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2. BEVEZETES

Az immunolégiai folyamatokat feltételezhetdé evolucios eredetiik illetve az
immunvalasz specificitdsa szerint a konnyebb megértés érdekében kiilon agakként
szoktak kezelni. Az evolucid soran korabban kialakult, a korokozokra kevésbé
specifikus, azonban nagyon gyors védelmet biztositd elemeket a velesziiletett/Grokletes
immunrendszernek nevezziik, mig az evollcidsan fiatalabb, nagy specificitassal bird
elemeket a szerzett vagy adaptiv immunrendszerhez soroljak.

A velesziiletett immunrendszer szerepe meghatarozd azokban a felismerd és
eliminal6o folyamatokban, amelyek az immunrendszer specifikussagat szolgald adaptiv
folyamatok beindulasa el6tt zajlanak le. Funkcidja azonban nem pusztan a mikrobak
gyors felismerésére és eliminaciojara Korlatozodik, hanem hozzajarul a specifikus
immunvalasz kialakitasdhoz 1is, biztositva a magasabb rendli szervezetek
immunhomeosztazisat (1-4). Ezért az immunfolyamatok miikédésének megértése
szempontjabol fontos az immunrendszer didaktikailag szétvalasztott két agat egységként
kezelniink, és a folyamatokat annak tiikrében vizsgalnunk, hogy az adott mukddési
egység miként szolgdlja a globalis védekezd rendszert, vagy annak sériilése miként hat
az immunrendszer egészére.

Doktori munkam soran a komplementrendszer lektin Gtjahoz tartoz6 MBL-
asszocialt szerin-protedz 1-nek (MASP-1) az endotélsejtekre gyakorolt hatasaval
foglalkoztam. Az endotélsejt aktivacid kovetkezménye a gyulladasos fenotipus
kialakulasa, és a neutrofli granulocitdk kemotaxisa. A neutrofil granulocitak és a
komplementrendszer a velesziiletett immunitas két igen hatékony antimikrobialis eleme.
Ezért a bevezetOben a velesziiletett immunrendszer szolubilis és sejtes elemei, a
komplementrendszer, és azon beliil részletesebben a lektin ut elemei -koztik a
MASP-1- keriilnek targyaldsra. Ezt kovetden a gyulladas folyamatdt mutatom be, majd
az endotélsejtek élettani funkciodit részletezem, koztiik a gyulladas szabalyzasaban
betoltott szerepiikre részletesebben kitérek. Végiill munkacsoportunk a témahoz

kapcsolodo korabbi eredményeit ismertetem.
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21 A VELESZULETETT IMMUNITAS

A kiilvilagtol fizikai és kémiai gat hatarolja el a szervezetet. Azok a korokozok,
amelyek ezen a gaton keresztiiljutnak, eldszor a velesziiletett immunitas elemeivel
talalkoznak, amelyek allandé alapfoku védelmet biztositanak a behatold mikrobakkal
szemben (5). A korokozok bejutasa esetén nem sziikséges az immunrendszer minden
elemének mozgositdsa, mert ez onmagaban nagy terhet jelentene a szervezet szamadra,
ezért a velesziiletett immunrendszer olyan szabalyozé funkcioval bir, amely eldsegiti az
adott korokozora legjobban adaptalédott immunvalasz kialakitasat (6, 7). Bar a
velesziiletett immunitas specifikussaga elmarad az adaptivétol, a csiravonalban kodolt
védekez6 mechanizmusok hatékonysaga leginkdbb az elemek Gsszehangolt és gyors
aktivaciojaban rejlik (7). Feladatuk a szervezet integritdsa szempontjabol veszélyes
komponensek eltavolitasa, amelyhez nem csak a kintrdl bekeriilé korokozok, hanem a
megvaltozott sajat strukturak is hozzatartoznak (7).

A veszélyes komponensek molekuldris mintdzata nagyban meghatarozza azokat
a lehetséges védekezd mechanizmusokat, amelyek az adott patogén eliminacidjara
jellemzbéen beindulhatnak (8). A veszélyes komponensek felismerését szolibilis és
sejtekhez asszocialt, kisebb specificitasi mintazat felismerd receptorok (pattern
recognition receptors, PRR) végzik, amelyek kiilonboz6, a patogénekre ¢és
veszélyszignalokra leggyakrabban jellemzé makromelekulakat ismernek fel. A
patogén/vesz¢€ly asszocialt molekularis mintazatok (PAMP/DAMP) altalaban
mikrobialis felszinek, példaul lipopeptidek, lipopoliszacharidok, peptidoglikanok,
flagellin, vagy metilalt DNS, viralis ss és ds RNS molekulak, de lehetnek apoptotikus

testek vagy szidlsav szegény felszinek is (8).

2.1.1 A VELESZULETETT IMMUNVALASZ SZOLUBILIS ELEMEI

A velesziiletett immunitas szolubilis elemeihez tartoznak a leginkabb
epitélsejtek altal termelt defenzinek, amelyek membrankarositd hatasuk révén képesek a
korokozok elpusztitasara, illetve eldsegitik az altaluk megjeldlt korokozok fagocitozisat.
A defenzinek az immunrendszer egyik legdsibb, novényekben is megtalalhatd elemei
(9, 10).

A velesziiletett immunrendszer szolubilis elemei ko6zé sorolhatdéak olyan

citokinek is, mint példaul az interleukin-6 (IL-6), az interferon-alfa/béta (IFNo/p), a
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tumor nekrozis faktor-alfa (TNFo) és IL-1B citokinek is, amelyek sokféle sejttipusban
termelddnek, és a szervezet tobb pontjan fejtik ki hatasukat (11). Ezek a, példaként
emlitett citokinek féként a gyulladas soran szabadulnak fel nagy mennyiségben.
Szerepiik van az akut-fazis reakcid, a laz kialakitdsdban, a virusfertézott sejtek
viriontermelésének gatlasdban, a limfocita érés szabalyzasaban ¢€s a tumorsejtek
eliminalasaban (12, 13).

Az akut-fazis reakcio elemei a maj altal termelt pentraxinok, a C-reaktiv protein
(CRP) és a szérum amiloid protein (SAP), amelyek legfontosabb szerepe a baktériumok
és sejttormelékek opszonizacidja (14). Az akut-fazis reakciora részletesebben ,, Az akut-
fazis fehérjék aktivalodasa a gyulladdsos indukcio kévetkeztében” cimii 2.2.1.2.
pontban térek ki.

A velesziiletett immunrendszer fontos szolubilis elemei tovabba a fOleg
Bl-sejtek altal termelt, alacsony affinitdst, polireaktiv természetes antitesteknek,
amelyek fertdzés illetve B-sejt aktivacid nélkiil is alapszinten termelddnek. Feladatuk a
koérokozok  bekeriilése soran az immunitds gyors kialakitdsa a hatékony
antigénprezentacion, a komplementaktivacion és a virusneutralizacion keresztiil (15).

A velesziiletett immunitas legdsibb szolubilis elemei kozé tartoznak a
vérplazmaban és a szovetkozti folyadékban jelenlévd enzim rendszerek. A véralvadasi
kaszkad és a komplementrendszer magasabb rendiiekben kiegésziil a fibrinolizis és a
kininrendszer elemeinek mikodésével. Mind a négy plazmaenzimrendszer aktivacidja
az adott szoveti teriilet gyulladasahoz vezethet (16), ami megfelel6 kdrnyezetet biztosit
az immunrendszer szdmara a patogének eliminacidjahoz. A plazmaenzimrendszerek
koziil a komplement elemei és mitkddésiik a késdbbiekben keriilnek targyalasra, hiszen
a dolgozat f6 targyat képz6 mannoz kotd lektin asszocialt szerin-proteaz-1 (MASP-1) is

ennek a rendszernek a része.

2.1.2 A VELESZULETETT IMMUNITAS SEJTES ELEMEI

A velesziiletett immunitas sejtes elemei membranjukon illetve citoplazmajukban
fejezik ki a patogén felismer6 receptorokat, amelyekhez tartoznak a toll-like receptorok
(TLR), a C-tipusu lektinek (manndz receptor, dectin), scavenger receptorok, nodszeri
receptorok (NLR), N-formil metionin receptorok (NFMR) és a komplement receptorok
(CR1, CR2, CR3, CRA4).
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A monocitdk és a beldliik differencialodé makrofdgok szervezetiink egyik
legnagyobb szamban el6forduld leukocitdi. A monocitdk az infekcid sordn
aktivalodnak, és 6-12 oran beliil a gyulladds helyére vandorolnak. Az aktivalt
monocitadk makrofaggd illetve dendritikus sejtekké differencidlodhatnak a gyulladasos
kornyezetben. A makrofagok legfontosabb immunologiai funkcidja a megjelolt
kompartmentek fagocitozisa, a korokozok elpusztitasa és az antigénprezentacio (17). A
dendritikus sejtek a leghatékonyabb antigén prezentald és T-sejt aktivalo sejtek.

A neutrofil, bazofil és eozinofil granulocitak koziil legnagyobb mennyiségben a
neutrofil granulocitdk jelennek meg a fertdzés helyszinén. Szabadgyok termeld
képességiik illetve fagocitozisuk révén leginkabb a bakteridlis és gomba patogének
elleni védekezésben fontosak, de jelentds szerepiik van az antigénprezentdcid
folyamataban is (18). A neutrofil granulocitak és az endotélsejtek kapcsolatairol
részletesebben ,, Az endotélsejtek szerepe immunfolyamatokban” ciml 2.3.1.5. részben
lesz szo6. A bazofil- és eozinofil granulocitak a tobbsejtli parazitak elleni védelem
legfontosabb immunsejtjei, azonban szerepiiket napjainkban tobbnyire az allergids
megbetegedésekkel hozzak kapcsolatba.

A természetes Olosejtek (NK-sejtek) a virussal fert6zott sejtek, illetve a
tumorsejtek eliminacidjaban fontosak. Aktivaciojuk az MHC I hidnyéanak kovetkeztében
alakul ki, és interferon-gamma (IFNy) hatdsara jelentdsen fokozodik. A Bl-sejtek és
v/ T-sejtek, eltérden a limfocitdk tobbi tipusatol, az orokletes immunrendszerhez
tartoznak, mivel ezen polireaktiv sejtek Onfenntartdé populaciot képezve, eldaktivalt
allapotban, gyorsan reagalnak az antigénekkel.

Az endotélsejteket ugyan nem szoktak szorosan a velesziiletett immunrendszerhez
kapcsolni, mégis anatdmiai helyzetiik, citokin termeld képességiik, PRR expressziojuk,
véraramlast, permeabilitdst, immunsejtek transzmigracidjat és szdmos egyéb
immunologiai folyamatot szabalyzo funkciojuk miatt az immunhomeosztazis nagyon

hatékony és fontos fenntartoi (19).

2.1.3 A KOMPLEMENTRENDSZER

A komplementrendszer szolubilis felismer6 molekulakbol, a hozzajuk

rrrrr

molekulakbol, és a kiilonbozd sejtek felszinén megjelend komplementreceptorokbdl all
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(20), (20). A kivaltdo agens természetétol fiiggden a komplementrendszer aktivacidja
harom kiilonb6z6 utvonalon mehet végbe, a klasszikus, a lektin-indukalt €s az alternativ
utvonalon keresztiil, azonban mindharom ut a rendszer kdzponti molekuldjanak, a C3
fehérjének a limitdlt proteolizis€hez vezet. Az aktivacidban felismerd molekulak és
kaszkadszertien aktivalodo enzim komplexek vesznek részt.

A komplement aktivaci6 a PAMP-ok illetve DAMP-ok felismerésével
kezdédik. A klasszikus ut leginkabb IgG-vel vagy IgM-mel asszocialt
immunkomplexek altal kozvetitve indulhat el (20). Aktivacidja soran a C4 és C2
komplement komponensek hasitdsa és felszinhez kotddése alakitja ki a kdzponti
szerepet jatszo C3-konvertdz enzimet. Az alternativ ut beinduldsdhoz a C3 molekula
autoaktivacioja sziikséges. A felszinhez nem kotédé C3 rovid idén beliil hidrolizal, és
ezaltal 1étrejon a C3(H20), ami a homoldgja az aktiv C3b molekulanak. Ez képes
kotodni a B-faktorhoz és igy kialakul az alternativ Gt C3-konvertaz enzime (20). Ennek
a folyamatnak a komplementaktivacio felerésité folyamataban van fontos szerepe. Az
aktiv C3 a korokozokra vagy sériilt sajat elemekre jellemzd szidlsav szegény
felszinekhez is képes kotddni, ami igy felszinhez kotve is kialakithatja a C3-konvertaz
komplexet. A lektin ut elemeirdl és miikodésérdl részletesebben a kovetkezd fejezetben
lesz szo.

A C3 konvertazok altal hasitott C3 nagyobbik fragmentuma, a C3b szintén
lekotodik a konvertdz mellé, igy egy még nagyobb komplexet alakitva ki; ez a C5
konvertdz. Ezek a kozponti molekulakomplexek, illetve az ehhez kapcsolodo
szabalyozd molekuldk hatarozzédk meg a komplementaktivacid kimenetelét, amelyek a
kovetkezOk lehetnek: 1. A terminalis komplex (TCC vagy mas néven membrane attack
complex, MAC) kialakulasa, amelyben a C5-konvertaz enzim és a C5b-9 komponensek
vesznek részt. Ez utdbbi, a citotoxikus T-sejtek perforinjdhoz hasonld struktirdji
molekulakomplex, ami képes a komplementaktivaciot beindité felszinen a membranba
stillyedni. Ennek eredménye a komplement medialta lizis (20). 2. Az opszonizacio,
amelynek erds fagocitozis indukald hatdsa van. Ebben a folyamatban részt vesznek a C3
molekula degradacios termékei, valamint a CR1/2/3/4 komplementreceptorok. Az
opszonizacidonak fontos szerepe van az antigénprezentacioban €s az immunkomplexek
eltakaritdsdban 1s. 3. A C3a ¢és C5S5a anafilatoxinok felszabaduldsa, amelyek a

komplement aktivacioban kdzponti jelentdségli C3- és C5-konvertaz enzimek miikodése

11
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soran keletkeznek. Az anafilatoxinok nagyon potens kemoattraktansok a granulocitak és
monocitak szdmara.

A komplement aktivacidé kimenetele rendkiviil fontos tényezé a gyulladés
szabalyozasaban. Amig a termindlis komplex ¢s az anafilatoxinok a gyulladés
kialakulasat segitik eld, addig az opszoninok a gyulladas lezarasdban és a tormelékek

eltakaritasaban is részt vesznek.

2.1.3.1 Lektin ut mikodése

A lektin ut a lektin tipusi PRR-airél (lectin pathway pattern recognition
receptors, LPR) kapta a nevét. Az LPR-ek koz¢é tartozik a mann6z-kotd lektin (MBL), a
vese és maj tipusu kollektinek (CL-K1, CL-L1), valamint a fikolinok. A fikolinok
elnevezése sokaig kétféle nomenklaturaval tortént: fikolin-1 (vagy fikolin-M), fikolin-2
(vagy -L) és fikokin-3 (vagy -H). A lektin ut két kiillonb6zé molekularis struktaraja
LPR-ének domén szerkezetét az 1. Abra szemlélteti, amelyek nagyfok homologiat
mutatnak a leglijabban felfedezett CL-K1 és CL-L1 kollektinek szerkezetével is (21),
(22). Az LPR-ek a baktériumok és gombak felszinén jellemzéen el6forduld szénhidrat
struktirdkat ismerik fel. A molekulacsaldd kiillonb6z6 tagjai nem azonos specificitassal

kotik ezeket a szénhidrat mintazatokat.

% Fikolinok
| i | | I | |

_ Kollagénszeri  Sténhidrt gundag . Kobgaswi  Fvinogasori
Cistenguzg  domén régio Citen-guag  domen dmix
g Nk o | N
o - . > — 35K0a|
1. Abra: A komplement lektin iitjanak felismeré molekulai és domén
szerkezetiik.

A felismeré molekuldkkal komplexben keringenek az effektor funkciot biztosito
MBL-asszocialt szerin-protaizok (MASP-1, -2, -3), illetve a feltételezett szabalyozo
szerepet betoltd MBL-asszocialt proteinek (MAp-19, -44) (23-25), amelyeket
egylittesen lektin Ut effektoroknak (lectin pathway effectors, LPE) neveziink.

12
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A komplementrendszer aktivacidért elsddlegesen a MASP-1 és a MASP-2
enzimek felelések (26-28). Az LPR-ek kotddésének kovetkeztében a MASP-1
autoaktivacioja fokozodik, és hasitja a zimogén MASP-2-t, valamint képes a
komplement C2 hasitasara is. Az aktiv MASP-2 felelds a komplement aktivacio stabil
beinditasaért a C4 és C2 aktivalasa révén (28), kialakitva a lektin és a klasszikus ut
kozos C3-konvertaz enzimét.

A LPR-ekhez kapcsolodd MASP-3, MAp19 és MAp44 fehérjék funkcidja nem
tisztazott, szerepiik nem feltétlentil kapcsolddik szorosan a komplement rendszerhez. A
MASP-3 autoaktivaciora nem képes, zimogén formajat a MASP-2-h6z hasonldan a
MASP-1 hasitja (29). Komplementrendszeren kiviili miikodésére utal, hogy mutacidja
Osszefiigg a 3MC-szindroma (Michels-Malpuech-Mingarelli-Carnevale-szindroma)

stlyos fejlodési rendellenséggel jard betegség kialakulasaval (30).

2.1.3.2 A komplement lektin ut elemeinek szoveti megoszlisa és mennyiségi

viszonyai

A MASP-1 élettani szerepének megértéséhez fontos tudni, hogy a LPR-ek
milyen szdvetekben fordulhatnak eld, és mi a ligand specificitdsuk, hiszen ennek
figgvénye az, hogy a MASP-1 aktivaciéo milyen szoveti kornyezetben mehet végbe.
Habar a lektin ut elemeinek zomét a maj termeli, mégis a felismeré molekulak
masodlagos szoveti kifejezodése valtozatos, ami vélhetéen funkcidjukkal fiigg Ossze

(1. T4blazat).
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mMRNS Fehérje Felismert

expresszio lokalizacio ligandum
Plazma, Acetilalt agensek: Komplement-
monocita, monomt_a, GICNA(.:’, GalNAc, Aktivacio,
. 1 o1 granulocita, szialsav
tiido, lép . -,
alveolaris fagocitikus
epithélsejt receptor.
Acetilalt agensek:
p-D-glukan, LPS,
Lipoteikosav, CRP, Komplement-
M3ij Plazma Pentraxin-3, aktivacio,
Fibrinogén, Fibrin, opszonin.
DNS, Elasztin,
Kortikoszteroid
Plazma’, Acetilalt agensek: Komplement-
fe g oan epevezeték, o o o og
Mij, tiido bronchus, Aerococcus viridens aktivacio,
alveolus PSA, Hafniaalvei LPS opszonin.
Kollektin11 Maj, vese, Plazma Fukéz, mannéz, DNs |  <omplement-
placenta aktivacio.
MBL Mij Plazma Mannéz Komplement-
aktivacio.
LPE mRNS. , Feh.er,Je. , Felismert Funkcié
expresszio lokalizacio
. Fikolinok, MBL, MASP-2 és -3
MASP-1 Mij Plazma Kollektin-11 aktivicié.
. Fikolinok, MBL, , Ve
MASP-2 Maj Plazma Kollektin-11 C2 és C4 hasitas.
. Fikolinok, MBL, ‘s
MASP-3 Maj Plazma Kollektin-11 B faktor hasitas.
L Fikolinok, MBL, Feltételezett gatlo
MAP19 Maj Plazma Kollektin-11 funkeid.
Maj, sziv, Fikolinok, MBL, Feltételezett gatlo
MApa4 izom Plazma Kollektin-11 funkcio.

1. Tablazat: A komplement lektin utjanak komponenseli,
kifejezodésiik és funkciojuk.

A fehérjék mennyiségi viszonyai jO tajékozodast nyujthatnak az egyes
komponensek élettani szerepének attekintéséhez, valamint segitséget nyljthatnak a
korfolyamatokban betoltott szerepiikrdl is. A szérum koncentraciok tekintetében a lektin
ut elemeinek Osszmennyisége a legalacsonyabb a harom aktivacios utvonal koziil.

Fehérjéinek 0sszmennyisége nagyjabol az 6tdde a klasszikus ut elemeinek.
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A LPR-gk kozott a fikolin-3 mennyisége dominal a (31). Erdekes, hogy a
legtobb irodalmi adat a szinte legkisebb koncentraciéju MBL-rdl all a rendelkezésiinkre
(2. Tablazat) (22, 31, 32).
mutatja, hogy ennek koncentracioja a legnagyobb a lektin tt elemei koziil, valamint ez
az egyetlen LPE, amely képes a tobbi effektor enzim aktivalasara (2. Tablazat) (31). A
kaszkad beinditasaért felelos MASP-2-r6l van, ami a fent emlitett MBL-lel egyiitt
felveti, hogy a lektin Ut vizsgalatahoz sziikséges metodikai repertoar még messze nem

tokéletes.

LPR Szerkezet Mw Szérum cc. L'?Ra LRP/LPE"
arany

8 db 827 kD L4y 7am | 25%
trimer pg/mL
4 db 420 kD 34 1g1nM | 120%
trimer pg/mL
6 do 612 kD 195 | 50 0m | 475%
trimer pg/mL
Kollektin- | 2-4-6 | 1854%0KD | 4, 125
. (~240 kD 18.6%
L1 dimer . pg/mL nM
atlagos)
Kollektin- 2db 2.1 10.5 o
K1 trimer 200 kD pg/mL nM 15.6%
2.6 db 192-576 kD 116%
MBL . (~400 kD 1 pg/mL | 2.5nM 4.2 %
trimer ,
atlagos)
arany
MASP-1 1 db/Col 186 kD 11 118 50.8%
pg/mL nM
MASP-2 | 1 db/Col 148 kD 05 68nM | 29%
pg/mL
MASP-3 | 1 db/Col 210 kKD 5ug/mL | 48nM | 20.6%
1.7 38.6 0
MAp44 1 db/Col 88 kD ng/mL aM 16.6%
0.4 211 .
MAp19 | 1 db/Col 38 kD womL | o | 91%

# A lektin utvonal receptorainak (LPR) %-os aranya, ahol 100% = X LPR (nmol), a
szerkezetnek megfeleld molaris tomeggel (Mw) szamolva.
b Receptoronként 2 homodimer effektor molekuldval szamolva a LPR és LPE-k aranya,

%-ban kifejezve
¢ A lektin utvonal effektor enzimeinek (LPE) %-os aranya, ahol 100% = X LPE (nmol), a
szerkezetnek megfeleld molaris tomeggel (Mw) szamolva.
2. Tablazat: A komplement lektin utjanak komponensei és mennyiségi
viszonvaik.

A lektin ut feltételezett szabalyoz6 molekuldi, a MAp19 és MAp44 fehérjék

Osszmennyisége jelentds (2. Tablazat) (31), kotédésik a LPR-ekhez ismert, de a

15



DOI:10.14753/SE.2015.1737

szabalyzas pontos mechanizmusa nem tisztazott. Bar a LPR-ek és a hozzajuk assszocialt
fehérjék aranya kozel azonos (2. Tablazat), vita targya az is, hogy egyaltalan a MAP-ok

el6fordulhatnak-e a szérumban disszocialt allapotban (33).

2.1.3.3 A komplement lektin ut elemeivel osszefiiggésben levo korélettani

folyamatok

A mennyiségi viszonyok nem minden esetben tiikrozik hiien az élettani szerepet,
azonban azok a koros folyamatok, amelyek a kiilonbozé faktorok hidnyanak
kovetkeztében alakulnak ki, jobban ravilagithatnak az adott fehérje funkcidjara. Példaul
a komplement rendszerben jelenlegi tudasunk szerint az egyik legfontosabb szerepet
betoltd C3 koncentracidja ~1300 pg/mL (~6840 nM) (34), ami ugyan messze
meghaladja az §sszes tobbi komponens mennyiségét, de a hidnya - bar stlyos, gyakran
visszatérd gennyezd bakterialis fertdzéseket eredményez - mégsem letalis tulajdonsag.

A komplementrendszer szerepét neurodegenerativ (pl. szklerdzis multiplex)
(35), gyulladasos (vaszkulitisz, nefritisz), kardiovaszkularis (iszkémia-reperfuzio) (36),
(37), fert6zéses és autoimmun korképekben (pl. SLE, rheumatoid artritisz, miaszténia
gravisz) (38), (39), valamint graft versus host betegségek vonatkozasaban Ssok
tanulmany igazolja. A lektin uttal kapcsolatos betegségek koziil a legtobb irodalom az
MBL hianyéban kialakulé korképekrdl van, ugyanakkor a tobbi komponens kiilonb6zo
korképekben betoltott szerepérédl meég hidnyosak az ismereteink, holott a
plazmakoncentraciok alapjan ennek az ellenkezdjét varndnak. A kaukazusi populacio
~35%-ban korosan alacsony az MBL szintje, mig 10-15%-a MBL-hianyban (MBL<100
ng/ml) szenved (40). Az alacsony MBL szint az esetek nagy részében észrevétlen, és
tovabbi faktorok egyiittes hatasa sziikséges az MBL-hidnnyal 0Osszefliggd korkép
kifejezodéséhez (41), illetve felmeriilnet a fikolinok kompenzalé hatasa is. Az
MBL-hianyra legjobban jellemz6 korkép a bakterialis fert6zésekre valo hajlam, amelyet
szamos tanulmany leir (42), (43).

Hasonl6 tanulmanyok sziilettek az alacsony fikolin-2 szinttel asszocialt
betegségekrdl is. A tanulméanyok eredményei szerint a legnagyobb kiillonbség azonban
az MBL-hianyban vagy a fikolin-2 hianyban szenvedd betegek kozt az, hogy mely
mikréba fajok okoznak gyakori fertézést a betegben. Ezek alapjan arrdl is képet

kaphatunk, hogy bizonyos LPR-ek, mely fajok ellen biztositanak elsddlegesen

16



DOI:10.14753/SE.2015.1737

védelmet. Mig a fikolin-2 hianya leginkabb Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae 1éguati infkeciokat okoz, az
MBL-hianyra leginkabb a Neisseria meningitides, Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae fert6zések a jellemzéek (44-
46). Bar a fikolin-3 szintje a legmagasabb, keveset tudunk a hianyaban kialakulo
betegségekrdl, azonban Fust és mtsi. kimutattdk, hogy az alacsony fikolin-3
koncentracié Osszefligg a sulyos lefolyasu stroke-kal, és a rovid tuléléssel (47). Az
alacsony fikolin-3 szint emellett kapcsolatban all a szivelégtelenség sulyossagaval és
kimenetelével (48).

Egy korkép azonban nem mindig egyértelmiien vezethetd vissza valamilyen
faktor hidnydra, illetve ha valamilyen faktor hidnyat eddig nem hoztak Gsszefiiggésbe
valamilyen betegséggel, akkor az vagy azt jelenti, hogy a betegség és a faktor kozotti
(akar kozvetett akar kozvetlen) kapcsolatot nem irtdk le, vagy a hidny annyira
jelentéktelen funkcionalis kiilonbséget okoz, hogy az a klinikai vizsgalatokban nem
tikrozodik. Végiil jelentheti azt is, hogy az adott faktor hianya olyan sulyos letalis
kovetkezménnyel jar, hogy a hordozéi nem oOrokithetik a jelleget, tehat populdcios
szinten a jelleg eltlinik. Erre jo példa, hogy a MASP2 gén mutans alléljanak gyakorisaga
meglepéen magas (~3%), viszont homozigota formdja rendkiviil ritka, minddssze
egyetlen betegbdl szarmazé adatok ismertek (49).

Ehhez hasonléoan a MASP-1 és MASP-3 teljes hianyat sem irtdk le, viszont a
MASP1 és a COLEC11 génekben bekovetkezd mutaciok egyforméan az autoszomalis-
recessziv 3MC-szindroma kialakuldsaban jatszanak szerepet, amely jellegzetes facialis
diszmorfizmussal, sulyos testi fejlddési rendellenességekkel, és tanulédsi zavarokkal jar
egylitt (30, 50-53). Ezek az eredmények ramutattak arra, hogy a lektin ut egyes
komponenseinek komplementrendszeren tulmutatdé funkcioi is lehetnek. Az eddigi
tanulmanyok alapjan azt feltételezik, hogy a MASP-3 ¢és a kollektin-11
kemoattraktansként szerepelhetnek az embrionalis fejlodés soran (30), és egyiittes
eléfordulasukért a kozds transzgén szabalyozo elemek lehetnek a feleldsek.

A Kklasszikus- és lektin 0t kdzos szabalyozo eleme a Clr-t, C1s-t, MASP-1-et és
MASP-2-t is gatlo Cl-Inhibitor. A herediter angiotdéma egy Ordkletes, alacsony
Cl-Inhibitor aktivitassal jellemezheté betegség, ami visszatérd, potencialisan

¢letveszélyes 6démas rohamok formajaban nyilvanul meg. A véletlenszerli rohamok

17



DOI:10.14753/SE.2015.1737

hatterében all6 mechanizmusok nem pontosan ismertek, de igazoltan bradikinin
felhalmozodas vezet az 6déma kialakulasahoz (54). Egészségesekben a C1-Inhibitor
mennyisége joval meghaladja azon, komplementrendszerhez tartozd, szerin-proteazok
0sszes mennyiségét, amelyeket ismerten gatol. Ezzel Osszefliggésben érthetd, hogy a
herediter angioddémaban szenvedd betegek korosan alacsony Cl-Inhibitor aktivitasa
csak bizonyos szint alatt vezet el az 6déma kialakuldsdhoz, amikor az ismeretlen kivaltd

ok kovetkeztében feltételezhetden tobb az aktivalddott szerin-proteaz a C1-Inhibitornal.

2.1.3.4 A MASPI1 gén termékei és szerkezetiik

A szekvencia homoldgia alapjan a MASP-ok is a MASP/C1r/Cls-csalad
szerin-proteazai, amelyek konzervalt doménszerkezettel, és ezen belill nagyon
konzervalt His/Ser/Asp katalitikus tridddal rendelkeznek. Az N-terminalis elsé doménje
a C1r/C1s/Uggi/csont morfogenetikus fehérje 1 (CUBL) domén, amelyet az epidermalis
novekedési faktor-szerti (EGF) domén, a CUB2 domén, valamint két komplement
kontroll protein (CCP1 és CCP2) domén kdvet. Ehhez egy kis linker régid kapcsolodik,
melyet a MASP-1 és MASP-3 esetében a C-terminalis szerin-proteaz (SP) domén kovet.
(55).

A MASP1 gén 17 exont kodol. Az elsé 10 exon kodolja a MASP-1 és MASP-3
kozos N-termindlis doménjeit (CUBI1-EGF-CUB2-CCP1-CCP2). Ezt kovetik a
MASP-3-ra specifikus linker és SP domént kodolo, végiil a hat MASP-1 linker és
szerin-proteaz domént kodoldo exonok (55). A kimotripszin-szeri SP domén
N-terminalisa rendelkezik egy aktivacios hurokkal, amit kapocs-régionak is neveznek.
Az egylanct formaban szintetizalt proenzimbdl ugy alakul ki az aktivalt enzim, hogy az
aktivacios hurok €és az SP domén kozott elhasad a polipeptid, és az igy keletkezett két
lanc diszulfid-hiddal kapcsolodik egymashoz (28). A MASP-1 szerkezetét, aktivaciojat

és ismert funkcioit 2. Abra mutatja be.
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A MASP-1 szerkezete A MASP-1 ismert hatasai
e Hisatidin-hurok
| e - l[_;um Sk  — Autoakfivicio
| cus eeF cus copccr ST
s i, S Aqfoakfivici
—— e Komplement aktivacio: MASP-2, C2 hasitas

[ L L

Ll | R Koagulacio akfivacio: fibrinogen, {XIIT hasitas
Se—1 Kininogén rendszer akfivacio: HMVK hasitas
| Ntk ——»  — Kite —|  Endofélsejt aktivici: PAR hasitis

2. Abra: A zimogén és az aktivalt MASP-1 doménszerkezete és ismert funkcioi.

A MAp44 fehérje is a MASP1 gén terméke. A kozds N-terminalis doméneket
(CUB1-EGF-CUB2-CCP1) az els6 8 exonja kodolja, valamint van egy egyedi 17

aminosavbol all6 szekvenciaja, amit egy 9. egyedi exon kodol (56-58).

2.1.3.5 A MASP-1 enzimatikus specifictasa

A MASP-1 egy kimotripszin-szerli  szerin-protedz, amelynek a
komplementrendszer tobbi szerin-protedzatol eltérden, de a trombinhoz hasonldan igen
széles szubsztratspecificitisa van (59).

A kollektinek és fikolinok PAMP/DAMP kétése és konforméciovaltozasa soran
a MASP-1 autoaktivacdja fokozodik (28). E folyamat kulcsfontossagu, hiszen az igy
kialakulo aktiv MASP-1 nagy hatékonysaggal hasitja a MASP-2 proenzimet. Képes a
C2 hasitasara is, bar hatékonysaga kisebb mint a C1s vagy a MASP-2 enzimeknek. (28).
Viszonylagosan nagy koncentraci6ja miatt azonban a lektin ut altal aktivalt C2
kialakulasaért kozel 60%-ban a MASP-1 a felelés. A MASP-1 C3 hasitasaval
kapcsolatosan ellentmondasos publikaciok vannak. Ugyan kimutattak, hogy a MASP-1
specifikusan hasitja a C3-at, de a hatékonysaga csupan 0,1% volt az alternativ utvonal
C3-konvertazahoz viszonyitva (60). Fontos szabalyzé mechanizmus, hogy a MASP-1
nem képes aktivalni a C4 fehérjét, mig a MASP-2 igen, tehat a lektin Ut aktivacidja
soran keletkez6 C3-konvertaz kialakulasahoz elengedhetetlen a MASP-2 MASP-1 éltali
aktivacidja. A koncentracid viszonyokbdl az is kitiinik, hogy egy veszélyes molekula
felismerése egy adott LPR altal nem feltétleniil vezet el a C3-konvertaz kialakulasahoz,

amennyiben a MASP-2 preferencialisan valamely mas LPR-hez kot6dik.
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Ismereteink szerint a MASP-1 az egyik olyan enzim, amely képes a plazma
enzimrendszerei kozotti keresztaktivacidora. Képes hasitani a fibrinogént, a XIII-as
faktort és a nagy molekulasulyu kininogént (HMWK) (61). Ezek a tulajdonsagai és az
enzim mikodés gatlasa bizonyos trombin gatlokkal (pl. anti-trombin I11-mal heparin
jelenlétében) ravilagit a MASP-1 trombin jellegére (60, 62). Abban viszont eltér a
trombin karakterétél, hogy Cl-Inhibitorral teljes mértékben gatolhatd, hirudinnal
azonban egyaltalan nem (60, 62).

Munkacsoportunk leirta, hogy a MASP-1 trombinhoz hasonlé tulajdonsagai
koz¢é sorolhatd a protedz aktivalta receptorokon (PAR) keresztiil kifejtett sejtaktivalo
hatasa is (63) Err6l részletesebben ,,4A protedz aktivilta receptorok (PAR) szerepe az

endotélsejtek gyulladdsos aktivaciojaban” cimii 2.3.2. részben lesz sz0.
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22 A GYULLADAS FOLYAMATA

A gyulladas egy olyan nem specifikus vélaszreakcid, amely szdveti karosodas,
fertézések soran alakul ki a korokozok elpusztitdsa, valamint a szoveti karosodas

helyreallitasa érdekében (3. Abra).

Gyulladast kivalté tényezék
(mikrobialis makromolekulak)

aklivacio akdivicio
Komplement *E Makrofagok
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3. Abra: A gyulladas kezdeti folyamatanak sematikus rajza

A nagyobb kiterjedésti illetve szisztémas gyulladas folyamatat akut-fazis reakcio
illetve laz kiséri. Mivel a gyulladds egy védekezd reakcid, gyorsan alakul ki, és
altalaban karos kovetkezmények nélkiil nyomtalanul sziinik meg. Ilyenkor beszélhetiink
akut gyulladasrél, azonban el6fordulhat, hogy a hosszantart6 gyulladasos indukcio
kovetkeztében, - amelynek egyik oka lehet az endotélsejtek funkciézavara, - patologias
kovetkezményekkel jard kronikus gyulladas alakul ki. A gyulladés klasszikus tiinetei a
pir (rubor), duzzadas (tumor), melegség (calor), fajdalom (dolor) és a funkcio
karosodasa (functio laesa). Ez a tilinetegyiittes a gyulladas soran kialakulo
megnovekedett kapillaris permeabilitdsnak, az értagulatnak, és a fehérvérsejtek

helyszinre véandorldsdnak kovetkezménye. A permeabilitds novekedésével né az
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extracellularis térben a folyadéktérfogat, ezaltal a szovet megduzzad, és 6déma alakul
ki. A kapillarisok atjarhatésaganak fokozodasaval, és az értagulat kovetkeztében
kialakuld csokkent véraramlassal az immunsejtek konnyebben jutnak az intravazalisbol

az extravazalis térbe.

2.2.1 AZ AKUT GYULLADAS KIALAKULASANAK FOLYAMATA

A gyulladas folyamata szigora értelemben véve végbemehet az adaptiv
immunrendszer bekapcsoldsa nélkiil is, azonban 4altaldban a gyulladds helyén
felszabaduld citokinek aktivaljak a specifikus immunrendszer sejtjeit is, és ezzel a
gyulladas folyamata 6sszekapcsolodik az adaptiv immunfolyamatokkal (64).

Az akut gyulladds egy gyors valasz a fertéz6 mikrobdkra vagy a szdveti
sériillésre, ami lokalisan odavonzza és aktivalja a neutrofileket (65). Az gyulladas
kivaltasaban citokinek, az akut-fazis reakcidé elemei, a komplementrendszer, lipid
mediatorok, enzimek és szabadgyokok vesznek részt.

A specializalt effektor sejtek gyakran sikeresen eliminaljak a gyulladast keltd
stimulust, igy az allapot helyredllitdsa soran normal szoveti szerkezet, vagy hegesedés
jon létre. Ha a stimulus nem eliminéalodik, akkor a gyulladds fennmarad, kronikussa

valik, ami mindenképpen karos hatdsu a szervezetre nézve.

2.2.1.1 Citokinek szerepe a helyi gyulladas kialakuldsaban

A gyulladas soran felszabadul6 citokinek, példaul az IL-18, IL-6, IL-8, monocita
kemoattraktans protein-1 (MCP-1) és TNFo minden klasszikus tiinet kivaltasaban
fontosak (66). Hatasuk kovetkeztében fokozott mértékben fejezédnek ki az adhézios
molekuldk az endotélsejtek és fehérvérsejtek felszinén, ami az egyik eldfeltétele a
migracio folyamatanak (lasd a 2.3.1.5. ,, Az endotélsejtek szerepe immunfolyamatokban”
a bekdvetkezd véralvadasért is, aminek eredményeként a gyulladds nem tud tovabb
terjedni az érhaldzatban (67). A megfelelé immunsejtek megjelenését a gyulladasos
sejtgylilemben a citokinekhez tartoz6 kemokinek szabdlyozzak. Példaul az IL-8 a
neutrofil-granulocitakat, az MCP-1 és a makrofag kolonia stimulalé faktor (M-CSF) a
monocitakat, a RANTES (mas néven CCL5) az effektor T-sejteket, mig az Eotaxin-3 az

eozinofil granulocitdkat vonzzak a gyulladas helyszinére. Ezeket a citokineket a
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gyulladéds kialakulasa soran az endotélsejtek is termelik, hozzajarulva a gyulladas
lokalizacigjahoz. A citokinek fontos hatasa - az adhézios molekula expresszio fokozasa
¢s a kemotaxis kivaltasa mellett - az immunsejtek funkcidjanak aktivalasa is. Példaul
gyulladasos citokinek hatasadra fokozodik a neutrofil granulocitak fagocitozisa és
granulum szekrécidja. A szekrécio soran hidrolitikus enzimek, és szamos, a gyulladas
soran fellépd reaktiv oxigéngyok termelddésében és eliminacidjaban szerepet jatszod

enzim keriil a gyulladasos teriiletre (68).

2.2.1.2 Az akut-fazis fehérjék aktivalodasa a gyulladasos indukcié

kovetkeztében

A felszabadult citokinek nem csak parakrin/autokrin moédon hatnak a
kornyezetiikben 1€vd sejtekre, hanem a felszabadulés helyétdl joval tavolabb, endokrin
moddon is jelentds bioldgiai hatdst valtanak ki. A TNFa és az IL-1 erds lazkeltd
citokinek. Jol ismert, hogy az IL-6 szintén rendelkezik lazkeltd (endogén pirogén)
hatassal, ami dnmagaban fontos a koérokozok elleni védekezésben, azonban az IL-6 a
majsejtekre hatva képes beinditani az akut-fazis reakciot is (3. Abra) (69). Ennek soran
a maj fehérjeszintézise atprogramozodik, a gyulladashoz és annak felszamolasahoz
sziikséges fehérjek termelddése megnd, mig mas fehérjék (pl. szérum albumin)
expresszidja lecsokken. A legnagyobb mértékben a C-reaktiv protein (CRP) és a szérum
amiloid protein (SAP) szintézise né meg, ezek a pentraxinok a baktériumok
membranjan megtalalhatod foszforilkolinhoz és galaktozid szarmazékokhoz kotddnek, €s
ezaltal opszonizaljak a korokozokat, ami a komplement klasszikus utjanak aktivacidjan
keresztiil a baktérium liziséhez illetve fagocitozisahoz vezet. Ezen kiviil a CRP-nek
fontos szerepe van az egyeb sejttormelékek megjeldlésében, €és a neutrofil granulocitak
aktivaciojan keresztiil a sejttormelék fagocitalasaban is (70). Fontos megjegyezni, hogy

a komplement fehérjék jelentds része szintén az akut-fazis fehérjékhez tartozik.

2.2.1.3 Lipidmediatorok, enzimek és szabadgyokok szerepe a gyulladasban

A membranfoszfolipidek bomlasakor szamos lipidmediator keriill a sejtek
kornyezetébe, és kozvetlen modon hatva a sejtekre kemotaktikus, értagitdo és
permeabilitast fokozo, illetve simaizom Osszehuz6 hatasuk lehet. A leukotriének

kemotaktikus hatastiak, és simaizom kontrakcidt valtanak ki. A prosztaglandinok
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fokozzak az erek ateresztOképességét, értagulatot valtanak ki, valamint a
neturofil-granulocitak kemotaxisat fokozzak (71). A vérlemezke-aktivalo faktor (PAF) a
vérlemezkék aktivacidja mellett eléidézi a neutrofilek és eozinofil-granulocitak
aktivalodasat, valamint az eozinofilekre kemotaktikus hatasuk is van. Ugyanakkor a
szintén ide tartozo prosztaciklin (PGIy) gyulladasgatlo, antiadhézids, és antitrombotikus
miikodésével ellenstlyozza a tobbi lipidmediator proinflammatorikus hatasat (72). A
gyulladas szabalyozasaban sokféle enzim is részt vesz. Ezek koziil kiemelkednek a
matrix atalakitasaban szerepet jatszd protedzok, hidrolazok, glikozidazok, illetve a
szabadgyok termelés és lebontas enzimei (nitrogén-oxid szintazok, a NADPH-
oxidazok, szuperoxid-diszmutaz stb.). A reaktiv szabadgyokok (pl. peroxidok,
szuperoxidok, nitrogen-oxid, peroxi-nitrit) sejtfal, sejtmembran és DNS karosito
hatasuk révén onmagukban is antibakteridlis hatistak, de az altaluk 1étrejovd oxidalt
termékek fokozzdk a gyulladdsos valaszt. A szoveti karosodds soran felszabaduld
hisztamin és kinineknek érpermeabilitds fokozo hatdsukkal jarulnak hozza a gyulladas
kialakulasdhoz. Emellett a bradikinin az idegsejtekre hatva felelés a gyulladas sordn

fellépo fajdalomérzet 1étrejottéért is (73).

2.2.1.4 A kronikus illetve szabalyozatlan gyulladas kialakulasa

Rezisztens mikrobadk, vagy autoantigének okozta elhuzodd stimulaciokor
kronikus gyulladas 1ép fel. Az infiltralodd leukocitdk oOsszetétele megvaltozik, a
jelenlévé aktivalt immunsejtek immar nem csak a gyulladast kivaltd struktardkat,
hanem az ép szOveti kornyezetet is karositjak (74). A gyulladas egyik szélsOséges
megnyilvanulasa a szepszis, amely soran a korfolyamat nem korlatozodik egy adott
anatomiai teriiletre, hanem a gyulladas szabalyzasanak teljes felborulasaval
szisztémasan alakul ki, és gyakran tobbszervi elégtelenségbe illetve szeptikus sokkba
torkollik. A szepszis pontos patofizioldgidja még nem ismert, azonban az endotélsejtek
miikodészavara (ezen beliil a permeabilitds novekedése), €s a plazmaenzim rendszerek

tulmikodése nyilvanvald és fontos részjelenségei a folyamatnak (75).
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23 AZENDOTELSEJTEK

Az endotélsejtek barriert képeznek a vér és a szovetek kozott, valamint szamos
fiziologias és patologias folyamat szabalyozasaban részt vesznek. Az erek falat borito
endotélium a testtomegiink koriilbeliil 1%-at alkotja, dsszfeliiletét 100-350 m? koriilire
becsiilik (76). Az endotélsejtek atlagos életideje koriilbeliil 1 évre tehetd. Az
endotélsejtek a legtobb szovetben egyrétegli laphamot képeznek, amelynek vastagsaga
0,5-2 um kozott van. Az endotélsejtek meglehetdsen diverz sejtpopuléaciot alkotnak,
mert nem csak az artériak, kapillarisok, vénak ¢és nyirokerek endotéliumaban

viselkednek masként, hanem az egyes szervek hasonl6 ereiben is (76).

Szelektiv barrier

Vaszkuldris tonus szabalyozdsa

Hemosztazis szabdlyozdsa

Endotélsejtek altal

Erszervezédés

szabalyozott
folyamatok

Szérumfehérjék metabolizmusa

Immunoldgiai folyamatok:
-Homing irdnyitas

-Antigén bemutatdsa
-Komplement reguldcio
-Immunkomplexek eltakaritdsa
-Gyulladds szabalyozasa

4. Abra: Az endotélsejtek élettani szerepe

2.3.1 AZENDOTELSEJTEK FUNKCIOI

Funkciojukat tekintve igen sokoldaluak, szabalyozzdk az érfal tonusat, biztositjak a
vérben oldott tapanyagok felvételét a szovetek szamara; antikoaguléns,

tromborezisztens felszint képeznek, szamos vazoaktiv hormont aktivalnak/inaktivalnak,

crer

szovetekbe (4. Abra).

2.3.1.1 Az endotélsejtek szerepe a szelektiv barrier képzésben

A vér és a szovetek kozott kialakuld szelektiv barrier kialakitasaban az

25



DOI:10.14753/SE.2015.1737

endotélium folytonos, egyrétegli laphdm szerkezete meghataroz6. Ezen barrier
létrehozasdban tobb adhézids molekula részt vesz, amelyek szerepet jatszanak a
vaszkularis permeabilitds szabalyozdsaban. Az endotélen keresztiili transzport
megvalosulhat a sejtek kozotti réseken keresztiil paracellularisan, illetve sejten keresztiil
transzcellularisan, bizonyos szelektiv csatorna vagy kaveola medialt transzoprt

mechanizmusok révén. Ezek mértéke az adott szoveti teriilet endotélsejt tipusatol fiigg.

2.3.1.2 Az endotélsejtek szerepe a vaszkularis tonus szabalyozasaban

A vaszkularis tonus szabdlyozasdban szamos, az endotélsejtek altal termelt
mediator vesz részt, igy példaul a vazodilatatorok koziil a nitrogén-oxid (NO) és a
prosztaciklin (PGl,) (77), a vazokonstriktorok koziil az endotelin-1 (ET-1) és a
tromboxan (TxAjy) biztositjak az endotélium alatt fekvé simaizomsejtek tonusat (78). A
megfeleld értonus  kialakitasdban mind a  vazokonstriktoroknak, mind a
vazodilatatoroknak (illetve azok egyensulyanak) alapvetd szerepe van, normal
koriilmények kozott a vazodilatatorok hatdsa dominal a vazokonstriktorok felett (77-
79). Egyes faktorok — példaul a vérnyomas, a nyiroerd valtozas, hormonok és citokinek
— az endotélsejtek kozvetitésével latjak el az értdonust szabalyoz6 funkcidjukat. Példaul
nyirdéeré emelkedés kovetkeztében az endotélsejtek reorientadlédnak, az aramlas

iranyaba megnyulnak, és vazorelaxacios mediatorokat szabaditanak fel (77).

2.3.1.3 Az endotélsejtek szerepe a hemosztazisban

A hemosztazis szempontjabol az endotélsejtek altal termelt faktorok két
csoportba oszthatok: véralvadasgatld (antikoagulans és antitrombotikus) valamint
véralvadast fokozd (prokoagulans és protrombotikus) mediatorokra, amelyek
sejtfelszinhez kotve és szolubilis allapotban lehetnek jelen. Az véralvadasgatld faktorok

feladata, hogy megakadalyozzak a vérlemezkék egymashoz, illetve endotélsejtekhez

crer
crcr

crcr

NO-nak és a PGIp-nek van (72, 81). A sejtek felszinén kifejez6d6 trombomodulin a
trombin megkotésével, és a protein-C aktivalasaval antitrombotikus allapotban tartja az
endotélsejteket. Az endotélsejtek szoveti plazminogén aktivatort (tPA) termelve

beindithatjak, mig plazminogén aktivator inhibitort (PAI) termelve gatolhatjak a
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fibrinolitikus rendszert (81). A véralvadasi kaszkad beinditasaban a szoveti faktor (TF)
¢és a von Willebrand faktor (vVWF) jatszik szerepet. A vVWF kizardlag endotélsejtekben
¢s megakariocitadkban termelddik, és a Weibel-Palade testekben raktarozodik. Onnan
aktivacio (pl. sériilés, hipoxia, oxLDL) hatasara kiiiriil, kitapad a sériilt érszakaszhoz,
ahol stabilizalja a véralvadasi VIlI-as faktort, igy aktivalja a véralvadasi kaszkadot (81).
Altalaban a vWF-ral egyiitt keriil a sejtfelszinre a P-szelektin is, amely az endotélsejtek

crer

2.3.1.4 Az endotélsejtek az érszervezodés folyamataban

Az endotélsejtek fontos szerepet toltenek be az érszervezddés folyamataban is,
adhézios molekulaik, valamint pro- és anti-angiogenetikus faktorok termelése révén. A
sejt adhézionak igen fontos szerepe van a haromdimenzids struktarak, igy az egészséges
szovetek kialakuldsdban ¢és fenntartasaban. Az adhézidés molekuldk transzmembran
glikoproteinek, amelyekhez intracellularisan kapcsold molekuldkon keresztiil
citoszkeletalis elemek rogziilnek. Az endotél-endotél sejtkapcsolatot a klaudin, a
junkcioés adhézios molekula (JAM), a CD99, a nektin fehérjék alkotta zonula occludens,
a VE-kadherin alkotta zonula adherens, ¢s a PECAM-1 biztositja (83, 84). A
VE-kadherin citoplazmatikusan kateninhez koétddve kapcsolatot Iétesit az aktin
filamentumokkal, valamint intracellularis jelatvivé molekulakkal, igy stabilizalja a
sejtek kozotti kapcsolatot, és 1étrehozza az egysejtréteget biztositdo kontaktgatlast (85).
Az extracellularis matrixhoz az endotélsejtek heterodimer integrinekkel kapcsolodnak,
aminek hatdsara tobb jelatviteli molekula is aktivalodik, ez biztositja az endotélsejtek
adhézio-fiiggd talélését. Ilyenek példaul az alfl, az a5B1 és az ab6Bl integrinek,
amelyek sorrendben leginkabb a kollagénhez, a fibronektinhez és vitronektinhez, illetve
a lamininhez biztositjak a kotodeést.

Az angiogenezis (pl. embrionalis fejlédéskor) szigortian szabélyozott folyamat
térben és idoben egyarant. Angiogenetikus faktorok - példaul fibroblaszt novekedési
faktor (FGF) és vaszkularis endotél novekedési faktor (VEGF) - hatasara az endotél
sejtek protedzokat ¢és plazminogén aktivatorokat termelve atjuthatnak az alaphartyan,
migraciés €s proliferacios kapacitasuk révén 0j ér kialakitasara képesek (86). Mas

faktorok is részt vesznek az érszervezddésben, példaul az angiopoietinek és az ephrinek.
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Patologias koriilmények kozott (pl. tumor progresszid) a szigori szabalyozés

megbomlik, az érképz6dés a szervezet szempontjabol kontrollalatlanna valik (85).

2.3.1.5 Az endotélsejtek szerepe immunfolyamatokban

Az endotélsejtek fontos szerepet jatszanak a szérumfehérjék, immunkomplexek
eltakaritasaban és katabolizmusaban. Az antigén/ellen-anyag/komplement komplexek
leginkabb az Fc receptorokon ¢és komplement receptorokon keresztiil iiriilnek ki a
vérplazméabol. Ezeket a receptorokat csak a maj szinuszoid- illetve a gyulladasi uton
aktivalt endotélium fejezi ki, am ennek nagyon fontos szerepe van, hiszen a felesleges
immunkomplexek jelentds részét a maj szinuszoidok endotélsejtjei tavolitjadk el a
keringésbdl, a Kupfer-sejtek segitségével (87). Az immunkomplexek felvételételével és
feldolgozasaval az MHCII expresszidjan keresztiil jelentds az antigénprezentalod
kapacitasuk is. Az endotélsejteknek fontos szerepe van tovabba a szabad IgG
megoOrzésében is, ez ugyanis az endotélsejtek altal kifejez6dé neonatdls FcRn
receptorhoz kotddve elkeriili a lizoszomalis degradaciot, és visszajut a keringésbe.
Ezéiltal az IgG féléletideje megnd, hozzdjarulva az immunolégiai memoria
meghosszabbitasahoz (88). Emellett ugyan ez a receptor felelés a szérum albumin
megOrzéséért is, ami lassitja az albumin degradacidjat, csokkentve a maj albumin

szintézisre forditott energiajat.
Komplement regulacio

Mivel az endotélsejtek kozvetleniil ki vannak téve a komplementaktivacios
termékek hatdsainak, ezért igen nagy mennyiségben fejeznek ki felsziniikon
komplement regulalé fehérjéket. Ilyen gatld fehérje a homolog restrikcids faktor (HRF,
CD39), a lebomlast gyorsito faktor (DAF, CD55) €s a membran kofaktor protein (MCP,
CD46). Kiilonbozd, gyulladast kivaltdé molekuldk hatdsdra e szabalyozo fehérjék
expresszidja megnovekedik, igy a gyulladds kornyezetében [évd endotélsejtek

fokozottan ellenallnak a komplementrendszer sejtkarositd hatasanak (89).
A transzmigracio (homing) szabalyzasa

A sejtadhézio egyik nevezetes megnyilvanulasi formaja a leukocitak atjutasa az
endotélsejt rétegen. Elsé 1épése a gordiilés, mely eldszor szelektineken (P- E- L-

szelektin) keresztiil jon 1étre (90). Az L-szelektin a leukocitakon expresszalodik, mig az
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E- és a P-szelektin az endotéleken jelenik meg proinflammatorikus illetve
protrombotikus stimulus hatasara. A P-szelektin az endotélek Weibel-Palade
testecskéiben és a vérlemezkék alfa-granulumaiban preformaltan van jelen, és onnan
mobilizalodik (91), mig az E-szelektin de novo szintetizalodik. A szelektinek
cukormotivumokat ismernek fel, ezek kozott a legismertebb a szialil-Lewis X (sLe-x) és
ennek szulfatalt formai, amelyek kiilonb6z6 fehérjéken (pl. PSGL-1, CD43) jelennek
meg (92). A szelektinek altal lelassitott leukocitdk és az endotélsejtek kozott egy
erosebb adhézid alakul ki, amit a fehérvérsejtek LFA-1 és VLA-4 integrinjei, ¢és az
endotélsejtek ICAM-1/2, VCAM-1 molekulai kozvetitenek (90). Végil a
transzmigracios 1épés kovetkezik a CD99 és PECAM-1 homotipikus adhézids
molekulak segitségével (93). A transzmigraciokor az endotélsejtek kozotti kapcsolat
részlegesen felbomlik, a leukocitdk és az endotélium szoros kapcsolatban maradnak, és
utana az endotélsejtek kozotti rések bezarodnak anélkiil, hogy az egysejtréteg sériilne,
vagy a permeabilitds jelentésen megvaltozna. A leukocitak atjutasaban fontos szerepiik
van az endotélsejtek felszinéhez kotott — nem szolubilis — kemokineknek (pl. 1L-8),
amelyek a kemotaxison kivill az adhézidban is részt vesznek (5. Abra) (94). A
leukocitak alternativ uton, transzcellularisan is at tudnak jutni az endotéliumon, anélkiil,
hogy megzavarndk az interendotelialis kapcsolatokat. Ilyen lehetséges példaul a vér-agy

gat, vagy a HEV teriiletén (95).
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5. Abra: A helyi gyulladas folyamatanak vazlatos rajza

Endotélsejtek a gyulladas szabalyzasaban

Az endotélsejteknek anti- és proinflammatorikus medidtorok termelésén

keresztiil szabalyozzak a gyullad4s folyamatat. Az endotélsejtek mikrobidlis hatasokra
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(pl. LPS, fMLP) ¢és gyulladast kivaltd citokinekre — mint példaul az IL-1p, TNFa —
érzékenyen reagalnak. Az endotélsejtek kozotti junkcionalis kapcsolatok meglazulnak, a
sejtek kontrahalnak, ezaltal megnd a permeabilitdsuk. Megvaltozik az adhézios
molekuldk expresszidos mintdzata, ami lehetové teszi a leukocitak sériilés, illetve
fert6zés helyére torténd vandorlasat (96). Tovabba az endotélsejtek is képesek
proinflammatorikus citokinek és kemokinek termelésére (pl. MCP-1, IL-6, IL-8,
M-CSF, RANTES, Eotaxin-3), igy elOsegitve a tovabbi gyulladasos folyamat
fenntartasat (97). Ezen feliil szabalyzé szerepiikre utal, hogy antiinflammatorikus
citokinek, mint példaul IL-1 receptor antagonista (IL-1Ra), és egyéb gyulladasgatlo
mediatorok, példaul a prosztaciklin (PGIy) és NO termelésére is képesek (77).

Nem csak a gyulladdsos citokinekre ¢és  kiillonb6zé  mikrobidlis
makromolekuldkra reagilnak érzékenyen, hanem a komplement rendszer aktivacidja
soran keletkez6 anafilatoxinok is ki tudjak alakitani a gyulladasos fenotipust (98). Ezen
feliil munkacsoportunk leirta, hogy a lektin 0t kulcsenzime, a MASP-1 is képes az
endotélsejtek kalcium mobilizacidjanak kivaltasara, amely feltételezhetéen szintén a

gyulladasos fenotipus kialakuldsa iranyaba aktivalja az endotélsejteket (63).

2.3.2 APROTEAZ AKTIVALTA RECEPTOROK (PAR) SZEREPE AZ ENDOTELSEJTEK

GYULLADASOS AKTIVACIOJABAN

A proteaz aktivalta receptorok G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR), amelyek
extracellularis N-termindlis végei szubsztratok bizonyos szerin-protedzok szamara. A
specifikus hasitds kovetkeztében egy 1) N-termindlis keletkezik a protedz aktivalta
receptoron. Az igy keletkezett ugy nevezett ,kipanyvéazott” (tethered) ligand végiil
aktivalja a receptort, és az ezt kovetd konformécid valtozas a heterotrimer G fehérjék
kozvetitésével elinditja az intracellularis szignalizacios folyamatot (99). Emberben
eddig 4 PAR-t mutattak ki, melyek mindegyike kifejezodik endotélsejteken. Az
expresszid mértéke kiilonbozo. Legnagyobb mennyiségben a PAR-2 van jelen, ezt
koveti a PAR-1 a PAR-3 és a PAR-4 mennyisége. A PAR-1, PAR-3 és PAR-4 trombin
receptorok, mig a PAR-2 leginkabb a tripszinnel aktivalhat6 (100-102).

PAR-4-et még a trombinon kiviil a tripszin és a neutrofilekbdl szarmazo
katepszin-G tudja aktivalni (103). A MASP-1 kiilonb6z6 hatékonysaggal képes a
PAR-2 és a PAR-4 hasitasara (99). Ennek kovetkeztében johet létre a Ca**-mobilizacio,
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a p38-mitogén asszocialt protein kindz (p38-MAPK) aktivacid, és a nuklearis faktor x-B
(NFxB) sejtmagi transzlokacioja az endotélsejtekben (99). Ezek a jelatviteli Gtvonalak
fontosak az endotélsejtek citokintermelésének beinditasaban, az adhézidos molekulak
sejtfelszini  expresszidjaban, valamint hatdssal lehetnek az endotélsejtek altal
szabalyozott permeabilitas megvaltozasara is (104).

A citokintermelés ¢és adhézidos molekula expresszi6 folyamatdban azonban
szamos egy¢b utvonal is aktivalddhat. Ismert ugyanis, hogy a citokintermelés nem csak
de novo fehérjeszintézis eredményeként jelenhet meg (105), hanem aktiv vezikula
szekrécio kovetkeztében is kialakulhat. Ebben a folyamatban akar a sejtalak
megvaltozasaval egyidejilleg aktiv citoszkeletalis twjrarendez6dés is megvalosulhat,
amelyben a fent emlitett jelatviteli elemeken kiviil egyéb faktorok is részt vehetnek.
Ilyen elem példaul a szintén a MAPK csaladba tartozé c-Jun N-terminalis kindz (JNK)
is, amelynek nem csak az apoptozis gatlasaban van fontos szerepe, hanem ismert, hogy
trombin aktivacio kovetkeztében, G-fehérjéken keresztiil képes a vezikula szekrécid
szabalyazasban is részt venni (106).

A G-fehérje kapesolt receptorok egyik jellemzé jelatviteli utvonala, a Ca*
aktivacio mellett, cAMP keletkezéséhez, és a cAMP responding element-bindin protein
(CREB) aktivaciojahoz vezet (107). A CREB transzkripcids faktor is részt vesz
bizonyos citokinek termelddésének beinditasaban, illetve szerepet jatszik a szdveti
differenciaci6 folyamataban is (108, 109). A CREB koétohely a promoter régidoban
sokszor egyiitt jelenik meg mas transzkripcids faktor kotdhelyekkel, mint példaul az
NFkB, vagy az aktivator protein-1 (AP-1) kot6helyével (109).

Az endotélsejtek sajatos anatomiai lokalizacidjuk ¢€s sokrétli funkcionalis
kapacitasuk miatt fontos elemei lehetnek a kiilonb6z6 mikrobak altal indukalt
immunvalasz szabalyzasanak, melyek koziil a dolgozatom téméja a MASP-1 altal

kivaltott endotélsejt aktivacio.
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3. CELKITUZESEK

A Dbevezetésben leirtak alapjan ismert, hogy a MASP-1-nek nem csak a
komplement rendszer, €s egyéb immunologiai szempontbdl is jelentds enzimkaszkadok
beinditasdban van szerepe, hanem fontos lehet az endotélsejt aktivald hatasa is.

Ugyan a MASP-1 mennyisége jelentds a szervezetben (2. tablazat),
mindezidaig nem allt rendelkezésre olyan modszer, amellyel az endotélsejt aktivald
hatds tovabbi vizsgdlatdhoz elegendé mennyiségben lehetett a tisztitott fehérjéhez
hozzajutni. Korabbi munkéank sordn olyan rekombinans fehérjével dolgoztunk, amely
nem tartalmazta a teljes fehérjét, hanem csak a feltételezett aktivitasért felelds
doméneket.

Ezért a kovetkezo kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:

o Egy kordbban hasznalt preparativ eljards modositasaval javithaté-e a szérum
MASP-1 tisztitds hatékonysaga ahhoz, hogy elegendé mennyiségli és mindségii
fehérje alljon rendelkezésre az in vitro vizsgalatokhoz?

e Vajon a preparalas soran kapott MBL-MASP komplexek (azaz a MASP-1,,
MASP-2, MASP-3, MAp44 és MAp19 MBL-lel alkotott komplexei) képesek-e
aktivalni az endotélsejtek kalcium vélaszat, és ha igen, milyen tényezoktdl fiigg
a Ca’" aktivacio?

Tovéabbi munkam a MASP-1 endotélsejt aktivalo hatasadnak részletes vizsgalatara, és az
endotél aktivacio kovetkeztében kialakulo feltételezett élettani folyamatok feltarasara
iranyult. Minthogy a komplement aktivacio leginkdbb patogének hatdsara torténik az
endotélsejtek kornyezetében, hipotézisiink szerint a MASP-1 altal kivaltott endotélsejt
aktivacio hathat az immunologia folyamatokra is.

Ezek alapjan az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

e A MASP-1 melyik jelatviteli utvonalak aktivaciojat valtja ki, és ezek az
utvonalak hogyan vesznek részt az endotélsejtek citokintermelésében?

e Miben hasonlit vagy tér el a MASP-1 és mas ismert endotélsejt aktivatorok altal
kivaltott gyulladasos valasz mintazata?

o Képes-e a MASP-1 az endotélsejteken keresztiil hatni a neutrofil granulocitak

crer
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4. MODSZEREK

A doktori értekezés eredményei tobb munkacsoport kézremiikodésével jottek
1étre, ezért célszerlinek tartom szétvalasztani a sajat, illetve a kollaboracids partnerek
altal elvégzett munkakat.

A rekombinans fehérjék eldallitasat (rMASP-1, -2, -3, rMASP-1 N-terminalis, €s
MASP-2 N-terminalis) Gal Péter munkacsoportjdban Megyeri Marton végezte a
Magyar Tudomanyos Akadémia Enzimoldgiai Intézetében. Szintén Megyeri Marton
végezte a szérum MBL-MASP kompelxek prepardlasat huméan vérszérumbol Stefan
Thiel munkacsoportjaban (Biomedicina Intézet, Aarhus University, Dania). A
kvantitativ. PCR mérésekhez a primer tervezést én végeztem, a mérés Doleschall
Zoltannal tortént az Orszagos Onkologiai Intézetben. A neutrofil granulocitdk ROS
termelését Timar I. Csaba mérte Ligeti Erzsébet munkacsoportjdban, mig a neutrofil
sejtek kemotaxis mérését Futosi Krisztinaval egyiitt végeztik Mocsai Attila
munkacsoportjaban a Semmelweis Egyetem Elettani Intézetében.

A mérések megszervezésén és az adatok statisztikai elemzésén kiviil a doktori
értekezésben leirt, nem a fenti kollaboraciokhoz kotheté minden egyéb munkat
(sejttenyésztés, immunfluorescens mikroszkopos mérések, Western-blot, ELISA, sejtes
ELSA, xXMAP mérések, rMASP-1 koncentracido mérés, aramlasi citometrias mérések, a
dPLB reaktiv oxigén szabadgyok (ROS) mérés és a dPLB adhézid6 mérések) én
végeztem el. A Mddszerek fejezetben azonban kitérek minden moédszertani leirasra,

amelyek az értekezés eredményeinek megértéséhez sziikségesek.

41 KISERLETEK SORAN HASZNALT MEDIUMOK ES PUFFEREK
OSSZETETELE

K2 médium: M199 médium (Gibco/Invitrogen), 10% FCS (Gibco/Invitrogen), 100
U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin (Sigma-Aldrich)

Comp-AIMYV médium: AIM-V médium (Gibco/Invitrogen), 1% FCS, 7,5 U/ml
heparin (Sigma-Aldrich), 2 ng/ml EGF (R&D Systems) és 250 pg/ml 3-ECGF
(BioSource)

Comp-RPMI médium: RPMI-1640 médium (Life Technologies), 10% FCS
(Gibco/Invitrogen), 100 U/ml penicillin, 100 ung/ml streptomycin (Sigma-Aldrich)
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ECP: Fiziologias sooldat, 1% FCS, 10 mM TrisCI (pH 7.4), 2 mM CacCl,

a-ECP: Fiziologias soéoldat, 1% FCS, 10 mM TrisCl (pH 7.4), 2 mM CaCl,, 10 mM
NazN

TBS-Tween: Fiziologias sooldat, 0,1% Tween (Sigma-Aldrich), 10 mM TrisClI

42 A REKOMBINANS FEHERJEK ELOALLITASA

A rekombindns MASP-1, MASP-2, MASP-3 fehérjéket (a vad tipust fehérjék
CCP1-CCP2-SP doménjei) ¢és a MASP-1, MASP-2 N-terminalis fehérjéket
kollaboracios partnerek (a vad tipust fehérjék CUB-1-EGF-CUB-2 doménjei) E. coli
expresszidos vektorban fejeztették ki, Ambrus, Gal, Megyeri, Dobo, Paréj leirasai
alapjan (28, 59, 60, 110-112).

A rMASP-1 R448Q ¢és S646A (roviditve: SA- és RQ-mutans) mutansait Megyeri
és mtsi. alapjan a rMASP-1 genetikai modositasaval és expresszigjaval allitottak eld. Az
S646A mutans aktivalasat 100 ug/mL fehérjéhez adott 2,5 pg/mL rMASP-2-vel
végezték egy napon keresztil szobahdén. Az SA-mutans fehérjét anioncseréld
kromatografidval Source 30Q™ oszlopon valasztottdk el a rMASP-2-t6l. Ennek
eredményeképpen olyan fehérjéhez jutottak, amely aktiv konformacioba kertilt, azonban
a katalitikus szerin hianya miatt enzimatikusan inaktiv maradt. Az RQ-mutins az

A rekombinans MASP-3-at (400 ug/mL) rMASP-1-el (25 pg/mL) hasitottak
37°C-on 3 o6raig, hogy aktiv konformacioba keriiljon. A kovetkezd lépésben a
rMASP-1-et SP Sepharose High Performance (GE Healthcare) oszlopon vélasztottak el
a rMASP-3-tol.

43 MBL-MASP KOMPLEXEK PREPARALASA HUMAN SZERUMBOL

A kisérletekben hasznalt MBL-MASP komplexek tisztitasat plazmabol
dr. Megyeri Marton készitette Prof. Steffen Thiel laboratoriumaban, Matsushita és mtsi.
altal kidolgozott eljaras kisebb modositasaival (113). A preparalas menete roviden: A
levett vérplazmabol felolvasztas utan 25 mM CaCl2 hozzaadasaval szobahon textil sziird
segitségével eltavolitottdk az alvadékot, majd aliqutokban lefagyasztottak és taroltak az
igy kapott szérum mintdkat. A felhaszndlaskor felolvasztds utan manndzzal vagy

mannannal konjugalt gyantdra vitték fol a mintakat és inkubaltak 40C-on, éjszakan at 10
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mM imidazolot, 200 mM NaCl-ot, 20 mM CaClz2-ot 2% mannitolt (pH 6.0) és 0,1
mg/ml Pefabloc-ot tartalmazo puffer jelenlétében. A gyantat livegsziirén mostak, majd
300 mM mannozt tartalmazo ugyan ilyen pufferrel elualtdk 40C-on. A frakciokban az
MBL és MASP-1 koncentraciokat TRIFMA szendvics mérési modszerrel ellendrizték
(114).

Az MBL-MASP komplexek nagyobb hatasfoku kinyerése érdekében a tisztitas
soran rekombindns MBL-t (10 pg/ml) adtak a szérum mintdkhoz és igy inkubaltdk a

mannan-szefar6z 4B gyantan a mintakat.
4.4  HUVEC SEJTKULTURA KESZITESE ES TENYESZTESE

Kisérleteinket human koldokzsinér véna endotél (HUVEC) sejtkultaran
végeztik. A koldokzsinort fiziologias sooldatban taroltuk +4 °C-on az izolalas
megkezdéséig. Mosas utan 70%-0s etanolban kiviilr6l fertétlenitettiik, majd szintén
steril fiziologias sooldattal Oblitettik a koldokzsinért. Ezutan a lefogdsmentes, ép
koldokzsinor véna mindkét végén kaniilaltuk, steril PBS-sel (Gibco/Invitrogen) mostuk,
vérmentesitettiik az eret, majd kollagenaz oldattal (1mg/ml, Gibco/Invitrogen) 20 percig
+37 °C-on inkubaltuk. A mar sejteket is tartalmazo kollagenaz oldatot K2 médiummal
mostuk ki. A kinyert folyadékot 1200 rpm-en 8 percig centrifugaltuk. A feliiluszo
Ovatos ledntése utan a pelletben talalhaté sejteket Comp-AIM-V  médiumban
szuszpendaltuk, majd az elézdleg 15 percig 0,5% zselatinnal (Sigma-Aldrich) fedett
sejttenyészté  flaskaba (Corning) szélesztettiik. Végil 500 ng/ml  fibronektint
(Sigma-Aldrich) adtunk a sejtekhez, hogy elésegitsiik a letapadasukat.

A sejtkultarakat folyamatos mikroszkopos ellenérzés mellett Comp-AIM-V
médiumban tenyésztettiik egészen addig, amig a sejtréteg konfluens (~10000 sejt/lyuk)
nem lett, ez utdn vagy kisérlethez a megfeleld lemezre, vagy haromszoros alapteriiletii
flaskaba passzaltuk. A passzalés soran eldszor eltavolitottuk a sejtekrél a Comp-AIM-V
médiumot, majd steril PBS oldattal atoblitettiik a flaskat, ezutan Tripszin-EDTA
(Gibco/Invitrogen) hozzaadasaval megsziintettiik a sejtek kozotti, illetve a sejtek és a
hordoz6 kozotti szoros tapadést, igy a sejtek feljottek a flaska aljardl. Tizszeres
térfogati K2 médiummal allitottuk le a reakciot, amivel kimostuk a sejteket a flaskabol,

majd kétszer centrifugaltuk 1200 rpm-en, ¢és szélesztettiik Oket. A  sejteket
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kisérleteinkben a 2-4. passzalasban hasznaltuk fel, hogy elkeriiljik az endotélsejtek

......

45 INTRACELLULARIS CA?-SZINT MERESE FLUORESZCENS
MIKROSZKOPPAL

HUVEC sejteket 96-lyuku lemezre szélesztettik Comp-AlIM-V médiumban,
10000 sejt/lyuk koncentracioban, majd HBSS-ben (Hank’s Balanced Salt Solution,
inkubaltuk 37 °C-on 20 percig, ezt kovetden HBSS-ben mostuk szintén 37 °C-on
20 percig. A festékkel vald inkubéciot kovetden a sejten kiviil maradt Fluo-4-AM-et
tavolitottuk el, igy biztositottuk az allando6 sejten beliili koncentraciot a mérés sordn. A
Fluo-4-AM-mel feltoltott  sejteket  fluoreszcens mikroszkoppal —vizsgaltuk —és
5 masodpercenként felvételeket készitettiink 115 masodpercig. A 37 °C-ra felmelegitett
reagenseket az 15 masodperc eltelte utan adtuk hozza a sejtekhez. A 115 masodperces
mérési idétartam a kalcium valasz csak egy korai szakaszat képes rogziteni, azonban az
endotélsejtek szamara enyhén toxikus Fluo-4-AM alkalmatlan 1 6ranal joval hosszabb
idétartami mérések kivitelezésére. Ezért a nagyobb szamu parhuzamos mérés és
megfeleld kontrollok alkalmazasa érdekében csak a gyors Ca®* aktivaciot mértiik.

A képsorozatot AnalySIS™ szoftver segitségével értékeltiik ki. Minden
képsorozatnal 20 sejtben kijelolt citoplazmatikus tartomany atlag fluoreszcencia
intenzitisat mértiikk, majd a kapott értékeket az idé fiiggvényében abrazoltuk. fgy
lathatova valt a fluoreszcencia intenzitas valtozésa a kezelés hatasdra, ami aranyos a

citoszolikus Ca?*-szint valtozasaval.

46 A CREB JELATVITELI UTVONAL AKTIVACIOJANAK MERESE
IMMUNFLUORESZCENS MIKROSZKOPIAVAL

HUVEC sejteket 96-lyukt lemezre passzaltuk Comp-AlM-V médiumban,
10000 sejt/lyuk koncentracioban 1 napra. A sejteket ezutan 2 uM rMASP-1-el 25
percen keresztlil kezeltilk vagy kezeletleniil hagytuk, aztin fixaltuk Oket jéghideg
metanol-acetonnal (1:1). Ejszakan at +4 °C-on tartva jeloltik a sejteket 1:200-ban
higitott foszfo-CREB nyul anti-human ellenanyaggal (Cell Signal Technology), majd
Alexa-568 konjugalt kecske anti-nyul ellenanyaggal (Molecular Probes/ Invitrogen),
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illetve Hoechst (Molecular Probes/ Invitrogen) sejtmag festékkel tettiik lathatova Oket.
Ezutan Olympus IX-81 tipust, 40x UPLF objektivvel (NA = 0,75) felszerelt inverz
fluoreszcens mikroszkoppal, és Olympus DP70 digitalis kameraval felvételeket
készitettiilk, majd AnalySIS™ szoftverrel 30 sejtmagi és magkoriili régid atlag piros
fluoreszcencia intenzitasat szamoltuk, és az atlagok kiilonbségét (sejtmag-citoplazma)
abrazoltuk. Ehhez az eredeti, mddositatlan felvételeket hasznaltuk, mig a reprezentativ
abrak bemutatisahoz Adobe Photoshop CS™ program segitségével minden képre

egységes, gamma-korrekcio nélkiili linearis modositasokat hasznaltunk.

47 CREB ES JNK UTVONALAK AKTIVACIOJANAK KIMUTATASA
WESTERN BLOTTAL

HUVEC sejteket 6-lyukti lemezre passzaltuk Comp-AIM-V médiumban,
konfluens koncentracioban 1 napra. Kiilonboz6 kezelések utan jéghideg PBS-sel
mostuk a sejteket, majd lizispuffer (30 mM Hepes, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 20 mM NaF, 1 mM PMSF, 1 mM NazVO,4 and 2% protease inhibitor cocktail)
segitségével felkapartuk a mintat a lemez aljarol. A foszfo-CREB méréshez a fenti
pufferhez 1% Triton-X100 detergenst adtunk és haromszori fagyasztasi-olvasztasi
ciklust alkalmaztunk a sejtmag frakcio feltarasa érdekében. A sejttormelékeket
centrifugaldssal (13,000g, 5 perc, 4 °C) tavolitottuk el, majd a feliilaszot -70 °C-on
taroltuk. A mintak fehérjetartalmat Roti Nanoquant reagenssel (Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Germany) hataroztuk meg.

Laemmli pufferrel (20% glicerin, 4% B-mercaptoetanol, 0.3% bromfenolkék)
1:1 ardnyban keverve a mintdkat 95 °C-on 5 percig melegitettiik 6ket, majd a 12%-0s
SDS-PAGE segitségével szétvalasztott fehérjéket PVDF membranra blotoltuk at. A
membranokat 2 6rat blokkoltuk 2% BSA tartalmu TBS-ben, majd egész ¢&jjel 4 °C-on
inkubaltuk CREB, foszfo-CREB (1:200), JNK, vagy foszfo-JNK (1:2000, Cell
Signaling Technology) elleni antitestekkel. Mosasok utan 2 6ran at szobahdmérsékleten
alkalikus foszfatazzal konjugalt kecske anti-nyal (1:2000) vagy kecske anti-egér
(1:60000, Cell Signaling Technology) masodlagos ellenanyagokkal inkubaltuk a
membrant, majd Gjabb mosast kovetden BCIP/NBT oldattal (Sigma-Aldrich) hivtuk eld.
A denzitometrids kiértékelést Syngene GeneTools szoftver segitségével végeztik

(Synoptics Ltd., Cambridge, UK).
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48 mMRNS MERESEK KVANTITATIV PCR TECHNIKAVAL

HUVEC sejteket 6-lyuka lemezre szélesztettik Comp-AlIM-V médiumban,
konfluens koncentracidban 1 napra. Kiilonb6zé kezelések utan a HUVEC sejteket
TRI®-reagensben lizaltuk és taroltuk.

A teljes RNS tisztitas, a cDNS szintézis, a GAPDH ¢és B-aktin génekre specifikus
primer szekvenciak és a LightCycler® analizis Megyeri és mtsi. (63) éltal leirt protokoll
alapjan késziilt. A citokinekre és adhézios molekulékra specifikus primereket az NCBI
adatbazisa alapjan tervezetikk és a Bio Basic Canada Inc.-vel szintetizaltattuk. A
szekvenciakat a 3. Tablazat tartalmazza. A PCR termékek tisztasagat ,,melting cuve”
analizissel és agaroz gél-elektroforézissel ellendriztiik.

Minden ciklusszamot a referenciagén ciklusszamaval normalizaltunk. A
kezelések soran kapott kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik, ha az a kezeletlen
kontrollhoz képest legalabb kétszeres emelkedést, vagy minimum felére torténd

csokkenést mutatott.
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forward: 5’-gatacttgcaaggaccaaatgtc-3’
IL-1Ra
reverse: 5’-gtctcatcaccagacttgacaca-3’
forward: 5’-gcttcctgagceaatgtgaaatac-3°
IL-1a
reverse: 5’-tgacttataagcacccatgtcaa-3’
forward: 5’-ctgcaggacatgacaactcatc-3’
IL-6
reverse: 5’-atctgaggtgcccatgctac-3’
forward: 5’-tcctgatttctgeagcetetgt-3°
IL-8
reverse: 5’-tgtggtccactctcaatcactc-3’
forward: 5'-caccaataggaagatctcagtgc-3'
MCP-1
reverse: 5'-tgagtgttcaagtcttcggagtt-3'
forward: 5'-tgtagcccatgttgtagcaaac-3'
TNF-o
reverse: 5'-gacctgggagtagatgaggtacag-3'
forward: 5'-tcaagtgtgagcaaattgtgaac-3'
E-szelektin
reverse: 5'-attctccagaggacatacactge-3'
forward: 5'-acagtcacctatggcaacgac-3'
ICAM-1
reverse: 5'-gtcactgtctgcagtgtctcct-3'
forward: 5'-acagccacattcaacagcac-3'
ICAM-2
reverse: 5'-agatgtcacgaacagggacag-3'
forward: 5'-tgaccttcatccctaccattga-3'
VCAM-1
reverse: 5'-gcatgtcatattcacagaactgc-3'
3. Tablazat

49 CITOKIN TERMELES MONITOROZASA XMAP TECHNOLOGIAVAL

HUVEC sejteket 96-lyuku lemezre szélesztettik Comp-AlM-V médiumban,
10000 sejt/lyuk koncentracioban, majd kezeltiik a sejteket 2 uM MASP-1-el, 1 ug/mL
LPS-sel, 1ng/mL IL-1B-val, 10ng/mL TNFa-val, vagy kezeletleniil hagytuk
24 oraig. A kezelés végeztével 0sszegytlijtottik a feliiluszot és 0,1%-BSA-t tartalmazo
TBS-Tween pufferben kihigitottuk 1:30-ban az MCP-1 és IL-8 meghatarozashoz, vagy
1:2-ben az IL-1a, IL-1ra, IL-6, IL-10 és TNFo meghatarozashoz. A human Fluorokine
MAP Base Kit (PanelA, R&D Systems) segitségével a kit gyari leirasa alapjan
meghataroztuk az emlitett citokinek mennyiségét a feliiliszokban. A méréshez

Luminex 100 lemezleolvasot hasznaltunk. (Luminex Corporation, Austin, Texas).
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410 CITOKINEK TERMELESENEK MERESE SANDWICH ELISA
MODSZERREL

HUVEC sejteket 96-lyukt lemezre passzaltuk Comp-AlIM-V médiumban,
konfluens koncentracioban 1 napra. Kiilonb6z6 kezelések utan Osszegytijtottik a
feliiluszokat és -70 °C-on taroltuk legfeljebb egy hétig, hogy elkeriiljiik az esetleges
degradaciot.
anti-human IL-6, IL-8, illetve MCP-1 ellenanyaggal (R&D) 4 °C-on egy éjszakan at
fedtiink egy 96-lyuku lemezt (Nunc Maxisorp). TBS-Tweennel torténd mosast kovetden
1% BSA tartalmu TBS-sel blokkoltuk a lemezt, hogy elkeriiljiik az esetleges aspecifikus
kotodést. A feliiliszokat IL-6 mérésénél haromszorosra, IL-8 esetében huiszszorosra,
MCP-1 esetében nyolcvanszorosra higitottuk 0,1 % BSA tartalmi TBS-Tweenben,
majd a lemezre vald felvitel utdn 2 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Mosast kovetben anti-IL-6 (200 ng/ml), anti-IL-8 (20 ng/ml), illetve anti-MCP-1
(100 ng/ml) biotinilalt ellenanyagokkal (R&D) inkubaltuk a lemezt 2 6ran keresztiil
szobahdmérsékleten. Mosas wutan a lemezt 30 percig, 1:200 higitasban
streptavidin-HRP-vel (Dako) jeloltik majd tetrametil-benzidin (TMB) szubsztrattal
hivtuk elé. A reakciot kénsavval allitottuk le. A 450 nm-es optikai denzitast Hidex

Chameleon II multifunkcionalis lemezleolvasdval mértik.

411 AZ IL-6 ES IL-8 CITOKINEK TERMELODESENEK VIZSGALATA
SZIGNALTRANSZDUKCIOS UTVONAL GATLO SZEREK
ALKALMAZASA MELLETT

A kovetkez6 kisérletekhez a konfluens HUVEC sejttenyészetet 30 percig
eldinkubaltuk a 4. Tablazatban lathat6 gatloszerekkel.
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Jelatviteli molekula Gatloszer Hasznalt koncentracio
JNK SP600125 25 uM
p38-MAPK SB203580 2 uM
PI3-K Wortmannin 100 nM
NFxB Bay-11 7082 5uM
MEK1/2 U0126 1uM

4. Tablazat

A gatloszerek hatasos, de nem toxikus dozisat eldkisérletekben hataroztuk meg,
amelyek eredménye megegyezett a szakirodalomban megtaldlhatd, adott gatloszerekre
vonatkoz6 adatokkal. A rMASP-1 enzimatikus hatdsat sajat endogén inhibitoraval a
C1-Inhibitorral gatoltuk, amelyet 30 percig el6zetesen Osszekevertiink az enzimmel, és
csak ez utan adtuk a keveréket a sejtekhez.

A sejteket 2 uM MASP-1-el 3 illetve 24 6raig kezeltik, vagy kezeletleniil
hagytuk, majd meghataroztuk az IL-6 és IL-8 citokinek mennyiségét a feliiluszokban

sandwich ELISA modszerrel az el6zekben leirt protokoll alapjan.

412 AZ ADHEZIOS MOLEKULAK KIFEJEZODESENEK MERESE
IMMUNFLUORESZCENS MIKROSZKOPIAVAL

A P-szelektin kifejezddésének méréséhez a HUVEC sejteket kezeltik 2 uM
rMASP-1-el, 300 nM trombinnal, vagy 50 uM hisztaminnal 5 percig, vagy kezeletleniil
hagytuk. A kezelés utan a sejteket 1 % paraformaldehiddel fixaltuk, majd a mintat 1x
mostuk PBS-sel.

Az E-szelektin, ICAM-1, ICAM-2 és VCAM-1 adhézios molekulak méréséhez a
sejteket kezeltiik 2 uM rMASP-1-el, 300 nM trombinnal, vagy 10 ng/mL TNFa-val
6 oraig az E-szelektin, 24 6raig az ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 Kkifejezddésének
méréséhez, vagy kezeletleniil hagytuk, majd fixaltuk a sejteket 1:1 metanol-acetonnal
10 percig, és rehidraltuk.

Ez utdn 1 oran keresztiil inkubéltuk a sejteket egér monoklonalis anti-human
P-szelektin, E-szelektin, ICAM-1, ICAM-2 vagy VCAM-1 ellenanyagokkal (Bender
MedSystem, mindegyik 1:500-ban higitva). Haromszori a-ECP pufferes mosas utan
Alexa-568 konjugalt kecske anti-nyul ellenanyaggal illetve Hoechst sejtmag festékkel
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tettiik lathatova a sejteket. Végiill a fent leirt inverz fluoreszcens mikroszkoppal
felvételeket készitettiik. A reprezentativ abrak bemutatdsahoz Adobe Photoshop CS™
program segitségével minden képre egységes linedris, gamma-korrekcio nélkiili

modositasokat hasznaltunk.
413 ADHEZIOS MOLEKULAK MERESE SEJTES ELISA MODSZERREL

A P-szelektin kifejez6désének méréséhez a sejteket 2 uM rMASP-1-el, 300 nM
trombinnal, vagy 50 uM hisztaminnal 5 vagy 60 percig kezeltiik, vagy kezeletleniil
hagytuk. A kezelés utan fixaltuk a sejteket 1 % paraformaldehiddel, majd a mintat 1x
mostuk PBS-sel.

Az E-szelektin, ICAM-1, ICAM-2 és VCAM-1 adhézios molekulak méréséhez a
sejteket kezeltiik kiilonbozé koncentracidju (dozisfiiggés) rMASP-1-el, 300 nM
trombinnal, vagy 10 ng/mL TNFa-val 1, 3, 6, 10, 24 ¢6rara (iddékinetika), vagy
kezeletleniil hagytuk, majd fixaltuk a sejteket 1:1 metanol-acetonnal 10 percig és
rehidraltuk.

Ez utan a sejteket 1 6ran keresztiil egér monoklonalis anti-human P-szelektin,
E-szelektin, ICAM-1, ICAM-2 vagy VCAM-1 (mindegyik 1:500-ban higitva)
ellenanyagokkal (Bender MedSystem) inkubaltuk, majd ECP-vel haromszor mostuk, és
kecske anti-egér peroxidazos (GAM-HRP) ellenanyaggal (1:2000, SouthernBiotech)
inkubaltuk 1 oran at. Mosas utan TMB oldattal hivtuk elé a lemezt, majd a reakciot

kénsavval allitottuk le.

414 A rMASP-1 KONCENTRACIOJANAK ES A rMASP-1/C1-INHIBITOR
DISSZOCIACIOJANAK MERESE

A rMASP-1 enzimatikus aktivitasat Megyeri és mtsi. altal leirt protokoll szerint
végeztiik, amely leirja, hogy a LPAPR-AMC fluoreszcens szubsztrat hasadasa aranyos

crer

meredekségébdl, standard sor alapjan szamoltuk. A detektalasi hatar 0,5 nM aktiv
rMASP-1 volt.

Mais esetben az esetleges Cl-Inhibitor gatlas alol felszabadulo rMASP-1
aktivitasat mértiik. 2 pM rMASP-1-et 30 percig eldinkubaltunk ekvimolaris mennyiségi
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C1-Inhibitorral, majd kis térfogatokat kivéve 0, 0,5, 1, 2, 3, 6, 8 és 24 ora elteltével

megmértilk a rIMASP-1 aktivitasat a fent leirt modszer szerint.
415 A NEUTROFIL GRANULOCITAK IZOLALASA VENAS VERBOL

Az emberi neutrofil granulocitakat (PMN) egészséges Onkéntesek vénas vérébol
izoldltuk. A fikoll gradiens centrifugalds utan hipoténias lizist alkalmaztunk a
vorosvérsejtek eltavolitasara, Futosi és mtsi. altal leirt protokoll alapjan. A sejteket
ezutan pH 7.4-re beallitott, 20 mM HEPES-el kiegészitett Ca**/Mg**-mentes HBSS-ben

szuszpendaltuk, majd +4 °C-on tartottuk felhasznalasig.

416 A NEUTROFIL GRANULOCITAK KEMOTAXIS MERESEHEZ
HASZNALT HUVEC FELULUSZO ELKESZITESE

Annak elkeriilésére, hogy a rMASP-1 direkt hatasat mérjik a neutrofil
granulocitakon a HUVEC sejteket 2 uM rMASP-1 kezeltiik 30 percig, vagy
kezeletleniil hagytuk, majd a feliilasz6t rIMASP-1 mentes 0.5 mM CaCl,-ot és 1 mM
MgCl,—ot tartalmazo HBSS-re cseréltik 2,5 orara. Végil a feliluszokat
Osszegyljtottiikk, és -70 °C-on taroltuk felhasznalasig. Az igy kapott mintdkat
“rMASP-1-el kezelt feliilusz6”-nak illetve “Kezeletlen feliilisz6”-nak jeloltiik.

417 NEUTROFIL GRANULOCITA KEMOTAXIS MERES

Az izolalt neutrofil granulocitakat 0.5 mM CaCl,—ot ¢és 1 mM MgCl,—ot
tartalmaz6 pufferben, 3 um poérusméretii polikarbonat Transwell™ (Corning)
sziirGbetétbe helyeztilk, amelyet megelézéen FCS-sel vontunk be, Futosi és mtsi.,
valamint Mdcsai és mtsi. munkai alapjan (115, 116). A sziirbetéteket ezutan HBSS-t,
rMASP-1-¢l kezelt feliiluszot, Kezeletlen feliiluszot vagy 2 ng/mL 1L-8-at (Peprotech)
tartalmazd 24-lyuka lemezbe helyeztiik 60 percre. Az atjutott sejtek mennyiségét a

minta savas foszfataz aktivitasa alapjan hataroztuk meg (116).

418 A PLB-985 NEUTROFIL GRANULOCITA MODELL SEJTEK
TENYESZTESE ES DIFFERENCIALASA

A PLB-985 sejteket Comp-RPMI médiumban (Life Technologies) tenyésztettiik.
A PLB-985 sejteket 1.25% dimetil-szulfoxiddal (DMSO) (Sigma-Aldrich)
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differencialtattuk 6 napon keresztiil 37 °C-on, 5% CO, jelenlétében. A differencialtatott
PLB-985 (dPLB-985) sejteket karakterizaltuk adhézidés molekula (CD11b, CDll1a,
CD15, CD43 és CD49d) mintazatuk és reaktiv szabadgyok (ROS: H;0;) termeld
képességiik alapjan, illetve mértilk az adhézids kapacitasukat E-szelektinnel fedett

lemezhez.

419 A PLB-985 ES A DIFFERENCIALTATOTT dPLB-985 SEJTEK
ADHEZIOS MOLEKULA MINTAZATANAK OSSZEHASONLITASA
ARAMLASI CITOMETRIAS MERESSEL

4x10° PLB-985 vagy dPLB-985 sejtet HBSS-ben szuszpendaltunk, hogy
meghatarozzuk a CD11a, CD11b, CD15, CD43 és CD49d kifejezddését a sejteken. 5 ug
FITC fluoreszcens festékkel konjugalt specifikus egér ellenanyaggal illetve az izotipus
kontroll ellenanyagokkal inkubaltunk 5x10° sejtet 50 ul PBS-ben 30 percig +4 °C-on.
0,1% BSA-t tartalmaz6 mosas utan a sejteket 2% paraformaldehiddel 15 percig fixaltuk,
végiil PBS-ben vettik fel ket az aramlasi citometrias vizsgalatokhoz. 10* sejt
sejtfelszini adhéziés molekuldinak fluoreszcencia értékeit mértiik, és abrazoltuk az
izotipus kontrollhoz viszonyitott atlag fluoreszcencia intenzitas értékét (Relative Mean

Fluorescence, RMF)

420 HUMAN NEUTORFIOL GRANULOCITA KES dPLB-985 SEJTEK
REAKTIV OXIGEN SZABADGYOK (ROS) TERMELESENEK MERESE

A neutrofil granulocitdk szuperoxid termeld képességét a lucigenin
(Sigma-Aldrich) kemilumineszcencidjanak megvaltozasa alapjan mérték kooperacios
partnereink Rada B. K. és mtsi. (117) altal leirt protokoll szerint. A PMN sejteket ezutan
kezelték a ,,FMASP-1-el kezelt feliiluszoval” vagy ,,Kezeletlen feliilaszoval” 20 percig,
mikozben folyamatos tizemmodban mérték a lucigenin lumineszcenciajat.

A dPLB-985 sejtek hidrogén-peroxid termel6 képességét az Amplex Ultra Red™
(Sigma-Aldrich) fluoreszcencidjanak megvéltozasa alapjan mértiik. 5x10% sejtet
aktivaltunk 100 nM forbol 12-mirisztil 13-acetattal (PMA, Sigma-Aldrich) vagy
kezeletleniil hagytunk, majd folyamatos iizemmodban rogzitettiik a fluoreszcencia

intenzitas véltozasat 544/616 nm-en, 20 percig 37 °C-on.
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421 A dPLB-985 SEJTEK ADHEZIOJA E-SZELEKTINNEL FEDETT
LEMEZHEZ

96-lyukt lemezt fedtiink 0, 0,25, 1 vagy 5 pug/mL rekombinans E-szelektinnel
(Sino Biological Inc.) éjszakan at +4 °C-on, majd blokkoltuk 0,1 % FCS-t tartalmazo
PBS-sel 1 6raig 37 °C-on.

A 2x10° dPLB-985 sejtet 2 ug/mL Oregon Green® 488 (carboxylic acid
diacetate succinimidyl ester, roviditve: OG-488, Invitrogen) festéket tartalmazo
HBSS-ben szuszpendaltunk és 30 percig inkubaltuk 37 ‘C-on. Centrifugalds utan
reszuszpendaltuk a sejteket HBSS-ben, és tovabbi 30 percig 37 “C-on inkubaltuk. Ujabb
centrifugalast kdvetden HBSS-ben tartottuk a sejteket az adhézios méréshez.

A 96-lyukt lemezen lecseréltiik a PBS-t a jelolt dPLB-985 sejteket tartalmazo
HBSS-re és inkubaltuk a lemezt 1 6raig 37 “C-on, majd haromszori mosas utdn mértiik
az adherens sejtek fluoreszcencia intenzitdsat lemezleolvasdval (Hydex Chameleon)

485/530 nm hullamhosszoknal. Az abszolut sejtszamot standardsor alapjan szamoltuk.
4.22 A dPLB-985 SEJTEK ADHEZIOJA HUVEC SEJTEKHEZ

A 96-lyuku lemezen tenyésztett HUVEC sejteket kezeltiik, 300 nM trombinnal,
hagytuk 6 vagy 24 oraig. A kezelés végén a médiumot a fent leirt moédon OG-488-cal
jelolt dPLB-985 sejteket tartalmazéo HBSS-re cseréltiik. A kétféle sejtet ezutan 1 oraig
37 'C-on inkubaltuk. Ezek wutidn lemezleolvasoval mértik a dPLB-985 sejtek
fluoreszcenciajat mosas el6tt (6sszes bemért sejt), és haromszori mosas utan (adherens

sejtek). A kitapadt sejtek mennyiségét az 6sszes sejthez viszonyitva abrazoltuk.
4.23 STATISZTIKAI ANALIZIS

Az eredményeket GraphPad Prism 4.02 (www.graphpad.com) szoftver
segitségével elemeztiik és abrazoltuk. A statisztikai analizisekhez egyszempontos
variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk, majd Tukey-féle poszt tesztet alkalmaztunk.
Szignifikdns eltérésnek tekintettiik, ha a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva p<0,05.
Mindenbdl legalabb harom fiiggetlen kisérletet végeztiink, amelyek koziil vagy egy

reprezentativ abrat, vagy az dsszes mérés atlagat tiintettiik fel az eredményeknél.
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5. EREDMENYEK

51 AZ MBL-MASP KOMPLEXEK HATEKONYABB TISZTITASA
PLAZMABOL ES A MAP-OK ARANYA A PREPARATUMBAN

Annak érdekében, hogy bizonyithassuk az MBL-MASP komplexek endotélsejt
aktivald hatasat, sziikségiink volt egy nagyobb hatékonysagu tisztitasi eljaras
kidolgozasara, hiszen az eredeti Matsushita és mtsi (118) altal leirt protokoll nem tette
lehetdvé, hogy a preparatum elegend6 MASP-1-et tartalmazzon in vitro
endotélsejtkultaras kisérletek végrehajtasdhoz. Abbol a korabbi megtigyelésbol
kiindulva, hogy a tisztitds soran a kiilonb6zd frakcidkban a MASP-1 és az MBL
mennyisége aranyos, és a MASP-1 egyszerre elualédik az MBL-lel, egy olyan
modszertani Ujitast vezettiink be, amelyben a mannan-kotott Sepharose 4B oszlopra
valo felvitel el6étt a mintdkat 10 pg/ml rekombindns MBL-lel inkubéltuk. Ennek
eredményeként az eljaras 100 mL szérumbol kiindulva 160 ug MASP-1 tisztitasat tette
lehetdvé, mig ugyanennyi szérum mintabol kiindulva az eredeti eljaras szerint 8 ug
MASP-1 prepardlasat lehetett megoldani. A mintdhoz adott nagy mennyiségi
rekombinans MBL valosziniileg eltolta azt az egyensulyi rendszert az MBL-MASP
komplexek képzddése iranyaban, amely a felismeré molekulak (kiilonb6zo fikolinok,
MBL) és a hozzajuk asszocidlt fehérjék kozott all fonn a szérumban. Az igy kapott
mintdk MBL-MASP komplex tartalma mar megfeleld toménységli volt az
endotélsejtkulturas kisérletekhez.

Az 1) modszerrel tisztitott és toményebb mintakban megmértiik a kiilonb6zo
effektor molekuldk koncentracidjat, ¢és Osszehasonlitottuk a kezdeti szérum
koncentraciok atlagaval (5. Tablazat). A tisztitds soran kozel 50-szeres toményedést
tapasztaltunk a MASP-1 (48, 5-sz6r6s) és a MAp44 (48, 6-szoros) fehérjék esetén, mig
a MASP-3 minddssze tizen6tszordsére toményedett.

A preparatumok MASP-2-re 20-szoros, mig Map19-re vonatkoztatva 10-szeres
toményedést mutattak ugyan a referencia mintara vonatkoztatva, de a MASP-2 ¢és

MAp19 mennyisége 1 % alatti az 6sszes MAP mennyiségéhez viszonyitva.
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MASP-1 MASP-3 MAp44 MASP-2 MAp19
Elow | £ | % Elow | £ %] £ | %
= = = = =
Atlag szérum
b 11,0 60 5,0 27 16 | 8,7 0,4 2,2 04 | 22
konc.
KeadeUPIRZma | 96 | 59 | 46 | 28 | 14 |86 | 03 | 19 | NM'|NM'
onc.
Tiszeitottminta | yo6 | 76 | 700 | 11 | 680| 11 | 60 | 10| 40 | 07
konc.
Tisztitott /
kezdeti plazma 48,5 15,2 48,6 20,0 NA®
konc. arany
Tisztitott / atlag
szérum konc. 42,4 14,0 42,5 15,0 10,0
arany
% a MASP és MAp fehérjék %-os aranya, ahol a mennyiségiik dsszege = 100 %.
* a %-os arany kiszamolasahoz a MAp19 kezdeti mennyiségét 0,3 pg/ml-nek
szamoltuk
® Thiel és mtsi. (31) altal meghatarozott atlagos szérum koncentracio.
¢ TRIFMA modszerrel meghatérozott kezdeti plazma koncentracio.
d NM, nem mért
*NA, nem meghatarozhato

5. Tablazat: A MASP-ok és Map-ok Koncentracioviszonyai plazmaban és a
tisztitott mintakban.

52 AZ MBL-MASP KOMPLEXEK HATASA A CA?-SZIGNAL-
TRANSZDUKCIOS UTVONALRA ENDOTELESEJTEKBEN

Egy korabbi munkdk soran kimutattuk, hogy a két CCP domént és a
szerin-proteaz domént tartalmazé rekombinans MASP-1 fragmentum (tovabbiakban
rMASP-1) képes aktivalni az endotélsejtek kalcium valaszat (63). A rMASP-1 joval
Kisebb a vad tipusu valtozatnal, raadasul ez utobbi a preparatumban az MBL-lel
komplexben fordul elé. Mivel a kisebb méretli rMASP-1 nem biztos, hogy ugyan ugy
viselkedik, mint a vad tipust, az MBL-r6l pedig kordbban kideriilt, hogy mas
receptorokon keresztiil képes kapcsolodni az endotélsejtekhez, ezért szerettiik volna

megvizsgalni, hogy a teljes hosszusagii, MBL-hez kapcsolt MASP-1 is képes-e
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Ca’*-szignalizaciét indukalni endotélsejteken. Ennek tisztizasara MBL-MASP
komplexszel kezeltiik a HUVEC sejteket, és fluoreszcens mikroszkoppal mértiik a
sejten beliili Ca®* felszabadulasat. A kezelés soran az MBL-MASP komplexek MASP-1
koncentracidja megegyezett a korabbi méréseknél alkalmazott maximalis, 2 uM
rMASP-1 koncentracioval. Az MBL-MASP komplex is aktivalta az endotélsejtek Ca®*
felszabadulasat, amely erdssége hasonld volt a pozitiv kontrollként hasznalt 50 uM
hisztamin 4ltal kivaltott Ca** indukciohoz (6. Abra/A). Az MBL-MASP komplexek
kalcium vélasza megegyez6 kinetikat és dozisfliggést mutatott a korabban mért, ugyan
(6. Abra/B).

Ahogy a korabbi fejezetben leirtuk, az MBL-MASP komplexek tartalmaztak az
Osszes lektin uthoz tartoz6 MAP-ot. Szerettiik volna megvizsgalni, hogy az
6. Abra/A-B részén tapasztalt endotélsejt aktivalo hatasért mely fehérjék feleldsek.

Bar az MBL képes kotddni az endotélsejtek felszinéhez, de méréseink soran az
MBL-MASP komplexek MBL tartalmaval azonos mennyiségli rekombindns MBL
hozzéadasa (32 uM) dnmagdban nem valtott ki Ca®* szignalizaciot. (6. Abra/C).

Az N-terminalis domének, amelyek a vad tipusi MAp19 és MAp44 fehérjék
rekombinans homologjai (azok C-terminalis rovid szekvenciajat kivéve), és a MASP-3,
ami a masodik legnagyobb mennyiségli fehérje az MBL-MASP preparatumban, sem
jarultak hozza az MBL-MASP komplexek altal generalt kalcium jelhez (6. Abra/C). A
MASP-2-18] pedig korabbi munkéank soran leirtuk, hogy nem aktivalja az endotélsejtek
Ca®* valaszat (63).

Ebbdl kovetkezden a MASP-1 az egyetlen olyan ismert Osszetevije az
MBL-MASP komplexeknek, amely a fent leirt aktivaciot eredményezheti. Ezt erésiti az
is, hogy a komplexek Ca®* aktivalo hatasa gatolhatd volt ekvimolaris mennyiségii

C1-Inhibitor el6zetes hozzaadasaval (6. Abra/C).
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6. Abra: Az MBL-MASP komplexek intracellularis Ca”"- aktivalé hatisa a
HUVEC sejtekben. Az MBL-MASP komplexek illetve hisztamin kezelés kovetkeztében
kialakulé intracellularis Ca**-szignalizaciot mértiik Fluo-4 festékkel jelslt HUVEC sejteken,
fluoreszcens mikroszkoppal. Felvételeket készitettink 5 masodpercenként 115 mp-ig. A
sejteket 15 mp-cel az alapvonal felvétele utan kezeltik. A) Egy reprezentativ abra a
HUVEC sejtek intracellularis Ca®* felszabadulasarol 50 uM  hisztamin vagy 2 uM
MASP-1-et tartalmazo MBL-MASP komplexek hatasara. 20 sejt fluoreszcencia intenzitasat
(atlag + szoéras) abrazoltuk az id6 fiiggvényében. B) A 0,2, 0,6 vagy 2 uM MASP-1-et
tartalmaz6 MBL-MASP komplex dézisfiiggd Ca** valaszt valt ki. A kiilonbozé dozisok
hatasat az 50 uM hisztamin altal kivaltott maximalis jelintenzitashoz (20 sejt, atlag zold
fluoreszcencia intenzitasa) viszonyitottuk. C) Az MBL-MASP komplexek, a rMASP-1
(1 uM), az MBL (32 uM), a rekombinans MASP-3 (rMASP-3), és a MASP-1, MASP-2
fehérjék N-terminalisainak (MASP-1_N-term, MASP-2_N-term) ca® szignalizaciot
indukal6 hatasa szazalékban kifejezve, 50 pM hisztamin maximalis hatdsdhoz viszonyitva.
Az MBL-MASP komplexek 1uM MASP-1-et tartalmaztak, ehhez a C1-Inhibitort
ekvimolaris mennyiségben adtunk a kezelés eldtt. A B) és C) abrak 3 fuggetlen HUVEC
sejtvonallal végzett mérés atlag + szorasait mutatjak be. A szignifikancia szintet a puffer
kontrollhoz viszonyitottuk, egyszempontos variancia analizist alkalmaztunk. ***: p< 0.001
ns: nem szignifikans.
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53 A MASP-1 ENDOTELSEJT AKTIVALO HATASANAK MOLEKULA-
SZERKEZETI VONATKOZASAI

A MASP-1 zimogén (pro-enzim) formaban kering a vérben, és a felismerd
molekulak ligandhoz kot6édése, konformacié valtozasa okozza a MASP-1
autoaktivaciojat. Ezért szerettlik volna megvizsgalni, hogy a komplement kaszkad
aktivalodasa, és azon beliil a MASP-1 aktiv konformacioja sziikséges-e az endotélsejtek
proinflammatorikus kalcium valaszanak kivaltasahoz.

Létrehoztunk egy olyan rekombindns mutdns MASP-1 fehérjét (RQ-muténs),
amely az autoaktivacios hurok egy pontjan hordoz egy mutaciot (R448Q), igy a fehérje
zimogén formaban marad (28). Ha az RQ-mutans fehérjével kezeltiik a sejteket (2 uM),
a kalcium szignalizaci6 elmaradt (7. Abra/A, B).

Habar a rekombinans MASP-1 és az MBL-MASP komplexek altal kivaltott
kalcium valaszt is képes volt gatolni a MASP-1 természetes gatloszere, a C1-Inhibitor,
amely kovalens komplexet képez az enzimmel (112, 119), nem tudhatjuk biztosra, hogy
a Cl-Inhibitor az enzimek szerin-proteaz aktivitasanak gatlasaval, vagy nagy molekula
1évén sztérikus okokbol feleldse-e hatasanak felfiiggesztéséért. Ezért 1étrehoztunk egy
olyan rekombinans mutans MASP-1 fehérjét is (SA-mutédns), amely a katalitikus triad
646. szerinje helyett egy alanint tartalmaz, és igy nem rendelkezik katalitikus
aktivitassal, viszont mérete és szerkezete megegyezik a vad tipuséval. A preparalas
soran az SA-mutans fehérjét a vad tipusu rekombindns fehérjéhez hasonléan aktiv
konformacioba hoztuk (28). Az SA-mutans fehérje sem valtott ki kalcium valaszt

endotélsejtekben (7. Abra/A, B).
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7. Abra: Az endotélsejt aktivaciét a proteolitikusan aktiv MASP-1 valtja ki. A
zimogén R448Q rekombinans MASP-1 (RQ-mutéans) és a katalitikusan inaktiv S646A
rekombinans MASP-1  (SA-mutans) altal kivaltott —Ca*-szignalizaciot —mértik
endotélsejteken. A) A HUVEC sejtek intracellularis Ca?* felszabadulasa 100 nM trombin
2 UM rekombinans MASP-1 (rMASP-1), SA-mutans, vagy RQ-mutans hatasara. 20 sejt
fluoreszcencia intenzitasat (atlag + szoras) abrazoltuk az id6 fiiggvényében. B) 2 uM
SA-mutans, RQ-mutans, és rMAPS-1 maximalis kalcium valasza 100nM trombinhoz
viszonyitva, szazalékban kifejezve. A B) abra 3 fliggetlen HUVEC sejtvonalb6l szarmazo
mérés eredményeit (atlag + szorasait) mutatja be. A szignifikancia szintet a puffer
kontrollhoz viszonyitottuk, egyszempontos variancia analizist alkalmaztunk. ***: p< 0.001
ns: nem szignifikans.

54 A REKOMBINANS MASP-1 HATASA AZ ENDOTELSEJTEK CREB ES
JNK JELATVITELI UTJAIRA

Korabbi eredményeink szerint a Ca?* valasz kivaltasa mellett a IMASP-1 képes
aktivalni a p38-MAPK ¢és NF«kB jelatviteli utvonalakat. Azt is bemutattuk, hogy a
proteaz aktivalta receptoroknak kiemelt szerepe van a MASP-1 altal kivaltott
proinflammatorikus valasz kialakulasaban (63). A PAR-o0k, G-fehérje kapcsolt
receptorok révén mas, olyan gyulladasos jelatviteli utvonalak aktivalasat is kivalthatjak,
melyek szintén képesek a proinflammatorikus citokinek termeldédését beinditani. Ezek
koziil a legismertebbek a CREB ¢és JNK utvonalak, igy ezek aktivalodasat
megvizsgaltuk rIMASP-1 kezelt sejteken.

Immunfluoreszcens mikroszkopiaval és Western blot analizissel kimutattuk,
hogy a 2 uM MASP-1 kezelés aktivalta a HUVEC sejtek CREB foszforilacidjat a
kezeletlen sejtekhez képest (8. Abra/A, B, C). A rMASP-1 kezelés hatdsa nem tért el

szignifikdnsan a trombin és az IL-1B pozitiv kontrollok hatdsatol. Ha a kezelést
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megeldzéen ekvimolaris mennyiségli C1-Inhibitrral rIMASP-1-et kevertiink Gssze és a
keveréket adtuk a HUVEC sejtekhez, a rMASP-1 hatasa teljesen elmaradt, mig a
C1-Inhibitornak nmagaban a nem volt hatasa (8. Abra/C).

A rekombinans MASP-1 szignifikansan megemelte a JNK foszforilaciojat,
amelyet Cl-Inhibitor hozzaadasaval ugyancsak gatolni lehetett. A MASP-1 hatdsa a
JNK aktivaciora nem tért el szignifikansan az IL-1p altal indukalt JNK aktivaciotol
(Abra 8/D). A C1-Inhibitor 6nmagaban nem okozott JNK foszforilaciot.
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8. Abra: A rekombinins MASP-1 Kkezelés aktivalja a CREB és JNK
szignaltranszdukcios utvonalakat HUVEC sejteken. A sejteket 2 uM rMASP-1-el 25
percen keresztiil kezeltiik vagy kezeletleniil hagytuk, aztan fixaltuk Oket jéghideg metanol-
acetonnal (1:1). Ejszakan 4t +4° C-on tartva jeloltiik a sejteket 1:200-ban higitott nyul anti-
human foszfo-CREB ellenanyaggal, majd Alexa-568 konjugalt kecske anti-nyul ellenanyaggal
(bal oszlop) illetve Hoechst sejtmag festékkel (jobb oszlop) tettiik lathatova oket. A felvételek
5 sikeres mérésbol egyet mutatnak be. A). A felvételeket Olympus IX-81 tipust, 40x UPLF
objektivvel (NA = 0,75) felszerelt inverz fluoreszcens mikroszkdppal, €s Olympus DP70
digitalis kameraval készitettiik. B) A grafikon 30 sejtmagi és magkoriili régié atlag piros
fluoreszcencia intenzitasainak kiilonbségét mutatja be, amelyet a felvételekb6l AnalySIS
szoftverrel szamoltunk. Az oszlopok atlaga +/- szérasa 5 kiilonb6z6 HUVEC sejtvonallal
végzett mérések eredményeibdl szarmazik. C), D) A sejteket kezeltik 2 uM rMASP-1-el,
2 uM rMASP-1+ 2 uM Cl-inhibitorral, 300 nM Trombinnal, 1 ng/mL IL-1p-val, 2 uM
Cl-inhibitorral 25 percig, vagy kezeletleniil hagytuk. Ezutan lizaltuk a sejteket és
Western-blotot végeztiink. A membranokat CREB-re és foszfo-CREB-re (P-CREB) C) illetve
JNK-ra és foszfo-JNK-ra (P-JNK) D) hivtuk el6. Harom fiiggetlen mérésbél 1-1 reprezentativ
felvételt (P-CREB és P-JNK) tiintettiink fel. A grafikonok a hidrom mérésb6l szarmazo
foszforilalt illetve teljes fehérje mennyiség aranyait +/- szorasat mutatjak be. A szignifikancia
szintet a rMASP-1 kezeléshez viszonyitottuk, egyszempontos variancia analizist
alkalmaztunk. *: p<0.05, ** : p<0.01, ns: nem szignifikans.
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55 A MASP-1 ALTAL KIVALTOTT CITOKINTERMELES
MONITOROZASA

Ismert, hogy az endotélsejtek szamos pro- és antiinflammatorikus jelatviteli
utvonalat képesek beinditani, amelyek fontos szerepet toltenek be az endotélsejtek
citokintermelésének beinditasaban (104). Annak kivizsgalasara, hogy a MASP-1 mely
citokinek termelddésére van hatassal, kezeltilk a HUVEC sejteket rIMASP-1-¢l 6 oraig,
¢és 6 citokin mRNS expressziojat mértiik kvantitativ PCR technikaval. Az IL-1-receptor
antagonista (IL-1Ra), az IL-6, az IL-8, a monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1) és
a tumor nekrozis faktor-alfa (TNFa) mRNS expresszioja szignifikansan megemelkedett,
mig az IL-1o. szintje nem valtozott (9. Abra/A).

Ez utan a sejteket IMASP-1-el kezeltiik 24 6ran at, és megmértiik a fent emlitett
hat citokin szintjét xMAP technologiaval. A rMASP-1 kezelés szignifikansan
megemelte az IL-6 és IL-8 citokinek termelédését, mig az IL-1la, IL-1Ra és TNFaq
szintjét nem befolyasolta. Az MCP-1 mennyisége a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva
enyhén emelkedett tendenciat mutatott, de ez a kiilonbség statisztikailag nem volt
szignifikans (9. Abra/A).

56 A rMASP-1 ATLAT KIVALTOTT IL-6 ES IL-8 TERMELES
DOZISFUGGESE

A rekombinans MASP-1 dozisfiiggd modon indukalta az I1L-6 és IL-8 citokinek
termelddését. Mar a legkisebb, 250 nM dozis is szignifikdnsan megemelte a két citokin
mennyiségét a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (9. Abra/B, C).

Minthogy a MASP-1 hatasara az MCP-1 mRNS szintje er6sen megnott,
valamint xMAP technologiaval enyhe emelkedést tapasztaltunk ezen citokin
fehérjeszintjében is, igy MCP-1 mérésiinket megismételtiik ELISA modszerrel is, a
MASP-1 doézisanak fiiggvényében. Az xMAP mérésekhez hasonldan itt is azt
tapasztaltuk, hogy a rMASP-1 kezelés hatasara kis mértékben emelkedett az MCP-1
szekrécio, de itt sem tudtunk statisztikailag szignifikdns kiilonbséget Kkimutatni
(9. Abra/D).
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9. Abra: A MASP-1 iltal Kiviltott citokintermelés monitorozasa, és az IL-6,
IL-8, MCP-1 citokinek doézisfiiggé termelédése. A) A sejteket 2 uM MASP-1-el
kezeltik 6 6ran keresztiil (mRNS expresszios vizsgalathoz) vagy 24 oraig (fehérje
termel6ddés meghatarozasahoz). Hat citokin mRNS és fehérje szintjeit mértik qPCR és
XMAP technoldgiaval. (0: nincs hatas, +: szignifikans hatas, (+): indukcids tendencia.) B),
C), D) A sejteket kezeltiik 0, 0,25, 0,5, 1 és 2 uM MASP-1-el 24 éran keresztiil, aztan a
feliiliszobol sandwich-ELISA modszerrel meghataroztuk a termel6dott IL-6 B), az IL-8 C)
¢s az MCP-1 D) mennyiségét a gyari protokoll szerint. Az értékek harom fliggetlen mérés
atlag +/- szorasai.

57 A rMASP-1 HATASANAK OSSZEHASONLITASA ISMERT
ENDOTELSEJT AKTIVATOROK HATASAVAL

Szamos olyan faktor ismert, amelyek képesek az endotélsejtek citokintermelését
beinditani. Célunk volt a rMASP-1 IL-6 és IL-8 termelddésre gyakorolt hatasat precizen
Osszehasonlitani mas endotélsejt aktivatorok hatasaval (iddkinetikai és dozisfiiggd
mérésekben). Az endotélsejt aktivatorok optimalis dozisat korabbi mérések soran
meghataroztuk (63),(104) majd a hisztamin (50 uM), bradikinin (20 uM), trombin
(300 nM), TNFa (10 ng/mL), IL-1B (1 ng/mL), és az LPS (100 ng/mL) hatasat
hasonlitottuk 6ssze a 2 uM rMASP-1 hatasaval. A 6 6ras kezelés soran a rMASP-1
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kevésbé aktivalta az IL-6 és IL-8 citokinek mRNS expressziojat, mint az IL-1p vagy a
TNFao, hatésa a hisztaminéhoz hasonlitott (10. Abra/A, B). Fehérje szinten a rMASP-1
szignifikdnsan nagyobb mértékben indukalta az IL-6 termelddést, mint a bradikinin, és
megegyezett a hisztamin, a TNFo és a trombin hatasaval. Az IL-1 és az LPS
szignifikdnsan magasabb IL-6 termelddést valtott ki a HUVEC sejtekbdl, mint a
rMASP-1 (10. Abra/C). A rMASP-1 és a TNFa hasonlé mértékben indukalta az IL-6
citokin termelddését, mig az IL-8 esetén a TNFo szignifikdnsan nagyobb citokin valaszt

indukalt a IMASP-1-hez viszonyitva (10. Abra/D).
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10. Abra: A rMASP-1 hatasinak oOsszehasonlitisa mas ismert endotélsejt
aktivatorokkal. A HUVEC sejteket kezeltik 2 uM rMASP-1-el, 1 ng/mL IL-1p-val,
10 ng/mL TNFa-val, 50 uM hisztaminnal, 100 ng/mL LPS-dal, 20 uM bradikininnel vagy
300 nM Trombinnal 6 6ran keresztiil (mRNS expresszios vizsgalathoz, qPCR technikaval,
A) ,B)) vagy 24 o6raig (fehérje termelddés meghatarozasahoz sandwich-ELISA modszerrel,
C), D)). Az IL-6 A), C) és IL-8 B), D) mRNS expressziojat és fehérje koncentraciojat
meértiik és abrazoltuk. A grafikonokon harom fiiggetlen mérésbdl szarmazo értékek atlagat
+/- szorasat mutatjuk be. A szignifikancia szintet a rMASP-1 kezeléshez viszonyitottuk,
egyszempontos variancia analizist alkalmaztunk. *: p<0.05, ** : p<0.01, ***: p<0.001 ns:
nem szignifikans.
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58 AZIL-6 ES IL-8 TERMELODES KINETIKAJA

Az citokinek termelddése sok ponton szabalyozhatd az endotélsejtekben. Azt a
kérdést tettiik fel, hogy vajon a MASP-1 Aaltal kivaltott IL-6 és IL-8 termelddés
folyamatdban a transzkripcidos folyamatok beinduldsa, vagy elore raktarozott
granulumok kilirilése eredményezi a citokin szint emelkedést. Ennek eldontésére
kinetikai méréseket végeztiink mRNS ¢és fehérje szinten.

A HUVEC sejteket az mRNS méréshez 2 uM rMASP-1-el kezeltiik 1, 2, 6 és
10 oran keresztiil. Az IL-6 citokin mRNS szintje gyors novekedést mutatott, a
maximuma 1 és 2 6ra kozott volt (11. Abra/A). Az IL-8 citokin mRNS szintje
lassabban emelkedett, 2 6ra utan érte el a maximumot, de joval erésebb indukciot
tapasztaltunk, mint az IL-6 esetében (10. Abra/D).

Ezt kovetden a HUVEC sejtek feliiliszojaban mértiikk az 1L-6 és IL-8 citokinek
szintjét, 1, 3, 6, 10 és 24 6ras rMASP-1 kezelés utan. Pozitiv kontrollként 10 ng/mL
TNFa-t hasznaltunk. A TNFa és rMASP-1 nagyon hasonld kinetikdval és azonos
mértékben emelte meg az IL-6 szintjét a kezeletlen kontroll sejtekhez viszonyitva
(11. Abra/B, C). Az IL-8 esetében ettél eltéré hatast tapasztaltunk. Mig a rMASP-1 az
IL-8 szintjének gyors megemelkedését valtotta ki, amelynek a csucsa 1 és 3 ora kozott
volt, addig a TNFo maximalis hatasa 6 6ranal volt tapasztalhatd, viszont joval
intenzivebb szekréciot eredményezett a rMASP-1-hez viszonyitva (11. Abra/E, F).
Erdemes megjegyezni, hogy a HUVEC sejtek alap szinten is termelnek IL-6 és IL-8
citokint. Ez a jelenség jol megfigyelheté az idokinetikai méréseknél, a kezeletlen sejtek

esetében (11. Abra/B, E).
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11. Abra: A rMASP-1 iltal indukalt IL-6 és I1L-8 termelédés idékinetikaja. A
HUVEC sejteket kezeltiik 2 uM MASP-1-el, vagy 10 ng/mL TNFa-val, (csak a fehérje
termel6dés meghatarozasahoz) kiilonb6z6 idétartamokra, RNS expresszios vizsgalathoz
(gPCR technika A), D)), illetve fehérje termel6dés meghatarozasahoz (sandwich-ELISA
modszer, B), C), E), F)), majd mértiik a mintak IL-6 A), B), C) és IL-8 D), E), F) mRNS

c g ey

crcr

alapjan szamoltuk B), E), majd a kapott koncentracié értékek és a kezeletlen kontroll
értékek hanyadosat is abrazoltuk, hogy a MASP-1 és a TNFa hatasat 6sszehasonlitsuk C),
F). A grafikonokon harom fiiggetlen mérésbdl szarmazé értékek atlagat +/- szorasat
mutatjuk be.

A rMASP-1 HATASARA TERMELODO CITOKINEK JELATVITELI
UTVONALAINAK ANALIZISE

5.9

A citokin termel6dés folyamataban szamos szignaltranszdukcios utvonal
bekapcsolodik, amelyek koziil tobbrdl is bebizonyosodott, hogy a MASP-1 is képes
aktivalni. Ezért, kereskedelmi forgalomban kaphato, az irodalomban gyakran hasznalt
jelatviteli utvonal gatldészereket hasznaltunk, hogy feltarjuk azokat az utvonalakat,
amelyek a legfontosabb szerepet toltik be a MASP-1 4ltal kivaltott citokin termelés
folyamataban. A HUVEC sejteket a 3. Tablazatban illetve a 12. Abran lathato
gatloszerekkel 30 percig eléinkubaltuk, majd az IL-6 és IL-8 citokinek termelddését 3
vagy 24 oraig indukaltuk 2 uM rMASP-1-el. Az IL-6 és IL-8 termel6dését az NFkB, a
p38-MAPK és a JNK inhibitorok gatoltak a 3 éras kezelés soran (12. Abra/A, B), mig a

24 6ras kezelést a két citokinre vonatkozoan csak a p38-MAPK gatloszer volt képes
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csokkenteni szignifikansan (12. Abra/C, D). Az ERK 1/2 és PI3-kinaz inhibitoroknak
egyik idOpontban sem volt gatlo hatasuk, s6t a P13-kinaz gatlészer megemelte a 3 oras
rMASP-1 kezelés hatasara kialakul6 1L-6 szekréciot.

Ha a rMASP-1-et clékezeltiik Cl-Inhibitorral 30 percre, a citokin termelédés
elmaradt. Meglepd azonban, hogy mig az IL-6 termelddés gatlasa fennmaradt a 24 orés
kezelés végéig, addig az IL-8 termelddését nem volt képes csokkenteni szignifikansan a
Cl-Inhibitor a 24 6ras kezelés soran. Elméletileg ez eléfordulhat, ha a
rMASP-1 / C1-Inhibitor komplex destabilizalodik a 24 éras mérés soran és a rMASP-1
felszabadul a gatlas alol, aminek kovetkeztében tjra képes lesz aktivalni a sejtek 1L-8
termelését. A hipotézisiink aldtdmasztasara megmértik a rMASP-1/ C1l-Inhibitor
inkubaltuk 24 6ran keresztiil és kiilonb6zé idopontokban mértiik a fluoreszcens
szubsztrat hasadasat, hogy megtudjuk az enzimatikusan aktiv rMASP-1 mennyiségét. A
MASP-1 6nmagéaban csekély mértékben vesztett enzimatikus aktivitdsabol (20 nM
MASP-1 kezdeti reakcio sebesség 3000 nM szubsztrat koncentracid esetén: 2314 =+
110 pM  szubsztrat/sec-rél 1863 + 30pM szubsztrat/sec-re  valtozott). A
rMASP-1 / C1-Inhibitor komplex proteolitikus aktivitasa azonban a detektalasi limit

alatt volt végig a kisérlet soran.
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12. Abra: A MASP-1 iltal kivaltott IL-6 és IL-8 citokinek termelédésében
fontos szignaltranszdukcidos utvonalak. A sejteket elOkezeltik a feltiintetett
gatloszerekkel az anyagok és modszerekben leirt koncentraciok hasznalataval fél oraig, majd
a sejteket kezeltiik 2 uM MASP-1-¢l 3 oraig A), B) vagy 24 oraig C), D). A feliiliszokbol
sandwich-ELISA modszerrel meghataroztuk az IL-6 A), C) és IL-8 B), D) citokinek
koncentracioit a kitek gyari leirasa alapjan. A Cl-Inhibitort ekvimolaris mennyiségii
MASP-1-el Osszekevertilk fél oraval a kezelés megkezdése elott, és ezt a keveréket
hasznaltuk kezelésként. A grafikonokon hirom HUVEC donor fiiggetlen méréseibdl
szarmazé értékek atlagat +/- szorasat mutatjuk be. A szignifikancia szintet a rMASP-1
kezeléshez viszonyitottuk, egyszempontos variancia analizist alkalmaztunk. *: p<0.05, ** :
p<0.01, ***: p<0.001 ns: nem szignifikans.

510 ATrMASP-1 HATASA A P-SZELEKTIN KIFEJEZODESERE

A gyulladdsos valasz kialakuldsa sordn az endotélsejtek szinte egyszerre
kezdenek el citokineket, kemokineket termelni, illetve valtoztatjadk meg az adhézios
molekula mintdzatukat. E két folyamat egyidejlileg szabalyozza a megfeleld
effektorsejtek kitapadasat az érfalhoz, illetve azok szovetkozti térbe vandorlasat a
gyulladas helyszinén. Miutan kimutattuk, hogy a citokinek koziil az IL-6 és IL-8
termelédését a rMASP-1 dozisfiiggd modon, kiilonbozo kinetikaval —aktivalta,
feltételeztiik, hogy bizonyos adhéziés molekuldk kifejezdésére is hatdssal lehet.

Minthogy a P-szelektin adhéziés molekula szorosan nem csak az adhézid
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megerdsitésében jatszik szerepet, hanem a véralvadas folyamataban is fontos, valamint
a szekrécigja a Weibel-Palade testek kitiriilésével egyiitt, percek alatt torténik, ezért a
kiilonféle aktivatorok P-szelektinre gyakorolt hatasat csak fehérje szinten vizsgaltuk.

A HUVEC sejteket 2 uM rMASP-1-el, 300 nM trombinnal vagy 50 uM
hisztaminnal 5 percig kezeltiik, majd megvizsgaltuk a P-szelektin kifejez6dését. A
rMASP-1 nem befolyasolta ennek az adhézios molekulanak a sejtfelszini expresszidjat,
mig a trombin ¢és a hisztamin 5 perc kezelés utan jelentésen aktivalta a P-szelektin
kifejez6dését (13. Abra/A, B), amely a 60 perces kezelés eltelte utan a kezeletlen

kontroll szintjére csokkent (13. Abra/B), dsszhangban az irodalmi adatokkal.
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13. Abra: A rekombinins MASP-1 kezelés hatisa a P-szelektin Kifejezodésére
HUVEC sejteken. A sejteket 2 uM rMASP-1-el, 300 nM Trombinnal, vagy 50 uM
Hisztaminnal 5 percen A), B) vagy 60 percen B) keresztiil kezeltiik, vagy kezeletleniil
hagytuk, aztan fixaltuk 1% paraformaldehiddel 15 percig szobahdmérsékleten, majd mosas
utan jeloltik 1:500-ban higitott egér anti-human P-szelektin ellenanyaggal 1 6raig. A) A
jelolés utan GAM-Alexa 568 illetve Hoechst magfestékkel tettiikk lathatova a sejteket. A
felvételeket Olympus IX-81 tipust, 40x UPLF objektivvel (NA = 0,75) felszerelt inverz
fluoreszcens mikroszkoppal, és Olympus DP70 digitalis kamerdval készitettiik, végil a
kiilonb6z6 fluoreszcens csatornan készitett felvételeket egymasra illesztettik az
abrazolashoz. B) A sejtes ELISA méréshez GAM-HRP szekunder ellenanyagot és
tetrametil-benzidin szubsztratot hasznaltunk. A kapott OD értékeket a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva abrazoltuk. Az oszlopok atlaga +/- szdrasa 3 kiilonb6z6 HUVEC sejtvonallal
végzett mérések eredményeibdl szarmazik.

511 A rMASP-1 HATASA AZ ENDOTELSEJTEK ADHEZIOS MOLEKULA

MINTAZATARA

Tovabbiakban az endotélsejt-leukocita adhézid mechanizmusaban fontos
szerepet jatsz6 négy adhézios molekula (E-szelektin, ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1)

kifejezddésének megvaltozasat vizsgaltuk mRNS és fehérje szinten rMASP-1 kezelés
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hatasara, illetve 0Osszehasonlitottuk a rMASP-1 hatdsat mas, ismert endotélsejt
aktivatorok hatasaval.

A HUVEC sejteket kezeltiik 2 uM rMASP-1-el, 300 nM trombinnal, 10 ng/mL
TNFa-val 1, 2, 6 vagy 10 oraig az mRNS expresszido méréséhez, vagy 6 és 24 oraig a
sejtfelszini  kifejez6dés meghatarozasahoz. A rMASP-1 er6sen megemelte az
E-szelektin  mRNS expresszidjat. A maximalis hatast 6 oOrdnal tapasztaltuk
(14. Abra/B). Az E-szelektin sejtfelszini kifejez6dését is szignifikinsan megemelte a
6 6ras TMASP-1 kezelés, azonban ez a hatds a 24 o6ras kezelés végére elmaradt
(14. Abra/A, C). A rMASP-1 kezelésnek nem volt hatdsa az ICAM-1 szintre sem
mMRNS, sem fehérje szinten (15. Abra), mig a rMASP-1 szignifikansan csokkentette az
ICAM-2 kifejezddését a 6 oras kezelés soran, €s ez a hatas tovabb fokozodott a 24 6ras
kezelés végéig fehérje (16. Abra/A, C) és mRNS szinten (17. Abra/B). Erdekes modon
a IMASP-1 a VCAM-1 mRNS expresszidjat megnovelte, azonban nem volt hatassal
ennek az adhézids molekuldnak a sejtfelszini kifejezddésére.

A rMASP-1 altal kivaltott mintazat sok elemében hasonlit a trombin vagy a
TNFa altal kivaltott fenotipus valtozasra, am van néhany jellegzetes tulajdonsaga. llyen
példaul az, hogy mig a rMASP-1 hatdsa bar altaldnosan kisebb mértékl, de
karakterében megegyezik a trombin E-szelektinre, ICAM-2-re és VCAM-1-re gyakorolt
hatasaval, de a trombintdl eltéréen nem képes aktivalni a HUVEC sejtek ICAM-1
expressziojat. A TNFo hatdsa a négy adhézios molekula kifejezOdésére legtobb esetben
eltér6 a rMASP-1 éaltal kivaltott hatdsokhoz viszonyitva. Egyedill az ICAM-2

kifejezddését modositottak az aktivatorok hasonld mértékben és karakterisztikaval.
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14-17. Abrak: A rekombinins MASP-1 kezelés hatiasa a HUVEC sejtek
adhézios molekula mintazatara. A sejteket 2 uM rMASP-1-el, 300 nM Trombinnal,
vagy 10 ng/mL TNFa-val 6 6ran vagy 24 o6ran A), C) illetve 1, 2, 6, 10 6ran B) keresztiil
kezeltiik, vagy kezeletleniil hagytuk. A kezelés utan fixaltuk a sejteket 1:1
metanol-acetonnal 10 percig szobahémérsékleten a fluoreszcens mikroszkopos és a sejtes
ELISA mérésekhez, majd mosas utan jeloltik 1:500-ban higitott egér anti-human
E-szelektin ellenanyaggal (14. Abra), ICAM-1 ellenanyaggal (15. Abra), ICAM-2
ellenanyaggal (16. Abra), vagy VCAM-1 ellenanyaggal (17. Abra) 1 6raig. A) A jelolés
utin GAM-Alexa 568 illetve Hoechst magfestékkel tettiik lathatova a sejteket. A
felvételeket Olympus IX-81 tipusu, 40x UPLF objektivvel (NA = 0,75) felszerelt inverz
fluoreszcens mikroszkoppal, és Olympus DP70 digitalis kameraval készitettiik, végil a
kiilonb6z6 fluoreszcens csatornan készitett felvételeket egymasra illesztettik az
abrazolashoz. B) A kezelt sejtekb6l mRNS tisztitottunk, és qPCR technikaval
meghataroztuk a kontrollhoz viszonyitott relativ expressziot, amit szazalékban kifejezve
abrazoltunk C) A sejtes ELISA méréshez GAM-HRP szekunder ellenanyagot és
tetrametil-benzidin szubsztratot hasznaltunk. A kapott OD értékeket a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva abrazoltuk. Az oszlopok atlaga +/- szérasa 3 kiilonb6z6 HUVEC sejtvonallal
véozett mérések eredménveibdl szarmazik.
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15. Abra: Abraaldirast lasd a 14-17 dsszevont leirasban
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17. Abra: Abraaldirast lasd a 14-17 dsszevont leirasban

512 rMASP-1 HATASARA KIALAKULO ADHEZIOS MOLEKULA
MINTAZAT IDOKINETIKAJA ES A rMASP-1 DOZISFUGGO HATASA

Ismert, hogy az adhézios molekuldk kifejezédésének iddkinetikdja kiillonbozo,
aminek hatterében a sejtszelektiv adhézid eldsegitése all. Az adhéziés molekulak
kifejezodése jo jelzéje annak, hogy egy aktivator milyen gyorsan fejti ki a hatasat.
Annak kivizsgalasara, hogy a rMASP-1 milyen sebességgel képes az E-szelektin és az
ICAM-2 kifejezddésének megvaltoztatasara, valamint a hatasa mennyi ideig all fenn,
idokinetikai mérést végeztiink. A HUVEC sejteket 2uM rMASP-1-el kezeltiik 1, 3, 6,
10 és 24 6ran keresztiil, majd mértiik az adhézidés molekulak sejtfelszini expressziojat.
Az E-szelektin szintjét a rMASP-1 kezelés mar 3 o6ra elteltével szignifikansan
megemelte, majd 6 ora elteltével kifejtette maximalis hatdsat, mig a 24 o6ras kezelés
végére teljesen elmult a rMASP-1 hatésa (18. Abra/A). Az ICAM-2 szintjét a IMASP-1

tendenciozusan csokkentette a 24 6ras kezelés végéig (18. Abra/C).
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Ezutdn azokban az id6pontokban, ahol a rMASP-1 a maximalis hatasat
kifejtette, dozisfliggd mérést végeztink. A rMASP-1 mar 0,6 uM koncentracioban
szignifikansan megemelte az E-szelektin kifejez6dését, és hatasa dozisfiiggd volt
(18. Abra/B). Az ICAM-2 esetében a legkisebb szignifikans hatést is a 0,6 uM dézist
kezelésnél mértiik, és a rIMASP-1 hatasa ebben az esetben is dozisfliggdnek mutatkozott

(18. Abra/D).
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18. Abra: A rMASP-1 sltal indukalt E-szelektin és ICAM-2 kifejezddés valtozas
idokinetikaja és dozisfiiggése. A HUVEC sejteket kezeltiik 2 uM MASP-1-el 1, 3, 6, 10
és 24 6raig A), C) vagy 0, 0,2, 0,6, 2 uM MASP-1 kezelést alkalmaztunk 6 oraig B) illetve
24 6raig D), majd sejtes ELISA modszerrel meghataroztuk az E-szelektin és ICAM-2 relativ
kifejezddését a kontrollhoz viszonyitva. A grafikonokon hdrom fiiggetlen mérésbol
szarmazo értékek atlagat +/- szorasat mutatjuk be.

513 A NEUTROFIL GRANULOCITAK AKTIVACIOJA rMASP-1 KEZELT
HUVEC FELULUSZOVAL

Mivel az ELISA mérések nem adnak informécidt a citokintermelés biologiai
jelentdségérol, és a statisztikai kiillonbségekbdl konnyen t0lzé kovetkeztetéseket
vonhatunk le, szerettiik volna megvizsgalni, hogy a HUVEC sejtekben rMASP-1
rovidtava hatasara termelddo citokinek elegendé mennyiségben vannak-e jelen ahhoz,

hogy a neutrofil granulocitak (PMN-ek) aktivaciojat eldidézzék. Eloszor a PMN sejtek
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gyors aktivacidjara voltunk kivancsiak, ezért mértik a ,,FMASP-1-el kezelt feliiluszo”
vagy ,,Kezeletlen feliilisz6” hatdsara kialakulé szuperoxid termelddést. A rMASP-1
direkt hatasat szerettiik volna elkertilni, ezért a HUVEC sejteken 30 perc 2 uM MASP-1
kezelést kovetéen a médiumot két és fél orara HBSS-re lecseréltik, a Modszerekben
leirtaknak megfeleléen, majd megmértikk a ,,FMASP-1-el kezelt feliilusz6” rMASP-1
mennyiségli TMASP-1-et (19. Abra/A). A kezelésként hasznélt feliiliszok extrém
alacsony mértékben indukaltak a szuperoxid termelést, és a ,,FMASP-1-el kezelt
feliilisz6” hatasa nem kiilonbozott a ,,Kezeletlen feliiliszé” hatasatol. (1.35% vs.
1.55%, p= 0.31, ahol a 100%-ot a 100 uM PMA kezelés hatasara kialakul6 maximalis
szuperoxid termelés jelentette).

A kovetkezOkben kemotaxis mérést végeztink. A PMN sejteket 3 um
porusméretli Transwell™ szlirdbetétbe pipettaztuk, majd 24-lyuka lemezbe helyeztiik,
amelyet HBSS-sel  (Ca*/Mg**-nal  kiegészitve), ,Kezeletlen feliilaszoval”,
»-TMASP-1-¢l kezelt feliiluszoval” vagy 2 ng/mL IL-8 citokinnel toltottiink fel. A HBSS
volt a negativ, mig az IL-8 a pozitiv kontroll. A ,Kezeletlen feliillisz6” gyengén
~IMASP-1-¢l kezelt feliilusz6” szignifikansan er6sebb kemotaxist idézett el6. A
»IMASP-1-el kezelt feliiluszo” hatdsa hasonld erdsségli volt az IL-8 hatdsahoz, attol

nem tért el szignifikansan (19. Abra/B).
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19. Abra: A rMASP-1-el kezelt HUVEC feliiliszo altal aktivalt neutrofil
granulocita migracio. A HUVEC sejteket 2 uM rMASP-1-el 30 percig kezeltiik, vagy
kezeletleniil hagytuk. A kezelés utan a feliiluszokat rMASP-1 mentes HBSS-re cseréltitk
2,5 orara, végiil dsszegyljtottik a kezelt illetve kezeletlen sejtek feliiluszoit. A feliiliszok

crer

A) A Kontroll oszlop a 30 perces kezelés befejezésekor, a HBSS-re cserélés eldtti, mig a
masik oszlop a HBSS csere utan a 2,5 o6ras kezelés végén, az Osszegyljtéskor mért
rMASP-1 koncentraciot mutatja. B) A neutrofil sejteket két egészséges Onkéntes vénas
vérébol izolaltuk. 1075 sejtet tettiink egy 3-um-es porusméretii Transwell™ sziirobetétjébe,
majd azt belehelyeztiik a kezeletlen, a IMASP-1-el kezelt sejtekrdl szdrmaz6 feliiluszokba,
illetve 2 ng/mL IL-8 citokint tartalmazo HBSS-be egy oraig. A migralt sejtek aranyat az
Osszes sejthez viszonyitva abrazoltuk szazalékosan kifejezve. Az abran 3 fiiggetlen
kemotaxis mérés atlag +/- szoras értéke van feltiintetve. A szignifikancia szintet a rMASP-1
kezeléshez viszonyitottuk. *: p<0.05, ns: nem szignifikans.

5.14 A PLB-985 NEUTROFIL MODELL SEJTEK KARAKTERIZALASA

Annak érdekében, hogy a kiilonb6z6 donorokbol szarmazé HUVEC sejtek
természetes variabilitdsdhoz ne adodjon hozzd a primer neutrofil sejtek szorasa, egy
allandé fenotipusii neutrofil modell sejt, az akut mieloid leukémia sejtvonalbdl
szdrmazo PLB-985, haszndlata mellett dontottink. Ez a sejtvonal a neutrofil
granulocitak egyik leggyakrabban hasznalt modellrendszere. A mieloid fenotipus 6
napos 1,25% DMSO jelenlétében az irodalom szerint neutrofil granulocita jellegli
fenotipussa differencialodik. Annak érdekében, hogy a differencidcié hatékonysagat

nyomon kd&vethessiik és bizonyitsuk, hogy a PLB-985 sejtek megfeleld modelljei
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lehetnek a neutrofil granulocitdknak abban a rendszerben, amelyben az endotélsejthez

crer

fenotipust.

5.14.1 A DIFFERENCIALTATOTT PLB-985 NEUTROFIL MODELL SEJTEK ADHEZIOS

MOLEKULA MINTAZATA

Elészor azt vizsgaltuk meg, hogy mennyire tiikrozi a PLB-985 sejtek adhézios
molekula mintadzata a neutorfil granulocitdkra jellemz6 adhéziés molekula mintazatot,
és ezt a differenciacié milyen iranyba befolydsolja. A PMN sejtek felszinén nagy
mennyiségben van jelen a CD11a/CD11b, a CD15 ¢és CD43, valamint nem jellemz6 az
inkabb monocitak felszinén kifejez6dé CD49d jelenléte.

A PLB-985 sejtek felszinén jelentds CD15 és CD49d, valamint mérsékeltebb
CDA43 expressziot mértiink, mig csekély mennyiségii CD11a és CD11b is detektalhatd
volt. Ezzel szemben a differenciacio hatdsara jelentésen megnétt a CD11a és CDI11b
szintje, nem valtozott szamottevd mértékben a CD15 és CD43 kifejezodése, mig a
CD49d expresszidja jelentdsen lecsdkkent (20. Abra).
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20. Abra: A PLB-985 és a differencialtatott dPLB-985 sejtek adhéziés molekula
mintazatanak oOsszehasonlitasa. PLB-985 vagy differencialtatott dPLB-985 sejteket
HBSS-ben szuszpendaltuk, hogy meghatarozzuk a CD11a, CD11b, CD15, CD43 és CD49d
kifejez0dését a sejteken. Specifikus egér ellenanyaggal illetve az izotipus kontroll
ellenanyagokkal inkubaltuk a sejteket 30 percig +4 °C-on, majd mosas utan fixaltuk 2%
paraformaldehiddel 15 percig, végiill PBS-ben szuszpendaltuk a sejteket az aramlasi
citometrids vizsgalatokhoz. 10™4 sejt sejtfelszini adhézios molekulait mértiik és abrazoltuk.
RMF: az izotipus kontrollhoz viszonyitott atlag fluoreszcencia intenzitas értéke.
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5.14.2 A DIFFERENCIALTATOTT PLB-985 SEJTEK HIDROGEN-PEROXID TERMELO

KEPESSEGE

Az adhézidos molekula mintazat mellett fontos jellemzdéje a neutrofil
granulocitaknak a reaktiv oxigén szabadgyok termeld képessége, amely a PMN sejtek
funkcidjanak az egyik legfontosabb mérdje. Szerettiik volna egy funkcionalis tesztben is
Osszehasonlitani a differenciacid hatékonysagat, ezért mértilk a differencialt és nem
differencialt PLB-985 sejtek hidrogén-peroxid termeld kapacitasat.

A PLB-985 és dPLB-985 sejteket kezeltik 100nM forbol-12 mirisztil-13
acetattal vagy kezeletleniil hagytuk, és mértilkk a felszabaduldo hidrogén-peroxid
mennyiségét. A differencialt PLB-985 sejtek jelentés mennyiségi reaktiv szabadgyokot
termeltek (21. Abra/B), mig a kezeletlen és a nem differencialt sejtek esetében nem volt

hidrogén-peroxid termel3dés tapasztalhaté (21. Abra/A, B).
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21. Abra: A PLB-985 és a differencialtatott dPLB-985 sejtek reaktiv
szabadgyok termeld képességének oOsszehasonlitasa. A sejtekhez HRP illetve
Amplex Ultra Red™ fluoreszcens szubsztratot adtunk, majd kezeltik 100 nM PMA-tal,
vagy kezeletleniil hagytuk a sejteket, hogy mérjiik a reaktiv szabadgyok termeld képességet.
A fluoreszcencia intenzitasokat mértiik a PLB-985 A) és a differencialtatott dPLB-985
sejtek B), esetén 10 mp-enként 20 percig.

5.14.3 A DIFFERENCIALTATOTT PLB-985 SEJTEK ADHEZIOJA E-SZELEKTINNEL

FEDETT LEMEZHEZ

Egy masik funkciondlis teszttel is szerettik volna aldtdmasztani, hogy a
differencialt PLB-985 sejtek jo modelljei lehetnek a neutrofil granulocita - endotél
adhézids vizsgalatoknak. Kivancsiak voltunk, hogy a dPLB-985 sejtek képesek-e

kitapadni rekombinans E-szelektinnel fedett lemezhez. Ennek kivizsgalasara a
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kiilonb6z6  koncentracioban fedett lemezre differencialtatott PLB-985 sejteket
pipettaztunk, és haromszori moséas utan mértiik az adhéziojukat a lemezhez. Méréseink
szerint az E-szelektinnel fedett lemezhez a fedés koncentraciojatol fiiggé mértékben

voltak képesek kitapadni a dPLB-985 sejtek (22. Abra).

dPLB-985

5 8
S 9

Kitapadt
sejt (db)
8
s

o 1 2 3 4 &
E-szelektin (ng/mL)

22. Abra: A differencialtatott dPLB-985 adhéziéja E-szelektinnel fedett
lemezhez. Elézéleg 0, 0,2, 1, és 5 pg/mL E-szelektinnel bevont lemezen inkubaltuk az
Oregon Green™ fluoreszcens festékkel megjel6lt differencialtatott dPLB-985 sejteket
30 percig 37 °C-on. Haromszori mosas utan leolvastuk a sejtek fluoreszcencia intenzitasat,
majd standardsor alapjan kiszamoltuk a kitapadt sejtek szamat. A grafikon harom fiiggetlen
mérés atlagat +/- szorasat abrazolja.

515 A DIFFERENCIALTATOTT PLB-985 SEJTEK ADHEZIOJA
rMASP-1-EL KEZELT HUVEC SEJTEKHEZ

Hasonléan az ELISA mérésekhez a citokinek esetében, a fluoreszcens
mikroszkopos és sejtes-ELISA mérések nem adnak informaciot az adhézios molekula
mintazat megvaltozasdnak bioldgiai fontossagarol, illetve arrdl, hogy egy ilyen
rendszerben szignifikans kiilonbségnek mutatkozo eredmény valdban relevans-e in vivo
rendszerekben. Annak érdekében, hogy kozelebbrél megértsik a MASP-1
endotélsejtekre gyakorolt élettani szerepét, szerettiik volna megvizsgéalni, hogy a
HUVEC sejtekben rMASP-1 hatasara megvaltoz6 adhézidos molekula mintazat
megfelel6 koriilményt biztosit-e ahhoz, hogy a dPLB-985 sejtek kitapadasa fokozodjon.

Ezért kezeltik a HUVEC sejteket 0,2, 0,6 vagy 2 uM MASP-1-el, 300 nM
trombinnal, vagy 10 ng/mL TNFa-val, vagy kezeletleniil hagytuk 6, 24 oraig és
0G-488-cal jelolt dPLB-985 sejtet pipettaztunk a HUVEC sejtekre. A 6 6ras rMASP-1

crer
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azonban ez a hatds elmaradt a 24 6ras kezelés végére. A rMASP-1 hatasa hasonl6 volt a
trombinéhoz, amely szintén csak a 6 oras kezelés soran fokozta a dPLB-985 sejtek
a 24 oras kezelés végére (23. Abra/A).

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a rMASP-1 hatasa dozisfiiggéen befolyasolja-e a
dPLB-985 sejtek adhézidjat. Azt tapasztaltuk, hogy a 6 éras kezelés hatasa aranyos volt
az alkalmazott rMASP-1 koncentracioval (23. Abra/B).
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23. Abra: A differencialtatott dPLB-985 sejtek adhéziéja aktivalt HUVEC
sejtekhez, a rMASP-1 dézisfiiggé hatiasa az adhéziora. A sejteket kezeltik 2 pM
MASP-1-el, 300 nM Trombinnal, 10 ng/mL TNFa-val, vagy kezeletleniil hagytuk 6 és
24 6raig A) illetve 0, 0,2, 0,6, és 2 uM MASP-1-¢l 6 és 24 oraig B). A kezelés befejeztével
Oregon Green™ fluoreszcens festékkel jel6lt differencialtatott dPLB-985 sejteket tartalmazo
HBSS-re cseréltiik a HUVEC sejtek feliiliiszojat 30 percre 37 °C-on. Az inkubéciét végén
mértiik az Osszes sejt mennyiségét a fluoreszcencia intenzitdsok alapjan, majd haromszor
mostuk a HUVEC sejteket, végiil Gjra mértiik a fluoreszcencia intenzitasokat. A kitapadt
dPLB-985 sejteket az Osszes sejthez viszonyitva szazalékosan abrazoltuk A) illetve a
rMASP-1 dézisfiiggd hatasat a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva relativ értékként tiintettiik
fel B). A grafikonok harom fliggetlen HUVEC sejtvonalbdl szarmazo mérés atlagat +/-
szorasat abrazoljak. Egyszempontos variancia analizist alkalmaztunk: *: p<0.05, **: p<0.01,
*#%: p<0.001 ns: nem szignifikans.
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6. MEGBESZELES

A komplementrendszer lektin utja baktérium- és gombainfekciok, valamint sajat
sejtjeink pusztulasa kovetkeztében aktivalodik. Az aktivacio a patogének szolubilis
mintdzatfelismerd receptorok altali megkotésével kezdddik, mig tovabbviteléért az
MBL-asszocialt szerin-proteazok felelések. Ismert, hogy a MASP-ok (kivéve a
MASP-2) szerepe nem szigoriian csak a komplementrendszer beinditdsa, hanem egyéb
¢lettani folyamatokban is szerepet jatszanak (60-63). Az LPR-ek mennyisége illetve
mintazat felismeré képessége nem egyforma, és a képet tovabb bonyolitja, hogy
egyel6re nincs informacionk arrol, milyen preferenciaval és milyen sztéchiometriaval
kotédnek a MASP-ok és MAP-0k az egyes receptor molekuldkhoz.

A pontos sztohiometriai aranyok azért sincsenek jol definidlva, mert mig az
Osszes LPR mennyiségének csekély részét kitevd MBL preparalasa plazmébol régota
leirt moédszer, a tobbi felismeré molekulaé a kdzelmultig nem volt megoldott, raadasul
az asszocialt proteinek tisztitasa is sokaig technikai akadalyokba litkozott. Matsushita és
mtsi. 2000-ben irtak le azt a protokollt, amelyben sikeresen tisztitottak human
plazmamintakbol kis mennyiségi MBL-MASP komplexeket (118). Ennek a
modszernek féleg elméleti jelentGsége volt, mert a kitermelési hatékonysag igen
alacsony, megkozelitdleg 0.7% az Osszes MASP-1-re vonatkoztatva. Az alacsony
preparalasi hatékonysag azonban annak figyelembevételével, hogy az MBL minddssze a
LPR-ek 4,2 szazalékat teszi ki, nem rossz eredmény. Ennek tiikrében a 8 ug MASP-1
100 mL plazmébdl kiindulva mar ~20%-os hatékonysagot jelent.

A preparalds soran az MBL ¢és a MASP-1 koncentraciok erds korrelaciot
mutattak. Ezért azt feltételeztiik, hogy a MASP-1 és az LPR-ek képesek valamilyen
kinetikaval disszocialni majd tjra asszocialni. gy nagy mennyiségii rekombinans MBL
hozzaadasa novelni fogja az MBL-MASP komplexek jelenlétét a MASP-1/fikolin
komplexek rovésara, azaz novelhetd a MASP-1 MBL-en keresztiili preparalasdnak
hatékonysdga. Eredményeink szerint a hozzdadott 10 pg/mL MBL huaszszorosara,
~15%-ra ndvelte meg a preparalas 6sszes MASP-1-re vonatkoztatott hatékonysagat.

A preparatumban és a plazmaban nem ugyan olyan aranyban voltak a kiilonb6z6
LPE-k. Feltételezhet6 tehat, hogy a MASP1 és MASP2 gének termékeinek kiilonbozo a

disszociacids egyensulya az MBL-hez, illetve elképzelhetd, hogy ha a preparalast nem
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rekombinans MBL-lel végeznénk, hanem mas kollektinekkel vagy fikolinokkal, akkor
mas tisztitdsi ardnyt kapnank. A fehérjék koziil a MASP-1 és a MAp44 fehérjék
Az irodalom szerint az LPR kd&tésére az asszocialt molekuldk N-terminalis doménjei
(ezen belill is leginkabb a CUBI1-, EGF- és CUB2-domén) felelések (23), azonban
eredményeink felvetik, hogy a szerin-proteaz domén is befolyasolhatja a LPR
megkotését.

Az MBL-lel komplexben 1év6 LPE-k kozil a MASP-2, MASP-3 illetve a
MAp19 és MAp44 fehérjék nem aktivaltdk az endotélsejtek kalcium mobilizacidjat,
csak a MASP-1 volt képes dozisfiiggd valasz kivaltasara. Ezek az eredmények nem
meglepdek a szerkezeti adatok ismeretében, hiszen a fenti molekulak koziil, csak a
MASP-1-nek van széles szubsztratspecificitisa, ami lehetové teszi a
komplementrendszer aktivalasa mellett, tobbek kozott a PAR-ok hasitasat is. Oroszilan
és mtsai (120) leirtdk, hogy bizonyos koriilmények kozott az MBL kotédik az
endotélsejtekhez, azonban nem indukal citokin ¢és adhéziésmolekula termelddést
benniik. Mostani kisérleteinkben kimutattuk, hogy az MBL endotélsejtekhez vald
kotddésének nincs Ca-mobilizald hatasa sem.

A MASP-1 is csak akkor képes az endotélsejteket stimuldlni, ha ép katalitikus
triaddal rendelkezik, és enzimatikusan aktiv formaban van jelen. Korabban
kutatocsoportunk kimutatta, hogy a Ca®* mobilizacié gatolhatd6 a MASP-1 természetes
gatloszerével, a Cl-Inhibitorral, amely irreverzibilisen tonkreteszi az enzim aktiv
centrumat. Ez azonban Onmagaban nem elegendd bizonyiték arra, hogy a fehérje
enzimatikus aktivitdsa sziikséges az endotélsejt aktivacid beinditasdhoz, hiszen a
MASP-1 kapcsolodhatna mas, olyan receptoron keresztil is az endotélsejtek
felszinéhez, amelyet sztérikusan gatolhatna a MASP-1-nél nagyobb Cl1-Inhibitor. Az
S/A mutans egy olyan rekombinans MASP-1, amely szerin-proteaz aktivitassal nem
rendelkezik, konformacidja viszont a vad tipussal megegyezd. Ez a fehérje nem
aktivalta az endotélsejteket, tehat valoszinsithet, hogy a MASP-1 valoban csak a
szerin-proteaz aktivitasa révén képes a kalcium mobilizacio kivaltasara. Ha a zimogén
MASP-1 is tudna aktivalni az endotélsejteket, akkor azok folyamatosan stimulalt
allapotban lennének, hiszen a MASP-1 zimogén formaja 4llandéan ¢és nagy

mennyiségben van jelen az endotélsejtek kornyezetében. Mivel azonban az R448Q
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zimogén mutans nem aktivalta az endotélsejteket, igy bioldgiailag jol magyarazhatova
valhat a jelenség: a MASP-1 hatasa csak abban az esetben érvényesiil, ha el6zdleg a
lektin ut aktivacioja megkezdodott.

Az MBL-MASP komplexek hatasardl leirt megfigyeléseink megerésitik a
rekombinans MASP-1-el kapott korabbi eredményeinket, és igazoljak, hogy ez utobbi
jo6 modell a MASP-1 funkcionalis vizsgalataihoz, annak ellenére, hogy a rekombinans
MASP-1 joéval kisebb molekula (45,5 kD) (59), mint a vad tipus dimer, MBL-lel
komplexben 1évé forméja (~600 kD).

A MASP-1 éltal kivaltott endotélsejt aktivacionak sokféle kimenetele lehet. A
proteaz aktivalta receptorok G-fehérje kapcsolt receptorok, amelyek az intracellularis
alegység tipusatol fiiggden (o-, B-, y-alegységek) tobbféle parhuzamos jelatviteli elem
beinditasara képesek (121, 122). Noha a Ca®* mobilizacid, az NFkB és p38-MAPK
aktivacio a gyulladasos fenotipus iranyaba determinalja az endotélsejteket (104),
feltételezhetd, hogy a kalcium szignalizacid eldsegiti a citoszkeletalis atrendezddést is,
ami a gyulladéassal 0sszefliggésben allva vezikula szekrécidra és/vagy a permeabilitas
megvaltozasara utalhat.

A CREB a gyulladas folyamatanak fontos transzkripcids faktora. Aktivacidja
legalabb kétféle utvonalon keresztiil torténhet. Az egyik, amirél a nevét is kapta a
cAMP utvonalon keresztiil, mig a masik a p38-MAPK utvonalon keresztiil alakul ki
(108, 123). Kotohelyét tobb gyulladasos citokin promoter elemében megtalaltak. Mivel
a MASP-1 aktivdlja a p38-MAPK utvonalat, nem varatlan, hogy a CREB
foszforilacigjara is hatdssal van. Azt is leirtdk, hogy a trombin altal aktivalt PAR
receptorok képesek a CREB aktivacio beinditasara (124).

A JNK aktivacié a gyulladas sordn a vezikulaszekrécio eldsegitése mellett erds
tulélé/proliferativ szignalt biztosit (125). Aktivacioja MASP-1 hatasara azért lehet
logikus, mert a komplement lektin utjanak aktivacigja feltételezhetden infekcio
kovetkeztében torténik, ami nagy valoszinliséggel egyiitt jar valamilyen szdveti
sériilléssel is, tehat a JNK aktivacio felkésziti az endotélsejteket a sériilés
helyreallitdsara, az érfal Ujraszervezddésére, a tormelékek eltakaritdsara, amihez a
szekretalt granulumokbol kemokineket szabadithat fel a megfeleld célsejtek

odavonzasara.
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A jelatviteli utvonalak gatlasa sordn azt tapasztaltuk, hogy a MASP-1 éltal
kivaltott citokintermelés beinditasaiban a p38-MAPK utvonal jatssza a legfontosabb
szerepet, hiszen ennek az Gtvonalnak a gatlasa a rovid (3 6ras) és a hosszatavu (24 6ras)
rMASP-1 kezelés hatasat is megsziintette, mig az NFkB és a JNK inhibitorok csak a
rovid tava indukcié esetén voltak hatékonyak. A JNK ¢és NF«xB gatloszerek
hatastalansagat a hosszutavu kezelés soran magyarazhatjuk az inhibitorok lebomléasaval,
azonban Cherla és mtsi. sikeresen hasznaltdk ezeket a gatloszereket a 24 oras LPS
indukcid kovetkeztében kialakuld IL-8 termelédés gatlasara (126). A PI3-kinaz inhibitor
rovidtava alkalmazasa esetén tapasztalt gyenge 1L-6 emelkedés hatterében feltehet6leg
az NFxB aktivacioja all, hiszen Kim és mtsi. leirtak, hogy a PI3-kinaz gatolja az NFxB
utvonalat HUVEC sejtekben (127), és bemutattuk, hogy az NFkB aktivacidjanak
szerepe lehet a rIMASP-1 altal kivaltott korai IL-6 termelés beinditasaban. Mivel az
ERK-hez asszocialt utvonalnak leginkdbb a novekedési faktorok altal kivaltott sejt
novekedés €s differencidcio beinditasaban fontosak, nem csoda, hogy ez az utvonal nem
vesz részt a MASP-1 altal indukalt citokintermelés beinditasaban. Nem vart eredmény
azonban, hogy a 24 o6rds rMASP-1 kezelés hatdsara kialakulo IL-6 termelést csak
részben, mig az IL-8 termel6dést egyaltalan nem gatolta a Cl-Inhibitor. Mivel
kimutattuk, hogy a MASP-1/Cl-Inhibitor komplex nem esik szét 24 Ooran beliil,
alternativ.  mechanizmust kell feltételezniink a gatld hatds elmaradasanak
megmagyarazasara. A Cl-Inhibitor komplexek képesek kotddni az endotélsejtek
felszinén kifejez6d6 LDL-receptor kapcsolt fehérjékhez (128), mig az aktiv
Cl-Inhibitor nem. Elképzelhetd, hogy a 24 o6ras rMASP-1/C1-Inhibitor komplex
indukcio az LDL-receptor kapcsolt fehérjéken keresztiil képes IL-8 termelddés
beinditasara.

Egy aktivator hatasanak fontos paramétere a kivaltott valasz idokinetikaja. Nem
ugyan azt jelenti értelemszertien, ha egy hatas az aktivaciot kovetd 5 percen (P-szelektin
expresszid), 6 oran (E-szelektin) vagy 24 6ran (ICAM-ok, VCAM-1) beliil fejez6dik ki.

Az IL-8 szekréciodja a jelatviteli elemek aktivacigjat kovetden indul meg, és 1-2
ora elteltével valik maximalissa. E citokin gyors megjelenésének hatterében feltehetdleg
nem csak de novo fehérje szintézis all, hanem a raktaroz6 granulumok kiiiriilése is,
ahogy ez a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott mérésekbdl kitlinik. A kiilonb6zo

sejtpopulaciok odavonzasara az endotélsejt megfeleld Osszetételli kemokinekbdl és
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citokinekbdl 4ll6 granulumokat raktdroz, amiket stimulus hatdsara szabalyozottan és
differencialtan kiiirit (129). Az MCP-1 ¢s az 1L-8, amely a monocitak és a neutrofil
granulocitak két jol karakterizalt kemoattraktans fehérjéje, mas-mas granulumokban
tarolodik, szekréciojuk mennyisége és sebessége is kiilonbozé (129, 130). Az 1L-8
kemotaktikus hatdsan kiviil eldsegiti az endotélsejtek felszinén a kitapadast és a
transzmigracié folyamatat is. A neutrofil granulocitdk aktivicidja a véraramban
kezdédik, citokinek (pl. 1L-8), bakterialis molekulak (pl. fMLP) illetve anafilatoxinok
(Cha) hatasara (131). lgazoltuk, hogy a MASP-1 altal aktivalodott endotélsejtekbdl
felszabadulé mediatorok képesek a neutrofil granulocitdk kemotaxisanak kivaltasara.
Mivel kimutattuk, hogy a MASP-1 fokozza az endotélsejtek IL-8 termelését, nem
meglepd a nagy mennyiségili rekombinans IL-8, és a MASP-1 kezelt HUVEC feliiltiszo
igen hasonlo kemotaktikus hatasa. Nem zarhatjuk ki azonban, hogy e folyamathoz az
IL-8-on kiviil mas faktorok is hozzajarulhatnak. Az IL-8 termelddése, és az MCP-1
hidnya egylittesen Dbiztositja a velesziiletett immunvalasz leghatékonyabb
antimikrobidlis  célsejtjeinek, a neutrofil granulocitdknak a  szelektiv, a
IL-8 szekrécio de novo fehérjeszintézis nélkiil torténik, addig a proinflammatorikus
endotélsejt aktivatorok, mint a TNFa vagy az IL-1B elnyujtott, egyenletes IL-8
termel6dést eredményeznek (105, 130, 132). Ebbol a szempontbdl a MASP-1 leginkabb
a trombin hatasara hasonlit. Mivel a hisztamin ismerten hat a granulumok kiiiritésére,
nem meglepd eredmény, hogy a MASP-1 és a hisztamin IL-8 szekréciora gyakorolt
hatésa is kdzel azonos.

A MASP-1 hatasara kialakuld I1L-8 termeléssel egy idOben lezajlo és szorosan
Osszefliggd folyamat az E-szelektin megjelenése az endotélsejtek felszinén. Irodalmi
adatok arra utalnak, hogy az E-szelektin mar igen koran, 3-6 6raval a stimulus utan
erOsen expresszalodik az endotélsejteken (104). Eredményeink a MASP-1 hatéasara is
hasonloan gyors E-szelektin megjelenést mutattak, ami 3-6 ora elteltével érte el a
maximumat. A P-szelektinnel szemben az E-szelektin kizarolag gyulladasos aktivacio
kovetkeztében expresszalodik, funkcidja is elsdsorban a leukocita adhézio fokozasa, a
migraciés folyamatok megindulasanak biztositasa. Nem meglepd, hogy a MASP-1 hat
az E-szelektin kifejez6désére, hiszen az E-szelektin elengedhetetlen a neutrofil

granulocitdk és az endotélsejtek korai interakcidjahoz. Ezt tamasztja ala az a
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megfigyelésiink is, hogy az endotélsejteken, a 6 6ranal hosszabb tavii MASP-1 kezelés
soran, az E-szelektin szintjének csokkenésével parhuzamosan a neutrofilek adhézioja is
mérséklodott. A MASP-1 adhéziora gyakorolt hatdsa kinetik4jaban és intenzitasaban is
legjobban a trombin hatasdval mérhet6 Ossze, amit jol tikréznek a neutrofil
modellsejtek kitapadasaval kapott eredmények is. A TNF azonban masként viselkedett,
hatasa hosszabb ideig fennmaradt, és joval intenzivebb volt, mint a trombin és a
MASP-1 hatasa. A szelektinekkel kapcsolatban fontos megemliteni, hogy a
MASP-1-nek nincs hatasa a P-szelektin megjelenésére. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a MASP-1 nem jatszik fontos szerepet a vérlemezkék és az endotélsejtek kozott a
véralvadas soran kialakul6 adhézid szabélyozasaban.

Az IL-6 citokin rendszerint az IL-8 és MCP-1 kemokinekkel egyiitt fejezodik ki
endotélsejtekben. A MASP-1 altal kivaltott termelédése azonban ezektol eltérd kinetikat
mutat, aminek magyarazata leginkdbb funkcidjdban keresend6. Az IL-6 feltehetdleg a
fert6zés hosszabbtavh elharitasaért felel, fokozza a maj akut-fazis fehérjéinek, koztiik
szdmos komplement fehérjének a termelddését és hozzajarul a 1az kialakulasdhoz is. A
MASP-1 tehdt az endotélsejtek IL-6 termelése révén hozzdjarulhat a
komplementaktivacio soran felhasznalédott komplement komponensek poétlasahoz, az
akut-fazis reakcio beinditasan keresztiil. Emellett adaptiv folyamatok szabalyzasaban is
részt vesz (pl. B-sejtek ellenanyagtermelésének fokozasa, IL-17 differenciécio,
izotipusvaltas), igy tehat érthetd, hogy termelddése csak késdbb, a komplement
aktivaciot kovetd 6-24. oraban valt kifejezetté. A MASP-1, a trombin és a TNFa IL-6
citokin termelddésére gyakorolt hatdsanak intenzitdsa és idokinetikaja igen hasonld volt,
mig az LPS joval intenzivebb IL-6 termelddést valtott Ki.

A MASP-1 hatasa az ICAM-2 kifejez6désére az IL-6-hoz hasonléan hosszabb
tava. Az ICAM-2 kizardlag az endotélsejtek felszinén, konstitutiv médon fejezddik ki,
¢és jelenlétének antiapoptotikus, illetve a homing irdnyitdsban betdltott szerepet
tulajdonitanak (133). Szintje gyulladasos aktivatorok hatasara csokken. Erdekes, hogy a
MASP-1 nagyon hasonloan hatott az ICAM-2 sejtfelszini expresszidjara, mint mas,
ismert endotélsejt aktivatorok (pl. TNF vagy trombin). Ennek hatterében valdszintileg a
sejtszelektiv adhézio és transzmigracié altalanos elésegitése allhat (133), de szerepe
nem egészen tisztazott a migracids folyamatokban. Feltehet6leg a csokkend ICAM-2

szint ¢és a gyulladadsos indukciok kovetkeztében kifejez6dé6 ICAM-1 egyiittesen
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teriiletén. Mivel a MASP-1 sem az ICAM-1, sem a VCAM-1 sejtfelszini kifejez6dését
nem befolyasolta, azonban csokkentette az ICAM-2 szintjét az aktivaciot kovetd 24
oran belill, feltételezhetjiik, hogy ez az E-szelektin expressziojanak ndvekedésével
egylitt inkabb a neutrofil granulocitdk célzott toborzasahoz jarul hozza. Ez az adhézios
molekula mint4zat leginkabb a trombin hatdsahoz hasonlit azzal a kiilonbséggel, hogy a
trombin az ICAM-1 kifejez6dését is aktivalja, mig eltér az ismert gyulladasos
endotélsejt aktivator, a TNFa hatdsatol, amelyik mind a négy fent emlitett adhézios
molekula kifejez6dését jelentésen befolyasolja (134).

A MASP-1 altal kivaltott gyulladasos valasz tehat leginkabb a trombin altal
kivaltott proinflammatorikus mintdzathoz hasonlit, ami nem véletlen, hiszen mind a két
szerin-proteaz PAR-okon keresztiil fejti ki hatasat, azonban differencialt, MASP-1-re
specifikus, trombintdl kiilonb6z6 elemek is felfedezhetéek. Ennek a részleges
kiilonbozéségnek a magyarazata az lehet, hogy a trombin inkabb a PAR-1-en, kevésbé
PAR-4-en keresztiil fejti ki hatasat, és nem hasitja a PAR-2-t, mig a MASP-1 a PAR-4
fehérjét er6sebben aktivalja, mint a PAR-2-t és a PAR-1-t.

Egy aktivator altal kivaltott valasz dozisfiiggése j6 mutatdja annak, hogy a
valasz valoban az aktivator hatisa, és a hatds aranyos az alkalmazott aktivator
mennyiségével. A MASP-1 plazmamennyisége ugyan alacsonyabb az altalunk vizsgalt
legkisebb hatasos dozisnal, de feltételezhet6, hogy in vivo a komplementaktivacio
helyén az egyes komponensek a felismert felszin kornyezetében az atlagosnal joval
nagyobb lokalis koncentracidban vannak jelen. Emellett az in vitro rendszerekben
altalaban nagyobb folyadék térfogat/sejtszam arannyal dolgozunk, mint amekkora
térfogat vonatkozik az adott sejtszamra in vivo, ami azt eredményezi, hogy a kivaltott
valasz mértéke kisebbnek hat, mérése nehezebbé valik az alacsony koncentracidé miatt.
A dozisfiiggd mérések eredménye még inkabb aldtdmasztja a funkcionalis vizsgalatok
sziikségességét, hiszen a kiilonboz6 fehérjék mennyiségének mérése Gnmagaban nem ad
megfeleld képet a kivaltott valasz €lettani jelentdseégérol.

Az egyes aktivatorok hatasat altalaban kiilon-kiilon targyaljuk, holott in vivo

mindig mas faktorokkal egyiitt fejtik ki hatasukat. Példaul a komplement aktivacio
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kovetkeztében felszabaduld anafilatoxinoknak proinflammatorikus hatasuk van
endotélsejteken, mint ahogy szamos bakterialis fehérje (pl. LPS, fMLP) 6nmagaban is
gyulladaskelt6 hatasu (104). Feltételezhet6, hogy ha hasonld hatast faktorok egyszerre
indukaljak az endotélsejteket, az fokozottabb proinflammatorikus hatashoz vezet, mint
onmagukban. Bemutattuk, hogy a MASP-1 kezelés példaul nem okoz megfelelden erds
citokin kornyezetet a neutrofil granulocitak ROS termelésének beinditasara - ami a
neutrofil granulocitdk aktivacidjanak a kemotaxist és transzmigracidt kovetd lépése,
viszont elegendé a sejtszelektiv migracid kivaltasara. Elképzelheté azonban, hogy
példaul az fMLP és a MASP-1 egyiittes kezelése endotélsejteken olyan, er6sebb
citokin/kemokin valaszt eredményezne, amely fokozna a neutrofil granulocitdk ROS
termel6dését is. Emellett vannak olyan faktorok, amelyek termel6dését a MASP-1
kezelés nem befolyasolta fehérje szinten, azonban mRNS szinten jelentds aktivaciot
tapasztaltunk. Ilyen példaul az MCP-1, amely a monocitak egyik legfontosabb
kemoattraktansa. Elképzelheté azonban, hogy a MASP-1 egyiittes indukcioja
szuboptimalis LPS kezeléssel joval erésebb MCP-1 termelddést eredményezne mint e
faktorok Onmagukban. Ezeknek a lehetséges szinergizmusoknak a vizsgalata
munkacsoportunk kovetkezo célkitiizése. A helyzet hasonlo lehet az IL-1Ra, a TNFa és
a VCAM-1 esetében is, ahol a 6 oras kezelés végére jelentés mRNS expresszio
fokozodast tapasztaltunk, azonban a fehérjeszintézis egyaltalan nem valtozott. Erdekes,
hogy a VCAM-1-gyel szemben az ICAM-1 expresszidja még mRNS szinten sem
fokozodik MASP-1 kezelés utan, aminek hatterében a jelatviteli elemek szabalyzésa
allhat. Ismert, hogy az ICAM-1 kifejez6désért leginkabb az NFxB és CREB
transzkripcids faktorok aktivacioja felelés (135), amelyek koziil az el6bbit csak Kis
mértékben befolyasolja a MASP-1, mig a legtobb gyulladasos mediator er6s NF«kB
aktivalo hatasi. A VCAM-1 expresszidjat viszont leginkabb a p38-MAPK/CREB
jelatviteli utvonalon lehet beinditani (136), ami az egyik legfontosabb jelatviteli
utvonalnak tinik a MASP-1 indukcidjaban. Azonban nem vilagos, hogy milyen
mechanizmus szabalyozza differencialtan a VCAM-1 (és MCP-1, TNFa, IL-1Ra)

Kisérleteinkben a rMASP-1 hatasat vizsgaltuk HUVEC sejtekre, amelyek a
legszélesebb korben hasznalt endotél modellsejtek. A kiillonbozé eredetli endotélsejtek

azonban nem csak morfologidjukban kiilonboznek, de az A&ltaluk szabalyozott
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folyamatok is az adott anatomiai helyzetiikhoz illeszkednek (lasd ,,Bevezetés, 2.3 Az
endotélsejtek” cimi rész). Példaul az agyi kapillarisok szoros illeszkedése nem biztos,
tehat, hogy a MASP-1-nek mas szoveti kornyezetbdl szarmazo endotélsejtekre is ugyan
ilyen proinflammatorikus hatdsa lenne-e.

A MASP-1 szerepet jatszhat kiilonboz6 betegségekben. Jelen ismereteink szerint
az egyetlen olyan betegség, amely a MASP1l gént érinti a ,,Bevezetés’-ben leirt
3MC-szindroma, amelyben a MASP1 gén hibdja ravilagit az érintett fehérjék
komplementrendszeren tulmutato szerepére, illetve arra, hogy a
komplementrendszernek milyen egyéb folyamatokban (pl. az idegrendszeri ¢és
csontrendszeri fejlédésben) van feltaratlan funkcidja. Egy masik betegség, a szepszis
kialakuldsdban dontd szerepet jatszhat a komplementrendszer regulalatlan aktivécioja
(137). Infekciok esetén a lektin ut részvétele kifejezett, igy felmeriil, hogy a MASP-1
altal kivaltott endotélsejt aktivacionak és a proinflammatorikus fenotipus valtasnak a
szepszishen is kiemelt szerepe lehet. Korabban leirtuk, hogy a HANO rohamok alatt
jelentés endotélsejt aktivacid zajlik (138). Mivel ismert, hogy a MASP-1 képes a
bradiknin felszabaditasara (61), és emellett kimutattuk az endotélsejt stimulalo hatasat
is, elképzelhetd, hogy bizonyos patoldgias koriilmények kozott (példaul fertdzések
esetén) a C1-Inhibitor szintje kritikusan alacsonnya valik, és az aktivalodott MASP-1 az
endotélsejteken keresztiil fokozza az 6déma kialakulasat.

A MASP-1 mikrobialis infekciok soran a kollektinek felszinhez kotédése soran
kozvetleniil aktivalodik, elinditva a komplementrendszer opszonizald és/vagy mikroba-
pusztitd folyamatait. Eredményeink szerint a rMASP-1 az endotélsejtek gyulladasos
fenotipus valtozasat eredményezi, ami szelektiven a neutrofil granulocitak kitapadasat
amely Osszekapcsolja az orokletes immunvalasz két nagyon hatékony antimikrobialis

rendszerét, a komplementrendszert €s a neutrofil granulocitakat.
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24. Abra: A MASP-1 iltal Kivaltott endotélsejt aktivacié és a kovetkeztében
kialakulé differencialt gyulladasos valasz feltételezett mechanizmusa. (A
szamok a hipotetikus aktivacios sorrendet tiikrozik).
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KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai:

1)

2)

3)

Az MBL-MASP komplexek preparalasi hatékonysagat fokozta, ha a tisztitas
soran nagy mennyiségii rekombinans MBL-t adtunk a mintakhoz. (11.1.1) Az
igy kapott MBL-MASP komplexek mar elegenddé mennyiségben alltak
rendelkezésre az in vitro endotélsejt kultiran végzett mérésekhez. Eredményeink
szerint az MBL-MASP komplexek (azaz a MASP-1, MASP-2, MASP-3,
MAp44 és MAp19 MBL-lel alkotott komplexei) koziil kizarolag a MASP-1 volt
képes az endotélsejtek aktivacidjara. A kalcium mobilizacié nem jott 1étre, ha a
preparatumokat megelézéen C1-Inhibitorral kezeltiik. Fontos kiemelni tovabba,
hogy a Ca* aktivaci6 a MASP-1 enzimatikus aktivitisanak fiiggvénye, illetve a
zimogén MASP-1-nek nem volt endotélsejt aktivaldo hatasa (11.1.1). Az
MBL-MASP komplexek és a rekombindns MASP-1 endotélsejt aktivalo hatasa
dozisaban és kinetikajaban 6sszemérheté volt, amely alapjan igazoltuk, hogy a
rekombinans MASP-1 fragmentum in vitro vizsgalatokban j6 modellje lehet a

vad tipust fehérjének.

Bemutattuk, hogy a rekombinans MASP-1 nem csak a kalcium mobilizaciot, az
NFxB transzlokaciot és a p38-MAPK aktivaciot valtja ki az endotélsejtekben,
hanem fokozza a CREB és JNK jelatviteli elemek foszforilacigjat is (11.1.2). A
MASP-1 altal kivaltott IL-6 és IL-8 citokintermelés beinditasaban a p38-MAPK
dontd szerepet jatszik, de a korai (3 6ras) aktivacioban az NFkB és JNK
utvonalak is fontosak (11.1.2). A MASP-1 a citkointermelésre gyakorolt hatasan
kiviil szignifikdnsan fokozta az endotélsejtek E-szelektin expresszidjat, és

csokkentette az ICAM-2 kifejezdését.

A MASP-1 altal kivaltott aktivaciés mintazat a legtobb elemében a trombin
endotélsejtekre gyakorolt proinflammatorikus hatasara hasonlit (11.1.2),
azonban attdl eltéré mintazatot is sikeriilt kimutattunk. Ilyen példaul a MASP-1
hatasa az olyan faktorokra (MCP-1, IL-1Ra, TNFa, és VCAM-1), amelyek

termelodését csak mMRNS szinten fokozta, mig a fehérje expressziot nem
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befolyasolta, ellentétben a legtobb gyulladasos mediatorral (pl. TNFa, IL-1p).
Erdekesség, hogy az emlitett gyulladasos aktivatorok a VCAM-1 termelédésével
parhuzamosan az ICAM-1 szintjét is jelentdsen megemelik, azonban a MASP-1
még az mRNS szintjét sem befolyasolta ezt az adhézidos molekulat. Ezen
eredmények egyiittesen azt mutatjak, hogy a MASP-1 altal kivaltott citokin- és

adhézios molekula mintazatnak egyedi jellegzetességei vannak.

A MASP-1 altal kivaltott gyulladasos mintazat felveti, hogy ennek f6 célsejtjei a
neutorfil granulocitak lehetnek. Eredményeink szerint egy részrél, az IL-8
termelés beinditasan keresztiil, a MASP-1 képes a neutrofil granulocitdk
komtaxisat eldidézni a komplement aktivacio helyén (11.1.2), masrészt pedig az
E-szelektin kifejezddése eldsegiti ezeknek a sejteknek a kitapadasat az
endotélsejtek felszinéhez. Osszegezve azt feltételezhetjiik, hogy a komplement
lektin Ut patogén felismerésének kovetkeztében aktivalodo MASP-1 nem csak a
komplementrendszer elemeinek hasitasaban jatszik szerepet, hanem az
endotélsejtek bevonasaval jelentds hatdsa van - az antimikrobialis valasz egyik
leghatékonyabb sejttipusanak, - a neutrofil granulocitak aktivaciojara is. Ez a
mechanizmus tehat Gjabb kapcsolatot jelenthet a velesziiletett immunitas két

funkcionalis egysége, a komplement rendszer és a neutrofil granulocitdk kozott.
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8. (OSSZEFOGLALAS

A  komplement lektin ttjanak felismeré6 molekuldihoz kapcsolodnak a
MASP-1,-2 és -3 enzimek, valamint a MAp19 és MAp44 fehérjék. Az enzimek koziil a
MASP-1 egy széles szubsztratspecificitdsu szerin-protedz, amelynek funkcidja nem
csak a komplementrendszer aktivacigjadhoz kotott. Munkacsoportunk kordbban
kimutatta, hogy PAR receptorokon keresztiil képes az endotélsejtek aktivalasara. Az
aktivacid mechanizmusa ¢és kimenetele, igy annak élettani szerepe azonban nem
tisztazott.

Munkank célja volt a MASP-1 altal kivaltott endotélsejt aktivacio eddigieknél
részletesebb jellemzése, valamint az aktivacio élettani jelentéségének leirasa.

Meéréseinket plazmabol tisztitott illetve rekombinans MASP-1 fehérjékkel,
HUVEC sejteken végeztiikk. A jelatviteli elemek aktivacidjat, a citokinek és adhézids
molekulak kifejezddését fluoreszcens mikroszkopos, ELISA, sejtes ELISA és Western
blot modszerrel hatdroztuk meg. A neutrofil granulocitdk kemotaxisat Transwell™
rendszerben mértiik, mig az adhéziot endotélsejtekhez fluoreszcensen jelolt,
differencialtatott PLB-985 modell sejtekkel mértiik.

Az MBL-MASP komplexek koziil csak a MASP-1 aktivalta a HUVEC sejtek
Ca?* mobilizacidjat. A kalcium szignalizaci6 a MASP-1 aktiv konformaciojatol és
szerin-proteaz aktivitasatol fiiggott. A rekombinans MASP-1 fokozta a JNK és CREB
jelatviteli elemek foszforilacidjat. Az aktivacio kovetkezménye volt az endotélsejtek
IL-6 és IL-8 citokin termelése, valamint az E-szelektin adhézioés molekula kifejez6dése,
¢s az ICAM-2 szintjének csokkenése a sejtfelszinen. A MASP-1 altal kivaltott
endotélsejt aktivacid megfeleld kornyezetet biztositott a neutrofil granulocitak
endotélsejtekhez.

A MASP-1 eldbbiekben leirt hatasai az endotélsejteken keresztiil ujabb
kapcsolodasi pontot jelenthetnek a komplementrendszer és a neutrofil granulocitdk, a

velesziiletett immunités két, igen hatékony antimikrobidlis eleme kozott.
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9. SUMMARY

The MASP-1,-2 and -3 enzymes and Map19, Map44 proteins are associated with
the soluble pattern recognition receptors of the complement lectin pathway. MASP-1 is
a promiscuous serine protease, and its function is far beyond the activation of the
complement system. We described earlier that MASP-1 can activate the endothelial
cells via cleavage of the PAR receptors. However, the mechanism and the outcome of
the activation, and its physiological consequences are unknown.

The aim of our work was to characterize the MASP-1 induced endothelial cell
activation in details, and to describe the physiological significance of the activation.

Recombinant or purified plasma MASP-1 and HUVEC cells were used in our
experiments. The activation of signaling pathways, the expression of cytokines and
adhesion molecules were assessed by ELISA, cellular ELISA and Western blot
techniques. The chemotaxis of neutrophil granulocytes was measured in Transwell™
system, while the adhesion to endothelial cells was measured by the adherence of
fluorescent labeled, differentiated PLB-985 model cells.

Ca?* mobilization of HUVEC cells was evoked only by MASP-1 amongst the
MBL-MASP complexes. The calcium signaling depended on the activation related
conformation of MASP-1 and its serine protease activity. The recombinant MASP-1
increased the phosphorylation of JNK and CREB signaling elements. The activation of
endothelial cells resulted in IL-6 and IL-8 cytokine production, elevated E-selectin and
decreased ICAM-2 cell surface expression. The MASP-1 induced activation of
endothelial cells provided an appropriate environment for the chemotaxis of neutrophyl
granulocytes, and enhanced the adherence of differentiated PLB-985 cells to the
endothelial cells.

The effects of MASP-1 described above may be another possible link between
the complement system and the neutrophil granulocytes, these two very effective

antimicrobial systems of the native immunity.
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