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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A XIll-as faktor szerkezete és funkcidja

A véralvadas XllII-as faktora (FXIII) két katalitikus/potencialisan aktiv A
alegységbdl (FXIII-A) és két gatld/stabilizalo B alegységbdl (FXIII-B) felépiil6, 326
kDa molekulatomegii heterotetramer proenzim (FXI1I-A;B,).

A 83 kDa-os FXIII-A-t, négy struktaralis domén alkotja: [-szendvics,
katalitikus kozponti, B-hordd 1 és B-hordd 2 domén. A molekula N terminalis végén
egy 37 aminosavbdl allé aktivacids peptid (AP-FXIII) talalhatd. Dontden csontveld
eredetl sejtek termelik. A plazmaban mennyiségének 99%-a FXI111-B-vel komplexben
talalhat6. Intracellularisan FXIII-A; homodimerként (FXIII-A;, cFXIII) megtalalhatod
vérlemezkékben, monocitakban és makrofagokban.

Az FXI11-B 75 kDa molekulatomegti, hepatocitak altal szintetizalt glikoprotein,
mely 8,5% szénhidratot is tartalmaz. A plazmdban az FXIII-B mennyisége
hozzavetdleg kétszerese az FXIII-A mennyiségének, korilbelil 50%-a szabadon
kering. Meghosszabbitja az A alegység élettartamat azaltal, hogy megakadélyozza,
annak spontan aktivacidjat és feltehetden degradaciodjat is.

Az FXIII a véralvadas utolso fazisiban aktivalodik soran trombin és Ca?*
jelenlétében (FXINI-Ay).

Az FXIII-A szerkezete a transzglutamindzokra jellemzd, kémiailag egy acil-
transzfer reakciot katalizdl. A véralvadasban az FXIIla f6 feladata az Ujonnan
képzddott alvadék. Emellett, a plazmin f6 inhibitorat, az ay-plazmin inhibitort (ap-Pl)

az FXIlIla kovalensen a fibrin a-lancadhoz régziti, megakadalyozva ezzel a trombus

crer

1.2.  FXIIl hidny

Az FXIII hiany 6roklott és szerzett formaja egyarant ismert. E16bbi 6roklédési
tipusa autoszomalis recessziv, atlagos gyakorisaga az eurdpai €és észak amerikai
populacidban 1:2 millibhoz. Egy 2012-ben k6zolt osztalyozas szerint 0,05 IU/mL
alatt beszélhetiink sulyos vérzékenységet okozd FXIII hidnyrol, 0,05 és 0,3 TU/mL
kozott az FXIIT hidny mérsékelt és 0,3 és 0,5 IU/mL kozott enyhe hemorrhdgias



diathesist okoz. Az FXIII hiany egyik els6 és egyben leggyakoribb, az esetek 80%-
anal megjelend tiinete, csecsemoOkorban a koldokcsonknal fellépd, jellegzetesen
késleltetett tipusu vérzés.

Elkiilonitiink FXIII-A és FXIII-B hianyt. Utobbi kevésbé stlyos, ezen betegek
FXIII aktivitasa rendszerint 5-10% koz¢é tehetd, ami enyhe vérzékenységet okoz. Az
FXIII-A hidny I-es tipusaba a kvantitativ defektusok, mig a II-es tipusaba a kvalitativ
defektusok tartoznak Az FXIII-A hiany mutacids adatbazisa (2017 novemberi adat)
Osszesen 69 koroki mutaciot regisztral az FXIII-A génben.

Az FXIII hiany a leginkdbb aluldiagnosztizalt vérzékenység, felismerése
specidlis diagnosztikai jartassagot igényel, mivel a véralvadasi szilir6tesztek nem
jelzik. A sulyos 6roklott FXIII hianyos betegek részére egész €letiikdn at tartd potld
terapia sziikséges. Oroklott FXIII hidny esetén a virus inaktivalt plazma FXIII
koncentratummal, Fibrogammin P-vel (Corifact, CLS Behring, Marburg,
Németorszag), illetve a rekombindns FXIII-A készitménnyel (rFXII-Ay,
Novothirteen, Tretten, Cartidecacog, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dania) torténd
profilaxis ajanlott.

Az FXIII ellenes antitestek kozott megkiilonboztetiink allo- és autoantitesteket.
Az alloantitestek o6roklott FXIII hianyos betegekben a poétlo terapia kapcsan
fejlodhetnek ki. Az autoantitestek kialakulasa gyakran autoimmun vagy malignus
betegségekhez, ill. kronikus gyogyszeres kezelésekhez tarsul, de — kiilondsen 1dds
korban — idiopatidsan is el6fordul. A legtobb esetben IgG tipustak az antitestek,
melyek az FXIII mindkét alegysége ellen termelddhetnek, jollehet az FXIII-A ellenes
antitestek sokkal gyakoribbak.

Egységes iranyelvek hidnyaban a kezelés legtobbszor a kiilonbozo lehetdségek
empirikus alkalmazéaséat jelenti.. A terapia célja foként a vérzés kontrolldlasa, az
antitest mihamarabb torténd eradikacidja. A megkisérelt terapidk kozé tartoznak a
szteroidokkal és ciklofoszfamiddal torténé immunszupresszid, valamint az antitest
eltavolitdsa immunadszorpcidéval. Rituximab (anti-CD20 monoklonélis antitest)
alkalmazasa is hasznos lehet, és idonként intravénas immunglobulin (IVIG) adasat is
megkisérlik.

A nem-neutralizal6 antitest immunkomplexet képez az FXIII-mal és felgyorsitja
annak keringésbdl torténd eliminiciojat. A két hatds kombinaltan is el6fordulhat. A
neutralizalo FX111-A ellenes inhibitorok gatolhatjak a trombin, valamint a Ca®*
aktivalo hatasat (Ia, ill. Ib tipus), a mar aktiv FXIII-at (ll-es tipus), az FXIlla-fibrin



kolcsonhatast (I11-as tipus) vagy dsszetett modon is kifejthetik hatasukat (IV-es tipus).
Az FXIII-B ellenes antitest esetében természetesen csak nem neutralizald hatasrol
lehet sz6. Ezen antitestek a szabad és a komplexben 1évé FXIII-B-hez egyarant
kotddnek, s igy a potencidlisan aktiv FXIII-A alegység eliminacidjat is meggyorsitjak.

A nem-neutralizal6 antitest jelenlétére az FXIII koncentratum beadasat kovetd

farmakokinetikai vizsgalat (megrovidiilt féléletid6 a plazmaban) utal.

2. Célkitiizés

1/ Két FXIII-A ellenes autoantitest okozta szerzett FXIII hiany és egy
alloantitesttel kombinalodott 6roklott FXIII-A hiany kortorténetének leirasa.

2/ A diagnoézishoz vezetd laboratoriumi algoritmus bemutatasa.

3/ Az 50%-os gatlast (ICsp) meghataroz6 modszer adaptalasa az antitest okozta
gatlas erdsségének mérésére.

4/ Az antitestek biokémiai hatasanak felderitése.

5/ A feliileti plazmon rezonancia (surface plazmon resonance; SPR) bevezetése

az antitestek FXIII alegységekhez val6 kotddésének, affinitdsanak meghatarozasara.

2. Anyagok és modszerek

2.1. Fehérje preparalasok

A tisztitott FXIII-AzBp-t és FXIII-B-t egészséges véradoktol gyljtott humén
plazmabodl intézetiinkben Lorand ¢és munkatarsai, ill. Chung és munkatarsai
moédszereivel allitottuk elé. Az éleszté sejtekben eldallitott rTFXII-Ax-t Eva Olsen
doktorndtdl (Novo Nordisk, Mélgv, Déania) kaptuk. Normal, illetve beteg plazmabol
az 1gG-t HiTrap protein G HP oszlop segitségével preparaltuk. A tisztitds soran az
oszlopot un. kotépufferrel (20 mM Na-foszfat puffer; pH: 7,0) mostuk at. Ezutan a
0,22 pm poérusméretli membransziirén atszirt és kotdpufferrel 5-szordsére higitott
szérum mintat atengedtiik az oszlopon (aramlasi sebesség: 0,5 mL/perc). Ezt kdvette
egy mosasi lépés (10-szeres mintatérfogatnyi kdtopufterrel), majd 0,1 M (pH: 2,7)
glicin-HCl-el torténé elualas. A mintakat 50-50 puL 1M TRIS/HCI-t (pH: 9,0)
tartalmazo kémcsovekbe gytljtottiikk 13 cseppenként, ami kozel 0,5 mL végtérfogatot



jelentett. A fehérje koncentracié mérése 280 nm-en fotometridsan tortént. Az egész
folyamatot négyszer ismételtiik meg az IgG teljes kikotddése érdekében. Utolso
1épésként a kipreparalt 1IgG-t egy €jszakan at 4 °C-on fiziologias sot tartalmazo foszfat

pufferben (PBS; pH: 7,2) dializaltuk.

2.2. Az FXIll aktivitas meghatarozasa

A betegektdl szarmazd, 1/10 térfogati 0,109 M Na-citrattal alvadasgatolt
vérmintakbdl centrifugalassal szeparalt (4 °C, 1400 g, 20 perc) plazma mintdkat
felhasznalasig -80 C°-on taroltuk. Az FXIII aktivitds méréseket mosott trombocita
Szuszpenziobdl is elvégeztiik.

A plazma ¢s trombocita mintdk FXIII aktivitdsat az intézetiinkben kifejlesztett
ammonia felszabadulast méré teszttel hataroztuk meg. Ehhez a Rea-chrom FXIII, ill.
Technochrom® FXIII reagens készlet néven a Reanal-ker (Budapest, Magyarorszag)
¢s a Technoclone (Bécs, Ausztria) cégek altal forgalmazott kiteket hasznaltuk. A kitek
tartalmazzdk a meghatdrozdshoz sziikséges reagenseket (aktivator, detektalo,
NADPH, inhibitor, stabilizator.

Az FXIII aktivitds meghatarozasat a Modular EVO P800 (Hitachi, Roche,
Basel, Svajc) analizatorral végeztiik. Kalibratorként az Egészségiigyi Vilagszervezet
(World Health Organization, WHO) 1st International Standard Factor XIIlI Plasma,
Human (National Institute for Biological Standards and Control, Potters Bar, Egyesiilt
Kiralysag) kalibratorat hasznaltuk.

Montreali kollaboracios partnereink az FXIII aktivitis mérésére a Berichrom®

FXI1I tesztet (Siemens, Marburg, Németorszag) alkalmaztak.

2.3. FXIll antigén meghatarozasok

Az FXIII-AzB,, az FXIII-A, a total és a szabad FXIII-B antigén szintek mérése
ELISA technikéaval tortént. A plazma FXIII-A;B; antigén meghatarozast egy, az
intézetlinkben korabban kifejlesztett egylépéses ELISA modszerrel végeztiik. Ehhez
sztreptavidinnel fedett mikrolemezeket, biotinalt FXIII-B ellenes elfogd és torma-
peroxidazzal (HRPO) jelzett FXIII-A ellenes detektaldé monoklonalis antitesteket
hasznaltunk. A kialakult abszorbanciat 450 nm-en IEMS Reader MF microplate



késziiléken (Labsystem, Budapest, Magyarorszag) mértiikk. Az FXIII-A antigén szint
mérésekor ugyancsak sztreptavidinnel fedett mikrolemezt, biotinalt elfogé ¢s HRPO
jelzett detektaldé monoklondlis antitesteket hasznaltunk, de itt az antitestek két
kiilonbozé FXIII-A epitoppal reagaltak. A totdl FXIII-B antigén meghatdrozasnal
mindkét monoklonalis antitest FXIII-B ellenes. A két FXIII-B ellenes antitest
kiilonb6z6 epitopok ellen iranyult és a szabad, ill. komplexben 1évé FXIII-B-hez
egyforman kotédott. A plazmaban 1évo szabad FXIII-B alegység meghatarozasara a
total FXIII-B mérésénél alkalmazott biotinalt, elfogd antitestet olyan monoklonalis
antitestre cseréltiik, amely kizardlag csak a szabad FXIII-B-hez kotodik, a
komplexben 1évével nem reagdl. Kalibratorként az FXIII komplex és az A alegység
esetében ugyanazt a WHO kalibratort hasznaltuk mint az FXIII aktivitds mérésnél. A
total FXIII-B méréséhez kalibratorként 40 egészséges egyéntdl gyljtott plazma

crer

FXI111-B alegységet hasznaltunk.

2.4. FXIlI aktivalédast/aktivitast gatlé hatas er6sségének

meghatarozasa

1/ Az inhibitor erésségének meghatarozasa Bethesda Nijmegen médszerrel.

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

Rezidualis FXIII aktivitas = (FXIII aktivitas 1-es cs6/FXIII aktivitas 2-es ¢s6) x 100

Az eredményt egy grafikonrdl olvassuk le és Bethesda egységekben (BU) fejezziik ki.
1 Bethesda egységnek 50%-0s rezidualis faktor aktivitds felel meg. A BU
kiszamitdsdhoz azt a plazma higitast hasznaljuk, mely esetében a rezidualis aktvitds

25-75% kozott van. A grafikonrdl leolvasott eredményt a higitas fokaval szorozzuk.



2/ Az inhibitor erdsségének mérése |Csy meghatdrozassal.

Az I1Csp meghatarozashoz kontrollként egészséges egyénektdl szarmazd normal
1gG-t, pufferként 50 mM HEPES-t és 100 mM NaCl-ot tartalmazo oldatot (pH: 7,4),
valamint a betegek plazmajabol nyert IgG-t hasznaltuk. A tisztitott FXIII-A,B,-t (1.
és 2. beteg esetében: 4,2 ug/mL, 3. beteg esetében: 8,3 pg/mL) inkubaltuk a
betegekbdl preparalt, ill. normal IgG kiilénb6z6 koncentracioival 60 percig, 37 °C-on,
ezt kovetden trombinnal (20 U/mL) és CaCly-vel (10 mM) aktivaltuk az FXIlI-at,
majd lemértilk a transzglutamindz aktivitast a Tecan Infinite M200 (Tecan Group
Ltd., Mannedorf, Svajc) fotométer segitségével. Az abszorbancidkat 10 percen
keresztiil detektaltuk, 20 masodpercenként. A mérés 6. percétdl kezdve kiszamoltuk
az 1 percre esd abszorbancia valtozdsokat (AA/min), és ezen értékekbol
meghataroztuk az FXIII aktivitast. A kapott FXIII aktivitas értékeket %-os formaban
adtuk meg gy, hogy a normdl IgG jelenlétében mért aktivitas értéket tekintettiik

100%-nak. Az ICs értékét a www.ic50.tk szoftver segitségével szamitottuk ki.

2.5. FXIll aktivalédast/aktivitast gatlé hatas osztalyozasa

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

aktivaciojara

A betegek 1gG-jének az aktivacidos peptid trombin altal torténd lehasitasara
kifejtett hatasat Western blotting modszerrel vizsgaltuk. Az FXIll-at (1. beteg
esetében: 4,16 ug/mL, 2. és 3. beteg esetében: 14,3 pg/mL) normal és beteg 1gG-vel
(1. beteg: 2,9 mg/mL, 2. beteg: 400 pg/mL, 3. beteg: 1 mg/mL) 37 °C-on 1 6ran
keresztiil inkubaltuk. 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) tartalmaz6é mintapuffert (20% glicerin, 4% SDS, 125 mM
Tris-puffer; pH: 6,8) adtunk. A mintakat 2% p-merkaptoetanollal (MEA) redukaltuk.
A kiilonboz6 idokben kivett mintakbol 40 ng-nyi FXII-A;B,-t SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS PAGE) 7,5%-os gélben futtattuk, majd a gélbdl a fehérjéket
polivinilidén fluorid (PVDF) membranra elektroblottoltuk. A detektalashoz birka anti-


http://www.ic50.tk/

human FXIII-A (Affinity Biologicals, Ancaster, Kanada) antitestet ¢s a Vectastain
cég ABC Kkit-jét (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornia, USA) hasznaltuk fel.

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 1gG-je a Ca”®* indukalta FXIII
aktivaciot és/vagy az FXllla-t gatolja-e. A méréseket a Tecan Infinite M200
késziilékkel végeztiik.

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 tartalmazd) FXIII-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 kovetéen 10 mM
CaCl,-t is tartalmazo detektalé oldat hozzaadasa utan mértiik a transzglutaminaz

aktivitast (a CaCl, végkoncentracigja 10 mM volt).

3/ A betegek 19G-jének hatisa a trombinnal és Ca**-mal aktivalt FXII (FXIIa)

aktivitasara

Végiil az FXII (4,2 ug/mL) komplexet trombinnal (20 U/mL) és CaCl,-vel (10
mM) 10 percig 37 °C-on eldaktivaltuk, majd ezt kdvetéen az el6bbiek szerint a beteg

IgG-jével, ill. normal IgG-vel egy 6ran at inkubaltuk és lemértiik az FXIIIa aktivitast.

2.6. Kotodeési vizsgalatok

A harmadik beteg kapcsan tajékozodo vizsgalatként a beteg plazméjabol ELISA
technikaval mért antitest titer meghatarozast Kanadaban végezték. rEXIII-mal fedett
lemezre a beteg plazma kiilonb6zd higitasait vitték fel. Az eldhivashoz inkubéciot
kovetéen 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 hataroztak 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.
Kisérleteinkhez Biacore X (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag) és
Biacore 3000 (GE Healthcare, Little Chalfton, UK) feliileti plazmon rezonanciat méré
késziilekeket hasznaltunk.

Méréseinkhez karboximetilalt dextran matrixt hordozé chipeket (CMS5S: GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag vagy CMD: XantTec, Diisseldorf,
Németorszag, a két chip kozott nincs kiillonbség) hasznaltunk. A ligandok
immobilizalasa a dextran matrixhoz aminocsoportokon keresztiil kovalensen ment
végbe. Eredményeink kiértékelése a Biacore Evaluation szoftverrel (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag) tortént. Az SPR mérésekhez és az analit
oldatok higitdsdhoz hasznalt altalanos futtatdo puffer; 10 mM HEPES-t, 150 mM
NaCl-t, 3 mM EDTA-t és 0,005v/v% surfactanst (pH: 7,4) tartalmazott. A nem
specifikus jelek kiszlirése érdekében minden mérésnél kontroll cellat alkalmaztunk,
melyre olyan ligandot immobilizaltunk, amihez nem kotddik a vizsgalt analit. Ez BSA
volt az elsé két betegminta vizsgalata sordn, a harmadik betegminta analizisekor
normal IgG-t hasznaltunk kontroll ligandként. A kontroll cellakon kapott RU
értekeket a BIAEvaluation szoftver segitségével kivonjuk a mér6 cellakon kapott RU
értékekbol. Vizsgaltuk az antitestek kotddését az FXII-A;B,-hez, a rEXIII-Az-hez és
a plazmabol tisztitott FXIII-B-hez is.

2.7. Molekularis genetikai analizis

Az els6 beteg esetében a kapott DNS mintakbol elvégeztiik a FI3A1 teljes
génjének fluoreszcens direkt szekvanalasat, majd ezt kovetden a beteg sziileitdl
szarmazo DNS mintdkbol célzott génszekvenalas tortént. A kodolo régiodk és az exon-
intron hatdrok felsokszorositdsa a GeneAmp2700 tipusi PCR késziilék (Applied
Biosystems, Foster City, USA) segitségével valosult meg. Az alkalmazott primerek
megegyeznek a FACTOR XIII Registry Database oldalon taldlhaté referencia
szekvenciaban jelolt oligonukleotidokkal.

A PCR termékek ellendrzése GelRed-et (Izinta Kereskedelmi Kft, Budapest,
Magyarorszag) tartalmazo, 3%-os agaroz gélelektroforézissel tortént. A PCR

termékek tisztitdsahoz 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 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 szamozésa a hagyomanyos szamozas szerint tortént.

3. Eredmények

3.1. Elsé beteg

3.1.1. Esetleiras

Az elsé beteg egy sulyos, oroklott FXIII hidnyban szenvedd fiatal nd volt.
Betegségét 1994 marciusédban diagnosztizaltak Kanadéaban, ekkor minddssze harom
éves volt. A korlefolyassal kapcsolatos adatokat kollaborécios partneriink Prof. Dr.
Georges E. Rivard (Centre Hospitalier Universitaire Sainte-Justine, Montréal,
Kanada) szolgéltatta. Anamnézisben z0zodasok, kis sebekbdl szarmazod elhuzodo
vérzések szerepeltek. A diagnozis feldllitasakor a plazmaban 1évé FXIII aktivitas
rendkiviil alacsony, 0,01 IU/mL (1%) alatt volt. A plazma FXIII-A; antigén értékét
<0,07 IU/mL-nek (<7%) mérték. Sziilei unokatestvérek voltak. Az anya FXIII
aktivitasa 0,54 IU/mL, az apa¢ 0,77 IU/mL volt. A beteg a rendszeres profilaxis
kezdete elott egy kisebb haematoma kezelésére kapott plazma eredetti FXIII
koncetratumot (Fibrogammin®, CSL Behring, Ottawa, Kanada). Mivel a sziildk
aggodtak a plazma eredetli koncentratum biztonsagossagat illetden ezt kdvetben az
apa ¢és az apai nagymama vallaltdk a plazma donor szerepét a rendszeres
profilaxishoz. 1994 jiniusa és 1995 juliusa kozotti idészakban a megeldzésként adott
havi egy plazma transzfuzido elegendd volt a hosszabb vérzésmentes iddszakok
eléréséhez. A 15 mL/kg sziiléi plazma transzfuizié utan a beteg FXIII aktivitasa 0,26
IU/mL-re emelkedett. Sajnos 1995 juliusara a rendszeres profilaxis ellenére spontan
haematomak megjelenésérél szamoltak be, melyek az ekkor mar alkalmazott
Fibrogammin® (40 1U/kg) hatasara sem szivodtak fel. A plazma FXIII koncentraci6 a

Fibrogammin beadasa utan egy nappal késdbb mar csak 0,025 IU/mL volt, ami
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felvetette az alloantitest képzddés lehetdségét. A beteg anti-FXIII aktivitasa 6,6 BU
volt, ekkor a profilaktikus kezelést leallitottak. Az elsédleges cél az inhibitor
eradikacioja lett, amit el6szor intravénas immunoglobulin adasaval kiséreltek meg. A
beteg egy honapos eltéréssel két alkalommal 4 napon at 0,5 mg/kg/map
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, innentdl kezdve a
terapiat dexamethasone és Fibrogammin® (90 IU/kg) alkotta. Ezt kdvetéen a faktor
VIII inhibitor eliminalasara kidolgozott Malmdo-protokoll alapjan kisérelték meg az
immuntolerancia indukciot, ami magas dézisa FXIII, ciklofoszfamid és IVIG
adasanak a kombinacigjat jelentette. Ett6l kezdve egy éven at a beteg 33 IU/kg
Fibrogammint kapott 7-10 naponként. FXIII aktivitas, a Fibrogammin beadasa el6tt és
utan 0,1 TU/mL ill. 0,45 IU/mL koriil volt. Egy év mulva azonban mar csokkent
bioldgiai valaszt kaptak. Ezt Gjabb Malmo-protokoll kovette. A beteg klinikailag jo
allapotban volt, de fokozatosan, egyre magasabb dozisu Fibrogammin adasara (60
IU/kg, kétszer egy héten, 3 évig, majd 100 IU/kg kétszer egy héten, 4 honapig) volt
sziikség. 2000-ben ujabb immuntolerancia indukcids kezelést végeztek, melynek
soran az elobbi protokollt immunabszorpcidval, plazmaferezissel €s prednizolonnal
egeészitettek ki, de immuntolerancia nem alakult ki. A betegnek az igen magas dozisu
FXIII potlas (napi 30 IU/kg) ellenére kezdetben szamos spontan vérzése volt, melyek
gyakorisaga idovel csokkent, de ezen periddus alatt Bethesda-Nijmegen modszerrel és
ELISA-val is igazolhatéan jelen volt a gatldtest. 2006-ban beiitotte a fejét, ekkor
azonnali 200 IU/kg Fibrogammin kezelést kapott, amit dexamethasonnal kiegészitve
6 Oranként, tovabbi két alkalommal megismételtek. Az agyi CT tobbszords
intracerebralis vérzést mutatott. A balesetet kdvet6en a beteg komaba esett, majd 24
ora mulva életét vesztette. Tekintettel arra, hogy a beteg molekularis 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 vizsgéalatok retrospektiv elvégzésére,

amit 2013-ban kezdtiik meg.

3.1.2. FXIll meghatdrozdsok és molekuldris genetikai vizsgdlat
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Az elsO beteg esetében, a kanadai laboratorium altal rendelkezésiinkre bocsatott
plazmamintakbol végzett FXIII aktivitds mérés eredményei egybehangoztak a
korabban Kanaddban kapott eredményekkel. Az FXIII aktivitas (<0,01 [U/mL), az
FXII-AzB, antigén ¢és az FXIII-A antigén szintek (mindketté <0,001 IU/mL)
detektalasi hatar alattiak voltak. Az FXIII-B antigén szintet 0,46 IU/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 mutacio jelenlétét
tarta fel. Egy citozin—timin csere tortént a 127. nukleotid pozicidban, mely a
fehérjében korai STOP kodont eredményezett (p.GIn42STOP; 9. abra). A proband
esetében a teljes FI3A1 gén, mig sziilei esetében célzottan csak a 2-es exon
fluoreszcens direkt szekvenalasat végeztik el. A kimutatott homozigéta koroki
mutacié egy rendkiviil rovid, funkciojat ellatni képtelen peptid szintézisét
eredményezi, ami feltehetden gyorsan lebomlik. A sziildkben ugyanez a mutacid
heterozigota formaban fordult elé. Emellett a proband esetében még harom korabban
ismert polimorfizmus is kimutathaté volt, homozigéta formdban: c¢.103G>T

(p.Val34Leu), c.1704A>G, (p.Glu567Glu), ¢.1954G>C (p.Glu651GIn).

3.1.3. Az alloantitest kétodése a Xlll-as faktorhoz és alegységeihez

Az els6 beteg plazmdjabol preparalt [gG-vel elvégzett SPR méréseknél elsoként
rEXII-Ag-t, majd FXI-AgB,-t, végiil FXIII-B,-t hasznaltuk ligandként, analitként
pedig az izolalt 1gG-t kiilonb6zd 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.
Ellendriztiik, hogy az egészséges egyénekbdl preparalt [gG nem koétddik sem az FXIII
komplexhez, sem pedig annak alegységeihez. A Ka érték rekombinans FXIII-A;
esetén 8,24 x 10’ M™-nek, a Kd 1,44 x 10® M-nak adddott, ami erés kotddést jelent.
Az asszociacios és disszociacios sebességi allandok értékei: ka=4,82 x 10* Ms™ és
kd=5,68 x 10* s*. Nagysagrendileg szinte teljesen azonos eredmények sziilettek
komplex FXIII ligandként torténd alkalmazasaval is; Ka=1,05 x 10° M, Kd=1,31 x
10° M, ka=8,17 x 10°M™'s™, kd=9,07 x 10° s™.

Mivel az IgG preparalas soran total IgG-t nyertiink és ezen kisérletekben az
antitestet, mint analitot hasznaltuk, aminél nem tudtuk, hogy mennyi benne a

specifikus FXIII-A ellenes IgG. igy a kapott Ka érték valamivel alacsonyabb lehet a
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valos értéknél. A késobbiekben izolalt 1gG-t alkalmaztuk ligandként és FXIII-at

analitként.

3.1.4. Az alloantitest FXIlI-at gatloé kapacitdsanak meghatdrozdsa

Az inhibitor titer Bethesda-Nijmegen modszerrel torténd meghatarozasa a
kanadai laboratoriumban tortént. A gatld kapacitds egzakt mérésére mi a
farmkologidban hasznalt 50%-os gétld hatist eredményezd inhibitor kontentracio
(ICs0) meghatarozasat hasznaltuk. Ismereteink szerint ezt az eljarast mi vezettiik be
eloszor alvadasi faktor ellenes inhibitor mennyiségi meghatirozasara. A félhatasos
gatlo koncentracio 340 pug/mL-nek bizonyult és 2 mg/mL-es IgG koncentracio felett
mar csaknem teljes gatlas volt tapasztalhat6. Egészséges egyénektdl szarmazo

gyliijtott plazmabal preparalt IgG nem volt hatassal az FXIII aktivitasra.

3.1.5. Az alloantitest klasszifikdcidja

A pFEXIII aktivacidjanak elsé 1épése az aktivacios peptid trombin altal torténd
lehasitasa. Az elsé beteg IgG-jének erre az aktivalodasi 1épésre kifejtett hatasat
Western blotting technikaval elemeztiik. Normal IgG jelenlétében az FXIII trombin
altal torténd hasitasa mar 2,5 perc alatt teljesen végbement. Ezzel szemben a beteg
IgG jelenlétében az AP-FXIII lehasitdsa nem ment végbe maradéktalanul. Az id6
eldrehaladtaval ugyan csokkent a nem hasitott FXII1-A-nak megfeleld sav inenzitésa,
de még a 10. percben is jelentds mennyiségben volt kimutathato. A beteg 1gG-je tehat
gatolta az aktivacios peptid lehasitdsat. A Western blotton végzett kvantitativ
denzitometrids elemzés azt mutatta, hogy az alloantitest jelenlétében 5 perc mulva az
FXI111-A 31%-a intakt maradt.

A kovetkezékben az alloantitestnek az FXIII Ca®*-indukalta kombinalt
hatasokra és az FXIlla aktivitasara kifejtett hatasat vizsgaltuk. E kisérletek soran az
FXII-A aktivacios peptidjét ekdzetesen trombinnal lehasitottuk. Az igy keletkezett
csonkolt FXIII komplexet (FXIII-A’;B;) inkubaltuk a beteg IgG-jével, valamint
normal IgG-vel és Ca”" hozzdaddsa utan mértik az enzim transzglutaminiz
aktivitasat. Illy modon lehetdséglink nyilt egyiitt vizsgalni, hogy az alloantitest gatolja-

~~~~~ r

e az FXIII aktivacio Ca®" indukalta Iépéseit (a B alegységek disszocidcidja és az
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FXII-A’ dimer enzimatikusan aktiv konformacidva torténd atalakuldsa), valamint az
aktiv FXIII aktivitasat. Az egészséges onkéntesektdl szarmazd, normal IgG-nek még
a legmagasabb koncentracioban sem volt hatdsa, igy az antitestek pontosabb
karakterizalasat célzé FXIII méréseknél megfeleld kontrollnak bizonyult. A beteg
szervezetében képzodott alloantitest a normal IgG-vel kapott értékhez képest igen
jelentdsen, 9%-ra csdkkentette a mért FXIII aktivitast.

Az utolsé kisérletsorozatban kivancsiak voltunk az antitestek aktivalt FXIII
aktivitisara kifejtett hatisara. Az alloantitest jelenléte a trombinnal és Ca”*-mal

teljesen aktivalt FXIII transzglutaminaz aktivitasat 57%-kal csokkentette.

3.2. Masodik beteg

3.2.1. Esetleiras és diagnozis

A masodik beteg egy 75 éves férfi volt, aki 2014 oktoberében kertilt felvételre
izomkozti vérzésekkel a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézetébe. A betegnek
kordbban semmilyen vérzéses tiinete nem volt. A rutin hemosztazis szlirOtesztek,
valamint a PFA-100 zarddasi idoék és ap-plazmin inhibitor aktivitas értékei mind
referencia intervallumban maradtak. Az FVIII aktivitas (196%), a von Willebrand
faktor risztocetin kofaktor aktivitds (232%) és antigén szint (221%) emelkedettek
voltak. A beteg plazmajaban IgM-tipust antifoszfolipid antitestet is kimutattak. A
negativ szlirétesztek €s a korabbi vérzéses anamnézis hidnya, felvetették az FXIII
hidny szerzett formdajanak lehetOségét, igy a kivizsgalas ebben az irdnyban
folytatodott.

Valoban, az FXIII aktivitas kezdetben 2%-nak adoédott, az 1d6 elorehaladtaval
folyamatosan alacsony, de mérhet6é maradt, 1-4% kozott valtozott. Ezzel szemben az
FXII-AzB; 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 mindketténél anti-FXI11-A monoklonalis antitestet
hasznaltunk. Ezt Gigy magyarazhatjuk, hogy a betegben 1év6 autoantitest kotddik az
FXI1I-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,
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hogy Western blottinggal a beteg plazmajaban a kontrollhoz hasonld mennyiségii
FXI111-A-t mutattunk Ki.

A Dbeteg plazmajaban az FXIII-B antigén szintje 30% volt. A trombocitak
lizatumaban meghatarozott FXIII aktivitas (117%), és az FXIII-A antigén szintje
(128%) normal volt. A neutralizalé autoantitest jelenléte keveréses vizsgalattal
igazolddott, az inhibitor titer 63,2 BU volt. A kezelés sordn szteroidok ¢&s
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 utdan a férfit tiinetmentesen elbocsatottak,
azonban az ekkor mért FXIII aktivitas 3% ¢€s az antitest titer 23 BU volt. Két héttel
késobb 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 transzfizié adasa mellett) a beteg 2014

decemberében elhalalozott.

3.2.2. SPR mérések, kotodeési dllandok meghatdrozadsa

Az SPR technikaval torténd kotddési vizsgalatokban analitként rFXIII-As-t,
FXI-AsB,-t és FXIII-B,-t hasznaltunk a 16. abran lathatdo koncentraciokban.
Ligandként a beteg plazmdjabol preparalt IgG szolgalt. rFXIII-A; esetében a
kovetkezd kinetikai paramétereket mértiik: Ka=1,96 X 10° M'l, Kd=6,72 x 1010 M,
ka=5,77 x 10° M’s™, kd=3,93 x 10 s™*. FXI11-A;B; esetében a mérési eredmények
hasonléak voltak (Ka=7,00 x 10° M?, Kd=1,04 x 10® M, ka=4,56 x 10° M*s?,
kd=1,07 x 10* s7). Ennek alapjan elmondhatjuk, hogy az autoantitest nagy
affinitassal kotédott mind a rekombinans, mind pedig a komplex FXIII-hoz és az
FXIII-B jelenléte a komplexben nem befolyasolta a kotddés erdsségét. FXIII-B-t

hasznalva analitként nem kaptunk ktodést.

3.2.3. Az autoantitest FXIlI-at gatlo kapacitdsanak meghatdrozasa

A korabban elvégzett Western blotting kisérlet eredménye mar azt sugallta,

hogy az autoantitest az FXIII kitiriilését a keringésbdl szignifikdnsan nem gyorsitja,
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igy inkabb neutralizal6 tipusba sorolhatd. Az FXIII aktivacio és az FXIlla aktivitas
kombinalt gatlasanak IgG koncentracio fliggése jol kimutathatd volt. Az ICsg értéke
50 pg/mL volt és koriilbeliil 100 pg/mL-es IgG koncentracional mar teljes gatlas volt
tapasztalhatd, ami 1ényegesen alacsonyabb a normal IgG szintnél (6,9-14,0 g/L).

3.2.4. Az autoantitest klasszifikacioja

A maésodik betegnél az IgG hatasa a plazma FXIII aktivaciojanak elsd 1épésére,
vagyis a trombin altal torténd hasitdsra mar sokkal kevésbé érvényesiilt, mint az els6
beteg esetében. A beteg 1gG-jének jelenlétében valamivel ugyan lassabban alakultak
ki a hasitott formak, mint a normal IgG jelenlétében, de az eltérés minimalis.

A kovetkezd kisérletben az aktivacios peptidet Ca®* mentes kozegben
trombinnal lehasitottuk, majd beteg, ill. normal IgG-vel egyiitt inkubaltuk és Ca?*
hozzaadasa utan mértiik a transzglutaminaz aktivitast. A trombinnal proteolitikusan
aktivalt FXIII-nak (FXIII-A’;B;) a vizsgalt antitesttel torténé inkubalasa jelentGsen,
14%-ra csokkentette (86%-os gatlas) az FXIII aktivitast.

Vizsgaltuk a beteg IgG-nek az FXIllla-ra kifejtett hatasat is A neutralizalo
autoantitestek igen jelentGsen gatoltak az FXIIIa transzglutaminaz aktivitasat. A beteg
IgG-je altal kifejtett gatlas mértéke 85%-0s volt.

3.3. Harmadik beteg

3.3.1. Esetleirads és diagnozis

A harmadik beteg egy 82 éves n6 volt, aki 2014 aprilisaban keriilt felvételre a
bal szemére korlatozodd, egyre sulyosbodo lataskieséssel a montreali Centre
Hospitalier Universitarie Saint-Justine Korhazba. Az elvégzett koponya computer
tomografids vizsgalat kiterjedt bal oldali nyakszirti vérzéses stroke jelenlétét mutatta,
ami végiil a bal szemén teljes latasvesztést eredményezett. Nem sokkal kés6bb nagy
kiterjedésti bevérzést figyeltek meg a jobb karjdn. Anamnézisében szerepelt néhany
mitéti beavatkozds, (térd-, és csipdprotézis, maj infiltracioval komplikalt
adenocarcinoma eltavolitas) melyek abnormalis vérzés nélkiil zajlottak le. Felvételkor

a rutin laboratoriumi paraméterekben - beleértve a vérképet és a koagulacios
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szlirdtesztek eredményeit - nem talaltak eltérést. Az alvadék koncentralt urea oldatban
feloldodott, ami felvetette a csokkent FXIII aktivitds ¢és az esetleges autoantitest
képzédés lehetdségét. Még Montrealban 16 BU feletti FXIII-at gatlo antitest titert
mértek. Az antitest eliminaldsat célzd terdpia prednizolon ¢és ciklofoszfamid
kezeléssel indult, melyet kés6bb plazmaferezissel, ill. rituximabbal egészitettek ki.
Egy rovid ideig a beteg nagy dézisti plazma FXIII koncentratumot is kapott atmeneti
sikerrel. Az FXIII aktivitds a 68. naptol mar meghaladta a 30%-0t, a beteg
tinetmentes volt ¢és otthonaba tavozott. Néhany hoénap mulva azonban
adenocarcinomaja kiujult, betort az extra- és intrahepatikus epeutakba, a beteg
allapota erdsen romlott és feltehetden szeptikus shockban haldlozott el. A beteg
kiilonb6z6 idOpontokban levett mintait a kanadai kollaboracios partnert6l a beteg
haléla utan kaptuk meg elemzésre.

Kanadéaban a kezelés soran folymatosan mérték az FXIII aktivitast és ELISA
modszerrel az inhibitor titert. A kezdetben magas autoantitest titer (1:128)
prednizolon és ciklofoszfamid (1-14. napig, majd csak prednizolon tapasz) hatasara a
6. napra szignifikansan csokkent (1:4-1:16 kozott). Ezzel parhuzamosan az elsé napon
a detektalasi limit alatt 1évé FXIII aktivitds minimalisan emelkedett ugyan, de
tovabbra is alacsony szinten ingadozott (1,4%-4,3% kozott). A terdpiat idokozben
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 mérékl volt. Ebben az id6szakban kezdték el a potld terapiat (16-19. napig),
1250 TU humén plazmabol szdrmazo FXIII koncentratum, Corifact (CSL Behring,
King of Prussia, Pennsylvania, USA) adasaval, aminek a hatasara az FXIII aktivitas
¢lésen emelkedett 82%-ig. A szubsztitucido megsziinését kovetden erdteljes csokkenés
volt tapasztalhat6 annak kovetkeztében, hogy az FXIII féléletideje 2 napra csokkent.
A 39. napon az FXIIl 4,6% volt, és a 68., valamint a 106. napon mar elérte a 30%
feletti értékeket.

Az FXIII antigének mérése az elsd naptdl a 39. napi mintdig tortént meg.
Altalanossagban elmondhato, hogy a harmadik betegnél az FXII1-A;B; antigén szint
érteke tendencidjaban kovette az FXIII aktivitasat, de rendszerint magasabb volt. Ez
nagy valoszinliséggel az autoantitest kombinalt hatasabol eredeztethetd. Kotddve a

Xlll-as faktorhoz az antitest felgyorsitja annak eliminaciojat a keringésbol, igy
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csokkentve az antigén szintet. Ezen feliil az autoantitest gatolhatja az FXIII
aktivalodasat és az FXIlla aktivitast is, ami az antigén szintnél alacsonyabb FXIII
aktivitast eredményez.

Az els6 napokban a szabad és total FXIII-B antigén szintek gyakorlatilag
azonosak voltak, koszonhet6en a keringésben alacsony FXIII-A;B, szintnek. A
szubsztitucios terapiat kovetden viszont ez megvaltozott, s a két érték eltért, a total
FXII1-B szint joval megemelkedett a szabadhoz képest. Mivel a kés6bbi szakaszban is
jelentés mennyiségii FXIII-A,B; volt jelen a plazmaban a total FXIII-B antigén szint

valamivel magasabb maradt, mint a szabad FXIII-B.

3.3.2. Kotodési paraméterek meghatdrozdsa

A harmadik beteg 1gG-jével kapott SPR szenzorgrammokat azt mutattak, hogy
az autoantitest és a rFXIII-A; interakcidja a kdvetkez6 paraméterekkel jellemezhet6:
ka=1,52 x 10° Ms™, kd=5,72 x 10* s™, Ka=2,66 x 10° M™, Kd=6,76 x 10° M. A
kotddési konstansok FXII-A,B, esetén: ka=1.41 x 10° Ms™ kd=8,17 x 10™* s
Ka=1,65 x 10° M, Kd=1,34 x 10® M. Az el6z6 két beteg IgG-jéhez hasonloan az
antitest az FXIII-B-hez itt sem mutatott kotédést. Az eredmények tisztan
demonstraljak, hogy a harmadik altalunk vizsgalt autoantitest is nagy affinitassal
kotédik mind a rFXIII-A,-hez, mind az FXIIA;B,-hez, a kotddés az A alegységen

keresztiil jon 1étre és a B alegység jelenléte nem befolyasolja azt.
3.3.3. Az autoantitest FXIlI-at gdtlo kapacitasanak meghatdrozdsa
A harmadik beteg 1gG-je 170 pg/mL-es koncentracioban alkalmazva érte el az
50%-o0s gatld hatast és 500 pg/mL-es koncentracional mar teljesen legatolta az FXIII
aktivitasat. Az alacsony ICsp érték ez esetben is azt mutatja, hogy a plazmaban 1évo
autoantitest koncentracidja joval meghaladja az FXIII teljes gatlasahoz sziikséges

mennyiséget.

3.3.4. Az autoantitest klasszifikdcioja
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A 3. betegbdl szarmazo IgG-nek az FXIII-A thrombinnal torténé 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 torténd lehasitasat.

Az autoantitest az FXIIIA’,B, Ca?" indukalta aktivaciojara és az aktiv FXIII
aktivitasara kifejtett kombinalt hatasat vizsgalv azt kaptuk, hogy a normal IgG-vel
kapott értéket 100%-nak véve, az FXIII aktivitas 17%-ra csokkent (83%-os gatlas).
Végiil megvizsgaltuk, hogy az autonatitest gitolja-e a trombinnal és kalciummal
eldaktivalt FXIII transzglutaminaz aktivitasat. A beteg 1gG-je a normal IgG-hez

viszonyitva 29%-ra csokkentette az FXIIIa aktivitasat.

4. Megbeszélés

Intézetiink munkatarsai Osszegezték az FXIII ellenes antitesteket és
kovetkezményeit leird origindlis kozleményeket. Eddig 48 olyan beteget leird
kozlemény jelent meg, melyben a vérzékenységi tiineteket FXIII ellenes autoantitest
okozta. Az FXIII autoantitestekkel kapcsolatban tovabbi 6t 6sszefoglald kézlemény
jelent meg. A japan eseteket 0sszegz6 kozleményen kiviil az esetek tobbsége né volt.
A nem japan esetek korOsszetétele azt mutatta, hogy van egy 40 év alatti dontéen
nokbdl 4llo fiatalabb korosztaly és egy 60 év feletti korosztaly. Az el6z6 csoportban
az autoantitestek megjelenése gyakran autoimmun megbetegedésekhez tarsul, mig az
iddsebb korosztalyban gyakran idiopatids. Az altalunk analizalt két autoimmun FXIII
hidnyban szenvedd beteg az idds korosztalybol keriilt ki (75 éves férfi és 82 éves nd)
¢€s utobbi esetben az autoantitest malignus megbetegedéshez tarsult. A férfi betegnél
az e betegcsoportban igen gyakori sulyos izomkozti vérzés dominalta a klinikai képet,
mig az idds holgy esetében az 6roklott FXIII-A deficienciaban gyakori, az FXIII-A
ellenes autoantitest esetében ritkabban el6furduld intracranialis vérzés volt az elso, de
igen sulyos, vérzéses tiinet.

A lany gyermek esetében genetikailag is diagnosztizalt 6roklott sulyos FXIII-A
hidny talajan, potlo terapia hatasara képzodott alloantitest okozta a kordbban hatdsos

szubsztitucios kezelés hatdstalansagat és a kovetkezményes, nehezen menedzselhetd
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sulyos vérzékenységet, koztiik két intracranidlis vérzést. Orokldtt FXIII hidnyban
képz6dott alloantitestek el6fordulasa, ellentétben pl. a haemophilia A-val, ahol az
alloantitestek gyakorisdga 30% koriil van, szerencsére rendkiviil ritka. Az altalunk
leirt esettel egyiitt 0sszesen 4 ilyen betegrél szamolt be az irodalom.

Az FXIII hidny altaldban, az autoimmun FXIII hidny ¢és az FXIII ellenes
alloantitestek megjelenése pedig kiilondsen aluldiagnosztizalt, sokan az FXIII hianyt
a leginkdbb aluldiagnosztizalt vérzékenységnek tartjdk. Az oroklott FXIII hiany
megjelenése az utdbbi években Iényegesen javitott az Oroklott forma
diagnosztikdjanak hatékonysagan. Az FXIII ellenes antitestek diagnosztikajara
ugyanez nem mondhatd el. Harom esetiink kapcsan kovettiink egy olyan dignisztikai
algoritmust, mely biztositja a korrekt diagnézist és az FXIII ellenes antitestek
jovobeni kimunkaldsadnal. A diagnosztikus/klasszifikacidés folyamatba eddig e célra
nem hasznalt 0 eljardsokat is bevezettiink. Megerdsitettiik, hogy a Nijmegen-
Bethesda eljaras alkalmas az FXIII-A ellenes neutralizalo antitestek jellemzésére,
jollehet az eredmények biokémiailag nehezen értelmezhetdk. A neutralizalo antitestek
gatlo kapacitasanak a meghatarozasara bevezettiik a farmakologidban jol ismert ICs
meghatarozast, ami lehetdvé teszi annak becslését, hogy FXIII koncentratummal
semlgesithetd-e az antitest. Eseteinkben az antitestek gatld kapacitdsa messze
tulhaladta a beadhato FXIII koncentratum mennyiségét.

A neutralizadl6 antitestek klasszifikdciojanak tovabbi 1épése(i) annak
megallapitasa, hogy az antitest az FXIII aktivacidjara, ill. annak milyen 1épéseire hat,
ill. befolyasolja-e a mar aktivalt FXIIla transzglutaminaz aktivitasat. Erre egy harom
1épcsés modszert dolgoztunk ki. Eldszor Western blotting technikat alkalmazva
megvizsgaltuk, hogy gétolja-e az FXIII-A trombinnal torténd hasitasat, azaz az AP-
FXIII lehasitasat, ami elengedhetetlen a tovabbi aktivacios 1€pésekhez. Ezt kdvetden
vizsgéltuk, hogy a trombin hasitds eredményeképpen létrejott FXIII-A’,B; ca®*
indukalta aktivaloddsara milyen hatdssal van az antitest. Az utobbi eljaras a Ca®*
kialakulasat és a keletkezett FXIIla aktivitasat egyiittesen teszteli. Végiil az FXIIla
transzglutaminaz aktivitasanak gatlasat teszteltiik, ami azt is mutatja, hogy a Ca*
hatas esetleges gatlasa mennyire koszonhetdé az FXIIla gatlasanak, ill. mennyire a

Ca?* indukalta aktivacio gatlasanak. Ezen algoritmus alkalmazéasaval a gatlo
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antitestek osztadlyozhatok. A diagnosztizalt FXIII-A ellenes alloantitest tobbszords
gatlo hatast fejtett ki, egyarant gatolta az FXIII-A trombinnal torténd hasitasat, a Ca*
indukalta aktivaciét és az FXIIla aktivitdsat. Mivel ugyanakkor felgyorsitotta a
beadott FXIII koncentratum eltiinését a plazmabol, igy kombinalt tipust antitestként
diagnosztizaltuk. A 2. beteg esetében az autoantitest elsddleges hatasa az FXllla
gatlasa volt, ezért Il-es tipust antitest is lehetne. Mivel csekély mértékben, de az
FXIII-A trombinnal torténd hasitasat is gatolta, igy végeredményben a tobbszords
gatld hatdsnak megfeleld IV-es tipusba soroltuk. A gatldé hatds a 3. beteg esetében
elsddlegesen az FXIIla gatlasat jelentette, de itt az FXIII eliminacioja is felgyorsult,
ezért kombindlt tipust autoantitestnek kategorizaltuk.

Az FXIII ellenes antitestek jellemzésének egy fontos adata, hogy melyik FXIII
alegységhez kotédik, ill. hogy milyen a kotédés affinitdsa. E célra el6szor
alkalmaztuk az SPR technikat. Mindharom esetben megallapitottuk, hogy az
antitestek nem kotédtek az FXIII-B-hez, mig az FXIII-Ay-hoz és az FXIII-A;B;-hoz
megkozelitdleg hasonlo affinitast mutattak. Az FXIII-B jelenléte a komplexben tehat
nem befolyésolta az antitest kotddését az FXIII-A-hoz. Az alloantitest esetében még
az FXIll-at és nem az IgG-t hasznaltuk ligandként, ezért itt az altalunk k6zolt cikkben
a Kd-t adtuk meg. Az autoantitestek esetében mar az IgG volt a ligand igy a Ka
pontosan meghatarozhaté volt. Ett6l fiiggetleniill megallapithatd 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 és csak atmenetileg hatasos. Abban altalanos
az egyetértés, hogy az elsddleges cél az antitest eradikacidja kell legyen. Ez
megkisérelhetd az antitest eliminalasaval, vagy az antitestet termeld sejtek kiirtasaval.
Az eldbbi eljarasok (plazmaferezis, immunabszorpcid, plazmacsere) kevésbé
hatékonynak tiinnek. Az antitest eltlinése utdn viszonylag gyorsan jratermelddik. Az
immunszupressziv szerek prednizolon, ciklofoszfamid, ciklosporin, rituximab az
esetek egy részében hatdsosak. Kiegészité terapiaként IVIG ¢és tranexdmsav
alkalmazasa is tortént. Az alloantitest esetében kanadai kollégdink megkisérelték az
immuntolerancia kialakitasat a Malmé féle protokollt (ciklofoszfamid, IVIG, nagy
dozisu FXIII koncentratum) kovetve. A harom idOpontban is megkisérelt
immuntolerancia atmeneti egy, ill fél éves javuldst hozott, végiil naponta csak 30

1U/kg FXIII koncentratum (ez egyébként 6roklott FXIII-A deficiens betegek esetében
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havonta egy alkalommal adand6 dozis) adasaval lehetett a hemosztazist egy ideig
elfogadhat6 szinten tartani. A harom beteg kilatasa egyarant rossz volt. Az alloantitest
kovetkeztében egy kisebb fejsériilés utan subdurdlis és multiplex intracerebralis
hematoma okozta a beteg halalat. A 2. beteg retroperitoneélis hematoma miatt vérzett
el. A 3. beteg klinikai javulast mutatott, de az autoantitest nem tiint el és a plazma
FXIII szintje igen alacsony maradt. A beteg halala elérehaladt adenocarcinoma és
szeptikus sokk miatt néhany honappal késébb kovetkezett be, igy nem lehet tudni,
hogy az autoantitest milyen kovetkezményekkel jart volna. A hdrom eset és az
irodalomban ko6zolt szdmos fatalis kimenettel végzodd 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 Uj terapias lehetdségeket, pl. az antitestek epitdp specifikus gatlésa, is

felvetnek.
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