Szeretnék megk6szonni Prof. Medgyesi Gyorgynek dolgozatom mélyrehatd és alapos biralatat, hasznos

¢észrevételeit és érdekes kérdéseit.
Vélaszaim a dolgozatban feltett kérdéseire:

1. Van-e adat arra vonatkozoan, hogy az MBL esetében a kollagén-szerii domén kotodik a

monocitoid sejtekhez, vagy kapcsolodhat a molekula mds régidja is?

Ezt a kérdést Prof. Gal Péter is feltette, ezért mindkét biralonak szeretnék valaszolni.

A cClg/kollektin-receptorrol illetve a Cal-Clg-receptorrol kimutattak, hogy Clq és MBL kotésére is
alkalmasak, és monocitoid sejteken jelen vannak (Erdei A, Mol.Immunol. 1988, Malhotra R, Biochem. Soc.
Trans., 1988, Sim RB, Immunobiol. 1998, Ghebrehiwet B, Mol. Immunol. 2004.). A Cal-ClgR-rél
bizonyitottak, hogy a komplexben 1évé CD91 (a2M-R) 1ép kdlcsonhatasba az MBL-el (Ogden CA, J. Exp.
Med. 2001, Duus K, FEBS J. 2010.).

Downing és munkatarsai human monocitak és monocita eredetii éretlen dendritikus sejtek (imMDC-K)
esetében intracellularis és membrankotott MBL-t is azonositottak. A sejteket human AB-savoval kiegészitett
médiumban tartottak (Downing I, Immunology, 2003.). Tovabba kimutattak azt is, hogy human monocitak,
imMDC-k és B sejtek felszinén mannédz /GlcNAc-érzékeny, kalcium—ion fiiggé MBL-receptor is jelen van
(Downing 1, Immunology,2003, Downing I, Scand. J. Imm. 2005.). A szerz6k azonban megallapitasaik
tobbségét késébb visszavontak (MacDonald SL, Biochem. Soc. Trans.2008.). Kideriilt ugyanis, hogy sem a
monocitak, sem az imMDC-k felszinén nem mutathaté ki membran-ko6tétt MBL abban az esetben, ha a sejteket
szérum-mentes kozegben tartjak. Tehat a korabbi kisérleteikben detektalt MBL az autolog szérumbol kotédott
a sejtekhez.

Sajat kisérleteinkben szérum-mentes kozegben tenyésztettiik a sejteket, és monocitak esetében nem, vagy
csak nagyon kismértékiit MBL-k6t6dést mutattunk ki, ami a makrofagga differencidlodés soran enyhén megnott.
A monocitakbol differencialodo MDC-k felszinén MBL-k&to struktarat egyetlen esetben sem mutattunk ki és
ez nem valtozott a sejtek érése folyaman sem (Csomor E, Mol. Immun. 2007.).

Vizsgalataink soran tobb adat utalt arra, hogy az MBL molekula a C1q molekulatol eltérd struktardhoz
kapcsolodik monocitak és makrofagok felszinén, ezért kisérletet tettiink az MBL-receptor azonositasara
affinitas kromatografia és Western blot alkalmazasaval. Vizsgalatainkhoz az MBL-t erésen k6t6 THP-1 human
monocitoid sejtvonalat hasznaltuk. A sejtmembran fehérjéit biotinnal jel6ltiik, majd a sejtek lizatumat MBL-lel
vagy Clg-val fedett Sepharose-gyongyokkel inkubaltuk, és a kotddott molekuldkat 0.5 M, illetve 1 M NaCl
oldattal elualtuk. A Western-blot analizise alapjan egyértelmii, hogy a kb. 40 kDa-0s sejtmembran fehérje
Kizarolag az MBL-hez k6t6dott, a Clg-hoz nem (1.abra). Ezeket az eredményeinket Boross Péter TDK
dolgozataban illetve szakdolgozataban ismertettiik 2001-ben. A korabban leirt 120 kDa tomegti cC1g/kollektin-
receptor mind a C1g-t, mind az MBL-t megkét6 glikoprotein. (Erdei A, Biochem. J., 1988, Erdei A, Mol. Imm.
1988, Malhotra R, Biochem. Soc. Trans.,1988).
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2. Ismeretes-e, hogy mi a funkciondlis kovetkezménye az; MBL kotédésének a monocitoid

sejtekhez?

Sajat eredményeink szerint human monocitak és az azokbol differencialodd makrofagok képesek
megkdtni az MBL-t bar a kotédés mértéke messze elmarad a Clq esetében tapasztalttol (Bajtay Zs, Eur. J.
Immunol. 2000). Ugyanakkor, az MBL kismértékii kotodésének lehet funkcionalis kovetkezménye. Ezt erdsiti
meg Ogden ¢és munkatarsainak eredménye, miszerint monocita eredetli makrofagok Cal-Clg-receptor
kozvetitett fagocitozisat az MBL-el vagy a C1q-val opszonizalt apoptotikus sejtek egyarant kivaltjak (Ogden
CA, J. Exp. Med. 2001.).

MDC-kkel végzett kisérleteink szerint az im- és ma-MDC-k megkdtik a Clg-t, de nem kotik meg az
MBL-t (Csomor 2007Mollmm).

Ghiran és munkatérsai kimutattak az MBL Ca2+ fiiggd kotddését PMA-val stimulalt human neutrofil
granulocitakhoz és eritrocitakhoz is. Igazoltak, hogy az MBL kollagén-doménje kozvetitésével kotddott a sejtek

CR1 molekulajahoz. A CR1-hez torténé MBL kotédés fagocitozist indukalt (Ghiran 1, J.Exp.Med., 2000).

3. Feltételezheto-e, hogy a Clgq jelenlétében éretté valt dendritikus sejtek mds-mds szubpopuldcidja
termel 1L-12—, ill. 1L-10-et?

Kisérleteinkben human vérbdl izolalt monocitakbdl in vitro differencialtattunk DC-ket. A vérben 1évd

monocitdk nem alkotnak egységes populaciot, a CD14 és CDI16 molekulak expresszidja alapjan tobb
alpopulaciot irtak le; ezek a CD14*CD16, CD14*CD16" és a CD147*CD16" monocitak (Auffray C, Annu. Rev.

Immunol. 2009). Ezek koéziil a CD14*CD16" sejtekb6l, mas néven a gyulladasos monocitakbol
differencialédnak in vitro koriilmények kozott DC-k. Ezek az Gn. monocita-eredeti DC-k vagy MDC-k,
amelyek fiziologias megfeleleléi a Tip DC-k (TNF-o and iNOS-producing DC). Ugyanakkor meg kell
jegyezniink, hogy a donorok aktualis egészségi allapota, esetleges fertézottségiik jelentésen befolyasolja a
sejtek aktivalhatosagat. Az in vitro differencialtatott MDC-k CD14, CD83, CD86, CD80, CCR7 és MHCII
expresszoja alapjan nem meriilt fel a gyanu, hogy kiilonb6z6 alpopulaciok lennének jelen az imMDC vagy az

maMDC kultardkban. Viszont érdemes megjegyezni, hogy Nauta és munkatarsai 2004-ben leirtak; az MDC-k
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apoptotikus sejt fagocitdzisa megnoveli azok IL-6, IL-10, and TNF-a termelését, viszont az IL-12 bioszintézisét
nem befolyasolja. Kisérleti koriilményeink kozott nem zéarhatd ki, hogy a kultiraban keletkezd apoptdtikus
sejtek fagocitozisa egyes MDC-k altal, hasonloképpen befolyasolja a citokin termelésiiket és esetlegesen
szupresszor sejtekké vald differencialodasukat. A kérdés egyértelmii megvalaszolasdhoz sziikséges lett volna

sejten belill kimutatni az IL-12-t és az IL-10-et, ilyen vizsgalatot viszont nem végeztiink.

4. Nativ C3 éretlen dendritikus sejtekkel valo inkubdldsa sordn milyen tényezok vezethetnek a C3

aktivalddasara, hogy C3b kitédhessen a sejtfelszini akceptor csoportokhoz?

Munkacsoportunk és masok adatai bizonyitjak, hogy a C3b kovalens megkétésére szamos immunsejt
képes; human és egér monocitak, makrofagok és B sejtek is. A C3 aktivalasaban a sejtek altal szekretalt
proteazok jatszanak szerepet (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.). Az U937 human monocitoid sejtvonal esetében kimutattak, hogy a sejtek altal termelt elasztaz és
katepszin G specifikusan hasitja a sejtek altal termelt C3-at, és az igy keletkez6 naszcens C3b-fragmentum
kovalensen kotddik a sejtfelszinhez (Maison CM, J. Biochem. 1989, Maison CM, J. Immunol. 1991).

5. Az 56. oldal 1. bekezdésében olvashato a kovetkeztetés, mely szerint a ,az MDC-k felszinén
kovalensen fixalt C3-fragmentum a T-sejtek komplement receptora kiozvetitésével vilt ki aktivaciot”. Van a

T-sejtek komplement receptordanak szerepére kizvetleniil utalo adat?

Sajat eredményeink és mas kutatocsoportok adatai egyértelmiien bizonyitjak, hogy a human T-limfocitak
kifejeznek egyes tipusi komplementreceptort (CR1, CD35) (Wilson JG, J. Immunol. 1983, Wagner C, Mol.
Imm. 2006, Erdei A, Mol. Imm. 2009.). CR2 (CD21) és CR3 (CD11b/CD18) expresszi6 tekintetében nem
egybehangzoak a szakirodalmi eredmények; néhany kdzlemény kismértékiit CR2 és CR3 expressziordl szamol
be T sejtek esetében (Fischer E, J. Immunol. 1991, Tsoukas CD. Eur. J. Immunol.1988, Masilamani M,
Immonobiol. 2002, Wagner C, Eur. J. Immunol. 2001).

A CRI1 molekulak 6 liganduma a C3b és az iC3b fragmentum, igy e receptor kozvetitésével a T sejt
képes olyan sejtekkel konjugatunot képezni, amelyek felsziniikon ezeket a C3-fragmentumokat hordozzak.
Sajat eredményiink szerint, a sejtfelsziniikon C3b-t fixalt MDC-k kolcsonhatasba keriilnek a CR1-et hordozo T
limfocitakkal és ez a kapcsolodas fokozza a T sejtek aktivacigjat. A CR1 jelentdségét az aktivacios folyamatban
bizonyitja az a megfigyelés, hogy ha az MDC-T sejt kdlcsonhatas kialakulasat anti-C3 1gG F(ab’)z-vel
megakadalyozzuk, akkor a T sejt aktivacio fokozodas elmarad (Sandor N. Mol. Imm. 2009.). Ezek az adatok

arra utalnak, hogy a CD35 fontos szabalyozo szerepet tolt be a T sejtek funkcidiban.



6. Mind a CR3 receptor CD11b ellenanyaggal valo blokkoldsa, mind a CR3 receptor expresszio
csokkentése (27., ill. 28. abra) bdr jelentosen csokkentette az opszonizalt éleszto-sejtek, ill. baktériumok
fagocitozisdt, de az anti-CD11b mellett, ill. a csokkentett CR3 expresszio esetében is észlelhetd volt fagocitozis.

Ertelmezheté-e ez tigy, hogy mds receptoroknak is lehet szerepe az opszonizdlt részecskék fagocitézisiban?

Az opszonikus fagocitozist kozvetitd receptorok mellett az MDC-k kiilonb6z6 mintazatfelismerd
receptorokat, pl. C-lektin receptorokat is kifejeznek, amelyekr6l ismert, hogy szintén képesek fagocitozist
kozvetiteni.

Az anti-CD11b ellenanyaggal torténd kezelés utan, vagy a csokkentett CR3 expresszié mellett mért
fagocitozis adatok értelmezéséhez fontos megemliteniink, hogy a CR3 rendkiviil gyors recirkulaciot végez.
Bretscher és munkatarsai egér monocitoid sejtvonalakon kimutattak a CR3 folyamatos és gyors mozgasat a
sejtmembran és az endocitotikus kompertmentumok kozott, és bizonyitottdk, hogy e folyamat soran a
receptorok 2-4%-a internalizal percenként (Bretscher MS, EMBO J. 1992.).

Sajat kisérleteinkben az MDC-k vizsgalata soran hasonlé jelenséget tapasztaltunk. Meghataroztuk a
sejtek felszinén a CR3 aktualis mennyiségét jelzett, specifikus ellenanyag segitségével, majd két 6ran at végzett
iC3b-vel opszonizalt S. aureus fagocitozisat kovetden is (2. abra). Két ora utan a jelolést megismételve, a jel
intenzitasanak jelentds fokozodasat tapasztaltuk. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a kisérlet idétartama alatt
ujabb CR3 molekuldk keriiltek ki a sejtfelszinre. Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy az emlitett
kisérletekben is szerepet jatszhatnak a sejtfelszinre jjonnan kikeriild receptorok, amelyek részvétele a

fagocitozisban befolyasolja a mért alapértékeket.

2. abra

- Sejtfelszini CD11b kimutatds imMDC-ken
v 1. oszlop: CD11b kimutatdsa anti-CD11b-
1 biotin (mouse 1gG) + anti-mouse 1gG-A488
1 Jjeloléssel

10 2. oszlop: a jelolddés mértéke 2 ora iC3b S.
aureus fagocitozis utan

3. oszlop: sejtfelszini CD11b kimutatds anti-
CD11b-biotin (mouse IgG) + anti-mouse
19G-A488 ismételt jeloléssel
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kiindulisi C011b a felszine aj b medidlt 2 ar |i: fagocitd 1 sutdn a Citofluorimetridas Vizsgdlattal mert MFT
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