A jelen palyazat keretében végzett kutatdsok szervesen kapcsolodnak korabbi, az
intracellularis FXIIIA a nem immunologiai és immunoldgiai receptor medialt
fagocitozisban betoltott lehetséges szerepének tisztazasa érdekében a 35198 sz. ,,Az
intracellularis Xlll-as faktor lokalizacioja és lehetseges funkcidi” c. 2001-2004
kozott futd OTKA palyazat keretében végzett vizsgalatainkhoz. A palyazat egyik
alprogramjaként vegzett vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a FXIII-A expresszio és
az FcyR medialt szenzitizalt erythrocyta (EA) kotés/fagocitdzis, valamint a
komplementtel bevont éleszté partikulumok komplement receptor medialt (CR)
kotes/fagocitozis a monocyta/makrofag differenciacio sordn szoros 0Osszefuggést
mutat. Az EA és a komplementtel bevont éleszté partikulumok fagocitdzisa
parhuzamosan emelkedett a FXIII-A expresszidval és a makrofag differenciacio 3.
napjan érte el maximumat. Mind az FcyR, mind a CR medialt fagocitozis
nagymértékben gatolt volt a transzglutamindz medialt keresztkotések kialakulasat
gatld szer, a monodansylcadaverine jelenlétében. Ezen eredményeink alapjan
megerdésitve lattuk azt a feltételezésiinket, hogy a FXIII-A szerepet jatszik a
monocytak/makrofagok immunologiai és a nem-immunologiai receptor medialt
fagocitdzisdban. A FXIII-A intracellularis eloszlasa és szubsztrat-profilja alapjan
feltételeztiik, hogy fontos szerepet jatszhat bizonyos citoszkeleton atrendezédéssel
jellemezhet6 aktivacios folyamatokban. Ezért jelen palyazat keretében végzett
kutatasaink arra iranyultak, hogy a monocytak/makrofagok kulénb6zé funkcionalis
allapotaiban a FXIII A gén expressziojanak mertékét tisztazzuk, ill., hogy adatokat
szerezzink arra vonatkozdan, hogy a geén up- és down-regulaciéja milyen
korilmények  kozott  kovetkezik  be.  Human  buffy  coat-bol  izolalt
monocytak/makrofagok kulturait kulonb6zé sejtaktivalé agensekkel kezeltik: a
klasszikus aktivacids Ut vizsgalatdhoz Mycobacterium bovis (BCG) kezelést, mig az
alternativ aktivacios Ut elemzéséhez interleukin 4 kezelést alkalmaztunk. A FXIII-A
gén kifejez6désének mértéket a tenyésztési idé fuggvényében Q-RT-PCR
modszerrel hataroztuk meg. Megéllapitottuk, hogy az alternativ aktivacios Gton a
gén expresszidja a kontrollhoz képest nagysagrendileg fokozddott, mig a klasszikus
atvonalon tortént aktivaciot kovetéen a gén expresszid gatolttd valt. Sejtszinti
fluoreszcens image analizis segitségevel igazoltuk, hogy az mMRNS szinti

valtozasokat a fehérje produkcio szintjén is hasonlo valtozasok kiserik.



Fenti vizsgalati eredmények alapjan megalapozott annak feltételezése, hogy a
FXIA immunhisztokémiai kimutatdsa a patodiagnosztikéban is marker reakcioként
érvényesithet6é az alternativ Gton aktivalt makrofagok kimutatasara, illetve annak
lokalis hatasok érték. A bér granulomas elvaltozasainak etiologiai hattere
tisztdzatlan; ismeretlen, hogy a folyamat alapvetéen fert6zéses eredetti, vagy nem-
fertézéses expoziciokra adott lokalis proliferaciénak tekintheté. A DEOEC
Bérgyogyaszati  Klinikajaval egyuttmikodve kilonbdzé granulomas szdvetek
immunhisztokémiai vizsgalatat kezdtik el, kettés immunfluoreszcens reakciot
hasznélva, annak eldontésére, hogy az elvaltozas makrofag populécidja alternativ
vagy klasszikus Gton aktivalt-e. Az elvégzett vizsgalatok eredményei arra utalnak,
hogy a bér granulomas elvaltozasainak hattereben kilonb6zo, a makrofag aktivacio
jellegét is befolyasolo etioldgiai tényezok allnak, s az alternativ makrofag aktivacio
marker reakcidinak alkalmazasaval a granulomak egy alcsoportja (mely tovabbi
karakterizalast igényel) jol levalaszthato.

Az IL4 altal indukalt, - tébbek kozott - az FXII-A gén overexpresszidjahoz vezeto
alternativ aktivacid hatasmechanizmusanak/utvonalanak feltarasahoz és a FXIII-A
génexpresszioban betoltott lehetséges szerepének tisztdzasa érdekében RNS
microarray vizsgalatokat végeztink normal és FXIII A deficiens egyénekbdl (n=4,
mindkeét esetben) izolalt, majd I1L4 jelenlétében és hianyaban differencialédd
monocyta/makrofagokbdl izolalt RNS mintakon. A microarray vizsgalatok a
monocita/makrofag differenciacié kezdeti szakaszéban tartdsan (48 oOrén at) 1L4-
stimulalt sejteken kerlltek elvégzésre Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Arrays felhasznalasaval, majd a génexpresszids valtozasok validitasanak ellenérzése
TagMan real-time quantitative PCR low density array-vel tortént. A génexpresszids
mintazat elemzése soran annak tisztazasara torekedtiink, hogy

- melyek azok a gének ill. géncsoportok, melyek fel- ill. leszabalyoz6dasa a FXIII A
jelenlétéhez kotott

- ill. a FXII A jelenléte, mely gének ill. géncsoportok expresszidjanak mertékeét
A target gének funkcionalis klaszter-analizise Cytostape/BiNGO és Ingenuity
Pathways Analysis programokkal tortént, s igazoltuk, hogy a FXIII A egyes

immunfunkciokban, a sebgyogyulasban és bizonyos gyulladasos folyamatok



szabalyozasaban involvalt gének expresszidjanak regulaciojaban lényeges szerepet
jatszik.

A FEXII-A, mint transzglutamindz enzim extra és intracellularis mikodését a
génpolimorfizmusai jelentésen modosithatjak. Elétanulmanyként, a sziv-érrendszeri
betegségek és a FXIII-A feltételezett kapcsolatabol kiindulva, elvégeztiik a Xlll-as
faktor Val34Leu polimorfizmusa és a koszorlér-betegség kapcsolatat vizsgalé 16
eredeti kutatds meta-analizisét. Az eredeti kutatasokban 5346 koszor(ér beteg és
7053 kontroll személy vett részt. Az elemzésbe bevontuk az 6sszes olyan eredeti
kutatast, amely modszertanilag megfelel6 volt és amelyben a koszoruér-betegség
meglétét az anamnézisben szereplé szivinfarktus alapjan, illetve angiogréfiaval
igazolt szignifikans stenosis alapjan hataroztak meg. Az eredeti kutatasi eredmények
heterogenitasa miatt az 6sszevont kockazati mutatd becslésére a véletlenszerii hatas
meta-analizisek modszerei kozil a Bayes-féle empirikus becslést alkalmaztuk. Az
eredmeények alapjan a X1l faktor Val34Leu mutacioja enyhe protektiv hatassal bir a
koronéria betegség kialakulasara: az esélyhanyados 0,82; 95%-0s megbizhatdsagi
tartomany 0,73-0,94 a heterozygotak, illetve 0,89, 95%-0s megbizhatdsagi
tartomany 0,69-1,13 a homozygota Val34Val csoportban. A genetikai tényezé
hatasat azonban jelentés mértékben mddositjak kornyezeti tényezok, kiloéndsen a
szérum fibrinogén szintje. Az eredmények értelmezésekor azt is figyelembe kell
venni, hogy a kis mintaelem szdmu csoportokon elvégzett negativ eredmenyi

vizsgalatok hianya az irodalomban felveti a publikacios torzitas lehetésegét.



