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1. BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

1.1. A XIII-as faktor és szerepe a véralvadásban 

 

A XIII-as faktor története több mint 70 évvel ezelıttre nyúlik vissza, amikor Barkan és 

Gaspar megfigyelte, hogy a Ca2+ ionok jelenlétében kialakuló fibrin alvadék nem oldódik 

gyenge lúgban (1). Húsz évvel késıbb Robbins ismételte meg és terjesztette ki ezeket a 

kísérleteket tisztított fibrinogént alkalmazva és megállapította, hogy a Ca2+ önmagában nem 

elég az alvadék gyenge savban vagy lúgban való oldhatatlanná tételéhez, s egy további 

szérum faktor jelenlétét feltételezte (2). Laki Kálmán és Lóránd László volt az a két magyar 

kutató, akik elıször kimutatták, hogy ez a szérum faktor hılabilis, nem dializálható és 

szükséges ahhoz, hogy a fibrin alvadék koncentrált ureában oldhatatlanná váljon. Ezt a 

fehérjét fibrinstabilizáló faktornak nevezték el (3-5). A fibrinstabilizáló faktort elıször Loewy 

és munkatársai állították elı tiszta formában és írták le enzimatikus tulajdonságait (6-10). A 

Véralvadási Faktorok Nemzetközi Bizottsága 1963-ban a fibrinstabilizáló faktort véralvadási 

faktorként ismerte el és XIII-as véralvadási faktorként sorolta be.  

A FXIII heterotetramerként kering a vérben, amelyet két alegység alkot (A2B2), a  két 

globuláris A és az azt körülvevı két hosszú, vékony, egyenes B alegységek (11,12). A B 

alegység akadályozza meg a vérben az A alegység aktiválódását (13,14). A FXIII 

proteolítikus úton, trombin hatására aktiválódik, a folyamatot elsısorban Ca2+ és a 

fibrin(ogén) szabályozza (15,16). A FXIII aktív formája (FXIIIa) transzglutaminázként ε(γ-

glutamyl)lysyl keresztkötéseket hoz létre a fibrinmonomerek között és ezáltal a véralvadási 

kaszkád utolsó fázisában kialakuló fibrinhálót stabilizálja (13,17). Ezen kívül a FXIIIa a 

fibrinolízis fı inhibitorát, az α2-antiplazmint kovalensen köti az α-fibrinlánc polimerekhez, 

ami megvédi a fibrint a gyors fibrinolítikus degradációtól (18,19). A véralvadásban a FXIII 

további szubsztrátjai a fibrinogén (20), a faktor V (21,22) és a 2-es típusú plazminogén 

aktivátor inhibitor (23). 

A FXIII B alegységét az emberi szervezetben a májsejtek (24), az A alegységet 

(FXIII-A) nagyrészt a megakariociták/trombociták (25) és a monociták/makrofágok (25), 

valamint kis mértékben a májsejtek szintetizálják (26). Néhány évvel ezelıtt bizonyították, 

hogy a kondrociták is képesek a FXIII-A szintézisére (27). 

Véralvadás nem csak intravaszkulárisan, hanem extravaszkulárisan is létrejöhet. 

Patológiás folyamatok során pl. gyulladás esetén vagy a tumorok strómájában a 

megnövekedett permeabilitású érfalon keresztül jut plazma az extravaszkuláris, intersticiális 
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térbe. A tumor-asszociált makrofágok szöveti faktort expresszálnak, az extrinzik véralvadási 

út összes faktorát tartalmazzák (28) és a keresztkötött fibrint létrehozó FXIII-A-t is 

szintetizálják (29). A kialakuló fibrinháló stabilizálásában valószínőleg mind a tumor-

asszociált makrofágokban található, mind a fokozott permeabilitású érfalakon kijutó és 

aktiválódó FXIII szerepet játszik (30-32). Extravaszkulárisan keresztkötött fibrint a reumatoid 

szinoviális szövetetekben is kimutattak (33). 

 

1.2. A XIII-as faktor véralvadási folyamaton kívüli szerepe 

 
Az elmúlt három évtizedben nyilvánvalóvá vált, hogy a FXIII szerepe nem korlátozódik 

kizárólag a véralvadás területére. Mind klinikai megfigyelések, mind kísérleti eredmények 

bizonyítják, hogy a FXIII szerepet játszik a sebgyógyulásban (34,35), a terhesség korai 

szakában a FXIII deficiencia habituális abortuszhoz vezet, mely normál plazma vagy FXIII 

koncentrátum adásával kivédhetı (13,36).  

Noha már évtizedekkel ezelıtt kimutatták a FXIII-A-t a trombocitákban (25) és több, mint 

15 évvel ezelıtt a monocita/makrofág sejtvonalban (25), a celluláris FXIII-A szerepérıl 

keveset tudunk. Kísérleti és klinikai eredmények alapján valószínősíthetı, hogy a 

megakariociták, monociták és makrofágok nem tekinthetık pusztán a plazma FXIII-A 

szintézis helyének és a FXIII A alegységének intracelluláris funkciói is vannak:  

a.) A FXIII-A jelen van a monocita/makrofág sejtvonalban a csontvelıi fejlıdésük 

legkorábbi szakaszától a keringésben levı monocitákon keresztül a szövetekbe és 

szerózus testüregekbe vándorolt, makrofággá differenciálódott sejtekben (36-43).  

b.) A FXIII-A nem rendelkezik szignál szekvenciával és amikor sejttenyészetben 

újszülött hörcsög vesesejtekben expresszáltatták, nem jelent meg a tápfolyadékban, 

ami arra utal, hogy a FXIII-A csak a sejtek szétesése vagy membránjuk károsodása 

esetén juthat ki a sejtekbıl (44). 

c.) A makrofágokban a FXIII-A jellegzetes citoplazmatikus eloszlást mutat; elsısorban a 

citoplazmatikus vakuolumok körül és a pszeudopodiumokban figyelhetı meg, de a 

fagocitotikus vakuolumokban nem lehet kimutatni (39). Immunelektronmikroszkópos 

vizsgálatok kimutatták, hogy a FXIII-A a mikrofilamentumok mentén található a 

sejtekben, de sohasem detektálható a szekretoros vezikulumokban (26).  

Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a FXIII-A valamilyen módon a fagocitózis 

folyamatával kapcsolatban van. Ezt a feltételezést erısítik meg azok a kísérleti eredmények, 
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melyek szerint a fontosabb citoszkeletális proteinek (miozin, aktin, vinkulin) a FXIII-A 

szubsztrátjai (45-47). 

A celluláris FXIII ettıl teljesen eltérı szerepére utal az a megfigyelés, hogy a 

monocita/makrofág differenciáció korai szakaszában a 2. és 3. napon a FXIII-A nukleáris 

akkumulációja figyelhetı meg a sejtekben (42). Elızıleg már leírták, hogy bizonyos 

hisztonok között transzglutamináz által katalizált keresztkötések jönnek létre, illetve a 

sejtmagban található hisztonok is a transzglutaminázok szubsztrátjai lehetnek (48,49). Ezek az 

eredmények valószínősítik, hogy a celluláris FXIII-nak a monocita/makrofágokban szerepe 

lehet a kromatin átrendezıdésében, olyan folyamatokban, mint pl. a programozott sejthalál, 

sejtdifferenciáció vagy sejtproliferáció. 

A trombociták, a monocita/makrofágokhoz hasonlóan nagy mennyiségő FXIII-A-t 

tartalmaznak (41). A FXIII-A trombocitákban betöltött szerepét kutatva kimutatták, hogy a  

celluláris FXIII egy alacsony molekulasúlyú hısokk proteinhez (HSP), a HSP27-hez 

kapcsolódva található meg ezekben a sejtekben. A trombocita aktiváció során a HSP27 

foszforilálódik és a citoszkeleton képzıdés helyére transzlokálódik a FXIII-A-val együtt 

(50,51). Nemrég írták le azt is, hogy az aktivált trombocitákban a FXIII-A keresztkötéseket 

hoz létre a filamin és a vinkulin monomerek között, amelyek citoszkeletális proteinek. 

Megfigyelték, hogy az aktin polimerizáció gátlásával a FXIII-A transzlokációja a sejtek 

szubmembrán részére blokkolható (52). 

Fontos kérdés, hogy sejten belül a FXIII-A hogyan aktiválódik trombin nélkül. 

Kimutatták, hogy a FXIII-A nem-proteolítikus úton is aktiválódhat: lokálisan magas só 

koncentráció esetén (53). Bizonyították, hogy az intracelluláris FXIII-A lassú progresszív 

aktivációja jön létre fiziológiás ionerısség mellett is Ca2+ jelenlétében (53-55). 

 

1.3. A monocita/makrofágok és a fagocitózis 

 

A monocita/makrofágok a mononukleáris fagocita rendszer tagjai, melyet a keringésbıl 

kilépve különbözı szervekbe vándorolt és ott makrofággá differenciálódott sejtek alkotnak. 

Jelen vannak a kötıszövetben, a hajszálerek bazálmembránja körül és különösen sok található 

belılük a tüdıben (alveoláris makrofágok) és a májban (Kuppfer sejtek), ezen kívül 

megtalálhatóak a lépben, a nyirokcsomókban, a vesékben, az agyban és a csontokban (56). A 

differenciálódás során a monociták morfológiai és funkcionális változásokon mennek 

keresztül, melyet citokinek, baktérimok által termelt anyagok és in vitro különbözı ágensek 

szabályoznak (56-60). A monocita/makrofágok az immunrendszerben sokrétő szerepet 
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töltenek be, így részt vesznek a baktériumok, vírusok elleni védekezésben, a tumorsejtek 

eliminálásában, a hiperszenzitivitási és autoimmun reakciókban (56-59). A fagocitózis 

folyamatában az Fcγ, a komplement és az ún. lektin-szerő receptorok a legfontosabbak (57-

61). 

Az Fcγ receptorok (FcγR) szerepet játszanak az immunkomplexek eltávolításában, az 

antitesttel fedett partikulumok fagocitózisában, az antigén prezentáció fokozásában, a reaktív 

oxigén intermedierek (ROI) szekréciójában, az antitest-dependens citotoxicitásban (ADCC) és 

a tumorsejtek eliminációjában (57,62). Ezen kívül gyuladásos mediátorok, hidrolítikus 

enzimek és több citokin termelését is indukálhatják (63-66). Az FcγR közül a monocitákon az 

FcγI és FcγII és FcγIII receptor expresszálódik. Az FcγRI nagy affinitással köti a humán 

IgG1-et és IgG3-at, az egér IgG2a-t és IgG3-at, illetve az IgG immunkomplexet és fontos 

szerepe van az ADCC-ben (62,66). Az FcγRII-t a monociták/makrofágok mellet számos más 

sejt is expresszálja pl. a granulociták, trombociták, nagy granulumú limfociták (LGL), a 

természetes ölısejtek (NK) és a B limfociták (57). Az FcγRII alacsony affinitással köti az 

IgG-t és csak IgG immunkomplexszel vagy opszonizált partikulumokkal lép reakcióba. Az 

expressziója alig változik a sejtdifferenciáció alatt vagy citokinek hatására (57). A monomer 

IgG-t alacsony affinitással kötı FcγRIII fıleg a makrofágokon, granulocitákon és az LGL/NK 

sejteken található meg. Az FcγRII-höz hasonlóan az immunkomplexet és az opszonizált 

partikulumokat köti meg. FcγRIII-nak két típusa van az: az FcγRIIIA, melyet makrofágok és 

LGL/NK sejtek expresszálnak, rendelkezik transzmembrán és citoplazmatikus doménnel is és 

citotoxikus, illetve fagocitotikus trigger molekulaként mőködik (67,68); az FcγRIIIB a 

granulocitákon expresszálódik és a ROI-k termelését indukálja, illetve valószínőleg az 

immunkomplexek eltávolításában is részt vesz (68,69). 

A komplement receptorok (CR) az Fcγ receptorokhoz hasonlóan szerepet játszanak a 

kórokozók felismerésében és fagocitózisában, részt vesznek a sejtek aktiválásában, az 

immunkomplexek eltávolításában, a gyulladásos reakció szabályozásában, a kemotaxisban és 

az autoimmun folyamatokban (70). A monocitákon/makrofágokon megtalálható komplement 

receptorok közül a legfontosabbak a komplement receptor 1 (CR1) és 3 (CR3), ezen kívül 

megtalálható felszínükön a komplement receptor 4, C5a és C1q is (70-72).  

A CR1 (CD35) elısegíti a C3b és C4b komplement proteinekkel opszonizált partikulumok 

vagy immunkomplexek sejthez való kötıdését és a CR3-mal együttmőködve részt vesz a 

kötıdött partikulumok fagocitózisában is. A lépben és a májban található mononukleáris 

fagocita sejtek képesek eltávolítani a vörösvértestek CR1 receptorához kötıdött C3 és/vagy 
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C4-el bevont immunkomplexeket a sejtek felszínérıl, anélkül, hogy elpusztítanák vagy 

bekebeleznék ıket. A CR1 a komplement kaszkád negatív regulátoraként is mőködik (72,73). 

A CR3 (CD11b/CD18) a β2 integrinek családjába tartozik. A CR3-nak sok féle ligand a 

szubsztrátja: köti az iC3b komplement komponenst, néhány véralvadási faktort (fibrinogén, 

kininogén, faktor X), felismer nem protein ligandokat (β-glükán, lipopoliszacharid, heparin és 

proteoglikánok) és kötıdik az immunglobulin szupercsalád tagjaihoz (intercelluláris adhéziós 

molekulák - ICAM-1, ICAM-2) (72,74). A CR3 központi szerepet játszik a kórokozók 

fagocitózisában egyrészt elısegítve a sejthez való kötıdésüket közvetlenül (lipopoliszacharid 

vagy poliszacharid révén) vagy közvetve (iC3b fragmentekkel opszonizálva), másrészt a 

fagocitózis folyamatának elindításában (72,74). 

A lektin-szerő receptorok közül a monocitákon a β-glükán receptor expresszálódik, a 

makrofágokon emellett megjelenik a mannóz receptor, míg a specifikusan differenciálódott 

rezidens makrofágok galaktóz és szialoadhezin receptorokkal is rendelkeznek (75-80).  

Ezeknek a receptoroknak a pontos funkciója még nem teljesen tisztázott, az azonban 

bizonyos, hogy a β-glükán és a mannóz receptorok részt vesznek a nem opszonizált 

partikulumok sejthez való kötıdésében és fagocitózisában (75-80). 

Az opszonizált vagy a nem opszonizált partikulumok receptorhoz való kötıdése egy 

bonyolult jelátviteli folyamat beindulását eredményezi, amely végül az aktin polimerizációját 

idézi elı. A folyamatban részt vevı fehérjék leginkább az Fcγ és a komplement receptor-

mediált fagocitózisban ismertek. A szignálútvonalakban részt vevı proteinek nem csak a 

receptorok szerint lehetnek különbözıek, hanem a receptorhoz kötıdött ligand szerint is. 

Ugyanakkor a szignálútvonalakban sok közös fehérje is található. A receptor-mediált 

fagocitózisban szerepet játszanak az Src családjába tartozó tirozin kinázok, a SYK tirozin 

kináz, a foszfolipázok, a protein kináz C (PKC) család szerin/treonin kinázai, a foszfoinozitol 

kinázok, a GTP-ázok, többek között a Rho és az ADP-ribozilációs faktor (ARF) család tagjai 

és az Arp2/3 komplex. Ezen kívül szerepet játszik a folyamatban a Ca2+ is, amely az aktin 

depolimerizációját indukálja a fagoszóma körül (81-94). 

Az ismereteink alapján a partikulumok internalizációjára megalkotott 4 lépcsıs modell a 

következı: 1. Interakció az Fc receptor és a partikulum felszínéhez kötıdött immunglobulin 

között; 2. Más receptorok eloszlásának megváltozása és kötödése a partikulum felszínén lévı 

ligandokhoz, amely a partikulum befőzıdéséhez vezet. Ennek hatására a membrán a 

partikulum körül kiterjed. Ez a folyamat nem igényel aktin polimerizációt; 3. A receptorok 

által elindított szignalizáció számos citoszkeletális protein eloszlásának megváltozásához 

vezet, többek között az Arp2/3 komplexéhez, amely az aktin polimerizációjában kulcsszerepet 
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játszik. Az aktin háló kialakulása a plazma membrán partikulum körüli további kiterjedését 

eredményezi; 4. Ha a partikulum bekerült a sejtbe, a foszfoinozitol 3-kináz aktivitása 

szükséges a partikulum bekebelezésének befejezéséhez (93).  

Az aktin polimerizációjában, átrendezıdésében és keresztkötések kialakításában is 

többféle protein játszik szerepet. Így a már említett Arp 2/3 komplex, amely az aktin 

polimerizációján kívül keresztkötéseket tud létrehozni az aktin filamentumok között (94), 

illetve az α-aktinin, amely csomókba köti a filamentumokat és az integrinekhez kapcsolja ıket 

(95,96). Az aktinon kívül a miozin különbözı izoformái (97,98) és a vinkulin is involváltak a 

fagocitózisban (96). A sejt által bekebelezett partikulum aztán endoszómákkal és 

lizoszómákkal egyesül, amely végsı soron annak eliminációjához vezet (99).  
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2. CÉLKITŐZÉSEK 

 

Az eddigi megfigyelések és eredmények alapján feltételeztük, hogy a FXIII-A a 

monocita/makrofágokban intracellulárisan aktiválódhat és mint transzglutamináz szerepet 

játszhat a sejtek citoszkeletonjának átrendezıdésével jellemezhetı folyamatokban. A 

fagocitózis folyamatában a citoszkeleton átrendezıdése az egyik legmarkánsabb jelenség. 

Ezért munkánk során célul tőztük ki olyan kísérletek végzését, melyek hozzájárulhatnak a 

FXIII-A fagocitózisban játszott szerepének tisztázásához a monocita/makrofágokban. 

 

A monocita/makrofág differenciáció során vizsgáltuk, hogy: 

 

♦ hogyan változik a FXIII-A mRNS expressziója és a fehérje termék produkciója? 

 

♦ hogyan változik az Fcγ és komplement receptor által mediált fagocitózis mértéke? 

 

♦ megfigyelhetı-e valamilyen összefüggés a monocita/makrofágok fagocitózis mértékének 

változása és a FXIII-A expressziójának változása között? 

 

♦ a FXIII-A által katalizált reakció gátlásával in vitro gátolható-e a monociták/makrofágok 

fagocitózisa? 

 

Faktor XIII deficiens betegekbıl izolált monocita preparátumokon vizsgáltuk, hogy: 

 

♦ ki lehet-e mutatni FXIII deficiens betegek monocitáin a fagocitózis csökkenését? 

 

♦ a FXIII-A a partikulumok kötıdésében vagy internalizációjában játszik-e szerepet?  
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

3.1. Monociták szeparálása és tenyésztése 

 
A monocitákat egészséges donoroktól származó trombocitamentes buffy coatból izoláltuk 

elutriációs centrifugálással (100). A sejteket 10%-os humán AB savóval komplettált RPMI 

1640 médiumban 4 napig tenyésztettük (42). A monocita preparátum tisztaságát monocita 

CD14 markerrel, áramlási citometriával határoztuk meg, és az 85-90%-osnak, a sejtek 

életképességét tripánkék teszttel ellenırizve azt minden stádiumban >95%-nak találtuk. A 

sejtkultúrákból minden vizsgálathoz naponta különítettünk el sejteket. 

 

3.2. XIII-as faktor deficiens betegek 

 

A vizsgálatban tizenhárom FXIII-A deficiens beteg vett részt. Hárman (nık) 

Lengyelországból, egy férfi Németországból és kilencen (5 férfi, 4 nı) Izraelbıl (101). Az 

elsı diagnosztikus vizsgálat alkalmával az összes beteg pozitív urea szolubilitási tesztet 

mutatott és a plazma XIII-as faktor aktivitás minden beteg esetében 1% alatt volt. Valamennyi 

beteg regisztrálva van a Working Party on FXIII of the European Thrombosis Research 

Organization által létrehozott a kongenitális FXIII deficienciával rendelkezı betegek 

nyilvántartására és követésére létrehozott adatbázisban (102). A német és az izraeli betegek 

esetében azonosították a FXIII-A gén deficienciát okozó mutációit (103,104). 

 

3.3. Monociták szeparálása a FXIII deficiens betegekbıl és a kontrollokból 

 

A FXIII-A deficiens betegek és egészséges kontroll egyének (n=21) heparinnal alvadásgátolt 

vérébıl a mononukleáris sejteket Ficoll gradiens centrifugálással szeparáltuk. A 

mononukleáris sejszuszpenzióból a monocitákat üveglemezre való kitapasztással választottuk 

el. A letapadt sejtek 80%-a monocita volt, amelyet Wright festés utáni morfológiai 

vizsgálattal, illetve nem specifikus észteráz reakcióval és neutrál red fagocitózissal 

igazoltunk. Mind a betegek, mind a kontrollok beleegyezésüket adták a vizsgálatok 

elvégzéséhez (105). 
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3.4. IgG-vel szenzitizált vörösvértestek kötıdésének és fagocitózisának vizsgálata 

 

Az ún. vörösvértesthez kötött antitest (EA) Fcγ receptoron való kötıdésének és 

fagocitózisának vizsgálatát nyúlszérumból izolált IgG-vel szenzitizált birka vvt-vel végeztük 

(106). A nyúlszérumból izolált IgG-bıl sorozathígítást készítettünk és 2,5%-os birka vvt-vel 

inkubáltuk, hogy meghatározzuk az IgG antitest szubagglutinációs titerét. A továbbiakban az 

IgG szubagglutinációs mennyiségével szenzitizált birka vvt-vel dolgoztunk. A betegekbıl és 

kontrollokból szeparált mononukleáris sejteket (105) üveglemezre tapasztottuk ki és 30 percig 

37ºC-on 2,5%-os EA-val inkubáltuk. Az EA kötıdésének és fagocitózisának kiértékelését 

Diaplan mikroszkóppal (Leitz, Germany) preparátumonként 300 sejten végeztük. 

Meghatároztuk az ún. uptake indexet (UI), amely a sejt felszínéhez kötıdött és a sejt által 

fagocitált partikulumok egy sejtre vonatkoztatott átlagos számát jelenti. A sejtek felszínéhez 

kötıdött szenzitizált vvt-k hipotóniás lízise után a sejtek által fagocitált partikulumok átlagos 

számát a fagocitózis index-el fejeztük ki (PI). Az uptake index és a fagocitózis index 

különbsége adja a kötıdési (binding) indexet (BI): BI=UI-PI. 

 

 3.5. Az élesztı partikulumok kötıdésének és fagocitózisának vizsgálata 

 

Az elızıleg megfızött és Hanks’ Balanced Salt Solution-ban (HBSS) szuszpendált élesztı 

gombákat (Saccharomyces cerevisiae) IgG és fibronektin mentes humán AB szérummal 

kezeltük, hogy felületüket C3b komplementkomponenssel vonjuk be (107). A betegekbıl és a 

kontrollokból szeparált mononukleáris sejteket (105) üveglemezre tapasztottuk ki és 60 percig 

37ºC-on komplementtel bevont és bevonatlan, fluoreszcein izotiocianáttal (FITC) konjugált 

élesztıpartikulumokkal inkubáltuk. A partikulumok kötıdését és fagocitózisát fluoreszcencia 

kioltásos módszerrel határoztuk meg. A sejtek uptake indexét Axioplan fluoreszcens 

mikroszkóppal (Zeiss, Oberkochen, Germany) preparátumonként 300 sejten határoztuk meg. 

Tripánkék festés után (0,2%-os), - amely teljesen kioltja a sejtek felszínéhez kötıdött 

élesztıpartikulumok fluoreszcenciáját - számoltuk ki a fagocitózis indexet. A kötıdési indexet 

az uptake index és a fagocitózis index különbségeként határoztuk meg. 

 

3.6. A fagocitózis gátlása 

 

A mononcyta/makrofágok Fcγ és komplement receptoron keresztül történı fagocitózisát 

monodanzilkadaverin (MDC) inkubációt követıen is megvizsgáltuk. Az MDC a 
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transzglutaminázok által katalizált keresztkötések kialakulását gátló vegyület (108). A 

monocita/makrofág sejttenyészetbıl származó sejteket 20 percig, 37ºC-on 100 µmol/l 

végkoncentrációban MDC-t tartalmazó tápfolyadékban inkubáltuk, majd a fagocitózist a 3.4. 

és a 3.5. pontban ismertetett módon vizsgáltuk. Kontrollként az MDC-vel nem kezelt 

sejtkultúrák szolgáltak. 

 

3.7. A FXIII-A immunfluoreszcens jelölése és a sejtpreparátumok image analízise 

 

A monocita/makrofág sejttenyészetbıl naponta elkülönített szuszpenzió aliquotokból 

Cytospin 3 citocentrifugával (Shandon, Pittsburg, UK) citospin preparátumokat készítettünk. 

A preparátumokat 4%-os paraformaldehiddel (pH 7,4) 30 percig szobahımérsékleten fixáltuk. 

A FXIII-A-t indirekt immunfluoreszcens reakcióval poliklonális nyúl anti-FXIII-A, biotinnal 

jelölt anti-nyúl IgG és FITC-streptavidin felhasználásával detektáltuk (41,43). A FXIII-A 

relatív mennyiségét Axioplan típusú fluoreszcens mikroszkóphoz (Zeiss, Oberkochen, 

Germany) kapcsolt Charged-Coupled Device (CCD) kamera (IMAC-CCD, Sony, Japan) és 

képanalizáló szoftver (ISIS, Metasystems, Germany) segítségével sejtszinten mértük az 

általunk kidolgozott és publikált módszerrel (109). Minden preparátumban 200 sejt 

fluoreszcencia intenzitását határoztuk meg. 

 

3.8. A FXIII-A mRNS expresszió változása a tenyésztés során 

 

A FXIII-A mRNS meghatározására quantitatív reverz-transzkriptáz polimeráz láncreakciót 

használtunk (QRT-PCR). A sejtekbıl (6x106) naponta a tenyésztés során a High Pure RNA 

Isolation Kit (Roche Diagnostic, Indianapolis, USA) segítségével totál RNS-t izoláltunk. Az 

RNS mennyiségét GeneQuantII (Pharmacia Biotech, San Francisco, USA) RNS/DNS 

spektrofotométerrel határoztuk meg. Kétlépéses quantitatív reverz-transzkriptáz PCR reakciót 

alkalmaztunk. Az elsı lépésben minden mintából azonos mennyiségő RNS-t (600 µl) írtunk át 

cDNS-re a gyár által megadott protokollt használva. Röviden, a reverz transzkriptáz mix 1X 

TaqMan RT Buffer-t, 5,5 mM magnézium kloridot, 500 µM dNTPs mixet, 2,5 µM random 

hexamert, 0,4 U/µl Rnase inhibitort és 1,25 U/µl MultiScribe reverz transzkriptázt 

tartalmazott 20 µl térfogatban. Az átíráshoz használt hımérsékleti paraméterek a következık 

voltak: 10 perc 25°C-on, 30 perc 48°C-on és 5 perc 95°C-on. A cDNS-t az Applied 

Biosystems (Foster City, USA) által kifejlesztett FXIII-A specifikus primerekkel és probe-bal, 
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PCR Master Mix-ben ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, 

Foster City, USA) készüléken amplifikáltuk a megadott protokoll alapján. A következı 

hımérsékleti ciklusokat alkalmaztuk: 10 perc 95°C-on, majd 40 ciklus (15 mp 95°C-on és 1 

perc 60°C-on). Valamennyi stádiumból 3 párhuzamos minta fluoreszcencia intenzitás 

változását mértük. A 18S rRNS (belsı kontroll) amplifikálásához szintén az Applied 

Biosystems (Foster City, USA) által kifejlesztett 18S rRNS specifikus primereket és probe-ot 

használtuk a gyár által megadott protokoll szerint. 

 

3.9. SDS-PAGE elektroforézis és Western blot analízis 

 

A monocita/makrofág tenyészetbıl e célra naponta 5x106 sejtet vettünk ki, majd desztillált 

vizes feltárás után a citoszolban levı fehérje koncentrációját a Lowry által leírt módszerrel 

határoztuk meg (110). Denaturált rekombináns FXIII-A-t (1 µg), minden mintából azonos 

mennyiségő fehérjét (50 µg), nagy molekulasúlyú, illetve biotinált molekulasúlystandardot 

vittünk fel 7,5%-os nátrium-dodecil-szulfát (SDS) poliakrilamid gélre, majd elvégeztük az 

elektroforézist (Hoefer SE 600, Pharmacia Biotech, San Francisco, USA) (111). A fehérjéket 

a gélen Coommassie blue festéssel tettük láthatóvá. A fehérjéket nitrocellulóz membránra 

blottoltuk át (Hoefer TE 50X, Pharmacia Biotech, San Francisco, USA). A nitrocellulóz 

membránt (0,2 µm pórusátmérıjő) 3%-os gelatinos blokkolás után FXIII-A ellenes antitesttel 

inkubáltuk, majd biotinált nyúl IgG, avidin-biotinylated peroxidase komplex felhasználásával 

jelöltük és diaminobenzidin tetrahidrokloriddal  (ABC/DAB) tettük láthatóvá. 

 

3.10. Statisztikai analízis 

 

Az egészséges kontrollok és a FXIII deficiens betegek monocitáin végzett mérések 

eredményeit a Student féle t-teszttel hasonlítottuk össze. A különbséget akkor tekintettük 

statisztikailag szignifikánsnak, ha a P<0,05. A kvantitatív RT-PCR eredményeit statisztikailag 

az ún. komparatív threshold cycle (Ct) módszerrel értékeltük ki. A minták RNS tartalmának 

normalizálásához a 18S rRNS-t használtuk, mint belsı kontrollt és a FXIII-A elsı nap mért 

mRNS expresszióját tekintettük az eredmények összevetésekor viszonyítási alapnak. Átlag és 

a 2-∆∆Ct±SD értékeket határoztuk meg (112).  
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4. EREDMÉNYEK 

 

4.1. A monocita/makrofágok fagocitózisának változása a tenyésztés során 

 

A buffy coatból elutriációs centrifugálással nyert monocitákat 4 napig tenyésztettük és 

minden nap meghatároztuk a sejtek Fcγ és CR mediált fagocitózisát a FXIII-A által katalizált 

keresztkötések kialakulását gátló MDC jelenlétében és anélkül (1. ábra). A sejtek fagocitózis 

aktivitása fokozatosan növekedve a 3. napon érte el a maximumát mind az Fcγ (PI=1,58)  

(1A ábra), mind pedig a CR mediált fagocitózis esetében (1B ábra). MDC jelenlétében 

mindkét úton történı fagocitózis nagymértékben gátlódott: az Fcγ receptor által mediált 55-

70%-kal, a CR által közvetített 20-70%-kal. 

1. ábra 

 

A monocita/makrofágok  Fcγγγγ és komplement receptor mediált fagocitózisának változása 

a tenyésztés során monodanzilkadaverinnel kezelt és kontroll sejteken 
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4.2. A FXIII-A fehérje expressziójának sejtszinten történı változása a tenyésztés során  

 

A FXIII-A expressziójának sejtszinten történı követéséhez az immunfluoreszcensen jelölt 

preparátumok mikroszkópos és számítógépes képanalízisét végeztük el (2. ábra). A tenyésztés 

elsı napján a kis fluoreszcencia intenzitású sejtek domináltak, majd a 2. napon jelentıs 

eltolódás következett be a nagyobb intenzitású sejttartomány felé, s a 3. napon a nagyobb 

fluoreszcencia intenzitást mutató sejtek aránya tovább fokozódott. A negyedik napon mért 

fluoreszcencia intenzitás megoszlása hasonló volt a harmadik napon észlelthez. 

 

2. ábra 

 

A FXIII-A expressziója a monocita/makrofágokban a tenyésztés során  

 

4.3. A FXIII deficiens betegekbıl izolált monociták fagocita funkcióinak vizsgálata  

 

A FXIII-A deficiens betegek monocitáinak EA kötését és fagocitózisát, másrészt a nem 

opszonizált és opszonizált élesztı partikulumok fagocitózisát Prof. Dr. Ádány Róza, Prof. Dr. 

Muszbek László és Prof. Dr. Kávai Mária a kollaborációs partnereinkkel, Prof. Dr. Uri 

Seligsohn, Prof. Dr. Rudolf Egbring és Prof. Dr. Stanislaw Lopaciuk közremőködésével 

végezte. A betegek monocitáinak EA kötése alacsonyabb volt, mint a kontrolloké, a változás 

azonban nem volt szignifikáns, a betegekbıl izolált monociták Fcγ receptoron történı 

fagocitózisa viszont szignifikánsan alacsonyabb volt a kontrollok átlagához képest (3A ábra). 
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Ugyancsak szignifikánsan alacsonyabbnak adódott a FXIII-A deficiens betegek lektin-szerő 

és komplement receptoron keresztül történı fagocitózisa is (3B ábra). 

 

3. ábra 

 

FXIII-A deficiens betegek és kontrollok monocitáinak EA és élesztı partikulum kötése 

és fagocitózisa 
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4.4. A FXIII-A mRNS expressziója a monocita/makrofág differenciáció során 

 

A FXIII-A mRNS mennyiségi változásának vizsgálatára quantitatív RT-PCR reakciót 

alkalmaztunk. A FXIII-A mRNS expressziója gyorsan növekedett a sejtekben a tenyésztés 

során és a legmagasabb szintet a 3. napon érte el (4. ábra). A FXIII-A mRNS expressziójának 

mértéke a 3. napon több, mint 70 szeres volt az elsı napi értékhez képest. 

 

4. ábra 

 

A FXIII-A mRNS expressziójának változása a monocita/makrofág differenciáció során 

 

 

4.5. A monocita/makrofágok Western immunoblot analízise 

 

A protein szintézis képanalízissel tapasztalt változásának megerısítésére az elektroforézissel 

szeparált fehérjék Western immunoblot analízisét végeztük el (5. ábra). A FXIII-A fehérje 

szintézise a 3. napig folyamatosan emelkedett, majd a 4. napon nagymértékben csökkent. 
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5. ábra 
 

A monocita/makrofágokból izolált fehérjék Western immunoblot analízise 
 
 
 

   A. Coomassie blue     B. Western immunoblot 
 
 
  St       1        2       3       4       5            Bt      1       2        3        4        5 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A: Coomassie blue-val festett proteinek elektroforetikus képe. 1: rekombináns humán    

FXIII-A; 2-5: 1-4 napig a tenyésztett monocita/makrofágokból izolált fehérjék. B: A 

monocita/makrofág tenyészetbıl származó fehérjék Western immunoblot képe. 1: 

rekombináns humán FXIII-A; 2-5: a tenyésztett monocita/makrofágokból izolált, specifikus 

antitesttel jelölt FXIII-A 1-4 napig. St: molekulasúly standard; Bt: biotinált molekulasúly 

standard. 
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5. MEGBESZÉLÉS  

 

A keringésben lévı monociták a mononukleáris fagocita rendszer átmeneti 

populációját képezik, melyek a csontvelıi prekurzor sejtekbıl differenciálódnak.  A 

keringésbıl a szövetekbe és a különbözı testüregekbe jutva makrofágokká differenciálódnak 

(70). A monociták in vitro történı makrofággá érése sejtkultúrákban jól modellezi az in vivo 

lejátszódó folyamatot és információkkal szolgál a differenciáció alatt bekövetkezı strukturális 

és funkcionális változásokról. A FXIII-ról kimutatták, hogy több sejttípus is képes 

szintetizálni, többek között a monociták/makrofágok is. Bár a véralvadásban nélkülözhetetlen 

szerepet játszó FXIII a trombin, illetve a Ca2+ ionok hatására aktiválódik, a FXIII nem 

proteolítikus aktivációját is leírták (53-55). A FXIII-nak a citoszkeletális átrendezıdésben 

szerepet játszó fehérjék - az aktin, miozin, vinkulin – szubsztrátjai (45-47). Egy nem 

fagocitáló és immunhisztokémiai detektálás során FXIII-A negatív mielomonocitás (DD) 

sejtvonalról kimutatták, hogy forbol-észter aktivációval helyreállítható a fagocitáló képessége, 

és ezzel párhuzamosan a FXIII-A szintézise is észlelhetıvé vált (107). Ezekbıl a kísérleti 

eredményekbıl feltételezhetı, hogy az intracelluláris FXIII olyan folyamatokban játszhat 

szerepet a sejtben, amelyek a citoszkeletális átrendezıdéshez kapcsolódnak, így többek között 

a fagocitózisban. Eddig sem a FXIII-A szintézisének változását nem vizsgálták a 

monocita/makrofág differenciáció során, sem a sejtek FXIII-A tartalma és fagocitózisa közötti 

kapcsolatot.  

Eredményeink szerint a FXIII-A szintézise fokozódik sejtszinten a monocita/makrofág 

differenciáció során. A FXIII-A-hoz kapcsolható fluoreszcencia intenzitás 10-szer nagyobb 

volt a 3. napos sejtek domináns szubpopulációjában, mint a tenyésztés elsı napján észlelt, az 

egész sejtpopulációt jellemzı mérték. A quantitatív RT-PCR eredménye szerint a 3. napon a 

FXIII gén expressziója több, mint 70 szerese volt az elsı nap mért értéknek. Ez az eredmény 

összhangban áll a Western immunoblot analízis eredményével, ami a FXIII-A protein 

párhuzamos változását jelezte. A FXIII-A szintézisével párhuzamosan változott a sejtek Fcγ 

és komplement receptor mediált fagocitózisa. A fagocitózis és a FXIII-A szintézis 

párhuzamos változása felveti annak a lehetıségét, hogy a két folyamat kapcsolatban van 

egymással és ezt a feltételezést a következı kísérletekkel támasztottuk alá: 

1. Az MDC, amely a FXIII-A által katalizált keresztkötések kialakulását gátolja, 

nagymértékben csökkentette a monocita/makrofágok fagocitózisát. 

2. A FXIII deficiens betegek monocitáinak - akiknek monocitáiból hiányzik a FXIII-A és 

nincs detektálható transzglutamináz aktivitásuk - Fcγ receptor, komplement receptor és 
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lektin-szerő receptor mediált fagocitózisa szignifikánsan alacsonyabb volt a 

kontrollokéhoz képest. 

Az Fcγ és a komplement receptor mediált fagocitózis nemcsak a partikulumok kötıdéséért 

felelıs receptorok típusában, de a jelátviteli útvonal bizonyos lépéseiben is különböznek 

egymástól (71-73; 81-93). Az a tény, hogy mind az Fcγ, mind a komplement receptor mediált 

fagocitózis majdnem teljesen párhuzamosan változott a FXIII-A expressziójával és mindkettı 

nagymértékben csökkent a FXIII deficiens betegek monocitáiban, illetve MDC jelenlétében a 

normál monocitákban/makrofágokban azt a feltételezést engedi meg, hogy a FXIII-A a 

fagocitózis folyamatának egy közös pontján fejti ki hatását. Ezzel ellentétben a 

transzglutamináz aktivitás gátlása nem csökkentette az EA és a komplementtel opszonizált 

partikulumok kötését és nem volt szignifikáns különbség a kontrollok és a FXIII deficiens 

betegek monocitáinak EA kötése között. Ez azt mutatja, hogy a csökkent Fcγ receptor mediált 

fagocitózis valószínőleg nem a betegek monocitáinak csökkent kötési kapacitásának, hanem a 

megkötött partikulumok csökkent internalizációjának tulajdonítható. A ligandok 

monocita/makrofágok felszínéhez való kötıdését követıen receptor-klaszterképzıdés jön 

létre, ami többszörös kötıdést tesz letetıvé a felszínhez. Ez a jelenség a citoszkeleton 

átrendezıdésén alapul, mely lehetıvé teszi a komplement és az Fcγ receptorok cappingjét 

vagy akár közös cappingjét és következményes endocitózisát (71,72; 81). Az Fcγ receptor 

mediált fagocitózis jelátviteli útvonala magába foglalja az Src és Syk kinázok aktiválását, ami 

a tirozin csoportok foszforilációját eredményezi; ugyancsak részt vesz a folyamatban a 

foszforilált foszfoinozitol és a Ras/Raf-1/MAP kináz útvonal is (72,81-91), ami közvetlenül 

vagy közvetve az aktin polimerizációjához vezet (90,93-97). A citoszkeleton átrendezıdés a 

komplement receptor mediált fagocitózisnak is esszenciális része (71-73; 93).  

Biokémiai kísérletek bizonyították, hogy a citoszkeletális proteinek – a miozin, az aktin és 

a vinkulin – szubsztrátjai lehetnek a FXIII-A-nak (45-47) és egy elızı 

immunelektronmikroszkópos tanulmányban kimutatták, hogy a FXIII-A szoros asszociációt 

mutat a mikrofilamentumokkal a sejtekben (26). 

Eredményeink azt mutatják, hogy a FXIII-A szerepet játszhat a monocita/makrofágok 

receptor mediált fagocitózisában. További vizsgálatok szükségesek azonban annak 

tisztázására, hogy a FXIII-A pontosan milyen szinten, hol játszik szerepet a citoszkeleton 

átrendezıdésében vagy a fagocitózis folyamatának más lépésében. 
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6. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

Munkánk során a monocita/makrofág sejtekben szintetizálódó transzglutamináz, a faktor 

XIII-A lehetséges intracelluláris funkcióját kívántuk vizsgálni. Irodalmi adatok alapján 

feltételeztük, hogy a FXIII-A-nak a monocita/makrofágokban szerepe lehet olyan 

intracelluláris folyamatokban, mint a citoszkeleton átrendezıdése, mely a 

legkarakterisztikusabban a fagocitózisban nyilvánul meg. A vizsgálatainkat egyrészt 

egészséges donorokból izolált monociták sejttenyészetén, másrészt faktor XIII deficiens 

betegek monocitáin végeztük. 

 

1. Megállapítottuk, hogy mind az Fcγ, mind a komplement receptor mediált fagocitózis 

növekedett a monociták makrofággá differenciálódását lehetıvé tevı tenyésztés során és a 

3. napon érte el a csúcspontját. A sejtek fagocitózisa jelentıs mértékben gátolható 

monodanzilkadaverinnel, amely a transzglutaminázok által katalizált keresztkötések 

gátlószere. 

 

2. A FXIII-A deficiens betegek monocitáinak Fcγ, komplement és lektin-szerő receptorokon  

keresztüli fagocitózisa szignifikáns csökkenést mutatott az egészséges kontrollok 

átlagértékeihez képest. 

 

3. A tenyésztett monociták/makrofágok fagocitózisa a FXIII-A mRNS expressziójával és 

protein szintézisével párhuzamos változást mutatott. 

 

4. Eredményeink szerint a FXIII-A szerepet játszhat a monociták/makrofágok Fcγ és 

komplement receptor mediált fagocitózisában.  

 

Eredményeink hozzájárulnak a FXIII-A intracelluláris szerepének jobb megértéséhez, 

azonban további vizsgálatok szükségesek annak tisztázásához, hogy a FXIII-A pontosan 

milyen szinten, hol játszik szerepet a citoszkeleton átrendezıdésében vagy a fagocitózis 

folyamatának más lépéseiben. 
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