Ko6sz6nom Prof. Kurucz Istvannak dolgozatom kdriiltekintd biralatat, hasznos és eléremutato kérdéseit.

A dolgazathoz feltett kérdéseire valaszaim a kovetkezok:

1. 4 Clq és MBL kétodesi vizsgalatokban alkalmazott koncentrdciok, daltalaban 30 g/ml voltak. Ez
fiziologias, illetve az alatti a Clq esetében, de jelentisen fiziologias feletti a MBL esetében; Feltételezem, hogy az
alkalmazott koncentraciok elsésorban a kompeticios kisérletekhez a kozel equimolaris arany eléréséhez lettek
kivalasztva.

Jogosnak tartom a kérdést, és a valaszt két oldalrol kozelitem meg. Egyrészt masok adatai és sajat
eredményeink szerint az MBL- szint fiziologias koriilmények kozott is igen széles tartomanyban mozog a
populacioban (Sallenbach S, Pediatr Allergy Immunol. 2011., Varga L, Clin Exp Immunol. 2008.). Ismert
tovabba az is, hogy az MBL-nek, mint akut fazis fehérjének gyulladasos koriilmények kozott jelentés mértékben
megnovekekszik a mennyisége. Mindemellett kisérleteink idejében még nem volt ismert az MBL kiilonb6z6
oligomerizacidos formainak aranya normal human szérumban ezért a C1lg-MBL kotédési  kompeticios

vizsgalatokban az ekvimolaris fehérje mennyiségek alkalmazasat tartottuk megfelelének (30 pg/ml).

2. Az MBL erdsen donorfiiggd kétodést mutatott monocitikon (pl 11 és 12 dbra) kérdés, hogy a jol
detektalhato kétodest mutato donorokon vizsgaltak-e dozisfiiggést, illetve tapasztaltak-e valamilyen dsszefiiggést a
kotédés erdssége és egyéb, a sejteken mért markerek megjelenésében, vagy pedig esetleg terveznek-e ilyen

vizsgalatot a kotéhely/receptor azonositasaval kapcsolatban?

Valédban jelentés volt az MBL- kot6dés donor fiiggése, de ezzel egyiitt alacsony tartomanyban mozgott a
megkdtott MBL mennyisége. Ezért vizsgalatainkat nem ebben az iranyban folytattuk, hanem az MBL-t erésen
kotni képes THP-1 huméan monocitoid sejteken probaltuk meg izolalni az MBL-receptort. Vizsgalataink soran
tobb adat utalt arra, hogy az MBL molekula a Cl1q molekulatol eltérd strukturahoz Kapcsolodik monocitak és
makrofagok felszinén, ezért kisérletet tettiink az MBL-receptor azonositasara affinitds kromatografia és Western
blot alkalmazasaval. Vizsgalatainkhoz az MBL-t er6sen koté6 THP-1 human monocitoid sejtvonalat hasznaltuk. A
sejtmembran fehérjéit biotinnal jeldltiik, majd a sejtek lizditumat MBL-lel vagy Clg-val fedett Sepharose-
gyongyokkel inkubaltuk, és a kotoédott molekulakat 0.5 M, illetve 1 M NaCl oldattal elualtuk. A Western-blot
analizise alapjan egyértelmii, hogy a kb. 40 kDa-0s sejtmembran fehérje kizarélag az MBL-hez kotédott, a Clq-
hoz nem (1.4bra). Ezeket az eredményeinket Boross Péter TDK dolgozataban illetve szakdolgozataban
ismertettiik 2001-ben. A korabban leirt 120 kDa tomegii cC1g/kollektin- receptor mind a C1g-t, mind az MBL-t
megkoté glikoprotein. (Erdei A, Biochem. J., 1988, Erdei A, Mol. Imm. 1988, Malhotra R, Biochem. Soc.
Trans.,1988).
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3. Torténtek-, vagy terveznek-e kisérleteket az imMDChez kovalensen kéotéds C3 fragmentumok
acceptorhelyeinek meghatdarozasara? (pl. immunprecipitacio C3- fragmentum specifikus ellenanyaggal, majd ezt

kévetéen tomegspektroszkopias meghatarozads?)

Munkacsoportunk és masok adatai bizonyitjak, hogy a C3b kovalens megkotésére szamos immunsejt képes;
human és egér monocitadk, makrofagok és B sejtek (Biro A, Eur. J. Immunol.1992, Erdei A,
Immunol.Today,1991, Ezekowitz RA, Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg., 1983, Fabry Zs, Scand. J. Immunol.,
1985, Gergely J, Immunol. Lett., 1985, Janssen BJ, Mol. Immunol., 2007; Kerekes K., Int. Immunol., 1998, Law
SK, Biochemistry, 1984., Law SK, Protein Sci., 1997, Maison CM, Biochem. J.,1989; Papp K, Mol.
Immunol.,2008, Longo A, J. Cell. Biochem., 2005.). Erdemes megjegyezni zgyanakkor, hogy T limfocitakhoz
kovalensen kot6d6 C3-fragmentumot nem sikeriilt kimutatni. A kovalens kotéhelyet egyediil B sejteken tudtak
azonositani, ez nem mas mint a CR2 (CD21), aminek liganduma a C3d (Marquart HV, J. Immunol., 1994, Mold
C J, Immunol., 1988).

A Kkitartd probalkozasok ellenére a tobbi — CD21-et nem expresszald sejttipus esetében - a mai napig nem
sikertilt a kovalens kotShelyet/akceptor-helyet azonositani. Az ismert, hogy a “naszcens C3b”, vagyis a C3a
lehasadasakor  keletkez6 molekula rovid ideig aktiv, kovalens kotés kialakitasara képes  csoportja a
sejtmembranon megfelel6 kornyezetben 1évé hidroxil (esetleg amin) csoportokkal reagalhat.. A kapcsolodasért
felelGs struktira kornyezetében egyéb receptorok is talalhatok, mert a C3b fixacié pl. az Fcy-R-ok funkcidjat
er6sen befolyasolja, ahogy ezt tobb kbézlemény is alatamasztja (Fabry Zs, Scand. J. Immunol., 1985, Gergely J,
Immunol. Lett.,1985,).

Erdekességként jegyzem meg, hogy egér Lewis tiidé karcinoma sejtek, amelyek nem fejeznek ki
komplementerecptort, szintén képesek voltak C3-fragmentumot kovalensen megkétni egér szérumbdl (Di Renzo
L, Immunobiology, 1999), ami sejtosztodast és PKC aktivalodast eredményezett (Longo A, J. Cell. Biochem.,
2005.).



4. imMDC-khez kovalensen kotéds C3 fragmentumok internalizdacidjanak vizsgadlati eredményei azt
mutattak, hogy a kétodaott molekulak jelentds része a sejtbe keriil , de egy ugyancsak jelentds része (40-50 % a 19.
dbra alapjin) még 48 oéra milva is detektalhaté a felszinen. Erdemes lenne ezeket az akceptor helyeket
feltérképezni, és megvizsdlni, hogy specifikusnak, vagy spontdn, egyszeriien a kémiai reakciora alkalmas

kotéhelyeknek tekinthetik-e ezek?

Korabbi kisérleteink erdeménye szerint makrofagok esetében a kovalensen fixalt C3-fragmentumok egy
része internalizalodik, masik résziikk még 24 6ra mulva is detektalhatd volt a sejtfelszinen. Hasonlé eredményt
kaptunk imMDC-k vizsgalata soran.

Egyetértek avval, hogy ezeket a stabilnak tiin6 kotohelyeket lenne célszerli izoldlni a membranbdl és
feltarni a kornyezetiikben eléforduld egyéb struktirakat. A kotéhely azonositasa igen nagy elérelépést jelentene
€s megmagyarazna a ligandum koétédésének szamos funkcionalis kdvetkezményét és sejt-specifikus megjelenését.
A tisztitott, nativ C3-mal végzett kisérletek soran, amikor kovalensen kétédnek a keletkez6 C3b-fragmentumok,
telitddést tapasztaltunk imMDC-k esetében (18.abra), ennek alapjan ugy gondoljuk, hogy specifikus kotéhelyrol

van sz0.

5. A HIV-1 virus opszonizalasdhoz haszndlt ellenanyag amit HIV+ pdciensek Osszegyiijtott szérumabol

nyertek, milyen modszerrel keriilt megtisztitasra és milyen koncentrdacioban (10-, vagy 50 ug/ml) hasznaltak?

A HIV-specifikus ellenanyag 0szzegylijtése és tisztitasa a projektben résztvevo Innsbrucki Klinikan tortént.
Szobeli informacidjuk szerint a HIV+ paciensek 0sszegylijtott szérumabol Protein G-vel tisztitottak az 1gG-t. 50
mg/ml IgG specifikus aktivitas 10-20 mg/ml kozott volt, ami foként Gag- és Env-specifikus ellenanyagot
tartalmazott.

Az opszonizalashoz 50 pug/ml anti-HIV 1gG-t hasznaltunk 1pg/ml p24 tartalma HIV-1 preparatumhoz.

Még egyszer nagyon kdszonom Prof. Kurucz Istvan biralatat!

Dr. Bajtay Zsuzsanna



