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Bevezetés

Bevezetés

A gyulladas a szervezet azonnali valaszreakcidja a szoveteit vagy sejtjeit €rd
karosodasra, amelyet patogén behatolas, kiilsé sériilés, vagy mas szervezeten beliilr6l induld
hatas idézhet eld. A gyulladas négy klasszikus ismérvét a romai Celsus irta le eldszor
(Celsus, i. sz. 47 koriil, De Medicina): melegség (calor), fajdalom (dolor), duzzanat (tumor),
és a voroses szin (rubor). Késébb kiegészitette a listat Rudolf Virchow a szerv funkciojanak
kiesésével 1858-ban.

Az el6bb ismertetett tiinetek kialakuldsahoz sok biokémiai folyamat vezet, a gyulladas
egy Osszetett rendszer, sokféle utvonalon keresztiil johet létre, és sokféle kimenetellel jarhat.
Ennek a dolgozatnak nem az a célja, hogy a gyulladas bonyolult folyamatat ismertesse, hanem
hogy bemutasson egy ujabb utvonalat, amely esetleg hozzajarulhat a gyulladas
kialakulasdhoz.

Sok kisérleti adat ¢és elméleti megfontolds utal arra, hogy a torzsfejlddés korai
szakaszaban az 6si véralvadas és immunrendszer k6zos rendszert alkotott €s az evolicio soran
késobb valt ketté. A szervezet proteolitikus kaszkadrendszerei ma is tobb ponton
Osszekapcesolodnak. A véralvadasi kaszkad kapcsolatban all a komplementrendszerrel, illetve
a kallikrein-kinin rendszerrel, és mindegyik befolyasolja a gyulladasos folyamatokat. Ezek a
rendszerek mechanizmus szerint kétféleképpen aktivalhatjdk a gyulladasban résztvevd
sejteket: egyrészt kozvetve a szerin-proteazok kaszkadszer(i aktivalédasa soran képzodd
proteolitikus fragmentumokon keresztiil (ilyenck példaul az anafilatoxinok), illetve
kozvetleniil. A véralvadas kozponti proteaza, a trombin képes ilyen kozvetlen aktivaciora a
sejtek felszinén jelenlévoé proteaz aktivalta receptorok (PAR) hasitasan keresztiil.

A komplementrendszer a velesziiletett immunitas része, képes felismerni, megjeldlni
¢és eltavolitani a behatold patogéneket. A komplementrendszer aktivalddasa soran gyulladasos
reakcio is kialakul. A komplement proteaz-kaszkad aktivalodasa soran kis méretii lehasadd
peptidek gyulladasi jelet kozvetitenek a sejtek szamara. Az anafilatoxinok (C3a és C5a), G-
fehérje kapcsolt receptorokon (GPCR) keresztiil aktivaljdk a gyulladasi folyamatban
résztvevo sejteket, amelyek kiilonbozd citokinek és kemokinek kibocsatasaval tovabb adjak a
vészjelzést az immunrendszer effektor sejtjei szamara, illetve kontrollaljak a gyulladasi
reakciot, és a patogének eltavolitasat. Azt feltételeztiik, hogy a komplementrendszer nem
csak proteolitikus fragmentumokon keresztiil képes gyulladast kelteni, hanem képes kozvetlen

sejtaktivalasra a véralvadasi kaszkadhoz hasonléan.
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Bevezetés

A dolgozat konkrét targya a vérben nagy mennyiségben jelenlévé manndzkotd
lektinhez ~ kapcsolodd szerin proteaz-1 (MASP-1), amelynek funkcidja felfedezése ota
tisztazatlan. A MASP-1 széles szubsztrat specificitast a tobbi komplement proteazhoz képest,
és ezek a szubsztratok a véralvadassal és a gyulladassal is kapcsolatban vannak. Hasonld
tulajdonsagokkal rendelkezik a trombin — amely az ismert véralvadasi szerepkor mellett —
aktivalja a gyulladassal Osszefiiggd sejteket a PAR-okon keresztil. A MASP-1 az
anafilatoxinokhoz hasonlé médon, de egy teljesen ij mechanizmus révén hozzajarulhat a
szervezet gyulladasi folyamatainak beinditdsdhoz. A MASP-1 ezen kiviil a XII-es faktortol és
kallikerint6l fuiggetleniil képes bradikinin felszabadulasat is el6segiteni. A felszabaduld

bradikinin szintén hozzajarul a lektin ut altal keltett immunvalasz kialakulasahoz.
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Az atlanti térfarku rak - egy élo koviilet immunrendszere

Az ¢lolények szamara a tulélésért folytatott harc egyik legnagyobb kihivasa a
sériillések soran behatold patogének és antigének felismerése, és azok eltavolitasa. Az
evolicio soran ezeket a funkciokat egyre érzékenyebb és hatékonyabb rendszerek latjak el.

Az atlanti torfarka rakot (Limulus polyphemus) gyakran ,,¢16 fosszilia”-ként is emlitik,
mert 500 millio évvel ezeldtti elsé megjelenése o6ta ma is sikeresen él koztink szinte
valtozatlan formaban. Ezeknek az élélényeknek nyitott keringési rendszeriik van és teljesen
hianyzik az adaptiv immunrendszeriik. A vérkeringésiik és a nyirokrendszeriik nem kiiloniil
el, hanem egy kozos testfolyadékot alkot, amelyet hemolimfanak neveznek. A rakok hatdsos
velesziiletett védekezési mechanizmusuk révén képesek a behatold patogének megallitasara,
és a sérillések gyogyuldsanak elinditdsara (Delvaeye ¢és Conway, 2009). A rak
testfolyadékaban taldlhato hematocita sejtek képesek felismerni a patogénekhez kothetd
molekularis mintazatokat (PAMP) patogén felismeré receptoraikon keresztil (PRR)
(Iwanaga, 2002). A hematocitak a patogének felismerésére degranulacioval valaszolnak,
amely lokalizalt hemolimfa alvadashoz vezet, megallitia a testfolyadék elvesztését, és
csapdaba ejti a korokozokat, igy megakadalyozza azok tovabbterjedését. A degranulacio
soran a sejtek granulumaiban 1évo alvadasi faktorok, a fibrinogénhez hasonlé funkciot betoltd
koagulén, antimikrobialis faktorok és koagulacios faktorok szabadulnak fel. A felszabaduld
koagulacios faktorok koziil a faktor C és a faktor G szerin proteazok, amelyek nagyfoku
szerkezeti hasonlosagot mutatnak a human komplementrendszer és véralvadasi kaszkad szerin
proteazaival (Zhu et al., 2005).

Krem ¢és Di Cera evolicios markerek hasznalataval Osszehasonlitottak a proteaz
kaszkadok enzimeinek szerin-proteaz (SP) doménjét (Krem és Di Cera, 2002) és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy kezdetben volt egy 6si kaszkadrendszer, amelybdl kifejlodott,
evolvalodott a ma ismert tobbi kaszkadrendszer. Ez az Osi kaszkadrendszer elsésorban
immunologiai funkciokat latott el: lokalis alvadassal a korokozokat ,becsapdazta” és
megakadalyozta a testfolyadék elvesztését, mig egyéb elemei gyulladas szerii funkciokat
inditottak el. Krem és Di Cera szerint a modern gerinces véralvadasi kaszkad a velesziiletett

immunrendszer evolacios mellékterméke.
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Megfigyelhetd, hogy a szerin-proteazok SP doménjében talalhaté diszulfid hidak
szama az evolicio soran csokken (Kénesi et al., 2003). Gal és munkatarsai a diszulfid hidak
szamanak csokkenését, illetve Di Cera evolucios markereit figyelembe véve kimutattak, hogy
a MASP-1 evoltcidsan 6sibb enzim, mint a trombin, vagy a tobbi komplement proteaz (Gal et
al., 2007). Ezen kiviil megfigyelhetd, hogy minél késobb jelent meg egy proteaz az evolicio
soran, annal kevesebb exon kodolja a fehérje szekvenciajat. Ez alapjan is azt allithatjuk, hogy
a MASP-1 0Gsibb enzim, mint a trombin, vagy a komplementrendszer tobbi protedza.
Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a MASP-1 evolucios Osszekottetést jelent az 6si
koagulacion alapuld védekezési rendszer és a modern komplement aktivacio kozott.
meglepd, hogy — a konnyebb megértés érdekében - mesterségesen szétvalasztott protedz

kaszkadokrol sorra kidertil, hogy tobb ponton is 6sszekapcsolodnak.

A véralvadasi kaszkad

A szervezet egyik védekezd mechanizmusa a véralvadas, amely arra hivatott, hogy a
vérerek sériilése esetén megakadalyozza a vérvesztést és elinditsa a sériilt érfal sejtjeinek
regeneralddasat. A véralvadas soran a sériilés helyén egy fibrinhalobol és Osszecsapzodott
vérlemezkékbol allo alvadék képzodik, amely eltomiti az érfalon keletkezett sériilést. A
véralvadas soran sejtes elemek (vérlemezkék), illetve a véralvadasi kaszkad faktorai
aktivalodnak. A véralvadasi kaszkad szerin proteazok csoportjabol allo molekularis halozat,
amely kiils6 sériilés hatasara azonnal, kaszkadszerlien aktivalodik. Ennek a halozatnak
kozponti proteaza a trombin, amely aktivalodas utan a fibrinogénbdl keresztkotott fibrin halot
hoz létre, ezen kiviil képes a vérlemezkék aktivalasara és tobbek kozott az endotél sejtek
aktivalodasan keresztiil gyulladasi folyamatokat is elindit.

A szoveti faktor (TF) a véralvadasi folyamat egyik elinditoja (Mackman, 2009). A
szoveti faktort a vérereket boritd endotél sejtek alatt taldlhaté muralis sejtek és fibroblasztok
expresszaljak. Szepszis esetén a szoveti faktor megjelenhet endotél sejtek, monocitdk és
neutrofilek felszinén is. A szoveti faktor expresszidjat ilyen esetekben a bakterialis
lipopoliszacharid (LPS), IL-1 és TNF-a inditja be (Butenas et al., 2008). Az érfal sériilése
esetén a szoveti faktor érintkezésbe keriil a keringéssel, ahol aktiv komplexet alkot az aktivalt
Vlla faktorral. A VIl-es faktor a vérben folyamatosan kis mennyiségben képzdédik, de

aktivitasa alacsony, és endogén inhibitora a szdveti faktor reakciout inhibitor (TFPI)
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szabalyozas alatt tartja. Mivel a TF a VII-es faktor kofaktora, ezért 6sszekapcsolodasuk a VII-
es faktor aktivitasat tobb nagysagrenddel megnoveli, ¢és elinditja a IX-es és X-es faktorok
hasitasat. Hagyomanyosan ezt nevezik a véralvadas extrinsic Gtjanak. A Xa a protrombint
hasitja, amely aktiv trombint eredményez. A trombin aktivalja az V-6s és VIll-as faktorokat,
amelyek aktiv formai kofaktorai a IXa medialta X-es faktor aktivacionak és a Xa medialta
protrombin trombinna torténd atalakitasanak. A trombin hasitas hatasara képz6dd fibrin
aggregatumot a Xla faktor keményiti, és az aktivalt XlIlla-as faktor a fibrin szalak kozott
keresztkotéseket hoz 1étre. A véralvadék tovabb novekszik a kitapadd és aggregalodd
vérlemezkék hatasara, amelyek a felsziniikon szoveti faktort expresszald sejtekkel vald
taldlkozaskor aktivalodnak. A szoveti faktor expressziojat a fenti folyamat soran aktivalodo
gyulladasos folyamatok inditjak el az endotél sejtek és leukocitak felszinén. A vérlemezkék

sszecsapzodasat a szoveti faktoron kiviil még sok folyamat befolyasolja (Adam et al., 2006)

3 Tissue damage
Vesselinjury

& White blood cells
& Redblood cells
O Platelets

= Fibrin

- Haemostaticfactors

1. abra: A véralvadasi kaszkad. (Oikonomopoulou et al, 2012) (A Springer engedélyével. Az éabra
jogtulajdonosa nem engedélyezte az abra leforditasat.) A véralvadasi kaszkad kétféle utvonalon aktivalodhat. Az
intrinsic, vagy kontakt aktivacio in vitro a negativan toltott feliileteken indul be. A kontakt rendszer a XII-es
faktor autoaktivacidjaval indul, majd az aktiv fXII hasitja a XI-es faktort és a prekallikreint. Az aktiv plazma
kallikrein pozitiv visszacsatolassal még tobb XlI-es faktort aktival. Az aktiv XI-es faktor beinditja a véralvadasi
kaszkadot a IX-es faktor hasitasan keresztiil. Az extrinsic Gtvonalat - sériilés esetén - a szoveti faktor (TF) inditja
el az aktivélt sejtek felszinén. Ezt az utvonalat tartjak az in vivo koagulacio elsddleges beinditdjanak, amig az
intrinsic Utvonal véralvadasban betoltott szerepe tisztazatlan, leginkabb a koagulacios kaszkad felerdsitését
szolgalja. A két utvonal a véralvadasi faktorok szekvencidlis aktivalodasan alapszik és a kozos utvonal a
katalitikusan aktiv trombin képzésében egyesiil. A trombin hasitja a fibrinogént, a képzdd6 fibrin és a szintén
trombin altal aktivalt vérlemezkék egyiittesen képzik a véralvadékot. A kaszkad aktivalodasa soran

gyulladaskelté folyamatokat is elindit.
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A véralvadasi kaszkad aktivalodasanak masik utja az intrinsic Gtvonal, vagy kontakt
aktivacio. Ismert jelenség, hogy ha a vérplazmat negativan t6ltott mesterséges feliileteken (pl.
iveg, kaolin vagy dextran-szulfat) inkubaljuk, akkor a kontakt rendszer aktivalodik, és a vér
megalvad in vitro. Egyes biologiai makromolekulak (pl. LPS vagy amiloid B-protein),
amelyek endotél sejtekhez, vérlemezkékhez vagy leukocitakhoz kik6tddve alkothatnak
negativan toltott feliileteket, szintén beinditjak a kontakt rendszert (Joseph et al., 2009). A
kontakt aktivacio véralvadasban betoltott szerepe mindmaig tisztazatlan viszont a
gyulladaskeltésben betoltott szerepe egyértelmili, az utvonalhoz szervesen kapcsolodd
kallikrein-kinin rendszeren keresztiil (Kaplan és Ghebrehiwet, 2010). Az extrinsic, vagy
szoveti faktor véralvadasi utvonalat alkotd enzimek esetében egy adott faktor mutacidja, és
funkciovesztése sulyos véralvadasi zavarokhoz vezet, mig a kontakt aktivacié Xll-es
faktoranak funkciovaltozasa a véralvadasi funkciokat alig befolyasolja.

A kontakt rendszer a XlI-es faktor autoaktivacidjaval indul, majd az aktiv £XII (fXIIa)
hasitja a XI-es faktort és a prekallikreint. Az aktiv plazma kallikrein pozitiv visszacsatolassal
még tobb XlI-es faktort aktival. Az aktiv XI-es faktor beinditja a véralvadasi kaszkadot a IX-
es faktor hasitasan keresztiil. Azonban a Xl-es faktor aktivacidjanak leghatékonyabb
katalizatora a trombin, amely szintén azt bizonyitja, hogy a kontakt aktivacié inkabb a
koagulacios kaszkad felerdsitését szolgalja.

A kallikrein aktivalodasa ezen kiviil bradikinin képzddéshez vezet nagymolekulastilyt
kininogén hasitasan keresztiil. A bradikinin egy gyulladaskelté folyamatokat elindito
vazoaktiv peptid fragmentum, amely prekurzoraibol, a nagymolukulastlyt kininogénbdl
(HK) vagy kismolekulastlyt kininogénbdl (LK) képzdodik limitalt proteolizis hatasara.

A bradikinin képz6désnek van egy szoveti Gtvonala is, amelynek soran a prokallikrein
intracellularisan szoveti kallikreinné alakul (Margolius, 1998). A szoveti kallikrein
szekretalodik, és hasitja a kismolekulasulyu kininogént; a képz6dd lizil-bradikinin (kallidin)

aminopeptidaz hasitas sordn bradikininné alakul (Kaplan és Ghebrehiwet, 2010).

A véralvadasi kaszkad gyulladaskeltd folyamatai

A véralvadas soran gyulladaskeltd folyamatok is aktivalédnak, amelyek segitik a
sériilések soran behatolo korokozok eltavolitasat, illetve elokészitik a sebgyogyulast. A
gyulladaskeltés egyrészrol a kaszkad aktivalodasa soran képz6dé peptid-fragmentumokon

keresztiil valosul meg kozvetett modon, masrészrdl pedig az aktivalédo koagulacios kaszkad
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proteazai kozvetleniil stimulaljak a gyulladassal Osszefiiggd sejteket. Az elsére példa a
bradikinin és annak degradaciés termékei (Oechmcke és Herwald, 2010), illetve a
fibrinképzédés soran lehasadd fragmentumok altal kontrollalt proinflammatorikus reakcio
(Jennewein et al., 2011). A kozvetlen sejtaktivaciot a trombin és az aktivalt faktor Xa
valositja meg legtobbszor a PAR receptorokon keresztiil (Delvaeye és Conway, 2009).

A bradikinin aktivalja az endotél sejteket, amely vazodilaticiot, és megnovekedett
vaszkularis permeabilitast eredményez, és indukalja a nitrogén-monoxid, prosztaglandinok és
leukotrinek expressziojat (Oehmcke és Herwald, 2010). Ezeket a hatasokat a bradikinin a B2
receptoron keresztiil fejti ki, amely allandoan jelen van az endotél sejtek felszinén. Az endotél
sejtek felszinén jelen 1évdé proteazok (pl. a karboxipeptidaz-N) a bradikinint tovabb
degradaljak; a hasitas eredményeként des-arg-bradikinin képzdédik, amely a B1 receptorokon
keresztiil kelt proinflammatorikus reakciot az endotél sejtekben. A B1 receptorok expresszidja
IL-1pB és TNF-a gyulladasos citokinek hatasara indul be (Marceau, 1995).

A kallikrein-kinin rendszer gyulladasban betoltott szerepét génkiiitott egér és patkany
modellekben is megmutattik (Cayla et al., 2007; Morinelli et al., 2001). A BIB2"" génkiiitott
egerek normal vérnyomassal rendelkeztek, ugyanakkor nem reagaltak a kininekkel valo
kezelésre. Az LPS-sel torténd kezelés jol modellezi a szisztematikus bakterialis fert6zés
hatasait. A génkilitott egerek nem reagaltak az LPS-sel valo kezelésre sem, mig a vad
tipustak vérnyomasa jelent6sen csokkent (Cayla et al., 2007). Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy kininogénbdl képz6do peptid fragmentumok hozzajarulnak a fertézések soran
keletkez6 masodlagos mediatorok expresszidjanak beinditasahoz.

Az érfalon keletkezett sériilést a véralvadas soran képz6dd fibrinhald tomiti el, majd
ezen a halon akadnak fenn az 6sszecsapzodott vérlemezkék. A fibrinhdlo képzddésének elsd
1épése a fibrinogén trombin altali hasitasa. A fibrinogén egy kétszer harom polipeptid lancbol
allo glikoprotein (Aa, BB és és y lancok), amelyek diszulfid hidakkal kapcsolodnak
egymashoz az N-terminalis végiikon keresztiil. A trombin az Aa és B lancok N-terminalis
végérdl lehasitja a fibrinopeptid A-t (FpA, Aa 1-16) és fibrinopeptid B-t (FpB, BB1-15), és
ezaltal szabadda valnak a polimerizaciot elinditd végek. Az egyik fibrin alegység szabadda
valoé N-terminalis polimerizacids végei hozzakétnek egy masik fibrin Bf és y lancok C-
terminalis végei altal alkotott kotézsebekhez. A fibrin ilyen modon polimerizalodik, majd a
trombin altal aktivalt XIII-as faktor peptidkotéseket hoz létre a y lancok kozott és stabilizalja
a fibrinhalo szerkezetét (Jennewein et al., 2011). A képzddé fibrinhalét le is kell bontani,
hogy a hemosztazis fenntarthato legyen. A lebontast a fibrinolizis soran aktivalodo plazmin

végzi.
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2. abra: A fibrin(ogén) szerkezete és hasitasi helyei

| s ren
) _\ 7_ (Jennewein et al., 2011). A fibrinhalo képzddésének elsé

D - e D Iépése a fibrinogén trombin 4ltali hasitdsa. A képz6dé fibrin
‘ ' polimerizalodik, és részt vesz a véralvadék képzodésben. A

fibrinogén hasitas soran lehasad¢ fibrinopeptid A és B (FpA:
l afibrinogént a Ao 1-16 és FpB: BBI-15) gyulladaskeltd hatdssal

trombin hasitja
rendelkezik. A fibrinhalo lebontasat a fibrinolizis soran

fibrin 5o aktivalodo plazmin végzi. Az ,0ll0k” a plazmin, amig a
At e ‘ s f - ,kés” a trombin hasitasi helyeit mutatjak.

D D

a fibrin plazmin altali
degradacidja

fibrin degradacios termékek

A 60-as években mutattak meg el6szor, hogy a fibrin gyulladaskeltd hatassal
rendelkezik. In vitro bizonyitottak, hogy a fibrinogén ¢és a fibrin leukocitak migraciojat idézi
eld, és ezaltal hozzajarul a gyulladasos reakcié beinditasahoz (Hurley, 1964). Késobb in vivo
is sikeriilt bizonyitani, hogy a fibrin nem csak a leukocitdk migracidjat inditja el, hanem
citokin és kemokin termelést indukal a leukocitakban és endotél sejtekben. A fibrin kezelés
hatasara az endotélsejtekben megnovekedett IL-8 citokin mRNS, és fehérje szint ndvekedést
mertek (Qi et al., 1997).

A fibrinhaldo képzédése soran lehasadd peptid fragmentumok is rendelkeznek
gyulladaskelté hatassal. A kronikus gyulladassal jard szepszis és reumatoid artritisz esetén
fibrin degradacios termékek jelennek meg, amelyek a koros folyamat biomarkereként is
hasznalhatéak. A fibrinopeptid A ¢és B kemoattraktansként miikodik, és a fibrinhald
keletkezésének helyére iranyitja a neutrofileket, monocitakat és makrofagokat (Jennewein et
al., 2011). A tisztitott fibrinopeptidekkel injektalt patkanyok légutjaiban megndvekedett
monocita kemotaktikus protein-1 (MCP-1) és leukocita szintet mértek (Persson et al., 2003).
A két peptid hatasa nem elkiilonithetd, mivel egyiitt injektaltak 6ket. A fibrinopeptideken
kiviil a fibrinhal6 degradacios termékei is hasonlo hatassal rendelkeznek.

A trombinnak a véralvadasban jatszott kozponti szerepe mellett gyulladaskeltd hatasa

is van. Az irodalomban sok adat szdl rola, hogy a trombin indukdlja a proinflammatorikus
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citokinek expressziojat endotél sejtekben, muralis sejtekben, epitélialis sejtekben,
adipocitakban ¢és immunsejtekban (Drake et al., 1992; Fujita et al., 2008; Wadgaonkar et al.,
2008). A trombin kemotaktikus a monocitak ¢és neutrofilek szamara, beinditja a gyulladasban
szerepet jatszo sejtek felszinén az adhézios molekulak kifejezését és aktivalja a vérlemezkék
kemokin kibocsatasat. A trombin képes a komplement C3 és C5 kozvetlen aktivaciojara
(Clark et al., 2008; Huber-Lang et al., 2006). Ezen kiviil megvaltoztatja az antigén-prezentald
sejtek citokin kibocsatasat és receptor expresszids mintazatat, igy képes a velesziiletett
immunvélasz modulalasara is (Delvaeye és Conway, 2009). Hasonlé6 mddon, az aktivalt X-es
faktor is rendelkezik proinflammatorikus aktivitissal. A X-es faktor aktivalodhat a szoveti
faktortol fiiggetlen utvonalon is; ebben az esetben virusok, vagy immunsejtek aktivaljak altal
kibocsatott proteazok hasitjak (Delvaeye ¢s Conway, 2009). A véralvadas protedzai a fent

emlitett kdzvetlen sejtaktivaciot legtobbszor PAR receptorok hasitasan keresztiil fejtik ki.
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A proteaz aktivalta receptorok

A proteaz aktivalta receptorok (PAR-ok) a G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR)
csaladjaba tartoznak, és négy tagjuk ismert: PAR1, PAR2, PAR3 és PAR4 (Adams et al.).
Mas G-fehérje kapcsolt receptorokkal ellentétben a PAR-ok nem egy szolubilis ligandum
megkotése soran aktivalodnak in vivo; az aktivacio soran egy proteaz hasitja az extracellularis
domén specifikus részét, ezaltal szabadda valo uj N-terminalis szakasz intermolekularisan a
receptor aktiv helyére kot és intracellularis szignaltranszdukciot idéz eld.

A PAR-ok homoldg fehérjék, és nagyban atfed a szovetspecifikus expresszios
mintazatuk, azonban a fiziologias és patofiziologias funkcidjuk nagyban eltér egymastol. A
kiillonb6z6 funcidk betoltését befolyasoljak a receptorokhoz koté fehérjék és a poszt-

transzlacios modositasok, amelyek meghatarozzak a receptorok sejten beliili lokalizacidjat, az

A proteaz aktivalta receptorok felépitése és aktivalasi mechanizmusa

A PARI1, PAR2 és PAR3 receptorokat kodolo gének a 5ql3-as kromoszoman egy
klaszterben talalhatok (F2R kodolja a PARI-et, F2LR1 a PAR2-t és F2LR2 a PAR3-at), mig
a PAR4-et kodold gén a 19p12 kromoszoman talalhaté (F2LR3) (Kahn et al., 1998; Schmidt
et al., 1997). Mindegyik gén 2 exonbdl all, az els6 kodolja a szignal peptidet, a masodik exon
pedig a fehérje tobbi részét (Kahn et al., 1998). A receptorok 7 transzmembran hélixet (TM)
tartalmaznak, ezen kiviil egy N-terminalis extracellularis domént, amelynek elsé 17-26
aminosav hossziisagl része a szignalszekvencia, majd egy 11-30 aminosav hosszusagu, az
aktivacid soran lehasadé pro-domén kovetkezik. A receptorok 3-3 extra-illetve intracellularis
loop-ot tartalmaznak (ECL-1-3 illetve ICL-1-3) ¢és egy 13-51 aminosav hossza C-terminalis
intracellularis domént, amely a jeltovabbitasért felelds. A TM3 peptidlanc diszulfid hidat
képez a masodik extracellularis hurokkal (ECL2), amely konzervalt a GPCR-ek kozott, és
nagyban hozzajarul a a receptorok stabilitasanak kialakitasahoz (Hamm, 2001).

A trombin a PAR1, PAR3 és PAR4 receptort aktivalja. Ezek koziil ketté, a PARI és
PARS3 receptorok az N-terminalis doménen egy hirudin szerii szekvenciat tartalmaznak, amely
a trombin kotését erdsiti (Macfarlane et al., 2001; Vu et al., 1991) A harmadik trombin
receptor, a PAR4 nem tartalmaz ilyen szekvencia elemet. A PAR4-en talalhatd egy kettds

prolin motivum (P45APR), amely alacsony affinitassal rendelkezik a trombin iranyaba, illetve
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egy csoport negativ toltésii oldallanc (D57, D59, E62, és D65), amely a trombin lassu
PAR receptorok poszttranszlaciés modositasainak konszenzus szekvencidja. A receptorokon

N-glikozilacios, ubikvitinacios, foszforilacios és palmitoilacios helyek talalhatok.

szignal és pro-peptid
LCGPLL R ES] 41

PAR2 LGAATLLAASL 36
eAR3 TFAAGLLLLLPTFCQSGMENDTNNLAKPTLEIK- 38
At PATTESVIDRAGSTOMDSTESTIEATR 47 hasités utani N-terminalis
PAR1 SPLLRNPNDKYEPTWEDEEKNES) 102
PAR2 -TSHVTGK( 75
PAR3 TERGAE----PN{FEEFH 9%
PAR4 GYPGQV 68
ECL1 ECL2 ECL3
PARL 176 268
PAR2 - 149 241 323
rAR3 167 260 336
eaRd 151 247 319

NH,

CO.H

PAR1 LKMKVKKPA 137 218 cyvst 31

»AR2 110 190 285

PAR3 FRTRSICT- 128 NRYL 206 CYAATIRTLNAYDH------] RWL---- 297

PAR4 TQAPR---- 108 192 283

ICL1 ICL2 ICL3 -
C-terminalis

PARL TRRTLT 425
PAR2 PVKTSY- 397
PAR3 374
PAR4 385

3. abra: A proteaz aktivalta receptorok (PAR) (Adams et al., 2011). Az abran a négy PAR receptor
szekvencia Osszerendezése lathatd. A szignal peptid zold betliszinnel, a lehasadd propeptid narancs szinnel, a
hasitds utan szabadd4d valo N-terminélis feketével van feltiintetve. A receptorok onmagukon hordozzak
ligandumukat, fekete alahuzassal szerepel az adott receptor panyvazott ligandja, amely a PAR1, PAR2 ¢és PAR4
esetében agonista peptidként szolgalhat. Keretben talalhatdak a PAR1 és PAR3 receptorok hirudin szer( exosite-
jai. Az N-terminalist koveti a 3 ECL és 3 ICL és az azokat Osszekotd 7 TM szakasz, majd a C-terminalis.
Lilaval az ECL2 hurok és a TM3 kozotti diszulfid hidak létrehozasaban szerepet jatszo cisztein oldallancok
szerepelnek. A receptorokon N-glikozilacios (sarga), ubikvitinacios (sziirke), foszforilacios (kék) és

palmitoilacios (piros) helyek talalhatok, amelyek lehetséges poszttranszlacios modositasok helyei.

A PAR-ok aktivalodasa kozben irreverzibilis proteolitikus hasitas soran lehasad az N-
terminalis pro-domén, ¢és szabadda valik az uj N-terminalis, amelyet ,kipanyvazott”
ligandumnak is neveziink (Macfarlane et al., 2001; Vu et al.,, 1991). Az Gj N-terminalis
kolesonhatasba 1ép a masodik extracellularis hurokkal (ECL2), amely a PARI és PAR2
esetében glikozilalva van az Asp oldallancon és konformacios valtozasokat idéz el6 a
receptoron, amely intracellularis szignaltranszdukciot idéz elé (Macfarlane et al., 2001).

Az els6 PAR receptor felfedezése és klonozasa utan (PARI, vagy trombin receptor)
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nem sokkal kimutattak, hogy nem csak a protedz hasitas soran megjelené 1j N-terminalis
képes a jelatvitelt beinditani, hanem a ,kipanyvazott” ligandumot masolo révid szintetikus
peptid is (Scarborough et al., 1992; Vu et al., 1991). A PAR-ok altipusait utanz6 rovid
szintetikus peptidek képesek szelektiven aktivalni a PARI, PAR2 és PAR4 receptorokat. Ez
alol kivétel a PAR3 receptor tederalt liganduma, amely aktivalja a PARI és PAR2
receptorokat, de nem aktivalja a PAR3-at (Adams et al., 2011). Ezek az aktivacids peptidek
értékes informacioval szolgalhatnak a receptorok fizioldgias folyamatokban és betegségben
betoltott szerepének megértésében, és tisztazasaban. A szelektiv agonistak kiilondsen akkor
tesznek jo szolgalatot, ha egy vizsgalt sejttipus egynél tobbféle PAR-t expresszal, és az
expresszalt receptorokat ugyanazon proteaz képes hasitani. Erre jo példa, hogy a vérlemezkék
felszinén PAR1 és PAR4 receptor is expresszalodik, és mindkettdt a trombin aktivéalja (Kahn

etal., 1999).
A proteaz aktivalta receptorok agonistai és antagonistai

A PAR-ok aktivacioja leggyakrabban valamilyen tripszin-szeri szerin-proteaz
hasitasanak koszonhetd. Ezek a proteazok az Arg vagy Lys oldallancok utan hasitjadk a
receptorokat, és a legkiilonbozébb sejtes valaszokat képesek aktivalni (Hansen et al., 2008;
Ramsay et al., 2008). Amennyiben egy proteaz nem a két emlitett oldallanc utan hasit, az a
receptor inaktivacidjahoz vezet.

A PARI aktivacioja soran a proteaz R*! oldallanc karboxitermindlis részét hasitja. A
szabaddd valo ligandum szekvencidja S”FLLRN. A PAR1 receptor eddig leirt emlds
agonistdi a trombin (Vu et al., 1991), a granzyme A (Suidan et al., 1994), a plazmin
(Kuliopulos et al., 1999), az aktivalt protein C (Riewald et al., 2002), a Xa véralvadasi faktor
(Camerer et al., 2002), a tripszin IV (Knecht et al., 2007), a kallikrein csalad tagjai, tobbek
kozott a szoveti tipusu kallikrein/KLK1 (Gao et al., 2010), a KLK4 (Mize et al., 2008) és a
KLKS, 6 és 14 (Oikonomopoulou et al., 2006), és a Cathepsin G (Wilson et al., 2009).

A PAR?2 receptor aktivalasa soran a R*® uténi peptidkotés hasad, és a szabadda valo Gj
N-terminalis szekvenciaja S*’LIGKV. A PAR2 aktivétorai in vivo a tripszin (Nystedt et al.,
1994), a hizosejt triptaz (Molino et al., 1997), az akrozin (Smith et al., 2000), a matriptaz
(Takeuchi et al., 2000), a human léguti tripszin szerli proteaz (Miki et al., 2003), a tripszin [V
(Cottrell et al., 2004), a granzyme A (Hansen et al., 2005), a TMPRSS2 (Wilson et al., 2005),
a KLK2 és 4 (Mize et al., 2008), és a KLKS, 6 ¢és 14 (Oikonomopoulou et al., 2006).

A PAR3-at elsésorban a trombin aktivalja a K*® aminosav utan (Ishihara et al., 1997),
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¢és eddig nem irtak le mas ligandumat.

A PAR4-et a proteazok a R* uténi kotés hasitassal aktivaljak és a kipanyvazott ligand
szekvenciaja G*YPGQV. A PAR4 aktivatorai a tripszin és a trombin (Xu et al., 1998), a
katepszin G (Sambrano et al., 2000), a tripszin IV (Cottrell et al., 2004), a plazmin (Quinton
et al., 2004), a FXa (Camerer et al., 2002), a KLK1 (Houle et al., 2005) és KLK14
(Oikonomopoulou et al., 2006).

A PAR-okat inaktivalo proteazokat is leirtak. Ebben az esetben a protedz nem a fent
ismertetett helyen hasit és eltavolitja a kipanyvéazott ligandumot a receptorrol, vagy mads
helyen hasitja el a receptort és teszi alkalmatlanna a receptort a jel tovabbitasara. Erre példa,
hogy a katepszin G képes ilyen modon ,,lefegyverezni” a PAR1 PAR2 és PAR3 receptort is.
A PAR-ok szelektiven aktivalhatok kipanyvazott ligandum szekvenciajat lemasolo szintetikus
peptidekkel. Ezen peptidek modositasavel kifejlesztettek szelektiv antagonistakat is, amelyek
azonban nem minden szovettipusban eléfordulé receptorra hatnak antagonistaként. Ez is
mutatja, hogy nem mindent tudunk a PAR-ok szovetspecifikus modosulatairél (Adams et al.,

2011).

A komplementrendszer

Az érfal sériilése esetén a testfolyadék elvesztésének megakadalyozasan kiviil cél a
behatold patogének felismerése ¢és hatastalanitasa. A patogének feliiletén konzervalt
strukturak talalhatok, amelyeket patogén-asszocialt molekularis mintazatoknak neveziink
(PAMP), és felismerésiikben a patogén felismer6 receptorok (PRR) illetve patogén felismerd
molekuldk (PRM) vesznek részt. Ilyen receptorok lehetnek az immunsejtek, vagy endotél
sejtek felszinén megtalalhaté toll-like receptorok (TLR) (Beutler, 2009), vagy a
komplementrendszer felismeré molekulai (PRM). A patogén felismeré receptorok és
molekuldk megvaltozott sajat strukturakat is képesek felismerni. Az idegen, vagy
megvaltozott sajat struktirak felismerése soran aktivalodik a komplementrendszer, amely egy
— a véralvadashoz hasonléan — szerin-proteazokbol all6 kaszkadrendszer ((Delvaeye és

Conway, 2009)).
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4. abra: A kompl trendszer. (Oik poulou et al., 2012) (A Springer engedélyével. Az abra

jogtulajdonosa nem engedélyezte az abra leforditasat.) A komplementrendszer aktivacioja a felismert feliileti
mintazat alapjan a klasszikus, a lektin és az alternativ utvonalon keresztiil torténhet. A klasszikus ut felismerd
molekuldja a Clq, amely az immunokomplexeket ismeri fel, amig a lektin ut felismeré molekulai (az MBL ¢és
fikolinok) a korokozok felszinén talalhatd szénhidrat strukturdkat kotik. Mindkét tvonal a C3 konvertaz
képzésén keresztiil a terminalis Gtba torkollik. Az alternativ Gt konstitutiv médon aktivalédik a vérben nagy
mennyiségben jelenlévé C3 spontan és lassu hidrolizacioja kozben. Inhibicié hidnyaban, vagy a masik két
aktivacios utvonal beindulasakor az alternativ dtvonal felerdsiti a komplement aktivalodast, ezért nevét
meghazudtoldé modon, a kezdeti aktivacios Gtvonaltol figgetlenill az aktivalodas 80-90%-aért felel6s. A
terminalis ut hozza létre a sejtek lizisét okozd membrankarosito komplexet (MAC). A kaszkad aktivalodasa
kozben képz6dé peptid fragmentumok (anafilatoxinok, C3a és C5a) felelések a gyulladaskeltésért, mig a

korokozok megjeldlését, opszonizacidjat a kirakodo C3b latja el.

A tobb, mint 30 szolubilis, vagy membran kotott elembdl allo kaszkad, a felismert jel
hatasara elemei a kovetkezd elem aktivaldsa soran a jelet felerdsitik és a behatold
patogéneket megjeldlik (opszonizacid), kilyukasztjak, illetve gyulladaskeltd folyamatok révén
az immunsejteket a helyszinre iranyitjak.

A komplementrendszer aktivacidja a felismert feliileti mintazat alapjan a klasszikus, a
lektin és az alternativ tutvonalon keresztiil torténhet. A klasszikus 1t aktivalodasat
hagyomanyosan az adaptiv immunvalaszt kiegészitd folyamatnak tartjak, mert felismerd

molekuldja a Clq, az IgM és IgG molekulakat tartalmaz6 immunkomplexeket ismeri fel. Az
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aggregalodott, vagy a korokozo feliiletén kitapadt immunkomplexek felismerésén kiviil a Clq
képes kozvetleniil felismerni korokozok, vagy apoptotikus sejtek felszinén talalhatd
molekularis mintazatokat, illetve pentraxinokat is (pl. C-reaktiv protein, CRP). A Clg-val a
C1 komplexben (Clqrss;) talalhatd a proteaz aktivitassal rendelkezé ketté Clr és ketté Cls
molekula. A Clr a Clq letapadasa utan autoaktivalodik és hasitja a Cls-t (Wallis et al., 2010).
Az aktiv Cls hasitja a C4-et. A C4 hasitas eredményeképpen C4a és C4b képzddik. A
képz6dé C4b hasitas soran szabadda valo tioészter kotéssel kikot a kozelben talalhatd
feliiletekre, és opszonizalja azokat. A Cls hasitja a C4b kotott C2-t, és létrehozza a C3
konvertazt (C4b2a). A C3 konvertaz a C3-at hasitja, amely elinditja a kaszkad terminalis utja
tobbi elemének aktivaciojat. A terminalis Ut aktivalodasa végsé soron behatold korokozok
membranjat kilyukasztdé membran-karositdé komplex (MAC, C5b-9) képzddéséhez vezet
(Ricklin et al., 2010).

Mannoz-kété lektin H-fikolin 5. abra: A lektin 1t felismeré
leaéznr:“ad itk R N Pam molekulai (Degn et al., 2011). A

Aceilalt oldallanc mintazatok
16 nm 3nm
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. ,’!uﬁv"’izﬂw‘,!ﬂ{jwﬁ:@ képessége még tisztazasra var. Az

abran a felismeré molekuldk
sematikus képes lathatd, amelyen
lathato 3 azonos polipedtid lanc,
amely egy kollegénszerii hélixet
alkot, a C-termindlison egy

felismeré doménnel egésziil ki.

A Kklasszikus uttal strukturalisan azonos lektin Gt esetében a mintazat felismerd
molekulak (PRM) szénhidrat és acetil csoportokat ismernek fel baktériumok, gombak vagy
virusok felszinén. A lektin Ut a természetes immunvalasz e¢ls6 vonalanak tekinthetd, mivel

aktivalodasahoz nincs szikség immunkomplexek létrejottére. A lektin Gt ma ismert Ot
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mintazatfelismer6 molekulaja az MBL, a H-fikolin, L-fikolin, M-fikolin és CL-K1. Ezek
koziil az elsé négyrdl kimutattak, hogy képes a komplement kaszkad aktivalodasat elinditani
(Thiel, 2007). A felismer6 molekulak a patogének felszinén strukturaltan rendezett
mintazatok felismerésén kiviil képesek a megvaltozott sajat strukturak felismerésére is az
apoptotikus és nekrotikus sejtek felszinén.

Az MBL és a fikolinok komplexben talalhatok harom szerin proteazzal: a MASP-1-
gyel (Matsushita ¢és Fujita, 1992), a MASP-2-vel (Thiel et al., 1997) és a MASP-3-mal (Dahl
et al., 2001). A MASP-ok strukturalisan és funkcidban hasonloak a C1q-val komplexben 1évé
Clr-hez és Cls-hez. A klasszikus 0t esetében a felismeré molekulakhoz egy vegyes tetramer
kapcsolodik (Clqrs;), mig MASP-ok eddigi tudasunk szerint homodimereket alkotnak, és a
homodimerek kapcsolddnak a felismeré molekulakhoz. A felismeré molekuldk megfeleld
mintazathoz torténd kikotése utan, a vele komplexben 1évé MASP-1, illetve MASP-2
autoaktivalodik, amig a MASP-3-rdl leirtak, hogy nem autoaktivalodik (Zundel et al., 2004).
Az aktiv MASP-2 képes a C2 és C4 hasitasara, amely a C3 konvertaz (C4b2a) képzddéséhez
vezet (Thiel et al., 1997), és végsd soron elinditja a komplement kaszkadot. A MASP-1 és
MASP-3 pontos fiziologias szerepe tisztazatlan. A MASP-1-r6l, amely doktori dolgozatom
vizsgalodasanak f6 targya egy késébbi fejezetben irok. A MASP-3-r6l kimutattak, hogy
mutacioi a 3 MC szindromat eredményez6 fejlodési rendellenességekhez vezetnek (Rooryck
et al, 2011; Sirmaci et al., 2010). A MASP-3 egyes kutatok szerint hozzajarul a
komplementrendszer alternativ utjanak aktivaciojahoz (Iwaki et al., 2011).

Nemrég egy 6todik felismeré molekulat is leirtak, a CL-K1-et (Keshi et al., 2006),
amely koti a MASP-okat (Hansen et al., 2010). A CL-K1 komplement indukalé képessége
viszont még tisztdzasra var, ugyanakkor a CL-KI1 mutdciéi a MASP-3-hoz hasonléan
Osszefiiggésbe hozhatok a 3MC szindromaval (Rooryck et al., 2011).

Az MBL ¢és fikolin felismerd molekuldkkal tovabbi két enzimaktivitdssal nem
rendelkez6 molekula is komplexben talalhato: a MAp19 (Stover et al., 1999) (masik nevén
SMAP) ¢és a MAp44 (Degn et al.,, 2009) (masik nevén MAP-1 (Skjoedt et al., 2010). A
MASP-1, MASP-3 és MAp44 a MASPI gén splice variansai, amig a MASP-2 és MApl9 —
hasonloképpen - a MASP2 gén variansai. Az enzimaktivitassal nem rendelkezd lektin ut
komponenseknek szabalyozé funkciot tulajdonitanak, mert képesek lehetnek a MASP-ok
felismer6 molekularol torténd leszoritasara (Degn et al., 2009; Skjoedt et al., 2010).

A harmadik t, amelyen keresztiil a komplementrendszer aktivalodhat, az ugynevezett
alternativ Gt. Az alternativ ut konstitutiv modon aktivalodik a vérben nagy mennyiségben

jelenlévé C3 spontan és lassu hidrolizacidja kozben. A C3 molekula tioészter kotése
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hidrolizal, konformacioja megvaltozik, amely a faktor B megkotését teszi lehetové. A
megkotott faktor B-t a faktor D képes Bb-vé és Ba-va hasitani, és 1étrejon az alternativ it
kezdeti C3 konvertaza (C3H,OBb). Az alternativ Ut kezdeti C3 konvertaza a C3-at hasitja, és
a képz6do C3b kikot a kozelben talalhatod sejtek felszinén talalhatdo amin és szénhidrat
csoportokhoz. A C3b-hez faktor B kotddik, amelyet a faktor D hasit és 1étrejon a C3bBb. Ez a
konvertaz ujabb C3-at képes hasitani, és felerdsiti az alternativ utat. A kezdeti megjel6lés
gyorsan feler6sodik az idegen sejtek felszinén, mig a szervezet sajat sejtjei folyamatosan
termelnek anti-komplement komponenseket, amellyel regulaljak az alternativ ttvonal
feler6sodését (Ricklin et al., 2010). A C3bBb C3 konvertaz instabil, féléletideje 2-3 perc, a
properdin bekdtédése azonban a komplex (C3bBbP) stabilizalasat eredményezi. A properdin
képes felismerni PAMP-okat ¢és azokhoz kikotédni, ezért az alternativ  utvonal
mintazatfelismeré molekuldjanak is tekinthetd. Elképzelhetd, hogy a korokozok felszinéhez
eloszor a properdin kot ki és platformként szolgal az alternativ. C3 konvertaz
Osszeszerelddéséhez (Spitzer et al., 2007). A feliiletre kikot6dé C3b eredetétdl fliggetleniil az
alternativ tvonal felerdsiti a komplement aktivalodast, ezért nevét meghazudtolo modon, a
kezdeti aktivaciés utvonaltol fiiggetleniil az aktivalodas 80-90%-aért felelés (Harboe és
Mollnes, 2008).

A trombin képes kozvetleniil aktivalni a terminalis ut C5 komponensét, amely C5a
anafilatoxin képzddéséhez vezet (Huber-Lang et al., 2006). Egyesek ezt tartjak a komplement
aktivalodas negyedik utjanak.

Lathatjuk, hogy a komplement aktivalodas mindharom utja a C3 hasitasan keresztiil a
korokozok opszonizacidjat és a litikus MAC komplex dsszeszerelddését inditja el. Ezen kiviil
a kaszkad komponenseibdl lehasadd fragmentumok gyulladaskeltd hatdsuk révén
aktivalhatjak és a kozelbe vonzzdk az immunsejteket, amelyek segitenek a behatolok

hatastalanitasaban.

Az anafilatoxinok gyulladds kozvetitésében betiltott szerepe

A komplement kaszkad aktivalodasa soran anafilatoxinok szabadulnak fel, amelyek
proinflammatorikus ~ vészjelzésként  szolgalnak az  immunrendszer szamara, ¢és
kemoattraktansként leukocitakat vonzanak a fert6zés teriiletére. Az anafilatoxin C3a, C4a és
C5a egymassal nagyfoku hasonlosagot és rokonsagot mutatd ~9 kDa méretii fragmentumok,

amelyek a komplement kaszkad aktivalodasanak proteolitikus termékei. A harom molekula
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biologia funkcidja nagyban atfed egymassal, de legerosebb hatassal a C5a rendelkezik. A
biologiai funkcioit tekintve a C4a a leggyengébb ¢és fiziologias receptorat még nem talaltak
meg. Az anafilatoxinok proinflammatorikus hatdsai a vaszkularis permeabilitas novekedése, a
vérerek simaizom szoveteinek Osszeh(izodasa, a leukocitak aktivalasa és mas inflammatorikus
mediatorok termelésének beinditasa (pl. hisztamin) (Dunkelberger és Song, 2010). A
keringésben felszabadul6 anafilatoxinok N-terminalisat a karboxipeptidaz-N hasitja, és a
fragmentumok ’des-Arg’ formajat hozza létre.

Az anafilatoxinok a 7 transzmembran hélixet tartalmazii G-fehérje kapcsolt
receptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat. A rodopszin csaladba tartozo receptorok koziil a
C3a receptor (C3aR) kizarolag a C3a-t ismeri fel, amig a C5aR a C5a-t és a degradacios
termékét is (C5a%*) (Ricklin et al., 2010). A nemrégiben leirtak egy G-fehérje fiiggetlen
anafilatoxin receptort is (CSL2 C5a-receptor like-2), amelynek funkcidja ellentmondasos
(Ward, 2009). Egyes elméletek szerint a C3a *desArg’ degradacios termékét ismeri fel, masok
szerint csapdazo-receptorként szolgal, vagy a C5a és C5a™*" szignalizéciojat szabalyozza

vagy proinflammatorikus hatassal rendelkezik (Ward, 2009).

A MASP-1 funkcidja

A MASP-1 az el6zéekben ismertetett komplementrendszer lektin tjanak proteaza.
Komplexben talalhato a lektin ut mintazatfelismerd molekulaival (PRM), az MBL-lel és
fikolinokkal (H-, M- és L-fikolin) (Thiel, 2007), és képes autoaktivalédni (Presanis et al.,
2004). Kimutattak, hogy a nemrégiben felfedezett CL-K1-gyel is komplexben talalhato, de a
CL-K1 komplement aktivalo képessége még nem bizonyitott (Hansen et al., 2010). A MASP-
1-gyel rokon MASP-2 fiziologias funkcidja egyértelmii: képes autoaktivalodni, és a C2 illetve
C4 hasitasan keresztiil aktivalja a komplement kaszkadot (Thiel et al., 1997). A doktori téma
felvetésekor a MASP-1 fiziologids funkcidja még tisztazasra vart.

A MASP-1 képes a C2 hasitasara, de C4-et nem hasit, ezért nem képes egyediil
beinditani a komplementrendszert, de jelentésen hozzajarul a MASP-2 altal 1étrehozott C3
konvertaz képzddéshez (Moller-Kristensen et al., 2007). A MASP-1 mennyisége joval
meghaladja a MASP-2-ét (143 nM illetve 6 nM) (Thiel et al., 2012). Sokaig tartotta magat az
a nézet, hogy a MASP-2 inditja el a lektin utat, a MASP-1 pedig egyaltalan nem sziikséges
eleme a lektin Ut aktivalodasanak. A lektin 0t komponenseinek szelektiv inhibitoraival

laboratériumunkban megmutattak, hogy a MASP-1 jelentdsen hozzajarul a lektin ut
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aktivalodasahoz (Héja et al., 2012; Kocsis et al., 2010). Legutobbi kisérleteinkben
megmértiik, hogy a MASP-1 autoaktivacidja joval meghaladja a MASP-2 autoaktivacidjanak
sebességét, és hogy a zimogén MASP-1 gyorsabban aktivalja a MASP-2-t, mint az onmagat
(Dobo et al.,, 2011b). Ez az eredmény Osszhangban all a szelektiv inhibitorokkal elért
eredményekkel (Héja et al., 2012; Kocsis et al., 2010). Azt is megmutattak, hogy a MASP-1
képes kis hatékonysaggal a C3 hasitasara (Matsushita et al., 2000; Rossi et al., 2001), de
ennek fiziologias jelentdsége mar korabban megkérdédjelezhetové valt (Ambrus et al., 2003).
A legtjabb eredmények szerint a MASP-27/" génkiiitdtt egérben egyéltalan nem aktivalodik a
lektin ut (Schwaeble et al., 2011), tehat a MASP-1 fiziologiasan valosziniileg nem hasit C3-at.
Egyesek szerint a MASP-1 képes a pro faktor D hasitasara is, ezért fontos szerepet jatszhat az
alternativ Ut aktivalasaban is (Takahashi et al., 2010). Ez az eredmény is fiziologids
kontextusban erésen megkérddjelezhetd.  Féleg annak tiikrében, hogy ugyanaz a
kutatocsoport azonos egérmodellt hasznalva egy évvel késdbb mar a MASP-3-1dl allitja, hogy
elinditja az alternativ utat (Iwaki et al., 2011).

A MASP-1 a komplement kaszkad komponensein kiviil esé szubsztratok hasitasara is
képes. Aktivalja a XIlI-as faktort (transzglutaminaz) (Krarup et al., 2008), amely a fibrinhalé
képzodésekor a szalak kozotti keresztkotést alakitja ki. A MASP-1 hasitja a fibrinogén B
szalait (Krarup et al., 2008), a lehasado fibrinopeptid A és fibrinopeptid B az el6zéekben
ismertetett modon proinflammatorikus aktivitassal rendelkezik. Kimutattak in vitro (Gulla et
al., 2010), és késébb in vivo (Takahashi et al., 2011) is, hogy a MASP-1 részt vesz a
véralvadék képzésében. Ez a tulajdonsag a MASP-1 evoltciésan 6si mivoltara utal: lokalis
koagulacio, amely a torfarkil rak esetén a korokozod gyors csapdazasat eredményezte
(Delvaeye ¢s Conway, 2009). A MASP-1 trombinszeri aktivitidsdnak tényét tovabb
bizonyitja, hogy antitrombinnal is hatékonyan gatolhato. A tobbi komplement proteaz a
MASP-1-hez képest sziik szubsztrat specificitassal rendelkezik, ¢s ezek a szubsztratok mind a
komplementrendszer elemei koziil keriilnek ki. A 6. dbran bemutatom a MASP-1 és MASP-2
rokon proteazok szubsztratjait és hasitasukkal osszefliggd folyamatokat. Jol lathato, hogy a
MASP-1 komplementrendszeren kiviili szubsztratjai mind dsszefliggnek a véralvadassal vagy
a  gyulladassal. A MASP-1  katalitikus  fragmentumanak  (CCP1-CCP2-SP)
rontgenkrisztallografids szerkezetét meghataroztak (Dobé et al., 2009). A szerkezet
alatamasztja a MASP-1 promiszkuis viselkedését, mert a szubsztratkotd arok sokkal
nyitottabb és jobban hasonlit a tripszinre, mint a tobbi komplement proteazra

(C1r/C1s/MASP-2).
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6. abra: A lektin 1t felismeré molekulai és a MASP-1 funkcidi. (Cervenak Laszlo abrajanak modositott

valtozata) A komplementrendszer lektin utjanak felismeré molekulai (PRM) az MBL és a Fikolinok. Az MBL
képes felismerni a mannoz és N-acetil-gliikozamin (GlcNAc) mintazatokat, amig a Fikolinok az GIcNAc, az N-
acetil-galaktoz-amin (GalNAc), a lipoteikolsav (LTA), az LPS, a DNS, a fibrin és a C-reaktiv protein (CRP)
molekuldk felismerése soran aktivalodnak. A PRM molekulak komplexben taldlhatok a lektin ut effektor
molekuldival. A MASP-2 és MAp19 a MASP2 gén splice variansai, a MASP-1, MASP-3 és MAp44 a MASP1
génrdl irodnak at. A MApl19 és MAp44 nem rendelkeznek proteolitikus aktivitassal, és szabalyozo funkciot
tulajdonitanak nekik. A MASP-3 mutacioi 3MC szindromahoz vezetnek, ezért az egyedfejlodésben jatszik
fontos szerepet. A MASP-2 C2/C4 hasitason keresztiil képes elinditani a komplementrendszer lektin utjat. A
MASP-1 képes a C2 hasitasara, ¢s legijabb felfedezések szerint a MASP-2 hasitasan keresztiil is részt vesz a
lektin Gt aktivalasaban. A MASP-1 szélesebb szubsztratspecificitassal rendelkezik, mint a tobbi komeplement
protedz, és vannak a lektin ton kiviili szubsztratjai is, amelyek a véralvadassal vannak 6sszefliggésben, ilyen pl.
a fibrinogén és fXIII.

Mivel a MASP-1 egy trombinszerli proteaz és a trombin gyulladasos folyamatokat a
PAR receptorok hasitasan keresztiil inditja be, azt feltételeztiik, hogy a MASP-1 is képes PAR
receptorok hasitasara endotél sejtek felszinén. Mindezek mellett a MASP-1 szubsztratjait
proteomikai modszerekkel is kutattuk, és azt talaltuk, hogy képes a nagymolekulastlyt

kininogén (HK) hasitasara, ezért hozzajarul a bradkinin képzddéshez is.
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Az endotélsejtek gyulladdsban betoltott szerepe

Az endotél sejtek befolyasoljak a leukocitdk funkcidit azaltal, hogy citokineket,
kemokineket, lipid mediatorokat, nitrogén-monoxidot és adhéziés molekulakat expresszalnak.
A gyulladasos folyamatok szabalyozasaban is részt vesznek, valtoztatjak az érfalak ateresztd
képességét, és hatassal vannak véralvadasra.

Az érfal sériilése esetén a képz6dé trombin aktivalja az endotél sejteket a PAR
receptorokon keresztiil (Coughlin, 2000). Az endotél sejtek felszinén jelen 1évé PARI és
PARA4 hasitasa morfoldgiai valtozasokhoz vezet, vazoaktiv anyagok kibocsatasat eredményezi
¢és beinditja kiilonbozé gyulladasi citokinek expressziojat (Coughlin, 2005). Ezen kiviil a
trombin a vérlemezkék felszinén hasitja a PAR1 és PAR4 receptorokat és ezzel beinditja azok
Osszecsapzodasat (Coughlin, 2000). A PAR-ok kiilonb6z6 jelatviteli utvonalakat inditanak be
(Steinhoff et al., 2005); aktivalodasuk intracellularis Ca*'-szint emelkedéshez és NfkB
transzlokaciohoz vezet, illetve a MAP-kinaz utvonalakat is beinditja. A PAR szignalizacid
endotélialis nitrogén-monoxid kibocsatast és vazorelaxaciot eredményez (Hamilton és Cocks,
2000), amig a PAR4 receptor hasitiasa a leukocitak gordiilését, és endotéliumhoz torténd
kitapadasat inditja el (Vergnolle et al., 2002). Az irodalmi attekintésben a véralvadasi kaszkad
gyulladaskeltd folyamatait bemutaté fejezetben ismertetett modon a bradikinin is aktivalja az
endotél sejteket, amely vazodilataciot, és megnovekedett vaszkularis permeabilitast okoz, és
indukélja a nitrogén-monoxid, prosztaglandinok és leukotrinek expresszidjat (Oechmcke és

Herwald, 2010).
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Célkitiizések

A szervezet sériilése soran két f6 veszély leselkedik rank. Az egyik a testfolyadék
elvesztése, a masik pedig a behatold korokozok altal okozott fert6zés.

Az ¢érfal sériilése esetén aktivalodik a véralvadasi kaszkad, amely a fibrinhalo
képzédésén keresztiil megakadalyozza a testfolyadék elvesztését. A koagulacios kaszkad
elemei gyulladasos folyamatokat is elinditanak, eldsegitve ezzel a késébbi sebgyodgyulast, és
immunsejteket vonzanak a helyszinre, hogy a korokozokkal felvehessék a harcot. A
véralvadasi kaszkad kétféle modon képes a sejtes elemek stimulalasara, és ezaltal a
gyulladaskeltésre: a kaszkad proteazainak aktivalédasa soran lehasadd fragmentumokon
keresztiil (bradikinin, fibrinopeptidek) kozvetett modon; masrészrél kozvetleniil a trombin
altal hasitott PAR receptorokon keresztiil.

A korokozok behatolasa esetén - a természetes immunitas részekeént - aktivalodik a
komplementrendszer, amely az immunkomplexek mellett a behatoldo korokozok felszinén
talalhatd konzervalt strukturakat ismeri fel. A komplementrendszer felismeri, megjel6li és
eliminalja a kérokozokat; és a véralvadashoz hasonléan gyulladasos folyamatokat is elindit.
Az aktivdlodasa soran képzédd fragmentumok (anafilatoxinok) G-fehérje kapcsolt
receptorokon keresztiil aktivaljak az immunsejteket és az Oket segité endotél sejteket. Azt
feltételeztiik, hogy a komplementrendszer — a véralvadasi kaszkadhoz hasonléan - nem csak
proteolitikus fragmentumokon keresztiil képes gyulladast kelteni, hanem kozvetlen is
aktivalja a védelmi vonalak sejtes elemeit.

A komplementrendszer lektin utjanak proteaza, a MASP-1 fiziologids funkcidja
felfedezése ota tisztazatlan. A MASP-1 széles szubsztrat specificitasu a tobbi komplement
proteazhoz képest, és a szubsztratjai a véralvadassal és a gyulladassal vannak kapcsolatban.
A MASP-1 nemrég meghatarozott kristalyszerkezete, és mas adatok is arra utalnak, hogy a
MASP-1 egy trombinszerii protedz. Az el6zéekben vazolt véralvadasi kaszkad és
komplementrendszer kozotti hasonlosagok, valamint a MASP-1 evolicidosan konzervalt
mivolta vezettek arra a feltételezésre, hogy a MASP-1 képes kozvetlenil aktivalni a
gyulladasi folyamatban résztvevé endotél sejteket a PAR-okon keresztil. A doktori
dolgozatomban az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

e A MASP-1-nek van-e a trombinhoz hasonld proinflammatorikus szerepe, képes-e

kozvetlen sejtaktivalasra?
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e A kozvetlen sejtaktivalas milyen elsddleges jelatviteli utvonalakat aktival az endotél
sejtekben?

e Sziikséges-e a MASP-1 aktivalodasa a folyamat beinditasdhoz, illetve feltétel-e a
MASP-1 proteolitikus aktivitasa?

e A sejtek aktivalasa milyen mechanizmus szerint torténik: milyen receptoron keresztiil
indulnak be a jelatviteli itvonalak?

e A teljes hossziisagli, a mintazatfelismeré molekulakkal (PRM) komplexben 1év6

MASP-1 is képes-e az endotél sejtek aktivalasara?

A MASP-1 szubsztratjainak felderitéséban proteomikai modszereket alkalmazva azt
talaltuk, hogy a MASP-1 a kallikrein-kinin rendszer mellett hozzajarul a bradikinin
képzddéshez. Célkitiizéseim kozott szerepelt, hogy a bradikinin képzédést rekombinans

MASP-1 fragmentumon kiviil vérbdl izolalt MBL-MASP komplex-szel is ellendrizzem.
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Anyagok és médszerek

A MASP-1 illetve MASP-2 katalitikus fragmentumok (CCP1-CCP2-SP) eldallitasa
E.coli-ban tortént Dobo, (Dobd et al., 2008) valamint Ambrus és munkatarsai (Ambrus et al.,
2003) szerint. A fehérjék expresszidja, renaturalasanak és tisztitdsanak modszere a
dolgozatban késébb kifejtésre keriil. A rekombinans MASP-1 illetve MASP-2 fragmentumok
1,54 és 1,88 ml mg71 cem’, ésa molekulastlyok: 45,5 és 43,3 kDa. A mérésekhez hasznalt
fehérjeoldatokban az aktiv enzim aranyat Cl-inhibitorral torténd titralassal hataroztam meg.

A lioflilizalt C1-inh készitményt (Berinert P; ZLB Behring) feloldas utan tovabb tisztitottuk,
kationcseréld kromatografiaval (Source 15S column; GE Healthcare) majd méretkizarasos
kromatografiaval (Sephadex 75 HiLoad 16/60; GE Healthcare) (Beinrohr et al., 2007). A C1-
kDa) segitségével szamoltuk ki (Perkins et al., 1990).

A PARI antagonistat (SCH 79797 dihydrochloride) Tocris Bioscience-t6] rendeltiik, mig a
PAR2 agonistat (SLIGKV-NH,), a PAR2 antagonistat (FSLLRY-NH,), a PAR4 agonistat
(AYPGKF-NH;) és a PAR4 antagonistat (trans-Cinnamoyl-YPGKF-NH,) a Peptides
International-t6l. A VPR-AMC fluorometrias szubsztratot a Bachem-tdl szereztiik be.
Amennyiben a szovegben kiilon nem tiintetem fel, akkor a reagenseket Sigma-Aldrich-t6l

rendeltiik.

A rekombindns fehérjék elallitdisa

A rekombinans fehérjék elballitasahoz a pET expresszios rendszert hasznaltam. A
kiilonboz6 fehérjék vad tipusu valtozatat a pET17b vektor Nhel-EcoRI helyére klénozva
kaptam munkatarsaimtol. A konstrukcid tartalmaz egy Ala-Ser-Met-Thr expressziot erésité
N-terminalis szakaszt, majd ezutan kovetkezik a human MASP-1 Gly298-Asn699 szakasza (a
szamozas tartalmazza a szignal peptidet). A DNS munkat a standard modszerekkel végeztem.
Az expressziohoz gazdasejtként az E.coli BL21 (DE3) pLysS (Novagen) sejtvonalat

hasznaltam.
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Iranyitott mutagenezis

A MASP-1 S646A mutans eléallitasat a Stratagene cég QuikChange® kitje
segitségével, a leiras szerint végeztem. A mutagenezishez felhasznalt oligonukleotidok
szekvencidja a kovetkez volt: 5-GCCTGTGCGGGTGACGCGGGAGGCCCCATGGTG-3'
és 5'-CACCATGGGGCCTCCCGCGTCACCCGCACAGGC-3". Templatként a vad tipust
pET17b vektorba épitett konstrukciot hasznaltam.

A MASP-1 R448Q mutans konstrukciot Ambrus Géza készitette. A mutagenezis
sikerességét mindkét esetben szekvenalassal ellendriztem. A szekvenalast a godolloi
egyetemen miikodé Biomi Kft. végezte T7 szekvenalod primerek haszndlatdval. Az S646A
mutans esetén egy csendes mutaciot talaltam, amely a fehérje aminosav szekvencidjat nem

befolyasolja.

Rekombindns fehérjeexpresszio

A fehérjék expressziojat pET expresszios rendszer segitségével a gyari protokoll
szerint végeztem razatott kulturaban. A pET17b vektorba kloénozott konstrukciokat E.coli
BL21 (DE3) pLysS sejtvonalba torténd transzformalas utan ampicillin (100 pg/ml) és
kloramfenikol (30 pg/ml) antibiotikum szelekciéo mellett IPTG (96 pg/ml) indukcioval

expresszaltam. A célom a fehérje inkluzios tesben torténd kifejezése volt.

Fehérje refolding

A fehérje termelés befejeztével a sejteket lecentrifugaltam (Beckman Avanti
centrifuga, JA-10 rotor 5000 rpm, 4 °C, 20 perc) és lefagyasztottam. A sejtmasszat
kiolvasztottam, majd a sejteket ultrahangos szonikald berendezéssel feltartam. Az inkluzids
testet a sejttormelékt6l ujabb centrifugalassal valasztottam el, majd felszuszpendaltam. A
miveletet haromszor megismételtem, hogy az inkluzids test a miivelet végére nagyrészben az
expresszalt fehérjét tartalmazza.

Az inkluzios testeket szolubilizalo puffer (7M GuHCl, 50mM TRIS, 50mM DTT)
segitségével feloldottam, majd a fel nem oldodé maradék szennyezddést centrifugalassal
eltavolitottam és az oldat koncentracidjat 5 mg/ml-re allitottam. (Az ilyen modon elkészitett

szolubilizatum -20°C-on tarolhato, felolvasztaskor az 50mM DTT-t potolni kell.)
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Az eldzbleg 4 °C-ra behiitott refolding pufferbe (IM NaCl, 0,3M Arg, 50mM TRIS, 5SmM
EDTA, 4mM glutation, 4mM oxidalt glutation, pH 8.0) lassu keveretetés mellett cseppenként
juttattam 30 ml szolubilizalt MASP-1 inkluzios test oldatot. A fehérjék feltekeredése mar par
nap alatt lejatszodik, de megfigyeléseink szerint 4 hét renaturalds utan érheté el a legjobb
kitermelés. A fehérjék feltekeredése 2 napos dializis utan jatszodik le teljesen. A dializis
puffert (2 mM TRIS, 5 mM EDTA, pH 8.8, 0,5 mM benzamidin-HCI) 1 nap utan lecseréltem.
A tisztitas soran az autolizis elkeriilésére 0,5 mM benzamidint hasznaltam.

A vad tipusi MASP-1 a dializis soran autoaktivalodik, a fehérje kétlancu aktiv
formajara hasad. A MASP-1 S646A, illetve R448Q mutans esetében az enzimek zimogén
formaban maradnak a tisztitas soran. A MASP-1 S646A muntans proteaz hasitassal aktiv
konformacioba hozhatd, azonban a katalitikus szerin hidnyaban nincs kalalitikus aktivitdsa. A
MASP-1 S646A mutans aktivacidjat az endotél sejtes mérésekhez a dializis 1épés utan
rekombinans MASP-2 fragmentummal hajtottam végre.

A vad tipusi. MASP-2-t a MASP-1-hez hasonlé metodikaval, de eltérd refolding
puffer (0.75 M Arg, 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 300 mM NacCl, pH 9) hasznalataval allitottam
elé. A vad tipusi MASP-2 a tisztitds soran a MASP-1-hez hasonléan, de annal lassabban
autoaktivalodik.

Amennyiben a fehérjéket sejtes mérésekhez hasznaltam, a preparalas soran nem tettem
a pufferekbe benzamidint. Ekkor a fehérjék a tisztitds soran gyorsabban degradalodtak,

viszont a lefagyasztott (-80°C) fehérjék tarolasanal ez az effektus nem volt szamottevd.

Fehérje tisztitas

A dializis utan a rekombinans MASP-1 fehérjeoldat pH-jat 1M-os NaH,POy-tal 6.8-re
allitottam, majd SP sepharose high performance kationcserélé gyantan (GE Healthcare)
foszfat pufferrel NaCl gradienssel (0-300 mM) tisztitottam. A MASP-1-et tartalmazo
frakciokat higitds ¢s pH allitds utdn anioncserével tovabb tisztitottam Source 30 Q gyantan
(GE Healthcare) 20-100 mM NaCl gradienssel SmM TRISZ, 0,5 mM EDTA pH 8.8
pufferben.

A vad tipusu és mutans MASP-2 fehérjéket kationcserével 10 mM MES, 0.5 mM
EDTA pH 6.3 pufferben Source 15 S (GE Healthcare) gyantan 1M NaCl gradiens elucioval
tisztitottam. A megfelel$ frakciokat tovabb tisztitottam anioncseréld gyantan (Source 30 Q)

IM NaCl gradiens elucioval 5 mM TRIS, 0.5 mM EDTA, pH 8.8 pufferben.
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A MASP-1 variansokat folyékony nitrogénnel lefagyasztottam, és -80°C-on taroltam.
A MASP-2 vad tipus esetében a fehérjéket 4°C-on taroltam.

A sejtes mérésekhez hasznalt fehérjék esetében puffert cseréltem (HBSS) gélsziird
oszlopon (HiPrepTM, 26/10 Desalting, GE Healthcare).

A vad tipusti rekombinans MASP fragmentumok a tisztitds soran autoaktivalodnak,
ezért a kisérletekben aktiv formajG MASP-okat hasznaltam. A MASP-1 gyorsan
autoaktivalodik a dializis és az kationcserélé oszlopon torténd tisztitas soran, mig a MASP-2
lassabban. A mutans MASP-ok (SA illetve RQ) nem aktivalodnak fel, ezért is alkalmasak az

autoaktivacié nyomonkdovetésére.

Az endotél sejtek prepardlasa és fenntartisa

Human koldokzsindrvéna-eredetii endotél primer sejtvonallal kapcsolatos kisérleteket
a Semmelweis Egyetem III. Sz. Belgyogyaszati Klinika Kutatolaboratériummal
egyiittmitkddve végeztik. A HUVEC sejteket kollagenaz emésztéssel (1 mg ml™,
Gibco/Invitrogen) izolaltuk természetes modon vilagrajott, egészséges gyermekek friss
koldokzsinorjabol Oroszlan és munkatarsai altal bemutatott modszerrel (Oroszlan et al.,
2006). A HUVEC sejteket izolalas utan zselatin fedett sejtenyészto flaskaban tartottuk AIM-
V tenyésztd médiumban (Gibco/Invitrogen), melyet kiegészitettiink 1% FCS, 2 ng mI™ humén
rekombinans ndvekedési faktorral (EGF, R&D), 250 pg mI™ humén rekombinans B-ECGF-fel
(BioSource/Invitrogen) és 7.5 U ml™ heparinnal — amelyre a késébbiekben ‘Comp-AIM-V’
médiumként utalok. A Comp-AIM-V médium endotoxin tartalmat LAL méréssel
ellenériztik és mindig a 0,06 U ml'-es detektalasi hatar alattinak mértiik. A sejteket a
konfluencia elérése el6tt 1:3 aranyban passzaltuk. A HUVEC sejteket rutinszertien
ellendriztiik morfologia (*macskakd morfologia’) és von Willebrand faktor pozitivitas szerint.
Minden kisérletet legalabb 3 kiilonbozé primer HUVEC kulturabol szarmazoé sejteken
elvégeztiik, hogy elkeriiljiik a genetikai egyediségbdl adodo hibakat.

Kvantitativ real-time PCR és m RNS-tisztitds

A kvantitativ real-time PCR elemzéseket az Orszagos Onkologia Intézet
Pathogenetikai Osztaly munkatarsaval, Doleschall Zoltannal egytittmiikodésben végeztikk. A
HUVEC sejteket TRI reagenssel feltartuk, és az elemzésig abban taroltuk. A sejtekbdl teljes
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RNS izolalast végeztink NucleoSpin RNAII  (Macherey-Nagel) extrakcios kit
felhasznalasaval. Az RNS-cDNS reverz transzkripciot M-MLV reverz transzkriptazzal
(Promega) hajtottuk végre. A cDNS mennyiség meghatarozasahoz LightCycler FastStartDNA
Master SYBR Greenl (Roche) kit-et hasznaltunk a Roche LightCycler késziilékén. A PAR4
primereket internetes adatbazis segitségével terveztiik (http:/medgen.ugent.be) és az
Invitrogen-nel szintetizaltattuk. GAPDH ¢és p-aktin gén specifikus primereket a publikalt
cDNS szekvenciak  alapjan  szintetizaltattuk (A B-aktin  esetében: 5’-
GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3’ ¢és 5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3’, mig a
GAPDH esetében 5’-AGTCCTTCCACGATACCAAA-3’ és 5’-
TGAACCATGAGAAGTATGACAACA-3’). A PAR4 primerek szekvenciai a kovetkezok
voltak: 5’-ACCATGCTGCTGATGAACCT-3" ¢és 5’-AGCACTGAGCCATACATGTGAC-
3’. A mennyiségi meghatarozast a masodik derivativ maximum segitségével végeztiik CP
(CPspm) a LightCycler késziilék szoftverének segitségével (LightCycler Software 3.3,
Roche). A relativ értékeket a kovetkez8 modon szamoltuk: 2(CP-AnCPPARY 7 aktin mig

(Cp-GAPDH-CpPARY)  GAPDH esetében.

Enzimaktivitdas mérése fluorimetridaval

Az aktivacio soran hasadd PAR régiokat reprezentald peptideket (PAR1 P5-Pl)
TLDPR-AMC, (PAR2 P5-P1) SSKGR-AMC ¢s (PAR4 P5-P1) LPAPR-AMC a Bio Basic
szintetizalta >90%-0s  tisztasagban. A  méréseket 500nM-3000nM  ndvekvd
szubsztratkoncentraciok mellett HBSS pufferben 25 °C-on végeztem. A fluoreszeencias jel
novekedését a Wallac 1420-as (Perkin Elmer) mikroplate leolvaso segitségével kovettiik 355
nm gerjesztési ¢és 460 nm emisszids hullimhossz beallitdsok mellett. A trombin, illetve
MASP-1 koncentracidja 2,9 nM illetve 3,8 nM volt. A kezdeti reakciosebességet a kezdeti
meredekségbdl hataroztuk meg, ahol a termék képzodésének sebessége allandonak tekinthetd.
Az igy kapott adatokat a Michaelis-Menten egyenlet szerinti gorbére illsztettilk GraFit
(Erithacus Software) hasznalataval és meghataroztuk az egyedi ko és K, értékeket. Az
egyedi értékekbdl szamoltuk a ke /K, értékeket. A ke./K,, értékeket kozvetleniil is
meghataroztuk a termékkeletkezési gorbékre valo illesztésekbol. A gorbeillesztést az Origin

5.0 szoftverrel  (Microcal) a  kovetkezd  egyenlet  segitségével — végeztiik

keabo

[P]=[P]. +(P], - [P]w)xei K Az utébbi kisérletekben a trombin koncentracidja 2,9 nM

volt, mig a MASP-1 koncentracidja 138 és 69 nM.
37



Anyagok és mddszerek

Western blot analizis a HUVEC sejtes munkak sordn

A sejteket jéghideg PBS pufferrel mostuk, majd inhibitor koktélt tartalmazé pufferrel
lizaltuk (30 mM HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM NaF, 1% Triton X-
100, 1 mM PMSF, I mM NasVOy4 és 2% eldre kevert protedz inhibitor koktél a BD
Biosciences-t6l ). A mintdkat 12%-o0s SDS-PAGE-n szeparaltuk (Laemmli, 1970), majd
~felszaraz” immunoblot késziilék (Trans-blot SD, Semidry transfer cell, BioRad) segitségével
PVDF membranra vittiik at. Az aspecifikus kotddés elkeriilése végett 2 oran at blokkoltuk a
membréant 3% BSA-t tartalmazd TBS pufferrel, mostuk, majd ¢&jszakan at inkubaltuk 4°C-on
PAR4 (Acris Antibodies, 1:1000 higitasban), p38 MAPK (Cell Signaling Technology, 1:2000
higitasban) vagy poszfo-p38 MAPK (Cell Signaling Technology, 1:2000 higitasban) elleni
antitestekkel. A membranokat mosas utan 2 oran at szobahémérsékleten inkubaltuk alkalikus
foszfattal konjugalt, nyul vagy egér IgG ellen kecskében termeltetett masodlagos antitesttel
(Southern Biotech, 1:2000 illetve 1:60000 higitasban). A membranra atvitt fehérjéket
BCIP/NBT oldat segitségével tettiik lathatova. A denzitometralast a Syngene GeneTools

szoftver (Synoptics) segitségével végeztik.

Az intracelluliris Ca®* -jel mérése fluoreszcens mikroszképidval

A Ca*'-jel mérés el6tt 1 nappal a HUVEC sejteket 5000 sejt/lyuk koncentracioban
(szemi-konfluens) 100 pl Comp-AIM-V médiumban 96-lyuku lemezre tettiik ki. A sejteket 2
uM  Fluo-4-AM (Molecular Probes) fluoreszcens festéket tartalmazé HBSS pufferben
inkubaltuk 20 percig 37 °C fokon. A festéket tartalmazo puffert eltavolitottuk, majd a sejteket
20 percig inkubaltuk HBSS pufferben, hogy a Fluo-4 festék koncentracidja kiegyenlitédjon a
citoszolban. (A sejtben a festékrél az AM csoportot az észterazok lehasitjat, és a keletkezo
Fluo-4 szamara a sejthartya mar nem atjarhato). A fluoreszcens mikroszkopiat egy Olympus
DP70 digitalis kameraval felszerelt Olympus IX-81 invert mikroszkoppal végeztiik. Az
egymasutani felvételeket 10 szekundumos idokozonként készitettiik. A kiértékelést analySIS
3.2 szoftver segitségével végeztik (Soft Imaging System). A felvételek kiértékelésénél

legalabb 20 sejt/kép analizisével szamitottuk ki a fluoreszcencia intenzitas valtozasat.
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NF-kB nuklearis transzlokdcio assay

A HUVEC sejteket 96-lyuku lemezre tettiik ki a Ca2+-je1 méréshez azonos médon. 1
LPS-sel (E.coli 026:B6 serotype, Sigma-Aldrich), IL-1B-val (Biosource) vagy MASP-1-gyel
kezeltiik. A polimixines kisérletek el6tt a MASP-1-et illetve LPS-t 30 percig eléinkubaltuk,
miel6tt a sejteket kezeltiik volna. A kezelés végén a sejteket jéghideg metanol: aceton (1:1)
elegyével fixaltuk 10 percig, majd rehidratacio utan human NFxB p65 ellen nyulban
termeltetett antitesttel (Santa Cruz Biotechnology) kezeltiik. Végil Alexa568 festékkel
konjugalt nyul IgG ellen kecskében termeltetett masodlagos antitesttel (Molecular
Probes/Invitrogen) tettiik lathatova. A sejtmagot Hoechst 33342 (Molecular Probes)
duplaszalu DNS-hez koté festékkel jeloltik meg. A mintakat az el6zdekben ismertetett
miroszkop-rendszerrel vizsgaltuk, és értékeltik ki. A sejtmagban és citoszolban talalhato
piros fluoreszcencia aranyat legalabb 30 sejt/kép 3 parhuzamos felvételének kiértékelésébol

szamoltuk ki Doleschall és munkatarsai (Doleschall et al., 2007) altal leirt modon.

Statisztikai analizis

A HUVEC sejtekkel Osszefliggd kisérletek statisztikai analizisét (GraphPad Prism
4.02 software, GraphPad, http://www.graphpad.com/) szoftver segitségével végeztiik one-

way ANOVA, Tukey’s post-test és Student féle z-proba statisztikai probakat alkalmazva. A

statisztikai analizis sordn o = 0,05 szignifikancia szintet alkalmaztunk.

MBL-MASP komplex prepardlds vérplazmabol a nagy-molekulasilyi kininogén

hasitasi kisérletekhez, hagyomdnyos maodszerrel

Az MBL-MASP komplexeket Tan ¢s munkatirsai 4ltal bemutatott moédon
vérplazmabdl izolaltuk (Tan et al., 1996) kisebb modositasokkal.

A mannoéz-szefar6z-4B gyantat szulfon kapcsolasi reakcioval készitettiik (Fornstedt és
Porath, 1975). 100 ml szefar6z-4B gyantat desztillalt vizzel majd 0,5 M Na,CO; (pH 11)
puferrel alaposan mostuk, majd 100 ml 0,5 M-os karbonat puffer és 10 ml cseppenként

adagolt divinil-szulfon elegyével 70 percig szobahén inkubaltuk folyamatos keverés mellett.
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Az ily modon aktivalt gyantat (100 ml) tivegsziirén vizzel mostuk, majd 100 ml 0,5 M-os
Na,CO; pufferben oldott 20 %-os (w/v) D-mannodz oldattal elegyitettiik, és keveretettiik, hogy
a kapcsolasi rekacio éjszakan at szobahén megtorténjen. Az igy elkészitett gyantat 0,5 M-os
Na,COj; oldattal, majd desztillalt vizzel mostuk, végiil TBS-Ca (50 mM Trisz, 150 mM NaCl,
20 mM CaCly) pufferben 0, 02% Na-azid jelenlétében 4°C-on taroltuk felhasznalasig.

A fagyasztott vérplazmat vizfiirdén felolvasztottuk majd megalvasztottuk 20 mM
CaCl, adagoléasaval. El8szor 37°C-on inkubaltuk 30 percig majd éjszakan at 4°C-on tartottuk,
hogy az alvadas teljesen végbemenjen. Az alvadékot textilsziiré (muslin cloth) segitségével
eltavolitottuk, majd polietilén-glikol (PEG) 3350 (7%) adagoldsa utdn 2 6ran at 4°C-on
kevertettiik. A keletkezett csapadékot centrifugalassal elkiilonitettiik (30 perc, 4000 rpm), a
pelletet TBS-TCa pufferben feloldottuk (50 mM Trisz, 150 mM NaCl, 20 mM CacCl,, 0.02%
Tween pH 7.8), majd mannoz-sepharose -4B gyantéval keverés mellett inkubéltuk 4°C-on 2
oran at. A gyantat oszlopba toltéttiik, majd TBS-TCa pufferrel mostuk, mig az atesé 280 nm-
en mért abszorbancidja elérte a 0.001 értéket. Az MBL-MASP komplexet TBS-TEDTA
pufferrel elualtuk (50 mM Trisz, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.02% Tween pH 7.8), és
VPR-AMC fluorometrias szubsztrattal ellendriztilk enzimatikus aktivitasat. (A tisztitas elsd
Iépése soran, amikor az MBL-MASP komplexek a manndz-szefaréz gyantdhoz kotnek, a
fiziologias aktivaciohoz hasonldé modon autoaktivalodnak) Miutan a részben tisztitott
kotottiik 2 oran at kevertetve 4°C-on. TBS-TCa pufferrel torténé mosas utin az MBL-MASP
komplexet 100 mM N-acetil-glitkozamint tartalmazé TBS-TCa pufferrel elualtuk.

A plazmabdl tisztitott MBL-MASP komplex MASP-1 tartalmat ismert mennyiségii
rekombinans MASP-1 aktivitdsaval dsszehasonlitva allapitottuk meg LPAPR-AMC (PAR4)
szelektiv fluorometrias szubsztrat hasznalatanak segitségével az ismertetett fluorometrids
enzimaktivitas mérés segitségével.

A hagyomanyos moddon eldallitott MBL-MASP komplex mennyisége csak a HK
hasitasi kisérletek kivitelezéséhez volt elegendd, a HUVEC sejteken alkalmazott komplexek

tisztitasat egy kovetkezd fejezetben ismeretetem.
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HK hasitdas vérplazmabdl tisztitott MBL-MASP komplex segitségével

A MASP-1 és MASP-2 altali HK hasitasi kisérleteket, illetve a mintdk HPLC illetve
MS-sel torténd elemzését munkatarsaim végezték (Dobo et al., 2011a), ezért dolgozatomban
kizarolag az MBL-MASP komplex-szel végrehajtott hasitasi kisérleteket ismertetem.

A 13.5 pl tisztitott MBL-MASP komplexhez (végs6é koncentracio ~ 60 nM) 1.5 ul 2
oran keresztiil. A mintakat 12.5 %-os SDS-PAGE gélen szeparaltuk a szokasos modon
(Laemmli, 1970) redukalo koriilmények kozott, azzal a kiilonbséggel, hogy kétszer annyi
TRISZ-t hasznaltunk a szeparalo gél elkészitésénél. A HK konnyii és nehéz lanca elkiiloniil a
gélen ilyen koriilmények kozott. A geleket a BioRad (Hercules) Gel Doc XR rendszerével
lefényképeztiik és Quantity One 4.6.3 szoftver (BioRad, Hercules) segitségével kiértékeltiik.
A Kkatalitikus kontans jo kozelitéssel meghatarozhatd, ha az intakt HK sav intenzitasat (I)
abrazoljuk az id6 fiiggvényében és a kovetkezd egyenletet illesztjiik a gorbére: IZIOXe_k"bsxt

(ahol kobs=[Er]*kca/Kwm, és [Er] a bemért enzim koncentracio).

MBL-MASP komplex prepardldas vérplazmabol tijabb modszerrel

Az endotél sejtes kisérletek soran hasznalt MBL-MASP komplexeket Prof. Steffen
Thiel laboratériumaban készitettem Matsushita és munkatarsai altal kidolgozott eljaras kisebb
modositasaival (Matsushita et al., 2000) . A tisztitasi eljaras leirasan kiviil a tisztitas soran
hasznalt mérési modszereket is ismertetem.

Kétféle gyantat készitettem az MBL-komplexek megkotésére, amelyeket azonos
modon hasznaltam a tisztitas késébbi fazisaiban: Toyopearl HW-75F gyantahoz kapcsoltam
mannozt az elézoleg ismertetett divinil-szulfonos kapcsolasi reakcioval (Fornstedt és Porath,
1975), illetve CNBr-dal aktivalt szefar6z-4B gyantahoz (GE Healthcare) konjugaltam
mannant a gyart6 altal megadott protokoll szerint.

A vérplazmat felolvasztas utan 25 mM CaCl, hozzaadasaval szobahén
megalvasztottam, majd textil sz{ir6 segitségével az alvadékot leszlirtem. Az igy kapott
szérumot aliqutokban lefagyasztottam. A felhasznalds eldtt a mintdkat felolvasztottam, a
fagyasztas soran Osszegyiilé zsiros csapadékot centrifugaléssal eltavolitottam (5perc, 4000

rpm), majd a cukorral (mann6éz vagy mannan) konjugdlt gyantdval éjszakan at egyiitt
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inkubaltam 4°C-on ,,A” puffer jelenlétében (10 mM imidazol, 200 mM NaCl, 20 mM CaCl,,
2% mannit pH 6.0, 0,1 mg/ml Pefabloc) jelenlétében. A gyantat {ivegsziirén mostam
Otszoros térfogati ,,A” pufferrel, majd oszlopba toltottem, és tovabbi mosas utan 300 mM
mannozt tartalmazo ,,A” pufferrel eludltam 4°C-on. A frakciokban az MBL és MASP-1
koncentraciokat 96 lyukd lemezen végrehajtott szendvics mérési modszerrel ellendriztem
(Thiel et al., 2002) . A MASP-1-et tartalmaz6 frakciokat 6sszegytijtottem, HBSS pufferben
kidializaltam, toményitettem, és lefagyasztottam. A tisztitast SDS-PAGE-n, és Western Blot
segitségével is kovettem. Az aktiv MASP-1 részaranyat a kétlancu aktiv forma
mennyiségébdl becsiiltem meg.

Mas esetben a tisztitds soran rekombinans MBL-t (10 pg/ml) adtam a felolvasztott
szérum mintakhoz és az ¢jszakan 4t tart6 inkubacioét mannan-szefaréz 4B gyantaval hajtottam
végre az elobb ismertetett modon. A tisztitas tovabbi Iépéseit az eldézbleg ismertetett modon

hajtottam végre.

Western Blot analizis az MBL-MASP komplexek tisztitisa sordn

Az MBL-MASP tisztitas soran a kromatografias frakciokat, és mintakat SDS-PAGE
gélen szeparaltuk (XT-Criterion pre-cast 4-12% gradient Bis-Tris polyacrylamide gel (Bio-
Rad), majd nitrocelluloz membranra (Hybond-ECN, GE Healthcare) vittikk transzfer
pufferben (25 mM Trisz, 0,192 M glicin, 20% v/v etanol, 0,1% w/v SDS, pH 8.3) nedves
immunoblot késziilek segitségével 500 Volt-oran keresztiill. A membrant 0,1% Tween 20-at
tartalmazo TBS pufferrel blokkoltuk 30 percen keresztiil, mostuk (TBS, 0,05% Tween 20) majd
primer pufferben (TBS, 0,05% Tween 20 (TBS/Tw), 1 mM EDTA, 1 mg/ml HSA és 100 pg/ml
normal human IgG) higitott (1/1000) rabbit 64 jelii (Degn et al., 2010) MASP-1 elleni nyul
antiszérummal inkubaltuk 3 oOran keresztiil. A rabbit 64 jelii antitest a MASP-1 C-termindlisan
taldlhato 19 amonisavas peptid ellen lett termeltetve, ezért a MASP-1 B lancat ismeri fel. Mosas
utan (TBS, 0,05% Tween 20, azid nélkiil) masodlagos pufferben (TBS/Tw, azid nélkiil, 1 mM
EDTA, 100 pg/ml normal human IgG) higitott (1/3000) torma-peroxidazzal (HRP) konjugaltatott
anti-nyal poliklonélis kecske antitesttel (P0448, Dako, Glostrup) inkubdltuk 1 oéran keresztiil.
Mosas utan (TBS, 0,05% Tween 20, azid nélkiil) kemilumineszcens HRP detektalo kit
segitségével tettiik a savokat lathatova (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate,
Thermo Scientific), majd CCD kameraval (LAS-3000, FUJI) készitettiink felvételeket. A kamera

sajat szoftverével elemeztiik a képeket.
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MBL és MASP-1 koncentracié meghatarozas iddfelbontdsos immunofluoreszcens

(TRIFMA) méréssel

A MASP-1 koncentraciojanak mérése egy kompeticiés szendvicsmérésen alapult
(Thiel et al., 2012), amelynek elsé lépése soran egy anti-MASP-1 antitesttel valod
kolcsonhatasért verseng a mintaban talalhato teljes hossziisagt MASP-1 és a 96-lyukt
lemezre kikotott rekombinans MASP-1 fragmentum (CCP1-CCP2-SP). A lemezt 100 ng
rMASP-1-gyel burkoltuk 100 pl burkolé pufferben (15 mM Na,COs, 35 mM NaHCOs, 1.5
mM NaNj3, pH 9.6) éjszakan keresztiil 4°C-on. A lemez szadab kotShelyeit 1 mg/ml human
szérum albuminnal (HSA) blokkoltuk TBS pufferben 2 o6ran at szobahén, majd mostuk
TBS/Tw pufferrel. A mintdkat mérési pufferben higitottuk (1/60) (1 M NaCl, 10 mM Tris-
HCL, 5 mM CaCl,, 15 mM NaNs, pH 7.4, 0.05% (v/v) Tween 20) és 1:1 aranyban egyiitt
inkubaltuk a mérési pufferben higitott (1/5000) patkany anti-MASP-1 antiszérummal (Thiel et
al., 2012) 60 percen keresztiil szobahén. A mintakat (100 pl) az elézdleg burkolt 96-lyuka
lemezen inkubaltuk éjszakan at 4°C-on majd mostuk TBS/Tw/Ca pufferrel. A moséas utan
TBS/Tw/Ca pufferben higitott lpg/ml biotinilalt patkdny IgG elleni nyal antitesstel
eurdpium-jeldlt sztreptavidinnel (Perkin Elmer) inkubaltuk 25pM EDTA-t tartalmazd
TBS/Tw pufferben 1 oran keresztil. Mosas utan a lyukakban megkotott eurdpium
mennyiségét idéfelbotasos-flurimetriaval (TRIFMA, Victor3 Perkin Elmer) mértiik le 200 pl

er6sit6 (Enhancement puffer, Perkin Elmer) puffer hozzaadasa utan.

kotédésén alapult (Thiel et al., 2002). A 96-lyukt lemezeket 100 pl burkold pufferben (lasd
MASP-1 mérés) higitott 10 pg/ml mannénnal inkubaltuk éjszakan keresztiil 4°C-on. A lemez
szabad kotohelyeinek burkolasa, és mosasa utan (lasd MASP-1 mérés), a mintakat MBL-
mérési pufferben higitottuk (1/100), és éjszakéan at inkubaltuk 4°C-on. Az MBL-mérési
puffer osszetétele: 20 mM Tris, 1 M NaCl, 10 mM CaCl2, 0.05% (v/v) Triton X-100, 0.1%
HSA (w/v), 100 pg/ml hokezelt human IgG pH 7.4. A lemezt TBS/Tw/Ca pufferrel torténd
mosas utan 1 pg/ml eurépiummal jelolt MBL elleni antitesttel inkubaltuk szobah6n 1 6ran at
25uM EDTA-t tartalmazé TBS/Tw pufferben. A monoklondlis 131-1 jeli antitestet az

Immunolex, mig az eurépium jeldléshez hasznalt reagenst a Perkin Elmer hozza forgalomba.
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Ujabb TBS/Tw/Ca mosés utan az eurépium mennyiségét 200 pl erésité puffer hozzaadasa

utan idéfelbontasos fluorometriaval (TRIFMA) hataroztuk meg.
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Eredmények

A MASP-1 fragmentumok expresszidja és tisztitasa

A felhasznalt MASP-1 fragmentumok tulajdonsagainak bemutatasat a kérdésfelvetés
megvalaszolasa eldtt tartom célszeriinek, mert a részletes targyalasuk megszakitana a dolgozat
gondolatmenetét. A MASP-1 autoaktivalodasa, és az eléallitott fragmentumok tulajdonsagai
azért nem az irodalmi bemutatoban kaptak helyet, mert ennek a fejezetnek az eredményei
sajat eredmények, jollehet a dolgozat kérdésfelvetésén és keretein tulmutatnak.

A MASP-1, a komplementrendszer lektin Utjanak tobbi effektor molekuldjahoz
hasonléan (MASP-2, MASP-3, MApl9 ¢és MAp44) felismer6 molekulakkal (PRM)
komplexben dimerként taldlhato a szervezetben. A MASP-1 inaktiv, vagyis zimogén
formaban van jelen, egészen addig, amig a vele komplexben 1év6 PRM-ek a behatold idegen
struktarat (PAMP), vagy megvaltozott sajat felszint (DAMP) felismerik, és a vészjelzést
tovabbitjadk. A MASP-1 autoaktivalodik a folyamat sordn, és kétlancti formaban vélik aktiv

proteazza.
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7. abra: A MASP-1 doménszerekezete és a munka soran hasznalt rekombinans MASP-1 konstrukciok.

A, A MASP-1 doménszerkezete (Dobé et al., 2009). Az els6 3 domén a PRM molekula kotéséért és a
dimerizacioért felelds. Az utolsé 3 domén a szubsztrat felismerését és hasitasat végzi. Az altalunk hasznalt
rekombinans konstrukcio6 a MASP-1 Kkatalitikus fragmentumat (az utolsé 3 domént, CCP1-CCP2-SP)
tartalmazza. A MASP-1 dimerként van jelen a szervezetben. Az altalunk hasznalt rekombinans fragmentum
proteolitikusan egyenértékii a teljes hosszisagn MASP-1-gyel, de nem képes dimerizalodni és PRM
molekuldhoz kotni. B, A hasznalt MASP-1 konstrukcidk és tulajdonsagaik. A MASP-1 zimogén formaban van
jelen a szervezetben. Az immunvalasz kezdetén autoaktivalodik, és az egylanct forma hasadasa utan aktiv
proteaz formédba keriil. A szerint alaninra cserélve (S646A) az enzim kiilsé protedz (esetiinkben MASP-2)
hasitas soran aktiv konformacioba keriil, de protedz aktivitisa megsziinik. Az arginin glutaminra torténé

cseréjével (R448Q) elérhetd, hogy az enzim zimogén formaban maradjon.

A munka soran expresszaltam, renaturaltam és megtisztitottam a vad tipusi MASP-1

és MASP-2 rekombinans fragmentumokat (CCP1-CCP2-SP domén), valamint a MASP-1
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S646A ¢és MASP-1 R448Q mutanst. Mivel az elsé 3 domén (CUBI-EGF-CUB2) felel6s a
dimerizacioért, ezek a fragmentumok nem dimerizalédnak, viszont katalitikusan
egyenértékiieck a teljes hosszisagi molekulakkal. A vad tipusi MASP-1 és MASP-2
autoaktivalodik az eléallitas soran, mig a MASP-1 S646A és MASP-1 R448Q mutansok
zimogén, inaktiv formaban maradnak. A MASP-1 S646A fragmentumot a tisztitds soran
rekombinans aktiv MASP-2 fragmentum segitségével hoztam aktiv konformacioba. Annak
bizonyitasa, hogy a MASP-2 képes a zimogén MASP-1 aktivalasara, tudomanyosan 1j
eredménynek tekinthet6. A fragmentumok felhasznalasdval megvizsgaltam az autoaktivacio
Iépéseit (Dobd et al., 2011b) és kristalyositottam a zimogén MASP-1 fragmentumot, de

ezeket az eredményeket nem mutatom be doktori dolgozatomban.

Uj eljaras kidolgozasa nagy mennyiségii MBL-MASP komplex tisztitasara

A munka egy késébbi fazisaban a rekombinans fragmentumokon kiviil a teljes
hosszusagn MBL-MASP  komplexekkel is szerettik volna bizonyitani kisérleti
eredményeinket. Az MBL-MASP komplexek tisztitasanak eljarasat is a kérdésfelvetés
megvalaszolasa el6tt mutatom be.

Az endotél sejtek aktivalasahoz Matsushita és munkatarsai (Matsushita et al., 2000)
altal kidolgozott modszer tovabbfejlesztett valtozataval tisztitott MBL-MASP komplexeket
hasznaltuk. Az MBL komplexek vérbol torténd elvalasztasanak modszere a molekulak
fiziologias funkciojan alapszik: az MBL képes felismerni és kotni a korokozok felszinén
elhelyezkedd cukor mintdzatokat Ca2+-ﬁigg6 modon. Az MBL ugyanilyen modon képes
kikotédni a cukorral konjugaltatott gyantak felszinéhez is.

A tisztitasi eljards kidolgozasanal mannozzal konjugaltatott Toyopearl HW-75F
gyantat és manndn-szefar6z-4B gyantat is kiprobaltunk. A tisztitott MBL és MASP-1
mennyiségét szendvics idéfelbontasos-immunofluoreszcens mérés (TRIFMA) segitségével
kovettiik. Az MBL és a MASP-1 minden esetben egyiitt elualodtak, és az MBL
koncentracidja minden esetben aranyos volt a MASP-1 koncentracioval. Azt talaltuk, hogy a
mannannal konjugaltatott gyanta segitségével kétszer annyi MBL-MASP komplexet tudunk
kitisztitani 100 ml szérumbol (4 pg illetve 8 png), de ez a mennyiség nem elegendé az endotél
sejteken valo kisérletezéshez.

A lektin 0t felismeré molekulai kozott a H-fikolin koncentracioja a legmagasabb, ezért

H-fikolin-MASP komplex tisztitasat is kiprobaltuk (Zacho et al., 2012), de ezzel a modszerrel
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sem tudtunk megfelelé mennyiségii MASP-1-et eldallitani.

A bevezetében bemutattam a lektin ut mintazatfelismer6 molekulait (PRM-ek): az
MBL-t, a fikolinokat (H-, L-, és M-fikolinok) és a CL-Kl-et, illetve az ezekkel lehetséges
komplexet alkoto effektor molekulakat: a MASP-1, 2, és 3-at illetve a két nem katalitikus
splice varianst a Map19-et és Map44-et. Régota feltételezziik, hogy a kiilonb6zé felismerd
molekulak és effektor molekulak termodinamikai egyensulyban vannak és a kiilonb6z6 tipust
elézo feltételezés igaz, akkor az egyik felismeré molekula mennyiségét megnovelve azt kell
tapasztaljuk, hogy az ,.elhalassza” a tobbi felismerd molekulatol az effektor molekulakat.
Mivel Prof. Steffen Thiel laboratériuma nagy mennyiségii rekombinans MBL-lel rendelkezik,
az eddigi eljarast modositottuk, és rekombinans MBL molekuldkat adtunk a szérumhoz a
gyantara valo felkotés eldtt. Azt tapasztaltuk, hogy 20-szoros mennyiségii MASP-1 molekulat

(160 pg) tudtunk tisztitani az uj lépés bevezetésével 100 ml szérumbol.
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8. d4bra: A MBL-MASP komplex a tisztitas soran a MASP-1 aktivalodik. Az MBL-MASP tisztitas soran vett
minték aktivalodasat Western blot kisérlettel kovettiik. A, A mintakat redukalé koriilmények kozott SDS-PAGE
segitségével szeparaltuk, majd membranra vittiik at, és a MASP-1 B lancat felismeré Rabbit64 antitest
hasznalataval tettiik lathatova. Az antitest felismeri a teljes hosszusagu egylanci zimogén MASP-1-et. Az
aktivalodas soran a MASP-1 2 lancava valik, és az antitest a kisebb méretii B-lancot ismeri fel. Az antitest
felismeri ezen kiviil a MASP-1 Cl-inh-ral alkotott komplexét, és kiilonbozé degradacios termékeket, illetve az
Ambrus és munkatarsai altal bemutatott MASP-1 B’ lancot is (Ambrus et al., 2003). A poliklonalis antitest ezen
kiviil aspecifikus kotodést is mutat. JOl lathato, hogy a dializis és toményités hatdsara a zimogén MASP-1 teljes
mértékben aktivalodik, a zimogén sav eltiinik. B, A B panel Degn és munkatarsai munkéja alapjan késziilt (Degn

et al., 2010) és a Rabbit64 nevii antitest altal felismert MASP-1 B lancat mutatja be.
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Ezzel a kisérlettel elsdként bizonyitottuk, hogy a MASP-1 képes a felismerd
molekulak kozo6tt vandorolni. Az 0j eljarassal nagy mennyiségi MASP-1-et lehet tisztitani,
mely mas kisérletek soran is felhasznalhaté lesz. A preparatum funkcionalisan tisztanak

mondhatd, a MASP-1 a tisztitas soran aktivalodik (8. abra).
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A MASP-1 Cd’ *_jelet generdl endotél sejtekben

A kérdésfelvetés soran elsd 1épésben arra kerestiik a valaszt, hogy a MASP-1-nek van-
e proinflammatorikus szerepe, képes-e az endotél sejtek kozvetlen aktivalasara. A trombin
aktivalja az endot¢l (HUVEC) sejteket: a proteaz aktivalta receptorok (PAR-ok)
extracellularis N-terminalis doménjét hasitja és ezaltal Ca®’ -jelet generdl az endotél
sejtekben. Mivel a MASP-1 az irodalmi attekintésben bemutatott modon a trombinhoz
hasonlo aktivitassal rendelkezik, ezért azt feltételeztiik, hogy a MASP-1 is képes a PAR-ok
hasitasara és az endotél sejtek aktivalasara.

Az endotél sejteket Fluo-4-AM festékkel toltottiik fel, és mértiik a MASP-1 kezelés
hatasara bekdvetkez6 intracellularis Ca”" felszabadulast. Ezekben kisérletekben a refolding
és tisztitas soran felaktivalodott rekombinans vad tipusu MASP-1 katalitikus fragmentumot
(CCP1-CCP2-SP) hasznaltunk. A MASP-1 beinditotta az endotél sejtekben az endoplazmas
retikulumbol torténd Ca®' kiaramlast (9./A abra). A felszabadulas mértéke a MASP-1
koncentracidval aranyosan novekedett. A MASP-1 és a pozitiv kontrollként hasznalt trombin
altal generalt Ca®" -valasz kinetikai lefutisa hasonl6 volt, habar a trombin minden esetben
erésebb hatast valtott ki (9./A és 9./B abra). A MASP-2, amely a komplement kaszkad lektin
utjanak masik indité protedza, nem aktivalta az endotél sejteket, még igen nagy
koncentracioban sem (9./D abra).

Ezekkel a kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a MASP-1 képes az endotél sejtek

kézvetlen aktivalasara és az endoplazmas retikulumbol torténd Ca®* felszabadulast idéz el6.
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9. abra: A MASP-1 tipikus intracelluliris Ca®" felszabadulast idéz el6 a HUVEC sejtekben. A Fluo-4
festékkel feltoltott sejteken mértiik az intracellularis Ca®' felszabadulast fluoreszcens mikroszkopiaval. A
felvételeket 10 szekundumos id6kozonként készitettiik 130 szekundumon keresztil. A vizsgalt anyagokat
(MASP-1, MASP-2 ¢s trombin) a 10 szekundumos idépontban adtuk a sejtekhez. A relativ zold fluoreszcencia
értékeket (az elsé iddpontban mért értékkel normalizalva) az id6 fiiggvényében abrazoltuk. A, 430 nM MASP-1,
100 nM trombin és a kontrollként hasznalt HBSS altal el6idézet Ca®" -jel kinetikai gorbéi. A gdrbén legalabb 20
vizsgalt sejten mért fluoreszcencia értékének atlagat és standard hibajat tintettem fel. B, A MASP-1 és trombin
altal elidézet Ca®' -jel koncentracio fiiggése. A MASP-1 illetve trombin hozzdad4sa utin mért maximalis relativ
z6ld fluoreszcencia értékeket (20 sejt atlagat és standard hibajat) tiintettem fel. Az A és B panel egy-egy
reprezentativ példa legalabb 3 hasonlé elvégzett mérésbol. C, A MASP-1 jelének gatlasa Cl-inh segitségével. A
MASP-1-et 20 percig eléinkubaltuk kiilonboz6 molaris aranyokban Cl-inh-ral. A Cl-inh gatolhatja a trombin
jelét, ezért pozitiv kontrollként hisztamint (20 pM) hasznaltunk. A C1-inh nem gatolta a hisztamint, ugyanakkor
teljesen visszaszoritotta a MASP-1 jelét. D, A PAR4 agonista peptid és MASP-2 altal HUVEC sejteken kivaltott
jel. 430 nM MASP-1, 500 uM PAR4 agonista (AYPGKF-NH,), 1050 nM MASP-2 és pozitiv kontrollként
hasznalt 100 nM trombin éltal kivaltott Ca®” -jel. A C és D panelen a legalabb 20 sejten mért maximalis relativ

z61d fluoreszcencia értékeket tiintettem fel (a hibazaszlo 3 mérés atlagat és standard hibajat mutatja).
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A MASP-1 NFxB nuklearis transzlokdciot ideéz el és beinditja a p38 MAP-kindz
Jjelatviteli utvonalat

Az endotél sejtek a legkiilonbozébb stimulusokra képesek valaszreakciét adni szamos
jelatviteli itvonal beinditasan keresztiil. Megvizsgaltuk, hogy a MASP-1 milyen jelatviteli
utvonalakat indit be az endotél sejtek aktivacidja soran. Az 1 oran keresztiil tarto6 MASP-1
kezelés NFkB nukledris transzlokaciot idézett elé6 a HUVEC sejtekben (10./A abra). A
jelenség koncentracio fiiggést mutatott (10./B abra) és kisebb volt, mint az LPS altal kivaltott
hatas.

Mivel az LPS szennyezés 6nmagaban is képes az NFxB nukledris transzlokaciot
beinditani, ezért tisztaztuk, hogy a hatast nem a rekombinans technologiaval eléallitott
MASP-1-et esetlegesen szennyezd E. coli-bol szarmazd LPS valtja ki. Az LPS-t és MASP-1-
et a sejtek kezelése elott eldinkubaltuk polimixin B-vel, amely egy endotoxin semlegesitd
hatast antibiotikum. A polimixin B hatésat az LPS erds kotésén keresztiil fejti ki. A polimixin
B-vel torténd eldinkubalas az LPS altal kivaltott hatast tobb, mint 99 %-ban visszaszoritotta,

mig a MASP-1 kezelés altal kivaltott hatasra nem volt befolyassal (10./C ébra).
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A 10. abra: A MASP-1 koncentraci6 fiiggé

MASP-1 LPS NFkB nukledris transzlokaciét idéz elé a
(100 ng mI” )

Kezeletlen (2580 nM)

HUVEC sejtekben. A sejteket kiilonbozo

NFkB - koncentracioju MASP-1-gyel illetve LPS-sel

1 kezeltik 60 percen keresztil. A kezelést

) - kovetéen a sejteket fixaltuk és anti-NFkB
egyesitve

(p65) antitesttel inkubaltuk, majd Alexa568

T festékkel konjugaltatott masodlagos antitesttel

sejtmag - tettiik lathatova. A sejtmagot Hoechst 33342

duplaszali DNS-hez kotd festékkel jeldltik

B

meg.

A, Az NFkB nuklearis transzlokacio

fe} p <0.001
S p < 0.001 (ANOVA)
o ko] r T T T d mikroszkopos képének megjelenitése (piros:
o
g § NF«B, kék: sejtmag).
> £ B, A sejtmagban ¢és citoszolban talalhato piros
= .9
% ~§ fluoreszcencia aranyabol kalkulalt relativ
X =
'é nuklearis transzlokalizaios értékek. Az abran
lathatd eredmény egy reprezentativ példa
S © o N N legalabb 3 hasonlo elvégzett mérésbol.
Q}Q}\Q ES xS & & S & &
+®/V - LPS C, A polimixin B kezelés nem sziintette meg a
- 1 s Jons
MASP-1 (M)~ (ngmr™) MASP-1 dltal kivaltott NFxB nukledris
C transzlokaciot. A fekete, illetve sziirke
4 ) p <0.001 oszlopok a 10 pug/ ml polimixin B el¢kezelést
o Il - Polymyxin B —
'g [+ Polymyxin B mutatjak. A bemutatott mérés 3 hasonld
S 3 p <0.001 o ,, . ,
E % ns — kisérletbdl kivalasztott reprezentativ
2]
zZg eredmény.
N
o8
L~
=1
(=

N R IS
\?}\Q  —
& MASP-1(M)  LPS (ng mi)

53



Eredmények

A p38 mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) utvonal egy masik, endotél sejtekben
fontos szerepet jatszo, az NFxB utvonallal tobb ponton is kélesonhatd proinflammatorikus
jelatviteli utvonal. 30 perces MASP-1 kezelés hatasara a HUVEC sejtekben erés,
koncentracio fiiggé p38 MAPK foszforilaciot mértink (11. abra). A MASP-1 hatasa

Osszemérhetd volt a pozitiv kontrollként hasznalt trombin altal kivaltott jellel.

A 11. abra: A MASP-1 beinditja a p38
mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK)
& MASP-1 (nM)  Trombin (nM) utvonalat HUVEC sejtekben.
*3,43}@ © rf/bg S s O A sejteket MASP-1-gyel (95 nM, 268 nM,
P—p38| — ~ — vagy 860 nM) illetve trombinnal (30 nM, 100

nM, vagy 300nM) kezeltik 30 percen
keresztiil. A sejtlizatumokat SDS-PAGE gélen

totalp38| - — — — — — —

méret szerint elvalasztottuk, majd nitrocelluloz

B

membranra vittiik at és foszforilalt p38, vagy

P <0.0001 teljies p38 (totdl p38) elleni antitestekkel
inkubaltuk. A, Egy reprezentativ foszforilalt és

3 ® total p38 elleni antitesttel inkubalt membran
'33 4 Western blot képe. B, A Western blot képek
g denzitometralassal torténd kiértékelése. Az
x 2 oszlopok a kezelés hatasara bekovetkezett p38
0 foszforilaciot mutatjak. Az értékeket a teljes
\Q}\Q’Q & S L P& p38 mennyiségével standardizaltuk, ¢és a

*3'& MASP-1 (nM) Trombin (nM) novekedés mértékét a kezeletlen kontroll

mintakhoz képest abrazoljuk. Az abran harom
fuggetlen kisérlet atlaga ¢és standard hibaja

keriil bemutatasra.

Az eddigi kisérletek alapjan megallapithatjuk, hogy a MASP-1 képes kozvetleniil
aktivalni az endotél sejteket és internalis Ca®" felszabadulast, NFkB transzlokaciot és p38

MAP-kinaz foszforilaciot idéz el6.
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A Ca**~jel a MASP-1 protedz aktivitisinak kiszonhetd, a zimogén és az inaktiv
MASP-1 sem aktivdlja az endotél sejteket

A célkitlizéseim kozott szerepel, hogy felderitsem, hogy a MASP-1 milyen
mechanizmus szerint aktivalja az endotél sejteket. Ezt a kérdést kétfelé bonthatjuk: egyrészt,
kell-e a lektin utnak - és ezaltal a MASP-1-nek - aktivalédnia ahhoz, hogy a sejteket
stimulalja; masrészt, a sejt kiilsé felszine és a beinditott jelatviteli utvonalak kozo6tt milyen
receptor tolti be az 0sszeko6td szerepet. A masodik kérdésre a késébbi fejezetekben adom meg
a valaszt. Az, hogy a MASP-1 zimogén formaban is aktivalja az endotél sejteket, elméletileg
lehetséges, azonban gyakorlatban nagyon valosziniitlen. Ha a vérben jelenlévd zimogén
MASP-1 folyamatosan stimulalné a sejteket, és gyulladasba hozna dket, minden kiilondsebb

vészjelzés nélkiil, az altalam vizsgalt jelenségnek fiziologiasan nem lenne relevanciaja.
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5 —e—(MASP-1 5-
A S ess B
——rMASP-1 S646A 4
s 4 s
8 ——rMASP-1 R448Q S
2 2
8
g g
: : 7
k| k]
€ 14 & 1
0; T T 1 o=
50 100 150 & N & s
" L N
1d5 (s) & \gf’ \é“ Nq.'Fbo /\@@
(§ (§

12. 4bra: A zimogén és a proteolitikusan inaktiv MASP-1 nem indit be intracelluliris Ca®>* mobilizciét
HUVEC sejtekben. A Ca®" felszabadulast Fluo-4 festékkel feltdltott sejteken mértik fluoreszcens
mikroszkopiaval. A felvételeket 10 szekundumos id6kozonként készitettik 130 szekundumon keresztil. A
vizsgalt anyagokat (rMASP-1, rMASP-1 S646A, rMASP-1 R448Q és trombin) a 20 szekundumos idépontban
adtuk a sejtekhez. A relativ zold fluoreszcencia értékeket (az elsé idépontban mért értékkel normalizalva) az idé
fiiggvényében abrazoltuk. A, 1000 nM MASP-1, 2000 nM rMASP-1 S646A, 2000 nM rMASP-1 R448Q, 100
nM trombin és a kontrollként hasznalt HBSS éltal el6idézet Ca®" -jel kinetikai gorbéi. A gorbén legaldbb 20
vizsgalt sejten mért fluoreszcencia értékének atlagat és standard hibajat tiintettem fel. Az dbra egy reprezentativ
példat mutat 3 hasonlé elvégzett mérésbol. B, A rMASP-1, IMASP-1 S646A, rMASP-1 R448Q és trombin altal
a HUVEC sejteken kivaltott maximalis jel. A B dbra legalabb 20 sejten mért maximalis relativ zold

fluoreszcencia értékeket tiintettem fel (a hibazaszlo 3 mérés atlagat és standard hibajat mutatja).
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A MASP-1 zimogén formaban van jelen a szervezetben, ¢és a vele komplexben 1évo
lektin ut felismerd molekuldinak PAMP-ok vagy DAMP-okkal torténd talalkozasa utan
aktivalodik. A MASP-1 aktivacios hurkaban 1évo arginin glutaminra torténd cseréjével
(R448Q) elérhetd, hogy a rekombinansan eldallitott enzim zimogén formaban maradjon. A
zimogén MASP-1 sejtekhez adasa utin nem mértink Ca®’-jelet. Ezek alapjan
megallapithatjuk, hogy a MASP-1-nek aktivalodnia kell ahhoz, hogy kifejtse hatdsat
(12.4bra).

A kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a hatas a MASP-1 proteolitikus hatasanak
koszonheté-e. A MASP-1- et fiziologids inhibitoraval - a Cl-inhibitorral — 30 percig
eldinkubaltuk miel6tt a sejtekhez adtuk. A Cl-inh egy szerpin (szerin-proteaz inhibitor),
amely a komplementrendszer kezdeti protedzainak aktivitasat specifikusan gatolja (a
klasszikus ut esetén a Clr-t és Cls-t, a lektin ut esetén a MASP-1-et és MASP-2-t) (Beinrohr
et al., 2007; Davis et al., 2008). Ekvimolaris mennyiségii C1-inh a MASP-1 altal kivaltott
hatast az alapszintre szoritotta vissza (9./C abra).

A hatas Cl-inhibitorral teljesen visszaszorithato, de ez nem bizonyitja minden kétséget
kizaroéan, hogy a MASP-1 proteaz aktivitasa felelds a jelatviteli utvonalak beinditasaért. A
Cl-inhibitor kovalens komplexet hoz létre a MASP-1-gyel, igy lehetséges, hogy sztérikus
okok miatt sziinteti meg a MASP-1 hatasat. A dolgozatban ismertetett, a MASP-1 altal
aktivalt endotél jelatviteli Gtvonalak hasonlitanak a trombin altal PAR-okon keresztiil kivaltott
aktivaciora, de intenzitasban és kinetikai/id6beli lefutasban attol kissé eltérnek. A fent emlitett
két ok miatt szerettiik volna az aktivalas mechizmusat még jobban tisztazni.

A rekombinans MASP-1 aktiv helyén a szerint alaninra cseréltilk, és az igy létrehozott
proteolitikusan inaktiv, de proteaz hasitassal aktiv konformacioba hozott S646A mutanssal
tovabb vizsgaltuk, hogy az endotél sejtek aktivacidjaért a protedz aktivitds felelds-e. A
mesterségesen létrehozott MASP-1 S646A mutans aktivaciot nem valtott ki (12. abra),

alatamasztva a feltételezést, hogy az aktivacidhoz a MASP-1 proteaz aktivitasa sziikséges.
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A MASP-1 specifikusan hasitjia a PAR4 N-termindlis végét

Az aktivalasi mechanizmus tisztazasanak masodik kérdése, hogy milyen receptor
kozvetitheti a MASP-1 altal kivaltott jelet a sejt kiilsé felszine és az el6zdleg ismertetett
szignaltranszdukcios utvonalak kozott.

A Ca®" -jel kivéltasaért a MASP-1 protedz aktivitésa a felelés, ezért valosziniisithetd,
hogy a MASP-1 az endotél sejtek felszinén valamelyik PAR receptort hasitja. Mivel az
endotél sejtek PARIL, PAR2 és PAR4 receptorokat expresszalhatnak (Coughlin, 2005), ezért
megvizsgaltuk, hogy a MASP-1 milyen hatékonysaggal hasitja ezeknek receptoroknak az N-
terminalis részét. A MASP-1, a MASP-2 és a trombin szubsztrat specificitdsat mértiik a PAR-
ok hasitasi helyét reprezentalé fluoreszcensen jelolt peptid szubsztratok —segitségével.
Meghataroztuk az egyedi ke €s Ky kinetikai paramétereket és az ezekbdl szamolhatd kea/Km
értékeket. A kea/Ky értékeket a termékkeletkezési gorbékre torténd illesztésekbdl kozvetleniil
is meghataroztuk (1. tablazat). A kétféle modon meghatarozott értékek lényegében egyeznek.
A termékkeletkezési gorbékbdl kozvetlenlil meghatarozott  kea/Ky értékeket az
enzimkinetikai mérések sajatossaga miatt jobbnak tartom, ezért a szovegben az ilyen médon
megallapitott eredményeket beszélem meg. (A kezdeti meredekségbdl megallapitott Ky
értékek nem megbizhatok, mivel a szubsztrat korlatozott oldhatdsaga nem tette lehetévé, hogy
a Ky szamszerinti értékénél magasabb szubsztratkoncentracioval mérjek. Ennek ellenére a
Ky értékek a vart modon alakulnak, mégsem vonok le ezekb6l kovetkeztetéseket.) A MASP-
1 a PAR4 analdg szubsztratot nagy hatékonysaggal hasitotta (kea/Ky = 1.8 £ 0.1 x 10° M s~
1, mig a PAR1 és PAR2 peptideket kisebb hatékonysaggal (kea/Ky= 1.1 % 0.05 x 10* M s
illetve kea/Ky = 1.5+0.05 x 10* M's™).

A trombin igen nagy hatékonysaggal hasitotta a PAR1 szubsztratot (ke,/Ky= 1.6 +0.3
x 10° M sy ¢és valamivel kevésbé a PAR4-et (Kea/Kn = 5.3 + 0.5 x10° M ™). Ezek az

A modszer validalasa végett a fluoreszcensen jeldlt peptid szubsztrat analdgok trombin
altali hasitasat Osszehasonlitottuk a rekombinans PAR exodomén hasitasi kisérletekkel
(Nieman és Schmaier, 2007). Azt talaltuk, hogy az altalunk meghatarozott PAR4 peptid
hasitas (5,3 x 10° M s) jol egyezik Nieman 4ltal meghatirozott exodoménen mért
katalitikus allandoval (4,1 x 10° M's™). A PARI exodomén hasités katalitikus allandéja (1,1
x 10" M ) viszont joval magasabb volt az altalunk mért PAR1 hasitasi értéknél (1,6 x 10°
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M's™?). Valosziniileg ez azzal magyarazhaté, hogy a teljes PAR1 exodoménen megtalalhato a
trombin kotddését erdsité hirudin-szerli exosite, amely a fluoreszcens PARI peptid
szubsztratrol hianyzik. A MASP-1 viszont nem gatolhaté hirudinnal (Presanis et al., 2004),
ezért valoszintileg nem kotddik a PARI receptor hirudin-szerii kotdhelyéhez. A trombin
hasitas kinetikai allandoit az exodoméneken mért kisérleti eredményekkel Gsszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy ez a kisérleti rendszer alkalmas a MASP-1 PAR receptorok iranyaban

mutatott specificitasanak vizsgalatara.

1. tablazat: A MASP-1 és trombin peptid-AMC szubsztrat hasitas kinetikai paraméterei *

Kear (57" Kyt (uM)° kea/Kn (M7's™")° kea/K (M's™)"
MASP-1
PARI 0.85 +0.05 707+ 7.1 1.21+0.14 x 10*  1.10+0.05 x 10*
PAR2 1.26 +0.39 76.5 +36.8 1.65+0.94x 10*  1.51+0.05x 10*
PAR4 12.47 +1.79 41.6+11.2 3.00+0.92 % 10°  1.80+0.10 x 10°
Trombin
PARI 2213+ 1.42 157422 1.41+£0.22x10°  1.63+0.30 x 10°
PAR2 - -e N/A -e
PAR4 7.78 +0.88 22.1+4.7 3.53+0.85%10°  5.33+0.50 x 10°

“HBSS pufferben 25 °C fokon, legalabb harom fiiggetlen kisérlet atlagat és standard hibajat (atlag szorasa)

tiintettem fel
Michaelis-Menten kinetika hasznalataval kezdeti meredekségek segitségével szamolt értékek
‘Az egyedi key €s Ky értékekbdl szamitva

A termékkeletkezési gorbékbdl kozvetleniil meghatarozva, amennyiben [S] « Ky a kovetkezd egyenlet
_keuo,

hasznalataval [P] = [PL + ([P]o - [PL yxe K

“Nem éri el a mérés érzékenységének hatarat
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A MASP-2 nem hasitotta a szubsztratok egyikét sem, ez a kisérleti megfigyelés
Osszhangban van az endotél sejteken mért aktivacios kisérletekkel, és azt bizonyitja, hogy a
MASP-2 nem agonistaja a PAR-oknak, és hogy a jelenség a MASP-1-re specifikus a lektin 0t
proteazai kozil.

A PAR reprezentalo fluoreszcens peptid szubsztratokkal végzett kisérletek alapjan azt
allithatjuk, hogy nagy valdsziniiséggel a MASP-1 a PAR4 receptort hasitja az endotél sejtek

felszinén.

A MASP-1 hatasa PARI és PAR2 antagonistdaval nem szorithato vissza

PAR1, PAR2 és PAR4 antagonistak hasznalataval szerettik volna a kilonb6zd
receptorok Ca2+-jel létrehozasaban bet6ltott szerepét tisztdzni. A PARI1 antagonista (SCH
79797, 10 uM) er6sen csokkentette a 100 nM trombin altal 1étrehozott Ca*" -jelet (relativ
fluoreszcencia: 4.45 + 0.39 vs. 2.14 + 0.28, p<0.0001), mig a 860 nM MASP-1 altal generalt
jelre nem volt befolyassal (relativ fluoreszcencia: 4.02 + 0.69 vs. 3.66 + 0.29, p=0.664). A
PAR?2 antagonista (FSLLRY-NH;, 200 pM) nem csokkentette szignifikansan a MASP-1 altali
endotélsejt aktivaciot (fluorescence ratio: 3.98 + 0.21 vs. 3.88 + 0.23, p=0.769), mig a PAR2
agonista (SLIGKV-NH,, 100 uM) jelét lecsokkentette (fluorescence ratio: 5.45 + 0.33 vs.
3.68 +0.20, p<0.0001).

A PAR4 antagonista (Tc-YPGKF-NH,) agonistaként viselkedett a HUVEC sejteken,
ezért nem adott értelmezheté eredményeket ebben a kisérleti rendszerben (eredményeket nem
kozlom).

A PAR antagonistakkal végzett kisérletek alapjan a lehetséges receptorok koziil
kizarhatjuk a PAR1 és PAR2 receptort, de a jelenleg elérhet6 PAR4 antagonistak
alkalmatlansaga miatt, csak kozvetett modon kaptunk bizonyitékot arra, hogy a MASP-1 a

PAR4-et hasitja.
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2. tablazat: A HUVEC sejtek mRNS expressziéja”

CPspr”
Relativ PAR4 expresszi6®
+SEM
névekedés ¢
B-aktin GAPDH PAR4 B-aktin% GAPDH%
+SEM
kezeletlen 15.6440.055  22.2330.071  36.64 4 0.227 5.05x 107 477 %107 1x
TNF-o.  15.71£0.071 22.54£0.179  35.29 +0.290 10.50 x 10 12.47 x 107 2.35% £0.27%
IL-1p 1548+0.114 2238=0.063  35.44+0.249 13.66 x 10 15.14 x 10 2.94x +0.23x

* A HUVEC sejteket 6 6raig tartottuk kezeletleniil, vagy 10 ng mI"' TNF-o. vagy 1 ng ml” IL-1B  kezelés alatt. Total RNS tisztitds és

reverz transzkripcid utin qPCR mérést végeztink LightCycler késziilék segitségével. Belsd kontrolként B-aktint és GAPDH-t

hasznaltunk. A CPgpy értékek illetve a belsé kontrollokhoz hasonlitott relativ expressziot mutatom be.

° CPgpu: A frakciondlis ciklusszamokat a masodik derivativ maximum segitségével LightCycler késziilék szoftverével végeztiik. A
kapott eredmények 4 fliggetlen kisérlet atlagat és standard hibéjat tartalmazzak

© A relativ PAR4 expresszio: a belsd kontrollok és PAR4 CPspy értékeinek hanyadosabol szamolva

4 A citokin kezelés hatasara bekdvetkez a kezeletlen sejtekhez képest mért PAR4 expresszionovekedést mutatom be
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A HUVEC sejtek funkcionalis PAR4-et expresszdlnak, amelyek sejtfelszini

koncentracioja csékken MASP-1 kezelés hatdsdra

Az irodalomban vitatott kérdés, hogy a HUVEC sejteken talalhato-e PAR4 receptor
(Fujiwara et al., 2004; O'Brien et al., 2000). Az el6z6 fejezetekben ismertetett eredmények
alapjan azt mondhatjuk, hogy a MASP-1 potencialis agonistaja a PAR4-nek, illetve a MASP-
1 aktivalja a HUVEC sejteket, ezért megvizsgaltuk, hogy az endotél sejtek expresszalnak-e
funkcionalisan aktiv PAR4 receptort. A HUVEC sejtek total RNS tartalmat izolaltuk, majd
kvantitativ valos-idejii polimeraz-lanc reakcid segitségével meghataroztuk a PAR4 génrdl atirt
mRNS mennyiségét. A PAR4 mRNS transzkripcid szignifikans mennyiségiinek, de
alacsonynak mondhat6 a belsé kontrollnak hasznalt B-aktinhoz és GAPDH-hoz képest (2.
tablazat). A PCR reakci6 egyetlen, megfeleld méretii fragmentumot erdsitett fel, melynek
olvadasi gorbe analizise egyetlen terméket mutatott. A PCR terméket szekvenalassal is
ellendriztiik. A PAR4 expresszid IL-1f és TNFo kezelés hatdsara megnovekedett (2.
tablazat). Ugyanilyen PAR4 expresszid novekedést tapasztaltak Hamilton és munkatarsai is
(Hamilton et al., 2001) human koszoruér artéria eredetii endotél sejtek hasonlod kezelése
esetén. A fenti eredmények minden kétséget kizaréan bizonyitjak a PAR4 mRNS jelenlétét a
HUVEC sejteken.

Kovetkezo 1épésben megvizsgaltuk, hogy a PAR4 mRNS atirddik-e, és keriil-e
funkcionalisan aktiv receptor a sejtek felszinére. A kérdés megvalaszolasahoz eldszor PAR4
agonistat (AYPGKF-NH,) adtunk a HUVEC sejtekhez a fluoreszcens Ca®'-jel mérés soran.
A PAR4 agonista Ca’'-jelet valtott ki a sejtekben (9./D abra), amelynek nagysaga
Osszevethet6 volt a trombin és a MASP-1 altal kivaltott jellel.

Az atirddott PAR4 jelenlétét Western blot kisérlettel is bizonyitottuk (13. abra). A
sejteket MASP-1-gyel, illetve trombinnal torténd kezelés utan lizaltuk, majd a fehérjeket
SDS-PAGE-vel torténd méretszerinti szétvalasztas utan Western blottal vizsgaltuk. Az
altalunk valasztott PAR4 elleni antitest egyediil az intakt, aktivacid el6tti vagyis ép N-
terminalis szakasszal rendelkez6 receptort ismeri fel, ezért erds jelet adott a kezeletlen sejtek
esetén. MASP-1 ¢és trombin kezelés hatasara a PAR4 elleni antitesttel jelolt savok
halvanyodtak, ami arra utal, hogy a hasitatlan N-terminalissal rendelkezd PAR4 receptorok
szama lecsokkent. A trombin kezelés hatdsara a jelolt savok jobban halvanyodtak, vagyis a
trombin hatékonyabban hasitja a PAR4 receptorokat, mint a MASP-1. Ez az eredmény

Osszhangban all a Ca2+-jel mérésekkel (9./D abra) és fluoreszcens PAR analdg szubsztrat
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hasitasi kisérletekkel is (1.tablazat).

Ezekkel a kisérletekkel megmutattuk a MASP-1 altal kivaltott jel egyik lehetséges

receptorat, a PAR4-et.

Kezeletlen MASP-1  Trombin
Aktin . m—
PAR4 —
100 v
§ 80 - p < 0.001
o ®
B 2g0 p <0.001
L=
I
g %,:40 .
30
X x E
< $20
0 T T
Kezeletlen MASP-1 Trombin

13. dbra: A MASP-1 hasitja a HUVEC sejtek
felszinén talalhato PAR4 receptort.

A HUVEC sejteket MASP-1-gyel (860 nM) és
trombinnal (100 nM) kezeltiik, vagy kezeletleniil
hagytuk (puffer kontroll) 5 percig 37°C-on. A sejtek
lizalasa utan Western blot analizist hajtottunk végre,
hogy a sejtfelszini PAR4 receptor mennyiségét
meghatarozzuk. A kisérletben hasznalt anti-PAR4
antitest csak az intakt, (nem-hasitott) PAR4 receptort
ismeri fel. A, Egy reprezentativ Western blot analizis
képe (3 hasonlé eredménnyel jarod kisérletbol). A
PARA4, illetve a belsd kontrollként hasznalt B-aktin
lathato. Balrol jobbra: az els¢ vonal a kezeletlen
minta, a masodik a MASP-1-gyel, a harmadik a
trombinnal kezelt minta. B, A PAR4 mennyiségének
denzitometrids meghatarozasa a kezelések utan. A
PAR4 szinteket normalizaltuk a megfeleld B-aktin
kontrollal, és a kezeletlen konroll szazalékaban
fejeztiik ki. Az oszlopok 3 fiiggetlen kisérlet atlagat

¢és standard hibajat jelolik.

A veérbol izolalt MBL-MASP komplex is képes az endotél sejtek kozvetlen

aktivalasara

Az eddigi kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a MASP-1, a trombinhoz hasonlé6 médon

képes az endotél sejteket kozvetleniil aktivalni. Az aktivacié hatdsara proinflammatorikus

szignaltranszdukcids utvonalak (Ca®'-jel, p38 MAP-kindz utvonal, és NFkB transzlokacio)

indulnak be a sejtekben.

A kisérletek soran rekombinans tton eléallitott MASP-1 fragmentumot hasznaltunk,

62



Eredmények

amely a teljes hosszisagu molekula utols6 harom doménjét tartalmazza (CCP1-CCP2-SP).
Habar ez a fragmentum proteolitikusan ekvivalensnek tekinthet6 a teljes hossziisagh MASP-
1-gyel, a nativ, fiziologiasan el6forduldé MASP-1 dimerként, a vele komplexben 1évo
felismeré molekulakkal (PRM) szupramolekularis komplexben talalhat6. Az MBL-MASP és
Fikolin-MASP komplexek elképzelhetd, hogy mas modon hatnak az endotél sejtek felszinén,
mint a rekombindns MASP-1 fragmentumok (pl. sztérikus okok miatt korlatozott
hozzaférésiikk lehet a receptorok hasitasi helyéhez). A fenti okok miatt kisérleteinket
vérplazmabdl izolalt MBL-MASP komplex segitségével is igazoltuk. Az irodalomban eddig
ismertetett, és a doktori dolgozatom egyik késObbi fejezetében a nagy molekulasulyu
kininogén hasitasos kisérletekhez felhasznalt moédszerekkel nem tudtunk megfeleld
mennyiségli MBL-MASP komplexet izoldlni vérplazmabol, ezért nagy mennyiségii MBL-

MASP komplex tisztitasara alkalmas uj eljarast dolgoztam ki.

Trombin HBSS puffer rMASP-1
150 150 150
] H ]
T ] |
g 1o gm g 100
» @ °
: : :
50 50. 50
: : :
] ] s
& 2 2
25 50 75 100 125 150 25 50 75 100 125 150 0 25 s 75 10 125 150
idd (s) idé (s) idb (s)
MBL-MASP komplex
150 MBL-MASP : C1inh
- (1)
g 150-
g "
g i
H g 100
g 50 2 o
i :
2
ot 2 ot
25 50 75 100 125 150 £ 50 f 25 150

id6 (s) id5 (s)

14. 4bra: A vérbél tisztitott teljes hossziisaigh MBL-MASP komplex is beinditja az intracellularis Ca*"
mobiliziciot HUVEC sejtekben (elézetes eredmények). A Ca’* felszabadulast Fluo-4 festékkel feltoltott
sejteken mértiik fluoreszcens mikroszkopiaval. A felvételeket 10 szekundumos idékozonként készitettiik 120
szekundumon keresztiil. A vizsgalt anyagokat (trombin , HBSS, rMASP-1, MBL-MASP komplex, MBL-MASP:
Clinh, rMASP-1) a 20 szekundumos iddpontban adtuk a sejtekhez. Az abszolut z6ld fluoreszcencia értékeket az
els6 id6pontbeli értékkel korrigalva az id6é fliiggvényében abrazoltuk. A gorbéken legalabb 20 vizsgalt sejten
mért fluoreszcencia értékének atlagat és standard hibajat tiintettem fel. Az dbran feltiintetett gorbék egyetlen
mérés eredményei. A pozitiv kontrollként hasznalt trombin erSteljes Ca*"-jelet eredményezett. Az MBL-MASP
komplex dializise soran hasznalt HBSS puffer nem aktivalta a sejteket. A tMASP-1 (1000 nM) Ca®'-jelet véltott
ki, hasonloan a vérbol izolalt MBL-MASP (1000 nM) komplex-hez. A MBL-MASP komplex éltal kivaltott jel

1:1 molaris aranyban C1-inh-ral (20 percig el6inkubalva) visszaszorithatd.
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Az eredmények fejezet elején bemutatott modon tisztitott MBL-MASP komplexeket
az endotél sejtekhez adtuk (14. abra) és a rIMASP-1-hez hasonloan fluoreszcens mikroszkop
segitségével kovettik az endoplazmas retikulumbél citoplazmaba juté Ca®” mennyiségét.
Negativ kontrollként HBSS dializis puffert hasznaltuk. Eldzetes eredményeink szerint az
MBL-MASP komplex a rMASP-1-hez hasonloéan kozvetleniil aktivalja az endotél sejteket. A
hatast Cl-inh segitségével visszaszoritottuk, amely azt bizonyitja, hogy a jelenség
valoszintileg a MASP-1-nek kdszonhetd.

A vérbdl tisztitott preparatumban az MBL-lel komplexben taldlhaté molekuldk a
MASP-1, MASP-2, MASP-3, MAp19 és MAp44. A MASP-2 jelenléte valosziniileg nem
zavarja a kisérleteket, mert ahogyan azt korabban megmutattam a MASP-2 nem aktivalja az
endotél sejteket. A masik proteolitikusan aktiv lektin it komponens, a MASP-3 elképzelhetd,
hogy befolyasolja az endotél sejtek aktivacidjat, ezért terveink kozott szerepel, hogy a MASP-
3-at kiprobaljuk kisérleti rendszeriinkben. Mindazonaltal a MASP-3-nak eddig egy
lehetséges fehérje szubsztratjat talaltak meg (IGFBP-5) (Cortesio és Jiang, 2006), amelyrdl
megmutattak a tényleges hasitast is. A pro-faktor D hasitast csak kozvetett modon
bizonyitottak (Iwaki et al., 2011). A MASP-3 kismolekulds szubsztratokon alig mutat
aktivitast, ezért nem valoszinii, hogy a PAR receptorokat hasitja.

A MApI19 és MAp44 katalitikus aktivitassal nem rendelkez6 lektin it komponensek,
¢és szabalyozo funkciot tulajdonitanak nekik (Degn et al., 2009; Stover et al., 1999). Mivel a
MASP-2 nem aktivalja a sejteket még igen nagy koncentracioban sem, ezért annak splice
variansa a MAp19 valdsziniileg nem befolyasolja a MASP-1 gyulladaskeltd hatasat az endotél
sejteken.

A MAp44 a MASP-1 elsé négy doménje (CUB1-EGF-CUB2-CCP1) megegyezik, a
MAp44 az els6é 4 domént kovetd 17 aminosavban kiilonbozik a MASP-1-t6l (Degn et al.,
2009). Az elsé harom domén felelds a felismeré molekulakhoz vald kotédésért. Abban az
esetben, ha a MASP-1 kotddését a PAR4 receptoron egy lehetséges exo-site segiti és ez az
exosite pont az utolsé doménre (CCP1) vagy a 17 aminosavas szakaszra esik, akkor a MAp44
a elméletileg befolyasolhatja a kolcsonhatast. Ezért a MAp44 hatasat késobbiekben
szeretnénk megvizsgalni.

Az ebben a fejezetben bemutatott kisérletekbdl levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy
az endotél sejteket nem csak a rekombinans uton eldallitott MASP-1 fragmentum aktivalja,
hanem az MBL felismeré molekulakkal komplexben 1évé teljes hosszisagi MASP-1 is. Nem

zarhatjuk ki, hogy ezt a hatast a lektin ut regulatorai befolyasoljak.
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A MASP-1 kininogént hasit, amely bradikinin felszabadulashoz vezet

Két-dimenzios gélelektroforézis (2D DIGE) segitségével felfedeztik a MASP-1 egy
Ujabb lehetséges szubsztratjat, a nagy-molekulasulyt kininogént (HK). A nagymolekulasulyt
kininogén hasitasa soran bradikinin képzddik, amely vazoaktiv peptidként aktivalja az endotél
sejteket, vazodilataciot és megndvekedett vaszkuldris permeabilitdst eredményez, amely
duzzanat képz6dését eredményezi. Ezen kiviil a bradikinin gyulladasos reakciokat indit be az
endotél sejteken. Megmutattuk, hogy a MASP-1 hasitas bradikinint szabadit fel, mig a rokon
protedaz MASP-2 is hasitja a HK-t, de hasitdsi mintazata attol eltér. Meghataroztuk a hasitas
enzimkinetikai allandojat SDS-PAGE segitségével (Kea/Ky ~ 400 = 20 M's™), illetve a BK
felszabadulast HPLC-vel is nyomon kovettiik.

Fiziologiasan a MASP-1 és a MASP-2 MBL molekulakkal szupramolekularis
komplexet alkot. Részlegesen tisztitott MBL-MASP komplexet izolaltunk human
vérplazmabol, hogy a jelenség fiziologias jelentdségét igazoljuk. A tisztitott MBL-MASP
komplex HK-t hasitja, a rekombinans MASP-1-hez és MASP-2-héz hasonlé méddon (15.
abra). A hasitas Ca’" jelenlétében, illetve anélkiil ugyanolyan moédon megy végbe (abrat nem
mutatok). Az izolalt komplexek MASP-1 tartalmat 60-100 nM kozottinek talaltuk, amelyet
szelektiv szubsztrat segitségével hatdrozunk meg. Meghataroztuk a hasitas hatékonysagat
(kea/Kym ~ 1000-3000 M's™"), amely sokkal nagyobb volt, mint a rekombinans MASP-1
esetében (kea/Ky = 400 =20 M's™).

A gélen lathat6 hasitasi mintazat alapjan lathato, hogy a MASP-2 is szerepet jatszik a
MASP-1 szérumkoncentracidja joval magasabb, mint a MASP-2-¢ (11 pg/ml (Thiel et al.,
2012) illetve 0,5 pg/ml (Terai et al., 1997)). Azt feltételeztiik, hogy ez az arany a tisztitas
soran nem valtozott, ezért a tisztitott MBL-MASP komplex esetén is a MASP-1
koncentracidja joval meghaladja a MASP-2 mennyiségét. Jelenleg nem ismeriink modszert
arra, hogy a vérbol torténd tisztitds soran ezeket a proteazokat szelektiven elkiilonitsiik.
Tovabbi kisérletek segitségével meg kellene hatarozni a HK hasitas hatékonysagat az MBL-
MASP-1, illetve MBL-MASP-2 és a vérbol izolalt teljes hosszasaga MASP-1 illetve MASP-2

esetén.
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marker HK 'l HK + MBL-MASP komplexek
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15. abra: Az MBL-MASP komplex hasitja a nagymolekulasilyd kininogént (HK), amely

bradikinin felszabadulashoz vezet. HK-t adtunk (végs6 koncentracio 200 pg/ml) vérbdl tisztitott
MBL-MASP komplex-hez és TBS-Ca”" pufferben 37°C-on inkubdltuk 6 oran keresztiil. A kisérlet

soran a mintaban 1év6 MASP-1 végs6 koncentracidja ~ 60 nM (~ 5 pg/ml) volt. Savonként 15 pl

mintat elemeztiink redukalo SDS-PAGE segitségével. A kallikrein hasitds kinetikai allandojat

denzitometralassal allapitottuk meg (ke/Ky ~ 1000-3000 M's™). Az dbran egy reprezentativ

kisérlet eredménye lathaté.
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Megbeszélés

Doktori dolgozatom f6 célkitlizése az volt, hogy a vérben nagy mennyiségben
jelenlévé MASP-1 fiziologias funkcidjat tisztazzam, illetve gyulladaskelté hatasat
megvizsgaljam. A funkcid felderitését metodikailag kétféle megkozelitésben inditottuk el. Az
egyik a véralvadas, és a komplementrendszer kdzos evolucios eredetén alapul, és analogiak
felallitasan keresztiil vizsgalja a kérdést, és azzal a hipotézissel ¢l, hogy a MASP-1 a
trombinhoz hasonléan képes gyulladaskeltd folyamatokat elinditani a sejtekben. A masik
megkozelités elofeltevések nélkill, szisztematikus moddon, proteomikai modszerek
alkalmazasaval jutott eredményre. A dolgozatban bemutatott eredmények jol példazzak, hogy
miért hasznos a megfigyelés és a hipotézis iranyitotta kutatas parhuzamos alkalmazasa.
Esetiinkben mindkét megkdzelités eredményesnek bizonyult, és megallapithatjuk, hogy csak
az egyik moddszert alkalmazva nem juthattunk volna el a kapott teljes eredményre. A két
megkozelitésben nyert eredmények ugyanakkor Osszefiiggenek, és a véralvadasi kaszkad,
kallikrein-kinin rendszer, komplementrendszer, és gyulladaskeltés osszefliggéseire mutatnak
ra. Els6ként mutattam meg, hogy a MASP-1 képes az endotél sejtek kozvetlen aktivalasara, és
emellett hasitja a nagymolekulastlya kininogént, bradikinint szabadit fel, amely gyulladasos

reakciot okoz.

A MASP-1 kézvetleniil aktivilja az endotél sejteket

A bevezetdben ismertetett analdgidk alapjan azt feltételeztiik, hogy a
komplementrendszer lektin tjanak protedza, a MASP-1 képes a trombinhoz hasonlé moédon
kozvetleniil aktivalni az endotél sejteket, és proinflammatorikus reakcidkat beinditani az
aktivalt sejteken. A MASP-1 a komplementrendszer lektin Uutjanak legmagasabb
koncentracioban jelenlévé proteaza. Egy nemrégiben megjelent tanulmany szerint (Thiel et
al., 2012) a MASP-1 szérumkoncentracidja ~143 nM, de egyeseknél akar elérheti a
~400 nM-t is, mig a lektin ut inditasaért felelos MASP-2 koncentracidja csupan 6 nM.

Megvizsgaltuk, hogy a MASP-1 képes-e az endotél sejtek kozvetlen aktivacidjara. A
kisérleti rendszeriinkben HUVEC primer human sejtvonalat hasznaltunk, amely jol kozeliti a
fiziologias koriilményeket, ugyanakkor a tobbi primer endotél sejtvonalhoz képest viszonylag
jelet wvaltott ki az endotél sejteken. A jelenséget eldszor rekombinans MASP-1

fragmentummal, majd kés6bbickben teljes hosszusagu, MBL-lel komplexben 1évé MASP-1-
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gyel is bizonyitottuk. A MASP-2, a lektin ut masik proteaza nem valtott ki sejtaktivaciot -
még igen magas koncentracidban sem. A komplementrendszer lektin utjanak komponensein
kiviil kiprobaltuk az aktivalt Cls-t is, mely a klasszikus ut MASP-okkal analdg effektor
proteaza (eredményt nem kozlok). Kideriilt, hogy a klasszikus ut nem jatszik szerepet a sejtek
aktivacidjaban, a jelenség a lektin ttra, és azon beliil a MASP-1-re specifikus.

A zimogén MASP-1 (R448Q) nem valt ki sejtaktivaciot, csak az immunvélasz soran
aktivalodott aktiv MASP-1 képes az endotél sejtek aktivacidjara. A proteolitikus aktivitassal
nem rendelkezé S646A mutins sem képes a sejtek aktivacidjara. Mindezek alapjan
megallapitottuk, hogy a MASP-1 proteolitikus hasitas révén fejti ki hatasat az endotél
sejteken, ezért nagy valoszinliség szerint — a trombinhoz hasonléan - proteaz aktivalta
receptorok hasitasan keresztiil aktivéalja az endotél sejteket.

A MASP-1 altal kivéltott Ca®'-jel kinetikaja kiss¢ eltéré volt a trombin altal kivéltott
jelhez képest. A trombin altal kivaltott aktivacio gyorsan elérte maximumat, amelyet egy
lassu lecsengés kovetett. A jel elsd, gyorsan felszoko szakaszat a PAR1 hasitas, a lecsengést
pedig a lassabban bekovetkez6 PAR4 hasitas eredményezi (Covic et al., 2000) . A MASP-1
jele kisebb volt a trombin altal kivaltott jelnél, és a lassabb lecsengésii PAR4 hasitashoz kotott
jelhez volt inkabb hasonlithato.

A trombin a PAR receptorokon keresztiil sokféle intracellularis szignaltranszdukcios
Utvonalat beindithat (Steinhoff et al., 2005). Az endotél sejtek aktivacioja soran a Ca®"
mobilizacion kiviil a MAP-kinaz Gtvonalak és NFxB transzlokacio jatszanak fontos szerepet
(Bair et al., 2009; Dauphinee és Karsan, 2006; Madge és Pober, 2001). Mivel a PAR4
aktivacidja csak egérben vezet ERK foszforilaciohoz (Kataoka et al., 2003), ezért a
vizsgalatainkat a MAP-kinaz utvonalak koziil a p38 MAPK foszforilaciora illetve azon kiviil
NF«B transzlokaci6 vizsgalatara korlatoztuk. Megmutattuk, hogy a MASP-1 aktivalja a p38
MAPK utvonalat, és NF«xB transzlokaciot idéz elé az endotél sejtekben. Az utvonalak
beinditasa tobbek kozott 1L-6, 1L-8 és MCP-1 citokinek, ICAM-1, VCAM-1 és E-szelektin
adhéziés molekuldk valamint indukalhaté NO szintdz termeléséhez vezet endotél sejtekben
(Viemann et al., 2004). Ez a jol jellemzett proinflammatorikus endotél fenotipus erdsiti a
leukocitak gordiilését, adhézidjat majd az érfalon torténd atjutasat, és eldsegiti a simaizom-
folytatodtak, tovabb vizsgaltuk a MASP-1 gyulladaskelté hatasat, és munkatarsaimmal
kimutattuk ezen citokinek termelédését. Ezeket az eredményeket nem kozlom, mert

talmutatnak dolgozatom keretein.
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A MASP-1 a PAR4 receptort hasitja az endotél sejtek felszinén

A MASP-1 proteolitikus aktivitasa sziikséges a sejtek aktivalasahoz, ezért azt
feltételezhetjiik, hogy a hatas PAR receptoron keresztiil megy végbe. A lehetséges receptor
felderitése érdekében fluoreszcens modon jeldlt peptideket terveztink. Mivel a P’ helyek a
szerin proteazok szubsztrat specificitasat csak kis mértékben hatarozzak meg (Robert Lazarus,
Genentech, személyes kozlés), ezért az analdog peptidek a lehetséges PAR receptorok
panyvazott ligandumanak P1-P5 helyét tartalmaztak. A MASP-1 legnagyobb hatékonysaggal
a PAR4-et reprezentdld szubsztratot hasitotta, mig a PARIl-et és PAR2-t kisebb
hatékonysaggal. A PAR receptorokat reprezentalo fluoreszcens peptidek hasznalatat
trombinnal végzett kisérletek segitségével validaltuk. A MASP-2 nem hasitotta ezeket a
szubsztratokat.

A sejteken jelenlévé PAR4 receptorok tekintetében az irodalom nem egységes, ezért
kvantitativ RT-PCR segitségével meghataroztuk az endotél sejtekben expresszalt PAR4
mRNS mennyiségét. A sejtek expresszalnak PAR4 mRNS-t, és az expresszio szintje TNF-o
illetve IL-1B kezelés hatasara novekszik. A funkcionalis PAR4 receptor jelenlétét PAR4
agonista peptiddel is igazoltuk.

A kovetkezd 1épésben szerettik volna antagonistak hasznalataval a MASP-1 hatasat
megsziintetni, és ezaltal ramutatni a lehetséges ,,MASP-1 receptorra”. A PARI és PAR2
antagonista nem szoritotta vissza a MASP-1 altal generalt Ca** -jelet. Ebbdl kozvetett modon
arra kovetkeztettiink, hogy a MASP-1 a PAR4 receptort hasitja. A PAR4 antagonista nem
hasznalhaté az endotél sejteken, mert oszcillalo jelet hoz létre. Ezért hasznalataval nem
kaptunk kozvetlen bizonyitékot a MASP-1 PAR4 hasitasara.

A PAR4 hasitast végiil Western blot kisérlettel sikeriilt igazolni. A kisérletben hasznalt
antitest a PAR4 hasitatlan, vagyis intakt N-terminalis végét ismeri fel. Az antitesttel eldszor
igazoltuk a PAR4 jelenlétét endotél sejtekben és végiil megmutattuk, hogy a membrankotott
intakt PAR4 mennyisége csokken MASP-1 kezelés hatasara. Ezzel a kisérlettel kaptunk
kozvetlen bizonyitékot a PAR4 MASP-1 altali aktivaciojara.

Minden kétséget kizaréan bizonyitottuk tehat, hogy a PAR4 receptor részt vesz a
MASP-1 jelének kozvetitésében. Nem zarhatjuk ki azonban annak a lehet6ségét, hogy a
PAR4 receptorral szinergizalva mas receptor, vagy kofaktor is részt vehet a folyamatban, és
erésitheti a MASP-1 altal 1étrehozott hatast. A PAR-ok proteaz szenzitiv régioit reprezentald
peptidekkel kimutattuk, hogy a MASP-1 a PAR4-et hasitja a legnagyobb hatékonysaggal, de
ugyanakkor a MASP-1 a PAR2 analog szubsztratot is hasitotta. Méréseink szerint az endotél
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sejtekben nagysagrendekkel tobb PAR2 expresszalodik mRNS szinten (adatot nem mutatok),
ezért nem zarhatjuk ki annak lehetdségét, hogy a MASP-1 a PAR2 receptort is hasitja a sejtek
felszinén. Ez a lehet6ség annak tiikrében is valdszinii, hogy a legtobb gyulladasos
folyamatban a PAR2 is részt vesz (Rothmeier és Ruf, 2012). A MASP-1 aktivacio
eredményeképpen beinditott szignaltranszdukcids utvonalak nagyon hasonléoak a PAR2
stimuldlasa utan el6alld aktivaciéos mintazathoz. Ennek ellentmond, hogy a PAR2
antagonistaval nem tudtuk a MASP-1 jelét visszaszoritani. Nem zarhatjuk ki annak a
lehetdsegét sem, hogy a PAR4 hasitas egy eddig még ismeretlen receptor (PARS) hasitasaval
szinergizal.

Az is elképzelhetd, hogy a MASP-1 hasitas egy nem klasszikus értelemben vett PAR
receptoron torténik, hanem a protedz egy regulaciés domént hasit le a receptorrol, és ennek
hatasara indulnak el szignaltranszdukcios folyamatok. Ilyen esetre mutatnak be egy példat
Yuan és munkatarsai: a plazmin lehasit egy cink-kotd domént egy N-metil-D aszpartat
(NMDA) receptorrdl, és ez inditja el a receptor aktivalodasat (Yuan et al., 2009).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a MASP-1 a PAR4 receptor hasitison keresztiil
aktivalja a sejteket, ugyanakkor nem zarhatjuk ki egy kofaktorral/receptorral valo

egylttmiikodés lehetoségét.

A MASP-1 bradikinint is felszabadit az aktivalodds helyén

A MASP-1 szubsztratjait proteomikai modszer alkalmazasaval is kerestiik. A
rekombinans aktiv MASP-1 fragmentumot human plazmaval inkubaltuk, és két dimenzids
gélelektroforézis (DIGE) segitségével megtalaltuk a kininogén hasitas termékeit. Az el6zetes
eredmények alapjan a kininogén hasitast in vitro reakcidkkal ellendriztilk. Ebben a munkaban
az ¢én feladatom a reakci6 MBL-MASP komplex-szel torténd igazolasa volt. Azt talaltuk,
hogy mind a rekombinans MASP-1 fragmentum, mind pedig a teljes hosszusaga MBL-lel
komplexben 1évé MASP-1 hasitotta a kininogént, és ez a reakci6 bradikinin képzédéshez
vezetett.

A szérumban a bradikinin f6 forrasa a kontakt aktivacios rendszer. A XIl-es faktor
autoaktivalodasa utan limitalt proteolizissel aktivalja a prekallikreint kallikreinné. A kallikrein
aktivalodasa bradikinin képzddéshez vezet nagymolekulasulyu kininogén hasitasan keresztiil.
A munka soran felfedeztiink egy Xll-es faktortol és kallikreintdl fiiggetlen bradikinin

képz6dési utvonalat.
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A MASP-1 altali endotélsejt aktivicio fiziologids kévetkezményei

Azt lathattuk, hogy a trombin ¢és a MASP-1 kiss¢ eltérd, de Osszességében hasonlod
hatast fejt ki az endotél sejteken. A két proteaz aktivacidja viszont kiilonboz6 fiziologias
szituaciokban torténik, ezért egymastol fiiggetleniil vesznek részt a gyulladasos reakcio
beinditasaban.

Régota ismert jelenség, hogy a komplementrendszer aktivalodasa soran képz6dd
anafilatoxinok (pl. C3a ¢és CS5a) képesek gyulladasi folyamatokat elinditani. Ezek a
fragmentumok G-fehérje kapcsolt receptorokon keresztiil hatnak a gyulladassal 6sszefiiggd
sejtekre. (Példaul a leukocitakra és endotél sejtekre (Albrecht et al., 2004; Ward, 2009) ). Az
altalam felfedezett folyamat azért tolthet be fiziologiasan fontos szerepet, mert a fent emlitett
anafilatoxinok a komplement kaszkad késébbi fazisaban jelennek meg, amig a MASP-1 a
lektin ut els6 komponenseként aktivalodik, és azonnal kifejti gyulladaskeltd hatasat
kornyezetében.

A komplementrendszer lektin utja, és igy a MASP-1 is két esetben aktivalodik: az els
esetben a felismeré molekulak (MBL, fikolinok) a korokozok felszinén jelenlévé PAMP-
okkal, masik esetben a megvaltozott sajat strukturakkal talalkoznak (DAMP). Ebben a két
esetben beszélem meg, hogy a dolgozatban bemutatott jelenség milyen fizioldgids
kovetkezményekkel jarhat.

Az érfal sériilése esetén a MASP-1 aktivalodik, és végsd soron a szervezetbe keriilé
patogének kozvetlen kozelében fejti ki proinflammatorikus sejtaktivalo hatasat. A folyamat
soran a felismerd molekuldk multivalens kotddése révén valoszintileg a MASP-1 lokalis
1 a PAR4 receptoron keresztiil erdteljesen aktivalja az endotél sejteket. Korabban
megmutattak, hogy a leukocitdk felszinén jelenlévé PAR4 aktivalodasa beinditja azok
gordiilését, adhézidjat, és az érfalon torténd kilépését, és igy tolt be proinflammatorikus
szerepet (Vergnolle et al., 2002). Mivel megmutattuk, hogy a MASP-1 a PAR4-et hasitja,
ezért felmerdilt, hogy a MASP-1 a leukocitakat is aktivalja a folyamat soran.

A gyulladas az endotél sejtek felszinén torténd valtozasokkal hozhato 6sszefliggésbe,
adhéziés molekulak jelennek meg a felszinen, megvaltozik az endotélium ateresztd
képessége, megnyilhat a sejtek kozotti rés, és ilyen modon az effektor immunsejtek fertdzott
teriiletre torténd atsziirddése. Az endotél sejteken mért Ca'- jel NO kibocsatashoz vezet és
csokkend simaizomsejt tonust eredményez (Busse és Mulsch, 1990; Martorell et al., 2008). A

valtozasok a Weibel-Palade testek kiiiriiléséhez is vezetnek, mely ugyancsak a leukocitak és
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vérlemezkék endotél sejtekhez torténd kikotését segiti eld (Cleator et al., 2006).

A behatold patogének felszinén kik6tddo és aktivaloddo MBL-MASP komplexek
valoészintileg nem tavoznak aktivalodasi helyiikrol, és az aktivalt MASP-1 sem disszocial a
felismer6 molekulakrol. A korokozok az aktivalt MBL-MASP komplex-szel boritva
hozzaérhetnek az endotél sejtekhez, és a MASP-1 ilyen modon fejti ki azonnali gyulladaskeltd
hatasat. Ez a hatas a - sériilések soran minden esetben érintett - hajszalérhalozatban a

legjelentdsebb, ahol az erek kis atmérdje miatt a korokozok nagyobb valdszintiséggel érnek az

érfalhoz.
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16 4bra: A MASP-1 gyulladaskeltd fiziolégids szerepe. A behatold patogének felszinén kik6todé és aktivalodo
MBL-MASP komplexek hasitjdk az endotél sejtek felszinén talalhatoé PAR4 receptorokat. Az aktivalodo
jelatviteli folyamatok (Ca®* mobilizacio, p38 foszforilacié és NFkB transzlokacio) az endotél sejteken
proinflammatorikus valtozasokhoz vezetnek, amely az endotélium atjarhatosaganak megvaltozasahoz, leukocita

gordiiléshez, adhéziohoz és az érfalon torténd atjutashoz vezet.

A lektin ut a korokozok felszinén kiviil megvaltozott sajat sejtek felszinén megjelend
mintazatokat is képes felismerni, és azokon aktivalodni. Ilyen mintazatok jelennek meg pl.
nekrotikus sejtek felszinén a széliités vagy szivinfarktus soran bekdvetkezd iszkémia
reperfuzid (IR) hatasara. Iszkémia-reperfuzio soran a sejtek karosodasaért leginkabb nem az
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oxigénhianyos allapot, hanem az azt kovetd reoxigenizacio a felelds, ezért az IR vizsgalatara
hasznalt egyik modell a hypoxia/reoxigenizacio altal kivaltott oxidativ stressz alkalmazasa.
Gregory Stahl (Prof. Harvard Medical School) laboratériumaban megmutattak, hogy oxidativ
stressz hatasara a HUVEC sejteken erés MBL depozicié tapasztalhato, és megnovekszik a
VCAM-1 adhézidés molekuldk expresszidja is, amelynek expresszidjat az NFxB tutvonal
szabalyozza endotél sejtekben (Montalto et al., 2001). Azt feltételezziik, hogy a beinditott
utvonalak aktivaciojat az MBL-lel komplexben 1év6 MASP-1 okozza. Jelenleg azon
dolgozunk, hogy egy hasonl6 iszkémia-reperfuzios modell segitségével aktivaljuk a kisérleti
rendszeriinkben az endotél sejteket, és megvizsgaljuk, hogy megnévekszik-e az MBL
depozicio, és ezaltal a MASP-1 altal kivaltott jel. A vérbdl tisztitott komplexekkel
végrehajtott kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy az MBL-MASP komplexek nem valtanak
ki nagyobb jelet az endotél sejteken, mint az azonos koncentracioban adott rMASP-1. Ez a
megfigyelés Osszhangban all azzal a feltételezéssel, hogy az MBL (és fikolinok) nem
kotédnek az endotél sejtek felszinéhez nyugalmi allapotban.

Gregory Stahl kutatocsoportja egy vas-klorid indukalta trombozis modellben azt is
kimutatta, hogy az MBL, illetve MASP-1 K/O egerekben nem lehet lokalizalt véralvadast
kivaltani (La Bonte et al., 2012). Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a MASP-1 hozzajarul
az endotél sejtek és vérlemezkék aktivaciojahoz, amely Osszhangban all a mi
eredményeinkkel. Valosziniileg a fikolinokkal komplexben 1évé MASP-1 is hasonlé mddon
befolyasolja az endotél sejteket, és szerepet jatszik az iszkémia-reperfuziod altal beinditott
folyamatokban. Egy nemrégiben megjelent klinikai tanulmany is megmutatja, hogy a stroke
utan mért H-fikolin (Fikolin-3) mennyisége Osszefiiggésbe hozhaté a betegek stroke utani
allapotaval (Fist et al., 2012).

A MASP-1 az endotél sejteken a PAR4 receptoron keresztil kivaltott hatasahoz
hozzajarul egy masik, a MASP-1 éltal beinditott kozvetett folyamat is: a HK hasitds. A
képz6dd bradikinin ugyanis vazoaktiv peptidként aktivalja az endotél sejteket ¢és
gyulladaskelté hatasaval még inkabb erdsiti a MASP-1 hatasat. Az endotél sejtek felszinén
fiziologias koriilmények kozott kininogén talalhato (Kaplan és Ghebrehiwet, 2010), amelyet a
MASP-1 hasit, és ennek hatasara bradikinin képzodik. McLean és munkatarsai egér
modellben vizsgaltak, hogy az endotél sejteken talalhato B1 (bradikinin) receptor stimulalasa
kozvetleniil és kozvetett modon is stimulalja az endotél sejteket, és gyulladasos folyamatokat
indit be. Ezen kiviil leukocitakat is a helyszinre iranyithatja a PAR4 receptor hasitasaval

(Vergnolle et al., 2002), és a bradikinin altal aktivalt B1 receptoron keresztiil (McLean et al.,
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2000). Mindezen eredményeinket figyelembe véve elmondhatjuk, hogy a MASP-1 t6bb uton

is elindithatja, és erdsitheti az endotél sejtek altal keltett gyulladasos reakciokat.

Ujabb felfedezett kapcsolat két evoliicidsan dsszekapcsol6do rendszer kizott

Dolgozatom elején bemutattam az atlanti torfarkid  rak evulocidsan  6si
immunrendszerét; lathattuk, hogy eredetileg az immunrendszer és a véralvadas egy
rendszerként miikodott. A behatold patogént a testfolyadékban jelenlévd proteazok lokalis
alvadas révén csapdazzak, és kozben gyulladasi jeleket kozvetitenek a kornyezd sejtek
szamara. Evolucios markerek segitségével megallapithatjuk, hogy az altalam vizsgalt MASP-
1 a komplementrendszer tobbi proteazanal evoliuciésan régebbinek tekinthetd. A két
kaszkadrendszer — a komplementrendszer és a véralvadasi kaszkad- kettévalasanak vizsgalata
még korantsem teljes, és sok érdekes kapcsolatra fog még fény deriilni.

A komplementrendszer és véralvadas tobb ponton is Osszekapcsolodik. Példaul a
lektin ut protedzai képesek koagulaciot elinditani (Krarup et al., 2008; Krarup et al., 2007),
ugyanakkor a trombin képes C5 konvertazként miikodni C3 deficiens egerekben (Huber-Lang
et al, 2006). A MASP-1 a komplementrendszerre ¢és a véralvadasra jellemzo
tulajdonsagokkal is rendelkezik (Gal et al., 2007). Képes a fibrinogént és a XIII-as faktort
hasitani (Krarup et al., 2008), és részt vehet a fibrin-alvadék képzédésben (Endo et al., 2010;
Gulla et al., 2010). A vizsgalatokat nemrégiben in vivo egér modellben is megerésitették (La
Bonte et al., 2012). A MASP-1 széles szubsztrat specificitasat kristalyszerkezete is
alatamasztja (Dobo et al., 2009). Els6ként mutattam meg, hogy a MASP-1 képes az endotél
sejtek kozvetlen aktivacidjara, és ezek mellett hasitja a nagymolekulasulyt kininogént, és
bradikinint szabadit fel, mely gyulladdsos reakciot okoz. Eredményeim wjabb kapcsolatot

mutatnak meg az evolucidsan és funkcionalisan is 6sszefliggd két 6 kaszkadrendszer kozott.
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Doktori munkam soran a kovetkez6 eredményekre jutottam:

e  Megmutattam, hogy a komplementrendszer lektin Gtjanak proteaza, a MASP-1 képes
kozvetleniil aktivalni az endotél sejteket, és proinflammatorikus jelatvitali utvonalakat
indit be. A MASP-1 intracelluldris Ca”" -szint emelkedést valt ki az endotél sejtekben,
és aktivalja-e az NF«B transzlokaciot és a p38 MAPK jelatviteli utvonalakat. A sejtek
aktivalasat a lektin ut masik proteaza, a MASP-2 nem képes beinditani.

e Az aktivalédas mechanizmusat két oldalrdl is felderitettem: egyrészt megmutattam,
hogy a lektin ut aktivalodasanak meg kell torténnie az endotél sejtek stimulalasahoz,
masrészt megtalaltam az endotél sejtek felszinén a MASP-1 egyik lehetséges
receptorat.

e A zimogén, inaktiv MASP-1 R448Q mutans nem indukalja az endotél sejteket. A
MASP-1 specifikus inhibitoraval, a Clinh-ral, és a MASP-1 S646A proteolitikusan
inaktiv muntanssal igazoltam, hogy az endotél sejtek aktivalodasaért a MASP-1
proteaz aktivitasa felel6s.

e Azonositottam az endotél sejtek felszinén a MASP-1 receptorat. Ehhez in vitro
méréseket végeztem PAR analdg szubsztratok segitségével ¢€s megvizsgaltam az
endotél sejtek PAR expressziés mintazatat qPCR, agonistak és antagonistak
segitségével. Végiil bizonyitottam, hogy a A HUVEC sejtek funkcionalis PAR4-et
expresszalnak, melyek sejtfelszini koncentracioja csokken MASP-1 kezelés hatasara.

e Mivel a MASP-1 fiziologidsan PRM felismeré molekulakkal komplexben dimerként
van jelen, kidolgoztam egy Gj MBL-MASP tisztitasi eljarast, és igazoltam, hogy a
hatast a vérbdl tisztitott komplex is kivaltja.

e A MASP-1 szubsztratjait proteomikai modszerekkel is azonositottuk, és azt talaltuk,
hogy a MASP-1 a Kkallikrein-kinin rendszer mellett hozzajarul a bradikinin
képzédéshez. Ezzel felfedeztink egy Xll-es faktortol és kallikreintol fiiggetlen
bradikinin képz6dési tutvonalat. A bradikinin képzdodést rekombinans MASP-1
fragmentumon kiviil vérbdl izolalt MBL-MASP komplex-szel is megmutattam, ezzel

tovabb igazolva a jelenség fiziologias jelent6ségét.
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A munka soran nyert eredmények a véralvadasi kaszkad, kallikrein-kinin rendszer,
komplementrendszer, ¢s gyulladaskeltés Osszefiiggéseire mutatnak ra. Ezek az eredmények
ujabb kapcsolatot mutatnak meg az evolucidsan és funkciondlisan is Osszefliiggd két f6
kaszkadrendszer kozott.

Els6ként mutattam meg, hogy a MASP-1 képes az endotél sejtek kozvetlen aktivalasara, és
emellett hasitja a nagymolekulastlyt kininogént és bradikinint szabadit fel. A képz6d6
bradikinin vazoaktiv peptidként aktivalja az endotél sejteket és gyulladaskelt6 hatasaval még
inkabb erdsiti a MASP-1 hatdsat. A MASP-1 tehat tobb tton is elindithatja, és erdsitheti az
endotél sejtek altal keltett gyulladasos reakciokat.

Régota ismert jelenség, hogy a komplementrendszer aktivalodasa soran képzodd
anafilatoxinok (pl. C3a ¢és C5a) képesek gyulladasi folyamatokat elinditani. Ezek a
fragmentumok G-fehérje kapcsolt receptorokon keresztiil hatnak a gyulladassal 6sszefliggd
sejtekre, amilyenek példaul a leukocitak és endotél sejtek. Az altalam felfedezett folyamat
azeért tolthet be fiziologiasan fontos szerepet, mert a fent emlitett anafilatoxinok a komplement
kaszkad késoébbi fazisaban jelennek meg, amig a MASP-1 a lektin Ut els6 komponenseként

aktivalodik, és azonnal kifejti gyulladaskelto hatasat kornyezetében.
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Osszefoglal6

A komplementrendszer kulcsszerepet jatszik a gyulladasi folyamatokban. Régota ismert
jelenség, hogy a komplementrendszer aktivalodasa soran képz6dd anafilatoxinok (C3a és
C5a) képesek gyulladasi folyamatokat elinditani a sejteken talalhatd receptorok aktivalasan
keresztiil. A mannozkot lektinhez kapesolodo szerin proteaz-1 (MASP-1) a lektin it vérben
nagy mennyiségben jelen 1évé proteaza széles szubsztrat specificitasu a tobbi komplement
proteazhoz képest. A MASP-1 inaktiv, vagyis zimogén formaban van jelen a szervezetben,
egészen addig, amig a vele komplexben 1évé PRM-ek (MBL és fikolinok) a behatold idegen
struktarat (PAMP) felismerik és a vészjelzést tovabbitjadk. A MASP-1 autoaktivalodik a
folyamat soran, ¢és kétlancu formaban vélik aktiv proteazza. Egy sor bizonyiték utal arra, hogy
a MASP-1 egy trombin-szerli proteaz, mivel képes a fibrinogen és a Xlll-as faktor
(transzglutaminaz) hasitasara és hatékonyan gatolhatd antitrombinnal. Az endotél sejtek
fontos szerepet toltenek be a gyulladasos folyamatokban. A sériilés helyén képz6dd trombin
aktivalja az endotél sejteket a proteaz aktivalta receptorokon (PAR) keresztil. Mivel a
MASP-1 trombin-szerii protedz és a PAR-ok a trombin elsddleges sejtfelszini receptorai, azt
feltételeztiik, hogy a MASP-1 képes kozvetleniil aktivalni a gyulladasi folyamatban résztvevo
endotél sejteket a PAR-okon keresztil.

Munkam soran megmutattam, hogy a proteolitikusan aktiv MASP-1 képes kozvetlenil
aktivalni az endotél sejteket, és proinflammatorikus jelatvitali utvonalakat indit be. A MASP-
1 intracellularis Ca®" -szint emelkedést valt ki az endotél sejtekben, és aktivélja-e az NFkB
transzlokaciot és p38 MAPK jelatviteli utvonalakat. A sejtek aktivalasat a lektin (it masik
proteaza, a MASP-2 nem képes beinditani. Bizonyitottuk, hogy a zimogén (R448Q)
ugyanugy, mint a proteolitikusan inaktiv (S646A) MASP-1 mutins nem képes az endotél
sejtek aktivalasara, és a jelenség gatolhaté Cl-inh-ral. Mindez azt bizonyitja, hogy a lektin ut
aktivalodasanak meg kell torténnie az endotél sejtek stimuldlasdhoz, illetve a hatas
kivaltasaért a MASP-1 proteaz aktivitasa felelés. Ez utobbi arra utal, hogy a MASP-1 az
endotél sejteket egy PAR receptoron keresztiil aktivalja.

A PAR-ok proteaz hasitasra szenzitiv régioit reprezentalo szintetikus szubsztratok
hasznalatdval megmutattuk, hogy a MASP-1 a lehetséges szubsztratja a PAR4. A
funkcionalisan aktiv PAR4 jelenlétét a HUVEC sejteken kvantitativ RT-PCR és agonista
peptid segitségével bizonyitottuk. Végiill megmutattuk, hogy a membrankotott intakt PAR4
mennyisége csokken MASP-1 kezelés hatasara.

A jelenség fiziologias jelentdségét szerettiik volna tovabb bizonyitani, ezért vérbdl tisztitott,
teljes hosszusagli, MBL-lel komplexben 1évé MASP komplexekkel megmutattuk, hogy nem
csak rekombinans MASP-1 képes az endotél sejtek aktivalasara és a proinflammatorikus
utvonalak beinditasara a HUVEC sejtekben.

A MASP-1 szubsztratjait proteomikai modszer alkalmazasaval is kerestiik, és két dimenzios
gélelektroforézis (DIGE) segitségével megtalaltuk a kininogén hasitds termékeit. Igazoltam,
hogy a vérbdl tisztitott MBL-MASP komplex képes a nagy molekulastulyG kininogén
hasitasara, amely a bradikinin képzdédés egy Xll-es faktortol és kallikreint6l fiiggetlen 1j
utvonala. A bradikinin képzdédés szintén hozzajarulhat a komplementrendszer gyulladaskeltd
hatasahoz.

Felfedeztem, hogy a MASP-1 kétféle mechanizmus szerint is képes proinflammatorikus
reakciokat beinditani: az endotél sejteken jelen 1évé PAR4 receptor kozvetlen hasitasaval
illetve a vazoaktiv bradikinin felszabaditasaval.
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Summary

The complement system is a key player in inflammation. It has been long known that
production of biologically active peptides (anaphylatoxins: C3a and C5a) during complement
activation initiates inflammation through binding to receptors on the cell surface. Mannose-
binding lectin associated serine protease-1 (MASP-1) is an abundant protease of the lectin
pathway, with relatively broad substrate specificity. MASP-1 circulates in the blood in
zymogen form in complex with pattern recognition molecules: MBL and ficolins. MASP-1
autoactivates when the complexes bind to pathogen-associated molecular patterns (PAMPs).
Several lines of evidence indicated that MASP-1 is a thrombin-like protease, since it cleaves
fibrinogen and factor XIII (transglutaminase) and it can be efficiently inhibited by
antithrombin. Endothelial cells play important role in inflammatory reactions. At sites of
vascular damage, endothelial cells can be activated by thrombin via the protease activated
receptors (PARs). Since MASP-1 has thrombin-like activity and the PARs are the primary
cellular receptors of thrombin, we hypothesized that MASP-1 is an activator of PARs and
may have thrombin-like effects on endothelial cells.

During my work I showed that MASP-1 directly activates endothelial cells. We demonstrated
that proteolytically active MASP-1 is able to trigger Ca2+-signaling, NF«B and p38-MAPK
pathway in cultured human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). Activation was
initiated by MASP-1 only, the related protease — MASP-2 — had no such effect. We confirmed
that zymogen (R448Q) as well as proteolytically inactive (S646A) MASP-1 mutants are
unable to activate endothelial cells and the effect of MASP-1 could be inhibited by Cl-inh.
This shows that the phenomenon was dependent on the activation of lectin pathway and on
the proteolytic activity of MASP-1, - the latter suggesting modulation of endothelial cell
function through a PAR.

Using synthetic peptide substrates representing the protease-sensitive regions of PARs, we
were able to show that PAR4 is a target of MASP-1. The presence of functionally active
PAR4 in HUVECs was proved using PAR4 agonist peptide and mRNA quantification. I also
showed that the amount of membrane-bound intact PAR4 decreases after MASP-1 treatment.

I also wanted to further elucidate the physiological significance of this discovery. The full-
length native human MASP-complexes from serum were tested in our endothelial
experimental system. Our data suggest that not only recombinant MASP-1 but also natural
MASP-1 in MBL/MASP complexes can induce proinflammatory reaction in HUVEC.

We also wanted to find potential new substrates of MASP-1 in human plasma by differential
gel electrophoresis, and identified kininogen cleavage products by this proteomic approach. I
verified that MBL-MASP complex is able to cleave high molecular weight kininogen and
produce bradikinin in a fXII- and kallikrein-independent mechanism and contribute to the
pro-inflammatory effect of the complement system.

I discovered that MASP-1 is able to induce pro-inflammatory reaction by two different new

mechanism: by direct cleavage of PAR4 receptor on the endothelial surface and by production
of bradykinin.
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