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Bevezetés

A komplementrendszer és alternativ utvonala

A tobb mint 30 komponensbdl allé komplementrendszer szervezetiink egyik legdsibb
humoralis eleme (1. dbra). Aktivaciojat kdvetden kiilonbozd enzimek kaszkadszerlien hasitjak
¢s aktiv formava alakitjadk egymast, illetve egyes komponenseket. A folyamat soran
fagocitozist eldsegitd opszoninok (C3b, C4b), valamint gyulladast serkentd, az erek
permeabilitasat noveld, neutrofilekre kemoattraktans anafilatoxinok (C5a, C3a) szabadulnak
fel, a kaszkad végén pedig kialakulhat a célsejt membranjaba furdédo, annak lizisét okozo
membrankarositd komplex. A komplementrendszer igy a koérokozok elleni védekezésiink
egyik leghatékonyabb eleme: a korokozédval talalkozva azonnal aktivalodik, az aktivacio
helyszinére vonzza a fagocitakat, melyeknek fagocitikus hatékonysagat sokszorosara noveli,
de akar egymaga is képes bizonyos patogének (példaul Gram-negativ baktériumok)
elpusztitasara. Hidat képez a velesziiletett és az adaptiv immunitas kozott, és a patogének,
apoptotikus sejtek ¢és immunkomplexek eltavolitdsdn til szamos nem immunoldgiai
(angiogenezis, szinapszisok érése, lipid metabolizmus) szerepe is van (Ricklin és mtsai.,
2010).

Hérom kiilonb6zd utvonalon aktivalédhat, mely Utvonalak késObbi szinteken, a C5b
felszabadulasatol (illetve a lektin és klasszikus tutvonal esetében mar a C3-konvertaz
kialakulasatol) kezdve azonos lefutasuakka valnak. A lektin Gtvonal felismeré molekulai
(pattern recognition molecules - PRMSs), a manndz-koté lektin (MBL) és fikolinok
patogénekre jellemz6 bizonyos szénhidrategységeket ismernek fel. A klasszikus utvonal a
lektinekkel strukturdlisan homolég PRM, a Clq ellenanyagokhoz valé kotddésével
aktivalodik, bar a C1lg 6nmaga is képes bizonyos mintazatokat felismerni, illetve aktivalodhat
endogén PRM-ek, mint a C-reactive protein (CRP) vagy a pentraxin 3 (PTX3) molekulakhoz
valo kotédése altal. A lektin és klasszikus utvonalak altal felismerhetd mintazatok szamat
tehat a mintazatfelismerd molekulak specificitasa korlatozza. Ezzel szemben a
komplementaktivacio zoméért felelds alternativ itvonal altal felismerheté mintazatok szama
szinte végtelen, hisz az utvonal koézponti tagja, a C3b nem szelektiv moédon barmilyen
targetfelszinhez, idegen és sajat sejtekhez egyarant kotodik. Az alternativ utvonal aktivaciojat

sajat sejteken azonban megakadalyozzak a szervezet komplementregulator molekulai, mely
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regulatorok a korokozokrol viszont hidnyoznak, illetve apoptotizald sejtjeinken kevésbé
expresszalodnak, szabad utat engedve a komplementaktivacionak. Az alternativ utvonal
aktivacioja igy nem csak bizonyos molekularészletekre korlatozodik, a felismerhetd spektrum
sokkal szélesebb, gyakorlatilag "minden, ami nem (egészséges) sajat” (Ricklin és mtsai.,
2010).

Klasszikus ut (CP) Lektin at (LP) Alternativ ut (AP)
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1. abra: A komplementrendszer aktivalédasanak utvonalai és a H-faktor szerepe. A
rendszer kozponti molekuldja a C3, melynek a C3-konvertazok altali hasitasaval C3a
anafilatoxin és C3b keletkezik. A C3b a targetfelszinhez kotddve az alternativ Gtvonal tovabbi
C3-konvertaz enzimeit hozza Iétre, a C3-konvertaizokhoz kotddve pedig az enzim
szubsztratspecifitasat a C5 felé tolja el. Opszonikus tulajdonsagu, a célsejtet beboritva annak
fagocitozisat segiti eld. A H-faktor kofaktorként a C3b I-faktor altali proteolizisét segiti, az
alternativ it C3- és Cb5-konvertazanak létrejottét gatolja és gyorsitja a mar létrejott enzimek
szétesését. A properdin az alternativ Ut C3-konvertazanak stabilizaldsdhoz sziikséges. Ig -
immunglobulin, MBL - mann6z-koto lektingy MASP - MBL-asszocialt szerin proteaz, FD - D-
faktor (Kopp és mtsai., 2012, nyoman).

A kaszkad kozponti molekulajanak, az inert C3-nak egy kis része folyamatosan
aktivalodik a tioészter kotésének hidrolizise révén, a keletkez6 C3(H.0) - mely a C3b

szerkezeti homologja - a kotodott, majd a D-faktor altal hasitott B-faktorral (Bb) egy atmeneti



C3-konvertaz enzimet alakit ki, mely a C3 molekuldt a kisebb C3a és nagyobb C3b
fragmentumra hasitja. A C3b az ugynevezett tick-over mechanizmussal folyamatosan probara
teszi a sejteket, és ha megfeleld felszinen amin- vagy szénhidratcsoportokhoz kotddik,
aktivalja az alternativ Gtvonalat. Az alternativ ut C3-konvertaz enzimének (C3bBb) viszont
részét képezi maga a produktum, a C3b is. A keletkezé C3b igy ujabb és ujabb C3-
konvertazokat alakithat ki, a rendszer rovid idén beliil feler6sodik. E pozitiv visszacsatolo
mechanizmus miatt az alternativ 0t a komplementaktivacié 80-90 szézalékaért felelds, még
akkor is, ha eredetileg a klasszikus vagy lektin tutvonal aktivalodott. Ha pedig a
targetfelszinen a C3-konvertazok denzitasa megfeleléen magas szintet ért el, az jonnan
keletkez0 C3b mar az alternativ ut (és ha aktivalddott, a klasszikus és lektin ut) C3-
konvertazahoz fog kotddni, az enzim szubsztratspecificitasat igy a C3 molekularél a C5 felé
tolja el. A C5 hasitasaval szabadul fel a f6 anafilatoxin, a C5a és a membrankarositdo komplex

inicializalasahoz sziikséges C5b (Ricklin és mtsai., 2010).

Az emberi H-faktor molekulacsalad

Egy kontrollalatlan amplifikacios 1épés soran olyan mennyiségii C3b keletkezne, mely
mar a kornyez0 sajat, egészséges sejteket is karosithatna - ezt akadalyozzak meg a szervezet
komplementszabalyoz6 fehérjéi. Az alternativ Gt legfobb szolubilis regulatora, a H-faktor
(FH) korilbeliil 250 pg/ml-es koncentracioban van jelen a plazmaban. A B-faktorral
kompetalva az alternativ ut C3-konvertazanak (C3Bb) kialakulasat gatolja, illetve a mar
1étrejott C3/C5 konvertazok szétesését gyorsitja. Az I-faktor kofaktoraként pedig a keletkez6
C3b hasitasat és igy annak a konvertazenzim létrehozasara mar képtelen inaktiv (iC3Db)
formava alakitasat segiti eld (1. dbra). Kofaktoraktivitisa elengedhetetlen az amplifikdcios
Iépés megfeleld szabalyozasaban - a H-faktorban bekdvetkezé mutaciok vagy a molekula
ellen termelddd autoantitestek kiilonbozd vese- €s szembetegségeket (mint példaul az idéskori
makuladegeneracio) okoznak (Kopp és mtsai., 2012).

A H-faktor husz, egyenként kb. 60 aminosavbol allo globularis Gn. short consensus
repeat (SCR) doménbdl épiil fel. A regulator funkcioit az N-terminalis SCR1-4 domének
biztositjak. A C-terminalis SCR19-20 doménjeivel képes a C3b kozelében 1évo felszini
polianionokhoz, gliikkozaminoglikanokoz (heparin) ¢és szialsavhoz kotddni, aminek
kovetkeztében a sajat sejtek felszinén gatolja a komplementrendszer aktivalodasat. A H-faktor

ligandumai korokozok sejtjein nincsenek jelen, am tobb korokozd expresszal H-faktort



megkotd fehérjéket, igy ezek a korokozok a gazdaszervezet sajat arzenaljat felhasznalva
csendesitik le felsziniikdn a komplementrendszer aktivacidjat (Kopp ¢és mtsai., 2012).

Az emberi H-faktor molekulacsaladba tartozik még a H-faktor egy alternativ splicing
révén képz6do variansa, a 7 N-terminalis SCR doménnel rendelkezé CFHL-1 is, mely a H-
faktorhoz hasonlé regulatorszereppel bir. Ezzel szemben a H-faktorral rokon un. Complement
Factor H-related, azaz CFHR fehérjék szerepe jorészt még tisztazatlan. A CFHR fehérjék 4-9
SCR doménbdl épiilnek fel, és a H-faktor bizonyos SCR doménjeivel kiilonb6zé mértékben
(~32-100%) mutatnak aminosavszekvencia-azonossagot (2. abra). N-terminalisuk a H-faktor
SCR 6-10 doménjeivel, C-terminalisuk pedig az SCR 18-20 doménekkel homolog.
Plazmabeli koncentraciojukrdl kevés az adat, 5 pg/ml a CFHR5 50-100 pg/ml a CFHR1
koncentraciodja (Jozsi és Zipfel, 2008; Skerka és mtsai., 2013).

Regulétor régid Felszin felismero
(SCR1-4) régio (SCR18-20)
H-faktor 1/213/4) DHDIIPHDDIDDD
e e ——
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CFHEE Ly 99 csoport
42 32 49 74 57 47 70 66 43
CFHRS 99999992
21 85 62 64 37
CFHR3 .’ ’ ) 5 T
71 62 68 64
-9 |
e R W 25 | S
70 64 64 64 37
CFHR4B :’__. ’ } - ) 5

2. abra: A H-faktor molekulacsalad. A H-faktor alternativ splicing variansa, a CFHL-1 7
SCR doménje a H-faktoréval azonos, C-terminalisan 4 egyedi aminosavat hordoz. A CFHR
fehérjék SCR doménjei a H-faktor egyes SCR doménjeivel kiillonb6z6 mértékben homoldgok,
a domének felett feltiintetett szamok az aminosavszekvencia-azonossagot jelzik szazalékosan.
A H-faktor ligandumainak fobb k&tohelyei a domének alatt vannak feltiintetve. CFHR -
Complement Factor H-related, CRP - C-reactive protein (Jozsi és Zipfel, 2008; Skerka és
mtsai., 2013, nyoman).



A CFHRI1, CFHR2 és CFHRS5 fehérjék N-terminalis doménjei (SCR1-2) erdsen
konzervaltak, és dimerizalodasra képesek, igy e fehérjék homo- és heterodimerként vannak
jelen a plazmaban. A CFHR3 és CFHR4 fehérjék - a H-faktorhoz hasonldan - dimerizaciora
nem képesek (Goicoechea de Jorge és mtsai., 2013).

A CFHR fehérjéknek eltéré szerepeket tulajdonitottak, az irodalmukban tobb
ellentmondas is taldlhat6. Mindegyikiik képes a C3b/C3d kotésére, némelyeknek egyéb
ligandumuk (heparin, C-reactive protein, mikrobialis proteinek) is ismert. Ugyan nem
rendelkeznek a H-faktor regulatorfunkciot biztositd SCR1-4 doménjeivel, a C3b-kotés
képessége hatassal lehet a H-faktor kofaktorhatasanak befolyasolasara: szinergistan hatva a
H-faktor kofaktoraktivitasat novelhetik, ahogy azt a CFHR3 és CFHR4 fehérjéknél leirtak
(Hellwage és mtsai., 1999), vagy antagonistaként a H-faktorral homolog C-terminalis
doménjeik kovetkeztében kompetalhatnak a H-faktorral ligandumuk kotéséért, igy a H-faktor
altali komplementgatlas mértékét csokkenthetik, ezaltal az aktivaciot fokozzak (Goicoechea
de Jorge ¢s mtsai.,, 2013). Ez utobbi feltételezések szerint kiilondsen eldonyos lehet a
gazdaszervezet szdmara olyan patogéneknél, melyek komplementrendszer eléli menekiilési
stratégiajuk részeként megkotik a H-faktort. A CFHR fehérjék igy onmagukat "felaldozvan" a
H-faktor helyett kotddhetnek a patogénhez, melynek ebbdl nem szarmazna eldnye, hisz a
CFHR fehérjéknek fiziologias koncentracioban onmagukban nincsen komplementregulald
hatasuk (Jozsi és Zipfel, 2008).

A CFHR fehérjéknek a H-faktortol fliggetlen szerepiik is lehet. A CFHR4 fehérjén
felépiilhet az alternativ ut C3-konvertdz enzime, és az alternativ Utvonalat aktivalhatja
(Hebecker ¢és Jozsi, 2012). A CFHRI1 a C5 (és C3b) kotésével a membrankérosité komplex
felépiilését a vitronectinhez hasonl6 hatékonysaggal gatolja. E tulajdonsdganak kovetkeztében
a patogéneknek akar elény0s is lehet a CFHR1 megkotése (Heinen és mtsai., 2009).

Bizonyos felszinek - igy a vese glomerularis alapmembranja, illetve a szem Bruch-
membranja - a szervezet szolubilis regulatoraiban bekovetkez6 mutaciokra érzékenyek, mivel
integrans komplementgatlo fehérjékkel - a sejtekkel ellentétben - nem rendelkeznek. A H-
faktorban ¢és CFHR fehérjékben bekovetkez6 mutaciok is kiilonbozé szem- és
vesebetegségekkel asszocialtak. A CFHR fehérjék szerepe Osszetett, hisz példaul ugyanaz a
mutacio, a CFHR3 és CFHRI1 delécidja H-faktor autoantitestek képzddését és az atipusos
hemolitikus urémids szindroma (aHUS) kialakuladsat el6segiti, mig az iddskori

makuladegeneracioé (AMD) kialakulasanak valoszintiségét csokkenti (Jozsi és Zipfel, 2008).



A CFHRS5 fehérje és kapcsolata betegségekkel

A 62 kDa-0s CFHRS5 fehérje 9 SCR doménbdl all, melyek a H-faktor SCR 6-7, 10-14
¢és 19-20 doménjeivel homoldgok (2. abra) (McRae és mtsai., 2001). A CFHR5-nek gyenge
kofaktoraktivitasat irtak le, azonban az aktivitds mértéke és a fehérje plazmabeli
koncentracidja (5 pg/ml) is toredéke a H-faktorénak (McRae és mtsai., 2005). Glomerularis
szklerézissal jellemezheté vesebetegségekben, mint a fokalis glomerularis szklerdzis, IgA
nefropatia vagy lupus nephritis esetében a glomerulusokban kimutatott felhalmozddasa
viszont helyi komplementreguldlo szerepére enged kovetkeztetni - lokéalisan koncentracioja
pedig joval meghaladhatja a plazmaszintbeli értékét. A masik négy CFHR fehérje nem alkot
immundepozitokat (Murphy és mtsai., 2002).

Azon ritka glomerulonephritiseket, melyekben a komplementaktivaldédas komponensei
ellenanyagok nélkiill vannak jelen a glomerulusokban, &sszefoglald neviikkon C3
glomerulonefropatiadknak hivjuk, melyek k6zé a Dense Deposit Disease (DDD/MPGN 11), C3
glomerulonephritis és a CFHRS nefropatia tartozik.

A DDD nevét a glomerularis alaphartya elektrondenzzé vélasarol kapta. Hasonld
hattérrel, am az alaphartya elektrondenzz¢ valasa nélkiil jellemezhet6 a C3 glomerulonephritis
(Gale és Pickering, 2011). A CFHR5-nek harom allélikus varidnsat is leirtdk, melyek
gyakoribbak a DDD-ben szenvedé betegeknél (Abrera-Abeleda és mtsai., 2006). A csupan
2010-ben leirt CFHRS nefropatidban - az emlitett két masik vesebetegséggel szemben - a
plazma C3 szintje normalis, a komplementszabalyozas tehat csak a glomerularis felszinen
szenved zavart. A CFHRS génben a 2. és 3. exon (SCR 1-2 kodolasaért felelds) duplikalodik,
igy egy mutans, 11 SCR doménbdl allo6 CFHRS5 (CFHR51212.9) fehérje jon 1étre (Gale és
mtsai., 2010). A mutans fehérje trimereket vagy akar oligomereket is képezhet, a betegek
szérumanak komplementgatlast csokkent6 ("deregulald™) hatasa jelentésebb (Goicoechea de
Jorge ¢és mitsai,, 2013). Bizonyos CFHRS mutaciok az intravascularis hemolizissel,
trombocitopéniaval ¢és veseelégtelenséggel jellemezhetd atipusos hemolitikus urémias
szindromaval (aHUS) asszocialtak (Monteferrante és mtsai., 2007). Az eddigiekkel
ellentétben az idéskori makuladegeneracio (AMD) kialakulasaban viszont valdszintileg nem
jatszanak szerepet a CFHRS fehérje mutacidi (Narendra és mtsai., 2009).

A CFHR5-nek (és CFHR2-nek) a Borrelia CRASP fehérjéihez vald kotédését is
leirtdk, am a CFHR fehérjék megkotése nem nyudjt hatékony védelmet a patogénnek a

komplementaktivacié ellen (Siegel és mtsai., 2010).



Pentraxinok

A pentraxinok szolubilis ligandumfelismeré molekulak, melyek kozé a C-reactive
protein (CRP), Serum amiloid-P (SAP) és Pentraxin 3 (PTX3) tartozik. C-terminalisukon egy
200 aminosavas pentraxin domént hordoznak. A hossza pentraxinok - igy a PTX3 is - a rovid
pentraxinokban nem megtalalhatd N-terminalis domént is tartalmaznak.

A PTX3-at - a legtobb komplementkomponenssel ellentétben - nem a maj, hanem
lokalisan fibroblasztok, endotél sejtek, periferialis leukocitak és egyéb sejttipusok (adipocita,
kondrocita, mesangialis sejtek) termelik citokinek (IL-1, TNF-a), TLR-agonistak vagy
mikrobialis komponensek hatasara. Ekkor plazmaszintje 2 ng/ml-r61 200-800 ng/ml-re is
emelkedhet. Polimorfonuklearis sejtek PTX3-at is raktaroznak granulumaikban. A kronikus
vesebetegségeken kiviil emelkedett PTX3 szint figyelheté meg cardiovascularis betegségek €s
rheumatoid arthritis estén is (Bottazzi és mtsai., 2010).

Az oktamer szerkezeti PTX3 apoptotikus sejtekhez és egyes patogénekhez is kotodik,
Clg, manndz-koto lektin és fikolin-2 megkotésével a komplementrendszer Klasszikus és
lektin Gtvonalanak aktivalasara képes (Deban és mtsai., 2011). Komplementregulatorok (H-
faktor, C4BP) megkotésével az apoptotikus sejtek csendes (C5a anafilatoxin és terminalis
komplex kialakulasa nélkiili) eltavolitasat teszi lehetévé gyulladasok, szoveti sériilések soran
(Braunschweig ¢és Jozsi, 2011; Deban és mtsai., 2008). A PTX3 tehat a lokalis gyulladasi
folyamatok egy endogén modulétora. Bizonyos gyullad4sos betegségek markere is lehet, és
CRP-vel szembeni elénye, hogy a komplementaktivacio és gyulladas elsédleges helyérdl is
informaciot nygjt (Deban ¢és mtsai., 2011). aHUS-os betegeknél a H-faktor SCR20
doménjében bekdvetkezé mutaciok, illetve az e domén ellen termel6d6 autoantitestek a H-

faktor-PTX3 interakciot gatolhatjak (Kopp és mtsai., 2012).

Célkitiizések

Munkacsoportunk elséként mutatta ki a PTX3-at a CFHR5 egy 1j ligandumaként.
Terveink kozott szerepelt ezen kolcsonhatas jellemzése, illetve az alabbi kérdésekre
szerettlink volna valaszt kapni:

a) a CFHRS a PTX3 mely doménjéhez kotodik?
b) a CFHRS kompetal-e a H-faktorral a PTX3 kotéséért és befolyasolja-e a H-faktor

komplementgatlo funkciojat?



c) a CFHRS5 befolyasolja-e a PTX3, illetve H-faktor extracellularis matrixhoz (ECM)
valo kotddését?

d) a CFHR5-kotott PTX3 képes-e még egyik f6 ligandumanak, a C1g-nak a megkotésére,
illetve szerepet jatszik-e a PTX3 a C1qg CFHR5-ho6z val6 kotodésében?

e) eltér-e a vad tipusuhoz képest a CFHRS nefropatidban jelen levé mutans CFHRS
PTX3-hoz val6 kotédése ?

f) a CFHRS fehérjén képes-e felépiilni a C3-konvertaz enzim?

g) bakterialis komplement inhibitorok gatoljak-e a CFHR5-kotott konvertaz enzim

kialakulasat?

Ezen kérdések megvalaszolasaval azt reméltik, hogy a CFHR5-nek a
komplementrendszer szabalyozasaban betoltott szerepér6l pontosabb képet alkothatunk,
valamint a CFHR5-tel asszocialt betegségek hattérmechanizmusaira egy lehetséges valaszt
adhatunk.

Felhasznalt anyagok és modszerek

Rekombinans fehérjék eléallitasa

A rekombinans human CFHR-1, H-faktor SCR8-14, CFHR4B fehérjéket a pBSV-8His
Baculovirus expresszios vektort hasznalva Spodoptera frugiperda (Sf9) sejtekben
expresszaltuk, majd nikkel-affinitas kromatografiaval tisztitottuk. A rekombinans CFHRS és
PTX3 fehérjéket az R&D Systems-t6l vasaroltuk, a PTX3 fragmentumokat Kenji Daigo-tol
(Tokioi Egyetem), a CFHR fragmentumokat Susan M. Lea-t6l (Oxfordi Egyetem), a mutans
CFHR5-6t Matthew C. Pickeringtél (Imperial College, London) kaptuk.

ELISA esszék

A human plazmabdél szarmazé CFHR5 PTX3-hoz vald kétddéséhez TBS-ben (10 mM Tris,
140 mM NaCl, 2 mM CacCl,, 1 mM MgCl,, pH 7.4) higitott 25%-0s normal human szérumot
(Sigma-Aldrich) adtunk 5 pg/ml immobilizalt PTX3-hoz, illetve zselatinhoz 1 éran at 37 °C-
on. A kotott fehérjéket SDS-mintapufferrel (60 mM, 1% SDS, 10% glicerin, bromfenolkék)
eludltuk, majd 10%-0s SDS-PAGE gélen szeparaltuk. A CFHRS5 fehérjét Western blot
analizissel, anti-CFHR5 (R&D Systems) ellenanyaggal tettiik 1athatova. A CFHRS és tisztitott
H-faktor (Merck) immobilizalt PTX3-hoz, illetve zselatinhoz valé kotédését ELISA
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(Enzyme-linked immunosorbent assay) modszerrel mértik. A detektalashoz  és
vizualizalashoz kecske anti-FH (Merck) - ami a H-faktort és a CFHR5-6t egyarant felismeri -
¢és tormaperoxidazzal (HRPO) konjugalt anti-kecske ellenanyagot (Dako), majd szubsztatként
3,3”,5,5’-tetrametilbenzidint (Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A reakciét 2N H,SO, oldattal
allitottuk le, a kotddés erdsségét ELISA-leolvasoval mértik a 450 nm-en mutatott
abszorbancia alapjan.

A PTX3 CFHR-fragmentumokhoz vald kotédésének mérésére 5 pg/ml CFHR-
fragmentumot immobilizaltunk, 3% BSA-val blokkultuk, majd 10 pg/ml PTX3-mal
inkubaltuk. A ko6tédott PTX3-at biotinilalt anti-PTX3, majd HRP-konjugalt streptavidinnel
(R&D Systems) detektaltuk.

A PTX3 ¢és C3b mutins ¢és vad tipusi CFHR5-hoz vald kotddésének
Osszehasonlitasara 10 pg/ml rekombinans CFHRS5 fehérjét immobilizaltunk, BSA-val vald
blokkolas utan 10 ug/ml PTX3-at, illetve C3b-t pipettaztunk az egyes lyukakba. A kotédést az
elobb leirtak szerint anti-PTX3 és HRPO-konjugalt kecske anti-C3-mal (Cappel) mértiik.

A C1qg (10 pg/ml) kotédését 5 pg/ml immobilizalt PTX3-hoz emelked6 CFHRS és H-
faktor koncentracid mellett mértiik. A detektalashoz anti-Clq (Merck) ellenanyagot
hasznaltunk. A C1q CFHR5-k6tott PTX3-hoz valo kotddésének mérésére 5 pg/ml CFHRS5-6t
és kontrollként zselatint immobilizaltunk, majd 5 pg/ml PTX3-mal inkubaltuk és 25, illetve
50 pg/ml C1g-t adtunk hozza. A kotédott C1g-t anti-C1g-val detektaltuk.

A kompeticios esszékhez MaxGelt (1:30; Sigma-Aldrich) és PTX3-at (30 nM)
immobilizaltunk, blokkolas utan 50 pg/ml H-faktorral inkubaltuk a CFHR5 emelkedd
koncentracioi mellett vagy CFHRS nélkiil. A kotédott H-faktort monoklonalis ellenanyaggal
(A254, Quidel) detektaltuk, mely a CFHRS fehérjét nem ismeri fel.

C3b inaktivacios esszé

A H-faktor kofaktoraktivitasanak vizsgalatara MaxGelt (1:30), zselatint (10 pg/ml) és PTX3-
at (30 nM) immobilizaltunk, majd 20 ug/ml CFHR5-tel preinkubaltuk 1 6ran at szobahén.
Mosas utan adtunk hozza 50 pg/ml koncentracioban H-faktort 1 6rara, majd Gjabb mosas utan
50 pl-ben 140 nM C3b-t és 220 nM I-faktort pipettaztunk az egyes lyukakba, és 37 °C-on
inkubaltuk 1 6ran at. A reakciot redukaldo SDS-mintapufferrel allitottuk le. A mintakat 10%-0s
gélre vittiik fel, elektroforézissel szeparaltuk, majd nitrocellul6z membranra vittiik at. A C3

fragmentumait HRPO-konjugalt kecske anti-C3-mal detektaltuk.
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C3-konvertaz esszé

A CFHR5-kotott alternativ Gt C3-konvertdz kialakulasat és detektalasat a mar leirtak szerint
(Hebecker és Jozsi, 2012) végeztiik: az immobilizalt CFHRS fehérjét 30 percen 4t 37 °C-on 5
pug/ml C3b-vel, majd szintén 30 percen at 37 °C-on B-faktorral (2 ug/ml), D-faktorral (0,1
ug/ml) és properdinnel (4 pg/ml) inkubaltuk. A konvertaz felépiilését anti-B-faktor
ellenanyaggal mértiik, aktivitdsanak méréséhez pedig 10 pg/ml C3-at adtunk, és 1 6rat 37 °C-
on inkubaltuk. A keletkez6é C3a mennyiségét C3a ELISA kittel (Quidel) kvantifikaltuk.

Komplementaktivacios esszé és a bakterialis eredetii kKomplement inhibitorok hatasa
Nunc microtiter lemezen immobilizaltunk 5 pg/ml CFHRS5, CFHR4A és HSA fehérjéket, 3%
BSA-val val6 blokkolas utan 5 mM Mgz+-EGTA (csak alternativ ut aktivalédik) vagy 5 mM
EDTA oldatban higitott 10%-o0s normal human szérummal inkubaltuk 30 percig 37 °C-on. A
C3b, B-faktor és P-faktor (properdin) kotédését a megfeleld ellenanyagokkal mértiik.

A bakterialis eredetii komplement inhibitorok hatasanak tanulmanyozasara 5 ug/ml CFHR5-6t
¢s HSA-t immobilizaltunk, BSA-val blokkoltuk, majd az 5 mM Mg-EGTA-t tartalmazo
pufterben higitott 5% normal human szérumhoz 20 pg/ml koncentracioban inhibitorokat (Efb-
C, Efb-C-RENE, SCIN-A, Ehp; Brian V. Geisbrecht6l, Kansas State University, Manhattan)
adva 30 percig 37 °C-on inkubaltuk. A C3b, B-faktor és P-faktor mennyiségét az eldbbiek

szerint mértiik.

Statisztikai analizis
A statisztikai analizishez a GraphPad Prism szoftver 4.00 verzidjat hasznaltuk. A p<0.05

érteket vettiik statisztikailag szignifikans értéknek.

Eredmények

A H-faktor molekulacsaladbol a H-faktor és a CFHR1 PTX3-hoz valo kotdédése mar
ismert volt (Deban és mtsai., 2008; Kopp és mtsai., 2012). Munkacsoportunk PTX3-at human
szérummal inkubalva, majd a kotott proteineket elualva és azokat Western blot analizissel
vizsgalva kimutatta a CFHRS kotédését is. Rekombinans fehérjéket hasznalva ELISA
modszerrel kimutattuk, hogy a CFHRS5 erdsebben kotddik a PTX3-hoz, a H-faktorhoz képest
hamarabb eléri a telitési koncentraciot (3. dbra). Mindkét kdlesonhatas Ca’* ionokat igényel,

ellentétben a PTX3 Clg-hoz és apoptotikus sejtekhez vald kotddésével (abra nem mutatja).
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3. abra: A H-faktor és CFHRS5 kotédése immobilizalt PTX3-hoz. Mindkét ligandumot anti-
H-faktor ellenanyaggal detektaltuk. Negativ kontrollként zselatint immobilizaltunk. A CFHR5
hamarabb éri el telitési koncentraciojat, mint a H-faktor. Az abran négy kisérlet atlagat és a
kozépérték standard hibajat (SEM) tiintettiik fel.

A H-faktor SCR19-20 doménjeivel a PTX3 N-terminalisahoz, SCR7 doménjén
keresztiil pedig a PTX3 C-terminalisahoz kotédik (Deban és mtsai., 2008). Ahogy a H-faktor,
ugy a CFHRS is mindkét rekombinans PTX3-fragmentumhoz, az N- és C-terminalis
doménhez egyarant hasonld erdséggel kotddik (4.A abra). Negativ kontrollként a H-faktor
SCR8-14 doménjeit hasznaltuk, mely az SCR7 és 19-20 domének hidnya miatt nem kotodott
a PTX3-hoz. A CFHR5 C-terminalis kotéhelye nem egyezik a H-faktoréval, ugyanis a H-
faktor SCR19-20 doménjeivel homolég SCR8-9 domének nem koétddnek a PTX3-hoz (4.B

abra).
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4. abra: A) A CFHRS és H-faktor kotodése a PTX3 egyes doménjeihez. A CFHRS5 —
hasonloan a H-faktorhoz — a PTX3 N- és C-terminalis fragmentumahoz is hasonld erésséggel
kotodik. PTX3-N és PTX3-C - a PTX3 N-, illetve C-terminalis fragmentuma, FH8-14 - a H-
faktor SCR8-14 doménjei. B) PTX3 kotédése az immobilizalt CFHR fragmentumokhoz.
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A CFHRS, valamint a CFHR2, CFHR3 és CFHR4 C-terminalis doménjei a H-faktor SCR 19-
20 doménjeivel valé homoldgiajuk ellenére nem koétddnek az immobilizalt PTX3-hoz, a
CFHR1 SCR4-5 doménjei viszont igen. A ,,/” jel mogotti szamok a megfeleld6 SCR-eket
mutatjak. Az adatok négy (A), illetve harom (B) kisérlet abszorbanciadtlagat ¢s szorasat (SD)
mutatjak.
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5. abra: A CFHRS és H-faktor kompeticioja PTX3-on (A és B abra) és az ECM-et
modellezé6 MaxGel-en (C és D abra). A CFHRS5 kompetal a H-faktorral a PTX3 és MaxGel
kotéséért, igy csokkenti a H-faktor kofaktoraktivitasait mind PTX3-hoz, mind az ECM-hez
kotédve. A CFHRS 6nmagéaban nem rendelkezik kofaktoraktivitassal. HSA - human szérum
albumin, FI - I-faktor, o'-lanc és B-lanc - a C3b két lanca, o'-68, o'-41/43 - az o' lanc
hasitasakor keletkezé fragmentumok. A) és C): a CFHRS nélkiili H-faktor kotodést vettiik
100%-nak. Az adatok négy kisérlet atlagat és szorasat (SD) mutatjak. B) és D) A blot harom
kisérlet eredményét reprezentalja.

Felmertil a kérdés, hogy a H-faktor és a CFHRS kompetal-e egymdassal a PTX3
kotéséért? Emelkedd CFHRS5-koncentracié mellett adtunk H-faktort immobilizalt PTX3-hoz.
A CFHRS mar fiziologias koncentracioban is dozisfiiggéen gatolta a H-faktor kotddését (5.A
abra). A PTX3-kotott H-faktor kofaktoraktivitassal bir az I-faktor altali C3b-hasitasban. Az
a’- és P-lancbol allo C3b intakt a’-lancat az I-faktor hasitja és kisebb a’-fragmentumok
keletkeznek. CFHRS adésaval a H-faktor kofaktoraktivitdsa lecsokken, a C3b proteolizisével

keletkez0 fragmentumok szintje jelentésen kevesebb. A CFHRS oOnmagédban az altalunk

14



vizsgalt 20 pg/ml-es koncentracioban nem rendelkezett kofaktoraktivitassal, igy a két fehérje
egylittes adasakor tapasztalhato kofaktoraktivitds-csokkenést az okozta, hogy a PTX3-rol
leszoritott H-faktor molekulak aktivitasat a CFHRS egyaltalan nem kompenzalta (5.B ébra).

Némely szolubilis komplementregulator (FH, CFHL-1, CFHR1) az extracellularis
matrixhoz (ECM) is kotédik. Kimutattuk, hogy a CFHRS is kotddik az ECM-et modellezé
MaxGelhez, ezéltal pedig — az el6zd kisérlettel hasonld modon - a H-faktor felszinhez valo
kotddését gatolja és annak kofaktoraktivitasat csokkenti (5.C és D abra). Emellett a CFHRS -
ellentétben a H-faktor, CFHL-1 és CFHRI1 fehérjékkel - a PTX3 MaxGelhez val6 kotodését is
elOsegiti (abra nem mutatja).

Megvizsgaltuk, hogy a CFHRS5-PTX3 kolcsonhatdas mennyiben befolyasolja ezen
fehérjék f6 ligandumaihoz (C3b, illetve C1q) val6 kotdédését. CFHRS fehérjét immobilizalva
mértiik a PTX3 kotddését emelkedd C3b-koncentracid mellett. A C3b dozisfiiggéen kotddott
a CFHR5-hoz, és (egészen 50 pg/ml-ig) nem befolyasolta a PTX3 kotddését (abra nem
mutatja). PTX3-at immobilizalva a C1q kotédését emelkedd CFHRS és H-faktor koncentracio
mellett mértiik. Mig a H-faktor nem befolyasolta az interakciot, a CFHRS részlegesen gatolta
a Clq kotodését (6.A abra). A kisérletet megforditva, CFHRS5-6t immobilizalva is vizsgaltuk a
Clq kotédését PTX3 mellett. A Clq onmagaban is kotédik a CFHR5-h6z, a CFHRS-k6tott
PTX3-on at azonban még nagyobb mértékben, tehat a Clq CFHRS5-hoz valoé kotddését a
PTX3 elésegiti (6.B abra).
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6. abra: A CFHR5-PTX3 interakcio hatasa a klasszikus utvonalat aktivalo C1q kotésére.
A) A CFHRS5 a Clq immobilizalt PTX3-hoz vald kotddését részlegesen gatolja, mig a H-
faktor nem befolyasolja. Az eredmények négy fiiggetlen kisérlet atlaga + SD. * p < 0.05 és
*** p <0.001, kétszempontos varianciaanalizis (two-way ANOVA). B) A Clq énmagaban is
kotddik az immobilizalt CFHR5-h6z, PTX3 jelenlétében viszont még erdsebben. Negativ
kontrollként zselatint immobilizaltunk. Zardjelben a koncentraciok szerepelnek pg/ml
dimenzidban. Az eredmények négy fiiggetlen kisérlet atlaga + SD. **p < 0.01 és *** p <
0.001, egyszempontu varianciaanalizis (one-way ANOVA).
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A CFHRS5 nefropatiaban eléforduld6 mutans CFHRS51212.9 fehérjét immobilizalva
vizsgaltuk a PTX3 és C3b kotését a vad tipusut CFHRS fehérjéhez viszonyitva. A mutans
PTX3-koté képessége jelentdsen kisebb volt a vad tipuséhoz képest, mig a C3b-t hasonld
mértékben kototte (7. abra). A kisérletet forditva, a PTX3-at immobilizalva is elvégeztiik, és
hasonlé eredményre jutottunk (abra nem mutatja). Annak elkeriilése végett, hogy a mutans
CFHRS fehérjét az ellenanyag kisebb affinitassal ismerné fel, és a kisebb abszorbancia jelet
tévesen a mutans fehérje gyengébb PTX3 kotésének tulajdonitanank, el6zdleg megvizsgaltuk,
hogy az anti-CFHRS5 ellenanyag a mutans és vad tipust fehérjét is hasonlé affinitassal koti
(7.abra).
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7. abra: A mutans CFHR5:,10.9 C3b és PTX3 kotése. Az immobilizalt mutans
CFHR51212.9 (MUtCFHR5) a C3b-t hasonlé mértékben koti a vad tipusa CFHRS5-hoz képest,
PTX3-kotoé képessége viszont jelentdésen gyengébb. A detektalashoz anti-PTX3-at és
HRPO-val konjugalt anti-C3 ellenanyagot hasznaltunk. Az eredmények négy fiiggetlen
kisérlet atlaga + SD. * p < 0.05, egyszempontt varianciaanalizis (one-way ANOVA).

Nemrég irtdk le, hogy a CFHR4A fehérjén képes 0Osszedllni az alternativ ut C3-
konvertdz enzime, a C3bBb. Megvizsgaltuk, hogy vajon a CFHRS is képes-e megfeleld
felszint biztositani a konvertaz kialakulasahoz. CFHRS fehérjét immobilizalva C3b-vel, majd
B-, D- és P-faktorral inkubalva anti-B-faktorral mértiik a kialakult konvertaz mennyiségét. A
kisérletet megismételtilk gy is, hogy a tisztitott komplement fehérjék helyett human
szérumot haszndltunk, és hasonld eredményre jutottunk (4bra nem mutatja). Ugyan a
CFHR4A-hoz viszonyitva kisebb mennyiségben, de a CFHRS fehérjén is felépiil a C3-
konvertdz enzim (8.A abra). A konvertaz aktivitdsat hozzaadott C3 hozzdadasa utin C3a
ELISA kittel mértiik (8.B abra).

Kiilonb6z6 bakterialis eredetii inhibitorok, igy a Staphylococcus aureus SCIN-A

(staphylococcal complement inhibitor-A), Efb (extracellular fibrinogen-binding) és Ehp (Efb-
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homologous protein) fehérjéi interferalnak a C3bBb Iétrejottével vagy aktivitdsaval, igy az

alternativ ut altali komplementaktivaciot gatoljak (Lambris és mtsai., 2008).
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8. abra: Az immobilizalt CFHRS megfelelo felszint biztosit a C3-konvertaz
kialakulasahoz, amit a S. aureus egyes szekretalt molekulai gatolnak. A) Immobilizalt
CFHRS5 és CFHR4 fehérjékhez a C3b-t és a konvertaz 1étrejottéhez sziikséges faktorokat (B-,
D- és P-faktor) adtunk. Az eredmények 6t fliggetlen kisérlet abszorbanciaértékeinek atlagat
¢és szorasat (SD) mutatjak. FB/D/P - B-faktor/D-faktor/P-faktor (properdin) B) A felépiilt
konvertazt a C3 komponenssel inkubaltuk, majd a képzodott C3a mennyiségét mértiik. Az
eredmények harom fiiggetlen kisérlet atlagat + SD mutatjak. A konvertdz felépiilésének
bakterialis komplement inhibitorokkal valdé gatlasdhoz az immobilizalt CFHRS fehérjét
human szérummal és inhibitorokkal inkubaltuk, majd a konvertazt anti-FB (C) és anti-C3 (D)
ellenanyagokkal detektaltuk. Az eredmények négy fliggetlen Kkisérlet atlagat és a
kozépértékek standard hibajat (SEM) mutatjak. HSA - human szérum albumin, NHS - normal
human szérum, Efb-C - Extracellular fibrinogen-binding protein C-terminalisa, Efb-C RENE
- negativ kontroll, az Efb-C mutansa, mely a C3b kotésére nem képes, SCIN-A -
staphylococcal complement inhibitor-A, Ehp - Efb-homologous protein.

CFHRS immobilizaldsaval, majd normdl human szérum hozzdadasaval a bakterialis
inhibitorok jelenlétében, illetve anélkiil anti-FB (8.C abra), anti-C3 (8.D abra) és anti-FP (abra
nem mutatja) ellenanyagokkal mértiik a konvertaz felépiilését. Az altalunk vizsgalt bakterialis
inhibitorok mind gatoltak a CFHR5-kotott C3-konvertaz felépiilését is. Az Efb-C és Ehp csak
a B-faktor, mig a SCIN-A a B-faktor mellett a C3b és a properdin kotddését is
megakadalyozta. Az Efb-C egy kettés aminosaveserés (R131E, N138E) funkcioképtelen
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mutansa (Efb-C RENE), mely a C3b kotésére nem képes, a konvertaz felépiilését sem
befolyasolta (8.C abra).

Diszkusszio

A komplementrendszer a velesziiletett immunrendszer részeként hatékony védelmet
nyujthat a korokozok azonnali eliminalasa révén (1. dbra). Ezen kiviil részt vesz a gyulladas
kialakitasaban, apoptotikus és tumorosséa fajult sejtek eltavolitdsdban is. Barmelyik uton is
aktivalodott, az alternativ at és annak amplifikacios lépése beindul, az aktivacio nagy
mértékben feler6sodik. A kontrollalatlan mértékii komplementaktivacidé viszont mar a sajat,
egészséges sejteket is karosithatna. Ezt akadalyozzak meg a szervezet Komplementszabalyozo
fehérjéi. Az alternativ utvonal szolubilis regulatora, a H-faktor az emlitett amplifikacios 1épést
gatolja, az I-faktor kofaktoraként a C3b hasitasaban vesz részt, tovabba a C3bBb konvertaz
1étrejottét akadalyozza, szétesését gyorsitja.

A H-faktorral szemben a hozza strukturalisan hasonlé 6t H-faktorral rokon (CFHR)
fehérje szerepe mar kevésbé tisztazott. A CFHR1-nek a C5-konvertaz szintjén (Heinen és
mtsai., 2009), a CFHR5-nek pedig a C3-konvertaz szintjén (McRae ¢és mtsai., 2005)
tulajdonitottak gyenge géatldé aktivitdst, &m masok ezt fiziologids koncentracidban nem
tapasztaltdk (Goicoechea de Jorge és mtsai., 2013). A CFHR4 a rajta felépilo C3-
konvertazzal az alternativ Gtvonalat aktivalja (Hebecker és Jozsi, 2012). A CFHR1, CFHR2 és
CFHR5 a C3b kotéséért a H-faktorral kompetalnak és annak regulalo hatasat csokkentik
(deregulalas), ami dimerizalodasuk soran még kifejezettebb lehet (Goicoechea de Jorge és
mtsai., 2013). A CFHR1 szamos patogénhez képes kotédni (Jozsi és Zipfel, 2008). Ujabban a
CFHR2 ¢és CFHR5 Borrelia CRASP fehérjéihez vald kotodését is leirtadk, am a CFHR
fehérjék megkotése nem nyujt hatékony védelmet a patogénnek a komplementaktivacio ellen
(Siegel és mtsai., 2010). Munkankban a CFHRS fehérje komplementszabalyozo szerepével
foglalkoztunk.

A 9 SCR doménbdl all6 CFHRS a H-faktor SCR 6-7, 10-14 és 19-20 doménekkel
mutat nagyfoku (32-74%) aminosavszekvencia-azonossagot (2. abra), igy képes a H-faktor
azon ligandumaihoz (C3b, iC3b, heparin és CRP) ko6tddni, melyek kotéhelyei e doménekben
lokalizaltak (McRae és mtsai., 2005). A pentraxinok kozé tartoz6 PTX3-at és az ECM-et
munkacsoportunk a CFHRS5 1j ligandumaiként mutatta ki (3.4bra). Mivel a H-faktor az SCR7
¢s SCR19-20 doménjein keresztiil is kotddhet a PTX3 C-, illetve N-terminalis
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fragmentumahoz (Deban és mtsai., 2008), megvizsgaltuk, hogy vajon a CFHRS5 is koétédik-e
mindkét PTX3 doménhez? A CFHRS5 szintén ko6tddik a PTX3 mindkét terminalisahoz (4.A
abra), de a kotéhelyek nem feleltetheték meg a H-faktornal leirt helyeknek, ugyanis az
SCR19-20 doménekkel homolog SCR8-9 a PTX3-hoz nem kotédik (4.B abra). Az, hogy a
CFHR1-en kiviil semelyik masik CFHR fehérje C-terminalisa - még a H-faktorral a CFHR5-
nél nagyobb mértékben homolég CFHR2 - sem kotédik a PTX3-hoz (4.B abra), tovabb erdsiti
azt a feltételezést, hogy a CFHRS SCR8-9 doménjeinek a PTX3 kotésében nincsen szerepe.

A CFHR5-nek a H-faktor masik PTX3-k6t6 doménjével, az SCR7-tel homolog SCR2
doménje csak 32%-ban mutat aminosavszekvencia-azonossagot, igy nem valdszin{i, hogy
PTX3-koté képességét megtartotta. E domén megfeleltetheté a CFHR1 SCR2 doménjével,
mellyel viszont nagy mértékben, 85 %-ban homolég. A CFHR1 C-terminalisdhoz k&t6dé C18
jelt ellenanyaggal a CFHR1 PTX3-hoz valé kotédése teljesen gatolhatd (Kopp és mtsai.,
2012), és a CFHRI1 eleve kisebb mértékben kotédik a PTX3-hoz, mint a H-faktor, igy a
CFHR1-nek feltehetéen csak egy, a C-terminalis doménekben talalhaté PTX3 kotéhelye van,
N-terminélis SCR2 doménje a PTX3 kdtésében nem vesz részt. A CFHRS SCR2 doménjének
a H-faktor SCR7-tel mutatott kisfoku, illetve a CFHR1 SCR2-vel mutatott nagyfoku
hasonlosaga igy e domén PTX3-k6té szerepét is kizarja. Valoszinlibb, hogy a H-faktorral
egyaltalan nem megegyez0 - igy a kozépsé, CFHR5-ben egyedi SCR3-7 - domének feleldsek
a PTX3 kotéséért, ezt ezen fragmentum rekombinans fehérjeként torténd eldallitdsa utan
tervezzik vizsgalni. A CFHR5 a CRP-t szintén az SCR3-7 (5-7) doméneken keresztiil koti
(McRae ¢és mtsai., 2005). A CRP és PTX3 kotohelyek atfedését bizonyithatna a PTX3-kotott
CFHRS gyengébb CRP kotése, illetve ennek forditottja. A CFHRS nefropatiaval asszocialt
mutans CFHRS51212.9 gyengébb PTX3 kotésének magyardzata lehet az oligomerizacid
kovetkeztében a dimerizacios domén melletti PTX3 kotohelyek elfedése (7. abra). Mivel a
mutans CFHR51212.9 C3b-kot6 képessége nem valtozott a vad tipuséhoz képest, a CFHRS5 C3b
kotOhelye a dimerizacidos doménektdl tavol, a molekula C-terminélisan lehet. E kotohely tehat
megegyezhet a H-faktoréval, hisz az a C3b-t — a CFHR fehérjékben nem megtalalhaté SCR1-
4 doméneken kiviil —a C-terminalis SCR19-20 doménjein keresztiil koti.

A CFHR5 a PTX3 és MaxGel kotéséért a H-faktorral kompetal és annak regulalo
hatasat csokkenti (5. abra). A PTX3-nak normalis korilmények kozt valdszinileg nincs
szerepe az apoptotikus sejtek eltdvolitasaban. Gyulladds soran szérumbeli koncentracidja
azonban tobb szazszorosara emelkedik, lokalisan koncentracidja pedig ennél joval magasabb
IS lehet, és ekkor mar részt vesz az apoptotikus sejtek csendes, terminalis komplex és C5a

anafilatoxin generalasa nélkiili eltavolitasaban. A gyulladast a pH csokkenése kiséri, és

19



alacsonyabb pH-n a komplementaktivalo C1q kevésbé, mig a komplementregulalé H-faktor,
FHL-1 és C4BP erdsebben kétddnek a PTX3-hoz (Kopp €és mtsai., 2012). Gyulladas soran
tehat a komplementgatlas helyezddik eldtérbe. A gatlas mértékét a CFHRS a H-faktorral valo
kompeticidja révén csokkentené, am alacsonyabb pH-n a CFHRS is gyengébben kotddik a
PTX3-hoz, igy csak kevéssé gatolhatja a H-faktor regulator funkcidjat (abra nem mutatja).

A CFHRS ¢és H-faktor PTX3 kotohelyei atfednek, hisz a fehérjék kompetalnak
egymassal, de a kotohelyek nem teljesen azonosak, mivel csak a CFHRS gatolja részlegesen a
Clq kotédését PTX3-hoz, a H-faktor erre nem képes. Az immobilizalt PTX3 CFHRS és Clq
kotohelyei részlegesen atfednek (6.A abra). Az interakciot megforditva, CFHRS5-t
immobilizalva a C1q PTX3 jelenlétében még erésebben képes kotddni, mint PTX3 jelenléte
nélkiil (6.B abra). Hogy a Clq a PTX3-on at kotddik erdsebben a CFHR5-hoz, vagy a
kotohelyei elérhetdbbé valnak a C1q szamara, ELISA kisérletekkel nem tudjuk eldonteni.

A CFHRS5 a komplementgatlas csokkentése mellett kozvetlendl is aktivalhatja a
komplementrendszer alternativ Gtvonalat, hisz képes rajta a funkcionalisan is aktiv C3bBDb
konvertaz felépiilni (8.A és B abra). A konvertaz felépiilését kiillonb6zo bakterialis eredeta
komplement inhibitorok gatolhatjak (8.C és D abra). Mivel a CFHR4A SCR8-9 doménjeivel
kotddik a C3b C3d részéhez (Hebecker €s mtsai., 2012), és a CFHR5 C-terminalisa a CFHR4
C-terminalisaval homoldg, valoésziniileg a C3b is a C3d részével kotddik az immobilizalt
CFHR5-hoz. A S. aureus komplement inhibitoranak, az Efb-C-nek (Extracellular fibrinogen-
binding protein C-terminalis doménje) kotéhelye ugyan a C3d TED (Thioester containing
domain) doménjében talalhaté (Hammel, Sfyroera, Pyrpassopoulos, Ricklin és mtsai., 2007),
a C3b CFHR5-h6z valo kotédését nem akadalyozza. Az Efb-C-C3d interakcié a C3b TED
doméntdl tavolabb es6 doménjeiben konformacids valtozast idéz el6, amivel a B-faktor Ba
fragmentumanak C3b-hez val6 kotédését megakadalyozza (Chen és mtsai., 2010). Az Efb-C
R131E, N138E (RENE) mutansa, mely a C3d-hez nem kotddik, a konvertaz felépiilését sem
befolyasolja. Az Ehp (Efb homologous protein) szintén a C3 C3d részéhez kotddik (Hammel,
Sfyroera, Pyrpassopoulos és mtsai., 2007). Az Efb-C-vel val6 homolégija ellenére miikddési
mechanizmusa mas, hisz C3b-hez kotédve a B-faktor kotodését segiti és igy a C3bB
prokonvertazt stabilizalja, melyet a D-faktor képtelen aktiv konvertazza alakitani (Jongerius
¢s mtsai., 2010). A CFHR5-kotott C3b B-faktor kotését viszont érdekes modon akadalyozta,
tehat a bakterialis inhibitorok hatasa kiilonbozhet a CFHRS5-kotott C3-konvertdzon az
"eredeti” alternativ 0t C3-konvertazan kifejtett hatasuktol. A SCIN-A (Staphylococcal

complement inhibitor-A) nem a TED doménhez, hanem a C3b ellentétes részén levo
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doménjeihez (MG6-7) kotédik (Rooijakkers és mtsai., 2009), és B-faktorral kompetalva
annak C3b kotését gatolja, st még a C3b CFHR5-hoz valo kotddését is megakadalyozza.
Nemrég mind a PTX3-at, mind a CFHR5-6t a glomerularis ECM-mel asszocialt
fehérjékként irtdk le (Byron és mtsai., 2014), igy a CFHRS PTX3-mal valé kolcsonhatasa
fontos lehet azon vesebetegségek megértéséhez, melyeknél a komplementrendszer megfeleld
szabalyozasa szenved zavart. A CFHRS nefropatiaval asszocialt mutans CFHRS gyengébb
PTX3-kotd képessége a betegség patomechanizmusaban nem feltétlentil jatszik szerepet, hisz
a betegségben az alternativ Gtvonal a glomerulusokban tulaktivalodik, és a mutans fehérjének
PTX3-on a H-faktorral szembeni gyengébb kompetitor képességének a H-faktor altali erdsebb
komplementregulaciot kellene eredményeznie. Elképzelhetd, hogy a mutans fehérje a
glomerularis ECM valamely komponenséhez viszont éppen, hogy erdsebben kotddik és ott a
H-faktorral jobban kompetal. Ezt munkacsoportunk a jovében szeretné majd megvizsgalni.
Osszegzésképpen: munkacsoportunk kimutatta, hogy a CFHR5 amellett, hogy a C3b
kotéséért a H-faktorral kompetal, harom mechanizmuson keresztiil is aktivalhatja a
komplementrendszert vagy aktivalodasanak mértékét novelheti: (1) a H-faktornak a PTX3-
hoz és ECM-hez valo6 kotédésének gatlasaval, (2) a klasszikus utvonalat aktivalé C1q fokozott
kotodésének biztositasaval és (3) az alternativ tutvonalbeli C3-konvertaz felépiilésének
elésegitésével. Ezen funkcioi hozzajarulhatnak a CFHRS fehérjével asszocialt betegségek és a

fehérje szerepének pontosabb megértéséhez.

21



Osszefoglalo

A velesziiletett immunrendszer részeként a komplementrendszernek fontos szerepe
van a fertézések elleni védekezésben. Tulzott mértékii aktivacidjat és a sajat szovetek
karositasat szervezetiink komplementszabalyozé fehérjéi akadalyozzak meg.

A komplementaktivacio egyik legfobb gatld fehérjéje a H-faktor. A vele szerkezetileg
rokon CFHR fehérjék szerepe azonban még jorészt tisztazatlan. Mivel a CFHRS génvaltozatai
vesebetegségekkel (pl. CFHRS nefropatia, atipusos hemolitikus urémids szindréma)
asszocialtak, illetve a fehérje a betegek veseglomerulusaiban felhalmozddik, célunk a fehérje
funkcidjanak megértése volt. Kimutattuk, hogy a CFHRS5 liganduma a gyulladas soran
fokozottan termelddd pentraxin 3 (PTX3). A ligandum kotéséért a H-faktorral kompetal,
annak regulalé hatisat csokkenti mind pentraxinhoz, mind az extracelluldris matrixhoz
kotddve. A CFHRS nefropatidval asszocialt mutans CFHRS viszont gyengébben kotddik a
PTX3-hoz. A CFHR5-h6z kotédik a komplementrendszer klasszikus utvonalat aktivald Clq,
a kotédés mértéke a PTX3 CFHR5-hoz valo kotédésével pedig még nagyobb. A CFHR5
fehérjén felépiilhet az Un. alternativ komplement ut C3-konvertdz enzime, melynek
kialakuldsat eredményeink szerint egyes bakteridlis eredetli komplement inhibitorok
befolyasoljak.

A CFHRS szerepe tehat - szemben a H-faktorral - a komplementaktivacié fokozasa: a
H-faktorral valé kompeticidja révén a komplementgatlas mértékét csokkenti, a C1q fokozott
kotddését biztositja és a C3-konvertdz felépiilésének eldsegitésével az alternativ ttvonalat

aktivalja.
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Summary

The complement system, a major humoral part of innate immunity has an important
role in the protection of the host against infections. The excessive activation of the
complement system, which could potentially harm the healthy tissues of the host too, is
inhibited by complement regulator proteins.

One of the most important complement regulator proteins is factor H. However, the
roles of the structurally homologous CFHR proteins are mostly unexplained. Because certain
variations of the CFHR5 gene are associated with rare Kidney diseases (e. g. CFHR5
nephropathy, atypical hemolytic uremic syndrome) and the protein was found in glomerular
immune deposits in the affected patients, our aim was to understand the function of the
CFHR5 protein. We identified pentraxin 3 (PTX3), a protein which is upregulated upon
inflammatory conditions, as a novel ligand of CFHR5. CFHR5 competes with factor H for the
binding of its ligands, and in this way decreases the cofactor activity of factor H on PTX3 and
on the extracellular matrix. The mutant CFHR5 protein, which is associated with CFHR5
nephropathy, shows weaker binding to PTX3 compared to the wild type protein. CFHR5
allows the binding of the complement activation initiator molecule C1q, and binding of PTX3
to CFHRS5 resulted in increased C1qg binding. Moreover, CFHR5 provides an adequate
platform for the assembly of the alternative pathway C3-convertase, which can be inhibited
by certain bacterial complement inhibitor proteins.

Thus, the role of CFHR5 - opposite to factor H - is the enhancement of complement
activatoion: due to its competition with factor H, the CFHRS protein decreases the level of
complement inhibition, allows enhanced binding of Clq and can directly activate the
alternative pathway of the complement system by serving as a platform for the assembly of

the C3-convertase.
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