EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Xl1ll-as faktor A alegység ellenes allo- és
autoantitestek diagnosztikaja és klinikai
kovetkezményei harom eset kapcsan

Kun Maria

Témavezeto: Prof. Dr. Muszbek Laszlo
akadémikus

Debreceni Egyetem
Laki Kalman Doktori Iskola
Debrecen, 2018



Tartalomjegyzék

ROVIAItESEK JEGYZEKE ........ooivviiiiiiiiiie e 4
1. Bevezetés és irodalmi atteKintés.................cccocooviiiiiiiiii 6
1.1. A Xlll-as faktor szerkezete €s fUnKCioja.........ccvevvereerieiiieiiesesieseese e 6
1.2, FXIITRIANY .ot 9
2. CEIKILHZES .........ooueeneieeieeeie ettt bbbttt 16
3. Anyagok €s MOASZErek ..............ccceiiiiiiiiiiii 17
3.1, Fehérje prepardlasok.... ... 17
3.2. Az FXIII aktivitds meghatarozasa ..........cccovvevviriiieiiinie e 17
3.3. FXIII antigén meghataroZasok .........ccccovcveiieiiiieiieiie e 20
3.4. FXIII aktivalodast/aktivitast gatld hatas erdsségének meghatarozasa ................ 21
3.5. FXIII aktivalodast/aktivitast gatld hatds 0sztalyozasa ..........cccvveiiiiviiicniennnn, 23
3.6, KOtOdesi VIZSALAtOK ........ooiviiiiiiiieiic e 25
3.7. Molekularis genetikai analizis ..........cccoceeiiiiiiiiiiiiics e 30
4., EredmeEnYek ...........ccooiiiiiiiiiiiiieie s 33
4.1, EISO DELEEZ ..ot 33
B.1.1. ESCHICIFAS ..ottt 33
4.1.2. FXIII meghatarozasok és molekularis genetikai vizsgalat ...................ccoceen.... 34
4.1.3. Az alloantitest kétodése a XII-as faktorhoz és alegységeihez .......................... 35
4.1.4. Az alloantitest FXIl-at gdtlo kapacitisanak meghatarozdasa........................... 37
4.1.5. Az alloantitest klaSSZIfIKACIOJA..............ccccoiviiiiiiiiiei e 37
4.2, MASOAIK DELEZ ....veveiieeiriiiiesii e 41
4.2.1. Esetleirds €S di@NOZIS ...........cccouivuiiiiiiiiiiiiieie e 41
4.2.2. SPR mérések, kotodesi allandok meghatarozdsa ................ccccoeceiveiiocnnnnnn, 43
4.2.3. Az autoantitest FXIlI-at gatlo kapacitasanak meghatirozdsa......................... 44
4.2.4. Az autoantitest klasSZifikACIOfA..............c.cccooiiviiiiiiiiicii e 44
4.3, HarmadiK DEIEQ ...ccvvevie i s 47



4.3.1. Esetleirds €S diQQNOZIS ...........coceiiiuiiiiiiiiiiiiie et 47

4.3.2. Kétodeési paraméterek meghatarozZasa ..............cococvuiciiiieiiiiiiieiiiinieseses 51
4.3.3. Az autoantitest FXIll-at gdtlo kapacitisanak meghatdrozdsa .......................... 52
4.3.4. Az autoantitest klasSZIfIKACIOJA ...............ccovviviiiiiiiiiiiii e 53
O, ME@DESZEIES ... 56
B. OSSZEFOZIALAS ..........oo.vecveeeieicece ettt 60
7. SUMIMBEY .ottt e bbbt bbb nb e e b abeene s 61
8. IrodalomjegyZEK ............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 62
9. TArGYSZAVAK ........ooiiiiiiiiie e 70
10, KEYWOEUS...cuiiiieie ettt ettt e e st e e e b e e teesbesseesteenseeneesreente s 70
11, KoOszOnetnyilVANIEAS. ............cooiiiiiiiiiiiie e 71
12, FUGEGEIEK..........oooieiiiie e 73



Roviditések jegyzéke

AP-EXIII Xlll-as véralvadasi faktor A alegység aktivacios peptid

APTI aktivalt parcialis tromboplasztin id6

BSA szarvasmarha (bovin) szérumalbumin

BU Bethesda egység (Bethesda Unit)

cFXII1 cellularis XIII-as véralvadasi faktor

DAB diamino-benzidin

dNTP didezoxi-nukleotid

EDC 1-etil-3-(-dimetilaminopropil)-karbodiimid

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

FPLC gyors protein  folyadékkromatografia (fast protein liquid
chromatography)

FXI1 Xlll-as véralvadasi faktor

FXllla aktiv XIII-as véralvadasi faktor

FXII-A Xlll-as véralvadasi faktor A alegysége

FXI-A; Xlll-as véralvadasi faktor A alegység dimer

FXII-Ay enzimatikusan aktiv XIl1-as faktor A alegység dimer

FXIHI-A’ trombin altal proteolitikusan hasitott XI1I-as faktor A alegység

FXI1-A;B; Xlll-as véralvadasi faktor tetramer szerkezetli formaja

FXI11-A’,B, trombin altal proteolitikusan hasitott XIII-as faktor tetramer

FXI-Ay° nem proteolitikusan aktivalt FXII1-A alegység dimer
FXI111-B Xlll-as véralvadasi faktor B alegység

cFEXII cellularis FXI1I1-as faktor

GEE glicin-etilészter

GIDH glutamat dehidrogenaz

Gly-O-ET glicin etilészter

HEPES 4-(2-hidroxietil)-piperazinetan-szulfonsav

HRPO torma-peroxidaz

1A jodacetamid

1Cso 50%-os gatlast eredményezd koncentraciod

ISTH Nemzetkozi Tromboézis és Hemosztazis Tarsasag (International

Society on Thrombosis and Haemostasis)

IVIG intravénas immunglobulin
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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. AXIlI-as faktor szerkezete és funkciodja

A véralvadas Xlll-as faktora (FXIII) in vivo inaktiv formaban, fibrinogénhez
kotédve kering, plazma koncentracidja 14-28 mg/L. Két katalitikus/potencialisan aktiv
A alegységbdl (FXIII-A) és két gatld/stabilizalo B alegységbdl (FXIII-B) felépiild,
326 kDa molekulatomegii heterotetramer proenzim (FXIII-AzB;). Mindkét alegység
elsddleges szerkezetét cDNS klonozassal és az aminosav szekvenciak analizalasaval
hataroztak meg. Az FXIII alegységei kozott nagy affinitasu kotddést bizonyitottak, a
kolesonhatasra vonatkozo Kd érték a 10™° M nagysagrendii tartomanyba esik [1, 2].

A 732 aminosavbol allo, 83 kDa-o0s FXIII-A-t, négy strukturalis domén alkotja:
B-szendvics, katalitikus kozponti, B-hordd 1 és B-horddo 2 domén. A molekula N
terminalis végén egy 37 aminosavbdl allé aktivacios peptid (AP-FXIII) talalhatd. Az
FXIII-A felilletén 1évé6 Ca?* kotdhelyek az aktivacio szamara esszencidlisak. A
molekula 6t szabad —SH csoporttal rendelkezik, melyek nem képeznek diszulfid-
hidakat. Dont6en csontvelé eredetli sejtek termelik. A plazmaban mennyiségének
99%-a FXIII-B-vel komplexben talalhatdé [2]. Intracellularisan FXIII-A;
homodimerként (FXIII-A,, cFXIII) megtalalhatdo vérlemezkékben, monocitakban és
makrofagokban [1, 3-5]. Egyes tanulmanyok szerint el6fordul oszteoblasztokban,
oszteocitakban és kondrocitakban is [6, 7].

Az FXIII-B 75 kDa molekulatomegii, hepatocitak altal szintetizalt 641
aminosavbol allo glikoprotein, mely 8,5% szénhidratot is tartalmaz. A fehérjét alkotod
10 ismétlddo ,,sushi” domén mindegyikét 2-2 belsé diszulfid-hid tartja 6ssze. Minden
egyes domén megkozelitéleg 60 aminosavat tartalmaz. A plazmaban az FXIII-B
mennyisége hozzavetdleg kétszerese az FXIII-A mennyiségének, korilbelill 50%-a
szabadon kering. Meghosszabbitja az A alegység élettartamat azaltal, hogy
megakadalyozza, annak spontan aktivacidjat ¢és feltehetden degradacidjat is.
Valoszintileg az FXI11-A;B; fibrinogénhez valo kotdédése is az FXI11-B-n keresztiil jon
létre [8-12].

Az FXIIl a véralvadas utols6 fazisdban aktivalodik és alakul &t aktiv
transzglutamindzza. Az aktivacidé sordn trombin hatdsara egy 37 aminosavbol allo
aktivacios peptid (AP-FXIII) hasad le az A alegység N-terminalis végérdl (FXIII-
A’,B)). Ezt kdvetben Ca* jelenlétében a B alegységek disszocialnak és az FXIII-A
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eredetileg fedett, aktiv helye a szubsztrat szamara hozzaférhetévé valik. A folyamat

eredményeként kialakul az aktiv forma (FXI11-Ay).

Thrombin Ca?+

(Fibrin) (Fibrin)

FXIII-AB,  FXIIA’B, + 2(AP-FXIII) 2(FXIN-B) + FXII-A®,  FXII-A)

1. dbra. A plazma XIII-as faktor (FX111-A;B,) egy tobblépcsds folyamatban trombin
és Ca’* hatdsdra aktiv transzglutamindzzd alakul. Az FXII komplex A alegységérdl a
trombin lehasitia az AP-FXIll-at, ezutdn Ca* jelenlétében az FXII-B alegységek
levalnak, majd a hasitott FXIII-A dimer (FXIII-A4";) enzimatikusan aktiv konformdciot
vesz fel (FXIN-Ay). A zéld és narancssirga hengerek az FXW-A S-hordé és [-
szendvics doménjeit, a lila félkérok a katalitikus domént reprezentaljak, mig az AP-
FXIll-at piros hurkok jelzik. 4 hajlitott 10 gyongyszerii alakzat az FXI1-B-¢ dbrazolja.

Az dbra az [1] szam alatt idézett kozleményben szerepld komplex dbra egy részlete.

A cFXIIT aktivacidja fiziolégidsan nem proteolitikus aktivacido révén zajlik,
melynek soran az FXIII-A; emelkedett Ca?* koncentraci6 jelenlétében konformécios

valtozason megy keresztiil és enzimatikusan aktivva valik (FXIII-A;) [1].



Ca?*

FXIlI-A, FXII-A,°

2. dbra. A cellularis XIII-as faktor (FXI11-Az) nem proteolitikus aktivdcidja. A sejt
aktivacioja soran megemelkedett intracellularis Ca** koncentracié kivaltia az FXIII-
A, konformdcio valtozasat, amely ennek kovetkeztében aktiv enzimmé alakul (FXINI-
A2°). A zold és narancssarga hengerek az FXII-A f-hordo és [-szendvics doménjeit, a
lila félkorok a katalitikus domént reprezentaljik, az AP-FXIIl-et piros hurkok jelzik.

Az dbra az [1] szam alatt idézett kozleményben szerepld komplex dbra egy részlete.

Az FXIII-A szerkezete a transzglutaminazokra jellemz6, aktiv centrumaban a
doménjében talalhaté katalitikus triad (Cys314, His373, Asp396) nem aktivalt FXIII-
A esetében hozzaférhetetlen a Sszubsztratok szamara. Az aktivalt FXII (FXIIla)
éppugy, mint a tobbi transzglutaminaz kémiailag egy acil-transzfer reakciot katalizal,
amelyben az acil donor egy peptidlancban talalhaté glutamin y-karboxamid-csoportja,
az acil akceptor egy primer amin [13-17]. A reakcid elsé Iépéseként a glutamin y-
karboxamid-csoportja ammonia felszabadulassal jaro tioészter kotést 1étesit az FXIII
aktiv centrumaban talalhato ciszteinnel. Ezt kovetéen a primer amin izopeptid kotéssel
Osszekapcsolddik a glutamin donor peptid szubsztrattal egy nukleofil szubsztitlicios
reakcid keretében, mely soran az aktiv enzim szabadda valik. Ha az acil akceptor
primer amin egy peptidben/fehérjében 1évo lizin primer aminocsoportja, akkor az
eredmény a két peptid lanc kovalens e(y-glutaminil)-lizil kotéssel torténd
keresztkotése. A kialakult kotés egy, a peptid lancra merdleges peptid kotés, amit
izopeptid kotésnek hivunk. Mig a glutamin szubsztratot illetden az enzim
meglehetésen specifikus, addig az amin szubsztrat szempontjabol kevésbé. A
reakcioban résztvevd lizin oldallancokat tobb fehérje szolgaltathatja és Kis
molekulatomegli primer aminok is helyettesithetik. Megfeleld amin szubsztrat nélkiil

hidrolizis megy végbe és a glutamin oldallanc deamidalodik [15, 18].



A véralvadasban az FXIIIa {6 feladata az jonnan képzdodott alvadék védelme a
véraramlas kovetkeztében fellépd nyirofesziiltség mechanikai hatdsatol és a
fibrinolitikus rendszer altal okozott degradaciotol. A fibrin o- és y-lancainak
keresztkotésével, fibrin y-lanc dimerek ¢és nagy molekulasulyt o-lanc polimerek
kialakitasaval mechanikailag stabilizalja az alvadékot. Emellett, a plazmin f6
inhibitorat, az ap-plazmin inhibitort (o,-Pl) az FXIlla kovalensen a fibrin a-lancahoz
3]. Az FXIllla inaktivicidja a polimorfonuklearis granulocitak altal szekretalt
proteolitikus enzimek révén megy végbe [19]. Ennek a folyamatnak a jelent6sége
abban 4ll, hogy megakadalyozza a tulzottan keresztkotott trombus képzodését,

melynek létrejotte gatolna a fibrin eliminacidjat, amikor arra mar nincs sziikség.

1.2. FXIII hiany

Az FXIII hianyt és annak klinikai tiineteit elészor Duckert és munkatarsai irtak
le 1960-ban [20]. Azdta tobb mint 500 esetet irtak le, melyekben a fellépd vérzéses
rendellenességek oka az FXIII hidnya [21]. Oroklott és szerzett formaja egyarant
ismert. EIObbi 06roklédési tipusa autoszomalis recessziv, atlagos gyakorisaga az
eurdpai ¢és észak amerikai populacioban 1:2 millibhoz [22-26]. Olyan kdzosségekben,
ahol a rokonhazassagok elterjedtek, a betegség akar 10-20-szor gyakrabban is
eléfordulhat. Kiilonosen gyakori olyan orszagban, mint Irdn, ahol a rokonhéazassag
mellett feltehetGen alapitd hatas is érvényesiil [21, 27, 28]. Egy 2012-ben kozolt
osztalyozas szerint 0,05 IU/mL alatt beszélhetiink stlyos vérzékenységet okozo FXIII
hianyroél, 0,05 és 0,3 IU/mL kozott az FXIII hiany mérsékelt és 0,3 és 0,5 1U/mL
kozott enyhe hemorrhagias diathesist okoz [29, 30]. Valdjaban a legtobb stlyosan
vérzékeny FXIII hianyos beteg esetén az FXIII szint 0,01 1U/mL (1%) alatt van. A
0,03 IU/mL és 0,1 IU/mL kozott 1évé FXIII szint mar elégséges a spontan
hemorrhéagids torténések kivédéséhez. Az FXIIl hiany egyik elsd ¢€s egyben
leggyakoribb, az esetek 80%-anal megjelend tiinete, csecsemdkorban a
koldokesonknal fellépd, jellegzetesen késleltetett tipust vérzés. Emellett testszerte
kiilonboz6 tipusu vérzések jelentkezhetnek, a leggyakrabban megjelend tiineteket az 1.

tablazat foglalja Ossze. Tekintettel az intracranialis vérzés magas kockazatara (30%) és



az esetleges sulyos kovetkezményekre a betegség mieldbbi felismerése €s hossza tava

kezelése kulcsfontossagu.

1. tablazat. Az FXIII hiany leggyakoribb tiinetei és azok elofordulasanak

gyakorisdaga.

Tiinetek Gyakorisaga (%)
koldokesonk vérzés 80
feliiletes zuzoédasok 60
bor alatti bevérzések 55

szaj- és foginyvérzések 30
intracranialis vérzések 30
izomko6zti hematoémak 27
iziileti bevérzések 24
posztoperativ vérzések 17
peritonealis vérzések 14
orrvérzes 10

A tabldzat a [21] szam alatt idézett kozleményben szerepld egyik tablazat modositott

valtozata.

Az FXIIl nem csak a hemosztazishoz elengedhetetlen. Nélkiilozhetetlen a
terhesség fenntartdsdban, részt vesz a sebgydgyuldsban és az értijdonképzddésben is
[1, 21]. Az FXIlla az angiogenezis egyik kulcs 1épését szabalyozza az endothel sejtek
migraciodjanak, proliferaciojanak ¢és életképességének fokozasaval, valamint a
thrombospondin-1, mint jol ismert antiangiogenetikus faktor szintézisének
csokkentésével [31, 32]. A sebgyogyulasban betoltott szerepe elsdsorban a
fibrolasztokra kifejtett hatasan keresztiil valosul meg. Az FXIlla szignifikdnsan
Az FXIII-A kimutathato a méh hisztiocitaiban [35], az implantacios szovet
makrofagjaiban [36] és a placentaban [37] is. Terhesség soran az FXIII-A antigén
szint, valamint az FXIII-A;B; antigén szint és az FXIII aktivitas csokkenést mutat
egészséges nokben [38, 39]. Az 6roklott stlyos FXIII hianyos nék potld terapia nélkiil
a varandossag korai szakaszaban (elsé trimeszter) elvesztik a magzatot. Az FXIII nem
sziikséges a peteéréshez, a megtermékenyitéshez, a megtermékenyitett petesejt
beagyazodasahoz és az embrio fejlodéséhez sem. Az FXIlla nagy valoszinliséggel
keresztkotésekkel stabilizalja a Nitabuch rétegben 1év6 fibrint és fibronektint, valamint
egyfajta szabalyozdként mitkddik az urokinaz tipusu plazminogén aktivator indukalta
fibrinolizissel szemben. A Nitabuch réteg egyrészt immunolédgiai barrierként szolgal

az embrionalis és az anyai szovet talalkozasanal, masfeldl részt vesz a méhlepény
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rogzitésésben. Emellett az FXIIla feltételezhetden szerepet jatszik a citotrofoblasztikus
héj kialakulasaban és angiogenetikus hatdsaival hozzajarul a placenta véredény
képzddéséhez [1, 40-42].

Az ISTH (International Society on Thrombosis and Haemostasis) tudomanyos és
standardizacios bizottsaga, az SSC (Scientific and Standardization Committee)
hivatalos ajanlast tett az FXIIl hiany diagndzisara és osztalyozasara [22], ennek
alapjan diagnosztikus algoritmus is sziiletett [24]. Eszerint elkiilonitink FXIII-A és
FXI11-B hianyt. Utobbi kevésbé sulyos, ezen betegek FXIII aktivitdsa rendszerint 5-
10% kozé tehetd, ami enyhe vérzékenységet okoz [18, 22, 43-45]. Az FXIII-A hiany I-
es tipusaba a kvantitativ defektusok, mig a ll-es tipusdba a kvalitativ defektusok
tartoznak. Eldbbire jellemz6, hogy a plazmaban és a vérlemezkékben mért FXIII
aktivitas nem detektalhato vagy erdsen csokkent. A plazma FXIII-A;B,, valamint az
FXIII-A antigén szintje is alacsony (vagy detektalhatatlan), mindezek mellett pedig az
FXIII-B antigén szintje 30-60% kozott van. A ll-es tipusu FXIII-A hidny esetén az
FXIII aktivitas csokkent, mig az FXIII-A; antigén szint referencia tartomanyba esik
(3. abra). Az ilyen esetek extrém ritkak, eddig minddssze egy olyan betegrél tudunk,
akinél a kivalto mutacio homozigdta formaban szerepelt [46]. Az FXIII-A hiany
mutacios adatbazisa (2017 novemberi adat) 6sszesen 69 koroki mutaciot regisztral az
FXI-A génben, ezek koziil 34 missense mutacio, 21 inszercid/delécio, 9 splice site
mutacio és 5 nonsense mutacio [47]. A mutaciok eloszlasa a génen egyértelmiien

mutatja, hogy nincs mutécios forrépont.
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csOkkent plazma FXIII aktivitas
v

FXIII-A,B, antigén

© N
normal csokkent
¥ ¥
IT-es tipusu faktor-A hiany I-es tipust FXIII-A hiany
vagy vagy
FXIII-A ellenes neutralizalo antitest FXIII-B hiany
vagy
FXII-A/FXIII-B ellenes nem neutralizald antitest
Autoantitest gyantja esetén ¥ ¥
FXIII aktivitas mérés FXIII-A, FXIII-B antigén,
kevereses vizsgalattal trombocita FXIII-A antigén

Autoantitest gyanuja esetén
Kotédési vizsgalat
FXIII-A-val és FXIII-B-vel

3. dbra. Az FXIII deficiencidak diagnosztikajahoz és osztilyozdsahoz haszndlatos
algoritmus. Az dbra a [24] szdam alatt idézett kozlemény egyik dabrajanak modositott

valtozata.

Az FXII hidny a leginkabb aluldiagnosztizalt vérzékenység, felismerése
specialis diagnosztikai jartassagot igényel, mivel a véralvadasi szlirtesztek, mint a
protrombin id6 (PI), az aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (APTI) vagy a trombin
idé (TI) nem jelzik. A vérzéses stroke magas kockazata miatt azonban alapvetd
fontossagu a betegség korai diagnozisa és megfelelé kezelése. A sulyos 6roklott FXIII
hianyos betegek részére egész életiikon 4t tartd potld terapia sziikséges. Oroklstt FXIIT
hidny esetén a virus inaktivalt plazma FXIII koncentratummal, Fibrogammin P-vel
(Corifact, CLS Behring, Marburg, Németorszag), illetve a rekombinans FXIII-A
készitménnyel (rFXIII-A,, Novothirteen, Tretten, Cartidecacog, Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Dania) torténé profilaxis ajanlott [48-51]. A Fibrogammin P human vérbél
eldallitott, virus inaktivalt, komplex FXII-A;B,. A rEXIII-A,-t specifikusan az
oroklott FXIII-A  hiany kezelésére fejlesztették ki. Az FXIII-A genetikai
informacidjanak ¢€lesztdgombakba vald atvitelével allitjak eld, igy virus- ¢és
prionmentes. Bekeriilve a keringésbe, a beteg sajat szabad FXIII-B-jével alkot stabil
komplexet [2].

Az FXIII ellenes antitestek megjelenése nagy kihivast jelent, mivel tobbnyire
nehezen uralhato vérzésekkel jarnak. Megkiilonboztetiink allo- és autoantitesteket. Az
alloantitestek 6roklott FXIII hianyos betegekben a potlo terapia kapcsan fejlédhetnek

ki. Megjelenésiik Kifejezetten ritka, jelenlegi munkankat megel6zéen mindossze
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harom koézlemény szamolt be ilyen esetrél, azonban egyikben sem tortént meg az
alloantitest pontos karakterizalasa [52-54]. FXIII ellenes autoantitestek minden
elozmény nélkill is megjelenhetnek, stlyos szerzett FXIII hianyt okozva. Az
autoantitestek kialakulasa gyakran autoimmun [55] vagy malignus betegségekhez
[56], ill. kronikus gyogyszeres kezelésekhez (mint példaul: izoniazid, fenitoin,
ciprofloxacin) tarsul [57], de — kiilondsen idés korban — idiopatiasan is el6fordul [58].
Leggyakrabban Kiterjedt intramuszkularis, szubkutan és intraperitonealis vérzést
okoznak. A legtobb esetben IgG tipusuak az antitestek, melyek az FXIII mindkét
alegysége ellen termel6dhetnek, jollehet az FXIII-A ellenes antitestek sokkal
gyakoribbak. Vérzékenységet okozd FXIII-B ellenes autoantitestet eddig csak harom
esetben irtak le [59, 60]. Az els6 ilyen, 2009-ben megjelent kozlés intézetiinkbol
szarmazik [59]. Minddssze egyetlen esetben szamoltak be FXIII-B ellenes alloantitest
kialakulasarél [52].

Az FXIII ellenes antitestek okozta sulyos vérzékenység, ill. aktualisan
el6forduld sulyos vérzés kezelésének nincsenek egységes iranyelvei, ezért legtobbszor
a kezelés a kiilonboz6 lehetdségek empirikus alkalmazasat jelenti [61]. Magas
inhibitor titer esetén az FXIIl koncentratum adasa hatastalan, sét alloantitesteknél
faktor potlas esetén az anamnesztikus reakcid miatt még emelkedhet is az antitest titer.
A terapia célja foként a vérzés kontrollalasa, mivel azonban ennek limitaltak a
lehetségei, sokszor csak vérpotlas torténik. A megoldds az antitest mihamarabb
torténd eradikacioja. A megkisérelt terapiak kozé tartoznak a szteroidokkal és
ciklofoszfamiddal (esetleg ciklosporinnal) torténé immunszupresszio, valamint az
antitest eltavolitasa immunadszorpcioval. Rituximab (anti-CD20 monoklonalis
antitest) alkalmazasa is hasznos lehet, és idénként intravénas immunglobulin (IVIG)
adasat is megkisérlik.

Tekintettel az FXIII ellenes antitestek okozta FXIII hiany ritka eléfordulasara,
nagyobb klinikai tanulmanyok nem kivitelezhetdek, habar a koncentralt diagnosztikus
eréfeszitéseknek koszonhetden az utdbbi idében tobb, szerzett FXIII hidnyos beteget
diagnosztizaltak, foként Japanban [60]. Az antitestek alcsoportokba sorolasat a 2.
tablazat mutatja. A neutralizalo antitest gatolhatja az FXIII aktivalasat és/vagy az
FXIIla aktivitast is. A nem-neutralizalo antitest immunkomplexet képez az FXIII-mal
¢s felgyorsitja annak keringésbdl torténd eliminaciojat. A két hatds kombinaltan is
elofordulhat. A neutralizalo FXIII-A ellenes inhibitorok gatolhatjak a trombin,

valamint a Ca®* aktivalé hatasat (Ia, ill. Ib tipus), a mar aktiv FXIII-at (Il-es tipus), az
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FXIlla-fibrin kolcsonhatast (111-as tipus) vagy dsszetett modon is kifejthetik hatasukat
(IV-es tipus). Az FXIII-B ellenes antitest esetében természetesen csak nem
neutralizalé hatasrol lehet szo. Ezen antitestek a szabad €s a komplexben 1évé FXIII-
B-hez egyarant kotddnek, s igy a potencialisan aktiv FXIII-A alegység eliminécidjat is

meggyorsitjak [59].

2. tablazat. Az FXIII ellenes antitestek csoportositdsa.

Ale.gys.e g Alcsoport Hatas
specificitas
I-es tipus: FXIII aktivacio gatlasa
Ia tipus: Az AP-FXIII trombin altal torténd
lehasitasanak gatlasa
416 Ib tipus: A hasitott FXIII Ca*" indukalta
Neutralizalo aktivaciojanak gatlasa
EXII-A I1-es tipus: FXIIla gatlasa
ellenes I11-as tipus: Fibrinhez val6 kotodés gatlasa
IV-es tipus: Osszetett neutralizacio
Nem- .. IR e
neutralizalo Felgyorsitja az FXIII eliminacidjat a keringésbdl
Kombinalt | Felgyorsitja az eliminaciot és gatolja az FXIII
hatasu aktivitast/aktivaciot
FXI-B Nem- - e, o
ellenes neutralizdlé Felgyorsitja az FXIII eliminacidjat a keringésbdl

A tabldzat a [25] szam alatt idézett kdzlemény eqyiK tablazatdinak modositott

valtozata.

Az alloantitest kialakulasara a korabban hatékony FXIII koncentratummal
végzett profilaxis hatastalansaga hivja fel a figyelmet. Az FXIII ellenes autoantitestek
pedig olyan, dontéen nem fiatal egyénekben fordulnak eld, akiknek korabban nem
voltak vérzéses tlinetei. A betegtdl és egészséges személyektdl szarmazo plazmak
keverékébdl veégzett FXIII aktivitds mérés 6nmagéaban elegendd a neutralizald antitest
detektalasara. A nem-neutralizal6 antitest jelenlétére az FXIII koncentratum beadasat
kovetd farmakokinetikai vizsgéalat (megrovidiilt féléletidd a plazmaban) utal. A
neutralizald antitest titer megallapitasara leginkabb ajanlott modszer jelenleg a
Bethesda-Nijmegen modszer [22, 61, 62]. Ezzel a teszttel kapott eredmények azonban
biokémiailag nem értelmezhetdk €s a teszt nem nyujt informacidt az antitest konkrét
hatdsmechanizmusat illetéen. A tovabbiakban a pontos besorolashoz tudnunk kell,

hogy az antitest gatolja-e az FXIII trombin és/vagy Ca®" indukalta aktivaciojat és/vagy
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a mar aktivalt FXIII transzglutaminaz aktivitisit. A nem neutralizaldé antitestek

tovabbi karakterizalasahoz kotodési vizsgalatok sziikségesek.
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2. Célkitiizés

1/ Két FXIII-A ellenes autoantitest okozta szerzett FXIII hidny és egy
alloantitestte]l kombinalodott oroklott FXIII-A  hidny kortorténetének leirdsaval
terveztilkk gazdagitani az FXIII ellenes antitestek patologias jelentOségét leird
irodalmat.

2/ Szerettiik volna bemutatni a diagnozishoz vezeté laboratoriumi algoritmus
alkalmazasat.

3/ A neutralizal6 antitest titer meghatarozasara szolgald Nijmegen-Bethesda
modszer mellett, szerettilk volna a farmakoldgiaban hasznalt 50%-os gatlast (ICsp)
meghataroz6 modszert adaptalni az antitest okozta gatlas erdsségének mérésére.

4/ Célul thztik ki az antitestek biokémiai hatdsanak felderitését, azaz pontos
alosztalyba sorolasukat.

5/ Célunk volt tovabba egy, az erre a célra még nem hasznalt biokémiai
modszer, a feliileti plazmon rezonancia (surface plazmon resonance; SPR) bevezetése
az antitestek FXIII alegységekhez valo kotédésének, affinitaisanak meghatarozasara.

Azt gondoljuk, hogy megismervén ezen antitestek tamadasi pontjait és hatasait,
pontosabb képet kaphatunk az FXIII ellenes antitestek okozta vagy altaluk sulyosbitott
FXIII hiany patomechanizmusat illetden, igy akar 1j terapias lehetdségek

kifejlesztéséhez is hozzajarulhatunk a jovében.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Fehérje preparalasok

A tisztitott FXII-ABo-t és FXIII-B-t egészséges véradoktol gyiijtdtt human
plazmabol intézetiinkben Loérand és munkatarsai, ill. Chung ¢és munkatarsai
modszereivel allitottuk eld [63-66]. Az ismételt fagyasztas-olvasztas hatasara az
FXIII-A levalik a komplexrél, majd az FXIII-B-t kromatografias eljarassal tisztitjak
tovabb, ami intézetiinben FPLC (fast protein liquid chromatography, gyors protein
folyadékkromatografia) késziilékkel torténik. Az élesztd sejtekben eldallitott rFXIII-
A,-t Eva Olsen doktorn6tél (Novo Nordisk, Malev, Dania) kaptuk. Normal, illetve
beteg plazmabol az 1gG-t HiTrap protein G HP oszlop segitségével preparaltuk. A
tisztitas soran az oszlopot un. kotopufferrel (20 mM Na-foszfat puffer; pH: 7,0)
mostuk at. Ezutan a 0,22 um poérusméretii membransziirén atszirt €s kotopufferrel 5-
szOr0sére higitott szérum mintdt atengedtiik az oszlopon (dramlési sebesség: 0,5
mL/perc). Ezt kovette egy mosasi 1épés (10-szeres mintatérfogatnyi kotépufferrel),
majd 0,1 M (pH: 2,7) glicin-HCl-el t6rténé elualas. A mintakat 50-50 plL 1M
TRIS/HCI-t (pH: 9,0) tartalmazé kémcsovekbe gyiijtottiik 13 cseppenként, ami kozel
0,5 mL végtérfogatot jelentett. A fehérje koncentraci6 mérése 280 nm-en
fotometriasan tortént. Az egész folyamatot négyszer ismételtik meg az IgG teljes
kikotédése érdekében. Utolso 1épésként a kipreparalt 19G-t egy ¢éjszakan at 4 °C-on
fiziologias sot tartalmazé foszfat pufferben (PBS; pH: 7,2) dializaltuk.

3.2. Az FXIII aktivitas meghatarozasa

A betegektol szarmazo, 1/10 térfogata 0,109 M Na-citrattal alvadasgatolt
vérmintakbol centrifugalassal szeparalt (4 °C, 1400 g, 20 perc) plazma mintakat
felhasznalasig -80 C°-on taroltuk. A kanadai betegekt6l szarmazo plazma mintakat
szaraz jég kozott, 1égi uton szallitottak Debrecenbe. Az FXIII aktivitds méréseket
mosott trombocita szuszpenziobol is elvégeztik, melyet a kovetkezOk szerint
allitottunk el6é: eldszor trombocita das plazmat (PRP) készitettiink a citrattal
alvadasgatolt vérmintak 120 g-n (15 perc, 37 °C) torténd centrifugalasaval. A PRP

2/3-at részét leszivtuk, ezt kovetden a trombocitakat centrifugalassal iilepitettiik (37
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°C, 1400 g, 20 perc), majd haromszor mostuk mosopufferben (140 mM NacCl, 2,5 mM
KCI, 0,2 mM MgCl;, 10 mM NaHCOg3, 0,5 mM NaH,PQO4, 1 mg/ml gliikéz, 10 mM 4-
(2-hidroxietil)-piperazinetan-szulfonsav (HEPES); pH: 7,4). A mosott trombocitakat
1%-0s Triton X-100-al és szonikalassal (3 x 10 masodperc) lizaltuk. A lizatumot
centrifugaltuk (37 °C, 1400 g, 15 perc) €s a feliiliszobol mértiik az FXIII aktivitast.

A plazma ¢és trombocita mintak FXIII aktivitasat az intézetiinkben kifejlesztett
ammonia felszabadulast mér6 teszttel hataroztuk meg [67]. Ehhez a Rea-chrom FXIII,
ill. Technochrom® FXIII reagens készlet néven a Reanal-ker (Budapest,
Magyarorszag) és a Technoclone (Bécs, Ausztria) cégek altal forgalmazott kiteket
hasznaltuk. A kitek tartalmazzék a meghatarozashoz sziikséges reagenseket (aktivator,
NADPH, inhibitor,

tartalmazza. A mintak FXIII aktivitas méréseihez az aktivald és a detektdld oldatok

detektalo, stabilizator), melyek Osszetételét a 3. tablazat
1:1 aranyt keverékét hasznaltuk 1/20-ad térfogat stabilizator oldat hozzaadasaval. A
plazmaban végbemend FXIIla hatastol fiiggetlen ammoénia képzddéssel jard
folyamatok miatt némi abszorbancia csokkenés alakulhat ki, mely a valos FXIII
aktivitashoz képest néhany szézaléknyi eltérést eredményezhet. Ennek korrigdldsara
negativ kontrollként a kit részét képezé vak reagens oldattal késziilt minta vakot
hasznaltuk. Elkészitésekor a stabilizald oldatot inhibitor oldatra cseréltiik és az igy
kapott értékeket kivontuk a mintak értékeib6l. A vak reagensben 1évé jodacetamid
(1A), mint az aktiv centrumban SH csoporttal rendelkez6 enzimek altalanosan hasznalt

irreverzibilis gatloszere, megsziinteti az FXIIla enzimaktivitasat.

3. tablazat. Az FXIII aktivitasanak spektrofotometrias meghatdarozdsdra daltalunk is

hasznalt in vitro diagnosztikai reagens készlet oldatainak ésszetétele.

Aktivator oldat (3 mL-re) Detektalo oldat (3 mL-re)
Hepes puffer 115 mmol/L Hepes puffer 23,1 mmol/L
Trombin 46,2 kU/L Glicin-etilészter 11,6 mmol/L
Fibrin inhibitor tetrapeptid |4,6 mmol/L a-ketoglutarat 16,2 mmol/L
Polibrén 11,5 mg/L PI(1-12) peptid szubsztrat |10,1 mmol/L
Ditiotreitol 0,26 mmol/L ADP 1,4 mmol/L
CaCl, 25 mmol/L GIDH 50 kU/L
NADPH 1,61 mmol/L
NADPH oldat Stabilizator oldat
NADPH 1,61 mmol/L Na-azid 5,8 g/L
Inhibitor oldat
2-jodacetamid 23,2 mmol/L
Na-azid 5,8 g/lL
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A modszer alapja, hogy a plazméaban 1évé FXIII-at trombinnal és kéalciummal
aktivaljuk. Ekozben a trombin hatasara torténd fibrin kivalast egy fibrin polimerizaciot
gatlo tetrapeptiddel akadalyozzuk meg. A keletkezett FXIlla az ap-plazmin inhibitor
N-terminalis  szekvencidjanak megfeleld dodekapeptid (o-PI1(1-12)) kettes
¢s ammoniat szabadit fel. Utobbi mennyiségét a glutamat dehidrogenaz (GIDH) altal
katalizalt, redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfattd (NADP™) torténd atalakuldsaval jaré indikator reakcidoban
fotometriasan mérjik. A NADPH fogyasanak sebessége, azaz 340 nm-en mért
abszorbancidjanak 5-10 perc kozott bekdvetkezd csokkenése aranyos az FXIII

aktivitassal (4. dbra).

FXIII aktivalasa:
trombin + Ca®*

FXIIl ——— FXllla
Transzglutaminaz reakcio:

FXIlla
Gly-O-ET + peptid szubsztrat——— peptid szubsztrat-Gly-O-ET + NH,~

Indikator reakcio:
GIDH

NH,” + o — ketoglutarat+ NADPH —— Glutamat + H,O + NADP~

4. abra. Az Xlll-as faktor aktivitisinak meghatdrozdsdra dltalunk is haszndlt
médszer elve. Az FXIII trombin és Ca®* hatdsdra aktivalédik. Az FXIla dltal
katalizalt transzglutamindz reakcié soran NHjy' keletkezik. Utobbi a GIDH dltal
katalizalt reakcioban a-ketoglutarattal lép reakcioba. A reakcio soran a NADPH
NADP*-vé alakul. A NADPH 340 nm-en erdsen abszorbedl, mig a NADP* nem, gy a

340 nm-en mért abszorbancia csokkenés az FXIlla aktivitast tiikrozi.

Az FXIII aktivitds meghatarozéasat a Modular EVO P800 (Hitachi, Roche, Basel,
Svajc) analizatorral végeztiik. A késziilék az 1 percre esé atlagos abszorbancia
csokkenést (AA/min) automatikusan kiszdmitja. Ezt kdvetden a kalibracids plazma %-
os értékére és a hozza tartozd AA/min-re vonatkoztatva megadtuk a FXIII aktivitast. A
rekcid elsé 5 percében (lag fazis) torténik az FXIII aktivalodasa és a mintaban 1évo

endogén ammonia felhasznalodasa. Amennyiben az FXIII aktivitas 5% alatt volt, a
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nagyobb pontossag és reprodukalhatosag elérése érdekében a minta mennyiségét és a
mérési tartomany idejét megduplaztuk [18]. Kalibratorként az Egészségiigyi
Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) 1st International Standard Factor
XI1I Plasma, Human (National Institute for Biological Standards and Control, Potters
Bar, Egyesiilt Kiralysag) kalibratorat hasznaltuk.

Montreali kollaboraciés partnereink az FXIII aktivitis mérésére a Berichrom®
FXIII tesztet (Siemens, Marburg, Németorszag) alkalmaztak, mely a Kkinetikus
ammonia felszabadulds mérésének masik, kereskedelmi forgalomban elérhetd
modositott valtozata [68]. Ez abban kiilonbozik a fent leirt modszertél, hogy
oligopeptid szubsztratként egy a B-kazeinben 1évé FXIlla szubsztrat glutamin koriili
szekvencidjdhoz hasonld dekapeptidet és az indikator reakcidban redukalt
nikotinamid-adenin-dinukleotidot (NADH) alkalmaz. Emellett ez a reagens készlet
nem tartalmazza a IA jelenlétében végzett plazma vak meghatarozashoz sziikséges

inhibitor reagenst, amelyet igy a felhasznaloknak kellett elkésziteni [69].

3.3. FXIII antigén meghatarozasok

Az FXIII-A;B;, az FXIII-A, a total és a szabad FXIII-B antigén szintek mérése
ELISA technikaval tortént. A plazma FXIII-A;B; antigén meghatarozast egy, az
intézetlinkben korabban kifejlesztett egylépéses ELISA moddszerrel végeztik. A
sztreptavidinnel fedett mikrolemezeken 0,5 mol/L NaCl-ot, 0,05% Tween 20-at és 5
g/L szarvasmarha szérumalbumint (BSA) tartalmazo 0,15 mol/L (pH: 7,2) foszfat
pufferrel higitott plazma mintakhoz (70 pL), biotinalt FXIII-B ellenes elfogé (70 uL)
¢és torma-peroxidazzal (HRPO) jelzett FXIII-A ellenes detektald (70 uL) monoklonalis
antitesteket adtunk. A keveréket 1 6ran keresztiil inkubaltuk, majd mosast kovetéen (3
x 300 uL foszfat puffer) tetrametilbenzidint (TMB, 200 uL, 0,1 mg/L) és 0,006%-0s
H,0,-t tartalmaz6 foszfat puffert (0,05 mol/L, pH: 5) adtunk a mikrolemez valytiba.
30 perc mulva a reakciot HoSOs-el (2 mol/L, 50 pL) allitottuk le és a kialakult
abszorbanciat 450 nm-en iIEMS Reader MF microplate késziiléken (Labsystem,
Budapest, Magyarorszag) mértiik [70]. Az FXIII-A antigén szint mérésekor ugyancsak
sztreptavidinnel fedett mikrolemezt, biotinalt elfogd és HRPO jelzett detektald
monoklonalis antitesteket hasznaltunk, de itt az antitestek két kiilonbozé FXIII-A
epitoppal reagaltak [71]. A total FXIII-B antigén meghatarozas az elébbiekhez

hasonldéan megy végbe azzal a kiilonbséggel, hogy mindkét monoklondlis antitest
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FXII1-B ellenes. A két FXIII-B ellenes antitest kiilonb6z6 epitopok ellen iranyult és a
szabad, ill. komplexben 1évé FXIII-B-hez egyforman kotoédott. A plazmaban 1évo
szabad FXIII-B alegység meghatarozasara a total FXIII-B mérésénél alkalmazott
biotinalt, elfogd antitestet olyan monoklonalis antitestre cseréltiik, amely kizarolag
csak a szabad FXIII-B-hez kotédik, a komplexben 1évével nem reagal. Kalibratorként
az FXIII komplex és az A alegység esetében ugyanazt a WHO kalibratort hasznaltuk
mint az FXIII aktivitdas mérésnél. A total FXIII-B méréséhez kalibratorként 40
egészséges egyéntdl gyijtott plazma keverékét, szabad FXIII-B meghatarozashoz

pedig ismert koncentracioju tisztitott FXIII-B alegységet hasznaltunk.

3.4. FXIII aktivalodast/aktivitast gatlo hatas er6sségének

meghatarozasa

Az FXIIl aktivalodast/aktivitast gatldé immunglobulinok mennyiségének
meghatarozasa két modszert hasznaltunk:
1/ Az alvadasi faktor ellenes gatlotestek hagyomanyosan hasznalt Bethesda modszer
Nijmegen féle modositasanak FXIlI-ra valo alkalmazasat [22, 62].
2/ A maximalis gatlo hatas felének eléréséhez sziikséges IgG koncentracido (ICsp)

meghatarozasat.

1/ Az inhibitor erdsségének meghatarozasa Bethesda Nijmegen médszerrel.

A Bethesda-Nijmegen eljaras soran a beteg plazma tobb kiilonb6z6 higitasat egy
ismert FXIII aktivitasi 0,1 M imidazollal pufferelt (pH: 7,4) kontroll plazmahoz
keverjiik 1:1 aranyban (1-es cs6). A kontroll cs6ben (2-es cs6) a beteg plazma helyett
az adott faktorra deficiens plazmat hasznilunk. A keverékeket 37 °C-on, két oran
keresztiil inkubaljuk, majd meghatarozzuk az FXIII aktivitast. Amennyiben a beteg
plazma FXIII aktivitasa nem 0, akkor erre korrigalni kell. Ezt kdvetéen a kapott
értékekbdl kiszamoljuk a rezidualis aktivitast az alabbi képlet alapjan:

Rezidudlis FXIII aktivitas = (FXI aktivitds 1-es cs6/FXIII aktivitds 2-es ¢sé) x 100
Az eredményt a 5. abran 1évo grafikonrdl olvassuk le és Bethesda egységekben (BU)
fejezziik ki. 1 Bethesda egységnek 50%-os rezidualis faktor aktivitas felel meg. A BU

kiszamitdsdhoz azt a plazma higitast hasznaljuk, mely esetében a rezidudlis aktvitas
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25-75% kozott van. A grafikonrdl leolvasott eredményt a higitas fokaval szorozzuk (5.

abra).
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Rezidualis FXIII aktivitas (%)
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Bethesda egység

5. abra. Grafikon a Bethesda egység kiszamitasara a rezidualis FXIII

aktivitasbol.

2/ Az inhibitor erdsségének mérése |Csy meghatdrozassal.

Az 1Cs5p meghatdrozashoz kontrollként egészséges egyénektdl szdrmazo normal
1gG-t, pufferként 50 mM HEPES-t és 100 mM NaCl-ot tartalmazo6 oldatot (pH: 7,4),
valamint a betegek plazmajabol nyert IgG-t hasznaltuk. A tisztitott FXI-AzB,-t (1. és
2. beteg esetében: 4,2 ug/mL, 3. beteg esetében: 8,3 pug/mL) inkubaltuk a betegekbdl
preparalt, ill. normal IgG kiilonb6z6 koncentracidival 60 percig, 37 °C-on, ezt
kovetéen trombinnal (20 U/mL) és CaCl,-vel (10 mM) aktivaltuk az FXIlI-at, majd
lemértiik a transzglutaminaz aktivitast a Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,
Mannedorf, Svajc) fotométer segitségével. Az abszorbanciakat 10 percen keresztiil
detektaltuk, 20 masodpercenként. A mérés 6. percétdl kezdve kiszdmoltuk az 1 percre
esO abszorbancia valtozasokat (AA/min), és ezen értékekbdl meghataroztuk az FXIII
aktivitast. A kapott FXIII aktivitas értékeket %-os formaban adtuk meg gy, hogy a
normal IgG jelenlétében mért aktivitas értéket tekintettiik 100%-nak. Az I1Csg értékét a
www.ic50.tk szoftver segitségével szamitottuk ki. Ez a modszer az inhibitornak az

FXIII aktivalasra és az FXIIla aktivitasra kifejtett kombinalt hatdsat méri.

22


http://www.ic50.tk/

3.5. FXIII aktivalodast/aktivitast gatlo hatas osztalyozasa

1/ A betegek 19G-jének a hatisa az FXIII trombinnal térténd proteolitikus

aktivaciojara

A Dbetegek 1gG-jének az aktivacidos peptid trombin altal torténd lehasitasara
kifejtett hatasat Western blotting modszerrel vizsgaltuk. Az FXIIl-at (1. beteg
esetében: 4,16 pug/mL, 2. és 3. beteg esetében: 14,3 pg/mL) normal és beteg 1gG-vel
(1. beteg: 2,9 mg/mL, 2. beteg: 400 pug/mL, 3. beteg: 1 mg/mL) 37 °C-on 1 o6ran
keresztiil inkubaltuk. (A betegek esetében az inhibitor erésségének a mérése alapjan
maximalis gatld hatast biztosité IgG koncentraciokat valasztottunk.) Ezutan trombin
(1. beteg: 20 U/mL, 2. beteg: 2,5 U/mL, 3. beteg: 5 U/mL) és CaCl, (10 mM)
hozzaadassa utan a 2,5., 5., 10., 15. és 20. percben mintakat vettiink ki, melyekhez
egyenld térfogati kétszeres toménységii natrium-dodecil-szulfatot (SDS) tartalmazo
mintapuffert (20% glicerin, 4% SDS, 125 mM Tris-puffer; pH: 6,8) adtunk. A
mintakat 2% B-merkaptoetanollal (MEA) redukaltuk. A kiilonb6zé idokben kivett
mintakbol 40 ng-nyi FXIII-A;Bp-t SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS
PAGE) 7,5%-0s gélben futtattuk, majd a gélbdl a fehérjéket polivinilidén fluorid
(PVDF) membranra elektroblottoltuk. Az aspecifikus kotddések elkeriilése érdekében
az immunreakcio kivitelezése el6tt a membrant 3%-0s zselatin oldattal blokkoltuk. A
detektalashoz birka anti-human FXIII-A (Affinity Biologicals, Ancaster, Kanada)
antitestet és a Vectastain cég ABC kit-jét (Vector Laboratories, Burlingame,
Kalifornia, USA) hasznaltuk fel. Ennek alapja, hogy a bekotodott FXIII-A ellenes
antitestet biotinalt birka 19gG ellenes nytlban termelt antitesttel jeloltiik, melyhez
avidin-biotinalt peroxidaz komplex kapcsolodott. A kotédott peroxidaz el6hivasa
diamino-benzidin (DAB) kromogén szubsztrattal és H,O,-vel tortént, a képzodott
barna csapadék a reakcidt tovabb erdsitd CoCl, jelenlétében sziirke szinii lett. A
trombin altal hasitott, SDS gélben gyorsabban vandorlé hasitott FXI-A (FXIII-A’) és
a nem hasitott FXIII-A aranyanak kvantitativ meghatarozasa denzitométerrel (GS-800

Calibrated Imaging Densitometer, Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA) tortént.
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2/ A betegek 19G-jének kombindlt hatdsa a trombinnal hasitott FXIII Ca** indukdlta

aktivaciojara és az aktiv FXIII-ra

E kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a beteg IgG-je a Ca®* indukalta FXIII
aktivaciot és/vagy az FXllla-t gatolja-e. A méréseket a Tecan Infinite M200
késziilékkel végeztiik. A kisérlet soran alkalmazott detektald oldatot ezen mérésekhez
annyiban modositottuk, hogy a CaCl,-t a detektalo oldat tartalmazta ¢s a NADPH
feloldasa is abban tortént.

50 mM HEPES-t és 100 mM NaCl-ot tartalmaz6 pufferben 4,2 ng/mL FXIII-
A;B,—16l az aktivacios peptidet 10 percen keresztiil 37 °C-on trombinnal (20 U/mL)
proteolitikusan lehasitottuk (Ca** nem volt a rendszerben). Ezutan a trunkalt (FXIII-
A’-t tartalmazo6) FXIll-at beteg, illetve normal IgG-vel (1. beteg: 2,92 mg/mL, 2.
beteg: 0,4 mg/mL, 3. beteg: 1 mg/mL) 1 6ran at inkubaltuk. Ezt kdvetéen 20 mM
CaCl,-t is tartalmazd detektald oldat hozzaadasa utdn mértik a transzglutaminaz
aktivitast (a CaCl, végkoncentracidja 10 mM volt). A mérések negativ kontrolljait 1
mM joadacetamid jelenlétében mértiik. Ez a kisérleti elrendez6édés a beteg
szervezetében képz6dott antitestnek az FXIII1-B Ca?*-indukalta levalasara, az FXIII-
A’-nak az aktiv enzim kialakuldsahoz sziikséges Ca®*-indukélta konformécio
valtozasra, illetve az aktivalt FXIII aktivitasara kifejtett kombinalt hatasat mutatja. A
beteg 1gG-jével torténd eldinkubacié utan mért FXIII aktivitast a normal IgG-vel

torténd eldinkubacio utdn mért FXIII aktivitas %-aban fejeztiik ki.

3/ A betegek 1gG-jének hatisa a trombinnal és Ca**-mal aktivalt FXIII (FXIlla)

aktivitasara

Az eldzbekben targyalt két, egymast nem kizar6é lehetOséget a kovetkezd
kisérletben vizsgaltuk tovabb. Ennek keretében az FXIII (4,2 ug/mL) komplexet
trombinnal (20 U/mL) és CaCl,-vel (10 mM) 10 percig 37 °C-on elbaktivaltuk, majd
ezt kovetden az eldbbiek szerint a beteg IgG-jével, ill. normal IgG-vel egy oran at
inkubaltuk ¢és lemértik az FXIlla aktivitast. Az aktivald és detektalo oldatok
Osszetétele annyiban modosult, hogy ebben az esetben az aktivalo oldat tartalmazta a
sziikséges CaCl,-t és a NADPH feloldasa CaCl,-t mar nem tartalmazé detektald
oldatban tortént. A beteg 1gG-jével torténd eldinkubacio utan mért FXIII aktivitast itt
is a normal IgG-vel torténd eldinkubacio utan mért FXIII aktivitas %-aban fejeztiik ki.
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3.6. Kotodési vizsgalatok

A harmadik beteg kapcsan tajékozodo vizsgalatként a beteg plazmajabol ELISA
technikdval mért antitest titer meghatarozast Kanadaban végezték. rEXII1-mal fedett
lemezre a beteg plazma kiilonb6z6 higitasait vitték fel. Az el6hivashoz inkubaciot
kovetden peroxidazzal jelzett kecske anti-human IgG-t (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) hasznaltak. A kezdeti plazmahigitas 1:50 aranyu volt és a titer
definialasanal a tovabbi higitasokat ehhez viszonyitva hataroztadk meg (példaul a 2-es
titer 100-szoros higitasnak felelt meg).

Laboratoriumunkban a betegek plazmaibol preparalt IgG-k és az FXIII
kolcsonhatasanak vizsgalatat feliileti plazmon rezonancia mérésével végeztik el. A
feliileti plazmonok egy fém feliiletén a vezetési elektronok egylittes mozgasahoz
kapcsolodo elektronsiiriiség  hullamok, melyek fény (elektromagneses sugarzas)
hatasara, megfeleld koriilmények kozott rezgésbe hozhatok, vagyis gerjeszthetok [72].
Kisérleteinkhez Biacore X (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag) és
Biacore 3000 (GE Healthcare, Little Chalfton, UK) feliileti plazmon rezonanciat mér6
késziilékeket hasznaltunk. Az el6bbi egy félautomata rendszer, mely manualis
injektalast igényel és a késziilékben hasznalatos szenzor chipet két részre, cellara
képes osztani. Az utobbi ezzel szemben automata injektalast tesz lehetové és egy
chipen négy cella kialakitdsara alkalmas. A szenzor chipek vékony aranyréteggel
bevont iiveglemezek. Az SPR technika kifejezetten alkalmas kiilonbozd
biomolekularis kolcsonhatasok jellemzésére [73]. Eldnyei kozé tartozik, hogy valds
idében hatarozhatd meg a biomolekularis kolcsonhatasok kinetik4ja, a molekuldk
kotddése jelolés nélkiil is nyomon kovethetd, és akar gyenge kolcsénhatasok
elemzését is lehetdve teszi.

A késziilékekben egy 760 nm hullamhosszi fényt emittald didda polarizalt
fénnyel vilagitja meg a chip feliiletét, ezzel gerjesztve az aranyrétegben a feliileti
plazmonokat. A fényt egy félhenger alaku prizma fokuszélja a szenzor chip feliiletére,
mely folott a késziilék egyedi pumparendszere segitségével folyadékaramlast hoz 1étre.
Az affinitasi reakcid egyik komponensét a szenzor chip feliiletére immobilizaljuk, ezt
nevezzilk ligandnak. A masik komponenst pedig atdramoltatjuk a szenzor chip
feliiletén, ezt nevezziik analitnak. A celldk kiilon-kiilon (single channel médban) és
egyiittesen (multi channel modban) is hasznalhatok. Igy lehetévé valik ugyanannak az

analit oldatnak egyszerre legalabb két kiilonboz6 ligandot tartalmazo feliileten torténd
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analizise. A mérés soran a chipet az egyik oldalrol a teljes visszaverddés szogén beliil,
széles beesO szoOgtartomanyban lézerfénnyel vilagitjuk meg, amely az iiveg felsd
hataran teljes visszaverddést szenved. Ennek soran az elektromagneses hullam
kismértékben, fokozatosan csokkend intenzitassal behatol a taloldalon 1évé kozegbe,
mely a fémrétegre ¢és a felette 1évo keskeny rétegre korlatozodik. A beesé fény egy
bizonyos szog mellett kdlcsonhatasba 1ép az aranyrétegben 1évo feliileti plazmonokkal,
igy 1étrejon a feliileti plazmon rezonancia. Ekkor az adott beesési szoghoz tartozo fény
elnyelddik, intenzitasa csokken. A visszavert sugar egy detektorra vetddik (6. abra). A
csokkent intenzitassal visszavert fénynek a chip feliiletével bezart szoge az
ugynevezett SPR szog. Ez a szog fligg a chip feliiletének az allapotatdl az oda kotddott
anyag mennyiségétol, mely megvaltoztatja a lokalis torésmutatot. Ha kialakul a kotés
a ligand ¢és az analit k6zo6tt, megvaltoznak a feliileti koriilmények, beleértve a lokalis
torésmutatot, amely hatassal van a plazmon hulldmok rezonancia feltételeire, igy a
kotddés soran a rezonancidhoz tartozd szog eltolddik, valtozik az SPR szog. Ezt
érzékeli a késziilék és a kolcsonhatas mértékét kifejezd rezonancia jellé (resonance

unit; RU) alakitja, ami aranyos a feliilethez k6t6dott anyag mennyiségével [74-76].

Analit
Aramlasi cella l
(W) | ey = Ligand
. TY Y y

Szenzor chip < Arany réteg
Visszavert

— fény

Beesd, polarizalt Prizma m

fény Csokkent

P intenzitasu
fény
/
Fényforras Detektor

6. abra. Az SPR alapu késziilék miikodési elve. A késziilek az SPR szog valtozast
detektdlja, melynek értéke fiigg a feliileti plazmon rezonancia meértékétol. Az abra a

[77] szam alatt idézett kozlemény egyik abrajanak modositott valtozata.
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A legtobb fehérje esetében 1 RU ndvekedést a jelben koriilbeliil 1 pg/mm2
feliileti koncentracié valtozas hoz létre [78]. Az RU értékei szenzorgram formajaban
jelennek meg az id6 fiiggvényében, melyen 6t fazist kiilonitiink el. 1. Alapvonal:
kezdetben nincs valtozas a jelben, ekkor még, csak a puffer aramoltatasa torténik. 2.
Asszociacios fazis: az analit az immobilizalt ligandhoz kotédik, az RU érték
fokozatosan novekszik. Utobbi mindaddig tart, mig a kdlcsonhatas el nem ér egy
egyensulyi allapotot, mikor a feliileten mar nem képes tobb analit bekotddni az adott
koncentraciondl. 3. Egyensulyi fazis: az analit kotddésének ¢és a komplex
fazis: az injektalas befejeztével ismét puffer aramlik a feliilet felett, és a kdlcsonhatd
partnerek az interakcid erdsségétdl fliggden disszocidlnak, az RU érték csokken. 5.
Regeneradlds: A feliilleten maradt, le nem disszocialt analit molekulakat regeneralés
soran tavolitjuk el. EKkor a regenerald oldat hatasara az 6sszes analit disszocial, a jel

visszatér az alapvonal szintjéhez [78, 79] (7. abra).
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7. dbra. Egy jellegzetes szenzorgram képe. Az dbra a [78] szam alatt idézett

kozlemény eqyik abrdjanak modositott viltozata.

Méréseinkhez karboximetilalt dextran matrixt hordoz6 chipeket (CM5: GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag vagy CMD: XantTec, Diisseldorf,

Németorszag, a két chip kozott nincs kiilonbség) hasznaltunk. A chipek felszine a
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késziilék tipusatol fiiggéen tobb cellara oszthatd, melyekre kiilonboz6 ligandok
kotheték fel. A ligandok immobilizalasa a dextran matrixhoz aminocsoportokon
keresztiil kovalensen tortént az ,,amine coupling protocol” szerint. Az 1-etil-3-(-
dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) és N-hidroxiszukcinimid (NHS) 1:1 aranyu
keverékével torténd felszinaktivalas utdn 1étrejovo reaktiv szukcinimid észterek
spontan reagalnak a ligand aminocsoportjaival (8. abra). A szabadon maradt aktiv
észtereket etanolaminnal blokkoljuk [80]. Eredményeink kiértékelése a Biacore
Evaluation szoftverrel (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag)
tortént, melynek sordn gorbét illesztettiink a szenzorgram asszocidcios és disszociacios
szakaszaira. Az illesztett gorbék segitségével megkaptuk a vizsgalt kdlcsonhatas
kinetikajat és meghataroztuk: a reakciora jellemz6 asszociacios sebességi allandot (K,),
disszociacios sebességi allandot (Kg), egyenstlyi asszociacios allandot (Ka) és
egyensulyi disszociacios allandot (Kp) [79]. Bar a modszer egyetlen koncentraciobol
is lehetévé teszi ezen paraméterek leirasat, a nagyobb pontossag érdekében tobb
kiilonb6zé koncentraciot (5 vagy 6) alkalmazva végeztik a méréseket. A kapott
allandok atlagat véve jellemeztiik a vizsgalt molekuldk kozti interakciot. Az SPR
mérésekhez és az analit oldatok higitasahoz hasznalt altalanos futtato puffer; 10 mM
HEPES-t, 150 mM NaCl-t, 3 mM EDTA-t és 0,005v/v% surfactanst (pH: 7,4)
tartalmazott. Elkészitéséhez HPLC tisztasagh vizet hasznaltunk, majd az elkésziilt
oldatot 0,22 pum poérusu sziirén sziirtikk at, ezt kovetéen pedig 10 perc ultrahangos
kezeléssel buborék mentesitettiikk. A nem specifikus jelek kisziirése érdekében minden
mérésnél kontroll cellat alkalmaztunk, melyre olyan ligandot immobilizaltunk, amihez
nem kotodik a vizsgalt analit. Ez BSA volt az els6 két betegminta vizsgalata soran, a
harmadik betegminta analizisekor normal IgG-t hasznaltunk kontroll ligandként. A
kontroll cellakon kapott RU értékeket a BIAEvaluation szoftver segitségével kivonjuk
a méré celldkon kapott RU értékekbdl. Minden méréssorozatot legalabb kétszer
végeztiink el. Tobb kisérleti elrendezésben is dolgoztunk, vizsgaltuk az antitestek
kotodését az FXI-AyB,-hez, a rEXIII-As-hez és a plazmabdl tisztitott FXI1-B-hez is.
Kisérleteink soran 10 pl/perc aramlasi sebességet alkalmaztunk. A regeneralasi
Iépésekhez a gyartd altal ajanlott oldatok koziil, a 0,8 M-os MgCl, bizonyult a
leghatasosabbnak, igy ezt alkalmaztuk.
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8. dbra. A szenzor chip aktivilasinak, a ligand felkitésének, a ligand-analit
kapcsoloddasanak sematikus képe. A felszin aktivalasa EDC:NHS keverékével torténik,
felkotjiik a ligandot, majd dramoltatiuk az analitot tartalmazo mintaoldatot. Az dbra

[81] szdm alatt idézett kozlemény két abrajanak modositott valtozata.
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3.7. Molekularis genetikai analizis

Az elsé beteg esetében a kanadai laboratériumban nem tudtdk kimutatni a
genetikai hibat. A beérkezett, -80 °C-on tarolt DNS mintdkbol elvégeztik a F13A1l
teljes génjének fluoreszcens direkt szekvanalasat, majd ezt kovetden a beteg sziileitdl
szarmaz6 DNS mintakbol célzott génszekvenalas tortént. A kodolo régidk és az exon-
intron hatarok felsokszorositisa a GeneAmp2700 tipusit PCR késziilék (Applied
Biosystems, Foster City, USA) segitségével valosult meg. Az alkalmazott primerek

megegyeznek a FACTOR XIII Registry Database oldalon taldlhatd referencia
szekvenciaban jelolt oligonukleotidokkal (4. tablazat).

4. tablazat. Az amplifikdaciohoz hasznalt oligonukleotid primerek.

Forward Reverse

El | 5-TACTCCCAGCAACTGGTTGC-3’ 5-CTGGCTCATAGGGTGCAGG-3’

E2 5’-CATGCCTTTTCTGTTGTCTTC-3’ 5-CTGGACCCAGAGTGGTGG-3’

E3 | 5-GATTATTTTCTTCAACCCTTG-3’ 5-TCTACAATGCAACCCATGG-3’

E4 5’-AATGGCTTGTGAAATCAACC-3’ 5’-GAAAACTAAATGTCTGCCTC-3’

E5 5’-GTTTGGTAATAGTCACTATG-3’ 5-CAATAACAAATTTTAAGTGGC-3’

E6 | 5’-GCTTGCAGAGTGAACACTAG-3’ 5’-GCAAATGACAGGTGTAACAG-3’

E7 5’-CCTTCTCACTTCTCACGGAC-3’ 5’-AATGTCTTAGAGTGAAGTTTCC-3’

E8 | 5’-GCTGGTGATGTGTTTAGCTG-3’ 5’-CATCAGCCAATGCCATTGTC-3’
E9 | 5’-ATTACAGGCATGAGCCACTG-3’ 5’-TCAGCAATGAAGCAAGTTCC-3’
E10 | 5-TGGACAGAATTGGAGATGAC-3’ 5-AAACAGCACTTTCCTCCAGC-3’
E1l | 5>-ATGATGGCTAATGCTCTCC-3’ 5-GAACTCATCTCTGAGTGAC-3’
El12 | 5>-TTGCCTGTCATTATCTCTGG-3’ 5-GACAGCGAGTCTCACAAAG-3’
E13 | 5>-AAGTCTTGATGCCAGGCCTG-3’ 5-TCTGTTCCAGGATGAGACGC-3’
El4 | 5>-GCTGCTAATGACCTGCATTC-3’ 5-ACAGCTCTGCACTGCCTG-3’
E15 | 5’>-GATCTTCCGAACCTCTCCTC-3’ 5’-ATGCCAGGGTTCATCTCAGC-3’
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A polimeraz lancreakcidhoz (PCR) sziikséges Osszetevok a kovetkezdek voltak
(50 uL végtérfogathoz): 5 pmol forward és reverse primer (TIB MOLBIOL, Berlin,
Németorszag), 100 ng genomialis DNS templat, 0,25 mM didezoxi-nukleotid (ANTP)
mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA), 25 U/mL GoTaq Hot Start
polimeraz (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA), 2 mM MgCl, (Life
Technologies, Kalifornia, USA) és 10 uL PCR puffer (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA). A PCR reakcio elsé fazisaban (denaturacid) a magas
homérséklet hatasara a bazisokat Osszetartd hidrogénkotések felszakadnak, a DNS
kéttds hélix szétvalik. Az igy kialakult DNS szalak templatként szolgalnak a
specifikus primerek bekotédéséshez, (forward és reverse) hibridizaciojahoz (annealing
vagy kapcsolodasi fazis), majd a DNS polimeraz kozremiikodésével megkezdddik az
1j DNS lanc szintézise (polimerizacio).

A polimeraz lancreakcidé protokolljat az 5. tablazatban foglaltuk Ossze. A
kapcsolodasi fazis a 4-es és 13-as exonok esetén 57 °C-on, a 9-es és 15-6s exonok
esetén 61 °C-on, a tobbi exon esetén 55 °C-on ment végbe. A mintakat 95 °C-on 10
percig denaturaltuk, ezutan ciklusonként a kdvetkezd fazisok valtjak egymast: 1 perces
denaturdci6 (95 °C), 1 perces kapcsolodasi fazis, majd egy szintén 1 perces
polimerizacios fazis 72 °C-on [82]. Végil egy 7 perces 72 °C-on végbemend

polimerizacidval zarul a folyamat, ezutan a késziilék 4 °C-on tarolja a mintakat.

5. tablazat. A szekvenalo reakcio protokollja.

Deneturacio 40 ciklus Polimerizacio
Hoémérséklet (°C) 95 95 55 vagy 57 vagy 61 72 72
1d6 (perc) 10 1 1 1 7

A mintakat a megfelelo homérsékleten, a megfeleld ideig kezelve sikeriilt

felsokszorositani a DNS templatot.

A PCR termékek ellenérzése GelRed-et (Izinta Kereskedelmi Kft, Budapest,
Magyarorszag) tartalmazod, 3%-os agar6z gélelektroforézissel tortént. A PCR termékek
tisztitdsdhoz és a direkt szekvenalashoz a Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit-
jét (Applied Biosystem, Foster City, USA) és ABI PRISM 3130 DNA szekvenatort
(Applied Biosystem, Foster City, USA) alkalmaztuk. A szekvenalashoz hasznalt
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primerek megegyeztek az amplifikalasnal hasznalt primerekkel. A szekvenalt
termékek kapillaris elektroforézise és fluoreszcens detektalasa az Avant Genetic
Analyzer késziilékkel tortént (Applied Biosystem, Foster City, USA), az
elektroferogrammok értékeléséhez a Sequencing Analysis 5.3.1 szoftvert hasznaltuk.

A nukleotidok és aminosavak szamozéasa a hagyomanyos szamozas szerint végeztik.
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4. Eredmények
4.1. Elsé beteg

4.1.1. Esetleiras

Az elsé beteg egy sulyos, oroklott FXIII hianyban szenvedd fiatal nd volt.
Betegségét 1994 marciusaban diagnosztizaltak Kanadaban, ekkor minddssze harom
éves volt. A korlefolyassal kapcsolatos adatokat kollaboréacios partneriink Prof. Dr.
Georges E. Rivard (Centre Hospitalier Universitaire Sainte-Justine, Montréal, Kanada)
szolgaltatta, a beteg allapotardl egy korabbi publikacioban rovid emlitést is tettek [83].
Anamnézisben zizddasok, kis sebekbdl szarmazo elhtizodd vérzések szerepeltek. A
diagnozis felallitasakor a plazmaban 1évé FXIII aktivitas rendkiviil alacsony, 0,01
IU/mL (1%) alatt volt. A plazma FXIII-A; antigén értékét <0,07 TU/mL-nek (<7%)
mérték. Sziilei unokatestvérek voltak. Az anya FXIII aktivitasa 0,54 IU/mL, az apéaé
0,77 TU/mL volt. A beteg a rendszeres profilaxis kezdete eldtt egy kisebb haematoma
kezelésére kapott plazma eredetii FXIII koncetratumot (Fibrogammin®, CSL Behring,
Ottawa, Kanada). Mivel a sziilok aggodtak a plazma eredetli koncentratum
biztonsagossagat illetden ezt kdovetden az apa €és az apai nagymama vallaltdk a plazma
donor szerepét a rendszeres profilaxishoz. 1994 jiniusa és 1995 juliusa kozotti
id6szakban a megeldzésként adott havi egy plazma transzfuzio elegendd volt a
hosszabb vérzésmentes id6szakok eléréséhez. A 15 mL/kg sziiléi plazma transzfuzio
utan a beteg FXIII aktivitasa 0,26 IU/mL-re emelkedett. Sajnos 1995 juliusara a
rendszeres profilaxis ellenére spontdn haematomak megjelenésérdl szamoltak be,
melyek az ekkor mar alkalmazott Fibrogammin® (40 1U/kg) hatasara sem szivodtak
fel. A plazma FXIII koncentracié a Fibrogammin beadasa utan egy nappal késébb mar
csak 0,025 TU/mL volt, ami felvetette az alloantitest képzddés lehetdségét. A beteg
anti-FXIII aktivitasa 6,6 BU volt, ekkor a profilaktikus kezelést leallitottak. Az
els6dleges cél az inhibitor eradikacioja lett, amit elészor intravénas immunoglobulin
adasaval kiséreltek meg. A beteg egy honapos eltéréssel két alkalommal 4 napon 4t 0,5
mg/kg/nap immunglobulint kapott. A masodik IVIG infuzié utan az antitest titer 0,76
BU-ra csokkent. Az immuntolerancia ezt kovetden 1 évig allt fenn. A betegnél 1996
januarjaban egy fejsériilést kovetden intracranialis vérzés alakult ki, innent6l kezdve a

terapiat dexamethasone ¢€s Fibrogammin® (90 IU/kg) alkotta. Ezt kdvetden a faktor

33



VIII inhibitor eliminalasara kidolgozott Malmo-protokoll alapjan [84] kisérelték meg
az immuntolerancia indukciot, ami magas dozist FXIII, ciklofoszfamid és IVIG
addsdnak a kombindciojat jelentette. Ettdl kezdve egy éven at a beteg 33 IU/kg
Fibrogammint kapott 7-10 naponként. FXIII aktivitas, a Fibrogammin beadasa elétt és
utan 0,1 TU/mL ill. 0,45 TU/mL koril volt. Egy év mulva azonban mar csokkent
biologiai valaszt kaptak. Ezt ijabb Malmo-protokoll kdvette. A beteg klinikailag jo
allapotban volt, de fokozatosan, egyre magasabb dozisu Fibrogammin adaséara (60
IU/kg, kétszer egy héten, 3 évig, majd 100 IU/kg kétszer egy héten, 4 honapig) volt
sziikség. 2000-ben Ujabb immuntolerancia indukcios kezelést végeztek, melynek soran
az elébbi protokollt immunabszorpcidéval, plazmaferezissel és prednizonnal
egészitették ki, de immuntolerancia nem alakult ki. A betegnek az igen magas dozisu
FXIII potlas (napi 30 IU/kg) ellenére kezdetben szdmos spontdn vérzése volt, melyek
gyakorisaga idével csokkent, de ezen peridodus alatt Bethesda-Nijmegen moédszerrel és
ELISA-val is igazolhatéan jelen volt a gatlotest. 2006-ban beiitotte a fejét, ekkor
azonnali 200 [U/kg Fibrogammin kezelést kapott, amit dexamethasonnal kiegészitve 6
oranként, tovabbi két alkalommal megismételtek. Az agyi CT tobbszords
intracerebralis vérzést mutatott. A balesetet kdvetden a beteg komaba esett, majd 24
ora mulva életét vesztette. Tekintettel arra, hogy a beteg molekuldris genetikai
diagnosztikdja és antitesjének karakterizalasa életében nem tortént meg, de
mélyfagyasztott plazma és DNS mintak rendelkezésre alltak, a kanadai partner felkért
benniinket tudomanyos kollaboraci6 keretében e vizsgalatok retrospektiv elvégzésére,

amit 2013-ban kezdtiikk meg.

4.1.2. FXIII meghatdrozdsok és molekuldris genetikai vizsgdlat

Az elso beteg esetében, a kanadai laboratorium altal rendelkezésiinkre bocsatott
plazmamintakbol végzett FXIII aktivitas mérés eredményei egybehangoztak a
korabban Kanaddban kapott eredményekkel. Az FXIII aktivitds (<0,01 IU/mL), az
FXI-A,B; antigén és az FXIII-A antigén szintek (mindketté <0,001 IU/mL)
detektalasi hatar alattiak voltak. Az FXIII-B antigén szintet 0,46 1U/mL-nek mértiik,
ami mérsékelt csokkenést (referencia tartomany: 0,64-1,35 IU/mL) jelent.

A molekularis genetikai analizis a 2-es exonban egy nonsense mutacid jelenlétét
tarta fel. Egy citozin—timin csere tortént a 127. nukleotid pozicidban, mely a
fehérjében korai STOP kodont eredményezett (p.GIn4d2STOP; 9. abra). A proband
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esetében a teljes F13A1 gén, mig sziilei esetében célzottan csak a 2-es exon
fluoreszcens direkt szekvenalasat végeztik el. A kimutatott homozigéta koroki
mutacio egy rendkiviil rovid, funkciojat ellatni képtelen peptid szintézisét
eredményezi, ami feltehetéen gyorsan lebomlik. A sziilokben ugyanez a mutacid
heterozigota formaban fordult el6. Emellett a proband esetében még harom koradbban
ismert polimorfizmus is kimutathato volt, homozigota formaban: ¢.103G>T
(p.Val34Leu), c.1704A>G, (p.Glu567Glu), ¢.1954G>C (p.Glu651GlIn).

9. abra. Az elsé6 beteg genetikai eltérésének (c.127C>T, p.GIn42X)

elektroferogramja.

4.1.3. Az alloantitest kétodése a XIlI-as faktorhoz és alegységeihez

Az els6 beteg plazmdjabol preparalt IgG-vel elvégzett SPR méréseknél elsdként
rEXI-Az-t (10. abra), majd FXII-A;B,-t, végiil FXIII-B,-t hasznaltuk ligandként,
analitként pedig az izolalt 1gG-t kiilonb6z6 koncentracidkban (15,625 nM, 31,25 nM,
62,5 nM, 93,75 nM, 125 nM és 156,25 nM). Kontrollként a ligand helyett BSA-t
alkalmaztunk. FEllendriztiik, hogy az egészséges egyénekbdl preparalt IgG nem
kotédik sem az FXIII komplexhez, sem pedig annak alegységeihez. A Kp érték
rekombinéans FXIII-A, esetén 8,24 x 10" M™-nek, a Kp 1,44 x 10°® M-nak adodott, ami

er6s kotddést jelent. Az asszocidcios €s disszociacios sebességi allandok értékei:
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ka=4,82 x 10* M?*s? és k4=5,68 x 10 s™. Nagysagrendileg szinte teljesen azonos
eredmények sziilettek komplex FXIII ligandként torténd alkalmazasaval is; Ka=1,05 X
10° MY, Kp=1,31 x 10° M, k,=8,17 x 10° M™s™, k4=9,07 x 10®° s™. A hasonl6
eredmények €és annak fényében, hogy a B alegység esetében nem sikeriilt kotodést
kimutatnunk a beteg 1gG-jéhez, elmondhatjuk, hogy az alloantitestek az FXIII-A-hoz
kotodtek és komplex forma esetében is az A alegységen keresztiil tortént a
kapcsolodas.

Mivel az IgG preparalds soran total IgG-t nyertiink és ezen kisérletekben az
antitestet, mint analitot hasznaltuk, amelynél nem ismert a specifikus FXIII-A ellenes
antitest ardnya. gy a kapott Ka érték valamivel alacsonyabb lehet a valos értéknél. A
késdbbiekben izolalt IgG-t alkalmaztuk ligandként és FXIlI-at analitként.
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10. dabra. Az dsszesitett SPR szenzorgram demonstrdlja a beteg IgG-jének kotddését
a rFEXI-Ax-hez. Ligand: rFXIl-A;,  Analit:  beteg 19G-je  kiilonbozé

koncentraciokban.
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4.1.4. Az alloantitest FXIII-at gatlé kapacitasanak meghatdrozdsa

Az inhibitor titer Bethesda-Nijmegen modszerrel torténé meghatarozasa a
kanadai laboratériumban tortént. A gatld kapacitas egzakt mérésére a farmakoldgiaban
hasznalt 50%-os gatld6 hatast eredményez6 inhibitor kontentracio  (ICsp)
meghatarozasat hasznaltuk. ISmereteink szerint ezt az eljarast mi vezettiik be el6szor
alvadasi faktor ellenes inhibitor mennyiségi meghatarozasara. A félhatasos gatlo
koncentracié 340 pg/mL-nek bizonyult és 2 mg/mL-es IgG koncentracio felett mar
csaknem teljes gatlas volt tapasztalhaté (11. abra). Egészséges egyénektol szarmazo

gyijtott plazmabol preparalt IgG nem volt hatassal az FXIII aktivitasra.
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11. dbra. A 1. beteg plazmdjabol prepardlt IgG-nek az FXIII aktivacidjara és az

FXIlIla aktivitasdra Kifejtett kombindalt gatlé hatdsanak kvantitativ értékelése.

4.1.5. Az alloantitest klasszifikdcidja

Az el6bbi kisérleti elrendezddés informal a gatlo hatas erésségérdl, azonban nem
tesz kiilonbséget akozott, hogy a beteg 1gG-jével mért gatlas a mar aktivalt FXII1 vagy
az aktivacio kiilonbozo 1épései gatlasanak, esetleg mindkettdnek tulajdonithato. A
tovabbiakban olyan kisérleteket végeztiink, melyekben modunkban allt az alloantitest
hatésat szeparaltan vizsgalni.

A pFXIII aktivaciojanak elsé 1épése az aktivacios peptid trombin altal torténd
lehasitasa. Az els6 beteg 1gG-jének erre az aktivalodasi 1épésre kifejtett hatasat
Western blotting technikaval elemeztiik, melynek eredménye a 12. dbran lathato. A

blotton az elsd két pozicioban 1évé standardok, a nem aktivalt 83 kDa
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molekulatomegti FXIII-A (Std) és a trombin altal hasitott, 79 kDa-nyi formajanak
(Std’) megfeleld savok lathatok. Normal IgG jelenlétében az FXIII trombin altal
torténd hasitdsa mar 2,5 perc alatt teljesen végbement (12. abra). Ezzel szemben a
beteg 1gG jelenlétében az AP-FXIII lehasitasa nem ment végbe maradéktalanul, ezt
jelzik az aktivalt és nem aktivalt FXIII-A-nak megfelel6 dupla savok. Az id6
elérehaladtaval ugyan csokkent a nem hasitott FXI11-A-nak megfeleld sav inenzitésa,
de még a 10. percben is jelentds mennyiségben volt kimutathato. A beteg 1gG-je tehat
gatolta az aktivacios peptid lehasitasat. A Western blotton végzett kvantitativ
denzitometrids elemzés azt mutatta, hogy az alloantitest jelenlétében 5 perc mulva az

FXII1-A 31%-a intakt maradt (6. tablazat).

Mr (kDa) Beteg IgG-je Normal IgG
974 > J I l
p— —— &« FXII-A
L € pxma
662 > e std St 25 5 10 25 5 10

A trombin aktivacié ota eltelt idé (perc)

12. dbra. Az alloantitest gdtlo hatasa az FXI11-A trombin dltal térténd hasitisdara. A
trombin hatasat normal IgG és a beteg plazmajabol preparadlt 1gG jelenlétében
egyarant vizsgaltuk. A Western blotton jol lathato, hogy az alloantitest akaddlyozta a
hasitott FXI-A kialakulasat. Minden alkalommal 40 ng FXIlI-at vittiink fel a gélre.
Std: FXHI-A, Std’: FX11-4".

A kovetkezOkben az alloantitestnek az FXI1I Ca?*-indukalta kombinalt hatasokra
¢s az FXIIla aktivitasara Kifejtett hatasat vizsgaltuk. E kisérletek soran az FXIII-A
aktivacids peptidjét ekdzetesen trombinnal lehasitottuk. Az igy keletkezett csonkolt
FXI11 komplexet (FXI11-A’;B,) inkubaltuk a beteg IgG-jével, valamint normal IgG-vel
és Ca®* hozzéadasa utan mértiik az enzim transzglutamindz aktivitasat. Ily moédon
lehetdségiink nyilt egyiitt vizsgalni, hogy az alloantitest gatolja-e az FXIII aktivacid
Ca®" indukalta 1épéseit (a B alegységek disszociacidja és az FXIII-A’ dimer
enzimatikusan aktiv konformdaciéva torténd atalakuldsa), valamint az aktiv FXIII
aktivitasat. Az egészséges Onkéntesektdl szdrmazd normadl IgG még a legmagasabb
koncentracioban sem mutatott gatld hatast, igy az antitestek pontosabb karakterizalasat

célzd6 FXIII méréseknél megfeleld kontrollnak bizonyult. A beteg szervezetében
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képzo6dott alloantitest a normal IgG-vel kapott értékhez képest igen jelentdsen, 9%-ra

csokkentette a mért FXIII aktivitast (13. abra, 6. tablazat).
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13. dbra. Az alloantitest kombindlt hatdisa a trombin altal proteolitikusan hasitott
FXIUI aktivalasdara és az FXIIla aktivitisdara. Az abrdan a folytonos vonallal jelzett
gorbe a normdl 19G-vel mért FXIII aktivitas spektrofotometrias monitorozdsdat mutatja
340 nm-en. A szaggatott vonallal jelolt gorbe pedig az alloantitest jelenlétében kapott
eredmeényt szemlélteti. Az FXIII aktivitas mérésének intervalluma a fiiggoleges

pontozott vonalak, 300-600 mdsodperc kozott volt.

Az utolsé kisérletsorozatban kivancsiak voltunk az antitestek aktivalt FXIII
aktivitasara kifejtett hatdsara. Az alloantitest jelenléte a trombinnal és Ca?*-mal

teljesen aktivalt FXIII transzglutaminaz aktivitasat 57%-kal csokkentette (14. abra, 6.

tablazat).
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14. dabra. Az alloantitest hatisa a teljesen aktivalt FXIII transzglutamiaz
aktivitisara. Az dbrdan a folytonos vonallal jelzett gorbe a normal 19G-vel mért
értékeket mutatja, a szaggatott vonallal jelolt gorbe pedig az antitesttel kapott
eredményeket szemlélteti. Az FXIII aktivitas mérésének intervalluma a fiiggoleges

pontozott vonalak, 300-600 mdsodperc kozott volt.

6. tablazat. Az 1. beteg plazmdjabol preparalt 1gG hatdsa az FXIII aktivdcidjdra és
az FXllla aktivitasdara

Gatlas
mértéke
Trombin hasitds gatlasa 31%
A Ca”™ indukalta aktivalas és FXIIla aktivitas
o 91%
kombinalt gitlasa
A trombin és Ca“" altal aktivalt FXIII (FXIIla) gatlasa 57%
FXIII aktivacio és FXIIla aktivitds kombinalt gatlasa 99%
A tablazatban feltiintetett értékek telitett IgG koncentracional mért gatlas mértéket
jelentik.
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4.2. Masodik beteg

4.2.1. Esetleirds és diagndzis

A masodik beteg egy 75 éves férfi volt, aki 2014 oktoberében kertilt felvételre
izomkozti vérzésekkel a Debreceni Egyetem Belgyodgyaszati Intézetébe. A betegnek
korabban semmilyen vérzéses tiinete nem volt. A rutin hemosztazis sziirétesztek, mint
a PI, APTI, TI, valamint a PFA-100 zarodasi id6k és ap-plazmin inhibitor aktivitas
értekei mind referencia intervallumban maradtak. Az FVIII aktivitas (196%), a von
Willebrand faktor risztocetin kofaktor aktivitds (232%) ¢és antigén szint (221%)
emelkedettek voltak. A beteg plazméjaban IgM-tipust antifoszfolipid antitestet is
kimutattak. A negativ szlirOtesztek és a korabbi vérzéses anamnézis hianya, felvetették
az FXIII hiany szerzett formajanak lehetdségét, igy a kivizsgalas ebben az iranyban
folytatodott.

Valoban, az FXIII aktivitas kezdetben 2%-nak adodott, az id6 eldrehaladtaval
folyamatosan alacsony, de mérheté maradt, 1-4% kozott valtozott. Ezzel szemben az
FXI-A;B; és FXIII-A; antigén szintje mérhetetleniil alacsony (<0.1%) volt. Ez az
eltérés azt sugallta, hogy az autoantitest jelenléte a plazmaban interferdl a két antigén
meghatarozasi modszerével, mivel mindkettdnél anti-FXI1I-A monoklonalis antitestet
hasznaltunk. Ezt Gigy magyarazhatjuk, hogy a betegben 1év0 autoantitest kotddik az
FXII-A-hoz és lefedi a detektalo antitestként hasznalt monoklonalis antitest epitopjat,
igy akkor is ha az antigén jelen van nem mutathat6 ki. Ezt a hipotézist bizonyitotta,
hogy Western blottinggal a beteg plazmajaban a kontrollhoz hasonld mennyiségii
FXI-A-t mutattunk ki (15. abra). Ez az eredmény arra hivja fel a figyelmet, hogy
FXIII ellenes autoantitestek jelenlétében az FXI-AzB,, ill. FXIII alegységek mérése
nem megbizhaté és Western blotting technikaval kell kiegésziteni a diagnosztikai

eljarasokat.
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Normal plazma

Beteg plazmaja

Sud 100x 32x 16x

Kiilonb6z6 plazma higitasok

15. dabra. Az FXI-A kimutatisa normadl, illetve a 2. beteg plazmdjdabol Western
blotting technikdval. A plazma mintik kiilonbozé higitasait azonos térfogatu 2-
szeresen koncentralt SDS mintapufferrel kezeltiik, majd SDS PAGE-val és Western
blottinggal analizdltuk. A PVDF membrdnra atvitt fehérjék immundetektaldasa FXII1-A
ellenes birka 1gG-vel tortént. Az immunreakciot biotind/t birka IgG ellenes antitesttel

és avidin biotindlt peroxidaz komplex-el tettiik lathatova. Std: rEXII-A,.

A beteg plazmajaban az FXIII-B antigén szintje 30% Vvolt. A trombocitak
lizatumaban meghatarozott FXIII aktivitasa (117%), és az FXIII-A antigén szintje
(128%) normal volt. A neutralizdld autoantitest jelenléte keveréses vizsgalattal
igazolodott, az inhibitor titer 63,2 BU wvolt. A kezelés soran szteroidok ¢és
ciklofoszfamid (200 mg intravénasan 5 napig, majd 100 mg oralisan 10 napig),
valamint rituximab (hetente 700 mg, 4 hétig) kombinalt adasaval kisérelték meg az
autoantitest eltavolitasat. Ezenfeliil a beteg friss fagyasztott plazmat, NovoSevent,
illetve tranexdmsavat kapott. Egy honap utdn a férfit tlinetmentesen otthonaba
bocsatottak, azonban az ekkor mért FXIII aktivitas 3% és az antitest titer 23 BU volt.
Két héttel késébb a beteg sulyos retroperitonealis vérzés okozta shock-kal
(hemoglobin: 48 g/L) visszakeriilt a debreceni klinikara. A kezeléorvosok minden
igyekezete ellenére (NovoSeven ¢és tranexamsav, ill. folyamatos transzfuzié adasa

mellett) a beteg 2014 decemberében elhaldlozott.
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4.2.2. SPR mérések, kotodési allandok meghatdrozdsa

Az SPR technikdval torténd kotddési vizsgalatokban analitként rFXIIT-Ap-t,
FXII-A,B,-t és FXIII-B,-t hasznaltunk a 16. abran lathatd koncentraciokban.
Ligandként a beteg plazmajabol preparalt IgG szolgalt. rFXIII-A, esetében a
kovetkezd kinetikai paramétereket mértilk: Ka=1,96 x 10° M'l, Kp=6,72 X 1010 M,
ks=5,77 x 10° M's™, k4=3,93 x 10 s, FXIII-A;B; esctében a mérési eredmények
hasonléak voltak (Ka=7,00 x 10° M, Kp=1,04 x 10 M, k,;=4,56 x 10° M s, ky=1,07
x 10 S'l). Ennek alapjan elmondhatjuk, hogy az autoantitest nagy affinitassal kot6édott
mind a rekombinans, mind pedig a komplex FXIll-hoz és az FXIII-B jelenléte a
komplexben nem befolyasolta a kotddés erdsségét. FXIII-B-t hasznalva analitként nem

kaptunk kotodést.
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16. dbra. Az SPR szenzorgramok demonstraljak a rEXII1-A, kitddését a beteg 19G-
jéhez. Ligand: a beteg 1gG-je, Analit: rEXII-A,.
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4.2.3. Az autoantitest FXIII-at gdtlé kapacitasanak meghatdrozdsa

A 15. abran bemutatott Western blotting kisérlet eredménye mar azt sugallta,
hogy az autoantitest az FXIII kitiriilését a keringésb6l szignifikansan nem gyorsitja,
igy inkabb neutralizalo tipusba sorolhato. A 17. abrén jol lathato az FXIII aktivacio €s
az FXIIla aktivitds kombinalt gatlasanak IgG koncentracio fiiggése. Az ICsg értéke 50
ug/mL volt és koriilbeliil 100 pg/mL-es IgG koncentracional mar teljes gatlas volt

tapasztalhatd, ami lényegesen alacsonyabb a normal IgG szintnél (6,9-14,0 g/L).
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17. dabra. A 2. beteg plazmdjabol prepardlt IgG FXIII aktivdcidjdra és aktivitisdara

kifejtett kombinadlt gdatlo hatdasanak kvantitativ értékelése. |Csy meghatarozas.

4.2.4. Az autoantitest klasszifikdcidja

Az IgG hatasanak tovabbi elemzése a modszerekben és az 1. betegnél leirtak
szerint tortént. A masodik betegnél az IgG hatasa a plazma FXIII aktivaciojanak elsd
1épésére, vagyis a trombin altal torténd hasitasra mar sokkal kevésbé érvényesiilt, mint
az els beteg esetében. A 18. abran az aktivacio utan kiilonb6z6 idékben kivett mintak
membran képei lathatéak. Megfigyelheté, hogy a beteg IgG-jének jelenlétében
valamivel ugyan lassabban alakultak ki a hasitott formak, mint a normal IgG

jelenlétében, de az eltérés minimalis.
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18. dbra. Az AP-FXIII lehasitisa trombinnal normadl IgG és a 2. beteg 19G-jének
jelenlétében Western blotting technikaval kéovetve. Az egyes savok 40 ng plazma
FXIl1-nak felelnek meg. Std: standard FXIII.

A kovetkezd Kkisérletben az aktivaciés peptidet Ca** mentes kozegben
trombinnal lehasitottuk, majd beteg, ill. normal 1gG-vel egyiitt inkubéltuk és Ca®*
hozzaadasa utan mértiik a transzglutaminaz aktivitast. A trombinnal proteolitikusan
aktivalt FXIII-nak (FXIII-A’,B;) a vizsgalt antitesttel torténd inkubalasa jelent6sen,

14%-ra csokkentette (86%-os gatlas) az FXIII aktivitast (19. abra).
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19. dabra. Az autoantitest kombindlt hatdisa a trombin dltal proteolitikusan hasitott
FXII aktivalasdara és az FXIIla aktivitisdara. Az abran a folytonos vonallal jelzett
gorbe a normdl 19G-vel mért FXIII aktivitas spektrofotometrids monitorozdsat mutatja
340 nm-en. A szaggatott vonallal jelolt gorbe pedig az autoantitest jelenlétében kapott
eredmeényt szemlélteti. Az FXIII aktivitas mérésének intervalluma a fiiggoleges

pontozott vonalaknak megfelelden, 300-600 mdasodperc kozétt volt.
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Ebbdl azonban nem deriil ki, hogy a hatads az FXIII-A’,B, Ca®" altal indukalt
aktivalasat vagy az aktivalt forma (FXIIla) transzglutaminaz aktivitasat, esetleg
mindkettét gatolja. A lehetdségek kozott a beteg IgG-nek az FXllla-ra kifejtett
hatasanak vizsgalataval tettlink kiilonbséget. A 20. abran ismertetett eredményeink
szerint ebben az esetben a neutralizalo autoantitestek igen jelentésen gatoltak az
FXIlla transzglutamindz aktivitasat. A beteg 1gG-je altal kifejtett gatlas mértéke 85%-

0s volt.
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20. dbra. A normdl IgG-nek és a 2. beteg 19G-jének hatdsa a trombinnal és Ca**-
mal aktivalt FXIII-ra (FXllla-ra). Az dbran a folytonos vonallal jelzett gorbe a
normal 1gG-vel mért értékeket mutatja, a szaggatott vonallal jelélt gorbe pedig az
autoantitesttel kapott eredményeket szemlélteti. Az FXIII aktivitdis mérésének
intervalluma a fiiggéleges pontozott vonalak dltal bezart intervallumban (300-600

masodperc kozott) Volt.
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4.3. Harmadik beteg

4.3.1. Esetleirds és diagndzis

A harmadik beteg egy 82 éves nd volt, aki 2014 aprilisaban keriilt felvételre a
bal szemére korlatoz6do, egyre sulyosbodd lataskieséssel a montreali Centre
Hospitalier Universitarie Saint-Justine Korhazba. Az elvégzett koponya computer
tomografias vizsgalat kiterjedt bal oldali nyakszirti vérzéses stroke jelenlétét mutatta
(21. A abra), ami végiil a bal szemén teljes latasvesztést eredményezett. Nem sokkal
kés6bb nagy Kkiterjedésii bevérzést figyeltek meg a jobb karjan (21. B abra).
Anamnézisében szerepelt néhany mitéti beavatkozas, (térd-, és csipdprotézis, maj
infiltracioval komplikalt adenocarcinoma eltdvolitas) melyek abnormalis vérzés nélkiil
zajlottak le. Felvételkor a rutin laboratoriumi paraméterekben - beleértve a vérképet és
a koagulacios sziirétesztek eredményeit - nem talaltak eltérést. Az alvadék koncentralt
urea oldatban feloldodott, ami felvetette a csokkent FXIII aktivitas és az esetleges
autoantitest képzodés lehetoségét. Korabban Montrealban 16 BU feletti FXIl1-at gatlo
antitest titert mértek. Az antitest elimindldsat célzoé terapia prednizon és
ciklofoszfamid kezeléssel indult, melyet késébb plazmaferezissel, ill. rituximabbal
egészitettek ki. Egy rovid ideig a beteg nagy dozist plazma FXIII koncentratumot is
kapott atmeneti sikerrel (részletesebben lasd a 22. abran). Az FXIII aktivitas a 68.
naptol mar meghaladta a 30%-ot, a beteg tiinetmentes volt és otthonaba tavozott.
Néhany honap mulva azonban adenocarcinomaja kiujult, betdrt az extra- és
intrahepatikus epeutakba, allapota erdsen romlott és feltehetden szeptikus shockban
halélozott el. A beteg kiilonb6z6 idépontokban levett mintait a kanadai kollaboracios

partnertdl a beteg haldla utan kaptuk meg elemzésre.
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21. dabra. Az FXIII deficiencia klinikai kivetkezményei a harmadik betegnél. (A) A
koponya computer tomogrdfias vizsgadlata bal oldali nyakszirti vérzéses stroke-ot

mutatott. (B) 4 beteg jobb karjan kiterjedt hematoma keletkezett.

Kanadéaban a kezelés soran folyamatosan mérték az FXIII aktivitast és ELISA
modszerrel az inhibitor titert. A kezdetben magas autoantitest titer (1:128) prednizon
¢és ciklofoszfamid (1-14. napig, majd csak prednizon tapasz) hatasara a 6. napra
szignifikdnsan csokkent (1:4-1:16 ko6zott). Ezzel parhuzamosan az elsd napon a
detektalasi limit alatt 1évé FXIII aktivitds minimdlisan emelkedett ugyan, de tovabbra
is alacsony szinten ingadozott (1,4%-4,3% kozott). A terapiat id6kozben
plazmaferezissel (9-14. napig) és rituximabbal (12-33. napig, hetente) egészitették ki.
Latvanyos FXIII aktivitas emelkedést észleltek a 15. napon, mikdzben az antitest szint
csokkent. Itt meg kell emliteniink, hogy ez a csokkenés még mindig erds antitest
jelenlétet takar, mivel a titer meghatarozasakor a kezdeti higitas (1:50) viszonylag
nagy méréki volt. Ebben az idészakban kezdték el a potlo terapiat (16-19. napig) 1250
IU humén plazmabol szarmaz6 FXIII koncentratum, Corifact (CSL Behring, King of
Prussia, Pennsylvania, USA) adéasaval, aminek a hatasara az FXIII aktivitas élesen
emelkedett 82%-ig. A szubsztiticié megsziinését kovetden erételjes csokkenés volt
tapasztalhaté annak kovetkeztében, hogy az FXIII féléletideje 2 napra csokkent. A 39.
napon az FXIII 4,6% volt, és a 68., valamint a 106. napon mar elérte a 30% feletti
értékeket (22. abra).
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22. dabra. A kezelés alatt mért anti-FXI11 1gG szint és FXIII aktivitas értékei az idé
elorehaladtaval. Az FXIII aktivitas emelkedése és az inhibitor titer csokkenése a

kezelés hatasossagat jelzi. A grafikon alatt az alkalmazott terdpias eljardsokat
tintettiik fel. Pf. plazmaferezis, C: Corifact.

Az FXIII antigének mérése az elsd naptoél a 39. napi mintdig tortént meg.
Altalanossagban elmondhat6, hogy a harmadik betegnél az FXIII-A,B; antigén szint
értéke tendenciajaban kovette az FXIII aktivitasat, de rendszerint magasabb volt (23.

abra). Ez nagy valosziniiséggel az autoantitest kombinalt hatasabol eredeztethetd.

igy csokkentve az antigén szintet. Ezen feliil az autoantitest géatolhatja az FXIII

aktivalodasat és az FXIlla aktivitast is, ami az antigén szintnél alacsonyabb FXIII

aktivitast eredményez.
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23. abra. A plazmabol mért FXI11-A;B; antigén szint és FXIII aktivitdas értékei az

ido elorehaladtaval.

Az els6 napokban a szabad és total FXIII-B antigén szintek gyakorlatilag
azonosak voltak, koszonhetéen a keringésben alacsony FXIII-A;B, szintnek.
(Egészséges egyéneknél a szabad FXIII-B kortilbeliil 50-60%-a a total FXIII-B-nek.)
A szubsztittcids terapiat kovetden viszont ez megvaltozott, s a két érték eltért, a total
FXII1-B szint jéval megemelkedett a szabadhoz képest. Mivel a késdbbi szakaszban is
jelentds mennyiségli FXIII-A;B; volt jelen a plazmaban a total FXIII-B antigén szint

valamivel magasabb maradt, mint a szabad FXIII-B (24. abra).
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24. dbra. A plazmdaban mért FXIII-A;B,, 0ssz- és szabad FXIII-B antigén szintek
valtozasa az idd elérehaladtaval. Mivel a szabad FXII-B-t nincs értelme a normal %-
aban kifejezni, az dsszehasonlithatosag érdekében az abran az FXI antigének

tomegkoncentracioit tintettiik fel.
4.3.2. Kotodési paraméterek meghatdrozdsa

A 25. abra a harmadik beteg IgG-jével kapott SPR szenzorgramokat mutatja. Az
autoantitest és a rFXIII-A; interakcioja a kovetkez6 paraméterekkel jellemezheto:
ka=1,52 x 10° Ms™, k¢=5,72 x 10™ s, Ka=2,66 x 10° M™, Kp=6,76 x 10° M. A
kotddési konstansok FXII-A,B, esetén: k.=1,41 x 10° Ms™® kg=8,17 x 10 s¥,
Ka=1,65 x 108 M, Kp=1,34 x 10® M. Az el8z6 két beteg 1gG-jéhez hasonloan az
antitest az FXIII-B-hez itt sem mutatott kotddést. Az eredmények tisztan
demonstraljak, hogy a harmadik altalunk vizsgalt autoantitest is nagy affinitassal
kotédik mind a rFXIII-Ay-hez, mind az FXIIIA;B,-hez, a kotédés az A alegységen

keresztiil jon létre és a B alegység jelenléte nem befolyésolja azt.
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25. dabra. Az SPR szenzorgramok demonstrdljak a rFXII-A; és az FXIII-A;B;
kotddését a beteg IgG-jéhez. Ligand mindkér esetben a beteg 1gG-je, az analit (A) a
rEXII-A,, (B) az FXI-A;2B..

4.3.3. Az autoantitest FXIII-at gdtlé kapacitasanak meghatdrozdsa

A harmadik beteg 1gG-je 170 pg/mL-es koncentracioban alkalmazva érte el az
50%-os gatld hatast (26. abra) és 500 pg/mL-es koncentracional mar teljesen legatolta

az FXIII aktivitasat. Az alacsony ICsy érték ez esetben is azt mutatja, hogy a
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plazmaban 1évé autoantitest koncentracidja joval meghaladja az FXIII teljes

gatlasdhoz sziikséges mennyiséget.
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26. abra. A 3. beteg plazmdjabol preparalt IgG FXIII aktivacidjara és aktivitasara

kifejtett kombindlt gatlo hatdasanak kvantitativ értékelése. |Csy meghatarozas.

4.3.4. Az autoantitest klasszifikdcioja

A 3. betegbdl szarmazo IgG-nek az FXIII-A thrombinnal torténd hasitasara
kifejtett hatasat az el6z6 betegek esetében leirt médon Western blotting technikaval
vizsgaltuk. Az elkésziilt blot képen az FXIII-A aktivalt (Mr: 83 kDa) és nem aktivalt
(Mr: 79 kDa) formai jol elkiiloniiltek. A harmadik beteg esetében nem volt kiilonbség
a normal és a beteg IgG-vel kapott savok kozott, azaz az autoantitest nem gatolta az

AP-FXIII trombin altal t6rténd lehasitasat (27. abra).
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27. abra. Az AP-FXIII lehasitiasa trombinnal normdl IgG és a 3. beteg 19G-jének a
jelenlétében Western blotting technikdval kovetve. Az egyes savok 40 ng plazma
FXI1l1-nak felelnek meg. Std: standard FXIII-4, Std’: FXIII-A’.

Az autoantitest az FXIIIA*,B, Ca*" indukalta aktivaciojara és az aktiv FXIII
aktivitasara kifejtett kombinalt hatasat a 28. A abra mutatja. A normal IgG-vel kapott
értéket 100%-nak véve, az FXIII aktivitas 17%-ra csokkent (83%-os gatlas). Végiil
megvizsgaltuk, hogy az autonatitest gatolja-e a trombinnal és kalciummal eldaktivalt
FXIII transzglutaminaz aktivitasat. A beteg IgG-je a normal 1gG-hez viszonyitva 29%-
ra csOkkentette az FXIIla aktivitasat (71%-0s gatlas, 28. B abra).
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28. dbra. A beteg 1gG-jének hatisa az FXI11-A%B, Ca®" indukdlta aktivicidjira és
az FXIlla aktivitasara. (4) a trombinnal hasitott FXIII-at a beteg 19G-jének
jelenlétében Ca**-mal aktivaltuk és mértiik a keletkezett FXIlla aktivitdsat. Az
eredmeény a Ca** indukalta aktivaciora és az FXIlla aktivitasra kifejtett kombinalt
gatlo hatast tiikrozi. (B) az aktivalt FXIII (FXIlla) aktivitasanak gatlasa. Az dbran
feltiintetett értékek telitett I1gG koncentracional fennallo maximalis gatlas mértéket

jelolik.
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7. tablazat. Az dltalunk vizsgalt betegek adatait sszesito tablazat.

Oroklott FXIIN hiany - alloantitest Szerzett FXIII hiany - autoantitest
1. beteg 2. beteg 3. beteg
3 éves koraban diagnosztizaltak a FXIII , R . L
e & - . . . . 82 éves no, bal oldali nyakszirti lebenyben
altalanos adatok hianyt (F13A1 homozigéta mutans: 75 éves férfi, tiinet: intramuszkularis vérzés ¢ © - y o
vérzéses stroke
p.GIn42STOP)
kor abbi anamnézis elhuz6do kotdszoveti vérzések nincs vérzékenységi anamnézis terd ,e s Cjc'l,po prote2|§,_ade’n ogarc[norﬁa
eltavolitas abnormalis vérzés nélkiil
legmagasabb inhibitor titer 6,6 BU 63,2 BU 16 BU
kezdeti FXI11 aktivitas <1% 2% 2%
FXI11-A,B, antigén <0.1% <0.1%* <0.1%
FXI11-A antigén <0.1% <0.1%* <0.1%
FXI111-B antigén 46% 30% 50-60%
- plazma gredetu Pl kc')nf:entratym, szteroidok, ciklofoszfamid, rituximab, FFP, | prednizon, ciklofoszfamid, plazmaferezis,
terapia IVIG, immun tolerancia indukcio, . i L . .
. . NovoSeven, tranexamsav, transzfizio rituximab, corifact (FXIII koncentratum)
immunabszorbcio
ligand FXII-A,B,, rEXINI-A, beteg 1gG-je beteg 1gG-je
analit beteg 19gG-je FXI1I-A,B,, rEXIII-A, FXIII-A,B,, rEXIII-A,
et ; Ka (FXIII-A,) = 8,24 x 10" MY, Ka (FXIII-A;) = 1,96 x 10°M™ Ka (FXIII-A,) = 2,66 x 10°M™,
kotédés allandoék P o P
Ka (FXIII-A;B,) =1,05x 10° M Ka (FXIII-A;B;) =7 x 10° M Ka (FXIII-A;B,) =1,65 x 10° M
felgyor sult clearence igen nem igen
ICs 340 pg/mL 50 pg/mL 170 pg/mL
trombin hasitas 31%-o0s gatlas csekély gatlas nincs hatas
Ca?'-indukalta kombinalt hatas 91%-o0s gatlas 86%-0s gatlas 83%-0s gatlas
FXIlla gatlasa 57%-0s gatlas 85%-0s gatlas 71%-0s gatlas
o kombinalt hatast FXI1I1-A ellenes 1gG | V-6 tiPust neutralizald autoantitest oy hatasiy FXI1I-A ellenes 19G tipust
antitest tipusa L . (FXI11-Aellenes 1gG), elsédleges hatas a .
tipusu alloantitest o autoantitest
FXllla gatlasa
a vérzés megsziint, de az antitest titer magas
kimenet tobbszoros intracerebralis vérzés 1 retroperitonealis vérzés a, F,XI I a'ktIVItaS, alacsony mara_1dt, a betgg
néhany honap mulva adenocarcinoma miatt
elhunyt

* Az ELISA-val mért antigén szintek nem valosak, a betegben lévi anti-FXIII-A antitest interferal az ELISA-ban hasznalt antitesttel. Western

blottinggal normdal FXIII-4 szintet kaptunk. 1 A beteg elvérzett.
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5. Megbeszélés

Intézetiink munkatarsai  Osszegezték az FXIII ellenes antitesteket ¢€s
kovetkezményeit leird originalis kozleményeket [85] a Journal of Thrombosis and
Haemostasis felkérésére. Eddig 48 olyan beteget leird kozlemény jelent meg, melyben a
vérzékenységi tiineteket FXIII ellenes autoantitest okozta. Az FXIII autoantitestekkel
kapcsolatban tovabbi 6t Osszefoglald kozlemény jelent meg [57, 86-89]. A japan
eseteket Osszegzé kozleményen [86] kiviil az esetek tobbsége né volt. A nem japan
esetek kordsszetétele azt mutatta, hogy van egy 40 év alatti dontéen ndkbdl allo
fiatalabb korosztdly ¢és egy 60 ¢év feletti korosztdly. Az el6z6 csoportban az
autoantitestek megjelenése gyakran autoimmun megbetegedésekhez tarsul, mig az
1d6ésebb korosztalyban gyakran idiopatias.

Az Osszefoglaloban analizalt 47 anti-FXIII-A autoantitestet prezentald esetbdl 7
beteg alapbetegsége volt SLE. Ezen kiviil az egyetlen FXIII-B ellenes autoantitest
hatterében is SLE volt. 1 beteg esetében reumas 1azhoz, 1 esetben rheumatoid artritishez
tarsult a FXIII-A ellenes antitest, 1-1 esetben emelkedett reuma faktor szintet, ill. IgM
tipusu antifoszfolipid antitestet detektaltak. 3 esetben feltehetden autoimmun eredetii
hypothyreosisban fordult el FXIII-A ellenes autoantitest. Malignus betegséghez
ritkabban tarsult FXIII-A ellenes antitest. Egy-egy kronikus myelomonocytas
leukémias, non-Hodgkin's lymphomés és adenocarcindmds betegrél szamoltak be.

Ezenkiviil egy betegben diagnosztizaltak MGUS-t.

Az éltalunk analizalt két autoimmun FXIII hianyban szenvedd beteg esetét a 7.
tablazatban 0sszegeztiik. Mindketten az id6s korosztalybol kertiltek ki (75 éves férfi és
82 éves nd) és utdbbi esetben az autoantitest malignus megbetegedéshez tarsult. A férfi
betegnél az emlitett betegcsoportban igen gyakori stlyos izomkozti vérzés dominalta a
klinikai képet, mig az id0s holgy esetében az 6roklott FXIII-A deficienciaban gyakori,
az FXIII-A ellenes autoantitest esetében ritkabban eléfurduld [85] intracranialis vérzés

volt az elsd, de igen stlyos vérzéses tiinet.

A lany gyermek esetében genetikailag is diagnosztizalt 6roklott sulyos FXIII-A
hiany talajan, potlo terdpia hatasara képzddott alloantitest okozta a kordbban hatasos
szubsztitucios kezelés hatastalansagat €s a kovetkezményes, nehezen menedzselhetd
sulyos vérzékenységet, koztilk két intracranialis vérzést. Oroklott FXIII hidnyban
képzodott alloantitestek el6fordulasa, ellentétben pl. a haemophilia A-val, ahol az
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alloantitestek gyakorisaga 30% koriil van [90], szerencsére rendkiviil ritka. Az altalunk
leirt esettel egyiitt 6sszesen 4 ilyen betegrél szamolt be az irodalom [85].

Az FXII hiany altalaban, az autoimmun FXIII hiany ¢s az FXIIIl ellenes
alloantitestek megjelenése pedig kiilondsen aluldiagnosztizalt, sokan az FXIII hianyt a
leginkdbb aluldiagnosztizalt vérzékenységnek tartjak. Az oroklott FXIII hiany
megjelenése az utdbbi években Iényegesen javitott az 6roklott forma diagnosztikédjanak
hatékonysagan. Az FXIII ellenes antitestek diagnosztikajara ugyanez nem mondhaté el.
Hérom esetiink kapcsan kovettiink egy olyan diagnosztikai algoritmust, mely biztositja
szolgadlhat az ezzel kapcsolatos irdnyelvek jovobeni kimunkaldsanal. A
diagnosztikus/klasszifikacids folyamatba eddig e célra nem hasznalt 0j eljarasokat is
bevezettiink. Megerésitettiik, hogy a Nijmegen-Bethesda eljaras alkalmas az FXIII-A
ellenes neutralizald antitestek jellemzésére, jollehet az eredmények biokémiailag
nehezen értelmezhetok. A neutralizald antitestek gatlo kapacitasdnak a meghatarozasara
bevezettiik a farmakologidban jol ismert 1Csp meghatarozast, ami lehetévé teszi annak
becslését, hogy FXIII koncentratummal semlgesitheté-e az antitest. Eseteinkben az
antitestek gatlo kapacitasa messze talhaladta a beadhatd FXIII koncentratum

mennyis¢gét.

ey

A neutralizald6 antitestek  klasszifikdciojanak tovabbi 1épése(i) annak
megallapitasa, hogy az antitest az FXIII aktivacigjara, ill. annak milyen Iépéseire hat,
ill. befolyasolja-e a mar aktivalt FXIIla transzglutaminaz aktivitasat. Erre egy harom
Iépcsés modszert dolgoztunk ki. Elészor Western blotting technikat alkalmazva
megvizsgaltuk, hogy gatolja-e az FXIII-A trombinnal torténd hasitsat, azaz az AP-
FXIII lehasitasat, ami elengedhetetlen a tovabbi aktivacids 1épésekhez. Ezt kdvetden
vizsgaltuk, hogy a trombin hasitds eredményeképpen létrejott FXIII-A’,B, ca?t
indukalta aktivaloddsara milyen hatassal van az antitest. Az utobbi eljaras a Ca?*
kialakulasat ¢és a keletkezett FXIIla aktivitasat egyiittesen teszteli. Végiil az FXllla
transzglutamindz aktivitdsanak gatlasat teszteltiik, ami azt is mutatja, hogy a Ca®" hatés
esetleges gatlasa mennyire koszonheté az FXIlla gatlasanak, ill. mennyire a ca®
indukalta aktivacié gatlasanak. Ezen algoritmus alkalmazasaval a gatld antitestek

osztalyozhatok. A diagnosztizalt FXIII-A ellenes alloantitest tobbszords gatldo hatast
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fejtett ki, egyarant gatolta az FXIII-A trombinnal torténd hasitésat, a Ca®" indukalta
aktivaciot és az FXIIla aktivitdsat. Mivel ugyanakkor felgyorsitotta a beadott FXIII
koncentratum eltiinését a plazmabol, igy kombinalt tipusu antitestként diagnosztizaltuk.
A 2. beteg esetében az autoantitest elsddleges hatasa az FXIIla gatlasa volt, ezért 11-es
tipusu antitest is lehetne. Mivel csekély mértékben, de az FXIII-A trombinnal torténd
hasitasat is gatolta, igy végeredményben a tobbszords gatld hatasnak megfelelé 1V-es
tipusba soroltuk. A gatld hatids a 3. beteg esetében elsddlegesen az FXIlla gatlasat
jelentette, de itt az FXIII eliminacidja is felgyorsult, ezért kombinalt tipusu
autoantitestnek kategorizaltuk.

Az FXIII ellenes antitestek jellemzésének egy fontos adata, hogy melyik FXIII
alegységhez kotodik, ill. hogy milyen a kot6édés affinitasa. E célra eldszor alkalmaztuk
az SPR technikat. Mindharom esetben megallapitottuk, hogy az antitestek nem kotodtek
az FXII-B-hez, mig az FXIII-Az-hoz és az FXIII-A;B,-hoz megkdzelitdleg hasonlod
affinitdst mutattak. Az FXIII-B jelenléte a komplexben tehat nem befolyasolta az
antitest kotodését az FXIII-A-hoz. Az alloantitest esetében még az FXIII-at és nem az
IgG-t hasznaltuk ligandként, ezért itt az altalunk k6zolt cikkben a Kp-t adtuk meg. Az
autoantitestek esetében mar az IgG volt a ligand igy a Ka pontosan meghatarozhato
volt. Ett6l fiiggetleniill megallapithatdo volt, hogy az allo/autoantitestek igen nagy
affinitassal kotédtek az FXIII-A-hoz. Az SPR alkalmazasat egyéb alvadasi faktor
ellenes antitestek jellemzésére is ajanljuk.

Egységes iranyelv hidnyaban a betegek kezlése meglehetdsen eklektikus. Az
FXIII koncentratum csak kevés esetben €s csak atmenetileg hatasos. Abban altaldnos az
egyetértés, hogy az elsOdleges cél az antitest eradikacioja kell legyen. Ez
megkisérelhetd az antitest eliminalasaval, vagy az antitestet termeld sejtek kiirtasaval.
Az ¢elbbbi eljarasok (plazmaferezis, immunabszorpcid, plazmacsere) kevésbé tiinnek
hatékonynak. Az antitest eltinése utan viszonylag gyorsan ujratermelodik. Az
immunszupressziv szerek prednizon, ciklofoszfamid, ciklosporin, rituximab az esetek
egy részében hatasosak. Kiegészit terapiaként IVIG és tranexamsav alkalmazasa is
tortént. A 7. tablazat 6sszegzi a harom betegiink kezelését és a klinikai kimeneteket. Az
alloantitest esetében kanadai kollégaink megkisérelték az immuntolerancia kialakitasat a
Malmo féle protokollt (ciklofoszfamid, IVIG, nagy dézistt FXIII koncentratum) kdvetve
[84]. A harom id6pontban is megkisérelt immuntolerancia atmeneti egy, ill fél éves
javulast hozott, végiil naponta csak 30 1U/kg FXIII koncentratum (ez egyébként 6roklott

FXI-A deficiens betegek esetében havonta egy alkalommal adandé dézis) adasaval
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lehetett a hemosztazist egy ideig elfogadhato szinten tartani. A hdrom beteg prognozisa
egyarant rossz volt. Az alloantitest kdvetkeztében egy kisebb fejsériilés utan subduralis
¢s multiplex intracerebralis hematoma okozta a beteg halalat. A 2. beteg
retroperitonealis hematoma miatt vérzett el. A 3. beteg klinikai javulast mutatott, de az
autoantitest nem tint el és a plazma FXIII szintje igen alacsony maradt. A beteg haléala
elérehaladt adenocarcinoma ¢és szeptikus sokk miatt néhdny hoénappal késébb
kovetkezett be, igy nem lehet tudni, hogy az autoantitest milyen kdvetkezményekkel jart
volna. A harom eset €s az irodalomban kozolt szamos fatdlis kimenettel végzodo
esemény arra utal, hogy sziikséges lenne valamiféle a kezelésre vonatkozd ajanlast
kidolgozni, masrészt 0j terapias megkozelitésekre lenne sziikség. Ugy gondoljuk, hogy
az altalunk bevezetett diagnosztikai eljarasok, az antitestek jellemzése a jobb
diagnosztikai hatékonysag elérése mellett 0 terapias lehetoségeket (pl. az antitestek

epitop specifikus gatlasa) is felvetnek.
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6. Osszefoglalas

A plazma Xlll-as faktora két A ¢és két B alegységbdl felépiilé heterotetramer
protranszglutamindz. A véralvadds utolsd fézisiban aktivalodik trombin és Ca®*
egyiittes hatasara. Az aktivalt FXIII-as faktor egy transzglutaminaz (FXIIla), melynek
fo funkcidja a fibrin lancok keresztkotése és az ao-plazmin inhibitor fibrin lancokhoz
valo kotése, igy stabilizalva a fibrin alvadékot. Az FXIII részt vesz a sebgydgyulasban,
az ¢érujdonképzddésben és a terhesség fenntartdsdban is. Az FXIII hidny oroklott
formaja egy ritka, sulyos vérzékenység, a vérzéses tiinetek FXIII koncentratum
rendszeres adasaval jol megeldzhetok. Az oroklott FXIIT hianyt rendkiviil ritkan
alloantitestek megjelenése sulyosbithatja és igen nehezen kezelhetové teszi. Az FXIII
ellenes autoantitestek az oroklott FXIII hianyhoz hasonléan sulyos, de nehezen
kezelhetd vérzékenységet okoznak. Vizsgalataink célja harom beteg esetében az FXIII
ellenes antitestek jellemzése, a diagnodzis ujszerli megkozelitésének bemutatasa, és a
betegség lefolydsadnak kovetése volt. Meghataroztuk a plazmaban az FXIII aktivitdsokat
az FXIII-A;B;, komplex, FXIII-A, total és szabad FXIII-B antigén koncentraciokat. Az
antitestek és rFXIII-A,, valamint FXI11-A,B, kozotti interakciok kotddési allanddinak
meghatarozasara SPR-en alapul6 technikaval tortént. A betegek plazméajabol eldallitott
1gG-k gatlo kapacitasat az 1Csp értékkel jellemeztiikk. Az antitesteknek az FXIII-A
trombin 4ltali hasitasara kifejtett hatasat Western blottinggal kovettiik nyomon. A Ca®
indukalta FXIII aktivéacidjara €s az aktiv FXIII aktivitasara kifejtett gatlo hatast specialis
FXIII aktivitas tesztekkel értékeltiik. Kimutattuk, hogy vizsgalt antitestek nagy
affinitassal kotodtek a rFXIII-Ay-hez és az FXIII komplexhez. Az alacsony ICsg értékek
azt mutattak, hogy az antitest plazma koncentracioja sokszorosa annak, ami a normal
plazma FXIII aktivitasanak teljes gatlasahoz elegend6 lenne. Az 4altalunk vizsgalt egyik
autoantitest és az alloantitest kombinalt hatasi antitest alcsoportba sorolhato, vagyis
neutralizdld és nem neutralizald hatdssal egyarant rendelkezik. A masik vizsgalt
autoantitestnek 1V-es tipust neutralizalé hatasa volt, azaz elsédlegesen az FXIlla-t
gatolta. A betegek kezelése igen komoly nehézségekbe litkdzott. Még a leginkabb
eredményes eradikédcids terapia is csak atmeneti sikereket eredményezett és az
alloantitest, ill. az egyik autoantitest esetében nem lehetett megakadalyozni a letalis
kimenetli vérzést. Reményeink szerint az éltalunk alkalmazott megkdzelités az FXIII
ellenes antitestek hatékonyabb diagnosztikajat eredményezik és végsé soron jobb

terapias megkozelitéshez vezethetnek.
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7. Summary

Plasma FXIII is a heterotetrameric protransglutaminase consisting of two A and two B
subunits. It is activated in the final stage of blood coagulation by the concerted action of
thrombin and Ca?*. The main function of activated factor XIII, a transglutaminase
(FXIla), is the stabilization of fibrin clot by crosslinking fibrin chains and covalently
attaching ap-plazmin inhibitor to fibrin. FXIII also participates in wound healing, in
angiogenesis and in maintaining pregnancy. The inherited form of FXIII deficiency is a
rare, severe hemorrhagic diathesis. In extremely rare cases inherited FXIII deficiency is
complicated by anti-FXIII alloantibodies that make disease management very difficult.
Similarly to the inherited form, FXIII deficiency caused by autoantibodies against a
FXIII subunit also represent rare, but severe bleeding diathesis, however in this case
patients’ management is more difficult. The aim of our investigations was to introduce
novel approaches into the diagnosis and characterization of anti-FXIII antibodies and to
follow the clinical course of three patients with such antibodies. FXIII activities, the
concentrations of FXIII-A;B, complex, total and free FXIII-B were determined in the
plasma. Binding constants for the interactions of the antibodies with rFXIII-A, and
FXI1I1-A;B; were determined by SPR technique. Inhibitory capacities of 1gG-s were
characterized by ICsg values, i.e. by the concentration exerting 50% inhibition of FXIII
activation/activity. The effect of the antibodies on the truncation of FXIII-A by
thrombin was monitored by Western blotting. The inhibition of Ca** induced FXIII
activation and FXIlla activity was assessed by specially modified FXIII activity assays.
We demonstrated that each antibody bound to rFXI1I1-A; and FXI1I1-A;B; with similarly
high affinity, the presence of FXIII-B did not affect the strength of the binding. The low
ICso values indicated that the plasma concentration of the antibodies is many times over
the value that would be required for the neutralization of FXIII present in normal plama.
One of the autoantibodies and the alloantibody exerted combined (both neutralizing and
non-neutralizing) effect. The primary effect of the other autoantibody was the inhibiton
of FXIlla (type IV neutralizing effect). Management of the patients was extremely
difficult. Only transient results were achieved even with the relatively most successful
eradication therapy and the patient with the alloantibody and a patient with
autoantibody died due to lethal hemmorrhage. We hope that our approach improves the

diagnosis of anti-FXI11 antibodies and leads to novel therapeutic initiatives.
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