Bevezetés

A komplementrendszer természetes immunités fontos eleme. A kaszkad elsédleges
szerepe a patogén mikrobak opszonizacidja, fagocitozisa és komplement-fliggé sejtlizise. A
rendszer aktivacioja eredményeként az antigén felszinéhez két6dé komplementfehérje-
fragmentumok kiilénbdzé komplementreceptorokat (CR) hordozé sejtekhez irdnyitjak az idegen
anyagot. Ezeknek a receptoroknak legfontosabb feladata a C1qg-val, manndzkété lektinnel (MBL)
és C3-fragmentumokkal opszonizalt antigén megkdtése és felvétele. A komplementreceptorok
kiilénbdzé tipusai jelen vannak az immunsejtek felszinén, igy tobbek kozt a dendritikus sejteken
(DC) is.

A Clq és az MBL molekula szerkezete

A Clg molekula a C1 komplex felismerd alegysége, nativ allapotban szerin-protedazok
(C1r,C1s) kapcsolddnak hozzad. A 460 kDa-os molekula 18, harmasaval 6sszefonodott
polipeptidlanchol épul fel. Ezek N-terminalis részén kollagénszerii motivumok (Gly-Xaa-Yaa)
harmas hélix szerkezetet alakitanak ki. A teljes molekula hexamer, a C-terminalison 1évg
globularis fejeken keresztiil immunglobulinok CH2 és CH3 doménjéhez kétddik (Gaboriaud,
2004).

A kollektinek kozé tartoz6 MBL strukturalis és funkcionalis analdgiat mutat a Clq
komponenssel. A komplementrendszert szabalyoz6 fehérjék a szerin-protedz alegységeket
lehasitva lehetévé teszik, hogy a molekula sejtfelszini receptorokhoz kétédjon. A szérumban az
MBL dimer, trimer vagy tetramer alakban van jelen. Az egyes alegységeket harom azonos
felépitésii 32 kDa méretii peptidlanc alkotja. Az MBL-t legnagyobb részben a méj hepatociti
termelik. Az MBL a baktériumok, gombakhoz és virusokhoz sejtfalaban 1évé manndz-, N-acetil-
glikdzamin-, N-acetil-manndzamin, és fukoz-csoportokhoz kétédik.

A DC-k képesek a naiv T-sejtek aktivalasara, igy kapcsolatot biztositanak a természetes
és az adaptiv immunrendszer kdzott. A DC-k testszerte jelen vannak és folyamatos cirkulaciojuk
ellenérzi a szervezetbe belépd antigéneket. A DC-k éretlen formdja a periférian az antigen
felvételét végzi, majt ezt kdvetden a nyirokcsomokba vandorolva érett DC-ké (maDC)
differencialodnak. Erésiik soran a fagocitétikus receptoraik (pl. mannéz-receptor, MR)
expresszidja csokken, mig az MHC molekuldk, illetve a CD80, és CD86 kostimulator molekulak
mennyisége né, tovabba fokozdodik a CD83 molekulak szintje és a CCR7 kemokin-receptor is
megjelenik felszinukon.

A kozlemények tobb, a globularis- és a kollagén-domén megkotésére alkalmas C1q-
receptort irnak le. A kollagén-C1g-receptort (cC1gR) MBL ké&tésére is alkalmasnak tartjak,
viszont ezt (jabb eredmények nem erésitik meg. A leginkabb elfogadott cC1gR a membran-kotott



kalretikulin CD91 molekulaval alkotott komplexe (Sim,1998). Human dendritikus sejteken két
C1g-koto struktirt irtak le, a kollagén-részt megkoté cC1gR-t, valamint a globuléris-részt
megkdtd gClgR-t (Vegh, 2003). Korabban kimutattak, hogy a DC-k mindkét tipusi C1gR-t
expresszaljak; a kollagén-részre specifikus cC1gR-t és a globularis-részt megkoté gC1lgR-t
(Nauta, 2004).

Célkitizés

A Clq és MBL komplementfehérjék DC-k érésére és mitkddésére gyakorolt hatasat
eddig nem vizsgaltak. Mivel ezek a komplementfehérjék in vivo kétédnek az
immunkomplexekhez, a DC-kkel kélcsonhatasba Iépve befolyasolhatjak azok mitkddését.

A pélyazati munka soran tanulmanyoztuk az adaptiv immunvélasz meginditasaban fontos
szerepet betoltd sejttipus, a dendritikus sejt C1q és MBL komplementfehérje megkdtd képességét
valamint a kdt6dés hatésat a sejtek differencialdaséra és aktivacidjara. Vizsgaltuk a
komplementfehérjék kotédésének MDC-k funkcidira gyakorolt hatdsat. Tanulményoztuk a
komplementfehérjékkel kezelt MDC-kben az NF-kB transzkripcios faktor sejtmagba térténd
transzlokaciojanak valtozasat, a sejtek citokin termelésében bekdvetkezé valtozasokat, tovabba
tanulmanyoztuk a T-sejtek aktivaciojara és proliferaciojara kifejtett hatasukat.

MDC-k érése

Kisérleteinkben emberi monocitak in vitro tenyésztésével, rhiL-4 és rhGM-CSF
jelenlétében éretlen DC-et (imMDC) differencidltattunk. A C1q és MBL kétédését imMDC-hez
citofluorimetria és konfokalis mikroszkdp segitségével jellemeztiik. Pozitiv kontrollként LPS-el
aktivalt maMDC-ket alkalmaztunk (ma MDC).

A C1q fehérje imMDC-hez és maMDC-hez egyarant két6détt dézisfliggé modon, a
kotodes mértéke a sejtek érése soran kismértékben csokkent. A kotédést C1g-specifikus F(ab’),
fragmentummal gatolni tudtuk. A Cl1g-val szoros szerkezeti rokonsagot mutatdé MBL viszont nem
kétsdott sem imMDC-khez sem maMDC-khez.

Az in vivo Clg-fedett antigén felszint rendszertinkben oly médon modelleztiik, hogy az
MDC-ket C1g-val fedett felszinen, immobilizalt C1q jelenlétében tenyésztettiik. Tanulmanyoztuk
az immobilizalt C1q jelenlétében és hianyaban tenyésztett MDC-k sejtfelszini molekulainak
expressziojat. Eredményeink szerint a a C1q jelenléte erételjesen fokozta az MHCII, CD86 és
CD83 molekulak sejtfelszini megjelenését. A kontrollként alkalmazott LPS-kezelés hasonl6an
hatott. A CD80 kostimulator molekulak expresszidja MDC-ken magas volt, azt a C1qg-kezelés
csak kismértékben fokozta, hasonl6képpen hatott az LPS-kezelés is. Az maMDC-k esetében
megjelend CCR7 molekulék sejtfelszini megjelenése szintén enyhe névekedést mutatott C1g-



kezelés kovetkeztében. A fagocit6tikus MR mennyisége csokkent, a pozitiv kontrollhoz
hasonléan.

Megpraébaltuk tisztazni, hogy a C1q MDC-kre gyakorolt hatdsa a molekula mely szakasza
altal szabalyzott, ezért megvizsgaltuk a tisztitott gC1q és cC1lq fragmentumok hatasat.
Tapasztalatunk szerint mindkét fragmentum hasonldan befolyasolta az MDC-k érését, ami azt
valészinsiti, hogy a C1q molekula egyarant kétédik gC1gR-hoz és cC1qR-hoz.

T-sejt aktivacio

Vizsgaltuk a C1g-val kezelt imMDC-k allogén T-sejt aktival6 képességét, *H-timidin
beépiilés mérésével. Eredményeink szerint, a C1g-val térténd kezelés erésen fokozta az imMDC-
k T-sejt proliferaciot kivaltd képességét. Mindezen eredmények arra utalnak, hogy a C1q fontos
szabalyoz6 szerepet tolt be az MDC-k antigén bemutatasanak folyamataban.

Osszehasonlitottuk az imMDC-k, maMDC-k illetve C1q jelenlétében stimulalt imMDC-k
szerepét az allogén T-sejtek proliferacidjara. Eredményeink szerint a C1q kezelés jelentsen
fokozta az imMDC-k altal indukalt T-sejt proliferaciét, megkozelitve az LPS kezelt maMDC-k
hatésat.

NF-xB transzlokacio, citokin termelés

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a DC-k fébb funkcidiban; MHCII és kostimul&cids
molekulaik expresszidja, valamint citokin szekrécidjuk szabalyozasaban szerepet jatszik az NF-
kB transzkipcids faktor. Ezért inMDC-ben C1g-kezelést kdvetéen vizsgéaltuk az NF-xB
aktivaciot. Western blot technika alkalmazasaval megallapitottuk, hogy 30 perces C1q kezelést
kdvetden, a sejtek citolplazméajaban az NF-kB mennyisége jelentés mértékben csdkken, ami az
NF-xB sejtmagba torténd transzlokacitjara utal. Ezt az eredményt erdsitettiik meg konfokalis
Iézer mikroszkdp segitségével végzett vizsgalatatainkban, amelyekben jelzett rekombinans
human NF-kB alkalmazasaval sikertlt bizonyitani a nuklearis faktor sejtmagban torténd
felhalmoz6dasat.

A Clg-val fedett feluleten tenyésztett imnMDC-k fokozott mértékben termeltek TNFa, IL-6,
IL-12 és IL-10 citokineket. Tovabbi kisérleteinkben immobilizalt C1q jelenlétében tenyésztett
imMDC-kbél és allogén T-sejtekbél kokultdrékat allitottunk elé. A kokultara feliliszékbol két
nap mulva vett mintakbol megallapitottuk, hogy a C1g-val aktivalt inMDC-k hatasara, az aktivalt
T-sejtek IFN-y termelése mintegy haromszorosara nétt. Mindez arra utal, hogy a C1g-val kezelt
MDC-k Th1 tipust immunvalaszt indukalnak.

Makrofagok MBL-k&td struktdrajanak vizsgalata

Korabbi eredményeink szerint emberi monocitakhoz, makrofagokhoz és monocita-
makrofag sejtvonalakhoz k6t6dott az MBL (Bajtay, 2000). Izol&ltuk a THP1 humén monocita-



makrofag sejtvonal sejtjeinek MBL-kdt6 membréanfehérjéjét, C1g-, illetve MBL-bead-ek
segitségével, amit S. Thiel (University of Aarhus, Denmark) bocsatott a rendelkezéstinkre. A
sejtlizatumot mannozzal fedett bead-eket tartalmazd oszlopon kimeritettiik, ugyanis a makrofagok
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A két bead-rél elualt fehérjék Western-blot analizise alapjan, az MBL-beadrél egy kb. 40 kD
molekulastly( fehérjét azonositottunk, ami nem redukald és redukal6 korilmények kozott is
azonos méretiinek tiint. Tovabbi sejtvonalak és normal emberi makrofagok vizsgalatara,
amelyekben MBL-kot6 struktdrat izolaltuk volna, nem volt médunk. Részben azért, mert komoly
nehézségbe Utkdzétt, hogy nagy mennyiségben tisztitsunk MBL-t, aminek a szérum
koncentracidja igen alacsony. Ezen tdl, amint az a kdtddési vizsgalatainkbdél kideriilt, az MBL-
kdtd membranfehérjék alacsony expressziot mutatnak a makrofagokon.

Az egészséges emberekben mért szérum MBL szint egyénenkeént igen valtozd, europai
orszdgokban végzett mérések szerint az atlag 1-1,5 pg/ml kdzétt van. Becslések szerint a
népesség mintegy 10 — 20 %-a MBL deficiens, ezekben az emberekben a szérum MBL
koncentracidja 50 ng/ml-nél kevesebb. Az alacsony MBL szint szamos fert6zésre fogékonyabba
teszik hordozdjukat, mert bizonyos kérokozdkkal szemben elégtelen az opszonikus védelem.
Miutan az MBL hiany nem jar egyditt a molekulahoz kapcsol6dd szerin-proteazok hianyaval, igy
MBL adéasaval a normélis védekezéfunkcié helyreallithat6. (Valdimarsson 2004). Terveztik
annak vizsgalatat, hogy influenza fert6zott egerek esetében lehet-e védo szerepe az MBL-nek.
Tovabbd, visszatérs fert6zésekben szenveds gyerekek szérum MBL szintjét is tanulmanyozni
akartuk. Mivel ezekben a témakorben szamos kdzlemény jelent meg a kdzelmaltban (Takahashi

2005, Dean 2005, Gordon 2006), az altalunk korabban tervezett kisérletek eredményeként mar



nem volt varhaté Iényeges Uj ismeret. Ezért érdemesebbnek tiint az MBL-szint vizsgélata
bizonyos emberi kérképekben. A HANO (6roklétt angioneurotikus 6déma) a C1-inhibitor
oroklott deficienciaja. Megvizsgaltuk a HANO betegek szérum MBL szintjét és megndvekedett
MBL koncentraciét mutattunk ki. Ezzel parhuzamosan meghataroztuk a szérum C3
komplementfehérje tartalmat is, amely csokkent szintet mutatott az egészséges értékhez
viszonyitva. HANO betegekben az MBL-fiiggé komplement aktivaciojat nem vizsgaltak. Mivel a
betegek esetében jelentésen megndvekedett az MBL szint, ezért érdemes lenne megvizsgalni az
MBL-fliggé komplement aktivaciot. Mivel az MBL koncentracidja és funkcionalis aktivitasa az
MBL haplotipusa altal meghatéarozott, érdekes lenne azt dsszevetni a betegek MBL
polimorfizmus vizsgalataval. Ez utobbi vizsgalatok elvégzésére lehetéség lenne az Semmelweis
Egyetem lll.sz. Belgydgyaszati Klinika Kutatélaboratériumaban, ezért ezeket a vizsgalatokat
szeretnénk kollaboréciéban elvégezni.

Osszefoglalas

Tekintettel arra, hogy szervezetiinkben jelenlévé immunkomplexek C1q molekulét is
tartalmaznak, ami hasonl6an az 1gG-hez a dendritikus sejtek érését indukalhatja az altalunk
vizsgalt folyamat fizioldgias jelentsséggel bir.

Jelen munkénkban kimutattuk, hogy az IgG mellett egy masik szérumfehérije is; a Clq
szintén stimulalja a DC-k érését, ami MDC-k esetében fenotipusos és funkcionalis érést valtott ki.
Eredmeényeink rdmutatnak arra, hogy a szérum dsszetétele, a DC sejtek kdrnyezetében jelenlévé
fehérjéek befolyasoljak a DC-k funkcidit. Bizonyos szérumfehérjék az immunkomplexhez kétédve
kimutathaték és DC-k receptorai szamara szolgalnak ligandumként. Vizsgalataink soran a Clq
molekula Uj funkciojara derllt fény, amennyiben fontos szerepét igazoltuk a DC-k aktivitasanak
szabalyozasaban. Kimutattuk, hogy a MDC-khez kotédd C1q képes fokozni az adaptiv
immunvalaszt, ugyanakkor T-sejt toleranciat is indukalhat, az adott szOveti kdrnyezett altal
meghatarozott modon.

Mivel szervezetiinkben a keringd IC-k tovabbi komplementfehérjéket is megkdtnek, ezek
DC-k funkcioira gyakorolt hatasat érdemesnek tartjuk tovabb vizsgalni. EI6zetes eredményeink
szerint a C3 komplementfehérje eredetii fragmentumok kétédnek a DC-khez kovalensen és nem
kovalensen, receptor kdzvetitett modon egyarant. Ez a kotédés szintén befolyasolja a sejtek
differencialddasat, citokin termelését, aktivacios képességét. Ezeknek a folyamatoknak részletes
feltarasa intézetiinkben folyamatban van, egy (j OTKA palyazat keretében.

A pélyézat segitségével sziiletett 0j eredményekbdl két nemzetkdzi folyoiratban megjelent
kdzlemény sziiletett, egy PhD értekezés késziilt (Csomor Eszter, 2007), valamint tovabbi palyazat

és kollaboracié alapjaul szolgal.
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