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1. BEVEZETES

Az endotélsejtek barriert képeznek a vér és a sekvezott,
strukturalisan és funkciondlisan is nagyméitéketerogenitast
mutatnak, szamos fiziologias és patoldgias folyasmabalyozasaban
részt vesznek. Funkcidjukat tekintve igen sokoldk|szabalyozzak
az érfal ténusat, biztositjak a vérben oldott t§pgok felvételét a
szOvetek szamara; antikoagulans, tromborezisztemtszirit
képeznek, szamos vazoaktiv hormont aktivalnak/ivalkiak, illetve
kapcsolatot teremtenek fehérvérsejtekkel, kozwetitvazok
migraciojat a szovetekbe.

A gyulladas a szervezet egyik fontos &éwchanizmusa,
amelyben az endotélsejteknek és a leukocitdknghveita szerepe
van. Az endotélsejtek lipopoliszacharidra (LPS) @silladasos
citokinekre — mint példaul az interleukif-1(IL-1B) és a tumor
nekrozis faktors (TNFa) — érzékenyen reagalnak. Ezen faktorok
hatasara gyulladasos jelatviteli Gtvonalak indulrmek (pl. NKB,
MAPK), ezéltal szamos adhéziés molekula express#idkozodik,
igy lehetvé teszik a leukocitdk sérilés, illetve &ads helyére
tortérd vandorlaséat. Tovabba maguk is képesek proinflamwikats
citokinek és kemokinek termelésére, igyoselgitve a tovabbi
gyulladsos folyamatot.

Az LPS, a TNk és az IL-B a legtbbbet vizsgélt gyulladasos
faktorok endotélsejtek esetében, amelyek hatasaikés 6bb

jelatviteli datvonalaikban nagyon hasonléak, mégstkinthetiink



rajuk agy, mint felcserélhétfaktorokra. Génexpresszios vizsgalatok
kimutattak, hogy egyes géneket ejtémértékben és kinetikaval
aktivalnak. Jelatviteli atvonalak eltérései okoztadt génexpresszios
kilonbségeket, azonban eddig nem készult atfodply, ¢yulladasos
Gtvonalra kiterjed 6sszehasonlito vizsgalat.

Az endotélsejtek kapcsolatba Iépnek a koagula@dsinin-
kallikrein és a komplementrendszer kilonb&emeivel, és ezek az
interakciok az endotélium aktivitasat nagymértékbefolyasoljak.
Tovabb4d a komplement aktivacidkor felszabaduld kndék
hatassal lehetnek az endotélsejtek gyulladasbam &alvadasban
beto6ltott funkcioira is.

A komplement rendszer lektin Utvonalanak fontosmeleaz
MBL-asszocialt szerint proteazok (MASP), amelyeknni kb
fehérjékhez (MBL) és fikolinokhoz kédve fordulnak ei. A
mintazatfelismef molekulak patogének szénhidrat felszinéhez kotve
aktivaljak a hozzajuk kéds, addig inaktiv allapotd MASP-okat. A
MASP-ok homolégiat mutatnak a komplementrendszeisddikus
Gtjanak C1r és Cls proteazaival, vagyis doménszetlik
megegyezik.

Eddig 3 kulonb6& MASP ismert, a MASP-1, a MASP-2 és a
legutdbb felfedezett MASP-3. A MASP-2 funkcitjaegismertebb;
a lektin atvonal enzime, nagy affinitdssal hasitapes a C4 és a C2
fehérjét is. Annak ellenére, hogy a MASP-1 jovalgyabb
mennyiségben van jelen a szérumban, mint a MASPORN vs.

5nM), szubsztratspecificitasa és bioldgiai funkaiémindmaig



vitatott.

A MASP-1 trombin-szdr  szubsztratspecificitassal
rendelkezik, és hasitani képes a fibrinogént édllaaX faktort. Ezek
a tulajdonsagai gatolhatdéak bizonyos trombin g&tdk(pl. anti-
trombin Ill-mal heparin jelenlétében). Cl-inhibitak gatolhaté az

aktivitasa, abban viszont eltér a trombintol, hagydinnal nem.



2. CELKIT UZES

Munkam soran célom volt, hogy az endotélsejtek lggdlsos
vélaszait komplex, 0Osszehasonlithatd modon vizagaljismert
gyulladasos faktorok hatasara. Az igy kapott eregeiddl egy
olyan aktivaciés mintazat rajzolhatd fel, amely its&gével eddig
még kevéshé ismert molekuldk gyulladasban betodzdrepére is

kovetkeztethetiink.
Ennek tikrében az alabbi kérdésekre kerestem aztala

- Milyen mértékben és milyen kinetikaval aktivalja &PS, a
TNFa és az IL-B a kulonbo# gyulladasos Utvonalakat? Milyen
eltéréseket taldlunk az MB, a p38 és a JNK szignalizaciora
kifejtett hatasukban HUVEC sejteken?

- Milyen okai lehetnek az esetleges kulonbségeknek?

- A jelatviteli Gtvonalakon tapasztalt kilonbségek
megmutatkoznak fehérje szinten? Milyen mértékbeivaia a
harom gyulladasos faktor az E-szelektin és az ICARAhéziOs
molekulak expresszidjat? Kilonbozik az IL-6, az8Lés az

MCP-1 citokinek termelésére kifejtett hatasuk?

A fenti kérdésekre valaszolva kirajzolodik egy afitiios mintazat,
amely 0sszeveti a harom gyulladdsos faktor 10 peteme kifejtett

hatasat.



Munkam el$ felében harom jél ismert gyulladasos faktorral

dolgoztam, mig a masodik részében egy eddig nagyséseretlen

funkcioju szerin protedz, a MASP-1 endotélsejtddfeitett hatdsara

voltam kivancsi. A MASP-1 hasitani képes trombinksztratokat,

valamint ismert, hogy a trombin tébb intracelluarjelatviteli

Gtvonalat is beindit endotélsejteken, igy az al&ghdések mentén

haladva dolgoztam:

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

Milyen egyéb jelatviteli atvonalakat aktival? Akéifa az NikB
és a p38 MAPK utvonalakat?

A jelatviteli dtvonalak ismeretében fehérje szintatire van
hatassal a MASP-1? Fokozza fontos adhéziés molekula

expressziojat és citokinek terrddését?

A fentiek ismeretében tekintlieta MASP-1 gyulladasos

faktornak?



3. MODSZEREK

Human koldokzsinér véna endotélsejt (HUVEC)kultdran dolgoztunk
kisérleteinkben. Az endotélsejteket kollagenazzatolaituk friss

koldokzsindrbol, majd 2-3 passzalast kdest hasznéltuk felket.

Az NFkB nukleéris transzlokacigjat Olympus IX-81 inverz fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgéaltuk. A képeket analySIS 3.®ftser segitségével
értékeltuk ki.

A p38, a JNK és az Akt utvonalak foszforilaciéjat Western blottal
hataroztuk meg. A membranok denzitometrias kiétéd& Syngene

GeneTools szoftver segitségével végeztik.

Intracellularis Ca?*-szint valtozasatfluoreszcens mikroszképpal mértiik.
A Fluo-4-AM-mel feltdltott sejtekben 10 masodperként detektaltuk a
fluoreszcencia valtozast, majd azéeke€phez viszonyitva allapitottuk meg a
relativ fluoreszcencia intenzitast.

A TLR4 lokalizaciojat és az LPS internalizacidjanak kinetikajat
fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk. A TLR4 kalbikaciés vizsgalatait
Olympus Fluoview 500 konfokélis mikroszképon végéztA Pearson-féle
kolokalizacios koefficienst (Cl) az ImageJ 1.34ofkwer Image Correlator

Plus kiegészéjével szamoltuk ki.

Az adhéziés molekulak expresszidjasejtes ELISA médszerrel hataroztuk

meg, E-szelektin esetében kezelés utan 4, ICAMeica24 oraval.

A citokinek termelését szendvics ELISA moddszerrel, 24 6ras kezelést

koveven, a feliliszébol mértik.

Az eredményeket GraphPad Prism 4.02 (www.graphpadt.cszoftver

segitségével elemeztiik és abrazoltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. LPS, TNFu és IL-1p gyulladasos faktorok
hatasanak 6sszehasonlitasa

Az NFkB transzlokacioé kinetikaja

Elséként meghataroztuk, hogy mi az legkisebb LPS, ad'NE az
IL-1B koncentrécio, ami mar maximalis KB transzlokacio valt ki,
majd a kinetikai mérések sordn ezeket a koncenkati
alkalmaztuk. igy 1ug/ml LPS-sel, 10 ng/ml TN#val és 1 ng/ml
IL-1B3-val kezeltik a sejteket 3,75, 7,5, 15, 30, 60, 120yv24p0
percig. Az LPS csak 30 perc utén valtott ki szidggaiis NKB
transzlokaciét és 120 perc korll fejtette ki madimmdatasat. A
TNFa és az IL-Bmar 7,5 perc elteltével is okozott nukleéris
transzlok&ciot, és maximalis hatasat mindkét fal@@rperc korul
érte el. Tovabba az LPS a ToHhoz és az IL-f-hoz képest is

sokkal kisebb mértékNFkB transzlokaciot okozott.

A p38, a JNK és az Akt foszforilacidjanak kinetikap

A sejteket 10, 30, 60 és 120 percig kezeltihgtml LPS-el, 10

ng/ml TNFa-val és 1 ng/ml IL-B-val. A p38 és a JNK utvonalak
esetén az LPS a maximalis hatasat csak 60 perccuiml, és ez a
hatas 120 perc elteltével kezd lecsengeni. Ezzeben a két
inflammatorikus citokin maximalis hatasa mar korgb TNFx

esetében 10 perc, mig Il3Esetében 30 perc utan - észlglhatit.



A kinetikai eltéréseken tdl itt is tapasztaltunkddabséget a harom
faktor &ltal kivaltott maximalis hatas ésségében. A MAPK és az
NFkB utvonalaktol eltéen, mind a harom faktor csak gyenge Akt

foszforilciot okozott, és tbeli eltérést sem tapasztaltunk.

Ca**-szignal gyulladasos faktorok hatasara
Egyik gyulladasos faktor hatasara sem valtozott mag
intracellularis C&’-szint, mig a pozitiv kontrollként hasznalt trombin

és bradikinin giteljes C&"-valaszt valtott ki.

TLR4 lokalizacidja endotélsejtekben

A TLR4 intracellularis lokalizaciot mutat HUVEC s$ekben,
el6fordulasa &ként a mag koruli régidra korlatozédik. Annak
érdekében, hogy jobban behatéaroljuk, hogy mi amt@acellularis
kompartment, amiben a TLR4 lokalizalédik, konfokali
mikroszképpal megvizsgaltuk a TLR4 Kkolokalizaciéjat Golgi
apparatussal. Golgi markerként BODIPY-FL C5 Ceramid
hasznaltunk, és kisérleteinkben a TLRdsekolokalizaciét mutatott

a Golgi komplexszel.

LPS internalizaci6janak vizsgalata

A sejteket 2, 10, 30 illetve 60 percig inkubaltubktimilalt LPS-sel,
majd Alexa488 konjugalt streptavidinnel, ezutansgi@tuk az LPS
lokalizaciéjat és a sejtmembrannal valé kolokaliaght. Két perc
elteltével az LPS diffuz fe&tlést mutatott a sejtmembranban és
kolokalizalt a PECAM-1 membranfehérjével. 10 petdnuez a

kolokalizacio jelents mértékben lecsokkent. 30 illetve 60 perc
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elteltével az LPS szinte teljesen internalizalddéitént a mag kordli

régidban lokalizlédott.

Adhézios molekulak és citokinek expresszidja

Az E-szelektin és az ICAM-1 adhéziés molekulakawaht az IL-6,
az IL-8 és az MCP-1 citokinek dozisfitggxpresszidjat hataroztuk
meg. Az LPS az E-szelektin expresszibjat kisebltgkben novelte
meg, mint a TNB és az IL-B. Ezzel szemben az ICAM-1
expresszidja mind a harom faktor hataséra egyfomdatékben
emelkedett. Az IL-6 és az IL-8 termelése IR-hatdsara nbvekedett
legnagyobb meértékben, ehhez képest az LPS kisebhiékiné
aktivaciot okozott, mig TN& hatasdra csak minimalis
citokinszekréciot figyelhettiink meg. A masik kéo&intsl eltérsen,
az MCP-1 szekréciéjat mind a harom gyulladasosofagyforman

nagymeértékben novelte meg.

4.2.MASP-1 hatasa endotélsejtekre

MASP-1 &ltal kivaltott Ca**-valasz

A MASP-1 dozisfiigg médon szignifikans Cavalaszt valtott ki. A
MASP-1 altal kivaltott C&-szignal kinetikaja hasonlé volt, mint a
pozitiv kontrollként hasznalt trombiné, ugyanakkddASP-1
hatdsara szisztematikusan kisebl*@alet tapasztaltunk a trombin
jeléhez képest. A MASP-2 — ami a MASP-1-gyel nagyéié
strukturalis homolégiat mutat — még nagyon magasé&notracioban

sem indukalt intracellularis Gaszint valtozast.

10



NFkB és p38 MAPK utvonalak aktivaciéja

Kivancsiak voltunk, hogy vajon a MASP-1 részt veskilonbos
proinflammatorikus Utvonalak aktivaciojaban. EgyasirMASP-1
kezelés dozisfligg NFKB nuklearis transzlokaciot valtott ki, bar a
maximalis hatdsa joval kisebb méiiékolt az LPS-hez viszonyitva.
A p38 MAPK aktivaciojat 30 perces kezelést ket vizsgaltuk, és
azt tapasztaltuk, hogy a MASP-16gy dozisfugg p38 foszforilaciot

valt ki.

Adhézids molekulak és citokinek expresszibjara
Az E-szelektin, az IL-6 és az IL-8 termelését falaoa MASP-1 (860
nM), de kisebb mértékben, mint az LPS d@/ml), és az IL-B

(Ing/ml), azonban az IL-6 és az IL-8 termelést nagyobb méeiék

sz

MASP-1 nem volt hatassal.
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5. KOVETKEZTETESEK

A gyulladasos faktorok hatasat egyitlep, a paramétereket
azonos korulmények kodzott vizsgaltuk, ezaltal ackpredmények
jobban 6sszevethigk egymassal. Osszefoglalva ezeket felvazoltunk
egy olyan aktivdciés mintazatot, amely 6sszehagoniddon

abréazolja a gyulladasos faktorok hatasat a 10 alzpgraméterre.

Az LPS lassabban és kisebb intenzitassal aktiadjdNFB, a
p38 és a JNK utvonalakat, mint a TiNEs az IL-B. Az LPS
késleltetett szignalizacidjdnak az egyik oka azetetnogy a
jelatvivé receptora, a TLR4 nem taladlhaté meg az endotélsejt
felszinén, hanem intracellularisan, a Golgiban liakidik. Az
LPS felvételének kinetikaja receptor-medialt intdizaciora
hasonlit, tehat valésZitleg létezik az LPS-nek egy masik,

sejtfelszini receptora is.

* Az Akt és a Ca-szignalizacié sem jatszik szerepdtlixB és a

MAPK uatvonalakon tapasztalt kiilénbségekben.

* A harom gyulladasos faktor eltémértékben néveli meg az
endotélsejtek E-szelektin expressziojat, illetve6iLés IL-8
termelését, viszont az ICAM-1 és az MCP-1 kifépsére
ugyanolyan meértékben hatnak. Az E-szelektin expiégd az
LPS fokozta legkisebb mértékben, az IL-6 és az ter@nelésre

pedig a TN volt minimalis hatassal.
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P38 MAPK
JNK
Akt

LPS MASP-1

NF«xB

p38 MAPK
JNK

Akt
Ca-szignal
E-szelektin
ICAM-1
IL-6

IL-8
MCP-1

N.A.
N.A.

N.A.

1. &bra Gyulladasos faktorok aktivacidos mintazate

(A): Jelatviteli utvonalak kinetikajanak 6sszehditéea. Voros: az
adott faktor maximdlis hatasa 15 percen belll j&kzett;
narancssarga: a maximalis hatasat kb. 30 perc étda el;
citromsarga: a maximalis hatast 60 perc utan vagg rkégbb
eszleltik.

(B) Gyulladasos faktorok &ltal kivaltott maximalihatdsok
0sszehasonlitdsa paraméterenként két-szempontos VAN@.
Vorés: minden sorban a ledgeebb aktivator; Narancsséarga:
szignifikhnsan gyengébb hatasu, mint a légebb; Citromséarga:
masodik legefsebbnél szignifikAnsan gyengébb aktivator. Fehér:
nincs aktivacio; Szirke, N.A.: Nincs adat. Aholaktbrok egyforma
mértéki aktivaciot okoztak (Akt, ICAM-1, MCP-1), ott irothai
adatokra tAmaszkodva dontottuk el, hogy az addivéako milyen
ergsnek tekinthet.
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A vizsgalt jelatviteli Utvonalakra, adhéziés mol&ra és
citokinekre kifejtett hatdsok alapjan kirajzolodekly aktivacios
mintazat, amely alapjan a kulontozgyulladasos faktorok
jobban 0Osszevethik. Az aktivacios mintazatbdl a fellép
gyulladas tipusara is kovetkeztethetiink. Példaul-1plL
jelenlétekor a magas E-szelektin és IL-8 termelésne
koszonheten valdszifileg fokozottabb mérték neutrofil
granulocita toborzas figyeltetmeg, mint LPS vagy TNF
eseten.

A jol ismert gyulladasos faktorokkal ellentétbeMASP-1 hatasat
eddig egyaltaldn nem vizsgaltak endotélsejteken. MASP-1
eredményeink szerint proinflammatorikus iranyba jatol az
endotélsejteket, ezaltal egy Ujabb kapcsolddasitogpojelent a
véralvadads, a komplementrendszer és a gyulladasiysnfatok
kozott.

* A MASP-1 dozisfugg§ Ca-valaszt valt ki endotélsejtekben, a
trombinéhoz hasonl6 kinetikaval. Ezzel szemben 682 még
nagyon magas koncentracibban sem okozott**-€ant

emelkedést a sejtekben.

« A MASP-1 aktivalja az NKB és a p38 MAPK utvonalakat. Ezen
kivil megnoveli a sejtek E-szelektin expresszi@éatfokozza az

IL-6 és IL-8 termelését. igy hatasai alapjan a MAISKSnnyen
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beilleszthet az ismert gyulladasos faktorok altal létrehozott

aktivacios mintazat mellé.

+ Tehat a MASP-1 gyulladasos fenotipus iranyaba telja
endotélsejteket. Ennek kovetkeztében — a tobbilayast
kivalté molekula (pl. trombin, LPS) hatasdhoz hdgan —
megréhet a permeabilitas, valamint a leukocitak adhézég
transzmigraciéja, fokozodhat a trombus ks és az

extracellularis matrix atrendédése is megkesddhet.
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Jani Péter Karolynak a k6zds munkat.

Kdszonom Fist Gyorgy Professzor Urnak, hogy i@réetette,
hogy bekapcsolddjak a kutatdlaboratérium munkajabmdvegig
figyelemmel kisérte, és segitette degsemet.

Koszonom Prohaszka Zoltan Professzor Urnak, hogy
témavezeimként és a labor ve#gtként biztositotta a kutatdshoz
szilkséges anyagi €s szakmai hatteret, és haszntisiival
elsrelenditette  munkamat. Kdszoném Dr. Szilagyi Agedésra
dolgozatom gondos atolvasasat.

Kdszonet illeti tovdbbd a kutatolaboratérium 0Osszes
munkatarsat, akik az évek soran tanacsaikkal é® &apgulat
megteremtésével segitették munkamat. Végul kbdszoénédm

csaldadomnak és barataimnak, hogy mellettem alkatrogattak.
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