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I. Irodalmi áttekintés 
 

I.1. A véralvadás 

A hemosztázis rendszer kettôs feladatot lát el. Az intakt érpályán belül a vért folyékony 

állapotban tartja és ezzel biztosítja a szabad véráramlást. Érfal sérülés esetén viszont 

ugyanennek a rendszernek a funkciója a vérzés mielôbbi megszüntetése, ezáltal a 

vérveszteség minimalizálása. A hemosztázis rendszer ezt a komplex feladatot humorális, 

celluláris és vaszkuláris mûködések összehangolásával biztosítja.  

A humorális rendszer, a véralvadás aktiválódását az érendothel sérülése vagy 

aktiválódása indítja be subendothelialis szöveti faktor (TF) véráram felé történô 

exponálásával vagy a TF endothel sejtekben történô expresszálásával. Ez elôfordulhat az 

érfal sérülése miatt vagy az érendothel kémiai anyagok, citokinek vagy gyulladásos 

folyamatok által kiváltott aktiválódásakor.1-6 A TF egyaránt kötôdik a zimogén (FVII) 

valamint a keringésben már kis mennyiségben jelenlevô aktív VII-es faktorhoz (FVIIa), 

TF-FVII ill. TF-FVIIa (extrinzik faktor tenáz) komplexet hozva létre.7 A komplex 

mindkét formája elegendô katalitikus aktivitással bír kis mennyiségû X-es faktor (FX) 

aktív enzimmé (FXa) való hasításához, de a folyamat a zimogén FVII-et tartalmazó 

komplex esetén meglehetôsen lassú. A FXa keletkezésével a TF:VII komplex is gyorsan 

konvertálódik TF:VIIa komplexé, aminek katalitikus aktivitása lényegesen nagyobb az 

TF:FVII komplexénél, és szubsztrát specificitása a FX mellett a FIX-re is kiterjed.8 A 

komplex mûködése a véralvadás kezdeti fázisa során femto-pikomoláris mennyiségû FXa 

keletkezését eredményezi, ami pikomoláris mennyiségû trombin kepzôdéséhez vezet. Ez 

a minimális mennyiségû trombin elegendô a thrombocyták valamint az V-ös, VIII-as 

alvadási faktorok, prokofaktorok, részleges aktiválódásához, azaz FVa-vá és FVIIIa-vá 

alakulásához.9-11 A FVIIIa az intrinzik tenáz komplex kofaktora, melyben az aktív IX-es 

faktor (FIXa) a szerin proteáz és a membrán felszínt az aktivált thrombocyták, 

mikropartikulumok, endothelialis és egyéb sejtek adják.12-14  Az intrinzik tenáz komplex 

is a FX-et hasítja, de 50-100x nagyobb sebességgel, mint az extrinzik tenáz komplex.15-17 

Az immár jelentôs mennyiségben képzôdô FXa a protrombináz komplex enzimeként 

nagy sebességgel hasítja a protrombint trombinná, ami a véralvadás propagációs vagy 

elôrehaladott fázisának kulcsfeltétele. A protrombináz komplex kofaktora a FVa.7 A nagy 

sebességgel keletkezô szolubilis trombin tovább gyorsítja saját képzôdését a XI-es faktor 
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aktiválásával18 és azáltal, hogy teljessé teszi a FV, FVIII és a thrombocyták 

aktivációját.11,19  A trombin további mûködése során fibrinogén molekulákból 

fibrinopeptid A és B lehasításával szolubilis fibrin monomereket képez,20 amelyek 

polimerizálódva a fibrinhálót alkotják. A háló stabilizálásához pedig aktiválja a XIII-as 

faktort21 (FXIII), ami a fibrinháló kovalens keresztkötéseinek22 kialakítását végzi. 

 

 

1. ábra: A véralvadás humorális útjának vázlata 

 

A véralvadás terminációs fázisában a trombin generáció megfékezését különbözô 

antikoaguláns rendszerek végzik. A prokoaguláns folyamatok a véralvadási kaszkád 

valamennyi szintjén szabályozottak, enzimek gátlásával vagy a kofaktorok aktivitásának 

modulálásán keresztül.  

A TF-útvonal-inhibitor (TFPI) a FXa-t és FVIIa-TF-FXa komplexet gátolja.23-25 A 

korábban antitrombin III, ma már egyszerûen antitrombin néven szereplô szerin proteáz 

inhibitor, képes szinte valamennyi a véralvadási kaszkádban aktiválódó szerin proteáz 

neutralizálására, fô fiziológiás funkciója azonban a trombin és a FXa gátlása.26 Az 

antitrombin elsôsorban szabad enzimek gátlására képes, a komplexekben mûködôk 
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(tenáz, protrombináz) kevésbé elérhetôk számára. Így az antitrombin fiziológiás szerepe, 

hogy az érsérülés helyére limitálja a koagulációs folyamatot, megakadályozva a 

koagulációs enzimek szisztémás keringésbe való felszabadulását.7 Az antitrombin 

önmagában kis hatékonyságú inhibitor, mûködését az endothel sejtek felszínén levô 

heparin-szerû molekulák (heparán szulfát) stimulálják.  

Az érfalon folyamatosan expresszált trombomodulin receptorhoz kikötôdô 

trombin a protein C-t (PC) aktív szerin proteázzá hasítja és így aktiválja a PC 

antikoaguláns rendszert. Az aktivált PC (APC) limitált proteolízissel képes inaktiválni a 

foszfolipid membránhoz kötött FV/FVa-t és FVIIIa-t.7 "In vivo" körülmények között a 

FVIII-at von Willebrand faktorhoz kötôdése védi az APC hasításától.7 A szabad protein S 

az APC kofaktora, membránhoz kötött komplexük a tenáz, protrombináz komplexben 

levô FVa és FVIIIa hasítására is képes.7 A FVIIIa inaktiválása APC-tôl függetlenül is 

végbe mehet. A prokoaguláns FVIIIa molekulában az A2 domént és a A1/A3-C1-C2 

heterodimert réz-ion-függô kapcsolat tartja össze. Fiziológiás pH mellett az A2 domén 

disszociál a heterodimer A1 doménjérôl és a FVIIIa elveszti prokoaguláns aktivitását. Az 

intrinzik faktor tenáz komplex a FVIIIa molekula átmeneti stabilizálását biztosítja a pH-

függô disszociációval szemben.27,28
 

A celluláris rendszer szerepe a TF-iniciálta véralvadásban az elsôdleges 

thrombocyta thrombus létrehozásán túl, a humorális véralvadással való komplex 

együttmûködés. A sérülés kapcsán szabaddá váló subendotheliális rostok illetve 

szolubilis aktiváló anyagok hatására a nyugvó állapotban keringô thrombocyták az 

adhezív felülethez tapadnak, aggregálódnak és szekretálják granulumaik tartalmát, ami 

további aggregációt eredményez és létrejön az elsôdleges trombus. Ezen aktivációs 

folyamat során a thrombocyták egyrészt foszfolipid kettôsrétegük átrendezésével 

prokoaguláns aktivitásúvá válnak, azaz alkalmassá válnak arra, hogy a humorális kaszkád 

alvadási komplexeinek foszfolipid felszínt biztosítsanak,12,29 másrészt fôként c- 

granulumaikban tárolt prokoaguláns és véralvadást szabályozó fehérjéket szekretálnak a 

humorális alvadáshoz. 
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I.2. A véralvadás V-ös faktora (FV) 

 

I.2.1. A FV bioszintézise és szerkezete 

A FV egyláncú, 330 kD molekulatömegû glikoprotein. Plazma koncentrációja átlagosan 

20 nmol/L, 7 og/mL.30 FV a plazmában szabadon keringô forma mellett a thrombocyták 

c-granulumaiban is megtalálható, amely mennyiség a teljes vérben levô FV körülbelül 

25%-a.31,32 Általánosan elfogadott, hogy a FV szintézisének elsôdleges helye a máj, bár 

szintézisét néhány egyéb sejttípusban is kimutatták.32,33 A thrombocyta FV eredete még 

vitatott. Nem eldöntött, hogy a thrombocyta FV "pool" képzôdésénél a döntô 

mechanizmus a plazma FV endocitózissal történô felvétele vagy a thrombocyták 

megakaryocyta prekurzoraiban történô szintézis.34-36 A FV egyláncú molekulaként 

szintetizálódik, és sokszoros posztranszlációs módosítás után szekretálódik. A 

poszttranszlációs módosítások közül a FV N-glikozilációja a legjelentôsebb. A 

glikozilációs helyek döntô többsége a B-régióban van. A glikoziláció mellett szintézisét 

követôen a FV foszforilálódik és szulfatálódik. A FV molekula "in vivo" féléletideje 

páviánokon végzett kísérletek szerint 16 óra. Az aktivált FV féléletideje azonban jóval 

rövidebb, ugyanezen rendszerben maximálisan 20 perc.37 

 

2. ábra: A FV molekula doménszerkezete és kódoló régiói 
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A FV molekula génje 80 kb, az 1-es kromoszómán található (1q23), 25 exonból 

és 24 intronból áll.38 Az izolált cDNS 6672 bp hosszú és 2224 aminosavból álló 

preproteint kódol, amely egy 28 aminosavat tartalmazó szignál peptidet is magában 

foglal. A FV molekula doménszerkezete a VIII-as faktoréhoz nagyon hasonló: A1-A2-B-

A3-C1-C2 (2. ábra).37,39 A FV A doménjei, a FVIII és a cöruloplazmin A doménjeivel 

azonos eredetûek. A két alvadási kofaktor az A és C doménjeiben 40%-os szekvencia 

azonosságot mutat.38,40 

A FV molekula A doménjeinek molekulamodellje a cöruloplazmin 3 dimenziós 

strukturája alapján készült el, ami szerint a három A domén háromszög-alakban 

helyezkedik el a FV molekulában.41 Elkészült a FV C2 doménjének 

röntgenkrisztallográfiás 3 dimenziós strukturája, valamint a teljes FVa elôzetes 

molekulamodellje is.41 

 

I.2.2. A FV prokoaguláns aktiválódása és a FVa APC inaktiválása 

Az FV FXa-kofaktor-aktivitásának kialakulása prokoaguláns enzimek  (trombin, FXa) 

hatására történik.42-44 Ennek során a FV B-összekötô régiója kihasad és disszociál a FVa 

nem kovalensen asszociált nehéz (A1-A2) és könnyû (A3-C1-C2) láncaitól. A FV 

trombin, ill FXa általi hasításakor a molekula elôször az Arg709 mellett hasad el, de ez 

még csak minimális prokoaguláns aktivitás kifejlôdésével jár. A továbbiakban az 

Arg1018 majd az Arg1545 mellett történik meg a hasítás. Ez utóbbi szükséges a FVa 

molekula teljes prokoaguláns aktivitásának kifejezôdéséhez. A FVa molekula 

kalciumhíddal összekapcsolt 105 kD molekulatömegû nehéz és 72/74 kD 

molekulatömegû könnyû láncból áll.45 A könnyû lánc különbözô mobilitási formái 

alapján a FVa molekulának két izoformája különíthetô el, melyek a glikoziláció 

mértékében különböznek egymástól. A FVa1 az Asn 2181 pozícióban glikozilált, míg a 

FVa2 nem.46,47 Ez a két izoforma eltérô membránaffinitásához48 és eltérô prokoaguláns 

aktivitásához49 vezet.  

A FVa inkativálása APC-mediált proteolízissel történik az Arg 306, Arg506, és 

Arg679 mellett.50 Ezek a hasítások szigorú kinetikai szabályozás alatt állnak. Alacsony 

APC koncentrációnál az Arg506-nál van az elsôdlegesen favorizált hasítási hely. 

Ugyanakkor az Arg506 mellett történô hasítás a FVa csak részleges (40% maradék 

prokoaguláns aktivitás) inaktivációjához vezet, a teljes FVa inaktiválódáshoz 
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elengedhetetlen az Arg306 hasítás.51 A harmadik hasítási hely, az Arg679-nál kisebb 

jelentôséggel bír a FVa inaktiválása szempontjából. Az Arg306-nál történô hasítás 

sebességét 20x-ra fokozza a PS jelenléte, míg a FXa gátolja a FVa Arg506 mellett történô 

hasítását.52  

 

I.2.3. A FV prokoaguláns és antikoaguláns funkciói 

A FV, a véralvadás enzim kofaktora, sajátságos, kettôs szerepet tölt be a normál 

hemosztázis egyensúlyának fenntartásában. A FVa a véralvadás protrombináz 

komplexében a protrombint trombinná alakító FXa kofaktora. A protrombináz komplex 

enzime tehát a FXa, kofaktora a FVa, szubsztrátja a protrombin, melyek részben kalcium 

hidakkal negatív töltésû foszfolipid membrán felszínhez kötôdnek. Az egyláncú FV még 

inaktív prokofaktor, amelynek prokoaguláns FXa-kofaktor-aktivitása - ha egyáltalán 

ilyen van - kevesebb, mint a FVa kofaktor aktivitásának egy százaléka.53 A FVa-t 

esszenciális FXa kofaktornak tartják, mivel ha jelen van a protrombináz komplexben, a 

FXa protrombin aktivációs képessége több ezerszeresre fokozódik.53,54  

A FV APC kofaktor funkciójának felismerése a legújabb kutatások eredménye. A 

nem aktivált FV, vagy az APC által hasított FV55 a PS-sel azonos jelentôségû 

kofaktorként mûködik az APC mellett a FVIIIa inaktiválásában.41 A FV teljes 

prokoaguláns aktivációját követôen antikoaguláns kofaktor képessége elvész.56,57 

Rekombináns FV variánsokkal végzett kísérletek alapján a B-domén C-terminális 70 

aminosavának jelenlétéhez köthetô a FV APC-kofaktor aktivitása.58  

Az eddigi eredmények azt valószínûsítik, hogy a FV pro- és antikoaguláns mûködései 

között egy nagyon finomam szabályozott egyensúly létezik: a FV aktivációjával az 

antikoaguláns kofaktor funkció eltûnik, de az APC katalizálta FV proteolízis 

prokoaguláns hatással nem bíró antikoaguláns kofaktor funkciójú fehérjét eredményez. A 

FV aktivált formája tehát esszenciális prokoaguláns funkciót tölt be, aminek hiányában 

vérzékenység alakulhat ki. A nem-aktivált prekurzor protein faktor viszont mint az APC 

antikoaguláns kofaktora mûködik a FVIIIa aktivitás szabályozásában. Ennek a 

funkciónak a sérülése (FV R506Q, FV Leiden) thrombosis-hajlamhoz vezethet. A FV 

molekula ezen kettôs funkciójának pontos megismerése lényeges információkat adhat a 

FV deficiens betegek klinikai tüneteinek megértéséhez és majdani kezeléséhez. 
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I.3. FV deficienciák 

 

I.3.1. FV defektusok története és ajánlott klasszifikációja 

A FV felfedezése a norvég származású Paul Owren nevéhez kapcsolódik. Owren 1947-

ben ismertetett egy súlyosan vérzékeny beteget, aki vérzékenységének (parahaemophilia, 

Owren betegség) hátterében egy addig nem ismert alvadási faktor hiánya állt.59 Mivel ez 

volt a sorrendben ötödikként felfedezett alvadási faktor, ezért V-ös faktornak nevezték el. 

Az ezt követôen közölt FV abnormalitások különbözô súlyosságú vérzékenységgel jártak 

és a FV defektus egyértelmûen haemorrhagias diathesist jelentett. Az APC-rezisztencia 

(APC-re adott csökkent antikoaguláns válasz) laboratóriumi fenotípus60 és a FV Leiden 

mutáció61 leírásával azonban a FV abnormalitások thrombosis hajlamot okozó nagy 

csoportja vált ismertté, melyek nem rendszerezhetôk a haemorrhagiás FV defektusok 

klasszifikációjával. 

A FV defektusok átdolgozott klasszifikációja,62 ami még nem terjedt el a napi 

klinikai gyakorlatban, a FV defektusokat vérzékenységet okozó és thrombosis hajlamot 

okozó csoportra osztja. A vérzékenységet okozó FV defektusok közé tartoznak a 

parahaemophiliák - a klasszikus FV deficienciák, beleértve FV deficienciák kombinált 

formáit is- és a FV defektusok egyéb vérzékenységet okozó formái. A thrombosis 

hajlamot okozó FV defektusok közé tartoznak az izolált homo- és heterozigóta FV 

Leiden mutació és a pszeudohomozigóta FV Leiden mutáció (FV Leiden mutáció, 

heterozigóta I-es típusú FV deficienciával történô társulása).  

 

I.3.2. A parahaemophiliák klasszifikációja 

A parahaemophiliák - a vérzékenységet okozó FV defektusok legrégebben ismert 

csoportja - sokféle osztályozási módja használatos. A pathomechanizmus szerinti 

osztályozás öröklött és szerzett formákat különít el. Mindkét csoporton belül 

megkülönböztethetô az izolált forma valamint a kombinált típus. Az elsô csoportban levô 

betegeknél kizárólag a FV aktivitása csökkent, míg a második csoportban a 

parahaemophilia öröklött vagy szerzett formája más faktor(ok) deficienciájával társul. Az 

örökletes kombinált FV, FVIII deficiencia legnagyobb esetszámú variánsa önálló entitás 
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lett. A betegség hátterében egy a mindkét fehérje poszttranszlációs módosításában 

résztvevô fehérje: az endoplazmás retikulum-Golgi intermedier kompartment fehérje 

(ERGIC-53) defektusa áll.63,64 

A FV aktivitás alapján való osztályozás a haemophilia diagnosztikában 

általánosan használt rendszert követi. Eszerint enyhe, középsúlyos és súlyos 

parahaemophiliák kölönböztethetôk meg. Az enyhe parahaemophilia 5-30%, a 

középsúlyos 1-5% a súlyos forma 1% alatt levô FV aktivitást feltételez. Ez a 

klasszifikáció azonban megtévesztô, mert a plazma FV aktivitás sokszor nem korrelál a 

tünetek súlyosságával. 

A plazma és thrombocyta FV "pool" nem egyformán érintett a különbözô 

parahaemophiliák esetében. Egy további klasszifikáció szerint megkülönböztetünk 

kombinált FV deficienciákat, melyben a plazma és a thrombocyta FV "pool" egyformán 

csökkent és thrombocyta típusú FV deficienciákat, ahol csak a vérlemezke "pool" FV 

érintett. Bár viszonylag kevés FV deficienciát leíró közlésben szerepel mindkét FV 

"pool" gondos követése, becsülhetôen a kombinált forma a gyakoribb. Az c- 

granulumokban található FV szelektív deficienciájanak legismertebb példája a FV 

Quebec, egy autoszomális domináns módon öröklôdô betegség. Thrombocytopenia, 

normál plazma FV aktivitás, súlyosan csökkent thrombocyta FV aktivitás és normál 

thrombocyta FV antigénszint jellemzi.65 A betegség pontos pathomechanizmusa nem 

ismert. Bizonyított azonban, hogy a megbetegedésben szenvedôk thrombocytáiban a FV 

mellett valamennyi vizsgált c-granulum fehérje (multimerin, thrombospondin, von 

Willebrand faktor, P-szelektin) proteolízise is fokozott.66,67 

A parahaemophiliás betegek többségénél a FV aktivitás csökkenése arányos a FV 

antigénszint csökkenésével. A betegek 17%-ban azonban a FV funkcionális aktivitásának 

csökkenése aránytalanul magas antigénszinttel jár.62,68 Ezekben az esetekben kóros 

funkciójú FV molekula áll a parahaemophilia hátterében. A két csoport elkülönítésére 

használt klasszifikáció szerint I-es típusu FV deficiencia az, melyben a FV aktivitás és 

antigénszintek csökkenése proporcionális. A csökkent funkciójú FV molekula esetében 

észlelt deficiencia II-es típusúnak számít, ilyenkor az antigénszint a FV aktivitáshoz 

viszonyítva jóval magasabb. 

A szakirodalomban még olvasható, de a laboratóriumi tesztek szenzitivitásának 

fokozódásával lassan elavuló klasszifikáció az ún. CRM negatív és pozitív deficiencia 
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fogalma. A CRM rövidítés jelentése "cross reacting material". A fehérje-antigén 

kimutatási eljárás során a teszt pozitivitása a vizsgált fehérje, esetünkben a FV jelenlétét, 

negativitása pedig hiányát jelentette. A késôbb használt "CRM reduced" kifejezés a 

csökkent, de még kimutatható fehérje mennyiségekre utalt. 

 

I.3.3 Veleszületett parahaemophilia 

A herediter parahaemophilia ritka kórkép. Öröklésmenete autoszomális recesszív, 

prevalenciája 1:106. Az irodalomban körülbelül 200 eset szerepel.62,68 Ezen esetek döntô 

többségénél azonban a részletes biokémiai és molekuláris genetikai háttér ismeretlen. A 

FV gén teljes szekvenciájának ismertté válásával azonban egyre nô a részletesen 

kivizsgált esetek száma. 2002 augusztusáig huszonegy FV deficienciát okozó mutációt 

(1.táblázat) írtak le.69-72 A felderített mutációkat hordozó betegek közül tizennégy esetben 

volt súlyos a FV deficiencia, s e betegek közül tizenkét esetben homozigóta formában 

levô mutáció okozta a deficienciát, kettônél pedig (ebbôl egyik a tézisekben is elemzett 

beteg) kombinált heterozigóta mutációt bizonyítottak.69,70 A mutációk véletlenszerûen 

érintik a FV gén valamennyi exonját, természetesen a legtöbb mutáció az igen nagy 13-as 

exonban van, de un. mutációs forró pont nem detektálható (1.táblázat). A mutációk között 

"nonsense", "frameshift", "splicing" és "missense" mutációk egyaránt elôfordulnak. A 

felderített mutációk döntô többsége egy-egy családban fordult elô, csupán öt mutációt 

találtak meg legalább két nem rokon családban.  
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Nukleotid változás Exon Hatás Elnevezés Referencia 

I. Nem mûködô mRNS     

"Nonsense" mutánsok     

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" mutánsok     

1. 8 bp deléció nt 1130-1139 

(TG)AAGGG(TG) 

7 Frameshift FV Seoul1 van Wijk R et al, Blood, 2001 (69) 

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

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

4. 1 bp deléció nt 2952-T 13 Frameshift  Ajzner E et al, Blood, 2002 (70) 

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

6. 4 bp deléció nt 4014-4017-

TCAG 

13 Frameshift  van Wijk R et al, Blood, 2001 (69) 

7. 1 bp deléció nt 4291-4294-C 13 Frameshift FV Utrecht van Wijk R et al, Blood, 2001 (69) 

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

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

II. RNS "processing"     

Conszenzus változások     

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

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

III. Kódoló régió változásai     

"Missense" mutánsok     

1. C836T 6 A221V FV New 

Brunsvick 

van Wijk R et al, Blood, 2001 (69) 

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.táblázat: FV deficienciát okozó FV gén mutációk 

 

 

I.3.4. Szerzett parahaemophilia 

Szerzetten izolált FV deficiencia, FV elleni gátlótest képzôdésének a következménye. A 

veleszületett parahaemophiliákhoz hasonlóan igen ritka betegségnek tartották: egy az 

1955 és 1997 között megjelent FV inhibitorral kapcsolatos közléseket feldolgozó 

tanulmány 105 eset klinikai és laboratóriumi sajátságait elemezte.73 Az azóta megjelent 

esettanulmányok és összefoglaló74 viszont már az inhibitorképzôdés relatíve gyakoribb 

formájának minôsíti az anti-faktor V antitest képzôdést, különösképpen azon formáját, 
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amely lokálisan alkalmazott bovin trombint tartalmazó kezelésen átesett betegeknél 

alakul ki.  

Anti-FV antitest kialakulhat alloimmunizáció kapcsán, öröklött FV deficienciában 

szenvedô betegek friss fagyasztott plazmával történô kezelésekor. Auto-

antitestképzôdéssel anti-FV antitest leggyakrabban olyan betegeknél fordult elô akik 

elôzetesen sebészeti kezelést, vértranszfúziót vagy antibiotikum kezelést kaptak, de nem 

ritka az idiopathiás esetek száma sem.73,74 A már említett bovin FV-t tartalmazó 

készítmények alkalmazásakor kialakuló anti-FV antitest, a készítmény bovin FV-je ellen 

képzôdô anti-bovin FV antitest, amely a human FV-el keresztreakciót ad.73,74  

Jellemzô, hogy a FV inhibitoros betegek döntô többsége felnôttkorban 

diagnosztizált, nem ritka a 70 év feletti beteg. A FV inhibitorra jellemzô, hogy spontán 

vagy kezelés hatására gyakran 4-22 hét alatt szanálódik. A betegség prognózisa, ha az 

inhibitor megjelenéséhez gyakran kapcsolódó nagy akut vérzést sikerül uralni, 

kifejezetten jó.73,74 

 

I.3.5. A parahaemophiliák klinikai tünetei 

A parahaemophiliák klinikai tünetei változó súlyosságú vérzékenységtôl a 

tünetmentességig különbözôek lehetnek. Mindösszesen négy FV elleni gátlótest okozta, 

thrombosis-hajlammal járó parahaemophiliás eset ismert.74,75 Ezek közül két esetben az 

antitest lupus antikoaguláns (LA) aktivitást is mutatott, harmadik esetben pedig 

emelkedett antikardiolipin antitest szint is detektálható volt. A negyedik eset részletes 

biokémiai elemzése során igazolható volt, hogy a gátlótest a FVa APC általi 

inaktivációját akadályozta meg.75 A parahaemophiliák függetlenül attól, hogy öröklött 

vagy szerzett formáról van szó, gyakran mucocutan típusú vérzéssel járnak.73,74,76 Így a 

leggyakoribb tünetek az epistaxis, a szájüregi vérzések, a menorrhagia. Gyakori tünetnek 

számít a posztoperatív vérzés és az izületi vagy izomközti vérzés. Ritka, de gyakran 

fatális tünet a központi idegrendszeri vérzés. Érdekes, hogy míg a gastrointestinalis 

vérzés és a haematuria ritka vérzéstípus a veleszületett parahaemophiliákban, addig a 

gátlótestes formáknál a vérzékenységet mutató betegek harmadánál jelentkezik.73,76 

Egyelôre még nem tudjuk mi annak a magyarázata, hogy míg a humán 

szervezetben látszólag teljes FV hiány sem letális, addig a FV knock-out egerek esetében 
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az embriók kb fele már az embrionális fejlôdés 9-10 napjáig elpusztul, a többiek pedig a 

születést követô 2 órán belül elvéreznek.77 

 

 

I.4. A parahaemophiliák laboratóriumi diagnosztikája 

 

A FV deficiencia a coagulopathiák szûrôtesztjeiben leggyakrabban a protrombin idô (PI) 

és aktivált parciális tromboplasztin idô (APTI) megnyúlását okozza.73,82 A lokálisan 

alkalmazott bovin trombin tartalmú készítmények hatására kialakuló FV alloantitestek 

esetében gyakran a fenti eltérésekhez a trombin idô (TI) megnyúlása is társul, ilyenkor 

ugyanis az alloantitest FV mellett trombinnal is reagál.  

Az FV deficienciák általános kivizsgálási algoritmusa a 3. ábrán szerepel (Az ábra nem 

tartalmazza a TI megnyúlást okozó forma differenciál diagnosztikáját és a koagulációs 

laborok kötelezô ellenôrzô vizsgálatait amelyeket a hasonló laboreltéréseket elôidézô 

citráttúlsúly, antikoaguláns illetve fibrinolitikus terápia tisztázása irányában végeznek el). 

Az enyhe parahaemophilia általában csak PI megnyúlással jár, a középsúlyos 

parahaemophiliák a PI megnyúlás mellett, az alkalmazott APTI reagens érzékenységétôl 

függôen okozhatnak APTI megnyúlást is. Az alacsony FV aktivitással járó esetekben 

pedig majdnem bizonyosan PI és APTI együttes megnyúlását találjuk. A hasonló alvadási 

szûrôteszt eredményekkel járó izolált vagy kombinált coagulopathiáktól való 

elkülönítésre egyfázisú PI, APTI alapú faktoraktivitás meghatározások szükségesek. A 

FV aktivitásának 30% alá csökkenése esetén a FV deficiencia igazolható. Mivel a nem 

specifikus gátlótest, a LA, interferálhat a foszfolipid függô tesztekkel végzett 

faktormeghatározásokkal (a PI alapú meghatározásokkal csak extrémen nagy titer 

mellett), ezért LA jelenlétének kizárására is szükség lehet. 
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3. ábra: FV deficienciák kivizsgálásának algoritmusa 

 

 

Az öröklött FV hiányos esetek egyharmadánál, ismeretlen ok miatt, a celluláris funkció 

szûrôtesztje, a vérzési idô is megnyúlt.78 
A parahaemophilia diagnózisának felállítását követôen a betegség további 

karakterizálására is szükség lehet. A kezeléshez elengedhetetlen annak eldöntése, hogy 

inhibitor vagy faktor hiány okozza a faktoraktivitás csökkenését (4. ábra). A 

parahaemophilia okozta vérzékenység súlyossága igen rossz korrelációt mutat a 

plazmában mért FV aktivitásával. Mivel egyes szerzôk szerint a thrombocyta FV 

aktivitás megtartottságától függ a tünetek megléte vagy hiánya,65,79,80 ezért ennek 

meghatározása lényeges további információ lehet a klinikum számára. A 4. ábrán látható 

algoritmus segítségével lehetséges a FV deficiencia tudományos igényû karakterizálása. 
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4. ábra: FV deficienciák osztályozásának algoritmusa 
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II. Betegek és célkitûzés 

 

Egy fiú csecsemô születésekor subduralis haematoma, majd védôoltásai kapcsán 

intramuscularis haematomák miatt került kivizsgálásra. Családi anamnézisében 

vérzékenység, rokonházasság nem volt felderíthetô. 

 

A 78 éves nôbeteg súlyos anaemia és melena miatt került kórházi felvételre. Felvételét 

megelôzôen három évvel a betegnél uterectomia és kétoldali ovarectomia történt. Az 

intraoperatív és posztoperatív vérzések kezelése során többször alkalmaztak friss 

fagyasztott plazma és vvt. massza készítményeket. A beteg családi anamnézisében 

vérzékenység nem fordult elô.  A gastrointestinalis kivizsgálások során vérzést okozó 

anatómiai eltérést nem találtak, atrófiás antrum gastritis, cholelythiasis és reflux 

cholecystitis igazolódott. A beteg kezelése során friss fagyasztott plazma, thrombocyta és 

vvt. koncentrátumok, nagy dózisú immunglobulin adása mellett, plazmaferezis és 

immunszupreszív terápia (ciklosporin A és ciklofoszfamid) alkalmazása is szerepelt. A 

követés 3 éve alatt a beteg néhány relapsuson esett át, négy különbözô idôpontban volt 

szükség kórházi kezelésére. 

 

 

Célkitûzéseink  

1. A betegek haemorrhagias diathesisének karakterizálása.  

2. Az elsô pontban megfogalmazott vizsgálatok mindkét betegnél súlyos FV 

deficienciát igazoltak. A továbbiakban a betegek parahaemophiliájának részletes 

molekuláris genetikai hátterét és biokémiai mechanizmusát kívántuk felderíteni. 
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III. Anyagok és módszerek 

 

 

III.1. Thrombocyta és plazma minták elôkészítése 

A vizsgált betegektôl és a fiú csecsemô elérhetô rokonaitól 0.105 mol/L nátrium citráttal 

1:10 arányban alvadásgátolt vért vettünk. A Western blotting és az immunoprecipitációs 

vizsgálatok mintáihoz azonnal proteáz inhibitorok keverékét adtuk. A plazmát 22 flC-on, 

2,000 g-vel, 20 percig történô centrifugálással nyertük. A thrombocyta szuszpenzió 

izolálása thrombocyta aktivációt gátló anyagok jelenlétében végzett differenciál 

centrifugálással történt.81  

 

III.2. Coagulopathiák diagnosztikájában használt alvadási 

tesztek 

A coagulopathiák szûrésére PI, APTI és TI vizsgálatokat végeztünk. A gátlótest 

kereséshez a beteg és normál plazma különbözô arányú keverékeit is teszteltük azonnal, 

vagy 1 órás 37 flC-on történô inkubációt követôen. A FV elleni gátlótest kimutatására 

Bethesda módszert használtunk.82 LA jelenlétét funkcionális tesztekkel zártuk ki. A 

módszerek részletesebb ismertetését a 2.sz. saját közlemény tartalmazza. 

 

III.3. FV aktivitás meghatározás 

FV aktivitás meghatározása a betegek plazmájából és thrombocyta lizátumából egyfázisú 

PI alapú teszttel történt. A plazma FV aktivitás meghatározás kalibrációját gyári standard 

humán plazma segítségével végeztük, míg a thrombocyta FV aktivitás kalibrációja 

normál thrombocyta lizátum felhasználásával történt.  

 

III.4. FV antigén meghatározás ELISA módszerrel 

Sandwich ELISA rendszereket állítottunk be totál FV, FV nehéz lánc (FVNL) és FV 

könnyû lánc (FVKL) antigén (Ag) meghatározására. Az egyes rendszerek specificitását a 

"coating" során alkalmazott antitest biztosította, amely a totál FV ELISA-ban egy 
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poliklonális FV ellenes antitest volt, a FVNL ELISA esetén egy FV B domén epitóp 

ellenes monoklonális antitest (a FV nehéz láncát és B doménjet tartalmazó molekulát 

ismeri fel), míg a FVKL ELISA esetén FVKL ellenes monoklonális antitest volt. A 

sandwich másik oldalán FV ellenes antiszérum használatával biztosítottuk, hogy a 

potenciálisan jelenlevô valamennyi normál és kóros szerkezetû bekötôdött FV 

felismerhetô legyen. A módszer részletes ismertetése az 1.sz. saját közleményben 

található. A plazma FV Ag tesztek kalibrációját gyári standard humán plazma 

segítségével végeztük, míg a thrombocyta lizátumból történô FV meghatározás esetében 

egészséges donorok thrombocyta lizátumának felhasználásával történt a kalibráció. A FV 

antigén szinteket a normál átlag százalékában fejeztük ki. 

 

III.5. Immunoprecipitáció, SDS-poliakrilamid gél 

elektroforézis (SDS-PAGE) és immunoblotting 

A plazma FV-t immunprecipitációval izoláltuk. A módszer részletes ismertetését az 1. sz. 

saját közlemény tartalmazza. Az immunprecipitátumok és a teljes plazma minták SDS-

PAGE elektroforézisét83 követôen, Western blotting analízist végeztük. Elsô antitestként 

általában az immunprecipitációhoz is használt poliklonális FV elleni antitestet 

használtuk. Az elsô saját közleményben ismertetett beteg esetében az eredmények 

megerôsítésére további elsô antitesteket (FV ellenes antiszérum, FV B-domén ellenes 

monoklonális antitest) is alkalmaztunk. A fenti módszer részletes ismertetését szintén az 

1.sz. saját közlemény tartalmazza.  

 

III.6. PCR amplifikáció és DNS szekvenálás  

A genomiális DNS izolálását leukocytákból végeztük QIAamp Blood Mini Kit 

(QIAGEN, Hilden, Germany) felhasználásával. A FV gén teljes kódoló szakaszát, a 

"splicing" regiókkal és a promoterrel együtt PCR amplifikációt követôen szekvenáltuk. 

Ennek során részben saját tervezésû, az 1 sz. saját közleményben részletezett, illetve az 

irodalomban közölt69,84 oligonukleotid primereket használtunk. Az ultrafiltrációval 

tisztított PCR termékek szekvenálása ABI 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) segítségével történt.  
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III.7. Immunglobulin G tisztítása plazmából  

A FV inhibitor gyanús beteg plazmájából és a kontroll plazmákból a teljes IgG frakciót 

Protein G Sepharose oszlopon (Amersham Pharmacia Biotech) MabTrap Kit (Amersham 

Pharmacia Biotech) felhasználásával izoláltuk. Az IgG frakciót mikrokoncentrátoron 

töményítettük. Az izolált IgG koncentrációját BCA Protein Assay kittel (Pierce, 

Rockford, IL) határoztuk meg. 

 

III.8. Az IgG FV ill. FVa-hoz való kötôdésének vizsgálata 

ELISA technikával 

Saját fejlesztésû szolid-fázisú ELISA teszttel detektáltuk az anti-FV antitestek tisztított 

humán FV-höz és a FV trombin aktivált formájához való kötôdését. Tisztított FV-t vagy 

FVa-t rögzítettünk ELISA lemezre, majd plazma vagy tisztított IgG különbözô 

hígításaival inkubáltuk. A FV ill. FVa-hoz bekötôdött IgG típusú anti FV antitest 

jelenlétét peroxidáz jelzett anti humán IgG és TMB szubsztrát felhasználásával 

detektáltuk.  

 

III.9. Az anti-FV autoantitest epitópjának karakterizálása 

Az anti-FV autoantitest epitópjának karakterizálásásra blokkoló ELISA rendszert 

állítottunk be. A FV molekulán ismert epitóppal rendelkezô monoklonális antitestekkel 

(részletes ismertetésüket lsd. 2.sz saját közleményben) blokkoltuk az ELISA-lemezhez 

rögzített FV molekula kötôhelyeit. Mosást követôen a beteg IgG preparátumának 

különbözô higításait adtuk és peroxidázzal jelzett anti-humán IgG-vel mértük a 

bekötôdött beteg IgG mennyiségét.  
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III.10. A beteg plazmából származó IgG FVa prokoaguláns 

aktivitásra kifejtett hatásának vizsgálata funkcionális 

tesztekkel 

A beteg IgG növekvô koncentrációit normál plazma "pool"-hoz adtuk és mértük a 

keverék PI, APTI és TI idejét. Kontroll kísérletekben a beteg IgG helyett egészséges 

donor IgG-jét használtuk a keverékekben. Az eredményeket végül beteg és normál 

plazma különbözô arányú keverékeiben mért PI, APTI, TI idôkhöz hasonlítottuk.  A beteg 

IgG hatását a FVa prokoaguláns aktivitására minimálisan módosított kromogén 

protrombináz tesztben is vizsgáltuk. Rekombináns, trombin aktivált FVa-t inkubáltunk 

együtt a beteg IgG növekvô koncentrációival. A FVa maradék prokoaguláns aktivitását a 

kromogén trombin szubsztrát segítségével kinetikus tesztben mértük. 

Mindkét módszer részletes ismertetését a 2.sz. saját közlemény tartalmazza. 

 

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

kimutatására  

ELISA rendszert dolgoztunk ki FV-specifikus immunkomplexek detektálására. A 

tesztben "capture" antitestként poliklonális anti-human FV antitestet, detektálásra pedig 

peroxidáz jelölt anti-humán IgG-t használtunk. A beteg és kontroll plazmákat valamint 

thrombocyta lizátumokat különbözô hígításokban teszteltük (lásd. 2.sz. saját közlemény). 
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IV. Eredmények 

 

IV.1. Öröklött súlyos FV deficiencia; egy fiú csecsemô 

coagulopathiájának karakterizálása (1.sz.saját közlemény) 

 

IV.1.1. Coagulopathia szûrôtesztek 

A klinikailag vérzékeny csecsemô coagulopathiájának vizsgálatánál súlyosan megnyúlt 

PI-t (58.1 sec; kontroll: 8.7-11.5 sec) és APTI-t (198.8 sec; kontroll: 29.5-42.7 sec) 

észleltünk, míg a TI a normál tartományban volt. 

 

IV.1.2. FV aktivitás 

Az alvadási faktorok aktivitásának meghatározásakor a beteg plazmájában és 

thrombocyta lizátumában a FV aktivitást mérhetetlenül alacsonynak találtuk (mindkét 

esetben <0.4%). A családtagok közül a beteg édesanyjánál, édesapjánál és apai 

nagyanyjánál 50% körüli FV aktivitást mértünk, míg a többi vizsgált családtag normál 

FV fenotípust mutatott (1.sz. saját közlemény 1A ábra). 

 

IV.1.3. FV gén szekvencia analízis  

A DNS szekvencia analízis során a probandnál két kauzatív mutációt találtunk, 

mindkettôt heterozigóta formában: a 13-as exonban a 2952-es nukleotid pozícióban egy 

bázis (timin) delécióját, a 16-os exonban az 5493-as nukleotid pozícióban egy bázis 

(guanin) inzercióját. A proband édesanyjánál a 5493insG mutáció heterozigóta formája, 

édesapjánál a 2952delT mutáció heterozigóta formája volt igazolható (1.sz. saját 

közlemény 1B ábra). A proband DNS szekvenciájában két további, nem kauzatív 

mutációt találtunk: A327›G szubsztitúciót a 2-es exonban (csendes mutáció) és egy 

ismert polimorfizmust a 22-es exonban (heterozigóta A6250›T).84 
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IV.1.4. Mutáns FV fehérjék kimutatása 

A proband genetikai eltéréseinek fehérjeszintû következményeként, elméletileg két 

különbözô molekulasúlyú trunkált FV molekula képzôdhetne. A különbözô FV 

epitópokra specifikus ELISA tesztek alkalmazásával FVKL:Ag egyáltalán nem volt a 

beteg plazmájában kimutatható (<0.5%). Ugyanakkor a másik két ELISA tesztben bár 

súlyosan csökkent mennyiségben, de mérhetô volt a beteg plazmájában FVAg (FVNL:Ag 

1.7%, total FVAg: 1.03%). A szülôknél és az érintett nagymamánál valamennyi ELISA 

teszttel 50% körüli FVAg szint volt detektálható. (1.sz. saját közlemény, 2A ábra) 

A beteg plazmájából végzett Western blotting vizsgálattal nem volt FV-specifikus 

sáv detektálható. Ha a beteg plazmájából immunprecipitációval izoláltuk a FV-öt és 

lényegesen nagyobb mennyiséget vittünk fel az SDS PAGE-ra, a megnövelt 

szenzitivitású Western blotting során három különbözô elsô antitesttel (poliklonális FV 

elleni, FV antiszérum és FV B-domén elleni monoklonális) sikerült egy nagyon halvány, 

236 kD mobilitású, FV-specifikus sáv jelenlétét kimutatni. Intakt, egyláncú FV nem volt 

kimutatható (1.sz. saját közlemény, 2B ábra). 

 

 

IV.2 Szerzett FV deficiencia; egy idôs nôbeteg 

coagulopathiájának karakterizálása (2.sz. saját közlemény) 

 

IV.2.1. Szerzett coagulopathia kimutatása 

A beteg 3 éves követése során mindvégig megnyúlt PI (elsô felvételkor 81.3 sec; kontroll: 

8.7-11.5 sec) és APTI (147.2 sec; kontroll: 29.5-42.7 sec) mellett normál TI-t 

detektáltunk. A beteg és normál plazma 1:1 arányú keverékeibôl végzett PI, APTI idôk 

nem mutattak teljes korrekciót. Az 1 órás 37flC-on történô inkubációt követôen elvégzett 

tesztek eredményei hasonlóan alakultak. A beteg plazmájában izolált FV aktivitás 

(0.48%) csökkenés volt mérhetô. A beteg thrombocyta lizátumában is súlyosan csökkent 

FV aktivitást (1.12%) detektáltunk. 

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

(1.25-2.0 BU). Tisztított FV beteg plazmához való adagolásakor a PI és APTI idôk 7.5-10 
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og/mL szuplementált FV koncentrációnál normalizálódtak. A LA kimutatására elvégzett 

vizsgálatok eredménye negatív volt. 

A beteg plazmájában és thrombocyta lizátumában normál totál FV:Ag (106 és 

80%) szint mellett erôsen csökkent FVKL:Ag (7.9, és 4.8%) volt detektálható. A FVKL: 

Ag szint csökkenése nem trunkált fehérje következménye volt, mivel a beteg plazmájából 

immunprecipitációval izolált FV Western blottinggal történô analízise során egyetlen, 

~330kD molekulasúlyú, intakt FV molekulának megfelelô FV specifikus sáv volt 

detektálható.  

A beteg FV génjének szekvenálásakor nem találtunk betegség okozó mutációt, 

csupán néhány ismert polimorfizmust és egy eddig nem közölt mutáció heterozigóta 

formáját a 13-as exonban. E mellett a beteg a Leiden mutációt heterozigóta formájában 

hordozta. (2.sz. saját közlemény, 3. táblázat) 

 

IV.2.2. FV specifikus autoantitest kimutatása a beteg IgG-

frakciójában  

A FV ill. FVa -hoz való kötôdést kimutató ELISA tesztekkel a beteg plazmájában és IgG 

frakciójában szignifikáns mennyiségben detektáltunk FV-ill. FVa- specifikus antitestet. 

(2.sz. saját közlemény, 1. ábra) A FV tartalmú immunkomplexek kimutatására szolgáló 

ELISA tesztekben a beteg plazmájában és thrombocyta lizátumában egyaránt FV-anti FV 

immunkomplexek voltak kimutathatók. (2.sz. saját közlemény, 2. ábra) 

A blokkoló ELISA tesztben, négy FV specifikus monoklonális antitest hatását 

teszteltük. Mindegyik antitest kötôdött a FV molekulához, de csak a FVKL C2 doménre 

specifikus HV1 antitest gátolta a beteg IgG FV molekulához való bekötôdését. (2.sz. saját 

közlemény, 3. ábra) 
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IV.2.3. A beteg IgG frakciójának hatása a FVa prokoaguláns 

aktivitására 

A beteg IgG-je a normál plazma PI-jét és APTI-jét hasonló mértékben nyújtotta meg, 

mint az azonos IgG koncentrációt tartalmazó beteg plazma normál plazmához történô 

adása. A kontroll IgG-nek nem volt ilyen hatása. Az inhibitor nem befolyásolta a normál 

plazma TI idejét. A beteg IgG inhibitor hatása relatíve gyengének bizonyult, az effektív 

gátláshoz legalább 8 mg/mL beteg IgG koncentrációra volt szükség. (2.sz. saját 

közlemény, 4. ábra) 

A beteg IgG növekvô koncentrációival történô inkubáció a rekombináns FVa 

prokoaguláns kofaktor aktivitását jelentôsen gátolta a protrombináz tesztben, míg a 

kontroll IgG-nek nem volt ilyen hatása. 1 mg/mL beteg IgG esetén a gátlás mértéke 

meghaladta a 70%-ot és fiziológiás IgG koncentráció esetén (~10 mg/mL) csupán 2.5% 

maradék FV aktivitás volt detektálható. (2.sz. saját közlemény, 5. ábra) 
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V. Általános megbeszélés 

Mindkét beteg szûrôtesztjei és faktor aktivitás eredményei egyértelmûen a FV deficiencia 

súlyos formája mellett szóltak. A betegek kora, anamnézise típusos volt, a gyermeknél 

FV deficiencia veleszülett, az idôs nônél szerzett formáira utaltak. Az idôs nôbetegnél a 

FV inhibitor szûrésére végzett keveréses vizsgálatok és a Bethesda titrálás eredményei 

alapján kóros FV molekula és a plazma pótlások hatására kialakuló allo-antitest képzôdés 

kombinált lehetôsége is felmerült. 

A FV antigén különbözô specificitású ELISA tesztekkel történô vizsgálata során a 

gyermeknél csak a teszt érzékenyítésével volt 1% körüli totál ill FVNL:Ag mérhetô, 

FVKL:Ag szintje viszont detektálhatatlan volt, ami I-es típusú FV deficiencia 

fenotípusának felelt meg. A FV gén teljes kódoló, splicing és promoter régióinak 

szekvenálásával két kauzatív mutációt mutattunk ki. Mindkét mutáció olvasási keret 

eltolódásán keresztül korai stop kodont eredményezett a 930 ill. 1776 aminosav 

pozíciókban. Eredményük trunkált FV molekula szintézise lehet: a mutáns 13-as exont 

tartalmazó allélrôl elméletileg a B domén egy részét és a teljes könnyû láncot nélkülözô 

FV protein képzôdhet, a mutáns 16-os exont tartalmazó allélrôl íródó fehérjérôl pedig 

hiányozna a könnyû lánc jelentôs része. Ez utóbbi 1775 aminosav hosszú polipeptid 

számított molekulasúlya ~200 kD. Figyelembe véve, hogy ez a mutáns tartalmazza az 

erôsen glikozilált B domént, nagyon valószínû, hogy az a kis mennyiségben jelenlevô 

236 kD fehérje, amit az immunoprecipitációt követô Western blotting során detektáltunk, 

ezen nagyobb trunkált fehérjének felel meg. A fehérjét FVDebrecen-nek neveztük el.  A 

kisebb trunkált fehérje hiánya és a FVDebrecen erôsen csökkent mennyisége, a mutáns 

mRNS85 csökkent szintézisével, vagy a mutáns protein csökkent stabilitásával, 

intracelluláris degradációjával és gyorsult plazma clearance-vel magyarázható.86 

A veleszületett FV hiányos gyermek mindkét FV kompartmentjében a FV 

aktivitása a detektálási határ alatti volt (<0.4%), és a FV deficiencia súlyos 

vérzékenységet idézett elô. Ismert, hogy a FV "knock out" egerek intrauterin vagy 

postnatalis elsô két nap során elvéreznek 77, de túlélésükhöz már minimális <0.1% FV 

expreszió is elég87. Betegünknél nem tudtunk intakt FV-t kimutatni. Azt azonban, hogy a 

teszt szenitivitásától kisebb mennyisegû minimális FV "riboszomalis slippage" vagy 

szomatikus reverzió miatt jelen legyen, nem kizárható. Elképzelhetô továbbá, hogy az 
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általunk kimutatott trunkált FV fehérjének (FVDebrecen) is van némi prokoaguláns 

aktivitása.88 

Az idôs nô plazmájában és thrombocytáiban, trunkált vagy kóros szerkezetû FV 

molekulára jellemzô FV:Ag fenotípust mutattunk ki: total FV és FVNL specifikus ELISA 

rendszerekben normál, míg FVKL-specifikus ELISA-ban 10% alatti súlyosan csökkent 

antigénszint volt detektálható. Az immunoprecipitációt követô Western blotting analízis 

azonban normál mobilitású FV specifikus sáv jelenlétét igazolta, és a DNS szekvenálás 

során sem találtunk kóros FV molekula szintézisét magyarázó genetikai eltérést. A 

FVKL:Ag szint csökkenésének legvalószínûbb magyarázata, hogy az ELISA teszt 

"capture" antitestjének FV molekulán lévô target epitópja az autoantitest által részben 

lefedett. Ezen hipotézis megerôsítésére blokkoló ELISA tesztekben a FV molekulán 

ismert epitóppal rendelkezô monoklonális antitestekkel próbáltuk a beteg 

autoantitestjének bekötôdését meggátolni. Az alkalmazott antitestek közül kettô epitópja 

a FVKL-n, harmadiké a NL-n a negyediké pedig a B doménen található. Csak a HV1 

antitest, melynek epitópja a FVKL C2 doménjén, a 2060-2069 aminosav régióban van, 

interferált a beteg auto-antitestjenek FV molekulához való kötôdésével. Ezek alapján 

valószínûsíthetô, hogy a HV1 antitest és a beteg autoantitestjének FV molekulán levô 

epitópjai azonosak vagy legalább részben átfednek. A C2 domén N-terminális vége a 

FVa foszfolipidfelszínhez való kötôdésében játszik szerepet. Ennek gátlása jól 

magyarázza az alvadási tesztek és a protrombináz teszt eredményeit.  

Az idôs nôbeteg szerzett parahaemophiliájának hátterében álló anti-FV antitest 

kimutatható volt a beteg plazmájából és IgG frakciójából és reagált mind a FV mind a 

FVa-val. Funkcionális tesztekben a beteg IgG-je gátolta a FVa prokoaguláns aktivitását. 

FV-anti FV IgG immunkomplex a beteg plazmájában detektálható volt. Az antitest 

relatíve alacsony titerû volt, de a funkcionális tesztek bizonyították, hogy ez a titer 

elegendô volt a FVa funkciójának plazmában történô gátlásához, s a vérzékenységi 

tünetek az "in vivo" hatékonyság mellett szóltak. 

Tudomásunk szerint FV inhibitor thrombocytában való jelenlétét még nem 

vizsgálták. A betegünk mosott thrombocyta szuszpenziójában talált eredmények - erôsen 

csökkent FV aktivitás, normál total FV:Ag és csökkent FVLC:Ag szint, FV-anti-FV 

immunkomplexek jelenléte - az inhibitor thrombocytában való jelenlétére utalnak. Az IgG 

típusu FV inhibitorok a thrombocyták normál "in vivo" IgG transzport mechanizmusával 
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bejuthatnak a thrombocyta alfa granulumokba.89-91 Egy másik elképzelhetô alternatív 

mechanizmus a FV-anti-FV immunkomplexek thrombocyták vagy megakaryocyták általi 

felvétele és c-granulumba történô transzportja.  

A FV inhibitor okozta parahaemophiliás nôbeteg gastrointestinális vérzése jól 

kezelhetônek bizonyult, de a megnyúlt alvadási tesztek és az alacsony FV aktivitás a 

követés 3 éve alatt végig megmaradt. A tünetek szempontjából a thrombocyta FV 

aktivitását tartják meghatározónak. Az idôs nôbeteg thrombocytáiban is kimutatható FV 

inhibitor, ami feltehetôleg hatékonyan képes gátolni a thrombocyta FV prokoaguláns 

aktivitását. A klinikai képet befolyásoló tényezôk komplexitásához a beteg heterozigóta 

Leiden mutációja is hozzájárulhat. Ebben az esetben ugyanis a csekély mennyiségû 

autoantitest által nem gátolt plazma FV 50%-a a hosszabb ideig tartó prokoaguláns 

hatással bíró FV Leiden molekula, ami csökkentheti a vérzékenység súlyosságát. 
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VI.1. Összefoglalás 
Az örökletes és szerzett haemorrhagiás V-ös faktor (FV) hiány (parahaemophilia) ritkán 

elôforduló haemorrhagiás diathesisek. A tézisekben két beteg, különbözô típusú súlyos 

FV deficienciája kerül ismertetésre. Célunk a két különbözô FV deficiencia 

pathomechanizmusának felderítése, és a klinikai tünetekért felelôs molekuláris genetikai 

és biokémiai eltérések kimutatása volt.  

A fiú gyermek súlyos vérzékenységének hátterében detektálhatatlan FV aktivitás 

állt. A proband DNS szekvenálása során a 13-as exonban egy bázis deléciója (2952delT) 

a 16-os exonban egy bázis inzerciója (5493insG) volt detektálható heterozigóta formában. 

Mindkét mutáció következménye olvasási keret eltolódás és korai stop kodon 

megjelenése a 930-as ill. 1776-os pozíciókban. A proband édesanyja heterozigóta a 

5493insG mutációra míg édesapja a 2952delT mutációra. Mindkét mutáció olyan trunkált 

FV fehérjét eredményez, melybôl részben vagy egészében hiányzik a FV könnyû lánca. 

ELISA módszerrel a FV N-terminális része, amely a nehéz láncot és a B-domént is 

tartalmazza, erôsen csökkent de detektálható volt (1.7%). Immunoprecipitációt követô 

Western blotting analízissel pedig egy csekély mennyiségû FV specifikus, 236 kD 

molekulasúlyu trunkált fehérjét tudtunk kimutatni. Ez a fehérje, a FVDebrecen, nagy 

valószínûséggel a mutáns 16-os exont tartalmazó allél terméke.  

78 éves nôbeteg ismétlôdô gastrointestinális vérzéseinek hátterében megnyúlt 

prothrombin idô (PI) és aktivált parciális tromboplasztin idô (APTI) állt. Plazmájában 

(0.48%) és thrombocytáiban (1.12%) súlyosan csökkent FV aktivitás volt mérhetô. A 

keveréses vizsgálatok inhibitor jelenlétére utaltak, az anti-FV antitest plazmatitere 1.25-

2.0 BU volt. A FV antigén koncentráció poliklinális elfogó antitestet használó ELISA-val 

normális volt, ha azonban elfogó antitestként a könnyû lánccal reagáló HV1 antitestet 

használtuk a FV antigén szintet mind a beteg plazmájában (7.9 %) mind a 

thrombocytáiban (4.8%) erôsen csökkentnek mértük. A FV molekula lehetséges 

strukturális rendellenességeit az immunprecipitált FV Western blotting analízisével és a 

FV gén szekvenálásával zártuk ki. A beteg plazmájában és IgG frakciójában a FV -tel és 

az aktivált FV-tel is reagáló antitest volt kimutatható. Mind a plazmában, mind a 

thrombocytákban FV-tartalmú immunkomplexeket észleltünk. A beteg IgG frakciója a 

normál plazma PI-jét és APTI-jét megnyújtotta és protrombináz tesztben gátolta a FV 

prokoaguláns kofaktor funkcióját. Kimutattuk, hogy az autoantitest a FV könnyû láncának 

C2 doménjén levô epitóppal reagál és neutralizálja a FVa prokoaguláns funkcióit.  

Az ismertetett fiúgyermek esetében a parahaemophilia örökletes, míg az idôs 

asszonynál annak szerzett formája volt igazolható. Ezen ritka coagulopathia molekuláris 

hátterének megismerése segíthet abban, hogy megértsük azokat a mechanizmusokat, 

melyek a parahaemophiliás betegek változatos klinikai tüneteinek kialakulásához 

vezetnek, és lehetôvé teszik a FV struktura-funkció egyes összefüggéseinek jobb 

megértését.  



Dr. Ajzner Éva 
Veleszületett és szerzett parahaemophilia molekuláris genetikai és biokémiai karakterizálása 31

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 Mr 236 kD could be immunoprecipitated 

from the plasma and detected by Western blotting. This protein, FVDebrecen, 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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Köszönetnyilvánítás 

 

A lényeglátás, a kiolthatatlan vágy és képesség új ismeretek megszerzésére, módszerek 

elsajátítására, a humán nagyvonalúság és a "nem tudom" kimondásának képessége kevés 

tudós sajátja. Köszönöm témavezetômnek - Muszbek professzornak - azt az élményt, 

hogy mindezt személyében megtapasztalhattam. Köszönöm, hogy megtanított arra, 

hogyan kell kérdéseket egyszerûen megfogalmazni és megmutatta, hogyan lehet azokra 

logikus válaszokat adni. 

 

Haramura Gizustól tanulni, vele együtt dolgozni, apró trükköket ellesni nagy ajándék. 

Hálás vagyok kritikáiért is és egyszerûen azért, hogy ismerhetem. 

 

A lucky student is one who has a talented, friendly supervisor. But to have two of them is 

something very special. Thank you professor Dahlbäck for being so open to scientific 

discussions, providing me with ideas both in labwork and in interpretation of results. I 

will never forget the understanding, friendship and sympathy you expressed during a hard 

period in my life.  

 

Köszönet illeti a munkában szereplô cikkek valamennyi kollaborátorát. 

 

Nem felejthetem ki a sokat túlórázó, mosolygós néha dühös, de mindig nagyon csinos és 

ügyeskezû kolleganôimet, akik mûködésem alatt a KBMPI-ben titkárnôi teendôket láttak 

el, vagy a hemostasis illetve molekuláris genetikai labor dolgozói voltak. Köszönöm 

Lányok a segítségeteket. 

 

A legnehezebb barátaimnak és családomnak köszönetet mondani. Olga, Gézu, Joli, 

Ágota, Gabiza, Gizus valamint kicsi és nagyobb családom, nektek ajánlom a dolgozatot. 

Nehéz, hogy édesapám nem olvashatja. 

 


