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1. BEVEZETES

A velesziiletett immunrendszer antimikrobialis rendszerei
szolubilis és sejtes elemekbdl allnak. A szolubilis komponensek kozé
sorolhatdak tobbek kozott bizonyos citokinek (pl. a TNFa, IFNo/B,
IL-6), patogén felismerd szolibilis receptorok (PRR) és a
komplement rendszer elemei. A velesziiletett immunitas sejtes elemi
sejtfelsziniikdn illetve citoplazméajukban fejezik ki a patogén
felismeré receptorokat. A Bl-sejtek és a makrofagok mellett az
antimikrobialis valasz leghatékonyabb effektor sejtjei a granulocitak.
Kozilik a neutrofil granulocitdk szabadgyok termeld képességiik
illetve fagocitozisuk révén leginkabb a bakterialis és gomba
patogének elleni védekezésben fontosak, de jelentds szerepiik van az
antigénprezentacid folyamatdban is. Az endotélsejteket ugyan nem
szoktak szorosan a velesziiletett immunrendszerhez kapcsolni, mégis
anatomiai  helyzetilk, citokin termeld képességik, PRR
expressziojuk, véraramlast, permeabilitast, immunsejtek
transzmigracidjat €és szamos egyéb immunoldgiai folyamatot
szabalyzo funkcidjuk miatt az immunhomeosztazis nagyon hatékony
és fontos fenntartoi.

A komplement rendszer harom aga koziil a lektin ut képes a
mikréba- vagy megvaltozott sajat- felszinek kiillonbdzd szénhidrat
oldallancainak felismerésére. A lektin it PRR-eit egyiittesen lektin ut
receptoroknak (LPR) nevezzik. Az LPR-ek kozé tartozik a
mannoz-koté lektin (MBL), a fikolin-1,-2,-3, valamint a CL-K1 és
CL-L1 fehérjék. A receptorokhoz effektor enzimek valamint a
feltételezhetden szabalyzo funkciot jatsz6 MBL-asszocialt proteinek

kapcsolodnak. Ezeket egyiittesen lektin Ut effektoroknak (LPE)
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nevezzikk. Az effektor enzimek kozé tartozik az MBL-asszocialt
szerin-proteaz-1,-2 és -3. A MASP-1 széles szubsztratspecificitasa
révén nem csak a komplementrendszert képes aktivalni, hanem a
kininogén, a véralvadasi rendszereket is. Emellett munkacsoportunk
kimutatta, hogy a proteaz-aktivalta receptorokon keresztiil hatassal
van az endotélsejtek mitkodésére is.

A komplementrendszer aktivacidjanak egyik fontos
velejaroja a gyulladas kialakulasa. A gyulladas soran felszabadulo
citokinek és a komplementrendszer opszonizald hatisa egylittesen
bekapcsolhatjdk az adaptiv immunrendszert is. A gyulladas
kialakulasaban fontos szerepet jatszanak a lipidmediatorok, a
szabadgyokok, a citokinek, az akut-fazis reakcid6 és a
komplementrendszer elemei. A megfelel immunsejtek megjelenését
a gyulladasos sejtgyiilemben a citokinekhez tartozé kemokinek
szabalyozzak. Példaul az IL-8 a neutrofil granulocitakat, az MCP-1
és/vagy a makrofag kolonia stimulalo faktor (M-CSF) a monocitakat
vonzzak a gyulladas helyszinére. Ezeket a citokineket a gyulladas
kialakuldsa soran az endotélsejtek is termelik, hozzajarulva a
gyulladas helyének megjeloléséhez. A citokinek fontos hatasa - az
adhézidos molekula expresszié fokozasa és a kemotaxis kivaltasa
mellett - az immunsejtek aktivalasa is. Példaul gyulladasos citokinek
hatésara fokozodik a neutrofil granulocitak fagocitézisa és granulum
szekrécioja.

Az endotélsejtek funkcioja igen sokoldali. Szabalyozzak az
érfal tonusat, biztositjak a vérben oldott tapanyagok felvételét a
szovetek szamara; antikoagulans, tromborezisztens felszint
képeznek, szamos vazoaktiv hormont aktivalnak/inaktivalnak, illetve

szamos immunologiai folyamat szabalyzdsiban részt vesznek. A
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sejtadhézio egyik nevezetes megnyilvanulasi formdja a leukocitak
szelektiv atjutdsa az endotélsejt rétegen, amely az endotélsejtek
aktivacidja soran termel6dé kemokinek (pl. IL-8), és a sejtfelszinre
keriil6 adhéziés molekulak (pl. E-szelektin) kdzremtikddésével jon
létre. Az endotélsejteknek anti- és proinflammatorikus mediatorok
termelésén keresztiil szabalyozzak a gyulladds folyamatat is. Az
endotélsejtek mikrobialis makromolekulakra és gyulladast kivalto
citokinekre (p. IL-1B, TNFa) érzékenyen reagalnak: az endotélsejtek
kozotti junkcionalis kapcsolatok meglazulnak, a sejtek kontrahalnak,
ezaltal megnd a permeabilitisuk. Ezzel parhuzamosan az
endotélsejtek proinflammatorikus citokin és kemokinek termelése
(pl. MCP-1, IL-6, IL-8), valamint adhézi6s molekula expresszioja
fokozodik, ami hozzajarul a tovabbi gyulladdsos folyamat
fenntartasahoz. Ezen felill szabalyzd szerepiikre utal, hogy
antiinflammatorikus citokinek (pl. IL-1Ra), és egyéb gyulladasgatlo
mediatorok termelésére is képesek. Mivel az endotélsejtek
kozvetleniil ki vannak téve a komplementaktivacidos termékek
hatasainak, ezért igen nagy mennyiségben fejeznek ki felsziniikon
komplement regulator fehérjéket. Kiilonboz6é, gyulladast kivalto
molekulak  hatdsara e  szabalyozd  fehérjék  expresszidja
megndvekedik, igy a gyulladas kornyezetében 1év6 endotélsejtek
fokozottan ellenallnak a komplementrendszer sejtkarositd hatasanak.

A kompelment lektin atjanak aktivaciéjaban a MASP-1
kulcsszereplé, amely ezen kivill képes az endotélsejtek Ca®*
mobilizaciojat, p38-MAPK foszforilacidjat és az NFxB nukelaris
hasitasan keresztiil, azonban nem ismert, hogy ezeknek a

folyamatoknak milyen élettani jelentdsége van.
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2.

CELKITUZESEK

El6szor a kovetkezo kérdések megvalaszolasat tiiztiik ki célul:

Egy korabban hasznalt preparativ eljards modositasaval
javithato-e a szérum MASP-1 tisztitds hatékonysaga olyan
mértékben, hogy elegendé mennyiségii és mindségli fehérje
alljon  rendelkezésre az in  vitro  endotélsejtes
vizsgalatokhoz?

Vajon a preparalas soran kapott MBL-MASP komplexek
(azaz a MASP-1, MASP-2, MASP-3, MAp44 ¢és MApl9
MBL-lel alkotott komplexei) képesek-e aktivalni az
endotélsejtek kalcium valaszat, és ha igen, milyen

fehérjeszerkezeti tényez6kto] fiigg a Ca®* mobilizacio?

Ezutan a kovetkez6 Osszefliggésekre kerestiik a valaszt:

A MASP-1 mely jelatviteli utvonalak aktivaciojat valtja ki,
¢és ezek az utvonalak hogyan vesznek részt az endotélsejtek
citokintermelésében és adhézids molekula kifejez6désében?
Miben hasonlit vagy tér el a MASP-1 és mas ismert
endotélsejt aktivatorok altal kivaltott gyulladasos valasz
mintazata?

Képes-e a MASP-1 az endotélsejteken keresztiil hatni a



3. MODSZEREK

A kisérletek soran hasznalt MASP-1 fehérjék

A kisérletek soran hasznalt kiilonb6zé rekombinans
fehérjéket bakterialis expresszids rendszerben allitottuk eld. Az
MBL-MASP komplexek tisztitisakor a plazmamintdkhoz nagy
mennyiségli rekombinans MBL-t adtunk a Sepharose™ oszlopon

torténd elvalasztas hatékonysaganak fokozasa érdekében.

HUVEC preparalas és tenyésztés

Méréseinket ~ primer  human  koldokzsindor ~ véna
endotélsejteken (HUVEC) végeztik. A kollagendzos emésztés
kovetdéen az endotélsejteket 0,5% zselatinnak fedett sejttenyésztd
flaskaba szélesztettiik. A kultarat mikroszképos ellendrzés mellett
konfluens  allapotig  tenyésztettiik  elézetesen  optimalizalt

médiumban. A kisérelteket mindig a 2-4. passzalas kozott végeztiik.

Jelatviteli itvonalak analizise

A Ca® mobilizaciéjat Fluo-4-AM, kalcium specifikus
fluoreszcens  festékkel  feltoltdtt  endotélsejteken — végzetiik
fluoreszcens mikroszkép felhasznalasaval. A CREB foszforilaciojat
fluoreszcens festékkel jelolt specifikus ellenanyag lokalizacidjaval
detektaltuk szintén fluoreszcens mikroszkoppal. A CREB és JNK
utvonalak aktivaciojat specifikus ellenanyagok felhasznalasaval

Western blot médszerrel hataroztuk meg.

MRNS expresszié mérése kvantitativ PCR technikaval
A citokinekre ¢és adhéziés molekuldkra specifikus

primereket terveztiink és LightCycler® analizist végeztiink, majd a



relativ mRNS valtozasat mértik az aktin illetve GAPDH mRNS

mennyiségéhez viszonyitva.

Citokinek termelédésének mérése
A MASP-1 hatasara termel6dé citokinek mennyiségét gyari
ELISA modszerrel detektaltuk a kapott protokoll alapjan.

Az adhéziés molekulak expressziojanak detektalasa
Az  adhéziés molekuldk  kifejez6dését  specifikus
ellenanyagokkal, fluoreszcens mikroszkop segitségével detektaltuk,

illetve hazilag beallitott sejtes ELISA méréseket végeztiink.

Neutrofil granulocita kemotaxis mérés

Megel6zoen kezeltik a HUVEC sejteket rekombinans
MASP-1 tartalmi médiummal, majd a révid indukci6 utan a
médiumot pufferre cseréltilk tovabbi 2,5 orara. Ezt a mintat
helyeztiik a Transwell™ rendszer alsé felébe, mig a periférias vérbol
izolalt primer neutrofil granulocitdk a szlir6betét felsé részébe
kertiiltek. Inkubacié utan mértik a migralt sejtek mennyiségét

alkalikus foszfataz teszttel.

Differencialtatott PLB-985 sejtek adhézioja HUVEC sejtekhez
Az akut mieloid leukémiabdl szarmazé PLB-985 sejtvonal
DMSO jelenlétében neutrofil fenotipust vesz fel. Az igy
differencialtatott neutrofil modellsejteket fluoreszcens protein
festékkel jeloltiik. A jelolt dPLB-985 sejteket egyiitt inkubaltuk a
megeldzden aktivatorral kezelt HUVEC sejtekkel. Mosasok utan
fluoreszcens lemezleolvasoval —meértik az adherens sejtek

mennyiségeét.



4, EREDMENYEK

Az MBL-MASP komplexek endotélsejt aktivalo hatasa

Az MBL-MASP komplexek preparalasi hatékonysagat
fokozta, ha a tisztitds sordn nagy mennyiségi rekombinans MBL-t
adtunk a mintdkhoz (6.1). Eredményeink szerint az MBL-MASP
komplexek (azaz a MASP-1, MASP-2, MASP-3, MAp44 és MAp19
MBL-lel alkotott komplexei) koziil kizarélag a MASP-1 volt képes
az endotélsejtek dozisfiiggd Ca?* aktivaciojara. A kalcium
mobilizaci6 nem jott létre, ha az MBL-MASP preparatumokat
megel6zéen Cl-Inhibitorral egyiitt inkubaltuk. Az MBL-MASP
komplexek és a rekombinans MASP-1 endotélsejt aktivald hatasa
dozisdban ¢és kinetikajaban Osszemérheté volt, amely alapjan
igazoltuk, hogy a rekombinans MASP-1 fragmentum in vitro

vizsgélatokban jo modellje lehet a vad tipust fehérjének.

A MASP-1 Kkalcium mobilizalo hatasanak molekulaszerkezeti

vonatkozasai

Rendelkezésiinkre alltak olyan mutans MASP-1 fehérjék,
amelyek 1.: inaktiv szerin-proteaz doménnel rendelkeztek (S/A
muténs), 2.: konstitutiv zimogén konformacidjuk volt (R/Q mutans).
Ezek a mutans fehérjék nem aktivaltak az endotélsejteket, amely
alapjan azt mondhatjuk, hogy a Ca”" szignalizici6 kivaltasa (6.1) a
MASP-1  szerin-proteaz  aktivitasanak, illetve a lektin 1t
aktivalasanak (a MASP-1 zimogén formabdl torténd aktivalasa)

fliggvénye.



A rekombinians MASP-1 hatisa az endotélsejtek jelatviteli

utvonalaira

Kimutattuk, hogy a rekombindns MASP-1 nem csak a
kalcium mobilizaciot, az NFxB transzlokaciot és a p38-MAPK
aktivaciot valtja ki az endotélsejtekben, hanem fokozza a CREB és
INK jelatviteli elemek foszforilaciojat is (6.2). A MASP-1 altal
kivaltott citokintermelés beinditdsdban a p38-MAPK dontd szerepet
jatszik, de a korai (3 6ras) aktivacioban az NFxB és JNK utvonalak

is fontosak (6.2).

A MASP-1 altal kivaltott citokintermelés és adhézios

molekula kifejez6dés mintazata

A MASP-1 doézisfiiggd mddon aktivalja az endotélsejtek
IL-6 és IL-8 citokinek termelddését. A MASP-1 a citkointermelésre
gyakorolt hatasan kiviil szignifikdnsan fokozta az endotélsejtek
E-szelektin expresszidjat, és csokkentette az ICAM-2 kifejez6dését.
A MASP-1 altal kivaltott aktivaciés mintazat a legtobb elemében a
trombin endotélsejtekre gyakorolt proinflammatorikus hatasara
hasonlit (6.2), azonban attdl eltéré mintazatot is sikeriilt kimutattunk.
Példaul a MASP-1 az MCP-1 expresszidjara csak mRNS szinten volt
hatassal, mig a trombin a fehérje termelddését is fokozza. A
MASP-1-nek nincs hatasa az ICAM-1 kifejez6désére (sem mRNS
sem fehérje szinten), ellentétben a trombinnal. A MASP-1 ilyen
jellegli, egyedi hatasa differencialt szabalyzast biztosithat az

endotélsejteken keresztiil.
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A rekombinans MASP-1 altal Kkivaltott citokintermelés és
adhéziéos molekula mintizat hatisa a neutrofil granulocitak

aktivaciéjara

A MASP-1 altal kivaltott gyulladdsos mintazat felveti, hogy
ennek f6 célsejtjei a neutorfil granulocitdk lehetnek. Ezzel
Osszhangban eredményeink azt mutattdk, hogy a MASP-1 az
endotélsejtek citokintermelésén keresztil képes a neutrofil
granulocitak kemotaxisat el6idézni (6.2). Ez a hatds a pozitiv
kontrollként hasznalt IL-8 hatadsaval megegyezd intenzitdsu volt.
Masrészt, - feltehetéen az E-szelektin kifejez6désén keresztiil-, a
HUVEC sejtek elézetes kezelése rekombinans MASP-1-el fokozta a
neutrofil granulocita modellsejtek adhézidjat az endotélsejtek
felszinéhez. A MASP-1 sejt-sejt adhéziora és az E-szelektin
sejtfelszini kifejezddésére gyakorolt hatasdnak kinetikdja hasonld
volt, ugyanis csak rovid tavon fokozta a neutrofil granulocitak
adhézidjat az endotélsejtekhez. A MASP-1 ebben a tekintetben a

trombinra hasonlitott, mig a TNFa-t6l kiillonbozott.
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5. KOVETKEZTETESEK

A kompelment rendszer lektin tja a patogének szénhidrat
oldallancainak felismerése soran aktivalodik. Ennek
kovetkezményeként a zimogén MASP-1 aktivacidja fokozodik. Csak
az igy aktivalédott MASP-1 képes az endotélsejtek aktivacidjara,
ami nagyon fontos szabalyzd eleme a komplement rendszernek,
hiszen az endotélsejtek —anatémiai helyzetiik miatt-, allandd
kapcsolatban vannak a komplementaktivacios termékekkel.

A MASP-1 altal kivaltott citokintermelés egyedi
jellegzetessége, hogy az IL-6 és IL-8 szintézis fokozasa mellett nem
volt hatassal az MCP-1 termelédés beinditidsara, ami arra utalhat,
hogy az IL-8 szekrécio specifikusan a neutrofil granulocitak
kemotaxisara hat, mig a monocitdkat nem érinti. A MASP-1 IL-6
kifejez6désre gyakorolt hatasanak élettani szerepe leginkabb abban
lehet, hogy e citokin szerepet jatszik az akut-fazis fehérjék, koztiik
sok komplement komponens termelésének beinditasaban. Az
adhézids molekulak sejtfelszini kifejezddése is leginkabb arra utal,
hogy a MASP-1 az endotélsejteken keresztiil a neutrofil granulocitak
aktivacigjara hat, hiszen csak az E-szelektin expresszidjat fokozta,
ami az egyik legfontosabb adhéziés partner molekula a
neutrofil-endotélsejt kapcsolatban.

Fontos megemliteni, hogy voltak olyan faktorok, amelyek
termelddését fehérje szinten nem, mig mRNS szinten jelentdsen
befolyasolta a MASP-1. Ennek fizioldgia jelentésége a MASP-1 és
mas aktivatorok szinergizmusaban lehet, hiszen e faktorok (citokinek
mikrobialis makromolekuldk és sajat veszélyszignalok), - melyek

jellemzéen a MASP-1 aktivalodasaval parhuzamosan szabadulnak
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fel -, igy akar kisebb dézisban is joval intenzivebben fejthetik ki
hatéasukat.

Osszegezve tehdt azt feltételezhetjiik, hogy a komplement
lektin ut patogén felismerésének kovetkeztében aktivalodo MASP-1
nem csak a komplementrendszer elemeinek hasitdsaban jatszik
szerepet, hanem az endotélsejteket is aktivalja, melynek
kovetkeztében fokozodik a neutrofil granulocitak kemotaxisa és
adhézidja. Ez a mechanizmus tehat Gjabb kapcsolatot jelenthet az
endotélsejteken keresztiil a velesziiletett immunitas legfontosabb két
antibakterialis komponense, a komplement rendszer és a neutrofil

granulocitak kozott.
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