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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES
1.1. A XIII-as faktor és szerepe a véralvadasban

A XllII-as faktor torténete tobb mint 70 évvel ezelbttre nyilik vissza, amikor Barkan és
Gaspar megfigyelte, hogy a Ca® jonok jelenlétében kialakul6 fibrin alvadék nem oldédik
gyenge lugban (1). Husz évvel késObb Robbins ismételte meg és terjesztette ki ezeket a
kisérleteket tisztitott fibrinogént alkalmazva és megéllapitotta, hogy a Ca®* 6nmagdban nem
elég az alvadék gyenge savban vagy lugban val6 oldhatatlannd tételéhez, s egy tovéabbi
szérum faktor jelenlétét feltételezte (2). Laki Kdlman és Lordnd L4szl6 volt az a két magyar
kutatd, akik el@szor kimutattdk, hogy ez a szérum faktor hdlabilis, nem dializdlhaté és
sziikséges ahhoz, hogy a fibrin alvadék koncentrdlt uredban oldhatatlannd valjon. Ezt a
fehérjét fibrinstabilizal6 faktornak nevezték el (3-5). A fibrinstabilizal6 faktort eldszér Loewy
és munkatdrsai allitottak el0 tiszta formdban és irtdk le enzimatikus tulajdonsédgait (6-10). A
Véralvadasi Faktorok Nemzetk6zi Bizottsaga 1963-ban a fibrinstabilizal6 faktort véralvadasi
faktorként ismerte el és XIII-as véralvadasi faktorként sorolta be.

A FXIII heterotetramerként kering a vérben, amelyet két alegység alkot (A;B»), a két
globuldris A és az azt koriilvevo két hosszu, vékony, egyenes B alegységek (11,12). A B
alegység akadidlyozza meg a vérben az A alegység aktivdloédasat (13,14). A FXIII
proteolitikus tton, trombin hatdsdra aktivdlédik, a folyamatot elsdsorban Ca** és a
fibrin(ogén) szabdlyozza (15,16). A FXIII aktiv formdja (FXIIIa) transzglutamindzként &(y-
glutamyl)lysyl keresztkotéseket hoz 1étre a fibrinmonomerek kozott €s ezaltal a véralvaddsi
kaszkad utols6 fazisaban kialakul6 fibrinhal6t stabilizéalja (13,17). Ezen kivill a FXIlla a
fibrinolizis f6 inhibitorat, az ap-antiplazmint kovalensen koti az a-fibrinldnc polimerekhez,
ami megvédi a fibrint a gyors fibrinolitikus degradaciétdl (18,19). A véralvaddsban a FXIII
tovabbi szubsztratjai a fibrinogén (20), a faktor V (21,22) és a 2-es tipusu plazminogén
aktivator inhibitor (23).

A FXIII B alegységét az emberi szervezetben a mdjsejtek (24), az A alegységet
(FXIII-A) nagyrészt a megakariocitdk/trombocitdk (25) és a monocitak/makrofigok (25),
valamint kis mértékben a mdjsejtek szintetizdljak (26). Néhany évvel ezelott bizonyitottdk,
hogy a kondrocitédk is képesek a FXIII-A szintézisére (27).

Véralvadds nem csak intravaszkuldrisan, hanem extravaszkuldrisan is létrejohet.
Patolégids folyamatok sordn pl. gyulladds esetén vagy a tumorok strédmdjdban a

megnovekedett permeabilitdsi érfalon keresztiil jut plazma az extravaszkularis, intersticidlis



térbe. A tumor-asszocidlt makrofagok szoveti faktort expresszalnak, az extrinzik véralvadasi
ut Osszes faktorat tartalmazzak (28) és a keresztkotott fibrint létrehozé FXIII-A-t is
szintetizdljak (29). A kialakul6 fibrinhdlé stabilizdldsaban valdszinlileg mind a tumor-
asszocidlt makrofdgokban taldlhaté, mind a fokozott permeabilitisi érfalakon kijutd és
aktivalédo FXIII szerepet jatszik (30-32). Extravaszkulérisan keresztkotott fibrint a reumatoid

szinovialis szovetetekben is kimutattak (33).

1.2. A XIII-as faktor véralvadasi folyamaton kiviili szerepe

Az elmult hdrom évtizedben nyilvanvaldva vélt, hogy a FXIII szerepe nem korlatozodik
kizarélag a véralvadas teriiletére. Mind klinikai megfigyelések, mind kisérleti eredmények
bizonyitjdk, hogy a FXIII szerepet jatszik a sebgydgyuldsban (34,35), a terhesség korai
szakdban a FXIII deficiencia habitudlis abortuszhoz vezet, mely normdl plazma vagy FXIII
koncentratum adasaval kivédheto (13,36).

Noha mar évtizedekkel ezel6tt kimutattak a FXIII-A-t a trombocitdkban (25) és tobb, mint
15 évvel ezel6tt a monocita/makrofag sejtvonalban (25), a cellularis FXIII-A szerepérol
keveset tudunk. Kisérleti és klinikai eredmények alapjdn valdszinlisithetd, hogy a
megakariocitdk, monocitdk €és makrofdgok nem tekinthetok pusztin a plazma FXIII-A
szintézis helyének és a FXIII A alegységének intracelluldris funkcidi is vannak:

a.) A FXIII-A jelen van a monocita/makrofdg sejtvonalban a csontveldi fejlédésiik
legkordbbi szakaszat6l a keringésben levd monocitdkon keresztiil a szovetekbe €és
szerozus testiiregekbe vandorolt, makrofdggd differencidlddott sejtekben (36-43).

b.) A FXIII-A nem rendelkezik szigndl szekvencidval és amikor sejttenyészetben
Ujsziilott horcsog vesesejtekben expresszdltattdk, nem jelent meg a tapfolyadékban,
ami arra utal, hogy a FXIII-A csak a sejtek szétesése vagy membrinjuk kdrosodasa
esetén juthat ki a sejtekbdl (44).

c.) A makrofagokban a FXIII-A jellegzetes citoplazmatikus eloszlast mutat; els6sorban a
citoplazmatikus vakuolumok koriil és a pszeudopodiumokban figyelhetd meg, de a
fagocitotikus vakuolumokban nem lehet kimutatni (39). Immunelektronmikroszképos
vizsgdlatok kimutattdk, hogy a FXIII-A a mikrofilamentumok mentén taldlhat6 a
sejtekben, de sohasem detektdlhatd a szekretoros vezikulumokban (26).

Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a FXIII-A valamilyen médon a fagocitézis

folyamatdval kapcsolatban van. Ezt a feltételezést erdsitik meg azok a kisérleti eredmények,



melyek szerint a fontosabb citoszkeletdlis proteinek (miozin, aktin, vinkulin) a FXIII-A
szubsztratjai (45-47).

A celluldris FXIII ettol teljesen eltérd szerepére utal az a megfigyelés, hogy a
monocita/makrofag differencidcié korai szakaszdban a 2. és 3. napon a FXIII-A nukledris
akkumuldcidja figyelhetd meg a sejtekben (42). El6zdleg mar leirtdk, hogy bizonyos
hisztonok kozott transzglutamindz altal katalizalt keresztkotések jonnek 1étre, illetve a
sejtmagban taldlhat6 hisztonok is a transzglutamindzok szubsztratjai lehetnek (48,49). Ezek az
eredmények valészintisitik, hogy a cellularis FXIII-nak a monocita/makrofagokban szerepe
lehet a kromatin atrendezddésében, olyan folyamatokban, mint pl. a programozott sejthalal,
sejtdifferencidcié vagy sejtproliferacio.

A trombocitdk, a monocita/makrofagokhoz hasonléan nagy mennyiségli FXIII-A-t
tartalmaznak (41). A FXIII-A trombocitdkban betoltott szerepét kutatva kimutattdk, hogy a
cellularis FXIII egy alacsony molekulasilyi hdsokk proteinhez (HSP), a HSP27-hez
kapcsolodva taldlhatd meg ezekben a sejtekben. A trombocita aktivicié sordn a HSP27
foszforildlodik és a citoszkeleton képzOdés helyére transzlokdldédik a FXIII-A-val egyiitt
(50,51). Nemrég irtdk le azt is, hogy az aktivalt trombocitdkban a FXIII-A keresztkotéseket
hoz 1étre a filamin és a vinkulin monomerek kozott, amelyek citoszkeletdlis proteinek.
Megfigyelték, hogy az aktin polimerizacié gétldsaval a FXIII-A transzlokécidja a sejtek
szubmembran részére blokkolhat6 (52).

Fontos kérdés, hogy sejten beliil a FXIII-A hogyan aktivdlédik trombin nélkiil.
Kimutattdk, hogy a FXIII-A nem-proteolitikus uton is aktivdlodhat: lokdlisan magas s6
koncentracié esetén (53). Bizonyitottdk, hogy az intracellularis FXIII-A lassu progressziv

aktivicidja jon 1étre fizioldgids ionerdsség mellett is Ca®* jelenlétében (53-55).

1.3. A monocita/makrofagok és a fagocitdzis

A monocita/makrofagok a mononukledris fagocita rendszer tagjai, melyet a keringésbol
kilépve kiilonb6zd szervekbe vandorolt és ott makrofaggd differencidlodott sejtek alkotnak.
Jelen vannak a kotészovetben, a hajszalerek bazdlmembranja koriil és kiilonosen sok taldlhato
beldliikk a tiidoben (alveoldris makrofigok) és a mdjban (Kuppfer sejtek), ezen kiviil
megtaldlhatéak a 1épben, a nyirokcsomdkban, a vesékben, az agyban €s a csontokban (56). A
differencidlodds sordn a monocitdk morfologiai és funkciondlis véltozdsokon mennek
keresztiil, melyet citokinek, baktérimok daltal termelt anyagok és in vitro kiillonb6z6 dgensek

szabdlyoznak (56-60). A monocita/makrofdgok az immunrendszerben sokrétli szerepet



toltenek be, igy részt vesznek a baktériumok, virusok elleni védekezésben, a tumorsejtek
elimindldsdban, a hiperszenzitivitdsi és autoimmun reakcidkban (56-59). A fagocitdzis
folyamatdban az Fcy, a komplement €s az tn. lektin-szerii receptorok a legfontosabbak (57-
61).

Az Fcy receptorok (FcyR) szerepet jatszanak az immunkomplexek eltdvolitdsdban, az
antitesttel fedett partikulumok fagocitdzisaban, az antigén prezenticié fokozdsaban, a reaktiv
oxigén intermedierek (ROI) szekrécidjdban, az antitest-dependens citotoxicitdsban (ADCC) és
a tumorsejtek elimindci6jaban (57,62). Ezen kiviil gyuladdsos medidtorok, hidrolitikus
enzimek és tobb citokin termelését is indukdlhatjak (63-66). Az FcyR koziil a monocitdkon az
Fcyl és Feyll és Feylll receptor expresszalodik. Az FcyRI nagy affinitdssal koti a human
IgGl-et és IgG3-at, az egér IgG2a-t és 1gG3-at, illetve az IgG immunkomplexet és fontos
szerepe van az ADCC-ben (62,66). Az FcyRII-t a monocitik/makrofdgok mellet szdmos mas
sejt is expresszdlja pl. a granulocitdk, trombocitdk, nagy granulumu limfocitdk (LGL), a
természetes Olosejtek (NK) és a B limfocitdk (57). Az FcyRII alacsony affinitdssal koti az
IgG-t és csak IgG immunkomplexszel vagy opszonizélt partikulumokkal 1ép reakcidba. Az
expresszidja alig véltozik a sejtdifferencidcié alatt vagy citokinek hatdsara (57). A monomer
IgG-t alacsony affinitdssal koté FcyRIII foleg a makrofagokon, granulocitdkon és az LGL/NK
sejteken taldlhaté meg. Az FcyRII-h6z hasonléan az immunkomplexet és az opszonizilt
partikulumokat koti meg. FcyRIII-nak két tipusa van az: az FcyRIIIA, melyet makrofagok €s
LGL/NK sejtek expresszdlnak, rendelkezik transzmembran és citoplazmatikus doménnel is és
citotoxikus, illetve fagocitotikus trigger molekulaként miikodik (67,68); az FcyRIIIB a
granulocitdkon expresszalodik és a ROI-k termelését indukalja, illetve valdszinlileg az
immunkomplexek eltavolitasdban is részt vesz (68,69).

A komplement receptorok (CR) az Fcy receptorokhoz hasonléan szerepet jatszanak a
kérokozok felismerésében és fagocitdzisdban, részt vesznek a sejtek aktivdldsdban, az
immunkomplexek eltdvolitdsdban, a gyulladdsos reakcié szabdlyozdsdban, a kemotaxisban és
az autoimmun folyamatokban (70). A monocitdkon/makrofdgokon megtaldlhaté6 komplement
receptorok koziil a legfontosabbak a komplement receptor 1 (CR1) és 3 (CR3), ezen kiviil
megtaldlhat6 felsziniikon a komplement receptor 4, C5a és C1q is (70-72).

A CR1 (CD35) eldsegiti a C3b és C4b komplement proteinekkel opszonizalt partikulumok
vagy immunkomplexek sejthez vald kotddését és a CR3-mal egyiittmiikdodve részt vesz a
kotodott partikulumok fagocitézisaban is. A 1épben €s a mdjban taldlhaté mononukledris

fagocita sejtek képesek eltdvolitani a vorosvértestek CR1 receptordhoz kotdédott C3 és/vagy



C4-el bevont immunkomplexeket a sejtek felszinérdl, anélkiil, hogy elpusztitandk vagy
bekebeleznék dket. A CR1 a komplement kaszkdd negativ reguldtoraként is miikddik (72,73).

A CR3 (CD11b/CD18) a B2 integrinek csalddjdba tartozik. A CR3-nak sok féle ligand a
szubsztratja: koti az iC3b komplement komponenst, néhdny véralvadési faktort (fibrinogén,
kininogén, faktor X), felismer nem protein ligandokat (p-gliikdn, lipopoliszacharid, heparin és
proteoglikanok) és kotddik az immunglobulin szupercsaldd tagjaihoz (intercelluldris adhézids
molekuldk - ICAM-1, ICAM-2) (72,74). A CR3 kozponti szerepet jatszik a korokozok
fagocitézisdban egyrészt el0segitve a sejthez vald kotddésiiket kozvetleniil (lipopoliszacharid
vagy poliszacharid révén) vagy kozvetve (iC3b fragmentekkel opszonizdlva), mésrészt a
fagocitdzis folyamatanak elinditdsdban (72,74).

A lektin-szerli receptorok koziill a monocitdkon a B-gliikdn receptor expresszalddik, a
makrofagokon emellett megjelenik a manndz receptor, mig a specifikusan differencidlédott
rezidens makrofagok galaktéz és szialoadhezin receptorokkal is rendelkeznek (75-80).
Ezeknek a receptoroknak a pontos funkcidja még nem teljesen tisztdzott, az azonban
bizonyos, hogy a P-glikdn és a manndéz receptorok részt vesznek a nem opszonizalt
partikulumok sejthez valé kétddésében és fagocitézisdban (75-80).

Az opszonizdlt vagy a nem opszonizalt partikulumok receptorhoz valé koétddése egy
bonyolult jel4tviteli folyamat beinduldsit eredményezi, amely végiil az aktin polimerizacidjat
idézi eld. A folyamatban részt vevd fehérjék leginkdbb az Fcy és a komplement receptor-
medidlt fagocitézisban ismertek. A szigndlitvonalakban részt vevd proteinek nem csak a
receptorok szerint lehetnek kiilonbozdek, hanem a receptorhoz kotdédott ligand szerint is.
Ugyanakkor a szigndlutvonalakban sok kozos fehérje is taldlhat6. A receptor-medidlt
fagocitézisban szerepet jatszanak az Src csalddjdba tartozé tirozin kindzok, a SYK tirozin
kinaz, a foszfolipazok, a protein kindz C (PKC) csaldd szerin/treonin kindzai, a foszfoinozitol
kinazok, a GTP-azok, tobbek kozott a Rho és az ADP-ribozilaciés faktor (ARF) csaldd tagjai
és az Arp2/3 komplex. Ezen kiviil szerepet jatszik a folyamatban a Ca™ is, amely az aktin
depolimerizécidjat indukalja a fagoszéma koriil (81-94).

Az ismereteink alapjan a partikulumok internalizaciéjara megalkotott 4 1€pcs6s modell a
kovetkezd: 1. Interakcié az Fc receptor és a partikulum felszinéhez kotddott immunglobulin
kozott; 2. Mds receptorok eloszlasdnak megvaltozasa és kotodése a partikulum felszinén 1évo
ligandokhoz, amely a partikulum beflizodéséhez vezet. Ennek hatisara a membrdn a
partikulum koriil kiterjed. Ez a folyamat nem igényel aktin polimerizicidt; 3. A receptorok
altal elinditott szignalizaci6 szdmos citoszkeletdlis protein eloszlasdnak megvaltozasdhoz

vezet, tobbek kozott az Arp2/3 komplexéhez, amely az aktin polimerizaci6jaban kulcsszerepet



jatszik. Az aktin hal6 kialakuldsa a plazma membran partikulum koriili tovébbi kiterjedését
eredményezi; 4. Ha a partikulum bekeriilt a sejtbe, a foszfoinozitol 3-kindz aktivitasa
sziikséges a partikulum bekebelezésének befejezéséhez (93).

Az aktin polimerizdcidéjaban, datrendezOdésében és keresztkotések kialakitdsdban is
tobbféle protein jdtszik szerepet. Igy a mér emlitett Arp 2/3 komplex, amely az aktin
polimerizacidjan kiviil keresztkotéseket tud létrehozni az aktin filamentumok kozott (94),
illetve az a-aktinin, amely csomdkba koti a filamentumokat és az integrinekhez kapcsolja Oket
(95,96). Az aktinon kiviil a miozin kiillonb6z0 izoformai (97,98) és a vinkulin is involvaltak a
fagocitézisban (96). A sejt 4altal bekebelezett partikulum aztdn endoszomadkkal és

lizoszomékkal egyesiil, amely végsd soron annak eliminédcidjahoz vezet (99).



2. CELKITUZESEK

Az eddigi megfigyelések ¢és eredmények alapjan feltételeztik, hogy a FXIII-A a
monocita/makrofagokban intracelluldrisan aktivdlédhat és mint transzglutamindz szerepet
jatszhat a sejtek citoszkeletonjdnak &trendezddésével jellemezhetd folyamatokban. A
fagocitdzis folyamataban a citoszkeleton dtrendezddése az egyik legmarkdnsabb jelenség.

Ezért munkdnk sordn célul tliztiik ki olyan kisérletek végzését, melyek hozzdjarulhatnak a

FXIII-A fagocitdzisban jatszott szerepének tisztdzasdhoz a monocita/makrofagokban.

A monocita/makrofag differencidci6 sordn vizsgéltuk, hogy:

*

hogyan valtozik a FXIII-A mRNS expresszidja és a fehérje termék produkcidja?

¢ hogyan viltozik az Fcy és komplement receptor altal medialt fagocitézis mértéke?

¢ megfigyelhetd-e valamilyen Osszefliggés a monocita/makrofagok fagocitézis mértékének

valtozdsa és a FXIII-A expresszidjanak valtozasa kozott?

¢ a FXIII-A 4ltal katalizalt reakcié gétlasaval in vitro gitolhaté-e a monocitdk/makrofagok

fagocitdzisa?

Faktor XIII deficiens betegekbdl izoldlt monocita preparaitumokon vizsgaltuk, hogy:

¢ ki lehet-e mutatni FXIII deficiens betegek monocitdin a fagocitdzis csokkenését?

¢ aFXII-A a partikulumok kétodésében vagy internalizacidjdban jatszik-e szerepet?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Monocitak szeparalasa és tenyésztése

A monocitdkat egészséges donoroktdl szarmazé trombocitamentes buffy coatbdl izoldltuk
elutridcids centrifugdlassal (100). A sejteket 10%-0s human AB savéval komplettalt RPMI
1640 médiumban 4 napig tenyésztettiik (42). A monocita prepardtum tisztasdgat monocita
CD14 markerrel, dramldsi citometridval hatdroztuk meg, és az 85-90%-osnak, a sejtek
életképességét tripankék teszttel ellendrizve azt minden stidiumban >95%-nak taldltuk. A

sejtkultirdkbol minden vizsgélathoz naponta kiilonitettiink el sejteket.

3.2. XIII-as faktor deficiens betegek

A vizsgélatban tizenhdrom FXIII-A deficiens beteg vett részt. Harman (ndk)
Lengyelorszagbdl, egy férfi Németorszagbdl és kilencen (5 férfi, 4 nd) Izraelbdl (101). Az
els6 diagnosztikus vizsgélat alkalmdval az Osszes beteg pozitiv urea szolubilitdsi tesztet
mutatott €s a plazma XIII-as faktor aktivitds minden beteg esetében 1% alatt volt. Valamennyi
beteg regisztrdlva van a Working Party on FXIII of the European Thrombosis Research
Organization 4&ltal 1étrehozott a kongenitdlis FXIII deficiencidval rendelkezd betegek
nyilvantartdsara és kovetésére l1étrehozott adatbazisban (102). A német €s az izraeli betegek

esetében azonositottdk a FXIII-A gén deficiencidt okozé mutdcioit (103,104).

3.3. Monocitak szeparalasa a FXIII deficiens betegekbdl és a kontrollokbél

A FXIII-A deficiens betegek €s egészséges kontroll egyének (n=21) heparinnal alvadasgatolt
vérébol a mononukledris sejteket Ficoll gradiens centrifugédldssal szeparadltuk. A
mononukledris sejszuszpenziébdl a monocitdkat tiveglemezre vald kitapasztassal vélasztottuk
el. A letapadt sejtek 80%-a monocita volt, amelyet Wright festés utdni morfoldgiai
vizsgdlattal, illetve nem specifikus észterdz reakcidval €s neutrdl red fagocitdzissal
igazoltunk. Mind a betegek, mind a kontrollok beleegyezésiiket adtik a vizsgdlatok

elvégzéséhez (105).



3.4. IgG-vel szenzitizalt vorosvértestek kotodésének és fagocitozisanak vizsgalata

Az Un. vorosvértesthez kotott antitest (EA) Fcy receptoron valé kotddésének és
fagocitézisanak vizsgalatit nydlszérumbdl izoldlt IgG-vel szenzitizélt birka vvt-vel végeztiik
(106). A nyulszérumbdl izolélt IgG-bol sorozathigitast készitettiink és 2,5%-os birka vvt-vel
inkubdltuk, hogy meghatarozzuk az IgG antitest szubagglutinacios titerét. A tovabbiakban az
IgG szubagglutinaciés mennyiségével szenzitizalt birka vvt-vel dolgoztunk. A betegekbdl és
kontrollokbdl szeparalt mononukledris sejteket (10°) iiveglemezre tapasztottuk ki és 30 percig
37°C-on 2,5%-os EA-val inkubdltuk. Az EA kotddésének és fagocitdzisanak kiértékelését
Diaplan mikroszképpal (Leitz, Germany) prepardtumonként 300 sejten végeztiik.
Meghataroztuk az un. uptake indexet (UI), amely a sejt felszinéhez kotodott és a sejt altal
fagocitalt partikulumok egy sejtre vonatkoztatott atlagos szamat jelenti. A sejtek felszinéhez
kotédott szenzitizalt vvt-k hipotdnids lizise utdn a sejtek dltal fagocitalt partikulumok atlagos
szamdt a fagocitdzis index-el fejeztiik ki (PI). Az uptake index és a fagocitdzis index

kiillonbsége adja a kotddési (binding) indexet (BI): BI=UI-PL
3.5. Az éleszt6 partikulumok kotodésének és fagocitozisanak vizsgalata

Az el6zdleg megf6zott €s Hanks’ Balanced Salt Solution-ban (HBSS) szuszpendalt éleszto
gombdkat (Saccharomyces cerevisiae) 1gG €s fibronektin mentes human AB szérummal
kezeltiik, hogy feliiletiiket C3b komplementkomponenssel vonjuk be (107). A betegekbdl és a
kontrollokbél szeparalt mononukledris sejteket (10°) iiveglemezre tapasztottuk ki és 60 percig
37°C-on komplementtel bevont és bevonatlan, fluoreszcein izotiociandttal (FITC) konjugélt
élesztOpartikulumokkal inkubaltuk. A partikulumok kotddését és fagocitdzisat fluoreszcencia
kioltdsos modszerrel hatdroztuk meg. A sejtek uptake indexét Axioplan fluoreszcens
mikroszképpal (Zeiss, Oberkochen, Germany) preparaitumonként 300 sejten hatdroztuk meg.
Tripankék festés utdn (0,2%-0s), - amely teljesen kioltja a sejtek felszinéhez kotédott
élesztOpartikulumok fluoreszcencidjat - szamoltuk ki a fagocitézis indexet. A kotddési indexet

az uptake index é€s a fagocitdzis index kiillonbségeként hataroztuk meg.
3.6. A fagocitozis gatlasa

A mononcyta/makrofagok Fcy és komplement receptoron keresztiil torténd fagocitdzisat

monodanzilkadaverin (MDC) inkubdciét kovetden is megvizsgaltuk. Az MDC a
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transzglutamindzok 4ltal katalizalt keresztkotések kialakuldsat gatlo vegyiilet (108). A
monocita/makrofdg sejttenyészetbdl szdrmazoé sejteket 20 percig, 37°C-on 100 pmol/l
végkoncentracioban MDC-t tartalmazé tapfolyadékban inkubdltuk, majd a fagocitézist a 3.4.
és a 3.5. pontban ismertetett modon vizsgédltuk. Kontrollként az MDC-vel nem kezelt

sejtkultirdk szolgaltak.
3.7. A FXIII-A immunfluoreszcens jelolése és a sejtpreparatumok image analizise

A monocita/makrofdg sejttenyészetbdl naponta elkiilonitett szuszpenzié aliquotokbdl
Cytospin 3 citocentrifugdval (Shandon, Pittsburg, UK) citospin prepardtumokat készitettiink.
A preparatumokat 4%-os paraformaldehiddel (pH 7,4) 30 percig szobahdmérsékleten fixaltuk.
A FXIII-A-t indirekt immunfluoreszcens reakcidval poliklondlis nyul anti-FXIII-A, biotinnal
jelolt anti-nydl IgG és FITC-streptavidin felhaszndldsdval detektdltuk (41,43). A FXIII-A
relativ. . mennyiségét Axioplan tipusi fluoreszcens mikroszképhoz (Zeiss, Oberkochen,
Germany) kapcsolt Charged-Coupled Device (CCD) kamera (IMAC-CCD, Sony, Japan) és
képanalizadlé szoftver (ISIS, Metasystems, Germany) segitségével sejtszinten mértiik az
altalunk kidolgozott €s publikdlt moddszerrel (109). Minden prepardtumban 200 sejt

fluoreszcencia intenzitdsat hataroztuk meg.
3.8. A FXIII-A mRNS expresszio valtozasa a tenyésztés soran

A FXIII-A mRNS meghatarozasdra quantitativ reverz-transzkriptdz polimeraz lancreakciot
hasznaltunk (QRT-PCR). A sejtekbdl (6X106) naponta a tenyésztés sordn a High Pure RNA
Isolation Kit (Roche Diagnostic, Indianapolis, USA) segitségével totdl RNS-t izoldltunk. Az
RNS mennyiségét GeneQuantll (Pharmacia Biotech, San Francisco, USA) RNS/DNS
spektrofotométerrel hataroztuk meg. Kétlépéses quantitativ reverz-transzkriptdz PCR reakciot
alkalmaztunk. Az els6 1€pésben minden mintdbdl azonos mennyiségii RNS-t (600 pl) {rtunk at
cDNS-re a gyar dltal megadott protokollt haszndlva. Roviden, a reverz transzkriptiz mix 1X
TagMan RT Buffer-t, 5,5 mM magnézium kloridot, 500 uM dNTPs mixet, 2,5 uM random
hexamert, 0,4 U/ul Rnase inhibitort és 1,25 U/ul MultiScribe reverz transzkriptazt
tartalmazott 20 pl térfogatban. Az atirdshoz hasznalt hdmérsékleti paraméterek a kovetkezok
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) dltal 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) késziiléken amplifikdltuk a megadott protokoll alapjan. A kovetkezd
hémérsékleti ciklusokat alkalmaztuk: 10 perc 95°C-on, majd 40 ciklus (15 mp 95°C-on és 1
perc 60°C-on). Valamennyi stddiumbdl 3 parhuzamos minta fluoreszcencia intenzitds
valtozasdt mértilk. A 18S rRNS (belsé kontroll) amplifikdldsdéhoz szintén az Applied
Biosystems (Foster City, USA) éltal kifejlesztett 18S rRNS specifikus primereket és probe-ot

hasznaltuk a gyar altal megadott protokoll szerint.

3.9. SDS-PAGE elektroforézis és Western blot analizis

A monocita/makrofdg tenyészetbél e célra naponta 5x10° sejtet vettiink ki, majd desztill4lt
vizes feltdrds utdn a citoszolban levd fehérje koncentracidjat a Lowry altal leirt médszerrel
hataroztuk meg (110). Denaturalt rekombindns FXIII-A-t (1 pg), minden mintdb6l azonos
mennyiségli fehérjét (50 ug), nagy molekulasilyd, illetve biotindlt molekulasilystandardot
vittiink fel 7,5%-os natrium-dodecil-szulfat (SDS) poliakrilamid gélre, majd elvégeztiik az
elektroforézist (Hoefer SE 600, Pharmacia Biotech, San Francisco, USA) (111). A fehérjéket
a gélen Coommassie blue festéssel tettiik ldthatéva. A fehérjéket nitrocellul6z membrinra
blottoltuk at (Hoefer TE 50X, Pharmacia Biotech, San Francisco, USA). A nitrocellul6z
membrant (0,2 um porusatmérdjli) 3%-os gelatinos blokkolds utan FXIII-A ellenes antitesttel
inkubdltuk, majd biotinélt nyul IgG, avidin-biotinylated peroxidase komplex felhasznaldsaval

jeloltiik és diaminobenzidin tetrahidrokloriddal (ABC/DAB) tettiik lathat6va.

3.10. Statisztikai analizis

Az egészséges kontrollok és a FXIII deficiens betegek monocitdin végzett mérések
eredményeit a Student féle t-teszttel hasonlitottuk Ossze. A kiilonbséget akkor tekintettiik
statisztikailag szignifikdnsnak, ha a P<0,05. A kvantitativ RT-PCR eredményeit statisztikailag
az un. komparativ threshold cycle (Ct) mddszerrel értékeltiik ki. A mintdk RNS tartalmanak
normalizdldsdhoz a 18S rRNS-t hasznéltuk, mint belsé kontrollt és a FXIII-A elsé nap mért
mRNS expresszidjat tekintettiik az eredmények osszevetésekor viszonyitasi alapnak. Atlag és

a 2748CSD grigkeket hatdroztuk meg (112).
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4. EREDMENYEK

4.1. A monocita/makrofagok fagocitézisanak valtozasa a tenyésztés soran

A buffy coatbdl elutridciés centrifugdldssal nyert monocitdkat 4 napig tenyésztettiik és
minden nap meghatdroztuk a sejtek Fcy és CR medidlt fagocitézisit a FXIII-A altal katalizalt
keresztkotések kialakulasat gatlé MDC jelenlétében és anélkiil (1. dbra). A sejtek fagocitdzis
aktivitdsa fokozatosan novekedve a 3. napon érte el a maximumat mind az Fcy (PI=1,58)

(1A ébra), mind pedig a CR medidlt fagocitézis esetében (1B dbra). MDC jelenlétében
mindkét uton torténd fagocitdzis nagymértékben gitlddott: az Fcy receptor dltal medidlt 55-
70%-kal, a CR 4ltal kozvetitett 20-70%-kal.

1. abra

A monocita/makrofagok Fcy és komplement receptor medialt fagocitézisanak valtozasa

a tenyésztés soran monodanzilkadaverinnel kezelt és kontroll sejteken
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4.2. A FXIII-A fehérje expressziojanak sejtszinten torténo valtozasa a tenyésztés soran

A FXIII-A expresszidjdnak sejtszinten torténd kovetéséhez az immunfluoreszcensen jelolt
preparatumok mikroszképos és szamitégépes képanalizisét végeztiik el (2. dbra). A tenyésztés
elsé napjan a kis fluoreszcencia intenzitdsi sejtek domindltak, majd a 2. napon jelentds
eltolédas kovetkezett be a nagyobb intenzitdsu sejttartomany felé, s a 3. napon a nagyobb
fluoreszcencia intenzitast mutatd sejtek aranya tovabb fokozodott. A negyedik napon mért

fluoreszcencia intenzitds megoszlasa hasonl6 volt a harmadik napon észlelthez.

2. abra

A FXIII-A expresszidja a monocita/makrofagokban a tenyésztés soran

Sejtek megoszlasa
(%)

Fluoreszcencia intenzitas (x1 04)

4.3. A FXIII deficiens betegekbdl izolalt monocitak fagocita funkcidinak vizsgalata

A FXIII-A deficiens betegek monocitdinak EA kotését és fagocitdzisat, masrészt a nem
opszonizalt és opszonizalt élesztd partikulumok fagocitézisat Prof. Dr. Addny Réza, Prof. Dr.
Muszbek Laszlo és Prof. Dr. Kévai Madria a kollabordciés partnereinkkel, Prof. Dr. Uri
Seligsohn, Prof. Dr. Rudolf Egbring és Prof. Dr. Stanislaw Lopaciuk kozremikodésével
végezte. A betegek monocitdinak EA kotése alacsonyabb volt, mint a kontrolloké, a valtozas
azonban nem volt szignifikdns, a betegekbdl izoldlt monocitdk Fcy receptoron torténd

fagocitdzisa viszont szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontrollok atlagahoz képest (3A dbra).
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Ugyancsak szignifikdnsan alacsonyabbnak adédott a FXIII-A deficiens betegek lektin-szerti

és komplement receptoron keresztiil tortén6 fagocitdzisa is (3B abra).

3. abra

FXIII-A deficiens betegek és kontrollok monocitiainak EA és éleszté partikulum kotése

és fagocitozisa
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4.4. A FXIII-A mRNS expresszidja a monocita/makrofag differenciacio soran

A FXIII-A mRNS mennyiségi véltozasdnak vizsgdlatira quantitativ RT-PCR reakciot
alkalmaztunk. A FXIII-A mRNS expresszidja gyorsan novekedett a sejtekben a tenyésztés
soran és a legmagasabb szintet a 3. napon érte el (4. dbra). A FXIII-A mRNS expresszidjanak
mértéke a 3. napon tobb, mint 70 szeres volt az elsd napi értékhez képest.

4. abra

A FXIII-A mRNS expresszidjanak valtozasa a monocita/makrofag differenciacié soran
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4.5. A monocita/makrofagok Western immunoblot analizise
A protein szintézis képanalizissel tapasztalt valtozdsanak megerdsitésére az elektroforézissel

szeparalt fehérjék Western immunoblot analizisét végeztiik el (5. dbra). A FXIII-A fehérje

szintézise a 3. napig folyamatosan emelkedett, majd a 4. napon nagymértékben csokkent.
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5. abra

A monocita/makrofagokbél izolalt fehérjék Western immunoblot analizise

A. Coomassie blue B. Western immunoblot
St 1 2 3 4 5 Bt 1 2 3 4 5
205 h e A 205 =
116 116
97 97
B . - - FXIII-A
“% AEee
e 58 ™
45 -_- . .
39 ™

29 29 -

A: Coomassie blue-val festett proteinek elektroforetikus képe. 1: rekombindns humén
FXIII-A; 2-5: 1-4 napig a tenyésztett monocita/makrofagokbdl izoldlt fehérjék. B: A
monocita/makrofag tenyészetbdl szarmazé fehérjék Western immunoblot képe. 1:
rekombinans humén FXIII-A; 2-5: a tenyésztett monocita/makrofagokbdl izolalt, specifikus

antitesttel jelolt FXII-A 1-4 napig. St: molekulasuily standard; Bt: biotindlt molekulasily

standard.
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5. MEGBESZELES

A keringésben 1év0 monocitdk a mononuklearis fagocita rendszer atmeneti
populécidjat képezik, melyek a csontveldi prekurzor sejtekbdl differencidlédnak. A
keringésbdl a szovetekbe és a kiilonbozo testiiregekbe jutva makrofagokka differencidlédnak
(70). A monociték in vitro torténd makrofaggé érése sejtkultirdkban j6l modellezi az in vivo
lejatsz6dé folyamatot €s informécidkkal szolgdl a differencidci6 alatt bekovetkezo strukturélis
és funkciondlis valtozdsokrdl. A FXIII-r6l kimutattdk, hogy tobb sejttipus is képes
szintetizalni, tobbek kozott a monocitdk/makrofagok is. Bar a véralvadasban nélkiilozhetetlen
szerepet jatsz6 FXIII a trombin, illetve a Ca® ionok hatdsdra aktivalédik, a FXIII nem
proteolitikus aktivacigjat is leirtdk (53-55). A FXIII-nak a citoszkeletalis dtrendezddésben
szerepet jatszo fehérjék - az aktin, miozin, vinkulin — szubsztratjai (45-47). Egy nem
fagocitdlé €s immunhisztokémiai detektdlds sordn FXIII-A negativ mielomonocitds (DD)
sejtvonalrdl kimutattdk, hogy forbol-észter aktivacidval helyredllithat6 a fagocital6 képessége,
és ezzel parhuzamosan a FXIII-A szintézise is észlelhetdvé valt (107). Ezekbdl a kisérleti
eredményekbdl feltételezhetd, hogy az intracelluldris FXIII olyan folyamatokban jatszhat
szerepet a sejtben, amelyek a citoszkeletélis dtrendezddéshez kapcsolddnak, igy tobbek kozott
a fagocitézisban. Eddig sem a FXIII-A szintézisének véltozadsit nem vizsgdltdk a
monocita/makrofag differencidcié sordn, sem a sejtek FXIII-A tartalma és fagocitézisa kozotti
kapcsolatot.

Eredményeink szerint a FXIII-A szintézise fokozdédik sejtszinten a monocita/makrofag
differencidcié sordn. A FXIII-A-hoz kapcsolhatd fluoreszcencia intenzitds 10-szer nagyobb
volt a 3. napos sejtek dominédns szubpopulédcidjdban, mint a tenyésztés elsé napjan észlelt, az
egész sejtpopuldcidt jellemzd mérték. A quantitativ RT-PCR eredménye szerint a 3. napon a
FXIII gén expresszidja tobb, mint 70 szerese volt az elsé nap mért értéknek. Ez az eredmény
Osszhangban 4ll a Western immunoblot analizis eredményével, ami a FXIII-A protein
parhuzamos véltozasat jelezte. A FXIII-A szintézisével parhuzamosan valtozott a sejtek Fcy
és komplement receptor medidlt fagocitézisa. A fagocitézis és a FXIII-A szintézis
parhuzamos véltozédsa felveti annak a lehetOségét, hogy a két folyamat kapcsolatban van
egymassal €s ezt a feltételezést a kovetkezo kisérletekkel tdmasztottuk ala:

1. Az MDC, amely a FXIII-A 4ltal katalizdlt keresztkotések kialakuldsat géatolja,
nagymértékben csokkentette a monocita/makrofagok fagocitdzisat.
2. A FXIII deficiens betegek monocitdinak - akiknek monocitdib6l hidnyzik a FXIII-A és

nincs detektdlhat6 transzglutamindz aktivitasuk - Fcy receptor, komplement receptor és
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lektin-szeri receptor medidlt fagocitdzisa szignifikdnsan alacsonyabb volt a

kontrollokéhoz képest.

Az Fcy és a komplement receptor medidlt fagocitézis nemcsak a partikulumok kotodéséért
felel0s receptorok tipusdban, de a jeldtviteli ttvonal bizonyos lépéseiben is kiilonboznek
egymastol (71-73; 81-93). Az a tény, hogy mind az Fcy, mind a komplement receptor medialt
fagocit6zis majdnem teljesen parhuzamosan valtozott a FXIII-A expresszigjaval és mindkettd
nagymértékben csokkent a FXIII deficiens betegek monocitaiban, illetve MDC jelenlétében a
normdl monocitdkban/makrofdgokban azt a feltételezést engedi meg, hogy a FXIII-A a
fagocitézis folyamatdnak egy kozos pontjan fejti ki hatdsat. Ezzel ellentétben a
transzglutamindz aktivitas gatlasa nem csokkentette az EA és a komplementtel opszonizalt
partikulumok kotését és nem volt szignifikdns kiilonbség a kontrollok és a FXIII deficiens
betegek monocitdinak EA kotése kozott. Ez azt mutatja, hogy a csokkent Fcy receptor medialt
fagocitdzis valésziniileg nem a betegek monocitdinak csokkent kotési kapacitdsanak, hanem a
megkotott  partikulumok  csokkent internalizdcidjanak  tulajdonithat6. A ligandok
monocita/makrofdgok felszinéhez vald kotddését kovetden receptor-klaszterképzOdés jon
létre, ami tobbszords kotddést tesz letetové a felszinhez. Ez a jelenség a citoszkeleton
atrendezO0désén alapul, mely lehetdvé teszi a komplement és az Fcy receptorok cappingjét
vagy akdr kozos cappingjét és kovetkezményes endocitézisit (71,72; 81). Az Fcy receptor
medidlt fagocitdzis jeldtviteli itvonala magéba foglalja az Src és Syk kindzok aktivalasat, ami
a tirozin csoportok foszforilacidjat eredményezi; ugyancsak részt vesz a folyamatban a
foszforilalt foszfoinozitol é€s a Ras/Raf-1/MAP kindz utvonal is (72,81-91), ami kozvetleniil
vagy kozvetve az aktin polimerizacidjdhoz vezet (90,93-97). A citoszkeleton dtrendezddés a
komplement receptor medialt fagocitozisnak is esszencidlis része (71-73; 93).

Biokémiai kisérletek bizonyitottdk, hogy a citoszkeletdlis proteinek — a miozin, az aktin és
a vinkulin — szubsztratjai lehetnek a FXIII-A-nak (45-47) ¢és egy eldzo
immunelektronmikroszképos tanulmdnyban kimutattak, hogy a FXIII-A szoros asszociaciot
mutat a mikrofilamentumokkal a sejtekben (26).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a FXIII-A szerepet jatszhat a monocita/makrofagok
receptor medidlt fagocitézisdban. Tovabbi vizsgdlatok sziikségesek azonban annak
tisztazasara, hogy a FXIII-A pontosan milyen szinten, hol jatszik szerepet a citoszkeleton

atrendezO0désében vagy a fagocitdzis folyamatdnak mas 1épésében.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénk sordn a monocita/makrofdg sejtekben szintetizal6d6 transzglutamindz, a faktor
XIII-A lehetséges intracelluldris funkcidjat kivantuk vizsgélni. Irodalmi adatok alapjan
feltételeztiik, hogy a FXIII-A-nak a monocita/makrofagokban szerepe lehet olyan
intracellularis ~ folyamatokban, mint a citoszkeleton atrendez6dése, mely a
legkarakterisztikusabban a fagocit6zisban nyilvdnul meg. A vizsgilatainkat egyrészt
egészséges donorokbdl izoldlt monocitdk sejttenyészetén, masrészt faktor XIII deficiens

betegek monocitdin végeztiik.

1. Megallapitottuk, hogy mind az Fcy, mind a komplement receptor medidlt fagocitdzis
novekedett a monocitdk makrofdgga differencidlodésat lehetové tevd tenyésztés sordn és a
3. napon érte el a csucspontjat. A sejtek fagocitézisa jelentds mértékben gétolhatd
monodanzilkadaverinnel, amely a transzglutaminazok dltal katalizalt keresztkotések

gatloszere.

2. A FXIII-A deficiens betegek monocitdinak Fcy, komplement és lektin-szerli receptorokon
keresztiili fagocitézisa szignifikdns csokkenést mutatott az egészséges kontrollok

atlagértékeihez képest.

3. A tenyésztett monocitdk/makrofdgok fagocitézisa a FXIII-A mRNS expresszidjaval és

protein szintézisével parhuzamos véltozast mutatott.

4. Eredményeink szerint a FXIII-A szerepet jatszhat a monocitdk/makrofagok Fcy és

komplement receptor medidlt fagocitdzisaban.

Eredményeink hozzdjarulnak a FXIII-A intracellularis szerepének jobb megértéséhez,
azonban tovabbi vizsgilatok sziikségesek annak tisztdzdsdhoz, hogy a FXIII-A pontosan
milyen szinten, hol jatszik szerepet a citoszkeleton &atrendezddésében vagy a fagocitdzis

folyamatdnak mas 1épéseiben.
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