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1. BEVEZETES

A véralvadés XIlI-as faktora (FXIII) tobb szempontbdl is kiilonleges alvadasi faktor. Az
FXIII kivételével valamennyi potencidlisan enzimatikus aktivitassal rendelkezd alvadasi faktor
proteolitikus enzimek zimogén prekurzorai, melyek a véralvadasi kaszkad aktivalodasa soran
alakulnak 4t aktiv alvadasi faktorokka és peptid kotéseket hasitanak. Az FXIII ezzel szemben
egy transzglutaminaz enzim (TG) el6-alakja, amely aktivalt formaban fehérjék glutamin és lizin
oldallancait izopeptid kotésekkel koti Ossze. A protedz prekurzor alvadasi faktorok plazma
fehérjék, az FXIII ezzel szemben mind a plazmaban (pFXIII) mind intracellularis
lokalizacioban (cFXIII) el6fordul. Mig a proteolitikus prekurzor plazma faktorok monomerek,
addig a plazmaban 1év6 FXIII kétféle alegységbdl, két potencidlisan aktiv A (FXIII-A) és két
gatld/stabilizalo B alegységbdl (FXIII-B) felépiild tetramer (FXIII-A2B.). Aktivacioja trombin
és Ca®" hatdsara megy végbe, a trombin az FXIII-A-rél lehasit egy aktivacids peptidet, ezt
kovetéen Ca?" jelenlétében az FXIII-B disszocial és kialakul az aktiv transzglutamindz. Az
aktivalt plazma FXIII f6 funkcioja a fibrin a-, és y-lancanak a kovalens 0sszekotése, illetve az
a2-plazmin inhibitornak a fibrinhez valo rogzitése, ezaltal a véralvadas terminalis fazisdban
kialakult fibrin halo stabilizacidja és megvédése a fibrinolitikus degradaciotol.

A cFXIII két A alegységbdl allo dimer (FXIII-A»), jelenlétét eddig mintegy 7 kiilonb6zo
sejttipusban (legnagyobb koncentracioban trombocitdkban és monocitdkban/makrofagokban)
mutattak ki. Nem aktivalt ,,nyugvd” sejtekben a cFXIII a citoszdlban talalhatd, de a
sejtaktivacid sordn kikeriilhet a sejtfelszinre, vagy intracellularis organellumokhoz kotodhet.
Ennek soran intra-, és extracellularis funkcidja is lehet. A cFXIII jelenléte a trombocitdkban
régota ismert, de a funkcidjanak részletes megismerése még varat magara. Azt mar tudjuk, hogy
erdteljes receptor medialt trombocita aktivacio (a glikoprotein (GP) VI kollagén receptor és a
proteazok altal aktivalt PAR1 és PAR4 receptorok egyiittes aktivacidja) kovetkeztében a cFXIII
legalabb egy része a felszinre keriilhet, de ennek mechanizmusara még nem deriilt fény. Az
egyik kulcskérdés, hogy ez bekovetkezik-e nem-receptor medialt aktivacié hatasara is, amikor
az intracellularis Ca®* szint szintén emelkedik, de a Ca®' szint emelkedésétdl fliggetlen
mechanizmusok hidnyoznak. A trombocita aktivacio egyik fontos 1épése a mikropartikuldk
lefizodése. Kérdés, hogy a receptor medialt és a nem-receptor medidlt trombocita aktivacid
soran a mikropartikulak felszinére keriil-e a cFXIII. Ugy gondoltuk, hogy a fenti kérdések
mélyebb biokémiai és immun-elektronmikroszkopos vizsgalata a trombocita aktivacio tovabbi

részleteinek megismeréséhez vezethet.



A monocitdk és a makrofagok cFXIII tartalmanak elsé leirdsa laboratériumunkban
tortént. Ma mar azt is tudjuk, hogy a makrofagok aktivacidja soran a cFXIII e sejtek felszinére
keriilhet. A makrofagok és a simaizom sejtek az ateroszklerotikus plakkok meghatirozo
sejtpopulacidi. Mindkét sejttipus képes modositott alacsony denzitdsu lipoprotein (LDL)
felvételével, in vitro korilmények kozott tugynevezett habos (,,foam”) sejtekké
transzformalodni, ami lényegesen befolyédsolhatja a sejtek fehérje Osszetételét. A makrofagok
tartalmaznak cFXIII-at, mig a vaszkularis simaizom sejtek nem. Kérdés, hogy a habos sejtekké
torténd atalakulds befolyésolja-e a makrofagok cFXIII tartalmat, illetve a vaszkuléris simaizom
sejtek habos sejtekké torténd atalakulas hatdsara cFXIII-at expresszalo sejtekké valnak-e.
Tovabbi kérdés volt, hogy cFXIIl-at expresszalé habos sejtek megjelennek-e az
ateroszklerotikus plakkokban, illetve ha igen, a cFXIII kikeriil-e az extracellularis
kompartmentbe és ott kifejti-e fehérjéket keresztbe kotd hatasat.

Az FXIII strukturdjaval és funkcidjaval kapcsolatos ismereteinket tobb részletes
Osszefoglalo is targyalja, de a fentebb felsorolt kérdések megvalaszolasa 1ényegesen hozzajarul

a cFXIII hatasanak jobb megismeréséhez €s fizio-patologias szerepének megértéséhez.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1  Xlll-as véralvadasi faktor szerkezete, aktivdcioja és funkcioja

Az FXIII a fibrinhdl6 mechanikai stabilitasaért felelds véralvadasi faktor és a fibrinolizis
egyik f0 regulatora. Az FXIII egy pro-transzglutaminaz, melynek aktiv formaja (FXIIla) a TG-
k csaladjaba tartozik. Az FXIlla-n kiviil még hét tovabbi TG-t ismeriink, melyeket arab
szdmokkal jelolink (TGI-TG7). A TG-k, beleértve az FXIlla-t, acil-transzfer reakciot
katalizadlnak, mely sordan egy peptid kotésben 1évd glutaminhoz primer amin kotédik. A
folyamat els6 1épésében a peptid kdtésben 1évo glutamin szubsztrat az enzim aktiv centrumaban
ammonia szabadul fel. Masodik 1épésben egy primer amin szubsztrat jelenlétében az acil
csoport atkertil az acil akceptor aminra. Az amin hozzékapcsolddik a y-glutamil oldallinchoz
izopeptid kdtésen keresztiil, mikdzben az aktiv centrum ciszteinje deacetilalédik. Amennyiben
az amin szubsztrat egy peptid kdtésben 1€v0 lizin g-amino csoportja a TG (FXIIIa), polipeptid
lancok Ne-(y-L-glutamil)-L-lizil izopeptid kotéssel torténd keresztbe kotését katalizélja. Az
acil-transzfer reakcié soran felszabadul6 ammodnia mérésén alapul a leggyakrabban hasznalt
FXIII aktivitas meghatarozas.

Az FXIII kétféle forméaban fordul eld: megtaldlhatd a plazmdban és egyes sejtekben
intracellularisan. A pFXIII heterotetramer szerkezetli, két potencidlisan aktiv FXIII-A alegység
¢és két hordozoé/gatld FXIII-B alegység komplexe. A pFXIII molekulatomege 326 kDa,
koncentracidja a plazmaban 14-28 mg/L.

Az FXIII-A mas TG-kel ellentétben dimer szerkezetii (FXIII-A»), mely a két monomer
forma Gsszekapcsolddasa révén alakul ki. FXII-A molekulatomege 83 kDa. FXIII-A-t négy
strukturalis domén alkotja: B-szendvics, katalitikus régi6, B-hordd 1 és B-hordd 2. A B-
szendvics N-terminalis végéhez egy 37 aminosavbol allo aktivacios peptid (AP-FXIII)
kapcsolodik. Az FXIII-A monomerek egy-egy nagy affinitdsa Ca*" kotShellyel rendelkeznek,
melyeknek az aktiv forma kialakulasaban kiemelt szerepe van. Feltehetden kisebb affinitast
Ca®" kotbhelyek is megtalalhatoak az A alegység felszinén, de ezek funkciondlis szerepének
tisztazasahoz tovabbi tanulmanyok sziikségesek.

Az FXIII-A tobb sejtben is eléfordul: trombocitakban, monocitdkban, makrofagokban,
oszteoblasztokban, oszteocitdkban, kondrocitdkban, preadipocitdkban és a cornedban 1évo

keratocitdkban. Jollehet az FXIII-A-t foleg csontveld eredetli sejtek expresszaljak, de a



plazmaban 1év6 A alegység forrasa vitatott. Ezekben a sejtekben azonositottak az A alegységet
koédold F13A1 gént, de a szekrécidhoz sziikséges endoplazmatikus retikulum (ER) szignal
szekvencia hidnyzik, igy nem tud bekapcsolddni a magvas sejtekre jellemzd klasszikus ER-
Golgi szekrécios utvonalba. Feltételezték, hogy a vérlemezkék a plazma FXIII-A forrasai, de
ezt az allitadst nem tdmasztottak ald a trombocitopénias egereken végzett kisérletek eredményei,
ahol csokkent trombocitaszam ellenére sem valtozott az FXIII-A szintje a plazmaban. A
kozelmultban - szintén egér modellen - végzett megfigyelések alapjan valosziniisitik, hogy a
rezidens szoveti makrofagok feleldsek a plazma FXIII-A szintjének biztositasaért.

Az FXIII-B egy hepatocitak altal termelt és szekretalt 80 kDa-os glikoprotein, amely
8,5% szénhidratot tartalmaz. Legtijabb kutatidsok szerint a fehérje szénhidrat tartalma felelds az
FXIII-B ¢és az FXIII-A2B> hosszu féléletidejéért a plazméaban. Mozaik szerkezet jellemzi, 10
ismétlodé ugynevezett ,,sushi” doménbdl épiil fel. Az egyes domének térszerkezetének
kialakitasaban két diszulfid hid jatszik 1ényeges szerepet. A B alegység feladata a katalitikus
alegység (FXIII-A) spontan aktivacidjanak és elimindciojanak a megakadalyozéasa plazma
koriilmények kozott, ezaltal novelve az FXIII-A élettartamat.

Az FXIII-A2B> komplex kialakuldsa a plazmaban torténik. Az FXIII-A dontd tobbsége
komplexben kotott forméban talalhatdo meg, és minddssze <1%-a kering szabadon a plazmaban.
Ezzel szemben az FXIII-B feleslegben termelddik és 50%-a szabad forméaban van. Mig az
FXIII-A dimer szerkezetét egyértelmii adatok tamasztjdk ald, addig az FXIII-B szabad
formajardl nem tudjuk biztosan, hogy dimer vagy monomer formaban van-e jelen a plazmaban.
Az FXIII-A2B: fibrinogénhez kotott allapotban fordul elé a plazmaban. Ez a kétddés a B
alegységen keresztiil valosul meg.

A pFXIII a véralvadasi kaszkad utolsé fazisaban aktivalddik trombin és Ca®* hataséra.
Els6 1épésben a trombin lehasitja az AP-FXIII-at az FXIII-A N-terminélis végérol. Ezutan Ca**
jelenlétében az FXIII-B alegységek disszocidlnak és az igy 1étrejott trunkalt FXIII-A dimer
enzimatikusan aktiv konformaciot vesz fel. Lehetséges, hogy az igy képzddott dimer aktiv
monomerekké esik szét. Az aktiv formara jellemzd, hogy az eredetileg fedett aktiv centrum
elérhetévé valik a szubsztratok szamara. A konformacié valtozas szintén Ca?* igényes
folyamat. Polimerizalt fibrin gyorsitja az aktivaciot akar 100-szorosara, illetve az ijonnan
képz6doé fibrin szalak felszint is biztosithatnak az aktivacios folyamat szamdra. Habar
fiziologias koriilmények kozott protedaz (trombin) és Ca?* révén alakul at a zimogén pFXIII

aktiv TG-vé (FXIIIa), extrémen magas Ca?" koncentracio (>100 mM) is eldidézheti az
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Extracellularis kortilmények kozott a cFXIII trombinnal és Ca?*-al aktivalhato hasonloan
a pFXIll-hoz, viszont FXIII-B hidnydban nincs disszocidcids 1€pés. Intracellularis
kornyezetben a cFXIII-nak nincs sziiksége proteolitikus hasitdsra az aktiv szerkezet
kialakitasdhoz. Azonban az nem tisztazott, hogy ez a szerkezet tovabbra is dimer (FXIII-A2°)
format jelent-e az aktivacio utdn vagy monomerekké (FXIII-A°) disszocial. Kimutattak, hogy
vérlemezke aktivacio sordn nem kovetkezik be FXIII-A proteolitikus modositas, de az
intracellularis Ca*>* koncentracioja megemelkedik, ami elegendé a ¢FXIII enzimatikus aktiv
torténd aktivalodasa fiziologidsnak tekinthetd a vérlemezkékben ¢és valosziniileg a
monocitakban is. Az intracellularis Ca*" koncentracio a vérlemezkék esetében megemelkedik
példaul trombin vagy Ca?*-ionofor indukalta stimulacio hatasara.

Az FXIlla elsédleges fehérje szubsztratjai a fibrin o és y lancai, illetve az az-antiplazmin.
A fibrin lancok keresztkdtésével y lanc dimerek és o lanc polimerek képzddnek, ezzel és az a,-
antiplazmin o lanchoz torténd bekotddésével egy stabil, mechanikai hatdsokkal ¢és a
fibrinolizissel szemben ellenall alvadék johet 1étre. Az elmult években tovabbi 23 FXIlla
szubsztratot azonositottak: véralvadasi faktorok (pl. V-0s faktor), fibrinolitikus fehérjék (pl.
plazminogén, lipoprotein A), adhézids és extracellularis matrix fehérjék (pl. trombospondin,
fibronektin), citoszkeletalis fehérjék (pl. aktin és miozin). Ezen fehérjék egy részének, mint
fiziologias FXIlla szubsztratoknak a jelentdsége tovabbi bizonyitasra var.

Az FXIlIa f0 feladata az alvadék stabilizalasa, de ezen kiviil szdamos mas funkcidja ismert.
Elengedhetetlen a terhesség fenntartdsdhoz és a megfeleld sebgydgyulashoz, de az FXIlla részt
vesz az érujdonképzddésben is. Tovabba leirtak, hogy az FXIIla csokkenti a vaszkularis
permeabilitast. Egereken kimutattdk az FXIIla védoéhatasat spontan kardidlis ruptaraval
szemben, valamint in vitro kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy az FXIIla részt vesz
az extracelluldris matrix kialakitasaban, stabilizadlasdban és mineralizaciojaban.

Az FXIII-A hianya sulyos vérzési rendellenességgel jar. Ismeriink 6roklott (autoszomalis
recessziv) és szerzett formakat is. Az 6roklott FXIII-A deficiencia leggyakoribb tlinete a
csecsemOkorban fellépd koldokcsonkvérzés. FXIII-A hidnydban kiilonbozd tipust vérzések
jelentkezhetnek testszerte (pl. bér alatti bevérzések, intracranidlis vérzés, izomkdzti

hematomak). FXIII hidny ismétlodo vetéléssel és elhtizodd sebgyodgyuldssal is jarhat.



2.2  FXIII-A a trombocitakban

Az 1950-es években mutattak ki el6szor az FXIII-A jelenlétét a trombocitdkban. E sejtek
nagy mennyiségben tartalmazzak az FXIII-A-t a citoplazmaban. Egy vérlemezkében kortilbeliil
60+10 fg FXIII-A taldlhatd, ami a teljes fehérjetartalom 3%-at teszi ki. Ez az érték a plazma
szabadulhat fel a sejtekbdl és fejtheti ki extracelluldris hatdsat az FXIII-A. Mitchell és
munkatarsai leirtdk, hogy erds stimulus esetén, mint példaul konvulxin (CVX) és trombin
egyiittes hatasara az FXIII-A a membranrétegbe keriil é¢s megjelenik a trombociték felszinén.
A trombocitdk ez esetben a membran tagulésa, és a sejtekbe gyorsan bedramlé viz, natrium ¢€s
kloridionok miatt egy ballonszer struktarat vesznek fel (,,ballooning”). Az FXIII-A egy ehhez
kapcsolddo sapkaszerti képletbe koncentralodott. Utdbbi szamos egyéb hemosztatikus fehérjét
tartalmaz, Ggymint fibrinogént, plazminogént vagy plazminogén aktivator inhibitor-1-t és
valdsziniileg organellumok maradvanyaibdl tevédik 0ssze. Leirtak tovabba, hogy a felszinre
kertilt cFXIII TG aktivitast mutatott azx-antiplazminnal vagy az-antiplazmin eredetli peptiddel
végzett kisérletekben, ami arra utal, hogy a trombocitdkban 1évé cFXIII extracellularisan is
kifejti hatasat. A trombocita cFXIII tehat a pFXIII mellett részt vehet az alvadék
stabilizaciojaban, amennyiben a plazma FXIII-A>B> komplex szintje 20% al& csokken, akkor
elétérbe keriil a trombocita FXIII-A antifibrinolitikus hatasa.

A CVX és trombin a receptoraikhoz kotddve indukéalnak trombocita aktivaciot. A CVX
stimuldlja a kollagén receptort, a GPVI/FcRy-at, mig a trombin protedz altal aktivalt receptor
I-en (PARI) és 4-en (PAR4), valamint GPIb-n keresztiil fejti ki hatasat. Ezeknek a
receptoroknak a CVX+trombin altali stimuldlasa egy robusztus jelatviteli mechanizmus
beinditasat jelenti. Szamos jelatviteli Gtvonal aktivalodik, beleértve a fehérje foszforilaciot és
az intracellularis Ca?" koncentracié emelkedését az intracellularis raktarakbol valod
felszabadulas miatt. Ezek a jelatviteli események vérlemezke aggregiciot és granulumok
réteg intracellularis oldal feldli részen taldlhaté meg, de aktivacidt kdvetden transzlokalodik a
membran kiilsé oldaldra. A negativ toltési, prokoagulans PS felszint biztosit a véralvadasi
faktorok szamara és eldsegiti az alvadék kialakuldsat, elsésorban a tendz és protrombindz
komplexek megfeleld miikodését. Az extracellularis Ca** bearamlasa is hozzajarul ezekhez a
folyamatokhoz. Trombocita aktivaci6 nem-receptor medidlta Gtvonalon keresztiil is végbe

mehet. A Ca?-ionofor, kalcimicin (A23187) egy receptor fliggetlen aktivalo agens, mely
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rendszer Ca*’-fliggd biokémiai Gtvonalait. Emelkedett Ca* szint miatt a trombocitdkban 1év6
cFXIII nem-proteolitikusan aktivalodik. Az intracellularisan aktivalodott FXIII

1./ egyes a citoplazmaban 1évo fehérjéket (pl. aktint) keresztbe kot,

2./ hozzajarul az alvadék retrakcidjdhoz, bar ezzel kapcsolatban nincs egységes allaspont.
Kasahara és munkatarsai leirtak, hogy FXIII-A hidnyos egerekben szignifikansan gyengébb
volt az alvadék retrakcid, ezzel szemben Kattula és munkatérsai azt talaltdk, hogy a trombocita
FXIII-A nem befolyasolja a retrakcio folyamatat, csak csokkent pFXIII szint esetén van
valtozas,

3./ szerepet jatszik a sejtaktivaciot kovetd trombocita szétteriilés (,,spreading”) fazisaban
is.

Vérlemezke aktivacio a fent emlitett folyamatok mellett mikropartikula képzddéssel is
jar. A mikropartikulak kiilonb6z0 sejtek (pl. trombocita, monocita, vorosvérsejtek) aktivacidja
vagy apoptozisa sordn keletkezé 0,1-1 um atmérdjli, membranrol lefliz6dd vezikulak.
Fiziologias korilmények kozott is megtalalhatoak a keringésben, de szamuk lényegesen
novekedhet a sejtek aktivacidjaval jaro kiilonbozo korképekben, mint példaul kardiovaszkularis
betegségekben, szepszisben vagy daganatos megbetegedésben. A mikropartikulak féleg arra a
sejtre jellemzo tulajdonsédgokat hordozzak, amelybdl szdrmaznak. Az aktivalt trombocitdkhoz
hasonldéan PS jelenik meg az ezekbdl szdrmazd mikropartikuldk felszinén, melyek igy

prokoaguléns tulajdonsaggal rendelkeznek.

2.3 FXIII-A a monocitakban és a makrofagokban

A nyolcvanas években kutatdocsoportunk irta le eldszor, hogy a monocitdk és a
peritonealis makrofagok FXIII-A-t expresszalnak, de FXIII-B-t nem. Ezeket az eredményeket
McDonagh és munkatarsai is megerdsitették. FXIII-A hidnyos betegekbdl frissen izolalt, nem
stimulalt monocitakban a TG aktivitas a detektaldsi hatar alatt volt és a szoveti transzglutaminéz
(TG2) is csak nyomokban volt kimutathatdé. A TG2 azonban gyorsan nétt a sejtek tenyésztése
vagy stimuldldsa soran. A monocita/makrofag cFXIlIl-ra jellemzd, hogy intracellularisan is
hatékony, de membran felszinre valo kikeriilés esetén extracellularis funkcidt is betdlthet. Az
intracellularis FXIIIa aktivitas hozzajarul az IgG Fc régio és a komplement receptorok medialta
fagocitozishoz.  Szignalpeptid hianydban nem  torténik cFXIII felszabadulas a
monocitakbol/makrofagokbdl a hagyomanyos szekrécids utvonalon keresztiil, de Golgi
vezikuldkhoz kapcsolodva az FXIIla a plazma membranhoz keriil, ami felveti egy alternativ
szekrécids utvonal lehetdségét. Nemrégiben kimutattdk, hogy az FXIII-A externalizalddik
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human monocitdk membranjanak felszinén interleukin-4 vagy interleukin-10 altali stimulacié

hatasara, igy képes extracellularisan is funkciondlni.

2.4 Ateroszklerotikus plakkok és a habos sejtek

Az ateroszkler6zis egy kronikus gyulladasos elvaltozas, mely a sziv- és érrendszeri
betegségek f0 oka vildgszerte. Multifaktorialis betegség, kialakuldsat szamos tényezo
befolyasolja: stressz, dohdnyzas, életkor, magas vérnyomas, mozgasszegény életmod és a
lipoproteinek felhalmozoddasa. Elsdsorban az artéridkat érinti és éveken keresztiil tiinetmentes
lehet. Az ateroszklerotikus plakkok kialakuldsdnak pontos mechanizmusa nem ismert. Erre
vonatkozdan tobb elmélet is sziiletett: (a) infiltraciés elmélet (endotélkarosodas miatt
megnovekszik az ateresztd képessége €s a lipidek, illetve a makromolekuladk a keringésbdl a
subendotelidlis térbe keriilnek, igy ateroszklerézist inicidlnak), (b) trombogén elmélet (trombus
alakul ki az erekben, endotél novi be és atkeriil a subendotelidlis térbe, ahol megvaltozik a
szerkezete makrofagok hatasara), (c) sériilésre adott valasz elmélete (virusfertézésre adott
gyulladésos folyamat eredménye), (d) lipidanyagcsere-zavar elmélete (lipidek és a koleszterin
szintje megemelkedik, majd lerakodik az erek falan).

Az ateroszkler6zis patologidja hat f6 szakaszra oszthatd: intima megvastagodas, lipid csik
stadium, patologids mértékii intima megvastagodas, fibroateroma, sériilékeny plakk, plakk
ruptura ¢és kovetkezményes trombodzis. A folyamat mar gyermekkorban elkezdddhet, amikor
artéridkban zsirlerakddéasok jelennek meg. A plazma koleszterinszint emelkedése az endotél
réteg permeabilitdsanak megvaltozasaval jar, igy a kiillonbozé tipusu lipidek, elsdsorban az
LDL felhalmozodik az intimaban. Oxidativ stressz miatt az LDL partikulumok oxidalodnak
(oxidalt LDL; oxLDL), ami endotél diszfunkciot indukal. A gyulladasi folyamat részeként
adhézios molekuldk aktivalodnak (intercellularis adhézids molekula-1, vaszkularis sejtadhézios
molekula-1) és kemokinek (makrofag kolonia stimuldlé faktor, monocita kemoattraktins
fehérje-1) szabadulnak fel. Ennek kovetkeztében, a monocitak atjutnak a fokozott
permeabilitasti érendotélen és makrofagokka differencialodnak, oxLDL felvételét kovetden
pedig habos sejtekké alakulnak. Az oxLLDL felvétele CD36-on, scavenger receptor-Al-en vagy
lektinszerti oxLDL receptor-1-en keresztiil torténik. A fibrézus plakk stddiuméban a vaszkularis
simaizomsejtek az artéridk média rétegébdl szintén az intimahoz véandorolnak, és kollagén
jelenlétében kialakul a fibrotikus sapka az ateroszklerotikus plakkndl. Ez a vastag fibrotikus
sapka hozz4jarul a stabil plakk 1étrehozasahoz. Az ateroszklerotikus folyamat elérehaladtaval
egyre tobb sejt vandorol az érfalba, sejtek aktivitasa is fokozddik és a hidrolitikus enzimek
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szintje megemelkedik (pl. elasztaz). A tulzott felhalmozodas apoptotikus sejthaladlhoz vezet és
a sejtmaradvanyok a plakk lipiddas, mag régio6 kialakulasat segitik eld. Az elérehaladott 1ézi6
¢s trombozis stddiumban a nekrotikus mag megnd, szovetkdzti Allomany csdkken és a fibrotikus
sapka elvékonyodik. Az ilyen instabil plakkok konnyen megrepedhetnek, melynek
kovetkeztében a nekrotikus mag komponensei kolcsonhatasba 1€pnek a véralvadasi faktorokkal
¢s a vérsejtekkel, ami trombdzishoz vezet.

A plakknak vannak acelluléris és cellularis komponensei. Az acellularis komponensek
koziil a lipideket (koleszterin, koleszterin észter, foszfolipidek) és a matrix komponenseket
(fibronektin, kollagén proteoglikdnok) érdemes kiemelni. A cellularis komponensekhez
tartoznak a plakkban 1évé makrofdgok, simaizom sejtek, dendritikus sejtek, mezenchimalis
Ossejtek, endotél sejtek és T sejtek. Habos sejt kialakitdsara a makrofagokon és a simaizom
sejteken kiviil még a dentritikus sejtek, Ossejtek, valamint endotél sejtek képesek.
Ateroszklerozis folyamata soran kialakuldé habos sejt populacié nagy tobbsége azonban
makrofag és simaizom sejt eredetii. A simaizomsejtek és a makrofag altal torténd lipid felvétel
mechanizmusa eltér6. A makrofagok scavenger receptor fiiggd endocitdzis altal konnyen
felveszik az LDL oxidalt, acetilalt vagy akar a nativ formajat. Annak ellenére, hogy a simaizom
sejtek is expresszalnak CD36 receptort és vehetnek is fel oxLDL-t, nem ez lehet a habos
sejtekké torténd alakuldsuk 6 titvonala. Gyakoribb az LDL enzimekkel médositott formajanak
felvétele makropinocitdzis révén. Ilyen mddositast indukélhat az ateroszklerotikus plakkban
nagy koncentracioban 1évo koleszterin-észter hidroldz és proteolitikus enzimek egyiittes hatasa.
Ahogy mar korabban emlitettiilk, mind a monocitdk, mind a makrofagok tartalmaznak FXIII-
A-t, de munkankat megeldz6en arra vonatkozdéan nem volt adat, hogy a habos sejtek

rendelkeznek-e FXIII-A tartalommal.
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3. CELKITUZES

Kutatdsunk célja volt vizsgalni az FXIII-A jelenlétét trombocitdk és trombocita eredetl

mikropartikuldk felszinén, valamint a makrofag eredetli habos sejtekben kvantitativ ¢és

kvalitativ modszerekkel.

Munkank sordn az alabbi kérdésekre szerettliink volna vélaszt kapni:

A cFXIII kordbban immunfluoreszcencids modszerrel kimutatott, receptor medialt
trombocita aktivacid soran bekovetkezd felszini transzpozicidja megerdsithetd-e

immun-elektronmikroszképos technikéaval?

Megjelenik-e a trombocita eredeti mikropartikulak felszinén a cFXIII a sejtekhez

hasonl6an?

FXIII-A felszini expresszidja 1étrejon-e nem-receptor medialta aktivacid esetén?

Van-e Osszefliggés a PS és az FXIII-A membran felszinen valé megjelenése kdzott?

Az FXIII-A transzlokaciojaért felelés mechanizmus igényel-e Ca®* felszabadulast az

intracellularis raktarakb6l?

Hogyan befolyésolja a cFXIII tartalmat a makrofagok habos sejtekké valo atalakulasa?

Simaizom eredetli habos sejtek expresszalnak-e cFXIII-at?

Milyen eloszlast mutat az FXIII-A az ateroszklerotikus plakkokban?

Detektalhatok-e FXIIla altali keresztkotott fehérje struktarak az ateroszklerotikus
plakkokban?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Etikai engedélyek

A human periférids vérmintak, vérkészitmények (hatarréteg — ,,buffy coat”) és a szoveti
metszetek begylijtése és felhasznalasa az Orszagos Vilagszovetség altal megfogalmazott
Helsinki Nyilatkozat irdnyelveinek megfelelden valosult meg. A vérmintdkkal valé munkéat a
Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsdga is engedélyezte. A
szoveti metszeteken elvégzett vizsgalatok a Marosvasarhelyi Megyei Klinikai Siirgdsségi
Korhaz Intézményi Kutatasetikai Bizottsag (29496/2019) jovahagyasaval és a donorok irasos

beleegyez6 nyilatkozatainak birtokaban tortént.

4.2 Gél-filtralt trombocitak készitése és aktivacioja

Vérlemezkék izolalasahoz olyan egészséges onkéntesek vérmintdit hasznaltuk, akik a
vérvételt megeldzé 14 napban nem szedtek trombocita funkciot befolyasold gyogyszert. A
periférids vénas vért 0,109 M Na-citratot tartalmazo vérvételi csovekbe (Vacutainer®, Becton
Dickinson, Plymouth, UK) vettiik le, majd 1:1 aranyban kihigitottuk modositott 4-(2-hidroxi-
etil)-1-piperazin-etan-szulfonsav (HEPES) pufferrel (10 mM HEPES, 136 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 2 mM MgCly, 0,1% gliikkéz, pH 7,45). Trombocita gazdag plazma kinyerése céljabol a
higitott vérmintakat 170 g-n, 25 °C-on, 10 percig centrifugaltuk. Ezt kdvetden a trombocitakat
egy moédositott HEPES pufferrel ekvilibralt Sepharose CL-2B oszlopon (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) valasztottuk el a plazmatdl. A kromatografias oszlopon torténd athaladas
sordn a vérlemezkék deformdlodnak, ezért az izolalast kovetden a gél-filtralt trombocitakat
(GFP) 30 percig inkubaltuk 37 °C-on, a sejtek igy visszanyerték a nyugvo allapotra jellemzd
diszkoid alakjukat.

GFP-t aktivalas el6tt 2 mM CaClz-dal és 0,1% szarvasmarha szérum albuminnal (BSA)
egészitettiik ki. Az aktivacido 125 ng/ml CVX (Pentapharm, Basel, Svéjc) és/vagy 0,5 U/ml
trombin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hozzdadasaval 15, 30 vagy 45 percig 37 °C-on
tortént. Kisérleteink egy részében a GFP-k stimuldlasahoz kalcimicint (Ca**-ionofor; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk kiilonb6z6 koncentracidoban (1-0,1 uM). Bizonyos
kisérletekben a CVX ¢és trombin aktivaciot megeldzden, a trombocitdkat RhoA inhibitor Rozin-

hidrokloriddal (10-100 uM; Tocris Bioscience, Bristol, UK) vagy 1,3,4,5-tetrametil-2-[(2-
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oxopropil)tioJimidazolium klorid (T101; 10-200 uM; Zedira, Darmstadt, Németorszag) TG

inhibitorral kezeltiik.

4.3  Felszini FXIII-A és foszfatidilszerin detektdlasa

4.3.1 Aramlasi citometrias analizis

A trombocita aktivacio egyik legérzékenyebb markere a P-szelektin expresszid, igy a mi
esetiinkben is ez alapjan tortént a sejtaktivacio mértékének a meghatirozasa. Receptor és nem-
receptor medidlta modon aktivalt trombocitdkon a felszini P-szelektint fikoeritrinnel (PE)
konjugalt anti-CD62-vel jeloltiik (1:35 higitas; Becton Dickinson, Plymouth, UK). Izotipus
kontrollként PE-vel jelzett egér IgGi-t (Becton Dickinson, Plymouth, UK) hasznaltuk.

A felszini FXIII-A, PS ¢és CD4la detektalasa harmas immunfluoreszcens jel6lés
formajaban valosult meg. Az FXIII-A jelolésére az intézetiinkben eldallitott fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) konjugalt anti-human FXIII-A ellenes antitestet (2 pg/ml) hasznaltuk.
PE-vel jelzett annexin V fehérje (1:35 higitas; Becton Dickinson, Plymouth, UK) a feliileti PS
detektalasara szolgalt, mig a PE-cianin5-tel (PECy5) konjugalt anti-CD41a (1:35 higités;
Becton Dickinson, Plymouth, UK) antitest a feliileti CD41a-val (GPIIb/I1la komplex) reagal.
Ebben az esetben FITC-el jelzett egér I1gGaa (Becton Dickinson, Plymouth, UK) szolgalt
izotipus kontrollként. A GFP és a mikropartikuldk, valamint az antitestek és az aktivalo agensek
egylittesen voltak jelen, majd az 1.2 bekezdésben jelzett inkubacids idok letelte utan 12-
szeresére higitottuk ki a mintdkat annexin V kot6 pufferrel (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,5
mM CaCly, pH 7,4; Becton Dickinson, Plymouth, UK). A mérést Beckman Coulter FC500
tipust aramlasi citométeren végeztiik (Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA, Aexcitacic = 488
nm, fluoreszcens csatornak: Aemisszio = 325/40 FITC esetén, Aemisszio = 675/30 PE esetén, Aemisszio
= 695/30 PECy5 esetén), az eredmények értékeléséhez pedig CXP analizis programot
(Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA) hasznaltunk. Trombocitdk kapuzdsa CD4la
pozitivitasuknak megfelelden tortént, mig az aggregatumok kizdrasa az elére és az oldalra szort
fény alapjan. Trombocita eredetii mikropartikuldnak a CD41la pozitiv és 1 pm-nél kisebb
eseményeket tekintettiik. A méretkalibracié 0,6, 1,1 és 3 pm nagysagu referencia gyongyok
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) segitségével tortént. Az eredményeket az FXIII-A

pozitiv vérlemezkék és mikropartikuldk %-os ardnyaban adtuk meg.
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4.3.2  Immunfluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok

Mikroszkopos kisérleteinkhez GFP-k egy részét 2 mM CaClzx-dal és 0,1% BSA-val
elézetesen kiegészitett, modositott HEPES pufferben inkubéltuk, masik részét pedig 125 ng/ml
CVX + 0,5 U/ml trombinnal vagy 0,7 uM kalcimicinnel aktivaltuk 37 °C-on, 15 percig. Ezt
kovetden a mintékat a sejt aktivacio leéllitasa érdekében 10-szeresére higitottuk.

A vérlemezkéket és az aktivacid sordn képzodott mikropartikuldkat az intézetiinkben
eléallitott nyul anti-human FXIII-A (1:200 higitas) és egér anti-human CD41a (1:25 higités;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ellenes antitestekkel, illetve Alexa-fluor 568-
al konjugalt annexin V fehérjével (1:20 higitas; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
jeloltiik 60 percig szobahdmérsékleten, sotétben. Ezt kdvetden a trombocitakat és a vezikulakat
liveg targylemezekre immobilizaltuk (4 x 10* sejt/lemez) 72 g-n, 4 percig centrifugalva a
mintdkat Cytospin 3 citocentrifuga (Shandon, Pittsburg, UK) segitségével, majd hagytuk
megszaradni. Mintak egy részét acetonnal fixaltuk 15 percig permeabilizalas céljabol, majd
BSA-val blokkoltunk tovabbi 15 percig. Immun jel6lés vizualizaldsanak érdekében DyLight
405-tel konjugalt kecske anti-egér (1:100 higitas; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) ¢és DyLight 488-al konjugdlt 16 anti-nyal (1:100 higitas; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) masodlagos antitestekkel inkubaltuk a mintdkat 45 percig
szobahdmérsékleten, sotétben. Végiil a lemezeket mostuk és Vectashield® kiégés elleni
médiummal (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) fedtiik. Mosasi 1épéseknél és az
antitestek higitdsahoz foszfattal pufferolt sooldatot (PBS) hasznaltunk. A képeket Plan-
Apokromat 63x/1.40 olajimmerzios objektivvel ellatott ZEISS LSM 700 tipust konfokalis

mikroszkdppal (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) rogzitettiik és Zen programmal analizaltuk.

4.3.3  Elektronmikroszkopos vizsgalatok

GFP el6készitése az immunfluoreszcens mikroszképos vizsgéalatoknal leirtakkal
megegyezd modon tortént. Egyenld mennyiségli aktivalt vagy nem aktivalt GFP-t dvatosan
Osszekevertiink 0,01 M-os PBS-ben oldott 8%-os paraformaldehiddel és egy éjszakan at 4 °C-
on taroltuk. Az elegybdl 5 pl-t vittiink fel szénfilmmel bevont 200 mesh nikkel racsra (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA), majd 10 percet vartunk, hogy a vérlemezkék és az
extracellularis vezikuldk leiilepedjenek a racs felszinére. A felesleges folyadékot sziir6papirral
leitattuk, a racsokat mostuk és 0,01 M-os PBS-ben oldott 1%-0s ovalbumint pipettdztunk a
racsokra, s az igy kezelt mintdkat tovabbi 30 percig inkubdltuk. A vérlemezkéket és a
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mikropartikuldkat nyul anti-FXIII-A (1:5 higitds) és egér anti-CD4la (1:20 higitas)
antitestekkel jeloltik 90 percig. Tobbszori mosést kovetden, a mintdkat 15 nm nagysagu
aranyszemcsékkel konjugalt kecske anti-nytl IgG-vel (1:20 higitas; BBI Solutions, Cardiff,
UK) és 10 nm nagysagu szemcsékkel konjugalt kecske anti-egér IgG-vel (1:20 higitas; BBI
Solutions, Cardiff, UK) reagaltattuk 120 percig. Mind az elsddleges, mind a masodlagos
antitestet 1%-os normal kecske szérumot (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
tartalmazd, 0,01 M-os PBS-sel higitottuk. Az inkubacidk szobahémérsékleten mentek végbe.
Ujboli mosasokat kovetden, a mintakat 30 percig uranil-acetattal (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, USA) és 5 percig 6lom-citrattal (VWR International Ltd., Radnor, PA,
USA) festettiik. A vérlemezkéket és az extracellularis vezikulakat JEOL 1010 transzmisszios
elektronmikroszkoppal (JEOL, Tokyo, Japan) vizsgaltuk, mig a felvételeket Olympus Valeta
CCD kamera segitségével készitettiik.

4.4 Ca’*-ionoforral, kalcimicinnel indukalt trombocita aggregdcio

2 mM CaClz-ot és 0,1% BSA-t tartalmaz6 HEPES pufferben 1évé GFP-t stimuldltunk
lumiaggregométerrel (Chrono-Log Corp., Havertown, PA, USA) detektaltuk. Negativ kontroll
esetében az aktivalo agenst HEPES pufferrel helyettesitettiik.

4.5 Intracelluldris Ca®" szint meghatdarozdsa

Elsd 1épésben a trombocitaszamot 30 000 sejt/pl-re allitottuk HEPES-Ca?* pufferrel (2
mM CaCl,) és Ca** érzékeny, 3 mM Fluo-4-acetoxi-metilészter (Fluo-4-AM; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) festékkel toltottiik fel a sejteket. Ovatosan szuszpendaltuk a
mintakat és 15 percig, szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltuk. Ezt kovetéen PECyS5-tel
konjugalt anti-CD41a-val (1:20 higités) jeloltiik a trombocitdkat tovabbi 15 percig, majd 6 000
sejt/ul-re allitottuk a trombocitaszamot szintén HEPES-Ca?* pufferrel. Az intracellularis Ca?*
szintek kovetése Novocyte 3000 RYB aramlési citométerrel (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA; Aexcitacio = 488 nm, fluoreszcens csatornak: Aemisszio = 330/30 nm Fluo-4-AM
esetén, Aemisszic = 660/20 nm PECyS5 esetén) tortént. Alapvonal meghatarozasanak céljabol
elészor 60 masodpercig gyljtottik az eseményeket, majd megszakitottuk a mérést ¢és

hozzaadtuk a sejtekhez az aktivald dgenseket: 125 ng/ml CVX + 0,5 U/ml trombin elegyét vagy
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0,7 uM kalcimicint, és a Ca?* szint valtozasat legalabb 7,5 percig kovettiik. Az alapvonal és az
azt kovetd esemény gyujtése kozott, 91 sec technikai idérés volt. Az eredmények

kiértékeléséhez FlowJo programot (Becton Dickinson, Plymouth, UK) hasznaltunk.

4.6  Makrofagok tenyésztése és habos sejtekkeé valo transzformaldsa

Az egészséges Onkéntesektdl szarmazd, a monocitdkat is tartalmazd hatarréteg
preparatumokat, ugynevezett , buffy coat”-okat a Debreceni Regiondlis Vérellatd Kozponttol
igényeltiik. Monocita szeparalas céljabol a buffy coat-ot 5 mM EDTA-val kiegészitett PBS-sel
kétszeresére higitottuk. 30 ml sejtszuszpenzidt dvatosan 15 ml Histopaque-1077® (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldatra rétegeztiink és centrifugaltuk 400 g fordulatszamon, 30
percig, 25 °C-on. A surliség alapu gradiens centrifugalast kovetden Osszegyljtottiik a Ficoll
réteg folott 1évo periférids mononukledris sejteket, majd kétszer mostuk PBS-EDTA-val.
Monocitakat egy negativ szelekcion alapuld, magneses izolalas (Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach, Németorszdg) révén nyertilk, melynek kivitelezése a gyartdé altal
meghatarozott médon tortént. Az izolalt sejteket (10° sejt/ml stirliséggel) 2 mM L-glutamint és
25 mM HEPES-t tartalmazé RPMI 1640 médium (Life Technologies, Waltham, MA, USA),
10 pg/ml gentamicin (Krka, d. d., Novo mesto, Szlovénia), 10% fotalis borju szérum (FBS; Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) jelenlétében, 50 ng/ml granulocita-makrofag koldnia
stimulalé faktor (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) hozzdadasaval differenciltattuk
makrofagokkd. Ezt kdvetden a makrofagok habos sejtekké vald transzforméalasa céljabol 50
pg/ml oxLLDL (Life Technologies, Eugene, OR, USA) adtunk a sejtekhez. Mindkét esetben 3
napig inkubaltuk a sejteket 37 °C-on, 5% CO; tartalmt termosztatban. Ezen sejtszuszpenzioban
vizsgaltuk a cFXIII mennyiségét enzimhez kapcsolt immunoszorbens technikaval (ELISA) és
Western blot mddszerrel. A tenyésztés soran teflonbevonatu edényekkel dolgoztunk, hogy
megakadalyozzuk a sejtek felszinhez vald kitapaddsat. A monocitdk izolalasa és a sejtek

tenyésztése steril koriilmények kozott tortént.

4.7 Makrofag eredetii habos sejtek immunfluoreszcens analizise

Immunfluoreszcens vizsgéalatokhoz kezeletlen feliiletli, 8 cellara osztott Lab-Tek™
targylemezen (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY, USA) differencialtattuk a

sejteket 5 x 10° sejt/cella stirtiséggel. RPMI 1640 médium eltavolitasa utdan haromszor mostuk
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a sejteket PBS-sel. A letapadt makrofagokat €s habos sejteket 3,7%-0s paraformaldehiddel
fixaltuk 30 percig, melyet egy ujboli PBS mosés kovetett. A nem-specifikus IgG kotodést
normdl human szérum (EMD Millipore Corporation, Burlington, MA, USA) hasznélataval
akadalyoztuk meg. A 15 perces blokkolasi idd leteltével a sejteket nyul anti-human FXIII-A
(1:200 higitas) ellenes antitesttel 60 percig jeloltiik, majd DyLight 488-al konjugalt kecske anti-
nyul mésodlagos antitesttel (1:100 higitas; Vector Laboratories, Burlingname, CA, USA) 45
percig. Kovetkezd 1épésben PBS mosassal tavolitottuk el a nem kotddott antitesteket €s a lipid
felhalmozodas specifikus markereként, olajvorés O (ORO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) festék 6:4 aranyban desztillalt vizzel higitott oldataval 15 percig inkubaltuk a mintakat.
Végiil desztillalt vizzel torténd mosds utan 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) festéket
tartalmazé Vectashield® fedd médiummal (Vector Laboratories, Burlingname, CA, USA)
fedtiik a mintdkat, melynek kdszonhetden a sejtmagok is lathatova véalnak. A habos sejteket
szolid fazist dioda lézerekkel ellatott, ZEISS LSM 700 tipusu konfokalis mikroszkdppal
vizsgaltuk. A fluoreszcens szignalok gerjesztése szelektiv didda 1ézer excitacids
hullamhosszokkal (DAPI esetén: 405 nm, FITC esetén: 488 nm, olajvords O esetén: 555 nm)
tortént, a kibocsatott fény detektalasa valtoztathatd hullimhossza dikroikus nyaldboszto tiikrok

segitségével zajlott.

4.8  Enzimatikusan modositott LDL készitése

Bhakdi és munkatarsai altal leirt modszer szerint - kisebb valtoztatasokkal - végeztiik az
LDL enzimatikus modositasat. Human nativ LDL-t (4 mg/ml) ultracentrifugalassal nyertiik
allitottuk modositott HEPES pufferrel (20 mM HEPES, 150 mM NacCl, 2 mM CaCl, pH 7,0).
Az enzimatikus moédositas elsé 1épéseként az LDL-t 4 pg/ml szarvasmarha hasnyalmirigy
eredetll tripszinnel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) emésztettiik 37 °C-os inkubatorban,
6 oran keresztiil, majd tovabbi 6 6ran at 24 pg/ml Pseudomonas sp. eredetli koleszterin-
¢szterazzal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Masodik [épésben 4 pg/ml tripszinnel ¢és 36
pg/ml koleszterin-észterazzal egyiittesen kezeltilk az LDL-t 37 °C-on, 24 6raig. Végiil, 10
pug/ml szodja tripszin inhibitorral (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) gatoltuk a
tripszin aktivitasat 37 °C-on, 1 6ran keresztiil és az enzimatikusan modositott LDL-t (eLDL)

PBS-sel szemben dializaltuk.
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4.9  Human aorta simaizom sejtek habos sejtekké valo transzformalasa

A kisérletekhez sziikséges human aorta simaizom sejtek (HAoSMC) az American Type
Culture Collection cégtdl (ATCC; Manassas, VA, USA) kertiltek beszerzésre. A naiv sejteket
(donor: 38 éves, egészséges férfi) 1 mM natrium-piruvatot, 2 mM L-glutamint, 10% FBS-t és
1% gentamicint tartalmaz6 Dulbecco-féle modositott sejttenyésztd médiumban (DMEM;
Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) vettik fel és T75 flaskaban
tenyésztettik 37 °C-os, 5% CO; tartalmii termosztitban. Sejtek passzalasara 90%-os
konfluencia esetén keriilt sor. Elérve a 8 passzazs szamot, a HAoSMC-ket kezeletlen feliileti,
4 cellara osztott Lab-Tek™ targylemezen (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY,
USA) tenyésztettiik tovabbi 24 6raig az el6zdkkel azonos koriilmények kozott. Az inkubaciods
id6 leteltével a lemezeket haromszor mostuk PBS-sel és az adherens simaizom sejtekhez 75

cyey

jelenlétében 24 oraig.

4.10 Human aorta simaizom sejt eredetii habos sejtek immunfluoreszcens vizsgalata

A 24 oras eLDL kezelést kovetoen, eltavolitottuk a DMEM médiumot és a lemezeket
haromszor mostuk PBS-sel. Fixalashoz metanol és ecetsav 58:2 aranyu keverékét hasznaltuk
15 percig. Ujbéli mosas utan normal human szérummal blokkoltunk 15 percig. Sejteket nyqil
anti-huméan FXIII-A (1:200 higitas) és egér anti-human alfa-simaizom aktin (1:250 higitas;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ellenes antitestekkel jeloltiik 60 percig. PBS-
sel valé mosast kovetéen, DyLight 488-al konjugalt kecske anti-nyul (1:100 higitas) vagy
DyLight 488-al konjugalt kecske anti-egér (1:100 higitas) masodlagos antitestekkel inkubaltuk
a mintakat 45 percig, sotétben. A simaizom sejtek altal felvett eLDL-t ORO festéssel (15 perc)
mutattuk ki, majd a feleslegben 1év6 festéket desztillalt vizzel tavolitottuk el. Végiil, sejtmag
jelolésre alkalmas DAPI festéket tartalmazd Vectashield® fedd médiummal fedtiik a mintakat
¢s ZEISS LSM 700 tipust konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a sejtek cFXIII és zsir

tartalmat.
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4.11 Makrofag eredetii habos sejtek FXIII-A tartalmanak meghatarozasa ELISA technikaval

Szuszpenzidban 1évé makrofagok és a makrofag eredetii habos sejt kultirakbol minden
nap mintat vettiink, melyeket 200 g-n, 10 percig centrifugaltunk 25 °C-on. A lecentrifugélt
sejteket 1% Triton, 120 pg/ml 2-metil-4-izotiazolin-3-on (MIT; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 1x SIGMAFAST™ proteaz inhibitor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és PBS
kifejlesztett szendvics ELISA modszerrel tortént. Az eredményeket 10° sejtszamra korrigaltuk.

A statisztikai értékelést kdvetden kapott atlag értékek 5 kiilonbozo kisérlet eredményét tiikrozi.

4.12 Western blot

A Western blot kivitelezéséhez szintén minden nap vettiink mintét a sejtszuszpenzidkbol
az ELISA meghatarozdsokhoz hasonléan. Ebben az esetben viszont a sejteket natrium dodecil
szulfat poliakrilamid gélelektroforetikus (SDS-PAGE) mintapufferben (62,5 mM Tris, 2%
SDS, 8 M urea, pH 6,8) vettiik fel és forralasban 1év6 vizben denaturaltuk 5 percig. A mintdkat
5%-o0s 2-merkaptoetanol redukald szerrel egészitettiik ki. Ezutdn a lizatumokbol -
sejtszamoknak megfeleléen - egyenld mennyiségli mintat felhasznalva, a fehérjéket SDS-
PAGE segitségével valasztottuk el, majd a mintakat elektroforetikus iton polivinilidén fluorid
membranra vittiik at. A fehérjéket tisztitott birka anti-human FXIII-A ellenes antitesttel (1:3000
higitas; Affinity Biologicals, Ancaster, Hamilton, ON, Kanada), biotinalt nytl anti-birka IgG-
vel (1:1000 higitas; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) és avidin-biotin komplexxel
inkubaltuk. Az immunreakcidt fokozott kemilumineszcens (ECL) reagenssel (ECL Plus+,
Amersham, Little Chalfont, UK) tettiik lathatova. Az eredményeket a mintakkal egyitt felvitt
rekombinans FXIII-A-hoz (100 ng; Novo Nodisk A/S, Bagsvaerd, Dania) hasonlitottuk. Az
FXIII-A azonositasanak érdekében Precision Plus Protein Standards, Dual Color molekulasuly

markert (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) hasznaltunk.

4.13 Ateroszklerotikus plakkok vizsgadlata immunhisztokémiaval

A szoveti mintadkat hagyomdnyos transzluminalis angioplasztika beavatkozas révén
nyertiik olyan betegektdl (7 £0), akik tiinetekkel jar arteria carotist érintd ateroszkler6zisban

szenvedtek. A mintakat 4%-os formaldehiddel fixaltuk és paraffinba agyaztuk. A carotis
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plakkok hisztologiai tulajdonsagainak meghatdrozadsdhoz 5 pum-es metszeteket festettiink
hematoxilin-eozin elegyével. American Heart Association altal megfogalmazott kritérium
rendszer alapjan klinikailag relevans IV-es tipusu plakkok (,,aterémak”) kertiltek kivalasztasra.
Makrofagok azonositasdhoz egér anti-CD68 monoklondlis antitestet (Immunologic, Duiven,
Hollandia) hasznaltunk. A cellularisan és extracellularisan elhelyezkedd FXIII-A kimutatdsa
nyul anti-FXIII-A antitest (Thermo Fisher Scientific, Fermont, CA, USA) segitségével tortént.
Ezzel parhuzamosan vizsgaltuk az Ne-(y-L-glutamil)-L-lizil izopeptid kotések jelenlétét a
Covalab (Villeurbanne, Franciaorszag) cég altal forgalmazott, a kotéssel reagald antitesttel.
Masodlagos antitestként az EnVision FLEX/HRP (Agilent, Dako Santa Clara, CA, USA)
szolgalt, melyet 3,3’-diaminobenzidin (DAB) kromogén szubsztrattal kombinaltunk. Negativ

kontroll esetében az elsddleges antitestet normal human szérummal helyettesitettiik.

4.14 Lipidek és FXIII-A pozitiv sejtek kimutatasa ateroszklerotikus plakkokban

A neutralis lipidek ¢és a citoplazmatikus FXIII-A egyiittes jelenlétének kimutatasahoz
fagyasztott metszeteket készitettiink. Ebben az esetben az anti-FXIII-A elleni elsddleges
antitestet ORO festéssel kombinalva alkalmaztuk. Réviden, izopropil-alkohollal valo fixalas és
endogén peroxiddz blokkoldsa utdn, nyul anti-FXIII-A ellenes poliklondlis antitesttel
inkubaltuk egylitt a metszeteket 56 °C-os termosztatban egy éjszakan at. Tobbszori mosas utan
masodlagos antitesttel (EnVision FLEX/HRP) jeloltiik a mintdkat 30 percig. Ezt kovetden a
targylemezeket 5 percre ORO oldatba meritettilk és csapvizzel mostuk. A szinreakcid
kivaltasahoz PolyDetector HRP Green-t (Bio SB, Santa Barbara, CA, USA) hasznaltunk a

gyart6 altal meghatarozott modon.

4.15 Statisztikai analizis

Eredményeink statisztikai elemzésére GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Prism Inc., La
Jolla, CA, USA) szoftvert hasznaltunk. Az adatok normalitasdnak meghatarozasa Kolmogorov-
Smirnov teszttel tortént. Az aramlasi citométerrel meghatarozott FXIII-A pozitiv trombocitdk
¢s a trombocita eredetii mikropartikuldk Osszehasonlitdsdhoz, illetve a kiilonb6zd aktivalo
agensek hatasanak vizsgalatdhoz — normalitastdl fliggden - nem-parositott t-probat vagy Mann-
Whitney tesztet alkalmaztunk. A makrofagok és a makrofag eredeti habos sejtek ELISA

technikaval meghatarozott cFXIII tartalménak Gsszehasonlitasa parositott t-probaval tortént.
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Amennyiben a p érték nem haladta meg a 0,05-t az eredményeket statisztikailag szignifikdnsnak

tekintettik.
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5. EREDMENYEK

5.1 Aktivacios markerek felszini megjelenése trombocita stimuldciot kévetden

Aramlasi citometrias vizsgalatok azt mutattak, hogy mind a CVX-+trombin altal kivaltott
receptor medialta vérlemezke aktivacio, mind a Ca**-ionofor indukélta nem-receptor medialta
kalcimicin elegendd volt ahhoz, hogy a trombocitdk tobb mint 90%-andl megjelenjen a
felszinen a P-szelektin, ami hasonldé a CVX+trombin altal kivaltott stimulacidhoz. Az anionos
foszfolipid, PS aktivalt trombocitak felszinén valé megjelenését az annexin V kotddésével
egyharmadéanal és a 0,7 uM kalcimicinnel aktivalt sejtek 61%-anal. Alacsony kalcimicin
koncentracio esetén a PS pozitiv mikropartikuldk aranya szignifikdnsan magasabb volt, mint a
PS pozitiv trombocitdké. Trombocita aggregaciod vizsgalatinal megfigyeltiik, hogy a kozel

maximalis aggregécio kivaltasdhoz magasabb kalcimicin koncentraciora (0,7 uM) volt sziikség.

5.2 A cFXIII transzpozicidja a receptor medialta utvonalon aktivalt trombocitdik és

trombocita eredetii mikropartikulak esetén

Aramlasi citometriaval végzett kisérleteink eredményei azt mutattak, hogy a CVX és a
¢s az aktivéacio soran képzddott extracellularis vezikuldk egy részénél. Azonban ahhoz, hogy
egy robusztus hatast tudjunk kivaltani a GPVI/FcRy és a PAR1+PAR4 receptorokon keresztiil
torténd kettds stimulusra volt sziikség. Eredményeink tovabba arra engednek kovetkeztetni,
hogy csak a CVX+trombin egylittese tudott egy elkiiloniilé aktivalt vérlemezke populaciot
létrehozni. Ebben az esetben az aktivalt trombocitak és a mikropartikuldk tobb mint 60%-a
mutatott FXIII-A pozitivitdst. Ehhez hasonlé feliileti eloszlast figyeltek meg az a-
granulumokban 1év6 V-6s faktor esetében is.

A CVX+trombin-nal stimulalt vérlemezkéken végzett harmas immunfluoreszcens
festéssel mutattuk ki a CD41a, annexin V és cFXIII felszini megjelenését. A trombocita marker
CD41a sejtek teljes feliiletén kimutathaté volt. A membranok feliiletén megjelend PS erds
festddést mutatott, mely Osszehangban van a prokoagulans vérlemezke képzddéssel. A PS az

aktivalt trombocitdkon kdrkordsen a membranra, illetve a nytlvany teriiletére lokalizalodott. A
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rendkivill intenziv festédést mutaté cFXIII dontden a sejtbdl kidlld sapkaszer(i struktiraban
koncentralodott. Immunfluoreszcens festéssel 700-900 nm méretli, CD41a és PS pozitiv
mikropartikuldk is megfigyelhetdk voltak. Az aramlasi citometrias adatokkal 6sszhangban ezek
a vezikuldk FXIII-A-ra is feliileti festddést mutattak. Az immunfluoreszcens mikroszkopok
felbontd képessége nem elegendd a kisebb méretli vezikulak megfeleld detektalasara, ennek
ellenére a citocentrifugalassal készitett mintdk esetében akar 2 pm atmérdjlii 6sszecsapzodott
mikropartikuldkat is tudtunk kimutatni, amelyek intenziven festédtek FXIII-A-ra.

Kovetkezd 1épésben az FXIII-A lokalizaciojat nagy felbontasi immun-
elektronmikroszkdpiaval (IEM) vizsgaltuk. A nem aktivalt (nyugvo) trombocitak felszinén nem
jelenik meg az FXIII-A, mikozben intenziven jelolddnek a CD41a felszini membran markerre.
A vérlemezkék CVX+trombin-al torténd stimuldcidja azt mutatja, hogy a citoplazmaban 1évo
FXIII-A kikeriil a membran kiils6 oldalara. Az immunfluoreszcens felvételekhez hasonldan, az
IEM-mel is kimutathat6 volt a cFXIII felhalmozodésa a sapkaszeri struktiradban. Kiilonb6zo
méretll (200 és 800 nm kozott) FXIII-A pozitiv mikropartikuldkat is sikeriilt detektalnunk. A
nagyobb méretli vezikuldk megdrizték membranszerkezetiiket, amit a CD4la jelolés is
bizonyit, de egyuttal feliileti FXIII-A jelolédést is mutattak. Erdemes tovabba megjegyezniink,
hogy a mintak analizise soran olyan kisebb méretli vezikulakat is detektaltunk, melyek ép
membran hianydban nem mutatnak CD41a pozitivitast, mikdzben erdsen jelolddnek FXIII-A-
ra. Feltehetden ezek olyan extracellularis citoplazmatikus fragmensek lehetnek, amiket

kontraktilis fehérjék (pl. aktin) tartanak Gssze.

5.3 A nem-receptor medialta trombocita aktivacio nem indukalta a cFXIII trombocitdk és

crer

Az aramlasi citometrias kisérletek eredményei azt mutatjadk, hogy a Ca**-ionofor,
kalcimicin indukalta vérlemezke aktivacid, vagyis az intracellularis szabad Ca?" koncentracio
kozvetlen emelése nem képes bekapcsolni azokat a mechanizmusokat, amelyek feleldsek a
cFXIII trombocitdk ¢és mikropartikulak felszini transzlokacigjaért. Kisérleteinket
megismételtiilk hosszabb aktivacids idével, de ez sem befolyasolta lényegesen az FXIII-A
pozitiv események szamat. Még 45 perces aktivalasi id6 alatt is a trombocitaknak csak 6,643 %-
a, mikropartikuldknak pedig 5,5+2,2%-a mutatott pozitivitast felszini FXIII-A jeldlésre.

Ca**-ionofér indukalta nem-receptor medialta aktivacion atesett vérlemezkék PS és

FXIII-A fest6dést mutattak permeabilizacidt kdvetden, de az FXIII-A a sejtek citoplazmajaban

helyezkedik el. Ezzel szemben a nem permeabilizalt trombocitdk nem mutattak feliileti
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festddést FXIII-A-ra, annak ellenére, hogy PS-re és CD41a-ra intenziv festddést tapasztaltunk.
A trombocitdkhoz hasonldan a kalcimicinnel vald stimulaciot kovetéen az immunfluoreszcens
felvételeken sem talaltunk FXIII-A pozitiv mikropartikuldkat.

Az IEM vizsgélataink sordn két tipust kalcimicin aktivalta vérlemezkét talaltunk. Egyik
tipus a vérlemezkét a vezikula képzddés folyamataban mutatja, mig a masik tipust intenziv
allabképzddés jellemezte. Mindkét tipust aktivalt trombocitdn erés CD41a jelolddés volt
jellemzo, de FXIII-A feliileti expoziciot egyik esetben sem tapasztaltunk. Ca?*-ionofér
kiilonb6z6 méretli mikropartikuldkat eredményezett. Ebben az esetben a membran és annak
CD41a jelolése sértetlen maradt, és felszini FXIII-A jelolés sem volt kimutathato.
Megjegyzendd tovabba, hogy az altalunk hasznélt kalcimicin aktivaldo agens hatdsara nem
képz6dott a CVX+trombin stimulaciondl is tapasztalt, membranmentes FXIII-A pozitiv

mikropartikula/extracellularis citoplazmatikus fragment.

5.4 Citoszolikus szabad Ca** koncentrdcié valtozdsa trombocita aktivdciot kovetben

A CVX+trombin és a kalcimicin kezelésnek a citoszol szabad Ca?* koncentracidjara
kifejtett hatdsat aramlasi citometriaval tanulmanyoztuk. A trombocitakat Fluo-4-AM Ca**
indikatorral toltottiik fel és fluoreszcens festékkel konjugalt anti-CD41a antitesttel jeloltiik.
Utobbi alapjan tortént a sejtek kapuzasa is. A HEPES-Ca?* pufferben 1év6 nyugvo trombocitak
esetén a Fluo-4-AM-hez tartoz6 fluoreszcens jel eloszlasat 60 masodpercig detektaltuk. A
mérést ezutan rovid idére megszakitottuk, majd az agonistdk mintakhoz valdé hozzdadasat
kovetden folytattuk az események gytijtését. A CVX+trombin elegy hozzaadéasakor a Fluo-4-
AM-hez tartozé fluoreszcens jel koriilbeliil 5-szorosére emelkedett, ami a citoszol szabad Ca**
homogén volt, a legtébb sejt azonnali és jelentés Ca®>* koncentracio novekedést mutatott. A
mediadn fluoreszcens intenzitas (MFI) kvantitativ, 60 masodperces beosztasonként torténd
analizise alapjan elmondhato, hogy a citoszolikus Ca?* koncentracié ndvekedése atmeneti volt,
hiszen az MFTI értékek az id6 fiiggvényében csokkentek. Ugyanezt az adatgytijtési protokollt
alkalmaztuk, amikor kalcimicint hasznaltunk aktivalo agensként. A Ca®* koncentracid
novekedése a CVX+trombin aktivalta mintakhoz hasonldan, kalcimicin hozzaadasat kovetden
is azonnali és homogén volt. Ez az emelkedés a kovetési id6 végeig (600 masodpercig)
fennmaradt és a fluoreszcencia ndvekedés mértéke szignifikdnsan nagyobb volt, mint a

CVX+trombin altal torténd aktivacio esetén.
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5.5 A RhoA és a transzglutaminaz inhibitorok hatdasa a konvulxin+trombin altal kivaltott

crer

Eredményeinkbdl jol kitiinik, hogy a kalcimicin nem képes feliileti cFXIII transzlokéaciot
indukalni. Ennek alapjan feltételezziik, hogy a Ca?* fliggetlen mechanizmusok fontos szerepet
jatszanak az FXIII-A CVX+trombin aktivalta trombocitak és mikropartikuladk membranjanak
felszinén valo megjelenésben. A kisméretli, guanozin-trifosztatot hidrolizalo enzimek (GTPaz)
csoportjaba tartoz6 RhoA-nak fontos szerepe van a G-fehérjékhez kapcsolt receptor és az
integrin-kozvetitett jelatvitel Ca>* fiiggetlen részében. Igy célunk volt megvizsgalni a RhoA
inhibitor, rozin hatasat a cFXIII transzlokaciora. FXIII-A transzlokacié rozinnal torténo
koncentracio fiiggd erdteljes gatlasa azt mutatja, hogy a RhoA altal medialt Ca?* fiiggetlen utak
fontosak az FXIII-A-nak a kollagén és PAR receptorokon keresztiil kivaltott trombocita
aktivacio hatasara bekovetkez6 felszinre vald kikertiléséhez.

Tovabbi kérdés volt, hogy sziikséges-e a cFXIII aktiv TG-vé (FXIlla) torténd alakulasa
ahhoz, hogy a cFXIII a trombocitdk membranjan athaladjon. Irodalombodl ismert, hogy a
trombin indukalta vérlemezke aktivacid sordn az intracellularisan lokalizalod6é FXIII-A egy
része nem-proteolitikusan aktivalodik. A T101 a TG2 és az FXIIla hatékony inhibitora,
korilbeliil 0,25 uM-os IC50 értékkel rendelkezik. Azonban a membranon nem tud athatolni és
csak azt az aktiv cFXIII frakciot képes gatolni, amely a kiils6 membranrétegbe keriil.
Kisérleteink egy részében vizsgaltuk a T101 cFXIII externalizaciora kifejtett hatasat. Az FXIII-
A expozicid koncentracio fliggd részleges gatlasa a T101 inhibitor altal arra utal, hogy a cFXIII
aktiv formdja noveli a transzlokacio hatékonysagat. Ugyanakkor a kisérletekben alkalmazott
gatld koncentracidok lényegesen magasabbak voltak, mint az IC50, ami felveti a T101
aspecifikus hatdsanak a lehetdségét. Ezen adatok alapjan nehéz lenne eldonteni, hogy a

csokkent transzlokacié valdban Osszefliggésben all-e a felszinre kikeriilt cFXIIIa gatlasaval.

5.6 FXIII-A expresszio és LDL tartalom vizsgalata makrofag és simaizom sejt eredetii habos

sejtekben immunfluoreszcens mikroszkopidaval

A makrofag eredetii habos sejtek esetében eldszor vizsgalni kivantuk, hogy az atalakulas
folyamata sordn is megdrzik-e a sejtek az FXIII-A tartalmukat. Kisérleteinkhez human
periférias vérbol izolalt monocitékat differencialtattunk makrofagokka, majd azokat oxLDL-lel
inkubaltuk habos sejtekké torténd atalakulas céljabol. Reprezentativ immunfluoreszcens
felvételeken négy makrofagot mutatunk be, amelynek mindegyike intenziven festéddott FXIII-
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A-ra. Ezek a makrofagok kiilonb6zé mértékben vették fel az oxLDL-t. Azokban a sejtekben,
ahol jelent0sebb mennyiségben halmozodott fel a lipid, a citoplazmaban 1évé FXIII-A
perifériara szorult. A felvett lipidrészecskék elfoglaltak a citoplazma centralis részét és mas
citoplazma komponenseket a membran alatti régio felé toltak.

A makrofagokon kiviil szamos mas, az ateroszklerotikus plakkban megjelend sejttipus
potencialisan vehet fel lipideket és alakulhat habos sejtekké. A vaszkularis simaizom sejtek az
ateroszklerotikus plakk masik f6 alkotorészei, melyek szintén képesek habos sejtekké
transzformalodni. Az oxLDL viszonylag gyenge induktora a simaizom eredetli habos
sejtképzddésnek, de a tripszin és koleszterin-észter hidrolaz enzimek altal modositott LDL-t
mar konnyen felveszik a simaizom sejtek is. Ennek megfelelden human aorta eredetii simaizom
sejteket tenyésztettiink és vizsgaltuk az eLDL felvételét. ezek a sejtek intenziv festodést
mutattak a simaizom marker aktinra és jelentds mennyiségii lipidet vettek fel, azonban habos

sejtekké torténd atalakulasukat nem kisérte FXIII-A expresszio.

5.7 A cFXIII expresszio valtozasanak detektalasa makrofagok habos sejtekke torténo

dtalakulasa soran

Kovetkezé kérdésiink az volt, hogy az oxLDL felvétele befolyasolja-e a makrofagok
FXIII-A tartalmat. ELISA moddszerrel kimutattuk, hogy az FXIII-A tobb mint kétszeresére
novekedett 24 draval az oxLDL egyszeri adasat kovetden a nem transzformalt sejtekhez képest.
A megemelkedett FXIII-A tartalom csak kismértékben csokkent a kovetkezd 48 oraban. Ezeket

az eredményeket Western blot technikaval is megerdsitettiik.

5.8 Makrofagok és az FXIII-A kimutatasa ateroszklerotikus plakkokban

A jelentds mennyiségli FXIII-A makrofag eredetli habos sejtekben vald kimutatasat
kovetden vizsgalni kivantuk, hogy az FXIII-A jelen van-e az ateroszklerotikus plakkban, és ha
igen, milyen tipusu lokalizaciot mutat. IV-es tipusu arteria carotis eredetli plakkban jol lathatok
a lipid magot koriilvevé CD68 pozitiv makrofagok. Egy masik, hasonlo6 szerkezetli plakkon az

FXIII-A-t expresszalo sejtek mellett az FXIII-A extracellularisan is megfigyelhetd volt.
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5.9 FXIII-A és izopeptid keresztkotések detektalasa immunhisztokémiaval ateroszklerotikus

plakkokban

A FXIII-A immunhisztokémiai modszerrel kimutatott lokalizacidja az ateroszklerotikus
plakkokban azt mutatta, hogy az FXIII-A szamos makrofagszeri sejtben van jelen a lipidmag
alatti részben. A sejtek tobbségében a citoplazma iires, nem festett része azt jelzi, hogy a sejtek
altal felvett lipideket a fixalasi/festési Iépéseknél hasznalt oldoszerek kioldottak. A lipidmagban
az FXIII-A intenziv extracellularis festodését is tapasztaltuk, ami arra utal, hogy a plazmabol
szdrmazo és/vagy az apoptotikus/nekrotikus makrofagokbol felszabadulé FXIII-A a mag
alkotoelemeihez kotddik. Az FXIII-A detektalasahoz hasznalt primer vagy szekunder antitestek
nem specifikus kotédésének lehetdségét a festddés negativ kontrolloknal tapasztalt hidnya zarta
ki.

Tovabbi kérdés volt, hogy az ateroszklerotikus plakkban jelenlevé FXIII aktiv-e és ha
igen, részt vesz-¢ a fehérjék keresztkotésében. Az Ne-(y-glutamil)-L-lizil kovalens kotéseket
detektald specifikus antitest alkalmazasdval kimutattuk, hogy a plakk nem sejtes részét
keresztkotott fehérje struktirak egészitik ki. Ezen eredmények alapjan elmondhato, hogy az
FXIII-A nemcsak jelen van az ateroszklerotikus plakkban, hanem aktivan hozza is jarul a

struktarajanak kialakitasahoz.

5.10 Ateroszklerotikus plakkokban megjelené FXIII-A tartalmu habos sejtek

FXIII-A tartalm sejtek és keresztkotott fehérje struktura azonositasa utan, célunk volt
vizsgalni, hogy a plakkot alkotdo FXIII-A-t tartalmazé makrofagok képesek-e habos sejtekké
atalakulni. Fagyasztott metszeteken ORO-val festett zsircseppek figyelhetok meg mind az
intracellularis, mind az extracellularis kompartmentekben. Szamos sejt egyiitt festédott ORO-
val és anti-FXIII-A antitesttel. Megallapithato, hogy az FXIII-A tartalmt habos sejtek nem csak
in vitro koriilmények kozott fordulnak eld, de in vivo is jelen vannak az ateroszklerotikus

plakkban.
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6. MEGBESZELES

6.1 FXIII-A a trombocitak és a trombocita eredetii mikropartikuldk felszinén

A CVX+trombin indukalta receptor medialt és a Ca?*-ionoforral kivaltott nem-receptor
medidlta vérlemezke aktivacid néhany hasonlosdgot mutat, beleértve a PS-nek a membran
kiils6 oldalan valé megjelenését és a degranuldciot, ami az a-granulumokban 1évo P-szelektin
fehérje expresszidjaként figyelhetdé meg. Ezzel szemben a sejtek morfoldgidja 1ényegesen
eltér6. A CVX+trombin stimulust kdvetden a vérlemezkék koriilbeliil 2/3-a gombszert alakot
vesz fel, amihez egy sapkaszer(i struktura tartozik, mig a Ca?*-ionoforral aktivalt trombocitak
vakuolizalt struktarat vagy pszeudopodiumokat alakitanak ki. A cFXIII lokalizacigjaban is eltér
a két tipusu aktivaco. Receptor medialta stimulacid hidnydban a cFXIII nem transzlokalodik az
aktivalt trombocitak és a képz6dott mikropartikulak felszinére. Elvileg, a jelentds kiilonbség
hatterében a két utvonalon keresztiil kivaltott, eltérd mértékii intracellularis Ca*"
felszabadulasbol adodhat. A kalcimicin indukalta aktivacié kovetkeztében az intracelluléris
Ca?" koncentracié emelkedése szignifikdnsan magasabb volt, mint a CVX-+trombin
mediatorokkal kivaltott Ca®" szint emelkedés. Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a cFXIII-at nem a citoszol Ca?* szintjének emelkedése iranyitja a membran
kiils6 felszinére, hanem a receptor stimulacid altal aktivalt komplex intracellularis jelatviteli
mechanizmusok. Mattheij és munkatarsai leirtdk, hogy egy masik tipusa Ca**-ionofor,
ionomicin hatdsara TG aktivitas mutathato ki a trombocitak egy részének felszinén. Az éltaluk
hasznalt ionomicin koncentracidja, azonban 10-szer magasabb volt a mi kisérleteinkben
alkalmazott kalcimicin koncentracional, és az aktivacids id0 is hosszabb volt. E két tényezo a
trombocita membran megndvekedett permeabilitasat és az intracellularis Ca** koncentracio
megemelkedését okozhatta.

A cFXIII transzlokacié forméjaban megvaldsulod robosztus véalaszhoz kollagén és PAR
receptorokon keresztiil torténd egyidejii szignalizaciora van sziikség. Mindkét szignalizacios
utvonal Ca?" fiiggetlen biokémiai lépések/mechanizmusok sorozatat foglalja magaba. A
kollagén receptoron, GPVI-on keresztiil zajlo aktivacid a foszfotirozin jelatviteli kaszkadon
keresztiil megy végbe, ami végiil diacil-glicerol képzddéshez vezet, amely aktivalja a protein-
kinaz C csalad szerin/treonin kindzait. A PAR receptorok heterotrimer G-fehérjékhez (Gq €s
Gi2/13) kapcsolodva talalhatok meg a membran citoplazmatikus oldalan. A Gagq részt vesz a

foszfolipaz CP aktivalasdban, ami inozitol-trifoszfat és diacil-glicerol képzddést idéz eld, mig
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a Gai213 a RhoA aktivaciojan keresztiil fejti ki hatasat. A cFXIII transzlokaciét a RhoA
inhibitor, rozin gatolta, ami azt sugallja, hogy a jelatviteli utvonalnak egy Ca*" fuggetlen
részével all kapcsolatban.

A vérlemezkék felszinén megjelend PS korkorosen a membranon és nagy mennyiségben
a sapkaszert struktiraban helyezkedik el. FXIII-A hidnyos betegekbdl szarmazé trombocitak
is képesek a gombszerii megjelenésre €s a sapkaszeru struktira kialakitdsara, ami azt mutatja,
hogy a cFXIIl nem vesz részt ezekben a folyamatokban. A trombin generdcidért felelds
faktorok, igymint aktivalt IX-es faktor, X-es és aktivalt X-es faktor, VIII-as faktor, aktivalt V-
oOs faktor, illetve a protrombin és a fibrinogén, egyéb adhézids molekuldkkal egylitt a negativ
toltésti foszfolipid felszinhez kapcsolddnak a kollagén+trombin aktivalta trombociték feliiletén
megjelend PS miatt. Az ilyen prokoagulans felszinhez kot6dé X-es faktor és protrombin aktiv
formava vald atalakulasa nagyon felgyorsul. A legtobb trombin generacidban résztvevo
alvadasi faktor extracellularis eredetli, mig a fibrinogén és az V-0s faktor egy része az a-
granulumokbol szabadul fel. A citoplazmatikus cFXIII nem szekretalodik a klasszikus
szekrécids ttvonalon és nem keriil ki a vérlemezkékbdl a degranulacio soran. Ennek ellenére a
granularis V-0s faktorhoz hasonl6 felszini megjelenés jellemzi.

Mitchell és munkatdrsai 4ramlési citometrids és immunfluoreszcens moddszerekkel
kimutattak, hogy a CVX+trombin aktivalta trombocitdkon az FXIII-A a felszinre kertil és ezen
prokoagulans sejteken a sapkaszeri strukturaba koncentralodik. Ezeket az eredményeket nagy
felbontasu IEM-mel mi is megerdsitettiik és a kalcimicin aktivacio vizsgélataval kiegészitettiik.
Nemrégiben megjelent kdzlemény szerint a cFXIII megjelenik a monocitdk membranjanak
kiils6 oldalén is interleukin-4 és 10 egylittesével végzett monocita stimuléacio esetén. Cordell és
munkatarsai leirtdk, hogy a monocita eredetli makrofagokban a cFXIII Golgi fehérjékhez
kapcsolodik, melyek szerepet jatszanak a nem klasszikus uton szekretalt fehérjék
plazmamembranba val6 eljuttatdsaban. Ezen az Gitvonalon keresztiil valosulhat meg az FXIII-
A aktivalt trombocitak feliiletén valdo megjelenése is, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek
a cFXIII kettds foszfolipid rétegen vald athaladasanak feltarasahoz. Tovabbi kérdés, hogy a
feliiletre keriilt cFXIII milyen mechanizmus révén jut el a sapkaszerti strukturaba. A plazmaban
1év6 zimogén FXIII kotddhet az aktivalt trombocitdkhoz, azonban a mi kisérleti rendszeriink
nem tartalmazott extracellularis FXIII-at.

Trombin/trombin receptor aktivalé peptid vagy kollagén/CVX agonistdk ¢és ezek
vezikuldkat szabaditanak fel. Kisérleteinkben az aktivacid soran képzddott 100-1000 nm

nagysagu mikrovezikulakat vizsgaltunk. Az 1990-es évek elején mutattak ki, hogy a trombocita
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eredetli mikropartikuldk is tartalmaznak cFXIII-at, de felszini megjelenését nem vizsgaltak.
Aramlasi  citometridval, immunfluoreszcens mikroszképpal és IEM-mel kapott
eredményeinkbdl egyértelmiien kitlinik, hogy a CVX+trombin stimuldciét kovetéen a
képz6dott mikropartikulak dontd tobbsége felszini FXIII-A pozitivitast mutatott. Ezek a tipusu
mikropartikuldk aggregatumok kialakitdsdra is hajlamosak, akar korkorosen, akar
szabalytalanul Osszeallt alakzatban. A részletes, nagy felbontasti IEM felvételek két tipusu
FXIII-A-val jelolt mikropartikulakat azonositottak. A nagyobb, 400-800 nm atmérdji
vezikuldk megtartottdk a CD41a pozitivitdsukat, ami ép membranra utal. A kisebbek, 200 nm
alattiak CD41a-ra negativak voltak, de intenziven jelolédtek FXIII-A-ra, ami a citoplazmatikus
eredetre utal. Sem a nyugvd, sem a kalcimicinnel aktivalt trombocita populacioban nem lehetett
ilyen tipusi mikropartikuldkat detektalni. Eredményeink arra utalnak, hogy ezek a
mikropartikulak egy erésebb trombocita aktivacids stimulus hatdsara képzddnek.

Kimutattak, hogy a CVX+trombin aktivalta vérlemezkék felszinére kikeriilé cFXIII képes
az op-antiplazmint és az oz-antiplazmin eredetli peptidet fibrinhez kotni. Ez azt jelzi, hogy a
membran felszinre transzlokalodd cFXIII aktiv TG formdjaban van jelen. Egy korabbi
tanulmanyban TG indukalta szerotonin k6tédést mutattak ki szamos fehérje szubsztrathoz, ami
szintén az aktiv cFXIII jelenlétére utal a trombocitdk membranjan. Ismert, hogy az FXIII nem
proteolitikusan is aktivalodik az intracellularis kompartmentben trombin indukalta vérlemezke
aktivacio soran. Valoszintileg ez a stimulacio egyidejiileg transzlokalja a cFXIII aktiv formajat
a membran kiilsé oldalara intracellularis jelatvitel beinditdsa kovetkeztében. Elvileg
elképzelhetd, hogy a nem aktivalt FXIII kikeriil a sejtbdl és ezt kovetden a trombin
proteolitikusan aktivalja, amikor a trombocitak kiilsé felszinéhez kotddik. Ennek ellenére,
trombin receptor aktivalo peptid-6 és kollagén stimulus alkalmazéasakor hasonld TG aktivitést
figyeltek meg exogén trombin hozzdadéasa nélkiil is. Ezek az adatok egyiittesen arra utalnak,
hogy a cFXIII legalabb egy része aktivalt forméaban transzlokalodik a feliiletre. Az FXIII-A
pozitiv trombocitdk a trombushoz szallithatjdk, a mar aktiv cFXIII-at, ami eldsegitheti a
keresztkotések kialakuldsat, igy stabilizalhatja a trombocita-fibrin aggregatumot. Tovabbi
kérdés volt, hogy sziikséges-e a cFXIII aktivalasa a transzpozicidhoz. TG inhibitor jelenlétében
csokkent a cFXIII felszini megjelenése, ami az aktiv forma szerepére utal. Habar nem talaltunk
kozvetlen bizonyitékot, de valdszinii, hogy a mikropartikuldk felszinén detektalt cFXIII szintén
aktiv formaban van jelen, igy szintén részt vehetnek az alvadék stabilizalasaban. JO kutatasi
célpontok lehetnek a kis citoplazmatikus fragmentek, melyek nem rendelkeznek membrannal,

de intenziv FXIII-A jelolést mutatnak. Kialakulasuk €s pontos szerkezetik még tovabbi

30



feltarasra var és az alvadék stabilizalasban vald részvételiikkel kapcsolatos vizsgalatok akar
tovabbi érdekes, 1j mechanizmusokat tarhatnak fel.
Tanulmanyunk eredményeit 0sszefoglalva az alabbi uj megallapitasokat fogalmazhatjuk
meg:
1./ Receptor medialta aktivacionak szerepe van a cFXIII membran kiilsé felszinén vald
2./ Els6ként mutattuk ki a cFXIII jelenlétét a trombocita eredetti mikropartikuladk felszinén.
3./ A Ca’"-ionofor, kalcimicin indukalta emelkedett intracellularis Ca®" szint ellenére, a
kalcimicin nem tudott cFXIII transzlokaciot el6idézni.
4./ A Ca*" fiiggetlen jelatviteli mechanizmus(ok) fontos szerepet toltenek be a
5./ RhoA inhibitor, rozin hatasara csokkent a cFXIII felszini megjelenése CVX+trombin
stimulalt vérlemezkéknél, ami szintén alatamasztja a Ca** fliggetlen mechanizmusok

fontossagat.

6.2 FXIII-A a makrofag eredetii habos sejtekben

A makrofagok multipotens és multifunkciondlis sejtek, amelyek jelentds atalakulason
mennek keresztiil kiillonb6z6 induktorok hatdsdra. Kiilonb6z6 korilmények kozott
maradhatnak nem-polarizalt forméban vagy polarizald dgensek hatdsara pro-inflammatorikus
M1 vagy anti-inflammatorikus M2 fenotipusu sejtekké alakulhatnak at. Legjabb tanulmanyok
a makrofagok harom f6 klaszterét kiilonboztetik meg az ateroszklerotikus plakkban. A rezidens
makrofagok, M2 fenotipusra emlékeztetd tulajdonsagokkal, bejuthatnak a plakkba. Szamos
olyan tényezé befolydsolhatja a makrofagokat az érfalban, melyek hatdssal vannak a
polarizécios allapotukra. Habar Romanic és munkatarsai 1998-ban leirtak az FXIII jelenlétét az
ateroszklerotikus 1ézidkban, azdta csak néhany tanulmany jelent meg e témaban. FXIII-at
expresszalo, alternativ uton aktivaloddé makrofagokat azonositottak aorta sztendzisban
szenvedd betegek aorta billentylijében, igy valdszintileg ezek a sejtek szerepet jatszanak a
billentyli sztendzis progresszidjaban.

A makrofagok képesek lipidek felvételére, ezaltal habos sejtekké vald atalakulasra. A
habos sejtek fontos szerepet tdltenek be az érelmeszesedés kialakuldsaban és progresszidjaban.
Apoptdzis, autofagia, nekroptdzis vagy piroptdzis esetén az ateroszklerotikus plakk magjanak
{6 forrasat adjak. A makrofagokon kiviil, bizonyos koriilmények kozott, a vaszkuléris simaizom
sejtek, az dssejtek/progenitor sejtek és az endotél sejtek is felvehetnek lipideket és habos
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sejtekké alakulhatnak. A fenotipus 4talakuldson 4tmend simaizom sejt eredetli habos sejtek
nagyjabol az ateroszklerotikus plakk felét teszik ki. A lokalis kornyezet valtozasaira valaszul a
vaszkularis simaizom sejtek kontraktilis fenotipusrol szekrécidsra valtanak, és a makrofagokra
jellemzd expresszids jegyeket és viselkedést mutatnak. A makrofag markerek expresszaldsa €s
a makrofagszerli viselkedés elvileg magédba foglalhatja az FXIII-A szintézisét is. Mind a
makrofagok, mind a HAoSMC-k lipid partikulumokat vettek fel. A HAoSMC-k nem
expresszalnak FXIII-A-t és habos sejtekké vald transzformalasuk sem valtoztatott ezen a
helyzeten. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a habos sejtekké vald atalakulds nem felelds a
makrofag eredetii habos sejtek emelkedett FXIII-A tartalméért; a habos sejt fenotipus nem jar
citoplazmatikus FXIII-A tartalommal.

A makrofagokban az FXIII-A mennyisége drasztikusan megnovekszik interleukin-4-el
vald stimuldciokor, mig a y-interferonnak nincs ilyen hatédsa, azaz a sejtek FXIII-A tartalma
lényegesen kiilonbozik az M1 és M2 fenotipusokban. Mivel az oxLDL felvétele makrofagok
differencialodasat és M2 fenotipus felé torténd aktivaciot is indukal, kivancsiak voltunk arra,
hogy a sejtekben 1évo FXIII-A mennyiségét hogyan befolydsolja a makrofagok habos sejtekké
torténd atalakuldsa. Kisérleteink sordn a nem-polarizalt makrofagok FXIII-A szintje tobb mint
kétszeresére ndtt az oxLDL partikulumok felvételét kovetden. Van olyan kozlés miszerint az
interleukin-4 hosszabb ¢és erdteljesebb stimuldcidja lényegesen nagyobb FXIII-A szintet
eredményezett, érdekes lenne ilyen irdnyu vizsgalatok kivitelezése, ami alapjan bovithetnénk a
polarizalo agenseknek a habos sejtek FXIII-A tartalmdra kifejtett hatdsaval kapcsolatos
ismereteinket.

Szoveti metszetek tanulmanyozasa soran nagy mennyiségli FXIII-A pozitiv sejt
populaciét talaltunk az ateromakban. Ezeknek a sejteknek a tobbsége makrofag eredetii habos
sejtként jelenik meg. A sejtek citoplazmajaban 1€vé iires részek a fixalasi/festési procedura
soran kioldddott lipid jelenlétére utalnak. Az FXIII-A és az ORO zsirfestés kombinacidja
egyértelmiien azt mutatta, hogy az FXIII-A ¢és a lipidcseppek ugyanabban a sejt populaciéban
talalhatoak. A fagyasztott metszeteken az ateroszklerotikus plakk jelentds acellularis teriilete is
intenziv FXIII-A festédést mutatott. A szklerotikus magban megjelené FXII-A nagy
valészinliséggel olyan habos sejtekbdl szarmazik, amelyek elvesztették integritasukat és részt
vesznek a nekrotikus mag felépitésében. Tovabbi kérdés volt. hogy az ateroszklerotikus
plakkban jelenlevé FXIII aktiv formaban van-e, azaz funkcionalis-e és képes-e fehérjék kozott
keresztkotéseket kialakitani. Az a tény, hogy az FXIII-A megjelenik a monocitak felszinén
interleukin-4 és 10 hatasara, azt sugallja, hogy a feliilethez kotott forméban, aktiv TG-ként van

jelen a plakkban. Feltehetéen a cFXIII mar aktiv formaban szabadul fel a szétesd sejtekbdl. Az
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FXIII f6 extracellularis funkcidja a szovetekben a szubsztrat fehérjék izopeptid kotéseken
keresztiil torténd keresztkotése. Az izopeptid kotéseket specifikusan detektald antitest
segitségével, olyan térhdlos fehérje szerkezetet tudtunk kimutatni az ateroszklerotikus
plakkban, melyek azt jelzik, hogy az FXIlla TG aktivitdsait az extracellularis
kompartmentekben is kifejti. Ezek az eredmények fontosak a lipidmag kialakulasanak
mechanizmusa ¢€s a plakk strukturalédasa szempontjabol.
Tanulmanyunk eredményeit 6sszefoglalva az aldbbi 1) megéllapitdsokat fogalmazhatjuk
meg:
1./ A makrofagok habos sejtekké torténd atalakuldsa ndveli azok intracellularis FXIII-A
tartalmat, mig a HAoSMC-k hasonl6 transzformacidja nem valt ki FXIII-A termelddést.
2./ Az FXIII-A nagy mennyiségben taldlhaté az ateroszklerotikus plakk makrofagjaiban és
az extracellularis kompartmentben. Az FXIII-A tartalmi makrofagok in vivo is habos
sejtekké alakulnak 4t az ateroszklerotikus plakkban.
3./ Az izopeptid kotésekkel térhalositott fehérje szerkezet jelenléte arra utal, hogy az FXIII-
A legalabb egy része aktiv TG-ként miikodik a plakkon beliil.
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7. OSSZEFOGLALAS

A véralvadds Xlll-as faktordnak A alegysége (FXIII-A), egy potencialis
transzglutamindz, mely a plazma mellett bizonyos sejtek citoplazmajaban is megtalalhat6
(cellularis FXIII; cFXIID). A trombocitak kiillondsen nagy mennyiségben tartalmazzék (az
Osszfehérje tartalom 3%-a). A konvulxin (CVX)+trombin aktivacié hatasara az FXIII-A a
membran felszinére keriil. A monocitadk és az ateroszklerotikus plakkokban is megjelend
makrofagok szintén tartalmaznak FXIII-A-t. Célul tlztiik ki, hogy megvizsgaljuk az FXIII-A
jelenlétét trombocitdk és trombocita eredetti mikropartikuldk felszinén, valamint a makrofag
eredetli habos sejtekben kvantitativ és kvalitativ modszerekkel.

A CVX+trombin 4ltal kivaltott receptor medialta aktivacid a trombocitaknak ¢és a
trombocita eredetli mikropartikulanak tobb mint 60%-anal eredményezett cFXIII expoziciot.
Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal ép membran struktiraja és CD41a membran glikoprotein
jelolést nem mutatd mikropartikuldkat identifikdltunk. Mindkét tipusu vezikula rendelkezett
felszini FXIII-A-val, ami nagyobb mennyiségben volt jelen a CD41a negativ partikuldkon. A
RhoA inhibitor, rozin szignifikdnsan csokkentette a cFXIII transzlokéaciot. A nem-receptor
medialta aktivacio kivaltasara hasznalt Ca**-ionofér jelentésen megemelte az intracellularis
felszinére, de cFXIII feliilleti megjelenését nem tudta kivaltani. Eredményeink alapjan

elmondhato, hogy az intracellularis Ca?>* koncentraci emelkedése elegendd a foszfatidilszerin

crer

crer

A makrofag eredetli habos sejtek immunfluoreszcens mikroszkopos vizsgéalata kimutatta,
hogy az FXIII-A jelen van a makrofagok habos sejtekké valo atalakulasat kovetden is. ELISA
¢s Western blot technikdk segitségével azt talaltuk, hogy a transzformécio megnovelte a sejtek
cFXIII tartalméat. Ez a valtozas csak a makrofagokbdl szarmazé habos sejtekre volt jellemzd, a
vaszkularis simaizomsejtek habos sejtekké torténd atalakulasa nem jart FXIII-A expresszidval.
Az FXIII-A nem csak intracellularisan volt jelen a plakkban, de az extracellularis
kompartmentben is kimutathat6 volt. Ateroszklerotikus plakkokbol készitett szoveti metszetek
FXIII-A és oxidalt LDL kombinalt festése azt mutatta, hogy az FXIII-A tartalmu makrofagok
a plakkon beliil is habos sejtekké alakulhatnak. Az izopeptid kotéseket specifikusan detektalo
antitest segitségével, olyan térhalos fehérje szerkezetet tudtunk kimutatni a plakkban, melyek
azt jelzik, hogy az FXIII-A aktiv forméaban van jelen. Az FXIII-A tartalmt habos sejtek
hozzajarulhatnak a lipid mag kialakuldsédhoz és a plakk struktarajahoz.
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