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OSSZEFOGLALAS

BEVEZETES: A Xlll-as véralvadasi faktor (FXIII) egy tetramer szerkezetii fehérje (FXIII-
A;B5), mely két katalitikus A (FXIII-A) és két hordozé/gatlo B (FXIII-B) alegységbdl all. A
véralvadasban alapvetd funkcidja a képzodott fibrinszalcsak stabilizalasa és fibrinolizistol
valé védelme. Emellett a FXIII a sebgydgyulasban és az érujdonképzddésben is részt vesz.
Utobbi funkciodi a plazma mellett az extravascularis folyadékterekben is fontosak lehetnek.
CELKITUZESEK: Igen érzékeny kemilumineszcens ELISA médszerek kidolgozasa a FXIII
alegységek és komplex mennyiségi meghatdrozasara, és ezek segitségével meghatarozni a
koncentraciok mérése stimulalt konnyben ill. perforal6 keratoplasztikat kdvetden.
MODSZEREK: Nagy érzékenységii kemilumineszcens ELISA médszereket fejlesztettiink ki
a konnyben kis koncentracioban jelen 1évé FXIII-A, FXIII-B és FXIII-A,B, antigénszintek
mérésére. 60 egészséges Onkéntes nem-stimulalt €s stimulalt konnymintdiban, valamint 31
perforal6 keratoplasztikan (PKP) atesett beteg konnymintaiban a miitét eldtt és azt kdvetden 1
hétig mértilk a FXIII koncentracidokat. Koziiliik 23 beteget 18 honapig rendszeresen
kovettlink, a cornea erez6dését is vizsgaltuk.

EREDMENYEK: Mindhdrom ELISA esetében a minimélis mérési hatar 0,02 pg/L alatt volt,
a modszerek Osszegzett pontatlansaga (laboratoriumon beliili hiba) alacsony koncentraciok
esetén sem érte el a 12%-ot, a sorozaton beliili hiba pedig 5.5% alatt volt. A tesztekben a
FXIII alegységek ¢s a FXIII komplex visszanyerése kozel 100% volt. A mérési
tartomanyokban a masodfokll polinomidlis kalibracios gorbék kivalo illeszkedést mutattak.
Egészséges, nem stimuldlt konnymintdkban allandd, alacsony koncentracidoban szabadon
megtalalhaté a FXIII-A ¢és FXIII-B, az alegységek a plazmahoz viszonyitva erdsen csokkent

aranyban képeznek komplexet. Stimuldcid hatdsdra szekretdlodott kdnnyben a FXIII



koncentraciok valamelyest csokkentek, de a mért értékeket Ossz-fehérje tartalomra
normalizalva a koncentraciok nem valtoztak. 24 6raval PKP-t kovetéen a konny FXIII-A
koncentracidja  10,4-szeresére, FXIII-B  koncentracidja  9,4-szeresére, FXIII-A;B;
koncentracioja pedig 20,5-szeresére emelkedett. A total protein koncentraciora vonatkoztatott
FXIII szintek még nagyobb emelkedést mutattak. Az els6 napot kdvetden a FXIII
koncentraciok lassan csokkentek, de még 7 nappal a miitét utan is szignifikdnsan magasabbak
voltak, mint a mitét elétt. A FXIII szintek PKP-t kovetd emelkedése szignifikdnsan nagyobb
volt azoknal a betegeknél, akiknél a donor szaruhartya a 18 hdénapos kovetési periodusban
beerezddott.

KOVETKEZTETES: A FXIII a konny-proteéma alacsony koncentraciojli, de érzékeny
kemilumineszcens ELISA-val jol mérheté komponense. A tény, hogy a FXIII mennyisége
PKP utdn megemelkedik, felveti szerepét a szaruhartya sebgyogyulasanak folyamataban. Az

igen magas FXIII szintek azonban 0sszefiigghetnek a transzplantdtum késobbi erezddésével.



SUMMARY

BACKGROUND: Blood coagulation factor XIII is a tetramer (FXIII-A;B,) consisting of
catalytic A (FXIII-A) and carrier/protective B (FXIII-B) subunits. Beside stabilizing fibrin
and protecting it from fibrinolysis, FXIII is also involved in wound healing and angiogenesis.
Its latter functions could be important in body fluids other than the blood.

AIMS OF THE STUDY: To develop highly sensitive chemiluminescent ELISAs for the
measurement of FXIII subunits and their complex and using these methods to determine FXII
concentrations in human tears. It was also our aim to measure FXIII concentrations in
stimulated tears and in tears collected before and after penetrating keratoplasty (PKP).
METHODS: Highly sensitive chemiluminescent ELISAs were developed to measure low
FXIII-A, FXIII-B and FXIII-A;B; antigen concentrations in tiny volumes of tear. Tear
samples were collected from 60 healthy volunteers before or after the stimulation of tear
secretion. FXIII concentrations were also measured in tears of 31 patients before and after
PKP.

RESULTS: For all three assays the limit of quantitation was below 0.02 pg/L, within
laboratory imprecision did not exceed 12% even at low concentrations, within run imprecision
was under 5.5%. The recovery of the FXIII subunits and complex was close to 100% in the
assays. The calibration curves showed an excellent fitting using second order polynomial
equation. In non-stimulated tears from healthy volunteers a low, but consistent amount of
FXIII-A and FXIII-B was measured, mostly in free uncomplexed form. Following stimulation
of tear secretion, FXIII levels moderately decreased, but if normalized to total protein
concentration they did not change. 24 hours after PKP FXIII-A, FXIII-B and FXIII-A;B,
levels became highly elevated (10.4-fold, 9.4-fold and 20.5-fold, respectively). FXIII levels

normalized to total protein concentrations showed even higher elevations. After the first day,



FXIII concentrations gradually decreased, but even on day 7 significantly exceeded pre-
surgery levels. The elevation of tear FXIII levels was significantly higher in PKP patients who
later developed neovascularization of donor cornea during the 18 months follow-up period
than in PKP patients whose cornea remained transparent.

CONCLUSIONS: FXIII-A and FXIII-B are low concentration components of tear proteome,
but it can be measured with our hypersensitive chemiluminescent ELISA methods. The fact
that their levels become highly elevated after PKP suggests the involvement of FXIII in the
healing of corneal wound. However, perioperatively measured high FXIII levels in tears seem

to represent a risk of neovascularization.



ROVIDITESEK JEGYZEKE

A XIII-as véralvadasi faktorral (FXIII) kapcsolatos roviditések: AP-FXIII,

FXIII aktivacios peptid; cFXIII, cellularis FXIII; FXIIIa, aktiv FXIII; FXII-A, FXIII A
alegység; FXIII-A,, FXIII-A dimer; FXIII-A,’, trunkalt FXIII-A dimer; FXIII-A,*, a FXIII
aktiv konformacioja; FXIII-A;B,, plazma FXIII komplex; FXIII-B, FXIII B alegység; pFXIII,

plazma FXIII.

Egyéb roviditések: a,-PI, ay-plazmin inhibitor; CV, varidcios koefficiens (coefficient
of wvariation); BSA, bovin szérum albumin; ECM, extracellularis matrix; Egr-1, korai
novekedési valasz-1 (early growth response-1) fehérje; ELISA, enzimhez kotott
immunoszorbens assay (enzyme-linked immunosorbent assay); ERK, extracelluléris szignal
regulélta kindz; GP, glikoprotein; HRPO, torma peroxidaz (horseradish peroxidase); HUVEC,
human umbilikélis endothelsejt (human umbilical endothelial cell); Ky, egyensulyi allando;
mRNS, hirvivé (messenger) ribonukleinsav; PAI-2, plazminogén aktivator inhibitor-2; PKP,
perforalé keratoplasztika; SE, standard hiba (error); TG, transzglutaminaz; TSP-I1,
trombospondin-1; VEGF, vaszkuléris endotelidlis ndvekedési faktor (vascular endothelial

growth factor); VEGFR2, VEGF receptor-2.



BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A Xlll-as véralvadasi faktor (FXIII), korabbi nevén Laki-Lorand faktor, a fibrin
mechanikai stabilizalasaért felelos faktor, s egyben a fibrinolizis egyik {6 regulatora [1]. Az
elso kutatok, — Laki és Lorand [2-4] — akik megfigyelték ezt a termolabilis, nem dializalhato
szérumfehérjét, fibrin stabilizalé faktornak hivtdk. A Nemzetkézi Nomenklatura Bizottsag
mintegy masfél évtizeddel késobb — az elsd fibrin stabilizalé faktor hidnyos vérzékeny
betegrdl szolo kozlés utan — ismerte el véralvadasi faktornak. A plazmaban heterotetramer
szerkezetli (FXIII-A;B,) zimogén formaban (pFXIII) kering [1, 5, 6], mely két potencialisan
aktiv katalitikus A alegységbdl (FXIII-A) és két hordozo/gétld B alegységbdl (FXIII-B) all.

A FXIII-A alegység egy pro-transzglutaminaz, a transzglutamindzok (TG) csaladjaba
tartozik. A TG-ok csalddjanak minden tagja monomer, a FXIII-A azonban dimer szerkezetli
(FXIII-A,). A 83 kDa molekula tomegti FXIII-A négy {6 strukturdlis domént tartalmaz: -
szendvics, katalitikus régio, B-hordé 1, B-hordo 2. Ezen kiviil a molekula N terminalis végén
egy 37 aminosavbol 4all6 aktivacidés peptid (AP-FXIII) talalhato, melyet a véralvadas
aktivacioja sordn a trombin hasit le. Az A alegység dimerként egyes sejtek citoplazmajaban
onmagaban is megtaldlhat6, ez az ugynevezett cellularis XIII-as faktor (cFXII). A cFXIII a
vérlemezkékben igen nagy mennyiségben taldlhatdo meg [7, 8], koncentracioja a vérlemezke
citoplazmajaban a plazmakoncentracié 100-150-szerese. A megakariocytak szintetizaljak és
az ujonnan képzddod vérlemezkékbe csomagoljak a FXIII-A-t [9-11]. Mér e sejtek prekurzorai
is expresszaljak [12]. A vérlemezkék mellett a monocytdkban [13], csontveldi
prekurzoraikban [12] és a beldliik szarmazé macrophagokban is megtalalhato a FXIII-A. A
FXIII-A-t jonéhany monocyta eredetli macrophagban kimutattak, mint példaul savos tiregek
macrophagjaiban, alveoldris, tumor-asszocialt macrophagokban, nyirokcsoméok dendritikus

sejtjeiben, kotdszoveti histiocytakban, perivaszkularis dendritikus macrophagokban, dermalis



dendrocytakban, stb. [5, 10]. E sejtekben a FXIII-A szintén citoplazmatikus lokalizacidju, bar
macrophagga differencialodas soran a nucleusban is megjelenik [14]. Ezen kiviil a FXIII-A
kimutathaté chondrocytdkban, osteoblastokban ¢€s osteocytakban is [15]. Friss kutatasi
eredmények szerint egy bronchialis epithelidlis sejtvonal is képes a FXIII-A termelésére és
szekretalasara [16].

A FXIII-B alegység egy kb. 80 kDa-os molekulatomegli glikoprotein (GP), mely tiz
rovid diszulfid hidakkal stabilizalt ismétlddo szakaszbdl, igynevezett sushi-doménekbdl all,
tipikus mozaik protein. A hepatocytai szintetizaljak és szekretaljak [17-19]. Ellentétben a
FXIII-A-val a plazméaban feleslegben talalhatd, 50%-a szabadon kering [20]. Egymasnak
ellentmond6 eredményeket kozoltek azzal kapcsolatban, hogy a plazméban 1évd szabad
FXIII-B monomer [21], vagy dimer [22] formaban van-e.

Csontveld ¢és majtranszplantacié utani allapotok bizonyitottdk, hogy a FXIII
komplexben 1évé FXIII-A alegység csontveldi eredetli sejtekbdl szarmazik [23, 24], de a
szintézist a csontvel6i funkciok karosoddsa esetén mas, eddig nem pontosan azonositott
sejttipusok atvehetik [25, 26]. A plazmaban 1évé FXIII-B alegység kizardlagosan mé;j eredetti.
A kiilonbozd sejtekbdl szarmazod alegységek a vérben tetramer szerkezetii komplexet
képeznek. A FXIII-A;B; referencia tartomanya plazmaban 14-28 mg/L [27], gyakorlatilag
teljes mértékben fibrinogénez kotétt allapotban taldlhato (Kg ~ 10™ mol/L), a kotédés Ca®*
jelenlététdl fliggetlen [28-30]. A plazma fibrinogén 15%-at kitevd fibrinogén 2 (yAy’
fibrinogén) vy’ lanca a FXIII {6 kotdhelye, mely kotddés a FXIII-B-n keresztiil jon 1étre [31,
32].

A pFXIlI-at a véralvadasi kaszkad utolsé 1épésében a thrombin és a Ca®* aktivalja. A
reakcid elsd 1épésében a thrombin lehasitja az aktivacids peptidet (AP-FXIII) a FXIII-A
alegység N terminalis végérol. A FXIII-A, felszinén 1évé Ca*" koté helyek, melyek koziil egy

szorosan kéti a Ca-ot (Kq= 0,1 mM) [33] - szintén nélkiildzhetetlenek az aktivaciohoz, Ca®'



jelenlétében a gatld B alegységek disszocialnak. Ez az eléfeltétele, hogy a trunkalt FXIII-A
dimer (FXIII-A,") felvehesse az aktiv konformaciét (FXIII-A,*), mely 1épés szintén Ca"
igényes folyamat. A képz6do aktiv transzglutamindz akkor is teljes enzimaktivitasu, ha csak
egy AP-FXIII szabadul fel [34]. A polimerizalodo fibrin jelenléte a pFXIII aktivaciojat
kortlbeliil 100-szorosaval gyorsitja [28, 35-38]. Az aktivacid az Gjonnan képzddo fibrinszalak
felszinén megy végbe, az aktivalt molekula tovabbra is kotédik szubsztratjahoz [39], mig a
disszociaciot kovetden a FXIII-B levalik a fibrinrél. A pFXIII két tipusu alegysége extrém
magas Ca’" koncentraciok esetén is disszocidlhat és igy nem proteolitikus modon is
aktivalodhat [40, 41]. Extracellularis koriilmények kozott a cEXIII Ca®" és thrombin
jelenlétében a pFXIII-hoz hasonldé moédon aktivalddhat, itt azonban értelemszeriien a FXIII-B
levalasa elmarad. A cFXIII nem proteolitikus aktivacioja alacsony Ca>" koncentracional is
végbemehet, €s bizonyitottdk, hogy intracellularis kornyezetben (pl. thrombocytakban) az
aktivacio nem proteolitikus hatasra kovetkezik be, az emelkedett intracellularis Ca** elegendé
a cFXIII aktivalasahoz [42, 43].

A FXIlla egy transzglutamindz (protein-glutamin: amin y-glutamiltranszferaz; EC
2.3.2.13). A tobbi aktiv TG-hoz hasonloan acil-transzfer reakcidt katalizal, mely soran egy
primér amin kotddik egy peptidben 1évd glutamin oldallancahoz. Amennyiben a primér amin
egy peptidben 1évd lizin oldallanc e-amino csoportja, a két peptidlanc kozott e(y-glutamil)lizil
keresztkotés (un. izopeptid kotés) képzddik [44, 45]. A FXIlla elsédleges szubsztratjai a fibrin
¢és az op-plazmin inhibitor (0-PI) [46, 47]. A fibrin keresztkotése soran igen gyorsan y-lanc
dimerek és a-lanc-a,-PI heterodimerek képzdédnek, az a-lanc polimerizacidja 1ényegesen
lassabban megy végbe. Emellett 23 tovabbi FXIIla szubsztratot irtak mar le, melyek kozott
vannak véralvadasi faktorok (pl. V-0s faktor), a fibrinolitikus rendszer tagjai (pl. lipoprotein

(a), plazminogén), adhézios és extracellularis matrix fehérjék (pl. thrombospondin,



vitronectin, fibronectin), intracellularis citoszkeletaris fehérjék (pl. actin, miosin) és masok
(pl. a-2 macroglobulin).

A FXIlla a keresztkotésekkel mechanikusan erdsebb, nyirohatasnak jobban ellenallo
szerkezetli alvadékot képez és meggatolja az Ujonnan képzddott fibrinnek az alvadéssal
ujonnan képzdédott fibrint a degradaciotol, a fibrin keresztkotés és az ap-PI - fibrin
keresztkotés fokozza az endogén €s szdveti plazminogén aktivator altal indukalt fibrinolizis
elleni rezisztenciat [48]. A tulzott mértékben keresztkotott fibrinlancok, illetve az egyéb
proteinek ¢és a fibrinlancok kozott torténd keresztkotés azonban a thrombus nemkivanatos
hosszl idejli perzisztalasahoz vezethet [49, 50]. A FXIIla-nak eddig nem sikeriilt inhibitorat
kimutatni a plazmaban. Az intézetiinkb6l kozolt eredmények szerint a fibrinalvadékban
megjelend ¢és aktivalodd polimorfonukledris granulocytak altal szekretalt proteolitikus
enzimek (pl. elasztaz, katepszin-G, matrix metalloprotedaz-9) degradaljak az inaktivalt FXIIla-
t [51]. Ez a folyamat a kezdeti fazisban nem gatolja a fibrin keresztkotését, azonban
megakadalyozhatja a talzottan keresztkotott thrombus képzddését és ezzel segitheti a fibrin
eliminéciojat, amikor arra mar nincs sziikség [52].

A FXIII hidnya stulyos vérzési rendellenességhez vezet [53, 54], mely ndk esetében
korai ismétlodd vetéléssel és a betegek jelentds szazalékdban a sebgydgyulas
rendellenességeivel parosul [53, 55, 56]. Autoszomalis recessziven 6roklddik, jellegzetes
tiinete csecsemOkorban a késleltetett koldok vérzés. Gyakoriak az intracranidlis,
intramusculéris és subcutan vérzések.

A FXIII esszencidlis szerepét a sebgyogyulasban transzgén egerekben is bizonyitottak.
FXIII-A knock-out egerek sebgyogyulasi ideje nagymértékben megnytlt, mely inkomplett re-
epithelizacioval, perzisztald necrotizald sebbel és abnormalis hegképzddéssel jart, FXIII-A

szubsztiticio esetén a gydgyulasi folyamat rendben végbement [57]. A helyileg alkalmazott

10



kezelés FXIII koncentratummal krénikus vénds labszarfekélyben jotékony hatasunak
bizonyult [58-61]. Egyes posztoperativ allapotokban is megfigyelték a sebészi sebek
gyogyulasara gyakorolt elonyos hatast FXIII koncentratum adasa esetén [62-64]. Gyulladasos
bélbetegségekben, — mint a colitis ulcerosa vagy a Crohn betegség — ahol nagyobb a FXIII
veszteség ¢és felhasznalas a gyulladt szovetekben, a szubsztiticié szintén javitotta a
gyogyulasi hajlamot [65-67].

A sebgyogyulas fOo 1épései a fibrin-halo kialakulasa, macrophag invazio, fibroblast
migraci6 €s proliferacio, extracellularis matrix (ECM) képzddése és angiogenezis. A FXIII
ebben a folyamatban az ECM proteinek keresztkotésével, endothel sejtekre, fibroblastokra és

macrophagokra kifejtett hatasaval vesz részt (Muszbek et al. accepted. Phys Rev). A FXIlIla a

crer
crer
crer

crer

aktivalodott monocytak és macrophagok nagymértékben novelik a FXIII-A expressziot [71],
emellett a cFXIII szerepet jatszik a monocytdk altal végzett receptor medialt phagocytosisban
is [10, 72]. Mivel az apoptotikus sejtek és sejttormelékek eltavolitadsa a sebgyodgyulas fontos
Iépése, a FXIII-A deficiens betegek monocytdinak és macrophagjainak csokkent fagocytozisa
szintén hozzajarulhat a sebgyogyulas defektuséhoz.

A FXIII szerepe a sebgyogyulasban  részben proangiogenikus hatdsdnak is
koszonhetd. Az értjdonképzdédés komplex 1épések egyiittese, a sebgydgyuldstol a tumor
novekedésig igen sok patofizioldgiai folyamatban jatszik lényeges szerepet. A FXIII részt

vehet az endothelsejt-vérlemezke kapcsolat kialakitasdban [73], aktiv formébja pedig fokozza

crer

crer
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VEGEF fehérje szintjét, sem pedig a VEGF receptor-2 (VEGFR2) messenger ribonukleinsav
(mRNS) szinteket nem befolyasolja. Ezzel szemben a sejtekben a thrombospondin-1 (TSP-1)
mRNS szinte teljes eltlinését indukalja, és jelentdsen csokkenti a TSP-1 szintjét a
tapfolyadékban. A TSP-1 egy multifunkcionalis, homotetramer szerkezetii glycoprotein, mely
gatolja az angiogenesist [74-76]. A FXIII szerepét az angiogenesisben allatmodellekben is
bizonyitottak: FXIII knock-out egerekben az érujdonképzdodés mértéke elmarad a normal
tarsaikhoz képest [77]. Nyulakon a FXIIIa injecti6ja a cornea subepithelidlis rétegébe 36 6ran
beliil gazdag kapillarishalozat 1étrejottét indukalta, emellett a kezelés hatdsara a szaruhartya
keratocytaibol és a stroma szalcsaibol eltiint a TSP-1 [68]. Ugy tiinik tehat, hogy a FXIII
biokémiai mechanizmus, mellyel a FXIIla érujdonképzddést indukal, részben tisztazott:
vitronectin receptorhoz kotddve keresztbe koti azt a VEGFR2-vel [69], igy az Akt apoptozist

regulalo fehérje és az ERK kindz foszforilaciojahoz ¢és aktivacigjahoz, valamint a c-Jun és

crer

crer

Mindezek alapjan a FXIII koncentratum helyi alkalmazédsa az angiogenesis eldsegitésével
tdmogathatja a rossz regeneracidés hajlamot mutatdé sebek gyorsabb begyogyuldsat, mig a
FXIIla altal indukalt érujdonképzddés gatlasaval az antitumor terdpidban nyilhatnak Uj
lehetdségeink.

Bér a FXIII extravasculdris terekben is kifejti hatasat, megjelenésérdl plazman kiviili
folyadékterekben keveset tudunk. Intézetiinkben bronchoalveoldris moso6folyadékban
vizsgaltadk a FXIII megjelenését. Kimutattdk, hogy normal esetben az alveolaris felszini

folyadékrétegben csak cFXIII talalhatd, gyulladdsos bronchoalveolaris megbetegedésekben
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azonban az alveolaris felszini folyadékrétegben megjelenik a pFXIII is, a cFXIII mennyisége
pedig szignifikansan emelkedik [78]. Intézetiinkben egy masik extracellularis folyadéktérben,
liquorban is kimutattdk a FXIII-at [79]. A FXIII megjelenését konnyben kordbban nem
vizsgaltak, az irodalomban egyetlen ilyen témaju kdzleményt sem talaltunk. Tekintettel arra,
hogy a fibrinolizisnek komoly szerepe van a konny homeostasisdban, feltételeztiik, hogy a
FXIII is megtalalhat6 a konnyben, s szerepe lehet a kdnny fiziopatologias folyamataiban.
Normal koriilmények kozott a szaruhartyanak nincs vérellatasa, igy nincs kozvetlen
kapcsolatban a vérrel, bar a fibrinogén és a fibrinolitikus rendszer egyes komponensei
megjelennek a konnyben, és egyensulyi helyzetiik megtartdsa fontosnak tlinik a konny
homeostasisanak megtartdsdban. Az egyik ilyen fontos szereplé a plazminogén, mely a
fibrinolitikus enzim, a plazmin proenzime. A plazminogén deficiencia f6 klinikai tiinete egy
stlyos latasromlast okozd szembetegség, a conjunctivitis lignosa, mely fibringazdag alhartya
képzddésével jar a tarzalis kotohartya felszinén, ezzel fekélyek kialakuldsahoz és a cornedlis
epithelium hiperplasztikus elvaltozasdhoz vezet [80, 81]. Azon transzgén egerekben,
melyekben a plazminogén gén hidnyzik, az emberi megbetegedéshez megjelenésben és
szovettanilag igen hasonl6 conjunctivalis elvaltozasok lathatok [82]. Nagyon valdszinii, hogy
plazminogén hidnya, igy kovetkezetesen az aktiv forméja - a f6 fibrinolitikus enzim - plazmin
hianya nem megfeleld fibrin-eliminalodast, és igy pseudomembran képzdédést eredményez.
Ismert, hogy a kotShartya és a szaruhartya epithel sejtjei plazminogén aktivatorokat
termelnek, melyek szintén megjelennek a konnyben [83-86]. A plazminogén aktivator
inhibitor-2 (PAI-2) is kimutathatdo az egészséges humdan cornedlis epitheliumban [87] és
normal konnyben [88]. A szaruhartya sebgyogyulasa plazminogén hidnyos egerekben nem
megfeleld, sulyos gyulladdsos valasszal, retrocornedlis fibrin depositumok lerakodasaval,
cornedlis hegszovet képzddéssel és gyakran stromalis neovaszkularizacioval jar [89].

Kombinalt fibrinogén ¢és plazminogén hidnyos egerekben azonban a szaruhartya
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sebgydgyuldsa normalis. A fibrin(ogén) lerakodas és a fibrinolitikus rendszer egyensulya
fontos szerepet jatszik a cornedlis homeostasis megtartasaban, a FXIII szabalyzo6 hatasa ebben

a mechanizmusban még nem ismert.
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CELKITUZESEK

1. Mivel a FXIII a véralvadason kiviil hatdsat extravascularis folyadékterekben is kifejti,
bizonyitottan szerepe van a sebgyogyulasban és az érujdonképzdédésben, kivancsiak voltunk,
hogy a stimulalt és nem stimulalt koriilmények kdzott nyert konnyben megjelenik-e, s ha igen
milyen koncentracioban.

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

3. A konny a plazman kiviili folyadékterek kozott is kiilonleges, hiszen a sajat
vérellatassal nem rendelkezd szaruhartyat taplalja és védi, ezért a konnyben megjelend FXIII
kiilonds fontossagi lehet a lokélis sebgyogyulds és érajdonképzddés szempontjabol.
Célkitlizéseink kozott szerepelt megvizsgalni, hogyan valtoznak a FXIII szintek kdnnyben
perforald keratoplasztika (PKP) utani allapotokban ¢€s e valtozasok hatassal vannak-e a donor

szaruhdrtya késobbi allapotara, illetve a transzplantacio sikerességét befolyasolo tényezok-e.
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BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalt betegek

A vizsgalatainkba 60 egészséges egyént vontunk be: 21 ndt és 39 férfit, medidn
¢letkoruk 28 év (interkvartilis tartomany: 24-47 év). Egyikiiknek sem volt gyulladt vagy sériilt
a szeme, nem hasznaltak semmilyen szemcseppet, miikonnyet, nem hordtak kontaktlencsét.
Az allergias ¢és szaraz szemil egyéneket kizartuk a vizsgalatbol. Ezekt6l az onkéntesektol
stimulalt és nem stimulalt konnymintakat gyjtottiink, a konny FXIII-A, FXIII-B, FXIII-A,B,
minden konnymintabol lemértiik, azonban néhany konnymintabol a nyert minta kis térfogata
miatt csak két FXIII paramétert tudtunk meghatrozni. gy a vizsgalt mintaszam FXIII-A
esetében 52, FXIII-B és FXIII-A;B, esetében 50-50 volt. Ezen alcsoportokban a férfi:nd
arany 33:19, 32:18, illetve 31:19 volt, az atlagéletkorok és az interkvartilis tartomanyok
megegyeztek a teljes csoportéval.

A Debreceni Egyetem Szemészeti Klinikdjan 31 perforald keratoplasztika miitéten
atesett egyén konnymintdibdl is elvégeztiikk a FXIII meghatarozésokat. Ebben a csoportban a
férfi:nd arany 14:17, atlagéletkoruk 64 év (interkvartilis tartomany: 49-75 év). 17 esetben
bullosus keratopathia, 5 egyénnél szemet ért sériilés utani heges gyodgyulas, 5 beteg esetében
szaruhdrtya disztrofia, 3 betegnél cornedlis fekély, 1 esetben pedig keratoconus miatt volt
szlikség a szaruhartya-transzplantaciora. A 31 egyén kozil 11 esetben az atiiltetés ismételt
keratoplasztika miitétet jelentett. Az atiiltetést kdvetden a betegek egy hétig a klinikédn
tartézkodtak, bennfekvésiik ideje alatt egyikiiknél sem jelentkezett korai kilokddési reakcio.
Koziilik 23 egyént tudtunk 18 hoénapig rendszeresen kovetni. A vdratlan események

kivételével a betegek a miitét utan 1 és 3 honappal, majd 3 havonta jelentek meg ellendrzésen,
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melyek alkalmaval az altalanos szemészeti allapotukat regisztraltuk, figyelmet forditva a
donor cornea erezddésére-erezettségére.

A kutatast a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsdganak jovahagyasaval végeztik. A vizsgalat teljes
mértékben megfelel a Helsinki Deklaracié etikai elveinek, minden egyén tajékozott

beleegyezését adta a vizsgalatban valo részvételhez.

Kénnymintak gyiijtése

A konnymintdkat atraumatikus modon iivegkapillaris csdvekbe gytjtottik. A
mintavétel helyi érzéstelenités nélkiil az alsé laterdlis konnymeniscusbol tortént, reggel 7 és 8
kozott. A konnymintdkat minden esetben 1 percig gytjtottiik. Tapasztalataink szerint 6sszesen
8,5 uL egészséges, nem stimulalt konnyre volt sziikség a FXIII-A, FXIII-B, FXIII-A;B, ¢és
total protein koncentraciok biztonsagos meghatarozasahoz. A betegektdl szarmazd mintak
esetében a FXIII komplex ¢és alegységek koncentraciéi magasabbak voltak, ezekben az
esetekben akar 4 pL konny is elég lehet meghatarozasok elvégzéséhez.

Az egészséges egyénektél mindkét szembdl gylijtottiink mintat, sziikség esetén a
konnymintavételt fél ora pihenés utdn megismételtiik. A levett mintdkat alacsony fehérje
kotésti —LoBind- csdvekben (Eppendorf, Hamburg, Germany) +4 °C-on taroltuk legfeljebb 5
napig, mig a fenti méréseket elvégeztiik. Eldkisérleteinkben kimutattuk, hogy a konny
vizsgalt alkotdelemeinek a koncentracigja legalabb 10 napig nem valtozik. A kdnnymintakat
higitatlanul, stabilizalé nélkiil, +4 °C-on tarolva az eredetileg mért FXIII-A, FXIII-B és

FXIII-A;B; koncentraciok 99,4%-at, 98,5%-at és 98,5%-at mértiik vissza 10 nap eleteltével.
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Az egészséges onkéntesektdl stimuldlt konnymintat is gyijtottiink, a stimulacidt 80%-
os ethanol orrba cseppentésével végeztiik [90]. Mivel az egészségesek konnymintaiban
elévizsgalataink soran nem talaltunk sejtes elemeket, ezeket a konnyeket nem centrifugéltuk.

A keratoplasztikan atesett egyénektdl a mintak gytljtése az egészségesekhez hasonldan
tortént, etil-alkoholos stimuléaciot esetiikben nem alkalmaztunk. A transzplantalt betegeknél
éretelemszerlien csak az érintett szembol gyiijtottiink konnymintat. A mintavételt a mutét elott
¢s a mitét utan 1., 2., 4., 7. nappal a reggeli lokalis terapia (steroid €és neomycin cseppek)
alkalmazasa el6tt, valamint az ellenérz6 vizsgalatok alkalmaval végeztiik. Utobbi esetekben a
betegek konnymintajat lecentrifugéltuk, hogy eltavolitsuk a sejtes elemeket és a

sejttormeléket, ¢s a feliiluszot hasznaltuk a meghatarozasokhoz.

Laboratoriumi modszerek

crer

higitott mintabdl bicinchoninsavas meghatarozassal (bicinchoninic acid protein assay; BCA
modszer) végeztiik (BCA Protein Assay Reagent, Thermo Scientific, Rockford, IL). A
kalibracios sor elkészitéséhez bovin szérum albumint (BSA) hasznaltunk.

A konnyben 1év6 FXIII alegységek és komplex meghatirozasdhoz a plazmdban 1évo
FXIII kimutatasara alkalmas, laboratoriumunkban kordbban kifejlesztett ELISA mddszerek
antitestjeit alkalmaztuk [27, 91]. A FXIII-A;B, meghatarozdsara biotinalt monoklonalis
FXIII-B alegység ellenes elfogd antitestet és torma-peroxidazzal (HRPO) jeldlt monoklonalis
FXIII-A alegység ellenes detektalo antitestet hasznaltunk. Hasonloképpen biotinalt elfogd és
HRPO-val jelzett detektald6 monoklonalis antitesteket alkalmaztunk a FXIII-A illetve FXIII-B
mérésére szolgaldé modszereknél is. A FXII-A ¢és FXIII-B mérésére szolgaldé modszerek

esetében az elfogd és detektald antitestek az antigén molekuldk kiilonbozd epitdpjai ellen
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iranyultak. Ezek az antitestek mind a szabad, mind a komplexben 1évé FXIII alegységet
felismerik, vagyis méréseink soran a totadl FXIII-A ¢és FXIII-B koncentracidkat hataroztuk
meg.

Mivel a konnyben a FXIII koncentracidja igen alacsony, €s a rendelkezésilinkre alld
minta mennyisége is limitalt, hiperszenzitiv chemilumineszcens micro-ELISA modszereket
fejlesztettiink ki. Az érzékenység novekedését egyrészt Lumigen PS-atto (Lumigen,
Southfield, MI) peroxiddz szubsztrat alkalmazasadval, masrészt a reakcio-térfogat
csokkentésével 384 Iyuku streptavidin-fedett mikrolemezeket (Greiner, Frickenhausen,
Germany) hasznalva értiik el. A reakcio6 elve és menete mindharom ELISA (FXIII-A, FXIII-

B, FXIII-A;B;) esetében megegyezd (lasd 1. abra).

1. abra:
ELISA modszerrel torténo pFXIII és FXIII alegység meghatarozasok elve:

Peroxidazzal jelzett
antitest (1 pg/mL)
Minta

Biotinalt
antitest (1 pg/mL)

Streptavidinnel

b fedett plate
=X, FXIII-A.E. FXII-B (FXII-B,7)
=XII1-4.B, FXII-AE,

Eldvizsgalataink tapasztalatai alapjan a kovetkezé modon hajtottuk végre a reakciokat:

crer

inkubaltunk streptavidinnel fedett mikrolemezben. A higité puffer 0,5 mol/L NaCl-ot, 5

mg/mL BSA-t, 0,5 g/L Tween 20-at, 15 mmol/mL-es foszfat puffert tartalmazott, pH-ja 7,2
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volt. Az inkubécids id6 leteltével 5x alaposan mostuk a mikrolemezt. A mosé puffer 0,5
mol/L NaCl-ot, 0.5 g/L Tween 20-at, 15 mmol/mL-es foszfat puffert tartalmazott, pH-ja 7,2
volt. A lemezbe ezutan 2,5 uL, higité pufferrel 50 pL-re higitott konnymintat mértiink, és 1
6ran 4t inkubaltuk. Ujabb alapos mosasok (5x) utan 50 pL higitd pufferrel 0,5 pg/mL-es
Ismét 1 ora inkubalést 6tszori alapos mosas kovetett, majd 50 uL. a forgalmazé utasitasainak
megfelelden elkészitett — a szobahdmérsékletli szubsztrat két komponensét egyenld ardnyban
Osszemért, fényérzékenysége miatt sotétben tartott — Lumigen PS-atto peroxidaz szubsztratot

pipettdztunk a mikrolemezbe. A szubsztrat reakci6 az 2. dbran lathato.

2. abra:
A Lumigen PS-atto szubsztrat reakcidja:

CH,S._S(CH,),0(CH,), SO, Na CHS  S(CH,),0(CH,),SO,Na
| 0
HRP, H,0, Q
- LI
enhancer
! ]
CH,FPh CH,Ph

Lumigen PS-atto

Light * G O
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A kemilumineszcens jelet 5 percen beliil Infinite M200 (Tecan, Mannedorf, Switzerland)
microlemez leolvasdval (microplate reader) mértilk. A kalibracios gorbék elkészitéséhez
REA-clot referencia plazma N (Reanal, Budapest, Hungary) higitdé pufferrel készitett
kiilonb6z6 higitasait hasznaltuk. A referencia plazma megadott FXIII-A;B, és FXIII-A
koncentréaciojat (20,84 mg/L és 10,63 mg/L) a WHO nemzetkozi standard plazmaval - WHO
International Standard, Blood Coagulation Factor XIII, Plasma, Human (National Institute for
Biological Standards and Control, Potters bar, UK), mig FXIII-B tartalmat (19,04 mg/L)
laboratériumunkban preparalt tisztitott FXIII-B alegységgel végzett kalibracioval hataroztuk

meg [92, 93].

A modszerek jellemzése

A kis térfogat miatt kevert gylijtott mintdk mennyisége sem lett volna elegendd a
modszerek pontatlansdganak ellendrzéséhez, igy konnyminta helyett a referencia plazma
kiilonboz6 higitasait hasznaltuk a FXIII komplex és alegységek meghatarozasara alkalmas
hiperszenzitiv ~ kemilumineszcens ELISA  moddszerek analitikai jellemzéséhez. A
reprodukélhatdsagi vizsgalatokat a The National Committee for Clinical Laboratory Standard
(jelenleg Clinical and Laboratory Standards Institute: CLSI, Wayne, PA) EP5-A2
iranyelveinek megfeleléen végeztik: 20 napig minden nap két parhuzamos méréssel
hatarok megallapitaisa a CLSI EP-17-A protokoll leirasanak megfeleléen tortént. A
kimutathatdsagi hatarok meghatarozasahoz Linnet és Kondratovich részben nemparametrikus
modszerét valasztottuk [94].

s

nagy tisztasagu FXIII-A,-t [93], FXIII-B-t [92], vagy FXIII-A;B,-t [41] tartalmazd oldatot
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adtunk a konnymintakhoz. A kiegészitd oldatok 90 pg/L vagy 400 pg/L FXII-As-t, 210 pg/L
vagy 820 pg/L FXIII-B-t illetve 150 pg/L vagy 730 pg/L FXIII-A;B,-t tartalmaztak higitd
pufferrel higitva. Ezeket az oldatokat 10x-esre higitottuk kevert gyijtott konnymintaval. A
kevert gyljtott konny FXIII-A, koncentracidja 1,86 pg/L, FXIII-B koncentracioja 4,48 ug/L
FXIII-A;B; koncentracidja 0,87 ug/L volt. A visszanyerést a szamitott és mért hozzaadott

FXIII hanyadosaként szazalé¢kban fejeztiik ki.

Statisztikai analizis

Az eredmények eloszlasanak elemzését Kolmogorov-Smirnov és Shapiro-Wilk
probakkal végeztiik. A férfiak és ndk kozti, valamint a keratoplasztikan atesett betegeknél a
donor cornea erezddésének jelenléte €s hianya esetén mért a FXIII koncentraciok kozott a
kiilonbség szignifikancidjadt Mann-Whitney U-teszttel szamitottuk. Az egészséges
onkéntesektdl szarmazd stimulalt és nem stimuldlt konnymintak FXIII és total protein
tartalma kozti kiilonbségeket Wilcoxon féle eldjeles rang probaval vizsgaltuk. Ugyanezt a
tesztet hasznaltuk a keratoplasztikan atesett egyének miitét elétt és kiillonbozd iddvel a miitét
utan mért FXIII és total protein mennyiségek Osszehasonlitdsakor a statisztikailag szignifikans
kiilonbségek kiszamitasdhoz. A FXIII szintek korfiiggését Pearson korrelacidval vizsgaltuk. A
statisztikai elemzéseket a Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 13.0, Chicago, IL)

programmal végeztiik.
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EREDMENYEK

A kemilumineszcens FXIII ELISA modszerek analitikai jellemzése

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

A modszerek Osszegzett pontatlansdga — laboratériumon beliili pontatlansdg — az
alacsony koncentraciok mérésénél egyik FXIII antigén assay esetében sem haladta meg a
12%-ot, a magas koncentracio-tartomanyokban pedig minden esetben 5,5 % alatti volt (1.
tablazat).

1. tablazat:

A FXIII antigéneket meghatarozasara kifejlesztett kemilumineszcens ELISA modszerek
pontatlansaga:

Varidbilis  Koncentricié Atlag Sorozaton  Napok kozti Laboratériumon
(ng/L)  beliili CV% CV% beliili CV%
FXIII-A
Alacsony 0,10 6,6 9,9 11,9
Magas 1,01 4.4 1,9 4.8
FXIII-B
Alacsony 0,20 11,0 3,6 11,6
Magas 2,01 4.5 2.9 5.4
FXIII-A;B,;
Alacsony 0,11 7,2 5,0 8,8
Magas 0,98 4,5 2,2 5,0

A szamitasokat az EP5-A2 CLSI irdanyelveinek megfelelden végeztiik (20 nap, naponta 2 higitasbol parhuzamos
mérés).
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3. abra:
A FXIII-A (A, B), FXIII-B (C, D) és FXIII-A>B, (E, F) kemilumineszcens ELISA modszerek
kalibracios gorbeéi.:
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A kalibracids gorbék alacsonyabb régioit kinagyitva kiilon is abrazoltuk (B,D.F). Az eredményeket relativ
lumineszcens egységben (relative luminescence units; RLU) fejeztiik ki. A kalibracios gorbéket meghatarozo
egyenletek és az r” értékek a kovetkezOk: y = -0,0645x> + 1,811x + 0,0124, r* = 0,9996 (FXIII-A); y = 0,0022x"
+0,2331x +0,0139, r* = 0,9997 (FXIII-B); y = -0,0532x" + 1,2128x — 0,0051, r* = 0,9998 (FXIII-A,B,).
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A moédszerek mérési tartomanya igen széles, mindharom esetben a minimalis mérési
hatartdl indul, FXIII-A, assay esetén 0,014-2,0 ng/L, a FXIII-B meghatarozasnal 0,019-10,0
ng/L, a FXIII-A,;B, ELISA-nal pedig 0,016-4,0 pg/L (3. abra A, C, E). Mivel a teljes mérési
régidja, ezért ezeket a részeket kiemelve kiilon, nagyobb méretben is abrazoltuk (3. dbra B, D,
F). Az alacsonyabb mérési tartomany az egészséges konnymintak alacsony FXIII komplex ¢€s
alegységek koncentracidinak meghatarozasanal fontos, mig a teljes széles mérési tartomany
elkészitésével. A megadott mérési tartomanyokban a mésodfokt polinomialis gorbék kivalod
illeszkedést mutatnak, az eredmények kiszamitasdhoz ezek egyenleteit hasznaltuk.

A visszanyerési vizsgalatok eredménye megkozelitdleg 100% volt mindhdrom FXIII

antigént kimutatdé modszer esetében (2. tdblazat).

2. tablazat:
A FXIII-A,, FXIII-B and FXIII-A:B, analitikai visszanyerése az egyes FXIII ELISA modszerek
eseteben:

Hozzaadott FXIII Visszanyerés

Analit
mennyisége (ng/L) %-ban
FXIII-A; 9 106
40 106
FXIII-B 21 98
82 107
FXIII-A;B; 15 95
73 95

A visszanyerést a hozzaadott FXIII vagy FXIII alegységek és a mért értékek szazalékos aranyaban fejeztiik ki.
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Az anti-FXIII-A ¢és anti-FXIII-B monoklonalis antitest kombinaciorol, melyet a FXIII
komplex kimutatasara hasznalunk, korabbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy specifikus, vagyis
csak a FXIII komplex mennyiségét méri [27]. Hasonloképpen a FXIII-A meghatarozast nem
zavarja a FXIII-B alegység jelenléte, és a FXIII-B kimutatast nem befolyasolja a FXIII-A;
jelenléte. A modszerek specificitasat az is jol bizonyitja, hogy FXIII-A ¢és FXIII-B
immundepletalt plazmamintakbol nem tudtunk FXIII-A-t, FXIII-B-t, ill. FXII-A;B;
komplexet sem kimutatni. Az immunabszorpcioval eldallitott, FXIII-A hianyos plazmat az
Affinity Biologicals (Affinity Biolgicals, Ancaster, Canada) cégtdl szereztilk be, mig az
immunabszorpcidval laboratériumunkban eldallitott FXIII-B plazmat Katona Eva tanarnétol

kaptuk.

FXIII alegységek és komplex egészséges egyének stimulalt és nem stimulalt konnymintdiban

A 3. tablazatban az egészséges egyének stimuldlt és nem stimulalt kdnnyében mért
FXIII-A, FXIII-B, FXIII-A;B; és total protein koncentraciok, valamint az egy perc alatt
gyljtheté konny térfogata lathato. A FXIII-ra vonatkozo eredményeket a totdl protein
koncentraciora normalizalva is megadtuk, pg FXIII komplex vagy alegység/g total protein
formaban kifejezve. Az egy perc alatt konnyel szekretalt FXIII mennyiséget szintén megadtuk
pg FXII komplex vagy alegység/min formaban. Kolmogorov-Smirnov és Shapiro-Wilk
probaval is bizonyitottuk, hogy mindharom FXIII paraméter értékei nem-Gaussi, vagyis nem
normal eloszlasuak, a hisztogramok alacsony koncentraciok iranyéaba tolodtak el (4. abra, 4.
tablazat). Nem-stimulalt, és stimuldlt konnyben sem talaltunk korfliggést, ill. szignifikéns

nemek kozti kiilonbséget a FXIII alegységek és komplex vonatkozasaban.
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3. tablazat

FXIII komplex és alegységek koncentrdcioi egészséges egyénektol szarmazo kénnymintakban,

ill. az egy perc alatt szekretalt FXIII komplex és alegységek mennyisége:

Analit

Egység

Nen-stimulalt konny

median (IQR)

Stimulalt konny
median (IQR)

FXIII-A (n=52)

FXIII-B (n=50)

FXIII-A,B, (n=50)

Total protein (n=60)

pg FXII-A/L

ug FXIII-A/g protein

pg FXIII-A/min

pg FXIII-B/L

ng FXIII-B/g protein

pug FXII-B/min

pg FXII-A,By/L

pg FXIII-A,B, /g protein
pug FXIII-A,By/min

g/L

g total protein/min

2,13 (1,26-3,40)
0,29 (0,18-0,43)
5,58 (3,30-8,36)
7,22 (3,37-11,93)
0,86 (0,63-1,20)
17,26 (9,95-31,66)
0,67 (0,41-0,94)
0,10 (0,07-0,14)
1,98 (1,23-1,98)
8,16 (5,42-11,69)
21,58 (14,83-32,38)

1,26 (0,71-2,14)*
0,22 (0,13-0,50)
24,77 (13,82-49,86)
5,43 (2,04-12,65)
1,10 (0,43-1,98)
112,69 (34,87-253,47)%
0,42 (0,08-0,66)
0,08 (0,01-0,14)
8,24 (1,4-15,34) i
4,98 (3,88-6,50)1
107,32 (71,01-159,12)%

Konnyszekrécio

(n=60)

uL/perc

3(2-4)

21 (14-33)i

IQR: interquartilis tartomany.
Az ugyanattol az egyéntdl szarmazo konnybol mért protein és FXIII koncentraciokat, ill.egy perc alatt mért
konnyszekréciod értéket hasznaltuk a pg FXIII/g total protein, ill. pg szekretalt FXIII/min értékek kiszamitasahoz.
*p=0,002, tp=0,012, {p<0,001 a nem stimulalt konnyben mért értékekhez viszonyitva.

4. tablazat:

A normal eloszlas statisztikai probainak eredményei:

Analit Kolmogorov-Smirnov teszt Shapiro-Wilk proba
® ®

FXIII-A 0,002 0,000

FXIII-B 0,001 0,000

FXIII-A;B; 0.008 0,000
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4. abra:

Egészséges egyének nem stimulalt konnymintdiban meért FXIII-A (A), FXIII-B (B) and FXIII-

AB; (C) értékek eloszlasa:
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FXIII szintek perforalo keratoplasztikan atesett betegek kénnymintaiban

A nem stimulalt konnymintdk alacsony térfogata arra utal, hogy a konnymintavétel
protein koncentraciok mind stimulalt, mind nem stimuldlt konny esetében jol korrelalnak az
irodalomban kozoltekkel [90, 95].

Nem stimulalt konnyben kovetkezetesen alacsony mennyiségi FXIII-A és FXIII-B
alegység mérhetd, a tablazatban megadott értékek 2,66 x 10" mol/L FXIII-A-nak illetve 8,70
x 10" mol/L FXIII-B-nek felelnek meg. A FXIII- A,B, értékek medianja igen alacsony, az
esetek 16%-aban a FXIII komplex koncentracidja a minimalis mérési hatar alatt volt. A
konnyben a FXIII alegységek csak viszonylag kis mennyisége képez komplexet az adott
koriilmények kozott, a tiblazatban megadott FXIII-A,B, median értéke egyenld 0,21 x 107"
mol/L-el, ami azt jelenti, hogy a mért totdl FXIII-A alegységnek csak a 16% van komplex
formaban.

Stimulalt konnyben a mért FXIII alegységek és komplex valamint a total protein
koncentraciok alacsonyabbak voltak, mint nem-stimulélt konnyben, s a FXIII-B kivételével a
kiilonbségek szignifikansnak bizonyultak (3. tdblazat). A FXIII szinteket a konnyek protein
tartalmara vonatkoztatva azonban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a stimulalt és nem
stimulalt konnymintakban meghatarozott értékek kozott.

Az 5. abran lathaté a FXIII alegységek és komplex, valamint a totdl protein
koncentraci6 és konnyszekrécio valtozdsa konnyben PKP-t kdvetden. A mitét elotti
szintekhez képest 24 oraval a transzplantaciot kovetden a konny FXIII-A koncentracioja 10,4-
szeresére (5. A abra), FXIII-B koncentracioja 9,4-szeresére (5. C abra) a FXIII-A;B,
koncentracid pedig 20,5-szeresére (5. E é&bra) emelkedett. A konnyszekrécio jelentsen

fokozodott (5. H abra), a totél protein tartalom pedig csokkent (5. G ébra), ami higabb kdnny
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fokozott termelddésének koszonhetd. Kovetkezésképpen a FXIII szintek total protein
koncentraciora vonatkoztatott eredményei még nagyobb emelkedést mutattak: FXIII-A
esetében az emelkedés 16,9-szeres, FXIII-B esetében 17,7-szeres, mig FXIII-A,B, esetében
25,7-szeres volt (5. B, D, F abrak). Az elsd 24 o6ra utin az emelkedett FXIII szintek
fokozatosan csokkentek, de még hét nappal a miitét utan is szignifikdnsan magasabb értékeket
mértiink, mint operacio elétt. A mitét utani elsé naphoz képest a csokkenés mértéke FXIII-A,
FXIII-B és FXIII-A;B, esetében kiilonb6zo iddben érte el a szignifikans szintet, a 7. napon
azonban a koncentraciok mindharom paraméter esetében szignifikansan alacsonyabbak voltak

mint a mitét utan 24 oraval.
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5. abra

FXIII-A (A,B), FXIII-B (C,D) és FXIII-A,B; (E,F) szintek valamint a konnyszekrécio és totdl
protein koncentrdcio valtozasa perforalo keratoplasztikat kévetden:
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A FXIII-A (A,B), FXIII-B (C,D) és FXIII-A;B, (E,F) szinteket ug FXIII/L (A,C,E) és pg FXIIl/g konnyfehérje
(B,D,F) értékekben is kifejeztiikk. A total protein koncentraciok (G) és a konnyszekrécié (H) valtozasat is
abrazoltuk. Az 4bran az atlagokat a hozzajuk tartozoé standard hibakat (SE) tiintettiik fel. A szignifikanciaszintek
meghatarozasanal a miitét eldtti napon és az azt kdvetd napokon mért értékeket hasonlitottuk dssze (*P<0,05,
**P<0,005, ***P<0,001), ill. a mitétet kovetd 24 o6ra mulva mért értékekhez hasonlitottuk az ezt kdvetd
napokon mért értékeket (7P<0,05, 11P<0,005, +11P<0,001).



A 23 kovetett esetbél 10 donor szaruhartyan volt erezddés megfigyelhetd 3-12
hénappal a perforald keratoplasztikat kdvetden. A betegeket a transzplantatum allapota —
erez6dott és nem erez0dott — szerint két csoportra osztottuk és a két csoportban az elsé héten
mért FXIII szinteket Osszehasonlitottuk. Eredményeink az 5. tdblazatban és a 6. abran

lathatok.

5. tablazat
FXIII komplex és alegységek miitét elott mért koncentrdcioi perfordlo keratoplasztikan atesett
egyéneknél erezodott és nem erezodott donor szaruhartya esetén:

Analit Nem-erezodott Erezédott p
transzplantatum transzplantatum
n=13 n=10
(atlag = SE) (atlag + SE)
FXIII-A (ng/L) 2,31 £0,45 5,94 +£2,12 0,133
FXIII-B (pg/L) 21,70 £ 16,30 41,56 + 25,11 0,194
FXIII-A,B; (ng/L) 0,94 £ 0,37 4,67 £2,98 0,026

SE: standard hiba (standard error)

Azon betegek esetében, akiknél a donor szaruhartya a késobbiekben a kovetési id6
alatt beerezodott, mar a mitét elott mért FXIII szintek is magasabbak voltak. A kis esetszam
kovetkeztében a kiilonbség csak a FXIII komplex esetében volt szignifikans. A miitét utan a
FXIII-A, FXIII-B alegység ¢és FXIII komplex koncentraciok nagyobb emelkedése az

erez6dott csoportban szignifikansan nagyobb volt, mint a nem erezddott csoportjban (6. abra).
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6. abra
FXIII koncentraciok valtozdasa perfordlo keratoplasztikan dtesett egyéneknél a miitét elott és
miitetet kovetden erezodott és nem erezodott donor szaruhartya esetében:
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Az abran az atlagokat és a standard hibaikat (standard error; SE) tiintettiik fel. A két csoport dsszehasonlitasakor
észlelt szignifikans kiilonbségeket jeloltiik (*p<0,05, **p<0,005). Erez6dott cornea: @ ®, nem erez6dott

33



MEGBESZELES

Mivel a konnymintak térfogata limitalt, és a benne 1évé FXIII alegységek és komplex
koncentracioja alacsony, a laboratoriumunkban kordbban kifejlesztett gyors, egylépéses
szendvics-ELISA mddszerek, melyeket eredetileg a plazmaban 1évé FXIII komplex [27], és
FXIII-A [91] meghatarozasara dolgoztak ki, nem voltak elég érzékenyek az ebben a
testfolyadékban torténd mérésekhez. Emellett nem 1étezett jo1 bevizsgalt médszer a FXIII-B
mérésére. A kovetkezd valtoztatdsokkal igen érzékeny, jol reprodukalhatd stabil médszereket
fejlesztettink ki a FXIII-A, FXIII-B alegységek ¢és FXIII-A,B, koncentraciok

meghatdrozasara konnyben:

1. A kromogén szubsztrat helyett chemiluminescens szubsztratot, Lumigen PS-atto-t
hasznaltunk a peroxidaz aktivitds mérésére, megndvelve ezzel a reakcid
szenzitivitasat.

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

3. A plazmaban valdé kimutatasra szolgdld modszerben a szendvics, mely a két
antitest koz¢ befogott antigén, egy Oras inkubdcios id6 alatt alakul ki az egy
Iépésben Osszeadllitott oldatban. Ehelyett az egylépéses reakcid helyett
tobblépésessé tettikk a reakciot, a lépések kozott egy oras inkubacids iddket
alkalmazva, vagyis 1épésenként tortént az elfogo6 antitest felkotése a streptavidin-
fedett plate felszinére, a FXIII antigén kotddése az elfogd antitesthez és a detektalod
antitest kotodése a felszinhez kotott komplexben 1évé antigénhez. Az egyes

1épések kozott alaposan mostuk a lemezt. Ezek a valtoztatdsok egyrészt jelentésen
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csOkkentették a hatteret, masrészt lehetévé valt a teljesebb komplexképzddés az
antigén és az antitestek kozott, igy a modszer érzékenysége tovabb nott.

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

reakciotérfogatot.

A plazméban valé kimutatasra szolgdld modszerekhez képest [27, 91] ezekkel a
valtoztatasokkal a kimutathatdsagi, esetiinkben egyben a minimalis mérési hatarokat a FXIII-
A;B, assay esetében 1/59-ed részére, a FXIII-A meghatarozasnal 1/25-6d részére
csokkentettiik. Az érzékenység hasonld novekedését értiikk el a FXIII-B alegységet kimutato
modszer esetén is. A modszerek igen nagy érzékenysége lehetdvé tette, hogy az egy egyéntdl
szarmazo kis térfogata nem stimulalt konny mintakbdl is biztonsdggal meghatdrozzuk a FXIII
koncentraciokat. Itt jegyezziik meg, hogy intézetiinkben kozel husz évvel ezelbtt torténtek
kezdeti vizsgalatok a konny transzglutaminaz aktivitdsdnak a meghatarozasara, a hasznalt
aktivitasméréssel igen alacsony transzglutamindz aktivitast lehetett kimutatni, mely thrombin
hatasara nem fokozddott [96], azaz nem FXIII-nak volt tulajdonithato. A FXIII és alegységei
kdnnyben torténd mérését éppen az altalunk kifejlesztett igen érzékeny uj modszerek tették
lehetdveé.

A FXIII-A ¢és FXIII-B koncentracidja konnyben sokkal kisebb, mint a plazméban [20,
91]. Szadmitasaink szerint a konny FXIII-A tartalma 1/5200-ad része a plazmaénak (11 mg/L)
[27, 91]. A plazma FXIII-B koncentracioja 21 mg/L [20], vagyis a FXIII-B konny: plazma
arany 1:2900. A FXIII-B: FXIII-A molaris ardny konnyben 3.5, ami majdnem dupldja a
plazmaban talalhato FXIII-B: FXIII-A aranynak (2:1). Kénnyben a FXIII-A-nak csak 16%-a
képzett komplexet a FXIII-B-vel. Ez ellentétben all a plazmaban megfigyeltekkel, ahol a

FXIII alegységek tobb mint ezerszer magasabb koncentracidoban taldlhatok meg, mint a
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konnyben, és a FXIII-A, szinte kizarolag komplex formaban fordul eld. A FXIII-A és FXIII-
B koncentracidinak medianja nem stimulalt kénnyben (3. tablazat) 1.33 x 10" mol/L FXIII-
Arnek és 435 x 10" mol/L FXIII-B,-nek felel meg. Ezeket az adatokat, és a
laboratériumunkban megallapitott 0,16 x 10° mol/L-es egyensulyi allandé (Kg) értéket
hasznalva a FXIII-A,B, szamitott elméleti értéke 0,27 x 10" mol/L [97], miszerint
elméletileg a FXIII-A alegység 20%-a van komplexben. A FXIII-A,B, mért koncentracioja
0,67 pg/L, azaz 0,21 x 10" mol/L volt. A mért értékekbdl torténd szamitasaink szerint
normdl kdnnyben a FXIII-A alegység 16%-a talalhaté komplex formdban, a mért és szamitott
értekek jol egyeznek egymassal. Ha a plazmaban mért FXIII alegység koncentraciokkal
végezziik el a szamitdsokat, FXIII-A alegység a mérésekkel megegyezden a kalkulaciok
szerint is a gyakorlatilag 100%-ban komplexként fordul el6 a keringésben. Ezek a
felismerések azt sugalljak, hogy a kiilonbségek a plazma és a konny kozott egyszerlien a
konnyben 1évo FXIII alegységek alacsony koncentracidinak kdszonhetdk, ami miatt az adott
egyensulyi allandonak megfeleld komplexképzddés kismértékii, és nem meriil fel egy, a
komplexképzddést gatlo komponens jelenléte.

A FXIII a plazméban jelentds feleslegben taldlhato: a normal plazma szintek kb 5%-a
mar elégséges ahhoz, hogy betdltse szerepét a normal hemostasisban. A FXIII féléletideje
plazméaban 9-12 nap [98-100], a nem stimuldlt konny megujulasi ideje viszont 8-16%
percenként [101, 102]. Ennélfogva tehat a szemiinkben taldlhat6 szaruhartya teljes feliiletét
folyamatosan mossa a mindig frissen termel6do szabad FXIII-A alegységet tartalmazo konny.

Azt, hogy pontosan hogyan keriil a kdnnybe a XllI-as véralvadasi faktor, jelen
munkank soran nem vizsgaltuk, a lehetséges utakat azonban megprobaljuk felvazolni. A
konnyfilm harom rétegbdl 4all, az epithel sejtek rétegével érintkezd kocsonyas nyélkaréteg
(mucindzus fazis), a proteinek €s mas vizoldékony molekuldk vizes oldatat tartalmazé vizes

fazis és a felszini olajos fazis [103, 104]. A vizes fazis adja a konnyfilm vastagsaganak nagy
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részEt, az olajos fazis védi a konnyfilmet a parolgastél. A mucindzus és vizes fazist egyes
szerzok nem kiilonitik el [104, 105]. A konnyben talalhatd viz, sok és fehérjék nagy részét a
6 és a jarulékos konnymirigyek szekretaljak, bar a kotohartya epithel sejtjei is termelhetnek
proteineket, illetve a conjunctivalis erek is atereszthetnek minor komponenseket [104]. A
lipidek nagy része a Meibom mirigybdl szarmazik. A FXIII-A alegység kimutathat6
monocytakban és kiilonb6zé macrofagokban, mint a histiocytakban €s dendritikus sejtekben,
igy a kotohartya szoveti macrophagjainak [106] lehet szerepe a konnyben 1évé FXIII-A
produkcidjaban. Mivel egy bronchidlis epithel sejtvonal is képes FXIII-A alegységet
szintetizalni [16], a cornedlis epithel sejteket is érdemes lehet megvizsgalni, hogy termelnek-e
FXIII-A-t. A FXIII-A alegység a FXIII-A,;B, komplex részeként a plazmabdl is atsziirddhet,
¢s a komplex disszocialhat a konnyben 1évé koriilmények kozott. A FXIII-B alegység
szintézise a maj hepatocytdira lokalizalhatd, melyek a keringésbe szekretaljak a fehérjét. A
szabad FXIII-B transszudécioja, és kisebb mennyiségben a conjunctivalis erekbdl szarmazo
FXIII-A;B; lehet a legvaloszintibb forrasa a konnyben talalt FXIII-B alegységnek.

Amint azt mas tanulmanyokban is leirtdk [90, 103, 107], mi is azt talaltuk, hogy a
parhuzamosan a total protein tartalom csokkent, hasonld csokkenést észleltiink a FXIII
alegységek ¢és komplex koncentracidi esetén is. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
megemelkedett konnyprodukci6 higitdé hatasa lehet felelds stimulalt konnyben a csokkent
FXIII szintekért. Stimulacié hatdséara a termel6dé konny mennyisége sokszorosara emelkedik
[95], vizsgalatainkban 7x magasabb lett, mint a bazalis konnytermelés. gy annak ellenére,
hogy stimulaciot kovetden a koncentraciok csokkentek, a konnyben 1 perc alatt megjelend
FXIII-A és FXIII-B alegységek mennyisége 4,5-5x nagyobb, mint nem stimulalt koriillmények
kozott, vagyis stimulacio sordn tobb FXIII keriil kapcsolatba a szaruhértya és a kotShartya

epithelsejt rétegével.
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Szaruhartya atiiltetés utdn a FXIII-A, FXII-B ¢és FXIII-A;B, szintek Oriasi
emelkedését tapasztaltuk, mely 24 oraval a miitéti beavatkozas utan tetdzott, majd
fokozatosan csokkent, de a FXIII szintek még egy hét mulva is szignifikansan emelkedettek
voltak. Hangsulyozni kell, hogy a miitétet kovetd elsé héten a FXIII szintek emelkedése
ellenére a total protein koncentraciok szignifikansan csokkentek. A perforalod keratoplasztika
utan mért elsé napi cstics FXIII-A és FXIII-B koncentraciok a plazmaszintek 0,5%-anak
illetve 1,5%-énak felelnek meg. Keratoplasztika utani allapotokban a termel6ddé konny
mennyisége jelentds mértékben megnd [108], esetiinkben a mitét utani elsd napon 12-
szeresre, a hetedik napon pedig még mindig 6x tobb konny termel6dott, mint operacio elott.
Ugy tiinik tehat, hogy a sebészi sebet folyamatosan tekintélyes mennyiségii FXIII-at
tartalmazé konny mossa.

Ismert, hogy a kalcium mar millimolaris koncentracidoban proteolizis nélkiil is képes
aktivalni a FXII-A,-t, mig FXIII komplex esetében ilyen koriilmények kozott nem
kovetkezik be aktivacio [42, 43, 93]. A kdnnyben megtalalhat6 a Ca, koncentracioja 0,36-0,79
mmol/L [109]. igy nagyon valészinii, hogy a koénnyben 1évé. FXIII-A,-nek legalabbis egy
része non-proteolitikusan aktivalodik. Gyulladasos koriilmények kozott, amikor a véralvadasi
rendszer egyéb komponensei is atszivaroghatnak a tagult vérerekbdl, lehetséges, hogy
thrombin képzddik, és proteolitikusan is aktivalja a FXIII-at. A gyulladas soran megjelend
granulocytdk altal termelt elasztdz szintén indukalhatja a FXIII proteolitikus aktivaciojat
[110]. Mivel az aktivalt FXIII konnyen kotédik sejtek felszinéhez, a megkdotott, igy helyben
maradé FXIIla aktudlis koncentracidja akar lényegesen magasabb is lehet, mint amit a
konnyben mértiink.

Mivel az extracelluléris térben jelen 1év6 aktiv FXIII segiti a sebgyogyulast, a FXIII és
alegységeinek megjelenése egy plazman kiviili folyadéktérben, mint a konny, komoly

szerepet tolthet be a helyi szdveti regeneracid folyamataban. A FXIII konnyben egy helyi
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,hormonszeri” hatassal rendelkezhet, és a sejtekre gyakorolt direkt hatasan keresztiil segitheti
a szaruhartya kisebb sériiléseinek és sebeinek gyogyulasat. Normal koriilmények kozott a
sajat érhalozattal nem rendelkezd cornea sebei erezddés nélkill gyogyulnak, bar egyes
patolégias esetekben a sériilt szaruhartya beerezOdése a sebészi beavatkozdsok utdni
gyogyulasi folyamat egyik f6 latdsromlast okoz6 komplikacioja. Figyelembe véve a FXIII
is lehet a szaruhartyasebek gydgyuldsanak folyamataban. Mint arra mar utaltam, ha nyulak
kotohartyajaba nagy mennyiségt aktiv FXIII-at inicialtak, a nyulak szaruhartyaja beerezodott
[68]. Sajat vizsgalatainkban, azon a betegek esetében, akiknél a donor szaruhartya
beerezddését tapasztaltuk a 18 honapos kovetési id6 alatt, [ényegesen magasabbak voltak az
atiiltetés elott és utan mért FXIII koncentraciok, mint akiknél a donor cornea tiszta,
erezddésmentes maradt. A jelentds idébeli eltérés a FXIII szintek mérése és a beiiltetett
szaruhdrtya erezddésének kezdete kozott, melyet a miitét utdn 3-12 honappal észleltiink, ugy
tlnik, kizarja a direkt kapcsolatot. Azonban az atiiltetés eldtt mért magasabb FXIII
koncentraciok és a mitétre, mint stimulusra adott fokozottabb valaszkészség, mely a FXIII
szintek nagyobb mérvii emelkedését jelenti, arra utal, hogy a konny magasabb FXIII szintje és
a stimulusokra adott fokozott FXIII szint emelkedés a perforald keratoplasztikat kovetden a
szaruhdrtya erezddés rizikofaktora lehet.

Végeredményben elmondhatjuk, hogy extravasalis folyadéktérben, a konnyben
kimutathatok a szabad FXIII alegységek ¢és FXIII komplex. Az igen érzékeny altalunk
kifejlesztett kemilumineszcens ELISA modszerek alkalmasak néhany mikroliter alacsony
modszerek alkalmasak a konny és valoszinilileg mas egyéb testfolyadékok FXIII tartalméanak a
meghatdrozasara. Ezek a modszerek igéretes eszkozok lehetnek a konnyben 1évé FXIII

monitorozasara patologias koriilmények kozott is.
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60 egészséges onkéntes konnymintajabol meghataroztuk a normal konny FXIII alegységeinek
a koncentracigjat. A FXIII-A és FXIII-B koncentraciok median értékei 2.13 ug/L és 7.22
pg/L voltak. A komplex képzdédés az alegységek kozott ilyen kis koncentracioknal a
disszociaciés allandoénak megfeleléen a plazmahoz viszonyitva kismértékii, a FXIII-A-nak
mindossze 16%-a volt komplexben. A fehérje tartalomra normalizalt FXIII szintek nem
valtoznak a konnyben stimuldci6é hatasara, igy lehetdséglink nyilik az Gsszehasonlitasra az
egyes patoldgias allapotokban termelddd konnyel, ahol természetszeriileg stimulalt a
konnytermelés. Keratoplasztikat kovetéen a konny FXIIT koncentracioi igen nagymértékben
emelkednek. Az emelkedés még kifejezettebb azokban az esetekben, amikor a betegek
kovetése soran a donor szaruhartya késébbi erezddését figyeltik meg. Felvetddik, hogy a
normal konnyben jelen 1évé FXIII szerepet jatszhat a szaruhartya mikrosériiléseinek
gyogyulasaban, a cornea transzplantacid utdn mért emelkedett mennyiségi FXIII pedig
segitheti a cornedlis seb gyogyulasi folyamatat. Egy bizonyos koncentracid felett azonban a
FXIII angiogenesist segitd, igy a beiiltetett szaruhartya transzparencidjat ronto

érajdonképzodést indukalo hatésa is eldtérbe kertilhet.
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