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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ANOVA Variancia-analizis

C1-9 Komplement kaszkéad szamozott elemei
C1-INH-HAE Cl-inhibitor hiany kdvetkeztében kialakul6 herediter angio6déma
CAMP Ciklikus adenozin-monofoszfat

CCP Komplement kontroll protein

CD Differencialddasi marker cluster

COX Ciklooxigenaz

CR Komplement receptor

CREB CAMP-vialaszad6 fehérje

CRP C-reaktiv protein

CUB Csont morfogenetikus protein

CSF Kolodnia stimulél6 faktor

DAG Diacilglicerin

DAMP Veszély asszocialt molekularis mintazatok
EGF Epidermalis novekedési faktor

eNOS Endotelialis nitrogén oxid szintaz

ERK Extracellularis szignal-regulalt kinaz
ET-1 Endotelin-1

FBS Fotalis borju szérum

FGF Fibroblaszt novekedési faktor

fMLP Formil-metionil-leucil-fenilalanin
GAM Kecske anti-egér

GPCR G-fehérjéhez kapcsolt receptor

GSEA Génhalmazok feldusuldsanak elemzése
GTP Guanozin-trifoszfat

HBSS So6oldat Hank receptje szerint keverve
HMWK Nagy molekulasulyu kininogén

HRP Torma-peroxidaz

HSF Hosokk faktor
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HUVEC Human koldokzsindr véna endotélse;jt
ICAM Intercellularis adhézids molekula
IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IKK IxB kinaz

IL Interleukin

IP3 Inozitol-triszfoszfat

IR Gyulladassal kapcsolatos

IxB Kappa B gatlo

JAM Junkcids adhézids molekula

JNK Jun N-termindlis kinaz

LFA Leukocita funkcionalis antigén
LPR Lektin it mintazatfelismer6 receptor
LPS Lipopoliszaharid

LTB Limfotoxin-f

MAC Membrankarositdo komplex

MAp MBL-asszocialt protein

MAPK Mitogén aktivalta protein kinaz
MASP MBL-asszocialt szerin proteaz
MBL Mann6z koté lektin

MCP-1 Monocita kemotaktikus fehérje
M-CSF Makrofag kolonia stimulalé faktor
MLC Miozin konnyii lanc

NEMO NF«B esszencialis modulator
NES Normalizalt feldtisulasi pontszam
NF«B Nuklearis faktor kappa B

NO Nitrogén-monoxid

PAF Vérlemezke-aktivalo faktor
PAMP Patogén asszocialt molekularis mintazatok
PAR Protedz aktivalta receptor

PBS Foszfat pufferelt sdoldat

PC Foszfatidilkolin



PECAM
PEST
PGl,
PLA
PLC
PRR
RHO-GEF
ROS
SAP

SP
STAT
TF

TLR
TMB
TNF

TR
VCAM
VEGF
VE-kadherin
VLA
VWF
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Vérlemezke endotélsejt adhézids molekula
Penicillin/streptomycin oldat
prosztaglandin 12 (prosztaciklin)
Foszfolipaz A

Foszfolipaz C

Mintazatfelismerd receptor

Ras homolog guanin nukleotid kicseréld faktor
Reaktiv oxigén szarmazék

Szérum amiloid protein

Szerin-proteaz

Transzkripcios faktor csalad

Szoveti faktor

Toll-like receptor

Tetrametil-benzidin

Tumor nekroézis faktor

Trombin

Vaszkularis sejtadhézios molekula
Endotelialis novekedési faktor
Vaszkularis endotelialis kadherin

Nagyon kés6i antigén

Von Willebrand Faktor



DOI:10.14753/SE.2020.2355

2. BEVEZETES

A torzsfejlodés korai szakaszaban létezett egy 6si kaszkadrendszer, amelybdl
késobb tobb specializaloédott alrendszer evolvalodott. Ez az 6si kaszkadrendszer
immunologiai és gyulladasszabalyozasi feladatokat latott el, hasonldéan, mint
napjainkban az €16 fossziliaként ismert atlanti torfarka rak (Limulus polyphemus)
immunrendszere, amelyeknek a vérkeringésiik és a nyirokrendszerik kozOs
testfolyadékot alkot, a hemolimfat. A hemolimfaban 1évé hematocita sejtek felismerik a
patogéneket, degranuldlodnak, és igy alvadasi, antimikrobidlis és koagulaciés faktorok
(szerin proteazok) szabadulnak fel. Ezek a szerin protedazok nagy szerkezeti
hasonlosdgot mutatnak a véralvadasi kaszkad ¢és a komplementrendszer szerin
proteazaival (1). Krem és mtsai. szerint a véralvadasi kaszkad a velesziiletett
immunrendszer evoluciés mellékterméke (2), ezt tekintve nem meglepd, hogy a
szervezet proteolitikus kaszkadrendszerei ma is tobb ponton Osszekapcsoldodnak. A
véralvadasi kaszkad kapcsolatban all a komplementrendszerrel és a kontakt-kinin
rendszerrel, amelyek a gyulladdsos folyamatokat befolyasoljadk. Az elsd sejttipus,
amivel ezek a plazma enzimrendszerek érintkeznek, azok az egysejtrétegii laphamként a
vér és a szovetek kozott barriert képzo endotélsejtek, amelyek a gyulladasban fontos
szerepet toltenek be. A plazma enzimrendszerek a gyulladasban résztvevd sejteket
kozvetleniil vagy kozvetve aktivalhatjadk. Kozvetlen aktivalasra a véralvadas kozponti
protedza, a trombin képes, a sejtek felszinén jelenlévd protedz aktivalta receptorok
(PAR) hasitasa révén. Kozvetett modon pedig G-fehérje kapcsolt receptorokon (GPCR)
a szerin protedzok kaszkadszeri aktivaléddsa soran képzO0dé proteolitikus
fragmentumokon keresztiil aktivaldédhatnak, mint amilyenek pl. az anafilatoxinok (C3a,
C4a és C5a), a bradikinin és a fibrinopeptidek.

Doktori munkam sordn azzal a kérdéskorrel foglalkoztam, hogy a
komplementrendszer lektin utjdnak egyik szerin protedza, a mannoz kotd
lektin-asszocialt szerin proteaz-1 (MASP-1) hogyan képes az endotélsejtek gyulladasos
aktivacigjat kivaltani, ezen beliil az adhézios tulajdonsagok vizsgélatara 6sszpontositva.
A MASP-1 trombinszerti szubsztratspecificitassal rendelkezik, és a trombinhoz
hasonldéan hasitja az endotélsejtek felszinén talalhatdé PAR-okat, ezaltal Ca?"
mobilizaciot, p38 mitogén asszocialt protein kinaz (p38-MAPK) és a nuklearis faktor

k-B (NFxB) ttvonalak aktivaciojat inditja be, azaz képes kozvetlen sejtaktivalasra, és
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ily médon az endotélsejtek fenotipusat proinflammatorikus iranyba tolja el. Ennek
kovetkezményeként megvaltozik az endotélsejtek citokin termelése, és ezaltal beindul a
neutrofil granulocitdk kemotaxisa (3). Feltételezhetd, hogy a MASP-1 az
anafilatoxinokhoz hasonldéan, de eltér0 mechanizmussal hozzajarul a szervezet

gyulladési folyamatainak beinditasahoz.

2.1. AKOMPLEMENTRENDSZER

A komplementrendszer egy szerin protedzok kaszkadszerti miikodésén alapulod
rendszer, amely a természetes immunitas fontos része, azonban szamos funkcidja révén
kapcsolatot jelent a velesziiletett ¢és az adaptiv immunitds kozott. A
komplementrendszert a vérben és a kiilonbozd testnedvekben inaktiv allapotban jelen
1év6, egymast aktivald faktorok, a folyamatot szabalyoz6d molekuldk, és az egyes
komponensek aktivacidos fragmentumait megkdtd receptorok 0Osszessége alkotja. A
vérplazmaban talalhaté komplementfehérjék tobbsége funkcionalisan inaktiv allapotban
van jelen, és a komplementrendszer kaszkadjanak enzimatikus hasitdsa soran valik
aktivva.

A kivaltdo agenstdl fiiggéen a komplementrendszer harom uton aktivalodhat: a
Klasszikus-, a lektinfliggé- és az alternativ uton. Ezek az utak a reakcido kozponti
szakaszdban — a C3 aktivalodasaval — egyesiilnek, és elvezethetnek opszoninok,
anafilatoxinok és a membrankérosité komplexek (MAC) kialakulasahoz (1. Abra).

Az aktivaci6 a patogén-asszocialt molekularis mintazatok (PAMP) vagy
veszély-asszocialt molekularis mintazatok (DAMP) felismerésével kezdddik. A
klasszikus utvonalat els6sorban immunkomplexek, leginkabb IgG-vel vagy IgM-mel
asszocialt antigének, aktivalhatjak (4), amelyeket a C1 molekulakomplex C1q alegysége
ismer fel. A Clq kotddését kovetden a hozza kapcsolodo Clr és Cls szerin proteazok
aktivalodnak, és beindul a kiilonb6z6 proteazokbol alld kaszkadrendszer (5). A
C3-konvertaz enzim kialakuldsaért a C4 és C2 komplement komponensek hasitasa és
felszinhez kotddése a felelés. A felszinhez kotddd aktiv C3 is kialakithatja a
C3-konvertaz komplexet. A C3 molekuldk patogének (baktérium, virus, gomba)
szidlsav-szegény felszinéhez torténd kotddése sziikséges. Az alternativ ut beindulhat a
felszinhez nem kot6dé C3 molekula spontan hidrolizisével. A keletkez6 C3(H20) az

aktiv C3b molekula homoldgja, igy a B-faktorhoz kapcsolodva kialakitja az alternativ ut
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C3-konvertaz enzimkomplexét (4). Az alternativ Gt a komplementaktivacio felerdsito

folyamataban is fontos szerepet jatszik. A lektin-fiiggd ut esetén a felismerd molekulak

lehetnek a fikolinok, kollektinek és a mannéz koté lektin (MBL), amelyhez harom
kiilonboz6 protedz, a MASP-1, 2, 3 és két enzim funkcidval nem rendelkez6 molekula

(MAp19, MAp44) kapcsolédhat. Ezen felismerd molekuldk beinditjdk a

komplementrendszert azaltal, hogy a patogének szénhidrat felszinéhez kdotédve

aktivaljak a hozzajuk kapcsolodo, addig inaktiv allapott MBL-asszocialt szerint
proteazokat (6). A MASP-okrdl részletesebben a ,, 4 lektin ut és a MBL-asszocidlt
szerint protedzok” cimii 2.1.1. részben lesz szo.

A C3 konvertaz hasitja a C3 molekulat egy kisebb C3a-ra és egy nagyobb C3b

fragmentumra. A C3b leko6tddik a konvertaz mellé, és igy egy trimolekularis komplexet

alakit ki, a C5 konvertazt. A komplementaktivacio kimenetele a kovetkezok lehetnek:

e A terminalis komplex (MAC) kialakulasa, amelyben a C5 konvertaz enzim és a
C5-9 komponensek vesznek részt. Ezen kimenetel eredménye a komplement
medialta lizis (7).

e Opszonizacio, és ezaltal a fagocitozis eldsegitése, ami korokozok lizisén kiviil a
komplementrendszer egy masik fontos funkcidja. A C3 molekula hasitdsa soran
keletkez6 fragmentumok az opszoninek (C3b, iC3b), amelyek a korokozok
felszinére kovalensen kotddve, eldsegitik a fagocitasejtekkel vald reakcidt a
megfeleld receptorokon (CR1/2/3/4) keresztiil (8). Az opszonizacionak szerepe van
az antigénprezentacioban és az immunkomplexek eltakaritasaban is.

e Az anafilatoxinok kialakulasa, a komplement kaszkad aktivacidja soran lehasado
kisebb méreti (~10 kDa) peptidek fontos funkciot toltenek be. Az igy felszabadult
C3a, C4a ¢és C5a proinflammatorikus vészjelzésként klasszikus gyulladasos
tevékenységeket képesek elinditani. Az anafilatoxinok G-fehérjéhez kapcsolt
receptorokon keresztiil fejtik ki hatdsukat. A C3a és a C5a, a C3aR ¢és a C5aR
komplement receptorokon keresztiil hatnak, gyulladast kivalto anyagok
felszabadulasat 1dézik eld, novelik az erek permeabilitdsat, kemotaktikus
C4a a PARI és a PAR4 receptorokon keresztiil fejti ki hatasat az endotélsejtekre.
Ezzel a Ca?* aktivaci6 mellett aktivalodik az ERK Gtvonal is, valamint

citoszkeletalis atrendez6déssel megnovekedik az endotélium permeabilitasa is (11).

10
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A komplementaktivacido kimenetele kiemelkedden fontos szerepet tolt be a gyulladas
szabalyozasaban. A termindlis komplex és az anafilatoxinok a gyulladéas kialakuldsat
segitik, az opszoninok viszont a gyulladas lezarasaban és a tormelékek eltakaritasaban is

részt vesznek (1. Abra).

Klasszikus at Lektinfiggé ut Alternativ ut
Opszonizacio | <mss=| Clq MBL/Ficolin C3(H,0)
Neutrofil MASP-1
aktivacio
- KEI:notaxls, ) - C3a
Citokintermelés
C3b

Opszonizacio, ﬁ
Ab regulacio ic3

Kemotaxis,
. . | — C5a
Citokintermelés
C5b
Lizis >
" .. e MAC
Sejtaktivacio

1. Abra: Komplementrendszer aktivaciéja és funkciéi. A komplementrendszer
haromféleképpen aktivalodhat: a klasszikus, a lektinfliiggd és az alternativ iton. Ezek az utak a
reakcié kozponti szakaszaban — a C3 aktivalédasaval — egyesiilnek. A komplementrendszer
szamos funkcidja segitségével (anafilatoxinok, opszonizaci6é, membrankarosité komplex) vesz
részt a patogének eliminalasaban. A zolddel kiemelt funkciok (opszonizacio és ellenanyag (Ab)
regulacio) a gyulladas csokkenése, illetve az adaptiv immunvalaszra valoé atkapcsolas iranyaba
mutatnak. Mig a tobbi funkcio (neutrofil aktivacio, kemotaxis, lizis) a gyulladast fokozza.

2.1.1. A lektin ut és a MBL-asszocialt szerint proteazok

A lektin ut felismeré molekulai lektin tipust PRR-ek, roviden LPR-ek (lectin
pathway pattern recognition receptors). Ezek kozé tartozik a MBL, a mdj és a vese
tipust kollektinek (CL-K1, CL-L1), és a fikolinok (H, L, M) (12, 13). Az LPR-ek a
baktériumok és gombak felszinén jelen 1év6 szénhidrat struktirdkat ismerik fel, és
kiilonboz6  specificitassal kotik meg. Az LPR-ekkel komplexben keringenek a
véraramban az effektor funkciot ellat6 MBL-asszocidlt szerin-protdzok (MASP-1, -2,
-3), valamint az enzim funkcioval nem rendelkezd, valdsziniileg szabalyozé funkcidju

MBL-asszocialt proteinek (MAp-19, -44) (14-16). A MASP-ok a komplementrendszer

11
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klasszikus utjanak Clr és Cls proteazaival homologok, konzervalt doménszerkezetiik
megegyezik (2. Abra). 6 doménbél allnak, amelyeknek a C-terminalis részen egy
nagyon konzervalt His/Ser/Asp katalitikus tridddal rendelkez6 kimotripszin-szert
szerin-proteaz (SP) domén talalhato, amelyet 5 katalitikusan inaktiv modul el6z meg.
Az N-termindlis Cl1r/Cls/Uegfcsont morfogenetikus fehérje I (CUB1) domént az
epidermalis novekedési faktor (EGF)-szeri domén koveti, majd a CUB2 domén
kovetkezik. Ezeket két komplement kontroll protein (CCP1 és CCP2) domén koveti,
amelyhez tartozik még egy kis linker régio is, melyhez a MASP-1 és MASP-3 esetében
az SP domén csatlakozik (17). Az SP domén tartalmaz egy kapocs régionak nevezett
aktivacids peptidet, amely az enzim aktivalddasaban jatszik fontos szerepet. A proenzim
egylancu forméban szintetizalodik, majd ugy aktivalodik, hogy az aktivacios peptid és
az SP domén kozott elhasad a polipeptid, és az igy keletkezett két 1anc diszulfid-hiddal
kapcsolodik egymashoz (18). A MASP1 gén 17 exont kddol, amelybdl az els6 10 a
MASP-1 és MASP-3 N-terminalis 5 kozds doménjeit kodolja, majd a MASP-3-ra
specifikus linker és SP domént kodold exon, és végiil a 6 MASP-1 linker és SP domént

kodold exon kovetkezik (17).

2. Abra: A MASP-1 doménszerkezete (19). A MASP-1 hat doménbdl 4ll, azonban ezek
koziil katalitikusan csak a C-termindlis SP domén aktiv. Az N-terminalis végétdl haladva a
CUB domén, epidermalis novekedési faktor (EGF)- szeri domén, masodik CUB domén, két
komplement kontroll protein (CCP) modul, majd végiil a szerin proteaz domén talalhato.

A MASP-1 egy kimotripszin-szerii szerin-proteaz, melynek fiziologiai szerepe
még nem teljesen tisztazott. Ennek oka az, hogy napjainkban egyre tobb 1) informacid
lat napvilagot, ami nem meglepd, mivel a vérben kb. 140 nM mennyiségben jelen 1év6
MASP-1 a komplementrendszerbe nem tartoz6 szubsztratok hasitasara is képes (18). A
harom kiilonb6z6 MASP koziil a MASP-2 funkcidja a legismertebb, homolog a Cls-sel,
azaz nagy hatékonysaggal képes hasitani a C4 és a C2 fehérjét is, de autoaktivacios
képessége rendkiviil alacsony. A MASP-3 a D-faktoron keresztiil az alternativ utat
aktivalhatja (20). A MASP-1 specifikusan hasitja a C2 fehérjét, de nem hasitja a C4-et,

igy nem képes a lektin utat 6nnaléan elinditani. Viszont a MASP-1 biztositja a
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lektinfliggd Gtbdl szarmazo C3 konvertaz (C4b2a) C2a részének 60%-at (18, 21, 22). A
felismer6 molekuladk PAMP/DAMP kotését ¢s az ezt kovetdé konformaciovaltozasat
kovetéen a MASP-1 autoaktivacoja fokozodik (18). Az igy aktivalodott MASP-1 fontos
szerepet tO0lt be a komplementrendszeren beliil, ugyanis hozzajarul a lektin 1t
beinditdsdhoz a MASP-2 hasitdsa révén, ami husszor hatékonyabb mint a zimogén
MASP-2 autoaktivacioja (18). Ez a folyamat kulcsfontossagu szabalyozé mechanizmus,
mivel a lektin ut aktivacidja soran keletkez6 C3-konvertaz kialakulasahoz
nélkiilozhetetlen a MASP-2 MASP-1 altali aktivacidja. A MASP-1 képes a C3
hasitasara is, de a hatékonysaga mindossze 0.1% az alternativ ttvonal
C3-konvertazahoz képest (23). Tovabba kimutatasra keriilt, hogy a MASP-1 képes a
plazma enzimrendszerei kozotti keresztaktivaciora. A MASP-1  trombinszera
szubsztratspecificitassal rendelkezik, hasitja a fibrinogént és a XIII-as faktort és a nagy
molekulasulyt kininogént (HMWK) (22, 24, 25). Ezek a hatasok gatolhatoak bizonyos
trombin gatlokkal (pl. anti-trombin Ill-mal heparin jelenlétében, C1 inhibitorral),
viszont a trombin gatlo hirudinnal nem (26). A MASP-1-nek a komplementrendszerben
betoltott fontos szerepére utal, hogy amellett, hogy a lektin Gt enzimei koziil a
legnagyobb koncentracioban (11 pg/ml) van jelen (MASP-2: 0.5 pg/ml, MASP-3: 5
ug/ml), egyediili enzim, amely képes a MASP-2 aktivalasara is (27).

A véralvadasi rendszer kozponti proteaza, a trombin képes az endotélsejtek kozvetlen
aktivacidjara a felszinen 1év6 PAR-ok hasitasa révén (28). Rontgenkrisztallografias
kisérletekben kimutattdk, hogy a MASP-1 és a trombin szubsztratkotd arka hasonlo
szerkezetli (29), ezért nem meglepd, hogy az aktivalodott MASP-1 képes kodzvetleniil
aktivalni az endotélsejteket a felszinen 1évé PAR-0k N-terminalis hasitasa révén. Ennek
kovetkeztében az endotélsejtekben proinflammatorikus jelatviteli utvonalak indulnak
be, mint amilyen a Ca** mobilizacio, a p38-MAPK utvonal, és az NFkB sejtmagi
transzlokaci6 (3, 30, 31). Ezen feliil az endotélsejtek nem csak a gyulladasos citokinekre
és kiilonb6z6 mikrobialis makromolekuldkra reagalnak érzékenyen, hanem a
komplementrendszer aktivacioja soran keletkez6 anafilatoxinok is gyulladasos iranyba

toljak el a fenotipusokat (32).
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2.2. A GYULLADAS FOLYAMATA

A gyulladds a magasabb rendli szervezeteknek egy olyan nem specifikus
valaszreakcidja, amely fertézések, szoveti sériilések vagy szovetek karosodott
miikédése soran alakul ki, melynek célja a fert6z0 agens elpusztitdsa, és a szoveti
karosodas helyreallitasa.

A gyulladas fogalmanak értelmezése sokat valtozott az idok sordn. Az elsé definicid
szerint a folyamat négy klasszikus tiinete a pir (rubor), duzzanat (tumor), melegség
(calor), fajdalom (dolor) volt. Késobb egy 6tddik tlinettel egészitették ki, a funkcid
karosodasaval (functio laesa), amely valdjaban a gyulladas mai értelmezése szerint
mindig jelentkezik, mig az elsd négy csak fertézést vagy sériilést kovetd akut
gyulladasra jellemzd. Az elmult évtized kutatdsainak kdszonhetdéen egyre tobb
informacio lat napvilagot a gyulladdsos mechanizmusok miikodésérdl. Gyorsan alakul
ki, altalaban kis helyre koncentralodik, és a korokozd eliminalasa utan karos
kovetkezmények nélkiil gyorsan meg is szlinik. Ilyen esetekben heveny vagy akut
gyulladasrol beszéliink, amely lehet lokalis, amennyiben egy jol meghatarozhatéd
teriiletet érint (egy szervet vagy szovetet), vagy szisztémas, amennyiben az egész
szervezetet érinti. Az akut gyulladas egy gyors védekezd valasz a szervezet fertdzésére,
a sSzoveti sériilésre, amely az d4gens elimindcidjat és a szoveti karosodas
minimalizaciojat szolgadlja. Sok esetben (bakteridlis vagy gombas fertdzés,
szovetszétesés) neutrofil granulocitak lokalis odavonzasaval és aktivalasaval jar (33).
Eléfordulhat, hogy hibas regulaciés mechanizmusok vagy hosszantart6 sulyos fert6zés
kovetkeztében kronikus gyulladas jon 1étre, ami mar nem szolgalja a fertdzés lekiizdését
¢€s a regeneraciot, hanem sulyos szdveti atrendezddést és tartds/végleges funkciovesztést
okoz. A gyulladas Gsszetett folyamatanak lefolyasa nagyban fiigg a kivaltd stimulustol,
amely lehet exogén, mint pl. a mikroorganizmusok, allergének és idegen testek; vagy
endogén eredetiiek, mint amilyenek a kéarosodott szovetekbdl felszabaduld anyagok.
Tovabba a szervezet valaszkészségét is figyelembe véve sokféle gyulladisi forma
1étezik, azonban egy tipikus gyulladdsos immunvalasz négy altaldnosan jellemzo
eseménybdl all. A 1.) kivalté stimulust az 2.) érzékeld szenzor ismeri fel, majd 3.)
inflammatorikus mediatorokon keresztiil hat az 4.) effektor funkciokat ellato célszovetre
(34, 35). A gazdaszervezet sejtjein 1évé mintazatfelismeré receptorok (PRRs) (mannéz

receptor, scavenger receptor, Toll-like receptor, és a NOD-like receptor) felismerik a
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behatolé6 mikroorganizmusok jellegzetes mikrobialis molekulait, a patogén-asszocialt
molekularis mintazatot (PAMP). Igy a stimulusok kiilonboz6, a gyulladasban igen
sokrétli szerepet betoltd transzkripcids faktor aktivacidjahoz vezetnek, amelyek
nukledris transzlokacidjukat kovetéen megfelelé gyulladasi célgének expressziojat
inditjak be. Ezaltal a gyulladés teriiletén plazmaproteinekbdl képzddott vagy sejtek altal
termelt, kiilonboz6 sejtekre hatd, inflammatorikus medidtorok szabadulnak fel. Ezekért
elsésorban a leukocitdk (foként makrofagok és hizésejtek) és a gyulladas helyén 1évo
szovetek felelnek. A kivaltd agens szamos gyulladasos medidtort termel, mint
amilyenek a vazoaktiv aminok és peptidek, lipidmediatorok, proteolitikus enzimek,
komplementrendszer komponensek ¢€s a citokinek (34). Hasonld folyamatok indulnak
be veszély szigndlok (DAMP) jelenlétében, pl. szoveti nekrozis vagy idegen test
esetében is, igy a steril gyulladas lefolyasa nagyon hasonlo a PAMP jelenlétében
kialakul6 gyulladasi folyamatokhoz.

A vazoaktiv aminok és peptidek tobbek kozott a vaszkularis rendszer helyi
szabalyozasaért felelések. Ezek az anyagok vazodilataciét vagy vazokonstrikciot
okozhatnak, valamint képesek az érfal permeabilitasat szabalyozni (34). Fokozott
permeabilitds novekedéskor rendkiviill fontos plazmadsszetevok juthatnak ki a
szovetekbe, azaz a gyulladds helyszinére, mint amilyenek az ellenanyagok ¢és a
komplementkomponensek.

A sejtmembran foszfolipidjeinek a foszfolipaz-A2-enzim altal torténd hasitasa
révén lizofoszfatidsav és arachidonsav keletkezik, amely szdmos gyulladasi
lipidmediator alapjaul szolgal. A vérlemezke-aktivalo faktor (PAF) a lizofoszfatidsav
acetilacidjaval keletkezik, és a vérlemezkék aktivacidja mellett vazodilataciot vagy
vazokonstrikciot okozhat, aktivalhatja a neutrofil granulocitdkat és az eozinofil
granulocitakat, valamint az eozinofilek kemotaxisat is kivalthatja (35). Az
arachidonsavbodl a ciklooxigenaz enzimek (COX1 ¢és COX2) altal prosztaglandinok és
tromboxanok keletkeznek, mig a lipoxigenaz hatasara leukotriének ¢és lipoxinek
keletkeznek. Ezek az arachidonsav-metabolitok Osszetett, gyakran egymassal ellentétes
hatdsuak lehetnek. A prosztaglandinok az erek permeabilitdsdnak novelése mellett
fokozzak a neturofil granulocitdk kemotaxisat is (36). A prosztaglandinoknak két
szarmazekuk van. A prosztaciklinek hatékony helyi vazodilatatorok, amelyek gatoljak a

vérlemezkék Osszecsapzodasat, és ezaltal a véralvadast és a vérrogképzést is, valamint a
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tromboxéanok, amelyek vazokonstriktor hatastiak. A leukotriének vazokonstriktor és
kemotaktikus hatdssal rendelkeznek, mig a lipoxinek antiinflammatorikus hatassal
birnak, és a gyulladas terminalasaban kapnak fontos szerepet (35).

A gyulladas lefolyasaban szamos enzim is fontos szereppel bir, mint amilyenek
a proteazok, glikozidazok és hidrolazok, amelyek a matrix atalakitdsaban vesznek
részt, tovabba a szabadgyokok termeléséért és lebontdsaért felelés enzimek, a
nitrogén-oxid szintdzok, szuperoxid-diszmutazok ¢s a NADPH-oxiddzok. A sejtben
keletkezd reaktiv oxigénszarmazékok, a szuperoxidok, peroxidok, nitrogen-oxid és a
peroxi-nitrit, antibakterialis hatastak, mivel a kémiai reaktivitisuknak koszonhetéen
gyorsan reakcioba 1épnek mas molekulakkal. fgy képesek a DNS-t vagy a sejtmembrant
is karositani, és ezaltal az oxidalt termékek hozzajarulnak a gyulladas fokozéasahoz.

A komplementrendszer komponensek, az anafilatoxinok (C3a, C4a, C5a) a
komplementrendszer aktivacidja folyaman keletkeznek, amelyek kemotaktikus és
vazoaktiv anyagok felszabaduldsat valtjak ki hizosejtekbdl €s bazofil granulocitakbol.

A gyulladasi citokinek kozvetleniil a szoveti sériilés, vagy a korokozd
behatoldsa utdn szabadulnak fel a granulocitdkbol, mononukledris fagocitdkbdl,
v0T-sejtekbdl, hizosejtekbdl (a hizdsejtek hisztamint is termelnek), fibroblasztokbdl és
endotélsejtekbdl. Ide tartoznak a tumornekrozis-faktorok (TNFa és B), az interferonok
(IFNa, B és y), az IL-1a és B, az IL-6, az IL-12, a migraciot gatlo faktor (MIF) és a
gyulladasi kemokinek. Ezek a citokinek nagyon fontos Szereppel birnak a gyulladas
kialakitasaban és lefolyasaban (37), az ér simaizom sejtjeire és az endotélsejtekre mind
autokrin, mind parakrin médokon hatva. Tovabba az immunsejtek aktivalodasaban és
differencidlodasaban is szerepet kapnak, tobbek kozott, fokozodik a neutrofil
granulocitak fagocitozisa és granulum szekrécidja a gyulladasos teriileten (38). A
gyulladésos teriileten a megfelel6 immunsejtek megjelenését a citokinekhez tartozo, a
sejtek kemotaxis indukalasaért felelés kemokinek teszik lehetévé. Az IL-8 ¢és a
GRO1/2/3 a neutrofil granulocitak, az MCP-1 a monocitak, a RANTES az effektor
T-sejtek, mig az Eotaxin-3 az eozinofil granulocitdk kemotaxisaért felel.

Az endotélsejtek és a fehérvérsejtek esetén a gyulladasi citokinek hatdsdra adhézios
molekulak expresszios valtozasa kovetkezik be, ami eléfeltétele az érpalyaban 1évo

crer

citokinek, ami a gyulladas tovabb terjedésének elkeriilésében nélkiilozhetetlen (39).
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Ezen mediatorok, kiemelten az IL-6, IL-1 és a TNFa endokrin médon kifejtett
hatdséra a hepatocitdkban beindul a gyulladasos folyamatok egy specialis forméja, az
akut fazis reakcio (40). A majsejtek fehérje (C-reaktiv protein (CRP), szérum amiloid
protein (SAP), fibrinogén, albumin, transzferrin, ferritin, stb.) expresszidja megvaltozik.
A plazmaban a gyulladés lefolydsahoz ¢és annak leéllitasdhoz sziikséges fehérjék szintje
hirtelen megemelkedik, mig egyes fehérjék, mint amilyen a szérum albumin vagy a
transzferrin expresszios szintjei csokkennek (41). A SAP és a CRP pentraxinok szintjei
emelkednek legfoképpen, amelyek a baktériumokat képesek opszonizalni, és ezaltal a
komplementrendszer aktivacidjaban vesznek részt. Emellett a CRP részt vesz a
sejttormelék fagocitdzisaban is (42).

Tehat a gyulladas soran az proinflammatorikus mediatorok legfontosabb hatasa az, hogy
lokalisan folyadékgylilemet alakitanak ki, amelyben az aktivalt fehérjevérsejtek és
enzimek a lehetd leghatékonyabban elpusztitjdk a koérokozokat, €s a sériilt szovet
elhuzodik és kronikus gyulladds alakul ki, amely sordn az infiltrdlodo leukocitak

Osszetétele megvaltozik.

2.3. AZ ENDOTELSEJTEK

Endotélsejteknek nevezzilk mindazokat a mezodermalis eredetli sejteket,
amelyek valamennyi eriinket, beleértve a nyirokereket és a szivet is, egysejtrétegli
laphamként beliilrdl hataroljak, barriert képezve a vér és a szovetek kozott. Ezekbdl a
sejtekbdl egy atlagos felnétt emberben koriilbeliil 6x10* darab taldlhato, ami
testomeglink 1%-at alkotja. Ezen sejtek dsszfeliiletét S000 m? kériilire becsiilik, atlagos
¢letidejiik nagyjabol 1 évre tehet6 (43). Azonban ez a dinamikus, metabolikusan aktiv
endotélsejt halozat a szelektiv barrier funkci6o ellatdsa mellett szdmos folyamat
regulatora. A sejtek altalaban laposak, 0.1 és 1 um kozotti vastagsagiiak. Az 6sszefliggd
endotélium létrehozasdban a szomszédos endotélsejtek kozti sejtkapcsolatok és az
endotélsejtek extracellularis matrixszal kialakitott kapcsolatban 1évé adhézids
molekuldk jatszanak fontos szerepet (lasd a 2.3.3. ,,4z endotélsejtek adhézios molekulai”
cimli fejezetben). Az endotélium nem tekinthetd egységes szervnek, ugyanis az
endotélsejtek kiillondsen diverz populaciot alkotnak, morfologiailag és funkcionalisan is

nagymértékii heterogenitdst mutatnak. A véna-artéria-kapillaris-nyirokér felosztas
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szerinti kiilonbség mellett, eltérés van a mas-mas szerveket behal6zo erek endotélsejtjei
kozott is. Az egyes anatomiai teriiletek kozott leginkabb a kapillarisoknal lathatunk
anatomiai ¢és funkcionalis kiilonbséget. A maj szinuszoid kapillaris endotéliuma
diszkontinuus, nagy paracellularis nyilasokkal rendelkezik. Részben az endotélsejtek,
részben pedig a veliik nagyon szorosan kapcsolatban all6 Kuppfer-sejtek és a maj
parenchima sejtek immunszuppressziv kornyezetet biztositanak, a legtobb stimulus, ami
mashol gyulladast okozna, itt toleranciat fog indukalni. Ugyanakkor az agy
kapillarisaiban nagyon jol zarodo és a gyulladast is remekiil kivédd barrier funkcidja
endotélsejteket talalunk. Az agyi endotélsejtek a periférids keringésben lévokkel
ellentétben szoros kapcsolatokkal kapcsolodnak, 1étrehozva igy egy fizikai gatat, mely
korlatozza a sejtek €s molekuldk szabad aramldsat a periférias keringés €s az agy kozott.
A vese glomerulusok fenesztralt kapillarisain nagy volumenili, de szabalyozott
folyadéktranszport zajlik, és érdekes modon ezek a kapillarisok a gyulladasra nagyon
érzékenyek. Az egészséges, normalisan mikddd erek endotélsejtjei nyugalmi fazisban
vannak, ami nem passzivitast, hanem egy olyan nem proliferdl6 fenotipust jelent, amely
a kornyezetét aktiv véralvadasgatlo és gyulladasgatld kontroll alatt tartja (44, 45). Ezért
az endotélsejtek aktivacidja nem egy egyszerl fenotipus-mintazatvaltozast jelent, mert
kiilonb6z6 stimulusok mas és mas iranya aktivaciot indukalhatnak. Ezek a kiilonb6z6
stimulusok specifikus transzkripcidos valtozasokat eredményeznek, vagyis a
sejtaktivacio nagyrészt egy erdsen koordinalt génexpresszios szabalyozason keresztiil

valdsul meg.

2.3.1. Az endotélsejtek funkcioi

Az endotélsejtek funkciojukat tekintve nagyon sokoldaltiak, szabalyozzdk a
tdpanyagok ¢és sejtek forgalmat, a vérataramlast, a vazomotoros tonust és az 0j erek
novekedését; antikoagulans, antitrombotikus felszint biztositanak, szdmos vazoaktiv
hormont aktivalnak, illetve inaktivalnak. Emellett befolyasoljak az immunfolyamatokat,
részt vesznek az antigénprezentdcidban, a komplementrendszer szabalyozasaban, a
gyulladas lefolyasaban és a fehérvérsejtek szovetek kozé torténd kijutasaban (44, 46,

47) (3. Abra).
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3. Abra: Az endotélsejtek funkcii. Cervenak Laszl6 dbrajanak modositott valtozata (48).

2.3.1.1. Szelektiv barrier képzés

A vérplazma ¢és az intersticialis folyadékterek ion-, cukor-, aminosav-, fehérje-
¢s mas makromolekula Osszetétele jelentosen eltér egymastol. Ezen molekulak kozott
kialakul6 szelektiv barrier kialakitdsaban az endotélium folytonos, egyrétegii laphdm
szerkezete kulcsfontossagi. Az endotélium a szervezeten beliili elhelyezkedésétdl
fliggben mas-mas funkcioval bir, ami a kiilonb6z6 szerkezeti felépiilése révén valosul
megd. Az endotélsejtek sokféle receptort hordoznak felszinlikon, amelyek sziikségesek a
szelektiv transzporthoz, valamint fejlett klatrin- és kaveolaris-rendszer jellemzo rajuk,
ami a transzendotelialis transzportot segiti eld (49). A molekuldk kicserélédése
létrejohet transzendotelidlisan (endotélsejteken keresztiil) vagy interendotelidlisan (az

endotélsejtek kozott).

2.3.1.2. A vaszkularis tonus szabalyozasa

A vaszkuléris tonus szabdlyozasdban szédmos, az endotélsejtek altal termelt
mediator vesz részt, amelyek a simaizmok tonusara gyakorolt kontrakcios (endotelin-1
(ET-1), prosztaglandin (PGHj), tromboxan (TxAj)) illetve relaxacidos (nitrogén-
monoxid (NO), prosztaciklin (PGl,)) hatasukkal meg tudjak valtoztatni a vérnyomast és

a véreloszlast (50-53). Ennek a folyamatnak a fontossagat mutatja, hogy az orvosi
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gyakorlatban elterjedten alkalmaznak nitrogén-monoxid analdégokat endotél diszfunkcio
esetén, a magas vérnyomas kezelésére. A szervezet csak ritkdn van nyugalmi
allapotban, igy a normalis keringés fenntartasa érdekében mind a vazokonstriktoroknak,
mind a vazodilatatorok, és ezek egyensulyanak meghatarozo szerepe van. Nyugalmi

allapotban a vazodilatatorok hatdsa dominal.

2.3.1.3. A hemosztazis szabalyzasa

Az endotélsejtek a vér sajat folyasi és alvadasi mechanizmuséaban, a hemosztazis
szabalyzéasaban is fontos szerepet kapnak, amelyben a vérlemezkék, a véralvadasi- és
fibrinolitikus kaszkad enzimeivel egyiitt vesznek részt. Az endotélsejtek alapvetd
funkcidja a vér folyékony dallapotban tartasa, illetve trauma esetén egy koagulaciot
elosegitd felszin biztositdsa. Ezen allapotok eléréséhez az endotélsejtek szolubilis,
illetve  sejtfelszinhez  kotott  faktorokat, véralvadasgatld  (antikoagulans  és
antitrombotikus), valamint véralvadast fokozo (prokoagulans és protrombotikus)
mediatorokat termelnek. Az antikoagulans (NO, PGl,, trombomodulin, antitrombin,
szoveti plazminogén aktivator (tPA)) medidtorok megakadalyozzak a vérlemezkék
egymashoz és az endotélsejtekhez vald tapadasat, mig a prokoagulans (VWF, szdveti
faktor (TF), plazminogén aktivator inhibitor (PAI)) mediatorok eldsegitik a
katalizaljadk. Amennyiben a trombin az ¢ép endotélsejt felszinén megjelend
trombomodulinhoz kotddik, szubsztratspecificitdsa megvaltozik, és a fibrinogén helyett
a VIlIa faktort inaktivald protein C-t aktivalja és igy antitrombotikus allapotot tart fenn.
A fibrinolitikus rendszer az endotélsejtek altal termelt tPA-al beindulhat, és PAl-al
gatolhatd. A TF és a vWF a véralvadasi kaszkad beinditasaban kap fontos szerepet. A
egyiitt kerill a sejtfelszinre (54-56). Erdemes megemliteni, hogy a hemosztazis
szabalyozasaban fontos szerepet kapnak a PAR-ok, amelyet kiilonboz6 szerin

proteazok, igy pl. a trombin képes aktivalni.

2.3.1.4. Erszervezodés
Az érszervezddés fontossdga az egyedfejlodés soran nyilvanvalod, azonban
felnétt korban is szerepet kap a tumorok vérellatasaban, és az elzarodott erek potlasanak

kialakitasaban. Az endotélsejtek erdsen hatnak az érszervezddésre is, adhézids
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molekulaik, valamint pro- ¢és anti-angiogenetikus faktorok termelése révén.
Angiogenetikus faktorok hatasara az endotélsejtek proteazokat és plazminogén
aktivatorokat termelve képesek atjutni az alaphartyan, hogy migracios és proliferacios
kapacitasuk révén 0j erek kialakitasat kezdjék meg. Ebben a legfébb szerepet jatszo
faktorok a fibroblaszt novekedési faktor (FGF), a vaszkularis endotél névekedési faktor
(VEGF), az angiopoietinek és az ephrinek (57). Az endotélsejtek szervezik maguk koré
az ¢rfal tobbi sejttipusat (pericita, simaizomsejt, fibroblaszt stb.), és részt vesznek az

extracellularis matrix kialakitasaban is.

2.3.1.5. A szérumfehérjék metabolizmusa

Egyre tobb szérumfehérjérdl mutatjak ki, hogy a méjon kiviil az endotélsejtek is
termelhetik. Minthogy a maj és az endotélsejtek Gssztomege Osszemérhetd (1-1.5 kg),
igy az endotélsejtekben termelddott fehérjék jelentdsen hozzajarulhatnak a szérum
fehérjemintdzatanak kialakitdsdhoz. Az endotélsejteknek fontos szerepe van a szabad
1gG ¢és az albumin megdrzésében is, amely fehérjék az endotélsejtek altal kifejez6do
neonatalis FcR receptorhoz kotédve, a lizoszomalis degradaciot elkeriilve, exocitdzissal
visszajutnak a keringésbe. Ezaltal az IgG ¢és az albumin féléletideje megnd,
hozzé4jarulva az immunologiai memoria meghosszabbitdsdhoz, ¢és csokkentve a ma4j

fehérjeszintézisét (58).

2.3.1.6. Az immunfolyamatok szabalyozasa

Az endotélsejtek a humordlis ¢€s celluldris immunrendszer szinte minden
résztvevojére hatva befolyasoljak az immunfolyamatokat. Ez a szabalyozas leginkabb
citokin-,  kemokintermelésiik, lipidmediatorok, NO termelésiik ¢és felszini
adhéziésmolekula-mintazatuk altal valosul meg.
A leukocitdk homing iranyitasa az endotélsejtek egyik legfontosabb immunmodulator
szerepe, ugyanis felsziniikon sokféle adhézios molekula egyiittes expresszidja, valamint
a felsziniikkhoz kotott, nem szolubilis kemokinek sziikségesek a leukocitdk
Az endotélsejtek antigénprezentalo kapacitdssal is rendelkeznek, sajatos
kostimulacios/koinhibicios molekula mintdzattal rendelkeznek, nyugvo allapotban

kifejeznek MHC I-gyet, és képesek MHC 11-t is expresszalni (59).
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Az endotélsejtek kozvetleniil ki vannak téve a komplement aktivacios termékek
hatasainak, ezért nagy mennyiségli komplement regulalé fehérje jelenik meg
felsziniikon. Ezek a fehérjék kozé tartoznak a gatldé homolog restrikcios faktor (HRF,
CD59), a lebomlast gyorsito faktor (DAF, CD55) és a membran kofaktor protein (MCP,
CD46). Ezen molekuldk expresszidja megnd a gyulladast kivaltd dgens hatasara, €s igy
a gyulladas helyén 1év6 endotélsejtek kivédik a komplementrendszer sejtkarositd hatasat
(60). Mindemellett a komplement kaszkad fehérjék jelentds részét is képesek
szintetizalni (Clr, Cls, C2, C3, C4, C5, C6, C9, B-faktor) (61).

Az immunkomplexek Kiiiriilése a vérplazmabol az Fc receptorokon és komplement
receptorokon keresztiil torténik, amely receptorokat leginkabb a m4j szinuszoid illetve a
gyulladasi uton aktivalt endotélium fejezi ki. A felesleges immunkomplexek jelentds
részét a maj szinuszoidok endotélsejtjei tavolitjak el a keringésbdél a Kuppfer-sejtek

segitségével (62).

2.3.1.7. A gyulladas szabalyozasa

Az endotélsejtek anti- és proinflammatorikus mediatorokat termelnek, amelyek a
gyulladédsos folyamatok szabalyozdsdban vesznek részt. Az endotélsejteknek
mikrobidlis hatdsokra (pl. LPS, fMLP) és gyulladast kivalto citokinekre (IL-1p, TNFa)
reagadlva megvaltozik az adhéziés molekuldk expressziés mintdzata, megnd a
permeabilitasuk, valamint fokozodik a proinflammatorikus citokinek és kemokinek
termelése, ami lehetdvé teszi a leukocitdk sériilés, illetve fertdzés helyére torténd

vandorlasat.

2.3.2. Az endotélsejtek gyulladasos jelatviteli itvonalai

Az endotélsejtek a sokrétli szabalyozo funkcidjuk ellatadsahoz szamos receptorral
rendelkeznek, amelyek a kiils6 kdrnyezet informacioit kiilonbozd jelatviteli itvonalakon
keresztiil kdzvetitik a sejtek szamara. A gyulladasos folyamatokat beindité mikrobialis
komponensek ¢és a karosodott szovetekbdl felszabaduld molekuldk részben a
komplementrendszeren és az ellenanyagokon keresztiil hatva (komplementreceptorok,
Fc-receptorok), részben pedig kdzvetleniil a mintazatfelismerd receptoraikon (Toll-like
receptorok, scavenger receptorok) keresztiil aktivaljak az endotélsejteket. Ezen reakcid

kialakitasaban szerepet jatszik szdmos mas sejtbdl felszabaduld citokin is. A mikrobidlis
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komponensek képesek aktivalni a kacium-fiiggd, a nuklearis faktor-«B (NFkB), a
p38-MAPK és a jun amino-termindlis kinaz (JNK) jelatviteli utvonalakat, amelyek a
génexpresszios mintazat jelentds valtozasahoz vezethetnek (63). Ezen utvonalak
aktivalodésa fontos szerepet jatszik az endotélsejtek citokintermelésének beinditasaban,
a sejtfelszini adhézios molekuldk kifejezddésében és a permeabilitds megvaltozasaban is

(64).

2.3.2.1. Kalcium-fiiggo jelatviteli utvonalak

Proinflammatorikus faktorok, mint amilyen a trombin, bradikinin, hisztamin
Ca®*-fiiggd jelatviteli utvonalakat inditanak, be és ezaltal megndvelhetik a sejtek
permeabilitasat (65). Ez a Ca®" valasz a GPCR-ek (pl. hisztamin H1 receptora, vagy
PAR-ok) indukcioja révén johet 1étre. Ligandkotést kovetden a G-fehérje GTP—-t kotd
a-alegysége, disszocialédva aktivalja a foszfolipaz C P-t (PLCP), ami hasitja a
foszfatidilinozitol  biszfoszfatot a membranban diacilglicerinre (DAG) és
inozitol-triszfoszfatra (IP3). Az IP3 hatasara Ca®* jonok szabadulnak fel az
endoplazmatikus retikulumbdl és aktivalodik a foszfolipdz A (PLA) enzim, amely a
foszfatidilkolint (PC) hasitja a membranban, és igy arahidonsav és lizofoszfatidilkolin
keletkezik. A lizofoszatidilkolinbdl vérlemezke aktivalo faktor (PAF) keletkezik, mig az
arahidonsavbol ciklooxigenaz (COX1) enzim segitségével prosztaciklin (PGI,) szabadul
fel. A megemelkedett Ca®* szint hatasara létrejové Ca®*-kalmodulin  komplexek
aktivaljak az eNOS (nitrogen oxid szintaz 3) enzimet, és igy NO szabadulhat fel, amely
a prosztaciklinhez hasonléan vazodilaticiot okoz. Tovabba a Ca®*-kalmodulin
komplexek és a G-fehérje Py alegysége, amely a RHO-GEF (Ras homolog guanin
nukleotid cseréld faktor) segitségével inaktivalja a miozin konnyli lanc (MLC)
foszfatazt, és ezaltal aktivalodnak a miozin konnyl lancai. Igy foszforilalédnak
(aktivalodnak) a miozin konnyl lancok, ami az aktin filamentumok kontrakciojdhoz
(lazulnak a sejtek kozotti szoros és adherens kapcsolatok), valamint a Weibel-Palade
testek kitiriilésének eldsegitéséhez vezet (P-szelektin jut a sejtek felszinére) (66, 67). A

crer

fontos szerepet (65).
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2.3.2.2. NFkB utvonal

Az NFkB egy transzkripcios faktor csalad osszefoglald neve. Ezek a faktorok
szamos gént szabalyoznak, ¢és kiemelt szerepet kapnak a gyulladasos jelatviteli
utvonalakban az immunolégiai valasz soran. Emlésokben ez a csalad 5 tagbol all: c-Rel,
RelB, p65 (RelA), p105 (NFkB1) és a pl100 (NFkB2). A pl100 és a pl05 részleges
proteolizisével alakul ki a p50 és p52 fehérje, amelyek a DNS kotésért feleldsek.
Alapéllapotban az NF«B a citoplazmaban inaktiv allapotban, az IkB gatlo fehérje csalad
(IxkBa, IkBp, IxkBy/p105, IkBo/p100 és IkBe) valamely tagjadhoz kotddik. Azonban a
mikrobidlis komponensek zOme, mint példaul lipopoliszaharid (LPS), tovabba
kiilonb6z6 szignalizacids utvonalak, valamint gyulladésos és limfoproliferativ citokinek
¢és reaktiv oxigén-gyokok (ROS) hatdsara aktivalodik az IkB kindz komplex (IKK),
amely az IKKa és IKKf katalitikus egységeket, és IKKy (NEMO) regulatoros fehérjét
foglalja magaba. Ekkor az IKK[ foszforilalja az IxBa-t, ami ubiquitinacids szignalt
jelent szamara és a proteoszoméaban lebomlik. Igy az NFxB szabadda (p50/65
heterodimer) valik, és a magba transzlokalodik (68). A magban az NFkB kifejti
befolyasolni tudja meghatarozott gének transzkripcidjat. Ez az aktivacio tobbek kozt a
citokin receptorok és Toll-like receptorok (TLR-2,4) kozvetitésével valosul meg, mialtal
tobb gyulladédsban fontos citokin (pl.: MCP-1, IL-6, IL-8), adhézidos molekula
(E-szelektin, ICAM-1, VCAM-1), novekedési faktor (pl.: CSFs) és prokoagulans faktor
(pl.: TF) expresszidja fokozodik. Ez az aktivacios utvonal, ahol az IKKP az IkBa
alegységet foszforilalja, a klasszikus NFkB ttvonal (4. Abra). Azonban az NFkB
proinflammatorikus funkcidkat kozvetitve patologias folyamatokban is szerepet jatszik,
pl. kronikus gyulladaskor, limfotoxin-f (LTP) stimulacioé hatasara a p105 fehérje fog
foszforilaldédni, amely részleges proteolizisébdl keletkezik a p52. A p52/RelB dimer a

magba transzlokalodik, ahol mas géneket aktival, mint pl. az L-szelektin ligand.

2.3.2.3. Mitogén aktivalta protein kinaz (MAPK) utvonalak

A mitogén aktivalta protein kindz (MAPK) utvonalak a ndvekedésben, a
differencialodasban, a gyulladasban és az apoptozisban is szerepet jatszanak. A MAPK
kaszkadrendszer harom egymast kovetd foszforilacios 1épésbdl all, kettds specificitasi
szerin/treonin €s tirozin kinazok foszforilaljak, és ezaltal aktivaljak az utdnuk kovetkezo

kin4zt/kinazokat a rendszerben. A legutolsé kindz a MAPK, amit a sorban el6tte

24



DOI:10.14753/SE.2020.2355

elhelyezked6 MAPK kinaz (MKK) foszforilal, ezt pedig a MAPKK kinaz (MAPKKK)
aktivalhatja, ha a receptor feldl jel érkezik (69).

A MAPK csaladba hirom funkciondlisan kiilonbdzé kindzcsalad tartozik. Az
mig a p38, és jun amino-terminal kindzok (JNK) fontos szerepet toltenek be a
gyulladasos valasz kozvetitésében. Hatasukat kifejthetik az NFkB-vel integraltan is (4.
Abra).

A p38-MAPK a gyulladasos citokinek, DNS karosité hatds, magas ozmolaritas és a
reaktiv oxigéngyokok altal kivaltott stressz hatdsara aktivalodnak, és a sejtmagba
transzlokalodnak, ahol transzkripcids faktorokat aktivalnak (p53, STAT-1). Az aktivalt
transzkripcios faktorok inditjak be a gyulladasban fontos citokinek génexpresszidjat
(70) (4. Abra).

A INK a p38-MAPK-hoz hasonléan aktivalodik (foszforilalodik), mukdodése a
novekedést, differenciaciot és a talélést/apoptdzist befolyasolja, és fontos szerepe van
trombin aktivacio hatdsara G-fehérjéken keresztiil vezikula szekrécid szabalyozasaban
is (pl106). A foszforilalt INK a sejtmagba transzlokalédik, majd dimerizalodik és
transzkripcids faktorokat aktival (pl. c-Jun, HSF-1), illetve inaktival (pl. STAT-3) (70)
(4. Abra).
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4. Abra: Az NFkB, p38-MAPK és JNK-MAPK jelatviteli utak sematikus rajza (68,
69). Az NFxB inaktiv allapotban az IxkB gatlo fehérjéhez kotddik a citoplazmaban. Stimulacid
hatasara, mint példaul a lipopoliszaharid (LPS) az IKKp az IxBa-t foszforilalja, ami
ubiquitindlodik és degradalodik, igy a szabad NFkB a magba transzlokalédva meghatarozott
gének transzkripcidjat befolyasolja. A MAPK utvonalak koziil a p38 és a JNK fontos szerepet
tolt be a gyulladasos valasz kozvetitésében. A harmadik foszforilacios 1épésnél aktivalodott
kinazok képesek befolyasolni az altaluk aktivalt gének expressziojat.

2.3.3. Az endotélsejtek adhézios molekulai

Az adhéziés molekulak transzmembran glikoproteinek, amelyekhez
intracellularisan kapcsolémolekuldkon keresztiil citoszkeletalis elemek rdgziilnek,
funkciojuk a sejt-sejt, illetve sejt-matrix kapcsolatok fenntartasa. Fontos szerepet
toltenek be a haromdimenzids struktarak kialakuldsdban, sejtek  kozotti
megjegyezni, hogy az adhéziés molekuldk nemcsak a sejtek felszinén vannak jelen,
hanem szolubilis formédban is eléfordulnak a plazméaban. Ez egyrészt egy fontos
szabalyozd lehet0ség az endotél-leukocita szempontjabol, masrészt ezen molekuldk
plazmaszintje mérhetd, mialtal kdvetkeztethetiink bizonyos endotélsejt funkciokra. Az

adhézios molekulaknak fehérjeszerkezetiik alapjan négy f6 csoportjat kiilonithetjiik el:
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az 1.) integrineket, 2.) kadherineket, 3.) szelektineket és az 4.) immunglobulin

szupercsaladot (71) (5. Abra).

|
L]

Integrin Kadherin  Szelektin Ig-szuperfamilia
*LFA-1 *VE-kadherin *E-szelektin *ICAM-1
*Mac-1 *P-szelektin *|CAM-2
*VLA-4 *L-szelektin *JAM

*PECAM-1

5. Abra: Az endotélsejtek adhéziés molekulainak fébb csaladjai (72). A sejtfelszini
adhéziés molekuldkat fehérjeszerkezetiik alapjan négy {6 csoportba kiilonithetjiik.
Az integrinek a- és B-polipeptidlancbol felépiilé heterodimer molekulak. A kadherinek homofil
kapcsolatot  1étrehozo transzmembran  glikoproteinek, 6t Ca®* kotéhellyel rendelkezé
funkcionalis doménnel. A szelektinek olyan lektinek, amelyek Ca®*-dependens szénhidratkstd
EGF-szeri domént, és tobb SRC doméneket tartalmaznak. Az lg-szuperfamiliaba tartozok
extracellularis doménjei az Ig-domének szerkezeti homologjai.

Az integrinek két, egymassal nem kovalens modon kapcsolt polipeptidlancbol
(o és P) felépiild heterodimer transzmembran fehérjék, melyek miikodésiikhoz bivalens
kationokat, altaldban kalciumionokat igényelnek. Mindkét polipeptidlanc egy nagy
extracellularis és egy 30-45 aminosavmaradékbol allo citoplazmatikus részbdl all.
Szerkezetileg kiilonb6z6 a és B lanc ismert, amelyek heterodimerjei eltéré ligandumot
kothetnek, ami konformacidvaltozashoz majd kiillonbozo jelsorozatok megindulasahoz
vezet. Feladatuk a sejtek ECM-hoz vald kapcsolasa, sejt-sejt adhézid kialakitasa,
valamint kétirdny szignal atvitel. Hozzajarulhatnak a sejt aktivaciojdhoz, és részt
vehetnek olyan komplex folyamatok szabalyozasaban is, mint amilyen a gyulladas,
migracio, véralvadas, szoveti differenciacio, vagy osztodas (5-6. Abra).

A kadherinek Ca**-dependens, homofil kapcsolatot létrehozod transzmembran

glikoproteinek. Az extracelluldris résziikon 6t darab Ca?* kotohellyel rendelkezd
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funkcionalis domén taldlhatdo, amelyeknek a kalcium jelenlétében torténd
konformaciovaltozasa lehetdvé teszi a szomszédos sejtek kadherin molekuldi kozotti
kotés kialakulasat. Elsésorban a sejtek Osszetartasaért felelosek, kapcsolatban allnak a
sejtvaz aktin- €s intermedier filamentum rendszereivel kiilonb6zé fehérje komplexeken
keresztiil (receptor molekula, enzimek, scaffold fehérjék), és ezaltal szadmos jelatviteli
utvonalban kapnak fontos szerepet. A vaszkularis endotélsejteket Osszekapcsold
VE-kadherin szerepet jatszik az erek permeabilitds szabalyozasdban, a leukocitak

A szelektinek C-tipusu lektinek, olyan molekulak, amelyek N-terminalis
extracellularis részikkén Ca”**-dependens szénhidratk6td EGF-szerti domént, és tobb,
egyes komplementszabalyozo fehérjékre jellemzé, SRC (Short Consensus Repeat)
domént tartalmaznak. A kialakulé kapcsolat heterofil, a szelektin egy masik sejt
felszinén jelenlévd proteinjének vagy lipidjének szénhidrat oldallancahoz (sziélsav,
galaktoz, fukdz, acetil-glikdozamin) képes specifikusan kapcsolodni. Harom
valtozatukat kiilonboztetiink meg, az E-, L- és a P-szelektint (5-6. Abra).
Az E (Endothelial)-szelektin az endotélsejteken fejezédik ki gyulladasos stimulus
hatasara (pl. IL-1, TNFa). Ligandjai a kiilonb6zo fehérvérsejtek (monocitak,
granulocitak, T-limfocitak) felszinén talalhaté szialsav és fuko6z tartalmu glikoproteinek.
A koztiik 1étrejovo kapcsolat gyenge, amely segitségével a fehérvérsejtek gordiilnek az
endotélsejtek felszinén, ami a szelektineknek (P-, E-, L- szelektin) és ligandjaiknak
koszonhetéen valosul meg (73) (6. Abra). Az E-szelektin de novo szintetizalodik, a P
(Platelet)-szelektin  viszont a Weibel-Palade testekben ¢és a  vérlemezkék
o-granulumaiban van jelen, és innen mobilizalodik akut gyulladaskor (74). igy a
stimulust (hisztamin vagy trombin) kovetden percek alatt az endotélsejtek felszinére
keriil az intracellularis raktarakbol. Feladata hasonldé az E-szelektinéhez, viszont a
ligandjai kiilonbozéek (azonos szénhidrat-szekvencia, de eltéré proteinkomponens).
Az L (Leukocyte)-szelektin leukocitakon fejezédik ki. Feladata a fehérvérsejtek
lelassitasa, ligandjai a limfoid szOvetekben taldlhaté érendotél glikozilalt
membranfehérjéi.

Az immunglobulin szuperfamiliaba (IgSF) tartozo cellularis adhézios
molekulak (CAM) immunglobulin domén ko6zos szerkezeti elemmel rendelkeznek.

Egyrészt integrinekkel kapcsolodhatnak, masrészt az extracellularisan kinyuld
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immunglobulin domének segitségével képesek homofil kapcsolatokat 1étrehozni, mig a
kiilonbozd szénhidrat-oldallancaik 4ltal lektinek ligandumai lehetnek (5-6. Abra).

Az ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule-1) sejtmembran-glikoprotein, 6t
extracellularis, Ig-homolég doménnel rendelkezik. Az endotélsejtek mellett
fehérvérsejteken, fibroblasztokon, és keratinocitdkon is expresszalodik. Expresszidjanak
mértékét a stimulus hatasara 1étrejovo aktivacios szignalok szabalyozzak. Legfontosabb
liganduma a kizarolag fehérvérsejteken expresszalddé alB2-integrin (LFA-1) amely az
extravazacid soran jatszik fontos szerepet, emellett a T-limfocitdk és az antigén-
bemutato sejtek kozott van feladata az adaptiv immunvélasz beinditasakor. Tovabba az
LFA-1 az ICAM-2-hoz és az ICAM-3-hoz is kotodik.

Az  endotélsejteken  citokin  stimulus  hatdsara  expresszalodo VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule-1) liganduma a limfocitakon megjelend o4pl
(VLA-4) integrin (5-6. Abra).

A nyalkahartyakba torténd leukocita homing folyamatok f6 iranyitdja a mukozalis
endotélsejteken expresszalodo MAJCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion
molecule), amely az 047 integrinnel (LPAM-1) kapcsolddva segiti eld a fehérvérsejtek
A JAM (Junctional Adhesion Molecule) molekulak kettd extracellularis Ig-domént
tartalmaznak, és az endotélsejtek kozott illetve az extravazacid soran hoznak létre
homofil kapcsolatokat, vagy az LFA-1-hez, VLA-4-hez (04B1, very late activation
antigen) vagy a komplement receptor 3-hoz (CR3) kétddnek (5-6. Abra).

A PECAM-1 (Platelet Endothel Cell Adhesion Molecule-1) molekula hat extracellularis
Ig-domént tartalmaz, €s mivel az endotélsejtek mellett a leukocitakon is jelen van, az
extravazacio egyik kulcsmolekulaja (5-6. Abra).

Ezen sejtkapcsolatokat funkciojuk szerint csoportositva megkiilonboztetiink
endotélsejtek kozotti, endotélsejt-extracellularis matrix  kozotti, valamint mas
sejttipusokkal, pl. endotél-leukocita kozotti kapcsolatot.

A szomszédos endotélsejtek kozotti, homotipikus sejtkapcsolat szerepe a
barrier funkcié szabalyozasa, és az 0sszefliggd endotélium létrehozasa. Felépitésében
szerepet jatszik a zonula occludens (tight junction), amit a nektinek, az okkludin, a
klaudinok és a junkcios adhéziés molekulak (JAM-ek) alkotnak. A zonula adherenst

(adherens junction), a PECAM-1, a CD99 és az intracellularisan aktin filamentumokhoz
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kapcsolodd VE-kadherin épiti fel, szerepe a sejtek dinamikus fizikai rogzitése
egymashoz. A leukocitak transzmigracioja soran ezek a kapcsolatok atrendezédnek (6.
Abra).

Az endotélsejtek nemcsak mas sejtekkel, hanem az extracellularis matrixszal is
kapcsolatot teremtenek, és ebben a legfontosabb szerepet a heterodimer integrinek
kapjak. Legfontosabb ligandjaik olyan matrixfehérjék (fibronektin, vitronektin,
kollagén, laminin), amelyek Osszeragasztjak a sejtk6zotti allomany rostrendszerét a
sejtfelszini fehérjékkel, és azokon keresztiil a sejtvazzal. Ezen kotés nélkiilozhetetlen a
stabil szoveti szerkezet fenntartasdhoz, €és mindemellett a sejtmigracioban is
kozremiikddnek, vonalat képezve a sejtek vandorlasahoz.

Az endotél-leukocita kapcsolatrendszer a sejtadhézio egyik legfontosabb
megnyilvanulési formaja, feladata a leukocitak helyspecifikus rogziilése illetve atjutasa
a megfeleld endotélsejteken, a homing. A szervezetet ér6 gyulladasos stimulus hatasara
az érintett teriilet felé fehérvérsejt aramlas indul meg. A homing tobb, egymasra épiilé
1épésbdl allo folyamat, amelyben szerepet jatszanak a sejtfelszini kemokinek, illetve
ezek receptorai, a szelektinek és ezek ligandumai, valamint az integrinek, és az
immunglobulin szuperfamilidba tartozé adhéziés molekulak (6. Abra). Az elsd 1épés az
un. gordiilés, amikor a leukocitdk laza, reverzibilis kapcsolatot alakitanak ki az
endotéliummal, &aramlasi sebességiik lelassul, ¢és ezaltal adhézios kapcsolatba
keriilhetnek az endotélsejtekkel. Ez szelektineknek (P-, E-, L- szelektin) ¢és
ligandjaiknak kdszonhetéen valosul meg (73). A gordiilést kovetden kemokinek és
citokinek (IL-8, IL-6, MCP-1) szabadulnak fel és aktivaljak a lelassitott leukocitakat,
amelyek ekkor mar irreverzibilisen kotddnek az endotélsejtekhez. Ezaltal kialakul egy
er6sebb adhézio, amelyért a fehérvérsejtek LFA-1 integrinjeinek az endotélsejtek
ICAM-1/2  molekuldikkal valdé kapcsolodasa a felelds, egylittmikddve az
L-szelektinnel. A VLA-4 integrinek az aktivalt endotélsejteken kifejez6d6 VCAM-1
adhézidés molekulahoz kapcsoldodnak hozzédjarulva a szoros kapcsolat kialakitdsdhoz
(75). Ezt kovetéen a transzmigracios 1épés kovetkezik, amely soran a szomszédos

endotélsejtek kozotti kapesolat részlegesen felbomlik.
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6. Abra: A homing sematikus rajza (72, 76). Az els§ lépés a gordiilés, a laza
kapcsolatokért a P- és E-szelektin felelGs. A szoros adhéziot a fehérvérsejtek LFA-1 és VLA-4
integrinjei az endotélsejtek ICAM-1/2, VCAM-1 molekulaival kapcsolodva kozvetitik. Végiil a
transzmigracios 1épés kovetkezik a CD99 és PECAM-1 homotipikus adhézidos molekuldk,
valamint a JAM-ek segitségével.

2.3.4. Sejtek adhézios erejének mérése

Ugyan a sejtadhézié erdsségének vizsgalata biofizikai és orvosi szempontbdl is
rendkiviil indokolt, az egyedi sejtek adhézids erejének direkt méréséhez hasznalt
technikak alacsony ateresztOképességiiek, kisérletenként kevés sejt mérhetd le veliik.
Ahhoz, hogy statisztikailag megbizhatd6 eredményt kapjunk az adhézids erérél,
nagyszamu sejtet sziikséges megvizsgalni. Az adhézios kapcsolat ereje kdzvetleniil azon
erd (munka) altal jellemezhetd, amely az adhézids kapcsolat megsziinéséhez sziikséges.
Ennek az er6nek a méréséhez szamos technika alkalmazhato (77). Ezek a modszerek
vagy sejtpopulaciokat vagy egyedi sejteket vizsgalnak. A modszer kivalasztdsanal

nagyon fontos szempont, hogy letapadt vagy szuszpenzidban 1év6 sejtnek adhéziojat

szeretnénk mérni.

2.3.4.1. Sejtpopulaciokat vizsgalo6 modszerek
A sejtpopulaciokat vizsgalo modszerek kozé tartoznak a centrifugélis vagy nyirod

erén alapuld folyadékaramlasi modszerek. Ezek a mddszerek a sejtek feliiletrdl torténd
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eltavolitasaval adnak informaciot az adhéziordl. llyen a forgd tarcsas mérés (78), a
radialis aramlasi kamrak hasznalata (79), a parhuzamos sikokkal hatarolt aramlasi
kamrak modszere (80, 81), és a kiilonb6z6 lemosasos modszerek. E mérések hatranyai,
hogy csak gyengén letapadt sejteket vizsgalhatunk, mert maximalisan csak néhany szaz
Pa nyiréfesziiltséget érhetiink el, tovabba, hogy egyetlen sejt adhézids mérésére nem

alkalmazhato.

2.3.4.2. Egyedi sejteket vizsgalo modszerek

Az egyedi sejtek adhézids erejének meghatarozasahoz hasznalt technikak k6zé
az AFM (atomer6é mikroszkopia) (82-84) és a kiilonboz6 mikropipettas technikak (85-
88) tartoznak. E technikak hatranya, hogy az ateresztéképességiik nagyon alacsony,
azaz csak kevés sejt vizsgalhato veliik egy kisérlet soran, ami az eredmény statisztikai
megbizhatdsagat jelentdsen csokkenti.
A FluidFM az AFM moédositott valtozata, ahol a rugdlapka egy mikrofluidikai csatorna
altal szivo erét gyakorol a sejtre, igy elkeriilve az adherens sejtek felszinének a kémiai
sejtrogzitésbol fakaddo modositasat (89).
Sejten beliili adhézios er6k méréséhez hasznalhat6 az optikai csipesz, amely rendkiviili
erébeli felbontassal bir (90).
A Mikropipettaval torténé adhézioméréseknél pontszeri szivo erét gyakorolunk az
egyedi sejtekre. Ezeknek a modszereknek egy specialis valtozata az altalunk beallitott,

szamitogép vezérelt mikropipettas technika.
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2.4, AZ ENDOTELSEJTEK, A GYULLADAS ES A
KOMPLEMENTRENDSZER KAPCSOLATA

Az endotélsejtek kapcsolatban allnak a kontakt-kinin, a koagulacios ¢és a
komplementrendszer elemeivel, amelyek jelentésen befolyasoljak az endotélium
aktivitasat. A gyulladasos citokinek és a kiilonboz6 mikrobialis makromolekuldk mellett
a komplementrendszer aktivalédasakor felszabaduldé molekulak nagy hatassal vannak az
endotélsejtek gyulladasban betoltott szerepére (91). Az endotélsejtek anatdomiai
lokalizacidjuknak koszonhetéen a komplementaktivacios termékek hatasainak
kozvetleniil ki vannak téve. Ezért nagy mennyiségben fejeznek ki kiilonb6z6
komplement receptorokat, valamint felszini komplement regulalo fehérjéket. Az
anafilatoxinok G-fehérjéhez kapcsolt receptorok segitségével fejtik ki hatasukat az
endotélsejtekre. A C5a P-szelektint és vWF-t szabadit fel az endotélsejtekben, tovabba
egyes adhézidés molekulak (E-szelektin, ICAM-1, VCAM-1), citokinek/kemokinek és
receptorok (VEGFC, IL-6, IL-8, RANTES, IL-18R) expressziojat indukalja (32, 92). A
C3a és C5a hatasara az endotélsejtek citoszkeletalis atrendez6dése figyelheté meg (92).
A regulalé fehérjéknek, mint amilyen a homoldg restrikcids faktor (HRF), a lebomlést
gyorsitd faktor (DAF) vagy a membran kofaktor protein (MCP), kdszonhetéen az
endotélsejtek ellenallnak a komplementrendszer sejtkarositd hatasanak (60).
Mindemellett  kutatocsoportunk leirta, hogy a MASP-1 is rendelkezik
proinflammatorikus szereppel, képes az endotélsejteket kozvetleniil aktivalni a PAR-0k
hasitasa révén. A MASP-1 hatasara az endotélsejtek fenotipusa proinflammatorikus
iranyba tolodik el, beleértve a ca® mobilizaciot, az NFkB, a p38-MAPK, a JNK ¢s a
CREB jelatviteli utvonalak aktivalddasat, tovabba a gyulladas soran felszabaduld 1L.-6
és IL-8 citokinek termelését (3, 30). Emellett az E-szelektin adhézidos molekula
kifejezddésének megndvekedése a neutrofil granulocitdk kitapadasat eredményezi
endotélsejtekhez (31).

Dolgozatom témaja a MASP-1 gyulladasban betoltott szerepének transzkriptomikai
vizsgalata, valamint a MASP-1 altal indukalt endotélsejt gyulladasban betdltott

szerepének vizsgalata, az adhéziods tulajdonsadgokra 6sszpontositva.
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3. CELKITUZESEK

A bevezetésben leirtak alapjan lathatjuk, hogy az endotélsejtek az egyedi
anatomiai lokalizacidjabol és a gyulladasos faktorokra vald fogékonysagabol kiindulva,
kiemelkedben fontos szerepet kapnak a gyulladasban. Kutatocsoportunk elézéleg leirta,
hogy a MASP-1 képes aktivalni az endotélsejteket, amelyek felszinén megjelend
adhéziés molekula mintdzatukbol és citokin termelésiikbdl addddan a neutrofil
granulocitak kemotaxisat €s kitapadasat fokozzak.

Ismerve, hogy a MASP-1 az endotélsejtek fenotipusat proinflammatorikus
iranyba tolja el, ami tobbek kozt az E-szelektin adhéziés molekula expresszio
novekedése altal neutrofilek kitapadasat eredményezi endotélsejtekhez, szerettiik volna
a sejtek kozotti adhézio részleteit megvizsgalni, olyan modszert kifejlesztve, amellyel az
endotélsejt-neutrofil granulocita sejtek kozotti adhézid megbizhatdéan szamszertsithetd.
Ennek tiikrében, munkam elso felében az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

e Magyarazhatd-e a megndvekedett endotélsejt-neutrofil granulocita adhézio a
MASP-1 altal indukalt E-szelektin expresszioval?
e Milyen adhézios erdk hatnak az endotélsejt-neutrofil granulocita kozott 1j,
szamitogép-vezérelt mikropipettds modszerrel mérve?
e Milyen er6s a MASP-1 altal indukalt adhéziondvekedés az ismert endotélsejt
aktivatorok hatasahoz képest?
e Mely jelatviteli tutvonalak jatszanak szerepet a MASP-1 altal indukalt
adhézionovekedés hatterében?
Minthogy a gyulladas szabdlyozasa messze tilmutat az altalunk eddig vizsgalt néhany
citokinen és adhézids molekulan, kivancsiak voltunk, hogy vajon a MASP-1 képes-e az
endotélsejtek egyeéb gyulladasi paramétereit is megvaltoztatni. Ezért munkdm masodik
része a MASP-1 endotélsejtekre  kifejtett  proinflammatorikus  hatasanak
transzkriptomikai vizsgalatara iranyult. Ezért az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
e A gyulladasos folyamatokban résztvevd gének mekkora hanyadat és mely géneket
befolyasolja a MASP-1?
o Mely jelatviteli itvonalak jatszanak legfontosabb szerepet a MASP-1 altal regulalt
gyulladési gének hatterében?

e A MASP-1 hatasa mennyire hasonlé mas ismert aktivatorok hatasahoz?
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4. MODSZEREK

4.1. Kisérletek soran hasznalt médiumok és rekombinans fehérjék

Comp-MCDB médium: MCDB131 médium (Life Technologies) kiegészitve, 5%
héinaktivalt FBS (fotalis borja szérum) (PAN Biotech), 0.3% Inzulin transzferrin szelén
(Life Technologies), 1% PEST (Penicillin/streptomycin oldat) (Sigma), 1 ng/ml human
rekombinans bazikus fibroblaszt novekedési faktor (Sigma), 2 ng/ml human
rekombinans epitél novekedési faktor (R&D Systems), 7,5 U/ml Heparin (Sigma), 1%
Lipid kiegészité oldat (Life Technologies), 10 mM Hepes (Sigma), 1% Glutamax (Life
Technologies), 5 pg/ml C-vitamin (Sigma), 250 nM Hidrokortizon (Sigma).

K2 médium: M199 médium (Gibco/Invitrogen), 10% FBS, 1% PEST

Comp-RPMI médium: RPMI-1640 médium (Life Technologies), 10% FBS, 1% PEST
rMASP-1: A rekombinans MASP-1 (a vad tipusu fehérjék CCP1-CCP2-SP doménjei)
fehérjét kollaboracios partnereink E. coli expresszios vektorban fejeztették ki, Ambrus,
Gal, Megyeri, Dobo, Par¢j leirdsai alapjan, és a preparatumok minden esetben

endotoxinmentesnek bizonyultak (18, 19, 23, 29, 93, 94).

4.2. HUVEC sejtkultira készitése és tenyésztése

Kisérleteinket human koldokzsinor véna endotél (HUVEC) in vitro tenyésztett
sejtkulturan  végeztiik. Az egészséges anyaktol szarmazo koldokzsinorokat a
Semmelweis Egyetem 1. Sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati klinikdja biztositotta. Az
Orvos- Vilagszovetség Helsinki deklaracidja altal leirt etikai alapelveknek megfeleld
etikai engedélylink szama: TUKEB 64/2008. Az izolalas kezdetéig a koldokzsindrt
fiziologias s6oldatban taroltuk +4°C-on. Steril fiziologids sooldattal torténd mosas utan
70%-o0s etanolban kiviilr6l fertdtlenitettiik, majd szintén steril fiziologids sooldattal
oblitettlik a koldokzsinort. Ezutan szikével kivagtunk egy minimum 10 cm-es ép részt a
koldokzsinorbol, majd a vénat mindkét végén Kkaniilaltuk, steril PBS-sel
(Gibco/Invitrogen) mostuk. Az igy vérmentesitett vénat kollagenaz oldattal (1 mg/ml,
Gibco/Invitrogen) toltottiik fel €s 20 percig +37°C-on inkubaltuk. Az ekkor mar sejteket
is tartalmazo kollagenaz oldatot K2 médiummal mostuk ki és 1200 rpm-en 7 percig
centrifugéltuk. A pelletben talalhat6 sejteket MCDB médiumban egy elézdleg 15 percig
0.5% zselatinnal (Sigma) fedett sejttenyésztd flaskaba (25 cm?) (Corning® Costar®)
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szuszpendaltuk, amelyhez 500 ng/ml fibronektint (Sigma) adtunk, hogy eldsegitsiik a
letapadasukat. A sejtkultardkat folyamatos, rutinszeri mikroszkopos karakterizalds
mellett Comp-MCDB médiumban tenyésztettik konfluens sejtréteg eléréséig
(~31000 sejt/cm?). Ezutdn a sejteket vagy a kisérletnek megfeleléen 96 lyuka
sejttenyésztdé lemezre, milanyag Petri-csészére (Greiner), iiveg korongra vagy
haromszoros alapteriiletii flaskaba passzaltuk. Passzalaskor az eltavolitott Comp-MCDB
médium utan PBS oldattal mostuk a sejteket, majd Tripszin-EDTA (Gibco/Invitrogen)
hozzaadasaval emésztettiik a sejtek kozotti, illetve a sejtek €s a hordozo kozotti szoros
tapadast. Az igy felemésztett sejtek kimosasa tizszeres térfogatti K2 médiummal tortént,
amely ledllitotta az enzimreakcidt. 1200 rpm-en torténd centrifugélast kovetden

sz¢lesztettiik a sejteket. A sejteket kisérleteinkben csak a harmadik passzalasig

rrrrrr

4.3. A PLB-985 neutrofil granulocita modellsejtek tenyésztése, differencialasa és

jelolése

A PLB-985 sejteket Comp-RPMI médiumban tenyésztettiik. A PLB-985 sejteket
neutrofil granulocita-szerii sejtekké differencialtattuk 1.25% dimetil-szulfoxiddal
(DMSO) (Sigma-Aldrich), 6 napon keresztiil 37°C-on, 5% CO, jelenlétében.

A differencialtatott PLB-985 (dPLB-985) sejtek karakterizacidja adhézids
molekula (CD11b, CD11a, CD15, CD43 és CD49d) mintazatuk és reaktiv szabadgyok
(ROS: H,0,) termeld képességiik alapjan tortént (31).

A PLB-985 sejtek jeloléséhez a sejteket 2 ug/ml Oregon Green® 488
(carboxylic acid diacetate succinimidyl ester, roviditve: OG-488, (Invitrogen))
fluoreszcens festéket tartalmazd6 HBSS-ben szuszpendaltuk, majd 30 percig 37°C-on
inkubaltuk. Centrifugélas utan a sejteket HBSS-ben reszuszpendaltuk, majd tovabbi 30
percig 37°C-on inkubaltuk. Ujabb centrifugalast kovetéen az OG-488-cal jeldlt sejteket

HBSS-ben vettiik fel és hasznaltuk az adhézios mérésekhez.

4.4. A PLB és dPLB-985 sejtek adhézioja E-szelektinnel fedett lemezhez

96-lyukt lemezt fedtiink 0, 0.2, 1 vagy 5 pg/ml rekombinans E-szelektinnel
(Sino Biological Inc.) 1 6ran at +37°C-on, majd blokkoltuk 2 % BSA-t tartalmazo
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PBS-sel 1 6raig 37°C-on. A blokkolas utdn lecseréltiik a PBS-t a fent (4.3.) ismertetett
modon OG-488-cal jelolt PLB-985 sejteket tartalmazo HBSS-re (10000 sejt/well) és
inkubaltuk a lemezt 1 6raig 37°C-on.

A mérés soran eldszor a teljes sejtszamot hatdroztuk meg a sejtek fluoreszcencia
intenzitasat leolvasva lemezleolvasdoval (TecanInfinite® MI1000 Pro) 485/525
hullamhosszaknal. Ezt kovetéen kétszer erdteljesen mostuk tObbcsatornas pipetta
segitségével a plate-et, és az adherens sejtek fluoreszcencia intenzitasat ismételten
lemértiik. A kitapadt sejtek szamat a kezdeti, mosas elOtti totdlis sejt szam
normalizalasaval szamoltuk, majd &brazoltuk. Az abrak harom fiiggetlen HUVEC

sejtvonalbdl szdrmazd mérés atlagat és szorasat abrazoljak.

4.5. Az E-szelektin mintazat idékinetikajanak mérése sejtes ELISA médszerrel

Az E-szelektin iddkinetikajanak méréséhez HUVEC sejteket kezeltiink 2 uM
rMASP-1-gyel 1, 3, 6, 10 és 24 oraig, vagy kezeletleniil hagytuk, ezutan 1:1 metanol/
aceton eleggyel 10 percig fixaltuk a sejteket, majd rehidraltuk. Ekkor a sejteket egér
monoklonalis anti-human E-szelektin ellenanyagokkal (1:500, Bender MedSystem)
inkubdltuk 1 oran keresztiil, majd a mosast kovetden kecske anti-egér peroxiddzos
(GAM-HRP) ellenanyaggal (1:2000, SouthernBiotech) inkubaltuk 1 éran at. Mosas utan
a lemezt TMB oldattal hivtuk ¢ld, és a reakciot kénsavval allitottuk le. Meghataroztuk
az E-szelektin relativ kifejez6dését a kontrollhoz viszonyitva, €s az abran harom

fliggetlen mérésbol szarmazo értékek atlagat +/- szorasat mutatjuk be.

4.6. A dPLB-985 sejtek adhézioja HUVEC sejtekhez

A sejtek adhézids erejének meghatdrozdsira szamos technika alkalmazhato.
Ahhoz, hogy a HUVEC sejtekhez kitapadt dPLB-985 sejtek adhézidjat vizsgaljuk
lemosasos moddszert, mig az adhézios erfk szamszeriisitéséhez szamitogép-vezérelt

mikropipettat alkalmaztunk.
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4.6.1. A dPLB-985 sejtek adhéziojanak mérése HUVEC sejtekhez lemosasos

modszerrel

A HUVEC sejteket 96-lyuku sejttenyészté lemezen tenyésztettiik Comp-MCDB
médiumban, konfluens koncentracioban. A kirakott sejteket egy nap elteltével kezeltiik
0.2, 0.6 vagy 2 uM-os rMASP-1-gyel vagy mas endotél aktivatorokkal, 300 nM
trombinnal vagy 10 ng/mL TNFa-val, illetve kezeletleniil hagytuk 6 6ran at. A kezelés
végén kertiltek a dPLB sejtek a HUVEC sejtekre, vagyis lecseréltiik a médiumot a fent
(4.3.) ismertetett moédon OG-488-cal jelolt dPLB-985 sejteket tartalmazo HBSS-re
(20000 sejt/well). Ezutan 1 oraig inkubaltuk a sejteket a mérésig. Egyes kisérletekben a
HUVEC sejteket a rIMASP-1 kezelés el6tt 30 percig el6inkubaltuk a kdvetkezo jelatvitel
utvonal gatloszerekkel: 25 uM JNK inhibitor (SP600125), 2 uM p38-MAPK inhibitor
(SB203580), 1 uM ERK 1/2 inhibitor (U0126) vagy, 5 uM NF«kB inhibitor (Bay
11-7082). A mérést a fent (4.4.) leirt modon végeztiik.

46.2. A dPLB-985 sejtek adhéziojanak mérése HUVEC sejtekhez

szamitogép-vezérelt mikropipettaval

A HUVEC sejteket 35 mm atméréjii mianyag sejttenyészté Petri-csészében
tenyésztettik Comp-MCDB médiumban, konfluens koncentracioban. A sejteket egy
nap elteltével kezeltik 2 uM-0s rMASP-1-gyel, vagy 300 nM trombinnal 6 oOraig vagy
10 pg/mL TNFoa-val 24 oraig, illetve kezeletleniil hagytuk. Ezt kovetéen az
endotélsejtekre 100000, a fent (4.3.) ismertetett modon OG-488-cal jelolt dPLB-985
sejtet pipettaztunk, majd 1 éraig inkubaltuk 37°C-on, 5% CO, jelenlétében. A HUVEC
sejtekre kitapadt dPLB-985 sejtek adhézios erejét egy 70 um belsé atmérdji iiveg
mikropipetta segitségével mértiik. Eldszor a Petri-csészét az inverz fluoreszcens
mikroszkdp (Zeiss Axio Observer Al) 2D motorizalt asztalanak (Scan IM 120 x 100,
Marzhéuser) inzertjébe helyeztiikk, majd digitalis kameraval (Qimaging Retiga 1300
cooled CCD) (7, 12. Abra) fluoreszcens képet készitettiink egy adott teriiletrél. A
fluoreszcens képeken 1évé dPLB-985 sejteket automatikusan detektaltuk a CellSorter

szoftver un. ,,Local variance” algoritmusaval (8. Abra/A).
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Mikropipetta Mikropipetta tarto kar

Petri csésze

Fligg6leges irdnyban
—— motorizalt
mikromanipulator

7. Abra: Egyedi sejteket mikropipettaval vizsgalé hidrodinamikai médszer. Az
egyedi sejtek felszedését végzd mikropipettat egy forgathatd kar tartja és pozicionalja, amely
egy fiiggbleges iranyban motorizalt, horizontalisan manudlis mikromanipulatorhoz van
kapcsolva. A mérendd sejtek Petri-csészébol keriilnek felvételre (95).

A méréshez 100, HUVEC sejtek felszinére kitapadt dPLB-985 sejtet (d=13 um)
valasztottunk, és a szoftver segitségével megterveztiik a ciklus legrovidebb utvonalat
amelyen a mikropipetta halad sejttél-sejtig, amelyeket vakuumot alkalmazva probal
felemelni a HUVEC sejtekr6l (8. Abra/C-D). Szamitogépes szimulacioval, a COMSOL
szoftver (COMSOL Multiphysics® Modeling Software) segitségével, a mikropipettadban
kialakulo 4ramléasbol kiszamithatd a letapadt sejtekre hatd hidrodinamikai emeld erd
értéke. Minden ciklusban egyazon utvonalon haladva, viszont egyre emelkedd
vakuumot alkalmazva a kitapadt egyedi sejtek adhézids ereje meghatarozhat6. Minden
ciklus el6tt és utan képet készitettink az adott teriiletr6l, amelyeken a sejtek
megszamlalasaval hataroztuk meg a még feliiletre kitapadt sejtek aranyat. A vakuumot
ciklusonként noveltiik addig, amig a legtobb sejtet el nem tavolitottuk a HUVEC
sejtekrol (8. Abra/B).

39



DOI:10.14753/SE.2020.2355

8. Abra: HUVEC sejtek felszinére kitapadt dPLB-985 sejtek faziskontraszt és
fluorescens képei, valamint az adhézios er6 mérési ciklusanak az utvonala. Az abra
A és B.) paneljein az endotélsejtekre kitapadt és detektalt sejteket faziskontraszt képei
lathatoak a mikropipettaval torténé sejtadhézid mérés elétt A.) és utan B.). Az abra C.) és D.)
paneljein ugyanezen teriiletek fluorescens képei és a mikropipetta Gtvonala lathaté a mérés eldtt
C.) ésutan D.). A sarga pont a mérési utvonal elsd sejtjét jeloli.

4.7. Microarray vizsgalat

A génexpresszios vizsgalatainkhoz kétszinli microarray-alapt, teljes genomot
lefedd génexpresszids microarray technikat alkalmaztunk a gyartd protokolljat kovetve
(http://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/Public/G4140-
90050_GeneExpression_TwoColor_6.9.pdf).

4.7.1. RNS izolalas és microarray vizsgalat

A MASP-1 endotélsejteken Kkifejtett hatasanak vizsgalatahoz négy egyedi
HUVEC mintan végeztiink microarray analizist. A HUVEC sejteket 6-lyuku
sejttenyészté  lemezen  tenyésztettik Comp-MCDB  médiumban,  konfluens
koncentracioban és 0.6 uM rMASP-1-gyel kezeltik 2 o6ran at. Tovabba jelatvitel

utvonal gatloszerek és mas endotélsejt aktivatorok hatasait is vizsgaltuk. Ezekhez a
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mérésekhez a sejteket 1, 2 vagy 6 oraig kezeltiikk 0.6 uM rMASP-1-gyel, vagy 30 percig
eléinkubaltuk 2 uM p38-MAPK inhibitor (SB203580) vagy 5 uM NF«B inhibitor (Bay
11-7082) gatloszerekkel, majd 2 uM rMASP-1-gyel kezeltiik. Annak érdekében, hogy
Osszehasonlitsuk a IMASP-1 hatasat mas endotélsejt aktivatorok hatasaival, a sejteket
300 nM trombinnal, 10 ng/mL TNFa-val, 100 ng/mL LPS-sel vagy 50 uM hisztaminnal
kezeltiik.

A  kiilonboz6 kezeléseket kovetden a sejteket TRI® reagensben (Sigma)
homogenizaltuk és taroltuk. Kloroformos extrakcid utan a teljes RNS tartalmi vizes
fazist a Nucleospin™ RNA XS (Macherey-Nagel) RNS tisztitd kittel tisztitottuk a
gyartd mellékelt utmutatdja szerint, és Agilent Bioanalyzer-rel analizéltuk. A
tovabbiakban csak 9-nél nagyobb integritdas mutatdju (RIN>9) RNS mintikat

hasznaltunk méréseink soran.

Microarray vizsgalat

Mintainkat az Agilent Two-color Microarray Based Gene Expression Analysis
Low Input Quick Amp Labeling Kit és Agilent Spike-In Kit segitségével jeloltiik a
gyart6 protokolljat kovetve.
Minden mintandl azonos mennyiségli Cy3-jeldlt (kezeletlen) és Cy5-jelolt (kezelt)
CRNS (25 ng) dsszekeverésével hibridizacios mixet készitettiink. Ezt kovetden a mintak
G3 Human Gene Expression §x60K v2 Microarray (G4858A) (Agilent Technologies)
lemezekre torténd hibridizalasat végeztilkk 65°C-on, 17 o6rdn keresztiil Agilent Gene
Expression Hybridization Kit segitségével Agilent’s SureHyb Hybridization Chambers
(G2545A) kamraban. A hibridizaciot kovetéen a microarray lemezeket a gyartd
utasitasa alapjan mostuk, majd az eredményeket Agilent Microarray Scanner (G2505C)

segitségével olvastuk le 2 um felbontas és 20-bit szinmélység mellett.

4.7.2. Microarray adatok analizise

A scanner altal készitett nagyfelbontasi képek adatbeolvasésa és analizélasa
automatikusan, az Agilent GeneSpring 14.5-GX szoftver segitségével tortént szigort
statisztikai feltételek mellett. Az expresszios valtozasok (Fold change (FC)) értékeit a

szoftver a nyers Cyb/Cy3 szignal értékek aranyaként generalja, hattérlevonasa és
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Lowess normalizacidja utan, ha azok atmentek a szoftver beépitett QC analizisén. Az
adatok linearizacioja log2 transzformacioval tortént.

Az Osszes adat megtalalhato az NCBI Gene Expression Omnibus adatbéazisaban a
GSE98114 sorozatszam alatt.

4.7.3. Microarray adatok validalasa

Az expresszios microarray technika foként sziirdvizsgalatokra hasznalatos, ezért
a chipen mért génexpresszios valtozasok megerdsitése sziikséges, amihez real-time PCR
(QPCR) mérést hasznaltunk. A fent leirtak alapjan a sejtekbdl teljes RNS-t izolaltuk és
tisztitottunk, majd Promega MMLV reverse transcriptase segitségével elvégeztiik a
CDNS-transzkripciét. A qPCR analiziseket a LightCycler® segitségével végeztiik
azokbodl a mintakbol, amelyekbdl a microarray mérések is torténtek. A primereket a
Primer3 (v.0.4.0) segitségével az NCBI adatbazisa alapjan terveztiik és az IDT-vel
(Coralville, IA) szintetizaltattuk (1. Tablazat). A qPCR ¢és a microarray technikaval

kapott adatokat is a B-aktin értékeivel normalizaltuk.
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Gén Forward Reverse

1. F3 5’-aggcactacaaatactgtggca-3’ [5'-gcttcacatccttcacaatctcg-3’
2. | BMP2 |5’-gcagcttccaccatgaagaatc-3’ |5’'-aaagcatcttgcatctgttctcg-3’
3. | TGFBR1 |5’-tcacagagaccacagacaaagtt-3’ |5’-aaagggccagtagttggaagtt-3’
4. | EDNRB |5’-catgcgaaacggtcccaatatc-3’ |5'-gactcagcacagtgattccca-3’
5. | ALOX12 |5’-atggtcatccagattcagectc-3’ |5'-aggtgagtgttcagcaagtgata-3’
6. | NOX4 |5-caccctgttggatgactggaa-3’ 5’-actgaggtacagctggatgttg-3’
7. SELE |5’-tcaagtgtgagcaaattgtgaac-3’ [5'-attctccagaggacatacactge-3’
8. | VCAM1 [|5'-tgaccttcatccctaccattga-3”  |5'-gcatgtcatattcacagaactge-3’
9. | ICAM1 |5’-acagtcacctatggcaacgac-3’ |5'-gtcactgtctgcagtgtctect-3’
10.| ICAM2 |5’-acagccacattcaacagcac-3’ 5’-agatgtcacgaacagggacag-3’
11. IL6  |5'-ctgcaggacatgacaactcatc-3’ [5'-atctgaggtgcccatgcetac-3’
12.| CXCL8 |5'-tcctgatttctgcagctctgt-3’ 5’-tgtggtccactctcaatcactc-3’
13.] IL1A |5'-gcttcctgagcaatgtgaaatac-3’ |5'-tgacttataagcacccatgtcaa-3’
14.] IL1RN |5’-gatacttgcaaggaccaaatgtc-3’ |5’-gtctcatcaccagacttgacaca-3’
15.] CCL2 |[5'-caccaataggaagatctcagtgc-3’ |5'-tgagtgttcaagtcttcggagtt-3’
16.] EDN1 |5’-gagaaacccactcccagtcc-3’ 5’-gatgtccaggtggcagaagt-3’
17.|SERPINE1 |5’-tcaagcaagtggactttt-3’ 5’-gttgaagtagagggcatt-3’

18.| PLAT |5’-gaaccacaactactgcagaaacc-3’ |5'-gtgctgtgtaaaccttgectate-3’
19.| ACTB |5’-ggcatcctcaccctgaagta-3’ 5’-ggggtgttgaaggtctcaaa-3’

4.8. Statisztikai analizis és szoftverek

Az

eredményeket

GraphPad Prism 5.0 (www.graphpad.com)

szoftver

segitségével elemeztiik és abrazoltuk. A statisztikai analizisekhez egyszempontos
variancia-analizist (ANOVA) hasznaltunk, majd Tukey-féle poszt tesztet alkalmaztunk.
Szignifikans eltérésnek tekintettiik, ha a kezeletlen vagy kezelt kontrollhoz viszonyitva
p<0.05. Mindenbdl legalabb harom fiiggetlen kisérletet végeztiink, ezek atlagat, vagy a
harom kisérletbdl egy reprezentativat tiintettiink fel az abrakon.

A génhalmazok feldisulasdnak elemzéséhez (Gene Set Enrichment Analysis,
GSEA) a GSEA v.2.2.3 szoftvert (Broad Institute (MIT) (96, 97) alkalmaztuk. A
szoftvert segitségével a normalizalt feldusulési értékeket (NES) és a névleges (NOM) p
értéket hataroztuk meg.

A génhalozatok elkészitéséhez és elemzéséhez a Cytoscape (v.3.3.0) szoftvert
alkalmaztuk (98).
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5. EREDMENYEK

5.1. A PLB-985 és a differencialtatott PLB-985 sejtek adhézioja E-szelektinnel

fedett lemezhez

Adhéziés méréseink soran kimutattuk, hogy a MASP-1 indukalt HUVEC

vezet (31). Ahhoz, hogy tovabbi funkcionalis teszttel is megerdsitsiik, hogy a
differencialt PLB-985 sejtek j6 modelljei a neutrofil granulocita sejteknek, tovabba,
hogy teszteljiik a HUVEC sejtekhez valo tapadasi képességiiket, megvizsgaltuk, vajon
egy el6zéleg rekombinans E-szelektinnel fedett lemezhez képesek-e Kkitapadni.
inkubaltunk Oregon Green® 488 fluoreszcens festékkel jelolt PLB-985 vagy dPLB-985
sejteket, majd mosas utan lemértiik az adhézidjukat a lemezhez. A dPLB-985 sejtek
adhézidja a fedett lemezhez dozisfiiggd volt, és az 5 pg/ml E-szelektin kezelés mar
szignifikans sejtadhéziot eredményezett a fedés nélkiili kontrollhoz képest.
Meéréseinkben hasonld dozisfiiggd adhézi6 nem volt megfigyelhetd a nem

differencialtatott PLB-985 sejtek esetében (9. Abra).
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9. Abra: A PLB-985 és dPLB-985 sejtek adhéziéja E-szelektinnel fedett lemezhez.
A 0, 0.2, 1, és 5 ug/mL E-szelektinnel fedett lemezen inkubaltuk az OG-488 fluoreszcens
festékkel megjelolt dPLB-985 sejteket 1 6ran at 37°C-on, 5% CO, atmoszféraban. A kétszeri
HBSS-sel torténd mosas utan detektalt kitapadt sejtek szamat a mosas el6tti sejt szammal
normalizalva szamoltuk ¢és abrazoltuk. A grafikon harom fliggetlen mérés atlagat és szorasat
abrazolja. Kétszempontos variancia-analizist (ANOV A) alkalmaztunk. ***: p<0.001.
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5.2. A dPLB-985 sejtek adhéziéja HUVEC sejtekhez

5.2.1. A rMASP-1 altal kivaltott E-szelektin mintazat idékinetikaja, és a dPLB-985
sejtek adhézioja HUVEC sejtekhez

A szelektiv adhézidot az adhéziés molekulak kifejezédésének kiilonbozo
idokinetikaja teszi lehetdvé. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, hogy a rMASP-1 milyen
sebességgel képes az E-szelektin Kifejez0désének megvaltoztatasara és a hatasa mennyi
ideig all fenn, idékinetikai mérést végeztink. HUVEC sejteket kezeltink 2 uM
rMASP-1-gyel 1, 3, 6, 10 és 24 6ran keresztiil, majd sejtes ELISA modszerrel mértiik az
adhézidos molekuldk sejtfelszini expressziojat. A rMASP-1 kezelés hatasara az
E-szelektin szintje mar 3 ora elteltével szignifikdnsan megnovekedett, 6 ora elteltével
kifejtette maximalis hatasat, majd a 24 oras kezelés végére hatasa teljesen elmult (10.
Abra/A).

Munkank soran az endotélsejtek és a neutrofil granulocita sejtek kozott kialakuld
adhézid erejének sejtpopulacios vizsgalatahoz lemosasos modszert alkalmaztunk
tobbcsatornds pipetta segitségével. A sejtek felszinrdl vald levélasztasdhoz hasznalt
nyirder6t mosassal (pipettazasal) hoztuk létre. A tobbszori mosas utan még Kitapadt
sejtek mennyiségét a mosasok eldtti dsszes sejthez viszonyitottuk, ezzel informaciot
kapva a sejtek kozott kialakuld adhéziorol (lasd a 4.4. ,,A PLB és dPLB-985 sejtek
adhézioja E-szelektinnel fedett lemezhez” cimii fejezetben). Annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk a rMASP-1 hatasara megvaltoz6 adhéziés molekula mintazat bioldgiai
fontossagat, megnéztiik, vajon ez az adhéziés molekula mintazat megfeleld koriilményt
biztosit-e a fokozott dPLB-985 sejt kitapadashoz. Ezért HUVEC sejteket kezeltiink 2
uM rMASP-1-gyel, 300 nM trombinnal, 10 ng/mL TNFa-val, vagy kezeletleniil
hagytuk 6 és 24 oraig. A HUVEC sejtekre OG-488-cal megjelolt dPLB-985 sejteket
inkubéltunk 1 6rdan 4at, majd moséast kovetden detektaltuk a kitapadt sejtek
fluoreszcenciajat. A HUVEC sejtekhez kotédé dPLB-985 sejtek kitapadasi mintazata
aranyban all a HUVEC sejtek E-szelektin expresszidjaval. A 6 6rds rMASP-1 kezelés
a HUVEC sejtekhez, viszont ez a hatas elmaradt a 24 oras kezelés végére, mig a TNFa

hatsa a 24 oras kezelés végére még kifejezettebb lett (10. Abra/B).
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Ahhoz, hogy megvizsgaljuk az E-szelektin jelentdségét a sejtek kozti adhézidban,
dPLB-985 sejteket el6zdleg 30 percig 1 pg/ml szolubilis E-szelektinnel inkubaltunk,
majd mértik a HUVEC sejtekhez vald kitapadasukat. Az E-szelektines eldkezelés a
kezeletlen kontroll szintjére csokkentette a HUVEC ¢és dPLB-985 sejtek kozotti
adhéziot (11. Abra).
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10. Abra: A rMASP-1 altal kivaltott E-szelektin mintazat idékinetikaja (A) és a
dPLB-985 sejtek adhézioja HUVEC sejtekhez (B). A) HUVEC sejteket kezeltiink 2 uM
rMASP-1-gyel 1, 3, 6, 10 és 24 6raig, vagy kezeletleniil hagytuk, majd sejtes ELISA mddszerrel
meghataroztuk az E-szelektin relativ kifejez0dését a kontrollhoz viszonyitva. A kezeletlen
sejtek 24 ora alatt nem valtoztattak meg az E-szelektin expresszidjukat. A grafikonokon harom
fliggetlen mérésbdl szarmazéd értékek atlagat +/- szérasat mutatjuk be. B) HUVEC sejteket
kezeltink 2 uM rMASP-1-gyel, 300 nM trombinnal, 10 ng/mL TNFa-val, vagy kezeletleniil
hagytuk 6 ¢és 24 oraig. A HUVEC sejtekre OG-488 fluoreszcens festekkel megjelolt dPLB-985
sejteket inkubaltunk 1 oOran at, majd mosast kovetden detektaltuk a kitapadt sejtek
fluoreszcenciajat, majd az 6sszes sejthez viszonyitva szazalékosan abrazoltuk.

5.2.2. A rMASP-1 altal kivaltott adhéziéban fontos szignaltranszdukcios utvonalak

analizise

Az adhézios  molekuldk  expresszidos ~ mechanizmusdban  szdmos
szignaltranszdukciés tGtvonal kap szerepet. E16z6leg kimutattuk, hogy ezen ttvonalak
kozil a legtobb a MASP-1 altal is aktivalodik. Szerettiik volna megvizsgalni, hogy ezen
megvaltozott adhézidos molekula mintazatbol fakadé adhézid hatterében milyen
jelatviteli utvonalak vesznek részt.

Az E-szelektin medialta HUVEC és dPLB-985 sejtek kozotti adhézid hatterében allo

legfontosabb ttvonalak feltarasahoz, az irodalomban ismert, kereskedelmi forgalomban
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kaphato jelatviteli Gtvonal gatloszereket hasznaltunk. A HUVEC sejteket a Modszerek
fejezetben (4.6.1.) részletesen ismertetett gatloszerekkel 30 percig eldinkubaltuk, majd 2
uM rMASP-1-gyel kezeltik 6 oran at. Csak a p38-MAPK gatloszer volt képes
szignifikansan blokkolni az adhéziot, mig a JNK, NF«B, és az ERK 1/2 tutvonal
gatloknal ez a hatas nem volt megfigyelhetd (11. Abra).
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11. Abra: A rMASP-1 altal Kivaltott adhézioban fontos szignaltranszdukcios
utvonalak és az E-szelektin jelentdségének analizise. HUVEC sejteket kezeltiink 2 uM
rMASP-1-gyel 6 oraig. A HUVEC sejtekre OG-488 fluoreszcens festékkel megjelolt dPLB-985
sejteket inkubaltunk 37°C-on, 5% CO, atmoszféraban 1 o6ran at, majd mosast kovetden

crers

OG-488-cal jelolt dPLB-985 sejteknek a HUVEC sejtekhez vald adhézidjat gatoltuk vagy a
dPLB sejteket szolubilis E-szelektinnel el6inkubalva 30 percig, vagy a HUVEC sejteket 30
percig eldinkubalva p38-MAPK, JNK, NFkB, vagy az ERK 1/2 titvonal gatlokkal. Ertékeinket a
kezeletlen kontroll értékeivel normalizaltuk és a gatloszer jelenlétében kapott értékeket a
rMASP- altal kivaltott adhézidhoz hasonlitottuk. A grafikonok harom fiiggetlen mérés atlagat és
SEM értékét abrazoljak. Egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk. *: p<0.05,
**: p<0.01, ***: p<0.001.

523. A dPLB-985 sejtek és HUVEC sejtek kozotti adhézios er6k mérése

szamitogép-vezérelt mikropipettaval

Ahhoz, hogy a dPLB-985 sejtek és a MASP-1 indukalt HUVEC sejtek kozott
tapasztalt adhézid erejét szadmszerlsiteni tudjuk, szamitogép-vezérelt mikropipettat
alkalmaztunk (99). A mikropipettas modszerek lényege, hogy foltszeri szivd erdt

gyakorolnak az egyedi sejtekre. Ez a modszer ugyan egyedi sejtek adhézios erejét
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vizsgalja, azonban a mérés soran egy egész sejtcsoportot tudunk vizsgalni, és igy akar
szaz egyedi sejt adhézids erejét mérhetjik le egy kisérlet alatt, ami az eredmény
statisztikai megbizhatosagat jelentdsen noveli.

Méréseink soran a CellSorter Kft. altal kifejlesztett és az ELTE Biologiai Fizika
Tanszékén ilizembe helyezett inverz mikroszkopra szerelt szamitogép-vezérelt
mikropipettat (99-101) alkalmaztunk a neutrofil granulocita sejtek endotélsejtekkel
kialakitott kolcsonhatasanak vizsgalatidhoz (12. Abra). A mikropipettaban kialakuld
aramlas, vakuum alapjan hatarozhatjuk meg a célzott sejtekre hatd hidrodinamikai
emelé erd értékét. Ennek a vakuumnak a lépésenkénti megndvelésével probaljuk
felemelni a feliilletre kitapadt sejteket, és igy adhézids erejiik nagy pontossaggal

mérheto.

T [ Hidrosztatikus nyomds
1 amegemelt
:‘[ fecskendében

Folyadék szelepek

Fecskend6 pumpa Fluoreszcens mikroszkép
fecskendével digitalis kameraval

12. Abra: Egyedi sejteket mikropipettival vizsgalé hidrodinamikai médszer. A
rendszer f6 komponensei: fluoreszcens mikroszkép digitdlis kameraval és motorizalt
finomfokusszal valamint 2D-s motoros mikroszkdpasztallal; fliggdleges iranyban motorizalt
mikromanipulator; szamitogép ¢és a vezérld szoftver (CellSorter) a folyadékaramlas
szabalyozasara; a vakuumot eléallitd fecskendé a fecskendé pumpaban, valamint a gravitacios
talnyomast eléallito fecskendé (95).
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Miuanyag Petri-csészében 1év6 konfluens HUVEC sejtekre fluoreszcens OG-488-cal
jelolt dPLB-985 sejteket inkubaltunk 1 oran at. A HUVEC sejtek felszinére kitapadt
dPLB-985 sejtek adhézids erejét nagy pontossaggal tudtuk mérni ugy, hogy tobbszor

egymas utdn, egyre nagyobb vakuum mellett probaltuk felemelni a pipetta ala

pozicionalt vizsgalando sejteket (13. Abra).

—Mlikropipetta fala

Emeld erd
Folyadékaramlas

Neutrofil granulocita

Adhézids molekula
“Endotélsejtek

13. Abra: Az egyedi sejtek kozotti adhéziés erét mikropipettaval méré
hidrodinamikai modszer sematikus rajza. A kép kozepén a neutrofil granulocita
modellsejtet (dPLB) lathatjuk, amely az endotélsejtek alkotta felszinhez kapcsolodik adhézios
molekuldk altal. Az {iveg mikropipetta végigjarta az Osszes altalunk kivalasztott sejtet
egyenként, hogy emeld erdt fejtsen ki rajuk, minden egyes korben megnovelt vakuumot
alkalmazva. Salanki Rita abrajanak modositott valtozata (99).
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Hidrodinamikai szamitégépes szimulaciok segitségével konvertaltuk a mérés sordn
hasznalt, mikropipettahoz csatlakozé fecskendében generalt vakuum értéket az egyedi
letapadt sejtekre hat6 hidrodinamikai emel6 er6 értékévé. A hidrodinamikai emel erd
(FL) és a mikropipettara kapcsolt vakuum (V) kozott a kovetkez6 6sszefliggés figyelhetd
meg: F.=0.071 [nN/Pa] * V + 961 [nN] (R?*=0.999) (99).

Tobb dPLB-985 sejt maradt letapadva a MASP-1-gyel kezelt HUVEC sejteken, mint a
kezeletlen sejteken, ha a leszakito eré6 meghaladta a 925 nN-t. Trombinnal torténé
kezelés esetében is hasonlo jelenséget figyeltink meg (14. Abra). A pozitiv
kontrollként hasznalt 24 6ras TNFa kezelésnek volt a legnagyobb adhézidéfokoz6 hatasa

(4.28-szeres, £1.63, p<0.01, 1465 nN emeld eré mellett).

2.01
B rmaspP-1

Il Trombin -

* %

1.51

1.0 phaece--

0.51

Relativ dPLB-985 sejtadhézio

278 452 617 925 1207 1465

Eré (nN)

14. Abra: A dPLB-985 sejtek adhézioja HUVEC sejtekhez szamitogép-vezérelt
mikropipettaval vizsgalva. Petri-csészében 1év6 HUVEC sejteket kezeltink 2 uM
rMASP-1-gyel, 300 nM trombinnal 6 oOran at, vagy kezeletleniil hagytuk, majd OG-488
fluoreszcens festékkel megjelolt dPLB-985 sejteket inkubaltunk rajtuk szobahémérsékleten 1
oran at. A sejtek felemeléséhez alkalmazott vakuum aranyos volt az egyéni sejtekre hatod
hidrodinamikus emel6 er6vel. Az értékeket a kezelt €s a kezeletlen endotélsejt feliiletre kitapadt
sejtek aranyaval abrazoltuk minden emeld eré pontban. A grafikon legalabb harom fiiggetlen
mérés atlagat és szorasat abrazolja. Egyszempontos variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk.
*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001.
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5.3. A rMASP-1 altal kivaltott gyulladassal kapcsolatos gének azonositasa, azok

biologiai funkcioi, és a jelatviteli utvonalak inhibitorainak hatasa

Elézéleg kimutattuk, hogy a MASP-1 kezelés az endotélsejtek fenotipusat
proinflammatorikus irdnyba tolja el. Az adhézios molekuldk és a citokinek ismert
expresszios valtozasan kiviil szerettiik volna megvizsgalni, hogy milyen egyéb, a
gyulladésos folyamatokban résztvevd gének expressziojat befolyasolja a MASP-1.
Ezért, annak érdekében, hogy a gyulladdssal kapcsolatos génekre Gszpontositsunk, a
kutatocsoportunk altal a Gene Ontology Annotation (UniProt-GOA) adatbazis és
kereskedelmi forgalomban kaphato6 human gyulladasos kitekbdl Iétrehozott,
gyulladassal kapcsolatos (IR, inflammation-related) génlistat hasznaltuk. A MASP-1 és
egyeb aktivatorokkal végzett 6sszes elemzést ezen a 884 IR génen végeztiik (a génlista
elérhetd a cikk kiegészitd tablazataban (102)).

Mivel az elsddleges human sejtvonalak 1ényeges inherens variabilitast mutatnak,
méréseinket tobb egyedi HUVEC sejtvonalon végeztiik annak érdekében, hogy csak a
nagy megbizhatosaggal reagald gének keriiljenek azonositasra. Ahhoz, hogy
megvizsgaljuk a MASP-1 HUVEC sejteken kifejtett hatasat, négy egyedi sejtvonal
mRNS expressziojat mértilk IMASP-1 kezelést kovetden. Abban az esetben tekintettiik
a rMASP-1 kezelés hatasara megnétt génexpressziot szignifikansnak, amennyiben a
négy parhuzamos mérés fold change értékeinek medianja egyenld vagy nagyobb volt,
mint 2. A lecsdkkent génexpressziot pedig akkor tekintettiik szignifikansnak, ha ezen
érték egyenld vagy kisebb volt, mint 0.5.

Ezen feliil GSEA szoftver alkalmazésaval elemeztiik, hogy a MASP-1 befolyasolta-e az
IR gének expressziojat. A génhalmazok feldusuldsanak elemzése (Gene Set Enrichment
Analysis, GSEA) mddszer segitségével hatarozhatjuk meg, hogy egy elére definialt
génhalmaz milyen mértékben van feliilreprezentalva a sorrend elején vagy végén. Ehhez
a szoftver a gének teljes, valamilyen folytonos értékii pontszam alapjan rendezett
sorrendjét haszndlja és kiszamitja a normalizalt feldusuldsi pontszamot (Normalized
enrichment score, NES). Génhalmazunk pozitiv feldusulasi pontszam esetén a sorrend
elején (megndtt expresszid), mig negativ feldisulasi pontszam esetén a sorrend végén
(lecsokkent expresszid) csoportosul. A gének teljes sorrendjét a log fold change
medidnjai alapjan hoztuk létre, a génhalmazaink pedig a megndtt és lecsokkent

expresszidju gének voltak.
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15. Abra: A rMASP-1 kezelés IR gének expresszidjara Kifejtett hatisanak
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vizsgalata GSEA algoritmus segitségével a megnott expresszioju gének esetében.
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16. Abra: A rMASP-1 kezelés IR gének expresszidjara Kifejtett hatisanak
vizsgalata GSEA algoritmus segitségével a lecsokkent expresszidoju gének esetében.

Megallapitottuk, hogy mindkét alcsoport jelentdsen eltolodott a ranglista felsé vagy also
szintje felé: NES=1.2, NOM p=0.002 a megnétt expresszio esetében (15. Abra);
NES=-1.13, NOM p=0.002 a lecsokkent expresszi6 esetében (16. Abra).
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A 884 IR gén vizsgalata soran azt talaltuk, hogy rMASP-1 kezelés hatasara 30
gén (3.39%) expresszidja valtozott szignifikainsan HUVEC sejtekben. Ezekbol 19 gén
expresszioja megndtt, mig 11 gén expresszidja csokkent a rIMASP-1 kezelés hatasara
(2-3. Tablazat).

Ezen a MASP-1 hatasara szignifikansan szabalyozott gének kozé funkcidjukat tekintve
sokféle IR gén tartozik, beleértve az adhézids molekulakat, citokineket és novekedési
faktorokat, valamint a jelatvitelben részt vevé fehérjék génjeit is (2-3. Tablazat).
Korabban ismertettiik, hogy HUVEC sejtekben a MASP-1 indukalta E-szelektin, IL-6
és IL-8 expresszio, tilnyomorészt a p38-MAPK és NFkB jelatviteli utvonalak
bevonasat igényli (30). Ezért ezeknek az Gtvonalaknak szerettilk volna megvizsgalni az
IR gének szabalyozasaban betoltott szerepét. Ezen méréseinkhez az irodalomban ismert,
kereskedelmi forgalomban kaphatd jelatviteli twtvonal gatloszereket hasznaltunk.
Kisérletekben a HUVEC sejteket a Modszerek fejezetben (4.6.1.) leirt gatloszerekkel
30 percig eldinkubaltuk, majd 0.6 uM rMASP-1-gyel kezeltik 2 oran at. A
génexpresszio szabalyozasanak gatlasat akkor tekintettilk szignifikdnsnak, ha a
rMASP-1 hatasa 50% ala csokkent az inhibitor jelenlétében. A p38-MAPK inhibitor
hatékonyabbnak bizonyult a rIMASP-1 hatasanak gatlasdban az NFkB inhibitornal. A
p38-MAPK inhibitor a rMASP-1 altal szabalyozott IR gének expresszidjanak 83%-at
volt képes gatolni, mig az NFkB inhibitor csak 40%-at (2-3. Tablazat).
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2. Tablazat: A rMASP-1 hatasara megnétt expresszioju gyulladassal kapcsolatos
gének, azok bioldgiai funkcidi és a jelatviteli utvonalak inhibitorainak hatasa.

rMASP-1
Funkcionalis Gén HUGO Gene Nomenclature szabalyozott | NFkB | p38
klasszifikacié | szimbdlum Committee (HGNC) gén név fold change | inh. |inh.
median
SELE selectin E 3.07 X X
Adhézio
VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 2.08 X X
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 5.42 X
CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1 3.47 X X
Citokinek és CXCL3 C-X-C motif chemokine ligand 3 3.32 X X
névekedési IL11 interleukin 11 3.17 X X
faktorok CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 2.66 X | x
FGF12 fibroblast growth factor 12 2.32 X X
KITLG KIT ligand 2.24
GHSR growth hormone secretagogue 278
receptor
NFKBID NFKB inhibitor delta 2.48 X
i TLR2 toll like receptor 2 2.32 X
Jelatvitel
BIRC3 baculoviral IAP repeat containing 3 2.29 X X
BDKRB2 bradykinin receptor B2 2.17 X
TGEBR1 transforming growth factor beta 503 «
receptor 1
KDM6B lysine demethylase 6B 5.52 X
F3 coagglatlon factor Ill, 4.09 «
tissue factor
Egyéb i i
8y HSPB2 heat shock protein family B (small) 598 y «
member 2
PRG3 proteog.lycan 3., pro eqsmophﬂ 531 «
major basic protein 2
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3. Tablazat: A rMASP-1 hatasara lecsokkent expresszioju gyulladassal kapcsolatos
gének, azok bioldgiai funkcidi és a jelatviteli utvonalak inhibitorainak hatasa.

rMASP-1
- 7 al
Funkcionalis Gén HUGO Gene Nomenclature Sff:::i::rz‘ozt NFkB | p38
klasszifikacio | szimbolum Committee (HGNC) gén név . 8 | inh. |inh.
median
(-1/FC)
Citokinek és
novekedési IL2 interleukin 2 -2.22 X
faktorok
CREB3L3 cAMP responswe elgment binding 216 « «
protein 3 like 3
ISL1 ISL LIM homeobox 1 -2.22 X
CCR3 C-C motif chemokine receptor 3 -2.30 X
Jelatvitel FOXP3 forkhead box P3 -2.48
EDNRB endothelin receptor type B -2.90 X
C5AR2 complement component 5a 9,90 « «
receptor 2
IL17RB interleukin 17 receptor B -2.94 X
LBP lipopolysaccharide binding protein -2.18 X
Egyéb CHI3L1 Fhitinase 3 like 1. . -2.30
PGLYRP1 peptldoglycan.recogmtlon .49 «
protein 1
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A rMASP-1 kezelés altal szabalyozott IR gének vizsgalata soran kapott hotérkép (heat-
map) alapjan lathatjuk, hogy a rMASP-1 kezelés hatasa a gyulladas minden folyamatara
kiterjed, a Citokinek és novekedési faktorok géncsoportot elényben részesitve, amely
géneknek 63.83%-a a szabalyzasa alatt all. A rMASP-1 hatéasa altal szabalyozott gének
kozott funkcidjukat tekintve sokféle gyulladdsos folyamatbol szadrmazd géneket
talalhatunk, ideértve az adhézidos molekulakat; citokineket, novekedési faktorokat és
hormonokat; gyulladasos receptorokat; valamint a jelatvitelben résztvevo géneket is (4.
Tablazat).

4. Tablazat: A rMASP-1 IR gének expresszidjara kifejtett hatasanak vizsgalata.

<-2.5
25 & -2
-2 &-15

A rMASP-1 hatasa a gyulladassal kapcsolatos génekre

Adhézié

|Citokinek és -1.5 &-1.2
novekedési - 12 1.2
faktorok 12 & 2
2 & 3
Jelatvitel 3 & 4
4 &> 5

>5

Receptorok

Egyéb

Megjegyzés: minden cella megfelel egy IR génnek, a celldk szama 884.
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5.4. A rMASP-1 és mas endotélsejt aktivatorok IR gének expresszidjara kifejtett
hatasanak 6sszehasonlitisa HUVEC sejtekben

A legismertebb endotélsejt aktivatoroknak, mint amilyen a TNFa, trombin,

hisztamin vagy LPS, a jelatviteli utvonalakra, citokinekre és adhézios molekulakra
kifejtett hatasai jol definialtak (3, 31, 64). Ezért meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a
MASP-1 hatasa mennyire hasonlo az emlitett aktivatorok hatdsdhoz, képes-e hasonld
génexpressziot kivaltani az endotélsejtekben.
A rMASP-1 kezelés hatasara 884 IR génbdl 19 (2.14%) gén expresszidja nott meg
szignifikansan, mig a TNFa 171 (19.34%) IR gén, az LPS 79 (8.93%) IR gén, a TR 62
(7.01%) IR gén, és a HA 55 (6.22%) IR gén expressziojat indukalta HUVEC sejtekben.
A megnétt expresszidju IR gének esetében 167 gén indukalodott egyetlen aktivator
altal, 40 gén kettd aktivator altal, 22 gén harom aktivator altal, 8 gén négy aktivator
altal, és 8 gén mind az 6t aktivator altal (17. Abra).
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17. Abra: A rMASP-1 és mas endotélsejt aktivatorok (Trombin, TNFa, LPS,
Hisztamin) hatasa altal megnétt expresszidoju IR gének halozata. A Cytoscape-pel
késziilt halozat piros négyzetei az aktivatorokat abrazoljak. A vilagoszold, kék, zold, sarga és a
lila négyzetek az egy, kettd, harom, négy, vagy Ot aktivator hatasa alatt allo6 megnétt
expresszioju IR géneket abrazoljak.
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A rMASP-1 kezelés hatdsara 884 IR génbdl 11 (1.24%) gén expresszidja csokkent
szignifikansan, mig a TNFa 89 (10.06%) IR gén, az LPS 67 (7.58%) IR gén, a TR 28
(3.16%) IR gén, ¢és a HA 27 (3.05%) IR gén expressziojat csokkentette HUVEC
sejtekben (18. Abra). A lecsokkent expresszioju IR gének esetében 170 gén
indukalddott egyetlen aktivator altal, 24 gén kettd aktivator altal, 3 gén harom aktivator
altal, 1 gén négy aktivator altal, és 1 gén mind az 6t aktivator altal (18. Abra).
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18. Abra: A rMASP-1 és mas endotélsejt aktivatorok (Trombin, TNFa, LPS,
Hisztamin) hatasa altal lecsokkent expresszioji IR gének halézata. A Cytoscape-pel
késziilt halozat piros négyzetei az aktivatorokat abrazoljak. A vilagoszold, kék, zold, sarga és a
lila négyzetek az egy, kettd, harom, négy, vagy Ot aktivator hatasa alatt allo lecsokkent
expresszioju IR géneket dbrazoljak.
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A legtobb rMASP-1 kezelés altal szabalyozott IR gén (19 megndvekedett expresszioju,

11 lecsokkent

expresszidju) egylitt szabalyozodott a TNFa-val, trombinnal,

hisztaminnal és/vagy LPS-dal. A rMASP-1 kezelés hatdsara megnétt expressziojl

gének kozil 10/19 gén egyiitt szabalyozodott a TNFa-val, 13/19 gén a trombinnal,
12/19 gén a hisztaminnal, és 15/19 a LPS-dal (5. Tablazat).

5. Tablazat: A rMASP-1 és mas endotélsejt aktivatorok (TNFa, trombin,
hisztamin, LPS) hatasanak 6sszehasonlitasa.

Megndétt expresszidju gének

Funkcionalis
klasszifikacio

-2.5
256> -2

LMASP-I TNFa TR HA WPS | 2 &-15

Adhézié

SELE
VCAM1

15612
2612
126 2

Citokinek és
novekedési
faktorok

CXCL8
CXCL1
CXCL3
IL11
CXCL2
FGF12
KITLG

OROR

Jelatvitel

GHSR
NFKBID
TLR2
BIRC3
BDKRB2
TGFBR1

Egyéb

KDMé6B
F3
HSPB2
PRG3

szum | 10 | 13

X: szignifikdnsan megnott expresszioji gének (FC>2)
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A rMASP-1 kezelés hatasara lecsokkent expresszidju gének koziil 1/11 gén egyiitt
szabalyozodott a TNFa-val, 4/11 gén a trombinnal, 2/11 gén a hisztaminnal, és 9/11 a
LPS-dal (6. Tablazat).

6. Tablazat: A rMASP-1 és mas endotélsejt aktivatorok (TNFo, trombin,
hisztamin, LPS) hatasanak 6sszehasonlitasa.

Lecsokkent expresszidju gének .<-2. 5

Funkcionalis 256 -2
Klasszifikacid rMASP-1  TNFa TR HA LPS 2 <515
Citokinek és 2 -1.56-1.2
novekedési faktorok 1263 1.2
CREB3L3 126 2

2 & 3

5

CCR3 4 <
>5

Jelatvitel FOXP3
EDNRB
C5AR2

IL17RB

LBP

Egyéb CHI3L1 -

PGLYRP1

SZUM 1 4 2 9

X: szignifikansan lecsokkent expresszioju gének (-1/FC<-2)
Erdekes modon sokkal tobb gént szabalyozott egyiitt az Osszes aktivator a rIMASP-1

kezelés hatasara megnott expresszioju gének koziil (8/19), mint a rMASP-1 kezelés altal

lecsokkent expresszidju gének kozott (1/11).
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5.5. A Microarray analizis ellenérzése

A microarray méréseink eredményeinek analitikai megbizhatosagénak validalasa
érdekében kvantitativ real-time PCR-t (qQPCR) méréseket folytattunk 6 célgénen,
rMASP-1 vagy TNFa-val kezelt HUVEC sejtekben (7. Tablazat). Ebben az esetben
vizsgalatunkat abbol a mintabol végeztiik, amelybdl a microarray méréseink eredményei
IS szarmaznak. A kivalasztott génjeink kozott 3 megndtt expresszioju, 2 lecsokkent
expresszidju, és 1 valtozatlan expresszidju gén szerepelt. Ezen kiviil, tovabbi
vizsgalatunk soran két korabbi publikacioinkban (3, 31) hasznalt mintakkal, a MASP-1
kezelt HUVEC sejtekben valtozé citokin és adhéziés molekula expresszidjanak
értékelésére lekozolt QPCR adatokkal is dsszehasonlitottuk microarray eredményeinket
(8. Tablazat). Igy a metodikai ellendrzésen kiviil megerdsitést kaphatunk eredményeink
biologiai relevanciardl is. qPCR ¢és microarray eredményeink hasonld expresszios
mintazatot mutatnak, Spearman-teszt alapjan a két modszer kozott erés korrelaciot
figyelhetiink meg (r=0.834, p<0.0001). A qPCR ¢és a microarray adatok kozotti erés
Osszefliggés azt mutatja, hogy microarray adataink elég megbizhatéak ahhoz, hogy

egyes géncsoportjainkrol megbizhatd kovetkeztetéseket vonjunk le.

7. Tablazat: A microarray analizis és a QPCR eredmények dsszehasonlitasa.

<

(7] (] (! o
O c o o o0 - <
— ) a. o P P4
slae| (5|53 (2|
4 @l 2 |lw| T =

=
& |9PCR|5.701.27|1.85 |-1.96|-1.51/-1.34
(7]
<
2 | MA* | 5.721.55/1.64 |-4.22|-1.69|0.95
= |aPCR|79.343.81/1.06 |-3.36|-4.63| 2.77
z

MA* |30.22/4.95/-1.66-1.67|-1.07|-3.69

A tablazat a qPCR és a microarray adatokbol szamitott FC értékeket tartalmazza.
*MA: Microarray
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8. Tablazat: A microarray analizis és a korabbi méréseink qPCR eredményeinek
osszehasonlitasa.

=< -

(7] (] i -l o~ 00 w
N c 2 (=]
s|lAg| = 22 |2|s/2 |3 2|32 2|5
O B3 w| Y|l o |g|T|B|=|=2|0 8 z|a
b4 e} > — — - w

s )
Z qPCR }47.66/9.22|-1.01|-1.16[2.82/16.11{1.19|1.98|2.67 |-1.03|1.38}-1.05
w0
<
% MA* [3.56(1.50|1.11 |-1.00{1.09|5.29(1.18|0.88(1.85|0.82(1.04(0.82

A tablazat a qPCR és a microarray adatokbodl szamitott FC értékeket tartalmazza.
*MA: Microarray
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6. MEGBESZELES

A komplement MASP-1-nek, a rég6ta ismert lektin ut aktivalo funkcidja mellett,
jelentds hatasa van az endotélsejtek gyulladas szabalyozasaban betoltott szerepére is. A
MASP-1 hatdsara az endotélsejtek gyulladdsban fontos jelatviteli 1tvonalai,
citokintermelése, adhéziés molekulainak mintazata mind proinflammatorikus fenotipus
iranyba tolédik el. HUVEC sejtekben MASP-1 hatasara megné a gyulladas soran
felszabadulod IL-6 és IL-8 citokin termelése, tovabba az E-szelektin adhézios molekula
kifejez6dése. Ez az aktivacid hozzdjarul a neutrofil granulocitdk kemotaxisanak
kivaltasdhoz, illetve az endotélsejtekhez vald kitapadasukhoz. Munkdm sordn a
MASP-1 altal endotélsejtekben indukalt altalanos proinflammatorikus valaszt, és ezen
beliil az adhézios tulajdonsagokat vizsgaltam. Kimutattuk a MASP-1 altal aktivalt
HUVEC sejtek és a neutrofil granulocitak kozotti adhézidoban az E-szelektin és az azt
szabalyozd p38-MAPK Tttvonal fontossagat. Szamitogép-vezérelt mikropipettaval
meghataroztuk a sejtek kozott kialakult adhézio erdsségét. Génexpresszids microarray
technikaval megvizsgaltuk, hogy mely gyulladassal kapcsolatos gének expresszidjat
valtoztatja meg a MASP-1 az endotélsejtekben.

Mivel a kiilonb6zé donorokbdl szarmazé6 HUVEC sejtek szignifikans
heterogenitast mutatnak (103), adhézids kisérleteinkben a rendszerhez adott tovabbi
sejtek szorasainak csokkentése érdekében egy allando fenotipust neutrofil modellsejtet
hasznaltunk, a DMSO-differencialt PLB-985 sejtvonalat. A 6 napig 1.25% DMSO-ban
differencialtatott PLB-985 sejtek jol ismert, altalanosan hasznalt sejtmodellrendszerek a
neutrofil granulocitdk funkcionalis valaszanak tanulmanyozasara (104, 105). Az
altalunk tortént differenciacié sikeresnek bizonyult, mivel a dPLB-985 sejtek adhézios
molekula mintdzata mellett a reaktiv oxigén szabadgyodk termeld képességiik is tiikrozi a
neutorfil granulocitakra jellemz6 tulajdonsagokat (31), igy a dPLB-985 sejtek megfeleld
modelljei a neutrofil granulocitdknak a HUVEC sejtekhez torténd adhézios
méréseinkben. Tovabba eredményeink szerint a dPLB-985 sejtek kikotodtek az
E-szelektinhez, mig a nem differencialt PLB-985 sejtek esetében ez a kotédés nem volt
megfigyelhetd. Ezek az eredmények is alatamasztjak, hogy a differencialtatas jelentGs
adhézios tulajdonsagvaltozasokkal jar egyiitt, amely koriilmény kedvez a dPLB-985
sejtek kitapadasanak. Arrdl viszont nem ad informaciot, hogy az ebben a rendszerben

tapasztalt szignifikdns kiilonbség vajon relevans-e a  neutrofil-endotélsejt
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vonatkozdsban. A MASP-1 indukalt adhézidés molekula mintazat élettani és bioldgiai
szempontbol is fontos, ugyanis kimutattuk, hogy a dPLB-985 sejtek HUVEC sejtekhez
valo adhézioja fokozddott. Az E-szelektin egy endotélsejt-specifikus adhézids molekula,
felismeri a leukocitak felszinén talalhato szialil-Lewis-X motivumokat, funkcidja
els6sorban a leukocita adhézid fokozasa. Fontos szerepet jatszik az endotélsejt/leukocita
adhézio kezdeti szakaszaban, a leukocitak gordiilésében (106, 107). Az E-szelektin
nincs jelen az alap allapotban 1évd endotélsejtek feliiletén, és a citoplazmajukbol is
hianyzik. Proinflammatorikus ingerek esetén (pl. TNFa, LPS, IL-1B) igen koran, 3-6
oraval a stimulust kdvetdéen de novo szintetizalodik (64, 108). Mivel a MASP-1 kezelés
hatasara a HUVEC sejtek IL-8 termelédése mellett az MCP-1 temelése elmarad (3),
valamint az E-szelektin szint novekedése mellett az ICAM-1 és a VCAM-1 adhézids
molekulak kifejez6désének novekedését nem tapasztaljuk (31), ezért ez az endotélsejt
bar ezt a késdbbiekben monocita és limfocita sejtek bevondsaval szeretnénk bizonyitani.
Az E-szelektin szerepét alatdmasztjak azon eredményeink is, miszerint ez az adhézio
szolubilis E-szelektinnel géitolhatd. Természetesen nem zarhatjuk ki azt a lehetdséget
sem, hogy ebben a fokozott adhézidban az E-szelektin mellett mas, ¢ munkdban nem
vizsgalt adhézios molekulak szintén részt vesznek. A MASP-1 kezelés eredményeként
munkacsoportunk is gyors E-szelektin megjelenést tapasztalt, 3-6 6ras maximummal
(31) és a kiilonboz6 elbkezeléseknek alavetett HUVEC sejtekhez k6t6dé dPLB-985
sejtek kitapadasi mintazata meglehetdsen hasonld volt az E-szelektin expressziojahoz. A
6 oranal tovabb tarto MASP-1 és trombin kezelések soran az E-szelektin szintje
csokkent, és ezzel parhuzamosan a neutrofil granulocitdk HUVEC sejtekhez vald
adhézigja is. Tovabba indirekt modon az is alatdmasztja az E-szelektin fontossagat a
MASP-1 altal szabalyozott folyamatokban, hogy a HUVEC sejtekhez a differencialt
PLB-985 sejtek jobban kotodtek, mint a differencidlatlanok. Ezzel parhuzamosan
kimutattuk, hogy a differenciacié soran megné a neutrofil modellsejteken a CD43
expresszioja, amely egy lehetséges E-szelektin ligandum. A TNFa mindkét paraméter
tekintetében mashogy viselkedett, hatasa intenzivebb volt és hosszabb ideig fennmaradt.
A MASP-1 a trombinhoz hasonldan aktivalja a HUVEC sejteket (30, 64), és ez a
hasonlosag az adhéziora gyakorolt hatds intenzitasdban ¢és kinetikdjadban is

megfigyelheté. A MASP-1 és a TNFa kozotti eltérés nem meglepd, ugyanis a TNFR
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erdsen aktivalja az NFkB, p38-MAPK ¢és JNK jelatviteli utvonalakat (64) és nem valt ki
Ca®* mobilizaciot. Mig a MASP-1 altal hasitott PAR-0k Ca®* mobilizaciot, INK és
p38-MAPK foszforilaciot, de csak gyenge NFxB nuklearis transzlokaciot
eredményeznek (3, 30). Munkacsoportunk korabban leirta, hogy a MASP-1 indukalt
citokintermelés tulnyomorészt a p38-MAPK ttvonalon keresztiil szabalyozodik (3). Ezt
tekintve nem meglepd az sem, hogy csak a p38-MAPK inhibitor volt képes a MASP-1
indukalt HUVEC sejtek és a dPLB-985 sejtek kozotti adhéziot blokkolni.

A MASP-1 indukalt HUVEC sejtek ¢s a dPLB-985 sejtek kozotti adhézios erd
meghatarozasara egy egyedi sejtek vizsgalatara alkalmas modszert, szamitogép-vezérelt
mikropipettds modszert alkalmaztunk.

A biomechanika jelentés szereppel bir az él6 sejtek miitkodésének megértésében. A
sejtek mechanikai tulajdonsagai nagyban fliggnek a sejt sajat fiziologias folyamataitol,
ugyanakkor befolyasoljak is azokat. A sejtnovekedés, osztdodas vagy a migracié mellett
az egyik ilyen példa a sejtadhézio, melynek jelentsége kulcsfontossdgu a tobbsejtli
¢lélények életében. Az emldsok esetében a legtobb sejt képes a kitapadasra, ezaltal
iranyulé biofizikai és orvosi kutatasok rendkiviili jelentéséggel birnak. Ezen kutatasok
sejtszintli része a sejtek morfologiai és mechanikai részleteinek feltérképezésére
torekszenek.

Ahhoz, hogy a dPLB-985 sejtek és HUVEC sejtek kozotti adhézids er6t meghatarozzuk
elészor egy, az egyedi sejtek adhézios erejének meghatarozasahoz hasznalt technikat
alkalmaztunk, az atomeré mikroszkopia modszert. Ezt a modszert mar korabban
alkalmaztak endotélsejtréteghez vald sejt tapadasdnak vizsgéalasara. Végh Gergd Attila
¢s munkatarsai melanomasejtek agyi endotélsejtekhez valo kitapadasat vizsgaltak
atomerd mikroszkopot hasznalva (109). Méréseik soran a melandémasejtet BiotBSA-
Sztreptavidin-BiotConA segitségével rogzitették a tii nélkiili aluminiummal bevont
rugolapkdhoz, ¢s igy azt az endotélsejtekhez nyomtak. Esetiinkben az atomerd
mikroszképos méréseink soran a poli-L-lizinnel és sztreptavidinnel fedett tii nélkiili
rugdlapkahoz rogzitett OG-488-cal és biotinnal jelolt dPLB sejtek HUVEC sejtekhez
valo kitapadasat vizsgaltuk (19. Abra).
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19. Abra: Az atomeré mikroszkép miikodésének sematikus rajza és a HUVEC
sejtek és a dPLB sejtek kozotti adhézios ero mérésének vazlatos abrazolasa. A)) A
rugolapkahoz rogzitett tii a felszint érintve a rugodlapka meghajlasat eredményezi, amit lézer
sugar segitségével detektdlunk. E meghajlas mértékébol a tii és a minta kozotti erd
meghatarozhatd. B.) A poli-L-lizinnel és sztreptavidinnel fedett ti nélkili rugdlapkahoz
rogzitett OG-488-cal és biotinnal jelolt dPLB sejteket konfluens HUVEC sejtekkel fedett
felszinhez tapasztottuk. fgy a rugodlapka meghajlasabol a sejtek kozott kialakuld adhézids erd
mértéke meghatarozhato.

A technika elénye, hogy rendkiviili térbeli és erdbeli felbontdssal bir, pN-0S
tartomanyba esd érzékenysége €és nm-es poziciondldsi pontossaga lehetéveé teszi a
receptor-ligand kolcsonhatasok, valamint egyedi sejtek ¢és felszinek kozotti
kolesonhatasok dinamikdjdnak és erdsségének vizsgalatat. A technika hatranyai viszont,
hogy egyszerre csak egy sejt vizsgalhatd, és minden vizsgalandd sejthez kiilon
rugolapkat kell hasznalni. Tovabba a sejteknek a rugdlapkahoz valod rogzitése €s a mérés
torténd mérés koltséges és iddigényes. Ahhoz, hogy a sejt-sejt kozotti erdét vizsgalni
tudjuk, kiilonféle eljarassal rogzithetjiik a rugolapkdhoz a vizsgdlandd sejtet. Az
irodalomban szadmos ilyen moddszer taldlhatd, mint pl. elektrosztatikus kolcsonhatas
(110), kémiai fixaciok (111), specifikus receptor-ligand kdolcsonhatas (112, 113),
valamint kiilonféle ragasztok alkalmazasa (114). Ez a 1épés meghatarozhatd lehet a
mérés folyamén, ugyanis tigyelni kell, hogy az adherens sejtek felszinét ne modositsuk.
A moddszer tovabbi elonye, hogy a rendszer kornyezd kozegétdl fiiggetleniil
hasznalhato, legyen az levegd, vakuum vagy akar folyadék. Kisérleti rendszeriink, mint
ahogyan a biologiai mintdk tobbsége is, folyadék kornyezetben, fizioldgias
koriilmények kozott mérhetd, ezért vizsgalatukra az AFM moédszer elvileg megfeleld.

Mivel kisérletenként egy dPLB sejtet hasznaltunk, a kiilonbozoképpen kezelt HUVEC
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sejtekkel fedett korongokon végzett mérések soran, ezért elengedhetetlen, hogy a sejtek
a fiziologias novekedési kornyezetiikhoz leginkabb hasonld kozegben legyenek
tanulmanyozva. Tovabba a statisztikai biztonsaghoz elegendé mérés elvégzése miatt
hosszi mérési idokkel kellett szdmolnunk. Lokalis erdmérések, valamint a nyomoderd
hatasara jelentkezd relaxacid vizsgalatabol a sejtek rugalmassagara kovetkeztethetiink.
tulajdonsagainak megvaltozasa, maradand6 karosodasa révén végzetesnek bizonyult. A
sejtmorfologia megvaltozasa szoros kapcsolatban all mas citoszkeletalis valtozasokkal,
amelyek kihatdssal lehetnek az adhéziora és az erdmérésre egyardnt. A sejtek kozott
fellépd adhézios erdk kvantifikdldsara az AFM-el torténd mérési modszer az altalunk
alkalmazott rendszerben, direkt volta ellenére sem bizonyult megfeleldnek, a sejtekben
okozott valtozasoknak kdszonhetden, a modszer tovabbi fejlesztésre szorul.

A szamitogép-vezérelt mikropipettds modszer segitségével sikeriilt szamszertisiteniink a
HUVEC sejtek és a dPLB-985 sejtek kozott tapasztalt adhézio erejét. Ezzel a
modszerrel a sejt-sejt kdlesonhatasok vizsgalatat viszonylag nagy ateresztoképességgel
végezhetjiik, és a mérés végén a vizsgalt sejtek konnyedén izolalhatok, és igy mas
technikakkal is tovabb vizsgalhatok. Méréseink soran tobb dPLB-985 sejt lemérésével
¢s rovid mérési idokkel sikeriilt a sejtek kozott kialakult kolcsonhatas vizsgalata. A
Petri-csészében levd endotélsejt alkotta felszinhez kitapadt dPLB-985 sejteket egymas
utan tobbszor egyre nagyobb vakuum hasznalata mellett probaltuk felemelni, és igy az
adherens sejtre hatd hidrodinamikai emeld erd értéke meghatarozhatd. Ezt a modszert
lehetové, anélkiil, hogy a sejtek életképessége karosodna. A modszert mar korabban
sikeresen alkalmaztdk makrofagok és dendritikus sejtek fibrinogénhez, valamint
poli-L-lizgraft-PEG-hez val6 adhézio-mérésre (99), eredményeikkel az altalunk mért
adhézids erdk nagysagrendileg 6sszhangban voltak. Mindezt 6sszevetve tehat lathatjuk,
hogy a szamitogép-vezérelt mikropipettas modszerrel nagy ateresztOképességének
koszonhetden statisztikailag megbizhaté eredményt kapunk, és kevesebb mellékhatast
okoz a sejtekben, mint az AFM modszer. Mindemellett, mivel egy sejtpopulaciéban
1évo egyedi sejtek adhézids erejének direkt mérését végzi, igy a kapott eredmények
nagyobb objektivitdst mutatnak, mint a tObbcsatornas pipetta segitségével végzett

lemosasos modszernél kapott eredmények. Mindazonaltal a szamitogép-vezérelt

68



DOI:10.14753/SE.2020.2355

mikropipettds modszer és a tobb tizezer sejtet mérd tobbcsatornas lemosds modszere
kozott nagyfokt korrelaciot tapasztaltunk, ami kolcsondsen megerdsiti mindkét
modszer hatékonysagat a sejt-sejt adhézios kisérletekben. A mérések sordn kapott
eredményeink azt mutatjak, hogy a MASP-1 erds tapadast indukalt a sejtek kozott, a
legnagyobb kiilonbséget, a kezeletlen HUVEC sejtekhez képest, a legmagasabb
leszakito erd mellett mértiik. Ez azt jelenti, hogy a legerésebben kitapadt sejtek szdma
szignifikansan novekedett. A MASP-1 altal kivaltott adhézié a legjobban a trombin
endotélsejtekre Kifejtett proinflammatorikus hatasara hasonlit, azonban a legnagyobb
adhéziofokozo hatdsa egybevagdan a lemosdsos moddszernél kapott eredményekkel a
TNFa kezelésnek volt. A TNFa kezelésnek ez a kifejezettebb hatasa egybevag az
adhézios molekuldk expresszidjara kifejtett hatdsaval, ugyanis a MASP-1 hatdsatol
eltéréen a TNFa kezelés hatdsa az ICAM-1 és a VCAM-1 esetében is megndvekedett
expressziot valtott ki (31). Az ilyen szintli szabalyozas a sejtszelektiv adhézionak, és
ezaltal a transzmigracionak kedvez. Mig a proinflammatorikus aktivacié késoi
szakaszaban megnovekedett ICAM-1 expressziot a VCAM-1 expresszidja koveti, amely
MASP-1 altal kivaltott gyulladasos mintazatbol - megnovekedett E-szelektin szint,
csokkent ICAM-2 szint és valtozatlan ICAM-1 és VCAM-1 szintek - és az adhézios
er6k mérésébol megallapithatjuk, hogy a komplement MASP-1 {6 célsejtjei a neutorfil
granulocitak lehetnek.

Tovabbi méréseink soran a MASP-1 gyulladdsban betoltott altaldnosabb
szerepét vizsgaltuk transzkriptomiai megkozelitéssel, génexpresszids microarray
technikat alkalmazva HUVEC sejteken. Mivel a primer endotélsejtkulturaknal jelentds
inherens variabilitas figyelheté meg, ezért méréseinket négy egyedi HUVEC mintan
végeztilk. A nagy megbizhatosaggal reagaldo gének azonositasa érdekében ezen négy
parhuzamos mRNS expresszio mérés fold change értékeinek a medianjat hasznaltuk
vizsgalataink soran. A microarray analizis validalasa alapjan eredményeinket bioldgiai
relevanciajat tekintve és megbizhatosagat tekinve is elfogadhatonak tekinthetjiik, hogy
egyes géncsoportjainkrol megbizhatd kovetkeztetéseket vonjunk le. Ezekhez a
vizsgalatokhoz egy kutatocsoportunk altal 1étrehozott gyulladassal kapcsolatos génlistat
hasznaltunk a felesleges vagy redundans informéciok kizarasa, és az 6sszes fontos gén

megtartasa érdekében. Ez a 884 IR génbdl allo génlista legjobb tudasunk szerint lefedi a
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gyulladassal kapcsolatos folyamatokbol szarmazo géneket: sejtadhézio, citoszkeleton és
extracellularis matrix atrendezédés, arachidonsav-anyagcsere, reaktiv oxigéngyokok-,
citokinek- és hormonok termelése, valamint gyulladisos receptorok és jelatviteli
folyamatok. A génhalmazok feldGsuldsanak elemzése (GSEA analizis) alkalmas arra,
hogy kimutassa egy specifikus génhalmaz, pl. egy jelatviteli Gitvonalban szerepld gének
csoportja, megvaltozott expresszidjat. Ezt a modszert alkalmazva megallapitottuk, hogy
a 884 gyulladasi géniink feliilreprezentalt, a sorrend elején helyezkednek el a megnott,
és a sorrend végén a lecsokkent expresszidju gének kozott, a teljes transzkriptémhoz
képest, azaz, hogy a gyulladdsos géncsoportot 8 MASP-1 szignifikansan szabalyozta. A
gyulladds igen Osszetett folyamatat igazolja a Gene Ontology Annotation
(UniProt-GOA) adatbazis is, amely szerint 187 bioldgiai folyamat tartozik a gyulladasos
valasz (Inflammatory response, GO: 0006954) kategoriaba. Azonban méréseink soran
az adhézio, a citokinek és novekedési faktorok és a jelatviteli utvonal részfolyamatok
vizsgalatara 6sSzpontositottunk. MASP-1 kezelés hatasara a 884 IR génbdl 30 gén
expresszidja valtozott szignifikdnsan (19 gén expresszidja megnétt, mig 11 gén
expresszidja csokkent) HUVEC sejtekben. Ezek a MASP-1 altal szabalyozott gének
kozott funkcidjukat tekintve minden gyulladassal kapcsolatos folyamatbol szarmazoé
géneket megtalalhatunk, érintve mind a hdarom Altalunk vizsgélt gyulladéssal
kapcsolatos folyamatbdl szarmazo géneket. Ez egyaltalan nem varatlan megfigyelés, ha
figyelembe vessziik, hogy a MASP-1 endotélsejteken keresztiili neutrofil granulocita
aktivalo hatésa is két kiilonb6zd folyamatot foglalt magaba, a kemotaxist és az adhéziot
(3, 31). Lathatjuk, hogy a MASP-1 altal szabalyozott gének kozott a kemokinek
génjeinek aranya jelentdsen magas. Mivel a CXCL1/2/3 (GRO1/2/3) a CXCLS8
(IL-8)-hoz hasonléan kemoattraktans (115), e megfigyelésiink alatimasztja korabbi
eredményeinket, miszerint a MASP-1 az endotélsejtek aktivalasaval szelektiven a
kedvez. Emelett az LBP ¢és a TLR2 MASP-1 altali szabalyozasa a
komplementrendszeren  keresztiili és a  toll-like receptorokon  keresztiili
mintazatfelismerések szinergizmusara utal, ami a baktériumok hatékonyabb eliminalasat
teszi lehetévé. Tovabba a MASP-1 megnovelte az egyik bradikinin receptor, a
bradikinin receptor B2 (BDKRB2) expressziojat. Korabban leirtuk, hogy a MASP-1

képes hasitani a nagy molekulasulyu kininogént, ezzel bradikinint termelve (24, 116). A
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bradikinin-BDKRB2 rendszer rendkiviil fontos szerepet jatszik a Cl-inhibitor
hianyaban kialakuld herediter angioddéma (CI1-INH-HAE), orokletes, potencidlisan
életveszélyes, alacsony Cl-inhibitor aktivitassal jellemezhet6 betegségben (117). A
korkép spontan kialakuld 6démas rohamok formdajaban nyilvanul meg, amelyek
hatterében a bradikinin fokozott felszabadulasa all. A C1-inhibitor alacsony szintje egy
patogenetikai faktornak tekinthetd, ugyanis igy a kallikrein gatlasa elmarad (117),
amely a kininogénbdl hasit le rovid peptideket, mint amilyen a bradikinin, amelyek a
célsejtek plazmamembranjaban 1év0 receptorokkal, BDKRB2-vel reagalnak. Ezzel a
bradikinin és az altala felszabaditott medidtorok az endotélsejtek kontrakciojat okozzak,
novelve a permeabilitast. Mivel a Cl-inhibitor a MASP-1 elsédleges inhibitora, ezért
eredményeinkbdl egy ujabb patogenetikai tUtvonal 1étezésére kovetkeztethetiink
C1-INH-HAE-ban. Elegendd mennyiségli Cl-inhibitor hianyaban egy mikrobidlis
fertdzes, trauma vagy steril gyulladas esetén a MASP-1 talaktivalt allapotba keriil, a
megnoveli az endotélsejteken. Mindez egylittesen megndvekedett érpermeabilitdshoz,
potencialisan életveszélyes 6démak megjelenéséhez vezethet.

A MASP-1-re adott gyors valasz a korai védekez6 mechanizmusok hatékony
Osszehangolasat eredményezi. A korokozok felszinén aktivalédott MASP-1-nek az
endotélsejtek stimuldlasan keresztiil szerepe lehet a nagyon korai, komplementrendszer
altal aktivalt immunvalasz, és a szintén nagyon hatékony antimikrobidlis neutrofilvélasz
Osszekapcsolasaban. A MASP-1 indukalt endotélsejt a p38-MAPK ttvonal, és a vele
tobb ponton is kolcsonhatisban 1évé NFxB utvonal aktivalodasaval, az adhézios
molekulak és a citokinek expresszidjaval létrehozzak a jellemzd proinflammatorikus
endotél fenotipust (3, 30, 31, 118). Ezaltal eldsegitik a leukocitak gordiilését és
valamint az extracellularis matrix atalakuldsat. Ezen két kritikus jelatviteli utvonal
gatlasaval megerdsitettiik azt, hogy mindkét utvonal kozvetleniil hozzajarul a HUVEC
sejtek gyulladasos aktivalodasahoz.

A gyulladas egy Osszetett folyamat, a kivaltd stimulustol fiiggden sokféle titvonalon
keresztiil alakulhat ki, illetve kiillonbozé kimenettel jarhat. Kiilonb6zo
eseménysorozatainak beinditasahoz nélkiilozhetetlen, hogy a kiilonb6z6 gyulladasos

stimulusok a gyulladast jellemz6 klasszikus tlineteket kivaltdo gyulladasi célgének
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beinditdsa mellett egyes génkészleteket specifikusan is aktivalhatnak, egyedi bioldgiai
reakciokat eredményezve (119-121). Ezért nem meglep6ek azon eredményeink sem,
hogy a TNFa, hisztamin, trombin és LPS eltéré génkészleteket szabalyoznak. Masfeldl
szamos IR gén létezik, amelyeket altalaban valamennyi fent emlitett aktivator
szabalyoz. A MASP-1-nél is hasonld miikddést tapasztaltunk, hatasa bizonyos mértékig
egybeesett a jol ismert aktivatorokéval, de olyan géneket is talaltunk, amelyeket
kizarolag a MASP-1 szabdlyoz. Az ilyen tipusi szabalyozas teszi lehetdové a
gyulladasos valaszok hasonlo lefolyasat, a klasszikus tiinetek (pir, duzzanat, melegség,
fajdalom) megjelenését, az egyes gyulladdsos folyamatok sajatossagainak jelenlétével
egyiitt. Igy a hisztamin példaul viszketést okoz, a bradikinin tobb fajdalomreceptort
indukal, mig az LPS tobb leukocitat képes toborozni, mint a masik két gyulladasi
aktivator (3, 122, 123). A MASP-1 és a tobbi aktivator részlegesen atfedd
génexpresszids mintazatat figyelembe véve arra kovetkeztethetiink, hogy a MASP-1 egy
sajat gyulladasi profilt indukal6 enzim.

A komplementrendszer lektin utvonala az érpalya sériilésekor, a mikrobidlis
infekcidk soran kozvetleniil aktivalodhat. A MASP-1 aktivalodasat a mintdzat felismerd
molekuldkhoz kotédé patogének valtjak ki, és ezzel elindulnak a komplementrendszer
mikroba elpusztitasaért felelds folyamatai. Kimutattuk, hogy a MASP-1 a lektin ut
aktivaciojanak kozelében elhelyezkedd endotélsejtek fenotipusat gyulladdsos irdnyba
mozditja el, eldsegitve ezzel a neutrofil granulocitdk és a komplementrendszer hatékony

egylittmiikodését.
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7. KOVETKEZTETESEK

PhD tanulmanyaim alatt a komplementrendszer MASP-1 szerin proteaz enzim
altal endotélsejtekben indukalt gyulladasos folyamatokat vizsgéaltam. A disszertaciom
alapjaul szolgadld kozlemények ezen a gyulladasos fenotipuson belill az adhézids
tulajdonsagokra, valamint a MASP-1 proinflammatorikus hatasanak transzkriptomikai

vizsgalatara iranyulo6 tanulmanyok.
A dolgozat f6 megallapitasai a kdvetkezdk:

1. A dPLB-985 sejtek kikotodtek az E-szelektinhez, mig a nem differencialt
PLB-985 sejtek esetében ez a kotddés nem volt megfigyelhetd, ami igazolja,
hogy a differencialtatas jelentés adhézids tulajdonsagvaltozasokkal jar egyiitt,
amely koriilmény kedvez a dPLB-985 sejtek kitapadasaban. Ez ramutathat a
MASP-1 indukalt E-szelektin meghatdrozd szerepére az endotélsejtek ¢€s a
aldtdmasztjdk azon eredményeink, miszerint ez az adhézi6 szolubilis
E-szelektinnel gatolhat6. Kimutattuk az E-szelektin medialta HUVEC és
dPLB-985 sejtek kozotti adhézid hatterében a p38-MAPK utvonal fontossagat.

2. A MASP-1 altal aktivalt endotélsejtek és a dPLB-985 sejtek kozott kialakult
adhézid erdsségét szamitogép-vezérelt mikropipettds modszer segitségével
szamszerusitettiik. A MASP-1 indukalt gyulladasos mintazat és az adhézids erdk
mérésébodl kapott eredmények arra utalnak, hogy a komplement lektin tton
aktivalodo MASP-1, a komplementrendszer egyes elemeinek hasitasa mellett, az
endotélsejteken keresztiil jelentds szerepet jatszik a neutrofil granulocitak
antimikrobialis valaszba vald bevonasaban is. Ez a komplementrendszer és a
neutrofil granulocitak kozotti kapcsolat fontos lehet a korai védekezd
mechanizmusok, az antimikrobialis neutrofilvalasz és a komplementrendszer

kozvetitett immunvalasz 6sszehangolasaban.

3. A dolgozat tovabbi részében a MASP-1 gyulladdsban betoltott altaldnosabb

szerepét  vizsgaltuk  transzkriptomiai  megkozelitéssel.  Ahhoz, hogy
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megvizsgaljuk, hogy hogyan ¢és mely gyulladassal kapcsolatos gének
expresszidjat valtoztatja meg a MASP-1 az endotélsejtekben, génexpresszios
microarray technikat alkalmaztunk. GSEA analizissel megallapitottuk, hogy az
altalunk vizsgalt gyulladasi géncsoportot a MASP-1 szignifikansan szabalyozta.
Ez a szabdlyozés a gyulladds minden folyamatara egyarant hatassal van, a gének
funkcigjat tekintve minden gyulladassal kapcsolatos folyamatbdl szarmazo
géneket megtalalhatunk a MASP-1 altal szabalyozottak kozott. Kimutattuk,
hogy a MASP-1 altal szabalyozott gének kozott a kemokinek génjeinek aranya
magas, ami ugyancsak a komplementrendszer €s a neutrofil granulocitak kozotti

kapcsolatot igazolja, igy a neutrofil granulocitak toborzasat ¢és ezzel kitapadasat

crer

. A MASP-1 indukalt endotélsejtekben a p38-MAPK ¢és az NFxB tutvonalak
aktivalodasaval, valamint az adhézidés molekuldk és citokinek expresszidjaval
1étrejon a jellemzd gyulladasos endotél fenotipus. Transzkriptomiai vizsgalattal
is megerdsitettilk azt, hogy a p38-MAPK ¢és az NFkB tutvonal is kozvetleniil
hozzajarul az endotélsejtek gyulladasos aktivalodasahoz. A MASP-1 az
endotélsejtek gyulladasos génjeire kifejtett hatdsa bizonyos mértékig egybeesett
a legismertebb endotélsejt aktivatorok, a TNFa, trombin, hisztamin és LPS
kifejtett hatasaval. Eltéré génkészletek szabalyozasaval lehetdvé valik a
gyulladasos  valaszok hasonldo lefolyasa, egyes folyamatok egyedi
jellegzetességének jelenlétével egyiitt. A MASP-1 ¢és a tobbi aktivator hasonlo
génexpresszios profiljabdl arra kovetkeztethetiink, hogy a MASP-1 egy egyedi

jellegzetességgel is rendelkez6, gyulladast kivaltd enzim.
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8. OSSZEFOGLALAS

A gyulladéds szervezetiink nélkiilozhetetlen védomechanizmusa, amelyben az
endotélsejtek alapvetd funkcidt toltenek be. A komplementrendszer kulcsfontossagu a
gyulladésos folyamatokban, aktivalodasa soran felszabaduld molekuldk nagy hatassal
vannak az endotélsejteknek a gyulladdas szabalyozdsdban betoltott szerepére. A
komplementrendszer lektin Utjanak egyik szerin proteaza, a manndéz kot lektin-
asszocialt szerin protedz-1 (MASP-1) funkcidja a komplementrendszer aktivacidjan
talmutat. Kutatécsoportunk koradbban leirta, hogy a MASP-1 hatasara az endotélsejtek
fenotipusa proinflammatorikus irdnyba tolodik el.

Munkank célja volt a MASP-1 gyulladasban  betoltott — szerepének
transzkriptomikai vizsgalata, valamint a MASP-1 altal indukalt endotélsejt gyulladasban
betoltott szerepének vizsgalata az adhézios tulajdonsagokra dsszpontositva.

Meéréseinket rekombinans MASP-1 fehérjével végeztik HUVEC sejtkultaran. A
sejtek adhéziés vizsgalatathoz HUVEC sejtekhez kitapadt differenciltatott
PLB-985 neutrofil  modellsejteket hasznaltunk. A kitapadt sejtek  adhéziojat
szamitogép-vezérelt mikropipetta moddszerrrel —szamszertsitettik. A MASP-1
endotélsejtekre kifejtett proinflammatorikus hatdsanak transzkriptomikai vizsgalatahoz
génexpresszios microarray technikat alkalmaztunk HUVEC sejteken.

Az E-szelektinnek és a p38-MAPK utvonalnak meghatarozé szerepe van az

sejtek kozott  tapasztalt adhézid  erOsségét  szamitogép-vezérelt mikropipettas
modszerrel szamszertsitettiik, és a MASP-1 kezelt endotélsejteknél ez az erd
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kezeletlen endotélekéhez képest.
Munkam masodik, a transzkriptomikai részében kimutattuk, hogy a MASP-1a
p38-MAPK és az NFkB utvonalakon keresztiil kdzvetleniil hozzajarul az endotélsejtek
gyulladdsos aktivalodasahoz, amely hatds bizonyos mértékig egybeesik a
legismertebb endotélsejt aktivatorok hatasaval. Az altalunk vizsgalt 884 gyulladasos
génbdl MASP-1 kezelés hatasara szignifikansan 19 gén expresszidja megnétt, mig 11
gén expresszidja csokkent. Ezek koziil a kemokinek génjeinek ardnya magas, ami
alatdmasztja a komplementrendszer és a neutrofil granulocitdk kézotti kapcsolatot.

A MASP-1 profiljabol arra kovetkeztethetiink, hogy a MASP-1 egy egyedi

jellegzetességgel is rendelkezd, gyulladast kivaltd enzim.
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9. SUMMARY

Inflammation is an essential defense mechanism in the body, in which
endothelial cells play a critical role. The complement system plays a direct role in
inflammatory processes, moreover, molecules released during its activation are able to
control inflammation through the regulation of endothelial cells. Mannan-binding
lectin-associated serine protease 1 (MASP-1) is a complement lectin pathway enzyme
and its function extends far beyond the activation of the complement system. We have
previously shown that activation of endothelial cells by MASP-1 leads to
proinflammatory phenotype.

The aim of our work was the transcriptomic assessment of the role of MASP-1
in inflammation and to investigate the role of MASP-1 induced endothelial cells in
inflammation, focusing on adhesion properties.

Our measurements were performed with recombinant MASP-1 in HUVEC cell
culture. For cell adhesion assays, differentiated PLB-985 neutrophil model cells adhered
to HUVECs were used. Adhesion of adherent cells was quantified using a computer
controlled micropipette method. Transcriptomic analysis of the proinflammatory effect
of MASP-1 on endothelial cells was performed by gene expression microarray
technique on HUVECs.

E-selectin and the p38-MAPK pathway play a crucial role in the adhesion of

endothelial cells and neutrophils. The strength of adhesion between endothelial cells
and dPLB-985 cells was quantified using a computer controlled micropipette method,
and it was significantly higher in the case of MASP-1 activated endothelial cells
compared to untreated control.
In the second — transcriptomic — part of my work, we demonstrated that MASP-1, via
the p38-MAPK and NF«B pathways, directly contributes to the inflammatory activation
of endothelial cells, which effect overlaps to some extent with the effect of the best
known endothelial cell activators. Out of the 884 examined inflammatory genes,
MASP-1 treatment significantly up- and down-regulated 19 and 11 genes, respectively.
Among these, the proportion of chemokine genes is high, which supports the
relationship between the complement system and neutrophil granulocytes.

The profile of MASP-1 suggests that MASP-1 is an inflammation triggering

enzyme with partially unique characteristics.

76



DOI:10.14753/SE.2020.2355

10. IRODALOMJEGYZEK

1. Zhu Y, Thangamani S, Ho B, Ding JL. (2005) The ancient origin of the complement
system. EMBO J, 24: 382-394.

2. Krem MM, Di Cera E. (2002) Evolution of enzyme cascades from embryonic
development to blood coagulation. Trends Biochem Sci, 27: 67-74.

3. Jani PK, Kajdacsi E, Megyeri M, Dobo J, Doleschall Z, Futosi K, Timar Cl, Mocsai
A, Mako V, Gal P, Cervenak L. (2014) MASP-1 induces a unique cytokine pattern in
endothelial cells: a novel link between complement system and neutrophil granulocytes.
PL0S One, 9: €87104.

4. Walport MJ. (2001) Complement. Second of two parts. N Engl J Med, 344: 1140-
1144,

5. Kojouharova M, Reid K, Gadjeva M. (2010) New insights into the molecular
mechanisms of classical complement activation. Mol Immunol, 47: 2154-2160.

6. Takahashi M, Mori S, Shigeta S, Fujita T. (2007) Role of MBL-associated serine
protease (MASP) on activation of the lectin complement pathway. Adv Exp Med Biol,
598: 93-104.

7. Kondos SC, Hatfaludi T, Voskoboinik I, Trapani JA, Law RH, Whisstock JC,
Dunstone MA. (2010) The structure and function of mammalian membrane-attack
complex/perforin-like proteins. Tissue Antigens, 76: 341-351.

8. Le Friec G, Kemper C. (2009) Complement: coming full circle. Arch Immunol Ther
Exp (Warsz), 57: 393-407.

9. Markiewski MM, DeAngelis RA, Lambris JD. (2008) Complexity of complement
activation in sepsis. J Cell Mol Med, 12: 2245-2254.

10. Dunkelberger JR, Song WC. (2010) Complement and its role in innate and adaptive
immune responses. Cell Res, 20: 34-50.

11. Wang H, Ricklin D, Lambris JD. (2017) Complement-activation fragment C4a
mediates effector functions by binding as untethered agonist to protease-activated
receptors 1 and 4. Proc Natl Acad Sci U S A, 114: 10948-10953.

12. Henriksen ML, Brandt J, lyer SS, Thielens NM, Hansen S. (2013) Characterization
of the interaction between collectin 11 (CL-11, CL-K1) and nucleic acids. Mol
Immunol, 56: 757-767.

77



DOI:10.14753/SE.2020.2355

13. Axelgaard E, Jensen L, Dyrlund TF, Nielsen HJ, Enghild JJ, Thiel S, Jensenius JC.
(2013) Investigations on collectin liver 1. J Biol Chem, 288: 23407-23420.

14. Rosbjerg A, Munthe-Fog L, Garred P, Skjoedt MO. (2014) Heterocomplex
formation between MBL/ficolin/CL-11-associated serine protease-1 and -3 and
MBL/ficolin/CL-11-associated protein-1. J Immunol, 192: 4352-4360.

15. Yongging T, Drentin N, Duncan RC, Wijeyewickrema LC, Pike RN. (2012)
Mannose-binding lectin serine proteases and associated proteins of the lectin pathway of
complement: two genes, five proteins and many functions? Biochim Biophys Acta,
1824: 253-262.

16. Degn SE, Jensen L, Olszowski T, Jensenius JC, Thiel S. (2013) Co-complexes of
MASP-1 and MASP-2 associated with the soluble pattern-recognition molecules drive
lectin pathway activation in a manner inhibitable by MAp44. J Immunol, 191: 1334-
1345.

17. Endo Y, Takahashi M, Nakao M, Saiga H, Sekine H, Matsushita M, Nonaka M,
Fujita T. (1998) Two lineages of mannose-binding lectin-associated serine protease
(MASP) in vertebrates. J Immunol, 161: 4924-4930.

18. Megyeri M, Harmat V, Major B, Vegh A, Balczer J, Heja D, Szilagyi K, Datz D,
Pal G, Zavodszky P, Gal P, Dobo J. (2013) Quantitative characterization of the
activation steps of mannan-binding lectin (MBL)-associated serine proteases (MASPs)
points to the central role of MASP-1 in the initiation of the complement lectin pathway.
J Biol Chem, 288: 8922-8934.

19. Dobo J, Harmat V, Sebestyen E, Beinrohr L, Zavodszky P, Gal P. (2008)
Purification, crystallization and preliminary X-ray analysis of human mannose-binding
lectin-associated serine protease-1 (MASP-1) catalytic region. Acta Crystallogr Sect F
Struct Biol Cryst Commun, 64: 781-784.

20. Gal P, Dobo J, Zavodszky P, Sim RB. (2009) Early complement proteases: C1r, C1s
and MASPs. A structural insight into activation and functions. Mol Immunol, 46: 2745-
2752,

21. Moller-Kristensen M, Thiel S, Sjoholm A, Matsushita M, Jensenius JC. (2007)
Cooperation between MASP-1 and MASP-2 in the generation of C3 convertase through
the MBL pathway. Int Immunol, 19: 141-149.

78



DOI:10.14753/SE.2020.2355

22. Hajela K, Kojima M, Ambrus G, Wong KH, Moffatt BE, Ferluga J, Hajela S, Gal P,
Sim RB. (2002) The biological functions of MBL-associated serine proteases (MASPS).
Immunobiology, 205: 467-475.

23. Ambrus G, Gal P, Kojima M, Szilagyi K, Balczer J, Antal J, Graf L, Laich A,
Moffatt BE, Schwaeble W, Sim RB, Zavodszky P. (2003) Natural substrates and
inhibitors of mannan-binding lectin-associated serine protease-1 and -2: a study on
recombinant catalytic fragments. J Immunol, 170: 1374-1382.

24. Dobo J, Major B, Kekesi KA, Szabo I, Megyeri M, Hajela K, Juhasz G, Zavodszky
P, Gal P. (2011) Cleavage of kininogen and subsequent bradykinin release by the
complement component: mannose-binding lectin-associated serine protease (MASP)-1.
PLoS One, 6: €20036.

25. Krarup A, Gulla KC, Gal P, Hajela K, Sim RB. (2008) The action of MBL-
associated serine protease 1 (MASP1) on factor XIII and fibrinogen. Biochim Biophys
Acta, 1784: 1294-1300.

26. Presanis JS, Hajela K, Ambrus G, Gal P, Sim RB. (2004) Differential substrate and
inhibitor profiles for human MASP-1 and MASP-2. Mol Immunol, 40: 921-929.

27. Thiel S, Jensen L, Degn SE, Nielsen HJ, Gal P, Dobo J, Jensenius JC. (2012)
Mannan-binding lectin (MBL)-associated serine protease-1 (MASP-1), a serine protease
associated with humoral pattern-recognition molecules: normal and acute-phase levels
in serum and stoichiometry of lectin pathway components. Clin Exp Immunol, 169: 38-
48.

28. Leger AJ, Covic L, Kuliopulos A. (2006) Protease-activated receptors in
cardiovascular diseases. Circulation, 114: 1070-1077.

29. Dobo J, Harmat V, Beinrohr L, Sebestyen E, Zavodszky P, Gal P. (2009) MASP-1,
a promiscuous complement protease: structure of its catalytic region reveals the basis of
its broad specificity. J Immunol, 183: 1207-1214.

30. Megyeri M, Mako V, Beinrohr L, Doleschall Z, Prohaszka Z, Cervenak L,
Zavodszky P, Gal P. (2009) Complement protease MASP-1 activates human endothelial
cells: PAR4 activation is a link between complement and endothelial function. J
Immunol, 183: 3409-3416.

31. Jani PK, Schwaner E, Kajdacsi E, Debreczeni ML, Ungai-Salanki R, Dobo J,
Doleschall Z, Rigo J, Jr., Geiszt M, Szabo B, Gal P, Cervenak L. (2016) Complement

79



DOI:10.14753/SE.2020.2355

MASP-1 enhances adhesion between endothelial cells and neutrophils by up-regulating
E-selectin expression. Mol Immunol, 75: 38-47.

32. Foreman KE, Glovsky MM, Warner RL, Horvath SJ, Ward PA. (1996) Comparative
effect of C3a and C5a on adhesion molecule expression on neutrophils and endothelial
cells. Inflammation, 20: 1-9.

33. Cohen S. (1976) Cell mediated immunity and the inflammatory system. Hum
Pathol, 7: 249-264.

34. Medzhitov R. (2010) Inflammation 2010: new adventures of an old flame. Cell, 140:
771-776.

35. Medzhitov R. (2008) Origin and physiological roles of inflammation. Nature, 454:
428-435.

36. Lemos HP, Grespan R, Vieira SM, Cunha TM, Verri WA, Jr., Fernandes KS, Souto
FO, Mclnnes IB, Ferreira SH, Liew FY, Cunha FQ. (2009) Prostaglandin mediates IL-
23/1L-17-induced neutrophil migration in inflammation by inhibiting IL-12 and
IFNgamma production. Proc Natl Acad Sci U S A, 106: 5954-5959.

37. Proost P, Wuyts A, van Damme J. (1996) The role of chemokines in inflammation.
Int J Clin Lab Res, 26: 211-223.

38. Levi M, van der Poll T. (2010) Inflammation and coagulation. Crit Care Med, 38:
S26-34.

39. Gear AR, Camerini D. (2003) Platelet chemokines and chemokine receptors: linking
hemostasis, inflammation, and host defense. Microcirculation, 10: 335-350.

40. Ramadori G, Meyer zum Buschenfelde KH. (1990) [The acute phase reaction and its
mediators. Il: Alpha tumor necrosis factor and interleukin 6]. Z Gastroenterol, 28: 14-
21.

41. Ryffel B, Car BD, Woerly G, Weber M, DiPadova F, Kammuller M, Klug S,
Neubert R, Neubert D. (1994) Long-term interleukin-6 administration stimulates
sustained thrombopoiesis and acute-phase protein synthesis in a small primate--the
marmoset. Blood, 83: 2093-2102.

42. Kilpatrick JM, Volanakis JE. (1991) Molecular genetics, structure, and function of
C-reactive protein. Immunol Res, 10: 43-53.

43. Sumpio BE, Riley JT, Dardik A. (2002) Cells in focus: endothelial cell. Int J
Biochem Cell Biol, 34: 1508-1512.

80



DOI:10.14753/SE.2020.2355

44, Aird WC. (2007) Phenotypic heterogeneity of the endothelium: 1. Structure,
function, and mechanisms. Circ Res, 100: 158-173.

45. Aird WC. (2007) Phenotypic heterogeneity of the endothelium: 1l. Representative
vascular beds. Circ Res, 100: 174-190.

46. Aird WC. (2004) Endothelium as an organ system. Crit Care Med, 32: S271-279.
47. Aird WC. (2005) Spatial and temporal dynamics of the endothelium. J Thromb
Haemost, 3: 1392-1406.

48. Cervenak L. (2007) Az endothelsejtek immunoldgiai funkcidja. Magyar
Immunolégia, 6: 7-15.

49. Bathori G, Cervenak L, Karadi I. (2004) Caveolae--an alternative endocytotic
pathway for targeted drug delivery. Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 21: 67-95.

50. Noll G, Wenzel RR, Luscher TF. (1996) Endothelin and endothelin antagonists:
potential role in cardiovascular and renal disease. Mol Cell Biochem, 157: 259-267.

51. Drexler H. (1999) Nitric oxide and coronary endothelial dysfunction in humans.
Cardiovasc Res, 43: 572-579.

52. Cheng Y, Austin SC, Rocca B, Koller BH, Coffman TM, Grosser T, Lawson JA,
FitzGerald GA. (2002) Role of prostacyclin in the cardiovascular response to
thromboxane A2. Science, 296: 539-541.

53. Shaul PW. (2002) Regulation of endothelial nitric oxide synthase: location, location,
location. Annu Rev Physiol, 64: 749-774.

54. Tanaka KA, Key NS, Levy JH. (2009) Blood coagulation: hemostasis and thrombin
regulation. Anesth Analg, 108: 1433-1446.

55. Wu KK, Thiagarajan P. (1996) Role of endothelium in thrombosis and hemostasis.
Annu Rev Med, 47: 315-331.

56. Pearson JD. (1999) Endothelial cell function and thrombosis. Baillieres Best Pract
Res Clin Haematol, 12: 329-341.

57. Cross MJ, Claesson-Welsh L. (2001) FGF and VEGF function in angiogenesis:
signalling pathways, biological responses and therapeutic inhibition. Trends Pharmacol
Sci, 22: 201-207.

58. Kacskovics I, Kis Z, Mayer B, West AP, Jr., Tiangco NE, Tilahun M, Cervenak L,
Bjorkman PJ, Goldsby RA, Szenci O, Hammarstrom L. (2006) FcRn mediates

elongated serum half-life of human IgG in cattle. Int Immunol, 18: 525-536.

81



DOI:10.14753/SE.2020.2355

59. Pober JS. (1999) Immunobiology of human vascular endothelium. Immunol Res,
19: 225-232.

60. Jozsi M, Oppermann M, Lambris JD, Zipfel PF. (2007) The C-terminus of
complement factor H is essential for host cell protection. Mol Immunol, 44: 2697-2706.
61. Fischetti F, Tedesco F. (2006) Cross-talk between the complement system and
endothelial cells in physiologic conditions and in vascular diseases. Autoimmunity, 39:
417-428.

62. Johansson AG, Lovdal T, Magnusson KE, Berg T, Skogh T. (1996) Liver cell
uptake and degradation of soluble immunoglobulin G immune complexes in vivo and in
vitro in rats. Hepatology, 24: 169-175.

63. Zhao B, Stavchansky SA, Bowden RA, Bowman PD. (2003) Effect of interleukin-
1beta and tumor necrosis factor-alpha on gene expression in human endothelial cells.
Am J Physiol Cell Physiol, 284: C1577-1583.

64. Mako V, Czucz J, Weiszhar Z, Herczenik E, Matko J, Prohaszka Z, Cervenak L.
(2010) Proinflammatory activation pattern of human umbilical vein endothelial cells
induced by IL-1beta, TNF-alpha, and LPS. Cytometry A, 77: 962-970.

65. Pober JS, Sessa WC. (2007) Evolving functions of endothelial cells in
inflammation. Nat Rev Immunol, 7: 803-815.

66. Garcia JG, Davis HW, Patterson CE. (1995) Regulation of endothelial cell gap
formation and barrier dysfunction: role of myosin light chain phosphorylation. J Cell
Physiol, 163: 510-522.

67. Mehta D, Rahman A, Malik AB. (2001) Protein kinase C-alpha signals rho-guanine
nucleotide dissociation inhibitor phosphorylation and rho activation and regulates the
endothelial cell barrier function. J Biol Chem, 276: 22614-22620.

68. Leeman JR, Gilmore TD. (2008) Alternative splicing in the NF-kappaB signaling
pathway. Gene, 423: 97-107.

69. Pimienta G, Pascual J. (2007) Canonical and alternative MAPK signaling. Cell
Cycle, 6: 2628-2632.

70. Hoefen RJ, Berk BC. (2002) The role of MAP kinases in endothelial activation.
Vascul Pharmacol, 38: 271-273.

71. Smith CW. (2008) 3. Adhesion molecules and receptors. J Allergy Clin Immunol,
121: S375-379; quiz S414.

82



DOI:10.14753/SE.2020.2355

72. Sackstein R, Schatton T, Barthel SR. (2017) T-lymphocyte homing: an
underappreciated yet critical hurdle for successful cancer immunotherapy. Lab Invest,
97: 669-697.

73. Smith CW. (1993) Leukocyte-endothelial cell interactions. Semin Hematol, 30: 45-
53; discussion 54-45.

74. Rondaij MG, Bierings R, Kragt A, van Mourik JA, Voorberg J. (2006) Dynamics
and plasticity of Weibel-Palade bodies in endothelial cells. Arterioscler Thromb Vasc
Biol, 26: 1002-1007.

75. Meager A. (1999) Cytokine regulation of cellular adhesion molecule expression in
inflammation. Cytokine Growth Factor Rev, 10: 27-39.

76. Ley K, Laudanna C, Cybulsky MI, Nourshargh S. (2007) Getting to the site of
inflammation: the leukocyte adhesion cascade updated. Nat Rev Immunol, 7: 678-689.
77. Christ KV, Turner KT. (2010) Methods to Measure the Strength of Cell Adhesion to
Substrates. Journal of Adhesion Science and Technology, 24: 2027-2058.

78. Garcia AJ, Ducheyne P, Boettiger D. (1997) Quantification of cell adhesion using a
spinning disc device and application to surface-reactive materials. Biomaterials, 18:
1091-1098.

79. Goldstein AS, Dimilla PA. (1997) Application of fluid mechanic and kinetic models
to characterize mammalian cell detachment in a radial-flow chamber. Biotechnol
Bioeng, 55: 616-629.

80. van Kooten TG, Schakenraad JM, van der Mei HC, Dekker A, Kirkpatrick CJ,
Busscher HJ. (1994) Fluid shear induced endothelial cell detachment from glass--
influence of adhesion time and shear stress. Med Eng Phys, 16: 506-512.

81. van Kooten TG, Schakenraad JM, van der Mei HC, Busscher HJ. (1992) Influence
of substratum wettability on the strength of adhesion of human fibroblasts.
Biomaterials, 13: 897-904.

82. Sagvolden G, Giaever I, Pettersen EO, Feder J. (1999) Cell adhesion force
microscopy. Proc Natl Acad Sci U S A, 96: 471-476.

83. Helenius J, Heisenberg CP, Gaub HE, Muller DJ. (2008) Single-cell force
spectroscopy. J Cell Sci, 121: 1785-1791.

84. Puech PH, Poole K, Knebel D, Muller DJ. (2006) A new technical approach to
quantify cell-cell adhesion forces by AFM. Ultramicroscopy, 106: 637-644.

83



DOI:10.14753/SE.2020.2355

85. Klebe RJ. (1974) Isolation of a collagen-dependent cell attachment factor. Nature,
250: 248-251.

86. Hochmuth RM. (2000) Micropipette aspiration of living cells. J Biomech, 33: 15-22.
87. Shao JY, Xu G, Guo P. (2004) Quantifying cell-adhesion strength with micropipette
manipulation: principle and application. Front Biosci, 9: 2183-2191.

88. Sung KL, Sung LA, Crimmins M, Burakoff SJ, Chien S. (1986) Determination of
junction avidity of cytolytic T cell and target cell. Science, 234: 1405-1408.

89. Potthoff E, Guillaume-Gentil O, Ossola D, Polesel-Maris J, LeibundGut-Landmann
S, Zambelli T, Vorholt JA. (2012) Rapid and serial quantification of adhesion forces of
yeast and Mammalian cells. PLoS One, 7: e52712.

90. Zhang H, Liu KK. (2008) Optical tweezers for single cells. J R Soc Interface, 5:
671-690.

91. Bossi F, Bulla R, Tedesco F. (2008) Endothelial cells are a target of both
complement and kinin system. Int Immunopharmacol, 8: 143-147.

92. Albrecht EA, Chinnaiyan AM, Varambally S, Kumar-Sinha C, Barrette TR, Sarma
JV, Ward PA. (2004) C5a-induced gene expression in human umbilical vein endothelial
cells. Am J Pathol, 164: 849-8509.

93. Gal P, Harmat V, Kocsis A, Bian T, Barna L, Ambrus G, Vegh B, Balczer J, Sim
RB, Naray-Szabo G, Zavodszky P. (2005) A true autoactivating enzyme. Structural
insight into mannose-binding lectin-associated serine protease-2 activations. J Biol
Chem, 280: 33435-33444.

94. Parej K, Dobo J, Zavodszky P, Gal P. (2013) The control of the complement lectin
pathway activation revisited: both Cl-inhibitor and antithrombin are likely
physiological inhibitors, while alpha2-macroglobulin is not. Mol Immunol, 54: 415-422.
95. Salanki R, Gerecsei T, Orgovan N, Sandor N, Péter B, Bajtay Z, Erdei A, Horvath
R, Szabo B. (2014) Automated single cell sorting and deposition in submicroliter drops.
Applied Physics Letters, 105: 083703/083701-083703/083705.

96. Mootha VK, Lindgren CM, Eriksson KF, Subramanian A, Sihag S, Lehar J,
Puigserver P, Carlsson E, Ridderstrale M, Laurila E, Houstis N, Daly MJ, Patterson N,
Mesirov JP, Golub TR, Tamayo P, Spiegelman B, Lander ES, Hirschhorn JN, Altshuler
D, Groop LC. (2003) PGC-lalpha-responsive genes involved in oxidative

84



DOI:10.14753/SE.2020.2355

phosphorylation are coordinately downregulated in human diabetes. Nat Genet, 34: 267-
273.

97. Subramanian A, Tamayo P, Mootha VK, Mukherjee S, Ebert BL, Gillette MA,
Paulovich A, Pomeroy SL, Golub TR, Lander ES, Mesirov JP. (2005) Gene set
enrichment analysis: a knowledge-based approach for interpreting genome-wide
expression profiles. Proc Natl Acad Sci U S A, 102: 15545-15550.

98. Shannon P, Markiel A, Ozier O, Baliga NS, Wang JT, Ramage D, Amin N,
Schwikowski B, Ideker T. (2003) Cytoscape: a software environment for integrated
models of biomolecular interaction networks. Genome Res, 13: 2498-2504.

99. Salanki R, Hos C, Orgovan N, Peter B, Sandor N, Bajtay Z, Erdei A, Horvath R,
Szabo B. (2014) Single cell adhesion assay using computer controlled micropipette.
PLoS One, 9: €111450.

100. Kornyei Z, Beke S, Mihalffy T, Jelitai M, Kovacs KJ, Szabo Z, Szabo B. (2013)
Cell sorting in a Petri dish controlled by computer vision. Sci Rep, 3: 1088.

101. Ungai-Salanki R, Gerecsei T, Furjes P, Orgovan N, Sandor N, Holczer E, Horvath
R, Szabo B. (2016) Automated single cell isolation from suspension with computer
vision. Sci Rep, 6: 20375.

102. Schwaner E, Nemeth Z, Jani PK, Kajdacsi E, Debreczeni ML, Doleschall Z, Dobo
J, Gal P, Rigo J, Andras K, Hegedus T, Cervenak L. (2017) Transcriptome analysis of
inflammation-related gene expression in endothelial cells activated by complement
MASP-1. Sci Rep, 7: 10462.

103. Kiszel P, Mako V, Prohaszka Z, Cervenak L. (2007) Interleukin-6 -174 promoter
polymorphism does not influence IL-6 production after LPS and IL-1 beta stimulation
in human umbilical cord vein endothelial cells. Cytokine, 40: 17-22.

104. Tucker KA, Lilly MB, Heck L, Jr., Rado TA. (1987) Characterization of a new
human diploid myeloid leukemia cell line (PLB-985) with granulocytic and monocytic
differentiating capacity. Blood, 70: 372-378.

105. Petheo GL, Orient A, Barath M, Kovacs I, Rethi B, Lanyi A, Rajki A, Rajnavolgyi
E, Geiszt M. (2010) Molecular and functional characterization of Hv1 proton channel in
human granulocytes. PLoS One, 5: e14081.

85



DOI:10.14753/SE.2020.2355

106. Olofsson AM, Arfors KE, Ramezani L, Wolitzky BA, Butcher EC, von Andrian
UH. (1994) E-selectin mediates leukocyte rolling in interleukin-1-treated rabbit
mesentery venules. Blood, 84: 2749-2758.

107. Pudelko M, Bull J, Kunz H. (2010) Chemical and chemoenzymatic synthesis of
glycopeptide selectin ligands containing sialyl Lewis X structures. Chembiochem, 11:
904-930.

108. Kansas GS. (1996) Selectins and their ligands: current concepts and controversies.
Blood, 88: 3259-3287.

109. Vegh AG, Fazakas C, Nagy K, Wilhelm I, Molnar J, Krizbai 1A, Szegletes Z, Varo
G. (2012) Adhesion and stress relaxation forces between melanoma and cerebral
endothelial cells. Eur Biophys J, 41: 139-145.

110. Lower SK, Hochella MF, Jr., Beveridge TJ. (2001) Bacterial recognition of
mineral surfaces: nanoscale interactions between Shewanella and alpha-FeOOH.
Science, 292: 1360-1363.

111. Razatos A, Ong YL, Sharma MM, Georgiou G. (1998) Molecular determinants of
bacterial adhesion monitored by atomic force microscopy. Proc Natl Acad Sci U S A,
95: 11059-11064.

112. Benoit M, Gabriel D, Gerisch G, Gaub HE. (2000) Discrete interactions in cell
adhesion measured by single-molecule force spectroscopy. Nat Cell Biol, 2: 313-317.
113. Li F, Redick SD, Erickson HP, Moy VT. (2003) Force measurements of the
alphabbetal integrin-fibronectin interaction. Biophys J, 84: 1252-1262.

114. Bowen WR, Lovitt RW, Wright CJ. (2001) Atomic Force Microscopy Study of the
Adhesion of Saccharomyces cerevisiae. J Colloid Interface Sci, 237: 54-61.

115. Fox SE, Lu W, Maheshwari A, Christensen RD, Calhoun DA. (2005) The effects
and comparative differences of neutrophil specific chemokines on neutrophil
chemotaxis of the neonate. Cytokine, 29: 135-140.

116. Dobo J, Schroeder V, Jenny L, Cervenak L, Zavodszky P, Gal P. (2014) Multiple
roles of complement MASP-1 at the interface of innate immune response and
coagulation. Mol Immunol, 61: 69-78.

117. Kaplan AP, Joseph K. (2010) The bradykinin-forming cascade and its role in
hereditary angioedema. Ann Allergy Asthma Immunol, 104: 193-204.

86



DOI:10.14753/SE.2020.2355

118. Viemann D, Goebeler M, Schmid S, Klimmek K, Sorg C, Ludwig S, Roth J.
(2004) Transcriptional profiling of IKK2/NF-kappa B- and p38 MAP kinase-dependent
gene expression in TNF-alpha-stimulated primary human endothelial cells. Blood, 103:
3365-3373.

119. Bach FH, Hancock WW, Ferran C. (1997) Protective genes expressed in
endothelial cells: a regulatory response to injury. Immunol Today, 18: 483-486.

120. Hawiger J. (2001) Innate immunity and inflammation: a transcriptional paradigm.
Immunol Res, 23: 99-1009.

121. Lentsch AB, Ward PA. (2000) Regulation of inflammatory vascular damage. J
Pathol, 190: 343-348.

122. Dray A, Perkins M. (1993) Bradykinin and inflammatory pain. Trends Neurosci,
16: 99-104.

123. Shim WS, Oh U. (2008) Histamine-induced itch and its relationship with pain. Mol
Pain, 4: 29.

87



DOI:10.14753/SE.2020.2355

11. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

11.1. A disszertaciohoz kapcsolodo publikaciok

1) Jani PK*, Schwaner E*, Kajdacsi E, Debreczeni ML, Ungai-Salanki R, Dobo J,

2)

Doleschall Z, Rigd J Jr, Geiszt M, Szabdé B, Gal P, Cervenak L, (2016)
Complement MASP-1 enhances adhesion between endothelial cells and
neutrophils by up-regulating E-selectin  expression. MOLECULAR
IMMUNOLOGY 2016 Jul;75:38-47.

*Megosztott elsdszerzds

IF: 3.236

Schwaner E, Németh Z, Jani PK, Kajdacsi E, Debreczeni ML, Doleschall Z,
Dobo¢ J, Gal P, Rigo6 J, Andras K, Hegediis T, Cervenak L, (2017) Transcriptome
analysis of inflammation-related gene expression in endothelial cells activated
by complement MASP-1. SCIENTIFIC REPORTS 2017 Sep 5;7(1):10462.

IF: 4.122

A disszertacidhoz kapcsolodo publikaciokra vonatkozo dsszesitett impakt faktor: 7.358

11.2. A disszertaciotol fiiggetlen publikaciok

1)

2)

Megyeri M, Jani PK, Kajdacsi E, Dobo J, Schwaner E, Major B, Rigo J Jr,
Zavodszky P, Thiel S, Cervenak L, Gal P, (2014) Serum MASP-1 in complex
with MBL activates endothelial cells. MOLECULAR IMMUNOLOGY 2014
May;59(1):39-45.

IF: 2.973

Debreczeni ML, Németh Z, Kajdacsi E, Schwaner E, Makoé V, Masszi A,
Doleschall Z, Rigo J, Walter FR, Deli MA, Pal G, Dob¢ J, Gal P, Cervenak L,
(2019) MASP-1 Increases Endothelial Permeability. FRONTIERS IN
IMMUNOLOGY 2019 May 3;10:991.

IF: 4.716

A disszertacid témajatdl fiiggetlen publikacidkra vonatkozd Osszesitett impakt faktor:

7.689

88



DOI:10.14753/SE.2020.2355

12. KOSZONETNYILVANITAS

Els6sorban koszonettel tartozom Dr. Cervenak Laszlonak a sok éves munkaért,
faradozasaért és tdmogatasaért, ami témavezetésemmel egyiitt jart. Koszonom a sok
tirelmet, Otletet és azt, hogy emberileg és szakmailag is mindvégig tdmogatta
munkamat.

Ko6szonom a Kutatdlaboratorium vezetdjének Dr. Prohdszka Zoltan Professzor
Urnak a tAmogatast és a bizalmat, hogy a laboratoriumaban dolgozhattam.

Koszonom az endotélsejt munkacsoport tagjainak, és a kutatélaboratéorium
Osszes munkatarsanak a tanacsokat és a jo hangulatot, amely megteremtésével nagyon
sokat segitettek.

Koszonet illeti tovabba a kollaboracios partnereinket (Dr. Gal Pétert, Dr.
Megyeri Martont, Dr. Dob6 Jozsefet, Doleschall Zoltant, Dr. Kellermayer Miklost, Dr.
Voros Zsuzsannat, Dr. Ungai-Salanki Rita Zsanettet, Dr. Szab6 Balintot és Dr. Hegediis

Tamast) a kozos munkak soran kapott rengeteg segitségért.

89



