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I. A XlllI-as faktor (FXI11) struktaraja és funkcidja

1/ A EXIII aktivaciojanak vizsgalata molekula modellezési, molekuléris biologiai és
fehérje biokémiai modszerekkel

a. Az aktivacios peptid lehasitasa és szerepe az aktivalt FXIII stabilizaciojaban

A thrombin aktiv helyéhez dokkolt modell FXIII aktivacids peptid (AP) fragmens
(,extended” konformacio) és a kiserleti rontgendiffrakcios (B-turn konformacio,
Sadasivan és Yee: J.Biol. Chem., 275, 36942, 2000) szerkezetekbdl kiindulva
molekula-dinamikai szimulaciokat végeztink, hogy (a) megallapitsuk, hogy a
thrombin-FXIII kélcsénhatas soran melyik konformacio a valosziniibb és (b) ezt a
val6szintiseget hogyan befolyésolja a Val34Leu polimorfizmus. Béar 3ns szimulacios
id6 (AMBER program) alatt pB-turn-> ,extended” vagy ,extended”->B-turn
konformaécids valtozast nem észleltlink, az megallapithat6 volt, hogy a Leu34 varians
a P-turn konformaciot kevésbé preferalja a Val34 variansnal. Ebbél, valamint
molakulagrafikai analizisbél és szabadentalpia perturbaciés moddszerrel kapott
eredményeinkbél (AMBER) azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a FXIII-thrombin
kolcsbnhatds soran az AP az “extended” konforméciét preferalja a p-turn-nel
szemben. Eredményeink tehat az oldatfazisi NMR mérésekbdl levonhat6 (Trumbo és
Maurer: Biochemistry, 41, 2859, 2002) kdvetkeztetéseket tamasztjak ala szemben a
rontgendiffrakcios mérések eredményeivel.

A FXIII rontgendiffrakcios szerkezetébdl kiindulva molekula szimuléciés in
silico kisérltsorozat elvégzését kezdtik el a teljes FXIII A, dimerjére explicit
oldészermodellt alkalmazva. Bar a rendkivil idéigényes szimulacios kisérletsorozat
(@ szimuldlt rendszer tébb mint 200 ezer atomot tartalmaz) még tavolrdl sem
tekinthet6 befejezettnek, a szimulacids trajektdria analizisébol: 1) A fentebb emlitett
B-turn konforméacié akar atmeneti meglétét eddig nem észleltik. 2) AP hasitési
helyének kornyezetében a peptidlanc kilénosen flexibilisnek adddik. (Ez érthetd,
hiszen az adott peptidszakasznak optiméalis konformaciot kell felvenni a thrombin-
FXI1I kdlcsdnhatashoz; értelmezhetéve valik egyuttal az is, hogy az adott szerkezeti
részlet miért nem ,,latszik” rontgendiffrakcidos modszerrel.) 3) Az AP a core domain-
hez (toébbek kozdtt) erés séhidas hidrogén kotesekkel kotodik, amelyek a szimulécid
eddigi (~4ns-ot feldlel6) szakaszaban intaktak maradtak. (Ezeknek valdszinilleg donto
szereplk van abban, hogy a thrombin altal mar lehasitott AP tovabbra is a FXIII
feluletén marad.) A molekula modellezéssel kapott eredmények mara alltak 6ssze
agy, hogy kozlemény formajaban is publikalhassuk.

Elméleti megfontolasokbdl eddig egy rekombinans mutanst allitottunk el6 és
vizsgaltunk. Ebben a 37-es pozicidban 1évé arginint glutaminra cseréltik (R37Q) , s
vizsgaltuk az igy el6éllitott fehérje aktivacidjat. Kimutattuk, hogy a thrombin a Q37
mutanst nem képes hasitani, ugyanakkor Ca®* jelenlétében a vad tipust celluldris
FXIIl-hoz hasonléan a mutans zimogén formaban is aktivalodik, s ezt a nem
proteilitikus aktivaciot a magas ioner6 mindkét esetben jelentésen meggyorsitja. Az
eredmények azon korabbi feltételezéstinket tamasztjak ala, mely szerint az aktivacios
peptid hasitdsa nem sziikséges az enzim aktiv centrumanak kialakitasahoz, és a
transzglutaminaz aktivitas megjelenéséhez. Utdbbi kisérletek kapcsolodnak a kutatasi
program 1/1/c pontjéhoz (a Ca®* kationok szerepe a proenzim aktivalasaban). A




munkanak ez a része nemzetkdzi kongresszuson bemutatasra kerilt, de ahhoz, hogy
kdzlemény formajaban is megjelenhessen nagyobb mennyiségiic mutans fehérjét
igényl6 részletes biokémiai-enzimologiai karakterizalasra van szikség. Jelenleg
tudtunk beszerezni egy erre alkalmas készlléket, melynek segitségével megkezdtiik a
muténs fehérje sejtmentes expresszidval nagy mennyiségben torténé eloallitasat.

Az aktivacios peptid szerepének tovabbi vizsgalatara olyan rekombinans
muténst kiséreltiink meg expresszalni, melybdl hianyzik az aktivacios peptid, és Ca®*
jelenlétében spontan aktivalodik. llyen mutéans el6allitdsara vonatkozo kisérleteink
azonban nem hoztak eredményt. A mRNS vad tipusnak megfelelé mennyisegben
torténd kepzodese ellenére enzimatikus aktivitassal rendelkezé fehérjét nem
észleltiink, s a fehérje a sejtben szinte azonnal degradalodott. Ez felvetette azt a
lehetéséget, hogy a FXIII-A az aktivacios peptid nélkil (vagy annak lehasadasaval!)
instabilld valik, azaz, maga az aktivalt FXIII is instabil, s spontan elveszti aktivitasat.
Legujabb, az utolso félévben elkezdett vizsgalataink ezt tamasztjak ald. Kimutattuk,
hogy az aktivalt FXIII aktivitasa 37 °C-on inkubalva gyorsan csokken. Ugyanakkor
semmiféle proteolizis nem detektalhatd. Az eredményeknek az adja meg a
jelentésegét, hogy eddig az aktivalt FXII1 down-reguléciojara vonatkozdan semmiféle
elképzelésiink sem volt, s ez a spontan down-regulacié megmagyardzhatja, miért nem
képzodik extrémen keresztkotott, a fibrinolitikus rendszerek altal eltavolithatatlan
fibrin az alvadas soran.

b. A FXIII-A Val34Leu polimorfizmus hatasa a FXIII proteolitikus aktivaciojara
plazmaban, illetve teljes vérben.

A Kisérletek soran plazmahoz thrombint adtunk, s komplex plazma kornyezetben
vizsgaltuk a fibrinképzoédést, a fibrin y l[anc FXIII &ltal torténd keresztkotését, a FXIII
inkorporacidjat a fibrinhaldba és a FXIII proteolitikus aktivalasat (az aktivacios
peptid lehasadasat), illetve e jelenségek idébeli viszonyat. Kimutattuk, hogy a FXIII
teljes mértékben inkorporalodik a fibrin haldba és proteolitikus aktivalodasa a fibrin
feltletén torténik meg. Az aktivalt FXIII a fibrin haléhoz kotve marad, soha nem
jelenik meg a plazméban vagy szérumban. A FXIII aktivacio beindulasa a fibrin
polimerizacio kezdetét6l fligg, s arra nincs hatassal a Val34Leu polimorfizmus.
Ugyanakkor azt, hogy a FXIII aktivaciéja milyen késéssel koveti a fibrin
polimerizaciot a Val34Leu polimorfizmus l1ényegesen befolyasolja, s Leu34 esetében
a lag fazis igen rovid. E konklaziot olyan kisérletekkel is bizonyitottuk, melyekben
nagy tisztasagu Val34, illetve Leu34 homozigéta egyénekbdl izolalt FXIII-t adtunk
FXIII hianyos plazmahoz (ez esetben a fibrin polimerizacié ugyanakkor kdvetkezett
be, és a Val34Leu polimorfizmus hatasa a fibrin polimerizaciotol fuggetlenil volt
vizsgalhatd). Megkisereltik a vizsgalatokat teljes vérben is elvégezni, szoveti
tromboplasztinnal inditva az alvadas folyamatat. Ez esetben azonban olyan sok
valtozos rendszer befolyasolta a trombin képz6dés idejét, sebességét és a keletkezett
trombin mennyiségét, hogy a rendszer nem latszik alkalmasnak érdemi
kovetkeztetések levonasara. A résztémabol elkeszult kozlemény kozlés alatt all.
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a. A két tipusu alegység 0sszekapcsolddasat akadalyozd monoklonalis ellenanyagok
szelektalasa.

A EXIII A és B alegységei ellen eddig mintegy 100 monoklonélis ellenanyagot
allitottunk el6. Az A alegység ellen termelt mintegy negyven monoklonélis antitest
kozul két olyat talaltunk, melyek csak akkor kotédnek az A alegységhez, ha az szabad
dimer (A,) formaban van, azaz nincs komplexben a B alegységgel. Ugyanakkor ezek



az antitestek, amennyiben elészor az A alegységhez kotédtek nem tudtak
megakadalyozni a B alegység bekotodését. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy vagy a
B alegység leszoritja a gyengébb affinitasu antitesteket az A alegységrol, vagy az A,
formaban lévé A alegysegen meglévé az antitestekkel reagalo strukturalis epitop(ok)
konforméacid valtozas kovetkeztében eltlinnek a B alegységgel képz6do tetramer
(A2By) kialakulésa soran.

Az elsé B alegység ellen termelt monoklonalis antitest széria soran képz6dott
kozel 60 monoklonalis antitest kdzott nem talaltunk olyat melyek csak a szabad B
alegységhez kotédnének. Egy UGjabb immunizacié sordn azonban 5 olyan
monoklonalis antitestet is sikerllt eléallitani melyek csak az izolalt B alegységgel
reagdlnak, az A,B, tetramerrel nem, ill. amelyek a B alegységgel reagélva
megakadalyozzak annak A alegységgel képzett komplexét. A kivalasztott antitestek
ELISA moddszerrel végzett kotédési vizsgalatait az elmult év utolsé hdnapjaban
beszerzett Biacore készllékkel kivanjuk kiegésziteni.

b. A komplex képzsdést gatldé ellenanyagokkal reagalo epitopok, ill. mimotopok
identifikalasa és lokalizacidja az alegységek strukturajaban

Az eredeti tervek szerint az epitop keresését ,,phage display” technikaval terveztik.
Ez a technika azonban hosszas keresés ellenére nem hozott értékelhet6 eredményeket.
Ezért ) epitdp keresési technikak bevezetésével probaltuk(juk) megkdzeliteni a
probléméat. Az egyik ilyen a hidrogén-deutérium (vagy deutérium-hidrogén) cserét
koveté pepszines emésztésen és MALDI-TOF technikaval torténé peptid
identifikalason alapuld technika. Ennek segitségével sikeriillt a B alegységen olyan
peptidet talalni ahol a H-D (D-H) csere lényegesen kisebb, mint a tobbi peptid
esetében. Jelenleg ezen peptidek identifikalasa folyik. Parhuzamosan megkezdtiik a
Pepscan technika epitop kereses céljara tortené felhasznalasat is.

c. Vizsgéalatok FXIII-B delécios és szubsztitucids (kiméra) mutansokkal

Ezen 0j molekuléris genetikai megkdzelités keretében klonoztuk a FXIII B alegységét
és az 5 sushi domennel rendelkezé fehérje esetében olyan mutans klénokat is
készitettiink, melyekbdl egy vagy tébb sushi domént kihagytunk. E mutans klénokat
az 1-es sushi domén Kkivételével sikeriilt expresszalni. Ezt kovetéen a palyazat
keretében ez a munka megszakadt, az e tevékenységben résztvevé Dr. Balogh Istvan
tavozott a munkacsoportbol, e témara 6nallo OTKA palyazatot nyujtott be, melyet ez
évben az OTKA bizottsag jovahagyott.

3/ A EXIII szerepe a thrombocytak funkciojaban

a. A FXIII szerepe a thrombocytak adhézidjaban

A péalyazatot megel6zéen mar kimutattuk, hogy a FXIIlI hianyos betegek
monocytdinak phagocytosisa csokken. Mivel a thrombocytdk adhézidja a
phagocytosis szamos analdgiat mutat ezen elézetes kisérleteket tovabb folytattuk, s
kimutattuk, hogy a FXIII hidnyos monocytakban mind az ellenanyag, mind a
komplement fliggé receptor medialt phagocytosis csokkent, elsésorban az
internalizacié csokkenése miatt. Kimutattuk, hogy a monocytdk macrophagokka
torténé  differencialédasa sordn a FXIII mRNS szintézise a phagocytosis
hatékonysagaval parhuzamosan fokozodik, és a phagocytosis fokozd stimulosok a
FXII szintézisét is fokozzadk. Az e munkabol elkészilt publikaciét a Cellular
Immunology-ban koz6ltiik. Ez volt az elsé olyan kdzlemény, mely a celluléris FXII1I
phagocytosisban jatszott szerepét bizonyitja.




FXII-A hianyos heparinnal alvadasgéatolt betegek vérével a thrombocyta
adheziot és a thrombusképzodést vizsgaltuk aramlasi kortlmények kozott. Izraeli
kollaborécidéban hét FXIII-A hianyos beteg vérét alkalmazva kimutattuk, hogy a
thrombocytak adhézidja kollagén felszinhez, és a képz6dott thrombus magassaga
egyarant csokken. A csokkenés FXIII pétlo terapia (Fibrogammin-P kezelés) utan vett
vérrel nem volt kimutathat6. Az eredmények azt igazoljak, hogy az aktivalatlan FXIII
aramlasi korilmények kozott elésegiti a thrombocytak kollagénhez valé adhézidjat, s
nagy nyiréerénél a FXIII hozzajarul a von Willebrand faktor medialta thrombocyta
adhézidhoz és a fibrinogén medialta thrombocyta-thrombocyta kdlcsonhatéshoz.

b. FXIIl altal kovalensen modositott fibrin(ogén) felszin thrombocyta adhézios
tulajdonsagénak vizsgalata

Kifejlesztettiink egy olyan technikat, melynek segitségével a felszinhez kotott
fibrinogen trombinnal fibrinné alakithatd, s aktivalt FXI11-mal mind a fibrin, mind a
fibrinogén keresztbe kothetd. Statikus és aramlasi korilmények kozaétt, utobbi esetben
kiilénbdz6 nyirdaranynal (100/sec-t6l 2600/sec) megvizsgaltuk, hogy a keresztkotés
hogyan befolyasolja a thrombocytak fibrinhez, illetve fibrinogénhez tértené
adhézidjat. Mind a két esetben azt talaltuk, hogy a keresztkdtés hatasara az adhézid
lenyegesen csokkent, s ez kiilondsen kifejezett volt az artérias aramlasi viszonyoknak
megfelel6 magas nyiréarany esetén. Atomeré mikroszkop segitsegével kimutattuk,
Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a FXIII indukélta keresztkotések a fibrinhez
torténd thrombocyta adhéziot leregulaljak, s ez altal fontos limitald szerepet jatszanak
az artérias rendszerben kialakul6 thrombusok névekedésében. Az elkésziilt
kdzleményt publikéciora benyujtottuk.

c. A thrombocyta FXIII sorsa és szerepe a thrombus érése soran

Fibrinogén oldatban Iévé thrombocyta szuszpenzidban, ill. ennek granulocytakkal
kiegeészitett valtozataban vizsgaltuk a trombin adasat kovéen képzodott fibrin
keresztkotéset. Megéllapitottuk, hogy a thrombocytakbol még hossza (4 6rés)
inkubacio utan is csak minimalis FXII kerul ki, s igy a fibrin kersztkotése is
minimalis. Eredményeink szerint a thrombocytakban Iévé nagy mennyiségi FXIII az
alvadékba még granulocytak jelenlétében sem szabadul ki, s gyakorlatilag csak a
plazma FXIII vesz részt a fibrin keresztkotésében. Granulocytak jelenlétében
meglepetesinkre gyakorlatilag teljes fibrinolizis kovetkezett be, igy a fibrin
keresztkotesersl nem beszélhettiink.

Amennyiben nem tiszta fibrinogén oldatbdl indultunk ki, hanem teljes
plazmabdl a granulocyta medidlt ,alternativ” fibrinolizis joval kisebb mértékii volt,
bar a granulocytak szaméanak emelésével es az inkubacids id6 hosszabbodasaval
fokozddott. Kisérleteket végeztink FXIII hianyplazmaval ill. FXIII mentes
fibrinogénnel annak érdekében, hogy felderitsiik a FXIII esetleges véd6 szerepét a
granulocytak altal medalt fibrinolizisben. Ugy talaltuk, hogy a FXIII sem tisztitott
rendszerben, sem plazma korilmények koézott nem tolt be védo szerepet és nem
befolyasolja a lizis mértékét.

A Kisérletek soran mintegy mellékleletként igen érdekes felfedezést tettiink.
Kiderilt, hogy a granulocyta protedzok igen gyorsan lebontjak a plazma FXIII A és B
alegysegét, s ez a hatés, bar valamivel lassabb, de jelentés a plazmabol képzoédott
fibrin alvadékban is. Ez azért fontos, mert a plazma FXIII fibrin alvadékban torténé



eddig ismeretlen down-regulacidjanak egyik fontos mechanizmusanak tarthato.
Megkiséreltik a mechanizmusban résztvevé protedzokat is identifikalni, specifikus
proteaz inhibitorok segitségével. Kiderilt, hogy a FXIII proteolizisében az elasztaz
jatszik fontos, bar korantsem kizardlagos szerepet. A katepszin G és a matrix-metallo-
protedz 9 szerepe kevéshé fontos. E protedzok inkabb az elasztaz altal képzett
elsédleges lebontasi termékek tovabbi hasitdsaban jatszanak szerepet (gatlasuk esetén
a FXII A alegyseghol keletkezett 53 és 55 kD hasadasi produktumok
felszaporodnak). A plazma f6 elasztaz inhibitora, az oy antitripszin jelentés védo
hatassal bir a FXIII alegysegek granulocyta protedzok altal torténé lebontasaval
szemben, azonban ez a géatlas kozel sem teljes. Utdbbi magyarazza, hogy plazméabol
képzodott alvadékban is jelentés a FXIII alegysegek lebontasa. E most elkészilt
munkabol sikeres eléadast tartottunk a Basel-i FXIII szimpoziumon, a kdzlemény
Osszeallitasa folyamatban van.

4. Faktor XllI-at gatlo peptidek eldallitasa és hatasuk vizsgélata

E részfeladat a terveknek megfeleléen 2004-ben kezdodott. o, plazmin inhibitor
(a2P1) N-termindlis peptidjenek (mely kordbbi eredményeink szerint az aktivalt FXIII
kitiin6 szubsztratja) megfelelé szubsztrat analogokat allitottunk elé és megvizsgaltuk
ezeknek a transzglutanindz reakcioban kifejtett gatlé hatasat, ill. kompetitiv szubsztrat
funkciojat. Eddig a kovetkezé eredményeket kaptuk: a dodekapeptid C-termindlis
lizin reziduumanak az elhagyasa nem befolyasolja lényegesen a FXIlla aktivitasat,
azaz a 11 tagl peptid is jol alkalmazhaté szubsztratként. Tovabbi reziduumok
elhagydsa a 7-tagl peptidig csokkenti a peptidek szubsztratként vald
felhasznalhatdsagat, amely ennél kisebb peptid esetén megsziinik. A 12 tagu peptid 4-
es poziciojaban 1évé glutamin aszparaginra cserélése csokkenti a katalitikus
effektivitast, azaz ennek a reziduumnak szerepe van a hatékony enzim szubsztrat
kapcsolatban. A 2-es pozicidban Iévé glutamin aszparaginra valo cserélését kdvetéen
a peptid megszinik szubsztratkent funkcionalni, ugyanakkor gatolja a FXllla
aktivitasat. Ha a 2-es és 4-es pozicidban lévo glutamint egyarant aszparaginra
cseréljik a gatlé hatas csokken. Tekintettel arra, hogy a jelenleg rendelkezésiinkre
allo peptid gatlé hatdsa még nem éri el azt a mértéket, mely in vivo kisérleteket
megalapozhat, gatlé hatast mutaté peptidbél kiindulva a molekula modellezést is
igénybe véve még hatékonyabb géatld peptidek (vegyuletek) kialakitdsan dolgozunk.

Il. Klinikai FXI11 kutatasok

1/ A EXIII meghatdrozasara és kimutatisra szolgalé6 modszerek kidolgozésa, illetve
tovabbfejlesztése

a. Kinetikus kromogén teszt a FXIII aktivitas mérésére

Rajottlink, hogy egyes a kereskedelemben forgalmazott FXIII assay-k sulyos FXIII
hidnyos betegek esetében Iényegesen folémérik a plazma FXIII szintjét. Ez a beteg
allapotanak és a terdpia hatékonysaganak megitélésénél komoly problémékat okoz.
Kideritettllk, hogy ennek oka a reakcid elegyben lévé glutamin szubsztratbdl nem
FXIIl altal enzimatikusan felszabadul6 ammonia, illetve a plazméaban jelenlévd
piruvat lebomlasabol szarmazé NADH konszumpci6. Kimutattuk, hogy a FXIII
aktivitas gatlasa mellett mért plazmavak beiktatasaval a foléméres kikliszobolhets. A
kordbban kifejlesztett UV kinetikus tesztlinkben jodacetamiddal gatoltuk a FXIlla
aktivitast, s az igy el6allitott plazma vak levonasaval a problémat kikiszoboltik. A
munk&bol a kdzlemény a Journal of Thrombosis and Haemostasisban jelent meg.




Kimutattuk, hogy a FXIII koncentrdtum mérésére modszeriink akkor is
alkalmazhatd, ha a FXIII koncentratum higitasa puferrel térténik, mig a Behring-Dade
modszer csak akkor, ha a higitdst FXIII hidnyos plazméval végzik. Az ezzel
kapcsolatos kdzlemény 6sszeallitas alatt van.

A EXIII aktivitas mérésére szolgald kinetikus UV és ELISA tesztiinket
alkalmazva reszt vettink az elsé FXIII WHO plazma standard kidolgozasaban, ill.
annak koordinalasara alakult FXIIl Standardization Working Group munkajaban. A
standardizacidval kapcsolatos kozlemény rovidesen elkészil, a szintén ezzel
kapcsolatos nomenklaturardl szol6 kdzleményinket a J Thromb Haemost kozlésre
elfogadta.

A trombinnal és Ca®*-val aktivalt FXIII &ltal katalizalt transzglutaminaz
reakcio soran felszabadult ammoniat glutamin szintetaz enzimmel glutaméatba
épitettik be, mikdzben ADP-bél ATP keletkezett. Az ADP-t piruvat kindzzal
visszaalakitottuk ATP-vé, s a keletkezé piruvat mennyiségét piruvat oxidaz-peroxidaz
reakcidval kromogén szubsztrattal mértik. A reakcié mikodott, de linearitisa
meglehetésen limitaltnak bizonydlt, ezért tobb mas lehetéseget is Kiprobaltunk. E
proballozédsok kozil a nagy érzékenységi “scintillation proximity assay” kidolgozésa
a FXIII (és altalaban a transzglutamindzok) meérésére volt igazan sikeres. A biotinalt
glutamin oldallancokat tartalmazd szubsztratot streptavidinnel fedett scintillacids
mikrotiter lemezhez kapcsoltuk és a transzglutaminazok altal kovalensen a peptidhez
kotott radioaktiv amin szubsztrat szintillaciot idézett el6 a lemezben, amit megfelel6
mérbéeszkozzel kvantitative mérni lehet. A modszert és a modszer levizsgalasanak
eredményeit az Analytical Biochemistry-ben kozoltuk.

b. Modszer kifejlesztése a FXIII-A intracellularis kimutatasara aramlasos
citometriaval és a modszer alkalmazasa az acut myeloid leukaemidk (AML)
A monocyta eredetii acut myeloid leukémiak (AML) pontos azonositasat igen
megneheziti, hogy nem rendelkezink megbizhatdé merkerekkel mely a teljes
monocyta érés sordn kimutathatd lenne. Ennek megfeleléen a myeloblastos és
monoblastos leukemiak elkilonitése gyakran nehézségekbe utkozik. Vizsgalataink
soran arra kerestink valaszt, hogy (i) milyen az intracellularis FXIII-A megjelenés
kilénb6z6 acut myeloid leukémiakban (ii) milyen a FXII1-A reakcid szenzitivitasa és
specificitdsa kilonb6zé myeloblast és monoblast sejtvonalakon (iii) mennyire
hasznélhatd a teszt rezidualis betegség kimutatasara. A klinikai mintak vizsgalata
soran 86 de novo AML, 6 kronikus myelomonocytas leukémia és 12 normal minta (7
csontvel6 és 5 periférias vér) analizisére kerllt sor 3 szinii aramlasi citometriai
analizissel. A FAB beosztas szerinti MO, M1 és M2 AML tipusokban megjelend
blastokban a FXIII-A intracitoplazmatikus megjelenése atlagosan 10% alatt volt, mig
M4 és M5 tipusi AML-ekben 50% feletti pozitivitdas mutatkozott. A FXIII-A
szenzitivitdsa az M4 és M5 altipusokban jelentésen meghaladta az altalanosan
alkalmazott CD14 reakcio szenzitivitasat. A fluoreszcencia intenzitasok analizisekor
azt taléltuk, hogy ellentétben pl. a myeloperoxidazzal a FXIII-A reakcid intenzitasa
magasabb a leukémias sejtekben, mint a normal monocytakban. A FXIII-A reakcio
joval érzékenyebbnek mutatkozott rezidualis betegség kimutatasara is. A sejtkultirak
analizise azt mutatta, hogy a myeloblast érése soran nem expresszalodik FXII1-A mig
a monoblastok érése soran joval megel6zi a CD14 megjelenéset és szenzitivebb mint
a CD64. Eredmeényeink alapjan a FXIII-A megbizhato intracitoplazmatikus marker a
M4, M5 M7 AML-ben és a kronikus myelomonocytas leukémiaban. A munkabdl
elkészilt kozlemeny a Thrombosis and Haemaostasis folyoiratban jelent meg.



c. FXIII szint meghatarozasa a thrombocyta rendszer kvantitativ rendellenességei
esetében

Az autoldg periférias vér dssejt transzplantacio elokészitésekor alkalmazott csontveld
ablacio sordn mind a monocyta, mind a thrombocyta szint rendkivil erésen csokken,
a monocyta szint azonban ezt kdvetéen gyorsan, mig a thrombocyta szint lassan,
mintegy 2 hét mulva kezd emelkedni, s a 4. hétre visszatér az eredeti szintre. A
plazma FXIIl aktivitas és koncentracid6 a thrombocytaszam csokkenésével
parhuzamosan csokken és a két paraméter (thrombocyta szam és FXIII szint)
szignifikans korrelaciot mutatott. A monocytaszam csokkenésevel ilyen korrelaciot
nem taldltunk. Az csontvel6 aplasids fazisban a thrombocytaszam csokkenése
mintegy 95 %-o0s, ezzel szemben a FXIII csokkenés csak 25 %-o0s volt. A valtozas
idébeli kinetikajanak az elemzése azt bizonyitja, hogy csontvelé aplasias betegekben
— ellentétben az egészséges egyénekkel — extra-haematopoietikus sejtek is
szintetizaljak az FXIII-A alegységét. E munkabol készilt kozlemenyt a Blood
Coagulation and Fibrinolysis kdzolte.

Elvégeztik a magas thrombocytaszammal jar6 myeloprolipherativ
megbetegedésekben is a plazma FXIII aktivitds és szint meghatarozasat.
Eredményeink azt mutatjak, hogy mind essentialis thrombocytaemidban, mind egyéb
myeloprolipherativ megbetegedésben a FXIII szintek megemelkednek. Néhany igen
nagy thrombocyta szammal jar6 esetben extrémen magas FXIII szinteket lehetett
mérni. A betegek hidroxiureaval torténé kezelése csokkenti a thrombocytaszamot és
ezzel parhuzamosan az FXIII szintet is. Az eredmények azt mutatjak, hogy a nagy
mennyisegben keépzoédott, sérilékeny, magas turnover-ti thrombocytakbol kikerilo
FXIII-A résztvesz a plazma FXIII szint kialakitasaban. Feltételezziik, hogy a magas
FXII1 szint hozzajarul e betegek fokozott thrombosis hajlamahoz. A munka elkésziilt,
az ebbolkészilt kozleményt dsszeallitottuk.

Kilonb6z6 destruktiv és hyporegenerativ thrombocytopenias betegek FXIII
szintjének vizsgalata jelenleg is folyik.

A thrombocyta rendellenések vizsgalatat ki kivantuk terjeszteni a kvalitativ
thrombocyta rendellenességekre is, hiszen el6kisérleteink szerint pl. Glanzmann
thrombastheniaban a thrombocyta fehérjek FXIlIla altal térténé keresztkotése
modosul. E vizsgalatokhoz jelenleg a Glanzmann thrombasthenias betegek
molekularis genetikai és fehérje biokémiai karakterizalasa folyik. Az elsé ilyen beteg
vizsgalatanak eredményeit a Thrombosis and Haemostasis folyoirat kdzolte, a
masodik beteg vizsgalata is befejez6dott, ennek anyagat nemzetkdzi kongresszuson
prezentéltuk, a kdzlemény 6sszeéllitasa folyamatban van.

d. A FXIHI Val34Leu polimorfizmus és FXIII szint, illetve aktivitas meghatarozas
occlusiv arterias megbetegedésben

Felmérve, hogy a tervezett Kkisérletekhez szlikséges nagyszami Val34Leu
polimorfizmus meghatarozas szlikséges kiderilt, hogy a hagyomanyos PCR-RFLP
technikaval a vizsgalatok rendkivil hosszl id6t vennének igénybe. Ezért a Val34Leu
polimorfizmus meghatarozasara kidolgoztunk egy uj ,.real-time” PCR-t alkalmazd
maodszert, melyben a kiloénbdz6 genotipusokat fluorescens rezonancia energia
transzfer segitségevel olvadasi gorbe analizissel detektaljuk. Az 0j modszert Roche
LightCycler készulékre adaptaltuk, a hagyomanyos PCR-RFLP-vel és DNS
szekvenaldssal az 0 modszer 100 %-0s egyezést mutatott. Maodszertani
kdzleményunk a Clinical Chemistry and Laboratory Medicine folyoiratban jelent
meg.



Myocardilis infarctus

A vizsgalatok 955 egymast kdvetd, coronaria angiographiaval vizsgalt betegen
torténtek. A coronaria sclerosis (CS) diagnozisat a coronarographiaval >50%
szliklletet mutatd betegcsoport esetében, a myocardialis infarctus (MI) diagnézisat a
WHO ajéanléasai alapjan pozitivnak bizonyulo esetekben mondtuk ki. A betegeket a
kovetkezo csoportokba osztottuk: CS-MI- (klinikai kontrollok), CS+MI-, CS-MI+
and CS+MI+. A vizsgalatok els6 részében meghataroztuk a plazma FXII1 aktivitasat
és a FXII1 antigén koncentraciojat. A 4 csoport kozott nem talaltunk szignifikans
kilénbséget az adjusztalt FXIII szintekben. Ha elvégeztiik a nemek szerinti bontast
nok esetében a CS+MI+ csoportban szignifikansan magasabb FXIII aktivitas és
antigen szinteket talaltunk mint a CS+MI- csoportban. Férfiaknal ilyen killonbseg
nem volt észlelheté. Emellett kimutattuk azt is hogy nék esetében az emelkedett
FXII1 szint szignifikans riziko faktor a myocardialis infarctusra. (A FXIII aktivitas és
antigén fels6 harmadaban 1évé nék esetében a riziko arany 2.180 (1.230-3.864,
p=0.008), ill. 2.294 (1.297-4.058, p=0.004) volt. Az emelkedett FXIII szint egyik
nemben sem jelentett fokozott riziko6t a coronaria sclerosisra. Az e munkabdl készilt
kdzleményt benyujtottuk kozlésre.

A vizsgélatok masodik részében a FXIII-A Val34Leu polimorfizmuséat
vizsgaltuk a fenti betegcsoportban. E polimorfizmus el6forduldsat acut myocardialis
infarctusban (AMI) és coronaria sclerosisban (CS) tébb tanulmany vizsgalta, az
eredmények azonban ellentmondodak. Tobb szerzé szamolt be arrol, hogy a FXIII-A
Leu34 allél hordozésa véd6 hatasi AMI-val szemben, azonban mas munkacsoportok
ezt nem erdsitették meg. Magyarorszagon az AMI/CS eléforduldsa az egyik
legmagasabb az eurdpai allamok kozott, ezért kilondsen érdekes annak vizsgalata,
hogy a Leu34 allél hordozasa protektiv-e. Nem taldltunk ilyen protektiv hatast,
ugyanakkor az allél hordozésa fokozott rizikdt sem jelentett. Jelenleg az irodalomban
megjelent adatok és sajat adataink metaanalizise folyik (ilyen analizis eddig nem
jelent meg), aminek befejezése 2006 els6 félévében varhatd. Kimutattuk e mellett,
hogy a faktor Val34Leu polimorfizmus egyik betegcsoportban sem befolyasolta a
plazma FXIII specifikus aktivitasat. Ugyanakkor myocardialis infarctuson atesett
Leu34 homozigotak esetében a FXIII aktivitasa és antigén szintje is kb. 10%-kal
alacsonyabb volt a vad tipustakénal.

Mintegy 300 periférias érbetegnél is meghataroztuk a FXIII-A Val34Leu
polimorfizmust, a plazma FXIII aktivitist és antigén szinteket. Kimutattuk, hogy
okkluziv periférias érbetegségben a FXIII szint szignifikansan, mintegy 12-15 %-kal
magasabb, mint a kontroll egyéneken. Ugyanakkor a FXIII-A Leu34 allél jelenléte
sem hetero-, sem homozygota formaban nem befolyasolja a betegseg el6fordulési
gyakorisagat, illetve stlyossagat. Az kdzleményt jelenleg allitjuk dssze.

e. FXII szint kilonbdzs testfolyadékokban és e szintek valtozasai gyulladasos
megbetegedésekben

A tervezett kisérletek kozil elészor a bronchoalveolaris moséfolyadékban torténd
FXIIl meghatarozasokat végeztiik el. A korabban kifejlesztett igen érzékeny két
immunoassay-énkkel el tudtuk kiloniteni a cellularis (FXII Ay) és plazma (FXIII
A;B;) faktort és meg tudtuk hatarozni mindkettének a koncentraciojat a
bronchoalveolaris mosofolyadékban. Egészséges gyermekek esetében, ahol a lavage
nem igazolddott idegentest feltételezése miatt tortént, kis mennyiségi cellularis
FXIlI-t taldltunk a mosofolyadékban, mig plazma FXIII nem volt észlelheto.
Chronicus bronchitis, illetve fibrotikus alveolitis esetén a cellularis FXIII szintje
atlagosan a normaélis 4-5-szorosére emelkedett a bronchidlis mosofolyadékban.



Aramlasos citometridval kimutattuk, hogy a bronchoalveolaris moso6folyadékban 1évé
sejtek kozil egyedul az alveolaris makrophagok tartalmaznak FXIII-at, igy a
cellularis FXIII minden val6sziniiség szerint e sejtekbél szarmazik, s mennyisége
minden valdszintseg szerint e sejtek aktivitasat tikrozi. A legtdbb betegben a plazma
FXI1I is megjelent, ami fokozott capillaris permeabilitdsra utal. Feltételezzik, hogy a
FXIII 1ényeges szerepet jatszik a a tlid6 kronikus, gyulladasos megbetegedéseiben
képzodott  fibrin - turn-overének a szabalyozasaban, s igy e betegségek
pathomechanizmusaban. A munkabdl a kdézlemény a Journal of Thrombosis and
Haemostasis folydiratban jelent meg.

Az egeészseges egyenek és gyulladasos, ill. degenerativ megbetegedésben
szenvedok izlleti folyadékabol és a liquordbol torténé FXII meghatarozéasok folynak,
a megfelel6 szdamu minta 0sszegylijtése azonban idéigényes és e munka befejezése
csak kb. egy év mulva varhato.

f. Molekularis genetikai vizsgalatok FXIII hidnyos betegeken

Tekintettel arra, hogy a 2 magyarorszagi FXIII hianyos beteg mutacioi az
irodalomban méar leirt mutacioknak bizonyultak, a tovabbi vizsgalatok irani betegek
plazma és DNS mintain torténtek. A mintdkat Flora Peyvandi-tol irni szarmazasu
olasz kollaboracios partneriinktol kaptuk. 10 nem rokon irani beteg esetében végeztik
el a fenotipus-genotipus analizist. Két kilonb6zé transzglutamindz méréssel csak
azon betegeknél talaltunk mérhet6 aktivitast, akik profilaktikus szubsztiticios
terapian voltak. Hasonlé eredményt adott a plazma FXIII komplex és a plazméban
levé FXIII-A alegységek immunoassay-vel torténé meghatarozasa. A genotipus
meghatarozasoknal a FXIII-A génben 4 (j mutécidt (2 misszenz és 2 Kkis deléciot)
talaltunk, és 2 korabban mar kozolt misszenz mutéciot is észleltink. A misszenz
mutéciok strukturalis kdvetkezményeit molekula modellezéssel és energetikai
szamitasokkal kiséreltik meg kideriteni. A mutacidok az alabbi arginin rezidumok
cseréjét eredményezték: Arg77His, Arg260Cis, Arg260His és Arg382Ser. Az els6
aminosav csere a FXIII-A B sandwich doménjében, az utobbi négy a kdzponti
doménben talalhaté. Valamennyi mutdcié az argininhez kapcsoldédd extenziv és
strukturalis szempontbdl fontos hidrogénkdtés haldzatot szlintette meg vagy
karositotta. Az energia dekompozicios analizis azt mutatta, hogy ez a helyzet a
molekula instabilitisdhoz és feltehetéen a inkorrekt folding-jahoz vezet, ami
magyarazza a sulyos FXIII hianyt. Az eredményeket a Human Mutation folydiratban
kdzoltuk.

El6zetes feltételezésiinkkel szemben funkcionalis FXIII ,,deficienciahoz”
vezetett egy olyan rendellenesség, melyben a véralvadas V-6s faktoranak (FV) FXIII
altal torténé keresztkotése gatolt volt és a FV aktivitas is jelentésen csokkent. A FV
gént megszekvenaltuk, és semmiféle genetikai eltérést nem talaltunk, ezzel szemben
kimutattuk, hogy az id6s gastrointestinalis vérzésektél szenvedé nébetegben olyan
IgG tipusu auto-antitest talalhatd, mely a a FV konnyildncon a molekula C2
domeénjehez kotodik, neutralizélja az aktiv FV prokoagulans aktivitasat és gatolja
keresztkotéset. Az auto-antitest karakterizalasat a Journal of Thrombosis and
Haemostasis-ban kozoltik.

E témakorhoz kapcsolhato a FXIII sebgydgyulasban jatszott szerepének
vizsgalata. Klinikai megfigyelések utaltak arra, hogy egyes FXIII hianyos betegek
esetében a sebgydgyulas koros, azonban ennek exakt bizonyitasara soha nem ker(lt
sor. lzraeli és német Kkollaboracioban kimutattuk, hogy az incizios sebek zarddasa
FXI11-A hidnyos transzgén egereken jelentésen elh(iz6do volt és a sebgydgyulés soran
bekovetkez6 szovettani valtozasok korosak voltak. Plazma FXIII p6tlo terapia esetén



a sebgyogyulds normalizalodott. Kisérleteinkben elészor szolgaltattunk  exakt
bizonyitékot arra, hogy a FXIII-A genetikai hidnya csokkent sebgydgyulashoz vezet,
s ez a plazma és nem a cellularis FXIII hianyanak kdszonheté. Az e munkabol
megjelent kdzlemenyt a Thrombosis és Haemostasis folydirat kdzolte.

10



