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EDTA: 2-[2-[bisz(karboximetil)amino] etil-(karboximetil)amino]- ecetsav  (etilén-diamin

tetraecetsav)

EGF domén: epidermalis ndvekedési faktor domén, epidermal growth factor domain

GAG: gliikozaminoglikdn

GalNAc: N-acetilgalaktozamin

GlcNAc: N-acetilgliikozamin

GuHCI: guanidin-hidroklorid

IPTG: izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid

IFNYy: interferon y

Ig: immunglobulin

IL: interleukin

k,: masodrendi asszocidcios sebességi allando

LPS: lipopoliszaharid

MAC: membrankérosité komplex, membrane attack complex

MACS: magnetic activated cell sorting

MAp19, MAp44: MBL-hez kot6dd 19 és 44 kDa-os fehérje, MBL- associated protein of 19 and
44 kDa

MASP: mann6zkotd lektin asszocidlt szerin protedz, mannose binding lectin associated serine

protease
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SDS-PAGE: natrium-dodecil szulfat poliakrilamid gélelektroforézis, Sodium Dodecil Sulfate
Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis

SP domén: szerin protedz domén

szerpin: szerin proteaz inhibitor

TEMED: N,N,N’,N’'-tetrametil-etiléndiamin

TNF: tumor nekrozis faktor
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Bevezetés

Az immunrendszer a szervezet védekezd mechanizmusa, feladata, hogy kiilonbséget
tegyen a sajat, a megvaltozott sajat és az idegen struktirdk kozott, és ezekre eltéré modon
reagdljon. A sajatként azonositott anyagokra toleranciaval vélaszol, mig a veszélyesként
felismerteket eltavolitja a szervezetb6l. Az immunrendszer egyszerre végez felismerd,
informaciot tovabbito és végrehajtod feladatokat. ,,Kétélt kard’-nak is szoktdk nevezni, amely arra
utal, hogy védelmi funkcidja mellett képes a szervezet ellen fordulni, kéros folyamatokat
elinditani (pl. autoimmun folyamatok, allergia). Az evolicid soran kétféle immunrendszer
fejlodott ki: a velesziiletett vagy természetes, és az adaptiv vagy szerzett immunrendszer,
amelyek szoros kapcsolatban allnak egymadssal. Nem lehet két teljesen fiiggetlen rendszerrdl
beszélni, egymassal kdlcsonhatasban alakitjak ki a megfelel6 immunologiai védelmet.

A szervezetbe bekeriild6 koérokozok (virusok, gombdk, baktériumok, protozoonok és
férgek) gyors, hatékony felismerését az evolucidsan kordbban megjelend természetes
immunrendszer biztositja. Humoralis és sejtes elemei folyamatosan jelen vannak a szervezetben,
¢s képesek szinte azonnal, percek alatt reagalni a veszElyt jelentd jelekre, igy megakadalyozva a
korokozok elszaporodasat. Olyan molekuldkat azonositanak a korokozokon, amelyek a magasabb
rendi él6lényekben nem taldlhatdbak meg, azonban a patogének taléléséhez feltétlentil
sziikségesek. Az adaptiv immunrendszernek ezzel ellentétben idére van sziiksége ahhoz, hogy
felvegye a harcot a bekeriilt korokozdoval szemben. A velesziiletett immunrendszer aktivalodasa
elosegiti a megfeleld adaptiv valasz elinditdsat. Az adaptiv immunvalasz a velesziiletettel
ellentétben fajlagos, tehat az effektor funkciok csak meghatdrozott antigének ellen iranyulnak.
Jellemz6 kiilonbség a két rendszer kozott, hogy mig ismételt fertdzés sordn a természetes
immunrendszer hatékonysaga nem javul, addig az adaptiv immunrendszer valaszad6 képessége

megno, €s kialakul az in. immunologiai memoria.

A komplementrendszer a velesziiletett immunrendszer részeként szinte elsdként reagél a
szervezetbe bekeriilt korokozokra, ami alapjan jogos az immunrendszer ,.elsé védvonala”
elnevezése is. Doktori munkam sordn ennek a rendszernek a részletesebb megismerését tliztem ki

célomul.
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1. Irodalmi attekintés

1.1. A komplementrendszer

1.1.1. Akomplementrendszer felfedezése és jelentosége

A komplementrendszer felfedezése a XIX. szdzad végére tehetd. Az egyik erre vonatkozo
elsé eredmény egy magyar kutatd, Fodor Jozsef nevéhez fiizodik, aki 1887-ben bebizonyitotta,
hogy a Bacillus anthracisszal immunizalt nyal vérsavojaban inkubalt korokozok elpusztulnak.
Nem sokkal késobb a francia Jules Bordet is igazolta, hogy a szérumnak baktérium 616 hatasa
van, és hogy elveszti ezt a tulajdonsagat 56 °C-os hdkezelés hatasara. A komplement elnevezés
Paul Ehrlich nevéhez flizédik, aki egy komplementer, kiegészitd funkciot ellaté anyag létezését
feltételezte, amely sziikséges az antitest jelenléte mellett a szervezetbe bekeriilt korokozo
liziséhez. Késobb azonban kideriilt, hogy val6jaban egy Osszetett rendszerrdl van sz, és nem
egyetlen komponensrol.

A komplementrendszer a velesziiletett immunvalasz humoralis eleme. Fontos szerepe van
a szervezetbe bekeriilt korokozok felismerésében, elimindldsdban, az apoptotizalt sejtek
eltakaritdsaban és a gyulladasi folyamatok szabalyozasaban. Inaktiv allapotban taladlhaté meg a
testnedvekben, ¢és egymast kaszkadszertien aktivald faktorok, szabalyoz6 molekuldk és
receptorok Osszessége alkotja. Aktivalodasakor a komponensek hasitasa soran kisebb és nagyobb
fragmentumok keletkeznek. A kisebb fragmentumok (Un. anafilatoxinok), melyeket ,,a”-val
jeloliink, a kornyezetbe diffundalnak €s szamos tovabbi szabalyoz6 funkciot latnak el (pl.
gyulladaskelté hatasuk van, részt vesznek a sejtek toborzasaban) (Klos et al., 2009) (1. dbra). A
nagyobb fragmentumok, melyeknek egyezményes jele ,b”, a patogén aktivald felszinére
rakodnak le, és ezaltal a kovetkezd komponenst hasité enzimkomplex részévé valnak. A
komplementfehérjék nagyrészt a majsejtekben termelddnek és elsdsorban a szérumban vannak
jelen, azonban megjelenhetnek a szovetekben is. A lokdlis termelddésért elsédlegesen a

monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek a feleldsek (Alper et al., 1969; Colten et al., 1986).
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1.1.2. A komplementrendszer felépitése

A komplementrendszer haromféle modon: a klasszikus, a lektin és az alternativ tton
keresztiil aktivalodhat (1. dbra). Ezek az utvonalak a kivalté jel mindségében térnek el
egymastol. A klasszikus Ut aktivaciojat az IgM-et és IgG-t tartalmazé immunkomplexek, a C-
reaktiv protein (CRP), valamint ellenanyagtél fiiggetlen aktivaciokor a megvaltozott sajat
struktirdk (DAMP: damage associated molecular pattern), és a virusok, baktériumok jellemzd
molekulai; pl. RNS, DNS (PAMP: pathogen associated molecular pattern) valthatjadk ki
(Gaboriaud et al., 2003). A lektinfliggd aktivalast a kiilonb6z6 szénhidrat molekuldkhoz kotédo,
a szérumban szabadon keringd manno6zkdéto lektin (MBL), az M-, L- és H-fikolinok, valamint az
ezekhez kapcsolddd mannoz kotd lektin asszocialt szerin protedzok (MASP-ok) komplexe inditja
be. A harmadik aktivalodasi lehetdség az alternativ utvonal, amely folyamatosan bekapcsolt
allapotban van, de szigoru szabalyozasi mechanizmusok tartjak kontroll alatt (Degn and Thiel,
2013).

A felismerd molekulak felszinhez kétddése utan a kaszkad tovabbi elemei meghatarozott
sorrendben, limitadlt proteolizis segitségével aktivaljak egymast. Egy enzim tobb prekurzort is
aktivalhat, melyek ujabb aktiv enzimek kialakulasat segitik. Tehat a folyamat szamos 1épésében
megsokszorozédnak a kaszkad aktivalt elemei, a rendszer hatékonysdga tobb pontban is
feler6sodik. Ez a folyamat eredményezi azt, hogy a komplementrendszer az immunvélasz

hatékony ¢€s gyorsan kialakul6 effektor mechanizmusa legyen.

Klasszikus ut Lektin ut Alternativ 1t

IgG és IgM tartalmG immunkomplexek GleNAc, GalNAe, Patogének re}szille, 1. dbra. A
PAMP, DAMP, CRP PAMP, DAMP spontén aktiviladas komplementrendszer

aktivalodasi utvonalai
Clq MBL. fikolinok és ezek funkcioi.
Clr, Cls MASP-1, MASP-2

(C4b2b, C3bBb)

C3(H20)
B faktor
D faktor

a\naﬁlatoxin‘ok cab » | Membrankarosité komplex
C3a, C4a, C3a C5b, Co, C7,C8, C9
gyulladis, l célsejt lizise
fagocitik toborzisa opszonizicio,

immunkomplexek receptor-
medialt eltavolitisa
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Annak ellenére, hogy hdrom kiilonb6zd utvonalon indulhat el a folyamat, szamos kdzds
elem talalhat6 a kiilonb6z6 utvonalak aktivalodasa soran. Egy ilyen taldlkozasi pont példaul a
klasszikus ¢és lektin utban szerepld C4 és C2, melyeknek hasitisi termékei alakitjak ki a két
utvonal ko6zos C3 konvertdzat (C4b2b). Masik ilyen ko6zos pont a C3, amely a
komplementrendszer kozponti fehérjéjének tekinthetd. Konvertdzok altal hasitott formajaban
(C3b) a bekovetkezd térszerkezeti valtozasok hatdsara felszabadul egy rejtett helyzetben 1évo
tioészter kotés, amelynek segitségével a kozelben 1évd, patogének felszinén taldlhatd hidroxil
csoportokkal észter-, az amino csoportokkal pedig amid kotést alakit ki. A felszinhez kotott C3b
¢s a hozza kapcsolodd C3 konvertaz hozza létre a C5-konvertdz enzimet (C4b2b3b), melynek
feladata a C5 hasitasa. A keletkezd C5b fragmentum antigénhez torténd kapcsolddasaval
talalkozik a harom utvonal. Kialakul a C5b-C9, melynek egy része szolubilis formaban marad
(sC5b-9), masik része pedig kialakitja a membrankdrosit6 komplexet (MAC), amely
belesiillyedve a célsejtek membranjaba porust alakit ki, igy pusztitva el a sejteket (1. dabra).
Szerkezeti vizsgalatok alapjan a MAC felépitése inkabb a bakteridlis CDC poérussal (cholesterol
dependent cytolysin) mutat hasonlosagot, nem pedig a régodta elterjedt modellnek szamito
perforinnal (Hadders et al., 2012). Abban az esetben viszont, ha a szabalyoz6 faktorok ujabb
hasitast végeznek a C3b-n, kialakul az f-fragmentum kihasadasaval az iC3b (inaktivalt C3b),
amely mar nem képes tovabbvinni a kaszkadot a MAC kialakulasa felé. Az iC3b tovabb
fragmentalodik, a lehasadt C3c a kornyezetbe diffundal és kialakul a célsejthez kotott C3dg (2.
abra). A C3b és fragmentumai fontos szerepet jatszanak a patogének opszonizéldsdban: a
célsejten felhalmozddva megjelolik azt, ezzel eldsegitve a komplementreceptorokkal rendelkezd

sejtek fagocita képességét.

rejtett L
tioészter-
kotes

A célsejt felszine

2. abra. A C3 és aktivaciés termékeinek sematikus abrazolasa. A C3 a konvertazok altali hasitas és a C3a
fragmentum levalasa utdn kovalensen kotddik a célsejt felszinéhez (C3b). Abban az esetben, ha nem valik a C5
konvertaz részévé, enzimatikus hatasra tovabb fragmentalodik. A keletkezd molekuldk egy része a kornyezetbe
diffundal (C3f, C3c), masik része pedig eldsegiti a célsejtek opszonizalt fagocitdzisat (iC3b, C3dg). Az abra (Gros et
al., 2008) alapjan késziilt.

14



1.1.3. Aktivalodasi utvonalak

Az elsOként felfedezett komplement aktivalédasi mechanizmus az un. klasszikus ttvonal.
Els6 Iépésként a C1 molekulakomplex aktivalodik, mely egy mintdzatfelismerd alegységbdl
(Clq) és a hozza kapcsolo, tetramert formalo 4 szerin proteazbol (C1s-Clr-Clr-Cls) all. A Clg-t
18 polipeptid lanc épiti fel, melyek harmasaval dsszedllva (A, B és C lanc) hozzak létre a hat
szalbol allo, tulipancsokorra emlékeztetd szerkezetet. Minden szal egy globularis feji részt (C-
terminalis) és egy kollagénszerli szarat (N-terminalis) tartalmaz, eldbbi a felismerésért felelds,
a Clq hozzadkotédik az aktivalo felszinhez, pl. az IgG-t ¢és IgM-et tartalmazo
immunkomplexekhez, és a bekovetkezd konformaciovaltozas elinditja a két Clr autoaktivacigjat
(Budayova-Spano et al., 2002). Az aktiv Clr-ek ezutan hasitjadk a tetramer két masik
alkotoelemét, a zimogén forméban 1évé Cls-eket. Ezt kdvetden a Cls hasitja a szubsztratjait, a
C4-et és a C2-t, melyekbdl kialakul a C3 konvertaz (C4b2b) (Carter et al., 1984; Thielens et al.,
1984). Szabadon keringd antitest azonban nem képes indukélni a komplementrendszert, mert a
felismerd molekula csak akkor kotédik hozza az ellenanyag molekuldk Fc részéhez, ha azoknak
megvaltozik a konformacidja az antigénnel vald kolcsonhatds soran. A klasszikus ut
ellenanyagtol-fiiggetlen aktivéaciora is képes: elindithatja lipopoliszacharid (LPS), apoptotikus
sejt, viralis €és bakteridlis DNS vagy RNS és a gyulladas soran megemelkedett szintli C-reaktiv
protein (CRP) is.

A lektin utat csak 1987-ben fedezték fel (Ikeda et al., 1987). A klasszikus uttal szemben
itt tobb felismerd molekula is képes elinditani az aktivalodast. Egyrészrdl, a legkorabban
felfedezett MBL a korokozo6 felszinén talalhatd pl. mannanhoz és galaktézhoz, masrészrdl a
fikolinok (H-, L- és M-fikolin) pl. acetilalt cukrokhoz és acetilalt fehérjékhez kotédnek. Ezek a
fehérjék hasonldan a Clg-hoz, globularis feji részekbdl €s hosszu, kollagénszerii szarrészekbol
allnak (3. dbra, B). Elobbin talalhatoak a szénhidrat felismer6é domének (CRD), utdbbihoz
kapcsolodnak a MASP-ok. A harom azonos polipeptid lancbol all6 alegységek tobb
oligomerizacids forméaban képesek Osszedllni a trimertdl kezdve a hexamerig. Nemrég fedeztek
fel még egy felismerd molekulat, a kollektin-11-et (CL-11, CL-K1), amely ugyantigy szénhidrat
molekuldkhoz kotddik, viszont az N-acetilalt gliilkozaminokat és a mannant nem ismeri fel (Keshi
et al., 2006; Ma et al.,, 2013). Az idegen struktirdhoz vald kotddés utan a szar rész nyaki
ezzel 1étrehozva a klasszikus tuttal kozos C3-konvertazt (C4b2b). Az aktivacid mechanizmusat

részletesen az 1.1.4.1.-es alfejezetben fogom targyalni, a MASP-ok ismertetése utan.
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3. abra. A Klasszikus és a lektin ut felismeré komplexeinek modellje. A C1 komplex a Clq felsimer6 alegységbol
¢és a hozza kapcsolodd Clr — Cls heterotetramerbdl (A), mig a lektin ut felismerd komplexe az MBL/fikolin/CL-K1
— MASP komplexbdl all (B).

MASP dimer

aktivalo felszin
aktivald felszin

A harmadik, legdsibb komplement aktivalodasi utvonal az alternativ ut (Holers and
Thurman, 2004). A keringésben folyamatosan megfigyelhetd alacsony szintli aktivacioja,
melynek kivaltdja olyan patogének felszine, amelyek szidlsavban szegények, pozitiv toltéssel
rendelkeznek vagy semlegesek, és nem talalhatéak rajtuk komplement szabalyozd faktorok
(Holers and Thurman, 2004). Ezért a folyamatos aktivacidért a C3 rejtett helyzetben 1évo
tioészter kotésének vizzel torténd spontan hidrolizise a felelds, melynek hatasara az aktiv C3b-vel
szerkezetileg hasonl6 molekula alakul ki (C3(H;0)). A keletkezé C3(H,0O)-hoz hozzakotodik a
szervezetben zimogén formaban keringd B faktor (fB), amelyet igy a szérumban allanddan aktiv
formaban 1évé D faktor (fD) mar el tud hasitani Ba és Bb fragmentumokra (Xu et al., 2001). A
keletkezd Bb-bdl és a C3(H,0)-bdl kialakul az alternativ ut C3 konvertaza, a C3bBb, amely rovid
1d6én beliil spontan hidrolizissel inaktivalédhat (Dunkelberger and Song, 2010; Pangburn and
Muller-Eberhard, 1986). Ez a konvertaz mikddés az alapja az alternativ ut pozitiv visszacsatolasi
mechanizmusanak, ugyanis az atalakitott szubsztrdt — a C3b molekula — egyben a konvertaz
alkotdeleme is. Az aktivalo felszinhez kot6dott konvertaz egyre tobb C3-at hasit, amely szintagy
lerakddik a kozelben taldlhatd idegen sejtek felszinére. Hatdsara egyrészt ujabb és ujabb C3
konvertazok keletkeznek (Dunkelberger and Song, 2010), masrészt pedig a mar kialakult C3
konvertazok mellé kotddo, ujonnan keletkezett C3b kapcsolodaséaval kialakul az alternativ it C5-
konvertdza, a C3bBb(C3b),. Ez az a pont, ahol Osszekapcsolddik a masik két aktivalodasi
utvonallal, a klasszikus és a lektin tttal. Az, hogy csak idegen sejtekre rakodhasson le a keletkezd
C3b, kiilonbozd szabalyozo6 faktoroknak koszonhetd, amelyek megvédik a sajat sejteket a C3b-

vel torténd opszonizaciotol, illetve a MAC kialakulasatol.
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1.1.4. A lektin ut szerin protedzai

1.1.4.1. A szerin protedzok

A protedazok feladata peptidkotések elbontdsa hidrolizissel. Két tipusba sorolhatdak: az
exopeptidazok a lancvégi kotéseket kezdik el felbontani, mig az endopeptidazok a fehérjelancot
valamelyik bels6 kotés hidrolizisével hasitjak el. Az alapjan, hogy az enzim melyik oldallanca
jatszik katalitikus szerepet a folyamatban és viselkedik nukleofilként, a protedzok lehetnek szerin,
treonin, cisztein és aszpartat protedzok. Emellett meg szoktdk kiilonbdztetni a proteazok egy
masik csaladjat (metalloproteaz), melynek mitkodéséhez fémion kotése sziikséges.

A tripszin szerii szerin proteazok arginin (Arg) és lizin (Lys) oldallancok utan hasitanak,
amid- és észter-kotések hidrolizisével. A szerin (Ser) mellett még két konzervaltan megjelend
oldallanc talalhatd ezekben a proteazokban, a hisztidin (His) és az aszparaginsav (Asp). Ez a
harom oldallanc hozza létre, a harmadlagos szerkezet kialakulasa utan, térben egymashoz kozel
keriilve a szerin protedzok un. katalitikus-triddjat, amely az ,oxianion lyukkal” és a
szubsztratkotd hellyel egyiitt alakitja ki az enzim aktiv centrumdt. A katalitikus tridd
elrendezédése konzervalt: a két B-hordobol allo peptidvazban, a hordok kozotti mélyedésben a
Ser és a His a felszinen, mig az Asp az enzim belsejében, egy poléros iiregben helyezkedik el. Ez
az elhelyezkedés fontos az enzim aktivitdsa szempontjabol, melyet mutacids kisérletek is
alatamasztanak (Grdf et al., 1987). Az elsddleges szubsztratkoto helyet az enzim feliiletén S1-el
jeloljik. A szerin protedazok esetében ez egy hidrofob zseb, melynek két oldalan helyezkedik el a
tobbi aminosavkotd hely. Ezeket a pozicidkat S(n)-S(n)’-vel jeldljik az S1-t6l N- illetve C-
terminalis irdnyba. Ennek megfeleléen a szubsztraton az elsddlegesen hasitando peptidkotéstdl
N-terminalis irdnyba elhelyezkedé aminosav a P1 (az S1-be illeszkedik bele), melytdl N- és C-
termindlis iranyba talalhatoak a P(n)-P(n)’ jelolésii, szintén a szubsztratkotd zsebekbe illeszkedd
aminosavak. A legtobb esetben az S1 kotohely és a P1 kotddé aminosav hatdrozza meg az enzim
szubsztrat-specificitasat. A hasitas elsd 1épéseként az enzim megkoti a szubsztratot, és kialakul
egy nem kovalens Michaelis-komplex. A reakcié mésodik fazisaban 1étrejon egy negativ toltésti,
nagy energiaju, rovid életli tetraéderes atmeneti termék, majd az acil-enzim intermedier, és az
elhasitott peptid C-termindlis szakasza eltavozik. Végiil a hidrolizdlando peptid N-termindlis
szakasza felszabadul (Page and Williams, 1987).

A szerin protedzok alapvetden inaktiv allapotban, Un. zimogén forméaban képzddnek a
szervezetben. A szintetizalodott proenzim eljut a miikddési helyére, ahol egy meghatarozott jel
hatasara egy mar aktiv enzim lehasitja az N-termindlisdn 1évd propeptid szekvencidt. Az

aktivitasért felelés domén ezutdn mar képes felvenni azt a konformdciot, amely sziikséges a
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megfeleld miikodéséhez. Tobb ilyen limitalt proteolizissel aktivalodd kaszkadrendszer is 1étezik a
szervezetben. A komplementrendszer, a véralvadas, a fibrinolizis és kallikrein-kinin rendszer, de

még az emésztorendszer enzimei is ilyen szabalyoz6 mechanizmussal mikodnek.

1.1.4.2. AMASP-ok

A tudomany mai alldsa szerint harom MBL-asszocialt szerin proteaz ismert, melyek az
MBL-ekkel ¢és fikolinokkal komplexet képezve aktivaljadk a komplementrendszer lektin utjat: a
MASP-1 (Matsushita and Fujita, 1992), a MASP-2 (Thiel et al., 1997) ¢s a MASP-3 (Dahl et al.,
2001). A MASP-ok ¢és az MBL-asszocidlt fehérjék (MApl9 és MAp44) - melyek nem
rendelkezek szerin protedz aktivitassal - két gén termékei. A MASP-1, a MASP-3 és a MAp44 a
MASP1 gén, mig a MASP-2 és a MApl19 a MASP2 gén alternativ splice variansai (Degn et al.,
2009; Skjoedt et al., 2010a; Stover et al., 1999; Takahashi et al., 1999). A MASP-ok
doménszerkezete megegyezik a klasszikus ut szerin protedzainak szerkezetével (Cls, Clr). Az N-
terminalis végtdl haladva 5 szabalyozé (CUB1-EGF-CUB2-CCP1-CCP2) ¢és egy kimotripszin
szer(l szerin proteaz (SP) doménbdl allnak (4. abra, A). A MASP-1 és a MASP-3 kozott csak az
SP doménban van eltérés, azonban a MASP-2 mind a 6 doménjében kiillonbozik a MASP-1-tdl és
a MASP-3-t6l. A MASP-ok dimerizaciojaért a CUBI-EGF domének a felelések, melyhez Ca™
jelenlétére is sziikség van (4. abra, B). Emellett a felismeré molekulakhoz vald kotddéshez is kell
a Ca”™, viszont ebben a folyamatban a CUB1-EGF mellett a CUB2 is részt vesz (Thielens et al.,
2001; Wallis and Dodd, 2000). A C-terminalis végen elhelyezked6é SP domén egy un. aktivacids
peptiddel kapcsolodik a CCP2-hoz, melyben limitalt proteolizis sordn egy arginin (Arg) —
izoleucin (Ile) kotés elhasad, igy valik aktivva az addig zimogén forméban 1évé enzim. Ez az
aktivacio csak akkor torténik meg, ha a felismeré molekula hozzako6tddik az aktivalo felszinhez,
¢s a komplexben térszerkezeti valtozasok kovetkeznek be.

A MAp19 és a MAp44 nem rendelkezik protedz funkcioval, azonban érdemes
megemliteni, hogy a MAp19 a MASP-2 két els6 doménjét (CUBI és EGF), a MAp44 pedig a
MASP-1/3 els6é négy doménjét tartalmazza. Ezen kiviil mindkét fehérjének van még egy C-
terminalis, par aminosavbol (4 illetve 17) all6 szakasza, amely nem taldlhat6 meg a MASP-okban

(Skjoedt et al., 2010a; Stover et al., 1999).

18



Al
r D
[ cue ]@[ cuB2 P MASP-1, MASP-2, MASP-3

4. abra. A (A) MASP-ok és az MBL-asszocialt fehérjék doménszerkezete és (B) a MASP-1 dimer szerkezeti
modellje. A (B) dbra (Dobo et al., 2014) alapjan késziilt. CUB domén: complement C1r/Cls, Uegf, Bmpl; EGF
domén: epidermalis ndvekedési faktor domén; CCP domén: komplement kontroll protein domén; SP domén: szerin
proteaz domén

A. MASP-1

A MASP-1 szintézisét a maj hepatocitdi végzik (Yongqing et al., 2012). Pontos
mennyiségét korabban nehéz volt megallapitani, mivel a legtobb antitest, ami felismerte, az

felismerte a MASP-3-at ¢s a MAp44-et is. Azonban ma mar specifikus antitestek segitségével

crer

crer

beinditani a lektin utat (Matsushita and Fujita, 1992), viszont késébb tobb munkacsoport is
cafolta, hogy a C4 hasitasara képes lenne (Rossi et al., 2001; Thiel et al., 1997). Az aktiv MASP-
1-nek szdmos mas, nem komplementrendszer vonatkozasu szubsztratja is van, pl. a véralvadasban
résztvevd XllI-as faktor és a fibrinogén (Hess et al., 2012). Ezek mellett nemrég felfedeztek egy
Uj MASP-1 szubsztratot, a 4-es tipusti protedz aktivalt receptort (PAR4), melyen keresztiil
osszekapcsolodik az endotél sejtek aktivacioja és a MASP-1 proteolitikus aktivitdsa (Megyeri et
al., 2009). A MASP-1 autoaktivaciora képes protedz (Ambrus et al., 2003), mely folyamat Ggy
tlinik fontos szabalyozo 1épése a lektin Ut beinditdsanak (Megyeri et al., 2013). Az alternativ tttal
valo kapcsolataban ellentmondésos eredmények sziilettek az elmult években. MASP 1 génkititott —
MASP-1 ¢s MASP-3 hidnyos — egerekben az alternativ Ut aktivalodasaban fontos szerepet jatszo
fD-t csak profaktor forméaban sikeriilt kimutatni (Takahashi et al., 2010), azonban MASP-1

deficiens emberben a fD zavartalan miikodést mutatott (Degn et al., 2012).
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B. MASP-2

A MASP-2 is proenzimként, a MASP-1-hez hasonléan a majban szintetizalodik, viszont
atlagos koncentracioja a vérben joval alacsonyabb, minddssze 0,4 pg/ml (6 nM) (Thiel et al.,
2012). Specificitasa joval magasabb, egyeldre csak néhany szubsztratja ismert. Képes hasitani a
zimogén MASP-1-et, a zimogén MASP-2-t, valamint a C4 és a C2 komplementfehérjéket.
Autoaktivaciora képes (Vorup-Jensen et al., 2000), amelyen keresztiil be tudja inditani a lektin

utat, és létrehozni a C4b2b C3 konvertazt.

C. MASP-3

A MASP-3 a majon kiviil tobb szervben is szintetizalodik, példaul a hasnyalmirigyben, a
Iépben, a timuszban, a vékonybélben, a prosztatdban és az agyban (Kuraya et al., 2003, Seyfarth
et al., 2006). Atlagos koncentracioja a vérben 5 pg/ml (63 nM) (Thiel et al., 2012). A MASP-1-el
¢s a MASP-2-vel ellentétben autoaktiviaciora nem képes (Zundel et al., 2004). Mutécioja
emberekben sulyos fejlddési rendellenességhez, az in. 3MC szindroémahoz vezet (Rooryck et al.,
2011; Sirmaci et al., 2010). Komplementaktivalodast szabalyozo szerepére utal, hogy elényben
részesiti a H-fikolinnal valé komplexek képzését, igy akadalyozva meg a lektin Uton keresztiili
aktivaciot (Skjoedt et al., 2010b). Kapcsolatat az alternativ uttal vita dvezi, melyet részben a
MASP-1-nél mar emlitettem. Tovabba Iwaki és mtsai. kimutattadk (Iwaki et al., 2011), hogy
egérben a MASP-3 aktivalja a fB-t ¢és a fD-t, tehat eszerint is részt vesz az alternativ 1t

aktivalddasaban.

Iranyitott evoltcioval kifejlesztett, MASP-1-re és MASP-2-re specifikus inhibitorok
segitségével sikeriilt pontosabb képet kapni a lektin ut aktivalodasarol és 1) modellt kialakitani a
kezdeti lépések sorrendjérdl (Héja et al., 2012b) (5. abra). Kordbban az volt az 4ltalanosan
elfogadott nézet, hogy a MASP-1 annak ellenére, hogy képes autoaktivalodni €s jelentdsebb
mennyiségben fordul elé a vérben, mint a MASP-2, csak segitd funkcidt lat el utdbbi mellett
(Takahashi et al., 2008). Azonban ezeknek az inhibitoroknak a segitségével megallapitottak,
hogy a MASP-1 autoaktivacioja nélkiilozhetetlen a lektin t beinditdsdhoz, valamint a MASP-1
nagyobb mértékben hasitja a C2-t, mint a MASP-2 (60:40 %). Ezt az eredményt tdmasztja ald egy
késébbi publikacid is, amelyben rekombinansan eldallitott mutdnsok segitségével MASP-okra
vonatkoz6 sebességi allandokat mértek ki. Meghataroztdk, hogy melyik proteaz (MASP-1,
MASP-2) milyen sebességgel autoaktivalodik, illetve aktivalja a tobbi enzimet. Bar a MASP-2 is
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képes autoaktivalédni, a MASP-1 zimogén autoaktivacidja (az enzim stabil proenzim forméja
aktival egy madsik sajat, mutéltatott aktiv helyli proenzimet) 3000-szer, az autokatalitikus
autoaktivacioja (az aktiv protedz sajat zimogént hasit) 140-szer nagyobb a MASP-2-énél
(Megyeri et al., 2013). Tehat ezen eredmények alapjan ugy tlinik, hogy az MBL/fikolin-MASP

koplexeken keresztiili aktivacio kritikus 1épése a zimogén MASP-1 autoaktivacioja.
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5. dbra. A lektin 1t aktivalédasanak régi és uj modellje. A korabbi allitasokkal ellentétben — miszerint a MASP-1-
nek csak kiegészité funkcidja van és lényegében csak a MASP-2-t61 fligg az aktivalddas (balra) — kideriilt, hogy a
MASP-1 kulcsfontossagu szerepet tolt be a lektin ut beinditdsaban. Autoaktivacidjat kovetden aktivalja a zimogén
MASP-2-t, valamint hasitja a C3 konvertaz kialakulasahoz sziikséges C2 60 %-at (jobbra). Az abra (Héja et al.,
2012b) alapjan késziilt.

1.1.5. A komplementrendszer szabalyozasa

Mivel a komplementrendszer sokféle jelre képes aktivalodni €s szdmos pontban
feler6sodhet, gyorsan az egyik leghatékonyabb védekezé mechanizmusséd valhat, amelynek
kontrollalt miikodése elengedhetetlen az egészséges szervezet szamara. Fontos, hogy lokalisan
mukodjon és csak idegen strukturakat, sejteket tAmadjon meg, illetve sajat struktirdk esetében
csak akkor aktivalodjon, ha azok az egészségestdl eltérnek (pl. apoptotizalt sejtek). A kaszkad
szabalyoz6 fehérjéi kozott vannak oldott allapotban, illetve membrank6tott formaban jelenlévd
molekulak is (6. abra). A komplementrendszer jellemzden negativ szabalyozas alatt all, melynek
tobb lehetséges megoldasat ismerjiik. Eddig egyetlen olyan fehérje ismert, a properdin, amely
pozitivan szabalyozza a rendszert az alternativ uton keresztiil. A C3bBb komplexhez kotédik,
fokozza annak stabilitasat és a féléletidejét 5-10-szeresre noveli (Fearon and Austen, 1975;
Lesher et al., 2013). Szabalyoz6 funkcidja mellett nemrég bizonyitottak, hogy képes elinditani a

komplement aktivaciot. A szérumbdl izolalt properdin felismerd molekulaként hozzakot a
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baktériumok felszinéhez, biztositva ezzel az alternativ C3-konvertazok kialakulasat (Spitzer et

al., 2007), azonban ezt a hatast fiziol6gidsan nem sikeriilt kimutatni (Lesher et al., 2013).
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6. dbra. A komplementrendszer gatlasa. A zolddel jelzett fehérje fokozza, a pirossal feltiintetett pedig gatolja a
komplement aktivitast. Az ellipszis kerettel rendelkez6 fehérjék a sejtek felszinén 1év6, mig a téglalap alakaval
rendelkez6k szolubilis szabalyozé molekulak. Az dbra Erdei Anna Immunolégia (2012) cimii kényve alapjan késziilt.

1.1.5.1. Szolubilis inhibitorok

A klasszikus 1t aktivalo 1épésében résztvevd Clr és Cls hatékony gatldszere a szérumban
magas koncentracidban (0.2 mg/ml) jelenlévd, a szerin protedz inhibitorok (szerpin) csaladjaba
tartoz6 Cl-inhibitor (C1-inh), mely a lektin 0t korai szerin prote4zait, a MASP-1-et és a MASP-
2-t is inaktivalja, valamint megakadéalyozza spontan autoaktivaciojukat (Matsushita et al., 2000;
Rossi et al., 2001). A Cl-inh széles specificitdsara utal, hogy szamos mads, a komplement
kaszkadtol fliggetlen szubsztratjat is leirtak. Ilyen példaul a véralvadasban szerepet jatszo
trombin, amelyet endotél sejtek felszinén hatékonyan képes gatolni (Caccia et al., 2011), a Xl-es

¢és a Xll-es faktor, a fibrinolitikus kaszkad plazminja és plazminogénje, valamint a kallikrein (de

Agostini et al., 1984, Harpel and Cooper, 1975; Schapira et al., 1982). A gatlasi folyamat elsd
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1épéseként a Cl1-inh reaktiv helye szubsztratszeriien kapcsolodik az enzimhez, igy alakitva ki egy
nem kovalens Michaelis-komplexet. Ezt kdvetden az enzim elhasitja az ,,0ngyilkos szubsztrat”-
nak is nevezett Cl-inh reaktiv hurokjat (reactive center loop, RCL) és Iétrejon a stabil, kovalens
mikozben magaval rantja a kovalensen kapcsolddott enzimet is. Ezéltal az enzim aktiv centruma
torzul, tovabb mar nem funkcidképes (Gettins, 2002). A Cl-inh hatasat jelentds mértékben
fokozza, ha polianion jelenlétében talalkozik az enzimmel, igy akar harom nagysagrenddel is
novekedhet a reakcié sebessége. Ilyen molekula példaul a gliikkozaminoglikdnok (GAG)
csaladjaba tartozo heparan-szulfat és a heparin. Ezek a polianionok a szerpin-proteaz kapcsolodas
soran a fehérjék GAG-kotd helyén keresztiil templatként vesznek részt a gatlas folyamatdban. Az
inaktivalas utan a komplex elveszti heparinkotd képességét, €s levalik rola (Esko and Linhardt,
2009; Sarrazin et al., 2011).

A vérben magas koncentracioban (1-2 mg/ml) jelenlévé o,-makroglobulin (a,M) a C3/C4
fehérje csalad tagja, mely tetramer formdban van jelen a szervezetben, és alegységenként 180
kDa nagysaga. A tetramer két, nem kovalensen kapcsolddé homodimerbdl all; a dimereket alkotod
monomereket két-két diszulfid-hid kapcsolja 6ssze. Térbeli okok miatt a 4 alegység egyszerre
legfeljebb két target fehérjét képes gatolni (7. dbra). Szamos szubsztratja van, kolcsonhatasba
Iéphet szerin-, tiol-, karboxil- és metallo-protedzokkal egyarant. Régota ismert, hogy az a,M
képes kolcsonhatas létrehozasara a lektin Ut aktivalasaban résztvevd MASP-okkal, valamint in
vitro gatolja a rekombinansan eldallitott MASP-1 és MASP-2 fragmentumokat (rMASP-1,
rMASP-2), amelyek a teljes hosszusagu proteazok CCPI1-CCP2-SP doménjeit tartalmazzik
(Ambrus et al., 2003; Terai et al., 1995). Azonban ellentmondasos eredmények jelentek meg az
elmult években arrdl, hogy vajon ez a gatld hatas érvényesiil-e in vivo is. Egy ddn munkacsoport
azt talalta, hogy az 0,M nem gétolja a C4 depoziciét mannannal burkolt lemezen (Petersen et al.,
2000), azonban mas kutatasok szerint példaul a Neisseria gonorrhoea-t képes megvédeni humén
szérumban a lektin Ut medialt lizist6l (Gulati et al., 2002). Az o,M fiziologias jelentdségére utal
még, hogy egér modellben védelmet nyljt szepszis sordn a szervezetet karositd folyamatok ellen,
valamint embereknél is talaltak pozitiv dsszefliggést a plazma a,M szintje és a szepszis tulélési
konformaci6 valtozas hatdsara az oM ,ketrecszerli” struktirat hoz Iétre, ezzel ejtve
irreverzibilisen csapdaba ,,Vénusz légycsapoja”-ként az enzimet (Marrero et al., 2012). Ezutan a
megfogott enzim mar csak kisméretli molekulakkal (pl. észterek, amidok) reagal, nagyméretii

szubsztratokat mar nem képes hasitani (Barrett and Starkey, 1973).
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7. abra. Az o,-makroglobulin — proteaz komplex kialakulasanak sematikus abrazolasa. Az inhibici6 soran az
a,M irreverzibilisen csapdaba ejti a proteazt, amely térbeli gatlas miatt igy mar nem képes hasitani a nagymolekulaji
szubsztratjait, csak azokat a kisméretiicket, amelyek még beférnek az o,M kotdzsebébe. Beinrohr LaszIo abraja (Gal
etal., 2013).

Az alternativ Ut oldat-fazist szabalyozé fehérjéi koz¢ tartozik a H- és az I faktor (fH, fI),
amelyek koziil az fI a masik két utvonal szabalyozasaban is részt vesz. Az I egy szerin proteaz,
amely Ugy gatolja a C3-konvertazokat, hogy proteolizis segitségével atalakitja a C3b-t iC3b-v¢,
majd késobb C3 fragmentumokka (C3c, C3dg). Ehhez a folyamathoz kofaktorokra van sziiksége,
amely az alternativ ut esetében az fH, a klasszikus és lektin ut esetében pedig a C4b-koto fehérje
(C4BP). Az fH-nak amellett, hogy segiti az fI-t abban, hogy ne alakuljon ki az alternativ ut C3
konvertdza, az is feladata, hogy felgyorsitsa a konvertdz lebomlasat azaltal, hogy leszoritja a Bb
fragmentumot a C3bBb komplexrél (Noris and Remuzzi, 2013). A C4BP, az fI masik szolubilis
kofaktora segiti a C4 lebontasat, ezaltal destabilizalva a klasszikus ¢€s lektin ut C3-konvertazanak
(C4b2b) kialakuldsat (Blom et al., 2004). Bar az fH és a C4BP hivatalosan a folyadék fazist
komplement szabalyozé molekuldk kozé tartoznak, mégis képesek felismerni gazdasejt specifikus
struktardkat (pl. szialsavat, heparan-szulfatot, GAG-ot), amelyeken keresztiil ki tudnak k&tédni a
sejtek felszinéhez. Az ott lerakddott C3b-t a C3d région keresztiil inaktivaljak, igy megeldzve a
sajat strukturdk elleni tdmadést (Manuelian et al., 2003; Ricklin et al., 2010).

Az eddig targyalt szabdlyozdsi —mechanizmusok szelektiven  gatoljadk a
komplementrendszer egyes utvonalait. Mivel azonban mindhdrom tvonal ugyanazon az Un.
terminalis utvonalon keresztiil folytatodik, lehetséges a rendszer utvonal fiiggetlen szabalyozasa
is. A termindlis komponensek folyadék-fazisu szabalyoz6 molekuldi a clusterin és az S-protein
(vitronectin). A clusterin nem csak a C5b-7 szintjén, a komplex membranba valo beépiilésének
gatlasdval szabalyozza a termindlis folyamatokat, hanem a C8-hoz és C9-hez kotddve
megakadalyozza a porus kialakuldsidt (Manuelian et al., 2003). Az S-protein pedig a szabad
hidroféb régiokhoz kotddve sztérikusan gatolja a C9 oligomerizacidjat, ezaltal a MAC

kialakulasat (Hadders et al., 2012).
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1.1.5.2. Sejtfelszini szabalyozo molekulak

A membranko6tott formaban 1€vé komplement szabalyoz6é molekulédk csak lokalisan, az
adott sejtek felszinén képesek gétolni a komplement aktivacidt. Ezen molekulak kozé tartozik a
membran kofaktor protein (MCP), a bomlast gyorsito faktor (DAF) és az 1-es tipustt komplement
receptor (CR1). Az MCP ¢s a CR1, az fI kofaktoraiként segitik a klasszikus és lektin t, valamint
az alternativ ut C3-konvertazainak lebontasat. A DAF leszoritja a C2b-, illetve a Bb-
fragmentumokat a C4b-, illetve a C3b molekulakrol, igy disszociéltatva a C3-konvertazokat. A
terminalis szakasz sejtfelszini gatlo molekulai a protektin és a homoldg restrikcids faktor (HRF),
melyek a C8 és C9 molekulak kotddésének gatlasaval megakadalyozzak a MAC kialakulasat, igy
védve meg a sajat sejteket a lizistdl (Ricklin et al., 2010).

1.2. A velesziiletett immunrendszer sejtjei

A velesziiletett immunrendszerrél sokaig ugy gondoltak, hogy a magasabb rendi
¢lolényekben csupan csak annyi szerepe van, hogy gyorsan, nem tokéletes védekezd
mechanizmusként dvja a szervezetet addig, amig ki nem alakul a fajlagos, adaptiv immunvélasz.
Azonban a velesziiletett immunitasnak fontos szerepe van az adaptiv valasz elinditasaban, az
effektor funkcidk irdnyanak meghatdrozasaban. A szervezetbe bekeriilé korokozok eldszor a
komplementrendszerrel, valamint a velesziiletett immunrendszer sejtjeivel talalkoznak. Ilyen
sejtek a monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek, természetes 6l0sejtek, neutrofil-, eozinofil- és
bazofil granulocitdk. A velesziiletett immunvalaszban résztvevd sejtek felszinén, illetve a
sejteken beliill un. mintazat felismerd receptorok taldlhatok (PRR, pattern recognition receptor),
amelyeken keresztiil érzékelik a veszélyt jelentd antigéneket, és jelzik azt a sejtek felé. Ilyen
receptorok példaul a C-tipusu lektin receptorok (mannoéz receptor, DC-SIGN), a Toll-like
receptorcsalad (TLR) tagjai, a NOD-like- és RIG-like receptorok (Doyle and O'Neill, 2006;
Geijtenbeek and Gringhuis, 2009; Strober et al., 2006). A korokozok felszinén megjelend
konzervalt molekularis mintazatok (PAMP-ok) alapjan tudnak a gazdaszervezet sejtjei
kiilonbséget tenni a sajat és idegen struktirdk kozott. Ilyen mintdzatok elsdsorban a patogének
lipid-, cukor- és szialsav tartalmu alkotéelemei (mannan, LPS, metildlatlan CpG-motivum,

duplaszalt viralis RNS, bakterialis DNS).
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1.2.1. Monocitdk és makrofagok

A monocitdk és makrofagok mononukledris fagocitak. F6 funkcidjuk, hogy a szervezetbe
bekeriild idegen anyagokat bekebelezik ¢€s elpusztitjak, vagy lebontdsuk utan sejtfelszini MHC-II
molekulaikon keresztiil bemutatjak antigénként a tobbi sejtnek.

A monocitdk mieloid progenitor sejtekbdl differencidlédnak a csontveldben (van Furth
and Cohn, 1968), ahonnan kilépve a véraramban keringenek mindaddig, amig kiilonb6zd
szignalok (ndvekedési faktor, proinflammatorikus citokinek, mikrobidlis termékek) hatasara ki
nem lépnek az érfalon keresztiil a szovetekbe (8. dbra). Itt megtelepedve differencidlodnak
tovabb szdveti makrofagokka és dendritikus sejtekké. Kezdetben morfoldgiajuk, késobb viszont a
sejtfelszini CD14 ¢és CD16 (Passlick et al., 1989) expresszidjuk alapjan kiilonitették el a
kiildnboz6 monocita alpopulaciokat. Harom csoportra oszthatoak, a klasszikus- (CD14"CD167, a
" jelzés a receptor 10-szeres, a ** pedig a 100-szoros mennyiségét jeldli az izotipus kontrollhoz
képest), a nem-klasszikus- (CD14"CD16"") és az 4atmeneti monocitdkra (CD14™"CD16").
(Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Aktivacids jelek hatasara fokozddik interleukin (IL-1, IL-6),
tumor nekrézis faktor (TNF) és interferon (IFN) termelésiik. A fertézés helyére torténd
vandorlasukban fontos szerepet jatszik a felsziniikon megjelend CC-kemokin receptor 2 (CCR2),
melynek lingandjai a CC-kemokin ligand 2 (CCL2/MCP-1: monocita kemoattraktans protein-1)
¢s a CCL7 (Shi and Pamer, 2011). A migraci6 mechanizmusa egyelére nem teljesen ismert, de
egy elmélet szerint az MCP-1 dimer/oligomer forméja hozzakotddik a szdvetekben taladlhatd
GAG-okhoz, igy biztositva gradienst, ami mentén a monocita elvandorol a fertézés helyére
(Proudfoot et al., 2003).

A makrofagok az érpalyabol kilépd monocitakbol differencidlodnak, amikor azok
megtelepednek a kiilonbozd szovetekben (kis része az aktivalt monocitdknak az érpéalyaban
marad, ahol endotelidlis makrofaggd érik) (8. dbra). A makrofdgoknak szdmos fenotipusat
azonositottak, melyek kialakuldsat befolyasolja az adott sejtet koriilvevé mikrokornyezet. Ilyen
sejttipusok példaul a maj Kuppfer és az agy mikroglia sejtjei, valamint a csontveld oszteoklasztjai
(Pollard, 2009). A makrofagok elsddleges feladata a korokozok bekebelezése és elimindlasa, de
emellett antigén bemutatd képességgel is rendelkeznek, tehat részt vesznek a velesziiletett és az
adaptiv immunvalasz kialakitdsdban is. A nyirokcsomoban specifikusan aktivalt T-sejtek a
perifériara keriilve aktivaljdk azokat a makrofagokat, melyek ugyanazt az antigént mutatjak be,
amelyre a T sejt is specifikus. Az igy aktivalt makrofdg mar képes elpusztitani a bekebelezett
korokozot reaktiv gyokok segitségével. Erdekesség, hogy a makrofagok a pro- és anti-
inflammatorikus valaszt, az immunogén és tolerogén mitkddéseket, valamint a szovetkarositod és

szovetregenerald folyamatokat is egyarant képesek szabalyozni. Immunologiai vonatkozasuk

26



mellett szamos mdas funkcidja is ismert ezeknek a sejteknek. Részt vesznek a sejtek
differencidlodasanak szabalyozasaban, a szoveti morfogenezisben, az érrendszer kialakitasaban
€s a vérnyomas szabalyozasaban (Stefater et al., 2011). A makrofagoknak két tipusa ismert: a
klasszikus aktivacioju makrofagok (M1) IFNy, TNFa ¢s LPS, mig az alternativ aktivacidju
makrofagok (M2) IL-1, IL-4, IL10, IL-13, és TGFp hatdsara alakulnak ki (Gordon and Martinez,
2010). Kiilonbség az effektor funkcidjukban az, hogy mig az M1 makrofagok IL-12-t, reaktiv
oxigén- €s nitrogén gyokoket, valamint gyulladasi citokineket (IL-1B, TNFa, IL-6) termelnek, és
az adaptiv immunvalaszt a Thl iranyba toljak el, addig az M2 makrofagok IL-10 termeléssel Th2
valaszt valtanak ki. Az M2 makrofdgok fontos szerepet jatszanak a parazita -elleni
immunvalaszban, a tumor szupresszidban és a gyulladas csokkentésében (Chazaud, 2014). Stout
és mtsai (Stout et al., 2005) kimutattak, hogy a makrofagok un. ,,funkciondlis adaptivitassal”
rendelkeznek, mely sordn az egyik iranyba elkotelezett sejtek kiillonbozd stimulusok hatdsara

(INFy, IL-12, IL-4, IL-10) atalakulhatnak a masik tipusu makrofagga.

1.2.2. Dendritikus sejtek

Az éretlen dendritikus sejtek (imDC) 6rszemként figyelik a szervezetbe bekeriilé idegen
vagy a megvaltozott sajat strukturak megjelenését. Miutan ezt a vesz€ly jelet a konzervéltan
megjelend mintazatfelismerd receptoraikkal (pl. mannéz receptor (MR), Toll-like receptor
(TLR)) azonositjak, felveszik az idegen anyagot, lebontjdk, ¢s MHC molekulaikkal bemutatjak
azt a tobbi sejtnek. Ennek hataséara egy érési folyamaton mennek keresztiil, mely sordn megné a
feldolgozott antigén bemutatasaban fontos szerepet jatszo kostimulator molekuldk (CD80, CD86)
¢s az MHCII szama (Cella et al., 1997), valamint az aktivalt sejtek elvandorolnak a legk6zelebbi
nyirkcsomoéba. Itt a mar érett dendritikus sejtek (maDC) hatékonyan stimuldljdk az antigénre
specifikus T-sejteket (Steinman, 2012), ezéltal Osszekapcsolva a velesziiletett €s az adaptiv
immunrendszert. Azonban a DC-k egy része nem vandorol el a nyirokcsomokba, hanem az adott
limfoid szovetben marad, €s ott fejti ki hatdsat. Mai ismereteink szerint harom f6 csoportja 1étezik
a DC-knek: a plazmacitoid (pDC, CD303"), a klasszikus és a monocita eredetli (gyulladasos)
mieloid DC-k (mDC) (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). A monocita eredeti DC-k azonban

nyugalmi allapotban nem, csak gyulladas soran mutathatoak ki a szervezetben.
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8. dbra. A monocitak, dendritikus sejtek és makrofagok differencidlédasa. Az dbra Erdei Anna Immunologia
cimii konyve (2012) alapjan késziilt.

1.3. A proteaz aktivalt receptorok

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok csaladjdba tartoz6 protedz aktivalt receptoroknak
(PAR) eddig négy tagja ismert: a PAR1, a PAR2, a PAR3 és a PAR4. A proteazok a PAR-okat
irreverzibilisen, az N-terminalis vég lehasitasaval aktivaljak (9. dbra). Az Gjonnan keletkezd N-
terminalis vég, melyet ,kipanyvazott liganumnak™ is neveziink, visszahajlik a hasitott receptor
masodik extracellularis hurokjan talalhatd kotShelyhez. Ezt kovetéen a PAR konformaécioja
megvaltozik, amely transzmembran jelatviteli folyamatokat indit el a heterotrimer G-fehérjékhez
torténd kapcsolddasaval (Shpacovitch et al.,, 2007). Szdmos protedzrol kideriilt, hogy képes
hasitani ezeket a receptorokat: példaul a trombin a 2-es tipus kivételével mindegyik PAR-t, a
tripszin a PAR2-t és a PAR4-et, a triptdz pedig a PAR2-t aktivalja. Ezen kiviil a PAR2-t hasitja
még a Vlla és a Xa faktor €s a membran tipusu szerin proteaz 1, a MASP-1 pedig a PARI-et, a
PAR2-t és a PAR4-et (Megyeri et al., 2009; Zhang et al., 2014).
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9. abra. A proteaz aktivalt receptorok aktivalodasinak mechanizmusa. Miutan a protedz elhasitja a PAR
extracellularis N-termindlis végét, a szabaddd valt ,kipanyvazott ligandum” visszahajlik a receptor masodik
extracellularis hurokjan talalhaté kotohelyhez. A kotés hatasara kiillonbozo jelatviteli folyamatok indulnak el, és
végiil a PAR-t expresszalo sejtek aktivaldodnak. (van der Poll, 2008)

A PAR-ok jelenléte a leukocitakon vitatott teriilet. Colognato és mtsai (Colognato et al.,
2003) szerint a monocitdkban mRNS szinten megtalalhato a PARI, 2 és 3, viszont csak az 1-es €s
3-as tipus jelenik meg a sejtek felszinén. Az ezekbdl a sejtekbdl differencialtatott makrofagokban
expresszidjuk fokozodik, valamint megjelenik a PAR2 is. Azonban a monocitabdl DC-vé
differencidlodo sejtekben mind mRNS, mind fehérje szinten csokken a PAR-ok mennyisége.
Ennek kivaltoja valosziniileg a DC-vé differencidlodashoz sziikséges IL-4, amire bizonyiték a
PAR-ok mennyiségének csokkenése az ezzel a citokinnel kezelt makrofagokban. Ezzel szemben
Johansson és mtsai-nak (Johansson et al., 2005) alacsony mennyiségben, de sikeriilt kimutatnia
monocitak felszinén a 2-es tipusu PAR-t is. A kiilonbség valosziniisithetd oka szerintiik abban
rejlik, hogy a két munkacsoport masféle technikaval nyerte ki a monocitakat a vérbdl. Abban az
esetben sikeriilt csak kimutatni a PAR2-t a sejtek felszinén, ha a sejteket nem a milanyag
felszinhez torténd kitapasztassal nyerték ki a vérbdl, hanem negativ jelolési MACS (magnetic
activated cell sorting) technikaval. Valoszinlileg a feliilethez tapadds olyan jel a monocitdk
szamara, melynek hatasara a felsziniikon megjelend PAR2 internalizalodik. Nemrég sikeriilt
kimutatni a PAR4-et is monocitakban mRNS ¢és fehérje szinten is (Nieuwenhuizen et al., 2013),
igy Osszességében mind a 4 receptor megjelenik mind a 3 sejttipuson, kivéve a PAR4 a DC-ken

(1. tablazat).
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PAR1 PAR2 PAR3 PAR4

Monocita + + + +
Makrofag + + + +
Dendritikus sejt + + + -

1. tablazat. A monocitak, a monocita eredetii dendritikus sejtek és makrofagok sejtfelszini proteaz aktivalt
receptor expresszioja. A tablazat (Zhang et al., 2014) alapjan késziilt.

Szamos bizonyiték van arra, hogy a PAR-on keresztiili aktivacié citokinek termelését
valtja ki sejtekben. Vérbdl izolalt periférids monocitdk PAR-AP peptiddel torténd aktivacidjakor
fokozodik IL-6, IL-8, IL-1B és TNF-a termelésiik (Johansson et al., 2005, Nieuwenhuizen et al.,
2013), valamint trombin hatdsara IL-10-et és MCP-1-et kezdenek termelni (Colotta et al., 1994;
Naldini et al., 2005). Dendritikus sejtek és makrofagok esetében PAR-okon keresztiil kivalthato a
sejtek fokozott MCP-1, IL-10 és IL-12 termelése (Yanagita et al., 2007).
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2. Célkitiizések

A komplementrendszer a velesziiletett immunvéalasz humoralis eleme, melynek feladata a
szervezetbe bekeriilt korokozok felismerése és elpusztitasa, a megvaltozott sajat struktarak
eltakaritasa, valamint a gyulladéasi folyamatok szabalyozasa. A komplementrendszer haromféle
modon aktivalodhat: a klasszikus, a lektin és az alternativ uton keresztiil. Kutatdsaim
kézéppontjaban a lektin Ut beinditasdban résztvevé MASP-okkal kapcsolatos kérdések alltak.
Célom volt az aktivalodasukra, gatlasukra, valamint a természetes immunrendszer sejtjeivel valo

kapcsolatukra vonatkozo kérdések megvalaszolasa.

Ismert, hogy a MASP-ok dimerizaciojaért és a felismerd molekuldkhoz vald kotddésiikért
az N-termindlis harom doménjiik (CUBI1-EGF-CUB2) felelds. Azonban arrél nincs informécio,
hogy a MASP-ok képesek-e homodimerek mellett heterodimerek kialakitasara is.

A lektin Ut beinditasdban kulcsfontossagu szerepet betolté MASP-ok szabalyozott
mikddése elengedhetetlen a szervezet szamara, ezért érdekes kérdés, hogy vajon az eddig ismert
természetes inhibitorok mellett 1éteznek-e a szervezetben tovabbi MASP-géatlo molekuldk is.

Tovabba a komplementrendszernek, ezen beliil is a lektin Gtnak nem csak abban van
fontos szerepe, hogy a membrankarositdé komplex kialakitasaval elpusztitsa a korokozokat,
hanem hogy befolyésolja kiilonb6z6 immunsejtek mikodését. Ismert, hogy a MASP-1 aktivalja
az endotél sejteket, ezért felmeriil annak a lehetdsége, hogy mas sejtek mitkddésére is hatassal

lehet.

A fentiek alapjan a célkitlizéseim a kovetkezok voltak:

e a MASP-1 ¢és MASP-2 CUBI-EGF-CUB2 doméneket tartalmazéd N-termindlis
fragmentumanak, valamint ezek kitink6té doménnel jelolt (CBD) valtozatanak eléallitasa

e a MASP homodimerek disszociacios €s re-asszociacios tulajdonsagainak feltérképezése
az eldallitott fragmentumok segitségével

e a MASP heterodimerek kialakulasanak és a mar kialakult dimerek kozotti alegységek
kicserélddésének vizsgalata

e az antitrombin (AT) és az a,M lektin ut gatlé hatdsanak vizsgélata, valamint annak
tanulmanyozasa, hogy ezt a hatast hogyan befolyasolja a heparin

e a MASP-1 hatdsdnak vizsgalata a velesziiletett immunvalaszban résztvevd sejteken

(monocita, DC és makrofag)
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Rekombindns feherjék eloallitasa

A rekombinans fehérjék eldallitdsara minden esetben pET bakterialis expresszios
rendszert alkalmaztam. A MASP-1 C-terminalis 3 doménjét tartalmaz6é pET17b-rMASP-1-et
munkatarsaim készitették, a késébbiekben a fehérje eldallitasahoz ezt hasznaltam.

A MASP-1 és MASP-2 N-terminalis 3 doménjét (CUB1-EGF-CUB2) szintetikusan
eldallitott génbdl (Entelechon) Ndel-Xhol restrikcids enzimekkel klénoztam at pET17b vektorba.
Az E. coli-ra kodon optimalizalt konstrukciok a harom doménen kiviil még tartalmaztak egy TEV
hasit6 helyet, illetve egy CBD taget is. A CBD nélkiili konstrukciokat EcoRV és Hpal

segitségével allitottam elo.

3.2. Rekombindns fehérjeexpresszio

BL21(DE3)pLysS E. coli sejteket transzforméltam az adott DNS mintaval, és a
termeléshez eldszor egy 1 ¢jszakan at nodvesztett kulturat inditottam 1-1 teleprél 20 ml LB
tapoldatban, 37°C-n 220 rpm razatas mellett. A taptalaj minden esetben 100 pg/ml ampicillint és
30 pg/ml kloramfenikolt tartalmazott. Az egy éjszakan at razatott és felnétt sejteket tovabb vittem
nagyobb térfogatu LB tapoldatba, és literenként 15-20 ml starter kultirat hasznaltam. A sejteket
3-4 6ran at novesztettem ODgpo=0,6 értékig és a megfeleld sejtsiirliség elérésekor indukaltam a
fehérje termelést 0,96 pg/ml izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG). Tovéabbi 3 6ra utan a
sejteket lecentrifugaltam (8000 rpm, 10 perc, 4°C), és a keletkezd csapadékot felszuszpendaltam
50 ml TRIS-EDTA (TE) pufferben, majd éjszakara -20°C-n taroltam. Masnap felolvasztottam a
mintat és a szuszpenziot kiegészitettem 50 ml szonikald pufferrel (50 mM NaCl, 1 mM EDTA,
50 mM Tris, pH8,0). Ultrahangos szonikalas segitségével feltartam a sejteket, a szonikalasok
kozott jégen hiitve a mintat. Ezutan lecentrifugaltam a mintakat (12-16 000 rpm, 10 perc, 4°C) és
a keletkezett csapadékot kétszer mostam mosé pufferben (50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM
Tris, 0,05% Triton, pHS,0). Végiil szolubilizal6 pufferben (7,2 M GuHCI, 50 mM DTT, 50 mM
TRIS, pH8,0) oldottam és 4°C-n taroltam 1 &jszakan at.
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3.3. A fehérjék renaturdlasa

A zarvanytestekben termelddott fehérjék csak elsddleges szerkezetiikben egyeznek meg
az eldallitani kivant fehérjével, ezért az inkluzios testben megkapott fehérjét renaturalni kell, és
minden fehérjére més-mas renaturalasi koriilmény a jellemzd. rMASPI1 esetén a munkatarsaim
altal mar korabban kidolgozott receptet alkalmaztam (Dobo et al., 2008). A renatural6 elegy 300
mM arginint, 1 M NaCl-t, 50 mM TRIS-t, 5 mM EDTA-t, 4-4 mM redukalt- (GSH) ¢és oxidalt
glutationt (GSSG), valamint 240 mg/I inkluzids testet tartalmazott 9,4-es pH-n, melyet 1 honapig
kellett inkubalni 4°C-n. A tobbi konstrukcional magam kisérleteztem ki az optimalis renaturalo
elegy Osszetételét. Mindegyik fehérje esetében probarenaturalasokat végeztem, amiben teszteltem
a pH-t, a diszulfid-hid kialakuldséhoz sziikséges oxido-reduktiv rendszer mennyiségét és a
sokoncentraciot. A CBD nem befolyédsolta a renaturdlas hatékonysagat, ezért a MASP N-
termindlis fragmentumokat, a MASP-1 CUB1-EGF-CUB2 (MASP-1_D1-3) ¢és MASP-1 CUBI1-
EGF-CUB2-CBD-t (MASP-1_D1-3-CBD), valamint a MASP-2 CUBI1-EGF-CUB2 (MASP-
2_DI1-3) ¢s MASP-2 CUBI-EGF-CUB2-CBD-t (MASP-2_D1-3-CBD) azonos pufferben
renaturaltam, 1 hétig, 4°C-n (2. tdbldzat). A jégen hiitott renaturald pufferbe intenziv kevertetés

mellett adagoltam cseppenként a szolubilizal6 pufferben oldott fehérjéket.

MASP-1_D1-3 MASP-2_D1-3
MASP-1_D1-3-CBD MASP-2_D1-3-CBD
Arginin 750 mM
TRIS 50 mM
CaC(l, 200 mM 500 mM
GSH 3mM
GSSG 2 mM
pH 8,0
Inkluzios test 100 mg/1

2. tablazat. A MASP-1 és MASP-2 N-terminalis fragmentumainak renaturalasi koriilményei.
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3.4. A rekombinans fehérjék tisztitasa

Renaturdlds sordn csak a fehérjék nagyon kis része (1-10 %) veszi fel a helyes
térszerkezetet, ezért kromatografids modszerrel meg kell szabadulni a tobbi, rosszul feltekeredett
formatol.

rMASP-1 esetében a korabban mar publikalt protokollt alkalmaztam (Dobo et al., 2008).
A tisztitds végén a fehérjét atdializaltam HBSS pufferbe (137 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 0,3 mM
Na;HPOy4, 0,4 mM KH,PO4, 4,2 mM NaHCO3, 1,3 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,, 0,6 mM MgSOy,
5,6 mM D-glukoz, pH7,4).

Az N-termindlis fragmentumok tisztitasat két Iépésben végeztem anioncseréld és
méretkizarasos kromatografiaval. A renaturdci6 osszemérése utan 1 héttel dializissel tavolitottam
el a renatural6 agenseket. E16szor 10 liter vizben, majd kétszer 10 liter 10 mM TRIS-HCI, 10 mM
CaCl, pufferben dializaltam pH8,0-on, 4°C-n a mintdkat. A dializis utdn 0,22 pum-es sziirén
leszlirtem az anyagokat, és elsd 1épésben Source 30Q oszlopon tisztitottam 0-300 mM linearis
NaCl gradienst hasznalva 20 mM TRIS-HCI és 10 mM CaCl, mellett, pH8,0-on. A fehérjét
tartalmazd frakciokat begylijtottem, €s tovabb tisztitottam méretkizarasos kromatografiaval
Superdex200 oszlopon, amit elészor ekvilibraltam TBS-Ca®* pufferrel (150 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCI, 10 mM CaCl2, pH8,0), majd ugyanebbe a pufferbe eludltam.

A méretkizardsos kromatografia utdn a fehérjéket tartalmazo frakciokat megfeleld
térfogati adagokban taroltam -20 °C-n. A pontos fehérjekoncentraciot az adott fehérjékre
vonatkozo elméleti extinkcios koefficiens segitségével hatdroztam meg 280 nm-es hulldmhosszon

(3. tablazat).

extinkcios koefficiens

konstrukcio tomeg (kDa) (ml x mg'l x em™)
MASP-1_D1-3 32,03 1,158
MASP-1_D1-3-CBD 38,84 1,571
MASP-2_D1-3 31,74 1,201
MASP-2_D1-3-CBD 38,55 1,610

3. tablazat. A MASP-1 és MASP-2 N-terminalis fragmentumaihoz tartozé tomegek és extinkcids koefficiensek.
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3.5. Szérumfehérjék tisztitasa

Az oM tisztitasa kevert humén plazmabdl tortént egy korabbi publikacié alapjan, néhany
modositassal (Sottrup-Jensen et al., 1980). A frissen felolvasztott 50 ml plazmahoz el6szér I mM
Pefabloc SC-t, 100 uM nitrofenol-P-guanidino-benzoatot (NPGB) és 10 mM EDTA-t adtam,
hogy gatoljam a szérumfehérjék lebomlasat. Ezutan precipitaltam a plazmat 4g/100 ml polietilén-
glikol (PEG)-3350-el (4 w/v%), 4°C-n, intenziv keverés mellett, fél 6ran keresztil. A PEG
fokozza a fehérje-fehérje kolcsonhatast oldatokban, igy fokozza azok precipitaciojat. Fél ora
elteltével lecentrifugaltam a mintat 11 000 rpm-el, 4°C-n 20 percig, majd a fent leirt precipitaciot
8g/100-ml (8 w/v%) PEG-3350-el megismételtem a kordbban centrifugalt anyag feliiluszojaval.
A masodik precipitacios 1épés utan a csapadékot feloldottam 50 ml 50 mM NaH,PO,, 250 mM
NaCl, 10 mM imidazol, 0,02% NaN; pH7,4 pufferben és Ni-NTA (Qiagen) gyantan tisztitottam.
A mintafelvitel utdn mostam az oszlopot 2 oszloptérfogat 40 mM, pH7,4 imidazol pufferrel, majd
eludltam 4x1 oszloptérfogatnyi 250 mM imidazol, pH7,4 pufferrel. Az a,M-t tartalmazo
frakciokhoz 0,5 mM fenilmetilszulfonil fluoridot (PMSF) adtam, €s 1 ¢éjszakan at dializéltam 1 L
20 mM TRIS, 0,1 mM EDTA, pH7,5 oldattal szemben. Dializis utdn masodik tisztitasi 1épésként
anioncseréld oszlopot hasznaltam (Q Sepharose HP, GE Healthcare) 100-400 mM NaCl
gradienssel. Végiil harmadik 1épésként a betdményitett a,M-t tartalmaz6 frakciokat gélsziiréssel
tisztitottam preparativ Superdex 200 (GE Healthcare) gyantaval 20 mM TRIS, 0,1 mM EDTA,
150 mM NaCl, pH7,5 pufferben. Az 0,M-t tartalmazo frakcidokat betoményitettem és aliquotolva
extinkcios koefficiense (0,9 ml x mg™ x cm™) alapjan hataroztam meg.

Az AT tisztitasat egy, a laboratoriumunkbol kordbban kikeriilt cikk (Dobo et al., 2009)
alapjan végeztem néhany moddositassal. Ugyantugy, mint az a,M-ndl, itt is kevert human plazmat
hasznaltam. A 100 ml plazma felolvadasa utan a lesziirt mintat kihigitottam 15 ml 50 mM Tris,
0,1 mM EDTA, 2 M NaCl, pH7,4 pufferrel és 85 ml vizzel. A mintéat felvittem egy Heparin
Sepharose 6 Fast Flow oszlopra, mostam 50 mM Tris, 0,1 mM EDTA, 200 mM NaCl, pH7.,4
pufferrel, majd elualtam a felkotott AT-t 20 oszlop-térfogatnyi lineéris sogradienssel (0,2-2 M
NaCl). Az AT-t tartalmazo frakcidkat tovabb tisztitottam anion-cseréld kromatografiaval (Source
30Q, GE Healthcare) 300 mM-1 M linearis sogradienst hasznalva pH8,0-on. Végiil az elualt AT-t
tartalmazd frakciokat betoményitettem, és -20°C-n aliquotolva taroltam. A fehérje

crer

cm™) alapjan hatdroztam meg.
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3.6. Inhibicios vizsgalat

A rekombinansan eldallitott MASP-2-re (rMASP-2, a teljes hosszusagu fehérje 3 C-
terminalis doménjét tartalmazza) vonatkozo inhibiciés mérésekhez tioészter szubsztratként 40
uM Z-Gly-Arg-S-Bzl-t (MP Biomedicals), segédszubsztratként 80 uM ditiodipiridint (DTDP)
hasznaltam. A rMASP-2-t (500 pM), valamint a szubsztratokat az Osszes kisérlet soran allando
koncentracioban hasznaltam, €s emellett valtoztattam a hozzaadott AT (0, 1, 4, 7 uM), Cl-inh (0,
szobahémérsékleten, 50 mM HEPES, 140 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 % PEG-3350, pH7,4
pufferben végeztem. Az enzim altal hasitott szubsztratbol felszabadulé tiobenzil-észter csoport
reagalt az oldatban feleslegben talalhatd6 DTDP-vel, és az igy létrejovd 4-tiopiridon kromofor
csoport keletkezését kdvettem spektrofotometriasan 324 nm-es hullamhosszon. A pufferbdl,
szubsztratbol és segédszubsztratbol allo, elére dsszekevert elegyhez adtam hozza a kiilonb6zo
Osszetételll; enzimet, inhibitort, valamint heparint tartalmaz6é mintdkat, melyet 5 percig
inkubdltam szobahdmérsékleten, mieldtt az elére dsszekevert elegyhez adtam volna.

A masodrendli asszociacios sebességi allandot (k,) pszeudo-elsérendli koriilmények

kozott hataroztam meg. Az adatokra az A, = a — b * exp ™ *

+ ¢ * t egyenlet alapjan nem
linearis illesztést alkalmaztam, ahol A az abszorbancia; az a, b és c illesztési paraméterek; a Kops
pedig a latszolagos sebességi allandd. Ezutan korrigdltam a k, értékét a k, = (kons/[I]o) * (1 +
[S]/Ky) egyenlet alapjan (Schechter and Plotnick, 2004), ahol az [I]y a szerpin koncentracidja, az
[S] a szubsztrat koncentracidja, €s a Ky az enzim-szubsztrat parra vonatkoz6 Michaelis-Menten

konstans.

3.7. C3 és C4 depozicios esszé human szérumbol

A komplementrendszer aktivacidjakor keletkezé C3b-, illetve C4b-fragmentumokban
térszerkezeti valtozasok eredményeként feltarul egy tioészter-kotés, melyen keresztiil képesek
kovalensen kotddni a sejtek felszinéhez. Ezen az elven alapuld ELISA tesztekben mértem a
komplementrendszer aktivaléddsanak meértékét, melyben az ELISA plate-n levd mintahelyek
felszinéhez kitapaddo C3b és C4b mennyiségét detektaltam specifikus antitestekkel. Munkadm

soran mértem C3b, C4b illetve aktivalt szérumbol torténd C4b depozicidkat.
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3.7.1. C3 depozicio

A mérésekhez 100-szorosra higitott, kevert emberi szérumot hasznaltam, melyet
aliquotolva taroltam -80°C-n a felhasznalasig. A szérum higitasat korabban munkacsoportunkban
Kocsis Andrea optimalizalta, ezt az eredményt alapul véve dolgoztam tovabb (Kocsis et al.,
2010). Els6 1épésként a mintahelyeket egy éjszakan at inkubaltam 4°C-n 100-100 pl 10 pg/ml
mannannal, illetve 50 pug/ml acetilalt BSA-val (ac BSA) burkol6 pufferben (15 mM Na,COs, 35
mM NaHCOs;, pH9,6). A kétféle burkolasra azért volt sziikség, hogy meg lehessen kiilonboztetni
a H-fikolinon (ac BSA-hoz kot) és az MBL-en (mannanhoz kot) keresztiili lektin ut aktivaciot.
Kovetkezd nap a mintazsebekben szabadon marado feliileteket blokkoltam 1% BSA-t tartalmazo
TBS (20 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH7,4) pufferrel 37°C-n 1 6réan at. A blokkolas utan mostam a
plate-t, Iyukanként 3x300 pl mosé pufferrel (TBS + 0,05% Tween-20, 5 mM CaCl,, pH7,4). A
blokkolés ideje alatt a szérum higitd pufferrel (100 mM HEPES, 145 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 2
mM MgCl,, 0,05% Tween-20, pH7,4) 100-szorosra higitott szérumot szobahdmérsékleten
Ilyen korilmények kozott a szérumban 1évé MASP-ok még nem aktivalodnak. A blokkolast
kovetd mosasi 1épés utdn hozzdadtam a mintdkat a minta lyukakhoz és 37°C-n 30 percig
inkubdltam. Az aktivalddas €s a C3b keletkezése ennél a 1épésnél kovetkezett be. A mosasi 1épést
kovetden felvittem a 2000-szeres higitasu, nyalban termelt poliklonalis anti-huméan C3c antitestet
(DAKO) antitest higité pufferben (TBS + 5 mM CaCl,, 0,05% Tween-20, 1% BSA, pH7,4). Az 1
oras 37°C-s inkubalds és a mosasi 1épés utan felvittem a HRP-val konjugalt anti-nyal IgG
antitestet (Sigma) 40 000-szeres higitasban antitest higité pufferben. Fél 6ra utdn a masodlagos
(50 mM citromsav, pHS5,0) oldott OPD szubsztrattal eléhivtam azokat. A reakciot 50 ul 1M
kénsavval allitottam le, és 490 nm-en spektrofotometriasan detektaltam.

Az eredmények kiértékelésekor a vizsgalt anyagok hatékonysagat 1Csy értékekkel
jellemeztem. Az ICsy azt az inhibitor koncentraciot adja meg, amelynél az alkalmazott
rendszerben mért enzim aktivitasa a felére csokken. A mért abszorbancia (490 nm) értékeket az
inhibitor-koncentracié logaritmusanak fiiggvényében abrdzoltam, majd az ICsy értékeket Origin
5.0 szoftver segitségével hataroztam meg. Az illesztett gorbét leirod egyenlet, az A4990=0, ha ¢ —
feltétel mellett: Aggp = A2 + (A1 — A2)/[1 + (c/ICsp)p], ahol A1, A2 és p illesztési paraméterek; a
c a koncentracio. Kontrollként FUT-175 szerin protedz inhibitort hasznaltam, amely
nemspecifikus gatlasdval megakadalyozza a komplementrendszer aktivalodasat. Mintazsebenként

100 uM-t alkalmaztam beldle, és a kapott OD értéket tekintettem hattérnek.
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3.7.2. C4 depozicio

A kisérlet koriilményei megegyeznek a C3 depozicidonal leirtakkal, azonban elsddleges
antitestként 1000-szeresre higitott, poliklonalis, nyulban termelt anti-humén C4c-t (DAKO)

hasznaltam.

3.7.3. C4 depozicio mérése aktivalt szérumbol

Ez az essz¢ tobb ponton is eltér az elézéekben leirtaktol. Egyik ilyen, hogy magas
sokoncentraciot kell alkalmazni. Magas sOkoncentraciondl a klasszikus Ut felismerd komplexe
szétesik, illetve a szérumban 1évé C4b nem képes kotddni a felszinhez. Ilyen sékoncentracional a
lektin ut ugyanugy aktivalodik a mannannal burkolt feliileten, mint a masik két esszénél, azonban
az aktivalast kovetéen az MBL-MASP komplex kivételével minden szérum komponenst
eltavolitottam tobb mosasi 1épés segitségével. Tehat itt a mar eldzetesen aktivalt MASP
komplexekhez adtam hozza az AT-t, a Cl-inh-t, a heparint, valamint a tisztitott C4-et.

Az ELISA lemezek burkolasa a fentebb emlitettekkel megegyez6 modon tortént. A
mintazsebekben szabadon maradd felszinek blokkolasat 1% BSA-t tartalmaz6é 20 mM HEPES,
140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1% Tween-20, pH7,4 pufferrel végeztem. Az 1 6ras, 37°C-on
torténd blokkolds utan mostam a zsebeket haromszor 300 pl mosoé pufferrel (20 mM HEPES, 140
mM NaCl, 5 mM CaCl,, 0,1% Tween-20, pH7,4) ¢s felvittem a magas sotartalmu szérum higito
pufferrel (40 mM HEPES, 2 M NaCl, 10 mM CaCl,, pH7,4) 50-szeresre higitott kevert human
szérumot. Az MBL-MASP komplexek kikotddése 1 6ran keresztiil 4°C-n zajlott. Ezutan mostam
a mintahelyeket, elsé 1épésben 3x300 pl magas sotartalmia moséd pufferrel (20 mM HEPES, 1 M
NaCl, 5 mM CaCl,, 0,1 % Tween-20, pH7,4), majd 3x300 pl mos6 pufferrel. A vizsgélni kivant
anyagokbol (AT, Cl-inh, heparin) higitasi sort készitettem a moso puffer segitségével, majd
minden mintdhoz hozzdadtam 1 pg/ml (0,1 pg/mintahely) tisztitott C4-et. Ezeket egyiitt
pipettdztam a lemezre, majd 1 orat inkubéltam 37°C-n, igy a felvitt anyagok, a korabbiakkal
ellentétben nem a zimogén MASP-okkal, hanem a mar aktivalt enzimekkel inkubéalodtak. Az ezt
kovetd 1épések: a mosas, elsddleges €s masodlagos antitesttel torténd jeldlés, majd a detektalds a

mar korabban leirt modon tortént.
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3.8. Az ap-makroglobulin — szerin proteaz komplex képzodésének vizsgalata

Az ;M — rMASP-1 komplex képzodését analitikai gélsziiréses technikaval vizsgaltam,
melyhez 24 ml-es Superose 12-es (GE Healthcare) oszlopot haszndltam. A kisérleteket minden
esetben 20 mM TRIS, 0,1 mM EDTA, 150 mM NaCl, pH7,5 pufferben végeztem. Adott
mennyiségli TMASP-1-hez valtozd6 molaris feleslegben adtam hozzd az o,M-t, és 1 Oras,
szobahOmérsékleten torténd inkubaldst kovetden a fehérjékhez tartozd kromatografias csucsok

egymashoz viszonyitott aranyanak valtozasat vizsgaltam.

3.9. Disszocidcios és re-asszociacios vizsgalatok méretkizardsos kromatografia segitségével

Meéretkizarasos kromatografiaval vizsgaltam a MASP-1 ¢s MASP-2 N-terminalis
fragmentumainak disszociacios és re-asszociacids tulajdonsagait EDTA jelenlétében, illetve Ca**
feleslegben. Ehhez kétféle puffert hasznaltam: TBS-EDTA (150 mM NaCl, 50 mM TRIS-HCI,
10 mM EDTA, pH8,0) és TBS-Ca** (150 mM NaCl, 50 mM TRIS-HCI, 10 mM CaCl,, pH8,0).
A fehérjék kiindulasi koncentracidja 0,5-1 mg/ml volt.

A disszociacids kisérletekben a fehérjéket haromszoros térfogatra higitottam TBS-EDTA
pufferrel, igy biztositva az EDTA fol6sleget, majd a kromatografia eldtt szobahdmérsékleten
inkubaltam a mintakat 0, 1, 2, 4 és 16 6rat. A re-asszociacids kisérletekben pedig az elézetesen 4
oran keresztiil disszocialtatott mintakhoz 20 mM CaCl,-t adtam, és szobahdmérsékleten
inkubaltam a mintakat 0, 1, 2, 4 és 16 oran keresztiil. A mintafelvitel elott ekvilibraltam a 24 ml-
es, Superose 12 GL (GE Healthcare) oszlopot TBS-EDTA vagy TBS-Ca** pufferrel. 100 pl-es
loop segitségével futtatdsonként 17-33 pg fehérjét vittem fel az oszlopra és az elicid soran TBS-

EDTA/TBS-Ca** puffert hasznaltam 0,8 ml/perces aramlasi sebességgel.

3.10. Nativ PAGE

A mérésekhez 1,5 mm vastagsagli gelet hasznaltam, amely egy 10 %-os szeparald részt
[(1,2 ml HyO, 2,4 ml C puffer (30 %-os bisz-akrilamid), 3,6 ml A puffer (1,5 M TRIS-HCI,
pHS8,8), 50 ul 10%-0s ammonium-peroxo-diszulfat, 7 ul Temed)] valamint egy 5 %-os tomoritd
részt [(2,8 ml H,O, 0,8 ml C puffer, 1,2 ml B puffer (0,5 M TRIS-HCI, pH6,8)] tartalmazott.
Mindkett6t kiegészitettem 2 mM CaCl,-vel, valamint a futtaté pufferhez (25 mM TRIS, 192 mM
glicin) is adtam 2 mM CaCl,-t. A megfuttatott mintdkhoz 5x tomény nativ minta puffert (50 %

glicerin, 0,1 % bromfenol-kék) és 5x tomény futtatd puffert adtam. A geleket konstans
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aramerdsség (50 mA) mellett 90 percig futtattam. Végiil a festéshez 0,1 % Coomassie Brilliant

Blue G-250-ot tartalmazd, 7,5 térfogat %-os ecetsav oldatot hasznaltam.

3.11. Heterodimerizacios és komplex kicserélodési kisérletek

A heterodimerizacios vizsgalatokban TBS-EDTA pufferben (150 mM NaCl, 50 mM
TRIS, 10 mM EDTA), 100-100 npg/ml-s végkoncentracioban kevertem 0ssze kiilonb6zé
kombinaciokban MASP-1_D1-3-at, MASP-1_D1-3-CBD-t, MASP-2_D1-3-at és MASP-2_D1-3-
CBD-t. Az elegyeket 4 6ran keresztiil 25°C-n inkubaltam, hogy a dimerek szétessenek, majd 20
mM végkoncentracioban CaCl,-t adtam hozza, és egy éjszakéan at hagytam, hogy a re-asszociacio
végbemehessen. Végiil megfuttattam a mintdkat nativ PAGE-n 2 mM CaCl, jelenlétében, a
korabban leirt médon. Kontrollként a kiindulési fehérjék 100 pg/ml-s oldatat hasznaltam.

A komplex kicserélédési kisérletek Ca™* tartalma TBS pufferben, szobah8mérsékleten
zajlottak, haromféle kisérleti elrendezésben: MASP-1_D1-3 — MASP-2_D1-3, MASP-1_D1-3 —
MASP-1_D1-3-CBD ¢s MASP-2_D1-3 — MASP-2_D1-3-CBD. A fehérjék végkoncentracioja
100 pg/ml volt. 4 napon keresztiil 24 6ranként vettem mintat. A CBD-t tartalmazé konstrukciok
ennyi 1d0 alatt ilyen hémérsékleten degradalodnak, ezért 1 mM PMSF-et is adtam az elegyekhez,
hogy megakadalyozzam a hasadast. Az eredményt Ca**-ot tartalmazé nativ gélen ellenériztem,
kontrollként a kiindulasi fehérjék 100 pg/ml-s oldatat hasznaltam. A kapott sdvokat Quantity One

4.6.3 szoftverrel (BioRad, Hercules, Ca) denzitometraltam.

3.12. Human monocitak izolaldsa vérbol, valamint monocita eredetii dendritikus sejtek és
makrofagok eloallitasa

A monocitakat egészséges véradoktol szdrmazo buffy coatbdl nyertem. A buffy coatot 50
ml-es milanyag csovekbe oOntottem, és fékezés nélkiil, 18°C-n, 1400 rpm-el 10 percig
centrifugaltam. A periféridas mononukledris sejtek (PMNS) hatarrétegéig tartd, feliil talalhato
plazmat eltavolitottam, majd a PMNS hatarréteget 6sszegytijtéttem, negyed térfogat PBS-el (137
mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO4, pH7,2) kihigitottam, és
rarétegeztem 25-25 ml-t 10-10 ml Ficoll-Hypaque (Amersham) oldatra, és 40 percig
centrifugaltam 18°C-n, 1800 rpm-el, fékezés nélkiil. A Ficoll tetejérdl 6sszegylijtottem a PMNS-t,
és haromszor mostam PBS-sel. A mosasok kozott 4°C-n, 1400 rpm-mel, 10 percig centrifugaltam
a sejteket. A tovabbi tisztitasi 1épéseket a Monocyte Isolation Kit II. (Macs, Milteny Biotec)
segitségével, negativ jeloléssel végeztem, igy kizarhatd a tovabbiakban hasznalni kivant sejtek

ellenanyagok altali esetleges aktivaloddsa. A mddszer soran a magneses mikrogyongyok olyan
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specifikus ellenanyaggal vannak jelolve (CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123), melyek az
eltavolitani kivant sejtpopulaciok jellemz6 sejtfelszini markereihez kotddnek. A  tisztitasi
1épéseket az izolalo kithez mellékelt protokoll alapjan végeztem. A sejtszam meghatarozasa utan
centrifugaltam az izolalt PMNS-t 1500 rpm-el, 10 percig, 4°C-n, majd eltavolitottam a feliiliszot.
Az Osszes jelolést jégen végeztem, elére behiitott pufferekkel és ellenanyagokkal, hogy
csokkentsem az aspecifikus jelolddéseket. A tovabbiakban megadott térfogatok 107 db sejtre
vonatkoznak, mely megadott értékeket a jeldlni kivant PMNS mennyiség fiiggvényében
aranyositottam. A sejtpelletet felszuszpendaltam 30 pl, a protokollban megadott pufferrel, majd
10 pul FcR blokkolo6 puffert és 10 pl biotin-antitest koktélt adtam hozza. 20 perces jégen torténd
inkubalas utan kiegészitettem a térfogatot 100 pl-re 30 upl pufferrel és 20 pl anti-biotin
MicroBeads-sel, és tovabbi 15 percig hagytam jégen allni. Ezutdn mostam a sejteket 5 ml
pufferrel, és 10 perces, 1500 rpm-es, 4°C-n torténd fugalast kovetden eltavolitottam a feliiluszot,
és beallitottam a sejtkoncentraciot 2x10%/ml-re. A magneses szeparalé oszlopot ekvilibraltam a
protokollban leirt mdédon, majd felvittem ra az eldkészitett PMNS-t. Az er0s magneses tér
visszatartja a jelolt sejteket, mig a jeloletlen sejtek atesnek az oszlopon. Ez az atesd frakcio
tartalmazza a feldusitott, jeloletlen monocitdkat.

A preparatum tisztasdgat aramlasi citofluorimetrids modszerrel ellendriztem a monocitak
CD14 pozitivitasa alapjan. A limfocita szennyezettséget B-sejt specifikus CD19 és T-sejt
specifikus CD3 markerek segitségével hatdroztam meg. A sejtszuszpenzid tisztasdga minden
esetben 95% folotti volt. Végiil a sejtszamot 1x10%ml-re allitottam be CellGro szérum mentes
médiummal és a sejteket azonnal felhasznaltam.

Dendritikus sejtek eléallitasakor a monocitakat 1x10%ml sejtkoncentracié mellett 1000
U/ml rekombinans humén IL-4 és 40 ng/ml rekombindns human granulocita-makrofag kolonia
stimulal6 faktor jelenlétében (GM-CSF) kezeltem kétnaponta. fgy a monocitak 5 nap alatt éretlen
dendritikus sejtekké differencialédtak. A monocita eredetli makrofagok differenciéltatasdhoz

ugyanezt a protokollt alkalmaztam, IL-4 kezelés nélkiil.

. 2 . ’ r ror , roe . . .7
3.13. Intracellularis szabad Ca™ -szint valtozasanak mérése dramldsi citofluorimetrids
modszerrel

A sejtek aktivalasa legtobbszor egyiitt jar a sejtek citoszoljaban 1évé Ca®* ion
koncentraci6 megvaltozasaval, melynek mennyiségi mérésére Fluo4-AM szelektiv fluoreszcens
indikator jelolést alkalmaztam. Ez a festék egyrészrdl rendelkezik egy membran-permedbilis
apolaris végcsoporttal (acetoxi-metil-észter, AM), melynek segitségével képes bejutni a sejtek

belsejébe, masrészrél egy kelator csoporttal, ami szelektiven képes megkétni a Ca**-t és egy
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fluorofor csoporttal, amelyhez ha hozzakot az ion, jelentds fluoreszcencia novekedés torténik.
Miutén a festék bejut a sejt belsejébe, a sejt nem specifikus észterdz enzimei lehasitjak a hidrofob
csoportokat, igy az mar nem jut ki a sejtbol.

a kezelések soran 0,5x10° db sejtet jeldltem mintanként 100 pl-ben. 37°C-s vizfiirdében 1 éran
keresztlil hagytam a sejteket feltdltddni a festékkel (5 pg/ml) enyhe razatds mellett. Az 1 6ra
elteltével kiegészitettem a 100 pl-t 1 ml-re HBSS pufferrel, és tovabbi 1 orat hagytam a 37°C-s
vizfiirddben. Centrifugalassal (1 200 rpm, 10 perc, 24°C) kétszer mostam a sejteket GKN-nel
(137 mM NaCl, 54 mM KCI, 9 mM Na,HPO,, 5 mM NaH,PO,, 11,2 mM D-glukoéz, 0,1 %
fenolvords indikatorfesték, pH7,4), és végiil felvettem 500ul HBSS-ben, igy a sejtkoncentracid
1x10%ml lett mintanként. Ezutan a sejteket jégen tartottam, és kozvetleniil a mérés elétt 2 percig
37°C-s vizfiirddben inkubaltam. Ezt kdvetden propidium-jodidot adtam a mintdkhoz, valamint a
20 mp-es alapjel felvétele utan a kiilonb6zd, vizsgalni kivant anyagokat is. A méréseket Beckton
Dickinson FACS Calibur citofluoriméteren CellQuest Pro software segitségével végeztem. Az

adatok kiértékeléséhez az FCS Express software-t hasznaltam.

3.14. Citokin mérése ELISA modszerrel sejttenyészet feliiliiszobol

A kiilonb6zOképpen kezelt monocitdk 4ltal termelt citokinek mennyiségét szendvics

ELISA technikaval hataroztam meg. A sejtekrdl a kezeléstdl szamitott 24. draban begylijtottem a

ey

az R&D Systems DuoSet rendszerét (DY279), mig IL10 és TNFa esetében az R&D Systems
Quantikine ELISA Kit (D1000B, DTAO0C) formajat alkalmaztam.
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4. Eredmények és targyalasuk

rrrrrrrrrr

A mai napig tisztazatlan kérdés a lektin t aktivacids 1épéseinek pontos mechanizmusa,
valamint az MBL-MASP, illetve a fikolin-MASP komplexek Osszetétele. Nem tudjuk, hogy egy
felismeré molekuldhoz egy vagy tobb homodimer is tud-e kapcsolodni. Ha tobb, akkor
lehetséges-e az, hogy nem csak egyféle, hanem MASP-1 és MASP-2 homodimerek is
megtalalatoak ugyanazon MBL vagy fikolin molekuldkon. Illetve az sem ismert, hogy a
homodimerek mellett 1éteznek-e MASP1 — MASP-2 heterodimerek a szérumban. Az utobbi
kérdés megvalaszolasara egy modell rendszert allitottam fel. Rekombinans technologiaval
eléallitottam a MASP-ok harom doménbdl all6 N-terminalis fragmentumait, valamint ezek CBD-
vel jelolt valtozatait (MASP-1_D1-3, MASP-2_D1-3, MASP-1_D1-3-CBD, MASP-2_D1-3-
CBD) (10. dbra). Azért elegendd csak ezt a harom domént kifejezni, mert ez a szakasz a felelds a
MASP-ok dimerizacigjaért, illetve a felismeré komplexekhez valo kotddésiikért. Fontos
megjegyezni, hogy ez a harom domén a MASP-1_D1-3 esetében megtalalhato a MASP-3-ban és
a MAp44-ben is, tehat a MASP-1_D1-3 és a MASP-1_D1-3-CBD nem csak a MASP-1, hanem a
MASP-3 és a MAp44 N-terminalis fragmentuma is. A MASP-2-es fragmentumok (MASP-2_D1-
3, MASP-2_D1-3-CBD) pedig tartalmazzak azt a két domént (CUB1-EGF), amelyek a MASP-2
nem katalitikus splice variansat alkotjak (MAp19).

EE TR E@D@D| » | wse
| CUB1 KEGP>{ cuB2 | MASP-1_D13

@@@ MASP-3 }= MASP-3/MAp44 D13
(cup1 Eck>{ cus? | MASP1_D13-CBD
(oo J e (o J Garn>

4@; sp MASP_2 4@} MASP2 D13
[ cus1 [€ck> MAp19 [ cuB1 |EGR>{ cuB2 | MASP-2 D1.3.CBD

10. abra. A MASP géntermékek és az eléallitott fragmentumok doménszerkezete. A MASP-1, a MASP-3 és a
MAp44 elsé harom doménjét tartalmazé fragmentum a MASP-1_D1-3, mig a MASP-2 elsé harom doménjét
tartalmazo fragmentum a MASP-2_D1-3 elnevezést kapta. A MASP-2_D1-3 fragmentum tartalmazza a MASP-2
nem katalitikus splice variansdnak (MAp19) CUB1-EGF doménjeit is. Mindkét konstrukcionak elkésziilt a kitinkotd
doménnel jelolt valtozata is (MASP-1_D1-3-CBD, MASP-2_D1-3-CBD).

A fragmentumok klénozésa utan kifejeztem azokat BL21(DE3)pLysS-es sejtekben, és
probatermelést kovetden nagy mennyiségben inkluzids test formdjaban termeltem. Kis

térfogatban probarenaturalasokat végeztem, ¢és a megfeleld koriilmények kivélasztasa utdn nagy
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mennyiségben renaturdltam és megtisztitottam a fehérjéket. Az ioncserés ¢és a méretkizardsos
kromatografia utdn SDS PAGE-val ellendriztem a prepardtumok tisztasagat, mely szerint sikertilt

kb. 90 %-ban homogén anyagokat eldallitanom (11. dbra).
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11. abra. A tisztitott, rekombinans MASP-1
45 és MASP-2 N-terminalis fragmentumok
— — SDS-PAGE képe. A megfuttatott mintak éles
p— savot adnak, a fehérje preparatumok
30— —_— homogenitasa kb. 90%. A fragmentumok
redukald és nem redukalé koriilmények kdzott
is meg lettek futtatva.
20.1
14.4 g
redukalt nem redukalt

4.1.1. A helyes feltekeredés és a funkcionalis mitkédes igazolasa

A helyes feltekeredés és ezaltal a funkcionalis miikodés igazolasara C3 depozicidé mérésén
alapulo esszét allitottam be. Manndnal boritott lemezen, 100-szorosra higitott emberi szérumban
beinditottam a lektin utat a hozzdadott N-termindlis fragmentumok kiilonb6zé koncentracidja
mellett €s a hasitott, majd a lemezre lerakddott C3 szintjén keresztiil detektaltam az aktivalodas
mértékeét. Méréseimben mind a 4 konstrukcid koncentraciofiiggdé modon gatolta a lektin ut
aktivalodasat (12. dbra). Ez a hatds azzal magyardzhatd, hogy ha a polipeptid lancok
funkcionalisan jol vannak feltekeredve, akkor képesek kotddni a szérumban talalhatd felismerd
molekuldkhoz, leszoritva azokr6l a teljes hosszisagt MASP-okat, és mivel az N-terminalis
fragmentumnak nincs katalitikus aktivitasa, a kialakult komplexek nem képesek hasitani a lektin
it tovabbviteléhez sziikséges C4-et és C2-t, igy nem torténik meg a C3 lerakodasa. Erdekes
azonban, hogy az aktivalddast kovetd C3 depozicidt magas fragmentum koncentracié mellett sem
sikertilt teljesen visszaszoritanom. Ennek valdszinlileg az lehet az oka, hogy a MASP-ok
leszoritasa a komplexekrdl kinetikailag determinalt, ami csak részlegesen torténik meg a fél oras
inkubaci6 alatt. A C3 depozici6 teljes visszaszoritasdhoz a fragmentumok koncentraciojat nem

tudtam ndvelni, mert nem allt rendelkezésre elegendd, nagyobb toménységili anyag, az inkubalasi
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1ddt pedig nem akartam novelni, mert a komplementrendszer komponensei nagyon érzékenyek és

szobahOmérsékleten hamar inaktivalédnak.
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12. abra. A MASP-1 és MASP-2 N-terminalis fragmentumok koncentraciéfiiggdé C3 depozicié gatlasa. A mért
abszorbancia értékeket a fragmentum koncentracié fiiggvényében abrazoltam. (A) MASP-1_D1-3, (B) MASP-1_DI1-

3-CBD, (C) MASP-2_D1-3, (D) MASP-2_D1-3-CBD.

A C3 depozicid visszaszoritasaval sikeriilt bizonyitanom, hogy az altalam eldallitott

fragmentumok funkcionalisan jol mikodnek, képesek komplexet képezni a szérumban talalhato

MBL molekulakkal. Hasonl6 hatast valtanak ki, mint a MAp44 ¢és a MAp19, melyeknek k6zos

vonasa, hogy a MASP-okkal versenyezve Ca*

figgé modon hozzdkdtnek a felismerd

molekuldkhoz (Gregory et al., 2004), ezzel szabalyozva a lektin ut aktivalédasat (Degn et al.,
2013; Iwaki et al., 2006; Pavlov et al., 2012; Skjoedt et al., 2010a).
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4.1.2. AMASP-1 és MASP-2 N-terminalis fragmentumdanak disszocidcios és re-asszocidcios
tulajdonsagainak vizsgalata

4.1.2.1. A dimer forma igazoldsa Ca™ jelenlétében

Ismert, hogy a lektin ut korai szerin protazai Ca®* jelenlétében dimerként vannak jelen a

"o

szervezetben. Ezen informéci6 alapjan felmeriilt a kérdés, hogy vajon az altalam eldallitott
fehérjék is ilyen formdban vannak-e. Ennek ellenérzésére globuldris fehérjékkel kalibralt
analitikai gélszliré oszlopon Ca”* tartalmi pufferben megfuttattam a MASP N-terminalis
fragmentumokat. A MASP-1_DI1-3 és a MASP-2_D1-3 eltcios pozicidja is a 150 kDa méretii

IgG ¢és a 66 kDa méretii BSA koz¢ esett. Mivel a monomer fragmentumok molekulatomege kb.

"o

40 kDa, megallapithato, hogy az altalam el6allitott fehérjék is dimer formaban vannak Ca®

jelenlétében (13. abra).
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13. dbra. A MASP-1_D1-3 és MASP-
2 D1-3 dimer formaban van Ca*
tartalmu pufferben.

A kalibralo fehérjék és az N-terminalis
fragmentumok  eluciés  képe  Ca**-os
pufferben. A fehérjék molekulatomege
(kDa) és elucids térfogata (ml) 24 ml-es
Superose 12 GL oszlopon: 1gG: 150 kDa,
11.3 ml; BSA: 66 kDa, 12.7 ml; ovalbumin:
44 kDa, 13.3 ml; lizozim: 10 kDa, 17.6 ml;
MASP1_D1-3 dimer: 81.6 kDa, 12.2 ml,
MASP-2_D1-3 dimer: 81.0 kDa, 12.3 ml.
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4.1.2.2. AMASP N-terminalis fragmentumok disszocidcios és re-asszociacios tulajdonsdaga

Az irodalomban nem taldlhat6 arra vonatoz6 informécio, hogy a MASP dimerek mennyi
1d6 alatt esnek szét monomerekke, €s hogy szétesésiik utan képesek-e tijra dimerekké dsszeallni.
Kisérleteimben elsd 1épésként ezekre a kérdésekre szerettem volna megtaldlni a valaszt, ezért
megnéztem a fragmentumok viselkedését EDTA és Ca™ jelenlétében. A disszociacios kisérletek

soran hasznalt pufferben a Ca**-t azonos mennyiségli EDTA-val helyettesitettem, amely kelatot
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képezve a Ca’*-al, elvonja azt a fehérjétél. Igy informéciot lehet nyerni a fehérjék Ca** nélkiili
viselkedésérdl. Kiilonbozo ideig kezeltem a mintakat EDTA-val, majd EDTA tartalma pufferrel
ekvilibralt analitikai gélsziiré oszlopon megnéztem a fragmentumok elicids mintazatat.

A MASP-1 N-terminalis fragmentuma viszonylag gyorsan szétesett monomerekre. Az
Osszemérés pillanata utan megfuttatott mintanal - ahol az oszlop mérete és az aramlasi sebesség
miatt igazabol 20 perces inkubaldsi idé utdn lehetett csak detektalni a fehérjét - a fehérje
nagyrésze monomer formaban volt, csak egy kis része maradt dimer. Mar az egy 6ras EDTA-s
kezelést kovetden bedllt egy egyensulyi allapot a dimer €s monomer forma kozott, melyeknek
aranya hosszabb kezelést kovetden sem valtozott meg (14. dbra, A). Ha Ca**-t adtam az EDTA-
val monomerré¢ disszocidltatott fragmentumokhoz, akkor a dimer forma helyreallt. Ez sokkal
lassabb folyamat volt, mint a dimerek szétesése, csak tobb 6rds inkubalast kovetden tortént meg,
¢s még 4 ora utan is jelentds mennyiségli monomer forma volt detektalhat6. A teljes
visszaalakulas dimerré csak egy egész éjszakas inkubalast kovetden tortént meg (14. abra, B).

A MASP-2_D1-3 fragmentum disszociacios kinetikdja teljesen eltér a MASP-1_D1-3-nal
tapasztalttol. Mig utébbindl mar a 0 6rds minta is nagyrészt szétesett monomerekre, addig a
MASP-2_D1-3-ndl még az egész ¢jszakds inkubalast kovetden sem keletkezett jelentds
mennyiségli monomer forma. Masik kiilonbség a két fragmentum kozott, hogy a MASP-2_D1-3-
nal a monomer €s dimer csucs mellett megjelent egy részlegesen disszocialt fehérjéket tartalmazo
csucs ¢és egy aggregatumokra utalo kiszélesedett csucs is (14. dbra, C). A disszocidciot ebben az
esetben is vissza lehetett forditani. Amikor a disszocialt mintihoz molaris feleslegben Ca®*-t
adtam, akkor lassan ugyan, de visszaalakult a monomer ¢és intermedier forma dimerré, azonban
ami aggregalodott a disszociacio soran, annak csak egy része kertilt vissza a dimerekbe (14. dbra,

D).
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14. abra. A MASP-1_D1-3 és MASP-2_D1-3 disszociacios és re-asszociacios elicios képe. (A) MASP-1_D1-3 és

Ca2+jelenlétében. A monomer formak elucios pozicidja: MASP-1_D1-3 13.2 ml, MASP-2_D1-3 13.3 ml. A dimer
formak eluciods pozicidja: MASP-1_D1-3 12.2 ml, MASP-2_D1-3 12.3 ml.

A két fragmentum disszocidcids €s re-asszocidcids kinetikdjanak vizsgélatabol kideriilt,
hogy mig a MASP-1 dimerek szétesése nem pillanatszerli, viszont 1 oOran beliil teljesen
végbemend folyamat, addig a MASP-2 dimerek esetében egy egész éjszakan at tarto EDTA-s
kezelést kovetden sem jelent meg jelentds mértékben a monomer forma. Ez az eltérés arra
utalhat, hogy a MASP-2 joval erésebben koti a Ca®*-t, mint a MASP-1. Arra, hogy miért marad
egy kevés dimer forma MASP-1 esetében, az lehet a magyarazat, hogy valdszinlileg mind a
fehérje, mind az EDTA hasonl6 erésséggel koti a Ca®'-t, igy a Ca” megoszlik a két anyag kozott,

melynek eredményeként bedll egy egyensulyi allapot a dimer és a monomer forma kozott.
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4.1.3. MASP heterodimerek lehetséges kialakulasa

A disszociacids €s re-asszociacios kisérletekben megallapitott idobeli valtozasokat alapul
véve szerettem volna megnézni, hogy a homodimerek mellett kialakulhatnak-e MASP-1 —
MASP-2 heterodimerek is. Ennek vizsgalatdhoz eldszor (a disszociacios kisérletekben kapott
eredményeket alapul véve) EDTA tartalmua pufferben inkubaltam 100-100 pg MASP-1_D1-3-at
és MASP-2 _D1-3-at 4 6ran keresztil szobahomérsékleten. Ezt kovetden Osszekevertem a két
fragmentumot és molaris feleslegben Ca®*-ot adtam hozza, majd a re-asszociacids kisérletek
eredményei alapjan, egész ¢&jszakan 4at szobahdmérsékleten taroltam az elegyet, hogy
kialakulhassanak a homo- ¢és esetlegesen a heterodimerek, majd nativ gélen megfuttattam a
mintdkat. Azonban a gélbe és a pufferbe is raknom kellett CaCl,-t, hogy biztositsam a kialakult
dimerek stabilitasat. Mivel ha egyik sem tartalmazott CaCl,-t, akkor az elézetesen megfuttatott
kontroll, homodimer mintadkon latszott, hogy a futtatas sordn a MASP-1_D1-3 homodimerek 90
%-a a szétesett monomerekre ¢€s a fehérje diffuz savként latszott a gélen (15. dabra). Ez is
megerdsiti azt a feltételezést, amire az analitikai gélszlirés sordn jutottam, hogy a MASP-2

dimerizacidért felelés N-termindlis harom doménje er6sebben koti a Ca’*-t, mint a MASP-1-¢.
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15. abra. A MASP N-terminalis fragmentumok képe nativ PAGE-el. A kontrollként hasznalt homodimerek nativ
gélelektroforézise soran, ha a gélben és a futtatd pufferben nem volt jelen CaCl,, a MASP-2-vel ellentétben a
homodimer MASP-1 szétesett monomerekre. Azonban ha a gél és a futtatd puffer is tartalmazott hozzaadott 2 mM
CaCl,-t, akkor az Gsszes fragmentum éles savot mutatott, ami arra utal, hogy Ca®" jelenlétében a futtatis soran nem
estek szét a dimerek monomerekkeé.

A heterodimerizacids kisérlet soran megfuttatott gélen egyértelmiien latszik a
heterodimerek megjelenése (16. abra). A denzitometrids analizis alapjan megallapithatd, hogy a
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MASP-1_D1-3 homodimer, a MASP-1_D1-3 — MASP-2_D1-3 heterodimer és a MASP-2_D1-3
homodimer ardnya nagyjabol 1:2:1. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy egyrészt nincs
szerkezeti akadalya a heterodimerek kialakulasanak, masrészt a MASP-1 és a MASP-2
fragmentumok ugyanolyan hatékonysaggal képeznek egymadssal heterodimert, mint dnmagukkal

homodimert.
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16. dbra. A MASP-1_D1-3 é MASP-2_D1-3

fragmentumok kozotti heterodimer kialakulasa

.t MASP-20DTA-val torténé disszocialtatis és Ca®*
Lo heterodibfdeBlésében torténd reasszocialtatast kovetden.

— MASP-1_D1-3

4.1.4. Alegységek kicserélodése a MASP homodimerek kézott

Az, hogy in vitro sikeriilt heterodimert 1étrehozni, nem jelenti azt, hogy fiziologiasan is
kialakulnak ezek a komplexek. A kovetkezo kérdés ezért az volt, hogy kialakulhat-e szérumban a
homodimerekbél jelentés mennyiségli heterodimer. Ennek tisztizasara Ca®* jelenlétében
kiilonb6zé kombinaciokban dsszekevertem a fragmentumokat (MASP-1_D1-3-at MASP-2_D1-
3-al és MASP1_D1-3-CBD-vel, valamint MASP-2_D1-3-at MASP-2_D1-3-CBD-vel), és allni
hagytam Oket tobb napon keresztiil szobahdmérsékleten, hogy vajon létrejon-e kicserélddés a
homodimerek alegységei kozott eldzetes disszocialtatas nélkiil. A kisérlet eredménye szerint a
MASP-1_D1-3 és MASP-2_D1-3 homodimer alegységek kozott megtortént a kicserélddés, de
denzitometrids analizis alapjan a heterodimerek ardnya csak 3-6%, amely csak lassan, 4 nap alatt
alakult ki (17. dbra, A). A MASP-1_D1-3 és a MASP-1_D1-3-CBD esetében az dsszekeveréstol
szadmitott elsd napon madr jelentds mennyiségii heterodimer keletkezését sikeriilt detektalnom, €s
nagyjabol 2 nap alatt le is zajlott a maximalis, kb. 40 %-os kicserélédés (17. dbra, B). Ez a

kisérleti elrendezés valojaban a MASP-1 és a MASP3, a MASP-1 és a Map44, valamint a MASP-
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3 és a MAp44 kozotti kicserélddést is demonstralja, mivel ezeknek a fehérjéknek azonos a

CUBI1-EGF-CUB2 doménje.

o) L)
~ ~
Q Q
"\/ ‘-'v/
Q Q 2 2 Q 2 Q
) 2 > T & 3 5
< L < <& < 6
§ ,§' o ~ o ) w .
5 []
13 -
£4 "
Sl S e S B S MASP-2_D1-3 5
=
heterodimer T 9
K=
X
— P S S — g MASP-1_D1-3 1
0L . . . .
0 1 2 3 4
ido (nap)
Q
&
o mt
» ~
Q
.\Q/ :\/ 40 .
f Q e} Q < ] 2 =
g & & & & & ¢ .
S § ~ ~ o oy w 5 351
5 30 -
I e MASP-1_D1-3_CBD g 25
.’ - * heterodimer 2
S — — — . . MASP-1_D1-3 20+
-
15+ T T : .
0 1 2 3 4
ido (nap)
&
(<)
» o 51
~ ~
Q Q .
' / 4<

g,
%,
=
/7,%
73,
% heterodimer
w
o
]
]

2.
bl bed bed & ' 4 . MASP-2_D1-3_CBD
heterodimer 14
P MASP-2_D1-3
0+ T T T T
0 1 2 3 4

ido (nap)

17. dbra. MASP homodimerek kozotti alegység kicserélddés Ca®* jelenlétében, elézetes disszocialtatas nélkiil.
(A) A MASP-1_D1-3 és MASP-2_D1-3 homodimer k6zotti alegységek kicserélodése az id6 fliggvényében. (B) A
MASP-1 homodimerek kozotti alegységek iddfiiggd kicserélddése MASP-1_D1-3 és MASP 1 D1-3-CBD
hasznalataval. (C) A MASP-2 homodimerek alegységeinek kicserélddése MASP-2_D1-3 és MASP-2_D1-3-CBD

hasznalataval.
Az abra jobb oldalan a kiilonbdzoé kisérleti elrendezésekhez tartozo denzitometrias kiértékelések vannak feltiintetve.

A MASP-2 N-termindlis fragmentuménak CBD-vel jelolt és anélkiili valtozatanak
Osszekeverésénél még 4 nap utan sem lattam jelentds kicserélddést az alegységek kozott (17.

abra, C). Ez a kisérleti elrendezés modellezi a MASP-2 és MAp19 kozotti kicserélodést is, mivel
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a dimerizacioért feleldés CUBI-EGF doménjiikk azonos. Mivel itt nem tortént szignifikans
kicserélddés, arra lehet kovetkeztetni, hogy a MASP-2 monomerek nagyon erdsen kapcsolddnak
egymashoz Ca’* jelenlétében.

A fenti eredmények alapjan, miszerint a mar egyszer kialakult MASP-1_D1-3 és MASP-
2_D1-3 homodimerek kozott nincs szignifikans kicserélddés, megallapithatjuk, hogy ha eld is
fordul a szérumban MASP-1 — MASP-2 heterodimer, akkor az valdszinlileg mar a szintézis
helyén keletkezett és nem késébb alakul ki. Tovabba a MASP-1_D1-3 és MASP-1_D1-3-CBD
kozotti kicserélddés felveti annak lehetdségét, hogy a szervezetben kialakulhatnak MASP-1-et és
MASP-3-at, MASP-1-et és MAp44-et, valamint MASP-3-at és MAp44-et tartalmazo
heterodimerek a szintézisiiket kovetden is. Mivel a MASP-2_D1-3 és a MASP-2_D1-3-CBD
kozott nem tortént kicserélddés, valdszinilileg a szervezetben nem alakulhatnak ki MASP-2 —
MApI19 heterodimerek a szintézisiiktdl tavol esd helyen. A kiilonbség, hogy a MASP-1
valtozatok kozotti kicserélddés jelentésebb volt, mint a MASP-2 valtozatok kozott is alatdmasztja
azt a feltételezést, hogy a MASP-2 er6sebben koti a Ca**-t, mint a MASP-1.

Szamos bizonyiték all rendelkezésre arrol, hogy a lektin Ut aktivalodasa sordn elsd
1épésként a MASP-1 autoaktivalodik, majd a mar aktiv MASP-1 elhasitja a zimogén formaban
1év6 MASP-2-t (Degn et al., 2012; Héja et al., 2012a; Héja et al., 2012b; Megyeri et al., 2013).
Azonban ennek a folyamatnak a pontos mechanizmusa a mai napig ismeretlen. Nem lehet tudni,
hogy a MASP dimerek milyen eloszlasban helyezkednek el az aktivalé komplexben, valamint a
dimerek Osszetétele sem ismert. Tobbféle hipotetikus aktivalodasi elmélet 1étezik, melyek nem
feltétleniil zarjak ki egymast (18. dbra). Az elmélet két f6 csoportja a cisz- illetve a transz
aktivacid. Cisz aktivaciokor egy dimeren beliil torténik az aktivacio, mely dimer lehet homo
illetve heterodimer (komplexen beliili aktivacio). Transz aktivacio soran pedig két dimer kdzott —
melyek szintigy lehetnek homo illetve heterodimerek — torténik az aktivacio. Ebben az esetben a
dimerek vagy ugyanahhoz a felismeré molekuldhoz (komplexen beliili aktivacio), vagy két, az
aktival6 felszinen egymas mellett elhelyezkedd felismerd molekuldhoz kapcsolodnak (komplexek
kozotti aktivacio). Egyeldre nincs arra in vivo bizonyiték, hogy heterodimereken beliil illetve
heterodimerek kozott torténik meg az aktivacid, azonban az N-termindlis fragmentumokkal
végzett kisérleteim azt mutatjak, hogy ennek az aktivacios lehetdségnek nincsen szerkezeti/térbeli

akadalya.
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18. abra. A lektin 1t aktivalodasanak lehetséges modjai. A felismer6 molekuldkhoz kapcsolodhatnak MASP
homo- és heterodimerek is. A proteolizis torténhet cisz- illetve transz aktivacioval, valamint egy aktivaldo komplexen
beliil, illetve két aktivaldo komplex kozott. A piros és zold jelzés a MASP-1-et és a MASP-2-t jelolik. Az dbra
(Rosbjerg et al., 2014) alapjan késziilt.

A tovéabbiakban a heterodimerek el6forduldsat szérumban lenne érdemes vizsgalni,
azonban erre jelen pillanatban nincsen megfeleld mddszer, mivel nem lehet megkiilonbdztetni,
hogy a felismeré molekulakhoz heterodimerek kapcsolédnak-e, vagy tobbféle homodimer. Egy
dan kutatdcsoport végzett erre vonatkozé kisérleteket (Degn et al., 2013), azonban eredményeim
alapjan az altaluk kapott eredmények nem tekinthetdek megbizhatonak. ELISA technikaval,
MASP-2 ¢és MASP-1/-3/MAp44 elleni antitestek segitségével vizsgaltdk human szérumban a
heterodimerek jelenlétét. A mérést azonban 10 mM EDTA-t tartalmazé pufferben végezték, hogy
a felismerd molekulakrol a dimerek disszocidlni tudjanak. Azonban ezzel nem csak a felismerd
molekuldkrol valtak le a MASP-ok, hanem a dimerek is szétestek monomerekké, és valosziniileg
emiatt nem tudtak detektalni a dimereket.

Tovéabba az altalam kapott eredmények magyardzatot adhatnak arra, hogy miért nem
sikertilt eddig vérplazmdbol homogén, tehat vagy csak MASP-1-et, vagy csak MASP-2-t
tartalmazé preparatumot eldallitani. Az orvosi felhasznalasra szant vért eldszor natrium-citrattal
vagy EDTA-val kezelik, hogy elvonjak az alvadashoz sziikséges Ca®*-t, majd ezt kovetéen
kapjdk meg az alakos elemek eltavolitasaval a vérplazmat. A szérum eldallitasdhoz azonban
sziikséges a plazma 20 mM CaCl,-oldattal torténd re-kalcifikaldsa is. Ennek hatasadra megtorténik
a fibrin polimerizacidja, és kialakul a véralvadasi faktoroktél mentes vérplazma, a szérum
(Gadjeva, 2014). A citratos’EDTA-s kezelés soran megtorténik a MASP dimerek
szérum mar tartalmazhat a kezelések hatasara kialakult vegyes dimereket. Kisérleteimnek tehat
fontos gyakorlati kdvetkezménye, hogy csak frissen levett, véralvadas gatlas nélkiili vérbdl lehet

homogén MASP preparatumokat eldallitani. Emellett azonban felmeriilhet annak a lehetdsége is,
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hogy az izolalas soran az eleve heterodimer formaban 1évé MASP-ok is zavarjdk a preparatum

tisztasagat, azonban ezt eddig nem sikertilt kimutatni.
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4.2. Az antitrombin szerepe a komplementrendszer lektin utjanak szabalyozasaban

4.2.1. A Cl-inhibitor mellett az antitrombin is hatekonyan gatolja a rekombinans MASP-1-t és
MASP-2-t

Mar régota ismert, hogy a Cl-inh egyardnt gatolja a klasszikus és lektin uton torténd
aktivacié kezdeti 1épéseit. Egyrészt irreverzibilisen kotddik a C1 komplex Cls és Clr
alegységeihez, masrészt stabil komplexet alkot MASP-1-el és MASP-2-vel is (Matsushita et al.,
2000; Rossi et al., 2001). Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy egy masik szerpin, az AT,
heparin jelenlétében in vitro egy nagysagrenddel jobban gétolja a rMASP-1-et, mint a C1-inh (4.
tablazat) (Dobo et al., 2009). Ezt az utdbbi eredményt alapul véve vizsgaltam az AT gatlo hatasat
rMASP-2 esetében is. rMASP2 és heparin rendelkezésre allt a laborban, AT-t pedig egy, a
laborunkban beallitott protokoll alapjan plazmabdl izoldltam. A mérésekhez szubsztratként Z-
Gly-Arg-S-Bzl-t, illetve segédszubsztratként DTDP-t hasznaltam. Az enzim altal hasitott
szubsztratbol felszabadul6 tiobenzil-észter elreagalt a DTDP-vel, és a 1étrejové kromofor csoport
mennyiségét kovettem spektrofotométerben 324 nm-es hulldmhosszon. A kapott értékek alapjan
meghataroztam a kétféle szerpin — rMASP-2 komplexre vonatkoz6é masodrendii asszociacios
sebességi allandd értékét (k,) heparin jelenlétében illetve anélkiill. A rMASP-2 — Cl-inh-ra
vonatkoz6 k,-t a heprain egy nagysagrenddel megemelte, mig MASP-2 — AT esetében ez a hatas
sokkal nagyobb mértékii — 2 nagysagrend — volt.

proteaz inhibitor ( Sh(f I:lagl/‘:::l) Kaps/[Tlo k,/M's?

T - 6,2+ 1,0x 10°
MASP-1° + 6.7+0,7x 10°
T - 1,4+0,1x10°
+ 4,0+02x 10"

Cleinh - 3,0£02x10°  1,6£04x10°

MASP.2™ + 24+0,1x10°  1,3+0,3x10°

AT - 82+1,2x10"  43+1,3x10°

+ 88+1,1x10° 47+14x10*

4. tablazat. Szerpin-rMASP reakciok masodrendii asszociaciés sebességi allandéjanak (k,) valtozasa 50 pg/ml
heparin jelenlétében. *A rMASP-1-re vonatkozo értékek egy korabbi kozleményben szerepeltek (Dobo et al.,
2009). Mivel a Ky értéke joval magasabb volt, mint a [S], ezért nem volt sziikség korrekciora. **A rMASP-2-re
vonatkozo értékeket a k, = (kyo/[119) * (1 + [SI/Ky) egyenlet alapjan korrigaltam. [I]y: szerpin koncentracio, [S]:
szubsztrat koncentracio, Ky, adott enzim-szubsztrat parra vonatkoz6 Michaelis-Menten konstans.

A heparin erds negativ toltéssel rendelkezd polianion molekula, mely pozitiv toltést
molekuldkkal képes komplexet alkotni. Ezzel a kolcsonhatdssal noveli a szerpin és a proteaz

kozotti Michaelis komplex kialakuldsanak sebességét ¢és fokozza annak stabilitasat. A
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véralvadasban gatlo szerepet betoltd AT rMASP-1-el és rMASP-2-vel torténd komplexképzését a
heparin koncentracidja méashogyan befolydsolja. Mig a reakciot rMASP-1 esetében egy telitési
gorbe (Dobo et al., 2009), addig rtMASP-2-nél egy haranggorbe jellemzi ndvekvd heparin
koncentraci6é mellett (19. abra). Az els6 tisztan allosztéridra, a masodik pedig az Un. ,,bridging”
(,,athidalas”) mechanizmusra (Gettins, 2002) utal. Az AT — rMASP-1 pérnal, allosztéria esetében,
erdsitve koncentraciofiiggd modon a gatld hatdsat. Ezzel szemben a ,,bridging” mechanizmusnal
a heparin a szerpin és a szerin proteaz kationos felszini kotézsebéhez is kapcsolodik, igy kotve
Ossze a két fehérjét. (Azonban a ,bridging” nem zarja ki az AT allosztérikus aktivalasat.) A
negativan toltott heparin mentén a pozitiv toltésti fehérjék hamarabb képesek egymaéssal
kolesonhatésba kertilni, hiszen diffuzi6 helyett csak egy dimenzidban képesek mozogni. Azonban
egy adott koncentracio felett a heparin mar nem segiti a komplex kialakuldsat, hanem inkabb
hatraltatja. Ez tigy lehetséges, hogy ha mar tal sok heparin van jelen a rendszerben, akkor minden
egyes TMASP-2-re és AT-ra kiilon heparin jut, igy akadalyozva meg a ,taldlkozasukat”. A
heparin eltérd hatasara, miszerint a rMASP-1 — AT reakciora allosztérikusan és a rMASP-2 — AT
reakciora ,,bridging” mechanizmussal hat, a MASP-ok CCP1-CCP2-SP fragmentumainak eltérd
felszini toltéseloszlasa lehet a magyardzat. Mig a rMASP-1-nek nincs a felszinén pozitivan toltott
régid, amelyhez a heparin hozza tudna kétédni (Dobo et al., 2009), addig a rIMASP-2 pozitivan

toltott felszinéhez hozzakotddhet, ezaltal befolyasolva a szerpin-protedz kapcsolatot.

A. B.

510 6x10°
—~ 410t 5x10° X
IC/J ) 3
T 3x10* ,'_U) 4x10
=3 =
= 2x10"; = 3x10°
~° 1x104] ~° 2x10°

01+ : : : - 1x10° Lo - - -
01 1 10 100 1000 1 10 100 1000
heparin konc. (ug/ml) heparin konc. (ug/ml)

19. dbra. A heparin kiilonb6z6 médon hat az antitrombin — rMASP-1 és az antitrombin — rMASP-2
reakcidkra. (A) Allosztéria az AT — tMASP-1 (Dobo et al., 2009), valamint (B) ,,bridging” mechanizmus az AT —
rMASP-2 reakcid esetében.

A k, pontos meghatarozasaval kideriilt, hogy az AT heparin jelenlétében ugyanolyan

hatékonysaggal képes gatolni a rMASP-okat, mint a Cl-inh. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a C1-
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inh mellett az AT is képes a lektin ut gatlasaval szabalyozni a komplementrendszert humén

szérumban.

4.2.2. A Cl-inhibitor mellett az antitrombin is hatékonyan gatolja a lektin ut aktivalodasat human
szérumban

Az AT komplement protedazokon kifejtett gatld hatadsanak kinetikai modszerekkel torténd
kvantitativ jellemzése utan szerettem volna ellendrizni, hogy ez a gatld hatds humén szérumban is
érvényesiilhet-e. Beallitottam egy ELISA rendszert, amelyben az AT és a Cl-inh lektin at gatlo
hatasat lehet mérni heparin jelenlétében, illetve anélkiil, C3 és C4 depozicion keresztiil, 100-
szorosra higitott normal human szérumban. A mérések soran kétféle aktivalo felszint hasznaltam:
mannanos burkolés esetén az MBL-el komplexet alkot6 MASP-ok aktivalédasat, mig acBSA-s
burkoléds soran a H-fikolin — MASP komplexek aktivalodéasat tudtam figyelemmel kisérni. Az
inhibiciés mérések soran alkalmazott heparin koncentraciot (50 pg/ml) hasznéltam a depozicios
kisérletek soran is, azonban a mérés beallitasakor arra jutottam, hogy az 50 ug/ml heparin mar
onmagaban is csokkenti a lektin t aktivalodasat (~ 20 %-ra) 100-szor higitott normal humén
szérumban (20. dbra). Ennek valdszinlileg az az oka, hogy a szérumban mar alapvetden jelenlévd
szerpinek hatasat a hozzaadott heparin fokozza. Azonban ez a hatas nem zavarta a kisérleteimet,

az altalam hozzdadott fehérjék hatasat is lehetett mérni.

1,21
1,04
0,81

<§ 0,61
0,41
0,21

0,0 T T T T -.I
0,01 0,1 1 10 100 1000

heparin konc. (ug/ml)

IC, ;= 15,9 pg/ml

20. dbra. A heparin koncentraciofiiggé modon gatolja a C3 depoziciot 100-szorosra higitott normal human
szérumban. A mért abszorbancia értékeket a heparin koncentracié fiiggvényében abrazoltam.

A C3 ¢és C4 depozicios esszékben a C1-inh mindkét aktivalo felszin esetében hatékonyan
gatolta a lektin utat. Heparin jelenlétében csak kismértékii javulast tapasztaltam és az aktivalo
felszinek kozott nem volt 1ényeges eltérés (21. abra, A, B, E, F, 22. dbra, A, B, E, F). Ezzel

ellentétben az AT Onmagadban csak nagy koncentracidban volt képes gatolni az aktivaciot,
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azonban heparin hozzdadasa utan mar joval kevesebb is elég volt ugyanannak a hatdsnak az
elérés¢hez (21. abra, C, D, G, H, 22. dabra, C, D, G, H). Ha 0sszehasonlitjuk a heparin
jelenlétében Cl-inh-ra és AT-ra vonatkozd ICsy értékeket, latszik, hogy az AT heparin

jelenlétében ugyanolyan hatékonyan képes gatolni a lektin utat, mint a C1-inh (5. tablazat).

burkolds  depozici6  inhibitor  heparin (50 pg/ml) ICs59 (nM)

. - 86 £20
Cl-inh
+ 33+£7.2
C3 - 2400 + 700
AT
+ 41 £4,0
, (le - o]
mannan
. - 56 £0,6
Cl-inh
+ 31+7,2
C4 - 2800 + 630
AT
+ 47 £6,0
(le - 0
. - 170+ 1,0
Cl-inh
+ 48 +£4,5
C3
- 2900 + 650
AT
+ 57 +26
acBSA
. - 220 +25
Cl-inh
+ 48 £3,0
C4
- 2300 + 150
AT
+ 81+£19

5. tabldzat. A Cl-inhibitor, az antitrombin és az o,-makroglobulin C3 és C4 depozicio gatlasahoz tartozé ICs,
értékek heparin jelenlétében és anélkiil, mannannal és acetilalt BSA-val burkolt felszinen. 'Nem volt gatls
még a legmagasabb a,M koncentracional sem (részletesen a 4.2.3 alfejezetben €s a 25. dbrdn lathato).

mannan: MBL-MASP komplexen keresztiili aktivacio, acBSA: H-fikolin — MASP koplexen keresztiili aktivacio
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C3 depozicié
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C4 depozicié
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0,05
0,00 T T T "
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D
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0,151 Hg P
0,10
<
0,05 -
0,00 T T et
0,1 1 10 100 1000
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F
0,25
0,20 IC,= 35,6 nM
50 pg/ml heparin mellett
0,15
€ 0,10-
<<
0,05
0,00 i i ' .
0,1 1 10 100 1000
C1-inh konc. (nM)
H
0,30 IC, ;= 41,3nM
0,254 — 50 pg/ml heparin mellett
0,20
§ 0,15
< 0,10
0,05
0,00 T T T T
0,1 1 10 100 1000
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21. dbra. C3 és C4 depozici6 human szérumban, manndannal burkolt felszinen. A Cl-inh és az AT
koncentraciofiiggd C3 és C4 depozicio gatlasa (A, C, E, G) heparin nélkil és (B, D, F, H) 50 pg/ml heparin
jelenlétében. Egy reprezentativ kisérlet eredménye 3 fiiggetlen kisérletbdl.



C3 depozicié

A
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C
121 0Ty IC,, = 57,9 nM
1,0 067 - 50 pg/ml heparin mellett
0,8- 0,5
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’ 0,2
0,21 0,11
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E
1,2 T " 0,6'
1,01 IC, =240 nM 0,5+ S IC,, = 45,3 nM
50 pg/ml heparin mellett
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22. abra. C3 és C4 depozici6 humin szérumban, acetililt BSA-val burkolt felszinen. A Cl-inh és az AT
koncentraciofiiggd C3 és C4 depozicio gatlasa (A, C, E, G) heparin nélkiil és (B, D, F, H) 50 pg/ml heparin
jelenlétében. Egy reprezentativ kisérlet eredménye 3 fiiggetlen kisérletbol.
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A C4 hasitast és depoziciot egy masik rendszerben is vizsgaltam, ahol az inhibitorokat és

a tisztitott C4-et csak azutdn adtam a rendszerhez, hogy a mannannal burkolt felszinhez k&tddés

€s a mosasok hatasara aktivalodtak a MASP komplexek. Tehat itt a MASP-1 és a MASP-2 is

aktiv formaban van akkor, amikor az inhibitort hozzamérem a rendszerhez. Mivel a C4 hasitasara

csak a MASP-2 képes, a MASP-1 nem, igy csak az eldbbi jatszik kozvetlen szerepet a keletkezd

C4b lerakodasaban. A MASP-1 gatlasa mar nem befolyasolja sem a C4b lerakddasat, sem a

MASP-2 aktivaciojat, igy az inhibitoroknak csak az aktiv MASP-2-re gyakorolt hatisat lehet

mérni. Ezekben a C4 depozicios kisérletekben is azt az eredményt kaptam, hogy az AT heparin

jelenlétében ugyanolyan hatékonyan képes gatolni a lektin utat, mint a Cl-inh (23. dbra, 6.

tablazat).

burkolas depozicio inhibitor heparin IC5y (nM)

. - 8,8+0,9

Cl-inh
. + 1,1+0,1
mannan C4
- 2400+£250
AT
+ 5,6+0,9

6. tablazat. A Cl-inhibitor és az antitrombin heparinfiiggé C4 depozicié gatlasa preaktivalt human
szérumban. A feltiintetett ICs, értékeket és szorasaikat 3 fliggetlen kisérletbdl szamoltam.
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A haromféle depozicids esszébdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az AT a MASP-1-en és a
MASP-2-n keresztiil is képes gatolni a lektin utat. A MASP-1-en keresztiil az aktivacio elsd
1épését akadalyozza meg, azonban ha mar jelen van a MASP-1 4ltal aktivalt MASP-2 (pre-
aktivalt human szérumos vizsgalatok), akkor azon keresztiil is megtorténik a gatlas.

Az aktivalt hizosejtek granulumaibdl felszabaduld heparin mellett el6fordulnak a
szervezetben mads, negativan toltott poliszaharidok is, példaul a legtobb sejt felszinén
megtalalhat6 heparan szulfat (Sarrazin et al., 2011). Elképzelhetd szdmos olyan szitudcid, amely
soran ezek a GAG-ok képesek felgyorsitani a MASP-ok és a szerpinek kozotti kapcsolat
kialakuldsat. Amikor az MBL/fikolin-MASP komplexek lerakodnak a sejtek felszinére, az
aktivalt MASP-okat az AT gatolhatja a jelenlévd heparin szulfat segitségével. Ilyen alkalom lehet
példaul iszkémia soran, az oxidativ stresszt kovetden, az endotél sejtek felszinén torténé MBL
lerakodas és lektin Ut aktivalddas (Montalto et al., 2001). Eredményeimet megerdsiti az a svéd
kutatocsoport altal kapott eredmény, miszerint trombozis soran az aktivalt vérlemezkék
felszinéhez kikotodott MBL- és fikolin-MASP komplexeket a Cl-inh mellett az AT is gatolja
(Kozarcanin ez al., 2012).

A depozicids esszékkel tehat sikeriilt bizonyitanom, hogy a Cl-inh mellett létezik egy
masik fiziologias gatlészere is a MASP-oknak, amely heparin jelenlétében majdnem ugyanolyan
hatékonyan gétolja a lektin utat szérumban, mint a Cl-inh. Az AT a véralvadasi kaszkéadban tolt
be fontos szerepet és azaltal, hogy képes gatolni a MASP-okat és ezen keresztiil befolyasolni az
immunrendszer mitkddését, ujabb talalkozasi pontot sikeriilt taldlnom a véralvadasi kaszkad és a

komplementrendszer k6zott.

4.2.3. Az ap-makroglobulin komplexet képez a rekombinans MASP-1-el, de nem gatolja a lektin
utat human szérumban

Ismert, hogy az a,M képes gatolni a rMASP-1 C2 hasitasat in vitro (Ambrus et al., 2003).
Munkdm soran tisztazni szerettem volna, hogy vajon ez az in vitro gatlas megjelenik-e human
szérumban is; vagyis hogy képes-e kdlcsonhatasba 1épni az a,M a szérumban jelenlévéd MASP-
okkal és képes-e gatolni ezen keresztiil a komplementrendszer lektin utjat. A plazmébol izolalt
axM komplexképzését a MASP-okkal ugy ellendriztem, hogy kiilonb6zé molaris ardnyokban
rMASP-1-el 6sszekeverve 1 oran keresztiil szobahémérsékleten inkubaltam, és az a,M-rMASP-1
komplex keletkezését méretkizdrasos kromatografiaval ellendriztem (24. dbra). A
kromatogramon latszik, hogy a rMASP-1-hez tartoz6 csucs magassaga csokken az o,M

mennyiségének novelésével.
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Ez a folyamat azzal magyarazhat6, hogy ha az inhibitor képes komplexbe vinni és ezzel
csapdaba ejteni a protedzt, akkor a protedzhoz tartozd elucids csics mérete csokken. Kétszeres
molaris feleslegben az a,M mar elég volt ahhoz, hogy az 6sszes rIMASP-1-et komplexbe vigye,
tehat ebbdl latszik, hogy az altalam tisztitott a,M képes komplexet alkotni a rMASP-1-el.

Ennek ellentmondé eredményt kaptam viszont a C3 és C4 depozicios kisérletekben: az
oM magas koncentracioban sem volt képes gatolni a lektin utat (25. abra). Ennek hatterében két
dolog is allhat, melyek koziil az egyik a térbeli gatlas. Mig a kromatografids modszerrel detektalt
komplex keletkezésénél rMASP-1-et hasznaltam, ami egy kisebb méretli fragmentum, addig a
depozicios kisérleteknél a teljes hosszusagi MASP-okat kellett komplexbe vinnie a szérumban az
apxM-nak, amelyek még felismerd molekuldkhoz is hozza vannak kotddve, valamint a komplexek
pedig a felismert felszinhez. Joval nagyobb molekuldnak, molekulakomplexnek kellene beférnie
az inhibitor kotézsebébe, ami gy tlinik nem lehetséges. A masik lehetséges oka annak, hogy az
oM nem gatolta a lektin utat a szérumos kisérletekben az lehet, hogy az o,M — MASP
komplexek kialakulasa lassabban torténik meg, mint a MASP-ok C4 és C2 hasitasa. A folyadék
fazisban ¢és human szérumban végzett kisérleteim alapjan kideriilt, hogy bar mesterséges
koriilmények kozott az aoM komplexbe viszi a MASP-okat, a korabbi allitdsokkal ellentétben

mégsem tekinthetd a lektin Ut fizioldgids inhibitoranak.

63



1.0 é} LJ voil +§ +§ X %}

IC, = nem lehet meghatarozni

0.0 . . r . T
0.1 1 10 100 1000 10000
&M conc. (nM)

1.4
1.2
1.0
0.8

< 0.6-
0.4
0.2
0.0

i*%'*i.ﬁ.lli§

"1

IC, = nem lehet meghatarozni

0.1

1 10 100 1000 10000
@M conc. (nM)

25. dbra. Az a,-makroglobulin nem gatolja sem a (A) C3, sem a (B) C4 depoziciét human szérumban. A mért
abszorbancia értékeket az o,M koncentracio fiiggvényében abrazoltam. Egy reprezentativ kisérlet eredménye 3

fiiggetlen kisérletbol.
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4.3. A rMASP-1 hatasa human vérbél izolalt monocitikon, monocitabdl differencialtatott
dendritikus, illetve makrofag sejteken

Kutatoécsoportunkban Megyeri Marton kordbban kimutatta, hogy a MASP-1 kozvetleniil
képes endotél sejteket aktivalni a 4-es tipust protedz aktivalt receptor (PAR4) hasitasan keresztiil
(Megyeri et al., 2009). Tovabba ismert, hogy ez a PAR4-en keresztiili aktivacio fokozza ezekben
a sejtekben egyes citokinek termelését (Jani et al., 2014). Ezen eredményeket alapul véve az volt
a célom, hogy kideritsem: a MASP-1-nek a PAR-on keresztiili aktivald hatdsa befolyasol-e mas,
az immunvalaszban résztvevo sejtet is. Valasztdsom azért esett a monocitdkra, makrofagokra és
dendritikus sejtekre, mert a szervezetbe bejutott korokozokkal ezek a sejtek taldlkoznak eldszor,

és elsoként aktivalodnak a komplementrendszer mellett.

. 2 . ’ r o o ’ roe . . .y
4.3.1. Intracellularis szabad Ca™" -szint valtozasanak mérése aramlasi citofluorimetrids
modszerrel

Els6 1épésként a MASP-1 kozvetlen sejtaktivald hatasat vizsgaltam, melyhez katalitikus
aktivitassal rendelkez6 rekombinansan eléallitott MASP-1 fragmentumot (rMASP-1) hasznaltam.
Valasztasom azért esett az intracellulris szabad Ca**-szint valtozasanak mérésére, mivel egyrészt
a Ca”™ felszabadulas a sejtek egyik els6 reakcioja aktivaciojuk soran, masrészt endotél sejtekben a
rMASP-1 stabil Ca** jelet valt ki (Megyeri et al., 2009). Kisérleteim sordn pozitiv kontrollként
trombint hasznaltam, amely az 1-es és 2-es tipusu PAR-on keresztiil fejti ki hatasat. Mivel a
rMASP-1 is hasitja a PAR1-et, bar kisebb mértékben, mint a trombin, valamint szubsztratja ezen
kiviil a PAR4 is (Megyeri et al., 2009), esély van arra, hogy a rMASP-1 is képes Ca** jel
kivéltasara monocitadkon.

Az emberi vérbdl szirmazd monocitékat izolalasuk utan azonnal felhasznaltam. A sejteket
feltoltottem fluo-4AM festékkel, és mértem a trombin, illetve a rMASP-1 kezelés hatasara
bekdvetkez6 intracellularis Ca** felszabaduldsat 4aramldsi citofluorimetria segitségével. A
rMASP-1 koncentraciofiiggé modon beinditotta a monocitak intracellularis raktaraibol a Ca®*
kiaramlasat (26. dbra). A rMASP-1-re és a trombinra kialakult Ca* jel idobeli lefutdsa a
kiilonb6zé donorok esetében hasonld volt, azonban a trombinra adott valasz mindig nagyobb
mértekll volt. A proteazok altal kivaltott jel gyorsan elérte a maximumat, amit egy gyors

lecsengés kovetett. Ez a lecsengés némileg eltért egymastol, a MASP-1-es egy kicsit lassabb volt.

65



Ca jel, monocita

] N 2.01 el

7 of e —=— kontroll ©

1,6 - / \. —e— trombin (4 pg/ml) ]
© / MASP-1 (9 pg/ml) g o
© / ]
S 154 J \_ —w— MASP-1 (18 ug/ml) ” * T
8 \ MASP-1 (36 pg/ml) 9 1.54
Q 144 v "y *\ ]
a / / . =]
S 13 [ N N\ =
s 9% ) > T
= L] -
Z 1.2 / e \v\.\ %
© NS e -T—
1,14 //v '\v:-\' S 1.0 pbm fei]

é’*'* T v, ¢ v T T i
1,04 & ~a — 7_7'72'\ TNes \&°\\ \&\\ \&\ \&\\ \&\
09 ¥y S ) ) & &
] A & o 2 o
T T T T & A ,\\ ,\\
0 5 10 15 20 (é° QQ éz g‘?
idd (20 mp/egység) © x&v QV' QV'

sre

sejtekhez képest. A relativ fluoreszcencia értékeket az id6 fliggvényében abrazoltam. Egy reprezentativ kisérlet
eredménye 5 fiiggetlen kisérletbdl. (B) 5 fiiggetlen kisérlet maximum relativ fluoreszcencia atlaganak és szérasanak
abrazolasa. A maximalis relativ fluoreszcencia értékeket a kezeletlen mintdnal mért értékkel normalva abrazoltam.
***<p=0.001, **<p=0.005, *<p=0.05

Ezzel a kisérlettel bizonyitottam, hogy a MASP-1 képes kozvetleniil aktivalni a humén

vérbél izolalt monocitékat és az endoplazmatikus retikulumbol Ca** felszabadulast eléidézni.

4.3.2. Monocitik, makrofagok és dendritikus sejtek citokin termelése tMASP-1 kezelés hatasara

Mivel a rMASP-1 képes Ca®* jelet kivaltani monocitakban, kovetkez6 1épésként
fontosnak tartottam megvizsgéalni, hogy milyen modon befolyasolja a sejtek citokin termelését.
Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a trombin szamos citokin termelddését noveli
mononukledris leukocitdkban (lasd 1.3-as fejezet). Vizsgaltam az MCP-1-et, ami az
immunvalaszt elinditdé funkcioja alapjan tint érdekes valasztasnak, mivel segiti a monocitak, T
sejtek és dendritikus sejtek gyulladasos teriiletre torténd toborzasat. Emellett tanulmanyoztam a
rMASP-1 kezelés hatasat a sejtek IL-10 és TNFa termelésére is. Azért esett a valasztdsom ezekre
a citokinekre, mert az IL-10 egy tipikus anti-inflammatorikus citokin, a TNFa pedig a
gyulladasos reakciok egyik legjellemzébb citokine. Amennyiben valamelyik termelddése
fokozddik, informéaciot lehet kapni arrdl, hogy a MASP-1 milyen iranyba képes elmozditani az
immunvalaszt.
¢s pozitiv kontrollként LPS-el. A sejtekrdl a kezeléstdl szamitott 1 nap mulva feliiluszot

gytjtottem és szendvics ELISA technikaval meghatdroztam a sejtek altal termel MCP-1, IL-10 és
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jel kivaltasa soran, koncentraciofiiggd modon fokozta a monocitak MCP-1 szekréciojat (27. dbra,

A), ugyanakkor a sejtek IL-10 és TNFa termelését nem befolyésolta (27. dbra, B-C).
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27. abra. Monocitak citokin termelésének valtozasa rMASP-1 kezelés hatasara. (A) MCP-1, (B) IL-10, (C)
TNFoa. 3 fliggetlen kisérlet atlaga és szorasa.

Mivel rMASP-1 kezelés hatasara a monocitak elkezdtek MCP-1-et termelni, felmeriilt
bennem a kérdés, hogy a monocitakbol 5 nap alatt éretlen dendritikus sejtekké €s makrofagokka
differencidlodott sejteken kivalthatd-e ugyanez a hatds. Azt tapasztaltam, hogy egyik sejttipus

esetében sem tortént fokozott MCP-1 termelés (28. abra).
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dendritikus sejt makrofag

MCP-1 (pg/ml)
MCP-1 (pg/ml)

28. dbra. rMASP-1 kezelés hatasara sem a monocitabdl differencialtatott (A) dendritikus sejtek, sem a (B)
makrofagok nem fokozzak MCP-1 termelésiiket. 3 fliggetlen kisérlet atlaga és szorasa. ***<p=0.001, *<p=0.05

A rMASP-1 kezelés hatdsara bekdvetkezd citokin profil megvaltozasabol érdekes
kovetkeztetést lehet levonni, azonban a részletes jellemzéshez tovabbi vizsgélatok sziikségesek.
Az éltalam vizsgalt citokinek koziil a rMASP-1 kezelés hatdsidra csak a monocitdk esetében
tapasztaltam MCP-1 termelés fokozodast. Ez azért figyelemre mélté eredmény, mert ha a lektin
ut aktivaldodasa soran a katalitikusan aktiv MASP-1 aktivalja a monocitékat, ezek fokozott MCP-
1 termelésiik révén egyrészt tovabbi monocitdkat képesek bevonni az immunvalasz folyamataba,

crer

¢s hatékonysagat.
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5. Kovetkeztetések

Doktori munkdm soran tobb irdnybol megkdzelitve vizsgaltam a komplementrendszer
lektin ton keresztiili aktivacidjaban résztvevd MASP-okat: egyrészt az aktivaldé komplexek
lehetséges Osszetételét, masrészt a lektin ut gatlasaban potencidlisan részt vehetd természetes
gatld fehérjék hatasat, valamint a MASP-1 esetleges kapcsolatat a velesziiletett immunrendszer

sejtjeivel.
A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezok:

e Rekombindns technolégiaval eléallitottam a MASP-1 és a MASP-2 N-terminalis harom

doménjét (CUBI-EGF-CUB?2) tartalmazo6 fragmentumokat.

e A MASP-1 és a MASP-2 N-terminalis fragmentumainak Ca**-fiigg$ disszocicids és re-
asszociacios sebességét kimérve megallapitottam, hogy a MASP-1 homodimerekre
lényegesen gyorsabb disszocidcid ¢és re-asszociacio jellemzd, mint a MASP-2
homodimerekre. A kiilonbség valosziniileg a két proteaz eltéré Ca® kotd képességén

alapszik.

e A MASP-1 és MASP-2 N-termindlis fragmentumok ugyanolyan affinitassal képeznek
egymassal heterodimert, mint Onmagukkal homodimert. A heterodimerizacios
kisérleteimbél levonhatd az a kdvetkeztetés, hogy Ca®* elvonasaval majd hozzdadasaval
(disszociécio és re-asszociacio eldidézése) az ujonnan kialakul6o MASP-1 homodimer, a
MASP-1 — MASP-2 heterodimer, valamint a MASP-2 homodimer ardnya 1:2:1. Ez
alapjan kimondhato, hogy nincs elméleti akadalya MASP heterodimerek kialakuldsanak

human szérumban.

e A dimerek elozetes disszocialtatasa nélkil a MASP-1 és MASP-2 homodimerek, valamint
a MASP-2 és a MApl19 kozott nem torténik meg a kicserélddés, azonban a MASP-1, a
MASP-3 és a MAp44 homodimerek kozott igen. Ez az eredmény arra utal, hogy a MASP-
1 és a MASP-2 kozott, valamint a MASP-2 és a MAp19 kozott csak a szintézisiik helyén
alakulhat ki heterodimer, mig a MASP-1, a MASP-3 és a MAp44 kozott ez megtorténhet
akkor is, ha mas szovetekben, sejtekben termelddnek és csak késobb taldlkoznak a

szervezet mas teriiletén.

e Az antitrombin (AT) nem csak a MASP-1, hanem a MASP-2 proteolitikus aktivitasat is
megakadalyozza laboratoriumi koriilmélnyek kozott, és ez a hatds fokozddik heparin
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jelenlétében. Tovabba ez a gatlas 100-szorosra higitott human szérumban is érvényestil.
Ezek alapjan megallapithato, hogy a Cl-inhibitor mellett az AT is hatékony inhibitora a
lektin utnak a MASP-ok gatlasan keresztiil.

e Megfigyeltem, hogy az o,-makroglobulin (a,M) in vitro gatolja a MASP-okat, azonban
nem képes megakaddlyozni a lektin ut aktivaloddsdt humdan szérumban. Erre az
ellentmondasra két dolog is magyarazatot adhat. Az egyik, hogy mig in vitro az a,M csak
a MASP-ok proteolitikus aktivitassal rendelkez6 fragmentumait viszi komplexbe, addig a
szérumban teljes hosszusagu, felismerd molekuldkkal komplexben 1évé MASP-ok vannak
jelen, és feltehetdleg az a,M nem tud hozzaférni ezekhez a nagyméretli komplexekhez. A
masik lehetséges magyarazat pedig az lehet, hogy az .M — MASP komplexek kialakuldsa
lassabban torténik meg, mint a MASP-ok C4 és C2 hasitasa.

o Megallapitottam, hogy a MASP-1 kozvetleniil képes aktivalni a huméan monocitékat,
amelyre bizonyiték a sejtek intracellularis raktaraibol torténd Ca™* kidramlas fokozodasa.
Emellett a MASP-1 kezelés koncentraciofiiggd méddon fokozza a monocitdk MCP-1
termelését, de nincs hatassal sem a monocitak IL-10 és TNFo termelésére, sem a
monocitabol differencialtatott dendritikus sejtek és makrofagok MCP-1 termelésére. Ezek
az eredmények a molekularis és sejtes immunvalasz egy eddig ismeretlen kapcsolatat
tartak fel. Megmutattam, hogy a lektin ut aktivalasdban szerepet jatsz6 MASP-1 hatassal

van a monocitak citokin termelésére.

A tovabbiakban az eldallitott N-terminalis fragmentumok, valamint a kinetikai adatok és a
heterodimerizacios eredmények segitségével lehetdség nyilhat arra, hogy vérbdl homogén MASP
preparatumokat lehessen eldallitani. Tovabba funkciondlis kisérleteket terveziink human
rendszerben, ahol a MASP-1 kezelés hatdsara kivaltott MCP-1 termelés hatasat tervezziik

crer

granulocitak funkcidira.
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Osszefoglalas

A komplementrendszer harom — a klasszikus, a lektin és az alternativ — titon keresztiil
aktivalédhat. A lektin ut a sajattol eltéré molekularis mintdzatokat ismeri fel, és ez alapjan
pusztitja el a szervezetbe bekeriild idegen strukturakat. A felismerésért felelés molekuldk a
mann6zkoto lektin asszocialt szerin protedzokkal (MASP-okkal) komplexet alkotva keringenek a
szervezetben, ¢€s a komplexek aktivald felszinhez vald kotddése utan a MASP-ok proteolitikus
hasitas segitségével aktivaljak a komplement kaszkad kovetkezd elemeit, ezzel beinditva az
idegen elleni védelem folyamatat. Munkdm soran a MASP protedzok szerkezeti-biokémiai,
enzimoldgiai €s funkcionalis sajatsagait vizsgaltam kiilonféle modszerekkel.

Egyrészt vizsgaltam, hogy az aktivacidos komplexben talalhatd, a felismerd molekulakhoz
kapcsoldédd MASP-ok eléfordulhatnak-e heterodimerként is human szérumban. A kérdés
tisztazasara a MASP-ok rekombinans technoldgiaval eldallitott, harom N-terminalis doménjét
tartalmazo fragmentumait hasznéaltam. A Kkonstrukciok helyes feltekeredését C3 depozicios
esszével bizonyitottam. Ezt kovetden méretkizardsos kromatografidval kimértem a MASP
hogy ezek nem pillanatszertien lezajlo folyamatok. Ennek ismeretében megmutattam, hogy a
homodimerek eldzetes disszocialtatasat kovetden lehetséges a heteromerek kialakuldsa. Végiil
kimutattam, hogy a MASP-1 és MASP-2 homodimerek kozott a dimerek kialakulasat kovetden
mar nincs alegység kicserélddés, azonban a MASP-1, a MASP-3 ¢és a MAp44 kozott ez
megtorténhet, aminek akar fiziologiai jelentdsége is lehet.

Megmutattam, hogy a véralvadasi kaszkddban fontos szerepet jatsz6 antitrombinnak (AT)
nem csak a MASP-1 (laborunk korabban publikalt ereménye), hanem a MASP-2 is targetje in
vitro. A mésodrendil asszociacios sebességi allandok meghatarozasaval fény deriilt arra, hogy az
AT heparin jelenlétében ugyanolyan hatékonysaggal gatolja a MASP-2-t, mint a Cl-inhibitor
(C1-inh), azonban a heparin hatdsmechanizmusa eltér a MASP-1 — AT reakcional tapasztalttol.
Mig a MASP-1 — AT reakcid esetében allosztériat allapitottak meg, addig én a MASP-2 — AT
reakciondl az un. ,bridging” mechanizmust taldltam. Az AT gétld hatdsat human szérummal
végzett kisérletekben is sikeriilt megmutatnom. Az AT visszaszoritotta a C3 €és a C4 depoziciot,
amely hatas, ugyanligy, mint a kinetikai méréseknél, fokozhatd volt heparin hozzdadasaval. Az
ICs értékek Osszehasonlitasaval latszik, hogy az AT heparin jelenlétében hasonldé mértékben
gatolja a lektin Ut aktivalodasat, mint a Cl-inh. Ezekkel a kisérletekkel egyrészt sikertilt
kimutatnom, hogy a Cl-inh mellett létezik egy masik fiziologias gatloszere is a MASP-oknak,
masrészt talaltam egy 0j taldlkozési pontot a véralvadasi kaszkad és a komplementrendszer
kozott. Tovabba tisztdztam, hogy az op-makrogloblin nem képes gatolni a lektin utat humén
szérumban, annak ellenére, hogy in vitro képes komplex kialakitdsara a MASP-okkal.

Végiil megmutattam, hogy a protedz funkcidval rendelkez6 MASP-1 képes aktivalni a
vérbél izolalt huméan monocitikat. Ez az aktivacio Ca®* felszabadulast idéz elé a sejtekben,
valamint fokozza MCP-1 termeld képességiiket, azonban nem hat a monocitaknak sem az IL-10,
sem a TNFa termelésére. Tovabba a monocitabodl in vitro differencialtatott dendritikus sejtek és
makrofagok esetében nem volt kimutathaté az MCP-1 termelés novekedése a MASP-1 kezelés
hataséra. Eredményeim arra utalnak, hogy a MASP-1-nek csak a monocitak aktivaciojaban lehet
fontos szerepe, a dendritikus sejtek €s makrofagok esetében nem. A fokozott MCP-1 termelés
segitheti az Ujabb monocitdk gyulladas helyszinére torténd toborzasat, illetve a sejtek

crer
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Summary

The complement system can be activated via three different routes: the classical, the lectin
and the alternative pathways. The lectin pathway is activated by pathogen associated molecular
patterns and it results in the elimination of target structures. The pattern recognition molecules, in
complex with mannose binding lectin associated serin proteases (MASPs), are constantly
circulating in the body. Upon binding to the activating surface of the complexes, MASPs activate
the downstream components of the cascade via proteolysis, thus initiating the response against
foreign structures. During my doctoral studies I analyzed some structural-biochemical,
enzymological and functional characteristics of MASPs, the crucial proteases of the initiation of
the lectin pathway.

First, I assessed whether the MASPs that interact with recognition molecules in the
activating complex, can form heretodimers in the human serum. To clarify this question I
produced recombinant MASP fragments containing three N-terminal domains. I demonstrated the
correct folding of these protein fragments by means of C3 deposition assay. Using size exclusion
chromatography I determined the time-course of dissociation and re-association of MASP
homodimers; furthermore I also demonstrated that these processes are not instantaneous. Based
on these results, I was able to show that — following the dissociation of the homodimers —
heterodimer formation can be detected. Finally, I showed that following the formation of MASP-
1 and MASP-2 homodimers, there is no subunit exchange (i.e. heterodimer formation) between
them. It turned out, however, that subunit exchange is possible between MASP-1, MASP-3 and
MAp44 dimers, which might have physiological significance.

I demonstrated that apart from MASP-1 (as shown previously in our lab), MASP-2 is also
an in vitro target of antithrombin (AT), an essential component of the coagulation cascade.
Determining the second order association rate constants, I found that the efficiency of inhibition
of MASP-2 by AT in the presence of heparin is similar to that of C1-inhibitor (C1-inh); however
the mode of action of heparin in this reaction is distinctively different from that of the MASP-1 —
AT reaction. In contrast to the MASP-1 — AT reaction where the accelerating action of heparin is
based on an allosteric effect, in the case of the MASP-2 — AT pair my results support the so-
called “bridging” mechanism. I was also able to show the inhibitory potential of AT in
experiments using human serum. The ability of AT to prevent C3 and C4 deposition could be
increased by the addition of heparin, in accordance with the kinetics measurements. Comparing
ICs values shows that in the presence of heparin, AT inhibits the activation of the lectin pathway
similarly to Cl-inh. These experiments unambiguously proved that beside Cl-inh there exists
another physiological inhibitor of MASPs (i.e. AT). These results also shed light on a novel point
of connection between the coagulation cascade and the complement system. Furthermore, I
showed that although on-macroglobulin forms complexes with MASPs in vitro, it is unable to
inhibit the lectin pathway in human serum.

Lastly, I managed to demonstrate that the proteolitically active MASP-1 is able to activate
monocytes isolated from human blood. This activation induces Ca®" release in cells and enhances
their MCP-1 production as well, however it has no effect on neither IL-10, nor TNFa production.
Furthermore, I could not detect increased MCP-1 production after MASP-1 treatment in dendritic
cells or macrophages differentiated from monocytes in vitro. These results indicate that MASP-1
may have a role in the activation of monocytes, however it has no effect on macrophages and
dendritic cells. Elevated MCP-1 production can aid the recruitment of monocytes to the sites of
inflammation, and the extravasation of cells.
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ELTE TTK Immunolégia Tanszék

II. Nyilatkozatok
A doktori értekezés szerzojeként™

a) hozzajarulok, hogy a doktori fokozat megszerzését kdvetden a doktori értekezésem €s a
tézisek nyilvanossagra keriiljenek az ELTE Digitalis Intézményi Tudéstdrban. Felhatalmazom

a Természettudomanyi Kar Tudomanyszervezési és Egyetemkozi Kapcsolatok Osztalyanak
tigyintéz6jét Biré Evat, hogy az értekezést és a téziseket feltdltse az ELTE Digitalis
Intézményi Tudastarba, és ennek soran kitoltse a feltoltéshez sziikséges nyilatkozatokat.

b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illetéleg oltalmi bejelentés
kozzétételéig a doktori értekezést ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban és
az ELTE Digitélis Intézményi Tud4starban;*'

c) kérem, hogy a nemzetbiztonsagi okbdl mindsitett adatot tartalmazo doktori értekezést a
mindsités (ddtum)-ig tartd idotartama alatt ne bocsassék nyilvanossagra az Egyetemi
Konyvtarban és az ELTE Digitélis Intézményi Tudéstarban;*

d) kérem, hogy a mii kiadasara vonatkoz6 mellékelt kiad6 szerzOdésre tekintettel a doktori
értekezést a konyv megjelenéséig ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban, €s
az ELTE Digitélis Intézményi Tudéstarban csak a konyv bibliografiai adatait tegyék kozzé.
Ha a konyv a fokozatszerzést kvetén egy évig nem jelenik meg, hozzajarulok, hogy a doktori
értekezésem és a tézisek nyilvanossagra keriiljenek az Egyetemi Kényvtarban és az ELTE
Digitalis Intézményi Tudastérban.*’

2. A doktori értekezés szerzojekeént kijelentem, hogy

a) az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarba feltdltend6 doktori értekezés és a tézisek sajat
eredeti , 6nallo szellemi munkam és legjobb tudomasom szerint nem sértem vele senki szerzoi
jogait;

b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozén
benyujtott tartalmak (sz6veg és abrak) mindenben megegyeznek.

3. A doktori értekezés szerzdjeként hozzajarulok a doktori értekezés és a tézisek szévegének
plagiumkerest adatbazisba helyezéséhez és plagiumellenorzo vizsgalatok lefuttatasahoz.

Kelt: 2014. oktéber 29.

a doktori értekezés szerzdjének aldirasa

3 Beiktatta az Egyetemi Doktori Szabalyzat modositasardl sz616 CXXXIX/2014. (V1. 30.) Szen. sz. hatérozat.
Hatalyos: 2014. VIL1. napjatol.

3% A kari hivatal iigyintézdje t6lti ki.

O A megfelels széveg aldhizando.

1 A doktori értekezés benyujtasaval egyidejlileg be kell adni a tudomanyégi doktori tanacshoz a szabadalmi,
illetéleg oltalmi bejelentést tantsité okiratot és a nyilvanossagra hozatal elhalasztasa iranti kérelmet.

# A doktori értekezés benyuijtasaval egyidejiileg be kell nytjtani a mindsitett adatra vonatkozé kozokiratot.

3 A doktori értekezés benyujtasival egyidejiileg be kell nytjtani a mi kiadasarél sz616 kiadéi szerzodést.



