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I. Irodalmi attekintés

I.1. A véralvadas

A hemosztazis rendszer kettds feladatot 1at el. Az intakt érpalyan beliil a vért folyékony
allapotban tartja és ezzel biztositja a szabad véraramlast. Erfal sériilés esetén viszont
ugyanennek a rendszernek a funkcidja a vérzés mielobbi megsziintetése, ezaltal a
vérveszteség minimalizaldsa. A hemosztazis rendszer ezt a komplex feladatot humoralis,
cellularis és vaszkularis miikodések dsszehangoldsaval biztositja.

A humordlis rendszer, a véralvadas aktivalodasat az érendothel sériilése vagy
aktivalodasa inditja be subendothelialis szoveti faktor (TF) véraram felé torténo
exponalasaval vagy a TF endothel sejtekben torténo expresszalasaval. Ez elofordulhat az
érfal sériilése miatt vagy az érendothel kémiai anyagok, citokinek vagy gyulladasos
folyamatok altal kivaltott aktivalodasakor.”® A TF egyarant kétodik a zimogén (FVII)
valamint a keringésben mar kis mennyiségben jelenlevo aktiv VII-es faktorhoz (FVlIla),
TF-FVII ill. TF-FVIla (extrinzik faktor tenaz) komplexet hozva létre.” A komplex
mindkét formaja elegendd katalitikus aktivitassal bir kis mennyiségli X-es faktor (FX)
aktiv enzimmé (FXa) valo hasitdsdhoz, de a folyamat a zimogén FVII-et tartalmazo
komplex esetén meglehetosen lassti. A FXa keletkezésével a TF:VII komplex is gyorsan
konvertalodik TF:VIla komplexé, aminek katalitikus aktivitdsa 1ényegesen nagyobb az
TF:FVII komplexénél, és szubsztrat specificitisa a FX mellett a FIX-re is kiterjed.® A
komplex mikddése a véralvadas kezdeti fazisa soran femto-pikomoléris mennyiségi FXa
keletkezését eredményezi, ami pikomoldris mennyiségli trombin kepzdodéséhez vezet. Ez
a minimalis mennyiségli trombin elegend6 a thrombocytdk valamint az V-0s, VIlI-as
alvadasi faktorok, prokofaktorok, részleges aktivaloddsdhoz, azaz FVa-va és FVIlla-va
alakulasahoz.”'' A FVIIla az intrinzik teniz komplex kofaktora, melyben az aktiv IX-es
faktor (FIXa) a szerin proteaz és a membran felszint az aktivalt thrombocytak,
mikropartikulumok, endothelialis és egyéb sejtek adjak.'”'* Az intrinzik tenaz komplex
is a FX-et hasitja, de 50-100x nagyobb sebességgel, mint az extrinzik tenaz komplex.'>™"”
Az immadr jelentds mennyiségben képzddd FXa a protrombindz komplex enzimeként
nagy sebességgel hasitja a protrombint trombinnd, ami a véralvadas propagacios vagy
elorehaladott fazisanak kulcsfeltétele. A protrombinaz komplex kofaktora a FVa.” A nagy
sebességgel keletkezd szolubilis trombin tovabb gyorsitja sajat képzodését a XI-es faktor
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aktivalasaval'® és azaltal, hogy teljess¢ teszi a FV, FVIII és a thrombocytak

aktivaciojat.'"'"” A trombin tovabbi mikodése soran fibrinogén molekulakbol
fibrinopeptid A és B lehasitasaval szolubilis fibrin monomereket képez,®® amelyek
polimerizalédva a fibrinhalét alkotjak. A halé stabilizadlasahoz pedig aktivalja a XIlII-as

faktort®' (FXIII), ami a fibrinhal6 kovalens keresztkotéseinek? kialakitasat végzi.

FXa
TF:FVII —» TF:FVIla FXI —rmd
——> FIXa ‘/FVIII:J «+—— FVIII
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1. dbra: A véralvadas humordlis Gtjdnak vazlata

A véralvadas termindcios fazisaban a trombin generacid megfékezését kiilonbozo
antikoagulans rendszerek végzik. A prokoaguladns folyamatok a véralvadasi kaszkad
valamennyi szintjén szabalyozottak, enzimek gatlasaval vagy a kofaktorok aktivitdsanak
modulalasan keresztiil.

A TF-ttvonal-inhibitor (TFPI) a FXa-t és FVIIa-TF-FXa komplexet gatolja.”**° A
korabban antitrombin III, ma mar egyszer(ien antitrombin néven szereplo szerin protedz
inhibitor, képes szinte valamennyi a véralvadasi kaszkaddban aktivalédd szerin proteaz
neutralizalasara, o fiziologias funkcidja azonban a trombin és a FXa gatlisa.’® Az

antitrombin elsosorban szabad enzimek gatlasara képes, a komplexekben mikodok
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(tendz, protrombinaz) kevésbé elérhetok szamara. Igy az antitrombin fiziologias szerepe,
hogy az ¢érsériilés helyére limitalja a koagulacios folyamatot, megakadalyozva a
koagulaciés enzimek szisztémas keringésbe valo felszabadulasat.” Az antitrombin
onmagaban kis hatékonysagu inhibitor, mikodését az endothel sejtek felszinén levo
heparin-szert molekulak (heparan szulfat) stimulaljak.

Az érfalon folyamatosan expresszalt trombomodulin receptorhoz kik6todo
trombin a protein C-t (PC) aktiv szerin protedzza hasitja és igy aktivalja a PC
antikoagulans rendszert. Az aktivalt PC (APC) limitalt proteolizissel képes inaktivalni a
foszfolipid membranhoz kétott FV/FVa-t és FVIIIa-t.” "In vivo" koériilmények kozott a
FVIII-at von Willebrand faktorhoz kétodése védi az APC hasitasatél.” A szabad protein S
az APC kofaktora, membranhoz kotott komplexiik a tendz, protrombinaz komplexben
levd FVa és FVIIIa hasitasara is képes.” A FVIIIa inaktivalasa APC-t0l fiiggetleniil is
végbe mehet. A prokoagulans FVIIla molekuldban az A2 domént és a A1/A3-C1-C2
heterodimert réz-ion-fiiggd kapcsolat tartja dssze. Fiziologias pH mellett az A2 domén
disszocial a heterodimer A1 doménjérol és a FVIIla elveszti prokoagulans aktivitasat. Az
intrinzik faktor tendz komplex a FVIIIa molekula atmeneti stabilizalasat biztositja a pH-
fliggd disszociacidval szemben.*’

A cellularis rendszer szerepe a TF-inicidlta véralvaddsban az elsddleges
thrombocyta thrombus létrehozasan tal, a humordlis véralvadassal valé komplex
egylttmikodés. A sériilés kapcsan szabadda valéo subendothelidlis rostok illetve
szolubilis aktivaldo anyagok hatasara a nyugvo allapotban keringd thrombocytdk az
adheziv feliilethez tapadnak, aggregalodnak és szekretaljak granulumaik tartalmat, ami
tovabbi aggregéciot eredményez és létrejon az elsddleges trombus. Ezen aktivacios
folyamat sordn a thrombocytdk egyrészt foszfolipid kettdsrétegiik atrendezésével
prokoagulans aktivitastiva valnak, azaz alkalmassa valnak arra, hogy a humoralis kaszkad

,12’29 masrészt foként o-

alvadasi komplexeinek foszfolipid felszint biztositsanak
granulumaikban tarolt prokoaguldns és véralvadast szabalyozo fehérjéket szekretalnak a

humoralis alvadashoz.
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I.2. A véralvadas V-6s faktora (FV)

I.2.1. A FV bioszintézise és szerkezete

A FV egylanct, 330 kD molekulatomegl glikoprotein. Plazma koncentracidja atlagosan
20 nmol/L, 7 pg/mL.*° FV a plazmaban szabadon keringd forma mellett a thrombocytak
a-granulumaiban is megtalalhatd, amely mennyiség a teljes vérben levo FV koriilbeliil
25%-a.>'* Altalanosan elfogadott, hogy a FV szintézisének elsodleges helye a maj, bar
szintézisét néhany egyéb sejttipusban is kimutattak.>*>> A thrombocyta FV eredete még
vitatott. Nem eldontott, hogy a thrombocyta FV "pool" képzodésénél a donto
mechanizmus a plazma FV endocitézissal torténd felvétele vagy a thrombocytak
megakaryocyta prekurzoraiban torténo szintézis.***®* A FV egylanci molekulaként
szintetizalodik, és sokszoros posztranszlacids modositds utdn szekretdlodik. A
poszttranszlacios modositasok koziil a FV N-glikozilacidja a legjelentosebb. A
glikozilacios helyek dontd tobbsége a B-régioban van. A glikozilacidé mellett szintézisét
kovetoen a FV foszforilalodik és szulfatalodik. A FV molekula "in vivo" féléletideje
pavianokon végzett kisérletek szerint 16 6ra. Az aktivalt FV féléletideje azonban joval

rovidebb, ugyanezen rendszerben maximalisan 20 perc.’’

Nehéz line Osszekoto régio Konnyii ldnc
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A FV gén kodolo régioi az 1. kromoszoman

2. dbra: A FV molekula doménszerkezete és kodolo régioi
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A FV molekula génje 80 kb, az 1-es kromoszoéman talalhato (1923), 25 exonbol
és 24 intronbol 4ll.*® Az izolalt cDNS 6672 bp hosszii és 2224 aminosavbél allo
preproteint kodol, amely egy 28 aminosavat tartalmazd szignal peptidet is magaban
foglal. A FV molekula doménszerkezete a VIII-as faktoréhoz nagyon hasonlo: A1-A2-B-
A3-C1-C2 (2. 4bra).’’*® A FV A doménjei, a FVIII és a coruloplazmin A doménjeivel
azonos eredetliek. A két alvadasi kofaktor az A és C doménjeiben 40%-0s szekvencia
azonossagot mutat.*®4?

A FV molekula A doménjeinek molekulamodellje a coruloplazmin 3 dimenzids
strukturdja alapjan késziilt el, ami szerint a harom A domén haromszog-alakban
helyezkedik el a FV molekuldban.*' Elkészilt a FV C2 doménjének
rontgenkrisztallografidas 3 dimenzios strukturdja, valamint a teljes FVa eldzetes

molekulamodellje is."!

I.2.2. A FV prokoaguldns aktivdlodasa és a FVa APC inaktivdldsa

Az FV FXa-kofaktor-aktivitasanak kialakuldsa prokoagulans enzimek (trombin, FXa)
hatasara torténik.**** Ennek sordn a FV B-0sszekoto régioja kihasad és disszocial a FVa
nem kovalensen asszocidlt nehéz (A1-A2) és konnyl (A3-CI1-C2) lancaitél. A FV
trombin, ill FXa altali hasitdsakor a molekula eloszor az Arg709 mellett hasad el, de ez
még csak minimalis prokoaguldns aktivitas kifejlodésével jar. A tovabbiakban az
Argl018 majd az Argl545 mellett torténik meg a hasitds. Ez utobbi sziikséges a FVa
molekula teljes prokoaguldns aktivitdsanak kifejezodéséhez. A FVa molekula
kalciumhiddal 06sszekapcsolt 105 kD molekulatomegli nehéz ¢és 72/74 kD
molekulatomegii konnyl lancbol all® A konnyl lanc kiilonb6zo6 mobilitdsi formai
alapjan a FVa molekuldnak két izoformaja kiilonithetdo el, melyek a glikozilacid
mértékében kiilonboznek egymastol. A FVal az Asn 2181 pozicidoban glikozilalt, mig a
FVa2 nem.**" Ez a két izoforma eltérd membranaffinitasahoz*® és eltérd prokoagulans
aktivitasdhoz® vezet.

A FVa inkativalasa APC-medialt proteolizissel torténik az Arg 306, Arg506, és
Arg679 mellett.”® Ezek a hasitasok szigoru kinetikai szabélyozas alatt allnak. Alacsony
APC koncentraciondl az Arg506-nal van az elsdodlegesen favorizalt hasitasi hely.
Ugyanakkor az Arg506 mellett torténo hasitds a FVa csak részleges (40% maradék

prokoagulans aktivitds) inaktivacidjdhoz vezet, a teljes FVa inaktivalodashoz
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elengedhetetlen az Arg306 hasitis.”’ A harmadik hasitasi hely, az Arg679-nal kisebb
jelentoséggel bir a FVa inaktivaldsa szempontjabol. Az Arg306-nal torténd hasitas
sebességét 20x-ra fokozza a PS jelenléte, mig a FXa gétolja a FVa Arg506 mellett torténod

rir 1, 52
hasitasat.’

I.2.3. A FV prokoagulans és antikoagulans funkcioi

A FV, a véralvadas enzim kofaktora, sajatsagos, kettos szerepet tolt be a normal
hemosztdzis egyensulyanak fenntartdsdban. A FVa a véralvadas protrombindz
komplexében a protrombint trombinné alakité FXa kofaktora. A protrombindz komplex
enzime tehat a FXa, kofaktora a FVa, szubsztratja a protrombin, melyek részben kalcium
hidakkal negativ toltést foszfolipid membran felszinhez kotddnek. Az egylanct FV még
inaktiv prokofaktor, amelynek prokoagulans FXa-kofaktor-aktivitasa - ha egyaltalan
ilyen van - kevesebb, mint a FVa kofaktor aktivitisinak egy szazaléka.”> A FVa-t
esszencialis FXa kofaktornak tartjak, mivel ha jelen van a protrombinaz komplexben, a
FXa protrombin aktivacios képessége tobb ezerszeresre fokozodik.”>>*

A FV APC kofaktor funkciojanak felismerése a legijabb kutatdsok eredménye. A
nem aktivalt FV, vagy az APC altal hasitott FV> a PS-sel azonos jelentdségi
kofaktorként mikodik az APC mellett a FVIIa inaktivalasdban.*' A FV teljes
prokoagulans aktivaciojat kovetden antikoagulans kofaktor képessége elvész.”®’
Rekombinans FV varidnsokkal végzett kisérletek alapjan a B-domén C-terminalis 70
aminosavéanak jelenlétéhez kothetd a FV APC-kofaktor aktivitasa.”®
Az eddigi eredmények azt valoszintsitik, hogy a FV pro- és antikoagulans mikodései
kozott egy nagyon finomam szabalyozott egyensuly létezik: a FV aktivaciojaval az
antikoagulans kofaktor funkcio eltinik, de az APC katalizalta FV proteolizis
prokoagulans hatassal nem bir6 antikoagulans kofaktor funkcidju fehérjét eredményez. A
FV aktivalt forméja tehat esszencidlis prokoagulans funkciot tolt be, aminek hidnydban
vérzékenység alakulhat ki. A nem-aktivalt prekurzor protein faktor viszont mint az APC
antikoagulans kofaktora muikodik a FVIIIa aktivitds szabalyozasdban. Ennek a
funkcionak a sériilése (FV R506Q, FV Leiden) thrombosis-hajlamhoz vezethet. A FV
molekula ezen kettos funkciojanak pontos megismerése lényeges informaciokat adhat a

FV deficiens betegek klinikai tiineteinek megértéséhez és majdani kezeléséhez.
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I.3. FV deficienciak

I.3.1. FV defektusok torténete és ajanlott klasszifikacioja
A FV felfedezése a norvég szarmazasu Paul Owren nevéhez kapcsolodik. Owren 1947-
ben ismertetett egy sulyosan vérzékeny beteget, aki vérzékenységének (parahaemophilia,
Owren betegség) hatterében egy addig nem ismert alvadasi faktor hianya allt.”” Mivel ez
volt a sorrendben 6todikként felfedezett alvadasi faktor, ezért V-0s faktornak nevezték el.
Az ezt kdvetoen kozolt FV abnormalitdsok kiilonbozo sulyossagl vérzékenységgel jartak
¢és a FV defektus egyértelmien haemorrhagias diathesist jelentett. Az APC-rezisztencia
(APC-re adott csokkent antikoagulans valasz) laboratoriumi fenotipus® és a FV Leiden
mutacio® leirasaval azonban a FV abnormalitdsok thrombosis hajlamot okozé nagy
csoportja valt ismertté, melyek nem rendszerezhetok a haemorrhagids FV defektusok
A FV defektusok atdolgozott klasszifikacioja,”* ami még nem terjedt el a napi
klinikai gyakorlatban, a FV defektusokat vérzékenységet okozo és thrombosis hajlamot
okozd csoportra osztja. A vérzékenységet okozd FV defektusok kozé tartoznak a
parahaemophilidk - a klasszikus FV deficienciak, beleértve FV deficiencidk kombinalt
formait is- és a FV defektusok egyéb vérzékenységet okozd formai. A thrombosis
hajlamot okozé FV defektusok kozé tartoznak az izolalt homo- és heterozigdta FV
Leiden mutacié és a pszeudohomozigoéta FV Leiden mutacié (FV Leiden muticio,

heterozigodta I-es tipustt FV deficiencidval torténo tarsulasa).

I.3.2. A parahaemophiliak klasszifikacidja

A parahaemophilidk - a vérzékenységet okoz6é FV defektusok legrégebben ismert
csoportja - sokféle osztalyozasi modja hasznalatos. A pathomechanizmus szerinti
osztalyozas oroklott és szerzett formdkat kiilonit el. Mindkét csoporton beliil
megkiilonboztetheto az izolalt forma valamint a kombinalt tipus. Az elsd csoportban levd
betegeknél kizardlag a FV aktivitdsa csokkent, mig a masodik csoportban a
parahaemophilia 6roklott vagy szerzett formdja mas faktor(ok) deficiencidjaval tarsul. Az

orokletes kombinalt FV, FVIII deficiencia legnagyobb esetszamt variansa 6nall6 entitas
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lett. A betegség hatterében egy a mindkét fehérje poszttranszlacidos moddositasaban
résztvevo fehérje: az endoplazmas retikulum-Golgi intermedier kompartment fehérje
(ERGIC-53) defektusa all.%>%*

A FV aktivitas alapjan vald osztadlyozas a haemophilia diagnosztikdban
altalanosan hasznalt rendszert koveti. Eszerint enyhe, kozépsulyos ¢és stlyos
parahaemophilidk kolonboztethetok meg. Az enyhe parahaemophilia 5-30%, a
kozépsulyos 1-5% a sulyos forma 1% alatt levd FV aktivitast feltételez. Ez a
klasszifikaci6 azonban megtévesztd, mert a plazma FV aktivitas sokszor nem korreldl a
tiinetek stlyossagaval.

A plazma és thrombocyta FV "pool" nem egyforman érintett a kiilonbozo
parahaemophilidk esetében. Egy tovabbi klasszifikacid szerint megkiilonboztetiink
kombinalt FV deficiencidkat, melyben a plazma és a thrombocyta FV "pool" egyforman
csOkkent €s thrombocyta tipusi FV deficiencidkat, ahol csak a vérlemezke "pool" FV
érintett. Bar viszonylag kevés FV deficienciat leird kozlésben szerepel mindkét FV
"pool" gondos kovetése, becsiilhetoen a kombinalt forma a gyakoribb. Az o-
granulumokban taldlhato FV szelektiv deficiencidjanak legismertebb példdja a FV
Quebec, egy autoszomalis dominans médon 6roklodo betegség. Thrombocytopenia,
normdl plazma FV aktivitds, sulyosan csokkent thrombocyta FV aktivitds €s normal
thrombocyta FV antigénszint jellemzi.*> A betegség pontos pathomechanizmusa nem
ismert. Bizonyitott azonban, hogy a megbetegedésben szenvedok thrombocytdiban a FV
mellett valamennyi vizsgalt a-granulum fehérje (multimerin, thrombospondin, von
Willebrand faktor, P-szelektin) proteolizise is fokozott.***’

A parahaemophilids betegek tobbségénél a FV aktivitas csokkenése aranyos a FV
antigénszint csokkenésével. A betegek 17%-ban azonban a FV funkcionalis aktivitasanak
csokkenése aranytalanul magas antigénszinttel jar.*®® Ezekben az esetekben kéros
funkci6éji FV molekula all a parahaemophilia hatterében. A két csoport elkiilonitésére
hasznalt klasszifikécio szerint I-es tipusu FV deficiencia az, melyben a FV aktivitas ¢és
antigénszintek csokkenése proporciondlis. A csokkent funkcioju FV molekula esetében
¢észlelt deficiencia Il-es tipustnak szamit, ilyenkor az antigénszint a FV aktivitashoz
viszonyitva joval magasabb.

A szakirodalomban még olvashatod, de a laboratoriumi tesztek szenzitivitdsanak
fokozddasaval lassan elavuld klasszifikacié az an. CRM negativ €s pozitiv deficiencia
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fogalma. A CRM rovidités jelentése "cross reacting material". A fehérje-antigén
kimutatasi eljards soran a teszt pozitivitasa a vizsgalt fehérje, esetliinkben a FV jelenlétét,
negativitdsa pedig hidnyat jelentette. A késobb hasznélt "CRM reduced" kifejezés a

csokkent, de még kimutathat6 fehérje mennyiségekre utalt.

I.3.3 Velesziiletett parahaemophilia

A herediter parahaemophilia ritka korkép. Ordklésmenete autoszomalis recessziv,

1.5%% Ezen esetek dontod

prevalenciaja 1:10°. Az irodalomban kériilbeliil 200 eset szerepe
tobbségénél azonban a részletes biokémiai és molekularis genetikai hattér ismeretlen. A
FV gén teljes szekvencidjanak ismertté valdsdval azonban egyre nd a részletesen
kivizsgalt esetek szdma. 2002 augusztusaig huszonegy FV deficienciat okozd mutaciot
(1.tablazat) irtak le.*”7* A felderitett mutaciokat hordozo betegek koziil tizennégy esetben
volt sulyos a FV deficiencia, s e betegek koziil tizenkét esetben homozigota formaban
levd mutaci6é okozta a deficienciat, kettonél pedig (ebbdl egyik a tézisekben is elemzett
beteg) kombinalt heterozigéta mutaciot bizonyitottak.®”’® A mutaciok véletlenszeriien
érintik a FV gén valamennyi exonjat, természetesen a legtobb mutacid az igen nagy 13-as
exonban van, de un. mutacios forrd pont nem detektalhato (1.tablazat). A mutaciok kdzott
"nonsense", "frameshift", "splicing" és "missense" mutaciok egyarant elofordulnak. A

felderitett mutaciok dontd tobbsége egy-egy csaladban fordult eld, csupan 6t mutéciot

talaltak meg legaldbb két nem rokon csalddban.

Dr. Ajzner Eva 12
Velesziiletett és szerzett parahaemophilia molekuldris genetikai és biokémiai karakterizdldsa



Nukleotid valtozas Exon Hatas Elnevezés Referencia

I. Nem miikodo mRNS

"Nonsense' mutansok

1. A1102T 7 K310Term | FV Amersfoort | van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

2. C1690T 10 R506Term van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

3. C2308T 13 R712Term van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

4. C2491T 13 Q773Term | FV Casablanca | van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

5. C3571T 13 R1133Term van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

"Frameshift" mutansok

1. 8 bp deléci6 nt 1130-1139 7 Frameshift FV Seoull van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

(TG)AAGGG(TG)

2. 2bp delécié nt 2833-2834-AC 13 Frameshift van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

3. 1bp delécié nt 2857-2859-C 13 Frameshift van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

4.1 bp delécié nt 2952-T 13 Frameshift Ajzner E et al, Blood, 2002 (70)

5. 2 bp inzerci6 nt 3706+TC 13 Frameshift van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

6. 4 bp delécio nt 4014-4017- 13 Frameshift van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

TCAG

7.1 bp delécié nt 4291-4294-C 13 Frameshift FV Utrecht van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

8. 4 bp inzercié nt 4793+ATTG 13 Frameshift FV Stanford van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

9. 1 bp inzercié nt 5493+G 16 Frameshift FV Debrecen Ajzner E et al, Blood, 2002 (70)

I1. RNS "processing"

Conszenzus valtozasok

1. G5509A 16 Splicing van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

2.G1701T 10 Splicing Schrijver I et al, Blood, 2002 (71)

I11. Kédolé régi6 valtozasai

"Missense'" mutansok

1. C836T 6 A221V FV New van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)
Brunsvick

2.T1927C 12 C585R FV Nijkerk van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

3. A5279G 15 Y1702C FV Seoul2 van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

4 G6395A 23 R2074H van Wijk R et al, Blood, 2001 (69)

4 G6394T 23 R2074C Bossone A et al, Thromb Haemost,

2002 (72)

1.tdblazat: FV deficienciat okozé FV gén mutdciok

I.3.4. Szerzett parahaemophilia

Szerzetten izolalt FV deficiencia, FV elleni gatlotest képzodésének a kovetkezménye. A

velesziiletett parahaemophilidkhoz hasonldan igen ritka betegségnek tartottak: egy az

1955 ¢és 1997 kozott megjelent FV inhibitorral kapcsolatos kozléseket feldolgozo

tanulméany 105 eset klinikai és laboratoriumi sajatsagait elemezte.”” Az azota megjelent

esettanulmanyok és Gsszefoglalé’* viszont mar az inhibitorképzodés relative gyakoribb

formajanak mindsiti az anti-faktor V antitest képzodést, kiilondsképpen azon formadjat,
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amely lokalisan alkalmazott bovin trombint tartalmazd kezelésen atesett betegeknél
alakul ki.

Anti-FV antitest kialakulhat alloimmunizaci6 kapcsan, 6roklott FV deficiencidban
szenvedd betegek friss fagyasztott plazmaval torténd kezelésekor.  Auto-
antitestképzodéssel anti-FV antitest leggyakrabban olyan betegeknél fordult eld akik
elozetesen sebészeti kezelést, vértranszfiizidt vagy antibiotikum kezelést kaptak, de nem
ritka az idiopathias esetek szdma sem.”’™* A mar emlitett bovin FV-t tartalmazo
készitmények alkalmazasakor kialakulo anti-FV antitest, a készitmény bovin FV-je ellen
képzodo anti-bovin FV antitest, amely a human FV-el keresztreakciot ad.””*

Jellemzo, hogy a FV inhibitoros betegek dontd tobbsége felndttkorban
diagnosztizalt, nem ritka a 70 év feletti beteg. A FV inhibitorra jellemzo, hogy spontan
vagy kezelés hatasara gyakran 4-22 hét alatt szanalodik. A betegség progndzisa, ha az
inhibitor megjelenéséhez gyakran kapcsolodd nagy akut vérzést sikeriil uralni,

kifejezetten jo.”7

I.3.5. A parahaemophilidk klinikai tiinetei
A parahaemophilidk klinikai tiinetei valtozd sulyossagh vérzékenységtdl a
tiinetmentességig kiilonbozoek lehetnek. Mindosszesen négy FV elleni gatlotest okozta,

7475 Ezek koziil két esetben az

thrombosis-hajlammal jar6é parahaemophilias eset ismert.
antitest lupus antikoagulans (LA) aktivitdst is mutatott, harmadik esetben pedig
emelkedett antikardiolipin antitest szint is detektalhatd volt. A negyedik eset részletes
biokémiai elemzése soran igazolhatdé volt, hogy a gatlotest a FVa APC altali
inaktivaciojat akadalyozta meg.”> A parahaemophilidk fiiggetleniil attél, hogy 6roklott
vagy szerzett formarél van szo, gyakran mucocutan tipusu vérzéssel jarnak.”’*"® igy a
leggyakoribb tiinetek az epistaxis, a szajiiregi vérzések, a menorrhagia. Gyakori tiinetnek
szdmit a posztoperativ vérzés és az iziileti vagy izomkozti vérzés. Ritka, de gyakran
fatalis tiinet a kozponti idegrendszeri vérzés. Erdekes, hogy mig a gastrointestinalis
vérzés és a haematuria ritka vérzéstipus a velesziiletett parahaemophilidkban, addig a
gatlotestes formaknal a vérzékenységet mutato betegek harmadanal jelentkezik.”>’

Egyelore még nem tudjuk mi annak a magyardzata, hogy mig a human

szervezetben latszolag teljes FV hidny sem letalis, addig a FV knock-out egerek esetében
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az embriok kb fele mar az embrionalis fejlodés 9-10 napjaig elpusztul, a tobbiek pedig a

sziiletést kovetd 2 oran beliil elvéreznek.”’

I.4. A parahaemophiliak laboratoriumi diagnosztikaja

A FV deficiencia a coagulopathidk szlirdtesztjeiben leggyakrabban a protrombin id6 (PI)
és aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (APTI) megnyulsat okozza.”™ A lokalisan
alkalmazott bovin trombin tartalmu készitmények hatasara kialakulo FV alloantitestek
esetében gyakran a fenti eltérésekhez a trombin id6 (TI) megnytlasa is tarsul, ilyenkor
ugyanis az alloantitest FV mellett trombinnal is reagal.

Az FV deficiencidk altalanos kivizsgalasi algoritmusa a 3. dbran szerepel (Az abra nem
tartalmazza a TI megnyulast okozé forma differencial diagnosztikajat és a koagulacios
laborok kotelezo ellendrzo vizsgalatait amelyeket a hasonld laboreltéréseket eloidézo
citrattulsuly, antikoagulans illetve fibrinolitikus terdpia tisztazasa iranyaban végeznek el).
Az enyhe parahaemophilia 4altaldban csak PI megnyulassal jar, a kozépsulyos
parahaemophilidk a PI megnytlas mellett, az alkalmazott APTI reagens érzékenységétol
fiiggden okozhatnak APTI megnyulast is. Az alacsony FV aktivitassal jaro esetekben
pedig majdnem bizonyosan PI és APTI egyiittes megnyulasat talaljuk. A hasonlé alvadasi
sziroteszt eredményekkel jar6 izolalt vagy kombinalt coagulopathidktol valo
elkiilonitésre egyfazisi PI, APTI alapu faktoraktivitas meghatarozasok sziikségesek. A
FV aktivitasanak 30% ald csokkenése esetén a FV deficiencia igazolhato. Mivel a nem
specifikus gatlotest, a LA, interferalhat a foszfolipid fiiggd tesztekkel végzett
faktormeghatarozasokkal (a PI alapt meghatarozasokkal csak extrémen nagy titer

mellett), ezért LA jelenlétének kizarasara is sziikség lehet.
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izoldlt P1 4t

l

Differencidlas FII, FVIL FX
deficienciaktol: FIL FV,FVILFX
aktivitds meghatirozas

l

Differencialas FX,FIL, FVIIL, FIX
deficienciak kombinalt /
izolalt formaitol: FV, FX, FII, FVILFIX
aktivitis meghatarozis

NN

FV aktivitis >30% \

| FV aktivitis <30% | | FV aktivitas <30% |

\ FV aktivitis >30%

izolilt
FVII
hiany

enyhe izolalt /

enyhe izolalt /

kombindlt kombinalt
FX,FII FV,FX,FII
deficiencia deficiencia

stlyos izolalt/ silyos izolilt/ K vitamin
kombindlt FV stilyos kombinalt fiiggo faktorok
deficienciak FX/FII deficienciaja
deficienciak

3. dbra: FV deficienciak kivizsgaldasanak algoritmusa

Az o6roklott FV hidnyos esetek egyharmadanal, ismeretlen ok miatt, a celluldris funkcid

sziirbtesztje, a vérzési ido is megnyult.”®

A parahaemophilia diagnézisdnak felallitasat kovetden a betegség tovabbi

karakterizalasara is sziikség lehet. A kezeléshez elengedhetetlen annak eldontése, hogy

inhibitor vagy faktor hiany okozza a faktoraktivitdas csokkenését (4. éabra). A

parahaemophilia okozta vérzékenység sulyossdga igen rossz korrelaciot mutat a

plazmaban mért FV aktivitdsaval. Mivel egyes szerzOk szerint a thrombocyta FV

aktivitds megtartottsagatol fiigg a tiinetek megléte vagy hianya,

65,79,80

ezért ennek

meghatarozasa lényeges tovabbi informaci6 lehet a klinikum szdmara. A 4. dbran lathato

algoritmus segitségével lehetséges a FV deficiencia tudoményos igényt karakterizalasa.
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FV specifikus inhibitor ker esésére:
beteg és normal plazma keverékek PL APTI tesztelése (1h 37°C inkubécio utan is)

nem korrigalhato

korrigalhato

LA Kizarasa

'

Izolalt nem-inhibitor
tipusi FV deficiencia

Izolalt inhibitor
tipusii FV deficiencia

|

‘ FV antigén meghatirozds ‘ FV inhibitor
titer meghatarozis
\ (pL Bethesda modszer
: vagy mis inhibitor
I-es tipus Koros faktor kimutatési eljérds)
(CRM-* II-es tipus -
deficiencia) (CRM~

deficiencia)

|

R észletes molekuliris

A fehérje részletes

genetikai ‘ Az inhibitor karakterizalisa

biok émiai analizise

karakterizalas

4. dbra: FV deficiencidk osztdlyozasanak algoritmusa
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II. Betegek és célkitizés

Egy fi csecsemo sziiletésekor subduralis haematoma, majd véddoltdsai kapcsan
intramuscularis haematomak miatt keriilt kivizsgdlasra. Csalddi anamnézisében

vérzékenység, rokonhazassag nem volt felderitheto.

A 78 éves nodbeteg sulyos anaemia €s melena miatt keriilt korhazi felvételre. Felvételét
megelozéen harom évvel a betegnél uterectomia és kétoldali ovarectomia tortént. Az
intraoperativ és posztoperativ vérzések kezelése sordn tobbszor alkalmaztak friss
fagyasztott plazma ¢és vvt. massza készitményeket. A beteg csalddi anamnézisében
vérzékenység nem fordult eld. A gastrointestinalis kivizsgalasok soran vérzést okozo
anatomiai eltérést nem talaltak, atr6fids antrum gastritis, cholelythiasis és reflux
cholecystitis igazolodott. A beteg kezelése soran friss fagyasztott plazma, thrombocyta €s
vvt. koncentrdtumok, nagy doézist immunglobulin addsa mellett, plazmaferezis és
immunszupresziv terapia (ciklosporin A és ciklofoszfamid) alkalmazésa is szerepelt. A
kovetés 3 éve alatt a beteg néhany relapsuson esett at, négy kiilonbdzd idopontban volt

szlikség korhazi kezelésére.

Célkitlizéseink
1. A betegek haemorrhagias diathesisének karakterizalasa.

2. Az elso pontban megfogalmazott vizsgilatok mindkét betegnél silyos FV

-----

molekularis genetikai hatterét és biokémiai mechanizmusat kivantuk felderiteni.
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III. Anyagok és mddszerek

III.1. Thrombocyta és plazma mintdk elokészitése

A vizsgalt betegektol €s a fia csecsemd elérhetd rokonaitdl 0.105 mol/L natrium citrattal
1:10 aranyban alvadéasgatolt vért vettiink. A Western blotting és az immunoprecipiticios
vizsgalatok mintdihoz azonnal proteaz inhibitorok keverékét adtuk. A plazmat 22 °C-on,
2,000 g-vel, 20 percig torténo centrifugalassal nyertiik. A thrombocyta szuszpenzio
izolaldsa thrombocyta aktivaciét gatld anyagok jelenlétében végzett differencial

centrifugalassal tortént.”!

IIT.2. Coagulopathidk diagnosztikajagban haszndlt alvadasi
tesztek

A coagulopathidk szlrésére PI, APTI és TI vizsgalatokat végeztink. A gatlotest
kereséshez a beteg és normal plazma kiilonbdzo aranyu keverékeit is teszteltiik azonnal,
vagy 1 oras 37 °C-on torténd inkubdciot kovetden. A FV elleni gatlotest kimutatisara
Bethesda modszert hasznaltunk.® LA jelenlétét funkcionalis tesztekkel zartuk ki. A

modszerek részletesebb ismertetését a 2.sz. sajat kozlemény tartalmazza.

IIT.3. FV aktivitds meghatdrozas

FV aktivitds meghatdrozasa a betegek plazmajabol és thrombocyta lizdtumabol egytazisu

crer

humén plazma segitségével végeztiik, mig a thrombocyta FV aktivitds kalibracidja

normal thrombocyta lizatum felhasznaldsaval tortént.

III.4. FV antigén meghatdrozas ELISA moddszerrel

Sandwich ELISA rendszereket allitottunk be total FV, FV nehéz lanc (FVNL) és FV
konnyt lanc (FVKL) antigén (Ag) meghatarozasara. Az egyes rendszerek specificitasat a
"coating" soran alkalmazott antitest biztositotta, amely a totdl FV ELISA-ban egy
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poliklonalis FV ellenes antitest volt, a FVNL ELISA esetén egy FV B domén epitop
ellenes monoklonalis antitest (a FV nehéz lancat és B doménjet tartalmazd molekulat
ismeri fel), mig a FVKL ELISA esetén FVKL ellenes monoklondlis antitest volt. A
sandwich masik oldalan FV ellenes antiszérum hasznalatdval biztositottuk, hogy a
potencialisan jelenlevd valamennyi normal és koros szerkezeti bekotodott FV
felismerhetd legyen. A modszer részletes ismertetése az 1.sz. sajat kozleményben
segitségével végeztiik, mig a thrombocyta lizatumbol torténd FV meghatarozas esetében
egészséges donorok thrombocyta lizdtuménak felhasznalasaval tortént a kalibracio. A FV

antigén szinteket a normal atlag szdzalékaban fejeztiik ki.

III.5. Immunoprecipitacio, SDS-poliakrilamid gel
elektroforézis (SDS-PAGE) és immunoblotting

A plazma FV-t immunprecipitacioval izolaltuk. A mddszer részletes ismertetését az 1. sz.
sajat kozlemény tartalmazza. Az immunprecipitatumok és a teljes plazma mintak SDS-
PAGE elektroforézisét® kovetden, Western blotting analizist végeztiik. Elso antitestként
altaldban az immunprecipitacibhoz is hasznalt poliklonalis FV elleni antitestet
hasznaltuk. Az els6 sajat kozleményben ismertetett beteg esetében az eredmények
megerositésére tovabbi elso antitesteket (FV ellenes antiszérum, FV B-domén ellenes
monoklonalis antitest) is alkalmaztunk. A fenti modszer részletes ismertetését szintén az

1.sz. sajat kozlemény tartalmazza.

III.6. PCR amplifikacio és DNS szekvendlas

A genomialis DNS izolalasat leukocytakbol végeztik QIAamp Blood Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) felhaszndlasdval. A FV gén teljes kodold szakaszat, a
"splicing" regiokkal és a promoterrel egyiitt PCR amplifikaciot kdvetden szekvenaltuk.
Ennek sordn részben sajat tervezési, az 1 sz. sajat kozleményben részletezett, illetve az

irodalomban kozolt®®*

oligonukleotid primereket hasznaltunk. Az ultrafiltracidval
tisztitott PCR termékek szekvenalasa ABI 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,

Foster City, CA) segitségével tortént.

Dr. Ajzner Eva 20
Velesziiletett és szerzett parahaemophilia molekuldris genetikai és biokémiai karakterizdldsa



III.7. Immunglobulin G tisztitdsa plazmabal

A FV inhibitor gyanus beteg plazmajabol és a kontroll plazmakbol a teljes IgG frakciot
Protein G Sepharose oszlopon (Amersham Pharmacia Biotech) MabTrap Kit (Amersham
Pharmacia Biotech) felhasznéldsaval izolaltuk. Az IgG frakciot mikrokoncentratoron

crer

Rockford, IL) hataroztuk meg.

IIT.8. Az Ig6 FV ill. FVa-hoz valé kétddésének vizsgalata
ELISA technikaval

Sajat fejlesztésti szolid-fazist ELISA teszttel detektaltuk az anti-FV antitestek tisztitott
human FV-hoz és a FV trombin aktivalt formajahoz valo kotddését. Tisztitott FV-t vagy
FVa-t rogzitettink ELISA lemezre, majd plazma vagy tisztitott IgG kiilonb6zo
higitasaival inkubaltuk. A FV ill. FVa-hoz bekotdodott 1gG tipustt anti FV antitest
jelenlétét peroxidaz jelzett anti huméan IgG és TMB szubsztrat felhasznalasaval

detektaltuk.

III.9. Az anti-FV autoantitest epitopjanak karakterizdldsa

Az anti-FV autoantitest epitopjanak karakterizaldsasra blokkolo ELISA rendszert
allitottunk be. A FV molekuldn ismert epitdppal rendelkezd monoklondlis antitestekkel
(részletes ismertetésiiket 1sd. 2.sz sajat kozleményben) blokkoltuk az ELISA-lemezhez
rogzitett FV molekula kotohelyeit. Mosast kovetden a beteg IgG prepardtumdnak
kiilonb6zo higitasait adtuk és peroxidazzal jelzett anti-human IgG-vel mértiik a

bekotddott beteg IgG mennyiségét.
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IIT.10. A beteg plazmabol szarmazé Ig6 FVa prokoagulans
aktivitasra  kifejtett  hatdsdnak vizsgdlata  funkciondlis

tesztekkel

A beteg IgG novekvo koncentracidit normdl plazma "pool"-hoz adtuk és mértiik a
keverék PI, APTI és TI idejét. Kontroll kisérletekben a beteg IgG helyett egészséges
donor IgG-jét hasznaltuk a keverékekben. Az eredményeket végiil beteg és normal
plazma kiilonb6z6 aranyu keverékeiben mért PI, APTI, TI idokhoz hasonlitottuk. A beteg
IgG hatasat a FVa prokoagulans aktivitdsara minimalisan modositott kromogén
protrombindz tesztben is vizsgaltuk. Rekombinans, trombin aktivalt FVa-t inkubaltunk
egyiitt a beteg IgG ndvekvd koncentracidival. A FVa maradék prokoagulans aktivitasat a
kromogén trombin szubsztrat segitségével kinetikus tesztben mértiik.

Mindkét modszer részletes ismertetését a 2.sz. sajat kozlemény tartalmazza.

IIT.11. ELISA teszt a FV-anti-faktor V immunkomplex

kimutatdsara

ELISA rendszert dolgoztunk ki FV-specifikus immunkomplexek detektalasara. A
tesztben "capture" antitestként poliklonalis anti-human FV antitestet, detektalasra pedig
peroxidaz jeldlt anti-huméan IgG-t hasznaltunk. A beteg és kontroll plazmékat valamint

thrombocyta lizdtumokat kiilonb6z6 higitasokban teszteltiik (lasd. 2.sz. sajat kozlemény).
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IV. Eredmények

IV.1. Oréklott silyos FV deficiencia; egy fii csecsemd

coagulopathiajanak karakterizdldsa (1.sz.sajat kozlemeény)

IV.1.1. Coagulopathia sziirotesztek
A klinikailag vérzékeny csecsemd coagulopathiajanak vizsgalatanal sulyosan megnyult
PI-t (58.1 sec; kontroll: 8.7-11.5 sec) és APTI-t (198.8 sec; kontroll: 29.5-42.7 sec)

észleltiink, mig a TI a normal tartoméanyban volt.

IV.1.2. FV aktivitas

Az alvadasi faktorok aktivitisanak meghatdrozasakor a beteg plazmajaban ¢és
thrombocyta lizdtumaban a FV aktivitdst mérhetetleniil alacsonynak talaltuk (mindkét
esetben <0.4%). A csalddtagok koziil a beteg édesanyjanal, édesapjandl és apai
nagyanyjanal 50% korili FV aktivitdst mértiink, mig a tobbi vizsgalt csalddtag normal

FV fenotipust mutatott (1.sz. sajat kozlemény 1A abra).

IV.1.3. FV gén szekvencia analizis

A DNS szekvencia analizis sordan a probandnal két kauzativ mutéaciot talaltunk,
mindkettot heterozigota formaban: a 13-as exonban a 2952-es nukleotid pozicidban egy
(guanin) inzerciojat. A proband édesanyjandl a 5493insG mutacio heterozigota formaja,
¢desapjanal a 2952delT mutacié heterozigota formdja volt igazolhaté (1.sz. sajat
kozlemény 1B 4abra). A proband DNS szekvencidjaban két tovabbi, nem kauzativ
mutaciodt talaltunk: A327—G szubsztitucidt a 2-es exonban (csendes mutacio) €s egy

ismert polimorfizmust a 22-es exonban (heterozigota A6250—T).*
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IV.1.4. Mutans FV fehérjék kimutatasa

A proband genetikai eltéréseinek fehérjeszinti kovetkezményeként, elméletileg két
kiilonb6zd molekulastlya trunkalt FV molekula képzodhetne. A kiilonbozo FV
epitopokra specifikus ELISA tesztek alkalmazasaval FVKL:Ag egyaltalin nem volt a
beteg plazmdjaban kimutathat6 (<0.5%). Ugyanakkor a masik két ELISA tesztben bar
sulyosan csokkent mennyiségben, de mérhetd volt a beteg plazmdjdban FVAg (FVNL:Ag
1.7%, total FVAg: 1.03%). A sziiloknél és az érintett nagymamanal valamennyi ELISA
teszttel 50% koriili FVAg szint volt detektalhato. (1.sz. sajat kozlemény, 2A abra)

A beteg plazmajabol végzett Western blotting vizsgalattal nem volt FV-specifikus
sav detektalhaté. Ha a beteg plazmdjabol immunprecipitacioval izolaltuk a FV-6t és
lényegesen nagyobb mennyiséget vittlink fel az SDS PAGE-ra, a megnovelt
szenzitivitasi Western blotting sordn harom kiilonb6zo elsé antitesttel (poliklonalis FV
elleni, FV antiszérum és FV B-domén elleni monoklonalis) sikeriilt egy nagyon halvany,
236 kD mobilitast, FV-specifikus sav jelenlétét kimutatni. Intakt, egylanci FV nem volt

kimutathat6 (1.sz. sajat kdzlemény, 2B abra).

IV.2 Szerzett FV deficiencia; egy id0s nobeteg

coagulopathidjanak karakterizdldsa (2.sz. sajat kozlemény)

IV.2.1. Szerzett coagulopathia kimutatdsa

A beteg 3 éves kovetése soran mindvégig megnyult PI (elso felvételkor 81.3 sec; kontroll:
8.7-11.5 sec) és APTI (147.2 sec; kontroll: 29.5-42.7 sec) mellett normal TI-t
detektaltunk. A beteg és normal plazma 1:1 aranyu keverékeibdl végzett PI, APTI idok
nem mutattak teljes korrekciot. Az 1 o6ras 37°C-on torténd inkubéciot kdvetoen elvégzett
tesztek eredményei hasonloan alakultak. A beteg plazmajaban izolalt FV aktivitas
(0.48%) csokkenés volt mérhetd. A beteg thrombocyta lizdtuméban is sulyosan csokkent
FV aktivitast (1.12%) detektaltunk.

A 3 éves kovetés alatt mért Bethesda titer eredmények végig alacsonyak voltak

(1.25-2.0 BU). Tisztitott FV beteg plazmahoz val6 adagolasakor a PI és APTI idok 7.5-10
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pg/mL szuplementalt FV koncentracional normalizalodtak. A LA kimutatisara elvégzett
vizsgalatok eredménye negativ volt.

A beteg plazmdjaban és thrombocyta lizdtumaban normal totdl FV:Ag (106 és
80%) szint mellett erosen csokkent FVKL:Ag (7.9, és 4.8%) volt detektalhato. A FVKL:
Ag szint csokkenése nem trunkalt fehérje kovetkezménye volt, mivel a beteg plazmajabol
immunprecipitacioval izolalt FV Western blottinggal torténo analizise soran egyetlen,
~330kD molekulastlyu, intakt FV molekuldnak megfeleld FV specifikus sav volt
detektalhato.

A beteg FV génjének szekvendldsakor nem taldltunk betegség okoz6d mutaciot,
csupan néhany ismert polimorfizmust ¢és egy eddig nem ko6zolt mutacid heterozigota
formajat a 13-as exonban. E mellett a beteg a Leiden mutacidt heterozigdta formdjaban

hordozta. (2.sz. sajat kozlemény, 3. tdblazat)

IV.2.2. FV specifikus autoantitest kimutatdsa a beteg IgG-
frakciojaban
A FV ill. FVa -hoz valo6 kotodést kimutaté ELISA tesztekkel a beteg plazméjaban és IgG
frakciojaban szignifikdns mennyiségben detektaltunk FV-ill. FVa- specifikus antitestet.
(2.sz. sajat kozlemény, 1. dbra) A FV tartalmu immunkomplexek kimutatasara szolgalod
ELISA tesztekben a beteg plazméajaban és thrombocyta lizatuméaban egyarant FV-anti FV
immunkomplexek voltak kimutathatok. (2.sz. sajat kozlemény, 2. abra)

A blokkoldé ELISA tesztben, négy FV specifikus monoklondlis antitest hatasat
teszteltiik. Mindegyik antitest kotodott a FV molekulédhoz, de csak a FVKL C2 doménre
specifikus HV1 antitest gatolta a beteg IgG FV molekulahoz valo bekotodését. (2.sz. sajat

kozlemény, 3. abra)
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IV.2.3. A beteg Ig6 frakciojanak hatasa a FVa prokoaguldns
aktivitdsara

A beteg I1gG-je a normal plazma PI-jét és APTI-jét hasonld mértékben nyljtotta meg,
mint az azonos IgG koncentraciot tartalmaz6 beteg plazma normal plazmahoz torténd
adasa. A kontroll IgG-nek nem volt ilyen hatasa. Az inhibitor nem befolyasolta a normal
plazma TI idejét. A beteg IgG inhibitor hatasa relative gyengének bizonyult, az effektiv
gatlashoz legalabb 8 mg/mL beteg IgG koncentraciora volt sziikség. (2.sz. sajat
kozlemény, 4. abra)

A beteg IgG ndvekvd koncentracidival torténd inkubacié a rekombinans FVa
prokoagulans kofaktor aktivitasat jelentdsen gatolta a protrombindz tesztben, mig a
kontroll IgG-nek nem volt ilyen hatdsa. 1 mg/mL beteg IgG esetén a gatlas mértéke
meghaladta a 70%-ot és fiziologias IgG koncentracié esetén (~10 mg/mL) csupan 2.5%

maradék FV aktivitds volt detektalhatd. (2.sz. sajat kzlemény, 5. dbra)
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V. Altaldnos megbeszélés

Mindkét beteg szlrotesztjei és faktor aktivitds eredményei egyértelmien a FV deficiencia
sulyos formaja mellett szoltak. A betegek kora, anamnézise tipusos volt, a gyermeknél
FV deficiencia velesziilett, az idos nonél szerzett formaira utaltak. Az idos nobetegnél a
FV inhibitor sziirésére végzett keveréses vizsgalatok ¢s a Bethesda titralas eredményei
alapjan koros FV molekula és a plazma potlasok hatasara kialakuld allo-antitest képzodés
kombinalt lehetosége is felmeriilt.

A FV antigén kiilonboz06 specificitasit ELISA tesztekkel torténd vizsgalata soran a
gyermeknél csak a teszt érzékenyitésével volt 1% koriili total ill FVNL:Ag mérheto,
FVKL:Ag szintje viszont detektalhatatlan volt, ami I-es tipusu FV deficiencia
fenotipusanak felelt meg. A FV gén teljes kodold, splicing és promoter régidinak
szekvenalasaval két kauzativ mutaciot mutattunk ki. Mindkét mutacié olvasasi keret
eltolédasan keresztiil korai stop kodont eredményezett a 930 ill. 1776 aminosav
pozicidkban. Eredményiik trunkdlt FV molekula szintézise lehet: a mutdns 13-as exont
tartalmazo¢ allélrol elméletileg a B domén egy részét és a teljes konnyt lancot nélkiil6zo
FV protein képzddhet, a mutans 16-os exont tartalmazé allélrdl ir6dé fehérjérol pedig
hianyozna a konnyt lanc jelentds része. Ez utdbbi 1775 aminosav hosszi polipeptid
szamitott molekulasulya ~200 kD. Figyelembe véve, hogy ez a mutans tartalmazza az
erdsen glikozildlt B domént, nagyon valdszinQi, hogy az a kis mennyiségben jelenlevo
236 kD fehérje, amit az immunoprecipitaciot kovetd Western blotting soran detektaltunk,
ezen nagyobb trunkalt fehérjének felel meg. A fehérjét FVpeprecen-nek neveztiik el. A
kisebb trunkalt fehérje hidnya és a FVpeprecen €rosen csokkent mennyisége, a mutans
mRNS® csokkent szintézisével, vagy a mutans protein csokkent stabilitasaval,

A velesziiletett FV hianyos gyermek mindkét FV kompartmentjében a FV
aktivitisa a detektalasi hatar alatti volt (<0.4%), és a FV deficiencia stlyos
vérzékenységet idézett elo. Ismert, hogy a FV "knock out" egerek intrauterin vagy
postnatalis els6 két nap soran elvéreznek ', de tulélésiikhéz mar minimélis <0.1% FV
expreszi6 is elég®’. Betegiinknél nem tudtunk intakt FV-t kimutatni. Azt azonban, hogy a
teszt szenitivitdsatol kisebb mennyisegi minimalis FV "riboszomalis slippage" vagy

szomatikus reverzid miatt jelen legyen, nem kizdrhatd. Elképzelheto tovabba, hogy az
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altalunk kimutatott trunkédlt FV fehérjének (FVpebrecen) 18 van némi prokoaguldns
aktivitasa.®®

Az 1dos nd plazmdjaban és thrombocytaiban, trunkalt vagy koros szerkezeti FV
molekulara jellemz6 FV:Ag fenotipust mutattunk ki: total FV és FVNL specifikus ELISA
rendszerekben normal, mig FVKL-specifikus ELISA-ban 10% alatti stilyosan csokkent
antigénszint volt detektalhatd. Az immunoprecipiticiot koveto Western blotting analizis
azonban normal mobilitdsu FV specifikus sav jelenlétét igazolta, és a DNS szekvenalas
sordn sem talaltunk koros FV molekula szintézisét magyardzod genetikai eltérést. A
FVKL:Ag szint csokkenésének legvaloszinibb magyarazata, hogy az ELISA teszt
"capture" antitestjének FV molekuldn 1évo target epitdpja az autoantitest altal részben
lefedett. Ezen hipotézis megerdsitésére blokkoldé ELISA tesztekben a FV molekulan
ismert epitoppal rendelkezO ~monoklondlis antitestekkel probaltuk a beteg
autoantitestjének bekotddését meggatolni. Az alkalmazott antitestek koziil kettod epitopja
a FVKL-n, harmadiké a NL-n a negyediké pedig a B doménen talalhat6. Csak a HV1
antitest, melynek epitépja a FVKL C2 doménjén, a 2060-2069 aminosav régidoban van,
interferalt a beteg auto-antitestjenek FV molekuldhoz vald kotodésével. Ezek alapjan
valoszintisithetd, hogy a HV1 antitest és a beteg autoantitestjiének FV molekuldn levo
epitopjai azonosak vagy legalabb részben atfednek. A C2 domén N-termindlis vége a
FVa foszfolipidfelszinhez valé kotodésében jatszik szerepet. Ennek gatlasa jol
magyarazza az alvadasi tesztek €s a protrombindz teszt eredményeit.

Az id6s nobeteg szerzett parahaemophilidjanak hatterében allo6 anti-FV antitest
FVa-val. Funkcionalis tesztekben a beteg IgG-je gatolta a FVa prokoagulans aktivitasat.
FV-anti FV IgG immunkomplex a beteg plazmdjaban detektalhatdé volt. Az antitest
relative alacsony titerG volt, de a funkciondlis tesztek bizonyitottdk, hogy ez a titer
elegendd volt a FVa funkcidjanak plazmaban torténd gatlasdhoz, s a vérzékenységi
tiinetek az "in vivo" hatékonysag mellett szoltak.

Tudomasunk szerint FV inhibitor thrombocytaban vald jelenlétét még nem
vizsgaltak. A betegiink mosott thrombocyta szuszpenzidjaban talalt eredmények - erdosen
csokkent FV aktivitds, normal total FV:Ag és csokkent FVLC:Ag szint, FV-anti-FV
immunkomplexek jelenléte - az inhibitor thrombocytaban val6 jelenlétére utalnak. Az IgG
tipusu FV inhibitorok a thrombocytak normal "in vivo" IgG transzport mechanizmuséaval
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bejuthatnak a thrombocyta alfa granulumokba.®™"!

Egy masik elképzelhetd alternativ
mechanizmus a FV-anti-FV immunkomplexek thrombocytdk vagy megakaryocytak altali
felvétele és a-granulumba torténd transzportja.

A FV inhibitor okozta parahaemophilids ndbeteg gastrointestinalis vérzése jol
kezelhetonek bizonyult, de a megnyult alvadasi tesztek és az alacsony FV aktivitds a
kovetés 3 éve alatt végig megmaradt. A tiinetek szempontjabol a thrombocyta FV
aktivitasat tartjadk meghatarozonak. Az idos ndbeteg thrombocytaiban is kimutathato FV
inhibitor, ami feltehetdleg hatékonyan képes gatolni a thrombocyta FV prokoaguldns
aktivitasat. A klinikai képet befolydsold tényezok komplexitasdhoz a beteg heterozigota
Leiden mutécioja is hozzajarulhat. Ebben az esetben ugyanis a csekély mennyiségi
autoantitest altal nem gatolt plazma FV 50%-a a hosszabb ideig tarté prokoagulans

hatassal biré FV Leiden molekula, ami csokkentheti a vérzékenység stilyossagat.
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VI.1. Osszefoglalds

Az orokletes és szerzett haemorrhagias V-0s faktor (FV) hidny (parahaemophilia) ritkan
eloforduld haemorrhagias diathesisek. A tézisekben két beteg, kiillonbozo tipusu stlyos
FV deficiencidja keriil ismertetésre. Célunk a két kiilonboz6 FV deficiencia
pathomechanizmusanak felderitése, €s a klinikai tlinetekért felelos molekularis genetikai
¢s biokémiai eltérések kimutatasa volt.

A fiu gyermek sulyos vérzékenységének hatterében detektalhatatlan FV aktivités
allt. A proband DNS szekvenalasa soran a 13-as exonban egy bazis delécidja (2952delT)
a 16-os exonban egy bazis inzercioja (5493insG) volt detektalhato heterozigota formaban.
Mindkét mutacid kovetkezménye olvasasi keret eltolodds ¢és korai stop kodon
megjelenése a 930-as ill. 1776-0s pozicidkban. A proband édesanyja heterozigdta a
5493insG mutéciora mig édesapja a 2952delT muticiora. Mindkét mutacié olyan trunkalt
FV fehérjét eredményez, melybdl részben vagy egészében hianyzik a FV konnyl lanca.
ELISA modszerrel a FV N-terminalis része, amely a nehéz lancot és a B-domént is
tartalmazza, erdsen csokkent de detektalhatd volt (1.7%). Immunoprecipitaciot kdvetd
Western blotting analizissel pedig egy csekély mennyiségi FV specifikus, 236 kD
molekulastlyu trunkalt fehérjét tudtunk kimutatni. Ez a fehérje, a FVpebrecen, Nagy
valdszintiséggel a mutans 16-0s exont tartalmaz6 allél terméke.

78 éves nobeteg ismétlodd gastrointestinalis vérzéseinek hatterében megnyult
prothrombin id6 (PI) és aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (APTI) allt. Plazméjaban
(0.48%) ¢és thrombocytaiban (1.12%) sulyosan csokkent FV aktivitds volt mérhetd. A
keveréses vizsgalatok inhibitor jelenlétére utaltak, az anti-FV antitest plazmatitere 1.25-
2.0 BU volt. A FV antigén koncentracié poliklinalis elfogé antitestet hasznal6 ELISA-val
normalis volt, ha azonban elfog6 antitestként a konnyl lanccal reagaldé HV1 antitestet
hasznaltuk a FV antigén szintet mind a beteg plazmdjdban (7.9 %) mind a
thrombocytaiban (4.8%) erosen csokkentnek mértik. A FV molekula lehetséges
strukturalis rendellenességeit az immunprecipitalt FV Western blotting analizisével és a
FV gén szekvenalasaval zartuk ki. A beteg plazmajaban és IgG frakciojaban a FV -tel és
az aktivalt FV-tel is reagdlo antitest volt kimutathaté. Mind a plazméaban, mind a
thrombocytdkban FV-tartalmi immunkomplexeket észleltiink. A beteg IgG frakcidja a
normdl plazma PI-jét és APTI-jét megnyujtotta és protrombinaz tesztben gatolta a FV
prokoagulans kofaktor funkci6jat. Kimutattuk, hogy az autoantitest a FV konnyi lancanak
C2 doménjén levo epitoppal reagal és neutralizdlja a FVa prokoagulans funkcioit.

Az ismertetett fiugyermek esetében a parahaemophilia ordkletes, mig az idos
asszonynal annak szerzett forméja volt igazolhat6. Ezen ritka coagulopathia molekularis
hatterének megismerése segithet abban, hogy megértsiik azokat a mechanizmusokat,
melyek a parahaemophilias betegek valtozatos klinikai tlineteinek kialakuldsahoz
vezetnek, és lehetové teszik a FV struktura-funkcido egyes 0Osszefiiggéseinek jobb
megertését.
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VI.2. Summary

Parahaemophilia (haemorrhagic factor V deficiency) is an uncommon genetic or acquired
haemorrhagic diathesis. Here we describe two patients with different forms of severe FV-
deficiency. We aimed to establish the pathomechanisms of both types of FV deficiency
and characterize the molecular genetical and biochemical background responsible for the
clinical symptoms.

A male infant with severe bleeding tendency had undetectable factor V (FV)
activity. Sequence analysis of the proband’s DNA revealed one base deletion in exon 13
(2952delT) and one base insertion in exon 16 (5493insG) in heterozygous form. Both
mutations introduced a frameshift and a premature stop at codons 930 and 1776,
respectively. The proband's father and mother were heterozygous for 2952delT and for
5493insG, respectively. Both mutations would result in the synthesis of truncated proteins
lacking the complete light chain or its C-terminal part. In the patient’s plasma no FV light
chain was detected by ELISA. The N-terminal portion of FV containing the heavy chain
and the connecting B domain was severely reduced but detectable (1.7%). A small
amount of truncated FV specific protein with M, 236 kD could be immunoprecipitated
from the plasma and detected by Western blotting. This protein, FVpeprecen, cOrresponds to
the translated product of exon 16 mutant allele.

A 78-year-old female with repeated gastrointestinal bleeding presented highly
prolonged prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (APTT).
Severely suppressed factor V (FV) activity was measured both in her plasma (0.48%) and
platelets (1.12%). Mixing studies suggested the presence of an inhibitor titers of 1.25-2.0
BU in her plasma. FV antigen levels were normal both in the patient's plasma and platelet
lysate by ELISA using polyclonal anti-FV capture antibody, but depressed when HV1
monoclonal antibody against the C2 domain in the FV light-chain was used as capture
antibody. The FV molecule was found intact by Western blotting and by sequencing the
FV gene. In the patient's plasma and IgG fraction an antibody reacting with both FV and
FVa was detected by ELISA. The binding of the patient's IgG to FV could be inhibited by
the HV1 antibody. The isolated IgG fraction of the patient induced PT and APTT
prolongation, when added to normal plasma, and inhibited FV cofactor function in a
prothrombinase assay. FV-containing immune-complexes were detected in the patient's
plasma and platelet lysate. An anti-FV IgG was demonstrated in the patient’s plasma and
platelets. The autoantibody reacted with an epitope in the C2 domain of FV light chain
and neutralized the procoagulant function of FVa.

The described cases represent an inherited and an acquired form of
parahaemophilia. Identifying the molecular basis of cases with this rare coagulation
disorder will provide more insight into the mechanisms resulting in variable clinical
phenotype of patients with FV deficiency and also provide some pieces of information on
the structural-functional relationship of FV molecule.
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