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A leggyakrabban hasznalt roviditések jegyzéke

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome
Bvvs birka vorosvértest

Clq,-1,-s C1 komplex q, 1, s alegységei

cCIqR collagen C1q receptor

gClgR globular Cl1q receptor

C3 harmadik komplement komponens

C3a, C3b, iC3b, C3d(g): a C3molekula enzimatikus hasitasa soran keletkez6 fragmentumok

CFSE Carboxy-Fluorescein-Succinimydil-Esther
CR komplementreceptor (Complement Receptor)
CRD Carbohydrate Recognition Domain

CR1,-2,-3,-4  komplementreceptor 1, -2, -3, 4

DC dendritikus sejt (Dendritic Cell)

FITC Fluorescein Isothiocyanat

FcR Ig Fc-részt kotd receptor

HIV-1 Human Immunodeficiency Virus

Ig immunglobulin

LPS lipopolysaccharide

imDC éretlen dendritikus sejt (immature Dendritic Cell)

maDC érett dendritikus sejt (mature Dendritic Cell)

MAC Membrane Attack Complex

MBL Mannose Binding Lectin

MDC monocita eredetii dendritikus sejt (Monocyte derived Dendritic Cell)
M makrofag

MM monocita eredetli makrofag (Monocyte derived Macrophage)
Mo monocita

MR mannoz receptor

NHS normal human savo

PMA phorbol-12-myristate-13-acetate

PMSF Phenyl Methyl Sulphonyl Fluorid

PAMP Pathogen-Associated Molecular Pattern

PRR Pattern-Recognition Receptor



dc_818 13

Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt Prof. Erdei Anna tanszékvezetonek szeretnék koszonetet mondani,
akivel szerencsém volt egyiitt dolgozni attél a pillanattdol kezdve, amikor
szakdolgozoként a Tanszékre keriiltem. Halas vagyok, hogy az elmult évtizedekben
megosztotta velem egyéni kutatasi szemléletét, értékes tapasztalatait, otleteit és foképp a
baratsagat.

Sokat koszonhetek Tanszékiink korabbi vezetdjének, Prof. Gergely Janos Tanar
Urnak, akinek eléadésai inditottak el az immunolédgia felé. A mai napig kitiintetésnek
érzem, hogy részesévé valhattam a Tanszékiink igazi ko6zosségének. Koszondm a
Komplement-csoportban  dolgozd  kollégadim  segitségét ¢és  kdzleményeink
szerzOtarsainak egytittmikodését. Koszonettel tartozom valamennyi PhD-s, szakdolgoz6
¢s TDK-s hallgatdbmnak a friss gondolatokért, lendiiletiikért és a laborban végzett kitartd
munkajukért. Dr. Sdndor Noéminek kiilon szeretnék koszonetet mondani, akivel sok éve
dolgozunk egyiitt eredményesen. Koszonetemet szeretném kifejezni a Tanszék
valamennyi tagjanak azért a kivételesen jo hangulatért és segit6készségért, ami a
Tanszékiinket a ,,g6di” idok 6ta folyamatosan jellemzi.

Végiil, de nem utols6 sorban, koszonet illeti a Csalddomat, Testvéremet ¢és
kiilonosen a gyerekeimet; Rékat, Pétert és Davidot, akik joindulata tdmogatasukkal
segitettétk megoldani a szdmomra Oromet jelentd kutatomunkabol esetenként rajuk

harul6 nehézségeket.



dc_818 13

1. BEVEZETES

A komplementrendszer szabalyozott miikodésének folyamatat, aktivalodasanak
lehetéségeit az elmult mintegy szaz évben sikeriilt részleteiben feltarni. Igy régota
ismert, hogy ennek ennek a testnedveinkben jelenlévd inaktiv fehérjerendszernek egyik
legfontosabb feladata a szervezetiinkbe bejuté korokozd azonnali eliminalasa. Az
aktivalodas 1épésrol-lépésre torténik, mely folyamat sordn tjabb ¢és Ujabb
komplementfehérjék valnak enzimatikusan aktivva, lehetévé téve a kaszkad kovetkezd
elemének a kialakuldsat. Az aktivalodas eredményeként kialakuldé membrankarosito
komplex szamos kérokozo lizisét eredményezi, az immunvalasz egyik leghatékonyabb

effektor mukodét biztositva ezaltal.

Ugyanakkor a komplementrendszer a patogén mikrobak eltakaritdsa mellett
szabalyozd szerepet is ellat. A felszabaduld anafilatoxikus peptidek (C3a, CS5a)
gyulladaskelté hatdsa mellett fontos szerep jut a komplementaktiviacid soran az
antigének illetve sejtek felszinéhez k6tddd fehérjefragmentumoknak azon tul, hogy a
kaszkad végigfutasdhoz vezetnek. Ez annak kdszonhetd, hogy az antigénhez kotédott
komplementfragmentumok egyben receptorok ligandumai is lehetnek, és igy kapcsolatot
teremtenek az antigén ¢és a komplementreceptort hordozdé immunsejtek kozott. A
komplementreceptorok kiilonbozd fajtai sokféle immunsejt felszinén kifejezddnek, és
szamos funkciot ellathatnak. Igy pl. kozvetithetnek fagocitézist, lehet kostimulator
aktivitasuk, kivalthatnak sejtdifferenciaciot, tovabba szerepiik lehet a sejtek
adherencidjaban.

A komplementkaszkad szigoruan ellenérzott 1€pésekben torténd aktivalodasanak
elengedhetetlen szerepe van az immunvalasz hatékonysaganak biztositdsdban, aminek
jelentéségére  az  egyes  komplementfehérjék  oroklott  hianyan  alapulo
komplementdeficiens allapotok hivjadk fel a figyelmet. Ezeknek az immunhidnyos
allapotoknak a stlyossagat egyrészt a rendszer kaszkadszerli miikodése magyardzza;
barmelyik elem hianyozzon is, az a kaszkad leallasat, a mikodés kiesését eredményezi.
Valamely komplementfehérje szelektiv hidnya is sulyos kdvetkezményekkel jarhat, pl. a
Clq hianyaban nem megfeleld az apoptotikus sejtek eltakaritdsa, emiatt
glomerulonefritisz, autoimmun betegség (SLE, Szisztémds Lupusz Eritematdzusz)
alakulhat ki [1, 2]. Az MBL (Mannose Binding Lectin) o6roklott hianyaban

megnovekszik a bakterialis, virdlis és gombdas fertézések eléfordulasa, elsésorban
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kisgyermekkorban [3]. Az aktivalodas kozponti komponensének, a C3-nak a ritkan
eléforduld 6roklott hidnya szintén sulyos fertdzésekhez vezet, de ma mar az is ismert,
hogy az immunsejtek érésének ¢és miikodésének rendellenességei valtja ki, ami a

deficiens egyén korai halalat okozza.

Sajat kutatasaim kozéppontjaban egyrészt a komplementrendszer mitkddésének
elinditasaban fontos Clq és MBL fehérjék, valamint a kdzponti szerepet jatszé C3
molekula immunsejtek miikodésére gyakorolt hatasa all. Az érdekel elsésorban, hogy a
velesziiletett immunrendszer egyik legfontosabb humoralis elemének komponensei
hogyan befolyésoljak az adaptiv immunrendszer miikodését, és miként szabalyozzék az

adaptiv immunvélasz meginditasdban nélkiilozhetetlen dendritikus sejtek funkcioit.

A dolgozatban részletesen beszamolok azokrol a vizsgalatainkrél, amelyekben a
Clq ¢és az MBL komplementfehérjék receptorainak megjelenését €s immunsejtek
miikodésére gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk. Bemutatom azokat az eredményeinket,
kozvetitett kotddésének koriilményeit, valamint a kotédés funkciondlis hatasat
bizonyitjak emberi dendritikus sejtek érésének, differencialoddsanak folyamataban.
Beszamolok tovabba azokrol a kutatasainkrol, amelyekben komplementfehérjék
hatsasat tanulmanyoztuk az AIDS kialakulasaért felelés HIV-1 fert6zés soran.
Vizsgaltuk a fert6zés hatasat monocitdk €s makrofagok C3 termelésére, valamint az
aktivalodads soran keletkez6 C3-fragmentumok kotddésének  kovetkezményeit
dendritikus sejtek miikddésére. Tanulmanyoztuk tovabba a dendritikus sejtek CR3
komplementreceptoranak jelentségét a fertézés kialakuldsa sordn, a fagocitozis
folyamataban. Végiil bemutatom azokat az eredményeinket is, melyben a C5aR és a CR3

szerepét bizonyitottuk a HIV fertézés soran [4, 5].

2. IRODALMI HATTER

2.1 A komplementrendszer miikodése

A komplementrendszer a vérben és egyéb testnedvekben funkciondlisan inaktiv
formdban jelenlévé fehérjerendszer. A tobb mint 40 komponensbdl allo
kaszkadrendszer aktivacioja harom uton; a klasszikus, a lektin-fliggd €s az alternativ

uton torténhet (1.dbra). A komplementrendszer az immunrendszer legdsibb és egyben
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leghatékonyabb effektor-mechanizmusa, melynek egyes elemei az evollicié sordn mar a
tiskésborlieckben  megjelennek. Az  antigén  eltavolitdsa  mellett  szamos
komplementfehérje és azok receptorai (CR) szabdlyozd szerepet is betdltenek az
immunsejtek - koztik a T- és a B-sejtek — miitkodésében. Igy a komplementrendszer
mikddése szamos pontjaban 0sszekotdé kapocsként is szolgdl a velesziiletett és az
adaptiv immunrendszer kozott.

A klasszikus 4t aktivaciojat elindit6 C1 komponens Ca®"-ionokkal stabilizalt
makromolekula. A Cl-komplexet harom alegység alkotja: a Clq felismeré molekula ¢és
az enzimatikus aktivitassal rendelkezé Clr és Cls dimerek [6]. A Clq aktivalodasat
els@sorban az immunkomplexben 1év6 IgG illetve IgM molekuldkkal valo kolesonhatasa
valtja ki. Az antigénnel val6 kapcsolodads eredményeként lehetévé valik, hogy két (vagy
tobb) Ig molekula Fc-része kolcsonhatasba 1épjen a Cl-komplex Clg-alegységének
globularis részeivel. Ezt koveti a Clr,-Cls, alegységek enzimatikus aktivitasahoz
sziikséges sztérikus atrendezddés, ami a kaszkad klasszikus aktivaciojat eredményezi.
A Cls-nek két szubsztratja van: a C2 és C4 molekula. E két komplementkomponens
aktivalodasa soran kialakul a C4b- ¢és C2b-fragmentumokbodl allo, a C3 molekula
hasitasara képes enzimkomplex, az aktiv C4b2b*, a klasszikus ut C3-konvertaza. A C4
¢és a C2-molekulakbdl lehasadd C4a- és a C2a-peptidek a kornyezetbe diffundalnak és
fontos biologiai aktivitdsuk van. A C3 komponens aktivalodasa eredményeként
keletkezé C3b-fragmentum a C3-konvertaz mellé kotddve 1étrehozza a klasszikus ut C5-
konvertdz enzimét (C4bC2bC3b*). Ezutan a C5 molekula hasitdsaval a
komplementrendszer aktivalodasa kozos utra terelddik, fliggetleniil attol, hogy milyen

modon indult el a kaszkad.

A lektin uton torténd aktivalast elsésorban a baktériumok falat alkotd
szénhidratok inditjak el, melyek a szérumban jelenlévé mann6zkotd lektinhez (MBL)
kotddve aktivaljdk az azzal komplexet alkotd szerin-protedzokat (MASP). Az MBL-
MASP komplex a C4 molekula hasitasara képes. E 1épés utdn a klasszikus utban
folytatodik a lektin-fiiggd aktivacio.

Az alternativ utat els6sorban olyan patogének aktivaljak, melyek kiilsé
membranja szidlsavban szegény. Az ilyen feliiletek teszik lehetové a szérumban kis
mennyiségben mindig jelenlévd, a vizmolekuldk 4ltal ,autokatalizissel” aktivalt
C3(H20) lekotodését. A Mg2+ ionok jelenlétében a C3(H,0)-hoz k6tédé B-faktort a D-

enzim aktivalja, aminek eredményeként kialakul a a C3 hasitdsdra képes szolubilis
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C3(H,O)Bb* enzim. Ez az 1un. ,tick-over” mechanizmus vezet el ahhoz a pozitiv

visszacsatolasi korhoz, amelyben a C3b mell¢ kotddd Bb-fragmentum kialakitja az

alternativ ut C3-konvertazat, a C3bBb*-ot.
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1.abra A komplementrendszer aktivalodasanak utjai.
(Forras: Immunologia Szerk:Erdei Anna, Medicina, 2012.)

Ezutan a kaszkad kozos uton folytatodik és a felszinre kotddo 1jabb
komplementfehérjék a C5 molekula hasitdsakor keletkezé6 C5b, majd a C6, C7, C8
molekuldk és a C9-polimerizatum alakitja ki a C5b-9 membrankarosito komplexet
(MAC). A komplex kialakulasa soran a C5b-C6 és -C7 kdlcsonhatasa olyan szerkezeti
atalakuldst eredményez, amely hidrofob régidk feltaruldsdhoz vezet, és lehetové teszi,

hogy a C5b67-komplex a célsejt membranjaba siillyedjen, ami azonban nem elegendé a
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sejtek lizishez. Ezutdn a C8 molekula a C5b67 komplexhez kapcsolodik és ennek
kovetkeztében mintegy 10 nm atmérdjii pérus alakul ki a membranban, mely a
magvatlan vordsvértest liziséhez elegendd. A hatékony lizishez feltétleniil sziikséges a
kaszkad utols6 1épése, melyben szamos C9 molekula kapcsolédik a C5b678-
komplexhez. Az igy kialakul6 MAC-ben 10-16 C9 fehérje polimerizalddik, ami egy 70-
100 nm atmérdjii pérust hoz létre a membranban. Ennek kovetkeztében ionok és
molekulak tavoznak a célsejtb6l, ami magvas sejtek, illetve mikrobidlis antigének

komplement-medialt lizisét okozza.

Mivel a kaszkad szdmos pontjan megsokszorozodik az aktiv molekuldk szdma,
rovid id6 alatt sok biologiailag aktiv fragmentum keletkezik. Ezért konnyen
fékezhetetlenné valhat a reakcid, amit azonban tobbféle szabalyoz6 mitkddés akadalyoz.
Ezek mellett a koros komplementaktivacionak gatat szab az is, hogy a legtobb
komponens féléletideje nagyon rovid. A szervezet sajat sejtjeinek védelmét a
nemkivanatos homoldég komplementaktivacioval szemben szdmos reguldtorfehérje
biztositja. A komplement regulatorfehérjék (CRP) koziil némelyek szolubilisek, masok
membrankotott molekuldk. A csalad tobb tagjaban kimutathato a jellegzetes SCR domén
(Short Consensus Repeat vagy CCP: Complement Control Protein). Az SCR egységek
kb. 60 aminosavbol allo, két diszulfid-hiddal stabilizalt strukturdk, melyek aminosav
sorrendje homolog. A CRP fehérjék a komplementaktivalodds kiilonbozé pontjait
blokkolva képesek megakadalyozni a kaszkad elszabadulasat, a sajat sejtek, szovetek

kérositasat.
2.2 Komplementreceptorok jelentosége az immunvalasz soran

A kiilonb6z6 komplementreceptorok szamos immunsejt felszinén jelen vannak és
sokoldalu bioldgiai miikodést latnak el (1. tablazat). Az antigén felszinéhez kovalensen
kotédott C3b, C3d és iC3b fragmentumok ligandumai a CRI, CR2, CR3 és CR4
komplementreceptoroknak, és igy az azokat hordozé sejtekhez kapcsoldodva szamos
fontos sejtfunkciot szabalyoznak.

A CRI (CD35) els6sorban C3b fragmentumokkal reagalé komplementreceptor,
amely egyetlen polipeptid lancbol all [7]. B sejteken mar korai fejlddési szakaszban
megjelenik, follikularis dendritikus sejteken (FDC) szerepe van a memoria

fenntartasaban. Human B limfocitak estében a CD35 inhibitor jelet kozvetit [8]. A
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monocitakon, makrofagokon és neutrofil granulocitdkon kifejez6dé CR1 a fagocitdzisban
jatszik szerepet. Ember esetében a vérben 1évé CR1 mintegy 90 %-ban a
vorosvértesteken taldlhatd; az eritrocitdk e receptorok kozvetitésével kotik meg a
komplementtel opszonizalt immunkomplexet, amit azutan a majba szallitanak, ahol a
Kupffer-sejtek lebontjak azokat. Mindemellett ez a sejtmembran-fehérje a kaszkad

miuikdodésének szabalyozasaban is részt vesz, fontos gatlo szereppel is bir.

Elnevezés (CD) Receptor csalad Legfontosabb ligandum
CR1 (CD35) SCR-receptor C3b, C4b
CR2 (CD21) SCR-receptor C3d
CR3 (CD11b/CD18) Bo-integrin iC3b
CR4 (CD11¢/CD18) Bo-integrin iC3b
C3aR Opiatreceptor C3a
C5aR (CD88) Opiatreceptor C5a
c¢Cl1qR (CRT /CD91) Kollektin receptor Clq kollagén régi6
CRIg Ig szuperfamilia C3b, iC3b
MBLR ? MBL

1. tablazat Komplementreceptorok tipusai, ligandumuck.

A CR2-t (CD2I) szintén egyetlen polipeptid lanc alkotja, elsdsorban B
limfocitdkon és FDC-n fejezddik ki. Hizosejtek esetében is kimutattdk a CR1 és CR2
jelenlétét; mukoza-tipust hizosejteken mindkettd [9], mig a szerdza-tipusu sejteken
eredményiink szerint csak a CD21 expresszalodik [10]. A CR1 és a CR2 T és B
limfocitakon egyarant kifejezddik, és fontos regulacids hatassal bir [11].

A heterodimér CR3 és a CR4 molekuldk egyarant a f,-integrinek csaladjaba
tartoznak. A CR3 (CD11b/CD18) és ligandumai kozotti reakeid Ca®’- és Mg* -ionokat
igényel. A CR4 receptor CDI18 ¢és CDIllc lancbol all. A CR3 ¢és CR4 a
komplementfragmentumokkal opszonizalt részecskék fagocitdzisdban jatszik szerepet
[12].

Nemrég azonositottdk az Ig-domént tartalmazé CRIg receptort, melynek fo

liganduma szintén az iC3b aktivacids fragmentum. A CRIg els6sorban a méj Kupffer-

10
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sejtjein fejezddik ki; e sejtek elsddleges C3 receptora, melynek legfontosabb szerepe a
vérbe keriilé patogének gyors kisziirése.

A komplementaktivacio sordn a C3 és a C5 molekula N-termindlis végérdl
lehasadod, anafilatoxikus hatasti C3a és C5a peptideket a C3a és a CSa receptorok (C3aR,
C5aR-CD88) kotik meg, melyek a hét transzmembran régiot tartalmazé opidtreceptorok
csaladjaba tartoznak. A két receptor szerkezete hasonlo, de l1ényeges kiilonbség van az
extracellularis ligandum-koté részben.

Tobb Clg-kotd sejtmembran strukturat leirtak, koztiik a kollagénszerii résszel
reagald cClgR-t és a globularis részt megkotd gClgR-t. Mindkét receptor-tipus
megjelenik fagocitdkon; a cClqR-nak fontos szerepe a Clqg-val opszonizalt apoptotikus
sejtek felvétele. Szintén kotddik az apoptdtikus sejtekhez az MBL, ami  kollagénszer(i
doménjével feltehetéen egy C1qR-tol eltérd receptorhoz kapcsolodik a fagocitakon [12].

A kutatdsaink kozéppontjaban  4ll6 makrofagok ¢és DC-k  szamos
komplementreceptort fejeznek ki, amelyek az antigén feldolgozasaban és a sejtaktivacios

folyamatokban fontos szerepet jatszanak.
2.3 Monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek funkcio6i

A velesziiletett immunrendszer sejtjei koziil a monocitdk, a makrofagok, a
neutrofil granulocitak és a dendritikus sejtek fagocitdik, vagyis képesek kiilonbozo tipusu
és méretli partikulumok bekebelezésére. Koziiliik a makrofagokat és a neutrofileket
elsddleges funkciojuk alapjan hivatdsos fagocitiknak is nevezziik. A monocitdk és az
azokbol differencialéddé makrofagok Un. mononukleéaris fagocitdk. Ezek a mieloid
eredetli sejtek az egyedfejlédés soran eldszor a szikzacskdban mutathatok ki. A fejlédés
korai szakaszaban megjelenik felsziniikon a mieloid eredetli sejtekre jellemzé CDllc
marker, tovabba a makrofag kolonia stimulalé faktor-1 receptora (Csf-1R/M-CSFR) és a
mann6z receptor (MR) [13].

A hemopoézis soran a dendritikus sejtek (DC), a monocitak (Mo) ¢és a
makrofagok (M) differencidlodasa szorosan 0sszekapcsolodik (2. dbra). A hemopoetikus
Ossejtbdl (HSC) kiinduld mieloid és limfoid fejlodési utvonalon egyarant kialakulnak
DC-k. A mieloid fejlédési ut soran a mieloid progenitor sejtbdl granulocita-monocita
kozos prekurzor keletkezik a csontveldben, amelybdl az elkotelezett monocita-DC sejtek

fejlédnek. A monocita-DC prekurzorokbdl (MDP) kétféle DC keletkezhet; egyrészt a
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konvenciondlis DC (cDC), masrészt a gyulladdsos stimulus hatdsdra monocitakbol
képz6dd gyulladasos DC [14]. A c¢DC-k kozé¢ sorolhatok a migratorikus DC-k
(Langerhans sejtek, a dermalis DC-k, vér DC-k) valamint a széveti DC-k (I1ép DC-k, a
timusz DC-k, a m4j DC-k), ezek f6 feladata az antigén felvétele, feldolgozasa és
prezentacioja. A limfoid fejlédés soran szintén kialakulnak DC-k, ezek a limfoid
progenitorbol keletkezd pre-pDC-kbdl kialakulod plazmacitoid DC-k (pDC-k). A szdveti
mikrokdrnyezetben jelenlévd virdlis antigének hatdsara a pDC-k aktivalodnak,
differencidlodnak, és nagy mennyiségben termelnek I. tipusti IFN-okat. A csontveldi
érést kovetden a mieloid és a limfoid pre-DC-k a vérkeringés utjan a periférias

szovetekbe vandorolnak, ahol tovabbi differencialdédason mennek keresztiil.

granulocita-monocita limfoid
prekurzor progenitor
monocita-DC
prekurzor Y

f/ N
; O

limfoid pre-pDC
csontvel6 (@ mieloid pre-cDC
|

\ /
szbvet \/
monocita

gyulladas ‘

Y Y

makrofag  gyyjladésos DC cDC pDC

2. abra Monocitik, makrofagok és dendritikus sejtek érési folyamata
(Forras: Immunologia, Szerk: Erdei Anna, Medicina, 2012. alapjdn)
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A makrofagok a monocitakbol alakulnak ki és a periférids szovetekben fejezddik
be differencidlodasuk. Kisebb résziik a vérerek faldhoz tapadva, mint endothelialis
makrofdg mutathato ki. A szoveti makrofagok tobb tipusa ismert; a maj Kupffer sejtjei,
melyek a szervezet 0sszes makrofagjanak 90%-at képviselik, kulcsfontossdgl szerepet
toltenek be az antigének keringésbol vald kisziirésében, a szervezet méregtelenitésében,
tovabba szamos fehérjét — koztikk komplementfehérjéket, akut-fazis proteineket —
allitanak el6. Szintén helyben maradd (szesszilis) makrofagok a kotdszovetek
hisztiocitai, a vese mezangialis makrofagjai, a csontszovet oszteoklasztjai és az agyban
talalhato mikroglia sejtek. Egyes makrofdgok nem maradnak a differencialddas
helyszinén, hanem vandorolnak a szervezetben. Ilyenek a hasiiregben eléfordulod
peritonealis makrofagok ¢és a tiidében kialakul6 alveoldris makrofagok. A szovetekben
el6forduld nyugvd makrofagok mellett kimutathatok aktivalt fenotipust sejtek is,
amelyek a szoveti stimulusok kovetkeztében gyorsan aktivalodnak. Ugyanakkor a
nyugvo szoveti makrofagok is érzékenyen reagalnak a mikrokornyezet veszélyt jelzd
szignaljaira, mint pl. LPS, kiilonb6z6 TLR-ligandumok, IFNy, IL-4 vagy IL-13.

A monocitdk ¢és a makrofagok rendelkeznek valamennyi fagocitira jellemzo
receptorral. A sejtmembranban €s a citoplazmaban jelenlévd TLR-ek, C-tipusu lektin
receptorok, mannoz-receptor (MR) szdmos patogén elsddleges receptorat jelentik. Az
opszonofagocitotikus receptorok; vagyis az FcyR-ok és a komplementreceptorok (CR1,
CR3, ClIqR, MBL-R, CRIg) az ellenanyaggal ill. komplementfehérjékkel bevont,
opszonizalt antigének felvételét bitositjak. Szamos adhézids molekula (pl. LFA-1, CR3)
talalhatd a monocitdk és a makrofagok felszinén, ami lehetdve teszi kapcsoldodasukat

mas sejtekhez és az extracellularis matrixhoz egyarant.

A makrofagok elsodleges feladata a korokozok bekebelezése és eliminalasa. A
fagocitozis fontos effektor-mechanizmusa a velesziiletett és az adaptiv immunitasnak
egyarant; a koérokozok és az idegen anyagok eliminaldsaval a szervezet védelmét
biztositja. A makrofagok kiilondsen érzékenyen reagalnak a gyulladdsos folyamatok
kiilonb6zd stimulusaira. Ezek a stimulusok eltérd mechanizmusok révén eltérd
funkciokra specializalt fenotipusok kialakuldsahoz vezetnek. A  makrofagok
leghatékonyabb aktivatora az IFN-y, ami patogén jelenlétében gyulladasi citokinek
termelését és citotoxikus valaszt indukal (un. M7 makrofagok). Az IL-4 (IL-13) altal
stimulalt makrofagok a sejtes tormelék eltakaritasdban, szovetek Ojraképzésében ¢€s a

regeneracidban jatszanak szerepet (in. M2 makrofagok), [15].
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A fert6z0, nem-sajat elemeket a nem fert6zé strukturaktdl a velesziiletett
immunrendszer sejtjei; a monocitdk/makrofagok, a dendritikus sejtek, a granulocitak
(neutrofil, eozinofil és bazofil sejtek), a hizosejtek és a természetes 6ldsejtek (Natural
Killer, NK) képesek megkiilonboztetni. Ezek a sejtek nem-klonalisan megjelend
receptorok kozvetitésével olyan molekularis mintdzatokat ismernek fel, amelyek
mikrébak felszinén jelennek meg, de a sajat sejtekre nem jellemzok. Ezek a molekulak
alkotjdk a patogénnel asszocialt molekula mintdzatot (Pathogen Associated Molecular
Pattern, PAMP), mig az ezek felismerésére képes receptorok az un. (Pattern Recognition
Receptors, PRR). Szamos mas patogénre jellemz6é molekula mellett ilyen a Gram
baktériumok faldban talalhato lipopoliszaharid (LPS). A szervezetben nap mint nap nagy
mennyiségben keletkezd apoptotikus sejtek eltakaritdsat elsdsorban a makrofagok
végzik, megakadalyozva igy a sajat strukturdk altal indukalt autoimmun folyamatok

kialakulasat.

A makrofagok aktivacidjat kovetden felsziniikkon megnd a patogént felismerd
receptorok, majd az MHC molekuldk - foként az MHCII - mennyisége. A sejtek
lizoszomai sokféle enzimet, antimikrobidlis anyagot, reaktiv oxigén- és nitrogén-
tartalmu molekulat (ROI, RNI) raktdroznak, ami a bekebelezett antigén lebontéasat
biztositja. A felvett patogén az endolizoszémaban degradalédik, és ezzel parhuzamosan
az antigénbdl szarmaz6 peptidek az MHCII-molekuldkhoz kapcsolédva bemutatasra
keriilnek a sejtfelszinen. Az aktivalt sejtek citokinek és kemokinek termelésével tovabbi
immunsejteket stimulalnak. A makrofagok a DC-kel és a B-sejtekkel egylitt az un.
hivatasos antigénbemutat6 sejtek koz¢é tartoznak.

Szervezetiinkben a dendritikus sejtek (DC-k) a leukocitdk mintegy 1%-at teszik
ki, és az egészséges szervezetben az agy kivételével valamennyi szerviinkben
kimutathatok [16, 17]. Nagy mennyiségben fordulnak elé a patogén tdmadasnak kitett
helyeken, ugymint a légutak ¢€s a tapcsatorna nyalkahartydja tovabba a bor €s a bor alatti
teriileteken. Az éretlen DC-k (imDC-k) a kornyezetiikbdl folyamatosan veszik fel
pinocitdzissal, receptor medidlt endocitdzissal és fagocitdzissal az oldott részecskéket,
partikulumokat, valamint a megvaltozott vagy apoptotikus sejteket. Szoveti
eléfordulasuk, szarmazasuk, aktivaltsaguk, funkciondlis tulajdonsagaik alapjan az egyik
legheterogénebb sejtpopulaciot jelentik.

Jelenleg a leginkabb elfogadott felosztas szerint a dendritikus sejtek harom nagy
csoportba sorolhatok; ezek a pre-DC-k, a konvencionalis DC-k és a gyulladasos DC-k
[14]. A pre-DC-k nem rendelkeznek érett DC morfolégiaval, kismértékben
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osztodoképesek, funkcionalis aktivitasuk kozepes. Ide sorolhatok a monocitak ¢és a pDC-
k. A konvenciondlis DC-k (cDC-k) rendelkeznek valamennyi DC-re jellemzo
morfologiai és funkcionalis jeggyel. A cDC-k tovabbi csoportjai a migratorikus DC-K és
a limfoid szovetek rezidens DC-i. A migratérikus DC-k a klasszikus DC-k megfeleldi,
vagyis folyamatos Orjaratot végeznek a periférids szovetekben, a felvett antigént a
nyirokcsomoékba szallitjak és antigént prezentalnak a T-sejteknek. A migratérikus DC-k
jellemzd tipusai a Langerhans sejtek és a dermalis DC-k. A limfoid szdvetek rezidens
DC-i nem migralnak, hanem az adott nyirokszervben maradnak, ahol idegen és sajat
antigének bemutatasat végzik, ilyen sejtek példaul a timusz vagy a 1ép ¢cDC-i. A DC-k
harmadik csoportjat alkotjak a gyulladdisos DC-k. Ezek a sejtek nyugvo, nem-
gyulladésos koriilmények kozott nincsenek jelen, de antigénstimulust kvetéen nyomban
megjelennek. Legjellemzébb példa a gyulladdsos DC tipusra a TNF- és iNOS-termeld,
un. TipDC. Gyulladasos kornyezetben a monocitakbol TipDC-k differencialédnak.

A mieloid DC-k szamos patogén eredetli anyag - pl. LPS - vagy gyulladasos
folyamatokat befolydsold citokinek - pl. TNF-a - hatdsara aktivalédnak ¢&s
differencidlodnak. Az aktivacios stimulus hatasara kialakuld érett dendritikus sejtek
(maDC) a nyirokcsomoba vandorolnak. Az érés €s az aktivacio tobb ezer gén atirodasat
stimulalja, ami a sejtek jelentds funkcionalis atalakulasdhoz vezet. Az maDC-k antigén-
felvétele jelentds mértékben csokken, viszont fokozodik a felvett anyagok lebontasa €s
az MHC molekuldk szintézise [18]. Az antigénbemutatd funkcid sordn az érett DC-k
feldolgozzak és MHC molekulaik segitségével prezentdljdk az antigénbdl szarmazo
peptideket. A nyirokcsomoban elsésorban naiv T limfocitdkat aktivalnak [16]. A
felsziniikon expresszalt kostimuldtor ¢és adhézios molekulak segitik a kapcsolat
kialakitasat az antigén-specifikus T-sejtekkel, citokinjeikkel is eldsegitve azok
aktivalasat, effektor T-limfocitakka torténd differencialodasat.

A DC-k rendkiviil érzékenyen reagdlnak a kornyezetbdl érkezé veszély
szignalokra (pl. HSP), mikrobialis faktorokra (pl. LPS, CpG, dsRNS), amit az tesz
lehetévé, hogy szdmos PRR-t hordoznak felsziniikdn; mint pl. a scavenger-receptorok, a
C-tipusu lektin receptorok, vagy a Toll-like receptorok [16]. Emellett érzékelik az
antigén altal aktivalt immunsejtekbdl szarmazé jeleket is, mint pl.: CD40L, IFNy,
gyulladasi citokinek. Az immunglobulinnal ¢és a komplement-framentumokkal
opszonizalt partikulumok a DC-k felszinén FcR-ekkel ¢és CR-ekkel Iétesitenek
kapcsolatot. Az aktivacids stimulusok a DC-k érését idézik eld, aminek soran tobb ezer

gén irodik at Az érett DC-ken megné az MHC molekuldk és a kostimulatorok

15



dc_818 13

expresszidja, valtozik a sejtek migracios aktivitasa és kiilonféle citokineket termel a sejt

(3. abra), [19].

Mikrobidlis faktorok
LPS, Cp6, dsRNS

Veszély szigndl

l HsP
Citokinek /
TNF,IL-1,IFN | —()
/ i : — NK

Th, NKT IFNgamma
ch40L

Erés [ kb. 6000 gén

MHC

Migracio

Kostimulator molekula
Citokin:
IL-12,-23,-6,-1,-10

3. abra A dendritikus sejtek aktivaciojat kivalto stimulusok és azok hatdsai

A DC-k altal expresszalt kostimulator molekuldk valamint a mikrokdrnyezet
citokin milidje ¢és a T limfocitak aktivaltsagi allapota meghatdrozza a T-sejt valasz
iranyultsagat. A DC-k az aktivacié modjatol fiiggden kiilonbozd citokineket termelnek,
amelyek Thl vagy Th2 iranyu differencidlodést valtanak ki [20]. Ennélfogva az adott
antigén a DC-k stimuléldsa révén meghatarozza a kialakul6 immunvalasz tipusat, mivel
a termelddd IL-12 elsdésorban Thl valaszt, mig az IL-4 dontéen Th2 valaszt indukal
[14]. A DC-k fontos szerepet jatszanak a tolerancia fenntartdsaban is; nyugvo
koriilmények kozott, nem gyulladasos kozegben regulator szerepet toltenck be. Ujabb
kutatdsok eredményei azt mutatjdk, hogy bizonyos regulator DC-k (DCreg) altal
kozvetitett jelek sziikségesek az IL-10-et és TGF-B-t nagy mennyiségben szekretalo
Treg sejtek aktivalasadhoz [21]. Kimutattdk azt is, hogy immobilizalt 1gG FcyRII
kozvetitett médon DC differencialodast indukal [22].
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2.4 A Clq és az MBL komplementfehérje és receptoraik immunsejteken

Ismert, hogy az immunkomplexek a C1 molekula-komplex aktivéacidja révén a
komplementkaszkad klasszikus utjat inditjdk el. Ugyanakkor szdmos patogén és az
apoptotikus sejtek kozvetleniil is képesek megkdtni a Clg-t és igy aktivalni a
komplementrendszert [23, 24] A lektin utat az MBL molekula aktivacidja inditja el. A
komplementaktivalast a klasszikus, illetve a lektin iton elinditd6 molekulakomplexek sok
szempontbol hasonloak egymashoz (4. dbra).

A Clq 460 kDa tomegii komplementfehérje, szérumkoncentracigja 70 pg/ml,
szintézisében a majnak és a fagocitarendszer sejtjeinek van szerepe [25, 26]. A Clq
molekula 18 polipeptidlancbol épiil fel, melyek harmasaval (A-B-C lancok) 6 ,.koteggé”
fondédnak 6ssze [6]. A lancok N-termindlis részén, egy rovid, a lancok kapcsolodasaért
felelés cisztein tartalmu szakasz utdn kb. 130 aminosav hosszi kollagénszerii
motivumokat (Gly-X-Y) tartalmazoé un. kollagén rész kovetkezik (cClqg). A
polipeptidlancok C-terminalis végein mintegy 80 aminosavbol all6 globularis fejek
talalhatok (gClq domén), ezeken keresztiil kotddik a Clq az Ig molekuldk Fc
doménjéhez. Az ezt kdvetd sztérikus valtozasok hatasara megtorténik a Cl-komplex

aktivalasa, az enzimatikus aktivitasa Clr és Cls alegységek kozvetitésével [27].

Clq MBL

kollagén
,,szarak”

L \

globularis ,,fejek” szénhidratkté domének

R

4. abra A Clq és az MBL molekula hasonlosdga.

A Clq és MBL molekula hasonlo szerkezeti elemeket tartalmaz; az N-termindlis részt a
kollagén szar alkotja, az C-termindlis végen a Clg-ban Ig felismerd globularis fejek, az
MBL-ben szénhidrdt felismerd globuldris domének taldalhatok.
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A Clq ¢és az MBL molekuldban egyarant a kollagén-,,szarakhoz” kapcsolodnak a
szerin-¢észteraz aktivitasu fehérjék: a Clr és a Cls, illetve a MASP1 és a MASP2 [28]. A
Clq és az MBL-molekulak N-terminalis, kollagén-szerii szakaszaik révén a kiilonb6z6
sejtek membranjan  kifejez6dé receptorokhoz  kotddhetnek. A Cl-komplex
aktivalodasanak feltétele, hogy a Clq alegység globularis ,,feji” része legalabb két Ig-Fc
részhez kapcsolddjon. Ezt legalabb kettd, kelld kozelségben 1évo IgG, ill. egy IgM
molekula teszi lehetdvé, melyek konstans szakaszain az antigénhez vald kotddést
kovetden konformacidvaltozas torténik. A komplexhez kétddé C1q molekuldban olyan
térszerkezeti valtozasok torténnek, melyek eredményeként a Clr-alegység aktivalodik.
Ez az enzim a Cls komponenst aktivalja, melynek szubsztratjai a C2 és C4 molekulak. A
kaszkadot ebben a kezdeti fazisban a Clr- és a Cls komponensekkel kovalens komplexet
alkot6 ClInh szabalyozza. Az MBL-MASP komplex a korokozok szénhidrat
komponenseihez kotédik; ez a kolcsonhatds aktivalja a komplexet, melynek
eredményeként szintén a C2 és a C4 komponensek hasitodnak C2a- és C2b-, valamint
C4a- és C4b-fragmentumokra.

A tobb mint tiz tagbol 4ll6 Clq fehérje-csalddba sorolt molekuldkra (koztiik pl.
VIII- és X -kollagén, multimerin, precerebellin, EMILIN-1) jellemzd a C-terminalis
gC1lq domén jelenléte, és tobbségiikben kimutathaté a Gly-X-Y aminosav-szakaszokbol
allo kollagén domén [2].

Az MBL mint szolubilis PRR, a kollektinek (kollagén domént tatrtalmazo C-
lektin) csalddjaba tartozik mas fehéjékkel egyiitt, mint pl. a Surfactant protein-A és -D
(SP-A, SP-D) is. A kollektinek Ca2+—fligg6 szénhidrat-kotohelyet is tartalmaznak (CRD)
[29], és szerkezetiikre jellemzO a trimer, vagy multimer szerkezet, melyben az
alegységeket az N-termindlisan talalhato ciszteinek kozott 1étrejovéd diszulfid-hidak
kapcsolnak Ossze. Az N-terminalis Gly-X-Y tripleteket tartalmazé kollagén-rész egy
»nyaki” régidban folytatodik, amit a C-tipusi szénhidrat domén (CRD) zar a C-
terminalison [30]. Jollehet a Clq strukturalisan homolog szerkezetli a kollektinekkel,
mégsem soroljuk ebbe a csalddba mivel CRD domént nem tartalmaz. Az MBL-hez
hasonlé szerkezetiiek a fikolinok, amelyek azonban a kollagén- és nyaki region kiviil
fibrinogén-szerli domént is tartalmaznak a C-terminalis végiikon. Az MBL molekula
CRD doménjével N-acetilglukézaminhoz, gluk6zhoz, fuk6ézhoz ¢és mannanhoz
kapcsolodik a C3 és C4 atomok OH csoportjai révén [31]. Az MBL fontos szerepet
jatszik kiilonbozo patogének felismerésében, de képes apoptdzison atesett sejtekhez

kotddni, eldsegitve azok fagocitozisat [32].
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Az MBL szérumkoncentracoja nagy egyéni kiilonbségeket mutat, ami az MBL-
gén polimorfizmussal magyarazhat6. Az atlagos MBL szint 500 ng/ml, viszont a
népesség mintegy 10 %-ban ez az érték nem éri el a 100 ng/ml koncentraciot, ami MBL
deficienciat jelent [33]. Az alacsony MBL szint ezeknél az egyéneknél nagyobb
kockazatot jelent a fert6z0 és autoimmun betegségekkel (pl. SLE) szemben. A Clq és az
MBL egyarant meghatarozé szerepet jatszik az apoptoétikus sejtek feldolgozasaban, ezért
ezeknek a fehérjéknek az 6roklott deficiencidja autoimmun betegségek kialakulasahoz
vezethet. Példaul az SLE kialakuldsdban a Clq deficiencia [34], valamint az MBL

deficiencia [35, 36] egyarant meghatarozo szerepet jatszik.

A C1 komplex ellenanyag-fiiggd illetve ellenanyag-fiiggetlen aktivacidja a
Clq az aktivator feszinhez kotve marad. A Clq is szamos sejttipushoz képes kotddni,
igy dendritikus sejtekhez, neutrofil granulocitdkhoz, monocitakhoz, limfocitdkhoz,
vérlemezkékhez és endotél sejtekhez [37, 38]. A kotddésért felelds domén, ill.
domének azonositasa ellentmondasos eredményekhez vezetett. Szamos lehetséges
struktura mertiilt fel mint potencidlis C1q receptor; koztiikk példaul a fagocitakon leirt
fagocitotikus receptor (ClgRp), a cClgR ¢és gClgR mellett [39]. A ClgRp
sejtmembran molekuldt mint Clq- MBL- kollagén részt kotd receptort irtdk le, de
késdbbi vizsgalatok nem igazoltdk a molekula C1qg-koté képességét [40].

Jelenleg a legszélesebb korben elfogadott a kollagén Clg-receptor (cClqR); a
sejtfelszini kalretikulin CD91-el asszocialt formaja [41]. Ghebrehiwet és munkatarsai
beszamoltak a gClg-doment felismerd gCIlqR-rdl is [42]. Kimutattdk, hogy human
monocita eredetli DC-k kétféle Clqg-receptort fejeznek ki; gClgR and cCIgqR [42]. A
tanulmany szerint a DC-k érése soran mindkét receptor sejtfelszinen mért mennyisége
csokken [43]. Ebben a tanulmanyban Nauta és munkatarsai eredményeivel [44] szemben
azt talaltak, hogy éretlen monocita eredetli DC-k nem fejeznek ki sem cClgR-t, sem
CDI1-t.

A Clq és az MBL struktaralis homologiaja alapjan (4.abra). feltételezték, hogy a
két fehérje ugyanahhoz a receptorhoz képesek kapcsolddni. Ezzel a feltételezéssel
ellentétben human monocitdkon €és monocitoid sejtvonalon végzett kereszt-gatlasos
vizsgalatainkkal  igazoltuk, hogy a két komplementfehérje  kiilonbozd

membranstruktirahoz kotodik [45].
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A komplementaktivacio sordn az antigénhez Clq és C3-eredetli fragmentumok
kapcsolodnak, melyek az opszonizalt antigént a kiilonb6zoé sejtek felszinén jelenlévo
komplementreceptorokhoz iranyitjak. Igy a Clg-val opszonizalt apoptotikus sejtek a
DC-k Clg-receptoraihoz kétddnek [23]. Ez a kdlcsonhatas bekebelezéshez, a fagocita -
pl. dendritikus sejt - éréséhez és aktivalodasahoz vezet. [12]. Tovabba igazoltdk azt is,
koriilmények kozott a sejtek fertdzés helyszinére valdo mozgasat segitheti el [46]. Azt is
kideritették, hogy éretlen MDC-k jelentds mennyiségben szekretdlnak Clg-t [25]. A
Clg-val homoldég szerkezeti MBL-r6l kimutattdk, hogy az apoptoétikus sejtek

feldolgozasanak folyamataban meghataroz6 szerepe van [47].

2.5 A C3 komplementfehérje szerkezete, fragmentumai és ezek kovalens kotodése

immunsejtekhez

A C3 komplementfehérje a vérben 1.2—1.5mg /ml koncentracidoban van jelen,
egyben akut-fazis fehérje is. A kiilonbozé utakon aktivaloddé komplementkaszkad
kozponti eseménye a C3 molekula C3-konvertaz altali hasitdsa. A proteolitikus uton
keletkez6 C3b fragmentum az aktivald felszinhez kovalensen kotddik, majd a tovabbi
komponensek aktivalodasa a kaszkad végigfutdsat és a membrankarositd komplex
kialakulasast eredményezi. A C3 aktivacio effektor miikdéseket is beindit; opszonikus
fagozitozist indukal a C3b és tovabbi degradacios fragmentuma; a C3bi. A C3 hasités
utolsé terméke, a C3d illetve C3dg B-sejtek CR2-medidlt aktivalasahoz vezethet. A
hasitéas els6é 1épésében keletkezd C3a-nak anafilatoxikus és kemotaktikus hatdsa van. A
C3 molekula sokoldalu funkcioit biztosito kiilonleges szerekezetét, limitalt proteolizisét
szamos kutatdcsoport vizsgalta (5.abra). [48-51].

A komplementaktivacid karos kovetkezményeitdl szamos regulatorfehérje,
tobbféle mechanizmus révén védi a sajat sejteket. A C3b-hez kotddve a szolubilis H-

faktor, a memran-kotott CDS5 (DAF, Decay Accelerating Factor) vagy a CR1 (CD35) a

------

crer

¢s C3dg fragmentumok kialakulasdhoz vezet. Valamennyi komplementszabalyozo
fehérje felépitésében és tobb komplementreceptorban rovid ismétlédo alegységek; SCR

domének vannak jelen.
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A C3 szintézisét els6sorban a maj hepatocitai végzik, de ezen tul szinte
valamennyi immunsejt képes szintetizalni ezt a komplementfehérjét [52]. A 19.
kromoszéman taldhaté 42 kb nagysagu, 41 kiilonb6zé exont tartalmazd génszakasz
transzlacidja soran egy 5,2 kb érett mRNS keletkezik, melybdl egylancu fehérjeként
irédik at a pro-C3 molekula. Ebbdl jon 1étre poszt-transzlacidos modositas eredményeként
az a- ¢és B-lancbol allo, diszulfid-hiddal 6sszekapcsolt dimér forma. Ember esetében a C3
két polimorf formaja ismert elektroforetikus mobilitas alapjan: a C3S és a C3F, amelyek
hemolitikus aktivitdsa hasonld. A C3S nagyobb gyakorisaggal fordul eld, de foldrajzi

eléfordulasukban kiilonbség van [53].

A C3 molekula 13 doménbdl all (5.4bra) [54]. A molekula szerkezeti vazat a -
lanc MG1-MG4 doménbdl allo gytiriije, tovabba az MG5-MG6 és MG7-MGS8 félgytirik
alkotjak. A hatodik MG domén az a és B lanc kialakitasaban is részt vesz. A B-lanc
tartalmaz még egy, az MG6-ba be¢kel6dott LNK (linker) domént, melyet kovet a tetra-
arginin, szekvencia, majd az anaphylatoxin (ANA) domén és az "NT szegmens, ami az
MG6-ban folytatodik. A pro-C3 molekulabol kihasad a 646649 tetra-arginin, igy jon
1étre a szekréciora alkalmas, érett C3 molekula, amely B-l1ancbdl (1-645 aminosav) és a-
lancbol (650-1641) all [55]. A nativ C3 molekula bioldgialilag inaktiv. A C3
aktivalodasa sordn egymast kovetd proteolitikus hasitdsok konformdcio-valtozast
okoznak a molekulaban. A C3-konvertaz a molekula a-lancat a 726-Arg ¢és a 727-Ser
kozott hasitja, eltavolitva az N-terminalis végrol az ANA domént (C3a). Igy jon létre az
uj N-terminalis; az o’NT-t, valamint a molekula két fragmentuma, a C3a és a C3b. Az
ANA utan kovetkezik az MG6 domain a lancot alkotd része, majd az MG7 és MGS8
domén. Az MG8 domént kdveté6 CUB domén (Complement subcomponents Clr/Cls
Uegf and Bone morphogenic protein-1) tartalmazza a C3f fragmentumot, amely az iC3b
képzddéskor hasad ki az a-lancbol. A C3 aktivaldodasa soran a C3b molekula jelentds
konforméacid-valtozason megy keresztiil, aminek kovetkeztében hozzaférhetové valik a
tioészter csoport, és igy lehetévé valik a C3b molekula kovalens kotddése az aktivalo
felszinen jelenlévé nukleofil csoportokhoz. A TED doménben 1évd tioészter-kotés
intaktsagat a domén konformacidja védi, és ezt a domént az MG2, MG8 ¢s CUB
domének tartjak védett helyzetben a nativ C3-ban. A TED (ThioEsther Containing
Domain) utan kovetkezik a C-termindlis végen a C345C domain, amely az MG7
doménnel kolcsonhatasban alakitja ki a molekulan beliili diszulfid-hid kotést. Az utolso

proteolitikus hasitas a CUB domén Arg-932 és Ser-933 kozott torténik, ami a C3dg
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fragmentum és a C3c fragmentum keletkezéséhez vezet, melyek koziil az utobbi,

nagyobb fragmentum levalik az aktivator felszinrdl.

p-lanc (645 aminosav) a-lanc (992 aminosav)
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S.abra A C3 komplementfehérje limitalt proteolizise soran keletkezé fragmentumok. Az
aktivalt tioészter-csoportot piros kor jelzi a TED-doménben. Az aktivalodas sordn

valtozatlan pB-lanc doménjei sziirke sziniiek. (Forrds: Nishida, Proc Natl Acad Sci,
2006.)

Az elmult évek kutatdsi eredményei alapjan ismertté valtak a C3 aktivalodasat
kiséré fimomszerkezeti ¢s konformacios valtozasok, amelyekkel a molekula sokoldala
bioldgiai funkciéi magyarazhatok (6.4bra), [56]. A komplementaktivacié alternativ
utjanak elinditasaban kulcsszerepe van az Un. Tick-over mechanizmus soran keletkezd
C3(H;0)-nak, melyrdl nem hasad le az ANA domén. A C3b-hez hasonld szerkezeti
C3(H,0) képes megkotni a B faktort, kialakitva igy az alternativ it C3-konvertaz
enzimét [54, 57].

A C3 molekuldbodl (187 kD) az ANA domén (9 kD) lehasitdsa utan kialakulo
C3b (180 kD) fragmentumok mintegy 10%-a kotddik csupan az aktivald felszinhez
észter- vagy amid-kotés altal, a maradék 90% inaktivalodik. A kordbban ismertetett
konformacio-valtozas kovetkeztében tjabb kotohelyek alakulnak ki a C3b molekuldban,
¢s kialakulhat a C5 konvertdz, mely a kaszkdd folytatasdhoz, majd a MAC
kialakuldasdhoz vezet. Abban az esetben azonban, ha az I faktor hasitja a C3b molekulat,

1étrejon az iC3b (inaktivalt C3b) fragmentum, ami a kaszkad tovabbvitelére mar nem
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alkalmas. Egy harmadik hasitasi 1épésben az iC3b-b6l (178 kD) kihasad a C3c (137 kD)
fragmentum, ¢€s az aktivald felszinhez kdtve marad a C3dg (40 kD) fragmentum. A C3
inaktivalasat nukleofil reagenssel, pl. metil-amin (MA) eld lehet idézni, a C3-MA a

tovabbiakban kovalens kdtddésre mar nem képes.

a C3 b C3{H,0) C3{H.0)

H
Anans e <,
f o= <!
v o Cw
¥ Tickover mechanism
54(‘ -,
v

Target-cell surface

Mature Reviews | Immunalogy

6. abra A C3 molekula szerkezete és konformacios valtozasa aktivalodasa soran. (a) A C3
komplementfehérje térszerkezeti modellje az a- és a f-lanc 13 doménjének feltiintetésével.
(b) A C3 kismértékii, spontan hidrolizise soran C3(H,0) alakul ki. A C3-konvertaz
hasitisa eredményeképpen C3a és C3b keletkezik, utobbi szerkezete a C3(H,O)-hoz
hasonlit. A kovalensen kotott C3b tovabbi enzimatikus hasitisa a C3f és iC3b, végiil C3c
és C3dg fragmentum keletkezéséhez vezet.

(Forras: Gros, Nat Rev Immunol. 2008.)

A komplementaktivacié soran keletkezd C3-fragmentumok megjeldlik a targetet,
amely azutan az aktivalodo effektor reakciok révén keriil feldolgozasra, illetve
eliminalasra fagocitézis vagy citotoxikus reakci6 soran. A makrofagok szamos
komplementfehérjét, koztiik C3-t is képesek eldallitani [52, 58], tovabba a C3-
fragmentumokkal opszonizaljdk a kornyezetiikben 1évd antigént (,,local opsonization™),
ami azok hatékony fagocitozisahoz vezet [59]. Kimutattadk, hogy az U937 monocitoid
sejtek az altaluk szekretalt C3 molekulat elhasitjak, és kovalensen megkdtik [60]. A
target felszinén kovalensen fixalt C3-fragmentumok szerepét az ADCC reakcid fokozasa
soran szintén igazoltdk [61], tovabba bizonyitottdk, hogy a C3-fragmentum altal

kozvetitett kapcsolat fokozza NK sejtek és limfocitdk citotoxikus reakcigjat [62, 63]. A
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crer

esetében [64].

Szamos kutatd bizonyitotta a C3b kovalens kdtddésének in vivo jelentségét [49,
59, 65-67]. Human B-sejteken bizonyitottak a CR2 szerepét az aktivalt C3-fragmentum
kovalens megkotésében [68, 69]. Mivel makrofagok, DC-k és eritrocitak is képesek a
C3-fragmentum kovalens kotésére, de nem expresszalnak CR2-t, ezek a sejtek mas C3b-
t fixalo struktarat kell kifejezzenek. Bar az ismert, hogy a fragmentum az aktivator
felszinén 1évé -NH, és -OH csoportok részvételével kialakitott nukleofil ,,akceptor”
molekuldkhoz kotddik, ezeket eziddig nem sikeriilt azonositani. Eritrocitak esetében a
glycophorin fehérjét talaltak lehetséges akceptornak, amely felelds a C3b kovalens
tiidé karcindma sejtekkel végzett vizsgalataikban kimutattdk, hogy C3 kovelensen
kotédik a sejtekhez és internalizalédva sejtosztodast indukal [67, 71].

Az utdbbi idében a C3 molekula fontos szerepére dertilt fény a dendritikus sejtek
in vivo kialakulasa és funkcidja soran. Ghannam és munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy
az oroklott C3 deficiencia sulyos DC miikddési zavarral jar egytitt [72]. Vizsgalataikban
egyértelmiien kimutattak, hogy jollehet, a C3 deficiens beteg makrofagjai szintetizaljak a
C3-t, az nem keriil szekréciora, hanem felhalmozodik a sejtek Golgi
kompartmentumaiban. A betegekben a DC-k mennyisége szignifikansan alacsonyabb
volt, mint egészséges emberekben. Az antigénbemutatd sejtek prezentald képessége
sulyosan karosodott, a humoralis immunvalasz gyengiilt és memoria B sejteket nem
tudtak azonositani. Sajat kisérleteinkben azt bizonyitottuk, hogy ebben a folyamatban a

C3 ¢éretlen dendritikus sejtekhez valo kotddése dontd fontossagu.
2.6 A C3-fragmentumok kotodése immunsejtek p,-integrinjeihez

A C3 molekulat a C3-konvertdzok mellett mas enzimek — pl. kiilonb6z6
sejtfelszini proteazok — is aktivalhatjdk. Az elézdekben részletesen leirt méddon, az
aktivator felszinkez ko6tddott C3b tovabbi emésztése eredményeként eldszor az iC3b jon
1étre, majd a tovabbi hasitds a C3c levalasat eredményezi, mig a C3d illetve C3d(g) a
felszinhez kotve marad (7. dbra, 1. tablazat). A hasitasi fragmentumok a kiilonb6z6
sejteken kifejez6dé CR-ekhez kotddhetnek. A C3b elsdsorban a CR1-hez, az iC3b a
CR3-hoz és CR4-hez egyarant, mig a C3d és C3d(g) foként a CR2-vel reagal. A CRI1 és
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a CR2 az SCR-tartalmu fehérjék csaladjaba tartozik, a CR3 és CR4 a B,-integrinek kozé

sorolhatd, a C3aR az opiat-receptor csaladba tartozik.

Az iC3b természetes liganduma a CR3 (CD11b/CD18, aMp,, Mac-1) és CR4
(CD11c/CD18, aXp,) receptoroknak, melyek a leukocita specifikus P,-integrinek kozé,

az integrin csaladba tartoznak.

kovalensen kétdtt C3-fragmentumok

nativ C3 C3d
|
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Cc=0
—_— o L—_
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CRIg CR3, CR4 CR2

7. abra A C3 komplementkomponens kovalens kétodése az antigénhez, a C3-
fragmentumok kolcsonhatasa C3-receptorokkal (Forras: Immunologia, Szerk: Erdei
Anna, Medicina, 2012.)

Az integrinek szadmos sejtfunkcioban toltenek be fontos szerepet, amelyek
Osszefiiggésben vannak citoszkeletalis atrendezddéssel. Ilyen funkciok az extracellularis
matrix alkotéihoz - pl. fibrinogén, fibronektin, vagy kollagén - torténd adherencia és a
spreading. Szerepet kapnak at integrinek az extracellularis matrix fehérjék fagocitdzisa
révén a szoveti atrendez6dési folyamatokban is [73, 74]. Ugyanakkor az integrinek
fontosak az immunolégiai szinapszis kialakitdsdban és a leukocitdk endotélen keresztiil
torténd migracidjaban is. A Pr-integrineknek a fagocitozis kozvetitésében s
meghatarozd szerepiik van a fejlodés magasabb fokan allo allatokban, ami

elengedhetetlen a patogén vagy az apoptotikus sejt fagocitdzisaban.
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Az integrin-kozvetitett fagocitozis jelensége mar rovarokban is ismert. Jollehet a
gerinctelenekben az aMf; még nincs jelen, a Drosophila melanogaster haemocitdinak E.
coli fagocitdzisa gatolhatdo RGD (Asp-Gly-Arg)-motivumot tartalmazo peptiddel - amely
jol ismert liganduma az integrineknek -, vagy a human [;-integrin specifikus
ellenanyaggal. Mindezek az adatok bizonyitjdk egy antimikrobialis Bs;-szeri integrin
jelenlétét mar a Drosophildban is [75]. Az Anopheles gambia sziinyogban fedezték fel a
BINT2p integrint; knockout rovarokban az E. coli fagocitdzisa 70%-al csokkent [76]. A
megfigyelés, hogy az integrinek emldsokben és rovarokban egyarant részt vesznek a
patogén eltavolitdsaban arra utal, hogy ezek a receptorok mar az evolucid korai
szakaszaban fagocitozisra szelektalodtak. Lehetséges, hogy emldsok esetében bizonyos
integrinek szintén a fagocitozisra specializalodtak [77]. Az elsoként felfedezett
fagocitozist indukalo integrin a CR3 volt, ami komplementtel opszonizalt mikrobak vagy
apoptotikus sejtek legfontosabb receptora [78, 79]. A B.-integrinek meghatarozé szerepét
az antimikrobialis védelemben jol illusztralja, hogy a Leukocita Adhézio Deficiencia I
betegségben (LADI) szenvedd paciensek, a funkcidképtelen [,-integrinjeik miatt
kiilondsen érzekenyek a bakterialis fertdzésekre [80, 81].

A velesziiletett és az adaptiv immunrendszer effektor fazisdban egyarant
kulcsfontossagu szerepe van a fagocitézisnak az antigén feldogozasdban [78]. A
folyamat soran az antigén és receptor zippzar-szerli kapcsolddasa utan, citoszkeletélis
aktin atrendezddéssel keriil felvételre és degradaciora a fagocita altal bekebelezendd
idegen anyag [82].

A Pr-integrinek aktivalodasuk soran jelentés konformacio-valtozason mennek
keresztiil, ami befolyasolja ligandumkotd képességiiket (8.abra), [83]. Az integrinek
csaladjaba tartozo Br-integrinek a membranban horgonyzott, nem kovalensen kapcsolt a-
¢s P-lancbol felépiild, heterodimer glikoproteinek. Az o-lanc az extracellularis N-
termindlis régidban tartalmazza a ligandum-kotésért felelds I domént és a B-propeller
domént. Ezeket koveti a Thigh, a Calfl és a Calf2 domén. A B-lanc szintén tartalmaz N-
terminalisan ligandum kotd, I-szeri domént, ezt kdveti a ciszteinben gazdag PSI (plexin-
semaphorin-integrin) domén, a Hybrid domén, és négy EGF-szerli domén, végiil a p-tail
domén (BTD). Aktivacios stimulus hidnydban a [-integrinek hajlitott, inaktiv
konformacioban vannak (8.4 dbra), melyben a ligandumkdtd I domén a membranra

hajlik, ennek kovetkeztében a molekula ligandumot nem kot.
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Hajlitott, inaktiv Nyujtott, kdzepes aktivitdsat  Nyujtott, nyitott, nagy affintasa

8.abra A P integrinek harom lehetséges konformacioja (Forras: Evans, J. Cell. Sci.
2009.)

A sejt belsejébdl induld - inside-out - aktivacid kovetkeztében a molekula
kinyilik, az I-domén hozzaférhetévé valik a ligandum szdmara, és ez a nyujtott
konformécio kozepes affinitasu ligandum-kotést biztosit (ezt a konformaciot a KIM127
monoklonalis ellenanyag ismeri fel) (8.B dbra). A nyujtott, nyitott konformécioban a
Hybrid domén kiforduldsanak készonhetéen az a- és a B- lanc membrankozeli doménjei
eltdvolodnak egymastol (8.C dbra), és az I domének ligandumhoz valo affinitasa megno,
kialakul a nagy affinitasu kotohely. Ezt a konformaciot a mAb 24 ellenanyag ismeri fel.

Az CR3-kozvetitett fagocitdzis vizsgalata soran kideriilt, hogy az integrinek
miikodése nem izolalt, hanem koreceptorok részvétele sziikséges a teljes aktivacidhoz.
Ezt az aktivaciés folyamatot magyardzza az ,,inside-out” illetve az , outside-in”
hipotézis [77]. Az outside-in szignal uton aktivalo receptorok a ligandum megkotése
altal aktivaljak az integrineket, aminek eredményeképp megvaltozik azok extracellularis
konformacidja, és igy kialakulhat a nagy affinitdsu ligandum-kotdhely (8.abra). Az
outside-in szignal szamos sejtfunkciot aktival, vezethet apoptdzishoz, citotoxikus
reakcidhoz, proliferacidhoz, citokintermeléshez ¢és  kiillonbozd  génaktivacios
folyamatokhoz [84, 85]. Az inside-out aktivacié az extracelluldris stimulusra kialakulo
intracelluldris valaszként foghato fel. A CR3 altal kozvetitett fagocitdzis extracellularis
stimulaciot igényel, amit kemokinek, citokinek (pl. TNF-a) vagy bakterialis anyagok

(LPS) valthatnak ki [78]. Az inside-out szignaliz4cid altalanosan elfogadott aktivatorai a
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Rapl G-protein, tovabba a talin, ami az integrin [,-alegység citoplazmatikus
doménjének NPXY motivumahoz kapcsolodik [86-88]. Erdekességként jegyzem meg,
hogy a Rapl aktivatora az LPS is, ami egyértelmiien bizonyitja a PRR és integrinek
kozotti egytittmiikodést az antigén felismerésében és felvételében. A kdvetkezd 1épésben
az aktivalt integrin extracellularis doménjéhez k6tddo ligandum outside-in szignal utat
aktival, ami citoplazmatikus fehérjék (vinculin, paxillin €s actin) €és szignalfehérjék
(p130Cas, FAK, Rho kindz GTPases) atrendezddését és aktivaciojat valtja ki. Ezek a
folyamatok vezetnek azutan az aktin citoszkeletalis atrendezddéséhez és az adhézio
fokozéasahoz. Ellentétben az Fc- és egyéb fagocitdtikus receptorokkal, a CR3 RhoA

kozvetitésével valtja ki az aktin-polimerizaciot €s a fagocitdzist [89].
2.7. Komplementfehérjék szerepe a HIV fertozés kialakulasa soran

A HIV (Human Immunodeficiency Virus) a a retrovirusok kozé, a lentivirusok
csaladjaba tartozik. Hosszu lefolyasu, latens fert6zést okoz, ami haldlos kimeneteli. A
HIV-fertézés a lappangasi periddust kovetéen gyors lefolyasu, citopatikus
elvaltozasokkal jaré AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) betegséggé alakul. A
HIV virus két tipusa ismert - HIV-1, HIV-2 -, melyek koziil a HIV-1 terjedt el

er6sebben.
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9. abra. A HIV felépitése és kotodése a target sejthez  (Forrds: Immunologia,
Szerk:Erdei Anna, Medicina,2012.)
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A HIV-1 a retrovirusokra jellemzd szerkezettel rendelkezik (9. dbra). Az
ikozahedralis kiils6 burkon beliil, a nukleokapszidban taldlhaté a két + szala RNS
genom. A HIV célsejthez valdo kotddése a trimer gpl20/gp4l burokfehérjék (env
komplex) kozvetitésével torténik. A gpl120 sejtfelszini CD4-hez torténd kapcsolddasa
sztérikus valtozasokat indukdl a gpl120-ban, ami lehetdvé teszi a targetsejt kemokin
receptorahoz (CCRS5/CXCR4), mint koreceptorhoz vald kapcsolodast. A kotddés
kovetkeztében feltaruld gp41 fuzios fehérje a gazdasejt membranjaval valo fizidt idézi

el6.

kotddés fuzid bimbézas —— érés
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10. abra. A HIV fertozés folyamata (Forras: Immunologia Szerk: Erdei Anna,
Medicina,2012.)

A membranfuziét kovetden a HIV nukleokapszidja bejut a targetsejtbe, és annak
citoplazmajaban a nukleokapszid fehérjék megemésztddnek, ezaltal hozzaférhetéve valik
a viradlis RNS (10. abra). A virus RNS genomjardl a reverz transzkriptdz enzim
segitségével eldszor az RNS-DNS heteroduplex késziil el, majd az RNS szal lebontéasa
utan duplaszala DNS irodik at. A duplaszala, virdlis DNS a sejtmagba kertil, ahol virus
eredetll integraz enzim segitségével provirusként beépiil a gazdasejt genomjaba. Ebben a
latens allapotban a viralis gének nem miikddnek, a viralis fehérjék nem jelennek meg a
sejt felszinén, és igy a HIV rejtve marad az immunrendszer el6l. A latensen fert6zott sejt
aktivaldsa a virusgenom atirasahoz és fert6z0 virusok képzddéséhez vezet, amelyek
azutan egészséges sejteket fertéznek meg. A primer fertézés kialakulasa, vagyis a

fert6zoképes virusok atadasa leggyakrabban virus-hordozo sejtek kozvetitésével valdsul
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meg az emberek kozott, elsdsorban szexualis uton. A HIV fert6zés soran a nyalkahartyak
kornyezetében taldlhatdo dendritikus sejtek és a makrofagok a fertézés elsé célpontjai,
amit az ezen sejtek fertézését okozo M-tropikus (R5) tipusu HIV-1 valt ki [90]. A DC-k
tovabbitani tudjak a fert6zd virusokat, az elsddleges célpontot jelentd Th-sejteknek a
klasszikus produktiv infekcid soran, ekozben a virus M+T majd T-tropikus tipussa
transzformalodik [91]. A lappangési id6szak alatt a beteg tlinetmentes, de képes a
fertéz¢és tovabbadasara. Ebben a periddusban a fert6zott szervezetben aktiv adaptiv
immunvalasz detektalhaté; magas virusfehérje-specifikus ellenanyag koncentracio és
fokozott HIV-specifikus CTL valasz mutathaté ki. Az AIDS a virusfertdzést koveto, 2-
10 éves idOszak utdn mutatkozik meg, kialakuldsa a vérben mért T-sejt szam kritikus
érték ald zuhanasaval (200/mm’) hozhato kapcsolatba. A betegség els6 tiinetei az
opportunista fertdzésekkel szembeni fokozott érzékenységben nyilvanulnak meg. Az
AIDS elérehaladtaval virusos, bakteridlis és gombas fert6zések alakulnak ki, fokozddik a
rakos megbetegedések veszélye (pl. Kaposi szarkéma). A HIV-fert6zés kezelés nélkiil a
szimptomak megjelenésétdl szamitott 2-3 éven beliil a beteg halalahoz vezet.

Az antigénprezentald sejtek normalis mikddését bizonyos korokozok képesek
sajat hasznukra forditani. Igy a HIV-1 a fert6zés egész szervezetben vald szétszorasara
hasznalja fel a makrofagokat és a dendritikus sejteket [92]. A velesziiletett immunvalasz
f6 komponense, a komplementrendszer effektor miikddése, valamint opszonizaciods
mikodése meghatdrozd szerepet jatszik a patogén mikrobak fagocitdzisaban és
eliminaciojaban. A HIV képes aktivalni a komplementkaszkad mindharom utvonalat
[93-95].

Leirtak, hogy a HIV bar kisebb mértékben, de ellenanyag hianyaban is képes a
Clq komplementfehérje megkotésére [94]. Mésok eredményei szerint viszont a HIV
csak specifikus ellenanyag jelenlétében valt ki komplementaktivaciot [95, 96]. A gp120
¢s gp4l burokfehérjék kolcsonhatdsa az MBL-el a lektin uton aktivalja a
komplementkaszkadot [93]. HIV-fert6zott egyénekben igazoltak, hogy a virus az
alternativ Gton is aktivalja a komplementrendszert [97].

A komplementrendszer aktivacioja koOvetkeztében a virusrészecskékre
komplementfehérje-fragmentumok rakddnak le, és ennek kozvetitésével a virus CR-on
keresztiil is bejut a monocitakba [98]. A virushoz kovalensen kotodott C3
fragmentumokkal torténd opszonizacid ndveli a humén limfocitdk, monocitak és

makrofagok CR1, CR2, CR3 ¢és CR4 receptoraival torténd kolcsonhatast [98-100]. A
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CR3-al ellentétes hatasrol szamoltak be a DC-k DC-SIGN (ICAM-3-grabbing
nonintegrin) membranfehérjéje esetében, amely molekula tobb mikroba mellett a HIV
megkotésére is képes, majd anélkiil hogy a DC megfert6zddne, tovabbitja a fertdzoképes
virust T limfocitaknak, a tramsz-infekcionak nevezett folyamatban [101]. Korabbi
tanulmanyokban beszamoltak arrél, hogy monocitdk HIV-fertdzédését gatolta a sejtek
anti-CR3 kezelése [102, 103], tovabba periférias mononukledris sejtek fertézodését

részlegesen gatolta a CR3-specifikus ellenanyag [104].

A virus komplement-medialt lizissel szembeni érzékenységét a virus
membranszerkezete, Osszetétele hatarozza meg, in vitro vizsgalatokkal igazoltak, hogy
a virus membranjaba beépiilt komplementszabalyozo fehérjék, a CD46, CDSS5, és CD59

a komplement-medidlt lizissel szemben rezisztensssé teszik a virust [105, 106].

A fentiekben roviden ismertetett eredmények egyértelmiien igazoljak a
komplementrendszer és a makrofagok valamint a dendritikus sejtek szerepét a HIV-

fert6zés soran.
3. CELKITUZESEK

Kutatasaink célja a komplementrendszer és az immunsejtek — elsésorban a
moncitak/makrofagok és a dendritikus sejtek — korabban nem ismert

kapcsolatainak feltarasa. Célkitlizéseink az alabbi négy téma koré csoportosithatok.

1. Célul thztiik, hogy tisztazzuk, mely immunsejtek képesek megkotni a Clq és
az MBL komplementfehérjéket, illetve van-e kapcsolat a Clq és MBL kotShelyek
kozott. Vizsgaltuk azt is, hogy a Clq illetve az MBL kotédésének milyen hatdsa van
human makrofagok ¢és dendritikus sejtek funkcioira. Vizsgaltuk a Clq és az MBL
molekula kotddését éretlen és érett emberi MDC-khez. Tisztdzni kivantuk a Clq és az
MBL kotédésének hatasat emberi dendritikus sejtek mitkddésére.

2. Célunk volt kideriteni, hogy a C3 molekula kovalens megkdtésére képesek-e
az MDC-k? Ha igen, ennek milyen hat4sa van a sejtek differencialodésara, aktivaciojara,
miikodésére, esetleg mas sejtekkel vald kdlcsonhatasukra.

3. Célunk volt tisztdzni, hogy valtozik-e a CR3 és a CR4 expresszidja az MDC-k
differencidlodasa soran és megallapitani, hogy van-e a két receptornak elkiilonithetd
specifikus funkcidja. Mivel kordbban minden CR4 funkcidt elemzd kisérletet egereken

végeztek, és ismert, hogy az egér komplementrendszerének miikodése, receptorainak

31



dc_818 13

kifejezodése €s funkcidja sok esetben jelentdsen eltér az emberétdl, mi a CR3 és CR4
expressziojaban ¢s funkcidjdban megmutatkozé kiilonbséget human rendszerben
vizsgaltuk.

4. Vizsgalatainkkal célunk volt kideriteni, hogy befolyasolja-e a makrofagok
HIV-el valo kdlcsonhatasa a sejtek C3 szintézisét valamint gyulladasi citokin termelését.
Terveztiik annak vizsgalatat is, hogy a DC-k komplementreceptorai milyen szerepet
jatszanak a komplementfragmentummal opszonizalt HIV partikulummal torténd
kolesonhatasban. Munkankban azt is vizsgaltuk, hogy a fertézés hogyan befolyasolja
ezeknek a sejteknek a funkcioit és komplementfehérje-szintézisét, tovabba azt, hogy a

komplementreceptoroknak milyen szerepiik van a fert6zés tovabbitasaban.
4. MODSZEREK

A disszertacio alapjaul szolgaldé cikkekben megtaldlhatd minden moddszer
részletes leirasa, ezért a kovetkezOkben csak a munka soran kiemelten fontos modszerek
rovid leirasara szoritkoztam.

Emberi monocitak izolalasa verbol

Az alabb ismertetett monocita izoldldsi eljaras Freundlich moddszerének
tovabbfejlesztett valtozata [107]. A petri csészéket 5 ml, 2%-os, bidesztillalt vizben
80 °C-on feloldott zselatinoldattal 2 oran keresztiil, 37°C-on inkubaljuk. A zselatint
ezutan leszivjuk, a petri csészéket a steril fiilkében, teté nélkiil, 30 percig szaritjuk. A
buffy-coat-ot 50 ml-es, konuszos miianyag csdben centrifugaljuk 1400 rpm fordulattal,
10 percig, 18 °C-on, fékezés nélkiil. Mianyag csovekbe gyljtjiik a centrifugalast
kovetden a csovek felsd részében elvalt savot, illetve a hatarréteget alkotd periférias
mononukledris sejteket (PMNS). A sejtszuszpenziot Ficoll-oldatra rétegeziink, majd
centrifugaljuk 1600 rpm fordulattal, 35 percig, 18 °C-on, fékezés nélkiil. Osszegytijtjiik a
hatarréteget alkoto6 PMNS-ket, majd kétszer mossuk PBS-sel, 1400 rpm és 1200 rpm
fordulattal, 10 percig, 4 °C-on.

A savot kétszer centrifugdljuk, 10 perc, 3000 rpm, a centrifugalasok kozott tiszta
csObe toltve, mivel ezzel a lépéssel célunk a trombocitak €és a zsir eltavolitdsa. A
zselatinnal kezelt petri csészéket 10 ml PBS-sel lemossuk, utana 10 ml lecentrifugalt
savoval, 30 percen at, CO,-termosztatban inkubaljuk. Az inkubalasi id6 leteltével a petri

csészekrdl a savot eltavolitjuk és 10 ml PBS-sel, kétszer mossuk.
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A PMNS szuszpenziot 4-8x10° sejt/ml koncentracioban, 5 % kevert human
savoval (KHS) kiegészitett kultira médiumban vessziik fel. A sejtszuszpenziot 10 ml-
ként a petri csészékbe osztjuk, majd 40 percig, CO,-termosztatban, 37 °C-on inkubaljuk.
Ezalatt a Mo adheralnak a zselatinnal fedett mianyag felszinre. Az inkubaciot kdvetden
a nem tapadt sejteket 10 ml 37°C-os RPMI-al, 5-6-szor ismételt mosassal eltavolitjuk, a
mosasok kozott razo asztalon felrazva a petri csészéket. A Mo felvalasztasat 5 ml 5 mM
EDTA oldattal, kb. 10 percig 37°C-on, CO, termosztitban inkubalva végezziik. A
sejtszuszpenziot milanyag csdbe szivjuk és kétszer mossuk PBS-el 1400 rpm, majd 1200
rpm fordulattal, 10 percig. A moddszer segitségével mintegy 90-95%-ban tiszta Mo
kultura allithato eld, szennyezésként granulocitak és limfocitdk fordulnak el6.

Monocita eredetii dendritikus sejtek (MDC) és makrofagok (MM) eldallitasa

A monocitakat 10° sejt/ml koncentracidban, 40 ng/ml thuGM-CSF és 1000 U/ml
rhullL-4 jelenlétében 5 nap alatt éretlen MDC-kké (imMDC) differencialtatjuk [108,
109]. A differencialtatas soran a citokineket (GM-CSF és IL-4) 2 naponta pétoljuk.

Monocita eredetli makrofagok (MM) differencialtatasdhoz a monocitakat
10° sejt/ml koncentracioban 40 ng/ml rhuGM-CSF jelenlétében tenyésztjikk 5 napig. A
MM-okat esetenként 20 ng/ml PMA-val aktivaltuk.

A differencialtatasok sikerességét aramlasi citofluorimetriaval kovetjilk nyomon,
az ImMDC-k jellemzé sejtfelszini molekuldinak mennyiségi meghatarozasaval: CD14
CD83", CD86". A MM-ok jellemzéi membranfehérjéi: CD14" és MHCII'.

HIV-1 prepardlas, p24 ELISA

Az 92UGO037 (A/A altipus) M-tropikus HIV-1 primer izolatumot egészséges
donorok vérébdl izolalt PBMC-ben novesztettiik. A virust ultracentrifugéalassl izolaltuk
(20000 rpm), majd felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A HIV-1 mennyiségét a p24
nukleokapszid fehérje mennyiségének meghatarozasaval, a korabban kifejlesztett ELISA
modszerrel allapitottuk meg [103].

Opszonizalt HIV-1 eloallitasa

A kovetkez6 opszonizalt virus preparatomokat alkalmaztuk:

HIV(IgG) : HIV-1-t (1 pg/ml p24), anti-HIV IgG-vel (10 pg/ml) inkubaltuk, amit
HIV" egyének vérszérumabol tisztitottuk.
HIV(IgG+C): HIV-1-t (1 pg/ml p24), anti-HIV IgG-vel (10 pg/ml) és 10-szeresére

higitott friss normal human savéval inkubaltuk.
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HIV(IgG+C+EDTA) : HIV-1-t (1 pg/ml p24), anti-HIV IgG-vel (10 pg/ml), 10-
szeresére higitott friss normal human savoval és 20 mM EDTA-val inkubaltuk.

Az opszonizalt virust ultracentrifugalasal mostuk (20000 rpm). Az opszonizacid
hatékonysagat ELISA teszttel ellendriztiik. Az opszonizalt virust anti-hulgG, vagy anti-
huC3c/C3d fedett felszinen inkubaltuk. A nem kotodott virust lemostuk. A HIV(IgG)
erésen kotddott anti-hulgG coat-hoz, a HIV(IgG+C) az anti-hulgG coat-hoz alig, de az
anti huC3c¢/C3d fedett felszinhez erdsen, mivel a klasszikus komplementaktivacio soran
nagy mennyiségben rakoédott felszinére C3-fragmentum. A kotédott HIV-1-t lizaltuk és
koncentraciojat p24 ELISA tesztben meghataroztuk, majd felhasznalasig -80°C-on
taroltuk.

5. EREDMENYEK

5. 1. A Clq és az MBL komplementfehérjék kotédése és hatasa makrofagok és
dendritikus sejtek érésére és funkcidira

A szervezetiinkben keringd immunkomplexek a komplementrendszer aktivalasa
eredményeképpen Clq és MBL komplementfehérjéket is tartalmaznak. Az is bizonyitott,
hogy apoptotikus sejtek és patogének is képesek kozvetleniil megkotni felsziniikon Clg-t
és MBL-t [23, 24, 110]. A Clg-val vagy MBL-¢el megjelolt antigén — patogén mikroba
vagy apoptotikus sejt -, a komplementfehérjék receptorait kifejezd sejtekkel, példaul
fagocitakkal keriil kdlcsonhatasba. A Cl1q molekula elsésorban I1gG- vagy IgM-tartalmt
immunkomplexhez kapcsolodik globularis egységeivel, az MBL molekula viszont CRD
doménje segitségével kiilonb6z6 mikrobak szénhidrat csoportjait ismeri fel [111]. Mind
a Clq mind az MBL molekula tartalmaz az N-terminalis részen egy kollagén-régiot, ami
az aktivalt, ligandumhoz k&t6dé molekulat Clg-receptorhoz koti. A Clq és az MBL
struktaralisan homolég molekuldk, és szerkezeti hasonlosdguk alapjan kordbban
feltételezték, hogy a két komplementfehérje azonos receptorhoz kapcsolodik. A
kotédésért felelds domén/domének azonositdsa azonban sok esetben ellentmondasos

eredményekhez vezetett.

Az aktivator felszinéhez kotott Clq a kollagén doménjének kozvetitésével

szamos sejttipushoz — monocita, dendritikus sejt, neutrofil granulocita, limfocita,
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endotél-sejt, trombocita - képes kapcsolodni [41]. A kollagén-Clq receptor (cC1qR)
azonositasat szamos kutatds célozta [37, 38]. Jelenleg, a leginkabb elfogadott Clq

receptor a sejtfelszini kalretikulin CD91-el asszocialt komplexe [41].

Kevésbé jellemzett a kollektinek immunsejtekhez kotddése, de azt kimutattak
hogy mandulabdl tisztitott cC1qR-hoz MBL ¢és SP-A is kotddik [112, 113]. Leirtak azt
is, hogy monocitdk esetében a Clq gatolta az MBL-el vagy SP-A-val fedett
partikulumok kotédését [114], forditott esetben részleges gatlasrol szamoltak be [115].
Ez arra utalt, hogy a Cl1q és MBL-kot6 struktirak nem tekinthetdk azonosnak.

A Clq receptorok funcidjanak tanulmanyozasa sordn kideriilt, hogy az
apoptotikus sejtek Clg-val torténd opszonizacidja a humén DC-k Clg-receptoraihoz
gyulladasos kortiilmények kozott a sejtek fertdzés helyszinére vald vonzasat segitheti eld
[46]. Emberi MDC-kkel végzett vizsgalatok igazoltdk, hogy a sejteken a cC1qR mellett
egy masik Clg-receptor is megjelenik; ez a globuléris résszel kolcsonhatasba 1€pd
gCIqgR [43]. A tanulmany szerint az MDC-k érése soran mindkét receptor sejtfelszinen
mért mennyisége csokken, mig masok vizsgalatai szerint imMDC-ken cC1qR/CD91

komplex nem mutathat6 ki [110].

A DC-k a szervezet szamara veszEélyt jelentd stimunlusokra gyorsan
aktivalodnak. Az aktivacié eredményeképpen kialakulé maDC-k, mint antigénbemutat6
sejtek a naiv T-sejtek leghatékonyabb aktivatorai. Az aktivacids stimulustdl és a citokin
miliétdl fiiggden IL- 12 jelenlétében Thl, mig IL-4 hatasara Th2 differencialodés zajlik
le. Ennélfogva a DC-k kulcsszerepet jatszanak az immunvalasz irdnyanak
befolyéasolasaban. Ismert hogy az immunkomplex a Cl-komplex segitségével klasszikus
uton aktivalja a komplementrendszert, masrészt szamos patogén, apoptotikus sejt
kozvetleniil kotddik a Clg-hoz és ellenanyag hianyaban is komplementaktivéaciot valt ki
[23, 24]. A szervezetiinkben keringd immunkomplexek IgG-t Clg-t és C3-eredetii
fragmentumokat egyarant tartalmaznak. [gy az antigén FcR- vagy CR-hoz is
kotddhetnek, amely receptorok fagocitézist indukalnak és ezzel parhuzamosan DC
aktivaciot, DC érést indukdlnak. Nemrég igazoltdk, hogy szilard fazishoz kotott 1gG
hatasara a DC-k FcyRII-kozvetitett érése zajlik le [22]. A CR-medialt DC aktivalodas

részleteit kordbban nem tanulmanyoztak.
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Célkitiizes

Célul tiiztiik ki, hogy tisztdzzuk; mely immunsejtek képesek megkotni a Clq és az
MBL molekulékat, illetve van-e kapcsolat a Clq és MBL kotdhelyek kozott. Vizsgalni
kivantuk azt is, hogy a Clq illetve MBL kotodésének milyen hatdsa van human
makrofagok €s dendritikus sejtek funkcidira. Tovabba, tanulmanyoztuk a Cl1q és az MBL
kotddésének hatdsat emberi dendritikus sejtek mitkodésére.

Eredmények

Korabbi vizsgalatokban intenziven tanulmanyoztak a C1q kotédési tulajdonsagait,
viszont a hasonl6 szerkezetli MBL kotddését nem. Tisztazni kivantuk, hogy kiillonbozo
immunsejt tipusok Clg- és MBL-kotd képességében van-e kiilonbség normal ionerén
vagy a fizioldgiashoz hasonlo koriilmények kozott. Citofluorimetrids kisérleteink alapjan
megallapitottuk, hogy a Clq limfoid és mieloid sejtekhez egyarant jol kotddott, viszont
az MBL els0sorban mieloid eredetii sejtekhez - monocitoid THP-1, vérbdl frissen izolalt
normal humén monocita - kapcsolddott (1/.abra) és hasonlo kotddést mutattunk ki U937

human monocitoid sejtvonal valamint P388D1 egér makrofag sejtvonal esetében is.

Megvizsgaltuk emberi monocita eredetli makrofagokon az MBL kotodését, a
megkotott fehérje mennyiségében jelentds donor fiiggést talaltunk, ami a differenciacid
elérehaladtaval csokkent. A kotddott MBL mennyisége mannoz-kezelés hatasara nem
csokkent, ami arra utal, hogy az MBL nem lektin aktivitdsa révén, vagyis nem a CRD

doménjei kozvetitéséveln kapcsolddik a sejtfelszinhez.
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Korédbban felmeriilt, hogy a két komplementfehérje szerkezeti hasonlosaga miatt
azonos receptorhoz kotddhet. Tisztdzni  kivantuk, van-e versengés a két
komplementfehérje kozott a kotohelyekért. Kisérleteinkben a Clq (30 pg/ml) és az MBL
(30 pg/ml) kotddését kiilon-kiilon, valamint egyiittesen alkalmazva is megvizsgaltuk
THP-1 sejtekhez és normal human monocitakhoz (12.abra). Eredményiink szerint a két
komplementfehérje nem befolyasolta szignifikdnsan egymas kotddését egyik sejttipus
esetében sem, ami arra utal, hogy az MBL és a Clq molekula kiilonb6z6 receptorhoz

kapcsolodik monocita/makrofag sejtek felszinén.

THP-1 sejtek ' 12. abra
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Néhany tanulményban kordbban beszamoltak arrdl, hogy a Clq kotédése
alacsony ionerén szignifikdnsan megnd [37, 111], ezért megvizsgaltuk, hogy ilyen
koriilmények kozott, 5% glukdz tartalmi SmM barbiturat puffert alkalmazva valtozik-e
az MBL ko6todésének mértéke THP-1 sejteken. Eredményiink szerint a kozeg ionerejének

megvaltoztatidsa nem befolyasolta az MBL kotddését.

A régebben leirt lokalis opszonizacio jelensége szerint az aktivalt makrofagokbol
megnovekedett mennyiségben felszabadul6d C3 a kozvetlen kornyezetben 1évé sejteket és
mikrobéakat opszonizalja, aminek hatasa van a cellularis immunvalaszra [59, 60, 116,
117]. Megvizsgaltuk, hogy a Clg-val torténd aktivacié vajon fokozza-e a makrofagok
C3 termelését és azok lokalis opszonizald képességét. Abban az esetben, ha az U937
huméan monocitoid sejteket Clg-val aktivaltuk, fixalt C3-fragmentumokat detektaltunk
az aktivalt sejtek felszinén, valamint az aktivalt fagocitakkal egyiitt inkubalt

birkavorosvérsejtek (mint antigén) feszinén is. Az igy opszonizalt antigént a
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fagocitakhoz adva, fokozott mértékii fagocitozist mutattunk ki (73. dbra), ami anti-C3
F(ab’), ellenanyaggal gatolhat6é volt. A Clq altal kivaltott aktivacidonak fiziologidsan
szerepe lehet a lokalis opszonizacidoban, vagyis a makrofagok 4ltal fokozott
mennyiségben szekretalt C3 opszonizdlva az antigént, fokozza azok fagocitdk altali
felvételét.
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13. abra. Clq kezelés hatasa U937 sejtek lokdlis C3 opszonizaciojara. (A) Kiilonbozo
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citofluorimetriaval. (B) Fixalt C3 kimutatasa Clq aktivalt U937 sejtek kornyezetében
inkubalt birka vorosvertesteken. (C) FITC-jelzett birka vorosvertest fagocitozisa Clg
jelenlétében aktivalt U937 sejtek altal. A kisérletekben kontrollként nem aktivalt U937
sejteket hasznaltunk. (Egy reprezentativ kisérlet eredménye ot fiiggetlen kisérletbdl.)

A Clq esetében vizsgaltdk kordbban a kotddés néhany funkcionalis
kovetkezményét, viszont a kollektineket ebbdl a szempontbol nem tanulmanyoztak.
Monocitoid U937 ¢és THP-1 sejtvonalakat, valamint normal makrofagokat immobilizalt
Clq vagy MBL jelenlétében tenyésztettiink. Mértiik az egyik fontos makrofag-eredetii
human monocitdk TNF-a termelését. Hasonld citokin termelés fokozast detektaltunk in
vitro differencialtatott human makrofagok, valamint U937 és THP-1 monocitoid sejtek
Maisok eredményei szerint a Clq noveli endotél sejtek gyulladési citokin termelését
[118]. Mindezek az adatok alatamasztjak, hogy a Clq szerepet jatszhat az akut-fazis
reakcio szabalyozéasaban.

Tanulmanyoztuk a Clq és az MBL kotédésének hatdsat emberi MDC-k esetében.
Eredményiink szerint a Clq molekula kotédik az éretlen és érett emberi MDC-khez,

azonban az MBL kd&tédését MDC-khez nem tudtuk kimutatni (74. abra).
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14. abra Clq és MBL kotodése human im- és maMDC-khez. (A) Clq és MBL kotodés
citofluorimetrias vizsgalata. (B) Kotodott Clq kimutatasa imMDC-k felszinén konfokalis
lézer scanning mikroszkopos felvétel (60x). (Egy reprezentativ vizsgalat eredménye hét
fiiggetlen kisérletbol.)

Az NF-xB transzkripcios faktor aktivalodasa a DC-kben szerepet jatszik az MHC
molekuldk és szamos kostimulator molekula, valamint citokin expresszidjaban. A Clg-

val aktivalt MDC-kben dézis-fliggd NF-kB magi transzlokaciot mutattuk ki (15. abra).
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15.abra Clgq altal kivaltott NF-kB transzlokadcio imMDC-kben. (A) Kontroll, LPS- és
Clg-kezelt imMDC-k Western blot vizsgdlata. 5%10° imMDC-t inkubdltunk 35 és 8 ug/ml
Cl-val, illetve pozitiv kontrollként LPS-el. Mosdst kévetoen a sejteket lizaltuk, a mintadt
centrifugaltuk, majd a feliiluszot futtattuk (10 % SDS-PAGE) és blottoltuk. A blottot NF-
kB p50-specifikus ellenanyaggal, HRPO-konjugalt masodlagos ellenanyaggal kezeltiik és
ECL technikaval vizualizaltuk. Belso kontrollként aktin probat alkalmaztunk. A szamok a
denzitas értékeket jelolik. (B) NF-xB transzlokdcio kimutatasa CLM modszerrel. ImMDC-
ket p65 (RELA) cDNS-EGFP-t tartalmazo plazmiddal transzfektaltuk, ezutan a sejteket
LPS-el illetve Clg-val kezeltiik és 1 o'm mdlva vizsga'ltuk az NF—KB sejtmagba tb'rténo"

erer
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Vizsgaltuk a Clq hatdsat az MDC-k differencialédasara. Az imMDC-ket Clg-val
fedett felszinen tenyésztettiik, majd meghataroztuk a CD80, CD83, CD86, MHCII ¢és
CCR7 molekulak sejtfelszini expressziojat. Valamennyi esetben szignifikdns expresszio
fokozodast mutattunk ki.

Ismert, hogy az maDC-k hatékony aktivatorai a T limfocitdknak, ezért
indokoltnak tartottuk megvizsgalni a Clg-aktivalt MDC-k allogén T-sejt aktivald
képességét. Kisérleteinkben a C1q kezelés hatasara az MDC-k T-sejt aktivald képessége
szignifikansan nétt a kontroll MDC-kkel 6sszehasonlitva (16 .dbra).

Az NF-«kB transzlokacios €s T-sejt proliferacios eredmények alapjan érdemesnek
tartottuk megvizsgalni, hogy a Clq kezelés befolyasolja-e az MDC-k IL-12 citokin
termeld képességét. Azt tapasztaltuk, hogy a Clq kezelés az MDC-k IL-12p70
produkciodjat mintegy 20-szorosara novelte (~2pg/ml—40 pg/ml), ami az LPS-stimulalt

sejtek citokin termelésének (~220 pg/ml) kb. 20 %-a.
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16.abra Clg-kezelt MDC-k allogen T-sejt aktivalo képessége Clg-, LPS-kezelt és
kontroll MDC-ket allogén T-sejtekkel kiilonbozo DC:T osszetételben kokulturaban
tartottunk, majd négy nap milva *H-timidin beépiilés mérésével jellemeztiik a T-sejtek

crer

atlagabol szamitva. (Egy reprezentativ minta eredménye négy fiiggetlen kisérletbol.
* p<0,05, ** p<0,01)

A tovéabbiakban a Clg-aktivalt MDC ¢s allogén T-sejt kokulturak feliiluszdjabol
meghataroztuk az IFN-y, a TNF-a és az IL-10 mennyiségét (17.abra). A Clg-kezelt
MDC-k, hasonléan az imMDC-khez nem termeltek IFN-y-t, viszont a sejtekkel
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kokultaraban tartott T limfocitdk IFN-y termelése 2-3-szorosara nétt. Ez a fokozddas

feltehetéen az IL-12 &ltal stimulélt Thl-sejteknek koszonhetd. A Clg-kezelt MDC-k

nagy mennyiségben szekretaltak TNF-o-t a kontroll sejtekkel dsszevetve. Az MDC:T

kokultirakban mért viszonylag alacsony TNF-a szint feltehetéen annak kovetkezménye,

hogy a T-sejtek felhasznaltdk azt. Hasonld jelenséget tapasztaltunk az LPS-aktivalt

MDC:T kokultarak esetében is. Erdekes modon az IL-12 termelését gatlo IL-10

mennyisége szintén nétt az MDC-k Clq kezelését kovetden, de ennek szintje nem érte el

az LPS-aktivalt MDC-k altal termelt mennyiséget.
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17.abra

Clq kezelés hatasa IFN-y, TNF-a, és IL-
10 termelésre MDC kulturdban és
MDC-allogén T kokulturaban. Kontroll,
Clg-kezelt és LPS-kezelt MDC daltal
(csikozott oszlop), valamint ezeknek a
sejteknek a T-sejtekkel készitett
kokulturdinak IFNy, TNFa és IL-10

s

e rer

feliiluszokbol ELSA technikaval
hataroztuk meg, pg/ml +/- SD
dbradzolva.

(Egy reprezentativ eredmeény ot

fiiggetlen kisérletbol.)
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Osszegzés

A Clg- és MBL-felismerd strukturdk fontos szerepet jatszanak az antigén
feldolgozds a soran. Mig a Clqg-kotd struktardk szerkezetének ¢és funkcidonak
vizsgalataval szdmos kutatasban foglakoztak [37-39, 42, 111, 113], addig a Clg-hoz
hasonld szerkezetii lektinek, mint pl. az MBL receptorarol és szerepérdl jovel
kevesebben tudunk. Mig a Clq miikddése elsésorban az adaptiv immunvalaszhoz
kapcsolodik, addig az MBL a velesziiletett immunvalasz soran tolt be sokoldalu

szerepet, mint mintazatfelismerd molekula [28, 119].

Malhotra ¢és munkatarsai bizonyitottdk, hogy a manduldbdl szeparalt
limfocitédk detergens lizdtumabol izolalt cC1qR nemcsak C1g-t, hanem kollektineket -
MBL, SP-A és conglutinin - is megkdt [113]. Ugyanakkor, alacsony ionereju puffer
kozeget hasznalva az MBL-el vagy konglutinin kollektinekkel torténd inkubacio csak
részben gatolta a Clq kotddését. Ez és masok hasonld eredményei arra utaltak, hogy
az MBL- és a C1qg-kotd receptorok nem azonosak [114]. A két komplementfehérje
kotodését és a  kotddés kovetkezményeit célzd vizsgdlatainkkal ezeket az
ellentmondasokat kivantuk feloldani [45-sajat]. Mieloid és limfoid eredetii sejteken
egyarant megvizsgalva a komplementfehérjék kotddését azt talaltuk, hogy az MBL-
koto strukturak korlatozottabb el6fordulast mutatnak. Az MBL ko6todésést THP-1,
U937 human monocitoid sejteken valamint kisebb mértékben normal human
monocitdkon ¢és makrofagokon mutattuk ki (/7. dbra). Az emberi MBL k&todott egér
P388D1 makrofag sejtvonal sejtjeihez is, ami arra engedett kdvetkeztetni, hogy a két
fajpban az MBL-kotd receptorok azonos, vagy nagyon hasonld szerkezetiiek. Az
emlitett sejttipusok C1qg-kotd képességét szintén megerdsitettiik, de mig a Clq emberi
limfocitakhoz kotédott, az MBL nem (/1. dbra). Mésok eredményei szerint, a Clq
kotddése alacsony ionerén fokozodott [41, 111, 113], sajat adataink szerint az MBL
kotddésését ez nem befolyasolta. Clq és MBL ekvimolaris keverékébdl torténd
kotédési, kompeticios kisérleteink eredménye azt bizonyitotta, hogy a két fehérje
receptora makrofagokon kiilonb6z0 (12.abra).

A kotédési vizsgalatainkkal 0sszhangban, gy talaltuk, hogy a Clg-nak ¢és az
MBL-nek funkcionalisan is eltérd szerepe van. Masok eredményei szerint, a Clq
endotél sejteken novelte az IL-8, az IL-6 és az MCP-1 termelést [118]. A Clq
jelenlétében tenyésztett MDC-k citokin termelését vizsgalva megallapitottuk, hogy
fokozott mértékben szekretaltak a TNF-a, az IL-6, az IL-12 és az IL-10 citokineket (77.
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abra), az MBL ezt nem befolyasolta. Tanulméanyoztuk a C1q-kezelt MDC-k allogén T-
sejt aktivaldo képességet. Megallapitottuk, hogy a Clg-kezelt MDC-k szignifikans

crer

mértiink a kokultarak feliilisz6jabol, ami Thl tipust immunvalaszra utal.

Szintén szelektiv fokozast mutattunk ki a makrofagok 4ltal termelt masik
komplementfehérje, a C3 esetében. A Clq altal aktivalt monocitoid sejtek fokozott C3
szekrécidjuk révén, a kornyezetiikben 1évé antigént hatékonyan opszonizaltdk, ami
hozzéjarult azok fokozott fagocitézisahoz (13.dbra). Ezzel ellentétben, az MBL
molekula, amely a velesziilett immunrendszer fontos eleme, a fentiektok eltérd sejt-

kozvetitett mitkodésekben jatszhat szerepet.

A DC-ket szdmos stimulus aktivalhatja - igy nemrég szamoltak be arr6l, hogy
bizonyos szérumfehérjék, pl. a fibrinogén, szintén kivalthatnak sejtaktivaciot [120].
Eredményeink szerint, egy masik szérumfehérje, a Clq szintén befolyasolja a DC-k
differencialodésat, fenotipusos és funkciondlis valtozast eldidézve. Ezek az erdmények
arra utalnak, hogy DC-k fiziologids kornyezetében, a testnedvekben 1évo
szérumfehérjék szabalyozzak a DC-k miikodését, tovabba az in vivo jelenlévo
immunkomplexek szintén tartalmaznak megkotott szérumfehérjéket. Kisérleti
rendszeriinkben a milanyag felszinen immobilizalt Clq alkalmazéasaval, az
immunkomplexben 1év6 C1q hatasat modelleztiik. Eredményeink szerint, az imMDC-k
¢s maMDC-k egyarant megkotik a Clg-t, a kotés mértéke a sejtek érése soran
kismértékben csokken. A Clg-hoz hasonld szerkezetli MBL-t viszont nem kotddik az
imMDC-khez és ez nem valtozik a sejtek differencialodasa soran (17. dbra). Az
imMDC-ket a Clg-fedett felszinen tenyésztve a sejtek érését detektaltuk; a CDS3,
CD86, MHCII ¢s CCR7 molekulak expresszidja fokozddott és ennek mértéke

osszevethetd volt az LPS aktivacid hatasaval.

Szamos eredmény aldtamasztja, hogy az NF-kB fontos szabdlyozdja a DC-k
funkcioinak, igy példaul az antigénbemutatds folyamatanak [121-123]. Eredményeink
szerint az imMDC-ket immobilizalt C1q felszinen tenyésztve, fokozdodik az NF-kB magi
transzlokacioja és a sejtek IL-12, TNF-a és IL-10 szerkécidja megnd. Az IL-10 autokrin
modon csabalyozza aDC funkcidkat; csokkenti a kostimulator molekuldk expresszidjat,
az IL-12 termelést, vagyis gatolja a Thl differencialodast és tolerancia kialakulasahoz
vezet [124, 125]. Az imMDC-ket IL-10 neutralizalo ellenanyaggal kezelve fokozodott a
sejtek CD80, CD83, CD86 és MHCII expresszidja, a TNF-o ¢és IL-12 termelése,
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valamint n6tt Th1 aktivalo képességiik [124]. Leirtak, hogy nyugvo koriilmények kozott
az IL-10 termeld makrofagok feleldsek elsdsorban az apoptotikus sejtek fagocitozisaért
[126], tovabba azt is, hogy az IL-10 gatolja a monocitdk DC-kké diffrencidlodasat és
aktivacios stilulus indukalta érésiiket [127]. Sajat eredményeinket masokéval dsszevetve
arra kovetkeztettiink, hogy az MDC populéacioban IL-10 termeld regulator DC-k is jelen
lehettek [110].

Eredményeink a C1q komplementfehérje egy eddig nem ismert funkciojara hivja
fel a figyelmet [45-sajat, 128-sajat]. A DC-k aktivalasa a Clq altal az adaptiv
immunvalasz fokozasahoz, T-sejt tolerancidhoz is vezethet, att6l fliggden, hogy az adott
szoveti kornyezetben milyen egyéb faktorok vannak jelen. Beszamoltak arrdl is, hogy az
imMDC-k funkciondlisan aktiv Clg-t termelnek, amelynek mennyisége meghaladja a
makrofagok altal eléallitott fehérje mennyiségét [25, 43]. Kimutattdk hogy a DC-k az
altaluk termelt C1g-t képesek megkdtni, ami befolyasolja a sejtek érési folyamatat.

A Clq 06roklott hianya jelentésen megndveli az autoimmun betegségek — RA,
SLE - kiakakulasanak az esélyét. Eredményeink ezt alatamasztjak annyiban, hogy ha a
DC-k szabalyozéasaban fontos szerepet jatszd szérumfehérje, a Clq hidnyzik, az karosan
befolyasolhatja a kialakul6 immunvalaszt. A Clq jelenléte az immunkomplexekben,
illetve a opszonizalt apoptotikus sejtek felszinén az immunvalasz aktivalasa és

regulacidja révén befolyasolhatja az autoimmun folyamatokat.

5.2  C3b kovalens kapcsolodasanak hatasa makrofagok és dendritikus sejtek

érésére és funkcioira

A komplementaktivalodéas soran az antigén felszinéhez kovalensen kotodd C3b-
nek kozponti szerepe van, mivel alegységét képezi a C3- és C5-konvertaznak igy a
kaszkad tovabbfutdsat eredményezi, valamint az antigént megjeldlve opszonikus

fagocitozist tesz lehetdve [49, 65, 66].

Kisérleteinkben a komplementakivalédas soran kulcsfontossagu szerepet betoltd
C3  komplementfehérje sejtmiikddésre gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk. Az
immunvalasz kialakulasa sordn kiilonosen fontos szerepe van az immunsejtek kozott
kialakul6 kolcsonhatasoknak. A komplementkaszkddban kulcsfontossagi C3 fehérje
sokoldalu funkci6 kozott az adhéziés folyamatokban betoltott szerepét szamos

kutatocsoport, koztiik a miénk is részletesen vizsgalta [129]. A kovalens kotddést a C3d
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fragmentumban, a cisztein -SH és glutamil -COOH csoport kdzott jétrejovo tioészter
csoport teszi lehetdvé, ami a molekula aktivaciojaval valik hozzaférhetévé. A C3 eredetli
fragmentumok megkdtésére szdmos immunsejt képes [117, 130-131, 132-sajat]. U937
monocitoid sejtekrdl kimutattdk, hogy szekretaljak és kovalensen meg is kotik a C3-at
[60].

A C3-fragmentum megjeldli a targetet, amely azutdn az aktivalodo effektor
reakciok révén keriil feldolgozasra fagocitézis vagy citotoxikus reakcid sordn. A
makrofagok szdmos komplementfehérjét, koztik C3-t is képesek eldallitani [52, 58],
tovabba oposzonizaljak a kornyzetiikben 1€v6 antigént, ami azok hatékony fagocitdzisahoz
vezet [59]. A target felszinén kovalensen fixalt C3-fragmentumok szerepét az ADCC
reakcid fokozasat igazoltak [61]. A C3-fragmentum altal kdzvetitett kapcsolat fokozta NK
sejtek és limfocitak citotoxikus reakcidjat [62, 63]. C3-deficiens tengerimalacokkal végzett
kisérletekben bizonyitottak a C3 szerepét peritonealis makrofagok fokozott T-sejt aktivalo
sejteken ¢és néhdny egér sejtvonal sejtjein pl. A20 B limfoma sejteken [64].
Munkacsoportunk kimutatta, hogy az aktivalt egér makrofagok szérumban keletkez6
aktivalt C3b-t képesek megkotni a felsziniikdn, és a komplement-fragmentum tobb oOra
elteltével is kimutathatdo a sejtfelszinen [117, 130-132]. Kordbban bizonyitottuk, hogy
makrofagok ¢és B limfocitdk kovalensen fixdljak a C3b-t felsziniikdn, és ez fokozza
antigénbemutatd képességiiket [132-134]. Egér modell rendszerben végzett kisérleteinkben
azt mutattuk ki, hogy a komplementrendszer alternativ aktivacidja kovetkeztében
keletkeznek a kovalensen kotddd fragmentumok. Megvizsgalva a makrofagok
antigénbemutatd képességét azt taldltuk, hogy a friss szérummal kezelt makrofagok
fokozott mértékben aktivaltdk az antigén specifikus T-sejteket, a T-sejtek CR1/CR2-
specifikus ellenanyaggal torténd kezelésével azonban ez a hatas megszlint. Eredményeink
szerint az APC altal kovalensen fixalt C3 fragmentum az antigénprezentacié soran a T
limfocitdk CR1/CR2 receptoraval kolcsonhatasban valtja ki a proliferacié fokozast, ami
egy Ujabb, kordbban nem ismert kapcsolddasi pontra hivja fel a figyelmet a velesziiletett és
az adaptiv immunrendszer kozott [132-sajat].

A C3 szerepe az antigénprezentacioban meghatarozza a germindlis centrumban
zajlo sejtes mikddésekben az FDC, makrofag, T és B limfocitak kolcsonhatasat a C3-
fragmentumok 4ltal, ami megmagyarazza azt, hogy C3-deficiens allatokban miért

karosodik sulyosan a B-sejt medialt humoralis immunvalasz [135].
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Egér C3 KO modellrendszerben leirtak, hogy a makrofagok ¢s DC-k antigén
bemutaté mitkdodése gatolt. A C3 szerepét a DC-k differencialoédésaban bizonyitja, hogy ez

a miikddés C3 deficiens emberekben sulyosan kéarosodik [72].

Szamos kutatd bizonyitotta a C3b kovalens fixaladsanak in vivo jelentéségét [49, 60,
65-67, 129-131, 134, 136]. B-sejteken sikertilt igazolni, hogy a C3-fragmentum kovalens
kotéhelye a CR2 [69]. Mivel makrofagok, DC-k és eritrocitdk nem expresszalnak CR2-t,
ezek a sejtek mas C3b-t fixalo strukturat kell kifejezzenek. Ismert, hogy a C3b-fragmentum
az aktivator felszinen 1évé -NH, és -OH csoportokhoz kotddik kovalensen. A nukleofil
jellegti ,,akceptor” molekuldkat azonban ezeken a sejteken eziddig nem sikertiilt azonositani.
Eritrocitdk esetében a glycophorin fehérjét talaltdk lehetséges akceptor helynek, amely
40, 60 és 90 kD molekulasulyu fehérjét azonositottak mint potencialis C3-kotd strukturat
[137, 138].

Célkitiizés

Célunk volt megvizsgalni, hogy a C3 kovalens megkdtésére képesek-e az MDC-
k? Ha igen, ennek milyen hatdsa van a sejtek differencidlodédsara, aktivaciojara,
miikodésére, esetleg mas sejtekkel vald kdlcsonhatasukra.

Eredmények

A C3-fragmentumok kotddését imMDC-khez citofluorimetria segitségével
jellemeztiik. Szérumbdl izolalt, nativ C3-al kezelve a sejteket, citofluorimetrids
vizsgalattal koncentracio-fliggd kotddést detektaltunk az imMDC-k felszinén (18.4
abra). Szignifikans C3 kotddést mutattunk ki abban az esetben is, ha sejteket NHS-el
kezeltiik, mint fizioldgias komplement-forrassal. A metilaminnal (MA) valo eldkezelés
tonkreteszi a molekula kovalens kotéhelyét, igy az a tovabbiakban kovalens moédon nem,
csak receptorokhoz képes kapcsolodni. Eredményeink szerint a MA-kezelt NHS-bdl alig
kotddott C3 a sejtekhez, ami arra utal, hogy a C3 fragmentumai talnyomoérészt kovalens
modon kotddtek a sejtekhez (18.B dbra). Az imMDC-ket PMSF-el elokezelve a C3
kotddés visszaszorulasat tapasztaltuk, vagyis a C3 hasitasaban szerepet jatszanak a sejtek
altal szekretalt enzimek (18.C dbra). A C3 kotddés modjanak jellemzésére az imMDC-
ket eldkezeltik a CR3 ligandum-kotd helyével specifikusan reagéld monoklonalis
ellenanyaggal (anti-CD11b, TMG6-5). A TMG6-5 ellenanyagért Dr. Ando Istvannak
(MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont) tartozunk készonettel. A TMG6-5-el torténd

eldkezelés alig valtoztatott a nativ C3 kapcsolodasanak mértékén, ami szintén megerdsiti
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azt, hogy a C3b elsdsorban kovalens médon kotédik az imMDC-khez kisérleti
rendszeriinkben (18.D abra).
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18.dbra. C3b kovalens kotédésének kimutatasa MDC-khez. Az imMDC-ket a kévetkezok
szerint kezeltiik, majd mértiik a kotédott C3-fragmentumokat anti-C3c-FITC-el,
normal human savo (NHS), mint komplement forras, illetve metilamin-kezelt normal
human savo 10x higitasa (MA-NHS) (C) tisztitott nativ nativ C3, MA-C3 és PMSF+C3
(D) TMG6-5 (anti-CDI11b) ellenanyag+nativ C3. ( Egy reprezentativ eredmény ot
fliggetlen kisérletbol, MFI adatok)

Kivancsiak voltunk arra, hogy a kovalensen megkotott C3-fragmentumnak mi a
tovabbi sorsa. Az imMDC-ket tisztitott, nativ C3-al kezeltiik, majd a sejtfelszinen fixalt
komplement-fargmentumokat citofluorimetriaval mutattuk ki. Eredményeink szerint a
ImMDC felszinén fixalt C3-fragmentum gyorsan internalizalodik (a kezelést kdvetd 30
percen beliil), de fixalt fragmentumok még 24-48 6ra mulva is detektalhatok a sejteken
(19.4 abra). Az intra — és extracellularis C3-t egylittesen mérve azt talaltuk, hogy az els6
20 percben bekovetkezett gyors csokkenés utan a szintje azonos maradt (19.B dbra). Az
internalizalt C3-t konfokalis mikroszkdéppal is kimutattuk nativ C3-al inkubalas és

permeabilizalas utan (19.C dbra). Amint az a képen jol lathatd, a C3-fragmentumok
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egyarant jelen vannak a sejtfelszinen és intracellularisan, LAMP-1 lizoszomalis

fehérjével asszocialt modon.
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19. abra.
Kovalensen imMDC-khez kotodott

C3-fragmentumok internalizacioja.
(A) Kovalensen kotott C3-
fragmentumok kimutatasa imMDC-k
sejtfelszinén a C3 kezelést kovetoen.
Az MFI értékek az anti-C3c-FITC
jelolés eredményét mutatjak,
kontrollként médiumban tartott

sejteket hasznaltunk.

(B) Az extra- és intracellularis C3-
fragmentum detektaldsa C3 kezelést
kovetoen. Kontrollként médiumban
tarott sejteket hasznaltunk.

(C) 37°C-on, 30 percig nativ C3-al
kezelt imMDC-k konfokalis
mikroszkopos vizsgalata. A kezelés
utan a sejteket permeabilizaltuk és
jeloltiik anti-C3c-FITC-el (z6ld) és
anti-LAMP-1-PE-el (voros). Bal
oldali kép az anti-C3c-FITC jelolés,a
kozépso a kettos jelolés, a jobb oldali
a fenymikroszkopos felvétel (60 %
objektiv és digitalis nagyitas). Egy
reprezentativ eredmény ot fiiggetlen

kiserletbol.
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Ismert, hogy az aktivacids stimulus hatassal van a DC-k érésére. Megvizsgaltuk,

hogy a C3 fixacid befolyésolja-e az imMDC-k érését, ezért a nativ C3-al torténd kezelés

utan mértiik a érési markerek expresszidjanak valtozasat (11.tablazat).

imMDC maMDC nativ C3-kezelt | Immobilizalt
MDC C3-kezelt MDC
CD83 |5,79 +/- 0,35 13,34 +/- 2,21 *** | 7.38 +/- 0,41 ** |4,57 +/- 0,71
CD80 |5,28 +/-1,18 8,07 +/- 0,79 * 6,44 +/- 0,75 4,61 +/- 0,89
CD86 |10,08 +/- 1,46 30,88 +/- 6,35 *** | 25,98 +/- 2,01 *** | 9,1 +/- 2,00
MHCII | 89,30 +/- 25,42 142,34 +/-20,1 * 137,21 +/-11,3* [95,42 +/- 13,5
MR 25,49 +/- 4,98 15,81 +/- 1,87 * 22,49 +/-4,4 29,68 +/- 0,99

Il tablazat Nativ és immobilizalt C3 kezelés hatasa MDC-k érésére.

Harom fiiggetlen kisérlet citofluorimetrias vizsgalat alapjan szamolt MFI +/- sd.
(* p<0,05,** p<0,01,*** p<0,005).

Az imMDC-k kiilonb6zé C3-fragmentumokat kété komplementreceptorokat is
kifejeznek, igy a komplementfehérje ezekhez is kapcsolddhat a kovalens fixacié mellett.
Tisztitott nativ C3-al torténd kezelés mellett miinyag-felszinen immobilizalt C3
jelenlétében is inkubaltuk a sejteket, mivel ebben az utobbi esetben a felszinhez
kovalensen kapcsolodo C3-fragmentumok CR3/CR4 medialt médon kapcsoldodhatnak a
sejtekhez. Két nap mulva megvizsgalva a sejtek fenotipusos valtozasat azt tapasztaltuk,
hogy a kovalensen kt6dd C3-fragmentum erdsen fokozta a CD83, CD86 és MHCII
expressziot, viszont a CD80 ¢és a MR mennyisége nem valtozott szignifikansan. Ezzel

szemben az immobilizalt C3 egyik marker expresszidjat sem befolyasolta.

Az imMDC intenziv antigénfelvételében fontos szerepe van a sejtek MR-nak.
Ennek mennyisége patogén (vagy LPS) stimulus hatdsira szignifikansan csokken.
Kisérletiinkben a MR-k mennyiségét nem befolyasolta sem a nativ, sem az immobilizalt
C3-al torténd kezelés, ezért FITC-dextran fagocitozis teszttel megvizsgaltuk, hogy a
MR-k funkciondlisan aktivak maradnak-e. Amint eredményeink mutatjdk, a MR

aktivitasat a C3-kezelés nem befolyasolta (20.dbra).
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20. dabra MR expresszidja és funkciondlis aktivitasa C3-kezelt imMDC-ken. (A) MR
expresszio kontroll, LPS-kezelt, nativ C3-kezelt és immobilizalt C3-al kezelt imMDC-ken.
A detektalast anti-MR-PE ellenanyaggal tortént, a sziirke kitoltott oszlopok az izotipus
kontrollt mutatjak. (B) A MR funkciondlis vizsgadlata az elobbi kezelések utan, FITC-
dextran fagocitozis citofluorimetrias vizsgalataval. (Egy reprezentativ eredmény ot
fliggetlen kisérletbdl.)

El6z6 vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a nativ C3 kezelés hatasara fokozodott
az imMDC-k CD83, CD86 és MHCII expresszidja, ezért tanulmanyoztuk az aktivalt
sejtek allogén T-sejt proliferaciot kivaltdé hatasat. A 21.4 dabran bemutatott
eredményeink szerint, a nativ C3-mal kezelt MDC-k T-sejt aktivald képessége
Osszevethetd volt az LPS-stimulalt maMDC-k hatasasaval. A stimuldcié magyarazataul
[139], ami a DC-ken fixalt C3-t megkotve stabilizalja a két sejt kolcsonhatasat, lehetové
téve az fokozott aktivaciot. Hogy megvizsgaljuk a C3 hid-képzé funkcidjat a két
sejttipus kozott, az MDC-ket kozvetleniil a nativ C3 kezelés utan fixaltuk, hogy a

kostimulator molekuldk aktivald hatasat kizarjuk. Ebben az esetben is tapasztaltunk
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proliferacié novekedést (21.B dabra). Akkor viszont, ha a kovalensen kdtodést anti-C3
ellenanyaggal gatoltuk, vagy az MDC-ket immobilizalt C3-al kezeltiik, a T-sejt aktivacio
elmaradt (21.B dbra). Megvizsgaltuk azt is, hogy az T-sejt aktivaciot nem az MDC-k
altal termelt citokinek okozzak-e. Mértiik a T-sejtek proliferacids képességét a nativ C3-
al kezelt MDC-k feliiliszdjanak hozzaadaséaval, de aktivaciot ekkor sem tapasztaltunk

(21. B dbra).

A

immobilized C3 MDC _-.

native C3 MDC

LPS matured MDC
MDC

s oo sbo ;i Moo s

number of proliferating cells

B
native C3 MDC supernatant [Tk
fixed native C3 MDC
anti-C3 + native C3 MDC
native C3 MDC
LLPS maturedMDC
MDC

[

number of proliferating cells

21. dbra. Kovalensen fixalt C3 hatisa MDC-k allogén T-sejt proliferaciojara (4) Az
MDC-ket immobilizalt C3-al nativ C3-al kezeltiik, pozitiv kontrollkjént LPS-kezelt MDC-

crer

A nativ C3-al kezelt MDC feliiluszojaval, nativ C3 kezelés utan 1 % formaldehiddel fixalt
MDC-vel, nativ C3 kezelt MDC-khez anti-human C3 F(ab’),; adva, nativ C3 kezelt MDC-
k és LPS aktivalt MDC jeleléteben inkubaltuk az allogén T-sejteket, 1:5 DC:T aranyndl.

crer

modszerrel, citofluorimetriaval allapitottuk meg.

(Harom fiiggetlen kisérletbol szamolt atlagot+=SD mutatunk be. Student’s t-test *p<0.05;
**p<0.005; ***p<0.001.)

Ellendriztiik azt is, hogy a T-sejt aktivacié nem fiigg-e az MDC-k CR3
receptoratél. Az MDC-k CD11b géncsendesitésével szignifikdnsan csokkentettiik a CR3
mennyiségét a sejteken (22. A abra), majd vizsgaltuk a T-sejt aktival6 hatasukat A 22. B
abran lathatdo eredmény szerint nem talaltunk kiilonbséget a géncsendesitett MDC-k
aktivalo képességében. Ez arra utal, hogy az MDC-k CR3 receptora nem vesz részt a T-

sejt stimulacidban.
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22. abra. CDI1b géncsendesitett MDC-k allogén T-sejt aktivacioja (A) Kezeletlen,
kontroll siRNS kezelt és CD11b specifikus siRNS transzfektalt MDC-ket allitottunk elo.
Az dbra a citofluorimetriaval mért CD11b expressziot mutatja be, anti-hu CDI11b-RPE
jeloléssel. (B) Az allogén T-sejteket nativ C3 kezelt kontroll siRNA és nativ C3 kezelt

CD11b specifikus siRNA transzfektalt MDC-kkel inkubdltuk Az osztodo sejtek szamat
CFSE jeloléses modszerrel, citofluorimetriaval allapitottuk meg.

(Harom fiiggetlen kisérletbdl szamolt atlagot=SD mutatunk be. Student’s t-test *p<0.05;
**p<0.005; ***p<0.001)

A DC-k aktivacid hatdsidra szamos gyulladasi citokint allitanak eld. Mivel
kimutattuk, hogy kovalensen fixalt C3 hatasara megvaltozik az MDC-k fenotipusa és T-
sejt stimulald képessége, indokolt volt megvizsgalni, hogy valtozik-e az aktivacié soran
a gyulladasi citokin termelésiik. A nativ C3-al torténd kezelés utan a sejtek 24 oras
feliiluszojabol mértiik az IL-6, a TNF-a ¢és az IL-8 mennyiségét. Eredményeink szerint a
C3b kovalens megkotése fokozta a sejtek IL-6 €s TNF-a és IL-8 szekréciojat. (23.4 és
23.C dbra), ezzel ellentétben az immobilizalt C3 nem befolyédsolta azt. A pozitiv
kontrollként hasznalt LPS kezelésrél ismert, hogy fokozza ezen citokineknek a
bioszintézisét. Tovabba, a nativ C3 kezelés NF-kB transzlokaciot is eredményezett az

MDC-kben.
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23. abra Kovalensen kotodott C3 hatasa MDC-k; TNF-a (A,B), IL-6 (A,B) és IL-8 (C)
szekrécioja. A nativ C3-al, immobilizalt C3-al vagy LPS-el kezelt MDC-k 24 oras
feliiliisz6ibol ELISA médszerrel hatdroztuk meg a termelt citokin mennyiségét. (Ot
fiiggetlen kisérletbol szamolt atlagot+SD mutatunk be. Student’s t-test. *p<0.05;
**p<0.005; ***p<0.001.)

Tanulmanyozni kivantuk a folyamat fiziologias jelentdségét, és ezért az MDC-
ket egyiitt inkubdltuk az azonos donorbol differencidltatott, monocita eredetii
makrofagokkal (MM) (24. dabra). Jollehet masok kimutattak C3mRNS-t human MDC
kultaraban, de ezekben a kozleményekben szekretdlt proteinrél nem szdmolnak be
[140]. Kisérleti rendszeriinkben a makrofagok nagy mennyiségben szekretaljak a C3
komplementfehérjét, viszont MDC-k esetében C3 szekrécidt nem tapasztaltunk (24.4
dabra). Abban az esetben, ha a MM-kat aktivaltuk PMA-val, a kokulturaban tartott MDC-
k felszinén detektalni tudtuk a megkotddott makrofag-eredetli C3 fragmentumokat (24.8
abra). Az aktivalt MM-kkal egyiitt inkubalt birkavordsvértest antigén felszinén szintén

azonositottuk a C3 fragmentumokat, vagyis lokalis opszonizacio zajlott le. Az ilyen
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modon, makrofagok segitségével opszonizalt antigént joval hatékonyabban tudtak

felvenni a MDC-k (24.C dbra).
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24. abra MM-k és MDC-k C3 termelése, a C3 sejtekhez kotodése és opszonizalo hatasa
(A) MM-k és MDC-k altal szekretalt C3 kimutatasa szendvics ELISA modszerrel.(B)
MF eredetii C3 kétodésének kimutataisa CD14° MDC-khez, nem aktivalt MM-kkal (bal
oldal) és aktivalt MM-kkal (jobb oldal) inkubalva (C) bal oldal: Sejthez kotodott C3
mennyiségének citofluorimetrias meghatarozasa imMDC-ken, nem aktivalt és aktivalt
MM kokulturdkban, jobb oldal: MM jelenlétében opszonizalt illetve nem opszonizalt
birka vérosvertest (SRBC) fagocitozisa imMDC-k altal 4 °C és 37 °C.

(Ot fiiggetlen kisérletbdl szamolt atlagot=SD mutatunk be, citofluorimetrids mérés.)
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Osszegzés

Bizonyitottuk, hogy a tisztitott, hemolitikusan aktiv C3-al, illetve a humén
savoval kezelt MDC-k képesek dozisfiiggéd modon, kovalensen fixalni felsziniikon a
C3b fragmentumokat (78. abra). A metilaminnal kezelt, vagyis kovalens fixaciora
mar nem képes C3 (MA-C3) kotédése imMDC-khez szignifikansan csokkent, ami
arra utal, hogy a C3 elsésorban kovalensen kotddik a sejtekhez. Az imMDC-ket
PMSF-el elékezelve a C3 kotddés csokkenését eredményezte, tehat a C3 hasitasaban
szerepet jatszottak a sejtek altal szekretalt enzimek (18.4-C dbra). Mivel az MDC-k
nagy mennyiségben fejezik ki CR3  komplementreceptort, ellendriztiik ennek
szerepét a C3-fragmentumok megkdtésében. A CR3 ligandumkotdhelyére specifikus
ellenanyaggal (TMG6-5) eldinkubalva a sejteket, a C3 depoziciot nem sikeriilt
visszaszoritani. Ez szintén azt tAmasztja ald, hogy a nativ C3 tulnyomorészt kovalens
modon fixdlodik az imMDC-k sejtfelszinén (18.D dbra). Vizsgaltuk a C3-
fragmentum tovabbi sorsat, citofluorimetridval nyomonkovetve a megkotott
fragmentumot. Eredményeink szerint az imMDC-k sejtfelszinén fixalt C3-
fragmentum gyors internalizacidja kovetkezik be, ami 10 perccel a kezelés utan mar
megfigyelhetd, ugyanakkor még 24-48 6ra mulva is detektalhatok C3-fragmentumok
a sejtfelszinen. (19.4 dbra). Konfokalis mikroszkoppal végzett vizsgalataink szerint
is a C3b gyors internalizdcidja mutathatdé ki, és a 30 perces kezelés utan C3-
fragmentumok detektalhatok  intracellularisan LAMP-1 lizoszomalis fehérjével
asszocialt moédon (79.C dbra).

Megvizsgaltuk a nativ C3 kezelés hatasat az MDC-k fenotipusos valtozasara,
¢és azt talaltuk, hogy szignifikdnsan nétt a CD80, CD83, CD86 és MHCII sejtfelszini
mennyisége, ami a sejtek differencialodésat jelzi (1. tablazat). Ezek a véltozasok az
érett MDC-k antigénprezentald funkcidjanak aktivalodasat mutatjak. Kisérleteinkkel
igazoltuk, hogy a nativ C3-mal kezelt MDC-k hatékony aktivatorai az allogén T-
sejteknek, fokozzak azok osztodasat. Abban az esetben, ha a MDC-ket immobilizalt
C3-al kezeltiik, vagyis a C3b kovalens kapcsoloddsara a sejtekhez nem volt
lehetdség, a T-sejt aktivacio elmaradt (271.4 abra). Ellendriztiik azt is, hogy a T-sejt
aktivacio nem fiigg-e az MDC-k CR3 receptoron keresztiil torténd aktivacidjatol.
Ennek vizsgélatira az im MDC-k CDI11b géncsendesitésével szignifikansan
csokkentettiik a CR3 mennyiségét a sejtek felszinén (22.4 dbra), majd vizsgaltuk T-

sejt aktivalo hatdsukat. A 22. B abrdn lathaté eredmény szerint, nem taldltunk
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kiilonbséget a géncsendesitett MDC-k allogén T-sejt aktivald képességében. Ez arra
utal, hogy az MDC-k CR3 receptora nem vesz részt a T-sejt stimulacioban.
Megvizsgaltuk azt is, hogy a T-sejt aktivaciot nem az MDC-k altal termelt citokinek
valtjak-e ki, ezért mértik a nativ C3-al aktivalt MDC-k feliilusz6janak allogén T-
abra). Tehat, a T-sejtek aktivaciojat nem az aktivalt MDC-kbdl szarmazé citokinek
kozvetitik. Korabbi kutatdsokban beszamoltak arrol, hogy egyes Th populacidkon
kifejezédik a CR1 [139], és ennek kdszonhetden a C3b fragmentum hidat képezhet a
DC- és a T-sejt kozott. Ennek a kérdésnek a tisztazasara az MDC-ket kdzvetleniil a
nativ C3 kezelés utan fixaltuk, igy a kostimuldtor molekulak altal kivaltott aktivalo
hatast kizartuk. Ebben az esetben is tapasztaltunk szignifikans proliferacio
novekedést, ami arra engedett kovetkeztetni, hogy az MDC-k felszinén kovalensen
fixalt C3-fragmentum a T-sejtek komplementreceptora kozvetitésével valt ki az
aktivaciot (21.B dbra). Abban az esetben, ha a fixalt C3-t hordoz6 MDC-k T-
sejtekkel valo kotodését anti-C3 ellenanyag kezeléssel gatoltuk, a T-sejt proliferacid

fokozo6das elmaradt (21.B dabra).

Kivancsiak voltunk arra, hogy a C3b kovalens fixacidja befolyasolja-e az
MDC-k gyulladési citokin termelését. Eredményeink szerint a C3-fragmentum
kovalens kotddése fokozta a sejtek IL-6, TNF-o és IL-8 szekréciojat, ezzel
(23.4,C abra).

A szdveti kornyezetben a dendritikus sejtek és a makrofagok egyiittesen
fordulnak eld, igy lehetség nyilik kozvetlen kdlesonhatasukra. Gyulladésos stimulus
kovetkeztében a C3, mint akut-fazis fehérje megnovekedett mennyiségben van jelen a
vérszérumban. A C3 kozvetitett folyamatok in vivo jelentOségét vizsgalni kivantuk
gyulladésos szituaciot modellezé koriilmények kozott, az MM és MDC kdlcsonhatdsa
soran. A vizsgalatainkban a C3-at nem termelé MDC-ket, a C3-at szekretald (24.4
abra) MM-ok jelenlétében tenyésztettiilk. Abban az esetben, ha a makrofagokat PMA-
val aktivaltuk és kokultirdba helyeztiik az MDC-kkel, az MDC-k felszinén detektalni
tudtuk a megndvekedett mennyiségben fixalt MM-eredetli C3-fragmentumokat (24.B
abra). Az aktivalt makrofagok kornyezetében inkubalt birkavordsvértest felszinén

szintén azonositottuk a megkotott C3-fragmentumokat, vagyis lokalis opszonizacid
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zajlott le. Az ilyen mdédon, MM dltal termelt C3-al opszonizalt antigént joval
hatékonyabban tudtak felvenni az MDC-k, mint a nem opszonizaltat (24.C dbra).

A C3 oroklott hianya  homozigota forméaban  sulyos, élettel
Osszeegyeztethetetlen allapot kialakulasdhoz vezet, ami ismétl6dd, gennykeltd
baktériumok altal kivaltott szovodményes fertdzéseket és a beteg korai halalat okozza
[141]. A C3 deficiens betegekben komoly MDC differencidlodési zavart irtak le [72].
A vizsgalatokban kimutattdk, hogy jollehet, a C3 deficiens egyén makrofagjai
szintetizdlnak C3-at, az nem keriil szekréciora, hanem a sejtek Golgi
kompartmentumaiban felhalmozodik. A  betegekben a DC-k mennyisége
szignifikansan alacsonyabb volt, mint egészséges emberekben. Az antigénbemutatd
sejtek prezentald képessége sulyosan karosodott, a humoralis immunvélasz gyengiilt
¢s memoria B-sejteket nem tudtak kimutatni a betegekben. Eredményeink
Osszhangban allnak a C3 deficiens betegekben leirt eltérésekkel ¢és egyben
magyarazatul is szolgalnak azokra. Kisérleti eredményeink szerint ugyanis, a
szervezet szamara vesz€lyt jelentd ingerek hatdsara aktivalodott makrofagok C3
termelése fokozddik, és ennek a lokalisan — pl. a nyirokcsomoban — termelddott C3-
nak fontos szerepe van immunfolyamatok szabalyozéasaban. Itt ugyanis a makrofagok
¢s a DC-k egyiitt fordulnak eld, és a makrofdgok 4&ltal, gyulladdsos stimulusra
fokozott mennyiségben termelt C3-t a DC-k enzimjeikkel elhasitjak, majd a keletkezd
komplement-fragmentumot kovalensen fixaljak felsziniikon. Ilyen médon a C3
molekula hatékony eszkoze lehet a DC-k €s makrofagok kozti kommunikécionak. C3
hianydban a DC-k differencidloddsa és miikodése sulyosan karosodik, ami a
limfocitdk nem kielégitd aktivacidjat és az immunvalasz tobbi elemének funkcid
kiesését idézi eld. Vizsgalati eredményeink - Ghannam megfigyeléseivel 6sszhangban
- meggy6zéen bizonyitjdk, hogy az antigénbemutatdé DC-k, a kornyezetiikben

jelenlévo C3 hatasara, T limfocitak aktivaldsara alkalmas sejtekké érnek [164-sajat].

5.3. A iC3b p,-integrinekhez kotédésének hatasa dendritikus sejtek érésére és

miukodésére

A szervezetiinkben keringd antigén-antitest komplexekre a
komplementaktivacié eredményeképpen C3-eredetli fragmentumok rakodnak le.

Ennek koszonhetden az opszonizalt antigén a C3-fragmentumokat megkdtd CR-okat
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kifejez6 sejtekkel is kolcsonhatasba keriil, koztilk a fagocitdkkal. A periférian
Orjaratot végzo éretlen DC-k felismerik az antigént és bekebelezik azt. Ezt kdvetden a
sejtek a nyirokcsomoba vandorolnak, aktivalddnak és differencialodnak. Az érett DC-
k azutdn a nyirokcsomoban kostimuldtor molekuldkat expresszalnak és bemutatjak a
feldolgozott antigént a naiv Th-sejteknek. Az aktivalt DC-kbdl szarmazo citokinek
meghatarozzak a Th limfocitak differencidlodasat, polarizacidjat.

A antigén felszinén kovalensen fixalt C3-fragmentumok: a C3b, az iC3b, a
C3c és a C3d(g), ligandumai a CR1, CR2, CR3 és CR4 receptoroknak (7. dbra,
Ltablazat), [11, 12, 142-144]. A CR3 és CR4 a mieloid sejteken fordul eld; a
neutrofil granulocitdk, a monocitdk, a makrofagok, és a dendritikus sejtek felszinén.
A CR3 (CDI11b/CD18) és a CR4 (CDI11¢c/CD18) a PB,-integrin csaladba tartoznak,
eltéré o és azonos B lancokbdl 4lld heterodimer molekuldk, amelyek extracellularis
doménje 87%-os homologidt mutat. Mindkét receptor elsddleges természetes
liganduma az iC3b fragmentum [145, 146]. Az integrinek fontos szerepet toltenek be
a sejtadhézidés folyamatokban, az immunologiai szinapszis létrehozdséban, az
endotélen keresztiil torténd sejtmigracioban valamint az extracellularis matrixhoz
vald kapcsolodasban. A patogének, az apoptotikus sejtek, a fertdzott és a tumorosan
elfajult sejtek fagocitozisaban elengedhetetlen a CR3 részvétele [4, 77, 147, 148].
Kimutattak, hogy az iC3b-vel opszonizalt apoptotikus sejtek kdlcsonhatdsa a DC-k
CR3 molekuldival tolerogén DC fenotipus kialakulasat eredményezi [149-151]. A
komplementreceptorok koziil a CR3 volt az elséként azonositott, fagocitdzist
kozvetitd receptor [152]. A komplementfehérjék és dendritikus sejtek kapcsolatat
vizsgalé munkakban [140] a DC-k komplement-opszonizalt antigént felismeré CR3
¢s CR4 receptorainak dsszehasonlito, részletes vizsgalataval nem foglakoztak.

Célkitiizés

Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a CR3 ¢és CR4 expresszidjat a sejtek
differencidlodasa sordn és megallapitsuk van-e a két receptornak elkiilonithetd
specifikus funkcidja. Mivel kordbban minden CR4 funkcidt elemzd kisérletet
egereken végeztek, a CR3 és CR4 expressziojaban és funkcidjaban megmutatkozo
kiilonbséget mi emberi rendszerben vizsgaltuk. Kisérleteinket megnehezitette, hogy a
két receptor egyiitt fejezOdik ki a makrofagok ¢és a dendritikus sejtek
sejtmembranjaban,  ligandumspecificitdsuk  atfedd, ¢és a human CR4

ligandumkdtohelyére specifikus ellenanyagok nem voltak korabban elérheték. Ezen
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problémak kikiiszobolésére 1étrehoztunk egy siRNS technikan alapuld rendszert, és
igy olyan human monocita eredetli dendritikus sejteket tudtunk differencialtatni,
melyek dontden vagy csak CR3 vagy csak CR4 receptort hordoztak. Ez a modszer
lehetdvé tette, hogy a ligandum kotddésének hatdsat egymadstol fliggetleniil
elemezziik.

Eredmények

Mivel kordbbi kisérletekben az MDC-k komplementreceptor expresszidjanak
kimutatasa hianyos volt [103, 143], ezért megvizsgaltuk ezeknek a receptoroknak a
jelenlétét és mennyiségi valtozasat a sejtek differencidlodasa soran. Kimutattuk, hogy
az imMDC-k kis mértékii CR1 expresszidja az érés sordn megszlnik (25.4 dbra).
CR2-t sem imMDC-ken, sem maMDC-ken nem detektaltunk (25.B dbra). CR3-at és
CR4-et konstitutiv modon kifejeznek a sejtek, €s LPS-indukalta érésiik soran a CR3
szint kb. 65 %-ra csokken, a CR4 mennyisége viszont mintegy dupldlara né

(25.C,D,E abra).
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25. abra Komplementreceptorok kimutatdsa citofluorimetriaval im- és maMDC-ken. (A)
CD35-CRI1, (B) CD21-CR2, (C) CDI11b-CR3 a-lanc és (D) CDI1Ic-CR4 o-ldnc sejtfelszini
expresszioja imMDC-ken és maMDC-ken. A fekete hisztogram az imMDC, a sziirke az
maMDC, mig a sziirkével kitolttt az izotipus kontrollt mutatja. (Egy reprezentativ AMFI
eredmény ot fiiggetlen kisérletbol.) (E) az MDC-k érése soran a CDI11b mennyisége csokkent,
mig a CDIlIc expresszioja nott. A valtozast a kovetkezéképpen fejezziik ki: CDI11b maMDC
AMFI/ CDI11b imMDC AMFI illetve CD11c maMDC AMFI/ CD11c imMDC AMFI. (Az abran

ot fiiggetlen kisérlet atlaga + SD lathato.)

59



dc_818 13

Vizsgaltuk a sejtekhez kotddott iC3b tovabbi sorsat. Ebbdl a célbol az iC3b kotddését
4°C-on tartott sejteken mértiik, majd 37°C-on folytatva az inkubéciot kdvettiik a ligandum
internalizaciojat. Azt tapasztaltuk, hogy 2 6ra utan a sejtfelszinen szignifikansan csokkent a
megkotott ligandum mennyisége (26.4 abra). Konfokalis mikroszkopos vizsgalattal
bizonyitottuk, hogy két 6ra inkubalas utan az iC3b ligandum internalizalodott a sejtekbe (26.B
abra). Azt is kimutattuk, hogy az iC3b kolokalizaciot mutatott a CD11b-vel és a CD11c-vel
(26.C abra).
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26. Abra iC3b és iC3b-vel opszonizdlt baktérium kétédése imMDC-khez. (4) imMDC-ket
50 mg/ml iC3b-vel kezeltiink 4°C-on, majd mostuk és tovabb inkubaltuk 37°C-on.
Citofluorimetriaval mértiik a jelzett idopontokban a kétodott iC3b mennyiségét. ( Harom
fliggetlen kisérlet AMFI = SD értékeket mutatunk be. ***p = 0.0004) (B) imMDC-ket 50
mg/ml iC3b-vel kezeltiink 37°C-on, 2 oran at, majd fixaltuk, permeabilizaltuk és anti-
iC3b + anti-mouse 1gG-Alexa488-vel jeloltiik. Konfokalis mikroszkopos eredmény, 60 %
objektiv és tovabbi digital nagyitassal. (Egy reprezentativ eredmény ot fiiggetlen
kisérletbol.) (C) imMDC-ket 50 mg/ml iC3b-vel kezeltiink 4°C-on, mostuk, majd kettos
jelolést alkalmaztunk; (felso kép) iC3b-re és CDI1b-re ( anti-iC3b + anti-eger IgG-
Alexa488 és anti CDI1b-biotin, illetve (also kép), iC3b-re és CDIlc-re (anti-CDI11c-
biotin + -Alexa647- sztreptavidin). A felso képen az iC3b (zold) CDI11b (kék) valamint
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az atfedo kép lathato. Az also képen az iC3b (z6ld), a CDIlIc (kék) és az atfedo kep
lathato. Konfokalis mikroszkopos eredmeény, 60x objektiv és tovabbi digital nagyitassal.
(Egy reprezentativ eredmény harom fiiggetlen kisérletbol.) (D) imMDC-ket komplement-
opszonizalt élesztovel inkubaltunk DC:éleszté = 1:5 aranyban, majd fagocitozis indexet
hataroztunk meg, a nem opszonizalt éleszto fagocitotikus indexével korrigaltunk. (Harom
fliggetlen kisérlet eredményének atlaga + SD) (E) imMDC-ket komplement-opszonizalt,
FITC-jelzett Staphylococcus aureus-szal 4°C-on vagy 37°C-on, 2 oran at inkubaltunk. A
fagocitozist citofluorimetriaval meértiik. A nem opszonizalt baktérium fagocitozis
ertékekkel korrigaltunk. (Harom kisérlet atlagabol szamolt MFI + SD.)

Az integrinek ligandum-kotéséhez azok aktiv konforméacidja sziikséges [84]. Az
imMDC-ket iC3b-vel inkubaltuk és citofluorimetridval erds kotédést mértiikk. Abban az
esetben, ha Mg*'-t adtunk a sejtekhez - amirél ismert, hogy az integrinek aktiv
Ez arra utal, hogy a CR3 és a CR4 aktiv konformaciéban van jelen az imMDC-k

membranjaban.

Ezutan tisztdzni kivantuk a CR3 és a CR4 szerepét az iC3b-vel opszonizalt
patogén — ¢lesztdé (Sacharomices cerevisiae) €s baktérium (Staphylococcus aureus)
fagocitozisaban. Mindkét mikroba esetében leirtdk, hogy szérum jelenlétében iC3b-t
fixalnak felsziniikon [119]. Kimutattuk, hogy az imMDC-k mind a iC3b-opszonizalt
¢élesztét (26.D dbra), mind az iC3b-opszonizalt S. aureus-t (26.E dbra) hatékonyan
fagocitaltak 37°C-on. Abbdl a célbdl, hogy tisztdzzuk, a fagocitéozisban milyen szerepe
van a CR3-nak és a CR4-nek, a sejteket az opszonizalt antigén hozzdadasa eldtt kezeltiik
anti-CD11b-vel vagy anti-CD1l1c-vel (27.4,B dbra). Azt tapasztaltuk, hogy az anti-
CDl1c el6kezelés nem befolyasolta a fagocitozist, viszont az anti-CD11b-vel elékezelve
a sejteket a baktérium és az élesztd fagocitozisa egyarant szignifikansan csokkent (27.4,B
abra), ami a CR3 Kkitlintetett szerepére utal az opszonizalt antigén felvételében. A
komplementfehérje szerepét az opszonikus fagocitézisban alatamasztja az is, hogy a
baktérium hdinaktivalt human savoval torténd elokezelése utan a fagocitozis fokozodasa
elmaradt (27.C abra). Ismert, hogy az opszonizalt antigén felvétele és feldolgozasa soran
a komplement- ¢és Fc-receptorok kozott kooperacié alakul ki [131, 148]. Annak
érdekében, hogy tisztazzuk, vajon a CDI11b-specifikus ellenanyaggal torténd gatlas
befolyasolja-e az FcR vagy PRR medidlt fagocitézist, Osszehasonlitottuk a nem-
opszonizalt és a hdinaktivalt human savoval opszonizalt baktérium felvételét. Ebben az
esetben ugyanis, ha IgG-vel opszonizacid torténik, az FcR kozvetitett fagocitozist tesz

lehetdvé. Amint az a 27.C abran lathatd, az imMDC-k 12 %-a fagocitalt nem opszonizalt
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baktériumot, mig a hdinaktivalt human savoval opszonizalt baktériumot fagocitald sejtek
szama csekély mértékben nétt (17 %). A friss humén savoban opszonizalt baktériumokat
az imMDC-k 66%-a bekebelezte (27.C dbra). Az FcR-ok esetleges fagocitdzist fokozo
hatasat tovabbi kisérletben is ellendriztik, az imMMDC komplement- és  Fc-
receptorainak ellenanyaggal torténd gatlasa mellett. Mivel a baktérium fagocitdzisaban
ezt kovetden kiilonbséget nem mértiink, megallapitottuk, hogy a CR3 ¢és CR4 nem
befolyasolja az FcR illetve a PRR medidlt fagocitozist (27.D,E abra), tovabba az FcR-ok
blokkolasa sem (27.F dabra).

A

@ =]
-
w
bacteria

N
-]
1

genMean of
bound/phagocytosed

phagocytic index
-]

................................

geoMean of
phagocytosed bacteria

2

control CD11b CD11c control CD11b CD11c
c
100 100 . 100 v
S.aureus FITC S.aureus FITC S.aureus FITC
Y I 5 75 HI serum opsonized . 75] serum opsonized
-] -1 @
e 1A E 1& | £ I
£ 501 2 509 5 50
= 12% = 17% = 66%
© 25 © a5 S 25] c |
04 0
—0 =2 _0 1 2 0 1 2 k3 s
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FLA-H FL1-H FL1-H
D E
B
« |
s
g 6
=
4 S s i -
£ / m mm BN 4 I e
&3
o
2
=

| 108

o
isotvpe anti. anti= isotype anti= anti.
control cD11b cD11c control cD11b CD11c

e
=

g

geoMean of
phagocytosed bacteria
_.L_§ o

-

control FcR blocking

27. abra imMDC CR3 és CR4 szerepének vizsgalata iC3b opszonizalt éleszto és
baktérium  fagocitozisaban (4) imMDC-ket anti-CDI11b-vel és anti-CDI11c-vel
elokezeltiink majd vizsgaltuk iC3b-opszonizalt éleszto fagocitozisat és meghataroztuk a
fagocitozis indexet. (Négy fiiggetlen kisérlet atlaga + SD, *p = 0,0329) (B) imMDCs-ket
(A) szerint kezeltiik, majd iC3b opszonizalt, FITC-jelzett Staphylococcus aureus-szal
inkubaltuk és citofluorimetriaval jellemeztiik a fagocitozist. (Négy fiiggetlen kisérletben
meért MFI atlaga lathatox SD, *p = 0,0387) (C) Kontroll, hoinaktivalt savoval és friss
human savoval inkubalt, FITC-jelzett Staphylococcus aureus fagocitozisa imMDC-k
daltal. A fagocitoztist citofluorimetriaval jellemeztiik, a sziirke hisztogram az
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autofluoreszcenciat mutatja. (Egy reprezentativ eredmény ot fiiggetlen kisérletbol.) (D) és
(E) imMDC-ket (A) szerint kezeltiik nem opszonizalt (D) vagy hdinaktivalt savoban
opszonizalt (E), FITC-jelolt Staphylococcus aureus-szal. Citofluorimetriaval jellemeztiik
a fagocitozist. (Négy fiiggetlen kisérletben mért MFI atlaga lathato + SD) (F) Kontroll és
FcR blokkolo ellenanyaggal elokezelt imMDC-k iC3b-opszonizalt, FITC-jelolt
Staphylococcus aureus fagocitozisa,  citofluorimetrias mérés. (Hdrom fiiggetlen
kisérletben mért MFI atlaga lathato+ SD).

A komplementreceptorok funkcidjanak tovabbi vizsgalata c€ljabol elvégeztik a
CDI11b és CD11c gének csendesitését az imMDC-k siRNS kezelésével, ami szignifikans,
mintegy 70 %-os csokkenést eredményezett a receptorok sejtfelszini mennyiségében
(28.4 abra). A kisérlet megerésitette az ellenanyag-gatlassal kapott megfigyelésiinket,
vagyis a CD11b csendesités szignifikansan gatolta mindkét patogén fagocitdzisat (28.E,F
abra), mig a CD11c csendesitésnek nem volt hatasa (28.C,D dabra). Tehat, eredményiink
a CD11b kitlintetett szerepét bizonyitotta.

A B 28. abra. CD11b és CD11c RNS csendesitett
: g imMDC-k iC3b-opszonizalt élesztd és baktérium

fagocitozisa. A fagocitozis vizsgalatot a 27. abran

_ ismertetett modon végeztiik és citofluorimetriaval
om "7 Come meértiik (C-H).(A) és (B) CD11b és CD11c RNS-
o csendesitett MDC-k citofluorimetrids vizsgalata.
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29. abra CR3 és CR4 nyomonkovetése iC3b opszonizalt baktérium felvétele soran
imMDC-kben. (A-D) Jeléltiik az imMDC-ken: a CDII1b-t (A) anti-CDI1b-
biotin+streptavidin-Alexa546 (voros) és a CDI1l1c-t (B) anti-CD11c-Alexa647 (kék). Az
atfedo kép a (C) abran lathato. (D) A két jelolt receptorlanc fluoreszcencia intenzitas
hisztogramja a sarga nyillal jelolt metszet mentén;, a sejtek taldlkozdsi pontjainal
mindkét receptor kimutathato. (E)—(H) az imMDC-ket (A-D) szerint jeloltiik, majd a
iC3b opszoitzalt Staphylococcus aureus-t adtunk a sejtekhez. A kezelés kovetkeztében a
CDI11b eltiint sejtfelszinrdl, a citoplazmaba internalizalodott, a CDIlc viszont a
sejtmembranban maradt: (E-G-H). (I) CD11b expresszio kimutatisa imMDC-ken iC3b-
opszonizalt fagocitozist kévetoen, citofluorimetrias vizsgalat. (Harom fiiggetlen kisérlet
atlagos MFI = SD adatai, **p = 0.0052) (J) Az imMDCs-ket TMG6-5, anti-CDI11b
ellenanyaggal kezeltiik 30 percig jégen, majd lemostuk a nem kétodott ellenanyagot és
37 °C-on inkubaltuk tovabb a sejteket. A jelzett idopontokban meértiik a sejtfelszini
CDI11b mennyiségét citofluoriméterrel. (Harom fiiggetlen kisérlet atlagos MFI = SD
adatai.)
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Tovabb tanulmanyozva a CR3 és a CR4 szerepét a iC3b-opszonizalt ¢lesztd és
baktérium fevételében, konfokalis mikroszkopiaval vizsgaltuk a receptorok mozgésat.
Megfigyeltiik a receptorok eloszlasat az iC3b ligandum nélkiil és annak jelenlétében (29.
abra). A mikroszképos vizsgalat bizonyitotta a CR3 és a CR4 kolokalizacidjat a
sejtmembranban (29.E-D abra). iC3b-vel opszonizalt baktérium jelenlétében szinte
valamennyi CD11b molekula internalizalodott, mig a CD11c a felszinen maradt (29.E-H
abra). Konfokalis mikroszkopos eredményeinket citofluorimetridval is megerdsitettiik; az
1C3b-vel opszonizalt baktérium fagocitdzisat kovetden a CD11b sejfelszini mennyisége
szignifikansan csokkent, viszont a CD11c mennyisége nem valtozott (29.1 abra). A
CD11b sejtfelszini mennyiségének valtozasat CDI11b-specifikus ellenanyaggal torténd
kezelés utan is megvizsgaltuk, és ebben az esetben is sejtfelszini csokkenést detektaltunk
a kezelést kovetd 24 oras intervallumban (29.J abra). Tovabba, azt is megéllapitottuk,
hogy a CD11b és CD11c kolokalizacidja a iC3b-opszonizalt fagocitdzis soran csokkent
(29.E-H abra).

Megvizsgaltuk, hogy a komplement-medidlt fagocitézisban meghatirozo
anti-CD11b ellenanyaggal vagy iC3b-vel kezeltiikk, majd citofluorimetridval mértiik a
sejtfelszini marker molekuldk expresszdjanak valtozasat. Eredményiink szerint a
kezelések hatasara az MHCII, a MR, a CD40, a CD83 ¢és a CD86 mennyisége nem
valtozott és hasonldé eredményeket kaptunk az izotipus kontrollal torténd kezelés
esetében is (Il tdbldzat). Osszhangban masok korabbi eredményeivel a CR3 altali

stimulacié nem befolyésolta a sejtek fenotipusat [149, 151, 154-157].

imMDC maMDC isotype anti-CD11b iC3b
MHCIl 293.9 +/-61.1 456.6 +/-51.4** 317.5+/-34.5 265.65+/-61.2 288.7 +/- 40.2
MR  449+/-29 32.3 +/- 1.6 ¥+ 44.6 +/- 3.8 45.0 +/- 5.1 45.8 +/- 3.5
CD40 204.4 +/-14.2 294.4 +/-24.8** 217.4+/-158 226.5+/-23.2 224.6+/-18.61
CD83 8.1+/-0.5 25.9 +/- 2.3 ** 7.53+/-0.76  7.3+/-0.7 7.1+/-0.8
CD86 50.4 +/-3.0 138.4 +/-58.3**  49.65 +/- 12.08 47.2+/-10.2  39.2+/-7.9

1II. tablazat. CR3 stimulacio hatisa imMDC-k differencialodasara. ImMDC-ket iC3b-
vel és a CDI11b iC3b ligandum kotohelyere specifikus TMGO6-5 ellenanyaggal kezeltiik,
majd két nap mulva a mértiik a sejtfelszini markerek mennyiséget citofluorimetridaval.
Negativ kontrollként kezeletlen imMDC-ket, izotipus kontroll kezelt imMDC-ket, pozitiv
kontrollként LPS-kezelt MDC-ket hasznaltunk. (Ot fiiggetlen kisérletbSl szamolt AMFI
+/- SD, p értékek: maMDC MHCII:0,0019; maMDC MR:<0,0001; maMDC CD40:
0,0001, maMDC CD83: <0,0001; maMDC CD86. 0,0098.)

65



dc_818 13

Tanulmanyoztuk azt is, hogy az imMDC-ket CR3-on keresztiil aktivalva
valtozik-e a sejtek citokin szekrécioja és T-sejt aktivald képessége. A CD11b-specifikus
ellenanyaggal vagy i1C3b-vel kezelt imMDC-ket allogén T-sejtekkel kokulturaba
helyeztiik, majd mértiik a sejtek proliferacids képességét. Azt talaltuk, hogy sem a anti-
CDI11b kezelés, sem az iC3b kezelés nem valtoztatta meg az MDC-k allogén T-sejt
aktivald képességét (30.4 abra). Mértiik az anti-CD11b és iC3b kezelés hatasat az
imMDC-k 4ltal termelt IL-8, IL-6 and TNF-a citokin termeld képességére is; valtozast
egyik esetben sem tapasztaltunk (30.B-D dbra).

A B
» 20007 20004 kK IL-6
8 3
3 1500 £ 1500-
L 10004 = 1000+
= g
7] 5
& 500 500
T L c 1
imMDC maMDC mlgG1  anti- iC3b imMDC maMDC migG1  anti- iC3b
CD11b CD11b
C D
3000- - 2000- o
- IL-8 - TNF-a
E E
g g 15001
= 2000+ =
2 ]
£ £ 1000+
£ 10004 £
5] S 500+
[ 1 [ T ==
LY T T T T L T T T T
imMDC maMDC  migG1 anti- iC3b imMDC maMDC  migG1 anti- iC3b
CD11b CD11b

30. abra CR3 stimulacio hatisa MDC-k allogén T-sejt aktivalasara és citokin
termelésére. (A) Az anti-CDI11b-vel vagy iC3b-vel kezelt MDC-ket CFSE-vel feltoltott
allogén T-sejtekkel (DC:T-sejt arany 1:5) kokulturaba tettiik és a CFSE MFI értekek
citofluorimetriaval. Negativ kontrollként kezeletlen imMDC-ket, izotipus kontroll kezelt
imMDC-ket, pozitiv kontrollként LPS-kezelt MDC-ket hasznaltunk. (Ot fiiggetlen kisérlet
dtlagos MFI = SD adatai, *p = 0.0271) (B)—(D) Az (A) szerint kezelt MDC-k 24 oras
feliiluszoibol IL-6, IL-8 és TNF-o. koncentraciot hataroztunk meg ELISA technikdval.
(Ot fiiggetlen kisérlet atlagos koncentrdcié adatai + SD, ***p < 0.0001.)
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Osszegzés

Szamos kutatds eredménye igazolja, hogy komplement aktivacids termékek
szamottevoen befolydsoljak a kialakulé adaptiv immunvalaszt [158-160]. Azzal
kapcsolatban is ismertek adatok, hogy a komplement-opszonizalt antigén
komplementreceptor - cClgR, CR3, ¢s CR4 — medidlt felvétele szerepet jatszhat a
periférids tolerancia kialakitdsasaban [110, 150, 151, 155, 156, 161]. Ebben a
folyamatban a DC-k fontos szerepet toltenek be. A C3 aktivacios fragmentumait
megkoté CR3 és CR4 integrinekrdl leirtak, hogy szamos sejtmiikodést befolyasolnak,
igy pl. a adherenciahoz, spreding és fagocitdzis folyamtokhoz sziikséges citoszkeletalis
atrendezddésben is meghatarozo szerepiik van. Az MDC-k esetében leirtak, hogy CR3-t
¢s CR-4-t expresszalnak, de CR1-t (CD35) és CR2-t (CD21) nem [4-sajat, 103, 143].

A CDllc, a CR4 o lanca altalanosan elfogadott mieloid sejt marker. Ugyanakkor
a CR4 pontos funkcioit nem vizsgaltak, annak ellenére, hogy fagocitotikus receptorként
tartjak szamon a CR3-al mutatott szerkezeti hasonldsaga miatt. A sejtfunkcio vizsgalatok
alapjan, a CDI11b tiint elsddleges receptornak a citoszkeletdlis atrendezédés, az
adherencia és spreading folyamatokban bizonyitott szerepe alapjan [162]. Monocitak
¢s neutrofil granulocitdk részletes vizsgalata sordn arrdl is beszamoltak, hogy
funkcionalisan tobb formdja mutathatdé ki a CR3-nak ezekben a sejtekben; egyik
formajuk az iC3b-opszonizalt partikulum megkotéséért felelés, mig masok a
fagdcitdzisban vesznek részt, tovabbi receptorokkal egyiittmiikddve [163].

Korabbi eredménylink szerint, az MDC-k — ellentétben az MM-kkal —, nem
termelnek C3-t, de képesek az exogén C3 kovalens fixalasara, tovabba a C3-
fragmentummal val6 kdlcsonhatas kivaltja a MDC-k differencialodasat és fokozza T-sejt
aktivalo képességiiket (244 és 21.A4 abra) [164].

Jelen munkénkban kimutattuk, hogy ha MDC-ket kezeltink a CD11b-hez
kapcsolodo iC3b ligandummal, vagy a CD11b iC3b ligandum kotéhelyére specifikus
TMG6-5 ellenanyaggal, a kezelést kovetd 10 perc mulva a receptor internalizacioja
kovetkezett be (26.4 abra). Ugyanakkor, a CR3-iC3b kotddés nem okozott valtozast az
MDC-k fenotipusaban (1II. tabldzat), nem fokozta a sejtek gyulladasi citokin-termelését
¢s nem aktivalta az allogén T-sejteket (30.4-D dbra). Ez a megfigyelés annak fényében
is érdekes, hogy tobb kozlemény is beszdmol arrol, hogy a CR3, mint gétlo tipust
receptor, toleranciat képes indukalni [149, 150, 153, 157, 165]. Kisérleti rendszeriinkben

megallapitottuk, hogy a CDI11b gatldsa szignifikdnsan csokkentette az 1C3b-vel
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opszonizalt gomba és baktérium fagocitdzisat, viszont a CR4 gatlas nem valtott ki ilyen
hatast (27.4,B dbra ). Ezeket az eredményeinket a CD11b és CD11c RNS-csendesitési
kisérleteinkkel megerdsitettiik (28. dbra). Méasok eredményeivel 6sszhangban [162], arra
mivel a CDI11¢/CD18 az aktivacios stimulusra kevésbé érzékenyen reagal mint a
CD11b/CD18. Kisérleteinkkel egyértelmiien igazoltuk, hogy a CR3 ¢és a CR4, jollehet
egyarant fontos az iC3b-opszonizalt partikulum felismerése és felvétele soran, az antigén
CDl1c-hez kapcsoloddsa nem elegendd a fagocitozis kivaltatdsahoz. A fagocitozis

indukélasaban a CD11b-nek elsddleges szerepe van [166-sajat].

Eredményeink, masok eredményeivel dsszhangban ramutatnak arra, hogy a DC-k
kovalensen kapcsolodd C3b és a receptorhoz kotddo iC3b-opszonizalt kérokozo teljesen
eltérd hatast gyakorol a DC-kre. Az opszonizalt patogénnel a DC-k CR3 ¢és CR4
receptorai egyarant kolcsonhatasba lépnek, de ennek kovetkezménye eltéré. A CR3
stimuldcidja nem valt ki differencidlodast, de a patogén felvételében kulcsszerepet tolt
be. A DC-k CR4-e 6nmagiban nem képes fagocitézist indukalni. Ugy tiinik, a
kolcsonhatasok komplex héldzata all fenn a DC-k komplementkotd struktirai kozott,

ami dontden befolyésolja a sejt stimulacidra adott valaszat.

5.4. Komplementfehérjék és komplementreceptorok szerepe makrofagok és

dendritikus sejtek HIV-1 virussal torténo fert6zodése soran

A HIV-1 szexualis uton torténd atadasaban fontos szerepet tulajdonitanak a
monocitaknak, makrofagoknak és dendritikus sejteknek. A monocitdk ¢s makrofagok a
HIV-1 fert6zés kialakuldasa és a szervezetben vald terjedése soran, mint virus
rezervoarok, fontos szerepet jatszanak [167]. A produktiv fert6zés kialakuldsdban és az
AIDS patomechanizmusaban is felmeriilt a szervezet sajat fehérjéinek, pl. a
komplementfehérjéknek a szerepe. A  komplementaktivaci6 soran keletkezd
anafilatoxinok; a C3a, a C4a, és C5a fontos szabalyozd funkciot toltenek be a fertézés
soran. A C5a, a legjobban jellemzett anafilatoxin, befolydsolja a gyulladas lezajlasat,
kemotaxist indukal, fokozza az sejtadhéziot, stimulalja az oxidativ metabolizmust,
lizoszomalis enzimek, citokinek ¢és hisztamin felszabadulast valt ki [168, 169]. A C5a

nagy affinitast receptorat a C5aR-t szamos sejttipus kifejezi; pl. mieloid és limfoid
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sejtek, endotél sejtek [170-174]. A komplementaktivacid szerepét vizsgalva a HIV-1
fertdz¢és sordn, a kozlemények egymadssal ellentétes hatdsokrol szamoltak be; vagyis a
komplementaktivacionak a virus elimindciojaban és a fertézés terjedésében egyarant
szerepet tulajdonitottak [95, 104] .

A fert6zés helyszinén jelenlévd aktivalt monocitdk ¢és makrofagok tobb
komplementfehérjét, igy C3-at is nagy mennyiségben szekretalnak. A HIV-1 fertdzés
korai stadiumaban, amikor az adaptiv immunvalasz hidnyaban specifikus ellenanyag
még nem termelddik, a komplementfehérjével vald opszonizacié kiilondsen fontos a
korokozd eliminalasdban. A C3-al opszonizalt virus komplementreceptort hordozé
monocitakhoz, makrofagokhoz, dendritikus sejtekhez ¢és follikularis dendritikus
sejtekhez kepcsolddik, amelyek szétszorjak a szervezetben a korokozot [104, 175].
Leirtak, hogy a HIV-1 szérum kezelést kdvetden fokozott mértékben kotddik
komplementreceptort kifejezé sejtekhez [104]. Gyulladasi citokinek; TNF-a, IL-6
fokozott szintézisérdl szamolnak be a HIV-1 fertdzés soran, amely citokinek lokalis

komplementfehérje szintézist befolyasold hatasa ismert [176].

Célkitiizes

Tisztazni akartuk, hogy a C3a, C5a anafilatoxinok befolyéasoljak-e a monocitdk
¢s MM-k HIV-1 fertézés iranti érzékenységét. Célunk volt kideriteni, hogy a
makrofagok HIV-1-el val6 kolcsonhatasa befolyasolja-e a sejtek C3-szintézisét, valamint
gyulladasi citokin termelését. Tisztazni  szerettik volna, hogy a DC-k
komplementreceptorai szerepet jatszanak-e komplement-fragmentumokkal opszonizalt
HIV-1 partikulum felvételében ¢s feldolgozasaban, tovabba, hogy az opszonizacid

befolyasolja-e a sejtek produktiv infekciojat.

Eredmények

crer

C3a-val ¢és CbSa-val kezeltiink, majd HIV-1-el (BalL, M-tropikus) fertéztiink és
kultaraban tartottunk két napon at. Vizsgaltuk a HIV-1 fert6zést kovetden alkalmazott
C3a és C5Sa kezelés hatasat is (371.abra). A MM produktiv infekciojat erésen fokozta a
kb. 40-szeresére novelte a HIV-1 MM-k fertézését, mig a CSagesarg kisebb mértékii
fokozast valtott ki. Abban az esetben, ha a HIV-1 fert6zés utan adtuk a sejtekhez a C5a-t,
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vagy CSagesarg-t, nem befolyasolta a fertézést. A C3a és C3agesars kezelésnek nem volt
hatdsa makrofagok fert6zésére. Monocitdk esetében egyik anafilatoxinnal vald kezelés

sem okozott valtozast a fert6zésben.
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(Négy fiiggetlen kisérlet + SD adatok.)

Kovetkezd kisérleteinkben a HIV-1 fertézés C3-szekréciora gyakorolt hatasat
vizsgéltuk makrofagokon. Eredményeink szerint mind az M-tropikus, mind a T-tropikus
HIV doézis-fiiggd moédon fokozta a MM-k C3 termelését, de az M-tropikus hatas
erdsebbnek bizonyult (32. abra), a fokozas mértékét mintegy 20-szorosnak talaltuk a
kontroll sejtekkel dsszevetve. Hasonlo eredményt figyeltiink meg abban az esetben is, ha
a HIV-partikulumokat eldzetesen hdinaktivaltuk, vagy rekombinans gpl160-al
(gp120+gp41) kezeltiik a sejteket. Az eredmények arra utalnak, hogy a HIV-1 indukalta
C3 fokozashoz nem volt sziikséges produktiv infekcio, hdinaktivalt virus illetve

rekombinans burokfehérje is kivaltotta az aktivaciot.
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32. abra
HIV-1 fertozés hatasa human makrofagok

erer

e rer

T-tropikus IIIB HIV-1 fertoztiink, majd a
sejtkultura feliiluszojabol a 7. napon
mértiik az makrofagok altal termelt C3
mennyiségét ELISA modszerrel.

(Négy fiiggetelen kisérlet atlaga = SD.)
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Ismert, hogy HIV-fertézés kovetkeztében a monocitak fokozott mennyiségben
szekretdlnak TNF-a-t és IL-6-ot [176]. Ismert az is, hogy a TNF-a tobb sejttipus, igy
makrofagok esetében is ndveli azok C3 szintézisét, tovabba az IL-6 kostimulator
hatasardl is beszamoltak [58]. Ezért, megvizsgaltuk e két citokin hatasat makrofagok
HIV-1 (M-tropikus 676 és T-tropikus I1IB) indukalta C3 szekrécidjara. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a TNF-o O6nmagaban alkalmazva fokozza a C3 termelését, jo
Osszhangban masok adataival, akik egér makrofagokat vizsgaltak [71]. A TNF-a
kezelést HIV-fertdzéssel egylitt alkalmazva, alacsonyabb virus-koncentracio6 (0,5 ng/ml

alatt) esetében C3 ndvekedést tapasztaltunk, mindkét HIV tipus esetében (33.4,B dbra).

crer
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33. abra. Makrofagok C3 termelése 676 és IIIB HIV-1 fertozés hatasara, TNF-a és IL-6

crer

hozzaadasa mellett. A human makrofagokat  kiilonbozo koncentracioju HIV-1-el
fertoztiink. A sejtekhez TNF-o-t, IL-6-ot vagy a keverékiiket adtuk, majd mértiik a sejtek
altal szerketalt C3-t ELISA technikaval. (Hat fiiggetlen kisérlet atlaga £SD,*P= 0.01.)

Sajat és masok adatai alapjan ismert, hogy a makrofagok és a monocitoid U937
sejtek az altaluk termelt C3-t képesek elhasitani és kovalensen fixalni membranjukon
[60, 117]. Kisérleti rendszeriinkben M-tropikus 676 HIV-1-el kezelt MM esetében nem
tudtunk kovalensen sejthez kotddott C3-fragmentumokat kimutatni. Abban az esetben
azonban, ha a sejteket 10-szeresére higitott normal human szérummal vagy tisztitott
nativ human C3-al kezeltiik, jelentés C3 depoziciot figyeltiink meg. A C3 fixalodasat a
proteaz inhibitor al-antitripszin kezelés gatolta, ami arra utal, hogy a makrofagok altal

termelt enzimeknek szerepe van a C3 proteolitikus hasitasaban.

A kovetkezd vizsgalatokban az MDC-k komplementreceptor medialt HIV-1
fert6zését tanulmanyoztuk. Sajat méréseink masok eredményeivel egybehangzdan azt
mutattdk, hogy MDC-k mind CR3-t mind CR4-t nagy mennyiségben expresszalnak
sejtfelsziniikon, viszont CD35 és CD21 expresszidjukat nem tudtuk kimutatni (25. dbra)
[166]. A C3-fragmentumokkal torténd opszonizacié hatasat megvizsgaltuk a HIV-1
(92UGO037, M-tropikus) imMDC-hez torténd kotddése soran. A nem opszonizalt
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kontrollhoz képest, a HIV-1 specifikus IgG-vel opszonizalt virus; HIV(IgG)
kotédésében nem talaltunk kiilonbséget. A HIV-1-specifikus 1gG jelenlétében, normal
humén savéban opszonizalt virus (HIV(IgG+C)) esetében mintegy 30 %-os kotddés
fokozast detektaltunk (34. dbra). Abban az esetben, ha az opszoniziciét a
komplementaktivaciot gatldé EDTA jelenlétében végeztiik, szintén nem valtozott a
kotédés mértéke. Az eredmény igazolta, hogy a HIV(IgG) immunkomplex altal kivaltott
komplementaktivacio és az azt kovetd komplement-opszonizaciod okozta a virus kotdédés

fokozast, amit a komplement-gatlé EDTA jelenléte megakadalyozott.

34. abra

200

Opszonizalt és nem opszonizalt HIV-1

kotodeése imMDC-hez

150

Humdn imMDC-ket, HIV(IgG),

100 HIV(IgG+C) és HIV(IgG+C+EDTA)
prepardtumokkal kezeltiink 1 oran at,
B 37°C-on. A nem kétodott virust mosassal
) | | | eltavolitottuk, a sejteket lizaltuk és a
Q

meghataroztuk a kétodott virus

p24(pg/ml)

< mennyiséget p24 ELISA tesztben.
(Hat fiiggetlen kisérlet eredményének
atlaga +£SD.)

Megvizsgaltuk az opszonizacié hatdsat a MDC-k produktiv HIV-1 fertézésére.
Az imMDC-ket HIV, HIV(IgG), HIV(IgG+C) és HIV(IgG+C+EDTA) preparatumokkal
kezeltiik, majd mésnaponta meghataroztuk a sejtek feliiluszdjabol a fertézoképes virus
mennyiségét. Megfigyelésiink szerint a C3-mal opszonizalt HIV-1 nagysagrenddel
hatékonyabb volt az MDC-k produktiv infekcidjanak kivaltdsdban, dsszevetve a nem
opszonizalt illetve az IgG-vel opszonizalt HIV-el. Elmaradt a fokozott produktiv
fertézés abban az esetben is, ha a komplementtel torténd opszonizaciot EDTA-val

megakadalyoztuk (35. abra).
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35. abra C3-al torténd opszonizacio hatasa imMDC-k produktiv HIV-1 fertozésére. Im-
MDC-ket HIV(IgG), HIV(IgG+C) és HIV(IgG+C+EDTA) preparatumokkal kezeltiink 1
oran at, 37°C-on. A nem kotodott virus partikulumokat mosassal eltavolitottuk, majd a
sejteket kulturaba tettiik. A lizalt sejtekbol a fertozést koveto 5., 9., 11., 13., és 15. napon
ELISA médszerrel mértiik a p24 nukleokapszid fehérje mennyiségét. (Ot fiiggetlen
kiserlet atlaga +SD.)

Tanulményoztuk a MDC-ken expresszalodo CR3 szerepét a komplementtel
opszonizalt HIV megkotésében és a produktiv infekcid kivaltasaban. Vizsgéalatainkban
az imMDC-ket CDI11b-specifikus TMG6-5 monoklondlis ellenanyaggal kezeltiik.
Kotodési vizsgalataink szerint, a TMG6-5 ellenanyaggal torténd eldkezelés gatolta a
HIV(IgG+C) fokozott megkdtését (37. abra). A produktiv infekciot vizsgalva kideriilt,
hogy a TMG6-5 kezelés a HIV(IgG+C) altal kivaltott produktiv fertdzést is gatolta, a
kontroll szintre csokkentve azt (36. abra). Az izotipus kontroll ellenanyaggal torténd

kezelés nem gatolta a fertézést (36. dbra).
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36. abra Anti-CDI11b TMG6-5 hatasa az MDC-k CR3-fiiggo HIV-1 infekciojara. Im-
MDC-ket HIV(IgG), HIV(IgG+C) és HIV(IgG+C+EDTA) prepardatumokkal kezeltiink. A
CR3 gatldsa érdekében az imMDC-ket TMG6-5 ellenanyaggal eldkezeltiik, majd ezt
kovetoen inkubaltuk a HIV(IgG+C) preparatummal. Az MDC-k lizatumabol ELISA
modszerrel mértiik a p24 nukleokapszid fehérje mennyiségét a fertézést koveto napokon.
(Ot fiiggetlen kisérlet dtlaga +SD.)

A receptor medialt hatas ellendrzése érdekében a MDC-ket proteinaz-K-val
torténd eldkezelése utan, a sejtfelszini receptorok gatldsa mellett is vizsgaltuk. A
proteindz-K kezelés megakadalyozta a HIV (IgG+C) altal kivaltott fokozott kotodést

(37. abra) valamint infekciot, ami a receptor-medialt hatasra bizonyiték.

180
37.abra Proteinaz-K hatasa MDC-k

160
L0 komplementtel opszonizalt és nem
opszonizalt HIV-1 kétodésére
1291 Az imMDC-ket TMG6-5-el
100 4 ( anti-CD11b), izotipus kontrollal és
80 | proteinaz-K-val elokezeltiik, majd
60 | HIV(IgG+C) preparatummal
inkubaltuk 1 oran at, 37°C-on. 4
01 nem kétodott virus partikulumokat
- : :
I

p24(pg/ml)

20 1 mosassal eltavolitottuk, a sejteket a
kotodott virussal lizaltuk és

T
~=

o S - meghataroztuk a kotodott virus

‘33 %é (é 5 % g mennyiségeét p24 ELISA tesztben.

= =F $§& =8 (Hat fiiggetlen kisérlet eredményének
Tg T= atlaga +SD.)
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Osszegzés

A C3a ¢s a C5a szamos sejtfunkciot aktival, igy makrofagok PGE, termelését,
eozinofil sejtek degranuldciojat és kemotaxisat valtja ki [168, 177]. Mivel az
anafilatoxinok hatdsa stlyosan szovetkdrositd is lehet, ezért szigorti kontroll alatt all; a
karboxipeptiddz-N a C-terminalis arginil eltavolitasaval a bioldgiailag inaktiv C3agesarg
és CSagesarg kialakulasat stimulalja [173, 174, 178]. Ismert, hogy a HIV-1 aktivalt
sejtekben gyorsan replikdlodik, ami végiil a fertdzés terjedését okozza a szervezetben
[179]. Az analafilatoxikus komplementfragmentumok MM-k HIV fertézésére vald
hatdsanak vizsgalata sordn arra az eredményre jutottunk, hogy a MM-k HIV-1
fert6zéssel szembeni érzékenységét mintegy 40-esére fokozta a CS5a, enyhe fokozd
hatdsa volt a CS5agesarg -nak, viszont sem a C3a sem a C3agesar, nem befolyasolta a
fertozést. A Mo-k HIV-1 fert6zésére az anafilatoxinoknak nem volt hatasa (31. dbra)
[5-sajat].

A primer HIV-1 fert6zés soran az M-tropikus virus altal els6ként megfertdzott
sejtek a makrofagok és a DC-k. A fertdzott sejtek ezt kovetden a szervezet kiilonbozo
szoveteibe szallitjak a virust, ahol tovabbitjak azt a T-sejteknek [167]. A HIV-1 képes
aktivalni a komplementrendszert, ami a szervezetbe keriil0 virus gyors opszonizaciojat
eredményezi [94, 104]. A C3 szerepét illetéen a HIV-1 fertdzés sordn egymasnak
ellentmond6 adatok lattak napvilagot. Kiilonb6zd kutatdcsoportok a C3 eliminéciot
okozd és fertdzést segitd hatasardl egyarant beszamoltak [95, 104]. Kisérleteinkben
eldszor azt vizsgaltuk, hogy normdl human makrofagok C3 termelése hogyan valtozik a
HIV-1 fert6zés soran. Ismert, hogy a makrofagok aktivacids stimulus hatasara fokozott
mértékben szekretdlnak C3-t, ami a lokalis opszonizacid révén segiti a patogén
felvételét [59]. Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy mind az M-tropikus 676, mind a T-
tropikus IIIB HIV-1 izolatumok fokoztak az MM-k C3 szekrécidjat (32. dabra). A
termelt C3 mennyisége Osszevethetd volt az LPS stimulus hatidsaval [180]. Leirtak,
hogy a HIV-1 fertézott makrofagok TNF-a termelése fokozott, tovabba az is ismert
hogy a TNF-a fokozott C3 termelést valt ki egér makrofdgok esetében [71, 176].
Indokolt volt tehat megvizsgalni, hogy human rendszeriinkben az exogén TNF-a és IL-6
hatdssal van-e a HIV-1 fert6zott MM-k C3 termelésére. Eredménylink szerint, az
alacsonyabb virus-koncentraciok esetében a TNF-o tovabb novelte a C3 termelést
mindkét tipusu virus esetében, azonban az IL-6 nem okozott valtozast egyik esetben
sem (33.abra), [181-sajat]. Adataink azt sugalljak, hogy a HIV-1 fertézés korai

szakaszdban, az adaptiv immunvalaszt megel6zOen, a fert6zott makrofagokbol
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felszabaduld C3-nak lokalis opszonizal6 hatasa lehet. Ugyanakkor nem zérhato ki, hogy
a C3-fragmentumokkal opszonizalt virus komplementreceptort hordozé makrofagokhoz
¢s follikularis dendritikus sejtekhez kotddhet, ami segiti a virus terjedését a

szervezetben [104, 175].

A HIV-1 opszonizacidja ellenanyag jelenléte nélkiil is megtorténhet a C1q direkt
kapcsolodasanak koszonhetéen, ami a HIV-specifikus ellenanyagok megjelenésével
tovabb fokozodik [93, 94]. Ismert az is, hogy az MBL is képes kdzvetleniil kapcsolodni
a virushoz, tovabba a HIV-fertézottekben az alternativ komplementaktivaciot is
megfigyelték [97]. Mas kutatdk adatai szerint a HIV-1 csak a klasszikus uton aktivalja a
komplementrendszert [95, 96]. A HIV-1 komplement-medialt lizis irdnti érzékenységét
erésen befolydsolja a virdlis membran Osszetétele, mert a komplementaktivaciot
szabalyozd fehérjék jelenléte - mint pl. a CD46, CDSS5, és CD59 -, kiilonosen
rezisztenssé teszik a virust a lizissel szemben [105, 106].

Mivel a primer fert6zés soran a virus mar a fertézés helyszinén opszonizalddik
komplement-fragmentumokkal, ezért optimalis target lehet az ott jelenlévé imDC-k
szamara.  Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a HIV(IgG+C) a HIV-hez képest
kismértékben kotddott jobban az imMDC-khez, viszont ez a sejtek produktiv infekciojat
mintegy tiszresére novelte (34-35. abra). Megvizsgaltuk a DC-k elsddleges
fagocitotikus receptoranak, a CR3-nak a szerepét a folyamatban. Az MDC-ket CD11b-
specifikus monoklonalis ellenanyaggal kezeltilk a HIV-1 fert6zés eldtt. Az eldkezelés
hatasara a HIV(IgG+C) altal kivaltott produktiv fertézés fokozas elmaradt, visszaszorult
a kontroll szintjére [4-sajat]. Ezzel bebizonyitottuk, hogy a C3-fragmentummal
opszonizalt HIV a produktiv fertdzés fokozasat CR3 medialt moédon valtja ki. Hasonlo
vizsgalatokban kordbban monocitdk HIV fert6zését anti-CR3 kezeléssel gatolni tudtak
[102, 103], illetve részleges gatlast mutattak ki anti-CD11b kezelt PBMC esetében
[104].

Azt a kérdést, hogy HIV kotddésében talalt 30 %-os novekedés - amit a
komplement-opszonizacio valtott ki -, hogyan okozott 10-szeres novekedést a produktiv
infekcioban, nem sikeriilt megvalaszolni. A folyamat részleteinek feltarasa tovabbi
vizsgalatokat igényel. Feltételezésiink az, hogy a HIV a CR3 kozvetitésével olyan
intracellularis kompartmentumokba irdnyitja a virust, ami nem a virus lebontasanak,

hanem ellenkezdleg, a virus produkcidjanak biztosit kedvezd kornyezetet.
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6. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az értekezésben azokat a Kkutatasainkat foglaltam o6ssze, amelyekben
komplementfehérjék kolcsonhatasat tanulmanyoztuk monocitakkal,
makrofagokkal és dendritikus sejtekkel, és azt vizsgaltuk, hogy ezek a folyamatok

miként befolyasoljak az adaptiv immunvalasz kialakulasat.

Az antigének ¢és az immunkomplexek egyarant képesek kivaltani a
komplementkaszkad aktivalodasat. A komplementrendszer az alapvet6 antigén-eliminald
szerepén tul szdmos szabalyozd szerepet is ellat. Ez annak koOszonhetd, hogy az
antigénhez kotédott komplementfragmentumok egyben receptorok ligandumai is, €s igy
kapcsolatot teremtenek az antigén és a komplementreceptort hordozé immunsejtek
kozott. A komplementreceptorok kiilonbozd fajtai fejezddnek ki az immunsejtek
felszinén és sokféle funkciét latnak el. igy pl. kozvetithetnek fagocitozist, lehet
kostimulator aktivitasuk, aktivalhatjdk a sejteket, kivalthatnak sejtdifferenciaciot,

tovabba szerepiik lehet a sejtek adherencidjaban is.

A szervezetinkben  keringd  antigének és  immunkomplexek a
komplementrendszer aktivalasa eredményeképpen Clg-, MBL-molekulakat ¢és
kiilonbozd C3 fragmentumokat egyarant tartalmaznak [12, 24, 44, 110], és igy az adott
komplementfehérje receptorat kifejezd sejtekkel, példaul fagocitakkal kdlcsonhatdsba

kertiilhetnek.

A komplementrendszer jelentdségére az egyes komplementfehérjék oroklott
hianya hivja fel a figyelmet. Ismert ugyanis, hogy a kaszkad szinte barmelyik elemének
hianya fontos funkcidok kiesését eredményezheti. Az egyes komplementfehérjék
szelektiv hidnya is sulyos kovetkezményekkel jarhat; pl. a Clqg-deficiens allapotban nem
megfeleld az apoptotikus sejtek eltakaritdsa, emiatt autoimmun betegségek alakulhatnak
ki [2]. Az MBL 06roklott hianya elsdsorban gyermekkorban okozza a bakterialis, viralis
és gombas fert6zések fokozott eldfordulasat [3]. A komplementrendszer kodzponti
komponensének, a C3-nak a ritkan eléforduld 6roklott hianya sulyos, szovédményes
fertézésekhez, az immunsejtek érésének és mitkddésének rendellenességeihez vezet, ami

a deficiens egyén korai halalat okozza [72].

Kutatasaink kozéppontjaban egyrészt a komplementrendszer miikodésének
elinditasaban fontos C1q és MBL fehérjék, masrészt a kozponti szerepet jatszo C3

molekula immunsejtek miikodésére gyakorolt hatasa all. Azt vizsgaltuk elsésorban,
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hogy a velesziiletett immunrendszer egyik legfontosabb humoralis elemének
komponensei hogyan befolyasoljak az adaptiv immunrendszer miikodését, és
miként szabalyozzak az adaptiv immunvalasz meginditasaban nélkiilozhetetlen

antigénbemutato sejtek funkcioit.

1./ Célunk volt tisztazni, hogy mely immunsejtek képesek megkotni a Clq és az
MBL molekulakat, van-e kapcsolat a két fehérjét felismerd sejtfelszini struktarak kozott,
és a kotodésnek mi a funkciondlis kovetkezménye. Megallapitottuk, hogy az MBL
els@sorban mieloid sejtekhez; a THP-, U937, P388D1 sejtvonal sejtjeihez, normal human
monocitdkhoz ¢és makrofdgokhoz kotédik, de MDC-khez valamint humén T és B
limfocitdkhoz nem. Ezzel ellentétben a Clq komplementfehérje valemennyi fent
felsorolt sejttipushoz hatékonyan kotodott. Kereszt-gatlasos kisérleteinkkel elsOként
igazoltuk, hogy monocitoid sejteken a Clq és az MBL receptora nem azonos.
Megallapitottuk, hogy a Clq a makrofdgok TNF-a és C3 termelésének fokozasa révén
noveli a patogének lokalis opszonizacigjat, elimindciojat. Eredményeinkkel elséként
bizonyitottuk, hogy az MBL é a Clq, a két szerkezetileg hasonlo
komplementfehérje, monocitak és makrofagok kiilonbozé strukturaihoz kotédve,

eltéro funkcionalis hatassal bir [45].

Tanulményoztuk a Clq hatasait MDC-k differencialédasara és mikodésére. Az
imMDC-ket Clg-fedett felszinen tenyésztve a sejtek érését figyeltiik meg; a CDS83,
CD86, MHCII és CCR7 molekldk expresszio-fokozodasanak mértéke Gsszevethetd az
LPS altali aktivacié hatdsaval. Tovabba, a Clg-aktivalt MDC-k az allogén T-sejtek
hatékony stimulatorainak bizonyultak, mivel kokultaraban a T limfocitdk IFN-y
termelése 2-3-szorosara ndtt, ami Thl irdnyu differencidlodasra utal. Ugyanakkor az
imMDC-ket immobilizalt Clq felszinen tenyésztve, fokozddott az NF-kB magi
transzlokacidja és a sejtek IL-12, TNF-a és IL-10 szerkécidja is. Erdekes jelenségnek
talaltuk, hogy az IL-10 termelése is fokozddott C1q hatasara, ugyanis ez a citokin az IL-
12-vel ellentétesen tolerogén hatasu. Eredményeink a Clq egy eddig nem ismert
funkcidjara hivja fel a figyelmet, amennyiben a DC-k aktivalasa e
komplementfehérje altal az adaptiv immunvalasz fokozashoz, vagy T-sejt
tolerancidhoz egyarant vezethet, attél fiiggéen, hogy az adott szoveti kornyezetben

milyen egyéb faktorok vannak jelen [128].
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2./ A komplementkaszkddban kulcsfontossagti C3 fehérje sokoldalt funkcioi
kozott az adhézids folyamatokban betdltott szerepét szamos kutatocsoport, koztiik mar
kordbban a miénk is részletesen vizsgalta. Igy ismert, hogy a C3 aktivaldédasa soran
keletkez6 C3b fragmentum kovalens megkotésére szamos immunsejt képes [117, 130,
131]. Munkacsoportunk korabban bizonyitotta, hogy a makrofagok és a B-sejtek képesek
a C3b-t kovalensen kotni a felsziniikkon, ami fokozza e sejtek antigénbemutato
képességét [132, 134, 164].

Ujabb kisérleteinkben azt tanulményoztuk, hogy a C3 kovalens megkotésére
képesek- e a human MDC-k, és ennek van-e ennek a kolcsonhatasnak funkcionalis
kovetkezménye. Bizonyitottuk, hogy a tisztitott, nativ, hemolitikusan aktiv C3-al kezelt
MDC-k képesek dozisfliggd modon, kovalensen fixalni felsziniikon a C3b
fragmentumokat, mig a kovalens kotésre nem képes, MA-C3 nem kotédott ezekhez a
sejtekhez. CR3-specifikus ellenanyaggal eldinkubalva a sejteket a C3b fixacidja nem
gatlodott, ami arra utal, hogy a nativ C3 tulnyomorészt kovalens médon fixalodik a
sejtfelszinen kisérleti koriilményeink kozott. Kimutattuk, hogy a C3b fixaciot kdvetden
igen gyorsan, 10 perc utan megindul a fragmentumok internalizalédasa. Megéallapitottuk,
hogy a C3b kezelés hatdsara szignifikansan né a CD83, CD80, CD86 ¢s MHCII
sejtfelszini mennyisége, ami a sejtek differencidlodasat jelzi. Ezek a valtozasok az érett
DC-k antigénprezentalod funkcidjanak aktivalodasat mutatjak. Kisérleteinkkel igazoltuk,
hogy a nativ C3-mal kezelt MDC-k hatékony aktivatorai az allogén T-sejteknek,
fokozzak azok osztodasat. A C3 kozvetitett folyamatok in vivo jelentdségét gyulladasos
szituaciot modellezé koriilmények kozott vizsgaltuk gy, hogy a C3-at nem termeld
MDC-ket a C3-at szekretdlo, aktivalt makrofagok jelenlétében tenyésztettiik.
Kimutattuk, hogy a kokultarakban, az MDC-k sejtmembranjukon fixaltdk a makrofagok
altal szekretalt C3-eredetli C3b-t. Eredményeink 0sszhangban vannak a Ghannam és
mtsai altal leirtakkal, miszerint C3 deficiens betegek esetében sulyos MDC
differencidlodési zavar figyelhetd meg [72]. Adataink meggy6zden bizonyitjak, hogy
az antigénbemutato sejtek a kornyezetiikben jelenlévéo C3 aktivalodasa, és a
keletkez6 C3b-fragmentumok kovalens kotodésének hatasara T limfocitak

aktivalasara alkalmas sejtekké érnek, amely folyamat C3 hianyaban gatolt [164].

3./ A C3 aktivalodasa soran keletkezd fragmentumok koziil az iC3b természetes

liganduma a CR3 és a CR4 receptoroknak [11, 12, 142, 145, 146]. A CR3 ¢és a CR4
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mieloid sejteken fordul eld; a neutrofil granulocitdk, a monocitdk, a makrofagok, és a
dendritikus sejtek felszinén. Mindkét receptor a [,-integrin csalad tagja, eltérdé o ¢és
azonos P lancokbol allé heterodimer molekuldk, amelyek extracellularis doménje 87%-
os homologidt mutat. Az integrinek fontos szerepet tdltenek be a sejtadhézids
folyamatokban, az immunologiai szinapszis létrehozdsdban, az endotélen keresztiil
torténd sejtmigracioban valamint az extracellularis matrixhoz valé kapcsolddasban. A
patogének, az apoptdtikus sejtek, a fertdzott €s a tumorosan elfajult sejtek
fagocitozisaban elengedhetetlen a CR3 részvétele [77, 147, 148]. Kordbban a DC-k CR3
¢s CR4 receptorainak részletes vizsgalataval nem foglakoztak. Célunk volt kideriteni,
hogy van-e kiilonbség a a két receptor ligandum-kotésében ¢€s funkcionalis hatasdban
MDC-k esetében. Kimutattuk, hogy a sejtek megkdtik az iC3b-t, és CR3 és CR4
egyarant jelen van felsziniikon. Azt talaltuk, hogy a sejtek differencialodéasa soran a CR3
mennyisége csokken kb. 45%-al, mig a CR4 mennyisége mintegy kétszeresére no.
Megallapitottuk, hogy mindkét integrin aktiv konformacidban van jelen az MDC-ken,
és ligandum-koté képességiik Mg -ionok hatasara nem nétt. A sejtek differencialodasat
az 1C3b kotddése nem valtotta ki, tovabba nem véltozott a gyulladasi citokin termelésiik
¢s T-sejt aktivaldo képességiikk sem. Bizonyitottuk, hogy az iC3b-vel opszonizalt
baktérium ¢és gomba hatékonyan kotédik az MDC-khez. Az opszonizalt patogén
fagocitozisat a CR3 ellenanyaggal torténd gatlasa szignifikansan csokkentette, a CR4
gatlasa viszont nem valtoztatta azt meg. Ezeket az eredményeinket a CR3 és CR4 RNS-
csendesitési kisérleteinkkel megerdsitettiik. Megvizsgaltuk a receptorok eloszlasat az
iC3b ligandum jelenlétében, és a mikroszkdpos vizsgalat bizonyitotta a CR3 és CR4
kolokalizacidjat a sejtmembranban. Megallapitottuk, hogy iC3b-vel opszonizalt
baktérium fagocitozisat kovetden a CDI11b sejfelszini mennyisége szignifikdnsan

csokken, viszont a CD11c mennyisége nem valtozik.

Kisérleteinkben els6ként mutattuk ki, hogy MDC-ken a CR3 és a CR4
integrinek Kkifejezodése és funkcidja eltéro. Eredményeink egyértelmiien
bizonyitjak, hogy az MDC-k iC3b-opszonizalt antigén felvételében a CR3 szerepe
donté fontossagu [164]. Kisérleteinkben a mieloid sejtek CR3 receptorat, mint
lehetséges uj célpontot azonositottuk, mely felelés lehet az autoimmun korképek
kialakulasaert, illetve azok sulyossagaert. Ezért a CR3 és CR4 receptorok funkciojat
tervezziik autoimmun koriilmények kozott is jellemezni, hiszen mindketté részt vesz az
opszonizalt apoptotikus testek fagocitozisaban, igy autoimmun betegségek — példaul SLE

— kialakulasaban szerepiik lehet.
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4./ A komplementaktivacié soran felszabadul6 anafilatoxikus peptidek (C3a,
C5a) gyulladaskelté hatasuk kovetkeztében betegségek kivaltoi, vagy annak sulyosbitoi
lehetnek, emiatt mind a C3a és C5a, mind receptoraik a gyogyszerfejlesztés fontos
célpontjai [177].

Az analafilatoxikus hatastt komplementfragmentumok hatdsat megvizsgaltuk
monocitdk és makrofagok HIV-fertézésének folyamatdban, mivel a primer HIV-1-
fert6zés soran az M-tropikus virus szamara ezek a sejtek a legfontosabb célpontok kozé
tartoznak. Eredményiink szerint a makrofagok érzékenységét a CS5a mintegy 40-
szeresére fokozta, mig a biologiailag inaktiv CSagesarg hatdsa csokkent mértékii volt.
Ugyanekkor sem a C3a sem a C3agesare nem befolyasolta a fertdzést. A monocitak
HIV-1 fertézésére az anafilatoxinoknak nem volt hatasa [5].

Vizsgéltuk tovabba, hogy makrofagok C3 termelése hogyan valtozik a HIV-1
fertdzés soran. Ismert, hogy a makrofagok aktivacié hatdsira fokozott mértékben
szekretalnak C3-t, ami a lokalis opszonizacid révén segiti a kornyezetiikben 1évo patogén
feldolgozasat [59]. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy M-tropikus és T-tropikus HIV-1
volt az LPS-stimulus hatdsaval. Ismert, hogy a HIV-1 fertdzott makrofdgok TNF-o
termelése fokozott, ami a makrofagok C3 termelésének novekedését eredményezi [71,
176]. Indokolt volt tehat megvizsgalni, hogy human rendszeriinkben az exogén TNF-a
¢és IL-6 hatassal van-e a HIV-1-fert6zott MM-k C3 termelésére. Eredményliink szerint az
alacsonyabb virus-koncentraciok esetében a TNF-a tovabb novelte a C3 szekréciot
mindkét tipusu virus esetében, azonban az IL-6 nem okozott valtozast egyik esetben
sem [181]. Adataink arra utalnak, hogy a HIV-1 fertozés korai szakaszaban, az
adaptiv immunvalaszt megel6zéen, a fert6zott makrofagokbol felszabaduléo C3-nak
lokalis opszonizalé hatasa lehet, ami segiti a virus eliminacidjat. Ugyanakkor nem
zarhato ki, hogy a C3-fragmentumokkal opszonizalt virus komplementreceptort hordozo
makrofagokhoz, dendritikus sejtekhez és follikularis dendritikus sejtekhez is kotddhet és
éppen ellenkezdleg hat, vagyis segiti a virus szétterjedését a szervezetben [104, 175].

A HIV-1 képes aktivalni a komplementrendszert, ami a virus opszonizaciojat
eredményezi [94, 104]. A primer HIV-1-fert6zés soran a virus mar a fertézés helyszinén
opszonizalddik komplement-fragmentumokkal, ezért optimalis target lehet az ott

jelenlévé imDC-k szdmara. A fertdzott sejtek ezt kovetden a szervezet kiilonbozo
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szoveteibe szallitjak a virust, ahol tovabbitjak azt a T-sejteknek [167]. A C3 molekula
HIV-fertézés soran betdltott szerepét illetden egymasnak ellentmondd adatok lattak
napvilagot. A C3 eliminéciot fokozo, és a fertdzés elterjedését segitd hatasarol egyarant
beszamoltak [95, 104]. Kutatasunk soran kimutattuk, hogy a komplement-opszonizalt
virus (HIV(IgG+C) a nem opszonizalt HIV-1-hez képest kb. 30%-al jobban k&todott
imMDC-khez. Megvizsgalva az imMDC-k produktiv infekcidjat azt talaltuk, hogy a
HIV(IgG+C) mintegy tiszres ndvekedést okozott a nem-opszonizalt virushoz képest.
Vizsgaltuk a DC-k elsddleges fagocitdtikus receptoranak, a CR3-nak a szerepét a
folyamatban. Azt tapasztaltuk, hogy az anti-CR3 el6kezelés hatasara a HIV(IgG+C)
altal kivaltott produktiv fert6zés-fokozas elmaradt és visszaszorult a kontroll szintjére.
Ezzel bizonyitottuk, hogy a C3-fragmentummal opszonizalt HIV-1 a produktiv
fertozés fokozasat CR3 medialt médon valtja ki. Feltételezésiink az, hogy a CR3
kozvetitésével a HIV-1 olyan intracellularis kompartmentumba keriil, ami nem a virus

lebontasanak, hanem ellenkezdleg, a virus produkcidjanak kedvez [4].

A dendritikus sejtek és a C3 kolcsonhatasaval kapcsolatos vizsgalataink
eredményei ramutatnak arra, hogy a DC-k mikrokérnyezetében jelen lévo, lokdlisan
termelodo és aktivalodo C3 donto hatissal van a sejtek aktivacidjara,
differencidaciojara. A kovalensen kapcsolodo C3b, illetve a receptorhoz kotodo
iC3b/iC3b-opszonizalt korokozo teljesen eltéré hatast gyakorol a DC-kre. A veszélyt
jelzo stimulus hatdasdra aktivalodo C3 molekula C3a és C3b fragementumokra hasad. A
kovalensen fixalt C3b sejtdifferencidciot és sejtfunkcio fokozast (citokin szintézist, T-sejt
aktivaciot) eredményez. Az opszonizalt patogénnel a DC-k CR3 és CR4 receptorai
egyarant kolcsonhatdasba lépnek, de ennek kovetkezménye eltéré. A CR3 stimuldcioja
nem valt ki differencidalodast, de a patogén fagocitozisat igen, és igy meghatdirozo
szerepe van az antigén elimindldasaban. A CR4 onmagaban nem képes fagocitozist
indukdalni. Adataink tehdt azt bizonyitjak, hogy kolcsonhatisok komplex hdlozata all
fenn a DC-k komplementkioto strukturdi kozott, ami dontéen befolydsolja a sejt

stimuldciora adott valaszat.
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	Korábbi vizsgálatokban intenzíven tanulmányozták a C1q kötődési tulajdonságait, viszont a hasonló szerkezetű MBL kötődését nem. Tisztázni kívántuk, hogy különböző immunsejt típusok C1q- és MBL-kötő képességében van-e különbség normál ionerőn vagy a fiziológiáshoz hasonló körülmények között. Citofluorimetriás kísérleteink alapján megállapítottuk, hogy a C1q limfoid és mieloid sejtekhez egyaránt jól kötődött, viszont az MBL elsősorban mieloid eredetű sejtekhez - monocitoid THP-1, vérből frissen izolált normál humán monocita - kapcsolódott (11.ábra)  és hasonló kötődést mutattunk ki U937 humán monocitoid sejtvonal valamint P388D1 egér makrofág sejtvonal esetében is. 

