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Bevezeto

Az immunrendszer szervezetiink fontos védekez6 rendszere. F6 funkcidja a szervezet sajat-,
megvaltozott sajat struktirainak és a szervezet szamara idegen, nem sajat struktarak felismerése, a
fert6zések elleni védelem. A sajatként felismert anyagokra toleranciaval valaszol, mig a
veszélyesként felismert strukturdkat eliminalja a szervezetbdl. Az immunrendszer felismerd,
informaciot tovabbitd és végrehajtd funkciokat 1at el. A torzsfejlodés soran kétféle immunrendszer
alakult ki, az 0si, velesziiletett immunrendszer és az erre raépiilt adaptiv vagy szerzett

immunrendszer. Az immunhomeosztazist a két rendszer egymassal egyiittmiikddve alakitja ki.

Fert6zés esetén eldszor a velesziiletett immunrendszer oldékony és sejtes elemei probaljak
eliminalni a szervezetbe bejutott korokozot. A velesziiletett immunrendszer elsdsorban egyes,
patogénekkel asszocialt molekularis mintazatokat ismer fel, ez is mutatja a rendszer 6si jellegét; az
adaptiv immunrendszer elemei viszont nagy specifikussaggal a kiilonb6z6 fehérje és nem-fehérje
tipusi antigén epitopokat ismerik fel. A velesziiletett immunvalasz percek-orak alatt kialakul,
szemben az adaptiv immunvalasszal, ahol tobb nap-hét is szlikséges lehet a fajlagos T- és B sejt

klonok felszaporodasahoz és az immunoldgiai memoria kialakulasahoz.

A komplementrendszer a velesziiletett immunrendszer fontos humoralis eleme, szervezetlink
egyik els6 védelmi vonala. A korokozok elleni hatékony védelem biztositasan tal szerepet jatszik
sejttormelékek,  elpusztult  sejtek  eltakaritdsdban,  gyulladdsi  folyamatokban. A
komplementrendszer nem megfeleld muikodésének szerepe van kiilonb6zd betegségek
kialakulasaban, lefolyasaban is. Dolgozatomban célul tliztem ki a komplementrendszer egyik
fontos szabalyozé molekulajanak, a H-faktornak és a H-faktor molekulacsalad mas tagjai

patologias szerepének a vizsgalatat.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A komplementrendszer

1.1.1. A komplementrendszer felfedezése

A komplementrendszer a velesziiletett immunrendszer humoralis eleme. A XIX. szazad végére
tehetd a komplementrendszer felfedezése, mely egy magyar kutatd, Fodor Jozsef nevéhez kothetd.
Kimutatta, hogy a Iépfenét okozo Bacillus anthracis-szal immunizalt nyulak vérében elpusztul a
korokozé. Ezt kovetéen, Jules Bordet is kimutatta a szérum baktériumolé hatasat, illetve azt, hogy
a szérumnak az 56°C-on torténd hokezelése inaktivald hatasu erre nézve. A kordbban alexinnek
(héérzékeny faktor) elnevezett anyagot — mely a szérum baktériumolé hatasaért felelos - Paul

Ehrlich komplementnek nevezett el (1).

1.1.2. A komplementrendszer felépitése:

A komplementrendszer jelenlegi tudasunk szerint kozel 40 komponensbdl all, ezek egymast
lancreakcidszerlien aktivald oldékony faktorok, valamint oldékony és sejtfelszinhez kotott
szabalyoz6 molekulak, illetve az aktivalt komponenseket megkotd sejtfelszini receptorok. A
komplementrendszer egy hatékony effektor komponense a velesziiletett immunrendszernek,
szerepet jatszik a mikrobak, korokozok eltavolitdsaban illetve egyéb veszélyes partikulumok, pl.:
immunkomplexek; apoptotikus-, nekrotikus sejtek; megvaltozott sajat sejtek eliminalasaban, egyes
sejtek aktivalodasanak szabalyozasdban, tovabba hidat képez az adaptiv és a velesziiletett
immunitas kozott (1.1. abra). A komplementrendszer inaktiv (egészséges egyénekben az
alternativ Utvonal kismértékii allandé aktivitdst mutat [,tickover”] a koérokozdk jelenlétének
felderitésére) mindaddig, mig kiillonbozé veszély szigndlok nem aktivaljak. Fertdzés
kovetkeztében a komplement aktivalodasa gyulladds kialakuldsahoz, opszonizacidhoz,

fagocitozishoz, a patogén elpusztitasahoz, végiil az adaptiv immunvalasz aktivalasahoz vezet (2).
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1.1. abra: A komplementrendszer sokréti szerepe. A komplementrendszer a velesziiletett
immunrendszer része, de képes aktivalni mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunvalasz kialakitasaban
résztvevd immunsejteket. A komplement kivaltja és szabalyozza a kiillonb6zé immunfolyamatokat és
0sszekotd szerepet jatszik az immunvalasz két aga kozott. Ezen kiviil a komplementrendszer fenntartja a
sejtek homeosztazisat a sejttormelékek és az immunkomplexek eltavolitasa révén (3).

A komplement aktivaciot elsdésorban a mintdzat felismeré molekuldk altal azonositott sejtfelszini
struktirdk felismerése inditja el. Az aktivalasi triggertdl fiiggden a komplement kaszkad a harom
utvonal egyikét koveti: a Klasszikus-, a lektin- vagy az alternativ aktivacios utat.
A komplement aktivaciot elindité felismeré molekulak a klasszikus ut esetében a Clq, a lektin 1t
esetében a manndz kot lektin (MBL), fikolinok és a kollektinek. Az alternativ tton torténd
elinditanak, bar a properdinrdl egyes kutatok leirtak ilyen funkciot (4). A komplementrendszer a
kiilonb6z6é mikroorganizmusokat, a patogén-asszocialt molekularis mintazatokat (PAMP)
szolubilis mint4zat felismerd molekulak (PRM) segitségével ismerik fel. A klasszikus 1t esetében
a Clq elsosorban IgG és IgM immunkomplexeit ismeri fel, de képes a komplementet ellenanyag
fliggetlen modon is aktivalni pentraxinokhoz (C-reaktiv fehérje, pentraxin 3), kiilonb6z6
polianionos strukturakhoz kétédve, pl.: RNS, DNS, LPS stb. Az MBL, a kollektinek és a fikolinok
a lektin Gt mintazat felismeré molekulai, melyek szénhidrat struktirakhoz kotédnek. A klasszikus-
¢és lektin Ut mintazat felismerd molekuldi a PAMP-hoz vagy veszély indukalta molekularis
mintazatokhoz (DAMP) kotédve a mintézat felismeréd molekuldk és a zimogén formaban levd
proteazok komplexének az aktivacidjat eredményezik. A klasszikus ut esetében a C1 komplexben
a Clq a mintazat felismeré molekula, a Clr és a C1s a zimogén formaban 1év6 szerin-protedzok.
A lektin Ut mintazat felismeré molekuldi elsdsorban kiillonb6zé szénhidrat molekulakat ismernek
fel és komplexet képeznek az MBL-asszocialt szerin-proteazokkal (MASP). A lektin ait MASP-1

¢s MASP-2 szerin-proteazai funkcionalis és strukturalis homologjai a klasszikus ut Clr és Cls



szerin-protedzoknak. Az alternativ Gt mintazatfelismer6 molekulak, valamint a klasszikus- és a
lektin ut eléz6leges aktivacioja nélkiil is miikodésbe hozhat6. Ez az utvonal allanddan, kismértéki
aktivitast mutat, a C3 spontan hidrolizisének kdszonhetden, melynek kovetkeztében a C3b-hez
szerkezetileg hasonlé C3(H,0) keletkezik. A C3(H,0) molekulahoz kotédik a B-faktor, ezzel
kialakul a fluid fazisa C3(H,0)B prokonvertaz, melyben a D-faktor a B-faktort elhasitja és igy
létrejon a C3(H,0)Bb, az alternativ ut kezdeti C3 konvertaz enzime. A lektin- és a klasszikus ut
aktivacioja soran kialakult C3 konvertaz (C4bC2a) és az alternativ ut C3 konvertaz enzimei a
kozponti szerepii komplement komponenst, a C3 molekulat hasitjak, melynek soran C3a ¢és C3b
fragmentumok keletkeznek. A C3b molekula és a B-faktor kdlcsonhatdsa révén az alternativ Ut
C3bBb C3 konvertaza alakul ki, amely képes tovabbi C3 molekulakat hasitani, ami az Gjabb C3b
molekulak képzddése révén egy hatékony visszacsatolast, erdsitést jelent (,,amplification loop”). A
C4bC2a ¢és C3bBb konvertazok aktivitasa soran keletkezé C3b molekuldk ezekhez az enzimekhez
kotddve kialakitjak a C4bC2aC3b és C3bBbC3b, C5-6t hasitani képes C5 konvertdz enzimeket. A
C3 ¢és C5 hasitasakor keletkezé C3a és C5a anafilatoxinok a kornyezetbe diffundalva, gyulladasos
folyamatokat idézhetnek el6. A C5 molekula hasitasakor keletkez6 C5b a C6, C7, C8 és C9
komplement komponensekkel 6sszekapcsolodva alakitja ki a C5b-9, membran karositdé komplexet

(MAC), mely a célsejtek lizisét okozhatja (1.3. abra) (5, 6).

1.1.2.1. Klasszikus t:

A komplementrendszert aktivalo utak koziil a torzsfejlodés soran legkésébb fejlédott ki, viszont a
komplement kutatasok soran ezt az aktivacios utat irtak le eldszor. A Chordatak (Gerinchurosok)
megjelenésével (1.2. abra) és az adaptiv immunitas kifejlodésével jelent meg a klasszikus ut (7).
A Kklasszikus ut ellenanyag fiiggd aktivacidjat IgG-t és IgM-et tartalmazé immunkomplexek
indithatjak el. A komplexben 1évé ellenanyag molekula Fc-részéhez kotddik a Clq. Ezen kiviil a
Clq képes ellenanyag fliggetlen mddon is elinditani a komplement aktivacidt, mikrobialis
felszineken  kifejez6dd struktirédkhoz, virdlis fehérjékhez, DNS- ¢s RNS molekuldkhoz,
apoptotikus sejtek felszinéhez, kiilonbozé pentraxinokhoz (CRP, PTX3) kotédve (8). A Clq 18
polipeptid lancbol (6A, 6B és 6C lanc) all, az egyes A és B lancok kozott, illetve a C lancok kozott
diszulfid hidak vannak (6 A-B dimer és 3 C-C tetramer). A polipeptidlancok egy feji régiobol és
egy nyaki, ,kollagénszeri’” régiobdl allnak. A Clq szerkezete egy tulipan csokorra is emlékeztet
(9. A Clq ecllenanyaghoz kotédésekor a molekulakomplex katalitikus alegységében
autoaktivalodik a Clr szerin-protedz, amely a zimogén formaban 1évé C1s szerin-protedz

alegységet hasitja, igy kialakul a Clrys; komplex. Az aktivacio Ca®* -fiiggd, annak hianyaban



(divalens kation kelatorok jelenlétében pl.: EDTA) a Clq nem tud interakcidba 1épni a Clr,C1s;

komplex-szel, ezért a klasszikus- és a lektin ut aktivacidja nem indul el (2).
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1.2. abra: A komplementrendszer evolicidja (7). A harom komplement aktivacios ut evolucios eredetét a

crer

klasszikus ut kialakulasdhoz hozzajarulé génduplikaciok megjelenését a kettds nyilak jelzik.

A hasitast kovetden aktiv Cls alegység szubsztratjai a C4 és C2 komplement komponensek,
melyek egy nagyobb, C4b; C2a és egy kisebb, C4a; C2b alegységre hasadnak (nincs egységes
allaspont arrol, hogy a C2a vagy a C2b a kisebb fragmentum, dolgozatomban mindig a C2a
fragmentumot emlitem nagyobbnak). A két nagyobb aktivacios fragmentumbdl Kkialakul a
klasszikus ttra jellemz6 C3 konvertaz enzim (C4bC2a), a hasitast kovetden felszabaduld Kisebb
fragmentumok (C4a és C2b) a kornyezetbe diffundalnak (5, 10). Ezt kovetéen a C4bC2a
konvertaz képes a C3 molekula hasitasara, majd kialakul a C5 konvertaz enzim (C4bC2aC3b). A
keletkezd C3a peptid (anafilatoxin) a kornyezetbe diffundél, a C3b molekula, mint opszonin a
szabadon hozzaférhet6 tioészter csoportja segitségével kiilonbozé felszinekhez kovalensen (észter
vagy amid kotéssel) kotodik, pl.: bakterialis felszin, extracellularis matrix, sejtek felszine stb. (11).
A Klasszikus Ut aktivaciojat a C4b koté fehérje (C4BP) illetve a Cl-inhibitor (C1-Inh)
szabalyozza. A C1-Inh koti és inaktivalja a Clr és Cls szerin-protedzokat, ezaltal a C1 komplex
disszocialodik a Clqg-rol, mely szabadda valik; a Cl-inhibitor kovalensen kapcsolédik az inaktiv
Clr és Cls komplexhez (12).



Klasszikus ut Lektin ut Alternativ tt
Antigén-ellenanyag Szénhidrat molekulak

komplexek Spontan

C MASP-1 ——> MASP-2 hidrolizis
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\

@@ @@ |mo o=
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C5 konvertaz
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1.3. abra: A komplementrendszer aktivacios utjai. A komplementrendszer harom utvonalon keresztiil
képes aktivalodni: a klasszikus-, lektin- és az alternativ uton. A klasszikus tton keresztiili aktivaciot
els6sorban immunkomplexek inditjdk el, a lektin Ut felismer6 molekuldi kiilonb6z6 szénhidrat
motivumokat ismernek fel. Az alternativ Gt allandéan kismérték(i aktivitast mutat, szamos kiilonboz6
struktura (pl.: LPS) aktivalja. A harom ut aktivacioja a komplementrendszer kozponti molekuldjanal, a C3
szintjén egyesiil. A kialakuld6 C3, majd C5 konvertazok miikodésének eredményeként, a terminalis Ut
aktivalodasakor kialakulo membrankarositd komplex a sejtek lizisét okozza. Szolubilis és membran-kotott
regulator fehérjék szabalyozzak, tartjak kordaban a komplement aktivaciot, pl.: H-faktor, Cl-inhibitor,
C4BP, membran kofaktor fehérje). A (13)-as hivatkozas alapjan médositva.
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A Cl-inhibitornak a komplement inaktivacion kiviil a kinin utvonalhoz kapcsolodd funkcidja is
van. A Cl-Inh orokletes vagy velesziiletett hidnya in. angio6déma kialakuldsdhoz vezet. Ennek

kezelésére rekombinans vagy szérumbol tisztitott C1-inhibitort alkalmaznak terapiaként (12).

1.1.2.2. Lektin ut:

A lektin utat aktival6 MBL a klasszikus ut aktivalédasat elindito6 Clq molekuldhoz hasonlit
(globularis fej és kollagén szerli nyak). A C-tipusu lektin doménjei baktériumok felszini szénhidrat
motivumait ismerik fel. A fikolinok (fikolin H, L, M) fibrinogén-szeri doménjeikkel a
baktériumok acetilalt szénhidrat motivumait ismerik fel (14). A kollektinek (CL-K1/kollektin-10,
CL-L1/kollektin-11) kalcium fiiggd modon gliikozt, manndzt, N-acetil-glitkozamint ismernek fel.
Ezek a szénhidrat molekulak ritkdn vannak jelen a sajat fehérjéken és a sejtek felszinén, de
gyakran expresszalodnak baktériumok, virusok és pusztuld sejtek felszinén (2). Az
MBL/fikolinhoz asszocialt szerin proteaz 1 és 2 (MASP-1 és MASP-2) a legels6 proteazok a
lektin utban. Ezen szerin-proteazok és a MASP-3 hasonld funkciokkal és domén strukturaval
rendelkeznek. Amikor a mintazat felismeré molekulak (MBL/fikolinok/kollektinek) az aktivalo
felszinhez kotddnek, az enzimatikus jelet a hozzajuk kapcsolodd szerin-proteazok generaljak.
Ezek a szerin-proteazok zimogén (inaktiv) formaban vannak jelen, akkor aktivalodnak, amint a
mintazat felismerd molekula a célmolekuldhoz kotodott (pl.: az MBL egy baktérium felszini
molekulajahoz kotédik). A lektin 0t aktivacidjat a MASP-1 autoaktivacidja inditja el, mely a
MASP-2-t aktivalja (15). A klasszikus tthoz hasonléan az aktivacio Ca?* fliggd folyamat. A
MASP-2 képes a C4-et elhasitani és mind a MASP-1, mind a MASP-2 képes a C2 hasitasara,
melynek eredményeképpen kialakul a klasszikus Gt C3 konvertazaval megegyez6 C3 konvertaz
(C4bC2a) (16). A lektin ut aktivaciojat a MAPS-3, Map44 és mApl9 fehérjék szabalyozzak,
melyek nagymértékii szekvencialis homologiat mutatnak a MASP-1 és MASP-2 fehérjékkel (11).

1.1.2.3. Alternativ ut:

A torzsfejlodés soran legkorabban az alternativ utvonal komponensei alakultak ki, mar a
Cnidariak-ban (Csalanozok) jelen van (1.2. abra). A klasszikus 1t leirasat kovetd, mintegy 50 év
mulva Pillemer és munkatarsai kezdetben properdin utként nevezték el a ma alternativ utként
ismert komplement aktivaciés utat (17). Az alternativ Ut konstans, kismértékii aktivacioja
folyamatosan megfigyelhetd a szérumban normal fizioldgias koriilmények kozott, melynek
mechanizmusa még nem pontosan tisztdzott; kivaltdja olyan patogének felszine lehet, melyek
szidlsavban szegények, semleges vagy pozitiv toltéstiek ¢és felsziniikon nem taldlhatoak
komplement regulatorok. Gram-negativ baktériumok sejtfalat alkotd lipopoliszacharid, gombak

sejtfalat alkotd szénhidratok is aktivalhatjak (18). A folyamatos aktivaciot az alternativ ut kdzponti
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molekulajanak, a C3-nak vizzel torténd spontan hidrolizise okozza. Ennek soran a C3 reverzibilis
konformacids valtozason megy keresztiil, az erdsen reaktiv tioészter kotést tartalmazé doménje
(TED) szabadda valik ¢és a kotés spontan hidrolizisnek indul, melynek kovetkeztében a C3(H20)
forma alakul ki, mely a C3b-hez szerkezetileg nagyon hasonlé. Ezzel, az tgynevezett ,tick-over”
mechanizmussal kialakult C3(H,0) molekulahoz képes a B-faktor kotédni. A C3(H,0) kotott B-
faktort képes a D-faktor egy nagyobb (Bb) aktiv és egy kisebb (Ba), inaktiv fragmentumra
hasitani. Az igy kialakulo C3(H,O)Bb komplex egy instabil, fluid fazisd C3 konvertaz, mely
képes nativ C3 molekulak hasitasara C3a és C3b-vé, mely utdbbi a kialakulo C3 konvertaz aktiv
magja. Az igy generalt C3b molekulak tioészter kotése hidrolizalodik, a fehérje patogén vagy
aktivalo felszin hidnyaban degradédlodik. Patogén jelenlétében a keletkezett C3b kovalensen
koétddik hidroxil- vagy aminocsoportokat tartalmazo felszinekhez és Mg?* fiiggé modon megkéti a
B-faktort (2, 19). A D-faktor elhasitja a B-faktort Bb és Ba fragmentekre, igy kialakul az alternativ
utra jellemzdé C3 konvertdz enzim (C3bBb). A kialakult konvertazt a properdin stabilizalja. A C3
konvertdz tovabbi C3 molekuldkat hasit, ijabb C3b molekuldk képzddnek, melyek wjabb C3
konvertazokat alkothatnak. Az alternativ 0t aktivacidja nagyon gyorsan felerésithetd, ezt hivjak
amplifikacios huroknak (1.3. abra). Az alternativ Ut aktivacidjanak gyors felerésithetésége miatt
is sziikséges a pontos szabalyozasa. A H-faktor (FH) az alternativ ut fontos regulator fehérjéje,

mely kofaktorként szolgal a C3(H20) és C3b molekulak I-faktor altali inaktivalasahoz, gatolja a

......

1.2.Komplementreceptorok

A komplementrendszer részt vesz patogének és elpusztult sejtek opszonizalasaban,
immunkomplexek eltavolitasaban. A klasszikus- és lektin utak felismeré molekulai valamint a C3
aktivacios fragmentumai opszonizaljak a targetet és hidat képeznek a fagocitak sejtfelszini
receptorai kozt (2). Harom kiilonb6z6 csoportba oszthatdéak: CCP doménekkel rendelkezé (CR1 és
CR?2), Bo-integrinek csaladjaba tartozo (CR3 és CR4), valamint az Immunglobulin szupercsaladba

tartoz6 CRIg (Complement Receptor of the Immunoglobulin superfamily) (21) (1.4. 4bra).
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1.4, abra: Komplementreceptorok jellemzdi, funkcidi és kifejezédésiik. A CR1, CR2 és CRIg egylancu
transzmembran fehérjék, a CR3 és CR4 a B,-integrinek csaladjaba tartoznak. A CR1 és a CRIg képes a
C3b-t kétni, a CR2, CR3, CR4 és CRIg az iC3b-t képes kotni, a C3d kotédésért a CR2, mig a C3c kotésért
a CRIg felel. A CR1, CR3, CR4 foleg makrofdgokon, monocitdkon és neutrofil granulocitdkon
expresszalodik illetve a CR1 a vorosvérsejteken is, a CR2 B-sejteken, a CRIg a makrofagokbol
differencialodo Kuppfer-sejteken. A CRIg-nek két izoformaja van, egy hossza (L) és egy rovid (S). A (22)—
es hivatkozas alapjan moédositva.

1.2.1. CRIL:

A CRI1 (CD35) monocitdkon, makrofagokon, neutrofil granulocitdkon és vorovérsejtek felszinén
expresszalodo, membrankotott szabalyozo fehérje. Allélikus varidnsoknak megfeleléen 28-34
CCP domént tartalmaz. Nagy affinitassal a C3b (és C4b) felismerésére képes. A B-sejtek felszinén
a fejlédés korai szakaszaban megjelenik, de plazmasejtté éréskor elveszitik; szerepe van a B-sejtek
aktivalasdnak gatldsaban. A CR1-et elsoként adherencia receptorként irtdk le. Vorosvérsejtek
esetében immunkomplexek 1épbe szallitdsaban van elsddleges szerepiik. A neutrofil granulocitak
¢s makrofagok felszinén expresszaldodd CR1 az opszonikus fagocitozis folyamatdban jatszik

szerepet (21, 23).

1.2.2. CR2

A CR2 (CD21) B-sejtek felszinén expresszalodik. 15 CCP domént tartalmaz. Nagy affinitassal
koti az iC3b és C3d aktivacidés fragmentumokat. A B-sejteken expresszalodo CD19 és CD81
sejtfelszini molekulakkal a CR2 koreceptor komplexet alkot, a B-sejteket aktivalja (24).
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1.2.3. CR3 ¢és CR4:

A Bo-integrinek csaladjaba tartozik a CR3 (CD11b/CD18; amfP2) és a CR4 (CD11¢/CD18; axfP2),
heterodimer transzmembran molekulakomplexek, mely egy egymashoz nem kovalensen
kapcsolodo a-alegységbdl és egy kozos B-lancbol (CD18) allnak. Mindkét Bo-integrin az iC3b
fragmentumot képes felismerni (21). Els6ésorban monocitdkon, makrofagokon, dendritikus
sejteken, NK sejteken expresszalodnak. A CR3 elsédleges feladata az iC3b kozvetitett fagocitozis
(25), a CR4-nek elsésorban az adherenciaban van dominans szerepe (26). A H-faktor receptoron
keresztiil torténd sejtekhez kotddését a CR3 és CR4 receptorok kozvetitik (27). Az FHR-1 és
FHL-1 sejtekhez (pl.: neutrofil granulocitak) torténd kotédését is a CR3 kozvetiti (28).

1.2.4. CRIg:

Az immunglobulin szupercsaladba tartozé receptor, membrankotott szabalyozo fehérje, a majban,
a Kuppfer-sejteken expresszalodik, mely C3b, iC3b és C3c kotésére képes. A CRIg-nek két
izoformaja van: két extracellularis domént tartalmazé (IgV és IgC) hossza (L) és egy
extracellularis domént tartalmazo (IgV) rovid (S) formaja. Mindkett6 tartalmaz egy N-terminalis
ligandumk6té motivumot, amely az 1gV-tipust doménhez tartozik (1.4. abra) (21). A C3
fragmentumok a receptor extracellularis részéhez, az IgV doménhez kotédnek. A CRIg kot6helye
a C3b-n, szemben mas komplement receptorokkal a C3b B-lancan lokalizalodik. A receptor f6
funkcidja az opszonizalt patogének fagocitozisanak kozvetitése (29). A CRIg az alternativ ut egyik
inhibitora, kotddik a C3b-hez, mind a klasszikus Ot, mind az alternativ Gt C5 konvertaz
alegységéhez és szelektiven gatolja in vitro az alternativ ut C3 és C5 konvertazokat azaltal, hogy
blokkolja az interakciot a C3 és C5 szubsztratokkal. A CRIg-nek sem kofaktor aktivitasa, sem a
konvertazt szétszedo, un. ,,decay” aktivitasa nincs. A CRIg nem akadalyozza meg a klasszikus ut
C5 konvertaz (C4bC2aC3b) altali C5 komplement fehérje hasitasat. Ennek oka az lehet, hogy a
C2a képes a C5 hasitasara fiiggetleniil a C3b alegységtdl. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
a CRIg kotédése a C3b B-lancahoz szelektiven megakadadlyozza az alternativ Gt konvertaz
interakciojat a C3 és C5 fehérjékkel, mig a klasszikus t konvertazokét nem (30). Mivel a CRIg a
C3b-n keresztiil képes az alternativ ut aktivacidjat gatolni, a receptor szolubilis formajanak
elképzelhetd terapias alkalmazasa kiilonboz6, komplementrendszerrel Gsszefiiggd betegségek

kezelésére.
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1.3. A human H-faktor molekulacsalad:

A human RCA (regulators of complement activation) génklaszter, mely az 1q32 kromoszoéman
helyezkedik el, két régiora oszthatd: az egyik tartalmazza a H-faktort és az FHL1-et kodolé CFH
gént, valamint a H-faktorral rokon fehérjéket kodolo 6t gént (CFHR1-5), a masik kiilonb6zo
szabalyozoé fehérjéket: a C4b-koto fehérjét (C4BP), decay-accelerating factort (DAF), komplement
receptorokat (CR1-2) és a membran kofaktor proteint (MCP) kodold géneket. A komplement
rendszert kiilonbozd felszineken, példaul sejtek felszinén is lehet (és kell) szabalyozni; ezt a
feladatot membrankotott szabalyozo fehérjék latjak el. A CR1 a membran kofaktor fehérjéhez
hasonléan (MCP vagy CD46) kofaktorként el6segiti a C3b és C4b fehérjék I-faktor altali hasitasat,
inaktivalasat. A CR1 ezentll rendelkezik ,,decay” aktivitassal is, a DAF (CD55) molekulahoz
hasonloan, eldsegitve a C3 konvertaz enzim komponensek disszocialasat. A komplementrendszer

terminalis komplexének kialakulasat tobbek kozott a CD59 molekula szabalyozza (31).

A H-faktor az alternativ ut egyik fontos szolubilis regulator fehérjéje. A H-faktor
molekulacsaladba tartozik a H-faktor; a H-faktor alternativ splice variansa, az FHL-1 valamint az
Ot H-faktorral rokon fehérje (FHR-1-5), melyek a H-faktor génje mellett kdzvetleniil talalhato
CFHR1-5 gének kodolnak, melyek részleges génduplikaciok révén jottek 1étre (1.5. abra). Mind
ismétl6dd, globularis egységekbdl, CCP (complement control protein vagy Sushi-domén, mas
néven short consensus repeat (SCR)) doménekbdl allnak, melyeket négy konzervalt helyzeti
cisztein aminosav képezte két diszulfid-hid stabilizal, illetve minden domént egy konzervalt
helyzetl triptofan aminosav jellemez (32). A H-faktor génje 23 exonbdl all. Az elsé exon kodolja
az MRNS 5° nem kodold régiojat valamint az N-termindlis, 18 aminosavbol allo
szignalszekvenciat. A H-faktor minden doménjét egy exon kodol, ez aldl kivétel a masodik domén
(CCP 2), amelyet a 3-as és 4-es exon kodol. A 10-es exon nem irodik at, nem kodol H-faktor CCP
domént, ez az exon az FHL-1 utols6 4 aminosavanak (Ser-Phe-Leu-Thr) kédolasaért, valamint az
FHL-1 3° nem transzlaloddé vég kodolasaért felel. Ezek az elsOdlegesen a maj altal termelt
glikoproteinek kozos szerkezeti struktirat mutatnak. Az FHR fehérjéknél szintén minden exon egy
terminalis szignalszekvenciat kodolja, majd sorban a tobbi exon a soron kovetkezé CCP

doméneket (pl.: FHR-1 2-es exon a CCP 1, FHR-1 3-as exon a CCP 2 stb. (33)).

15



1.3.1. H-faktor:
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1.5. abra: A H-faktor molekulacsalad. A H-faktor molekulacsalad tagjai a H-faktor, az FHL-1, mely a H-
faktor gén alternativ splice variansa, valamint az 6t FHR fehérje (FHR-1, -2, -3, -4, -5). A H-faktor (és
FHL-1) N-terminalis CCP 1-4 doménjei felelnek a C3b kotésért és a komplementgatld funkcidkért (sarga
szinnel jelolve), z6ld szinnel jeldlt domének kiilonboz6 ligandumokhoz (pl.: CRP, PTX3) és felszinekhez
kotédnek. C-terminalis doménjeinek (kék szinnel jeldlve) a kiilonbozé felszinekhez vald kotédésben van
szerepiilk. Az FHR fehérjék nem tartalmaznak a H-faktorral homolég komplementgatld doméneket. Az
egyes FHR domének feletti szam a H-faktorral megfelel6 homoldg doménjével mutatott aminosav-
szekvencia azonossagot jelzi szazalékban.

A H-faktor elsésorban a majban expresszalodd szérum glikoprotein (155 kDa), de
extrahepatikusan is termelddik, példaul monocitak, endotél sejtek, retina pigment epitél sejtek altal
(34). A H-faktort eldszor fehérje szinten 1965-ben izolaltak, akkor Bin-globulinként irtak le (35).
20 egymassal homolog CCP domént tartalmaz, melyek egyenként kb. 60 aminosavbol allnak (36).
Harom féle modon tolti be a komplement aktivaciot szabalyzo szerepét: (a) C3b-hez kotédve
gatolja az alternativ ut C3 és C5 konvertazanak feléptilését a B-faktorral valo kompeticio révén;

(b) el6segiti a mar felépiilt konvertaz szétesését, azaz leszoritja az enzimatikus aktivitassal
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rendelkez6 Bb fragmentumot a C3b-rél (*decay accelerating activity’); (c) valamint az I-faktor
kofaktoraként eldsegiti a C3b inaktivalodasat (kofaktor aktivitas) (37-39). Ezekért a regulator
funkciokért a H-faktor N-terminalis 1-4 domének felelnek (40, 41). A H-faktor C-terminalis 19-20
doménjei felelnek a kiillonbozo felszinekhez valdo kotddésért, példaul: polianionos felszini
molekulak (pl.: gliikdzamino-glikanok, szialsavak) (42-44). A H-faktorrél igazoltak, hogy mint
rekombinans fehérje, a glikozilacidja nem jatszik szerepet a komplement szabalyozo6 funkcioban, a
deglikozilalt H-faktor hasonloan funkcié képes, mint a plazmabol tisztitott H-faktor. Valésziniileg
a glikozilacionak a stabilitas novelésében illetve a fehérje féléletidejének novelésében van szerepe
(45). A H-faktor a komplement aktivaciot nem csak folyadék fazisban, hanem sejtek felszinén is
képes szabalyozni (46). A sajathoz hasonld polianionos molekulak altalaban nincsenek jelen a
patogének felszinén, ami érzékennyé teszi ket a komplementrendszerrel szemben. A C3b-n és a
polianionos molekuldkon (pl.: felszini gliikozaminoglikdnok) tal a H-faktor mas endogén
ligandumokkal is kolesonhatasba 1ép: CRP, PTX3, extracellularis matrix (ECM), DNS. Ezek az
interakcidok lehetévé teszik, hogy a H-faktor bizonyos sajat felszineken (pl.: glomeruléris
alapmembran, extracellularis matrix) gatolja a komplementet. A H-faktor apoptotikus/nekrotikus
sejteknez a CCP 6-20 doméneken keresztiil képes ko6tddni annexin-II, DNS ¢és hisztonok
kozvetitésével, melyek az apoptotikus sejtek felszinén megjelennek. Mivel az FH regulator
doménjei a sejtekhez vald kotddésben nem vesznek részt, ezért képes a sejthez kotédve is a

komplement aktivacio szabalyozasara (47).

A pentraxinok a velesziiletett immunrendszer szolubilis mintazat felismerd molekuldi. Mikrobak
felismerésének kovetkeztében illetve gyulladasi citokinek (pl.: IL-6) hatasara termel6dnek. Ide
tartoznak a klasszikus révid pentraxinok, pl.: C-reaktiv fehérje és a szérum amiloid P komponens
(egérben). A hosszu pentraxinok kozé tartozik példaul a PTX3, amelyet dendritikus sejtek, endotél
sejtek, makrofagok termelnek (48). Mind a CRP-nek, mind a PTX3-nak kiilonb6z6 komplement
aktivatorokkal (Clq, MBL) és komplement inhibitorokkal (FH, C4BP) valo kolcsonhatasat is
leirtak (32), (49-53). A CRP nativ, pentamer formaban van jelen a testfolyadékokban, 6t azonos
alegysége nem kovalens modon kapcsolodik egymashoz, ciklikus pentamert alkot. Kalcium-fiiggd
moédon képes kiilonbozd ligandumokhoz kotédni, illetve Ca®* ionok jelenlétében tartja meg a
pentamer CRP (pCRP) format (54). A CRP szerkezete pH valtozas hatasara, vagy példaul
kiilonboz6 felszinekhez, membranokhoz kétédve megvaltozhat. In vitro koriilmények kozt a Ca?*
ionok elvonasaval (urea/EDTA kezeléssel) vagy milanyag felszinhez kotve a nativ. CRP
monomerekké eshet szét. Az FH az mCRP-t els6sorban a CCP 7, 8-11 és 19-20 doménjeivel koti
(50, 55, 56). A pentamer CRP-vel val6 interakciojat a CCP 7 és CCP 19-20 doméneken keresztiil
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akut fazis koriilmények kozt szintén leirtak (57). A CRP monomer formaja (mCRP) képes
nekrotikus sejtek felszinén lerakodni, ezaltal hozzajarul a sériilt sejtek hatékony eltavolitasahoz. A
nativ CRP nem fokozza az FH nekrotikus/apoptotikus sejtekhez valo kotédését (56). A PTX3
nyolc azonos protomerbdl épiil fel, melyek egymashoz diszulfid-hiddal kapcsolodnak (58). A H-
faktor képes nem-sajat ligandumokhoz is ko6tédni, pl.: mikrobak felszini fehérjéi, melyek révén
egyes korokozok képesek megmenekiilni a komplement tdmadas eldl, valamint sajat sejteken

expresszalodo receptorokhoz is képes kotddni a H-faktor (pl.: CR3, CR4) (28).

A H-faktor f6 liganduma a C3b. A C3b-FH interakcio a H-faktor kulcsfontossagu funkcidihoz
kiilondsen fontos, pl.: komplement szabalyozas, sajat felszinek felismerése. A H-faktornak négy
C3b kotohelye van, CCP 1-4, 6-8, 12-14, 19-20 (59-61), mindezek koziil a két legfontosabb (SPR
mérések is alatamasztottak) az N-termindlis CCP 1-4 és a C-terminalis CCP 19-20, melyek az
intakt C3b-t kotik, emellett a CCP 19-20 a C3d-t is koti. A masik két C3b-koto hely jelentdsége,
illetve 1étezése vitatott; egyes eredmények szerint a CCP 12-14 a C3c¢ molekulat koti (amely a C3b
molekula hasitasakor keletkezik). A C3b és az FH1-4 komplex kristalyszerkezete alapjan a H-
faktor mind a négy N-terminalis doménjével részt vesz a C3b kotésében, illetve ezek a domének
sziikségesek mind a kofaktor- mind a konvertaz ,,decay” aktivitashoz (62). A sajat-nem sajat
struktirak megkiilonboztetéséért a H-faktor C-terminalis CCP 19-20 doménjei felelnek, melyek
képesek a kiilonbozo felszinekhez kotédott C3b és C3d, valamint a sajat gliikézaminoglikanok
(GAG) vagy szialsavak felismerésére. Az CCP 19-es domén tartalmazza a f6 C3d (és egyben C3b)
kotohelyet, a GAG-ok kotodését a CCP 20-as domén kozvetiti, azaz a lerakodott C3b és a felszini
GAG molekulak sajat sejteken valo felismerését a H-faktor CCP 19-20 domének egyiitt teszik
lehetové, ezaltal mintegy felismeri a H-faktor a komplement tamadas alatt allo sajat sejteket (63,
64).

AKktivitas H-faktor FHR-1 FHR-2 FHR-3 FHR-4A FHR-5
C3b kotés + + + + + +
C3d kotés + + + + + +

mCRP kotés + A nv. nv. - +
pCRP kotés - - nv. nv. +
PTX3 kotés + A nv. nv. - +
,Decay” aktivitas +
C3 konvertaz gatlo
aktivitas - : - :
Kofaktor aktivitas + - - +
C5 konV'er.té’z gatlo + + : ) : +
aktivitas
Terminalis + + + nv. nv. +

komplex gatlas

1. tablazat: A H-faktor molekulacsalad f6bb funkcidinak 6sszefoglalo tablazata. nv.= nem vizsgalt
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1.3.2. FHL-1:
Az FHL-1 (H-faktorhoz hasonlo fehérje) a CFH gén alternativ splice variansa. A H-faktor N-

terminalis hét CCP doménjét tartalmazza, majd négy, csak az FHL-1l-re jellemzé aminosav
kapcsolodik az utolsé doménhez (Ser-Phe-Leu-Thr [SFTL]) (65). Az FHL-1 nem tartalmaz H-
faktorral homolog C-terminalis doméneket, melyeknek a sejtek felszini kotodésében van szerepe,
ezaltal az FHL-1-nek a sajat sejtek felszinén a komplement szabalyozasban a H-faktorétol eltérd
szerepe van. Feltehetdleg részben mas felszinekhez kotédik az FHL-1, mint a H-faktor, melyben
az FHL-1 utols6 4 aminosavnak lehet szerepe. Leirtak, hogy az utols6 négy aminosav az mCRP-
hez illetve a PTX3-hoz valo kotédést kis mértékben megndveli (66). Clark SJ. és munkatarsai
leirtak, hogy a szemben talalhato retina pigment epitél sejtek termelnek FHL-1-et (67), illetve az
FHL-1 képes passzivan atdiffundalni a szemben taldlhaté Bruch’s membranon (choroid legbelsd
rétege), mig a H-faktor méretébdl kifolyolag erre nem képes. Az FHL-1 valosziniileg a {6
komplement szabdlyoz6 molekula, mely nagyobb védelmet nytjt az idéskori makuladegeneracio
(AMD) kulcsfontossagu helyszinén, a szemben talalhaté Bruch’s membrannak, mint a H-faktor,
de a szabalyozasban a H-faktor is fontos szerepet jatszik (68). Az AMD-re jellemz6 gyakori H-
faktor és FHL1 polimorfizmus az Y402H (CCP 7-ben) (69, 70).

1.3.3. FHR-1:

Az FHR-1 6t CCP doménbdl épiil fel, a szérumban kétféle glikozilalt formaban van jelen (37- és
43 kDa, egy illetve két szénhidrat oldallanccal) (71, 72). Két allélikus variansat irtak le az FHR-1-
nek: FHR-1*A (savas), és az FHR-1*B (bazikus), amelyek ko6zott a kiilonbség a harmadik
doménben levé aminosavakban van (73). Az FHR-1*B CCP 3-as doménje teljesen megegyezik a
H-faktor CCP 18-as doménjével, mig az FHR-1*A CCP 3-as doménje 95%-ban mutat a H-
faktorral szekvencia azonossagot, harom aminosavnyi eltérés miatt. Az FHR-1 CCP 4 ¢s CCP 5-
6s doménjei 100% illetve 97% szekvencia azonossagot mutatnak a H-faktor CCP 19 és 20-as
doménjeivel (1.6. abra) (74).
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1.6. abra: A két FHR-1 izoforma osszehasonlitasa. Az FHR-1 CCP 4-es doménje 100%-ban megegyezik
a H-faktor CCP 19 doménjével. Az FHR-1*A és FHR-1*B a CCP 3-as doménben harom aminosavban
kiilonboznek egymastol, mig az FHR-1*B CCP 3-as doménje 100% aminosav azonossagot mutat a H-
faktor CCP 18-as doménjével. Az FHR-1*A ¢és az FHR-1*B CCP 5 doménje egymashoz 100%-ban
azonosak, mig a H-faktor CCP 20-as doménjétdl két aminosavban kiilonboznek. (73)-as hivatkozas alapjan
modositva.

Az FHR-1 N-terminalis két CCP doménje a fehérje dimerizacidjaban vesz részt; ezek a domének
nagymértékben hasonlitanak az FHR-2 és FHR-5 fehérjék CCP 1-2 doménjeire (1.7. abra). A
dimerizacié hatdssal van a ligandumok aviditdsira, valamint lehetdséget biztosit az FHR-1
homodimerek és FHR-1/FHR-2 heterodimerek kialakulasara. In vitro azonositottak FHR-1/FHR-5
heterodimereket is, de in vivo 1étezésiik egyeldre tisztazatlan (75-77). A H-faktor és az FHR-1
kozotti homologia miatt a két molekuldnak hasonld funkcigja lehet illetve hasonld ligandumok
kotésére lehetnek képesek. A H-faktor C termindlisa fontos ligandumok kotdhelyeit tartalmazza,
példaul a C3b, heparin, melyet az FHR-1 is kot (78), valamint a H-faktorhoz hasonléan az FHR-1
képes az endotél sejtek felszinéhez is kotddni (78, 79). Az FHR-1-nek nincs kofaktor aktivitasa
illetve a C3 konvertazt szétszed6 ,,decay” aktivitasa (71), hiszen az FHR-1 nem tartalmaz a H-
faktor N-terminalis doménjeihez hasonlé doméneket. Leirtak, hogy az FHR-1 a C5 konvertaz
inhibitora valamint gatolja a terminalis komplex kialakulasat (79), de mas munkacsoportok
ezidaig nem tudtak ezt igazolni (75, 80). Mivel a H-faktor C-terminalis doménjei pentraxin-3 és
CRP kotéhelyeket is tartalmaznak, a nagy fokt homologia miatt az FHR-1 képes a PTX3 kotésére
(80, 81), valamint az mCRP koétésre a CCP 4-5 doméneken keresztiil (80). Az FHR-1-en a C3b
kotése révén képes felépiilni funkcionalis, alternativ ttra jellemzé C3bBb konvertaz és az FHR-1
aktivalja a komplementet. Az FHR-1-mCRP interakcié6 megndveli mind a klasszikus-, mind az
alternativ 0t aktivaciojat, tehat az FHR-1 inkabb eldsegiti, mint gatolja a komplement aktivaciot
(80). A CFHR3 ¢és CFHR1 gének delécios polimorfizmusa (delCFHR3-1 allél) bizonyos
betegségekben protektiv szereppel bir, pl.: idéskori makuladegeneraci6 (AMD), mig aHUS-ra
hajlamosit. A CFHR3-1 allél homozigdta delécionak a gyakorisdga az etnikummal valtozik.
Eurdpai populaciokban 4-5%. Leggyakrabban afrikai populaciokban fordul eldé, példaul
szubszaharai afrikaiakban 54,7% (82).
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FHR-1

1.7. abra: Az FHR-1, FHR-2 és FHR-5 CCP 1-2 dimerizaciés doménjeinek hasonlosaga. Az elso és
masodik CCP doméneket 6sszekotd szaggatott vonalakon 1évé szamok az egymassal mutatott aminosav
azonossagot jelzik szazalékban kifejezve.

Az FHR-1 szérumban mérhetd koncentracidja vitatott. 2017-ben kiilonbozé kutatocsoportok
meghataroztak az FHR-1 szérum szintjét. Tortajada és munkatarsai 122 pg/ml FHR-1
koncentraciot mértek szérumban, azonban ebben a vizsgalatban nem tettek kiilonbséget az FHR1
homo- és heterodimerek kozott (83). Egy holland kutatocsoport olyan, az FHR-1 szérum
koncentracié megallapitasara alkalmas esszét allitott be, mely kiilonbséget tesz az FHR-1 homo-
és az FHR-1/FHR-2 heterodimerek kozott. Igy van Beek és munkatarsai kb. 10-szer alacsonyabb
FHR-1 szintet mértek szérumban (80). A CFH::CFHR1 és CFHR1::CFH hibrid gének, valamint a
CFHR3-CFHR1 és CFHR1-CFHR4 kettés géndeléciok (84) atipusos hemolitikus urémias
szindromaval (aHUS) asszocialtak (73, 85-87) (1.10. abra), ezek koziil a CFHR1 gén delécidja az
aHUS autoimmun formajara hajlamosit (88, 89). Mindezekrdl részletesebben az 1.5. fejezetben

lesz szo.

1.3.4. FHR-2:
A CFHR2 gént 1995-ben irtdk le. Az FHR-2, négy CCP doménbdl épiil fel, a szérumban

glikozilalatlan formaban (24 kDa) és glikozilaltan (N-kapcsolt szénhidrat motivum) van jelen (29
kDa). Az FHR-2 CCP 1l-es doménjének szekvenciaja 41%-ban mutat hasonlosagot a H-faktor
CCP 6-0s doménjével. Az FHR-2 CCP 2-es doménje a H-faktor CCP 7-es doménjével 34%-ban, a
CCP 3-as doménje 89%-ban hasonléo a H-faktor CCP 19-es doménjével. Az FHR-2 CCP 4-es
doménje 61%-ban azonos a H-faktor CCP 20-as doménjével (1.5. abra) (90). Az FHR-2 CCP 1 és
CCP 2 doménjei nagymértékii hasonlosagot mutatnak az FHR-1 és FHR-5 CCP 1-2 doménekkel
(1.7. abra). Ezeknek a doméneknek a fehérjék dimerizacidjaban van szerepiik (75). Az FHR-2 a
dimerizaciés doménjei révén képes homo- és heterodimereket 1étrehozni. Ex vivo leirtak FHR-2
homodimereket illetve FHR-1/FHR-2 heterodimereket; az FHR-2/FHR-5 heterodimerek Iéte

vitatott. Az FHR-2 homodimerek szérum koncentraciéja kb. 3 pg/ml. A nagyon alacsony
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koncentracié miatt az FHR-2 a limital6 tényezé az FHR-1/FHR-2 heterodimerek kialakulasaban,
ezért a legtobb FHR-2 inkabb heterodimer formaban van jelen (77). Az FHR-2-rél korabban
leirtdk, hogy nem rendelkezik a H-faktorra jellemz6 kofaktor és ,,decay” aktivitassal, képes a C3b
és C3d kotésére és gatolja az alternativ ut C3 konvertazt, valamint a komplement kaszkad
terminalis utjat (91). Kutatocsoportunk jelenleg tovabbi funkcionalis vizsgalatokat folytat a

fehérjének a komplementrendszerben betdltott szerepérdl.

1.3.3. FHR-3:

Az FHR-3 6t CCP doménbdl all, az els6 2 CCP domén nagyfoku aminosav-szekvencia
azonossagot mutat a H-faktor CCP 6-7 (94% és 86%) doménjeivel. Az FHR-3 CCP 3-as doménje
62%-ban azonos a H-faktor CCP 8-as doménjével. A C-terminalis két domén (FHR-3 CCP 4-5)
64% ¢és 37%-ban homolog a H-faktor CCP 19-20 doménekkel (1.5. abra). Az FHR-3 C-terminalis
doménjei (CCP 3-5) nagymértékii szekvencialis azonossagot mutatnak az FHR-4A és FHR-4B C-
terminalis doménjeivel (98% ¢s 93%). Az FHR-3 CCP 3-as doménje 100%-ban megegyezik az
FHR-4A CCP 6-0s és az FHR-4B CCP 2-es doménjével (74). Szérumbol az FHR-3-at Western-
bloton vizsgalva tobb specifikus jelet is kapunk, melyek négyféle glikozilalt format tiikkréznek (35
munkatarsai dolgoztak ki egy specifikus ELISA-t. Ez alapjan 0,38 pg/ml és 0,83 pg/ml az
egészségesekben mérheté FHR-3 szint (vagy 0, ha hianyzik mindkét CFHR3 génkopia). Ebben a
vizsgalatban figyelembe vették a CFHR3 gén kopiaszamot, a vizsgalt egyének egy vagy két
kopiaban tartalmaztak a CFHR3 gént (92). Ezeket az eredményeket késébb egy hasonld esszével
megerdsitették, atlagosan 1,06 ug/ml FHR-3 koncentraciot mértek (93). Két fontos génvaltozatat
irtak le a CFHR3 génnek (CFHR3*A és CFHR3*B). Az FHR-3*A ¢és az FHR-3*B allotipusok egy
jelentéségét eddig nem igazoltak (94). Ezekrél a génvaltozatokrol késébb kideriilt, hogy
mennyiségiik mérheté, a CFHR3*B variansnal az FHR-3 szint magasabb volt, mint a CFHR3*A-
nal (95). Az FHR-3 képes a C3b-t és C3d-t, valamint heparint kotni. A rekombinans FHR-3 (nagy
koncentracidban adva) alacsony kofaktor aktivitast mutat az I-faktor jelenlétében torténé C3b
hasitas soran (96). Az FHR-3 C3 konvertazt gatld funkciojat is leirtak, valamint kompetal az FHR-
1-gyel és a H-faktorral a C3b kotédésért (97). Az FHR-3 a C3b kotddésért kompetal a H-faktorral
a CCP 5-6s doménjén keresztiil, N-terminalis doménjei pedig a heparin kotédésért felelnek (93).
Az FHR-3 pontos fiziologids szerepe a komplement aktivicidban egyelére nem ismert.

Kutat6csoportunk jelenleg végez erre irdnyuld kisérleteket.
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1.3.4. FHR-4:

A CFHR4 az egyetlen CFHR gén, amelynek két splice variansa expresszalodik, az FHR-4A és az
FHR-4B (98, 99), bar ez utobbi léte Gjabban megkérddjelez6dott (100). Az FHR-4A-t 9 CCP
domén alkotja (86 kDa), mig az FHR-4B 5 CCP doménbdl all (43 kDa). Az FHR-3-hoz hasonldan
mindkét valtozatbol hianyzik az FHR-1, 2, 5-re jellemzd N-terminalis dimerizaciés motivum
(101). Minden FHR-4B domén jelen van az FHR-4A-ban is. Az FHR-4B CCP 1 szekvenciaja
98%-ban azonos az FHR-4A CCP 1, az FHR-4B CCP 2-5 pedig 100%-ban azonos szekvenciaju
az FHR-4A 6-9 doménjeivel (1.5. abra). Az FHR-4A valoszintileg egy bels6é duplikacioval jott
létre, amire a CCP 1-4 és a CCP 5-8 nagymértékii szekvencia azonossaga utal. Az FHR-4A ¢és az
FHR-4B egyiittes mennyiségét szérumban korabban 25 pg/ml koncentracioban hataroztdk meg
(102). Nemrég az FHR-4A-ra specifikus monoklonalis ellenanyagokkal pontositottak a szérumban
mérhetd koncentraciot, mellyel tizszer kisebb szérum szintet mértek az FHR-4A-ra (2,55+1,46
ug/ml). Csak az FHR-4B-re nehéz ellenanyagot eléallitani, mivel tobb doménje is nagyon hasonld
az FHR-4A doménjeivel. Az FHR-4B nem volt detektalhaté a plazmaban kiilonb6z6 monoklonalis
ellenanyagokkal, amik viszont a rekombinans FHR-4B-t felismerték (100). Ez azt is jelentheti,
hogy az FHR-4B szérum koncentracioja olyan alacsony, hogy nem mérheté a szérumbol vagy
hianyzik a plazmabol (nem létezik). Az FHR-4 is képes a komplementrendszer kdzponti
molekulajahoz, a C3b-hez ko6tddni (96). Leirtak, hogy képes a komplementet aktivalni, illetve
kotédik a pentamer CRP-hez (103) valamint a pCRP kotés révén részt vesz a nekrotikus sejtek

opszonizacidjaban (104).

1.3.5. FHR-5:

Az FHR-5 kilenc doménbdl épiil fel, 65 kDa-os glikozilalt plazmafehérje, melyet féleg a maj
termel (105). Az FHR-5 esetében, hasonléan, mint az FHR-1 és az FHR-2, az N-terminalis els6
két doménnnek a fehérje dimerizacidjaban van szerepe (75). 85-93%-ban homologok az FHR-5
CCP 1-2 doménjei az FHR-1 és az FHR-2 CCP 1-2 doménekkel (1.7. abra). Ez az egyetlen olyan
FHR molekula, melyben vannak olyan domének (CCP 3-7), melyek a H-faktor CCP 10-14
doménekkel szekvencia hasonlosagot mutatnak. Az FHR-5 in vivo féleg homodimer formaban van
(107). Nemrégiben, 1,66 pg/ml atlag szérum koncentraciot mértek 115 egyénbdl egy Gjonnan
fejlesztett FHR-5 ELISA-val (106). Az FHR-5 képes a C3b, heparin és a laminin-521, a
glomerularis alapmembrant alkotod extracellularis matrixfehérje kotésére a CCP 5-7 doméneken
keresztiil, valamint a fehérje ezen régidja képes nekrotikus sejtekhez is kotédni (108). A teljes

fehérje PTX3-at is kot valamint kotddik az extracellularis matrix extraktumhoz, a MaxGelhez. Az
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FHR-5 az mCRP kotodéséért hatékonyan kompetal az FH-val, ezaltal megndvelve a komplement
aktivaciot CRP-n (109). Korabban leirtak, hogy az FHR-5-nek kofaktor aktivitisa van, azonban
ezt nem fiziologias koriilmények kozott vizsgaltak (107); késébb igazoltak, hogy az FHR-5
fehérjének nincs ilyen aktivitdsa (109). CS5a receptorral transzfektalt U937 riporter sejtek
segitségével leirtak, hogy az FHR-5 képes a klasszikus- és az alternativ ut C5 konvertazat gatolni
(110). Az FHR-5-6t egy olyan ellenanyaggal fedezték fel, mely a human glomerulonefritikus
vesébdl szdrmazd glomeruldris alapmembran preparatummal immunizéalt egérbdl szarmazott
(105). Ezt az ellenanyagot hasznalva, az FHR-5 jelenlétét kiilonbozO, glomerularis immun
lerakodasokban irtak le kiilonb6z6 vesebetegségekben, pl.: IgA nefropatiaban, lupus nefritiszben
stb. (111). Kiilénb6z6 CFHR5 génvariansokat talaltak aHUS-os betegekben és ’dense deposit
disease’ betegekben is (112-114). Nemrég leirtdk ciprusiak egy csoportjadban a C3
glomerulonefritisz altipusat, mely a CFHR5 génben 1év6é mutaciéval és a fehérje CCP 1-2

doménjeinek duplikaciojaval kapcsolt, melyet CFHR5 nefropatianak neveztek el (115).
1.4. Az egér H-faktor molekulacsalad

doménck —
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1.8. abra: Az egér H-faktor és az egér FHR fehérjék. Az egér H-faktor molekulacsalad tagjai a H-
faktor, FHR-A, FHR-B és FHR-C. Az egér H-faktor N-terminalis CCP 1-4 doménjei felelnek a szabalyozo
funkciokért, C-terminalis doménjeinek (kék szinnel jelolve) a kiilonbozé felszinekhez és ligandumokhoz
valo kotdédésben van szerepiik hasonléan a human H-faktorhoz. Az egér FHR fehérjék sem tartalmaznak az
egér H-faktorral rokon szabalyoz6 doméneket. Az egyes egér FHR domének feletti szamok az egér H-
faktorral mutatott aminosavszekvencia hasonlosagot jelzik szazalékban kifejezve. (116)—0s hivatkozas
alapjan.

A komplement aktivaciot szabalyozd gén klaszter egérben az 1F kromoszoéman lokalizalodik,
evolucidsan konzervalt. Egérben az RCA génklaszter harom csoportra bonthaté: az egyik a Cfh és
az Osszes H-faktor rokon fehérjét kodold géneket tartalmazza, a masodik a C4bp, Dafl és Daf2-t,
a harmadik az 1-es tipusi komplement receptorral rokon fehérjét (Crry), Cr2 és az Mcp-t. Az egér
H-faktor a huménhoz hasonldan, szolubilis, egy lanct glikoprotein, 20 CCP doménbdl all. SDS-

PAGE-n hasonldé mérettartomanyban mozog, mint a human H-faktor (~155 kDa). A humén- és az
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egér H-faktor kb. 62% szekvencia azonossagot mutat, de az egyes CCP domének kozott ennél
magasabb foka szekvencia-egyezés is megfigyelhetd. A human H-faktor fehérje csaladdal
ellentétben, egérben nincs jelen a H-faktornak splice variansa illetve a human FHL-1-gyel
homolog fehérje (116). Egérben tobb FHR molekulat azonositottak ¢DNS szinten (117), a
humantol valo megkiilonboztethetdség miatt ezeket a géneket betiikkel jelolik. Ezek koziil fehérje
szinten az FHR-B és FHR-C fehérjéket vizsgaltak csak (118). Az Fhra és Fhrd valosziniileg csak
pszeudogének, fehérje atirds nem torténik réluk. Az FHR-B fehérje 5 CCP doménbdl all, mely az
egér H-faktor CCP 5, 6, 7, 19 és 20-as doménjeivel homoldg (1.8. abra). Az egér FHR fehérjék a
humanhoz hasonléan nem tartalmaznak a H-faktor N-terminalis CCP 1-4 doménekkel homolog
doméneket, de tartalmaznak példaul az egér és human C3b kotodésért felelos doméneket (CCP 4-
5), mely az egér H-faktor C-terminalis doménjeivel (CCP 19-20) homologok (119). Ezen kiviil az
egér FHR fehérjéknek nincs a human FHR-1, FHR-2 és FHR-5-tel homolog dimerizacios
doménjiik. Az Fhre-rél valosziniileg atirodik az FHR-E fehérje, de fehérje szinten nem tudtak
azonositani. Az FHR-B és FHR-C fehérjék képesek kotédni C3b-hez, heparinhoz, HUVEC
(human ko6ldokvéna endotél sejtvonal) sejtekhez egér szérumbol (117, 118). Az egér FHR fehérjék
szérum koncentracioit egyelére nem vizsgaltak. Korabban kimutattak, hogy az FHR-B jelen van
kiilonboz6 egér torzsekben (118) valamint az FHR-C hianyat autoimmun betegségekre vald
hajlamositd tényezOként hoztak Osszefiiggésbe (120). Jelenlegi tudasunk az egér FHR-ek
funkcidirdl meglehetésen kevés. Kutatocsoportunk legfrissebb eredményeit az FHR-B fehérjérol

dolgozatomban a 4.3. fejezetben mutatom be.

1.5. Komplementrendszerrel kapcsolatos betegségek

A CFH/CFHR gén Kklaszterben azonositott génvaltozatok, deléciok, duplikaciok,
génatrendez6dések, kiilonbozé betegségekkel lehetnek kapcsolatosak (1.9. abra), pl.: atipusos
hemolitikus urémias szindroma (aHUS), C3 glomerulopatia (C3G), idéskori makuladegeneracio

(AMD), szisztémas lupus erythematosus (SLE) (121).
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1.9. abra: Komplement rendszerhez kapcsolodo koros allapotok. A komplementrendszer nem
megfeleld szabalyozasa vagy hibas aktivalasa kovetkeztében az immunrendszer sajat szdveteinek
karosodasahoz vezethet. Szamos autoimmun és gyulladasos betegség kialakulasa emiatt a komplementhez
kapcsolodik. Mig ezen betegségek egy része specifikus szovetekben, szervekben lokalizalodik, addig
szamos betegség szisztémas, tobb szervet, szovetet is érinthet. (121)-es hivatkozas alapjan, a teljesség
igénye nélkiil.

Az alabbi fejezetben két olyan betegségrél — az aHUS és a C3G — irok részletesen, amelyeknek a

patomechanizmusaban a H-faktor molekulacsalad tagjainak szerepét részletesen vizsgaltak és a

dolgozatomban az eredmények értékeléséhez fontosak lehetnek.

1.5.1. Atipusos hemolitikus urémias szindroma (aHUS)

Az aHUS egy nagyon ritka vesebetegség (trombotikus mikroangiopatia), melyet hemolitikus
anémia, karosodott vese funkcid és alacsony vérlemezkeszam jellemez. Altaldban
kisgyermekkorban jellemzd nemtdl fiiggetleniil, idésebb korban elsdsorban a ndket érinti. Az

esetek 50%-ban végs6 stadiumu vesebetegséget okoz (122).

A tipusos hemolitikus urémids szindroma (HUS) az esetek 90%-aban Shiga toxint termeld
Escherichia coli térzsek vagy Streptococcus pneumoniae fert6zés kovetkeztében alakul ki. A
Shiga toxin kdzponti szerepet jatszik az endotél sejtek sériilésében és hozzdjarul a betegség
folyamatanak elinditasahoz. Az atipusos aHUS format (kb. 10%) elsésorban az endotél sejtek
felszinén kialakulé szabéalyozatlan komplement aktivacid okozza, bakteridlis fert6zés nem
jellemzo6 a kialakulasara. A HUS és az aHUS kozti legfobb kiilonbség akkor valt nyilvanvalova,
amikor felfedezték, hogy az aHUS kialakulasaban szerepiik van H-faktor mutacioknak (123).
Kés6bb mas komplement fehérjéket (C3, B-faktor, I-faktor); szabalyozé molekulakat (CD46) és a
H-faktor molekulacsaladban kialakuld hibrid fehérjéket is Osszefiiggésbe hoztak a betegség
kialakulasaval (124). Nem csak komplement fehérjék mutacioi, hanem H-faktor ellenes
autoantitestek vagy a thrombomodulin (CD141) - melynek mind a komplement szabalyozasban,
mind a koagulacids rendszerben Szerepe van - mutédcioi is szerepet jatszhatnak a betegség

kialakulasaban (125). Az aHUS betegek 30%-a valamilyen H-faktor mutaciot (elsGsorban
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heterozigdta mutacid) hordoz, melyek a H-faktor kiilonboz6 doménjeit érintik, elsésorban a C-
terminalis CCP 19-20 doméneket. Kiilonb6z6 C-terminalis mutaciokat rekombinans fehérjeként
vizsgalva leirtdk, hogy a C3b, heparin, CRP és PTX3 interakciéban és endotél sejtekhez eltérd
modon kotédtek (126, 127). Ezeket a mutaciokat egy online adatbazisban is Osszegyiijtotték,
illetve folyamatosan gytjtik (www.fh-hus-org) (128). A H-faktor molekulacsaladra legjellemz6bb
aHUS asszocialt génatrendez6dés a CFHR3-CFHR1 gének homozigota delécidja (84). Azokban a
betegekben, ahol a CFHR3-CFHR1 80 kbp hosszli genomialis génszakasza homozigota formaban
hianyzik, megné a kockazata az aHUS kialakulasanak, els6sorban H-faktor autoantitestek
jelenlétének kovetkeztében (89).

Az aHUS betegek 10%-ban detektaltak H-faktor ellenes IgG autoantitesteket (129). Ezek az
ellenanyagok a H-faktor C-terminalisahoz kotddnek, mintegy az ebben a régidban leirt mutaciok
hatasat “utanozzak”, ezaltal elrontva a H-faktor sejtfelszint felismerd tulajdonsagat, kotédését és
komplement szabalyozasat, mely az aHUS kialakulasahoz vezet (126). Ezek az autoantitestek
kiilonboz6 komplement fehérjék mutacidival egyiitt lehetnek jelen (pl.: MCP (130) és I-faktor
(131)).

A CFHR3-CFHR1 delécid, azoknal is hajlamositd lehet aHUS-ra, akik nem rendelkeznek
autoantitestekkel. Nemcsak a CFHR3-CFHR1 gén delécio, hanem a CFHR1-CFHR4 delécio (132)
is asszocialt az aHUS-sal, mindkét kombinacioju gén delécid szerepet jatszik autoantitestek
képzésében, mert az FHR-1 hianyaval jarnak. A legtobb anti-H-faktor autoantitest felismeri az
FHR-1-et, mert a fehérje C-terminalisa nagyon hasonlé a megfeleld H-faktor doménekhez (133).
Ez a tény lehet a legfontosabb annak megértésekor, hogy a legtébb (kb. 85%) H-faktor
autoantitestre pozitiv aHUS beteg CFHR1 deficiens. A CFHR1 gén hianya az, ami az autoimmun,
H-faktor autoantitest pozitiv aHUS-ra hajlamosit. Az hogy a delécid az autoantitestek
képzddéséhez hogyan jarul hozza egyelére még nem tisztazott. Kiilonb6z6é FH::FHR és FHR::FH
hibrid fehérjéket is azonositottak aHUS-hoz asszocialtan (1. 10. abra).
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1.10. abra: A CFH/CFHRI1-5 géncsalad genetikai modosulasai aHUS-0s betegekben. (124)

Ilyenek példaul a H-faktor CCP 1-18 domének és az FHR-1 CCP 4-5 domének alkotta hibrid
fehérje (134); a H-faktor CCP 1-19 és az FHR-1 CCP 5 hibrid fehérje (135); az FHR-1 CCP 1-3 és
a H-faktor CCP 19-20 hibrid fehérje (136); az FHR-1 CCP 1-4 és a H-faktor CCP 20 hibrid
fehérje (137); a H-faktor CCP 1-17 ¢s az FHR-3 CCP 1-5 hibrid fehérje (138), valamint a H-
faktor CCP 1-19 és az FHR-3 CCP 1-5 alkotta hibrid fehérje (139). Az FHR-1 és az FHR-3
patologidsan betoltott szerepe nemcsak kiilonbozd vesebetegségekben ismert. A ACFHR3-CFHR1
delécio elofordulasa IgAN-ban (140) és SLE-ben (141) is bizonyitott. A kiilonb6z6 FHR-1
izoformak is asszocialodhatnak betegségekkel, az FHR-1*A AMD-ben rizik6 faktor (142), az
FHR-1*B pedig aHUS-ban (73). Fontos kiemelni, hogy a CFH::CFHRL hibrid gént hordozo
betegekben a CFHR1 és CFHR3 gének deletalodtak; a CFHR1::CFH hibrid gént hordozo allélon
a CFHR3 gén dupla kopiaban van jelen (124).

Az aHUS kezelésére az Amerikai Gyogyszer- és Elelmiszeriigyi Hatosag (FDA) 2011-ben
engedélyezte az eculizumab nevii, anti-C5 terapias monoklonalis ellenanyagot, mely a C5

molekulat koti. Megakadalyozza annak hasitasat C5a anafilatoxinna és C5b opszoninna, igy
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meggatolva a MAC kialakulasat (143). A C5 gatlasaval viszont meningococcus fert6zések

jelentkezhetnek a betegekben, melyeket vakcinalassal, antibiotikumokkal probalnak megel6zni.

1.5.2. C3 glomerulopatia

A C3 glomerulopatia (C3G) egy erny6fogalom, mely kiilonb6z6 vesebetegségeket foglal magéba.
A betegség kialakulasdban autoimmun- vagy genetikai okok jatszhatnak szerepet. A betegség
egyértelmil leirdsakor C3 hasitasi termékek lerakodasat detektaltdk immunglobulinok jelenléte
nélkiil valamint a komplementrendszer alternativ ttvonalanak hiperaktivaciojat (144). A C3b
tartalmti immunlerakddasokat a komplementrendszer alternativ itvonalanak hibas szabalyozasa
okozza mind a folyadék fazisban, a plazmaban vagy kozvetleniil a glomerulus sejtek felszinén
vagy a glomerularis alapmembranon. Ez az aktivacié eredményezi a C3-nak a glomerulus
sejtekben vagy a glomerularis alapmembranon val6 lerakodasat. A C3G a komplementrendszer
alternativ utvonalanak, a C3b amplifikacid hibas szabalyozasanak kovetkezményeként alakul ki
(145). Szovettani vizsgalatokra alapozva kiilonb6z6 betegségesoportokat kiilonithetiink el a C3G-
n beliil: DDD (dense deposit disease/MPGN II), ahol specifikus, elektrondenz lerakddésok vannak
a glomerularis alapmembranban vagy a membran felszinén. Egy masik C3G betegségcsoport a C3

glomerulonefritisz, ahol nincsenek C3G-hez hasonlo lerakodasok (146).
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1.11. dbra: C3G betegekbeh azonositott CFHR hibrid fehérjék. (145)-06s hivatkozas alapjan modositva.

A C3G kiilonbozé genetikai- és autoimmun faktorokkal asszocialt, melyek befolyasoljak a C3
konvertazt, a C3 konvertdzt regulalo fehérjéket. A hiperaktivacio els6sorban a C3 konvertazt
stabilizalo autoantitestek pl.: C3 nefritikus faktor (C3Nef) (39), (147); anti-B-faktor (148); anti-
C3b ellenanyagok (149); C5 nefritikus faktor (C5 konvertazt stabilizalo autoantitest) valamint H-
faktor ellenes autoantitestek jelenlétének kovetkeztében alakul ki, mely utobbiak a fehérje N-

terminalis doménjeihez kotédve megakadalyozzak a C3bBb konvertdz H-faktor kozvetitett
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szabalyozasat (150). H-faktor ellenes autoantitestek elsésorban a fehérje funkcionalis doménjeit (a
regulator aktivitasért felelds N-terminalis doméneket) érintik (147). Ritkabban, kiillonb6zé C3G-re
hajlamosité genetikai tényezoket irtak le betegekben pl.: H-faktor (CFH) mutacio (151-153),
CFHR1 mutaciok (154), CFHR5 gén mutaciokat (115), (155, 156) és kiilonbozé FHR hibrid
fehérjéket: FHR3::FHR1 (157), FHR2::FHR5 (158), FHR5::FHR2 (159), FHR1::FHR5 (160)
(1.11. abra). A H-faktor mutacioéi mindségi- és mennyiségi H-faktor deficiencia kialakulasahoz
vezethetnek, illetve kiilonb6z6 betegségek kialakulasaval parosulhatnak (161). Mutaciok

crcr

vagy a fehérje hianyat eredményezik (162, 163).

Altaldnosan elmondhato, hogy a H-faktor N-terminélis regulator doméneket érinté mutaciok és
autoantitestek az alternativ ut hibds szabdlyozasat okozzdk a plazméban, ami elsdsorban C3
fragmentumok lerakodasat okozzak a glomerulusokban és C3G-vel asszocialtak. A kiilonb6z6
felszinek felismeréséért felelds C-terminalis doméneket érintd mutacidk és az ezekben a
doménekben k6tdédo autoantitestek els@sorban a felszineken okoznak az alternativ it miikodésében
zavart pl.: a glomerularis endotéliumon vagy a glomerularis alapmembranon, mely aHUS-sal

asszocialt (124), (145).
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2. Célkituzések:

A komplementrendszer a velesziiletett immunrendszer fontos molekularis eleme. Legfobb feladata
a szervezetbe jutott korokozok hatékony elimindlésa, gyulladasi folyamatok szabalyozédsa. A
komplementrendszer nem megfeleld6 mikodésének szerepe van kiilonbdzo betegségek
kialakulasaban is. Kutatasaim kdzéppontjaban a komplement alternativ Gt egyik f6 szabalyozo
molekulajanak, a H-faktornak, valamint a H-faktor molekulacsalad tagjainak funkcionalis

vizsgalata allt. Doktori munkam soran a célkitiizéseim a kdvetkezok voltak:

1. Két kiilonbozo vesebetegséggel (C3G majd aHUS) megnyilvanulo, heterozigéta WI198R H-
faktor mutacio funkcionalis jelentdségét terveztiik vizsgalni, mivel egyrészt az irodalomban kevés
N-terminalis H-faktor mutacié funkcionalis jellemzésérdl van csak adat, mésrészt az N-terminalis
mutaciokat els6sorban C3G-vel hoztak Osszefiiggésbe. Ezért célul tliztikk ki mutans FH1-4\i9sr
fragmentum eldallitasat és a vad tipusa FH1-4 H-faktor fragmentummal valé Gsszehasonlitasat,
hogy kideritsiik, a mutacié hogyan befolyasolja a H-faktor komplement szabalyozo6 funkciojat. A
mutans H-faktor fragmentum C3b kotddését, kofaktor- €s konvertdz bomlast gyorsitd aktivitasat

terveztiik vizsgalni.

2. A komplementrendszer alul- illetve talmiikodését a CFH/CFHR gén klaszterben kialakult
génvaltozatok illetve a H-faktor ellen képzddd autoantitestek befolyasoljdk, melyek
kovetkezményeként kiilonbozd betegségek alakulhatnak ki, példaul: aHUS, C3G. A
komplementrendszerrel kapcsolatos betegségek koziil az aHUS kezelésére egyeldre az eculizumab
az egyediili engedélyezett biologikum. Célul tiztiink ki egy 0j, H-faktor alapt hibrid fehérje
(CRIg-lgV_FH18-20) mint potencialis komplementgatld molekula funkcionalis vizsgalatat

kiilonb6z6 komplement aktivacios esszékben.

3. A human FHR fehérjék kutatasa a kiilonbozd betegségekkel valo, genetikai vizsgédlatokban
azonositott kapcsolat miatt jelentds érdeklddésre tart szdmot. Ahhoz, hogy az FHR fehérjék
fiziologias és patologias funkcidit in vivo is vizsgalni és értelmezni lehessen kiilonboz6
allatmodellek segitségével, célul tliztik ki az egér FHR-B molekula funkciondlis vizsgalatat.
Hipotézisiink szerint az egér FHR-B az emberi FHR molekuldk esetében azonositott ligandumok
kotésére és funkcionalis aktivitasra képes. Ezért a rekombinansan eldallitott FHR-B fehérje C3b-
vel, pentraxin molekuldkkal, extracellularis matrixszal vald interakciojat, valamint az FHR-B
komplement aktivald képességét nekrotikus sejteken €s sajathoz hasonlo, birka vordsvérsejteken

terveztiik vizsgalni.

31



3. Anyag és médszer

3.1. Sejttipusok

A20: egér eredetii, érett fenotipust B-limfoma sejtvonal (ATCC - TIB-208). A sejtvonalat 10%
FCS-t (magzati marhaszérum) tartalmazdé RPMI-1640 tapoldatban tenyésztettiik 37°C-0s CO,-
termosztatban.

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell): Human koéldékvéna endotél sejtvonal
(Lonza). A sejtvonalat 5% FCS-t tartalmazé EGM-2 tapoldatban (Lonza) tenyésztettilk 37°C-0s
CO,-termosztatban.

Jurkat: Tumoros T-sejtvonal (ATCC - TIB-152), a sejtvonalat 10% FCS-t tartalmazé RPMI-1640
tapoldatban tenyésztettiik 37°C-0s CO,-termosztatban.
Sf9: Spodoptera frugiperda, a fehérje termeléshez alkalmazott rovar sejtvonal (Invitrogen). A
sejtvonalat 10% FCS-t tartalmaz6 TNM-FH tapoldatban tenyésztettiik 27°C-0S szaraz

termosztatban.

3.2. Pufferek, oldatok
Komplett RPMI tapfolvadék — pH — 7.2 (Sigma Aldrich):

RPMI por (1000 ml ioncserélt vizben beoldva); NaHCO3, 2 mg/ml; Na-piruvat, 0,22 mg/ml; L-
glutamin, 2 mM; 50 uM merkaptoetanol (A 20 sejtek esetén); Streptomycin, 0,1 mg/ml; Penicillin,
100 U/ml

TNM-FH tapfolyadék — pH — 6,1 (Sigma Aldrich):

TNM-FH por (1000 ml ioncserélt vizben beoldva); Na-bikarbonat, 0,25¢g/1; FCS, 10%; Gentamicin
szulfat, 10 pg/ml (Lonza); Amphotericin B, 0,25 ug/ml (Lonza)

Insect-Xpress tapfolvadék — pH — 6,1 (Lonza):

Gentamicin 10 pg/ml; Amphotericin B 0,25 pg/ml

EGM-2 tapfolyadék — (Lonza):

hEGF (human epidermal growth factor) 0,1%; VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 0,1%;
R3-IGF (R3-Insulin-like Growth Factor-1) 0,1%; aszkorbinsav 0,1%; hidrokortizon 0,04%; hFHF-
B (human Fibroblast Growth Factor-Beta) 0,4%; FCS 5%; Gentamicin 0,1 %; Amphotericin-B
0,1%
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Foszfat puffer (DPBS) pH — 7,2 (Lonza):

NaCl, 8g/l; KCI, 0,2g/l; KH,POy, 0,2 g/l; Na;HPO4x7H,0, 2,16 g/l

Ca®’— Mg®" tartalmu foszfat puffer (DPBS) pH — 7.2 (Lonza):

NaCl, 8g/l; KCI, 0,2g/l; KH,PQ4, 0,2 g/l; Na,HPO4x2H,0, 2,16 g/l; CaCl,x2H,0, 0,13 g/I;
MgCl,x6H,0, 0,1 g/l

Veronal puffer (VBS) pH —7.,3:

CaClyx2H,0, 0,882 g/I; MgCl,x6H,0, 4,066 g/l; NaCl, 8,5 g/l; Na-dietilbarbiturat, 0,376 g/liter;
5,5-dietil-barbitursav, 0,576 g/l

VBS-Mg**-EGTA pH — 7,3

Veronal puffer; 10 mM MgCl,; 10 MM EGTA

Tris puffer (TBS) pH — 7.4:

Tris, 1,21 g/l; NaCl, 8,18 g/I; CaCl,, 0,22 g/l; MgCl;, 0,095 g/I

Alsever puffer — pH 7.4:

Citromsav, 0,55 g/l; Natrium-citrat, 8 g/I; D-gliik6z, 20,5 g/I; NaCl, 4,2 g/l

TAE puffer (Tris-acetat-EDTA) — pH 7,2:

Tris, 4,84 g/l; 10 mM EDTA,; 1,92%-0s ecetsav
LB-médium: LB por, 20 g/l
LB-agar: LB por, 20g/l; Agar, 15¢/I

SDS-PAGE-hez futtatd puffer:

Tris, 3g/l; SDS (0,1%), 10 ml/l; Glicin, 14,4 g/l

Nem redukald mintapuffer (5x) SDS-PAGE-hez (pH — 6,8):

Tris-HCI, 313 mM; Glicerol, 50 v/iv%; SDS, 5 v/v%; bromfenol kék, 0,002 v/v%
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Redukdld mintapuffer (5x) SDS-PAGE-hez (pH — 6,8):

Tris-HCI, 313 mM; Glicerol, 50 v/v%; SDS, 5 v/v%; bromfenol kék, 0,002 v/v%; 2-
merkaptoetanol, 5 v/iv%

Lizis puffer: Proteaz inhibitor koktél (Complete Ultra tabletta, Roche), 1% Triton X-100, DPBS

Ezistfestéshez hasznalt oldatok:

Fixalo oldat: 30 v/v% etanol, 30 v/v% ecetsav, desztillalt viz

e 20 v/v%-os etanol oldat

. Erzékenyit(’i oldat: Na,S,03, 0,4 g/l

e Eziist-nitrat oldat: AgNQOg3, 2 g/l

e 0,1 M Natrium-karbonat oldat

e El6hivo oldat: 0,1 M natrium karbonat, 94,8 v/v%; érzékenyitd oldat, 5 v/v%;
formaldehid 0,2 v/v%

e STOP oldat: Tris, 50 g/I; ecetsav, 40 v/v%

o Gélszarito oldat: etanol, 10 v/v%; glicerin, 20 v/v%

Ellenanvag affinitas kromatografidhoz hasznalt oldatok:

e Kot6 puffer pH-8,3:
NaHCO; 0,2 M; NaCl, 0,5 M
e ,A”oldat pH-8,3:
Etanolamin, 0,5 M; NaCl, 0,5 M
e ,B”oldat pH-4:
Natrium-acetat, 0,1 M; NaCl, 0,5 M
e Elucios puffer pH-2,7:
Glicin, 0,1 M; HCl a pH beallitasahoz
e . Storage” (tarolo) puffer pH - 7,0:
Na;HPO,, 0,05 M; NaN3; 1%
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3.3. Ellenanyagok

Specificitas Eredet Gyarto
anti-human H-faktor (antiszérum) kecske Merck
anti-human B-faktor (antiszérum) kecske Merck
anti-human H-faktor (A254)—kl6n:90X egér Quidel
anti-human H-faktor (0X24) egér Santa Cruz
anti-human H-faktor (C18/3) egér Enzo
anti-egér H-faktor (5C2) patkany (164)
anti-oligo-hisztidin (His-tag) (klon:HIS.HS8) egér Thermo Fischer
biotinilalt anti-human PTX3 (affinitas tisztitott) nyul R&D System
biotinilalt anti-egér PTX3 (affinitas tisztittott) kecske R&D System
anti-human CRP (antiszérum) kecske Sigma Aldrich
anti-human mCRP (klén: CRP-8) egér Sigma Aldrich
anti-human pCRP (klon: C5) egér Antibodies-online
anti-human Clq (antiszérum) kecske Merck
anti-CRIg-IgV (antiszérum, klon: SA6213) nyul (Hazon beliil)
anti-egér C3, FITC (affinitas tisztitott F(Ab”),) egér Cappel
anti-patkany IgG, A488 (affinitas tisztitott 1gG) szamar Invitrogen
anti-egér C3, HRPO (affinitas tisztitott 1gG) egér MP Biomedicals
anti-human C3, HRPO (affinitas tisztitott) kecske MP Biomedicals
anti-egér g, HRPO (affinitas tisztitott) kecske Dako
anti-egér 1g, HRPO (affinitas tisztitott) patkany Thermo Fischer
anti-kecske 1g, HRPO (affinitas tisztitott) nyul Dako
anti-nyul Ig, HRPO (affinitas tisztitott) sertés Dako

HRPO: Torma peroxidaz;
FITC: Fluoreszcein-izotiocianat;
A488: Alexa-488
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3.4. Fehérjék, reagensek, primerek

Név Gyarto Név Gyarto
Abelcet Gilead Sciences human C-reaktiv fehérje Merck

Agar Applichem human D-faktor Merck
Agar6z Lonza human I-faktor Merck
Akrilamid (30%) Sigma Aldrich human properdin (P-faktor) ~ Merck
AmBisome Gilead Sciences human PTX3 R&D System
CrEL Sigma Aldrich LB por Sigma Aldrich
egér C-reaktiv fehérje R&D System FCS Euroclone
egér FH15-20 R&D System Szérum albumin (BSA) Applichem
egér Matrigel Sigma Aldrich Szérum albumin (HSA) Sigma Aldrich
egér PTX3 R&D System Tejpor Roth

human H-faktor Merck TMB Biolegend
human B-faktor Merck Tween-20 Sigma Aldrich
human C1q Merck Zimozan Sigma Aldrich
human C3b; C3d; C3 Merck

Olig6 neve

Szekvencia (5°-3’)

optFH_CCP1_fw
optFH_CCP4_rev
pBSV_fw
pBSV_rev

agaataCTGCAGGACTGCAACGAACTGCC
ataataCCCGGGCTCGCAGCTTGGG
TTTACTGTTTTCGTAACAGTTT
TTCCATCCAACGACAAGCTTCA
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3.5. Rekombinans fehérjék

3.5.1. Rekombindns fehériék eldallitasa

A kisérleteinkben hasznalt FH1-4yy, a CRIg-IgV, CRIg-IgV_FH18-20 valamint az egér FHR-B

fehérjék mar rendelkezésiinkre alltak (Dr. Mario Hebecker allitotta el6).

A kodon optimalizalt FH1-4\y198r-t szintetikusan allittattuk elé (IDT, Coralville, IA, USA). A
bakulovirus expressziés rendszerre optimalizalt (opt) optFH CCP1 fw és optFH CCP4_rev
primerekkel (3.4. fejezet) 2 uM végkoncentracioban (melyek a megfeleld hasitohelyeket
tartalmaztak) Phusion Flash master mix-el (Thermo Fischer, Waktham, USA), amely tartalmazta a
PCR reakciohoz sziikséges puffert, dNTP-ket és polimeraz enzimet, amplifikaltuk a DNS-t a
kovetkez6 beallitasokkal: kezdeti denaturacio 98°C 10 s, denaturacio 98°C 2 s, anellacidé 70°C 5 s,
extenzid 72°C 25 s (az amplifikalando szakasz méretétdl fiiggden 15 s/1 kilobazis) 35 cikluson at,
majd a végsd extenzid 72°C 5 perc. Ezt kdvetden hatszoros toménységli DNS festéket hozzdadva
a mintdkhoz, 1%-o0s agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik a termék tisztasagat és méretét. A
PCR terméket kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével torténd tisztitast kovetden Pstl-HF
(NEB, Anglia) ¢s az Xmal (NEB, Anglia) restrikcidos endonukledz enzimekkel 2 6ran keresztiil
37°C-on hasitottuk CutSmart pufferben (NEB), majd 65°C-on 20 percig hdéinaktivaltuk a
mintakat, ezzel leallitva a hasitd enzimek milkodését. Ezt kovetden ismét PCR tisztitdo Kit

segitségével tisztitottuk a DNS-t. 20 pl 65°C-os steril desztillalt vizzel eludltuk a DNS-t, a

crer

A pBSV-8His expresszios vektort (3.1. abra) az inszerttel megegyezé restrikcios
endonukleazokkal emésztettiik, mellyel 20 ul térfogatban ligaltuk 6ssze (Quick Ligation kit, NEB,
Anglia) a hasitott inszertet a gyart6 utasitasa szerint. Ezt kdvetéen a ligalt plazmid konstrukciot
ampicillin antibiotikumot tartalmazd agar lemezre szélesztettik oket (3.2. abra). A felnott
telepekbdl minikultarat készitettiink (50 pg/ml ampicillin tartalmi LB-médiummal), amibdl
plazmid izolal6 kit segitségével (Qiagen, Hilden, Németorszag) kinyertiik az inszertet tartalmazo
pBSV expresszios vektort. Vektorra specifikus primerekkel 2 uM végkoncentracioban (pBSV_fw
¢s pBSV rev) Taq polimerazt tartalmazé master mix-el (Thermo Fischer, Waktham, USA)
amplifikaltuk a plazmidot a koOvetkezd beallitasokkal: kezdeti denaturacidé 95°C 1 perc,
denaturacido 95°C 30 s, anellacido 55°C 30 s, extenzio 72°C 1,5 perc (az amplifikdlt termék
méretétdl fliggden 1 perc/1 kilobazis) 35 cikluson at, majd a végsd extenzido 72°C 5 perc. Ezt

kovetden 1%-os agar6z gélen ellendriztiik a termék tisztasagat és méretét.
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pB8v-8His

9743 bp

| Pstl (4205)
Xmal (4225)

3.1. abra: A pBSV-8His plazmid sematikus abrazolasa. A pBSV-8His plazmid mérete 9743 bp. A
vektorképen lathatoak a pBSV primerek, az ampicillin rezisztencia génszakasz, az ori régio, az enterokinaz
hasitohelyek valamint a nyolc hisztidin aminosavbol all6 His-tag. A vektor térképet a SnapGene
programmal készitettiik el.

Az elééllitott plazmid konstrukcidkat minden esetben szekvendlassal (Biomi, G6dollo,
Magyarorszag) ellendriztiik vektor specifikus pBSV_fw és pBSV _rev primerekkel. A szekvenalas
soran kapott szekvencidkat a Finch TV program valamint a Clustal Omega webeszkoz
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) segitségével ellendriztik. A  verifikdlt plazmid
konstrukciokat flashBAC bakulovirus DNS-sel kotranszfektaltuk (OET, Oxford, Anglia), a gyarto
utasitdsa alapjan Sf9 rovar sejtekbe. A transzfekcid soran a plazmidban levd inszert homolog
rekombinacidval keriil be a bakulovirus DNS-be. A transzfekcios kulturarol 5 nap utan leszedtiik a
feliiluszot, a transzlalt fehérjét His-tag specifikus ellenanyaggal, valamint a fehérjére specifikus
poliklonalis ellenanyaggal is (kecske anti-H-faktor) Western bloton ellendriztiik. A fehérjék
varhato méretét a ProtParam webeszkoz segitségével becsiiltiik

(https://www.expasy.org/protparam).

3.5.2. Rekombindns fehérjék tisztitasa

Az Sf9 rovarsejteket TNM-FH médiumban tenyésztettiik. A virusfeliiliszé és a rekombinans
fehérje termeléséhez a sejteket szérummentes Insect Xpress médiumba tettiik at. A virusfeliiliszot
75 cm? méretii flaskakban az InsectXpress médiummal 1:1 arAnyban adva 3-5 napig termeltettiik.
A fehérje termelést 175 cm? méretii flaskakban a virusfeliiliszot az InsectXpess médiummal 1:10

aranyban adva 6-7 napig végeztiik.
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DNS Fehérje
PCR termék @

pBSV Vektor |-8x His-tag

[ © ] U Sf9 fehérje felliliszo

Kompetens E. coli
pBSV Vektor-8x His-tag + inszert

==

Antibiotikum szelekcié (Ampicillin) és szekvenalas {

4
% o
o NHS oszlop

wIz

Tiszta plazmid

Sf9 sejtekbe transzfekcio

3.2. abra: A plazmid konstrukcidék- és a fehérje termékek eloallitasa: Megfeleld primerekkel PCR reakcioval
felszaporitottuk az expresszids vektorba (pBSV-8His) ligalandé DNS szakaszt, majd kompetens E.coli sejtekbe
transzformaltuk. A plazmidban levé antibiotikum rezisztencia alapjan agar lemezen szelektaltuk azokat a klonokat,
melyek felvették a plazmidot. Az expresszidés vektor szekvenciajat szekvenalassal ellendriztiik, majd linearizalt
Baculo DNS-sel Sf9 rovarsejtekbe kotranszfektaltuk. A sejtek altal termelt fehérje feliiliszokat ellenanyag affinitas
kromatografiaval tisztitottuk NHS oszlopon, melyre kovalensen kotottiik fel a korabban protein-G oszlopon tisztitott
anti-human H-faktor ellenanyagot. A fehérjét pH eltolassal elualtuk.

Az FHI1-4y9sr fehérje tisztitasat ellenanyag affinitds kromatografiaval végeztiik. A fehérje
tisztitas soran protein-G oszlopon (GE Healthcare) poliklonalis human H-faktor antiszérumbol
tisztitottuk az IgG frakcidt a gyartd utasitdsa alapjan. Az elualt IgG-t kotSpufferrel szemben
bekoncentraltuk, majd az IgG koncentraciojat Nanodropon ellendriztik. Az IgG-t a gyartd
utasitasa alapjan NHS (N-hidroxi-szukcinimid) oszlopra (GE Healthcare) kovalensen kotottiik fel
a 3.2. fejezetben felsorolt pufferek segitségével. Az S9 sejtek altal termelt feliiluszot DPBS-sel
1:2 aranyban higitva, perisztaltikus pumpa segitségével ataramoltattuk az NHS oszlopon 4°C-on.
Ezt kovetéen DPBS-sel mostuk az oszlopot, majd Nanodropon ellendriztiik, hogy van-e még
fehérje az atfoly6 oldatban. Amennyiben 280 nm-en 0,0 OD értéket kaptunk, 1 ml-ként, 0,1M
glicin-HCI oldattal elualtuk a fehérjét. A frakciokhoz 1M-os pH 9,0-s Tris-t adtunk, hogy a pH-t 7
koriilire allitsuk vissza. Az egyes fehérje frakcidkat, valamint a kiindulasi feliiluszobdl, az
oszlopon atfolyt feliiliszobdl, illetve a mosé frakciobol vett mintakat Western-bloton His-tag
specifikus monoklonalis ellenanyaggal valamint H-faktor specifikus ellenanyaggal ellenériztiik. A
megfeleld mérettartomanyba esd és tiszta fehérje frakcidkat Amicon-ultra koncentrator cs6ben

crer

fehérjék tisztasagat PAGE utan eziistfestéssel ellendriztiik.
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3.5.3. Rekombinans fehérjék tisztasdganak ellendrzése ezustfestéssel

Az elektroforézist kovetden a gélt 30 percig fixaltuk a fixalo oldatban, majd 10 percig 20 v/v%-0s
etanol oldatban inkubaltuk. Deionizalt vizzel torténd 10 perces mosast kovetden natrium-tioszulfat
oldattal 1 percig érzékenyitettiik a gélt, majd mosast kovetden eziist-nitrat oldattal 30 percig
inkubaltuk. Ezt kovetden kétszer leoblitettiik a gélt deionizalt vizzel, majd az eléhivd oldatba
helyeztiik és a kivant szinreakcio eléréséig inkubaltuk. Ezt kdvetden egy percig stop oldatba
raktuk at a gélt ledllitva a reakciot, végiil a gélt az erre alkalmas keretben gélszaritd oldattal

megszaritottuk.

3.6. Kotodés vizsgalati esszék

3.6.1. ELISA

Az ELISA mérések soran a fehérjéket (pl.: C3b, egér CRP) 5 pg/ml koncentracioban 50 pl
térfogatban mikrotitrald lemezen (Greiner, High binding) DPBS-ben egy oran at,
szobahdmérsékleten immobilizaltuk. A mintdkat minden 1épést kovetden 100 pl 0,05% Tween-20
detergenst tartalmaz6 DPBS-sel mostuk. Az immobilizalt mintak blokkolasa minden esetben 100
ul DPBS-0,05% Tween-20-ban beoldott 5% BSA oldattal szobahémérsékleten egy Oran at tortént.
A megfelelé aranyban DPBS-0,05% Tween-20-ban behigitott elsddleges és/vagy masodlagos
ellenanyagokat 50 pl végtérfogatban szobahdmérsékleten, egy oran at inkubaltuk. A kotoédott
antitesteket H,O, szubsztrat és 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) kromogén hozzaadasaval
mutattuk ki. A szinreakciot 2N H,SO,4 hozzaadasaval allitottuk le, az abszorbanciat 450- és 620
nm-en olvastuk le Multiskan spektrofotométerrel (Thermo Scientific). A pontos kisérleti
beallitasok és inkubalasi koriilmények az adott eredményt bemutatd abraszovegben keriilnek

ismertetésre.

3.6.2. Felszini plazmon rezonancia (SPR)

Az FH1-4wt és FH1-4wiosr fehérjék C3b kotd képességét felszini plazmon rezonancia (SPR)
modszerrel is vizsgaltuk (a mérést Nicolas Merle és Dr. Lubka T. Roumenina végezték el)
ProteOn XPR36 késziiléken (BioRad). Az FH1-4ywr és FH1-4wigsr fehérjéket pH 4,0 natrium-
acetat pufferben higitottuk és parhuzamosan immobilizaltuk a GLC chip felszinére standard amin
kotddés segitségével a gyartd utasitasa szerint. Az FH1-4wt és FHI1-4wisr fehérjék ~3500 RU
mennyiségben kotédtek a chip felszinére. Az analitbol (C3b) higitasi sort készitettiink 0,005%
Tween 20-t tartalmaz6é DPBS-ben (pH 7,2), az aramlasi sebesség 30 pl/perc volt. Az asszociacio
300 s, a disszociacio 600 S hosszi volt. Az eredményeket a ProteOn szoftver segitségével

elemeztik.
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3.6.3. Aramlési citometria

Az FHR-B sejtfelszinhez vald kotédését nekrotikus human Jurkat T sejteken (ATCC - TIB-152)
aramlasi citofluoriméter (FACS) segitségével vizsgaltuk. A sejtek nekrotizalasa 65°C-on 30 percig
400 rpm-en razatva sejttenyészt0 médiumban tortént. A nekrotizalast propidium jodid festéssel
ellendriztiik. Mintanként 10° sejtet inkubaltunk 20 pg/ml FHR-B-vel 30 percig 37°C-on. A
kotodott FHR-B-t monoklonalis 5C2 ellenanyaggal (1:100 v/v%) és mosas utan Alexa647-tel
konjugalt kecske anti-patkany Ig (1:100 v/v%) ellenanyaggal jeloltiik. A jeloléseket FACS
pufferben 4°C-on, 15 percig végeztiik, a sejteket FACS pufferben mostuk (1000 g, 4°C, 5 perc).
FACSCalibur (BD Biosciences, Heidelberg, Németorszag) aramlasi citométerrel mintanként
10 000 sejtet mértiink le. Az eredményeket FlowJo szoftver (TreeStar, Ashland, OR, USA)
segitségével értékeltik ki.

3.7. Kompeticids esszé

Az FHR-B ¢és a human H-faktor kozotti kompeticiot ELISA modszerrel vizsgaltuk. 5 pg/ml
human C3b-t 50 pl térfogatban immobilizaltunk DPBS-ben mikrotitralo lemezen (Greiner, High
binding). A mintakat minden 1épést kovetéen 100 pl 0,05% Tween-20 detergenst tartalmazo
DPBS-sel mostuk. Blokkolast (5% BSA, DPBS-0,05% Tween 20, 100 ul/lyuk, szobahémérséklet,
egy ora) kovetden, 40 pg/ml végkoncentracioban FHR-B ¢és 20 pg/ml végkoncentracioban H-
faktorral inkubaltuk a mintakat 45 percig, szobahdmérsékleten. A kotédott H-faktort, FH
specifikus monoklonalis ellenanyaggal (A254, 2 pg/ml, 1 6ra, szobahdmérséklet) és a megfeleld
HRPO-val konjugalt ellenanyaggal (1:1000 v/v%, 1 ora, szobahémérséklet) detektaltuk. Az
eléhivas TMB oldattal tortént a 3.6.1. fejezetben leirtak szerint.

3.8. C3bBb-,,decay” esszé

Osszehasonlitottuk az FH1-4wt és FH1-4wiosr fehérjék ,,decay” aktivitasat. Az alternativ Ut C3
konvertazt (C3bBb) mikrotitrdld lemezen tisztitott konvertdz komponensekbdl épitettiik fel. 5
pg/ml C3b-t 50 ul térfogatban immobilizaltunk Ca?*-Mg®* tartalmii DPBS-ben mikrotitrald
lemezen (Nunc Maxisorp). A mintakat minden 1épést kovetéen 100 pul 0,05% Tween-20 detergenst
tartalmaz6 DPBS-sel mostuk. 5% BSA, DPBS-0,05% Tween 20-oldattal blokkoltuk a lemezt 100
ul térfogatban szobahémérsékleten egy orat. A kikotddott C3b-hez tisztitott human B-faktort (2
ug/ml), D-faktort (0,1 pg/ml) és properdint [FP] (4 ng/ml) 50 ul végtérfogatban adtunk konvertaz
pufferben (4% BSA, 2 mM Ni*, 0,05% Tween-20 Ca?*-Mg?* tartalmu DPBS-ben) 30 percig
37°C-on. Ottagn felezd higitast készitettiink 500 nM-t6] indulva az FH1-4wt és FHI1-4wiosr
fehérjékbol. A megmaradt intakt konvertazt anti-B-faktor antiszérummal (1:1000 v/v%, 1 ora,

szobahdmérséklet) és HRPO-val konjugalt nyul anti-kecske immunglobulinnal (1:1000 v/v%, 1
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Ora, szobahOmérséklet) detektaltuk. A kot6dott antitestek detektalasat a 3.6.1. fejezetben leirt

modon végeztiik el.

3.9. Kofaktor esszé

Osszehasonlitottuk az FH1-4wt és FHI1-4wiosr fehérjék fluid fazisu kofaktor aktivitasat. 220 nM
C3b-t, 440 nM I-faktort 10 nM és 50 nM FH1-4yr és FH1-4\198r, pozitiv kontrollként 10 nM H-
faktorral inkubaltuk egy oran at 37°C-on 28 pl végtérfogatban. A reakcidt 5x redukaldo SDS
mintapufferrel allitottuk le. A mintdkat 7,5%-o0s akrilamid gélen SDS-PAGE-val szeparaltuk majd
nitrocellul6z membranra blottoltuk a fehérjéket TransBlot Turbo késziilék (BioRad) segitségével.
A membran blokkolasa utan (1% BSA, 4% tejpor, DPBS-0,05% Tween-20; egy 6ra) HRPO-val
konjugalt, poliklonalis kecske anti-human C3 ellenanyaggal (1:1500 v/v%, 1 ora,
szobahdmérséklet) detektdluk a C3 fragmentumokat. A vizualizaci6 a membrant
kemilumineszcens peroxidaz szubsztrat oldattal inkubalva (ECL reagens), el6hivo és fixalod

folyadék (AGFA) segitségével rontgen filmen tortént.

3.10. C3 konvertaz esszé

Az alternativ Gt C3bBb konvertaz enzim kiépiilésének a vizsgalata. 5 pg/ml egér FHR-B-t, human
FHR-4B-t, BSA-t és human C3b-t 50 pl térfogatban immobilizaltunk Ca®*-Mg?* tartalmi DPBS-
ben Nunc mikrotitrald lemezen (Nunc Maxisorp). A mintakat minden Iépést kovetéen 100 pl
0,05% Tween-20 detergenst tartalmazé DPBS-sel mostuk. Blokkolast (5% BSA, DPBS-0,05%
Tween-20, 100 pl/lyuk, szobahémérséklet, egy ora) kovetden 50 pl térfogatban 10 pg/ml human
C3b-vel inkubaltuk a mintakat szobahOmérsékleten egy orat. A konvertazt tisztitott
komponensekbdl a 3.8. fejezetben leirtak szerint épitettiik fel. Az immobilizalt fehérjéken felépiilt
C3bBb konvertazt kecske anti-human B-faktor antiszérummal (1:1000 v/v%, 1 Ora,
szobahémérséklet) és HRPO-val konjugalt nyul anti-kecske immunglobulinnal (1:1000 v/v%, 1
Ora, szobahOmérséklet) detektaltuk. A kotddott antitestek detektalasat a 3.6.1. fejezetben leirt
modon végeztiik el. A konvertaz aktivitasat parhuzamos kisérletekben 10 pg/ml tisztitott human
C3 hozzaadasaval ellendriztiik. A feliiliszoban keletkez6 C3a mennyiségét mértiikk C3a ELISA kit

(Quidel) segitségével a gyarto utasitasa alapjan.

3.11. Komplement aktivacids esszék

A komplement aktivacios mérések soran a fehérjéket (FHR-B, egér PTX3, egér CRP) 5 pg/ml
koncentracidban-, az egér extracellularis matrix extraktumot (MatriGel) 1:30 higitasban 50 ul
térfogatban mikrotitralé lemezen (Nunc Maxisorp) DPBS-ben egy oran at, szobahémérsékleten

immobilizaltuk. A mintdkat minden Iépést kovetéen 0,05% Tween-20 detergenst tartalmazo
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DPBS-sel mostuk. Az immobilizalt mintak blokkolasa minden esetben DPBS-0,05% Tween 20-
ban beoldott 5% BSA oldattal szobahémérsékleten egy oran at tortént. Blokkolast kovetden 5 mM
Mg®*-EGTA- vagy 20 mM EDTA-PBS-ben higitott 10% komplement aktiv egér szérummal
inkubaltuk a mintakat 10 pg/ml FHR-B vagy 10 ug/ml HSA (negativ kontroll) hozzdadasaval
specifikus ellenanyaggal (1:1000 v/v%, 1 oOra, szobahdémérséklet) detektaltuk. A kotodott
antitestek kimutatasat a 3.6.1. fejezetben leirt modon végeztiik el.

HUVEC sejtek altal termelt extracellularis matrixon (ECM) is vizsgéltuk az egér FHR-B hatésat a
komplement aktivaciora. 2,5x10° HUVEC sejtet/cm? 0,2% gelatinnal fedett 96-lyuku sejttenyészté
lemezen (Greiner Cellstar) tenyésztettiik 37°C-on, CO, termosztatban 7 napig. Ezt kovetden a
sejteket 20 mM EDTA-DPBS-es inkubalas utan leszedtiik. A sejtek eltavolitasat mikroszkoppal
ellendriztiik. Az ECM fehérjéket nem tartalmazé feliiletrészt 4% BSA-val, DPBS-0,05% Tween
20-ban, szobahémérsékleten egy oran at 100 pl térfogatban blokkoltuk. Az ECM-et Ca?*-Mg*'-
tartalmu DPBS-ben vagy 5 mM Mg2+-EGTA- vagy 20 mM EDTA-PBS-ben higitott 5%
komplement aktiv egér szérummal 50 ul végtérfogatban inkubaltuk a mintakat 37°C-on 30 percig
5- és 10 pg/ml FHR-B vagy 10 pg/ml HSA (negativ kontroll) hozzaadasaval vagy anélkiil. Az
(1:1000 v/v%, 1 ora, szobahdmérséklet) detektaltuk. A kotddott antitestek detektalasat a 3.6.1.

fejezetben leirt modon végeztiik el.

Az FHR-B komplement depoziciora kifejtett hatasat nekrotikus Jurkat T sejteken és egér A20 B-
sejteken vizsgaltuk aramlasi citofluoriméter segitségével. A sejteket a 3.6.3. fejezetben leirtak
szerint nekrotizaltuk. Mintanként 10° sejtet inkubaltunk 50 ul végtérfogatban 20% komplement
aktiv egér szérummal 20 pg/ml FHR-B jelenlétében vagy anélkiil sejttenyészté médiumban 37°C-
on 30 percig, majd FACS pufferrel mostuk a mintakat. A sejtfelszinen lerakodott C3
fragmentumokat egér C3-ra specifikus FITC-el jelolt ellenanyaggal detektaltuk (1:100 v/v%, 15
perc, 4°C). A mérést a 3.6.3. fejezetben leirtak szerint végeztiik el.

3.12. Hemolizis esszé

3.12.1. Hemolizis esszé birka vorosveérsejtekkel

A birka vorosvérsejteket (Culex Bt., Budapest) haromszor mostuk (400 g, 5 perc, 20°C) 10 mM
Mg®*-EGTA-t tartalmazo veronal pufferben (Lonza). Mosést kovetden a birka vorosvérsejteket 60
ul végtérfogatban 37°C-on, 30 percig 400 rpm-en inkubaltuk komplement aktiv szérum

jelenlétében. Negativ kontroll a csak veronal puffert és sejteket tartalmazoé minta volt, pozitiv
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kontroll a csak vizet és birka vorosvérsejteket tartalmazo minta volt. Inkubalas utan a mintakat
centrifugaltuk (780 g, 8 perc, 20°C), majd a feliiluszoban a felszabadult hemoglobint 405 nm

hulldamhosszon Multiskan spektrofotométeren (Thermo Scientific) mértiik le.

Az FH1-4wr ¢és FHI1-4wigsr fehérjék esetében 15% komplement aktiv human szérumot
hasznaltunk, a lizist 1 pg OX24 monoklonalis anti-H-faktor ellenanyaggal idéztiik eld. A
fehérjéket 125-1000 nM végkoncentracioban adtuk a mintakhoz. A CRIg-lgV, CRIg-lgV_FH18-
20 és H-faktor fehérjék esetében 5% komplement aktiv humén szérumot hasznaltunk, a lizist 1 pg
C18 vagy 0X24 monoklonalis anti-H-faktor ellenanyagok adasaval idéztiik eld. A fehérjéket 250
nM végkoncentracioban hasznéltuk. Az FHR-B ¢és az egér FH15-20 fehérjék esetében 20%
komplement aktiv egér szérumot hasznaltunk, a lizist az egér FHR-B és az egér FH15-20
hozzaadasaval idéztik el6, melyeket 0,5-2 uM végkoncentracioban adtunk a mintakhoz.
Parhuzamos kisérletekben a vordsvérsejteket mostuk és lizis pufferrel (protedz inhibtor koktél
(Complete Ultra tabletta, Roche); 1% Triton X-100, DPBS) lizaltuk egy oran at jégen.
Centrifugélast kovetéen (10 000 g, 10 perc, 4°C) a feliilisz6ét leszivtuk, 5x nem redukalod
mintapufferrel higitottuk. A mintdkat 10%-os SDS gélen futattuk, majd nitrocellul6z membranra
blottoltuk a fehérjéket TransBlot Turbo késziilék segitségével. A membrant a 3.9. fejezetben
ismertetett modon blokkoltuk, majd a CRIg-IgV_FH18-20 sejtekhez kotédésének vizsgalatakor
monoklonalis nyul anti-CRIg ellenanyagot (SA 6213) (1:1000 v/v%) és HRPO-konjugalt, sertés
anti-nyal Ig-t (1:1000 v/v%) hasznaltunk, valamint poliklonalis kecske anti-H-faktor (1:5000
v/v%) és HRPO-konjugalt nyul anti-kecske Ig-vel (1:5000 v/v%) detektaltunk. Az FHR-B esetén
monoklonalis egér anti-H-faktor (5C2) ellenanyaggal (1:1000 v/v%) és HRPO-konjugalt,
poliklonalis patkany anti-egér Ig-vel (1:1000 v/v%) detektaltunk. A fehérjék vizualizaciojat a 3.9.

fejezetben leirt modon végeztiik el.

3.12.2. Hemolizis esszé nyul vorosvérsejtekkel

Az FH1-4ywi9sr €és CRIg-IgV_FH18-20 fehérjék komplement gatld hatasat vizsgaltuk nyul
vorosvérsejtek segitségével. Ehhez a nytl vorosvérsejteket (Culex Bt, Budapest) haromszor
mostuk (400 g, 5 perc, 20°C) 10 mM Mg®*-EGTA-t tartalmazd veronal pufferben. 2% nyul
vorosvérsejtet  inkubaltunk 5% komplement aktiv  human szérumban a kovetkezd
koncentraciokban hozzéaadott fehérjékkel: az FH1-4wt ¢és FHI-4wioer fehérjéket 1 uM
végkoncentracioban, a CRIg-IgV és CRIg-IgV_FH18-20 fehérjéket 120-480 nM
végkoncentracidban. Pozitiv kontroll a csak deionizalt vizet és nyul vorosvérsejteket tartalmazo
minta volt, negativ kontroll a verondl pufferben levd nyul vorosvérsejtek voltak. Az inkubalast és

a felszabadult hemoglobin detektalasat a 3.12.1. fejezetben leirt médon végeztiik el.
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3.13. Terminalis ut gatlasanak vizsgalata CRIg-1gV_FH18-20 inhibitorral

A CRIg-lgV_FH18-20-nak a komplementrendszer terminalis utjara gyakorolt gatldo hatdsanak
vizsgalatahoz 30% normal szérumot 20 pg/ml zimozannal (élesztd sejtfal extraktum) inkubaltunk
125-1000 nM CRIg-lgV, CRIg-lgV_FH18-20 ¢s H-faktor jelenlétében vagy anélkiil 20 pl
végtérfogatban 37°C-on 30 percig. Az inkubalast kdvetden a mintakat hlisszorosara higitottuk az
sC5b-9 ELISA kithez tartozo higitdo oldattal, majd a keletkezett szolubilis C5b-9 komplexek
detektalasat az sC5b-9 ELISA kit-tel (Quidel) végeztiik el a gyarto utasitasa szerint.

Kiilonbozd liposzomalis és micellaris gyogyszerek valamint terapids ellenanyagok képesek
aktivalni a komplementet, és ezaltal komplement aktivacié indukalt pszeudoallergids reakciot
(CARPA) valthatnak ki (165). Ehhez 60% normal szérumot 10,54 mg/ml CrEL (micellaris
hordozdanyag), 20 mg/ml AmBisome liposzomalis gombaellenes gydgyszerekkel inkubaltunk 1,3
uM CRIg-CRIgV, CRIg-CRIgV_FH18-20 és H-faktor jelenlétében 20 pl végtérfogatban. Ezen
kiviil egy masik kisérletben 196 pg/ml Abelcet liposzémadlis gyogyszert a harom kiilonbdzd
kutatocsoport altal eldallitott mini-H-faktorok (166-168) és a két CRIg alapu molekula 1 pM-t6l
kiindul6, ottagtn felez6 higitasaval inkubaltuk 25 pl végtérfogatban 37°C-on 30 percig. Az
inkubalast kovetben a mintakat a CrEL esetében kétszeresre, az AmBisome és Abelcet esetében
Otszorosre higitottuk az SC5b-9 ELISA kithez tartozo higité oldattal, majd a keletkezett szolubilis
C5b-9 komplexek detektalasat az sC5b-9 ELISA Kit-tel (Quidel) végeztiik el a gyartd utasitasa
szerint. A CARPA mérések elvégzésében Mészaros Tamas nyujtott segitséget (Semmelweis

Egyetem, Korélettani Intézet, Nanomedicina Kutaté és Oktato Kdzpont).

3.14. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzésekhez One-way ANOVA, Two-way ANOVA, t-préba teszteket
alkalmaztunk. Az analiziseket GraphPad Prism 5.0 programmal (GrapPad Software, San Diego,
CA, USA) végeztik. p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001(***) esetén a csoportok kozotti
kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik.

3.15. Szerz6i hozzajarulas

Az FHR-B, a CRIg-IgV és CRIg-FH18-20 fehérjéket Dr. Mario Hebecker (Junior Research Group
for Cellular Immunobiology, Leibniz Institute for Natural Product Research and Infection
Biology, Hans Knoll Institute, Jena, Németorszag) allitotta eld. Az FH1-4y19sr mutaciot hordozo
betegr6l szarmazo adatokat Prof. Dr. Prohaszka Zoltan és Dr. Csuka Dorottya bocsatotta
rendelkezésemre (Semmelweis Egyetem IIl.sz. Belgyogyaszati Klinika, Kutatolaboratorium). Az

FH1-4\w108r C3b-kot6 képességének SPR-rel torténé meghatarozasat Nicolas Merle és Dr. Lubka
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T. Roumenina (French Institute of Health and Medical Research, Parizs) végezték. A CARPA
essz¢ méréseket Mészaros Tamas és Prof. Dr. Szebeni Janos (Semmelweis Egyetem, Korélettani

Intézet, Nanomedicina Kutat6 és Oktatdo Kozpont) végezték.

3.16. Etikai nyilatkozat

A W198R H-faktor mutaciot hordozo paciens irasos tdjékoztatason alapuld hozzéjarulast adott a
adott a diagnosztikai vizsgalatokhoz ¢és a genetikai elemzéshez, valamint a kisérleteinkben
hasznalt, egészséges egyénekbdl gylijtott, majd egyesitett komplement aktiv human szérumot az
egyének irasbeli jovéhagyasat kovetden a Helsinki Nyilatkozattal Osszhangban kezeltik. A
klinikai és laboratoriumi adatokat a korhdzi nyilvantartadsokbol gylijtottiik 0ssze a Semmelweis
Egyetem intézményi feliilvizsgéalati testiilete és az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs,

Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag altal jovahagyott protokoll szerint.
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4. Eredmények

4.1. Az FH1-4\y198r funkcionalis vizsgalata

4.1.1. A mutaciot hordozd beteg leirasa

2006-ban egy 20 éves férfit kronikus glomerulonefritisszel (C3GN) diagnosztizaltak, akiben a
vizsgalt komplement markerek koziil csak a C3c szintje mutatott eltérést a referencia
tartomanyhoz képest (0,872 mg/ml; normal tartomany: 0,9 — 1,8 mg/ml). A beteget ACE
(angiotenzin-konvertald enzim) inhibitorral kezelték, de a késébbi, tervezett kontroll
vizsgalatokon mar nem jelent meg. Legkdzelebb 2012-ben végstadiumt vesebetegséggel kertilt
intenziv  osztdlyra. Labor eredményei alapjdan TMA-t (trombotikus mikroangiopatia)
diagnosztizaltak nala, a C3c szintje tovabb csokkent (0,49 mg/ml). A tiinetek hatterében felmeriilt
az aHUS diagnozisa és a beteg dializisre keriilt. 2013 oktdberében a beteg mintai a Semmelweis
Egyetem, 3. szamu Belgyogyaszati Klinika, Kutatolaboratériumaba keriiltek, ahol tovabbi
komplement fehérjék mennyiségi vizsgalatat végezték el, és az alabbi szérum koncentracidkat
mérték (normal tartomany): 0,8 mg/ml C3 (0,9-1,8 mg/ml), 400 mg/ml H-faktor (250-880 mg/ml).
2015 marciusdban a beteg HLA azonos vese transzplanticidoban részesiilt. A beteg genetikai
analizisét kovetden heterozigéta formaban azonositottdk az MCPggaac (membran kofaktor
fehérje) riziké haplotipust, mely aHUS-ra hajlamosit6 tényezé (169). Ez a haplotipus a betegen
kiviil az anyaban és a két testvérben volt jelen, valamint a betegben €s az anyaban azonositottadk a
W198R H-faktor gén mutaciot (170). Az anya C3 szintje kis mértékben csokkent (0,82 mg/ml),
nala semmilyen jel nem utalt betegségre. A beteg két testvére nem hordozta a CFH W198R

mutaciot.

el e

*

Heterozigota CFH
W198R mutacio
o Heterozigota
MCPggaac haplotipus

4.1.1. abra: A beteg csaladfaja. A csaladfa a heterozigota H-faktor (CFH) W198R mutacio jelenlétét
mutatja az anyaban és a csillaggal jel6lt betegben. Minden megvizsgalt csaladtag hordozza a membran
kofaktor fehérje (MCPggaac) riziké haplotipusat heterozigota formaban. A csalad tobbi tagja egészséges.
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4.1.2. Az FH1-4\1 és FH1-4\198r rekombinans fehérjék eldallitasa

Annak érdekében, hogy megvizsgdljuk a W198R muticid funkcionalis hatasat, eldallitottuk
rekombinans fehérjeként a H-faktor komplement regulator doménjeinek a vad tipust (FH1-4wr) és
a mutans (FH1-419gr) formajat. A W198R mutacié a H-faktor CCP 3-as doménjében talalhato és
a doménben 1év6 konzervalt triptofan (W) aminosav argininre (R) cserélédik (4.1.2/A abra). Ez

az aminosavcsere valosziniileg befolyasolja a fehérje lokalis feltekeredését (4.1.2/B abra).

A Reguldtor Ligandumokhoz és
domének felszinekhez kotédés

Mutalt Trp *'qu‘
Wl

C3b

4.1.2. abra: A WI198R mutacié lokalizaciéja a H-faktor CCP 1-4 doménben. A H-faktor CCP 1-4
doménjei felelnek a komplement szabalyozasért, mig a CCP 19-20 doméneknek a kiilonb6z6 felszinekhez
valo kotddésben van szerepiik. (A) A vizsgalt mutacio helyzete valamint mas, korabban jellemzett H-faktor
N-terminalis mutaciok vannak sematikusan abrazolva (151), (170), (171-176). A W198R mutacié a CCP 3
doménben lokalizalodik. (B) Az abra bal oldalan lathato a H-faktor CCP 1-4 (vilagossziirke) domének a
C3b molekulaval (sziirke) valo interakcioban (Az abrat a PyMol program segitségével készitettiik el [PDB:
2WII]). A Trp felszini elhelyezkedését nyillal jeloltiik. Az abra jobb oldalan az FH CCP 1-4 domének
harmadlagos szerkezete lathatd, melyen szintén jeloltiik a Trp helyzetét. A Trp aminosav csak részben
hozzaférhet6 a molekula felszinén. Az Arg-nel vald szubsztitucié befolyasolhatja a fehérje lokalis
feltekeredését.

A klonozast a mutacidt tartalmazod, Szintetizalt DNS-sel végeztiik. A vad tipust H-faktor
fragmentumot kutatocsoportunk mar korabban klonozta, igy az rendelkezésiinkre allt a
kisérletekhez. A mutans H-faktor fragmentumot Sf9 rovarsejtekkel termeltettiik, majd affinitas

kromatografiaval tisztitottuk. Az Sf9 rovarsejtek altalt termelt fehérjék glikozilacidja az eukariota
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sejtekben termelt fehérjékéhez hasonlo (az FH CCP 1-4 egyébként nem tartalmaz glikozilaciot). A
fehérjek tisztasagat eziistfestéssel ellendriztiik (4.1.3. abra). Szekrécids defektust vagy a fehérje
instabilitasat nem tapasztaltuk. Mivel a betegnek a H-faktor szintje normalis volt (400 pug/ml), a

mutaci6é nem valdszinii, hogy részleges H-faktor hidnyhoz vezet.
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4.1.3. abra: Az FHy9sr fehérje expressziéja. A mutans FH1-4 fragmentumot Sf9 rovarsejtekben
expresszaltattuk, majd a fehérje feliiluszot anti-H-faktor ellenanyag segitségével, affinitas kromatografiaval
tisztitottuk. 1 és 2 pg vad tipusu és mutans tisztitott fehérjét 12%-0s poliakrilamid gélen futtattunk, majd
eziistfestéssel ellendriztiik tisztasagukat; koncentraciojukat BCA kit-tel hataroztuk meg. A molekulastly
marker a baloldalon lathato (a fehérjék tomege: 29,8 kDa).

4.1.3. A mutéans és vad tipusa FH1-4 C3b-ko6td képességének Osszehasonlitasa

Megvizsgaltuk, hogy a mutacio befolyasolja-e a C3b-hez valo k6tddést, ehhez ekvimolarisan 100
nM koncentracioban immobilizaltuk az FHI1-4wt és FHI1-4yigsr fehérjéket, majd novekvd
koncentracioban tisztitott C3b-vel inkubaltuk 6ket. A kotddott C3b mennyiségét poliklonalis,
HRPO-konjugalt human anti-C3 ellenanyaggal detektaltuk. Mind a vad tipust, mind a mutans H-
faktor fragmentum dozisfiiggd modon kototte a C3b-t, de a mutans fehérje C3b kotoképessége
szignifikansan csokkent volt szemben a vad tipussal (4.1.4/A abra). A vad tipusu és a mutans H-
faktor fragmentumok C3b-vel torténd kolcsonhatasat kollaboracids partneriink segitségével
felszini plazmon rezonancia modszerrel (SPR) is megvizsgaltuk. Az FH1-4wr és FH1-4wiosr
fehérjéket immobilizaltuk GLC chip felszinére, majd C3b-t aramoltattunk at rajta. Ebben az
elrendezésben az adott kisérleti koriilmények kozott a mutans H-faktor fragmentum nem mutatott
C3b kotodést, mig a vad tipusu FH1-4 dozisfliggé modon kototte a C3b molekulat (4.1.4/B abra).
Mindezek az eredmények azt mutatjadk, hogy a W198R mutaci6 nagymértékben csokkent C3b

kotddést okoz.
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4.1.4. abra: Az FH1-4y,9r C3b Kkotédés vizsgalata ELISA és SPR modszerrel. (A) 100 nM
koncentracioban immobilizaltuk mikrotitrald lemezen az FHI1-4wt és FHI1-4y9er fehérjéket DPBS-ben.
Blokkolast kovetéen DPBS-ben higitott C3b 6ttagt felez6 higitasi soraval (0,7-180 pg/ml) inkubaltuk a
mintakat. A kot6dott C3b-t poliklonalis, HRPO-konjugalt kecske anti-human C3 ellenanyaggal (1:1500
v/v%) detektaltuk. Az adatok harom fiiggetlen kisérlet atlag értékeit £ SD mutatjak. A FH1-4yi08r
szignifikansan gyengébben kotdtte a C3b-t, mint a vad tipust FH1-4 fragmentum (two-way ANOVA,
**p<0,01). (B) 3500 RU (rezonancia szignal) mennyiségben immobilizalt FH1-4r és FH1-4\y19gr fehérjék
C3b-vel torténd kolesonhatasat vizsgaltuk felszini plazmon rezonancia méodszerrel. DPBS-0,005% Tween
20-at hasznaltunk pufferként, az aramlasi sebesség 30 pl/perc volt.

4.1.4. Az FH1-4\y106r_mutacio befolydsolja a fehérije C3 konvertdz szétesést segitd és kofaktor
aktivitasat

Mivel a mutans H-faktor fragmentumndl csokkent C3b kotddést tapasztaltunk, ezért
megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a mutaci6é a H-faktor regulator funkcioit. El6szor az alternativ
ut C3 konvertaz (C3bBb) szétbomlasat segité hatast (decay accelerating activity) vizsgaltuk meg
ELISA moddszerrel. Ehhez mikrotitrald lemezre 5 pg/ml koncentracidban tisztitott huméan C3b-t
immobilizaltunk, majd a kik6tddott C3b-hez tisztitott human B-faktort (FB), D-faktort (FD) és
properdint (FP) adtunk 37°C-on 30 percig. Az FH1-4\1 és FH1-4\i9sr fehérjékbol ottagu felezod
higitast készitettiink 500 nM-t6l. A H-faktor fragmentumokkal val6 inkubacié utan a megmaradt
intakt konvertazt poliklonalis anti-humén B-faktor ellenanyaggal detektaltuk. Mind az FH1-4wr és

------

de a mutans fragmentum szignifikansan kevésbé tudta a konvertazt szétszedni (4.1.5/A abra).

50



1.5+ -0~ FH1-dyy198r (kD)
140—
= - FH1“4WT — —| — o'
e 95—
< &3 72— B,
< 1.0- . 55— e
5 -43
o —— B C- -
g - -
Y
th 0.5
i 26—
c
5 Cdh + + + + + + +
0.0 . : : Fl - + + g + + +
0 200 400 600 PRt
FH1-4 (nM) FH1-4,, - - - 10nM 50nM -
FH1-41000 W % - - - 10nM 50nM

4.1.5. abra: FH1-4y,9r konvertiaz szétesést segit6- és kofaktor aktivitisa. (A) Konvertdz esszé.
Mikrotitrald lemezen 5 pg/ml C3b-t immobilizaltunk, majd blokkolast kdvetden tisztitott konvertdz
komponensekbdl (FB: 2 pg/ml, FD: 0,1 ug/ml, FP: 4 pg/ml) épitettiik fel az alternativ ut C3 konvertazt
(C3bBb). Az FH1-4yr és FHI-4yioer fehérjékkel (Gttagh felezd higitasban, 500 nM-tol) egy orat
inkubaltuk a mintakat, majd a megmaradt intakt konvertazt anti-human B-faktor ellenanyaggal detektaltuk.
Az adatok harom fiiggetlen kisérlet atlag értékeit + SD mutatjak (p<0,0005, two-way ANOVA, *p<0,05).
(B) Az FH1-4\y19gr kofaktor aktivitasa folyadék fazisban. 220 nM C3b, 440 nM I-faktort inkubaltunk 10- és
50 NnM FH1-4yt és FHI1-4yy0er fehérjékkel és 10 nM H-faktorral (pozitiv kontroll) 37°C-on egy orat. A
reakciot 5x redukald SDS mintapufferrel allitottuk le, majd a mintakat 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen
szeparaltuk. A C3b hasitast HRPO-konjugalt anti-human C3 ellenanyaggal detektaltuk. Két kisérletbdl egy
reprezentativ blot lathato.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a mutacid hatasat a H-faktor folyadék fazisu kofaktor aktivitasara. A
H-faktor I-faktor jelenlétében képes a C3b-t inaktivalni, azaz a C3b a’-lancat kettéhasitani, egy 68
kDa-0s o’ és egy 43 kDa-0s o’ fragmentumra. 220 nM C3b-t, 440 nM I-faktort, 10 nM és 50 nM
FH1-4yt és FH1-4\198r fehérjékkel, pozitiv kontrollként 10 nM H-faktorral inkubaltuk egy oran
at 37°C-on. A mintédkat 10%-0s SDS-poliakrilamid gélektroforézissel szeparaltuk, majd a C3
fragmentumokat HRPO-konjugalt anti-human C3 ellenanyaggal detektaltuk Western blot
modszerrel. 10 nM koncentracioban az FH1-4 és a H-faktor jelenlétében képes volt az I-faktor

C3b-t hasitani, mig még 50 nM koncentracioban is az FH1-4y198r csak gyenge kofaktor aktivitast

crer

Osszességében ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a W198R aminosavcsere csokkent C3b
kotédést mutat folyadék fazisban, ebbdl kdvetkezéen a folyadék fazisu kofaktor aktivitasa is
csokkent, valamint kisebb mértéki a felszinhez kotott C3 konvertaz bomléasat gyorsitod aktivitasa is

a mutans H-faktor fragmentumnak.
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4.1.5. Az FHw19sr kevésbé képes megvédeni a sajat sejteket a komplement medialt lizist6l

Megvizsgaltuk, hogy miként befolyasolja ez a H-faktor mutacio a sejtek komplement rendszer
elleni védelmét; ehhez kiilonb6zé hemolizis esszéket alkalmaztunk. Kisérleteinkhez nyul- és
birkavorosvérsejteket hasznaltunk. A birkavordsvérsejteket altalanosan hasznaljdk annak
felderitésére, hogy a H-faktor mennyire képes a sajat sejteket megvédeni a komplement medialt
lizist6l. A birka vorosvérsejtek felszinén olyan polianionos molekuldk vannak, mint pl.: szidlsavak
— hasonléan a human sejtekhez —, melyekhez a H-faktor képes kotddni, és ott a
komplementaktivacio gatlasaval megvédeni a sejteket a lizistél. El6szor egy monoklonalis
ellenanyaggal (0X24) indukaltuk a sejtek lizisét. Az ellenanyag a H-faktor CCP 5-6s doménjéhez
kotodik és gatolja a H-faktor komplement regulator aktivitasat szérumban, illetve akkor is ha a H-
faktor a sejtek felszinéhez mar kikotddott. ELISA modszerrel ellendriztiik, hogy az altalunk
vizsgalt FH1-4ywt és FH1-4y9sr fehérjéket az OX24 ellenanyag nem képes megkétni (4.1.6/A
abra). A human szérumban (15%) a H-faktor CCP 5-6s doménjét gatoltuk 1 png OX24
ellenanyaggal (5 mM Mg?*-EGTA tartalma veronal pufferben - igy csak az alternativ ut aktiv),
ezaltal nem vagy kevés funkciondlisan aktiv H-faktor volt jelen a szérumban. Ezt pdtoltuk
rekombinans FH1-4 fragmentumokkal (125 nM — 1000 nM), ami a szérumban gatolja a
komplementaktivaciot. A birka vorosvérsejteket ezzel inkubaltuk. Mindkét H-faktor fragmentum
képes volt dozisfliggd modon gatolni a komplement aktivaciot a szérumban, ezéltal a birka
vorosvérsejtek felszinén is, de a mutans fragmentum kevésbé hatékonyan volt képes a
komplement aktivacio gatlasara, igy a sejteket megvédeni a lizist6l, mint a vad tipusa H-faktor
4wiosr kis mértékben tudta csak gatolni a hemolizist, mely szignifikansan nagyobb mértéki volt,

mint az FH1-4yt esetében (4.1.6/C abra).
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4.1.6. abra: A FH1-4\y0sr komplement szabalyozo aktivitasa szérumban. (A) ELISA modszerrel
ellendriztiik, hogy a monoklonalis OX24 ellenanyag (ami a H-faktor CCP 5-6s doménjét ismeri fel), amivel
a birka vorosvérsejtek lizisét kivaltottuk, felismeri-e az FH1-4y98r fehérjét. Ehhez 5 pg/ml FH1-4\7 és
FH1-4\y10sr, BSA (negativ kontroll) és H-faktort (pozitiv kontroll) immobilizaltunk. Blokkolast kovetden
0X24 ellenanyaggal, kontrollként A254 ellenanyaggal (monoklonalis anti-H-faktor ellenanyag, mely a H-
faktor CCP 1 doménjéhez ko6tddik) detektaltuk a kotédést. Harom kisérletbdl egy reprezentativ eredmény
lathato. (B) 125-1000 nM végkoncentracioban inkubaltunk birka vorosvérsejteket (2%) 15% human
szérumban, az FH1-4yt és FH1-4yeer fehérjék, 1 pg monoklonalis anti-H-faktor ellenanyag (OX24)
jelenlétében 10 mM Mg?*-EGTA veronal pufferben (igy csak az alternativ ttvonal aktiv) 30 percig 37°C-
on 400 rpm razatas mellett. A felszabadult hemoglobin mennyiségét 405 nm-en mértilk le. Harom
kisérletb6l egy reprezentativ eredmény lathatd. (C) A komplement aktivacid szérumban t6rténd
vizsgalatara 0sszehasonlitottuk az OX24 ellenanyag indukalt birka vorosvérsejtek lizisét a vad tipusu és a
mutans H-faktor fragmentumok 1 uM-os végkoncentracioja jelenlétében. Az egyik FH fragmentumot sem
tartalmazo (csak szérumot és az OX24 ellenanyagot) mintat tekintettiik 100%-nak. Az adatok négy
fiiggetlen kisérlet atlag értékeit + SD mutatjak (one-way ANOVA, *p<0,05, ***p<0,001).

Megvizsgaltuk az alternativ ut kozvetitett lizist nyal vorosvérsejteken is. A H-faktor nem képes a
nyul vordsvérsejtek felszinéhez kotddni, mert azok felszinén nincs jelen szialsav, tehat a human
szérum Onmagaban komplement-kozvetitett lizist okoz, amennyiben a nyal vordsvérsejtekkel
egylitt inkubdljuk. Azonban a mintdkhoz nagyobb mennyiségben H-faktort adva megvédi a
sejteket a lizist6l, mivel a H-faktor gatolja a szérumban a komplement aktivaciot. A nyul
vorosvérsejteket 5% human szérummal és 1 pM FH1-4y 1 és FH1-4\198r fehérjékkel inkubaltuk 5

mM Mg?*-EGTA tartalma veronal pufferben. A mutans H-faktor fragmentum ilyen magas
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koncentracioban sem volt képes megvédeni a nyal vordsvérsejteket a komplement kozetitett

lizist6l, mig az FH1-4yr erésen gatolta a sejtek lizisét (4.1.7. abra).
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4.1.7. abra: Az FH 1-4,9sr hatiasa a nyil vorosvérsejtek komplement kozvetitett lizisére. A nyul
vorosvérsejtek felszinére nem képes a H-faktor kikotddni, mert szidlsavak nem talalhatoak a felsziniikon,
illetve nem talalhaté rajtuk mas, a human komplementet gatld molekula, ezért ezeket a sejteket a
szérumban a komplement lizalhatja. Az FH1-4y0sr komplement szabalyozo aktivitasat vizsgalva 5%
komplement aktiv human szérumban az FHI1-4y /FH1-4y19er fehérjéket 1 uM végkoncentracioban
inkubaltuk a 2%-os nyul vordsvértestekkel 5 mM Mg*-EGTA tartalma veronal pufferben, 37°C-on 30
percig és a felszabadult hemoglobin mennyiségét 405 nm-en mértiik le. Az egyik H-faktor fragmentumot
sem tartalmazo (csak szérumot) mintat tekintettiik 100%-0s lizisnek. Az adatok harom fiiggetlen kisérlet
atlag értékeit = SD mutatjak (one-way ANOVA, *p<0,05, ***p<0,01).
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4.2. H-faktor alapi komplement inhibitor funkcionalis vizsgalata

4.2.1. A CRIg-lgV FH18-20 fehérje rekombindns modon torténd eldallitasa

Kutatocsoportunk kordbban eléallitotta a CRIg komplementreceptor extracellulédris IgV doménjét

(CRIg-1gV), valamint a CRIg-1gV domént és a H-faktornak a felszinek felismeréséért felelés C-
terminalis CCP 18-20 doménjeit tartalmazd hibrid fehérjét (CRIg-IgV_FH18-20) a bakulovirus

expresszids rendszerben,

pBSV-8His plazmid segitségével (4.2.1/A abra). A fehérjét Sf9

rovarsejtekkel termeltettiik és Ni?* affinitds kromatografia segitségével tisztitottuk. Az izolalt

rekombinans fehérjék tisztasagat eziistfestéssel ellendriztiik (4.2.1/B abra.) A CRIg IgV fehérje
szamitott molekula tomege 17,081 kDa, a CRIg-IgV_FH18-20 fehérje molekula tomege 38,448

kDa. A harom kiilonbozé kutatocsoport altal eldallitott mesterséges mini-H-faktor molekuldk

(166, 167, 177) sematikus abrazolasa a 4.2.1/A abran lathato.
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4.2.1. abra: A CRIg-IgV és a CRIg-IgV_FH18-20 fehérje
expresszioja. (A) A CRIg-lgV_FH18-20 hibrid fehérje
sematikus abrdzoldsa. A fehérje egyrészt a CRIg komplement
receptor extracellularis IgV doménjét és a H-faktor C terminalis
CCP 18-20 doménjeit tartalmazza. Az abran még lathaté harom
kiilonboz6 munkacsoport altal eléallitott mini-H-faktor (Mini-
FH-1 [43,3 kDa], Mini-FH-2 [44,891 kDa] és Mini-FH-3 [58,9
kDa]) komplement inhibitor fehérjék, melyeket a késobbi
kisérletekben a CRIg-IgV_FH18-20 fehérjével hasonlitottunk
Ossze (166, 167, 177). (B) A CRIg-IgV fragmentumot és a
CRIg-lgV_FH18-20 fehérjét Sf9 rovarsejtekben
expresszaltattuk, majd a fehérje felilliszot Ni** affinitas
kromatografiaval tisztitottuk. 1 ug tisztitott fehérjéket 10%-0S
akrilamid gélen futtattunk, majd eziistfestéssel ellendriztiik
tisztasdgukat, koncentraciojukat BCA kit-tel hataroztuk meg. A
molekulasuly marker a baloldalon lathaté (kDa).
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4.2.2. A CRIg-IgV_FH18-20 C3b kotdkeépessége

Megvizsgaltuk, hogy a CRIg-IgV_FH18-20 fehérje képes-e jobban kotdédni a C3b-hez, mint a H-
faktorhoz, ehhez 5 pg/ml koncentracidban immobilizaltuk a CRIg-1gV, CRIg-1gV_FH18-20 ¢és a
H-faktor fehérjéket, majd 222 nM-tdl csékkend, kilenc tagi felezé higitasban, tisztitott C3b-vel
inkubaltuk a mintdkat. A kotédott C3b mennyiségét poliklonalis HRPO-konjugalt anti-huméan C3
ellenanyaggal detektaltuk. Mind a harom fehérje dozisfiiggd modon kototte a C3b-t, de a CRIg-H-
faktor hibrid fehérje C3b-koté képessége szignifikdnsan emelkedett volt a H-faktorhoz képest
szemben a CRIg-IgV és a H-faktor fehérjékhez (4.2.2. abra).
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42.2. abra: A CRIg-lgV_FH18-20 C3b kotédés vizsgalata ELISA modszerrel. 5 pg/ml
koncentracioban immobilizaltuk mikrotitrald lemezen a H-faktor, CRIg-IgV ¢és a CRIg-lgV_FH18-20
fehérjéket. Blokkolast kovetéen DPBS-ben higitott C3b kilenctagu felez6 higitasi soraval (222 nM-t6l)
inkubéltuk a mintdkat. A kotodott C3b-t poliklondlis, HRPO-konjugalt anti-humén C3 ellenanyaggal
(1:1500 v/v%) detektaltuk. Az adatok harom fiiggetlen kisérlet atlag értékeit =+ SD mutatjak (two-way
ANOVA, *p<0,05; ***p<0,001).

4.2.3. A CRIg-lgV FH18-20 képes gatolni a zimozan indukalt komplement aktivaciot

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a CRIg-IgV_FH18-20 hibrid fehérje hatasat a terminalis ttra, 20
pg/ml zimozannal (élesztd sejtfal extraktum) aktivaltuk az alternativ utat 30% komplement aktiv
human szérum jelenlétében. A kiilonboz6 inhibitorokat (CRIg-lgV, CRIg-lgV_FH18-20, H-
faktor) ekvimolaris koncentracioban (125 - 1000 nM) adtuk a mintakhoz. Pozitiv kontrollként
zimozant alkalmaztunk inhibitorok nélkiil, negativ kontroll a csak szérumot tartalmaz6 minta
(DPBS) volt. A zimozan erdsen aktivalta a komplementet és fokozott szolubilis C5b-9 (SC5b-9)
komplexek kialakulasat indukalta a szérumban. A CRIg-IgV_FH18-20 inhibitor molekula 1 uM-
os koncentracioban hatékonyan gatolta a zimozanhoz dnmagaban valamint a H-faktorhoz képest is
a szolubilis C5b-9 komplexek kialakulasat, azaz a terminalis utat. A szolubilis C5b-9 komplex
detektalasat sC5b-9 ELISA kit (Quidel) segitségével mértiikk. A szérum egyediili alkalmazéasa az
SC5b-9 képzodés alapjelét mutatja, a zimozan pedig szignifikansan emelkedett sC5b-9 szintet
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eredményezett, melyet a CRIg-IgV_FH18-20 inhibitor fehérje szignifikansan csokkentett (4.2.3.

abra).
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4.2.3. abra: A CRIg-1gV_FH18-20 gatolja a zimozan indukalt komplement aktivaciot. 30% normal
human szérumot 20 pg/ml zimozéannal inkubaltunk 125-1000 nM CRIg-lgV, CRIg-IgV_FH18-20 ¢és H-
faktor jelenlétében vagy anélkiil 20 ul végtérfogatban 37°C-on 30 percig. A keletkezd szolubilis C5b-9
komplexek detektalasat az sC5b-9 ELISA kit-tel (Quidel) végeztiik el a gyarto utasitasa szerint. Az adatok
harom fliggetlen kisérlet atlag értékeit £ SD mutatjak (one-way ANOVA, **p<0,01; ***p<0,001). A
szignifikancia értékek a zimozan értékéhez vannak hasonlitva.

4.2.4. AmBisome, CrEL és Abelcet liposzoémalis nanogydgyszerek, illetve hordozo altal indukdlt
komplement aktivacid

Kiilonb6z6 liposzomalis (AmBisome, Abelcet) ¢€s micellaris (CrEL) gyogyszerek képesek a
komplementrendszer alternativ utvonalat aktivalni és képesek a komplement aktivacidhoz kdtédo
pszeudoallergias reakcié (CARPA) kivaltasara (178, 179). A CARPA reakcio soran a vérbe keriilo
nanogyogyszerek aktivaljdk a komplementrendszert, a képz6dé C3a és CS5a anafilatoxinok
stimulaljak a hizosejteket és bazofil granulocitdkat a felsziniikon expresszalodo C3a- és CSa
receptoraikon. A sejtaktivacié hatdsara kiilonboz0 medidtorok szabadulnak fel a sejtek
granulumaib6l  (pl.:  hisztamin, tromboxdn, prosztaglandinok), melyek kiilonb6zd
kardiopulmonaris valtozasokat idézhetnek el6 (180). Nemrég kutatocsoportunk leirta, hogy a H-
faktor illetve a mesterséges H-faktor alapt inhibitor (mini-H-faktor) képes a CrEL és az
AmBisome indukalt CARPA reakcio gatlasara (181). A mi vizsgalatainkban 60% komplement
aktiv human szérumot 20 mg/ml AmBisome (4.2.4/A abra) ¢és 10,54 mg/ml CrEL (micellaris
hordozoanyag) (4.2.4/B abra) lioposzomakkal inkubaltuk mintdinkat 1,3 uM CRIg-CRIgV,
CRIg-CRIgV_FH18-20 és H-faktor jelenlétében. Ezen kiviil egy masik kisérletben 196 pg/ml
Abelcet liposzomalis gyodgyszert a harom kiilonboz6 kutatocsoport altal eldallitott mini-H-
faktorok (166-168) és a két CRIg molekula 1 puM-tol kiinduld, otttagn felezé higitasaval
inkubaltuk 25 ul végtérfogatban 37°C-on 30 percig a 3.13. fejezetben leirt moédon (4.2.4/C abra).
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4.2.4. abra: A CRIg-lgV_FH18-20 szignifikansan gatolja a nanogyodgyszerek 4altal indukalt
komplement aktivaciot. 60% komplement aktiv human szérumot 1,3 uM CRIg-lgV; CRIg-lgV_FH18-20
¢s H-faktor inhibitorokkal valamint az (A) AmBisome liposzomaval és (B) CrEL micellaval inkubaltuk 45
percig 37°C-on, majd ezt kovetéen a kialakult sC5b-9 mennyiséget az SC5b-9 ELISA kit (Quidel)
segitségével mértiik. Az adatok (A, B) harom fiiggetlen kisérlet atlag értékeit = SD mutatjak (one-way
ANOVA, *p<0,05). (C) 60 % komplement aktiv human szérumot Abelcet liposzomaval valamint
kiilonb6z6 komplement inhibitorok ottag felezd higitasi soraval (0,0625-1 pM) egyiitt inkubaltuk 45
percig 37°C-on, majd ezt kovetben a kialakult sC5b-9 mennyiséget a sC5b-9 ELISA kit (Quidel)
segitségével mértiik. Az adatok (C) két fiiggetlen kisérlet atlag értékeit £ SD mutatjak (two-way ANOVA,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

4.2.5. A CRIg-lgV FH18-20 megvédi a sajat sejteket a komplement medidlt lizistol

Megvizsgaltuk milyen hatassal van a CRIg-IgV_FH18-20 inhibitor fehérje a sajathoz hasonlo
sejtek védelmére, ehhez kiilonb6z6 hemolizis esszéket alkalmaztunk. Kisérleteinkhez nyul- és
birkavorosvérsejteket hasznaltunk. A hemolizis rendszerek 4altalanos bemutatdsit ¢€s a
kisérletekben hasznalt sejtek jellemzdit a 4.1.5. fejezetben illetve a 3.12. fejezetben mutattam be.

A birka vorosvérsejtek felszinén levd sziadlsav molekuldkhoz a H-faktor képes kotddni, ezzel
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megvédve a sejteket a lizist6l. A birka vorosvérsejtek lizisét a H-faktor CCP 5-6s doménjéhez
kotédé OX24 monoklonalis ellenanyaggal (4.2.5/A abra) valamint a H-faktor CCP 20-as
doménjéhez kotédé C18 monoklonalis ellenanyaggal indukaltuk (4.2.5/B abra). Az OX24
ellenanyag a H-faktorhoz a CCP 5-6s doménjén keresztiil képes kot6dni, ezaltal nem engedi, hogy
a H-faktor a sejteket megvédje a lizist6l, aminek kovetkeztében a sejtek lizalodnak. A C18
ellenanyag a H-faktor CCP 20-as doménjéhez képes kotddni, ezaltal megakadalyozza a H-faktor

sejtekhez kotodését, a sejtek lizisét okozva.
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4.2.5. abra: A CRIg-1gV_FH18-20 megvédi a vorosvérsejteket a komplement kozvetitett lizist6l. 250
nM végkoncentracioban inkubaltuk a H-faktor, CRIg-lIgV, CRIg-IgV_FH18-20 fehérjéket 5% komplement
aktiv human szérum, 1 pg (A) OX24 vagy (B) C18 monoklonalis anti-human H-faktor ellenanyag és 2%
birka vorosvérsejt jelenlétében 10 mM Mg>-EGTA veronal pufferben (csak az alternativ ttvonal aktiv) 30
percig 37°C-on 400 rpm razatas mellett. A felszabadult hemoglobin mennyiségét 405 nm-en mértiik le. A
csak szérumot és a monoklonalis ellenanyagot tartalmazé mintat tekintettiik 100%-nak. Az adatok 6t (A)
illetve négy (B) fiiggetlen kisérlet atlag értékeit £ SD mutatja (one-way ANOVA, **p<0,01, ***p<0,001).

A komplement aktivacio gatlasara a birka vordsvérsejteket 5% komplement aktiv human szérum
jelenlétében a CRIg-lgV, CRIg-IgV_FH18-20 és a H-faktor fehérjékkel inkubaltuk 250 nM
végkoncentracioban. A CRIg-IgV_FH18-20 mind az OX24, mind a C18 monoklondlis
ellenanyagokkal indukalt lizist képes volt szignifikansan gatolni. Ezek a monoklonalis
ellenanyagok a H-faktor N- és C-terminalisahoz kdt6d6 autoantitestek miikodését is utanozzak. A
pozitiv kontrollként hasznalt H-faktor a hibrid fehérjénél hatékonyabban védte meg a sejteket a
lizistél. A CRIg-IgV_FH18-20 birka vorosvérsejtekhez kotddését Western-blot segitségével
detektaltuk (4.2.6. abra).
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4.2.6. abra: A CRIg-1gV_FH18-20 kitédése a birka vorosvérsejtekhez. A birka vorosvérsejteket 10
mM Mg®*-EGTA veronél pufferben, 5% komplement aktiv huméan szérummal, illetve a szérumhoz adott 1
uM rekombinans CRIg-1gV vagy CRIg-IgV_FH18-20 jelenlétében inkubaltuk. Pozitiv kontrollként 250
nM H-faktort adtunk a sejtekhez. A birka vordsvérsejteket mostuk majd lizaltuk, és a lizatumokat 10%-0S
SDS-PAGE-val szeparaltuk. A sejtekhez kotddott CRIg-lgV_FH18-20-t (A) kecske anti-H-faktor
antiszérummal valamint (B) nyul anti-CRIg antiszérummal detektaltuk. Jol lathaté a H-faktor (150 kDa) és
a CRIg-IgV_FH18-20 (38 kDa) sejtekhez kotodése. Két kisérletbdl egy reprezentativ blot lathato.

Megvizsgaltuk az alternativ Ut kozvetitett lizist nyul vordsvérsejteken is. Ahogy kordbban
emlitettem, a H-faktor nem képes a nyul vordsvérsejtek felszinéhez kotddni, mert azok felszinén
nincs jelen szidlsav, tehat a human szérum Onmagéaban lizist okoz, amennyiben a nyul
vorosvérsejtekkel egylitt inkubaljuk. A nyual vordsvérsejteket 5% komplement aktiv human
szérummal és 120-480 nM koncentracioban CRIg-1gV, a CRIg-lgV_FH18-20 ¢és H-faktor
fehérjékkel inkubaltuk. A hibrid CRIg inhibitor molekula csak 480 nM koncentracidban fejtett ki
szignifikans gatlast, képes volt megvédeni a nyul vordsvérsejteket a komplement kozvetitett

lizist6l, mig a CRIg-IgV egyaltalan nem mutatott gatlast (4.2.7. abra).
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4.2.7. abra: A CRIg-1gV_FH18-20 komplement szabalyozo6 aktivitasa nyul vorosvérsejteken. A nyul
vorosveérsejteket 5% komplement aktiv humén szérummal inkubaltuk. A nyul vorosvérsejtek felszinére
nem képes a H-faktor kikotddni, mert szialsavak nem talalhatoak a felsziniikon, ezért ezek a sejtek a
szérumban talalhatd komplement komponensekkel lizalhatoak. A CRIg-IgV_FH18-20 komplement
szabalyoz6 aktivitasat vizsgalva szérumban a CRIg-1gV, CRIg-IgV_FH18-20, H-faktor fehérjéket 120-480
nM végkoncentracioban inkubaltuk a 2%-os nyul vordsvérsejtekkel 37°C-on 30 percig, majd a felszabadult
hemoglobin mennyiségét 405 nm-en mértiik le. A csak szérumot tartalmazé mintat tekintettitk 100%-nak.
Az adatok harom filiggetlen kisérlet atlag értékeit + SD mutatjak (one-way ANOVA, *p<0,05).
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4.3. Az FHR-B funkcionalis vizsgalata
4.3.1. Az egér FHR-B rekombinans fehérje elGallitasa

Kutatocsoportunk korabban mar eléallitotta az FHR-B fehérjét éleszt6 expresszios rendszerben, de
a fehérje erés glikozilaltsiga miatt sziikséges volt a glikan lancok eltavolitasa (118). Ezért a
munkacsoportunk az FHR-B szekvencidjat atklonozta a bakulovirus expresszios rendszerhez
alkalmazhato pBSV-8His plazmidba. A fehérjét Sf9 rovarsejtekkel termeltettitk és Ni** affinitas
kromatografia segitségével tisztitottuk. A tisztitott fehérje tisztasagat eziistfestéssel ellendriztiik

(4.3. 1. abra.) A fehérje szamitott molekulatomege 38,378 Da.
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4.3.1. abra: Az egér FHR-B rekombinans médon torténé elallitasa és tisztitasa. (A) Az egér FHR-B
fehérje és az egér H-faktor sematikus abrazoldsa. Az egér H-faktor 20 CCP doménbdl épiil fel, N-
terminalis doménjei hasonldoan a human H-faktorhoz szabalyozé funkcidval birnak, mig a C-terminalis
doménjei kiilonbozo felszinekhez és ligandumokhoz vald kotddésért felelnek. (B) Az egér FHR-B fehérjét
Sf9 rovarsejtekben expresszéltattuk, majd a fehérje feliiliiszot Ni** affinitas kromatografiaval tisztitottuk. 1
pg tisztitott fehérjét 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattunk, majd a tisztasagot eziistfestéssel
ellendriztiik, a koncentraciot BCA kit-tel hataroztuk meg. A molekulastly marker a baloldalon lathato
(kDa).

4.3.2. Az egér FHR-B képes human C3b-t kotni és kompetalni a huméan H-faktorral

Kutatocsoportunk kordbban kimutatta, hogy az FHR-B szérumbdl és az élesztdben termeltetett
rekombinans FHR-B is képes a human C3b-hez kotddni (118). Az egér H-faktor és annak C-
terminalis fragmentuma (CCP 18-20) mind az egér- és mind a human C3b-t kototte (164). Ezeket
a korabbi eredményeket alapul véve, és mivel nem allt rendelkezésiinkre egér C3b, megvizsgaltuk
a rovarsejtekben termelt egér FHR-B fehérje és a huméan C3b fehérje kozotti kdlcsonhatast ELISA
rendszerben. Az egér FHR-B ¢és az egér FH15-20 fehérjéket, valamint negativ kontrollként HSA-t
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immobilizaltunk. A kotodott tisztitott human C3b mennyiségét HRPO-konjugalt anti-human C3
ellenanyaggal detektaltuk (4.3.2/A abra). Mindkét egér fehérje kototte a human C3b-t, ezzel
megerdsitettiik az FHR-B C3b-vel vald kolcsonhatasat leird korabbi eredményt. A C3b ezen

kisérleti koriillményekben jobban kotddott az FHR-B-hez, mint az egér FH15-20-hoz.

Mivel néhany human FHR fehérjérdl kordbban kimutattak, hogy a C3b kotddésért kompetal a H-
faktorral (80, 109), ezért ELISA rendszerben megvizsgaltuk, hogy az egér FHR-B is képes-e
kompetalni a H-faktorral. 5 pg/ml koncentracidban immobilizaltuk a human C3b-t, majd a human
H-faktor kotédését monoklonalis anti-H-faktor (A254) ellenanyaggal detektaltuk az FHR-B
jelenlétében vagy anélkiil. Az A254 ellenanyag a H-faktor CCP 1-et képes felismerni, ezaltal az
FHR-B-t nem ismeri fel. Az FHR-B C3b kotoképességének kovetkeztében, FHR-B jelenlétében a
human H-faktor C3b kotése csokkent volt (4.3.2/B abra), tehat az egér FHR-B is képes
kompetalni a H-faktorral a C3b kotddésért.
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4.3.2. abra: Az FHR-B képes C3b-t kotni és kompetalni a H-faktorral. (A) Human C3b kotddése
rekombinans FHR-B-hez és egér FH15-20-hoz. 5 ng/ml FHR-B-t, egér FH15-20-at és negativ kontrollként
HSA-t immobilizaltunk, majd blokkolast kovetéen 10 ug/ml tisztitott human C3b-vel inkubaltuk a
mintakat. A kotodott C3b-t HRPO-konjugalt kecske poliklondlis anti-human C3 ellenanyaggal (1:1500
v/v%) detektaltuk. Az adatok ot fiiggetlen kisérlet atlag értékeit + SD mutatjak (one-way ANOVA,
*p<0.05, ***p<0,01). (B) 5 pg/ml human C3b-t immobilizaltunk mikrotitralé lemezen, majd blokkolast
kovetden 20 pg/ml végkoncentracioban human H-faktorral és 40 pg/ml végkoncentracioban FHR-B-vel
vagy anélkiil inkubaltuk a mintakat 45 percig szobahémérsékleten. A kotddott H-faktort monoklonalis anti-
human H-faktor ellenanyaggal (A254) majd HRPO-konjugalt kecske anti-egér immunglobulinnal
detektaltuk. Az adatok négy fiiggetlen kisérlet atlag értékeit = SD mutatjak (parositott t-teszt, *p<0,05)

4.3.3. Az egér FHR-B képes aktivalni az alternativ komplementutat

Az FHR fehérjék nem tartalmaznak a H-faktor N terminalisaval homolog regulator doméneket, de
korabban leirtdk, hogy a humén FHR-1, FHR-4 és FHR-5 fehérjék kotik a C3b-t, ezaltal lehetdvé
teszik a felsziniikon az alternativ it C3bBb konvertazanak felépiilését (104, 105). Ezért
megvizsgaltuk, hogy az egér FHR-B felszinén is ki tud-e épiilni a funkciondlisan aktiv C3
konvertaz. Ehhez 5 pg/ml FHR-B-t, pozitiv kontrollként FHR-4B és C3b-t, negativ kontrollként
BSA-t immobilizaltunk. Blokkolast kdvetden 10 pg/ml C3b-t adtunk, majd tisztitott konvertaz
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komponensek: human FB, FD, FP jelenlétében vagy anélkiil inkubaltuk a mintakat. A felépiilt
konvertdzt anti-human B-faktor ellenanyaggal detektaltuk. Az FHR-B-n szignifikdns
mennyiségben épiilt fel az alternativ ut C3bBb konvertdza, ahogy a pozitiv kontrollként hasznalt
fehérjéken, az FHR-4B-n és a C3b-n is. Azon mintak esetében, ahova a tisztitott konvertaz
komponenseket nem adtuk, ott nem tudtunk konvertiz kiépiilést detektalni (4.3.3/A abra).
Megvizsgaltuk, hogy az FHR-B-n felépiilt C3 konvertdz funkciondlisan aktiv-e. Ehhez a fent leirt
kisérletet ismételtiik meg, és a konvertaz felépitését kovetéen 10 pg/ml human C3-at adtunk a
mintakhoz, majd a konvertaz C3 altali hasitasa soran képz6dott C3a mennyiségét mértikk meg C3a
ELISA kit segitségével. Hasonloan az FHR-1, FHR-4A ¢és FHR-5 fehérjékhez, az FHR-B-n
felépiilt C3bBb konvertaz is képes a C3 molekulat C3b és C3a fragmentumokra hasitani (4.3.3/B

abra).
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4.3.3. abra: Az FHR-B fehérjén képes felépiilni az alternativ at C3 konvertaza. (A) FHR-B-n a C3bBb
konvertaz felépiilése. 5 pg/ml rekombinans FHR-B, human FHR-4B (FHR-4), C3b (pozitiv kontroll) és
BSA (negativ kontroll) fehérjéket immobilizaltunk 96-lyukiit Nunc mikrotitrald lemezen. Blokkolast
kovetéen 10 pug/ml human C3b-vel inkubaltuk a mintadkat 37°C-on egy oran at. A C3bBb konvertazt
tisztitott komponensekbdl [B-faktor (2 pg/ml), D-faktor (0,1 pg/ml) és properdin (4 pg/ml)] épitettiik fel
37°C-on 30 percig. A felépiilt alternativ ut C3 konvertazt poliklonalis kecske anti-human B-faktor és
HRPO-konjugalt nyul anti-kecske immunglobulinnal detektaltuk. Az adatok négy fiiggetlen kisérlet atlag
értékeit = SD mutatjak (one-way ANOVA, ***p<0,001). (B) A konvertaz aktivitasanak detektalasahoz a
felépiilt konvertazhoz 10 pg/ml tisztitott human C3-at adtunk és 37°C-on egy orat inkubaltuk, majd a
feliiluszoban keletkez6 C3a mennyiségét C3a ELISA kit (Quidel) segitségével mértilk meg a gyarto
utasitasa alapjan. Az adatok négy filiggetlen kisérlet atlag értékeit + SD mutatjak (one-way ANOVA,
***p<0,001).

Ez utan megvizsgaltuk, hogy milyen hatéssal van az FHR-B a komplementaktivaciora szérumban.
Ehhez 5 pg/ml-ben immobilizaltuk az FHR-B-t, negativ kontrollként pedig BSA-t. Majd 10%
komplement aktiv egér szérumot adtunk a mintdkhoz 5 mM Mg?*-EGTA tartalma DPBS-ben (igy
csak az alternativ ut aktiv) vagy 20 mM EDTA-DPBS-ben (egyik komplement ut sem miikodik, a
komplement aktivacio gatolt). Az egér C3 fragmentumok lerakodasat HRPO-val konjugalt anti-
egér C3 ellenanyaggal detektaltuk. Az immobilizdlt FHR-B-n szignifikdns C3 fragmentum
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lerakodast tapasztaltunk az 5 mM Mg2+-EGTA tartalmu pufferben, szemben a negativ kontroll
BSA-val illetve az EDTA-t tartalmaz6 pufferrel (4.3.4. abra).
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4.3.4. abra: Az FHR-B képes a komplementrendszer alternativ ttvonalat aktivalni. 5 pg/ml
rekombinans FHR-B-t, negativ kontrollként BSA-t immobilizaltunk, majd 5 mM Mg*-EGTA-DPBS-ben
vagy 20 mM EDTA-DPBS-ben higitott 10% komplement aktiv egér szérummal inkubaltuk a mintakat
37°C-on 30 percig. Az egér C3 fragmentumok lerakodasat HRPO-konjugélt anti-egér C3 ellenanyaggal
(1:1000 v/v%) detektaltuk. Az adatok harom fiiggetlen kisérlet atlag értékeit £ SD mutatjak (one-way
ANOVA, ***p<0,001).

4.3.4. Az FHR-B noveli a komplement aktivacidt pentraxinokon és az extracellularis matrixon

Korabbi eredmények szerint a human FHR-1 és a H-faktor C-terminalis doménjei valamint a H-
faktor CCP 7-es doménje részt vesz a PTX3 kotésben (49), (73-74), ezért ELISA moddszerrel
megvizsgaltuk, hogy az egér FHR-B is képes-e PTX3-at kotni. Ehhez 5 ug/ml FHR-B-t
immobilizaltunk, majd 5 pg/ml egér PTX3-mal inkubaltuk a mintakat. A kot6dott PTX3
mennyiségét biotinilalt anti-egér PTX3 ellenanyaggal detektaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a PTX3
képes az FHR-B-hez kotddni, hasonléan a human C1q-hoz, amit pozitiv kontrollként, mig a BSA-

hoz nem, amit negativ kontrollként hasznaltunk (4.3.5/A abra).

Nemrégiben kimutattak, hogy néhany human FHR fehérje kompetitiv inhibitora a H-faktornak
bizonyos ligandumokon, példaul C3b-n, pentraxinokon és az extracellularis matrixon (80, 93,
109). Ezért megvizsgaltuk, hogy az FHR-B képes-e pentraxinokon és extracellularis matrixon a
C3 depoziciot megnovelni, azaz képes-e aktivalni a komplementet ezeken a felszineken. Ehhez
egér PTX3-at immobilizaltunk, majd 10% komplement aktiv egér szérummal, 10 pg/ml FHR-B
jelenlétében vagy anélkiil inkubaltuk a mintdkat és a lerakodott C3 fragmentumok mennyiségét
HRPO-val konjugalt anti-egér C3 ellenanyaggal detektaltuk. Csak az alternativ ut aktivacigjat
megengedd 5 mM Mg**-EGTA-t tartalmazé DPBS-ben higitott szérum szignifikdnsan megnovelte
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a C3 fragmentumok lerakodasat PTX3-on, mig az EDTA-DPBS-ben higitott szérum és az FHR-B
nem aktivalta a komplementet (4.3.5/B abra). Hasonloképpen, az FHR-B az egér CRP-n és az
egér extracellularis matrix extraktumon (Matrigel) is képes volt szignifikdnsan megnovelni a C3
fragmentumok lerakodasat (4.3.5/B. abra). Az egér szérumot EDTA-DPBS-ben higitva a
komplement aktivacio nem indult el, azaz az FHR-B Onmagaban nem novelte meg a C3

fragmentumok lerakodasat.

A B
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4.3.5. abra: Az FHR-B kotodik egér PTX3-hoz és a C3 lerakédast megnoveli pentraxinokon és
Matrigel-en. (A) 5 ug/ml rekombinans FHR-B, C1q (pozitiv kontroll) és BSA (negativ kontroll) fehérjéket
mikrotitrald lemezre immobilizaltunk, majd blokkolast kovetéen 5 pg/ml egér PTX3-mal inkubaltuk a
mintakat. A kotodott egér PTX3-at biotinilalt anti-egér PTX3 ellenanyaggal (1:1000 v/v%) majd HRPO-
konjugalt streptavidin segitségével (1:1000 v/v%) detektaltuk. Az adatok harom fliggetlen kisérlet atlag
értékeit + SD mutatjak (one-way ANOVA, **p<0,01, ***p<0,001). (B) Nunc mikrotitralo lemezen
immobilizaltunk 5 pg/ml egér PTX3-at és egér CRP-t, valamint 1:30 aranyban higitott Matrigel-t (egér
extracellularis matrix extraktum) DPBS-ben. Blokkolast kovetden 5 mM Mg**-EGTA- vagy 20 mM
EDTA-DPBS-ben higitott 10% komplement aktiv egér szérummal inkubaltuk a mintakat 10 pg/ml FHR-B
vagy 10 pg/ml HSA (negativ kontroll) hozzaadasaval vagy nélkiile 37°C-on 30 percig. Az egér C3
fragmentumok lerakodasat HRPO-konjugalt anti-egér C3 ellenanyaggal (1:1000 v/v %) detektaltuk. Az
adatok harom fliggetlen kisérlet atlag értékeit = SD mutatjak (one-way ANOVA, ***p<0,001).

A komplement aktivaciot human koldokzsinorvéna endotél sejtek (HUVEC) altal termelt
extracellularis matrixon is megvizsgaltuk. A HUVEC sejteket, miutan eltavolitottuk az altaluk
termelt extracellularis matrixrol, Ca®*-Mg**-tartalmi DPBS-ben higitott 10%-0s komplement
aktiv egér szérummal inkubaltuk. Kismértéki C3 depoziciot tapasztaltunk, melyet a szérumhoz
adott rekombinans FHR-B szignifikdnsan megndvelt, mig a negativ kontrollként adott HSA nem

(4.3.6/A.abra).
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4.3.6. abra: Az FHR-B képes az extracellularis matrixon aktivalni a komplementet. A HUVEC
sejteket zselatinnal fedett 96-1yukt lemezen tenyésztettiik 7 napig. A sejtek 20 mM EDTA-DPBS-sel valo
eltavolitasa utan az ECM fehérjéket nem tartalmazo feliiletrészt BSA-oldattal blokkoltuk. Ezt kdvetden (A)
Ca®*-Mg?*-tartalmi DPBS-ben vagy (B) 5 mM Mg*-EGTA tartalmu DPBS-ben higitott 10% komplement
aktiv egér szérummal inkubaltuk a mintakat 37°C-on 30 percig 5- és 10 pg/ml FHR-B vagy 10 pg/ml HSA
(negativ kontroll) hozzaadasaval vagy anélkiil. Tovabbi negativ kontrollként 20 mM EDTA-DPBS-ben
higitott egér szérumot adtunk a mintakhoz, mellyel gatoltuk a komplement aktivalasat. Az egér C3

crcr

harom fliggetlen kisérlet atlag értékeit = SD mutatjak (one-way ANOVA, *p<0,05 ***p<0,001).

Hasonloképp, a HUVEC-ECM-et 5 mM Mgz+-EGTA tartalma pufferben higitott 10%

komplement aktiv egér szérummal inkubaltunk. Ekkor csak a komplementrendszer alternativ utja

crer

adott HSA nem (4.3.6/B. abra). Az FHR-B tehat képes a HUVEC sejtek altal termelt

extracellularis matrixon az alternativ komplementutat aktivalni.

4.3.5. Az FHR-B noveli a komplement aktivaciot nekrotikus sejteken

Leirtak, hogy a H-faktor (56) és egyes human FHR fehérjék (104) képesek a nekrotikus sejtek
felszinéhez kotddni és ott megndvelni a C3 depozicidt. Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy
az egér FHR-B is képes-e erre, nekrotikus Jurkat T-sejteken és egér A20, érett fenotipusu B-
sejtvonalon vizsgaltuk a C3 depoziciot. E16szor aramlasi citofluorimetriaval (FACS) megnéztiik,
hogy az egér rekombinans FHR-B képes-e a nekrotikus Jurkat sejtekhez kotddni. 20 pg/ml
rekombinans FHR-B-vel inkubaltuk a hékezeléssel nekrotizalt Jurkat sejteket. Specifikus FHR-B
kotodést tapasztaltunk a Jurkat sejtekhez (4.3.7/A abra).
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4.3.7. abra: Az FHR-B kotodik nekrotikus sejtekhez és megnoveli a C3 fragmentumok lerakodasat
szérumbél. (A) 20 pg/ml (~0,5 uM) FHR-B kotédését nekrotikus Jurkat sejtekhez aramlasi
citofluorimetriaval (FACS) vizsgaltuk, az FHR-B sejtekhez valo kotddését SC2 monoklonalis anti-egér H-
faktor ellenanyaggal detektaltuk. Két kisérletbdl egy reprezentativ eredmény lathato. Nekrotikus Jurkat T
sejtek (B) és nekrotikus A20 egér B sejtek (C) 20 % komplement aktiv egér szérummal lettek inkubalva 20
pg/ml FHR-B jelenlétében vagy anélkiil 30 percig 37°C-on. Mosast kovetden a komplement aktivaciot
FACS-on vizsgaltuk FITC-el konjugalt egér C3 specifikus ellenanyaggal. Két kisérletbdl egy reprezentativ
eredmény lathatd. (D) A nekrotizalast propidium-jodid festéssel ellendriztiik mindkét sejttipuson. Az abran
az A20 sejtek nekrotizalasanak ellendrzésének egy reprezentativ eredménye lathato.

A nekrotikus sejtek opszonizaciojanak vizsgalatakor a nekrozist szintén hékezeléssel indukaltuk
Jurkat T-sejteken és egér A20, fenotipusos B-sejteken. A nekrotikus sejteket 20% komplement
aktiv egér szérummal inkubéltuk 20 pg/ml rekombinans FHR-B jelenlétében vagy anélkiil. A C3
fragmentumok lerakodasat FITC-el konjugalt anti-egér C3 ellenanyaggal detektaltuk aramlasi
citofluorimetriaval. Mindkét esetben a szérumkezelést kovetden C3 depoziciot tapasztaltunk
Osszehasonlitva az EDTA-t is tartalmazd szérum mintaval, ahol nem indult el a komplement
aktivacio. Az FHR-B jelenléte pedig tovabb ndvelte a C3 fragmentumok lerakodasat (4.3.7/B, C
abra). Egy masik kutatocsoport eredményeink megjelentetését kovetden szintén kimutatta, hogy
egér vese proximalis tubulus sejtvonalon (TEC) és human retina pigment epitél (ARPE-19)

sejtvonalon az egér FHR-B képes a komplementet aktivalni és megnovelni a C3 depoziciot (183).
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4.3.6. FHR-B képes a sajathoz hasonloé sejtek lizisét indukalni

Végiil kivancsiak voltunk arra, hogyan befolyasolja az FHR-B a komplement kozvetitett
hemolizist. Ehhez birka vorosvérsejteket hasznaltunk. A sejteket komplement aktiv egér
szérummal rekombinans FHR-B jelenlétében vagy anélkiil inkubaltuk. Az FHR-B dézisfiiggd
lizist indukalt a birkavorosvérsejteken (4.3.8/A abra). Kontrollként egér FH15-20 fragmentumot
hasznaltunk, mely csak kismértékben volt képes lizist indukélni. Kordbban kimutattdk, hogy az
FH15-20-at szérumhoz adva a birka vordsvérsejtek lizisét indukalja a H-faktor kotddés gatlasa
miatt (78). A H-faktor leszoritasa révén az FHR-B is gatolhatja a sajat sejtek komplement medialt
lizissel szembeni védelmét. Az egér FHR-B birka vordsvérsejtekhez kotddését Western-blot

segitségével detektaltuk (4.3.8/B abra).

Birka vorosvérsejt

>
W

lizatum
<& < <& &o&Q
a3 N O S o
g 1.25+ Ak 61:0‘ Q\)(\e 6‘9‘ 6‘@3@‘
2 Hl FHR-B **_*
% 1.004 FH15-20 - (kDa)
5]
- 180 s
o 140 m—m
5
= 95
= 72 m—
3
© 55 m—
€
P l 4 m— FHR-B (38 kDa)
& s & 0,5 1,0 2,0 —
LS
< 2
9 26 m—

Szérum + FHR-B/FH15-20 (uM)

4.3.8. abra: Az FHR-B komplement kozvetitett lizist indukal birka vorosvérsejteken. (A) 2% birka
vorosvérsejtet 10 mM Mg?*-EGTA tartalmi veronal pufferben inkubaltunk 20% komplement aktiv egér
szérum jelenlétében O6nmagaban, vagy a szérumhoz novekvd koncentracioban adott rekombinans egér
FHR-B ¢és egér FH15-20 jelenlétében 30 percig 37°C-on. A felszabadult hemoglobin mennyiségét 405 nm-
en mértiik le. Az abra harom fliggetlen kisérlet atlag értékeit + SD mutatjak (two-way ANOVA, **p<0,01,
***p<0,001). (B) Az FHR-B kétddése a birka vorosvérsejtekhez. A birka vorosvérsejteket 10 mM Mg~
EGTA tartalmu veronal pufferben, 20% komplement aktiv egér szérummal, illetve 0,5 uM rekombinans
FHR-B jelenlétében vagy anélkiil inkubaltuk. A birka vordsvérsejteket mostuk majd lizaltuk, és a
lizatumokat 10%-0s SDS-PAGE-val szeparaltuk. A sejtekhez kotddott FHR-B-t az 5C2 jeld, anti-egér H-
faktor monoklonalis ellenanyaggal detektaltuk. A bal oldali minta 1:50 aranyban higitott egér szérum
futtatasaval és az 5C2 antitesttel vald eldhivasaval késziilt; jol lathato az egér H-faktor és az FHR-B
kotodése a sejtekhez (kb. 150 kDa) és FHR-B (kb. 40 kDa); a rekombinans FHR-B a nativ molekulahoz
képest (feltehetoen glikozilacios kiilonbség miatt) kissé eltérd sebességgel halad a gélben, ezért annal
kisebb molekulatomegiinek latszik. Két kisérletbdl egy reprezentativ blot lathato.
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5. Diszkusszié:

Doktori dolgozatomban tobb iranybdl megkozelitve vizsgaltuk a H-faktor molekulacsalad egyes
tagjainak szerepét a komplementrendszer aktivaldédasaban, szabalyozasdban normal és patologias
vonatkozasokban is. Egyrészt megvizsgaltuk egy betegség asszocialt H-faktor mutacio
funkciondlis kovetkezményeit kiilonb6zé komplement aktivacios esszékben. Masrészt egy
potencialisan terapias lehetdséggel biro, CRIg-H-faktor alapu hibrid komplement inhibitor
molekula funkcionalis vizsgalatat végeztiik el. Harmadrészt az ez idaig kevéssé tanulméanyozott
egér FHR-B fehérjének a szerepét vizsgaltuk: a komplementrendszer kdzponti molekuldjaval, a

C3b-vel, tovabba kiilonb6zé pentraxinokkal, extracellularis matrixszal, nekrotikus sejtekkel valo

crer

5.1. A H-faktor W198R mutacié funkcionalis vizsgalata:

A komplementrendszer alternativ utvonalanak hibas miikodése, valamint a CFHR génklaszterben
kialakuld6 mutéaciok és génatrendezddések kiilonb6zd betegségekkel lehetnek Osszefiiggésben
(184). A legtobb funkcionalisan karakterizalt H-faktor mutacio jelenleg olyan aminosavcsere,
mely a fehérje C-termindlisat érinti és relative kevés olyan mutdciot vizsgaltak meg
funkcionalisan, melyek a H-faktor CCP 1-4 doménjeiben vannak (185). Azok a mutaciok és
autoantitestek, melyek a H-faktor C-terminalisat érintik elsdsorban aHUS-sal asszocialtak, mig
azok, melyek a fehérje N-termindlis CCP 1-4 doménjeit érintik C3G betegség kialakitdsaban
jatszanak szerepet (186), (147). Az N-terminalis H-faktor mutaciok miatt az alternativ ut

abnormalis mitkodése kiilonb6z6 betegségekkel lehet sszefliggésben.

Doktori munkdm sordn megvizsgaltam a H-faktor WI198R mutdcié okozta funkcionalis
kovetkezményeket 0sszehasonlitva a rekombinans vad tipusu és a mutacidt hordozé komplement
szabalyozo H-faktor doméneket (CCP 1-4). Az aminosavcserés mutacio a komplement szabalyozo

aktivitas erds csokkenését eredményezte.

A H-faktor fontos szerepet jatszik a komplementrendszer, elsésorban az alternativ Ut
szabalyozasaban a plazmaban illetve kiilonboz6é felszineken, pl.: a vese glomerularis
alapmembranjan (187). A H-faktor deficienciaja, illetve ebbdl kdvetkezéen a szabalyozatlan
alternativ Ut aktivacio kiilonb6z6 betegségek kialakulasahoz vezethet az aHUS-t6l a C3G-ig (188),
(145). A H-faktor alacsony szintje, teljes hianya a plazmabdl vagy a H-faktor funkcionalis
inaktivitasa a glomerulusokban allandé C3 fragmentum lerakodast eredményez és altalaban C3G-
ként jelentkezik (163), (172). A W198R N-terminalis H-faktor mutacié egymast kovetéen elobb
glomerulonefritiszként (valosziniileg C3G-ként), majd ugyanabban a betegben aHUS-ként
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jelentkezett. A betegben a WI198R mutacido heterozigdta formaban van jelen; a H-faktor
mennyiségi hianyat nem eredményezte, mert a beteg szérumaban mért H-faktor szérumszint
normalis tartomanyban volt. A vad tipusi és a mutdns H-faktor allélek eltérd modon torténd
expresszalodasat nem volt lehetséges meghatarozni. Azonban a részleges funkcionalis H-faktor
deficiencia a mutans fehérje in vitro jellemzésébdl adodik (4.1.4-4.1.7. abra). A korabbi in silico
vizsgalat a mutdcié karos hatasat josolta, a hemolitikus vizsgalat a beteg széruménak jelenlétében
rendellenesen, de nem drasztikusan, megemelte a birka vordsvérsejtek lizisét (170). Vizsgalataink
soran a mutans fehérje C3b kotoképessége erdsen csokkent volt (4.1.4. abra). Az ELISA-hoz
hasonlitva az SPR-rel végzett mérés sordn az FH1-4wi9gr egyaltalan nem kototte a C3b-t. A két
vizsgalati eljaras soran tapasztalt kiilonbség oka valdsziniileg a kiilonbozo feliileteken a fehérjék
eltérd stirtisége, a kiillonbozo pufferek (az ionerdsség hasonlod volt, az SPR kisérletekben a DPBS
puffer 0,005% Tween-20 detergenst tartalmazott) valamint az SPR mérés soran az immobilizalt
fehérje és az analit (C3b) kozti rovidebb érintkezési id6 (300 masodperc), szemben az ELISA
modszernél alkalmazott hosszabb inkubacios id6vel (1 ora), és a C3b-t tartalmazd puffer &ramlasa
az SPR esetében. Az ELISA-ban a hosszabb inkubécios id6 és az egyensulyi allapot lehetévé teszi
az alacsony affinitasi FH1-4y198r-C3b komplexek kimutathatd mennyiségének kialakulasat,
amelyet az SPR mérés szigoru feltételei nem tesznek lehetdvé. Ezen kiviil az ELISA-ban a
képzodott komplexek kimutatasat egy tovabbi lépésben fokozzuk az anti-C3 antitest €s az
antitesthez konjugalt enzim alkalmazasaval. Mindenesetre az FH1-4y9sr-rel szemben az FH1-
4wt-hez viszonyitott C3b-kotddés szignifikans csdkkenése nyilvanvald volt, ami a komplement
szabalyoz6 H-fakor funkcionalis karosodasahoz vezetett mind folyadék fazisi-, mind szilard
fazist, valamint sejtfelszini vizsgalatainkban. A mutacié a H-faktor CCP 3-as doménjének a
felszinén helyezkedik el, a C3b kotés kialakitasaért felelds felszinnel szemben. A csdkkent C3b-
kotés magyarazhato egy jelentds konformdcios valtozéssal, amely az egész domént befolydsolja,
egy aromas aminosav (triptofan — W) toltott aminosavra (arginin — R) cserél6dott (4.1.2. abra). A
kofaktor aktivitas zavarara szinergikus hatast jelenthet a csokkent C3b kotés és az I-faktornak az
FH1-4\w198r-C3b komplexhez valo feltételezett csokkent kotdédése, mivel a mutacié nagyon kozel
van az FH CCP 3-as domén I-faktor kotohelyéhez (189). A birka vordsvérsejtekkel a paciens
szérumanak felhasznalasaval végzett korabbi hemolizis esszé eredményei azt jelezték, hogy
mindkét H-faktor varians expresszalodik (170). Valoszinii, hogy a funkcionalisan aktiv H-faktor
csokkent mennyisége nem képes megbirkdzni a tilzott mértékii komplement aktivacioval a

plazmaban, és az egyensulyt a gatlas helyett az aktivalas javara tolja el.
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Ez a mutacié a H-faktor N-terminalisan van, és nem a C-terminalis CCP 18-20 doménekben,
amelyek elsdsorban a sajat felszinek felismeréséért felelések valamint az ezen doménekben leirt
mutaciok elsésorban aHUS-sal asszocialtak (188), igy mind a mutans H-faktor, mind a vad tipusu
H-faktor a betegben kotdédhet kiilonbozé felszinekhez, példaul a glomerularis endotelialis
sejtekhez és a glomerularis alapmembranhoz. Figyelemre mélt6, hogy a beteg 2012-ben magas
vérnyomassal és mérsékelt hematologiai aktivitassal rendelkezett. A magas vérnyomassal
Osszefiiggd TMA-val rendelkezd betegek egy csoportja a komplement-kozvetitett TMA (190)
spektrumaba tartoznak, €s ennek példaja a vizsgalt beteg. Kordbban leirtak kiilonb6z6 betegség
fenotipus atmeneteket, példaul a mesangio-kapillaris glomerulonefritiszt az aHUS (191) kezdeti
megjelenésével, illetve glomerulonefritiszt a H-faktor mutaciokhoz (R53C [CCP 1] és 1216T
[CCP 4]) (192, 193) tarsitott aHUS-sal. A H-faktor részleges hianya kiilonb6z6 rendellenességekre
hajlamosit, ezekben az esetekben a betegség fenotipusat a tovabbi genetikai vagy kornyezeti

kockazati tényezO6k hatarozzak meg (194).

A mai napig csak néhdny N-termindlis H-faktor mutaciot jellemeztek részletesen, rekombindns
fehérjeként eldallitva. A K224 homozigota delécio a CCP 4-ben funkcionalisan inaktiv H-faktort
eredményezett, és dense deposit disease megbetegedést okozott (151). Kimutattak, hogy a CCP 1
doménben a C3G-hez asszocialt heterozigdta R83S mutacidja csokkent C3b kotddést és csokkent
kofaktor- és a konvertaz szétbomlast gyorsito aktivitast eredményezett (171). Két mutaciot, az
R53H-t és az R78G-t, amelyek az FH CCP 1 doménjét érintik, aHUS-0s betegekben azonositottak,
az utdbbit homozigota formaban irtak le és hasonloan hibas komplement szabalyoz6 aktivitast
talaltak a mutans fehérjéknél (173, 174). A homozigota R127L mutaciot az FH CCP 2-ben két
olyan testvérnél irtak le, akiknek a H-faktor szérum szintje detektalhatatlan volt, a mutacio C3G-
vel asszocialt (172). A homozigota R127H mutaci6é a H-faktor teljes hianyat okozta egy stlyos,
visszatérd tiidogyulladasban szenvedd fiiban, de a vesét érintd megbetegedés nélkiil. A mutans
fehérje jellemzésekor kimutattak, hogy habar normalis kofaktor aktivitdssal rendelkezik, a
mutaciot hordozé H-faktor az endoplazmatikus retikulumban maradt, nem szekretalodott (175,
176). Nemrégiben négy, aHUS-sal asszocialt N-terminalis (CCP 1) H-faktor mutacié (R53C,
R53P, R53S, S58A) funkcionalis vizsgalatat irtak le. Ezen mutans H-faktor varidnsok csokkent
kofaktor aktivitast (R53C, R53S, R58A), a konvertaz szétesést gyorsitd aktivitds csokkenését
(R53P, R58A) vagy teljes hianyat (R53C, R53S) okoztik, illetve a birka vordsvérsejteken
elvégzett hemolizis vizsgalatokban az R53S és RS58A mutans H-faktorok kevésbé védték meg a

sejteket a lizistdl (195).
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Kiilonboz6 genetikai valtozatok azonositasa — akar a H-faktor molekulacsalad tagjainak, de egyéb
komplement fehérjéknek is — mellett, ezek rekombinans fehérjeként torténd eldallitasa vagy
betegszérumbol torténd tisztitasa és funkcionalis jellemzése is fontos, hiszen nemcsak kozvetleniil
a betegség kialakitasdban lehet szerepiik, de olyan polimorfizmusokat is képviselhetnek,

melyeknek nincsen funkcionalis jelentésége (196).

Osszefoglalva a rekombindnsan eldéllitott mutans H-faktor fragmentummal Kkapott
eredményeinkrdl elmondhato, hogy az FHwi9sr mutacidé a komplement rendszer alternativ titvonal
szabalyozasanak csokkenéséhez vezet. Ennek a muticionak a heterozigdta jellege magyarazhatja
egyazon betegben két kiilonboz6 komplement kozvetitett vesebetegség tobb év elteltével, egymast

kovetden torténd megnyilvanulasat.

5.2. A CRIg-lgV_FH18-20, mint potencialis komplement inhibitor

A komplementrendszer szamos koros allapot kialakulasaban jatszik szerepet, ahol a megfeleld
szabalyozas helyredllitisa vagy a patologids komplement aktivacié gatldsa terapids potenciallal
rendelkezik. A homeosztdzis fenntartdsa szempontjabol fontos az alternativ komplement utvonal
megfeleld szabalyozasa a testfolyadékokban ¢€s a sejtes- valamint a nem sejtes felszineken, mivel
az alternativ tvonal barmely komplement aktivacids Ut beindulasa soran tovabb fokozhatja a
komplement aktivaciot. A betegségek kiilonboz6 mechanizmusai miatt hasznos a komplement
inhibitorok készletének bdvitése kiilonbozéd molekuldk és mechanizmusok célzasara. Az elmult
évtizedekben szamos, a komplementrendszert célzo gyogyszerjelolt molekulat fejlesztettek ki (3),
példaul protedz inhibitorokat (Cl-inhibitor) (197), szolubilis komplement regulatorokat (pl. a
TP10, mely egy szolubilis CR1 alapt inhibitor, mely a CR1 révén fejti gatld hatasat) (198). Mivel
a C3 az Osszes utvonal taldlkozési pontjan van, célunk volt a kutatocsoportunk altal korabban
eléallitott CRIg és H-faktor alapti komplement inhibitor funkciondlis vizsgalata. Az 0j generacios
komplement inhibitorok, melyek a komplementrendszert a C3 szintjén gatoljak (pl.: fuzids
fehérjék: TT30 (H-faktor és CR2 flzios fehérje (199)) vagy a TT32, mely egy CR1-CR2 fuzids
fehérje (200), mini-H-faktor molekulak (166-168), midi-H-faktor (201), compstatin és
modositasai (202, 203) jelenleg is fejlesztés alatt allnak.

Az altalunk vizsgalt CRIg-lgV_FH18-20 fehérje N-termindlis része (a CRIg receptor
extracellularis IgV  doménje) képes a C3b-hez kotddni és hatékonyan gatolni a
komplementrendszer alternativ utvonalat (29). A H-faktor C-terminalis doménjei kiilonb6z6
felszinekhez képesek kotddni, ezaltal megvédve a sejteket a komplement tamadéstol. Ezért ebben

a molekuldban a H-faktor CCP 18-20 doméneket hasznaltuk ki a CRIg-IgV doménjének a
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komplement tamadas helyszinére torténd iranyitasara (4.2.1. abra). Vizsgalatainkban kimutattuk,
hogy a CRIg-IgV_FH18-20 C3b-kotdé képessége, mind a H-faktorhoz valamint a CRIg-lIgV-hez
képest is nagyobb volt (4.2.2. abra). A CRIg-H-faktor hibrid fehérje szignifikansan jobban gatolta
a zimozan indukalt komplement aktivaciot, azaz a szolubilis C5b-9 komplexek képzodését, mint a
kontroll H-faktor illetve a CRIg-1gV molekula (4.2.3. abra). Egy nemrégiben publikalt MFHR1
komplement gatld molekularél (az FHR-1 dimerizacidjaban résztvevé CCP 1-2 doméneket ¢s a
mar korabban publikalt mini-FH fehérjét (167) tartalmazta) szintén leirtak, hogy a mini-H-
faktornal (167) és a gyogyaszatban mar alkalmazott anti-human C5 ellenanyagnal (eculizumab)

hatékonyabban gatolta a C5b-9 komplexek képz6dését (204).

A CRIg-H-faktor hibrid fehérje kofaktor- és konvertaz bomlast gyorsitd aktivitasat nem
vizsgaltuk, mert a CRIg nem rendelkezik ilyen funkcidokkal. A CRIg kotddik az alternativ ut C3
konvertdz C3b alegységéhez, mely mind a C3-, mind a C5 konvertaz szintjén a komplement
aktivacio gatlasat eredményezi (30), (110). Megvizsgaltuk, hogy a zimozan indukalt komplement
aktivaciot hogyan képes gatolni a CRIg-H-faktor inhibitor molekula. Az sC5b-9 a komplement
aktivacio folyamatanak egy stabil végterméke, mely parhuzamosan termelédik a CSa
anafilatoxinnal, mely a CARPA hatas kialakitasaban vesz részt. A CRIg-H-faktor hibrid inhibitor
a H-faktorhoz képest szignifikansan gatolta az sC5b-9 komplexek képzddését (4.2.3. abra).
Kutatocsoportunk Prof. Dr. Szebeni Janos kutatocsoportjaval egyiittmiikddve kordbban kimutatta,
hogy egyes nanogyodgyszerek altal indukalt CARPA reakciot a H-faktor és a mesterséges mini-H-
faktor fehérjék gatolni képesek (181). Kimutattuk, hogy a CRIg-IgV_FH18-20 szignikfikansan
gatolja a H-faktorhoz és a CRIg-IgV fragmentumhoz hasonléan a CrEL micellédk és az AmBisome
liposzomak altal kivaltott komplement aktivaciot (4.2.4/A-B abra). Az Abelcet altal indukalt —
ami az AmBisome-hoz hasonléan gombaellenes nanogyogyszer — komplement aktivaciot a CRIg-
H-faktor hibrid fehérje szignifikansan gatolta, az sC5b-9 komplexek képzddését a mini-H-
faktorokhoz hasonlé mértékben (I pM-os koncentracioban) csokkentette (4.2.4/C abra). A H-
faktor egyik fontos funkcioja a sajat sejtek védelme a komplement kozvetitett lizist6l. Birka
vorosvérsejteken C18 és OX24 ellenanyagokkal (melyek a H-faktor C- és N-terminalisahoz
kotddé autoantitestek miikodését 1s utanozzak) indukaltuk komplement aktiv szérum
hozzaadasaval a sejtek lizisét. In vitro Kimutattuk, hogy a CRIg-H-faktor inhibitor képes
megmenteni a sajat sejteket a komplement medialt lizistdl (4.2.5. abra). Ugyanezt igazoltuk nyul
vorosvérsejteken is (4.2.7. abra). A hibrid inhibitor a H-faktor CCP 18-20 doménjeivel képes volt
a birka vorosvérsejtek felszinére kikotédni, mivel a CRIg-IgV esetében kotédést nem

tapasztaltunk (4.2.6. abra). Egy nemrégiben megjelent publikdcioban szintén az O0X24
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monoklondlis ellenanyaggal indukalt lizisre gyakorolt hatast vizsgaltdk a legijabb modositott
mini-H-faktor (az FHR1 CCP 1-2 doménjeivel homodimerizalt mini-H-faktor molekulat)

konstrukcion, mely a birka vorosvérsejteket hatékonyan védte meg a lizist6l (177).

A CRIg alapt inhibitorok fejlesztésében az elmult években tobb elérelépés is tortént. Weiguo és
munkatarsai létrehoztak egy CRIg-IgV és a H-faktor CCP 1-5 doméneket tartalmazo molekulat,
melyrdl leirtdk, hogy hatékonyan védi meg a paroxizmalis nokturnalis hemoglubinurias (PNH)
betegbdl izolalt eritrocitakat a komplement medialt lizistdl, valamint in vivo MPGN patkany
modellben gatolta a komplement aktivaciot (205). Ugyanez a kutatocsoport ezt az inhibitort
tovabb vizsgalva megallapitotta, hogy egérben in vivo az ischaemia-reperfizios karosodastol is
véd (206). Harris és munkatarsai egy a CRIg és CD59 felhasznalasaval készitett hibrid fehérjét
allitottak el6 a membran karositdo komplex (MAC) gatlasara (207).

Az elmult két évtizedben kutatok felismerték az alternativ ut amplifikécios hurok szintjén
alkalmazhat6 terapidk sziikségességét. Ezeknek az inhibitor molekuldknak egy része a klinikai
vizsgalatok fazisaiban is megfeleléen szerepeltek, de egyik sem jutott még til a harmadik fazisu

klinikai vizsgalatokon (208).

5.3. Az egér FHR-B elosegiti a komplement aktivaciot

Az elmult években egyre nagyobb figyelmet kaptak az emberi FHR fehérjék, illetve lehetséges
fehérjékkel ellentétben az egér FHR fehérjéket funkcionalisan még nem vizsgaltak. A kiilonb6zo
betegségek allatmodelljeinek megfeleld értelmezéséhez azonban sziikség van a nem human FHR-
ek funkcioinak jobb megértéséhez, felderiteni a human FHR fehérjékhez hasonlo és kiilonbozd
funkcidikat. Bar vannak ellentmondasok a human FHR fehérjék szerepének tekintetében, a
legujabb kutatasi eredmények altal azonositott f6 funkciojuk a H-faktorral valé kompeticio
kiilonbozé sajat- és nem sajat ligandumokon, példaul a felszineken lerak6dd C3b-n,
pentraxinokon, extracellularis matrixon. Ez a komplement aktivacié fokozasaban megnyilvanulo
kozvetett szerep mellett az FHR fehérjék képesek kozvetleniil is aktivalni a komplementet azaltal,
hogy felszinként szolgdlnak az alternativ Ut konvertdz enzimének kialakuldsdhoz és képesek

elésegiteni a komplement aktivaciot a szervezet egyes ligandumain ¢és felszinein.

Doktori munkdm sordn funkciondlisan jellemeztem a rekombinansan eldallitott egér FHR-B
fehérjét, melynek eziddig részletes jellemzése nem allt rendelkezésre a szakirodalomban. Az FHR-
B fehérje 0j ligandumait azonositottuk, példaul az egér pentraxinokat, extracellularis matrixokat és

a nekrotikus sejteket, melyek valészinlileg a human betegségek egérmodelljei szempontjabol
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relevansak lehetnek. Korabban a Pichia pastoris expresszids rendszerben eldallitott egér FHR-B
human C3b-hez ko6todését irtak le (118). Kimutattuk, hogy a bakulovirus expresszios rendszerben
eléallitott egér FHR-B is képes a C3b kotésért versenyezni a H-faktorral, hasonloan, ahogy a
huméan FHR-1 ¢és az FHR-5 fehérjék. Nemrégiben megjelent publikdcioban rekombindnsan
eloéallitottak a Vik és munkatarsai altal leirt Fhra gén fehérje termékét, mely az FHR-1 és az FHR-
5-h6z valamint az FHR-B-hez hasonléan kompetal az egér H-faktorral a C3b/C3d kdtédésért a
sejtfelszinen, valamint leirtak, hogy az FHR-B az egér H-faktor potencialis inhibitora (183). A
kompeticios kisérletiink soran szignifikansan tébb C3b ko6tddott az FHR-B-hez, mint a kontroll
fehérjeként hasznalt egér FH15-20 fragmentumhoz (4.3.2/A.abra), mely magyarazza az FHR-B
erds lizist indukald hatdsat egér szérum jelenlétében a birka vorosvérsejteken végzett hemolizis
esszében (4.3.8. abra). Az el6z6ekben emlitett amerikai kutatocsoport ugyancsak azt talalta, hogy
az FHR-B az egér H-faktorhoz képest erésebben koti a C3b-t (183). Az FHR-B, hasonléan a
human FHR-1, FHR-4 és FHR-5 fehérjékhez, képes eldsegiteni az alternativ utvonal C3 konvertaz
kialakulasat a C3b kotése révén, hozzajarulva a komplementrendszer aktivalasahoz

(4.3.3/A.abra).

Eredményeink raviladgitanak arra, ahogy a legujabb kutatdsi eredményekbdl is latszik, hogy az
FHR-ek, a H-faktorral ellentétben inkabb elésegitik a komplement aktivaciot (74, 75, 80, 109).
Holers és munkatarsai egy nemrég megjelent publikacidjukban az FHR-B és a C3d kolcsonhatasat
vizsgaltak, mind ELISA, mind SPR moédszerrel. Az FHR-B erdsebben kototte az egér C3d-t, mint
az FHR-A (183). Az FHR fehérjék részt vehetnek a komplement aktivacio finomszabalyozasaban
kiilonbozd ligandumokon, megvaltozott sajat struktardkon, gyulladasi folyamatok soran, mint
példaul a lerakodott C3b, pentraxinok (pl.: PTX3, CRP), extracellularis matrix komponensek és
halott sejtek. Ezek a funkciok féleg azokra a konzervalt doménekre igazak, melyek a H-faktor
fobb sajat- ¢s nem sajat ligandum kotéhelyeivel homologok (4.3.1. abra) (116),(74).

Az elmult években elért eredmények felvetik annak a lehetdségét, hogy a CFH génklaszter
evolucidja és a CFHR gének megjelenése mikroorganizmusok altal vezért folyamat lehet a
mikrobakkal torténé koevolticio kovetkeztében. Az FHR fehérjék csaliként miikodhetnek,
megakadalyozva a H-faktor patogének altal torténd megkotését, ezaltal blokkolva a
mikroorganizmusok, patogének komplementrendszer el6l torténé menekiilését (209). Az FHR-ek
is képesek versenyezni a H-faktorral kiilonb6z6 sajat ligandumokért példaul kiilonbozo
pentraxinokért (80, 109). Hasonldéan az irodalomban mar jol jellemzett pozitiv komplement
szabalyoz6 properdinhez (210), az FHR fehérjék felszinként szolgalnak az alternativ ut konvertaz

enzimek kialakitdsdhoz (pl.: C3bBb) és képesek eldsegiteni a komplement aktivacidt a sajat

76



ligandumokon, amikhez a fehérjék el6zetesen kotodtek (80, 109). Az FHR-B is rendelkezik ilyen
aktivitassal, aktivalja az egér komplementet valamint eldsegiti a komplement aktivaciot, C3

fragmentumok lerakodasat egér PTX3-on, egér CRP-n és Matrigelen (4.3.5. abra).

A H-faktor hozzéjarul a kiilonboz6 sajat sejtfelszinek és nem sejtes felszinek védelméhez a tilzott
komplement aktivalas karos hatdsaival szemben. A H-faktor extracellularis matrixhoz és az
endotélsejtekhez vald kotddésének védd szerepe kiilonb6zé, betegséggel asszocialt H-faktor
mutaciok és H-faktor autoantitestek funkcionalis vizsgalatabol, in vitro kisérletek eredményeibdl
¢és betegségek In vivo egérmodelljeibdl ismert (50, 85, 130, 204, 205, 206). Mindezek az adatok
arra utalnak, hogy a komplementrendszer megfeleld mértékii aktivacidja és gatldsa (pl. az
elpusztult  sejtek  opszonofagocitozisanak  el6segitéséhez, de a  sejtek  lizisének
megakadalyozdsdhoz) sziikséges a homeosztazishoz és a karos gyulladas kialakuldsanak
megelézéséhez. A H-faktor C-terminalis doménjei, de kiilonésen a CCP 20-as doménje fontos a
sejtfelszini gliikozaminoglikanokhoz ¢és szialsavakhoz valo kotddésben, valamint a komplement
aktivacio soran lerakodott C3b-vel torténé kolcsonhatas kialakitdsahoz (42, 214, 215). A C-
terminalis domének az FHR fehérjék esetében konzervalodtak, beleértve az FHR-B-t is (4.3.1.
abra). Kordbban kimutattak, hogy az egér FHR-ek szérumbol koétddnek a HUVEC sejtek
felszinéhez (118). Ezeket az eredményeket Kiterjesztettiik, és megvizsgaltuk a komplement
aktivacio hatasait HUVEC eredetli extracellularis matrixon, ahol az FHR-B szignifikdnsan novelte

a komplement aktivaciot és a C3 fragmentumok lerakodasat (4.3.6. abra).

A H-faktor mutacioi (212) vagy a C-terminalis doméneket felismeré autoantitestek csokkent H-
faktor kotddést okoznak a sajat sejtek felszinéhez. Ez a csokkent védelem komplement mediélt
karosodashoz vezethet. Ez in vitro mérhet6 birka vorosvérsejtek alkalmazasaval végzett hemolizis
vizsgalattal (212, 216). Ezt a kisérletet az egér FHI15-20 ¢és az FHR-B hatasanak
Osszehasonlitdsara is hasznaltuk, melyeket exogén mddon adtunk a hemolitikus rendszerhez.
Mindkét molekula szignifikdnsan megndvelte a birka vordsvérsejtek lizisét komplement aktiv egér
szérum jelenlétében, de az FHR-B szignifikansan hatékonyabb volt, mint az FH15-20 fragmentum
(4.3.8. abra). Holers és munkatarsai nemrégiben kimutattak, hogy az FHR-B (és az FHR-A is) a
H-faktorral ellentétes funkcidval bir a birka vordsvérsejteken elvégzett hemolizis vizsgalatban a
sejtek védelmét tekintve, tehat fokozzak a lizist, valamint hogy az FHR-C nem képes indukalni a
hemolizist. Az FHR-A és az FHR-B ebben az esszében lizist indukalt (183), mely a sajat
eredményeinkkel egybevag.
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Az FHR-B ¢és az FH15-20 is képes kotddni a C3b-hez és a sajat sejtek felszinéhez, valamint az
FHR-B a C3b kotodésért kompetal a H-faktorral (4.3.2/B abra). Ugyanerre az eredményre jutott
egy masik kutatdcsoport is, kimutatva hogy a humén FHR-1-hez és FHR-5-h6z hasonldéan az
FHR-A és az FHR-B is kompetal a H-faktorral a C3b és C3d kotésért a sejtek felszinén (183).
Tovabba az FHR-B szignifikansan jobban kot6dott a C3b-hez, mint az FH15-20 (4.3.2/A abra)
valamint a komplement aktivaciot kozvetleniil is eldsegitette (4.3.4. abra), ami a sajat

eredményeinkkel 6sszhangban magyarazhatja az FHR-B jelentds litikus hatasat.

A komplementrendszer a mikroorganizmusok és patogének eliminaldsa mellett részt vesz a
szervezetben keletkezd apoptotikus- és nekrotikus sejtek opszonofagocitdzis altali eliminaldsaban.
A H-faktor ezen sejtek felszinéhez kotddve hozzajarul a megfeleld mennyiségli opszonin
eldallitasahoz anélkiil, hogy a komplementrendszer tulzottan aktivalddna, illetve megeldzi az
apoptotikus- és nekrotikus sejtek lizisét és az ezaltal okozott gyulladast (56). Nemrégiben leirtak,
hogy a human FHR-1 és FHR-5 fehérjék képesek a nekrotikus sejtek felszinéhez kotddni és
fokozzdk a komplement aktivalodast, ezaltal a nekrotikus sejtek opszonizéldsat (24, 27).
Eredményeink azt mutatjak, hogy az FHR-B is képes kotddni a nekrotikus sejtekhez (4.3.7/A
abra) mind az egér A20- (érett fenotipust B sejtvonal), mind a Jurkat T sejtekhez (4.3.7/B-C
abra), valamint a kot6dott FHR-B képes ezen sejtek felszinén az alternativ komplementut
aktivaciojat indukalni, mely C3 fragmentumok lerakoddsdhoz vezet egér szérumbol. Nemrég
megjelent publikacidban vizsgaltdk az FHR-B komplement aktivaciora kifejtett hatasat egér

vesetubularis sejtvonalon (TEC), melyen megndvelte a sejtfelszini C3b depoziciot (183).

A vizsgélataink sordn limitdld tényezdként szerepelt, hogy nem éalltak rendelkezéslinkre a
kisérletek soran alkalmazott C3b és nekrotikus sejt egér megfeleldi. Jol jellemzett, tisztitott egér
C3b-hez vald nehéz hozzaférés miatt dontéttiink tigy, hogy az FHR-B ¢és a C3b interakciot human
C3b-vel valamint a HUVEC ECM-hez torténd kotodését és a matrixon torténd komplement
aktivaciét human sejtvonalon végezziik el, mely funkciondlis aktivitdst mutatott az egér
rendszerben. Ezt a megkozelitést tdmasztjak ald azok a korabbi kdzlemények, melyek az egér H-
faktor, egér H-faktor CCP 18-20 fragmentum és az FHR-B-nek az emberi C3b és a HUVEC
sejtvonal kozott torténd kolesonhatasat vizsgaltak (118, 164).

Az FHR-B fehérjével kapcsolatos eredményeink az elsd bizonyiték a H-faktor és az FHR fehérjék
kozotti kompeticiora egy nem human FHR fehérje esetében. Az eredményeink alatdmasztjak azt
az altalanos elképzelést, hogy az FHR fehérjék a H-faktor antagonistai és deregulaljadk a
komplementet (75). Leirtuk az FHR-B 11j ligandumait pl.: egér PTX3, egér CRP, extracellularis
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matrix valamint a nekrotikus sejteket. Fontos, hogy az FHR-B 6nmaga is képes a komplementet
aktivalni, valamint pentraxinokhoz, ECM-hez és nekrotikus sejtekhez kotodve is. Ezek az adatok

alatdmasztjak a human- és az egér FHR fehérjék kozotti konzervalt funkciokat.

Osszefoglalva, a dolgozatban bemutatott eredményeink alatdmasztjik azt az altalanos elképzelést,
hogy az FHR fehérjék a H-faktor antagonistai és deregulaljdk a komplementet. Eredményeink
segitségével jobban megérthetjiik a H-faktor és az FHR-ek élettani szerepét, egyes betegségekben
betoltott funkciojukat. Eredményeink arra utalnak, hogy az uj CRIg-IgV_FH18-20 inhibitor
molekulaval lehetdség van a C3 szintjén gatolni az alternativ ut miikodését, valamint hasznos lehet
a sejtfelszineken valdo komplementgatldsra illetve a nanogyogyszerek okozta komplement
aktivacio gatlasara is. Mivel jelenleg nem all rendelkezésre publikalt in vivo allatmodell az FHR
fehérjék szerepének vizsgalatara, eredményeink lehetdséget adhatnak kiilonb6z6 allatmodellek

kifejlesztésére az FHR fehérjék in vivo funkcidinak tanulmanyozasara.
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6. Osszefoglalas

Doktori dolgozatomban tobb iranybol megkozelitve vizsgaltuk a komplementrendszer szerepét.
Arra kerestiik a valaszt, hogy milyen funkcionalis kovetkezményeket okoz a C3G-vel és az aHUS-
sal is asszocialt mutacio a H-faktor regulator doménjeiben. Masrészt kivancsiak voltunk, hogy az
ezidaig kevéssé tanulmanyozott egér FHR-B fehérjének mi lehet a szerepe, illetve a human FHR-
ckéhez hasonlo-e a funkcidja a komplement aktivacidé soran. Végiil egy CRIg-H-faktor hibrid
fehérjének a komplement aktivaciora kifejtett potencialis gatlo hatasat vizsgaltuk. Ehhez a
rekombinansan eldallitott fehérjék (FHI1-4wigsr, FHR-B, CRIg-lgV_FH18-20) C3b-vel,
pentraxinokkal, ECM-mel valé kolcsonhatasat jellemeztik ligandum kotési és kiilonbozo

komplement aktivacios esszékben in vitro.

Kimutattuk, hogy az FHwigsr mutacié nagymértékben csokkent C3b kotdédést mutat ELISA és
SPR mérések sordn, valamint a mutans fehérjének csokkent kofaktor aktivitdsa van és a konvertaz
bomlast gyorsitd aktivitasa is kisebb mértékii. A mutans fragmentum kevésbé hatékonyan volt

képes megvédeni a birka- és nyul vorosvérsejteket a komplement kozvetitett lizistol.

Az FHR-B ligandumaként azonositottuk az egér CRP-t, egér PTX3-at és az ECM-et. Ezen kiviil
C3b kotése révén képes funkciondlisan aktiv, alternativ tUtra jellemzd C3bBb konvertaz
felépitésére. Kimutattuk, hogy az egér FHR-B is képes aktivalni a komplementet, illetve
nekrotikus sejtekhez kotddve megnoveli a sejteken a C3 fragmentumok lerakddésat, hasonloéan a

human FHR fehérjékhez.

A komplement inhibitorként jellemzett CRIg-H-faktor fuziés fehérje C3b-kotd képessége
szignifikansan emelkedett volt a H-faktorhoz képest. Kimutattuk, hogy az inhibitor fehérje képes a
zimozan illetve liposzomalis nanogydgyszerek altal indukalt komplement aktivacid gatlasara, €s

képes megvédeni a sajathoz hasonlé sejteket a lizistol.

Eredményeink segitségével jobban megérthetjilk a H-faktor és az FHR-ek élettani szerepét, egyes
betegségekben betoltott funkcidjukat, valamint az adott betegségek patomechanizmusat is.
Eredményeink segithetik tovabba a kiilonb6zd, komplementrendszerrel Gsszefiiggd betegségek
allatmodelljeinek tovabbfejlesztését az FHR fehérjék in vivo funkcidinak tanulményozasara
valamint potencidlis terapias célpontként torténd vizsgélatara, és az igy kapott eredmények

értelmezését is.
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7. Summary

In my doctoral dissertation we examined the role of the complement system from several
directions. We searched for the functional consequences of a C3G and aHUS associated mutation
in the factor H regulatory domains. We also investigated the function of the FHR-B protein, which
has not been studied so far, and whether its role in complement activation is similar to that of the
human FHRs. Finally, we investigated the potentially inhibitory effect of a CRIg-Factor H hybrid
protein on complement activation. For this we characterized the interactions of recombinantly
produced proteins (FH1-4wi9sr, FHR-B, CRIg-IgV_FH18-20) with C3b, pentraxins, and ECM in

ligand binding and various complement activation assays in vitro.

We have shown that the FHwi19gr mutation resulted in decreased C3b binding in ELISA and SPR
assays, and the mutant protein had a reduced cofactor activity and a lower rate of decay
accelerating activity compared to the wild type protein. The mutant fragment was less effective in

protecting sheep and rabbit red blood cells from complement mediated lysis.

Mouse CRP, mouse PTX3 and ECM were identified as ligands for FHR-B. In addition, C3b when
bound to FHR-B is capable of generating a functionally active C3bBb convertase on FHR-B.
FHR-B was shown to be capable of activating complement and by binding to necrotic cells,

increases the deposition of C3 fragments on these cells, similarly to human FHR proteins.

The C3b binding capacity of the CRIg-Factor H complement inhibitor protein was significantly
increased compared to that of factor H. We found that the hybrid protein is capable of inhibiting
complement activation induced by zymosan or liposomal nanodrugs and it is able to protect the

host-like cells from complement-mediated lysis.

Our results contribute to a better understanding of the physiological role of factor H and FHRs,
their functions and the pathomechanism of certain diseases. In addition, our results may help to
further develop animal models of various complement-related diseases to study the in vivo
functions of FHR proteins, to examine them as potential therapeutic targets, and to interpret the

results.
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