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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ANOVA
COX
DAG
ECGF
ECM
EGF
ELISA

ER
ERK
ESL-1
ET

FCS
FGF
GAM
GPCR
HEV
HUVEC

ICAM
ICE

IxB
IKK
IP3
IRAK
JAM
JINK
LBP

analysis of variance (variancia-analizis)

cyclooxygenase (ciklooxigenaz)

diacylglycerol (diacilglicerin)

endothelial cell growth factor (endotél séekedési faktor)
extracellular matrix (extracellularis matrix)

epithelial growth factor (epitél novekedésitfak
enzyme-linked-immunosorbent assay (enzinkigétt ellenanyag-
vizsgalat)

endoplasmic reticulum (endoplazmas retikulum)

extracellular signal-related kinases

E-selectin-ligand-1 (E-szelektin ligand-1)

endothelin (endotelin)

foetal bovine serum (fétalis borju szérum)

fibroblast growth factor (fibroblaszt névekedéktor)

goat anti-mouse (kecske anti-egér)

G-protein-coupled receptor (G-fehérjehez kalposceptor)

high endothelial venule (magas endotélsejtesilag

human umbilical vein endothelial cell (huméidokzsinér véna
endotél sejt)

intercellular adhesion molecule (intercellutdadhéziés molekula)
interleukin-1 converting enzyme (interleukifdonvertdz enzim)
interleukine (interleukin)

inhibitor of kappa B (kappa B gatld)

| kB kinase (kB kin&az)

inositol-trisphosphate (inozitol triszfoszféat)

IL-1 Receptor-associated kinase (IL-1-receptar kapcsolt kindz)
junctional adhesion molecule (junkciés adhémmekula)

jun amino-terminal kinases

LPS binding protein (LPS-kéfehérje)



LFA

LPS
MAdJCAM
Mal
MAPK
MASP
MBL
MCP-1
MLC
MyD88

NF-kB
NO
NOS
oD
OPD
PAF
PAI
PAR
PBS
PECAM
PGk
PI3K
PIP,
PLC
PSGL1
RHO-GEF

SMC
TACE
TBS
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lymphocyte function associated antigen (linifadunkcié asszocialt
antigén)

lipopolisaccharide (lipopoliszacharid)

mucosa addressin cell adhesion molecule

MyD88 adapter-like protein (MyD88 adaptor-dréshérje)

mitogen-activated protein kinases (mitogén\aitta protein kindzok)

MBL-associated serine protease (MBL-asszos#gtin proteaz)
mannose binding lektin (Manno6z Kotehérje)

monocyte chemotactic protein-1 (monocita kiakitikus fehérje)
myosin light chain (miozin kénriylanc)

myeloid differentiation primary-response gé&&(mieloid
differenciacios 88. faktor)

nuclear factor kappa B (nuklearis faktor kappa B)
nitrogene-monoxide (nitrogén monoxid)

nitric oxide synthases (nitrogén-oxid szintaz)

optical density (optikai denzitas)

o-phenilene-diamine

platelet-activating factor (vérlemezke aktivéd&tor)
plasminogen activator inhibitor (plazminogénia&tor inhibitor)
protease-activated receptor (proteaz aktivattaptor)
phosphate buffered saline (foszfat puffer saiald

platelet derived cell adhesion molecules

prostacycline (prosztaciklin)

phosphatidylinositol 3-kinase (foszfatidilintmt-3-kinaz)
phosphatidilinositol-bisphosphate (foszfatidilinotibiszfoszfat)
phospholipase C (foszfolipaz C)

P-selectin glycoprotein ligand-1 (P-szelelgtikoprotein ligand-1)
Ras homology guanine nucleotide exchaag®if (Ras homoldg
guanin nukleotid cseré&faktor)

smooth muscle cell (simaizom sejt)

TNF-o-converting enzyme (TNE-konvertaz enzim)

tris buffered saline (tris puffer s6oldata)



TF
TIR
TIRAP

TLR
™
TNF
tPA
TRADD

TRAF
TRAM
TRIF

TxA>
VCAM

VEGF

VLA-4
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tissue factor (szoveti faktor)

toll-interleukin 1 receptor

TIR associated protein (TIR-hez kapcsolt fgg)e TIR domain-
containing adaptor protein (TIR domén tartalmu &olafehérje)
toll-like receptor

trombomodulin

tumor necrosis factor (tumor nekrozis faktor)

tissue plasminogen activator (széveti plazmérogktivator)

TNF receptor-associated death domain prqfEMF receptor
asszocialt halal domén)

TNF receptor associated factor (TNF-receptorkepcsolt faktor)
TRIF-related adaptor molecule (TRIF-kapcsalaptor molekula)
TIR-domain-containing adapter-inducing intecie (TIR domént
tartalmazoé INFB-t indukélo adaptor fehérje)

tromboxane A (Tromboxan A)

vascular cell adhesion molecule (vaszkulaegagihéziés molekula)
vascular endothelial growth factor (vaszkg@mndotél névekedési
faktor)

very late activation antigen 4 (nagyon &gantigén-4)

von Willebrand Factor
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. AZ ENDOTELSEJTEK

Az endotélsejtek barriert képeznek a vér és a sekw®zott, szamos fizioldgias
és patoldgias folyamat szabalyozasaban részt Mes&meerek falat boritd endotélium a
testtdmegiink korulbelil 1%-at alkotja, dsszfelillet®0-350 m korillire becsiilik
emberi szervezetben. Az endotélsejtek atlagosdéjeti korilbeltil 1 évre tehiet
Funkciojukat tekintve igen sokoldallak, szabalyézza érfal tonusat, biztositjdk a
vérben oldott tdpanyagok felvételét a szovetek &ram antikoagulans,
tromborezisztens felszint képeznek, szamos vazoh&timont aktivalnak/inaktivalnak,
illetve kapcsolatot teremtenek fehérvérsejtekketizvietitve azok migraciojat a
szovetekbe (1, 2).

Az endotélsejtek strukturdlisan és funkcionalismmagymérték heterogenitast
mutatnak. A sejtek alakja nagy valtozatossagot hatta@rpalya egyes terlletein, és ez a
struktdra a haemodinamikai valtozasokra érzékekgees reagalni. A sejtek funkcioi —
szoros 6sszhangban a strukturajukkal — szintérbekéz egyes értipusokat tekintve. A
térbeli heterogenitasnak koszordest peéldaul a permeabilitas, a leukoctidk
extravazacidja, valamint a hemosztazis szabélyonaggon elté& lehet a kilonbdx
érszakaszokat vizsgalva (3).

2.1.1. Az endotélsejtek funkcioi

A Vvér és a szovetek kozott létre §owzelektiv barrier kialakitAsaban az
endotélium folytonos, egyrétéglaphdm szerkezete meghataroz6. Ezen barrier
létrehozasaban tobb adhéziés molekula részt veselyak szerepet jatszanak a
vaszkularis permeabiliths szabalyozasaban (4).

Az endotélsejtek permeabilitdsa nagyon kulonbdk mértéki lehet. A
folyamatos, nem fenesztralt endotéliumon (gr, bsziv ereiben) a viz és a kisebb
molekuldk atjutnak az endotélsejtek kdzott, migagymbb molekulak transzendotelialis
csatornakon keresztil, vagy kaveolak segitségéasisicitozissal juthatnak at. A
fenesztralt endotélium (pl. vese glomerulusokbamdo&rin mirigyekben) a

diafragméval fedett porusoknak kdszorleet nagyobb permeabilitassal rendelkezik a
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viz és kisebb oldott anyagok szamara, mig a nagyoblekulakkal szemben a nem
fenesztralt endotéliumhoz hasonl6 méiitékz ateresdképessége. A nem-folytonos,
diszkontinuus endotélium (pl. maj szinuszoid) digma nélkuli pdérusainak
koszonheten nagymeérték permeabilitassal rendelkezik. Ezen sejtek gyakran
tartalmaznak klatrin-burkolt vezikulakat, amelyekranszcitozison kivil, a receptor-
medialt endocitdzisban is fontos szerepet jatsz&Balk).

A vaszkularis tonus szabalyozasaban szamos, az endotélsejtek altaklter
mediator vesz részt, a vazodilatatorok kozul péld@unitrogén-oxid (NO) és a
prosztaciklin (PGJ), a vazokonstriktorok kozil az endotelin (ET) édramboxan
(TxA,) biztositjak az endotélium alatt fekgimaizomsejtek tonusét. abra)(2, 6, 7).

A megfeleb értobnus kialakitasaban mind a vazokonstriktoroknakind a

vazodilatatoroknak (illetve azok egyensulyanak) peédd szerepe van, normal
koralmények kdzott a vazodilatatorok hatdsa domenghzokonstriktorok felett. Egyes
faktorok — példaul a vérnyomas, a nyiearaltozas, hormonok és citokinek — az
endotélsejtek kozvetitésével latjak el az értoremabalyozd funkcidjukat. Példaul
pozitiv nyiréeé valtozas kovetkeztében az endotélsejtek reori@malk, az aramlas

irAnyaba megnyulnak és vazorelaxaciés mediatosdatiaditanak fel (4).

—
T
véralvadas aktivalasa leukocitak adhézioja  simaizmok ténusanak
és gatlasa €s migracidja szabalyozasa
PGI MCP-1
M IL-8 Ten, NO
L : ET  PGI
tPA II-1 B
W-F testek H A r
endotélium : '
s P-szelektin

FCM VCAM-1

E-szelektin
simaizom '

1.4braAz endotélsejtek funkcidi

Az endotélsejtek funkcidjukat tekintve igen sokdldk. Szelektiv barriert képeznek a vér és a
szovetek kozoétt, szabalyozzak a vaszkularis tonpst- és antikoaguldns mediatorokat
termelnek, valamint kulcsfontossagu szerepik vdeukocitak migraciés folyamataban és az
extracellularis matrix (ECM) metabolizmusaban.
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A hemosztazis szempontjabol az
endotélsejtek altal termelt faktorok
két csoportba oszthatok: anti- és
prokoagulans mediatorokra
(1.tAblazay, amelyek sejtfelszinhez
kotve és szolubilis  &llapotban
lehetnek jelen. Az antikoagulans

faktorok feladata, hogy

megakadalyozzdk a vérlemezkék

2. dbra.vWF pozitiv endotélsejtek
A VvWF-t nyudl-anti VWF és GARAlexa56¢

ellenanyagokkal tettiik lathatova (piros), Hoe valo adhézidjat. A prokoagulans
magfestés mellett (kék).

egymashoz, illetve endotélsejtekhez

faktorok a véralvadasi fehérjekaszkad
valamely |épését Kkatalizaljak, illetve 6ekgitik a vérlemezkék aktivaciojat és
aggregaciojat (8). A vérlemezkék aktivaciojanak aggregaciojanak gatlasaban a
legnagyobb szerepe a NO-nak és a A@k van. A sejtek felszinén I&v
trombomodulin a trombin megkétésével és a proteiak@valasaval antitrombotikus
allapotban tartja az endotélsejteket (9). Az erdejiek szdveti plazminogén aktivatort
(tPA) termelve beindithatjak, mig plazminogén aktdr inhibitort (PAI) termelve
gatolhatjdk a fibrinolitikus rendszert. A véralvad&aszkad beinditasaban a szoOveti
faktor (TF) és a von Willebrand faktor (VWF) jatszszerepet. A VWF kizarolag
endotélsejtekben és megakariocitakban tefdike] és a Weibel-Palade testekben
raktarozodik 2.4brg. Onnan aktivacio (pl. sérilés, hipoxia, oxLDL)tdeara kidrdl,
kitapad a sérilt érszakaszhoz, ahol stabilizalj@éealvadasi Vlll-as faktort, igy
aktivalja a véralvadasi kaszkadot (10, 11).

A gyulladas a szervezet egyik fontos wu@#dechanizmusa, amelyben az
endotélsejteknek és a leukocitdknak alafpvetzerepe van. Az endotélsejtek
lipopoliszacharidra (LPS) és gyulladasos citokieekrmint példaul az interleukirgl
(IL-1B) és a tumor nekrozis faktor- (TNFa) — érzékenyen reagalnak (12).
Permeabilitasuk meg@n szamos adhézios molekula expresszidja fokozodily,
lehetvé teszik a leukocitak sérilés, illetve &xds helyére tortén vandorlasat.
Tovabba maguk is képesek proinflammatorikus citekies kemokinek termelésére,
igy ebsegitve a tovabbi gyulladasos folyamdtészletesen Id. 2.2. fejez€LR).
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Az endotélsejtek és a leukocitak kozotti kapcsolainegteremtésében szamos
kemokin és adhézids molekula jatszik szerepet. Adienek feladata a fehérvérsejtek
vonzasa, ilyenek a monocita kemotaktikus fehérj€€Rvl), az eotaxin-3 és az IL-8,
melyek expresszidja endotélsejtekben gyulladasosirkények kozoétt az alapszint
sokszorosara fokozod{d4).

Az endotélsejtek fontos szerepet toltenek bérazerveddés folyamataban is.

A fiziolégids angiogenezis (pl. embrionalis &jEskor) szigorian szabdlyozott
folyamat térben és #ben egyarant. Angiogenikus faktorok - példaul fideszt
novekedési faktor (FGF) és vaszkularis endotél kédési faktor (VEGF) - hatdsara az
endotélsejtek proteazokat és plazminogén aktiviRatraermelve atjuthatnak az
alaphéartyan, migracios és proliferacios kapacitaguén Uj ér kialakitasara képesek
(15). Mas faktorok is részt vesznek az érszémégzben, példaul az angiopoietinek és
az efrinek. Patoldgias korulmények kozott (pl. tunpmgresszid) a szigoru szabalyozas

megbomlik, az érkégaés a szervezet szempontjabdl kontrollalatlanné& yE&b).
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MEDIATOR FUNKCIO
Simaizomsejtekre (SMC) hat6 faktorok

bFGF SMC proliferacidjanak fokozésa (mitogén)
Endotelin Vazokonstrikcio, endotél és SMC prolifaéédfokozasa
PDGF SMC proliferacidjanak fokozasa (SMC kemotaxis)
TNFa Gyulladasos hatasra terrédik, SMC proliferacioé fokozasa
Tromboxan (TxA) Vazokonstrikcié
IL-1 Gyulladdsos hatasra termidik, SMC proliferacié fokozésa

PGl (prosztaciklin)

Vazodilatacio

“ sz

NO

Vazodilatacié, SMC proliferacié és kemotaxis gatlas

Hemoszta

zisban szerepet jatsz6 faktorok

Antikoagulans mediatorok

NO

Vérlemezke aktivacié gatlasa

PG, (prosztaciklin)

Vérlemezke aktivacié gatlasa

SzoOveti plazminogén aktivator (tPA)

Fibrinolitiktektor, fibrin jelenlétében plazminogént aktival

Szoveti faktor inhibitor (TFPI)

Szoveti faktor (TF) + Vlla faktor komplex kéfdését gatolja
Xa faktor jelenlétében

Trombomodulin
(TM)

TM-Trombin komplex aktivélja a Protein C-t, ami ki@alja a
Va és Vllla faktorokat, Xa faktor kotésével gatajgrotrombin
aktivitasat

Protein S

Va faktor inaktivacio (Protein C aktivalassal)
Plazmaban |&vformaja C4b—t kot

Heparin-szulfat

Antitrombin Il + Xa, IXa, Xlla koplex képsdését gyorsitja

Ecto — ADPaz

Az aktivalt vérlemezke altal termelt ADP-t alaki§aAMP-vé,
megakadalyozza azok Kdtesét, antikoagulans

Prokoagulans mediatorok

von Willebrand Faktor (VWF)

Adhézios kapcsolatot teremt a vérlemezkék és antélsejtek
kozott, vérlemezke aggregacio

Plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1

A tPA legfontosabb inhibitora
A szubendotélidlis matrixban is jelen van, ahchdiglta a matri
bontdsdnak gatldsa

Szoéveti Faktor (TF)

Vlla faktorral komplexet képez

Va faktor Protrombinaz aktivitas novelése
Leukocitakra hat6 faktorok

IL-1a Citokin, limfocita aktivacio

IL-6 Citokin, limfocita aktivacio

IL-8 Kemokin, leukocitdk vonzasa

MCP-1 Monocita kemotaxis, endotél transzmigracié

M-CSF Monocita kemotaxis, endotél transzmigracié

PG}, (prosztaciklin) Monocita-endotél adhézio blokkalas

RANTES T-sejtek kemotaxisa

Eotaxin-3 Eozinofil sejtek kemotaxisa

1.tdbldzatAz endotélsejtek altal termelt legfontosabb medidtrok

-10 -
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2.1.2. Az endotélsejtek adhéziés molekulai

A sejtadhézionak igen fontos szerepe van a
haromdimenziés  struktirak, igy az
egészséges szovetek kialakuldsaban és
fenntartdsaban. Az adhéziés molekuldk
transzmembran glikoproteinek, amelyekhez
intracellularisan  kapcsolé  molekulakon

keresztul citoszkeletalis elemek rogzilnek.

Az adhéziés molekuldk nem csak a sejtek
3. abra.VE-kadherin festédése endotélen . oo
A VE-kadherint nyGl-anti VE-kadherin és felszinén jelenhetnek meg, hanem szolubilis
GAR-Alexa568 ellenanyagokkal tettiik
lathatéva (piros), Hoechst magfestés mellett
(kék).

forméban is éifordulnak a szérumban. A
sejtadhézids receptorok strukturalis
felépitésik alapjan lehetnek: integrinek, kadhégingzelektinek és immunglobulin
doménnel rendelkéz sejt-adhézios molekulak (Ig-CAM) (17). Funkciojdzerint
csoportositva megkulonboztetiink szomszédos endjigdskdzotti, az extracellularis
matrixszal, valamint egyéb sejttipusokkal (pl. lecikdkkal) kapcsolatot Iéte8it
adhézios molekulakat az endotélsejtek felszinén.

Az endotél-endotél sejtkapcsolatot a
klaudin, a junkciés adhéziés molekulak (JAM-ek) é
a nektin fehérjék alkotta zonula occludens, a VE
kadherin alkotta zonula adherer(8.abra) és a
PECAM-1 (4. abra) biztositja(2. tablazat).A VE-
kadherin citoplazmatikusan kateninhez dcite
kapcsolatot létesit az aktin filamentumokkal,

valamint intracellularis jelatviv molekulakkal, igy

stabilizélja a sejtek kozotti kapcsolatot és |ébzta

PR A4 4. abra PECAM-1 molekula.
kozottuk a kontakigatlast (18). Hoechst magfestés mellett (kék) a

Az  extracellularis matrixhoz az PECAM-1 molekulat egér-anti
PECAM-1 és GAM-Alexa 488
endotélsejtek heterodimer integrinekke ellenanyagokkal tettiik lathatéva
] o . . (zold).
kapcsoldédnak. Példaul ag/p; a vitronektinhez, az

-11 -



DOI:10.14753/SE.2012.1673

asP1 a fibronektinhez, aaif3; €s azuyp1 a kollagénhez és a lamininhez dadnek. Ezen
kapcsolatok létrejottekor tobb jelatviteli Gtvoradtivalodik (pl. PI3K/Akt, Erk, NKkB),
amelyek az endotélsejtek adhézio-fagalélését biztositjak (19).

ADHEZIOS . .
; CELMOLEKULA FUNKCIO
MOLEKULAK
Membraq koot Kemokin receptorok kemotaxis, adhézio
kemokinek

P-szelektin CD24, CD34, PSGL-1 Gordulés

E-szelektin CD34 Gordulés

] CD11a/CD18(a.f2, LFA-1) s
ICAM-1 CD11b/CD18, B2, Mac-1) Adhezio
ICAM-2 CD11a/CD18(a. 32, LFA-1) Adhézié

CD49d/CD29, .

VEAM-1 VLA4 a4B1 integrin (leukocita) Adhezio
MadCAM-1 L-szelektin adhézig, transzmigracio
VE-kadherin VE-kadherin Endotel-endotel kapcsolat,

permeabilitas
. . endotélium integritas,

PECAM-1 PECAM-1,av[33 integrin transzmigracio
o,@3 integrin vitronektin, kollagén, PECAM-1] matrix kotése, vérlemezke

v 9 VWF, trombospondin kotés, homotipusos adhézip

2. tAblazatAz endotélsejtek adhéziés molekulai

Az adhézio egyik fontos megnyilvanulasi form&aleukocitak atjutdsa az
endotélsejt rétegenHa a szervezetet gyulladasos stimulus éri, akkaristett tertlet
felé fehérvérsejt aramlas indul be. Az extravazéohb egymasra épiilépésisl allé
folyamat, amely kilénbdz adhéziés molekuldk, szignaliziciés folyamatok és a
citoszkeletalis rendszer egyuttkbdését igényli. EEként a gyulladasos sejtek laza
kapcsolatot alakitanak ki az endotéllel, ennek Wdamében johet létre a gordulésik
(rolling) az érfalon. Ez még egy reverzibilis folgat, amikor a leukocitdk mozgéasa
lelassul. Ha ezt kovéen kemokinek szabadulnak fel és aktivaljidet, akkor mar
irreverzibilisen hozzakétnek az endotélsejtekhez, tehat kialakulhat kok&atgzoros

adhézio, majd atlépnek az érfalon a gyulladt szivgayaba5. abra)(20).
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Az el lépésekben, a laza kapcsolat létrejottében és ralig8ben a
szelektineknek és ligandjaiknak van kiemelkedzerepik. Az L-szelektin a
leukocitakon expresszalddik, mig az E- és a P-ktiel@az endotéleken jelenik meg
proinflammatorikus stimulus hatasara. A P-szelekdin endotélek Weibel-Palade
testecskéiben és a vérlemezkék alfa-granulumaibeformaltan van jelen és onnan
mobilizalédik akut gyulladaskor, mig az E-szeleldiannovo szintetizalodik. A P- és az
E-szelektin L-szelektinnel kialakitott interakcigjéivil a P-szelektin glikoprotein
ligand-1 (PSGL1) is fontos szerepet jatszik a |@itkeendotél kapcsolat kialakitasaban.
Egyrészt a PSGL1 kétése a P- és E-szelektinekhezssebiti a leukocitak
kapcsolodasat az endotélekhez, masrészt azzal,dripszelektinekhez is kiini tud
a leukocita-leukocita interakciot is lefieé teszi, igy a mar koédott leukocitak
elésegitik a még kerirgleukocitak toborzasat a gyulladt endotélium teéig14).

Gordiilés Aktivacid Szoros adhézid Transzmigracid
Leukocitak L=zelelting PEGL-1 Kermokin-F LEA-T i T
molekulai ESL-1 PAF-R WLA-4 bt e R
B &= 8 >
Endotél sejtek P-czelektin Kemaokinek [CAm-1
molekulai E-szelektin PAF VAN PECAM-1, CD99, JAM-A

5. abraleukocitak extravazacioja.

Az els5 Iépésekben, a laza kapcsolat |étrejottében égdiligdben a szelektineknek és ligandjaiknak
van kiemelked szerepik. Az LFA-1 az ICAM-1-hez, a VLA-4 a VCAMHez kapcsolddva
stabilizaljak az atmeneti kapcsolatot és lassigalgordilés sebességét. A transzmigraciokor az

endotélsejtek kozotti kapcsolat részlegesen felkormmhig a leukocitdk és az endotélium szoros
kapcsolatban maradnak.

A folyamat komplexitdsat az is fokozza, hogy a ekiéthek a PSGL1-en kivul
mas glikoproteinekhez is kiitni tudnak, példaul a CD44-hez, vagy az E-szelektin
ligand-1-hez (ESL-1). Mindegyik ligand meghataroZonkciot lat el a folyamatban.
Mig a PSGL1 éként a laza kapcsolat kialakitdsat végzi, addigc8k-1 a kapcsolat

stabilizalaséban, a leukocitak lassabb és stabdébiiiilésében jatszik szerepet, végil a
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CD44 kontrollalja a gordulés sebességét és szabdlyaz L-szelektin és a PSGL1
polarizciojat (21).

A szelektineken (és ligandjaikon) kivil ezt a keazdkza kapcsolatot aa4f1
(VLA-4, very late activation antigen) és azp7 (LPAM-1) integrinek is képesek
létrehozni kapcsoldédva a VCAM-1 (vaszkularis séjgrids molekula) és MAdACAM-1
(mukozalis addresszin sejtadhézids molekula) ligakidoz az endotélsejteken (14).

Az LFA-1 (limfocita funkci6-asszocialt antigén) kegolédasa az ICAM-1-hez
(intracellularis  sejtadhéziés molekula-1), egyiithidésben az L-szelektinnel
stabilizaljak az atmeneti kapcsolatot és lassaj@ordilés sebességét. Az LFA-1 otféle
intracellularis adhéziés molekulahoz képes kapchold(ICAM-1-t61 5-ig), de a
legfontosabbak ezek kozul az ICAM-1 és az ICAM-2. IEAM-1-et tébb sejttipus is
expresszalja, példaul epitél sejtek és leukocitdryabbd az endotélsejteken
proinflammatorikus stimulus hatasara az egyébkagyon alacsony szifnexpressziéja
nagymértékben fokozodik. A VLA-4-hez kapcsolédd M@A szintén de novo
szintetizalodik aktivalt endotélekben, igy hozzdja szoros kapcsolat kialakitasahoz
(22).

A transzmigraciokor az endotélsejtek kozotti kapatspeszlegesen felbomlik, a
leukocitak és az endotélium szoros kapcsolatbaradnak, és utdna az endotélsejtek
kozotti rések bezarddnak anélkil, hogy a monolaémilne vagy a permeabilitas
jelentbsen megvaltozna. Az LFA-1 molekulanak fontos szerrégajdonitanak ebben a
folyamatban, gyorsan ¢yti formaba rendedik a leukocitak felszinén, kapcsolatot
teremtve az endotéleken &VCAM-1-gyel, mas modellek szerint a JAM-A-val
(jJunkcids adhézids molekula-A). Mas molekuldk spétes leirtdk a transzmigréciodban:
ICAM-2, JAM-B, JAM-C, PECAM-1, ESAM és a CD99. Néh@an ezek kdzil homo-
és heterofil kapcsolat kialakitdsara is képesekn@gkularis zipzart alkotva &egitik
a leukocitadk diapedezisét. A leukocitak alterndtion, transzcellularisan is at tudnak
jutni az endotéliumon, anélkil, hogy megzavarnaknéerendotelidlis kapcsolatokat.

llyen lehetséges példaul a vér-agy gat, vagy a ltEMetén (20).
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2.2. GYULLADAS ES AZ ENDOTELSEJTEK

2.2.1. Gyulladés folyamata

A gyulladas a szervezet szoveti sérilésre vagyzZéste adott valaszreakcioja,
amelynek célja a fefzé6 agens eliminalasa és a szoveti kdrosodas helyésall A
folyamat négy klasszikus tlinetét a romai Celsuslfogzta meg ei&ént, ezek a pir
(rubor), a duzzadas (tumor), a meleg (calor) &jdafom (dolor), amit kébb Galenus
az 6todik tunettel, a funkcio karosodaséaval (funtaesa) egészitett ki.

Az akut gyulladas egy gyors valasz a deét mikrobakra vagy szévetsértlésre,
amelynek el§ lépéseként neutrofil granulocitak érkeznek a ggillitertletre, majd
aktivalédnak. Ez arra szolgal, hogy megsziintesfalépd stimulaciét, elpusztitsa a
gyulladast keti mikrobakat, és eltakaritsa a sejttormelékeket. eldasikeres, akkor
visszaall a normal szovet szerkezete, vagy hegegéddétre (23). Ha a stimulus nem
eliminalédik, akkor a gyulladas folytatodik, és &bi folyamatok indulnak el. Az
infiltralédd leukocitak dsszetétele megvaltozik, addigi neutrofil granulocitak helyét
mononuklearis fagocitak és T-sejtek kombinaciojazvét a sérlilt teriileten. Antigén-
aktivélta T-sejtek fokozni tudjdk a mononukleaagdcitak effektor funkciojat, tovabba
alternativ effektor sejteket, példaul eozinofil mubpcitakat is odavonzhatnak. A
specializalt effektor sejtek gyakran sikeresen gk a gyulladast keit stimulust,
igy az allapot helyredllitasa lefieé valik (14).

A gyulladasos folyamatok egy specialis formaja kat dazis reakcio, amely a
szervezet febizésre vagy traumara (pl. égés) adott gyors védek@asza. Ennek soran
néhany — hepatocita altal termelt — fehérje medggshirtelen megha plazmaban. Az
akut fazis valasz elinditasaban a &z IL-1 és az IL-6 jatssza & $zerepet, amelyek
f6 forrdsa a makrofag. Ezen citokinek hatdsara dat filzis fehérjék szabadulnak fel,
pl. C-reaktiv protein, mannoz-kitektin (MBL), komplement faktorok (24).

Rezisztens mikrobak, vagy autoantigének okoztalzéitdo stimulaciokor
kronikus gyulladas lép fel. Ennek soran ,harmadéidmnfoid struktarak alakulhatnak
ki, ahol elkulonib T és B-sejt zonék figyelh&tk meg (25).
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2.2.2. Endotélsejtekre hato aktivatorok

Szadmos faktor kivalthat gyulladast a szervezetbemelyek tobbsége az
endotélsejtekre is hat. Mivel az LPS, az Ik-£s a TNk a legtdbbet kutatott
gyulladasos faktorok az endotélsejtek esetén, kamu soran is ezekkel dolgoztam,
igy dolgozatomban e molekuldkat és receptoraikateitetem részletesebben. Ezt
kdveten roviden a hisztamint, a bradikinint és a trorhbiatatom be, amelyek szintén
jelents hatassal birnak az endotélsejtek funkcidira.

2.2.2.1. Lipopoliszacharid

Az LPS a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak

strukturalis alkotéeleme. Nagy szerepet jatszik nGra
negativ baktériumok altal okozott infekcioknal, a

legkilonfélébb sejtekre képes hatni, igy
proinflammatorikus citokinek termelését valtja Az LPS ™ 0 speciikus
3 f6 részBl all (6. abra) A legklls része hidrofil, ez az antigénlanc
O-specifikus antigénlanc, ami ism&tbé cukormolekula

egységekdl épul fel, a kdozéds az ugynevezett ,core”

oligoszacharid. A legbeishidrofob rész a lipid A, amely Core

az LPS bioldgiai aktivitasaért fets, tehat az a legkisebb (mag)
egysége, ami még sejtvalaszt valt ki, az LPS recebtis Lipid A

ezt a részt ismerik fel. Bar minden fajban hasonégis

valtozatossagot mutat a zsirsav oldallancok hossrds 6.abre Az LPS struktiraja
szdmaban, ami a Toll like receptor 4 (TLR4) aktighoz kritikus. Kimutattédk, hogy az
E.coli 12-14 szénatomos oldallancokkal rendelkéipid A molekuldja stimulalja
legnagyobb mértékben a TLR4-et (26).

Az el fehérje, amely az LPS felismerésében szerepeikatsz az LPS-két
fehérje (LBP). Az LBP egy akut fazis protein, agzarepe, hogy az LPS-t a sejtfelszin
kozelébe vigye és komplexet képezzen a CD14-gyglelbsegitve, hogy az a TLR4 és
MD2-bél all6 LPS-receptor komplexszel kapcsolatba lépjénébra) A CD14 két

form&ban van jelen a szervezetben: membran katd®(14) ill. szolubilis forméban
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(sCD14). Makrofagok és monocitak felszinén jelen samembran kotott CD14, de
endotélsejtek ezt nem expresszaljak, tehat sziukségua plazméban jelen E€CD14-
re az LPS jelatviteléhez (27).

A TLR4/MD2 komplex az LPS jelatviy receptora. Az MD2 egy szekretalt
glikoprotein, amely nélkil6zhetetlen adaptor molekaz LPS-indukalt szignalizacio
elinditasaban. Ezen kivil mas komponensek szerépéfelvetették a szignal
elinditdsaban, pl. a Hsp70, Hsp90, CXCR4 és a Gbhfdiekulak LPS-sel vald
asszociacidja is kimutathat6 volt FRET analizi¢26).

Human koronéria endotélsejtekben leirtdk, hogL.R4 csak intracellularisan
van jelen (28). Annak ellenére, hogy a TLR4 fédehz LPS szignaltranszdukciojanak
elinditdsaért, nem jatszik szerepet az internabdtzan, igy valdsziileg létezik egy
masik, sejtfelszini receptora az LPS-nek. Az LP%étele a sejtbe feltehideg
scavenger receptor-figgatvonalon megy végbe (29). A TLR4 elhelyezkedésér
ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre (28,33], ezért tovabbi vizsgélatok
szilkségesek a TLR4 lokalizaciéjanak és funkcibjatisktdzasara endotélsejtekben.
Ezzel szemben monocitadkon, amelyek membran kobit4cet is expresszalnak, LPS
stimul&cié utan kizarolag sejtfelszini TLR4-et nitek Ki.

A TLR-ek a citoplazmatikus doménjik réven homo&bgmutatnak az IL-1
receptor (IL-1R) csaladdal,6s ez a domén homolég a névények R (rezisztencia)
géntermekével is, igy ezt a domeént ,TIR"-nek negkzel. A TLR-ek és az IL-1R
csalad jelatvitelében szamos k6zos elem felfedézigenek a mieloid differenciacios
88. faktor (MyD88), az IL-1-receptorhoz kapcsolh&zok (IRAK), valamint a TNF-
receptorhoz kapcsolt 6. faktor (TRAF6) (32)

Az LPS kotése utan a TLR4 dimerizalddik és konfaids valtozas hatasara
TIR domén tartalmi adaptor molekuldkat (TIRAP) kotreceptor citoplazmatikus
doménjéhez. Ezek az adaptor fehérjek a MyD88, a 88yBdaptor-szérfehérje (Mal
vagy TIRAP), a TIR domént tartalmazd INF indukaldé adaptor fehérje (TRIF) és a
TRIF-kapcsolt adaptor molekula (TRAM, méas néven ANMG2). A TLR4 altal kivaltott
jelatvitelt két fazisra, két utvonalra lehet osktam korai, MyD88-figg valamint a
késsi, MyD88 fliggetlen jelatviteli utra. A MyD88-fliggutvonalban a MyD88 és a Mal
adaptor fehérjék részvétele fontos az IRAK 1/4, dnaj TRAF6 aktivaldsahoz. A
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MyD88 fliggetlen utvonalban viszont a TRIF és a TRAMAptor proteinek szerepe
dont a TRAF6 aktivalasaban (27, 33).

Az LPS hatasara az NFkB, a MAPK és a PI3K/Akt ablak aktivaciojat is
leirtak, igy a TLR4-en keresztili jelatvitelek tsszége, egyensulya dérfbntossagu

lehet a gyulladas folyaman (26)

Lo Lo B |

apoptdzis

Gyulladas

7. abraAz LPS, az IL-1p és a TNFa receptoranak felépitése és kezdeti jeltatviteli fgpamatai.

Az LPS receptora, a TLR4 homolég az IL-1R-ral, é#tayitelik kezdeti lépései nagyon
hasonléak, azonban vannak olyan adaptor molekaldlelyek csak a TLR4 szignalizacidjara
specifikusak. A TNFR szignalizaciéja nagymértékbikéres TLR4 és az IL-1R jelatvitekgt
Részletesebb magyarazatot lasd szévegben.

2.2.2.2. Interleukin-1

Az interleukin-1 (IL-1) az egyik legkorabban leirt citokin volt, és pledpt
hatdsa révén kezdetben tobb névvel is illettéekB @s T-sejt aktivalo tulajdonsaga miatt
limfocita aktivalé faktornak, készovetet bontd képessége miatt katabolinnak, lazat
kivaltdé hatasa kovetkeztében endogén pirogénnekeezték. Az 1980-as évek

k6zepén rajottek, hogy valdjaban két kulonbdzolekulardl van sz, ezek az ll-Es
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az IL-1B. Biologiai hatasukban nagyon hasonléak, ugyanahlaozsejtfelszini
receptorhoz k@idnek, bar aminosav szekvencigjuk csak 26%-os hayilutat (32).

Elsésorban stimulalt makrofagok, monocitak és dendritikejtek termelikket,
gyulladadsos és egyéb immunfolyamatokban is nagyamo$ szerepet jatszanak,
amelyekre itt csak emlités szintjén térek ki. Gauifls soran hatdsukra olyan adhézios
molekulak és citokinek expresszidja fokozodik adatélsejtekben, amelyekésskegitik
hematopoezisben is szerepet jatszanak, stimuldljéiknocitak és a B-sejtek érését.
Ezen kivil hatnak a hipotalamusz termoregulaciGsdseerére, igy megnovelik a
testtbmérsékletet, és azzal, hogy a kozponti idegrendsesilletén COX2-t
szabaditanak fel, a fajdalomkiisz6bot csokkentikk. (34

Az IL-1B egy szekretalt fehérje, amelyet az aktivalt magok prekurzorként
szabaditanak fel, és az II3-konvertaz enzim (ICE), mas néven kaszpaz-1 (CASP1)
proteolitikus hasitasa révén alakul ki az érettekola (35). Két receptora van, az IL-
1RI és az IL-1RII, eb#l az endotélsejtek csak az IL-1RI-et expressz{B&#.

Az IL-1R jelatvitele ugyan nagyon hasonlo a TLR4gealizacios utvonalahoz,
mégis eltérések tapasztalhatéalként az adaptor molekulak hasznalatabanabra)
Mig a MyD88 adaptor molekula kbz6s eleme a jelétuiknek, addig a Mal adaptor
csak a TLR4 szignalizacidjara jelletn£30). Mindkét receptor szignalizacioja soran
leirtak, hogy a MyD88 molekula kapcsolodik az IRAKdz, ez foszforilalja az IRAK1-
et, ezutan a foszforiladlt IRAK1 disszocialodni tual receptor komple#t és
asszocialodik a TRAF6-tal, ez pedig tobbféle gydksos Utvonal aktivaciojat idézheti
els (33).

2.2.2.3. Tumor nekrozis faktora

A TNFe az IL-1-hez hasonléan pleiotrop gyulladasos -citokElIként
tumorsejt 6b és altaldnos leromlést (kahexiat) okoz6 hatdggéaldrtak le, ez alapjan
kahektinnek is nevezték (37). A TMFelgdsorban aktivalt makrofagokbdl szarmazik,
mig a TNF csalad masik tagja, a TlNFmas néven limfotoxin, aktivalt T-sejtedb
szabadul fel. A TN& Il. tipusi membranfehérjeként szintetizalodik, bsta
homotrimerekbe rendédve jelenik meg a sejt felszinén, éblhasad le a TN&
konvertaz enzim (TACE) hatasara a szolubilis hommar citokin (36). Gram-negativ
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bakteridlis ferdzést kdveien, LPS felszabadulasa utan nagyon gyorsan (mésiél
belil) jelenik meg a vérben és Onmagaban &détheti az IL-1 és az IL-6
termebdését. Ezt a harom citokint (TNFIL-1, IL-6) tébb més fehérjével egyiitt akut
fazis proteineknek is szoktak nevezni, mert a gyliisos valasz soran nagyon gyorsan
felszabadulnak, és jeldist mértékben medra plazmakoncentraciojuk (24).

Két TNF receptort ismeriink, az egyik a TNFR1 (pZBhely elterjedtebb, tébb
sejttipusra jellemi az expresszidja, a masik a TNFR2 (p75), ami inkabjttipus
specifikus expressziot mutat (36). A TNFR1-en ketids szignalizacio jobban ismert,
igy ennek néhany elemét mutatom be dolgozatombafmNBER1-en keresztil mind
gyulladasos, mind apoptotikus jelatviteli folyanmatgegbemennek?. abra) A citokin
egyben novekedést stimulald és gatlo jeleket ivddiz igy példaul gyulladas folyaman
a neutrofil granulocitak proliferaciojat serkemtijk6zben apoptozist is indukal (38).

A TNFa interakcidja a TNFR1-gyel, a receptor trimerizé#lsét idézi €,
ekdzben olyan konformacié véltozds megy végbe, haggitoplazmatikus részén
taladlhatd halal doménhez (DD) kapcsolodni tud a DRATNFR1-hez asszocialt haldl
domén) adaptor protein. A TRADD Kiitése utan tébb atvonal is beindulhat. Példaul
ha a TRADD odavonzza a TNFR asszocialt 2. faktbRAF2), ami ubiquitinalédva
kapcsolodik a RIP1-gyel (TNFR interacting proteigkkor elindulhat az Né&B
aktivacio. Gyulladasos jelatvitel esetén a TRADD&thatja valamelyik korai kinazt a
mitogén aktivalta proteinkinaz utvonalrél (MAPK)yi beindithatja azon atvonalak
valamelyikét is. Végul, a TNF az apoptotikus folyamatokban is részt vehet, ha a
TRADD kapcsolodik a FADD-hoz (Fas asszocialt had@mén), ami valamelyik
iniciator kaszpaz (leggyakrabban kaszpaz 8) altadligja az apoptdzis folyamatéat (33,
39).

2.2.2.4. Hisztamin

A hisztamin egy biogén amin, ami szerepet jatszilokdlis immunvalaszban,
neutrotranszmitterként lehet jelen az idegrendszerbhatdsa van a bélrendszer
fiziologids mikodésére is. Etsorban a hizésejtek és a bazofil granulocitak
granulumaiban talalhaté meg, azonban a hisztanimégise tobb olyan sejttipusban is
végbemegy, amelyek expresszaljdk a hisztidin dekdédr enzimet (40). A klasszikus
utvonala a hisztamin felszabaduldsnak allergiékciékra jellem®, amikor az antigén
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keresztkoti a hizosejtek felszinén délgE antitesteket, és ezaltal nagy mennyiség
hisztamin szabadul ki a sejtékb

Négy hisztamin-kdt receptort ismeriink (5l Hp, Hz és H), amelyek a G-
fehérjéhez kapcsolt receptorokhoz tartoznak, azonkiEonb6s affinitassal kotik
szubsztratjukat. A Hreceptort tartjdk a legfontosabb hisztamin reamgtio az allergias
és gyulladasos folyamatokban. A;R aktivalédasa beinditjia a foszfatidilinozitol
Gtvonalat, amely soran intracellularis‘Cazabadul fel a sejtekben. Ennek hatasara az
endotélsejtek NO-t termelnek, vazodilataci6 meggheé fokozodik az endotélium

permeabilitasa és 6déma keletkezik (41).

2.2.2.5. Trombin

A trombin (faktor lla) egy szerin proteaz, a veéealas folyamatanak fontos eleme,
amely a X-es faktor hatasara a protrombinbdl lethes§on |étre. Legfontosabb szerepe,
hogy a plazméban oldott fibrinogént oldhatatlanrifibé alakitja, de ezen felll a
koaguléciot tébb ponton isddegiti. Példaul szerepe van a Xl-es, a Vlll-as2Y-#&s
faktorok és a vérlemezkék aktivalasaban is (11, 42)

A sejtekre kozvetlenll a proteaz aktivalta recegiton (PAR) keresztil fejti ki
hatdséat (43). A PAR-0k — a hisztamin receptoroksonldéan — G-fehérjéhez kapcsolt
receptorok. Aktivacidjuk soran, amikor egy szeriotpaz az N-terminalis részukon,
egy specifikus helyen elhasitjgket, akkor egy U] N-terminalis keletkezik, egy
agynevezett ,kipanyvazott” (tethered) ligand, améltal a receptor végul sajat magat
aktivalni képes, és az ezt kbgatonformacio-valtozas kovetkeztében a heterotriGer
fehérjék kozvetitésével elindul az intracellul&sgnalizacids folyamat (44). Eddig 4
PAR-t mutattak ki. A PAR1, PAR3 és PAR4 trombin eptorok, mig a PAR2
leginkabb a tripszinnel aktivalhato.

Ezen receptorokrél mar kimutattak, hogy a vaszksilgimaizom sejteken és az
endotélsejteken expresszalodva szabélyozhatjalszkuwidris tonust és a hemosztazist,
valamint gyulladasos jelatviteli Gtvonalakat is rmbtanak (45). Trombin hatdséara
kilrilnek a Weibel-Palade testek, igy VWF és Pektel szabadul fel, ésegitve a
leukocitak és vérlemezkék adhézigjat. Trombin-remek aktivacidjakor 6 a

leukocitak adhézids és transzmigracios képességmig PAR1 antagonista peptiddel

-21 -



DOI:10.14753/SE.2012.1673

csak a gordulés és az adhézio fokozédott az emttetd] addig a PAR4 antagonista a

leukocitak extravazacidjara is hatassal volt (43).

2.2.2.6. Bradikinin

A Dbradikinin képsdéséhez a Xll-es faktor, prekallikrein és a nagy
molekulatdomeg kininogén egyuttrikbdése szukséges. A Xll-es faktor negativ tdéltés
felszinhez vagy sejtfelszinhez &dve autoaktivalédik (Xlla), aminek hatasara
prekallikreinkdl kallikrein képzdik, és a kallikrein a nagy molekulatontieg
kininogénldl bradikinint szabadit fel. A Xlla faktornak a Xksdaktor is a szubsztratja,
ezaltal a kinin-kallikrein Utvonal 6sszefonddik éalvadasi kaszkaddal (46).

Létezik a bradikinin képésnek egy szoOveti Gtvonala is, amely soran
intracellularis kallikrein jon létre, amely a sdgtokalis kdrnyezetébe szekretalodva az
alacsony molekulatomégkininogént hasitva bradikinint szabadit fel. A dikénin
degradalédasa plazmaban talalhaté enzimek (karbptig#z N, angiotenzin konvertaz
enzim) vagy az endotélsejtek felszinén jeletilénzimek (karboxipeptidaz M) altal
mehet végbe (47).

A bradikininnek két, G-fehérjéhez kapcsolt receptasmerjuk. A B2-es receptor
konstitutiv expressziét mutat az endotélsejtekzfaln, ezen keresztil a bradikinin
vazodilataciot és permeabiliths novekedést okoz.B2 receptor stimulaciojakor
masodlagosan egyéb vazodilatatorok is felszabaklugiaNO és prosztaciklin. A B1
receptor csak seérilés kovetkeztében, gyulladadokireek (pl. IL-1, TNF) hatasara
expresszalodik, szerepet jatszik a fajdalom kidkddaban, és aktivaciojakor
nagymértéld és elhtizédd NO termelés figyelbeheg (48).
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2.2.3. Gyulladasos jelatviteli folyamatok

2.2.3.1. Kéalcium-fugd jelatviteli utvonalak

A kalcium egy fontos masodlagos hir§j\szamos élettani folyamatot szabalyoz.
Cd&" ugyan szikséges az endotélium integritisanak deAsfhoz, viszont a
vezethet. Gyulladasos faktorok, mint példaul a ftvom bradikinin, hisztamin,
megnovelik a sejtek permeabilitisat azaltal, hogy™-€iggs jelatviteli ttvonalakat
inditanak be (12). Stimuldlatlan endotélekben azadellularis C&'-koncentracié
([Ca™]i) 30 és 100nM kozétt van, stimulacié hataséra eérték 5-10 szereséréhet.
Az [C&"]i emelkedés két fazisban torténhet,dként az endoplazmés retikulumban
(ER) raktarozott C& uriil ki, utdna pedig az extracellularis @iriramlik C&" a sejtbe
(5).

Az endotélsejtek akut gyulladasos folyamata sor&fi-@Glasz a GPCR-ek (pl.
hisztamin H1 receptora, vagy PAR-0k) indukciéja éivjohet létre(8. abra).
Ligandkotést koveéen a heterotrimer G-fehérjan-alegysége GTP-t kot, igy
disszocialédik a tobbi alegységtés aktivalja a foszfolipaz G-t (PL(B). Ez az enzim
hasitjia a foszfatidilinozitol biszfoszfatot a mewatban diacilglicerolra (DAG) és
inozitol-triszfoszfatra (IP). Az IP; hatasara Gaionok szabadulnak fel az ER-bdl (49).

A citoszolikus C&'-szint emelkedés aktivalja a foszfolipdz A (PLAXiEnet a
sejtben, amely a membranban elhasitja a fosziatidit (PC), igy arahidonsav és
lizofoszfatidilkolin keletkezik. Az arahidonsavb@ICOX1 enzim hataséra prosztaciklin
(PGL) szabadul fel a sejth amely vazodilataciot okoz. A megemelkedetf Gaint
hatdsara Ca-kalmodulin komplexek johetnek létre, és aktivawa eNOS (nitrogén
oxid szintdz 3) enzimet NO szabadulhat fel, ametntén vazodilatator. Ezzel
egyidsben a C&-kalmodulin komplexek aktivaljak a miozin kénhyanc kinazokat,
amelyek foszforildljak a miozin kdnfiyancokat (MLC), igy aktiv allapotba kertilnek
(50). Ehhez az aktivacidhoz hozzajarul még a Grfelflg alegysége is, amely a RHO-
GEF (Ras homoldg guanin nukleotid cséréktor) segitségével inaktivalja a MLC
foszfatazt (51). A MLC foszforilacidja egyrészt aktin filamentumok kontrakciojat

valtja ki, aminek hatasara lazulnak a sejtek kdzioros és adherens kapcsolatok,
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masrészt ékegiti a Weibel-Palade testek kitrllését is, iggz&lektin jut a sejtek
felszinére. Ezzel egyében még a foszfatidilkolin hasitasakor keletkez
lizofoszatidilkolinbdl vérlemezke aktivald faktorPAF) keletkezik, amely a P-
szelektinnel k6zdsen a neutrofil granulocitak kezdetravazaciéjaban fontos szerepet
jatszik (12).

A GPCR-ek 10-20 perc elteltével deszenzitizalodragyulladés folytatasdhoz
mas jelatviteli folyamatok beindulasa is szukségdml mar 0 fehérjék szintézise is
torténik. A tovabbi gyulladasos folyamatok mediatdiPS, IL-13, TNFa) tipikusan az
NF«B és a MAPK utvonalakon keresztil fejtik ki hataguk

=) Ligandum
i GPCR

/ 6A0—— (Prdinsia5Py) L :; "T \ ﬁ

Endotél sejt /

(aktiv)

MLC MLC
‘ foszfataz foszfataz Sejtek kozoti
(inaktiv) P kapcsolatok
2 meglazulnak
) R
é > ) L Szoros és

Aktin adherens

Arachldonsav Arginin (lnaktrv@l (aktiv) kapcsolatok
PB
PAF
acemaz

@S

Prosztaciklin
szintaz Ka[madulln

PGI, [No]

leofaszfahdllknlln .

P-szelektin A
O

8. 4bra.Ca’*-fiiggé jelatviteli Gtvonalak (12).

Ligandkotést kovéen a G-fehérjei-alegysége GTP-t kot, disszocialédva aktivalja szfiaipaz Cp—t
(PLCPB), ami hasitja a foszfatidilinozitol biszfoszfamtmembranban diacilglicerolra (DAG) és inozitol-
triszfoszfatra (IP3). Az IP3 hatasaraCéonok szabadulnak fel az ER-bdl. A Gazint emelkedés
prosztaciklin (PGJ) és NO felszabadulast valt ki, igy vazodilatd@&bz. Ezzel egyiében lazulnak a
sejtek kozotti kapcsolatok, P-szelektin és vérldmegktivald faktor (PAF) jut a sejtfelszinre.

2.2.3.2. Az NkB utvonal

Az NFxB egy transzkripcios faktor csalad 6sszefoglaldé neeek a faktorok
szamos gént szabalyoznak egy sor immunoldgiai x&asan, és kiemelt szerepik van
a gyulladas folyamataban. Efsbkben az NkB csalad 5 tagbdl all, amelyek mind
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hordozz4k a konzervalt Rel homol6g domént: c-RelBRp65 (RelA), p105 (Nk&B1)

ill. p100 (NFB2). A p100 és a p105 részleges proteolizisévilalki a DNS-kot p50
és p52 fehérje. Az ésen konzervalt Rel domén fealel a DNS kotésért, a
dimerizaciéért, a magba vald transzlokaciéért, makh az inhibitorkB (IxB) fehérjével
valo interakcibért is. Az NEB csalad tagjai homo- és heterodimereket is képpekea
RelB kivételével, amely csak heterodimereket képeatotipikus komplexnek a p65 és
p50 alegységekd allo heterodimert tekintik (39).

Alapallapotban az N a citoplazmaban, azxB csalad (kBa, IkBp,
IxBy/p105, kB&/p100 és#Bg) valamely tagjahoz kapcsoltan, inaktiv allapotbznaul
el6 (9. 4&bra) Stimulacié hatasara, kulonk®zszignalizaciés mechanizmusok
kovetkeztében aktivalodik azxB kindz komplex (IKK). TNFR1-nél pl. a RIP1, IL-
1R/TLR4 esetén a TRAF6 altal aktivalt TAK1/TAB1 kplex inditja el ezt a
folyamatot. Az IKK komplex 2 Kkatalitikus alegyséegéiKKa és IKKB) és egy
regulatoros fehérjét (IKKWKNEMO — NRB esszencialis modulétor) tartalmaz. Az IKK
komplex aktivacioja soran az I¥Kaz kBa két meghatérozott szerinjét (Ser32, Ser36)
foszforilalja, majd az dBo. ubiquitinalédik és degradalddik, igy az dB- szabadda
valik, és a magba transzlokalodik (52). A magbascepis NkB kotohelyet tartalmazé
gének promoéter régidihoz tud Kohi, igy befolyasolni tudja meghatarozott gének
transzkripciéjat. TNFR1 ill. az IL-1R/TLR4 receptdr altali aktivaciokor pl. adhézios
molekulak (E-szelektin, ICAM-1, VCAM-1), kulénbézkemokinek (IL-8, MCP-1),
valamint egyes enzimek (COX2) expressziojanak fakéban van szerepe (33).

A fent leirt aktivacio, ahol az IKKaz kBo alegységet foszforildlja, a klasszikus
NF«xB utvonal, azonban létezik egy alternativdBFszignalizacio is, példaul kronikus
gyulladaskor limfotoxinB (LTB) stimulacié hatasara. Olyankor az IKKz kB csalad
egy masik tagjat, a pl05 fehérjét foszforilalja, 9105 részleges proteolizi§€b
keletke®d p52 dimert képez a RelB-vel, igy a p52/RelB komptaszlokaldédik a magba
(nem a p50/65 dimer), ezéltal mas gének (pl. Lektil ligand) aktivalédnak (39).
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9. &bra Az NFkB Utvonal.

Alapallapotban az NEB a citoplazmaban, azB-hez kapcsoltan, inaktiv allapotban fordub.el
Stimulacié hatasara az IHKaz kBa-t foszforilalja, ami ubiquitinalédik és degradéilédigy az

NFkB szabadda valik és a magba transzlokalédva meglath gének transzkripcidjat
befolyasolja. Ez a klasszikus Utvonal. Az altemnéativonalon az IKK foszforildlja a p105 fehérjét

és a p52/RelB komlex traszlokalodik a magba, igy géhek aktivalodnak.

2.2.3.3. A MAPK Uutvonal

A mitogén aktivalta protein kinaz (MAPK) utvonal sokféle kilénbé kilss

jel tovabbitasara képes, ezaltal szélegkiirbefolydsolni tudja a sejtben végbethen
folyamatokat, igy példaul a névekedésben, a diffeigdddasban, a gyulladasban és az
apoptozisban is szerepet jatszik. A MAPK kaszké&dsear modularis szerkezetet
mutat, 3 egymast kowuetfoszforilaciés lépéshd all. A kaszkad tagjai olyan két
specificitasu szerin/treonin és tirozin kinazok, edyak foszforildljak és ezaltal
aktivaljgdk az utanuk kovetkézkinazt/kindzokat a rendszerben. A legutolsé kimaz
MAPK, amit a sorban étte elhelyezkedl MAPK kindz (MKK vagy MAP2K)
foszforilal, ezt pedig a MAPKK kinaz (MAPKKK vagy MP3K) aktivalhatja, ha a
receptor fadl jel érkezik (10. abra) (53). A kaszkadrendszer megfélahikodéséhez
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elengedhetetlen az allvanyfehérjék jelenléte, aekelggymas kozelében tartjak a
rendszer elemeit, ezaltal jelésén felgyorsitjak a folyamatot (54).

A harom legtobbet kutatott és talan legfontosal#kPK Gtvonal a p38, a JNK és
az ERK, amelyek az utolsénak aktivalodo kinazr@itéln a neviket. A JNK és a p38
atvonalnak kiemelt szerepe van a gyulladasos folaknsoran, igy munkam soran is
ezek foszforilaciojat vizsgaltam. Gyulladasos faékdkal kezelve a sejteket ezen
Utvonalak szerepet jatszanak kilonboproinflammatorikus effektor molekulak
megjelenésében. Példaul az E-szelektin promotefe-Z@-Jun heterodimer kittelyet
tartalmaz, amit a JNK foszforilal, igy az E-szelekhaximalis expresszidjdhoz a JNK
utvonal elengedhetetlen. Hasonl6an a p38 MAPK g&tieirtak példaul a VCAM-1 és
az MCP-1 kifeje#désében is (55).

Stimulus Mewvekedési Gyulladasos citokinek
faktorok Stressz

W AP - MEKI MEKK 4

(MEKHK) ASKT, TAK MLK3I, ASKI

| l ! l
s
| l l |
o | @
l

Biologiai hatés Osrtidas Gyulladas
Differenciacio Apoptozis
AN Differenciacia

10. abraA MAPK atvonalak 6sszefoglalé abrja.

A MAPK kaszkadrendszer modularis szerkezetet mutatom egymast kowét
foszforilacids 1épésh all. A harom legtdbbet kutatott MAPK Utvonal a§y& JNK és
az ERK, amelyek az utolsonak aktivalodé kinazrdithl a neviiket.
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2.3. AKOMPLEMENTRENDSZER ES AZ ENDOTELSEJTEK

2.3.1. A komplementrendszer aktivacidja és funkcioi

A komplementrendszer a természetes immunitas fosleme, azonban szamos
funkcioja révén fontos kapcsolatot jelent a veléstgiit €s az adaptiv immunitas k6zott.
A komplementrendszert a vérben és egyéb testnedungklen [€6 aktivald faktorok, a
folyamatot szabalyozé molekulak, valamint az egyasmponenseket megkit
receptorok 0sszessége alkotja. A szérumban tatéfaiitorok funkcionalisan inaktiv
allapotban vannak jelen, csak enzimatikus hasité#dnsvalnak a kovetkézenzim
alkotéeleméve.

A komplementaktivacio harom lehetséges utvonalatullmat be(11. 4bra) A
klasszikus utvonalat disorban immunkomplexek aktivalhatjak, amelyeket a C1
molekulakomplex C1q alegysége ismer fel. A Clgéésenek kovetkeztében a hozza
kapcsolodo Clr és Cls szerin protedzok aktivvaakales elindulhat a kilonbéz
proteazokbdl &ll6 kaszkadrendszer (56). Az altévnatvonalat a spontan hidrolizalo
C3 molekuldk patogének (baktérium, virus, gombaljlsav-szegény felszinéhez
torterd kotodése inditja el. A komplement rendszer lektin dalénak elinditasaban a
mannoz kaéd fehérjének (MBL) és a fikolinoknak van fontos sqms azaltal, hogy a
patogének szénhidrat felszinéhez koétve aktivaljakoazjuk kaids, addig inaktiv
allapoti MBL-asszocialt szerint proteazokat (MAB#3zletesen Id. 2.3.2. fejezet) (57).

A komplementkaszkad nagyon fontos Iépése a C3 koenmaktivalodasa, ami
ezt koveben a C5 molekula hasitasahoz vezet, ezzel kozésersbdnek az utvonalak.
Az aktivacié végs szakaszaban — amely mar fliggetlen attél, hogynatitatta el a
folyamatot — az Un. terminalis komponenseknek vasrerepik, amelyek létrehozzak a
membrankarositdé komplexet. Ennek eredményeként ja elgesziti ozmotikus
stabilitaséat, és végssoron sejtlizis kovetkezik be (58).

A komplement-medidlt lizis a kérokozdk elleni véde&s fontos része. Ennek
elkertlésére szamos patogén ,molekularis mimikidtkalmaz, tehat felszinikoén
komplementaktivaciét szabalyozé molekulakhoz hasdehérjéket jelenitenek meg.
Ezek a szabalyozé molekulak ugyanakkor alajemet fontosak a sajat sejtek

komplement elleni védelméhez.
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11. abraA komplementrendszer aktivacidja és funkcidi.

A komplementrendszer aktivalédasanak harom lehessétyonala van: a klasszikus, a lektin és az
alternativ atvonal. A komplementkaszkad nagyon dengpése a C3-konvertaz kialakuladsa, ezzel
koz0s atra terédik a harom dtvonal. A komplementrendszer tobb éudje (anafilatoxinok,
opszonizacio, membran-karositd komplex) segitsdg@sz részt a patogének eliminaldsaban.

A koérokozok lizisén kivil a komplementrendszer egysik fontos funkcidja az
opszonizacio, ezaltal a fagocitézisosdgitése. Barmely utvonalon is aktivalodik a
komplement, a C3 molekula hasitdsa minden esetbapokti szerepet jatszik. Ennek
soran keletkez fragmentumok, az un. opszoninek (C3b, iC3b) kawsde a kdrokozok
felszinére kdtdnek, igy edsegitik a megfelél receptorral (CR1, CR3) rendelkez
fagocitasejtekkel valo reakciot. Szisztémas badkiieriés gombas féizések esetén a
C3b és iC3b altal 8segitett fagocitozis nagyon fontos védekezési nmezhaust jelent
(59, 60).

A komplementaktivacié soran lehasadd kisebb nié(@tll kDa) peptidek is
fontos funkciot toltenek be, amelyek kozilésisrban a C3a-nak és a Cbha-nak van
fontos élettani szerepe. Ezeket a peptideket amafinoknak is nevezik, mert
gyulladast kivaltdo anyagok felszabadulasat idétik Az anafilatoxinok hizésejtek és
bazofil granulocitdk segitségével fokozzak az erp&rmeabilitisat, valamint
kemotaktikus aktivitdssal is rendelkeznek, éséssdhan neutrofil granulocitak

Ve
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2.3.2. MBL-asszocialt szerint proteazok

A MASP-ok homologiat mutatnak a komplementrendgtasszikus Utjanak C1r
és Cls proteazaival, vagyis doménszerkezetik megigit2. abra) Ezek az enzimek
6 doménbl allnak, a C-termindlison Iévszerin protedz (SP) domént 5 katalitikus
aktivitdssal nem rendelkézmodul ebzi meg. Az N-terminalis CUB domént az
epidermédlis ndvekedési faktor (EGF)-dzdomén kdveti, majd a masodik CUB domén,
és végul két komplement kontroll protein (CCP) mlokiapcsolodik a szerin proteaz
doménhez. A kimotripszin-szerSP doménnek az N-terminalisa rendelkezik egy
aktivaciés peptiddel, amit kapocs-régiénak is nee&z A proenzim, egylancu
formdban szintetizalt enzimek Ugy aktivalédnak, yh@eg aktivacids peptid és az SP
domén kozott elhasitjaldket, és igy két lanc keletkezik, amik diszulfid-thdi

kapcsolédnak egymashoz (62).

S-S

l ol
rin prote;
domén /

4

o
=

12.abra.A MASP-1 doménszerkezete.

A MASP-1 hat domén all, azonban 6t ezek kozul katalitikusan nem\akfiz N-
terminalis végéll haladva az alabbi doméneket talaljuk: CUB domémdaermalis
ndvekedési faktor (EGF)-sZerdomén, masodik CUB domén, két komplement
kontroll protein (CCP) modul, majd végul a szerintp&dz domén (54).

Eddig 3 kilénbéé MASP ismert, a MASP-1, a MASP-2 és a legutdbb
felfedezett MASP-3. A MASP-2 funkcidja a legisméitte a lektin Utvonal enzime,
mely kombinalja a klasszikus Gtvonal Clr és Clkdigit, nagy affinitassal hasitani
képes a C4 és a C2 fehérjét is. Annak ellenérey RogMASP-1 jéval nagyobb
mennyiségben van jelen a szérumban, mint a MASP/NM vs. 5nM),
szubsztratspecificitasa €s bioldgiai funkcidja middy vitatott(63, 64).

A MASP-1 nem hasitja a C4-et, de specifikusan jgaitC2 fehérjét, bar joval
kisebb hatékonysaggal, mint a C1s vagy a MASP&jasul a C2 hasitdsa 6nmagaban
nem elegendl a C3-konvertaz létrehozasahoz, igy tébb pontomegkérdjelezodik

ennek a fiziologiai jeleisége (65, 66). A C3 hasitdsaval kapcsolatosantmiemdasos
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publikaciok vannak. Ugyan kimutattak, hogy a MASBpEcifikusan hasitja a C3-at, de
a hatékonysaga csupan 0,1% volt az alternativ atvoB-konvertdzahoz viszonyitva
(67, 68).

Végul kimutattdk, hogy a MASP-1 trombin-siesszubsztratspecificitassal
rendelkezik, és hasitani képes a fibrinogént éslikaX faktort (66, 69). Ezek a
tulajdonsagai gatolhatdéak bizonyos trombin gatldKka anti-trombin Ill-mal heparin
jelenlétében). Cl-inhibitorral gatolhaté az aktei, abban viszont eltér a trombintdl,

hogy hirudinnal nem (70).

2.3.3. A komplementrendszer és az endotélsejtek kegolata

Az endotélsejtek kapcsolatba Iépnek a koagulac@inin-kallikrein és a
komplementrendszer kulonbdzelemeivel, és ezek az interakciok az endotélium
aktivitasat nagymértékben befolyasoljak. Tovabba kamplement aktivaciokor
felszabadulé molekulak hatassal lehetnek az ersigtek gyulladasban és a
véralvadasban betoltott funkcidira is (71).

Kulonbdzy komplement komponensek specifikus receptorokonedatiil
képesek hatni az endotélsejtekre. A Clg molekulzeptrahoz (C1gR) kédve
fokozza az endotélsejtek egyes adhézidés molekila@npresszidjat, valamint MCP-1
és IL-8 termelését is. Az anafilatoxinok G-fehégétkapcsolt receptorokon keresztil
hatnak az endotélsejtekre. A C5a hatasara P-sielektvWF szabadul ki a sejteith
valamint megf az IL-8 és a RANTES gének expresszioja (72). G3&%a hatasara is
leirtdk az eozinofil granulocitak fokozott transgmdicidjat, valamint az endotélsejtek
citoszkeletalis atrendédését (73).

Mivel az endotélsejtek kdzvetlenll ki vannak tévek@mplementaktivacios
termékek hatasainak, ezért igen nagy mennyiségbgaznek ki felszinikén
komplement regulalé fehérjéket. llyen gatlo fehérjpomolog restrikcids faktor (HRF,
CD59), a lebomlast gyorsité faktor (DAF, CD55) émembran kofaktor protein (MCP,
CD46). Kulonb6s gyulladast kivaltdé molekulak hatasara e szabélydeldérjek
expresszidja megnovekedik, igy a gyulladas korngemn |é% endotélsejtek
fokozottan ellenallnak a komplementrendszer sejgiéd hatasanak (74).

Végul kiemelném, hogy bar a komplementfehériék naggze a majban

termebdik, de a lokalis immunfolyamatok szempontjabéltéanszerepik van az egyéb
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sejtek (makrofagok, endotélsejtek) altal termelnponenseknek is. Szamos szolubilis
komplementfehérje szintézisét leirtak endotélsbpek pl. a C1r, C1s, C2, C3, C4, C5-
9, B-faktor és H-faktor termelése mutathatdé ki mRNi&tve fehérjeszinten is. Az igy
termelt C3 és H-faktor szintj@ vitro sejtkultiraban elérheti azt a tartomanyt, amit a
maj képes szintetizalni (75).
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3. CELKIT UZESEK

A bevezetésben leirtakbol lathatjuk, hogy az enrdejteéknek gyulladas soran
kiemelt szerepik van. Munkam célja a gyulladasé&sofak endotélsejtekre gyakorolt
hatadsanak komplex, dsszehasonlithatd vizsgalataAmigy kapott eredményekbegy
olyan aktivaciés mintazat rajzolhaté fel, amely issEgével eddig még kevésbé ismert
molekulak gyulladasban betoltott szerepére is Kaaethetlink.

Az LPS, a TNk és az IL-B a legtobbet vizsgalt gyulladasos faktorok
endotélsejtek esetében, amelyek hatasaikbabhds jélatviteli utvonalaikban nagyon
hasonléak, meégsem tekinthetink rajuk Ugy, mint sklélhet faktorokra.
Génexpressziés vizsgdalatok kimutattak, hogy egyémekget eltér mértékben és
Kinetikdval aktivalnak. Jelatviteli Gtvonalak ekléei okozhatnak génexpressziés
kilonbségeket, azonban eddig nem készult atfodpb, gyulladasos Gtvonalra kiterjed

0sszehasonlitd vizsgalat.
Ennek tikrében az alabbi kérdésekre kerestem aztala

- Milyen mértékben és milyen kinetikaval aktivaljalaRS, a TNl és az IL-B a
kilonb6d gyulladasos Utvonalakat? Milyen eltéréseket taldlaz NB, a p38
és a JNK szignaliz&ciora kifejtett hatdsukban HU\de@teken?

- Milyen okai lehetnek az esetleges kiilénbségeknel®@aA-szignalizacié és az

Akt aktivacid szerepet jatszhat a kilonbségek ezasaban?

- A TLR4 specidlis lokalizacioja okozhatja az LPS lklistett szignalizacidjat?
Hol lokalizalodik a TLR4 endotélsejtekben?

- A jelatviteli dtvonalakon tapasztalt kilonbségek gmetatkoznak fehérje
szinten? Milyen mértékben aktivalja a harom gyuksak faktor az E-szelektin
és az ICAM-1 adhéziés molekuladk expresszidjat? Kiddizik az IL-6, az IL-8 és

az MCP-1 citokinek termelésére kifejtett hatasuk?

A fenti kérdésekre valaszolva kirajzolédik egy afitios mintazat, amely 6sszeveti a

harom gyulladasos faktor 10 paraméterre kifejtatabat.
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Munkéam el$ felében harom jél ismert gyulladasos faktorralggatam, mig a

masodik részében egy eddig nagyrész ismeretlercitdjuokszerin protedz, a MASP-1

endotélsejtekre kifejtett hatdsara voltam kivantéségyan a MASP-1 volt az dis

protedz, amit azonositottak a lektin dtvonalonaészérum koncentracidja jeléaen

meghaladja a MASP-2 koncentraciojat (70nM vs. 5nM)yontos fiziologiai szerepe

még nem tisztazott. A MASP-1 azon tulajdonséga,yhbgsitani képes trombin-

szubsztratokat, felvetette annak a Iékégét, hogy talan a PAR-ok valamelyikét is

aktivalni képes endotélsejteken. Ismert, hogy enhio a PAR-0k hasitasa révén tobb

intracellularis jelatviteli Gtvonalat is beinditgyi az aldbbi kérdések mentén haladva

dolgoztam:

A trombinhoz hasonléan a MASP-1 is kivalt®Gaalaszt?

Milyen egyéb jelatviteli utvonalakat aktival? Leh@tMASP-1-nek szerepe a
gyulladasos folyamatokban? Aktivalja az#i-és a p38 MAPK utvonalakat?

A jelatviteli atvonalak ismeretében fehérje szinteine van hatassal a MASP-17?
Fokozza fontos adhéziés molekuldk expresszidjéitékinek termeddését?

A fentiek ismeretében tekintltedh MASP-1 gyulladasos faktornak?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. KISERLETEK SORAN HASZNALT MEDIUMOK ES PUFFEREK
OSSZETETELE

K2 médium: M199 médium (Gibco/lnvitrogen), 10% FCS (Gibceitrogen), 100
U/ml penicillin, 100pug/ml streptomicin (Sigma, Sigma-Aldrich)

Comp-AIMV médium: AIM-V médium (Gibco/Invitrogen), 1% FCS, 7,5 U/mi
heparin (Sigma), 2ng/ml EGF (R&D Systems) és 25tnpf-ECGF (BioSource)

ECP: Fiziolégias séoldat, 1%FCS, 10 mM TrisCl (pH 7,2)nM CaC}

TBS-Tween Fiziologias séoldat, 0,1% Tween (Sigma), 10 mN&CTt

4.2. HUVEC SEJTKULTURA KESZITESE ES TENYESZTESE

Kisérleteinket human koéldokzsinor véna endotél YHEC) sejtkultiran
végeztik. A koldokzsinort fiziologias sooldatbarrottuk +4 °C-on az izolalas
megkezdéséig. Steril fiziolégias sdoldatban mosido-os etanolban féttenitettik,
majd szintén steril fiziologias soéoldattal Oblitgétt a koldokzsinort. Ezutan a
lefogasmentes, ép koldokzsinor vénat mindkét véganulaltuk, steril PBS-sel
(Gibco/Invitrogen) mostuk, vérmentesitettik az emedjd kollagenéz oldattal (Img/ml,
Gibco/lnvitrogen) 20 percig +37 C-on inkubaltuk. A mar sejteket is tartalmazé
kollagenaz oldatot K2 médiummal mostuk ki. A kinyéslyadékot 1200 rpm-en 8
percig centrifugaltuk. A fellluszé oOvatos ledntadgén fellazitottuk a pelletet, majd
Ujabb 10 ml K2 médiumban oldva szintén 1200 rpm8epercig centrifugaltuk. Miutan
a fellluszét eltavolitottuk, a pelletben taladlhaéjteket Comp-AIM-V médiumban
vettik fel, majd az ékéleg 15 percig 0,5% zselatinnal (Sigma) fedett erjtészi
flaskdba (Corning) szélesztettilk. Végul 500 ng/ibroinektint (Sigma) adtunk a
sejtekhez, hogy éseqitsiik a letapadasukat.

A sejtkulturakat folyamatos mikroszképos eberés mellett Comp-AIM-V
médiumban tenyésztettik egészen addig, amig ategjtkonfluens nem lett, majd
hadromszoros alapteriiet flaskaba passzaltukoket. A passzalas soran 6stor

eltavolitottuk a sejtekt a Comp-AIM-V médiumot, majd sterii PBS oldattal
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atoblitettuk a flaskat, ezutan Tripszin-EDTA (GiHowitrogen) hozzdadasaval
megszuntettik a sejtek kdzotti, illetve a sejteladmrdozo kozotti szoros tapadast, igy
a sejtek feljottek a flaska aljarél. Tizszeresdgatu K2 médiummal Allitottuk le a
reakciot, amivel kimostuk a sejteket a flaskabdjdrkétszer centrifugaltuk 1200 rpm-

en és szélesztettitket. A sejteket kisérleteinkben a 3-4. passzalabbannéltuk fel.

4.3. NFkB NUKLEARIS TRANSZLOKACIO MERESE

A HUVEC sejteket 96-lyuku sejttenyésztemezre raktuk ki Comp-AIM-V
médiumban, 5000 sejt/lyuk (szemikonfluens) konceméban. Egy nap elteltével
(BioSource/lnvitrogen), TNéval (Sigma), illetve rekombinans MASP-1-gyel keiikl
a sejteket. A kisérletek soran hasznalt MASP-1 ASRI2 aktiv katalitikus fragmentjét
az Enzimologiai Intézeit kaptuk, aholDobd és mtsametodikgjaval allitottak él
(100). 3,75, 7,5, 15, 30, 60, 120 vagy 240 percezelést koveéen jéghideg
metanol/acetonnal (50:50%) fixaltlket 10 percig, majd ECP-vel tori&mehidralast
koveten 45 percig nyul anti-human NB p65 ellenanyaggal (1:200, Santa Cruz
Biotechnology) inkubaltukket. Szekunder ellenanyagként kecske anti-nyul &8&8-
at (GAR-Alexa-568, 1:500, Molecular Probes), a nlathatova tételéhez Hoechst
33342 (Molecular Probes) festéket hasznéltunk. pekét Olympus DP70 digitélis
kameraval felszerelt Olympus I1X-81 inverz fluoremas mikroszkoppal (Olympus
Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) készitettik. Angalokacio mértékét a magban és a
citoszolban mérhétNF«kB fluoreszcencia intenzitdsok aranyabdl szamoliudnklySIS

v3.2 szoftver segitségével (Soft Imaging System Bpunster, Germany).

4.4, P38, JNK ES AKT UTVONALAK AKTIVACIOJANAK VIZSG ALATA
WESTERN BLOTTAL

A kllbnb6z kezelések utan jéghideg PBS-sel mostuk a sejteketd
lizispuffer (30 mM Hepes, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 nBDTA, 20mM NaF, 1%
Triton-X100, 1 mM PMSF, 1 mM N¥O, and 2% protease inhibitor cocktail)
segitségével felkapartukket a flaska aljardl. A sejttormelékeket centrififgdal
(13,000q, 5 perc, 4 °C) tavolitottuk el, majd aifészoét -70 °C-on taroltuk. A mintak
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fehérjetartalmat Roti Nanoquant reagenssel (CathRembH & Co., Karlsruhe,
Germany) hataroztuk meg. Laemmli pufferrel (20%cghpl, 4% [3-mercaptoethanol,
0.3% bromphenol blue) 1:1 aranyban keverve a matték °C-on 5 percig melegitettik
6ket, majd a 12%-0os SDS-PAGE segitségével szétvatastehériéket PVDF
membranra blottoltuk at. A membranokat 2 orat badttk 3% BSA tartalmu TBS-ben,
majd egész éjjel 4 °C-on inkubaltuk p38, foszfo-p3BIK, foszfo-IJNK, Akt vagy
foszfo-Akt (1:2000, Cell Signaling Technology, Beye MA, USA) elleni
antitestekkel. Haromszori mosas utan 2 6ran at adpoersékleten alkalikus
foszfatazzal konjugalt kecske anti-nyul (1:2000yw&ecske anti-egér (1:60000, Cell
Signaling Technology) méasodlagos ellenanyagokk&ubdltuk a membrant, majd
Ujabb mosast kovéeén BCIP/NBT oldattal (Sigma) hivtuk éel A denzitometrids
kiértékelést Syngene GeneTools szoftver segitségesgeztik (Synoptics Ltd.,
Cambridge, UK).

4.5. INTRACELLULARIS Ca ?*-SZINT MERESE FLUORESZCENS
MIKROSZKOPPAL

A HUVEC sejteket 96-lyuka lemezre raktuk ki CompMiV médiumban, 5000
sejt/lyuk (szemikonfluens) koncentracioban, majd 3$Bben (Hank’s Balanced Salt
Solution, Invitrogen/Gibco) oldott 2uM-os konceri@l Fluo-4-AM-mel (Molecular
Probes) inkubaltulbket 37 ° C-on 20 percig, ezt kouween HBSS-ben mostukket
szintén 37 C-on 20 percig. A festékkel vald inkubaciot ket a sejten kivil maradt
Fluo4-AM-et tavolitottuk el, igy biztositottuk a#laind6 sejten bellli koncentraciot a
mérés soran. A Fluo-4-AM-mel feltoltott sejteketudteszcens mikroszkdppal
vizsgaltuk és 10 masodpercenként felvételeket taiimk 2-3 percig. A 37C-ra
felmelegitett reagenseket azéeket kép elkészitése utan adtuk hozza a sejtekhez.

A képsorozatot analySIS szoftver segitségével éltidk ki. Minden
képsorozatnal kijeldltink 10-12 citoplazmatikustdaranyt, majd a sorozat 6sszes
képén ezen tartomanyok relativ fluoreszcenciagggaltuk az etsképhez viszonyitva.
igy idé fiiggvényében abrazolhatdva valik a fluoreszcendimzasa a kezelés hatasara,

ami aranyos a citoszolikus €aszint valtozasaval.
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4.6. TLR4 LOKALIZACIOJANAK VIZSGALATA

A sejteket fixalas és rehidralds utan egész éfebalbmérsékleten inkubaltuk
anti-human TLR4 ellenanyaggal (SouthernBiotech,migham, AL) vagy egér
kontroll 1gG-vel, valamint nyudl anti-human VE-kadire ellenanyaggal (Bender
MedSystems GmbH, Vienna, Austria). Mosast kégatkecske anti-egér Alexa488 és
kecske anti-nyudl Alexa568 ellenanyagokat (MolecuRmobes/Invitrogen) adtunk a
sejtekhez 1 éran at. A magokat Hoechst 33342 flstélettik lathatova. A képeket
Olympus DP70 digitalis kameraval felszerelt Olympix681 inverz fluoreszcens
mikroszkoppal készitettiik.

A kolokalizacios vizsgalat sordn az egér anti-humBR4 ellenanyagot kévéen
a sejteket kecske anti-egér Alexa633 (Molecular bEsfnvitrogen) antitesttel
inkubaltuk. A Golgi markereként BODIPY-FL C5 Cerami (Molecular
Probes/Invitrogen) szolgalt. A mintakat Olympus ddiew 500 konfokalis

mikroszkoppal vizsgéltuk.

4.7. LPS INTERNALIZACIOJANAK VIZSGALATA

Az LPS internalizaciojanak vizsgalatdhoz biotinil&lPS-sel (InvivoGen, San
Diego, USA) inkubaltuk a sejteket 2, 10, 30 vagyp@dcig. Fixalas utan streptavidin
Alexa488 festékkel tettik lathatova az internatizBPS-t. A membréan lathatova
tételehez a sejteket egér anti-human PECAM-1 (BeMkxlSystems) antitesttel, ezt
koveten kecske anti-egér Alexa633 ellenanyaggal inkukalt

A képeket Olympus DP70 digitalis kameraval felske@ympus IX-81 inverz
fluoreszcens mikroszkoppal készitettik. A PeargdaHolokalizacios koefficienst (Cl)
az ImageJ 1.34i szoftver Image Correlator Plus dseijével szamoltuk ki
(http://rsbweb.nih.gov/i)l

4.8. ADHEZIOS MOLEKULAK MERESE SEJTES ELISA MODSZER REL

A HUVEC sejteket 96-lyuku sejttenyééztlemezre raktuk Comp-AIM-V
médiumban 10000 sejt/lyuk (konfluens) koncentrdarolEgy nap elteltével kezeltiik a

sejteket kulonbdz koncentracioju LPS-sel, TNval, IL-1B-val, vagy MASP-1-gyel,
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majd E-szelektin esetében 6 oOra elteltével, ICAMsktén 24 éra mulva fixaltuk a
sejteket. Az ICAM-1 ELISA-hoz kezelt sejtek fellkigat azonnal lefagyasztottuk a
citokin ELISA-hoz. Rehidralas utan 1 6ran kereszitkubaltuk a sejteket egér
monoklonalis anti-human E-szelektin vagy ICAM-1 (akettt 1:1000)
ellenanyagokkal (Bender MedSystem). Ezt kégat ECP-vel haromszor mostuk a
sejteket, majd kecske anti-egér peroxiddzos (GAMRHRellenanyaggal (1:2000,
SouthernBiotech) inkubaltukket 1 6éran at. Mosas utan citrat pufferben (pH bl@ptt,
1mg/ml-es koncentraciéju, 1:1000 higitasbat tartalmazé OPD oldattal hivtukéel
a lemezt, majd a szinreakciot kénsavval Allitotkek Az optikai denzitast ELISA
readerrel 490nm-en (620 nm-es referencia hullanzhosdlett) detektaltuk.

4.9. CITOKINEK TERMELESENEK MERESE ELISA MODSZERREL

Az adhézios molekuldk vizsgélatahoz a 24 6ran atelkesejtek feluliszojat
lefagyasztottuk, és -70 C-on taroltuk maximum egy hétig, hogy meg=lik a
detektalni kivant molekulak lebomlasat.

Natrium-bikarbonat pufferben (pH 9,6) oldott 1ug#esl koncentraciéju anti-
human IL-6, IL-8, illetve MCP-1ellenanyaggal (R&BY C-on egy éjszakén éat fedtiink
egy 96-lyukd lemezt (Nunc Maxisorp). TBS-Tweenniitérd mosast kovéen 1%
BSA tartalmd TBS-sel blokkoltuk a lemezt, hogy elldgik az esetleges aspecifikus
kotodést. A fellliszOkat az IL-6 mérésénél haromszarosaz IL-8 esetében
hlszszorosra, az MCP-1 esetében nyolcvanszoragtathik 0,1% BSA tartalmd TBS-
Tweenben, majd a lemezre valé felvitel utdn 2 d&kénesztil szobdmérsékleten
inkubaltuk. Mosast kévéen anti-IL-6 (200 ng/ml), anti-IL-8 (20 ng/ml), éltve anti-
MCP-1 (100 ng/ml) biotinilalt ellenanyaggal (R&Dhkubaltuk a lemezt 2 6ran
keresztul szobdmérsékleten. Moséas utan 1:1000 higitasban strefitaMiRP-vel
(Dako) jeldltik a lemezt 30 percig, majd OPD oldbktivtuk eb.

4.10. STATISZTIKAI ANALIZIS

Az eredményeket GraphPad Prism 4.02 (www.graphpag.c szoftver
segitségével elemeztik és abrazoltuk. A statisztializisekhez egyszempontos
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variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk, majd TukKéle post hoc tesztet
alkalmaztunk. Szignifikans eltérésnek tekintettika a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva p<0,05. Minderdh legaldbb harom fliggetlen kisérletet végeztiinkbékeb

egy reprezentativ abrat tintettiink fel az eredmiémgle
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5. EREDMENYEK

5.1. LPS, TNFx ES IL-18 GYULLADASOS FAKTOROK HATASANAK
OSSZEHASONLITASA

5.1.1. NKkB transzlokacio kinetikdja LPS, TNFa és IL-1p hataséara

Elséként meghataroztuk, hogy az LPS, a TBNFs az IL-B milyen
koncentraciéban valt ki maximalis MB transzlokaciét. Finom higitasi sort
készitettiink LPS-# (10 pg/ml-t6l 100 pg/mi-ig), TNE-bol (20 ng/ml-81 100 fg/ml-
ig) és IL-13-badl (10 ng/ml-6l 100 fg/ml-ig), ezekkel kezeltik a sejteket, majdra utan
vizsgaltuk a transzlokacié mértékét. Miveud/ml LPS és 1 ng/ml ILf valtotta ki a
maximalis hatast (nem bemutatott adat), igy a Wlkaetmérések soran ezeket a
koncentracidkat alkalmaztuk. 10 ng/ml-es koncembrdelett a TNk kis mérték
citotoxicitast mutatott (nem bemutatott adat), ayké$bbi méréseknél 10 ng/ml-es
koncentracioban hasznaltuk.

Késsbb tehat az LPS, a TNFés az IL-B fent meghatérozott konstans dézisaival
kezeltik a sejteket 3,75, 7,5, 15, 30, 60, 120 &ty percig. Az LPS csak 30 perc utan
valtott ki szignifikans NkB transzlokaciot és 120 perc korul fejtette ki nmaiis
hatasat. A TNE és az IL-B mar 7,5 perc elteltével is okozott nuklearis trémiszciot,
és maximalis hatasat mindkét faktor 30 perc korid él(13. abra) Az LPS és a két
proinflammatorikus citokin kozoétt tapasztalhatéd ddikai kilénbség 15 és 30 percnél
volt statisztikailag szignifikans (p<0,01, mindkeétiokinre és mindkét isbontban).

A kinetikai eltéréseken tll a maximalisan kivaltdtiatas efsségében is
kilonbséget tapasztaltunk. Az LPS a N0z és az IL-f-hoz képest is sokkal kisebb

mérteki NFkB transzlokaciot okozoftL3. abra)
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13. abraNFkB transzlokacio kinetikaja.

Az endotélsejteket kulonbézdsétartamig 1 ng/ml IL-B-val, 10 ng/ml TN-
val és 1ug/ml LPS-sel kezeltiik. Fixalas utan a sejteket-BifkB (p65), ezt
koéveten kecske anti-nyul Alexa568 ellenanyaggal inkulkala magot Hoechst
33342-vel tettik lathatova.

A: Fluoreszcens mikroszkopos felvétel az kBFnuklearis transzlokaciorol
3,75, 15 ill. 60 perces kezelést kaset. NB: piros; Mag: kék; Skalazas:
20um.

B: A relativ NB fluoreszcencia intenzitdsanak abrazolagafidjgvényében.
A nuklearis transzlokacié mértékét a mag és a lmpa piros fluoreszcencia
intenzitasdnak hanyadosabdl Aallapitottuk meg a l&der kontrollhoz
viszonyitva.

Legalabb harom fuggetlen kisérlétiegy reprezentativ abra kerilt bemutatasra.
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5.1.2. p38 és JNK MAPK utvonalak foszforilaciojanakkinetikaja

Mivel a p38 és a JNK MAPK utvonalak kulcsfontoss&perepet jatszanak a
gyulladasos folyamatokban, ezért kivancsiak voltuhkigy az NkB aktivacidban
tapasztalt kilonbségek megfigyelbeit-e a MAPK Utvonalak esetében is.

A sejteket 10, 30, 60 és 120 percig kezeltik LRSFBIFa-val és IL-B-val. A
faktorokat ugyanazon koncentracidoban hasznaltulkgt mhogy az NkB Gtvonal
kinetikajdnak vizsgalatakor, igy biztositottuk, kog mérések dsszehasonlithatoak
legyenek. A p3§14.A és D abraps a JNK(14.B és D abrajoszforilaciojat Western
blottal hataroztuk meg. Az LPS a maximalis hatasalk 60 perc utan érte el, és ez a
hatds 120 perc elteltével lecsengett. Ezzel szensbdw@t inflammatorikus citokin
maximalis hatasa mar korabban - TdNésetében 10 perc, mig I[3Esetében 30 perc
utan - észlelhétvolt.

Az NFkB aktivaciohoz hasonléan, a kinetikai eltérések@ntt is tapasztaltunk
kilonbséget a harom faktor altal kivaltott maxireahatas éisségében. Az IL-
1B hatasahoz képest a TiFs az LPS kisebb mériékoszforilaciot okozott mindkét

utvonal esetében.

5.1.3. Akt foszforilaciéjanak kinetikaja

A PI3K/Akt Gtvonalrdl korabban leirtdk, hogy szaj@#6 funkcidja van az
NFkB aktivacioja soran, ezért megvizsgaltuk, hogy maga Akt foszforilacidjakor is
megfigyelhebek-e kinetikai eltérések. A sejteket a MAPK Utvakalvizsgéalataval
megegye& modon kezeltik a gyulladasos faktorokkal, majd ¥fesblottal hatdroztuk
meg az Akt foszforilaciojat. A MAPK és az NB utvonalaktdl eltéen, mind a harom
faktor csak gyenge aktivaciot okozott, és kinetiéli@réseket sem tapasztaltuiid.C

és D abra)
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14. abra p38 és JNK MAPK és Akt
utvonalak aktivaciojanak kinetikaja.

Az endotélsejteket kulonbézidétartamig
kezelttk 1 ng/ml IL-g-val, 10 ng/ml
TNFa-val és 1ug/ml LPS-sel. Sejtlizist
koveben a fehérjéket SDS-PAGE
madszerrel valasztottuk szét, majd PVDF
membranra  blottoltuk &t o6ket. A
membranokat p38, JNK és Akt fehérjék,
illetve ezek foszforildlt formai ellen
termeltetett antitestekkel inkubaltuk. Az
oszlopdiagrammokon a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitott p38 (A), JNK (B)
és Akt (C) foszforillaci6 mértéke lathato. A
D panel egy-egy reprezentativ Western
blottot mutat, mig az A-C panelek harom
fuggetlen kisérlet denzitometrias
kiértékelésének az atlagat és az atlagok
szorasat tuntetik fel.
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5.1.4. C&"-szignal gyulladasos faktorok hatasara

Elképzelhet, hogy az LPS hataséra tapasztalt gyengébb édkasganalizacio
az NFB és a CE-fliggs Utvonalak interferenciajanak tulajdonithatd. FiséM-mel
feltoltott sejteken fluoreszcens mikroszképpal gédtuk meg az intracellularis €a
szint valtozasat. Mig a pozitiv kontrollként hadzrtéombin és bradikinin ételjes
Cd*-valaszt valtott ki, addig egyik gyulladasos faktmtasara sem valtozott meg az
intracellularis C&'-szint(15. abra)
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15. 4braCa’*-szignal gyulladasos faktorok hatasara.

A sejteket 20 perci@ uM Fluo-4-AM-mel inkubaltuk, majd moséast késenh 10
masodpercenként detektaltuk a fluoreszcenciét.

A: Negativ kontroll, HBSS; B: 200 ng/ml bradikini@; 100mM trombin;

D: 1 ng/ml IL-13; E: 10 ng/ml TNI&; F: 10pg/ml LPS

5.1.5. TLR4 lokalizacidja endotélsejtekben

Mivel a TLR4 lokalizacigjarol az endotélsejtekbdieetmondasos adatok allnak
rendelkezésre, és a TLR4 specialis lokalizaciojfolpésolhatja a rajta keresztil
végbemed jelatviteli folyamatokat, ezért fluoreszcens mizkdppal megvizsgaltuk a

TLR4 lokalizaciojat HUVEC-ben. A fluoreszcens mikekopos felvételeken jol latszik,
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hogy a TLR4 intracellularis lokalizaciét mutat, &hmig a VE-kadherin a vartnak
megfeleben jol lathatdéan a sejtfelszinen fordu,ed TLR4 receptor éfordulasa 8ként

a mag koruli régiora korlatoz6d{R6. A abra)

A C

16. abra A TLR4 intracellularis
lokalizaciéja (A, B) és kolokalizacioja a
Golgival (C, D, E).

A, B: TLR4: z06ld; VE-kadherin: piros;
mag: kék.

A sejteket fixalds utan anti-TLR4 (A),
kontroll IgG (B) és anti-VE-kadherin
ellenanyaggal inkubaltuk, ezt koden
Alexa488- és Alexa568-konjugalt
masodlagos antitestet hasznaltunk; a magot
Hoechst 33342-vel tettik lathatéva.

C, D, E: Golgi: z6ld (C); TLR4: piros (E);
kolokalizacio: sarga (D)

A sejteket anti-TLR4 antitesttel, majd
Alexa568-konjugalt  ellenanyaggal és
Bodipy FL Cb5-ceramiddal inkubaltuk.
Skalazas: 20 pm.

Annak érdekében, hogy jobban behataroljuk, hogy ami az intracellularis
kompartment, amiben a TLR4 lokalizalodik, konfokatikroszkdéppal megvizsgaltuk a
TLR4 Kkolokalizaci6jat a Golgi apparatussal. Golgiarkerként BODIPY-FL C5
Ceramidot hasznaltunk, és kisérleteinkben a TLR4 kolokalizaciot mutatott a Golgi
komplexszel(16. C, D, E abra)

Felmerilt a lehéksége annak, hogy gyulladasos faktorok hatasara dteghat a
TLR4 lokalizacioja a sejtben. Ennek eldontésérepéftig kezeltik a sejteket LPS-el,
TNFa-val és IL-B-val, azonban egyik gyulladasos faktornak sem kathsa a TLR4
lokalizaciojara(17. abra)

A B 17. dbraA TLR4 lokalizicidja kezelés hataséara

TLR4: z6ld; VE-kadherin: piros; mag: kék.

A sejteket 30 percig kezeltik gyulladasos faktoedkk
fixdlas utan anti-TLR4 és  anti-VE-kadherin
ellenanyaggal, ezt kouin pedig Alexa488- és
Alexa568-konjugalt masodlagos antitesttel inkubdltu
a magot Hoechst 33342-vel tettik lathatova.

A: Kezeletlen; B: LPS; C: TNk D: IL-1B kezelt
Skalazas: 20 pum.
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5.1.6. LPS internalizaciéjanak vizsgalata

A fenti eredmények arra utalnak, hogy az LPS nesejtelszinen lép kapcsolatba a
TLR4-gyel. Ennek tikrében megvizsgaltuk az LPSrivdbzaciojanak kinetikajat. A
sejteket 2, 10, 30 illetve 60 percig inkubaltuk timgélt LPS-sel, majd Alexa488
konjugalt streptavidinnel, ezutan vizsgaltuk az UBI&lizacidjat és a sejtmembrannal
valo kolokalizaciojat. Két perc elteltével az LPSffld festbdést mutatott a
sejtmembranban és kolokalizalt a PECAM-1 membrérjékel (Cl=0,405+0,05518.
abra). 10 perc utan ez a kolokalizacié jelénmértékben lecsdkkent (CI=0,272+0,049).
30 illetve 60 perc elteltével az LPS szinte telfesaernalizalodott, dként a mag koruli

régidban lokalizlodott, és a membrannal valé koliakaioja is tovabb csokkent

(Cl=0,237+0,052 30 percnél és 0,177+0,025 60 pdércné

2 min 10 min 30 min 60 min

Intensity
Intensity
Intensity
Intensity

18. abralLPS internalizacioja

Felss panel: LPS: zold; PECAM-1: piros; mag: kék.

A sejteket 2, 10, 30 ill. 60 percig inkubaltuk lndtalt LPS-sel. Fixalas utan egér anti-human
PECAM-1-et, majd streptavidin Alexa488-at és GAMeR4633-at adtunk hozzajuk, a magokat

Hoechst 33342-vel tettik lathatéva. Skalazas: 20 pm
Alsé6 panel: LPS eloszlasanak abrazolasa egy reprezesggten beldl.
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5.1.7. Adhéziés molekulak és citokinek expresszioja

Mivel az NB és a MAPK utvonalak aktivacioja soran eltérésefpasztaltunk
LPS, TNFa és IL-1B hatasara, tovabba ezen Gtvonalak fontos szer@petek be egyes
adhéziés molekulak és citokinek expressziojabaértemra voltunk kivancsiak, hogy
fehérje szinten vajon megmutatkozik-e a szignalidakon tapasztalt kilonbség.

Az E-szelektin és az ICAM-1 adhézios molekuldkawaiht az IL-6, az IL-8 és az
MCP-1 citokinek doézisfugg expresszidjat hataroztuk meg. Az LPS az E-szelekti
expresszidjat kisebb mértékben novelte meg, milMtN&a é€s az IL-B (19.A abra)
Ezzel szemben az ICAM-1 expresszibja mind a haraktof hatdsara egyforma
mértékben emelkedetf19.B &bra) Az IL-6 termelése IL-f hatdsara novekedett
legnagyobb mértékben, ehhez képest az LPS kisebttkinéaktivaciét okozott, mig
TNFa hatadsara csak minimalis IL-6 szekréciét figyelheitineg(20.A abra) Az IL-8
termelésre — az IL-6-hoz hasonldéan — az BLralt a legnagyobb hatassal, mig az LPS
és a TNl csak kisebb meértékaktivaciot okozot(20.B dbra) A masik két citokirtl
eltéen, az MCP-1 szekréciojat mind a harom gyulladagmgor egyforman

nagymeértékben novelte méz0.C abra)
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19. dbraAdhéziés molekulak expresszidja.

A konfluens allapotu endotélsejteket kilonbddozisa IL-PB-val, TNFa-val és LPS-sel
kezeltik. A sejteket 6 ill. 24 6ra elteltével fikdt, majd sejtes ELISA mobdszerrel
hataroztuk meg az E-szelektin (A) és az ICAM-1 @®pressziot. Harom flggetlen
kisérlett®l egy reprezentativ abra kerilt bemutatasra.
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20. abraCitokintermelés gyulladasos faktorok hat
A konfluens éallapotl endotélsejteket kilonb@dzisa IL-PB-val, TNFa-val és LPS-sel

asra.
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5.2. MASP-1 HATASA ENDOTELSEJTEKRE

5.2.1. MASP-1 altal kivaltott C&*-valasz

Az ismert, hogy a trombin a PAR-ok N-termindlisntnjének hasitdsa altal
aktivalja az endotélsejteket. Mivel a MASP-1-neintbin-szeil aktivitasa van, ezért
azt feltételeztik, hogy a MASP-1 szintén képesthasa PAR-okat és igy aktivalni az
endotélsejteket. Hogy teszteljik hipotézistinketgmértik a MASP-1 kezelés hatasara
bekovetke# intracellularis C&-szint valtozasat Fluo-4-AM-mel feltoltott sejtekbe
fluoreszcens mikroszkoppal. A kisérletek soranvakekombindns human MASP-1-et
hasznaltunk. A MASP-1 dézisfuggmaddon szignifikans Cavalaszt valtott ki. A
MASP-1 altal kivaltott C&-szignal kinetikaja hasonlé volt, mint a pozitivrkmllként
hasznélt trombing€21.A 4bra), ugyanakkor MASP-1 hatdséara szisztematikusan liseb
Cd*-jelet tapasztaltunk a trombin jeléhez kéf@4tB abra)

Ezt kéveten arrél akartunk megbizonyosodni, hogy a tapasfia’-szignal
ténylegesen a MASP-1 proteolitikus aktivitasdnalszZkimhet és nem valamilyen
kontaminacio altal okozott jelet mériink. A Cl-indsi (C1-inh) egy szerpin (szerin
protedz inhibitor), ami specifikusan gatolja a kéenpentrendszer klasszikus és lektin
Gtvonalanak korai proteazait (pl. Cilr, Cls, MASPH¥ASP-2). Ekvimolaris
mennyisé¢ C1-inhibitor teljes mértékben gatolta a MASP-hEkivaltott C&*-valaszt
(21.C ébra)

A MASP-2 — amely a MASP-1-gyel nagymeéniéktrukturalis homologiat mutat és
ismert fiziol6giai funkcioval rendelkezik — még ryam magas koncentraciOban sem

indukalt intracellularis Cd-szint valtozas(21.D &abra)
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21. braMASP-1 altal kivaltott Ca**-valasz.

A sejteket 20 percig 2uM Fluo-4-AM-mel inkubdltuk, majd moséast koven 10
masodpercenként fluoreszcens mikroszkoppal mértild amtenzitdsat. A fluoreszcencia
intenzitdsokat az elsidépontban mért értékkel normalizaltuk. A feltiinteterttekek 20 sejt
fluoreszcenciajanak atlagat és szérasat abrazoljak.

A: C&*-valasz kinetikaja 430 nM MASP-1 és 100 nM trombiriaséara

B: Dozisfiiggy Ca*-valasz MASP-1 hatasara. Az oszlopok a kezelésaatédbekdvetkéz
maximum fluoreszcencia értékeket abrazoljak.

C: Cd*-véalasz gatldsa Cl-inhibitorral. Mérésstela Cl-inhibitort kiilénbég aranyban
egyutt inkubdltuk 430 nM MASP-1-gyel. Hisztamint O(IM) hasznaltunk pozitiv
kontrollként.

D: C&*-valasz 430 nM MASP-1, 500 pM PAR4 agonista pefAdPGKF-NH,), 1050 nM
MASP-2 és 100 nM trombin hatasara.

Harom fuggetlen kisérletbegy reprezentativ abra keriilt bemutatasra.

-51 -



DOI:10.14753/SE.2012.1673

5.2.2. NB és p38 MAPK utvonalak aktivaciéja MASP-1 hataséara

A komplementrendszer aktivicidéja a gyulladasos dwmigtok része, ezért
kivancsiak voltunk, hogy vajon a MASP-1 részt veszidlonb6s proinflammatorikus
Gtvonalak aktivaciojaban. Ezek kozll az s a p38 MAPK aktivacidjat vizsgaltuk,
mely Utvonalak ismerten kulcsfontossaguak az efslgték altal kozvetitett
gyulladasos valasz soran.

Egy ordas MASP-1 kezelés dozisfitgdFkB nuklearis transzlokaciét valtott ki
(22.A abra) bar a maximalis hatasa kisebb méiiteklt az LPS-hez viszonyitv@2.B
abra). Mivel az LPS kontaminacié dnmagaban WBFtranszlokaciot okozhat, ezért
kulcsfontossagu volt, hogy kizarjuk annak a lékégét, hogy az észlelt aktivacio a
rekombinans MASP-1 kontaminaciojab6l adddik. EhlaeMASP-1-et és az LPS-t
egyitt inkubaltuk polymyxin B-vel, amely egydéerendotoxin gatlo. Ezzel kezelve a
sejteket azt tapasztaltuk, hogy mig a polymyxinaBvartnak megfeléen — szinte teljes
mértékben gatolta az LPS Aaltal kivaltott ®- aktivaciot, addig a MASP-1 Altal
kivaltott transzlokacidéra egyaltalan nem volt hatd§22.C abra)

A p38 MAPK aktivaciojat 30 perces kezelést kdest vizsgaltuk, és azt
tapasztaltuk, hogy a MASP-1a6s; dozisfugg p38 foszforilaciot valt ki(23. abra) A
MASP-1 altal okozott hatas d@sége Osszemeérlietvolt a trombin hatasdnak
nagysagaval.
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22. abraNFkB transzlokacié MASP-1 hatasara.

A endotélsejteket kulonbézddzisi MASP-1-gyel és LPS-sel kezeltik 1 érar-é&talas
utén a sejteket anti-NB (p65), ezt koveéien kecske anti-nyul Alexa568 ellenanyaggal
inkubaltuk, a magot Hoechst 33342-vel tettuk |&ilat

A: Fluoreszcens mikroszkopos felvétel azdBmuklearis transzlokacioroNFkB: piros;
Mag: kék;

B: Relativ NKB fluoreszcencia intenzitasanak abrazolagafidigvényében. A nuklearis
transzlokacié mértékét a mag és a citoplazma pflesreszcencia intenzitdsanak
hanyadosabdl allapitottuk meg a kezeletlen kottoallviszonyitva.

C: Polimixin B ebkezelés hatasa az KB transzlok&ciora; Fekete oszlop: polimixin
kezelés nélkili; Szirke oszlop: d@ml polimixin B ebkezelés. Kétmintds t-prébaval
hasonlitottuk 6ssze az adatokat.

Harom flggetlen kisérletbegy reprezentativ abra kerlt bemutatasra.
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23. abrap38 MAPK atvonal aktivacidja.

A endotélsejteket MASP-1-gyel (96 nM, 268 nM, 8@@)rés trombinnal (30 nM, 100
nM, 300 nM) kezeltik 30 percig, majd Western-blottazsgaltuk a p38
foszforilacigjat.

A: Reprezentativ Western blot abra

B. Denzitometrias kiértékelése harom flggetlenriésgek. Az oszlopok a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitott foszforilacio mértékét aholjak.

5.2.3. MASP-1 hatasa adhéziés molekuldk és citokinexpressziéjara

Mivel a MASP-1 az NkB és a p38 MAPK gyulladasos jelatviteli atvonalat i
aktivalta, igy felmerilt a kérdés, hogy az ismeytiltadasos faktorokhoz hasonldéan
vajon az adhéziés molekulédk és a citokinek exprégds fokozza-e.

Az E-szelektin adhéziés molekula, valamint az IL& IL-8 és az MCP-1
citokinek expresszidjat hataroztuk meg. Az WBFaktivacional leirtak szerint az E-
szelektin expresszidO mérésénél is kizartuk a MASPehdotoxinnal valé
szennyezettségének lebmdgét, igy a tovabbiakban mar nem alkalmaztunknyixit
elékezelést(24. abra).Az E-szelektin, az IL-6 és az IL-8 termelését flaoa MASP-1
(860 nM), de kisebb mértékben, mint az LPSugIml), és az IL-B (1ng/ml) (24, 25.
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abra), azonban az IL-6 és az IL-8 termelést nagyobb mieiékndukélta, mint a TNF
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24. abrak-szelektin expresszidéja MASP-1 hatasara.

A konfluens allapotu endotélsejteket kilonbdgulladasos faktorokkal kezeltiik. A sejteket®
ill. 24 ora elteltével fixaltuk, majd sejtes ELISAOdszerrel hataroztuk meg az E-szelektin :in
expressziot.
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25. dbraCitokintermelés gyulladasos faktorok hataséra.
A konfluens allapott endotélsejteket kulonbdgulladasos faktorokkal kezeltiik, majd 24 éra
utan megmeértik a sejtek IL-6 (A) és IL-8 (B) terdmsit.
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6. EREDMENYEK MEGBESZELESE

Rengeteg olyan tanulmanyt talalunk, amely az enskjték gyulladasos
folyamataival foglalkozik, ennek ellenére ez az @lan munka, amely atfogé médon
- 10 paraméterre kiterjédn - vizsgal tébb gyulladasos faktort. Az LPS, aF&Ns az
IL-1B hatését hasonlitottuk 6ssze szignalizaciés Utesnahdhézios molekuldk és
citokinek vizsgalataval.

A gyulladasos faktorok hatasat egyitleg, a paramétereket azonos korulmények
kOzott vizsgaltuk, ezaltal a kapott eredmények @blbsszevethéék egymassal.
Osszefoglalva ezeket felvazoltunk egy olyan akiid&c mintazatot, amely
0sszehasonlité médon abrazolja a gyulladasos faktoatasat a 10 vizsgalt paraméterre
(26. abra).

p38 MAPK
INK
Akt

LPS MASP-1

p38 MAPK
JNK

Akt
Ca-szignal
E-szelektin

N.A.

26. abra Gyulladasos faktorok aktivacios mintazata

Fely panel: Jelatviteli dtvonalak kinetikdjanak Osszsmditdsa. VOrds: az adott faktor
maximalis hatasa 15 percen beliil jelentkezett;nw@sarga: a maximalis hatasat kb. 30 perc utan
érte el; citromsarga: a maximalis hatast 60 pein uagy még kébb észleltik.

Als0 panel: Gyulladasos faktorok altal kivaltott xmaalis hatasok 0Osszehasonlitasa
paraméterenként két-szempontos ANOVA-val. Vorésndan sorban a legigebb aktivator;
Narancssarga: szignifikansan gyengébb hataslt, mirege6ésebb; Citromsarga: masodik
legesebbnél szignifikansan gyengébb aktivator. Fehigrcsnaktivacio; Szirke, N.A.: Nincs
adat. Ahol a faktorok egyforma mértékktivaciot okoztak (Akt, ICAM-1, MCP-1), ott irottai
adatokra tamaszkodva dontottik el, hogy az adaittaadio milyen eésnek tekinthet.
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Kimutattuk, hogy az LPS, a TNFés az IL-B eltéi erdsséggel és kinetikaval
aktivalja az NkB, a p38 és a JNK utvonalaké5. abra). Tovabba a harom faktor
kilonbd mértékben ndveli meg az E-szelektin expresszibigtye az IL-6 és az IL-8
termelését, viszont az ICAM-1 és az MCP-1 exprégsa ugyanolyan meértékben
hatnak.

Az LPS, a TNl és az IL-B receptorai j0l ismertek, azonban a TLR4
lokalizacigjat tekintve ellentmondasos adatok &lrendelkezésre (28, 29, 31). Mivel a
TLR4 specidlis lokalizacioja hatassal lehet az LRSignalizacidjara, ezért
megvizsgaltuk a TLR4 elhelyezkedését a mi rendsikdaen. Kisérleteink szerint a
TLR4 nem talalhatd meg a plazmamembranban, csakag korili régiéban. Ez
alatamasztja Dunzendorfer és mtsai eredményét (28)szerint koronaria
endotélsejtekben nem sejtfelszini receptor a TLRAanem intracellularis
kompartmentben talalhatdé meg. Kisérleteink szezinta kompartment — intesztinalis
epitél sejtekhez hasonléan — a Golgi (76). Ezt raracellularis lokalizaciot az az
eredmény is aldtdmasztja, ahol anti-TLR4 ellenagghgem tudtak gatolni az LPS
indukalta szignalizaciot endotélekben (77)

Mindezeket figyelembe véve az is elképzaihéiogy az endotélek felszinén ¢év
TLR4 mennyisége a konfokalis mikroszkdp detektalésitje alatt van, bar artéria
endotéleken flow citométerrel sem tudtak kimutarmlazmamembranban (7&nnak
ellenére, hogy a TLR4 — monocitakkal ellentétbemem a sejtfelszinen talalhatd, meég
fontos szerepet jatszik az LPS szignalizaciojah@ront az LPS internalizaciéjaban
valoszirileg nem vesz részt (29).

Ez a specialis intracelluléris lokalizaci6 magyatarehet az LPS késleltetett
szignalizaciojara abban az esetben, ha az LPSnaligdciojanak a kinetikaja
0sszehasonlithatd a késés mértékével. Ezért mdagmeéxz LPS felvételének a
kinetikajat, és azt talaltuk, hogy az LPS jetasntésze 10 perc utan internalizalodott, de
a folyamat csak 30-60 perc elteltével fé@idtt be. Ez a kinetika ma&s molekuldk
receptor-medidlt internalizaciéjdhoz hasonl6 (70). &ehat ha ez a hipotézis igaz,
akkor felmeril a kérdés, mi lehet az LPS3dleges sejtfelszini receptora. Az LPS és a
glikozilalt foszfolipidek kozti strukturalis hasardadg mentén haladva leirtak, hogy a

scavenger receptorok (CLA-1, CL-P1, scavenger tecey) képesek megkotni az LPS-
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t (81-83). St, az LPS felvétele géatolhatd a scavenger recepttigandjaival (pl.
Dextran szulfattalf29).

A TLR4 specialis lokalizaciojan kivil tdbb magyaafizs lehet arra, hogy miért
késik az LPS szignalizacioja a ThHRoz képest. Példaul Werner és mtsai leirtak, hogy
az IKK kinéaz kinetikaja mas TNFés LPS hatasara. TMIStimulacié hatasara az IKK
aktivitds az el§ 15 percben érte el a maximumat, mig LPS-nél eesA80 perc kozott
volt megfigyelhet (84). Ugyanilyen kinetikai kilonbséget tapasztaliaz NRB
aktivacié soran is. Ez 6sszhangban van a mi eregiéickel, ahol a TN& a maximalis
NF«B nukleéris transzlokaciot 30 percen beldl kivaiipmig LPS esetében ez a hatas a
mi kisérleteinkben is kébb, 60-120 perc kozott volt megfigyelliet

Magyarazat lehet az LPS és a Td\Bzignalizacios kulonbségeire az is, hogy
endotélsejteken kétféle TNF receptor talalhato.dkban leirtak, hogy a TNFR1 inkabb
az NFRB aktivacioért felals, mig a TNFR2 a MAPK szignalt kozvetiti (85). Affarok
modosithatjak a masik altal kivaltott szignaliz&ciftvonalat, igy elképzelligethogy a
két receptor altal kdzvetitett folyamat felgyowsitp jelatvitelt. Ezen felll a TNF
esetében egy alternativ NB szignalizaciés utvonal is létezik, ahol az I&Kl& magban
aktiv és a hiszton H3 foszforillaciojan keresztigulalja az NkB aktivaciot (86). llyen
utvonal az LPS esetében nem ismert.

Meglem, hogy az LPS hatdsa nem csak a @MBl, hanem az ILfi-nal is
lassabb volt annak ellenére, hogy a TLR4 és azRlsignalizaciéja nagyon hasonlo
(27). Az egyik oka ennek az lehet, hogy vannak mlyaolekuldk, amelyek a TLR4
jelatvitelére specifikusak. Az IL-1 szignalizacibgn példaul a MyD88 molekula
nélkulozhetetlen, azonban a Mal/TIRAP nem (30).dEzzemben az LPS indukalta
NF«B aktivaciohoz, IL-6 és IL-8 termeléshez a MyD88aéMal/TIRAP molekulak is
szikségesek (77)A Mal adaptor fehérijehez hasonlban a TRAM is a 4LR
szignalizaciora specifikus (87), bar @ra molekulardl ellentmondasos adatok jelentek
meg, hiszen azt is leirtdk, hogy a TRAM egyéaltaiém talalhaté meg endotélsejtekben
(88).

A fent felsorolt dolgokon kivil kilonbséget okozhe# LPS és a két citokin
szignalizaciojaban a kulonb®2kB hasznalat is. Az N&B aktivacio az #B-k altal
szorosan kontrollalt. Mig azBo specifikusan a citokinekre adott valaszt regujalja
addig az #Bd a patogének altal kivaltott NB aktivaciét szabalyozza (89). AzB(
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példaul indukalddik LPS és ILBLhatasara, de TNF stimulaciokor nem (90), valamint
az kB( letfontossagu az LPS és az IB-4ltal kivaltott IL-6 termealdéséhez is. Tehat az
IxkB-k szerepet jatszanak abban, hogy gyulladds soslimulus-specifikus
génexpressziés mintazat alakulhasson Kki.

Kimutattuk, hogy az LPS-nél tapasztalt késleltet#kB és MAPK szignalizacio
nem a C&-Gtvonallal tortél interferencia kovetkezménye, mivel egyik gyullamis
faktor sem valtott ki Cd-valaszt. Ellentmondasos adatok vannak az LPS iatlakalt
Cd*-szignallal kapcsolatban (91, 92), mindenesetreaabdiz LPS koncentracioban,
amiben mi dolgoztunk, nem mutattak ki szignifik&le-mobilizaciot (92).

Mivel mérési koriiményeink kdzott mindharom faktsak azonosan kis mértek
Akt foszforilaciot okozott, ezért kevesse valdsizihogy a PISK/Akt utvonal szerepet
jatszik az NKkB és a MAPK atvonalakon talalt kilonbségekben. Emncs
ellentmondéasban az irodalommal, mert szignifikanskt Afoszforilaciét csak
szérummentes tenyésztési korilmények k6zott mitkitgd3, 94).

Erdekes kulonbségeket talaltunk az adhéziés malkkués a citokinek
expresszalodasaban. Talan a legkiugrobb eltérésoliz hogy mig LPS és IL{l
hatdsara nagy mennyidédL-6 termebdott, addig TNk hatdsara csak nagyon
minimélis mennyiség. Egyes tanulmanyoltelies IL-6 expressziot irnak le TNF
hatasara, masok pedig pont az elledjetzallitjak (95, 96) Ez a kilonbség az eltér
sejttenyésztési korulményekkel, kulonbamédiumok hasznélataval magyarazhato. A
szérumok endotoxin tartalma eliélehet, és ismert hogy az LPS és a tNfgymas
szinergistai (97), igy a szérum LPS tartalma megtn@ti a TN altal indukalt 1L-6
termelést. Ezek ismeretében alacsony endotoxin @EE&) tartalmi médiumot
hasznaltunk, hogy minimalizaljuk ezt a szinterglsigast.

Az adhéziés molekulak és citokinek kifejeisében tapasztalt kilonbségek
foként a receptorok és a transzkripcidés faktorok kozjelatviteli Gtvonalakra
vezethebek vissza, viszont a jelatviteli utak etiérasznalatan kivil jelefd kilénbség
van az ICAM-1, E-szelektin, IL-6, IL-8 és MCP-1 pméter régidiban is. A TRED
adatbazis (98) felhasznalasaval azt talaltuk, mmmdegyik molekulanak van Rel-A és
ellentétben STAT-1 kéhelyet csak az ICAM-1 és az MCP-1 esetén mutatiaizion
molekulaknal, amelyek nagyon hasonlé modon expédddiak LPS, TNE és IL-
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1B hatdsara. Ezen kivil csak az IL-6 promotere tadalBBGR-1 és USF-1 kitielyet,
ami 0sszefuggeésben lehet azzal, hogy dR&tadsara csak minimélis IL-6 terrdést
tapasztaltunk. Ugyan a transzkripcios faktorok Ieiez vizsgalata nem célja a
dolgozatomnak, de ezen faktorok mélyebb elemzégedjmrulna ahhoz, hogy jobban
megismerjik az LPS, TNFés IL-1B kozotti kilonbségeket.

Az LPS és az IL-f aktivaciés mintazatasként kvantitativ kiilénbségeket mutat
(példaul LPS hatasara tapasztalt lassabb és gyleragdivacid), ami dsszhangban van
azzal, hogy a két gyulladasos faktornak nagyonmiésm receptor/jelatvitel komplexe.
Ezzel szemben a TNFaktivaciés mintdzataban kvalitativ eltérésekeamsztaltunk az
LPS-hez és az ILfithoz képest.

A munkank soran kirajzolédott aktivacios mintazépgn a fellép gyulladas
tipusara is kovetkeztethetlink. Példaul BN&ominanciaja esetérbkent monocitak
vandorolnak a gyulladas helyszinére, mig LPS vagifl jelenlétekor - a fokozott IL-8
termebdésnek kdszonh&tn - a monocitakon kivil a neutrofil granulocitébdrzasa is
jelenbs mérték lehet.

Tobb paraméter egyidej egyforma kortlmeények kozott tori@€nvizsgalata
lényegesen tbbb és jobban 6sszehasonlithaté infadtnadyujt a kilonbo& valaszok
egyenkénti vizsgalatahoz képest. Az igy kapott azat nagyon hasznos modellként
szolgal az olyan folyamatokban, mint példaul a dds, ahol a sejtek nagyon dsszetett

maodon reagalnak a kérnyezet stimulusaira.

Munkank el$ része harom j6l ismert faktor hatadsat helyezte magvilagitasba,
mig a masodik rész egy eddig kevéssé vizsgalt jish@MASP-1 hatasét térképezi fel
endotélsejteken. A MASP-1 a lektin Utvonal legr@gy mennyiségben jelen kgv
protedza, amely trombin-s#etulajdonsagokkal is rendelkezik, de pontos fizidd
szerepe még nem tisztazott.

A MASP-1 endotélsejtekre kifejtett hatdsa azéelgélda arra, hogy egy
komplement proteaz sejtfelszini PAR hasitdsavalvédibenil aktival egy sejtet. Az
koztudott, hogy az aktivalt komplement proteazokiliggasos reakciot valthatnak ki
azdltal, hogy anafilatoxinokat és kemoattraktans@k&a, C5a) szabaditanak fel. Ezek
a fragmentumok G-fehérjéhez kapcsolt receptorokeredztiil hatnak a célsejtekre
(leukocitadkra, endotélsejtekre) (72, 99). Bar kéekewvbnek finik, hogy néhany
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komplement proteaz aktivalni tudja kdzvetlenll iseteket PAR hasitdsa lévén, de
eddig ilyen jelenséget nem irtak le.

A MASP-1 a plazmaszintnek megféldioncentraciéban szignifikans €avélaszt
valtott ki az endotélsejtekben és a valasz kingilkdé trombinéhoz hasonld volt. A
MASP-1 altal kivaltott C&-valasz megsziintetiiewolt ekvimolaris mennyiségC1-
inhibitorral, tehat a kapott jel tényleg a MASP4bteolitikus hasitdsanak koszonhet
A MASP-2, egy maésik fontos protedza a lektin Gtinak, nem okozott Ca-szint
emelkedést a sejtben, még nagyon magas konceltaacs@m.

A MASP-2-nek nagyon sk szubsztratspecificitasa van, igy csak kevés
természetes szubsztratot hasit. Ezzel ellentétddASP-1 - a trombinhoz hasonléan -
szélesebb szubsztratspecificitdssal bir. A 3D #irakis a trombinéhoz hasonlé
szubsztratk@t helyet mutat (100). Ismert, hogy a trombin PARkasitasa revén tobb
intracellularis jelatviteli Utvonalat is beindit Q1). Ezen Gtvonalak koézil a €a
szignalt, a MAPK és az NdB szignaliz&ciot endotélsejtek esetében is leigakrt ezen
gyulladasos utvonalakra fokuszaltunk munkank s@én102, 103).

Kimutattuk, hogy a MASP-1 az NB és a p38 MAPK utvonalat is dézisfifgg
modon aktivalja. Ezen Utvonalak aktivacioja az déldejtek fenotipusos valtozasat
valtja ki. Eredményeink szerint a MASP-1 fokozzaetek IL-6 és IL-8 termelését,
valamint megndveli az E-szelektin expresszibéjatagal ismert gyulladasos fenotipus
fokozza a leukocitdk adhéziojat és transzmigratifjd 2.1.2. fejezet), simaizom
proliferaciot indit el és atrendédik az extracellularis matrix (104).

Az LPS, a TNk és az IL-B hatasdhoz viszonyitva a MASP-1 gyengébben
aktivalta az NikB és a p38 MAPK jelatviteli Utvonalakat, €s kevéslkigelte meg az
adhéziés molekulak expresszidjat. A harom jol isnggulladasos faktorral ellentétben
a MASP-1 efitelies C&'-szignalt valtott ki, és az IL-6 és az IL-8 ternetléagyobb
mértékben indukalta, mint a TNF

A MASP-1 és a trombin is kivaltott Gavalaszt és aktivalta a p38 MAPK
Gtvonalat, viszont ezek a proteazok kilértbéiechanizmussal aktivalédnak. A MASP-
1 a patogeén felszinéhez kdve az MBL-en keresztil, a trombin pedig a véraashd
kaszkad A&ltal, tehat uagyirik, hogy egymastdl flggetlenil is részt vesznek a

gyulladasos reakciéban.
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Téves eredményhez vezethet, ezért fontos problémagensek endotoxinnal vald
kontaminacioja (105, 106),6ként endotélsejteknél, hiszen 10-50 pg/ml LPS mar
megnoveli az E-szelektin expresszidjat. Az LPS $wgan blokkolhat6 polimixin B-vel.
Mivel kisérleteinkben a polimixin B nem gatolta aABIP-1 altal kivaltott NkB
aktivaciot és az E-szelektin expresszié novekedésst, ezért kizarhatjuk annak a
lehetiségét, hogy a MASP-1 hatasat az LPS szergigezokozta.

Munkacsoportunk eredménye szerint a MASP-1 akavalPAR4-et, hiszen nagy
hatékonysaggal hasitja a PAR4 szintetikus peptibszratot, mig a PAR1 és a PAR2
szubsztratokat csak kis hatékonysaggal. A Westietnebedmények is alatdmasztottak
a szintetikus peptidekkel mérteket, hiszen MASReielés hatasara csokkent az intakt,
hasitatlan PAR4 mennyisége a sejteken (107).

A trombin és a MASP-1 hasonloan aktivalja a HUVE€jteket, csupan kis
eltéréseket fedeztiink fel hatasukban. A trombiryabp intenzitast Cavalaszt valtott
ki, valosziriileg azért, mert a PAR1 és a PAR4 receptorokattisadja, mig a MASP-1
csak a PAR4-et hasitja. Erdekes, hogy a p38 fakm@nal nem talaltunk ilyen
kilonbséget, a trombin és a MASP-1 hasonl6 mériitivaciot okozott. Amellett,
hogy a trombin és a MASP-1 kulonld@&n hasznalja a PAR1 és a PAR4 receptorokat,
nem zarhatjuk ki annak a lebiségét, hogy a MASP-1 szignalizaciéjaban jelen \@n e
masik (nem PAR) receptor vagy kofaktor.

A komplementrendszer lektin Gtvonala az érpalyailééekor is aktivalodhat,
amikor a patogének belépnek az érrendszerbe. M léktonal protedzai (MASP-1 és
MASP-2) mint4zat felismérmolekulakhoz asszocialédva (pl. MBL, fikolinok) tkdni
tudnak a patogének felszinén jelensléegen struktirakhoz. Ez a kd€s eredményezi
veégll a mintazat felismérmolekulakhoz kapcsol6dd szerin proteazok aktivébad,
tehat aktiv MASP-1 keletkezik a patogén megjelengiséeriletén a szervezetben.

Endotél (és mas) sejtek, amelyek részt vesznekBiz-kdzvetitett eliminaldsban,
kotédni tudnak az MBL N-termindlis kollagén végéhez840). A célsejtek MBL-
MASP-1 komplexekkel burkoltak, igy az MBL kollagédoménje segitségével
tobbsz6ros kapcsolat jon létre az eliminald sepéklEz a folyamat szignifikAnsan
megnoveli az aktiv  MASP-1 koncentraci6jat az endeftek és a leukocitdk
kornyezetében, az aktiv MASP-1 elhasithatja a lsefedszinén a PAR4-et, ami
proinflammatorikus folyamatok elinduldséat vonja raagan.
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Kisérleteinkben a MASP-1 rekombinans katalitikusginentjét hasznaltuk
(CCP1-CCP2-SP). Bar ez a fragment proteolitikusgyeeérték a teljes nagysagu
molekulaval, de a nativ MASP-1 dimerizalédott, natgy mérei, és elképzelhét hogy
a sejtfelszinen eltéen viselkedik (pl. korlatozottan fér oda a hasitgez).

Kordbban mar kimutattak, hogy a PAR4-en kereszilgnalizacio kivalthat
gyulladasos folyamatokat, hozzajarulhat a leuké&citiegtapadasahoz és toborzasahoz
(111). Az endotélsejtek Gavalasza megnévekedett permeabilizacihoz vezethet,
aktivalhatja a nitrogénoxid szintaz (eNOS) enzireegltal csokkenhet a simaizomtonus
és megnovekedik a folyadékbearamlas az erekbe.(AIRMASP-1 altali C&'-valasz a
Weibel-Palade testek degranulaciéjahoz is veze@sefz igy felszabadult vVWF és P-
szelektin hatdsara megnovekedik a leukocitdk éslemérzkék adhézidja az
endotélekhez, és fokozédik a véralvadas is (113Rinb6z adhéziés molekulak és
citokinek expresszidjanak novekedése meég tovabbozitktja a leukocitdk
extravazaciogjat a gyulladasos teruleten.

Mindezen tényeaiket egybevéve, a MASP-1 az endotélsejtek aktivacggran
alapveben befolyasolhatja a vaszkularis folyamatokat, iggliskor kontrollalhatja és
limitalhatja a szervezet sejtjeinek sérulését.

Eredményeink megésitik az evolucios és a funkcionalis kapcsolaté&anagy
proteolitikus kaszkadrendszer, a véralvadas ésmaplkamentrendszer kozott. A két
kaszkadrendszer kozotti kapcsolddas szamos pontgtonténhet. Példaul a lektin
Gtvonal proteazai véralvadast inditanak el (69,)1fg a trombin C5 konvertazként
miikodhet C3-deficiens egerekben (115). A MASP-1 dgykt hogy a komplement, és
a koagulacios rendszer protedzainak tulajdonsé&gaiagdban hordozza. A MASP-1 a
komplement rendszer tagja, hiszen megkdti ugyarazek felismetf molekulakat
(MBL, fikolinok), amiket a MASP-2, és autoaktivai&d amikor a mintazatfelismér
molekula hozzakédik egy idegen felszinhez. Ugyanakkor, struktUrapgbevollcios
statuszaban és enzimatikus tulajdonsagaiban a MASRINbozik a tipikus korai
komplement protedzoktdl (pl. C1r, C1ls, MASP-2). ASP-1 tehat azaltal, hogy PAR4
hasitasan keresztll gyulladasos fenotipust hoe Etidotéleken, egy Uj kapcsolodasi

pontot jelenthet a komplement- és a koagulaciodsasr kHzott.
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7. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA, KOVETKEZTETESEK

Disszertaciom alapjaul szolgalé kézlemény a® ellyan atfogd tanulmany, amely az

LPS, a TNl és az IL-B hatasat szignalizacios utvonalak, adhézios maddkls

citokinek vizsgalataval is 6sszehasonlitja. A hamynlladasos faktor 10 paraméterre

kifejtett hatasa alapjan feléllithat6 egy aktiv&cidintazat, ami modellként szolgélhat a

gyulladas komplex folyamataban.

Az LPS lassabban és kisebb intenzitassal aktiv@jaNB, a p38 és a JNK
atvonalakat, mint a TNk és az IL-B. Az LPS késleltetett szignalizaciéjanak az
egyik oka az lehet, hogy a jelatdiveceptora, a TLR4 nem talalhat6 meg az
endotélsejtek felszinén, hanem intracellularisa@otgiban lokalizalodik. Az LPS
felvételének kinetikaja receptor-medidlt internatitora hasonlit, tehéat valésiieg

létezik az LPS-nek egy masik, sejtfelszini recepter

Az LPS, a TNk és az IL-B egyforman kis mértékben aktivalja az Akt Gtvonalat
Cd*-valaszt pedig egyik faktor sem valt ki, tehat da As a C&-szignalizacié sem

jatszik szerepet az MB és a MAPK utvonalakon tapasztalt kildnbségekben.

A harom gyulladasos faktor eltéermértékben noveli meg az endotélsejtek E-
szelektin expresszidjat, illetve IL-6 és IL-8 tefdgst, viszont az ICAM-1 és az
MCP-1 kifejefydésére ugyanolyan mértékben hatnak. Az E-szeleikjimessziojat
az LPS fokozta legkisebb mértékben, az IL-6 ésLa& lermelésre pedig a TNF

volt minimalis hatassal.

A vizsgalt jelatviteli atvonalakra, adhézios mol&dua és citokinekre kifejtett
hatasok alapjan kirajzolédik egy aktivaciés mintazanely alapjan a kulonbéz
gyulladasos faktorok jobban Osszevefk&t Az aktivacios mintazatbol a fell&p
gyulladas tipusara is kodvetkeztethetink. PéldaulfiLjelenlétekor a magas E-
szelektin és IL-8 termelésnek koszordleet valoszitileg fokozottabb mértédk

neutrofil granulocita toborzas figyelléetneg, mint LPS vagy TNFesetén.
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A jol ismert gyulladasos faktorokkal ellentétberMASP-1 hatasat eddig egyaltalan
nem vizsgaltdk endotélsejteken. A MASP-1 komplem@nbtedz trombin-szér

szubsztratspecificitassal bir, és eredményeinkirdzgroinflammatorikus iranyba tolja
az endotéleket, ezaltal egy Ujabb kapcsolédasi gpoelent a véralvadas, a

komplementrendszer és a gyulladasos folyamatoktk6z6

« A MASP-1 dézisfiigg C&*-valaszt valt ki endotélsejtekben, a trombinéhosohid
kinetikdval. Ezzel szemben a MASP-2 még nagyon msdgacentracioban sem

okozott C&*szint emelkedést a sejtekben.

* A MASP-1 aktivalja az NkB és a p38 MAPK utvonalakat. Ezen kivil megndveli a
sejtek E-szelektin expresszibjat, valamint fokoazallL-6 és IL-8 termelését. igy
hatasai alapjan a MASP-1 kdnnyen beilles#ilzt ismert gyulladasos faktorok altal

|étrehozott aktivaciés mintazat mellé.

 Tehat a MASP-1 gyulladasos fenotipus iranyaba tajaendotélsejteket. Ennek
kovetkeztében — a tdbbi gyulladast kivaltd molek{dh trombin, LPS) hatasahoz
hasonlban — meghet a permeabilitas, valamint a leukocitdk adhéziés
transzmigracioja, fokozodhat a trombus kigfss és az extracellularis matrix

atrendeédése is megkezddhet.
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8. OSSZEFOGLALAS

A gyulladas a szervezet egyik fontos &éwchanizmusa, amelyben az
endotélsejteknek alapweszerepe van. Az lipopoliszacharid (LPS), a tumekrézis
faktor-o (TNFo) és az interleukin{fi (IL-1B) a legtobbet vizsgalt gyulladasos faktorok
endotélsejtek esetében, amelyek hatasaikbabbds jélatviteli Utvonalaikban nagyon
hasonloak, mégsem tekinthetink rajuk Ggy, mintskilélhed faktorokra. Munkam
soran célom volt, hogy az endotélsejtek gyulladasedlaszait komplex,
0sszehasonlithaté médon vizsgéljam ismert gyullaslésktorok hatdsara.

Eredményeink szerint az LPS lassabban és kiselgmzitdhssal aktivalja az
NFkB, a p38 és a JNK utvonalakat, mint a TNés az IL-B. Az LPS késleltetett
szignalizaciojanak az egyik oka az lehet, hogy laty&6 receptora, a TLR4 nem
talalhatd meg az endotélsejtek felszinén, hanemadeliularisan, a Golgiban
lokalizalédik. A harom gyulladasos faktor etiénértékben noveli meg az endotélsejtek
E-szelektin expresszidjat, illetve IL-6 és IL-8 nmiését, viszont az ICAM-1 és az
MCP-1 kifejedésére ugyanolyan mértékben hatnak. A vizsgéltvjeddi itvonalakra,
adhéziés molekulakra és citokinekre Kkifejtett hakasalapjan kirajzolédik egy
aktivaciés mintazat, amely 6sszehasonlit6 médorazatja a gyulladasos faktorok
hatasat a 10 vizsgalt paraméterre. Ennek segitsEgéyol ismert faktorok jobban
O0sszevethéek, valamint eddig még kevésbé ismert molekulakilggasban betoltott
szerepére is kovetkeztethetiink.

Munkam masodik részében egy eddig nagyrész ismaprdtinkciéju szerin
proteaz, az MBL-asszociélt szerin protedz-1 (MA$Riidotélsejtekre kifejtett hatdsat
vizsgaltam. Bar a MASP-1 volt az élprotedz, amit azonositottak a lektin Utvonalon és
nagy mennyiségben van jelen a szérumban, fiziolfgnkcioja maig vitatott.

A MASP-1 dozisfligg C&*-valaszt valt ki endotélsejtekben, a trombinéhcsohid
kinetikaval. Ezzel szemben a MASP-2 még nagyon siagacentracibban sem okozott
Ce*-szint emelkedést a sejtekben. A MASP-1 aktivalfaNfkB és a p38 MAPK
utvonalakat, ezen kivil megndveli a sejtek E-szelekxpresszidjat, és fokozza az IL-6
és IL-8 termelését. igy hatasai alapjan a MASP-hnkén beilleszthét az ismert

gyulladasos faktorok altal Iétrehozott aktivaciGatazat mellé.
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9. SUMMARY

Endothelial cells play a critical role in inflamn@t by responding to several
endogenous and exogenous proinflammatory stimhk. three most studied factors that
provide inflammatory signals to endothelial celte &popolysaccharide (LPS), tumor-
necrosis factonr (TNFa) and interleukin-13 (IL-1(); however, their effects on
endothelial cells were thoroughly compared at theell of gene expression only.
Therefore, our aim was to assess the differencekersignaling pathways, adhesion
molecules and cytokines induced by proinflammatfators in human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC).

We demonstrated that signaling of LPS was lesg@fgethan that of IL-f, and
was significantly slowerthan that of TNE and IL-13, which can be partially explained
by the special localization of Toll-like receptor(#LR4). We showed that TLR4 is
mainly localized in Golgi apparatus in HUVEC. Theoipflammatory capacity of
TNFa was similar to that of ILfin inducing NKB nuclear translocation, while IL-
1B was the strongest activator of MAPK pathways. Meegpexpression of E-Selectin,
IL-6 and IL-8 induced by LPS, TNFand IL-13 were also dissimilar, whereas we did
not find such a difference in ICAM-1 and MCP-1 exgsion.

By all these parameters we created a signalingexipdession pattern for the
three proinflammatory molecules. This pattern tlatkes how complex a
proinfammatory process can be, and may enableouprédict and compare the
pathomechanism of various inflammatory diseases.

Activation of the complement system can induce antlance inflammatory
reaction. Mannose-binding lectin-associated sgyméease-1 (MASP-1) is an abundant
protease of the complement lectin pathway; howeiterphysiological function is
unclear. MASP-1 is able to activate%aignaling, NikB and p38 MAPK pathways in
endothelial cells. Morever, IL-6 and IL-8 secretisras also induced by MASP-1.
Activation of endothelial cells by MASP-1 leads pooinflammatory phenotype and
points to a novel connection between the complensnt coagulation systems during

the inflammatory process.
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