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Bevezetés

A XllI-as faktort (FXIII) eloszor Laki és Lérand irta le 1948-ban mint
,.fibrin stabilizal6 faktor”-t. A késobbiekben Loewy és munkatarsai izolaltdk és
jellemezték a fehérje enzim tulajdonsagat. Az egyre intenzivebb kutatdsok ¢és
klinikai megfigyelések bizonyitottak, hogy ez a faktor fontos szerepet tolt be a
véralvadas utolsd szakaszaban, ezért 1963-ban hivatalosan is elismerték
véralvadasi faktorként és a Xlll-as faktor nevet kapta. Ezt kovetOen, de
kiilonosen az utobbi évtizedben felgyorsult a FXIII kutatdsa, melynek
eredményeként ismertté valt a fehérje- ¢és génszerkezete, az enzim
aktivalédasanak feltételei és az is egyre inkdbb nyilvanvalova valt, hogy
funkcidja nem korlatozodik a fibrin szalak keresztkotésére a véralvadas soran,
hanem szdmos mas folyamatban is fontos funkciot tolt be.

A véralvadas XllI-as faktora egy protranszglutaminaz, mely két formaban
talalhatdé meg a szervezetben. A plazmaban A ¢és B alegységekbdl felépiilo
heterotetramer (FXIII-A,;B;) formdban kering. Az A alegység (FXIII-A)
potencidlisan aktiv, a B alegység (FXIII-B) gatld/stabilizalo szerepet tolt be. A
FXIII-A foként csontveloi eredeti sejtekben szintetizalodik, mig a FXIII-B
alegységet a mdj termeli. A komplex kialakulasa nagy valdsziniiséggel a
plazméban torténik. A plazméaban a FXIII-A teljes egészében komplexben kotott
(kivéve a nagyon ritka FXIII-B hianyt), mig a FXIII-B feleslegben termelodik,
ezért kb. 50%-a szabadon kering. A FXIII cellularis forméja a thrombocytakban,
monocyta/macrophag sejtekben két FXIII-A alegységbol allo6 homodimer
(FXIII-A,) formaban talalhaté meg jelentds mennyiségben.

A FXIII-A alegység molekulatomege ~83 kDa, nem glikozilalt polipeptid.
A plazma ¢és cellularis forma elsddleges szerkezete azonos. Az aktiv
centrumban, a 314-es pozicioban cisztein taldlhato, mely koril a

transzgutaminazokra jellemzdé (Tyr-Gly-Gln-Cys-Trp) szekvencia talalhato. A



FXIII-A génjében tobb polimorfizmust kimutattak, melyek koziil szdmosnak
semmilyen hatdsa nem ismert az enzim funkcidjara. A FXIII Val34Leu
polimorfizmus jelentosége abban all, hogy az aminosav csere minddssze harom
aminosavra van a trombin hasitdsi helyétdl az aktivaciés peptidben, ami
befolydsolhatja az aktivacio folyamatdt, mértékét. Az utobbi évek kutatasi
eredményei szerint a mutacid hordozasa védod hatast biztosit egyes érrendszeri
megbetegedésekkel szemben.

A FXIII-B alegység ~80 kDa molekulatomegii glikoprotein, mely 8,5%
szénhidratot tartalmaz. Tipikus mozaik fehérje, mely 10 ismétlodo u.n. ,,sushi-
domén”-t tartalmaz.

A FXIII az alvadasi kaszkad utolsd szakaszaban aktivalodik, trombin és
Ca’" hatasara egy 37 aminosavbol allo aktivacios peptid lehasad, ezt kovetoen a
FXIII-B alegységek levalasaval a FXIII-A konformacié valtozdson megy at. A
konformacid valtozas miatt az aktiv centrum ciszteinje felszinre kertil, a FXIII-A
aktiv transzglutaminazza (FXIIla) alakul. A FXIIla, mint a transzglutaminazok
altalaban, egy acil transzfer reakciot katalizal, melyben az egyik peptidlancban
talalhato glutamin y karboxamid csoportja az acil donor, a masik peptidlanc lizin
¢ amino csoportja az akceptor. A kialakuld i1zopeptid kotés a peptidlancok
kovalens keresztkotését eredményezi. In vitro koriilmények kozott a trombin és
Ca™ a cellularis FXIII-at ugyanilyen modon aktivalja (természetesen ekkor
nincs sziikség a FXIII-B levalasara). In vivo a thrombocytdkban 1évo FXIII-A, a
thrombocytak aktivacidjat kovetd intracellularis Ca®" szint emelkedés miatt az
aktivacios peptid lehasadasa nélkiil is aktivalodik.

A plazma FXII fo funkcidja, hogy az alvadasi kaszkad utolso
szakaszaban aktivalodds utan a fibrin szalakat keresztkoti, valamint az a2-
plazmin inhibitort (a2-PI) a fibrin polimerekhez koti, ezaltal stabilizalja az

alvadékot és megvédi a fibrint az azonnali, gyors fibrinolitikus degradaciotol.



A FXIlIla-nak a fibrinen kiviil mas fontos fehérjeszubsztratjai is vannak: a
véralvadas V-0s faktora, plazminogén aktivator inhibitor-2, adheziv proteinek
(fibronektin, vitronektin, von Willebrand faktor, trombospondin), citoszkeletalis
fehérjék (aktin, miozin). Ezen szubsztratok keresztkotése révén a FXIII
van a sebgyogyulasban, szoveti ujraképzodésben.

A cellularis FXIII funkcidja még nem teljesen tisztazott, de valoszinlleg
nem korlatozodik arra a tényre, hogy a FXIII-A a megakaryocytakban,
monocyta/macrophag sejtekben termelddik (a thrombocytdk tarold valamint
szallito funkciot téltenek be) és a karosodott sejtekbol kijutva a plazmaban 1évo

A FXIII-B hianya nagyon ritka, kovetkezményeként a védod alegység
hianyadban a FXIII-A koncentracidja is jelentdsen csokken a plazmdaban, a
thrombocytak FXIII-A, tartalma normalis.

A FXIII-A hiany sulyos vérzékenységet okoz, valamint elhuzodo
sebgyogyuldssal, medddséggel, spontdn vetéléssel jar, ami az esetek
tobbségeben egész ¢€leten at tartd potlo terapiat tesz sziikségessé. Az 6roklott
FXIII-A hiany igen ritka (1:3.000.000), autoszomalis recessziv droklésmeneti.
Oroklott hiany esetén a plazma FXIII koncentricidja < 1 % és a
thrombocytakban sem mutathatd ki FXIII-A,. Szerzett FXIII hidny sokkal
gyakrabban alakul ki fokozott felhasznalds vagy csokkent szintézis miatt €s
kiilonbozd betegségekhez tarsulhat, mint pl. gyulladdsos bélbetegségek aktiv
szakasza, malignus haematoldgiai korképek, sulyos madjbetegségek, Henoch
Schonlein purpura. Ezekben az esetekben a FXIII koncentracidja széles sdvban
mozog, a vérzéses tiinetek sulyossaga nagyon valtozatos.

Emelkedett FXIII szintet mértek atherosclerosisban, angiopathidban és

emelkedett megakaryocyta aktivitassal jard kronikus leukaemidban.



A FXIII plazmaszintjének kimutatdsa funkciondlis vagy immunolégiai
modszerekkel lehetséges. A funkciondlis modszerek két kiilonbozd elven
miukdédnek. Az UV spektrofotometrids modszerek a legelterjedtebbek, a
transzglutaminaz reakcié soran felszabadulé ammoénia mennyiségét hatarozzak
meg. Ezen mddszerek konnyen, gyorsan kivitelezhetok, automatizalhatok, de az
érzékenységilik az Gsszes paraméter optimalizalasa ellenére sem teszi lehetové a
normdl plazma szint 5 %-andl alacsonyabb FXIII aktivitds pontos
meghatarozasat. 5%-nal alacsonyabb FXIII aktivitds meghatarozasara az aktivalt
FXIlIa altal fehérje szubsztratokba beépitett fluoreszcens, radioaktiv izotoppal
jelzett vagy biotinalt aminok mennyiségének meghatarozasa ad lehetdséget, de
ezek a modszerek nagyon munka- €s idoigényesek, nem standardizalhatok.

A  FXIII deficienciak adekvat diagndzisahoz, osztalyozasdhoz, a
kiilonbozd FXIII formak funkcidjanak, eloszlasdnak vizsgalatdhoz nem elegendo
az enzimaktivitdas mérése, hanem sziikség van a komplex és az alegységek
alacsonyabb tartomanyban is) és a kiilonbozd sejtekben, szovetekben vald
lokalizaciojanak kimutatasara is. Ezen célok megvaldsitasara a specifikus
antitestek alkalmazasan alapulé immunologiai modszerek alkalmasak. Foként
poliklonalis anti-FXIII specifikus antitestek felhasznalasaval kidolgoztak néhany
immunolégiai moddszert a FXIII meghatdrozasdra. Egy kivételével ezek
mindegyike az A vagy a B alegységet hatarozta meg. Yorifuji két szendvics
ELISA modszer kifejlesztésével kiilonbséget tudott tenni a szabad és a
komplexben kotott FXII-B kozott. Az egyik ELISA-ban elfogd és jelzett
ellenanyagként is poliklonalis anti-FXIII-B ellenanyagot, a masik rendszerben
elfogd ellenanyagként olyan monoklonalis anti-FXIII-B antitestet hasznalt,
amely a FXIII-B-t els6sorban a komplexben ismeri fel, jelzett ellenanyagként

pedig poliklonalis ellenanyagot.



Célkitizes

A FXIII deficienciak adekvat diagnodzisa céljabol sziikség van mind az izolalt

crcr

s

plazmaban csak csokkent mennyiségti FXIII-A). Megfelelo specificitassal biro,

jol reprodukélhatd, korlatlan mennyiségben eldallithatd immunologiai modszer

monoklonalis ellenanyagok felhasznalasaval dolgozhato ki, ezért célul thztiik ki:

1.

Monoklonalis antitestek eloallitasat egér rendszerben az izolalt FXIII
alegységekkel valamint tisztitott plazma FXIII-al torténd immunizalas
utan.

A monoklonalis antitestek specificitdsanak tesztelését.

Az antitestek szelektaldsa utan szendvics ELISA modszerek kidolgozéasat a
komplex és az alegységek meghatarozasara.

A kidolgozott ELISA modszerek specificitasanak, precizitasanak,
reprodukélhatosaganak tesztelését.

Az ELISA moédszereket alkalmazva a plazma és cellularis FXIII referencia
tartomanyanak megallapitasat.

Az ELISA modszerrel kapott eredmények Osszevetését az intézetben
kidolgozott aktivitds mérés eredményeivel.

A kidolgozott modszereket alkalmazva a kiilonb6zo FXIII formak

kimutatasat plazmaban és mas testfolyadékokban, sejt lizatumban.



Anyagok és modszerek

FXIII(A,B,), FXIII-A és FXIII-B tisztitasa

A FXIII(A;B,) tisztitasat human plazmabol végeztik Lorand moddszere
alapjan. A tisztitott FXIII-B eloallitdsdhoz az A alegységet ismételt fagyasztas-
olvasztds moddszerével levalasztottuk a komplexrdl, majd affinitas
kromatografiaval tisztitottuk. A FXIII-A alegységet huméan placentabol
preparaltuk.

Egér monoklonalis antitestek eloallitasa

A monoklonalis antitestek eloallitasahoz Balb/c egereket immunizaltunk a
tisztitott preparatumokkal. Az immunizalt egér 1épsejtjeit Sp-2/0 myeloma
sejtvonal sejtjeivel fazionaltattuk. A hibridoméak antitest termelését indirekt
ELISA mddszerrel vizsgaltuk. A pozitiv sejtvonalakat hatarhigitdsos modszerrel
klonoztuk. A monoklondlis antitesteket nagyobb mennyiségben ascites

folyadékbol ammonium-szulfatos kicsapas modszerével nyertiik.

Monoklonalis antitestek szelektalasa

Indirekt ELISA rendszerek segitségével azon antitesteket valasztottuk ki,
melyek egyardnt nagy affinitassal kotodtek a megfelelo alegységgel, valamint a
komplex FXIII-al és nem mutattak aspecifikus reakciot mas antigénekkel. Az
anti-FXIII-A antitestek epitdp specificitasat kompeticios direkt ELISA-val

valamint indirekt ELISA-ban az additivitasi indexek szamoléasaval vizsgaltuk.

Monoklonalis antitestek jelolése
A tisztitott és megfeleld kritériumok szerint kivalasztott antitesteket vagy
torma peroxiddz enzimmel (HRPO) konjugaltuk vagy biotinnal jeloltiik cukor

oldallancon keresztiil.



Egylépéses szendvics ELISA modszer a plazma FXIII (FXIII-A;B,) és a
FXIII-A alegység koncentraciojanak meghatarozasara.

A szelekcids 1épések soran kivalasztottuk az 1D2D6 kddjelt anti-FXIII-B
¢s 3A6H7 kodjel anti-FXIII-A antitesteket €és biotinnal jeldltiik.
A 3B2H12 koédjelti anti-FXIII-A antitestet HRPO enzimmel konjugaltuk. A
harom antitest felhasznéalasaval egylépéses szendvics ELISA modszereket

dolgoztunk ki a plazma és a FXIII-A alegység meghatarozasara.

A plazma FXIII koncentracio referencia tartomanyanak meghatarozasa a
kidolgozott ELISA modszerrel

A referencia mintavételi csoport 189 egészséges egyénbdl (102 no, 87
férfi) allt. A plazmamintak gy{jtésének és tarolasdnak modja az 1. kdzleményben

talalhato.

Thrombocyta lizatum készitése

A thrombocyta lizatumot 41 egészséges véradd mosott thrombocyta

crer

Mas modszerek

A FXIII aktivitdas meghatdrozasa az intézetlinkben kifejlesztett
spektrofotometrids modszerrel tortént, mely szubsztratként egy szintetikus 12
tagl peptidet és glicin etilésztert hasznal (III. kozlemény).
A FXIII Val34Leu polimorfizmus kimutatasa az intézetliinkben kifejlesztett
detektaldo modszerrel tortént, mely az amplifikécio soran generalt restrikcios hely

(ACRS — amplification created restriction site) elvén alapul (II. kézlemény).

Bronchoalveolaris mosas



61 gyermeknél végeztiink bronchoalveolaris mosast, koziiliikk 33 esetben
sulyos bronchitis (25 fit, 8 lany, életkor: 1-15 év, x=2,743,2 ¢€v), 8 esetben
fibrotizalé alveolitis (5 fi, 3 lany, életkor: 2-14 ¢év) igazolodott. 22 esetben
(életkor: 2-14 év, x=6,8%5,2 év) idegen test aspiracidjanak gyanija miatt tortént
mosas, de az aspiracid és bronchialis gyulladds nem igazolodott, ezért ezt a
csoportot kontrollnak tekintettiik. A bronchoalveolaris mosast altatas alatt
végeztiik. A mosast steril, 37°C-os izotonias NaCl oldattal végeztik. A
visszanyert folyadékot steril nylon szoveten keresztiil sziirtiik, majd ezt kovetoen
10 percig 800 x g-n centrifugdltuk. A sejt szuszpenzidt 0,2% borji szérum
albumint tartalmaz6 RPMI tépfolyadékban szuszpendaltuk. A  sejtek
¢letképességét trypan kék festék kizdras alapjan allapitottuk meg. A
sejtosszetételt May-Griinwald-Giemsa festés utan kenetbdl szamoltuk. A

sy

(Behring BN 100, Germany).

Statisztikai modszerek

A FXIII ELISA meghatarozasok kalibracids gorbéit négyparaméteres
logisztikus gorbe illesztésével készitettiik Genesis-Lite software segitségével
(Labsystems, Helsinki, Finland).

Kolmogorov-Szmirnov teszttel vizsgaltuk, hogy a FXIII koncentracid
eloszlasa a referencia populacioban normal eloszlést kovet-e.

A referencia tartomany megallapitdsa soran a National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (Villanova, PA) kovetelményei szerint
jartunk el. A feérfi és noO1 referencia csoportok eredményeit a z teszt
alkalmazaséaval vetettiik Gssze.

crer

program  segitségével. A  tengelymetszet nullatél vald eltérésének



szignifikancigjat Student t-teszttel ellendriztiik. A normalizalt értékeket Bland-
Altmann-féle grafikonon abrazoltuk.

A kontroll és beteg csoportok bronchoalveolaris moséfolyadékaban mért
FXIII koncentraciok kozotti eltérés szignifikancidjat Mann-Whitney U probaval

teszteltik.



Eredmények

I. Egylépéses szendvics ELISA modszer kidolgozasa a plazma XIII-as

faktor mérésére, a modszer evalualasa

FXIII specifikus monoklonalis ellenanyagok eléallitasa.

Az 1zolalt FXIII-A alegységgel torténd immunizaldst kovetoen 38 db
pozitiv hibridomat szelektaltunk. Az antigénhez vald kotddés erdssége alapjan
koziilik 23 vonalat klonoztunk. Az antitestek tobbsége indirekt ELISA-ban
torténd tesztelés alapjan egyarant kotodott a szabad és a komplexben kotott A
alegységhez 1s, harom csak a szabad A alegységet ismerte fel.

A plazma FXIII-al torténd immunizalast kovetden 54 pozitiv hibridémat
szelektaltunk. Az antitestek zome a FXIII-B alegység ellen irdnyult és mind a
szabad, mind a komplexben kotott alegységet felismerte. FXIII-A alegységre 6
antitest volt specifikus. A szelektalt pozitiv hibridek koziil a 20 legerdsebb

kotodést mutatd hibridomat klonoztuk.

Egylépéses szendvics ELISA moédszer a plazma FXIII koncentracidojanak
meghatarozasara.

A kiilonb6z6, HRPO enzimmel jelolt anti-FXIII-A ¢és jeloletlen anti-
FXIII-B monoklonalis antitesteket paronként kombinalva szendvics ELISA-ban,
kivalasztottuk az anti-FXIII-B 1D2D6 ¢s az anti-FXIII-A 3B2H12 antitesteket
az ELISA kidolgozasara. Az anti-FXIII-B antitestet biotinaltuk, ami lehetové
tette, hogy streptavidinnel fedett ELISA lemezt alkalmazva a plazma FXIII-t
tartalmazo mintdt vagy standardot €s a két antitestet egy lépésben mérjiikk a
lyukakba. Ezaltal az ELISA kivitelezésének az ideje jelentosen lerdvidiilt (kb. 2

ora).
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A kidolgozott ELISA modszer specifikus a plazma FXIII-A;B,-ra, az izolalt
alegységekkel nem ad reakciot, fizioldgias koncentracidban jelenlévo fibrinogén
¢s mas plazma komponensek az antitestek kotddését nem zavarjak.

A moédszer 0,95 - 40 pg/L koncentracidé tartomanyban linearis, jol
reprodukélhatd (Az optimalis hiba normal ill. alacsony tartoméanyban 2,0% ill.
3,3%, a rutin hiba 5,5% ill. 8,7%). Extrém magas érzékenysége a normal plazma

koncentracio 0,05 %-anak kimutatasat is lehetové teszi.

A plazma FXIII referencia tartomanyanak megallapitasa
kidolgozott ELISA modszerrel, 14-28 mg/L plazma FXIII referencia tartomanyt

hataroztunk meg. Nem talaltunk kiilonbséget férfiak és nok kozott.

Az ELISA-val meghatarozott plazma FXIII koncentraciok osszehasonlitasa
a spektrofotometrias aktivitas mérés eredményeivel.
141 egészséges és 200 beteg plazméjanak a két modszerrel mért FXIII

crer

korrelacios értékkel.

Val34Leu FXIII polimorfizmus hatasa a plazma FXIII szintjére

7y

kapott koncentraciok eloszlasa a normdl eloszlast kovette. Nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget a vad tipusu allélt ill. a mutdcidot homo- vagy

heterozigdta formaban hordoz6 egyének plazma FXIII koncentracioja kozott.
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I1. Egylépéses szendvics ELISA a FXIII-A meghatarozasara plazmabdl és

sejt lizatumbol, a modszer alkalmazasa

A modszer kidolgozasa és evalualasa

Az anti-FXIII-A monoklonalis antitestek koziil kivéalasztottuk a 3B2H12
¢s 3A6H7 ellenanyagpart és igazoltuk, hogy az A alegység kiillonbozo epitdpjait
ismerik fel. A 3A6H7 antitestet biotinaltuk, a 3B2HI12 antitestet HRPO
enzimmel jeloltiik és egy a plazma FXIII ELISA-val megegyez6 elven mikodo
ELISA moédszert dolgoztunk ki.
A kidolgozott mddszer mérési tartomanya 0,4 - 40 ug/L, érzékenysége a normal
plazma koncentraci6 0,04 % -anak meghatarozasat is lehetové teszi. A modszer
azonos mértékben mutatja ki a FXIII-A alegységet a plazmaban és a cellularis

formaban.

A FXIII-A ELISA-val mért eredmények oOsszehasonlitasa a FXIII A,B,
ELISA és a FXIII aktivitas mérés eredményeivel

modszerrel, erds korrelaciot (r= 0,965), linearis Osszefiiggést talaltunk. A
regresszids egyenes meredeksége 0,52, ami jol egyezik az alegységek
molekulatdmege alapjan szamitott 0,51 elméleti értékkel. Ez az eredmény is azt
igazolja, hogy a FXIII-A ELISA moddszer azonos mértékben ismeri fel a szabad
¢s komplexben kotott FXIII-A-t. A FXIII-A ELISA-val mért eredmények az

aktivitds mérés eredményeivel is jo korrelaciot mutattak (r= 0,870).

Thrombocytak FXIII-A tartalmanak meghatarozasa
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41 egészséges egyén mosott thrombocytdinak lizdtumaban meghatarozott
FXIII-A koncentraciok alapjan egy thrombocyta FXIII tartalmat 60 10 fg

mennyiséglnek becsiiljiik, ami kb. a sejt 0sszfehérje 3%-anak felel meg.

e rers

NSV

a kidolgozott két ELISA modszerrel. A kontrolloknal a moso6folyadékokban
FXIII-A;B,-t nem tudtunk kimutatni, csak FXIII-A,-t nagyon alacsony
koncentracioban. Stlyos bronchitis €s alveolitis esetén a mosofolyadéekok FXIII-
A, koncentracioja jelentosen megemelkedett, és megjelent a FXIII-A,B,, ami a

plazmabol torténd atszirddést jelez igazolhatd veérzés nélkiil.
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Megbeszélés

ey

= QOroklott FXIII deficienciak diagnozisa és osztalyozasa,

= Szerzett FXIII deficiencidk diagndzisa €s monitorozasa,

= FXIII potlo terapia kovetése,

= FXIII koncentracié, mint rizikd6 tényezO, meghatarozasa artérias

¢rbetegségekben €s vénds trombdzis soran.

Mint azt a bevezetésben emlitettilk, a FXIII meghatdrozasa alapvetoen két
modon lehetséges: a FXIII aktivitds mérésével és immunologiai modszerekkel.
Az UV spektrofotometrias FXIII aktivitds meghatarozds az egyszerlisége,
gyorsasaga, automatizalhatosdga miatt egyre inkdbb elterjed a rutin
laboratoriumokban és valoban jol alkalmazhaté sziirotesztként. Azonban a
modszer érzékenysége nem teszi lehetove 5 % -nal alacsonyabb FXIII aktivitas
kimutatasat. Stlyos FXIII hiany esetén mindenképpen érzékenyebb modszerek
alkalmazaséra van sziikség. Az amin inkorporéacios modszerek alkalmasak erre a

célra, de azok munka- €s 1doigényesek, nem standardizalhatok. A FXIII tomeg

«yey

crer

crer

komplex mennyiségét, mert a B alegység feleslegben kering a plazmaban, az A
alegység pedig - bar normal koriilmények kozott teljes egészében komplexben
kotott — B alegység hianyban (esetleg a m4dj altal termelt B alegység
helyzetet bonyolitja, hogy a FXIII kimutatasara mas testfolyadékokbol, sejtekbol

is sziikség lehet, ahol a koriilmények a plazmatol teljesen eltéroek. A fent
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emlitett mdodszerek masik probléméja, hogy e modszereket nem kalibraltak
tisztitott FXIII preparatum segitségével, igy a koncentracid csak a normal
kontroll % -aban volt megadhato. Nem vizsgaltdk tovabba, hogy az alegységek
Osszekapcsolodasa, a fibrinogénhez vald kdtddése milyen modon befolydsolja az
antitesteknek FXIII alegységekkel torténo reakcidjat. Yorifuji €s mtsai két
szendvics ELISA modszert allitottak 0ssze a plazma FXIII mérésére. Az elso
modszerben poliklonalis anti-FXIII-B volt az elfogo antitest és HRPO-val jelolt
poliklonalis anti-FXIII-A-t hasznaltak detektalo antitestként. Ezen modszernél
alacsonyabb plazma higitasok esetén a fibrinogén interferalt az anti-FXIII-A
antigénjéhez torténd kotodésével. A masik ELISA-ban monoklonalis anti-FXIII-
B volt az elfogd, a poliklonalis anti-FXIII-B a detektalo antitest. A komplexben
kotott FXIII-B alegységre specifikus monoklonalis antitest azonban bizonyos
mértekll keresztreakciot a szabad B alegységgel is mutatott, ami a komplex
FXIII folémérését eredményezte.

Az éltalunk kidolgozott ELISA modszerekben a FXIII-A,B, és FXIII-A,
meghatarozéasara egy anti-FXIII-B ill. két (kiilonb6zo epitdpot felismerd) anti-
FXIII-A monoklonalis antitestet alkalmaztunk, melyek koziil az egyik anti-
FXIII-A antitestet HRPO enzimmel, a masik anti-FXIII-A és az anti-FXIII-B
antitesteket biotinnal jeloltiik. A HRPO enzimmel jelolt antitest azonos volt a két
rendszerben. Streptavidinnel fedett lemezben a meghatdrozas Iényegesen
gyorsabb az el6z6 mddszereknél, 2 oran beliil kivitelezheto. Mivel a plazmaban
a FXIII fibrinogénhez kapcsolodva kering, fontos volt igazolni, hogy a tisztitott
FXIII fibrinogénhez vald kotodése egyik antitest kotodését sem befolyasolja.
Tisztitott FXIII-hoz adott fibrinogén nem befolyasolta a mérési eredményeket.
Ezt igazolja az az eredmény is, hogy normél vagy FXIII hidnyos plazméhoz
adott tisztitott FXIII visszamérése a két ELISA-ban kozel 100 % volt. A plazma
FXIII ELISA-val mért eredményeket a tObbszords molaris feleslegben jelenlévo

szabad alegységek sem befolyasoltak.
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A plazma mintak tobb hénapos —20 °C-on torténd taroldsa nem
befolydsolta a mérési eredményeket. Az Aaltalunk kidolgozott ELISA-k
FXIII-A ELISA esetén a B alegységek A alegységekhez vald kotodése sem.
Plazma FXIII ELISA esetén a jelenlévo szabad alegységek nem interferaltak a
meghatarozassal. Ezért a meghatarozasok soran lehetové valt egy kereskedelmi
forgalomban kaphatdé referencia plazma masodlagos kalibraloként vald
hasznalata, melynek FXIII koncentraci6jat nagy tisztasagl, friss FXIII
preparatumot kalibraloként hasznéalva allapitottunk meg.

A modszerek nagy érzékenysége és jO reprodukalhatdésaga egészen
alacsony (~0,05 %) FXIII koncentracié kimutatasat is lehetové teszi. Ennek
nemcsak a stlyos FXIII deficiencidk diagnozisaban ¢€és a potld terapia
monitorozasaban van jelentosége, hanem tudomanyos jelentoséggel is bir,
lehetoveé teszi az igen alacsony FXIII koncentracid (ng/mL) kimutatisat mas
testfolyadékokbol, sejtekbol is. A kidolgozott moddszereket alkalmazva
kimutattuk, hogy gyulladasos tiidobetegségekben az alveolaris felszinen
megjelenik a plazma FXIII, és a cellularis FXIII mennyisége is szignifikdnsan
emelkedik a kontroll csoporthoz képest.

Az NCCLS ecloirasait kovetve megallapitottuk a plazma FXIII referencia
tartomanyat (14-28 mg/L). Az altalunk kapott atlagérték (21 mg/L) jo egyezést
mutatott az egyetlen kozolt kis egyedszdmu referencia csoporton mért
atlagértékkel (21,6 mg/L). A koncentraciok eloszlasa a normal eloszlast kdvette,
a nemek kozott nem taldltunk eltérést. A Val34Leu mutacié nem befolyésolta a

FXIII plazma szintjét.
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