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1. Bevezetés

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 (thrombocitak, vorosvérsejtek és
fehérvérsejtek), a kiilonbozoé funkcidju specidlis 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 talalhato

kiilonb6z6 integrinek és novekedési receptorok kozotti keresztkotések kialakitasaval jelatviteli

crer

crer

a matrix stabilitasanak fentartdsat is befolydsolja. Az FXIIla a hemosztazisban fontos szerepet
jatszd stabil fibrinalvadék kialakitdsan kiviil, melyet a fibrinldncok 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 hasitdsok kovetkeztében, tobb
izoforméban kering a plazmdban. A mddosulasok befolyasolhatjdk 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 attekintés
2.1 A XIII-as véralvadasi faktor szerkezete és aktivalodasa

A XlllI-as véralvadasi faktor (FXIII) egy protranszglutaminaz, melynek két forméja ismert, a
plazmatikus (pFXIII) és cellularis FXIII (cFXIII) [1-3]. A plazmaban heterotetramerként van jelen,
mely két potencialisan aktiv A (FXIII-A) és két hordozo/géatlé B (FXIII-B) alegységet tartalmaz
(FXIII-A2B>), plazmakoncentracidja 14-28 mg/L [4].

A FXIII-A 83 kDa molekulatomegii, 732 aminosavbol épiil fel. Négy strukturalis domén alkotja:
B-szendvics, katalitikus ,,core”, B-hordd 1 és B-hordd 2 (1. dbra). Az N-terminalis végén a XIII-as
faktor aktivalodasaban részt vevd, 37 aminovbol 4ll6 aktivacios peptid (AP-FXII), illetve Ca?*
kotohelyek taldlhatdak [5]. A két A alegységbdl felépiild (FXIII-A2) homodimer szerkezetli
cellularis XlIlII-as faktor szdmos tanulmany szerint tobb sejttipusban is kimutathatd, mint a
vérlemezkékben, = monocitakban/makrofagokban,  oszteoblasztokban,  oszteoklasztokban,
oszteocitakban, khondrocitakban és a kornealis keratocitak [6-12]. A plazméba keriild A alegység
foként rezidens szoveti makrofagokbdl szarmazik és 99%-a a B-alegységgel komplexet alkotva, a

fibrinogén felszinéhez kotddve kering [13,14].
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«
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1. dabra. A rekombindans homodimer FXIII-A; szerkezete. A négy strukturalis domén: [-szendvics,
katalitikus "core", 3-hordo 1 és f3-hordo 2. Az N-termindlis szakaszon talalhato az aktivicios peptid. A

[2] szam alatt idezett kézleményben szerepld dbra részlete.



A FXIII-B ~80 kDa molekultoémegli, 641 aminosavbdl 4allo, a hepatocitdk altal szintetizalt
glikoprotein, melynek kortilbeliil 50%-a a FXIII-A alegységgel alkotott komplex, masik 50%-a
szabad formaban kering a plazmaban [14]. A tiz rovid tandem ismétlédé un. "sushi" domén
mindegyikét 2-2 diszulfid hid tartja egyben. F6 feladata a FXIII-A> élettartamanak
meghosszabbitasa a keringésben, védve azt a spontan aktivalodastol €s degradaciotol. A plazméaban
mind a kialakult FXIII-A2B> komplex, mind a szabad FXIII-B fibrinogénhez kétddve kering [2].
A fibrinogénhez valo kotddésnek nagy szerepe van a FXIII-A;B» aktivalédasaban. Casini és
munkatérsai leirtdk, hogy afibrinogenémidban az egyébként normal mennyiségben jelenlévd
FXIII-A>B> mellett csak kb 18% aktivitas detektalhato [15].

A 326 kDa molekulatomegii zimogén, heterotetramer FXIII (FXIII-A2B.) aktiv transzglutaminazza
(FXIIIa) alakul thrombin és Ca®" jelenlétében a véralvadas utolsé fazisaban. A 2. abran lathaté a
folyamat, melynek elsd 1épéseként a thrombin peptidk6tés hidrolizisével hasitja le a FXIII-A
alegység N-termindlis részén taldlhaté aktivacids peptidet, igy a két FXIII alegység kozotti
kapcsolat meggyengiil. Ezt kovetden Ca’" jelenlétében a B alegységek disszocidlnak, mely
kovetkeztében kialakul a FXIII-A alegységek enzimatikusan aktiv formédja (FXIIla) [2]. Az

aktivalodas a polimerizalodo fibrin felszinén megy végbe, mely koriilbeliil szazszoroséara gyorsitja

------

[16,17].

PN, P e L
/S‘ & i:\ Thrombin 8 8 Ca?* ) Q /})\ Ca?*

T R { - ofl® —

(Fibrin) C (Fibrin) )
X W/ &, W
b N ) 0¥ _ <A
a S
FXIII-AB, FXIII-A,'B, + 2(AP-FXIIl) 2(FXIII-B) + FXIII-A,’ FXIII-A,"

2. abra. A plazmatikus FXIII-A;B; proteolitikus aktivaloddsa tobblépcsds folyamatban. Az aktivacios
peptid (AP-FXIII) thrombin dltali lehasitdasdat kévetden az A és B alegységek kozotti kétés meggyengiil
(FXIII-A>'B), majd Ca’" hatdsdra levalnak a B alegységek (FXIII-B) és végiil kialakul a hasitott A
alegységek (FXIII-A>’) aktiv konfiguracioja (FXIII-A:*). A FXIII-A aktivacios peptidjét piros hurkok, a
katalitikus ,,core” domént a lila félkorok és a f-hordo, illetve 3 -szendvics doménjeit zold és
narancssarga hengerek reprezentaljak. A FXIII-B-t hajlitott, 10 gyongyszerii strukturabdl allo alakzat

abrazolja. A [2] szam alatt idézett kozleményben szereplo abra részlete.
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A cellularis FXIII aktivalodasahoz nincs sziikség proteolitikus hasitdsra, az intracellularisan
emelkedett, 2 mM feletti Ca?* koncentraci6 is elegendd hozza [18,19]. Egy 2014-es tanulmanyban
leirjak, hogy a vérlemezkék citoplazmdjabdl a sejtfelszinre keriilve a cFXIII megtartja aktivitasat
[20]. A plazmaba keriil6 szabad formaban keringd FXIII-A; szintén aktivalédhat az aktivacios

peptid lehasitasaval Ca®* jelenlétében (3. 4bra) [2].

D : %
/4 Thrombin 9 Ca?*
\\ﬁ"\ - \\F‘\ b — F‘
%@_ <7 g
Q o

FXII-A, FXIN-Ay" + 2(AP-FXI) FXI-Ay*

3. dbra. A cellularis FXIII-A; proteolitikus aktiviloddsa. Az aktivacios peptid (AP-FXIII) thrombin
altali lehasitdsat kovetben az A alegységek (FXIII-A;’) Ca’" jelenlétében aktiv konfigurdciét vesznek fel
(FXIII-A>*). A FXIII-A aktivacios peptidjét piros hurkok, a katalitikus ,,core” domént a lila félkordk és
a f3-hordo, illetve 3 -szendvics doménjeit zold és narancssarga hengerek reprezentaljak. A [2] szam alatt

idézett kozleményben szereplo abra részlete.

2.2 A XIII-as faktor funkcioi
2.2.1 FXIII szerepe a véralvadasban

Az FXIlIla acil-traszfer reakciot katalizal, mely soran 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 1étre [21,22]. Az
FXIlla hozz4ajarul a hemosztazisban fontos szerepet jatszo stabil fibrinalvadék kialakulasédhoz, ugy,
hogy a fibrin a- €s y-lancait keresztkotve, fibrin y-y dimereket, y-a és a-a polimereket hoz 1étre.
Emellett a plazmin f6 inhibitorat, az a2-plazmin inhibitort (a2PI) a fibrin o-lancahoz kéti,

crer

sulyos vérzéses tiinetekben szenvednek [23-25].
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2.2.2 A FXIII szerepe az angiogenezisben, sebgydgyulasban és az atheroszklerdzisban
Az érijdonképzddés soran uj kapillarisok alakulnak ki a mar meglévé véredényekbdl, eldsegitve a
szOovetképzOdést és a sebgyogyulast [26-28]. Az erek és kapillarisok falat harom rétegben (intima,
media, adventitia) kiilonb6z6 tipusu és funkcidju sejtek alkotjak: az endothél sejtek, vaszkularis

simaizomsejtek (VSMC) és a fibroblasztok (4. abra) [29].

Kiilsé elasztikus lamina
Simaizomsejtek

Belso elasztikus lamina Elasztikus lamina

Kollagén-gazdag

Endothélsejtek extracellularis matrix

Fibroblasztok —3

I: intima
M: media
A: adventitia

4. abra. Az érfal szerkezeti felépitése. Az ér belsd lumenét boritja az endothelsejt réteg (I: intima), mely
a verrel direkt modon érintkezik. Kifelé haladva kévetkezik a belsé elasztikus lamina, mely az
endothélsejteket és a VSMC-ket valasztja el egymastol (M:media). Az elasztikus lamina biztositia a
VSMC-k tobb rétegben valo elhelyezkedését. A kiilsé elasztikus lamina valasztja el a simaizomréteget a
fibroblasztoktol (A:adventitia). A fibroblasztok felelosek az extracellularis matrix komponenseinek

termelédeéséert (pl. kollagén). A [29] szam alatt idézett kozleményben szerepld abra modositott valtozata.

A VSMC-k kornyezeti hatdsok révén az érfal media rétegébdl az intima rétegbe képesek
vandorolni. Ott kiilonb6zd fenotipusos format vehetnek fel, igy differencidlodas révén akar
osteoblaszt-, khondrocita-, adipocita- vagy habossejt szerti sejtekké is atalakulhatnak [30-33]. Az
atheroszklerotikus plakk kialakul4sara jellemz6 az azt alkoto sejtek, illetve foként a VSMC-k altali
fokozott extracellularis matrix termelddés, multimolekularis halot alkotva. Ez leginkabb a kollagén

(I-es, II-es, és IV-es tipus) megnovekedett szintézisében nyilvanul meg, mely lehetévé teszi mind
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a plakk stabilitdsat, merevségét mind pedig a kiilonb6zo sejtek konnyebb vandorlasat és
proliferacigjat [28,34,35].

Korabbi kozlemények szerint az aktivalt FXIII tobb mddon is befolyasolja az érfal felépitésében
résztvevo sejtek biokémiai folyamatait és kiilonb6zo funkcidit. Apoe/FXIII-AT ill. Apoe/FXIII-
A1/TG2 KO egerekben végzett kisérletek alapjan a FXIII aktivitas fontos az erek integritasanak
fenntartasaban, a dupla és tripla KO egerekben fokozodott a vérzés miatti elhullds [36].

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 [29].

Az alabbiakban a proangiogén hatasat mutatjuk be részletesebben. Az FXIIla fokozza a
extracellularis matrix fehérjék keresztktésében is [2,37,38].

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 [26,39-41]. TSP-1 egy homotrimer szerkezeti glikoprotein, mely szintén szubsztratja
lehet az FXIIIa-nak, kovalens kotésti in. homo-polimereket eredményezve [42,43]. 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 [44,45].

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 [46]. {ly 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.
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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 [47]. A CcFXIII jelenléte a bélrendszerben a fibrinhald
keresztkotésével a baktériumokat csapdaba ejtve, azok eltavolitasiban fontos. Fekélyes
vastagbélgyulladasban szenvedd betegekben megfigyelték, hogy mind az alternativ tvonalon
polarizalt makrofdgok szama, mind az altaluk termelt cFXIII expresszio is lecsokkent, ami a
kialakult gyulladasért lehet felelés [48]. Kronikus gyulladasos tiidébetegségben, a
bronchoalveolaris gyulladasban illetve az aszthma kialakulasaban, a kotdszoveti fibrinlerakddas
fokozotta valik. A bronchoalveolaris sejtek, alveolaris makrofagok és dendritikus sejtek altal
termelt cFXIII hozzéjarulhat a stabil fibrinhal6 kialakuldsdhoz [49,50]. Tumorsejtes kornyezetben
a tumor-asszocialt makrofagok altal termelt cFXIII szintén a fibrinhald stabilitdsdnak
kialakularsaért felelds, mely a tumor sejteket védi és proliferaciojukat segiti [51]. Ujabb
vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a cFXIII szerepet jatszhat az energia metabolizmus
folyamataiban is. Elhizott egyének fehér zsirszovetében emelkedett FI3A1 gén expressziot
mutattak ki [52]. A fehér zsirszovet altal termelt fibronektin, mely a sejtproliferacioban,
differenciacioban és a zsirszovet fejlodésében nélkiilozhetetlen, fontos extracellularis szubsztratja

az FXIIla-nak [53].

2.3 A hemosztazis egyensulya, a véralvadas és fibrinolizis

A véralvadas célja az érfal sériilés lezarasa, stabil fibrinhalo kialakitasa és annak megvédése az 1d6
elotti degradaciotol. Ezzel szemben a fibrinolizis a fibrinalvadék lebontasaért felelds,
megakadalyozva ezzel az erek elzarodéasat. A hemosztdzis szabilyozd rendszer biztositja a
kétiranyu folyamat Osszehangolt miikodését (5. dbra). A koagulacios kaszkad soran keletkezett
nagy mennyis€gli thrombin a fibrinopeptid A és B lehasitasaval a szolubilis fibrinogént fibrin
monomerekké alakitja és ezzel parhuzamosan a fibrinogénhez kotott FXIII-at is aktivalja az
aktivacios peptid lehasitdsaval [2]. Az aktivalt XIII-as véralvadasi faktor nemcsak a fibrinszalak
keresztkotését végzi, hanem egy masik szubsztratjat, az a2-plazmin inhibitort (a2PI) is kovalensen
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a fibrin-a-lancahoz ko&ti, mely gatolja a plazmin altali azonnali feloldasat az alvadéknak. A
fibrinolizis f0 szabdlyozd enzime, a plazmin altal a fibrinhdld gyors hasitdsaval un. fibrin
degradacios termékek keletkeznek [54]. A vérkeringésben megemelkedett fibrinogén
koncentraciot és a csokkent fibrinolizis hatékonysagot, a vénas és artérias trombotikus események

kockazati tényezoiként irtak le kiilonb6z6 klinikai tanulmanyokban [55-58].
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5. abra. A véralvadas és fibrinolizis sematikus abrazoldsa a fobb komponensekkel. A koaguldicios
kaszkad sordan a keletkezett thrombin aktivalja a FXIII-at és elésegiti a fibrin szdlak keletkezését. Az
FXllla a fibrinszdlak keresztkotésével stabilizalja a kialakult fibrinhalot. Szubsztratjat, az a2PI-t pedig
a fibrin-a-lanchoz kotve, védelmet nyujt az alvadék proteolizisével szemben. Ezt a védelmet tovabb
erdsiti az a2PI a szabad plazmin gatlasaval is. TF: széveti faktor; VIla: aktivalt VIil-es faktor;, Xa:
aktivalt X-es faktor; Xlla: aktivalt Xll-es faktor; la: thrombin; Xllla: aktivalt XIlI-as faktor, a2PI:
alpha2-plazmin inhibitor; t-PA: szoveti tipusu plazminogén aktivator, u-PA: urokindz tipusu

plazminogeén aktivator. (Sajat abra)
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2.4 A fibrinolizis kulcsenzime, a plazmin

A plazminogén a plazmaban kb. 180 pg/mL koncentracioban keringd ~92 kDa nagysagt, 791
aminosavbol allé glikoprotein, els6sorban a majban szintetizalodik. A plazminogén aktivalasaért
két szerin protedz felelds, a t-PA (szoveti tipusu plazminogén aktivator) és az u-PA (urokindz
tipusu plazminogén aktivator), melyek a plazminogént az Arg561-Val562 aminosavak kozott
hasitjak. Az igy keletkezett ~90 kDa nagysagi 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” taladlhato, amelyek koriilbeliil 80 aminosavbol 4ll6, harmas diszulfid kotéssel
stabilizalt fehérje szakaszok. Ezen domének lizink6td helyeket tartalmaznak, melyek segitik a
plazmin kotédését a fibrinhez, a sejtfelszini receptorokhoz, illetve egyéb fehérjékhez, mint pl. az

a2-plazmin inhibitorhoz [59,60].

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

Az a2PI (mas néven a2-antiplazmin), a plazmin {06 fiziologias gatloszere és fontos szerepet jatszik
a fibrinolitikus rendszerben a plazmin aktivitasanak szabalyozasaban [61]. Az a2PI velesziiletett
hidnya sulyos vérzési rendellenességet okoz a fibrinolizisre valé fokozott hajlam miatt [62], az
emelkedett plazma szintje trombozis riziké fokozddashoz vezet [57]. Moroi és munkatarsai 1976-
ban eldszor tettek emlitést az a2PI-rdl, majd késdbb 1977-ben Wiman és munkatarsai sikeresen
1zolaltdk human plazmabol [63,64]. Az a2PI koriilbeliil 67 kDa nagysagt egylancu glikoprotein,
13% szénhidratot tartalmaz [65,66]. A m4j parenchima sejtjei termelik, onnan a plazmaba keriilve
~1 uM koncentracidoban kering, de kis mennyiségben kimutattdk mar a vesében és az agyban is
[62-65]. A human a2PI-t kodolo, SERPINF2 gén 10 exont és 9 intront tartalmaz, kb. 16
kilobazisnyi nagysagi DNS-t dlelve fel [65,67]. A 27 aminosavat tartalmazé szignalpeptidbdl és
tovabbi 464 aminosavbol allo a2PI a szerin protedz inhibitor (szerpin) szupercsalad tagja, a
fibrinolizis kulcsenzimének, a plazminnak gyors gatlasaért felelds. A teljes komplementer DNS-
szekvencia 23-28%-0s homoldgidt mutat a szerpin csalad tobbi tagjaval. Mas szerpinekkel
ellentétben viszont az a2PI C-terminélis vége mintegy 50 aminosavval hosszabb és szamos lizin
aminosavat tartalmaz, melyekkel a plazmin(ogén)ben taldlhato Lys-koté régioval 1ép

kolcsonhatasba, ndvelve ezzel az a2PI plazmingétld hatékonysagat [68,69].
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2.6 Az 02-plazmin inhibitor heterogenitisa a plazmaban
2.6.1 N-terminalis modosulas

Az a2PI a plazmaban proteolitikus hasitdsokon megy keresztiil, négy plazmatikus izoformat
eredményezve (6. abra). A metionin aminosavval kezdddé teljes hossziusagu forma (Met-a2PI) N-
terminalis végén a Prol2 és Asnl3 aminosavak kozotti hasitast a szolubilis fibroblaszt aktivalo
protein (sFAP) més néven az antiplazmint hasitdo enzim (APCE) végzi, melynek eredményeként
egy 452 aminosavbol all6 varians keletkezik (Asn-a2PI) [70,71]. Ez a forma a normal human
plazmaban az o2PI teljes mennyiségének koriilbeliil 70%-at teszi ki. A 6. aminosav poziciot
polimorfizmus érintheti, melynek sordn a nukleotidcsere (C>T) aminosavcserét is eredményez.
Ennek kdvetkezménye az arginin (Arg) triptofanra (Trp) torténd modosulédsa [72-74]. A Met-a2PI
N-termindlis hasitasat az Arg6bTrp polimorfizmus befolyasolja, Arg6 esetén az sFAP a 12
aminosavbol allo peptidet nyolcszor gyorsabban képes lehasitani. A hasitas kovetkeztében az
FXIIIa jobban hozzafér az Gjonnan keletkezé N-terminalis végen taldlhaté Gln? (a teljes hossznal
GIn'*) reziduumhoz, ezért az Asn-02PI varidnst ~13-szor gyorsabban koti keresztbe a fibrinnel a
Lys*® pozicidban, mint a teljes hossziisigi format [75]. A plazmin gatlist az Arg6Trp

polimorfizmus nem befolyasolja [70,72,76].

2.6.2 C-terminalis modosulas

A keringésben az a2Pl a C-terminalis végen is moédosulhat, ami a plazmin(ogén)hoz vald
kotddésben, és ezaltal annak gatlasdban jatszik fontos szerepet. A C-terminalisan nem hasitott, ép
formaban 6 lizin aminosav talalhato (K*!8, K47, K4 K*! K*8 K**) melyek segitségével képes
ko6tddni a plazmin(ogén)hez (PB-a2PI, plazminogént koté varians) [67]. Bar a pontos hasitasi
hely még nem ismert, a trunkalt forma biztosan elvesziti a plazmin(ogén) kotésben
legfontosabbnak talalt utolsd 2 lizin aminosavat tartalmazé szakaszt, ezért nevezik ezt a format
plazminogént nem ko6td variansnak (NPB-a2PI). Az elnevezés nem teljesen helyénvald, mivel
Clemmensen és munkatarsai 1981-es kozleményiikben leirtak, hogy az a2PI az utolsé 23 aminosav
eltavolitotdsaval (amely a K*8 és K** aminosavakat tartalmazta) tovabbra is komplexet tud alkotni
a plazminnal, bar ebben az esetben a reakcié 10-szer lassabban megy végbe [77]. Wang és
munkatarsai szerint a két aminosav koziil a K*®-as bizonyult a plazmin interakcio 1étrejdttében

legfontosabb szerepet jatszo résztvevének [78]. Egy 2011-es kozleményben kiilonb6zo
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rekombinans a2PI variansok plazminhoz val6 kotddését vizsgaltak €s azt talaltak, hogy a kotddés
elsésorban a K**-nek, majd azt kdvetden a K**3-nak kdszonhetd [79]. Abdul et al. eredményei

szerint a C-termindlis részen torténd f6 hasitasi hely a GIn**!

-Asp*?? kozé tehetd, de ezen kiviil
mas potencialis hasitdsi helyeket is azonositottak [80]. Orosz et al. a Pro*7 és Arg*® kozott
azonositott egy potencialis hasitasi helyet [81]. A modositasért felelés protedaz(oka)t azonban
eddig még nem sikeriilt azonositani [80]. To6bb kozlemény szamol be a PB-02PI kiilonb6z6
enzimekkel in vitro torténé hasitasarol, példaul a tripszin [68], az elasztdz vagy a matrix
metalloproteinaz-3 (MMP-3) altal, de az, hogy ezen protedzok in vivo is feleldsek lennének-e a C-
terminalis hasitasért, még nem bizonyitott [82,83]. Az egészséges kontrollok plazmajaban az

NPB-02PI mennyisége koriilbeliil 35%-nak bizonyult [80]. A 6. &bra mutatja be az a2PI lehetséges

izoformait és mennyiségiiket a plazmaban.

Fibrin-keresztkoté hely Plazmin(ogén) koté hely
\ [ \
T P437-R438
N-terminalis hasitas: sSFAP
FediZia C-terminlis hasitési helyek
? enzim
B
Met-PB-02PI
30% > % 65%
]

o Asn-PB-a2PI1

. > %35%
-] Asn-NPB-2PI

6. abra. A humadn o2-plazmin inhibitor izoformdi a keringésben. A nativ o2PI fehérje, jeldlve:
aminosavak pozicioi, reakciokban részt vevo kéto helyek; izoformak kialakulasaért felelés enzim hasitasi
helyek (A); Az o2PI kiilonbozé izoformdi és azok mennyisége a vérkeringésben (B). Met-PB-02PI:
plazminogént koté o2PI varians; Asn-PB-a2PI: plazminogént kété a2PI varians, Met-NPB-02PI:
plazminogént nem kété a2PI varians; Asn-NPB-02PI: plazminogént nem kot a2PI varians. Az [67]

szam alatt idezett kdzleményben szereplé abra modositott valtozata.

2.7 Az o2-plazmin inhibitor funkcidi a vérkeringésben

Az o2PI {6 funkcidja az 1:1 aranya stabil komplex képzése a plazminnal (PAP-komplex) a

keringésben vagy a fibrin felszinén [84]. A reakcio kétlépéses mechanizmuson keresztiil torténik,
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amit a 7. abra szemléltet. Els6 1épésben az a2PI a C-terminalis végén 1évo lizin aminosavak
segitségével nem kovalens, reverzibilis kolcsonhatasba 1ép a plazmin ,,kringle” doménjeivel. Ezt
kovetden egy irreverzibilis, elsérendii reakcioban kovalens kotés alakul ki az 02PI reaktiv helye és
a plazmin aktiv centruma kozott. A folyamat végén kialakulé PAP-komplexben a plazmin elvesziti
aktivitasat. Az a2PI kompetitiv moédon gatolja a plazminogén fibrinhez vald kotddését is. A

plazmaban keringé PAP-komplex féléletideje 12 ora [67,75].

Aktiv
centrum

Plazmin

Met. Arg
£377 376\ _
a2AP e . Reaktiv hely
e @ ., -=
457\ lys 827

7. abra. A plazmin gdatlasa, a PAP-komplex kialakuldsanak sematikus abrazoldsa. A-lanc: nehézlanc,
mely hordozza az 5 “kringle” domént; B-lanc: konnyiilanc: tartalmazza az aktiv centrumot. (1):
reverzibilis masodrendii reakcio; (2): irreverzibilis elsérendii reakcio. A folyamat elsé lépéseként az
02 PI C-terminalison lévé lizin aminosavak nem kovalens kétédeés soran kélesonhatdsba lépnek a plazmin
feherje ,, kringle” doménjeivel. Ezt kovetden egy irreverzibilis elsérendii reakcio soran alakul ki a PAP-
komplex. Ekkor a plazmin elveszti aktivitasat. a2AP: a2-plazmin inhibitor. Az [67] szam alatt idézett

kozlemenyben szerepld abra modositott valtozata.

2.8 Fibrinhalo kialakulasa a véralvadas soran

A fibrinogén a hepatocitdkban termel6ddé 340 kDa-os nagysagu glikoprotein, amely a human
plazmaban 2-4 g/ koncentracioban taldlhatd. Funkcigjat tekintve elengedhetetlen a
hemosztazisban, a sebgydgyulasban és az angiogenezisben. Akut fazis fehérjeként plazmaszintje
gyulladasi folyamatokban akar 2-4-szeresére is emelkedhet. Szerkezetét tekintve harom polipeptid
lancbol all (Aa-lanc, BB-lanc és y-lanc), melyeket diszulfid kotések tartanak 0ssze [85].

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 soran az FXIIIa a fibrin y-lancok, illetve a-lancok kozott

kovalens keresztkotéseket hoz 1étre (8. abra) [86,87].

AP a-a2Pl
(“ ““4'\//?e resztkotés
ORARR R R SOBRAAE )

QOO AR IR 4. &‘&‘&'&‘&’&%’4"'«."’"«"«’ ‘

Y-Y

keresztkotés keresztkotés keresztkotés
8. dbra. Az aktivalt FXIII dltal létrehozott keresztkotések. A fibrin monomerek polimerizaciojat
kévetéen az FXIlla kovalens keresztkoteseket hoz létre a y- és a-lancok kozott, valamint az a2PI-t is az

a-lancokhoz koti. AP: a2PI. A [87] szam alatt idézett kozleményben szerepld abra médositott valtozata.

A véralvadas soran kialakult fibrinhdloba az 02PI-n kiviil szdmos fehérje képes bektddni, ezaltal
befolyasolni annak szerkezetét és a fibrinolizissel szembeni ellendlloképességét. Wiesel
kozleményében Osszegzi ezen makromolekulakat, kozéjik tartozik példaul a fibronektin,
plazminogén, XlIlI-as véralvadasi faktor, szoveti plazminogén aktivator (t-PA), plazminogén
aktivator inhibitor-1 (PAI-1), aktin, albumin, al-antitripszin, karboxipeptidaz-N, lipoprotein(a), és
a TSP-1 [85].

Egy 1981-es in vitro kisérletben kimutattak, hogy az a2PI nem teljes mértékben, hanem csak
~30%-ban épiil be az alvadékba, mig Katona és munkatarsai 2021-es kozleménytiikben a beépiilést
kb 45%-ra becsiilték [88,89]. Az a2PI kovalens keresztkotéssel torténd beépiilése az alvadékba az
FXIlla-nak kdszénheté (8. abra). Tébb Gln reziduumot is azonositottak (Gln?, Gln?!, GIn*"? és a
GIn**"), melyek potencialis szubsztratjai lehetnek az enzimnek, mégis a fé reaktiv hely az N-

termindlisan elhelyezkedé GIn? [90].
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Jelenleg nagyon kevés megbizhatd ismeret all rendelkezésre a C-terminalis a2PI formak
beépiilésérol a fibrinhaloba. Ennek f6 oka, hogy megfeleld6 modszerek hianyaban a bekotddés
mértéke nehezen kvantitalhato és a kotddés természete nehezen azonosithat6. Kluft €s munkatarsai
a C-terminalis variansok beépiilését vizsgalva azt talaltak, hogy az elsddleges forma, amely a
fibrinalvadékba beépiil a PB-a2PI és ezért az FXIIIa a felelds [91]. Mivel FXIIla hidnyaban, azaz
a kovalens keresztkotés hidnydban, a fibrinolizis fokozodik, az a2PI fibrinszalakhoz valé nem
kovalens kotédésének nem tulajdonitottak nagy jelentOséget és ezért nem is vizsgaltdk intenziven.
Azonban Tsurupa és munkatarsai kimutattak, hogy az a2PI képes nem kovalens mdédon kotddni a
fibrinhez és az immobilizalt fibrinogénhez, és a kdtddés lizin analogokkal nem gétolhatd, tehat a
C-terminalis végen talalhato lizin-koto régid nem vesz részt ebben a folyamatban. Azt feltételezték,

hogy a nem kovalens kdlcsonhatés eldsegiti az FXIIla altali keresztkotés 1étrejottét [75].
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3. Célkitiizés

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 és modszerek
4.1 A FXIII-A hatasanak vizsgalata a HAoSMC-re
4.1.1 Anyagok

A rekombinans FXIII-A> (rFXIII-Az) a Novo Nordisk (Malmd, Hollandia) cég felajanlasabol
szarmazik. A human thrombin a CoaChrom-t6l (Maria Enzersdorf, Ausztria) vasarolt, mig a fotalis
borju savot (FBS) a Life Technologies cégtdl (Waltham, MA, USA) szereztiik be. A kisérletekhez
FXIII-A> mentesitett borji savot hasznaltunk, melyben csak igen alacsony koncentracidban volt
kimutathatd a FXIII-A alegység, 5%-o0s FBS-t tartalmaz6 médiumban 19,75 ng/mL-nek adodott.
Ez 0,2%-0s plazma FXIII-A koncentracionak felel meg. A FXIII-A> mentesitési folyamathoz a
borju savobol immun-abszorpceids kromatografias technika segitségével eltavolitottuk a FXIII-A»
alegységet. Ehhez egér eredetii FXIII-A; ellenes (3B2H12) monoklonalis antitestet hasznaltunk.
Az antitestet CNBr aktivalt Sepharose 4B (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag)
gél felszinhez kovalensen kotottiik fel. A deplécids eljarast kovetden ELISA (enzyme-linked

immunsorbent assay) technikaval az FBS-ben FXIII-A> nem volt a detektalhato.

4.1.2 Sejtkultiara

A kisérletekhez human aortdbol szarmaz6 simaizomsejteket (HAoSMC) hasznaltunk (Cell
Applications, San Diego, CA, USA), melyek magas gliikkdztartalmu 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), €s 5% FBS-sel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) egészitettiik ki. A
tapfolyadékot kétnaponta cseréltik a sejttenyészeten. A kisérletben hasznalt sejtek 5-9-es

passzalszamuak voltak.

4.1.3 Oszteoblasztos transzformacio hatasa a HAoSMC-kre

Oszteoblasztos transzformaciot indukédlva, a HAoSMC-k 6 lyuku 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 1évS sejteket
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kontrollként hasznaltuk. A 80%-os konfluenciaszint elérését kovetd 24. ordban a tenyésztd
médiumot kalcifikaciés médiumra lecseréltiik. Két nappal késobb a cserét megismételtiik, majd 48
ora elteltével a sejtekbdl oszteoblasztos differenciaciés markerek expresszidjat hataroztuk meg, a
gyartok utasitasait kovetve.

1. A Kkélcium lerakodast QuantiChrome Calcium Assay Kit-tel quantifikaltuk (Gentaur,
DICA:500, Briisszel, Belgium). 100 uL foszfatpufferelt séoldattal (PBS puffer) mostuk, majd 400
puL/lyuk 0,6 N HCI oldatban 30 percig dekalcifikaltuk a sejteket. Ezt kovetéen 400 puL/lyuk A és
B reagensek 1:1 aranyu keverékét pipettaztuk a lyukakba. Az abszorbancia mérése 612 nm-en
tortént spektrofotométer segitségével (Powerwave XS, BioTek). A kalcium tartalmat a mintak
Osszfehérjetartalméra normalizdlva szamoltuk ki.

2. Az extracelluldris matrixban lerakddott kalciumot Alizarin Red festéssel is lathatova tettiik.
A setjeket 1 mL/lyuk PBS pufferrel mostuk, majd 1 mL/lyuk 4%-o0s paraformaldehid oldatban 10
percig fixaltuk Oket. Ezt kovette 1 mL/lyuk PBS pufferrel valé mosas. Ezt kdvetden 2 percig
szobahdmérsékleten 1 mL/lyuk 2%-o0s Alizarin Red oldattal festettiik a sejteket. Haromszor 1
mL/lyuk PBS pufferrel valo mosast kovetden a sejtekrdl felvételeket készitettiink fénymikroszkop
segitségével. A festék felolddsa érdekében 1 6ran 4t szobahdmérsekleten 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. Az extracellularis matrix oszteokalcin tartalmat ELISA technikdval hatdroztuk meg. A
sejteket eldszor PBS pufferrel mostuk, majd 0,5 mol/L etilén-diamin-tetraacetat (EDTA) tartalmu
oldattal oldottuk fel az extracellularis matrixot. 30 perc inkubacids i1d6 elteltével a sejtfeliiluszot
Osszegyljtottiik és ELISA kit (Human Osteocalcin Instant ELISA, Bender MedSystems 2020,
Burlingame, CA, USA) segitségével mértiik a mintdk oszteokalcin tartalmat a gyartd utasitasait
kovetve. A mintdk abszorbancigjat 450 nm-en DTX880 Beckman Coulter ELISA Reader
segitségével hatdroztuk meg. Az oszteokalcin tartalmat a mintdk Osszfehérjetartalmara
normalizalva szdmoltuk ki.

4. Sejtlizatumbol az alkalikus foszfatdz (ALP) aktivitas mérését ALP Yellow Liquid Substrate
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) kit segitségével végeztiik. A sejteket 100 pL. PBS pufferrel
mostuk majd feltartuk azokat, és a 35 uL sejtlizatumhoz 130 uL. ALP Yellow Liquid Szubsztratot

adtunk. Az enzimfelszabaduldst a 4-nitrofenol mennyiség alapjan hataroztuk meg 405 nm
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hullamhosszon 30 percen keresztiil 37 °C-on. A mintdk ALP aktivitasat az Osszfehérjére
normalizalva szamoltuk ki.

5. Kvantitativ valoés idejii polimerdz-lancreakcioval (QRT-PCR) hatdroztuk meg a Runx2
génszinten vald kifejezodését. A sejteket Trizol (RNA-STAT60, Tel-Test Inc., Friendswood,
Texas, USA) reagenssel tartuk fel, majd a gyart6 altal javasolt protokol alapjan tortént az RNS
(ribonukleinsav) izoldlds. Az RNS koncentacidé meghatirozasasat €s tisztasdg ellendrzését
NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) késziilék segitségével végztiik.
High Capacity cDNA RT kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
segitségével 2 ng RNS mintat komplementer dezoxiribonukleinsavva (cDNS) irtunk at, a reakcid
qPCR késziilékben (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) tortént. A Runx2 génszakasz amplifikacidjdhoz
Hs535845 szamu TagMan primert (Life Technologies, Waltham, MA, USA) hasznaltunk.
Haztartasi génként GAPDH 3’-at (gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenédz) alkalmaztunk. A relativ
génexpresszios valtozasokat Un. delta-delta (AA) Ct mddszer segitségével hataroztuk meg.

6. Az oszteokalcin és Runx2 intracellularis fehérjék kimutatdsa Western Blot analizissel
tortént. Haztartasi génként a GAPDH-t alkalmaztuk. A sejteket PBS pufferrel mostuk majd
sejtfeltarast kovetden BCA kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével
hataroztuk meg az Osszfehérjét a gyartd utasitasai szerint. 15 pg Osszfehérjét tartalmazo
sejtlizatumot B-merkaptoetanolt tartalmazé Laemmli pufferben vettiink fel majd 95 °C-on
denaturaltunk. 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen tortént a fehérjék elvalasztasa. A blottolas
nitrocellul6z membranra (Amersham, Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysag) tortént, félszaraz blot
késziilékkel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), 12V-on, 45 percen keresztiil Tow-bin pufferrel (7,2 g
glicin; 1,52 g TRIS; 100 mL metanol) nedvesitett kozegben. A mintak blottolasat kovetden a le
nem kotott felszint 6%-os tejporral blokkoltuk egy éjszakan at 4 °C-on. Elsddleges antitestként a
kovetkezOket alkalmaztuk: poliklonalis anti-oszteokalcin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) antitestet 1:200, mig a nyul eredetli anti-Runx2 (Proteintech, Manchester, Egyesiilt
Kiralysag) és egér eredetli anti-GAPDH (Novus Biologicals, Abingdon, Egyesiilt Kiralysag)
1:1000 higitasokban. Az elsddleges antitest jelolésére az Amersham cégtdl rendelt
tormaperoxidazzal jelzett, masodlagos antitestet hasznaltuk. A detektalast kemiluminescens
szubsztrat reagenssel (ECL, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), az el6hivast fényérzékeny film
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysag) segitségével

végeztik.
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7. A cFXIII koncentraciojat ELISA moddszerrel hataroztuk meg. Streptavidinnel fedett ELISA
lemezen (Kaviogen, Turku, Finnorszag) dolgoztunk 70 uL/lyuk térfogatot hasznélva. A biotinalt
monoklonalis anti-FXIII-A (1pg/mL) és a HRPO-jelzett anti-FXIII-A antitesteteket (1:2000
higitasban) a mintdkhoz pipettaztuk. 1 6ra szobahdmérsékleten vald inkubalast kdvetden, 3,3°,5,5’-
Tetramethyl-benzidine (TMB, One Component HRP Mivrowell Substrate, Diarect Ag, Freiburg,
Németorszag) szubsztrat oldatot (200 uL/lyuk) vittiink fel a lemezre, majd 30 perc elteltével 2 M-
os kénsavval (50 uL/lyuk) allitottuk le a reakciot [92].

8. A cFXIII jelenlétét Western Blot technika segitségével hataroztuk meg. 10%-o0s SDS-
poliakrilamid gélt hasznéltunk a fehérje tartalmt mintdk elvalasztdsara. A rekombinans FXIII-A>
standardbol (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, blot késziilékkel
(Bio-Rad), 12V-on, 45 percen keresztiil Tow-bin pufferrel nedvesitett kozegben. A le nem kotott
helyeket 3% zselatint tartalmazo6 tTBS pufferrel blokkoltuk (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,05%
Tween-20, pH: 7,5). Elfogd antitestként birka eredetli poliklonalis FXIII-A ellenes antitestet
(Affinity Biologicals, ON, Kanada, 1:5000 higitas, 0.5% zselatint tartalmaz6 tTBS), jel6lo
antitestként biotindlt anti-birka IgG antitestet (Vectastein ABC Kit, Vector Laboratories,
Oxfordshire, Egyesiilt Kiralysag; 1:10000 higitas 0.5% zselatint tartalmazd tTBS pufferben)
hasznaltunk. Az avidin-biotinadlt HRPO-komplex (Vectastein ABC Kit, 1:3200 higitas 0.5%
zselatint tartalmaz6 tTBS pufferben) felvitelét kovetden a detektalast kemiluminescens szubsztrat
reagenssel (Covalab, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag), az elohivast fényérzékeny film (Amersham
Hyperfilm ECL, Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysag) segitségével végeztiik.

Az 1.-7. pontban ismertetett vizsgalatok kivitelezésében Dr. Jeney Viktoria és Dr. Balogh Enikd

vettek részt.

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

Elsé6 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 kdvetden, 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 ug/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, torzsoldatbdl 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 cseréltiik. Mivel a thrombin 6nmagéban képes novelni a sejtproliferacid
mértékét, kontrollként 50 ATU/mL Refludannal gatolt 5 U/mL human thrombint és 1 mM CaCl-

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

4.1.5 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
hasznaltunk. A szétosztast kovetd 24. draban inditottuk a kezeléseket. Aktivalt és nem aktivalt 20
kontroll sejteket Refludannal gatolt thrombint tartalmazd tapfolyadékban tenyésztettik. A
kezeléseket 24 oranként ismételtiik harom napon keresztiil. Az utolséd kezelést kovetd 24. 6rdban
hataroztuk meg a sejtproliferacid6 mértékét. Ehhez az EZ4U Cell Proliferation and Cytotoxicity
Assay (Biomedica, Bécs, Ausztria) és a CCK-8 Cell Counting kit (Enzo Life Sciences,
Farmingdale, NY, USA) reagenseket hasznaltuk a gyartok utasitisai szerint. A két teszt mérési elve
hasonld, az €16 sejtek mitokondrialis eredetli dehidrogendz enzimei a sarga szinii tetrazélium sot
sotét szinll formazanna redukaljak. A szinvaltozast 450 nm-en, 37 °C-on 4 6ra inkubaciot kdvetden
spektrofotométerrel (iIEMSReader MF and Multiscan™) detektaltuk. Az abszorbancia értéke

egyenesen aranyos az eld sejtek szdmaval.

4.1.6 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. Az inzert eltavolitdsa utdn a sejtek bevandorolnak az iiresen

maradt teriiletre. A HAoSMC-k kitapasztasa az inzertet tartalmazé lyukakba 20x10%/lyuk

sejtszammal, 5%-o0s FBS tartalmia DMEM tapfolyadékban tortént. A szétosztast kovetd 24. 6rdban

tortént a kezelés, melyet két-két parhuzamos lyukban végeztiink 20, 15, 10, 5 és 2,5 pg/mL
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crer

tapfolyadékban tenyésztettiik. A kezelést kovetd 24. draban tavolitottuk el az inzerteket a lyukakbol
¢s inditottuk el a felvételek készitését a Juli Stage Real Time Cell History Recorder Microscope
(NanoEnTek, Szoul, Dél- Korea) segitségével CO> termosztatban. A lyukakban harom-harom
kiilonbozo, altalunk kijeldlt teriiletrdl késziiltek a képek. A mikroszkdp szoftvere minden felvétel

esetén a sejttenyészet konfluencidjat is meghatarozta.

4.1.7 Az extracellularis matrix kollagén tartalmanak meghatarozasa

A HAoSMC-k kitapasztasa 12 lyukt szdvettenyésztd lemezre (TPP) 10x10%lyuk sejtszimmal
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 kovetd 24. éraban az extracellularis matrixbol
torténd kollagén mérést a Sircol™ Soluble Collagen Assay Kit (Biocolor Life Science Assays,
Carrickfergus, Anglia) segitségével végeztik a gyartd utasitdsai szerint. A sejtfeliiliszot és a
sejteket eltavolitottuk, majd a felszinen maradt extracelluldris matrixhoz 0,1 mg/mL pepszin
tartalmu 0,5 M ecetsavat adtunk a lyukakba. Egy ¢éjszakéan at, 4°C-on torténd inkubalast kovetden
a mintakat alacsony fehérjekotéképességli csovekbe gytijtottiik. A pH-t 100 uL/csd savneutralizalo
reagenssel semlegesitettiik, majd 200 pL/cs6 kollagén izolald és koncentrald reagenst adtunk a
mintakhoz. Az inkubalas 1 éjszakan at, 4°C-on tortént. Ezutan a csoveket 12000 rpm-en, 10 percig
centrifugaltuk, majd a feliiluszo eltavolitasa utan a csd aljan maradt pellethez 1 mL/cs6 Picrosirius-
voros festéket adtunk és 30 percig inkubaltunk 150 rpm rézatas mellett. A mintékat ezt kovetden
12000 rpm-en, 10 percig centrifugaltunk és a feliiluszo eltavolitasa utan 750 pL/csé mosopufferben
vettiik fel. Ujabb centrifugalasi 1épést kovetéen 750 pL/csé alkéli reagenst adtunk a mintakhoz, a
kollagén-festék komplex feloldodéasa érdekében. Ot perces inkubaciot kdvetden minden csébsl 200
kiilonb6z6 (100, 60, 30, 20,10 pg/mL) kollagén tartalmu oldatokat készitettiink 0,5 M ecetsav és
savneutralizald reagens elegye segitségével. Az abszorbanciat 450 nm-en (iIEMSReader MF and
Multiscan™) spektrofotométer segitségével detektaltuk, majd az eredmények értékelését Ascent

software segitségével végeztiik.
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4.1.8 TSP-1 meghatarozasa a sejtfrakciobol és a sejtek feliiliszéjabol

A HAoSMC-k kitapasztasa 96 lyuku szdvettenyésztd lemezre (TPP) 0,6x10%/1yuk sejtszammal
tortént. A szétosztast kovetd 24. draban tortént a kezelés, mely 24 6ran at tartott. 20 pg /mL aktivalt
sejteket Refludannal gatolt thrombint tartalmazé tapfolyadékban tenyésztettiik. Masnap leszivtuk
a sejtekrol a feliiluszot (200 uL/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) tartalmt PBS puffert (200 pL/lyuk) adva.
Az inkubdlés 5 percig enyhe rdzatas 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) végeztiikk a gyart6 utasitasai szerint. Az
abszorbanciat 450 nm-en (iEMSReader MF and Multiscan™ fotométer) detektaltuk, majd az

eredmények értékelését Ascent software segitségével végeztiik.

4.1.9 A HAoSMC-k TSP-1 termélésének vizsgalata Western blot segitségével

A HA0oSMC-k kitapasztisa 6 lyukd szdvettenyésztd lemezre (TPP) 50x10%/1lyuk sejtszammal
tortént. A szétosztast kovetd 24. draban tortént a sejtek kezelése 20 pg /mL aktivalt rFXIII-mal,
mely 24 6ran at tartott. A kontroll sejteket Refludannal gatolt thrombint tartalmazo tapfolyadékban
tenyésztettiik. A sejteket 2 mM EDTA ¢és 10% protedz gatlo tartalmt (Biotool, Houston, USA)
PBS pufferrel mostuk (1500 pL/lyuk) 30 percen keresztiil, 37 °C-on. A sejteket szuszpendalassal
Osszegyljtottiik a lemez aljardl, 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 tartalma PBS pufferrel mostuk
ujra. A lyukakba 500 pL. Laemmli puffert pipettaztunk, majd 150 rpm razatds mellett,
szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltuk. Az extracellularis matrix fehérjéket tartalmazo mintakat
a puffer szuszpendalasaval 6sszegyiijtottiik és 10 kDa szelektivitasti Microcon sziird (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 méatrixot
tartalmazo mintakbol, 6sszfehérje meghatarozast végeztiink BCA kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) segitségével. 7,5%-o0s SDS-poliakrilamid gélt hasznaltunk a fehérje tartalmu
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mintak elvalasztasara. A gélre 200 nanogramm TSP-1 standardot (Thrombospondin Human
Platelet, Athens Research and Technologies, Athens, Georgia, USA), 54 ng Osszfehérjét a
sejtlizatumokbol, 2 pg dsszfehérjét a sejtek extracellularis matrix mintakbol vittiink fel. A blottolas
PVDF membranra (Bio-Rad) tortént, félszaraz blot késziilékkel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
12V-on, 45 percen keresztiil Tow-bin pufferrel nedvesitett kozegben. A membranon iiresen maradt
helyeket 3% BSA-t (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) tartalmaz6 tTBS pufferrel blokkoltuk
(150 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,05% Tween-20, pH: 7,5) 2 6ran keresztiil. Primer antitestként egér
eredetli biotinalt monoklondlis TSP-1 ellenes antitestet (Invitrogen, Waltham, MA, USA; 1:1000
higitas, 0.5% BSA-t tartalmazo tTBS), jel6l6 antitestként HRPO-konjugalt, poliklonalis kecske
eredetli anti-egér IgG antitestet (Bio-Rad, Hercules, CA, USA; 1:20000 higitds 0.5% BSA-t
tartalmazé tTBS pufferben) haszndltunk. A detektalast kemiluminescens szubsztrat reagenssel
(ECL, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), az el6hivast fényérzékeny film (Amersham Hyperfilm ECL,

Buckinghamshire, Anglia) segitségével végeztiik.

4.1.10 TSP-1 fehérje detektalasa immunfluoreszcens festéssel

A HAoSMC-ket Clipmax 10 cm’ sejttenyésztd flaskdban (Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Svéjc) 8x10%/ flaska sejtszammal tapasztottuk ki. A késdbbiekben a flaska oldala
eltavolithato, az alja pedig targylemezként funkcional. A szétosztast kovetd 24. ordban tortént a
sejtek kezelése 20 pg/mL aktivalt rFXIII-mal, a kontroll sejteket Refludannal gétolt thrombint
tartalmazo tapfolyadékban tenyésztettiik. 24 ora elteltével PBS pufferrel mostuk, majd 3%
ecetsavat tartalmazé 96%-os ethanollal fixaltuk a sejteket 10 percig. Ujabb PBS mosast kovetéen,
a blokkolds 5% normal human szérummal tortént 15 percen keresztiil. Az immunfluoreszcens
festéshez biotinalt egér monoklondlis anti-TSP-1 antitestet (Invitrogen, Waltham, MA, USA) 1:200
higitasban, 60 percig majd DyLight 488 jelzett 16 eredetli anti-egér IgG (Vector Laboratories,
Oxfordshire, Egyesiilt Kiralysag) antitestet 1:100 higitasban, 45 percig hasznaltunk. A sejtmagokat
4',6-diamidino-2-phenylindol festékkel (DAPI) jeloltiik (Vectashiels Antifade Mounting Medium
with DAPI, Vector Laboratories, Oxfordshire, Egyesiilt Kirdlysag). A targylmezeket
Axiolmage.M2 fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss Oberkochen, Németorszag) vizsgaltuk, és
reprezentativ képeket konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal (LSM 700, Zeiss Oberkochen,

Németorszag) készitettiink, amely Plan-Apochromat 63x/1,40 olajimmerzids objektivvel és
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szilardtest diddalézerekkel (405 nm, 488 nm) volt felszerelve. A fluoreszcencia jelek detektalasat

szelektiv 1ézer gerjesztéssel végeztik.

4.1.11 TSP-1 génexpresszio vizsgalata

A HAoSMC-ket 24 lyuku sejttenyészté lemezre (TPP) 3x10* sejt/lyuk sejtszammal tapasztottuk
rFXIII-mal kezeltiik, a kontroll sejteket Refludannal gatolt thrombint tartalmazoé tapfolyadékban
tenyésztettilk. A kezelést kovetd 24. oraban a sejtkultirabol torténd total RNS tisztitdshoz a
QIAamp RNA Blood Mini Kitet (Qiagen, Hilden, Németorszag) haszndltuk, és annak leirdsa
szerint dolgoztunk. Az RNS koncentraciot és tisztasdgot NanoDrop2000 késziilékkel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hataroztuk meg. Ezt kovette a cDNS szintézis, melyhez a
qPCR BIO cDNA Synthesis Kitet (PCR Biosystems simplifying research, London, Anglia)
hasznaltuk. A reakcid soran 80 ng mennyiségli RNS irodott at cDNS-re. A cDNS szintézist a Veriti
96 well Thermal Cycler PCR késziiléken végeztiik az 1. tablazat szerint.

1. tablazat. A cDNS szintézis program

Ciklus T (°C) t (perc)
1 42 30
1 85 10
1 4 00

A komplementer DNS szintézise 42 °C-on tortént, a reverz transzkriptaz enzim lebomlasahoz 85 °C-ot

alkalmaztunk. A 4 °C biztositotta a cDNS molekula szerkezetének stabilitasat.

A cDNS-r6l kvantitativ valos idejii PCR segitségével felsokszoroztuk a TSP-1 gént, haztartasi
génkeént pedig a GAPDH génszakaszt alkalmaztuk. A primerek szekvencidja megegyezett a Dardik
¢s munkatarsai altal kozolt szekvenciaval [40,41]. A PCR reakcidkat a 2. és 3. tablazat alapjan
allitottuk Ossze, és LightCycler 480 (Roche, Budapest, Magyarorszag) késziiléken, a LightCycler
480 SYBR Green 1. Master Mix (Roche, Budapest, Magyarorszag) segitségével végeztiik. A cDNS

mintak 100-szoros higitasaval dolgoztunk.
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2. tablazat. A TSP-1 qPCR reakcio osszedllitdasa

Reagens 1 mintara (nL)
Primer Forward (10 pM) 3
Primer Reverse (10 pM) 3
SYBR Green I Master 10
dH20 2,5
c¢DNS 1,5
Osszesen 20

A tablazat a TSP-1 RNS meghatarozashoz sziikséges reagensek bemérését mutatja, egy minta esetén.

3. tablazat. A GAPDH qPCR reakcio osszedllitdsa

Reagens 1 mintara (pL)
Primer Forward (5 pM) 0,8
Primer Reverse (5 pM) 0,8

SYBR Green I Master 10
dH:0 3.4

c¢DNS 5
Osszesen 20

A tablazat a GAPDH RNS meghatarozadshoz sziikséges reagensek bemérését mutatja, egy minta esetén.

A PCR reakciok (TSP-1 és GAPDH) kivitelezése a 4. tablazat alapjan tortént.

4. tablazat. Az alkalmazott PCR program profilja

Ciklus T (°C) t (perc) Ismétlés
1 95 10:00 1
95 00:10
2 60* 00:30 40
72 00:01
95 00:05
3 65 01:01 1
97 folyamatos
4 40 00:10 1

Elsé ciklus: a reakcio eldinkubaldsa; masodik ciklus: az amplifikalni kivant DNS szakasz sokszorozéddasa;
harmadik ciklus: a SYBR Green I levdlasa az amplikonrdl; negyedik ciklus: a reakciokozeg hiitése.

*GAPDH primerek esetén az amplifikacio masodik szakasza 55 °C-on zajlott.
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Az amplifikacids ciklusok alapjan az génexpresszido mértékének szamitasat a AACt matematikai

modszer segitségével végeztiik, a GAPDH-ra torténd normalizalassal.

4.1.12 Statisztikai analizis

A kisérletek soran kapott eredményeket kétmintas Student-t teszttel elemeztiik, az eredményeket

p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.

4.2 Az a2PI heterogenitas hatasanak vizsgalata a fibrinolizisre és a fibrin alvadék
szerkezetre
4.2.1 Human mintak

Munkacsoportunk korabbi tanulmanyahoz gytijtott, egészséges onkéntesektdl szarmazo, plazma
mintdk koziil nyolcvan mintat valasztottunk ki random modon [57]. Az egészséges kontrollok
bevélogatasanal 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, konydkhajlati vénabol 0,109
M Na-citratot tartalmazo vérvételi csdvekbe (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
tortént. A plazmat 1500 g fordulatszamon, 20 percig torténd centrifugalassal valasztottuk el, majd
-70 °C-on felhasznélasig taroltuk. A résztvevok a részletes szobeli tajékoztatast kovetden irdsos
beleegyezést adtak a mintajuk kutatési célu felhasznalasdhoz. A tanulmany megfelelt a Helsinki
Deklaracio etikai iranyelveinek. A tanulméanyok etikai jovahagyasat a Debreceni Egyetem Etikai

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

4.2.2 Anyagok

A human plazma mintabol affinitds kromatografia technikéaval tortént az a2PI 6sszes formajanak
kinyerése, melyhez ugyanazt a monklondlis anti-a2PI antitestet hasznaltuk, mint a total-a2PI
ELISA mérés soran. Az igy kinyert a2PI preparatumbdl Gjabb affinitds kromatografids 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 a2PI
fehérjéket a Sino Biological cégtdl (Beijing, Kina) vasaroltuk: teljes hosszisagi a2PI (Human
Serpin F2 Protein, Met-PB-a2PI, 1-464 aa) és C-termindlisan hasitott (Human Serpin F2 Protein,
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Met-NPB-02PI, 1-437 aa) a2PI formakat. Az a2PI deficiens plazmat az Affinity Biologicals
(Affinity Biologicals, ON, Canada) cégtdl szereztiik be. A human plazmabol szdrmaz6 thrombin a
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtél szdrmazik. Huméan szdveti faktorként Innovint
(Siemens, Marburg, Németorszag), rekombinans t-PA-ként pedig Actilyse-t (Boehringer
Ingelheim Internetional, Németorszag) hasznaltunk a kiilonbozo kisérletekben. Az alvadék lizis
id6 vizsgalatat 96 lyuku, féltérfogatos lemezen (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Ausztria)
végeztik. A mintdk abszorbancidjat Tecan Infinite 200 spektrofotométer (TECAN Trading AG,
Minnedorf, Svéjc) segitségével detektaltuk. Az alvadékszerkezet vizsgéalat Ibidi p-Slide VI
lemezeken tortént (ibidi GmbH, Gréfelfing, Németorszag). A humdan plazmébdl szarmazéd
fibrinogént (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) Alexa-Fluor647 festékkel (Life Technologies,
Waltham, MA, USA) jeldltiik a reagenshez mellékelt protokoll szerint.

4.2.3 Az 02PI koncentracié meghatarozasa plazma mintakban

A total-a2PI antigén koncentracidt egy, a munkacsoportunk altal korabban kifejlesztett szendvics
ELISA technikaval mértiik [81], mellyel a plazma 6sszes a2P1 izoform4ja detektalhatd. A modszer
elénye, hogy a plazmin—antiplazmin komplexek jelenléte nem befolydsolja a mérési eredményeket
(a plazma a2PI referencia tartomanya: 48-85 mg/L). A PB-02PI antigén koncentraciot szintén a
munkacsoportunk altal kifejlesztett szendvics ELISA-val detektaltuk [57]. Az NPB-a2PI izoforma

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

4.2.4 Az o2PI plazma alvadékba valo beépiilésének vizsgalata

A plazma mintakat 2 U/mL thrombin és 20 mM CaCl, hozzdadéasaval alvasztottuk (aktivald mix)
30 percig 37 °C-on, majd a szérumot az alvadéktol centrifugdlasi Iépéssel (16100 g, 5 perc)
valasztottuk el. A total-, PB- és NPB-a2PI antigénszinteket az eredeti plazma mintdkbdl 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 hozzdadédsa okozott. Az alvadékba vald beépiilés mértékét az eredeti plazmaban,
€s az ugyanabbdl a mintabol szdrmazd szérumban mért o2Pl izoformdk mennyiségének
kiilonbségével hatdroztuk meg.

Az a2PI alvadékba valo beépiilését Western blot technikaval is vizsgaltuk. Harom, véletlenszertien
kivalasztott plazma mintat alvasztottunk a fent leirtak alapjan, 2 mM jodacetamid (IAA)
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jelenlétében vagy annak hidnyaban. Az alvadékokat mosopufferrel (PBS, 3 mg/mL IAA, pH 7,2)
alaposan mostuk (20x500 pL), majd 150 rpm razatas mellett, 20 6ra alatt, szobahémérsékleten, 5%
merkaptoethanolt és 8 M ureat tartalmazé redukalé Laemmli pufferben feloldottuk. A feloldott
alvadékokat 7,5%-os poliakrilamid gélen futtattuk meg. o2PI standardként human plazmabol
tisztitott o2PI preparatumot (Calbiochem, San Diego, CA, USA) hasznaltunk. A fehérjék
elektroblottolasa PVDF membranra (Bio-Rad) 25V-on, 30 percen keresztiil tortént Trans-Blot
Turbo Transfer System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziilék segitségével. Egy oran keresztiil,
szobahOmeérsékleten, 3% zselatint tartalmazo TBS (50 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,4) oldattal
blokkoltuk a membran szabadon maradt felszinét. Az inkubacids 1épések kozott a membran mosasa
3x5 percig, tTBS (50 mM Tris, 100 mM NaCl, 0,1% Tween20, pH 7,4) oldattal tortént, majd 0,5%
zselatint tartalmaz6 tTBS pufferben higitottuk a fehérjék jelolésére alkalmazott antitesteket. Az
Osszes izoforma detektalasdhoz HRPO-jelzett anti-human a2PI poliklondlis antitestet (GA2AP-
AP, Affinity Biologicals, ON, Kanada) 1:20000 higitasban, a PB-a2PI forma detektalasdhoz egér
anti-human PB-a2PI monoklonalis antitestet (Monoklonalis-anti-a2 AP 3AP antitest, Technoclone,
Bécs, Ausztria) (3 pg/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.

4.2.5 Fibrin alvadéklizis vizsgalatok

Nyolcvan egészséges egyéntdl szarmazd plazma mintan végeztiink in vitro fibrin alvadék lizis
vizsgalatot Orban-Kalmandi et al. modszere szerint [93]. A rekombinans teljes hosszusagh és C-
terminalisan trunkalt a2PI alvadék lizisre valo hatasanak vizsgélatahoz egy altalunk modositott
lizis-id6 meghatarozast végeztiink. a2PI hianyplazmat kiilonb6z6 rekombindns, teljes hosszusaga
¢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
(10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,4) 1:100 higitott Innovint és 130 ng/mL
rt-PA-t tartalmazott. A plazmékhoz az alvadas beinditasahoz sziikséges aktivalod keveréket adtunk,
mely 1 U/mL thrombint és 1 mM CaClx-t tartalmazott HEPES pufferben. 50 pL/lyuk plazma
keverékhez 25 pul/lyuk aktivalo keveréket pipettaztunk 96-lyuku lemezekbe, majd azonnal mértiik
a mintak turbiditasat Tecan Infinite 200 spektrofotométer (TECAN) segitségével, 340 nm-en, 1
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percenként, 6sszesen 72 percig, 37 °C-on. Az eredmények kiértékeléséhez Shiny App szoftvert
(Simple clot lysis analysis app verzidé 0.3.1) hasznaltunk, mellyel a fibrin képzddés és lizis
folyamatat abrazolé gorbe kiilonbdzd paramétereit, mint példdul a maximalis abszorbanciat
(MaxAbsz), az 50%-os alvadék lizis 1d6t (CLTS50, az alvadéklizis gorbe felszallo agan az 50%-o0s
maximalis abszorbancia eléréséhez sziikséges 1d6 és az 50%-os lizis eléréséig eltelt idd

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

4.2.6 Az alvadék szerkezetének vizsgalata konfokalis 1ézer scanning mikroszkopiaval

a2Pl hidnyplazmat egészitettiink ki kiilonb6zé mennyiségli teljes hosszusagu és/vagy C-
termindlisan trunkalt rekombindns a2PI formakkal és 2% végkoncentracioban AF647-jelolt
fibrinogénnel. Az igy kapott 50 pL plazmahoz 50 pL, az alvadékképzddést indukalo aktivald mixet
adtuk, amely TRIS/HCL pufferben (0,05M TRIS, 0,1 M NacCl, pH 7,5) higitott 0,5 U/mL thrombint
¢s 10 mM CaClx-t tartalmazott. Az Ibidi p-Slide VI lemez csatornaiba 40 pL mintat injektaltunk,
majd két oraig, sotétben, szobahdmérsékleten, nedves kamraban inkubaltunk. Az inkubacids 1d6
lejaratat kovetden a képzodo alvadékot mostuk oly modon, hogy a csatornak mindkét oldalan 1évo
bemenetet TRIS/HCI pufferrel feltoltottiink, majd a csatorna egyik oldaldhoz egy 2,5 mL-es
fecskenddt csatlakoztattunk, megtdltve azt TRIS/HCI pufterrel a fecskenddé 2 mL-es jelzéséig. A
puffert az alvadékon 2 6ran at engedtiik atfolyni. Ezt kovetéen Olympus FluoView 3000 konfokalis
mikroszkoppal (Olympus, Tokio, Japan; objektiv: UPLFLN 40x sziraz (torésmutato=1,0;
munkatdvolsag=0,51 mm; numerikus apertira=0,75; a pinhole atméréje 280 pum)) vizsgaltuk az
alvadékokat.

A Z-stack teljes vastagsdga 42 um volt, ami 2,0 pm-es lépésenként Osszesen 22 Z-szeletet
eredményezett. Az alvadékok konfokalis képeinek elemzéséhez a nyilt forraskoda Fiji (Fiji Is Just
Imagel) szoftvert hasznéltuk. A poérusméret meghatdrozasahoz kiszdmitottuk azoknak a
buborékoknak az atlagos sugarat, amelyek a 2D porusokba illeszthetdk ¢és a teljes 2D képen
maximalis lefedettséget biztositanak; az alkalmazott eljards a Miinster és mtsai altal fejlesztett
forraskoddon alapult. A fibrinszal-atmérét MATLAB (R2019a) kornyezetben futd, CT-FIRE v3.0
beta (Curvelet Transform—Fiber Extraction) nevili grafikus felhasznaloi felillet (GUI)
hasznélataval szamitottuk ki [94,95]. Minden alvadékrol ugyanabban a Z-stack pozicioban 22 kép
(1024x1024 pixel) keriilt rogzitésre. Kiilonbozé paramétereket (%-os lefedettség, poérusméret

(porusok atlagos sugara), rost szélesség) szamoltunk a 22 kiértékelt képbdl, majd atlag+SD
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formaban fejeztilk ki azokat [96,97]. A konfokalis mikroszképpal torténd vizsgalatokat a
Debreceni Egyetem, Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézetében, Dr. Sziics Péter és Dr. Hegyi

Zoltan segitségével végeztik.

4.2.7 Egyéb laboratériumi modszerek

A FXIII aktivitasat ammonia felszabadulas detektalasan alapuldé modszerrel hataroztuk meg [98],
a Technochrom FXIII kromogén tesztjét (Technoclone, Bécs, Ausztria) hasznalva. A FXIII-A>B»
antigén szintet szendvics ELISA modszerrel a kordbban leirtak szerint hataroztuk meg [4]. A
Plasminogen teszttel (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Németorszag) mértiik

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

4.2.8 Statisztikai analizis

A sziikséges mintanagysag meghatarozasahoz korrelacids mintanagysag kalkulatort alkalmaztunk.
A sziikséges mintanagysag n=80 volt ahhoz, hogy r>0,300 és a=0,05, p=0,2 értékek esetén
statisztikailag  szignifikdns korrelacidt allapithassunk meg. Az adatok eloszlasanak
meghatarozasara Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltunk. A normal eloszlast mutatd adatok
atlag+£SD, a nem normal eloszlasi adatok median (interkvartilis tartomany, IQR) forméban
keriiltek bemutatasra. Az a2PI szintek ¢és a kiilonb6z6é a2PI formak alvdékba térténd beépiilése,
valamint a kiilonb6z6 alvadék lizis paraméterek kozotti korrelaciot kétvaltozos korrelacios
analizissel végeztiik (Pearson). Ezen analizis sordn a nem normal eloszlast mutat6 valtozok esetén
az adatok természetes alapu logaritmusat vettiikk, annak érdekében, hogy az adatok normal
eloszlasat megkapjuk. A rekombinans a2PI-vel kiegészitett plazmamintak ¢és a kiillonb6zo
alvadéklizis, illetve alvadékszerkezeti paramétereinek atlagai kozotti kiillonbségek vizsgalatdhoz 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 megtalalhatd a human oszteoblaszt sejtekben is [9,11,31], eldszdr vizsgalni
kivantuk, hogy a HAoSMC-k oszteoblasztos transzformacidja egyiitt jar-e a FXIII-A
expressziojaval is. Az oszteoblasztos differenciacio eléréséhez a sejteket kalcifikacios médiumban
tenyésztettiik, mely 2,5 mM inorganikus foszfitot (Pi) és 1,2 mM Ca®'-t tartalmazott. Az
oszteoblasztos differenciaciot jelzd markerek valtozasa a 9. abran lathatd (9. A-D abra). Az
Alizarin Red S festéssel kimutatott kalcium tartalom a kontroll sejtekhez képest emelkedett a
transzformalt sejtek esetén (17,3443,2 vs. 204,42+13,8) (9. A ébra). Az oszteokalcin (OCN)
szintézis a kontrollhoz képest 9-szeresére nott (6,34+1,0 vs. 58,42+7,8) (9. B abra), a Runx2
génexpresszio mértéke a kontrollhoz képest 1,69-szeresére emelkedett (9. C abra). Az alkalikus
foszfataz aktivitds a transzformalt sejtekben a 8,67-szeresére nott a kontroll sejtekhez képest (9. D
abra). Ezen markerek szintjének emelkedése igazolta, hogy az oszteoblasztos atalakulas
megtortént. Ennek ellenére a sejtlizitumokban FXIII-A nem volt detektalhaté sem Western blot-

tal (9. E dbra) sem ELISA technikéaval (az eredmény nem keriilt bemutatésra).
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9. dabra. Oszteoblasztos differencidacio markereinek vizsgalata HAoSMC sejteken. Az oszteoblasztos
dtalakuldst 2,5 mM inorganikus foszfattal (Pi) és 1,2 mM Ca’*-mal indukéltuk majd az oszteoblasztokra
jellemzd markereket vizsgaltuk. A kalciumlerakoddas mennyiségi meghatdrozasara spektrofotometras
modszert, a lerakodott kalcium vizualizalasara Alizarin Red festést alkalmaztunk (A); Az oszteokalcin
(OCN) beépiilését az extracellularis matrixba ELISA-val és Western blot segitségével detektaltuk (B); A
Runx2 mRNS és fehérje expressziot kvantitativ reverz PCR reakcioval és Western blot modszerekkel
vizsgaltuk (C); Az alkalikus foszfataz (ALP) aktivitas mérését enzimatikus elven torténd teszttel végeztiik
(D); Az oszteoblasztos transzformdcion ateso sejtekben nem volt kimutathato a FXIII-A jelenléte Western
blot technikaval. A pozitiv kontrollként alkalmazott rekombinans FXIII-A mennyisége 10 ng (E).
(***p<0,001)

5.1.2 A rFXIII-A hatasa a HAoSMC-k proliferaciojara

Kovetkezo 1épésben a HAoSMC-khez kiviilrél adott rFXIII-A» hatasat vizsgaltuk. A hemorrhagias
plakkokban az extracelluldris FXIII-A koncentraci6 nem ismert, de feltehetden a
plazmakoncentracio (10 pg/mL) felett van. Ezért a kisérletek sordn 2,5-20 pg/mL tartomanyban
alkalmaztuk a rFXIII-Ax-t. A nem aktivalt rFXIII-A> nem volt hatassal a HAoSMC-k
rFXIIIa koncentraci6 fliggd modon, jelentdsen fokozta a sejtproliferacio mértékét a kontrollhoz
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képest. Az emelkedés mar a plazma koncentraci6 alatt is szignifikdns volt, a legmagasabb
alkalmazott koncentracié (20 pg/mL) 44% proliferaci6é fokozodast eredményezett (10. abra). A
sejtproliferacid detektalasat EZ4U és CCK-8 kitekkel is elvégeztiik, melyek hasonl6 eredményeket
adtak (az EZ4U teszt eredménye lathato a 10. dbréan).
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10. abra. A rFXIII hatisa a humdn aorta simaizomsejtek (HAoSMC) proliferdciojara. A sejtek
proliferaciojat szazalékos aranyban fejeztiik ki. A nem aktivalt rFXIII nem befolydsolta, mig a rFXIlla
koncentracio-fiiggé modon fokozta a HAoSMC-k proliferdcidjat. Az abra harom pdrhuzamos kisérlet
eredményét reprezentalja. HAoSMC: humdan aorta eredetii simaizomsejt; vFXIII-A: rekombinans faktor

XII-A; rFXIlla: aktivalt rekombindans FXIII-A (*p<0,05; ***p<0,001).

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 €s migracidja szimultan torténik, mely soran a sejtek bendvik a rendelkezésre allo
iires teriiletet. A sebzarddas kinetikailag is kovethetd, monitorozhatd. Mivel a sejtproliferacio
vizsgalata soran azt kaptuk, hogy a nem aktivalt rFXIII-A nem befolyasolta a HAoSMC-k
proliferacigjat, ezért a kovetkezd kisérletekben csak annak aktivalt foméajaval dolgoztunk.
Eredményeink azt mutattak, hogy a rFXIIla koncentracio-fiiggdé modon fokozta a sebzarodas

mértékét (11. A abra). A 30%-os és 80%-o0s konfluencia elérését az 5 pg/mL rFXIIla-val kezelt
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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) (11. B abra).
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11. abra. A rFXlIIla szerepe az in vitro sebzdaroddsban. A rFXlIlla felgyorsitotta az in vitro létrehozott
seb zarodasat a human aortabol szarmazo simaizom sejtkulturaban. Az insert eltavolitasat kévetéen
valos idejii mikroszkoppal detektdltuk a sebzarodads folyamatat, kiilonbozé rFXIlla koncentrdciok
hozzaadasa mellett (A). A 30%-o0s és 80%-os sejtkonfluencia eléréséhez sziikséges idot allapitottuk meg

(B). Az abra harom parhuzamos kisérlet eredményét reprezentalja (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

5.1.4 A HAoSMC-k kollagén szekrécioja

Az extracelluldris matrix egyik kulcsfontossagi komponense a kollagén, melynek termelt
mennyiségét harom napos kezelést kovetden vizsgaltuk. Az utolso kezeléstdl szamitott 24. orara a

kollagén mennyisége az extracellularis matrixban emelkedett, a 10 pg/mL rFXIIla esetén 10%-kal,
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15 pg/mL esetén kozel 30%-kal, 20 pg/mL esetén pedig 50%-kal a nem kezelt kultirahoz képest
(12. abra).
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12. abra. A rFXIIla hatisa a HAoSMC sejtek kollagén termelésére. A harom napos kezelést kévetéen
a rFXllla az extracelluldris matrixba torténd kollagén szekréciot koncentracio-fiiggé modon emelte. Az

abra harom parhuzamos kisérlet eredményeét reprezentalja (*p<0,05; **p<0,01,; ***p<0,001).

5.1.5 TSP-1 kimutatasa a sejttenyészet médiumaban és a sejtfrakcioban

A rFXIIla-mal tortén6 kezelés hatasat a TSP-1 szintre ELISA modszerrel hataroztuk meg. 24 6ras
kezelést kovetden a sejtek tapfolyadékaban szignifikdnsan lecsokkent a TSP-1 koncentracid a
kontroll sejtekéhez képest. A 2,5 ng/mL esetén 78%-ra, 5 pg/mL esetén 54%-ra, 10 ng/mL esetén
43%-ra, 15 pg/mL esetén 39%-ra, 20 pg/mL esetén pedig 34%-ra csokkent a TSP-1 szint (13. A
abra). Ezzel szemben a kezelt sejtek lizatuméaban a TSP-1 koncentracié emelkedését tapasztaltunk:
2,5 pg/mL esetén 20%-o0s, 5 ng/mL esetén 50%-o0s, 10 pg/mL esetén 71%-o0s, 15 ng/mL esetén
100%-o0s, 20 pg/mL esetén pedig 157%-os emelkedést (13. B abra).
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13. abra. A rFXIlla hatdsa a TSP-1 fehérje megoszldasdra a tapfolyadék és a sejtfrakcio kozott. A
rFXllla kezelés hatisara a TSP-1 koncentracio csékkent a médiumban (4), mig a sejtlizatumban
emelkedeést tapasztaltunk (B). A sejtlizatum magaba foglalja az intracellularis és a sejtfelszinhez kotott,
a sejtek mosasaval sem szeparalhato TSP-1 fehérjet is. Az abra az ELISA mérés harom parhuzamos

eredmeényét reprezentalja (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Ezt kovetden kiszamitottuk az egyes kulturdk total TSP-1 tartalmat, mely a médiumban mért és a
sejtekben/sejtekhez kototten detektalt TSP-1 dsszege. A legmagasabb aktivalt rFXIIIa-mal torténd
kezelés esetén is csak minimalis, nem szignifikans csokkenés volt detektalhato a kezelt kultarakban

a nem kezelt kultarakhoz képest (135,4411,4 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 (14. A ébra), addig a rFXIlla jelenlétében szamos apro, TSP-1-re intenziven fest6do
granulum volt lathat6, melyek tobbsége a HAoSMC-kkel asszocialodott (14. B abra).

14. abra. A TSP-1 kimutatdsa a sejtek citoplazmdjiaban. A TSP-1 immunofluoreszcens festodése a
kontroll sejtekben (A); Intracellularis és sejthez kotott TSP-1 a 20 ug/mL rFXIlla-mal kezelt HAoSMC
sejtkulturaban (B). A feher nyilak a TSP-1 specifikus antitesttel intenziven festetodott, granulatumszerii
képzodmeényeket jelzik. A granulatumok leginkabb szorosan a sejtekhez kapcsolodva fordultak eld, de

alkalmankent azoktol fiiggetleniil is megjelentek.

5.1.7 A TSP-1 kimutatasa Western blot technikaval

A cellularis és sejthez kotott TSP-1 fehérjék magas molekulasullyal, erds diszulfid-kotéssel
rendelkezd homotrimer formdban jelentek meg a redukdldo SDS-PAGE-t kdvetd Western blot
vizsgélat soran, O0sszehasonlitva a 150 kDa nagysagu, monomer TSP-1 standarddal (15. dbra).
Denzitometrias méréssel a sejt-asszocialt TSP-1 mennyiség 2,5-szeres emelkedését kalkulaltuk a
rFXIIla-mal kezelt mintdkban a kontrollhoz képest. Az extracelluldris matrixban nem volt
kimutathaté TSP-1. Ez azt sugallja, hogy a rFXIIla-mal tortén6é kezelés nem a de-novo TSP-1

szintézist indukalja, hanem inkabb eldsegiti annak sejtekhez kotott forméaban torténd megtartasat.
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15. abra. Az intracellularis és sejthez kapcsolodo TSP-1 tartalom vizsgdlata 24 ords rFXIIIa-kezelést
kovetden. 1. sav: 200 ng TSPI-1 standard; 2. sav: kontroll sejtek sejtlizatuma (54 ug fehérje); 3. sav:
kontroll sejtek extracellularis matrixa (2 ug fehérje); 4. sav: 20 ug/mL rEXIla-val kezelt sejtek
sejtlizatuma (54 ug fehérje); 5. sav: 20 ug/mL rFXIlla-val kezelt sejtek extracellularis marixa (2 ug

feherje). A diszulfid kotéssel kapcsolt TSP-1 monomerek egyiitt maradnak, magas molekulatomegii

homotrimer formaban. A TSP-1 monomerek halvany savként lathatoak 150 kD molekulatomeg alatt.

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 (16. bra).
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16. abra. A rFXllla kezelés hatisa a HAoSMC-k TSP-1 mRNS expressziojara. A rEXIlla-mal kezelt
sejtek és a kontroll sejtek TSP-1 mRNS tartalmaban nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. Az dbra

harom parhuzamos kisérlet eredményét reprezentdlja. n.s.: nem szignifikans.
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5.2 Eredmények az a2PI heterogenitas hatasanak vizsgalataban

Az o2PI C-terminalis hasitdsanak kovetkezményeit a fibrinolizis szabalyozasaban kevésbé
tanulmanyoztak korabban. Munkank soran azt kivantuk vizsgélni, hogy a kiillonb6z6 a2PI forméak

¢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 mintajat [57]. Az 5. tdblazat mutatja a vizsgalt csoport jellemzdit.
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
(17. dbra). Az 02PI aktivitads mind a total-a2PI antigén koncentracioval (r=0,691; p<0,001), mind
a PB-a2PI antigén koncentracioval (r=0,750; p<0,001) jo korrelaciot mutatott. Az a2PI aktivitas
¢s az NPB-02PI antigén koncentraciok kozotti korrelacié azonban mérsékelt volt (r=0,325;

p=0,005) (18. 4bra).

5. tablazat. A vizsgalati csoport jellemzoi (n=80)

Paraméterek Ertékek Referencia tartomany
Kor (év) 33,2+134 -
Nem (férfi %) 36,3 -
Plazma koncentraciok
FXIII aktivitas (%) 109,70£26,77 69-143
FXIII-A2B: antigén (mg/L) 22,3615,07 14-28
Fibrinogén (g/L) 3,42+0,55 1.5-4.0
Plazminogén (%) 105,0 (95,5-118,5) 75-150
Total-a2PI antigén (mg/L) 64,49+7,56 48-85
PB-02PI antigén (mg/L) 43,12 (40,46-45,99) -
PB-a2PI % (a total-02PI %-a) 68,03+6,14 -
NPB-02PI antigén (mg/L) 20,83+5,53 -
PB-02PI/NPB-02PI arany 2,1 (1,75-2,57) -

A normal eloszldast mutato értékeket atlag+SD, a nem normal eloszlast mutato értékeket pedig median (IQR)

formaban adtuk meg.
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r=0,928; p<0,001
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17. abra. A FXIII aktivitas és FXIII-A>B> antigén koncentrdcio korreldcidja. 80 egészséges onkéntes

plazma mintajanak vizsgalataval kapott eredmények.
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18. abra. Az a2PI aktivitas értékek korreldacidja a total-a2PI (A); PB-a2PI (B) és NPB-a2PI (C)

antigén koncentraciokkal. 80 egészséges onkéntes plazma minta vizsgalataval kapott eredmények.

5.2.2 Az 02PI formak beépiilése a fibrin alvadékokba

A plazma mintak alvasztasat kovetden meghataroztuk a fibrin alvadékokba beko6todott total-, PB-
¢s NPB-a2PI formak mennyiségét. Az eredmények a 6. tdblazatban keriiltek bemutatasra. A
szérum ¢€s a fibrin alvadék elvalasztasat kdvetden a total-a2PI-nak a 44,33+6,3%-a épiilt be az
alvadékba, melynek 57,8%-a a PB-a2PI forma volt. Az eredeti plazmakoncentracidjdhoz képest az
alvadékba tobb NPB-a2PI épiilt be, mint PB-02PI (58,07% ¢és 37,62%). A PB-02PI beépiilése
szignifikans korrelaciét 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
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nem mutatott szignifikans Osszefliggést a FXIII aktivitassal (r=0,110; p=0,331) ¢és a fibrinogén
koncentracioval (r=0,086; p=0,446), de korrelalt a plazminogén mennyiséggel (r=0,322; p=0,004).

6. tablazat. A fibrin alvadék a2PlI tartalma és az alvadéklizis paraméterek (n=380)

Paraméterek AtlagtSD/Median (IQR)
a2PI beépiilés
Beépiilt total-o2PI antigén (mg/L) 28.584+5.6
Beépiilt total-a2PI antigén (plazma total-a2PI %-a) 44.331+6.3
Beépiilt PB-a2PI antigén (mg/L) 16.51+£3.8
Beépiilt PB-02PI (plazma PB-a2PI %-a) 37.6216.5
Beépiilt NPB-a2PI antigén (mg/L) 12.07+4.2
Beépiilt NPB-02PI (plazma NPB-02PI %-a) 58.07£13.5
Paraméterek AtlagtSD/Mediin (IQR)
Alvadék lizis
CLTS50 (perc) 28.0 (18.0-38.5)
MaxAbsz (OD) 1.2610.16
AUC (mODxperc) 22.60+8.15

A normal eloszlast mutato paraméterek esetén atlag+SD, a nem normal eloszldst mutaté paramétereket

pedig median (IQR) formaban adtuk meg.

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. Az alvadéklizist potencidlisan befolyasold
paraméterek (FXIII antigén és aktivitas, fibrinogén, plazminogén, kiilonb6z6 plazma o2PI formak,
alvadékba beépiilt a2PI formék mennyisége) €s az alvadéklizis paraméterek kozotti korrelaciok a
7. tablazatban talalhatoak.

A FXIII-A2B> antigén és aktivitas emelkedése pozitiv hatdssal 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
totdl-a2PI plazma koncentracid statisztikailag szignifikdns, pozitiv korreldciot mutatott
mindharom lizis gorbe paraméterrel, azonban az a2PI C-termindlis formak plazma koncentracioja
esetén ez az Osszefliggés csak az NPB-02PI esetében volt megfigyelhetd. A plazma PB-a2PI/NPB-

a2PI arany szignifikans negativ korrelaciot mutatott a CLT50-nel és az AUC-vel.
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Meglepé6 modon mig a plazma NPB-a2PI és a beépiilt NPB-a2PI antigén koncentracidok
statisztikailag szignifikans, pozitiv korrelaciot mutattak mind a CLT50, MaxAbsz és AUC
értékekkel, addig a PB-a2PI esetében csak a beépiilt forma korrelalt és csak a MaxAbsz-val (19.

abra, 20. abra).

7. tablazat. A FXIII aktivitds és antigén, fibrinogén, plazminogén és a kiilonbozo a2PI formdk plazma

szintjének és alvadékba épiilt mennyiségének korreldcioja az alvadéklizis paraméterekkel

Parameter CLT50 MaxAbsz AUC

FXIII aktivitas (%) 0,127 (0,261) 0,438 (<0,001) 0,332 (0,003)
FXIII-A2B: antigén (mg/L) 0,050 (0,662) 0,374 (<0,001) 0,270 (0,015)
Fibrinogén (g/L) 0,039 (0,733) 0,518 (<0,001) 0,120 (0,291)
Plazminogén aktivitas (%) 0,087 (0,451) 0,434 (<0,001) 0,183 (0,112)
Plazma total-a2PI antigén (mg/L) 0,399 (<0,001) 0,249 (0,026) 0,349 (0,002)
Plazma PB-02PI antigén (mg/L) 0,172 (0,127) 0,125 (0,270) 0,151 (0,182)
Plazma NPB-02PI antigén (mg/L) 0,409 (<0,001) 0,231 (0,040) 0,353 (0,001)
Plazma PB-02PI/NPB-02PI arany = -0,327 (0,003) -0,172 (0,127) -0,294 (0,008)
Beépiilt total-a2PI antigén (mg/L) 0,317 (0,004) 0,458 (<0,001) = 0,396 (<0,001)
Beépiilt PB-a2PI antigén (mg/L) 0,136 (0,229) 0,295 (0,008) 0,208 (0,064)
Beépiilt NPB-a2PI antigén (mg/L) 0,298 (0,007) 0,344 (0,002) 0,339 (0,002)

A tablazatban a Pearson féle korrelacios egyiitthatot adtuk meg (v (p)) formaban, az dsszefiiggést p<0,05

eseten tekintettiik szignifikansnak, a szignifikans értékeket félkover betiivel kiemeltiik.
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19. dabra. Az a2PI formdk plazma antigén koncentrdcidjanak korreldacidja a CLT50 paraméterrel.

Totdl-a2PI (4); PB-a2PI (B); NPB-a2PI (C); n=80.
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20. dabra. Korrelicio a fibrin alvadékba beépiilt a2PI antigén mennyisége és az alvadéklizis

paraméterek kozott. n=380

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®" hozzaadasaval, 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 (21. A abra). A PB-a2PI
forma lokalizalizaciojanak meghatarozaséhoz arra specifikus monoklonalis antitestet alkalmaztunk
(21. B abra). A fibrin a-lanchoz és a-polimerekhez keresztkotott 02PI mindkét jeldlés esetén, mig
a monomer a2PI (nem kovalensen k6tddo) reakcioja csak a poliklonalis antitest jeldlés mellett volt
lathato. IAA jelenlétében a FXIII gétolt volt, ezért kovalens kotés hianyaban csak a monomer a2PI
jelenléte volt detektalhatd. Ez a nem kovalensen kotott a2PI feltehetden az NPB-02PI forma, mivel

a PB-a2PI-ra specifikus antitest nem adott reakciot ebben a savban.
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21. abra. a2PI formdk fibrin alvadékba valo beépiilésének vizsgdalata Western blot technikdval.

Thrombin (Thr) és Ca’" hozzdadasdval, FXIII inhibitor jédacetamid (IAA) jelenlétében vagy annak

hianyaban megalvasztott harom random kivalasztott normal human plazma minta. A fibrin alvadékba

beépiilt a2 Pl formak kimutatasa: poliklondlis anti-a2PI antitesttel az dssz-a2PlI forma (A); PB-02Pl-re

specifikus monoklondlis antitesttel a PB-a2PI forma (B). Az a2PI fibrin o-lanchoz és a-polimerekhez

keresztkdtodve mindkét jelolés esetén, mig a monomer a2PI (nem kovalensen kétodo) reakcioja csak a

poliklonalis antitest jeldléese mellett volt lathato. IAA jelenlétében a FXIII gatolt volt, ezért kovalens kétés

hianyaban csak a monomer o2 Pl jelenléte volt detektalhato. Ez a nem kovalensen kotott a2 Pl feltehetéen

az NPB-02PI forma, mivel a PB-02PI-ra specifikus antitesttel nem reagalt.

5.2.5 Mesterséges plazma mintakban torténd fibrin alvadéklizis vizsgalata

Eredményeink tehat azt mutattak, hogy a PB-a2PI és NPB-a2PI formak plazma koncentracidja az

alvadéklizis paramétereivel Osszefliggést mutat, valamint eltéré modon, de mindkét forma beépiil

a fibrin alvadékba. Ugyanakkor az a2PI N-termindlis heterogenitdsa €s a plazma mintakban fellépd

mas befolyasolo tényezok eltérései igencsak megnehezitik a C-terminus hasitasabol adodo valodi

kiilonbségek vizsgalatat. Ennek kikiiszobolésére olyan plazma mintékat készitettlink, amelyek csak

az a2Pl C-terminus formainak mennyiségében, illetve ardnyaiban tértek el egymastol. a2PI-

hidnyplazmat rekombindns Met-PB- és/vagy Met-NPB-oa2PI-val egészitettiink ki kiillonb6zo
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aranyokban, ¢s vizsgaltuk az ily modon elkészitett plazméabol képzddd alvadék lebontasi
folyamatat. A hianyplazméhoz képest mind a plazminogénkoté mind a nem kotd a2PI formak
jelenlétében megnyult lizisiddt tapasztaltunk. Az alvadéklizis gorbéket a 22. A abra szemlélteti.
100%-0s PB forma (65 mg/L) jelenlétében a CLT50 80%-kal n6tt az a2PI-hianyplazmahoz képest,
mig a 100%-0s NPB-a2PI forma (65 mg/L) jelenlétében a lizisidé 30%-kal nétt (22. B abra).
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+ + + +
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22, abra. Rekombindans Met-PB- és/vagy Met-NPB-a2PI hatdsa az alvadéklizis idore. Lizis gérbe (A);
50%-o0s lizisidé (B). Az dabran harom mérési eredmény atlag£SD formaban van megadva; 65

mg/L=100% a2PI.

Megvizsgaltuk az NPB-a2PI mennyiség novelésének hatasat a lizisidére a PB-a2PI allando
mennyisége mellett is (23. dbra). Az NPB-a2PI forma aranyanak novelésével parhuzamosan a
lizisidd is novekedett, enyhén, de statisztikailag szignifikdns modon. A legmagasabb mennyiségii
NPB-02PI mellett 21%-0s novekedést tapasztaltunk a 73:27%-o0s PB-02PI: NPB-02PI aranyhoz
képest (23. abra).
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23. abra. NPB-a2PI mennyiség novelésének hatasa a lizisidore a PB-a2PI forma dallando mennyisége

mellett. A CLT50 értékek harom mérési eredménye dtlag+SD formdaban megadva, 65 mg/L=100% a2PI;

** p<(0,01 és *** p<0,001 az a2PI hianyos plazmdhoz képest; ™ nem szignifikans, % p<0,01 és **
p<0,001 a 70:30 PB-02PI:NPB-a2PI aranyhoz képest.

5.2.6 Mesterséges plazma mintakban torténo fibrinhalé struktura vizsgalata

s

A kovetkezo 1épésben az a2PI-hianyplazmat AF647-jelolt fibrinogénnel egészitettiik ki, valamint

rekombinans Met-PB- ¢és/vagy Met-NPB-02PI-t kiilonb6z0 mennyiségben adtunk hozza. A

plazmék alvasztasat kovetden, az alvadék szerkezetét konfokalis 1ézer scanning mikroszkopiaval

elemeztiik. A 24. dbra mutatja be az a2PI formak kiilonb6z6 aranyainak hatasat a keletkezett fibrin

alvadék szerkezetére. A mennyiségi elemzéshez meghatiroztuk a teriilet %-os lefedettségét, a

porusméretet és a fibrin szalak vastagsagat.
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24. abra. Rekombindans Met-PB- és/vagy Met-NPB-a2PI hatdsa a fibrin alvadék szerkezetére.
Felvételek konfokdlis lézer scanning mikroszkoppal a fibrin alvadékokrdl (mintak a-d) (A). Az
oszlopdiagrammok a %-os teriileti lefedettséget (B), a porusméretet (C), és a fibrinszdl vastagsagot (D)
reprezentaljak. Az eredmények megaddsa 22 felvétel/csatorna kiértékelésével szamitott dtlag+SD
formaban tortént; 100%=65 mg/L 02 PI, mindkét forma esetében; *** p<0,001 az a2PI-hianyplazmdahoz

képest.
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Osszehasonlitva az o2PI-nélkiil késziilt fibrin alvadékkal, a %-os lefedettség jelentSsen
megnodvekedett a PB- és/vagy NPB formak jelenlétében (24. B 4bra), mig a porusméret csokkent
(24. C ébra), és vastagabb fibrin szalak (24. D abra) alakultak ki a rekombindns a2PI-vel
kiegészitett alvadékokban. A legnagyobb valtozast az a2PI-hidnyplazmahoz képest abban az
esetben tapasztaltunk, amikor mindkét forma jelen volt a normal plazmaban mért aranynak

megfelelden.
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6. Megbeszélés
6.1 Az FXIIIa hatasa a VSMC-k funkcioira

A VSMC-k normal esetben az érfal kozépso, media rétegében helyezkednek el, nyugvo allapotban
(kontraktilis fenotipus). Am valamilyen fiziologiai és/vagy patologiai hatas, kornyezeti ingerek
hatasara fenotipusvaltasra is képesek [30-33,99]. Sériilés, gyulladas vagy kiilonb6z6 novekedéi
faktorok mas és mas funkcidju fenotipus felvételére késztetik a s VSMC-ket. A szintetikus
fenotipus leginkdbb érfalsériilés vagy atheroszklerdzis folyamataiban aktivalodik, ily modon
szintézist. Oszteogén fenotipusiva atheroszklerdzisban illetve egyéb gyulladasi folyamatokban
alakulnak at a VSMC-k. Az érelmeszesedésre jellemzd patholdgias, kalcifikacios kornyezet 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 differecidcids 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 kiviilr6l hozzdadott XIII-as faktor befolyasolja-e a
funkciojukat. Az érfalban taldlhato extracellularis FXIII-A szdrmazhat a plazmabol, érfalsériilés
vagy atheroszklerotikus plakk ruptara kovetkeztében. Ezen kiviil felszabadulhat az aktivalt
vérlemezkékbdl, a plakkban felhalmozddott makrofagokbdl, és a sejtfelszinrdl is szdrmazhat a
cFXIII [1,100-104]. A plakkokban keletkezd thrombin konnyen aktivalhatja a FXIII-at, mely
hatéassal lehet a VSMC-k funkciodira is [2,105]. Munkank tovabbi részében az aktivalt FXIII hatasat
vizsgaltuk a VSMC-kre, megfigyelve milyen funkciokat indit be, mellyekkel az érelmeszesedésben
vagy az atheroszklerotikus plakk kialakulasban és fenntartasaban jatszhat szerepet. Kisérleteinkben
a sejtproliferaciora, in vitro sebzéarodasra, az extracellularis matrix f6 komponensének, a
A sejtproliferacios kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy az aktivalt FXIII, a plazma
koncentraci6 alatti tartoméanyban is fokozta a HAoSMC-k sejtosztodasat. Ezen eredményeket az in
vitro sebzarddasi vizsgalat is alatdmasztotta, amelyben az FXIIla sejtproliferaciora ¢és
sejtmigraciora gyakorolt kombinalt hatasat mutattuk ki. Mindenezen sejtfunkciok kivaltasdhoz a
XllI-as faktor transzglutaminaz aktivitdssal rendelkezé formdjara volt sziikség, a nem aktivalt

--------
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hatasat Inbal és munkacsoportja korabban mar vizsgalta néhany egyéb sejttipuson. Kimutattak,

hogy a jelen kisérleteinkben alkalmazottnal magasabb koncentraciéban (50 pg/mL) az aktivalt

--------

crer

jelentésen fokozta az FXIIla, a proliferacid esetén nem tapasztaltak valtozast. A tiidé eredetli
fibroblasztokra gyakorolt FXIIla hatas, a jodoacetamiddal gatolt FXIIla-hoz viszonyitva is, csak
mérsékelt volt. Az aktivalt FXIII az endothél sejtek, monocitdk és a bdr eredetli fibroblasztok
sejtfelszinén 1évd vitronektin receptor (avPB3 integrin) és VEGFR-2 novekedési faktor receptor
kozott keresztkotés kialakitasara képes [41]. A keresztkotés kialakulasat kovetden a VEGFR-2
novekedési faktor receptor aktivalodik, melynek hatdsdra az angiogenezisben fontos szerepet
Jatszo, kiilonbo6zd jelatviteli tvonalak indulnak be (pl. sejtproliferacio, migracio). Mivel a VSMC-
k is rendelkeznek vitronektin receptorokkal, valoszinii, hogy az FXIIla hatdsa ezekre a sejtekre
hasonlé mintazatot kovet.

Megjegyzendd, hogy a FXIII-A;B; aktivalasra hasznalt thrombin 6nmaga is képes a VSMC
funkcidkat befolyasolni, ezért a kisérleteink soran az aktivalasi 1épés utan a thrombin aktivitast
legatoltuk, valamint az eredményeket a gatolt thrombint is tartalmazé tapfolyadékban tenyésztett
sejtek eredményeivel vetettiik Ossze.

Az FXIIla hatasat a kollagén szekrécidora kordbban oszteoblaszt sejtekben vizsgaltak. Az
eredmények azt mutattak, hogy a FXIIla irreverzibilis gatlasa (de a transzglutaminaz 2 gatldsa nem)
az oszteoblasztok differencidlédasat és mineralizacigjat is nagy hatékonysaggal gatolta,
mindamellett csokkent a fibronektin €s az 1. tipust kollagén szekrécidja €s a sejtfelszinrdl valod
levalasa is [106]. A sajat kisérleteinkben a VSMC-k altali kollagén termelddés fokozodasat és az
extracellularis matrixba valo beépiilését az aktivalt FXIII-nak a plazmakoncentraci6 és az a f616tti
mennyiségben val6 adésa estén figyeltiilk meg. A proliferacio és migracio fokozasahoz alacsonyabb
FXIlla jelenlétére volt sziikség. Mindazonaltal, az FXIIla szerepet jatszhat a VSMC-k
fenotipusvaltasdban, mely soran azok kontraktilis, nyugvé allapotbol szintetikussa valnak, és a
fokozott kollagéntermeléssel, a kollagén extracelluldris matrixba valo beépitésével stabilizalhatjak
az érfalban kialakult plakkokat [31].

Szamos in vitro és in vivo tanulmany leirta az FXIIla az angiogenezisre gyakorolt hatasat, a TSP-

1 szintézissel Osszefiiggésben [26,39,40,107]. A human érendothél sejtek FXIIla-mal torténd
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kezelése soran a TSP-1 mRNS szintli expresszioja gyakorlatilag megsziint, fehérje szinten pedig
csokkent szintézist €s szekréciot eredményezett. In vivo nyul szaruhartyaban, az FXIIla indukalt
angiogenezis soran, a TSP-1 hidnyat az aktivalt XIII-as faktorral hoztdk sszefiiggésbe. Egy masik
allatmodelben, in vivo egerekben végzett heterotopias szivatiiltetés soran az FXIIla-mal torténd
kezelés angiogenezis vizsgalat céljabol tortént. A kisérletek soran a kezelés hatasara jelentésen
csOkkentett a TSP-1 mRNS szintje is [21].

Az aktivalt XIII-as faktor az atheroszkerotikus plakkok fontos alkotdelemeire az endothélsejtekre,
fibroblasztokra és makrofdgokra is hatdssal van. Kisérleteink megerdsitették azt a tényt, miszerint
a FXIIIa nemcsak ezen sejtek, hanem a VSMC-k funkcidit is jelentdsen képes befolyasolni.
jelentds szerepet jatszanak a plakk stabilitasanak kialakuldsdban és talan a plakk méretének
novekedéséhez is hozzajarulhatnak. Az FXIlla hatdsa a VSMC-k TSP-1 expresszidjara kissé
bonyolultabb. A TSP-1 mennyisége a sejtek tapfolyadékdban jelentdsen csokkent, ami
hozzajarulhat a FXIIla proangiogén hatasdhoz. Azonban ez a csokkenés nem allt Osszefiiggésben
a szintézis csokkenésével, mint mas sejttipusok esetében, hanem a szekretalt TSP-1 egy része a
sejtekhez kototten maradt. Annak megéllapitasara, hogy milyen szerepe lehet a sejthez kotott TSP-

I-nek, tovabbi kisérletek sziikségesek.

6.2 Az a2PI 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 trunkaciot az sFAP végzi,
mely kovetkeztében keletkezett izoformat az aktivalt FXIII gyorsabban képes keresztkotni a
fibrinhez. Ezt a mechanizmust tobb kutatocsoport is tanulméanyozta, azonban a C-terminalis hasitas
mértékérdl €s annak hatasarol jelenleg kevés informacié all rendelkezésiinkre. A C-termindlis
modosulds befolyasolhatja a plazmin(ogén) gatlas hatékonysagat, a fibrinalvadékba valo
beépiilésének mértékét és annak tipusat, valamint az alvadék szerkezetét. Jelen munkank
eredményeként 11j informaciokkal boviilt ismeretiink, hiszen megvizsgéltuk 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 €s antigén koncentracio
parhuzamos mérésével megerdsitettiik azt a korabbi feltételezést, miszerint az aktivitas

crer
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korrelaciot, az NPB forma mennyisége csak enyhén befolyasolja, illetve a két forma relativ aranya
a plazmaban nem befolyasolja a mért 0a2PI aktivitast [57,108].

A korabbi kozleményekben leirt eredményeket az a2PI fibrinalvadékba vald beépiilésérdl az
alkalmazott mddszerek nagymértékben befolyasoltak. Egy Laurell immunelektroforézis technikat
alkalmaz6 vizsgalat sordn a total-a2PI antigén szint a szérumban a plazmédhoz képest 18+9%-kal
(n=12) csokkent, mig az azonnali plazmin gatlasi teszttel 35+6% gatlast mutattak ki [91]. Hatvanot
véradd esetében az a2PI aktivitdsban 32,3%-os kiillonbséget mértek a plazma €s szérum szintek
kozott [109]. 6M ureaban feloldott alvadékokban mért total-a2PI-bdl csak egy kis mennyiségii
fibrinalvadékhoz kotott a2PI-t, szdmszerten 83,2+15,4 mg/L-bol 1,35+0,18 mg/L-t sikeriilt
kimutatni ELISA technikédval [110]. Az Uitte de Willige és munkatarsai altal kifejlesztett modszer
segitségével, a fluoreszcens mddon jelzett a2 PI-specifikus antitesttel jelolt, alvadékba beépiilt a2P1
aranyat hataroztak meg. Ot egészséges véradotol szarmazo Na-citrattal alvaddsgatolt plazmabol
késziilt alvadékban 39+4,9% kotott a2PI-t mutattak ki. Azt feltételezték, hogy ennek a
mennyiségnek 90%-a keresztkotott formaban van jelen, mivel FXIII inhibitor jelenlétében csak
3,9+0,5%-ot detektaltak [111]. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy jelenleg nem 4all
rendelkezésiinkre olyan mddszer, amellyel megbizhatéan meg lehetne hatarozni az alvadékhoz
asszocialodo, keresztkotott és nem kovalens modon kotdtt a2PI mennyiségét, valamint ezek
aranyat.

Tanulméanyunk sordn 80 egészséges Onkéntes mintdjaban (plazma- €s az azokbol készitett
szérummintak) parhuzamosan meghataroztuk a total-, PB- és NPB-02PI antigén koncentraciokat.
Az alvadékba beépiilt mennyiségeket a plazmaban és a hozzd tartozé szérummintaban mért
koncentraciok kiilonbsége alapjan adtuk meg. A plazmaban a PB:NPB arany 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) ardnnyal, mely sordn az els6 dimenzidban a gél Lys-plazminogént
tartalmazott [112]. Eredményeink azt mutattdk, hogy a total-a2PI 44,3+/-6,3%-a az alvadékban
maradt a szérum eltavolitasa utan. Ez az érték magasabb, mint az altaldban idézett koriilbeliil 30%,
de j6 egyezést mutat a munkacsoportunk altal korabban meghatarozott értékkel (45%) [88,89]. A
PB:NPB arany az alvadékban 1,37-nek adodott, ami azt mutatja, hogy a NPB jelentds mennyisége
kotédik az alvadékba és a PB formahoz képest magasabb aranyban, ha az eredeti plazma
koncentracidjukhoz viszonyitunk. Western blot technikdval analizalt, intenziven mosott

alvadékokban azt talaltuk, hogy a PB format keresztkoti az FXIIla a fibrin a-lancokhoz, viszont
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nem kovalens modon a fibrinhez kétddve nem detektalhatd. Ez megerdsiti Kluft és munkatarsai
korabbi eredményeit [91]. A poliklonalis antitesttel torténd jeldlés soran nem keresztkotott a2PI
monomer abban az esetben is lathaté volt a blot-on, amikor a FXIII gatolva volt. Ez a forma
feltehetéen az NPB forma, mivel a PB-specifikus antitest ezzel nem adott reakciot. Ezen
eredménnyel 6sszhangban a plazma FXIII-A>B; szintek szignifikans korrelaciot mutattak a PB
forma beépiilésével, viszont az NPB forma beépiilésével nem. Korabbi kisérletek azt bizonyitjak,
hogy a PB-a2PI forma FXIIla altali keresztkotése a fibrinhaléhoz elengedhetetlen az id6 el6tti
alvadéklizis megakadalyozasdhoz. Ezért meglepd volt az az eredmény, mely szerint sem a FXIII-
A:B> plazmaszintek, sem a PB-02PI szintje nem mutatott jelentds korrelaciot a lizisiddvel, de a
maximalis abszorbanciaval igen. Az NPB formdnak, mely egy lassi plazmin inhibitor, mind a
plazmaszintje, mind az alvadékba beépiilt mennyisége szignifikans dsszefiiggést mutatott a harom
alvadéklizis paraméterrel. Ezen hatds tovabbi vizsgélata érdekében in vitro kisérletekben a2PI-
hidnyplazmat egészitettiink ki teljes hosszlisagli és/vagy C-termindlisan 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-02PI, megnyujtotta az alvadék
lizisid6t. Abban az esetben, amikor allandé mennyiségli PB forma mellett, amely koriilbeliil a
normdl plazma koncentracionak felelt meg, ndvekvé mennyiségben NPB format adtunk, tovabbi
megnyulast tapasztaltunk.

Az a2PIl mindkét formaja hatassal volt a fibrinalvadék szerkezetére, novelve a fibrinszalak
vastagsagat és csokkentve a porusméretet. A legnagyobb véltozast abban az esetben figyeltiik meg,
amikor mindkét forma, a normal plazmara jellemzd mennyiségben és aranyban volt jelen, ami
szintén azt tdmasztja ala, hogy a két forma kiilonb6zé mechanizmussal kotddik a fibrinhez, a
hatasuk additiv. A fibrinhal6 szerkezetét meghataroz6 mechanizmusok még nem teljesen ismertek.
Szdmos tanulmany szamolt be a fibrin szerkezetében bekovetkezd valtozasokrol, kiilonbozd
thrombotikus allapotokkal 0Osszefiiggésben. Tobb kutatas szerint a vékonyabb fibrinszélak
kialakulasa, a csokkent porusméret és a csokkent permeabilitdas a fibrinolitikus kapacitas
csokkenésével és a thrombozis fokozott kockazataval hozhat6 6sszefiiggésbe. Ezzel szemben mas
tanulmanyok vastagabb fibrinszalak kialakulasarol szamoltak be, melyeket megnyult 1izisidd és
csOkkent ateresztoképesség kisért [113]. Ezen utobbi megallapitdsokkal allnak dsszhangban az
altalunk kapott eredmények. Azonban, kisérleteinkben az o2PI fibrinhez vald kotddése altal

kivaltott alvadék szerkezeti valtozas hatdsat nem vizsgaltuk fliggetleniil a direkt plazmin gatlastol.
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Azt feltételezziik, hogy mindkét folyamat hozzdjarul a teljes fibrinolitikus kapacitas
csokkenéséhez.

A 25. abra Osszegzi az irodalmi adatok és a sajat eredményeink alapjan feltételezett
mechanizmusokat, amelyek révén az a2PI C-terminalis valtozatai befolyasolhatjak a fibrinszalak

tulajdonsagait és az alvadék lizisét.
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25. abra. A PB- és NPB-a2PI fibrinalvadék tulajdonsdgaira és az alvadék lebontdsdra gyakorolt
hatasat leiro feltételezett mechanizmusok. A PB- és NPB-02PI kétédése a fibrinhez: a PB-02PI nagyobb
mennyiségben kotodik az alvadékba, mint az NPB-a2PI; azonban a fibrinhez kotédo frakcio mennyisége
az eredeti plazmakoncentrdaciohoz viszonyitva alacsonyabb a PB forma esetén. (A nyilak vastagsdga
tiikrozi a kiserleteink soran észlelt koncentracios aranyokat.) A fibrinnel valo nem kovalens kélcsénhatas
helye az a2PI molekuldban ismeretlen, viszont mivel a kolcsénhatas Lys-fiiggetlen, valosziniileg nem a
C-termindlis részen taldalhato [75]. Amikor megfelelé mennyiségben van jelen az aktivalt FXIII (FXIla),
a PB-a2PI gyorsan keresztkotodik a fibrinhez, és nem kovalens modon kotétt monomerként nem
detektalhato az alvadékban. A maradék kovalens, inaktiv komplexet (PAP-komplex) képez a keringd
plazminnal. Ezzel szemben az NPB-02Pl a FXllla szamdra kevésbé jo szubsztrdt, igy nagyobb
mennyiségben van az alvadékban nem kovalensen kétott formaban. A z6ld pontok az a2PI C-terminalis
részen talalhato Lys aminosavakat jel6lik, amelyek fontosak a plazmin(ogén)hez valo kotodés
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szempontjabol. A piros ponttal a FXIlla dltali keresztkotési helye (Q14) jelolt, mig a piros 'X' a kovalens
keresztkotest jelzi. Az NPB-a2PI varidans esetében az utolso két Lys aminosav biztosan hianyzik, ami
Jelentdsen befolyasolja a plazmin(ogén)nel valo interakciojat, ennek kovetkeztében ez a varians 10-szer
gvengébben gatolja a plazmin(ogén)t [114] (4). A PB- és NPB-a2PI fibrinhez valo kotédésének hatasa
a fibrinalvadék szerkezetére és annak lebontdasara: a PB-a2PI koncentraciofiiggd modon csékkenti az
alvadék maximalis abszorbanciajat és jelentosen megnyujtja az alvadék lizis idejét. Ezzel szemben az
NPB-02PI-nak nincs jelentos hatasa a maximalis abszorbanciara, és csak mérsékelt hatasa van a
lizisidore. Mindkét varians csékkenti a porusmeéretet és néveli a fibrin szdalak vastagsagat (B).

A C-terminalis formdk mennyiségét és azok ardnyat patologias koriilmények kozott csak két
tanulmanyban vizsgaltak. Uitte de Willige és munkatarsai miokardidlis infarktust talélé férfiak
plazméjaban csokkent total-a2PI szint mellett valtozatlan C-terminalis hasitasi aranyt mutattak ki
[115]. Barath B vénas tromboemboliat kovetden emelkedett total-a2PI plazma szintet detektalt,
mely emelkedés az NPB forma emelkedésének volt koszonhetd [57]. Ezen eredmények alapjan az
is elképzelhetd, hogy eltérd hatdsa van a C-terminalis hasitdsnak a vénas €s az artérias trombozisok
patomechanizmusaban. Azonban, a két emlitett tanulményban a trombodtikus eseményt kdvetden
csak egy alkalommal tortént az a2P1 formak meghatarozasa, feltételezetten nem az akut fazisban,
ami nem mutatja az akut eseménynek megfeleld ill. az ahhoz vezeté folyamatoknak megfeleld
viszonyokat. Egy korabbi tanulmanyban akut miokardialis infarktust kovetd rTPA vagy
streptokindz trombolitikus terapia hatdsara bekovetkezd valtozasokat vizsgaltak a PB- és NPB-
a2PI forméak plazma szintjében modositott kétdimenzids immunelektroforézis modszerrel és azt
talaltak, hogy alacsony szintli plazminogén aktivacié hatdsara a PB forma mennyisége csokkent
eldszor a plazméban, nagyobb foka plazminogén aktivacid hatdsara az NPB forma mennyisége is
lecsokkent 30%-kal [116]. Ez a tanulmény az alvadékba kotddott formak mennyiségét és hatasat
nem vizsgalta, de felhivja a figyelmet arra, hogy a C-terminalis formak hatasat a plasmin képzddés
kinetikdja és mértéke is befolyasolhatja. Tovabbi vizsgalatokra, lehetdség szerint prospektiv
tanulmanyokra lenne sziikség a C-terminalis hasitds patologias hatasanak tisztazadsdhoz €s ezek
ismeretében az esetleges terapids lehetdségek kidolgozasdhoz. Sajat eredményeink alapjan azt
feltételezziik, hogy a C-termindlis modosulds befolydsolja a plazmin gatlas hatékonysagat, a
fibrinalvadékba valo beépiilés tipusat, valamint az alvadék szerkezetét. Sziikség lenne megbizhato
modszerek kidolgozasara, mellyel az alvadékba beépiilt formdk kdzvetleniil meghatarozhatdak

lennének.

61



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 megfelel6 savban a Western
blot képen csak kozvetett bizonyiték arra, hogy a PB varians nincs jelen a fibrinalvadékban nem
kovalensen kotott formaban. Nem zarhatd ki annak a lehetdsége, hogy a fibrinhez valé nem
kovalens kotédés az alkalmazott antitest epitdpjat 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. Uj megallapitasok

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 aktivaloédasat 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 talaltuk, hogy az NPB-a2PI 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-02PI 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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8. 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-szerli
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 hatdsai 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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9. Summary

Factor XIII exists in two forms: plasma (pFXIII) and cellular (cFXIII). The activated form (FXIIIa)
ensures clot stability by cross-linking fibrin strands and binding a2-plasmin inhibitor (a2PI) to
fibrin. It also plays a role in angiogenesis, wound healing, and maintenance of pregnancy. cFXIII
can be detected in thrombocytes, monocytes/macrophages, and osteoblasts, among other cells. The
direct effect of FXIII-A on endothelial cells and fibroblasts, which play a role in the formation of
atherosclerotic plaques, has been demonstrated previously. Depending on environmental factors,
vascular smooth muscle cells can differentiate into osteoblast-like cells in plaques, so we
investigated whether this differentiation is associated with FXIII-A expression and whether
extracellular FXIII-A has an effect on the functions of smooth muscle cells. Osteoblast
transformation was not associated with cFXIII expression. Nonactivated FXIII-A had no effect on
the various functions of smooth muscle cells. FXIIla enhanced the proliferation of smooth muscle
cells even at concentrations lower than plasma concentrations. /n vitro wound closure experiments
confirmed the combined effect of FXIIIa on proliferation and migration. FXIIIa enhanced collagen
synthesis and incorporation into the extracellular matrix. FXIIla treatment did not alter the
expression level of thrombospondin-1 (TSP-1), but the amount released into the medium decreased,
with part of the TSP-1 formed remaining bound to the cells. These effects of FXIIla may play a
role in the pathogenesis of atherosclerotic plaques.

a2PI undergoes proteolytic cleavages in plasma, resulting in a heterogeneous structure with
functional consequences. The form cleaved at the C-terminal end loses its plasminogen-binding
site and is therefore much slower to inhibit plasmin (NPB-a2PI), while FXIIIa is primarily able to
cross-link fibrin with the plasminogen-binding, uncleaved form (PB-a2PI). The effect of the NPB-
02PI form on fibrinolysis has been less studied. In our present work, we investigated the
relationship between the amount of a2PI C-terminal isoforms and various plasma parameters, their
incorporation into the fibrin clot, and their effect on the structure and lysis of the clot. The total
02PI incorporated into the clot was 44.3+6.3%, and the PB-a2PI:NPB-a2PI ratio was 1.37,
indicating that a significant amount of NPB-a2PI also binds to the clot in a non-covalent manner.
The plasma level of NPB-a2PI and the amount incorporated into the clot showed a significant
correlation with clot lysis parameters (CLT50, MaxAbs, AUC). In in vitro experiments, the NPB
form also prolonged clot lysis time, albeit to a lesser extent than PB-a2PI. Both C-terminal variants
of a2PI affected the structure of fibrin clots, increasing the thickness of fibrin strands and reducing
the pore size. According to our results, in addition to FXIIla-crosslinked PB-a2PI, NPB-a2PI,
which binds noncovalently to the clot, also affects the structure and dissolution of the clot;
therefore, it would be worthwhile to further investigate the effect of heterogeneity in different

pathological conditions.
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