Nagyon készonom Prof. Gal Péter alapos, koriiltekintd és részletes biralatat. Megjegyzéseit

és pontositasait elfogadom, a dolgozatban maradt sajnalatos elirasokért elnézést kérek.

Kérdéseire valaszaim a kovetkezok:

1)) Sem az értekezésbdl sem pedig a publikdciokbol nem deriil ki, hogy milyen MBL-t hasznaltak a
kisérletekhez. Az MBL szemben a Clg-val, ami mindig hexamer alakban van jelen tobbféle oligomer alakban
(a dimertol a hexamerig) is elofordulhat. A legfébb oligomer forma altalaban a tetramer (amint ezt a 4. dbra
is sugallja), azonban az egyes prepardtumok dsszetétele eltérd lehet. Ha feltételezziik, hogy a tetramer volt a
két fehérje nem ekvimolaris mennyiségben volt jelen. A molarany ebben az esetben 1:1,6 ,vagyis tobb mint
masfeélszeres az MBL anyagmennyisége a Clq-hoz viszonyitva. Az MBL kiilonbozé oligomerizacios formdi
vajon azonos modon kétnek-e a receptorhoz? Kizdarhato-e, hogy a kis mennyiségben jelenlévé hexamer MBL

ugyanahhoz a receptorhoz kétodik, mint a Clg, mig a tetramer forma mdasik receptorhoz?

A human MBL tisztitasa egészséges donorok vérsavojabol, a State Serum Intézetben, Daniaban
tortént. Az MBL preparatumot kollaboracios partneriink; Steffen Thiel (Department of Medical Microbiology
and Immunology, University of Aarhus, Denmark) bocsatotta rendelkezéstinkre.

A Clq és MBL kotédésérdl szold kozleményiinket 2000-ben publikaltuk. Akkor még a kiilonbozo
MBL oligomer formék el6fordulasanak aranya a szérumban nem volt ismert, ezért nem a tetramer hanem a

A hasonlé kollagén domént tartalmazd, a kollektin csalddba tartozé mas molekuldk esetében is
el6fordulnak kiilonb6zd oligomerizacios formak, ezek az esetében nem meriilt fel, hogy eltérd receptorhoz
kapcsolodnanak. Annak eldontésére, hogy az MBL kiilonb6z6 oligomerizacioés formai vajon azonos médon
kotédnek-e cClg/kollektin-receptorhoz vagy MBL-recetorhoz, kisérleti adatok nem allnak rendelkezésre. A
receptor azonositasat kovetden nyilna lehetéség ennek a kérdésnek megnyugtatd tisztazasara. Tudomasunk
szerint, az MBL specifikus receptoranak azonositasara rajtunk kiviil mas munkacsoport ezidaig nem tett

kisérletet, igy a ligandum kiilonb6z6 oligomerizacios formainak kotédését sem volt lehetdség tanulmanyozni.

2.) A Clq receptorait (kalretikulin, globularis Clq receptor) viszonylag jol ismerjiik. Lehet-e valamit

tudni az MBL receptorarol?

A cClag/kollektin-receptorrdl illetve a Cal-Clg-receptorrél kimutattak, hogy Clq €s MBL kotésére is
alkalmasak (Erdei A,Mol.Immunol. 1988, Malhotra R., Biochem. Soc. Trans., 1988, Sim R.B, Immunabiol..
1998). A Cal-C1gR-rol bizonyitottak, hogy a komplexben az asszocialt CD91-el (02M-R ) Iép kolcsonhatasba
az MBL (Ogden CA, J. Exp. Med., 2001, DuusK, FEBS J. 2010).
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Emellett tobb, az MBL megkotésére alkalmas molekulardl is beszamoltak. gy az MBL szénhidrat-
koté doméntdl fiiggetlen kotddését igazoltak szolubilis rekombinans CR1-hez. Kimutattak azt is, hogy az
MBL kotédik PMA-val stimulalt human neutrofil granulocitakhoz és eritrocitakhoz és a kolcsonhatas
fagocitozist indukalt (Ghiran 1, J.Exp.Med.,2000).

Downing és munkatarsai human monocitak és monocita eredetii éretlen dendritikus sejtek (imMDC-K)
esetében intracellularis és membrankotott MBL-t is azonositottak. A membran kotott format a monocitak
12 %-aban, az imMDC-k 20 %-aban detektaltak. A sejteket human AB-savdval kiegészitett médiumban
tartottakv (Downing I, Immunology, 2003). Tovabba kimutattak azt is, hogy human monocitak, imMDC-k és
B sejtek felszinén mannéz /GlcNAc-érzékeny, kalcium—ion fiiggé MBL-receptor van jelen (Downing I,
Immunology,2003, Downing I,Scand. J. Imm.,2005). Ezen megallapitasaik tobbségét néhany év mulva
visszavontak, mert megismételt kisérleteik nem igazoltak korabbi megallapitasaikat (MacDonald SL.,
Biochem. Soc. Trans. 2008.). Kideriilt ugyanis, hogy sem a monocitak, sem az imMDC-k felszinén nem
tudtak membran-kotott MBL-t kimutatni, abban az esetben, ha azokat szérum-mentes kdzegben tartottak.
Tehat a korabbi kisérleteikben detektalt sejtfelszini MBL az autoldg szérumbodl kétddott ki €és nem a sejtek
termelték.

Sajat kisérleteinkben monocitak esetében nem, vagy csak nagyon kismértékit MBL-kot6dést mutattunk
ki, ami a makrofagga differencialodas soran enyhén megnétt. A monocitakbol differencialodé MDC-k
felszinén MBL-ko6t6 strukturat egyetlen esetben sem mutattunk ki és ez nem valtozott a sejtek érese soran sem
(Csomor E, Mol. Immun.,2007). Kisérleteinket szérum-mentes kozegben tenyésztett sejtekkel végeztiik.

Vizsgalataink sordn tobb adat utalt arra, hogy az MBL molekula a C1q molekulatodl eltérd struktirakhoz
kapcsolodik monocitak és makrofagok felszinén, ezért kisérletet tettiink az MBL-receptor azonositasara
affinitas kromatografia és Western blot alkalmazasaval. Vizsgalatainkhoz az MBL-t erdsen megkotni képes
THP-1 human monocitoid sejtvonalat hasznaltuk. A sejtmembran fehérjéit biotinnal jeloljiik, majd a sejtek
lizatumat MBL-lel vagy C1g-val fedett gyongyokkel inkubaltuk és a k6t6dott molekulakat 0.5 M, illetve 1 M
NaCl oldattal elualtuk. A Western-blot analizise soran a két ligandum altal megkotott struktarak kozott a
legjelentdsebb kiilonbség a mellékelt abran bemutatott, kb. 40 kDa-os fehérje volt, ami kizarolag az MBL-hez
kot6dott, a C1g-hoz nem. A cClg/kollektin- receptor, amely mas kutatok (Erdei A, Biochem. J. 1988, Erdei
A, Mol. Imm. 1988, Malhotra R, Biochem. Soc. Trans. 1988.) vizsgalatai alapjan mind a Clg-t, mind az
MBL-t megkdtni képes glikoprotein, redukalo koriilmények kozott két kb. 60 kDa méretii polipeptidlancra
valt szét (1. abra). Ezeket az eredményeinket Boross Péter TDK dolgozatiban illetve szakdolgozataban

ismertettiik 2001-ben.
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3.) Vizsgalta-e valaki fikolinok kotédését az immunsejtekhez? Tekintetbe véve a fikolinok kiilondsen a

crer

Laboratoriumunkban Sandor Noémi 2004-ben végzett vizsgalatai szerint; a H-fikolin és az L-fikolin
imMDC-k és maMDC-k néhany szazalékahoz kot6dott. A kotddés a sejtek érésére jellemzé CD83 és CD86
molekuldk expresszidjat nem befolyasolta.

Az M-fikolinok szérumban ¢és leukocitak felszinéhez asszocialt médon egyarant eléfordulnak. A
monocitak makrofagga illetve dendritikus sejtekké differencialédasa soran az M-fikolin mRNS szintje
csokken. Monocitak és neutrofil sejtek esetében az M-fikolin jelenlétét citoplazmatikus granulumokban is
kimutattak (Rervig SJ, Leukoc. Biol. 2009.). Annak ellenére, hogy membran horgonyz6 motivum nincs jelen
az M-fikolinban, a molekula jelenlétét bizonyitottdk monocitak mellett neutrofil sejtek membranjaban is
(zhang J, J. Immunol. 2010, Rervig S, J. Leukoc. Biol. 2009.). Az M-fikolin fibrinogén doménje
kozvetitésével kotddik Streptococcus agalactiae és Streptococcus aureus szialsav molekuldihoz és szerepet
jatszik az E.coli fagocitozisaban is. Monocitdk esetében az M-fikolin tilnyomorészt membran-kotott
formaban mutathato ki (Teh C, Immunology, 2000). Az M-ficolin membran-kotéhelyeként felmeriilt a
leukosialin (CD43) neutrofil sejteken, illetve a GPCR43 (FFAR2) monocitakon (Moreno-Amaral AN, J.
Leukoc. Biol. 2012, Zhang J, J. Immunol. 2010.).

M-fikolin jelenlétét megvizsgaltuk 2007-ben, human vérbdl izolalt CD14* monocitdkon. Az
ellenanyagokat S. Thiel (Department of Medical Microbiology and Immunology, University of Aarhus,
Denmark) biztositotta. Eredményeink szerint a Citrattal alvadasgatolt vérben mindkét M-fikolin specifikus
ellenanyaggal -7F6, 7G1 - detektaltunk M-fikolint a sejtfelszinen (2. abra). Az ellenanyagok kotédése EDTA
kezelés hatasara visszaszorult. Sajnos, ezeket az eredményeket mi nem publikaltuk, de Troels és munkatarsai

hasonlé eredményeket igen (Troels R J. Leukoc. Biol. 2011.).
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4.) A 46. oldalon olvashatjuk, hogy szérumbdl izoldlt nativ C3-mal vagy normdl humdn szérummal
kezelve imMMDC-ket szignifikans C3 kotédést lehet kimutatni a sejteken. Mi lehet az oka és a mechanizmusa
ebben az esetben a C3 komponens aktivalodasanak? Mennyire imMDC specifikus ez a jelenség, tekintetbe
véve hogy, késobb (72. oldal) azt olvashatjuk, hogy MM sejtek esetében is hasonlo jelenség figyelheté meg?
Milyen fiziologias szitudacioban talalkozhat imMDC szérummal illetve C3-mal? Vajon minden ilyen talalkozds

C3 depoziciot eredményez?

Sajat eredményeink és masok adatai is alatamasztjak, hogy monocitoid sejtek, makrofagok és B sejtek
képesek a C3-t sejtfelszini enzimjeikkel proteolitikusan aktivalni és a C3 eredetli fragmentumokat kovalensen
megkoétni sejtfelsziniikon (Gergely J, Imm. Let. 1985, Erdei A, Immunobiol. 1992, Papp K, Mol.Immunol.
2008, Kerekes K, Int. Immunol. 1998, Maison CM, Biochem. J. 1989). A makrofagok a szekretalt és
proteolitikusan hasitott C3-fragmentumokat egyrészt felsziniikon fixaljak, masrészt a kornyezetiikkben 1évo
antigént opszonizaljak is azokkal (lokais opszonizacio) (Ezekowitz RA, J. Exp. Med. 1984). A lokalis
opszonozacid az antigén hatékony fagocitézisahoz vezet. Hasonldo mechanizmus révén, a sejtek altal termelt
proteolitikus enzimeikkel torténd kdlcsonhatas eredményezheti a nativ C3 elhasitasat az imMDC-k esetében
is. Az enzimatikus hasitast bizonyitja, hogy abban az esetben, ha a sejteket PMSF enzimgatloval kezeltik, a
C3 kovalens fixacio mértéke visszaszorult.

Az emlitett kisérletben azt bizonyitottuk, hogy aktivalt MM-kat és imMDC-ket k6zds kutiraban
tartva, a MM-k altal szekretalt C3-at az imMDC-k képesek voltak enzimatikusan hasitani és felsziniikon
kovalensen megkotni. Abban az esetben viszont, ha aktivacidos stimulust nem alkalmaztunk, a fixacid
elmaradt. A C3 mennyisége - 1évén akut fazis fehérje -, jol tiikkrozi a kornyezet aktualis allapotat, esetleg
gyulladasos folyamatok kialakuldsat. Amint azt korabbi munkaink aldtdmasztjak, az antigénbemutato
sejtekhez kovalensen kotédott C3-fragmentumok hatékonyan fokozzak azok T-limfocita aktivalo képességét
(Kerekes K, Int. Immunol. 1998.).



A masodlagos nyirokszervekben az antigénprezentald sejtek (dendritikus sejtek, makrofagok) és a
limfocitak kozvetlen kdlcsonhatasba keriilnek egymassal. Az altalunk leirt folyamat jelentdségét abban latjuk,
fokozzak, masrészt a megnovekedett C3 fixacio eldsegiti a T limfocitak aktivaciojat, biztositva a hatékony

adaptiv immunvalaszt.

Még egyszer kdszondm Prof. Gal Péter biralatat!

Dr. Bajtay Zsuzsanna



