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Bevezeto

Az endotélsejtek

Endotélsejteknek nevezziik mindazokat a mezodermalis eredetii sejteket, amelyek valamennyi
eriinket (beleértve a nyirokereket és a szivet is) beliilrél hataroljak. Azonban ez a dinamikus
endotélsejt halozat a szelektiv barrier funkcio ellatdsa mellett szamos folyamat regulatora. Az
endotélsejt-populécidé nem tekinthetd egységes szervnek, mert morfoldgiailag és funkcionalisan
is nagymértéki heterogenitast mutat [1, 2].

Az endotélsejtek szabalyozzak a vazomotoros tonust, a gyulladas folyamatat, a tdpanyagok és
sejtek forgalméat, a vérataramlast, antikoagulans, antitrombotikus felszint biztositanak, szdmos
vazoaktiv hormont aktivalnak illetve inaktivalnak, és szabalyozzak az Uj erek novekedését is
(1. &bra).
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-Gyulladas szabdlyozasa

ErszervezGdés

1. &bra: Az endotélsejtek funkcioi

Szelektiv barrier

A vérplazma és az intersticidlis folyadékterek ion-, cukor-, aminosav-, fehérje- és maés
makromolekula 0Osszetétele jelentdsen eltér egymastol. Ezen molekuldk transzportjat az
endotélsejtek szabadlyozzak. A molekulak kicserélédése Iétrejohet transzendotelilisan
(endoteélsejteken keresztiil) vagy interendotelidlisan (az endotélsejtek kdzott). Az endotélsejtek
sokfele receptort hordoznak felszinikon, amelyek sziikségesek a szelektiv transzporthoz,
valamint fejlett Kklatrin- és kaveolaris rendszer jellemz6 rajuk, amely a transzendotelidlis

transzportot segiti el [3].



A vaszkularis ténus szabalyozasa

A vaszkularis tonus szabalyozasaban szamos, az endotélsejtek altal termelt mediator vesz részt,
amelyek a simaizmok ténusara gyakorolt kontrakcids (endotelin-1, prosztaglandin H2,
tromboxan A2) illetve relaxéacids (nitrogén-monoxid, prosztaciklin) hatdsukkal meg tudjak
valtoztatni a vérnyomast és a véreloszlast [4-7]. Ennek a folyamatnak a fontossagat mutatja,
hogy endoteél diszfunkcid esetén nitrogén-monoxid analégokat elterjedten hasznalnak az orvosi

gyakorlatban a magas vérnyomas kezelésére.

A hemosztazis szabalyzésa

A hemosztazis szabalyzasaban is fontos szerepet kapnak, amelyben a vérlemezkék, a
véralvadasi- és fibrinolitikus kaszkad enzimeivel egyitt vesznek részt, ahol az endotélsejtek
alapveté funkcidja a vér folyékony allapotban tartasa, illetve trauma esetén egy koagulaciot
eldsegitd felszin biztositasa, amit anti- (trombomodulin, antitrombin, plazminogén aktivator) és
prokoagulans (von Willebrand faktor, szoveti faktor, plazminogén aktivator inhibitor-1)
mediatorok segitségével valdsitanak meg [1]. Erdemes megemliteni, hogy a hemosztazis
szabalyozésdban fontos szerepet kapnak a protedz aktivalta receptorok (PAR), amelyet

kiilonb6z6 szerin protedzok, igy pl. a trombin képes aktivalni.

Az érszervezddés

Az érszervezddés fontossaga az egyedfejlddés soran nyilvanvald, azonban felnétt korban is
szerepet kap a tumorok vérellatasaban, és az elzarddott erek potlasanak kialakitasaban. Az
endotélsejtek er6sen hatnak az érszervezGdésre is. Angiogenetikus faktorok hatasara az
endotélsejtek protedzokat és plazminogén aktivatorokat termelve képesek atjutni az alaphartyan,
migracios és proliferacios kapacitasuk révén Uj erek kialakitasara képesek, ahol a legfobb
szerepet jatsz6 faktorok a fibroblaszt ndvekedési faktor, a vaszkularis endotél névekedési faktor,
az angiopoietinek és az ephrinek [8]. Ezek az endotélsjtek szervezik maguk koré az érfal tobbi
sejttipusat (pericita, simaizomsejt, fibroblaszt stb.), és részt vesznek az extracellularis matrix

kialakitasaban is.



A szérumfehérjek metabolizmusa

Egyre tobb fehérjérol mutatjak ki, hogy a majon kiviil az endotélsejtek is termelhetik. Minthogy
a maj és az endotélsejtek Ossztomege Osszemérheté (1-1,5 kg), igy az endotélsejtekben
termelddott fehérjék jelentésen hozzajarulhatnak a szérum fehérjemintazatanak kialakitdsédhoz.
Az endotélsejteknek fontos szerepe van a szabad IgG és albumin megérzésében is, amely
fehérjek az endotélsejtek altal kifejez6dé neonatalis FcRn receptorhoz kotddve a lizoszomalis
degradaciot elkerllve, exocitozissal visszajutnak a keringésbe. Ezaltal az IgG és az albumin
fél¢letideje megnd, hozzajarulva az immunoldgiai memaria meghosszabbitasédhoz, és csdkkenve

a maj fehérjeszintézisét [9].

Az immunfolyamatok szabalyozéasa

Mindemellett az endotélsejtek a humoralis és cellularis immunrendszer szinte minden
résztvevojére hatva befolydsoljdk az immunfolyamatokat.

A leukocitak homing irdnyitasa az endotélsejtek egyik legfontosabb immunmodulator szerepe,
ugyanis felszinukon sokféle adhéziés molekula egyittes expresszidja sziikséges a leukocitak
megtapadasdhoz és transzmigrécidjahoz. Az endotélsejtek sajatos kostimulacids/koinhibicios
molekula mintazattal rendelkeznek, és ismert, hogy nyugvo allapotban kifejeznek MHC I-et, és
képesek MHC II-t is expresszalni [10]. Tovabba kdzvetlenul ki vannak téve a komplement
aktivacios termékek hatasainak, ezért nagy mennyiségli komplement regulalé fehérje jelenik meg
felszinukon.

Az immunkomplexek az Fc receptorokon és komplement receptorokon keresztil Urilnek ki a
verplazmabol, amely receptorokat leginkdbb a méj szinuszoid illetve a gyulladasi uton aktivalt
endotélium fejezi ki, &m ennek nagyon fontos szerepe van, mivel a felesleges immunkomplexek
jelentés részét a maj szinuszoidok endotélsejtjei tavolitjak el a keringésbdl, a Kupfer-sejtek
segitségével [11]. A gyulladast a homing folyamatokon kivil mas mddon is képesek
befolyasolni, pl. az IL-6 termelésiikon keresztil a majra, IL-1 termelédésiikon keresztiil az agyra
hatnak.

Ezen immunfolyamatok endotélsejtek altali szabalyozasa leginkabb felszini adhéziosmolekula-

mintazatuk és citokintermelésik altal valosul meg.



A tovabbiakban az adhézids molekulakra 6szpontositok, ugyanis a Kisérleteink soran a
komplementrendszernek az adhézios molekulak expressziés mintazatara irdnyulé hatasat
vizsgaltuk.

Az adhéziés molekuldk transzmembran glikoproteinek, amelyekhez intracellularisan
kapcsolomolekuldkon keresztil citoszkeletalis elemek rogziilnek, funkciojuk a sejt-sejt, illetve
sejt-matrix kapcsolatok fenntartasa.

Ezen sejtkapcsolatokat funkcidjuk szerint csoportositva megkilonboztetink szomszedos
endotélsejtek kozotti, homotipikus sejtkapcsolatot, amelynek a szerepe a barrier funkcio
szabalyozésa, és az Osszefiiggd endotélium létrehozasa. Felépitésében szerepet jatszik a zonula
occludens amely a polaros molekulak szdmara atjarhatatlan barriert hoz létre a szomszédos sejtek
kdzott. A zonula occludens-t az okludin, a klaudinok és a junkcids adhézids molekulak alkotjak,
amelyek egymassal létesitenek kapcsolatot az extracellularis térben, mig az aktin filamentum
rendszerhez intracellularisan kapcsolddnak a ZO-1, 2, 3 fehérjéken keresztul [12].

A zonula adherens-t az intracellularisan szintén aktinhoz kapcsolodd VE-kadherin épiti fel,
amelynek feladata a sejtek fizikai ©Osszekapcsoldsa, azonban sériilésével az endotélsejtek
permeabilitasa n6, ugyanis intakt allapota el6feltétele a tobbi kapcsolat épségének [13]. Ezeken
kivul az endotélsejtek membrancsatornakon keresztul elektromosan és kémiailag is 6ssze vannak
kotve. Ezeket az un. réskapcsolatokat a konnexinek (konnexin 43) alkotjak [12].

A sejt-sejt kapcsolatok maésik tipusa az endotél-leukocita kapcsolatrendszer. Ennek feladata a
leukocitdk helyspecifikus rogziilése illetve atjutdsa a megfelelé endotélsejteken. Ebben a
folyamatban szerepet jatszanak a sejtfelszini kemokinek, illetve ezek receptorai, a szelektinek és
ezek ligandumai, valamint az integrinek, és az immunglobulin szuperfamilidba tartozé adhézios
molekulak (1. tablazat).

Vegul a sejtek nemcsak mas sejtekkel hanem az extracellularis maétrixszal is kapcsolatot
teremtenek, és ebben a legfontosabb szerepet a heterodimer integrinek kapjak.

Lényeges megjegyezni, hogy az adhéziés molekuldk nemcsak a sejtek felszinén vannak jelen,
hanem szolubilis formaban is eléfordulnak a plazméban. Ez egyrészt egy fontos szabalyozd
lehetdség az endotél-leukocita szempontjabol, masrészt ezen molekulak plazmaszintje mérhetd,

amely altal kovetkeztethetlink bizonyos endotélsejt funkcidkra.
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1. tAblazat: Az endotélsejtek fontosabb adhézids molekulai




A komplementrendszer lektin Utjanak egyik szerin proteaza, a MASP-1

A komplementrendszer egy szerin proteazokbdl allo kaszkadrendszer, amely a természetes
immunitas fontos része, azonban szdmos funkcidja révén kapcsolatot jelent a velesziletett és az
adaptiv immunitds kozott. A komplementrendszert a vérben és a kiillonbdzo testnedvekben
inaktiv allapotban jelen 1év6, egymast aktivalo faktorok, a folyamatot szabalyozé molekulak, és
az egyes komponensek aktivacidos fragmentumait megkdtd receptorok Osszessége alkotja. A
szérumban talalhatd komplementfehérjék funkcionalisan inaktiv allapotban, zimogénként vannak
jelen, és a komplementrendszer kaszké&djanak enzimatikus hasitasa soran valnak aktivva [14]. Az
enzimkaszkad haromféleképpen aktivalodhat: a klasszikus, a lektinfiigg6é és az alternativ uton.
Ezek az utak a reakcidé kozponti szakaszdban — a C3 aktivalodasaval — egyesilnek, és
elvezethetnek a membrankarosité komplex (MAC) kialakuldsdhoz. A lektinfiiggd ut esetén a
felismer6 molekulak lehetnek a fikolinok, kollektin 11 és a MBL (manndz-ko6té lektin) amelyhez
harom kiilonb6z6 protedz (MASP-1, 2, 3), és két enzim funkcioval nem rendelkezé molekula
(MAp19, MAp44) kapcsolodhat. A MASP-1 fizioldgiai szerepe még nem teljesen tisztazott,
viszont napjainkban egyre tobb informacié lat napvilagot, ami nem meglepd, mivel a vérben
nagy mennyiségben jelen 1év6 MASP-1 a komplementrendszerbe nem tartozd szubsztratok
hasitasara is képes. A MASP-1 fontos szerepet tolt be a komplementrendszeren belil, mert
hozzéjarul a lektin Ut inditdsdhoz a MASP-2 hasitasa révén. Ugyanakkor a MASP-1 a MASP-3-
at is képes hasitani, ez utdbbi pedig a B faktoron keresztul az alternativ utat aktivalhatja
(Kodama T. személyes kommunik&ci6). Tovabba kimutattdk, hogy a MASP-1 trombin-szeri
szubsztratspecificitassal rendelkezik, és hasitani képes a fibrinogent és a Xlll-as faktort [15, 16].
Ezek a hatasok gatolhatdéak bizonyos trombin gatldkkal (pl. anti-trombin IlI-mal heparin
jelenlétében, Cl-inhibitorral), viszont a trombin gatlé hirudinnal nem [17]. A véralvadas
kdzponti protedza, a trombin képes az endotélsejtek kozvetlen aktivacidjara a felszinen 1évo
proteaz aktivalta receptorok (PAR) hasitdsa révén [18]. Szintén ismert, hogy a MASP-1 és
trombin szubsztratkoté arka hasonld szerkezetli, amit rontgenkrisztallogréafias kisérletekben
mutattak ki [19]. Ezekbdl kiindulva felmeriilt a kérdés, hogy a MASP-1 is rendelkezik-e
kozvetlen endotélium aktivalo képesseéggel. Ezt kutatdcsoportunk mar részben megvélaszolta
[20], ami szerint a MASP-1 hasitja az endotélsejtek felszinén talalhatdo PAR4 receptort, és ezaltal
Ca** mobilizacié indul be, és aktivalddnak a p38 MAPK és az NF«kB Utvonalak. Ebben a

kdzleményben a kutatdcsoportunk nem foglalkozott azzal a fontos kérdéssel, hogy a zimogén



MASP-1 is képes-e aktivalni az endotélsejteket, a tisztitott, komplexben 1év6 dimer MASP-1 is
hasonl6 hatasu-e mint a rekombinans forma, valamint elvezet-e a PAR4 hasitas az endotélsejtek
proinflammatorikus  aktivalasahoz, és ezen belil az adhéziés molekula mintazat

megvaltozasahoz, ezért a dolgozatom konkrét targya ezen kérdések megvalaszolésa.

eg! Rekombinans MASP-1

S/A mutans MASP-1

R/Q mutans MASP-1

2. &bra: Az altalunk hasznalt MASP-1 fehérjék doménszerkezete

A vad tipus MASP-1 hat doménbdl all, azonban ezek koziil katalitikusan csak a C-terminélis SP domén aktiv. Az N-
termindlis végétél haladva a CUB domén, epidermalis névekedési faktor (EGF)- szerti domén, mésodik CUB
domén, két komplement kontroll protein (CCP) modul, majd végul a szerin protedz domén talalhatd. Az S/A muténs
MASP-1 a szerin protedz domén aktiv centrumdban tartalmaz egy szerin/alanin cserét, igy az enzim aktiv
konformacioba keriil, de proteaz aktivitisa megsziinik. Az R/Q rekombinans MASP-1 a szerin protedz domén
aktivacios hurkaban tartalmaz egy arginin/glutamin cserét, ami altal az enzim zimogén (egylancu) formaban marad.



Célkituzeés
A rekombinans MASP-1 endotélsejt aktivacids hatasat részben ismerjik, de célunk volt a
kovetkezo fontos kérdések pontosabb tisztazésa:

e Mutéansok segitségevel (RQ — nem hasithatd, zimogén forma; SA — proteolitikusan
inaktiv) szerettink volna megbizonyosodni arrdl, hogy sziikséges-e a MASP-1
aktivalddasa a folyamat beinditasahoz, illetve feltétel-e a MASP-1 proteolitikus aktivitasa
(2. &bra).

e A tisztitott, joval nagyobb MBL-MASP-1 komplexszel sikeriil-e hasonl6 hatast elérni,
mint a rekombinans molekulaval (2. abra)?

e Az ismert p38 MAPK, NFkB és Ca’* szignalizacié mellett képes-e a MASP-1 més GPCR
kapcsolt atvonalak (foszfo CREB, foszfo-JNK) beinditasara?

e Megvaltoztatja-e a MASP-1 az endotélsejtek adhézios molekula mintazatat (3. abra)?

MBL - komplex

Kollagén
szérak

|
O»,,— | 2.MASP-1 aktivaléddsa
” {

szénhi_drétfeli’smeréi /]\ 5. Proinflammatorikus folyamatok elindulasa:
lektindomének Adhéziés molekula mintazat valtozas?

-

VE R 3. PARA4 receptor aktivacio
S

N
*nnn 4

Q Endutélseit| _( _‘j - lil Q

4, Ca*t jel,
NFkB nukledris transzlokacid,
p38 MAPK,
INK,
PCREB

1. Az endotélsejtek sériilése
és a kdrokozék bearamlasa

3. dbra: A MASP-1 kozvetlenul aktivalja az endotélsejteket

A komplementrendszer lektin Utvonala az érpéalya sérilésekor is aktivalodhat, amikor a kérokozok belépnek az
érrendszerbe. A lektin Gtvonal protedzai (MASP-1 és 2) mintazat felismeré molekulakhoz asszocialodva (pl. MBL,
fikolinok) k6t6dni tudnak a kérokozok felszinégn jelen 1év6 idegen struktrakhoz. Ezen kotédés altal aktivalodik az
MBL-hez kapcsol6dé szerin protedz, a MASP-1, amely igy képes kozvetlendl aktivalni az endotélsejteket a
felszinen 1év6 PAR-0k N-terminalis hasitasa révén, és proinflammatorikus jelatvitali Gtvonalakat indit be.
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Anyag és modszer

Kisérletek soran hasznalt médiumok és pufferek dsszetétele

Komplett AIM-V médium (C-AIM-V): AIM-V médium kiegészitve 1% FCS-sel (fotalis borju
szérum) (Gibco/Invitrogen), 2 ng/ml epitélialis novekedési faktorral (EGF), 1 ng/ml bazikus
fibroblaszt novekedési faktorral (bFGF) és 7,5 U/ml heparinnal (mindharom reagens a Sigma-
Aldrich kft-t6] szarmazik)

K2 médium: M199 médium (Gibco/Invitrogen), 10% FCS, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomicin (Sigma)

ECP: Fiziologiéas sooldat, 1%FCS, 10 mM TrisCl (pH 7.4), 2 mM CaCl,

TBS-Tween: Fizioldgias séoldat, 0,1% Tween (Sigma), 10 mM TrisCl, pH 7,4

HUVEC sejtkultara készitése és tenyésztése

Kisérleteinket human koldokzsindr véna endotél (HUVEC) sejtkultdran végeztik. A
koldokzsindr vénat mindkét végén kandlaltuk, steril PBS-sel (Gibco/Invitrogen) mostuk,
vérmentesitettlik az eret, majd kollagenaz oldattal (1mg/ml, Gibco/Invitrogen) 20 percig +37 °C-
on inkubaltuk. A mar sejteket is tartalmazo kollagenaz oldatot K2 médiummal mostuk ki. A
kinyert folyadékot 1200 rpm-en 7 percig centrifugaltuk. A sejteket C-AIM-V médiumban egy
elézéleg 15 percig 0,5% zselatinnal (Sigma) fedett sejttenyészté flaskaba (Corning)
szélesztettlik. A sejteket kisérleteinkben a 3 passzalasig hasznéltuk fel. Amikor a tenyészet
konfluensé nétt, Tripszin-EDTA (Gibco/Invitrogen) hozzéadasaval leemésztettiik a sejteket,
Burker-kamraban megszamoltuk, majd a kisérletnek megfeleléen 96 lyuku sejttenyésztd lemezre

vagy 18 lyukt iBidi™ mikroszkopos lemezre pipettaztuk.

Intracellularis Ca®* szint mérése fluoreszcens mikroszképpal

A HUVEC sejteket 96-lyukd lemezen tenyésztettik C-AIM-V médiumban, 10000 sejt/lyuk
(konfluens)  koncentracioban, majd HBSS-ben (Hank’s Balanced Salt Solution,
Invitrogen/Gibco) oldott Ca®*-szenzitiv festékkel (Fluo-4-AM, Molecular Probes) inkubaltuk
37 °C-on 20 percig, ezt kdvetéen HBSS-ben mostuk szintén 37 °C-on 20 percig. A Fluo-4-AM-
mel feltoltott sejteket fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, és 5 illetve 10 masodpercenként
felvételeket készitettiink 2 percig. A 37°C-ra felmelegitett reagenseket a 3. kép elkészitése utan

adtuk hozza a sejtekhez. A képsorozatot CellP™ szoftver segitsegével értekeltik ki. Minden
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tartomanyok relativ fluoreszcenciajat vizsgaltuk az elsé képhez viszonyitva. gy id6
fuggvényében abrdzolhatova valik a fluoreszcencia valtozasa a kezelés hatdsara, ami aranyos a

citoszolikus Ca®*-szint valtozasaval.

pCREB nukleéris transzlokacié mérése fluoreszcens mikroszképpal

A HUVEC sejteket 96-lyuku sejttenyészt6 lemezen tenyésztettiik C-AIM-V médiumban, 10000
sejt/lyuk (konfluens) koncentracidban. Egy nap elteltével a sejteket 20 percig kezeltiik a késébb
bemutatott aktivatorokkal, majd a jéghideg metanol/acetonos (50:50%) fixalas és rehidralas utan
nyul-anti-pCREB (Cell Signaling) monoklonalis ellenanyaggal jeloltuk 1 o6raig. Ez utan
szekunder ellenanyagként kecske anti-nyul Alexa-568-at (GAR-Alexa-568, Molecular Probes)
hasznéltunk. A magfestéshez Hoechst 33342 (Molecular Probes) festéket hasznaltunk. A festett
sejteket Olympus DP70 digitalis kameraval felszerelt, Olympus 1X-81 tipusu (Olympus Optical

Co.) inverz fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.

Adhézios molekulak mérése fluoreszcens mikroszkoppal

A HUVEC sejteket 96-lyuku sejttenyészt lemezen tenyésztettik C-AlM-V médiumban, 10000
sejt/lyuk (konfluens) koncentracioban. A kirakott sejteket egy nap elteltével a késGbbiekben
bemutatott aktivatorokkal kezeltlik, a ZO-1, VE-kadherin és a PECAM-1 esetében 20 percig, E-
szelektin esetében 6 6raig, mig ICAM-1, ICAM-2 és VCAM-1 esetében 1 napig. A festést
tovabbiakban a pCREB festéshez hasonloan végeztiik, kivéve, hogy egeér monoklondlis
ellenanyagok (PECAM-1, ICAM-1, ICAM-2 és VCAM-1, mind a BenderMed Systems GmbH,

Vienna, Austria-tol szereztilk be) hasznalata utan kecske anti-egér Alexa-568-at hasznaltunk.

Adhézids molekuldk mérése sejtes ELISA modszerrel

A HUVEC sejteket 96-1yuku sejttenyészté lemezen tenyésztettiik C-AIM-V mediumban, 10000
sejt/lyuk (konfluens) koncentracidban. A kirakott sejteket egy nap elteltével kezeltik 2uM-os
vagy 0,5uM-0s MASP-1-gyel vagy mas endotél aktivatorokkal (IL-1p, TNFa, LPS), majd E-
szelektin esetében 6 oOra elteltével, ICAM-1, ICAM-2 és VCAM-1 esetében 24 déra mulva
fixaltuk a sejteket metanol-acetonnal. Rehidralds utan az adhéziés molekuldkra specifikus

ellenanyagokkal jeldltik a sejteket 1 6ran at. Ezutan szekunder ellenanyagként kecske anti-egér
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peroxiddzos (GAM-HRP) ellenanyagot hasznéaltunk, a reakciot TMB-vel (tetrametil-benzidin)
tettlk lathatova, majd a szinreakcidt kénsavval allitottuk le. Az optikai denzitdst ELISA

leolvasdval 450nm-en (620 nm-es referencia hullamhossz mellett) detektaltuk.

JNK Western blot analizis

A kiilonboz6 kezelések utan jéghideg PBS-sel mostuk a sejteket, majd lizispuffer (30 mM
Hepes, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20mM NaF, 1% Triton-X100, 1 mM PMSF, 1 mM
Na3VO4 és 2% protedz inhibitor koktel) segitségével felkapartuk 6ket a flaska aljarol. A
sejttormelékeket centrifugalassal (13,0009, 5 perc, 4 °C) tavolitottuk el, majd a feliliszot -
70 °C-on taroltuk. A mintak fehérjetartalmat Roti Nanoquant reagenssel (Carl Roth GmbH &
Co., Karlsruhe, Germany) hataroztuk meg. Laemmli pufferrel (20% glicerin, 4% b-
mercaptoethanol, 0.3% bromphenol blue) 1:1 aranyban keverve a mintdkat 95 °C-on 5 percig
melegitettik, majd a 12%-0s SDS-PAGE segitségével szétvalasztott fehérjéket PVDF
membranra blottoltuk at. A membranokat 2 orat blokkoltuk 3% BSA tartalmu TBS-ben, majd
egész éjjel 4 °C-on inkubaltuk JNK vagy foszfo-JNK (Cell Signaling Technology) elleni
antitestekkel. Haromszori moséds utdn 2 6ran at szobahomérsékleten alkalikus foszfatazzal
konjugalt kecske anti-nyul vagy kecske anti-egér (Cell Signaling Technology) masodlagos
ellenanyagokkal inkubéltuk a membrant, majd Gjabb mosést kdvetéen BCIP/NBT oldattal
(Sigma) hivtuk el6. A denzitometrids kiértékelést Syngene GeneTools szoftver segitségével
végeztik (Synoptics Ltd., Cambridge, UK).

Statisztikai analizis

Az eredményeket GraphPad Prism 4.02 (www.graphpad.com) szoftver segitségével elemeztik és
abrézoltuk. A statisztikai analizisekhez egyszempontos variancia-analizist (ANOVA)
hasznaltunk, majd Tukey post tesztet alkalmaztunk. Szignifikans eltérésnek tekintettilk, ha a
kezeletlen vagy kezelt kontrollhoz viszonyitva p<0,05. Mindenbdl legalabb harom fiiggetlen

kisérletet végeztiink, ebbdl egy reprezentativ abrat tintettink fel az eredményeknél.
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Eredmények és ertéekelésiik

Az endotélsejt aktivaciohoz szuikséges MASP-1 funkciondlis jellemzése

A MASP-1 fiziologias korilmenyek kozott a plazmaban zimogén forméban, MBL-hez vagy
fikolinokhoz kotve, dimer allapotban fordul eld. Az el6z6 kisérleteinkben rekombinans,
monomer, trunkalt format hasznaltunk (2. abra). Annak tisztdzasara, hogy a szerin proteaz
aktivitads szikséges-e a MASP-1 hatdsahoz, a szerin protedz domén aktiv centruméban egy
szerin/alanin cserét tartalmazé6 mutanst alkalmaztunk. Ez a mutans nem volt képes a Ca*
mobilizacié beinditasara (4A, 4C abra). Az R/Q mutans rekombinans MASP-1 a szerin proteaz
domén aktivacios hurkaban tartalmaz egy arginin/glutamin cserét, ami altal az enzim zimogén
(egylancu) formaban marad. Azt tapasztaltuk, hogy a zimogén allapotban 1év6 R/Q MASP-1
mutéans sem aktivalta az endotélsejtek Ca”*-valaszat (4A, 4C ébra).

A — Trombin300nM g — PMASP-1 1000 nM
MASP-1 2000 nM
557 — SA 2000 nM @ 5300+ rMASP-1 1000 nM
> 5.0 b}
g — RQ 2000 nM N — pMASP-1 + C1-Inh
‘© 4,54 c 51004
T 404 — Kontroll g — MBL
© 3.54 £ 4900
2 30- @
8 25 % 47001
o 2.0 Q i
0 1.5 ty 4500
8 1.04 o 43004
iC 0.5 8
0.0 T T T T T T 1 i 4100 T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 0 30 60 90 120
1d6 (sec) Idé (sec)
C D
5-
10
= > ns T
T 4 S g e
© *dk g 1
§ 34 g 6 .
3 @
m 24 ﬁ 44
e ns ns o} ns
S 1 S 2
TH T
) K Il T bin MASP-1 SA RQ r \ \
ontro rombin -
ERRERR,
e N &S &
o x QS {\“, ({‘\\(\
P A
£ &

Q G.;'
& \"é’ &

4. dbra: A mutans MASP-1 fehérjék Ca®* szignalizacidjanak vizsgalata

A sejteket 20 percig 2 pM-os Ca®* szenzitiv festékkel (Fluo-4-AM) inkubaltuk, majd mosast kovetéen 5 vagy 10
masodpercenként fluoreszcens mikroszkdppal mértiik a jel intenzitasat. A harmadik képfelvétel utdn 2 uM —os
MASP-1-gyel (vad és mutans) vagy 300 nM-os trombinnal vagy 50 uM-os hisztaminnal kezeltik a sejteket (A, B).
A fluoreszcencia intenzitasokat az elsd id6pontban mért értékkel normalizaltuk. Kiszdmitottuk a maximalis
intenzitas és a kezdeti intenzitas kiilonbségét, majd normalizaltuk a negativ kontrollal (C esetén puffer kontrol, D
esetén MBL kontroll). Az egyes értékek kozotti kiilonbségeket ANOVA tesztel (Tukey féle post tesztel kiegészitve)
vizsgaltuk (*** : p<0,001).
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Eddig a MASP-1 hatékony tisztitasa nem volt megoldva human plazmabdl, de kooperacios
partnereink (Gal Péter és Megyeri Marton) kifejlesztettek egy Uj tisztitdsi modszert, amely altal
nagy mennyiségii tisztitott MBL-MASP-1 komplexhez jutottunk. A tisztitott MBL-MASP-1
komplex a rekombinans MASP-1-hez hasonlé mddon valtott ki Ca** mobilizaciét (4B, 4D &bra).
Ugyanakkor az MBL dnmagaban nem indukalt Ca®* valaszt (4B, 4D ébra).

A proteolitikusan inaktiv mutansunk (SA) nem volt képes a sejtek aktivaciojara, vagyis a
jelenség a MASP-1 proteolitikus aktivitasatdl fiigg. Eredményeink azt mutatjak, hogy mivel a
zimogén MASP-1 mutans (RQ) nem VAltott ki sejtaktivaciot, csak az immunvélasz soran
aktivalddott aktiv MASP-1 képes az endotélsejteket aktivalni. Ez az eredmény, és a tisztitott
komplexben 1év6 MASP-1 hatasossdga egyittesen megerdsiti, hogy ez az tutvonal in vivo

korulmények kozott, fert6zések soran is fontos lehet.

A MASP-1 éltal aktivalt egyéb szignalizacios Utvonalak vizsgalata

Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk az NFxB, p38 MAPK Utvonalak és a Ca** mobilizacié
bekapcsolddasat MASP-1 hatésara, de a GPCR-ek szignalizacitjdhoz ismerten mas folyamatok
is hozzétartoznak, pl. a JNK- és a cAMP utvonalak aktivacidja. Bar mas szignalizacio is
beindulhat, munkank soran mi erre a kettére fokuszaltunk, mert ezeknek bizonyitottan hatasa van
az endotélsejtek adhézidés molekula mintdzatara. Western blot analizissel kimutattuk, hogy a
MASP-1 hatéasara a JINK foszforilalédik (5. abra). A hatast a C1 inhibitor (a MASP-1 természetes
inhibitora) a kezeletlen kontroll szintjére gatolta. Pozitiv kontrollként IL-1B-t hasznaltunk.
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b, aktivacidjanak vizsgalata
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A citoplazmatikus CAMP szint névekedeés, vagy a p38 MAPK aktivalédasanak hatasara a CAMP
Responsive Element Binding protein (CREB) foszforilalodik, és magi transzlokacioja utan kifejti
transzkripcids faktor funkciojat. A MASP-1 kezelés hatasara a CREB foszforilalodott és magi

transzlokécidt figyeltink meg (6. abra).

p-CREB egyesitett kép magfestés

..- o
..- B

6. &bra: pCREB nuklearis transzlokacio vizsgalata MASP-1 hatasara

A sejteket 20 percig kezeltuk 2 pM-os MASP-1-gyel majd fixalas utan anti pCREB és kecske-anti-nyul Alexa-568
ellenanyagokkal tettiik lathatova. A magokat Hoechst 33342 festékkel jeloltiik. A két szEéls6é oszlopban a pCREB
illetve a magfestés latszik, mig a kozépsé oszlopban a két festés egyesitett képét mutatjuk be. A képek 3 fiiggetlen
kisérletbdl 1 reprezentativat abrazolnak.

A INK foszforilacioja nem meglepd hiszen endotélsejtekben a INK és a p38 MAPK utvonal sok
esetben szorosan kapcsolt, és kutatdécsoportunk korabbi munkéjaban a JNK-hoz hasonl6 p38
MAPK foszforilaciot tudtunk kimutatni [20]. A reakcid gatolhatésaga C1 inhibitorral azt
mutatja, hogy ehhez a hatashoz is a MASP-1 enzimatikus aktivitasa volt szlikséges.

A cAMP (CREB) dtvonal tobb ponton szinergistaként, mas gének esetén azonban
antagonistaként viselkedik a p38 MAPK, JNK és NFkB utvonalakal szemben. Ez a MASP-1
arnyalt hatasat veti fel, amely egybevag az adhéziés molekulak expresszional tapasztalt egyedi

mintazattal (lasd a kovetkezd fejezetben).
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MASP-1 hatasa adhéziés molekulakra

Az endoteélsejtek egyik legismertebb immunmoduldlé funkcidja a leukocidk homingjanak
irdnyitasa a sejtfelszini adhéziés molekulak altal. Mivel a MASP-1 a trombinhoz hasonléan
aktivalja az endotélsejteket, és proinflammatorikus jelatvitali Utvonalakat indit be, kivancsiak
voltunk, hogy a MASP-1 képes-e megvaltoztatni ezen adhézids molekulak mintazatat. Ennek
érdekében a PECAM-1, a VE-kadherin, a VCAM-1, a ZO-1, az ICAM-1, az ICAM-2 és az E-
szelektin molekulak mintazatanak valtozasat vizsgaltuk fluoreszcens mikroszkép és sejtes
ELISA segitségével.
Kimutattak, hogy a leukocita transzmigracio jelent6s mértékben az endotélsejtek kdzotti résben
(intercellularisan) zajlik le, de el6fordul transzcelluléris atjutas is [21]. Ezért el6szor megnéztiik,
hogy a MASP-1 hatassal van-e az endotélsejtek kapcsolatrendszerére.

Kezeletlen kontroll MASP-1

VE-Cadh

Z0-1

| PECAM-1

7. &bra: A MASP-1 hatasa a VE-kadherin, ZO-1 és PECAM-1 eloszlasra

HUVEC sejteket kezeltlink 20 percig 2uM-0s MASP-1-gyel majd fixalas utan anti ZO-1, VE-kadherin és PECAM-
1, majd kecske-anti-nyll Alexa-568 vagy kecske-anti-egér Alexa-568 ellenanyagokkal tettlik lathatéva. A magokat
Hoechst 33342 festékkel jeldltiik. A VE-kadherin és ZO-1 festések mellé a magokat is megjelenitettik, a PECAM-1
festésnél a jobb lathatosag kedvéért ezt melldztiik. A nyilak az intercellularis réseket jelolik. Az abran tdbb hasonl6
kisérletbdl egy reprezentativ van feltiintetve.
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Kimutattuk, hogy a MASP-1 atrendezi a ZO-1 illetve VE-kadherin mintazatokat, csokken a
sejtek kozotti ZO-1 illetve VE-kadherin mennyisége. A PECAM-1 festésbdl jol latszik, hogy ez
intercellularis rések megnyilasahoz vezetett (7. abra).

A proinflammatorikus faktorok (legfébb képviseldi a TNFa, az IL-1p és a LPS) megnovelik az
ICAM-1, VCAM-1 és E-szelektin expressziot, mig az endotélsejteken nyugalmi helyzetben is
expresszalodo ICAM-2 szintjét csokkentik. Ezt az adhézios molekula mintazat valtozast mi is Ki
tudtuk mutatni (8., 9. abra). Erdekes modon a MASP-1 csak az E-szelektin kifejez6dését novelte
(9. 4bra), és az ICAM-2 szintjét gyengeén, de szignifikansan csokkentette, azonban valtozatlanul
hagyta az ICAM-1 és VCAM-1 expressziojat (8. bra). Ezekhez a kisérleket szamszeriisités miatt
képanalizist végeztiink, vagy a kisérletet sejtes ELISA modszerrel megismételtiik (10. abra).

Kezeletlen kontroll MASP-1 TNFa

--- h
--- h
--- h

8. dbra: A MASP-1 hatasa az ICAM-1, ICAM-2 és VCAM-1 expressziora

HUVEC sejteket 2uM-0s MASP-1-gyel kezeltink 1 napig, majd fixalas utan anti ICAM-1, ICAM-2 és VCAM-1
ellenanyagokkal, majd kecske-anti-egér Alexa-568 ellenanyagokkal tettiik lathatova. A bemutatott abra harom
fuiggetlen kisérlet egyik reprezentativ mintaja.
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Kezeletlen kontroll MASP-1 LPS

9. &bra: A MASP-1 hatasa az E-szelektin expresszidjara

HUVEC sejteket kezeltiink 6 6raig 2uM-os MASP-1-gyel, vagy 1 pg/ml LPS-sel, majd fixalas utan anti E-szelektin
ellenanyaggal, majd kecske-anti-egér Alexa-568 ellenanyagokkal tettiik lathatova. A magokat Hoechst 33342
festékkel jeloltik. A bemutatott bra harom fliggetlen kisérlet egyik reprezentativ mintaja.
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10. &bra: A MASP-1 hatasa az adhézidés molekulakra

HUVEC sejteket kezeltiik MASP-1-gyel (2uM, ICAM-2 esetén 2 és 0,5 UM ) és az abran bemutatott mas endotél
aktivatorokkal (IL-1B Ing/ml, TNFa 10ng/ml, LPS 1pg/ml), majd E-szelektin esetében 6 ora elteltével, ICAM-1,
ICAM-2 és VCAM-1 esetében 24 6ra mulva fixaltuk a sejteket. Rehidréalas utdn az adhéziés molekulakra specifikus
ellenanyagokkal jeloltik a sejteket, majd a reakciot TMB-vel (tetrametil-benzidin) tettiik lathatéva. Az optikai
denzitast ELISA leolvasoval 450nm-en (620 nm-es referencia hullamhossz mellett) detektaltuk. A hattér levonasa
utdn az optikai denzitas értékeket a kontroll értékével normalizaltuk. A kontrollhoz viszonyitott kilonbségeket
ANOVA tesztel (Tukey féle post tesztel kiegészitve) vizsgaltuk.
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A ZO-1 eltinése az endotélsejtek hatarvonalardl a zonula occludens fellazulasat jelentheti, mig a
VE-kadherin atrendezddése a zonula adherens gyengiilését jelezheti. Ez Osszhangban van a
PECAM-1 jelzés segitségével kimutatott képpel, azaz jol lathato intercelluldris rések képzodtek
az endotélsejtek kozott, ami eldfeltétele a hatékony leukocita transzmigracionak.

neutrofileknek elegend6 az ICAM-1/2 mellett kifejez6d6 E-szelektin is [1, 2]. Arra, hogy az
altalunk kapott eredmények alapjan csak az E-szelektin szintje emelkedett, magyarézatot adhat,
hogy az ICAM-1, ICAM-2 és a VCAM-1 promoterében nem talalhato CREB kot6hely, mig az
E-szelektin promoterében igen [22, 23]. Azt mar korabbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a
MASP-1 legfontosabb hatdsa a p38 és az azon keresztili CREB aktivacio (Jani P. K., kézirat
bekildve). Mivel az ICAM-2 promoterében nem taldlhat6 CREB kotohely, igy ennek az
adhézios molekulanak a csokkenése egy mésik szignalizcids utvonal altal szabalyozodhatott.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az E-szelektin szintje emelkedik, azonban ezt nem kdveti
ICAM-1 illetve VCAM-1 expresszidé valtozés. Ezek egyittesen kutatdcsoportunk korébbi
citokinméréseivel gsszhangban (az IL-8 erdsen, az IL-6 kevésbé termel6dik MASP-1 hatéséra,
mig az MCP-1 fehérje szintje nem valtozik) arra utalnak, hogy a MASP-1 altal stimulalt
endotélsejtek szelektiven a neutrofilek aktivacidjanak kedveznek.

A dolgozatomban bemutatott eredmeények felvetik, hogy a koérokozok felszinén aktivalodott
MASP-1-nek az endotélsejtek stimulalasdn keresztil szerepe lehet a nagyon korai,
komplementrendszer altal aktivalt immunvalasz, és a szintén nagyon hatékony antimikrobilis

neutrofilvalasz 6sszekapcsolasaban.
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Osszefoglalas

A komplementrendszer a természetes immunitads fontos része. Ismert, hogy a komplement
aktivalodasa soran lehasadd anafilatoxinok (C3a és C5a) aktivaljak az endotélsejteket, amelyek
pedig komplementregulatorokat fejeznek ki. A MASP-1 a komplementrendszer lektin Gtjanak
egyik proteaza, amely trombin-szerli szubsztratspecificitassal rendelkezik. Ismert, hogy a
trombin aktivalja az endotélsejteket, ezért kivancsiak voltunk, hogy a MASP-1 milyen mddon
aktivalja az endotélsejteket.

Rekombinans és szérumbol tisztitott MASP-1-et hasznaltunk a human koldokzsinor véna eredetli
endotélsejtek aktivaciéjahoz. Az intracellularis Ca®*-mobilizacié, és az adhéziés molekulak
mérése fluoreszcens mikroszkoppal tortént.

A tisztitott, MBL-MASP-1 komplex a rekombinans MASP-1-hez hasonlé mddon kivéaltotta a
Ca®*-mobilizaci6t endotélsejtekben, mig a zimogén MASP-1 muténs és a proteolitikusan inaktiv
muntans nem aktivalta az endotélsejtek Ca-valaszat. Bar a MASP-1 nem indukalta az ICAM-1 és
VCAM-1 expresszidjat, de ndvelte az E-szelektin kifejez6dést, és atrendezte az endotél-endotél
sejtkapcsolatokat, intercellularis réseket kialakitva.

A VCAM-1 jelenléte szilkséges a T sejtek és a monocitak transzmigraciojahoz, azonban a
neutrofileknek elegendé az ICAM-1/2 mellett kifejezdd6 E-szelektin is. A fokozott E-szelektin
expresszid és az intercellularis rések létrejotte, kordbbi citokin méréseinkkel dsszhangban, arra
utalnak, hogy a MASP-1 Altal stimulalt endotélsejtek szelektiven a neutrofilek aktivacidjanak

kedveznek.
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Summary

The complement system is an important part of the innate immune system. It is known that
during the activation of the complement, released anaphylatoxins (C3a and Cb5a) activate
endothelial cells, which express complement regulatory proteins. MASP-1 is a protease of the
complement lectin pathway with thrombin-like substrate specificity. It is known that thrombin
activates endothelial cells, but remains unclear how the MASP-1 activates these endothelial cells.
In this study, recombinant and serum purified MASP-1 was used for the activation of endothelial
cells derived from human umbilical veins. The intracellular Ca** mobilization and the adhesion
molecules were measured by fluorescence microscopy.

We showed that purified MBL-MASP complex induced Ca®* mobilization in endothelial cells in
a similar way to the recombinant MASP-1, while the zymogen mutant MASP-1 and
proteolytically inactive mutants did not trigger endothelial calcium response. Although the
MASP-1 did not induce ICAM-1 and VCAM-1 expression, it increased the expression of E-
selectin and rearranged endothelial intercellular connections by forming intercellular gaps.

The presence of VCAM-1 is required for the transmigration of T-cells and monocytes, while for
neutrophils along with ICAM-1/2 the expression of E-selectin may be sufficient. The increased
expression of E-selectin and intercellular gap formation together with our previous measurement
of cytokines, suggests that MASP-1 stimulation of endothelial cells selectively favors the

activation of neutrophils.
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Szerz6i hozzajarulas

Koldokzsindrbol izolaltam human véna endotélsejteket (HUVEC), amelyeket fenntartottam,
passzaltam, és a kisérletekhez megfelelé modon kezeltem.

A HUVEC sejteket Ca®* szenzitiv festékkel (Fluo-4-AM) megjeldltem, fluoreszcens
mikroszkop segitségével a Ca** mobilizacis teszteket végrehajtottam, az eredményeket
GraphPad Prism 4.02 szoftverrel kiértékeltem.

Az adhéziés molekula tesztekhez és a CREB foszforilacids tesztekhez a HUVEC sejteket
kezeltem, a megfeleld ellenanyagokkal megjeldltem, fluoreszcens mikroszkdpos képeket
készitettem, és a képeket fel is dolgoztam.

Az adhéziés molekuldk expresszidjanak kvantitativ elemzését sejtes ELISA mddszerrel
vegeztem, amelyhez a sejteket kezeltem, majd fixalas utan ellenanyagokkal megjel6ltem,
vegiul TMB segitségével a szinreakciot megmértem. Az adatokat GraphPad Prism 4.02
szoftverrel analizaltam.

A MASP-1 preparatumok kooperaciés munkaban készultek az MTA Enzimoldgiai
intézetében (Gal Péter, Megyeri Marton), a Western Blot analizist kutatocsoportunkban Jani

Péter Karoly végezte, ezen eredmények elkészitésében nem vettem részt.
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