DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Hurjak Boglarka

Uj informaciok a XIII-as véralvadasi faktor
strukturajaval, hianyaval és végstadiumu vese betegekben

bekovetkezett valtozasaival kapcsolatban

DEBRECENI EGYETEM
LAKI KALMAN DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2023

DOKTORI (PhD) ERTEKEZES




Uj informaciék a XIII-as véralvadasi faktor
strukturajaval, hianyaval és végstadiumu vese betegekben

bekovetkezett valtozasaival kapcsolatban

Hurjak Boglarka

Témavezeto: Prof. Dr. Muszbek Laszlo

akadémikus

DEBRECENI EGYETEM

LAKI KALMAN DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2023



Tartalomjegyzék

1
2

ROVIAIEESEK ...ttt et sb e st e e bt e sbe e see e st e s b e b e enes 4
Bevezetés €s irodalmi AtteKintés .............cocooviiiiiiiiiiiii e 7
2.1 A véralvadas vazlatos mechanizmusa...............oceviiiriininiiinee e 7
2.2 A XIll-as véralvadasi faktor szerkezete.................cccoooveeiineiiininiinineee e 8
2.3 EXI-A; rontgen Kkrisztallografias struktiraja.............cococeviiiiiininienneneeeeeen 10
2.4 FXIHI-B SZEIKEZELE ... 12
25 A FXIIT aKEVACIOJA ....ooueiiiiiiiiieeee ettt sttt sae e s 14
2.6 Az aktivalt FXITI mMUKOAESE ..........oocvveiiiiiiiiiiiiieieeeeieerite ettt st 15
2.7 A FXIII deficiencia osztalyozasa, klinikai tiinetei .................c.coocevininiininicniniiceee, 18
2.8 FXII ellenes antiteStek ..o 20
2.9  FXIII szint valtozasai egyes korképekben.................ccccoiiiiiiniiiiiniiiniceeeeee 22
2.10 Hemodializis €s hemodiafiltracio ..............ccoceeriiiriiiiiiii e 24
CEIKILTZES ........eeeiiiieieeeeee ettt sttt et e bt e e sab e e s bt e e s it e e sabeesbeeesabeesabteennteesabaeesaseean 25
Betegek €5 MOASZETEK.........c.ccooiiiiiiiiiiiiie e 26
4.1 FXI111-B alegység total glikan profiljanak vizsgalata ...................c..coconiiiiinininnnnen. 26
41.1 FXITT-B Preparalas..........cccccooiiiiiiiiiiiiiieeieete ettt et 26
4.1.2 FXI11-B szénhidrat komponensének detektalasa .............ccoccceevviiriiiiniinniiecnneeennne. 26
4.1.3 FXI11-B deglikozilacidja nativ koriilmények KOzott................cocevvneeiininneninenne. 27
414 FXI11-B deglikozilacidja denaturald koriilmények kOzott................cccevvereennnnene. 28
4.1.5 N-glikanok fluorofor JEIOIESe ...............cooiiriiiiiiiiiieeeeeeeee e 28
4.1.6 N-glikAnok SZEKVEMALASA ..........cccoeiiiiiiiiiiiiii et 29
4.1.7 Kapillaris elektroforézis-lézer indukalta fluoreszcens detektalassal...................... 30
4.1.8 Molekulatomeg meghatarozas gelsziiréssel...............c.covvirviiiniiiiniiiniiiiiecneeeee, 30
4.19 F13B knock-out egérvonal létrehozasa és a genotipizalasi stratégia ...................... 30
4110 A deglikozilalt FXIII-B clearance vizsgalata ..............cccccoceeveninvieninensenineeeee 31
4111  FXII-B koncentracio meghatarozasa ...............coccovvvreeiinieenineeneneeeseeeee e 32
4.2 FXIII hidanyos beteg autoantitestjének karakterizalasa................cccoccevveinnivinienineeennne. 32
421 ESELIEITAS ..ottt ettt st s 32
4.2.2 FXIII aktivitds meghatarozas..............cccocovieieininienineeeeeee e 34
4.2.3 FXIII antigén meghatarozas.............cccecvviiriininienineeeseeeee e 36
424 FXITT-A Western-blot analizise...............coooveviiriiniieiieneeneeee e 36
4.2.5 A FXIII keresztkoto aktivitasanak vizsgalata.............c.cccovveiriiiiiniiiniininiecneeeee, 37
4.2.6 A FXIII ellenes antitestek gatlo hatasanak kimutatasa ..............c.ccocevvviiieenieennnnns 37
4.2.7 A FXIII ellenes autoantitest gatlo hatasanak osztalyozasa...............ccccovvreennnnn. 40



© 00 N O

4.2.8 KOtOdesi VIZSZALAtoK .............coouiiiiiiiiiiiiee et 41

429 FXIII és fibrinogén szintek meghatarozasa ESRD betegekben ............................. 42
4210  FXIII aktivitds meghatarozas............ccccccvveeviininienineceneeeee e e s 43
4211  FXIII antigén meghatarozZas..............cccceviriiiiiniiiiineniiee ettt 43
4.2.12  Fibrinogén koncentracio meghatarozasa ..............c.ccocceeeveeiiininieneneeienecceeeee 43
4213  C-reaktiv protein (CRP) koncentriaciéo meghatarozasa...............cccccooeeveneneencnnenne. 44
4214 Az eredmények albumin koncentraciora torténé korrigalasa................cccceenenene. 44
5.1 FXI11-B alegység total glikan profiljanak vizsgalata ...............cccooovveiininicnincneeen, 45
5.2 FXIII deficiens beteg autoantitest karakterizalas ................ccoccooveiiiiiiiniininiiieeeee, 53
521 A beteg FXIII aktivitasanak és fibrin keresztkoté képességének vizsgalata.......... 53
522 FXIll-ellenes antitest detektalasa és karakterizalasa...............ccccoooeveeiininncncnenne. 54
523 Az autoantitest kotédése a FXIII-A alegysé€géhez ............ccccovvievininiininiencnnenne, 55
524 Az autoantitest gatld Kapacitasa.............cocoeviiiiiiiinieii e 55
525 Az autoantitest gatlé hatasanak karakterizalasa................ccccooeiiniiiiininnicnnen. 56
5.2.6 A Deteg MONMILOTOZASA ..........cocueiiiiiiiiiiiie ettt et e e e s 58
5.3  FXIII és fibrinogén szintek meghatarozasa ESRD betegekben ..............ccccccevveeennennee. 60
53.1 ESRD betegek plazma fibrinogén és CRP koncentracioi .............ccooceevveeneenennnne 60
5.3.2 FXIII aktivitas és antigén koncentriciok ESRD betegekben. ................ccoccenennene. 62
5.3.3 Fibrinogén koncentracio valtozasa a HDF és HD kezelések alatt az ESRD
DELEGEKDIEN. ...ttt et ettt e st e be e e s te b e beehe e b e beeaaeteebeeresteereans 64
5.34 FXIII aktivitas értékek valtozasa A HDF és HD kezelések alatt az ESRD
(012] 10 [=] 4 01T o VOO OO URSRPRR 66
IMEEEDIESZELES ...ttt ettt b e s h e sttt e b e e b sat e st et et e beenes 68
OSSZEFOGIAAS ...........ooecvveeceeieeeete ettt s e es st s s a et es e s s et ss e et ensetessessesanansenanes 73
SUIMIMIATY 1.ttt ettt ettt sttt te e bt e steesaeesatesabessbe e b eenbaessaesaeesasesnseanteesseesseesasesasesnsesnsesnseennes 75
IrodalomJEGYZEK .........cc.ooiuiiiiiiiiiii ettt st st s 77
TArGYSZAVAK ..ot 86
YAV 0] 0 SR 86
KOSZONEtNYIIVANIEAS..........ooiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e s be e e s be e sbaessaaeesabaeenes 87
FUGGEIEK ...ttt ettt e st e e s be e s bt e e s abe e s baeesabeesabeesbaeesabaeenns 88



1 Roviditések

a2-Pl
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akut monocitas leukémia

Xlll-as véralvadasi faktor A alegység aktivacios peptid

aktivalt parcialis tromboplasztin id6
8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonate-8-aminopirén-1,3,6-triszulfonat
coronary artery disease-koszoruér-betegség

cellularis XIII-as faktor

coronary atherosclerosis- koronaria ateroszklerozis

kapillaris elektroforézis-lézer indukalta fluoreszcens detektalassal
C-reaktiv protein

deglikozilalt XIII-as véralvadasi faktor B-alegység

end stage renal disease-végstadiumu vesebetegség

fast protein liquid chromatography- gyors fehérje folyadékkromatografia

V-0s véralvadasi faktor

VIl-es véralvadasi faktor

aktivalt VII-es véralvadasi faktor

VI1ll-as véralvadasi faktor

IX-es véralvadasi faktor

aktivalt IX-es véralvadasi faktor



FX X-es véralvadasi faktor

FXa aktivalt X-es véralvadasi faktor
FXI Xl-es véralvadasi faktor

FXla aktivalt XI-es véralvadasi faktor
FX11 Xll-es véralvadasi faktor

FXI111 Xlll-as véralvadasi faktor
FXllla aktivalt XIII-as véralvadasi faktor

FXII-A Xlll-as faktor A alegysége

FXI-Az Xlll-as faktor A-alegység homodimer

FXI1I-A*2  trombinnal és Ca?""mal aktivalt A-alegység dimer

FXI-A* trombinnal és Ca?*"mal aktivalt A-alegység monomer
FXII1-A2’>  trombin altal proteolitikusan hasitott XIII-as faktor A alegység
FXIN1-A2°  nem proteolitikusan aktivalt FXIII-A alegység dimer

FXIII-A*A° trombin altal proteolitikusan hasitott és nem proteolitikusan aktivalt FXIII-A

alegységek dimere
FXI11-A2B2  Xlll-as faktor heterotetramer szerkezeti formdja

FXI11-B Xlll-as faktor B alegysége

GEE glicin-etilészter

GIDH glutamat dehidrogenaz

HD hemodializis

HDF hemodiafiltracid

HF hemofiltracid

HRPO torma-peroxidaz

IAA jodacetamid

IQR interquartile range- interkvartilis tartomany



KO knock-out

MEA B-merkaptoetanol
MI miokardialis infarktus
NADH nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NSCLC non small cell lung carcinoma-nem kissejtes tiidérak
PAD peripheral artery disease- periférias artérias betegség
PAI-2 plazminogén aktivator inhibitor-2

PD peritonedlis dializis

pFXIII plazma Xlll-as faktor

pFXIA2B2 plazma Xlll-as faktor heterotetramer szerkezet(i formaja
Pl protrombin 1d6

PNGase F  peptid-N4-(N-acetil-béta-gliikozaminil) aszparagin amidaz
PVDF polivinilidén fluorid

SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis- natrium-dodecil-

szulfat-poliakrilamid gélelektroforézis

SPR surface plasmon resonance-feliileti plazmon rezonancia
TAFI trombin aktivalhato fibrinolizis inhibitor

TF tissue factor-szoveti faktor

TG transzglutaminaz

THF tetrahidrofuran

Tl trombin 1d6

TMB tetrametilbenzidin

uPA urokinaz plazminogén aktivator

VTE vénds tromboembdlia



2 Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1 A véralvadas vazlatos mechanizmusa

A hemosztazis egy bonyolultan szabalyozott rendszer, melynek kettds feladata van.
Egyrészt biztositja, hogy a vér az érpalyan beliil folyékony maradjon, masrészt megakadalyozza
az elvérzést érsériilés esetén. A trombohemorragias egyenstly fenntartasa a koagulacios és
fibrinolitikus rendszer, valamint a vérlemezkék és az érfal kozotti Osszetett kolcsonhatasok

eredményeként valosul meg (1).

A véralvadasi rendszer a véralvadasi fehérjék (faktorok) miikodésén alapul. Ezek olyan
reakciok sorozatat inditjak el, ill., vesznek részt ezekben, melyeket dsszefoglaloan véralvadasi
kaszkéadnak neveziink. Az alvadasi faktorok tobbségét a maj szintetizalja és juttatja a plazmaba,
egy résziik zimogén, masik résziik un. prokofaktor (FV, FVIII). Utobbiak proteolitikusan
aktivalt formajukban nem vesznek részt a katalitikus reakciokban, csak rendkiviil felgyorsitjak
a folyamatot (FX, illetve a protrombin aktivacigjat). Fiziologias koriilmények kozott az érfal
sériilése soran a plazmaval kontaktusba keriild szoveti faktor inditja be a proteolitikus
véralvadasi kaszkadot, melynek soran az egyes faktorok egymast hasitva katalitikusan aktiv
proteazokat hoznak 1étre. Ezen 1épések lancolata vezet el a protrombin aktivalasahoz, azaz a
trombin képzddéshez. Utobbi a plazmaban oldott allapotban 1évé fibrinogénbdl a
fibrinopeptidek lehasitasaval oldhatatlan fibrint képez. A fibrin szalak polimerizacioja,

valamint a fibrin polimerek kovalens keresztkotése stabil fibrinhald kialakulasahoz vezet.

A véralvadasi kaszkad hagyomanyosan intrinsic és extrinsic Gtvonalakra oszthato, melyek
azonban csak in vitro valaszthatok szét egymastol. A két utvonal k6zos pontja a X-es faktor
(FX) aktivalodasa. Utobbi elinditasahoz sziikséges a szoveti faktor (tissue factor; TF), amely a
szubendotelialis szovetekben expresszalodik (2). FSouiziologias koriilmények kozott az
érendotélium minimalisra csokkenti a TF és a plazmaban 1évo faktorok érintkezését, azonban
az érfal sériilése soran a TF elérhetové valik és VI-es faktorhoz (FVIIa) és kalciumhoz kotédve
elésegiti a zimogén FX aktiv X-es faktorra (FXa) valo atalakulasat. In vivo a TF-FVIla komplex
a I1X-es faktort (FIX) is aktivalja. A faktor XI (FXI) csak a keletkezett trombin hatasara
aktivalodik és vesz részt a folyamatban (3). Az intrinsic ut a XII-es faktor (FXII)
aktivalodasaval indul, mely adszorbealodik a kollagénre vagy mas aktiv feliiletre és hasitja a
FXI-et. Az aktivalt FXI (FXIa), csakagy, mint a TF-VIla komplex a FIX-et aktivalja, mely
kofaktoraval (VIII-as faktor (FVIII)) létrehozza a tenaz komplexet és foszfolipid felszinen



aktivalja a FX-et. (1). In vivo a FXII normal koriilmények kozott egyaltalan nem vesz részt a

folyamatban.

A ko6z06s Gtvonalon az FXa kofaktoraval (V-0s faktor; (FV), szoveti és aktivalt vérlemezke
foszfolipid felszineken, Ca?" jelenlétében létrehozza a protrombindz komplexet, amely a
protrombint trombinna alakitja. Az igy keletkezett trombin egyrészt hasitja a keringésben 1évo
fibrinogént, melynek soran oldhatatlan fibrin keletkezik, masrészt kalcium jelenlétében a XIII-
as faktort (FXIII) is aktivalja, amely ezaltal képes a fibrin polimerek kovalensen
keresztkotésére. A folyamat eredményeként 1étrejon a fibrinhalod, mely stabilizalja az alvadékot

(1, 4). (1. abra.)

Extrinsic ut

| X

TF/Vlla 7 L prothrombin

Xa ——> l fibrinogen

IXa .

T thrombin —>¢
€. | Xl fibrin

IX
> T < :l
...... S ol
E X”aé"‘ Xllla —>
' T ' kereszikstott
. " fibrin alvadék
(X
Intrinsic ut

1. dbra. A véralvadas mechanizmusa. Az extrinsic és intrinsic utvonalak az FX aktivaciojat
eredményezik. Az FXa kofaktoraval, az FV-el létrehozza a protrombindz komplexet, mely a
protrombint trombinna alakitja. Az igy képzodott trombin aktivalja a FXIl-at. A keletkezo
FXIla kovalens keresztkotések kialakitasdval stabilizdalja a fibrin alvadékot. Az dbra az (5)

szam alatt idézett kozlemény egyik abrdjanak modositott valtozata.

2.2 A Xlll-as véralvadasi faktor szerkezete

A véralvadas Xlll-as faktora egy protranszglutaminaz, mely in vivo inaktiv formaban van
jelen (6). Két formaja ismert. A plazma FXIII (pFXII) szerkezetét tekintve egy 326 kDa
molekulatomegii heterotetramer (FXI11-A2B:), mely két katalitikus A-alegységbdl (FXIII-A) és



két gatlo/stabilizalo B-alegységbdl (FXIII-B) all. A FXII1-A2B2 komplex referencia tartomanya
a human plazmaban 14-28 mg/L (7). A FXIHI cellularis formaja (cFXIID), FXII-A2
homodimerként van jelen bizonyos sejtek citoplazmajaban (8, 9). A cFXIII megtalalhaté a

trombocitakban, megakariocitakban, monocitakban és makrofagokban is.

A FXII-A2B; szerkezetérdl rendelkezésre allnak alacsony felbontdsu transzmisszios
elektronmikroszkopos képek, azonban a komplex atomszerkezete ismeretlen (10). Ezen
vizsgalatok alapjan a FXIII-B alegységek koriil 6lelik a FXIII-A dimereket. Ezt a hipotézist
alatamasztja az a tény, hogy a FXIII-B védi az A-alegységet az inaktivaciotol (11). Sokaig
altalanosan elfogadott volt, hogy a FXIIla aktiv formajat FXIII-A*, dimerek alkotjak (12, 13).
Ennek az allitdsnak ellent mond egy a kdzelmultban megjelent tanulmany, melyben azt talaltak,
hogy a FXIII-Az aktivacioja soran a komplex FXIII-A* monomerekké disszocial (14). Annak
ellenére, hogy ez a feltételezés ellentmond a korabbi vizsgalatok eredményeinek (12, 13),
Osszhangban van az aktivalt cFXIII monomer kristalyszerkezetével (15) és a molekularis
dinamikai szimulaciokkal, melyek azt sugalljak, hogy a pFXIII aktivacidja soran a FXIII-A
alegységek kozotti kapcsolat meggyengiil (16) igy az, hogy az aktiv FXIIla dimer (FXIII-A*>)

vagy monomer (FXIII-A*) tovabbra sem bizonyult tisztazottnak. Nem lehetetlen, hogy a dimer

..........

Ezen ellentmondésokat igyekszik tisztdzni, alatdmasztva az utobbi feltételezést egy nem rég
megjelent tanulmany, mely atomeré-mikroszkopiat (atomic force microscopy; AFM)
alkalmazva 1 informaciokat szolgaltat az inaktiv pFXIIIA2B, szerkezetérdl, valamint az
aktivalas soran az alegységek Osszetételében bekdvetkezett valtozasokrol (17). Bizonyitotta
valt, hogy az inaktiv pFXIII-nak harom szerkezeti variansa létezik. Az AFM képeken
megjelend FXIII molekuldk 67%-anal két monomer B-alegység volt megfigyelhetd, melyek
jellemzden a globuléris format alkotd FXII-Az2 homodimerek egyik oldalan jelentek meg, 14%-
anal csak egy B alegység volt lathatd, mig a molekulak 19%-anal a globularis mag részhez

egyaltalan nem kapcsolddott B-alegység (2. dbra). Ez a strukturalis diverzitas a B alegységek

..........



2. dbra. Az inaktiv pFXIII AFM képe, valamint morfometriai jellemzése. (A) A pFXIII
reprezentativ széles latoszogii AFM képe. A képen globularis alakként jelenik meg a FXIII-Az
homodimer, melyhez egy vagy két szalagszerii B-alegység kapcsolodik. (B) A kiilonallo pFXIII
molekuldak harom kiilonféle szerkezeti elrendezodést mutatnak. A vizsgalt molekulak 67%-dhoz
Kettd, 14%-ahoz egy szalagszerii B-alegység kapcsolodott, mig 19%-uk esetében egy sem. Az

dbra a (17) szam alatt idézett kozlemény egyik dbrdja.

2.3 FXIII-Az rontgen krisztallografias strukturaja

A csontveldi eredetli sejtek altal szintetizalt, transzglutamindzok csalddjaba tartozo
FXI1I-A egy 83 kDa tomegti, egy polipeptid lancbol felépiild molekula, melyet 731 aminosav
alkot. A FXIII-A az egyetlen transzglutaminaz, mely dimer formaban van jelen. A fehérje
kilenc cisztein reziduuma koziil egyik sem képez diszulfid kotést. A 314-es pozicidban 1évo
ciszteinnek (Cys314) kiemelkedd szerepe van, ugyanis a molekula aktiv centrumaban
helyezkedik el (18). A molekula hat potencialis N-glikozilacios hellyel rendelkezik, azonban
szénhidratot nem detektaltak rajta (19).

A katalitikus FXIII-A szerkezete jol karakterizalt. A rekombinans FXIII-A> rontgen
krisztallografiaval kapott haromdimenzids szerkezetét eldszor Yee és munkatarsai irtak le 29
évvel ezel6tt (19). Mind a zimogén, mind az aktivalt FXIII-A-t kikristalyositottak (15, 20),
ezaltal mindkét szerkezeti forma ismertté valt. A krisztallografids vizsgalatok alapjan

elmondhatd, hogy a FXIII-A 6t szerkezeti doménbdl all, melyek az alabbi aminosav
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reziduumokat tartalmazzak: aktivacios peptid (AP-FXIII): 1-37; B-szendvics domén: 38-184;
katalitikus kozponti ,,core” domén: 185-515; B-hordé domén 1: 516-628; B-hordé domén 2:
629-731. A core domén B-reddket és hélixeket is tartalmaz, mig a szendvics és hord6 domének
szinte kizardlag B-redokbdl allnak. A katalitikus core domén tartalmazza a katalitikus triddot
(Cys314, His373 és a Asp396). Az 6sszes rendelkezésre allo atomi felbontast hdrom-dimenzids
szerkezetben az aktiv centrum ciszteinje (Cys314) el van fedve a AP-FXIII ¢és a Tyr560
oldallanc altal, mely utébbi a B-hordd domén 1-en helyezkedik el (18). Ezért a AP-FXIII
trombin altal torténd lehasitasa €s a Tyr560 elmozduldsa sziikséges az enzimaktivitas
eléréséhez. Az oldodszertdl elzart feliilet tilnyomo részt negativ toltésii, egyetértésben a FXIII-
A nett6 negativ toltésével. Figyelemre mélto kivétel a trombin hasitasi helye, az Arg37 koriili
erésen pozitiv potencial, amely illeszkedik a trombin katalitikus helyének negativ

potencialjahoz (18). A FXIII-A szerkezeti doménjeit a (3. dbra.) szemlélteti.

B-szendvics

B-hordo 2

3. abra. Szalag modell dbrdazolds az inaktiv FXIII-A> homodimer rontgen krisztallogradfids
szerkezete alapjan. A szalagok a mdsodlagos szerkezet alapjan vannak szinezve (f-szalagok,
hélixek, lilaval \ll. narancssargaval vannak jelolve). A rendezetlen szerkezeti elemek és hurkok
tiirkiz, az aktivacios peptideket vilagos zold szinben lathatjuk. A képek a Chimera modellezo és
Vizualizacios szoftvercsomaggal késziiltek. Az abra a (8) szdm alatt idézett kozlemény egyik

dbrdjanak modositott verzioja.
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2.4  FXIII-B szerkezete

A FXII11-B egy glikoprotein, melyet a hepatocitak szintetizalnak és szekretalnak (21,
22). FO szerepe, hogy meghosszabbitsa a Kkatalitikus FXIII-A alegység élettartamat a
keringésben, valamint megovja azt a lassi nem proteolitikus aktivaciotol. Tipikus
mozaikfehérje, 10 tandem ismétlddd, ugynevezett sushi doménbdl all, melyek mindegyikét
koriilbelil 60 aminosav alkotja és 2-2 diszulfid-hid tartja G6ssze. Hasonld szerkezeti
elrendezédést irtak le tobb mint 50 mas fehérje, mint példaul a B2-glikoprotein | vagy a
komplement rendszer fehérjéi esetében is (23, 24). Az érett fehérje 641 aminosavbol all és 8,5%
szénhidratot tartalmaz, molekulatomege 80 kDa. 3 potencidlis N-glikozilacios hellyel
rendelkezik, melyb6l azonban csak kettd, az Asn142 és Asn525 glikozilalt (25, 26). A FXIII-B

szerkezetét és N-glikozilacios helyeit az (5. dbra) szemlélteti.

A plazmaban a FXIII-B feleslegben talalhatd, kb. 50%-a szabad, nem komplex
formaban Kkering (27). A FXIII-A alegységgel ellentétben atomszerkezeti adatok nem allnak
rendelkezésre, azonban transzmisszids elektronmikroszkopiaval végzett vizsgalatokban (10),
az izolalt FXIII-B alegységet vékony, felxibilis kb. 30 nm hosszu és 2-3 nm széles szdlakként
irtak le. A szedimentacios analizis alapjan a szabad B-alegységek monomerként vannak jelen,
azonban ennek ellentmond6 eredményeket is kozoltek (12). Tisztitott FXIII-B-vel végzett
gélfiltracios és elektroforetikus kisérletekben a FXIII-B dimer formdban vald jelenlétét
erGsitették meg (28). Ezt 2008-ban egy masik kutatocsoport, rekombinans FXIII-B gélfiltracios
vizsgalataval szintén megerdsitette (11). Utobbi tanulmanyban a FXIII-B dimerizaciojat
vizsgaltak, oly modon, hogy a molekulat N- és C-terminalisan is trunkaltak. A kapott
eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a 4. és 9. sushi domének
esszencidlisak a dimerizacidhoz. Annak eldontésére, hogy ezek a tisztitott fehérjékkel kapott
eredmények extrapolalhatok-e a plazmaban 1évé szabad FXIII-B alegységre még tovabbi

vizsgalatok szilikségesek.
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4. abra. A FXIII-B alegység sematikus strukturdja. A FXII1-B-alegység 10 sushi doménbol
all, melyek 2-2 diszulfid kétéssel kapcsolodnak egymashoz. A leader (vezeto) szekvenciat alkoto
aminosavakat lila szinnel, mig az érett fehérjében lévoket kékkel jeloltek. A 3. és 9. sushi
doménen megjelend szines csillagok az N-glikozilacios helyeket jelolik Asni42 és Asn525
poziciokban. Az iires csillag pedig azt a potencialis glikozilacios helyet mutatja, melyhez nem

kapcsolodik szénhidrat. Az abra a (8) szdam alatt idézett kozlemény egyik dbrdja.
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Egy nemrég megjelent tanulmanyban, melyben AFM technikat hasznaltak, azt talaltak,
hogy a heterotetramer FXIII komplexben a FXIII-B alegységek monomer formaban vannak
jelen és a FXIII-A alegységgel vald kotédésben feltehetéen az 1. 2. és 3. sushi domének
vehetnek részt. A FXIII trombinnal és Ca?*-mal torténd aktivaldsa utan a B-alegységek
disszocialtak és Bo-homodimereket képeztek, mig az aktivalodott FXIII-A2 homodimerbdl allo

globularis része FXII1-A monomerekké esett szét (17).

2.5 A FXIII aktivacioja

A pFXIII aktivacidja a véralvadasi kaszkad utolso fazisaban trombin és Ca?* egyiittes
hatasara kovetkezik be. Azonban a trombin nem az egyetlen szerin proteaz, amely képes
hasitani és Ca?* jelenlétében aktivalni a FXIII-t. Proteazok, kdztiik a batroxobin marajoensis
(29), a trombocitin (30), a tripszin (31) és az aktivalt X-es faktor (FXa) esetében is (32)
beszamoltak arrol, hogy képesek aktivalni a FXIII-at. Bar ezen enzimek hasitasi helyét még
nem azonositottdk, szubsztrat specifitdsuk ¢és a hasitott FXIII-A Mr értéke alapjan
feltételezhetd, hogy ugyanazt a Arg37-Gly38 peptidkotést hasitjak el, mint a trombin. Egy
2008-as tanulmanyban kimutattak, hogy a human neutrofil elasztdz a FXIII-A N-terminalis
részén 1évo Val39-Asn40 kozotti peptidkotést hasitva, mind a pFXI111-at mind a cFXI11-at képes
aktivalni, a trombin altal aktivalt FXIII TG aktivitasanak 50%-at eredményezve (33). A pFXIII
proteolitikus aktivacidjanak kezdeti szakaszaban, a trombin az Arg37-Gly38 kozotti petidkotés
hidrolizise révén lehasitja az aktivacios peptidet a FXI11-A N-terminalis részérol (34, 35). Ca?*
jelenlétében a gatld B-alegységek disszocialnak, amely el6feltétel a trunkalt FXIII-A dimer
teljes aktivacio eléréséhez elegendd a FXIII-A; dimer egyik alegységérdl lehasitani a AP-
FXIll-et, azaz a hasitott és hasitatlan A alegységekbdl allo dimer (FXIII-A*A°) rendelkezik a

teljes enzimatikus aktivitassal (13).

Korabbi tanulmanyok eredményei egyértelmiien azt sugalljak, hogy a FXIII-A;B>, valamint
a FXI11-A; Ca?*-mal és trombinnal torténd aktivacidjat kovetéen a két aktiv alegység (FXIII-
Az*) egymashoz kototten, dimer formaban marad és igy fejti ki transzglutaminaz aktivitasat.
a proteolitikus, mind a nem proteolitikus aktivacié esetén analitikai ultracentrifugalassal
alatamasztottak (14). Egy nemrég megjelent kozleményben AFM technika alkalmazasaval arra

az eredményre jutottak, hogy a FXIII-A* monomer formaban van jelen (17). A
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molekulamodellezés eredményei szintén a FXIII-A* monomer szerkezetét tamasztjak ala (16,
28). Az Osszes tobbi aktiv transzglutaminaz monomer szerkezete szintén Osszhangban van
ezekkel a megallapitasokkal (15, 18).

Fiziologids koriilmények esetén a pFXIII altaldban a trombin és Ca?* &sszehangolt
mikodése eredményeként aktivalodik, azonban a proteolitikus hasitds nem feltétleniil
sziikséges a tetramer molekula aktivalasahoz (8). Nem fizioldgias koriilmények kozott, azaz
extrém magas Ca?" koncentracio esetén (100 mM) az AzB2 komplex disszocial és a hasitatlan
FXII-Az aktiv TG-za alakul (FXIII-A2°) (36, 37). Magas ionerénél (pl. fiziologias NaCl
koncentracié esetén) joval alacsonyabb Ca?* koncentraci6 is elegendé az aktiv konformacio
kialakitdsdhoz (38). Extracellularis koriilmények kozott a cFXIII trombinnal és Ca?* -mal a
azonban a B alegységgel nem rendelkez6 cFXIII nem igényel proteolitikus hasitast az
aktivaciojahoz (39, 40). Az intracellularis Ca?* koncentracio sejtaktivacio soran bekovetkezo
emelkedése elegendd, hogy kialakuljon az enzimatikusan aktiv konfiguracio (FXIIIA2°). A nem
proteolitikus Uton torténd aktivacid a CcFXIIl fiziologids aktivaciojat képviseli a

vérlemezkékben (39, 40) és nagy valosziniliséggel a monocitakban is (41).

2.6 Az aktivalt FXIII miikodése

A FXIllla a transzglutaminazok (TG) csaladjaba tartozik. A TG-ok, acil transzfer
reakciokat katalizalnak, amely két f6 1épésbol allnak (42). Elészor a peptid-kotott glutamin
szubsztrat binaris komplexet képez az enzimmel. Ammonia képzddéssel jard tioészter kotés jon
1étre a glutamin y-karboxamid csoportja és az aktiv centrum ciszteinje k6zott. Ezt kovetden egy
nukleofil szubsztiticiés reakcidban a primer amin izopeptid kotésen keresztiil
hozzékapcsolddik a glutamin donor peptid szubsztrathoz, ekdzben az enzim aktiv centruma
szabadda valik. A FXIlIa altal katalizalt acil-transzfer reakcidban egy peptidlancban talalhatod
glutamin y-karboxamid csoportja az acil donor és egy primer amin az acil akceptor (43, 44). Ha
a szubsztratként szolgalo primer amin egy peptid lancban 1év6 lizin e-amino csoportja, akkor a
reakcid eredménye két peptidlanc kovalens keresztkotése. A l1étrejott kotés, egy a peptid lancra
merdleges peptid kotés, melyet izopeptid kdtésnek neveziink. A FXIlla szubsztrat specificitasa
sokkal sziikebb, mint a szoveti transzglutaminazé (TG2). Els6dleges fiziologias szubsztratjai a
fibrin és az ag-plamzin inhibitor (a2-Pl) (45, 46). Huszonharom tovabbi FXIIla fehérje
szubsztratot talalunk a TRANSDAB adatbazisban. (http://genomics.dote.hu/wiki/). A
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szubsztrat fehérjék az alabbi csoportokra oszthatdak: véralvadési faktorok, a fibrinolitikus
rendszer komponensei, adheziv és extracellularis matrix fehérjék, intracellularis citoszkeletalis
fehérjek és egyéb kategodridba tartozo fehérjék. Ezek koziil csak néhany fehérjével valo FXIlla

kolcsonhatasnak van fiziologias jelentésége (8).

A FXIII hemosztazisban betoltott szerepe jelentds. A fibrin a- és y-lancok FXIII altal
torténd keresztbe kotése fibrin y-lanc dimerek €s nagy molekulasulya a-lanc polimerek
kialakulasat eredményezi, melynek koszonhetden az alvadék mechanikailag sokkal stabilabba

valik. Ezen kiviil a FXIIIa részt vesz a fibrinolizis gatlasaban is az alabbi modon:

1.) A fibrin o-lancok keresztkotésével nagy molekulatomegli o-lanc polimerek

keletkeznek, amelyek ellenallobba teszik az alvadékot a fibrinolizissel szemben.

2.) A fibrinolizis f6 inhibitoranak, az  ao.Pl-nak, valamint egyéb
plazmakomponenseknek a fibrinhez valdo kotésével megakadalyozza a fibrin alvadék

fibrinolitikus rendszer altal térténd gyors eliminaciojat (8).

Mas kolcsonhatasok is ismertek a FXIIla és a fibrinolitikus rendszer komponensei
kozott. Kimutattak, hogy az urokinaz plazminogén aktivator (uPA) inhibitorat, a plazminogén
aktivator inhibitor-2-t (PAI-2) a FXIIIa szintén keresztkoti a fibrinogénhez (47, 48). A trombin
aktivalhato fibrinolizis inhibitor (TAFI) szintén fontos szerepet jatszik a fibrinolizis
szabalyozasaban (49). A TAFI-t szintén azonositottak mint FXIIla szubsztrat (50), melynek
polimerizacidja és fibrinhez valo keresztkotése szintén a FXllla-on keresztiil valosul meg.
Osszességében elmondhatd, hogy a FXIIla altal katalizalt keresztkdtések kialakuldsa dontd
fontossagu a véralvadék mechanikus stabilitdsa és fibrinolizissel szemben valo ellendllasa
szempontjabol és a velesziiletett FXIII hidny vérzési rendelleneségekkel tarsul (51). Azonban a
FXIII emelkedett aktivitasa miatt, a tilzott mértékben keresztkotott fibrinlancok, valamint az
egyéb fehérjék és a fibrinlancok ko6zott kialakuld nagymértékli keresztkotések gatolhatjak a

trombus megfelel6 eliminaciojat (52, 53).

A FXII1-B alegység védd/stabilizald szerepével jelentésen meghosszabbitja a FXIII-A
félélet idejét a keringésben (54). A FXIII-B ezen funkcidja dsszefiiggésben lehet a FXIII-A
lasst progressziv aktivacidjanak gatlasaval, amely plazmatikus koriilmények kozott FXIII-B
hiany esetén el6fordulhat (38). FXIII-B-hianyban szenved6 betegek esetén a plazma FXIII-Ao-
koncentracioja jelentésen csokken, igy ezek a betegek enyhe vérzéses tiineteket mutatnak (54,

55).
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Izoelektromos fokuszalassal végzett kisérletek alapjan harom f6 populacidhoz
kapcsolodo fenotipust irtak le FXIII-B*1, FXI1I-B*2 ¢s FXII-B*3, mely az eurdpai, afrikai €s
azsiai populaciokra jellemzé (8). Egy tanulmanyban melyben PCR-SSCP-vel vizsgaltak a
FXI11-B génjét, harom gyakori nukleotid polimorfizmust azonositottak: A8259G, C29470T ¢s
A30899G. Ezek koziil az A8259G His95Arg cserét eredményez a masodik sushi doménben
(56). Az Arg95 hordozok gyakorisaga az egészséges kaukazusi populacioban 15%, az afrikaiak
korében gyakoribb, az azsiai populaciobol pedig hianyzik (56, 57). Egy 444 személy
bevonasaval végzett tanulmanyban, azt talaltak, hogy a polimorfizmus nem befolyasolja FXIII-
A, FXIII-B vagy pFXIII antigén szinteket és a FXIII aktivitdsban sem talaltak kiilonbséget. Az
Arg allélel rendelkezd személyek plazmajaban fokozott alegység disszocidciot irtak le.
Azonban a FXIII-A-FXI1I-B kolcsonhatas Kd értékében nem volt kiilonbség a His95 és Arg95
tisztitott FXIII-B variansok esetén (56).

2009-ben egy ujabb polimorfizmusrél szamoltak be, mely az intron K 29756-0s
(57, 58). Ennek kovetkezménye, hogy az utolsd 10 aminosav kicserélédik egy 25 aminosavbol
allo alternativ szekvenciara. A varians szekvenciaja két tovabbi lizint és egy glutaminsavat
tartalmaz. Ezek a toltéssel rendelkez6 aminosavak a fehérje izoelektromos pontjanak
megvaltozasat okozzdk. A polimorfizmus jellemzden az azsiai populacioban fordul eld,
gyakorisaga a kaukazusi populacioban kisebb, és ugy tiinik az afrikaiak korében nincs jelen (8).
Habar azt varnank, hogy az ilyen mélyrehatd szerkezeti véltozas, megvaltoztatja a molekula
egyes biokémiai jellemzdit, a két {6 FXIII-B polimorfizmus biokémiai kdvetkezményeit csak

részlegesen tartak fel.

Egy 2015-ben 237 kontroll és 450 koszoruér-betegségben szenvedd (coronary artery
disease; CAD) beteg bevonasaval végzett tanulmanyban, azt talaltak, hogy a FXIII-B His95Arg
polimorfizmus nem befolyasolja a koronaria ateroszklerdzis (coronary atherosclerosis; CAS)
vagy a miokardiélis infarktus (MI) kockazatat, mig a FXIII-B intron K nt29756 G allél jelenléte
szignifikans védelmet nyujt a CAS-sal és MI-vel szemben azokban a betegekben, akiknek a
fibrinogén szintje a felsé harmadban van. Erdekes modon az intron K nt29756 G allél véds
hatasa kizarolag a FXIII-A Leu34 allél jelenlétében érvényesiilt és a két polimorfizmus kdzotti
szinergizmust is igazoltdk. Az intron K nt29756 G allél hordozokban szignifikdnsan
alacsonyabb plazma FXIII aktivitas és antigén értékeket mértek. Mivel az alacsony FXIII szint

szignifikans védelmet nyqjt az Ml-vel szemben, feltételezhetd, hogy a kombinalt, FXIII-B
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intron K nt29756 G és FXIII-A Leu34 allélt hordozok esetében a védd hatas a csokkent FXIII

szintekkel van 6sszefiiggésben (59).

A EXIIIA2B2 komplex kialakuldsa, azaz a FXIII-A ¢és a FXIII-B kozott 1étrejovo
kapcsolat mechanizmusa még nem teljesen tisztazott. Tobb tanulmany is megerdsiti azt a
felvetést miszerint a FXIII-B N-terminalis része felelds a FXIII-A alegységgel vald kotodésért.
Souri és mtsai trunkalt, rekombinans FXIII-B alegységek alkalmazasaval arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy feltehetéen az 1. sushi domén felelds a FXIII-B alegységek FXIII-Azx-hoz torténd
kotodéséért (11). Katona és mtsai. eldallitottak egy, a FXIII-B 2. sushi doménjén talalhato
peptid szakasz ellenes monoklonalis antitestet, mely reagalt a szabad FXIII-B-vel és
megakadalyozta a FXIII-A-val torténé komplex képzodését (60). Egy tjonnan megjelenct
tanulmanyban AFM technikat alkalmazva, szintén arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az els6
két sushi domén jatszhat szerepet a komplex kialakulasaban (17). Leirtak tovabba, hogy a 4. es
¢és 9. sushi domének megléte sziikséges a FXIII-B dimerek kialakulasahoz (11), azonban azt
nem vizsgaltak, hogy a FXIII-B 3. és 9. sushi doménjein jelenlévo N-glikdnoknak van-e szerepe
a dimer képzodésben. Tisztazatlan az N-glikanoknak a FXI1IA2B2 komplex kialakulasaban, a
fehérje félélet idejének meghatarozasaban jatszott szerepe is. Mindemellett a FXII1-B-hez

kapcsolodo N-glikanok szerkezete is feltaratlan.

2.7 A FXIII deficiencia osztalyozasa, klinikai tiinetei

A FXIII deficienciat és klinikai tiineteit el6szor 1960-ban irtak le (61) és azota mar tobb
mint 500 FXIlI-hianyos esetet azonositottak vilagszerte. A FXIII hiany diagndzisanak
felismerése specialis jartassdgot igényel, ugyanis a hagyomdanyos véralvadasi sziirétesztek,
mint a protrombin 1d6 (PI), az aktivalt parcialis tromboplasztin id6 (APTI) vagy a trombin 1d6

(T nem jelzik.

A FXIII hianynak 6roklott és szerzett formdja egyarant ismert, melyek mind a FXI11-A
mind FXI1I-B alegységeket érinthetik.

Az 6roklott FXIII-A hidny egy rendkiviil ritka korkép, mely autoszomalis recessziv
modon 6roklédik. Gyakorisaga az altalanos populéacioban 1:2 millidhoz (62, 63). Eléfordulasa
akar 10-20-szor is magasabb azokban az orszagokban, ahol elterjedt a rokonhazassag. Ahol a
rokonhazassag mellett alapitd hatas is érvényesiil, elterjedése még gyakoribb, példaul Iranban

(63-65). Az I-es tipusu hiany a kvantitativ defektust jelenti, melyet a csokkent fehérjeszintézis
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jellemez, ezzel szemben a ll-es tipust hianyban a funkcionalisan hibas FXIII szintetizalodik
normal vagy kozel normal koncentracioban. Megkiilonboztetiink sulyos, <0,05 IU/ml,
mérsékelt 0,05-0,3 IU/ml és enyhe 0,3-0,5 IU/ml FXIII hianyt (66, 67). Mivel a 0,03-0,1 1U/ml
FXIII szint mar elegendd a spontdn hemorragias torténések kivédéséhez, ezért valdjaban a
legtobb sulyosan vérzékeny FXIII hianyos beteg FXIII szintje 0,01 IU/ml (1%) alatt van. A
kezeletlen, sulyos velesziiletett FXIII-A hidny az esetek dontd tobbségében sulyos vérzéses
tiinetekkel jar egyiitt, mint az intrakranialis vérzés, amely az esetek 30%-aban jelentkezik és
halalozas leggyakoribb okaként szerepel. A FXIII-A deficiencia legjellemzdbb tiinete a
sziiletést kovetd néhany napban fellépd koldokcsonk vérzés, mely az esetek 80%-aban
megfigyelhet6 (63). Az izom €s szubkutan lagyszoveti vérzések szintén a sulyos szovodmények
kozé tartoznak. Szaj- és inyvérzés az esetek 30%-aban fordul eld (68, 69). Az izomban és az
izliletekben fellépd vérzések eldzetes trauma nélkiil, kisebb trauma, vagy megerdltetd
gyakorlatok végzését kdvetéen szintén viszonylag nagy gyakorisaggal fordulnak el (69). A
FXIII-A deficiencia gyakran tarsul karosodott sebgydgyulassal, terhes ndk esetében pedig a
magzat elvesztéshez vezethet. Az ismételt spontan vetélések, még abban az esetben is, ha csak
enyhe vérzéses tiinetekkel tarsul, sziikségessé teszik a FXIII-A hiany kivizsgalasat (70).
Hangstlyozni kell, hogy az ¢életveszélyes, esetenként haldlos kimenetelli vérzéses
szovoédmények, hosszu vérzéses tiinet nélkiili periddus utan varatlanul jelentkezhetnek ezért, ha
a sulyos velesziiletett FXIII hidny diagndzisa megerdsitést nyer, a profilaktikus potlo terapia

nélkiilozhetetlen.

A velesziiletett FXIII-B deficiencia viszonylag ritkan okoz vérzékenységgel jaro
tineteket. Ezekben a betegekben a FXIII-B teljesen hianyzik, mig a FXIII-A alegység
szignifikansan, a normal érték 5-40%-ara csokken a plazmaban. A vérlemezkékben 1évé FXIII-
A szintje azonban normal (71). A FXIII-A plazma szintjének jelentds csokkenése, jol mutatja
a FXIII-B védo, stabilizdlo szerepét, ugyanis FXIII-B hianyaban a FXIII-A instabil és
viszonylag gyorsabban eltiinik a keringésbdl (55, 72). A vérzéses tiinetek a FXIII-A hiannyal
Osszehasonlitva joval enyhébbek. Kevesebb mint 10 esetben irtak le jelentdsebb hemorragias

tineteket.

A szerzett FXIII hiany két f6 csoportba sorolhat6. Az egyik csoportba tartoznak a FXI11
ellen termelddd autoantitestek kdvetkeztében kialakuld esetek, a masik csoportba pedig azok
az esetek, melyben autoantitestek megjelenése nélkiil, valamilyen oknal fogva szignifikansan
csokken a FXIIl szint. Szamos korképben beszamoltak szignifikansan csokkent FXIII

szintekr6l, ilyen a nagy mtéti beavatkozasok, tiidéembolia, stroke, leukémia, Crohn-betegség,
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fekélyes vastagbélgyulladas, Henoch Schonlein purpura, méjcirrozis, szepszis, €s disszeminalt
intravaszkularis koagulacié. Ezekben a szerzett FXIII hianyos allapotokban a FXI11-A alegység
szintje 20-70%-ra csokken, melynek hatterében vagy csokkent szintézis vagy fokozott
felhasznalas all (70).

2.8 FXIII ellenes antitestek

A FXIII ellenes antitestek egyarant lehetnek allo- és autoantitesteket. Megjelenésiik a
terapia szempontjabol 6ridsi kihivast jelent, ugyanis tobbnyire nehezen uralhat6d vérzésekkel
jarnak egyiitt. Az alloantitestek kialakulasa meglehetdsen ritka, a potldterapia kapcesan
jelenhetnek meg velesziiletett FXIII hianyos betegekben. Az alloantitest jelenlétére a korabban
hatékony FXIII koncentratummal torténd profilaxis hatastalansaga utal. Ez idaig négy olyan
esetrl szamolt be a szakirodalom, ahol FXIII-A ellenes alloantitestek jelentek meg. Mind a
négy beteg esetében stlyos vérzéses tiineteket észleltek, amiket rendkiviil nehéz volt uralni (73-
76). Az autoantitestek gyakran valamilyen autoimmun (77) vagy daganatos (78) korképhez
tarsulnak de kiilonb6zé gyogyszerek (mint példaul: izoniazid, fenitoin, ciprofloxacin)
hosszatava alkalmazasa esetén is megjelenhetnek (79). Kiilonosen idés betegeknél az
autoantitestek mindenféle korelézmény nélkiil, idiopatiasan is kialakulhatnak (80), sulyos
szerzett FXIII hianyt okozva. A megjelend antitest altalaban IgG tipust (81). A vérzések
leggyakrabban intramuszkularisan, szubkutan és intraperitonealisan jelentkeznek, szemben az

oroklott FXIIT hidnnyal, ahol az intrakranialis vérzés a gyakoribb.

A FXIII ellenes antitestek lehetnek neutralizalé vagy nem neutralizald antitestek (82,
83). A neutralizalo FXIII-A ellenes antitestek esetében a FXIII aktivitas alacsony, de a FXIII-
A antigén szint normalis. A neutralizal¢ antitestek gatolhatjak a trombin és/vagy Ca?*-indukalt
FXIII aktivaciot (84) (1. tipus), a mar aktivalt FXIII transzglutaminaz aktivitasat (78, 85-87) (11.
tipus) és a FXIlla-fibrin kozotti interakciot (I11. tipus). Az antitest Gsszetett hatdssal is birhat
(IV. tipus). Az antitestek alcsoportba vald besorolasat az (1. tablazat) mutatja (76). A nem
neutralizalo antitestek nem gatoljak az aktivaciot vagy aktivitast, azonban immunkomplexet
képeznek a fehérjével és ezaltal fokozzak a keringésbdl torténd kitirtilését (88). A kombinalt
csoportba tartozd antitestek a FXIII-hoz kotddnek és felgyorsitjdk annak eliminaciojat a
keringésbdl, valamint gatoljak a FXIII aktivaciojat/aktivitasat. Ebben az esetben mind az

aktivitas, mind az antigén szint csokkent. A nem neutralizal6 antitestek kiilonbozé kdtédési
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vizsgalatokkal detektalhaté példaul dot blot, ELISA vagy feliileti plazmon rezonancia (surface

plasmon resonance; SPR) modszerekkel.

A Kkatalitikusan inaktiv FXIII-B ellenes antitesteknek nincs kozvetlen gatlo funkcioja,
ezért nem neutralizal6 antitestnek mindsiilnek. Ezek az antitestek képesek mind szabad, mind
komplexben 1év6 FXIII-B alegységhez kotddni és ezéltal fokozzak a FXIII keringésbdl torténd
kitiriilését (82).

Al ¢
e,gys,e g Alcsoport Hatas
specificitas
I-es tipus: FXIII aktivacio gatlasa
Ia tipus: Az AP-FXIII trombin altal
torténd lehasitasanak gatlasa
L Ib tipus: A hasitott FXIII Ca?" indukalta
Neutralizald s ., L
aktivaciojanak gatlasa
I1-es tipus: FXIIla gatlasa
FXINI-A ellenes I11-as tipus: Fibrinhez valo kot6dés gatlsa
IV-es tipus: Osszetett neutralizaci6
Nem- Felgyorsitja a FXIII eliminéciojat a keringésbdl
neutralizilo YOS ! 8
Kombinalt Felgyorsitja az eliminaciot és gatolja a FXIII
hatast aktivitast/aktivaciot
Nem- . . .
FXI11-B ellenes el Felgyorsitja a FXIII eliminaciojat a keringésbol
neutralizalo

1. tablazat. FXIII ellenes antitestek alcsoportba valo besoroldsa. A tiblazat a (88) szam alatt

ideézett kozlemeény egyik tablazatanak modositott valtozata.

Autoimmun FXIII deficiencia esetén a vérzéses tlinetek kezelése rendkiviil nehéz.
Sajnalatos modon minden erbfeszités ellenére a halalozasi arany 20-30% kozott van (89, 90).
Tekintettel a betegség ritka el6fordulasara, bizonyitékokon alapuld ajanlasok nem allnak
rendelkezésre. Kezdeti eréfeszitésként az autoantitestek hatasanak lekiizdésére és a vérzés
kontrolalasara nagy dozisu FXIII koncentratum (50-150 U/kg), valamint FXIII tartalmt
vérkészitmények alkalmazasaval probalkoztak (89). Sajnalatos modon az inhibitor magas

titerben valo jelenléte miatt ez a megkdzelités hatastalannak bizonyult (88).

Tekintettel a vérzés jelentds kockazatara, az autoantitestek eradikacidja ajanlott. A legtobb
esettanulmanyban immunszupressziv terapiat alkalmaztak, amely kortikoszteroidok és/vagy

ciklofoszfamid alkalmazasat jelentette (79, 89, 91, 92). Beszamoltak sikeres kezelésekrol,
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melynek soran rituximabot, cyclosporint és intravénasan adott immunglobulint alkalmaztak
(79, 82, 89, 93-96). Rovidtavi megoldasként az autotantitestek plazmaferezis ¢és
immunadszorpcid révén torténd eltavolitdsa is szdba johet, ez azonban csak atmenetei
megoldast jelent, ugyanis az autoantitestek szintézise tovabbra is megmarad (88). Az
autoimmun FXIII hiany hosszatava kimenetele valtozo. Az érintett személyek kortilbeliil 50-
68%-anal sikeresen el tudtdk hagyni az immunszupressziv terdpiat, visszatérd vérzéses
események kialakuldsa nélkil (89, 92). A tobbi betegben ismételten megjelentek az

autoantitestek vagy az immunszupressziv kezelés ellenére sem tiintek el a keringésbol (91).

2.9 FXIII szint valtozasai egyes korképekben

A Xlll-as véralvadasi faktor hemosztazisban bet6ltott kulcsfontossagu szerepét jol mutatja,
hogy hidnydban vérzéses komplikaciok lépnek fel, mig megemelkedett szintje, fokozott
trombozis rizikoval jar egyiitt (97, 98). Tobb tanulmanyban igazoltak, hogy a FXIII egy
multifunkciondlis fehérje. A hemosztazisban betoltott funkcidja mellett Iétfontossagu a
terhesség Mmegtartasaban, de a sebgydgyulasban, €s az angiogenezis folyamatdban betoltott
szerepe is jelentds (8, 99-103). Figyelembe véve a FXIIl szerepét a fibrin szerkezet
kialakitasaban ¢és a fibrinolizis szabalyozdsdban nem meglepd, hogy a szivkoszortér-
betegséggel ¢és mas aterotrombotikus megbetegedésekkel vald 0Osszefliggése intenziven
tanulmanyozott (104). Kimutattak, hogy az emelkedett FXIII szint ndveli az MI, a CAS és a
periférias artérias betegség (peripherial artery disease; PAD) kockazatat nékben, férfiaknal
azonban ez nem volt megfigyelhet (105, 106). A FXIII-A 6t aminosav cserét eredményezd
polimorfizmusa koéziil a FXIII-A p.Val34Leu (c.103G> T, rs5985) polimorfizmus hatasat
vizsgaltak intenziven. Ez a mutacio noveli a FXIII aktivacio sebességét (107-109), és a
fibrinhalo szerkezetét is befolyasolja (108); utobbi hatast a fibrinogén koncentracié modulalja
(110). Az els6 tanulmanyban melyben a FXIII-A p.Val34Leu polimorfizmus és a CAD ko6zotti
Osszefliggést vizsgaltak, kimutattak a Leu34 allél védé hatasat a MI-vel szemben (111). A
Leu34 all¢l CAD-vel szembeni tényleges védd hatdsat, a témaban sziiletetett eredmények

metaanalizisével bizonyitottak (112).

A FXIII-B alegységet érintd p.His95Arg polimorfizmust a vénéds tromboembolia (VTE)
rizik6é faktoraként irtak le (56). Az Arg95 allél fokozza a mortalitast az artérias eredetii

cerebralis iszkémia utan (113). Kimutattak, hogy az Arg95 allél homozigéta formaban vald
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megjelenése csokkenti a nem fatalis MI kockazatat posztmenopauzas néknél (114). Egy masik
tanulmanyban az talaltak, hogy a FXIII-B p.His95Arg polimorfizmus nem befolyéasolta a CAS
vagy MI kockazatat, mig a FXIII-B egy masik polimorfizmusa, az intron K nt29756 G allél
jelentés védelmet nyujt a CAS-sal és MI-vel szemben, azoknal a betegeknél, akiknek a
fibrinogén szintje a felsé harmadban volt. Erdekes modon az intron K nt29756 G allél védd
hatdsa csak a FXIII-A Leu34 allél jelenlétében érvényesiilt. Az intron K nt29756 G allél
hordozdk jelentésen alacsonyabb FXIII aktivitas és antigén szintekkel rendelkeztek (59).

Koros FXIII szintet és/vagy aktivitast talaltak leukémias és szolid tumoros betegekben. A
sejtek FXIII-Az expresszidja szignifikansan emelkedett akut mielomonocitas leukémiaban
(AMML-M4) és akut monocitas leukémiaban (AML-MS5) szenvedd betegeknél. Nem kissejtes
tiidérakban (non small cell lung carcinoma; NSCLC) szenvedd betegek esetében kimutattak,
hogy az elérehaladott stddiumban 1évék FXIII aktivitas értékei magasabbak voltak, mint a korai

stadiumu vagy egészséges kontroll egyéneké (115).

Mara szamos tanulmany alatamasztotta, hogy a végstadiumu vesebetegség (end stage renal
disease; ESRD) hiperkoagulabilis allapotnak tekintendd. Egy 1997-ben megjelent
tanulmanyban szignifikdnsan magasabb FXIII szintet talaltak a peritonedlis dializisben
részesillé betegek plazma mintaiban a kontroll csoporthoz viszonyitva (116). Egy masik
tanulmanyban a nefr6zisos betegekben szignifikansan emelkedett FXIII szinteket talaltak
(117). Kronikus vesebetegek, konzervativ terapiaban részesiilé kronikus veseelégtelenségben
szenvedd betegek, hemodializalt urémids betegek ¢és akut veseelégtelenségben szenvedd
betegek plazma FXIII szintjét vizsgalva azt talaltak, hogy az els6 3 csoportban szignifikansan
emelkedett értékek mérhetok, akut veseelégtelenségben viszont a FXIII szintje jelentdsen
csokkent (118). A témaban eddig sziiletett eredmények alapjan elmondhatd, hogy a trombdzis
a kronikus veseelégtelen betegek morbiditasanak és mortalitdsdnak egy fontos tényezdje. Az
emelkedett FXIII szint fokozhatja a trombotikus események kockazatat, azonban ennek

megerdsitéséhez még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
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2.10 Hemodializis és hemodiafiltracio

ESRD-ben a vesék mikodése visszafordithatatlanul karosodik, a betegeknek
veseatiiltetésre vagy folyamatos vesepotlo kezelésre van sziikségiik. A miivese kezelés fajtajat
tekintve lehet hemodializis (HD), hemofiltracié (HF), hemodiafiltracio (HDF) vagy peritonealis
dializis (PD).

A HD eljaras soran a beteg vérét egy dializator nevii eszkdzon dramoltatjak keresztiil,
amelyben egy vékony membran valasztja el a vért a dializalo oldattol. A membran segitségével
difftizio és ozmdzis révén a toxinok, ionok és felesleges folyadék atjutnak a dializal6 oldatba,
mig a létfontossdgu elemek, mint példaul a vérsejtek és a megfelel6 mennyiségli folyadék a

vérben marad.

Ezzel szemben a HDF egy kombindlt tisztitasi eljaras, amely diffuziot és konvekcidt is
alkalmaz a méreganyagok eltavolitasara. A konvekcio révén a nagyobb méretli molekulak is
hatékonyabban tavolithatok el. A HDF alkalmazasa soran a diffuzio és a konvekcid
kombindcidja segit a hatékonyabb méreganyag eltavolitasban. A diffuzié altal a kisebb
molekulak tavolitddnak el, mig a konvekcié révén a nagyobb molekulak is sikeresen
eltavolithatok, amelyekre a diffuzid kevésbé hatékony megoldast jelent. A HDF kezelés a HD-
vel 0sszehasonlitva szignifikansan magasabb clearence-t biztosit a kis, kdzép és nagy méreti
anyagok, mint az urea, kreatinin, foszfat, f2-mikroglobulin, citokinek €és a homocisztein
tekintetében (119-122). Ezaltal a HDF jobb tisztitasi hatékonysagot kinalhat a hagyomanyos
HD moddszerekhez képest, és potencialisan javithatja a kezelés eredményeit és a betegek

egeészségi allapotat.
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3 Célkitiizés

Vizsgalataink célja a FXIII szerkezetének és egyes betegségekben bekovetkezett

valtozasainak jobb megismerése.

1) Mig a FXIII-A strukturajat és funkcidjat meglehetdsen alaposan ismerjiik, a FXII1-B-
vel kapcsolatos ismereteink eléggé hianyosak. Kiilondsen feltiind volt szamunkra, hogy
nem ismerjik a kapcsolodd glikanok oOsszetételét, ill. azt, hogy a szénhidrat
oldallancoknak mi a funkciéja. Mindezek behatobb megismerése ¢érdekében
célkitlizésiink volt olyan deglikozilalt FXIII-B-t eldallitani, melynek segitségével
lehetdséglink nyilt egyrészt a glikdn struktura részletes elemzésére, masrészt a

deglikozilacio okozta funkciovesztés analizisére.

1.1. Célunk volt tehat, hogy a FXIII-B alegységet nativ koriilmények kozott
deglikozilaljuk, majd az igy kinyert szénhidrat nélkiili fehérje FXIII-A-val valo
kotddését tanulmanyozzuk.

1.2. Tovabbi céljaink kozt szerepelt, hogy FXIII-B knock-out egerekben deglikozilalt
és nativ FXIII-B alkalmazésa mellett vizsgaljuk és 6sszehasonlitjuk a pFXIII
féléletidejét.

1.3. Végiil szerettiik volna tisztazni, hogy a szénhidrat komponensek szerepet jatszanak-

e a FXI11-B dimer képzddésben.

2) A FEXIIl hemosztazisban és egyéb fiziologias folyamatokban jatszott szerepének
megismeréséhez lényegesen hozzajarult a FXIII hidnyos betegek tanulméanyozasa, ami
emellett természetszerlileg hozzajarult e betegség diagnosztikajanak, preventiv és potlo
nyilt egy olyan autoantitest okozta FXIII hianyos beteg vizsgalatara, amely uj
ismeretekkel gazdagitotta a FXIII ellenes antitestek patologias jelentdségét leird

irodalmat.

2.1. Az antitest titer meghatarozasara szolgaldé Nijmegen-Bethesda modszer mellett, a
farmakologiaban hasznalt 50%-os gatlast (ICsp) meghataroz6 modszert IS
alkalmaztuk az antitest okozta gatlas er6sségének mérésére.

2.2. Elvégeztiik a betegben megjelend antitest pontos alosztalyba sorolasat.
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2.3. Tovabbi modszertani Ujitasként feliileti plazmon rezonancia SPR technikéval

meghataroztuk az antitest FXIII-A alegységhez valo kotodésének affinitasat.

3) A FXIII szerepet jatszhat egyes nem primeren hemosztazis rendellenesség tiineteinek
kialakulasaban. Mivel a végstadiumu vesebetegekben gyakoriak a trombohemorragias
komplikaciok ¢és hemodializissal torténd kronikus kezelésiik befolyasolhatja a
hemosztazis mikodését, FXIII-mal kapcsolatos vizsgalatainkat erre a betegcsoportra is

kiterjesztettiik. E vizsgélatokat a fibrinogén szintek meghatarozasaval is kiegészitettiik.

3.1. A vizsgalt alvadasi paraméterek kovetése a dializis idGtartama alatt, valamint a
hemodiafiltraciés (HDF) és hemodializis (HD) kezelések 0Osszehasonlitasa a

vizsgalt paraméterek tekintetében.

4 Betegek és modszerek

4.1 FXIII-B alegység total glikan profiljanak vizsgalata
4.1.1 FXIII-B preparalas

A tisztitott FXIII-B-t egészséges, Onkéntes véradok plazmdjabol intézetiink
laboratoriuméban allitottuk eld, Lorand €s mitsai., valamint Chung és mtsai. modszerének
alapjan (12, 123). A leirt mddszer szerint ismételt fagyasztas-olvasztas hatasara a FXIII-A
levalik a komplexrél, igy a FXI11-B kromatografias eljarassal tovabb tisztithatd. Intézetiinkben
erre a célra a gyors fehérje-folyadékkromatografias (fast protein liquid chromatography; FPLC)

technikat hasznaltuk.

4.1.2 FXIII-B szénhidrat komponensének detektalasa

A FXIII-B szénhidrat komponensét Pierce Glycoprotein Staining Kit (ThermoFisher
scientific) segitségével detektaltuk. Ez az eljaras a perjodsav-Schiff (PAS) reakcion alapulo,
egyszer(, gyors €s érzékeny kolorimetrias modszer, mely glikozilalt fehérjék festésére alkalmas

poliakrilamid gélben és nitrocelluloz membranon egyarant. A festést minden esetben SDS-
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PAGE-t kovetden 10%-os gélben végeztiik el. Pozitiv kontrollként tormaperoxidazt, negativ
kontrollként sz6jabab tripszin inhibitort hasznaltunk. Az elektroforézist kovetden a gélt 50%
etanol, 5% ecetsav oldatban 30 percig fixaltuk, majd 2-szer mostuk 100 ml 3%-os ecetsavban
10 percig. Utana a gélt 25 ml oxidalé reagensbe helyeztiik 15 percig, majd ismételt mosasi 1épés
kovetkezett 100 ml 3%-0s ecetsavban 3 x 5 percig. Ezt kovet6en a gélt 25 ml glikoproteint festo
reagens-be helyeztiik 15 percig, melyet 25 ml redukal6 reagens kovetett, mellyel 5 percig
inkubaltuk. A szénhidrat komponensek magenta szinnel valtak lathatova. A festést kovetden a

gélt a hattér eltlintetése céljabol 3%-0s ecetsavban majd desztillalt H.O-ban mostuk.

4.1.3 FXIII-B deglikozilacidja nativ koriilmények kozott

A FXIII-B alegység glikdn komponenseit, egy specidlis, célzottan az N-glikdnok
eltavolitasara szolgald peptid-N4-(N-acetil-béta-gliikkozaminil) aszparagin amidaz enzimmel
(PNGase F; 500 mU; Asparia Glycomics, San Sebastian, Spain) tavolitottuk el. Ehhez 80 ng
tisztitott FXIII-B-t feloldottunk 50 ul, 20 mmol/l NaHCO3z pufferben (pH 7,00), majd ezt
kovetden hozzaadtunk 10 pl, 8,1 mU PNGase F enzimet, ami azt jelenti, hogy 10-szer magasabb
koncentraciot alkalmaztunk, mint amit altalaban a denaturalt fehérjék emésztésekor hasznalnak.
Ezt kdvetden a reakcioelegyet egy 10 kDa-os spin filterrel ellatott csébe (VWR, Radnor, PA)
pipettaztuk és egy €jszakan at 37°C-on inkubaltuk. Masnap 100 pul HPLC tisztasagu vizet
(Millipore, Darmstadt, Németorszag) adtunk a keverékhez és 10 percig 11270 x g-n
centrifugaltuk, igy a felszabadult N-glikanok atjutottak a sz{irOn és a csO aljadba gytltek, ezt
SpeedVac késziilék (Thermo Scientific) segitségével a fluorofor jeldlés elott beszaritottuk. A
szlir6n visszamaradt fehérjéket 50 pl 20 mmol/l NaHCO3z (pH 7,00) pufferben feloldottuk és 1
ul (0,81 mU) PNGase F enzimmel 37°C -on egy ¢jszakan 4t ismét inkubaltuk. Ezt kdvetden a
fent emlitett 1épéseket ismételve 100 ul HPLC tisztasagu vizet adtunk a keverékhez és 10 percig
11270 x g-n centrifugaltuk, igy a cs6 aljaban 0sszegytilt, felszabadult N-glikanokat SpeedVac

késziilékben beszaritottuk tovabbi fluorofor jeldlés céljabol.
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4.1.4 FXIII-B deglikozilaciéja denaturalé koriilmények kozott

A 4.1.3.-as részben leirtakkal megegyezden emésztettiik a nativ fehérjét, majd a
visszamaradt FXIII-B-t tartalmazé fehérjéket denaturaltuk és PNGase F-fel ismételten
megemésztettiik. Ennek soran a visszamaradt fehérjéket 10 ul HPLC tisztasagu vizben oldottuk
és 1 ul denatural6 puffert (400 mmol/l DTT, 5% SDS) adtunk az elegyhez egy 10 kDa-0s spin
filteren. Ezt kovetéen 65°C-on 10 percig inkubaltuk, majd 100 pl HPLC tisztasagu vizet adtunk
a reakcidelegyhez melyet 10 percig 11270 x g-n centrifugaltunk annak érdekében, hogy a
denaturdl6 puffer maradvanyait teljes egészében eltavolitsuk. A sziiron visszamaradt FXIII-B-
t tovabb emésztettiik, ennek érdekében 49 pl 20 mmol/l NaHCOs puffert (pH 7,00) és 1 pul (0,81
mU) PNGase F enzimet adtunk a fehérjéhez. A reakcidelegyet 37°C-on egy éjszakan keresztiil
inkubaltuk. Ezt kdvetden 100 ul HPLC tisztasagu vizet adtunk az elegyhez és a felszabadult N-
glikanokat 10 perces 11270 x g-n torténd centrifugalassal 0sszegyijtottiik a csé aljaban. Az igy
kapott mintat SpeedVac-ben beszaritottuk, majd az N-glikanokat a 4.1.5-6s részben leirtaknak
megfeleléen, 8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsavval (8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonate; APTS)
jeloltik. A denaturdld koriilmények kozott, PNGase F-fel torténd emésztése soran kapott
eredményeket arra hasznaltuk, hogy 0Osszehasonlitsuk a nativ koriilmények kozott torténd

deglikozilacio hatékonysagaval, ill. eredményével.

415 N-glikanok fluorofér jelolése

Az elézetesen SpeedVac késziilékben beszaritott glikdn mintdkhoz 6 pl 20 mmol/l APTS
anionos fluoreszcens festéket (15%-o0s ecetsavban oldva) és 2 pl 1 mol/l NaCNBHs-at
(tetrahidrofuranban (THF) oldva) adtunk, majd az igy kapott elegyet egy éjszakan at 37°C-on
inkubaltuk. A jelolt mintakat CleanSeq magneses gyongyok (Beckman Coulter A29154,
Indianapolis, USA) segitségével tisztitottuk meg a feleslegben adott jeloléanyagtol, egy
korabban mar k6zolt, a Horvath laboratoriumban kidolgozott modszer segitségével (124). A
tisztitasi 1épést kovetden a mintdk azonnal alkalmasak voltak kapillaris elektroforézis-lézer
indukalta fluoreszcens detektalassal (CE-LIF) torténd vizsgalatra. Amennyiben nem keriilt sor

az azonnali analizisre a mintakat felhasznalasig -20 °C.on taroltuk.
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4.1.6 N-glikanok szekvenalasa

A glikédnok pontos, szerkezeti meghatarozasa szekvenalassal tortént. Az eljarashoz a
monoszacharidokra, valamint kotésekre specifikus exoglikozidazokra van sziikség, amelyek a
kovetkezok: a(2-3,6,8,9)-szialidaz A, a szialsavak eltavolitasahoz; a(1-2,3,4,6)-fukozidaz, a
fukozok; P(1-4,6)-galaktozidaz, a galaktozok; és B(1-2,3,4,6)-N-acetilhexozaminidaz, az N-
acetilgliikozaminok lehasitasdhoz. A szekvendlast az enzimek matrix szerlien torténd
hozzaadasaval végeztiik, melyet a (2. tdbldzat) szemléltet. Ehhez 4 kiilonb6z6 reakcidelegyet
allitottunk 6ssze az alabbiak szerint: 4 pl HPLC tisztasagu vizet és 1 ul 50 mmol/l CH3COONH4
puftert (pH 7,4) adtunk 5 pul APTS jelolt N-glikdn mintdkhoz, majd a matrix elrendezésnek
megfelelden az elsd mintahoz csak szialid4dz enzimet, a mésodikhoz szialidazt és galaktozidazt,
a harmadikhoz szialidazt, galaktozidazt és fukozidazt, a negyedikhez szialidazt, galaktozidazt,
fukozidazt és hexozaminidazt adtunk, mindegyiket 0,5 U mennyiségben. Ezt kovetéen a
keverékeket 37°C-on egy éjszakan at inkubaltuk, majd az emésztett mintakat SpeedVac-ben

beszaritottuk és CE-LIF-fel analizaltuk.

Exoglikozidaz specificitas A B C D E
a(2-3,6,8,9)-szialsav - + + + +
B(1-4,6)-galaktoz - - + + +
a(1-2,3,4,6)-fukoz = - - + +
B(1-2,3,4,6)-N-

acetilgliikdzamin ) ) ) ) *

2. tdablazat. A szekvendlashoz haszndlt exoglikoziddazok specificitisa és madtrix szeri
alkalmazasa a pontos glikan struktira meghatdrozdsahoz. (A) kontroll minta, csak PNGase
F-fel emésztve; (B) szialidaz; (C) szialiddz + galaktoziddz; (D) szialidaz + galaktozidaz +
fukozidaz; (E) szialidaz + galaktozidaz + fukozidaz + hexozaminidaz. A tablazat a (125) szam

alatt ideézett kozlemény egyik tablazatanak modositott valtozata.
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4.1.7 Kapillaris elektroforézis-lézer indukalta fluoreszcens detektalassal

A Kkapillaris elektroforézissel torténd analizist a P/ACE MDQ System késziilékkel
(SCIEX) végeztiik. Az egyes glikanok identifikalasara 1ézer indukalta fluoreszcens detektalast
alkalmaztunk. A gerjesztési hullamhossz 488 nm volt, melyet Ar-ion 1ézer biztositott, az
emittalt fény detektdlasa egy 520 nm-es savszlird segitségével tortént. A  glikdnok
elvalasztasahoz, 50 cm effektiv hosszusagu (total hossz 60 cm), 50 um bels6é atmérdji
kifejezetten az N-glikanok elvalasztasara szolgalo (NCHO) kapillarist hasznaltunk (SCIEX),
melyet minden esetben NCHO szeparald géllel toltottiink fel (SCIEX). A mintakat 1 psi
nyomassal injektaltuk 5 masodpercig €s az elvalasztasok forditott polaritdsu tizemmodban, 30
kV elektromos potencial mellett torténtek. Az adatok gytijtése ¢és feldolgozasa a 32 Karat 9.1
szoftverrel (SCIEX) valdsult meg.

4.1.8 Molekulatomeg meghatarozas gélsziiréssel

A nativ és a deglikozilalt FXIII-B gélfiltracios analiziséhez az AKTA kromatografias
rendszert hasznaltuk (Amersham Biosciences, Uppsala, Svédorszag). A méret kizarésos
kromatografiahoz HiPrep™ 16/60 Sephacryl®S-300 HR oszlopot hasznaltunk (GE-Healthcare,
Chicago, IL). A kalibracios gorbéhez az alabbi fehérje standardokat alkalmaztuk: tiroglobulin
(TG; 669 kDa), ferritin (F; 440 kDa), aldolaz (A; 158 kDa), konalbumin (CoA; 75 kDa),
ovalbumin (O; 43 kDa) (GE-Healthcare, Chicago, IL). A standardok futtatasa soran az alabbi
fehérje mennyiségeket hasznaltuk: TG: 130 ug, F: 60 pg, A: 110 ug, CoA: 120 pg, O: 130 pg.
A mintakat minden esetben 500 pl 50 mmol/l Tris, 150 mmol/l NaCl, pH 7,4 pufferben
injektaltuk az oszlopra. A nativ és deglikozilalt FXIII-B-vel valé mérések soran minden esetben
160 pg fehérjét vittiink fel az oszlopra. Az eliicid szobahdmérsékleten, 50 mmol/l Tris, 150
mmol/l NaCl, pH 7,4 pufferben, 0,5 ml/perc aramlasi sebességgel ment végbe. A detektalas 214

nm-en tortént.

4.1.9 F13B knock-out egérvonal létrehozasa és a genotipizalasi stratégia

Az F13B knock-out egereket a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetben allitottuk el6.
Ennek soran az F13B gén kiiitésére CRISPR/Cas9 technologiat hasznaltunk oly modon, hogy

inframe-stop-kodonokat juttattunk a masodik exonjaba. A modositott gén transzlacioja az elsé
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exon transzlacios iniciacios helyérdl indult, de miutan az dsszes 669 aminosavbol 29 beépiilt,
leallt. A modositas a Cas9 enzim révén a cr/tracr RNS-ek (IDT) altal iranyitott kétszala
hasitdson és a homologiara €piild javitdson alapul, amelyhez a kivant mutacidt tartalmazo
templatot egy egyszalu oligodezoxinukleotid (ssODN) templaton (IDT) biztositottuk. A crRNS
célspecifikus szekvenciaja a kovetkezé volt: ATCCTTCCATTTTCCACGGT. Cas9 fehérjét
(30 ng/ul), cr/tracrRNS-t (1-1 pmol/ul) és ssODN-t (15 ng/ul) mikroinjektaltunk a
C57BlI/6NTac egerek megtermékenyitett petéinek pronukleuszaiba. Az ssODN-templat
sorrendje (2  modositott  bazisok félkovér ¢és dolt betlivel vannak szedve):
CCTCTCAGGAGAACTCTATGCAGAAGAGAAACAGTGTGATTTTCCTTAGTGAGGA
AAATGGAAGGATTGCCCAATATTATTATACGTTTAAAAGCTTTT. A genotipizalashoz
polimeraz lancreakcioét (PCR) hasznaltunk. Eldszor az alapitdé egerekbdl amplifikaltuk a
célrégiot PCR-rel, F13B specifikus forward (TGCAAACTGAAAGATCTGCCG) és reverz
(TGTAGCACCTTGGGTTTGGAG) primerekkel, ¢és ellendriztik a szekvenciat. A
szekvenalast megismételtiik az F1 generdcioban. Vad tipusu és knock out (KO) specifikus
forward primereket (AACAGTGTGATTTTCCTACCGTG és
AACAGTGTGATTTTCCTTAGTG) a reverz primerekkel egyiitt hasznaltuk a genetikai

modositast hordozo egerek azonositasara.

4.1.10 A deglikozilalt FXIII-B clearance vizsgalata

A vizsgilatokat a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga jovahagyta. A
nativ és deglikozilalt FXIII-B keringésbdl valo kitirtilésének vizsgéalata és Osszehasonlitasa
céljabol 100 pl 300 pg/ml nativ, nem deglikozilalt ill. deglikozilalt FXII1-B-t injektaltunk hét,
illetve hat FXIII-B knock out egér farokvénajaba. A deglikozilalt FXIII-B eldallitasa a 4.1.3
részben leirtaknak megfeleléen tortént. Mindkét csoportban 2-2 himnemii egér volt. A
kisérletben résztvevod egerek 8-12 hetesek voltak. A nem deglikozilalt és a deglikozilalt FXIII-
B-t kapo egerek testtomeg értékei 22,3 + 2,6 ill. 22,2 + 2.3 g volt. Az egerektdl a FXIII-B
alegységek beadasat kovetden 1, 48 és 120 oraval késobb izofurdnnal végzett anesztézia mellett
heparinizalt kapillarisban, 150 pl vért vettiink a retro-orbitalis sinusbol. A levett vérmintakbol
aplazmat 1300 x g-n, 15 percig tartd centrifugalassal nyertiik. Az 6sszegylijtott plazmamintakat

az analizisig —20°C-on taroltuk.
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4.1.11 FXIII-B koncentracié meghatarozasa

crer

intézetiinkben korabban kifejlesztett, egylépéses ELISA technikdval hataroztuk meg (82).
Ennek soran a sztreptavidinnel fedett mikrolemezeken 0,5 mol/l NaCl-ot, 0,05% Tween 20-at
¢és 5 g/l szarvasmarha szérumalbumint (BSA) tartalmaz6 0,15 mol/l (pH: 7,2) foszfat pufferrel
higitott plazma mintakhoz, biotinalt FXIII-B ellenes elfogd és torma-peroxidazzal (HRPO)
jelzett FXIII-B ellenes detektald monoklonalis antitesteket adtunk. A két FXIII-B ellenes
antitest kiilonboz6 epitopok ellen iranyult és a szabad, ill. komplexben 1évé FXIII-B-hez
egyforman kotddott. A keveréket 1 oran keresztiil inkubaltuk, majd 3 x 300 ul foszfat pufferrel
torténé mosast kovetéen tetrametilbenzidint (TMB, 200 pl, 0,1 mg/l) és 0,006%-0s H2O»-t
tartalmaz6 foszfat puffert (0,05 mol/l, pH: 5) adtunk a mikrolemez valyuiba. 30 perc mulva a
reakciot HoSOs-gyel (2 mol/l, 50 ul) allitottuk le és az abszorbanciat 450 nm-en iIEMS Reader
MF microplate késziiléken (Labsystem, Budapest, Magyarorszag) mértiik.

4.2 FXIII hianyos beteg autoantitestjének karakterizalasa

4.2.1 Esetleiras

Az altalunk vizsgalt mintak egy 67 éves francia nemzetiségii n6t6l szarmaznak, akinek
kortorténetében magas vérnyomas, koros elhizas (suly 114 kg) és térdiziileti gyulladas
szerepelt. A Korabban elvégzett vakbélmiitét, 3 csaszarmetszés és egy nemrégiben elvégzett
sziirkehalyog miitétek soran vérzéses komplikaciok nem léptek fel. Korelézményében spontan
vérzés nem fordult el6. A laboratoriumi vizsgéalatok a kollabordcidban résztvevd francia

klinikusok kérésére torténtek.

A beteg 2017 novemberében rovid idore korhazba keriilt a térdébe kapott kortizon
injekcid miatt. A korhazi kezelések soran egy minor traumat kdvetden néhany nappal kés6bb
nagyméretli muszkularis hematéma alakult ki mindkét combjan (a jobb oldalon 220x97mm, a
bal oldalon 195x55mm). A 8 vorosvérsejt transzfizio ellenére, a hemoglobinja tovabbra is
alacsony maradt. Ebben az idészakban 45 napot toltott korhazban, melynek soran a helyes

diagndzist nem sikeriilt felallitani.

2018 januarjaban orvosi konzultaciora érkezett a Dijoni egyetemi korhdz hemofilia

kozpontjaba. A kiterjesztett hemosztazis vizsgalatok soran mérsékelten csokkent FXIII szintet
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igazoltak a betegnél. Berichrom assay-vel (Dade, Behring Marburg, Németorszag) 17% FXIII
aktivitast mértek. Elvégezték a FXII mutacios génanalizisét (exonok és hatarolo intron régiok
kétiranyu szekvenalasa), azonban mutaciot nem detektaltak. Keveréses vizsgalatot is végeztek,
melynek eredménye felvetette a FXIII ellenes antitest jelenlétét. Bethesda Nijmegen assay-vel
1,51 BU antitest titert igazoltak. Egyéb alvadasi faktor defektust nem talaltak. A klinikai,
radiologiai és laboratériumi vizsgalatok nem tartak fel a FXI1I ellenes antitest jelenlétének okat.

Nem taléltak bizonyitékot mas autoimmun betegségre, fert6z6 betegségre vagy neoplazidra.

2018 majusdban hasi fajdalom miatt komputertomografids vizsgalatot végeztek,
melynek soran egy nagyméreti hematémat azonositottak a rekeszizom jobb szaraban. A FXIII
szubsztitaciot 5000 1U (44 Ul/kg) Fibrogammin®-nal (CSL Behring, Marburg, Németorszag)
kezdték, majd ezt 6 oraval kés6bb megismételtek. A beteg FXIII aktivitas értékeit az infuzio
utan 30 perccel, 1- majd 2 draval levett mintaibol 17-20%-nak mérték Berichrom assay-vel.
Intervencios radioldgia segitségével embolizaciot végeztek a vérzés megallitasa céljabol. Ezen

kiviil a beteg naponta haromszor 1 g tranexamsavat és két vorosvérsejt transzfuzidt kapott.

2018 juniusaban a beteg ismét korhazba keriilt spontan kialakult hematomakkal a
rekeszizom bal szaraban és a rectus abdominis izomban (45 mm x 116 mm x 65 mm). A FXIII
szubsztiticio ellenére a vérzést nem tudtak kontrollalni, ezért egy jabb embolizaciot végeztek
a vérzés megallitasa céljabol. A beteg 11 vérlemezke- és 4 vordsvérsejt transzfuziot kapott. Az
autoantitestek felszdmoldsa céljabol az alabbi stratégiat alkalmaztak: 2018 madjusaban a
masodik vérzéses tiinet megjelenését kovetden, az 1. naptél a 14. napig 1 mg/kg/nap
prednizolont kapott, amelyet a 15. naptol folyamatosan csokkentettek. Emellett 0,7 g/kg
immunglobulint adtak 2 egymast kdvetd napon (1. és 2. nap) és a beteg 1 g Rituximab®-ot is
kapott. A 2018. juniusaban a masodik korhazi kezelés soran 3 egymast kovet6 napon (13.-t6l
15.-ig nap) 0,7 g/kg immunglobulinnal kezelték. Emellett 6 ciklusban kapott 10 mg/kg
ciklofoszfamidot (21., 35., 49., 70., 91. és 112. napokon), valamint 1 g Rituximab®-ot a 18.
napon. Az alkalmazott kezelések azonban nem befolyasoltak a beteg FXIII szintjét. 4 honappal
az utolso vérzéses komplikaciot kovetden a beteg varatlanul mélyvénas trombozist kapott, mely

pulmonaris embolidval tarsult.

A beteg mintai ezt kovetden keriiltek tanszékiinkre, ahol az intézetiinkben kifejlesztett
Technochrom FXIII assay-vel elvégeztik a FXIII aktivitdis meghatarozasokat, tovabba

detektaltuk és karakterizaltuk a betegben jelenlévé FXIII ellenes autoantitesteket (126).
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A kutatas a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval tortént (azonosito: RKEB/IKEB 5414-
2020).

4.2.2 FXIII aktivitas meghatarozas

A beteg citrattal alvadasgatolt vérmintaibol centrifugalassal Kinyert plazma mintait a
Debrecenbe torténd szallitasig -80 °C-on taroltuk. A fagyasztott plazma mintakat a mérések
elétt 37°C-on olvasztottuk fel, 10 percen keresztiil. Tanszékiinkon a plazma Xlll-as faktor
aktivitas meghatarozasahoz a Technochrom FXIII assay-t (Technoclone, Bécs, Ausztria)
hasznaltuk (126). A méréseket a Modular EVO P800 (Hitachi, Roche) késziilékkel végeztik.
Kalibratorként a WHO (World Health Organization) Human Standard Factor XIIl Plasma-t
(National Institute for Biological Standards and Control, Potters Bar, Egyesiilt Kiralysag)

hasznaltuk.

A FXIIl aktivacidja sordn aktiv transzglutaminazza alakul. A moddszer az aktiv
transzglutamindz hatasédra felszabadul6 ammonia enzimatikus, kinetikus, spektrofotometrias
mérésén alapszik. A plazméban 1év8 FXIII trombin és Ca®* egyiittes hozzdadéasara aktivalodik.
A trombin hatasara képz6dott fibrin polimerizacidjat egy tetrapeptiddel (G-P-R-P) gatoljuk. A
FXIlla az amin szubsztrat glicin-etilészter (GEE) és a specifikus glutamin donor PI(1-12) peptid
szubsztrat izopeptid kotéssel torténd osszekapcesolodasat katalizalja. Ez a peptid szubsztrat az

az-plazmin inhibitor N-terminalis végének megfelelé dodekapeptid.

A reakcid soran ammonia szabadul fel, a keletkezett ammonia mennyiségét pedig a
glutamat dehidrogenaz (GIDH) altal katalizalt, NADPH - NADP* Aatalakulassal jaro
reakcidban mérjilk fotometriasan. A NADPH fogyasanak sebessége, azaz a 340 nm mért

abszorbancia csokkenése egyenesen aranyos a FXIII aktivitassal (5. dbra).
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FXIII aktivalasa:
trombin + Ca%*

FXIIl ——— FXllla

Transzglutaminaz reakcio:
FXllla

Gly-O-ET + peptid szubsztrat ——— peptid szubsztrat- Gly-O-ET + NH**

Indikator reakcio:
GIDH

NH* + a - ketoglutarat + NADPH ——— Glutamat + H,0 + NADP*

5. abra. FXI1-as faktor aktivitisinak meghatdirozdsa. A FXIl trombin és Ca®* egyiittes
hatasdra aktivalédik, majd ezt kovetéen a FXWla a GEE és PI(1-12) osszekapcsolodasat
katalizdlja, mely soran NHs" szabadul fel, ami o-ketoglutardttal 1ép glutamat dehidrogendz
dltal katalizalt NADPH fiiggo reakcioba. A NADPH 340 nm-en mért fogyasa aranyos a FXIII

aktivitassal.

A mérések kivitelezése 340 nm-en, 37°C-on tortént. A NADPH oldat koncentracidja 3 ml
desztillalt vizben torténd feloldasa utan: 0,8 mmol/l. Az aktivator reagens Osszetétele a 3 ml
NADPH oldatban tortén6 feloldasa utan: Hepes puffer (115 mmol/l), trombin (46,2 kU/I), fibrin
inhibitor tetrapeptid (4,6 mmol/l), polibrén (11,5 mg/l), ditiotreitol (0,26 mmol/l), CaCl, (25,0
mmol/l), NADPH (0,8 mmol/l). A detektalo oldat 6sszetétele 3 ml desztillalt vizben torténd
feloldasa utan: Hepes puffer (23,1 mmol/l), glicin-etilészter (11,6 mmol/l), a-ketoglutarat (16,2
mmol/l), Pl (1-12) peptid szubsztrat (10,1 mmol/l), adenozin-difoszfat (ADP) (1,4 mmol/l),
GIDH (50 kUI/I). A reagens keveréket az aktivalo és detektald oldatot 1:1 aranyban torténd
Osszemérésével allitottuk el6. Az inhibitor reagens feloldasat 1 ml stabilizalé oldatban
végeztiikk. A feloldas utan az inhibitor oldat dsszetétele: 2-jodacetamid (IAA) (23,2 mmol/l),
Na-azid (5,8 g/L). Vak reagens munkaoldatok: 1 térfogat reagens keverékhez 1/20-ad térfogat
inhibitor oldatot adtunk. Minta reagens munkaoldatok: 1 térfogat reagens keverékhez 1/20-ad
térfogat stabilizator oldatot adtunk. A késziilek kiivettdjaban lezajlo reakciot 10 percig 340 nm-
en monitoroztuk. Az elsd 5 perc (lag fazis) alatt tortént meg a FXIII aktivalas és a mintdban
1év6 endogén ammonia felhasznalasa. A FXIII aktivitast az 5-10 perc alatt lezajlo abszorbancia
csokkenésbol hataroztuk meg. A fotométer kozvetleniil az egy percre esd atlagos abszorbancia-
csOkkenést (AA/min) adta meg. Ezt kdvetden a kalibracios plazma %- os értékére és a hozza

tartoz6 AA/min-re vonatkoztatva megadtuk a FXIII aktivitast.
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A Dijoni Hemofilia Centrumban a FXIII aktivitast a Berichrom assay (Siemens, Marburg,
Németorszag) segitségével hataroztak meg, mely a kinetikus ammonia felszabadulas
mérésének masik, kereskedelmi forgalomban elérheté modositott valtozata (127). Ebben az
assay-ben a fibrin polimerizacidé gatlasara egy Ot tagi peptidet (G-P-R-P-A) hasznalnak.
Tovébbi kiilonbség a Technochrom assay-hez képest, hogy oligopeptid szubsztratként a [3-
kazeinben 1évé FXIlla szubsztrat Gln koriili szekvencidjdhoz hasonld peptidet, az indikator
reakcioban pedig redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotidot (NADH) alkalmaznak. A
Berichrom assay nagy hatranya, hogy nem tartalmazza a plazma vak meghatarozasahoz
sziikséges jod-acetamidot. Az inhibitor reagensre torténd korrekciéo hianya pedig a FXIII
aktivitas felillmérését eredményezi. Ez kiilondsen az alacsony aktivitds értékek esetén

Iényegesen torzithatja az eredményt.

4.2.3 FXIII antigén meghatarozas

A FXII-A2B2, a FXIII-A és FXIII-B antigén meghatarozasok a 4.1.11 -es fejezetben
leirtakban megfeleléen egylépéses szendvics ELISA moddszerrel torténtek, azzal a
kiilonbséggel, hogy a FXI1I1-A2B> detektalasa soran a biotinalt elfogd antitest FXIII-B ellenes,
mig a HRPO jelzett detektalo antitest FXIII-A ellenes monoklonalis antitestek voltak (7). A
FXI1-A detektalasa esetén szintén streptavidinnel fedett mikrolemezt hasznaltunk, azonban itt
mind a biotinalt elfogd és a HRPO jelzett detektald monoklonalis antitestek két kiilonb6zo
FXIII-A epitoppal reagaltak (128).

4.2.4 FXIII-A Western-blot analizise

A betegtdl szarmaz6 €s a kontrollként szolgdld normal plazma mintak 7,5 %-os gélben
végzett SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis-natrium
dodecil szulfat- poliakrilamid gélelektroforézis) analizisét kovetden, a gélbdl a fehérjéket 25 V
aramerdsség mellett, 45 percig a Trans-Blot SD Semi-DryTransfer Cell (Bio-Rad) késziilék
segitségével polivinilidén fluorid (PVDF) membranra blottoltuk. Az aspecifikus kotdédések
elkeriilése érdekében a membrant 3%-0s zselatin-TBS (tris pufferelt sooldat) oldattal
blokkoltuk, majd 1:1000 szeresre higitott, birkaban termelt poliklonalis human FXIII-A ellenes
antitest (Affinity Biologicals, Ancaster, Kanada) hozzaadasat kovetéen 1 oran keresztiil

szobahémérsékleten inkubaltuk. 3 x 5 perces 0,1%-0S Tween-20 poliszorbat detergenst
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tartalmazé TBS-es mosast koveten, 1:1000-szeresre higitott biotinalt birka FXIII-A ellenes
antitesttel 30 percig inkubaltuk a membrant. Jelolérendszerként a Vectastain cég ABC kit-jét
(Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornia, USA) hasznaltunk. Az eléhivast DAB-CoCl»-
H>0, detektalo oldattal végeztiik.

4.25 A FXIII keresztkoto aktivitasanak vizsgalata

A beteg plazmajaban 1év6 FXIII keresztkoto képességének vizsgalatat a beteg plazma
mintajanak alvasztasaval, majd a keletkezett fibrin alvadék SDS-PAGE analizisével végeztiik
el. Ennek céljabol 100 pl beteg plazmahoz hozzaadtunk 50 pl 40 mmol/l CaClz-t (100 mmol/I
HEPES, 50 mmol/l NaCl pufferben) és 50 pl 4 U/ml human trombint, majd 37°C-on 1 6ran
keresztiil inkubaltuk, végiil 100 ul 8mM IAA-val leallitottuk a fibrin szalak keresztkotését. A
kisérlet soran kontrollként normal plazmat hasznaltunk, melyet a beteg plazmaval azonos
modon kezeltiink. Az alvadék kinyerése céljabol 5 percig 10.000 g-n centrifugaltuk a mintakat.
A feliiluszot leszivtuk, a csOben maradt alvadékot haromszor mostuk 2 ml (150 mmol/l NaCl,
2 mmol/l TAA) mosoéfolyadékkal. A mosasok kozott a mintakat 5 percig, 10.000 g-n
centrifugaltuk. Az utols6 mosasi 1€épés utdn leszivtuk a feliluszot €s 800 ul egyszeres
toménységii B-merkaptoetanolt (MEA) tartalmazé denaturald oldatot adtunk az alvadékhoz,
melyet 5 percig forraltunk, majd egy ¢éjszakan at razattunk. Ezt kovetden a mintdkat SDS-
PAGE-el analizaltuk (10%-os gél). Az elektroforézis befejeztével a fibrin a- és y-lancok
keresztkotését Coomassie brillant blue R 250 festékkel tettiik 1athatova.

4.2.6 A FXIII ellenes antitestek gatlo hatasanak kimutatasa

4.2.6.1 IgG prepardldas

A beteg, illetve normal plazméabdl HiTrap protein G HP oszlop segitségével preparaltuk az
IgG-t. A tisztitas elso 1épéseként az oszlop atmosasat végeztiik el 20 mM Na-foszfat; pH 7,0
kotépufferrel. Ezt kdvette a szérum mintak oszlopon torténd atengedése. A mintakat az oszlopra
torténd felvitel eldtt 0,22 pm pdérusméretli membranszlirén atsziirtiik és kotdpufferrel 5-
szOrosére higitottuk, az aramlasi sebesség minden esetben 0,5 ml/perc volt. 10-szeres

mintatérfogatnyi kotdpufferrel torténd mosasi 1€pést kovetden az elualas kovetkezett, melyet
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0,1 M, pH 2,7 glicin-HCI-lel végeztiink. A mintakat 13 cseppenként, 50-50 ul 1M TRIS/HCI-t
nm-en, fotometriasan hataroztuk meg. Az igy preparalt IgG-t fiziologias s6 koncentraciot

tartalmazo foszfat pufferben (PBS, pH 7,2) egy éjszakan, at 4 °C-on dializaltuk.

4.2.6.2 Bethesda-Nijmegen modszer

A FXI1I-A ellenes neutralizal6 antitest kimutatasara és mennyiségi megallapitasra keveréses
vizsgalat javasolt a Bethesda modszer Nijmegen féle modositasa alapjan (70, 129). Ennek soran
a beteg plazma (1. cs6) és a FXIlI-deficiens plazma (2. ¢s6), gylijttt normal plazmaval torténd
1:1 aranyt keverékét allitjuk eld. Az elegyek 2 oran at 37°C-on torténd inkubalasat kovetden,
mérjiik a FXIII aktivitasat. Neutralizal6 antitest jelenlétére utal, ha az 1. csOben legalabb 10%-
kal alacsonyabb FXIII aktivitds értéket kapunk, mint a 2. cs6 esetén. Ebben az esetben az
ellenanyag titer meghatarozasa indokolt. Ennek soran a beteg plazmajat kiilonb6zo
higitasokban normal plazmaval (melynek ismert a FXI11 aktivitas értéke) 1:1 ardnyban keverjiik
¢s mérjilk a keverékek FXIII aktivitasat. Ezt kovetden a kapott értékekbdl az alabbi képlet

segitségével kiszamitjuk a rezidualis aktivitast:
Rezidualis FXIII aktivitas = (1. csé FXIII aktivitasa / 2. cso FXIII aktivitasa) x 100

A kapott értéket Bethesda egységben (Bethesda Unit; BU) fejezziik ki és a (6. dbrdn) szerepld
grafikon segitségével olvassuk le. 1 BU-nak 50%-os rezidualis faktor aktivitas felel meg. A BU
kiszamitasdhoz 25 ¢és 75% kozotti rezidualis FXIII aktivitds tartomdnyt hasznaljuk. A

grafikonrol leolvasott értéket szorozzuk a higitas fokaval (130).
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6. dbra. Diagram a Bethesda egység kiszamitashoz a rezidudlis FXIII aktivitas alapjan. Az

dbra a (130) szamu idézet egyik abrdjanak modositdsa.

4.2.6.3 |Cxo értéek meghatarozdsa

Az 50%-os gatlas eléréséhez tartozo koncentracio érték (ICso) meghatarozasa alkalmas
a FXII1 aktivalddast/aktivitast gatlé immunglobulinok mennyiségének megallapitasara. Az 1Cso
meghatdrozashoz a beteg plazm4jabol kinyert IgG-t, valamint kontrollként egészséges
egyénektdl szarmazo normal IgG-t hasznaltunk (50 mM HEPES, 100 mM NaCl; pH: 7,4
pufferben). 8,3 pg/ml tisztitott FXIII-A2B,-t inkubaltunk a beteg, valamint a normal IgG-k
kiilonb6z6 koncentracidival 37°C-on, 60 percig. Ezt kovetden trombin (20 U/ml) és CaCl; (10
mM) hozzaadasaval aktivaltuk a FXII1-at és mértiik a transzglutaminaz aktivitast. A méréseket
a Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svéjc) fotométert segitségével 340 nm-
en végeztilk. Az abszorbancidkat 20 masodpercenként detektaltuk, 10 percen keresztiil. Az 1
percre esO abszorbancia valtozasokat (AA/min) a mérés 6. percétdl szamitottuk ki, mely értékek
alapjan meghataroztuk a FXIII aktivitdst. A normal IgG jelenlétében mért aktivitas értéket
100%-nak véve a kapott FXIII aktivitas értékeket %-ban adtuk meg. Az ICso érték

kiszamitasdhoz a www.ic50.tk szoftvert hasznaltuk.
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4.2.7 A FXIII ellenes autoantitest gatlo hatasanak osztalyozasa

4.2.7.1 A beteg IgG hatdasa az AP-FXIII trombin dltal torténd lehasitasdra

A beteg 1gG-jének hatasat a FXI1I trombin altali proteolitikus aktivacidjara Western blot
technikdval vizsgaltuk. Ennek soran 8,3 pg/ml FXIIIA2B; prepardtumot a beteg, valamint
normal egyénektdl szarmazo 300 ug/ml 1gG-vel inkubaltuk 60 percig 37°C-on (50 mM HEPES
100 mM NaCl pH 7,4 pufferben). Az inhibitor erdsségének mérése alapjan, azt az I1gG
koncentraciot hasznaltuk, mely maximalis gatld hatast valtott ki. Ezt kovetden 50 pl aktivalo
oldatot adtunk a mintakhoz, mely 15 U/ml trombint és 30 mM CaCl-t tartalmazott (50 mM
HEPES 100 mM NaCl pH 7,4 pufferben). 37°C-on torténé 2,5-5-10 és 20 percig tartd
inkubdcios idoket kovetden 30 pl mintat vettiink ki a reakcidelegybdl, melyhez 30 pl kétszeres
toménységii, 2% MEA-t tartalmazé mintapuffert (20% glicerin, 4% SDS, 125 mM Tris-puffer;
pH: 6,8) adtunk. A kiilonb6z6 idépontokban kivett mintakbol 7,5%-os gélben SDS-PAGE-t
végeztiink, majd a fehérjéket a gélbdl a 4.2.4. részben leirtaknak megfeleléen PVDF membranra

elektroblottoltuk és detektaltuk.

4.2.7.2 A beteg IgG kombindlt hatdsdanak vizsgdlata a FXI11 Ca?* indukdlta aktivacidjara

¢és a FX1la aktivitasara nézve

rrrrrr

FXI111-A’-nak a Ca?" indukalta konformaci6 valtozasra, valamint a FXIlla aktivitasara kifejtett
kombinalt hatdsat mutatja. Els6 1épésként elvégeztiik az AP-FXIII trombinnal torténd
proteolitikus lehasitasat. ennek soran 11,9 pug/ml FXIA2B2-t 20 U/ml trombinnal inkubaltuk
10 percig 37°C-on (50 mM HEPES 100 mM NaCl, pH 7,4 pufferben). Ezt kovetden a trunkalt
FXI1I-hoz 300 pg/ml beteg, valamint kontrollként normal IgG-t adtunk és tovabbi 60 percig
inkubaltuk 37°C-on. Ez utan 20 mM CaCl;-t tartalmaz6 detektalo oldatot adtunk a rendszerhez
majd meértiik a mintak FXIII aktivitasat. A kisérlet elvégzéséhez modositottuk a detektalod oldat
Osszetételét, oly modon, hogy a CaClo-t a detektalod oldat tartalmazta és a NADPH-t is ebben
oldottuk fel. A mérések soran hasznalt negativ kontrollok aktivitasat ImM IAA jelenlétében

mértiik. A méréseket Tecan Infinite M200 késziiléken végeztiik. A beteg IgG-vel tortént
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eldinkubacié utan mért FXIII aktivitast a normal 1gG-vel torténd eldinkubaciot kovetden mért

FXIII aktivitas %-aban fejeztiik ki.

4.2.7.3 A beteg I1gG hatdsa a trombinnal és Ca?*-mal aktivalt FXIIla aktivitisdra

Ebben a kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a betegben jelenlévd autoantitest, hogy

befolyasolja a FXIlla aktivitasat. Ennek soran 11,9 pg/ml FXIIIA2B2-6t 20 U/ml trombinnal és
10 mM CaCl,-dal 37°C-on, 10 percig inkubaltuk, majd 300 pg normal és beteg IgG-t adtunk a

mintakhoz és Ujabb inkubacié kovetkezett, 37°C-on, 60 percig, majd mértiik a FXIlla
transzglutaminaz aktivitasat Tecan Infinite M200 késziiléken. Az aktivitas méréshez hasznalt
aktivalo és detektald oldatok Osszetételét modositottuk, igy az aktivald oldat tartalmazta a
sziikséges CaClz-t és a NADPH felolddasa CaClz-t mar nem tartalmazo detektald oldatban
tortént. A beteg 1gG-vel tortént eléaktivacio utan mért FXIII aktivitast a normal IgG-vel torténd

eléaktivaciot kovetden mért FXIII aktivitas %-aban fejeztiik ki.

4.2.8 Kotodési vizsgalatok

A beteg plazmamintajabol preparalt IgG és a FXIII-Az (Novo Nordisk, Mélev, Dénia)
kotodési vizsgalatat SPR technikaval végeztiik. A mérések Biacore 3000 (GE Healthcare, Little
Chalfton, UK) késziiléken torténtek. A kisérletekhez karboximetilalt dextran matrixot hordozo
chipeket (CM5: GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédorszag) hasznaltunk. A
ligandok immobilizaldsa aminocsoportokon keresztiil kovalensen tortént a dextrdn matrixhoz
az ,,amine coupling protocol” szerint. 1-etil-3-(-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) és N-
hidroxiszukcinimid (NHS) 1:1 aranyu keverékével torténd felszinaktivalast kovetden reaktiv
szukcinimid észterek keletkeznek, melyek spontan reagalnak a ligand aminocsoportjaival. A
szabadon maradt aktiv észtereket ezt kovetden etanolaminnal blokkoltuk (131). A kapott
eredmények kiértékelése a Biacore Evaluation szoftverrel (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Svédorszdg) tortént. Az értékelés soran gorbét illesztettlink a szenzorgram
asszociacios ¢€s disszociacios szakaszaira. Az illesztett gorbék segitségével megkaptuk a
vizsgalt kolcsonhatds kinetikajat, mely alapjdn meghataroztuk a reakcidra jellemzd
asszociacios sebességi allandot (ka), disszociacios sebességi allandot (kd), egyenstlyi

asszociacios allandot (KA) és egyensulyi disszociacios allandot (KD) (132).
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A pontos eredmény érdekében 7 kiilonb6z0 koncentraciot alkalmazva végeztik el a
méréseket. A kapott allandok atlagat véve adtuk meg a molekulak kozotti interakciokat. Az
SPR mérésekhez, valamint az analitok higitasahoz 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM
EDTA és 0,005v/v% surfactans (pH 7,4) osszetételii futtatopuffert hasznaltunk, mely minden
esetben HPLC tisztasagu vizzel késziilt. A puffert a hasznalat el6tt 0,22 um porusa sziirén
atszlrtiik és 10 percig tartd ultrahangos kezeléssel buborékmentesitettiik. A mérések soran az
aspecifikus jelek kisziirése érdekében kontroll cellakat alkalmaztunk, melyre BSA-t (bovine
serum albumin) immobilizaltunk. A kontroll celldkon kapott RU értékeket a BIAEvaluation
szoftver segitségével kivontuk a méré cellakon kapott RU értékekbol. Minden méréssorozatot

legalabb kétszer végeztiink el és 10 pl/perc aramlasi sebességet alkalmaztunk.

4.2.9 FXIII és fibrinogén szintek meghatirozasa ESRD betegekben

4.29.1 Betegek

A vizsgalatba 30 (15 férfi, 15 nd) legalabb harom hoénapja hemodiafiltraciés (HDF)
kezelésben részesiild, 18-70 év kozotti (median: 57 év, IQR: 41,5-64,5 év) végstadiumt
vesebeteget valasztottunk be. Kizarasi kritériumnak szamitott a cukorbetegség, valamint a
malignus megbetegedés, ezen betegek fokozott trombozis rizikdja miatt. Tovabba a trombocita

gatlo terapidban részesiild betegek is kizarasra keriiltek.

A kisérlet alatt modalitds valtas tortént, melynek sordn a betegeket két hétig tarto
hagyomanyos hemodializis kezelésre (HD) allitottdk at, a kezelések Osszehasonlithatdsidga
érdekében. A két hét leteltét kovetden a betegeket ismét visszaallitottdk a HDF kezelésre. A
betegektdl az aktudlis HDF majd a modalitds valtast kovetden a HD kezelések soran is
kozvetleniil a kezelések megkezdése elott (0. ora), illetve azok megkezdése utan 1 és 4 éraval
torténtek a mintavételek. A citrattal alvadasgatolt vérmintakat 4°C-on, 2300 rpm-en, 20 percig

centrifugaltuk. Az igy nyert trombocita szegény plazmakat a felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

A fagyasztott mintakat a mérések eldtt 37°C-os vizfiirddben olvasztottuk fel 10 percen

keresztil.

A kutatas a Debreceni Egyetem Orvos ¢és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaganak jovahagyasaval tortént (azonosito: RKEB/IKEB 3990-

2013). A vizsgalat teljes mértékben megfelel a Helsinki Deklaracio etikai elveinek, minden
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egyén irdsos €s szobeli tajékoztatast kovetden irasos beleegyezését adta a vizsgalatban valo

részvételhez.

4.2.10 FXIII aktivitas meghatarozas

A mintak FXIII aktivitasat a 4.2.2 részben leirtaknak megfelelden hataroztuk meg.

4.2.11 FXIII antigén meghatarozas

A mintak FXIII antigén értékeit a 4.2.3 részben leirtaknak megfeleléen hataroztuk meg.

4.2.12 Fibrinogén koncentricié meghatirozasa

cres

FIBRINOGEN LX in vitro diagnosztikai reagens készlettel (Labexpert Kft., Debrecen) tortént.
A méréseket SIEMENS BCS késziilékkel végeztik. A modszer 1ényege, hogy a citrattal

crer

crer

antiheparin komponens, mely a plazmaban 20 U/ml koncentracioig jelenlévd heparin gatlo

hatasat képes felfliggeszteni. A készlet az alabbi reagenseket tartalmazza:

e Trombin: liofilizalt szarvasmarha trombin, oldds utan 30 NIH U/ml
koncentracioban.
e Puffer oldat (pH 7,4): imidazolt (50 mmol/l), Na-kloridot (100 mmol/l).

heparin inhibitort és stabilizatort tartalmaz.

A munkaoldat elkészitése az alabbiak szerint tortént. A trombint a 4 ml Puffer oldatban
feloldottuk, majd 15 percig 20-25°C-on allni hagytuk. A meghatarozashoz sziikséges tovabbi
anyagok: Standard Human Plasma, Control Plasma N és Control Plasma P (Siemens, Marburg).
A fibrinogén koncentraciot g/l-ben fejeztiik ki, melyet a mért alvadasi idok és a plazma higitasi
fokanak ismeretében 5 pontos kalibracios gorbe segitségével szamoltunk ki. A kalibracids
gorbe felvétele a Standard Human Plasma higitasainak meghatarozasaval tortént. A kétszintli

mindségbiztositdst gyari normal és patologias kontrollok mérésével végeztik. A
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fibrinogén/fibrin degradacios termékek és a heparin jelenléte a meghatarozast 400 mg/l

koncentracid, ill. 20 U/ml koncentraci6 alatt a meghatarozast biztosan nem befolyasolja.

4.2.13 C-reaktiv protein (CRP) koncentracio meghatarozasa

A CRP mennyiségi meghatarozasa latex részecskék altal  felerdsitett
immunturbidimetrids modszerrel tortént, nagy érzékenységli CRP (HS) reagenskészlet
(Diagnosticum Zrt. Budapest) hasznalatdval. A méréseket a Modular EVo P800 (Hitachi,

Roche) spektrofotométer késziilékkel 570 nm-en végeztiik.

4.2.14 Az eredmények albumin koncentraciéra torténé korrigalasa

Az eldzetes eredmények alapjan azt feltételeztiik, hogy a dializis kezelés elérehaladtaval
bekovetkez6 fibrinogén és FXIII szintek fokozatos emelkedését a betegek vérének kezelés alatt
torténd bekoncentralédasa okozza. Ennek tisztdzasa érdekében az egyes mintakhoz tartozo

albumin értékekkel elvégeztiik az adatok normalizalasat a O perces értékre.

crer

tortént a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetben, Roche Modular P 800 kémiai

automataval, Roche reagens felhasznalaséaval.
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5.1 FXIII-B alegység total glikan profiljanak vizsgalata

A FXIII-B glikan struktirajanak karakterizalasa érdekében eldszor a denaturalt fehérje
aszparaginhoz kotott szénhidrat komponenseinek atfogd analizisét végeztiik el. A denaturalt
FXINI-B alegységrol az N-glikanokat PNGase F-fel vagtuk le, a felszabadult cukor
komponenseket APTS-szel jeloltik és a magneses gyongyokkel torténd tisztitasi 1épést
kovetéen CE-LIF technikaval analizaltuk (133). A fehérje denaturalasara azért volt sziikség,
hogy a glikoprotein teljesen ki tudjon tekeredni, ezaltal biztositva az endoglikozidaz enzim
teljes hozzaférését az N-kapcsolt cukor struktarak hasitasahoz. A (7. A dbra) mutatja a
denaturdlt majd PNGase F-fel emésztett FXIII-B total glikdn profiljat, mely kilenc, jol
elkiiloniild csucsot tartalmaz. Az 1. csucs eldtt megjelend kis méretii csticsok nem reagéltak az
exoglikozidaz kezelésre, ezért a méréseink soran nem tekintettiik 6ket oligoszacharidoknak. Az
elvalasztott csucsok GU (glycan unit) értékeit a GUcal szoftver (GUcal.hu) (133) segitségével
hataroztuk meg. A GU értékeknek megfeleld glikan strukturdkat a beépitett adatbazisbol

nyertiik.
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7. dbra. A denaturdlt human XIII-as véralvaddsi faktor B alegységének exoglikozidaz array
alapu szekvendldsa. (A) PNGase F altal hasitott, APTS jelolt N-glikan pool. Ez a jeldlt glikant
pool volt tovabb emésztve (B) szialidazzal, (C) szialidazzal + galaktozidazzal, (D) szialidazzal
+ galaktozidazzal + fukozidazzal, (E) szialidazzal + galaktozidazzal + fukozidazzal +

hexdzaminidazzal. RFU: relativ fluoreszcencia unit. Elvalasztasi koriilmények: 50 cm effektiv
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hosszusagu (total hossz 60 cm), 50 um belsé atmérdji (N-CHO) kapillaris; N-CHO elvalaszto
puffer, hdmérséklet: 25°C; fesziiltség: 30 kV forditott polaritas; injektalas: nyomassal, 1,0 psi

¢s 0,5 s. *Bels6 standard; **csucsok, amelyek nem reagalnak az exoglikozidaz kezelésekre.

Az adatbazis alapjan kapott struktardkat az N-glikanok szekvenalasaval erdsitettiik meg.
A (7. dabra B-E) elektroferogramjai a denaturalt FXIII-B, APTS-szel jel6lt N-glikan pool-jat
mutatja, melyet a kiilonb6z6 exoglikozidazok, matrix szerfien torténd hozzaadasat kdvetéen
kaptunk. (B) a szialidazzal emésztett, (C) a szialidazzal + B-galaktozidazzal emésztett, (D) a
szialidazzal + [-galaktozidazzal + fukozidazzal emésztett, (E) a szialidazzal + p-
galaktoziddzzal + fukoziddzzal + hexdzaminiddzzal emésztett glikan profilokat mutatja. A
szialidaz kezelés (7. dabra, B) az 6sszes o(2-3,6,8) kotéssel kapcsolt szialsavat felszabaditotta a
glikanokrol és a megallapitas miszerint az (7. dbra A) elektroferogramjan szerepld dsszes csucs
(1-9) eltolodott a semleges szénhidrat migracios régioba, azaz a 10-14-es csucsokba. Ez azért
tortént, mert a szidlsavaknak kdszonhetd extra toltések elvesztése miatt az oligoszacharidok
elektroforetikus mobilitasa csokkent, igy a migracios idejilk megnétt. Ezen eredmények azt
sugalljak, hogy a FXIII-B alegységen jelenlévo, Kilenc glikan struktara mindegyike szialilalt

volt.

A kontroll glikan pool szialidaz és B (1-4,6)-galaktozidaz keverékével torténd emésztése
(7. abra, C) az 6sszes szialsavat és galaktozt egyiittesen eltavolitotta a glikanokrol, mely a 10-
14 csucsok 15-19-es csticsokba torténd eltolodasat eredményezte. Ezt a 1épést a szialidazt, B (1-
4,6)-galaktozidazt és a(1-2,3,4,6) fukozidazt tartalmazéd reakcideleggyel torténd emésztés
kovette. A fukoz egységek elvesztése a cstucsok 15., 17., 19. és 20. csucsokba torténd
eltolodasat eredményezte, melyet jol szemléltet a (7. dbra, D). Végiil szialidazt, B (1-4,6)-
galaktozidazt, a(1-2,3,4,6) fukozidazt és hexdzaminidazt tartalmazé eleggyel emésztettiik a
denaturalt FXIII-B-rdl felszabaditott glikdnokat, melynek eredményeként az dsszes szialsavat,
galaktozt, fruktozt és N-acetil-gliikozamint eltavolitottuk a strukturakrol (7. dbra, E). Ennek
kovetkeztében a 15.,17., 19. és 20. csucsok a CICNACc elvesztése miatt a 21. csticsba mozdultak
el. A 2l-es csucsot 4,829-es GU ¢értéke alapjan az N-glikanokra jellemzé core

pentaszacharidként azonositottuk.

Az exoglikozidaz enzimekkel végzett szekvenalas eredményeként az alabbi sturktirakat
azonositottuk: egy trisialo (A3G(4)3S(6,6,6)3), egy bisialo (A2G(4)25(6,6)2), egy diszialo
bisecting (A2BG(4)2S(6,6)2), egy disialo core-fukozilalt (F(6)A2G(4)25(6,6)2), egy disialo
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core-fukozilalt  bisecting  (F(6)A2BG(4)2S(6,6)), egy  monoszialilalt  bisecting
(2A2[3]1BG(4)1S(6)1), egy monoszialilalt (A2G(4)2S(6)1) és két monoszialilalt core-fukozilalt
(F(6)A2[6]G(4)25(6)1), F(6)A2[3]G(4)2S(6)1. A kapott glikan struktakat szerkezeti rajzat a
(3. tablazat) szemlélteti. A roviditett glikan szerkezeti elnevezések és jelolések Harvey és

munkatarsai 4altal javasolt nomenklatara alapjan torténtek (134).
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Mieraciés idé Glikan szerkezetek
Csiucsok lg(miln) ! GUce-unit Oxford tipusu Glikan szerkezet
formatuma
* 0
* Q—LO—I—I—&
1 11,99 4,407 R A3G(4)35(6,6,6)3
*
x O
2 12,16 4,584 . :C e A2G(4)25(6,6)2
3 12,3 4733 e A2BG(4)25(6,6)2
* Q—i &
4 12,43 4,867 . . F(6)A2G(4)25(6,6)2
R
o 8
5 12,52 4,956 moEw F(6)A2BG(4)25(6,6)2
* o}
“o-m
6 13,13 5,647 e A2[3]BG(4)15(6)1
* o
7 13,56 6,151 «‘ oj A2G(4)25(6)1
x O &
AN N ™, [
8 13,99 6,676 O_if: e F(6)A2[6]G(4)25(6)1
\, .
9 14,11 6,828 R ﬁ e F(6)A2[3]G(4)25(6)1

3. tablazat. A FXIII-B alegységril felszabadulo glikdanok szerkezete. A csucsok szamai a
(7. dabra, A) szamozott cstcsainak felelnek meg. GUce: a kapillaris elektroforézissel
meghatarozott gliikdz-unit értékek. A glikan szerkezetek roviditéséhez Harvey és munkatarsai

jelolését hasznaltuk (134). Jk: szidlsav, ) : galaktoz, O) : mannéz, Ill: N-acetil-glikozamin,

@ : fukoz
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Mivel szintén kivancsiak voltunk a FXIII-B nem-denaturalé koriilmények kozott torténd
deglikozilaciojanak hatékonysaga is, ezért a nativ fehérjét denaturalés nélkiil, egy kétlépeses
protokoll segitségével PNGase F-fel emésztettiik. Ennek elso 1épéseként a fehérjét a denaturalt
koriilmények esetén alkalmazott PNGase F 10-szeres mennyiségével emésztettiik. Ezt a 1épést
a PNGase F normal koncentracidoval torténd emésztése kovette, melyet az anyagok ¢&s
modszerek részben részletesen leirasra keriilt. A (8. dbra, A-B) jol szemlélteti, hogy a PNGase
F emésztés hatékonyan mitkodott a nem-denaturalt FXIII-B esetén is. A nativ fehérje ismételt
PNGase F emésztése két kiillonb6zo koncentracioban sikeres deglikozilaciot eredményezett,
amely a fehérjéhez kapcsoldodd szénhidrat struktirdk hidnyanak igazolasaval nyert
megerdsitést. Ebben a kisérletben a nem-denaturalt FXIII-B-t, mely a kétlépéses emésztési
protokollt kovetden visszamaradt, denaturdltuk és ezt kovetden alavetettiik egy ismételt

PNGase F emésztésnek (8. dbra, C).

80 - .- L‘ ) C
23
EE 5 6 89
60 | —— el 0 B
Z 40 - ’
20 - 3
T \Z_r, 6 | 89
| \1 4\! ‘/ ‘l‘[
O_LAAAU k AN A
I T T T T T T T

T
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19(min)

G2 G3 G4 G5 Gé6 G7 G8 G99 G10 Gil G:II.Z

8. dbra. A nativ, nem denaturalt FXIII-B deglikozildacidja ismételt PNGase F emésztéssel.
(A) Glikanok, melyek a nem denaturalt FXIII-B alegységrol szabadultak fel 10-szer magasabb
emésztésekor hasznalnak. (B) A masodik, hagyomanyos mennyiségiit PNGase F-fel végzett
emésztést kovetden felszabaduld glikanok. (C) A masodik 1épés utdn megmaradt fehérje
glikan profil. Az elvalasztas feltételei ugyanazok voltak, mint a (7. dbra) jelmagyarazataban

szereplok. *Bels6 standard; **cstcsok, amelyek nem reagalnak az exoglikozidaz kezelésekre.
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Az elsd, nem denaturald koriilmények kozott végzett PNGase F emésztés a szénhidrat
komponensek kortilbeliil 70%-at tavolitotta el a FXIII-B glikozilacios helyeir6l. A masodik,
szintén nativ koriilmények kozott torténd PNGase F kezelés lathatdéan eltavolitotta a
cukorstrukturakat. A visszamaradt pellet denaturéalasa €s ujboli PNGase F emésztése mar nem

eredményezett detektalhato glikdnokat, bizonyitva ezzel a nativ fehérje teljes deglikozilaciojat.

Roviden Osszefoglalva az eddigi eredményeket, teljeskortien karakterizaltuk a FXIII-B
glikan profiljat és kidolgoztunk egy protokollt a nativ fehérje PNGase F-fel torténd teljes
deglikozilaciojara. Az ezzel az eljarassal deglikozilalt fehérjét fel tudtuk hasznalni olyan
tovabbi biokémiai kisérletekben, mely segit megérteni a FXIII-B alegység N-glikozilacidjanak
bioldgia jelentdségét. A FXIII-B dimer képzddésében részt vevo szakaszok a 4. és 9. sushi
doméneken talalhatoak (11). A glikan struktirak kozelsége ezekhez a szakaszokhoz feltételezi,
hogy befolyasolhatjdk a FXIII-B dimerizaciojat. Gélfiltracios kisérleteink alapjan a
deglikozilalt FXIII-B molekulatomege valamivel kevesebbnek bizonyult, mint az N-glikdnokat
tartalmazé formaé. Ez az eredmény nem meglepd, hiszen a cukorkomponensek el lettek
tavolitva a fehérjérdl (9. dbra). A két forma molekulatomegének kozelsége jol jelzi, hogy a

FXII1-B dimer szerkezete a deglikozilaciot kdvetden is megmaradt.

O (43kDa)
80 s
“...  CoA(75kDa)

75 = 3
d.FXIII-B (135kDa)

T LI ., } .F§XI.II...(.1 k... .) ",
65
( kDa)

55 e, TG (669KDa)

50 (]

1.5 1.7 1.9 21 2.3 25 27 29
log kDa

9. abra. Nativ és deglikozilalt FXIII-B (FXI111-B, d.FXI11-B) gélsziiréses analizise. Az alabbi
molekulastly standardokat hasznaltuk a kalibralashoz: ovalbumin (O), konalbumin (CoA),
ferritin (F), tiroglobulin (TG). Az abran harom fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlaga +

szorasa lathato. Ve: elucios térfogat.
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A deglikozilacio hatasat a FXIII-B keringésben vald élettartamara nézve FXIII-B knock-
out egerekben vizsgaltuk. A fajok kozotti kiilonbség, azaz, hogy human FXIII-B-t injektaltunk
egérbe, valosziniileg befolydsolta és fel is gyorsitotta az elimindcid sebességét. Human
vonatkozasban nem allnak rendelkezésre adatok a szabad FXIII-B plazmaban vald félélet
idejére nézve. A nativ human FXIII-B eliminacios rataja a FXIII-B knock-out egerekben
gyorsabb volt a vartnal (4. tdblazat), a gyorsabb fehérje eliminacio betudhato a fajok kozotti
kiilonbségeknek. Azonban az erdteljes kiilonbség a nativ és a deglikozilalt human FXIII-B>
eliminacios sebessége kozott, azt sugallja, hogy a szénhidrat komponensek jelenléte

meghosszabbitja a fehérje félélet idejét a keringésben.
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Glikozilalt FXIII-B (pg/ml)
FXI111-B beadasa utan eltelt ido

FXINI-BKOegér 16ra 486ra 12006ra Egér silya (g)
1nD 10,97 0,570 0,019 20,3
2nD 10,22 0,677 0,045 23,8
3nD 12,48 0,762 0,049 22,0
4nD 12,68 0,609 0,040 24,9
snD 9,78 0,585 0,032 25,9
6nD 12,17 0,673 0,040 19,8
7nD 11,42 0,635 0,049 19,3
atlag 11,39 0,644 0,039 22,3

SD 1,13 0,070 0,010 2,6
Deglikozilalt FXIII-B (ng/ml)
FXI11-B beadasa utan eltelt id6
FXINI-BKOegér 16ra 48¢6ra 1206ra Egér sulya (g)
1D 518 0,0064 <0,001 22,0
2D 4,17 0,0059 <0,001 22,4
3D 3,68 0,0060 <0,001 23,8
4D 4,11 0,0078 <0,001 25,6
sD 4,05 0,0055 <0,001 19,9
6D 489 0,0066 <0,001 19,4
atlag 4,35 0,0064 <0,001 22,2
SD 0,57 0,0010 2,3

4. tablazat. A nem deglikoziladlt és deglikozilalt FXIII-B clearance vizsgdlata FXIII-B knock-
out egerek plazmajabol. (A) nativ, glikozilalt (nem deglikozilalt) FXIII-B-vel (nD) injektalt
egerek. (B) deglikozilalt FXIII-B-vel (D) injektalt egerek. A FXIII-B értékeket a kiilonbozo
idépontokban nyert plazmakbdl hataroztuk meg nativ, glikozilalt (nem deglikozilalt) FXI11-B
A FXIII-B

beadasat (A), valamint deglikozilalt FXIII-B beadasat kovetdéen (B).

meghatarozasahoz alkalmazott ELISA modszer (82) a deglikozilalt és nem deglikolizalt FXIII-
B-t ugyanolyan mértékben, egyarant felismerte. D: deglikozilalt FXI11-B-t kapott egér, nD: nem

deglikozilalt FXI1I-B-t kapott egér, KO:knock-out.
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5.2 FXIII deficiens beteg autoantitest karakterizalas

5.2.1 A beteg FXIII aktivitasanak és fibrin keresztkoto képességének vizsgalata

A 67 éves n6 FXIII aktivitas értékeit el6szor a Dijoni Egyetemi Korhaz Hemofilia
Ko6zpontjanak felkérésére vizsgaltuk. Ekkor a beteg mar 45 napot toltott korhazban a pontos
diagndzis hidnyaban. A Kiterjesztett hemosztazis vizsgalatok soran Berichrom assay-vel
csokkent, 17%-0s FXIII szintet igazoltak a betegnél. Az ilyen mértékti FXIII deficiencia
azonban nem magyarazza a betegnél jelentkez6 stlyos vérzéses komplikaciokat (135). Ezért
intézetiinkben Technochrom assay-vel a beteg mintaibol ismételten elvégeztiik a FXIII aktivitas
meghatarozasokat. Vak korrekcid nélkiil mi is hasonld, 18,5%-os FXIII aktivitdst mértiink,
azonban a vak korrekcio alkalmazasaval végzett mérések egyértelmiien igazoltak, hogy a beteg
valodi FXIII aktivitasa a detektalhatosagi hatar alatt volt. A beteg mérhetetleniil alacsony FXIII
aktivitas értékeit, a FXIII fibrin keresztkotd képességének teljes hidnya szintén aldtdmasztotta

(10. dbra).

FXIII aktivitas
Berichrom®assay Technochrom®assay Technochrom®assay
Vak korrekcié nélkiil Vak korrekcidval
17% 18,5 % <1%

Fibrin keresztkotés

KDa 0 15 30 45 60 0 15 30 45 60 (min)
F ol - B = | _a-polimerek
250 —w
150 — _
-y-dimerek
75 -
S S R | oo iinc
B-lanc
=----sss-¢m
50 -

Kontroll plazma Beteg plazma

10. d@bra. FXIII aktivitds és fibrin keresztkotd képesség vizsgalata. A FXIII aktivitast a beteg
plazmajabol ammonia felszabadulason alapuld teszt segitségével hataroztuk meg, vak
korrekcio mellett €s anélkiil (abra felsd része). A fibrin keresztkotések kialakulasat SDS-PAGE

technikaval értékeltiik. A beteg mintdjaban a fibrin y- és a-lancok keresztkotése nem jott 1étre.

53



5.2.2 FXlll-ellenes antitest detektalasa és karakterizalasa

A betegben jelenlévo FXIII ellenes gatld hatast autoantitesteket keveréses vizsgalattal
detektaltuk és a Bethesda-Nijmegen assay alapjan 74 Bethesda egységnek (unitnak; BU)
mértiikk (129). ELISA technikaval sem FXIII-A2Bz-antigént sem FXIII-Az-antigént nem
tudtunk detektalni a beteg plazmajabol (7, 128). Ezzel szemben a FXIII-B antigén szintje a
referencia intervallumon beliil volt. A Western-Blot analizis sordn ellentmond6 eredményre
jutottunk, ugyanis jelentés mennyiségii FXIII-A-t tudtunk detektalni a beteg plazma mintajabol.
Ezen eredmények hatterében az allt, hogy a beteg plazmajaban jelenlévo autoantitest interferalt

az ELISA modszerben alkalmazott monoklonalis FXIII-A ellenes antitestekkel (11. dbra).

FXIII antigén meghatdrozas ELISA mdédszerrel

FXIIl-A,B, antigén FXII-A, antigén FXIlI-B, antigén
<0,5 % <0,5 % 116 %

FXIII-A antigén detektalds Western blot technikaval

Beteg plazma Normal plazma
dmeeamie o ————, — X ||]-A
75 kDa —
Std 1:32 1:16 1:32 1:16

Higitas mértéke

11. abra. FXI111 antigén szintek meghatdarozdsa. A FXI1I antigént a beteg plazmajabol ELISA,
valamint Western blot technikaval hataroztuk meg. ELISA technikaval mind a FXI11A2B2 mind
a FXI11-Az antigén szinteket <5% alattinak talaltuk, azonban a FXI11-B2 antigén szintje 116%
volt, mely a referencia tartomanyba esik. Ezzel szemben Western blot analizissel jelentds

mennyiségli FXIII-A-t detektaltunk.

54



5.2.3 Az autoantitest kotédése a FXI11-A alegységéhez

A beteg plazmajabodl preparalt IgG FXII-Az-héz vald kotédését SPR technikaval
vizsgaltuk, Biacore 3000 késziiléken. A mérések soran ligandként a beteg 1gG-t, analitként a
rEXI11-A2 kiilonb6z6é koncentracioit hasznaltuk (10 nM, 25 nM, 50 nM, 75 nM, 100 nM, 150
nM, 200 nM). Ahogy az varhatd volt a beteg autoantitestje nagy affinitdst mutatott a
rekombinans FXIII-Az-vel. A Kp értéke 2,77 = 0,66 x 10-9 mol/l-nek adodott. Egészséges

egyénektdl szarmazo 1gG esetében, nem jott 1étre kotédés (12. dbra).
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12. abra. FXI11-A ellenes autoantitest kotddési vizsgalata. Az autoantitest FXI-Az-héz vald
kotodését SPR technikaval vizsgaltuk. A Kp értéke 2,77 £ 0,66 x 10-9 mol/l-nek adodott.

5.2.4 Az autoantitest gatlo kapacitasa

Az inhibitor titer Bethesda-Nijmegen meghatarozasa mellett, elvégeztiik a beteg IgG-
jének 50 %-os gatld hatasat eredményezd koncentracid (ICso) értékének meghatdrozasat is.
Véleménylink szerint az ICsp érték pontosabban mutatja az autoantitest gatld erejét, mint a

Bethesda egység. Méréseink soran az 50%-os gatlo hatast 74 + 8,6 ng/ml IgG koncentracional
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értiik el, mig 300 pg/ml-es koncentracio felett a FXIII aktivitas csaknem teljes gatlasa volt
megfigyelhetd. Egészséges egyénektdl szdrmazd IgG esetén még a legmagasabb koncentracid

mellett sem tapasztaltunk gatlo hatast (13. dbra).
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13. dbra. A beteghdl szarmazo IgG ICxo értékének meghatdrozdsa.

5.2.5 Az autoantitest gatlo hatasanak karakterizalasa

A betegben megjelend autoantitestek gatolhatjak a FXIII-A trombin altal torténd hasitasat,
a Ca®" indukalta strukturdlis atrendezddést és a FXllla transzglutamindz aktivitisat. Az
autoantitest kombinalt gatld hatas kifejtésére is képes lehet. Ezért az autoantitest gatld

hatasanak jellemzése céljabol kiilon-kiilon megvizsgaltuk ezeket a lehetdségeket.

A beteg IgG hatasat a FXIII-A trombin altali proteolitikus hasitasara nézve Western-blot
technikaval vizsgaltuk. Az 1d6 eldrehaladtaval a FXIII-A hasitidsa normal és a beteg IgG
jelenlétében, arra utalt, hogy az inhibitor az AP-FXIII trombin &ltal torténd lehasitasat nem
gatolta, ugyanis a nem hasitott FXIII-A-nak megfeleld savok intenzitdsa azonos mértékben

csokkent a beteg, illetve a normal IgG jelenlétében (14. dbra).
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Normal IgG Beteg IgG
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14. abra. A beteg IgG hatdsa a FXI11-A trombin dltali proteolitikus hasitasara. A FXIII-A a
hasitatlan, mig a FXIII-A’ a trombin altal hasitott fehérje savoknak felel meg. Az id6
elérehaladtaval (2,5-5-10-, valamint 20 perc elteltével) a normal és beteg IgG jelenlétében a
FXI1I-A-nak megfeleld savok intenzitdsa azonos mértékben csokkent, mely egyértelmiien

mutatja, hogy az inhibitor az AP-FXIII trombin altal torténd lehasitasat nem gatolta.

A tovabbi kisérlet sorozatban a betegben jelenlévé autoantitestek FXIII-B Ca?* indukalta
disszociaciojara, a FXI11-A’-nak a Ca?* indukélta konformaci6 valtozasra, valamint a FXIlla
aktivitasara kifejtett kombindlt hatdsat vizsgaltuk. Elsé lépésként elvégeztik az AP-FXIII
trombinnal torténé proteolitikus lehasitasat. Ezt kovetden a betegtél szarmazd, valamint
kontrollként normal IgG-t adtunk a FXIII-A’ mintakhoz és igy mértiik a FXIII aktivitast. A
beteg 1gG-je jelentds, a normal IgG-vel végzett mérésekhez viszonyitva kozel teljes, 92,3 %-0s

gatlast idézett el6 (15. dbra).
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Végezetiil megvizsgaltuk a beteg IgG FXIlla-ra kifejtett hatasat. Ebben az esetben a FXllla
beteg 19G altal torténd gatlasa mérsékelt volt: 300 pg/ml IgG a transzglutaminaz aktivitasat
44%-kal csokkentette (16. abra), mely arra utal, hogy a transzglutaminaz aktivitas gatlasa csak
részben jarul hozza a Ca?* indukalta aktivacio és a FXllla aktivitas egyiittes gatlasahoz. Ezen
eredmények ¢és az ajanlott klasszifikaciés séma alapjan a neutralizalé FXIII-A ellenes

autoantitest kombinalt tipusta (IV. tipus) (136).
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16. dbra. A beteg 1gG FXIlla-ra kifejtett hatdsdnak vizsgdlata. Ebben az esetben a FX111 Ca?*-
mal és trombinnal torténd teljes aktivacidjat kovetden adtuk a rendszerhez beteg 1gG-jét, majd
mértiik a FXIII aktivitasat. Az [gG altal kifejtett gatlo hatas mérsékelt volt, a transzglutaminaz

aktivitasat 44%-kal csokkentette.

5.2.6 A beteg monitorozisa

A diagnoézis idépontjatol kezdédéen a beteg FXIII aktivitas és inhibitor szintjeinek
valtozasat, valamint az alkalmazott terapiakat a (17. abra) mutatja. A beteg a megfigyelt
1d6szak alatt tranexdmsavat és kortikoidokat kapott. Ez id6 alatt két alkalommal volt sulyos
vérzéses komplikacioja. Az elsd a jobb rekeszizom szarban megjelend nagyméretli hematoma
volt, melyet kés6bb bal rekeszizom szdr hematoéma és rectus abdominis izom hematoma
kovetett. Fibrogammin® adédsaval nem tudtdk megallitani a vérzést, a FXIII aktivitas csak kis

mértékben €s csak atmenetileg emelkedett meg. A vérzéseket végiil intervencios radioldgiai
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technikaval torténé embolizacioval sikeriilt elallitani. Az els6é vérzéses epizodot kdvetden
eradikacios terapia indult Rituximab és immunglobulin, késébb pedig ciklofoszfamid vagy
bortezomid adasaval. Az eradikacio jelentdsen csokkentette az inhibitor titert, de az teljesen
soha nem eliminalddott; a legalacsonyabb titerek 0,9-4,0 BU voltak és a FXIII aktivitas értékek
is a detektalhatosagi hatar alatt maradtak. 4 honappal az utolso6 vérzéses komplikaciot kovetden

a beteg varatlanul mélyvénas trombozist kapott, mely pulmonaris embdlidval tarsult.
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17. dabra. A beteg FXIII aktivitds és inhibitor szintjeinek valtozdsa az alkalmazott terdapiak
soran. A FXIII aktivitas értékek valtozasait piros, az inhibitor titer valtozésait zold szinnel
jeloltik. A meért, szambeli értékek a vonalak folott vannak feltlintetve. Az 1. szdmu nyil a
rekeszizom jobb szaraban kialakul6 hematomat és a 44 IU/kg Fibrogammin beadasanak
idépontjat jeloli. A 2. szamu nyil a rekeszizom bal szaraban kialakulé hematéma és a
nagyméretli rectus abdominis izomban kialakult hematoma idépontjat jeloli. Ekkor a beteg 22
[U/kg Fibrogammint kapott. A 3. szamu nyil a betegben kialakult mélyvénas trombozis
1dépontjat jeloli, mely pulmonaris embolidval tarsult, ekkor a beteg vena cava inferior filtert és

22 1U/kg Fibrogammint kapott.
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5.3 FXIII és fibrinogén szintek meghatarozasa ESRD betegekben

5.3.1 ESRD betegek plazma fibrinogén és CRP koncentracioi

A HDF kezelésben részesiilo6 betegek 56,6%-aban a fibrinogén koncentraciok a
referencia tartomany (1,5-4,0 g/l) f61¢ estek. Az atlagos fibrinogén koncentracio 4,21+0,82 g/I-
nek adodott (18. dbra, A). A HDF-rél HD kezelésre torténé modalitas valtas nem befolyasolta
szignifikansan a fibrinogén koncentraciét. A HD kezelésben részesiild betegek 50%-aban az
tovabbra is a referencia tartomany fo1¢ esett 4,23 + 0,87 g/l atlagértékkel. Megjegyzendd, hogy
a referencia tartomanyon beliili fibrinogén értekek talnyomo része is a referencia tartomany
felsé részébe esett. Mivel a fibrinogén egy akut fazis fehérje és koztudott, hogy az ESRD
betegek gyakran szenvednek valamilyen gyulladasos korképben igy annak kizarasara, hogy az
emelkedett fibrinogén értékek hatterében nem valamilyen gyulladasos folyamat all, a betegek
mintaibél CRP meghatarozast is végeztink (18. dbra, B) mely értékeket korrelaltattuk a
fibrinogén koncetraciokkal (18. dbra, C-D). A HDF kezelt betegek 56,6%-aban a CRP

koncentraci6 a referencia tartomany (ndk esetén: 4,6 mg/l, férfiak esetén: 5,2 mg/l) f616tt volt.

tartomany (IQR-Interquartile range): 4,02-15,15 mg/l). Négy, HDF kezelésben részesiil6 beteg
CRP értéke 50 mg/l f6l6tti volt, melynek hatterében akut gyulladas allt. Ezen betegek mért
paramétereit csillaggal jeldltiik, nem csak a fibrinogén és CRP koncentracidk, de a FXIII

koncentraciok €s antigén értékek esetében is.

Annak ellenére, hogy a két hétig tartd6 HD kezelés alatt a CRP szintek individualis
valtozasokat mutattak, altaldnossdgban elmondhato, hogy ezek a valtozasok nem voltak
szignifikansak. A betegek 53%-dban az értékek tovabbra is a referencia tartomany f6lott
maradtak (median: 4,75 mg/l, IQR: 2,52-14,33 mg/l). A (18. dbra, C-D) lathatd magas
determinacids koefficiensek (r?: 0,647, ill. 0,671 HDF és HD kezelésben részesiilé betegek
esetén), jol demonstraljak a szignifikans korrelaciot (p <0,001) a gyulladasos folyamatok és a
fibrinogén szintek kozott. Sem a HDF-kezelés idtartama (r%: 0,018, p = 0,590), sem a betegek
életkora (r% 0,035, p = 0,267) nem mutatott szignifikans korrelaciot a fibrinogén szintekkel
(nem szerepel a 18. abran). Tovabba nem volt szignifikans kiilonbség a nemek kozott a dializis

kezelés elott mért fibrinogén és CRP koncentraciokban.
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18. dbra. Fibrinogén koncentrdacio, CRP szint és ezek osszefiiggései ESRD betegekben.
(A) Fibrinogén koncentracio és (B) CRP szint tartdés HDF-kezelésben részesiilé és két hétig
tarto HD-kezelésre torténd atallas utan. A sarga savok az (A4 és B dbrdn) a referencia tartomanyt
jelolik. A hosszabb vizszintes vonalak a median értékeket mutatjak (a szamértékek is lathatok),
a rovidebb vizszintes vonalak az interkvartilis tartomany fels6 és alsé hatarat jelolik. Az 50
mg/l-nél magasabb CRP-szintet mutat6 négy egyén kiugroé értékeit a HDF csoportban csillaggal
jeloltiik mind az (A, B) abrakon. (C, D) abrak a HDF és HD kezelésben részesiil6 betegek CRP
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szintje és a fibrinogén koncentracidja kozotti 6sszefiiggéseket mutatja. CRP: C-reaktiv protein;

HDF: hemodiafiltracié; HD: hemodializis; ns: nem szignifikans; r2: determinacios koefficiens.

5.3.2 FXIII aktivitas és antigén koncentraciok ESRD betegekben.

A véralvadasi kaszkad utolsé fazisanak kulcsfontossagu szerepldje a FXIII, mely a
keringésben fibrinogénhez kotve kering, aktiv formaban pedig keresztkotéseket alakit ki a
fibrinlancok k6z6tt, valamint hozzékapcsolja az a2Pl-t a fibrinhez. Az alabbi kisérletekben azt
vizsgaltuk, hogy a normal hemosztdzis fenntartdsdban, valamint a trombotikus megbetegedések
patomechanizmusaban fontos szerepet jatszo6 FXIII szintek hogyan valtoznak az ESRD
betegekben. A FXIII szinteket funkcionalis teszttel (19. dbra, A), és antigén meghatarozassal
is mértiik (19. dbra, B). Hasonlo eredményeket figyeltiink meg mindkét mérési modszerrel,
mind a HDF mind a HD kezelések soran, melyet jol mutatnak a determinacios koefficiens
értékei. A HDF csoportban (r?: 0,876, p <0,001) a HD csoportban (r?: 0,916, p <0,001) (18.
dbra C-D). A HDF csoportban az atlagos FXIII aktivitas 127,1 = 27,3 %, az atlagos antigén
koncentracio pedig 25,9 + 5,6 mg/l-nek adodott (19. dbra, A-B). A két hétig tartdo hemodializis
kezelés alatt nem tortént szignifikans valtozas a FXIII értékekben (FXIII aktivitas: 134,0 +
29,8%, FXIII antigén: 27,1 + 6,7 mg/l). Az atlagok minden esetben a referencia intervallum
fels6 harmadaba estek. A HDF csoportban az egyéni FXIII aktivitas értékek 27 %-a és a FXI1I
antigén értékek 33%-a megahaladta a referencia tartomany felsé értékét. A HD csoportban az

aktivitas értékek 43%-a, az antigén értékeknek pedig a 40%-a esett a referencia tartomany folé.

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy az ESRD betegben az egészséges egyénekhez
viszonyitva emelkedett FXIII koncentraciok figyelheték meg. Mind a FXII1 aktivitas (1% 0,132,
p=0,061), mind az antigén (r: 0,147, p = 0,070) gyenge, nem szignifikans korrelaciét mutatott
a betegek koraval (19. dbra, E-F).
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19. dbra. FXIII aktivitds és antigén szintek ESRD betegekben. Plazma FXIII aktivitas (A) és

antigén koncentraci6 (B) értékek a kronikus HDF kezelés alatt allo vagy a kéthetes HD

kezelésben részesiil6 betegekben. (C) és (D) abrak szemléltetik az aktivitas és antigén értékek
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korrelacidjat. Az (E) és (F) abrak a FXIIl szintek és az ESRD betegek életkora kozotti
korrelaciot mutatjak. A sarga savok az (4 és B dbrdn) a referencia tartomanyt jelolik. HDF:
hemodiafiltracié, HD: hemodializis, ns: nem szignifikans, r?: determinicios koefficiens. A
csillagok az (A) és (B) abrakon azt a négy beteget jelolik, akiknek a legmagasabb volt a CRP

szintje.

5.3.3 Fibrinogén koncentracié valtozasa a HDF és HD kezelések alatt az ESRD
betegekben

A fenti eredményekbdl megtudtuk, hogy a HDF és HD kezelések hogyan befolyasoljak
a fibrinogén és FXIII szinteket hosszutavon, azonban tovabbi érdekes kérdés maradt, hogy ezen
paraméterek hogyan valtoznak a négy oran keresztiil tartd6 HDF és HD kezelések alatt. Mivel
mind a plazmaviz mind a plazma fehérjék szintje jelentésen valtozik a dializis kezelések soran,
igy a torzitas elkeriilése végett az egyes mintdkhoz tartozé albumin értékekkel elvégeztiik az
adatok korrigalasat. Ahogyan az varhato volt az albumin koncentraci6 fokozatosan emelkedett

a 4 6ras HDF és HD kezelések soran.

A HDF kezelésben részesiild betegek dializis elétt mért albumin koncentracioja
(median: 37 g/l, IQR: 35-40 g/l) szignifikansan megemelkedett a 4 o6ras HDF kezelés
kovetkeztében (median: 42 g/l, IQR: 38-44 g/l, p <0,001). A HD csoportban hasonlo emelkedés
volt megfigyelheté (median albumin koncentracio a dializis el6tt: 39 g/l IQR: 36-41 g/l, a
dializis utan 44 g/l, IQR: 40-48 g/l, p <0,001). Hasonloan, a plazma fibrinogén koncentracioja
is szignifikansan megemelkedett a 4 oras kezelések alatt (20. dbra, A, B). Az albuminra torténd
korrigalast kovetden a dializis el6tt és a 4 ords kezelés utan mért fibrinogén értékek kozoti
kiilonbségek eltlintek (20. dbra, C, D), ami egyértelmiien bizonyitja, hogy a fibrinogén
koncentraciok kezelések soran bekovetkezett emelkedése a plazma bekoncentralodasanak volt

az eredménye.
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20. dabra. A fibrinogén koncentrdciok valtozasa ESRD betegekben a 4 ordn dt tarto HDF (A,
C) és HD (B, D) kezelések alatt. A két fels6 édbra az albuminra nem korrigalt fibrinogén
értékeket mutatja (A, B), a két also abra pedig az albuminra korrigalt fibrinogén értékeket
szemlélteti (C, D). Az abrakon lathato hosszu és rovid vizszintes vonalak a median értékeket és
az interkvartilis tartomanyok alsoé €s felsé hatarait jelolik. A szignifikans kiilonbségeket a
vizszintes vonalak fo6l6tt feltiintetett p értékek mutatjadk. HDF: hemodiafiltracio, HD:

hemodializis, ns: nem szignifikans.
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5.3.4 FXIII aktivitas értékek valtozasa A HDF és HD Kkezelések alatt az ESRD
betegekben

A FXIII értékek estében mas volt a helyzet (21. abra). Az albuminra nem korrigalt FXIII
aktivitas értékek jelentds emelkedést mutattak mind a HDF mind a HD kezelések hatasara (21.
dbra, A-B), azonban a statisztikailag szignifikans emelkedés a korrigalast kovetden tovabbra is
megmaradt (21. dabra C-D). A FXIII antigén értékek valtozasa hasonld volt, mint a FXIII

aktivitas értékeké.
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21. abra. FXIII aktivitas értékek valtozdasa a 4 ordas HDF (A, C) és HD (B, D) kezelések alatt.
A felso két abra az albuminra nem korrigalt FXIII aktivitas értékeket mutatja (A, B), az also két
abran pedig az albuminra korrigalt FXIII aktivitas értékeket lathatjuk (C, D). A vizszintes
vonalak az atlagos FXIII aktivitas értékeket jelolik. A szignifikéns kiilonbségeket a kezelések

elott és utan mért értekek kozott az abrak felsd részén lathatd vizszintes vonalak folotti p

HDF kezelés id6tartama (6ra)

HD kezelés id6tartama (6ra)

értékekkel adtuk meg. HDF: hemodiafiltraci6, HD: hemodializis, ns: nem szignifikans.
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6 Megbeszélés

Osszefoglalva a FXIII-B glikoproteinnel végzett kisérleteinket, elmondhatjuk, hogy
sikeriilt a FXIIl N-glikan profiljanak teljeskorti karakterizalasa, tovabba kifejlesztettiink egy
olyan protokollt, mely lehet6vé tette a fehérje PNGase F enzimmel torténd teljes
deglikozilaciojat. Az ilyen mddon deglikozilalt fehérje tovabbi biokémiai kisérletekben
hasznélhat6, melyek segitenek megérteni a FXI11-B N-glikozilacidjanak bioldgiai jelentoségét.
Az aminosav szekvencia két glikozilalt aszparagint tartalmaz a FXIII-B fehérjében, amely
megfelel a konszenzus szekvencianak Asn-X-Ser/Thr-Y (X # Pro), a 142. Asn-Tyr-Ser-Thr és
az 525. Asn-Gly-Ser-Ser pozicioban. A Glikozilacié hatékonysaga szintén fligg az Y
pozicidban 1évé aminosav tipusatdl, ilyen szempontbol a Ser és Thr a legkedvezébbek (137,
138). Ezen aminosavak jelenléte az Y pozicioban a FXII1-B alegység hatékony glikozilaciojat
jelzi.

A FXIII-B szoros szerkezeti evolucids kapcsolatot mutat a komplement aktivaciot
szabalyozd gén klaszter mas fehérjéivel (139). A FXIII-B legkozelebbi evolucios rokona a
komplement faktor H. A faktor H egy 155 kDa molekulatomegii fehérje, mely a komplement
alternativ utvonalanak szabdlyozasaban jatszik szerepet. 8 N-glikozilacios hellyel rendelkezik,
ezek kozil mindegyik a FXIII-B-hez hasonléan koveti az N-X-S/T szekvenciat. A faktor H-
hoz kapcsolodd N-glikanoknak ugy tiinik sokkal inkabb strukturalis, mint funkcionalis szerepe
van (140).

Csak egyetlen olyan kozleményrdl van tudomasunk, melyben megkiséreltek a FXIII-B
deglikozilaciojat, azonban ebben az esetben sem a deglikozilacié mértékét, sem a felszabaduld
szénhidrat komponensek Osszetételét, sem a deglikozilacio sikerességét nem vizsgaltak (11). A
nativ FXIII-B teljes deglikozilacidja, ahogyan ebben a tanulmanyban leirtuk, lehetdséget kinal

a fehérjéhez kapcsolodd N-glikanok funkcionalis és strukturalis szerepének feltarasara.

Mi vizsgaltuk eldszor, hogy a deglikozilacié befolyésolja-e a FXIII-B dimer szerkezetét.
A EXIII-B dimerek kialakulasaért felelos szakaszok a 4. és a 9. sushi doméneken talalhatok
(11) és figyelembe véve a glikan struktirak kozelségét ezekhez a helyekhez, az egyik
feltevésiink az volt, hogy befolyasolhatjak a FXIII-B dimerizacidjat. A deglikozilalt FXIII-B
molekulasulya, valamivel kevesebb volt, mint a nativ formé¢, ez annak a kdvetkezménye, hogy

a szénhidrat komponenseket eltavolitottuk a fehérjér6l. Azonban a deglikozilalt és a nativ
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FXI11-B meghatarozott molekulatomegének kozeli értéke azt mutatja, hogy a dimer struktira a

deglikozilaciot kovetden is megmarad.

A deglikozilacio hatasat a FXIII-B keringésben eltoltott élettartamara nézve FXIII-B
knock-out egerekben vizsgaltuk. A fajok kozotti kiilonbség, azaz a human FXIII-B egerekbe
torténd injektalasa nagy valoszinliséggel befolyasolta és fel is gyorsitotta az elimindcid
sebességét. Nincs elérheté adat a szabad, human FXIII-B plazmaban eltoltott félélet idejére
vonatkozoan. FXIII-A hianyos betegekben, a FXII1-A2B2 komplex-, valamint a rekombinans
FXII1-Az (amely a keringésben 6sszekapcsolodik e betegek FXIII-B alegységével) félélet ideje
6,2 és 16 nap kozott valtozott (88, 141-144). Azonban a komplexben 1évo FXIII-B; félélet ideje
jelentdsen eltérhet a nem komplexben 1évo fehérje keringésben eltoltott idejétol. A nativ human
FXII-B2 eliminacios sebessége a FXIII-B KO-egerekben gyorsabb volt a vartnal, amely
betudhat6 annak, hogy a beadott fehérjék nem azonos fajbdl szarmaztak. Azonban az erdteljes
kiilonbség a nativ és a deglikozilalt FXIII-B> eliminécios sebessége kozott azt sugallja, hogy a

glikan struktira meghosszabbitja a FXII1-B; ¢élettartamat a keringésben.

PhD értekezésem tovabbi célja volt egy FXIII-A ellenes autoantitest okozta, szerzett FXIII
hidnyban szenvedd beteg kortorténetének és korrekt diagnoézisanak részletes ismertetése,

mellyel gyarapitani tudjuk a FXIII ellenes antitestek patologias jelentdségét leird irodalmat.

Az oroklott FXIII-A hidnyban szenvedd betegek sulyos, vérzéses tiinetei jol jelzik a FXIII
normal hemosztazis fenntartasaban val6 fontossagat (145). Az altalanos populacioban a FXIII-
A hiany az egyik legritkabb 6roklott véralvadasi zavar (egy a kétmilliohoz), de azokban az
orszagokban, ahol magas a rokonhazassagok szama, kiilonosen, ha ez alapitd mutacioval is
tarsul, a gyakorisaga sokkal magasabb lehet (64). A FXIII alegységei ellen termel6do
autoantitestek szintén stlyos, akar életet veszélyeztetd vérzéses komplikacidkat okozhatnak
25% koriili mortalitassal (89). A FXIII ellenes autoantitestek okozta vérzéses hajlam szintén
egy ritka allapot, egy 2018-as atfogo tanulmanyban 48 mar korabban k6zolt, jol definialt esetet
foglaltak Ossze, 47 betegnél FXIII-A ellenes, 1 betegnél FXIII-B ellenes autoantitesteket
azonositottak (136). Az autoantitestek megjelenése Osszefiiggésben lehet autoimmun
korképekkel, azonban kiilonosen id6s betegeknél gyakori az idiopatias el6fordulas. A képzodott
autoantitest zavarhatja a FXIIl aktivaciojat, gatolhatja a FXIllla TG aktivitasat, és

immunkomplexet képezve a fehérjével, felgyorsithatja annak kitiriilését a keringésbol.
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A trombotikus komplikéciok ritkasagnak szamitanak a FXIII ellenes autoantitesttel rendelkezd
betegekben, csupan néhany esetet irtak le (93, 95, 146, 147) és egy résziiket hatalmas hematéma
miatti vénakompresszionak tulajdonitottak (93, 147). A mi esetiinkh6z hasonléan két tovabbi
olyan esectet irtak le, melyben a betegeknél pulmonaris embodlia alakult Ki (95, 147).
Megjegyzendd, hogy a mi esetiinkhdz hasonloan viszonylag gyors rekanalizaciorol szamoltak
be, mely feltehetden a nem keresztkotott fibrinszalak fokozott lizisének volt kdszonhetd (95,
146).

A FXIII-A ellenes autoantitestek kovetkeztében kialakuld, szerzett FXIII hidny
diagnézisa és klinikai kezelése meglehetdsen nagy kihivast jelent. Az altalunk bemutatott eset
jol demonstralja, hogy a varatlan eltérések a laboratoriumi eredmények értékelésben jelentésen
megnehezithetik a korrekt diagnozis felallitasat és az eldre nem lathatd klinikai torténések

bonyolithatjak a klinikai lefolyast.
Az altalunk leirt eset kapcsan az alabbi kovetkeztetések vonhatdak le:

1. a FXIII aktivitas vak korrekcio nélkiil torténé meghatarozasa jelentdsen félrevezethet a
faktor hiany sulyossaganak megitélésében.

2. a betegben jelenlévd FXIII-A ellenes autoantitest interferdlhat az immunoassay soran
hasznélt antitesttel, ezaltal a FXIII-A; és FXII-A2B2 antigén szintek nagyfoki
alamérését eredményezheti.

3. a Nijmegen-Bethesda assay mellett, az ICs és a disszociacios konstans meghatarozasa
szintén hasznos az autoantitest megfeleld karakterizalasa céljabol.

4. amegfeleld klasszifikaciohoz sziikséges azonositani a mechanizmust, amely alapjan az
autoantitest interferal a FXIII aktivaciojaval/aktivitasaval.

5. a gatlo hatasu FXIII-A ellenes autoantitest nem védi meg a beteget a tromboembdlias

szovodményektol.

Mar tobb tanulmanyban is vizsgaltdk, hogy az emelkedett FXIII szintek hogyan
befolyasoljak a miokardialis infarktus, valamint a periférids érbetegségek kialakulasat és azt
talaltak, hogy az emelkedett FXIII szintek nok esetében fokozott kockazatot jelentenek a fent
emlitett korképekre nézve. Férfiak esetében ilyen jellegli Gsszefiiggést azonban nem talaltak.
Fiatal, szivinfarktuson atesett betegeknél emelkedett FXIII aktivitas és antigén Szinteket irtak

le (148). Hasonloan az aterotrombotikus megbetegedésekhez a megemelkedett FXIII aktivitas
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¢s antigén szintek, novelték a vénas tromboembolia kockazatat n6knél (149). Ezzel szemben a

férfiak esetén csak egy gyenge kapcsolatot talaltak.

ESRD betegekben a trombotikus €s a vérzéses korképek kialakuldsanak kockazata
egyarant jelentds. A véralvadasi rendszerben bekovetkezd valtozdsok hozzajarulhatnak ezen
elvaltozasok patogeneziséhez. Ezért az alvadasi és fibrinolitikus faktorok vizsgalata segithet
felfedni az okokat, melyek ezen paradox helyzet hatterében allnak. Erdekes kérdés, hogy az
emelkedett FXIII szint az ESRD betegekben hozzajarul-e az aterotrombotikus vagy
tromboembolias korképekhez. Ezt a feltevést mar néhany tanulmanyban vizsgaltak, de ezek

alapjan altalanos kovetkeztetést nem lehetett levonni.

A hemodializisben részesiild ESRD betegeken végzett tanulmanyunk soran kettds célt
tlztlink ki. Egyrészt, hogy megvizsgaljuk a hemodializis kezelés hosszatava hatasat a
véralvadds utols6 szakaszdban kulcsszerepet jatsz6 komponensek aktivitdsara ¢és
¢s HD-t. Masrészt, ezen kezelések rovid tava hatasainak tanulmanyozasa, azaz az egyéni

valtozasok nyomon kovetése a négyoras dializis kezelések soran.

A fibrinogén, a fibrin prekurzor fehérjéje, mely a hemosztazisban betoltott
kulcsfontossagl szerepe mellett, a sebgyogyulas folyamataban is jelentds szerepet jatszik. Az
emelkedett fibrinogén koncentraci6 az aterotrombotikus megbetegedések, mint a hemorragias
stroke és az iszkémias szivbetegség fliggetlen rizik6é faktora (150-153). A kronikus HD
kezelésben részesiild6 ESRD betegeken végzett néhany tanulmany, a dializis kezelés el6tt levett
vérmintakbol mért emelkedett fibrinogén koncentraciorol szamolt be (154-159), habar egy
résziiknél az emelkedés mértéke nem érte el a statisztikailag szignifikans értéket (160, 161).
Méréseink soran hasonloan a korabban kozolt tanulmanyok eredményeihez, emelkedett
fibrinogén értékeket kaptunk a dializis el6tt levett mintakbol. HDF kezelés esetén a betegek
56,6%, HD kezelés esetében a betegek 50,0%-aban a plazma fibrinogén koncentracidja a
referencia tartomany folé esett. Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a HD és a HDF hatasa
kozott. Mindkét kezelési tipus esetében a dializis eldtti fibrinogén és CRP szintek Szoros
Osszefliggést mutattak és a magas determinaciods koefficiensek is arra utaltak, hogy legalabb
részben az akut fazis fehérjék emelkedett szintézise felelds az emelkedett fibrinogén szintekért.
Egyéb vizsgalt valtozok, mint a dializis kezelés hossza, a kor és a nem, nem befolyésolta a
dializis el6tt mért fibrinogén koncentraciot. A kezelés eldtti emelkedett értékeket feltehetéen a
fibrinogén szintézisre gyakorolt hosszabb ideje tartd hatdsok hatarozzak meg, egyetlen dializis

kezelés akut hatasat nagy valoszintiséggel mas, gyorsan hato tényezok is befolyasoljak. Mind a
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HDF mind a HD kezelések soran a fibrinogén koncentraciok fokozatos emelkedését figyeltiik
meg. Azt feltételeztiik, hogy ezek az emelkedd értékek a betegek plazmajanak dializis kezelés
alatti bekoncentralédasanak voltak tulajdonithatok, ezt a feltevésiinket alatamasztotta, hogy az
egyes mintdk albumin értékeivel torténd korrigalasat kovetden a fibrinogén szintek mar nem

mutattak fokozatos emelkedést a kezelések soran.

A hemodializis kezelés ESRD betegek FXIII szintjére kifejtett hatasat csupan néhany
tanulmanyban vizsgaltak. FXIII aktivitast funkcionalis assay-vel csak egyetlen esetben
hataroztak meg (162), harom esetben pedig FXIII-A antigén koncentraciot mértek (118, 159,
162). Kolb és munkatarsai normal FXIII aktivitas és FXIII-A antigén szinteket mértek dializis
kezelés elott levett mintakbol (162), tovabbi két tanulmanyban azonban szignifikansan

emelkedett FXI1I1-A koncentraciokrodl szamoltak be (118, 159).

crcr

hataroztuk meg. A HDF csoportban az egyéni FXIII aktivitas értékek 27 %-a és a FXIII antigén
értekek 33%-a meghaladta a referencia tartomany felsé értékét. A HD csoportban az aktivitas
értékek 43%-a, az antigén értékeknek pedig a 40%-a esett a referencia tartomany folé. A kapott
eredmények azt mutatjak, hogy az ESRD betegek egy jelentés részében az egészséges
egyénekhez viszonyitva emelkedett FXIII koncentraciok figyelheték meg. A 4 6ras HDF és HD
kezelések alatt a FXIII aktivitas szignifikans emelkedést mutatott. A fibrinogén szintekkel
ellentétben az albumin koncentracioval torténd korrekciot kovetden a FXIII értékek tovabbra is
emelkedettek maradtak, habar a szignifikancia szintje valamelyest csokkent. Ezen eredmények
azt sugalljak, hogy a kezelések alatt a betegek plazmajanak bekoncentralodasa nem magyarazza
az emelkedett FXIII szinteket és tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak érdekében, hogy
feltarjuk azt a mechanizmust, amely a FXIII szintek emelkedéséhez vezet ESRD betegekben a

hemodializis kezelés soran.
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7 Osszefoglalas

A FXIIIl véralvadési faktor védd/stabilizaldo funkciot ellatd B-alegysége egy 80 kDa
molekulasulyu glikoprotein, mely két N-glikozilacids helyet tartalmaz. A glikanok FXIII-B
szerkezetében €s funkcidjaban betoltott szerepét ezidaig még nem vizsgaltak. Ezért célunk volt
a FXIII-B-hez kapcsolddd glikanok felszabaditasa, majd ezt kdvetéen a pontos szerkezetiik
azonositasa, valamint egy olyan modszer kidolgozasa, mely lehetdvé teszi a fehérje nativ
koriilmények kozott torténd deglikozilacidjat, hogy megvizsgaljuk milyen hatdsa van a
glikdnoknak a FXIII-B dimer szerkezetére, valamint keringésben eltoltott félélet idejére nézve.
Az aszparaginhoz kapcsolodo szénhidratokat a human FXIII-B-r6l PNGase F enzimmel vagtuk
le. A felszabadult N-oligoszacharidokat fluoroforral jeloltiik és kapillaris elektroforézissel
vizsgaltuk. A glikanok pontos szerkezetének azonositasahoz exoglikoziddz alapu szekvenalast
¢s adatbazist haszndltunk. A deglikozilalt FXIII-B szerkezetét gélfiltracioval vizsgaltuk. A
deglikozilalt és nativ FXIII-B plazmabodl torténd kitiriilését FXIII-B knock-out egerekben
vizsgaltuk €s hasonlitottuk 0ssze. A PNGase F emésztés teljesen eltavolitotta az N-glikanokat
a denaturalt fehérjérdl. A nativ fehérje deglikozilacidjat emelt koncentracioji ismételt PNGase
F emésztéssel értiik el. A FXIII-B alegységen 9 cukorstruktirat azonositottunk, melybdl 3
fukozilalt volt és mindegyik struktura legalabb 1 szidlsavat tartalmazott. A deglikozilaci6 nem
valtoztatta meg a FXI11-B nativ dimer szerkezetét, de felgyorsitotta kitiriilését a FXIII-B knock
out egerek keringésébdl. Mi irtuk le eldszor a FXIII-B-n jelenlévd N-glikanok szerkezetének
részletes jellemzését. Sikeresen végrehajtottuk a nativ fehérje teljes deglikozilaciojat.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy kapcsoldédo glikanok nem sziikségesek a FXI11-B
dimer képzdédéséhez, de nagy valoszinliséggel meghosszabbitja a FXIII-B felezési idejét a

keringésben.

A FXIII ellenes autoantitestek okozta vérzési hajlam egy ritka de stlyos rendellenesség. A
diagnozis ¢és kezelés kihivasait jol mutatja a 67 éves ndi betegiink esete, akinek a
koreldzményeiben vérzéses komplikaciot nem irtak le, azonban varatlanul egy hatalmas
muszkularis hematoméja alakult ki. Vak korrekcié nélkiil a FXIII aktivitast 17%-nak mértiik,
azonban a vakkal torténd korrekciot kovetden a beteg FXIII aktivitas értéke a detektalhatosagi
hatar alatt volt, ezt az eredményt szintén alatdmasztotta, hogy a beteg plazmajaban a fibrin
lancok kozott keresztkotések nem alakultak ki. A FXII-A-t ELISA technikdval nem tudtuk
detektalni, azonban Western blot technikdval szemmel lathato volt a FXIII-A jelenléte. A

betegben jelenlévd autoantitestek nagy affinitassal kotédtek a FXII-Az-héz. Az inhibitor
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jelentds gatld hatasat jol mutatja a magas inhibitor titer, melyet Bethesda egységben adtunk
meg, valamint az, hogy a betegbdl szarmazo6 IgG mar alacsony koncentracidban is nagymértéki
gatlast fejtett ki. F6 biokémiai hatasat a Ca®* altal kivaltott aktivacié gitlasan keresztiil fejtette
Ki. A betegnél alkalmazott eradikacios terapia sajnos csak részben volt sikeres. Négy honappal
az utolso vérzéses komplikaciot kovetden a beteg pulmonaris emboliaval komplikalt mélyvénas

trombozist kapott.

A végstadiumu vesebetegségben szenvedok esetében a hemosztazis zavara gyakori, mely
vérzéses ¢s trombotikus szovOodményként egyarant megnyilvanulhat. Az alvadéasi és
fibrinolitikus faktorok vizsgélata segithet felfedni az okokat, melyek ezen paradox helyzet
hatterében allnak. Ennek érdekében a fibrin képzddéshez és stabilizacidjahoz nélkiilozhetetlen
komponenseket vizsgaltunk HDF- és HD kezelésben részesiild ESRD betegekben.
A dializis el6tt mért fibrinogén, FXIII antigén koncentracio és FXIII aktivitas emelkedett
értékeket mutatott. A betegekben zajlo gyulladasos allapotok, melyet a CRP koncentraciok
mérésével jellemeztiink kulcsfontossaguak voltak a fibrinogén koncentraciok esetén. A négy
oran keresztiil tart6 HDF és HD kezelések alatt a fibrinogén koncentraciok és a FXIII szintek
fokozatos emelkedést mutattak. Azonban az albuminra torténd korrekciot kovetéen mar csak a
FXII szintek mutattak jelentds emelkedést a kezelések eldrehaladtaval. A két kezelési tipus
kozott nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget. Ennek alapjan elmondhato6, hogy ez ESRD
betegekben megfigyelt emelkedett fibrinogén és FXIII szintek hozzajarulhatnak a fokozott

trombdzis rizikohoz.
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8 Summary

The protective/inhibitory B subunits of coagulation factor XIII (FXIII-B) is a ~80 kDa
glycoprotein containing two N-glycosylation sites. Neither the structure nor the functional role
of the glycans on FXI11-B has been explored. We attemted to reveal the glycan structures linked
to FXIII-B, to design a method for deglycosylating the native protein, to find out if
deglycosylation influences the dimeric structure of FXIII-B and its clearance from the
circulation. Asparagine-linked carbohydrates were released from human FXII11-B by PNGase
F digestion. The released N-linked oligosaccharides were fluorophore labeled and analyzed by
capillary electrophoresis. Structural identification utilized glycan database search and
exoglycosidase digestion based sequencing. The structure of deglycosylated FXIII-B was
investigated by gel filtration. The clearance of deglycosylated and native FXIII-B from plasma
was compared in FXI11-B knock out mice. PNGase F completely removed N-glycans from the
denatured protein. Deglycosylation of the native protein was achieved by repeated digestion at
elevated PNGase F concentration. The total N-glycan profile of FXIII-B featured nine
individual structures; three were fucosylated and each structure contained at least one sialic
acid. Deglycosylation did not change the native dimeric structure of FXIII-B, but accelerated
its clearance from the circulation of FXIII-B knock out mice. Characterization of the glycan
moieties attached to FXIII-B is reported for the first time. Complete deglycosylation of the
native protein was achieved by a deglycosylation workflow. The associated glycan structure is
not required for FXI11-B dimer formation, but it very likely prolongs the half-life of FXIII-B in

the plasma.

Hemorrhagic diathesis due to anti-factor XIII (FXIII1) autoantibody is a rare but severe
disorder. Challenges of the diagnosis and treatment is demonstrated by the case of a 67-year-
old female without previous bleeding history, who suffered a huge muscular hematoma.
Without blank subtraction 18% plasma FXII1 activity was measured; however, after correction
for blank the activity was below the limit of detection and the lack of fibrin cross-linking in the
patient's plasma confirmed the latter result. FXI1I-A2 antigen was not detectable by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA); however, it was well detected by western blotting. The
autoantibody showed high affinity toward FXIII-Az. Its considerable inhibitory activity was
demonstrated by high titer in Bethesda units and the low immunoglobulin G concentration
required for inhibition. The main biochemical effect was the inhibition of Ca?*-induced FXI1I-

A activation. Eradication therapy was only partially successful. Four months after the last
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hemorrhagic event the patient suffered deep vein thrombosis complicated by pulmonary

embolism.

Hemostasis disorder in patients with end-stage renal disease (ESRD) is frequently
associated with bleeding diathesis but it may also manifest in thrombotic complications.
Analysis of individual coagulation and fibrinolytic factors may shed light on the background of
this paradox situation. Here we explored components essential for fibrin formation/stabilization
in ESRD patients being on maintenance hemodiafiltration (HDF) or hemodialysis (HD). Pre-
dialysis fibrinogen, factor X111 (FXIII) antigen concentrations and FXII1 activity were elevated.
The inflammatory status, as characterized by C-reactive protein (CRP) was a key determinant
of fibrinogen concentration. During a 4-h course of HDF or HD, fibrinogen concentration and
FXIII levels gradually elevated. When compensated for the change in plasma water, i.e.,
normalized for plasma albumin concentration, only FXIII elevation remained significant. There
was no difference between HDF and HD treatments. Elevated fibrinogen and FXIII levels in
ESRD patients might contribute to the increased thrombosis risk.
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10 Targyszavak

e FXIlll-as faktor

o FXIII-B alegység

e deglikozilacio

e N-glikédn

e FXIII hiany

e autoimmun betegség

e vérzéses rendellenesség
e véralvadas

e végstadiumu vesebetegség
e fibrinogén

e hemodiafiltracio

e hemodializis
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e hemodialysis
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