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1. BEVEZETES

A hemosztazis felelds az érpalyan beliil kering6 vér folyékony allapotban tartasaért és érfal sériilés
esetén a véralvadék képzdodéséért. Ez az dsszetett szabalyozo rendszer normal allapotban rengeteg
komponenssel egyiittmikodve képes szimultdn a koagulaciét és a fibrinolizist is iranyitani.
Kulcsfontossagti alkot6éi a rendszernek a vér alakos elemei (thrombocitdk, vorosvérsejtek és
fehérvérsejtek), a kiilonbozd funkcidji specialis fehérjék (koagulacios és fibrinolitikus) és az
érfalat felépitd szoveti tényezOk (sejtfelszini receptorok, membranfehérjék, kiilonb6zo tipusa
szoveti sejtek).

Az aktiv XIlIlI-as faktornak (FXIIIa) jelentds szerepe van a hemosztdzisban, a sebgydgyulasban, az
angiogenezisben ¢s feltehetéen az atheroszklerdzis folyamatdban is. A sejfelszinen talalhatd

kiilonb6z6 integrinek és novekedési receptorok kozotti keresztkotések kialakitasaval jelatviteli

crer

crer

a matrix stabilitasanak fentartasat is befolydsolja. Az FXIIla a hemosztazisban fontos szerepet
jatszd stabil fibrinalvadék kialakitdsan kiviil, melyet a fibrinlaincok keresztkotésével biztosit, a
fibrinolizis szabalyozéasaban is részt vesz, a plazmin {6 inhibitorat, az a2-plazmin inhibitort (a2PT)
kovalens kotés révén a fibrin a-lancédhoz koti, megvédve azt a plazmin éltali korai degradaciotol.
Az a2PI a plazméban, a szabadon keringd plazminnal irreverzibilis komplexet (PAP-komplex)
képez. Az a2PI, a molekula mindkét végét érintd proteolitikus hasitasok kovetkeztében, tobb
izoforméaban kering a plazmédban. A moddosuldsok befolyasolhatjak az a2PI a fibrinolizisben
betdltott szerepét. Az N-terminalisan trunkalt forma funkcigjat tobb kutatocsoport is vizsgalta,
viszont a C-terminus modosulasardl jelenleg kevés ismeret all rendelkezésiinkre. A C-terminalis
végén hasitott forma (NPB-a2PI) elvesziti a plazminogén-kotd helyét, ezért joval lassabban képes
a plazmint gatolni, valamint az FXIIIa els6dlegesen a plazminogén-ko6td, nem hasitott forméat (PB-
a2PI) képes a fibrinnel keresztkotni. Az NPB-a2PI forma hatisat a fibrinolizisre kevésbé
vizsgaltak.

Jelen értekezésben Osszefoglaltuk eredményeinket a XllI-as faktor (FXIII) humén aortabol
szarmazo simaizomsejtek (HAoSMC) funkcidira gyakorolt hatasairdl. Tovabba, vizsgaltuk az a2PI
heterogenitdsdnak hatasat az o2PI fibrinalvadékba vald beépiilésének mértékére, az alvadék

szerkezetére és lizisére.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A XIII-as véralvadasi faktor szerkezete és aktivalodasa

A Xlll-as véralvadasi faktor (FXIII) egy protranszglutamindz, melynek két formaja ismert a
plazmatikus (pFXIII) és cellularis FXIII (cFXIII). A plazmaban heterotetramerként van jelen, mely
két potencidlisan aktiv A (FXIII-A) és két hordozo/gatlo B (FXIII-B) alegységet tartalmaz,
plazmakoncentracidja 14-28 mg/L.

A FXIII-A 83 kDa molekulatomegii, 732 aminosavbol épiil fel. Négy strukturalis domén alkotja:
B-szendvics, katalitikus ,,core”, B-hord6 1 és B-hordd 2. Az N-terminalis végén a XIlI-as faktor
aktivalédasaban részt vevd, 37 aminovbdl 4llo aktivacios peptid (AP-FXIII), illetve Ca®"
kotohelyek talalhatoak. A két A alegységbdl felépiild (FXIII-A2) homodimer szerkezetii cellularis
XlII-as faktor szamos tanulmany szerint tobb sejttipusban is kimutathat6, mint a vérlemezkékben,
monocitakban/makrofagokban, oszteoblasztokban, oszteoklasztokban, oszteocitakban,
khondrocitdkban ¢s a kornealis keratocitdkban. A plazméba keriilo6 A alegység foként rezidens
szoveti makrofagokbol szdrmazik és 99%-a a B-alegységgel komplexet alkotva, a fibrinogén
felszinéhez kotédve kering.

A FXIII-B ~80 kDa molekultomegii, 641 aminosavbdl allo, a hepatocitdk altal szintetizalt
glikoprotein, melynek kortilbeliil 50%-a a FXIII-A alegységgel alkotott komplex, masik 50%-a
szabad formaban kering a plazmaban. A tiz rovid tandem ismétldd6 tn. "sushi" domén mindegyikét
2-2 diszulfid hid tartja egyben. FO feladata a FXIII-A; élettartamanak meghosszabbitdsa a
keringésben, védve azt a spontan aktivalodastol és degradaciotol. A plazmaban mind a kialakult
FXIII-A2B> komplex mind a szabad FXIII-B fibrinogénhez kotddve kering. A fibrinogénhez valo
kotddésnek nagy szerepe van a FXIII aktivalodasaban. Casini és munkatarsai leirtdk, hogy
afibrinogenémidban az egyébként normal mennyiségben jelenlévé FXIII-A2B> mellett csak kb
18% aktivitas detektalhato.

A 326 kDa molekulatomegii zimogén, heterotetramer FXIII (FXIII-A2B,) aktiv transzglutaminazza
(FXIIIa) alakul thrombin és Ca®" jelenlétében a véralvadas utolsd fazisaban. A folyamat elsé
1épéseként a thrombin peptidkotés hidrolizisével hasitja le a FXIII-A alegység N-terminalis részén
talalhato aktivacids peptidet, igy a két FXIII alegység kozotti kapcsolat meggyengiil. Ezt kovetden
Ca?"jelenlétében a B alegységek disszocialnak, mely kovetkeztében kialakul a FXIII-A alegységek

enzimatikusan aktiv forméja. Az aktivalodés a polimerizal6do fibrin felszinén megy végbe, mely



koriilbeliil szazszorosara gyorsitja fel a thrombin altali AP-FXIII lehasitast ¢s megkonnyiti FXIII-
B alegység disszocidciojat is.

A cellularis FXIII aktivalodasdhoz nincs sziikség proteolitikus hasitdsra, az intracellularisan
emelkedett, 2 mM feletti Ca?* koncentraci is elegendd hozza. Egy 2014-es tanulmanyban leirjak,
hogy a vérlemezkék citoplazmdjabol a sejtfelszinre keriilve a cFXIII megtartja aktivitasat. A
plazmaba keriild szabad formaban keringd FXIII-A> szintén aktivalodhat az aktivacios peptid

lehasitasaval Ca®* jelenlétében.

2.2 A XIII-as faktor funkcio6i
2.2.1. A FXIII szerepe a véralvadasban

Az FXIlIa acil-traszfer reakciot katalizal, mely sordn az egyik (donor) fehérje glutamin oldallanc
y-karboxamid csoportja €s a masik (akceptor) fehérje lizin oldallanc e-aminocsoportja kozott egy
rendkiviil erds, stabil, a proteolizissel szemben ellenalld izopeptid-kotés jon létre. Az FXIIla
hozzajarul a hemosztazisban fontos szerepet jatszo stabil fibrinalvadék kialakulasahoz, ugy, hogy
a fibrin a- és y-lancait keresztkotve, fibrin y-y dimereket, y-a és a-a polimereket hoz létre. Emellett
a plazmin {6 inhibitorat, az a2-plazmin inhibitort (a2PI) a fibrin a-lancédhoz koti, megakadalyozva

crcr

tinetekben szenvednek.

2.2.2. A FXIII szerepe a az angiogenezisben, sebgydgyulasban és az atheroszkler6zisban

Az érujdonképzddeés soran 1y kapillarisok alakulnak ki a mar meglévd véredényekbdl, eldsegitve a
szovetképzddést €s a sebgyogyulast. Az erek és kapillarisok falat harom rétegben (intima, media,
adventitia) kiilonbozd tipusu és funkcidju sejtek alkotjak: az endothél sejtek, vaszkularis
simaizomsejtek (VSMC) és a fibroblasztok.

A VSMC-k kornyezeti hatasok révén az érfal media rétegébdl az intima rétegbe képesek
vandorolni. Ott kiilonb6zd fenotipusos format vehetnek fel, igy differencialédas révén akar
osteoblaszt-, khondrocita-, adipocita- vagy habossejt szerli sejtekké is atalakulhatnak. Az
atheroszklerotikus plakk kialakuldsara jellemzd az azt alkoto sejtek, illetve foként a VSMC-k altali
fokozott extracellularis matrix termelddés, multimolekuléris halot alkotva. Ez leginkabb a kollagén

(I-es, II-es, és I'V-es tipus) megnovekedett szintézis€¢ben nyilvanul meg, mely lehetdvé teszi mind



a plakk stabilitdsat, merevségét mind pedig a kiilonb6zo sejtek konnyebb vandorlasat és
Korabbi kozlemények szerint az aktivalt FXIII (FXIIla) tobb modon is befolyéasolja az érfal
felépitésében résztvevo sejtek biokémiai folyamatait és kiilonb6z6é funkcioit. Apoe/FXII-AT ill.
Apoe/FXIII-A1/TG2 KO egerekben végzett kisérletek alapjan a FXIII aktivitds fontos az erek
integritasanak fenntartasaban, a dupla és tripla KO egerekben fokozddott a vérzés miatti elhullas.
Az ¢ér falat felépitd sejtek az extracellularis matrix komponenseken kiviil novekedési faktorokat,
citokineket, protedzokat is expresszalnak, melyek pro-angiogén faktorokként funkcionéalnak. Ezzel
szemben szdmos anti-angiogén fehérjét is termelnek, melyek koziil az egyik legfontosabb a
thrombospondin-1 (TSP-1), az angiogenezis szabalyozasat befolyasolé glikoprotein.

Az alabbiakban a proangiogén hatasat mutatjuk be részletesebben. Az FXIIla fokozza a
extracellularis matrix fehérjék keresztkotésében is .

Inbal és munkatarsai szdmos kdzleményben vizsgaltak az FXIIla szerepét az angiogenezisben. Azt
talaltdk, hogy az endothél sejtek felszinén 1évd avB3 integrint €s vaszkularis endothelidlis
novekedési faktor receptort (VEGFR-2) az FXIlIla keresztkoti. A kotés 1étrejottét kdvetden a
receptor aktivalodik és jelatviteli utvonalakat kapcsol be, melynek eredményeképp a TSP-1
termelddes csokken, az endothél sejtek proliferacioja, migracidja és az apoptozis gatlasa pedig
fokozddik. TSP-1 egy homotrimer szerkezetli glikoprotein, mely szintén szubsztratja lehet az
FXIIla-nak, kovalens kotésli Un. homo-polimereket eredményezve. A TSP-1-et szamos,
gyulladasos vagy érképzddésben részt vevd sejt képes termelni. A kornyezd sejtek sejtfelszini
receptorain (CD36, CD47), integrinjein €s az extracellularis matrix fehérjéin keresztiil képes
kifejteni hatasat.

Tovéabba Somodi és munkatérsai leirtdk, hogy a plakkban jelenlévé makrofag eredetli habos sejtek
tartalmaznak cFXIII-t és az a plakk extracellularis térében is jelen van, aktiv forméaban, mivel
keresztkotések jelenlétét tudtak detektalni a matrixban. fly médon a cFXIII externalizalodhat és
aktivalodhat, részt vehet az extracellularis matrix stabilitasanak fenntartasaban, ezzel fokozva a
plakk stabilitasat. A plakkba keriilé cFXIII hatassal lehet a VSMC-kre is. Jelenleg kevés ismeret
all rendelkezésiinkre a FXIII és a VSMC-k, az atheroszklerotikus plakk f6 alkotdjanak

kapcsolatarol.



2.2.3 A FXIII szerepe egyéb élettani folyamatokban

A FXIII nemcsak a véralvadasban, hanem szamos egy¢b élettani folyamatban is fontos szerepet
jatszik, ahol a kiilonboz6 sejtek altal termelt extracellularis matrix stabilizalasaban illetve a sejt
stimuldcids folyamatokban is részt vesz. Az extracellularis matrix fehérjék koziil a fibrin,
fibronektin és a kollagén jo szubsztratjai a FXIII-nak. A terhesség soran a Nitabuch-rétegben a
pFXIII a fibrinogénnel és fibronektinnel kolokalizalédva a placenta kotészovetének fibrinolizissel
szembeni védelmét biztositja. A cFXIII jelenléte a bélrendszerben a fibrinhald keresztkotésével a
baktériumokat csapdaba ejtve, azok eltavolitasdban fontos. Fekélyes vastagbélgyulladasban
szenvedd betegekben megfigyelték, hogy mind az alternativ Gtvonalon polarizalt makrofagok
szama, mind az altaluk termelt cFXIII expresszio is lecsokkent, ami a kialakult gyulladasért lehet
felelos. Kronikus gyulladasos tiidobetegségben, a bronchoalveolaris gyulladasban illetve az
aszthma kialakulasaban, a kotoszoveti fibrinlerakddas fokozotta valik. A bronchoalveolaris sejtek,
alveolaris makrofagok ¢és dendritikus sejtek altal termelt cFXIII hozzajarulhat a stabil fibrinhalo
kialakuldsdhoz. Tumorsejtes kornyezetben a tumor-asszocialt makrofagok altal termelt cFXIII
szintén a fibrinhal6 stabilitdsanak kialakularsaért felelds, mely a tumor sejteket védi és
proliferaciojukat segiti. Ujabb vizsgalatok arra engednek kévetkeztetni, hogy a cEXIII szerepet
jatszhat az energia metabolizmus folyamataiban is. Elhizott egyének fehér zsirszovetében
emelkedett FI3A1 gén expressziot mutattak ki. A fehér zsirszovet éltal termelt fibronektin, mely a
sejtproliferacioban, differencidcioban ¢€s a zsirszovet fejlodésében nélkiilozhetetlen, fontos

extracellularis szubsztratja az FXIIla-nak.

2.3 A hemosztazis egyensulya, a véralvadas és fibrinolizis

A véralvadas célja az érfal sériilés lezarasa, stabil fibrinhal6 kialakitasa és annak megvédése az id6
elotti degradaciotol. Ezzel szemben a fibrinolizis a fibrinalvadék lebontasaért felelds,
megakadalyozva ezzel az erek elzarddasat. A hemosztazis szabdlyozd rendszer biztositja a
kétiranyt folyamat Osszehangolt miikodését. A koagulacids kaszkdd soran keletkezett nagy
mennyiségli thrombin a fibrinopeptid A és B lehasitdsdval a szolubilis fibrinogént fibrin
monomerekké alakitja és ezzel parhuzamosan a fibrinogénhez kotott FXIII-at is aktivalja az
aktivacios peptid lehasitasaval. Az FXIIla nemcsak a fibrinszalak keresztkotését végzi, hanem egy
masik szubsztratjat, az a2-plazmin inhibitort (a2PI) is kovalensen a fibrin-a-lancéhoz koti, mely

gatolja a plazmin altali azonnali feloldasat az alvadéknak. A fibrinolizis f6 szabalyoz6 enzime, a
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plazmin 4ltal a fibrinhdlé gyors hasitasaval Un. fibrin degradacids termékek keletkeznek. A
vérkeringésben megemelkedett fibrinogén koncentraciot és a csokkent fibrinolizis hatékonysagot,
a vénds ¢és artérids trombotikus események kockazati tényezdiként irtdk le kiilonbozd klinikai

tanulmanyokban.

2.4 A fibrinolizis kulcsenzime, a plazmin

A plazminogén a plazmaban kb. 180 pg/mL koncentracioban keringd kb. 92 kDa nagysagu, 791
aminosavbol allo glikoprotein, els6sorban a méjban szintetizalédik. A plazminogén aktivalasaért
két szerin protedz felelds, a t-PA (szdveti tipusi plazminogén aktivator ) és az u-PA (urokinaz
tipustt plazminogén aktivator), melyek a plazminogént az Arg561-Val562 aminosavak kozott
hasitjak. Az igy keletkezett kb 90 kDa nagysagii immar aktiv szerin protedz enzim, a plazmin,
elsdsorban a fibrinalvadék lebontasaért felelds, de részt vesz mas biologiai folyamatban is, gy,
mint a sebgyugyulds és az angiogenezis. A human plazminogén nehéz lancédban 5 hurokszerii un.
,kringle domén” talalhato, amelyek koriilbeliil 80 aminosavbol 4ll6, harmas diszulfid kotéssel
stbilizalt fehérje szakaszok. Ezen domének lizinkoté helyeket tartalmaznak, melyek segitik a
plazmin kotddését a fibrinhez, a sejtfelszini receptorokhoz, illetve egyéb fehérjékhez, mint pl. az

a2-plazmin inhibitorhoz .

2.5 Az o2-plazmin inhibitor (a2PI) szerkezete és tulajdonsagai

Az a2PI (mas néven a2-antiplazmin), a plazmin {6 fiziologias gatloszere és fontos szerepet jatszik
a fibrinolitikus rendszerben a plazmin aktivitdsdnak szabéalyozasdban. Az a2PI velesziiletett hidnya
sulyos vérzési rendellenességet okoz a fibrinolizisre vald fokozott hajlam miatt, az emelkedett
plazma szintje trombozis riziké fokozodashoz vezet. Moroi és munkatérsai 1976-ban el6szor tettek
emlitést az a2PI-r6l, majd késébb 1977-ben Wiman és munkatarsai sikeresen izolaltak human
plazmabol. Az o2PI koriilbeliil 67 kDa nagysaga egylanct glikoprotein, 13% szénhidratot
tartalmaz. A m4j parenchima sejtjei termelik, onnan a plazméba keriilve ~1 uM koncentracioban
kering, de kis mennyiségben kimutattdk mar a vesében €s az agyban is. A human a2PI-t kédolo,
SERPINF2 gén 10 exont és 9 intront tartalmaz, kb. 16 kilobazisnyi nagysagi DNS-t dlelve fel. A
27 aminosavat tartalmaz6 szignalpeptidbdl és tovabbi 464 aminosavbol 4llé a2PI a szerin proteaz
inhibitor (szerpin) szupercsaldd tagja, a fibrinolizis kulcsenzimének, a plazminnak gyors gatldsaért
felelos. A teljes komplementer DNS-szekvencia 23-28%-0s homoldgiat mutat a szerpin csalad
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tobbi tagjaval. Mas szerpinekkel ellentétben viszont az a2PI C-terminalis vége mintegy 50
aminosavval hosszabb és szamos lizin aminosavat tartalmaz, melyekkel a plazmin(ogén)ben

talalhat6 Lys-koto régioval 1€p kolcsonhatasba, novelve ezzel az a2PI plazmingatl6 hatékonysagat.

2.6 Az o2-plazmin inhibitor heterogenitiasa a plazmaban

2.6.1 N-terminalis modosulas

Az a2-plazmin inhibitor a plazmaban proteolitikus hasitasokon megy keresztiil, négy plazmatikus
izoformat eredményezve. A metionin aminosavval kezd6do teljes hosszusagu forma (Met-a2PI)
N-terminalis végén a Prol2 és Asnl3 aminosavak kozotti hasitast a szolubilis fibroblaszt aktivalo
protein (sSFAP) mas néven az antiplazmint hasité enzim (APCE) végzi, melynek eredményeként
egy 452 aminosavbol all6 varidns keletkezik (Asn-a2PI). Ez a forma a normal human plazmaban
az a2PI teljes mennyiségének koriilbeliil 70%-at teszi ki. A 6. aminosav poziciot polimorfizmus
érintheti, melynek sordn a nukleotidcsere (C>T) aminosavcserét is eredményez. Ennek
kovetkezménye az arginin (Arg) triptofanra (Trp) torténd modosulasa. A Met-a2PI N-termindlis
hasitasat az Arg6Trp polimorfizmus befolyasolja, Arg6 esetén az sFAP a 12 aminosavbol allo
peptidet nyolcszor gyorsabban képes lehasitani. A hasitas kovetkeztében az FXIIIa jobban hozzafér
az ujonnan keletkezd N-termindlis végen talalhatdo GIn2 (a teljes hossznal Glnl4) reziduumhoz,
ezért az Asn-a2PI varianst ~13-szor gyorsabban koti keresztbe a fibrinnel a Lys303 pozicidban,

mint a teljes hosszusagu format. A plazmin gatlast az Arg6Trp polimorfizmus nem befolyésolja.

2.6.2 C-terminalis modosulas

A keringésben az a2PI a C-terminalis végen is modosulhat, ami a plazmin(ogén)hoz vald
kotddésben, és ezaltal annak gatlasaban jatszik fontos szerepet. A C-terminélisan nem hasitott, ép
forméban 6 lizin aminosav talalhato (K*'3, K47, K4, K41 K*8 K*4) melyek segitségével képes
kotddni a plazmin(ogén)hez (PB-a2PI, plazminogént kotd varidns). Bar a pontos hasitasi hely
még nem ismert, a trunkalt forma biztosan elvesziti a plazmin(ogén) kotésben legfontosabbnak
talalt utolso 2 lizin aminosavat tartalmazo szakaszt, ezért nevezik ezt a format plazminogént nem
kotd variansnak (NPB-02PI). Az elnevezés nem teljesen helyénvald, mivel Clemmensen ¢és
munkatarsai 1981-es kozleménylikben leirtdk, hogy az 2Pl az utols6 23 aminosav

eltavolitotasaval (amely a K*® és K** aminosavakat tartalmazta) tovabbra is komplexet tud alkotni



a plazminnal, bar ebben az esetben a reakcid 10-szer lassabban megy végbe. Wang és munkatarsai
szerint a két aminosav koziil a K**¥-as bizonyult a plazmin interakcié 1étrejottében legfontosabb
szerepet jatszo résztvevonek. Egy 2011-es kdzleményben kiillonb6z6 rekombinans a2PI varidnsok
a plazminhoz valo kotddését vizsgaltak és azt talaltak, hogy a kotédés elsdsorban a K**-nek, majd
azt kovetden a K**3-nak koszonhetd. Abdul et al. eredményei szerint a C-terminalis részen torténd
{6 hasitasi hely a GIn421-Asp422 kozé tehetd, de ezen kiviil mas potencialis hasitasi helyeket is
azonositottak. Orosz et al. a Pro437 és Arg438 kozott azonositott egy potencialis hasitasi helyet.
A modositasért felelds protedz(ok)at azonban eddig még nem sikeriilt azonositani. Tébb
kozlemény szamol be a PB-0a2PI kiilonb6zd enzimekkel in vitro toérténd hasitasarol, példaul a
tripszin, az elasztdz vagy a matrix metalloproteinaz-3 (MMP-3) altal, de azt, hogy ezen proteazok
in vivo is felelések lennének-e a C-termindlis hasitasért, még nem sikeriilt bizonyitani. Az

egészséges kontrollok plazmdjaban az NPB-a2PI mennyisége koriilbeliil 35%-nak bizonyult.

2.7 Az o2-plazmin inhibitor funkcidi a vérkeringésben

Az a2PI {6 funkcidja az 1:1 aranyu stabil komplex képzése a plazminnal (PAP-komplex) a
keringésben vagy a fibrin felszinén. A reakcio kétlépéses mechanizmuson keresztiil torténik, elsd
Iépésben az o2Pl a C-termindlis végén 1évd lizin aminosavak segitségével nem kovalens,
reverzibilis kolcsonhatasba 1ép a plazmin ,.kringle” doménjeivel. Ezt kovetden egy irreverzibilis,
elsérendii reakcidban kovalens kotés alakul ki az a2P1 reaktiv helye €s a plazmin aktiv helye kozott.
A folyamat végén kialakuld6 PAP-komplexben a plazmin elvesziti aktivitasat. Az a2PI kompetitiv
moddon gatolja a plazminogén fibrinhez vald kotddését is. A plazmaban keringd PAP-komplex

féléletideje 12 ora.

2.8 Fibrinhalo kialakulasa a véralvadas soran

A fibrinogén a hepatocitdkban termel6dd 340 kDa-os nagysagu glikoprotein, amely a human
plazmaban 24 g/ koncentracioban taldlhat6. Funkcidjat tekintve elengedhetetlen a
hemosztazisban, a sebgydgyulasban és az angiogenezisben. Akut fazis fehérjeként plazmaszintje
gyulladési folyamatokban akar 2-4-szeresére is emelkedhet. Szerkezetét tekintve harom polipeptid
lancbol all (Aa-lanc, BB-lanc és y-lanc), melyeket diszulfid kotések tartanak ossze.

A fibrinogén fontos szerepet jatszik az elsddleges és a masodlagos hemosztazisban is. Az

elsddleges hemosztazis soran a y-lancok C-terminalis végei kotddnek az aktivalodott vérlemezkék
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felszinéhez, mely hataséara vérlemezke aggregacio és vérlemezke 'dugé' keletkezik. A masodlagos
hemosztazis soran a fibrinogén fibrinné alakul. E16szor a thrombin eltavolitja a két fibrinopeptidet
(A és B) az Aa és BP lancok N-termindlis végérdl, ezaltal fibrin monomerek alakulnak ki, majd
ezt koveti a fibrin monomerek spontan polimerizacioja, mely enzim-katalizist nem igényel. A
kovetkezo fazis a fibrinstabilizacio, mely sordn a FXIIla a fibrin y-lancok, illetve a-lancok kozott
kovalens keresztkotéseket hoz 1étre.

A véralvadas soran kialakult fibrinhdloba szamos fehérje képes bekdtddni és ezaltal befolyasolni
annak szerkezetét és fibrinolizissel szembeni ellendlloképességét. Wiesel kozleményében dsszegzi
ezen makromolekuldkat, k6zéjiik tartozik példaul a fibronektin, plazminogén, XIII-as véralvadasi
faktor, szoveti plazminogén aktivator (t-PA), plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1), aktin,
albumin, al-antitripeptidaz, karboxipeptidaz-N, lipoprotein(a), és a TSP-1.

Egy 1981-es in vitro kisérletben kimutattdk, hogy az 02PI nem teljes mértékben, hanem csak
~30%-ban épiil be az alvadékba, mig Katona és munkatarsai 2021-es kozleményiikben a beépiilést
kb 45%-ra becsiiltéek. Az a2PI kovalens keresztkotéssel torténd beépiilése az alvadékba a FXIlla-
nak kdszonhetd. Tobb Gln reziduumot is azonositottak (Gln?, Gln?!, GIn*" és a GIn*"), melyek
potencialis szubsztratjai lehetnek az enzimnek, mégis a fo reaktiv hely az N-terminalisan
elhelyezkedd GIn2. Jelenleg nagyon kevés megbizhato ismeret all rendelkezésre a C-terminalis
a2PI formak beépiilésérdl a fibrinhaloba. Ennek {6 oka, hogy megfelelé modszerek hianyaban a
bekotddés mértéke nehezen kvatitalhatd és a kotddés természete nehezen azonosithato. Kluft és
munkatarsai a C-terminalis variansok beépiilését vizsgalva azt talatdk, hogy az elsddleges forma,
amely a fibrinalvadékba beépiil a BP-a2P1 ¢s ezért az FXIIla a felelds. Mivel FXIII hidnyéaban,
azaz a kovalens keresztkotés hidnyaban, a fibrinolizis fokozodik, az a2PI fibrinszalakhoz valé nem
kovalens kotddésének nem tulajdonitottak nagy jelentdséget és ezért nem is vizsgaltak intenziven.
Azonban Tsurupa és munkatarsai kimutattak, hogy az a2PI képes nem kovalens mdédon koétédni a
fibrinhez és az immobilizalt fibrinogénhez, és a kotddés lizin analdogokkal nem gatolhato, tehat a
C-terminalis végen talalhat6 lizin-ko6td régio nem vesz részt ebben a folyamatban. Azt feltételezték,

hogy a nem kovalens kdlcsonhatés eldsegiti a FXIIIa altali keresztkotés 1étrejottét.
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3. CELKITUZES

Jelen munkankban a kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt:

1.
2.

A HA0oSMC-k oszteoblasztos transzformécioja jar-e cFXIII expresszioval?

cres

crer

Hatassal van-e az FXIIla a HAoSMC-k TSP-1 szintézisére, illetve annak intracellularis
és sejthezkotott TSP-1 tartalmara?

Milyen paraméterek allnak Osszefliggésben a plazméban mért a2PI C-termindlis
izoformdinak mennyiségével, illetve a fibrinalvadékba valo épiilésiik mértékével?
Milyen Osszefliggés van a PB- és NPB-02PI formak alvadékba valo beépiilése €s az
alvadéklizis paraméterek kozott, egészséges human plazma mintakban?

Rekombinans PB- ¢és NPB-a2PI formakkal kiegészitett o2PI hidnyplazma
alkalmazasadval meg tudjuk-e erdsiteni a normal plazmakkal kapott eredményeket?

Hogyan befolyésoljak az egyes formak az alvadék lizisét illetve szerkezetét?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Anyagok I.
A rekombinans FXIII-A; (rFXIII-Az) a Novo Nordisk (Malmd, Hollandia) cég felajanlasabol
szarmazik. A kisérletekhez FXIII-A> mentesitett fotalis borji savot (FBS) hasznaltunk, melyben
csak igen alacsony koncentracidban volt kimutathatd a FXIII-A alegység, 5%-os FBS-t tartalmaz6
médiumban 19,75 ng/mL-nek adodott. Ez 0,2%-0s plazma FXIII-A koncentracionak felel meg. A
FXIII-A2 mentesitési folyamathoz a borju savobol immun-abszorpcids kromatografias technika
segitségével eltavolitottuk a FXIII-A; alegységet. Ehhez egér eredeti FXIII-A» ellenes (3B2H12)
monoklondlis antitestet hasznaltunk. Az antitestet CNBr aktivalt Sepharose 4B (GE Healthcare

Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag) gél felszinhez kovalensen kotottiik fel.

4.2 Sejtkultura

A kisérletekhez human aortabol szarmazd simaizomsejteket hasznaltunk (HAoSMC, Cell
Applications, San Diego, CA, USA), melyek magas gliikoztartalmti Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) tapfolyadékban voltak tenyésztve. A
médiumot 1 mM natrium-piruvattal (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA), 4 mM L-glutaminnal
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA), 116 pg/mL gentamicinnel (Sandoz Hungéria Kft., Budapest,
Magyarorszag), és 5% FBS-sel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) egészitettiik. A
tapfolyadékot kétnaponta cseréltiik a sejttenyészeten. A kisérletben hasznalt sejtek 5-9-es

passzalszamuak voltak.

4.3 Oszteoblasztos transzformacio hatasa a HAoSMC-re

Oszteoblasztos transzformaciot indukalva, a HAoSMC-k 6 lyuka sejttenyésztd lemezen
kalcifikacios médiumban voltak tenyésztve. A tapfolyadékot 2,5 mM inorganikus foszfattal (P1),
1,2 mM Ca?"-mal és 3%-os FBS-sel egészitettiik ki. A tenyésztd médiumban 1évé sejteket
kontrollként hasznaltuk. A 80%-os konfluenciaszint elérését kovetd 24. ordban a tenyésztd
médiumot kalcifikdciés médiumra lecseréltiik. Két nappal késobb a cserét megismételtiik, majd 48
oOra elteltével a sejtekbdl oszteoblasztos differenciacios markerek expresszidjat hataroztuk meg, a

gyartok utasitasait kdvetve.
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1. A kélcium lerakodast QuantiChrome Calcium Assay Kit-tel quantifikaltuk (Gentaur,
DICA:500, Briisszel, Belgium). Az abszorbancia mérése 612 nm-en tortént spektrofotométer
segitségével (Powerwave XS, Bio-Tek).

2. Az extracellularis matrixban lerakddott kalciumot Alizarin Red festéssel is lathatdva tettiik.
A festék feloldasa érdekében 1 6ran at szobahdmérsékleten 1 mL/lyuk 100mM-os cetilpiridinium
oldattal inkubaltuk a sejteket, majd az abszorbanciat 595 nm-en spektrofotométer segitségével
(Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector) mértiik.

3. Azextracellularis matrix oszteokalin tartalmat ELISA technikaval hataroztuk meg (Human
Osteocalcin Instant ELISA, Bender MedSystems 2020, Burlingame, CA, USA). A mintdk
abszorbanciajat 450 nm-en DTX880 Beckman Coulter ELISA Reader segitségével hataroztuk
meg.

4. Sejtlizdtumbol az alkalikus foszfataz (ALP) aktivitds mérését ALP Yellow Liquid Substrate
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) kit segitségével végeztiik. Az enzimfelszabadulast a 4-
nitrofenol mennyiség alapjan hatdroztuk meg 405 nm hulldamhosszon 30 percen keresztiil 37 °C-
on.

5. Kvantitativ valds idejii polimeraz-lancreakcioval (QRT-PCR) hataroztuk meg a Runx2
génszinten valo kifejezddését. A gyartd (RNA-STAT60, Tel-Test Inc., Friendswood, Texas, USA)
altal javasolt protokol alapjan tortént az RNS izolalas. High Capacity cDNA RT kit (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével 2 ug RNS mintat cDNS-
Technologies, Waltham, MA, USA) hasznéltunk. Haztartasi génként GAPDH 3’-at (gliceraldehid-
3-foszfat dehidrogenaz) alkalmaztunk. A relativ génexpresszios valtozasokat un. delta-delta (AA)
Ct modszer segitségével hataroztuk meg.

6. Az oszteokalcin és Runx2 intracellularis fehérjék kimutatdsa Western Blot analizissel
tortént. Haztartasi génként a GAPDH-t alkalmaztuk. 15 pg 6sszfehérjét tartalmazo sejtlizatumot -
merkaptoetanolt tartalmaz6 Laemmli pufferben vettiink fel majd 95 °C-on denaturaltunk. 10%-os
SDS-poliakrilamid gélen tortént a fehérjék elvalasztisa. A blottolds nitrocelluléz membranra
(Amersham, Buckinghamshire, UK) tortént, félszaraz blott késziilékkel (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). A mintdk blottolasat kdvetden 6%-os tejporral blokkoltunk, majd elsddleges antitestként
poliklondlis anti-oszteocalcin antitestet (1:200 higitas, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)

¢és nyul eredetli anti-Runx2 (1:1000 higitas, Proteintech, Manchester, Egyesiilt Kiralysag) illetve
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egér eredetli anti-GAPDH (1:1000 higitas, Novus Biologicals, Abingdon, Egyesiilt Kirdlysag)
antitesteket, mig masodlagos antitestként tormaperoxidazzal jelzett (Amersham, Buckinghamshire,
Egyesiilt Kiralysag) antitestet hasznaltunk. A detektalast kemiluminescens szubsztrat reagenssel
(ECL, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), az el6hivast fényérzékeny film (Amersham Hyperfilm ECL,
GE Healthcare, Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysag) segitségével végeztiik.

fedett ELISA lemezen (Kaviogen, Turku, Finnorszag) dolgoztunk. Biotinalt monoklonélis anti-
FXII-A (1pg/mL) és a HRPO-jelzett anti-FXIII-A antitesteteket (1:2000 higitasban)
alkalmaztunk. A detektalas soran TMB (One Component HRP Mivrowell Substrate, Diarect Ag,
Freiburg, Németorszag) szubsztrat oldatot vittiink fel a lemezre és 2 M-os kénsavval allitottuk le a
reakciot.

8. A cellularis cFXIII jelenlétét Western Blot technika segitségével hataroztuk meg, melyhez
10%-o0s SDS-poliakrilamid gélt haszndltunk. A rekombindns FXIII-A; standard-bdl (Novo
Nordisk) 10 ng-ot, a mintakbol pedig 30ug/sav dsszfehérjét vittiink fel a gél zsebeibe. A Blottolas
PVDF membranra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) tortént, félszaraz blott késziilékkel (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). 3% zselatint tartalmazé tTBS pufferrel blokkoltuk (pH: 7,5). Elfogo
antitestként birka eredetli poliklonalis FXIII-A ellenes antitestet (Affinity Biologicals, ON,
Canada, 1:5000 higitas), jelol6 antitestként biotinalt anti-birka IgG antitestet (Vectastein ABC Kit,
Vector Laboratories, Oxfordshire, UK; 1:10000 higitas) hasznaltunk. Az avidin-biotinalt HRPO-
komplex (Vectastein ABC Kit, PK6106; 1:3200 higitas) felvitelét kovetden a detektalast
kemiluminescens szubsztrat reagenssel (Covalab, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag), az el6hivast
fényérzékeny film (Amersham Hyperfilm ECL, Buckinghamshire, Egyesiilt Kirdlysag)

segitségével végeztiik.

4.4 A HAoSMC-k kezelése aktivalt, illetve nem aktivalt rXIII-as faktorral

Els6 1épéskeént 20 pg/mL rFXIII-A»-t tartalmazo térzsoldatot készitettiink 0,2% FXIII-A2 mentes
FBS tartalmi DMEM tépfolyadékban. A kovetkezd lépésben a FXIII-Ax-t 5 U/mL humén
thrombinnal és 1 mM CaClz-dal aktivaltuk 10 percig 37 °C-on. Ezt kovetden, a thrombint 50
ATU/mL lepirudin szarmazékkal (Refludan; Pharmion, Windsor, Egyesiilt Kiralysag) legatoltuk,
10 percig 37 °C-on. A torzsoldatbol tovabbi higitasokat készitettiink (15, 10, 5 és 2,5 pg/mL
rFXIIIa). A higitasokhoz sziikséges higité oldat 1 mM CaClz-ot, 50 ATU/mL Refludannal gatolt 5
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U/mL human thrombint valamint 0,2% FXIII-A mentesitett FBS-t tartalmaz6. A nem aktivalt
rFXIII-Az-vel torténd kezelés esetén a 20 pg/mL rFXIII-A torzsoldatbol 15, 10, 5 és 2,5 pg/mL
tapfolyadékban.

A szétosztast kovetd 24. oraban a tapfolyadékokat aktivalt, illetve nem aktivalt FXIII-A-t
tartalmazé médiumra cseréltiikk. Mivel a thrombin 6nmagédban képes novelni a sejtproliferacié
mértékét, kontrollként 50 ATU/mL Refludannal gatolt 5 U/mL humén thrombint és 1 mM CaCl-

ot tartalmazé médiumot hasznaltunk. A kezelések 1 vagy 3 napon keresztiil torténtek.

4.5 Sejtproliferacios kisérlet Kivitelezése

A HAoSMC-k kitapasztasa 96-lyuka lemezre (TPP Techno Plastic Products AG, Svijc),
0,6x10%1yuk sejtszammal tortént. A Kkitapasztashoz 5% FBS tartalmid DMEM tapfolyadékot
hasznéltunk. A szétosztast kovetd 24. draban inditottuk a kezeléseket. Aktivalt és nem aktivalt 20
kontroll sejteket Refludannal gatolt thrombint tartalmazo tapfolyadékban tenyésztettik. A
kezelések 24 oranként ismételtiik harom napon keresztiil. Az utolsé kezelést kdvetd 24. oéraban
hataroztuk meg a sejtproliferacid6 mértékét. Ehhez az EZ4U Cell Proliferation and Cytotoxicity
Assay (Biomedica, Bécs, Austria) és a CCK-8 Cell Counting kit (Enzo Life Sciences, Farmingdale,
NY, USA) reagenseket hasznéltuk a gyartok utasitasai szerint. A két teszt mérési elve hasonlo, az
€10 sejtek mitokondridlis eredetli dehidrogendz enzimek a sarga szinii tetrazolium sot sotét szinii
formazanna redukaljak. A szinvaltozast 450 nm-en, 37 °C-on 4 O¢ra inkubaciot kdvetden
spektrofotométerrel (iIEMSReader MF and Multiscan™) detektaltuk. Az abszorbancia értéke

egyenesen aranyos az eld sejtek szdmaval.

4.6 A sejtmigracio detektalasa

A CytoSelect 24-Well Wound Healing Assay (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) kithez tartozo
24 lyuku szovettenyésztd lemez specidlis inzertet tartalmaz, mely adott nagysagl teriileten
akadalyozza meg a sejtek letapadasat. A HAoSMC-k kitapasztasa az inzertet tartalmazo lyukakba
20x10%1yuk sejtszammal, 5%-os FBS tartalmi DMEM tadpfolyadékban tortént. A szétosztast
kovetd 24. oraban tortént a kezelés, melyet két-két parhuzamos lyukban végeztiink 20, 15, 10, 5 és

cre
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tartalmazo tapfolyadékban tenyésztettiik. A kezelést kovetd 24. 6raban tavolitottuk el az inzerteket
a lyukakbol és inditottuk el a felvételek készitését a Juli Stage Real Time Cell History Recorder
Microscope (NanoEnTek, S6ul, Dél- Korea) segitségével CO; termosztatban. A lyukakban harom-

harom kiilonb6z06, altalunk kijelolt teriiletrdl késziiltek a képek. A mikroszkép szoftvere minden

crer

4.7 Az extracellularis matrix kollagén tartalmanak meghatarozasa

A HAoSMC-k kitapasztdsa 12 lyukd szdvettenyésztd lemezre (TPP) 10x10%lyuk sejtszammal
tortént. A szétosztast kovetd 24. o6rdban tortént a kezelés, mely 3 napig tartott 20, 15, 10, 5 és 2,5
tartalmazo tapfolyadékban tenyésztettiik. A kezelést kdvetd 24. 6raban az extracellularis matrixbol
torténd kollagén mérést a Sircol™ Soluble Collagen Assay Kit (Biocolor Life Science Assays,
Carrickfergus, Egyesiilt Kiralysag) segitségével végeztiik a gyarto utasitasai szerint. A kollagén-
festék komplex feloldodasat kovetéen az abszorbancidt 450 nm-en (iIEMSReader MF and
Multiscan™) spektrofotométer segitségével detektaltuk, majd az eredmények értékelését Ascent

software segitségével végeztik.

4.8 TSP-1 meghatarozasa a sejtfrakciobdl és a sejtek felilluszojabol

A HAoSMC-k kitapasztasa 96 lyukt szovettenyészté lemezre (TPP) 0,6x10%lyuk sejtszammal
tortént. A szétosztast kovetd 24. éraban tortént a kezelés, mely 24 oran at tartott. 20 pg /mL rFXIIIa
Refludannal gétolt thrombint tartalmaz6 tapfolyadékban tenyésztettiik. Mdasnap leszivtuk a
sejtekrdl a feliiliszot (200 pL/lyuk), majd a sejteket PBS pufferrel mostuk (200 pL/lyuk).
Sejtlizatumot készitettiink, a sejtekhez 1% Triton X-100, 1 mM EDTA ¢és 10% proteaz inhibitor
koktél (SigmaFast, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) tartalmu PBS puffert (200 pL/lyuk) adva.
Az inkubdlas 5 percig enyhe razatas mellett tortént, amit a mintak kevertetése, majd centrifugalas
kovetett 13400 rpm fordulatszdmon, 5 percig. A feliiluszot alacsony fehérjekotdképességili csdbe
pipettaztuk at. A TSP-1 fehérje mennyiségének meghatarozasat Human Thrombospondin 1 ELISA
kittel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) végeztiik a gyart6 utasitasai szerint. Az
abszorbanciat 450 nm-en (iEMSReader MF and Multiscan™ fotométer) detektaltuk, majd az

eredmények értékelését Ascent software segitségével végeztiik.
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4.9 A HAoSMC-k TSP-1 fehérje termélésének vizsgalata Western blot segitségével

A HAoSMC-k kitapasztasa 6 lyukll szovettenyészté lemezre (TPP) 50x10%lyuk sejtszdmmal
tortént. A szétosztast kovetd 24. draban tortént a sejtek kezelése 20 pg /mL rFXIIla-mal, mely 24
oran at tartott. A kontroll sejteket Refludannal gatolt thrombint tartalmazé tapfolyadékban
tenyésztettiik. A sejteket 2 mM EDTA ¢és 10% proteaz gatlo tartalmt (Biotool, Houston, USA)
PBS pufferrel mostuk (1500 pL/lyuk) 30 percen keresztiil, 37 °C-on. A sejteket szuszpendalassal
Osszegyujtottiik a lemez aljarol, majd 13200 rpm-en lecentrifugaltuk. RIPA pufferrel (0,1% SDS,
0,5% deoxycholate, 1% Tritonx 100) lizaltuk a sejteket. A sejttenyésztd lemezen maradt
extracellularis matrixot 2 mM EDTA ¢és 10% protedz gatld koktél tartalmi PBS pufferrel mostuk
ujra. A lyukakba 500 pL Laemmli puffert pipettaztunk, majd 150 rpm razatas mellett,
szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk. Az extracellularis matrix fehérjéket tartalmaz6 mintakat
a puffer szuszpendalasaval 6sszegylijtottiik és 10 kDa szelektivitasu Microcon sziiré (Centrifugal
Filter Units for Concentration and Purification of Biological Solutions, YM-10, Millipore, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) segitségével toményitettiik be. Mind a sejtpelletbdl, mind a matrixot
tartalmazo mintakbol, dsszfehérje meghatarozast végeztiink BCA kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) segitségével. 7,5%-o0s SDS-poliakrilamid gélt hasznaltunk a fehérje tartalmu
mintak elvalasztasara. Kétszaz nanogramm TSP-1 standardot (Thrombospondin Human Platelet,
Athens Research and Technologies, Athens, Georgia, USA), 54 ug 6sszfehérjét a sejtlizatumokbol,
2 pg osszfehérjét a sejtek extracellularis matrix mintakbol. A blottolas PVDF membranra (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) tortént, félszaraz blot késziilékkel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A
membranon tiresen maradt helyeket 3% BSA-t (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) tartalmazo
tTBS pufferrel blokkoltuk (150 mM NaClL,50 mM Tris ,0,05% Tween-20, pH: 7,5) 2 6ran keresztiil.
Primer antitestként egér eredetli biotinalt monoklonalis thrombospondin-1 ellenes antitestet (Life
Technologies; 1:1000 higitas), jelolo antitestként HRPO-konjugalt, poliklondlis kecske eredetii
anti-egér IgG antitestet (Bio-Rad, Hercules, CA, USA; 1:20000 higitas) hasznaltunk. A detektalast
kemiluminescens szubsztrat reagenssel (ECL, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), az elOhivast
fényérzékeny film (Amersham Hyperfilm ECL, Buckinghamshire, Egyesiilt Kirdlysag)

segitségével végeztiik.

4.10 TSP-1 fehérje detektalasa immunfluoreszcens festéssel
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A HAoSMC-ket Clipmax 10 cm? sejttenyésztd flaskaban (Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Svajc) 8x10% flaska sejtszammal tapasztottuk ki. A késdbbiekben a flaska oldala
eltavolithato, az alja pedig targylemezként funkciondl. A szétosztast kovetd 24. o6rdban tortént a
sejtek kezelése 20 pg/mL rFXIlla-mal, a kontroll sejteket Refludannal gatolt thrombint tartalmazé
tapfolyadékban tenyésztettiik. 24 ora elteltével PBS pufferrel mostuk, majd 3% ecetsavat
tartalmazo 96%-os ethanollal fixaltuk a sejteket 10 percig. Ujabb PBS mosast koveten, a
blokkolas 5% normal huméan szérummal tortént 15 percen keresztiil. Az immunfluoreszcens
festéshez biotindlt egér monoklonalis anti-TSP-1 antitestet (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) 1:200 higitasban, 60 percig majd DyLight 488 jelzett 16 eredetii anti-egér IgG (Vector
Laboratories, Oxfordshire, Egyesiilt Kirdlysag) antitestet 1:100 higitasban, 45 percig hasznaltunk.
A sejtmagokat 4',6-diamidino-2-phenylindol festékkel (DAPI) jeloltik (Vectashiels Antifade
Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories, Oxfordshire, Egyesiilt Kiralysag). A
targylmezeket Axiolmage.M2 fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss Oberkochen, Németorszag)
vizsgaltuk, és reprezentativ képeket konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal (LSM 700, Zeiss

Oberkochen, Németorszag) készitettiink.

3.11 TSP-1 génexpresszio vizsgalata

A HAoSMC-ket 24 lyuku sejttenyésztd lemezre (TPP) 3x10* sejt/lyuk sejtszdmmal tapasztottuk
mal kezeltilk. A kontroll sejteket Refludannal gatolt thrombint tartalmazo tapfolyadékban
tenyésztettiik. A kezelést kovetd 24. ordban a sejtkultirabol torténd totdl RNS tisztitashoz a
QIAamp RNA Blood Mini Kitet (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk, és annak leiradsa
szerint dolgoztunk. Az RNS koncentraciot €s tisztasagot NanoDrop2000 késziilékkel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hatdroztuk meg. Ezt kdvette a cDNS szintézis, melyhez a
qPCR BIO cDNA Synthesis Kitet (PCR Biosystems simplifying research, London, Egyesiilt
Kiralysadg) hasznaltuk. A reakcié sordn 80 ng mennyiségli RNS irddott at cDNS-re. A ¢cDNS
szintézist a Veriti 96 well Thermal Cycler PCR késziiléken végeztiik. A cDNS-rdl kvantitativ valos
idejii PCR segitségével felsokszoroztuk a TSP-1 gént, héaztartdsi génként pedig a GAPDH
génszakaszt alkalmaztuk. A primerek szekvencidja megegyezett a Dardik és munkatarsai altal
kozolt szekvenciaval. A PCR reakciokat LightCycler 480 (Roche, Budapest, Magyarorszag)
késziiléken, a LightCycler 480 SYBR Green I. Master Mix (Roche, Budapest, Magyarorszag)
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segitségével végeztiik. Az amplifikacios ciklusok alapjan az génexpresszio mértékének szamitasat

a AACt matematikai modszer segitségével végeztiik, a GAPDH-ra torténd normalizalassal.

4.12 Human mintak

Munkacsoportunk korabbi tanulmanyahoz gytijtott, egészséges onkéntesektdl szarmazo, plazma
mintak kozlil nyolcvan mintat valasztottunk ki random modon. Az egészséges kontrollok
bevalogatasanal kizarasi kritériumnak tekintettiink minden kronikus betegséget, kivéve a mérsékelt
magas vérnyomast (145/90 és 165/95 Hgmm kozott), valamint barmely olyan akut betegséget,
mely az el6z0 3 hétben fennallt. A vérvétel reggel 8 és 11 6ra kozott, konyokhajlati vénabol 0,109
M Na-citratot tartalmazo vérvételi csovekbe (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) tortént. A
plazmat 1500 g fordulatszamon, 20 percig torténd centrifugalassal valasztottuk el, majd -70 °C-on
felhasznalasig taroltuk. A résztvevok a részletes szobeli tajékoztatast kdvetden irdsos beleegyezést
adtak a mintajuk kutatasi célu felhasznalasdhoz. A tanulmany megfelelt a Helsinki Deklaracié
etikai iranyelveinek. A tanulmanyok etikai jovahagyasat a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagatol

kaptuk meg (ETT TUKEB: 54005-3/2016/EKU)).

4.13 Anyagok II.

A human plazma mintabol affinitds kromatografia technikéaval tortént az a2PI 6sszes formajanak
kinyerése, melyhez ugyanazt a monklonalis anti-a2PI antitestet hasznaltuk, mint a total-a2PI
ELISA mérés soran. Az igy kinyert a2PI preparatumbdl Gjabb affinitds kromatografias 1épéssel
kivontuk a PB-02PI format plazminogén Sepharose oszlop segitségével. Ily modon a
preparatumban a plazminogént nem kotd, NPB-a2PI forma maradt vissza. A rekombinans a2P1
fehérjéket a Sino Biological cégtdl (Beijing, Kina) vasaroltuk: teljes hosszusdgi a2PI (Human
Serpin F2 Proteint, Met-PB-a2PI, 1-464 aa) ¢s C-terminalisan hasitott (Human Serpin F2 Protein,
Met-NPB-02PI, 1-437 aa) a2PI formakat. Az a2PI deficiens plazmat az Affinity Biologicals
(Affinity Biologicals, ON, Canada) cégtdl szereztiik be. A humén plazmabol szarmazo thrombin a
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtél szdrmazik. Huméan szdveti faktorként Innovint
(Siemens, Marburg, Németorszag), rekombinans t-PA-ként pedig Actylyse-t (Boehringer
Ingelheim Internetional, Németorszag) hasznaltunk a kiilonb6zd kisérletekben. A human
plazmabdl szarmazé fibrinogént (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) Alexa-Fluor647 festékkel
(Life Technologies, Waltham, MA, USA) jeloltiik a reagenshez mellékelt protokoll szerint.
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4.14 o2-plazmin inhibitor koncentracié meghatarozasa plazma mintakban

A total-a2PI antigén koncentraciot egy, a munkacsoportunk altal korabban kifejlesztett szendvics
ELISA technikaval mértiik, mellyel a plazma 6sszes a2PI izoformaja detektalhat6. A modszer
elénye, hogy a plazmin—antiplazmin komplexek jelenléte nem befolyadsolja a mérési eredményeket
(a plazma a2PI referencia tartomanya: 48-85 mg/L). A PB-a2PI antigén koncentraciot szintén a
munkacsoportunk altal kifejlesztett szendvics ELISA-val detektaltuk. Az NPB-02PI izoforma

mennyiségét szamitottuk, a total-a2PI mennyiségbdl kivontuk a PB-02PI forma mennyiségét.

4.15 Az o2PI plazma alvadékba valo6 beépiilésének vizsgalata

A plazma mintakat 2 U/mL thrombin és 20 mM CaCl, hozzdadasaval alvasztottuk (aktivald mix)
30 percig 37 °C-on, majd a szérumot az alvadéktol centrifugalasi 1épéssel (16100 g, 5 perc)
valasztottuk el. A total-, PB- és NPB-02PI antigénszinteket az eredeti plazma mintdkbol és az
azokbol nyert szérumokbdl mértiik a korabban emlitett ELISA technikak segitségével. A szérum
mintakbol kapott eredményeket megszoroztuk a higulas mértékével (1,11), amit az alvasztas soran
az aktivaldo mix hozzdadasa okozott. Az alvadékba vald beépiilés mértékét az eredeti plazmaban,
€s az ugyanabbdl a mintdbol szdrmazd szérumban mért o2Pl izoformdk mennyiségének
kiilonbségével hataroztuk meg. Az a2PI alvadékba vald beépiilését Western blot technikaval is
vizsgaltuk. Harom, véletlenszerlien kivéalasztott plazma mintat alvasztottunk a fent leirtak alapjan,
2 mM jodacetamid (IAA) jelenlétében vagy annak hidnyaban. Az alvadékokat mosopufferrel (PBS,
3 mg/mL TAA, pH 7,2) alaposan mostuk, majd 150 rpm razatds mellett, 20 ora alatt,
szobahdmeérsekleten, 5% merkaptoethanolt és 8 M ureat tartalmaz6 redukalé Laemmli pufferben
feloldottuk. A feloldott alvadékokat 7,5%-o0s poliakrilamid gélen futtattuk meg. 02PI standardként
human plazmabol tisztitott a2PI preparatumot (Calbiochem, San Diego, CA, USA) hasznaltunk. A
fehérjék elektroblottolasa PVDF membranra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) tortént Trans-Blot
Turbo Transfer System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziilék segitségével. Egy oran keresztiil,
szobahdmeérsekleten, 3% zselatint tartalmazé TBS (pH 7,4) oldattal blokkoltuk a membran

szabadon maradt felszinét. Az inkubacids 1épések kdzott a membran mosasa 3x5 percig, tTBS (pH
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7,4) oldattal tortént. Az 6sszes izoforma detektalasdhoz HRPO-jelzett anti-human a2PI poliklonalis
antitestet (GA2AP-AP, Affinity Biologicals, ON, Kanada) 1:20000 higitasban, a PB-a2PI forma
detektalasdhoz egér anti-human PB-a2PI monoklonalis antitestet (Monoklonalis-anti-a2AP 3AP
antitest, Technoclone, Bécs, Ausztria) (3 ug/mL) és anti-egér HRPO-jelzett IgG antitestet (1:3000,
Southern Biotech, Birmingham AL, USA) alkalmaztunk. Az el6hivas Pierce ECL
kemilumineszcens szubsztrat reagenssel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és Azure

Biosystem ¢300 késziilék (Azure Biosystems, Dublin, CA, USA) segitségével tortént.

4.16 Fibrin alvadéklizis vizsgalatok

Nyolcvan egészséges egyéntdl szarmazd plazma mintan végeztiink in vitro fibrin alvadék lizis
vizsgalatot Orban-Kalmandi et al. modszere szerint. A rekombinans teljes hosszisagi és C-
termindlisan trunkalt a2PI alvadék lizisre valo hatdsanak vizsgalatdhoz egy altalunk modositott
lizis-1d6 meghatarozast végeztiink. a2PI hidnyplazmat kiilonb6z6 rekombinans, teljes hossziusagu
¢és C-terminalisan trunkalt a2PI fehérjékkel egészitettiink ki ugy, hogy 100%-nak a 65 pg/mL
plazma koncentracio felelt meg. A plazma mix 1,3-szorosan higitott plazmat és HEPES pufferben
(pH 7,4) 1:100 higitott Innovint és 130 ng/mL rt-PA-t tartalmazott. A plazmakhoz az alvadas
beinditasahoz sziikséges aktivald keveréket adtunk, mely 1 U/mL thrombint és 1 mM CaClx-t
tartalmazott HEPES pufferben. 50 puL/lyuk plazma keverékhez 25 pL/lyuk aktivald keveréket
pipettaztunk 96-lyuku lemezekbe (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Ausztria), majd azonnal
mértilk a mintak turbiditdsat Tecan Infinite 200 spektrofotométer (TECAN Trading AG,
Minnedorf, Svéjc) segitségével, 340 nm-en, 1 percenként, dsszesen 72 percig, 37 °C-on. Az
eredmények kiértékeléséhez Shiny App szoftvert (0.3.1 verzid) hasznaltunk, mellyel a fibrin
képzddés és lizis folyamatat abrazold gorbe kiillonbozdé paramétereit, mint példaul a maximalis
abszorbanciat (MaxAbsz), a 50%-os alvadék lizis idot (CLTS50, az alvadéklizis gorbe felszallo agan
az 50%-0s maximalis abszorbancia eléréséhez sziikséges 1d6 és az 50%-os lizis eléréséig eltelt id6

kiilonbsége) és a gorbe alatti teriiletet (AUC) szamitottuk ki.

4.17 Az alvadék szerkezetének vizsgalata konfokalis 1ézer scanning mikroszkopiaval

02PI hidnyplazmat egészitettiink ki kiilonb6z6 mennyiségli teljes hosszusagt és/vagy C-
termindlisan trunkalt rekombinans o2PI formakkal és 2% végkoncentracioban AF647-jelolt

fibrinogénnel. Az igy kapott 50 uL plazméhoz 50 pL, az alvadékképzddést indukalo aktivald mixet
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adtuk, amely TRIS/HCL pufferben (pH 7,5) higitott 0,5 U/mL thrombint ¢s 10 mM CaCl,-t
tartalmazott. Az Ibidi pu-Slide VI lemez (ibidi GmbH, Gréfelfing, Németorszag) csatornaiba 40 pL
mintat injektaltunk, majd két oraig, sdtétben, szobahdmérsékleten, nedves kamraban inkubéltunk.
Az inkubacios 1d6 lejaratat kovetden a képzddo alvadékot mostuk oly modon, hogy a csatornak
mindkét oldalan 1év6é bemenetet TRIS/HCI pufterrel feltoltottiink, majd a csatorna egyik oldaldhoz
egy 2,5 mL-es fecskend6t csatlakoztattunk, megtdltotve azt TRIS/HCI pufferrel a fecskendd 2 mL-
es jelzéséig. A puffert az alvadékon 2 oran at engedtiik atfolyni. Ezt kdvetéen Olympus FluoView
3000 konfokalis mikroszkoppal (Olympus, Tokio, Japan) vizsgaltuk az alvadékokat.

Az alvadékok konfokalis képeinek elemzéséhez a nyilt forraskdéda Fiji (Fiji Is Just Imagel)
szoftvert hasznaltuk. A pérusméret meghatarozasahoz alkalmazott eljaras a Miinster és mtsai altal
fejlesztett forraskodon alapult. A fibrinszal-atmér6t MATLAB (R2019a) kdrnyezetben futo, CT-
FIRE v3.0 beta (Curvelet Transform—Fiber Extraction) nevii grafikus felhasznaléi feliilet (GUI)
hasznélatdval szamitottuk ki. Minden alvadékrdl ugyabban a Z-stack pozicidban 22 kép
(1024x1024 pixel) keriilt rogzitésre. Kiilonb6zé paramétereket (%-os lefedettség, pdrusméret
(porusok atlagos sugara), rost szélesség) szamoltunk a 22 kiértékelt képbdl, majd atlag+SD

formaban fejeztiik ki azokat.

4.18 Egyéb laboratoriumi modszerek

A FXIII aktivitasat ammonia felszabadulds detektalasan alapuld modszerrel hataroztuk meg, a
Technochrom FXIII kromogén tesztetjét (Technoclone, Bécs, Ausztria) hasznalva. A FXIII-A>B>
antigén szintet szendvics ELISA modszerrel a korabban leirtak szerint hataroztuk meg. A mintak
Plasminogen teszttel (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Németorszag) mértiik

BCS XP koagulométeren (Siemens Heathineers, Erlangen, Németorszag).

4.19 Statisztikai analizis

A HAoSMC-kel végzett kisérletek soran kapott eredményeket kétmintds Student-t teszttel
elemeztiik, az eredményeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
Az o2PI heterogenitdsdval kapcsolatos vizsgalatok esetén, a sziikséges mintanagysag

meghatarozasahoz korrelacids mintanagysag kalkulatort alkalmaztunk. A sziikséges mintanagysag
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n=80 volt ahhoz, hogy r>0,300 és a=0,05, =0,2 értékek esetén statisztikailag szignifikans
korrelaciot allapithassunk meg. Az adatok eloszlasdnak meghatarozasara Kolmogorov-Smirnov
tesztet hasznaltunk. A normal eloszlast mutaté adatok atlag=SD, a nem normal eloszlast adatok
median (interkvartilis tartomany, IQR) formdban keriiltek bemutatasra. Az a2PI szintek és a
kiilonb6zé 2Pl formak alvdékba torténd beépiilése, valamint a kiilonb6zo alvadék lizis
paraméterek kozotti korrelaciot kétvaltozos korrelacids analizissel végeztiik (Pearson). Ezen
analizis soran a nem normal eloszldst mutaté valtozok esetén az adatok természetes alapu
logaritmusat vettiikk, annak érdekében, hogy az adatok normal eloszlasat megkapjuk. A
rekombinans a2PI-vel kiegészitett plazmamintak és a kiilonb6z6 alvadéklizis, illetve
alvadékszerkezeti paramétereinek atlagai kozotti kiilonbségek vizsgalatahoz a fiiggetlen mintés t-
probat alkalmaztuk. A szignifikancia szintje 95% volt (p<0,05). A statisztikai elemzéseket az SPSS
szoftver segitségével végeztiik (SPSS 28.0, Chicago, IL, USA).
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5. Eredmények
5.1 Az aktivalt FXIII a VSMC-kre valé hatasa
5.1.1 A HAoSMC oszteoblasztos transzformacioja nem jar FXIII-A expresszioval

Mivel a FXIII-A megtalalhaté a human oszteoblaszt sejtekben is, el0szor vizsgalni kivantuk, hogy
a HAoSMC-k oszteoblasztos transzformacioja egylitt jar-e a FXIII-A expressziojaval is. Az
oszteoblasztos differencidcid eléréséhez a sejteket kalcifikacios médiumban tenyésztettiik, mely
2,5 mM inorganikus foszfatot (Pi) és 1,2 mM Ca**-t tartalmazott. Az Alizarin Red S festéssel
kimutatott kdlcium tartalom a kontroll sejtekhez képest emelkedett a transzformalt sejtek esetén
(17,3443,2 vs. 204,42+13,8). Az oszteokalcin (OCN) szintézis a kontrollhoz képest 9-szeresére
noétt (6,34+1,0 vs. 58,4247,8), a Runx2 génexpresszid mértéke a kontrollhoz képest 1,69-szeresére
emelkedett. Az alkalikus foszfatdz aktivitds a transzformalt sejtekben a 8,67-szeresére nétt a
kontroll sejtekhez képest. Ezen markerek szintjének emelkedése igazolta, hogy az oszteoblasztos
atalakulds megtortént. Ennek ellenére a sejtlizitumokban FXIII-A nem volt detektalhatdé sem

Western blot-tal sem ELISA technikaval.

5.1.2 A rFXIII-A hatasa a HAoSMC-k proliferaciojara

Kovetkez6 1€pésben a HAoSMC-khez kiviilrdl adott rFXIII-A hatasat vizsgaltuk. A hemorrhagias
plakkokban az extracellularis FXIII-A koncentrdci6 nem ismert, de feltehetben a
plazmakoncentracié (10 png/mL) felett van. Ezért a kisérletek soran 2,5-20 pg/mL tartoméanyban
alkalmaztuk a rekombinéns FXIII-A-t. A nem aktivalt rFXIII-A nem volt hatdssal a HAoSMC-k
rekombinans aktivalt FXIII-A (rFXIIla) koncentraci6 fliggd moddon, jelentésen fokozta a
sejtproliferacid mértékét a kontrollhoz képest. Az emelkedés mar a plazma koncentracio alatt is
szignifikans volt, a legmagasabb alkalmazott koncentracié (20 pg/mL) 44% proliferacid
fokozddast eredményezett. A sejtproliferacio detektalasat EZ4U és CCK-8 kitekkel is elvégeztiik,

melyek hasonlé eredményeket adtak.
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5.1.3 A rFXIlla szerepe az in vitro sebgyoégyulasban

Ezt kovetden a rFXIIla hatasat vizsgaltuk egy in vitro sebzarddas esszében. A kisérlet soran a sejtek
proliferacidja és migracidja szimultan torténik, mely soran a sejtek bendvik a rendelkezésre allo
iires teriiletet. A sebzarddas kinetikailag is kovethetd, monitorozhat6. Mivel a sejtproliferacié
vizsgalata soran azt kaptuk, hogy a nem aktivalt FXIII-A nem befolyasolta a HAoSMC-k
Eredményeink azt mutattdk, hogy a rFXIlla koncentracio-fiiggd modon fokozta a sebzarddas
mértékét. A 30%-os és 80%-o0s konfluencia elérését az 5 pg/mL rFXIIla-val kezelt sejtek esetén a
143. és 581. percnél, 10 pg/mL esetén a 98. és 462., 15 pg/mL esetén a 82. és 321., a 20 pg/mL
esetén pedig a 38. és 193. percnél érték el. Ezzel szemben a kontroll sejteknek ezen

konfluenciaszintek eléréséhez tobb idére volt sziikségiik (192 és 636 percre).

5.1.4 A HAoSMC-k kollagén szekrécioja

Az extracellularis matrix egyik kulcsfontossagu komponense a kollagén, melynek termelt
mennyiségét harom napos kezelést kovetden vizsgaltuk. Az utolséd kezeléstdl szamitott 24. orara a
kollagén mennyisége az extracellularis matrixban emelkedett, a 10 pg/mL rFXIIIa esetén 10%-kal,

15 pg/mL esetén kozel 30%-kal, 20 ug/mL esetén pedig 50%-kal a nem kezelt kultrdhoz képest.

5.1.5 TSP-1 kimutatasa a sejttenyészet médiumaban és a sejtfrakciokban

A rFXIIla-mal torténd 24 o6ras kezelést kovetden a sejtek tdpfolyadékiban szignifikdnsan
lecsokkent a TSP-1 koncentracidé a kontroll sejtekéhez képest. A 2,5 pg/mL esetén 78%-ra, 5
pg/mL esetén 54%-ra, 10 pg/mL esetén 43%-ra, 15 pg/mL esetén 39%-ra, 20 pg/mL esetén pedig
34%-ra csokkent a TSP-1 szint. Ezzel szemben a kezelt sejtek lizatumaban a TSP-1 koncentréacio
emelkedését tapasztaltunk: 2,5 pg/mL esetén 20%-o0s, 5 pg/mL esetén 50%-o0s, 10 ng/mL esetén
71%-o0s, 15 pg/mL esetén 100%-0s, 20 pg/mL esetén pedig 157%-0s emelkedést.

Ezt kovetden kiszdmitottuk az egyes kulturak total TSP-1 tartalmat, mely a médiumban mért és a
sejtekben/sejtekhez kototten detektalt TSP-1 0sszege. A legmagasabb rFXIIla-mal torténd kezelés
esetén is csak minimalis, nem szignifikdns csokkenés volt detektalhato a kezelt kulturdkban a nem

kezelt kultardkhoz képest (135,4+11,4 ng/lyuk vs 153,1£13,1 ng/lyuk).
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5.1.6 A TSP-1 kifejezodése a sejtek citoplazmajaban

Immunfluoreszcens vizsgalat soran mig a kontroll sejtekben csak a citoplazmaban detektaltunk
TSP-1 fehérjét, addig a rFXIIla jelenlétében szamos apro, TSP-1-re intenziven fest6dd granulum

volt lathato, melyek tobbsége a HAoSMC-vel asszocidlodott.

5.1.7 A TSP-1 kimutatasa Western Blot technikaval

A celluléris és sejthez kotott TSP-1 fehérjék magas molekulastllyal, erds diszulfid-kotéssel
rendelkezé homotrimer formdban jelentek meg a redukdld6 SDS-PAGE-et kovetd Western blot
vizsgalat soran, 6sszehasonlitva a 150 kDa nagysagt, monomer TSP-1 standarddal. Denzitometrias
méréssel a sejt-asszocialt TSP-1 mennyiség 2,5-szeres emelkedését kalkulaltuk a rFXIIla-mal
kezelt mintdkban a kontrollhoz képest. Az extracellularis matrixban nem volt kimutathaté TSP-1.
Ez azt sugallja, hogy a rFXIIla-mal torténd kezelés nem a de-novo TSP-1 szintézist indukalja,

hanem inkabb eldsegiti annak sejtekhez kotott formaban torténd megtartasat.

5.1.8 TSP-1 mRNS expresszio vizsgalata

A 24 6ran at rFXIIla-mal torténd kezelés nem volt szignifikdns hatassal a HAoSMC-k TSP-1 gén

kifejezddésére a kontroll sejtekhez képest.

5.2 Eredmények az a2PI heterogenitas hatasanak vizsgalataban

Az o2PI C-termindlis hasitdsanak kovetkezményeit a fibrinolizis szabdlyozasidban kevésbé
tanulmanyoztak korabban. Munkank soran azt kivantuk vizsgélni, hogy a kiilonb6z6 a2PI formak

¢és egymashoz viszonyitott ardnyuk miként befolyasoljak a plazma alvadék struktarajat és lizisét.

5.2.1 Kiilonbozo paraméterek plazmakoncentracioi a vizsgalt populacioban

Egy korabbi tanulmanyunkhoz gyijtott, egészséges egyének mintagylijteményébdl random modon
valasztottuk ki 80 egyén plazma mintdjat. A vizsgalt paraméterek minden esetben a referencia
tartomanyban voltak.

A FXIII aktivitas és az antigén koncentracio kozott erds korrelaciot (r=0,928; p<0,001) talaltunk.

Az a2PI aktivitds mind a total-a2PI antigén koncentracidval (r=0,691; p<0,001), mind a PB-02PI
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antigén koncentracioval (r=0,750; p<0,001) jo korrelaciot mutatott. Az a2PI aktivitas és az NPB-

02PT antigén koncentraciok kozotti korrelacid azonban mérsékelt volt (r=0,325; p=0,005).

5.2.2 Az 02PI formak beépiilése a fibrin alvadékokba

A plazma mintak alvasztasat kovetéen meghataroztuk a fibrin alvadékokba beko6todott total-, PB-
¢s NPB-02PI formak mennyiségét. A szérum ¢€s a fibrin alvadék elvalasztasat kovetden a total-
02PI-nak a 44,33+6,3%-a ¢épiilt be az alvadékba, melynek 57,8%-a a PB-a2PI forma volt. Az
(58,07% ¢és 37,62%). A PB-a2PI beépiilése szignifikans korrelaciot mutatott a FXIII aktivitassal
(r=0,540; p<0,001), a fibrinogén (r=0,387; p<0,001) és a plazminogén koncentracioval (r=0,407;
p<0,001) is. Az NPB-a2PI beépiilése viszont nem mutatott szignifikdns Osszefiiggést a FXIII
aktivitassal (r=0,110; p=0,331) és a fibrinogén koncentracioval (r=0,086; p=0,446), de korrelalt a
plazminogén mennyiséggel (1=0,322; p=0,004).

5.2.3 A mért paraméterek osszefiiggése az alvadéklizissel

Ugyanazon plazmamintdkon (n=80) alvadéklizis vizsgélatot is végeztiink €s megvizsgaltuk az
egyes paraméterek Osszefliggését az alvadeklizis sordn kapott turbidimetrias gorbék jellemzdivel,
mint a CLT50, MaxAbsz ¢és az AUC értékek. A FXIII antigén és aktivitds emelkedése pozitiv
hatéassal volt a MaxAbsz-ra és az AUC-re, mig a CLT50-re nem volt hatassal. A fibrinogén szint
csak a MaxAbsz-val mutatott korrelaciot. A total-a2Pl plazma koncentraci6 statisztikailag
szignifikans, pozitiv korrelaciot mutatott mindharom lizis gorbe paraméterrel, azonban az a2PI C-
terminalis formak plazma koncentracidja esetén ez az dsszefliggés csak az NPB-a2PI esetében volt
megfigyelhetd. A plazma PB-02PI/NPB-a2PI ardny szignifikdns negativ korrelaciot mutatott a
CLT50-nel és az AUC-vel.

Meglepd modon mig a plazma NPB-02PI és a beépiilt NPB-02PI antigén koncentraciok
statisztikailag szignifikans, pozitiv korrelaciot mutattak mind a CLT50, MaxAbsz és AUC
értekekkel, addig a PB-02PI esetében csak a beépiilt forma korrelalt és csak a MaxAbsz-val.
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5.2.4 Az o2PI fibrin alvadékba valé beépiilésének vizsgalata Western blot technikaval

Annak vizsgalatara, hogy az o2PI formak miként épiilnek be a fibrin alvadékba 3 random
kivalasztott normal human plazmét megalvasztottunk thrombin és Ca®" hozzaad4saval, a FXIII
inhibitor jodacetamid (IAA) jelenlétében vagy annak hidnyaban. Az alvadékokat intenziven
mostuk, majd feloldottuk ¢és Western blottal analizaltuk. Poliklondlis anti-a2PI antitestet
hasznaltunk a fibrin alvadékba beépiilt 6sszes a2PI forma kimutatasara, mig a PB-a2PI forma
lokalizalizaci6janak meghatarozasdhoz arra specifikus monoklonalis antitestet alkalmaztunk. A
fibrin a-lanchoz és a-polimerekhez keresztkotott a2PI mindkét jelolés esetén, mig a monomer a2PI
(nem kovalensen kot6dd) reakcidja csak a poliklonalis antitest jelolés mellett volt 1athato. IAA
jelenlétében a FXIII gatolt volt, ezért kovalens kotés hidnyéaban csak a monomer a2PI jelenléte volt
detektalhatd. Ez a nem kovalensen kotott a2PI feltehetden az NPB-a2PI forma, mivel a PB-a2PI-

ra specifikus antitest nem adott reakciot ebben a savban.

5.2.5 Mesterséges plazma mintakban torténo fibrin alvadéklizis vizsgalata

Eredményeink tehat azt mutattak, hogy a PB-a2PI és NPB-a2PI forméak plazma koncentracidja az
alvadéklizis paramétereivel Osszefliggést mutat, valamint eltéré moédon, de mindkét forma beépiil
a fibrin alvadékba. Ugyanakkor az a2PI N-termindlis heterogenitdsa €s a plazma mintakban fellépd
mas befolyadsold tényezdk eltérései igencsak megneheziti a C-terminus hasitasabol adodo valodi
kiilonbségek vizsgalatat. Ennek kikiiszobolésére olyan plazma mintékat készitettlink, amelyek csak
az a2PI C-terminus formdainak mennyiségében, illetve ardnyaiban tértek el egymastol. a2PI-
hianyplazmat rekombindns Met-PB- és/vagy Met-NPB-0a2PI-val egészitettiink ki kiilonbozo
aranyokban, és vizsgaltuk az ily moddon elkészitett plazmabol képz6dd alvadék lebontési
folyamatat. A hianyplazméhoz képest mind a plazminogénkoté mind a nem kotd a2PI formak
jelenlétében megnyult lizisiddt tapasztaltunk. 100%-o0s PB forma (65 mg/L) jelenlétében a CLT50
80%-kal nétt az a2PI-hianyplazmahoz képest, mig a 100%-0os NPB-a2PI forma (65 mg/L)
jelenlétében a lizisidé 30%-kal nétt.

Megvizsgaltuk az NPB-a2PI mennyiség ndvelésének hatasat a lizisidére a PB-02PI allando
novekedett, enyhén, de statisztikailag szignifikans modon. A legmagasabb mennyiségli NPB-a2PI

mellett 21%-o0s novekedést tapasztaltunk a 73:27%-o0s PB-a2PI: NPB-a2PI aranyhoz képest.
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5.2.6 Mesterséges plazma mintakban torténé fibrinhalé struktura vizsgalata

A kovetkezo 1épésben az a2PI-hidnyplazmat AF647-jelolt fibrinogénnel egészitettiik ki, valamint
rekombinans Met-PB- és/vagy Met-NPB-02PI-t kiilonb6z6 mennyiségben adtunk hozza. A
plazmak alvasztasat kovetden, az alvadék szerkezetét konfokalis 1ézer scanning mikroszkdpiaval
elemeztiik, megvizsgalva az a2PI formak kiilonb6z0 aranyainak hatasat a keletkezett fibrin alvadék
szerkezetére. A mennyiségi elemzéshez meghataroztuk a teriilet %-os lefedettségét, a pérusméretet
és a fibrin szalak vastagsagat. Osszehasonlitva az 02PI-nélkiil késziilt fibrin alvadékkal, a %-os
lefedettség jelentdsen megnovekedett a PB-és/vagy NPB formak jelenlétében, mig a porusméret
csOkkent, és vastagabb fibrin szdlak alakultak ki a rekombindns o2PI-vel kiegészitett
alvadékokban. A legnagyobb valtozast az o2PIl-hianyplazmahoz képest abban az esetben

tapasztaltunk, amikor mindkét forma jelen volt a normal plazméaban mért aranynak megfelelden.
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6. MEGBESZELES

6.1 Az aktivalt FXIII hatasa a simaizomsejtek funkcidira

A vaszkularis simaizomsejtek (VSMC-k) normal esetben az érfal kozépsd, média rétegében
helyezkednek el, nyugvé allapotban (kontraktilis fenotipus). Am valamilyen fiziologiai és/vagy
patoldgiai hatds, kdrnyezeti ingerek hatdsara fenotipusvaltasra is képesek. Sériilés, gyulladas vagy
kiilonboz6é novekedéi faktorok mas és mas funkcidju fenotipus felvételére késztetik a VSMC-ket.
A szintetikus fenotipus leginkabb érfalsériilés vagy atheroszklerdzis folyamataiban aktivalodik, ily
szintézist. Oszteogén fenotipusiiva atheroszklerdzisban illetve egyéb gyulladasi folyamatokban
alakulnak at a VSMC-k. Az érelmeszesedésre jellemzo patholdgias, kalcifikacios kdrnyezet soran
a VSMC-k oszteoblaszt-szerli sejtekké differencialédnak. Mivel a cFXIII-at kimutattdk az
tarsul-e a FXIII-A expresszidjaval. Azonban a VSMC-k oszteoblasztos transzformacidja, amit az
oszteoblasztokra jellemzd differecidciés markerek expresszidja igazolt, a cellularis FXIII
expressziojaval nem jart egyiitt. Mivel a VSMC-k nem termelnek cFXIII-at, a tovabbi
kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a sejtekhez kiviilrél hozz4adott XIII-as faktor befolyasolja-e a
funkcidjukat. Az érfalban talalhato6 extracellularis FXIII szdrmazhat a plazmabol, érfalsériilés vagy
atheroszklerotikus plakk ruptara kovetkeztében. Ezen kiviil felszabadulhat az aktivalt
vérlemezkékbdl, a plakkban felhalmozdodott makrofagokbdl, €s a sejtfelszinrdl is szarmazhat a
cFXIII. A plakkokban keletkez6 thrombin kdnnyen aktivalhatja a FXIII-at, mely hatassal lehet a
VSMC-k funkcidira is. Munkank tovabbi részében az FXIlla hatasat vizsgaltuk a HAoSMC-re,
megfigyelve milyen funkciokat indit be, mellyekkel az érelmeszesedésben vagy az
atheroszklerotikus plakk kialakuldsban és fenntartasaban jatszhat szerepet. Kisérleteinkben a
sejtproliferaciora, in vitro sebzarddasra, az extracellularis matrix f6 komponensének, a kollagénnek
A sejtproliferacios kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy az FXIlla, a plazma koncentracio
alatti tartomanyban is fokozta a HAoSMC-k sejtosztodasat. Ezen eredményeket az in vitro
sebzarddasi vizsgalat is alatdmasztotta, amelyben az FXIlla sejtproliferaciora és sejtmigraciora
gyakorolt kombinalt hatdsat mutattuk ki. Mindenezen sejtfunkciok kivaltasdhoz a XIII-as faktor

transzglutaminaz aktivitassal rendelkezd formajara volt sziikség, a nem aktivalt FXIII nem
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Inbal és munkacsoportja kordbban mar vizsgalta néhany egyéb sejttipuson. Kimutattak, hogy a
jelen kisérleteinkben alkalmazottnal magasabb koncentracioban (50 pg/mL) az FXIlla fokozza az
irtak le a monocitdkkal végzett kisérletekben is. A fibroblasztokra kifejtett hatdsa a FXIII-nak
kevésbé volt egyértelmii. Mig a bor eredetti fibroblasztok migraciojat jelentdsen fokozta a FXIlIla,
a proliferacio esetén nem tapasztaltak valtozast. A tiid6 eredetii fibroblasztokra gyakorolt FXIIIa
hatas, a jodoacetamiddal gétolt FXIIla-hoz viszonyitva is, csak mérsékelt volt. Az FXIlla az
endothél sejtek, monocytak €és a bor eredetii fibroblasztok sejtfelszinén 1€vé vitronektin receptor
(avp3 integrin) és VEGFR-2 novekedési faktor receptor kozott keresztkotés kialakitasara képes. A
keresztkotés kialakulasat kovetden a VEGFR-2 novekedési faktor receptor aktivalodik, melynek
hatasara az angiogenezisben fontos szerepet jatszo, kiilonbozd jelatviteli utvonalak indulnak be (pl.
sejtproliferacio, migracid). Mivel a VSMC-k is rendelkeznek vitronektin receptorokkal, valoszinti,
hogy az FXIlla hatasa ezekre a sejtekre hasonld mintazatot kdvet. Megjegyzendd, hogy a FXIII
aktivalasra hasznalt thrombin Onmaga is képes a VSMC funkcidkat befolydsolni, ezért a
kisérleteink soran az aktivalasi 1épés utan a thrombin aktivitdst legatoltuk, valamint az
eredményeket a gatolt thrombint is tartalmazé tapfolyadékban tenyésztett sejtek eredményeivel
vetettiik Ossze. Az FXIIla hatidsat a kollagén szekréciora kordbban oszteoblaszt sejtekben
vizsgaltdk. Az eredmények azt mutattak, hogy a FXIlla irreverzibilis gatldsa (de a transzglutaminaz
2 gatlasa nem) az oszteoblasztok differencialoddsat és mineralizaciojat is nagy hatékonysaggal
gatolta, mindamellett csdkkent a fibronektin és az I. tipust kollagén szekréciodja és a sejtfelszinrdl
vald levalasa is. A sajat kisérleteinkben a VSMC-k altali kollagén termelddés fokozodasat és az
extracellularis matrixba valo beépiilését az FXIlla-nak a plazmakoncentraci6 és az a folotti
mennyiségben val6 adésa estén figyeltiikk meg. A proliferacio és migracio fokozasahoz alacsonyabb
FXIlla jelenlétére volt sziikség. Mindazonaltal, a FXIIla szerepet jatszhat a VSMC-k
fenotipusvaltasdban, mely soran azok kontraktilis, nyugvé allapotbol szintetikussa valnak, és a
fokozott kollagéntermeléssel, a kollagén extracellularis matrixba valo beépitésével stabilizalhatjak
az érfalban kialakult plakkokat. Szdmos in vitro és in vivo tanulmany leirta az FXIlla az
angiogenezisre gyakorolt hatasat, a TSP-1 szintézissel 0sszefliggésben. A human érendothél sejtek
FXIIla-mal torténd kezelése soran a TSP-1 mRNS szintli expresszidja gyakorlatilag megsziint,

fehérje szinten pedig csokkent szintézist €s szekréciot eredményezett. In vivo nyul szaruhartyaban,
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az FXIIla indukalt angiogenezis soran, a TSP-1 hianyat az FXIIla-val hoztdk osszefiiggésbe. Egy
masik allatmodelben, in vivo egerekben végzett heterotopids szivatiiltetés soran az FXIIla-mal
torténd kezelés angiogenezis vizsgalat céljabol tortént. A kisérletek sordn a kezelés hatdsara
jelentésen csokkentett a TSP-1 mRNS szintje is. Az FXIIla az atheroszkerotikus plakkok fontos
alkotéelemeire az endothélsejtekre, fibroblasztokra és makrofagokra is hatassal van. Kisérleteink
megerdsitették azt a tényt, miszerint a FXIIla nemcsak ezen sejtek, hanem a VSMC-k funkcidit is
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jelentésen képes befolyasolni. Fokozza a VSMC-k proliferaciojat, migracigjat ¢és
kialakuldsdban ¢és talan a plakk méretének névekedéséhez is hozzajarulhatnak. Az FXIIla hatasa a
VSMC-k TSP-1 expresszidjara kissé bonyolultabb. A TSP-1 mennyisége a sejtek tapfolyadékaban
jelentdsen csokkent, ami hozzéjarulhat a FXIIIa proangiogén hatasahoz. Azonban ez a csokkenés
nem allt dsszefliggésben a szintézis csokkenésével, mint mas sejttipusok esetében, hanem a
szekretalt TSP-1 egy része a sejtekhez kototten maradt. Annak megallapitasara, hogy milyen
szerepe lehet a sejthez kotott TSP-1-nek, tovabbi kisérletek sziikségesek.

6.2 Az o2PI inhibitor heterogenitasanak hatasa az alvadéklizisre és az
alvadékszerkezetre

Az o2-plazmin inhibitor a keringésben N- és C-termindlis proteolitikus hasitdsokon megy
keresztiil, mely funkcionalis kovetkezményekkel jar. Az N-termindlis trunkéciot az sFAP végzi,
mely kovetkeztében keletkezett izoformat az FXIIla gyorsabban képes keresztkotni a fibrinhez.
Ezt a mechanizmust tobb kutatocsoport is tanulmanyozta, azonban a C-terminalis hasitas
mértékérdl €s annak hatasarol jelenleg kevés informacié all rendelkezésiinkre. A C-termindlis
modosulas befolyasolhatja a plazmin(ogén) gatlds hatékonysagat, a fibrinalvadékba valo
beépiilésének mértékét és annak tipusat, valamint az alvadék szerkezetét. Jelen munkank
eredményeként 11j informéciokkal boviilt ismeretiink, hiszen megvizsgaltuk a C-terminalisan ép és
hasitott a2PI forméak plazmaszintjének és relativ ardnyanak hatdsat azok fibrinalvadékba valo
beépiilésére az alvadék szerkezetére és lizisére. Az a2PI aktivitds és antigén koncentracio
parhuzamos mérésével megerdsitettilk azt a kordbbi feltételezést, miszerint az aktivitas
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korrelaciot, az NPB forma mennyisége csak enyhén befolyasolja, illetve a két forma relativ aranya
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a plazmaban nem befolydsolja a mért a2PI aktivitdst. A kordbbi kozleményekben leirt
eredményeket az o2PI fibrinalvadékba valdo beépiilésérél az alkalmazott moddszerek
nagymértékben befolydsoltdk. Egy Laurell immunelektroforézis technikat alkalmazd vizsgalat
soran a total-a2PI antigén szint a szérumban a plazmahoz képest 18+9% (n=12) csokkent, mig az
azonnali plazmin gatlasi teszttel 35+6% gatlast mutattak ki. Hatvanot véradd esetében az a2PI
aktivitasban 32,3%-os kiilonbséget mértek a plazma és szérum szintek kdzott. 6M ureaban feloldott
alvadékokban mért total-a2PI-bol csak egy kis mennyiségli fibrinalvadékhoz kotott a2PI-t,
szamszerlien 83,2+15,4 mg/L-bol 1,35+0,18 mg/L-t sikeriilt kimutatni ELISA technikdval. Az
Uitte de Willige és munkatarsai altal kifejlesztett modszer segitségével, a fluoreszcens modon
jelzett a2PI-specifikus antitesttel jelolt, alvadékba beépiilt a2PI aranyat hatiroztak meg. Ot
egészséges véradotol szarmazd Na-citrattal alvadasgatolt plazmébdl késziilt alvadékban 39+4,9%
kotott a2PI-t mutattak ki. Azt feltételezték, hogy ennek a mennyiségnek 90%-a keresztkotott
forméaban van jelen, mivel FXIII inhibitor jelenlétében csak 3,9+0,5%-ot detektaltak. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy jelenleg nem all rendelkezésiinkre olyan moddszer, amellyel
megbizhatdéan meg lehetne hatdrozni az alvadékhoz asszocialddo, keresztkotott és nem kovalens
moddon kotott a2PI mennyiségét, valamint ezek aranyat.

Tanulmanyunk sordn 80 egészséges Onkéntes mintdjaban (plazma- és az azokbol készitett
szérummintak) parhuzamosan meghatéaroztuk a total-, PB- és NPB-02PI antigén koncentraciokat.
Az alvadékba beépiilt mennyiségeket a plazmaban €s a hozza tartozd sz€érummintdban mért
koncentraciok kiilonbsége alapjan adtuk meg. A plazmaban a PB:NPB ardny median (IQR) értéke
2,1-nek (1,75-2,57) adddott, ami jo egyezést mutat a kereszt-immunoelektroforézis technikaval
meghatarozott, 2,2 (1,8-2,7) arannyal, mely sordn az elsé dimenzidban a gél Lys-plazminogént
tartalmazott. Eredményeink azt mutattak, hogy a total-a2PI 44,3+/-6,3%-a az alvadékban maradt a
szérum eltavolitdsa utdn. Ez az érték magasabb, mint az altaldban idézett koriilbeliil 30%, de jo
egyezést mutat a munkacsoportunk altal korabban meghatarozott értékkel (45%). A PB:NPB arany
az alvadékban 1,37-nek adodott, ami azt mutatja, hogy a NPB jelentds mennyisége kotddik az
alvadékba ¢s a PB formahoz képest magasabb aranyban, ha az eredeti plazma koncentraciojukhoz
viszonyitunk. Western blot technikaval analizalt, intenziven mosott alvadékokban azt talaltuk,
hogy a PB format keresztkoti a FXIIla a fibrin a-lancokhoz, viszont nem kovalens modon a
fibrinhez k6tddve nem detektalhato. Ez megerdsiti Kluft és munkatarsai korabbi eredményeit. A

poliklonalis antitesttel torténd jelolés sordn nem keresztkotott a2P1 monomer abban az esetben is
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lathato volt a blotton, amikor a FXIII gatolva volt. Ez a forma feltehetden az NPB forma, mivel a
PB-specifikus antitest ezzel nem adott reakciot. Ezen eredménnyel 6sszhangban a plazma FXIII
szintek szignifikans korrelaciot mutattak a PB forma beépiilésével, viszont az NPB forma
beépiilésével nem. Korabbi kisérletek azt bizonyitjak, hogy a PB-02PI forma FXIII altali
keresztkotése a fibrinhalohoz elengedhetetlen az id6 el6tti alvadéklizis megakadalyozasdhoz. Ezért
meglepd volt az az eredmény, mely szerint sem a FXIII plazmaszintek, sem a PB-02PI szintje nem
mutatott jelentds korrelaciot a lizisid6vel, de a maximalis abszorbanciaval igen. Az NPB forménak,
mely egy lassi plazmin inhibitor, mind a plazmaszintje, mind az alvadékba beépiilt mennyisége
szignifikans Osszefiiggést mutatott a hdrom alvadéklizis paraméterrel. Ezen hatas tovabbi
vizsgalata érdekében in vitro kisérletekben a2PI-hianyplazmat egészitettiink ki teljes hosszisagu
és/vagy C-terminalisan trunkalt rekombinans a2PI-ral és vizsgaltuk a kiegészités hatasat az alvadék
szerkezetére és lizis idejére. Eredményeink szerint az NPB forma is, bar sokkal kisebb mértékben
mint a PB-a2PI, megnyujtotta az alvadék lizisidét. Abban az esetben, amikor 4llandé mennyiségli
PB forma mellett, amely koriilbeliil a normal plazma koncentracionak felelt meg, novekvd
mennyiségben NPB format adtunk, tovabbi megnyulast tapasztaltunk. Az a2PI mindkét formaja
hatassal volt a fibrinalvadék szerkezetére, novelve a fibrinszalak vastagsagat és csokkentve a
porusméretet. A legnagyobb valtozast abban az esetben figyeltilk meg, amikor mindkét forma, a
normal plazmara jellemz6 mennyiségben €s aranyban volt jelen, ami szintén azt tdmasztja ald, hogy
a két forma kiilonb6z6 mechanizmussal kotodik a fibrinhez, a hatasuk additiv. A fibrinhalo
szerkezetét meghataroz6 mechanizmusok még nem teljesen ismertek. Szdmos tanulmany szdmolt
be a fibrin szerkezetében bekdvetkezd valtozasokrol, kiillonbozd thrombotikus allapotokkal
Osszefliggésben. Tobb kutatas szerint a vékonyabb fibrinszalak kialakuldsa, a csokkent porusméret
€s a csokkent permeabilitas a fibrinolitikus kapacitas csokkenésével €s a thrombozis fokozott
kockézataval hozhatd Osszefliggésbe. Ezzel szemben mas tanulmanyok a vastagabb fibrinszélak
kialakuldsardl szamoltak be, melyeket megnyult lizisidd és csokkent ateresztoképesség kisért. Ezen
utobbi megallapitdsokkal allnak Osszhangban az altalunk kapott eredmények. Azonban,
kisérleteinkben az 02PI fibrinhez valo kotddese altal kivaltott alvadék szerkezeti valtozas hatasat
nem vizsgaltuk fiiggetleniil a direkt plazmin gatlastol. Azt feltételezziik, hogy mindkét folyamat
hozz4jarul a teljes fibrinolitikus kapacitas csokkenéséhez.

A C-termindlis formak mennyiségét és azok aranyat patologids koriilmények kozott csak két

tanulmanyban vizsgaltak. Uitte de Willige és munkatarsai miokardialis infarktust talélé férfiak
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plazmajaban csokkent total-a2PI szint mellett valtozatlan C-terminalis hasitasi aranyt mutattak ki.
Barath B vénas tromboemboliat kdvetden emelkedett total-a2PI plazma szintet detektalt, mely
emelkedés az NPB forma emelkedésének volt kdszonhetd. Ezen eredmények alapjan az is
elképzelhetd, hogy eltérd hatasa van a C-termindlis hasitasnak a vénas és az artérias trombozisok
patomechanizmusaban. Azonban, a két emlitett tanulmanyban a trombdtikus eseményt kovetden
csak egy alkalommal tortént az a2PI formak meghatarozasa, feltételezetten nem az akut fazisban,
ami nem mutatja az akut eseménynek megfeleld ill. az ahhoz vezeté folyamatoknak megfeleld
viszonyokat. Egy kordbbi tanulmanyban akut miokardialis infarktust kovetd rTPA vagy
streptokindz trombolitikus terapia hatdsara bekovetkezd valtozasokat vizsgéltdk a PB- és NPB-
a2PI forméak plazma szintjében modositott kétdimenzids immunelektroforézis modszerrel €s azt
talaltak, hogy alacsony szintli plazminogén aktivacié hatasara a PB forma mennyisége csokkent
eldszor a plazmaban, nagyobb fokl plazminogén aktivaci6 hatdsidra az NPB forma mennyisége is
lecsokkent 30%-al. Ez a tanulmany az alvadékba kotddott formak mennyiségét és hatdsat nem
vizsgalta, de felhivja a figyelmet arra, hogy a C-termindlis formak hatasat a plasmin képzddés
kinetikdja és mértéke is befolyasolhatja. Tovabbi vizsgalatokra, lehetOség szerint prospektiv
tanulmanyokra lenne sziikség a C-termindlis hasitas patologias hatdsanak tisztdzasahoz és ezek
ismeretében az esetleges terdpids lehetdségek kidolgozéasdhoz. Sajat eredményeink alapjan azt
feltételezziik, hogy a C-terminalis modosulas befolyasolja a plazmin gétlas hatékonysagat, a
fibrinalvadékba vald beépiilés tipusat, valamint az alvadék szerkezetét. Sziikség lenne megbizhatd
modszerek kidolgozasara, mellyel az alvadékba beépiilt formak kdzvetleniil meghatarozhatdak
lennének.

A tanulmany limitacidi koziil érdemes megemliteni, hogy a vizsgalati csoport meglehetdsen fiatal
volt (atlagéletkor 33,2 &+ 13,4 év), ami az eredmények altalanosithatosagat befolyasolhatja. A PB-
a2PI-specifikus antitesttel valo reakcié hianya a monomer a2PI-nek megfeleld sdvban a Western
blot képen csak kozvetett bizonyiték arra, hogy a PB varidns nincs jelen a fibrinalvadékban nem
kovalensen kotott formaban. Nem zarhato ki annak a lehetdsége, hogy a fibrinhez val6 nem
kovalens kotddés az alkalmazott antitest epitopjat elfedi. Azonban jelenleg ez az egyetlen
rendelkezésre 4llo antitest, amely az a2PI C-termindlis végét ismeri fel és nem reagal a nem

plazminogénkotd formaval.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Xlll-as véralvadasi faktornak plazmatikus (pFXIII) és celluldris (cFXIII) formaja ismert. Az
aktivalt forma (FXIIIa) a fibrinszalak keresztkotésével €s az 02-plazmin inhibitor (a2PI) fibrinhez
valo kotésével biztositja az alvadék stabilitasat, ezen kiviil szerepet jatszik az angiogenezisben,
sebgydgyulasban a terhesség megtartasaban. A cFXIII a trombocyta, monocyta/makrofag sejteken
kiviil kimutathato, pl. az oszteoblasztokban is. A FXIIla direkt hatasat az atheroszklerotikus plakk
kialakuldséban szerepet jatszo endothelidlis sejtekre és fibroblasztokra mar korabban kimutattak.
A vaszkuléris simaizomsejtek (VSMC) a kornyezeti faktoroktol fiiggden oszteoblaszt-szerii
sejtekké képesek differencialodni a plakkokban, ezért megvizsgaltuk, hogy a differenciacié tarsul-
e FXIII-A expresszioval, ill. az extracellularis FXIII-A milyen hatassal van a VSMC-k funkcidira.
Az oszteoblasztos transzformacié nem jart egyiitt cFXIII expressziéval. A nem aktivalt FXIII-A
nem volt hatassal a VSMC-k kiilonb6z6 funkcioira. Az FXIlla a VSMC-k proliferaciojat mar a
plazmakoncentracional alacsonyabb mennyiség esetén is fokozta. In vitro sebzarddasi
kisérletekben igazoltuk az FXIIIa proliferaciora és migracidra gyakorolt kombinalt hatasat. Az
FXIlIla fokozta a kollagén szintézisét és az extracellularis matrixba vald beépiilését. Az FXIIla
kezelés hatdsara a thrombospondin-1 (TSP-1) expresszid mértéke nem valtozott, azonban a
médiumba leadott mennyiség csokkent, a képzddd TSP-1 egy része a sejtekhez kotdtten maradt.

Az FXIIla ezen hatasai szerepet jatszhatnak az atheroszkerotikus plakkok patogenezisében.

Az a2PI a plazméban heterogén szerkezetli, funkcionalis kdvetkezményekkel jard proteolitikus
hasitasokat szenved. A C-terminalis végén hasitott forma elvesziti a plazminogén-kotd helyét, ezért
joval lassabban képes a plazmint gatolni (NPB-a2PI), valamint az FXIIla elsdédlegesen a
plazminogén-kotd, nem hasitott format (PB-02PI) képes a fibrinnel keresztkotni. Az NPB-a2PI
forma hatasat a fibrinolizisre kevésbé vizsgaltak. Jelen munkankban vizsgaltuk az a2PI C-
terminalis izoformdk mennyiségének Osszefliggését kiilonb6z6 plazma paraméterekkel,
beépiilésiik mértekét a fibrinalvadékba, tovabba az alvadék szerkezetére és lizisére gyakorolt
hatasukat. Az alvadékba beépiilt total-a2PI 44,3+6,3%-nak, a PB-a2PI:NPB-a2PI arany 1,37-nak
adddott, azaz jelentés mennyiségli NPB-a2PI is kotddik az alvadékhoz, nem kovalens médon. Az
NPB-02PI plazma szintje és az alvadékba beépiilt mennyisége szignifikdns pozitiv Gsszefiiggést
mutatott az alvadéklizis paraméterekkel (CLT50, MaxAbsz, AUC). In vitro kisérletekben az NPB
forma is, bar kisebb mértékben, mint a PB-a2PI, de nyqjtotta az alvadék lizisid6t. Az a2PI mindkeét
C-terminalis varidnsa hatassal volt a fibrinalvadék szerkezetére, ndvelve a fibrinszalak vastagsagat
¢€s csokkentve a porusméretet. Eredményeink szerint az FXIIIa 4ltal keresztk6tott PB-a2PI mellett
a nem kovalensen az alvadékhoz k6t6d6 NPB-a2PI is hatdssal van az alvadék szerkezetére és
feloldéasara, ezért érdemes lenne tovabb vizsgélni a heterogenitas hatasat kiilonb6z6é patologias

koriilmények kozott.
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8. AZ ERTEKEZES UJ EREDMENYEI, MEGALLAPITASAI

1. A human aortdbdl szarmazé simaizomsejtek (HAoSMC) oszteoblasztos transzforméacioja
nem jar egyiitt FXIII-A expresszioval, annak ellenére, hogy a FXIII-A human oszteoblaszt
sejtekben kimutathato.

2. Kimutattuk, hogy az extracellularis FXIII-A, az aktivalodasat kovetden, koncentracio-
fliggd modon, a HAoSMC-k szdmos funkcidjat befolyasolja:

e Sejtproliferacios kisérletekben igazoltuk, hogy a rFXIII-A aktivalt form4ja (rFXIlla)
mar a normal plazma szintnek megfeleld koncentracio alatt is szignifikdns modon

e [n vitro sebzéarddasi kisérleteinkben a rFXIlla koncentracid-fiiggd modon fokozta a
sejtmigracié mértékét.

e A rFXIIla jelentdsen fokozta a HAoSMC -k kollagén szekrécidjat.

o A rFXllla kezelés hatasaira a HAoSMC-kben a TSP-1 gén expresszidja nem fokozodott
a kétszeres plazmakoncentracié mellett sem. Ennek ellenére a TSP-1 fehérje szint
emelkedését detektaltuk intracellularisan. Az intracellularis szint emelkedésével
parhuzamosan a TSP-1 csokkent a tapfolyadékban. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy
a rFXIIla nem a TSP-1 de-novo szintézisét indukalja a HAoSMC-kben, hanem inkabb
segit a citoplazmaban és sejthez asszocidlva megtartani azt.

3. Vizsgéltuk a C-termindlis a2PI formak (NPB-a2PI: plazminogént nem kotd, trunkalt
forma; PB-02PI: plazminogént kotd, teljes hossziisdgi forma) fibrin alvadékba vald
beépiilésének mértékét normal human plazmakbol készitett alvadékok analizisével. A
korabbi feltételezéssel szemben azt taldltuk, hogy az NPB-02PI is jelentds mértékben
kotddik a fibrinhez. Az eredeti plazmakoncentracidjukhoz képest az alvadékba nagyobb
aranyban épiil be az NPB-a2PI, mint a PB-a2PI. Az NPB-a2PI forma k&tddése a fibrinhez
nem kovalens kolcsonhatas, szemben a PB-a2PI forma FXIIla altal medialt kovalens
keresztkotésével.

4. A fibrinnel keresztkotott PB-02PI hatdsan kiviil az NPB-a2PI beépiilésének mértéke is
befolyésolja az alvadék plazmin altali feloldasat. Vizsgélataink soran mind a plazma, mind

a fibrin alvadékba beépiilt NPB-a2PI szint szignifikans, pozitiv korrelaciot mutatott az
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alvadéklizis vizsgalatok soran kapott turbidimetrids gorbék jellemzoivel (CLTSO0,

MaxAbsz, AUC).

. Az 02PI C-termindlis variansainak hatdsat az alvadék lizisére rekombindns o2PI

fehérjékkel kiegészitett a2PI-deficiens plazma mintakkal is megerdsitettiik.
A fibrinhal6 struktara konfokalis mikroszkopiaval torténd vizsgélata soran kimutattuk,
hogy a PB- és/vagy NPB-02PI formék alvadékhoz val6 kdtddése vastagabb fibrin szalak

kialakuldsat és a fibrinhal6 porusméretének csokkenését eredményezi.
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