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1. Bevezetés

Immunrendszeriink részeként az un. velesziiletett immunitas biztositja az azonnali hatékony
védelmet a kérokoz6 mikroorganizmusok ellen, valamint szamos mas élettani folyamatban is
fontos szerepet tolt be. A velesziiletett immunitas egyik legfontosabb, testszerte jelen 1évo és
mukodoé molekularis eleme a komplementrendszer. A fertézések elleni védelmen kiviil fontos
szerepet jatszik tobbek kozott az elpusztult sejtek, illetve sejt-tormelékek eltakaritasaban,
gyulladasos folyamatokban, és befolyasolja a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer
sejtjeinek aktivalodasat. Régota ismert, hogy a komplement szdmos betegség kialakulasaban
vagy lefolyasdban is szerepet jatszik. Az utobbi években azonban egyre tobb szisztémas €s
szerv-specifikus betegséggel hoztak a komplementrendszert kapcsolatba, és megjelent az elso,
komplementet célzd6 gyogyszer is. A komplementrendszer, elsdésorban az alternativ
komplementaktivaciés Ut szabalyozasdban a H-faktor nevili szérumfehérjének Kkitlintetett
szerepe van, ami emiatt tobb betegség kapcsan is az érdeklddés kozéppontjaba keriilt. A H-
faktor és Ot un. H-faktorral rokon (FHR) fehérje, vagyis a H-faktor fehérjecsalad tagjai
genetikai vizsgalatok alapjan szerepet jatszanak tobbek kozott a vaksaggal jard iddéskori
makuladegeneraci6 (AMD), valamint a vesét érintd szdmos megbetegedés (atipusos
hemolitikus urémids szindroma [aHUS], C3 glomerulopatidk [C3G], CFHRS nefropatia, IgA
nefropatia, szisztémas lupusz eritematézusz [SLE]) kialakulasaban, de befolyasoljak a
Neisseria meningitidis altal okozott fertdzésre valo hajlamot is. Az MTA doktori értekezésem

a H-faktor molekulacsalad kutatdsa soran elért eredményeket Osszegzi.

2. Tudomanyteriileti hattér

A komplementrendszer aktivacidja és miikodésének szabalyozasa

A komplementrendszer tobb mint 40 molekuldabdl 4ll, melyek kozott plazma fehérjék,
szabalyozofehérjék és az egyes molekuldkat vagy azok fragmentumait megkotd receptorok
talalhatok. Az ide sorolhat6 fehérjék egy része mintazatfelismerd funkcioval rendelkezik, azaz
bizonyos testidegen (pl. patogén mikrobak felszinén megtalalhat6, de a sajat sejtjeinkre nem
jellemzd) molekularis mintdzatokat, koztiik mikrobdk sejtfalaban taldlhatd jellegzetes
szénhidratcsoportokat, vagy a sajat szervezetiinkben csak bizonyos koriilmények kozott (pl.
szoveti sériilés, sejthalal esetén) hozzaférhetévé valdo molekuldkat ismer fel, azokhoz kotddik.

A felismerd molekulak altaldban enzimatikus aktivitast  komplementfehérjékkel
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kapcsolddnak, amelyek azutdn bizonyos komplement komponenseket képesek hasitani. Az
igy aktivalt komponensek teszik egyrészt lehetové a kaszkad tovabb vitelét és felerdsitését,

masrészt kiilonbozo bioldgiai funkcidkat kdzvetithetnek (Ricklin et al., 2010).
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1. abra. A komplementrendszer aktivacios utjainak és az aktivacid f6 funkcionalis kovetkezményeinek
sematikus abrazolasa. Mindharom komplementaktivacios Ut a kozponti molekula, a C3 hasitasat
eredményezi. Az alternativ Ut felerdsiti a komplementaktivaciot a — barmely Ut aktivalédasa soran —
képz6d6 C3b fragmentumok altali visszacsatolas révén (,,amplification loop”). A H-faktor az
alternativ ut f6 szabalyozo fehérjéje, ami a C3b molekulan hatva gatolja a komplementaktivaciot, a
C3b-komponensii C3- és C5 konvertazokat, ezaltal az amplifikaciot €s a terminalis utat is.

A komplementrendszer harom f6 utvonalon aktivalodhat (1. abra). A klasszikus 1t
aktivalodasat a C1 molekulakomplex aktivécidja inditja el, melynek sordn a C1q komponens
immunkomplexben 1évé immunglobulinhoz, vagy egyes mintazatfelismeré molekuldkhoz, igy
példaul pentraxinokhoz kotddik, de a Clq kotddhet tobbek kozott extracellularis matrix
fehérjékhez is, vagy kozvetleniil az apoptotikus/nekrotikus sejtek vagy mikrobak felszinéhez.
A lektin utat a mannozkotd lektin (MBL) vagy a fikolinok szerin protedazokkal alkotott
komplexének bizonyos szénhidratcsoportokhoz, illetve acetilalt molekuldkhoz vald kotddése
aktivalhatja. A klasszikus és a lektin utak aktivacioja tobb lépésben a C4b2b enzimatikus
aktivitasu komplex, a klasszikus C3 konvertaz kialakulasahoz vezet, amely a kdzponti
komplement komponens, a C3 hasitasat végzi C3a és C3b fragmentumokra. Az alternativ ut
aktivacioja kis mértékben folyamatosan, spontan zajlik, melynek soran a C3 molekuldban
talalhato tioészter kotés hidrolizise révén megvaltozik a molekula konformacidja, és a
folyadék fazisban képessé valik a B-faktor megkotésére. Ezaltal kialakulhat az alternativ Ut
un. kezdeti C3 konvertdz enzime, amely a C3(H20)Bb komplex. Ez az enzim — hasonldan a

klasszikus és lektin Ut aktivacioja soran kialakuld C4b2b C3 konvertazhoz — C3 molekulakat
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képes hasitani. A C3 molekulat a konvertdz enzimek a kisebb méretii C3a fragmentumra és a
nagyobb méretli C3b fragmentumra hasitjak. A keletkezd C3b reaktiv tioészter kotése révén
képes szénhidratokhoz vagy fehérjékhez kapcsolodni észter, illetve amid kotéssel, ezaltal
kovalensen kotddhet a kornyezetében taldlhatd molekulakhoz vagy sejtekhez. A C3b a B-
faktor megkotése révén kialakithatja az alternativ ut C3bBb C3 konvertdz enzimét, ami
tovabbi C3 molekuldkat hasit. Ezaltal az alternativ 0t jelentdsen felerdsitheti a
komplementaktivaciot, és annak zomét adhatja, barmely tton indult is el eredetileg a rendszer
aktivalédasa. Masfeldl a C3b molekula kapcsolodasa a C4b2b €s C3bBb enzim komplexekhez
lehetové teszi, hogy az immar C4b2b3b ¢s C3bBb3b enzimek a C5 molekulat hasitsak, és
ezaltal elinduljon a termindlis ut, amely végiil elvezethet a C5b-9 molekulakomplex
felépiiléséhez. A C5b-9 komplex a felépiilése soran a sejtmembranba dgyazodva pérust alakit
ki, és a célsejt oldodasat, lizisét okozhatja.

A komplementrendszer aktivaloddsa soran keletkez6 kis molekulatomegii
fragmentumok koziil a C3a ¢és kiilondsen a CS5a tolt be fontos szerepet C3a-, illetve C5a-
receptoron hatva a gyulladasi folyamatokban, sejtek aktivalasdban. A C3 hasitasakor
keletkez6 C3b fragmentum az aktivalo sejtek felszinére lekotddve a C3bBb konvertaz
kialakitasa révén helyileg fokozhatja a komplementaktivaciot, valamint a C3b és annak
tovabbi enzimatikus feldolgozdsa soran keletkezd, a komplementaktivaciés kaszkad
szempontjabol mar inaktiv fragmentumai (iC3b, C3d) receptorokhoz kotddve fokozhatjak a
célsejt fagocitdzis Utjan torténd eltavolitasat (Un. opszonikus hatés, ill. opszonofagocitozis),
illetve immunsejtek aktivaciojat befolyasolhatjdk. A C5 hasitdsakor keletkez6 C5b
fragmentum a terminalis Ut beinditdsdhoz sziikséges.

Mivel ez a rendszer a mikroorganizmusok mellett a szervezet sajat sejtjeire és
szoveteire is potencialis veszélyt jelent, tobb mechanizmus biztositja a komplementaktivacid
megfeleld szabalyozasat. A testfolyadékokban az egyes aktivacios utak kiilonb6zd pontjain
hatd szabalyoz6 molekuldk vannak jelen, valamint sejtjeink felszinén szintén kifejez8dnek
szabalyozo fehérjék, amelyek gatolhatjdk a rendszer aktivaciojat vagy a membrankarositd
C5b-9 komplex létrejottét. Tovabbi biztositék az aktiv C3b molekuldban talalhato tioészter
kotés gyors hidrolizise, amely soran a molekula elveszti a kovalens kapcsolodés lehetdségét,
tehat az ,,idéablak”, amikor a C3b valamihez hozzikotddhet, rovid. Ugyanakkor fontos
megjegyezni, hogy a C3b molekula 6nmagaban nem tud kiilonbséget tenni sajat és nem-sajat

kozott, tehat barmely megfeleld kozelségben 1€vé molekulahoz vagy sejthez hozzakotodhet.
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Amennyiben nem megfeleld felszinen, vagy nem megfeleld ideig (tehat térben és
idében nem megfelelden korldtozva) megy végbe a komplementrendszer aktivacioja,
kiilonboz6 fert6zd és gyulladasos betegségek alakulhatnak ki. Orvosi beavatkozasok soran,
»természetellenesen” is aktivalodhat a komplementrendszer, amely komoly problémat és
kockazatot jelenthet. Erre példa a vérkeringés lokalis ledllitdsa, majd szervek ujra
perfundalasa soran, a beiiltetett vagy ideiglenesen behelyezett mesterséges anyagok felszinén
(pl. kaniilok, sztentek), vagy a szervezetbe juttatott gyogyszerek ¢és segédanyagok (pl.
liposzomalis ¢és micellaris  gyogyszerhordozok, kontrasztanyagok) altal kivaltott
komplementaktivacié (Ricklin et al., 2016).

Az emberi 1-es kromoszoma hosszu karjan egy csoportban, az RCA (regulators of
complement activation) génklaszterben szamos, komplementszabalyozé molekulat, illetve
komplement receptort kodold gént azonositottak. Az itt kodolt komplement fehérjékre
jellemzd egy globuldris domén, az Gn. complement control protein (CCP) domén eléfordulédsa
(Sushi-domén és SCR — short consensus repeat — domén néven is ismert), mely kiilonb6zo
szamban talalhato meg — esetenként mas domén tipusokkal egylitt — ezekben a molekulédkban.
A génklaszter sorozatos duplikdciok eredményeként jott létre, emiatt a molekuldk
szerkezetileg és funkciondlisan is egymdas rokonai: tobbiik képes a C3b és/vagy a C4b
molekula megkdtésére, ezaltal a komplementszabalyozd, illetve -receptor funkcid betdltésére
(Krushkal et al., 2000). Hat gén elkiiloniilve a tobbi komplementgéntdl egy kis csoportot alkot

ebben a régioban: ezek a H-faktor molekulacsalad tagjait kodolo gének.

A H-faktor molekulacsalad tagjai és szerepiik betegségekben

A H-faktor az alternativ ut f0 szolubilis szabalyoz6 fehérjéje (1. dbra). A H-faktort fehérje
szinten 1965-ben azonositottdk (Nilsson and Miiller-Eberhard, 1965), késébb leirtdk a
molekula f6 funkcigjat a komplementrendszer aktivaciojanak szabalyozasaban (Weiler et al.,
1976; Whaley and Ruddy, 1976). Részletes funkciondlis jellemzése, az egyes domének
szerepének a vizsgalata csak a H-faktor klonozasa és rekombindns fehérjeként valo
eldallitasat kovetden valt lehetdvé. Ennek soran fedezték fel a H-faktor mRNS-éhez nagyon
hasonld6 mRNS-eket, illetve a H-faktor ellen termeltetett ellenanyagokkal vald keresztreakcid
révén szérumban kimutathatd kisebb molekulatomegli fehérjéket, amelyekrdl egy id6 utan
nyilvanvalova valt, hogy nem a H-faktor enzimatikus hasitassal keletkezd fragmentumai,

hanem 6nallé génekrdl atir6do, H-faktor-szerti vagy H-faktorral rokon fehérjék.
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A H-faktor egy 155 kDa molekulatomegl glikoprotein, amely a C3b-vel kdlcsonhatva
harom mechanizmus révén tolti be a komplementaktivaciot gatlo szerepét. Egyrészt a C3b-hez
kotddve a B-faktorral valdo kompeticio révén gatolja a C3bBb konvertaz 1étrejottét. Masrészt a
mar kialakult konvertdzrol le tudja szoritani az enzimatikus aktivitdssal bir6 Bb
fragmentumot, ezzel gyorsitja a C3bBb konvertaz enzim egyébként magatol is megtorténd
szétesését (convertase decay accelerating activity). Harmadrészt, az I-faktor nevi plazma
szerin protedz egyik kofaktoraként szolgal a C3b molekula hasitdsaban, inaktivalasdban
(cofactor activity) (Rodriguez de Coérdoba et al., 2008). A H-faktor 20 CCP doménbdl épiil
fel, melyek koziil az N-termindlis 4 CCP domén felelés a komplementaktivaciot gatlo
hatasokért. Egyes tovabbi doméneknek leirtdk a H-faktornak kiilonb6zd ligandumokkal, pl.
C3b-vel, heparinnal valé kolcsonhatdsaban betdltott szerepét (pl. a C-terminalis CCP19-20
doménekben), de a kutatasok kezdetben féleg a komplementregulacids szerepre koncentraltak
(Kopp et al., 2012).

A H-faktorral rokon fehérjéket 6t, a H-faktor génje mellett kdzvetleniil taladlhatd gén
kodolja, melyek részleges génduplikaciok révén jottek 1étre. Ezeket felfedezésiik sorrendjében
nevezték el FHR-1, FHR-2, FHR-3, FHR-4 és FHR-5 molekulaknak. Koziiliik az FHR-1-nek
két allélikus valtozata, az FHR-4-nek a domének szaméban is kiilonbozd két forméja alakult
ki, de a glikozilaltsag mértékében eltérd FHR-1, FHR-2 és FHR-3 izoformak (glikoformak) is
léteznek. Az FHR fehérjék a H-faktorhoz hasonloan kizardlag CCP doménekbdl allnak.
Altalanosan jellemzé rajuk, hogy a H-faktor CCP 6-9 és CCP 18-20 doménekkel homolég
doméneket tartalmaznak; az FHR-5 ezen tilmenden a H-faktor CCP 10-14 doménjeivel
homolog doméneket is tartalmaz (2. abra). Az FHR fehérjekbdl tehat hianyoznak a
komplementgatlo aktivitasért felelos H-faktor CCP 1-4 domének. Azonositasukat kovetden az
FHR fehérjéket alig vizsgaltdk, és a H-faktorhoz hasonld funkci6ju, de kevésbé fontos
fehérjéknek tekintették dket (Zipfel and Skerka, 1994).

A homoldég domének révén az FHR fehérjék kotédhetnek a H-faktor egyes ismert
ligandumaihoz is, példaul C3b-hez, heparinhoz és C-reaktiv proteinhez (CRP), illetve
bizonyos bakterialis fehérjékhez. Az erre vonatkoz6 adatok szintén azt a prekoncepciot
erdsitették, hogy az FHR-ek ,,ugyanazt csinaljak” mint a H-faktor, tehat nem kiilondsebben
érdekesek. A szerkezeti hasonlosdg miatt nem alltak rendelkezésre olyan specifikus
ellenanyagok, amelyek csak ezeket a fehérjeket ismerne¢k fel, ezért a pontos szérum

koncentraciojukat sem ismerték, valamint tisztitdsuk is nehézségekbe iitkozott. Bar
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rekombinans FHR-3, FHR-4 és FHR-5 esetében leirtak gyenge, a H-faktoréhoz hasonld
kofaktor aktivitast, ez azonban csak nagy mennyiségek alkalmazasa esetében volt kimutathato
(Hellwage et al, 1999; McRae et al. 2005). Az FHR-1-r6l a C5 molekuldhoz val6 kotodést és
a terminalis ut gatlasat irtak le (Heinen et al., 2009), azonban ez a funkci6 is ellentmondésos

(sajat eredményeink [VII, XVI]; Goicoechea de Jorge et al., 2013; Tortajada et al., 2013).

CFH CFHR3 CFHR4 CFHR5
centromer -« — I E—————---- tclomer
CFHR1 CFHR2
C3b kotése, CRP, PTX3, sejtek, C3b, CRP,
B komplement MDA-epitopok, PTX3, MDA-epitopok,
gatlas mikrobak mikrobak

H-faktor (DX _69®®®@@@®® 9
FHL-1 00600 '

42 34 95 100 97
FHR-A"A 00 @00
42 34 100 100 97
FHR-1'B 06 600)
41 34 89 61
FHR-2 06, ©0)
918562 64 37
FHR-3 006, 00,
71 6268 64
FHR-4A OmO0, ®
73 6464 64 37
Om0OG 00)
70 6464 64 37
FHR-43 OB 06
42 32 49 74 57 47 70 66 43
FHR-5 002n00000 9)

2. abra. Az emberi H-faktor molekulacsalad. (A) Az 1q32 régidban, a H-faktort kodolo gén (CFH)
mellett tandem elrendez6désben talalhatdo az 6t FHR fehérjét kodold gén (CFHR), melyek részleges
génduplikaciok utjan alakultak ki. (B) Az FHR fehérjék kizarolag CCP doménekbdl allnak. Az FHL-1
molekula a CFH gén alternativ atiratanak terméke, az FHR-1 stb. fehérjék a CFHRI stb. gének altal
kodoltak. A CFHR4 gén két FHR-4 izoformat kodol. A szinek az egymassal azonos, vagy kozel
azonos homoldg doméneket jelzik. A szamok az egyes domének f6lott a H-faktor homolog
doménjeivel vald, szazalékosan kifejezett aminosav-szekvencia azonossagot mutatjak. CRP, C-reaktiv
protein; PTX3, pentraxin 3; MDA, malondialdehid.

Az utdbbi évek adatai, els6sorban genetikai betegség-asszociacids vizsgalatok viszont

egyértelmiien arra utalnak, hogy ezeknek a fehérjéknek fontosabb szerepe lehet, mint

0o
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koradbban gondoltdk (Rodriguez de Cordoba et al., 2008). A H-faktor ¢és az FHR-ek egyes
génvaltozatait tobb betegséggel is kapcsolatba hoztdk. A H-faktor N-termindlis doménjeit
miatti kvantitativ H-faktor deficiencia a vérplazmaban az alternativ 0t kontrollalatlan
aktivalédasdhoz ¢és glomerulonefritiszhez vezet (Ault et al., 1997). Egy masik ritka
vesebetegségben, az atipusos hemolitikus urémids szindromaban (aHUS) szenvedd betegek
kb. 30%-éban azonosithatok H-faktor mutaciok. Ezek 4&ltalaban heterozigota formaban
fordulnak eld és a H-faktor C-terminalis doménjeit érintik (Caprioli et al., 2001), tehat a
molekula képes marad a komplementaktivacié szabalyozasdra. A mutdciok azonban
hajlamositanak a vese glomerulusokban fokozott helyi komplementaktivaciora, endotélsejtek
¢s vérlemezkék aktivaciojara, ami végs6 soron a veseendotél karosoddsdhoz ¢s
mikrotrombusok kialakuldsdhoz, kdvetkezményes akut veseelégtelenséghez vezethet (Nester
et al., 2015). Ezekben a vesebetegségekben H-faktor autoantitesteket is leirtak (Meri et al.,
1992; Dragon-Durey et al., 2005). A CFHR5 gén valtozatait ugyancsak kapcsolatba hoztak
C3 glomerulopatiaval, CFHRS nefropatiaval és aHUS-sal is (Nester et al., 2015; Zipfel et al.,
2015). A H-faktor Y402H polimorfizmusa pedig a vildgszerte kb. 50 milli6 embert érintd
id6éskori makuladegeneracié (AMD) rizikéfaktora (Hageman et al., 2005).

Mivel a H-faktort és az FHR molekulakat kodold gének szamos, nagymértékben
hasonl6 (akar tobb, mint 99%-ban azonos) szekvenciat tartalmaznak, ezért ez a genom régiod
hajlamos génatrendezddésekre. Ezek kovetkeztében génkonverzio, illetve bizonyos
szakaszokon géndarabok (ezaltal hibrid gének létrejotte) vagy teljes gének kiesése, illetve
duplikalodasa torténhet. Mutdcid analizis és génkoOpiaszam-meghatirozas segitségével a
betegekben ¢€s egészséges egyénekben is szdmos génvaltozatot ¢és  kiilonbozo
génatrendezédéseket mutattak ki ebben a génklaszterben. Kiilonosen gyakori a CFHR3-
CFHRI kettds géndelécio, ami tobb betegség esetében is eléfordul hajlamosité (aHUS, SLE)
vagy veédo (IgA nefropatia, AMD) tényezoként. Ez a géndelécid az eurdpai populécio kb. 4%-
aban fordul eld, de mas populaciokban ennél joval gyakoribb is lehet, pl. Afrikdban atlagosan
kb. 16% (de Nigéridban kb. 30%) (Holmes et al., 2013).

A komplementrendszer betegségekben jatszott szerepének utdbbi években tortént
részletesebb megismerése révén egyre tobb kutatas irdnyul a rendszer miikodésébe valo
célzott beavatkozasi lehetdségek feltarasara €s kihasznalasara. Kézenfekvd lehetne példaul a

hianyz6 vagy hibas komplementfehérje (pl. mutans H-faktor) potlasara vérplazmabol tisztitott
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vagy mesterségesen eldallitott fehérjét alkalmazni. Mivel a komplementrendszer egy
komplex, mas plazma enzim rendszerekkel is kapcsolatban all6 fehérjehdlozat, és az egyes
betegségekben mas-mas mechanizmussal ¢és mértékben jarul hozza a patologids
folyamatokhoz, tobbféle célpont elleni és kiilonb6zé hatasmechanizmusu hatdéanyagok
kifejlesztése sziikséges. Az egyetlen engedélyezett komplement terapias szer az eculizumab
nevll anti-C5 monoklondlis ellenanyag a C5 molekuldhoz koétédve annak C5 konvertazok
altali hasitasat, ezaltal a termindlis Ut aktivalodasat akadalyozza meg. Szamos gyogyszerjelolt
van a fejlesztés €s a klinikai kiprobalas kiilonb6zo staddiumaiban (Morgan and Harris, 2015).
A komplementrendszer normalis és patologias miikodésének felderitése tehat nemcsak
alapkutatasi szempontbdl izgalmas, hanem az érintett betegek €s kezel6orvosaik szdmara is
reményekkel kecsegtet. A H-faktor és az FHR fehérjék egyértelmiien kapcsolatba hozhatok
egyes fert6z0, gyulladdsos és autoimmun betegségekkel, szerepiik azonban nem pontosan
ismert €s tobb esetben ellentmondésos. Mindezek miatt tehat fontos megismerniink ezeknek a
molekulaknak a funkcidjat, mert igy jobban megérthetjiik az emlitett betegségek kialakuldsat,

¢s akar 0j terapias beavatkozasi lehetdségeket ismerhetiink meg.

3. Célkitiizések

Az eldzéekben bemutattam, hogy a komplementrendszer kiilonboz6é koros folyamatokhoz
jéarulhat hozza, betegségenként eltérd mechanizmussal és mértékben. A komplementaktivaciot
szabalyoz6 H-faktor ¢és a H-faktorral rokon fehérjék kiilonosen érdekesek ebbdl a
szempontbol, hiszen szadmos betegséggel hoztak ket kapcsolatba. Az FHR fehérjek
molekulacsalad szerepének vizsgalataval foglalkoztam. Az alabbi f6 kérdéseket, célokat

fogalmaztuk meg:

1. Mi a szerepe a H-faktor C-terminélis doménjeinek?

2. Van-e szerepe a H-faktornak az endotélsejtek védelmében, a sejtfelszinen zajlod

komplementaktivacio gatlasaban?

3. A C-terminalis mutaciok hogyan befolyasoljak a H-faktor funkcigjat és hogyan jarulhatnak

hozza atipusos hemolitikus urémids szindroma kialakulasdhoz?
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4. Célul thztik ki a H-faktor ellenes autoantitestek kdotohelyének meghatarozasat, az
autoantitestek funkciondlis hatdsanak vizsgélatat, bioldgiai jellemzdik (izotipus, aviditas)
meghatdrozasat, illetve annak vizsgalatdit, hogy mutatnak-e keresztreakciot FHR

molekulakkal.

5. Célunk volt annak vizsgalata, hogy mi az emberi FHR fehérjék élettani és patoldgias
szerepe, befolyasoljak-e a H-faktor miikodését, illetve van-e szerepiik a komplementrendszer

szabalyozéasaban.

6. A H-faktorrdl nyert ismereteket 0sszegezve ¢€s felhasznalva célul tiztik ki egy olyan
modositott H-faktor molekula eldallitasat €és jellemzését, amelyet — potencidlis mesterséges

komplementgatlo fehérjeként — terapids célokra lehetne alkalmazni.

4. Alkalmazott modszerek

Az egyes modszerek részletes leirdsa a sajat kozleményekben talalhato meg, itt csak az
alkalmazott fontosabb modszereket sorolom fel. Zardjelben, romai szamokkal feltiintettem az

egyes modszereket tartalmazo sajat publikacioimat (Id. 7.1. fejezet).

A H-faktor fragmentumok, mutansok ¢s FHR fehérjék klonozasahoz és expressziojahoz PCR
¢s iranyitott mutagenezis technikakat hasznaltunk (III-V, VII-IX, XI-XV, XIX). A
kisérletekhez Sf9 rovarsejtekben expresszaltunk rekombinans H-faktor fragmentumokat, FHR
fehérjéket és azok fragmentumait (II-IX, XII-XVII, XIX-XX). A H-faktor és az FHR-ek
szérumbol vald kotddeését, valamint a rekombinans vad tipusu és mutans fehérjék sejtekhez
(HUVEC, apoptotikus és nekrotikus Jurkat sejtek, birka vorosvérsejtek) kotodeését dramlasi
citometria, Western blot és mikroszkopos vizsgalatok segitségével végeztik (I-III, VII,
XIIT).

Funkcionalis vizsgélatokban kofaktor aktivitast €s konvertdz lebomlast gyorsito
aktivitast Western blot és ELISA segitségével mértiink (II, XII, XIX).

Fehérje kolcsonhatasokat ELISA, felszini plazmon rezonancia és Western blot
segitségével vizsgaltunk (II-IV, VII-IX, XII-XV, XVII, XVIII). Ligandum kd&tohelyek
meghatdrozasadhoz membranon immobilizalt atfed6 peptidsorozatokat ¢és mutagenezis

vizsgalatokat végeztiink (II1, XII, XIV, XV).
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A H-faktor autoantitesteket ELISA modszerrel detektaltuk; az autoantitestek
kotohelyének meghatarozasdhoz rekombindns fehérje fragmentumokat és mutans fehérjéket
hasznaltunk (IV-IX, XV). Szérumok hemolitikus hatisat birka és nyul vordsvérsejtek
segitségével mértik (IV, V, VII, XIX, XX). Az immunkomplexeket ELISA és Western blot,
az antitestek aviditasat ELISA segitségével mértik (V, VII-IX).

Komplementaktivaciot ELISA (C3, C4, C5b-9 lerakodas), birka vorosvérsejtek lizise
(a kiszabadulé hemoglobin mérésével), sejteken pedig dramlési citometria és Western blot

segitségével vizsgaltunk (II, XII-XIV, XVI, XVII, XIX, XX).

5. Az ij tudomanyos eredmények osszefoglalasa

(A romai szamok az értekezés alapjaul szolgalo, a 7.1. fejezetben felsorolt sajat kézlemények

sorszamat jelélik.)

Az MTA doktori értekezésemben a PhD fokozat megszerzése 6ta a H-faktor fehérjecsalad
tagjainak ¢élettani és patologids szerepének vizsgéalatara iranyuld kutatdsaim soran elért
eredmények egy részét mutatom be. Az értekezéshez felhasznalt publikdciokban meghatarozo
szerepet jatszottam: az elsdszerzos kozleményeknél mind a kisérletes munkat, mind a szellemi
hozzajarulast és a cikkek megirasat illetden, illetve az utolsd szerzds kozleményeknél a sajat
kutatocsoport és tobb esetben a mas laboratdriumokkal valo kollaboracié iranyitasat, valamint
a cikkek megirasat tekintve. A kisérletek megtervezése, kivitelezése és az eredményekbdl
sziletett kozlemények végsé formaba oOntése a didkjaimmal, kollégdimmal és az
egylttmiikodo partnerekkel valo k6zos munka eredménye volt, ezért az értekezésben — ahogy
az eredeti kozleményekben is — a tobbes szam elsé személyt hasznalom.

Az ismertetett eredmények részben a jénai Leibniz-Institut fiir Naturstoff-Forschung
und Infektionsbiologie — Hans-Knoll-Institut kutatointézetben végzett posztdoktori
tanulmanyaim soran (2002-2005), valamint késObb az ott vezetett kutatdcsoportomban
(2006-2012), részben pedig hazatérésem ota (2012—) az altalam vezetett MTA-ELTE
,Lendiilet” Komplement Kutatdocsoportban sziilettek. A kutatdsok hazai és nemzetkozi
egylittmiikodések keretében valdsultak meg, munkankat szdmos szervezet (pl. Deutsche

Forschungsgemeinschaft, OTKA, MTA) tamogatta.
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5.1. A H-faktor szerepe a komplementaktivacio gatlasiban és ennek 0Osszefiiggése
vesebetegségekkel.

Mivel az endotélsejtek aktivaciojanak ¢€s karosodasanak szerepe van az aHUS
patomechanizmusaban, tovabba a H-faktor egyes mutacidit leirtdk aHUS-betegekben,
vizsgaltuk, hogy milyen kolcsonhatds jatszodhat le a H-faktor €s az endotélsejtek kozott,

illetve ez hogyan magyarazhatja a mutaciok osszefiiggését a betegséggel.

5.1.1. A H-faktor endotélsejtekhez kotodése

Aramlasi citofluorimetrias és mikroszkopos vizsgalatokkal sikeriilt kimutatnunk, hogy a
tisztitott H-faktor kotddik emberi koldokzsindr-véna eredetli endotélsejtekhez (HUVEC-hez).
A H-faktor ellen készitett egér monoklonalis antitestek kotdhelyét rekombinans H-faktor
fragmentumok felhaszndldsaval sikeriilt meghataroznunk. Az igy madar ismert kotohelyll
monoklonalis antitestek segitségével kimutattuk, hogy a H-faktor C-terminalis doménjei
felelosek a H-faktor endotél sejtekhez vald kotddéséért. A C18 jeli, a H-faktor CCP20
doménjében kotddo antitest gatolta a tisztitott H-faktor HUVEC-hez kotédését (I).
Kimutattuk, hogy a H-faktor relative gyengén kotddik a sejtek felszinéhez (polianionos
természeti molekuldkon  keresztiil, mint példaul glilkkézaminoglikdnok), viszont
komplementaktivacio esetén a lerakddd C3b miatt fokozodik a H-faktor kotddése (II). A C-
terminalis doménekben kotddo antitestek nemcsak a H-faktor HUVEC-hez szérumbdl valod
kotddését, hanem immobilizalt C3b-hez valod kotddését is gatoltadk. A kontrollként hasznalt
C21 jelli antitest, ami a H-faktor CCP 15-18 doménjeiben kotddik, nem gatolta a H-faktornak
sem a sejtekhez, sem a C3b-hez valo kotddését. A folyadék fazisban, ahogy az varhato is volt,
egyik vizsgalt antitest sem gatolta a H-faktornak a C3b I-faktor 4&ltali enzimatikus
inaktivalasat segitd képességét (kofaktor aktivitasat). A sejtfelszinre komplementaktivacio
soran kovalensen kotddé C3b molekula kiilonbozd részeit felismerd ellenanyagok
segitségével nyomon tudtuk kovetni a C3b hasitasdt a sejtfelszinen. A C18 antitest
jelenlétében a szérumbdl az endotélsejtekre kotddd C3b degradacidja csokkent meértékil volt,
amit a kezeletlen kontrollhoz és a C21 antitest jelenlétében inkubalt sejtekhez képest nagyobb
C3c/C3d arany mutatott. Ez azzal magyardzhato, hogy tobb intakt C3b molekula maradt a
C21 jelenlétében a sejteken, mig normadl esetben a C3d fragmentum a sejtekhez kotddve
marad, a C3c pedig lehasitodik. H-faktor depletalt szérumot hasznalva kimutattuk, hogy

amennyiben visszaadjuk a H-faktort a szérumba, fokozott H-faktor kotddést €s csokkent C3 €s
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terminalis komplement komplex (C5b-9) lerakodast detektalhatunk a sejteken. Normal humén
szérumban a C-terminalisan k6t6do antitestek jelenlétében fokozott C5b-9 lerakodéast mértiink
a sejteken. Azt vizsgalandd, hogy szérumban mennyire jarul hozza a H-faktor az
endotélsejteknek a komplement karositdo hatasa elleni védelméhez, részben leemésztettiik a
sejtekrél a GPI-horgonyzott CD55 és CD59 komplementszabalyozd molekulakat. Az igy
kezelt sejteket H-faktor depletalt szérumban inkubalva bizonyitottuk, hogy H-faktor
jelenlétében a sejtek komplement altali lizise gatolt (II).

Mindezek az eredmények arra utaltak, hogy a H-faktor C-termindlis doménjének vagy
doménjeinek korabban alulbecsiilt, am alapvetden fontos szerepe van abban, hogy a sejtekhez
¢s mas felszinekhez (pl. extracellularis matrix) kotédve a H-faktor hozza tudjon jarulni a
komplementaktivaci6 megfeleld kontroll alatt tartasahoz. 4 membrankotott komplement-
szabdlyozo fehérjék mellett tehat a H-faktor is szerepet jatszhat az endotélsejtek komplement
dltali karosodasdanak megakadalyozadsaban.

Eredményeinket masok is megerdsitették. Sajat publikécionkkal egyidében egy
spanyol kutatocsoport szintén kimutatta a H-faktor szerepét a sejtek védelmében. Hemolitikus
teszttel igazoltak, hogy C-terminalis H-faktor mutéaciot hordozo aHUS betegek széruméban a
birka vorosvérsejtek lizise figyelhetd meg (Sanchez-Corral et al., 2004). Késdbb amerikai
kutatok is igazoltdk, hogy a H-faktor a C-terminalis doménjeivel tud vordsvérsejtekhez

kotddni (Ferreira et al., 2006).

5.1.2. H-faktor mutaciok funkcionalis vizsgalata

A H-faktor vesebetegségekben jatszott szerepét, illetve az egyes leirt mutaciok funkcionalis
kovetkezményeit is tanulmanyoztuk. Mivel a H-faktor CCP 19-20 doménjeit aHUS esetében
mutacios ,hot spot”’-ként azonositottdk, az ezeket a doméneket lefedd atfedd peptidek
segitségével vizsgaltuk egyes ligandumok, igy a heparin mint polianion, valamint a C3b és a
C3d mint komplement ligandumok kotddését. A peptideket hordozé membranokat a
kiilonboz6 ligandumok oldataban vald inkubalas utdn megfeleld reagensekkel eldhivtuk. Az
eredmények alapjan tobb ligandumkotd régiot azonositottunk, melyek részben azonosak
voltak a heparin, C3b és C3d esetében is. Ezt az magyarazza, hogy ezek a kotdhelyek a CCP
domének felszinén levd hurok régiok teriiletére esnek. A muticiok egy része ezekben a
felszini aminosavakban taldlhatd, mas résziik a domén belsejében, és a doménszerkezetet

befolyéasolhatjak.
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Az aHUS-ban leirt C-terminalis mutaciok (W1157R, W1183L, V1197A, R1210C,
R1215G és P1226S) vizsgalatdhoz a H-faktor klénozott CCP 8-20 fragmentumat ¢és annak
mutagenezissel eldallitott valtozatait expresszaltuk. A rekombindns mutans fehérjéket
vizsgalva azt taldltuk, hogy azok kiilonb6z6 mértékben, de csokkent kotddést mutattak
heparinhoz, valamint endotélsejtekhez is. A vizsgalt mutansok koziil a W1157R mutatta a
legkisebb funkciokarosodast, ami a heparinhoz ¢és HUVEC-hez valé kotodést illeti,
ugyanakkor ez a mutans (a P1226S-sel egyiitt) a tobbihez képest gyengébben kotddott C3b-
hez ¢és C3d-hez is (III).

Tovéabbi H-faktor mutaciok mas munkacsoportok €s sajat csoportunk altali jellemzése
is hasonld eredményekre vezetett (Manuelian et al., 2003; Heinen et al. 2007; Sanchez-Corral
et al., 2002). Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a C-terminalis doménekben létrejott
mutaciok kovetkeztében megvaltozik a H-faktor sejtfelszini polianionos molekuldkkal
és/vagy a lekotddott C3b-vel, vagy annak C3d fragmentumaval vald kolcsonhatasanak
természete, ami a sejtek felszinén csokkent H-faktor aktivitast eredményez, igy
megmagyarazhatja ezen mutaciok szerepét a betegség kialakuldsdban. A H-faktor tal erds
kotddése, amely egyes mutdnsok  esetében  megfigyelhetd, ugyanigy a
komplementszabalyozas zavardhoz vezet, mint a gyakrabban megfigyelhetd gyengébb
kotodés a komplement tamadas alatt allo sejtek felszinén (Lehtinen et al., 2009; Kajander et

al., 2011).

5.2. H-faktor autoantitestek funkcionalis jellemzése

A H-faktor autoantitestek mérésére adaptaltuk a Dragon-Durey és munkatarsai (2005) altal
leirt ELISA moddszert, aminek a segitségével kezdetben német betegek szérum mintainak
szilirését végeztiik el. Rovid idon beliil 5 olyan aHUS beteget azonositottunk, akiknél nem volt
ismert komplement mutacid, szérumuk viszont erds reaktivitdst mutatott a mikrotiter
lemezeken immobilizalt tisztitott H-faktorral. Rekombindns H-faktor fragmentumok, valamint
a korabban vizsgalt, ismert kotohelylli monoklondlis antitestek segitségével megallapitottuk,
hogy mind az 6t beteg autoantitestjei a H-faktor CCP 19-20 doménjeihez kotdédnek (IV). A
betegek szérumdbdl tisztitott [gG a H-faktor C3b-hez vald kotddését gatolta. Kimutattuk
tovabba, hogy a vizsgalt betegek széruméban a normal szérumokkal ellentétben feloldodtak a
birka vorosvérsejtek; ez tisztitott H-faktor feleslegben adéasaval gatolhaté volt (IV, V).
Ezekkel az adatokkal elséként bizonyitottuk, hogy az aHUS betegekben elofordulo H-faktor
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autoantitestek az aHUS-asszocialt mutaciokhoz hasonloan a H-faktor sejtekhez kotodését
akadalyozva fogékonyabba teszik a sejteket a komplement altali karosito hatdsra.

Kutatoécsoportunk kimutatta, hogy a CFHR3-CFHRI gének delécidja az aHUS-ra
hajlamosito tényezd (Zipfel et al., 2007). A beteg szérumok ELISA-val és Western blottal
torténd vizsgalata soran kideriilt, hogy a H-faktor autoantitestekre pozitiv betegek kb. 90%-
aban hidnyzik mind az FHR-1, mind az FHR-3 fehérje, ezzel az autoantitestek képzddésével
kapcsolatos genetikai tényezOt azonositottunk (VI). Ezeket az eredményeket késébb maés
munkacsoportok is megerdsitették (Abarrategui-Garrido et al., 2009; Dragon-Durey et al.,
2009; Moore et al., 2010).

Az autoantitestek biologiai jellemzo6it (izotipus, kothely, aviditas stb.) is részletesen
vizsgaltuk. Ezen kutatasok soran elséként azonositottunk IgA tipust H-faktor autoantitesteket.
Kimutattuk az autoantitestek keresztreakciojat az FHR-1 fehérjével, az immunkomplexben
jelen 1évé nativ H-faktor és FHR-1 molekuldkat, valamint azt is, hogy az autoantitestek
befolyasolhatjak a H-faktor antigén szinteket mérd ELISA vizsgalatokat (VII). Klinikusokkal
egylttmiikodve leirtuk betegek kezelését, a kezelések soran az autoantitest szintek valtozasat,
valamint az autoantitestek funkciondlis hatdsanak kimutatdsat egy hemolitikus teszt
segitségével (V). Részletesen jellemeztiikk a H-faktor azon epitdpjait, ahol az autoantitestek
kotddnek. Kimutattuk, hogy az autoantitestek a H-faktor CCP20 doménjének egy olyan
felszini hurok régidjaban kotddnek, amely a homolég FHR-1 molekulaban eltérd
konforméciot vesz fel; ehhez hasonlé konformacié a H-faktorban bizonyos (pl. mikrobidlis)
ligandumok megkdtésekor alakulhat ki. Ezen adatok alapjan egy 0j modellt dolgoztunk ki az
FHR-1 hianyanak a H-faktor autoantitestek kialakuldsdban jatszott szerepére vonatkozdan
(VIII). Megallapitottuk, hogy az egyes betegekben Iényegesen nem valtoznak az
autoantitestek bioldgiai jellemzd6i (izotipus, kotdhely, aviditds) (IX). Mindezeket a

vizsgalatokat kiilfoldi és hazai egylittmiikodések keretében végeztiik.

5.3. Az FHR molekulak funkcidja

Az FHR fehérjék léte 1990 ota ismert volt. A H-faktorral valo szerkezeti hasonlosag miatt
egyesek ,kis H-faktoroknak”, azaz a komplementaktivaciot gatld H-faktorral azonos
funkcidju molekuldknak (Zipfel and Skerka, 1994), mig méasok a komplementszabalyozé CCP
1-4 doménekkel homoldég domének hidnya miatt a komplementaktivacid szempontjabol

jelentéktelen fehérjéknek tartottak Oket. Kismértékii kofaktor aktivitast leirtak az FHR-3,
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FHR-4 ¢s FHR-5 molekulékroél is (Hellwage et al., 1999; McRae et al., 2005), bar ezek nagy,
minden valdszinliség szerint nem fiziologias koncentraciokat igényeltek ezekbdl a
fehérjékbol.

Genetikai vizsgalatok alapjan azonban kideriilt, hogy az FHR fehérjék szerepét
alabecsiilték, €¢s nem valdszinii, hogy csak ¢lettanilag jelentéktelen evolucios melléktermékek
lennének. Mind a H-faktorr6l, mind az FHR-ekrdl igazoltdk elsdsorban egyes
vesebetegségekkel és az idoskori makuladegeneracioval vald kapcsolatukat. A fehérjék
domén-szerkezete és az addigi adatok alapjan harom f6 lehetdséget vazoltunk fel az FHR-ek
szerepére vonatkozoan: (1) a H-faktort segitd, szinergisztikus, komplementaktivaciot gatlo
hatast, (2) a H-faktorral antagonista hatast, ¢és (3) a H-faktorétol fliggetlen
komplementszabalyozé vagy mas funkciot (X). A funkcidjuk tisztdzasa és betegségekben
Jatszott szereplik megértése céljabol egyes FHR fehérjéket allitottunk elé rekombinans DNS-
technika és rovarsejtekben vald expresszid utjan. Vizsgaltuk a H-faktor ismert ligandumaival
valo kolesonhatasukat: C3b-vel, a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo pentraxinokkal
(C-reaktiv fehérje és pentraxin 3), valamint az extracellularis matrixszal, és tanulméanyoztuk a

H-faktor kotddését és aktivitasat befolyasolo képességiiket.

5.3.1. Az FHR-4A molekula és funkcidojanak vizsgalata
Mivel az ismert FHR fehérjék mindegyike a majban expresszalodik, emberi méj expresszios
fag konyvtar sziirését végeztiik el, H-faktor és mar ismert FHR alapu, radioaktivan jelzett
probak segitségével. Ennek soran sikeriilt izolalni egy olyan klont, amelynek szekvencidja a
korabban leirt FHR-4 molekulara nagymértékben hasonlitott. Ez az FHR-4 molekula hosszt
izoformdja (FHR-4A), amely gyakorlatilag tartalmazza a rovidebb, FHR-4B-nek elnevezett
izoforma doménjeit, illetve négy, duplikacid utjan létrejott extra domént. Az FHR-4 fehérjére
vonatkoz6 korabbi irodalmi adatok, illetve sajat Western blot vizsgélatok is megerdsitették az
,»U]” 1zoforma létezését. Szérumban ugyanis egy kb. 86-kDa molekulatomegli glikoprotein
azonosithatd6 FHR-4 antiszérummal, amely deglikozilacio utan j6 egyezést mutat a szekvencia
alapjan josolt molekulatomeggel. A kordbban elvégzett fehérjeanalizisbdl szarmazo peptidek
pedig teljes egyezést mutattak a josolt aminosav-szekvenciaval. A szérumban dominans
izoformaként azonositottuk az FHR-4A-nak elnevezett molekulat (XI).

Az FHR-4 mindkét izoformajat eldallitottuk rekombinans fehérje forméjaban. A

komplementaktivacidoban jatszott szerepének vizsgalatdhoz a C3b-vel, valamint az egyik f6
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akut fazis fehérjével, a gyulladds és fertdzés soran a szérumban nagy koncentracidban
megjelend C-reaktiv fehérjével (CRP) valo kolcsonhatasat, és ezek funkcionalis jelentdségét
vizsgaltuk. A korabbi adatokkal megegyezden nem sikeriilt fizioldgiasan relevans FHR-4
koncentraciot hasznalva kofaktor aktivitdst kimutatni. A C3b az FHR-4A ¢és FHR-4B C-
terminalis doménjeiben kotddott, melyekkel homoloég domének a H-faktorban is kdtnek C3b-
t. Ugyanakkor eredményeink szerint az FHR-4-hez k6t6dé C3b molekuldhoz k&tddni tud a B-
faktor, és D-faktor jelenlétében aktiv C3bBb konvertaz alakul ki. In vitro korilmények kozott
az FHR-4 szérumban is képes volt aktivalni az alternativ utat, amit a C3 depozicio
fokozddasaval, valamint a kialakulé konvertdz komponenseinek (C3b, Bb és properdin)
kimutatdsaval igazoltunk. Mutans fehérjék eldallitasaval és vizsgalataval igazoltuk a
specifikus C3b-kotés szerepét az FHR-4 altal kivaltott alternativ t aktivacioban. Ezaltal
elsOkeént sikeriilt kimutatnunk egy FHR molekularol, hogy a H-faktorral ellentétben fokozza a
komplementaktivaciot (XII).

Kimutattuk tovabba, hogy a H-faktor a moédosult, monomer (vagy denaturalt) CRP
format (mCRP) koti, ezzel szemben az FHR-4 mindkét izoforméja a nativ, pentamer CRP
format (pCRP) (XIII). A kotédést nemcesak tisztitott fehérjékkel, hanem szepszises betegek
emelkedett CRP mennyiséget tartalmazo szérumabol is igazoltuk. A pCRP kotohelye az FHR-
4A és FHR-4B molekulakban kozos CCP1 doménben talalhatd, amit rekombinans FHR-4
fragmentumok eldallitasaval és CRP-kotésiik vizsgalataval igazoltunk. Az ismert szekvencidk
alapjan tervezett, nitrocellul6z membranon immobilizalt atfedd peptidsorozatok segitségével
bizonyitottuk a CCP1 domén Un. hipervariabilis hurkanak szerepét a CRP kotésében (XIV). A
homolog szekvencidk vizsgalataval kidertilt, hogy ez a rovid molekulaszakasz ilyen forméban
csak az FHR-4 CCPIl-ben talalhatdé meg, a homolég domének megfeleld szekvenciaiban
talalhat6 eltérések (els6sorban negativ toltésii aminosavak jelenléte miatt) magyarazzak, hogy
a tobbi FHR ¢és a H-faktor homoldg doménjei nem kotik a pCRP-t. A kotohelyet egyszeres
(K37A) és haromszoros (K37A, R40A, R41A) rekombinans mutans fehérje vizsgalataval is
bizonyitottuk. Azt is kimutattuk, hogy a CRP kotddése az FHR-4-hez lehetové teszi a
klasszikus és/vagy lektin uton elinduldé komplementaktivaciot, amit szérumbol torténd C4
depozicid6 mérésével bizonyitottunk (XIV). Kimutattuk tovabba, hogy az FHR-4 képes
nekrotikus sejtek felszinéhez kotddni €s oda CRP-t toborozni szérumbdl (XIIT).

Eredményeink szerint tehdat az FHR-4 molekula nem a komplementaktivaciot gatolja,

mint a H-faktor, hanem ezzel ellenkezdleg, képes a komplementaktivaciot fokozni, tobb
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mechanizmus réven is. A C3b megkotése révén az alternativ, a CRP megkdtése révén pedig a

klasszikus/lektin ut aktivaciojat képes elinditani, ezaltal az opszonizacidt helyileg fokozni.

5.3.2. Az FHR-1 jellemzése

Mivel az FHR-1 molekula C-terminalis doménjei nagyfokt hasonlosagot mutatnak a H-faktor
homolog doménjeivel, ezért vizsgaltuk, hogy ez a molekula mennyiben rendelkezik a H-
faktorhoz hasonlo, illetve attol eltérd bioldgiai funkcioval.

Megallapitottuk, hogy az FHR-1 is képes a C-termindlis doménjein keresztiil
vorosvérsejtekhez, endotélsejtekhez kotédni. Az FHR-1 CCP4 doménje aminosav szinten
100%-ban megegyezik a H-faktor CCP19 doménjével, az FHR-1 CCP5 doménje pedig 97%-
ban a H-faktor CCP20 doménjével. A két aminosavnyi kiilonbség a C-terminalis doménekben
azonban ahhoz vezet, hogy az FHR-1 nem olyan erdsen kétodik a sejtfelszinekhez, mint a H-
faktor, és nem is tudja hatékonyan leszoritani onnan, ahhoz a fizioldgiashoz képest irredlisan
magas FHR-1 koncentraci6 kellene (VII).

Kimutattuk, hogy az FHR-1 kotédik a pentraxin 3-hoz (PTX3), de gyengébben, mint a
H-faktor (XV). Megallapitottuk, hogy az FHR-1 aHUS-sal asszocialt izoformaja gyengébben
kotddik a PTX3-hoz, mint a masik izoforméaja. A H-faktorral ellentétben alacsonyabb
kémhatason — ami fiziologidsan példaul gyulladés helyszinén fordulhat el — az FHR-1 nem
kotodik erdsebben a PTX3-hoz. Peptid array segitségével azonositottuk a H-faktor és az FHR-
1 C-termindlis doménjeiben a PTX3-ko6tésben részt vevd aminosavakat. Kimutattuk, hogy az
aHUS betegek autoantitestjei gatoljak a PTX3 kotddését H-faktorhoz és FHR-1-hez is (XV).

Mivel az FHR-1-r6l leirtak, hogy a C5-h6z kétddve a termindlis Ut aktivacidjat gatolja
(Heinen et al., 2009), ebben az irdnyban is végeztiink vizsgalatokat. Ismert, hogy egyes
gyogyszerek vagy azok hordozéi (pl. liposzomak) képesek a komplementrendszer
aktivalasara, és részben ennek a mechanizmusnak kdszonhetéen Un. infuzios reakcio6 (egyfajta
tulérzékenységi reakcio) kivaltasara. Ezt a jelenséget komplementaktivacidoval kapcsolatos
pszeudoallergids reakcionak (complement activation-related pseudoallergy, CARPA)
nevezték el (Szebeni, 2005). Amennyiben példdul liposzomalis amphotericin B-t, egy
gombaellenes szert, inkubalunk szérumban, a kontrollhoz képest megnd a szérumban mérhetd
szolubilis C5b-9 terminalis komplement komplex mennyisége. Ezt a ndvekedést a
komplementaktivacié gatlasa révén a H-faktor szignifikansan csokkenteni képes, ugyanakkor

az FHR-1-nek semmiféle hatdsat nem tapasztaltuk (XVI). Eredményeink tehat cafoljak az
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FHR-1 korabban leirt, komplementgatlo hatasat. Maés kutatdocsoportok ugyancsak
megkérddjelezték a Heinen és munkatarsai altal kozolt hatést, ellenben azt talaltdk, hogy az
FHR-1 a C3b-hez koétédve gatolni tudja a H-faktor hatasat, ezzel a komplementaktivaciot
inkabb fokozza (Goicoechea de Jorge et al., 2013; Tortajada et al., 2013).

5.3.3 Az FHR-5 molekula funkciojanak vizsgalata

Mivel az utobbi években genetikai vizsgalatok alapjan a CFHRS gént egyértelmiien
Osszefiiggésbe hoztak egyes vesebetegségekkel, de a molekula funkcidja ismeretlen volt, célul
tiztik ki az FHR-5 funkcionalis jellemzését. Ehhez rekombinans FHR-5 molekulat
hasznaltunk. Megallapitottuk, hogy a CRP nativ, pentamer formajat nem koti, ellenben a
modosult mCRP format igen. Mind emberi szérumot, mind a rekombinans FHR-5-6t
hasznalva kimutattuk, hogy az FHR-5 koti a PTX3-at, rdadasul a H-faktornal nagyobb
aviditassal. Az FHR-5 képes volt a H-faktor kotddését gatolni CRP-hez és PTX3-hoz is, és
ezaltal a pentraxinok altal beinditott komplementaktivaciot fokozni, amit a nagyobb mértékii
C3 depozici6é kimutatasaval igazoltunk. Hasonldoképpen, azt talaltuk, hogy az FHR-5 kotodik
az extracellularis matrixhoz (amit MaxGel matrix kivonattal modelleztiink), és dozisfiiggden
gatolja a H-faktor kotddését, csokkentve ezaltal a matrixon az alternativ ut gatldsat. Ez
ugyancsak a C3 lerakddasanak novekedésében mutatkozott meg, amikor a MaxGel-hez adott
szérumban az FHR-5 koncentraciot rekombindns fehérje hozzdadéasaval noveltik. 4z FHR-5
tehat a H-faktor bizonyos ligandumokhoz valo kotédésének kompetitiv gatlasa utjan
fokozhatia a komplementaktivaciot (XVII). Kimutattuk tovabbda, hogy az FHR-5 az
extracellularis matrixhoz kotddve meg tudja kotni a PTX3-at, és az FHR-5-h6z kotédott
PTX3 képes a Clq kotésére. Ezaltal a klasszikus Ut aktivalasa révén szintén hozzajarulhat a
komplementaktivacié helyi ndvekedéséhez (XVII).

Vizsgaltuk az FHR-5 C3b-vel valo kolcsonhatdsanak funkciondlis jelentdségét is.
Masok korabban kimutattak, hogy az altalunk a pentraxinokra és MaxGel-re leirt kompeticio
a H-faktorral a felszinen lekotodott C3b-re is igaz (Goicoechea de Jorge et al., 2013). Mi ezért
azt tanulmanyoztuk, hogy az altalunk az FHR-4-re leirt, az alternativ utat aktivalod
mechanizmus igaz-e az FHRS5-re is. Azt talaltuk, hogy az FHR-5-h6z k&tddé C3b-n is képes
kialakulni aktiv C3bBb konvertdz, illetve ehhez a konvertazhoz properdin is kotodik, és azt
stabilizalja. Ki tudtuk mutatni a felépiil6 FHR-5/C3bBbFP konvertaz aktivitasat tisztitott

fehérjéket hasznalva, az ELISA lemezen felépitett konvertdz enzim C3-at hasito képességének
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bizonyitasaval. Szérum felhasznalasaval végzett kisérleteink igazoltak az FHR-5 alternativ

utat aktivalo képességet (XVII).

5.3.4. Az FHR molekulak feltételezett szerepe

Osszefoglalva elmondhatjuk tehat, hogy a H-faktorral ellentétben az FHR molekuldkrol nem
sikerlilt meggy6zden kimutatni, hogy a komplementaktivaciot gétolni tudnak. Az wjabb
adatok arra utalnak, hogy bizonyos koriilmények kozott a H-faktorral valdé kompeticio révén
indirekt modon fokozhatjdk a komplementaktivaciot, valamint — sajat adataink szerint — direkt
modon is, a C3b vagy a CRP/PTX3 megkdtése révén. Ezek az adatok megmagyarazhatjak az
CFHR3-CFHRI géndelécido szerepét tObb betegség esetében is: a hidnyz6é kompetitor
molekuldk miatt a H-faktor jobban tud koétddni példaul malondialdehid epitopokhoz (ezért a
veédo szerep AMD esetén), ugyanakkor jobban kotddhet egyes mikrobakhoz is (XVIII).

5.4. Rekombinans mini H-faktor eléallitasa, jellemzése

Amint az az el6z6ekbdl is kideriilt, a H-faktor két f6 funkcionélis egysége a molekula két
végén elhelyezkedd, a komplementgatlasért (CCP 1-4) és a sejtekhez kdtddésért (CCP 19-20)
felelos rész. Felmeriilt ezért, hogy elegendbek-e ezek a domének a teljes molekula
funkciojanak az ellatasaért. Eldallitottuk tehat azt a mini H-faktornak elnevezett molekulat,
amelyben ezt a két funkciondlis egységet kdzvetleniil 6sszekapcsoltuk.

Az eldallitott rekombinans fehérjét részletesen jellemeztiik egyes ligandumokhoz valo
kotddését és komplementgatlo aktivitasat illetéen. Megallapitottuk, hogy ez a mesterséges
molekula hasonloképpen kotddik C3b-hez, mint a H-faktor, amit az magyarazhat, hogy a H-
faktor két f6 C3b-kotd helye a mini H-faktorban is megtalalhatd. Ugyancsak a H-faktorhoz
hasonl6 kotodést tapasztaltunk a PTX3 ¢s MaxGel esetében is. A CRP esetében azonban a H-
faktor erdsebben kotddott, mint a mini H-faktor, amit az magyardz, hogy a H-faktor CCP7
doménjében is van egy CRP-kotd hely, ami viszont a mesterséges molekulabol hidnyzik
(XIX). A4 mini H-faktor esetében a természetes molekulahoz képest hatékonyabb
komplementgatlo hatast tapasztaltunk funkcionalis esszékben, amikor human szérum
birkavorosvérsejteket lizalo hatasat vizsgaltuk. Mind mutans H-faktort, mind autoantitesteket
tartalmazd, aHUS betegekbdl szarmazo6 szérum kezelés esetén a mini H-faktor kb. négyszer
kisebb molaris koncentracioban érte el ugyanazt a mértékii gatldo hatast, mint a tisztitott H-

faktor. Ez feltehetOleg annak kdszonhetd, hogy a kompakt molekula térszerkezete eltérd, és a
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C-terminalis C3b-koto hely jobban hozzaférhetd, mint a természetes, 20 doménbdl allo
molekulaban. Kimutattuk, hogy liposzomalis amphotericin B, cremophor EL micelldk ¢és a
rituximab terdpids monoklonalis antitest altal szérumban kivaltott komplementaktivacid
esetében is in vitro a mini H-faktor a H-faktorénal kb. kétszer hatékonyabban gatolja a
szolubilis terminalis C5b-9 komplex képzddését (XVI).

A mi munkacsoportunkkal péarhuzamosan két masik kutatocsoport is eldallitott
hasonl6 mini H-faktor molekuldkat. Az egyik a két funkcionalis egység kozotti 0sszekotd
szekvenciaban kiilonbozik, mialtal nagyobb az egységek kozotti flexibilitas, €s ez a molekula
az altalunk eldallitottnal még hatékonyabban gatolja a komplementaktivaciot. A masik a H-
faktor CCP 1-5 és CCP 18-20 doménjeibdl all, egerekben in vivo is képes a
komplementaktivacié gatlasara, és arra fogékony egerekben a vesében torténd C3 fragmentum
lerakodas csokkentésére. K6zos kutatds keretében Osszehasonlitottuk a hdromféle mini H-
faktor molekuldt, valamint egy masik rekombinans fehérjét, ami a H-faktor CCP 1-5
doménjeit és a CR2 komplement receptor iC3b/C3d-k6td doménjeit tartalmazza. Az
eredmények szerint a flexibilis kapocs régidoval rendelkezé6 mini H-faktor molekula a
leghatékonyabb komplement inhibitor a vizsgaltak koziil a paroxizmalis nokturnalis
hemoglobinuridban szenvedd betegek voOrdsvérsejtjein  zajldé  komplementaktivacio
megakadalyozasaban (XX). Ezeken a vorosvérsejteken egy szerzett génhiba miatt kiilonbozo
mértékben csokkent két komplementszabalyozé6 membranfehérje (a DAF és a CDS59)
expresszidja, ezaltal folyamatos komplementaktivacid zajlik a felsziniikon, ami a
vorosvérsejtek pusztuldsdhoz vezet. Az anti-C5 terdpids ellenanyag, az eculizumab
megakadalyozza a voOrosvérsejtek C5b-9 komplex éaltali lizisét, de a folyamatos
komplementaktivaciot és C3 fragmentum lerakddast nem, ami a vordsvérsejtek komplement
receptorokon keresztiili opszonofagocitdzisdhoz és igy extravaszkularis pusztuldsukhoz vezet.
Megemlitendd még az is, hogy a termindlis Ut teljes gatldsa miatt jelentésen nd a
meningococcus fertdzés okozta agyhartyagyulladds kockéazata is, amit a profilaktikusan
alkalmazott véddoltas vagy antibiotikumos kezelés nem minden esetben tud megakadalyozni.
Ezért tehat mindenképpen indokolt mas hatdsmechanizmusu komplement inhibitorok
fejlesztése, amelyek a mikrobdk opszonizacigjat lehetdvé teszik, de a sajat sejteken lezajlod
komplementaktivaciot gatoljak. A mini H-faktorok optimalizaldsa és alkalmazéasa egy ilyen

terapias beavatkozast jelenthet.
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5.5. Az uj tudomanyos eredmények rovid osszefoglalasa

A PhD fokozat megszerzése oOta végzett kutatasokbol a H-faktor molekulacsalad egyes

tagjainak a komplementrendszer szabalyozasaban betdltott szerepének vizsgalata soran elért

Uj tudomanyos eredményeket az alabbiakban foglalom Gssze.

1.

Kimutattuk, hogy a H-faktor C-terminalis doménjei a molekula endotélsejtekhez valod
kotodéséért  felelosek  (I). Igazoltuk, hogy a sejtmembranban talalhato
komplementszabalyozo fehérjék mellett a szérumbol a sejtek felszinére kotodo H-
faktornak is Iényeges szerepe van a sejtek komplement tamadas elleni védelmében
(IT). Jellemeztiink tobb, a C-terminalis doméneket érinté, aHUS betegekben leirt
mutaciot, amelyekrdl kimutattuk, hogy a H-faktor endotélsejtekhez és felszinhez
kotott C3b-hez vald kotddésének csokkenéséhez vagy elmaradasahoz vezethetnek
(TI0).

Kimutattuk, hogy az aHUS betegek H-faktor ellenes autoantitestjei foként a H-faktor
C-termindlis doménjeihez kotddnek (IV). Az aHUS betegek H-faktor ellenes
autoantitestjei jelenlétében csokkent mértékii a sejtek védelme a szérum komplement
sejtkarositod hatasaval szemben (IV, V).

Megallapitottuk, hogy az aHUS-sal asszocialt H-faktor ellenes autoantitestek jelenléte
szoros Osszefiiggést mutat a CFHR3-CFHRI géndelécidval; az FHR-1 molekula
hidnya hajlamosit az autoantitestek képzdédésére (VI, VIII).

Kimutattuk, hogy aHUS esetében a H-faktor ellenes autoantitestek nagy része
keresztreagal az FHR-1 molekulaval. Megmutattuk, hogy az FHR-1 molekula ezaltal
blokkolni képes az autoantitesteket, elvonva 6ket a H-faktortdl, viszont fizioldgias
koriilmények kozott nem gatolja a H-faktor sejtekhez kotddését (VII).

A H-faktor CCP20 doménjében azonositottuk az aHUS betegek H-faktor ellenes
autoantitestjeinek fo kotOhelyét. Kimutattuk, hogy az autoantitestek aviditdsa a H-
faktorhoz és az FHR-1 molekuldhoz eltérd, és az FHR-1 C-termindlis doménjének
szerkezete az autoantitest kotOhellyel homoldg részben kiilonbozik a H-faktor CCP20
szerkezetétdl. Az eredmények ¢€s irodalmi adatok alapjan egy 0j modellt allitottunk fel
az FHR-1 hianyanak szerepére vonatkozoan a H-faktor ellenes autoantitestek

1étrejottében aHUS betegekben (VIII).
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10.

Kimutattuk, hogy az aHUS-asszocialt H-faktor ellenes autoantitestek bioldgiai
jellemz6i (izotipus, kotOhely, aviditds) az egyedi kiilonbségek mellett az egyes
betegekben nem valtoznak 1ényegesen a kezelések és a kdvetés soran (IX).
Felfedeztiik és klonoztuk az FHR-4A molekulat (XI). Kimutattuk, hogy — szemben a
H-faktorral, ami a CRP modosult, monomer formajat koti meg — az FHR-4 a nativ,
pentamer CRP-t koti, €s ezaltal képes a klasszikus utat aktivalni (XII). Azonositottuk
az FHR-4 CRP-koté6 doménjét (CCPl) és a CRP-kotésben szerepet jatszo
aminosavakat (XIII). Kimutattuk, hogy a C3b kotddése az FHR-4-hez — a H-faktorral
ellentétben — nem a komplementaktivacio gatlasahoz vezet, hanem aktiv C3bBb
konvertaz felépiilését teszi lehetdvé, ezaltal az FHR-4 aktivalhatja az alternativ utat
(XIV).

Az FHR-1 molekula ligandumaként leirtuk a PTX3-at, és azonositottuk az FHR-1 C-
termindlis doménjeiben a PTX3-kotésben részt vevd aminosavakat. Kimutattuk, hogy
az aHUS-ban gyakoribb FHR-1*B izoforma gyengébben kotddik a PTX3-hoz, mint az
FHR-1*A izoforma, valamint hogy a H-faktor autoantitestek is gatoljadk az FHR-1—
PTX3 kolcsonhatast (XV). Cafoltuk az FHR-1 masok altal leirt, terminalis
komplementutat gatld hatasat (XVI).

Kimutattuk, hogy az FHR-5 kotddik a monomer CRP-hez, a PTX3-hoz és az
extracellularis matrixhoz is. Ezekhez a ligandumokhoz kotédve a H-faktor kompetitiv
gatlasa révén indirekt modon, a C3b kotése révén pedig — az FHR-4 molekuldhoz
hasonléan, a C3bBb konvertdz enzim felépiilésének lehetdvé tételével — kozvetleniil
fokozza az alternativ Ut aktivacigjat (XVII).

Létrehoztunk egy mesterséges mini H-faktor molekulat, ami a H-faktornak csak a f6
funkcionélis doménjeit tartalmazza, és jellemeztilkk mint mesterséges komplement
inhibitort. A mini H-faktor a nativ molekulanal hatékonyabban képes a
komplementaktivaciot gatolni in vitro (XVI, XIX, XX). Kimutattuk, hogy a H-faktor
¢s a mini H-faktor képes gatolni liposzémak, Cremophor EL micellak €s rituximab

altal okozott komplement aktivaciot humén szérumban in vitro (XVI).

A H-faktor és az FHR fehérjék mennyiségi viszonyai, valamint affinitdsuk kiilonboz6
ligandumokhoz egylittesen képesek a komplementaktivacid, ezaltal az opszonizacid €s

gyulladasos folyamatok finom szabdlyozasara. Egyes H-faktor- és FHR fehérje valtozatok,
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autoantitestek, illetve koros koriilmények kozott megjelend ligandumok (pl. az oxidativ
stressz soran képzodd malondialdehid adduktumok, extracelluldris matrix fehérjék,
pentraxinok) hatdsadra megvaltozhat ez az egyensuly, aminek tilzott komplementaktivacio és a
szovetek karosodasa lehet a kovetkezménye. Ez adott esetben mesterségesen is befolyasolhatd
lehet, példaul a mini H-faktor €s mas komplementgatld molekuldk vagy ellenanyagok
segitségével. Bizonyos esetekben azonban éppen a komplementaktivaci6 fokozasa lehet a cél,
pl. tumorsejtek és korokozo mikrobak felszinén.

Egyre tobbet tudunk meg a komplementrendszer miikodésérdl, a komplementtel
Osszefliggd betegségek kialakuldsanak ¢és lefolyasdnak molekularis mechanizmusairol.
Eredményeink jelentésen hozzajarultak a H-faktor molekulacsalad tagjainak élettani és
patologias koriilmények kozott jatszott szerepének jobb megismeréséhez. Ezeket az
ismereteket az irodalmi adatokkal egyiitt 6sszefoglald kozleményekben kritikusan értékeltiik,

rendszereztiik (I, X, XVIII).

6. Kitekintés, jovobeni tervek

Szamos nyitott és érdekes kérdés var még valaszra a komplementrendszer miikodésével,
koztik a vizsgalt fehérjék szerepével kapcsolatban. A tovabbiakban tervezziik az eddigi
kutatasok folytatasat, a klinikusokkal vald egyiittmiikodés fenntartasat és komplement gének
mutacidinak, valamint komplement fehérjék elleni autoantitestek bioldgiai jellemzdinek és
funkcionélis kovetkezményeinek vizsgélatat. Igy példaul célunk egyes, DDD betegekben is
leirt CFHRS5 génvaltozatok jellemzése, szerepiik tisztazasa. Az FHR fehérjék kutatasat
folytatjuk 10j ligandumok és funkciok azonositasaval, jellemzésével, példaul egyes
immunsejtekkel valo kolesonhatasuknak, a kotddés sejtek aktivaciojara gyakorolt hatdsanak
vizsgalataval, kiilonos tekintettel az eddig kevéssé kutatott FHR-2 és FHR-3 fehérjékre.

Az eredmények ezen kiviil hozzajarulhatnak 0j gyogyszerek fejlesztéséhez is. Tovabb
vizsgaljuk a CARPA reakci6 gatlasaban a H-faktor és mas komplement inhibitorok szerepét, a
liposzomak célzott modositasi lehetdségeit. A mini H-faktor és hozz4 hasonlé komplement
inhibitorok igéretes molekuldk abbdl a szempontbol is, hogy szelektiven a komplement
tdmadas alatt all6 sajat sejtek, szovetek felszinén tudnak kotddni, és nem gatoljak teljesen (pl.

baktériumokon) az opszonizaciot, a terminalis ut miikodését.
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