OTKA T043086 téma (2003-2006) zardjelentése

A jelentés elkészitése soran a Kutatasi Megbizasi Szerzédésben szereplé munkaterv
beosztasat kdvettlk.

1/ A Xlll-as faktor (FXIII) struktaraja és funkcidja

1/A A EXII1-A Val34Leu polimorfizmusanak funkcionalis kbvetkezményei

a. A FXIII-A Val34Leu polimorfizmus hatdsa az FXIII proteolitikus aktivaciojara
plazmaban, illetve teljes vérben.

A Kisérletek soran plazmahoz thrombint adtunk, s komplex plazma kornyezetben
vizsgaltuk a fibrinképzédést, a fibrin y lanc aktivalt FXIII (FXIlla) altal torténo
keresztkotéset, a FXIII inkorporéacidjat a fibrinhaloba és FXIII proteolitikus
aktivalasat (az aktivacios peptid lehasadasat), illetve e jelenségek idobeli viszonyat.
Kimutattuk, hogy a FXIII teljes meértékben inkorporalodik a fibrin héaloba és
proteolitikus aktivalddasa a fibrin feltletén torténik meg. Az aktivalt FXIII a fibrin
haléhoz kotve marad, soha nem jelenik meg a plazméaban vagy szérumban. A FXIII
aktivacio beinduldsa a fibrin polimerizacio kezdetétél fligg, s arra nincs hatassal a
FXI A alegység (FXIII-A) Val34Leu polimorfizmusa. Ugyanakkor azt, hogy a
FXII aktivacidja milyen késéssel koveti a fibrin polimerizaciét a Val34Leu
polimorfizmus Iényegesen befolyasolja, s Leu34 esetében a lag fazis igen révid. E
konkluziot olyan kisérletekkel is bizonyitottuk, melyekben nagy tisztasagu, Val34,
illetve Leu34 homozigédta egyénekbdl izolalt FXIII-t adtunk FXII1 hianyos plazmahoz
(ez esetben a fibrin polimerizacio ugyanakkor kovetkezett be, és a Val34Leu
polimorfizmus hatasa a fibrin polimerizciétol fuggetlenil volt vizsgalhato).
Eredményeinket az alabbi kézleményben foglaltuk 6ssze: Shemirani et al. Biochim
Biophys Acta 2006; 1764: 1420-3.

Megkiséreltik a vizsgalatokat teljes vérben is elvégezni, szoveti tromboplasztinnal
inditva az alvadds folyamatdt. Ez esetben azonban olyan sok valtozos rendszer
befolyasolta a trombin képz6dés idejet, sebessegét és a keletkezett trombin
mennyiségét, hogy a rendszer végil nem bizonydlt alkalmasnak érdemi
kovetkeztetések levonasara.

b. Az aktivacids peptid hatdsa az aktivalt FXIII stabilitdsara.

Olyan rekombinans mutans Faktor XIlI-at allitottunk elé, mely nem tartalmazza az N-
terminalis 37 aminosavat, azaz az aktivacios peptidet. A mutans azonban instabilnak
bizonyult, COS sejtekben tortént tranziens expresszio soran lebomlik. E jelenség okat
vizsgalva rajottiink, hogy az aktivalt FXII1 az aktivacio kdvetkeztében meglehetésen
instabilla valik, 37 °C-on az aktivitasa gyorsan csokken. Az, hogy az instabilitas
valéban az aktivacids peptid lehasadasanak kdszonheté Ugy bizonyitottuk, hogy
rekombinans FXIII-A-ban az Arg37 reziduumot Gln-re cseréltik, ami lehetnenné
teszi a trombin altal torténé proteolitikus aktivalast, s a mutanst nem proteolitikusan
(Ca2+ jelenlétében magas ionerén) aktivaltuk. Az igy aktivalt mutans nem mutatott
spontan inaktivaciot. Jelenleg a proteolitikusan aktivalt FXIII-ban bekovetkezd, az
inaktivacidért felelés intramolekularis valtozasokat vizsgaljuk.

-----

elemek

a,b,d. A két tipusi alegység 0Osszekapcsolodasat akadalyoz6 monoklonalis
ellenanyagok szelektaldsa. A komplex képzdédest gatlo ellenanyagokkal reagald
epitopok, mimotopok identifikalasa és lokalizacidja.



A FXIIlI A és B alegységei ellen eddig tébb mint 100 monoklondlis ellenanyagot
allitottunk el6. Ezek kozll két olyan antitestet (1A4F7, 1C6C7) talaltunk, melyek
nagy affinitassal kotédtek a csak A alegységekbdl allo cellularis FXII1-hoz, de nem
kotédtek a plazmaban talalhatdo A,B, komplexhez. El6zetes varakozasunkkal és az
elsé elokisérletekkel szemben azonban ezek az antitestek nem gatoltak lényegesen az
izolalt B alegységnek az A alegységekhez tortené kotédését. Ennek alapjan nagyon
val6szinti, hogy az antitest olyan konformécids epitophoz kotédik, mely az A
alegysegen megvan, de a komplex képzédés soran bekdvetkezett strukturalis
valtozasok kovetkeztében elvész.

A FXIII-B ellen az els6 immunizalas soran képzédott kozel 60 monoklonalis antitest
kozott nem talaltunk olyat melyek csak a szabad B alegységhez kotédnének. Uj
immunizalads eredményeképpen azonban 5 ilyen antitestet sikertlt eléallitani, s
rdadasul ezek az antitestek gatoltdk az A,B, komplex kialakulasat. Az antitestek
karakterizaldsa soran kiderilt, hogy harom kozaluk csak a nem redukalt B
alegységgel reagal (a B alegység 10 egyenként két diszulfid hiddal stabilizalt, un.
sushi doménbdl all), azaz a diszulfid hidak altal stabilizalt konformacids epitopok
ellen termel6dtek. Két FXIII-B ellenes antitest a redukalt, alkilalt, ill. deglikozilalt B
alegyseggel is jol reagélt, azaz szekvencialis epitdp ellen képz6dott.

A kovetkezékben a FXIII-B ellenes, komplex képzodést gatld antitestekkel reagald
epitopokat kisereltiik meg felederiteni a FXI1I-B strukturajaban. El6szor fag "display™
technikaval és az egyes sushi doméneket kihagyo rekombinans FXIII-B molekuldk
eloallitasaval kisérleteztiink, de egyik sem vezetett eredményhez. Jelenleg pepscan
technikaval és MALDI-TOF témegspektrométeren hidrogén deutérium cserén alapuld
technikéaval folytatjuk az epitop (mimotop) keresését. Ugy tiinik, ez az eddigieknél
eredmeényesebb, mivel a két szekvencidlis epitop ellen iranyul6 antitest kapcsolddasi
helyét sushi domen szintjén sikerult beazonositani.

Ebben az altéméaban részeredményeket nem kivantunk kdzolni, mert az epitopok
identifikalasa utan szabadalmaztatni kivanjuk az ennek alapjan feltarulo terapias
lehetéséget, ill. a két tipusi alegység kapcsoldédanak gatlasat el6idézo
peptideket/egyéb vegyuleteket. Utobbiak ugyanis egy uj tipusu, a FXIII szint
csokkentésén alapuld antikoaguldns terapia lehetésegét vetik fel. Az emlitett okok
miatt az elsé nemzetk6zi forumon torténé prezentacio is csak ez evben fog
megtorténni (Katona et al International Society of Thrombosis and Haemostasis
Kongresszusa, Genf 2007).

c. A protein A kotédése a FXII1-B-hez

A plazmaban a FXIII-B kb. kétszeres feleslegben van a FXIII-A-hoz viszonyitva,
azaz 50%-a szabad forméban kering. Korabban feltételeztek, hogy a FXIII-B
gyulladasos folyamatokban is szerepet jatszik, de erre még nem volt konkrét
bizonyiték. A protein A-t a Staphylococcus termeli, és a fehérje az 1gG Fc régidjahoz
(a CH2 ésCH3 domenekhez) kotodve részt vesz a mikroorganizmusnak az 1gG elleni
védelmében. Egy véletlen vezetett ra bennlinket a protein A és a FXIII-B kozti
kolcsonhatas lehetéségére. Kimutattuk, hogy a biotinnal vagy peroxidazzal jelzett
protein A szorosan kétédik az FXI111-B-hez és a kotés eréssége hasonld a human IgG-
hez torténé kotédes erésségehez. A protein A mind a szabad FXIII-B-hez, mind a
FXII-A-val komplexben lévé FXIII-B-hez kotodik, jollehet az  utobbihoz
gyengebben. A nyulban vagy kecskében termelt anti-human 1gG is koétodott a FXIII-
B-hez, de nem kotédott a FXI-A-hoz. Sem az egér 1gG ellenes antitest, sem a nem
immun 1gG nem adott reakciot a human FXIII-B-vel. A huméan IgM ellenes
antitesttel, illetve a x és A lancok ellenes antitesttel adott reakcid joval kisebb volt, és
a human IgA, illetve IgE ellenes antitesttel a FXIII-B nem adott reakcidt. Az



eredmeények alapjan feltételeztilk, hogy a FXIII-B-n van egy olyan epitdp, mely
hasonl6 a human 1gG-n lévé egyik epitophoz és ez reagal a protein A-val, ill. az anti-
human IgG-vel. A FXIII-B kotodése a protein A-hoz szerepet jatszhat a nem
specifikus anti-mikrobialis védelmi mechanizmusban. Ez e munkabol dsszeallitott és
elkildott kozleményt a birdlé tanacsara az epitop identifikaldsdval Kkivanjuk
kiegeésziteni, jelenleg ezen dolgozunk.

1/C Az aktivalt FXII1 szubsztrat analog peptidjeinek eldallitasa és hatasuk vizsgalata

o plazmin inhibitor (aoPl) N-terminalis dodekapeptidjének [aP1(1-12)] (mely
korébbi eredmenyeink szerint az aktivalt FXIII kitiiné szubsztratja) megfelel6
szubsztrat analdgokat allitottunk el es vizsgaltuk ezek viselkedését a FXIlla altal
katalizalt transzglutaminaz reakcioban. A peptid N-terminalis szakaszara vonatkozd
vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a 2-es poziciéban l1évé GlIn Asn-re valo
cseréje esetén a peptid elveszti szubsztrat tulajdonsagat, és gatlo hatasa lesz. Kinetikali
vizsgélataink szerint azonban e peptid igen gyenge inhibitor. A 4-es pozicidban lévé
GIn Asn-re torténd cseréje esetén a szubsztrat kotédés Km-je kézel haromszorosara
nétt, a katalitikus hatékonysag egyharmadéra csokkent, azaz a GlIn4-nek is van
szerepe a szubsztrat kotodeésében. Utdbbi megallapitdst NMR vizsgalatokkal is
igazoltuk. Ha mindkét GIn-t Asn-re cseréltiik a szubsztrat tulajdonsag elveszett, s
gatlo hatas sem volt észlelhet. Meglepd, Kkinetikus mérésekkel és NMR
vizsgalatokkal is alatdmasztott Uj megallapitdsunk, hogy az 1-es pozicidban 1évé Asn
igen lényeges szerepet jatszik az enzim szubsztrat kotésben és a katalitikus
aktivitdsban. E reziduum elhagyasa tobb mint 10x-ével csokkentette a katalitikus
efficienciat.

A dodekapeptid C-termindlis részére vonatkozé eredményeinket az alabbiakban
0sszegezhetjik: a) a 12-9 reziduumok egyenként torténé elhagyasa fokozatosan
novelte a Km értékeket (azaz a kotédés eréssége csokkent), a 11-9 reziduumok
elhagyéasa pedig fokozatosan csokkentette a kcat értekeket; b) STD NMR-rel direkt
hidroféb kdlcsonhatas volt kimutathato a Thr9 és Leul0,11 reziduumok metil
csoportjai és az aktivalt FXIII kozott; ¢) molekula modellezéssel sikerilt olyan, a
kalitikus triad-hoz kdzeles6 hidrofob teriletet identifikalni a FXIlla feluletén (a core
domén és a 1 hordé domén hataran), mely felelés a szubsztrat C-terminalis részének
a kotodéséert; d) az a,PI(1-12) C-terminalis részének (7-12 reziduumok) megfelel
peptid gatolta a teljes szubsztrat FXIlla-hoz torténé kdtodését.

Az e munkabol o6sszellitott kozlemenyt kozlésre benyudjtottuk (Pénzes et al.
submitted) és "Molecular mechanism of interaction between activated factor XII1 and
its acyl donor peptide substrate” cimmel prezentaltuk az ezévi nemzetkdzi Factor XIII
Symposium-on Drezdaban.

Olyan kinetikai tulajdonsagokkal rendelkezé inhibitort mindeddig nem talaltunk,
melyet érdemes lett volna in vivo rendszerben is kiprobalni.

2l A FEXIll-nak és szubsztratjdnak, az a, plazmin inhibitornak (a,Pl)
meghatarozasara es Kkimutatasara szolgalé mddszerek Kkidolgozasa, ill.
tovabbfejlesztése.

2/A Uj, ill. mddositott modszerek kifejlesztése a FXI1I aktivitas meghatarozasara.

a) Kinetikus kromogén teszt a FXIII aktivitas meresére

Ebben az altémaban két terlleten Iéptink el6re. R4jottink, hogy egyes a
kereskedelemben forgalmazott FXIII assay-k sulyos FXIII hidnyos betegek esetében




Iényegesen folémeérik a plazma FXIII szintjét. Ez a beteg allapotanak és a terapia
hatékonysaganak megitélésénél komoly probléméakat okoz. Kideritettilk, hogy ennek
oka a reakcio elegyben 1évd glutamin szubsztratbol nem FXIII altal enzimatikusan
felszabadulé ammonia, illetve a plazmaban jelenlévé piruvat lebomlasabdl szarmazé
NADH konszumpcio. Kimutattuk, hogy a FXIII aktivitast gatl6 anyag jelenlétében
mért plazmavak beiktatasaval a folemérés kiklszébolhetd. A munkabdl a kozlemény
a Journal of Thrombosis and Haemostasisban jelent meg (Ajzner and Muszbek J
Thromb Haemost 2004; 2: 2075-7).

Itt emlitjuk meg, hogy a FXIII aktivitds merésére szolgald kinetikus UV tesztlinket
alkalmazva részt vettiink az els6 FXIII WHO plazma standard kidolgozasaban.
Ugyanezen plazma standard FXIII antigén értékenek megallapitasara a szintén
kordbban kidolgozott egy lépéseses ELISA mddszeriinket alkalmazta a
standardizaciés munkacsoport. A vonatkozo kdzlemeényt dsszeallitottuk, a napokban
lesz kozlésre bekildve.

A FXIII aktivitds mérésére szolgald optimalt kinetikus tesztiink kromogen tesztté
torténo atalakitasat az alabbi elképzelésnek megfeleléen kezdtik el: a trombinnal és
Ca2+-val aktivalt FXIII altal katalizalt transzglutaminadz reakcid soran felszabadult
ammoniat glutamin szintetdz enzimmel glutamatba épitjik be, mikdzben ADP-bél
ATP Kkeletkezik. Az ADP-t piruvat kindzzal visszaalakitjuk ATP-vé, s a keletkezo
piruvat mennyiségét piruvat oxidaz-peroxidaz reakcioval kromogén szubsztrattal
mérjuk. Az elképzelés ugyan mukddott, de az optimalizacio soran kider(lt, hogy a
keletkez6 piruvat mennyiségének piruvat oxidaz-peroxidaz reakcidval torténé mérése
nem felel meg a kinetikus enzimreakciok kovetelményeinek. Igy eréfeszitéseinket az
alabbiakban leirt ,,scintillation proximity assay” kidolgozésara koncentraltuk.

b) Nagy érzekenységi, amin inkorporacion alapuld ,,scintillation proximity assay”
kidolgozasa a FXIII mérésere.

A tranzglutamindz (az aktivalt FXIIlI egy transzglutamindz) reakcid érzékeny
méresere a scintillation proximity assay (SPA) mddszerét alkalmaztuk. Egy altalunk
szintetizalt dekapeptid poliglutamin (9 GIn és 1 Arg reziduum) szubsztratot N-
terminalis végén biotinaltunk és streptavidinnel fedett scintillacids réteget tartalmazé
mikrotiter lemezhez koétottiink. Amin szubsztratként ®H putreszcint alkalmaztunk. Ha
az izotoppal jeldlt putreszcint a transzglutaminaz a dekapeptid glutamin szubsztrathoz
koti, a scintillacios réteghez megfelelé kozelségbe kerll, s fény kibocsatast indukal.
Kimutattuk, hogy a médszer a fentiekben mar targyalt o,P1(1-12) szubsztrat biotinalt
valtozataval is mukodik. A mddszert optimalizaltuk és evaludltuk, az ebbél keszilt
kdzlemény az Analytical Biochemistry-ben jelent meg (Madi et al. Anal Biochem
2005; 343: 256-62).

c) A FXIII mérésére/detektaldsara iranyuld kutatdbmunkénkat morfologiai iranyba is
kiterjesztettuk.

A FXIII-A a monocytakban, annak csontvel6i precursor sejtjeiben és a
megakaryocytakban is kimutathatd. Aramlasos cytometrias technikéaval kimutattuk,
hogy e sejtek malignusan transzformalt formaiban (M4, M5 és M7 acut leukémiak) is
detektdlhatdé a FXIII-A, s kimutatasa kivald6  marker reakcido e leukémidk
klasszifikaciojaban, ill. a chronicus myelomonocytas leukémia diagnosztikajaban.
Kimutattuk tovabba, hogy egyes esetekben a FXIII-A "lineage" idegen mddon
lymphoblastokon is megjelenik, s ennek jelentésege van a lymphoblastos leukémiak
karakterizaldsdban. Eredményeinket a Thrombosis és Haemostasis folydiratban 2



cikkben kozoltik (Kappelmayer et al. Thromb Haemost 2005; 94: 454-9; Kiss et al.
Thromb Haemost 2006; 96: 176-82).

2/B _Immunoassay kidolgozdsa az o, plazmin inhibitor poszttranszlacidsan,
(proteolitikusan) modositott izoformainak mérésére

Az apP-nek két N-terminalis izoformaja van. Az N-terminélisan metionint tartalmazo
izoformat (Met-1) szekretaljak a majsejtek a keringésbe, melybél egy plazma proteaz
12 aminosavbdl allo peptidet lehasit, s igy az N-terminalis aminosav aszparagin lesz
(Asnl). A Metl izoforma igen gyenge szubsztratja az aktivalt FXIII-nak, mig az
Asnll izoformét a FXIlla igen gyorsan a fibrinhez tudja kotni, s ez altal vedi azt a
fibrinolizist6l. Mindkét izoforma jelen van a plazmaban, aranyuk azonban sem
egészségesekben sem betegekben nem ismert, pedig ez jelentésen befolyasolhatja a
fibrinolizis hatékonyséagat, s ezen keresztul a thrombosis készséget is. Célunk olyan
ELISA rendszer kifejlesztése volt, mellyel a ket izoforma mennyisége és aranya jol
mérhet6. Az els6 1épésben olyan monoklonalis antitestek eléallitasat kiséreltik meg,
melyek vagy csak az egyik vagy csak a masik izoformaval reagalnak. Mind a Met1,
mind az Asnl izoformak N-terminalis szekvenciajanak megfelelé dodekapeptidet
megszintetizaltuk, haemocyaninhoz koétottik, s ellenik specifikus monoklonalis
antitesteket termeltiink. El6szor a Metl formaval specifikusan reagald antitestet
sikerlt elsallitani. Az Asnl izoforméara specifikus antitest eléallitasa nehezebb
feladat volt, mert itt a proteolizist kovetéen keletkezett neoantigénnel reagald
antitestet kellett termelni. Talaltunk olyan klont, mely a bovin szérum albuminhoz
kotott o Pl-12-vel és szabad o PI-12-vel is jol reagal, azaz valdéban az Asnl o Pl N-
terminalis részén talalhatd neoepitopot detektalja. A monoklonalis antitesteket o Pl-
ellenes poliklonalis antitestekkel kiombinalva sikerult az egyes izoformakkal reagald
ELISA rendszereket kialakitani. Tekintettel arra, hogy az igy Kifejlesztett
immunassay-k hasznosithatok a thrombosis riziko diagnosztikajaban az eljarast elébb
szabadalmaztatni kivanjuk, s csak utana tervezzilk kozlését.

3/ A EXI111 kilénb6zé patoldgias allapotokban.

3/A Molekuléris genetikai vizsgalatok FXIII hianyos betegeken

Tekintettel arra, hogy a 2 magyarorszagi FXIIlI hidnyos beteg mutacidi az
irodalomban mar leirt mutacioknak bizonyultak, e vizsgalatok irani betegek plazma és
DNS mintain torténtek. A mintadkat Flora Peyvandi-tol irani szarmazasu olasz
kollaborécids partneriinktél kaptuk, aki részt vett a mintdk Debrecenben torténd
feldolgozéasaban is. 10 nem rokon irani beteg esetében végeztik el a fenotipus-
genotipus analizist. Két kilénbozé transzglutamindz méréssel csak azon betegeknél
talaltunk mérhet6 aktivitast, akik profilaktikus szubsztiticios terapian voltak. Hasonld
eredményt adott a plazma FXIII komplex és a plazmaban 1évé FXIII-A alegységek
immunoassay-vel torténé meghatarozasa. A genotipus meghatarozasoknal a FXIII-A
génben 4 (j mutacidt (2 misszenz mutaciot és 2 kis deléciot) talaltunk, és 2 korabban
mar kozolt misszenz mutaciot is észleltink. A misszenz mutaciok strukturalis
kdvetkezményeit molekula modellezéssel és energetikai szamitasokkal kiséreltiik meg
kideriteni. A mutdciok az aldbbi arginin rezidumok cseréjét eredményezték:
Arg77His, Arg260Cis, Arg260His és Arg382Ser. Az elsé aminosav csere a FXIII-A B
sandwich doménjében, az utdbbi négy a kozponti (“core™) doménben talalhato.
Valamennyi mutéci6 az argininhez kapcsolodod extenziv és strukturalis szempontbol
fontos hidrogénkotés haldzatot sziintette meg vagy Kkarositotta. Az energia
dekompozicios analizis azt mutatta, hogy ez a helyzet a molekula instabilitasdhoz és




feltehet6en inkorrekt folding-jahoz vezet, ami magyarazza a sulyos FXIII hianyt. Az
eredményeket a Human Mutation folyoiratban kozoltik (Peyvandi et al. Hum Mutat
2004;23:98. Mutation in Brief 2003 #677 Online).

A FXII1I hianyos betegek mintegy 15-20%-aban sebgydgyulasi zavar is van. Az, hogy
ez valoban a betegséggel fligg dssze betegeken nem tanulmanyozhato, ezért Izraeli
kollaboracidéban FXIII-A knock-out egereken végeztiink sebgyogyulési kisérleteket.
Mind durva morfologiai, mind hisztologiai vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a
sebgyogyulas a FXIII hianyos egereken elhuzddd, irregularis sebszélekkel, nem
megfeleléen fomalddott sarjszovettel jar. A normal sebgydgyulashoz a plazma (és
nem a cellularis, macrophagokban, thrombocytakban lévé) FXIII jelenléte sziikseges,
hiszen plazma FXIII p6tl6 terapiaval a normal sebgyogyulas visszaallithat6 volt. Ez
az elsé kisérletes bizonyiték a FXIII és a sebgyogyulas dsszefliggesere (Inbal et al.
Thromb Haemost 2005; 94: 432-7).

A FEXIII hiany még egy eddig ismeretlen kdvetkezményére mutattunk ra. Kisérleteink
bizonyitottdk, hogy FXIII-A hidnyos monocytak receptor medialt fagocitdzisa
csokkent mertéki, feletehetéen a bekebelezés mechanizmusanak karosodasa miatt
(Sarvary et al. Cellular Immunol 2004; 228: 81-90).

Az oroklott FXII hiany és a terhessegi rendellenességek Gsszefliggéseirdl (részben
sajat tapasztalataink alapjan) egy Osszefoglaloban szamoltunk be (Muszbek and
Bagoly Thromb Res 2007; 119:S69-70).

Mintegy 10 évvel ezel6tt a European Thrombosis Research Organiztaion (ETRO)
keretein belil a témavezeté kezdeményezésére felallitottuk a FXII1 deficiens betegek
regiszterét. Az azota eltelt id6 tapasztalatait és a regiszter kibovitésével kapcsolatos
eredmenyeket a kibdvitett munkacsoporttal egyttesen kozoltik (lvaskevicius et al
Thromb Haemost 2007, accepted).

3/B. A EXIII Val34Leu polimorfizmus és FXIII szint, illetve aktivitas meghatarozas
occlusiv arterias megbetegedésben

Osszefoglalok

E kérdés el6zményeinek attekintésére két olyan nemzetkdzi kiadasu konyvben, ill
folydiratban megjelent dsszefoglalot készitettiink, melyek alapul szolgaltak a tovabbi
munkénkhoz (Muszbek et al. In: Arnout J, de Gaetano G, Hoylaerts M, Peerlinck K,
Van Geet C, Verhaeghe R editors. Thrombosis: Fundamental and clinical aspects.
Leuven: Leuven University Press, 2003. pp. 197-224; Bereczky et al. Pathophysiol
Haemost Thromb 2003/2004; 33: 430-7). Az eziranyd kutatasok egyertelmive
tételéhez az adekvatabb kisérleti leirasokhoz jarul hozza az a nomenclatura ajanlas is,
amit az International Society of Thrombosis and Haemostasis Scientific and
Standardization Committee keretében dolgoztunk ki (Muszbek et al. J Thromb
Haemost 2006; 5: 181-183).

Maodszertani munka

Felmérve a tervezett Kkisérletekhez sziikséges nagyszamu FXIII-A Val34Leu
polimorfizmus meghatarozést kiderilt, hogy a hagyoményos PCR-RFLP technikaval
a vizsgalatok rendkivil hosszu idét vennének igenybe. Ezért a Val34Leu
polimorfizmus meghatdrozasara kidolgoztunk egy 0j ,real-time” PCR-t alkalmazd
modszert, melyben a kilénbdz6 genotipusokat fluorescens rezonancia energia
transzfer segitségével olvadasi gorbe analizissel detektaljuk. Az Gj mddszert Roche
LightCycler készilekre adaptaltuk, a hagyomanyos PCR-RFLP-rel és DNS
szekvenaléssal az (j mddszer 100 %-o0s egyezést mutatott. Az e munkabol elkészlilt
modszertani kdzlemény megjelent (Shemirani and Muszbek Clin Chem Lab Med
2004;42:877-9).




a) FXIII szerepe coronaria betegségben

A vizsgalatok soran elsésorban a coronaria betegségre koncentraltunk. 1010, a
DEOEC Kardioldgiai Intézetében feltételezett coronaria betegseg diagndzisaval
masfél év sordn megjelent coronaria angiographian atesett beteg jelentette a
vizsgalatba bevont betegcsoportot. A fobb coronaria &gakban, vagy annak
mellékagaban >50%-0s sziikiletet vettlink coronaria sclerosis pozitivnak (CS+), mig
a korabban bekodvetkezett myocardialis infarctus diagnozisat (MI+) az ACC és ACS
kritériumai szerint tekintettik elfogadottnak. Ennek megfeleléen a kovetkez6
alcsoportokat képeztik: CS—-MI- (klinikai kontrollok), CS-MI+ (kis létszam( n=34
csoport, ahol az Ml szignifikdns CS nélkil kdvetkezett be), CS+MI- és CS+MI+.
Valmennyi vizsgalt egyén esetében a kor, nem, diabetes mellitus, dohanyzas mellett
meghataroztuk a legfontosabb rizikofaktorokat, a FXIII aktivitds es antigén szinteket
és a FXIII Val34Leu genotipust. (Tovabbi, itt nem részletezett analizisek céljabdl
egyeb genotipusok is meghatarozasra keriltek.) Megjegyezzilk, hogy a genetikai
vizsgalatok Kkivételevel a MI bekdvetkezte és a laboratériumi paraméterek
meghatarozasa kozott minden esetben legalabb 3 honap telt el, hogy akut fazis
reakcid ne befolydsolhassa az ertékeket. Egyes laboratoriumi paraméterek hianya, ill.
az MI bizonytalan diagno6zisa miatt 55 egyén kizarasra kerult, s igy vegul 955 egyén
kerllt a vizsgalatba bevonasra. A genetikai vizsgélatok megfelelé értékeléséhez a
DEOEC Megel6z6 Orvostani Intézetével egyutt kialakitottunk egy 1146 személybol
allé populéciods kontroll csoportot is, mely a magyar népesség atlagat reprezentélta.

Factor XIII szintek coronaria betegségben

E teruleten eddig néhany kozlemény jelent meg dontéen vagy kizarolagosan kisebb
ferfi populéciokon vizsgalva a szintek valtozésait negativ eredménnyel. A megfelelé
statisztikai modszrekkel meghatarozott fiiggetlen vatozokra korrigélt FXIII aktivitas
és antigén szintek az altalanos beteanyagon esetiinkben sem mutattak valtozast. A
rendelkezéslinkre allé nagyszamu beteganyag azonban lehetové tette a nemek szerint
torténé bontast. Eredményeink szerint nékben a korrigélt FXIII szintek a CS+MI+
betegcsoportban  szignifikansan magasabbak voltak a klinikai kontrollokban
mérteknél és szignifikansan magasabbak voltak a CS+MI- csoportban mérteknél is.
Féerfiaknal ilyen eltérést nem észleltink. Varatlan, de megitélésink szerint e
vizsgalatsorozat igen jelentés eredménye, hogy néknél az emelkedett FXIII aktivitas
és antigén szint (a felsé harmadban) kifejezetten (2,5-3,0-szor) fokozta a CS+MI+
rizikdjat. A CS-ben szenvedé nok esetében is mintegy 2x-ese volt az MI kockazata.
Férfiak esetében ilyen kockazatot nem észleltlink. Eredményeink, melyeket a
Haematologica folyoiratban kozoltink az elsé nemre specifikus rizikofaktor
felfedezését jelentik a haemostasis rizikofaktorok tertiletén (Bereczky et al.
Haematologica 2007;92:287-8).

FXII-A Val34Leu polimorfizmus hatdsa a coronaria betegség rizikojara; a nagy
kockazatl magyar populécio vizsgalata és az irodalmi adatok meta-analizise

A FXIII-A Val34Leu polimorfizmus eléfordulasat coronaria betegségben tébb
tanulmany vizsgalta, az eredmények azonban ellentmondoak. Tébb szerzé szdmolt be
arrol, hogy a FXIII-A Leu34 allél hordozésa védo6 hatast az MlI-vel szemben, azonban
mas munkacsoportok ezt nem ergsitették meg. Az egyik feltételezés az volt, hogy a
dontéen mediterran orszagokbdl szarmazd negativ eredmények ezen orszagok
lakosainak kornyezeti hatdsok miatt egyébként is meglévé jelentos védettségéenek
kdszonhetok. Magyarorszadgon a coronaria betegség eléfordulasa az egyik



legmagasabb az eurdpai allamok kozott, ezért kilondsen érdekes annak vizsgalata,
hogy a Leu34 allél hordozasa ebben a populacidban rendelkezik-e védé hatéassal e
betegséggel szemben. A Leu34 allél hordozasanak protektiv hatdsa nem igazol6dott
be sem a CS-sel, sem az MI-vel szemben. Ugyanakkor, ha a betegcsoportokat
fibrinogen szintek szerint negyedeltiik, a fibrinogén szintek felsé 25%-4aban a Leu34
hordozésa szignifikans védettseget jelentett mind a CS+ (OR: 0,46, CI: 0,22-0,98)
mind az MI+ (OR: 0,41, CI: 0,18-0,93) ellen. Tekintettel arra, hogy a CS+ csoport a
CS+MI- és a CS+MI+ csoport 6sszege, megvizsgaltuk a helyzetet e két alcsoportban
kalon kilon is. A magas fibrinogén szinttel rendelkez6 CS+MI- csoportban a Leu34
hordozésanak nem volt szignifikdns hatasa, mig a CS+MI+ csoportban ez a hatas
magasan szignifikansnak bizonyult (OR: 0,40, CI: 0,18-0,89). Tekintettel arra, hogy a
Val34Leu polimorfizmus fibrin strukturara kifejtett hatasa is fibrinogén koncentracio
fuggdé klinikai eredmeényeink elméleti alatamasztast is nyernek. E munkat a
Thrombosis Research kozlésre elfogadta, s jelenleg az elktronikus verzidé mar elérheto
(Bereczky et al, Thromb Res 2007 doi:10.1016/j.thromres.2006.12.013).

Tekintettel arra, hogy a FXIII-A Val34Leu polimorfizmus coronaria betegségre
kifejtett hatasara vonatkozd irodalmi adatok nagymértékii szorast mutatnak
szilkségesnek tartottuk elvégezni az irodalmi adatok meta-analizisét. Az analizis
kritériumainak nem megfelelé publikédcidk kiejtése utan 16 e tertlettel foglalkozd
kdzlemény maradt, beleértve sajat elébbiekben ismertetett kozlemenyiinket is. Mivel
az egyes tanulméanyokban kozoélt rizikbhdnyadosok nagy szoOrdst mutattak és a
hetrogenitas teszt is szignifikans volt az analizist az empirikus random-hatas Bayes
modellel végeztik. Az eredmények szerint mind a Leu34 heterozigdtasdg mind a
Leu34 hordozas vedoéhatasa statisztikailag szignifikans volt (OR: 0,82, Cl: 0,73-0,94,
ill. OR: 0.81, CI: 0,70-0,92). Gén-gén és gén kornyezeti kdlcsonhatasok, mint az ezek
altal meghatarozott magas védettseg vagy ellenkezéleg magas riziké elfedhetik ezt a
hatast. A metaanalizis eredményeit a Thrombosis and Haemostasis folyoirat kézlésre
elfogadta, s jelenleg az elektronikus verzié mar elérheté (Voké et al. Thromb
Haemost 2007 doi:10.1160/TH06-11-0669).

FXIII-A Val34Leu polimorfizmus hatasa aFXIII szintekre coronaria betegségben

A FXIII-A Val34Leu polimorfizmus FXIII aktivitasra kifejtett hatasaval kapcsolatos
elsé kozlemény arrol szélt, hogy a Leu34 allél szamatdl fuggéen né az aktivitas.
Kiderllt, az eredeti szerzék és a mi munkainkbol is, hogy ennek oka mddszertani
tévedés volt, valdjaban a FXIII aktivitast a polimorfizmus a normal populoéciéban
nem befolyasolja. Most lezarult munkankban kimutattuk, hogy az olyan Leu34
homozigota betegeken, akik MI-n estek &t a FXIII aktivitdsa és antigén szintje
szignifikansan csokkent. Tekintettel arra, hogy az antigen es aktivitas szint egyenlo
mértékben csokken a plazma FXII1 specifikus aktivitdsa nem valtozott. Feltételezziik,
hogy e betegeknél a véralvadas egy kis fokd kronikus aktivaciot mutat, ami a
kénnyebben aktivalodo Leu34 FXIII egy részét aktivélja, s az aktivalt forma gyorsan
kisziirédik a keringésbol. Az e munkabdl irt kozlemény megjelenés alatt all (Bereczky
et al. Thromb Res 2007; accepted).

b) FXIII szintek és FXI1-A Val34Leu polimorfizmus periférias artériés érbetegségben
Eddig mintegy 300 periférids érbetegnél is meghataroztuk a FXIII-A Val34Leu
polimorfizmust, a plazma FXIII aktivitast és antigén szinteket. Eddigi eredményeink
szerint okkluziv periférias érbetegségben a FXIII szint szignifikansan, mintegy 12-15
%-kal magasabb, mint a kontroll egyéneken. Ugyanakkor Ggy ttnik a FXII1-A Leu34
allél jelenléte nem befolyasolja a betegseg el6fordulasi gyakorisdgat. Ahhoz, hogy



megfelelé bontasban alcsoportokot tudjunk képezni a betegekbdl és nem, sulyossag,
stb. szerint értekelhessik az eredményeket tovabbi betegek bevonésara van sziikség.
E munka folyamatban van.

c) A FXIII-A Val34Leu polimorfizmus ischaemias stroke-ban

A FXII-A Val34Leu polimorfizmus hatasardl az ischemias stroke-ban eddig
minddssze egyetlen, stroke tulélokon vegzett vizsgélatokat bemutatd kozlemény
jelent meg. Vizsgalatainkba mind stroke-ot tdléloket, mind ischaemias stroke-ban
elhaltak post mortem anyagéat szerettilk volna bevonni. A vizsgalatok elkezdédtek,
azonban kiderilt, hogy a leukocytakbdl szeparalt DNS esetén jol miik6dd, korabban
hasznélt PCR-RFLP mddszeriink postmortem, fixalt szovetek feldolgozdsara nem
alkalmas. Az ujonnan kifejlesztett FRET technikan alapuld6 mddszerlinket hosszas
kisérleti munka soran sikeriilt adaptalnunk beagyazott szoveti metszetekb6l kinyert
DNS mintdkra. Eddig tobb mint 150 vizsgalatot végeztink el, amit tovabbi
vizsgalatokkal szikseges kiegésziteni. Mindkét csoportban legaldbb 400-400 minta
analiziset tervezzik.

3/C. EXIII szint meghatirozasa a thrombocyta rendszer kvantitativ rendellenességei
esetében

Az autoldg periférids 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 fézisban 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. Az izraeli kollaboracidval készilt munkabol a
kdzleményt a Blood Coagulation and Fibrinolysis kozélte (Inbal et al. Blood Coag
Fibrinol 2004; 15: 249-53.).

Elvégeztik  a magas  thrombocytaszammal jaro myeloprolipherativ
megbetegedésekben is a plazma FXIII aktivitdas és antigén 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. Feltételezzik, hogy a nagy mennyiségben
képzodott, sertlékeny, magas turnover-i thrombocytakbdl kikertlé FXII-A résztvesz
a plazma FXIII szint Kialakitasaban. A magas FXIII szint hozzéjarulhat e betegek
fokozott thrombosis hajlamahoz. A munka elkészilt, jelenleg a kdzlemeény
Osszedllitasan dolgozunk.

A thrombocyta rendellenessegek vizsgalatat Kkiterjesztettilk a kvalitativ thrombocyta
rendellenességekre is,  hiszen  elékisérleteink  szerint  pl.  Glanzmann
thrombastheniaban a thrombocyta fehérjék FXIlla altal tortén6 keresztkotése
modosul. E vizsgalatokhoz jelenleg a Glanzmann thrombasthenias betegek
karakterizalasa folyik. Az elsé ilyen beteg vizsgalatdnak eredményeit a Thromb
Haemost folyoiratban kdzoltik (Losonczy et al. Thromb Haemost 2005; 93: 904-9).




A vizsgalt Glanzmann thrombasthenias betegen sem a plazma FXIII szintje sem a
thrombocyta FXIII-A tartalma nem kulonb6zott a kontrollokétol, az  thrombocyta
aktivacio soran a FXIlla altal kialakitott kersztkotott fehérjék mennyisége azonban
csokkent. Tovabbi betgek vizsgalatat tervezziik nemzetkozi kollaboracidban.

3/D o, plazmin inhibitor izoformak eléfordulasi ardnya thrombophilids betegeken
Az e terulettel kapcsolatos el6készité munkankrdl_a 2/B pont alatt szamoltunk be.

3/E. EXIII szint kildnbdz6 testfolyadékokban és e szintek valtozasai gyulladasos
megbetegedesekben.

A tervezett kisérletek kozul elészér a bronchoalveolaris moséfolyadékban torténd
FXIII meghatarozasokat végeztik el. Az UGjonan kifejlesztett igen érzékeny két
immunoassay-énkkel el tudtuk kaloniteni a cellularis (FXIII A;) 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, kKis mennyisegi celluléris
FXIII-t taladltunk a mosofolyadékban, mig plazma FXIII nem volt észlelheto.
Chronicus bronchitis, illetve fibrotikus alveolitis esetén a cellularis FXIII szintje
atlagosan a normalis 4-5-szorésére emelkedett a bronchidlis moséfolyadékban.
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 a fokozott capillaris permeabilitasra utal. Feltételezzik, hogy
a FXIII l1ényeges szerepet jatszik a a tid6 krénikus, gyulladasos megbetegedéseiben
képzodott  fibrin - turn-overének a szabalyozasaban, s igy e betegségek
pathomechanizmusaban. A munkabdl a kdézlemény a Journal of Thrombosis and
Haemostasis folyoiratban jelent meg (Katona et al. J Thromb Haemost 2005; 3: 1407-
13).

Az izuleti folyadékbol tortené FXIII mérések elkezdédtek, de eddig nem tudtunk
olyan szdmu anyagot gyujteni, hogy az eredmenyeket érdemben ertékelhessik. A
liquorbol torténé FXIII meghatarozasok 2005 folyaman kezdddtek. Identifikaltuk a
FXIII-A jelenlétét, de meglepetésiinkre a kizarélag a majban termelt (eddig igy
tudtuk) FXII-B-t is megtalaltuk a FXIII-A-nal magasabb koncentraciéban. A
jelenség okanak felderitése szikséges a kutatdsok tovabbi iranyanak
meghatarozasahoz (és az eredmenyek kozléséhez).
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