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Bevezetés

Az endotélsejtek az érfal belsd rétegét képzé laphamsejtek,
amelyek barriert képeznek a vér és a szovetek kozott. Emellett
jelentds szerepet jatszanak szamos fizioldgias és patofiziologias
folyamatban. Fontos szerepiik a vér fluid fazisban tartésa, illetve
szlikség szerint a véralvadas szabalyozésa. Biztositjak az érfalon
keresztiili transzportot, €s vazoaktiv faktorok termelésével aktiv
szerepet jatszanak a vérnyomds szabalyozdsdban is. Az
endotélsejtek részt vesznek az immunvalasz szamos
folyamataban, ¢és az angiogenezis folymatain keresztiil
biztositjdk a keringési rendszer integritdsanak fenntartdsat.
Elhelyezkedésiikbdl kdvetkezden a vérben jelenlévd aktivatorok
hatésai 0sszegzddnek az endotélsejteken, a kiilonbozé aktivalo
hatasok egylittesen alakitjak ki az endotélium egyedi vélaszat.

Az aktivalo faktorok kiillonbozd forrasbol szdrmazhatnak. A
legismertebbek koz¢ tartozik példaul az allergids reakciok soran
a hizosejtekbdl és bazofilekbdl felszabadul6 hisztamin, a Gram-
negativ baktériumok faldbdl kiszabadulo LPS, a virusfertézések
sordn T-helper és NK sejtek altal termelt IFNy, és a nagy
molekulastlyt kininogén hasitasaval keletkezd bradikinin, ami
fontos szerepet jatszik a fajdalomérzet kialakuldsaban és a
vérnyomasszabalyozasban.

Az emlitett, ismert gyulladaskeltd anyagok mellett a
komplementrendszer elemei is befolydsoljak az endotélsejtek
viselkedését. A komplementrendszer lektin Gjtanak aktivaciojat
patogének és sajat sériilt sejtek is kivalthatjadk. A specifikus
cukormintazatok felismeréséért felelos MBL, fikolinok illetve
kollektinek komplexet alkotnak a MASP-1-el (mann6zkotd
lektin-asszocialt szerin proteaz 1), ami a lektin ut legnagyobb
mennyiségben eléforduld enzime. A MASP-1 felelés a MASP-
2 aktivalasan keresztiil a lektin ut tovabbi aktivalasaért, emellett
véralvadasi faktorok hasitasara és bradikinin felszabaditasara is
képes. A MASP-1 hasitja az endotélsejteken jelenlévd protedz



aktivalta receptorokat (PAR), ami a sejtek gyulladasos
aktivacigjahoz vezet.

Mindezen emlitett folyamatok, valamint az endotélsejtek is
rendkiviil fontos szerepet jatszanak a sériilés utani
sebgyogyuldsban  (1.4bra). A  sebgyogyulas folyamatat
hagyomdnyosan négy fazisra osztjuk.

Serlléstl [ ssodpercektl rak 6raktél napok napktél hetek hetekt6l hénapok >
elteltidé
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1.abra A sebgyogyulds négy fo fazisa, résztvevai, fobb eseményei
és az endotélsejtek részvétele.

Az T1jabb kutatdsi eredmények szerint a folymat egyik
kulcspontja a gyulladasi fazisbol a proliferativ fazisba vald
atlépés. Amennyiben a gyulladas csokkenése és eltlinése nem
torténik meg, kronikus seb keletkezik.

1. Ceélkituzések

Ahogy a bevezetdben bemutattam, az endotélsejtek rendkiviil
fontos jelosszegzd szerepet jatszanak, gyulladasi aktivaciojukat
a vérben jelenlévd anyagok és fizikai behatdsok egyiittesen
alakitjak. Sok vizsgalat sziiletett a kiilonb6zd aktivald faktorok
(MASP-1, LPS, hisztamin, bradikinin, IFNy, mechanikai
sériilés) egyedi hatasainak tanulmanyozasara, azonban az
endotélsejtekre kifejtett egyiittes hatasukrol limitalt adat all csak



a rendelkezésiinkre. Meg akartuk vizsgalni tehat, hogy az
endotélsejtek viselkedését hogyan maddositja a:
1. a MASP-1 ¢és mas gyulladaskeltdé  aktivatorok
egylttmitkddése.
e Egyiittmikddik-e a MASP-1 mas gyulladasi
aktivatorokkal a kdvetkez6 folyamatokban:
o Ca*"-szignalizacio,
o citokin és adhézioés molekula expresszio,
o permeabilitds novekedés indukcidja.
e A MASP-1 ¢és mas gyulladasi aktivatorok
modositjdk-e egymas receptor-expressziojat?
2. a MASP-1 és a mechanikai sériilés egylittes hatéasa.
e Hogyan valaszolnak az endotélsejtek a mechanikai
sériilésre?
e Modositja-e a MASP-1 a sebgyogyulds sebességét és
az endotélsejtek kapillaris-halozat képzését?
e Megfigyelhetiink-e egyiittmiikodést a MASP-1 és a
mechanikai sériilés kozott tekintettel:
o aCa*"-szignalizaciora,
o azegyéb gyulladasi jelatviteli utvonalakra,
o az adhézidos molekuldk expresszidjanak
indukciojara.
2. Modszerek
3.1. Human koldokzsinor véna endotélsejtek (HUVEC)
preparalasa és fenntartasa
Egészséges ujsziilottektdl szarmazd koldokzsindrok vénajabol
kollagenazos emésztéssel nyertiink ki endotélsejteket. A sejteket
zselatinnal fedett flaskdban tartottuk kiegészitett MCDB-131
médiumban.

3.2. Rekombinans MASP-1

Kisérleteinkhez a human MASP-1 molekula rekombinansan
eléallitott  katalitikus ~ fragmentumat  (CCP1-CCP1-SP,
tovabbiakban: rMASP-1) hasznaltuk. A molekulat E.coli-ban
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termeltették és tisztitottdk Dobo Jozsef és munkatarsai, mely
mentes volt a bakterialis szennyezddésektdl, és Cl-inhibitorral
gatolhato volt.

3.3. Ca**-szignalizicio mérése

A megfeleld eldkezelések (amennyiben sziikséges volt) utan a
sejteket HBSS médiumban 2 uM Fluo-4-AM-el toltottiik fel. A
mérést fluoreszcens mikroszkoppal végeztiik, sorozatképeket
készitettiink 5 masodperces i1dokozokkel. A fluoreszcencia
intenzitds mérését CellP szoftver segitségével, képenként 20
sejten végeztiik.

3.4. Adhézios molekuladk mérése sejtes ELISA ¢és
fluoreszcens mikroszkop modszerrel

A megfeleld eldkezelések ¢és kezelések utan a kiegészitett
MCDB-131 médiumban nevelt sejteket fixaltuk és anti-humén
E-szelektin ellenanyaggal festettiik. Sejtes ELISA esetén HRP-
kotott anti-egér ellenanyag és TMB segitségével mértik az
expressziot, amit fluoreszcens  mikrolemez-leolvaséval
szdmiszerisitettliink. A fluoreszcens mikroszképidhoz Alexa568
kotott ellenanyagot és Hoescht magfestést alkalmaztunk, majd
Olympus IX-81 mikroszkoppal fotoztunk.

3.5. IL-8 termelés mérése szendvics ELISA-val

A megfelel6 eldkezelések és kezelések utan 6sszegylijtottik az
kiegészitett MCDB-131 médiumban nevelt sejtek feliiluszoit és
1:20 aranyban higitottuk. A mérést IL-8 szendvics ELISA-kit
(R&D Systems) alkalmazdsadval a gyartoi instrukcidknak
megfelelden végeztiik. Az eredményt fluoreszcens mikrolemez-
leolvasdval szamszertsitettiik.

3.6. Permeabilitas mérés

Modositott XperT moddszert alkalmaztunk, a sejteket biotinilalt
zselatinon AIMV médiumban tenyésztettiik. Megfeleld
elokezelések és kezelések utan Streptavidin-Alexa488-at adtunk
a sejtekhez, és 2 perccel késobb fixaltuk dket. Az eredményeket
fluoreszcens mikrolemez-leolvasdval szadmszertsitettiik.
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3.7. mRNS izolalas és qPCR mérés

A kiegészitett MCDB-131 médiumban nevelt és megfelelden
kezelt sejtekb6l RNS-t izolaltunk (illustra™ RNASpin RNA
Isolation Kit), majd cDNS-re torténd atirds utdn specifikus
primerek alkalmazéasaval kvantitativ PCR mérést végeztiink. A
PCR termékeket elsé alkalommal szekvenalassal, majd a tobbi
mérésnél olvadasi gorbe (melting curve) analizissel ellendriztiik.
3.8. CREB foszforilacio és NF-xB aktivacio mérés

A kiegészitett MCDB-131-ben nevelt sejteket megfeleden
kezeltiik, sziikség szerint steril pipettaheggyel karcoltuk, majd
fixaltuk. A festéshez anti-human foszfo-CREB és anti-human
NF-«B ellenanyagot hasznaltunk. Ezt Alexa568 kotott
ellenanyag ¢és Hoescht magfestés kovette. A képeket
fluoreszcens mikroszképpal készitettiik, és CellP szoftverrel
elemeztiik.

3.9. Sebgyogyulas sebességének mérése

A kiegésztett MCDB-131 médiumban tenyésztett konfluens
sejtréteget steril pipettahegy segitségével karcoltuk meg, majd 2
UM rMASP-1-el kezeltiik. A karcolt teriiletet a kezelés utan 0, 2
4, 6, 24 ¢és 48 oraval fotoztuk. A képeket Imagel szoftverrel
elemeztiik.

3.10. Kapillarisképzés Matrigel®-en

A sejteket kiegészitett MCDB-131 médiumban Matrigel®-el
fedett ibidi Angiogenesis platen 16 o6ran keresztiil tenyésztettiik.
Majd a sejtekhez 2 uM rMASP-1-et adtunk és 0, 2, 3, 6, 8, 12,
24, 30 és 48 oraval késobb lefotoztuk. A képeket Imagel
szoftverrel elemeztiik.

3.10. Statisztikai analizis

Minden kisérletet legaldbb haromszor ismételtiink kiilonb6zd
egyénekbdl szdrmazo endotélsejtek hasznélataval. A statisztikai
elemzéseket Student #-proba, egymintés 7-proba, egyszempontos
vagy kétszempontos varianciaanalizis hasznalataval, GraphPad
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Prism 10 szoftverrel végeztik. p < 0,05-6t tetkintettiik
statisztikailag szignifikdnsnak, az adatokat atlag + SEM
formajaban abrazoltuk. A Gene Set Enrichment Analysis-hoz
(GSEA) a Broad Institute GSEA szoftverét hasznaltuk, az
elemzett adatbazis elérheté az NCBI Gene Expression Omnibus
adatbazisaban GSE98114 szam alatt.

3. Eredmények

4.1. A MASP-1 és egyéb gyulladaskelté aktivatorok
egyiittmitkodése

4.1.1. Kiseérleti elrendezés

Kiilonb6z6 endotélsejt aktivatorok egyszerre, illetve egymas
utdn is jelen lehetnek a vérben. Harom fajta egyiittmiikodés
tipust vizsgaltunk: vagy kozos kezelést alkalmaztunk a rMASP-
1-el és a kivalasztott koaktivatorral vagy rMASP-1 el6kezelést
alkalmaztunk, amit kovetett a koaktivatorral kezelés, vagy a
koaktivator volt az eldkezeld és ezt kovette rMASP-1 kezelés.

Ko6z6s kezelés
Szuboptimalis dézist rIMASP-1

+
/ Szuboptimélis d6zisi koaktivator \ Mérés Kezelési id6

Ca?*-vélasz azonnali mérés
ElGkezelés rMASP-1-el E-szelektin 6 6ra
100% konfluens HUVEC s?up9ptimé|is 24 6ra S‘zulb(?ptimélis 5 VCAM-1 24 ora
dézist rMASP-1 dozisu koaktivator I 7
L-8 24 6ra

Permeabilitas | 20 perc vagy 24
bra

ElGkezelés a koaktivatorral /

Szuboptimalis 24 6ra  Szuboptimalis

dozist koaktivator do6zist IMASP-1
100% konfluens Kezelés optimalis dozis | Mérés I Kezelési id6 |
HUVEC " IMASP-1-el vagy koaktivatorral [ mRNS [2vagy246ra |

Koaktivator: LPS, Hisztamin, Bradikinin vagy IFNy
Szuboptimalis dozis: rMASP-1: 0.6 uM, LPS: 10 ng/mL, Hisztamin: 5 uM, Bradikinin: 2 uM, IFNy: 2 ng/mL
Optimalis dozis: rMASP-1: 2 uM, LPS: 100 ng/mL, Hisztamin: 50 uM, Bradikinin: 20 uM, IFNy: 20 ng/mL

2.abra A kisérleti elrendezés vazlatos dttekintése.

A kezelésekhez elére megallapitott szuboptimalis dozisokat
hasznaltunk, hogy lehetévé tegyiik a sejtvalasz pontos mérését
egyiittes kezelések esetén is. Egy egyiittmiikodést akkor
tekintettiink szignifikdnsnak, ha a kozos kezelés eredménye
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szignifikdnsan nagyobb vagy kisebb volt, mint az egyes

aktivatorok hatdsa Onmagaban, ugyanabban a kisérleti
felalllasban.

Egyuttmiikddés
El Kezelé Ca?*-vélasz | E-szelektin IL-8 Permeabilitas
a rMASP-1 + LPS t t t
)
[ rMASP-1 + Hisztamin 0
Q
Z rMASP-1 + IFNy 1
N
< rMASP-1 + Bradikinin
3 rMASP-1 LPS
%
< [rMASP-1 Hisztamin T
-3
0
‘0
'© [IMASP-1 IFNy
Q
4
:2
W rMASP-1 Bradikinin )
§|LPS rMASP-1 T T T
S
=
% | Hisztamin rMASP-1
S
-
4
2 | IFNy rMASP-1 0
B}
e
o
W | Bradikinin rMASP-1

3.abra A MASP-1 és mas gyulladasi aktivatorok kozott
megfigyelheto  egyiittmiikodések. Minden daltalunk talalt
szignifikans egyiittmiikodeés (zold szinnel jelezve) pozitiv (az
iranyt a nyil jelzi) volt.

4.1.2. Ca**-szignalizdcio

Mig az LPS és IFNy kezelés onmagaban nem valtott ki Ca**-
szignalizaciot HUVEC-en, barmelyik faktorral végzett
el6kezelés jelentdsen fokozta az rMASP-1 altal kivaltott Ca®*-
szignalizaciot (4/A,B abra), rMASP-1 elékezelés esetén pedig
jelentésen megndtt a hisztamin és bradikinin altal kivaltott Ca?*-
szignalizaci6 (4/C,D ébra).
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g5 o T T
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2 1d6 (s) rMASP-1kezelés -  + - o+ - 4

- HBSS (kontrol) —* rMASP-1 el6kezelt HBSS
—— Bradikinin rMASP-1 el6kezelt bradikinin
— Hisztamin — MASP-1 elékezelt hisztamin

FS

61

(fold change)

)

4

véltozas a kontrollhoz normalizélva

normalizélva

27 0

HBSS (kontrol) + + -
01 rMASP-1 el6kezelés - + - + - +
o4 50 100 Bradikinin kezelés - - + +

1d6 (s) Hisztamin kezelés - - - -+ o+

4.abra A rMASP-1 egyiittmiikodott az LPS-el, IFNy-val,
hisztaminnal ~és  bradikininnel az endotélsejek  Ca’*-
szignalizdaciojanak indukadlasaban. Az A és C panelek egy-egy
reprezentativ kisérlet adatait mutatjik, a B és D panelek harom
fiiggetlen kisérlet 0sszegzett eredményeit.

4.1.3. E-szelektin

Az E-szelektin fontos szerpet jatszik a neutorfil granulocitak
endotélsejtekhez torténd adhézigjaban. Kétféle egytittmiikodést
is talaltunk az LPS és a rIMASP-1 kozott. Mind a kdzos kezelés
hatasara (5/B abra), mind az LPS eldkezelést koveté rMASP-1
kezelés hatdsara (5/A abra) jelentésen megnétt az E-szelektin
expresszioja HUVEC-en.

Fluoreszcencia intenzitas
véltozas a kontrollhoz




0.254 Haak 0.8

E 0.20- E oe-
£ g 0.4
§ 0.10 3
8 0.05- i 8 7
0.00- 0.0-
LPS elGkezelés - - + + rMASP-1 kezelés - + - +
rMASP-1 kezelés - + - + LPS kezelés - - +

5. abra A rMASP-1 egyiittmitkodott az LPS-el az E-szelektin
adheézios molekula indukciojaban.

4.1.4. IL-8

Az IL-8 er0s neutrofil kemoattraktans és fagocitozis indukald
hatassal bir6 citokin. Az LPS, hisztamin és rMASP-1 kezelések
onmagukban is kivaltjak a megndvekedett expresszidjat, mig az
IFNy nem. A k6z6s LPS + rMASP-1 és hisztamin + rMASP-1
kezelések tovabb novelték az IL-8 szekréciot és érdekes modon
ilyen hatast fejtett ki az IFNy-val torténd kozés rMASP-1
kezelés is (6.4bra).

4000+ " =
—

3000+

2000

Fkkk

IL-8 (pg/ml)

Fkkk . Xk

1000 ' —2

0-
rMASP-1 kezelés - + - + - + - +
IFNy kezelés - - + + - - -

Hisztamin kezelés - - - - + +
LPS kezelés = = = = - - + +

6.abra A rMASP-1 egyiittmiikodott az IFNy-val, hisztaminnal és
LPS-el az IL-8 indukciojaban.
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4.1.5. Permeabilitas

Az endotélsejtek megnovekedett permeabilitasa a gyulladas
tipikus velejargja. Mind az LPS-el, mind a rMASP-1-¢el torténd
hosszutavii (24 o6ra) kezelés Onmagaban is novelte az
endotélsejtek permeabilitdsast, a kozds kezelés pedig tovabb
fokozta ezt a hatast (7.4bra).

Control 24h TMASP-1 (0.6 uM) 24h

LPS (10 ng/mL) 24h MASP-1 (0.6 UM) + LPS (10 ng/mL) 24h

a kontrollhoz viszonyitva

rMASP-1 LPS rMASP-1+LPS
(0.6uM) (10 ng/ml) (0.6 uM +
Lo 3 10 ng/ml)

7.abra A kozos LPS és rMASP-1 kezelés fokozta az endotélsejtek
permeabilitasat.

A tMASP-1 kezelés rovid tavon (20 perc) is kivaltott
permeabilitds ndvekedést, ezen hatast pedig tovabb fokozta az
LPS elokezelés (8.abra)

A “LPS pretreated control rMASP-1 (0,6 uM, 20, min) LPS preffeated(10 ng/mj, 24 hj
(10 ng/ml, 24 h) : Y . |™MASP-1 (0,6 uMg20hin), ¥
f AR SR

Control (24h)

a
=3
=3

=3
=3
=3

o
=3
=3

a kontrollhoz viszonyitva

LPS elGkezelés + - +
rMASP-1 kezelés - + +
Trombin kezelés - - - +

8.abra Az LPS eldkezelés fokozta a rMASP-1 permeabilitds-
noveld hatasat.
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4.1.6. Receptor expresszio

A megfigyelt egylittmikodések  hatterében  tobbféle
mechanizmus 4allhat, az egyik legegyértelmiibb, amikor az
elokezeléshez hasznalt aktivator megndveli a kezeléshez
hasznalt aktivator receptoranak expressziojat.

A rMASP-1 megndvelte a bradikinin receptorok expresszidjat
(9/A abra), de nem volt szignifikdns hatissal a hisztamin
receptor expressziora (9/B dabra). LPS kezelés hatdsara
jelentésen megnétt a PAR-2 (az egyik MASP-1 receptor)
kifejezddése, az IFNy pedig tobb PAR receptor kifejezddését is
befolyasolta.

MASP-1 kezelés

MASP-1 kezelés

0.006: —Ds

=4
1=
S
s

=4
1=
S
1)

Expresszi6 az
ACTB-hez viszonyitva
Expresszi6 az
ACTB-hez viszonyitva

=4
=3
=3
S

BDKRB1 BDKRB2 HRH1

kontrol MASP-1 kontrol MASP-1 kontrol MASP-1
LPS kezelés IFNy kezelés
8 = 2.0

Fold change
P

kontrollhoz viszonyitva
o

Fold change
kontrollhoz viszonyitva
»
o
o

0 0.0
26ra 24 6ra 26ra 24 6ra
F2R F2RL1 F2RL3 F2R F2RL1 F2RL3 F2R F2RL1 F2RL3 F2R F2RL1 F2RL3
(PAR1) (PAR2) (PAR4)  (PAR1) (PAR2) (PAR4) (PAR1) (PAR2) (PAR4)  (PAR1) (PAR2) (PAR4)

9.abra Az LPS, rMASP-1 és IFNy megvaltoztatia szamos
endotélsejt receptor expresszios mintdzatat.

4.2 A MASP-1 és a mechanikai sériilés egyiittes hatasa
4.2.1. Génexpresszios valtozasok

A rMASP-1 angiogenezishez ¢és wound healinghez ko6t6dd
gének expresszidjara kifejtett hatdsat egy kordbbi microarray
mérés adatainak elemzésével végeztiikk. A GSEA elemzés adatai
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alapjan a rMASP-1 szignifikdnsan befolyéasolta ezen gének
expresszidjat, mégpedig pozitiv iranyba (NES: 2.1, p < 0.01).

4.2.2. Ca**-szignalizdcio
Ahogy mar tobben leirtdk, a mechanikai sériilés egy
hullamszeriien tovaterjedd Ca®*-szignal kialakulasat indukalja
az endotéliumban. Ezt a jelenséget mi is reprodukélni tudtuk,
tovabba azt talaltuk, hogy az ATP hasitdsara képes apirdz a
sériilés kozvetlen kornyezetében 1évd sejtekben nem
akadalyozta ugyan meg a Ca®'-szignalizacio kialakulasat, de
annak tovaterjedését blokkolta (10.4bra).
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10.dbra Az endotélsejtekben hulldmszeriien tovaterjeddé Ca’*-
szigndl alakul ki mechanikai sériilés hatasara és ennek
terjedeését az apiraz gatolja. ANOVA eredményei: apirdz: ****;
tavolsag: ****; interakcio: ***

Ahogy korabban bemutattuk, a rIMASP-1 is Ca?*-szignalizaciot
indukdl az endotélsejtekben. Ezt a vdalaszt egy megel6zo,
mechanikai sériilés altal kivaltott Ca*-szignalizacid részben
gatolta, kiillonosen a sériiléshez legkozelebbi sejtekben, és a
gatlas legalabb fél oran keresztiil fennallt (11.4abra).
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Bl 5 perc

B 10 perc
B 20 perc
I 30 perc

4

Maximum fluoreszcencia
intenzitas valtozas a kontrolhoz
viszonyitva (fold change)

100 ym 200 pm 300 pm 400 pm rMASP-1

Tavolsag a sebszéItél

11.abra A mechanikai seriilés befolyasolta a rMASP-1 dltal
kivaltott ~ Ca’*-szignalizacié  endotélsejtekben. ~ ANOVA
eredményei: tavolsag: ****; kezeléesek kozotti ido: ns.;
interakcio: ns.

4.2.3. CREB és NF-xB aktivdacio

A mehcanikai sebzés kiilonbozé jeldtviteli ttvonalakra
gyakorolt haatadsdnak tovabbi tanulmanyozdsdhoz CREB
foszforilaciot és NF-xB aktivaciot vizsgaltunk. A mechanikai
sériilés kivaltotta a CREB aktivacigjat, kiillondsen a sebzéshez
kozeli sejtekben, és a legnagyobb aktivaciot 15 perccel a sériilés
utan mértiink. Ezt az aktivaciot az apirdz kezelés nem
befolyasolta (12.abra). Az NF-xB aktivacioban nem talaltunk
valtozast mechanikai sériilés hatasara.
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12.abra A mechanikai sériiles CREB aktivdaciohoz vezetett,
melyet az apiraz nem befolyasotl. ANOVA eredményei a
kiilonbozo idopontokra: ido: ****; tavolsag: ****; interakcio:
*AkxE - ANOVA eredményei az apirdz hatdsdra: apirdz: ns.;
tavolsag: ****; interakcio: ns.

Ahogy korabban bemutattuk, a rMASP-1 indukalja a CREB
foszforilacigjat. Ha a mechanikai sériilést rovid idén (5 perc)
beliil kovette rMASP-1 kezelés, az tovabb fokozott CREB
aktivaciohoz vezetett, amely hatas fliggetlen volt a sebszéltdl
val6 tavolsagtol (13.4bra).

50—
40—
30—
20+ .

10+

Fluoreszcencia intenzitas

0-
MASP-1 - + = + = 4+ = + = %

ga
sebszéltg] Mincs sebzés 100 um 200 um 300 um 400 um

13.abra Az egymast koveté mechanikai sériilés és rMASP-1
kezelés fokozott CREB aktivaciot indukalt enodtélsejtekben.
ANOVA eredményei: rMASPI: *; tavolsag: **** interakcio: ns.
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4.2.4. Adhézios molekulak

A kiilonboz6é adhézids molekuldk fontos szerepet jatszanak az
immunsejtek  sériilés  helyére torténd vandorldsdban. A
mechanikai sériilés indukdlta az ICAM-1 és a VCAM-1
expressziojat (14. és 15.4bra). Amennyiben a rMASP-1 kezelést
mechanikai sebzés kovette, igy a VCAM-1 expresszidja tovabb
no6tt (15.4bra).

ICAM-1 E-szelektin

—_——
,—|
—_—

10
20 3
5]
10
0- o

Fluoreszcencia intenzitds
Fluoreszcencia intenzitds

sebzés rMASP 1 sebzés rMASP 1
elbkezelés  — - Sperc 246ra elokezelés ~  Spec 246ra
o _ sebiés sebzés rMASP-1 PMASP-1 rMASP-1 sebzés _ sebzés sebiés rMASP-1 rMASP-1 rMASP-1 sebzés

66ra 246ra  66ra 286ra  66ra  66ra kezelés 66ra 246ra  66ra 246ra 66ra  66ra

14. abra Az ICAM-1 és E-szelektin adhézios molekuldk
expressziojanak valtozasa a mechanikai seriilés és a rMASP-1
hatasara.

rMASP-124 6ra

VCAM-1 _—
30+ -
3 .
= . T
g .
——
£ 20
-]
S
e
g
8
g 404 sebzés 6 6ra MASP-124 6ra sebzés 6 6ra
3
T
o0
sebzés  rMASP-1

elokezelés - - - - * Sperc  24¢6ra
Kezelés sebzés sebzés rMASP-1 rMASP-1 rMASP-1 sebzés

66ra 246ra 66ra 246ra 66ra  66ra

15.abra A VCAM-1 adhézios molekula expresszidjanak
valtozasa a mechanikai sériilés és a rMASP-1 hatdasara. Jobb
oldalon reprezentativ fotok, mig bal oldali diagramon harom
fiiggetlen kiserlet eredményeinek dsszegzése lathato.
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4.2.5. Sebgyogyuldas sebessége

Klasszikus wound healing-tesztel jol vizsgalhatd, hogy az
endotélsejtek milyen gyorsan novik be a sejtementes teriiletet,
ezaltal kovtkeztethetiink a  sebgydgyulds sebességére.
Kisérleteinkben a rMASP-1 nem befolyasolta a sebgyogyulas
sebességét (16.4bra).

00 9

-=~ kontrol
-o- rMASP-1
=+ bFGF

Sejtmentes teriilet mérete a 0 6rdhoz
viszonyitva (%)

468 24 30 48
1dé (6ra)
16.abra A rMASP-1 hatdasa az endotélsejtek sebgyogyuldasanak
sebességeére. ANOVA eredményei: ido:*** ‘kezelés: ns;
interakcio:ns.

4.2.6. Kapillarisképzés Matrigel®-en
Az endotélsejtek tipikus kapillaris halozathoz hasonlo struktirat
hoznak 1étre Matrigel®-en. A rMASP-1 kezelés szignifikansan

gyorsitotta a 1étrejott halézatok szétesését (17.4bra).
100 ¥

N -=~ kontrol
o
£
‘g -~ rMASP-1
© _—
© X
£
ﬁ% 50
S8

3
s
o
-]
£
o
]

23 68 24 30 48

1d6 (6ra)
17.abra A rMASP-1 hatasa a Matrigel®-en létrejovo
halozatokra. ANOVA eredményei: ido: ****; rMASP-1:%*%*;
interakcio: ns.
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4. Kovetkeztetések

Doktori tanulmanyaim soran a MASP-1 és mas aktivalo
faktorok endotélsejtek viselkedésére gyakorolt kozos hatasait
vizsgaltam. Annak ellenére, hogy a kezelésekhez az aktivatorok
szuboptimalis dozisat alkalmaztuk, szdmos olyan esetet
talaltunk, ahol a Ca?"-mobilizacio, a permeabilitds, valamint a
citokinek ¢és adhézios molekuldk expresszidja jelentdésen nétt a
kozos kezelések hatasara. Ezen egylittmiikodések novelhetik az
endotélsejtek érzékenységét a receptorexpresszio fokozasaval és
a jelatviteli utak erdsebb aktivalasaval. Kiilonosen jelentds
egylittmiikodéseket talaltunk a MASP-1 és az LPS kozott,
ravilagitva a bakteridlis fertézések fokozott veszélyeire olyan
esetekben, ahol a komplementrendszer mar aktivalodott vagy
konnyen kivalthato.

A sebzés a gyulladas egyik legtrividlisabb kivaltdja, mivel a
seben keresztiil a mikrobak konnyen bejuthatnak a szervezetbe.
Kisérleteink egy egyszerisitett modellt nytijtanak a mechanikai
sebzésre, amelyet komplement MASP-1 aktivacié kisér
(amelyet kiilonboz6 koérokozok és megvaltozott gazdasejtek
valthatnak  ki). Eredményeink emellett szélesitik az
endotélsejtek sebgyogyulasban betoltott szerepérdl szolo
altalanos ismereteket, a résztvevd jelatviteli utvonalak és az
adhézios molekulak indukcidjanak tekintetében.
Megallapitottuk, hogy a MASP-1 képes moddositani az
endotélsejtek azonnali reakcidjat a sebzésre (masodik Ca®'-
mobilizacio, erésebb CREB foszforilacid, génexpresszios
valtozéasok), a gyulladasos fazisban valo részvételiiket (fokozott
VCAM-1 expresszid) ¢és a késobbi proliferacios fazist
(angiogenezis megzavarasa). Eredményeink arra utalnak, hogy
a MASP-1 aktivéalasa a sebgydgyulas kiillonboz6 szakaszaiban
eltérd eredménnyel jar. A gyulladds a normdl sebgydgyulasi
folyamat része, de megsziinése elengedhetetlen, mivel a tartos
gyulladas kronikus, nemgydgyul6 sebek kialakulasdhoz vezet. A
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MASP-1 eldsegiti az endotélsejtek gyulladasi aktivaciojat,
amely a korai szakaszban elény0s lehet, késébb azonban kéros.

Ezen leirt kdlcsonhatasok ravildgitanak a kiilonb6zd aktivalo
faktorok egyiittes hatdsainak vizsgalatanak fontossagara, ¢és az
endotélsejtekre, mint jelintegratorokra, amelyek nagymértékben
részt vesznek szervezetlink védekezd mechanizmusaiban.
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