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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A hemosztazis kettds feladattal bir: egyrészt folyékony allapotban tartja a vért az
érpalyan beliil, masrészt az érfal sériilése esetén a vérzés miel6bbi megsziintetésére torekszik,
hogy a vérveszteséget minimalizalja. A normal hemosztazis a természetes prokoagulans és
antikoagulans rendszerek finom szabalyozasat igényli.

Mind a prokoagulans mind pedig az antikoaguldns rendszerben bekovetkezhetnek
olyan elvaltozasok, melyeket szerzett vagy oroklott tényezok idézhetnek eld. A vérzéses
klinikai tiinetekkel jard oOrokletes betegségek mar évszazadok ota ismertek, viszont a
trombdzist okozé orokletes tényezdk tobbsége csak az elmult fél évszazadban keriilt leirasra.
Ezek az oroklott trombofilidk magukba foglaljak az aktivalt protein C (APC) rezisztenciat
protein C, protein S és antitrombin III deficiencidkat. A kaukazusi populacidoban a familiaris
trombofilia leggyakoribb oka az APC rezisztenciat el6idézé FV i gjgen muticid, mely
heterozigota allapotban 5-8-szoros, mig homozigotasdg esetén akar 50-80-Szoros vénas

tromboembolias rizikdtényez6ét jelent. E pontmutacid a FV nehéz lancanak az 506-0S
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(FVa) teljes inaktivalasahoz vezet. FV eigen mutacidé esetén a FVa prokoagulans aktivitas
down-regulacidja csokkent illetve a FV kofaktor aktivitasa az APC katalizalt VIII-as faktor
inaktivacidban szintén gatolt, aminek kovetkeztében a trombin generaci6 APC okozta
csokkenése elmarad.

A trombin egyik fontos szubsztratja a véralvadas XIII-as faktora (FXIII), melyet

eloszor Laki és Lorand irtak le 1948-ban mint “fibrin stabilizalo faktort”. A FXIII egy



protranszglutaminaz, mely két formaban taldlhatdé meg a szervezetben. A plazmaban levd
forma két katalitikus A alegységbdl (FXIII-A) és két gatlo/stabilizaldo B alegységbdl (FXIII-
B) felépiil6 heterotetramer formaban (A,B;) kering. A masik forma a cellularis FXIII, mely
csak két A alegységet tartalmaz homodimer formaban (FXIII-Ay); megtalalhato a
trombocitadk, a monocitdk és a makrofagok citoplazmajaban. A FXIII-A 6t szerkezeti
doménbdl épiil fel: egy aktivacios peptidbél (AP-FXIII), egy B-szendvics doménbdl, egy
katalitikus ,,core” doménbdl és két B-hordd doménbdl. A katalitikus domén tartalmazza a
katalitikus aktivitasért felelés triadot (Cys314, His373 és Asp396), mely a nem-aktivalt FXIII-
ban rejtve van, igy a szubsztratjai szdmara nem hozzaférheto.
A FXIII-A génjében tobb polimorfizmust irtak le, amelyek koziil 6t aminosav cserével jar.
Feltételezett trombo-protektiv hatasa miatt a FXII-A Val34Leu a legkiterjedtebben
tanulmanyozott polimorfizmus. A polimorfizmus jelentdsége abban all, hogy csupan harom
aminosavra van a trombin hasitasi helyétdl az aktivacios peptidben, ezért a FXIII trombin
altal torténd aktivaciojat befolyasolja. A Leu34 varidns esetében az aktivacids peptid 2.5X
gyorsabban szabadul fel, mint a Val34 esetében, és bar a fibrinogén maga is fokozza a
katalitikus hatékonysagot, ez a hatas fliggetlen a fibrinogén szintt6l. A gyorsabb aktivalodas
kovetkeztében a Leu34 varians esetében gyorsabb a fibrin o— és y—lanc keresztkotések illetve
az op—Pl-fibrin kozti keresztkotések kialakuldsa. Kordbban azt is kimutattdk, hogy a
Val34Leu polimorfizmus a képzddott fibrinhald struktarajat a fibrinogén szinttdl fiiggden
befolyéasolja. Magas fibrinogén koncentracional a Leu34 varidns altal keresztkotott fibrin
vastagabb szalakbol all, a poérusok nagyobbak, konnyebben penetralhatdak és fogékonyabbak
a fibrinolizisre.

A FXIII-B egy glikoprotein, mely 8.5% szénhidratot tartalmaz. Egy tipikus mozaik
protein, amely 2-2 diszulfid hiddal 6sszekapcsolt, tiz ismétlddo ,,sushi” doménbdl all.
A két alegység a plazméaban komplexet alkot, melynek normal plazmakoncentracidja 1428

mg/L. A plazméban a FXIII fibrinogénhez kotédve kering (a Kd ~10® mol/L). A FXIII a



plazmaban az alvadasi kaszkad utolso 1épcséjében aktivalodik trombin és Ca®* hatésara. Elsé
Iépésben, a trombin aktivalja a tetramer szerkezetli FXIII-at (FXIII-A;B;) azaltal, hogy a
potencialisan aktiv A alegységrol (FXIII-A) lehasit egy 37 aminosavbol allo aktivacios
peptidet. Ezt kovetéen, Ca?* jelenlétében a B alegységek disszocidlnak, a hasitott FXIII-A
(FXI-A’) pedig konformacidé valtozason megy keresztiil és aktiv transzglutaminazza
(FXIla) alakul. A fibrin jelenléte az aktivacios folyamatot 80-100-szorosara gyorsitja. A
FXIII aktivacioja a fibrin felszinén torténik, majd a keletkezett FXIIla a fibrinalvadékhoz
kotddve marad. A FXIII-B hidnydban, a cellularis FXIII aktivacidjahoz nem sziikséges
proteolitikus hasitds, hanem az intracellularis Ca®* koncentracié megemelkedése elegendd az
aktiv konfiguraci6 kialakuldséhoz.

Mint a transzglutaminazok altaldban, a FXIIIa is egy acil-transzfer reakciot katalizal,
amiben egy peptidlancban levé glutamin y-karboxamid csoportja az acil donor, és egy primér
amin az acil akceptor. Ha a szubsztrat primér amin egy masik peptidlanc e—amino csoportja
az igy kialakult izopeptid kotés a peptidlancok kovalens keresztkotését eredményezi.

A FXIlIla legfontosabb szubsztratja a fibrin és az op-plazmin inhibitor (a-Pl).
Emellett szamos mas fehérje szubsztratja is van, igy példaul a véralvadas V-os faktora, a
plazminogén aktivator inhibitor-2, a plazminogén, a lipoprotein(a), a trombin aktivalta
fibrinolizis inhibitor (TAFI), adheziv proteinek (von Willebrand faktor, fibronektin,
vitronektin, trombospondin), citoszkeletalis fehérjék (aktin, miozin). Tobbségiik
keresztkotésének azonban nincs fiziologiai jelentdsége.

A FXIII fontos szerepet jatszik a hemosztazisban, a sebgyodgyulasban és a terhesség
fenntartdsaban. A hemosztazisban betoltott szerepe az alvadék végleges szerkezetének
kialakitasaban és a fibrinolizis szabdlyozasaban érvényesiil. A fibrinszélak keresztkotése
illetve a fibrin polimerek és az ap-PI kozti keresztkotések kialakitdsa révén stabilizalja a
fibrinalvadékot, ndveli az ellenallasat a keringd vér nyiroerejével szemben ¢€s védi azt a gyors

fibrinolitikus degradaciotol.



A FXIlla altal torténd fibrinszalak keresztkotése a y-lancok kozti dimerizaciot és nagy
molekulatdmegl a-lanc polimerek kialakuldsat eredményezi. A y-lancok dimerizécidja egy
398-as vagy 399-es pozicidban levd glutamin kdzotti intermolekularis kapcsolat kialakulasat
jelenti. Az o-lancok glutamin és lizin csoportjai kozott joval lassabban alakulnak ki
tobbszoros keresztkotések, melyek a-oligomerek és nagy molekulatomegli o-polimerek
megjelenését eredményezik. Az a-polimerek kialakuldsa a fibrin alvadéknak stabilitast
kolcsonoz, fokozza az alvadék erdsségét, rigiditasat és ellenalloképességét, a y-dimerek
fokozzék a fibrinhalé merevségét.

A FXIlla elméletileg harom mechanizmus révén vesz részt a fibrinolizis
szabalyozasaban: 1/ A fibrin a-polimerek kialakitdsa révén direkt hatdssal van az alvadék
fibrinolizissel szembeni ellenallasara, 2/ A fibrinszalak keresztkotése révén csOkkenti a
plazminogén fibrinhez valé kotddését, ezaltal gatolja a szoveti plazminogén aktivator (tPA)
altal torténd plazminogén aktivaciot, 3/ Az ap-PI fibrinhez torténd kotése révén megvédi az
alvadékot a fibrinolitikus enzim, a plazmin altal torténd gyors proteolitikus degradaciotol.

Az 0p-P1 a plazmin legf6bb fiziologids inhibitora, mely a fibrin polimerizaciot
kovetden FXIIla hatdsara gyorsan a fibrin a-lancaihoz kotédik, majd az igy képzddott
heterodimerek beépiilnek az a-polimerekbe. Az a,-PI a szerpin csaladba tartozo, 491
aminosavbol felépiild fehérje, melyet a maj termel és szekretal. A szekretalt op-Pl N-
terminalisan metionint tartalmaz (Metl-a,-PI). A plazmaban egy protedz, az antiplazmin
hasité enzim (APCE) az N-terminus feldl lehasit réla egy 12 aminosavbdl allo oligopeptidet,
igy a Metl-0,-Pl Asnl-o,-Pl izoformava alakul. Mind a Metl-a,-Pl, mind az Asnl-a,-Pl
izoforma megtaldlhat6 a human plazmaban, aranyuk 3:7. Mig az Asnl-a,-PI izoforma kitlind
szubsztratja a FXIIIa-nak, 2-es pozicidban 1évé Gln csoportja révén acil donorként viselkedik
a transzglutaminaz reakcioban, addig a Metl-a,-Pl izoforma kevésbé jo szubsztrat, mivel a

potencialis szubsztrat GIn fedve van, s igy nem hozzaférheté a FXIIla szamara. A



fibrinalvadék kialakuldsa soran az Asnl-a,-PI GIn2 csoportja a fibrin(ogén) Lys303-al képez
keresztkotést, ez a Lys reziduum nem vesz részt az a-lancok polimerizacidjaban. Az o,-Pl-
nak a fibrin a-lancokba vald beépiilése megeldézi a fibrin a-lancok keresztkotodését. A
keresztkotott op-PI teljes mértékben meg6rzi plazmin gatld aktivitasat, ezért hatékonyan
megvédi a fibrinalvadékot a plazmin altal torténé emésztéstél. A fibrin a-lancanak C
terminalis doménjén levd lizin reziduumok FXIIla altal torténd keresztkotése csokkenti a
plazminogén és a tPA szdmara a kotohelyeket, ennek kovetkeztében a plazminogén
aktivaciot, ezaltal is védve az alvadékot a proteolizistdl.

A human tPA ~70 kDa molekulatomegii, egylancu glikoprotein, melyet az
endotélsejtek szekretalnak a vérbe, ahol 80%-a 1-es tipust plazminogén aktivatorhoz (PAI-1)
van kotve, a fennmaraddé 20% pedig szabadon kering. Enzimaktivitassal rendelkezik, a
plazminogén plazminna torténd atalakuldsat katalizalja. Szerkezetében ,kringle-domén”
talalhat6, ami kulcsfontossagi a tPA-fibrin kozti interakcidban, mivel a maximalis enzim
aktivitas szempontjabol elengedhetetlen a tPA fibrinhez, mint kofaktordhoz valo kotddése. A
fibrin jelenléte erdteljesen fokozza a tPA plazminogén iranti affinitisat, ezaltal a plazminogén
aktivacidja haromszorosara fokozodik. A tPA, akarcsak a tobbi plazminogén aktivator, a
plazminogén Arg561-Val560 kotését hasitja, melynek kovetkeztében plazmin keletkezik. A
plazmin szerkezeti felépitésében 6t ,,kringle-domén” vesz részt; az aktiv centrum pedig a C-
terminalis részén talalhatd, mely a szerin-protedzokra jellemzd katalitikus triddot (Ser741,
His603, Asp646) tartalmazza. Az aktiv plazmin a fibrinszalakat keresztiranyba, a peptid
kotésben 1év6 lizin karboxil-csoportok mentén hasitja. A folyamat elérehaladtaval egyre tobb
C-terminalis lizin oldallanc valik szabadda, ahova tovabbi plazminogén ¢és tPA képes
bekotddni. A tPA-plazminogén-fibrin komplex kialakulasa pedig pozitiv visszacsatolast jelent
a plazmin generacié szempontjabol, ami a fibrinolizis fokozoédasahoz vezet.

A fibrinolizis lecsengéséért inhibitorok feleldsek, melyek koziil fontosabb a mar

korabban emlitett ap-PI, tovabba a PAI-1 ¢és a TAFI. A fibrin felszinéhez k6tddott plazmint az



ap-PI csak lassan képes inaktivalni (a féléletideje kb. 10-100 sec), mivel a plazminnak a
lizink6té helye és az aktiv centruma is foglalt; ezzel szemben a szabad plazmint gyorsan
inaktivalja (féléletideje 0,1 s). Az endotélsejtek és hepatocitak altal termelt PAI-1 szintén a
szerpinek csalddjaba tartozik, legnagyobb mennyiségben a trombocitakban taldlhaté meg, és a
trombocita aktivacido soran szekretalodik. Legfontosabb szerepe a fibrinolizis gatlasa a
vérlemezke dugd kialakulasa soran.

A TAFI a legujabban felfedezett fibrinolizis inhibitor, mely Osszek6td kapocs a
koagulacio és fibrinolizis kozott. A TAFI ~60 kDa molekulatomegii egylancu protein, melyet
prokarboxipeptidaz U, prokarboxipeptiddz B vagy prokarboxipeptiddz R néven is ismeriink.
A TAFI legfobb aktivatora a trombin, a trombomodulin jelenléte 1000-szeresére fokozza
trombin altal torténd aktivacidjat. A TAFI-t a tripszin és plazmin is képes aktivalni.
Fiziologids koriilmények kozott az aktiv forma meglehetdsen instabil (féléletideje kb. 10
perc). Az aktivalt TAFI (TAFIa) egy olyan karboxipeptiddaz, ami a részlegesen degradalt
fibrinben C-terminalissa valo, a plazmin, plazminogén és tPA szamara kot6helyiil szolgald
lizin és arginin oldallancokat hasitja le, ezaltal gatolva a fibrinolizist.

A FV | ¢igen mutéciod trombin generacion tilmutatd kozvetett hatasai kevésbé ismertek.
Ismert, hogy az APC profibrinolitikus hatassal is bir, ami a down-regulalt trombin generacio
miatt a TAFI csokkent aktivaciojan keresztiil valosul meg. A FV | eigen mutacio csokkenti az
APC-re adott profibrinolitikus valaszt is. A mutaciét hordozd egyénekben fokozodik a
trombin generacio és a TAFI aktivacio, igy a fibrinolizis folyamata is gatolt. A FVeigen TAFI
aktivaciora gyakorolt hatasa TM koncentracio fiiggé. Ezek a mechanizmusok feltehetden részt

vesznek a FV eigen mutacioval jaro fokozott tromboziskészség kialakitasaban.



CELKITUZESEK

Mivel a FV eigen mutacionak a fibrinalvadék keresztkotéseinek kialakulasara Kifejtett hatasat
eddig nem vizsgaltak és a fibrinolizisre gyakorolt hatasa is csak részben ismert, ezért célunk
volt megvizsgalni:

1. A FVieiden mutacio FXIII aktivaciojara kifejtett hatasat rekombindns human TM
(thTM) jelenlétében és hianyaban.

2. A FVieigen mutacid6 hogyan befolyasolja az aktiv FXIII altal katalizalt fibrin
keresztkotések (y—dimerek, a—polimerek) kialakulasat.

3. Az a,-PI és a fibrin lancok kozti keresztkdtések képzddését hogyan befolyasolja a
FV Leigen jelenléte.

4, A FVeigen mutacio fibrinolizisre gyakorolt hatasat, és ebben a FXIII szerepét rhTM

jelenlétében és hidnyéaban.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalati alanyok

Tizenot egészséges, ismert FV genotipusu (5 vad, 5 FV eigen heterozigéta, 5 FV cigen
homozigoéta) onkéntest (3 férfit és 12 nd, életkoruk: 17-67 év) valogattunk be a kisérleteinkbe.
Kizarési kritériumot jelentett a személyes anamnézisben szerepld trombozis illetve barmilyen
vérzékenységgel jard korkép. Egyik résztvevd sem volt antikoagulans terapian és a vérvételt
megel6zd két hétben nem szedtek gydgyszert. A véralvadas sziirOtesztjei mindegyik onkéntes
esetében a normal tartomanyban voltak é€s a fibrinogén-, a FXIII aktivitds €s antigén szintjiik
is a referencia tartomanyon beliil volt. Tekintettel arra, hogy a FXIII aktivacid sebességét az
FXIII-A alegység egy gyakori polimorfizmusa, a Val34Leu polimorfizmus is befolyasolja,

ezért a vizsgdlatokhoz valamennyi esetben FXIII-A Val34 genotipusi egyéneket



valasztottunk. A FVgigen mutacié és a FXIII-A Val34Leu polimorfizmus genotipizalasa
korabban kozolt, standard PCR modszerrel tortént.

A kutatds a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsdgdnak jovahagyasaval tortént. A vizsgalat teljes mértékben
megfelel a Helsinki Deklaracio etikai elveinek, minden egyén irdsos €s szdbeli tajékoztatast

kovetden irasos beleegyezését adta a vizsgalatban vald részvételhez.

Plazma mintdk elékészitése

Egyénenként 18 mL vért vettiink a konyokhajlati véndbol 2 mL 0.105 M-os
trinatrium-citrat tartalma csébe. A vérvételhez 21G-s 0.8 x 38 mm atméréji tit (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) hasznaltunk. A véralvadas intrinszik Gtjanak aktivaciojat 50
pug/mL kukorica tripszin inhibitorral (Gentaur, Brussels, Belgium) gatoltuk, melyet
kozvetleniil a vérvétel utdn adtuk hozzd a teljes vérmennyiséghez. A citrat tartalmu
vérmintdkat 1,400 g-n, 20 percen at centrifugaltuk, az igy nyert trombocita-szegény plazma
(PPP) fels6 kétharmadat egy masik centrifugacsébe pipettaztuk, majd ezt ismét azonos mdédon
lecentrifugaltuk. A masodik centrifugalds soran nyert plazma felsé kétharmadat, mint
trombocita-depletalt plazmat (PDP) hasznaltuk fel kisérleteinkhez. Elektronikus trombocita

szamlalo a PDP-ben nem mutatott ki trombocitat, mikroszkop alatt elvétve lattunk 1-1 sejtet.

FVizolalasa kevert plazmakbol

Dahlbiack ¢s munkatarsai altal leirt modszer alapjan, részlegesen tisztitott FV-t
izolaltunk FV vad és FV|eigen homozigota egyének kevert plazmajabol. Genotipusonként 3-3
egyéntdl, egyénenként 35 mL vért vettlink savas-citrat-dextroz tartalmi Vacutainer csovekbe
(ACD-B, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), majd a fent leirt centrifugalasi eljarassal
PDP-t nyertiink. Az azonos genotipusu PDP mintakat 6sszekevertiik, majd minden 10 mL

plazmahoz 1 tabletta proteaz-inhibitor koktélt (Complete, Mini, EDTA-free, Roche
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Diagnostics, Indianapolis, IN) adtunk. Ezt kdvetden barium-citrattal adszorbealtuk a plazmat
a K vitamin fiiggé alvadasi faktorok eltavolitasa érdekében. A plazmahoz 10 mL-enként
csopogtetve 0.8 mL 1 M BaCl,-t adtunk és az elegyet egy oraig folyamatosan kevertiik.
Ezutan a barium-citratot 10 perces, 6,000 g-n tortént centrifugalassal eltavolitottuk.
Kovetkez6 1épésként PEG-6,000-el (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) torténd frakcionalast
végeztiink, a felilluszoéhoz szilard PEG-6,000-et adva 80 g/L-s végsé koncentracioban. Egy
ords kevertetést kovetéen a csapadékot 6,000 g-n, 10 percen at tartdé centrifugéldssal
tavolitottuk el. A megmaradt feliiluszohoz ismételten szilard PEG-6,000-t adtunk 120 g/L-s
végkoncentracioban és az eldbbi 1épést (keverés, centrifugalds) megismételtiik. A FV tartalmua
plazma-precipitaitumot 120 g/L PEG-6,000 tartalmu desztillalt vizzel kétszer atmostuk. A
teljes preparacios folyamatot 4 °C-n végeztilk. A vad FV és homozigota FV eigen tartalmu
precipitatumokat immundepletalt FV hianyos plazmaban (Technoclone, Bécs, Ausztria)
oldottuk fel a kiindulasi plazmatérfogat 1/10-ében. Az igy kapott oldat FV aktivitasat egy-
Iépéses alvadasi teszttel hatdroztuk meg, majd FV hidnyplazmaval tortént tovabbi higitassal

az aktivitast mindkét genotipus esetében 90%-ra allitottuk be.

FXIII aktivacidja a kiilonboz6 FV\ eiden genotipusu plazmakban

Mivel plazmaban a FXIII aktivacioja a fibrin felszinen megy végbe és a FXIlla a
fibrinhez kotddve marad, ezért kisérleteinkben a FXIII aktivacigjat az alvasztas soran nyert
fibrinalvadékokban vizsgaltuk. A fibrinalvadékokat a szdveti faktor Gtvonal aktivacioja révén
nyertiilk. Az aktivaciot elvégeztiik rekombinans human trombomodulin (rhTM, American
Diagnostica, Stamford, CT) jelenlétében és hidnydban egyarant. Az rhTM koncentracid
kivalasztasanal az volt a célunk, hogy a trombingeneracio gatlasa megkozelitdleg 50%-0s
legyen a FV vad tipusu plazmakban. A kisérleteinkhez kivalasztott rh'TM koncentraciot (1.5
nM-os végkoncentracio) eldzetes kisérletek soran teszteltik FV vad tipusi plazmdakon,

melyekben az rhTM jelenléte atlagosan 45.4%-al (40-61%) csokkentette a trombingeneraciot.
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A trombingeneraciot Thrombin S-2238 nevii kromogén szubsztrat (Chromogenix, Lexington,
MA) felhasznalasaval mértiik.

150 uL PDP-hez 10 pL phys. NaCl-t és 40 pL aktivator koktélt adtunk, s az elegyet 37
°C-on kiilénbdz6 ideig inkubaltuk, majd a reakciot azonos térfogatu gatld koktéllal allitottuk
le. Az aktivator koktél Technothrombin TGA RC Low (Technoclone GmbH, Bécs, Ausztria)
volt, melyet 7.5 nM rhTM-et tartalmazd, vagy nem tartalmaz6 62.5 mM CaCl,-ban oldottunk
fel. A feloldott Technothrombin TGA RC Low ~5 pM rekombinans human TF-t, Tris-Hepes-
keletkezett trombin és FXIIla aktivitasdnak blokkoldsara, ill. a fibrinolizis megakadalyozasara
hasznalt gatlo koktél Osszetétele a kovetkezd volt: 20 mM benzamidin, 0.1 mM D-
phenylalanyl-L-prolyl-L-arginin chloromethyl ketone (PPACK), 2 mM iodoacetamid, 50 mM
g-aminokapronsav, 100 mM NaCl, 50 mM EDTA 50 mM HEPES puffer (pH 7.5). Az
aktivator koktél 4altal indukalt reakciot kiilonbozd iddintervallumok utan leallitottuk.
Amennyiben az adott idéintervallum alatt alvadék képz6dott, azt centrifugalassal szeparaltuk,
majd haromszor alaposan atmostuk fiziologias sooldattal és SDS-PAGE minta-pufferben

feloldottuk.

SDS-PAGE és Western blotting technika

Az alvadékokban képzddott fibrin keresztkotéseket (o—polimerek, y—dimerek) SDS-
PAGE technikaval 10%-os gélben vizsgaltuk; az elektroforézist kveten a gélen levé fibrint
Coomassie-kék (R250) festékkel tettilk lathatova. A képzodott fibrin y—dimerek relativ
mennyiségét GS-800 Kalibralt Denzitometeren (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) kvantitativ
denzitometridval  hatdroztuk meg. Az a-lanc oligomerek-polimerek  képzddését
hasonloképpen kvantitativ denzitometriaval kovettiik.

A FEXIII-A aktivaciojat, illetve op-PI és fibrin kozti keresztkotések keletkezését
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Western blotting technikéaval kovettiik. Az SDS-PAGE ezekben az esetekben 7.5 %-os gélben
tortént. A FXIII-A, ill. a trombin altal hasitott, azaz proteolitikusan aktivalt formajanak
(FXII-A’) detektalasara antitestként birka anti-human FXIII-A affinitds kromatografiaval
tisztitott antitestet (Affinity Biologicals, Ancaster, Canada) hasznaltunk. A detektalas nyulban
termelt biotinalt birka-ellenes 19G-vel és avidinhez kotott biotinalt peroxidaz komplex-szel
(Vectastain ABC kit komponensek, Vector, Burlingame, CA, USA) tortént; az immunreakciot
megnovelt érzékenységli kemilumineszcencias modszerrel (ECL Plus+, Amersham, Little
Chalfont, UK) hivtuk el6. A FXIII-A’ relativ mennyiségének a meghatarozasa ez esetben is
kvantitativ denzitometrids analizissel tortént. Az egyes mintdkban levé FXIII-A’ mennyiségét
a fibrin alvadékban maximalisan képz6dé FXIII-A’ mennyiségéhez viszonyitva, %-0S
aranyban fejeztiik ki. Ahhoz, hogy Osszehasonlitsuk az rhTM-nek a FXIII aktivacio
sebességére gyakorolt hatasat a kiilonbdzoé FV | eigen genotipusu plazmékban, kiszamoltuk azt
az id6t, ami a FXIII 50%-os aktivacidjahoz sziikséges (T1/2) thTM hianyaban (Ty, rhTM-) és
annak jelenlétében (T1, rhTM+).

Az op-PI és fibrinszalak kozt kialakulo keresztkotéseket szintén Western blotting
technikdval vizsgéaltuk. Els6dleges antitestként kecske anti-huméan op-Pl affinitas
kromatografiaval tisztitott antitestet (Affinity Biologicals, Ancaster, Canada) hasznaltunk. Az
immunreakcio detektalasa és el6hivasa ugyanugy tortént mint FXIII-A esetében azzal a
kiilonbséggel, hogy itt masodlagos antitestként nytlban termelt biotinalt kecske-ellenes 1gG-t
hasznaltunk. Az op-Pl-fibrin  a-lanc kozti  heterodimerek relativ mennyiségének a
meghatarozasa ez esetben is kvantitativ denzitometriaval tortént. Az egyes plazmamintakban
kialakult heterodimerek relativ mennyiségét a maximalisan képzddott op-Pl-fibrin o-lanc
kozti heterodimerek %-aban fejeztiik ki. Az 0sszehasonlitas érdekében ebben az esetben is

T értékeket (az 50%-os heterodimerizaciohoz sziikséges idéintervallumokat) szamoltunk.
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In vitro alvadék lizis vizsgalatok

A tPA Aaltal indukalt alvadék lizist turbidimetrias modszerrel vizsgéltuk. A fibrinolizist
a plazmahoz adott 10 pL tPA-val (American Diagnostica, Stamford, CT; végkoncentracio: 5
nM) indukaltuk, melyet kozvetleniil az aktivator koktél elbtt adtunk a plazmahoz. A lizis
vizsgalatokat elvégeztiik rhTM jelenlétében is hianyaban is. Egyes kisérletekben a TAFla-t 25
ug/mL krumplibdl izolalt karboxipeptidaz inhibitorral (CPI; Sigma, St. Louis, MO) gatoltuk.
Amennyiben a FXIlla aktivitast kivantuk gatolni az lizis vizsgélatok soran, 2 mM
iodoacetamidot adtunk a rendszerliinkh6z. Az alvadas és lizis folyamatat turbidimetrias
mddszerrel kdvettiik ,,microplate reader” segitségével 37 °C-on, 405 nm-es hullamhosszon, 2
oran keresztiil. Az eredmények kvantitativ értékeléséhez az 50%-os lizishez sziikséges idot (a

maximalis turbiditastol az 50%-os feltisztulasig eltelt id6t) szamoltuk ki.

Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatokat GraphPad Prism program (La Jolla, CA, USA)
segitségével végeztilkk. A genotipusok kozott rhTM hidnyaban és jelenlétében kapott
kiilonbségeket Kruskal-Wallis-féle variancia-analizissel hasonlitottuk dssze. Az eredmények
kozti kiilonbségek szignifikanciajat Mann-Whitney U-teszttel szamitottuk ki; eredményeinket

p<0.05 esetén tekintettiik szignifikansnak.

EREDMENYEK

1. A FVciden mutdcio rh TM-t6l fiiggé hatasa a FXIII aktivaciora
1.1. Az rhTM hatdsa a FXIII aktivdciora kiilonbozd FV genotipusu plazmdakban

A FViegen genotipusra nézve 5 vad, 5 heterozigbta ¢és 5 homozigdta egyén
plazmdjaban vizsgaltuk a FXIII aktivacigjat, majd az individudlisan kapott eredményeket

atlagoltuk ¢€s genotipusonként csoportositottuk. A FXIII aktivacigjdnak kinetikajarol a
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Western blot képek kvantitativ denzitometrias értékelésével kaptunk informéciot. Az egyes
mintadkban kapott FXIII-A’ mennyiségeket a plazmaban maximalisan aktivalodott FXIII-A
mennyiséghez viszonyitottuk, az aranyt %-ban fejeztiik ki. Ahhoz, hogy &sszehasonlithassuk
a rhTM-nek a FXIII aktivaciora gyakorolt hatasat a kiilonb6z6 genotipusok esetén,
kiszamoltuk azt az id6t, ami a plazmaban levé FXIII 50%-anak aktivaciojahoz sziikséges TM
hianyaban (T, rhTM-) illetve annak jelenlétében (T, rhTM+).

Az rhTM hidnyaban végzett kisérletek soran nem észleltiink szamottevd kiilonbséget a
FXIII aktivacio idébeni lefolyasaban az egyes genotipusok kozott; a Ty, értékek kozott sem
volt szignifikans kiilonbség. A FV vad tipusu egyének plazmajaban a FXIII aktivacio idében
jelentésen lelassul rhTM jelenlétében. A TM ezen hatdasa a heterozigbta és homozigota
egyének esetén elhanyagolhatdé mértékii. A FXIII aktivacidja soran mért Ty értékek
jelentésen megnyultak thTM jelenlétében a vad tipusu plazmakban, szemben a heterozigéta-
¢s homozigota plazmékban észlelt kismértékii valtozassal, a genotipusok kozti kiilonbségek
azonban nem voltak szignifikansak, ami az alacsony esetszammal és a nagyfoku individualis
variabilitassal magyarazhat6. Ezt bizonyitja, hogy amennyiben a hetero- és homozigotakat
egy csoportként kezeltiik, a FVcigen hordozok és FV vad tipusu egyének kozti kiillonbség
szignifikanssa valt. Mivel az interindividualis variabilitas zavarhatja az thTM genotipustol
fliggd hatdsanak megitélését, ezért minden egyénnél kiilon kiszamoltuk az rhTM A4ltal
eldidézett Ty, megnyulést a FXIII aktivacidjaban, azaz az thTM jelenlétében (T1orhTM+) és
annak hianyaban (T1,rhTM-) mért Ty, értékek kozti kiillonbséget (T1, rhTM+)-(Ty, rhTM-).
A T1othTM+ és TyorhTM- értékek kozti kiilonbség szignifikansan nagyobb volt a FV vad
tipusu egyéneknél, mint a FV ejgen heterozigdta és homozigota csoportokban (szam szerint
175 sec, 39 sec illetve 25 sec). A hetero- és homozigotak kozott is észleltiink kiilonbséget, de

ez nem volt statisztikailag szignifikans.
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1.2.  rhTM hatasa a FXIII aktivaciora izoldlt vad tipusu FV-tel illetve FV\ gigen-nel
kiegészitett F'V hianyplazmaban

Az alvadék kialakuldsat befolyasolo plazma komponensek individualis
kiilonbségeinek kikiiszobolése érdekében, valamint a kapott eredmények megerdsitése
céljabol, FV vad €s FV egen homozigota egyének kevert plazmaibol FV-t izolaltunk, majd
ezzel kiegészitettiik a kereskedelemben kaphaté FV hidnyplazmat, melyb6l a FV-6t
immunabszorpcioval teljes mértékben eltavolitottdk. Az igy kapott plazmékban is
megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 genotipusi FV hogyan befolyasolja az rhTM FXIII
aktivaciora gyakorolt hatasat. Ez esetben a FV kivételével valamennyi plazma komponens
azonos volt. rhTM hianyaban FV | gjgen tartalmti plazmaban a FXIII aktivacioja valamivel
korabban kovetkezett be, mint a vad FV-6t tartalmaz6 plazmaban, ami azzal lehet
Osszefiiggésben, hogy a részlegesen tisztitott két kiilonbdzd genotipusu FV preparatum
Osszetétele némileg eltért egymastol. A vad tipusu FV-tel potolt FV hidnyplazméaban a rh'TM
jelenléte szignifikansan lelassitotta a FXIII aktivaciojat; a Ty értékek kozotti kiilonbség 185
sec volt. Amikor a hianyplazmat homozigdta FV | egen-nel egészitettiik ki az rhTM FXIII
aktivaciot késleltetd hatdsa sokkal szerényebben érvényesiilt, a Ty, értékek kozti kiilonbség

65 sec volt.

2. A FVieiden mutdacio rhTM-tol fiiggé hatisa a FXIlla dltal katalizdlt fibrin
keresztkotések kialakuldsdra

Munkank kovetkezd részében azt vizsgaltuk, hogy az rhTM jelenléte hogyan
befolydsolja a kiilonb6z6 FV genotipust egyének plazmaiban a fibrin keresztkotések
kialakulasat. FV vad tipust egyének plazma mintdiban az thTM egyértelmiien késleltette a

fibrin y-dimerek kialakulasat, mig a FV | eigen homozigotak plazma mintaiban ez a hatas

jelentés mértékben csokkent. Az rhTM-nek a fibrin a-polimerek képzddésére gyakorolt
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hatasa hasonlé tendencidji, mint a y-dimerizacié esetében. Mivel az a-lancok polimerizacioja
id6ben lassubb folyamat, ezért a teljes polimerizacido nem fért bele a kisérleteink idokeretébe
¢s igy az a-lancok keresztkotését nem tudtuk a teljes polimerizacio szazalékaban kifejezni. A
FXIII aktivacidjanak értékeléséhez hasonléan meghataroztuk az dsszes y-lanc 50%-anak -
dimérré torténd alakulasahoz sziikséges id6t (Ty2). A FV vad tipust egyének plazmaiban
jelentds kiilonbséget észleltiink az rhTM nélkiil €s annak jelenlétében mért Ty, értékek kozott;
mig a FV eigen hordozok esetében ez a kiilonbség minimalis volt. A FV cigen homozigota
plazmakban az rhTM még kevésbé lassitotta le a 7y-lancok dimerizacidjat mint a

heterozigotakban, a két genotipus kdzott azonban a kiillonbség nem volt szignifikans.

3. A FViciden mutdacio rhTM fiiggd hatasa az aktiv FXIII dltal szabdlyozott o,-Pl és
fibrin kozti keresztkotések képzodésére

A fenti eredmények birtokaban, illetve annak ismeretében, hogy az aktivalt FXIII a
fibrinolizis egyik legfdbb szabalyozdja, kutatdsunk kovetkezd fazisaban kiilonbozé FV

genotipust egyéneknél megvizsgaltuk az rhTM fibrinolizisre gyakorolt hatasat.

3.1 Az rhTM hatdsa az ap-Pl-fibrin keresztkotések képzédésére kiilonbozé FV genotipusi
egyénekbol szarmazo plazmakban

FV vad tipusi egyének plazmaiban rhTM jelenlétében op-Pl-fibrin o-lanc kozti
heterodimerek kialakulasa szignifikdnsan késébb kezdddik és lassabban zajlik le, mint rhTM
hidnydban; ugyanakkor szignifikdns kiilonbséget észleltiink a nagy molekulatomegli on-Pl
tartalmt polimerek megjelenésében is. Ezzel ellentétben, a FV | gigen plazma mintakban eltiinik
az thTM nélkiili €s az azt tartalmazé plazmamintak kozti kiilonbség; sot egyetlen mutans allél

jelenléte is szignifikansan csokkentette az rhTM hatasat.
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Az ap-PI-fibrin a-lanc kozti heterodimerek 50%-anak kialakulasahoz sziikséges rhTM
jelenlétében és hianyaban mért Ty kozti kiilonbségeket is kiszamoltuk. A FV vad tipusa
egyének ¢és a FVigden heterozigotak illetve homozigotdk kozott észlelt kiilonbségek
szignifikansak voltak, viszont a két FV | ggen hordozo csoport kozti kiilonbség ez esetben sem
bizonyult statisztikailag szignifikansnak. Amennyiben az rhTM-nek az op-PI-fibrin a-lanc
heterodimerek és oligomerek kialakulasara gyakorolt hatasat egyiitt vizsgaltuk, a FVeigen

mutaci6 a fentiekhez hasonloan befolyésolta az eredményeket.

3.2. Az rhTM hatdsa az ao-Pl-fibrin keresztkotésre izolalt vad tipusu FV-tel illetve FV gigen-
nel kiegészitett F'V hianyplazmaban

A FXIII aktivacional leirt kisérletekhez hasonloan az alvadék kialakuldséat befolyasold
plazma komponensek individualis kiilonbségeinek kikiiszobolése érdekében, valamint a
kapott eredmények megerdsitése céljabol, ez esetben is FV vad és FVieigen homozigota
egyének kevert plazmaibol FV-6t izolaltunk, majd ezzel kiegészitettiik a FV hianyplazmat. Az
igy kapott plazmakban is megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 genotipusi FV hogyan
befolyasolja az rhTM o,-Pl-fibrin keresztkotésre gyakorolt hatasat. Abban az esetben, amikor
a hidnyplazmat vad tipusu FV-al egészitettiik ki, az rhTM szignifikansan lelassitotta az a-Pl
fibrinhez valo keresztkotését. Amennyiben a hianyplazmahoz homozigdta FV eigen—t adtunk,

az rhTM-nek e késlelteté hatasa minimalis mértékben érvényesiilt.

4, Az rhTM FV ¢iden fiiggd hatdsa a tPA indukdlta fibrinolizisre

Mivel az ay-PI fibrinhez vald keresztkotddése jelentdsen befolyasolja az alvadék
lizisét, ezért a kovetkezOkben az rhTM-nek a tPA indukalt lizis folyamatara kifejtett hatasat
vizsgaltuk FV vad és FVieigen homozigéta egyének plazmaiban. thTM hianyaban nem

tapasztaltunk kiilonbséget a két genotipus kozott. Az thTM jelenléte mindkét genotipus esetén

18



szignifikansan megnyujtotta az alvadék lizis idejét, azaz a fibrinolizis mértékét csokkentette,
bar az rhTM FV | eigen homozigotak esetén szignifikansan hatékonyabb volt, mint a FV vad
tipust egyéneknél. thTM hatasara a FV ggen homozigdta egyének plazmajaban az 50%-0s
lizis szignifikansan, mintegy 40 perccel késébb kovetkezett be, mint a FV vad tipust egyének
plazmajaban.

Ismert, hogy a TM TAFI aktivaciora kifejtett hatdsan keresztiil befolyasolja a
fibrinolizist. Annak bizonyitasara, hogy a TM ap-Pl-fibrin keresztkotésre kifejtett hatasanak
szintén fontos szerepe van a fibrinolizis szabdlyozédsdban, in vitro lizis vizsgalatokat
végeztiink TAFIa inhibitor jelenlétében, illetve olyan feltételek mellett is, amikor a TAFIa-t
¢s FXllla-t egyszerre gatoltuk. A TAFIa gatladsa mellett, az thTM hatédséra felgyorsult a
fibrinolizis a FV vad tipusu egyénektdl szarmaz6 plazmakban, mig a FV| gjgen mutécio esetén
ez a gyorsulas elmaradt. Ennek hatterében az allhat, hogy rhTM jelenlétében a vad tipusu FV-
Ot tartalmaz6 plazmakban a FXIII aktivacio lelassulasa miatt a FXIIla altal katalizalt o-Pl-
fibrin keresztkotés is lelassul, mig ezek a hatasok FV eigen esetén nem érvényesiilnek. A
lassubb FXIII aktivacio szerepét az rhTM jelenlétében - TAFIa gatlasa mellett - felgyorsult
fibrinolizisben Uigy bizonyitottuk, hogy a lizis vizsgalatokat TAFIa és FXIlla egylittes gatlasa
mellett is elvégeztiik. Ez esetben - az rhTM jelenlététol fliiggetleniil - a FXIIla gatlasa miatt a
lizis mindegyik plazma mintaban jelentésen felgyorsult, és az egyes genotipusok kozotti

kiilonbség is eltiint.

MEGBESZELES

A TM a EXIII aktivaciét direkt és indirekt mechanizmus révén képes befolyasolni.

crer

FXIII aktivalasahoz; a trombin FXIII aktivalo képességét a trombomodulinnal valé komplex
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képzddés csokkenti. Amennyiben fibrinogén jelen van, a FXIII aktivacioja kiillonféleképpen
modosul. A polimerizalddoé fibrin 100-szorosara fokozza a FXIII aktivaciojat a plazméban ¢€s
a FXIII aktivacio a polimerizalt fibrin felszinén megy végbe. Egyértelmii korrelacid van a
fibrinképzodés és a FXIII aktivacio kozott, a fibrinképzddés beindulasat igen gyorsan koveti a
FXIII aktivacioja. A fibrinhez valo kotédés felgyorsitja a FXIII-A-ban az Arg37-Gly38
peptidkotés trombin altal indukalt hasitasat. Ennek koszonhet, hogy plazmaban joval
alacsonyabb trombin koncentracio is elégséges a FXIII aktivacigjahoz, mint tisztitott,
fibrinogén-mentes rendszerben.

Plazma koriilmények kozott a TM direkt és indirekt mechanizmusok révén fejti ki
hatasat a FXIII aktivaciora. A direkt mechanizmus soran a TM verseng a fibrinnel a trombin
exosite 1 kotéhelyéért. A trombin exosite 1 fibrinhez vald kotédése esszencialis a FXII-A
trombin katalizalta hasitasanak felgyorsuldsdban. A TM gétolva a trombin fibrinhez vald
kotodését, gatolja a fibrin felszinen torténd gyors FXIII aktivaciot. A TM FXIII aktivaciot
befolydsold hatasa egy indirekt mechanizmus révén is érvényesiilhet. A TM felerdsiti a
protein C trombin indukalta aktivaciojat. Az APC proteolitikusan hasitja a FVa-t és FVIIla-t,
és ezaltal leregulalja a trombin generaciot; a csokkent trombin generacio pedig
csokkent/késleltetett FXIII aktivacidhoz vezet.

Eredményeink szerint FV vad tipusu egyének plazmajaban az thTM szignifikansan
lassitotta a FXIII aktivaciot, és ennek kovetkeztében a fibrin lancok keresztkotését, valamint
az ap-Pl fibrinhez vald kovalens kotését. A TM-nak ez a fibrin stabilizaciot lassitdo hatasa
FVieigen mutaciét hordozd egyének plazmaiban nem, vagy csak Iényegesen kevésbé
érvényesiilt. Ha a TM direkt hatasa, azaz a FXIII trombin indukalta aktivacidjanak direkt
gatlasa érvényesiilne, a FXIII aktivacio lassitasa a FV genotipustol fiiggetlentil bekdvetkezne.
Mivel ez csak a FV vad tipus esetén észlelhetd, eredményeink arra engednek kovetkeztetni,
hogy plazmaban nem a TM direkt hatasa érvényesiil, hanem az APC utvonalon keresztiil a

trombin generacio csokkenésének és a fibrinképzodés gatlasanak van elsddleges szerepe a
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lassubb FXIII aktivacioban és keresztkotés képzodésben. FV eigen mutacid esetében a trombin
generacio ¢és a fibrin képzddés APC utvonalon keresztiil érvényesiilé down-regulacidja elvész,
ill. sokkal kevésbé hatékony, igy az rhTM FXIII aktivaciét és a fibrin valamint az o,-Pl
keresztk6todést lassito hatasa csak kismértékben érvényesiil.

Az altalunk végzett kisérletek soran talaltunk ugyan kiilonbséget a FV gjgen hetero- és
homozigétak kozott, de ez statisztikailag nem bizonyult szignifikans eltérésnek. Ez részben a
vizsgalati alanyok kis szdmaval magyarazhatd. A FV | eigen homozigdtdk szamat az adott
feltételek mellett (trombozis mentes anamnézis, illetve FXIII-A Val34Leu polimorfizmusra
nézve vad genotipus) nem tudtuk névelni. A vizsgdlatban résztvevd 6t homozigota egyént
kozel 3000 egyén vizsgdlatdnak eredményeként sikeriilt bevalogatni. Masrészt a kisérleti
koriilmények bedllitasanadl a FV i ggen mutdcid hatdsanak kimutatdsa volt az elsddleges
szempont és nem a heterozigdta ill. homozigota allapot kozti kiilonbség vizsgalata. A kisérleti
feltételek valtoztatasaval lehetett volna talalni olyan koncentracidé viszonyokat, melyeknél a
heterozigotdk ¢és homozigdtdk kozti kiilonbség markénsabb, ez esetben azonban a kis
vizsgalati szam miatt a vad tipus és a heterozigotak kozti kiilonbség statisztikai
szignifikanciajat elveszithettiik volna.

In vitro koriilmények kozott, és transzgén egerekben in vivo is igazoltdk, hogy a
FV Leigen mutacio protrombotikus hatasa részben a fibrinolizis gatlasa révén valosul meg. A
TAFI és a FXIII a fibrinolizis két kulcsfontossagi down-regulatora, utobbi antifibrinolitikus
hatasa az op-Pl-nak a fibrinhez vald keresztkotése révén érvényesiil. A TAFI-t a trombin
aktivalja, TM jelenléte pedig 1000-szeresére gyorsitja fel az aktivacio folyamatat. A TAFla a
részlegesen emésztett fibrinrdl lehasitja a C-termindlisan szabadda valo lizin oldallancokat,
melyek a hatékony plazminogén aktivaciohoz sziikségesek. A TM bonyolult mechanizmus
révén szabalyozza a TAFI-t. Egyrészt fokozza a trombin altal torténd TAFI aktivacio
sebességét, masrészt a PC aktivalasan keresztiil csokkenti a trombin generaciot, ami a

kevesebb rendelkezésre 4ll0 trombin miatt csokkent TAFI aktivacidhoz vezet. A TM-nak e
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hatasai koncentracio-fliggéek, vagyis alacsony TM koncentracid mellett a TAFI aktivacid
fokozddasa dominal, mig a magas TM koncentracié, az APC FV-re gyakorolt hatdsan
keresztiil a trombin generaci6é csokkenésének kedvez, ami csokkent TAFI aktivacioval jar.
Ennek megfelelden, mig az alacsony TM koncentraci6é antifibrinolitikus/protrombotikus,
addig magas TM koncentraci6 profibrinolitikus/antitrombotikus hatassal bir. FV|gjgen mutacio
esetében az antitrombotikus hatas csokkent, vagyis a TAFI aktivaci6 magasabb TM
koncentracioknal észlelt gatlasa elvész. A TM FXIII aktivaciora és a fibrin illetve op-Pl
keresztkotodésre kifejtett hatasat is befolyasolja a FVieigen mutacié. FViggen hordozok
esetében elmarad a TM FXIII aktivaciot és fibrin illetve op-PI keresztkotodést lassitd hatasa.
Ez magyardzza, hogy FV|eden-t tartalmazd plazmaban a lizis id6 rhTM jelenlétében
bekovetkezd megnytlasa, azaz a fibrinolizis csokkenése, kifejezettebb volt, mint vad tipusu
FV-6t tartalmazé plazmakban. A fenti mechanizmus a FV|eigen mutacié okozta fokozott
tromboembolias rizikonak egy j biokémiai mechanizmusat jelenti.

Annak bizonyitasara, hogy a FXIII aktivacio és a fibrin valamint op-PI keresztkotések
kialakulasa valoban szerepet jatszik a TM fibrinolizisre kifejtett hatasaban, a lizis
vizsgalatokat TAFIa inhibitor jelenlétében, azaz a TAFI aktivacion keresztil hatd
mechanizmusok kiiktatasaval, is elvégeztiik. A TAFIa gatlasa esetén a FV vad tipust egyének
plazma mintaiban thTM jelenlétében a fibrinolizis folyamata felgyorsult (a lizis id6 rovidiilt),
amit a FXIII aktivalodas lelassuldsa és ennek kovetkeztében az o-PI fibrinhez val6 kovalens
kapcsolodasanak a késleltetése magyaraz. FV eigen mutacid esetén a TM-nak az op-Pl fibrin
keresztkotés kialakulasat lassito hatdsa elmaradt, és az thTM jelenlétében és hianydban mért
lizis id6k kozel azonosak voltak. Amennyiben a TAFla gatlas mellett FXIIla inhibitorral
gatoltuk az op-PI keresztkotddését, azaz mindkét fibrinolizist gatld mechanizmust kiiktattuk, a
fibrinolizis thTM jelenlététdl fiiggetleniil jelentésen felgyorsult és eltiint a FV genotipusok

kozti kiilonbség is. Ezek az eredmények megerdsitik a FXIII aktivacion és az op-Pl-fibrin
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keresztkotések kialakulasdn keresztiil haté mechanizmus fontossagat a FVgjgen mutacid
antifibrinolitikus hatasadban

Osszegzésként elmondhat6, hogy FV vad tipusu egyénekben a TM lassitja a trombin
altal indukalt FXIII aktivaciot, a fibrin ldncok keresztkotését és az ap-Pl fibrinhez torténd
keresztkotését. E hatas a trombin generaci6 APC utvonalon keresztiil torténé down-
regulacidja révén érvényesil. A FVcigen mutacié a TM eme hatasait megsziinteti, ami (a
TAFI  aktivaciora  kifejtett  hatds  mellett)  szerepet  jatszhat a  mutacio

antifibrinolitikus/protrombotikus hatasaban.
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OSSZEFOGLALAS

Az V-0s faktor Leiden mutacidja (FVieigen) egy relative gyakori mutacido a kaukazusi
populécidoban, mely heterozigotdk esetén 5-8-szoros, homozigotakban 50-80-szoros vénas
tromboembolids rizikot jelent. FVeigen esetén a FVa és a FV APC indukalta proteolitikus
hasitasa gatolt, igy a trombin generacid csokkenése €és a prokoagulans aktivitds down-
regulacioja elmarad, illetve és a FV antikoagulans hatasa is gatolt. A FVieigen trombin
generacion talmutato kozvetett hatasai kevésbé ismertek, igy pl. a mutacionak a XIII-as faktor
(FXIII) aktivaciora, az alvadék keresztkotéseinek kialakulasara gyakorolt hatasat eddig nem
vizsgaltak.

Munkéankban tizenot egészséges, ismert FViggen genotipusi egyén plazméjaban a
véralvadés fizioldgids, extrinszik utjat rekombindns human szoveti faktort, foszfolipidet és
Ca’*-ot tartalmazo oldattal aktivaltuk rhTM jelenlétében ¢és hidnydban. A kiilonbdzd
1dékozokben nyert alvadékokat SDS-PAGE és Western blotting technikékkal analizéltuk,
majd a FXIII aktivalodas, a fibrin keresztkotések illetve az alfa-2-plazmin inhibitor (ai-Pl) és
fibrin kozti keresztkotések kialakuldsanak mértékét kvantitativ denzitometriaval értékeltiik.
Kisérleteinket tisztitott, vad tipust FV-tel illetve homozigdta mutans FV | ggen-nel kiegészitett
FV hianyos plazmakkal is elvégeztiik. A rhTM-nek a tPA-val indukalt alvadék lizisre kifejtett
in vitro hatasat turbidimetrids modszerrel vizsgaltuk FV vad tipusu €és FV|gjgen homozigota
egyénektdl nyert plazmakban.

A FV vad tipust egyének plazmajadban a rhTM jelentdsen lelassitotta a FXIII
aktivacigjat, a fibrin y-lancok dimerizaciojat illetve a op-PI-fibrin  a-lanc kozti
heterodimerek/oligomerek kialakuldsat. Az rhTM-nak ez a hatadsa FV | ¢jgen hordozok esetében
csak elhanyagolhaté mértékben érvényesiilt. A rhTM lelassitotta a tPA-indukalt alvadék
lizisét és ez a hatas kifejezettebb volt a FV eigen hordozo egyének plazmajaban. Amennyiben a

trombin altal aktivalhaté fibrinolizis inhibitor aktiv formajanak (TAFIa) hatéasat
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karboxipeptidaz gatld szer hozzdadaséaval felfiiggesztettiik, rhTM jelenlétében a lizis id6 a FV
vad tipusu plazmékban jelentésen megrovidiilt, ami a lassibb op-Pl-fibrin keresztkotések
kialakulasaval magyarazhat6. Ez a hatds a FViegn hordozok esetében nem volt
megfigyelhetd.

A FVigigen hordozok plazmajaban az rhTM-nek a FXIII aktivaciora, a fibrin lancok
keresztkotésére, illetve a op-Pl-fibrin keresztkotések kialakulasara kifejtett késlelteté hatasa
nem érvényesiil, és ez az alvadék fibrinolizisének galasdhoz vezet. Eredményeink a FV | cigen

mutacid trombozis hajlamot fokoz6 hatasanak 0j biokémiai mechanizmusara vilagitanak ra.
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