Valasz Dr. Farkas Henriette (egyetemi tanar, MTA doktora) biraléi véleményére

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni Dr. Farkas Henriette értekezésemrdl adott pozitiv
értékelését és a birdlat gyors elkészitését.

Birdldmnak a dolgozatommal kapcsolatos kérdéseire adott valaszaimat az aldabbiakban
foglalom Ossze.

1.) A vizsgdlatok nagy részét oldatfdzisban végezték. A szérum kaszkddrendszerek
aktivdloddsa dltaldban felszineken jon létre in vivo. Hogyan lehetne modellezni ezeket a
felszineket in vitro?

Biraldmnak igaza van abban, hogy a vizsgalatok nagy részét oldatfazisban végeztiik és ez nem
modellezi teljes mértékben a fizioldgids szituaciot, ahol az aktivalédas felszineken torténik.
Mindazondltal végeztiink olyan kisérleteket is (pl. C3, C4 depozicid), ahol kiilonb6z6
felszineken inditottuk a komplementrendszer kiilonb6z6 aktivalasi atjait. A klasszikus utat
immunkomplexekkel fedett felszinen, az alternativ utat endotoxinnal fedett felszinen, az
MBL-lektin utat manndnnal fedett felszinen, mig a fikolin-lektin utat acetilalt BSA-val fedett
felszinen inditottuk. A komplementrendszer egyik legfontosabb jellemz&je, hogy lokdlisan
hat, csak a megfelel6 mintazattal rendelkezé idegen felszineken indul be és, legalabbis
normal esetben, nem terjed at a sajat sejtekre. A komplement szerin protedzok
szupramolekuldris komplexek részei, ahol olyan nemkatalitikus fehérjékhez (Clq, MBL,
fikolinok, C3b, C4b) két6édnek, amelyek a protedzokat a megtdmadandé felszinhez rogzitik
ezaltal biztositva a lokalis hatdst. Az altalunk legtobbszor hasznalt rekombindns katalitikus
fragmentumok sajnos nem épithetdk be a szupramolekularis komplexekbe, mivel hianyoznak
roluk az N-terminadlis kélcsonhaté domének. Arra azonban szamos bizonyitékunk van, hogy
enzimoldgiai tekintetben a komplexekben |év6 proteazok ugyanugy viselkednek, mint a
szabadon Uszdé proteolitikus fragmentumok; ugyanazokat a szubsztratokat ugyanolyan
hatékonysaggal hasitjdk. Az is valdszinl ugyanakkor, hogy a komplexekben lehet6ség van a
proteazok aktivitdsanak sztérikus faktorok altali szabdlyzasara. Valdszin(i példaul, hogy a
zimogén MASP-ok csak az aktivalédas pillanataban, miutdn az MBL lekotott a felszinre,
,pattannak ki” az MBL-MASP komplexbdl ezaltal minimalisra csokkentve az oldatbeli
nemkivanatos spontan autoaktivalédast, viszont lehetévé téve veszély esetén a hatékony
aktivalodast.

2.) A MASP-1 legerbsebb inhibitora az antitrombin. A kisérletekben mégis Cl-inhibitort
haszndltak. Mi volt az oka?

Az antitrombin heparin jelenlétében valéban a leger8sebb inhibitora a MASP-1-nek
(kss=4X10" Ms?) (Dobd és mtsi. 2009 J. Immunol. 183:1207). Ez a tény nem annyira
meglep6 annak fényében, hogy a MASP-1 szamos tulajdonsagaban a trombinra emlékeztet.
Ugyanakkor a korai komplement protedzok ko6z6s inhibitora, a Cl-inhibitor, szintén jé



inhibitora a MASP-1-nek, heparin jelenlététsl fuggetlenil (ko=6X10° M's?). A
kisérleteinkben tulajdonképpen barmelyik inhibitort hasznalhattuk volna. Egy, a dolgozat
beaddsa utan megjelent publikdcidban (Paréj és mtsi. 2013 Mol. Immunol. 54:415)
megmutattuk, hogy antitrombinnal hatékonyan gatolhaté a lektin G4t normal human
szérumban. Korabbi cikkeinkben elsGsorban azért hasznaltunk Cl-inhibitort, mert széles
kdrben elfogadott inhibitora a lektin Utnak és nem igényli heparin jelenlétét. Erdekességként
megemlitem, hogy egy svéd kutatécsoport is kimutatta az antitrombin lektin Ut gatlé hatdsat
vérlemezkék felszinén (Kozarcanin és mtsi. 2012 Immunbiol. 217:1129). Az aktivalt
vérlemezkék ugyanis kotik felszinikon az MBL-t és a fikolinokat, ami a MASP-ok
aktivalodasat, a lektin Ut beinduldasat eredményezi. A vérlemezkék felszinén egyarant
kimutattak MASP-1-Cl-inhibitor és MASP-1-antitrombin komplexeket. A vérlemezkék
felszinén |év6é heparan szulfat és az aktivalédds soran felszabaduld kondroitin szulfat a
heparinhoz hasonld nagy negativ toltéssel rendelkez6 molekuldk, amelyek nagymértékben
meggyorsitjdk a MASP-1 antitrombin reakciot.

3.) Mi az a2-makroglobulin fiziolégids hatdsa? Melyik protedz inhibitornak van a
legjelentésebb szabdlyozo szerepe a lektin ut aktivalédddsaban?

Az a2-makroglobulin egy széles specificitdsu protedz inhibitor, amely sokféle proteazt képes
gatolni mechanizmustél fliggetlenilil (ezért pan-proteaz inhibitornak is nevezik). Inhibitor
hatdsat azdltal fejti ki, hogy a reaktiv hurok hasaddsa kovetkeztében fellépé
konformacidvaltozas eredményeként az aktiv protedzt izoldlja kornyezetétél, mintegy
kalitkdba zarja, megakaddalyozva ezzel, hogy a proteaz Ujabb fehérjeszubsztratokat tudjon
hasitani. Azok a kis molekulds szubsztrdtok azonban, amelyek bejutnak a fehérjekalitka
belsejébe el fognak hasadni, mert a protedz aktiv centruma sértetlen marad. Az a2-
makroglobulin négy nagyméretli (1451 aminosav) alegységbdl allé tetramer, és egy ilyen
tetramer akar két proteaz molekulat is képes csapdazni. Az a2-makroglobulin a vérben
magas koncentracidoban (1-2 g/L) jelenlévé fehérje, koncentracidja Osszemérhet§ a
legtoményebb komplement fehérje, a C3 koncentracidjaval. In vitro gatolja a véralvadas és a
fibrinolizis protedzait, fiziolégiai szerepe azonban vitatott. Alacsony a2-makroglobulin
koncentracid a vérben nem okoz semmilyen tiinetet. Méréseink szerint az a2-makroglobulin
a MASP-1 katalitikus fragmentum aktivitasat oldat fazisban viszonylag hatékonyan, mig a
MASP-2 aktivitdsat csak kevéssé gatolja. Tobbféle mddszerrel is kimutattuk, hogy a MASP-1
oldatfazisban komplexet képez az a2-makroglobulinnal, vagyis az inhibitor képes csapddba
ejteni a MASP-1-et (Paréj és mtsi. 2013 Mol. Immunol. 54:415). Ehhez képes meglepd volt az
az eredmény, hogy mannannal boritott felszinre lek6t6dé6 MBL-MASP komplexek esetében
az inhibitorhatds nem észlelhetd6. Ennek valészinlleg az az oka, hogy a nagyméretd
makroglobulin tetramer nem fér hozza a felszinre rogzitett MASP-1-hez, mas szdval sztérikus
gatlas all fenn. Ezek alapjan én ugy gondolom, hogy a a2-makroglobulinnak az oldatfazisban
keringé MBL/fikolin-MASP komplexek esetében lehet gatld szerepe, ami megakadalyozhatja
a rendszer spontdn aktivdloddsat. A komplexek aktivacios felszinre vald kot6dése utan
azonban a protedzok felszabadulnak az a2-makroglobulin inhibitor hatasa alél és a lektin Gt



aktivalédik. Hangsulyozom azonban, hogy ez csak egy hipotézis, amit még tovabbi
kisérletekkel kell igazolni vagy céfolni. Osszefoglalva az inhibitorokkal kapcsolatos
eredményeinket és az irodalmi adatokat elmondhatjuk, hogy a C1-inhibitor és az antitrombin
egyformdn hatékony inhibitorai a lektin Utnak. Az antitrombin hatdsat nagymértékben noveli
a polianionok (pl. heparin, heparan szulfat, kondroitin szulfat) jelenléte (pl. sejtek felszinén).
Az a2-makroglobulin szerepe még nem teljesen tisztazott, valdszinlileg a spontan aktivaciot
gatolja a vérben.

4.) Mivel a kaszkddrendszerek szorosan dsszefliggnek egymdssal és igy egy finom egyensulyi
dllapotot tartanak fenn, aktivdldddsuk szamos uton lehetséges. Vajon hogyan modellezhetd
ez a komplex rendszer? Van-e lehet8ség tébb kaszkddrendszer egyidejii vizsgdlatdra.

A szerin proteaz enzimek a vérben egy egységes hdldzatot alkotnak, amelynek felosztasa
diszkrét kaszkadrendszerekre (véralvadas, fibrinolizis, komplement, kinin) didaktikai
szempontbdl hasznos ugyan, de meglehetdsen onkényes. Ezért azutan sorra jelennek meg
olyan publikaciok, amelyek a kilénb6z6 kaszkadrendszerek kozotti kolcsonhatdsokat
(keresztaktivalas, keresztgdtlas) mint kilonleges jelenségeket targyaljak, jollehet az lenne a
furcsa, ha nem észlelnénk ilyen kdlcsonhatdsokat. Az utébbi id6ben a véralvadas és a lektin
ut kolcsdnhatasaival kapcsolatban mi is tobb cikket publikaltunk. Szamos jel utal arra,
hogyha a véralvadds beindul, arra a lektin ut is reagal; és forditva, a lektin Ut enzimei, akar
kdzvetlenll (MASP-1), akdr kdzvetve (MASP-2) hozzajarulhatnak a véralvadashoz. Az utébbi
id6k szerintem egyik legizgalmasabb eredménye ebbdl a szempontbdl az volt, hogy a
trombézis egér modelljében a MASP-1 hidnya (La Bonte és mtsi. 2012 J. Immunol. 188:885)
vagy gatlasa (Pavlov és mtsi. 2012 Circulation 126:2227) meggatolta a trombus képz&dést.
Ehhez hasonlé fenotipust mutatnak a XlI-faktor (a kontaktrendszer indité enzime) deficiens
egerek is. Ennek terdpias szempontbdl is nagy jelent6sége lehet, hiszen ez azt jelenti, hogy
egy kaszkadrendszerbe (komplement) beavatkozva egy mdsik kaszkadrendszeren (kontakt)
kapunk hatast. A vérben |év6é komplex szerin protedz rendszer modellezése halézatelméleti
kérdés, amihez bevallom, jdmagam nem értek. A szliken vett komplementrendszer
matematikai modellezésére tobb préobalkozas is tortént (Hirayama és mtsi. 1996 Biosystems
39:173; Korotaevskiy és mtsi. 2009 Math. Biosci. 222:127; Liu és mtsi. 2011 Plos Comp. Biol.
€1001059). Ezek a modellek olyan differencidlegyenleteket hasznalnak, amelyek
tartalmazzdk a kulonféle biokémiai reakcidk kisérletesen megdllapitott kinetikai allandait.
Sajnos azonban nem minden reakciéra rendelkezliink megbizhaté kinetikai adatokkal, ilyen
esetekben csak becslésekre hagyatkozhatunk, ami nyilvan csokkenti a modellek
megbizhatdsagat. Rdadasul ezek a modellek a lektin utat nem is tartalmazzak, mivel a
kozelmultig nem volt tisztdzva a mechanizmus és megbizhaté kinetikai allandék sem 3alltak
rendelkezésre. Remélem, hogy kutatdécsoportunk munkdja hozzdjarult egy pontosabb
matematikai modell jovébeli megalkotdsahoz. Tobb kaszkadrendszer egyidejli kisérletes
vizsgdlata szintén bonyolult feladat. Legegyszerlibb megkozelités talan bizonyos
végtermékek (pl. szerpin-protedz kovalens komplexek) mennyiségének meghatarozdsa pl.
ELISA rendszerrel. Svajci egylttm{kodé partneriinkkel jelenleg is folytatunk olyan



vizsgalatokat, amelyekben a lektin Ut hatasat vizsgaljuk a véralvadas id6beli lefolyasara és a
kialakult véralvadék mechanikai tulajdonsagaira (Jenny és mtsi 2013 Mol. Immunol. 56:266).

5.) Elképzelheté-e, hogy , kereszt” komplexek (MBL-C1rys, és C1q-MASP) alakuljanak ki in
vivo? Hexamer MBL képes a Clr,s, tetramert leghatékonyabban aktivadlni, jollehet a tetramer
az MBL leggyakoribb formdja. In vivo a hexamer forma milyen szdzalékban fordul el és
hogyan alakul ki?

Az MBL-C1r,s; és a C1g-MASP ,kereszt” komplexek in vitro kialakuldsat tébben is igazoltak
és azt is megmutattak, hogy a felismer6é molekuldk aktivacids felszinre kotédése kivaltja a
szerin protedz zimogének aktivacidjat. A rendelkezéslinkre allé egyensulyi allanddk alapjan
azonban nem valdszind, hogy ilyen komplexek a normal human szérumban is kialakulnak
jelent6s mértékben (Phillips és mtsi. 2009 J. Immunol. 182:7708). Mindazonaltal a , kereszt”
komplexek kialakulasa és a , kereszt” aktivacié mégsem zarhatd ki teljesen bizonyos specidlis
esetekben, pl. ha az egyik komponens elfogy aktivalddds kdzben, vagy pedig eleve hidnyzik a
szérumbdl (deficiencia). Tudjuk azonban, hogy csak a nagy oligomerizacios foki MBL formak
képesek megkotni és aktivalni a Clr,s, tetramert, ezért valéban lényeges kérdés a , kereszt”
aktivacié szempontjabodl, hogy ezek milyen szazalékban fordulnak el6. Erre vonatkozdan
pontos adataink nincsenek, legfeljebb becslésekre hagyatkozhatunk. Kilénb6z6 MBL
preparatumok gélelektroforézissel és gélszliréssel vald analizise alapjan azt mondhatjuk,
hogy a magasabb oligomerizaciés foku formak (pentamer vagy nagyobb) legfeljebb 20%-at
teszik ki a teljes preparatumnak. A magasabb oligomerizacids fokd MBL molekuldk a szintézis
soran alakulnak ki a sejtekben és a Clqg-tél eltéré6en az alegységeket teljes mértékben
diszulfid hidak tartjak 6ssze. Arrdl nincs informaciénk, hogy a kilénboz6 szovetekben (mdj,
vese) szintetizdlodé MBL oligomerizacids foka azonos vagy eltéré-e.

6.) A MASP-2 fragmentumok reakciokészségét vizsgdlva azt taldltdk, hogy a CCP1-CCP2-SP
fragmentum sokkal hatékonyabb a C4 hasitdsndl, mint az SP domén, jollehet nem éri el a
CCP2-SP fragmentum hatékonysdgdt. Mi ennek az oka? Mi a CCP1 szerepe?

Enzimkinetikai méréseink tanusaga szerint a CCP2 domén jelenléte drasztikusan megnodveli a
MASP-2 szerin protedz C4 hasitd képességét. A CCP1 domén ezt a hatasfokot mar nem
noveli, s6t inkdabb valamelyest csékkenti. Hasonld jelenséget tapasztaltunk a Clr esetében is,
bar ott tudjuk, hogy a CCP1 domén felel6s a dimerizacidért és a dimer képz6dése kézenfekvd
magyarazat lehet a hatasfok csokkenésre. A MASP-2-C4 kristalyszerkezet azt mutatja, hogy a
C4 C345C doménje kolcsonhatdsba 1ép a MASP-2 CCP doménijeivel, els6sorban a negativan
toltott CCP2 doménnel. Ez megmagyarazza azt, hogy miért elég 6nmagdban a CCP2 domén
jelenléte a hatékony C4 hasitashoz. A kisebb, kompaktabb CCP2-SP fragmentum valészin(ileg
konnyebben tud kdlcsonhatast kialakitani oldatfazisban a C4 molekulaval, mint a nagyobb,
flexibilisebb hdromdoménes konstrukcio. A CCP1 domén szerepe nem ismert. Valdszindleg
tavtartoként mukodik a CUB2 és a CCP2 domének kozott, lehet6vé téve, hogy az MBL
aktivacids felszinre valé kotédése utdn a MASP-2 szerin protedz doménje kelléen messzire ki



tudjon nyulni ahhoz a komplexbél, hogy egy masik komplexen lévé MASP-1 aktivalni tudja,
illetve jol hozzd tudjon férni a nagyméretil C4 szubsztrathoz.

7.) Vajon mitél fligg, hogy a lektin ut komponenseinek a hidnya okoz-e betegséget?

A lektin Ut komponensei hianya kovetkeztében fellép6 betegségekrél még keveset tudunk.
Ennek els@sorban az az oka, hogy nem allnak rendelkezésre minden komponens esetében
megbizhatd mérési rendszerek a koncentracié pontos meghatarozasara. Az MBL deficiencia
régen ismert és viszonylag gyakori, tulajdonképpen ez vezetett a lektin Ut felfedezéséhez. Az
MBL hidnya kisgyermek korban, amikor még nem alakult ki teljesen az adaptiv immunitas,
fert6zésekre vald fokozott fogékonysdgra vezet. Szérumbdl izoldlt, vagy rekombinans MBL
adasaval a komplementrendszer normalis m(ikédése helyredllithatd. Rekombinans MBL
terdpiaval prébalkoztak mds immunhidnyos allapotu betegeknél is, pl. rakos betegeknél, akik
kemoterdpias kezelést kapnak. A MASP-ok deficiencidirdl jéval kevesebbet tudunk. A mai
napig minddssze kilenc esetben mutattak ki MASP-2 deficienciat. Ebben az esetben olyan
mutaciordl van szé (Asp120Gly), amely megakadalyozza, hogy a MASP-2 koétédjon az MBL-
hez, tehat nem alakulnak ki az aktivacidohoz sziikséges MBL-MASP-2 komplexek (Stengaard-
Pedersen és mtsi. 2003 N. Engl. J. Med. 349:554). A kilenc emberbdl 6t teljesen
egészségesnek bizonyult, a MASP-2 mutacié semmilyen tiinetet nem okozott. Harom
betegnél kozepes erGsségl, visszatérd fert6zéseket észleltek gyermekkorban. Végil egy
betegnél igen sulyos tlnetek léptek fel, visszatér6é sulyos tludégyulladds, ami tdbbszori,
intenziv osztalyon vald kérhazi kezelést igényelt még feln6tt korban is. Mindezekbdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy 6nmagdban a MASP-2, és ezdltal a lektin ut, deficiencia
nem okoz betegséget, feltéve, hogy az immunrendszer tobbi része megfelel6en m(ikddik. Ha
azonban az immunrendszer mas része is sériilt, akkor a MASP-2 deficiencia sulyosbitja a
betegséget. Ezek alapjan a MASP-2 deficienciat mint betegség mddosité (disease modifier)
tényez6t tekintik az irodalomban. Mint azt dolgozatomban is irtam, az utdbbi évek egyik
legnagyobb szenzacidja a lektin uUttal kapcsolatban az volt, hogy kiderilt, hogy a MASP-3
hidnya sulyos fejlédési rendellenességhez, a 3MC szindroma kialakulasahoz vezet. Ez arra
utal, hogy a lektin Utnak fontos szerepe lehet az egyedfejl6désben is. Mivel a MASP-1 és a
MASP-3 fehérjéket ugyanaz a gén kddolja, a MASP-3 deficiens betegek egy része MASP-1
deficiens is egyben. Az egyik ilyen beteg szérumat felhaszndlva kimutattak, hogy MASP-1
hidnydban a lektin ut egydltalan nem mukodik (Degn és mtsi. 2012 J. Immunol. 189:3957).
Ezek alapjan feltételezhets, hogy a MASP-1 deficiencia, a MASP-2 deficienciahoz hasonld
tiineteket okozhat. Mivel a MASP-1 koncentrdcié meghatdrozasara csak nemrég sikeriilt egy
mérési protokollt beallitani még nem all rendelkezésiinkre megfelel§ mennyiség(i adat a
MASP-1 deficiencia gyakorisagardl.

8.) A CI1-INH deficiens egyének jo modellt jelenthetnének a klasszikus és lektin ut
aktivdcidjdnak vizsgdlatdra. Terveznek-e ilyen kisérleteket?

A valamilyen komplement komponensben deficiens szérumok, mintegy természetes
génkilités eredményeként, nagyon értékes kisérleti objektumnak szamitanak. Amennyiben
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sikeriilne Cl-inhibitor deficiens szérumhoz jutnunk, az nagyban segitené kutatasainkat. Azt
azonban szamitdsba kell venni a kisérletek tervezésénél, hogy a Cl-inhibitor deficiencia a
komplementrendszer spontan aktivaciojat eredményezi, ezért ezekben a szérumokban
valészinlleg csokkent a klasszikus és a lektin Gt komponenseinek koncentracidja. Erdekes
lenne megvizsgalni példaul azt, hogy mekkora a MASP-1 szintje és milyen a MASP-1
aktivaltsagi statusza ezekben a szérumokban. Mekkora a MASP-1-Cl-inhibitor és a MASP-1-
antitrombin komplexek mennyisége és egymdashoz viszonyitott ardnya? Cl-inhibitor
deficiens szérum hasznos lenne a sajat fejlesztés(i protedz inhibitoraink tesztelésére is,
hiszen ebben az esetben tisztdn mérhetnénk inhibitoraink hatdsat a komplement aktivaciora,
kizarva a természetes inhibitor hozzajarulasat.

9.) Herediter angio6démdban (HANO) szenvedd betegek MASP-1 szintjének mérése 6démds
rohamban, illetve rohammentes dllapotban fontos informdcidval szolgdlhatna. Van-e
elérheté laboratdriumi maodszer hazankban arra, hogy a HANO-s betegek MASP-1 szintjét
meghatdrozzuk?

Ez a kérdés nagyban kapcsolddik az el6z6 kérdéshez, igy részben mar az el6z6ekben
megvalaszoltam. A MASP-1 szint és aktivaltsagi statusz mérése valdban roppant érdekes
lenne orokletes angio6démaban szenveds betegek vérében. A MASP-1 szint mérésére ugyan
mar dan egyluttmdikoddbinkkel kidolgoztunk egy protokollt, azonban az antitestek korlatozott
hozzaférhet6sége miatt nagyszamd minta rutinszer(i vizsgdlatara ez a mddszer még nem
igazan alkalmas. Jelenleg is dolgozunk megfelel6 MASP-1 elleni antitestek kifejlesztésén. A
problémat az jelenti, hogy a MASP-1 csak a szerin protedz doménjében kilonbozik a MASP-
3-t6l és tartalmazza a MAp44 doménijeit is. Ha a katalitikus fragmentummal (CCP1-CCP2-SP)
immunizaltunk, az antitestek felismerték a CCP doméneket és reagaltak a MASP-3-mal és a
MAp44-is. Monoklondlis antitestek kizardlag a CCP domének ellen szelektalédtak. Ezért
immunizaldshoz el6szér el kellett allitani az izoldlt MASP-1 szerin protedz domént.
Valaszom irasakor a poliklondlis és monoklonalis antitestek el&allitasa és tesztelése még
folyamatban van.

Végezetill ismételten szeretném megkoszonni Dr. Farkas Henriette birdlatat és pozitiv
véleményét.
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