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Thrombocyta funkcios rendellenessegek teriletén végzett vizsgalatok
1. Glanzmann thrombasthenia
a) ll-es tipusu Glanzmann thrombasthenia
| Kozepes sulyossagu vérzékenységben szenvedd férfibeteglink esetében 1l-es tipusi
Glanzmann thrombastheniat diagnosztizaltunk. A thrombocyta aggregacié hianyat és az
alvadék retrakcidé megtartottsdgat jol magyarazza, hogy &aramlasos citometriai
| vizsgélatokban igazoltuk a fibrinogén receptor komplex mindkét komponensének, a
glikoprotein  (GP) Ilb-nek és Illa-nak erésen csokkent thrombocyta sejtfelszini
expresszidjat (a normal 4,5 %-a). A beteg thrombocytainak lizdtumaban is erésen
csokkent mennyiségti GPIlb és GPllla fehérje volt kimutathatd (a normal 6, ill. 16%-a).
DNS szekvenalassal harom, eddig nem kodzolt mutéaciot talaltunk a GPIlIb génjében
heterozigota formaban. A ¢.1771_1772insG mutécid olvasasi keret eltolodast és korai
terminaciot okoz az 575. aminosavnal (p.Asp560GlyfsX16; X575GPIlb). A ¢.339C>G
pontmutacié Leull6Val aminosav cserével, a ¢.2437C>A pontmutécié pedig His782Asn
aminosav cserével jar. A beteg thrombocytaiban a ¢.1771_1772insG mutéciot hordozé
allélt képvisel6 mMRNS nem volt kimutathatd, ami arra utal, hogy a mutans GPIlb-mRNS
un. nonszensz mutéacié mediélta lebomléssal elimindlodik. Mindhdrom mutéans GPIIb
fehérjet BHK sejtekben expresszalva a kovetkez6 eredmenyeket kaptuk:
Az X575GPIllb fehérje limitalt mennyiségben, trunkalt proteinként jelent meg az
immunprecipitaciot kovet6 Western blot-on, az anti-GPllla antitesttel nem
koimmunprecipitalodott, azaz nem képes komplexet alkotni a GPllla-val. Mivel a mutacio
a ,,thigh* doménben van és egy masik altalunk kordbban kimutatott tigh domén mutacio
hasonlé kdvetkezményekkel jart, Kimondhatjuk, hogy a thigh domén egy részének hianya
vagy eltorzuldsa nem engedi meg, hogy a kotodésért felelés N-terminalis (-propeller
domén felvegye a GPIlla-hoz val6 kétédéshez szilkséges megfelel6 orientéciot.
A His782Asn muténs fehérje éretlen forméaja (pro-GPlIb) a vad tipushoz hasonldan, mig
érett formaja erésen csokkent mennyiségben talalhato a transzfektalt BHK sejtekben. A
mutans fehérje sejtfelszini expresszidja erételjesen csdkkent, intracellularisan az ER-ben
normal, a Golgiban azonban szignifikansan csdkkent mennyiségben volt kimutathatd. A
pulse-chase kisérletek szerint a His782Asn fehérje érése késleltetett, melynek oka a
mutans fehérje intracellularis transzportjanak a zavara az ER és a Golgi kdzott.
A Leull6Val mutans fehérje a vad tipust fehérjével mindenben megegyezett, ami
igazolja, hogy betegséget nem okozé polimorfizmusrdl van szo.
A témabdl készitett kozlemény megjelent (Losonczy G, Rosenberg N, Boda Z, Vereb G,
Kappelmayer J, Hauschner H, Bereczky Z, Muszbek L. Three novel mutations in the
glycoprotein I1b gene in a patient with type Il Glanzmann thrombasthenia. Haematologica
2007; 92: 698-701).
b) Varians tipust Glanzmann thrombasthenia.
Felfedeztiink egy 0j Glanzmann thrombasthenias beteget, a beteg semmiféle agonistara
|  nem adott aggregécios valaszt. Az alvadék nem retrahélt, ugyanakkor az aramlésos
citometriaval meghatarozott felszini fibrinogén receptor szama nem csokkent lényegesen
(50% koral volt), ami arra utalt, hogy rendkivil ritka, varians tipusi Glanzmann
| betegségrél van sz6. A molekularis genetikai analizis bizonyitotta a varians tipusd
Glanzmann thrombastheniat. A mutacio, mely ellentétben az el6z6 esettel, itt a GPllla
génben van, a GPllla intracitoplazmatikus doménjében egy arginint kodol6 CGA helyett
TGA Stop kodont, igy 37 amindsavval rovidebb fehérjét eredményez. A mutaciot eddig
csak heterozigota forméban irtak le. A homozigota forma fehérje szintii vizsgalatatol Uj
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informécidk varhatok a fibrinogén receptor szignalizacio teriiletéen. Az eddigi munkabol
elfogadtak egy eléadast a European Congress of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine, Innsbruck 2009-en (Bagoly Z, Fazakas F, Marosi A, Téth J, Kappelmayer J,
Muszbek L. Variant type Glanzmann thrombasthenia: molecular genetic, prenatal and
protein diagnostics.). A munka befejezése és kdzlemény formaban térténé megjelentetése
mar athuzodik a kdvetkezo palyazati periddusra.

2. Tromboxan A, (TXA,) szignaliz&cids ut rendellenessége
Egy vérzékeny férfibetegnél a thrombocyta aggregacios és szekrécids vizsgalatok alapjan
a TXA, receptor és/vagy az ahhoz kapcsolddo szignalizacios Utvonal zavara merlt fel. A
TXA, receptor gént amplifikéltuk és szekvenaltuk, de csak aminosav cserével nem jaro,
illetve betegséget biztosan nem okoz6 gyakori polimorfizmusokat talaltunk. Az
eredmények alapjan feltételezhet6, hogy a betegség hatterében a receptor medialt
szignalizaciés utvonal zavara all._Ennek felderitésére foszforilacios és proteomikai
kisérleteket végeztink, de még nem sikerdlt identifiké&lni a hibas gént.

3. Ritka von Willebrand betegséqg tipusok
Harom ilyen betegiink volt, akiknek a vizsgalatara beéllitottuk a von Willebrand faktor
gén szekvenalasat, ill. megprdbaltunk a fenotipus egzaktabb karakterizalasara egy Uj
értékelési maddszert kidolgozni. A betegséget okoz6 mutécidkat kideritettik, ezek kozil
azonban egyik sem volt Uj mutécio, igy tovabbi vizsgalatuknak nem volt értelme.
E betegségcsopot pontos altipusba sorolasa érdekében nélkiilozhetetlen multimer analizis
SDS-gélelektroforézissel torténik. A moddszer standardizaldsa érdekében a multimer
eloszlast denzitométerrel kvantitalhatova tettiik, az értékelést standardizaltuk. A modszert
az International Society of Thrombosis and Haemostasis Genf-i Kongresszusan (2007)
ismertettik (Udvardy ML, Szekeres-Csiki K, Papp M, Harsfalvi J. Quantitation of von
Willebrand factor multimer distribution by densitometry. Absztrakt #P-W 198. J Thromb
Haemost 5, Suppl. 2, 2007). Azo6ta a munkabdl elkészilt a kozlemény, amit benydjtottunk
kozlésre a Thrombosis and Haemostasis folydirathoz.

A coagulopathidk teriletén végzett vizsgélatok

1. Oroklétt X-es faktor (FX) deficienciak
A sulyos vérzékenységet mutatd 1% alatti FX aktivitassal és antigén szinttel rendelkez6
gyermek tlineteinek hatterében a Gly204Arg aminosav cserével jard0 pontmutacio
homozigéta formaja allt. A mutacié strukturalis és funkcionalis kdvetkezményeink
vizsgalatara a vad tipusu és a mutans FX fehérjét HEK293 sejtekben expresszaltuk.
ELISA-val, immunoblottinggal, immunfluoreszcencias és pulse-chase vizsgalatokkal
igazoltuk, hogy mind a vad tipust, mind a mutans fehérje expresszalodott, de a sejtek csak
a vad tipust FX-et szekretaltak. Az Arg204 FX intracellularisan akkumuléalodott, majd
degradalodott. Kettés immunfluoreszcens festéssel, CLSM technikaval megallapitottuk,
hogy az Arg204 FX az ER-rel és cisz-Golgival nem, a transz-Golgival azonban j6
kolokalizaciot mutatott, igy feltehetd, hogy a normal szekretoros utvonalrol letérve a
muténs fehérje a transz Golgi, késéi endoszoma szintjén reked meg. A molekula
modellezés és energetikai szamitdsok azt jelzik, hogy a mutans fehérjeben olyan
strukturalis valtozasok jonnek létre, melyek magyarazhatjék intracelluléris transzportjanak
zavarat. Az eredményeket 6sszefoglald angol nyelvii kézlemény megjelent (Bereczky Z,
Komaromi |, Bardos H, Kiss C, Haramura G, Ajzner E, Adany, R, Muszbek L. Factor
Xpebrecen: Gly204Arg mutation in factor X causes the synthesis of a non-secretable protein
and severe factor X deficiency. Haematologica 2008; 93: 299-302).




A masik FX hianyos beteg szintén 1% alatti FX aktivitassal rendelkezik és sulyos
agyvérzést szenvedett csecsemokorban. A beteg dsszetett heterozigdta a Thr233Met és
Trp308Leu aminosav cseréket okozO pontmutéaciokra. A beteg a Thr233Met mutaciot
édesapjatdl, a Trp308Leu mutaciot édesanyjatdl Orokolte. A mutaciokat hordozé
plazmidokat ,,site-directed” mutagenezissel el6allitottuk, majd a vad tipust és a mutans
FX fehérjéket HEK293 sejtekben expresszaltuk. Western blot és ELISA vizsgalatokban
mind a vad tipust, mind a mutans fehérjék kimutathatéak voltak a HEK293 sejtekben, a
Met233 FX kis, a Leu308 FX jelentésebb mennyiségben, a sejtek tapfolyadékaban
azonban egyik mutans FX fehérje sem jelent meg. A mutans FX fehérjék sorsat pulse-
chase kisérletekben kovetve megallapitottuk, hogy mig szintézist kdvetéen a vad tipusu
fehérje mennyisége gyorsan csokken a sejtekben és ezzel parhuzamosan megjelenik a
sejtek médiumaban, a mutans FX fehérjék szekretalédni nem képesek. A Met233 FX
gyorsan, a Leu308 FX lassabban degradalddik sejten belul. A mutans FX fehérjék
intracellularis lokaliz&cidjat kettés immunfluoreszcens festéssel, CLSM technikaval
allapitottuk meg. A Met233 FX az endoplazmatikus retikulummal, a Leu308 FX pedig a
transz-Golgi/késéi endoszoma markerekkel mutatott jé kolokalizaciot. A molekula
modellezés eredmeényei alapjan feltételezhets, hogy a Thr233Met mutacid kovetkeztében
egy intramolekularis diszulfid hid kialakulasa elmarad, ami befolyasolja a mutans fehérje
foldingjat, ezaltal instabilla téve az egész molekulat. A Trp308Leu mutacio esetében a FX
nehéz és konnya lanca kdzott 1évé kapcsolat gyengil. Mindezek alapjan megallapithatd,
hogy a Thr233Met mutécié az intracellularis érési folyamat soran korabban (valoszintleg
mar az ER-ben), a Trp308Leu mutacid pedig késébb (a transz-Golgi/késéi endoszoma
szintjén) okozza a mutans FX fehérjek lebomlasat. A témabdl kongresszusi el6adas
készilt (The International Society on Thrombosis and Haemostasis XXI. Congress, Genf,
Svajc, 2007. Bereczky Z, Szabo T, Haramura G, Komaromi I, Muszbek L. Two novel
missense mutations (Thr233Met and Trp308Leu) in the factor X gene and their functional
consequences in a patient with severe factor X deficiency. Absztrakt #0-M 024. J Thromb
Haemost 5, Suppl. 2, 2007).

2. Oroklétt Vil-es faktor (FVI1I) deficienciak
Osszesen 6 FVII hianyos beteget diagnosztizaltunk, s mind a hat esetben megtortént a
molekularis genetikai vizsgalat is. Négy betegnél méar ismert mutaciokat talaltunk, 2 beteg
esetében azonban eddig le nem irt mutécidkat fedeztlink fel. A sulyos FVII deficiens fiatal
nébetegiinknél Glu7Gly aminosav cserével jar6 pontmutaciot talaltunk homozigéta
formaban. A FVII aktivitas 3%, a FVII antigén szint 33% volt (azaz a deficiencia az un.
CRMFREP altipusba sorolhatd). Egy tovabbi stlyos FVII deficiens beteg esetében két (j
mutaciot (C368F és kodon404delC) fedeztlink fel kettds heterozigdta kombinacioban. A
rokonok analizise és a molekula modellezés megtortént, az expresszids vizsgalatok
azonban athuzédnak a 2009-ben kezd6dé palyazat kutatési periddusara.

3. Faktor XIII (EXIII) deficiencia vizsgélata

a) Szerzett sulyos FXIII deficiencia, a FXIII deficiencia egy Uj formaja
SLE-ben szenvedé betegiink vérzéseinek hatterében <1% FXIII aktivitast, FXIII A;B;
komplex, FXIII-A és FXIII-B antigén szinteket talaltunk. Ugyanakkor a beteg
thrombocytéiban mind a FXIII aktivitas, mind a FXIII-A antigén szint normél volt. A
beteg szérumabol izolalt 1IgG sem a tisztitott FXI11 A;B; aktivaciot, sem a trombin aktivalt
FXIII transzglutamindz aktivitasat nem gatolta, ugyanakkor ELISA rendszerben erésen
kotédott a tisztitott FXII AzB,-h6z és a FXIII-B alegyseghez, a FXIII-A alegységhez
azonban nem. Western blottinggal igazoltuk, hogy a FXIII-B alegységhez vald antitest




kapcsolodas csak nem redukald kortlmények kozott torténik meg, ami a FXIII-B
alegységen lévo strukturalis epitophoz kapcsolddd autoantitest jelenlétét bizonyitja. Az
antitestet kot6 epitop a tripszines emésztés kezdeti fazisaban tonkremegy. A FXIII normaél
féléletideje 11 nap a keringésben, a beteg esetében minddssze 17 dras féléletidot
figyeltink meg. Ez arra utal, hogy az autoantitest immunkomplexet képez a szabad és a
komplexben Iévé FXIII-B alegységgel, mely gyorsan eliminalddik a keringésbél. A FXIII-
B ellenes antitest altal okozott FXIII hianyt még senki sem irt le, azaz egy Uj
megbetegedést fedeztiink fel és leirtuk a laboratoriumi diagnézis modszereit és
algoritmusat. A munkat a szakteriilet elsészamu folyodirata, a Blood kozolte (Ajzner E,
Schlammadinger A, Kerényi A, Bereczky Z, Katona E, Haramura G, Boda Z, Muszbek L.
Severe bleeding complications caused by an autoantibody against the B subunit of plasma
factor XII11I; a novel form of acquired factor XIII deficiency. 2009; 113: 723-5).

b) Oroklott Faktor X111 hiany
Résztvettink az  oOroklott  FXIII  deficiencidk  nemzetkdzi  regiszterének a
tovabbfejlesztésében. A regiszter 104 6roklott FXIII deficienciaban szenvedd beteg adatait
tartalmazza. Az adatokbol Iényeges kovetkeztetések vonhatok le a FXII hidnyban
jelentkez6 vérzékenysegi és egyeb (sebgyogyulasi zavar, spontan abortusz) tiinetek
gyakorisagara. A tanulmany 0sszegzi a betegséget okozé mutéaciokat, a founder
effektusokat, a terapias gyakorlatokat, a diagnozis problémait, s minden bizonnyal hasznos
segitséget jelent a betegség jobb megértésében, a klinikusoknak a terapia megtervezésében
és a kutatoknak tovabbi tanulmanyok folytatdsahoz. A k6zoélt publikacié a Thrombosis and
Haemostasis folyoiratban jelent meg (lvaskevicius V, Seitz R, Kohler HP, Schroeder V,
Muszbek L, Ariens RAS, Seifried E, Oldenburg J. International registry on factor XIII
deficiency: A basis formed by mostly European data. Thromb Haemost 2007; 97: 914-21).
A 2007-es Womens* Health Issues in Thrombosis and Haemostasis kongresszusra a
témavezetot felkértéek egy Osszefoglalo eléadas megtartasara a FXIII deficienciak és a
terhesség témakdorében. Az el6adas kivonata a Thrombosis Research supplementuméaban
jelent meg (Muszbek L, Bagoly Z. Fibrin formation disorders and pregnancy loss. Thromb
Res 2007; 119: S69-70).
Az oroklott FXI hiany Klinikuméat és laboratoriumi diagnosztikajat egy felkért
kdzleményben foglaltuk 6ssze. (Karimi M, Bereczky Z, Kahan N, Muszbek L. Factor XIII
deficiency: clinical manifestations and laboratory diagnostics, Semin Thromb Haemost
accepted, 2009).

4. Oroklott V-0s faktor (FV) deficiencia
Egy fiatal nébetegnél miitétek kapcsan jelentkezé sulyos vérzéses szovédmények
hatterében V-06s faktor deficienciat igazoltunk. A FV aktivitasa az egyfazisu alvadasi
tesztben ismételt vizsglatok esetében 27%-nak ill. 37%-nak bizonyult. A FV antigén
szintje a plazmaban 38%, a trombocitakban 59% volt. A teljes FV gént fluoreszcens direkt
szekvenaléssal vizsgalva tobb mutéaciot azonositottunk. Ezek kdzll egy aminosav cserével
nem jaro csendes mutacio (c.A327G, GIn51) és két ismert polimorfizmus (c.A2863G,
Lys895Glu és ¢.A5380G, Met1736Val) mellett egy eddig még nem leirt, a betegségért
feltehetéen felel6s pontmutéciot is talaltunk. A mutacio a FV gén 10. exonjaban
c.G1651A nukleotid csere, mely a FV fehérje A2 doménjében Gly493Arg aminosav
cserével jar. Szaz, hemosztazis tekintetében egészséges (verzéses tlineteket nem mutato)
egyén FV gén vizsgalatakor a Gly493Arg mutacio egyetlen esetben sem volt kimutathato.
A beteg id6ésebbik lanygyermekének FV aktivitasa 86% volt, a két ismert polimorfizmusra
nézve heterozigétdnak bizonyult, a Gly493Arg mutécidra nézve vad tipusu volt. A




fiatalabbik lanygyermek FV aktivitdsa 35% volt, ez a gyermek a Gly493Arg mutéciot
heterozigo6ta formaban hordozta, a két polimorfizmusra nézve azonban vad tipusu volt. A
csendes mutaciét mindkét gyermek hordozta heterozigota formaban. A Gly493Arg
mutécid strukturalis kdvetkezményeinek vizsgélata molekula modellezéssel folyamatban
van. A vizsgalat befejezése, az eredmények kozlése athUzodik a kovetkezo palyazati
periddusra.

Az alabbiakban a projekt harom legfontosabb eredményét soroljuk fel:

1/Két uj mutacionak a felfedezése a trombocita glikoprotein (GP) Ilb-ben, melyek 11-es
tipusu Glanzmann thrombastheniat okoztak. A mutans fehérjék transzfektalt sejtekben
torténd analizise ravilagitott: a) a “thigh” domén szerepére a GPllla-val valé komplex
képzodésben, b) a “calf-2” domén fontosagara a fehérje érési folyamataban és intracellularis
vandorlasaban.

2/ A factor X (FX) génjében bekovetkezett homozigéta ¢.730G>A/p.Gly204Arg mutacio
kovetkeztében a FX antigén hianyat észleltiik egy sulyos vérzékenységben szenvedé
gyermekben. Az amindsav csere destabilizalta a FX két lancat dsszetartd diszulfid hidat. A
mutans fehérje eltéril a normalis szekrécids Uttdl, megakad a transz Golgi-késé endoszéma
szinten, s igy nem szekretalodik.

3/ Egy SLE-ben szenved6 betegen életet veszelyeztet6 vérzés alakult ki. A beteg vizsgalata a
szerzett faktor XIII (FXIII) deficiencia egy U], eddig nem leirt formajanak a felismeréséhez
vezetett. A beteg plazmajaban FXIII aktivitas, FXII komplex, FXIII A és B alegység antigén
nem volt kimutathat6, mig trombocitakban a FXIII aktivitas és FXIII-A antigén normal volt.
A sulyos vérzést egy autoantitest okozta, mely a komplexben lévé és szabad FXIII-B-hez
egyarant kot6dott és nagyon kifejezetten meggyorsitotta eliminaciojukat a keringésbél.



