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BEVEZETES

A XllII-as véralvadasi faktor (FXIII), korabbi nevén Laki-Lorand faktor, a
fibrin mechanikai stabilizalasaért felelds faktor, s egyben a fibrinolizis egyik f6
regulatora. A plazmdban heterotetramer szerkezetii (FXIII-A,B,) zimogén
formaban (pFXIII) kering, mely két potencidlisan aktiv katalitikus A
alegységbdl (FXIII-A) és két hordozo/gatld B alegységbdl (FXIII-B) all. A
FXIII-A dimer formaban egyes sejtek citoplazmajaban Onmagaban is
megtalalhaté, ez az ugynevezett cellularis FXII (cFXII). A c¢FXII a
vérlemezkékben igen nagy koncentracioban fordul eld, emellett a
monocytakban/ macrophagokban és e sejtek csontveldi prekurzoraiban is
megtalalhatd. A FXIII-A-t jonéhdny monocyta eredeti macrophagban
kimutattdk, mint példaul savds iliregek macrophagjaiban, alveoléris, tumor-
asszocialt macrophagokban, nyirokcsomok dendritikus sejtjeiben, kotészoveti
histiocytakban, perivaszkularis  dendritikus macrophagokban, dermalis
dendrocytakban, stb. Friss kutatdsi eredmények szerint chondroblastok és
osteoblastok, ill. egy bronchidlis epithelilis sejtvonal is képes a termelésére. A
FXIII-B egy kb. 80 kDa-os molekulatomegii glikoprotein, a hepatocytadk
szintetizaljak és szekretaljak. Ellentétben a FXIII-A-val a plazméban feleslegben
talalhato, 50%-a szabadon kering. A kiilonb6z6 sejtekbdl szarmazo alegységek a
vérben képeznek komplexet. A FXIII-A,B, referencia tartomanya plazméaban
14-28 mg/L, gyakorlatilag teljes mértékben fibrinogénez kotott allapotban
talalhato.

A pFXIll-at a véralvadasi kaszkad utolso 1épésében a thrombin és a Ca®*
aktivalja, a reakci6 az Ujonnan képz6dd fibrinszalak felszinén megy végbe.
Extracellularisan Ca>" és thrombin jelenlétében a pFXIII-hoz hasonlé modon a
cFXIII is aktivaldédhat, itt azonban értelemszeriien a FXIII-B levalasa elmarad.

A cFXIII aktivacidja intracellularis kornyezetben (pl. thrombocytakban) nem



proteolitikus hatasra kovetkezik be, az emelkedett intracellularis Ca*" elegendd
az aktivalasahoz.

Az aktivalt FXIII (FXIIla) egy transzglutaminaz, két peptidlanc kozott
e(y-glutamil)lizil keresztkotést (un. izopeptid kotés) képez. A FXIlla elsddleges
szubsztratjai a fibrin és az o,-plazmin inhibitor (0,-PI). A FXIlla a
keresztkotésekkel mechanikusan erdsebb, nyirohatasnak jobban ellenélld
szerkezetli alvadékot képez és meggatolja az Gjonnan képzdédott fibrinnek az
alvadassal parhuzamosan aktivalodo fibrinolizis 4ltal torténd  gyors
kovalens kapcsolodasa fokozza az endogén €s szdveti plazminogén aktivator
altal indukalt fibrinolizis elleni rezisztenciat.

A FXII hidnya sualyos vérzési rendellenességhez vezet, mely ndk
esetében korai 1smétlddd vetéléssel €s a betegek jelentds szazalékaban a
sebgyogyulas rendellenességeivel parosul. Autoszomalis recessziven 6roklodik,
jellegzetes tlinete csecsemOkorban a késleltetett koldok vérzés. Gyakoriak az
intracranialis, intramuscularis €s subcutan vérzések.

A FXIII esszencidlis szerepét a sebgyodgyuldsban transzgén egerekben is
bizonyitottdk. FXIII-A knock-out egerek sebgyodgyuldsi ideje nagymértékben
megnyult, mely inkomplett re-epithelizacidval, perzisztald nekrotizald sebbel és
abnormalis hegképzddéssel jart, FXIII szubsztiticid esetén azonban a
gyogyulasi folyamat rendben végbement. Egyes posztoperativ allapotokban is
megfigyelték a FXIII koncentratum adasanak sebészi beavatkozasok utan a
sebgydgyulasara gyakorolt eldny0s hatasat. A sebgyogyulas f6 1€pései a fibrin-
halo kialakuldsa, macrophag invazi6, fibroblast migracid ¢és proliferacio,
extracellularis matrix (ECM) képzdédése és angiogenezis. A FXIII ebben a
folyamatban az ECM proteinek keresztkotésével, endothel sejtekre,

fibroblastokra és macrophagokra kifejtett hatasaval vesz részt. Ezen hatasok a
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A FXIII szerepe a sebgyogyuldsban részben proangiogenikus hatdsanak is
koszonhetd. Az érijdonképzddés komplex 1€épések egyiittese, a sebgyogyulastol
a tumor nodvekedésig igen sok fiziopatologias folyamatban jatszik lényeges
szerepet. A FXII részt vehet az endothelsejt-vérlemezke kapcsolat
kialakitasdban, aktiv formdja pedig fokozza a humén umbilikélis endothelsejtek
endothelidlis novekedési faktor (VEGF) szekrécidjara, sem a VEGF fehérje
szintjét, sem pedig a VEGF receptor-2 (VEGFR2) messenger ribonukleinsav
(mRNS) szinteket nem befolydsolja. Ezzel szemben a sejtekben a
thrombospondin-1 (TSP-1) mRNS szinte teljes eltiinését indukalja, és jelentdsen
csokkenti a TSP-1 szintjét a tapfolyadékban. A FXIII szerepét az
angiogenesisben allatmodellekben is bizonyitottdk: FXIII knock-out egerekben
az érujdonképzddés mértéke elmarad a normal tarsaikhoz képest. Nyulakon a
FXIIla injectidja a cornea subepithelidlis rétegébe 36 oran belill gazdag
kapillarishalozat 1étrejottét indukalta, emellett a kezelés hatasara a szaruhartya
keratocytaibol €s a stroma szalcsaibol eltlint a TSP-1. A FXIII koncentratum
helyi alkalmazisa az angiogenesis eldsegitésével tamogathatja a rossz
regeneracios hajlamot mutato sebek gyorsabb begydgyulasat, mig a FXIIIa altal
indukalt érajdonképz6dés gatlasdval az antitumor terdpiaban nyilhatnak 1j
lehetdségeink.

A FXIII megjelenésérdl plazman kiviili folyadékterekben keveset tudunk.
Intézetiinkben bronchoalveoldris mosofolyadékban vizsgaltdk a  FXIII
megjelenését. Kimutattak, hogy normdl esetben az alveolaris felszini
folyadékrétegben csak cFXIII talalhatd, gyulladasos bronchoalveoléaris
megbetegedésekben azonban megjelenik a pFXIII is, a cFXIII mennyisége pedig
szignifikdnsan emelkedik. A FXIII megjelenését konnyben korabban nem
vizsgaltak, az irodalomban egyetlen ilyen téméju kozleményt sem talaltunk.

Tekintettel arra, hogy a fibrinolizisnek komoly szerepe van a konny



homeosztasisdban, feltételeztiik, hogy a FXIII is megtalalhatdo a kdnnyben, s
szerepe lehet a konny fiziopatoldgias folyamataiban.

Normal koriilmények kozott a szaruhartyanak nincs vérellatasa, igy nincs
kozvetlen kapcsolatban a vérrel, bar a fibrinogén és a fibrinolitikus rendszer
egyes komponensei megjelennek a konnyben, és egyensulyi helyzetiik
megtartasa fontosnak tlinik a konny homeosztdzisanak megtartasaban. Az egyik
ilyen fontos szerepld a plazminogén, mely a fibrinolitikus enzim, a plazmin
proenzime. A plazminogén deficiencia f0 klinikai tiinete egy stlyos latdsromlast
okozd szembetegség, a conjunctivitis lignosa, mely fibringazdag alhartya
képzddésével jar a tarzalis kotdhartya felszinén, ezzel fekélyek kialakuldsahoz
¢s a cornealis epithelium hiperplasztikus elvaltozdsahoz vezet. Azon transzgén
egerekben, melyekben a plazminogén gén hianyzik, az emberi megbetegedéshez
megjelenésben ¢€s szovettanilag igen hasonld conjunctivalis elvaltozasok
lathatok. Nagyon valdszinli, hogy plazminogén hidnya, igy kovetkezetesen az
aktiv form4ja - a f6 fibrinolitikus enzim - plazmin hidnya nem megfeleld fibrin-
elimindlddast, €s igy pseudomembran képzddést eredményez. Ismert, hogy a
kotéhartya és a szaruhartya epithel sejtjei plazminogén aktivatorokat termelnek,
melyek szintén megjelennek a konnyben. A plazminogén aktivator inhibitor-2
(PAI-2) is kimutathatd az egészséges humén cornedlis epitheliumban ¢és a
normal kdnnyben. A szaruhartya sebgyogyuldsa plazminogén hidnyos egerekben
nem megfeleld, sulyos gyulladasos valasszal, retrocornedlis fibrin depositumok
lerakodéséaval, cornedlis hegszovet képzddéssel ¢és gyakran stromalis
neovaszkularizacioval jar. Kombindlt fibrinogén és plazminogén hidnyos
egerekben azonban a szaruhartya sebgyogyuldsa normalis. A fibrin(ogén)
lerakddas és a fibrinolitikus rendszer egyensulya fontos szerepet jatszik a
cornedlis homeosztdzis megtartasaban, a FXIII szabalyz6é hatdsa ebben a

mechanizmusban meég nem ismert.



CELKITUZESEK

1. Mivel a FXII a véralvadason kiviil hatasadt extravascularis
folyadékterekben is kifejti, bizonyitottan szerepe van a sebgyogyuldsban és az
érijdonképzddésben, kivancsiak voltunk, hogy a stimuldlt és nem stimulalt
korilmények kozott nyert konnyben megjelenik-e, s ha igen milyen
koncentracidban.

2. Mivel a gylijthetd konnymintak térfogata igen limitalt, €s eldkisérleteink
szerint a benne 1évé FXIII komplex és alegységek mennyisége toredéke a
plazméaban taldlhatonak, a plazma FXIII koncentraciok mérésére alkalmas
modszerek nem elég érzékenyek a konny FXIII tartalmanak a
meghatarozasdhoz. Ezért célunk volt olyan hiperérzékeny enzimhez kotott
immunoszorbens modszerek (ELISA) fejlesztése ¢és evaluilasa melyek
segitségével biztonsaggal meghatarozhatd a FXIII-A, FXIII-B és FXIII-A,B,
koncentracidja emberi konnyben.

3. A konny a plazman kiviili folyadékterek kozott is kiilonleges, hiszen egy
sajat vérellatassal nem rendelkezd szervet, a szaruhartyat taplalja és védi, ezért a
konnyben megjelend FXIII kiilonds fontossagh lehet a lokalis sebgydgyulas és
érajdonképzddés szempontjabol. Célkitizéseink kozott szerepelt megvizsgalni,
hogyan véltoznak a FXIII szintek konnyben perforalé keratoplasztika (PKP)
utani allapotokban ¢és e valtozdsok hatdssal vannak-e a donor szaruhdrtya

késObbi allapotara, a transzplantacié sikerességére.

BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalt egyének
A vizsgalatainkba 60 egészséges egyént vontunk be: 21 ndt és 39 férfit,
medidn ¢életkoruk 28 év (interkvartilis tartomany: 24-47 év). Egyikiiknek sem

volt gyulladt vagy sériilt a szeme, nem hasznaltak semmilyen szemcseppet,
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miikonnyet, nem hordtak kontaktlencsét. Az allergias és szaraz szemii egyéneket
kizartuk a vizsgalatbol. Ezekt6l az onkéntesektdl stimulalt és nem stimulalt
konnymintakat gytijtottiink, a konny FXII-A, FXIII-B, FXIII-A,B, valamint
minden konnymintabdl lemértiik, azonban néhany konnymintabdl a nyert minta
kis térfogata miatt csak két FXIII paramétert tudtunk meghatarozni. fgy a
vizsgalt mintaszam FXIII-A esetében 52, FXIII-B és FXIII-A,B, esetében 50-50
volt. Ezen alcsoportokban a férfi:nd arany 33:19, 32:18, illetve 31:19 volt, az
atlagéletkorok és az interkvartilis tartomanyok megegyeztek a teljes csoportéval.

A Debreceni Egyetem Szemészeti Klinikdjan 31 perforald keratoplasztika
mitéten atesett egyén konnymintdibol is elvégeztiik a FXIII meghatarozasokat.
Ebben a csoportban a férfind ardny 14:17, medidn életkoruk 64 ¢év
(interkvartilis tartoméany: 49-75 év). 17 esetben bullosus keratopathia, 5
egyénnél szemet ért sériilés utani heges gyogyulas, 5 beteg esetében szaruhartya
disztrofia, 3 betegnél cornedlis fekély, 1 esetben pedig keratoconus miatt volt
sziilkség a szaruhartya-transzplantaciéra. A 31 egyén kozil 11 esetben az
atiiltetés ismételt keratoplasztika miitétet jelentett. Az atiiltetést kovetéen a
betegek egy hétig a klinikan tartozkodtak, bennfekvésiik ideje alatt egyikiiknél
sem jelentkezett korai kilokédési reakcio. Kozilik 23 egyént tudtunk 18
hoénapig rendszeresen kovetni. A vératlan események kivételével a betegek a
mitét utdn 1 €s 3 honappal, majd 3 havonta jelentek meg ellenérzésen, melyek
alkalmaval az altalanos szemészeti allapotukat regisztraltuk, figyelmet forditva a
donor cornea erez0désére-erezettségére.

A kutatast a Debreceni Egyetem Orvos ¢s Egészségtudomanyi Centrum
Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval végeztiik.
A vizsgalatok teljes mértékben megfeleltek a Helsinki Deklaracid etikai
elveinek, minden egyén tdjékozott beleegyezését adta a vizsgalatban valo

részvételhez.



Konnymintak gyiijtése

A konnymintakat atraumatikus moddon lvegkapillaris  csovekbe
gyljtottik. A  mintavétel helyi érzéstelenités nélkiill az als6 lateralis
konnymeniscusbol tortént, reggel 7 és 8 kozott. A konnymintakat minden
esetben 1 percig gyljtottiilk. Tapasztalataink szerint 0sszesen 8,5 ulL egészséges,
nem stimulalt kdnnyre volt sziikség a FXIII-A, FXIII-B, FXIII-A,B, és total
protein koncentracidok biztonsagos meghatarozasahoz. A betegektdl szarmazo
mintdk esetében a FXIII komplex ¢€s alegységek koncentracidoi magasabbak
voltak, ezekben az esetekben akar 4 puL konny is elég lehet meghatarozasok
elvégzéséhez.

Az egészséges egyénektdl mindkét szembdl gyljtottiink mintat, sziikség
esetén a konnymintavételt fél ora pihenés utan megismételtiik. A levett mintakat
alacsony fehérje kotésli — LoBind — csovekben +4 °C-on taroltuk legfeljebb 5
napig, mig a fenti méréseket elvégeztiik. Eldkisérleteinkben kimutattuk, hogy a
konny vizsgalt alkotéelemeinek a koncentracidja legaldbb 10 napig nem
valtozik. A konnymintakat higitatlanul, stabilizalo nélkiil, +4 °C-on tarolva az
eredetileg mért FXIII-A, FXIII-B ¢és FXIII-A,;B, koncentraciok 99,4%-at,
98,5%-at és 98,5%-at mértiik vissza 10 nap eleteltével.

Az egészséges Onkéntesektdl stimuldlt konnymintat is gyijtottink, a
stimulaciot 80%-os ethanol orrba cseppentésével végeztik. Mivel az
egészségesek konnymintdiban eldvizsgalataink sordn nem taldltunk sejtes
elemeket, ezeket a konnyeket nem centrifugéltuk.

A keratoplasztikdn atesett egyénektdl a mintdk gyljtése az
egészségesekhez hasonloan tortént, etil-alkoholos stimulaciot esetiikben nem
alkalmaztunk. A transzplantalt betegeknél éretelemszeriien csak az érintett
szembdl gylijtottiink konnymintat. A mintavételt a mitét eldtt €s a mitét utan 1.,
2., 4., 7. nappal a reggeli lokalis terapia (steroid és neomycin cseppek)
alkalmazéasa el6tt, valamint az ellenérzé vizsgalatok alkalmaval végeztiik.

Utobbi esetekben a betegek konnymintajat lecentrifugaltuk, hogy eltavolitsuk a

8



sejtes elemeket ¢és a sejttormeléket, ¢€s a feliilisz6t hasznaltuk a

meghatarozasokhoz.

Laboratoriumi modszerek

20x-osra higitott mintabdl bicinchoninsavas meghatarozéssal (bicinchoninic acid
protein assay; BCA moddszer) végeztiik. A kalibracios sor elkészitéséhez bovin
szérum albumint (BSA) hasznaltunk.

A konnyben 1évé FXIII alegységek ¢és komplex meghatirozasahoz a
plazméaban 1évé FXIII kimutatdsara alkalmas, laboratoriumunkban korabban
kifejlesztett ELISA modszerek antitestjeit alkalmaztuk. A FXIII-A,B,
meghatarozasara biotinadlt monoklondlis FXIII-B alegység ellenes elfogo
antitestet és torma-peroxidazzal (HRPO) jelolt monoklonalis FXIII-A alegység
ellenes detektald antitestet hasznaltunk. Hasonloképpen biotinalt elfogd és
HRPO-val jelzett detektdldé monoklonalis antitesteket alkalmaztunk a FXIII-A
illetve FXIII-B mérésére szolgald moddszereknél is. A FXIII-A ¢és FXIII-B
mérésére szolgdlo modszerek esetében az elfogd és detektdldo antitestek az
antigén molekulak kiilonb6z6 epitdpjai ellen irdnyultak. Ezek az antitestek mind
a szabad, mind a komplexben 1évé FXIII alegységet felismerik, vagyis
méréseink soran a total FXIII-A és FXIII-B koncentracidkat hataroztuk meg.

Mivel a konnyben a FXIII koncentricidja igen alacsony, és a
rendelkezésiinkre 4116 minta mennyisége is limitdlt, hiperszenzitiv
chemilumineszcens micro-ELISA  modszereket fejlesztettiink ki, Az
¢rzékenység novekedését egyrészt Lumigen PS-atto peroxidaz szubsztrat
alkalmazasaval, masrészt a reakcio-térfogat 50 plL-re torténd csokkentésével
(384 lyuku streptavidin-fedett mikrolemezeket hasznéalva) értiik el. A reakcid
elve és menete mindhdrom ELISA (FXIII-A, FXIII-B, FXIII-A,;B,) esetében

megegyezd. Eldvizsgalataink tapasztalatai alapjan a kovetkezé modon végeztiik

s
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antitestet 1 6ran at szobahdn inkubaltunk streptavidinnel fedett mikrolemezben.
A higité puffer 0,5 mol/L NaCl-ot, 5 mg/mL BSA-t, 0,5 g/L Tween 20-at, 15
mmol/L-es foszfat puffert tartalmazott, pH-ja 7,2 volt. Az inkubacios 1d6
leteltével 5x alaposan mostuk a mikrolemezt. A mos6 puffer 0,5 mol/L NaCl-ot,
0.5 g/l Tween 20-at, 15 mmol/L-es foszfat puffert tartalmazott, pH-ja 7,2 volt.
A lemezbe ezutdn 2,5 pL, higité pufferrel 50 pL-re higitott kdnnymintat
mértiink, és 1 6ran at inkubaltuk. Ujabb alapos mosasok (5x) utan 50 pL higité
antitestet pipettdztunk a mikrolemezbe. Ismét 1 ora inkubalast 6tszori alapos
mosas kovetett, majd 50 uL a forgalmaz6 utasitasainak megfeleléen elkészitett —
a szobahdmérsékletli szubsztrat két komponensét egyenld ardnyban Osszemért,
fényérzékenysége miatt sotétben tartott — Lumigen PS-atto peroxidaz
szubsztratot pipettdztunk a mikrolemezbe. A kemilumineszcens jelet 5 percen
beliil Infinite M200 microlemez leolvasoval (Tecan microplate reader) mértiik.
A kalibraciés gorbék elkészitéséhez REA-clot referencia normal plazma higito
pufferrel készitett kiilonboz0 higitasait hasznaltuk. A referencia plazma
megadott FXIII-A,;B, és FXIII-A koncentracidjat (20,84 mg/L és 10,63 mg/L) a
WHO nemzetk6zi standard plazméval, mig FXIII-B tartalmat (19,04 mg/L)
laboratériumunkban  preparalt tisztitott FXIII-B  alegységgel végzett

kalibracioval hataroztuk meg.

A modszerek jellemzése

A kis térfogat miatt kevert gyiijtott konnymintdk mennyisége sem lett
volna elegend6 a mddszerek pontatlansaganak ellendrzéséhez, igy konnyminta
helyett a referencia plazma kiilonb6z6 higitasait hasznaltuk a FXIII komplex és
alegységek meghatarozasara alkalmas hiperszenzitiv kemilumineszcens ELISA
moddszerek analitikai jellemzéséhez. A reprodukalhatosdgi vizsgalatokat a The
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) EP5-A2 iranyelveinek

megfeleléen végeztik: 20 napig minden nap két parhuzamos méréssel
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minimalis mérési hatarok megallapitdsa a CLSI EP-17-A protokoll leirasanak
megfelelden tortént. A kimutathatosagi hatirok meghatarozadsahoz Linnet és
Kondratovich részben nemparametrikus modszerét valasztottuk.

A visszanyerési vizsgalatokat a kovetkezdképpen végeztiik: kiilonb6zo
koncentracioju nagy tisztasagh FXIII-A,-t, FXIII-B-t, vagy FXII-A,;B,-t
tartalmazo oldatot adtunk a konnymintdkhoz. A kiegészité oldatok 90 pg/L vagy
400 pg/L FXIII-A,-t, 210 pg/L vagy 820 pg/L FXIII-B-t illetve 150 pg/L vagy
730 pg/L FXIII-A;B,-t tartalmaztak higitd pufferrel higitva. Ezeket az oldatokat
10x-esre higitottuk kevert gyiijtott konnymintdval. A kevert gyljtott konny
FXIII-A, koncentracidja 1,86 png/L, FXIII-B koncentracioja 4,48 ng/L FXIII-
A;B; koncentracidja 0,87 pg/L volt. A visszanyerést a szamitott €s mért

hozzaadott FXIII hanyadosaként szazalékban fejeztiik ki.

Statisztikai analizis

Az eredmények eloszlasanak elemzését Kolmogorov-Smirnov €s Shapiro-
Wilk prébakkal végeztiik. A férfiak és ndk kozti, valamint a keratoplasztikdn
atesett betegeknél a donor cornea erezédésének jelenléte és hidnya esetén mért a
FXIII koncentraciok kozott a kiilonbség szignifikancidjat Mann-Whitney U-
teszttel szamitottuk. Az egészséges Onkéntesektdl szarmazo stimuldlt és nem
stimuldlt konnymintadk FXIII és totdl protein tartalma kozti kiilonbségeket
Wilcoxon féle eldjeles rang probaval vizsgaltuk. Ugyanezt a tesztet hasznaltuk a
keratoplasztikan atesett egyének miitét eldtt és kiillonbozé iddvel a miitét utan
mért FXIII és total protein mennyiségek Osszehasonlitisakor a statisztikailag
szignifikans kiilonbségek kiszadmitdsahoz. A FXIII szintek korfiiggését Pearson
korrelacioval vizsgaltuk. A statisztikai elemzéseket a Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS 13.0) programmal végeztiik.
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EREDMENYEK

A kemilumineszcens FXIII ELISA modszerek analitikai jellemzése

A kimutathatdsagi hatar a FXIII-A meghatarozés esetében 0,014 ug/L, a
FXIII-B esetében 0,019 pg/L, a FXIII-A,B, esetében pedig 0,016 ug/L volt.
Mivel ezeknél a koncentracioknal a mért értékek eltérései az EP-17-A CLSI
protokollban megadott 25%-o0s hibahatar alatt voltak — FXIII-A meghatdrozas
esetében 12,8%, FXIII-B esetében 15,8%, FXIII-A,B, esetében pedig 14,3% —a
minimalis mérési hatarokat mindhdrom esetben a kimutathat6sagi hatarokkal
megegyezdnek tekinthetjiik.

A modszerek Osszegzett pontatlansaga — laboratoriumon  beliili
pontatlansag — az alacsony koncentraciok mérésénél egyik FXIII antigén assay
esetében sem haladta meg a 12%-ot, a magas koncentracid-tartomanyokban
pedig minden esetben 5,5 % alatti volt. A modszerek mérési tartomanya igen
sz¢éles, mindharom esetben a minimalis mérési hatartdl indul, FXIII-A, assay
esetén 0,014-2,0 pg/L, a FXIII-B meghatarozasnal 0,019-10,0 ug/L, a FXIII-
A;B; ELISA-nél pedig 0,016-4,0 png/L. Az alacsonyabb mérési tartomany az
egészséges konnymintak alacsony FXIII  komplex ¢és  alegységek
koncentracidinak meghatarozasanal fontos, mig a teljes széles mérési tartomany
higitds elkészitésével. A megadott mérési tartomanyokban a masodfoku
polinomidlis gorbék kivalo illeszkedést mutattak, az eredmények kiszdmitasdhoz
ezek egyenleteit hasznaltuk.

A visszanyerési vizsgalatok eredménye megkozelitdleg 100% volt
mindharom FXIII antigént kimutaté modszer esetében. Az anti-FXIII-A és anti-
FXII-B monoklonalis antitest kombinaciorél, melyet a FXIII komplex
kimutatasara hasznéalunk, korabbi vizsgélatok bizonyitottak, hogy specifikus,
vagyis csak a FXIII komplex mennyiségét méri. Hasonloképpen a FXIII-A
meghatarozast nem zavarja a FXIII-B alegység jelenléte, és a FXIII-B
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kimutatast nem befolyasolja a FXIII-A; jelenléte. A modszerek specificitasat az
is jol bizonyitja, hogy FXIII-A ¢és FXIII-B immundepletalt plazmamintdkbol
nem tudtunk FXIII-A-t, FXIII-B-t, ill. FXIII-A,B, komplexet sem kimutatni.

FXIII alegységek és komplex egészséges egyének stimulalt és nem stimuldlt
kénnymintdiban

Az egészséges egyének stimulalt és nem stimulalt konnyében mért FXIII-
A, FXIII-B, FXIII-A;,B, ¢és total protein koncentraciokat, valamint az egy perc
alatt gyiijthetdé konny térfogatit Osszehasonlitottuk. A FXIIl-ra vonatkozo
eredményeket a totdl protein koncentrdcidora normalizédlva is megadtuk.
Kolmogorov-Smirnov ¢és Shapiro-Wilk prébaval is bizonyitottuk, hogy
mindharom FXIII paraméter értékei nem-Gaussi, vagyis nem normal
eloszlastiak. Sem nem stimulalt, sem stimulalt konnyben nem taldltunk
korfliggést, ill. szignifikdns nemek kozti kiilonbséget a FXIII alegységek és
komplex vonatkozasaban. A nem stimulélt konnymintdk alacsony térfogata arra
utal, hogy a konnymintavétel nem okozta a konnyszekrécio jelentds

crer

stimulalt, mind nem stimulalt konny esetében jol korrelalnak az irodalomban
kozoltekkel.

Nem stimulalt konnyben kovetkezetesen alacsony mennyiségii FXIII-A és
FXIII-B alegység mérhetd, 2,13 pg/L azaz 2,66 x 10" mol/L FXIII-A illetve
7,22 ng/L azaz 8,70 x 10" mol/L FXIII-B. A FXIII-A,B, értékek medianja igen
alacsony, az esetek 16%-4dban a FXIII komplex koncentraci6ja a minimalis
mérési hatar alatt volt. A konnyben a FXIII alegységek csak viszonylag kis
mennyisége képez komplexet az adott korilmények kozott, a FXIII-A,B,
median értéke 0,67 pg/L vagyis 0,21 x 10" mol/L, ami azt jelenti, hogy a mért
totdl FXIII-A alegységnek csak a 16% van komplex formaban. A FXIII-A,
FXIII-B alegységek ¢és FXIII-A,B, komplex koncentraciok eloszlasa az alacsony

koncentracidk irdnyaba tolddott el.
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Stimulalt kdnnyben a mért FXIII alegységek és komplex valamint a total
protein koncentracidk alacsonyabbak voltak, mint nem-stimulalt konnyben, s a
FXIII-B kiveételével a kiilonbségek szignifikdnsnak bizonyultak. A FXIII
szinteket a konnyek protein tartalmara vonatkoztatva azonban nem talaltunk
szignifikdns kiilonbséget a stimuldlt és nem stimuldlt konnymintdkban

meghatarozott értékek kozott.

FXIII szintek perforalo keratoplasztikan datesett betegek konnymintaiban

A miitét eldtti szintekhez képest 24 oraval a transzplantacidt kovetden a
konny FXIII-A koncentracidja 10,4-szeresére, FXIII-B koncentracioja 9,4-
szeresére a FXIII-A,;B, koncentracid pedig 20,5-szeresére emelkedett. A
konnyszekrécio jelentdsen fokozodott, a total protein tartalom pedig csokkent,
ami higabb konny fokozott termelddésének koszonhetd. Kovetkezésképpen a
FXIII szintek total protein koncentracidora vonatkoztatott eredményei még
nagyobb emelkedést mutattak: FXIII-A esetében az emelkedés 16,9-szeres,
FXIII-B esetében 17,7-szeres, mig FXIII-A,B, esetében 25,7-szeres volt. Az
elsé 24 6ra utan az emelkedett FXIII szintek fokozatosan csokkentek, de még
hét nappal a miitét utan is szignifikdnsan magasabb értékeket mértiink, mint
operacio eldtt. A miitét utani els6 naphoz képest a csokkenés mértéke FXIII-A,
FXIII-B és FXIII-A;B, esetében kiilonb6zo idoben érte el a szignifikans szintet,
a 7. napon azonban a koncentriciok mindhdrom paraméter esetében
szignifikansan alacsonyabbak voltak mint a miitét utan 24 6réval.

A 23 kovetett esetbdl 10 donor szaruhartyan volt erez6dés megfigyelhetd
3-12 honappal a perforalé keratoplasztikdt kovetden. A betegeket a
transzplantatum allapota — erezddott €és nem erezddott — szerint két csoportra
osztottuk ¢és a két csoportban az els6 héten mért FXIII szinteket
Osszehasonlitottuk. Azon betegek esetében, akiknél a donor szaruhartya a
késobbiekben a kovetési 1d0 alatt beerez6dott, mar a mutét elott mért FXIII

szintek is magasabbak voltak. A kis esetszam kovetkeztében a miitét elétt mért
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kiilonbség csak a FXIII komplex esetében volt szignifikdns. A mutét utan a
FXIII-A, FXIII-B alegység ¢és FXIII komplex koncentraciok emelkedése az
erez0dott csoportban szignifikdnsan nagyobb volt, mint a nem erez6dott

csoportban.

MEGBESZELES

Mivel a konnymintdk térfogata limitalt, €s a benne lévé FXIII alegységek
¢s komplex koncentracidja alacsony, a laboratoriumunkban korabban
kifejlesztett gyors, egylépéses szendvics-ELISA mddszerek, melyeket eredetileg
a plazmaban 1évé FXIII komplex, és FXIII-A meghatarozasara dolgoztak ki,
nem voltak elég érzékenyek az ebben a testfolyadékban torténd mérésekhez.
Emellett nem létezett jol bevizsgalt mdodszer a FXIII-B mérésére. A kovetkezd
valtoztatdsokkal igen érzékeny, jol reprodukdlhatdo stabil moddszereket
fejlesztettink ki a FXIII-A, FXIII-B ¢és FXIII-A,B, koncentraciok
meghatarozasara konnyben:

1. A kromogén szubsztrat helyett kemiluminescens szubsztratot, Lumigen
PS-atto-t hasznéltunk a peroxidaz aktivitdas mérésére, megnovelve ezzel a
reakcid szenzitivitasat.

2. Atlatszo helyett nem transzparens fehér mikrolemezt hasznaltunk a
lumineszcens reakcid megfeleld értékelése, az atfénylés kikiiszobolése
érdekében.

3. A plazmaban valé kimutatisra szolgalé modszerben a szendvics, mely a
két antitest koz¢é befogott antigén, egy oras inkubacios 1d6 alatt alakul ki az egy
Iépésben Gsszedllitott oldatban. Ehelyett az egylépéses reakcido helyett
tobblépésessé tettiikk a reakciot, egy oras inkubacios idoket alkalmazva, vagyis
Iépésenként tortént az elfogd antitest felkGtése a streptavidin-fedett plate
felszinére, a FXIII antigén kotddése az elfogd antitesthez €s a detektalo antitest

kotoédése a felszinhez kotott komplexben 1évd antigénhez. Az egyes lépések
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kozott alaposan mostuk a lemezt. Ezek a valtoztatdsok egyrészt jelentOsen
csokkentették a hatteret, masrészt lehetévé valt a teljesebb komplexképzddés az
antigén ¢€s az antitestek kozott, igy a modszer érzékenysége tovabb nott.

4. A konny kis mennyiségéhez alkalmazkodva a reakciét 96 lyukua
mikrolemez helyett 384 lyuku streptavidin fedett mikrolemezen végeztiik, igy
csokkentve a reakcidtérfogatot.

A plazmaban vald kimutatdsra szolgdld modszerekhez képest ezekkel a
valtoztatasokkal a kimutathatdsagi, esetiinkben egyben a minimalis mérési
hatarokat a FXIII-A,B, assay esetében 1/59-ed részére, a FXIII-A
meghatarozasnal 1/25-6d részére csOkkentettiik. Az érzékenység hasonlo
novekedését értiik el a FXIII-B alegységet kimutaté mddszer esetén is.

A modszerek igen nagy érzékenysége lehetdvé tette, hogy az egy egyéntdl
szarmazo kis térfogati nem stimuldlt konnymintakbol is biztonsaggal
meghatarozzuk a FXIII koncentraciokat. A FXIII-A ¢és FXIII-B koncentracidja
konnyben sokkal kisebb, mint a plazmdban. Szamitasaink szerint a konny FXIII-
A tartalma 1/5200-ad része a plazméénak (11 mg/L). A plazma FXIII-B
koncentracidja 21 mg/L, vagyis a FXIII-B konny: plazma arany 1:2900. A
FXII-B:FXIII-A molaris arany konnyben 3.5, ami majdnem duplaja a
plazmaban talalhatdo FXIII-B:FXIII-A ardnynak (2:1). Koénnyben a FXIII-A-nak
csak 16%-a képzett komplexet a FXIII-B-vel. Ez ellentétben all a plazmaban
megfigyeltekkel, ahol a FXIII alegységek tobb mint ezerszer magasabb
koncentraciéban taldlhatok, mint a konnyben, és a FXIII-A, szinte kizardlag
komplex formaban fordul eld. A FXIII-A és FXIII-B koncentracidinak medidnja
nem stimulalt kénnyben 1.33 x 10" mol/L FXIII-A,-nek és 4.35 x 10™"" mol/L
FXIII-B,-nek felel meg. Ezeket az adatokat, és a laboratériumunkban
megallapitott 0,16 x 10” mol/L-es egyensulyi 4llando (K) értéket hasznélva a
FXIII-A,B, szamitott elméleti értéke 0,27 x 10™" mol/L, miszerint elméletileg a
FXIII-A alegység 20%-a van komplexben. A FXIII-A,B, mért koncentracidja a
konnyben 0,67 pg/L, azaz 0,21 x 10" mol/L volt. A mért értékekbdl torténd
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szamitdsaink szerint normal konnyben a FXIII-A alegység 16%-a taldlhato
komplex formaban, azaz a mért €s szamitott értékek jol egyeznek egymassal. Ha
a plazmaban mért FXIII alegység koncentraciokkal végezziik el a szdmitasokat,
a FXII-A alegység a mérésekkel megegyezden a kalkuldciok szerint is a
gyakorlatilag 100%-ban komplexként fordul eld a keringésben. Ezek a
felismerések azt sugalljak, hogy a plazma ¢és a konny kozott a komplex képzddeés
kiilonbsége egyszerlien a konnyben 1évé FXIII alegységek alacsony
koncentracidinak koszonhetdé, ami miatt az adott egyenstlyi allandonak
megfeleld komplexképzddés kismértékli, ¢és nem meril fel egy, a
komplexképzddést gatlo komponens jelenléte.

A FXII a plazméban jelentds feleslegben taldlhato: a normél plazma
szintek kb 5%-a mar elégséges ahhoz, hogy betdltse szerepét a normal
hemostasisban. A FXIII féléletideje plazmédban 9-12 nap, a nem stimulalt konny
megujulasi ideje viszont 8-16% percenként. Ennélfogva tehat a szemiinkben
talalhatd szaruhartya teljes feliiletét folyamatosan mossa a mindig frissen
termelddod szabad FXIII-A alegységet tartalmazo konny.

Azt, hogy pontosan hogyan keriil a konnybe a XIII-as véralvadasi faktor,
jelen munkank soran nem vizsgaltuk, a lehetséges utakat azonban megprobaljuk
felvazolni. A konnyfilm harom rétegbdl all, az epithel sejtek rétegével érintkezd
kocsonyas nyalkaréteg (mucindézus fazis), a proteinek és mas vizoldékony
molekulak vizes oldatat tartalmazé vizes fazis és a felszini olajos fazis. A vizes
fazis adja a konnyfilm vastagsagdnak nagy részét, az olajos fazis védi a
konnyfilmet a parolgastol. A mucinozus és vizes fazist egyes szerzék nem
kiilonitik el. A konnyben taldlhatd viz, sok ¢€s fehérjék nagy részét a fO €s a
jarulékos konnymirigyek szekretaljdk, bar a kotOhartya epithel sejtjer is
termelhetnek proteineket, illetve a conjunctivalis erek is atereszthetnek minor
komponenseket. A lipidek nagy része a Meibom mirigybdl szarmazik. A FXIII-
A alegység kimutathaté monocytakban és kiilonb6zé macrophagokban, mint a

histiocytakban ¢és dendritikus  sejtekben, igy a kotOhartya szoveti
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macrophagjainak lehet szerepe a konnyben 1évé FXIII-A produkcidjaban. Mivel
egy bronchialis epithel sejtvonal is képes a sejtkulttra feliiliszojdban megjelend
FXIII-A alegységet szintetizalni, a cornealis epithel sejteket is érdemes lehet
megvizsgalni, hogy termelnek-e FXIII-A-t. A FXIII-A alegység a FXIII-A;B,
komplex részeként a plazmabdl is atsziirddhet, ¢s a komplex disszocialhat a
konnyben 1évo koriilmények kozott. A FXIII-B alegység szintézise a maj
hepatocytdira lokalizalhatd, melyek a keringésbe szekretaljdk a fehérjét. A
szabad FXIII-B transszudéacidja, és kisebb mennyiségben a conjunctivalis
erekbdl szarmazo FXIII-A,B, lehet a legvaldsziniibb forrasa a konnyben talalt
FXIII-B alegységnek.

Amint azt mas tanulményokban kordbban leirtdk, mi is azt talaltuk, hogy a
konnyszekrécio  nazalis  stimuldcidjanak  hatdsara a  megnovekedett
konnytermelddéssel parhuzamosan a total protein tartalom csokkent. Hasonlo
csokkenést észleltiink a FXIII alegységek és komplex koncentracioi esetén is. Ez
a megfigyelés arra utal, hogy a megemelkedett konnyprodukci6 higité hatdsa
lehet felelds stimulalt konnyben a csokkent FXIII szintekért. Stimulaci6 hatasara
a termelddé konny mennyisége sokszorosdra emelkedik, vizsgalatainkban 7x
magasabb lett, mint a bazalis konnytermelés. Igy annak ellenére, hogy
stimulaciot kovetden a koncentraciok csokkentek, a konnyben 1 perc alatt
megjelend FXIII-A ¢és FXIII-B alegységek mennyisége 4,5-5x nagyobb, mint
nem stimulalt koriilmények kozott, vagyis stimuldcid soran tobb FXIII kertil
kapcsolatba a szaruhartya €s a kotéhartya epithelsejt rétegével.

Szaruhartya atiiltetés utan a FXIII-A, FXIII-B és FXIII-A,B, szintek
oriasi emelkedését tapasztaltuk, mely 24 o6raval a mitéti beavatkozas utdn
tetdzott, majd fokozatosan csokkent, de a FXIII szintek még egy hét mulva is
szignifikdnsan emelkedettek voltak. Hangsulyozni kell, hogy a miitétet kovetd
elsd héten a FXIII szintek emelkedése ellenére a total protein koncentraciok
szignifikansan csokkentek. A perforalo keratoplasztika utan mért elsé napi csucs

FXIII-A és FXIII-B koncentraciok a plazmaszintek 0,5%-anak illetve 1,5%-anak
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felelnek meg. Keratoplasztika utdni 4llapotokban a termelédd konny
mennyisége jelentdés mértékben megnd, esetiinkben a miitét utani elsé napon 12-
szeresre, a hetedik napon pedig még mindig 6x tobb konny termelddott, mint
operacio elétt. Ugy tiinik tehat, hogy a cornealis sebet folyamatosan tekintélyes
mennyiségli FXIII-at tartalmaz6 kdnny mossa.

Ismert, hogy a kalcium mar millimoléris koncentracidban proteolizis
nélkiil is képes aktivalni a FXIII-A,-t, mig FXIII komplex esetében ilyen
koriilmények kozott nem kovetkezik be aktivacio. A konnyben megtalalhat6 a
Ca, koncentracigja 0,36-0,79 mmol/L, igy val6szinti, hogy a konnyben 1évo
FXIII-A,-nek legalabbis egy része nem-proteolitikusan aktivaldédik. Gyulladésos
koriilmények kozott, amikor a véralvadasi rendszer egyéb komponensei is
atszivaroghatnak a tagult vérerekbdl, lehetséges, hogy thrombin képzddik, és
proteolitikusan 1is aktivalja a FXIIl-at. A gyulladds sordn megjelend
granulocytdk altal termelt elasztdz szintén indukalhatja a FXIII proteolitikus
aktivaciojat. Mivel az aktivalt FXIII konnyen kotédik sejtek felszinéhez, a
megkotott, igy helyben maradé FXIIla aktualis koncentracioja akar lényegesen
magasabb is lehet, mint amit a konnyben mértiink.

Mivel az extracellularis térben jelen 1évé aktiv FXIII segiti a
sebgyogyulast, a FXIII és alegységeinek megjelenése egy plazman kiviili
folyadéktérben, mint a konny, komoly szerepet tolthet be a helyi szoveti
regeneracio folyamataban. A FXIII konnyben egy helyi ,,hormonszeri” hatassal
rendelkezhet, és a sejtekre gyakorolt direkt hatdsan keresztiil segitheti a
szaruhartya kisebb sériiléseinek ¢€s sebeinek gyogyuldsat. Normal koriilmények
kozott a sajat érhalozattal nem rendelkezd cornea sebei erezddés nélkiil
gyogyulnak, bar egyes patologias esetekben a sériilt szaruhartya beerezédése a
sebészi beavatkozasok utdni gyogyulasi folyamat egyik f6 latasromlast okozo
komplikacioja. Figyelembe véve a FXIII proangiogenikus hatdsat feltételezziik,
hogy 1igen magas koncentracioju FXIII jelenléte kéaros 1is lehet a

szaruhartyasebek gyogyulasanak folyamatdban. Mint arra mar utaltam, ha
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nyulak kotohartydjdba nagy mennyiségli aktiv FXIII-at inicidltak, a nyulak
szaruhartyaja beerezddott. Sajat vizsgélatainkban, azon a betegek esetében,
akiknél a donor szaruhartya beerez0dését tapasztaltuk a 18 honapos kdvetési 1d6
alatt, 1ényegesen magasabbak voltak az Aatiiltetés eldtt és utdn mért FXIII
koncentracidok, mint akiknél a donor cornea tiszta, erezodésmentes maradt. A
jelentds iddbeli eltérés a FXIII szintek mérése €s a beiiltetett szaruhartya
erezddésének kezdete kozott, melyet a miitét utdn 3-12 honappal észleltiink, gy
tlnik, kizarja a direkt kapcsolatot. Azonban az atiiltetés elott mért magasabb
FXIII koncentraciok és a mutétre, mint stimulusra adott fokozottabb
valaszkészség, mely a FXIII szintek nagyobb mérvii emelkedését jelenti, arra
utal, hogy a konny magasabb FXIII szintje és a stimulusokra adott fokozott
FXIII szint emelkedés a perforald keratoplasztikat kovetéen a szaruhdrtya

erez0dés rizikofaktora lehet.
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OSSZEFOGLALAS

Megallapitottuk, hogy extravasalis folyadéktérben, a konnyben kimutathatok a
FXIII szabad alegységek ¢és FXIII komplex. Az igen érzékeny altalunk
kifejlesztett kemilumineszcens ELISA modszerek alkalmasak néhany mikroliter
mérésére, igy ezek a modszerek alkalmasak a konny ¢€s valoszinlileg egyéb
testfolyadékok FXIII tartalmanak a meghatarozéasara. Ezek a modszerek igéretes
eszkozok lehetnek a konnyben 1évé FXIII monitorozasara patologias
koriilmények kozott is. 60 egészséges dnkéntes konnymintdjabol meghataroztuk
koncentraciok median értékei 2.13 pg/L és 7.22 pg/L voltak. A komplex
képzddés az alegységek kozott ilyen kis koncentracidknal a disszocidcios
allandonak megfeleléen a plazmdhoz viszonyitva kismértékii, a FXIII-A-nak
mindossze 16%-a volt komplexben. A fehérje tartalomra normalizalt FXIII
szintek nem valtoznak a konnyben stimulacié hataséra, igy lehetdségiink nyilik
az 0sszehasonlitasra az egyes patoldgids allapotokban termelédd konnyel, ahol
természetszeriileg stimulalt a kdnnytermelés. Keratoplasztikat kovetéen a konny
FXIII koncentracioéi igen nagymértékben emelkednek. Az emelkedés még
kifejezettebb azokban az esetekben, amikor a betegek kovetése soran a donor
szaruhartya késObbi erezddését figyeltik meg. Felvetddik, hogy a normal
konnyben jelen 1évé FXIII szerepet jatszhat a szaruhartya mikrosériiléseinek
gyogyulasdban, a cornea transzplanticié utdn mért emelkedett mennyiségi
FXIII pedig segitheti a cornedlis seb gyodgyulasi folyamatat. Egy bizonyos
koncentracid felett azonban a FXIII angiogenesist segitd, igy a beiiltetett
szaruhartya transzparencidjat ront6 érijdonképzddést indukald hatdsa is eldtérbe

kertilhet.
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