCR amplifik4ldssal
végzett mérés eredménye, valamint a PCR reakcidk hatékonysdga alapjan az els6 betegben a

GPIIb cDNS arédnya a kontrollban mért értékhez képest dtlagosan 0,06% volt.

A BHK sejtek felszini GPIIb és GPIIla expressziojanak vizsgalata

A GPIIb gén muticidinak a GPIIb/IIIa komplex felszini expresszidra gyakorolt hatdsat
transzfektalt BHK sejteken vizsgéltuk. A vad tipusi GPIIb-t és GPIlla-t ko-expresszdlé BHK
sejtek felszinén az dramldsi citometria és a fluoreszcens mikroszképos vizsgélat is intenziv
GPIIb és GPIIb/IIla festddést mutatott. A STOP533 mutdns GPIIb-t és vad tipusia GPIIla-t
expresszdlo BHK sejtek felszinén egyik moddszerrel sem tudtunk GPIIb-t vagy GPIIb/IIla-t

kimutatni.

GPIIb és GPIIIa komplex kialakulasanak vizsgalata transzfektalt BHK sejtekben

A pro-GPIIb és érett GPIIb ardnyat és a mutans GPIIb molekuldk komplex alkoté
képességét transzfektilt BHK sejtekben vizsgéltuk. A sejtek lizdtumédbdl immunoprecipitalt
fehérjéket redukdld kornyezetben elektroforézissel (PAGE) vélasztottuk el egymadstdl, igy a
pro-GPIIb és az érett GPIIb eltéré molekulatomegiik miatt a gélen elkiiloniilt egymastol. A
vad tipusd GPIIb-t és GPIIla-t expresszdlé BHK sejtekben a GPIIb/Illa ellenes poliklondlis
antitesttel kozel azonos mennyisgli pro-GPIIb-t és érett GPIIb-t detektdltunk. A STOP533
mutans GPIIb-t és vad tipusu GPIIla-t koexpresszdlé sejtekben sem a pro-GPIIb-nek, sem az
érett GPIIb-nek megfelel6 molekulatomegii fehérjét nem taldltunk, viszont jelen volt egy 60
kDa koriili molekulatomegt fehérje, mely a vad tipusu sejtekbdl hidnyzott, s amely tomege
alapjan megfelelt a trunkalt GPIIb molekuldnak. A trunkélt fehérjét nem tudtuk a GPIIla
ellenes antitesttel végzett immunoprecipiticié utdn detektdlni, viszont ugyanezzel az
antitesttel jelentds mennyiségli pro-GPIIb és érett GPIIb ko-immunprecipitdlédott a vad

tipusi BHK sejtekben.
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2. Beteg

Sejtfelszini és  intracellularis integrinek aramlasi citometrias  vizsgalata
thrombocytakban

A maésodik betegben a direkt jelolt antitestekkel végzett dramlési citometrids vizsgédlat
a kontroll vérlemezkékhez képest jelentdsen csokkent, de detektdlhaté thrombocyta felszini
GPIIb és GPIlla festddést mutatott. 0.1% Triton X-100-zal végzett permeabilizalast kovetden
mind a betegben, mind a kontrollban jelentdsen megemelkedett a GPIIb és GPIlla
fluoreszcencia intenzitdsa, mely azonban a beteg thrombocytdiban a kontrollhoz képest
tovédbbra is jelentdsen alacsonyabb volt. Kvantitativ dramldsi citometrids mérések szerint a
beteg vérlemezkéinek felszinén 2.556 fibrinogén receptor expresszdlddott, mely a kontroll
érték (57.104+5.568, n=6) 4,5%-anak felelt meg. TRAP aktivicid hatdsira a beteg
vérlemezkéin a GPIIb/Illa komplex thrombocytinkénti szdma 4.148-ra emelkedett. Az
dramlési citometrids vizsgdlatok megerdsitették a Glanzmann thrombasthenia diagndzisat,
mely a mérhet6 alvadék retrakcié és a GPIIb/IIla kvantitativ meghatdrozasa alapjan a Il-es
tipusba volt sorolhat6. 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 aktivicié hatdsira mindkét esetben megemelkedett (45.061 illetve
44.788).

Thrombocyta lizatumok Western blot vizsgalata

A kontrollban detektdlt mennyiséghez képest a beteg vérlemezkéiben a fibrinogén
receptor mindkét komponensének mennyisége jelentdsen csokkent volt. Denzitometrids
analizissel a beteg vérlemezkéiben a GPIIb esetében a kontroll érték 6%-at, GPIIla esetében

16%-at mértiik.

Thrombastheniat okozé mutaciok a GPIIb génjében

A GPIIb génben hirom heterozigéta mutéciot taldltunk. A 4-es exonban 1évé C339G,
(c.339C>G) muticié a 116. aminosav pozicidban leucin-valin cserét okozott (p.Leull6V,
L116V). A 18-as exonban talalt 1772insG (c.1771_1772insG) insertio az 560. aminosavtol
kezdédden olvasasi keret eltolédast és az 575. aminosavnal kialakulé korai terminacids
kodont okozott (p.AspS60GlyfsX16; STOP575, X575). A 24. exonban a C2437A
(c.2437C>A) mutici6 a 782. hisztidin aszpariginra cserélddését okozta (H782N, p.H782N). A
beteg egyik lanya az L116V és a STOPS575 muticidt egyiitt, mig a masik lanya csak a H782N

mutdciot hordozta, ami — ha eltekintiink a mutéacidk kozotti rekombindcié rendkiviil csekély
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esélyétdl - azt bizonyitja, hogy az L116V és a STOPS575 mutécidé azonos allélen taldlhatd, mig
a H782N mutéci6 a masik allélen helyezkedik el a betegben.

A L116V és H782N muticidk egyikét sem tudtuk kimutatni 50 egészséges kontroll
100 alléljében, ami azt igazolja, hogy a muticiok a hazai populdcidban nem tekinthetdk

gyakori polimorfizmusnak.

A thrombocyta eredetii mRNS vizsgalata

A splicing az exon-intron hatdrok mentén tortént, alternativ splicingot nem taldltunk.
A korai termindciés kodont hordozé6 mRNS pontos kvantitativ analizisét a masik, stop kodont
nem hordoz6 allél jelenléte nem tette lehetové. A beteg vérlemezkéinek mRNS-EbdI Atirt
cDNS direkt szekvendldsa sordn azonban kizarélag a C2437A muticié volt detektalhatd, a
stop kodont hordoz6 mRNS-t nem tudtuk detektilni. A jelenség hatterében minden
valdszinliség szerint a stop kodont hordoz6 mRNS gyorsult elimindcidja all. A stop kodont
hordozé allélrdl szdrmazé mRNS-t, ha kis mennyiségben jelen is lehetett, a masik allélrdl
szarmaz6o mRNS molekuldk mennyiségi tdlsilya miatt nem lehetett ampflifikalni, s igy a stop
kodont a beteg vérlemezkéibdl szirmazé mRNS-ben tudtuk detektalni. Ezzel az eredménnyel
Osszhangban a beteg stop kodont hordozd ldnydban csak a vad tipust allélt tudtuk a
thrombocyta eredetii mRNS-ben kimutatni. A beteg masik lanydban a mutdns és a vad tipusu

allél egyardnt megtaldlhat6 volt a thrombocytdbdl izoldlt RNS mintdban.

A BHK sejtek felszini GPIIb és GPIIla expressziojanak vizsgalata

A STOP575 mutdns GPIIb-t és vad tipusi GPIlla-t ko-expresszdlé BHK sejtek
felszinén a GPIIb/IIla komplex, illetve a GPIIb nem volt kimutathaté. Az L116VGPIIb és az
L116VGPIIb/IIIa komplex a vad tipushoz hasonld intenzitassal festodott. A H782NGPIIb-t és
vad tipusi GPllla-t ko-expresszdl6 BHK sejtek felszinén a hattérfluoreszcencidnél
kétségteleniil magasabb, de a vad tipusd GPIIb/Illa komplexet expresszald sejteken mérthez

képest alacsonyabb GPIIb és GPIIb/IIla fluoreszcencia intenzitast kaptunk.

GPIIb és GPIIIa komplex kialakulasanak vizsgalata transzfektalt BHK sejtekben

Az L116V mutans GPIIb-t és vad tipusi GPIIla-t ko-expresszdlé BHK sejtekben a
GPIIb/Illa ellenes poliklondlis antitesttel végzett immunoprecipitidciét kovetden nagyjabol
megegyezd mennyiségli pro-GPIIb-t és érett GPIIb-t detektiltunk. A H782N mutdns GPIIb-t
és vad tipusi GPIIla-t ko-expresszdld BHK sejtekben a vad tipustii pro-GPIIb-vel azonos
mennyiségli pro-GPIIb-t, de csokkent érett GPIIb mennyiséget taldltunk. A STOP575 mutéans
GPIIb-t és vad tipusi GPIlla-t ko-expresszdlé6 BHK sejtekben nem tudtunk normél
molekulatomegli pro-GPIIb-t, vagy érett GPIIb-t kimutatni, azonban detektaltunk egy
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megkozelitdleg 70 kDa molekulatomegli sdvot, mely a trunkdlt GPIIb-nek felelt meg. A
trunkdlt fehérjét a GPIlla ellenes antitesttel végzett immunoprecipiticié utdn ebben az esetben
sem tudtuk kimutatni, ami azt jelenti, hogy a STOP533-hoz hasonléan a STOP575 trunkalt
GPIIb fehérje sem képes a vad tipusi GPIIla molekuldval komplexet képezni. A GPIlla
ellenes antitest kozel azonos mennyiségli GPIIb-t ko-immunoprecipitdlt a vad tipusd és az
L116V mutans GPIIb-t expresszalé BHK sejtekben. Ezekhez képest a H782N mutans pro-
GPIIb mennyisége nem valtozott, de a GPIlla ellenes antitest jelentdsen kevesebb érett
H782N GPIIb molekulat ko-immunprecipitilt.

BHK sejtekben expresszalt GPIIb és GPIIIa pulse-chase vizsgalata

A mutdns GPIIb szintézisének, érésének és degradicidjdnak kinetikdjat a transzfektalt
BHK sejtekben a fehérjék radioaktiv metioninnal tortént jelolése utan vizsgaltuk. A vad tipusd
GPIIb-t és GPIlla-t expresszalo BHK sejekben kozvetleniil a 30 perces radioaktiv jelolés utdn
jelentés mennyiségli pro-GPIIb és GPIIla, és csak csekély mennyiségli érett GPIIb volt
kimutathaté. A kovetési periddus soran a pro-GPIIb és a GPIlla szintje fokozatosan csokkent,
ezzel szemben az érett GPIIb-nek megfeleld sdv intenzitdsa a 6. 6rdig fokozddott, és ekkor
mdar meghaladta a pro-GPIIb sdvjanak intenzitdsit. A kovetési periddus 24. 6rdjaban a pro-
GPIIb mér csak halvany savként volt lathatd, ezzel szemben a sejtek még jelentds mennyiségii
érett GPIIb-t tartalmaztak. A fluorogram kvantitativ denzitometrids analizise 2.03 és 4.56
GPIIb/pro-GPIIb ardnyt mutatott a 6. illetve a 24. 6rdban. Az ardny véltozdsa a pro-GPIIb
proteolitikus hasitasanak, és ezzel érett GPIIb-vé alakuldsanak a kovetkezménye. Az L116V
mutdns pro-GPIIb 4talakuldsa a vad tipushoz hasonlé kinetikdt kovetett. A H782N mutdns
GPIIb-t expresszdlo sejtekben a radioaktivan jelolt GPIIb érett és pro-formdk, valamint a
GPIlla lebomldsa a vad tipushoz hasonld iitemben zajlott. Kvantitativ denzitometrids
méréseink szerint a kovetési periddus 6. ordjdban a pro-GPIIb és érett GPIIb egyiittes
mennyisége mind a vad, mind a H782N muténs esetében a 0. érdban mért érték 36%-a volt.
Ez az érték a 24. 6raban 21% és 18%-nak adddott, ami a vad és mutans fehérjék lebomlasanak
hasonl6 kinetikdjat igazolta. Ugyanakkor a H782N muténs esetében meghatdrozott GPIIb/pro-
GPIIb ardny a 6. 6rdban 0.55, a 24. 6rdban 1.41 volt, ami azt mutatja, hogy a H782N pro-
GPIIb atalakuldsi sebessége - vagyis érésének iiteme - jelent6sen elmarad a vad tipushoz

képest.

A vad tipusi és a mutans GPIIb intracellularis lokalizaciojanak vizsgalata BHK
sejtekben
A vad tipust és mutdns GPIIb molekuldk intracelluldris lokalizacigjat vad tipusi

GPIlla-val és valamely mutéans, vagy vad tipusi GPIIb-vel ko-transzfektialt BHK sejtekben
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CLSM segitségével vizsgaltuk. A vad tipustd GPIIb-t expresszal6 sejtekben a GPIIb fest6dése
a Golgi és az ER jelolésével egyarant erds kolokalizaciét mutatott. Az L116V mutdns GPIIb-t
expresszalo sejtekben hasonlé kolokalizdcids mintazatot kaptunk, mely az L116V mutdns
GPIIb megfeleld mennyiségli szintézisére, valamint a molekula ER és Golgi kozti normalis
transzportjdra utal. A H782N mutdns GPIIb és az ER jelentds kolokalizaciét mutatott, viszont
a vad tipushoz képest a Golgival kevesebb mutians GPIIb kolokalizdlédott. A STOP575
mutdns GPIIb-t expesszdlé sejtekben nem detektdltunk a hattérfluoreszcencidndl erdsebb
GPIIb festodést.

A kolokalizacié szamszerl értékelése céljabol 1ézer szkenning citometrids mérésekkel
meghatdroztuk a GPIIb ER-ben és Golgiban mért fluoreszcencia intenzitdsdnak hanyadosat. A
vad tipust és az L116V mutdns GPIIb-t expresszdlé sejtekben a Golgiban és az ER-ben mért
GPIIb fluoreszcencia intenzitds hanyadosa kozel azonos volt (0.46 és 0,42). A H782N mutéans
esetén azonban a GPIIb Golgiban mért relativ fluoreszcencidja a vad tipushoz képest
jelentdsen alacsonyabb volt (0.15), ami a H782N mutdns GPIIb intracelluléris transzportjdnak

zavarara utal.

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

Az L116V mutici6 a mdsodik betegben a STOPS575 mutdciéval azonos allélen
helyezkedett el, s a thrombocytdban az allél mRNS-ét nem tudtuk kimutatni, igy a mutaciénak
valdszintileg nem volt szerepe a betegség kialakuldsaban. Ennek ellenére megvizsgaltuk, hogy
a B-propeller doménben 1évé muticié hogyan befolyasolhatta a fibrinogén receptor ligand
koto képességét. Az L116V mutans GPIIb-t expresszdld BHK sejtek a vad tipusi GPIIb-t
expresszalo BHK sejtekhez hasonlé mértékben kototték a fibrinogént, vagyis a muticié nem

modositotta a GPIIb/IIa fibrinogén irdnti affinitdsat.

Megbeszélés

Mukénk sordn két beteget vizsgéltunk sziiletésiik 6ta észlelhetd vérzéses tiineteik
miatt. Thrombocyta aggregiciot a fizioldgias agonistdk egyik esetben sem valtottak ki. A
véralvadék retrakcié az els@ betegben teljesen hidnyzott, a mdsodik betegben csokkent
mértékil volt €s a kontrollhoz képest lassabban alakult ki. Mindezek alapjan mindkét beteg
tiinetei hatterében Glanzmann thrombastheniat allapitottunk meg.

Az els6 beteg vérlemezkéinek dramlési citometrids mérése hidnyzé felszini GPIIb-t és
GPIIb/IIla komplexet, és igen kis mennyiségii GPIlla-t mutatott, mely alapjin a betegséget az
I-es tipusba soroltuk. A GPIIb kizarélag a GPIIla integrinnel alkot komplexet, ezzel szemben

a GPIIla az o, integrinnel is képes heterodimert alkotni, létrehozva ezzel a vitronektin
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receptort. Egyes Glanzmann thrombasthenids betegekben a vérlemezke felszini vitronektin
receptor szamét kordbbi tanulmanyokban is emelkedettnek talaltdk. Erdekes, hogy esetiinkben
az aktivalatlan thrombasthenids vérlemezkék eleve emelkedett vitronektin receptor szamat a
TRAP aktivécio jelentds mértékben tovabb novelte, mig a kontroll thrombocytikon a TRAP
nem volt hatdssal a vitronektin receptor szdmdra, de — ahogy varhat6 volt — jelentdsen novelte
a felszini fibrinogén receptor mennyiséget. Ennek a jelenségnek a haterében az allhat, hogy
GPIIb hidnydban a feleslegben jelenlévé GPIIla miatt sokkal tobb vitronektin receptor
képzddik, igy a thrombasthenids vérlemezkék o-granulumaiban nagyobb mennyiségl
vitronektin receptor taldlhaté az egészséges vérlemezkékhez képest, melyek esetében az a-
granulumot jelentds mennyiségli fibrinogén receptor foglalja el. A sejtfelszini vitronektin
receptor valamint a thrombocyta lizitum GPIlla tartalmédnak kimutatdsaval kizartuk a GPIIla
defektusdnak lehet6ségét, igy a genetikai eltérést a GPIIb génjében kerestiik.

A miasodik betegben az 5% koriili thrombocyta felszini és az egyértelmiien
detektdlhatdé kis mennyiségli intracelluldris GPIIb/Illa 1Il-es tipusi Glanzmann
thrombastheniat igazolt. A thrombocyta lizitum Western blot vizsgalta 6% GPIIb és 16%
GPIIla mennyiséget mutatott, igy a genetikai defektust ebben az esetben is a GPIIb génben
feltételeztiik.

Az elsO betegben a GPIIb génben a homozigéta 1618delC mutaciot talaltuk, mely
olvasdsi keret eltoloddst és 24 korosan 4tirt aminosav utdn az 533. aminosavndl korai
terminaciés kodont eredményezett. A muticié kovetkeztében a beteg vérlemezkéibdl teljes
mértékben hidnyzott a GPIIb fehérje. Erdekes, hogy a delécié két ismétlédd AGCTG
szekvencia kozott alakult ki, melyek a primordidlis intergénikus spacerek ismétlddd
szekvencidi, s melyek az immunglobulin nehézlinc atrendezddéséért is feleldsek. Ezért
elképzelhetd, hogy a mutacio kialakuldsdban ez az ismétlodo szekvencia szerepet jatszott.

A masodik betegben a GPIIb génben harom heterozigéta muticiét taldltunk. A C339G
muticid a béta propellerben, a 116. aminosav poziciéban taldlhat6 leucin valinra cserélddését
okozta. C2437A mutécio a calf-2 doménben a 782. helyen 1év6 hisztidin-aszparagin cseréért
volt felel6s. Az 1772insG mutécié olvasasi keret eltolédast és az 575. aminosav poziciéban
korai termindcids kodon kialakuldsat eredményezte. A beteg lanyainak molekuldris genetikai
vizsgalata, valamint a thrombocyta GPIIb mRNS analizise azt bizonyitotta, hogy az L116V és
a STOP575 mutéci6 azonos allélen, mig a H782N mutéci6 a masik allélen helyezkedett el.

A stop kodonnal jar6 mutdcidk a sejtekben kiilonb6z6 javito és védekezd folyamatokat
indithatnak el. Az alternativ splicing sordn a stop kodon protein szintézist termindl6 hatdsat
elkeriilend6é a sejt alternativ splice site-ok segitségével olyan mRNS-t készithet, melybdl a
mutécid, és az azt hatdrolé hosszabb-rovidebb szekvencia hidnyzik. Emellett a stop kodonok

leggyakoribb hatdsa a nonsenese-medidlta mRNS lebontas (NMD), amelynek sordn a sejtek a
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trunkdlt, funkcié nélkiili fehérjéktdl védve magukat a korai terminéciés kodont hordozé
mRNS-t eliminéljdk. Az NMD feltétele, hogy a stop kodon és a kovetkezd exon-exon hatar
kozott legalabb 50-55 nukleotidnyi tavolsdg legyen. A thrombocyta mRNS szekvendlasaval a
mi eseteinkben alternativ splicingot nem tudtunk kimutatni. Az 533. aminosav pozicidban
1évo stop kodon a kovetkezd exon-exon hatdrtdl 59, az 575. aminosavnal fellépd stop kodon
110 nukleotiddal 5’ irdnyban helyezkedik el, vagyis mindkett6 az mRNS NMD-re hajlamos
szakaszdban taldlhat6. Az els6 betegben detektdlt homozigéta STOPS533 muticid esetén
kvantitativ  mRNS vizsgélatot végeztiink, és a betegben a GPIIb mRNS mennyiségét
jelentésen csokkentnek, a kontroll ért€k 0,06 %-anak talaltuk. A mdasodik betegben a stop
kodont hordozé allélrél szirmazé6 mRNS kvantitativ vizsgdlatit megnehezitette a mdsik
allélrdl szarmazo vélhetden normal mennyiségli mRNS jelenléte, ezért ebben az esetben nem
végeztiink kvantitativ analizist. Azonban a STOP575 muticiét hordozé mRNS molekulat
direkt szekvendldssal nem tudtuk kimutatni, ami azt igazolta, hogy a stop kodont tartalmazé
mRNS a maésik allélrél szarmazé GPIIb mRNS-hez képest jelentdsen csokkent mennyiségben
volt jelen a beteg thrombocytdiban. Néhany kordbbi kozlemény foglalkozott a GPIIb gén
nonsesnse mutidcidinak a GPIIb mRNS stabilitdsdra gyakorolt hatdsdval. A 288delC mutécio,
valamint az 5. exon-intron hatartdl 2 nukleotiddal 3’ irdnyban taldlhat6 citozin-adenin csere
egyarant olvasasi keret eltolodashoz €s a polipeptid szintézis korai termindcidjahoz vezettek.
Mindkét mutécié csokkent GPIIb mRNS mennyiséggel tarsult. Hasonl6 hatdssal volt a GPIIb
mRNS szintjére két mdsik mutidcid, melyek az 584. illetve az 594. aminosav pozicidban
alakitottak ki korai termindciés kodont. Az mRNS analizise szerint az altalunk detektalt
mindkét stop kodon csokkent GPIIb mRNS szinttel jart, vagyis a mutdns GPIIb mRNS
molekuldk degradicidja a thrombocytdkban €s a megakaryocytdkban jelentdsen felgyorsult.

A GPIIb és GPIIla molekuldk az endoplazmatikus retikulumban képeznek egymassal
komplexet, melynek elmaraddsa esetén a komplexalkot fehérjék gyors degraddcion mennek
keresztiil. Az mRNS NMD lebontdsa mellett a betegek vérlemezkéiben a trunkalt GPIIb
molekuldk teljes hidnyéat a GPIIb/IIla komplex képzésddésének elmaradasa is magyarazhatta.
A trunkalt fehérjék komplexképzddését mutdns GPIIb cDNS-sel és vad tipusi GPIIla cDNS-
sel tranziensen ko-transzfektdlt BHK sejtekben vizsgéltuk. A BHK sejtek lizdtumabol
poliklonélis GPIIb/IIa ellenes antitesttel végzett immunoprecipiticié utdn a STOP533 és a
STOP575 mutdns GPIIb-t egyardnt kimutattuk, igaz ugyan, hogy mindkét trunkdlt GPIIb
mennyisége a BHK sejtek éltal szintetizalt vad tipusti GPIIb mennyiségéhez mérten jelentOsen
csokkent volt. GPIIla ellenes antitesttel trunkalt GPIIb fehérjét nem sikeriilt ko-
immunoprecipitdlni. Ez a megfigyelés azt bizonyitja, hogy sem a STOP533, sem pedig a
STOP575 mutédns trunkdlt GPIIb nem volt képes az intakt GPIlla molekuldval komplexet

képezni. A GPIIb gén kiilonbozd lokalizaciéju nonsense muticidi kovetkeztében kialakult
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eltérd hosszisdgu trunkdlt GPIIb molekuldk valtozé mértékli komplexképzddési képességet
mutattak. A calf-2 doménben taldlhaté X870, X859 és X960 muticiok kovetkeztében
kialakult trunkalt GPIIb molekuldk megérizték kompexképzési képességiiket, ugyanakkor a
mutdns GPIIb és vad tipusi GPIlla alkotta komplexek transzportja az endoplazmatikus
retikulum és a Golgi kozott zavart szenvedett, a komplexek az endoplazmatikus retikulumban
retinedlodtak. Az X597 muticié kovetkeztében a GPIIb vad tipusi GPIlla-hoz torténd
kapcsolddasa jelentdsen csokkent. Az dltalunk vizsgélt két esetben sem az 533 aminosav, sem
az 575 aminosav hosszusdgi trunkdlt GPIIb fehérje nem volt képes az intakt GPIIla-val
komplexet alkotni. A két nonsense muticié mindkét calf domén és a thigh domén egyik
esetben hosszabb, mésik esetben rovidebb részének elvesztésével jart. A thigh domén a -
propeller doménnel alkot szoros, Ca-fiiggd, koriilbeliill 700 A? feliilettt kapcsolatot, mely
vélhetéen fontos szerepet jatszik a [P-propeller domén térszerkezetének és helyes
orientdcidjanak kialakitdsaban. Emellett nem hagyhat6 figyelmen kiviil, hogy a muticidk és a
stop kodon kozotti 24 illetve 16 aminosav hossziisagu tévesen atirt szakasz minden bizonnyal
megvdltoztatja a thigh domén térszerkezetét, és interferalhat a thigh domén és a B-propeller
kozotti kacsolat kialakuldsdval. Mindezeket dsszevetve nagyon valdszinti, hogy a teljes GPIIb
molekula és a GPIIIa kapcsoloddsa sordn a B-propeller domén helyes orientdcidjat a thigh
domén integritdsa biztositja.

A miasodik betegben detektdlt L116V é&s STOP575 muticié azonos allélen
helyezkedett el, amely allél a vérlemezkékben nem expresszalédott. Az L116V muticid
szerepét emiatt a betegség pathogenezisében nem tudtuk igazolni. A muticié a propeller
masodik lapatjanak mdasodik hurkdn helyezkedik el, és részét képezi a B-propeller ligand
kotésért felelos cap szubdoménjének. A mesterségesen létrehozott E117A muticid, valamint a
110-129. aminosav kozotti peptidszakasz azonos hosszisdgi szekvencidlis cseréje a
GPIIb/Illa komplex ligandkotésének elvesztéséhez vezetett, ezért fontosnak tartottuk a
muticié hatdsat transzfektdlt BHK sejtekben megvizsgdlni. Az dramldsi citometrids és a
fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok szerint a mutans GPIIb/IIla komplex a BHK sejtek
felszinén a vad tipusi GPIIb/Illa komplexhez hasonlé mennyiségben expresszalddott,
intracellularis transzportja zavartalan volt, és a glycoproteinek szintézise és lebontasa is a vad
tipust GPIIb/IIIa kinetikajat kovette. A kritikus lokalizacio ellenére a hidroféb leucin szintén
hidroféb valinra cserélddése nem befolydsolta a komplex fibrinogénkotd képességét sem.
Mindezek alapjan megallapitottuk, hogy az L116V nem kauzativ muticid, s akkor sem
okozna Glanzmann thrombastheniit, amennyiben a vérlemezkékben expresszalodna.

Az aramldsi citometrids és a fluoreszcens mikroszképos vizsgélatok szerint a H782N
mutans GPIIb a beteg vérlemezkéin és a BHK sejtek felszinén egyarant csokkent expressziot

mutatott. A mutdns és a vad tipusu pro-GPIIb mennyisége hasonlé volt, azonban a vad
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tipushoz képest 1ényegesen kevesebb érett H782N mutdns GPIIb-t detektaltunk a transzfektalt
BHK sejtekben. A mutdns GPIIb a vad tipusi GPIIla molekuldval képes volt komplexet
alkotni. A pulse-chase analizis soran igazolast nyert, hogy a H782N pro-GPIIb érett GPIIb-vé
alakulédsa a vad tipushoz képest 1ényegesen lassabban megy végbe. Az intracelluldrisan jeldlt
BHK sejtek konfokdlis fluoreszcens mikroszképos vizsgdlata ezzel 6sszhangban azt igazolta,
hogy a H782N muténs pro-GPIIb transzportja az ER-b6l a Golgiba akadalyozott. A GPIIb gén
szdmos mutaci6jardl igazolddott, hogy interferdl a GPIIb/IIla komplex ER és a Golgi kozotti
transzportjaval és ezzel akaddlyozza a molekula érését.

Ezek koziil harom mutacié - V951M, Q747P és a 786. aminosav utdn inzertalodott 8
aminosav - szintén a calf-2 doménben helyezkedett el. A calf domének nyugvé receptoron a
GPIlla EGF-szerti doménjével alkotnak kis kiterjedésii kapcsolatot, melynek felbomldsa nem
befolyasolja a két integrin komplexképzését, viszont a GPIIb/Illa intracelluléris transzportjat
akaddlyozhatja. A H782N mutéci6 hasonld hatdssal lehetett a GPIIb/IIla transzportjdra, mivel
szintén a calf-2 doménben helyezkedik el és vizsgdlataink szerint a mutdns GPIIb az ER-ben
retinedlodott. A beteg vérlemezkéi és a transzfektidlt BHK sejtek felszinén megfigyelt
alacsony GPIIb/Illa expressziét azonban az ER és Golgi kozotti csokkent transzport nem
magyardzza teljes mértékben. Nem zdrhat6 ki, hogy a Golgi és a sejtfelszin, illetve a Golgi és

az a-granulumok kozti transzport is karosodott a H782N mutacié kovetkeztében.
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