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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A véralvadds XlIl-as faktora (FXIII) egy tetramer strukturdju (A;B»)
protranszglutamindz. A tetramer két potencidlisan aktiv “A” alegységet (FXIII-A) és
két gatld illetve hordozé “B” alegységet (FXIII-B) tartalmaz. A FXIII-A csontvel6i
eredetli, mig a FXIII-B-t a hepatocytdk termelik, a két alegység a plazmaban alkot
komplexet. A plazméaban a FXIII-A kizdrdlag a komplexben fordul eld, mig a FXIII-
B a komplexen kiviil, szabadon is megtaldlhatd, ez a teljes mennyiségének kb. 50%-a.
A FXIII komplex (tovdbbiakban FXIII) dtlagos plazma koncentraciéja 21 mg/L. A
celluldris forma FXIII-B-t nem tartalmaz, a sejtekben (thrombocyta, monocyta és
macrophag) csak mint A, dimer fordul el6. A FXIII-A proteint egy aktivacids peptid
(1-37 aminosavak), egy B-szendvics (38-184 aminosavak), a katalitikus, dn. “core”
domén (185-515 aminosavak) és két hordé6 domén (516-628 és 629-730 aminosavak)
épitik fel. A FXIII-A génje a 6p24-25 régidban helyezkedik el, 15 exonbdl és 14
intronbodl all. Az aktivacids peptidet a II. exon kddolja. A FXIII-B mozaik fehérje, 10
“szusi” domén épiti fel, melyekben egyenként két-két diszulfid hid biztositja a
megfeleld struktira kialakuldsat. A FXIII-B génje az 1q31-32 régidban taldlhaté (1,2).

A EXIII Ca® jelenlétében, a trombin proteolitikus hatdsdra alakul aktiv
transzglutamindzzd (FXIIla). A trombin lehasitja a 37 aminosavbdl all6 aktivacios
peptidet a FXIII-A-r6l, majd Ca® jelenlétében a FXIII-B disszocidl, és kialakul az
enzimatikusan aktiv FXIII-A*. Fibrin jelenlétében ez a folyamat jelentdsen
felgyorsul. Az aktiv transzglutamindz acil-transzfer reakciot katalizal. Els6 1épésként
egy peptid kotésben 1évd glutamin reziduum tioacil intermediert alkot a FXIIla aktiv
centrumdban elhelyezked6 Cys314-gyel, mikozben ammonia szabadul fel.
Amennyiben primer amin szubsztrat nincsen jelen, a tioacil intermedier hidrolizal és a
peptid-kotott glutamin deamidédlédik. Primer amin szubsztrat jelenlétében az acil
csoport a primer amin szubsztritra helyezédik 4t és az amin izopeptid kotéssel a
glutamil oldallinchoz kapcsolédik. Amennyiben a szubsztrdit amin egy peptid
kotésben 1évo lizin e-aminocsoportja, €(y-glutamil)lizil képzddik és a peptid ldncok
kovalens kotéssel Osszekapcsolddnak (3). A FXIII a koaguldcié utolsé fazisdban
jatszik fontos szerepet, f6 funkcidja a normdl hemosztdzisban a képz8dd fibrin ldncok
kovalens keresztbe kotése, valamint a fibrinolizis szabdlyozdsiban részt vevo

proteinek fibrin héléhoz torténd kapcsoldsa. A fibrinhdlé FXIIla altal torténd



keresztkotése noveli annak mechanikai stabilitasat, valamint ellendllébba teszi a
fibrinolizissel szemben. A FXIIla a fibrin y- és a-lancait koti keresztbe, igy a
keletkezett termékek y-lanc dimerek és nagy molekulatomegii o-lanc polimerek. A V-
lanc dimerek kialakuldsa igen gyors folyamat, kis mennyiségli FXIIla-t igényel és
gyakorlatilag a fibrinopeptid A fibrinogénrdl torténd lehasaddsa utdn azonnal
elkezdddik. Az a-lancok tobbszoros keresztkotése szamos acil donor és acil akceptor
kozott joval lassabb folyamat. A y-lidnc dimerek és o-lanc polimerek mellett joval
kisebb mennyiségben, de keletkeznek <y-o0 lanc heterodimerek és y-lanc
trimerek/tetramerek is. Tekintettel arra, hogy az o-plazmin inhibitor kival6 acil
donor szubsztrit, a FXIIla képes keresztkotéssel a fibrin, vagy fibrinogén o-lancdhoz
kapcsolni. Mind a fibrin keresztkotésnek, mind az op-plazmin inhibitor fibrinhez
torténd kotésének fontos szerepe van a fibrinolizis elleni védelemben. Amennyiben a
FXIlla aktivitisat gatoljuk, a fibrinhdl6 plazmin 4altali degradicidja jelentdsen
fokozddik. Az o,-plazmin inhibitor fibrinhez kapcsoléddsa méar a fibrin képzddés
korai id6szakdban megtorténik, ezaltal védve az Ujonnan képzddott fibrint a
degradéaciotol, mig az érett thrombus fibrinolizissel szemben tantsitott
rezisztencidjaért inkabb a fibrin o-lanc keresztkotések felelosek. Az o-plazmin
inhibitor mellett a FXIIIa egyéb, a fibrinolitikus rendszerhez tartozé fehérjét is képes
a fibrinhez kotni. A plazminogén és a trombin aktivélta fibrinolizis inhibitor (TAFI)
fibrinhez torténé kapcsoldédasanak fiziologids szerepe egyelére nem ismert. A 2-es
tipusd plazminogén aktivator inhibitor (PAI-2) fibrinhez t6rténd kapcsolddés utan is
megOrzi aktivitdsat. A terhességtdl eltekintve ez a fehérje nem taldlhaté meg a
plazméban, de az alvadékba inkorpordlédott monocytdk szekretdlhatjdk. A PAI-2
fibrinhez valo kapcsoléddsa feltehetéen az urokindz tipusi plazminogén aktivitor
elleni védelemben jatszik szerepet (4,5).

A FXIII-A génje meglehetdsen polimorf, a kdédolé régidban 5 gyakori
polimorfizmust irtak le. Ezek koziil a Val34Leu polimorfizmus a legkiterjedtebben
tanulmanyozott, ugyanis thrombo-protektiv hatdsit feltételezték (lasd késébb) (6). A
polimorfizmus a 2. exonban taldlhatd, a fehérjében az aktivicids peptidben van,
minddssze 3 aminosav tavolsdgra a trombin hasitasi helytol. A Leu allél frekvencidja
a kaukézusi populdciéban meglehetdsen sziik tartomdnyban véltozik (24,5-28,8%), a
magyar 4ltaldnos populdcié vizsgédlata egy viszonylag kisebb szdmu csoport

intézetiinkben tortént vizsgélatatdl eltekintve kordbban nem tortént meg (7-16). A



polimorfizmus biokémiai kovetkezményeit szdmos tanulmany vizsgilta. Mivel a
mutdcié helye igen kozel van a trombin hasitdsi helyhez, ezért feltételezhetd volt,
hogy a FXIII trombin altali aktivacidjat befolydsolja. A Leu34 varidns esetében az
aktivacios peptid felszabaduldsa 2,5-szer gyorsabban torténik mint a Val34 varians
esetében és ez a hatds fiiggetlen a fibrinogén szinttdl, bar ismert, hogy a fibrinogén
maga is fokozza a katalitikus hatékonysagot (7,17). A gyorsabb aktivalodas
kovetkeztében a Leu34 varidns gyorsabb fibrin y-és o-ldnc keresztkotéseket és
gyorsabb 0p-plazmin inhibitor-fibrin kotést eredményez. Ezek mellett azt is
kimutattdk, hogy a Val34Leu polimorfizmus befolydsolja a kialakult fibrin
struktirdjat. A Leu34 varidns altal keresztkotott fibrin finomabb szerkezeti,
vékonyabb rostokbodl és kisebb pérusokbdl dll, mint a Val34 4ltal keresztkotott. Bar a
trombin 4ltal torténd aktivalodds az egyes genotipusok esetén kiilonbségeket mutat,
adekvat moédszert (lasd késobb) és megfeleld inkubécids idot alkalmazva az egyes
genotipusok transzglutamindz aktivitdsa normdl egyénekben nem kiilonbozik (7,18).

A FXIII aktivitds, FXIII antigén koncentrici6 €s a coronaria sclerosis
(CS)/myocardialis infarctus (MI) Osszefiiggésérdl az elmilt idészakban tobb kozlés
sziiletett. Az eredmények értékelését azonban jelentdsen megneheziti az, hogy a FXIII
aktivitdsdnak meghatdrozasira alkalmazott médszerek meglehetdsen heterogének és
nem minden esetben ugyanazt a tulajdonsdgit mérik a FXIII-nak. Ezért a korabbi
tanulmanyok eredményeinek ismertetése eldtt sziikséges a FXIII aktivitds/antigén
meghatdrozasira szolgdlé mddszerek rovid atteintése. Legkordbban a fibrin alvadék
koncentralt uredban, vagy monoklor ecetsavban torténd oldékonysdgat vizsgilva
vontak le kovetkeztetéseket a FXIII aktivitdsdra vonatkozéan. Ez a mddszer azonban
nem standardizalt, nem ad kvantitativ eredményt és csak az igen silyos (1% alatti)
FXIII deficienciat ismeri fel. Ez a médszer ma mar szir6 mddszerként sem ajanlhatd.
A ma alkalmazott funkciondlis tesztek kozos tulajdonsdga, hogy a FXIII-t trombinnal
és Ca™-mal aktivaljak, majd a FXIIla transzglutamindz aktivitdsat kvantitativan
meghatdrozzdk. A transzglutamindz aktivitds meghatdrozdsa alapvetden két
modszerrel torténhet: 1. a transzglutamindz reakcié elsd 1épésében felszabaduld
ammonia detektdldsdval, vagy 2. protein szubsztrithoz keresztkotott kis molekula
tomegli aminok vizsgélataval (5).

1. Az ammoénia detektdldsit ma egy NADP(H) dependens glutamat

dehidrogendz (GIDH) indikdtor reakcidval végzik. Sajit laboratériumunkban



kifejlesztett kinetikus spektrofotometrids médszerben egy NADPH molekula NADP-
vé alakulédsa felel meg egy molekula ammonia felszabaduldsdnak, igy az ammonia
felszabadulas folyamatosan monitorozhaté 340 nm-en (19). Az alvadast (fibrin
polimerizaciét) a tesztben egy gatld tetrapeptid alkalmazasival akaddlyozzuk meg.
Amin szubsztratként glicin etilésztert alkalmazunk, glutamin donor szubsztratként az
Op-plazmin inhibitor N-termindlis szekvencidjanak megfeleld szintetikus 12 tagui
peptidet alkalmazunk. A plazma vak reakcidé bevezetése a korabban — kiilondsen
alacsony tartomédnyban — észlelt szisztémads {olémérést akaddlyozza meg. A mddszer
masik nagy eldnye, hogy magas trombin koncentraciét alkalmaz a FXIII aktivaldsara,
ezért elegendd a plazmédban 1évé FXIII teljes mértékli aktivacidjara alacsony
koncentracioji, vagy koéros fibrinogén esetén is. Nagyon lényeges tulajdonsiga a
tesztnek, hogy a FXII-A Val34Leu polimorfizmusa nem befolydsolja az
eredményeket. Az ammonia felszabadulas detektaldsan alapul6 tesztek eldnyei, hogy
valédi kinetikus enzimatikus moddszerek, egylépéses, gyors tesztek, konnyen
automatizalhatok, megfeleléen megallapitott referencia tartomany rendelkezésre 4ll.

2. Az amin inkorporicion alapulé modszerek esetén fluoreszcensen jeldlt
(danzil-kadaverin), radioizotéppal jelzett ("*C, *H) putreszcin, hisztamin, vagy glicin-
etilészter, dinitro-fenil kadaverin, illetve biotindlt kadaverin szolgdl amin
szubsztratként, mely a FXIIla 4ltal kovalensen hozzdkapcsolddik egy fehérje acil
donor glutamin oldalldncdhoz. A nem kotédott jelzett amint eltdvolitjak, a fehérjéhez
kapcsolddott frakciot kvantitativan meghatdrozzdk. Az amin inkorporicids tesztek
kozos eldnye a magas szenzitivitds, hitrdnyuk az iddigényesség. Amennyiben a
fehérje szubsztrat mikrotitrdlé lemez feliiletéhez van kotve, a nem kotédott frakeid
eltivolitisa konnyebb, igy a teszt gyorsabb (mikrotiter lemez mddszer). Utdbbi
moédszerek kozos hibdja, hogy a lemez feliiletéhez kotott protein szubsztrat
koncentréci6ja altaldban szuboptimdlis, ezért a reakcié nem koveti a nulladrendii
kinetikat, igy a mért enzimaktivitis nem linedris az enzim Kkatalitikus
koncentriacidjaval (5). Az &ltalanosan alkalmazott mikrotiter lemez moddszer fent
emlitett hibdja mellett ebben a tesztben nagyon alacsony trombin koncentraciét (1
U/mL) alkalmaznak a FXIII aktivdldsara, ezért a plazmdban 1évé FXIII csak
részlegesen aktivalodik. A FXIII trombin 4ltal torténd aktivaléddsanak mértéke fiigg a
FXIII-A Val34Leu polimorfizmusatdl (20, 21). A Leu34 varians FXIII szignifikdnsan

gyorsabban aktivdlodik a vad tipust fehérjéhez viszonyitva, a heterozigétak FXIII



aktivacidjanak sebessége a kettd kozé esik. 1 U/mL trombin koncentriacionél ezért a
FXIII trombin 4ltal aktivdlt mennyisége erdsen fiigg a Val34Leu genotipustdl, a
trombin koncentraciét novelve ez a kiilonbség eltlinik. Bar a FXIII specifikus
aktivitdsa €s a katalitikus hatékonysaga a kiilonb6z6 Val34Leu genotipusok esetén
azonos, elégtelen trombin aktiviacié kovetkeztében ugyanazon mennyiségli Val/Val,
Val/Leu, Leu/Leu FXIII kiilonb6zo transzglutamindz aktivitds ért€ket mutat, ami
Val/Val FXIII esetében ala-, Leu/Leu FXIII esetében folémérést eredményez. Emiatt,
genetikai analizis hidnydban egy adott FXIII aktivitist ezzel a teszttel nem
értékelhetiink, ugyanis nem megitélhetd, hogy pl. a FXIII aktivitds emelkedése valds,
vagy csak a Leu/Leu FXIII jelenléte ltal okozott folémérésrdl van szé (7, 17, 18, 22).

A FXII koncentricidjdnak  meghatdrozdsdra ELISA  moddszereket
alkalmaznak. A plazma FXIII komplex (FXIII A;B;) és az egyes alegységek
elkiilonitve is mérhetdk. Elsddleges tesztként a FXIII A;B, meghatdrozdsa ajanlott. A
FXIII A;B, meghatdrozdsira intézetiinkben egy egy-lépéses szendvics ELISA
kidolgozasa tortént meg, biotindlt anti-FXIII-B és peroxidadzzal jelzett anti-FXIII-A
monoklondlis antitestekkel, streptavidinnel fedett mikrolemezeken a teszt gyorsan
kivitelezhetd. A szabad FXIII alegységek és a fibrinogén nem interferdlnak a
meghatarozassal. Az ELISA-val kapott eredmények — kivéve azt a rendkivill ritka
esetet, amikor koros, nem aktivalhaté FXIII-A szintetizalodik - jol korreldlnak a
kinetikus spektrofotometrias aktivitds méréssel kapott értékekkel (23).

A plazma FXIII aktivitdsdnak és antigén koncentrdciéjanak a CS/MlI-sal
mutatott Osszefiiggését vizsgdlé néhany tanulméany 4ltaldban a fent emlitett
mikrolemez moédszert alkalmazta, ezért eredményeiket erdsen befolydsolhatta a
FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa, mindemellett az eredmények meglehetdsen
ellentmondodak. Az ellentmondds felolddsara sziikséges a CS/MI és a plazma FXIII
szintek Osszefiiggésének vizsgdlata olyan funkciondlis teszt alkalmazdsdval, ahol a
FXIII-A Val34Leu polimorfizmusdbdl eredd eltérd sebességli FXIII aktivacié nem
befolydsolja a mért transzglutamindz aktivitdst, valamint annak feltirdsa, hogy a
kiilonbozo genotipusok FXIII szintekre gyakorolt befolydsol6 hatasa adekvat médszer
alkalmazasa mellett észlelhet6-e a coronaria betegek esetén.

A coronaria betegség sulyos népegészségiigyi probléma mind férfiak, mind
nok esetében. A betegség jelentkezése, a klinikai tiinetek, és a terdpidra adott
véalaszban kiilonbségek mutatkoznak a két nem kozott (24-27). Az atheroscleroticus

plaque rupturdja, ill. er6zidja a koagulacié és a thrombocytdk aktiviciéjadhoz vezet,



melynek kovetkeztében az akut ischaemids események kozvetlen kivaltd tényezoje az
intracoronarids thrombus kialakuldsa. Bar az alvadasi tényezOk szerepe a coronaria
betegségekben még nem teljesen feltart, feltételezhetd, hogy a protromboticus
allapotok (emelkedett alvadasi faktor szintek) és a fibrinolizis zavara emelheti a MI
kockazatat. A “klasszikus” kockézati tényezok mellett ezért az utobbi idében néhany
hemosztazeoldgiai tényezd szerepe is felmeriilt. Ezek koziil legszélesebb korben a
fibrinogént és a plazminogén aktivétor inhibitort (PAI-1) vizsgdltdk. Amellett, hogy
riziké faktor szerepiiket megerOsitették, jelentds nemek kozotti kiillonbségeket is
észleltek e két tényezd vonatkozdsdban. A ndk fibrinogén szintje dltaldban magasabb
a férfiakéndl és a fibrinogén szint magas vérnyomadssal mutatott pozitiv korrelaciéja
csak nékben volt igazolhat6 (28). A Framingham tanulmédnyban a CS és a fibrinogén
csak diabetes mellitusban szenvedd ndk esetén mutatott szignifikdns Osszefiiggést
(29). A coronaria betegségben szenvedd ndk PAI-1 szintjét szignifikdnsan
emelkedettebbnek észlelték a férfiakéhoz viszonyitva (30). Mivel a FXIII szoros
kapcsolatban van a fibrinogénnel, illetve a fibrinolizis szabdlyozasdban is részt vesz,
ezért feltételezhetd a szerepe a CS/MI kialakuldsdban, és a fent emlitett tanulmdnyok
alapjan felmeriil a nemek kozotti kiillonbségek lehetosége is.

A FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa és a MI 0Osszefiiggését szamos
tanulmany vizsgélta, az eredmények azonban meglehetdsen ellentmonddak. Az els
kozlések szerint a Leu34 allél jelenléte protektiv hatdsii a myocardialis infarctussal
szemben (8,9,31-35). Késébb olyan tanulmédnyok is megjelentek, melyek ezt a
protektiv hatdst nem igazoltak (11,36-40). Ezen ellentmondds hétterében feltehetéen
gén-gén, gén-kornyezet interakcidk dllnak. Kimutattdk, hogy a fibrinogén
koncentraci6é emelkedésével parhuzamosan bekovetkezd fibrin alvadék permeabilitds
valtozas a Leu34 allélek novekvd szama szerint csokkend mértéki (41,42). Ezek
alapjan felmeriil annak a lehetdsége, hogy a Leu34 allél protektiv hatdsa csak
emelkedett fibrinogen koncentracié esetén érvényesiil. Ezt a hipotézist eddig még
nem ellendrizték coronaria betegekben. A Leu34 allél protektiv hatdsdval kapcsolatos
ellentmond6 eredmények miatt egy az eddig kozolt adatok alapjan végzett meta-

analizis is sziikséges.



CELKITUZESEK

1. A FXII-A Val34Leu polimorfizmus vizsgdlata a magyar altalanos
populdcioban és  cardiovascularis betegekben, a Leu34 allél
frekvencidjanak meghatirozasa a magyar altalanos populaciéban. A FXIII-
A Leu34 allél CS/MI-vel szemben kifejtett protektiv hatdsanak vizsgalata
a fibrinogén szint fiiggvényében.

2. A sajat eredmények és az eddig megjelent kozlések adatai alapjan meta-
analizis végzése a FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa és a coronaria
sclerosis/myocardialis infarctus 0Osszefiiggésével kapcsolatos eddigi
ellentmond6 eredmények Osszefoglalé értékelésére.

3. A FXIII aktivitdsdnak és antigén koncentrdcidjanak adekvat moddszerrel
torténd meghatarozasaval annak feltérképezése, hogy van-e 6sszefiiggés a
FXIII szintek és a CS/MI kozott, jelent-e fokozott kockdzatot az
emelkedett FXIII aktivitds/antigén ezekre a betegségekre nézve, van-e a
nemek kozott kiilonbség ebben a tekintetben.

4. A FXIII aktivitdsanak és antigén koncentricidéjanak adekvat modszerrel
torténd meghatirozdsa esetén annak megallapitisa, hogy coronaria
scelrosiban/myocardialis infarctusban befolyédsolja-e a FXIII-A Val34Leu

polimorfizmusa a plazma FXIII szinteket.

BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Betegek és kontroll személyek:

A tanulmédnyba a Debreceni Egyetem, Orvos-és Egészségtudomanyi Centrum
Kardiolégiai Intézetébe coronaria betegség gyanujaval 18 hoénap alatt felvett 1010
beteget vontunk be. A CS jelenlétének, kiterjedésének és silyossidganak megitélése
coronarographids vizsgalattal tortént. Amennyiben egy vagy tobb coronaria dgban a
stenosis elérte, vagy meghaladta az 50%-ot (szignifikdns stenosis), a betegeket CS-
ben szenveddnek tekintettilk (CS+). Amennyiben a stenosis mértéke nem érte el az

50%-ot, Ggy a coronarographias eredményt negativnak tekintettiik (CS-). Az acut MI



diagnézisat (MI+) annak jelentkezésekor az American College of Cardiology (ACC)
és a European Society of Cardiology (ESC) kritériumai alapjén éllitottdk fel. A
késObbiekben részletezett laboratériumi vizsgédlatokra a mintavétel az infarctust
kovetéen harom hoénappal, vagy késobb keriilt sor. Az eredmények feldolgozasakor
55 személyt a diagnézis bizonytalansiaga, vagy hidnyzé laboratériumi eredmények
miatt kizartunk. Azokat a személyeket, akik nem rendelkeztek szignifikdns coronaria
stenosissal és az anamnesisben MI sem volt explordlhatd, klinikai kontroll
személyeknek tekintettik (CS-MI-). A tobbi vizsgdlt személyt kiilonb6z6
alcsoportokba osztottuk a szignifikdns coronaria stenosis és MI megléte alapjan,
kialakitva a kovetkezd betegcsoportokat: CS-MI+, CS+MI- és CS+MI+. A
vizsgélatba bevont személyek esetében a CS és MI tényének igazoldsén tilmenden
regisztriltuk a diabetes mellitus, hypertonia jelenlétét, valamint a dohdnyzdsi
szokdsokat. A napi 10 szdl cigarettdt, vagy anndl tobbet fogyasztokat tekintettitk
folyamatos dohdnyzdknak. A tanulmdny a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsdganak
engedélyével tortént.

A magyarorszagi altalanos populdcié genetikai vizsgilatdhoz a vérmintédkat a
DEOEC Megel6z6 Orvostani Intézet/Népegészségiigyi Iskola daltal koordinalt
Haziorvosi Morbiditds Adatgytiijtés Program keretében gytijtottiik. Magyarorszag
négy megyéjének 22 kiilonbdz0 haziorvosi praxisabol randomszertien kivalogatott

1146 személy genetikai vizsgélatat végeztiik el.

Laboratériumi médszerek:

A vérvétel éhgyomorra tortént. A kémiai, immunkémiai paraméterek vizsgélatit nativ
szérumbdl végeztik a mintavétel napjan. A homocisztein szintet EDTA-val
alvadasgatolt vérbdl két oOrdn beliil szepardlt plazmabdl végeztiikk, melyet a
feldolgozasig -20°C-on taroltunk. A fibrinogén szintet, a FXIII aktivitds és antigén
szintjét Na-citrattal alvadasgétolt vérbol szepardlt plazmabdl végeztiik, a mintdkat
feldolgozasig szintén -20°C-on taroltuk. A szérum Osszkoleszterin, LDL-koleszterin,
HDL-koleszterin, triglicerid, apoAl, apoB é&s lipoprotein(a) (Lp(a)) meghatarozasa
rutin klinikai kémiai mddszerekkel tortént Roche Integra 700 klinikai kémiai
analizatoron (Roche, Mannheim, Németorszdg). A C-reaktiv protein (CRP)

meghatdrozdsa Roche Integra 400 klinikai kémiai analizitoron tortént. A plazma



fibrinogén szintet moédositott Clauss modszerrel STA Compact koagulométerrel
hatdroztuk meg (Diagnostica Stago, Asnieres, Franciaorszag) Reanal Fibrinogén kit
alkalmazasaval (Reanal-Ker Kft., Budapest, Magyarorszdg). A plazma homocisztein
koncentraci6jat fluoreszcens polarizaciés immunassay-ben Abbott AxSYM
immunkémiai analizatoron hatdroztuk meg (Abbott, Abbott Park, IL, USA). A plazma
FXIII aktivitisdnak meghatdrozdsa intézetiinkben kifejlesztésre keriilt modositott
optimalizalt kinetikus spektrofotometrids mddszerrel tortént (REA-chrom FXIII kit,
Reanal-Ker Kft.) (19). Roviden ismertetve, a mdodszer az ammonia felszabadulas

detektélasdn alapul és a kdvetkezd harom reakciét foglalja magéban:

1. A FXIII aktivaciéja trombinnal és Ca’*-mal:
trombin

FXIII —>  FXllla
C a2+

A reakcid sordn trombin hatdséara keletkezo fibrin polimerizacidjat egy tetrapeptiddel
(GPRP) gétoljuk.

2. Transzglutaminaz reakcié, melyben a FXIIla a glicin-etiésztert (GEE), mint
amin szubsztritot egy, az Op-plazmin inhibitor N-termindlis 12 aminosavanak
megfeleld szintetikus 12 tagi peptid (PI(1-12)) glutamin oldalldncdhoz kapcsolja,

mikozben ammonia szabadul fel:

FXIIla
PI(1-12)+GEE ———— PI(1-12)-GEE+NH,4"

3. Indikator reakcid, melyben a felszabadult ammoénia mennyiségét egy
glutamat-dehidrogendz (GIDH) enzim 4ltal katalizdlt, NADPH-fiiggd
reakcidban detektaljuk:

GIDH

NH; +o-ketoglutarat+NADPH ~——> NADP"+glutamat+H,O

A NADPH fogyast (abszorbancia csokkenést) 340 nm-en spektrofotométerrel jol
kovethetjiikk. A reakcio 6todik és tizedik perce kozott az abszorbancia csokkenés
mértéke egyenesen ardnyos a FXIII aktivitdssal. A reakcié 5 perces lag fazisa alatt
lebomlik a plazma és a reagensek esetleges bels6 ammoénia tartalma, valamint
bekovetkezik a FXIII teljes aktiviacidja. A meghatarozasndl a reagens vak mellett
minta vakot is alkalmazunk, melyben a FXIIla aktivitdst 1 mmol/L jodacetamiddal

gatoljuk. Az dn. vak reakciéban mért abszorbancia valtozast levonjuk a jédacetamid
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nélkiil mért abszorbancia valtozasbol, s a kettd kiilonbségébdl szamoljuk a FXIII
aktivitast a kovetkezoképpen:

A WHO, mint elsddleges standard plazma preparatum alapjan meghatdrozott ismert
FXIII aktivitasu kalibral6 plazma (FXIIIcal) abszorbancia viltozas értékeibdl egy

faktort (F) kalkuldlva, megadhatjuk az ismeretlen minta FXIII aktivitasat.

FXIIy
F=

AA_ /min-AA ;.ya/min

FXIin=F x (AAminta/ mjn'AAminta—vak/ Il’lln)

A mddszer referencia tartomdnya a normal dtlag 69-143%-a.

A mobdszert Roche Cobas Mira klinikai kémiai automatdra, mikrolemez olvaso
késziilékre (ELISA reader) és Dade-Behring BCS automata koagulométerre
adaptaltuk. A méréseket Roche Cobas Mira késziiléken végeztiik.

A FXIII A;B; komplex koncentricidjanak meghatdrozasat a szintén intézetiinkben
kifejlesztett egylépéses szendvics ELISA-val végeztiik (R-ELISA, Reanal-Ker Kft.)
(23).

A modszer - roviden ismertetve — a FXIII A illetve B alegységeit felismerd egér
monoklondlis antitestek alkalmazdsdn alapul. A FXIII-B alegységre specifikus
biotinélt elfogé antitestet, a FXIII-at tartalmazé higitott plazma mintat és a FXIII-A
alegységre specifikus torma peroxidiz enzimmel konjugdlt jelzd antitestet
streptavidinnel bevont ELISA lemez valydiban inkubdljuk. A képzddott
immunkomplex a biotinon keresztiil a streptavidinnal fedett felszinhez kapcsolddik. A
nem kotddott komponenseket mosdssal eltdvolitjuk. A kotott peroxiddz aktivitdst
H,0,; és tetrametilbenzidin szubsztrat hozzdaddsaval hatdrozzuk meg. Az enzimatikus
reakciét 2 mol/L kénsav hozzdaddsdval allitjuk le, a képzddott szines termék
szinintenzitdsit ELISA lemez olvaséval (ELISA reader) mérjilk. A modszerrel
intézetiinkben megéllapitott referencia tartomény 14,0-28,0 mg/L.

A FXIII Val34Leu polimorfizmusdnak detektalasara Na-citrattal alvaddsgatolt vérbol
végzett DNS izolalast (QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Hilden, Németorszag)
kovetden valés idejii PCR-t és fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)
alapd detektdlast, olvadaspont gorbe analizist végeztink Roche LightCycler

késziiléken intézetiinkben kifejlesztett modszer alapjan (43). Az oligonukleotid
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primereket €s hibridizacios probakat a TIB MOLBIOL cégtdl (Berlin, Németorszag)
szereztik be. A muticiét detektdld, a vad tipusnak megfeleld bézist tartalmazo
oligonukleotid préba (donor) fluroszceinnel jelzett, mig az akceptor préba LC
Red640-nel, egy masik fluoroférral van kapcsolva. A két préba kozti tavolsiag
hibridizacié esetén mindossze egy nukleotid, igy a fluoreszceint gerjesztve, az energia
atadds megval6sul és az LC Red640 ltal kibocsatott fluoreszcenciat detektalhatjuk. A
PCR reakci6 végeztével a genotipizélds az in. olvaddspont analizis sordn torténik. Az
olvadaspont analizis sordn a gerjesztés és a detektdlds folyamatos. A homérséklet
lassi emelésével a jelolt olidonukleotid-PCR termék hibridek disszocidlnak, a
fluoroférok eltdvolodnak egymadstdl, csokken ill. megsziinik a FRET, ami az
akceptorra jellemzd fluoreszcencia intenzitds hOmérséklet fiiggd csokkenését
eredményezi. A fluoreszcencia csokkenés mértéke az akceptort hordozé
oligonukleotid-PCR termék hibrid olvaddspontja koriil a legintenzivebb. Az
olvadaspont szekvencia (bazisosszetétel) specifikus, és fiigg a hibridizdlédott két
DNS szakasz (szensz ill. antiszensz) komplementaritisinak mértékétél (mar egy
nukleotidnyi inkomplementarits is jelentésen csokkentheti az olvadaspontot). Igy a
FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa esetében homozigta mintdndl az egy
nukleotidnyi inkomplementaritds kovetkeztében a vad genotipushoz képest az
olvadaspont alacsonyabb homérsékleten van, mig heterozigéta genotipus esetén mind
a vad mind a mutéans allélnek megfeleld olvadaspont megfigyelhetd. Ha a jelenséget
FRET technikdval kovetjiikk, a fluoreszcencia-intenzitds csokkenésének a negativ
derivaltjat a hémérséklet fiiggvényében dabrazolva jellemzd olvaddspont gorbéket
kapunk. Az egyes gorbék csucsai az adott mintdbol szarmazé PCR termék-jelzett
oligonukleotid hibrid olvaddspontjdhoz tartozé hdmérsékletnek felelnek meg, aminek

alapjdn lehetévé vilik a kiillonb6z6 genotipusok elkiilonitése.

Statisztikai modszerek:

A kiilonboz6 laboratériumi eredmények eloszldsat paraméterenként Kolmogorov-
Smirnov teszttel vizsgiltuk. Azon paraméterek esetében, melyek szignifikdnsan
eltértek a normal (Gaussi) eloszlastol, logaritmusos transzformécidval normalizaltuk
az eloszlast. Az eredményeket az atlag (95% konfidencia intervallum, CI), a
logaritmusosan transzformdlt paraméterek esetében mértani atlag (anti-log 95% CI)

formdban fejeztiik ki. A folyamatos véltozok esetében a vizsgalt csoportok kozotti
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kiilonbségeket Student-féle t-teszttel elemeztiik. A nem folyamatos valtozok esetében
a kiilonbségeket y” teszttel értékeltiik. A plazma FXIII aktivitds és antigén szint tobbi
paraméterrel torténd Osszefiiggésének mértékét Spearman korrelacids koefficiens
szamitasaval értékeltiik. A FXIII aktivitasat, illetve a FXIII antigén szintet fiiggetleniil
befolydsolé paramétereket tobbszords linedris regressziés modellben vizsgaltuk. A
kiilonbozo betegesoportok és a klinikai kontroll csoport FXIII aktivitds és antigén
szintjét ANOVA tesztben (analysis of variance) hasonlitottuk 6ssze. Amennyiben az
ANOVA szignifikdns kiillonbségeket jelzett, utélagos paronkénti 6sszehasonlitést is
végeztiink LSD (least significant difference) teszt segitségével. Az emelkedett FXIII
szintek, valamint a FXIII-A Val34Leu genotipusok CS-ra és Ml-ra jelentett
kockdzatfokoz6 hatdsdnak vizsgélatit logisztikus regresszioval végeztik, az
eredményeket esélyhanyadosokkal (Odds ratio; OR) és azok 95% Cl-val fejeztiik ki.
A logisztikus regressziés modellekbe az életkort, nemet, diabetes mellitus meglétét,
dohanyzast és a kiillonb6zé laboratériumi paramétereket beépitve korrigalt
esélyhdnyadosokat szamoltunk. A FXIII-A Val34Leu polimorfizmus és a plazma
FXIII szintek kozotti osszefliggést ANOVA tesztben elemeztiik. A p<0,05 értéket
tekintettik minden elemzés esetén statisztikailag szignifikdnsnak. A fent emlitett
statisztikai elemzéseket a Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 11.5)
programmal végeztiink.

A FXIII-A Val34Leu polimorfizmusdnak meta-analizisét a STATA szoftver
“meta” programjdval végeztiik. A publikicids torzitds (ldsd késObb) vizsgdlata a
STATA szoftver “metabias” programjdval, “funnel plot” analizissel és Egger-féle

teszttel tortént.

EREDMENYEK

A kiilonbozé betegesoportok fobb jellemzdi:

A tanulményba bevont 955 coronarographidval vizsgilt személy koziil 302 esetben
sem szignifikdns CS, sem MI nem volt, ezen személyek képezték a klinikai kontroll
csoportot (CS-MI-). 312 betegnél szignifikdns CS-t talaltunk, elézetes MI nélkiil

(CS+MI-). 307 beteg esetében mind CS, mind elézetes MI igazolhat6 volt (CS+MI+),

mig 34 betegnél szignifikdns CS hidnya ellenére az anamnézisben bizonyithaté MI
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szerpelt (CS-MI+). Ez utdbbi betegeknél a CS-t nem okozé plaque ruptura, illetve
coronaria spasmus jatszhatott f0 szerepet az infarctus kialakuldsdban. A nemek
aranyat tekintve varhaté médon a CS+ és/vagy MI+ csoportokban szignifikans férfi
tulsuly volt, mig a klinikai kontrollok k6z6tt a ndk szama valamivel magasabb volt. A
CS-MI- csoport 4tlagéletkora 55,5+10,2 év volt, a CS-MI+ csoport életkora ettdl
gyakorlatilag nem kiilénbozott (55,4+10,3 év). A CS-sal rendelkezd betegek szintén
varhaté modon szignifikdnsan idésebbek voltak (CS+MI-: 60,8+10,1 év, p<0,001;
CS+MI+ 58,6+10,7 év p<0,001). A diabetes mellitus el6forduldsa gyakoribb volt a
CS+ és/vagy MI+ csoportokban. A dohdnyzds tekintetében a csoportok kozott
kiilonbségek nem mutatkoztak. A laboratériumi paraméterek koziil a fibrinogén,
triglicerid, HDL-koleszterin, homocisztein és Lp(a) nem mutattak Gaussi eloszlést,
ezért logaritmusos transzformdciot kovetden elemeztik azokat. A klinikai
kontrollokhoz viszonyitva az éhgyomri triglicerid €s homocisztein szintek
szignifikdnsan emelkedettek, mig a HDL-koleszterin és apoAl szintek csokkentek a
CS+MI- és CS+MI+ csoportokban. Az Lp(a) és a fibrinogén emelkedése csak a
CS+MI+ csoportban érte el a szignifikancia hatart. A szérum Osszkoleszterin, LDL-
koleszterin €s apoB értékek tekintetében az egyes betegcsoportok nem kiilonboztek
szignifikansan egymastdl (1. tablazat).

A tdbldzatban a HDL-koleszterin, triglicerid, Lp(a), fibrinogén és homocisztein
mértani atlag értékei (antilog 95%CI) szerepelnek, a tobbi numerikus valtozo6 esetében
a szamtani 4tlagokat (95%CI) tiintettiik fel. A tdblazatban szerepld p értékek a klinikai

kontrollokhoz viszonyitott szignifikancia szinteket jelentik.

14



1. tablazat: A kiilonb5z6 betegcsoportok fobb jellemzdi

Paraméterek CS-MI- (n=302) CS-MI+ (n=34) CS+MI- (n=312) CS+MI+ (n=307)
Atlag (95% C1)  Atlag (95% CD) p Atlag (95% CI) p Atlag (95% CI) p
Nem (férfi/ng) 124/178 23/11 0.003 200/112 <0.001 231/76 <0.001
Diabetes mellitus (-/+) 278/24 2717 0.02 253/59 <0.001 237/70 <0.001
Dohényzas (-/+) 261/41 30/4 0.77 275/37 0.52 264/43 0.88
Eletkor (év) 55.5(54.4-56.7)  55.4(51.8-59.0) 092  60.8(59.7-61.9)  <0.001  58.6(57.4-59.8)  0.001
Osszkoleszterin (mmol/L) ~ 5.54 (5.41-5.66)  5.67(5.24-6.10) 054  5.60(545-5.74) 056  538(526-5.51)  0.09
LDL koleszterin (mmol/L) ~ 3.45(3.34-3.56)  3.59(3.22-3.96)  0.46  3.54(3.41-3.66) 032  3.35(3.24-345)  0.18
HDL koleszterin (mmol/L)  1.22 (1.19-1.26)  1.16 (1.06-1.25)  0.19  LI5(1.11-1.18)  0.004  1.08 (1.05-1.11)  <0.001
Apo B (g/L) 1.04 (1.01-1.07)  1.08 (0.99-1.18) 036  1.08(1.05-1.12) 005  1.05(1.02-1.08)  0.56
Apo Al (g/L) 143 (1.40-1.46)  1.38(1.29-1.46) 021  1.38(1.35-1.42) 002  1.32(1.29-1.34)  <0.001
Triglicerid (mmol/L) 1.53(1.44-1.63)  1.70 (1.422.05) 027  1.70(1.62-1.80)  0.009  1.79 (1.69-1.89)  <0.001
Lp(a) (mg/L) 200 (181-221) 165 (128-212) 0.16 215 (193-240) 032 249(222-280)  0.005
Fibrinogén (g/L) 3.82(3.71-3.94)  3.67(3.26-4.14) 052  390(3.79-4.02) 032  3.99(3.86-4.13)  0.06
Homocisztein (umol/L) 121 (11.6-12.5)  13.4(120-149) 008  13.6(13.0-14.1)  <0.001  14.0(13.5-14.6)  <0.001
FXIII aktivitds (%) 101 (99-104) 105 (96-115) 0.38 102 (100-105) 0.59 102 (99-104) 0.68
EXII1 antigén (mg/L) 224(219230) 237(17-258) 022 222(17-228) 062 22116227 043
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A populdcios kontroll csoport jellemzoi:

Az 1146 vizsgalt személy atlagéletkora 46,2 (95% CI: 45,2-47,1) év volt. A férfiak
aranya 46,2%, a n6k aranya 53,5% volt. A kiilonb6z6 betegcsoportok populicids
kontroll csoporthoz (magyar altaldnos populdcid) torténd hasonlitisakor az

esélyhdnyadosokat e két paraméterre (nem, életkor) korrigéltuk.

A FXIII-A Val34Leu polimorfizmus gyakorisdganak meghatdrozdsa a magyar
dltalanos populdcioban és a kiilonbozé betegesoportokban, a Leu34 allél jelenlétének
CS és MI kialakuldsdnak kockdzatdra gyakorolt hatdsa, a kockdzatra gyakorolt hatds

vizsgdlata a fibrinogén szint fiiggvényében:

A FXIII-A Val34Leu genotipusok megoszldsa a populdcidés kontroll és a klinikai
kontroll csoportban gyakorlatilag megegyezett. A Leu34 allél frekvencidja az
altaldnos populacidban 25,9%-nak, a klinikai kontroll csoportban 25,8%-nak adddott.
A Leu34 hordozé frekvencia az altalanos populacidban 45,1%, a klinikai kontroll
csoportban 44,7% volt. A CS-MI+, CS+MI- és CS+MI+ csoportokban a Leu34
allélfrekvencia 32,4%, 26,6% ¢és 23,9%, a Leu34 karrier frekvencia pedig 55,9%,
45,9% ¢€s 42,7% volt. Az éltalanos populaciotdl, vagy a klinikai kontroll csoportt6l
vald eltérés a X2 tesztekben egy esetben sem bizonyult szignifikdnsnak. A CS-MI+,
CS+MI- és CS+MI+ csoportokat a populdcids kontroll (nemre és korra korrigdlt OR),
vagy klinikai kontroll csoportokhoz (nemre, korra, 6sszkoleszterinre, fibrinogénre,
diabetes mellitus jelenlétére, Lp(a)-ra és homociszteinre korrigdlt OR) hasonlitottuk,
mivel ezek a paraméterek mutattak egymadstdl fiiggetleniil is befolydsolé hatast a
CS/Ml-ra nézve. Erdményeink szerint sem a Leu34 allél hordozdsa, sem a Leu34
homozigétasag nem hatott szignifikdnsan a CS és/vagy MI kialakuldséra (2. tablazat).
A Leu34 allél hordozds és a Leu34 homozigétasiag hatdsat a CS kialakuldsira az
osszevont CS+ csoportban (CS+MI- és CS+MI+) és az 0sszevont MI+ csoportban
(CS-MI+ és CS+MI+) is megvizsgaltuk. Szignifikdns kockéazatfokozd, vagy

csokkentd hatds sem a CS, sem a MI vonatkozasdaban nem volt igazolhato.
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2. tablazat: FXIII-A Val34Leu genotipus megoszlds, Leu34 hordoz6 és allél

frekvencia értékek in populdcids kontroll és az egyes begecsoportokban

Altalanos (g N iy coMI+  CS+MI- CS+MI+
populacio
n=1,146 n=302 n=34 n=312 n=307
Val34Leu genotipus
vad tipus 629 (54.9%) 167 (55.3%) 15 (44.1%) 169 (54.2%) 176 (57.3%)
heterozigéta 440 (38.4%) 114 (37.7%) 16 (47.1%) 120 (38.4%) 115 (37.5%)
homozigéta 77(6.7%) 21(7.0%) 3 (8.8%)  23(7.4%) 16 (5.2%)
L34 hordoz6 45.1% 44.7% 55.9% 45.9% 42.7%
frekvencia
L34 allél frekvencia 25.9% 25.8% 32.4% 26.6% 23.9%
1.01 1.57 1.08 0.90
. ]
OR (L34 hordozds) (0.78-131)  (0.79-3.14)  (0.82-142)  (0.69-1.19)
1.15 1.70 1.27 0.75
o ]
OR (L/L genotipus) (0.68-1.94) (0.47-6.12)  (0.74-2.18)  (0.41-1.38)
" ) ] 1.49 0.94 0.93
OR (L34 hordozds) (0.69-3.25)  (0.65-1.37) (0.63-1.37)
L 1.80 0.87 0.76
OR (L/L genotipus) - - (043-757)  (0.40-1.90)  (0.32-1.82)

*A kiilonb6z6 csoportok a populdcids kontroll csoporthoz viszonyitva, az OR-t korra
és nemre korrigdlva adjuk meg, © a kiilonboz6 betegcsoportok a klinikai kontroll
csoporthoz viszonyitva, az OR-t korra, nemre, Osszkoleszterinre, fibrinogénre,
diabetes mellitus jelenlétére, Lp(a)-ra és homociszteinre korrigdlva adjuk meg. Az OR

értékek alatt zar6jelben azok 95% konfidencia intervallumait tiintettiik fel.

Annak vizsgélatdra, hogy a Leu34 hatését befolydsolja-e a plazma fibrinogén
koncentracidja, azokat a betegeket, akik fibrinogén szintje a felsé negyedbe esett (4,6
g/L felett) kiilon is elemeztiik. Az esélyhdnyadosokat korra, nemre, Lp(a)-ra,
homociszteinre, triglicerid szintre és a dohdnyzdsra korrigdltuk, mivel ezen
paraméterek mutattak egymastdl fiiggetleniil is szignifikdns Osszefiiggést a CS-sal és
a Ml-sal (3. tablazat). Ebben az esetben a Leu34 karrier stitusznak statisztikailag
szignifikans védo hatasa volt a CS+MI+ kialakuldsiaval szemben (OR 0,40, 95%CI:
0,18-0,89, p<0,05). Az osszevont CS+ és MI+ csoportokat vizsgdlva a Leu34 allél
hordozdsa mind a CS (OR 0,46, 95%CI: 0,22-0,98) mind az MI (OR 0,41, 95%CI.:

0,18-0,93) ellen protektivnek bizonyult. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink,
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hogy a magyar populdcidban a Leu34 allél védo hatdsa csak a magasabb fibrinogén
koncentrécidval rendelkezd egyének esetén érvényesiil. Mivel a fibrinogén akut fazis
fehérje, azt is vizsgaltuk, hogy a Leu34 allél protektiv hatdsa az emelkedett CRP
szinttel rendelkez6kben érvényesiil-e. Sem a CS+, sem az MI+ csoportokban nem volt
észlelhetd a véd6 hatds. Mindezek alapjan megallapithatd, hogy a Leu34 allél
protektiv hatdsa valéban fibrinogénre €s nem az akut fazis reakcidra (pl. gyulladas)

specifikus.

3. téblazat: FXIII-A Val34Leu genotipus megoszlds, Leu34 hordoz6 és allél

frekvencia értékek a kiilonbozd, felsé negyedbe esd fibrinogén szinttel rendelkezd

betegcsoportokban
CS-MI- CS-MI+ CS+MI- CS+MI+ CS+ MI+
n=58 n=9 n=55 n=30 n=135 n=89
Val34Leu
genotipus:

vad tipus 28 (48.3%) 5(55.6%) 31(56.4%) 51 (63.8%) 82 (60.7%) 56 (62.9%)
heterozigota 27 (46.6%) 3 (33.3%) 22 (40.0%) 24 (30.0%) 46 (34.1%) 27 (30.3%)
homozigéta 3 (5.2%) 1 (11.1%) 2(3.6%) 5(63%) 7(52%) 6 (6.7%)

L34 hordoz6 51.7% 444%  43.6% 36.3% 39.3%  37.1%
frekvencia

L34 allél 28.4% 27.8% 23.6% 21.3% 22.2% 21.9%
frekvencia

OR ] 0.58 0.79 0.40 0.46 0.41
(L34 hordoz6k) (0.11-3.09) (0.34-1.88) (0.18-0.89)" (0.22-0.98) (0.18-0.93)"

" p<0,05 a klinikai kontroll csoporthoz viszonyitva

A FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa és a coronaria sclerosis/myocardialis infarctus
kozotti  Osszefiiggés ellentmondo  eredményeinek dsszefoglalo elemzése meta-

analizissel:

A meta-analizisbe a sajit eredményeinken tilmenden olyan tanulmanyokat
véalasztottunk a MEDLINE-b6l, ahol a coronaria betegség definicigja a MI
dokumentélasan, vagy coronarographidval igazolt CS jelenlétén alapult. A meta-
analizisbe Osszesen 16 kozleménybdl szdirmaz6 5346 beteg és 7053 kontroll személy

keriilt bevondsra. A 16 tanulmany dont6 tobbsége a kaukazusi populdcién tortént, 11
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tanulmdny eurépai orszagbél, 1 Dél-Amerikdbdl és 4 Eszak-Amerikabdl szdrmazott

(4. tablazat).
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4. tdblazat: A meta-analizisbe bevont tanulményok

szerzO, megjelenés éve

(sorszdma az orszag esetek (n) Kontroll személyek (n)
irodalomjegyzékben)
Kohler, 1998 (8) Nagy-Britannia legaldbb 50% stenosis egy coronaridban (398*%,  haziorvosi regiszterbdl MI és angina-mentes korra és
ezek kozil 197 MI+) nemre valogatott személyek (196)
Wartiovaara, 1999 (9)  Finnorszag boncolasi anyagban tallt MI (68) és coronaria boncoldsi anyagban MI kizarhat6 (218)
stenosis score = 20 (58)
Canavy, 2000 (11) Franciaorszag  akut MI (201) korra, nemre, BMI-re valogatott egészséges véradok
(244)
Corral, 2000 (36) Spanyolorszdg akut coronaria esemény tiléléi (101) korra, nemre, rasszra véalogatott, vaszkuldris betegségtol
mentes személyek (101)
Franco, 2000 (31) Brazilia akut MI és legalabb 50% CS (150) korra, nemre, rasszra valogatott véraddk (150)

Gemmati, 2001 (32) Olaszorszag legalabb 50% stenosis egy coronaridban (240,
ezek kozul 120 MI+)

Aleksic, 2002 (39) USA coronaria betegek (MI, cardiovascularis
halalozas, coronaria revascularizatio) (423)

Kakko, 2002 (33) Finnorszag nem halalos kimenetelti MI (142)

Reiner, 2002 (44) USA nem halélos kimenetelti MI+ ndk (68)

Doggen, 2003 (45) Hollandia MI+ férfiak (560)

Reiner, 2003 (46) USA nem halalos kimenetelli MI+ ndk

postmenopausaban (234)

korra, nemre, riziké faktorokra valogatott, vaszkularis
betegségtol mentes személyek ugyanabbdl a kérhazbdl
(240)

mintdk az “ARIC” kohorszbdl (479)

korra, nemre valogatott, coronaria betegségtdl mentes,
az adott régidban €16 személyek (142)

noék a populaciébdl randomszeriien kivédlasztva (345)
korra valogatott férfiak (646)

korra és hypertonia jelenlétére valogatott nok (721)
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4. tdblazat (folytatds): A meta-analizisbe bevont tanulméanyok

szerz6, megjelenés éve

(sorszama az orszag esetek (n) Kontroll személyek (n)
irodalomjegyzékben)
ATVBISG, 2003 (38) Olaszorszag elsé MI (1210) korra, nemre, foldrajzi teriiletre valogatott kérhazi
személyzet (1210)
Butt, 2003 (40) Kanada akut MI (500) nem cardialis és nem thromboticus esemény miatt
siirgdsségi osztalyra felvett beteg (500)
Roldan, 2003 (37) Spanyolorszdg akut, nem haldlos kimeneteliit MI (210) véradok és cardiovascularis betegségben nem szenvedd
betegek a traumatoldgiardl és a szemészetrol (585)
Hancer, 2006 (35) Torokorszag MI+ anamnesis (130) egészséges kontrollok (eredet nem tisztazott)
thromboticus betegség nincs az anamnesisben (130)
Bereczky, 2007 Magyarorszag legalabb 50% egy coronaridban (619), vagy MI+ A forrdspopuldciobol szarmazé reprezentativ minta
anamnesis (341) (populécids kontroll személyek) (1146)
(307 CS+MI+)

ARIC: Az “Atherosclerosis Risk in Community” tanulmany, ATVBISG: Az “Atherosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology Italian Study

Group” tanulmdnya, * a 398 betegbdl 75%-nal talaltak szignifikdns coronaria stenosist,
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Mivel a kiilonboz6 tanulmanyokban kozolt OR értékek til széles tartomdnyt dleltek
fel és a heterogenitds vizsgdlat szignifikdnsnak bizonyult, empirikus random-hatés
Bayes modellt alkalmaztunk a tanulmany-specifikus OR-k kalkuldldsara és azok
Osszegzésére. Ez konzervativabb becslést tesz lehetévé a fix-hatds modellekhez
viszonyitva, valamint csokkenti az extrém eredményeket tartalmazé tanulmanyok
zavar$ hatdsit. A coronaria betegség, mint kimeneteli valtozé mellett az analizist
kiilon a Ml-ra is elvégeztiik.

A coronaria betegség atlagos kockazata 18%-kal volt alacsonyabb a Val/Leu
heterozigétakban a Val/Val vad tipusiakhoz viszonyitva (OR: 0,82, 95%CI: 0,73-
0,94) (1. abra).
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1. dbra: A FXIII-A Val/Leu versus Val/Val genotipusok 0Osszefiiggése a

coronaria betegséggel

Kohler (1998) n 0.81 (063, 1.0
Wartiovaara (1999) B 0.77 (0.58 1.01)
Corral (2000) }. 0.86 (0.64, 1.16)
Franco (2000) - | 0.77 (0.59 1.02
Gemmati (2001) - | 0.73 (0.56, 0.94)
Aleksic*(2002) - 0.83 (0.60, 1.13
Kakko (2002) " 0.81 (0.61, 1.08
Reiner (2002) 5 0.82 (0.61, 1.09
ATVBISG (2003) " 0.99 (0.85 1.15
Butt (2003) 1. L 0.88 (0.71, 1.08)
Doggen (2003) 1. o 0.89 (0.73 1.09
Reiner (2003) - | 0.76 (0.60, 0.96)
Roldan (2003) | 5 0.88 (0.69 1.13
Hancer (2006) . 0.68 (0.50, 0.91)
Bereczky (2007) | 0.94 (0.79 1.19

L
Combined | 0.82 (0.73 0.94)
0‘.2 0‘.4 0‘.6 0‘.8 1‘ ‘2
OR(95%CI)

Az abran a fekete négyzetek nagysdga az empirikus Bayes kalkuldciobdl szarmazé
OR értékekre vonatkozé becslés pontossigdval ardnyos, a vizszintes vonalak a
95%CI- tartomanyt jelolik. A fehér rombusz jelzi az Osszesitett OR értéket. Az dbra
jobb oldaldn az OR értékek (95%CI) vannak feltiintetve. *Ebben a tanulmdnyban nem

OR, hanem “hazard ratio (HR)” szerepel.
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A Leu/Leu homozigétdk esetén az OR 0,89 wvolt (95%CIL: 0,69-1,13).

Amennyiben a Leu allélt hordozdkat (Val/Leu heterozigétak és Leu/Leu homozigdtdk

egyiitt) hasonlitottuk a Val/Val vad tipusiakhoz az OR 0,81 volt (95%CI: 0,70-0,92)

(2. abra).

2. abra: A FXIII-A Val/Leu és Leu/Leu versus

Osszefiiggése a coronaria betegséggel

Val/Val genotipusok

Kohler (1998) B 0.78 (0.60, 1.01)
Wartiovaara (1999) i ‘ 0.72 (0.53, 0.98)
Canavy (2000) - 0.75 (0.57, 0.99)
Corral (2000) — 0.86 (0.61, 1.20)
Franco (2000) I 0.71 (0.52, 0.97)
Gemmati (2001) | 0.69 (0.52, 0.91)
Kakko (2002) - 0.78 (0.57, 1.06)
Reiner (2002) | 0.80 (0.58, 1.10)
ATVBISG (2003) | + 1.00 (0.85, 1.16)
Butt (2003) SN - 092 (0.74, 1.13)
Doggen (2003) B 0.93 (0.76, 1.14)
Reiner (2003) N 0.74 (0.58, 0.94)
Roldan (2003) = 0.97 (0.75, 1.25)
Hancer (2006) B | 0.61 (0.44, 0.85)
Bereczky (2007) i—li 0.95 (0.80, 1.13)
Combined S 0.81 (0.70, 0.92)

[ [ [ [ [

0.2 0.4 0.6 08 1

OR (95%CT)

Az é4bran a fekete négyzetek nagysdga az empirikus Bayes kalkuldciébol

szarmaz6 OR értékekre vonatkozd becslés pontossdgaval ardnyos, a vizszintes

vonalak a 95%CI- tartomdnyt jelolik. A fehér rombusz jelzi az dsszesitett OR értéket.

Az édbra jobb oldaldn az OR értékek (95%CI) vannak feltiintetve.



Amennyiben a MI-t mint kimeneteli véltoz6t kiilon értékeltiik, az eredmények
érdemben nem valtoztak. A Leu allél hordozasa a MI kockazatinak 16%-o0s
csokkenését eredményezi (OR 0,84, 95%CI: 0,76-0,94). A publikicids torzitds (egyes
tanulminyok eredményeinek a nem kozlése) vizsgdlatira végzett Egger-teszt
szignifikdnsnak bizonyult (p=0,002), a funnel-plot analizis is azt jelzi, hogy néhany
kisebb tanulmédny, ami nem taldlta protektiv hatdsit a Leu allélnek, feltehetden

hidnyzik a k6zolt irodalombdl (3. dbra).

3. ébra: A Val/Leu és Leu/Leu versus Val/Val eredmények funnel plot analizise

log(OR)

-1.5+

I I
0 0.1 0.2 0.3
standard error SElog(OR)
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A FXIII szintek Osszefiiggése a coronaria sclerosissal/myocardialis infarctussal, a

nemek kozotti kiilonbségek vizsgdlata:

A korrigalatlan FXIII aktivitds és antigén értékek nem mutattak szignifikédns
kiilonbségeket egyik betegcsoportban sem a klinikai kontrollokhoz viszonyitva (1.
tiblazat). A klinikai kontrollok FXIII aktivitdsa és antigén koncentricidja nem
kiilonbozott szignifikdnsan a kordbban laboratériumunkban meghatirozott egészséges
személyek esetében mért értékektdl (19,23). A plazma FXIII aktivitdsa és az A;B»
komplex koncentriciéja j6 korreldaciét mutatott. A korreldcids koefficiensek 0,86 és
0,93 kozé estek a kiilonb6z6 betegcsoportokndl, ami jelzi, hogy a két moédszer
(funkciondlis teszt és ELISA) ugyanazon plazma komponens kiilonbdzd tulajdonsagat
vizsgdlja. A tObbszoros linedris regresszié analizis azt jelezte, hogy a nem, a
dohanyzds, a szérum Osszkoleszterin és a fibrinogén szint a tobbi paramétertdl
figgetleniil is szignifikdns Osszefiiggést mutat a FXIII aktivitassal és antigén szinttel,
ezért a tovabbi elemzésekkor a FXIII szinteket ezekre a paraméterekre korrigdlva
vizsgéltuk. Amennyiben a betegeket nemek szerint nem osztottuk tovdbbi
csoportokba, az egyes csoportokban mért korrigdlt FXIII szintek nem mutattak
szignifikdns kiillonbségeket a klinikai kontrollokhoz, ill. egymdshoz viszonyitva.
Amennyiben azonban a betegcsoportokat nemek szerint toviabb osztalyoztuk,
szignifikdns nemektd]l fiiggd kiilonbségeket észleltiink a FXII szintekben (5.
tablazat). Férfiak esetében sem a CS, sem az MI nem befolyasolta a FXIII szinteket.
A CS dnmagdban ndkben sem eredményezett kiilonbségeket. Ha viszont a CS+ ndk
Ml-ban is szenvedtek, a FXIII aktivitdsa és antigén koncentricidja szignifikdnsan
emelkedett volt a CS+, de MI- nékhoz viszonyitva (FXIII aktivitas: 107%, 95%CI:
100-115 versus 98%, 95%CI: 92-105, p=0,02, FXIII antigén: 24,1 mg/L, 95%CI:
22,4-25,8 versus 22,1 mg/L, 95%CI: 20,6-23,5, p=0,02). A n6i CS+MI+ csoport
FXIII antigén szintje a klinikai kontrollokhoz viszonyitva is szignifikdnsan
emelkedett volt. Ugyanez a kiilonbség a FXIII aktivitds vonatkozdsaban nem érte el a
szignifikancia hatdrt. A CS-MI+ ndk FXIII aktivitds és antigén értékei bar a
legmagasabbak voltak az Osszes betegcsoport kozott (FXIII aktivitds: 112%, 95%CI:
97-126; FXIII antigén: 25,1 mg/L, 95%CI: 21,7-28,5) de a csoport kis 1étszdma miatt
az emelkedés statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsnak. Az dsszevont n6i MI+
csoport (CS-MI+ és CS+MI+ egyiitt) szintén szignifikdnsan emelkedett FXIII

szinteket mutatott a klinikai kontrollokhoz viszonyitva. A FXIII aktivitisa az
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0sszevont MI+ csoportban 108% (95%CI: 101-115), a klinikai kontrollokban 101%
(95%CI: 96-107) volt, p=0,04. A FXIII antigén szintje az dsszevont MI+ csoportban
24,2 mg/L (95%CI: 22,6-25,5), a klinikai kontrollokban 22,6 mg/L (95%CI: 21,4-
23,7) volt, p=0,02.

A tablazatban szereplo p értékek a klinikai kontroll csoporttal torténo
Osszehasonlitdsra vonatkoznak (CS-MI-). § p = 0.02 a CS+MI- csoporthoz
viszonyitva. { P = 0.02 a CS+MI- csoporthoz viszonyitva.
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5. tablazat: Korrigalt FXIII szintek a kiilonb6z6 ndi és férfi betegcsoportokban

CS-MI- CS-MI+ CS+MI- CS+MI+
Atlag Atlag Atlag Atlag
(95% CI) (95% CI) P (95% CI) P (95% CI) P
FXIII aktivitds
(%)
férfi+nd 103 (100-106) 106 (98-114) 0.45 101 (98-104) 0.19 102 (99-105) 0.59
né 101 (96-107) 112 (97-126) 0.16 98 (92-105) 0.28 107 (100-115)§ 0.09
férfi 103 (99-107) 103 (94-113) 0.88 101 (97-105) 0.55 101 (97-104) 0.39
FXIII antigén
(mg/L)
férfi+nd  22.9 (22.2-23.6) 24.0(22.2-25.8) 0.24 22.2 (21.5-23.0) 0.13 22.6 (21.9-23.3) 0.46
nd 22.6 (21.4-23.7)  25.1(21.7-28.5)  0.13 22.1 (20.6-23.5) 046  24.1(22.4-25.8)] 0.04
férfi 23.0 (22.0-24.0) 23.5(21.3-25.7) 0.68 22.2(21.4-23.1) 0.21 22.2 (21.4-23.0) 0.16
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A tanulmdany sordn azt is vizsgaltuk, hogy az emelkedett FXIII szintek CS-ra és MI-ra
jelentenek-e fokozott kockdzatot (6. tabldzat). A fels6 harmadba esé FXIII aktivitas
(>110%) és FXIII antigén (>24,1 mg/L) szintekkel rendelkezdk CS és MI kockazatat
viszonyitottuk az ennél alacsonyabb EXIII szintekkel rendelkezdkhoz az egyes
betegcsoportokban logisztikus regressziés modellben. Férfiak esetén az emelkedett
FXIII aktivitas és antigén szint nem fokozta sem a CS, sem az MI kockazatat. A férfi
CS-MI+, CS+MI- és CS+MI+ alcsoportokat a férfi klinikai kontroll csoporthoz
viszonyitva az OR értékek minden esetben 1,0 koriiliek voltak. Hasonl6képpen, a ndk
kozott az emelkedett FXIII szintek nem jelentettek fokozott rizikét a CS-ra
onmagédban (CS+MI- versus CS-MI-). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
emelkedett FXIII szintek nem jelentenek fokozott kockazatot a silyos atherosclerosis
kialakuldsdra egyik nemben sem. Ezzel ellentétben, ha a CS-ben szenvedd és MI-on
atesett ndi populécidt vizsgdltuk, magas OR értéket kaptunk, mely er0s statisztikai
szignifikancidt mutatott (emelkedett FXIII aktivitds: CS+MI+ versus CS-MI-: OR
3,091, 95%CI: 1,648-5,798, p<0,001 és emelkedett FXIII antigén: CS+MI+ versus
CS-MI-: OR 2,346, 95%CI: 1,269-4,336, p=0,007). Annak érdekében, hogy az
emelkedett FXIII szintek CS-ra és Ml-ra jelentett kockdzatfokoz6 hatdsat jobban
kiillonvalaszthassuk, a CS-ban szenvedd ndék kozott (CS+) kiilon vizsgaltuk az
emelkedett FXIII szintek MI-ra jelentett riziké mértékét (CS+MI+ versus CS+MI-).
Az emelkedett FXIII szintek ebben a vizsgdlati rendszerben is szignifikdns
kockézatfokoz6 hatdst jelentettek a Ml-ra nézve. Az emelkedett FXIII aktivitdsra
nézve az OR 1,873 (95%CI: 1,015-3,458), p=0,04, mig az emelkedett FXIII antigénre
nézve az OR 1,999 (95%CI: 1,051-3,765), p=0,03 volt. Az eredmények alapjin
megallapithatd, hogy az emelkedett FXIII szintek fokozott kockizatot jelentenek a M1
kialakuldsdra CS-ban szenvedd ndk esetén, ugyanez a hatds férfiak esetében nem

érvényesiil.
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6. tablazat: Az emelkedett FXIII szintek hatdsa a CS és MI kockazatéra a kiilonboz6 ndi és férfi betegcsoportokban

CS+MI- versus CS-MI- CS-MI+ versus CS-MI- CS+MI+ versus CS-MI- CS+MI+ versus CS+MI-
OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p
FXIII
aktivitas
nék 1.553 (0.913-2.642)  0.10  2.437 (0.648-9.138)  0.19  3.091 (1.648-5.798) <0.001 1.873 (1.015-3.458)  0.04
férfiak 1.401 (0.842-2.332)  0.19  1.356(0.528-3.482) 0.53  1.015 (0.608-1.694)  0.96 0.719 (0.476-1.086)  0.12
FXIII antigén
nék 1.286 (0.752-2.199)  0.36  2.287 (0.629-8.321)  0.21  2.346 (1.269-4.336)  0.007  1.999 (1.051-3.765)  0.03
férfiak 0.757 (0.459-1.248)  0.28  1.196 (0.479-2.988)  0.70  0.753 (0.457-1.240)  0.27 0.918 (0.602-1.398)  0.69
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A coronaria sclerosis/myocardialis infarctus hatdsa a plazma FXIII szintekre a FXIII-

A Val34Leu polimorfizmus kiilonbozo genotipusaiban:

Kordbbi vizsgilatainkban megdllapitottuk, hogy az egészséges kontroll személyek
FXIII aktivitdsa és antigén koncentricidja nem kiilonbozik szignifikdnsan az egyes
Val34Leu genptipusokban (7). Hasonl6képpen a klinikai kontroll csoportban, bar
enyhe tendencia mutatkozott a Leu34 allélek novekvO szdmdval pdrhuzamosan a
FXIII szintek csokkenésének irdnydba, de ezek a kiillonbségek igen tdvol voltak a
statisztikai szignifikanciatol. A CS+ betegekben azonban a FXIII-A Leu34
homozigétdk FXIII aktivitds és antigén szintje szignifikdnsan (10%-kal) alacsonyabb
volt mint az ugyanezen csoport Val/Val genotipusi egyéneké (p<0,05). Az Osszesen
619 f6bdl all6 CS+ csoportban a FXIII aktivitdsa a Val/Val, Val/Leu és Leu/Leu
alcsoportokban 104% (95%CI: 100-107), 103% (95%CI: 99-107) és 94% (95%CI:
86-103) volt. A FXIII antigén koncentrici6 a Val/Val, Val/Leu és Leu/Leu
alcsoportokban 23,2 mg/L (95%CI: 22,4-24,1), 22,7 mg/L (95%CI: 21,8-23,6) és 20,9
(95%CI: 19,0-22,9) volt. A MI-on étesett betegcsoportban (MI+, 341 f6) a Leu/Leu
homozigétdk még kifejezettebb FXIII csokkenést mutattak. Ebben a csoportban a
Leu/Leu homozigétdk FXIII szintjei nemcsak a Val/Val genotipusiakéhoz
viszonyitva, de a Val/Leu heterozigétdk FXIII szintjeihez képest is szignifikdnsan

csokkentek voltak (7. tdblazat).
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7. tablazat: A kiilonboz6 betegesoportok FXIII aktivitdsa és antigén szintje a FXIII-A

Val34Leu polimorfizmus fiiggvényében

Val34Leu CS-MI- CS+ MI+
genotipus (n=302) (n=619) (n=341)
FXIII aktivitas n FXIII aktivitas n FXIII aktivitds n
(%) (%) (%)
Val/Val 105 167 104 345 107 191
(101-109) (55.3%) (100-107) (55.7%) (102-112) (56.0%)
Val/Leu 102 114 103 235 106 131
(97-106) (37.7%) (99-107) (38.0%) (101-111) (38.4%)
Leu/Leu 100 21 94 39 88 . 19
(91-109) (7.0%) (86-103)* (6.3%) (76-99)* (5.6%)
FXIII antigén FXIII antigén FXIII antigén
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Val/Val 23.1 167 23.2 345 24.0 191
(21.1-24.1) (55.3%) (22.4-24.1) (55.7%) (22.8-25.1) (56.0%)
Val/Leu 22.8 114 22.7 235 23.2 131
(21.7-23.8) (37.7%) (21.8-23.6) (38.0%) (22.0-24.5) (38.4%)
21.8 21 20.9 39 20.3 19
Leu/Leu

(19.8-23.9)  (7.0%)  (19.0-22.9)%  (6.3%) (17.6-23.0) ¥ (5.6%)

A FXIII szinteket nemre, dohdnyz4sra, 6sszkoleszterinre és fibrinogénre korrigaltuk.
A FXIII aktivitds és antigén értékek alatt zardjelben a 95%CI szerepel. *p < 0.05
Leu/Leu versus Val/Val, Tp < 0.05 Leu/Leu versus Val/Leu.

Természetesen a CS+ csoportba tartozd betegek egy részének az
anamnesisében szerepel MI, masoknak nem. Annak vizsgdlatira, hogy a Leu/Leu
homozigétik csokkent FXIII szintje a CS+ betegeknél a MI-n dtesettek hidnyaban is
érvényesiil-e, ezt a csoportot (CS+MI-) kiilon is elemeztiik. A 312 f6bdl all6 CS+MI-
csoportban a FXIII aktivitdsa a Val/Val, Val/Leu és Leu/Leu alcsoportokban 103%
(95%CI: 98-108), 101% (95%CI: 95-107) és 97% (95%CI: 86-109) volt. A FXIII
antigén koncentricié a Val/Val, Val/Leu és Leu/Leu alcsoportokban 22,9 mg/L
(95%CI: 21,8-24,1), 22,5 mg/L (95%CI: 21,2-23,8) és 20,9 (95%CI: 18,3-23,6) volt.
Bar a csokkend tendencia a Leu allélek szdmdnak emelkedésével parhuzamosan
egyértelmil, a kiilonbségek a statisztikai szignifikancia hatart egy esetben sem érték
el.

Elméletileg a FXIII aktivitds csokkenés a FXIII molekuldk csokkend
koncentracidja miatt, vagy adott mennyiségii FXIII fehérje csokkent aktivitdsa miatt

is 1étrejohet. A FXIII aktivitds és antigén koncentracié parhuzamos csokkenése az
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elobbi lehetdséget tdimogatja. Annak érdekében, hogy ezt a feltevést teljes mértékben
igazolhassuk, meghatdroztuk az egyes betegcsoportok kiilonbozé FXIII-A Val34Leu
genotipusaihoz tartozd specifikus FXIII aktivitds értékeket, vagyis az adott FXIII
koncentraci6hoz tartozé aktivitist és az eredményeket Unit/mg-ban fejeztiik ki.
Gyakorlatilag minden betegcsoport minden Val34Leu genotipusti alcsoportjaban
azonos specifikus aktivitds értékeket kaptunk (8. tdbldzat). Ez arra utal, hogy a
Leu/Leu homozigdtakndl a FXIII aktivitds csokkenésének hétterében valdban a FXIII

fehérje csokkent koncentracidja 4ll.

8. tablazat: A FXIII-A Val34Leu polimorfizmus hatasa a FXIII specifikus aktivitdsara

a kiilonb6z6 betegcsoportokban

Val34Leu CS-MI- CS+ MI+
genotipus (n=302) (n=619) (n=341)
FXIII specifikus n FX1II specifikus n FXIII specifikus n
aktivitas (U/mg) aktivitas (U/mg) aktivitas (U/mg)
Val/Val 7.19 (7.06-7.31) 167 7.25(7.16-7.34) 345 7.22(7.10-7.34) 191
Val/Leu 7.00 (6.88-7.13) 114 7.27(7.17-7.38) 235 7.30(7.16-7.45) 131
Leu/Leu 7.12 (6.61-7.63) 21  7.32(7.03-7.61) 39 7.03(6.56-7.49) 19

A specifikus aktivitds értékek utdn zardjelben azok 95%CI-t tiintettiik fel.

MEGBESZELES

A FXIII-A Leu34 allél frekvencidja a kaukdzusi populdcidoban 24,5-28,8% kozott,
igen szlik tartomédnyban véltozik (8-16). Az éltalunk vizsgalt populdcids kontroll
csoport (25,9%) és klinikai kontroll csoport (25,8%) allélfrekvencia adatai igen jol
illeszkednek ebbe a tartomdnyba. A feketék és az dzsiaiak Leu34 allélfrekvencidja
joval alacsonyabb, a japdnokban a polimorfizmus extrém ritka (12,14,16). Az elsd
eset-kontroll tanulmanyban, ami a FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa és a MI kozotti
Osszefliggést vizsgdlta, a Leu34 allél protektiv hatdsit vetették fel (8). Ezt késObb
finn, brazil, észak-olasz és torok tanulmanyok megerdsitették (9,31-33,35). Ezzel
szemben kisebb francia és spanyol tanulméinyok, valamint egy nagy, 1210 beteg és
ugyanennyi kontroll személy bevondsaval késziilt olasz tanulmdny nem tudta
megerdsiteni a Leu34 allél védd hatasat (11,36-38). Ezen tanulmdnyok szerint a

FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa semleges a MI kockdzata szempontjdbodl. Sajat
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eredményeink, egybehangzéan két kordbbi észak-amerikai tanulmdnyhoz hasonléan
azt mutatjdk, hogy a korébbi feltevéssel ellentétben a Leu34 allél protektiv hatdsdnak
elmaraddsa nem kizdrélag a mediterrdn populdcidban, illetve az alacsony
coronariabetegség incidencidval jellemezhetd népcsoportokban fordul eld (39,40).

Feltehetd, hogy a FXIII-A Val34Leu polimorfizmusdval kapcsolatban
sziiletett eltérd eredmények hatterében gén-gén, illetve gén-kornyezet kolcsonhatisok
allnak, melyek befolydsoljak a Leu34 allél protektiv hatdsat (19,47). Kordbbi kozlések
szerint a polimorfizmus cardio-protektiv hatdsa inzulin rezisztencidban elvész,
kiillonosen magas PAI-1 szinttel rendelkez6kben (48). A fibrinogén, mint
cardiovascularis kockdzati tényez6 és a FXIII-A Val34Leu polimorfizmus
Osszefiiggésének vizsgalata tobb kordbbi biokémiai megfigyelés alapjan érdekesnek
tinik. A FXIII-A Val34Leu polimorfizmusdnak kovetkezménye a mutdns FXIII
trombin 4ltal torténd aktivacidjanak megnovekedett sebessége (7,17,18) és a fibrin
halé szerkezetének megvaltozdsa (17,41). Az alvadék permeabilitdsdnak fibrinogén
koncentracié emelkedésével parhuzamos csokkenését a Leu34 allél jelenléte elfedi.
Szkenning elektronmikroszképpal kimutattdk, hogy magas fibrinogén koncentraci
esetén (5,0 és 7,7 g/L) a Leu/Leu homozigétdk fibrin alvadéka lazabb szerkezetii és
vastagabb rostokbdl 4ll (41). Az ilyen szerkezetll fibrinhal6 gyorsabban degradalédik
a fibrinolizis 4ltal, mint a vékonyabb rostokbdl all6, kompaktabb szerkezetli (49).
Sajit eredményiink, mely szerint a Leu34 allél protektiv hatdsa csak magasabb
fibrinogén koncentricid esetén érvényesiil, teljes dsszhangban 4ll az in vitro kisérleti
eredményekkel és arra utal, hogy a Leu34 allél védo hatdsdnak hétterében a fibrinhdlo
gyorsabb fibrinolizis altali degradicidja all. Mindezek alapjan a cardiovascularis
riziké szempontjabdl a FXIII-A Val34Leu polimorfizmusidt és a fibrinogén
koncentraciét mindenképpen egyiitt kell értékelni.

A CS kifejlédése és az acut coronaria thrombosis két kiilonbozd, de az esetek
dontd tobbségében egymdssal oki Osszefiiggésben 1évd esemény. A Leu34 varidns
CS-ra és Ml-ra gyakorolt hatdsit igen nehéz kiilonvélasztani. Amennyiben a magas
fibrinogén szinttel rendelkez6 CS+MI- betegcsoportot a klinikai kontrollokhoz
hasonlitottuk, alacsony OR értéket kaptunk (0,79), azonban a protektiv hatis nem
bizonyult szignifikdnsnak. Amennyiben a CS+ 6sszevont csoportot értékeltiik, az OR
szignifikdnsan alacsonynak bizonyult (OR: 0,46), azonban ebbe a csoportba esik az
MI+ betegek nagy tobbsége. Ha az MI-n atesetteket kiilon vizsgaltuk, szintén

szignifikdns védOhatast (OR: 0,41) észleltiink. Ennek alapjdn feltételezhetjiik, hogy a
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Leu34 allél védo hatésa elsdsorban a coronaria thrombosis kialakuldsdnak a rizikdjat
csokkenti a magas fibrinogén koncentricioval rendelkezd betegekben. Annak
eldontésére, hogy magit az atherosclerosis folyamatit befolydsolja-e a
polimorfizmus, tovdbbi kutatdsokra van sziikség.

A FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa és a CS/MI kozotti Osszefliggés
ellentmondé eredményeinek Osszefoglalé értékelése céljabol elvégeztik az
idevonatkozé irodalmi adatok meta-analizisét. A meta-analizisbe bevont
tanulmdnyokban kozolt esélyhdnyados értékek meglehetdsen heterogénnek
bizonyultak. Az OR értékek 0,31-1,11 kozott valtoztak. A tanulmanyok alapjan nem
vonhatunk le kovetkeztetést arra vonatkozolag, hogy 1étezik-e olyan determindns, ami
magyarazhatja ezt a heterogenitist. Nyilvdnvald, hogy a polimorfizmus (fentebb méar
targyalt) biokémiai hatdsa minden populdcidban azonos, azonban az adott populdciéra
jellemzd kornyezeti faktorok, melyek befolydsolhatjdk a genotipus A4ltal
meghatarozott tulajdonsdgot, nagymértékben kiillonboznek. A mediterrdn orszagokbol
szdrmazd negativ kozléseket magyardzhatja, hogy ezekben az orszdgokban az tn.
kornyezeti kockdzati tényezék eléforduldsa ritkdbb, mint Kozép-, és Eszak-
Eurépdban, s a Leu34 allél jelenléte az amigy is alacsony rizikéji populdcidkban
tovabbi védo hatdst mar nem fejt ki. Mdsrészt viszont sajit tanulmanyunk, melyben az
egyébként is magas cardiovascularis kockazattal rendelkezd magyar populdcidt
vizsgaltuk, szintén negativ eredménnyel zarult, ami ellentétben az eldzoekkel a
szdmos rizik6tényezd ellenében kevésbé hatékony védelemnek koszonhetd. Emellett
az el6bbiekben mar utaltunk arra, hogy a védOhatas a populacié egy jol meghatarozott
részében, a magas fibrinogén koncentriacidval rendelkezd egyénekben, itt is
érvényesiil.

A fent emlitett heterogenitds miatt a meta-analizist empirikus Bayes modellel
végeztilk, ez a hagyomdnyos statisztikai mddszerben el6fordulé torzitdst, melyet az
extrém eredményeket tartalmazé tanulményok okoznak, csokkenti. A meta-analizis
eredményeként kimondhatjuk, hogy nagy nemzetkozi, dontben kaukdzusi
populédciéban a Leu34 allél, ill. az allél hordozdsa szignifikdnsan véd a coronaria
betegség ellen, bar ennek a védohatdsnak az érvényre jutdsa kornyezeti tényezok,
esetleg genetikai konstellacidk fiiggvénye. Az analizis sordn felvetddott a publikacids
torzitds lehetdsége is. Nyilvdnvalé, hogy a kisebb tanulmdnyok eredményei a
nagyobb mintavételi hiba miatt a valds érték koriil nagyobb szdérdssal helyezkednek

el, mint a nagyobb tanulmédnyok eredményei, ahol a bevont személyek nagy szdma
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miatt a mintavételi hiba lényegesen kisebb. Ennek ellenére minddssze egyetlen olyan
kis tanulmény jelent meg, amelyben a meta-analizisiink eredményeképpen kalkulalt
értéknél kisebb mértékii védd hatdst taldltak. Amennyiben a hasonld, negativ
eredménnyel zdruld kis tanulmédnyok valéban léteznek és nem keriiltek kozlésre, a
FXIII-A Val34Leu polimorfizmus véd0 hatdsdnak 4ltalunk kalkuldlt mértéke a
valdsndl valamivel nagyobb.

A cardiovascularis betegségek és a plazma FXIII szintek kozotti Osszefiiggést
minddssze néhdny tanulminy vizsgdlta (50-52). E tanulminyokban azonban a
bevezetésben mar tirgyalt mikrolemez amin inkorpordcids moédszerrel végezték az
aktivitds meghatdrozasokat, s a mért eredmények nagy mértékben fiiggnek a FXIII-A
Val34Leu genotipustdl. Tekintettel arra, hogy e tanulmdnyokban genotipus fiiggd
referencia tartomdnyokkal nem rendelkeztek, tovdbbd a kontrollok és betegek
Osszehasonlitdsa nem genotipus szerint tortént, csak az antigén meghatdrozdsok
eredményeivel tudjuk Osszevetni sajat erdményeinket. Az emlitett tanulmdnyokban a
bevont betegek szdma igen alacsony volt. 276, a kaukédzusi rasszhoz tartozd egyén
vizsgdlatakor csak a sdlyos CS-ban szenvedd betegek FXIII-A antigén
koncentricidjat taldltdk emelkedettnek (50). Egy, a sajat tanulmdnyunkhoz hasonld
bevélasztdsi kritériumokat alkalmazd kozlésben 362 szignifikdns CS-ban szenvedo
beteg plazma FXIII antigén szintjét vetették Ossze 134 normdl coronarographids
lelettel rendelkezd személyével, a FXIII szintek és a CS kozott nem taldltak
Osszefiiggést (34). Néhany, MI-on atesett beteggel foglalkozé tanulmdnyban nem
taldltak kiillonbséget az MI+ és MI- személyek kozott a FXIII szintek tekintetében
(50-51), csak egy kis prospektiv tanulmédnyban taldltak csokkent FXIII-A antigén
szintet 63 MI-on dtesett férfi beteg esetében (52). Osszességében tehat a kizarélag,
vagy dontd tobbségében férfiakon végzett tanulmanyok negativ eredménnyel zarultak.
Ez alapvetden j6 Osszhangban van a nemek szerint nem osztilyozott, illetve férfi
populéciéban 4ltalunk kapott negativ eredménnyel. A fenti tanulmdnyok a bevont
személyek alacsony szdma miatt nemek szerint miar nem voltak tovabb
csoportosithatdk. Sajat tanulmanyunk kézel 1000 f0 bevondsdval azonban lehetdvé
tette ezt a felosztdst. Eredményeink alapjdn a ndi populdciéban a MI el6forduldsa
emelkedett FXIII aktivitds és antigén szintekkel jart, fiiggetleniil a CS jelenlététdl,
vagy hidnyatdl. Ezek szerint a FXIII szint emelkedés és a MI koz6tt nemre specifikus

Osszefiiggés mutathato ki.
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A férfi populdcidban a fels0 harmadba es6é FXIII aktivitds és antigén
koncentracié nem jelentett szignifikdns kockdzat fokozé hatast sem a MI sem a CS
vonatkozdsaban. Ezzel éles ellentétben, a CS+MI+ ndi populdciét a ndi klinikai
kontroll csoporthoz viszonyitva 2,5-3,0-szoros rizikét allapitottunk meg emelkedett
FXIII szintek esetén. Az emelkedett FXIII szintek — a férfiakhoz hasonléan — nOkben
sem fokoztdk a CS kockdzatit a MI- személyek esetén, azonban a CS+ ndkben a
FXIII emelkedett szintje a MI szignifikdns kockdzatfokozd tényezdjének bizonyult.
Ezek alapjan a FXIII szint emelkedése a MI rizik6jat nem az atheroscleroticus plaque
novekedésének eldsegitése, hanem a thrombotikus torténések szintjén befolydsolja.
Eredményeink szerint az emelkedett FXIII a MI nemre specifikus kockézati tényezdje
és vizsgalatat érdemes bevonni a MI kockazatdnak felmérésébe a ndi populdcioban.

A fibrin alvadék kialakuldsdval parhuzamosan aktivdl6dé fibrinolitikus
rendszer gatldsdval, a fibrin promt lebontdsdnak megakadédlyozdsdval az emelkedett
FXIII fontos szerepet jatszhat a coronaridkat elziré thrombus fenntartdsdban és
novekedésében. Annak kideritése, hogy ez a mechanizmus miért kizarélag ndkben
érvényesiil, még varat magidra. Eredményeink mindenesetre megerdsitik azt a
feltételezést, mely szerint a coronaria betegség kifejlodésében a véralvadasi rendszer
ndkben hangsilyozottabb szerephez jut, mint férfiakban (53).

A koridbbiakban mar emlitett methodoldgiai problémdk miatt az irodalom
meglehetdsen ellentmonddsos abban a tekintetben, hogy a FXIII-A Val34Leu
polimorfizmusa befolydsolja-e a plazma FXIII aktivitdsat. Ma mar egyértelmu, hogy
ha az aktivitds meghatdrozas els6 1épéseként a plazméban a trombint teljes mértékben
aktivaljuk, nincs kiilonbség az egyes genotipusok FXIII specifikus aktivitdsaban.
Vizsgdlatainkban olyan funkciondlis tesztet alkalmaztunk, ahol a teljes mértékben
aktivalodott FXIII aktivitdsat detektaltuk, igy az eredmények valéban a FXIII
katalitikus koncentracigjat mutatjdk és jol korreldlnak a FXIII antigén koncentricid
értékekkel. Sajat eredményeink azt mutattdk, hogy mind a plazma FXIII aktivitésa,
mind az antigén szint statisztikailag szignifikdnsan csokkent a Leu/Leu
homozigétikban a CS+ és a MI+ betegcsoportokban. A FXIII aktivitds és antigén
koncentracié parhuzamos csokkenése és a specifikus aktivitds identikus volta arra
enged kovetkeztetni, hogy a Val34Leu polimorfizmus nem magét a FXIII aktivitasat
befolydsolja (ellentétben a kordbbi kozlésekkel), hanem alapvetden a FXIII
koncentracié csokkenését idézi el0. Arra, hogy ez a genotipus-fiiggés miért csak a

coronaria betegekben érvényesiil és miért nem jelentkezik egészséges egyénekben,
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jelenleg csak feltevéseink vannak. Elképzelhetd, hogy a betegekben, kiilondsen a MI+
esetekben, egy folyamatos, vagy alkalmankénti alacsony szintli véralvadds aktivaci6
torténik, mely sordn limitdlt mértékben a FXIII is aktivdlédik. A Leu34 FXIII

gyorsabb aktivdléddsa és keringésbdl vald kiliriilése vezethet a csokkent FXIII

szintekhez.
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OSSZEFOGLALAS

A véralvadds XllI-as faktora (FXIII) egy tetramer struktdrdjd (A;B»)
protranszglutamindz. A trombin lehasitja a 37 aminosavbdl 4ll6 aktivacids peptidet a
FXIII-A-r6l, majd Ca® jelenlétében a hordozd/gatlds FXIII-B disszocidl, igy
kialakitva a hasitott és szabaddd valoé enzimatikusan aktiv FXIII-A-t. A FXIII {9
funkciéja a normdl hemosztdzisban a képzddd fibrin ldncok kovalens keresztbe
kotése, valamint a fibrinolizis szabdlyozdsdban részt vevd proteinek fibrin hdléhoz
kapcsoldsa. A FXIII-A génje polimorf, a Val34Leu polimorfizmus a legkiterjedtebben
tanulmdnyozott, ugyanis thrombo-protektiv hatdsat feltételezték.

Adekvit laboratériumi modszerekkel vizsgdltuk a plazma FXIII szintek
Osszefiiggését a CS/MI-sal, az emelkedett FXIII szintek CS/MI-ra jelentett kockézat
fokoz6 hatdsat, valamint a FXIII-A Val34Leu polimorfizmusédnak Osszefiiggését ezen
betegségekkel.

A FXIII-A Leu34 allél hordozésa, vagy a Leu/Leu homozigétasag Snmagédban
nem bizonyult protektivnek a magyar populdciéban a CS/MI-sal szemben. Emelkedett
fibrinogén szint esetében azonban a Leu34 allél véd6 hatdsa Ml-sal szemben
kimutathaté volt. A fibrinogén koncentrici6 befolydsolja a Leu34 allél hatdsat, a
protektiv tulajdonsdg a fibrinogén szint emelkedésével pairhuzamosan fokozddik.

16 tanulmdny meta-analizisével igazoltuk, hogy a kaukdzusi populdciéban a
FXIII-A Val34Leu polimorfizmusa generdlisan protektiv hatdsi a coronaria
betegséggel szemben. E hatds érvényesiilése azonban kornyezeti tényezok, esetleg
gén-gén kolcsonhatdsok fiiggvénye.

Az irodalomben els6ként mutattunk rd arra, hogy az emelkedett FXIII szint a
MI fiiggetlen kockizati tényezOje a noknél, és ajanlatot tettiink a FXIII szint
meghatarozas felvételére a nemre specifikus riziké felmérési profilba. Eredményeink
tdmogatjak azt az alldspontot, mely szerint a coronaria betegség kifejlddésében a
véralvadasi rendszer n6kben hangstlyozottabb szerephez jut, mint férfiakban.

Kimutattuk, hogy a CS+ és MI+ betegekben a FXIII-A Val34Leu
polimorfizmusa befolydsolja a plazma FXIII szinteket. A Leu/Leu MI+ betegek FXIII
szintjei szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a Val/Leu és Val/Val betegekhez
viszonyitva. A FXIII specifikus aktivitisa fiiggetlen volt a FXIII-A Val34Leu
polimorfizmusétol. Valdszinii, hogy a MI+ Leu34 homozigéta betegekben a Leu34
FXIII gyorsabb aktivdléddsa kombinalddik a MI+ betegekben észlelhetd kis mértéki,
de alland6 trombin képzddéssel, ennek kovetkeztében tobb aktiv FXIII keletkezik,

ami a keringésbdl elimindlédva vezet a csokkent FXIII szintekhez.
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SUMMARY

Blood coagulation factor XII (FXII) is a zymogen (protransglutaminase) of
tetrameric structure (A;B»). Thrombin removes an activation peptide of 37 amino acid
residues from FXIII-A, then in the presence of Ca® the carrier/inhibitory FXIII-B
dissociate and FXIII-A assumes an enzymatically active configuration. The main
function of FXIII in normal hemostasis is to cross-link fibrin chains and to attach
proteins important in the regulation of fibrinolysis to the fibrin network. Among
FXIII-A gene polymorphisms Val34Leu polymorphism is the most well-characterized
because of its suspected thrombo-protective effect.

The association between FXIII levels and coronary sclerosis (CS) and
myocardial infarction (MI) was investigated using adequate laboratory methods. The
effect of elevated FXIII levels and FXIII-A Val34Leu polymorphism on the risk of
CS/MI was also examined.

The presence of FXIII-A Leu34 allele or homozygous Leu34 genotype alone
did not change the risk of CS/MI in the Hungarian population. However, when
patients with elevated fibrinogen level were separately investigated, the Leu34 allele
provided a statistically significant protection against MI. Fibrinogen concentration
modulates the effect of Leu34 allele on the risk of MI, its protective effect emerges at
increasing fibrinogen concentration.

The general protective effect of FXIII-A Leu34 allele against coronary artery
disease in the Caucasian population was demonstrated by a meta-analysis of 16
studies. However, it was also indicated that the prevalence of this effect depends on
environmental factors and gene-gene interactions.

We first described in the literature that elevated FXIII level was an
independent risk factor for MI in females and suggested that FXIII determination is to
be included in the gender-specific risk profile.

We demonstrated that in patients with CS and MI FXIII-A Val34Leu
polymorphism influences plasma FXIII levels. In MI+ patients homozygous for the
Leu34 allele FXIII levels were significantly lower than in heterozygous and wild type
patients. The specific activity of FXIII was independent of FXIII-A Val34Leu
polymorphism. It is presumed that in MI+ Leu34 homozygous patients faster
activation of Leu34 FXIII is combined with a higher extent of low-scale thrombin
formation, more FXIIIa is formed which is then eliminated from the circulation

resulting in lower FXIII levels.
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