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1. BEVEZETES

1.1. A XIII-as faktor szerepe a véralvadasban

A XllI-as faktor (FXIII) szerepe a véralvadasban tobb évtizede jol ismert. A FXIII
heterotetramerként kering a vérben, amelyet a két globularis A alegység (FXIII-A) és az azt
koriilvevd két egyenes B alegység (FXIII-B) alkot. A FXIII proteolitikus tton, trombin
hatasara aktivalodik, a folyamatot elsésorban a Ca®* és a fibrin(ogén) szabalyozza. A FXIII
aktiv formdja (FXIIIa) transzglutaminazként e(y-glutamyl)lysyl keresztkotéseket hoz 1étre a
fibrinmonomerek kozott, amivel a véralvadési kaszkad révén létrejott fibrinhalot stabilizalja.
Ismert az is, hogy a FXIlla a fibrinolizis {0 inhibitorat, az a,-plazmin inhibitort az a-fibrinlanc
polimerekhez koti kovalensen, ami megvédi a fibrint a gyors fibrinolitikus degradaciotol. A
FXIII-B alegysége az emberi szervezetben, a majsejtekben szintetizalodik, mig az A
alegységet nagyrészt a megakariocitdk/trombocitak ¢és a monocitadk/makrofagok, illetve kis
mértékben a majsejtek termelik. Néhany évvel ezeldtt bizonyitottak, hogy a kondrocitak is

képesek a FXIII-A szintézisére.

1.2. A XIII-as faktor véralvadasi folyamaton kiviili szerepe

Az elmult harom évtizedben nyilvanvalova valt, hogy a FXIII szerepe nem korlatozddik
kizarolag a véralvadas teriiletére. Mind klinikai megfigyelések, mind kisérleti eredmények
bizonyitjak, hogy a FXIII szerepet jatszik a sebgydgyuldsban és a terhesség fenntartasaban is.
Noha mar évtizedekkel ezelott kimutattadk a FXIII-A-t a trombocitakban és tébb, mint 15
évvel ezeltt a monocita/makrofag sejtvonalban, a FXIII-A intracellularis szerepérdl keveset
tudunk. Kisérleti és klinikai eredmények alapjan valosziniisithetd, hogy a megakariocitak,
monocitak és makrofdgok nem tekinthetdk pusztan a plazma FXIII-A szintézis helyének és a
FXIIT A alegységének intracellularis funkcidi is vannak:

a.) A FXIII-A jelen van a monocita/makrofag sejtvonalban a csontvel6i fejlodésiik
legkorabbi szakaszatol a keringésben levé monocitdkon keresztiil a szovetekbe és
szerdzus testiiregekbe vandorolt, makrofagga differencialodott sejtekben.

b.) A FXIII-A nem rendelkezik szignal szekvencidval és amikor tenyésztett 0jsziilott

horcsog vesesejtekkel expresszaltattdk, nem jelent meg a tapfolyadékban, ami arra



utal, hogy a FXIII-A csak a sejtek szétesése vagy membranjuk karosodasa esetén
juthat ki a sejtekbdl.

c.) A makrofagokban a FXIII-A jellegzetes citoplazmatikus eloszldst mutat; elsésorban a
citoplazmatikus vakuolumok koriil és a pszeudopodiumokban figyelhetd meg, de a
fagocitotikus vakuolumokban nem lehet kimutatni. Immunelektronmikroszkopos
vizsgalatok kimutattdk, hogy a FXIII-A a mikrofilamentumok mentén talalhat6 a
sejtekben, de sohasem detektalhato a szekretoros vezikulumokban.

d.) A fontosabb citoszkeletalis proteinek (miozin, aktin, vinkulin) a FXIII-A szubsztratjai.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a FXIII-A a monocita/makrofdg sejtvonalban
aktivalhat6 és bizonyos intracellularis funkcioja(i) van(nak), cellularis transzglutaminazként
részt vehet a citoszkeleton atrendezddésével jellemezhetd folyamatokban. Mivel a fagocitozis
folyamataban a citoszkeleton atrendezddése az egyik legmarkéansabb jelenség, munkank soran
olyan kisérleteket végeztiink, melyek hozzajarulhatnak a FXIII-A monocita/makrofagok

fagocitdzisaban jatszott szerepének tisztazasahoz.



2. CELKITUZESEK

Munkdénk soran célul tiiztik ki a FXIII-A lehetséges intracelluldris szerepének tisztazasat a

monocita/makrofag sejtvonalban.

Az alabbi kérdéseket kivantuk tanulmanyozni:

A monocita/makrofag differenciacié soran vizsgaltuk, hogy:

*

hogyan valtozik a FXIII-A mRNS expresszioja és a fehérje termék produkcidja?

¢ hogyan viltozik az Fcy és komplement receptor altal medialt fagocitozis mértéke?

¢ megfigyelhetd-e valamilyen 0sszefiiggés a monocita/makrofagok fagocitdzis mértékének

valtozasa és a FXIII-A expressziojanak valtozasa kozott?

¢ a FXIII-A Altal katalizalt reakcid gatlasaval in vitro gatolhatd-e a monocitdk/makrofagok

fagocitozisa?

Faktor XIII deficiens betegekbdl izolalt monocita prepardtumokon vizsgaltuk, hogy:

¢ ki lehet-e mutatni FXIII deficiens betegek monocitdin a fagocitozis csokkenését?

¢ a FXIII-A a partikulumok k&tddésében vagy internalizacidjaban jatszik-e szerepet?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Monocitak szeparalasa és tenyésztése

A monocitakat egészséges donoroktol szarmazd trombocitamentes buffy coatbdl izolaltuk
elutriacids centrifugalassal és a sejteket 10%-os inaktivalt human AB savoval komplettalt

RPMI 1640 médiumban 4 napig tenyésztettiik.

3.2. XIII-as faktor deficiens betegek

A vizsgédlatban tizenhdrom FXIII-A deficiens beteg vett részt. Harman (ndk)
Lengyelorszagbol, egy férfi Németorszagbdl és kilencen (5 férfi, 4 nd) Izraelbdl. A német és
az izraeli betegek esetében azonositottak azokat a FXIII-A génben levé mutaciokat, amelyek a

FXIII deficienciat okoztak.

3.3. Monocitak szeparalasa a FXIII deficiens betegekbdl és a kontrollokbdl

A FXIII-A deficiens betegek és egészséges kontroll egyének (n=21) heparinnal alvadasgatolt
vérébol a mononukledris sejteket Ficoll gradiens centrifugilassal szeparaltuk. A
mononukledris sejszuszpenzidobdl a monocitakat iiveglemezre vald kitapasztassal valasztottuk

el. Mind a betegek, mind a kontrollok beleegyezésiiket adtak a vizsgalatok elvégzéséhez.

3.4. IgG-vel szenzitizalt vorosvértestek kotodésének és fagocitézisanak vizsgalata

Az un. vorosvértest antitest (EA) Fcy receptoron keresztiili kdtddésének €s fagocitdzisanak
vizsgalatat nyulszérumbol izolalt IgG-vel szenzitizalt birka vvt-vel végeztiik. A betegekbdl és
kontrollokbol szeparalt mononuklearis sejteket iliveglemezre tapasztottuk ki és EA-val
inkubaltuk. Meghataroztuk az Un. uptake indexet (UI), amely a sejt felszinéhez k6t6dott és a
sejt altal fagocitalt partikulumok egy sejtre vonatkoztatott atlagos szamat jelenti. A sejtek
felszinéhez kotddott szenzitizalt vvt-k hipotonids lizise utdn a sejtek altal fagocitalt
partikulumok atlagos szamat a fagocitozis index-el fejeztiik ki (PI). Az uptake index és a

fagocitodzis index kiilonbsége adja a kotddési (binding) indexet (BI): BI=UI-PL



3.5. Az éleszt6 partikulumok kotédésének és fagocitozisanak vizsgalata

Az é¢lesztd gombakat (Saccharomyces cerevisiae) 1gG és fibronektin mentes human AB
szérummal kezeltik. A betegekbdl és a kontrollokbdl szeparalt mononukledris sejteket
iiveglemezre tapasztottuk ki és komplementtel opszonizalt és nem opszonizalt, fluoreszcein
isotiocianattal (FITC) konjugalt ¢élesztépartikulumokkal inkubaltuk. A partikulumok
kotddését és fagocitozisat fluoreszcens kioltdsos modszerrel hataroztuk meg. Tripankék festés
utan, - amely teljesen kioltja a sejtek felszinéhez kotodott élesztépartikulumok
fluoreszcencidjat - szamoltuk ki a fagocitdzis indexet. A kotddési indexet az uptake index és a

fagocitdzis index kiilonbségeként hatdroztuk meg.

3.6. A fagocitozis gatlasa

A monocita/makrofagok Fcy és komplement receptoron keresztiil torténd fagocitozisat
monodanzilkadaverin (MDC) inkubéciot kovetden 1is megvizsgaltuk. Az MDC a
transzglutamindzok 4altal katalizalt keresztkotések kialakuldsat gatld vegytilet. A
monocita/makrofadg sejttenyészetb6l szarmazéd sejteket MDC-t tartalmazd tapfolyadékban
inkubaltuk, majd a fagocitozist a 3.4. és a 3.5. pontban ismertetett moédon vizsgaltuk.

Kontrollként az MDC-vel nem kezelt sejtkultarak szolgaltak.

3.7. A FXIII-A immunfluoreszcens jelolése és a preparatumok image analizise

A monocita/makrofag sejttenyészetbdl naponta elkiilonitett szuszpenzié aliquotokbol citospin
preparatumokat készitettiink. A preparatumokat paraformaldehiddel fixaltuk. A FXIII-A-t
indirekt immunfluoreszcens reakcioval poliklonalis nyul anti-FXIII-A, biotinnal jeldlt anti-
nyul IgG és FITC-streptavidin felhasznalasaval detektaltuk. A FXIII-A relativ mennyiségét
Axioplan tipustt fluoreszcens mikroszkophoz (Zeiss, Oberkochen, Germany) kapcsolt
Charged-Coupled Device (CCD) kamera (IMAC-CCD, Sony, Japan) és képanalizald szoftver
(ISIS, Metasystems, Germany) segitségével sejtszinten mértiik az altalunk kidolgozott és

publikalt modszerrel.



3.8. A FXIII-A mRNS expresszio valtozasa a tenyésztés soran

A FXIII-A mRNS exressziojanak meghatarozasara quantitativ reverz-transzkriptaz polimeraz
lancreakciot hasznaltunk (QRT-PCR). A sejtekbdl a High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Diagnostics, Indianapolis, USA) segitségével totdl RNS-t izolaltunk. Kétlépéses quantitativ
reverz-transzkriptaz PCR reakcidt alkalmaztunk. Az elsé 1épésben minden mintabdl azonos
mennyiségli RNS-t irtunk at cDNS-re, majd ezt FXIII-A specifikus primerekkel és probe-bal
ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, USA)
késziiléken amplifikaltuk. Egyszerre 3 parhuzamos minta fluoreszcencia intenzitas valtozasat

mértuk. Belso kontrollként a 18S rRNS-t hasznaltuk.

3.9. SDS-PAGE elektroforézis és Western blot analizis

A monocita/makrofag tenyészetbdl e célra naponta kivett mintadkban desztillalt vizes feltaras
utan a citoszolban meghataroztuk a fehérjekoncentraciot. Denaturalt rekombinans FXIII-A-t,
minden mintdbdl azonos mennyiségli fehérjét és nagy molekulasulyq, illetve biotindlt
molekulastly standardot vittiink fel natrium-dodecil-szulfat (SDS) poliakrilamid gélre, majd
elvégeztiik az elektroforézist (Hoefer SE 600, Pharmacia Biotech, San Francisco, USA). A
fehérjéket a gélen Coommassie blue festéssel tettiik lathatova. Ezutdn a fehérjéket
nitrocellul6z membranra blottoltuk at (Hoefer TE 50X, Pharmacia Biotech, San Francisco,
USA). A nitrocellul6z membrant blokkolas utdn FXIII-A ellenes antitesttel inkubaltuk, majd
biotinalt nyul IgG, avidin-biotindlt peroxidaz komplex felhasznalasaval jeloltik és

diaminobenzidin tetrahidrokloriddal (ABC/DAB) tettiik lathatova.

3.10. Statisztikai analizis

Az egészséges kontrollok és a FXIII deficiens betegek monocitdin végzett mérések
eredményeit a Student féle t-teszttel hasonlitottuk Ossze. A kiilonbséget akkor tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak, ha a P<0,05. A kvantitativ RT-PCR eredményeit statisztikailag
az un. komparativ threshold cycle (Ct) mddszerrel értékeltiik ki. A mintdk RNS tartalmanak
normalizalasdhoz a 18S rRNS-t hasznaltuk, mint belsé kontrollt és a FXIII-A els6é nap mért
mRNS expresszidjat tekintettiik az eredmények Osszevetésekor viszonyitasi alapnak. Atlag és

a 2AACESD grtekeket hataroztuk meg.



4. EREDMENYEK

4.1. A mononcita/makrofagok Fcy és CR medialt fagocitozisanak valtozasa és gatlasa a

tenyésztés soran

A buffy coatbodl elutriacidés centrifugalassal nyert monocitdkat 4 napig tenyésztettiik és
minden nap meghataroztuk a sejtek Fcy és CR medialt fagocitozisat a FXIII-A altal katalizalt
keresztkotések kialakulasat gatlo MDC jelenlétében és anélkiil. A sejtek fagocitozis aktivitasa
fokozatosan novekedve a 3. napon érte el a maximumat mind az Fcy, mind pedig a CR
medialt fagocitozis esetében. MDC jelenlétében mindkét uton torténd fagocitozis
nagymértékben gatlodott: az Fey receptor altal medialt 55-70%-kal, a CR altal kozvetitett 20-
70%-kal.

4.2. A FXIII-A fehérje expressziojanak sejtszinten torténo valtozasa a tenyésztés soran

A FXIII-A expresszidjanak sejtszinten torténd kovetéséhez az immunfluoreszcensen jeldlt
preparatumok mikroszkopos és szamitogépes képanalizisét végeztiik el. A tenyésztés elsd
napjan a kis fluoreszcencia intenzitasu sejtek dominaltak, majd a 2. napon jelentds eltolodas
kovetkezett be a nagyobb intenzitasu sejttartomany felé, majd a 3. napon a nagyobb
fluoreszcencia intenzitdst mutatod sejtek aranya tovabb fokozddott. A negyedik napon mért

fluoreszcencia intenzitds megoszlasa hasonld volt a harmadik napon észlelthez.

4.3. A FXIII deficiens betegekbdl izolalt monocitak fagocitafunkcidinak vizsgalata

Egyrészt vizsgaltuk a FXIII-A deficiens betegek monocitainak EA kotését és fagocitozisat,
masrészt a nem opszonizalt és opszonizalt €lesztd partikulumok fagocitozisat. A betegek
monocitainak EA kotése alacsonyabb volt, mint a kontrolloké, a valtozas azonban nem volt
szignifikans, a betegekbdl izolalt monocitdk Fcy receptoron torténd fagocitdzisa viszont
szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollok &tlagahoz képest. Ugyancsak szignifikdnsan
alacsonyabbnak adddott a FXIII-A deficiens betegek lektin-szerti és komplement receptoron

keresztiil torténd fagocitozisa is.



4.4. A FXIII-A mRNS expresszioja a monocita/makrofag differenciicio soran

A FXIII-A mRNS mennyiségi valtozdsanak vizsgélatara quantitativ RT-PCR reakciot
alkalmaztunk. A FXIII-A mRNS expresszidja gyorsan ndvekedett a sejtekben a tenyésztés
soran €s a legmagasabb szintet a 3. napon érte el. A FXIII-A mRNS expressziojanak mértéke

a 3. napon tobb, mint 70 szeres volt az els6 napi értékhez képest.

4.5. A monocita/makrofagok Western immunoblot analizise

A protein szintézis képanalizissel tapasztalt valtozasanak megerdsitésére az elektroforézissel
szeparalt fehérjék Western immunoblot analizisét végeztiik el. A FXIII-A fehérje szintézise az
elsd naptol kezdve a 2. és a 3. napig folyamatosan emelkedett, majd a 4. napon

nagymértékben csokkent.



5. MEGBESZELES

A keringésben 1évé monocitdk a mononukledris fagocita rendszer tagjai, melyek a
csontveldi prekurzor sejtekbdl differencidlodnak, majd a keringésbdl a szovetekbe és a
kiilonboz6 testiiregekbe jutva makrofagokka differencidlodnak. A monocitdk in vitro torténd
makrofaggd érése sejtkultirakban jol modellezi az in vivo lejatsz6do folyamatot. A FXIII-rol
kimutattdk, hogy tobb sejttipus is képes szintetizalni, tobbek kozott a monocitdk/makrotagok
is. Bar a véralvadasban nélkiilozhetetlen szerepet jatszo FXIII a trombin, illetve a Ca*" ionok
hatasara aktivalodik, a FXIII nem proteolitikus aktivaciojat is leirtdk. A FXIII-nak a
citoszkeletalis atrendezddésben szerepet jatszd fehérjék - az aktin, miozin, vinkulin —
szubsztratjai. Egy nem fagocitalé és immunhisztokémiai detektalas soran FXIII-A negativ
mielomonocitas (DD) sejtvonalrol kimutattdk, hogy forbol-észter aktivacioval helyreéllithato
a fagocitalo képessége, és ezzel parhuzamosan a FXIII-A szintézise is észlelhetové valt.
Ezekbdl a kisérleti eredményekbdl feltételezhetd, hogy az intracellularis FXIII olyan
folyamatokban jatszhat szerepet a sejtben, amelyek a citoszkeletdlis atrendezddéshez
kapcsolodnak, igy tobbek kozott a fagocitézisban. Eddig sem a FXIII-A szintézisének
valtozasat nem vizsgaltdk a monocita/makrofag differenciacid soran, sem a sejtek FXIII-A
tartalma és fagocitozisa kozotti kapcsolatot.

Eredményeink szerint a FXIII-A szintézise fokozddik sejtszinten a monocita/makrofag
differencidci6é soran. A FXIII-A-hoz kapcsolhatd fluoreszcencia intenzitas 10-szer nagyobb
egész sejtpopulaciot jellemzé mérték. A quantitativ RT-PCR eredménye szerint a 3. napon a
FXIII gén expresszidja tobb, mint 70 szerese volt az elsé nap mért értéknek. Ez az eredmény
Osszhangban 4ll a Western immunoblot analizis eredményével, ami a FXIII-A protein
parhuzamos valtozasat jelezte. A FXIII-A szintézisével parhuzamosan véltozott a sejtek Fcy
¢s komplement receptor medialt fagocitézisa. A fagocitézis és a FXIII-A szintézis
parhuzamos valtozédsa felveti annak a lehetOségét, hogy a két folyamat kapcsolatban van
egymassal €s ezt a feltételezést a kdvetkez0 kisérletekkel tdmasztottuk ala:

1. Az MDC, amely a FXIII-A altal katalizalt keresztkotések kialakuldsat gatolja,
nagymértékben csokkentette a monocita/makrofagok fagocitozisat.

2. A FXIII deficiens betegek monocitdinak - akiknek monocitaibdl hianyzik a FXIII-A és
nincs detektalhatd transzglutamindz aktivitasuk - Fcy receptor, komplement receptor és

lektin-szerli receptor medidlt fagocitézisa szignifikdnsan alacsonyabb volt a

kontrollokéhoz képest.

10



Az a tény, hogy mind az Fcy, mind a komplement receptor medialt fagocitdzis majdnem
teljesen parhuzamosan valtozott a FXIII-A expresszidjaval és mindketté nagymértékben
csokkent a FXIII deficiens betegek monocitaiban, illetve MDC jelenlétében a normal
monocitakban/makrofagokban azt feltételezi, hogy a FXIII-A a fagocit6zis folyamatanak egy
kozos pontjan fejti ki hatasat. Ezzel ellentétben a transzglutamindz aktivitds gatlasa nem
csokkentette az EA ¢és a komplementtel opszonizalt partikulumok kotését és nem volt
szignifikans kiilonbség a kontrollok és a FXIII deficiens betegek monocitdinak EA kotése
kozott. Ez azt mutatja, hogy a csokkent Fey receptor medialt fagocitdzis valosziniileg nem a
betegek monocitainak csokkent kotési kapacitasanak, hanem a megkotott partikulumok
csokkent internalizécidjanak tulajdonithatd. A ligandok monocita/makrofagok felszinéhez
vald kotddését kovetden receptor-klaszterképzddés jon 1étre, ami tobbszords kotddést tesz
letetévé a felszinhez. Ez a jelenség a citoszkeleton atrendezddésén alapul, mely lehetdvé teszi
a komplement ¢s az Fcy receptorok cappingjét vagy akar kdzos cappingjét és kovetkezményes
endocitozisat. Az Fcy receptor medidlt fagocitozis egy bonyolult jelatviteli folyamaton
keresztiil az aktin polimerizaciéjahoz vezet. A citoszkeleton atrendezddés a komplement
receptor medialt fagocitdzisnak is esszencidlis része.

Biokémiai kisérletek bizonyitottak, hogy a citoszkeletalis proteinek — a miozin, az aktin és
a vinkulin — szubsztratjai lehetnek a FXIII-A-nak ¢€s egy el6z6 immunelektronmikroszkdpos
tanulmanyban kimutattadk, hogy a FXIII-A szoros asszociaciét mutat a mikrofilamentumokkal
a sejtekben.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a FXIII-A szerepet jatszhat a monocita/makrofagok
receptor mediadlt fagocitozisdban. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek azonban annak
tisztdzasara, hogy a FXIII-A pontosan milyen szinten, hol jatszik szerepet a citoszkeleton

atrendezddésében vagy a fagocitdzis folyamatanak mas 1épésében.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank sordn a monocita/makrofag sejtekben szintetizdlddd transzglutamindz, a faktor
XIII-A lehetséges intracelluldris funkcidjat kivantuk vizsgalni. Irodalmi adatok alapjan
feltételeztiik, hogy a FXIII-A-nak a monocita/makrofagokban szerepe lehet olyan
intracellularis  folyamatokban, mint a citoszkeleton atrendezddése, mely a
legkarakterisztikusabban a fagocitézisban nyilvanul meg. A vizsgéilatainkat egyrészt
egészséges donorokbol izolalt monocitak sejttenyészetén, masrészt faktor XIII deficiens

betegek monocitain végeztiik.

1. Megallapitottuk, hogy mind az Fcy, mind a komplement receptor medialt fagocitdzis
novekedett a monocitdk makrofagga differencialodasat lehetové tevo tenyésztés sordn €s a
3. napon érte el a csucspontjat. A sejtek fagocitdzisa jelentés mértékben gatolhatod
monodanzilkadaverinnel, amely a transzglutaminazok 4ltal katalizalt keresztkotések

gatloszere.

2. A FXIII-A deficiens betegek monocitainak Fcy, komplement és lektin-szerti receptorokon
keresztiili fagocitdzisa szignifikans csokkenést mutatott az egészséges kontrollok

atlagértékeihez képest.

3. A tenyésztett monocitak/makrofagok fagocitoézisa a FXIII-A mRNS expresszidjaval és

protein szintézisével parhuzamos valtozast mutatott.

4. Eredményeink szerint a FXIII-A szerepet jatszhat a monocitdk/makrofagok Fcy és

komplement receptor medialt fagocitdzisédban.

Eredményeink hozzajarulnak a FXIII-A intracellularis szerepének jobb megértéséhez,
azonban tovabbi vizsgélatok sziikségesek annak tisztazasahoz, hogy a FXIII-A pontosan
milyen szinten, hol jatszik szerepet a citoszkeleton atrendezddésében vagy a fagocitdzis

folyamatanak mas Iépéseiben.
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