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Bevezetés

Komplementrendszer

A komplementrendszer a velesziiletett immunitas elengedhetetlen része, ugyanakkor segiti az
adaptiv immunrendszert is. Egymast lancreakcidban, kaszkadszertien aktivald faktorokbol,
szabalyozd molekuldkbol és az egyes komponensek aktivacids fragmentumait megkotd
receptorokbol épiil fel. A tobb, mint 30 fehérjébdl allo rendszer az egyik leghatékonyabb
effektor rendszer, amelynek aktivalodasa eldsegiti a szervezetbe keriilt korokozok és
testidegen anyagok elpusztitasat és eliminalasat. A végrehajto szerepe mellett a kaszkad egyes
komponensei dontd szerepet jatszanak a velesziiletett és adaptiv immunrendszer
kolcsonhatasanak kialakitdsdban, illetve részt vesz az immunfolyamatok meginditdsaban és

szabalyozasaban (1).

Aktivalddas utjai

A rendszer aktivalédasa harom Uton mehet végbe: a klasszikus, az alternativ és a lektin

titvonalon (71.4bra).
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1.Abra: A komplementrendszer aktivaléddsi vtjai (Csuka Dorottya)
MASP: mannozkoto lektinhez kapcesolt szerin-protedz, MBL: mannozkoto lektin, TCC: termindlis komplement

komplex

Mindhérom utvonal végiil a membran kérosité komplex (MAC) -mds néven terminalis
komplement komplex (TCC)- kialakuldsdhoz vezet. A kaszkad utols6 enzimatikus hasitasa a
C5 komponensen eredményezi a C5b fragmentumot. A C5b mellé¢ bekdtddik a C6 majd a C7

komponens, ezaltal a komplex hibrofobba valik igy a C8 komponens a membranba képes



mélyedni. A C8 a komplexhez kotddik, ezaltal mar végbe mehet kismértékii lizis. A célsejt

elpusztitasat végiil a C8-hoz kotddd szamos C9-molekula valtja ki porusképzéssel (1).
Klasszikus utvonalon térténd aktivacio

Elsésorban IgG-t, vagy IgM-et tartalmazé immunkomplexek inditjak el a folyamatot, de e
mellett a Cl-hez k6t6dd polianionok, egyes virusok és baktériumok is eredményezhetik az
aktivaciot. A C1 molekulakomplex Clq alegysége t6lti be a felismerd funkciot, a négy szerin-
proteaz (Cls-Clr-Clr-Cls) pedig az aktivalodasért, a komplex proteolitikus aktivitasaért
felelés. A Clq az immunglobulin molekula Fc-részéhez kotddik globularis feji részével. A
kotddés a Clr alegységben konformacio-valtozast idéz eld, és autokatalizis révén aktivalodik.
Az aktivalt Clr ezutan hasitja a Cls alegységet, mely szintén enzimatikus aktivitast nyer (1,

2). A komplex felépitését az alabbi abra szemlélteti (2.4bra).

2. Abra: Cl-molekula-komplex (Nicole M Thielens et al.1999, Immunopharmacology)

A Cls két szubsztratja a C4 és a C2. A C4 molekula hasitasaval keletkez6 nagyobbik
fragmentum, a C4b a C1 molekuldhoz kotddik, majd a C2 hasitasa soran keletkezé C2b is
kapcsolodik a C4b-hez. Ennek eredményeként létrejon a klasszikus Gtvonal C3-konvertaz
enzime (C4bC2b), mely a komplementrendszer miikodése soran kdzponti szerepet jatszo C3

molekula aktivalasara képes.



A C3 molekula hasitdsabol keletkezd C3b fragmens hozzakotdédik a C4bC2b-hez, az
igy létrejovd trimolekularis komplex a klasszikus Ut C5-konvertdza. Ha a C5 molekula
hasitodik, a Iétrejovo C5b az antigén feliiletére kotodik. A C5 aktivacios 1épést kovetden a

klasszikus és az alternativ aktivacios folyamatok megegyeznek (3).

A lektin utvonalon torténd aktivacio

A manndz-koté lektin (MBL), fikolinok szolubilis mintazat felismer6 molekulak,
melyek a komplementrendszer lektin tvonaldt a manndz-kotd lektinhez asszocidlt szerin-
protedz-2 (MASP-2) kozremikodésével aktivaljak (fikolin-1, fikolin-2 és fikolin-3
emberben). A mikroorganizmusoknak, illetve elhalt gazdasejteknek a szénhidrat, vagy N-
acetyl mintazatahoz kotédik az MBL/fikolin, mely ez altal aktivalja a MASP-2-t, mely szerin-
észterazként képes a C4 majd a C2 molekula hasitasara (4,5). A MASP-2 aktivacidja erésen
fiigg a MASP-1-t6l, a MASP-1 autoaktivacioja kovetkeztében hasitja a zimogén MASP-2-t,
ezaltal aktivalja. A MASP-1 gatlasaval a MASP-2 autoaktivaci6 is gatlodik. A MASP-1 a C2
hasitasara is képes, ezaltal felerdsiti a MASP-2 C3-konvertaz-t (C4bC2b) kialakito
képességét. A két enzim kozotti kooperacid a magyardzata annak a megfigyelésnek, hogy
minden MBL/MASP-komplex 4altal létrehozott C4b a C2b-vel valé kapcsolodas
eredményeként C3-konvertdzza alakul, mig a klasszikus Utvonal esetén csupdn minden
negyedik C4b formalddik C3-konvertdzzd. Az MBL/ficolin-MASP komplex szerkezetében
hasonlit a C1-molekulakomplexre (3.4bra) (6).



W

M + S =
MBL

MASP MBL-MASP

+ @=c " )

3.Abra: MBL- és ficolin-MASP komplex. (Russel Wallis)

A C5 konvertaz kialakuldsa a klasszikus ut aktivacidjandl leirtakhoz hasonloan

torténik.
Az alternativ uton torteno aktivacio

A szervezetben kis mértékben, de allanddan hidrolizaloéddo C3b-szeri C3(H.O)
molekuldk teszik lehetévé az alternativ Ut aktivaciojat. A C3(H,O) kedvezd kornyezetben -
mint példaul a koérokozok, gombak és virusok felszine, amik csak kis mennyiségben
tartalmaznak szidlsavat- a felszinhez kotddve aktiv marad. A szervezet sajat sejtjei nagy
mennyiségben tartalmazzdk a szidlsavat a membranban, ami nem kedvez az alternativ 1t
aktivalodasanak. A C3(H,O) B faktor-t képes kotni, amely igy aktivalodik a D faktor altal, és
C3(H,O)BbD keletkezik. Ez a komplex a Bb hat4sara a nativ C3-at hasitja. A keletkezé C3b az
aktivator felszinhez tud kotddni, B faktorral kapcsolodik, majd a D faktor 4ltali hasités
kovetkeztében kialakul a C3bBb, az alternativ ut C3 konvertdza. A komplexet a properdin
stabilizalja, egyébként par perc utan inaktivalédna. A C3-konvertdz tovabbi C3 molekulakat
képes hasitani, ezzel nagyfoka amplifikaciot tesz lehetdvé. A keletkezd C3b komponens a
C3bBb mell¢ kotédve a C5 molekula hasitdsara képes alternativ C5 konvertaz komplexet

hozza 1étre (7).



Anafilatoxinok

A rendszer aktivalodasa soran keletkezd kisebb fragmentumok (C2a, C4a, C3a, C5a,
Ba.) a kornyezetbe diffunddlnak. A C5a és a C3a anafilatoxinok, aktivitadsuk révén hatdssal
vannak szdmos folyamatra. Az erek ateresztOképességét, valamint a gyulladast kozvetitd

citokinek felszabadulasat fokozzdk, illetve kemotaktikus aktivitasuk révén befolyasoljak a

crer

A komplement aktivacio szabalyozasa

A szervezet sajat sejtjeinek védelmét, és a tulzott mértékli komplement aktivalodas
kivédését szabalyoz6 molekuldk, a properdin kivételével, inhibitorok biztositjak. A

szabalyozasban szolubilis molekuldk és membranfehérjék is részt vesznek.

Miikdodésiiket tekintve lehetnek enzimgatlok, mint példdul a szolubilis Cl-inhibitor,
amely gatolja a C4- és C2- komponensek aktivalasat a Clr, Cls, MASP-1 és MASP-2
gatlasaval, és ez altal gatolja a klasszikus és lektin Gton torténd aktivaciot.

Vannak olyan szabalyoz6 molekuldk, melyek maguk 1is enzimaktivitassal
rendelkeznek, igy fejtik ki szabalyozé hatdsukat. Ilyen szolubilis enzim az I faktor, amely a
C4b-t és a C3b-t hasitja. A folyamatban a membran kofaktor fehérjét (MCP-t), a CR1-et, a H
faktort, vagy a C4b-kotd fehérjét hasznalja kofaktorként. Az anafilatoxin-inaktivator
(karboxipeptiddz N) a C3a-, és C5a peptidekrdl lehasitja a terminalis arginint, melynek
kovetkeztében inaktivalddnak, bar a CSagear, még ebben a formédban is elldt bizonyos
funkciokat, pl. kemotaktikus aktivitasa van.

A keletkezett aktivacids komplexek dezintegralasaban szolubilis szabalyozo
molekuldk ¢s membranfehérjék is részt vesznek, igy védi meg a szervezet sajat sejtjeit a
lizist6l. A CR1 (I-es tipusi komplementreceptor) €s a lebomlést gyorsitdo faktor (DAF) a
klasszikus ¢és alternativ Utvonal C3/C5 konvertdzainak szétesését gyorsitia. A CDS59
membranfehérje megakadéalyozza a MAC kialakuldsat azaltal, hogy gatolja a C9 molekula
C8-hoz kotddését.

A komplementrendszer aktivalédasanak megfelelé szabalyozasa elengedhetetlen a

szervezet fiziologias allapotanak fenntartdsdhoz (3,8).



Neuromyelitis optica

A Neuromyelitits optica (NMO) a kdzponti idegrendszert érintd autoimmun betegség,
melyet a latoideg és a gerincveld gyulladasa jellemez. Ez a ritkdnak mondhato (1/100.000
gyakorisagu) betegség noknél sokkal gyakrabban fordul eld, a nemek aranya (n6:férfi) 9:1.
Elsésorban 30-40 éves korosztalyt érinti, de ritkdn eléfordulhat iddsebb korban, illetve
gyermekkorban is (9). A betegség lefolyasat tekintve az esetek 80-90%-aban relapszusokban

zajlik, mig az esetek kisebb része monofazisos (10).

Aquaporin4-autoantitest

A tobbi demyelinisatioval jaroé betegségtdl egy specifikusnak bizonyult auto-antitest
kiilonbozteti meg, amely a kozponti idegrendszer viztereinek szabalyozdsaban fontos szerepet
jatszd aquaporin-4 (AQP4) vizcsatornak ellen termelddik. Az AQP4 vizcsatorna a tobbi
vizcsatornahoz képest tulsulyban taldlhaté meg az agyban, kiillondsen gyakori a 1atdidegben,
és a gerincveldben (11,12). Az AQP4-autoantitest, foként 1gG,, 4&tmegy a vér-agy-gaton és az
astrocytadkon levd AQP4 molekuldkhoz kotddik, ami két egymassal parhuzamosan végbe
mend folyamatot von maga utan. Egyrészt bekovetkezik az AQP4 endocitozisa/degradécioja,
eloidézve az astrocytdk elpusztitasit az ADCC reakcid révén, illetve aktivalja a
komplementrendszert. Az aktivalt komplement és az altala mobilizalt neutrofil és eosinofil
granulocitak eldsegitik az astrocytak nekrozisat (13,14). Az idegsejtek karosodasa, és a
demyelinizaci6 masodlagosan kovetkezik be, a Na-fiiggd glutamat transzport zavaranak

kovetkeztében ugyanis a glutamat haztartas felborul (15).

Diagnozis

Sokéig a Sclerosis multiplex (SM) variansai kozé soroltdk a patoldgiai kép és a
relapszusokban valdé megnyilvanulasa miatt. KésObb szamos tipusos eltérés miatt felvetették,
hogy két kiilon betegségrdl van sz6. Az aquaporind-autoantitestek felfedezése ota az NMO-t
mar Onallé betegségként tartjdk szamon. Definitiv diagnoézisanak felallitdsdhoz szémos
kritériumot hatéroztak meg. A két klinikai kritérium a latdéideggyulladas (opticus neuritis), €s
a transzverz myelitis. Radiologiai kritérium, hogy a koponya MRI negativ legyen, vagy SM-re

nem jellemzd, illetve a gerinc MRI vizsgalat eredménye 3 csigolya szegmentumnal
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kiterjedtebb myelitist mutasson. Szerologiai kritérium a szérumban anti- AQP4 ellenanyagok
jelenléte. A két klinikai kritériumnak mindenképp teljesiilnie kell, illetve a radiologiai és

szerologiai kritériumok kozil legalabb kettének a definitiv diagnézishoz (10,16).

A specifikus ellenanyag felismerésével olyan NMO-s eseteket is el tudunk kiiloniteni a
Sclerosis multiplextdl melyek csak a latoideget, illetve a gerincveldt érintd korképet
mutatnak. Osszességében ezt NMO-spektrumnak nevezziik. Ide tartozik a RION (recurrent
inflammatory optic neuritis) melyet bilateralis vagy ismétlédd latodideg gyulladas jellemez,
illetve idetartozik a LETM (longitudinally extensive transverse myelitis) melyre a legalabb

harom csigolyaszegmentumra kiterjeddé myelitis jellemzd (17).
Kezelés

A betegség lefolyasa egyénenként valtozéd lehet, ezért, és a kis szdmu esetek miatt,
egységes, altalanosan elfogadott kezelési mdd még nincs megallapitva. Az akut tlinetek
kezelésében elsddleges szerepe van a nagy doézisban adagolt szteroidoknak, sulyos tiinetek
esetén azonban egyre szélesebb korben alkalmaznak plazmaferézist (18). A késdbbi akut
stadiumok megeldzésére az immunszupressziv kezelés hatékonysagat mutattak ki (19). Ez
legtobbszor tablettdban adagolt szteroidok és egyes daganatok kezelésére alkalmazott
kombinaciojat jelenti, majd a szteroidot fokozatosan leépitve az azathioprine hosszli tava

szedését javasoljak (20,21).

Célkituzeések

A latéidegben és a gerincveldében zajlo patologiai folyamatokban az aquaporin 4
fehérjékhez kapcsolodd foként IgM tipusu antitestek hatdsara lokalisan végbemend
komplementaktivalodas szerepét szovettani vizsgalatok igazoljak (11). A szisztémasan
kimutathat6 anti-AQP4 (tobbnyire IgG1) ellenanyag és az NMO patogenezise kozott klinikai
tanulmadnyok ¢és patologiai adatok is alatdmasztottdk a kapcsolatot, mig a

komplementrendszert illetden csupan egyetlen tanulmany tesz emlitést arrdl, hogy a C4d és
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SC5b-9 szintek emelkedettek szérumban, aminek alapjan a klasszikus utvonal aktivaciojara

kovetkeztettek (11,22).

Munkénkban a komplementrendszer részletes vizsgalatat tliztiik ki NMO betegségben,
annak érdekében, hogy tisztdzzuk, van-e a keringésben mérheté komplement paraméterekben

olyan eltérés, melynek diagnosztikus jelentOsége lehet a betegség lefolyasat illetéen.

Vizsgalt egyének és modszerek

Betegek

A multicentrikus vizsgéalatba 25 NMO-s beteget vontunk be, akiknek a vérében
aquaporin-4 autoantitestek kimutathatoak voltak (szeropozitivak). Ot egészségiigyi intézetbdl
(Pécsi Orvostudomanyi Egyetem, Neurologiai Klinika, Pécs; Jahn Ferenc Dél-Pesti Korhaz,
Neuroldgiai Osztaly, Budapest; Markusovszky Korhaz, Neurologiai Osztaly, Szombathely;
Megyei Korhaz, Neurologiai Osztaly, Kecskemét; Szent Gyorgy Megyei Korhaz, Neurologiai

Osztaly, Székesfehérvar) kaptuk meg a betegek szérum és EDTA-plazma mintait.

A betegek atlag életkora 40 év (min.-max. kor 30-69 ¢év), €s a nemek aranya (nd:férfi)
22:3. Valamennyien azathioprine kezelésben részesiilnek, és a mintavételkor tiinetmentes
allapotban voltak. 12 beteg megfelel a definitiv. NMO kritériumainak, 4 betegnek csak
latoideg gyulladassal kapcsolatos tiinetei vannak (RION), mig 9 beteg csak gerincveld
gyulladassal kapcsolatos tiineteket mutat (LETM).

Kontrollok

Egészségiigyi szlirOvizsgalatra érkezd véletlenszerlien kivalasztott 113 egészséges
egyén vérmintdinak vizsgéalatdval kapott adatokkal tortént a betegek eredményeinek
Osszehasonlitdsa. A kontrollok atlag életkora 35 év (min.-max. kor 30-43 év), és a nemek

aranya (n0:férfi) 49:64.

12



Mintak kezelése

EDTA-plazma

A vérvétel és a vérmintakat lecentrifugalasat kovetden a plazmat a lehetd legrovidebb
idon beliil lefagyasztottuk, €s -72°C-on taroltuk. Amennyiben szallitasra volt sziikség, akkor a
mintakat a szallitas soran szarazjég kozé tettiik.

A mintékat csak egyszer, a komplement mérések idején olvasztottuk fel.
Szérum

A vérvétel soran levett vért a megalvadasa utdn lecentrifugaltdk, majd a kapott
szérumot -72°C-on téaroltuk. Szallitasuk, ha sziikséges volt, a plazma mintadknal leirtakkal

megegyezden tortént.

A komplementaktivacios utvonalak vizsgalata

A klasszikus, az alternativ és MBL-fliggd lektin utvonal esetében szérum mintakban
vizsgaltuk meg az 0sszkomplement aktivitast. A klasszikus Gtvonal esetében a Semmelweis
Egyetem III. Szamu Belgyogyaszati Klinika Komplement Laboratériuma altal a klinikai
diagnosztikdban bevezetett hemolitikus titrdldssal hataroztuk meg az aktivitdst (Mayer
moddszere alapjan), mig az alternativ és lektin ut esetében ELISA modszert alkalmaztunk a

Wieslab altal gyartott kereskedelmi kittel a gyari ajanlasoknak megfelelden.

Hemolitikus titralas

A minték higitasdhoz sziikséges VBS ™ -puffer elkészitéséhez VBS puffert és Ca-Mg*
torzsoldatot hasznaltuk. A VBS-t az A-oldatbol (85 g NaCl, 1l desztillalt viz, 3,75 g Na-
barbiturat) és B oldatbol (5,75 g barbitalsav, 600 ml forro desztillalt viz) éllitottuk 6ssze, majd
desztillalt vizzel 1,8 literre egészitettiik ki. Miutan lehiilt, a pH-t 7.4+0.5-re allitottuk be 1 M
HCl-val. Az oldatot desztillalt vizzel 2 literre egészitettiik ki, igy 5x koncentralt térzsoldatot
készitettiink, amely 4-10 °C kozott 6 honapig tarolhato. A Ca-Mg torzsoldatot 20,33 g MgCl, x
6 H,O ¢és 4,41 g CaCl, siccum 0Osszekeverésével, majd desztilalt vizzel 100 ml-re vald
feltoltésével készitettiik, amely 4 °C-on 3 honapig tarolhatd. A VBS™ puffert ugy készitettiik
el, hogy a VBS 900 ml-éhez 2,5 ml Ca-Mg*" torzsoldatot adtunk, majd kiegészitettiik 1 literre
desztilalt vizzel. A koncentralt VBS™ puffer is 6 honapig tarthato el 4-10°C-on.
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A hemolitikus rendszert ugy készitettiik el, hogy a VBS-Ca-Mg*" pufferral haromszor
mosott birka vordsvértestbél (vvt) az utolsd centrifugaldst (800 g, 4 perc) kovetden az
liledékbdl 2%-o0s szuszpenziot készitettink a VBS-Ca-Mg** pufferrall A 96 lyuka ELISA
lemezhez 10 ml VBS-Ca-Mg*" pufferben 0,2 ml birka vvt {iledéket szuszpendaltunk el. Ezt az
oldatot dsszekevertiik 1:2000 higitasi hemolizin oldattal (ORLC 25 Amboceptor Sml, DADE
BEHRING Gmbh, Marburg, Germany), amit ugy készitettiink el, hogy 10 ml VBS-Ca-Mg*"
pufferhez 0,5ml hemolizin oldatot adtunk. Az oldatok Osszekeverése utan 20 percig
szobahdmérsékleten allni hagytuk.

A hemolitikus tesztet 96 lyuktt ELISA lemezen allitottuk 6ssze. Minden 4. oszlopba
(kivéve a lizis és reagens kontrollokat) 294 ul VBS-Ca-Mg*" puffert, a 3., 2. és 1. oszlopokba
pedig 150 pl mértiink a pufferbdl pipettaval. A mintakat agy higitottuk, hogy minden negyedik
lyukba 6 pl-t mértiink beldliik, majd a 4. lyukbdl 150 pl-t atvittiink a 3.lyukba, majd abbdl 150
ul-t a 2.-ba és abbol szintén 150 pl-t az 1. lyukba. A normal humén szérumbdl, a magas- és az
alacsony kontrollokbdl is 6 pl-t mértiink a megfeleld lyukakba €és a mintdkhoz hasonlé modon
higitottuk. A liziskontroll (100%-os lizis) lyukba 150 pl desztilalt vizet, a pufferkontroll lyukba
(0%-os lizis) 150 pl VBS-Ca-Mg*" puffert mértiink.

Ezutan a reakciot minden lyukba 75 pl hemolitikus rendszer hozzdadéasaval inditottuk
el, és 37°C-on inkubaltuk 60 percig.

Ezt kovetden a reakciot centrifugalassal (3500 fordulat, 5 perc)éllitottuk le, és minden
lyukbol 150 pl feliiluszot vittiink at laposalja ELISA lemezre. Az optikai denzitast fotométeren

550 nm-en mértiik le. A kiértékelést 6sszkomplement program segitségével végeztiik.
A komplement fehérjék vizsgalata

Szamos komplement komponens szintjét mértiik szérumban. Turbidimetriaval (Cobas
Integra 800 analizator, Roche, Néemetorszag) mértik meg a C3 mennyiségét, mig a B faktor
¢s I faktor koncentracioit a Laboratorium 4altal a diagnosztikdban hasznalt radialis
immundiffizié modszerével allapitottuk meg. A C4 és a Cl-inhibitor antigén koncentraciok
meghatarozasat hasonldan, radidlis immundiffuzioval végeztik. A C5 esetében az altalunk

bevezetett radialis immundiffuzids metodikat alkalmaztuk.
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C4-szint mérése radialis immundiffuziéval

A mintdk higitdsahoz sziikséges VBS-puffert az A-oldatbol (85 g NaCl, 11 desztillalt
viz, 3,75 g Na-barbiturat) és B oldatbol (5,75 g barbitalsav, 600 ml forro desztillalt viz)
allitottuk 6ssze, majd desztillalt vizzel 1,8 literre egészitettiik ki. Miutan lehtlt, a pH-t 7.4+0.5-
re allitottuk be 1 M HCl-val. Az oldatot desztillalt vizzel 2 literre egészitettiik ki, igy 5x
koncentralt térzsoldatot készitettiink, amely 4-10 °C kozott 6 honapig tarolhato.

Agaro6z oldatbdl (1,5 %-os, 1,5 g agaroz, 100 ml agaroz puffer, 0,01 g Na-azid) 15 ml-t
felmelegitettliink, majd miutan lehiilt 56 °C-ra hozzaadtunk 55 pl kecskében termelt anti-human
C4 ellenanyagot (DAKO). A megfelelden zsirtalanitott, vizszintezd asztalon elhelyezett, 10x10
cm’ tertiletil tiveglemezre ontottiik az ellenanyagot tartalmazd gélt, és hagytuk megdermedni.
Dermedés utan 2,5 mm atmérdjii lyukakat vagtunk a gélbe. Minden vizsgalandé minta, a
magas ¢€s alacsony kontrollok 1:2 higitasabol (VBS-sel higitva), valamint a standardokbol
(Dako Human Calibrator) 5-5 pl-t mértiink a lyukakba. Standardként agaréz pufferrel (90 %
VBS, 10 % 0,IM EDTA) 1:1-1:8 felezve higitott normal kevert szérumot hasznaltunk. A
vizszintesen elhelyezett lemezeket 48 6ran keresztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten, ez alatt
megtortént a precipitacio.

Ezutan a lemezeket fiziologids sooldatban mostuk két oOranként, Osszesen harom
alkalommal cserélve a mosofolyadékot, hogy a nem precipitalodott fehérjéket eltavolitsuk.
Mosés utdn a gélt nedves sziirpapirral lefedve raszaritottuk a lemezre. A gélt Amidoblack
festékkel (1g amidoblack, 250 ml metanol, 200 ml desztillalt viz, 50 ml jégecet) festettiik, majd
a felesleges festéket festékmentesitd oldattal (500 m! metanol, 400 ml desztillalt viz, 100 ml

jégecet) tavolitottuk el. A precipitacios gylrik atmérdjét, amely aranyos a mintdk C4

crer

cre

Az 1 faktor, B faktor, C5, Cl-inh esetében a radialis immundiffiziés metodika
megegyezik a C4 esetében leirtakkal. A felhasznalt ellenanyagokat €s a vizsgalati koriilmények

részleteit az 1.tablazat tartalmazza.
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Antitest Minta | Kalibrator | Normal tartomany***

Név Gyarté Térfogat* | higitasa Erték | Mértékegys.

Poliklonalis

nyulban Dako,

termelt anti-
human C4

70 1:2 Dako 0,15-0,55 g/l

Kecskében
termelt anti- Diasorin 150 1:2 NHS** 70-130 %
human C5

Kecskében
termelt anti-
human Cl1-
inhibitor

Sajat,
Quidel 120 1:2 tisztitott 0,15-0,3 g/l
fehérje

Birkaban
termelt anti-
human B
faktor

Binding Site 150 1:2 NHS 70-130 %

Birkaban
termelt anti- | Binding Site 90 1:1 NHS 70-130 %
human [ faktor

*10x10 cm-es lemezre, 15 ml gélre vonatkoztatott mennyiség
**Egészséges egyének szérumabol kevert sajat kalibrator
***SE, I1l.sz Belgyogyaszati Klinika Komplement labor diagnosztikaban hasznalt normal értékek

C5 radialis immundiffizidés modszer beallitasa

Tobb ellenanyag esetében meghatidroztuk a radialis immundiffizidhoz sziikséges
optimalis bemérési mennyiséget egy lemezhez. Dako éltal gyartott ellenanyag esetében 250 pl-
t mértiink a 15ml-es gélhez. Diasorin esetében 150 pl-t mértiink be, a Quidel altal gyartott
ellenanyag esetében pedig 35 pl-t sziikséges a 15 ml-es gélbe, ahhoz, hogy a pericipacios
gylirik mérete, és élessége idedlis legyen a kiértékeléshez. NMO-s méréseinkhez a Diasorin

altal gyartott, kecskében termelt anti-human C5 ellenanyagot hasznaltuk.
A komplement aktivacios termékek vizsgalata

A klasszikus (C1rC1sCl-inh), az alternativ (C3bBbP) ¢€s a terminalis ut (SC5b-9) aktivacios
termékeit a korabban beallitott hazi ELISA modszerekkel hataroztuk meg, EDTA-plazmaban
(23).
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Kiértékelés

Statisztikai elemzéseket a Prism 5 programmal (GraphPad Software, San Diego California,
U.S.A.) végeztiik el. A fliggetlen csoportok dsszehasonlitasira Mann-Whitney tesztet, mig a
korrelaciok kiszdmitasara a Spearmann-féle Rho tesztet alkalmaztuk. Minden statisztikai

elemzésnél a p<0,05 értéket tartottuk statisztikailag szignifikansnak.

Eredmények
Komplementaktivacios utvonalak

A klasszikus ¢és az MBL-fiiggd lektin Ut Osszkomplement aktivitdsai szignifikdnsan
emelkedtek (p=0,0122 és p=0,0078) a betegekben az egészséges kontrollokhoz viszonyitva,

mig az alternativ utvonalé nem mutatott kiilonbséget a két csoport kozott (1.abra).

Klasszikus utvonal MBL-fiiggé lektin utvonal
= -=0,0078
% ©oo|es00t22y e, A‘ " --p --------------------
T < lAl
o . ° [ —
g 100U S 100+ [ YR,
< M o] AL |
[] 1. S |
2 bryvs el g o .
S 2y 3653 e Zald i
@ 504 .. i £ 50 A —_—

. X

= ®  feeeeeen grrerereenenaanst Y
N ] ¥
[} |
g A ¥
E 0 0 AA e

NMO Kontroll NMO Kontroll

Alternativ utvonal

,

150+

vy

Alternativ Gtvonal, %

NMO Kontroll
1.4Abra. A komplementrendszer aktivicios itvonalainak ésszkomplement aktivitdsai az egészséges kontrollokhoz

képest. A szaggatott vonalakkal hatarolt rész a rutin diagnosztikaban meghatarozott normal tartomanyokat
jeloli, a piros vonalak a mediant és az interkvartiliseket jelolik.
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Komplement fehérjék

Az alternativ utvonal komponenseinek- a C3, I faktor, és B faktor- szérumban mért
szintjében szignifikdns csokkenés latszik (p<0,001, p=0,007 ¢és p=0,0397) az NMO-s
betegekben egészségesekhez viszonyitva, mig a tobbi komponens- C4, C5, Cl-inh- szintjében

nem kaptunk szignifikans eltérést a kontrollhoz képest (2. és 3.dbra).
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184 - Y 7 Sp—— [Tt T gt
* Trprt Aaas A - AA
++ T v 2 100+ 4drr
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) ——tr—— *+ Z 50+ 4
. 2. ++
09"-----;:;; --------------------- p=0,0007
0.6 0
NMO Kontroll NMO Kontroll
B faktor
200~
- p=0,0397
150 4 e, .0
X -----_‘."0------------.::2 ......
o e PP L DOV
£ 1004 R PN Y '
—reye et [
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504
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2.4Abra. Az alternativ iitvonal komponenseinek szintjében tapasztalt véltozdsok
A szaggatott vonal a normal tartomanyokat jeléli, a piros vonalak a mediant és az interkvratilis tartomanyt
Jjelolik.
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3.Abra. Egyéb komplement komponensek szintjének osszehasonlitdsa az egészséges kontroll egyénekben mért

ertekekkel. A szaggatott vonal a normal tartomanyokat jel6li. A piros vonalak a mediant és az interkvartiliseket
Jjelolik.

Komplement aktivacios termékek

Az egészséges kontrollok eredményeihez viszonyitva szignifikdns eltérést nem
tapasztaltunk a ClrClsCl-inhibitor szintjében. Ugyanakkor a C3bBbP ¢és az SC5b-9
komplement aktivacios termékek szintjében szignifikdns csokkenést mutattunk ki NMO-s
betegek plazméjaban az egészséges kontrollokhoz képest (4. abra). A komplement aktivacios
termékek relativ mennyiségét vizsgalva a C1rC1sCl-inh komplex a Cl-inhibitor aranyaban
minimalis emelkedést mutat a betegekben az egészségesekhez képest (p=0,0108). Az relativ
C5b-9 a C5-hoz viszonyitva nem kiilonbozott a két csoportban. A C3bBbP komplexet akar a

C3 akéar a B faktor ardnyaban vizsgaltuk, szignifikans csokkenést kaptunk a betegekben
(p<0,0001, p<0,0001).
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4.Abra. A komplement aktiviciés termékek szintjei egészségesekhez viszonyitva
A piros vonalak a mediant és az interkvartiliseket jelolik.

Korrelacio vizsgalat

Megvizsgaltuk, hogy a komplement paraméterek milyen Osszefiiggést mutatnak
egymassal a betegek és az egészségesek mintdiban. A korrelacidkat a 2. és 3. tabldzat
szemlélteti, az egyszeriség kedvéért ahol volt korrelacid, azt piros szinnel jeldltiik, amely
esetben pozitiv korrelacidt talaltunk azt az Osszefliggést '+’ jeldli, ahol negativ korrelacidt
talaltunk azt ’-’ jeloli. NMO-s betegek mintaiban szamos komplement paraméter szintje
korrelal egymassal. Megfigyelhetd, hogy a komplement komponensek koziil tobb korrelal

egymassal, mint az egészséges kontrollok mintaiban.

NMO-s betegeknél a legszorosabb Osszefiiggéseket a C3 mutatta a klasszikus
osszkomplementtel (r= 0,8001; p<0,0001), az I faktorral (r=0,7958; p<0,0001) a B faktorral
(r=0,7701; p<0,0001) és a C4-gyel (r=0,7195; p<0,0001).
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NMO Korrelacié
CH50 c3 Cc4 | faktor | B faktor | C1linh C5 C1rsC1-inh | C3bBbP | SC5b-9

CH50 + + + + - - + + -

T + + + - + - -

ca + + + + - - -

| faktor + - - - + -

B faktor + + - - -

C1linh cc. - - - -

C5 - - -

C1rC1sC1-INH - -

C3bBbP +
SC5b-9

2.Tablazat. NMO-s betegek komplement komponenseinek korrelacioja

Az egészséges egyének szérumaban a legszorosabb korrelacio az I faktor és a B faktor
kozott volt (r=0,5874, p<0,0001), ugyanakkor az I faktor a C5-tel is szoros korrelaciot
mutatott (r= 0,5265, p=0,0048).

Egészséges (MK) korrelacio

CH50 a3 A | faktor | Bfaktor | Clinh (03] ClrsCl-inh | C3bBbP | SC5b-9

CH50 + + - - - - - - -
c - + +
A - -
| faktor + - + - - -
Bfaktor - - - - -
Clinhcc. - - - -
(o] - - -
ClLrC1sC1-INH - -
C3bBbP +
SC5b-9

+
+

3.Tablazat. Egeszséges egyének komplement komponenseinek korrelacioja

Az egészségesek €s betegek korrelacids mintazatanak Osszehasonlitdsabol kideriil,
hogy a betegekben nem csak tobb paraméter kozott lehetett kimutatni 6sszefiiggést, hanem
ezek az O0sszefiiggések sokkal szorosabbak is voltak. Kiilondsen jellemzd volt az alternativ ut

komponensei kozotti erds pozitiv korrelacio.
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Definitiv NMO, RION, LETM

Az Osszkomplement és a komplementfehérjék, valamint a komplement aktivacios
termékek szintjeinek Osszehasonlitdsat elvégeztiink az NMO betegség klinikai szempontbol
megkiilonboztetett alcsoportjaiban (definitiv NMO, RION, LETM) is. A komplement analizis
szempontjabol a klinikai alcsoportok kozott szignifikans kiilonbséget nem volt, ezért ezeket

az eredményeket nem részletezem.

A NMO-t nem rég ota tekintik 6nalld betegségnek, az elsé diagnosztikus kritérium
rendszer 1999-ben sziiletett meg, amit 2004-ben tovabb fejlesztettek. A betegség
patomechanizmusat tekintve 2-es tipusu (ellenanyag-medialta) tilérzékenységi reakcid okozta
gyulladasos folyamat all a hattérben. A patologiai szovetmintak vizsgélatakor a komplement
aktivacid szerepe egyértelmiien bebizonyosodott, és arra is van adat, hogy a komplement
aktivacios termékek megjelenését szisztémasan is ki tudtdk mutatni egyes relapszusban levo
betegeknél (22). Az err6l sz6lo tanulmany értékét csokkenti az a koriilmény, hogy a
komplement aktivacios termékek szintjét szérum mintakban vizsgaltdk, ami az in vitro
komplementaktivacié miatt meghamisithatja az eredményeket. A nativ komplement fehérjék
szérum koncentracioit sem mérték pedig a komplement aktivacio mértéke csak az alap
komplement fehérjék szintjéhez viszonyitva értelmezhetd (24).

Munkéankban eldszor keriilt sor a komplementrendszer részletes ¢€s korszer
vizsgalatara, melyek magukban foglaltdk a teljes komplement kapacitas felmérésére szolgalo
funkciondlis Osszkomplement méréseket, az intakt komplement fehérje koncentraciok
meghatarozasat, és a komplementaktivalédas soran keletkezd aktivacios termékek szintjének
kimutatasat is.

Megmértiik a klasszikus ¢és az alternativ aktivacios Ut 0Osszaktivitasat és
komponenseinek szintjét, és emellett eldszor keriilt sor az MBL-lektin Utvonal vizsgalatara.
Arra is gondot forditottunk, hogy a komplement aktivacids termékek kimutatdsara olyan
mintdkat (EDTA-plazmat) alkalmazzunk, amelyekben az eredményeket meghamisitd in vitro

komplementaktivacidé megfelelden gatolva volt.
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Tanulmanyunkba gydgyszeres kezelés alatt allo, tiinetmentes betegeket vontunk be.
Az eredmények alapjan mi nem tudtunk kimutatni komplement aktivacios termékeket a
remisszioban 1évo betegek mintaiban, annak ellenére, hogy a betegek szeropozitivak voltak.

Az eredmények ugyanakkor azt sem zarjak ki, hogy a negativ eredményt ellentétes
hatast folyamatok eredményezik. A betegségre jellemzd gyulladasos allapot soran fokozott
komplement termelést kellene tapasztalnunk, de ha ezzel egy id6ben szignifikans komplement
felhasznalas is zajlik- ami foként az alternativ tvonalat érinthetné- akkor az 6sszkomplement
aktivitds nem feltétleniil mutat cs6kkenést. A gyulladas mellett szol a klasszikus és lektin
utvonal Osszaktivitdsanak mérsékelt emelkedése, a komplement felhasznaldsra pedig a C3, B
faktor, I faktor szintek szignifikéns csokkenése utal.

Amennyiben folyamatosan zajlo komplementaktivaciot feltételeziink, ami a nativ
fehérje szintet is lecsokkenti, akkor ilyen kronikus allapotban- mint amilyen ez a betegség is-
a komplement aktivacios termékek szintjében bekovetkezd emelkedés nem mindig tetten
¢rhetd. Hasonld kovetkeztetésekre jutottak Szisztémas lupus erythematosus-os betegek
vizsgalataval (25). Ebbdl a szempontbdl hasonld a helyzet Herediter angioneurotikus
6démaban, ahol a Cl-inhibitor hidnyaban folyamatosan felhasznalodé C4 szintje csokkent,
még sem lehet C4d-szint emelkedést detektalni, ellenkezdleg, a C4d-szint is csOkkent az
egeészségesekhez képest (26).

Az altalunk vizsgalt NMO-s betegekben azonban a relativ komplement aktivacios
termék koncentraciok -ardnyositva a nativ fehérjékhez- nem mutattak emelkedést. Kivétel a
klasszikus utvonal, ahol a relativ aktivacidés termék mennyiségében minimalis emelkedés
figyelhetd meg, ugyanakkor semmi nem utal a klasszikus utvonal in vivo aktivalodasara,
mivel, a Cl-inhibitor és C4-szintek nem csokkentek rdadasul a klasszikus 6sszkomplement
szint magasabb volt a betegekben. Ezen eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az
altalunk vizsgalt NMO-s betegekben komplementaktivacié nem zajlik.

A komplement vizsgalatok diagnosztikus jelentdségének megallapitasara tervezziik,
hogy a tovabbiakban remisszioban levo kezelt betegekkel kapott eredményeinket

Osszehasonlitsuk akut fazisban levd, kezeletlen betegek eredményeivel is.
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Osszefoglalé

A Neuromyelitis optica (NMO) a kozponti idegrendszer autoimmun betegsége,
amelyet a latdideg és a gerincveld gyulladésa jellemez. A betegséget a kozponti idegrendszer
f6 vizcsatornaja, az aquaporin-4 ellen termel6dd ellenanyagok kozvetitik. Szovettani jelei a
lokalis IgG lerakodas és komplement aktivacio. A betegség lefolyasat tekintve relapszusokban
zajlik, ritkdn monofazisos. Teljes mértékben hatékony kezelési modot még nem talaltak, az
akut kezelésben szteroidokat, a relapszusok megeldzésére pedig leggyakrabban azathioprint
alkalmaznak. Az autoantitestek a keringésben is kimutathatok, azonban a komplement
rendszerre vonatkoz6 adatok NMO-ban igen szegényesek, a komplementrendszer részletes
tanulmanyozasara eddig még nem keriilt sor.

Célunk volt a klasszikus, az alternativ és a lektin utvonal vizsgalata, ami magéaban
foglalta az egyes komplement fehérjék és a komplementaktivacios termékek kimutatasat és a
harom aktivacids ut 6sszkomplement mérését.

25 kezelt, tiinetmentes allapotban 1év0, aquaporin4-autoantitest szeropozitiv NMO-s
beteget [40 (30-69) évesek, 22 nd], és 113 egészséges egyént [35 (30-43) évesek, 64 nd]
vontunk be a vizsgalatba.

A klasszikus Osszkomplementet hemolitikus, az alternativ és MBL-lektin utvonalakat
ELISA modszerrel vizsgaltuk. A C3 szinteket turbidimetriaval, mig a C4, C5, B faktor, |
faktor és a Cl-inhibitor koncentracioit radialis immundiffizidval mértikk. A ClrC1sCl-inh,
C3bBbP ¢és SC5b-9 komplement aktivacios termékek szintjeit ELISA modszerrel hataroztuk
meg.

A klasszikus, ¢és az MBL-lektin Ut aktivitdsa szignifikdnsan magasabb volt a
betegekben, mint a kontrollokban (p=0,0122 és p=0,0078), mig az alternativ 6sszkomplement
aktivitds nem kiilonbozott a kontrolloktol. A C3, 1 faktor és B faktor szintek szignifikansan
alacsonyabbak a betegekben, mint a kontrollokban (p<0,0001, p=0,0007 és p=0,0397). A C4,
C5 és a Cl-inhibitor szintekben nem volt kiilonbség a két csoport kozott. A C1rC1sCl-inh
szintjében nem kaptunk eltérést a kontrollokhoz képest, mig a C3bBbP és SC5b-9 szintek
szignifikansan alacsonyabbnak adodtak ( p<0,0001 és p=0,0128).

Bar az altalunk vizsgalt betegek vérében az AQP4-autoantitestek kimutathatdak
voltak, eredményeink szerint remisszidban levd, kezelt NMO-s betegekben szisztémasan

komplementaktivacié nem zajlik.
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Summary

Neuromyelitis optica (NMO) is an autoimmun disease of the central nervous system
(CNS) characterized by inflammation of the optic nerve and spinal cord. The disease is
mediated by autoantibodies against aquaporin-4 (AQP4), the main water chanel of the central
nervous system. Local IgG deposition and complement activation within the CNS are
histological hallmark of the disease. Most patients have a relapsing form of the disease with
repeated attacks, but rarely it appears in a monophasic form. Acute syndroms are treated by
steroids and more often azathioprine is used to avoid relapses.

Autoantibodies are present in the circulation, however data on the complement system
are scarce, detailed analysis of the complement system hasn't been done.

We performed to investigate all of the complement activation pathways including the
determination of complement proteins, activation products and the activities of each pathway.

Int he study 25 AQP4-seropositive patients in remission phase [40 (30-69) age, 22
female] and 113 [35 (30-43) age, 64 female] healthy volunteers were involved. All patienst
were treated by azathioprine.

Activities of the complement pathways were measured in sera by the hemolytic
titration (classical pathway) and Wi-ELISA (alternative and lectin pathways).Serum C3 levels
were measured by turbidimetry, C4, CS5, Bf, If, and Cl-inh concentration were determined by
radial immunodiffusion. The plasma levels of complement activation products C1rC1sC1-inh,
C3bBbP and SC5b-9 were determined by ELISA system.

Activities of both the classical and lectin pathway were significantly higher in patients
(p=0,0122 and p=0,0078) than in the controls, however the activities of the alternative
pathway didn't show significant elevation compared to controls. Serum levels of C3, I factor
and B factor were significantly lower ( p<0,0001, p=0,0007 and p=0,0397) in NMO patients
than in the controls. By contrast neither C4, C5, or Cl-inh levels differed between the two
groups. We didn't find significant elevation of complement activation product C1rC1sCl-inh
levels in EDTA-plasma, however levels of C3bBbP and SC5b-9 were significantly lower
(p<0,0001 and p=0,0128) in the samples of patients compared to controls.

Although the specific autoantibody is present in the circulation of the patients treated
by azathioprine, our findings indicate that it does not trigger systematic complement

activation.
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Szerz6i hozzajarulas

1. A C5 radialis immundiffaziés modszer beallitottam.
2. C4, C5, Cl-inhibitor radialis immundiffuziés méréseket végeztem a mintakban,
melynek eredményeképpen megkaptam az egyes egyének mintainak C4, CS5, ¢s Cl-

inhibitor antigén koncentracioit.

3. Hemolitikus dsszkomplement mérést végeztem a mintdkban, melynek eredményeként

megkaptam a klasszikus Gtvonal §sszaktivitasat.

4. Az 1,-3. pontban felsorolt és a dolgozatban részletezett sszes tovabbi laboratdriumi

eredményt statisztikai kiértékelését és értelmezését végeztem.
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