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BEVEZETES

A véralvadas

A hemosztéazis rendszer kettos feladatot lat el. Az intakt érpalyan beliil a vért
folyékony allapotban tartja és ezzel biztositja a szabad véraramlast. Erfal
sériilés esetén viszont ugyanennek a rendszernek a funkcidja a vérzés
mielobbi  megsziintetése, ezaltal a vérveszteség minimalizalasa. A
hemosztdzis rendszer ezt a komplex feladatot humordlis, cellularis és
vaszkularis mikodések 6sszehangolasaval biztositja.

A humoralis rendszer, a véralvadas, aktivalodasat az érendothel sériilése
vagy aktivalodasa inditja be subendothelialis szoveti faktor (TF) véraram felé
torténd exponalasaval vagy a TF endothel sejtekben torténd expresszalasaval.
A TF egyarant kotodik a zimogén (FVII) valamint a keringésben mar kis
mennyiségben jelenlevd aktiv VIl-es faktorhoz (FVIla), TF-FVII ill. TF-
FVIla (extrinzik faktor tendz) komplexet hozva létre. A komplex mindkét
formaja elegendo katalitikus aktivitassal bir kis mennyiségli X-es faktor (FX)
aktiv enzimmé (FXa) valo hasitdsahoz, de a TF:VIla komplex katalitikus
aktivitasa lényegesen nagyobb és szubsztrat specificitdsa a FX mellett a FIX-
re is kiterjed. A komplex mikodése a véralvadds kezdeti fazisaban
pikomolaris mennyiségli trombin képzddéséhez vezet, ami elegendd a
thrombocytak valamint az V-0s, VIll-as alvadasi faktorok, prokofaktorok,
részleges aktivalodasdhoz, azaz FVa-va és FVIlla-va alakulasdhoz. A FVIIla
az intrinzik tendz komplex kofaktora, melyben az aktiv 1X-es faktor (FIXa) a
szerin proteaz. Az intrinzik tendz komplex is a FX-et hasitja, de 50-100x
nagyobb sebességgel, mint az extrinzik tenaz komplex. Az immar jelentds
mennyiségben képzddd FXa a protrombindz komplex enzimeként nagy
sebességgel hasitja a protrombint trombinnd, ami a véralvadas propagécids

vagy elorehaladott fazisanak kulcsfeltétele. A protrombindaz komplex



kofaktora a FVa. A nagy sebességgel keletkezd szolubilis trombin tovabb
gyorsitja sajat képzodesét a Xl-es faktor aktivalasaval és azaltal, hogy teljesse
teszi a FV, FVIII és a thrombocytdk aktivaciojat. A trombin tovabbi
mikodése soran fibrinogén molekulakbol fibrinopeptid A és B lehasitasaval
szolubilis fibrin monomereket képez, amelyek polimerizadlédva a fibrinhalot
alkotjak. A halo stabilizalasdhoz pedig aktivalja a XIII-as faktort (FXIII), ami
a fibrinhal6 kovalens keresztkotéseinek kialakitasat végzi.

A véralvadas termindcios fazisaban a trombin generacid megfékezését
kiilonb6zo antikoagulans rendszerek végzik, enzimek gatlasaval vagy a
kofaktorok aktivitdsanak moduldldsan keresztil. A TF-Gtvonal-inhibitor
(TFPI) a FXa-t és FVIla-TF-FXa komplexet gatolja. Az antitrombin, egy
szerin proteaz inhibitor, melynek fo fizioldgias funkcidja a trombin és a FXa
gatlasa. Az antitrombin 6nmagéban kis hatékonysagu inhibitor, mikodését az
endothel sejtek felszinén levd heparin-szer molekuldk (hepardan szulfat)
stimuldljak. Az érfalon folyamatosan expresszalt trombomodulin receptorhoz
kik6todd trombin a protein C-t (PC) aktiv szerin protedzza hasitja és igy
aktivalja a PC antikoagulans rendszert. Az aktivalt PC (APC) limitalt
proteolizissel képes inaktivalni a foszfolipid membranhoz k&tott FV/FVa-t és
FVIlla-t.

A sériilés kapcsan szabadda valdo subendothelialis rostok illetve
szolubilis aktivald anyagok hatdsara a nyugvo Aallapotban kering6
thrombocytdk az adheziv feliilethez tapadnak, aggregalodnak és szekretaljak
granulumaik tartalmat, ami tovabbi aggregaciot eredményez és létrejon az
elsodleges trombus. Ezen aktivacids folyamat soran a thrombocytdk egyrészt
foszfolipid kettosrétegiik atrendezésével alkalmassd valnak arra, hogy a

humordlis kaszkad alvadéasi komplexeinek foszfolipid felszint biztositsanak,



masrészt foként oa-granulumaikban tarolt prokoagulans ¢és véralvadast

szabalyozo fehérjéket szekretalnak a humoralis alvadéashoz.

A véralvadas V-os faktora (FV)

A  FV egylanca, 330 kD molekulatomegli glikoprotein. Plazma
koncentracidja atlagosan 20 nmol/L, 7 pg/mL. FV a plazméaban szabadon
keringd forma mellett a thrombocytdk o-granulumaiban is megtaldlhato,
amely mennyiség a teljes vérben levd FV korilbelil 25%-a. A FV
szintézisének elsddleges helye a maj. A thrombocyta FV "pool" eredete
kapcsan még nem eldontott, hogy a dontd mechanizmus a plazma FV
endocitozissal torténo felvétele vagy a thrombocytdk megakaryocyta
prekurzoraiban  torténd  szintézis. A FV  egylanci  molekulaként
szintetizalddik, és sokszoros posztranszlacids modositds (N-glikozilacio,
foszforilacio €s szulfatacio) utan szekretalodik.

A FV molekula génje 80 kb, az 1-es kromoszéman talalhato (1q23), 25
exonbdl és 24 intronbdl 4ll. A FV molekula doménszerkezete a VIlI-as
faktoréhoz nagyon hasonlo: A1-A2-B-A3-C1-C2. A két alvadasi kofaktor az
A ¢és C doménjeiben 40%-0s szekvencia azonossadgot mutat.

Az FV FXa-kofaktor-aktivitasanak kialakuldsa prokoagulans enzimek
(trombin, FXa) hatdsara torténik. Ennek sordn a FV B-0sszekoto régidja
kihasad és disszocidl a FVa nem kovalensen asszocidlt nehéz (A1-A2) és
konnyl (A3-C1-C2) lancaitol. A teljes prokoaguldns aktivitdssal bird FVa
molekula kalciumhiddal o6sszekapcsolt 105 kD molekulatomegli nehéz és
72/74 kD molekulatomegl konnyt lancbol all.

A FVa inkativalasa APC-medialt proteolizissel torténik az Arg 306,
Arg5006, és Arg679 mellett. A teljes FVa inaktivalodashoz elengedhetetlen az
Arg306 hasitas, minek sebességét 20x-ra fokozza a PS jelenléte.



A FV, a véralvadas enzim kofaktora, sajatsagos, kettos szerepet tolt be a
normal hemosztazis egyenstlyanak fenntartdsaban. A FVa a véralvadas
protrombindz komplexében a protrombint trombinna alakitdé FXa kofaktora.
Az egylanc FV még inaktiv prokofaktor, amelynek prokoagulans FXa-
kofaktor-aktivitdsa - ha egyaltalan ilyen van - kevesebb, mint a FVa kofaktor
aktivitdsanak egy szazaléka. A FVa-t esszencialis FXa kofaktornak tartjak,
mivel ha jelen van a protrombindz komplexben, a FXa protrombin aktivacios
képessége tobb ezerszeresre fokozodik. A nem aktivalt FV, vagy az APC éltal
hasitott FV ugyanakkor a PS-sel azonos jelentdségli kofaktorként mikddik az
APC mellett a FVIIIa inaktivaldsaban. A FV teljes prokoagulans aktivaciojat
kovetoen antikoagulans kofaktor képessége elvész. Az eddigi eredmények azt
valoszinisitik, hogy a FV pro- és antikoagulans mikodésel kozott egy nagyon
finomam szabalyozott egyensuly létezik: a FV aktivacigjaval az
antikoagulans kofaktor funkcio eltinik, de az APC katalizalta FV proteolizis
prokoagulans hatdssal nem bir6 antikoaguldns kofaktor funkcidja fehérjét
eredményez. A FV aktivalt forméja tehat esszencidlis prokoagulans funkciot
tolt be, aminek hidnyaban vérzékenység alakulhat ki. A nem-aktivalt
prekurzor protein faktor viszont mint az APC antikoagulans kofaktora
mikddik a FVIIIa aktivitas szabalyozasdban. Ennek a funkcidnak a sériilése
(FV R506Q, FV Leiden) thrombosis-hajlamhoz vezethet. A FV molekula
ezen kettds funkcidjanak pontos megismerése 1ényeges informacidkat adhat a
FV deficiens betegek klinikai tiineteinek megértés¢hez ¢és majdani

kezeléséhez.

FV deficienciak
Az elso0 FV deficienciens beteg leirdsa ¢és a FV felfedezése a norvég

szarmazasu Paul Owren nevéhez kapcsolodik. Napjainkra a FV defektusok



vérzékenységet okozo és thrombosis hajlamot okoz6 formai valtak ismeretté.
A vérzékenységet okozo FV defektusok kozé tartoznak a parahaemophiliak,
azaz a klasszikus FV deficienciak, beleértve FV deficienciak kombinalt
formait is. A thrombosis hajlamot okozo FV defektusok kozé tartoznak az
izolalt homo- és heterozigota FV Leiden mutacio és a pszeudohomozigdta FV
Leiden mutacié (FV Leiden mutacid, heterozigbta I-es tipusu FV
deficiencidval torténd tarsulasa).

A parahaemophilidk pathomechanizmus szerinti osztalyozéasa oroklott
¢s szerzett formakat kiilonit el. Mindkét csoporton beliil megkiilonboztethetd
az izolalt forma valamint a kombindlt tipus. Az els6 csoportban levo
betegeknél kizardlag a FV aktivitasa csokkent, mig a masodik csoportban a
parahaemophilia  6roklott vagy szerzett formdja mas faktor(ok)
deficienciajaval tarsul (kombinalt FV, FVIII deficiencia).

A FV aktivitas alapjan val6 osztalyozas a haemophilia diagnosztikaban
altalanosan hasznalt rendszert koveti. Eszerint az enyhe parahaemophilia 5-
30%, a kozépsulyos 1-5% a stulyos forma 1% alatt levdo FV aktivitast
feltételez.

A plazma ¢és thrombocyta FV "pool" nem egyforman érintett a
kiilonb6zd parahaemophiliak esetében. Egy tovabbi klasszifikacid szerint
megkiilonboztetiink kombindlt FV deficiencidkat, melyben a plazma és a
thrombocyta FV "pool" egyforman csokkent és thrombocyta tipusa FV
deficiencidkat, ahol csak a vérlemezke "pool" FV érintett.

A proporciondlis FV aktivitds és FV antigénszint csokkenéssel jard
parahaemophilia az I-es tipusu FV deficiencia. A betegek 17%-ban detektalt
csokkent funkcioji FV molekula esetében észlelt deficiencia Il-es tipustnak
szamit, ilyenkor az antigénszint a FV aktivitdshoz viszonyitva joval

magasabb.



A szakirodalomban még olvashaté, de a laboratoériumi tesztek
szenzitivitdsanak fokozodasaval lassan elavulo klasszifikacio az in. CRM
negativ és pozitiv deficiencia fogalma. A fehérje-antigén kimutatasi eljaras
soran a teszt pozitivitdsa a vizsgalt fehérje, esetlinkben a FV jelenlétét,
negativitasa pedig hianyat jelentette. A késobb hasznalt "CRM reduced"

kifejezés a csokkent, de még kimutathatéd fehérje mennyiségekre utalt.

Velesziiletett parahaemophilia

A herediter parahaemophilia Ordklésmenete autoszomalis recessziv,
prevalencigja 1:10°. Az irodalomban kériilbeliil 200 eset szerepel. Ezen esetek
dontd tobbségénél azonban a részletes biokémiai és molekuléris genetikai
hattér ismeretlen. A FV gén teljes szekvenciajanak ismertté valasaval azonban
egyre no a részletesen kivizsgalt esetek szama. 2002 augusztusaig huszonegy
FV deficienciat okoz6 mutaciot irtak le. A felderitett mutdciokat hordozd
betegek koziil tizennégy esetben volt sulyos a FV deficiencia, s e betegek
koziil tizenkét esetben homozigdéta formaban levo muticid okozta a
deficienciat, kettonél pedig (ebbol egyik a tézisekben is elemzett beteg)
kombinalt heterozigbota mutéacidt bizonyitottak. A muticidk véletlenszerien
¢érintik a FV gén valamennyi exonjat, természetesen a legtobb mutacio az igen
nagy 13-as exonban van, de un. mutacids forré pont nem detektalhatd. A
mutaciok kozott "nonsense", "frameshift", "splicing" és "missense" mutacidok
egyarant elofordulnak. A felderitett mutaciok dontd tobbsége egy-egy
csaladban fordult eld, csupan 6t mutaciot talaltak meg legalabb két nem rokon

csaladban.



Szerzett parahaemophilia

Szerzetten izolalt FV deficiencia, FV elleni gatldtest képzodésének a
kovetkezménye. A velesziiletett parahaemophilidkhoz hasonldéan igen ritka
betegseégnek tartottdk: egy az 1955 és 1997 kozott megjelent FV inhibitorral
kapcsolatos kozléseket feldolgozd tanulmany 105 eset klinikai és
laboratériumi  sajatsagait  elemezte. Anti-FV  antitest  kialakulhat
alloimmunizaci6 kapcsan, 6roklott FV deficiencidban szenvedd betegek friss
fagyasztott plazmaval torténd kezelésekor. Auto-antitestképzodéssel anti-FV
antitest leggyakrabban olyan betegeknél fordult elo akik eldzetesen sebészeti
kezelést, vértranszfuziot vagy antibiotikum kezelést kaptak, de nem ritka az
idiopathids esetek szama sem. A bovin FV-t tartalmazo készitmények
alkalmazéasakor kialakulé anti-FV antitest, a készitmény bovin FV-je ellen
képz06do anti-bovin FV antitest, amely a human FV-el keresztreakcidt ad.
Jellemz6, hogy a FV inhibitoros betegek dontd tobbsége felnottkorban
diagnosztizalt, nem ritka a 70 ¢év feletti beteg. A FV inhibitorra jellemzo,
hogy spontan vagy kezelés hatdsara gyakran 4-22 hét alatt szanalodik. A
betegség progndzisa, ha az inhibitor megjelenéséhez gyakran kapcsolodod

nagy akut vérzést sikeriil uralni, kifejezetten jo.

A parahaemophiliak klinikai tiinetei

A parahaemophilidk klinikai tiinetei valtozo sulyossagu vérzékenységtol a
tiinetmentességig kiilonbozoek lehetnek, sot négy FV elleni gatlotest okozta,
thrombosis-hajlammal jaré parahaemophilias eset is ismert. A vérzés
leggyakrabban mucocutan, a leggyakoribb tlinetek az epistaxis, a szajiiregi
vérzések, a menorrhagia. Gyakori tiinetnek szamit a posztoperativ vérzés és
az iziileti vagy izomkozti vérzés. Ritka, de gyakran fatalis tiinet a kozponti

idegrendszeri vérzés. Erdekes, hogy mig a gastrointestinalis vérzés és a



haematuria ritka vérzéstipus a velesziiletett parahaemophiliakban, addig a
gatlotestes formaknal a vérzékenységet mutaté betegek harmadanal
jelentkezik.

Egyelore még nem tudjuk mi annak a magyarazata, hogy mig a huméan
szervezetben latszolag teljes FV hiany sem letélis, addig a FV knock-out
egerek esetében az embridk kb fele mar az embrionalis fejlodés 9-10 napjaig

elpusztul, a tobbiek pedig a sziiletést koveto 2 oran beliil elvéreznek.

A parahaemophilidk laboratoriumi diagnosztikaja

A FV deficiencia a coagulopathidk szirotesztjeiben leggyakrabban a
protrombin i1d6 (PI) ¢és aktivalt parcidlis tromboplasztin id6 (APTI)
megnyuladsat okozza. A lokélisan alkalmazott bovin trombin tartalmu
készitmények hatisara kialakuld FV alloantitestek esetében gyakran a fenti
eltérésekhez a trombin id6 (TI) megnytlasa is tarsul, ilyenkor ugyanis az
alloantitest FV mellett trombinnal is reagal. A hasonlé alvadési szlirOteszt
eredményekkel jard izoldlt vagy kombinalt coagulopathidktol vald
elkiilonitésre egyfazisu PI, APTI alapu faktoraktivitas meghatarozasok
sziikségesek. A FV aktivitdsanak 30% ala csokkenése esetén a FV deficiencia
igazolhato. A parahaemophilia diagndzisanak felallitdsat kovetden a
kezeléshez elengedhetetlen annak eldontése, hogy inhibitor vagy faktor hiany
okozza a faktoraktivitdas csokkenését. A  parahaemophilia okozta
vérzékenység stulyossaga egyes szerzok szerint a thrombocyta FV aktivitas
megtartottsagatol fligg, ezért ennek meghatarozasa Iényeges tovabbi

informacid lehet a klinikum szamara.
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BETEGEK ES CELKITUZES

Egy fii csecsemd sziiletésekor subduralis haematoma, majd véddoltasai
kapcsan intramuscularis haematomdk miatt keriilt kivizsgalasra. Csaladi

anamnézisében vérzékenység, rokonhazassag nem volt felderitheto.

A 78 éves nobeteg stlyos anaemia ¢és melena miatt keriilt korhazi felvételre.
Felvételét megelozoen harom évvel a betegnél uterectomia és kétoldali
ovarectomia tortént. Az intraoperativ és posztoperativ vérzések kezelése soran
tobbszor alkalmaztak friss fagyasztott plazma és vvt. massza készitményeket.
A beteg csalddi anamnézisében vérzékenység nem fordult elo. A
gastrointestinalis kivizsgdlasok soran vérzést okozd anatdmiai eltérést nem
talaltak, atrofids antrum gastritis, cholelythiasis ¢és reflux cholecystitis
igazoldodott. A beteg kezelése soran friss fagyasztott plazma, thrombocyta és
vvt. koncentratumok, nagy doézist immunglobulin addsa mellett,
plazmaferezis €s immunszupresziv terdpia (ciklosporin A és ciklofoszfamid)
alkalmazésa is szerepelt. A kovetés 3 €ve alatt a beteg néhany relapsuson esett

at, négy kiilonbozo idopontban volt sziikség korhazi kezelésére.

Célkitiizéseink

1. A betegek haemorrhagias diathesisének karakterizalasa.

2. Az els6 pontban megfogalmazott vizsgalatok mindkét betegnél silyos
FV deficienciat igazoltak. A tovabbiakban a betegek
parahaemophiliajanak részletes molekularis genetikai hatterét ¢és
biokémiai mechanizmusat kivantuk felderiteni.

ANYAGOK ES MODSZEREK
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Thrombocyta és plazma mintak elokészitése

A vizsgalt betegektol ¢és a fia csecsemd elérhetd rokonaitél 0.105 mol/L
natrium citrattal 1:10 aranyban alvadasgatolt vért vettiink. A Western blotting
¢s az immunoprecipitacids vizsgalatok mintaihoz azonnal prote4dz inhibitorok
keverékét adtuk. A plazmat 22 °C-on, 2,000 g-vel, 20 percig torténo
centrifugélassal nyertiik. A thrombocyta szuszpenzi6 izoldldsa thrombocyta
aktivaciot gatld anyagok jelenlétében végzett differencial centrifugalassal

tortént.

Coagulopathiak diagnosztikajaban hasznalt alvadasi tesztek

A coagulopathidk szirésére PI, APTI és TI vizsgalatokat végeztiink. A
gatlotest kereséshez a beteg és normal plazma kiilonb6z6 aranyt keverékeit is
teszteltiik azonnal, vagy 1 6ras 37 °C-on torténd inkubaciot kovetéen. A FV
elleni gatlotest kimutatasdra Bethesda moddszert hasznaltunk. LA jelenlétét

funkcionalis tesztekkel zartuk ki.

FV aktivitas meghatarozas

FV aktivitas meghatarozdsa a betegek plazm4jabol és thrombocyta
lizdtumabol egyfazisi PI alapu teszttel tortént. A plazma FV aktivitas
végeztik, mig a thrombocyta FV aktivitds kalibracidja normal thrombocyta

lizatum felhasznalasaval tortént.
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FV antigén meghatarozas ELISA modszerrel

Sandwich ELISA rendszereket allitottunk be total FV, FV nehéz lanc (FVNL)
¢s FV konny( lanc (FVKL) antigén (Ag) meghatirozasira. Az egyes
rendszerek specificitisat a "coating" soran alkalmazott antitest biztositotta,
amely a total FV ELISA-ban egy poliklonalis FV ellenes antitest volt, a
FVNL ELISA esetén egy FV B domén epitdp ellenes monoklondlis antitest (a
FV nehéz lancéat és B doménjet tartalmazd molekulat ismeri fel), mig a FVKL
ELISA esetén FVKL ellenes monoklondlis antitest volt. A sandwich masik
oldalan FV ellenes antiszérum hasznalatdval biztositottuk, hogy a
potencidlisan jelenlevo valamennyi normal €s koros szerkezetli bekotodott FV
human plazma segitségével végeztiik, mig a thrombocyta lizitumbdl torténd
FV meghatirozas esetében egészséges donorok thrombocyta lizatumanak
felhasznélasaval tortént a kalibracié. A FV antigén szinteket a normal atlag

szazalékaban fejeztiik ki.

Immunoprecipitacio, SDS-poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE)
és immunoblotting

A plazma FV-t immunprecipitacidval izolaltuk. Az immunprecipitatumok és a
teljes plazma mintdk SDS-PAGE elektroforézisét kovetden, Western blotting
analizist végeztiik. Els6 antitestként altaldban az immunprecipitacidhoz is
hasznalt poliklonalis FV elleni antitestet hasznaltuk. Az fit csecsemo
esetében az eredmények megerdsitésére tovabbi elso antitesteket (FV ellenes

antiszérum, FV B-domén ellenes monoklondlis antitest) is alkalmaztunk.
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PCR amplifikacio és DNS szekvenalas

A FV gén teljes kodolo szakaszat, a "splicing" regiokkal és a promoterrel
egyiitt PCR amplifikéacidt kovetoen szekvenaltuk. Az ultrafiltracidval tisztitott
PCR termékeket ABI 310 Genetic Analyzer segitségevel szekvenaltuk.

Immunglobulin G tisztitasa plazmabdl
A FV inhibitor gyants beteg plazmdjabdl és a kontroll plazmdkbol a teljes
IgG frakciot Protein G Sepharose oszlopon izolaltuk, mikrokoncentratoron

toményitettiik.

Az IgG FV ill. FVa-hoz valo6 kotodésének vizsgalata ELISA technikaval

Sajat fejlesztési szolid-fazisu ELISA teszttel detektaltuk az anti-FV antitestek
tisztitott human FV-hoz €és a FV trombin aktivalt form4jahoz valo kotodéset.
Tisztitott FV-t vagy FVa-t rogzitettiink ELISA lemezre, majd plazma vagy
tisztitott [gG kiilonb6zo higitasaival inkubaltuk. A FV ill. FVa-hoz beko6todott
IgG tipusu anti FV antitest jelenlétét peroxidaz jelzett anti humén IgG és TMB

szubsztrat felhasznalasaval detektaltuk.

Az anti-FV autoantitest epitopjanak karakterizalasa

Az anti-FV autoantitest epitopjanak karakterizalasadsra blokkolo ELISA
rendszert allitottunk be. A FV molekulan ismert epitéppal rendelkezo
monoklonalis antitestekkel blokkoltuk az ELISA-lemezhez rogzitett FV
molekula kotohelyeit. Mosast kovetden a beteg IgG  prepardtumanak
kiilonb6z6 higitasait adtuk és peroxidazzal jelzett anti-human IgG-vel mértiik

a bek6todott beteg IgG mennyiségét.
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A beteg plazmabdl szarmazo IgG FVa prokoagulans aktivitasra Kifejtett
hatasanak vizsgalata funkcionalis tesztekkel

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

mértuk.

ELISA teszt a FV-anti-faktor V immunkomplex kimutatasara

ELISA rendszert dolgoztunk ki  FV-specifikus immunkomplexek
detektalasara. A tesztben "capture" antitestként poliklondlis anti-human FV
antitestet, detektalasra pedig peroxidaz jelolt anti-human IgG-t hasznaltunk. A
beteg és kontroll plazmakat valamint thrombocyta lizatumokat kiilonb6zo

higitasokban teszteltiik.
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EREDMENYEK

Oroklott sulyos FV deficiencia; egy fiu csecsemd coagulopathidjanak

karakterizalasa

Coagulopathia sziirotesztek
A klinikailag vérzékeny csecsemo coagulopathidjanak vizsgélatanal sulyosan
megnyult PI-t (58.1 sec; kontroll: 8.7-11.5 sec) és APTI-t (198.8 sec; kontroll:

29.5-42.7 sec) észleltiink, mig a TI a normal tartomanyban volt.

FV aktivitas

Az alvadasi faktorok aktivitdsanak meghatarozéasakor a beteg plazmdjaban és
thrombocyta lizdtumaban a FV aktivitast mérhetetleniil alacsonynak talaltuk
(mindkét esetben <0.4%). A csaladtagok koziil a beteg édesanyjanal,
¢desapjandl és apai nagyanyjanal 50% koriili FV aktivitdst mértiink, mig a

tobbi vizsgalt csaladtag normal FV fenotipust mutatott.

FV gén szekvencia analizis

A DNS szekvencia analizis soran a probandndl két kauzativ mutdciot
talaltunk, mindkettot heterozigéta formaban: a 13-as exonban a 2952-es
nukleotid pozicidban egy bazis (guanin) inzercidjat. A proband édesanyjanal
a 5493insG mutacid heterozigdta formaja, édesapjanal a 2952delT mutacio
heterozigdta forméja volt igazolhatd. A proband DNS szekvencidjdban két
tovabbi, nem kauzativ mutaciot talaltunk: A327—G szubsztituciot a 2-es
exonban (csendes mutacid) és egy ismert polimorfizmust a 22-es exonban

(heterozigdota A6250—T).
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Mutans FV fehérjék kimutatasa

A proband genetikai eltéréseinek fehérjeszinti  kovetkezményeként,
elméletileg két kiilonb6zd molekulasulyt trunkalt FV molekula képzddhetne.
A kiilonbozd FV epitopokra specifikus ELISA tesztek alkalmazasaval
FVKL:Ag egyaltalan nem volt a beteg plazmajaban kimutathat6 (<0.5%).
Ugyanakkor a masik két ELISA tesztben bar sulyosan csokkent
mennyiségben, de mérhetd volt a beteg plazmdjaban FVAg (FVNL:Ag 1.7%,
total FVAg: 1.03%). A sziiloknél és az érintett nagymaménal valamennyi
ELISA teszttel 50% koriili FVAg szint volt detektalhato.

A beteg plazméjabol végzett Western blotting vizsgélattal nem volt FV-
specifikus sav detektalhatd. Ha a beteg plazméjabol immunprecipitacioval
izolaltuk a FV-6t és lényegesen nagyobb mennyiséget vittiink fel az SDS
PAGE-ra, a megnovelt szenzitivitasi Western blotting soran harom
kiilonbozo elsé antitesttel (poliklonalis FV elleni, FV antiszérum és FV B-
domén elleni monoklonalis) sikeriilt egy nagyon halvany, 236 kD mobilitasu,
FV-specifikus sdv jelenlétét kimutatni. Intakt, egylancG FV nem volt

kimutathato.
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Szerzett FV deficiencia; egy idos nobeteg coagulopathidjanak

karakterizalasa

Szerzett coagulopathia kimutatasa

A beteg 3 éves kovetése soran mindvégig megnyult PI (elso felvételkor 81.3
sec; kontroll: 8.7-11.5 sec) és APTI (147.2 sec; kontroll: 29.5-42.7 sec)
mellett normal TI-t detektaltunk. A beteg és normal plazma 1:1 ardnyu
keverékeibdl végzett PI, APTI idok nem mutattak teljes korrekciot. Az 1 6rés
37°C-on torténd inkubaciot kovetoen elvégzett tesztek eredményei hasonldéan
alakultak. A beteg plazmajaban izolalt FV aktivitas (0.48%) csokkenés volt
mérhetd. A beteg thrombocyta lizaitumaban is stilyosan csokkent FV aktivitast
(1.12%) detektaltunk.

A 3 éves kovetés alatt mért Bethesda titer eredmények végig alacsonyak
voltak (1.25-2.0 BU). Tisztitott FV beteg plazméahoz val6 adagolasakor a PI és
APTI idok 7.5-10 pug/mL szuplementalt FV koncentraciondl normalizalodtak.
A LA kimutatasara elvégzett vizsgalatok eredménye negativ volt.

A beteg plazmijaban és thrombocyta lizatumaban normal total FV:Ag
(106 ¢és 80%) szint mellett erosen csokkent FVKL:Ag (7.9, és 4.8%) volt
detektalhato. A FVKL: Ag szint csokkenése nem trunkalt fehérje
kovetkezménye volt, mivel a beteg plazmajabol immunprecipitacidval izolalt
FV  Western blottinggal tortén6 analizise sordn egyetlen, ~330kD
molekulasulyti, intakt FV molekuldnak megfeleldo FV specifikus sav volt
detektalhato.

A beteg FV génjének szekvenaldsakor nem taldltunk betegség okozo
mutacidt, csupadn néhany ismert polimorfizmust €s egy eddig nem kozolt
mutacio heterozigota formajat a 13-as exonban. E mellett a beteg a Leiden

mutéciot heterozigota formajaban hordozta.
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FV specifikus autoantitest kimutatasa a beteg IgG-frakciojaban

A FV ill. FVa -hoz val6 kotdédést kimutato ELISA tesztekkel a beteg
plazméjaban ¢és IgG frakciojaban szignifikdns mennyiségben detektaltunk FV-
ill. FVa- specifikus antitestet. A FV tartalmi immunkomplexek kimutatasara
szolgaldo ELISA tesztekben a beteg plazmdjaban és thrombocyta lizatumaban
egyarant FV-anti FV immunkomplexek voltak kimutathatok.

A blokkold ELISA tesztben, négy FV specifikus monoklonalis antitest hatdsat
teszteltiik. Mindegyik antitest kotodott a FV molekuldhoz, de csak a FVKL C2
doménre specifikus HV1 antitest gatolta a beteg IgG FV molekulahoz valo

bekotodését.

A beteg IgG frakcidojanak hatasa a FVa prokoagulans aktivitasara
A beteg IgG-je a normdl plazma PI-jét és APTI-jét hasonlé mértékben
nyyjtotta meg, mint az azonos IgG koncentraciot tartalmaz6 beteg plazma
normdl plazmahoz torténd addsa. A kontroll IgG-nek nem volt ilyen hatésa.
Az inhibitor nem befolyasolta a normal plazma TI idejét. A beteg IgG
inhibitor hatasa relative gyengének bizonyult, az effektiv gatlashoz legalabb 8
mg/mL beteg IgG koncentraciora volt sziikség.

A beteg IgG novekvo koncentracidival torténd inkubacio a rekombinans
FVa prokoagulans kofaktor aktivitdsat jelentdésen gatolta a protrombinaz
tesztben, mig a kontroll IgG-nek nem volt ilyen hatasa. 1 mg/mL beteg IgG
esetén a gatlas mértéke meghaladta a 70%-ot €s fizioldgids IgG koncentracio

esetén (~10 mg/mL) csupan 2.5% maradék FV aktivitas volt detektalhato.
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MEGBESZELES

Mindkét beteg szlirdtesztjei és faktor aktivitas eredményei egyértelmiien a FV
deficiencia sulyos formdja mellett szoltak. A betegek kora, anamnézise
tipusos volt, a gyermeknél FV deficiencia velesziilett, az 1dos nonél szerzett
formaira utaltak. Az 1d6s noObetegnél a FV inhibitor szlrésére végzett
keveréses vizsgalatok és a Bethesda titralas eredményei alapjan koros FV
molekula és a plazma potldsok hatdsara kialakulo allo-antitest képzodés
kombinalt lehetdsége is felmertilt.

A FV antigén kiilonbozd specificitdsi ELISA tesztekkel torténd
vizsgalata soran a gyermeknél csak a teszt érzékenyitésével volt 1% koriili
total ill FVNL:Ag mérhetd, FVKL:Ag szintje viszont detektalhatatlan volt,
ami I-es tipustt FV deficiencia fenotipusanak felelt meg. A FV gén teljes
kodolo, splicing €s promoter régiodinak szekvenalasaval két kauzativ mutaciot
mutattunk ki. Mindkét mutacio olvasasi keret eltolodasan keresztiil korai stop
kodont eredményezett a 930 ill. 1776 aminosav poziciokban. Eredményiik
trunkalt FV molekula szintézise lehet: a mutdns 13-as exont tartalmazo
allélrol elméletileg a B domén egy részét és a teljes konnyl lancot nélkiil6zo
FV protein képzddhet, a mutdns 16-os exont tartalmazd allélrol ir6do
fehérjérol pedig hidnyozna a konnyl lanc jelentos része. Ez utobbi 1775
aminosav hosszu polipeptid szdmitott molekulastlya ~200 kD. Figyelembe
véve, hogy ez a mutans tartalmazza az erdsen glikozilalt B domént, nagyon
valoszin(i, hogy az a kis mennyiségben jelenlevo 236 kD fehérje, amit az
immunoprecipiticiot kovetd Western blotting soran detektaltunk, ezen
nagyobb trunkalt fehérjének felel meg. A fehérjét FVpepecen-nek neveztiik el.
A kisebb trunkalt fehérje hianya €s a FVpeprecen €r0sen csdkkent mennyisége, a

mutans mRNS csokkent szintézisével, vagy a mutans protein csokkent
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magyarazhato.

A velesziiletett FV hianyos gyermek mindkét FV kompartmentjében a
FV aktivitasa a detektalasi hatar alatti volt (<0.4%), €s a FV deficiencia stlyos
vérzékenységet idézett eld. Ismert, hogy a FV "knock out" egerek intrauterin
vagy postnatalis elsé két nap soran elvéreznek, de talélésiikh6z mar minimalis
<0.1% FV expreszio is elég. Beteglinknél nem tudtunk intakt FV-t kimutatni.
Azt azonban, hogy a teszt szenitivitasatol kisebb mennyisegli minimalis FV
"riboszomalis slippage" vagy szomatikus reverzid miatt jelen legyen, nem
kizarhato. Elképzelhetd tovabba, hogy az altalunk kimutatott trunkalt FV
fehérjének (FVpeprecen) 1S Van némi prokoagulans aktivitasa.

Az 1d6s nd plazmijaban ¢és thrombocytdiban, trunkalt vagy koéros
szerkezetl FV molekuléra jellemz6 FV:Ag fenotipust mutattunk ki: total FV
¢s FVNL specifikus ELISA rendszerekben normal, mig FVKL-specifikus
ELISA-ban 10% alatti sulyosan csdkkent antigénszint volt detektalhato. Az
immunoprecipitaciot kovetd Western blotting analizis azonban normal
mobilitast FV specifikus sav jelenlétét igazolta, és a DNS szekvenalds soran
sem talaltunk koros FV molekula szintézisét magyardzo genetikai eltérést. A
FVKL:Ag szint csokkenésének legvaloszinibb magyarazata, hogy az ELISA
teszt "capture" antitestjének FV molekulan 1évo target epitdpja az autoantitest
altal részben lefedett. Ezen hipotézis megerdsitésére blokkold6 ELISA
tesztekben a FV molekuldn ismert epitoppal rendelkezd monoklonalis
antitestekkel probaltuk a beteg autoantitestjének bekotdodését meggatolni. Az
alkalmazott antitestek koziil kettd epitdpja a FVKL-n, harmadiké a NL-n a
negyediké pedig a B doménen taldlhatdé. Csak a HVI1 antitest, melynek
epitopja a FVKL C2 doménjén, a 2060-2069 aminosav régidban van,

interferalt a beteg auto-antitestjenek FV molekuldhoz val6 kotddésével. Ezek
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alapjan valdszinisithetd, hogy a HV1 antitest és a beteg autoantitestjének FV
molekulan levd epitopjai azonosak vagy legalabb részben atfednek. A C2
domén N-termindlis vége a FVa foszfolipidfelszinhez valdé kotodésében
jatszik szerepet. Ennek gatldsa jol magyarazza az alvadasi tesztek ¢€s a
protrombindz teszt eredményeit.

antitest kimutathato volt a beteg plazmajabol és IgG frakciojabol és reagalt
mind a FV mind a FVa-val. Funkcionalis tesztekben a beteg IgG-je gatolta a
FVa prokoagulans aktivitasat. FV-anti FV IgG immunkomplex a beteg
plazméjaban detektalhato volt. Az antitest relative alacsony titeri volt, de a
funkcionalis tesztek bizonyitottdk, hogy ez a titer elegend6 volt a FVa
funkciojdnak plazmaban torténo gatldsahoz, s a vérzékenységi tiinetek az "in
vivo" hatékonysag mellett szoltak.

Tudomasunk szerint FV inhibitor thrombocytdban valé jelenlétét még
nem vizsgaltak. A beteglink mosott thrombocyta szuszpenzidjaban talalt
eredmények - erosen csokkent FV aktivitds, normal total FV:Ag és csokkent
FVLC:Ag szint, FV-anti-FV immunkomplexek jelenléte - az inhibitor
thrombocytdban val6 jelenlétére utalnak. Az IgG tipusu FV inhibitorok a
thrombocytdk normal "in vivo" IgG transzport mechanizmusaval bejuthatnak
a thrombocyta alfa granulumokba. Egy masik elképzelhetd alternativ
mechanizmus a FV-anti-FV  immunkomplexek thrombocytak vagy
megakaryocytak 4ltali felvétele és o-granulumba torténd transzportja.

A FV inhibitor okozta parahaemophilids nobeteg gastrointestinalis
vérzése jol kezelhetonek bizonyult, de a megnyult alvadasi tesztek és az
alacsony FV aktivitas a kovetés 3 ¢éve alatt végig megmaradt. A tlinetek
szempontjabdl a thrombocyta FV aktivitasat tartjadk meghatdrozénak. Az 1dos

nobeteg thrombocytdiban is kimutathatdo FV inhibitor, ami feltehetoleg
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hatékonyan képes gatolni a thrombocyta FV prokoagulans aktivitasat. A
klinikai képet befolyasold tényezok komplexitasdhoz a beteg heterozigdta
Leiden mutacidja is hozzajarulhat. Ebben az esetben ugyanis a csekély
mennyis€gll autoantitest altal nem gatolt plazma FV 50%-a a hosszabb ideig
tartd prokoaguldns hatassal bir6 FV Leiden molekula, ami csokkentheti a

vérzékenység sulyossagat.
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