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Osszefoglalé

A komplementrendszer a velesziiletett immunitas kdzponti szerepldje, ami nélkiilozhetetlen a
kérokozok elleni védelemben, vagy az immunkomplexek és apoptotikus sejtek eltavolitasaban.
A komplement egy kozel 50 plazmafehérjébdl, sejtfelszini receptorbdl és regulatorbol allo
kaszkad, amely harom kiilonb6z6 utvonalon, a klasszikus, lektin és alternativ Gton aktivalodhat.
A harom utvonal egy kozos terminalis utba torkollik, amelynek {6 szerepléi a C3 és CS5
komplement fehérjék. A termindlis ut felel az effektor funkcidk megjelenéséért, vagyis a

gyulladésért, immunsejtek toborzasaért és aktivalasaért, valamint bizonyos kérokozok liziséért.

Az alternativ Ut legfontosabb szabalyozoja a H-faktor (FH), ami a komplementrendszer
mitkddésében kozponti szerepet betdltd C3b fehérjéhez kotddve gatolja a komplement
aktivaciot, hasonléan a FH-val k6zos génrdl atiroddo FHL-1 fehérjéhez. A FH fehérjecsaladba
tartozik még 6t fehérje (FHR 1-5), amelyek a FH-hoz hasonl6 ligandumokhoz, példaul a C3b-
hez kotddnek, de a komplement aktivitast gatlo doménjeik nincsenek. Az FHR-ek szerepe még
nem kellden tisztazott. I[rodalmi adatok és kutatocsoportunk megfigyelései alapjan eldsegitik a
komplement aktivaciot egyrészt a FH leszoritdsa, masrészt a komplement aktivitdshoz

nélkiilozhetetlen C3 konvertaz komplexek 1étrehozésa és/vagy stabilizalasa révén.

ELISA kisérletekben vizsgaltuk, hogy az FHR fehérjék C3b kotésének hatékonysaga mutat-e
Osszefliggést kutatocsoportunk mas kisérletekben kapott eredményeivel, amelyek arra utalnak,

hogy bizonyos FHR fehérjék platformként szolgalnak C3 konvertaz komplexek kialakuldséhoz.



1. Bevezetés

A komplementrendszer a velesziiletett immunitas elengedhetetlen szerepldje, elsddleges
védelmi vonalként funkcional. Meghatdrozo6 szerepe van a kérokozok elleni védelemben, az
immunkomplexek ¢és apoptotikus sejtek biztonsagos ¢és hatékony eltavolitasaban, és az
immunhomeosztazis fenntartdsdban. A komplement egy rendkiviil Osszetett, kozel 50
plazmaban oldott vagy membréan-asszocialt fehérjébdl ¢és sejtfelszini receptorbdl allo
kaszkadrendszer'2. A rendszer komponensei inaktiv, nyugalmi allapotban vannak,
aktivaciojukat kiillonboz0 veszélyre wutald molekuldris szignalok valthatjdk ki. A
komplementrendszer aktivalodasa esetén a komplement komponensek egylittmitkddve képesek
megjeldlni, opszonizalni a szervezetbe hatold koérokozokat és gyulladasos folyamatokat
inditani. A komplement aktivacid sordn keletkez0 anafilatoxikus hatdsu peptidek
immunsejteket toboroznak a komplement aktivacié helyszinére, és részt vesznek ezek
aktivalasaban is. A komplement kiilonb6z6 veszély szignalok hatdsdra harom kiilonbozo
utvonalon aktivalédhat, ezek a klasszikus, a lektin és az alternativ utvonalak (1.abra).
Mindhérom utvonal egy kozos, terminalis itvonalba torkollik, amelynek {6 szerepldi C3 és C5
nevil komplement fehérjék. Ez az utvonal felelds az effektor funkciok megjelenéséért, tehat a

gyulladésért €s az immunsejtek toborzasaért és aktivalasaért.

[ Alternativ Utvonal ] [Klasszikus utvonal] [ Lektin atvonal ]
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1. 4bra A komplement aktiviciés utvonalak sematikus abraja. Az utvonalakat pozitivan illetve negativan
szabalyozo6 faktorok zold/piros szinjelzéssel vannak jeldlve!.



A klasszikus tvonal els6ésorban IgG vagy IgM tartalmti immunkomplexek révén aktivalodik.
Az immunkomplexeket a C1 fehérjekomplex ismeri fel. A C1 komplex C1q mintazatfelismerd
molekulabol és a hozza kapcsolodd Clr és Cls, inaktiv allapotban 1évd szerin proteaz
molekulakbdl all. Az Gtvonal ezen molekulakomplex aktivalédasaval indul el. A Cls és Clr
molekulak a C1q immunkomplexhez valo kotddését kovetden aktivalodnak. Az aktiv Cls képes
C4 és C2 komplement komponensek hasitdsara. A C4 hasitds eredményeképpen C4a és C4b
fragmentumok keletkeznek. A C4b egy, a hasitast kdvetden a molekula felszinére keriild reaktiv
tioészter csoporton keresztiil képes a felszinre kovalensen lerakddni és C2 fehérjét kotni, amit
a Cls szintén elhasit. A keletkezé C2a fragmentum a C4b-hez kdtve marad, ezaltal 1étrejon a
klasszikus és lektin utvonalakra jellemz6 C3 konvertaz komplex (C4bC2a). A Clq nem csak
immunkomplexben 1évé immunglobulinokhoz, hanem méas molekulakhoz, példaul
pentraxinokhoz, extracellularis matrix fehérjékhez, vagy éppen apoptotikus/nekrotikus
sejtekhez, illetve bizonyos mikrobialis felszinekhez is kotédik!~. A lektin Gtvonal aktivalodasat
bizonyos mikrobidlis felszinekre jellemz0 szénhidratcsoportok vagy acetilalt molekuldk valtjak
ki®. Ezeket a csoportokat kiilonboz6 mintazatfelismerd molekuldk, mint a mannozkotd lektin
(MBL) vagy a fikolinok ismerik fel. Ezek a felismerd molekuldk is inaktiv allapotu szerin
protedzokkal, az MBL-asszocialt szerin protedzokkal (MASP) vannak komplexben. A
mintazatfelismerd molekula felszinhez valé kapcsolddasakor a MASP-1 és MASP-2 enzimek
aktivalodnak, amelyek a klasszikus Utvonalhoz hasonléan képesek C4 és C2 aktivalasra és

C4bC2a C3 konvertaz komplexek 1étrehozasaral->>,

Az alternativ utvonal miikodése aktiv C3 konvertazok jelenlétén alapul, és kettOs szereppel bir:
felerdsiti a komplement valaszt egy pozitiv visszacsatoldsos mechanizmuson keresztiil,
valamint folyamatos ,,immuno-surveillance” aktivitast biztosit (2.abra). A C3 konvertaz
komplex a C3 kdzponti komplement fehérjét hasitja. A keletkezd fragmentumok koziil a C3a
anafilatoxikus hatasu, mig a C3b a C4b-hez hasonloan egy reaktiv tioészter csoporton keresztiil
képes kovalensen rogziilni a komplementrendszer aktivalodasat kivaltdo felszinen. A C3b
egyrészt fontos opszonin, masrészt az alternativ Gtvonalra jellemzé C3 konvertaz komplex
alapjaul szolgal. A C3b inaktiv B-faktort (FB) kot a plazmabol, amit ebben az allapotaban a
D-faktor (FD) elhasit és ezaltal aktival. A létrejové C3bBb C3 konvertaz tovabbi C3
molekulakat hasit, aminek eredményeképpen egyre tobb C3 konvertaz keletkezik. Az alternativ
ut tehat nagymértékben képes felerdsiteni a komplement aktivaciot akkor is, ha a rendszer
aktivalodasa eredetileg a klasszikus vagy a lektin Gtvonalon keresztiil kovetkezett be!'2*

(2.4bra).



Az alternativ tvonal a masik két utvonaltol eltérdéen folyamatos, alacsony szintli aktivitast
mutat: folyamatosan teszteli a felszineket (,,immuno-surveillance™), és intenziven aktivalodik
az olyan felszineken, amelyeket nem védelmeznek a komplementrendszer gatlasara képes
szabalyoz6 fehérjék (2.abra). A vérben mindig jelen van kis mennyiségben a C3 egy olyan
formdja, aminek reaktiv tioészter csoportja vizzel reagalt, és ami a C3b-hez hasonld
térszerkezetet vett fel (C3mo0). A C3mo FB-t kot, amit a FD aktival. Igy létrejon a vérben
keringé C3m20Bb C3 konvertaz, ami folyamatosan C3b molekulakat general. A C3b kovalensen
rogziilhet sajat és nem sajat, példaul bakterialis felszineken. Az egészséges sajat felszineket
kiilonb6z6 komplement szabdlyozd fehérjék védelmezik a komplementrendszer
aktivalodasatol, mig a nem-sajat felszinek nem rendelkeznek ilyen védelemmel, ezért azokon a
komplementrendszer hatékonyan aktivalodik a mar bemutatott pozitiv visszacsatolasos

mechanizmuson keresztiil, ¢s megjelennek a komplementrendszer effektor funkcioi.

Klasszikus és Lektin uvtonalak Alternativ utvonal
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2. abra A komplementrendszer miikodését bemutato részletesebb abra. Az abra jol szemlélteti az alternativ Gtvonal
Himmuno-surveillance” és pozitiv visszacsatolasos hurok funkcidit. Atvett és szerkesztett abra, Mannes, M. et al.
alapjan®.

A komplementrendszer k6z0s, termindlis Utvonala felel az effektor funkciok megjelenéséért,
vagyis a gyulladasért és immunsejtek toborzasaért és aktivalasaért. A komplement aktivalodasat

kivalto felszinen rogziilt C3b, illetve annak bizonyos hasitasi termékei fontos opszoninok,



amelyek segitik a megjeldlt képletek (baktériumok, apoptotikus sejtek, immunkomplexek)

fagocitozisat.

A C3b-vel gazdagon boritott felszineken létrejonnek C5 konvertazok (C3bBbC3b és
C4bC2aC3b), amelyek a C5 fehérjét hasitjak. A keletkezé C5a anafilatoxikus hatasu, mig a C5b
C6, C7, C8 és C9 fehérjéket kot, aminek eredményeképpen kialakul a C5b-9 komplex. A C5b-9
egy sejtmembranba rogziilé porust képez (,,membrane attack complex — MAC”), amelynek

kialakulasa a célsejt liziséhez/oldodasahoz vezethet! .

A komplementrendszer tulzott aktivacioja egészséges sajat szovetek karosodasadhoz vezet, ezért
mitkddése tobb szintli és redunddns szabalyozés alatt all. Kutatdcsoportunk az alternativ
utvonal szabalyozasaban kulcsszerepet betoltd H-faktor és a vele rokon fehérjék

tanulméanyozasaval foglalkozik.

A H-faktor (FH) egy 150 kDa tomegili glikoprotein, ami a vérben kering, illetve kiillonb6zo
ligandumokon keresztiil egészséges sajat felszinekhez kotve is megtalalhatd (3. abra). A H-
faktort 20 complement control protein (CCP) domén épiti fel. A FH a C3b fehérjéhez kotodve
illetve kofaktora az I-faktor nevii szerin proteaznak, ami a C3b hasitasan keresztiil inaktivalja a
C3 konvertazt. Hasonlo a szerepe a FH-val kozos génrdl atirodéo FHL-1 (factor H-like protein
1) fehérjének is, ami a FH hét N-terminalis doménjének felel meg (3. abra). A H-faktor és az
FHL-1 négy N-terminalis CCP doménje felelds a komplement gatld funkcidkért®. A H-faktor
fehérjecsaladba 6t fehérje tartozik még: FHR 1-5 (factor H-related protein 1-5), amelyek a FH-
hoz hasonld ligandumokhoz, mint példaul C3b-hez kétddnek, viszont nem tartalmazzak a FH
komplement gatlasért felelés doménjeit (3. abra). Az FHR fehérjéket felépité domének valtozod
mértékii szekvencia hasonlésagot mutatnak a FH ligandumkoté doménjeivel®’. Minden FHR
fehérje rendelkezik példaul C3b kotésért felelds doménekkel (3. abra). A H-faktor
fehérjecsalad tagjai foként a majban termelddnek, majd glikozilacié utan a plazmaban
keringenek, nagymértékben eltéré koncentraciokban®. Az FHR-ek pontos szerepe még nem
tisztazott. Kiilonbozé mutacioik, illetve az atlagostol eltéré koncentracidjuk valtozatos, a
komplementrendszer nem megfeleld miikodésére visszavezethetd betegségekkel kapcsolt, ami

arra utal, hogy relevans szerepiik van a komplementrendszer finomszabalyozasaban.
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3. abra A humén H-faktor fehérjecsalad sematikus dbraja. Minden fehérje 4-20 CCP (complement control protein)
doménbdl all. A domének valtozatos aminosav szekvencia hasonlosagot mutatnak egymassal és a H-faktor
fehérjével, ennek megfelelden vannak elhelyezve fiiggblegesen’.

Az FHR fehérjéknek szerepiik lehet bizonyos mikrobialis korokozok komplement-elkeriilési
mechanizmusai ellen vald védekezésben is. Szamos korokozo esetében leirtak, hogy a
felszinlikon a FH-t megkotd fehérjéket fejeznek ki, ezaltal a komplementrendszer effektor
funkcioi elleni védelmet kdlcsondzve maguknak. Az FHR fehérjék szintén kdtddnek sok ilyen
ligandumhoz, és hatékonyan versengenek a H-faktorral az ezen ligandumokhoz val6 kotésért.
Az FHR-ek komplement-gatldé domének hijan a mikrobidlis FH-ligandumokhoz koétédve
csOkkentik a mikroba védettségét, vagyis fokozzdk az antimikrobidlis komplementvalasz
hatékonysagat. Ilyen korokoz6i mechanizmusra példa a Borrelia genus baktériumainak az
OspE (outer surface protein E) fehérjéje, amely képes FH-t és bizonyos FHR-eket is kotni'®!2,

ezt a fehérjét a tanszéken rekombindns formaban eldallitottuk €s vizsgaljuk hogy képesek-e az

FHR-ek leszoritani a FH-t és igy fokozni a komplement valaszt.

Kutatécsoportunk eredményei alapjan az FHR fehérjék mas moddon is eldsegithetik a
komplement aktivitast. Szilard felszinen rogzitett FHR fehérjékhez C3 konvertaz
komponenseket adva stabil, aktiv C3 konvertazok jonnek 1étre (4. abra) (5. abra). Ez arra utal,
hogy az FHR fehérjék mintegy platformként szolgalhatnak a C3 konvertdzok kialakulasédhoz.
Ezt azt jelenti, hogy az FHR fehérjék nem csak a FH leszoritasan, vagyis a komplement gatlas

gatlasan keresztiil segitik elé a komplementrendszer aktivitasat.
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4. abra C3 konvertazok létrejotte immobilizalt FHR fehérjéken. Szilard felszinen FHR-ek voltak rogzitve (5
pg/ml), blokkolva DPBS-ben oldott 2%-0s BSA oldattal 4°C-on egy éjszakan keresztiil. Fehérje interakcios
Iépésben 20 pg/ml C3b volt hozzaadva, DPBS-ben oldva, 1 6rdig inkubalva szobahémérsékleten razva. A
konvertaz 1étrejottéhez 2 pg/ml FB, 0.1 pg/ml FD és 4 pg/ml properdin volt hozzaadva NiCl-tartalmu pufferben,
1 oras inkubacids id6vel 37°C-on. Kétlépesos eldhivas, elészor poliklondlis kecske anti-FB-vel tortént 1/1000
higitasban, majd szamar anti-kecske HRP 1/1000 higitasban. Az el6hivas TMB peroxidaz szubsztrattal, a reakcid
leallitasa kénsavval tortént. Kontrollok: Csak FB (vilagos sziirke oszlopok) vagy csak puffer (fehér oszlopok).
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5. abra Az immobilizalt FHR-eken 6sszealld konvertazok aktivitasanak kimutatasa. Rogzitett fehérjék: 5 pg/ml
FHR, FH, HSA (human serum albumin), C3b, 1 6ra, razatas mellett szobahomérsékleten. Blokkolds DPBS-ben
oldott 2%-0s BSA oldattal 4°C-on egy éjszakan keresztiil. Fehérje interakcids 1épésben 20 pg/ml C3b volt
hozzaadva, DPBS-ben oldva, 1 6ra, razatas mellett szobahomérsékleten. Konvertaz 1étrejottéhez 2 ng/ml FB, 0.1
pg/ml FD, 4 png/ml properdin volt hozzdadva NiClz-tartalmt pufferben 1 6ra, 37°C. Ezt egy inkubacios 1épés
kovette intakt C3 fehérjével 20 pg/ml koncentracioban 1 ora, 37°C. A mintakban keletkezett C3a peptid
mennyisége Quidel C3a EIA kit-tel keriilt meghatarozasra. Negativ kontrollok: HSA, FH, FH fragmentumok,
pozitiv kontroll: C3b.
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A kisérletekben az FHR-2, -3, -4 és -5 fehérjéken volt a legmagasabb a konvertdzok
kialakuldséara utalé FB-jel, és a mintdkban keletkezd C3a fragmentum mennyisége egyarant.
Vizsgalni kivantuk, hogy mi 4ll az FHR fehérjéknek a fent bemutatott funkcionalis
kisérletekben mutatott eltérd tulajdonsagai hatterében. Mitdl fligg leginkabb, hogy melyik FHR

fehérje biztosit platformot stabil és aktiv C3 konvertazok létrejottéhez, és melyik nem?
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2. Célkituzeések

Kutatomunkank soran ELISA alapu kisérletekkel és biolayer interferometry (BLI) mddszerrel
akartuk vizsgalni az FHR fehérjék altali C3b kotés affinitasat, és ellendrizni, hogy az FHR
fehérjék kozott a funkciondlis kisérletekben kapott kiillonbségek magyardzhatok-e a C3b kotés

hatékonysaganak/affinitasanak kiilonbségeivel.

e Célunk volt az FHR fehérjék rogzitésével egy ELISA kisérletsorozatot elvégezni,
amivel a C3b-vel val6 kdlcsonhatast vizsgaltuk.

e Az eldbb emlitett kisérletsorozat forditott felallast valtozatat is el akartuk végezni,
annak érdekében, hogy feltarjuk vannak-e kiilonbségek, ha C3b van rogzitve a lemezek
felszinéhez.

e (¢l volt emellett BLI kisérletek soran a kiillonb6z6 FHR-ek és a C3b kozotti
kolesonhatasok kinetikai paramétereinek meghatarozasa, és ezek Osszehasonlitdsa a

funkcionalis és a kotddési ELISA kisérletek eredményeivel.

Az  eredmények  hozzédjarulhatnak a  komplementrendszer finom  szabalyozasi
mechanizmusainak megértés¢hez, és 0j terapias megkozelitések alapjat képezhetik bizonyos

betegségek kezelésében.
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3. Anyag és modszer

Kutatomunkank sordan két f60 modszert alkalmazva vizsgaltuk a kolcsonhatdsokat. ELISA
kisérleteket végeztem ¢és bekapcsolodtam a tanszéken korabban megkezdett Biolayer

interferometry kisérletekbe.

A biolayer interferometry alapi vizsgalatok célja molekularis interakciok affinitasanak és
kinetikdjanak feltarasa. Ezzel a mddszerrel a kdlcsdonhatdsok asszocidcios (kon) €s disszociacios
(ko) 4llanddja, valamint az ezek hanyadosaként megkaphatdé egyensulyi disszocidcios
allanddja (Kp = kofi’kon) meghatarozésa lehetséges. A BLI egy optikai mddszer. A kisérlet soran
az egyik fehérjét (ligandum) a bioszenzor biokompatibilis rétegéhez rogzitjiik. A késziilék fehér
fényt bocsat a bioszenzorba, ami visszaverddik a szenzor belsd referencia rétegérdl, illetve a
biokompatibilis rétegrél. A két kiilonbozd rétegrél visszaverddd, adott hullamhosszi
fénysugarak a detektorig tarto uton interferdlnak egymassal. A késziilék a detektorba visszajutd
fény spektralis dsszetételét vizsgalja. A kolcsonhatas-mérés sordn a bioszenzort a masik fehérjét
(analit) tartalmaz6 oldatba martjuk. A szenzoron rogzitett ligandumhoz valé analit kotés miatt
megvaltozik a biokompatibilis réteg fényvisszaverd tulajdonsidga és végsd soron pedig a
detektorba jutd fény spektralis Osszetétele. Ezt kovetden a szenzort iires pufferbe martva
alapvonalra. A mérés soran kapott szenzogram adataib6él meghatarozhaték a kolcsonhatés

kinetikai paraméterei's.

A kisérletek soran egy Pall (késdbb Sartorius) Octet K2-es, kétcsatornas miiszeren dolgoztunk
AR2G bioszenzort haszndlva, amelyre a fehérjéken amin csoportokon keresztiil kovalensen

rogzitettiik a fehérjéket.

ELISA alapu kisérletekben két kiilonbozo6 felallasban végeztiink vizsgalatokat, az elsé esetben
keresztiil, szobahémérsékleten, razatds mellett. Minden 1épés utan 0.1% Tween-20 detergens
tartalmazd PBS pufferrel mostuk a lemezt. Ezt egy blokkolasi 1épés kovette, amellyel
megeldzziik, hogy a késobbi 1épésekben nem-specifikus modon fehérjék kdssenek a lemez
felszinéhez. Ehhez egy 30 mg/ml-es BSA (bovine serum albumin) oldatot hasznaltunk fel, az
elébbi mos6 oldatban oldva. Az els6 kisérlet esetében ez a 1épés mindig egy ¢jszakan keresztiil
tartott, viszont megallapitottuk, hogy nincs jelentds kiilonbség nincs a hosszl és az 1 orés

blokkolas kozott. A blokkolasi 1épés utan egy C3b higitési sort vittiink fel a lemezre (50, 20,

crer
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szobahOmérsékleten, razatds mellett. Ezt a 1épést az ellenanyagos jeldlés kovette, amelyhez
5 mg/ml BSA-t tartalmaz6é mosopufferben 1/20 000 higitasban alkalmazott, tormaperoxidaz
(horseradish peroxidase, HRP) enzimmel kapcsolt poliklonalis kecske anti-C3 ellenanyagot
hasznaltunk 20 perces inkubécios iddvel, szobahdmérsékleten, razatas mellett. Az eredmények
el6hivasdhoz TMB ELISA szubsztratot hasznéltunk 3 perces el6hivasi idovel, majd 2 M
Thermo Scientific Multiskan lemezleolvasoval végeztiik, 450 nm és 620 nm (referencia)
hullamhosszon. A kisérlet soran Alfal-antitripszint (A1AT) hasznaltunk negativ kontrollként.
Az eredmény 3 fiiggetlen kisérlet értékeinek atlagdban van kifejezve, emellett a szoras
(standard deviation) is fel van tlintetve hibazaszloként az eredményt jelzd grafikonokon (6.
abra) (7.abra) (8.abra) (9.abra). A kisérletsorozatot egy masik, kétlépéses ellenanyag
jeloléssel is elvégeztiik. Ennek soran Quidel A304 (kecske anti-humén C3 antiszérum) és
szamar anti-kecske HRP (Southern Biotech) ellenanyagokat alkalmaztunk, mindkét
ellenanyagot 1/2000 higitasban. A kisérletet haromszor végeztik el. A masodik

crer

oldatbol.

Az ezek utan elvégzett kisérletsorozatokban forditott felallassal végeztiik a vizsgalatokat, tehat
C3b-t rogzitettiink a lemez felszinéhez, és az interakcids 1épésben FHR-ek higitasi sorait vittiink
fel a lemezre. Nem allt rendelkezésiinkre olyan ellenanyag, amivel ebben az elrendezésben az
0sszes FHR molekulat meg tudtuk volna jeldlni, ezért két kiilon kisérletsorozatot végeztiink.
Mindkét esetben két ellenanyagot, jeloletlen elsédleges ¢és HRP-kapcsolt mésodlagos
ellenanyagot hasznaltunk. Az elsd kisérletsorozat soran C3b-t rogzitettiink a lemezre 5 pg/ml
kontrollnak monomer C-reaktiv proteint hasznaltunk (mCRP, 5 pg/ml, PBS + 20 mM-os EDTA
oldatban). Negativ kontrollként A1AT-t (5 pg/ml). A fehérjék immobilizalasa 1 6ran keresztiil,
szobahOmérsékleten, razatas mellett zajlott. Minden 1épés utdn a mosopuffer oldattal mostuk a
lemezt. A blokkolasi 1épés a korabbiakkal megegyezett. A fehérje interakcios lépésben 5
kiilonboz6 fehérjét hasznaltunk fel: FH, FHR-1A, FHR-1B, FHL-1 és a FH 15-20 doménjeit
tartalmaz6 fragmentumot. A FH fehérjét kutatocsoportunkban emberi szérumbol preparaltdk
affinitdskromatografidss modszerrel. Az FHR fehérjéket Sf9 rovarsejtekben, bakulovirus-
transzfekcios expresszios rendszerben termelték €s szintén affinitdskromatografias modszerrel
tisztitottak kutatdcsoportunkban. Minden fehérjébdl egy higitasi sort készitettem (OnM, 15nM,
30nM, 60nM, 120nM, 180nM, 240nM, 300nM), minden fehérjeminta elkészitéséhhez 5 mg/ml
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BSA-t tartalmaz6 PBS, 0.1% Tween-20 oldatot hasznaltunk. A fehérje interakcios 1épés 1 6ran
keresztiil tartott, szobahdmérsékleten, razatas mellet. Ezt kovette a kétlépéses ellenanyagos
jelolés. Elsédleges ellenanyagként kecske anti-human fH antiszérumot hasznéltunk, szintén 5
mg/mL BSA-t és 0.1% Tween-20-at tartalmaz6 PBS oldatban, 1/4000 higitasban, 40 percig,
szobahOn, razatas mellett. Ezt kdvette a méasodlagos ellenanyag, ami HRP-konjugélt szamar
anti-kecske poliklonalis ellenanyag volt, ezt 1/10000 aranyban higitottuk a korabbiakkal azonos

pufferben. Az eléhivasi 1épés megegyezett a korabbi kisérlettel.

A harmadik kisérlet soran egy olyan ellenanyag parost véalasztottunk, amellyel az FHR-1A,
FHR-1B, FHR-2 ¢és FHR-5 fehérjék jelenithetéek meg. Ezt a kisérletsorozatot haromszor
ismételtilk meg. A masodik kisérletsorozattal tobb ponton is atfed ezen kisérlet menete: a
rogzités, a blokkolas és a fehérje interakciods 1épések a mar leirtakkal egyezd modon zajlottak.
Ennél a kisérletsorozatnal is két ellenanyagot hasznaltunk, elséként JHD-7.10.1 (HyCult, egér
monoklonalis) ellenanyagot 1/5000 aranyban, 5 mg/mL BSA-t tartalmazd oldatban higitva.
Masodlagos ellenanyagnak kecske anti-egér-HRP (Dako, poliklonalis) ellenanyagot
hasznaltunk 1/8000 aranyban higitva. Az el6hivasi 1épés egyezett a korabbi kisérletekkel.

A mar emlitett bakteridlis OspE fehérje képes FH-t és bizonyos FHR-eket kotni, ezért egy
kisérletsorozat sordn azt vizsgaltuk, hogy szilard felszinhez rogzitett OspE fehérjéhez FH-t,
FHR fehérjéket vagy puffert adtunk, majd egy kovetkezd 1épésben C3b-t. Azt vizsgaltuk, hogy
az OspE fehérjéhez kotott FHR fehérjéket is tartalmazo mintahelyeken nagyobb C3b jelet
kapunk-e, mint az FHR fehérjét nem tartalmazo mintahelyen. A kisérletek soran 5 pg/ml OspE
fehérjét, A1AT-t (negatav kontroll) és Sbi-t (bakterialis FH-kotd fehérje, pozitiv kontroll)
rogzitettiink a lemezre, majd 1 6rdig inkubaltuk szobahdmérsékleten razatva. Minden kisérleti
1épést, mint a mar emlitettekben is, mosés kovetett. A blokkolasi 1épés egyik naprol a masikra
tortént minden ismétlés soran. Az elsd fehérje interakcios 1épés soran FH-t, FHL-1-et és FHR
1-5-t adtunk a lemezhez 15 pg/ml koncentracioban, majd 1 6rds inkubacido kovetkezett
szobahOmérsékleten. Ezt a méasodik fehérje interakcids 1épésiink kovette, ahol C3b-t adtunk a
lemezhez 10 pg/ml koncentracidoban az el6z6 1épéssel egyezd koriilmények kozott, ugyanannyi
ideig. Ezt egy két ellenanyagos jelolés kovette, amely soran A304-et (kecske anti-C3) és szamar
anti-kecske-HRP-t hasznaltunk 1/2000. Az elOhivds reagensei a korabban bemutatott

kisérletekkel azonosak voltak.
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4. Eredmények és megvitatasuk

Feltételeztiik, hogy azokon az FHR-eken képes 0sszedllni és a legstabilabban miikodni a C3
konvertaz (4.abra) (5.4bra), amelyek a legnagyobb affinitidssal kotik a C3b fehérjét. Ezért
kiinduldsnak cél volt meghatdrozni az affinitdsokat kinetikai mérésekkel, BLI médszerrel. A
mérésekhez AR2G bioszenzort hasznaltunk, amihez az FHR fehérjéket rogzitettiik. Tobb
kisérlet utan azonban nem sikeriilt mindegyik FHR fehérje esetében meghatarozni a C3b-vel
valo kolesonhatasuk kinetikai paramétereit és affinitasat. A FH esetében a Kp kb. 100 nM, mig
az FHR-5 esetében 1 és 5 pM kozotti értékeket kaptunk. A mérések soran az analitként
alkalmazott C3b fehérjébdl 1 uM volt a legmagasabb koncentracio, amit alkalmazni tudtunk. A
mérések sikertelenségét okozhatta esetleg a nem kellden magas analit koncentracio, vagy akar
az, ha a FHR-C3b kolcsonhatas nem tud kialakulni, mert az AR2G szenzoron rogzitett FHR
fehérjék C3b kotéhelye nem hozzaférhetd. A BLI adatok hidnyossdga miatt nem tudtuk
vizsgalni, hogy a C3b kotés affinitdsa korreldl-e a konvertdz kialakulassal vagy a C3a

keletkezéssel az FHR fehérjék esetében.

Kovetkezd 1épésként ELISA alapu kisérletekben néztiikk meg a kiilonbdz6 FHR fehérjék és a
C3b kozotti kolesonhatasok kotéserdsségét (6.abra) (7.abra) (8.abra) (9.4bra). Ezzel pontos
kinetikai adatokat nem tudtunk meghatarozni, viszont alkalmas arra, hogy a kiilonb6z6 fehérjék

kolcsonhatasai kozotti kiilonbségeket kimutassuk vele.

FHR-C3b koélcs6nhatas vizsgalata
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ellenanyag: HRP-konjugalt poliklonalis kecske anti-C3. Harom fiiggetlen mérés atlaga, a hibazaszlok a szorast
(SD) mutatjak.
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FHR-C3b kélcsonhatas vizsgalata
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ellenanyagok: A304 (poliklonalis kecske anti-C3) és poliklonalis szamar anti-kecske-HRP. Harom fliggetlen mérés
atlaga, a hibazéaszlok a szorast (SD) mutatjak.

A kiilonboz6 ELISA kisérletsorozatok soran kiilonbozd ellenanyagokat hasznélva hivtuk eld az
eredményeket, és kétféle felallasban (rogzitett C3b illetve rogzitett FHR) is vizsgaltuk a
kolesonhatasokat, viszont az eredmények kozott tobb eltérés is van, nem minden esetben
viselkedtek a fehérjék egyforméan. Az elsd kisérlet (6.4bra) és a két jelold ellenanyagot
alkalmaz6 valtozata (7.abra) kozott nagymértékii eltérés tapasztalhatd. Legnagyobb mértékben
az FHR-1A ¢és az FHR-5 fehérjékkel kapott eredmények térnek el a kiilonb6zé modon jeldlt
ELISA kisérletekben. Az FHR-1A az egylépéses jelolés esetén minden koncentracioban a FH-
nal kisebb jeleket adott, mig a kétlépéses jeldlés esetben a kapott jelek a FH mintahelyeken
kapottakkal azonosak. Az FHR-5 a kétlépéses jelolést alkalmazé kisérletben a legnagyobb
jeleket add fehérjék kozé tartozott, mig egylépéses jelolés esetében, az FHR-2 ¢s FHR-3
fehérjékkel egyiitt, a legkisebb jeleket kaptam vele.

Az elso (rogzitett FHR fehérjék, oldatban adott C3b (6.abra) (7.4bra)) és masodik (rogzitett
C3Db, oldatban adott FHR fehérjék (8.abra)) kisérleti felallasok eredményei kozott az FHR-1B
fehérjével kapott eredmények a leginkdbb ellentmondasosak. Az elsé felallasban a FH-hoz
kozeli, magas C3b-kotési értékeket kaptunk, amig a masodik kisérletben ez a fehérje
kifejezetten alacsony kotési jeleket adott. A kiemelteken kiviil is tobb pontban tapasztalhatd
ellentmondas a kisérletsorozatok eredményei kozott, valamint evidens egyezést egyik
kisérletsorozat eredménye sem mutat munkatarsaim funkciondlis kisérletekben kapott

eredményeivel.
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C3b-FHR kolcsonhatas vizsgalata
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8. abra Microplaten C3b fehérje rogzitése, majd interakcidja kiilonbozé FH fehérjecsalad fehérjemintakkal. Jel616
ellenanyagok: anti-fH kecske antiszérum és szamar anti-kecske. Harom fliggetlen mérés atlaga, a hibazaszlok a
szorast (SD) mutatjak.

C3b-FHR kolcsonhatas vizsgalata
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9. abra Microplaten C3b fehérje rogzitése, majd interakcidja kiilonbozoé FH fehérjecsalad fehérjemintakkal. Jel616
ellenanyagok: JHD-7.10.1 (egér monoklonalis) és kecske anti-egér-HRP (poliklonalis). Harom fliggetlen mérés
atlaga, a hibazészlok a szorast (SD) mutatjak.

A harmadik kisérletsorozat eldzetes kisérletei soran az alkalmazott ellenanyag altal egyébként
jol jelolédd FHR-2 fehérjével nagyon alacsony C3b kotési jeleket kaptunk, ezért ezt a
kolcsonhatast FHR-2 higitési sorral nem vizsgaltuk. A tanszéken korabbi adatok igazoljak, hogy
JHD-7.10.1 ¢és kecske anti-egér-HRP-s el6hivasos kisérletekben, immobilizalt OspE fehérjén
az FHR-2 nagy ¢és specifikus jelet ad, vagyis feltételezhetd, hogy nem az FHR-2 fehérje
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megjelolésének problémdja okozta az FHR-2 fehérjével kapott alacsony jeleket, hanem a C3b

fehérjével kialakitott kdlcsonhatasanak alacsony affinitasa.

A kiilonbozé ELISA kisérletekben kapott adatok kozti szamos ellentmondas ramutat az
ELISA/ellenanyag-jelolés alapu kisérletek alapvetd problémajara, miszerint a kapott
eredmények nagymértékben fiiggnek az alkalmazott reagensek mindségétol, tulajdonsagaitol.
Egy reagens lecserélése gyakran kisebb-nagyobb mértékben megvaltoztatja a kapott
eredményeket. Esetiinkben mindkét elrendezésben akar A1AT, akar a C3b-t illetve FHR fehérjét
nem tartalmazo negativ kontroll mintadkhoz viszonyitva kifejezetten specifikus kotési jeleket
kaptunk, alacsony hatterek mellett tudtunk dolgozni. A fehérjék kozti kdlcsonhatds az
irodalomban is le van irva és a sajat kisérleteink is megerdsitik, de a kiilonb6z6 ELISA
kisérletekben kapott ellentmondésos adatok, illetve a BLI kisérletek hidnyos eredményei miatt
nem tudtuk megbizhatdan vizsgélni, hogy a funkcionalis tesztekben munkatarsaim altal kapott

eredmények korrelaciot mutatnak-e az FHR fehérjék és a C3b kozti kolesonhatas affinitasaval.

Mindkét esetben a miikodoképes a rendszeriink, fliggetlenek a kisérletek, alapvetden igazolja a
fehérjék kozotti kdlcsonhatést, viszont az eltérések miatt és a kinetikai adatok hianyossaga miatt
pontos konkluzidt nem tudunk levonni, sziikség lesz a BLI alapt kisérletek ujragondoléasara és

a rendszer optimalizéldséara, amely a jovobeli tervek részét képezi.

Mindezek utan valoszinisitjiik, hogy a kiilonb6z6 FHR fehérjéken valé C3 konvertaz
keletkezés €s aktivitas kiillonbségei nem magyarazhatok csupan a C3b — FHR kolcsonhatasok
affinitdsanak kiilonbségeivel. Példaul a C3b-t gyengén koté FHR-2 fehérje a gyenge affinités
ellenére is képes aktiv konvertaz kialakulasahoz platformként szolgalni, mig az ELISA

kisérletek alapjan a C3b-t erésebben kotd FHR-1A nem képes ugyanerre.

A kordbban emlitett bakterialis OspE H-faktor ligandum fehérjével kapcsolatban felmertilt, ki
tudjuk-e mutatni rogzitett OspE fehérje altal megkotott és orientalt FHR fehérjék esetében a
C3b kotést és/vagy a C3 konvertaz kialakulasat. A szakirodalomban mar leirtak, hogy az
FHR-1, FHR-2 és FHR-5 kotik az OspE fehérjét, mig az FHR-3 és FHR-4 fehérjék nem!%-12,
Kutatocsoportunkban ezeket az eredményeket munkatarsaim maguk altal termelt és tisztitott
fehérjékkel reprodukaltak, és kiegészitették azzal, hogy az FHR-2 és az FHR-3 is képes az OspE
fehérjéhez kotddni.

Az antimikrobidlis komplement vélasz hatékonysagat novelné, ha a baktérium felszinén 1évo
H-faktor ligandum fehérjékhez kotddé FHR fehérjéken C3 konvertdzok keletkeznének. Ennek

vizsgalatara végeztiik el az alabbi kisérletet (10.4bra).
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OspE - FHR - C3b kélcsonhatas vizsgalata
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10. abra Microplaten OspE, fehérje rogzitése, majd interakcidja FHR mintakkal, amit egy C3b-s interakcios 1épés
kovetett. Jelolo ellenanyag: A304 (poliklonalis kecske anti-C3) és poliklonalis szamar anti-kecske-HRP. Harom
fiiggetlen mérés atlaga, a hibazaszlok a szorast (SD) mutatjak, negativ kontroll: A1AT; pozitiv kontroll: Sbi.

A kisérlet soran az OspE fehérjét rogzitettiik és kezeltiik oldatban adott FHR fehérjékkel, majd
C3b-vel. Végiil a C3b fehérjét mutattuk ki a mintahelyeken. Arra voltunk kivancsiak, hogy az
FHR fehérjékkel kezelt OspE felszinen tobb C3b-t tudunk-e kimutatni, mint a csak C3b-vel
kezelt OspE felszinen. Az eredmények azt mutatjak, hogy az FHR-1A, FHR-1B, FHR-2 ¢és
FHR-5 fehérjék OspE-hez kotddve képesek kimutathaté mennyiségii C3b-t is kotni. Vagyis az
Osszes OspE fehérjét megkotni képes FHR fehérje OspE-kotott allapotaban képes C3b kotésére
is. Ez elengedhetetlen ahhoz, hogy a sziikséges komponensek jelenlétében C3 konvertazok
keletkezhessenek. Ha ez az Osszetettebb bakterialis felszinen, in vivo megtorténik, az lokélisan

erdsitheti a komplement aktivaciot és segitheti a szervezet antimikrobialis védekezését.

A dolgozat beadasa el6tt elkezdtiik a rogzitett és FHR fehérjékkel kezelt OspE fehérjén valo
konvertaz keletkezés vizsgalatat. Az eddig elvégzett mérések soran til magas hattér jeleket

tapasztaltunk, a kisérlet optimalizalasa folyamatban van.
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5. Tovabbi tervek

A tovabbiakban azt szeretnénk vizsgalni, hogy szilard felszinhez rogzitett OspE fehérjén FHR-
eket hozzdadva létrejonnek-e stabil €s aktiv konvertazok. Ehhez egy tobb 1épéses, dsszetettebb
kisérletet terveziink 6sszeallitani, amely sordn a tanszéken korabban tesztelt (4.abra) (5.abra)
konvertaz kisérleteket vennénk alapul. Amennyiben tudjuk igazolni, hogy 6ssze tudnak allni
konvertazok az OspE altal megkotott FHR fehérjéken, az arra utalna, hogy az FHR fehérjék
bakterialis felszineken is képesek lehetnek lokalisan novelni az aktivaciot, ezaltal lekiizdve a

baktériumok komplementrendszert kijatsz6 védekezd mechanizmusait.
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6. Koszonetnyilvanitas
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tanszékvezetdjének, a lehetdséget a komplementrendszerrel kapcsolatos kutatdshoz vald
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munkatarsainak a segitséget ¢€s a kisérletekhez sziikséges fehérjemintdk ¢€s reagensek

biztositasat.
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