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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A véralvadas XIII-as faktora (pFXIII) egy tetramer struktirdju protranszglutaminaz,
amely két alegységbdl all (FXIII-A,B»). A potencidlisan aktiv A alegység (FXIII-A)
~83 kDa molekulatomegti, aktivélt formdja egy acil-transzfer reakciot katalizdl. A B
alegység (FXIII-B) molekulatomege ~80 kDa, carrier/védo szerepet tolt be. Az FXIII-
A szintézise elsdsorban csontvel6i eredetli sejtekben megy végbe, mig a FXIII-B-t
hepatocytdk termelik. Normal koriilmények kozott a FXIII-A kizardlag komplex
formdban van jelen a plazmaban, mig a FXIII-B a komplexen kiviil is megtalalhato,
kb. 50%-a szabad forméban van a keringésben. A cellularis FXIII (cFXIII) a FXIII-A
homodimerje (FXIII-A;). Megtaldlhat6 thrombocytdkban, monocytdkban, csontveldi
eldalakjaikban és monocyta-eredetli macrophdgokban. A FXIII-A 6t  jol
meghatarozott doménbdl all, ezek az aktivacios peptid (1-37 aminosavak), béta
szendvics (38-184 aminosavak), katalitikus mag (185-515 aminosavak), hordé 1 (516-
628 aminosavak) és horddé 2 (629-730 aminosavak) domének. A FXIII-B 10,
ugynevezett “sushi-domén”-t tartalmaz6 glikoprotein. A sushi domének mindegyike
kb. 60 aminosavbdl all és két diszulfid hid koti 6ssze, tobb mint 20 egyéb fehérjében
leirtdk, szerepiik feltehetéen a molekula egy masik fehérjéhez torténd kotésében van.
A pFXIII a véralvadas utols6 1épcsdjében aktivalddik trombin és Ca® egylittes
hatdsara. El0szor az R37-G38 peptidkotés hidrolizdlasaval a trombin lehasitja az N-
termindlis aktivdciés peptidet (AP-FXIII), majd Ca’* jelenlétében a B alegységek
disszocidlnak és az igy kialakult trunkdlt FXIII-A dimer (FXIII-A;‘) enzimatikusan
aktiv konfiguraciot vesz fel (G38-FXIII-A,*). A konformacié-véltozds sordn az aktiv
hely ciszteinje, mely eredetileg a katalitikus mag belsejében taldlhat6, felszinre keriil
és reakcidba tud 1épni acil donor szubsztratjaval. A cFXIII intracelluldris aktivaciéja
egy sokkal lassubb folyamat, amelyhez nincs sziikség proteolitikus hasitdsra; az
intracelluldris Ca®* koncentrécié emelkedése elegendé ahhoz, hogy a FXIII-A, aktiv
konfiguraciét vegyen fel (FXIII-A,°). Extracelluléris viszonyok kozoétt a cFXIII-t a
trombin és Ca®* ugyanugy aktivalja, mint a pFXIII-t, természetesen, leszdmitva a B
alegységérl elegendd a teljes transzglutamindz aktivitds kialakuldsghoz Ca®*
jelenlétében. Polimerizalt fibrin jelenléte (fibrin I és II: a fibrinopeptid A ill.

fibrinopeptid A és B hasitdsa utdn) nagymértékben fokozza a FXIII-A trombin éltal



torténd hasitasat €s felgyorsitja a FXIII aktivacigjat. A cFXIII esetén a fibrinnek nincs
ilyen aktivaciét fokoz6 hatdsa, amely arra utal, hogy fibrin jelenlétében a FXIII-B
befolydsolhatja az A,B, komplex orientacidjét és trombinnal val6 interakcigjat.

A trombin pFXIII és cFXIIl hasitdsat egy gyakori polimorfizmus is
befolydsolja a FXIII-A alegységben, amely V/L cserével jar a 34-es helyen az
aktivaciés peptidben. Ez a hely csak harom aminosavnyira taldlhat6 a trombin hasitasi
helyétdl, igy nem meglepd, hogy a polimorfizmus befolydsolja a FXIII trombin
hatdsara bekovetkezo aktivaciojat. cFXIII-al és pFXIII-al is kimutattdk, hogy az L34
varians esetén a FXIII-A hasitasa, az AP-FXIII felszabadulasa és a FXIII aktivalasa
2,5-szer gyorsabban megy végbe a V34 varidnssal 6sszehasonlitva. A polimorfizmus
aktiviciot gyorsitd hatdsa fibrinogén jelenlététdl fiiggetlen, bar a fibrinogén jelenléte
természetesen onmagédban fokozta a katalitikus hatékonysagot.

A trombin nem az egyetlen szerin protedz, amely hasitja és aktivalja az FXIII-t
Ca™ jelenlétében. Szdmos egyéb protedz, Ggymint a batroxobin marajoensis,
thrombocytin, tripszin €s az aktivalt X-es faktor (FXa) is hasitja és aktivdlja a FXIII-t.
Ezeknek a protedzoknak a szubsztrat-specifitdsa hasonlé a trombinéhoz, vagyis
arginin és lizin mellett hasitanak. Bar az aktivicidohoz vezetdé FXIII-A hasitdsi hely
egyik enzim esetén sem ismert, ismerve az enzimek szubsztrit-specificitdsat és a
trunkalt FXIII-A molekulatomegét, feltételezhetjilk, hogy ezen enzimek hatdsara
képzddd aktivalt FXIII-A forma is a G38-FXIII-A,*, csakiigy, mint trombin esetén.
Valgjaban a G38-FXIII-A,* az egyetlen eddig ismert aktiv trunkdlt FXIII-A forma.
Az sem ismert, hogy a G38 és az azt kovetd N termindlis aminosavak az FXIII-A*-
ban nélkiilozhetOk-e az enzimatikusan aktiv FXIII-A kialakuldsdhoz.

Az aktivalt FXIII (FXIIla) mechanikailag erdsiti a fibrin alvadékot és védi a
fibrinolizistdl legaldbb két alapveté mechanizmus révén: 1/ A FXIIla keresztkoti a
fibrin lancait, ami ellendllova teszi az alvadékot a fibrinolizissel szemben. 2/ Az -
plazmin inhibitor (0,PI) és egyéb plazmaalkotok fibrinhez valé kotése megdvja a
fibrint az erdteljes fibrinolitikus rendszer azonnali hatasatol.

A FXIlla a fibrin - és o-lancait koti keresztbe, melynek végeredményeképpen
v-dimerek és o-polimerek képzddnek. A y-dimerek kialakuldsakor gyors reciprok
intermolekularis kotés alakul ki az egyik y-lanc 406-o0s lizinje és egy mdsik y-lanc
398/399-es glutaminja kozott. Az a-lancok keresztkotése sokkal lassibb folyamat,

tobb glutamin é€s lizin reziduum ko6zott is kialakulhat, melynek eredményeképpen o.-



oligomerek és nagy molekulasiilyt o-polimerek jonnek létre. Altaldnosan elfogadott,
hogy az o-ldncok keresztkotése biztositja az alvadék végleges stabilitdsat, azdltal,
hogy erdsiti, rigiddé teszi az alvadékot és egyben védi a fibrinolizistdl, ugyanakkor a
v-dimerek is hozzéjarulhatnak az alvadék rigiditdsanak fokozdsdhoz. A plazminogén
gyengébben kotddik a keresztkotott fibrinhez, mint a nem-keresztkototthez, ami
szintén hozzdjarulhat a FXIII fibrinolizissel szemben tanusitott védé hatdsdahoz. A
FXIlla az alvadékot azzal is védi, hogy a fibrin a-lancdnak C-termindlis doménjében
lizin reziduumokat kot keresztbe, melynek révén csokken a plazmin proteolizis
hatdsdra felszabadul6 plazminogén és tPA kotddési helyek szdma és igy a
plazminogén aktivicidjanak egyik fontos pozitiv visszacsatoldsa gatolt.

A fibrin o-ldncainak tdlzott keresztkotése noveli az alvadék fibrinolizissel
szembeni ellendllasat. Amennyiben a FXIIla aktivitdsnak és igy a keresztkotések
kialakuldsdnak nem lenne szabdlyozé mechanizmusa, Ggy egy tilzottan keresztkotott
fibrin hdal6zat alakulna ki, ami tovabbi fehérjék kiterjedt keresztkotésével a
thrombuson beliil ahhoz vezetne, hogy a thrombust a késdébbiekben akkor sem lehetne
eltavolitani, amikor mar nincs rd sziikség. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy léteznie
kell a FXIIla inaktivaldsaért felelds down-reguldciés mechanizmusnak a fibrin
alvadékban.

Az aktivalt alvadasi faktorok down-reguldciéjanak két f6 mechanizmusa
ismert. A proteolitikusan aktiv faktorokat inaktivdlhatjdk specifikus szerin protedz
gatlok, szerpinek (mint az antitrombin III, heparin kofaktor II és a szoveti faktor
utvonal inhibitor), vagy kevéssé specifikus protedz gatlok, mint az o-makroglobulin.
Mivel a FXIIla (egyediildll6 médon az alvadési faktorok kozott) transzglutaminaz és
nem szerin protedz, igy a szerpinek altali inaktivicié nem jon széba és a FXIIla-nak
nincs ismert plazma inhibitora. Az aktivalt alvadasi faktorok down-regulédcidjanak
masik utvonala az aktivalt faktorok proteolitikus enzimek altal torténd inaktivacidja.
Az inaktivalé proteolitikus enzim lehet nagyon specifikus, erre példa az aktivalt V-6s
faktor (FVa) és VIll-as faktor (FVIlla) inaktivdlasa aktivdlt protein C révén.
Inaktivdl6 hatdsa kevésbé specifikus enzimeknek is lehet. Egyik ilyen szélesebb
szubsztrat-specificitdsd enzim a plazmin, mely degradalja a fibrint, fibrinogént, FVa-t,
FVIlIla-t. Bar az Osszes alvadasi faktornak van ismert az inaktivacids utvonala, a
FXIII esetében nem ismert a down-reguldcidért felelos mechanizmus. Mivel minden

torekvés ellenére sem sikeriilt eddig plazma protein FXIIIa inhibitort taldlni, a FXIIIa



down-reguldciéban feltehetden proteolitikus enzimeknek lehet szerepe. A plazmin
egy lehetséges jelolt lenne ez utébbi szerepre, azonban kordbban Rider és McDonagh
kimutattdk, hogy mind a pFXIII, mind a cFXIII és aktivalt formdik is ellenédllnak a
plazmin degradaciénak. Emellett ha figyelembe vessziik a fibrinhez kotott o, PI altal
kifejtett erOteljes plazmin gatlé hatast, nem valdszini, hogy a farmakoldgiai
trombolizis esetét kivéve a plazminnak jelentds szerepe lehetne a FXIIla down-
regulaciéjaban a fibrin alvadékban.

Az utébbi években tobb kutatdcsoport érdeklodésének kozéppontjdba kertilt a
polymorphonucledris (PMN) granulocytdk szerepének vizsgdlata a thrombus
képzddés, remodeling €s fibrinolizis patofiziol6gidjaban. A thrombusban 1évé fibrin
erds adheziv szubsztrdit a PMN sejtek kotddéséhez. Szamos egyéb, a thrombusba
inkorpordl6dé plazmafehérjérdl leirtdk, hogy a PMN sejtek kitapaddsat eldsegitheti,
ugymint a fibronektin, trombospondin, vitronectin és plazminogén. A folyamat
alapjait, amely a PMN sejtek thrombusba vald beépiilését szabdlyozza, nemrégiben
mutattdk ki. Statikus és dramldasi viszonyok kozott is lefrtdk, hogy stimulélt ill. nem-
stimuldlt PMN sejtek is kotodnek a felszinhez kikotott fibrinogénhez és fibrinhez. A
fibrinogénben kialakulé konforméciés véltozdsok, melyek a fibrinné val6
atalakulaskor vagy immobilizaci6 sordn jonnek létre, hozzdjarulhatnak a nem-
stimuldlt sejtek kitapaddsdhoz és a fibrin alvadékba torténd beépiilésiikhoz. A
kotésben az integrinek csalddjaba tartozé sejtfelszini receptorok vesznek részt,
tgymint az opP, (Mac-1, CD11b/CD18), axB, (CD11¢/CD18) és az osP;. Bar
stimuldlt PMN sejtek szolubilis fibrinogént is képesek kotni, a nyugvd sejtek
felszinén 1évo integrinek nem kotddnek szolubilis fehérjékhez €s a kotés eldfeltétele
az integrinek magas affinitdsi allapotba val6 keriilése. Az in vitro tanulmanyokon
kiviil szdmos in vivo kisérleti thrombus modell is bizonyitékkal szolgélt arra, hogy a
PMN sejtek akkumuldlédnak a thrombusban, ill. hogy a leukocytdk koziil a PMN
sejtek elsOként halmozddnak fel az alvadékban. A trombusba bekeriild PMN sejteket
gazdag protedz forrast jelentenek. In vivo kisérletek eredményei arra utalnak, hogy a
PMN sejtek, mikozben beépiilnek a fibrin hdléba, részlegesen degranuldlédnak.
Szdmos kozlés sziiletett arr6l, hogy a PMN sejtek granulumaiban 1évd protedzok,
példdul a human neutrophil elasztiz (HNE), a katepszin G vagy matrix
metalloprotedzok (MMP) miutdn felszabadulnak sejtekbdl, interakcioba lépnek a

hemosztazis és fibrinolitikus rendszer egyes alkotdéelemeivel és részt vehetnek a



fibrinolizisben. A PMN sejtek a fibrinolizishez egyéb ttvonalon, urokindz tipusu
plazminogén aktivator (uPA) dependens médon is hozzdjarulhatnak.

A HNE és a katepszin G a kimotripszinek csalddjdba tartoz6 szerin protedzok,
mindkett6 a PMN sejtek primer granulumaiban raktirozodik. A HNE az egyik
legfébb PMN protedz, széles szubsztrat-specificitdssal els6sorban rovid oldallancd
alifas aminosavak mellett hasit, elOszeretettel valin mellett. A fibrin hasitasa mellett,
tobb alvadasi faktorral és fibrinolitikus fehérjével vald interakcigjat is leirtdk. Az
alvadasi faktorok koziil inaktivalja a VII-es (FVII), VIII-as (FVII), [X-es (FIX), X-es
(FX), XII-es (FXII) alvadési faktorokat, tovdbba inaktivélja az antitrombin III-t, a
szoveti faktor utvonal inhibitort, a protein C-t és protein S-t. A HNE aktivdlja az V-0s
faktort (FV), amelyet azutdn intaktivdl is. A HNE a trombin-aktivdlt FVa-t is
inaktivalja. A HNE a plazminogén hasitdsdval mini-plazminogént képez, amit
hatékonyabban aktivdlnak plazminogén aktivatorok. A HNE katalitikus aktivitasat a
keringésben elsOsorban az o-antitripszin (0 AT), mdsodsorban az o,-makroglobulin
szabdlyozza. Amikor a HNE aktivitds down-reguldcidja csokken vagy megsziinik,
mint példaul a; AT deficiencia esetén, silyos tiidobetegséggel jaré korkép alakul ki. A
csokkent anti-protedz védelem a légutak epithelialis felszinén pulmondlis emfizéma
kialakuldsdhoz vezet. Ezzel szemben emelkedett o, AT szint és egyben gatolt HNE
funkcié negativan befolydsolta a pulmondlis tromboembdlidban szenved6 betegek
fibrinolizis potencidljét.

A katepszin G, hasonléan a HNE-hez, szdmos, a hemosztdzisban szerepet
jatsz6 fehérje hasitdsdban részt vesz, ide tartozik a fibrinogén, FV, FVII, FVIII, FX,
protein C and protein S. Az aktivalt FVII, protein C és protein S hasitdsa a fehérje
inaktivaciojat okozza, mig a FV, FX és FVIII esetén az alvadasi faktorok aktivacidjat
is leirtdk. A ;AT nem csak a HNE-t, hanem a katepszin G-t is inaktivélja.

Az MMP-k a cink dependens endopeptiddzok csalddjdba tartozé enzimek,
szertedgazd proteolitikus folyamatokban vesznek részt. Az MMP csalad tagjai 5
osztdlyba sorolhatdk szerkezetiik és szubsztrat-specificitdsuk alapjan. Ezek a
kollagendzok, zselatindzok, sztromelizinek, membrén tipusi MMP-k és egyebek. A
zselatindzok koziil a PMN sejtekben az MMP-9 taldlhat6 meg, melynek arterids
remodelingben jdtszott szerepét MMP-9 deficiens egerek segitségével mutattdk ki. A
PMN sejtekbdl felszabadul6 MMP-9 szerepét az aorta fali degenerdcidjdban és

aneurizma-képzddésben is leirtak.



A PMN protedzok hatdsat a FXIII-ra fibrin alvadékban kordbban nem
vizsgaltdk. Néhany korai tanulmédny kimutatta, hogy a HNE és a katepszin G
proteolitikusan degradalja, de nem aktivdlja a FXIII-at. Egy madsik tanulmany,
kvalitativ aktivitds-festés technikdt haszndlva felvetette, hogy nem-fiziol6gids
koriilmények kozott, vagyis EDTA jelenlétében a pFXIII dtmenetileg aktivalodhat. A
hasitdsi helyek azonositasat egyik esetben sem kisérelték meg. Nem ismert, hogy a
PMN sejtekbdl felszabaduld protedzok a fibrin alvadékban is hasitjdk-e a FXIII-at, és
ha igen, az hatdssal van-e a FXIII aktivitdsra. Kérdéses tovdbba, hogy a PMN
protedzok tudnak-e barmilyen hatdst gyakorolni a FXIII-ra a sokkal Osszetettebb
plazma alvadékban, ahol az ;AT erdteljes gétlé hatdsa érvényre jut. Szintén nem
ismert, hogy a PMN protedzok jelenléte befolydsolja-e a keresztkotések
kialakuldsdnak mértékét a fibrin alvadékban, és ezaltal hogyan véltozik az alvadék

végleges struktiraja és érése.

CELKITUZESEK

Munkénk sordn célul tiiztiik ki a PMN protedzok FXIII aktivitds szabdlyozdsdban

betoltott szerepének vizsgalatat.

1. Tanulményoztuk, hogy a HNE Aéltal kifejtett proteolitikus hasitads milyen hatast
gyakorol a pFXIII-ra és a cFXIII-ra.

2. Mivel a HNE szubsztrat-specificitdsa alapjaban eltér a trombinétdl, vizsgaltuk,
hogy a HNE hasitdsa a FXIII-ban eredményezhet e 4j, aktiv trunkalt FXIII
format, ami kiillonbozne az eddig ismert G38-FXIII-A*-t6l, ezdltal 1ényeges j
informécidkat szolgaltatva a FXIlla transzglutamindz aktivitdsanak
strukturdlis feltételeirdl.

3. Megvizsgiltuk a PMN protedzok tisztitott FXIlIla-ra kifejtett hatdsat:
vizsgéltuk, hogy létrejon-e a FXIII proteolitikus degraddcidja és vizsgaltuk
ennek Osszefliggését a FXIII aktivitassal.

4. Vizsgéaltuk a PMN protedzok felszabaduldsdnak €s proteolitikus aktivitdsdnak

mértékét fibrin alvadékban.



5. Vizsgéltuk a PMN protedzok FXIIla-ra gyakorolt hatdsét a fibrin alvadékban.
Meghatéaroztuk az egyes PMN protedzok relativ jelentdségét a FXIlIla-val valo
interakcidban.

6. Teszteltik a PMN protedzok FXllIla-ra gyakorolt hatdsit fibrin alvadékban
o AT jelenlétében/hidnyaban €s plazma alvadékban.

7. Megvizsgaltuk, hogy a PMN protedzok befolydsoljdk e a keresztkotések
kialakuldsanak mértékét a fibrin alvadékban fiziol6gias koriilmények kozott és

vizsgaltuk ennek kozvetett jelentdségét az alvadék érése szempontjabol.

ANYAGOK ES MODSZEREK

FXIII preparalas

A kisérletekhez felhaszndlt nagy tisztasagd pFXIII-t egészséges Onkéntesek
plazmakeverékébdl prepardltuk. A cFXIII-t human placentdbdl tisztitottuk. Egyes
kisérletekhez pFXIII-t a FXIII-A V34L polimorfizmuséra nézve vad tipusu egyének
(V34) illetve L34 homozigéta egyének (L.34) plazmajabdl is prepardltunk. A FXIII-A
V34L genotipus vizsgalatot a laboratériumunkban kifejlesztett valds idejii polimeraz

lancreakcion alapulé médszer segitségével hatdroztuk meg.

PMN leukocytak szeparalasa és stimulalt PMN feliiliszok eloallitasa

A PMN sejtek szepardldsahoz egészséges véradoktol vettiink vért, akik a vérvételt
megelozden két hétig nem fogyasztottak gyodgyszert. A kisérletekhez sziikséges
vérvételeket a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum
Kutatdsetikai Bizottsdganak jovahagydsdval végeztik. A vért 1:9 ardnyban
antikoagulaltuk 3,8%-os trindtrium citrattal. A trombocyta-dis plazma nyeréséhez
(PRP) 120 g-n centrifugaltuk a vért 25 percig. A PMN sejteket a PRP eltavolitdsa utan
fennmaradé részbdl szepardltuk dextran szedimentacival és Ficoll-Paque-al végzett
gradiens centrifugalassal, melyet a vorosvértestek lizdldsa kovetett. Annak érdekében,
hogy a PMN sejtekhez tapadé thrombocytédkat teljes mértékben eltavolitsuk, a PMN
sejteket haromszor mostuk HEPES Tyrode pufferben (140 mM NaCl, 10 mM
NaHCOs3, 2,5 mM KCI, 0,5 mM NaH,POy, 5,6 mM dextr6z, 10 mM HEPES, pH 7.4)
amelyhez 5 mM EDTA-t adtunk, majd végiil a sejteket 0,1 mM MgCl,-ot tartalmaz6



HEPES Tyrode pufferben vettiik fel. A sejtszuszpenziok atlagos PMN granulocyta
szdma 95% felett volt. Az aktivalt sejtek feliiliszéinak el8allitdsahoz 5x10°/ml vagy
20x10°/ml PMN szuszpenziét inkubéltunk 2 uM fMLP-vel (N-formyl-Met-Leu-Phe)
és 2 mM CaCl,-al két percig 37°C-on. A sejteket ezek utdn lecentrifugdltuk, és a
tovabbiakban a feliilisz6jukat hasznéltuk. Thrombocyta-mentes plazma el6allitdsdhoz
a PRP-t 1300 g-n 15 percig centrifugdltuk szobahon. Annak érdekében, hogy a
thrombocytéakat teljes mértékben eltavolitsuk, a centrifugdldst kétszer ismételtiik és a

masodik feliilisz6t hagytuk 0,2 wm pérusatmérdjii szlirOn a silyandl fogva dtszlir6dni.

SDS PAGE and Western blotting

A denaturalt plazma/szérum, fibrin vagy FXIII mintdkat SDS PAGE-el vizsgaltuk. A
fibrin keresztkotések mértékének ill. a fibrin degradacié mértékének tanulményozasa
10%-0s SDS gélben tortént, Coomassie brillant kék festéssel. Amikor a tiszitott FXIII
proteolitikus degraddcidjat vizsgaltuk aktivalt PMN sejtek feliiliszdjanak hatdsara, az
SDS PAGE utén eziist festést végeztiink. A mintdk egy részét Western blotting-al is
vizsgéltuk. Elsddleges antitestként nyul poliklonalis FXIII-A-ellenes vagy FXIII-B-
ellenes antitestet, az immunreakcio eldhivasahoz pedig biotindlt nyul-ellenes kecske
antitestet €s avidin-biotindlt peroxiddz komplexet haszndltunk. A jelet erdsitett
kemilumineszcencia (ECLplus+) reagenssel hivtuk eld a gyarté utasitisa szerint.
Azokndl a kisérleteknél, ahol az eredményeket kvantitativ médon értékeltiik, GS-800

kalibralt denzitométert (Bio-Rad, Hercules, CA) hasznaltunk az értékeléshez.

HNE, katepszin G and MMP-9 aktivas mérése

A HNE és katepszin G aktivitdsokat az fMLP-vel aktivalt PMN sejtek feliiliszgjabol
0,66 mM HNE vagy katepszin G szubsztrit jelenlétében mértiikk 405 nm-en a gyartd
utasitdsa szerint. Az MMP-9 aktivitds méréshez fluoreszcencia rezonancia energia
transzfer (FRET) peptid szubsztritot (MMP III szubsztrat) haszndltunk. A PMN
sejtekbdl a fibrin alvadékban felszabadul6 proteolitikus enzimek detektdlasdhoz 2,1
mg/ml fibrinogént, 13 pg/ml pEXIII-t és 20x10%/ml PMN sejtet tartalmazé inkubécids
elegyet az aldbbiak koziil valamelyik szubsztrattal egészitettiikk ki: 0,66 mM HNE
szubsztrat, 0,66 mM katepszin G szubsztrat ill. 5 uM MMP szubsztrat III. A
fibrinogént 1,2 U/ml trombin és 2 mM CaCl, segitségével megalvasztottuk. Az

alvadékokat 30 percig 37 C-on inkubdltuk, majd centrifugdltuk és az alvadék



feliilisz6jaban a kromogén HNE vagy katepszin G szubsztratbdl felszabaduld p-
nitroanilid mennyiséget 405 nm-en detektdltuk. Az MMP-9 aktivitdst az alvadék
feliiluszoban mért fluoreszcencia intenzitds meghatdrozasaval végeztilk. Annak
érdekében, hogy a specifikus protedz inhibitorok hatdsat teszteljiik az aktivdlt PMN
sejtek feliiliszéjdban vagy az alvadékon beliill, a HNE, katepszin G és MMP-9
szubsztratokkal végzett fenti kisérleteket az adott protedz inhibitor jelenlétében is
megismételtiik (10 uM HNE inhibitor IV, 10 uM katepszin G inhibitor I vagy 0,1 uM
MMP-9 inhibitor I). Az inhibitorokat tobb, mint egy nagysdgrenddel nagyobb
koncentraciéban alkalmaztuk az adott humdn PMN enzimre vonatkozé IC 50-hez
(ONO 5046: 44 nM, katepszin G inhibitor I: 53 nM, MMP-9 inhibitor I: 5 nM) képest

és gatlas nem volt fokozhat6 a koncentracié emelésével.

A transzglutaminaz aktivitas mérése

A FEXIII aktivitast spektrofotometrids moddszerrel mértilk, REA-chrom FXIII kit
haszndlatdval (Reanal-ker, Budapest). A kisérletekben, ahol a FXIII HNE-éltal
medidlt aktivacidjat vizsgiltuk, a reagens keverékbdl kihagytuk a trombint és a
GPRP-t. Az eredményeket U/l-ben €s a trombin aktivdldssal elért maximalis
transzglutamindz aktivitds szdzalékdban adtuk meg. Ez utébbihoz a FXIII aktivécidjat
10 U/ml trombin hozzdadasaval értiik el és 5 perc utdn, a trombint 15 U/ml hirudinnal
gitoltuk. Annak érdekében, hogy a nem aktivalt zimogén FXIII un. “innate”
aktivitasat kompenzéljuk, parhuzamos, nem-aktivalt mintdk aktivitasat is lemértiik, €s
az alap aktivitast levontuk az eredményekbdl. Ahogy arra irodalmi adatok is utalnak,
a nem aktivalt FXIII transzglutamindz aktivitdsa alacsony molekulasulyd
szubsztratokkal mérve minimalis, a mi esetiinkben a maximalis FXIII aktivitas 2-3%-

anak felelt meg.

A HNE FXIII-ra kifejtett hatasa

25 pg/ml pFXIII-t vagy cEXIII-t inkubaltunk kiilonb6z6 koncentraciéji HNE-vel 50
mM HEPES, 100 mM NaCl pufferben (pH 7,4), 2,5 mM CaCl, jelenlétében 37 °C-on
20 percig. Egyes kisérletekben 2,5 mg/ml fibrinogént és/vagy 1,5 mg/ml o AT-t is
adtunk az inkubdécids elegyekhez, ebben az esetben 5 pg/ml HNE hatésat teszteltiik.
Kinetikus kisérletekben kiilonbozd koncentracidji pFXII-t és cEXIII-t hasznaltunk
400 png/ml-ig és 2,5 pug/ml HNE hatésat vizsgaltuk. 20 perc utdn 10 uM ONO 5046-t



adtunk az inkubéciés elegyekhez €s a mintdknak lemértiik a FXIII aktivitdsat és

Western blotting analizist végeztiink.

A HNE-aktivalt FXIII mintak fibrin-keresztkoto képességének vizsgalata
batroxobin moojeni hasznalataval

A fibrin keresztkotések mértékét 2,5 mg/ml FXIII-hidnyos fibrinogén oldatban
vizsgaltuk (50 mM HEPES, 100 mM NaCl pufferben, pH 7,4), amit 25 pug/ml nem-
aktivalt, HNE-aktivalt vagy trombin-aktivalt FXIII-al egészitettiink ki. Kontrollként
olyan FXIII-hidnyos fibrinogén oldatbol készitett fibrint hasznaltunk, melyhez nem
adtunk FXIII-t. A HNE-aktivalt FXIII-t 100 pg/ml pFXIII-bél 10 pg/ml HNE
hozzaadasaval allitottuk el6 2,5 mM CaCl,-ot tartalmazé 50 mM HEPES, 100 mM
NaCl pufferben (pH 7,4) 37°C-on. 20 perc elteltével a reakciét 10 uM ONO 5046-al
allitottuk le. A trombin-aktivalt FXIII esetén 10 U/ml trombint haszndltunk HNE
helyett és 5 perc utdn 15 U/ml hirudinnal allitottuk le a reakciét. A fibrinogén
oldatokat 1,2 U/ml trombinnal vagy ennek megfeleld aktivitast batroxobin moojeni-
vel (6,7 BU/ml) alvasztottuk meg. Az alvadékokat 30 percig 37 °C-on aktivaltuk és a
reakciokat 7 térfogat 8 M uredt tartalmazé SDS PAGE mintapufferrel allitottuk le. A
mintdkat SDS PAGE-el vizsgaltuk redukalé koriilmények kozott. A batroxobin
moojeni FXIII-A-ra kifejtett direkt proteolitikus hatdsit, a nem-aktivalt FXIII-al
kiegészitett, batroxobin moojeni-vel megalvasztott fibrinogén mintdkon Western

blottinggal (FXIII-A-ellenes immunreakcidval) zartuk ki.

A HNE |hasitasi helyek azonositisa a FXIII-A-ban MALDI TOF
tomegspektrométerrel és N-terminalis szekvenalassal

100 pg/ml pEXIII-t vagy cEXIII-t inkubéltunk 10 pg/ml HNE-vel 2,5 mM CaCl,
jelenlétében 37 °C-on, majd kiillonboz6 iddintervallumokban a reakciot ONO 5046-al
allitottuk le. A mintdkat forraltuk, centrifugdltuk és a feliiliszokat filtraltuk. A
szlrletben marad6 peptideket tisztitottuk és somentesitettiik ZipTip™ C18 matrixot
tartalmaz6 pipettaheggyel (Millipore, Billerica, MA). A kotddott peptideket 1:4
higitasu telitett a-ciano-4-hidroxifahéjsav (50% acetonitril, 0,1% trifluorecetsav-ban)
elegyével eludltuk, és rozsdamentes MALDI lemezen levegdn szaradni hagytuk. A
MALDI TOF tomegspektrometrids mérést Voyager DE STR késziiléken (Applied

Biosystems, Foster City, CA) végeztiik pozitiv linedris és reflektron médban.
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Az N-terminalis szekvendldshoz 100 pg/ml cFXIII-t 10 pg/ml HNE-vel és 2,5
mM CaCl,-dal 10 percig inkubéltuk. A mintdkat 7,5%-os gélen futtattuk SDS PAGE-
el és a fehérjéket PVDF membranra blottoltuk. A membranokat Coomassie brillant
kékkel festettiik, a HNE-hasitott FXIII-A-nak megfeleld savot kivigtuk és a trunkalt
fehérjét az Applied Biosystems fehérjeszekvendldjdval (Procise 494 model)

vizsgaltuk Edman degradécids program segitségével.

Az elsédleges HNE hasitasi hely és kornyezete a cFXIII molekulamodelljében

A cFXIIl geometridhoz a protein krisztallografids adatbazisbol fértiink hozza
(www.rcsb.org, hozzaférési kod: 1F13). A hasitdsi hely koriili néhdany hidnyzé
reziduumot és az N- és C-termindlis részeket SYBYL modeling csomag segitségével

egészitettiik ki (SYBYL 7.0, Tripos Inc., St. Louis, MO).

Az aktivalt PMN feliiliszok hatasa a FXIIIa-ra

100 pg/ml pFXIII-t 40 U/ml trombin és 10 mM CaCl, jelenlétében aktivaltunk 5
percig 37°C-on 500 ul végtérfogatban. Ezutdn 2 ml, 5x10%ml fMLP-vel aktivalt
PMN sejtszuszpenzié feliiliszojat adtuk az inkubécids elegyhez és 37°C-on
inkubaltuk. Kiilonb6z6 idokdzokben a mintakbol FXIII aktivitdsmérést és SDS PAGE

analizist végeztiink.

A PMN sejtekbdl felszabadult proteazok hatasa a trombin-aktivalt FXIII-ra
fibrin alvadékokban

13 pg/ml pFXIII tartalmd, 2,1 mg/ml végkoncentracidju fibrinogént HEPES Tyrode
pufferben kiegészitettink 5x10%ml vagy 20x10%ml PMN sejtszuszpenziéval. A
fibrinogént 1,2 U/ml trombinnal és 2 mM CaCl, -al alvasztottuk meg. Az alvadékokat
37 °C-on inkubdltuk kiillonbozd ideig, majd mintapufferben vettiik fel és Western
blottinggal vizsgaltuk mindkét FXIII alegységet. A fenti kisérleteket protedz
inhibitorok jelenlétében 1s megismételtik. A HNE, katepszin G és MMP-9
enzimaktivitdsok blokkoldsdra 10 uM ONO 5046-t, 10 uM katepszin G inhibitor I-t
vagy 0,1 uM MMP-9 inhibitor I-t haszndltunk. A gatlasi kisérleteket 1,5 g/l o; AT-nel

is elvégeztiik.
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A FXIII aktivacioja a plazmaban és a fibrin visszanyerése

100 ul thrombocyta-mentes plazmét inkubdltunk 20 pl thrombin-CaCl, eleggyel
(végkoncentraciok: 0,1-0,3 U/ml trombin és 18 mM CaCl,). A mintdkat kiilonb6z6
ideig inkubdltuk 37 °C-on, majd a reakciét egyenld térfogati inhibitor koktél
hozzdadésaval allitottuk le. A mintdkat centrifugdltuk, a feliiliszokat eltavolitottuk és
9 térfogat SDS PAGE mintapufferben oldottuk fel. Amennyiben képzddétt fibrin
alvadék, azt extenziven mostuk fizioldgids sdoldattal majd mintapufferben vettiik fel.
A mintdkat SDS PAGE-el és FXIII-A Western blottinggal vizsgaltuk. Hasonl6
kisérleteket végeztink PMN sejtekkel kiegészitett plazmakbol. Ebben az esetben
thrombocyta-mentes plazmét inkubdltunk PMN sejtekkel (5x10%ml vagy 20x10%/ml)
vagy azok nélkiil 37 °C-on és 1,2 U/ml trombint és 18 mM CaCl,-ot hasznéltunk a
mintdk megalvasztidsdhoz. Kiilonboz¢é ideig inkubdltuk a mintdkat, majd protedz
inhibitor koktéllal allitottuk le a reakciét és a fibrint tobbszori mosds utdn vettiik fel

mintapufferben.

EREDMENYEK

A HNE hatasara a FXIII aktivalodik

Ezekben a kisérletekben tisztitott HNE tisztitott pFXIIl-ra és cFXIIl-ra kifejtett
hatdsat vizsgaltuk. A HNE a pFXIII-t és a cFXIII-t koncentracié-fiiggd mddon
aktivdlta, a Km érték 2,73 uM volt pFXIII és 3,10 uM cFXIII esetén. A maximalis
transzglutamindz aktivitds, melyet 5 pg/ml HNE segitségével értiink el, valamivel
tobb mint 50%-a volt a trombinnal elért maximalis transzglutamindz aktivitdsnak.
Magasabb HNE koncentraciok esetén a transzglutamindz aktivitds csokkenést
mutatott, vagyis a FXIII tovabbi proteolizise a HNE dltal a FXIIIa inaktivéacidjdhoz
vezetett.

25 ng/ml pFXIII és cFXIIT 5 pg/ml HNE hataséara bekovetkezo aktivacidjanak
az idofiiggését Western blottinggal €s aktivitds mérésekkel kovettiik. HNE hidnyaban
csak nem aktivalt FXIII-A volt jelen 3 6ra inkubéciét kovetden is. Jelentds
mennyiségli trunkdlt FXIII-A volt megfigyelhet6 HNE jelenlétében mar 5 perces
inkubdciot kovetden. Ugyanebben az idOpontban szignifikdns transzglutamindz

aktivitds volt mérhetd, amely azt mutatja, hogy a HNE proteolitikus hasitdsdnak és
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Ca**-nak az egyiittes hatdsdra a FXIII molekuldk egy része aktivalédott, vagyis
atalakult FXIII-A*-4. A HNE-trunkélt FXIII-A molekulatomege (~78 kD) nagyjabdl
megegyezett a trombin-aktivalt FXIII-A molekulatomegével. A FXIII-A* mennyisége
10 és 20 perc kozott volt a legtobb, 52,5%-a és 67,4%-a a trombin aktivalt pFXIII ill.
cFXIII aktivitdsnak. A FXIII-A hasitdsa €s a transzglutamindz aktivitds megjelenése
nem volt teljesen parhuzamos. Ez valdsziniileg annak koszonhetd, hogy egy hasitott
és egy nem-hasitott FXIII-A-t tartalmazé dimernek is teljes a transzglutamindz
aktivitasa. Miutdn elérte a maximumot, az aktivitds lecsokkent és 3 6ra utan mar nem
volt mérhetd. A cFXIII esetén (a B alegység hidnydban) az aktivacié kissé
gyorsabbnak tlint, mint a pFXIII esetén, de a kiilonbség nem volt szignifikans.
Erdekes volt megfigyelni, hogy vajon a HNE FXIII-t aktival hatdsa tud-e
érvényesiilni  Osszetettebb kornyezetben is, példdul fibrinogén vagy o4AT
jelenlétében. A pFXIII HNE-altal elért maximalis aktivacidja fiziologias
koncentracidju fibrinogén jelenlétében illetve hianyaban 62,5%5,5 U/l és 67,3+4,6 U/1
(n=4 mindkét esetben) transzglutaminaz aktivitadst eredményezett. Az o;AT plazma

koncentracidjanak jelenléte teljesen legatolta a HNE-indukalt FXIII aktiviciot.

A HNE-aktivalt pFXIII keresztkoti a fibrint

A kovetkezd kérdés az volt, hogy a HNE-aktivalt FXIII képes e fibrint keresztkotni,
vagyis, hogy be tudja e tolteni FXIIla f6 fiziol6gids funkcidjit. Ezekben a
kisérletekben nem hasznalhattunk trombint a fibrinogén fibrinné alakitdsahoz, hiszen
annak jelenléte FXIII aktivici6hoz vezetne. A batroxobin moojeni egy trombin-szeri
proteolitikus enzim, ami csak a fibrinopeptid A-t hasitja le a fibrinogénbdl (a
fibrinopeptid B-t nem) és az igy kialakulé fibrin monomer azutan spontan
polimerizalddik. Irodalmi adatok szerint a batroxobin moojeni nem hasitja és igy nem
aktivdlja a FXIII-t. A fibrinogén mintdkat, melyeket vagy nem-aktivalt FXIII-al,
trombin-aktivalt FXIII-al (FXIIla[t]) vagy HNE-aktivalt FXIII-al (FXIIla[e])
egészitettiink ki, az ‘“Anyagok és mddszerek” részben leirtak szerint készitettiik el.
Azokban a fibrin mintdkban, ahol a FXIII-hidnyos fibrinogént nem egészitettiik ki
FXIII-al sem a trombin, sem batroxobin moojeni hatdsara nem jott 1étre keresztkotés.
Amikor nem-aktivalt FXIII-t adtunk az inkubaciés elegyekhez és batroxobin moojeni-
vel alvasztottuk meg a fibrinogént, csak egy kevés y-lanc dimer volt megfigyelhetd,

amely elviekben a zimogén FXIII aktivitdsanak vagy esetleg a batroxobin moojeni
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készitmény egyéb kigyoméreg protedzokkal torténd szennyezddésének tudhato be.
Mivel Western blottinggal nem volt kimutathaté proteolizis, a megfigyelt -
dimerizacié a zimogén FXIII kis mértékli keresztkotd aktivitdsdnak a kovetkezménye.
A FXllIa[e] jelenlétében a y-lancok gyakorlatilag teljesen dimerizalédtak, és az o-
lancok is nagy molekulasulyu oligomerekké/polimerekké alakultak 4t. A FXIlla[e]
hatdsa a fibrin keresztkotésekre a FXIIIa[t] hatdsdval Osszevethetd volt, azzal a
kiillonbséggel, hogy az utébbi esetben az o-lancok nagy molekulatomegli o-

polimerekbe torténd keresztkdtése nagyobb mértékii volt.

A HNE hasitasi helyei a FXIII-A-ban
Béar a HNE-hasitott FXIII-A molekulatomege durvdn megfelelt a trombin-aktivalt
FXIII-A molekulatomegének a Western bloton, a HNE hasitdsi helye gyanithatéan
nem volt azonos a trombin hasitasi helyével, hiszen a HNE szubsztrat-specificitasa
eltér a trombinétdl. Annak érdekében, hogy meghatirozzuk az elsddleges (és
lehet6ség szerint masodlagos) HNE hasitdsi helyeket a FXIII szerkezetében, két
kisérletsorozatot végeztiink el. A cFXIII-bdl kihasitott peptideket MALDI TOF-al, a
HNE-trunkalt FXIII-A-t pedig N-termindlis szekvendldssal vizsgédltuk. Kimutattuk,
hogy az elsddleges hasitdsi termék a FXII-A N-termindlis részének elsé 39
aminosavit magdba foglalo peptid. Az 1-39 peptid MALDI TOF-al dupla csucsként
mutatkozott, 14 D tomegkiilonbséggel, ami a cFXIII preparatumban jelen 1év6 V/L 34
varidnsok tomegkiilonbségébdl adodik. A kezdetben felszabadulé 1-39 peptidet a
HNE tovébb hasitotta a T6-A7 helyen, majd a V34-V35 helyen. A tény, hogy a 7-34
peptid csak egy csics formdjaban volt megfigyelhetd és hogy az L34 varians relativ
ardnya a 7-39 peptidben nétt az idd eldrehaladtdval, arra utal, hogy a HNE a L34
peptid varidnst nem hasitja az L34-V35 helyen. Bar a V34 varidnsban az egyik
szekunder hasitdsi hely a V34-V35 peptidkotés volt, az intakt fehérjében a hasitds
nem jott 1étre és csak a mar lehasitott peptidre korlatozodott. A kisérleteket pFXIII-al
is elvégeztik, és a FXII-A hasitdsi sémdja megegyezett a cFXIII-nal
megfigyeltekével.

Azt, hogy a HNE-aktivélt FXIII-ban a V39-N40 az elsédleges hasitdsi hely,
N-termindlis szekvendldssal is megerdsitettilk. A blotrdl kivagott trunkalt FXIII-A
esetén aszparagin volt az egyetlen N-termindlis aminosav és az azt kovetd aminosav

szekvencia megegyezett a vart szekvencidval. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a
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HNE éltal V39-N40-nél trunkélt FXIII-A, az az aktiv FXIII-A forma, amelyik Ca*
jelenlétében aktiv transzglutamindzza alakul (N40-FXIII-A,*). Az N40-FXIII-A,*
egy Uj, aktiv FXIII forma, amely két aminosavval rovidebb, mint az ismert trombin-

hasitott G38-FXIII-A,* transzglutamindz.

A FXIII-A V34L polimorfizmusanak hatasa a HNE-indukalt FXIII aktivaciora

A fentiek alapjan kidertil, hogy a FXIII-A egyik legfobb polimorfizmusanak helye, a
V34, nem a HNE elsddleges hasitdsi helye a FXIII-A-ban. Mivel a V34L
polimorfizmus szignifikdnsan fokozza a trombin FXIII-A hasitdsdnak mértékét, és
csak Ot aminosavnyi tavolsagra taldlhat6 az elsdédleges HNE hasitasi helyt6l, érdekes
volt megvizsgdlni, hogy a polimorfizmus van e hatdssal a HNE-indukalt FXIII
aktivaciojara. Western blotting kisérletek €s FXIII aktivitds mérések is azt mutattak,
hogy a FXIII-A V34L polimorfizmus sem a hasitds mértékét, sem a pFXIII

aktivaciéjat nem befolyasolja.

A cFXIII harom dimenzios szerkezete az elsédleges HNE hasitasi hely koriil

A V39 reziduumon kiviil, ami a HNE elsddleges hasitasi helye a FXIII-A-ban, négy
masik valin is taldlhat6 a hasitdsi hely kornyezetében. A kérdést, hogy a HNE
elsddlegesen miért a V39 mellett és nem a V34, V35, V47 vagy V50 mellett hasit,
molekula modellezés segitségével probaltuk megvalaszolni. A V39 hely egy
hajlékony hurok kozepén taldlhat6, a HNE aktiv centruma szdméra konnyen elérhetd
helyen, és a kornyezd reziduumok konnyen felvehetik az enzim-szubsztrat
interakciohoz sziikséges konformdciot. Ezzel ellentétben a V47 és V50 reziduumok
egy B-red6ben taldlhaték a B-szendvics domén kezdeti szakaszan, és oldalldncaik a
domén belseje felé mutatnak, ami elérhetetlenné teszi Oket a HNE szdmara. A V34 és
V35 reziduumok a Q32-L45 hurok N-termindlis végéhez kozel taldlhatok, és
részlegesen fedettek a FXIII-A dimer magja és az els6 B-hordé doménje dltal. A V39
aminosavhoz képest mindkét reziduum egy kevésbé flexibilis régidban taldlhaté és a

HNE aktiv centrumadval valé interakcidjuk korlatozott.
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A FXIIIa proteolitikus degradacidja aktivalt PMN sejtek feliiliszéjanak
hatasara

Korébbi kisérletekben kimutattuk, hogy a HNE az 1d6 el6rehaladtdval proteolitikusan
degraddlja és inaktivdlja a FXIIla-t. A HNE-n kivil a PMN sejtekbdl egyéb
proteolitikus enzimek is felszabadulnak a sejtek aktivaci6ja sordn. A kovetkezOkben
azt vizsgaltuk, hogy a PMN protedzoknak lehet e szerepilk a FXIIla down-
reguldcidjdban a fibrin alvadékban. Els6 1épésként fMLP-el aktividlt PMN sejtekbdl
felszabadul6 protedazok trombin-aktivalt FXIIla-ra kifejtett hatasat vizsgéltuk. A PMN
protedazok a FXIII trombin aktivalt form4jat (FXIII-A*) proteolitikusan degradaltak.
A degradicié az id6 fiiggvényében zajlott, melynek mértékét SDS PAGE-el és
kvantitativ denzitometridval kovettiik. Kimutattuk, hogy a FXIII-A* sdv csokkenése
parallel zajlott a FXIII aktivitds csokkenésével, vagyis a FXIII-A* degradicios
termékeinek nincs transzglutamindz aktivitisa. A PMN protedzok a FXIII-B-t is
degradaltdk, az eredeti FXIII-B-nek 73,6%-at és 50,3%-at tudtuk detektdlni 30 perc

ill. 3 6ra inkubécid utan.

A PMN sejtekbdl a fibrin alvadékban proteazok szabadulnak fel

A kovetkezd 1épésben azt szerettiik volna kimutatni, hogy a fibrin alvadékba
inkorpordl6dé PMN sejtek aktivalodnak €s proteolitikus enzimeket szabaditanak fel.
Ennek bizonyitdsdra két kisérletsorozatot végeztiink. El0szor SDS PAGE-el
kimutattuk, hogy a PMN sejtek jelenlétében a plazminogén mentes fibrin alvadék
lizdlédik. PMN sejtek hidnydban nem kovetkezett be fibrinolizis, vagyis a fibrin
proteolitikus degradaciéja a PMN sejtekbdl felszabaduld protedzok hatdsdnak
tulajdonithat6. A mdsodik kisérletsorozatban HNE, katepszin G és MMP-9
aktivitdsokat mértiink az ‘“Anyagok és moddszerek”-ben leirtak szerint fibrin
alvadékban. PMN sejtek jelenlétében szamottevd HNE, katepszin G és MMP-9
aktivitdsokat tapasztaltunk. A specifikus inhibitorok, ONO 5046 és MMP-9 I
inhibitor, szinte teljesen legatoltdk a HNE és MMP-9 aktivitdsokat. Ezzel szemben az
alvadékban a katepszin G inhibitor I csak részlegesen gatolta a katepszin G aktivitdst,
annak ellenére, hogy az fMLP-vel aktivdlt PMN sejtek feliilisz6jaban teljesen
legatolta az enzimet. A részleges gitlas hatterében az 4dllhat, hogy az alvadékban a

felszinhez kik6t6dott enzim kevéssé elérhet6 a gitléo molekuldk szdméra.
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Az FXIII alegységek PMN sejtek hatiasara bekovetkezo proteolitikus
degradacioja fibrin alvadékban

Annak érdekében, hogy leteszteljiik a PMN sejtekbdl felszabadul6 protedzok trombin
aktivalt FXIII-ra kifejtett hatdsat fibrin alvadékokban, pFXIII-t tartalmazé fibrinogén
oldatokat egészitettiink ki PMN sejtszuszpenzidval, majd trombinnal és CaCl,-al
megalvasztottuk. Az alvadékokat Western blottinggal vizsgédltuk. Kezdetben csak
zimogén FXIII-A volt az alvadékban, ami fokozatosan aktivdlédott az inkubdacid
folyamén és 30 perc utdn madr szinte csak a hasitott aktiv formaban volt jelen. Ha
PMN sejteket is adtunk az inkubdcids elegyekhez, id6- €s sejtszam-fiiggd FXIII-A
proteolizis ment végbe. 5x10°ml PMN sejt jelenlétében, a FXIII-A/A* fokozatos
proteolizise volt megfigyelhetd és harom ora elteltével a FXIII-A*-t mar csak egy
halvany sdv jelezte az immunobloton. 20x10%ml PMN sejt hatdsara az aktivalt FXIII-
A degradiciéja mar 15 perc utdn is jelentds volt, és 3 ora elteltével a degradacid
teljessé vélt. Erdekes médon az immunobloton intermedier hasitdsi termék nem volt
megfigyelhetd és 3 ora elteltével is csak kis mennyiségli alacsony molekulatomegii
hasitdsi termék volt kimutathat6. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a
PMN sejtekbdl felszabaduld, kiillonbozd szubsztrat-specificitiasd proteolitikus enzimek
egyiittesen gyorsan degradaljdk a FXIII-A*-t alacsony molekulatomegii peptidekké. A
PMN sejtek hatékonyan degradaltak a fibrinrdl és FXIII-A’-r6l a FXIII aktivacio

soran disszocialodo FXIII-B-t is.

Az egyes PMN proteazok relativ jelentésége a FXIII-A proteolitikus
A tesztelt protedz inhibitorok koziil ONO 5046 jelenlétében tapasztaltuk a leger6sebb
védo hatast a FXIII-A és FXIII-B proteolitikus degradacidjaval szemben. Csak ez az
inhibitor tudta kivédeni a FXIII alegységek teljes degradacidjat 3 6ra alatt. A védo
hatds ellenére a FXIII alegységek szignifikdns része degradalodott. Kismértékii
védelem volt megfigyelhetd 30 perc utan katepszin G inhibitor jelenlétében. Az intakt
FXIII-A* sdv eltlinését nem befolydsolta az MMP-9 inhibitor jelenléte, ugyanakkor ez
esetben (és kisebb mértékben katepszin G inhibitor jelenlétében is) 63 kD és 61 kD
tomegll intermedier hasitasi termékek halmozddtak fel. A hasitdsi termékek inhibitor
hidanydban vagy HNE inhibitor jelenlétében nem jelentek meg. Eredményeink arra

utalnak, hogy a HNE szerepet jatszik az aktivalt FXIII elsédleges proteolitikus
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hasitdsdban, az MMP-9-nek és a katepszin G-nek pedig feltehetden a koztitermékek

lebont4sdban van szerepe.

A FXIII aktivaciéja plazmaban és asszociacidja fibrinnel

Annak érdekében, hogy a PMN sejtek FXIlIla-ra kifejtett hatdsat plazma
alvadékokban is megvizsgéljuk, eldszor bizonyitanunk kellett, hogy az aktivacié utan
a FXIlIa fibrinhez kotve marad. Ennek a kérdésnek a tisztazasa azért volt fontos, mert
a FXIII degradédcié mértékének megitélése teljes plazmabdl csak ugy kivitelezhetd, ha
az alvadékokat extenziven mossuk a fibrinhez nem kotodott, az SDS PAGE és
Western blot meghatarozasokkal interferalé plazma fehérjék €s kiilonosen albumin
eltdvolitisa végett. A trombin hatdsara bekovetkezd FXIII aktiviciot és a fibrin
kialakuldsét alacsony trombin koncentracié mellett vizsgdltuk. Ahogy azt kordbban
kimutattdk, az o-ldncok polimerizicidja a fibrinopeptid A Ao-lancbdl torténd
kihasitdsa utdn rogton megtortént, mig ebben a stddiumban a BB-lancok nagy része
még nem hasadt le. A FXIII azonnal az djonnan képzddott fibrin polimerhez kotodott,
még a nem-trunkalt formdjaban. A FXIII hasitdsa €s aktivacidja az Gjonnan képzdodott
fibrin felszinén ment végbe egy rovid lag fazis utdn. Kiemelendd, hogy a FXIII-A
hasitdsa egyik vizsgalt plazma mintdban sem ment végbe a szolubilis fazisban (n=23)
és a trunkdlt FXIII sohasem jelent meg a szérumban. Ez az eredmény azt bizonyitja,
hogy a FXIII fiziolégids aktivacidja kizardlagosan a fibrin felszinén megy végbe és a

tovabbiakban nem valik le a fibrinr6l.

A FXIII proteolitikus degradaciéja plazma alvadékban

Kérdéses volt, hogy a PMN protedzok 4ltal kifejtett FXIIla down-regulcids
mechanizmus, mely tisztitott fibrinogén esetén hatékonyan mikodott, vajon plazma
koriilmények kozott is ki tudja e fejteni a hatdsiat. Annak ellenére, hogy a plazmédban
szamottevd mennyiségli természetes protedz inhibitor volt jelen, jol detektdlhat6
FXII-A* degradcié jott létre 5x10%ml PMN sejt jelenlétében. Erételjesebb
proteolizis volt megfigyelheté 20x10°%ml PMN sejt esetében, bar a degradéci6
mértéke Osszességében kisebb volt, mint a tisztitott fibrinogénbdl készitett alvadékok

esetén.
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Az oyAT hatasa a FXIII alegységek PMN proteazok hatasara bekovetkezo
Mivel az o AT az elsddleges szerin protedz inhibitor a plazmaban, mely a PMN
protedazok (HNE é&s kisebb mértékben katepszin G és proteindz 3) gatlasaért felelds,
érdekes volt megfigyelni, hogy a FXIII alegységek proteolizisét hogyan befolyasolja
az AT jelenléte fibrin alvadékokban. A kérdés tisztdzasdhoz a degradacids
kisérleteket megismételtiik olyan fibrin alvadékokban, amelyeket FXIII-tartalmu
fibrinogénbdl allitottunk eld, és PMN sejtekkel és oy AT-el egészitettiink ki. Az o, AT
fiziol6gids koncentracioban gitolta ugyan a FXIII alegységek PMN sejtek hatdsara
bekovetkezd proteolitikus degradécidjat, de a gétlas csak részleges volt. A FXIII-A
esetén még o AT jelenlétében is szignifikdns proteolizis kdvetkezett be 30 perc utdn
és csak egy kevés nem-degradalédott FXIII-A maradt a fibrin alvadékban 3 ora
elteltével. Az oy AT védd hatdsa a FXIII-B degraddcidjaval szemben hatdsosabbnak

bizonyult, mint a FXIII-A esetén.

A PMN proteazok hatasa a fibrin keresztkotések kialakulasanak mértékére

Annak kimutatdsira, hogy a PMN sejtek hatdsdra lezajl6 FXIIla down-reguldci6
hogyan befolyésolja az alvadékban képzddo keresztkotések mértékét, megvizsgaltuk a
fibrin keresztkotés és a FXIII-A proteolizisének idofiiggését fiziologidas PMN
sejtszam (5x10%/ml PMN) és fiziol6gids koncentraciéji oy AT jelenlétében. A fibrin Y-
lancok teljes keresztkotéséhez csak néhany percre van sziikség, igy nem meglepd,
hogy fél é6ra elteltével a y-lincok mindegyike dimerizalédott. Az 5x10%ml PMN-el
torténd inkubéacié harom oOra utdn is csak kismértékben degradalta a y-dimereket. Az
a-lancok keresztkotése joval lassabb folyamat, melynek sordn nagy molekulasulyud
keresztkotott polimerek jelentek meg a szepardld gél felsé részén és a koncentrald gél
tetején, viszont 3 6ra kevés volt ahhoz, hogy a-lancok teljes mértékben keresztkotott
allapotba keriiljenek. A PMN protedzok elsdsorban az a-lancokat emésztették, amivel
szemben az 0y AT jelentds, de csak részleges védd hatdst nyujtott. Ez lehetdvé tette,
hogy nagy molekulasilyi keresztkotott polimerek képzddjenek. A fibrin
keresztkotése €s emésztése ebben az esetben egyszerre zajlik, de az o AT jelenlétében
a keresztkotott fehérjék teljes mennyisége nem csokkent 3 ora elteltével sem, és a
keresztkotott a-polimerek mennyisége noétt, igaz kisebb ardnyban, mint a PMN sejtek

hidnya esetén. a; AT jelenlétében a PMN protedzok altal kifejtett FXIII-A degradacié
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mértéke lelassult, kiilonosen a kezdeti szakaszban. Egy ill. hdrom o6ra elteltével
azonban mar csak 52% ill. 21% FXIII maradt fenn. A FXIII-A proteolitikus
degradacidjanak és a keresztkotott fibrin mennyiségi alakuldsdnak az dsszehasonlitdsa
azt mutatja, hogy ;AT jelenlétében a fibrin alvadékban a PMN sejtek hamarabb
degradaljdk a FXIII-t, mint a keresztkotott fibrint. Ebben az idészakban az Gjonnan
képzodott keresztkotott termékek ardnya egyensulyba keriilt a proteolizisiik
mértékével €s a nagy molekulasilyd keresztkotott termékek mennyisége tovéabb

novekedett.

MEGBESZELES

A proteolizis kozponti szerepet jatszik a véralvadas szabdlyozdsaban, szamos faktor
és kofaktor aktivacidja és inaktivdcidja proteolitikus hasitdsok eredményeképpen
valosul meg a hemosztizisban. A PMN protedzok FXIII-ra kifejtett hatasar6l csak
néhiny kozlés ismert. Egy korai tanulmanyban leirtdk egy FXII preparatum
inaktivaciéjat tisztitott HNE-vel és részleges inaktivacidjat katepszin G-vel és
kimutattdk a proteolitikus degraddcidjukat is. Henriksson €s munkatdrsai korai
munkdjukban felvetik, hogy nem-fiziol6gids koriilmények kozott, vagyis EDTA
jelenlétében a HNE atmenetileg aktivalhatja a FXIII-t. Eredményeink kétséget
kizdréan bizonyitjik, hogy Ca”" jelenlétében a pFXIII és a cFXIII is aktivalédik HNE
hatdsara. Kimutattuk, hogy a peptidkotés, melynek hasitdsa az aktivacidért felelds, a
trombin hasitdsi helyétdl eltér.

Az AP-FXIII lehasitdsa az A alegysé€grdl nélkiilozhetetlen 1épése a pFXIII
aktivdcionak, amely lehetdve teszi a Ca®* hatdsdra bekovetkezé6 FXIII-B
val6 atalakuldsat. A cFXIII esetén a FXIII-A hasitdsa trombinnal nagymértékben
felgyorsitja a Ca®* hatdsdra bekovetkezd aktivaciot. Mindeziddig a G38-FXIII-A,*
volt az egyetlen ismert, aktiv trunkdlt FXIII forma. Aktivalt FXIII-A formak
expresszaldsa transzfektélt sejtekben tobb laboratériumban, a miénket is beleértve,
sikertelennek bizonyult. Itt egy eltér6 moddszerrel prébalkoztunk, és a HNE
proteolitikus hasitasa révén hoztunk 1étre aktiv trunkdlt FXIII-A-t. Kimutattuk, hogy a
HNE elsddleges hasitdsa helye a V39-N40, és a hasitds eredményeképpen 1étrejévo
FXIlla egy 4j aktiv, trunkdlt FXIII forma, az N40-FXIII-A,*. A HNE szubsztrat-
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specifitdsa a trombinétdl teljesen eltér, a hasitdshoz a HNE P1 aminosavként valint
preferdl. A V39 mellett tovabbi négy valin reziduum is taldlhaté az elsddleges HNE
hasitdsi hely kozelében a FXIII-A-ban (V34, V35, V47, V50). Molekulamodellezéssel
sikeriilt feltarni, hogy ezek a valin reziduumok kedvezotlenebb pozicidban
helyezkednek el, ezért interakcidjuk a HNE-vel korlatozott.

Az N40-FXIII-A,* transzglutamindz aktivitdsa azt jelzi, hogy a G38 és a V39
aminosavak nem nélkiilozhetetlenek az enzimatikusan aktiv FXIII konfiguricié
eléréséhez. Mivel a HNE hatédsa kevésbé specifikus, mint a trombiné €s az aktivacié
mellett parhuzamosan degradacio is 1étrejon, a HNE-aktivalt FXIII-A,* specifikus
aktivitdsdt nem lehet megallapitani. A spektrofotometrids modszerrel mért maximalis
aktivitds értékek a maximdlis trombin-idukélta aktivitds 50%-a felett voltak mind
pEXIII mind cFXIII esetén, ami arra utal, hogy a FXIIla[e] aktivitdsa nagysagrendben
megkozeliti a FXIIa[t] aktivitdsat. A FXIIla[e] a fibrin lancait is hatékonyan
keresztkototte, vagyis képes betdlteni a FXIIla £6 fizioldgias funkcidjat.

Mivel a FXIII-A V34L polimorfizmus szignifikdnsan befolyasolja a pFXIII és
cFXIII trombin hatdsdra bekovetkezd aktivacidjit, kivancsiak voltunk, hogy a
polimorfizmus befolydsolja-e a FXIII HNE-indukalt aktividciéjat. Bar a V34L
polimorfizmus csak 6t aminosavnyira helyezkedik el a primer HNE hasitasi helytdl, a
polimorfizmus nem volt hatdssal a HNE szubsztrat kotésére vagy a proteolizis
mértékére. Kimutattuk, hogy ha az N-termindlis peptidet a HNE hasitja, elérhetdvé
valik a V34 hely is mint masodlagos hasitasi hely, de az L34 hely mellett ekkor sem
torténik hasitds. Természetesen ez a tény nem befolydsolta a FXIII aktivaciéjanak az
iitemét vagy annak mértékét. Erdekes azonban, hogy a V35 hely mellett egyaltaldn
nem tortént hasitds. Ez az eredmény arra utal, hogy a V35 koriil elhelyezkedd
aminosavak nem felelnek meg a HNE szubsztrat-specificitdsanak.

Bar a HNE-vel végzett kisérleteink elsddleges célja egy 1j, aktiv trunkalt
FXIII-A forma keresése volt, illetve hogy ) informdcidkat nyerjilk a
transzglutamindz aktivitds szerkezeti feltételeirdl a FXIIla-ban, mégis felmeriil a
kérdés, hogy vajon az eredményeknek van e fiziopatoldgids jelentosége. A legtdbb
kisérletben hasznalt FXIII és HNE koncentraci6 fizioldgids volt. A PMN sejtekben
0,44-2,5 pg mennyiségli HNE van sejtenként, vagyis 5x10°/ml PMN sejtben (a vérben
1évo fiziologids mennyiség) atlagosan 5 pg/ml HNE van, melynek nagy része az

aktivacio sordn felszabadulhat. A FXIII referencia intervalluma a plazmaban 14-28

21



pg/ml. A kisérletekben haszndlt 25 pg/ml FXIII és 5 pg/ml HNE koncentracidéknak
tehat lehet relevancidja fiziopatoldgias koriilmények kozott. A lehetdség ellenére nem
val6szinli, hogy a HNE szignifikdnsan hozzdjarulna a FXIII aktivacidjdhoz az
alvadékon beliil. Az alvadas sordn gyorsan keletkezd trombin elegendd mennyiségii
ahhoz, hogy a pEXIII-t aktivilja a HNE kozremiikodése nélkiill is. A HNE
felszabaduldsa egy késébbi esemény, ami csak a fibrin kialakuldsa utdn jon létre. Az
extravaszkuldris térben azonban mdésabb lehet a helyzet, kiillonésen o AT hidnyos
betegekben. A bronchoalveoléris kopenyfolyadék cFXIII-t tartalmaz, amit elviekben a
HNE aktivdlhat és az 1igy kialakult FXIIIa keresztkothet szubsztrit adheziv
proteineket a bronchoalveoléris kompartmentben, ami esetleg hozzajarulhat az o; AT
hidnyban bekovetkez6 bronchoalveoldris elvéltozasok patomechanizmusdhoz.
Természetesen ezt a hipotézist kisérletesen is igazolni kell.

Bar a FXIII HNE-indukalt aktivdci6ja nem valdszinli, hogy létrejonne az
alvadds soran, a down-reguldciés mechanizmusnak, melyben az FXIIla-t a HNE a
tobbi PMN protedzzal egyiitt inaktivalja, lehet fontos fiziolégids negativ feed-back
szerepe. Ezt a hipotézist alatdmasztottdk azok a kisérletek, melyekben kimutattuk,
hogy az aktivalt PMN sejtek feliiliszdjaban 1évo protedzok a FXIII-A*-t degradéltak
és ez a transzglutamindz aktivitds parallel csokkenésével jart egyiitt.

Kordabban kimutattdk, hogy nem-stimuldlt PMN sejtek inkorpordlédnak
plazma alvadékba vagy a thrombusba és proteolitikus enzimeket szabaditanak fel,
melyek a hemosztazisban és a fibrinolizisben részt vevd szdmos fehérjével
kolcsonhatasba Iépnek. Azt, hogy a PMN sejtekbdl a fibrin alvadékban protedzok
szabadulnak fel, a mi kisérleteink is igazoltdk és a protedzok fibrinolitikus hatdsat is
bizonyitottuk plazminogén mentes fibrinogénnel. A PMN sejtekbdl felszabadult
protazok kotddnek a sejtmembranhoz és fibrinhez, igy csak részben lehet az
enzimeket visszanyerni az alvadék feliilisz6jabol. Annak érdekében, hogy
megbecsiiljiik a kikotddott és szabad protedzok teljes aktivitdsat, €s hogy megitéljiik,
hogy specifikus inhibitoraik gétoljdk-e oket az alvadékban, egy ujfajta megkozelitést
dolgoztunk ki. Az enzimekre specifikus szubsztratokat hozzdadtuk a fibrin
alvadékokhoz és a meghatdrozott ido alatt végbement hasitds eredményeképpen
1étrejovo abszorbanciavaltozast vagy fluoreszcencia intenzitasvaltozast mértiik. Ezzel

a modszerrel kimutattuk, hogy a fibrin alvadékban a PMN sejtekbdl HNE, katepszin
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G és MMP-9 szabadul fel és a HNE és MMP-9 aktivitdst gyakorlatilag teljesen, a
katepszin G aktivitast pedig részlegesen gatolta a specifikus inhibitor.

A PMN sejtek a fibrin alvadékban hatékonyan degradéltidk a FXIII-A-t és a
FXIII-B-t. Mivel a szabad FXIII-B szerepe ismeretlen, az utobbi eredmény
jelentdségét nem lehet megitélni. Az egyes PMN protedzok FXIIla degradéacidjdban
betoltott relativ szerepének vizsgdlatat specifikus inhibitoraik segitségével, indirekt
uton hataroztuk meg. A tesztelt inhibitorok koziil a HNE inhibitor fejtett ki
legjelentdsebb, de még igy is csak részleges védo hatast. A katepszin G
jelentdségének megitélése nehéz, mivel csak részlegesen lehetett gatolni a fibrin
alvadékban. Az MMP-9 inhibitor nem befolydsolta az intakt FXIII-A* proteolitikus
degradicidjat, de az inhibitor jelenlétében intermedier proteolitikus termékek
halmozédtak fel. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a HNE a FXIII-A*
elsddleges hasitdsdban jatszik szerepet, mig az MMP-9 és kisebb mértékben a
katepszin G az elsddleges hasitasi termékek tovabbi degraddlasdban vesznek részt.

Az oy AT jelenlétének ellenére a FXIIla PMN protedzok altal kifejtett down-
reguldcidja plazma alvadékban is végbement. Az eredmény megerdsitéséhez o AT-el
kiegészitett, tisztitott fibrinogénbdl készitett fibrin alvadékkal is végeztiink
kisérleteket. A protedz inhibitor ebben az esetben is csak csokkentette a FXIIla
proteolitikus degradacidjanak a sebességét. Fontos hangsulyozni, hogy mikor fibrin
vagy fibrinogén nem volt jelen, az o;AT teljesen megakaddlyozta a tisztitott HNE
vagy az aktivalt PMN sejtek feliiliszdjanak proteolitikus hatdséat. Ez 6sszhangban van
kordbbi kozlésekkel, ahol leirtdk, hogy az ;AT meggitolta a PMN protedzok
thrombocytdkra kifejtett hatdsat amikor PMN feliilisz6t vagy tisztitott katepszin G-t
hasznaltak, de kevéssé volt hatdsos, amikor intakt PMN sejtek is jelen voltak az
inkubdcios elegyekben. Az oyAT limitdlt hatékonysdgit a PMN sejtekbdl
felszabaduldé protedzokkal szemben tobb tényezd is magyardzhatja: a) a sejt-
felszinhez kotédott protedzok elérhetetlenek az ;AT szdmadra, b) az o AT-t a PMN
sejtekbdl felszabadulé myeloperoxiddz oxidativ médon inaktivalhatja, c) az oy AT-t az
MMP-9 proteolitikusan inaktivalhatja. Tovabbi magyardzatot szolgdltat, hogy a fibrin
jelenléte is csokkenti az oy AT hatékonysagat HNE-vel szemben, vagyis a fibrinhez
kotott HNE hatékony marad még az inhibitor jelenlétében is. A kisérletsorozatok
eredménye azt igazolja, hogy a thrombusban a PMN protedzoknak 1ényeges szerepe

lehet a FXIIla down-reguldcidjaban. A kisérletekben haszndlt PMN koncentraciok
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nagy val6szintiséggel a fizioldgids koriilményeket reprezentdljdk, az 5x10%ml és
20x10°ml PMN sejtszdm normél vagy kozepesen emelkedett PMN sejtszdmnak
felelnek meg, még akkor is, ha a PMN sejtek csak passzivan keriilnének a
thrombusba. Tobb kivalo tanulmédny azonban kimutatta, hogy a PMN sejtek aktivan is
akkumuldlédnak a thrombusban fibrinhez val6 kotodés és P-szelektin-fiiggd
thrombocytdkhoz valé kotdédés révén. Ezek alapjan a PMN sejtek denzitdsa a
thrombusban a kisérleteinkben haszndlt koncentraciondl valamivel nagyobb is lehet.

A PMN protedzok hatdsa az alvadékban egy komplex folyamat, amely hatast
gyakorol a keresztkotd enzimre, a FXIIla-ra, és annak keresztkotott szubsztratjara is.
A FXIIIa PMN protedzok éltal bekovetkezett degradacidjanak idofiiggése azt mutatja,
hogy a PMN protedzok nem befolydsoljdk a kezdeti keresztkotések kialakuldsat. A vy-
lancok dimerizdcidja és az Pl fibrin o-lancdhoz torténd kotése perceken beliil
végbemegy. A FXIlIla degradiaciéja a PMN sejtekbdl felszabadulé protedzok hatdsara
egy lassabb folyamat, melyet tovabb lassit az o, AT jelenléte, igy az nem befolydsolja
a kezdeti keresztkotések kialakulasat. A  FXIIla inaktivdcidja azonban
megakaddlyozza a fibrin o-lanc extenziv keresztkotésének sokkal lassabb folyamatat.
Ez a down-reguldciés mechanizmus tehdt megengedi a fibrin és o,PI-fibrin
keresztkotések kialakuldsit, amely stabilizdlja az alvadékot és védi az azonnali
fibrinolizissel szemben, de gatat szab a tdlzott keresztkotések kialakuldsdnak, amely
lebonthatatlan alvadékot eredményezne.

Osszefoglalva, a PMN protedzok FXIII aktivdciéban/inaktivaciéban betdltott
komplex szabdlyozd szerepét irtuk le, mely Uj informdcidkat szolgéltatott a FXIII
biokémiai funkcidjarél és a fibrin keresztk6tés down-regulacidjardl az alvadékon
beliil. A HNE-vel végzett kisérleteinkben kimutattuk, hogy az inaktiv FXIII
hasitdsdnak eredményeképpen egy 1j, aktiv trunkdlt FXIII forma jon létre (N40-
FXIII-A*), ami két aminosavval rovidebb a trombin-hasitott FXIII-A*-ndl, mégis
szignifikdns transzglutamindz aktivitdssal bir. Kisérleteinkben a FXIIla down-
reguldcidjanak egyetlen, kordbban ismeretlen mechanizmusat mutattuk ki. A PMN
sejtekbdl felszabadulé protedzok effektiven degradaltdk a FXIIIa-t fibrin és plazma
alvadékokban is. Az dltalunk leirt down-regulaciés mechanizmusnak fontos
fiziol6gids szerepe lehet: meggétolhatja a tdlzottan keresztkotott plazma alvadékok
kialakulasat, ezaltal lehetové téve a fibrin elimindcidjat, amikor arra mdr nincs

sziikség.
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OSSZEFOGLALAS

A véralvadas XllI-as faktora (FXIII) egy tetramer struktirdji zymogen (A;B;). A
FXIII aktivicidja sordn elsd 1épésként a trombin hidrolizdlja az R37-G38 peptidkotést
az A alegységben (FXIII-A), mely lehetové teszi az aktiv transzglutamindz
kialakuldsat. Az igy létrejott G38-FXIII-A* az egyetlen eddig ismert aktiv FXIII-A
forma. Az aktivalt FXIII (FXIIIa) {6 funkcidja a fibrin lancok keresztkotése €s az o,
plazmin inhibitor fibrin lancokhoz valé kotése, mely stabilizdlja a fibrint és védi a
fibrinolizissel szemben. Béar az 0Osszes aktivalt alvadasi faktornak van ismert
inaktivacids szabdlyoz6 mechanizmusa, a FXIII esetében errdl eddig nem sziiletett
kozlés. Mivel a trombusban proteolitikus enzimekben gazdag polymorphonucledris
(PMN) granulocytdk halmozodnak fel, megvizsgiltuk, hogy a PMN sejtekbdl
felszabadul6 protedzoknak van e szerepiik a FXIII aktivitds szabalyozdsaban.

Tisztitott human neutrophil elasztdz (HNE) az inaktiv FXIII-at részlegesen
hasitotta, a FXIII gyors aktiviciojat majd lassabb inaktivacidjat eredményezve. A
HNE-aktivalt FXIII a fibrin y-, és o-lancait keresztkototte a batroxobin moojenivel
megalvasztott fibrin alvadékban. MALDI TOF analizis és N-termindlis szekvendlas
segitségével azonositottuk az elsddleges hasitdsi helyet (V39-N40) és egy uj, aktiv
FXIII format irtunk le (N40-FXIII-A*).

Stimuldlt PMN sejtek feliiliszdjanak hatdsara a FXIlla proteolitikusan
degradalddott, a transzglutamindz aktivitds parallel csokkenésével. Kimutattuk, hogy
a fibrin alvadékban HNE, katepszin G és matrix metalloprotedz 9 (MMP-9) szabadul
fel a PMN sejtekbdl, melyek a fibrint bontottdk és degraddltdk mindkét FXIII
alegységet. Kimutattuk, hogy a FXIlla down-reguldcidjdban a HNE részt vesz, mig az
MMP-9 és a katepszin G elsddleges szerepe a hasitasi termékek tovabbi lebontdsa. A
FXIII PMN protedzok altal bekovetkezd degradicidja teljes plazmdbdl illetve o-
antitripszinnel kiegészitett fibrinogénbdl késziilt alvadékok esetén is jelentds volt. Az
o-antitripszint is tartalmaz6 fibrin alvadékban a FXIIla degradécidja szignifikdnsan
gyorsabban ment végbe, mint a keresztkotott fibrin degradacioja.

Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy a PMN sejtekbdl felszabadul6 protedzok szerepet
jatszhatnak a FXIIla inaktivalasaban a fibrin alvadékban. A FXIII PMN protedzok
altal bekovetkezd degradacidja a FXIII down-regulacidjanak egyetlen eddig ismert, dj
mechanizmusa, mely meggatolhatja a tdlzottan keresztkotott, nehezen elimindlhaté

fibrin alvadék kialakulasat.
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