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OSSZEFOGLALAS

Az V-6s faktor Leiden mutacidja (FVieigen) e€gy relative gyakori mutacié a kaukazusi
populécidoban, mely heterozigotak esetén 5-8-szoros, homozigotdkban 50-80-szoros vénas
tromboembolias rizikét jelent. FVeigen esetén az aktiv FV (FVa) és a FV aktivalt protein C
(APC) indukalta proteolitikus hasitasa gatolt, igy a trombin generacio csokkenése elmarad és
a prokoagulans aktivitdas down-regulacioja, illetve a FV antikoagulans hatasa is gatolt. A
FVicigen trombin generacion talmutaté kozvetett hatdsai kevésbé ismertek, igy pl. a
mutacionak a XlIlII-as faktor (FXIII) aktivaciora, az alvadék keresztkotéseinek kialakuldsara
gyakorolt hatasat eddig nem vizsgaltak.

Munkéankban tizendt egészséges, ismert FViggen genotipusi egyén plazmajaban a
véralvadas fizioldgias, extrinszik Utjat rekombinans humdan szdveti faktort, foszfolipidet és
Ca’*-ot tartalmazoé oldattal aktivaltuk rekombindns humén trombomodulin (thTM)
jelenlétében és hianyaban. A kiilonbozé i1dokozokben nyert alvadékokat SDS-PAGE és
Western blotting technikakkal analizaltuk, majd a FXIII aktivalodas, a fibrin keresztkotések
illetve az alfa-2-plazmin inhibitor (op-PI) és fibrin kozti keresztkotések kialakulasanak
mértékét kvantitativ denzitometriaval értékeltiik. Kisérleteinket tisztitott, vad tipusu FV-tel
illetve homozigdta mutans FVeigen-nel kiegészitett FV hianyos plazmakkal is elvégeztiik. Az
rhTM-nek a szdveti plazminogén aktivatorral (tPA) indukalt alvadék lizisre kifejtett in vitro
hatasat turbidimetrids modszerrel vizsgaltuk FV vad tipust FVeigen homozigota egyénektdl
nyert plazmakban.

A FV vad tipusu egyének plazmdjaban az rhTM jelentésen lelassitotta a FXIII
aktivacigjat, a fibrin y-lancok dimerizaciojat illetve a op-Pl-fibrin  a-lanc kozti
heterodimerek/oligomerek kialakulasat. Az rhTM-nek ez a hatasa FV| gigen hordozok esetében
csak elhanyagolhatdé mértékben érvényesiilt. Az thTM lelassitotta a tPA-indukalt alvadék

lizisét €s ez a hatas kifejezettebb volt a FV  gjgen hordozé egyének plazméjaban. Amennyiben a
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trombin altal aktivalhatdo fibrinolizis inhibitor aktiv forméjdnak (TAFIa) hatasat
karboxipeptidaz gatld szer hozzaadasaval felfiiggesztettiik, thTM jelenlétében a lizis idé a FV
vad tipustil plazmdakban jelentdsen megrovidiilt, ami a lassibb op-Pl-fibrin keresztkdtések
kialakuldsaval magyarazhato. Ez a hatds a FViggen hordozok esetében nem volt
megfigyelhetd.

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

mutacio trombozis hajlamot fokoz6 hatasanak 0j biokémiai mechanizmuséara vilagitanak ra.



SUMMARY

Factor V Leiden mutation (FVieigen) Mutation is common among Caucasians and it is
associated with a 5-8-fold increased risk of venous thromboembolism in heterozygotes and
with a 50-80-fold risk among homozygotes. FV eigen IS associated with an impaired down-
regulation of the procoagulant activity exerted by activated FV and with the loss of FV
anticoagulant function; hereby it compromises the down-regulation of thrombin generation.
The downstream consequences of FVcigen, Which might be connected to increased thrombin
generation, have been revealed only partially. The effect of FV igen On factor X1 (FXIII)
activation, on the cross-linking of fibrin chains and o,-plasmin inhibitor (a,,-P1) to fibrin has
not been investigated.

In the plasma samples of fifteen healthy individuals with known FV | ejgen genotype the
physiological, extrinsic pathway of coagulation was initiated by recombinant human tissue
factor, phospholipids and Ca®* in the presence and absence of recombinant human
thrombomodulin (rhTM). Clots were recovered after various time intervals, the extent of
FXIII activation, fibrin cross-linking and a,-PI-fibrin cross-linking were analyzed by SDS-
PAGE and Western blotting, then quantified by densitometry. The experiments were also
carried out using FV deficient plasma supplemented with purified wild type FV or FV gigen.
The effect of rhTM on tissue plasminogen activator (tPA) induced clot lysis was measured by
turbid metric method.

RhTM significantly delayed the activation of FXIII, fibrin cross-linking and the
formation of ap-PI-fibrin a-chain heterodimers/oligomers in the plasma from FV wild type
individuals. This effect of rhTM was impaired in the presence of FV eigen. RNTM delayed
tPA-induced clot lysis and this effect of rhTM was more pronounced in plasma containing
FVLeigen. When active thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFIa) was inhibited by

carboxypeptidase inhibitor, rhTM accelerated clot lysis in the presence of wild type FV,



which is explained by the delayed o,-PI-fibrin cross-linking. This effect of rhTM did not
prevail in the presence of FV gjden.

FVeigen abrogates the delaying effect of rhTM on FXIII activation, on fibrin chain
cross-linking and on o-PI-fibrin cross-linking, which contribute to the impaired fibrinolysis.

Our results reveal a novel mechanism that contributes to the increased thrombosis risk in

FV Leigen Carriers.



ROVIDITESEK JEGYZEKE

o-Pl:
APC:
Asnl-on-Pl:
APCE:

CPI:

FV:

FVa:

FV Leiden:
FVlla:
FVIlla:

FX:

FXa:

FXIII:
FXIa:
FXII-A:
FXII-A’:
FXI-Ay:
FXII-A2B,:
FXI111-B:
Metl-a,-Pl:
PAI-1:

alfa-2-plazmin inhibitor

aktivalt protein C

az alfa-2-plazmin inhibitor antiplazmin hasit6 enzim altal hasitott, N-

terminalisan aszparagint tartalmazé izoformaja
antiplazmin hasité enzim (antiplasmin cleaving enzyme)
karboxipeptidaz inhibitor

V-06s faktor

aktiv V-6s faktor

V-06s faktor Leiden mutacioval

aktiv VII-es faktor

aktiv VIII-as faktor

X-es faktor

aktiv X-es faktor

Xlll-as faktor

aktiv XIII-as faktor

a Xlll-as faktor A alegysége

trombin altal hasitott XIII-as faktor A alegység
Xlll-as faktor A alegység homodimer

a XlllI-as faktor heterotetramer szerkezetii formaja

a Xlll-as faktor B alegysége

az alfa-2-plazmin inhibitor nem hasitott, N-terminalisan metionint tartalmazo

izoformaja

1-es tipusu plazminogén aktivator inhibitor



PDP: trombocita-mentesitett plazma (platelet depleted plasma)

PPACK: D-phenylalanyl-L-prolyl-L-arginin chloromethyl ketone

rhTM: rekombinans human trombomodulin

SDS-PAGE: sodium dodecil szulfat poliacrilamid gél elektroforézis

Typ: 50%-0s FXIII aktivacidhoz és a keresztkotések 50%-anak kialakulasahoz

szlikséges 1d6

TAFI: trombin altal aktivalhat6 fibrinolizis inhibitor

TAFla: trombin altal aktivalhato fibrinolizis inhibitor aktiv formaja
TF: szoveti faktor (tissue factor)

TM: trombomodulin

tPA: szoveti plazminogén aktivator (tissue plasminogen activator)



BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A hemosztazis kettds feladattal bir: egyrészt folyékony allapotban tartja a vért az érpalyan
beliil, masrészt az érfal sériilése esetén a vérzés mieldbbi megsziintetésére torekszik, hogy a
vérveszteséget minimalizdlja. A normal hemosztdzis a természetes prokoaguldns ¢és
antikoagulans rendszerek egyenstlyat és finom szabalyozasat igényli.

A prokoagulans rendszer aktivalodasanak feltétele az erek falaban levo szoveti faktor
(TF) véraramba vald bekeriilése, vagy a sejtek feliiletén expresszaloédd TF kontaktusa az
aramlo vérrel. A vérarammal kontaktusba keriilt TF komplexet képez a plazmaban 1évo VII-
es faktorral, ill. annak aktiv formajaval (FVIIa) és Ca®" jelenlétében kialakul egy tenaz
komplex, amely az alvadas kezdeti fazisaban kozvetleniil hasitja a X-es faktort (FX), ezaltal
azt aktiv formava (FXa) alakitja. Az alvadas késdbbi fazisdban ezt a direkt FX aktivéciot a
szoveti faktor ut inhibitora blokkolja és az indirekt FX aktivacio keriil el6térbe. A TF-FVlla
komplex ugyanis aktivalja a FIX-et is. A FIXa és az aktivalt VIII-as faktor (FVIlla) az
aktivalt trombocitédk foszfolipid felszinén Ca?* jelenlétében komplexet képez (masodik tenaz
komplex), amely az alvadds masodik, un. propagéacios fazisdban végzi a FX aktivacigjat. A
FXa kofaktoraval, a FVa-val (szintén az aktivalt trombocitak foszfolipid felszinén, és szintén
ca?t jelenlétében) protrombinaz komplexet képez, ami a protrombint trombinna alakitja A
trombin a véralvadasban multifunkcionalis kulcsenzime, aminek szamos hatasa van. A
fibrinogén Aa-, és BB-lancabol lehasitja a fibrinopeptid A-t, ill. fibrinopeptid B-t és spontan
polimerizal6do fibrin monomerek keletkeznek. Ugyanakkor aktivalja a vérlemezkéket, ami a
membran prokoagulans hatasanak kialakulasahoz vezet. Mindemellett a trombin aktivalja a
FXIII-t, ami keresztkotések kialakitasaval stabilizélja a keletkezd fibrin alvadékot. Egy
pozitiv visszacsatoldson keresztiil a trombin moduldlja sajat aktivacidjat azaltal, hogy
aktivalja a FV-t, FVIII-t és FXI-et. Utobbi aktiv formaja (FXIa) a FIX aktivatora. A FVa ¢és
FVIlla egyiittesen milliészorosara novelik a trombin képzddését, igy a trombin generacid
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egyik legjelentsebb kontrolljat képezik.! A fentiek a véralvadas aktivacidjanak egy
szimplifikalt valtozatat mutatjadk be, a valdésagban a szabalyozas még bonyolultabb, tobb
pozitiv és negativ visszacsatolast involval.

Az antikoagulans rendszer az inaktivator protein C/protein S rendszerbdl illetve a
trombint, a FXa-t és egyéb aktiv alvadasi faktorokat is gatld inhibitorbol, az antitrombin III-
bol all. Az inaktivator rendszer a prokoaguldns rendszerrel egyiitt trombin hatdsara
aktivalodik. A dolgozat témajara valo tekintettel fontos megjegyezni, hogy trombomodulin
(TM) hianyaban a folyamat csupan a trombin generacioig jut el, viszont TM jelenlétében a
folyamat tovabb halad, a trombin-trombomodulin komplex hatisara a plazmaban keringd
protein C aktiv enzimmé (APC) alakul. Az APC kofaktora, a protein S jelenlétében fejti ki

inaktivator hatasat a FVa és FVIIla proteolitikus inaktivacidja révén. (1. dbra)

TF _l'lt,VC_)Illfcll Trombin Protein C FVa, FVIIla
aktivacioja generacio aktivacio mnaktivacio

Protr Tron&

eaw RS

P"w i

g

|

\4

i W

1. abra. A szoveti faktor utvonal sémas abrazolasa. TM hianyaban a folyamat a trombin

generacioig jut el, mig TM jelenlétében aktivalodik az inaktivator rendszer.

Mind a prokoagulans mind az antikoagulans rendszerben bekdvetkezhetnek olyan

elvaltozasok, melyeket szerzett vagy 0roklott tényezok idézhetnek eld. A vérzéses klinikai
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tiinetekkel jard oOrokletes betegségek mar évszazadok ota ismertek, viszont a trombozist
okozo orokletes tényezOk tobbsége csak az elmult fél évszazadban keriilt leirasra. Ezek az
oroklott trombofilidk magukba foglaljak az APC rezisztencidt okoz6 FVggen mutaciot, a
protrombin G20210A allél jelenlétét, a protein C, protein S és antitrombin III deficienciakat.
A dolgozat témdjara valo tekintettel, a tovabbiakban az APC rezisztencidt 0koz6 FV | eigen
mutaciot részletezem, mely a kaukézusi populacidban a familiaris trombofilia leggyakoribb
oka. Eurdpaban orszagonként igen valtozd mértékben, 1-10%-0s gyakorisaggal fordul eld,
hazankban Gorégorszaghoz, Torokorszaghoz, Ciprushoz hasonldéan az egészséges populacio
9-10%-ban mutathaté Kki.> A FVieigen mutacid heterozigdta allapotban 5-8-szoros, mig
homozigotasag esetén akar 50-80-szoros vénas tromboembolids rizikdtényezot jelent. 1993-
ban a svéd B. Dahlbédck és munkacsoportja szamolt be el6szor az els6 APC-rezisztencidban
szenvedd csaladrol,® amelynek molekularis genetikai hatterére egy évvel késébb a leideni
egyetem kutatdja, R. M. Bertina és munkacsoportja deritett fényt, akik egy pontmutaciot irtak

le a FV génjén, FV cigen mutacionak nevezve el.* A mutécié a FV nehéz lancanak az 506-0s

crer

crer

a FVa teljes inaktivalasahoz vezet.
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-fiziologias kiriilmények kozott

Arg?’"‘E Arg5e® W A pg67
WA W,

-FV| cigen Mutacio esetén (Arg506Gln)

Arg”“L!- Glnﬂx = Args?

R AN S IS

2. abra. APC hasitasi helyei a FV nehéz lancan fiziologias koriilmények kozott illetve

FV | cigen mutacio esetén

FV Leiden mutacié esetén a FVa prokoagulans aktivitds down-regulacioja csdkkent*® illetve a
FV kofaktor aktivitisa az APC katalizalt FVIlla inaktivacioban szintén géltolt,7 aminek
kovetkeztében a trombin generacié APC okozta csokkenése elmarad.?*

A trombin egyik fontos szubsztratja a véralvadas XIII-as faktora, melyet el6szor Laki
¢és Lorand irt le 1948-ban mint “fibrin stabilizal6é faktort”. A FXIII egy protranszglutaminéz,
mely két formaban talalhatdo meg a szervezetben. A plazmaban levd forma két katalitikus A
alegységbdl (FXIII-A) ¢és két gatld/stabilizdlo B alegységbdl (FXIII-B) felépiild
heterotetramer  forméban (A,B,) kering.® A FXIII-A  megkozelitéleg 83 kDa
molekulatomegli ¢és a csontveld eredetli sejtekben szintetizalodik; mig a ~80 kDa
molekulatomegii FXIII-B-t a hepatocitak termelik. A plazmaban az A alegység csak komplex
formaban van jelen, ezzel szemben a B alegységnek mintegy 50%-a szabadon kering.

A masik forma a cellularis FXIII, mely csak két A alegységet tartalmaz homodimer
formaban (FXIII-A;); megtalalhatd a trombocitdk, a monocitdk ¢és a makrofagok
citoplazmaijélban.ll'13 A FXIII-A négy szerkezeti doménbdl (egy P-szendvics domén, egy
katalitikus ,,core” domén és két B-hordé domén) illetve egy aktivacios peptidbdl (AP-FXIII)

épul fel. A katalitikus domén tartalmazza a katalitikus triadot (Cys314, His373 és Asp396),
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mely a nem-aktivalt FXIII-ban rejtve van, igy a szubsztratjai szamara nem hozzaférhetd. Az
AP-FXIII kivételével, a FXIII-A domén szerkezete azonos mas transzglutaminazokéval, bar a
FXI1I1-Az dimer, mig a tobbi transzglutamindz monomer szerkezeti.

A FXIII-A génjében tobb polimorfizmust irtak le, amelyek koziil 6t aminosav cserével
jar. Feltételezett trombo-protektiv hatasa miatt a FXIII-A Val34Leu a legkiterjedtebben
tanulmanyozott polimorfizmus. A polimorfizmus jelentdsége abban all, hogy csupan harom
aminosavra van a trombin hasitasi helyét6l az aktivacios peptidben, ezért a FXIII trombin
altal torténd aktivaciojat befolyasolja. A Leu34 varians esetében az aktivacids peptid 2.5X
gyorsabban szabadul fel, mint a Val34 esetében. A gyorsabb aktivalodas kovetkeztében a
Leu34 varians esetében gyorsabb a fibrin a— és y—lanc keresztkotések illetve az a,—Pl-fibrin
kozti  keresztkotések kialakuldsa. Korabban azt is kimutattdk, hogy a Val34Leu
polimorfizmus a képzddott fibrinhald strukturdjat a fibrinogén szinttdl fliggden befolyasolja.
Magas fibrinogén koncentracional a Leu34 varians altal keresztkotott fibrin vastagabb
szalakbol all, a porusok nagyobbak, konnyebben penetralhatoak és fogékonyabbak a
fibrinolizisre.

A FXIII-B egy glikoprotein, mely 8.5% szénhidratot tartalmaz. Egy tipikus mozaik
protein, amely 2-2 diszulfid hiddal Gsszekapcsolt, tiz ismétlédd ,,sushi” doménbol all.
Szekrécidja soran egy 20 aminosavbol allo vezet6 szekvencia hasad le réla. !t 1

A két alegység a plazmaban komplexet alkot, melynek normal plazmakoncentracidja
14-28 mg/L. A plazmaban a FXIII fibrinogénhez kétddve kering (Kd ~10® mol/L). A FXIIl a
plazmaban az alvadasi kaszkad utolso 1épcsdjében aktivalodik trombin és Ca®* hatasara. Els6
lépésben, a trombin aktivalja a tetramer szerkezetii FXIII-at (FXIII-A;B,) azaltal, hogy a
potencialisan aktiv A alegységrdl (FXIII-A) lehasit egy 37 aminosavbol allo aktivacios
peptidet. Ezt kovetden, Ca?* jelenlétében a B alegységek disszocialnak, a hasitott FXIII-A

(FXIN-A’) pedig konformacié valtozason megy keresztill és aktiv transzglutaminazza
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(FXI11a) alakul.** A fibrin jelenléte az aktivacios folyamatot 80-100-szorosara gyorsitja (3.
abra).

A FXIII-B hidnyédban, a cellularis FXIII aktivaciojahoz nem sziikséges proteolitikus
hasitas, hanem az intracellularis Ca®" koncentraci6 megemelkedése elegendd az aktiv
konfiguracio kialakulasdhoz (3. abra).** *® A FXIII aktivaciéja a fibrin felszinén torténik,

majd a keletkezett FXIIIa a fibrinalvadékhoz kétédve marad.*” 1

A plazma FXIIl proteolitikus aktivacioja

Trombm ca2+ Ca"‘*
(F|br|n) (Flbrm)

FXIll-A,B, FXII-A;’B, + 2(AP-FXIII) 2(FXI-B)+ FXIII-A, FXII-Ay*

A cellularis FXIIl nem proteolitikus aktivacioja

Ca?*

FXIII-A, FXII-A,)

3. abra. A plazma és a cellularis FXIII aktivacioja (Muszbek L. et al, Factor XllI: a
coagulation factor with multiple plasmatic and cellular functions. Physiological reviews.
2011; 91(3): 931-72).

Mint a transzglutaminazok altaldban, a FXIlIla is egy acil-transzfer reakciot katalizal,*°

amiben egy peptidlancban levé glutamin y-karboxamid csoportja az acil donor, és egy primér
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amin az acil akceptor. Ha a szubsztrat primér amin egy masik peptidlanc e—amino csoportja
az igy kialakult izopeptid kotés a peptidlancok kovalens keresztkdtését eredményezi.'®*
A FXIlIla legfontosabb szubsztratja a fibrin és az a-PL.%

A FXIII fontos szerepet jatszik a hemosztazisban, a sebgyogyulasban ¢€s a terhesség
fenntartasaban.’® ? A hemosztazisban betoltdtt szerepe az alvadék végleges szerkezetének
kialakitasaban és a fibrinolizis szabalyozasaban érvényesiil. A fibrinszalak keresztkotése
illetve a fibrin polimerek és az op-PI kozti keresztkotések kialakitdsa révén stabilizalja a
fibrinalvadékot, noveli az ellenallasat a keringd vér nyirderejével szemben €s védi azt a gyors
fibrinolitikus degradélci(')t(')l.22'25

A FXIlIIa éltal torténd fibrinszalak keresztkGtése a y-lancok kozti dimerizaciot és nagy
molekulatdmegli a-lanc polimerek kialakuldsat eredményezi. A y-lancok dimerizcidja egy
398-as vagy 399-es pozicidban levd glutamin kozotti intermolekularis kapcsolat kialakuldsat
jelenti. Az a-lancok glutamin és lizin csoportjai kozott joval lassabban alakulnak ki
tobbszords keresztkotések, melyek o-oligomerek és nagy molekulatomegli a-polimerek
megjelenését eredményezik. Az a-polimerek kialakuldsa a fibrin alvadéknak stabilitast
kolesondz, fokozza az alvadék erésségét, rigiditasat és ellenalloképességét,”® a y-dimerek
fokozzak a fibrinhald merevségét.27

A FXllla elméletileg harom mechanizmus révén vesz részt a fibrinolizis
szabalyozasaban: 1/ A fibrin a-polimerek kialakitasa révén direkt hatdssal van az alvadék
fibrinolizissel szembeni ellendllasara, 2/ A fibrinszalak keresztkotése révén csokkenti a
plazminogén fibrinhez valé kotddését, ezaltal gatolja a tPA altal torténd plazminogén
aktivaciot, 3/ Az ay-PI fibrinhez torténd kotése révén megvédi az alvadékot a fibrinolitikus
enzim, a plazmin altal torténd gyors proteolitikus degradaciotol.

Az 0p-PI a plazmin legfébb fizioldgias inhibitora, mely a fibrin polimerizaciot
kovetden FXIlla hatdsdra gyorsan a fibrin o-lancaihoz kotédik, majd az igy képzddott
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heterodimerek beépiilnek az o-polimerekbe.®® Az 0,-PI a szerpin csaladba tartozod, 491
aminosavbol felépiilé fehérje, melyet a maj termel és szekretal. A szekretalt ap-Pl N-
terminalisan metionint tartalmaz (Metl-a,-PI). A plazmaban egy protedz, az antiplazmin
hasito enzim (APCE) az N-terminus fel6l lehasit rola egy 12 aminosavbol allé oligopeptidet,
igy a Metl-0,-PI Asnl-ap-Pl izoformava alakul.’® Mind a Metl-0,-PI, mind az Asnl-o,-PI
izoforma megtalalhaté a human plazmaban, aranyuk 3:7. Mig az Asnl-0,-Pl izoforma kitind
szubsztratja a FXIIla-nak, 2-es poziciéban 1év6 Gln csoportja révén acil donorként viselkedik
a transzglutaminaz reakcidban,?® addig a Metl-0,-Pl izoforma kevésbé jo szubsztrat, mivel a
potencialis szubsztrat GIn fedve van, s igy nem hozzaférhetd a FXIlla szamara.”

A fibrinalvadék kialakuldsa soran az Asnl-o,-PI GIn2 csoportja a fibrin(ogén) Lys303-al
képez keresztkotést, ez a Lys reziduum nem vesz részt az o-lancok polimerizacidjaban.*
Mivel az 0,-Pl molekuldban nincs acil akceptor lizil reziduum, ezért nincs lehetdség a,-Pl
homodimer képzédésre.*! Az a,-Pl-nak a fibrin a-lancokba val6 beépiilése megelézi a fibrin
a-lancok keresztkotOdését. A keresztkotott ap-PI teljes meértékben megdrzi plazmin gatlo
aktivitasat, ezért hatékonyan megvédi a fibrinalvadékot a plazmin altal torténd

123 gy a FXIII és az a,-PI kozosen kulcsfontossagn szerepet toltenek be a

emészteéstd
fibrinalvadék védelmében. E mechanizmusok elsddleges fontossagat a fibrinolizis elleni
védelemben Fraser €s munkatarsai altal legtjabban publikalt kozlemény is megerésiti.32

A FXllla o2-Pl-n kiviil a fibrinolitikus rendszer mas komponenseit is beépiti a
fibrinhaloba; ilyen OsszetevOk a TAFI, az urokindz plazminogén aktivator, a plazminogén, a
2-es tipusi plazminogén aktivator és a lipoprotein(a), bar nincsenek olyan kisérleti
eredmények, amelyek azt bizonyitandk, hogy e fehérjék keresztkotése kulcsfontossagli lenne
a fibrinolizis szabalyozasaban.'® ** A fibrin a-lancanak C terminalis doménjén levé lizin
reziduumok FXIIIa altal torténé keresztkotése csokkenti a plazminogén és a tPA szamara a

kotohelyeket, ennek kovetkeztében a plazminogén aktivaciot, ezaltal is védve az alvadékot a

proteolizisté].3*
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A humén tPA ~70 kDa molekulatomegli, egylancti glikoprotein, melyet az
endotélsejtek szekretdlnak a vérbe, ahol 80%-a az 1-es tipusi plazminogén aktivator
inhibitorhoz (PAI-1) van kotve, a fennmaradd 20% pedig szabadon kering. Enzimaktivitassal
rendelkezik, a plazminogén plazminnd torténd atalakuldsat katalizalja. Szerkezetében
,kringle-domén” taldlhatd, ami kulcsfontossagi a tPA-fibrin kozti interakcioban, mivel a
maximalis enzim aktivitds szempontjabol elengedhetetlen a tPA fibrinhez, mint kofaktorahoz
valé kotodése.> A tPA szerkezetében levé 2. kringle kotddik a fibrinben a fibrinolizis elsé
fazisaban szabaddéa valo C-termindlis lizinekhez, a finger struktira pedig képes a nativ fibrin
kotésére is. A fibrin jelenléte erdteljesen fokozza a tPA plazminogén iranti affinitasat, ezaltal
a plazminogén aktivacioja haromszorosara fokozodik.® A tPA, akércsak a tobbi plazminogén
aktivator, a plazminogén Arg561-Val560 kotését hasitja, melynek kovetkeztében plazmin
keletkezik. A plazmin szerkezeti felépitésében 0Ot ,kringle-domén” vesz részt; az aktiv
centrum pedig a C-terminalis részén talalhatd, mely a szerin-proteazokra jellemz6 katalitikus
triddot (Ser741, His603, Asp646) tartalmazza.’’ Az aktiv plazmin a fibrinszalakat
keresztiranyba, a peptid kotésben 1évé lizin karboxil-csoportok mentén hasitja. A folyamat
elorehaladtaval egyre tobb C-terminalis lizin oldallanc valik szabadda, ahova tovéabbi
plazminogén és tPA képes bekdtddni. A tPA-plazminogén-fibrin komplex kialakulasa pedig
pozitiv visszacsatolast jelent a plazmin generacid szempontjabol, ami a fibrinolizis
fokozodasahoz vezet.*

A fibrinolizis lecsengéséért inhibitorok felelosek, melyek koziil fontosabb a mar
korabban emlitett a,-PI, tovabba a PAI-1 és a TAFI. A fibrin felsziné¢hez kotodott plazmint az
ap-PI csak lassan képes inaktivalni (a féléletideje kb. 10-100 sec), mivel a plazminnak a
lizinkoté helye és az aktiv centruma is foglalt; ezzel szemben a szabad plazmint gyorsan
inaktivalja (féléletideje 0,1 s).*® Az endotélsejtek és hepatocitdk altal termelt PAI-1 szintén a

szerpinek csaladjaba tartozik, legnagyobb mennyiségben a trombocitdkban taldlhatdo meg, és a
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trombocita aktivacio soran szekretdlodik. Legfontosabb szerepe a fibrinolizis gétldsa a
vérlemezke dugd kialakulasa soran.

A TAFI a leggjabban felfedezett fibrinolizis inhibitor, mely Osszek6tdé kapocs a
koagulacié és fibrinolizis kozott.*> * A TAFI ~60 kDa molekulatomegii egylanca protein,
melyet prokarboxipeptidaz U, prokarboxipeptidaz B vagy prokarboxipeptidaz R néven is
ismeriink. A TAFI legfébb aktivatora a trombin, a trombomodulin jelenléte 1000-szeresére
fokozza trombin altal torténd aktivaciojat. A TAFI-t a tripszin és plazmin is képes aktivalni.
Fiziologids koriilmények kozott az aktiv forma meglehetésen instabil (féléletideje kb. 10
perc). A TAFla egy olyan karboxipeptidaz, ami a részlegesen degradalt fibrinben C-
terminalissa valo, a plazmin, plazminogén és tPA szdmara kotdhelyiil szolgalo lizin és arginin
oldallancokat hasitja le, ezaltal gatolva a fibrinolizist.**

A FVeigen mutacio trombin generacion talmutatd kozvetett hatasai kevésbé ismertek.
Ismert, hogy az APC profibrinolitikus hatassal is bir, ami a down-regulalt trombin generacio
miatt a TAFI csokkent aktivacidjan keresztiil valosul meg. A FV gjgen mutacio csokkenti az
APC-re adott profibrinolitikus valaszt is. A mutaciot hordozo egyénekben fokozodik a
trombin generacié és a TAFI aktivacio, igy a fibrinolizis folyamata is gatolt.*” A FVieigen
TAFI aktivaciora gyakorolt hatisa TM koncentracio fiiggs.*® Ezek a mechanizmusok
feltehetéen részt vesznek a FViegen mutacioval jard fokozott tromboziskészség

kialakitasaban.
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CELKITUZESEK

Mivel a FV gigen 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 FVieigen mutacié FXIII aktivacidjara kifejtett hatasat rhTM jelenlétében és
hianyaban.
2. A FVicigen mutacio hogyan befolyasolja a FXIlla altal katalizalt fibrin keresztkotések
(y—dimerek, a—polimerek) kialakulasat.
3. Az ap-PI és a fibrin lancok kozti keresztkotések képzddését hogyan befolyasolja a
FV Leigen jelenléte.
4. A FV i eigen mutacid fibrinolizisre gyakorolt hatasat, és ebben a FXIII szerepét thTM

jelenlétében és hianyéaban.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalati alanyok

Tizenot egészséges, ismert FV genotipust (5 vad, 5 FVeigen heterozigota, 5 FVeigen
homozigoéta) onkéntest (3 férfit és 12 no, €letkoruk: 17-67 év) valogattunk be a kisérleteinkbe.
Kizarési kritériumot jelentett a személyes anamnézisben szerepld trombozis illetve barmilyen
vérzékenységgel jaro korkép. Egyik résztvevo sem volt antikoagulans terapian és a vérvételt
megeldzd 2 hétben nem szedtek gyogyszert. A véralvadas szlirStesztjei mindegyik dnkéntes
esetében a normadl tartomanyban voltak és a fibrinogén-, a FXIII aktivitas és antigén szintjiik
is a referencia tartomanyon beliil volt. Tekintettel arra, hogy a FXIII aktivaci6 sebességét az

FXIII-A alegység Val34Leu polimorfizmusa is befolyasolja,'® ** %

ezért a vizsgalatokhoz
valamennyi esetben FXIII-A Val34 genotipust egyéneket valasztottunk. A FV/ gigen mutaciod
¢s a FXIII-A Val34Leu polimorfizmus genotipizalasa kordbban ko6zolt, standard PCR
modszerrel tortént.**4’

A kutatas a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum Regiondlis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval tortént. A vizsgalat teljes mértékben

megfelel a Helsinki Deklaracio etikai elveinek, minden egyén irasos és szobeli tajékoztatast

kovetden irdsos beleegyezését adta a vizsgalatban valo részvételhez.

Plazma mintdk elékészitése

Egyénenként 18 mL vért vettiink a konyokhajlati vénabol 2 mL 0.105 M-os
trinatrium-citrat tartalma csébe. A vérvételhez 21G-s 0.8 x 38 mm atméréju tiit (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) hasznaltunk. A véralvadas intrinszik utjanak aktivaciojat 50
pg/mL  kukorica tripszin inhibitorral (Gentaur, Brussels, Belgium) gatoltuk, melyet
kozvetleniil a vérvétel utan adtuk hozza a teljes Vérmennyiséghez.48 A citrat tartalmt
vérmintakat 1,400 g-n, 20 percen at centrifugaltuk, az igy nyert trombocita-szegény plazma
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(PPP) fels6 kétharmadat egy masik centrifugacsdbe pipettaztuk, majd ezt ismét azonos
moddon lecentrifugaltuk. A mésodik centrifugédlds 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 plazmdkbol

Dahlbiack ¢és munkatdrsai altal leirt modszer alapjan, részlegesen tisztitott FV-t
izolaltunk FV vad és FViegen homozigéta egyének kevert plazméljélb(')l.28 Az izolalas
folyamatat sémésan a 4. dbra szemlélteti. Genotipusonként 3-3 egyéntdl, egyénenként 35 mL
vért vettiink savas-citrat-dextroz tartalma Vacutainer csévekbe (ACD-B, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), majd a fent leirt centrifugalasi eljarassal PDP-t nyertiink. Az azonos
genotipustt PDP mintakat 6sszekevertiik, majd minden 10 mL plazmahoz 1 tabletta protedz-
inhibitor koktélt (Complete, Mini, EDTA-free, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) adtunk.
Ezt kdvetéen barium-citrattal adszorbealtuk a plazmat a K vitamin fiiggd alvadasi faktorok
eltavolitasa érdekében. A plazmahoz 10 mL-enként csopdgtetve 0.8 mL 1 M BaCl,-t adtunk
¢s az elegyet egy oraig folyamatosan kevertiik. Ezutan a barium-citratot 10 perces, 6,000 g-n
tortént centrifugalassal eltavolitottuk. Kovetkezd 1épésként PEG-6,000-el (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) torténé frakcionalast végeztiink, a feliiliszohoz szilard PEG-6,000-et adva 80
g/L-s végsO koncentracioban. EQy oras kevertetést kdvetden a csapadékot 6,000 g-n, 10
percen at tartd centrifugélassal tavolitottuk el. A megmaradt feliilluszohoz ismételten szilard
PEG-6,000-t adtunk 120 g/L-s végkoncentracidban és az el6bbi 1épést (keverés, centrifugalas)
megismételtiik. A FV tartalmu plazma-precipitatumot 120 g/L PEG-6,000 tartalmu desztillalt
vizzel kétszer atmostuk. A teljes preparacios folyamatot 4 °C-n végeztik. A vad FV és
homozigdta FViggen tartalmil precipitdtumokat immundepletalt FV hidnyos plazmaban
(Technoclone, Bécs, Ausztria) oldottuk fel a kiindulasi plazmatérfogat 1/10-¢ben. Az igy

kapott oldat FV aktivitasat egy-lépéses alvadasi teszttel hataroztuk meg, majd FV
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hidnyplazmaval tortént tovabbi higitdssal az aktivitast mindkét genotipus esetében 90%-ra

allitottuk be.

FV aktivitas
90%-ra valé

1 6ra keverés
— centrifuga
10°, 6000g

1 6ra keverés
— centrifuga
10°, 6000 g

beallitasa

© FV  tarti * Vad FV ill.
. + Frakcions- plazima FV Leiden
F¥ \)’ad ill. . B.z’"-i’um_ l4s PEG « Frakciona- preCllIJclt;_)(- prelé?:)'itétum
M ll,)eic)ien citratos 6,000-¢l las PEG tumo es felolddsa FV
adszorbcio (80g/L) 6.000-el mosasa hidnyplazma-
08 mL1M Bk (120g/L) 1206 BEC bas &
BaCl,/ 10 6,000 tart.-d kiindulisi
Rz de vizzel plazmatéffo-
+ proteaz- P T gat 1/10-ében
el \ J \ / >
inhibitor (1 s eentrifasa centrifuga
tbl./10 ml g 10°, 6000g

SlhriB) 10°, 6000g

4. abra. FV vad illetve FV g, homozigota egyének plazmaibol tortént FV izolalas

fontosabb lépései.

FXIII aktivacidja kiilonboz6 FV eiden genotipusu plazmakban

Mivel plazmaban a FXIII aktivacidja a fibrin felszinen megy végbe és a FXIlla a
fibrinalvadékokban vizsgaltuk. A fibrinalvadékokat a szoveti faktor Gitvonal aktivacidja révén
nyertiik. Az aktivaciot elvégeztilk rhTM (American Diagnostica, Stamford, CT) jelenlétében
¢és hianyaban egyarant. Az rhTM koncentraciot Dielis és munkatarsai altal k6zolt korabbi
kézlemény alapjan valasztottuk ki, az volt a célunk, hogy a trombingeneraci6 gatlasa
megkdzelitdleg 50%-os legyen a FV vad tipusu plazmékban.49 A kisérleteinkhez kivélasztott
rthTM koncentraciot (1.5 nM-os végkoncentracio) eldzetes kisérletek soran teszteltiik FV vad
tipust plazmakon, melyekben az thTM jelenléte atlagosan 45.4%-al (40-61%) csokkentette a
trombingeneraciét. A trombingeneracidt Thrombin S-2238 nevii kromogén szubsztrat

(Chromogenix, Lexington, MA) felhasznalasaval mértiik.

22



150 uL PDP-hez 10 pL phys. NaCl-t és 40 uL aktivator koktélt adtunk, s az elegyet
37 °C-on kiilonbozé ideig inkubéltuk, majd a reakcidt azonos térfogati gatld koktéllal
allitottuk le. Az aktivator koktél Technothrombin TGA RC Low (Technoclone GmbH, Bécs,
Ausztria) volt, melyet 7.5 nM rhTM-et tartalmaz6, vagy nem tartalmaz6 62.5 mM CaCl,-ban
oldottunk fel. A feloldott Technothrombin TGA RC Low ~5 pM rekombinans human TF-t,
koagulacio soran keletkezett trombin és FXIIla aktivitasanak blokkolasara, ill. a fibrinolizis
megakadalyozédsara hasznalt gatldé koktél dsszetétele 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 aktivétor koktél ltal indukalt reakciot kiilosnboéz6 iddintervallumok utan
leallitottuk. Amennyiben az adott idéintervallum alatt alvadék képzddott, azt centrifugalassal
szeparaltuk, majd haromszor alaposan atmostuk fiziologias sooldattal ¢s SDS-PAGE minta-

pufferben feloldottuk.

SDS-PAGE és Western blotting technika

Az alvadékokban képz6dott fibrin keresztkotéseket (a—polimerek, y—dimerek) SDS-
PAGE technikaval 10%-os gélben vizsgaltuk; az elektroforézist kovetden a gélen levé fibrint
Coomassie-kék (R250) festékkel tettiik lathatova. A képzodott fibrin y—dimerek relativ
mennyiségét GS-800 Kalibralt Denzitometeren (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) kvantitativ
denzitometridval  hatdroztuk meg. Az o-lanc oligomerek-polimerek  képzddését
hasonloképpen kvantitativ denzitometriaval kovettiik.

A FXIII-A aktivaciojat, illetve az a,-PI és fibrin kozti keresztkotések keletkezését

Western blotting technikaval kovettiik, melyet kordbban intézetiink altal leirt modszer szerint

viteleztiink ki.*® Az SDS-PAGE ezekben az esetekben 7.5 %-os gélben tortént. A FXIII-A, ill.
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a trombin altal hasitott, azaz proteolitikusan aktivalt formajanak (FXIII-A’) detektalasara
antitestként birka anti-human FXIII-A affinitas kromatografiaval tisztitott antitestet (Affinity
Biologicals, Ancaster, Canada) hasznaltunk. A detektalas nyalban termelt biotinalt birka-
ellenes 1gG-vel és avidinhez kotott biotinalt peroxidaz komplex-szel (Vectastain ABC kit
komponensek, Vector, Burlingame, CA, USA) tortént; az immunreakciot megnovelt
érzékenységli kemilumineszcencids modszerrel (ECL Plus+, Amersham, Little Chalfont, UK)
hivtuk eld. A FXIII-A’ relativ mennyiségének a meghatarozasa ez esetben is kvantitativ
denzitometrias analizissel tortént. Az egyes mintakban levé FXIII-A’ mennyiségét a fibrin
alvadékban maximalisan képz6d6é FXIII-A’ mennyiségéhez viszonyitva, %-os aranyban
fejeztiik ki. Ahhoz, hogy Osszehasonlitsuk az rhTM-nek a FXIII aktivacid sebességére
gyakorolt hatasat a kiilonb6z6 FV | gjgen genotipust plazmakban, kiszamoltuk azt az id6t, ami a
FXII 50%-o0s aktivaciojahoz sziikséges (Ti2) rhTM hianyaban (Ty, rhTM-) és annak
jelenlétében (T12 rhTMH+).

Az a;,-PI és fibrinszalak kozt kialakuld keresztkotéseket Western blotting technikaval
vizsgaltuk. Elsddleges antitestként kecske anti-huméan op-Pl affinitds kromatografiaval
tisztitott antitestet (Affinity Biologicals, Ancaster, Canada) hasznaltunk. Az immunreakcio
detektalasa €s el6hivasa ugyanugy tortént mint FXIII-A esetében azzal a kiilonbséggel, hogy
itt masodlagos antitestként nytilban termelt biotinalt kecske-ellenes IgG-t hasznaltunk. Az -
PI-fibrin a-lanc kozti heterodimerek relativ mennyiségének a meghatarozasa ez esetben is
kvantitativ denzitometridval tortént. Az egyes plazmamintdkban kialakult heterodimerek
relativ mennyiségét a maximalisan képz6dott ap-Pl-fibrin a-lanc kozti heterodimerek %-aban
fejeztiik ki. Az Osszehasonlitas érdekében ebben az esetben is Ty, értékeket (az 50%-0s

heterodimerizaciohoz sziikséges iddintervallumokat) szamoltunk.
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In vitro alvadék lizis vizsgalatok

A tPA altal indukélt alvadék lizist turbidimetriass modszerrel vizsgaltuk.”” * A
fibrinolizist a plazmahoz adott 10 uL tPA-val (American Diagnostica, Stamford, CT,;
végkoncentracio: 5 nM) indukéltuk, melyet kozvetleniil az aktivator koktél elétt adtunk a
plazméahoz. A lizis vizsgéalatokat elvégeztik rhTM jelenlétében is hianyaban is. Egyes
kisérletekben a TAFla-t 25 pg/mL krumplibol izolalt karboxipeptidaz inhibitorral (CPlI;
Sigma, St. Louis, MO) gatoltuk, Mosnier és munkatérsainak ajanlasa szerint.*> Amennyiben a
FXIlIa aktivitast kivantuk gatolni a lizis vizsgalatok soran, 2 mM iodoacetamidot adtunk a
rendszeriinkhoz. Az alvadas ¢és lizis folyamatat turbidimetrids modszerrel kovettiik
,microplate reader” segitségével 37 °C-on, 405 nm-es hullimhosszon, 2 6ran keresztiil (5.
abra). Az eredmények kvantitativ értékeléséhez az 50%-os lizishez sziikséges idot (a

maximalis turbiditastol az 50%-o0s feltisztulasig eltelt idét) szamoltuk ki.*

=H=rh TM néelkdl

idd (min.)

5. abra. rhTM hianyaban illetve annak jelenlétében zajlé reprezentativ

tPA indukalta in vitro lizis vizsgialat. A gorbe felszall6 szara a plazma
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alvadasa soran észlelt, a leszallo szar a plazma fibrinolizise soran észlelt
optikai denzitds valtozast abrazolja az id6 fiiggvényében. Az eredmények
kvantitativ értékeléséhez az 50%-os lizishez sziikséges id6t mindegyik

genotipusnal kiszamoltuk és oszlopdiagramm formdajaban abrazoltuk.

Statisztikai analizis

A statisztikai vizsgalatokat GraphPad Prism program (La Jolla, CA, USA) segitségével
végeztik. A genotipusok kozott thTM hianyaban és jelenlétében kapott kiilonbségeket
Kruskal-Wallis-féle variancia-analizissel hasonlitottuk 0ssze. Az eredmények kozti
kiilonbségek szignifikanciajat Mann-Whitney U-teszttel szamitottuk ki; eredményeinket

p<0.05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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EREDMENYEK

1. A FVicigen mutdacio rhTM-tol fiiggo hatasa a FXIII aktivdciora
1.1. Az rhTM hatdsa a FXIII aktivaciora kiilonbozé FV genotipusii plazmdkban

A 6-8. abrak a rhTM-nek a FXIII aktivaciora gyakorolt hatasat szemléltetik 1-1
reprezentativ, kiilonb6z6 FV genotipusii plazméaban, mig az 1. tablazat ¢és a 9. abra az
individualisan kapott eredmények atlagat 6sszegzi. Az 6A. és 7A. abran egy FV vad tipust
illetve egy FVieigen homozigota egyén Western blot képét latjuk, mely a plazmaban
végbemend FXIII proteolitikus aktivacidjat szemlélteti. A FXIII aktivacidjanak kinetikajarol
a Western blot képek kvantitativ denzitometrids értékelésével kaptunk informéciot (6B. és
7B. é4bra). Az egyes mintadkban kapott FXIII-A’ mennyiségeket a plazmiban maximadlisan
aktivalodott FXIII-A mennyiséghez viszonyitottuk, az aranyt %-ban fejeztiik ki (8. ébra).
Ahhoz, hogy 0Osszehasonlithassuk a rhTM-nek a FXIII aktivaciora gyakorolt hatasat a
kiilonbozd genotipusok esetén, kiszamoltuk azt az id6t, ami a plazmaban levé FXIII 50%-
anak aktivaciojahoz sziikséges TM hianyaban (T, rhTM-) illetve annak jelenlétében (Ty/
rthTM+) (1. tablazat); majd az ezek kozti kiilonbséget (Ti2 rhTM+)-(Ty2 rhTM-)
oszlopdiagram formajaban 4brazoltuk (9. abra).

Az thTM hianyaban végzett kisérletek soran nem észleltiink szamottevd kiilonbséget a
FXIII aktivaci6 idébeni lefolydsdban az egyes genotipusok kozott (6-8. abra); a Ty, értékek
kozott sem volt szignifikans kiilonbség (1. tablazat). A FV vad tipust egyének plazmajaban a
FXIII aktivacio idében jelentdsen lelassul thTM jelenlétében (6, 8, 9 dbrak és az 1. tdblazat).
A TM ezen hatasa a heterozigdta és homozigota egyének esetén elhanyagolhaté mértéki (7-9.
abra és az 1. tdblazat). A FXIII aktivacioja soran mért Ty, értékek jelentdsen megnyultak
thTM jelenlétében a vad tipusi plazmakban, szemben a heterozigbta- és homozigota
plazméakban észlelt kismértékii valtozassal (1 tdblazat), a genotipusok kozti kiilonbségek

azonban nem voltak szignifikansak, ami az alacsony esetszammal és a nagyfoku individualis
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variabilitassal magyarazhato (1. tablazat). Ezt bizonyitja, hogy amennyiben a hetero- és
homozigotakat egy csoportként kezeltiik, a FV| gjgen hordozok és FV vad tipusu egyének kozti
kiilonbség szignifikanssa valt. Mivel az interindividualis variabilitas zavarhatja az rhTM
genotipustol fiiggd hatasanak megitélését, ezért minden egyénnél kiilon kiszamoltuk az rhTM
altal eldidézett Ty, megnyalast a FXIII aktivacidjaban, azaz az rhTM jelenlétében
(T12rhTM+) és annak hianyaban (T1,rhTM-) mért Ty, értékek kozti kiilonbséget (9. abra). A
T1orthTM+ és T1orhTM- értékek kozti kiilonbség szignifikansan nagyobb volt a FV vad tipust
egyéneknél, mint a FVgjgen heterozigdta és homozigodta 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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6. abra. A FXIII aktivacioja egy reprezentativ FV vad tipusu egyén plazmajaban rhTM
hianyaban és annak jelenlétében. (A) Western blot kép, mely rhTM-nek a FXIII idébeni
aktivaciojara gyakorolt hatasat szemlélteti. Az aktivalt FXIII A alegység (FXIII-A’) az alvadas
aktivaciojat kévetoen kiilonbozo idopontokban kinyert fibrin alvadékokban. St.: tisztitott

FXIII-A; standard. (B) Egyes mintak Western blotjainak denzitometrias kiértékelése.
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7. abra. A FXIII aktivacidja egy reprezentativ FV | ¢q4.n homozigéta plazmaban rh'TM
hianyaban és annak jelenlétében. (A) Western blot kép, mely rhTM-nek a FXIII idébeni
aktivaciora gyakorolt hatasat szemlélteti. . Az aktivalt FXIII A alegység (FXIII-A’) az alvadas
aktivaciojat kévetoen kiilonbozo idopontokban kinyert fibrin alvadékokban. St.: tisztitott

FXI1I1-A; standard. (B) Egyes mintdk Western blotjainak denzitometrias kiértékelése.
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8. abra. rhTM hatasa a FXIII idébeni aktivaciojara harom reprezentativ,
kiilonb6z6 FV genotipusi egyén plazmajaban. Az iires karikakkal jelzett gorbe az
rhTM hianydban tortént FXIII aktivacio kinetikajat abrdzolja, mig a telt karikdk az
rhTM jelenlétében zajlo FXIII aktivdcio kinetikdjat jelolik. A vizszintes pontozott

vonalak a FXIII-A 50%-dnak aktivacidjat jelzik.

1. tablazat. rhTM hatasa az 50%-os FXIII aktivaciohoz sziikséges idokre (Typ)

kiilonboz6 FV genotipusu plazmakban.

T1/2 FXI111 aktivacio (sec)

rhTM- rhTM+
(atlag=SEM) (atlag=SEM)
i E’rff;)lpus 454486.9 629.8+75.3
Hete(rr?fg%mak 418.8+53.8 457.6+21.8
Hom(ﬂzzlg)o tak 380.0+95.8 417.0+88.6
FV Leiden hordozok .

h=10) 399.0+52.2 437.3+43.5

rhTM-: rhTM hianydaban, rhTM+: rhTM jelenlétében, * p < 0.05
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9. abra. rhTM hatasa a FXIII aktivaciéjara kiilonb6z6 FV genotipusu plazmakban. Az
abran az 50%-os FXIII aktivaciohoz rhTM jelenlétében és hianyaban sziikséges idok kozti
kiilonbségeket (T1rhTM+)-(T12rhTM-) tiintettiik fel. Az eredmények Qenotipusonként 5-5
egyén plazmdjaval végzett kisérletek dtlagat és a hozzdajuk tartozé standard hibakat (SEM)
reprezentdljak. +/+: FV vad tipus, +/-: FVeiden heterozigota, -I-: FV eigen homozigota

*p <0.05, **p <0.01

1.2. rhTM hatdsa a FXIII aktiviciora izolalt vad tipusu FV-tel illetve FV eigen-nel kiegészitett
FV hianyplazmaban

Az alvadék kialakulasdt befolydsold6 plazma komponensek individudlis
kiilonbségeinek kikiiszobolése érdekében, valamint a kapott eredmények megerdsitése
celjabol, FV vad és FVeigen homozigota egyének kevert plazmaibol FV-t izolaltunk, majd
ezzel kiegészitettik a Kkereskedelemben kaphato FV hianyplazmat, melyb6l a FV-6t
immunabszorpcioval teljes mértékben eltavolitottak. Az igy kapott plazmakban is
megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 genotipust FV hogyan befolyasolja az rhTM FXIII
aktivaciora gyakorolt hatasat (10. abra). Ez esetben a FV kivételével valamennyi plazma

komponens azonos volt. rhTM hianyaban FVgjgen tartalmt plazmaban a FXIII aktivacioja

32



valamivel korabban kovetkezett be, mint a vad FV-6t tartalmaz6 plazmaban, ami azzal lehet
Osszefiiggésben, hogy a részlegesen tisztitott két kiilonbozé genotipustt FV preparatum
Osszetétele némileg eltért egymastdl. A vad tipusu FV-tel potolt FV hidnyplazméban a rhTM
jelenléte szignifikdnsan lelassitotta a FXIII aktivaciojat; a Ty, értékek kozotti kiillonbség 185
sec volt. Amikor a hianyplazmat homozigota FV eigen-nel egészitettiik ki az rhTM FXIII

aktivaciot késleltetd hatasa sokkal szerényebben érvényesiilt, a Ty, értékek kozti kiilonbség

65 sec volt.
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10. abra. A FXIII proteolitikus aktivaciojanak kinetikdja részlegesen tisztitott
vad tipusa FV-tel illetve homozigota FV ggen-nel Kiegészitett FV
hianyplazmaban. Az iires karikikkal jelzett gorbe az rhTM hianydban tortént
FXIII aktivacio kinetikajat mutatja be, mig a telt karikdak az rhTM jelenlétében zajlo

FXIII aktivaciot demonstraljak. A vizszintes, pontozott vonal a FXIII-A 50%-dnak

aktivaciojat jelzi.
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2. A FV\ ciden mutdcio rhTM-tdl fiiggd hatdisa a FXIIIa dltal katalizalt fibrin keresztkitések
kialakuldsdara

Munkank kovetkezd részében azt vizsgaltuk, hogy az rhTM jelenléte hogyan
befolyasolja a kiilonb6zé FV genotipusu egyének plazmaiban a fibrin keresztkotések
kialakuldsat. FV vad tipust egyének plazma mintdiban az thTM egyértelmtien késleltette a
fibrin y-dimerek kialakulasat, mig a FVejgen homozigotak plazma mintaiban ez a hatas
jelentds mértékben csokkent (11A. abra). Az rhTM-nek a fibrin a-polimerek képzddésére
gyakorolt hatdsa hasonl6 tendencidju, mint a y-dimerizacid esetében (lasd az SDS-PAGE gél
fels6 részén levé részlegesen polimerizalodott a-lancokat). Mivel az a-lancok
polimerizacidja idében lassubb folyamat, ezért a teljes polimerizacidé nem fért bele a
kisérleteink idokeretébe és igy az a-lancok keresztkotését nem tudtuk a teljes polimerizacid
szazalékaban kifejezni. A FXIII aktivaciojanak értékeléséhez hasonloan meghataroztuk az
Osszes y-lanc 50%-anak y-dimérré torténd alakulasahoz sziikséges id6t (Ty). A FV vad
tipusu egyének plazmaiban jelentds kiilonbséget é€szleltink az rhTM nélkiil és annak
jelenlétében mért Ty, értékek kozott; mig a FVieigen hordozok esetében ez a kiilonbség
minimalis volt (11B. abra). A FV|eigen homozigota plazmakban az rhTM még kevésbé
lassitotta le a y-lancok dimerizacidjat mint a heterozigotakban, a két genotipus kozott

azonban a kiilonbség nem volt szignifikans.
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11. abra. Az rhTM hatasa a fibrin keresztkotések képzodésére kiilonbozo FV genotipusu
plazmakban. (A) Coomassie kékkel festett SDS-PAGE gélek, mely a fibrin keresztkotéseket
dabrazoljak 1-1 reprezentativ FV vad és FV\cigen homozigota plazmaban rhTM hidnyaban

illetve annak jelenlétében. Az alvadds iddtartamadt az egyes mintdk esetében a gélek alatt levé
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szamsorban tiintettiik fel, mdsodpercben kifejezve. Fbg.: fibrinogén standard, on: o-
polimerek, . j~dimerek, a fibrin(ogén) lancokat nyillal tiintettiik fel az abran. (B) A
kiilonbozé FV genotipusok hatdisa az 50%-0s fibrin y-dimerizaciohoz sziikséges idére rhTM
jelenlétében (T1orhTM+) és annak hianydban (T12rhTM-). Mindhdrom genotipus esetében 5-
5 egyén plazmdjat vizsgaltuk, majd a (T1orhTM+) és (T1rhTM-) kozotti kiilonbségek dtlagat
és a hozzdjuk tartozo standard hibakat (SEM) oszlopdiagram formajaban dbrdzoltuk. +/+:

FVvad tipus, +/-: FV eigen heterozigota, -I-: FV eigen homozigota. *p < 0.05, **p < 0.01.

3. A FViciden mutdcio rhTM fiiggd hatisa az aktiv FXI11 dltal szabdlyozott a,-Pl és
[fibrin kozti keresztkotések képzodésére

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

genotipusu egyéneknél megvizsgaltuk az rhTM fibrinolizisre gyakorolt hatasat.

3.1. Az rhTM hatdasa az op-Pl-fibrin keresztkotések képzédésére Kiilonbozd FV genotipusu
egyénekbol szarmazo plazmakban

A 10. és 12. abra az rhTM-nek az a,-PI és fibrin kozti keresztkotések kialakulasara
gyakorolt hatasat szemlélteti egy reprezentativ FV vad tipust egyén plazmajaban. rhTM
jelenlétében o,-PI-fibrin a-lanc kozti heterodimerek kialakulasa szignifikansan késébb
kezdddik és lassabban zajlik le, mint thTM hidnyéaban; ugyanakkor szignifikans kiilonbséget
¢szleltiink a nagy molekulatomegli ap-PI tartalmi polimerek megjelenésében is. Ezzel
ellentétben, a FV ggen homozigdta plazma mintdkban eltlinik az rhTM nélkiili és az azt
tartalmazd plazmamintak kozti kiilonbség (13. és 14. abra); sot egyetlen mutans allél jelenléte

is szignifikansan csokkentette az rhTM hatasat (14. abra).
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12. abra. Az a,-Pl fibrin a-lancahoz torténé keresztkotése egy reprezentativ FV
vad tipusu egyéntél szarmazé plazmaban rhTM hianyaban és jelenlétében. (A) A
Western blot kép alatt levd szamsor az inkubdcio iddtartamat jelzi. (B) Egyes mintdk

Western blotjainak denzitometrids kiértékelése.
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13. abra. Az oap-Pl fibrin a-lancahoz valé keresztkotodése egy reprezentativ
FVciden homozigéta egyén plazmajaban rhTM hidnyaban és jelenlétében. (A) A
Western blot kép alatt levé szamsor az inkubdcio iddétartamat jelzi. (B) Egyes mintdk

Western blotjainak denzitometrids kiértékelése.
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14. abra. Az rhTM hatisa oo-Pl-fibrin oa-ldnc kozti Keresztkotések
kialakulasara kiilonb6zé FV genotipust plazmakban. (A) Genotipusonként 1-1
plazmaval nyert reprezentativ Western blot kép kvantitativ elemzésével kapott
eredmények, melyek az op-Pl-fibrin o-ldnc heterodimerek képzdédésének kinetikajat
szemléltetik. Az iires korok, négyzetek és haromszégek az rhTM nélkiil bekovetkezett
heterodimerizacio kinetikajat, mig a teltek az rhTM jelenlétében zajlo heterodimer
képzédeés  kinetikajat  mutatjiak. A vizszintes, Szaggatott vonal az 50%-0s
heterodimerizaciot jelzi. (B) A kiilonbozé FV genotipusok hatdsa az 50%-0S o-Pl-
fibrin o-lanc heterodimerizdaciohoz sziikséges idére rhTM jelenlétében (T1,rhTM+)
és annak hianyaban (TiprhTM-). Mindhdrom genotipus esetében 5-5 egyén
plazmajat vizsgaltuk, majd a (TrprhTM+) és (T1prhTM-) kozotti kiilonbségek datlagat
és a hozzdjuk tartozo standard hibakat (SEM) oszlopdiagram formajaban abrazoltuk.
+/+: FV vad tipus, +/-> FVieiden heterozigota, -I-: FV eigen homozigota. *p < 0.05,

**p < 0.01.

39



A 14A. abra a,-Pl-fibrin a-lanc kozti heterodimerek kialakulasanak kinetikajat abrazolja 1-1
reprezentativ, kiilonb6zé FV genotipusu egyén plazmajaban. Az rhTM hatéstalansaga
egyértelmii mindkét FV | ggen hordozd csoport esetében. Az op-Pl-fibrin a-lanc kozti
heterodimerek 50%-anak kialakulasahoz sziikséges rhTM jelenlétében és hianyaban mért Ty,
kozti kiilonbségeket abrazolja a 14B. abra. A FV vad tipusi egyének ¢és a FVieigen
heterozigotak illetve homozigotak kozott észlelt kiilonbségek szignifikansak, viszont a két
FVieiden hordozd csoport kozti kiilonbség ez esetben sem bizonyult statisztikailag
szignifikansnak. Amennyiben az rhTM-nek az oa,-Pl-fibrin a-lanc heterodimerek és
oligomerek kialakulasara gyakorolt hatdsat egylitt vizsgaltuk, a FVgjgen mutacio a fentiekhez

hasonloan befolyésolta az eredményeket (nem abrazoltuk).

3.2. Az rhTM hatdisa az o-Pl-fibrin keresztkotésre izoldlt vad tipusu FV-tel illetve
FV i eiden-nel kiegészitett FV hidnyplazmaban

A FXIII aktivacional leirt kisérletekhez hasonldan az alvadék kialakuldsat befolyasolo
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 kiegészitettilk a FV hianyplazmat.
Az igy kapott plazmakban is megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé genotipusu FV hogyan
befolyasolja az rhTM o,-Pl-fibrin keresztkotésre gyakorolt hatasat (15-17. abrak). Abban az
esetben, amikor a hianyplazmat vad tipusu FV-al egészitettiik ki, az thTM szignifikdnsan
lelassitotta az op-PI fibrinhez vald keresztkotését (15. és 17. abra). Amennyiben a
hianyplazmahoz homozigota FV  ejgen—t adtunk, az rhTM-nek e késlelteté hatasa minimalis

mértékben érvényesiilt (16-17. abra).
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15. abra. Az ap-PI fibrin a-lancahoz valo keresztkotodése részlegesen tisztitott vad
tipusu FV-tel Kiegészitett FV hianyplazmaban. (A) A kiilonbozé ideig, rhTM
hianyadban illetve jelenlétében inkubalt alvadékokban a keresztkotott co-Pl-t Western
blotting technikdval detektiltuk. A Western blot kép alatt levé szamok az inkubdcids

idoket jelzik. (B) Egyes mintdk Western blotjainak denzitometrids kiértékelése.
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16. abra. Az ap-Pl fibrin o-lancahoz valo keresztkotodése részlegesen tisztitott
homozigota FV ggen-nel Kkiegészitett FV hianyplazmaban. (A) 4 kiilonbozé ideig,
rhTM hianydban illetve jelenlétében inkubalt alvadékokban a keresztkétott on-Pl-t
Western blotting technikaval detektaltuk. A Western blot kép alatt levé szamok az

inkubdcios iddket jelzik. (B) Egyes mintdk Western blotjainak denzitometrids kiértékelése.
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17. abra. Az a,-PI fibrinhez val6o kotdodésének kinetikaja részlegesen tisztitott vad
tipusu FV-tel illetve homozigota FV | igen-nel kiegészitett FV hianyplazmaban. Az
abrdk a fibrin a-ldnc ao-Pl heterodimerizacio kinetikdjat mutatjik rhTM hianydaban
(tires karikak, ill. haromszogek) ill. jelenlétében (telt karikdk, ill. haromszogek). A

vizszintes, szaggatott vonal az a,-P1 50%-dnak heterodimerizdcidjat jelzi.

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

Mivel az a,-PI fibrinhez valo keresztkotodése jelentésen befolyasolja az alvadék
lizisét, ezért a kovetkezOkben az rhTM-nek a tPA indukalt lizis folyamatara kifejtett hatasat
vizsgaltuk FV vad és FV eigen homozigota egyének plazmaiban (18. abra). rhTM hianyaban
nem tapasztaltunk kiilonbséget a két genotipus kozott. Az thTM jelenléte mindkét genotipus
esetén szignifikdnsan megnyujtotta az alvadék lizis idejét, azaz a fibrinolizis mértékét
csokkentette, bar az rhTM FV gigen hOMOzigdtak esetén szignifikansan hatékonyabb volt, mint
a FV vad tipusu egyéneknél (16A. dbra). thTM hatasara a FV ggen homozigota egyének
plazmajaban az 50%-os lizis szignifikdnsan, mintegy 40 perccel késébb kovetkezett be, mint
a FV vad tipust egyének plazmajaban.

Ismert, hogy a TM TAFI aktivaciora kifejtett hatasan keresztiil befolyasolja a

fibrinolizist. Annak bizonyitasara, hogy a TM a,-Pl-fibrin keresztkotésre kifejtett hatasanak
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szintén fontos szerepe van a fibrinolizis szabédlyozasaban, in vitro lizis vizsgalatokat
végeztiink TAFIa inhibitor jelenlétében, illetve olyan feltételek mellett is, amikor a TAFIa-t
¢s FXIlIla-t egyszerre gatoltuk. A TAFIa gatlasa mellett, az thTM hatasara felgyorsult a
fibrinolizis a FV vad tipust egyénektdl szirmazo plazmakban, mig a FV | gjgen mutacio esetén
ez a gyorsulas elmaradt (18B. abra). Ennek hatterében az allhat, hogy rhTM jelenlétében a
vad tipusu FV-6t tartalmazé plazmakban a FXIII aktivacié lelassuldsa miatt a FXIIIa altal
katalizalt ap-PI-fibrin keresztkotés is lelassul, mig ezek a hatasok FV ejgen esetén nem
érvényesiilnek. A lassibb FXIII aktivacio szerepét az rhTM jelenlétében - TAFIa gatlasa
mellett - felgyorsult fibrinolizisben ugy bizonyitottuk, hogy a lizis vizsgalatokat TAFIa és
FXIlla egyiittes gatlasa mellett is elvégeztiik (18C. abra). Ez esetben - az rhTM jelenlététol
fliggetleniil - a FXIIIa gatlasa miatt a lizis mindegyik plazma mintaban jelentésen felgyorsult,

¢s az egyes genotipusok kozotti kiillonbség is eltlint.
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18. abra. Az rhTM hatasa az alvadék tPA indukalta in vitro lizisére FV vad illetve
FV L eiden homozigota egyének plazmaiban, inhibitorok nélkiil (A), TAFla inhibitor
jelenlétében (B), ill. TAFIa és FXIIIa inhibitorok egyiittes alkalmazasa esetében
(C). Genotipusonként 5-5 egyén plazmajaban meghataroztuk az 50%-os lizis id6t thTM
hianyaban (TM-) és jelenlétében (TM+). Az oszlopdiagramon a kapott értékek atlagat
¢s a hozzdjuk tartozo standard hibdkat (SEM) tiintettiik fel. Az oszlopok felett levd,
csillaggal jelzett szakaszok a megfeleld csoportok kozott levd szignifikans kiilonbséget

jeldlik. *p < 0.05, **p < 0.01
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MEGBESZELES

A TM a FXIII aktivaciot direkt és indirekt mechanizmus révén képes befolyasolni.
torténé FXIII aktivalasahoz; a trombin FXIII aktivald képességét a trombin-trombomodulin
komplex csokkenti.®® Amennyiben a fibrinogén jelen van, a FXIII aktivacidja
kiilonféleképpen modosul. A polimerizadlodd fibrin 100-szorosara fokozza a FXIII

g 1 5155
aktivaciojat a plazmaban.

Intézetiinkben korabban kimutattak ugyanakkor, hogy a FXIII
aktivadci6 a polimerizalt fibrinfelszinen megy Végbe.18 Egyértelmti korrelaci6 van a
fibrinképz6dés és a FXIII aktivacié kozott, a fibrinképzodés beindulasat gyorsan koveti a
FXIII aktivacioja.’® A fibrinhez valé kotédés felgyorsitja a FXIII-A-ban az Arg37-Gly38

peptidkotés trombin altal indukalt hasitasat.>® °°

Ennek ko6szonhetd, hogy plazmaban joval
alacsonyabb trombin koncentracio is elégséges a FXIII aktivaciojahoz, mint tisztitott,
fibrinogén-mentes rendszerben.

Plazma koriilmények kozott a TM direkt és indirekt mechanizmusok révén fejti ki
hatasat a FXTII aktivaciora.”” A direkt mechanizmus soran a TM verseng a fibrinnel a trombin
exosite-1 kotéhelyéért. A trombin exosite-1 fibrinhez valo kotdédése esszencialis a trombin
katalizalta FXIII-A hasitdsanak felgyorsulasdban. A TM gatolva a trombin fibrinhez valo
kotddését, gatolja a fibrin felszinen torténé 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 FVIla-t,
¢és ezaltal leregulalja a trombin generaciot; a csokkent trombin generacié pedig késleltetett
FXIII aktivaciohoz vezet.

Eredményeink szerint FV vad tipusu egyének plazmajaban az rhTM 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 lassitd hatdsa FV | eiden
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mutaciot hordozo egyének plazmaiban nem érvényesiilt. Ha a TM direkt hatasa, azaz a FXIII
trombin indukalta aktivaciojanak direkt gatlasa érvényesiilne, a FXIII aktivacio lassitasa a FV
genotipustol fliggetleniil bekdvetkezne. Mivel ez csak a FV vad tipus esetén észlelhetd,
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy plazmaban nem a TM direkt hatisa
érvényesiil, hanem az APC utvonalon keresztiil kifejtett trombin generacio csokkenésnek és a
fibrinképzddés gatlasnak van elsddleges szerepe a lassibb FXIII aktivacidban és keresztkotés
képzddésben. FVggen muticio esetében a trombin generacié és a fibrin képzddés APC
utvonalon keresztiil érvényesiilé down-regulacidja elvész, ill. sokkal kevésbé hatékony, igy az
rhTM FXIIT aktivaciot és a fibrin valamint az oo-PI keresztkotddést lassitd hatdsa csak
kismértékben érvényesiil.

Az altalunk végzett kisérletek soran talaltunk ugyan kiilonbséget a FV eigen hetero- és
homozigotak kozott, de ez statisztikailag nem bizonyult szignifikans eltérésnek. Ez részben a
vizsgalati alanyok kis szamaval magyarazhatd. A FV | eigen homozigotak szamat az adott
feltételek mellett (trombdzis mentes anamnézis, illetve FXIII-A Val34Leu polimorfizmusra
nézve vad genotipus) nem tudtuk ndvelni. A vizsgélatban résztvevé 6t homozigdta egyént
kozel 3000 egyén vizsgalatinak eredményeként sikeriilt bevalogatni. Masrészt a kisérleti
koriilmények bedllitdsanadl a FVieigen mutacid hatdsdnak kimutatdsa volt az elsddleges
szempont és nem a heterozigoéta ill. homozigéta allapot kozti kiilonbség vizsgalata. A kisérleti
feltételek valtoztatasaval lehetett volna talalni olyan koncentracié viszonyokat, melyeknél a
heterozigotdk ¢és homozigotak kozti kiillonbség markansabb, ez esetben azonban a kis
vizsgalati szam miatt a vad tipus és a heterozigotdk kozti kiilonbség statisztikai
szignifikanciajat elveszithettiik volna.

In vitro koriilmények kozott,” és transzgén egerekben in vivo®® is igazoltadk, hogy a
FV Leiden mutacio protrombotikus hatasa részben a fibrinolizis gatlasa révén valosul meg. A
TAFI és a FXIII a fibrinolizis két kulcsfontossagti down-regulatora, utdbbi antifibrinolitikus

hatasa az op-Pl-nak a fibrinhez valé keresztkotése révén érvényesiil (19. abra). A TAFI-t a
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trombin aktivalja, TM jelenléte pedig 1000-szeresére gyorsitja fel az aktivacid folyamatat. A
TAFla a részlegesen emésztett fibrinrdl lehasitja a C-terminalisan szabadda valo lizin
oldallancokat, melyek a hatékony plazminogén aktivaciohoz sziikségesek.** A TM bonyolult

- - . 36, 59, 60
mechanizmus révén szabdlyozza a TAFI-t.

Egyrészt fokozza a trombin altal torténd
TAFI aktivacié sebességét, masrészt a PC aktivalasdn keresztiil csokkenti a trombin
generaciot, ami a kevesebb rendelkezésre all6 trombin miatt csokkent TAFI aktivaciohoz
vezet. A TM-nak e hatasai koncentracio-fiiggdek, vagyis alacsony TM koncentracié mellett a
TAFI aktivacio fokozddasa dominal, mig a magas TM koncentracio, az APC FV-re gyakorolt
hatasan keresztiill a trombin generacid csokkenésének kedvez, ami csokkent TAFI
aktivacioval  jar. Ennek megfeleléen, mig az alacsony TM  koncentracid
antifibrinolitikus/protrombotikus, addig a magas ™ koncentracio
profibrinolitikus/antitrombotikus hatassal bir. FVgjgen mutacié esetében az antitrombotikus
hatas csokkent, vagyis a TAFI aktivacio magasabb TM koncentracioknal észlelt gatlasa
elvész.*® A TM FXIII aktivaciora és a fibrin illetve ap-Pl Keresztkotddésre kifejtett hatasat is
befolyasolja a FV¢igen mutacid. FV| gigen hordozok esetében elmarad a TM FXIII aktivaciot és
fibrin illetve op-PI keresztkotddést lassitd hatasa. Ez magyarazza, hogy FV | eigen-t tartalmazo
plazméaban a lizis 1d6 rhTM jelenlétében bekovetkezd megnytlasa, azaz a fibrinolizis
csokkenése, kifejezettebb volt, mint vad tipusi FV-6t tartalmazé plazmakban (18A ébra és
19. abra). A fenti mechanizmus a FVeigen mutacio okozta fokozott tromboembolias rizikonak
egy uj biokémiai mechanizmusat jelenti.

Annak bizonyitaséara, hogy a FXIII aktivacio és a fibrin valamint o-PI keresztkotések
kialakulasa valoban szerepet jatszik a TM fibrinolizisre kifejtett hatasaban, a lizis
vizsgalatokat TAFIa inhibitor jelenlétében, azaz a TAFI aktivacion keresztiil hatd
mechanizmusok kiiktatasaval, is elvégeztiik. A TAFIa gatlasa esetén a FV vad tipusu egyének

plazma mintaiban rhTM jelenlétében a fibrinolizis folyamata felgyorsult (a lizis id6 rovidiilt),

amit a FXIII aktivalodas lelassulasa és ennek kovetkeztében az o,-PI fibrinhez vald kovalens
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kapcsolodasanak a késleltetése magyaraz (18B. abra). FV eigen mutacié esetén a TM-nak az
op-Pl fibrin keresztkotés kialakulasat lassito hatasa elmaradt, és az thTM jelenlétében és
hianyaban mért lizis id6k kozel azonosak voltak. Amennyiben a TAFIa gatlas mellett FXIIIa
inhibitorral gatoltuk az a-PI keresztkotddését, azaz mindkét fibrinolizist gatlé mechanizmust
kiiktattuk, a fibrinolizis rhTM jelenlététl fliggetleniil jelentésen felgyorsult és eltiint a FV
genotipusok kozti kiilonbség is (18C. abra). Ezek az eredmények megerdsitik a FXIII
aktivacion és az op-Pl-fibrin keresztkotések kialakulasan keresztil haté mechanizmus

fontossagat a FV | gjgen mutacid antifibrinolitikus hatdséban.

FV vad tipus FVi iqe, mutans
Trombomodulin Trombomodulin
TAFI FXIII TAFI FXIII
aktivacio 1| |aktivacis | aktivacio [11|| aktivacié e
o, PI a, Pl
Ckdtés ) X-kostés o
Lizis ids ft+] =1 Lizis idé T+ e =111

19. abra. A TM tPA altal indukalt fibrinolizisre Kkifejtett hatiasanak feltételezett
mechanizmusa FV vad tipusi és FV | cgen mutans egyének plazmajaban. Vad tipusu FV
esetéeben a TM a trombinnal komplexet képezve fokozza a TAFI aktivaciojat, ami a lizis ido

megnyulasat, azaz a fibrinolizis csokkenését eredményezi. Ezzel ellentétesen hato
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mechanizmus a FXIII aktivaciojanak, ill. ennek kovetkeztében az o-Pl fibrinhez torténd
keresztkotésének a késleltetése, ami a lizis ido megrovidiiléséhez, a fibrinolizis fokozodasahoz
kellene vezessen. A két ellentétes hatds koziil a TAFI-n keresztiil operdlé mechanizmus a
hatékonyabb, ezért a lizis ido TM hatasara megnyulik, de nem annyira, mintha a FXIII-on
keresztiil hato mechanizmus nem lenne jelen. FV eigen mutdacio esetén a trombin generdacio
fokozoddsa miatt a TAFI aktivicio is fokozodik, s ugyanakkor a FXIII aktivacio késleltetése
elmarad. Ennek kovetkeztében a lizis idé rhTM hatdsara FV eigen jelenlétében még inkdbb
megnyulik, mint vad tipusu FV esetén.

Osszegzésként elmondhaté, hogy FV vad tipusti egyénekben a TM lassitja a trombin
altal indukalt FXIII aktivaciot, a fibrin lancok keresztkotését és az op-Pl fibrinhez torténd
keresztkotését. E hatas a trombin generacio APC utvonalon keresztiil torténé down-
regulacidja révén érvényesiil. A FVcigen mutacido a TM eme hatdsait megsziinteti, ami (a TAFI
aktivaciora kifejtett hatas mellett) szerepet jatszhat a mutacio antifibrinolitikus/protrombotikus

hatasaban.
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