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Bevezetés

A XllII-as faktort (FXIII) eloszor Laki és Lorand irta le 1948-ban mint
,fibrin stabilizalo faktor”-t (1). A késobbiekben Loewy ¢és munkatarsai
izolaltdk ¢és jellemezték a fehérje enzim tulajdonsagéat (2-6). Az egyre
intenzivebb kutatdsok és klinikai megfigyelések bizonyitottdk, hogy ez a
faktor fontos szerepet tolt be a véralvadas utolsd szakaszéban, ezért 1963-
ban hivatalosan is elismerték véralvadasi faktorként és a XIII-as faktor nevet
kapta. Ezt kovetden, de kiilondsen az utobbi évtizedben felgyorsult a FXIII
kutatdsa, melynek eredményeként ismertté valt a fehérje- és génszerkezete,
az enzim aktivalodasanak feltételei és az is egyre inkabb nyilvanvalova valt,
hogy funkcidja nem korlatozodik a fibrin szalak keresztkotésére a
véralvadas soran, hanem szamos mas folyamatban is fontos funkciot tolt be.
A FXIII struktardjarol és  funkciojardl felhalmozodott ismeretek
osszefoglalasat megtalalhatjuk Muszbek és munkatarsai kozleményében (7).

A véralvadas Xlll-as faktora egy protranszglutaminidz, mely két
formaban taldlhaté meg a szervezetben. A plazméban A ¢és B alegységekbol
felépiild heterotetramer (FXIII-A,B,) formaban kering. Az A alegység
(FXIII-A) potencialisan aktiv, a B alegység (FXIII-B) gatld/stabilizalo
szerepet tolt be. A FXIII-A foként csontveldi eredeti sejtekben
szintetizalodik, mig a FXIII-B alegységet a mdj termeli. A komplex
kialakulasa nagy valészinlséggel a plazmaban torténik. A plazmaban a
FXIII-A teljes egészében komplexben kotott (kivéve a nagyon ritka FXIII-B
hianyt), mig a FXIII-B feleslegben termelddik, ezért kb. 50%-a szabadon
kering. A FXIII cellularis form4ja a thrombocytakban, monocyta/macrophag
sejtekben két FXIII-A alegységbol all6 homodimer (FXIII-A;) formaban

talalhaté meg jelentds mennyiségben.



A FXIII-A alegység molekulatomege ~83 kDa, nem glikozilalt
polipeptid (8). A plazma és cellularis forma elsodleges szerkezete azonos.
Az aktiv centrumban, a 314-es pozicidban cisztein talalhat6, mely koriil a
transzgutamindzokra jellemzd (Tyr-Gly-GIn-Cys-Trp) szekvencia talalhato.
A FXIII-A génjében tobb polimorfizmust kimutattak, melyek koziil
szamosnak semmilyen hatdsa nem ismert az enzim funkcidjara. A FXIII
Val34Leu polimorfizmus jelentosége abban all, hogy az aminosav csere
minddssze harom aminosavra van a trombin hasitasi helyétol az aktivacios
peptidben, ami befolyasolhatja az aktivacio folyamatat, mértékét. Az utdbbi
évek kutatasi eredményei szerint a mutacié hordozasa védo hatast biztosit
egyes érrendszeri megbetegedésekkel szemben.

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

A FXIII az alvadasi kaszkad utolsé szakaszaban aktivalodik, trombin
¢s Ca’" hatasara egy 37 aminosavbol allo aktivacios peptid lehasad, ezt
kovetoen a FXIII-B alegységek levalasaval a FXIII-A konformécio
valtozdson megy at. A konformaciéo valtozas miatt az aktiv centrum
ciszteinje felszinre keriil, a FXIII-A aktiv transzglutaminazza (FXIIla)
alakul. A FXIIla, mint a transzglutaminazok altaldban, egy acil transzfer
reakciot katalizal, melyben az egyik peptidlancban taldlhatéo glutamin y
karboxamid csoportja az acil donor, a masik peptidlanc lizin € amino
csoportja az akceptor. A kialakul6 izopeptid kotés a peptidlancok kovalens
keresztkotését eredményezi. In vitro kériilmények kozott a trombin és Ca™ a
cellularis FXIII-at ugyanilyen modon aktivalja (természetesen ekkor nincs
sziikség a FXIII-B levalasara). In vivo a thrombocytakban 1évo FXIII-A, a
thrombocytak aktivaciojat kovetd intracellularis Ca®" szint emelkedés miatt
az aktivacios peptid lehasaddsa nélkiil is aktivalodik.
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A plazma FXIII f6 funkcioja, hogy az alvadasi kaszkad utolséd
szakaszéban aktivalodas utan a fibrin szélakat keresztkoti, valamint az o2-
plazmin inhibitort (a2-PI) a fibrin polimerekhez koti, ezaltal stabilizélja az
alvadékot ¢és megvédi a fibrint az azonnali, gyors fibrinolitikus
degradaciotol.

A FXllla-nak a fibrinen kiviil mas fontos fehérjeszubsztratjai is
vannak: a véralvadds V-0s faktora, plazminogén aktivator inhibitor-2,
adheziv proteinek (fibronektin, vitronektin, von Willebrand faktor,
trombospondin), citoszkeletalis fehérjék (aktin, miozin). Ezen szubsztratok
érendotel atjarhatdsagat, szerepe van a sebgyogyuldsban, szoveti
ujraképzodésben.

A cellularis FXIII funkcidja még nem teljesen tisztdzott, de
valészinlileg nem korlatozodik arra a tényre, hogy a FXII-A a
megakaryocytdkban, monocyta/macrophag sejtekben termelddik (a
thrombocytak tarold valamint szallitdé funkciot toltenek be) és a karosodott
sejtekbdl kijutva a plazmaban 1évo FXIII-B alegységgel kapcsolodva a

A FXIII-B hidnya nagyon ritka, kovetkezményeként a védo alegység
hidnyaban a FXIII-A koncentracidja is jelentdsen csokken a plazmaban (9-
11), a thrombocytak FXIII-A, tartalma normalis.

A FXIII-A hidny sulyos vérzékenységet okoz (12, 13), valamint
elhtiz6do sebgyogyuldssal, meddoséggel, spontdn vetéléssel jar, ami az
esetek tobbségében egész életen at tartd potlod terapiat tesz sziikségesse. Az
oroklott FXIII-A hidny igen ritka (1:3.000.000), autoszémaélis recessziv
oroklésmenet. Oroklott hiany esetén a plazma FXIII koncentracioja < 1 %
¢s a thrombocytakban sem mutathatd ki FXIII-A,. Szerzett FXIII hiany
sokkal gyakrabban alakul ki fokozott felhasznalas vagy csokkent szintézis
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miatt és kiilonb6zo betegségekhez tarsulhat, mint pl. gyulladasos
bélbetegsegek aktiv szakasza, malignus haematoldgiai korképek, stlyos
majbetegségek, Henoch Schonlein purpura, (13-14). Ezekben az esetekben a
FXIII koncentracidja széles sdvban mozog, a vérzéses tiinetek sulyossaga
nagyon valtozatos.

Emelkedett FXIII szintet mértek atherosclerosisban (15),
angiopathidban (16) ¢és emelkedett megakaryocyta aktivitassal jar6 kronikus
leukaemiaban (17).

A FXIII plazmaszintjének  kimutatdsa  funkciondlis  vagy
immunologiai modszerekkel lehetséges. A funkciondlis modszerek két
kiilonb6zo elven mikdédnek. Az UV  spektrofotometrias modszerek a
legelterjedtebbek, a transzglutaminaz reakcié soran felszabadulé ammonia
mennyiségét hatarozzak meg (18, 19, 20). Ezen moddszerek konnyen,
gyorsan kivitelezhetdk, automatizalhatok, de az érzékenységiik az Osszes
paraméter optimalizalasa ellenére sem teszi lehetové a normal plazma szint
5 %-énal alacsonyabb FXIII aktivitds pontos meghatarozasat. 5%-nal
alacsonyabb FXIII aktivitas meghatdrozasara az aktivalt FXIIla 4ltal fehérje
szubsztratokba beépitett fluoreszcens (21), radioaktiv izotoppal jelzett (22)
vagy biotindlt (23) aminok mennyiségének meghatirozasa ad lehetoséget,
de ezek a modszerek nagyon munka- ¢és idoigényesek, nem
standardizéalhatok.

A FXIII deficiencidk adekvat diagnozisdhoz, osztidlyozasdhoz, a
kiilonboz6 FXIII formdk funkcidjanak, eloszlasdnak vizsgilatdhoz nem
elegendd az enzimaktivitds mérése, hanem sziikség van a komplex és az
alegységek koncentracidjanak meghatdrozasara (a normal plazma
koncentracid 1%-andl alacsonyabb tartomanyban is) ¢és a kiilonbozo
sejtekben, szovetekben vald lokalizaciojanak kimutatdsara is. Ezen célok

megvalositasara a specifikus antitestek alkalmazasan alapulé immunolégiai
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modszerek alkalmasak. Foként poliklonalis anti-FXIII specifikus antitestek
felhasznalasaval kidolgoztak néhany immunologiai modszert a FXIII
meghatarozasara (24-28). Egy kivételével ezek mindegyike az A vagy a B
alegységet hatdrozta meg. Yorifuji (27) két szendvics ELISA modszer
kifejlesztésével kiilonbséget tudott tenni a szabad és a komplexben kotott
FXIII-B kozott. Az egyik ELISA-ban elfogd és jelzett ellenanyagként is
poliklonalis anti-FXIII-B ellenanyagot, a masik rendszerben elfogo
ellenanyagként olyan monoklonalis anti-FXIII-B antitestet hasznalt, amely a
FXIII-B-t elsosorban a komplexben ismeri fel, jelzett ellenanyagként pedig

poliklonalis ellenanyagot.

Célkitazés

A FXIII deficiencidk adekvat diagnodzisa céljabol sziikség van mind az
1zolalt alegységek mind a komplex koncentracidjanak pontos
meghatarozasara is. Az alegységek koncentracidja nem feltétleniil aranyos a
komplex nem talalhat6 a plazmaban csak csokkent mennyiségli FXIII-A).
Megfeleld specificitassal bird, jol reprodukalhat6d, korlatlan mennyiségben
eloallithatd  immunoldégiai  moddszer  monoklonalis  ellenanyagok
felhasznalasaval dolgozhato ki, ezért célul thztiik ki:

1. Monoklonalis antitestek eldallitasat egér rendszerben az izolalt FXIII
alegységekkel valamint tisztitott plazma FXIII-al tortén6 immunizalas
utan.

2. A monoklondlis antitestek specificitdsanak tesztelését.

3. Az antitestek szelektalasa utan szendvics ELISA modszerek

kidolgozasat a komplex és az alegységek meghatarozasara.



4. A kidolgozott ELISA modszerek specificitdsanak, precizitasanak,
reprodukalhatosaganak tesztelését.

5. Az ELISA modszereket alkalmazva a plazma ¢és cellularis FXIII
referencia tartomanyanak megallapitasat.

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

7. A kidolgozott modszereket alkalmazva a kiilonb6zo FXIII formak

kimutatasat plazmaban és mas testfolyadékokban, sejt lizdtumban.



Anyagok és modszerek

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

A FXII (A,B;) tisztitdsat human plazmabol végeztiik Lorand
modszere alapjan. A tisztitott FXIII-B eloallitasdhoz az A alegységet
ismételt fagyasztas-olvasztds modszerével levalasztottuk a komplexrol,
majd affinitds kromatografiaval tisztitottuk. A FXIII-A alegységet human
placentabol preparaltuk.
A felhasznalt anyagok ¢és moddszerek részletes leirdsa az I. kozleményben

talalhato.

Egér monoklonalis antitestek eloallitasa

A monoklondlis antitestek  eloallitasdhoz ~ Balb/c  egereket
immunizaltunk a tisztitott preparatumokkal az 1. kozlemény megfelelo
fejezetében leirt protokoll szerint. Az immunizalt egér Iépsejtjeit Sp-2/0
myeloma sejtvonal sejtjeivel fuzionaltattuk (29, 30). A hibridomak antitest
termelését indirekt ELISA moddszerrel vizsgaltuk. A pozitiv sejtvonalakat
hatarhigitasos modszerrel klonoztuk. A monoklondlis antitesteket nagyobb
mennyiségben  ascites  folyadékb6él ammoénium-szulfiatos  kicsapas

modszerével nyertiik.

Monoklonalis antitestek szelektalasa

Indirekt ELISA rendszerek segitségével azon antitesteket valasztottuk
ki, melyek egyarant nagy affinitassal kotodtek a megfeleld alegységgel,
valamint a komplex FXIII-al és nem mutattak aspecifikus reakcidt mas

antigénekkel.



Az anti-FXIII-A antitestek epitdp specificitdsat kompeticios direkt ELISA-
val valamint indirekt ELISA-ban az additivitasi indexek szdmolasaval

vizsgaltuk (IV. kozlemény, 11. oldal, 2. 6. fejezet).

Monoklonalis antitestek jelolése

A tisztitott és megfeleld kritériumok szerint kivalasztott antitesteket
vagy torma peroxidaz enzimmel (HRPO) konjugéltuk (31) vagy biotinnal
jeloltiik cukor oldallancon keresztiil (32).

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

A szelekcios 1épések soran kivalasztottuk az 1D2D6 kodjelti anti-
FXIII-B ¢és 3A6H7 kodjelt anti-FXIII-A antitesteket €s biotinnal jeldltiik.
A 3B2H12 kodjelt anti-FXIII-A antitestet HRPO enzimmel konjugaltuk. A
harom antitest felhasznalasaval egylépéses szendvics ELISA moddszereket
dolgoztunk ki a plazma (I. kézlemény, 269. oldal, Assay Procedure fejezet)
¢s a FXIII-A alegység (IV. kozlemény, 10. oldal 2. 5. fejezet)

meghatarozasara.

A plazma  FXIII  koncentraci6 referencia  tartomanyanak
meghatarozasa a kidolgozott ELISA modszerrel

A referencia mintavételi csoport 189 egészséges egyénbdl (102 no, 87
ferfi) allt. A plazmamintak gy(jtésének ¢és taroldsanak modja az 1.

kozlemény 269. oldalan a harmadik bekezdésben talalhato.
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Thrombocyta lizatum készitése
A thrombocyta lizatumot 41 egészséges véraddo mosott thrombocyta

e

oldalanak elso6 bekezdésében talalhato.

Mas modszerek

A FXIII aktivitas meghatarozasa az intézetiinkben kifejlesztett
spektrofotometrids modszerrel tortént, mely szubsztratként egy szintetikus
12 tagt peptidet és glicin etilésztert hasznal (20).
A FXIII Val34Leu polimorfizmus kimutatdsa az intézetiinkben kifejlesztett
detektaldo modszerrel tortént, mely az amplifikaci6 soran generalt restrikcios

hely (ACRS — amplification created restriction site) elvén alapul (33).

Bronchoalveolaris mosas

61 gyermeknél végeztiink bronchoalveolaris mosast, koziililk 33
esetben sulyos bronchitis (25 fiu, 8 lany, életkor: 1-15 év, x=2,743,2 ¢év), 8
esetben fibrotizal6 alveolitis (5 fia, 3 lany, életkor: 2-14 év) igazolodott. 22
esetben (€letkor: 2-14 év, x=6,8+5,2 ¢év) idegen test aspiracidjanak gyanuja
miatt tortént moséas, de az aspiracid6 ¢és bronchidlis gyulladds nem
igazolodott, ezért ezt a csoportot kontrollnak tekintettiik. A
bronchoalveolaris mosast altatds alatt végeztik a mar kordbban leirtak
alapjan (34). A mosast steril, 37°C-os izotoénids NaCl oldattal végeztik. A
visszanyert folyadékot steril nylon szoveten keresztiil szirtiik, majd ezt
kovetoen 10 percig 800 x g-n centrifugaltuk. A sejt szuszpenziot 0,2% borju
szérum albumint tartalmaz6 RPMI tapfolyadékban szuszpendaltuk. A sejtek
¢letképességét trypan kék festék kizards alapjan allapitottuk meg. A

sejtosszetételt May-Griinwald-Giemsa festés utdn kenetbdl szamoltuk. A
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crer

meg (Behring BN 100, Germany).

Statisztikai modszerek

A FXIII ELISA meghatarozasok kalibracios gorbéit négyparaméteres
logisztikus  gorbe illesztésével készitettiik Genesis-Lite  software
segitségével (Labsystems, Helsinki, Finland).
Kolmogorov-Szmirnov teszttel vizsgaltuk, hogy a FXIII koncentracio
eloszlasa a referencia populacioban normal eloszlast kovet-e.
A referencia tartomany megallapitdsa soran a National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (Villanova, PA) kovetelményei
szerint jartunk el. A férfi és no1 referencia csoportok eredményeit a z teszt
alkalmazasaval vetettiik Ossze.
CBstat program segitségével. A tengelymetszet nullatdl valo eltérésének
szignifikancidjat Student t-teszttel ellenoriztiik. A normalizalt értékeket
Bland-Altmann-féle grafikonon abréazoltuk.
A kontroll €s beteg csoportok bronchoalveolaris moséfolyadékaban mért
FXIII koncentraciok kozotti eltérés szignifikanciajat Mann-Whitney U

probaval teszteltiik.
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Eredmények

I. Egy 1épéses szendvics ELISA modszer kidolgozasa a plazma XIII-as

faktor mérésére, a modszer evalualasa

FXIII specifikus monoklonalis ellenanyagok eloallitasa.

Az izolalt FXIII-A alegységgel torténdé immunizalast kdvetden 38 db
pozitiv hibridomat szelektaltunk. Az antigénhez valdo kotodés erdssége
alapjan koziilik 23 vonalat klonoztunk. Az antitestek tobbsége indirekt
ELISA-ban torténd tesztelés alapjan egyarant kotodott a szabad és a
komplexben kotott A alegységhez is, harom csak a szabad A alegységet
ismerte fel.

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

legerosebb kotodést mutatd hibriddomat klonoztuk.

Egylépéses szendvics ELISA modszer a plazma FXIII koncentra-
ciojanak meghatarozasara.

A kiilonb6zo, HRPO enzimmel jeldlt anti-FXIII-A és jeldletlen anti-
FXIII-B monoklondlis antitesteket paronként kombindlva szendvics ELISA-
ban, kivalasztottuk az anti-FXIII-B 1D2D6 ¢és az anti-FXIII-A 3B2H12
antitesteket az ELISA kidolgozasara. Az anti-FXIII-B antitestet biotinaltuk,
ami lehetové tette, hogy streptavidinnel fedett ELISA lemezt alkalmazva a
plazma FXIII-t tartalmazd mintat vagy standardot és a két antitestet egy
Iépésben mérjiikk a lyukakba (I. koézlemény 1. dbra). Ezaltal az ELISA

kivitelezésének az ideje jelentdsen lerdvidiilt (kb. 2 6ra).
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A kidolgozott ELISA mddszer specifikus a plazma FXIII-A,B,-ra, az izolalt
alegységekkel nem ad reakciot (I. kozlemény, 2. abra), fizioldgids
koncentracidban jelenlévd fibrinogén ¢és mas plazma komponensek az
antitestek kotodését nem zavarjak (I. kozlemény, 1. tdblazat).

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

plazma koncentracio 0,05 %-anak kimutatdsat is lehetové teszi.

A plazma FXIII referencia tartomanyanak megallapitasa
kidolgozott ELISA mddszerrel, 14-28 mg/L plazma FXIII referencia
tartomanyt hatdroztunk meg. Nem talaltunk kiilonbséget férfiak és ndk

kozott (1. kozlemény, 2. tablazat).

Az ELISA-val meghatarozott plazma FXIII Kkoncentraciok

osszehasonlitasa a spektrofotometrias aktivitas mérés eredményeivel.
141 egészséges ¢és 200 beteg plazmijanak a két moddszerrel mért

FXIII koncentracidjat 6sszehasonlitva linedris 6sszefliggést tapasztaltunk

r = 0,893 korrelacios értékkel (II1. kdzlemény, 6. abra).

Val34Leu FXIII polimorfizmus hatasa a plazma FXIII szintjére

kapott koncentracidok eloszldsa a normadl eloszlast kovette. Nem taldltunk
szignifikédns kiilonbséget a vad tipusu allélt ill. a mutaciét homo- vagy
heterozigota formaban hordozé egyének plazma FXIII koncentracioja kdzott

(I1. kozlemény, 3. abra).
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I1. Egylépéses szendvics ELISA a FXIII-A meghatarozasara plazmabol

és sejt lizatumbol, a modszer alkalmazasa

A modszer kidolgozasa és evalualasa

Az anti-FXIII-A monoklonalis antitestek koziil kivalasztottuk a
3B2H12 ¢és 3A6H7 ellenanyagpart €s igazoltuk, hogy az A alegység
kiilonb6zo epitopjait ismerik fel (IV. kozlemény 3.1. fejezet, 1. abra). A
3A6HT7 antitestet biotinaltuk, a 3B2H12 antitestet HRPO enzimmel jeloltiik
¢s egy a plazma FXIII ELISA-val megegyezo elven mikédd ELISA
modszert dolgoztunk ki (IV. kdzlemény 2.5. fejezet).
A kidolgozott mdédszer mérési tartomanya 0,4 - 40 pug/L, érzékenyseége a
normal plazma koncentracié 0,04 % -anak meghatarozasat is lehetové teszi
(IV. kozlemény 3.2. fejezet). A modszer azonos mértékben mutatja ki a
FXIII-A alegységet a plazméban ¢€s a cellularis formaban (IV. kozlemény 3.
abra).

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

modszerrel, eros korrelacidt (r= 0,965 ), linedris dsszefiiggést talaltunk. A
regresszios egyenes meredeksége 0,52, ami jol egyezik az alegységek
molekulatomege alapjan szamitott 0,51 elméleti értékkel. Ez az eredmény is
azt igazolja, hogy a FXIII-A ELISA modszer azonos mértékben ismeri fel a
szabad és komplexben kotott FXIII-A-t (IV. kézlemény 4. abra). A FXIII-A
ELISA-val mért eredmények az aktivitds mérés eredményeivel is jo

korrelaciot mutattak (r=0,870) (IV. kozlemény 5. abra).
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Thrombocytak FXIII-A tartalmanak meghatarozasa

41 egeészséges egyén mosott thrombocytainak lizatuméaban
meghatarozott FXIII-A koncentraciok alapjan egy thrombocyta FXIII
tartalmat 60 +10 fg mennyiséglinek becsiiljiik, ami kb. a sejt 0sszfehérje

3%-anak felel meg.

Bronchoalveolaris mosofolyadék FXIII koncentraciojanak
meghatarozasa

meg a kidolgozott két ELISA modszerrel. A  kontrollokndl a
mosofolyadékokban FXIII-A;B,-t nem tudtunk kimutatni, csak FXIII-A,-t
nagyon alacsony koncentracidban (4,43+3,43 pg/L). Sulyos bronchitis és
alveolitis esetén a mosofolyadékok FXIII-A, koncentracigja szignifikansan
megemelkedett (25,23+16,9 ill. 15,14£9,2 ug/L) és megjelent a FXIII-A,B,
(11,0£10,9 1ill. 7,1£7,9 pug/L) ami a plazmébol torténd atszirddést jelez
igazolhatdo vérzés nélkiil (1. abra). A mért FXII koncentraciokat a
mosofolyadékok  albumin  koncentracidjara  vonatkoztatva a  két

betegcsoportban szintén szignifikans emelkedést tapasztaltunk (1. tablazat).

1. tablazat
A BAL mosoéfolyadék mintdk albuminhoz viszonyitott relativ FXIII A, és
FXIII A,B; koncentracioja

Bronchitis (n=33) Alveolitis (n=11) Kontroll (n=22)
atlag £ SD atlag £ SD atlag = SD
FXIIT A2/albumin 0,23 £0,13 0,16 £0,15 0,10 £ 0,06
pg/mg
FXIII A2B2/albumin | 0,10 0,12 0,04 £ 0,04 0
pg/mg
Albumin 117 £ 69,7 148,5 £ 129,9 43,9 +£28,4
mg/L
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Bronchoalveolaris mosofolyadék mintak a: FXIII-A és b: plazma FXIII
A,B, koncentracidja kiilonbozd betegcsoportokban: kronikus bronchitis

(n=33), alveolitis (n=11), kontroll (n=22).
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Megbeszélés

crer

sziikséges:

= QOroklott FXIII deficiencidk diagnozisa és osztalyozasa,

=  Szerzett FXIII deficiencidk diagndzisa €s monitorozasa,

= FXIII p6tlo terapia kovetése,

= FXIII koncentracid, mint rizikd tényezd, meghatdrozasa artérids

érbetegségekben és vénas trombozis soran.

Mint azt a bevezetésben emlitettiik, a FXIIT meghatdrozasa alapvetoen két
méddon lehetséges: a FXII aktivitdAs mérésével ¢€s immunologiai
modszerekkel. Az UV spektrofotometrias FXIII aktivitds meghatarozas az
egyszerlisége, gyorsasaga, automatizalhatosaga miatt egyre inkabb elterjed a
rutin laboratériumokban ¢€s valdban jol alkalmazhatd szlrotesztként.
Azonban a mddszer érzékenysége nem teszi lehetoveé 5 % -nal alacsonyabb
FXIII aktivitds kimutatasat. Sulyos FXIII hidny esetén mindenképpen
érzékenyebb modszerek alkalmazasara van sziikség. Az amin inkorporacios
modszerek alkalmasak erre a célra, de azok munka- és 1ddigényesek, nem
kidolgozott moédszerek ezeket a hibakat elkeriilhetik. Szamos immunolégiai
modszert  kidolgoztak és  kozdltek a  FXII  koncentracidjanak
meghatirozasara (24-28). Egy kivételével ezek mindegyike a FXIII
valamelyik alegységét mérte poliklondlis antitestek segitségével. Az
megadni a komplex mennyiségét, mert a B alegység feleslegben kering a
plazmaban, az A alegység pedig - bar normal koriilmények kozott teljes

egészében komplexben kotott — B alegység hidnyban (esetleg a m4; altal

crcr
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szabadon is elofordul. A helyzetet bonyolitja, hogy a FXIII kimutatdsara
mas testfolyadékokbol, sejtekbol is sziikség lehet, ahol a koriilmények a
plazmétol teljesen eltéroek. A fent emlitett modszerek masik problémaja,
hogy e moddszereket nem kalibraltak tisztitott FXIII preparatum
segitségével, igy a koncentracido csak a normal kontroll % -dban volt
megadhaté. Nem  vizsgaltdk  tovabba, hogy az  alegységek
Osszekapcsolodasa, a fibrinogénhez valdo kotodése milyen mddon
befolyasolja az antitesteknek FXIII alegységekkel torténd reakciojat.
Yorifuji és mtsai két szendvics ELISA modszert allitottak 0ssze a plazma
FXIII mérésére (27). Az els6 modszerben poliklondlis anti-FXIII-B volt az
elfogd antitest és HRPO-val jelolt poliklonélis anti-FXIII-A-t hasznéltak
detektalo antitestként. Ezen modszernél alacsonyabb plazma higitasok
esetén a fibrinogén interferdlt az anti-FXIII-A antigénjéhez torténd
kotodésével. A masik ELISA-ban monoklonalis anti-FXIII-B volt az elfogo,
a poliklonalis anti-FXIII-B a detektalo antitest. A komplexben kotott FXIII-
B alegységre specifikus monoklondlis antitest azonban bizonyos mértéki
keresztreakcidt a szabad B alegységgel is mutatott, ami a komplex FXIII
folémerését eredményezte.

Az altalunk kidolgozott ELISA modszerekben a FXIII-A,B, és FXIII-
A, meghatdrozasara egy anti-FXIII-B ill. két (kiilonb6z6 epitopot felismero)
anti-FXIII-A monoklondlis antitestet alkalmaztunk, melyek koziil az egyik
anti-FXIII-A antitestet HRPO enzimmel, a masik anti-FXIII-A és az anti-
FXIII-B antitesteket biotinnal jeloltik. A HRPO enzimmel jelolt antitest
azonos volt a két rendszerben. Streptavidinnel fedett lemezben a
meghatarozas lényegesen gyorsabb az el6z6 moddszereknél, 2 6ran beliil
kivitelezhetd. Mivel a plazmaban a FXIII fibrinogénhez kapcsolodva kering,
fontos volt igazolni, hogy a tisztitott FXIII fibrinogénhez valé kotodése

egyik antitest kotddését sem befolyasolja. Tisztitott FXIII-hoz adott
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fibrinogén nem befolyasolta a mérési eredményeket. Ezt igazolja az az
eredmény 1is, hogy normal vagy FXIII hidnyos plazméhoz adott tisztitott
FXIII visszamérése a két ELISA-ban kozel 100 % volt. A plazma FXIII
ELISA-val mért eredményeket a tobbszords molaris feleslegben jelenlévo
szabad alegységek sem befolyasoltak.

A plazma mintdk t6bb hoénapos —20 °C-on torténd taroldsa nem
befolydsolta a mérési eredményeket. Az altalunk kidolgozott ELISA-k
FXIII-A ELISA esetén a B alegységek A alegységekhez valo kotodése sem.
Plazma FXIII ELISA esetén a jelenlévo szabad alegységek nem interferaltak
a meghatdrozassal. Ezért a meghatarozdsok soran lehetové valt egy
kereskedelmi forgalomban kaphatdo referencia plazma masodlagos
kalibraloként vald hasznalata, melynek FXIII koncentracidjat nagy
tisztasagu, friss FXIII preparatumot kalibraloként hasznalva allapitottunk
meg.

A moddszerek nagy érzékenysége €s jO reprodukalhatdsaga egészen
alacsony (~0,05 %) FXIII koncentraci6 kimutatasat is lehetové teszi. Ennek
nemcsak a sulyos FXIII deficiencidk diagnozisaban és a potlo terapia
monitorozasaban van jelentdsége, hanem tudomanyos jelentdséggel is bir,
lehetoveé teszi az igen alacsony FXIII koncentracio (ng/mL) kimutatasat mas
testfolyadékokbol, sejtekbol is. A kidolgozott modszereket alkalmazva
kimutattuk, hogy gyulladdsos tlidobetegségekben az alveolaris felszinen
megjelenik a plazma FXIII, és a cellularis FXIII mennyisége is
szignifikdnsan emelkedik a kontroll csoporthoz képest.

Az NCCLS eloirasait kovetve megallapitottuk a plazma FXIII
referencia tartoméanyat (14-28 mg/L). Az altalunk kapott atlagérték (21
mg/L) jo egyezést mutatott az egyetlen kozolt kis egyedszdmu referencia

csoporton mért atlagértékkel (21,6 mg/L) (27). A koncentraciok eloszldsa a
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normal eloszlast kovette, a nemek kozott nem talaltunk eltérést. A Val34Leu

mutacio nem befolyasolta a FXIII plazma szintjét.
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FUGGELEK

Roviditések jegyzéke

FXIII: XIII-as véralvadasi factor
FXIII(A2B2): plazma FXIII

FXIII(A2): cellularis FXIII

FXIlIa: aktivalt FXIII

FXIII-A: FXIII A alegység

FXIII-B: FXIII B alegység

a2-PI: a2-plazmin inhibitor

HRPO: torma peroxidaz enzim

ACRS: amplification created restriction site
NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards

BAL: bronchoalveolar lavage

32



