Valasz Dr. Sarmay Gabriella (egyetemi tanar, MTA doktora) birdl6i véleményére

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Dr. Sarmay Gabriellanak dolgozatom alapos
attanulmanyozdsat és a munkamrdl alkotott pozitiv értékelését. Az alabbiakban
osszefoglalom kérdéseire, megjegyzéseire adott valaszaimat.

Kérdések:

1.) A Clg-t megkété felszin milyensége (IgG, IgM, pentraxin, apoptotikus sejt vagy mikroba)
befolydsolja-e a Clq karok tdvolsdgdt, és igy a Clqg-tetramer kélcsénhatdst és a Clr
aktivalédds sebességét?

Az aktivacios felszin milyensége és az aktivator minGsége befolyasolja a C1 komplex
kot6dését és a tetramer aktivdldddasat, jollehet kevés kvantitativ kisérleti adat all
rendelkezéslinkre. Leginkdbb az antitesteket vizsgaltak ebbdl a szempontbdl. IgG esetén nem
sziikséges, hogy az antitest antigént kosson, kémiailag keresztkotott, vagy héaggregalt 1gG is
kivaltja a C1 aktivalodasat. A dont6 tényezd az, hogy az aktivacidés felszinen egymastol
megfelel6 tdvolsdgra helyezkedjenek el a lekotott IgG molekuldk (Hughes-Jones és mtsi.
1983 Eur. J. Immunol. 13:635; Circolo és mtsi. 1985 Mol. Immunol. 22:207). Ha az IgG
molekuldk tul messze kotédnek le egymadstdl és nem alakulnak ki a megfelel§ klaszterek, a
C1 komplex nem tud aktivalddni. A C1q molekula multivalens és kooperativ médon kotédik
az IgG Fc részéhez és legalabb két Clqg karnak kell lekét6dnie ahhoz, hogy az aktivacio
megtorténjen. A kritikus felszini IgG s(ir(iséget elérve a C1 gyorsan aktivalddik, tovabbi IgG
hozzdadasa lényeges hatast nem eredményez, tehat tulajdonképpen egy ,minden vagy
semmi” hatdsrdl beszélhetlink. Hipotézislink szerint a Clg karok relativ helyzetének
megvaltozasa az aktivacids felszinhez valdé kotédés utdn onmagdban kivadltja a Clr
autoaktivacidéjat, és ez tobbféle felszini geometria esetén megvaldsulhat. A pentamer
felépitésd IgM igen jo C1 aktivator, hiszen a felszinre lekot6dott IgM molekula 6nmagaban
biztositja az egymastdl idealis tavolsagban lévé Clqg kotShelyeket. Itt is fontos a felszini
antigén sdrliség, mivel a Clq kotGhelyek csak abban az esetben expondldédnak az IgM
felszinén, ha t6bb Fab kar lekotédik és ez konformacidvaltozast idéz el6 az IgM molekuldban
(Borsos és mtsi. 1981 Mol. Immunol. 18:863). Ez a mechanizmus gatolja meg, hogy az IgM
mar oldatfazisban (a vérben) aktivalja a C1 komplexet. A pentraxinok csaladjaba tartozé C-
reaktiv protein felépitésében (pentamer struktira) hasonlit az IgM-re és szintén igen
hatékony C1 aktivator. Ha baktériumok vagy apoptotikus sejtek felszinére kot, biztositja az
idedlis elrendezés(i klasztert a Clg fejek megkotésére. Végezetil még egy érdekes
aspektusra szeretném felhivni a figyelmet. Az aktivaciés méréseket eddig altaldban sik
felszinre rogzitett molekuldkkal végezték. A valdsagban azonban a felszinek rendelkeznek
bizonyos gorbulettel (sejtfelszinek, szubcelluldris részecskék) és az antitestek illetve a
mintazatfelismer6 molekuldk (Clg, MBL) ezekhez a gorbilt felszinekhez kot6dnek.
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Nemrégiben kimutattdk, hogy a felszin gorbilete jelentGsen befolyasolja a klasszikus ut
aktivalédasat (Pedersen és mtsi. 2010 J. Immunol. 184:1931). A megfelel6en gorbiilt felszin
el6segiti, hogy a Clg kotéshez szlikséges konformacidvaltozas végbemenjen az IgM
molekuldban, és a kot6helyek jobban hozzaférhetévé valjanak a C1g molekula szamara.

2.) Ha a zimogén MASP-2 alkalmatlan a szubsztrdt megkdtésére és hasitdsdra, viszont
autoaktivdciora alkalmas, ugyanakkor kimutattdk, hogy az uj modelljiik szerint MASP-1
aktivdlia a MASP-2-t, van-e, lehet-e az el6z6 jelenségnek, a MASP-2 autoaktivdcidjdnak
fizioldgids jelentésége?

A dolgozatban szerepl6 és a dolgozat beaddsa utdn kapott eredményeink alapjan ugy
gondolom, hogy a MASP-2 autoaktivaciéjanak nincs fizioldgids jelent6sége. In vitro
kortilmeények kozott a MASP-2 képes autoaktivalddni, és mesterségesen rekonstitudlt MBL-
MASP-2 komplexek, igaz hosszu inkubalds utdn, beinditjak a lektin utat. Ez alapjan kezdetben
ugy véltik, hogy a MASP-2 autoaktivalédasanak akkor lehet fizioldgids jelent6sége, ha a
MASP-2 természetes aktivatora, a MASP-1, nincs jelen. Azéta azonban megmértiik az
aktivdléodas pontos kinetikai paramétereit és kiderilt, hogy a MASP-2 tal lassan
autoaktivalédik ahhoz, hogy fizioldgias korilmények kozott beinditsa a lektin utat (Megyeri
és mtsi. 2013 J. Biol. Chem. 288:8922). Egy dan kutatécsoport nemrégiben pedig azt
publikdlta, hogy MASP-1 hidnyos beteg szérumdban (normdal MASP-2 szint (6 nM) mellett)
nem indul be a lektin Ut (Degn és mtsi. 2012 J. Immunol. 189:3957). A cikk egyik gyengéje,
hogy csak egy beteg szérumat vizsgaltak, (aminek nyilvdn az az oka, hogy eddig 6sszesen csak
néhany ilyen beteget taladltak), ezért nem zarhatjuk teljesen ki, hogy esetleg egy olyan
embernél aki MASP-1 deficiens viszont a MASP-2 szintje emelkedett mégis lehet valami
szerepe a MASP-2 autoaktivalédasanak. Laboratériumunkban tervezzik a teljes hosszusagu
MASP-2 molekula rekombinans el8allitdsat. Amennyiben rendelkezésiinkre fog allni a teljes
hosszusagi MASP-2 molekula meg fogjuk vizsgalni, hogy mekkora az a MASP-2 koncentracid,
amelyik human szérumban mar képes 6nalléan beinditani a lektin utat.

3.) Miutdn a MASP-1-nek szdmos szubsztrdtja van, amelyek kéziil tébbet a szerzé
azonositott, felmeriilt bennem a kérdés, lehet-e ezek kbzétt valamiféle kompeticio in vivo
kériilmények kézétt, pl. koros dllapotban, ha az egyik szubsztrdtbdl nagyobb mennyiség dll
rendelkezésre, vagy jobban hozzdférhets, mint a mdsik? Példdul, a 44. dbran bemutatott
modellben a baktériumhoz kététt MASP-1-MBL komplexben a MASP-1 aktivdlddik, ez
elindithatja a lektin ut aktivdldddsdt a MASP-2-n keresztiil, ami a kdrokozd liziséhez vezethet.
A mdsik lehetdség, amit a szerzé bemutat, az endotél sejtek aktivaldsa, ami lokdlis gyulladads
kialakuldsat eredményezheti.

A MASP-1 kiilonb6z6 szubsztratjai kozott természetesen lehet kompeticid in vivo
kortlmeények kozott. Azt, hogy aktudlisan egy adott szubsztratot milyen hatékonysaggal fog
hasitani a MASP-1 attdél fligg, hogy mennyire jo szubsztratja a MASP-1-nek és hogy milyen
koncentracioban van jelen, mennyire férhet6 hozzd a MASP-1 szamara. A
komplementrendszer hatdsa (legaldbbis normal esetben) lokalis, a MASP-1 azt a szubsztratot
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fogja els6sorban hasitani, ami a lekot6dott MBL-MASP komplex kozelében van. Az
enzimkinetikai paraméterek alapjan a MASP-1 legjobb szubsztratja 6nmaga, a MASP-2 és a
PAR4 receptor. Ahova a MASP-1 lekot6dik ott nyilvan MASP-2 is lesz, amit azonnal el tud
hasitani, beinditva ezzel a lektin utat. Ha azonban PAR4 receptor is van a kozelben, azt is
hasitani fogja. A dolgozatban is felvetem azt a lehet6séget, hogy amennyiben a baktériumok
felszinén 1évé aktivalt MASP-1 pl. a hajszalerek felszinén érintkezik az endotél sejtekkel, ott
hasitani fogja a PAR4-et. Mas esetekben kozvetlenil kothet sajat sejtekhez az MBL, (pl.
iszkémids sejtek, vérlemezkék) és ott megtalalja a PAR4 szubsztratot (Montalto és mtsi. 2001
J. Immunol. 166: 4148; Kozarcanin és mtsi. 2012 Immunbiol. 217:1129). A fibrinogén és a
kininogén rosszabb szubsztratjai a MASP-1-nek, viszont ezek a fehérjék nagy
koncentracidban vannak jelen a vérben. A MASP-1-et ebbél a szempontbdl a trombinhoz
hasonlithatjuk, aminek szintén sok (kb. egy tucat) szubsztratja van, és amellett, hogy hasitja
a fibrinogént aktivalja az endotél sejteket PAR receptorok hasitasa révén.

4.) A MASP-1-endotél sejt kélcsénhatds kapcsdn vizsgdltak-e mds aktivdcids jeleket is?
Torténtek-e funkciondlis vizsgdlatok?

A MASP-1 &ltali endotél sejt aktivalas kapcsan elGszor a Ca®* mobilizaciét, az NF-kappaB
transzlokaciot és p38-MAPK foszforilaciot vizsgdltuk, mivel ezek jellegzetes
proinflammatorikus valtozdsok az endotél sejtekben. (Hasonlé hatdsa van a trombinnak is az
endotél sejtekre). Ezek a mérések azonban még nem adnak semmilyen informdciét arrdl,
hogy van-e az igy kivaltott endotél sejt aktivacidnak valamilyen fiziolégiai kovetkezménye.
Egylttmkodbink (SOTE Kuatvolgyi Klinika Kutatdlaboratérium) segitségével nemrégiben
sikerdlt kimutatnunk, hogy MASP-1 hatasara, ddzisfiggé moddon, citokinek (IL-6 és IL-8)
szabadulnak fel az endotél sejtekbdl (Jani és mtsi. 2014 PlosOne 9:e87104). A citokin
termelés kapcsan, a p38-MAPK és az NF-kappaB utvonalak mellett, vizsgaltuk a JNK és a
CREB aktivaciot is, és megallapitottuk, hogy ugyan mind a négy Utvonal aktivalodik MASP-1
hatdsara, de csak p38-MAPK inhibitor volt képes a citokin termelés jelent6s gatlasara.
Raaddasul a MASP-1-gyel kezelt endotél sejtek felliliszéja neutrofil granulocitdk kemotaxisat
idézte el6. A komplementrendszer és a neutrofil granulocitdak az anti-mikrobialis védelmi
rendszer els6 vonalat képezik. Eredményeink ramutatnak arra, hogy a MASP-1, a
komplementrendszer lektin Utjanak aktivaldasa mellett, kbzvetett Gton, az endotél sejtek
altal, kivalthatja a neutrofil granulocitdk aktivalédasat is. Ezaltal felfedeztiink egy (j
kapcsolatot a két védelmi mechanizmus, a komplementrendszer és a neutrofil aktivacié
kozott. Azt sem zarhatjuk ki teljesen, hogy a MASP-1 kozvetlenil, valamilyen receptor
hasitasan keresztil is képes neutrofil granulocitakat aktivalni, erre nézve azonban még nem
végeztiink kisérleteket.

5.) Hasithat-e a MASP-1 mds PAR4-hez hasonld receptort is? Milyen sejteken lenne erre
lehetbsége?

Kisérleti eredményeink szerint, amelyeket a receptorok hasitasi helyét reprezentald
peptidszubsztratok felhasznalasaval kaptunk, a MASP-1 rendkivil jél hasitja a PAR4-et
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(Keat/Km=1,8X10°> M%s), de a PART (Keat/Km=1,1X10* M*s™) és PAR2 (keat/Km=1,5X10* M*s™)
hasitd képessége is jelent6s. Elképzelhets, hogy a PAR2 hasitdsnak lehet fizioldgias
jelent6sége is, mivel a PAR2 altaldban a legnagyobb koncentracidban jelenlévé protedz-
aktivalt receptor az emberi sejteken (pl. leukocitdkon), és hasitasat kapcsolatba hoztak
gyulladasos reakcidkkal (Lindner és mtsi. 2000 J. Immunol. 165:6504; Shpacovitch és mtsi.
2004 J. Leukoc Biol. 76:388; Shpacovitch és mtsi. 2008 J. Leukoc Biol. 83:1309; Vergnolle
1999 J. Immunol. 163:5064). Egylittm{kdddinkkel (ELTE Immunoldgiai Tanszék) jelenleg is
vizsgaljuk MASP-1 hatdsat monocitdkra. Az el6z6 kérdésre adott valaszban mar emlitettem a
neutrofil granulocitdkat, amiket szintén terveziink vizsgalni ebb8l a szempontbdl. Az is
elképzelhets, hogy a MASP-1 a PAR-okon kiviil képes még egyéb receptorokat is hasitani és
ezdltal mukodésiket befolydsolni (aktivalni, inaktivalni, receptort a sejt felszinérdl
eltdvolitani, stb.), ezt a kérdést azonban eddig még nem vizsgaltuk kézelebbrél.

Megjegyzések:

A 96. oldalon helytelen a kifejezés, hogy ,a MASP-1 ... hozzdjarul egy hatékonyabb
immunvdlasz kialakuldsdhoz”, hiszen a komplementrendszer aktivdléddsakor leginkabb az
effektor funkciok beinditdsdrol, a mikrobdk eltdvolitdsdrol és nem az immunvdlasz egészének
kialakitdsdrol van szo.

Egyetértek biraldmmal abban, hogy a komplementrendszer elsédleges funkcidja egy gyors és
hatékony antimikrobidlis valasz kialakitdsaban van. Ugyanakkor egyre tébb bizonyiték lat
napvilagot arra nézve, hogy a komplementrendszer aktivaléddsa az immunrendszer tébbi
elemére is hatassal van (pl. az anafilatoxinok, vagy a MASP-1 proinflammatorikus hatdsa) és
a komplementrendszer hidat képez a velesziiletett és az adaptivimmunitas kdzott (Ricklin és
mtsi. 2010 Nat. Immunol. 11:785). A komplementrendszer felfedezése utdn sokaig ugy tlint,
hogy minddssze egy olyan effektor rendszerrél van sz6, amelyik az antitestek hatasat
mintegy kiegésziti (komplementalja). Innen ered - véleményem szerint — félrevezet6 neve és
mindmaig némileg margindlis statusza az immunolégia tudomanyan belil. Ma mar tudjuk,
hogy a komplementrendszer rendkiviil komplex, sokrétl funkciét 1at el, és szinte nincs olyan
eleme az immunrendszernek, amivel ne lIépne kolcsdnhatasba. Ennek kdszonhet6en szamos
betegség kialakuldsdban jatszik szerepet a komplementrendszer rendellenes m(ikodése
(Ricklin és Lambris 2007 Nat. Biotech. 25:1265). Dolgozatomban kifejtem, hogy a lektin Gt
mintdzatfelismeré molekuldi (pl. MBL, fikolinok) révén azonnal és kozvetlenil felismeri a
szervezetbe behatolé mikrobakat és a megvaltozott sajat struktudrakat, az enzimkaszkad
beinditdsaval, amelyben a MASP-1 fontos szerepet jatszik, jelet general és azt
nagymértékben felerdsiti, az aktivalt komplement komponensek pedig egyrészt kozvetlendl
elpusztithatjdk a megtamadott mikroorganizmust, masrészt vészjelzéseket kiildenek az
immunrendszer mas elemei szdmdra. Ebben az értelemben hasznaltam azt a kifejezést, hogy
»a MASP-1 ... hozzajarul egy hatékonyabb immunvalasz kialakulasahoz”. Beismerem, hogy
elfogult vagyok a komplementrendszer irant és elnézést kérek, ha néha tulzd
megallapitasokra ragadtattam magam.



A 97. oldalon az, hogy a MASP-1 szerepe a felismeré molekuldk dltal kézvetitett veszély
szigndlokra adott vdlasz beinditdsdban van, pillanatnyilag kissé dltaldnositdsnak tinik,
milyen konkrét példdkra gondol?

Erre a megjegyzésre adott valaszom szorosan kapcsolédik az el6z6 megjegyzéssel
kapcsolatban leirtakkal. A lektin Ut felismer6 molekuldi, hasonléan pl. a toll-like
receptorokhoz, felismerik azokat az &si, evolucidésan valtozatlan struktidrakat, amelyek a
baktériumok felszinén taldlhatok és vészjelzésként szolgalnak az immunrendszer szamara. A
felismerést jelgeneralds és jelerdsités koveti. A jel generdldsat az autoaktivalédd proteadzok, a
jel feler6sitését pedig a proteolitikus kaszkadrendszer végzi. A MASP-1 szerepe ebben a
folyamatban donté. Egyrész beinditja az enzimkaszkadot a MASP-2 aktivaldsa révén,
masrészt PAR receptor hasitas utjan kozvetlenll aktival sejteket. Ez utébbi folyamat
megel6zi az anafilatoxinok kialakuldsat, tehdat akkor is lesz sejtaktivacid, ha valamilyen oknal
fogva nem alakul ki C3 és C5 konvertdz és nem szabadulnak fel anafilatoxinok. A MASP-1
ezen kivil a fibrinogén és a kininogén hasitasaval tovabbi kemotaktikus és vazoaktiv hatdast
fejthet ki.

Végezetilil ismételten szeretném megkdszonni Dr. Sarmay Gabriella biralatat és pozitiv
véleményét.

Budapest, 2014. februdr 17.

Gal Péter



