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Roviditésjegyzék

ANA - anaphylatoxin

AP - alternative pathway; a komplementaktivacié alternativ utja
C3bBb; C3bBb3b - az alternativ ut C3-, illetve C5-konvertaz enzime
C4b2b; C4b2b3b - a klasszikus és lektin ut C3-, illetve C5-konvertaz enzime
CD59 - protektin

CHIPS - chemotaxis inhibitory protein of staphylococci

CIfA - clumping factor A

CP - classical pathway; a komplementaktivacio klasszikus utja
CP5; CP8 - capsular polysaccharide serotype 5; -8

CR - komplementreceptor

CRASP - complement regulator-acquiring surface protein

CUB - complement C1r/C1s, UEGF, BMP1 domain

DAF - decay-accelerating factor; lebomldst gyorsité faktor; CD55
Fab - Fragment antigen binding

FB - B-faktor

Fc - Fragment crystallizable

fHbp - factor H binding protein

FI- I-faktor

LP - lectin pathway; a komplementaktivacid lektin Utja

MAC - membrane attack complex; membrdankarosité komplex
MASP — mannose binding lectin-associated serine protease
MBL - mannose-binding lectin

MCP - membran kofaktor protein; CD46

MG - makroglobulin

MRSA - methicillinre rezisztens Staphylococcus aureus

PNAG - poli-N-acetilglikdzamin

SAK - Staphylokinase

Sbi - Staphylococcal binder of immunoglobulins

SCIN - Staphylococcal complement inhibitor

SpA - Staphylococcal protein A

SSL - Staphylococcus aureus superantigen like

TED - thioester-containing domain



1. Bevezetés

Szervezetlink kérokozok elleni védelméért immunrendszeriink felelés. A hatékony
immunvalasz kialakitdasahoz és a kdrokozd eltavolitdsdhoz a velesziletett (nativ) és
szerzett (adaptiv) immunitas elemei egyarant fontosak. Egy kérokozd szervezetbe vald
keriilésekor el6szor a velesziletett immunrendszer elemeivel taldlkozik, a patogének
molekuldris mintdzatat felismeré receptorok pedig azonnal aktivalédnak. Az adaptiv
immunitds ugyan csak a korokozd behatolasat kdvetéen tobb nap elteltével alakul ki, de a
nativ immunitassal szemben elénye, hogy az immunvalasz fajlagos, és az immunoldgiai
memoridt biztositja.

A velesziiletett immunvédekezés egyik leg6sibb humordlis eleme a
komplementrendszer. A toébb, mint 30 komponensbél felépll6é rendszer harom
kiilonb6z6, dm kés6bb 6sszefonddd utvonalon indulhat el, aminek kévetkezményeként
killonb6z6 enzimek kaszkadszerlen aktivalédnak. A folyamat sordan a fagocitézist
el6segité opszoninok boritjdk be a mikréba felszinét, gyulladast el6segité peptidek
szabadulnak fel, végll kialakul a célsejt lizisét el6idéz6 termindlis komplex. A
komplementrendszernek a kérokozdk elimindcidjan kivil szamos mas feladata is van.

Mivel a komplementrendszer azonnal aktivalédik, és kulcsszerepet jatszik a
patogének eltdvolitasaban, a patogének szamos stratégiat fejlesztettek ki, mellyel a
komplementrendszer bizonyos pontjain gatolhato, aktivacidjanak mértéke csokkenthetd.
Ezen stratégidkat a patogének komplementrendszer el6li menekilési stratégiainak
nevezzik. A szakdolgozat patogének néhdany kiilonb6z6 menekiilési stratégidjat mutatja
be, példaként részletesen bemutatva a Staphylococcus aureus stratégiait.

A patogének menekiilési stratégidinak ismerete az dltaluk okozott betegségek,
fert6zések gydgyitasa szempontjabdl fontos. A szakdolgozat végil kitekintést nydjt arra is,

hogy a menekdlési stratégidk ismerete milyen célokat szolgédlhat a jov6ben.



2. Az immunrendszer szerepe, a nativ és az adaptivimmunitas

Az immunrendszer els6dleges feladata, hogy a veszélyes, nem a szervezetbdl
szarmazo vagy a szervezetbdl szarmazd, de rosszul mikodd sajat strukturakat eltavolitsa,
eliminalja. Ehhez egyrészt kilonbséget kell tennie a sajat és a nem sajat (vagy rosszul
mikodd sajat) strukturdk kozott, mdsrészt eltéré valaszfunkciokat kell kialakitania.
Minden olyan struktirat, melyet az immunrendszer felismer, antigénnek neveziink. A jél
m{kodd sajat és nem sajat, am nem is veszélyes strukturak (példaul pollenek) ellen -
normalis esetben - nem alakul ki immunvdlasz, a szervezet megtlri, toleralja azokat. A
veszélyesnek azonositott strukturdk ellen viszont immunvalasz alakul ki, melynek
eredménye az antigénnek szervezetbdl vald eltdvolitdsa ("danger theory") (Pradeu és
Cooper, 2012). A szervezet normalis mukddésének, belsé egyensulydnak, azaz
homeosztazisanak megtartasaért az immunrendszer is felel6s. Az immunreakcié és a
karos strukturdk eltavolitasa lehet6séget ad az immunohomeosztazisra.

Az immunrendszer kétféle védelmi rendszerbdl tevédik 6ssze, melyek szorosan
egyuttmikodve fejtik ki hatdsukat. Torzsfejl6déstanilag el6szor a velesziletett, nativ
immunrendszer elemei jelentek meg. A fagocitikus aktivitdssal rendelkezd sejtek,
makrofagok, granulocitdk, dendritikus sejtek sejtfelszinén olyan receptorok taldlhatok,
melyek patogének molekuldris mintdzatat ismerik fel. Ezek a mintdzatok, azaz PAMP-ok
(Pathogen Associated Molecular Patterns) csak a patogén felszinén talalhaték, igy az 6ket
felismeré receptoroknak (Pattern Recognition Receptor, PRR) sajat sejteken nem
talalhatd meg a ligandumuk, a ligandumkotott receptor altali aktivacios folyamat csak
idegen sejten indulhat be. Mas stratégiat alkalmaznak a természetes 616- (NK) sejtek: azt
tanultdk meg, hogy melyek a jél mlkodd sajat sejtek. Minden mas - igy az MHC | fehérjét
kisebb mértékben expresszaléd tumoros vagy virussal fert6zott sejtek is - aktivalja 6ket
(Erdei és mtsai., 2012).

Nem csak sejtfelszini molekulak képesek bakteridlis mintazatok felismerése. A
komplementrendszer szdmos szolubilis felismeré molekuldja (Clg, MBL, fikolinok) képes
patogénhez vagy apoptotikus sejthez kot6dni és a komplementrendszert aktivalni. E
folyamatokrdl az 3. fejezetben lesz részletesebben sz6.

Az eddig felsorolt mintazatfelismer6-receptorok a velesziiletett immunitas elemei.

Ugyanazok a receptorok fejez6dnek ki tobbféle sejten is, azaz nem klonalisak, és minden



egyénben ugyanugy megtaldlhatok, hisz génjeik a csiravonalban kddoltak. Ez viszont a
specificitdsuknak szab hatdrt: csak bizonyos szamu ligandumot képesek felismerni. Ha az
evolucié soran Uj bakteridlis mintazatok jelennek meg, vagy a meglevék antigénkotShelyei
mutacio kovetkeztében megvaltoznak, a PRR-ok képtelenek lesznek felismerni azokat. Ha
ismételt fert6zésen esik at az egyed, a vdlaszadd képessége nem lesz jobb, hisz a nativ
immunrendszer tagjai nem "emlékeznek" az el6zményekre, nincs immunoldgiai
memoridjuk. Mégis nagyon hatékonyak, hisz perceken, drakon belll aktivalédnak,
hatdsuk azonnal érvényesil, és nem csak a patogének, hanem az apoptotikus vagy
tumorossa fajult sejtek elimindldsaban is nélkilozhetetlenek.

A nativ immunitds az élet megjelenésével egyidejli. A nagyon primitiv szervezetek,
igy példaul az amdbak is rendelkeznek sajat-nem sajat felismer6 képességgel. Ha nem igy
lenne, nem csak a tapldlékot, hanem fajtdrsaikat vagy akdr énmaguk bizonyos részeit is
bekebelezhetnék, és egy idé utdn kipusztulnanak (Janeway és mtsai.,, 2001). A még
komplexebb, adaptiv immunitds viszont csak a gerincesekben jelenik meg el6szor, és
szorosan raépul a mar meglevd nativ immunitds elemeire. A T- és B-sejteken kifejez6d6
antigénfelismerd receptorok (TCR, BCR) génjei szomatikus rekombinacidn esnek at, igy
akar 10°, azaz millidrdos nagysagrendii a kuldnbozé szekvencidk, ebbdl adéddan a
receptorok antigénfelismeré helyeinek specifitdsa, tehat a felismerhetd antigének szama -
a fajlagossag szinte korlatlan. A hatékony immunvdlaszt a nagyfoku specifikussag
biztositja - akdr egy aminosavcsere az antigénben érzékelhetd. Mivel csak azok a T- és B-
sejtek proliferalnak, melyek T-, illetve BCR-e fajlagosan reagal az adott antigénnel (pozitiv
klénszelekcid), az immunvalasz csak napok, akar hetek multan indul be. A nem megfelel6
specifitasi receptorral rendelkezd sejtek apoptozizalnak (negativ kldnszelekcio). Ujabb
fert6zésre a szervezet mar gyorsabban valaszol. Bizonyos B-sejtek memdriasejtekké
alakulnak, felszinlikdn azt a membrankotott immunoglobulint (mlg) hordozzak, mely az
aktivalédasukat kivaltotta antigénnel fajlagosan reagal. Ujabb antigéninger hatéséra
azonnal aktivdlédnak és ellenanyag-termelS effektor plazmasejtté alakulnak at. A

membdriasejtek akar évtizedekig is keringhetnek a szervezetben (Erdei és mtsai., 2012).



3. A komplementrendszer

Egy magyar kutatd, Fodor Jozsef figyelte meg a XIX. szdzad végén, hogy ha
nyulakat Bacillus anthracisszal immunizalt, a vériikben inkubdlt korokozd elpusztult. A
vérszérumnak e baktericid hatdsat Ehrlich, Bordet és Nuttall igazolta: a vérszérum 55 °C
fokra felmelegitve baktericid hatasat elvesztette, mig szobahémérsékleten megtartotta. E
hélabilis faktort Ehrlich kezdetben alexinnek nevezte el, 1899-ben adta helyette a
komplement nevet (a komplementer, azaz kiegészit6 széra utalva), mely az ellenanyagok
mellett, azokat kiegészitve sziikséges a sejtek liziséhez (Ehrnthaller és mtsai., 2011).

A t6bb, mint 30 komponensbdl allé komplementrendszer harom kiilonb6z6 Gton is
aktivdléodhat, mely uatvonalak egymastél nem fliggetlenek, és bizonyos pontokon

Osszeérnek (1. abra).

Klasszikus ut (CP) Lektin ut (LP) Alternativ ut (AP)

Clg - lg komplex MBL, fikolinok C3

+C1r,Cls +MASP + FD
properdin

C4b2b —— (3 <+—— C3bBb
(CP/LP CS-anvertéz}/l (AP C3-konvertaz)
C3a

opszonin

C3b

C4b2bhC3b C3bBbC3b
(CP/LP C5-konvertaz) (AP C5-konvertaz)

amplifikacios

anafilatoxin

/|

C5a CSh
anafilatoxin

C5b-9n

Membrankarosito
komplex (MAC/TCC)

1. dbra: a komplementrendszer aktivalédasanak ttvonalai (Kopp és mtsai., 2012, nyoman).



3.1. A klasszikus ut

A klasszikus (Classical pathway, CP) avagy antitest-dependens utat fedezték fel
legel6szor, mdar 1913-ban. Utdbbi neve arra utal, hogy aktivdldsahoz legtdbbszor
ellenanyagmolekula szlikséges. Az iniciator C1-molekulakomplex C1q(r;s;) 3 alegységbdl
all. A Clg 18 polipeptidlancbdl all, melyek harmasdval Osszefonddva viragcsokorra
emlékeztet6 hexamer szerkezetet vesznek fel. A 3 peptidlancbdl (A, B és C) 4l
"viragszalak" C-terminalis doménjei globularis feji véget hoznak létre, melyek egymastdl
kissé elallnak. Az N-termindlis végeik kollagénszerd strukturat alakitanak ki (Bottazzi és
mtsai., 2010; Sjoberg és mtsai., 2009).

A Clq feji végével képes a ligandumkotott ellenanyagmolekula Fragment
crystallizable (Fc) részét kotni. Csak az IgM és 1gG képes hatékony komplementaktivacidra.
Bizonyos molekuldk (CRP, virus proteinek, B-amiloid, DNS) vagy apoptotikus, nekrotikus
sejtek képesek a klasszikus Ut ellenanyag-fliggetlen aktivacidjara is (Ehrnthaller és mtsai.,
2011). A ligandumkotott Clq konformacids valtozast idéz el6 a molekulakomplex Cilr
alegységében, mely aktivalodik: autokatalizis révén aktiv szerin-proteazza alakul at, majd
a C1s molekulat hasitja. Az aktivalt C1s (C1s*) szubsztratja a C2 és a C4. A proteolizis soran
mindig lehasad a molekulardl egy kisebb fragmentum, ez az "a" fragmentum, mely a
kornyezetbe diffundal. A megmaradd nagyobb, a kaszkadot tovabbvivé molekularészek a
"b" fragmentumok. Ez a terminolédgia az egész komplementrendszerre igaz. (Bar sok
forrasban - a hagyomadanyokat tisztel6en- a C2 molekula esetén pont forditott
terminoldgiaval taldlkozunk: a nagyobb fragmentumot jel6lik C2a-val, és igy a klasszikus
ut C3-konvertazat is C4b2a-ként emlitik. Hogy a nevezéktant egységessé tegyék, Ujabban
a C2b-t jel6lik nagyobb fragmentumkeént) (Ricklin és mtsai., 2010).

A C4b tiosztérkotésével aktivalo felszinen (mikrdba, apoptotikus sejt) a C1-
molekula mellé kot6dik. Ekkor a C4b-hez kot6dik a C2, melyet szintén a C1s* alakit at, igy
kialakul a klasszikus Ut C3-konvertdz enzime, a C4b2b. A konvertdz enzim a kaszkad egy
kdzponti molekuldjat, a komplementrendszer legnagyobb koncentraciéban (1,3 mg/ml)
el6forduld molekuldjat, a C3-at hasitja. A C3 molekula egy a- és B-lancbdl all, melyeket
diszulfidhid kot 6ssze. Az a-lancon belil talalhatd tiosztérkotés az intakt molekulaban

rejtve marad, ha azonban lehasad az a-lancrél a C3a fragmentum, a molekula



konformacidja ugy valtozik meg, hogy a megmaradd C3b tioészterkotése a felszinre kerdil,
melyen keresztiil aktivalé felszinhez kdtédhet, és a fagocitdzist el6segité opszoninna valik
(Law és Dodds, 1997) (4.2.1. fejezet).

A C3b receptora a neutrofilek, makrofagok, B-sejtek, eritrocitdk membranjaban
taldlhaté CR1 (Complement Receptor 1, CD35). Utdébbiak nem az opszonikus
fagocitézisban, hanem az immunkomplexek majba és lépbe torténé szallitdsaban
fontosak. A C3 molekula hasitdsakor keletkez6 kisebb, C3a fragmentum anafilatoxin,
kemoattraktans tulajdonsagdval gyulladas képz&dését segiti el fagocitaknak (neutrofil
granulocitdk, monocitdk, makrofagok) a komplementaktivacié helyére valé vonzasaval. A
C3 molekula hasitasaval tehat nem csak fagocitak érkeznek a "tetthelyre", hanem azok
fagocitikus hatékonysaga is jelentésen megnd. S6t, még tobb C3 hasitédasaval a C3b a C3-
konvertazhoz kotédve a C5-konvertazt (C4b2b3b) hozza létre, igy a kaszkad sulypontja a
C3 molekularél a C5 hasitdsdra tevédik at. A proteolizissel létrejové C5a szintén
anafilatoxin, a C3a-nal erGsebben proinflammatorikus hatdsu (gyulladasi sejteket vonz, kis
erek permeabilitdsat noveli). A C5b a C6 és C7 molekuldval asszocidlva a target sejt
membranjaba sillyed, a C8 molekulan keresztiil pedig tobb (10-15) C9 molekulat is kot, a
keletkez6 C5b-9n komplex a membrankarositd komplex (Membrane Attack Complex,
MAC), mas néven termindlis komplex (TCC). Hasonléan az NK-sejtek 4dltal termelt
perforinok sejtol6 mechanizmusahoz, a komplex poérust formal a sejtmembranon. A sejt
ozmotikus egyensulyat elveszti, sokkal nagyobb ozmotikus koncentracidéja miatt viz
aramlik belé egészen addig, mig szét nem pukkad (Ehrnthaller és mtsai., 2011; Ricklin és

mtsai., 2010).

3.2. A lektin ut

A lektin Ut (LP) mintazatfelismeré molekuldi (PRM) a fikolinok (M-, L- és H-fikolin)
és a C1g-ra nagyon hasonlitd, C-tipusu kollektinekhez sorolhaté manndézkot6 lektin (MBL).
Szintén a kollektinek kozé tartoznak a tidé ll-es tipusud pneumocitai és a Clara sejtek altal
termelt Surfactant Protein-A és -D (SP-A, SP-D) fehérjék, melyek a |égz6rendszerbe keriilt
patogénekhez opszoninként kotédve az alveoldris makrofagok munkajat segitik, de a
komplementaktivaciét nem inditjdk be (Ehrnthaller és mtsai., 2011). Az kollektinek

ligandumai kilonboz6 szénhidrategységek és lipid természetld molekuldk, melyek szamos



patogén, mint példaul a Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Candida
albicans, Haemophilis influenzae felszinén vagy a HIV virus burkaban, illetve apoptozizald
sajat sejteken taldlhatok (Bottazzi és mtsai., 2010). Az MBL és fikolinok ligandumkotott
allapotdban aktivalddik a hozzajuk kot6d6 szerint protedz, a MASP. A MASP-2 - hasonldan
a Cls-hez - a C2 és C4 molekuldk hasitasaval létrehozza a C3-konvertaz enzimet (C4b2b),
mely megegyezik a klasszikus Ut konvertazenzimével; a két ut itt ér dssze és a kaszkad
kovetkezd lépései egyltt folytatdédnak. A MASP-1 csak a C2 molekulat hasitja. A korabbi
elképzelés - mi szerint a MASP-1 a lektin Ut beinditdsara 6nmaga nem képes, szerepe csak
a mar inicialt ut felerdsitése (Ricklin és mtsai., 2010) - mara megddlt. MASP-1-re szelektiv
inhibitorral nem aktivalédik a lektin ut, igy a MASP-1 és MASP-2 egyarant
nélkilozhetetlenek a lektin Ut beinditdasahoz (Héja és mtsai., 2012).

Az MBL és Cl1q nagyfoku hasonldsaga okan feltételezik, hogy kezdetben a Clq is a
lektin Gt mintdzatfelismer6 receptora volt, az immunglobulinok megjelenésével

specializalédott a klasszikus Utra (Bottazzi és mtsai., 2010).

3.3. Az alternativ és "extrinsic" ut

A komplementaktivalédas harmadik f6 Gtja az ugynevezett alternativ at (AP).
Nevével ellentétben ez az ut felel6s a komplementaktivacié zoméért, 80-90 szazalékaért
(Ricklin és mtsai., 2010). Hasonldan az NK-sejtekhez, az alternativ Ut is a "minden, ami
nem sajat" felismerésének stratégiajat "valasztotta". A komplementrendszer kdzponti C3
molekuldjanak nativ allapotban csak kevés liganduma van. A molekulak egy kis hanyada
azonban spontan hidrolizacié kovetkeztében C3(H,O)-molekulava alakul, és igy Uj
kotShelyek kerllnek a felszinére. Megkoti a B-faktort (FB), a C3(H,0)-kotott B-faktort
pedig a D-faktor (FD) hasitja a kisebb Ba és a nagyobb Bb fragmentumra. A C3(H,0)Bb egy
atmeneti C3-konvertdz enzim, mely képes a C3 molekula hasitdsara. gy tehat
komplementaktivalédas nélkil is keletkezik a C3b opszonin. A C3b az ugynevezett tick-
over mechanizmussal "prdbdra teszi" a kdrnyezetében levs sejteket, a reaktiv, rovid élet(i
tioészter csoportjaval a sejtek felliletén lév6é hidroxil- és aminocsoportokhoz kotddik.
Leggyakrabban természetesen a szervezet sajat sejtjeihez kotddik, dm azok molekuldris
kornyezete és reguldtorfehérjéi a komplementaktivaciét megakaddlyozzak. Ha viszont a

C3b idegen strukturara taldl, az aktivacié beindulhat: a kot6d6é B-faktor fragmentummal
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kialakul az alternativ Ut C3 konvertaza, a C3bBb. E konvertazt a properdin stabilizalja. A
properdin a konvertaz féléletidejét kb. tizszeresére noveli (Ehrnthaller és mtsai., 2011;
Ricklin és mtsai., 2010).

Az alternativ Ut C3-konvertdz enzime - ahogy a lektin és klasszikus Ut konvertaz
enzime is - a C3 molekuldt hasitja C3a és C3b fragmentumra Ugy, hogy az enzim részét
képezi maga a produktum, a C3b is. E [atszdlagos paradoxont az el6bb leirt C3(H,0) oldja
fel, mely a C3b szerkezeti homoldgja, igy egy atmeneti enzim kialakitdsara képes, mig
l[étre nem jon a C3b. A keletkezé C3b molekuldk Gjabb és Ujabb C3 konvertazt alakitanak
ki, igy a rendszer nagyon rovid id6 alatt hihetetlenil felerésédik, amplifikdlodik. A C3
molekuldbdl nagy koncentracidja kdvetkeztében nincsen hidny, és a Bb fragmentum is
folyamatosan keletkezik a D-faktor hatdsdra. A C3b-denzitdas novekedésével a C3b a
konvertazenzimhez kotédik, és a létrejov6é C5-konvertdz (C3bBb3b) az el6z6 két
utvonalndl ismertetett mdédon a szubsztratspecifitdst a C5 molekula irdnydba tolja el.
Innentdl a harom at lefolyasa a terminalis komplex kialakuldsaig azonos.

A kilénb6z6 utvonalak kézott kommunikacid, crosstalk is megfigyelhet6. A lektin
és klasszikus Ut aktivalasaval keletkezett C3b az alternativ utat is beindithatja és forditva,
az alternativ Gt altal generdlt C3b is kotédhet a mar aktivalt CP/LP C3-konvertazahoz
(C4b2b) (Ricklin és mtsai., 2010).

Fontos még megemliteni, hogy a harom jol ismert uUtvonalon kivili aktivacids
Iépések is jelen vannak a szervezetben. Bizonyos proteazok, példaul a véralvadasi kaszkad
trombinja gyulladasi folyamatokkor képes a C5 molekula hasitdsara és C5a generdldsara
lokalisan. E folyamat a C5-konvertazatdl és a kaszkadban el6tte, azaz upstream talalhaté
komponensektdl teljesen fliggetlen, ugyanis C3-deficiens egerekben is lejatszodik. Az

utvonalat "extrinsic pathway"-nek nevezik (Huber-Lang és mtsai., 2006).

3.4. Komplementrendszer szabalyozo fehérjéi

A Clq és MBL molekulaknak sajat egészséges sejten nincsen ligandumuk. A tick-
over mechanizmussal keletkez6 C3b viszont sajat sejten is beindithatnd a
komplementaktivaciét. Ennek elkerlilése végett szamos regulatorfehérje all
rendelkezésre. A sejtmembranban il6 membran kofaktor fehérje (MCP, CD46) az I-faktor

kofaktora. Az I-faktor (FI) hasitja a C3b és C4b molekuldkat, a keletkezé inaktivalt C3b
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(iC3b) és inaktivalt C4b mar nem képes a C3-konvertaz létrehozasara. A lebomldst
gyorsitd faktor (decay-accelarating factor, DAF, CD55) szintén membrankotott reguldtor,
mely magat a konvertaz enzimnek a |étrejottét gatolja, illetve ha létre is jott, gyorsitja a
szétesését. A fagocitdk membrankotott CR1 receptora (CD35) mind a konvertaz
szétesését gyorsitd, mind pedig kofaktor aktivitassal is bir, s6t, a keletkez6 iC3b FI altali
hasitdsanak egyetlen kofaktora. A CR1 igy nem csak a C3b és C4b medialt fagocitézist
serkenti, de a komplementaktivacio lecsendesitésben is részt vesz. Az iC3b ligandumaihoz,
a monocitdk, neutrofilek felszinén kifejez6d6 integrinreceptorokhoz (CR3/CD11b-CD18,
CR4/CD11c-CD18) kotddve fagocitdzist és citokinszekréciot indukdl. A végsé C3
fragmentum, a C3d B-sejtek differencialédasat segiti el6 (2. és 5. dbra). Ez is példaként
szolgdl a velesziletett és adaptivimmunitas kozti kommunikaciora. A MAC kialakuldsat a

C8 és C9 molekulahoz kdtéd6 protektin (CD59) gatolja meg (Erdei és mtsai., 2012).

5-5 hid A C3 és fragmentumai Receptoraik
B-lanc | ..
| a-lanc | s
4
C3-konvertaz
| S Tane 1T RETT: | c3b CR1
O v C3a C3aR
C3a
I-faktor + kofaktor
postttann  geazassssesassns T
[ f-lanc | v 1l | iC3b CR3, CR4, CRIg
caf caf
I-faktor + kofaktor
prrenanan PUTE. ZLIICTTErrer .
[ Flanc ] [ —] cac -
%dg c3dg CR2
plazmin
63d cad CR2
CSgD C3g

2. 4bra: a C3 hasitasa és fragmentumainak receptorai. Az intakt C3 molekula egy a és egy B-lancbél all, melyeket

diszulfidhid kot 6ssze. A C3 egymas utani hasitasai soran csak az a-lanc fragmentalédik, a B-lanc érintetlen marad. A
C3-konvertaz a C3a lehasitasaval a C3b molekulat hozza létre (ennek a-lancat a'-ként jelélik), mely a felszinre keriilé
tioészterkotésén (az dbran V-gel jelolve) keresztiil kovalensen kotédhet aktivalé felszinhez. A C3b-t az I-faktor
kofaktor jelenlétében hasitja tovabb az iC3b és C3f, majd a C3dg és C3c molekuldkra. A kovalensen két6d6 C3b, iC3b
és C3dg molekulak kiilonb6z6 receptorokkal rendelkeznek, és kiilonb6z6 funkcidkkal birnak (Law és mtsai., 1997,

nyoman).
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Az eddig emlitett membrankotott regulatorfehérjéken kivil szolubilis regulatorok
is megtaldlhatdk az emberi szervezetben. Az alternativ Ut és amplifikacids lépésének f6
regulatora a H-faktor (FH), mely szintén egyarant bir konvertazdestabilizalo és kofaktor
aktivitassal az |-faktor dltali proteolizisben. A tdlzott mértékl amplifikdciéval olyan
mennyiségl C3b keletkezhetne, mely mar a sajat sejteken is komplementaktivaciét idézne
el6, azokat kdrositanad és pusztitand el. A szamos reguldtorfehérjének koszonhetben
normal esetben ez nem kdvetkezhet be. A CP/LP utvonalon a H-faktorhoz hasonlé
szerepet a C4b-kot6 fehérje (CABP) tolti be. A C4BP, H-faktor, CR1, DAF és MCP homoldg
fehérjék, a regulators of complement activation (RCA) fehérjecsalad tagjai, melyek
kiilonb6z6 szamu 60 aminosavas alkotéelemekbdl (short consensus repeat, SCR) allnak

(Ehrnthaller és mtsai., 2011; Sjoberg és mtsai., 2009).

3.5. A komplementrendszer egyéb feladatai

A komplementrendszernek nem csak a mikrébdk elimindaciéjdban van szerepe. Az
apoptotikus vagy sériilés kovetkeztében nekrdzissal elhalt sejtek, sejttormelékek
eltdvolitdsdban is kulcsfontossagu szerepet jatszik. Az apoptotikus sejtek kezdetben
csokkentik a membrankotott reguldtorok (mint a CD46) expresszidjat, majd sejtfelszini
Osszetétellk ugy valtozik meg, hogy az MBL és a Clq globularis feji doménjén keresztil
kozvetleniil kot6édhet, és beinditja a lektin, illetve klasszikus utat. A sejtfelszinre keriul6
eredetileg intracellularis molekuldk, igy példaul a DNS is komplementaktivatorok. Hogy ne
keletkezzen mindig gyulladds egy apoptotikus sejt eltavolitdsakor, attenudlt
komplementaktivaciéra van sziikség, a C5a felszabaduldsat gatolni kell. Az attenudciot
reguldatorok, mint a C4BP és FH biztositjak. A pentraxinok csaladjaba tartozé PTX3 és CRP
mind az aktivatorokat, mind az inhibitorokat megkoétik, igy ugy gyorsitjdk a C3b-medidlt
fagocitézist, hogy kozben a tulzott mértékd aktivalddas veszélyét is csdkkentik.

Ha a komplement tulzott mértékben aktivalodik, - ami ilyen pozitiv visszacsatolast
tartalmazé rendszereknél nem is nehéz - az apoptotikus sejtek eltavolitasaba is joval tobb
energiat fektet a szervezet, de sulyosabb esetekben akar a sajat sejtek is karosodhatnak.
llyen tulzott mérték( aktivalédas jatszik szerepet példaul az id6skori makuladegeneracio
(AMD), rheumatoid arthritis (RA) vagy az atipikus hemolitikus urémias szindréma (aHUS)

esetében is (Sjoberg és mtsai., 2009).
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A komplementrendszer ezen kiviil a B-sejtek érésében, Toll-like receptorok kozti
crosstalkban és szamos nem immunoldgiai folyamatban is - mint a lipid metabolizmus,

angiogenezis, szOveti regeneracio, szinapszisok érése - részt vesz (Ricklin és mtsai., 2010).

4. A patogének menekiilési stratégiai a komplementrendszer el6l

A komplementrendszert gyakran szokas az elsé védelmi vonalként emlegetni, igy
nem csoda, hogy a patogének is szamos menekilési stratégidt dolgoztak ki ellene. Ha a
kaszkad valamelyik lépését, elemét gatoljak, virulencidjukat jelentG6sen novelhetik. A
lehetdségek egy ilyen sokkomponensl rendszernél elég szertedgazdak, am a legtobb
patogén (baktériumok, virusok, gombak) - ha evollcios Iéptékben messze is all egymastol
- csak par hasonlé stratégiat alkalmaz: protedzokat szekretdlnak, a gazdaszervezet
komplementregulatorait kotik meg vagy ahhoz hasonld fehérjéket expresszalnak, olyan
inhibitorfehérjéket termelnek, melyek a felismerést, konvertazenzimek 6sszeszerel§dését
vagy az anafilatoxinok receptoraikhoz valé kot6dését gatoljak. Ezen stratégiak nem csak,
hogy nagyon izgalmasak, és a patogének "leleményességére"”, a patogén-gazda
koevoluciéra vildgitanak ra, de ismeretilk a betegségek gydgyitasa - mint terdpids
célpontok - szempontjabdl is fontos (Frank, 2001; Lambris és mtsai., 2008).

Terjedelmi okok miatt nincs lehetéség a kilonb6z6 patogének menekdilési
stratégidinak egyenkénti bemutatdsara. A Staphylococcus aureus az immunrendszer
védekezd mechanizmusanak valamennyi |épését tobb, mint 50 faktor szekretdlasaval
gatolja, igy menekiilési stratégidja intenziven kutatott tertlet, melyrél sok informacid all
rendelkezéslinkre (Chen és mtsai.,, 2010). A szakdolgozat ezért f6leg a S. aureus
menekulési stratégiaival foglalkozik, néhdny kitekintéssel mas patogének egyéb
megoldasaira.

A Staphylococcus aureus korunk egyik gyakori patogéne. Az emberi populacié
20%-ban &ltaldnosan megtaldlhaté az eliilsé orriregben, am alkalmanként bdérfelszini
elvdltozasokat (impetigo, furunkulusok) vagy akdr invaziv fert6zéseket - mint a szeptikus
arthritis, osteomyelitis, endocarditis, tiidégyulladas, bacteremia - okozhat (Foster, 2005).
Kezelésiiket megneheziti, hogy az 1960-as években megjelentek, és azéta egyre jobban
elterjedtek a methicillinre ellenalldé MRSA torzsek. Az 1990-es évek kozepéig az MRSA

torzsek szinte kizarélag korhazakban tartézkoddé vagy miitéteken atesd, legyengiilt
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betegeket fertézték meg, a '90-es évek végén megjelend és az USA-ban jarvanyt okozd
un. community-associated, CA-MRSA torzsek (az USA300 és USA400) viszont az
egészséges, a fert6zést megel6z6 években kérhazakban nem jart embereket is
megfertézik (Daum és Spellberg, 2012).

2003-ban az Egyesiilt Allamokban mar a kérhazi S. aureus fertézések 64,4%-at
MRSA torzsek okoztak. Becslések szerint 2005-ben az USA-ban 94360 (31,8/100.000)
ember fert6z6dott meg invaziv MRSA torzsekkel, melynek kovetkeztében 18650
(6,3/100.000) ember halt meg (Klevens és mtsai., 2007).

A S. aureus kilonb6z6 menekilési stratégidi aszerinti sorrendben kerilnek
bemutatasra, hogy a komplementaktivdcio mely szintjén hatnak, kezdve a patogén
felismerésétél az opszonikus részecskék lerakdddsan és anafilatoxinok felszabaduldsan at

egészen a MAC képzéséig.

4.1. Elsé szint: a felismerés gatlasa

A komplementaktivacid elsé szintje maga a patogén felismerése. Az
immunglobulinok kotédése nem csak a fagocitdzist segiti el6, hanem a klasszikus ut Clq
altali aktivaléddasahoz is sziikséges. A S. aureus membrankotott Protein A (SpA) fehérjéje
4-5 doménnel rendelkezik, melyek egyenként képesek az 1gG molekuldk Fc részét kotni.
Mivel az Ig-k Fc résziikkel két6dnek a fagocitak Fc-receptorahoz és a Clg-hoz is, az SpA a
baktérium felszinét olyan IgG-kel boritja be, melyek effektor funkcidjuk teljesitéséhez
helytelen orientacidoban helyezkednek el. Az SpA funkcidja nem csak a komplementre
korlatozodik: a B-sejtek IgM receptoranak antigénkoté (Fab) Vy3 doménjéhez kotédve
szuperantigénként viselkedik: ugy stimulalja a B-sejteket, hogy azok proliferadljanak és
apoptdzissal elpusztuljanak, igy nem alakul ki normalis adaptiv immunvdlasz. Az SpA
egerekben a B-1 és marginadlis zona B-sejtekre hat a leginkdabb (Kim és mtsai., 2012).
Ebben az interakciéban az SpA ll-es és lll-as, az IgG kotésben pedig az I-es hélixe jatszik
szerepet (Foster, 2005). Az SpA funkcidja valdszinlleg még ennél is sokszinlbb: felismeri a
TNF-a receptorat, a TNFR-1-t. Az SpA-TNFR-1 altal kdzvetitett szignalizacios utvonal a S.
aureus altali tiddégyulladas kialakitdsdban jatszik szerepet (S H M Rooijakkers és mtsai.,

2005). Ezen kivil megkoti a vérlemezkék adhézidjaban szerepet jatszé von Willebrand
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faktort és a B-sejteken, vérlemezkéken kifejez6dé gC1lqR/p33 receptort is. Endocarditis
kialakuldsdahoz a vérlemezkékkel vald interakcidja sziikséges (Kim és mtsai., 2012).

Az Sbi (Staphylococcal binder of immunoglobulins) és SSL-10 (Staphylococcal
superantigen-like protein 10) szintén IgG molekuldkat kotnek, és a klasszikus ut altali
aktivacioét és a fagocitozist gatoljak (Serruto és mtsai., 2010). Az Sbi 2 Ig-koté domént
tartalmaz, melyek az SpA Ig-k6té doménjaval szekvenciahasonldsagot mutatnak, am az
Sbi az Ig-k Fcy részét koti csak meg, Fab régiojukat nem (Kim és mtsai., 2012). Az Shi a
C3b-vel és H-faktorral egy haromkomponensl komplexet is kialakit, melyet a 4.2.5.
fejezet targyal részletesebben.

Az SSL-7 az IgAl 3s IgA2-k megkotésével és receptorukhoz (FcaRl, CD89) vald
kotédésuknek gatlasaval azokon a helyeken segiti a S. aureust, ahol a B-sejtek IgG helyett
IgA-t termelnek (Rooijakkers, van Kessel és mtsai.,, 2005). Az IgA f6éleg mukozalis
felszineken szekretalédik, megkotésével a S. aureus a kolonizacié helyére koncentraldodik
(Lorenz és mtsai., 2013). Az SSL-7 a C5 kotésére is képes. (4.3.2. fejezet). Ez is mutatja,
hogy a S. aureus immunrendszer el6li menekdilést biztosité fehérjéinél gyakori, hogy egy
fehérje tobb, kiilonb6z6 funkcidt 1at el.

Szamos szekretdlt molekula képes Ig-k hasitasara. A Staphylokinase (SAK) a gazda
szérumaban talalhatd plazminogént kéti meg, melyet aktiv plazminna alakit at. A plazmin
(PL) az 1gG molekuldk Fc részének lehasitasaval effektor funkcidjukat teljesen gatolja
(Rooijakkers, van Kessel és mtsai., 2005). A SAK masik, még valtozatosabb funkcidjat a
4.2.4. fejezet mutatja be.

M4ds mechanizmuson keresztlil hat a membrankotott CIfA (Clumping factor A).
Nevét eredetileg onnan kapta, hogy a fibrinogénmolekuldk y lancanak C-termindlisat
kotve képes két kilonboz6 sejtet fibrinogénen keresztil 6sszekapcsolni. A sejtek in vivo
azonban nem taldlhatéak meg ilyen nagy mennyiségben, igy a f6leg staciondrius fazisban
kifejez6d6 CIfA feladata mas. A gazda fibrinogénjeivel olyan mértékben beborithatja a
sejtfelszint, hogy mar az opszoninok sejthez valé hozzaférhet6ségét gatolja (Foster, 2005).
A CIfA védelmet nyujt a S. aureus humdn neutrofilek altali fagocitodzisa ellen. Valdszin,
hogy a kilénb6z6 fibrinogénkots fehérjék, mint példaul a CIfB is hasonldan hatnak, csak a
baktériumok novekedésének exponencidlis fazisdban (Foster, 2005). Mivel a CIfA
fibrinogén jelenléte nélkil is antifagocitikus hatékonysagunak bizonyult, sejteni lehetett,

hogy egyéb funkcidval is rendelkezik: képes az |-faktor megkotésére, és kofaktoraként
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viselkedve a C3b proteolizisét segiti el6. A fibrinogénkotésben a P336 és Y338 aminosavak
kulcsfontossaguak. A P336A, Y338S CIfA mutansok (CIfAPYIl) nem kotik a fibrinogént, és
nem csak a CIfA", hanem a CIfA nullmutdns tdrzseknél is kevésbé virulensek. A CIfAPYII
mutans az I-faktort a vad tipusu torzsekhez hasonldéan koti, kofaktoraktivitdsa viszont
nincs. Hair és mtsai. erre a kovetkez6 magyardzatot adtak: az I-faktor inaktivalt formaban
van jelen, a fibrinogén-CIfA komplexhez kétédve konformacids valtozast szenved, és aktiv
formdva alakul at. Az I-faktor 6nmagdaban is képes a CIfA-hoz kétni, am ekkor inaktiv
formaban marad. A fibrinogén tehat nem az I-faktor kotéséhez, hanem aktiv formava
alakitdsdahoz sziikséges. Emellett, fizioldgids fibrinogénkoncentracional a CIfA tébb I-
faktort két, mint fibrinogén nélkil (Hair és mtsai., 2010).

A legtobb klinikai baktériumtorzs sejtfalan kivil még egy poliszacharidokbdl allo
vékony kapszuldt is fejleszt. A kapszula ugyan nem akadalyozza meg a komplement altali
felismerést, aktivaciét és C3b-depoziciét, de a neutrofilek komplementreceptorainak az
opszoninokhoz vald hozzaférhet6ségét gatolja, igy antiopszonikus tulajdonsagu (Foster,

2005).

4.2. Masodik szint: a C3-konvertaz gatlasa

A kaszkad egyik legkitlintetettebb pontja a C3-konvertdz létrejotte: a C3
hasitasaval keletkez6 C3b (vagy a tovabbi hasitdsi termék, az iC3b) az opszonikus
fagocitozist segiti eld, nagyobb koncentraciéban pedig a C3/C5 szubsztratvaltassal a C5a
anafilatoxin felszabadulasat idézi el6, igy nem csoda, hogy a patogének szamos, a C3-
hasitasi |épésbe beavatkozé molekuldt szekretalnak. Ha a komplementaktivacié be is

indult, e [épésbe avatkozva a patogén sikeresen megmenekiilhet.

4.2.1. A C3 és C3b molekulak szerkezete

Mivel a szakdolgozat a C3-konvertdz gatlasanak molekuldris mechanizmusara is
kitér, megértéséhez ismerniink kell a C3b (és C3) molekula szerkezetét. Az intakt C3
molekula egy a- és B-lancbdl all, melyeket diszulfidhid tart egyben. (3. dbra) A molekula
0sszesen 13 doménbdl all. A B-lanc 6 makroglobulin (MG1-6) doménje megtekeredve egy

un. B-gydr(t alkot, mely az aktivalédas soran jelentésen nem valtozik, lehet6séget adva
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mas domének konformaciovaltozasara. Az a-lanc N-terminalisan taldalhaté az
anapyhlatoxin (ANA) domén, mely a C3a-t tartalmazza. A C-terminalis felé haladva a MG7
és MG8 domének fogjak kozre a CUB-TED doméneket (Janssen és mtsai.,, 2006). A
thioester-containing domain (TED) tartalmazza a 4 aminosavbdl (Cys-Gly-Glu-Glin)
felépiild, 15 atombdl all6 vazu tiolaktongydr(it, melyben a Cys988 és GIn991 aminosavak
tiol- és amidcsoportjai kozott egy tioészterkotés alakul ki. A tiolakton gydrl felépitése
(Cys*-Gly-Glu-GIx*) mar 1980-ban majdnem teljesen ismert volt. 5 évvel kés6bb cDNS
szekvenaldssal dallapitottak meg, hogy a Glx glutamin és nem glutamat. A laktongydirU
felépitése megegyezik a C4b és a2 makroglobulin molekuldkban is, és evolucidsan is
erGsen konzervalt (Law és mtsai., 1997). A TED domént mindkét oldalrél a CUB
(‘complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1l') egy aldoménje, a CUBf és CUBg hatarolja, melyek a
C3f, illetve C3g molekuldk részét képezik. Az a-lanc C-termindlisan a C345C domén

talalhato (Janssen és mtsai., 2006).

MG1 MG2 MG3 MG4 MG5 LNK

P TN NN | I

MGBB
ANA MGBa MG7 TED MG8 C345C
o CH Il
a'NT cuBf CUBg anchor

3. 4bra: a C3b molekula doménszerkezete. MG- macroglobulin, LNK- linker, ANA- anaphylatoxin (sziirkével jel6lve,
csak a C3 molekuldban taldlhaté meg), a'NT- a C3b Gj N-terminalis doménje, CUB-complement C1r/C1s, Uegf, Bmpl,
TED- thioester-containing domain, anchor- 'horgony' régié, C345C- az a-lanc C-terminalis doménje (Chen és mtsai.,
2010, nyoman).

Mivel a legtobb ligandum (FH, FB, CR-ek, properdin) csak a C3b-hez (esetleg a vele
strukturdlisan  megegyez6  C3(H,0)-hoz)  kotédik, sejteni lehetett, hogy
komplementaktivalédds soran a molekula konformacidja jelent6sen megvaltozik. (4. és 5.
abra) A nativ C3 molekuldban a C3a-t tartalmazé ANA domén stabilizélja a TED és MGS8
érintkezd fellletét. Az ANA lehasadasdval ez a stabilizdlas megsziinik, az MG8 és MG7
domének elfordulnak, az a-lanc Uj N-termindlis doménje (a'NT) a molekula ellentétes

részén felszinre keriil, a CUB és TED domének pedig kilendiilnek (Gros és mtsai., 2008).

18



A C3 molekulat Janssen és mtsai
metaforaként egy babjatékoshoz hasonlitottak,
melyben az illet6 testét a MG1-6 és linker
domének, vallait az MG7 és MGS, fejét a C345C
alkotjak. A babjatékos babajat (TED) karjaival
(CUB domén) a vallaihoz szoritja. A C3b-ben a
babjatékos babjat karjaval (TED-CUB) leengedi,

mely maga utan vonja vallai (MG7-8)

elfordulasat is (Janssen és mtsai.,
4. dbra: a C3a lehasadasara bekbvetkez6 konformaciévaltozas.

ANA- a lehasadé anaphylatoxin domén, o'NT-a C3b a-lancanak uj ~ 2006). A cikk internetes videéjaban ez
N-terminalisa, TED- thioester-containing domain, CUB-

complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1 domain, 1-8- makroglobulin a hasonlat és a konformacidvaltozas
domének. A szerz6k a C3b-t egyik receptoraval, a komplement
receptor Ig-vel (CRIg) stabilizalzak (Wiesmann és mtsai., 2006). konnyebben megérthet()’.1

Az eddig a molekula belsejében rejtve maradt o'NT felszinre keriilésével
kotéhelyet biztosit a FB, FH és a CR1 szamara. A TED domén 85 A-re eltavolodva felfedi
tioészterkotését (Wiesmann és mtsai., 2006). A His1104 ekkor olyan kézelségbe keril a
tioészterkotéssel, hogy egy acil-imidazol intermedieren keresztil a cisztein tiolat
csoportjat felszabaditja, mely bazisként viselkedve a GIn991 egy nukleofil akceptorhoz
(hidroxil- vagy aminocsoport) vald transzferét katalizalja (Law és mtsai., 1997). igy képes a
C3b észter- vagy amidkotésen at aktivalé felszinhez kot6dni. A C3 molekulaban a His1104
tul messze van az intermedier kialakitdsahoz, ehhez a TED domén rotdcidja sziikséges
(Wiesmann és mtsai., 2006).

A C3b molekula egésze erGsen negativan toltott. A tioészterkotés kornyékén a
molekula azonban elektropozitiv, mely a molekula negativan toéltott targetfelszinekhez
(baktériumsejtek, apoptotikus sejtek) vald orientacidjahoz sziikséges. Mivel az acil-
imidazol intermedier nagyon rovid életl (féléletideje kevesebb, mint 100 us) és nagyon
reaktiv, a helyes orientacié nélkil az intermedier az 6t korilvevé olddszerrel (H,0)
reagalna (Janssen és mtsai., 2006). A vizzel valé reakcio a karos, aktivalodas helyétdl tavoli

kot6dést gatolja meg (Gros és mtsai., 2008).

! . Avided a http://www.nature.com/nature/journal/v444/n7116/suppinfo/nature05172.html weboldalon
érhet6 el. (Supplementary Movie)
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A C3b szerkezetérél szintén kozoltek egy cikket a Nature folydiratban 2006-ban
(Ajees és mtsai., 2006). A cikk szerz6i kdzt szerepel az a H. M. Krishna Murthy, aki e cikkel
egyiitt 10 cikkben is hamis adatokat tett kézzé.> A Nature ugyan nem vonta vissza ezt a
cikket, de a kozolt C3b szerkezet nem minden részletében egyezik meg a Janssen és

Wiesmann altal kapott szerkezetekkel.?

C3a ' iC2b

C3

reaktiv

tioeszter target felszin

5. dbra: a C3 konformaciévaltozasai fragmentumok lehasadésara (Gros és mtsai., 2008). A reaktiv tioészter a C3a

lehasadasa soran keriil a C3b felszinére, melyen keresztiil a C3b és fragmentumai (iC3b, C3dg) az aktivalo felszinhez
kétédhet.

4.2.2. SCIN-A

A Staphylococcus aureus egy génklasztere, a S. aureus pathogenicity island 5
(SaPI5), vagy Ujabb nevén IEC-1 (first immune evasion cluster) 4 fehérjét tartalmaz,
melyek mind humanspecifikusak, ezek a CHIPS, enterotoxin A, a mar emlitett
staphylokinase és a staphylococcal complement inhibitor A (SCIN-A) (S. H. M. Rooijakkers
és mtsai., 2005). A klaszter bakteriofag altal integralddott a B-hemolysint kédold génbe,
és a klinikai és laboratoériumi torzsek 90 %-a hordozza.

A C3-konvertdz szintjén hatd SCIN-A-t (a kezdetekben és a tovdbbiakban csak
SCIN) kodold scn gént genetikai analizissel azonositottak Rooijakkers és mtsai. 2005-ben,
mint a SaPI5 hidnyzd, negyedik génje. A SCIN egy kevesebb, mint 10 kDa-os, szekretdlt
protein, melynek el6szor antifagocitikus hatékonysagat vették észre: ha neutrofileket S.

aureus, human szérum és rekombinans SCIN jelenlétében inkubaltak, a C3b-depozicid

% _ http://www.nature.com/news/2009/091222/full/462970a.html
* - http://www.nature.com/nature/journal/v448/n7154/full/nature06102.html
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gatldsdval a baktériumok neutrofilek altali bekebelezése jelent6sen csokkent (S. H. M.
Rooijakkers és mtsai., 2005).

A SCIN a CP/LP C3b-depozicidt részlegesen, ugyanakkor az alternativ Gt altali C3b-
depoziciot teljesen gatolja. Mivel mindharom ut C3b-lerakddasa csokken, de a C4b-szint
nem valtozik (tehdt a C1 komplex és MBL-MASP aktivitdsat megtartja), feltételezhet6,
hogy a SCIN a C3-konvertdz m(ikodését gatolja. A C3b és Bb nem csak funkciondlisan,
hanem strukturdlisan is hasonlit a C4b illetve a C2b molekulakra, igy lehetséges, hogy
mindkét konvertdz (bar az alternativ Ut C3bBb-jét hatékonyabban) miikodését
akaddlyozza.

A kezdeti kisérletek (S. H. M. Rooijakkers és mtsai., 2005) azt mutattak, hogy a
SCIN 6nmagaban nem kotédik a C3b-hez, C3bB-hez, csak a teljesen 6sszeallt C3bBb
konvertazhoz, igy kot6helyét a Bb aktiv zsebében feltételezték. Felszini plazmon
rezonancia (SPR) és izotermadlis titracids kalorimetria eljardssal Ricklin és mtsai. 2009-ben
kimutattdk a SCIN és C3b direkt kotédését, majd a C3b/SCIN és C3c/SCIN
kristalyszerkezetek is elkészilltek (Garcia és mtsai., 2010). A SCIN koét6helye a C3b
molekula C3c részén taldlhatd a'NT és MG6-7 domének, melyek mas orientaciéban
helyezkednek el a C3b-ben, mint az intakt C3 molekuldban, igy csak az aktivalt forma a
SCIN liganduma. Az FB két6helye a C3b a'NT és C345C doménjeiben talalhatd, igy C3b-hez
valo kot6dését a SCIN részlegesen gatolja (S. H. M. Rooijakkers és mtsai., 2009). Az FB D-
faktor altali hasitdsa pedig csak C3b-hez kapcsolva valdsul meg, ugyanis a C3b kotédése
soran keril felszinre az FB Ba és Bb kozti linker doménje, mely a hasitandd kotést (scissile
bond) tartalmazza (Gros és mtsai., 2008). igy kevesebb Bb, ezéltal kevesebb C3-konvertaz
keletkezik. A C3bBb komplexet properdinnel stabilizalva SCIN jelenlétében kevesebb Bb
fragmentum detektalhaté (S. H. M. Rooijakkers és mtsai., 2005). A SCIN f6 funkcidja
azonban a C3-konvertdzok stabilizalds: SCIN jelenlétében a kisebb C2a és Ba
fragmentumok nem, csak a felszinkotott C2b és Bb fragmentumok mutathatdak ki. Mivel
a C2b és Bb folyamatosan disszocidl a komplexrdl, a konvertazok szama valdjaban tobb,
mint a felszinen detektalt C2b/Bb mennyisége (S. H. M. Rooijakkers és mtsai., 2005).

A C3-konvertazok eleve rovid élet(, tranziens komplexek, féléletidejik 1-2 perc. A
disszocialt C2b és Bb inaktiv, és nem képes reasszocidlni, Uj konvertazt alkotni, mert
hianyzik réluk a két lIépcs6ben megvaldsuld kotédés kialakitasahoz sziikséges C2a, illetve

Ba. A C3b-hez viszont Uj FB, illetve a C4b-hez Uj C2 kot6édhet. E mechanizmust a C3-
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konvertaz dinamikus instabilitdsanak hivjuk. A folyamatos disszociacid szerepe a
komplementaktivacié amplifikaciéjanak regulaldsa (S. H. M. Rooijakkers és mtsai., 2009).
A Bb fragmentum konformdacidja nem kiilonbozik a C3bBb komplexben jelen léve,
onalléan mégsem aktiv enzim, a C3b kotédése tehat nem allosztérikusan indukalja a Bb
proteolitikus aktivitasat. A C3b flexibilis C345C doménje "lengé platformként" a Bb aktiv
mtsai., 2009). A SCIN kotédése a C3b-hez e domén flexibilitasat, és igy a Bb megfelel
orientdcidjat gatolja, a stabilizalt komplex igy nem képes aktivitasat fenntartani (S. H. M.
Rooijakkers és mtsai., 2009). Csak a C3->C3b atalakulds a gatolt, ugyanis a nativ C3 igy is
képes kotddni (Chen és mtsai., 2010).

A SCIN funkcidja tehat elég sokrétl: mivel a B-faktorral is kompetal, a konvertaz
|étrejottét gatolja, a mar meglévé konvertdzt inaktiv formdban tartja, sét, azt sem engedi,
hogy a H-faktor a stabilizalt konvertazt szétszedje, és Uj konvertaz alakulhasson ki. Az FH
a C3b a'NT, MG6 és TED doménjeihez kdtédik (Janssen és mtsai., 2006), kotéhelye a SCIN-
nel teljes mértékben atfed. Mivel kofaktor aktivitasat sem tudja fenntartani, a C3b->iC3b
atalakulas is gatolt, igy a CR3 és CR4 (melyeknek liganduma az iC3b) altali fagocitdzis sem
valdsulhat meg (Garcia és mtsai., 2012).

Jongerius és mtsai. 2007-ben nem csak két uj, a SCIN-A-hoz hasonlé fehérjét (SCIN-
B, SCIN-C) azonositottak, hanem a SCIN egy uj funkcidjat is igazoltak (Jongerius és mtsai.,
2007, 2010). A SCIN-ben taldlhatd dimerizacios doménen keresztil dimer
konvertazkomplexek (C3bBbSCIN), alakulhatnak ki. Hogy a dimer és monomer komplexek
kozti  kilonbség vizsgdlhaté legyen, a SCIN dimerizaciés doménjén belili
aminosavcserékkel olyan SCIN mutdnst (SCINAC3b,) hoztak létre, mely nem képez
dimereket. Mindkét forma ugyanugy gdatolta a C3 hasitdsat és C3b-depoziciot
folyadékfazisban, bakteridlis felszinen azonban 37 °C-on a monomer SCIN-konvertazhoz
képest a dimer féléletideje a dupldjara, 4 drara nétt. (A konvertaz féléletideje SCIN nélkdl
csak 1-2 perc!) Ez 6nmagdban nem magyardzna azt a tapasztalatot, hogy a fagocitozist a
vad tipusu, dimert képzé SCIN teljesen gatolja, mig a mutans csak 50 %-ban. Ennek
hatterében az all, hogy a dimerizalt SCIN-konvertaz rosszabbul kétédik a fagocitdk CR1 és
CRIg receptorahoz (Jongerius és mtsai., 2010). A dimer C3b molekulai "hati" részikkel

kapcsolddnak, és igy elfedik a maj Kupffer-sejtjein kifejez6d6 CRIg kot6helyeit (6. abra).
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C3b C3b/SCIN (C3b/SCIN),

6. abra: a SCIN kotGdése és a dimer képzése. Zélddel a C3b molekula vaza, sargaval a C345C domén, rézsaszinnel
és lilaval a "babjatékos" karja és babja, a CUB, illetve TED domén (Forras: Garcia és mtsai., 2012).

A Kupffer-sejtek a vérbe keriilt patogének kiszlirésében jatszanak fontos szerepet,
a S. aureus igy olyan kései fert6zési stddiumban is megmenekiilhet a fagocitdzis elél,
mikor mar a szovetekbdl a véraramba keriilt. A neutrofilek, makrofagok CR1 kot6helyeit
még nem térképezték fel teljesen (a CRIg-C3b kristalyszerkezetek viszont mar elkésziiltek,

Wiesmann és mtsai., 2006), igy a gatlas mechanizmusa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A S. aureusban adatbazis elemzésekkel hdrom nyilt olvasasi keretet azonositottak,
melyek szekvencidja a SCIN-A-val nagymértékben egyezik, ezek a SCIN-B, SCIN-C és ORF-
D/SCIN-D. A SCIN-B és -C egy Ujabb "menekiilési klaszter" (evasion cluster), az IEC-2 tagjai.
Az ORF-D a génklaszteren kiviil van, nem kotédik semelyik C3 fragmentumhoz és a
fagocitézist sem befolyasolja, szerepe tisztazatlan (Jongerius és mtsai., 2007). A SCIN-B és
SCIN-C viszont a SCIN-A-hoz hasonlé mértékben és mechanizmussal gatolja a C3b-
depoziciét és a MAC kialakuldsat, habar a SCIN-B a C3b szintjén kevésbé hatdsos a
klasszikus és lektin Uton, mint a masik két fehérje. A SCIN-B és SCIN-C a S. aureus torzsek
47, illetve 32 szdzalékaban vannak jelen, a baktérium védekez6 stratégiajanak
redundancidjahoz jarulnak hozza.

A SCIN-A (és a tobbi IEC-1 génklaszterben kodolt) fehérje humdnspecifikus, nyul
eritrocitdk nem human szérum altali hemolizisét nem akadalyozza meg. Az scn gént is
csak emberbél izolalt baktériumtorzsekben azonositottak, ami azt igazolja, hogy a SCIN-A
kifejezetten embereket fert6z6 Staphylococcusokban fejlédott ki (S. H. M. Rooijakkers és
mtsai., 2005). A SCIN-A igéretes terdpias molekula lehet a komplement tulzott mérték
aktivacidja okozta betegségekben, humanspecifitdsa viszont allatkisérletekben torténd
vizsgdlatdnak szab gatat. Az IEC-2 tagjai, igy a SCIN-B és -C viszont nem
humanspecifikusak, ezt tdmasztja ald az a tény is, hogy a génklaszter a szarvasmarhat
fert6z6 RF122 S. aureus torzsekben is jelen van. Az IEC-2 klaszterr6l - mivel mobilis
elemeket és bakteriofdg maradvanyokat tartalmaz - feltételezik, hogy horizontdlis

géntranszfer altal keriltek a Staphylococcusokba (Jongerius és mtsai., 2007).
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4.2.3.Efb

Szintén az IEC-2 tagjai az extracellular fibrinogen-binding protein (Efb) és
homoldgja, az extracellular complement-binding protein (Ecb/Ehp). A SCIN-hez
strukturdlisan hasonld, trihelikalis szerkezet(i fehérjék (7. abra). Ez a homoldgia, valamint
a kezdeti megfigyelések, miszerint az Efb liganduma szintén a C3 és fragmentumai, és a
C3-konvertazhoz kotédik, arra utalt, hogy miikodésének mechanizmusa is a SCIN-nel
megegyezl (Garcia és mtsai., 2012).

SpA Efb SCIN
(8 module) (Carboxyl terminus)

Aq
! 3 ‘
- W

7. abra: az SpA, Efb és SCIN szerkezeti hasonléséaga (Forras: Lambris és mtsai., 2008).

Az Efb nevét onnan kapta, hogy N-termindlis doménje képes a fibrinogén kotésére.
C-terminalis doménjének (Efb-C) szerepe ekkor még tisztazatlan volt. Hammel és mtsai.
2007-ben igazoltak, hogy az Efb-C kotédik a C3d TED doménjéhez, illetve a C3d-t
tartalmazé C3-hoz és C3b-hez egyarant (Hammel és mtsai., 2007). Ugyanebben az évben
Jongerius és mtsai. kimutattdk, hogy mig az Efb-C és Ecb a C5a medialt
kalciummobilizaciét a SCIN-hez hasonldéan a komplementaktivdlédas mindharom
utvonalan gatoljak, a C3b-depozicid csak az alternativ ut m(ikodése esetén csokken
jelent6sen, a CP/LP altali aktivacids utvonalon nem valtozik. Ezek az adatok bizonyitottak,
hogy az Efb és Ecb csak a C3b-t tartalmazé konvertazokra (AP C3-konvertdz, C5-
konvertazok) van hatassal, a CP/LP C4b2b konvertazokat nem blokkolja (Garcia és mtsai.,
2012). Az a tény, hogy a C5b-9 komplex képz6dése mindharom utvonalon kisebb mértékd
volt, nem csak a C5 konvertazok, hanem a klasszikus Ut amplifikacios |épésének gatlasaval
is magyarazhatd. A keletkez6 C3b barmelyik Ut C3-konvertdzahoz kot6dhet, igy nem csak
a klasszikus ut aktivaciojat erdsiti.

Az Efb azonban mds mechanizmuson keresztiil fejti ki hatasat, mint a SCIN. Az Efb-

C kristalyszerkezetét szabad, illetve C3/C3b-k6tott allapotban 2007-ben oldottak meg. Az
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Efb-C C3d-kots felszine preformalt, ugyanis szinte teljesen azonos strukturalisan a két
allapotban. Az interakcidban az Efb-C R131 és N138 aminosavak kulcsfontossaguak:
irdnyitott mutagenezissel létrehozott dupla mutdnsok, az R131A és N138A valamint
R131E és N138E aminosavcseréket tartalmazé mutansok (RANA és RENE) nem képesek
ligandumuk kotésére. Az Efb-C/C3d komplex kinetikailag nagyon stabil, féléletideje
korilbelll 60 perc (Hammel és mtsai., 2007).

Kilonb6z6 megfigyelések utaltak arra, hogy az Efb a C3b molekulaban
konformacids valtozast idéz el6. Az aktivalt C3 formakra (C3b, iC3b, C3c) specifikus
ellenanyag, a mAb C3-9 C3b-hez valé kotédése sokkal erésebb volt Efb-C jelenlétében,
ami azért érdekes, mert az Efb-C kotéfelszine (C3d/TED) a mAb C3-9 kotShelyétdl
(MG7/MGS8) 100 A tdvolsagra van (Garcia és mtsai.,, 2012). Ez csak egy, a molekula
egészére kiterjedd konformdaciévaltozdssal magyardzhaté. Szintén kiilonos, hogy az Efb-C
affinitasa C3b-hez kisebb, mint a hozza strukturalisan hasonlé C3(H,0)-hoz vagy nativ C3-
hoz. Ez a preferencia egyedinek szamit, ugyanis a szervezet fehérjéi inkabb C3b-hez
kotédnek, az intakt C3 molekuldhoz vagy egyaltalan nem, vagy csak nagyon kis affinitassal
kot6édnek. Az Efb-C kot6dését a C3b MG1 doménje sztérikusan akadalyoznd, a
kdlcsbnhatas megvaldsuldsdhoz a C3b molekulan belilli atrendezédések szlikségesek
(Garcia és mtsai., 2012). Hogy a C3 formak kozil a legnagyobb Kd (disszociacids konstans)
és kon (asszociacié sebesség) értékek a C3dg-hez tartoztak, azzal magyarazhatd, hogy a
kélcsdnhatast semmilyen mas domének nem befolydsoljak (Hammel és mtsai., 2007).

Chen és munkatarsainak 2010-ben sikerilt bebizonyitaniuk, hogy az Efb-C
valéjaban egy allosztérikus inhibitor (Chen és mtsai., 2010). Hidrogén/deutérium kicseréld
tomegspektroszképiat (HDX-MS) és Small angle X-ray scattering (SAXS) technikakat
alkalmazva egy molekula konformacidvaltozdsai nyomon kovethet6ek. Az Efb-C/C3b
interakciéban a kontrol RANA/C3b-hez képest a TED domén HDX értékei alacsonyabbak
voltak: a fehérje-fehérje kdlcsonhatas védi az interakcidban levé amidhidrogéneket a H/D
kicserél6déstdl, e technikaval is bizonyithatd, hogy az Efb a TED doménhez kot. A CUB és
MG8 domének HDX értékei is megvaltoztak. Ez érthet6, ugyanis a TED-ben bekovetkezé
valtozdsok kihatnak a CUB és MG7-8 doménekre (a "kéz" mozgatdsaval a "kar" és a "vall"
is mozdul). A megné6tt HDX értékek megmagyaradzzak, hogy miért kot a mAb C3-9
(kot6helye a MG7/8) jobban a komplexhez: e domének még jobban felszinre keriltek

(Chen és mtsai., 2010).
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SAXS technikat alkalmazva kideriilt, hogy a C3b egy zartabb (45%) és egy
nyitottabb (55%) konformaciéban taldalhaté meg. A TED domén rotdcidjaval a CUB-TED
domének szabadon mozoghatnak, és alakithatjdk ki a két konformaciét. Az Efb-C az MG1
és TED domének kozé ékelédik be, az ék a C3b-t a nyitott allapotban (79 %) stabilizalja (8.

abra).

C3b C3b C3b+Efb-C
(zart konformdacio) (nyitott konformacio)

8. dbra: az Efb-C k6tGdése a C3b-hez. A kiilonb6z6 szinnel jelzett domének megfeleltetése: z6ld- C3b vaza, sarga-
C345C, rozsaszin- CUB, lila- TED. Jobb oldalt a komplex szalagabrazolassal (Forras: Garcia és mtsai., 2012).

Az Efb-C/C3b komplex képzGdésének alacsony sebességét az magyarazza, hogy az Efb-C
csak a nyitott konformerhez tud kotni, hogy elkeriilje az MG1 domén sztérikus akadalyozé
hatdsat. Ez a konformdcidvaltozds a konvertazformaciot akadalyozza: a B-faktor két6dése
gatolt. Ezt bizonyitja, hogy Efb-C jelenlétében bakteridlis felszinen kevesebb Bb
fragmentum detektdlhaté (Chen és mtsai., 2010). A D-faktor altali proteolizis ugyanis csak
a B-faktor C3b-hez valé kot6dése soran valdosul meg, a kotédés valtja ki azt a
konformacidvaltozast, mely sordn a B-faktor von Willebrand type A (VWA) és SCR3
doménje kozti, a D-faktor hasitdsi helyét tartalmazé linker a felszinre keriil (Torreira és
mtsai., 2009). A B-faktor két Iépésben kétédik a C3b-hez: el6sz6r a Ba fragmentum (SCR1-

3) kot6édik a CUB doménhez, a B-faktor globularis formabdl egy 'V' alakot vesz fel, igy
szabadul fel a linker domén mellett a VWA domén (mely a szerin protedz SP doménnel
egylutt a Bb fragmentum alkotdja) C3b-kotShelye is. Az elsd |épés, az un. load step a Bb
fragmentumot megfelel6 orientaciéba hozza a C3b-vel. A Ba lehasaddsaval, mivel
kevesebb interakcids pont lesz a B-faktor és a C3b kozt, a VWA-SP domének sokkal
flexibilisebbek lesznek: a kialld6 SP domén képes lesz a szubsztrathasitdsra (Torreira és

mtsai., 2009) (9. dbra). Az Efb-C kdtGdése elsGsorban a load stepet, a C3b-Ba interakciét

gatolja. A Ba CUB doménben levé kot6helye nem csak konformdaciévaltozast szenved,
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hanem teljesen mas pozicidoba is keril. Ezzel
szemben a Bb kotéhelyek (C345C) az Efb-C/C3b
interakciéban nem érintettek (Chen és mtsai.,

2010).

> B 9. 4bra: a C3b-Bb interakcié. VWA- von Willebrand type
4- /f A) B A, SP- szerin protedz domén, C345C- a C3b a-lancanak
oA C-terminalisa (Forras: Rooijakkers és mtsai., 2009).

A 20 SCR (short consensus repeat) doménbdl allé H-faktor regulatorfunkciot
biztositd N-terminalis SCR1-4 doménjeinek kot6helye a C3b TED doménjében taldlhatd.
Az Efb-C/C3b interakcié a FH SCR1-4 kot6dését, és igy regulatorfunkcidjat teljesen gatolja
(Chen és mtsai.,, 2010). A teljes hosszUsagi FH mégis erésebben kot az Efb-C/C3b
komplexhez, mint a C3b-hez egyediil, ugyanis a FH SCR19-20 doménje szintén tartalmaz
olyan C3b-kdtShelyet, mely az interakcid soran elérhet6bbé valhat. Hogy a baktériumnak
milyen el6nye szarmazhat abbdl, hogy erésebben, dm inaktiv formdaban koti meg a H-
faktort, még tisztazatlan (Garcia és mtsai., 2012).

Az Efb-vel homoldg, kevésbé vizsgalt Ehp fibrinogén kotésére nem képes, viszont
majdnem haromszor erGsebb inhibitora az alternativ Gtnak, mint az Efb. Mivel
aminosavszekvencidja az Efb-C-vel nagymértékben megegyezik, hasonldéan is tekeredik
fel, mégis tartalmaz az Efb-C-t6l eltéré plusz C3/C3b/C3d kotShelyet. Mikodésének
mechanizmusa még nem ismert, de mind az Efb, mind a SCIN mechanizmusara
emlékeztet: a C3b-ben konformacidvaltozast idéz eld, de nem a FB kétédését akadalyozza
meg, hanem C3b-hez vald kot6dését stabilizélja ugy, hogy a D-faktor ne férhessen hozz3

(Garcia és mtsai., 2012).

4.2.4. SAK

Az Efb és Sbi fehérjék nem csak a konvertaz létrejottét gatoljak. Azaltal, hogy a
C3/C3b kotése mellett a human plazminogént (plg) is megkotik, a lehetséges konvertazok
szamat is csokkentik. A megkotott plg-t a staphylokinase (SAK) vagy human aktivatora, az
urokindz plg aktivator (uPA) alakitja aktiv plazminnd, mely utébbi a C3 és C3b molekuldk

mindkét l[ancat egyarant hasitja (S H M Rooijakkers és mtsai., 2005). S6t, a C3 hasitasakor

27



keletkezd C3a proteolizisére is képes, igy meggatolja a C3a nem kivant anafilatoxikus
hatasat (Koch és mtsai., 2012). Az Efb/Sbi-kotott plg nem csak, hogy hozzaférheté marad
aktivatoraihoz, de plazminnd alakitva sokkal hatékonyabban hasitja a
komplementkomponseket, hisz az Efb/Sbi szimultan és megfelel§ kdzelségben koti a plg-t
és C3/C3b-t. A két bakterialis fehérje szekvenciahasonldsaga igen csekély, de mindketten
tartalmaznak egy trihelikalis motivumot, mely a C3d-kotésért felel6s (Koch és mtsai.,
2012). A staphylokinase-t kédolod sak gént a S. aureus torzsek 67 %-a fejezi ki, azonban a
plazmin generalasanak fontossagat jelzi, hogy a S. aureus képes az uPA aktivitdsat novelni
eml8s sejtekben vagy aureolysin altal a prouPA-uPA atalakulast serkenteni (Koch és
mtsai., 2012). A plazminogén kotése egyébként bevett stratégidnak szamit, szamos
patogén (H. influenzae, B. burgdorferi, C. albicans) alkalmazza.

A klinikai megfigyelések viszont azt mutattak, hogy a SAK expresszidja és a S.
aureus okozta bacteremia kimenetelének sulyossaga, mortalitasa kozt negativ korreldcid
all fenn: a SAK-expresszalé torzsek esetében 3-4-szer kevesebb a letdlis betegségek szama
(Jin, 2003). A begy(jtott és aktivalt plazmin ugyanis az extracelluldris matrix
komponenseit is bontja, megvonva a baktériumot a letapaddsahoz sziikséges feliiletektdl,
igy kevésbé lesz invaziv. Mdsik lehetséges magyardzat lehetne, hogy a SAK gént
tartalmazé bakteriofag a B-haemolysint kddold génbe ugrott bele, mely gén igy nem tud
expresszalédni. Mivel a B-haemolysinnek csak elhanyagolhato szerepet tulajdonitanak a
S. aureus patogenezisében, a mortalitasi ratak csokkenése valdban a SAK termelésével
korreldl (Jin, 2003). Ezt olyan humadan plazminogént kifejez6 transzgénikus egerekkel
lehetett kisérletesen igazolni, melyeket kilénb6z6 mennyiségli SAK-ot expresszald
baktériumtorzsekkel fertéztek. Az eredeti LS-1 baktériumtorzs a sak gént nem hordozza,
vektorral a gént a baktériumba juttatva az SpA promoéterrel fuzionaltatva (LS-1 SpA-sak) a
fehérje Otszor nagyobb mennyiségben fejez6dott ki, mint sajat promadterérdl (LS-1 sak).
Enyhe bacteremia esetén SAK" torzsekkel vald fert6zéskor az egerek tulélése magasabb
volt, mint SAK torzsek fert6zésekor. Sulyos bacteremidnal az LS-1 SpA-sak torzsekkel valé
fert6zéskor az egerek kevesebb sulyt vesztettek, mint az LS-1 sak vagy LS-1EP (ires
vektort tartalmazd) torzsek esetén (Kwiecinski és mtsai., 2010).

Az in vivo eredmények tehat azt mutattdk, hogy a SAK a szisztémas fert6zések

megakadalyozdsdban és a szimbiotikus kapcsolat fenntartdsdban fontos. Igy példaul
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orriregben el6forduld S. aureus torzsek invazidjanak veszélyessége is megjdsolhatd: a

nem invaziv térzsek magas aranyban expresszaljak e fehérjét (Jin, 2003).

4.2.5. Regulatorok

A C3-konvertaz aktivadlédasat sajat sejteken a szervezet komplementregulatorai
akaddlyozzak meg. Gyakran alkalmazott menekulési stratégianak szamit a gazdaszervezet
szolubilis reguldtorainak (FH, C4BP) megkotése, igy a patogén a megfert6zott szervezet
sajat molekulait felhasznalva csendesitheti le a komplementaktivaciét. Néhany esetben,
példdul az E. colindl még membrankotott reguldtorok (CD59) in vivo transzfere is
megfigyelhet6. Bizonyos virusok, mint a fekete- vagy tehénhiml6 pedig sajat
regulatorfehérjéket expresszdlnak, melyek szintén SCR doménekbdl allnak (molekularis
mimikri). Kis méretik ellenére (a vaccinia virus complement-control protein/VCP csak 4
SCR doménbdl all) képesek kofaktor és konvertazdestabilizdlé hatasuk kifejtésére is
(Lambris és mtsai., 2008).

A legfontosabb szolubilis reguldtor, a 20 SCR doménbdl feléplil6 H-faktor sajat
sejtek negativan toltott glikézaminoglikdn vagy szidlsav molekuldihoz a C-terminalis
SCR20 doménen keresztil kotédik. A C3b C3d részét az SCR19 doménen keresztil koéti, igy
az SCR19-20 a targetfelismerésért felelés. A regulatorfunkciot az N-terminalis doménjei
(SCR1-4) biztositjak (Kopp és mtsai., 2012). Aktivalé felszinen a H-faktor szabad utat
enged a komplementaktivacidnak, hisz nincs megfelel6 liganduma, ott nem képes kétédni
- kivéve ha a patogén FH-kot6 fehérjéket fejez ki. Mar 1988-ban ismert volt, hogy az M
proteint kifejez6 M" Streptococcusok FH kotése altal annak konvertazdestabilizalé hatasa
hatszorosara, kofaktoraktivitasa nyolcszorosara nétt,  csokkentve igy a
komplementmedialt fagocitdzis mértékét (Horstmann és mtsai., 1988).

Szamos, evolucios [éptékben egymadstdl tavol allé patogén, mint a Gram-negativ P.
aeruginosa, a Gram-pozitiv S. pneumoniae vagy az eukariota C. albicans kiilonboz6
fehérjéi ugyanazon a részén, az SCR20 doménen keresztil koti a H-faktort. A C3d jelenléte
a mikrobialis protein-FH interakciét noveli, és a B. burgdorferi OspE (outer surface protein
E) vagy a B. hermsii FhbA (FH-binding A) fehérjéi is a FH19-20 C3b-hez valé kot6dését

erGsiti. Ezen eredmények alapjan egy hdromkomponens(i komplex kialakulasat
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feltételezték, mely komplexnek Iétre is kell jonnie, ugyanis az OspE 6nmagaban nem koti

a C3b-t (Meri és mtsai., 2013) (10. abra).

SA 4

‘&‘fé“‘ ;(_} c3b A vizsgalt mikrobidlis fehérjék mindegyike az
K“,mﬁz SCR20 domént, annak is egy kitlintetett részét
LAY FH o . .

N, - Lo ("superevasion site") koti, melynek 3 kulcsfontossagu
&." . mikrobiali . . : L . .
Y % oroten  aminosava minden interakciéban részt vesz, més
ﬁ\g}‘m{zfﬁif aminosavak viszont csak bizonyos interakcidkban
L\‘ h :.‘s‘ ) i\. g- . vy s s ey ,
o NS LIRS SRR fontosak, mivel a FH-kot6 fehérjék nem homoldgok,

*‘hh«' %hy S J :

mikrobialis membran és a kozds FH-koté rész mellett mas oldallancokat

10. abra: a C3b-FH-FH-k&t6 fehérje komplex igényelnek  hidrogénhidak és egyéb  fontos

bakterialis felszinen (Meri és mtsai., 2013,

nyoman). kolcsdnhatasok kialakitasdhoz. Mivel a FH kdtShelye

csak részlegesen fed at heparinkét6helyével, molekuldris mimikri helyett itt célszer(ibb a
funkcionalis mimikri fogalmat hasznalni (Meri és mtsai., 2013).

Hogy ilyen sok patogénnél is pont az SCR20 kotése alakult ki, konvergens evoltcid
eredménye. Azért ez a domén preferdlt, mert kotésével a C3b még mindig kothetd az
SCR19 altal, és igy a H-faktort targetjéhez kozel hozza. Az SCR1-4 domének érintetlenek
maradnak, a FH regulatorfunkcidjat megtartja, s6t, a mikrébaproteint kdtve még
er6sebben fejti ki. Az FH-k6t6 proteinek hosszi molekuldk, igy nem csak
membranlokalizacidjuk helyén képesek hatni (Meri és mtsai., 2013).

Néhany patogén a H-faktort a SCR7 doménjén keresztiil koti. igy a 7 SCR doménbdl
allé FHL-1 - mely az FH gén alternativ splicing produktuma, és hasonlé funkcidkkal bir - is
megkothet6. Az igazan "biztos" stratégia tobb kilonbozs6 fehérje egyidejli szekretalasa: a
B. burgdorferi OspE fehérjéje az SCR19-20, CRASP-1 (Complement regulator-acquiring
surface protein 1) fehérjéje pedig az SCR7 domént koti.

Az emberi szervezetben a H-faktor fehérjecsaladba tovabbi 6t, dgynevezett H-
faktorral rokon (CFHR) fehérje tartozik, melyek 4-9 SCR doménnel rendelkeznek. A
domének a H-faktor SCR6-9 és 18-20 doménjeivel mutatnak nagyfoku
szekvenciahasonldsagot, igy ligandumaik a H-faktoréhoz hasonléak, am az SCR1-4
hianyaban komplementregulator-funkciéval nem, vagy csak nagyon kis mértékben
rendelkeznek. Az 5 SCR doménbdl allé6 CFHR1 C-termindlis 3 doménjének szekvencidja

szinte 100%-ban azonos az FH SCR18-20 doménekkel, a Borrelia fajok bizonyos CRASP
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fehérjéi (CRASP3-5) az FH mellett a CFHR1-et is kotik. A CFHR fehérjék jelenléte ezért
lehet, hogy patogén-gazdaszervezet koevolucié eredménye: "félaldozzak" magukat, hogy
a patogén FH-koté fehérjéi FH helyett 6ket kossék, igy a komplementaktivacid nem
csendesedhet le a patogén felszinén a H-faktor altal. A CFHR fehérjékben bekovetkezé
mutdciokkal Osszefliggésbe hozott kiilonb6z6 vese- és szembetegségek arra engednek

kovetkeztetni, hogy a fehérjéknek egyéb lokalis szereplik is lehet (J6zsi és Zipfel, 2008).

Sokaig azt hitték, hogy a Staphylococcusok majdnem minden taktikat alkalmaznak,
kivéve regulatorfehérjék megkotését (Lambris és mtsai., 2008). A multifunkcionalis Sbi-t -
mely az 1gG, plazminogén és B,-glikoprotein | fehérjéket is koti - 2008-ban azonositottak,
mint FH-ko6t6 fehérje (Haupt és mtsai., 2008). Az Sbi 4 funkcionalis doménjébdl az I-lI
felel6s az 1gG, mig a llI-IV a H-faktor kotéséért. A H-faktor kotése viszont nem dnmagaban
valésul meg (mint példaul a Borrelia CRASP fehérjéi esetén), hanem szérumbeli
mediatorok, a C3d fragmentumot tartalmazé molekuldk (C3d,C3,C3b, de az iC3b nem)
altal, melyekkel az Sbi egy haromkomponensil Shi:C3:FH komplexet képez. A H-faktor
direkt kotédik az Sbi-hez, melyet a C3d "asszisztadl" (Haupt és mtsai., 2008). FH-
fragmentumokkal igazoltadk, hogy az Sbi-két6helyet az SCR19-20 tartalmazza. (Meri és
mtsai. sajnos az Shi fehérjét nem vizsgaltdk, hogy vajon az FH ugyanazon a részén kotédik-
e hozza, mint a fentebb emlitett fehérjéknél.) Az Sbi az alternativ Utvonalat hatdsosan
blokkolja, viszont a CP/LP zajlé komplementaktivacié ellen nem nyujt védelmet.

Hataskore széles, nem csak human szérumra korlatozodik.

A fejezetet Osszegezve elmondhatd, hogy a S. aureus a C3-konvertazt mikodését
nagyon hatékonyan gatolja: az Efb nem engedi |étrejonni, a SCIN a mar létrejottet tartja
inaktiv formaban, az Sbi a H-faktor megkotésével pedig annak szétesését segiti el6 (Chen
és mtsai., 2010). Az Sbi és Efb plazminogén megkotésével a C3b-t hasitja, igy a

létrejohet6 konvertazok szama is eleve kevesebb.
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4.3. Harmadik szint: a C5a anafilatoxikus hatasanak és a terminalis ut

=7z

A komplementaktivacié soran, ha a C5-konvertdz létrejon, a C5 molekula
hasitdsdval C5a szabadul fel. A C5a kemoattraktans minden myeloid sejttel szemben,
receptorhoz vald kotédése a leukocitdk adhéziés molekula (ICAM-1) expresszidjanak
novekedését, citokin szekréciét, proteolitikus enzimek és reaktiv oxigén- és
nitrogénvegytletek felszabaduldsat idézi elé. Szerepe van a simaizom-6sszehuzddasban,
az ér atmérGjének és permeabilitdsanak valtoztatasaban. Bioldgiai aktivitdsa a C-
terminalis argininjének karboxipeptidaz 3altali lehasitasaval (C5a-desArg) jelent&sen
csokken (Wright és mtsai., 2007).

A C5a receptora egy rodopszin fehérjecsaladba tartoz6 GPCR (G-protein coupled
receptor). A GPCR-ek 7 transzmembran (TM) hélixbél dallnak, melyeket hurkok (loop)
kotnek 0Ossze, N-termindlis végik az extracelluldris, C-termindlisuk az intracelluldris
oldalon taldlhaté. Ligandumkoétéskor a molekula konformdacidja megvaltozik, melynek
kovetkeztében egy G-fehérjét aktival. A kiilonb6z6 G-fehérjék kilonb6z6 szignalizacids
utvonalakat aktivalnak, a C5aR C5a kotésekor a PI3-K, PLD, PKC, MAPK, vagy makrofagok
esetén az NF-kB utvonal aktivalodik (Sarma és Ward, 2013).

A C5a két részén keresztiil kot receptorahoz, a C5aR-hez: diszulfidhidat tartalmazé
f6 része (core) a C5aR N-termindlisdhoz és a 3. extracelluldris hurokhoz, mig a C5a C-
terminalisa az 5. transzmembran domén altal |étrehozott zsebbe kot. A receptorhoz vald

kot6déshez a C5a mindkét része sziikséges (Sarma és mtsai., 2013).

4.3.1. CHIPS

S. aureus torzsek 60%-a szekretalja a 121 aminosavbdl allé chemotaxis inhibitory
protein of staphylococci (CHIPS) fehérjét, mely az IEC-1 tagja. A CHIPS a C5aR N-
terminalis részét blokkolja csak, de mar ez is meggatolja a C5a kotddését. A CHIPS és a
C5a nem mutatnak homoldgiat sem szekvencidjukban, sem harmadlagos szerkezetiikben,
egyedil méretik és alakjuk hasonldé (Sarma és mtsai., 2013). A CHIPS ezenfelll a
formilpeptid-receptor (FPR) antagonistaja is. Prokariota fehérjék iniciator aminosava az

eukariotakkal ellentétben nem metionin, hanem formil-metionin. A bakterialis fehérjék
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proteolizisekor felszabaduld formilalt peptidfragmentumok az FPR-hez kotve szintén
inflammatorikus hatdsdak. A CHIPS FPR-kot6helye az N-terminalisan lokalizalt, és tavol
van a C5aR-koté doméntdl (11. dbra) (Foster, 2005).

A C5a masik receptora, a C5L2
a C5aR receptorral 35%
szekvenciahasonldsagot mutat.
Granulocitak és éretlen dendritikus
sejtek fejezik ki. A Cba-t és

dezarginalt formajat is kozel azonos

affinitassal koti, utdbbit erbsebb

Formyl peptide receptor Cbha receptor

affinitassal, mint a C5aR. A C5L2
11. dbra: a CHIPS kot6dés human receptorokhoz (Forras: Foster, L,
2005). szintén 7TM-receptor, de nem
kapcsolédik hozza G-fehérje, igy Ca-
mobilizacié sem figyelheté meg ligandumkotéskor. A receptor gyulladdsos folyamatokban
beto6ltott szerepe kérdéses (Sarma és mtsai., 2013). Lehetséges, hogy gyulladdscsokkentd,
a C5a negativ regulatora, hisz kivonja a keringésb6l a C5a-t és C5a-desArg molekulat,
meggatolvan a tulzott mértékd inflammatorikus valaszt (Wright és mtsai., 2007).

Wright és mtsai. 2007-ben létrehoztak egy N-terminalis doménjétél megfosztott,
rekombinans CHIPS fehérjét (rCHIPSys149). A CHIPSy5.149 @ C5aR-hoz kotédik, és a Cha
kot6dését megakadalyozza. A C5L2 receptorhoz csak minimalisan kotédik, ami érdekes a
C5L2 és C5aR N-terminalisdnak nagy szekvenciahasonldsaga miatt. A C5a kot6dését nem,
mig a C5a-desArg kotédését nagy koncentracidban gatolta, igy elképzelhetd, hogy a C5a-
és C5a-desArg kotGhelyei eltéréek. Az, hogy a CHIPS csak a C5aR-t blokkolja, a C5L2-t
pedig nem, fontos a S. aureus szamdra: a gyulladasi vdlasz negativ regulatoranak
blokkolasaval a C5aR blokkoldsanak hatasat kozombdositené. A C5a-desArg C5L2-hoz vald
kotédésének megakadalyozdsa in vivo valdszinlleg nem valdsul meg, ugyanis tul magas
CHIPS-koncentracidt igényel (Wright és mtsai., 2007).

A CHIPS gyulladasos betegségekben valé alkalmazasa is felvet6dott. 24 vizsgalt,
"normal", nem S. aureus altal fert6zott egyénekben is mind kimutathatéak voltak anti-
CHIPS ellenanyagok (lgG és IgA), a CHIPS tehat tul immunogén ahhoz, hogy
gyogyszerhatéanyagként hasznaljuk. Mivel az ellenanyagok a CHIPS kilénboz6

epitopjaihoz kotédnek, csak némelyek gatoljak meg kotédését a C5aR-hez, masok akar el
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is segitik azt. Az interakcidét csokkent6 antitestek S. aureus elleni fert6zésekben
"bevethet6k" lennének, azonban az antitest fert6zott vagy egészséges emberben vald
jelenléte, illetve szérumbeli koncentraciéja nem korreldl azzal, hogy a CHIPS kot6dését

el6segiti, gatolja, vagy nem befolyasolja (Wright és mtsai., 2007).

4.3.2.SSL7

A S. aureus superantigen like 7 (SSL7) a 14 fehérjébdl all6 SSL csalad tagja, melyek
nem viselkednek szuperantigénként, de strukturajuk homoldgidt mutat veliik. (Bestebroer
és mtsai., 2010) Mig az N-terminalis OB domén az IgA-t, a C-terminadlis B-grasp domén a
C5 molekuladt koti meg, igy szimultan képes az IgA és C5 kotésére. Gélszliréses
kromatografiaval az Fc-SSL7,-C5, komplex |étét meg lehetett jésolni (Laursen és mtsai.,
2010) (12. 4bra). Ellentmonddsos adatok szilettek arrél, hogy az IgA megkotése
kizardélagosan szikséges a C5 C5-konvertazhoz vald kot6désének gatlasahoz (Laursen és
mtsai., 2010), vagy csak a gatlds mértékét noveli (Bestebroer és mtsai., 2010; Lorenz és
mtsai., 2013). Az SSL7 nem specifikus human IgA-ra, de egér IgA-t nem kot, igy egér
modellekben vizsgalhatd IgA kotésének jelentGsége. Immunkomplexek (Bestebroer és
mtsai., 2010), illetve S. aureus altal kivaltott (Lorenz és mtsai., 2013) egér peritonitisben
gatlas mértékét noveli. Tehat in vivo is bizonyitott, hogy az IgA kotése a C5a anafilatoxin
keletkezését er6sebben gatolja.

Rekombinans SSL7 molekuldt expresszald Lactococcus lactis esetében az SSL7
hatdsa az egyéb S. aureus virulenciafaktorok nélkiil vizsgalhatd. Az SSL7" L. lactis tulélése
mar 0,25 pM SSL7 koncentracidn is 40-szeresére nétt az SSL7 torzsekhez képest, és
négyszeresére az SSL7 IgA’, azaz IgA kotésére nem képes SSL7-et kifejez6 mutdns
torzsekhez képest. Bar a Gram-pozitiv L. lactis felszinén kialakulé6 MAC nem képes a sejt
lizisére, az SSL7 a MAC (C5b-9) kialakulasat is meggatolja. A gatlas SSL7 IgA™ torzsekben
negyedrészére csokken (Lorenz és mtsai., 2013). Az IgA kotése viszont egyaltalan nem
szilkséges vorosvérsejtek hemolizisének gatldsara, melyet az magyardzhat, hogy a
hemolizist regulald C3bBb3b nem igényli az IgA-SSL7,-C5, komplexet, mig az SSL7-re
kevésbé érzékeny, E. coli bakteridlis aktivitdsat regulalé C4b2b3b C5-konvertaz igen

(Laursen és mtsai., 2010).
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Az SSL7 a C5 C5a-t tartalmazd részének ellentétes oldalan, az MG1 és MG5
domeének kozt kotédik, tehdt a C5 molekuldban 1évé hasitasi helyet nem fedi el, a C5 C5-
konvertazhoz C3b, dimeren keresztili kotGdését gatolja (12. abra). Az IgA kotése
sztérikusan gatolja a C3b-hez valé hozzaférhetGségét, ez a gatldas még egy SSL7, illetve
SSL7-C5 kot6édésével még nagyobb mértékd. A C5-SSL7-1gA komplex ezenfellil az SSL7-re

specifikus IgG-k hozzaférhet6ségét is nagyban megakadalyozza (Laursen és mtsai., 2010).
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12. dbra: az Fc-SSL72-C52 pentamer és az IgA-kotés jelentdsége. Fc- az IgA Fc régidja (Forras: Laursen és mtsai.,
2010).

4.4. Negyedik szint: a membrankarosité komplex kialakulasanak
megakadalyozasa

Sok patogén rendelkezik a MAC kialakulasa ellen passziv menekiilési stratégiaval. A
Christian Gram altal kidolgozott festési eljarassal, a Gram-festéssel a Gram-pozitiv és -
negativ baktériumokat kilonboztethetjik meg. A Gram-pozitivok példaul a
Staphylococcus, Streptococcus és Clostridium vastag, tobb réteghdl felépilé murein,
avagy mas néven peptidoglikdn (N-acetilglukézamin és N-acetilmuraminsav polimerje)
sejtfallal rendelkeznek, mely eleve meggatolja a MAC kialakulasat. Erdekes, hogy a Gram-
pozitiv Streptococcusok is rendelkeznek a MAC létrejottét gatld, C5b-C7 komplexszel
interferdld SIC (Str. Inhibitor of Complement) fehérjével. E fehérje - még ha rendelkezik is
mas funkcidkkal - MAC-gatldsban betoltétt szerepe nem tisztazott (Lambris és mtsai.,
2008).

A Gram-negativok murein sejtfala viszont joval vékonyabb, de egy kilsé,

lipopoliszacharidbdl (LPS) felépiil6 membran is talalhato a sejtfal extracellularis oldalan. A
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MAC a Gram-negativok kiilsé és belsé sejtmembrdanjaba egyardnt képes behatolni, bar
hogy utébbin a MAC komponensek hogyan szerel6dnek 6ssze, még tisztazatlan (Serruto
és mtsai., 2010). A C8b és C9 megkotésével a B. burgdorferi CD59-szerl (CD59-like)
fehérjéje a membranfuré komplex Osszeszerel6dését gatolja, az E. coli pedig a
gazdaszervezet membrankotott CD59 fehérjéjének atvételére képes (Lambris és mtsai.,

2008).

5. A komplementrendszer felhasznalasa a fert6zés soran

A patogének komplementrendszer elleni védekezése sajat vagy a gazdaszervezet
fehérjéi altal elengedhetetlen tulélésikhoz. Szamos patogén azonban a fert6zéséhez,
sejtekbe valé behatoldsahoz is igényel komplementfehérjéket. igy példaul az évente 1
millié aldozatot kdvetel6 malaria kérokozéja, a Plasmodium falciparum is, mely obligat
intracelluldris parazita, eritrocitdk belsejébe hatol be. A felismeréshez specifikus
ligandum-receptor interakciok sziikségesek. A Plasmodium erythrocyte-binding-like
antigens (EBAs) fehérjecsalddjanak ligandumai a glikoforinok, melyek érzékenyek
neuraminidazzal valé kezelésre, igy a parazita glikoforinokon keresztili sejtbe jutdsat
szialsavdependens invazids utvonalnak nevezik. A neuraminidazos kezelés azonban nem
gatolja meg a P. falciparum sejtbe hatolasat, ezért |éteznie kell egy szidlsavindependens
utvonalnak is, mely a parazita fert6zésének hatékonysagat noveli meg (Tham és mtsai.,
2010).

2010-ben azonositottak a reticulocyte-binding—like homolog proteins (RBPs/PfRhs)
fehérjecsaladba tartozé PfRh4 fehérjét, mint az eritrocitdk CR1 receptoranak ligandumat.
A CR1 expresszid mértéke a PfRh4 kotédésének mértékével korreldl. Szolubilis CR1-t
(sCR1) vagy anti-CR1 ellenanyagokat ndvekvs koncentraciéban adva a PfRh4-CR1 kotGdés
gatolhatd. sCR1-et neuraminiddzzal kezelt eritrocitdkhoz adva a P. falciparum in vitro
sejtbe jutdsa gatolhatd, in vivo azonban nem fordulnak el6 neuraminidazzal kezelt sejtek.
Nem minden torzs a PfRh4-CR1 interakciét hasznalja szidlsavindependens utként, igy a
PfRh4-et nem expresszald W2mef torzs sejtbe jutasat a sCR1 nem akaddlyozza. A CR1-nek
mas szerepe is van a Plasmodium fert6zésében: a PfEMP-1-hez kot6dve rozettdk
képz6dését, a fert6zott sejtek nem fert6zott eritrocitakhoz vald kapcsoldddsat segiti el6. E

kapcsolédas mértékét szintén csokkeni az sCR1 és az alacsony CR1-expresszié (Tham és
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mtsai.,, 2010). Mas patogének fert6zésiikhoz egyéb komplementreceptorokat is
igényelnek, a kanyard virus és Epstein-Barr virus liganduma példaul a CR2, mig a HIV
virusé a CR3. (Lambris és mtsai., 2008)

A HIV hatékony fert6zéséhez nem csak a komplementreceptorok jelenlétét,
gp120 szénhidratlancainak felismerésével a lektin utat, a Clq pedig ellenanyagoktdl
fuggetlendl is, a gp4l direkt felismerésével a klasszikus utat aktivalja. A virolizist
meggatolvan a HIV kilsé lipidburkaba (envelop) regulatorfehérjéket (CD46, CD55, CD59)
vesz at, a gp41/120 pedig FH kotésére képes (Datta és Rappaport, 2006).

A komplementaktivadlodas sziikségességét jelzi, hogy az anti-HIV ellenanyagokkal
és komplementkomponensekkel el6kezelt HIV jobban kot6édik az éretlen dendritikus
sejtekhez (imDC) és jobban fert6zi is azokat, mint a csak anti-HIV-vel el6kezelt. A fokozott
fert6zés és kot6dés EDTA hozzaadasaval (jelenlétében a komplement nem aktivalédik)
megsziintethetS. Az opszonizalt virus felvétele a CR3 receptoron keresztil torténik, hisz
anti-CR3 ellenanyagokkal az opszonizalt HIV fert6zésének mértéke a nem opszonizalt
szintjére esik vissza (Bajtay és mtsai., 2004). Komplementaktivalédas soran tehat az
opszonizalt HIV CR3 altali felvétele n6. A H-faktor és MCP megkotése igy nem csak a
védekezés szempontjabdl fontos: a C3b opszoninok hasitasaval iC3b keletkezik, mely a
dendritikus sejteken is kifejez6d6 CR3 (és CR4) liganduma. Az opszonizacid nem csak a
virus felvételére, hanem annak dendritikus sejteken bellli eloszlasara, az

antigénprezentaciodra és a transzinfekciéra is hatassal van (Tjomsland és mtsai., 2011).

6. Terapias lehetdségek

A kérhazi fert6zések 20-25 %-ért a S. aureus felels. A fert6zo6tt egyének atlagosan
haromszor annyi ideig maradnak kérhazban, és 06tszor nagyobb az esély kdérhazban
bekovetkez6é haldlukra, mint a nem fert6z6tt egyéneknek (Anderson és mtsai., 2012).
Mivel a S. aureus torzsek a legtobb, a klinikai gyakorlatban alkalmazott antibiotikumra
(vancomycin, linezolid, daptomycin, mupirocin, methicillin) rezisztensek, vakcindk
kifejlesztésére éget6 szlikség van (Daum és mtsai., 2012).

20 éve probalkoznak S. aureus ellen hatékony vakcindk kifejlesztésével - ez idaig

sikertelentl. A H. influenzae b-tipusu, a N. meningitidis bizonyos szerotipusainak, illetve a
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S. pneumoniae kapszulajanak poliszacharidjei ellen kifejlesztett vakcinak hatékonynak
bizonyultak, igy kezdetben a S. aureus esetében is antigénként a kapszuldval
probalkoztak. A klinikai torzsek 2 leggyakoribb kapszulatipusat (CP5 as CP8) egy
fehérjehordozéhoz, a Pseudomonas enterotoxid A-hoz kototték, és dializisen atesé
betegeket immunizaltak vele. A kezdeti kisebb sikerek utan kovetkezS kisérletben
kontrollként placebdét kapott betegeket is vizsgdlva kiderilt, hogy a vakcindcié hatdsara
nem csokken a bacteremia sulyossaga. A StaphVax tesztelésének lll. fazisdban elbukott
(Anderson és mtsai., 2012; Daum és mtsai., 2012).

A vakcina sikertelenségére kiilonb6z6 hipotézisek szilettek: lehet, hogy a CP5 és
CP8 nem protektiv antigén. Vagy lehet, hogy protektiv antigén, csak a dializisen atesé
betegek tul immunszupresszaltak voltak ahhoz, hogy védettséget fejlesszenek
ellenanyagfligg6 uton. Ezenfelll sok torzs nem fejleszt kapszulat, a CA-MRSA fert&zések
z0mét okozdé USA300 torzsek sem CP5, sem CP8 tipusu kapszuldval nem rendelkeznek
(Daum és mtsai., 2012).

Megfigyelték, hogy ha egy masik szénhidrat antigénnel, a poli-N-acetilglikézamin
(PNAG) és CP5/CP8 antigénekkel egyutt immunizédlnak éallatokat, a kombinalt antigének
nem szinergista médon hatnak: kevésbé javitjak az dallat védettségét, mint kiilon-kilon
haszndlva. (Skurnik és mtsai., 2012). Ha bacteremids betegek szérummintdit CP" vagy
PNAG™ S. aureus torzseken abszorbedltak, a megmaradd, csak CP vagy PNAG elleni
antitesteket tartalmazoé szérumok 35-80% opszonofagocitikus 616 aktivitast mutattak S.
aureusszal szemben. Ha viszont a szérummintakat CP,PNAG" torzseken abszorbedltak, a
szérummintdk csak 60 %-a mutatott 0l6 hatdst, és csak kisebb, 1-35 %-os mértékben
(Skurnik és mtsai., 2012). A PNAG és CP ellen képz6d6 ellenanyagok tehat egymadssal
interferalnak. 15 egészséges ember - akik nem estek at jelentésebb S. aureus fert6zésen
- szérumaban is talaltak PNAG elleni 1gG-ket. Tehat ez az interferencia nem csak fert6zés
hatdsara képz6d6 anti-PNAG, hanem az emberek szérumdban eleve jelen [évé6,
természetes, nem opszonikus tulajdonsagu anti-PNAG esetében is megfigyelhet6, mely a
CP-antigének elleni vakcindk sikertelenségét is megmagyardzza: ugyan képz6dnék anti-CP
ellenanyagok, de ezek szintje a természetes PNAG-ellenanyagokkal valé interferalds soran
tul alacsonyra csokken (Skurnik és mtsai., 2012). Ez az interferencia ugy is
megszlintethet6, ha a human szérumot S. aureus, vagy akdr egy mas, szintén PNAG-t

kifejez6 baktériumon, példaul E. colin abszorbealjak (Skurnik és mtsai., 2012).
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A kapszula mellett egyéb antigének ellen is folyik a vakcindk fejlesztése. A
Veronate, melyet anti-CIfA szérumbdl nyernek, tesztelésének llIl. fazisdban sikertelennek
bizonyult Ujszlléttekben (Anderson és mtsai., 2012). Létrehoztak olyan mutans S. aureus
protein A-t (SpAkkaa), mely nem kot sem Ig-t, és nem indukalja B-sejtek apoptdzisat sem.
Egereket SpAgkaa-val immunizdlva az allatok némi védettséget szereztek S. aureus okozta
bacteremidval szemben, hisz olyan ellenanyagokat is termeltek, melyek hatdsat az SpA
nem kézombdositette. Ellenanyagalapu vakcindk fejlesztése az SpA Ig-kots képessége miatt
amugy is nehéz (Daum és mtsai., 2012).

A S. aureus szamos faktort szekretdl, melyek funkciéi egymassal atfednek, egy
virulenciafaktor elleni vakcina talan nem is lehet hatasos. A Pfizer ezért most trivalens
(CP5, CP8 és rmClIfA), illetve tetravalens (CP5, CP8, rmCIfA, MntC4) vakcinakkal
prébalkozik, melyek tesztelésiuknek I/11 fazisaiban vannak (Anderson és mtsai., 2012).

Természetesen mas patogének ellen is folyik a vakcindk fejlesztése. Az
agyhartyagyulladast (meningitis) okozd Neisseria meningitidis A, C, Y és W135 szerotipusu
torzsek kapszularis poliszacharidjai ellen mar hatékony vakcindkat hoztak forgalomba, a B
szerotipusu torzsek ellen viszont ez nem sikerilt: kapszuldris poliszacharidjuk nem erGs
immunogén, hisz a-2,8-kotésl N-acetilneuraminsavbdl épil fel, mely a human sejtek
felszinén 1évé glikdanokban is megtaldlhaté (Harris és mtsai.,, 2011). A Novartis reverz
vakcinolégiat haszndlva, azaz a N. meningitidis genomjat vizsgalva keresett olyan
antigéneket, melyek egy gydgyszer hatékony targetjei lehetnek. Ezen technika
alkalmazasaval sziiletett meg a Bexsero, a 4 komponens({ vakcina (4CmenB), mely a H-
faktor kotd fehérje (fHbp), Neisserial adhesin A (NadA), Neisserial heparin binding antigen
(NHBA) és PorA-t tartalmazd "kils6 membran vezikula" (outer membrane vesicle)
antigének keveréke (Andrews és Pollard, 2014).

A fHbp a komplementrendszer el6li menekilési stratégia részeként a
gazdaszervezet H-faktorat gydjti be. Az fHbp knock-out torzsek humdan szérumban a
komplementmedidlt lizisre fogékonyabbak (Andrews és mtsai., 2014). Az fHbp elvesztése
ellen is szelekcids nyomas hat, hisz bizonyos torzsek fhbp génjében lévs delécids mutdciot
mas torzsek (melyek ezt a deléciét ugyanidgy hordozzdk) kilonbdz6 helyen [évé

inszerciokkal kompenzaltak (Harris és mtsai.,, 2011). Az fHbp erds immunogén, N.

* A mangén-transzporter C (MntC) a gazdaszervezet manganionjait gydjti be. A mangan széamos enzim,

példaul a szuperoxid diszmutdz kofaktora.
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meningitidis torzsek csak kis szazalékaban nincs jelen. Az ellene termel6d§ ellenanyagok a
NHBA elleni ellenanyagokkal pedig szinergistan hatnak. Az fHbp és NHBA stabilitasat
novelve a 4CmenB vakcindban ezen antigéneket a GNA2091, illetve GNA1030 fehérjékkel
fuzionaltak, melyeket szintén a genombdl azonositottak (Andrews és mtsai., 2014).

A Bexsero-val szemben azonban tobb kétely is felmerilt. A B-tipusu
meningococcusok kb. 20 %-a ellen nem hatdsos. Ahogy pedig a vakcinara érzékeny
torzsek prevalencidja csokken, helyiket a vakcinara rezisztens torzsek vehetik at ("type
replacement"). Szintén kérdés, hogy a vakcindlas koltsége megtéril-e: 2009-ben a
meningococcdlis betegségek aranya Eurdpdban csak 0.89/100000 volt. A legmagasabb
arany lrorszagban és az Egyesiilt Kirdlysagban volt (3.01, illetve 1.93/100000), dm a
megbetegedések szama itt évr6l-évre csokken (English, 2013). Ezenkivil a NadA-t csak
kevés patogén torzs expresszdlja, és a porA is genetikailag nagyon diverz, igy egy variansa
elleni antitestek mas variansok ellen nem nyujtanak védelmet, igy a vakcina hatékonysaga
is kérdéses marad. 2014 marciusaban, a brit Joint Committee on Vaccination and
Immunisation (JCVI) a vakcina 3 ddzisban valé alkalmazasat javasolta csecsemd&kben, igy a
bizonytalansagok, kérdések megvalaszoldsa a vakcina alkalmazasat kévetSen lehetséges

lesz (Andrews és mtsai., 2014).

7. Kitekintés

A szakdolgozat patogének néhany komplementrendszer el6li menekilési
stratégidjat mutatta be, példaként részletesen targyalva a Staphylococcus aureus
valtozatos mddszereit (13.abra). Miért fontos e stratégiak ismerete? A S. aureus elleni
vakcindk példajan lathattuk, hogy patogének immunrendszer el6li védekezésiiknek
molekuldris mechanizmusat pontosan megértve lehet csak majd hatékony vakcinakat
kifejleszteni, illetve azt megérteni, hogy miért nem sikerlt az eddigiek alkalmazasa.

A bakteridlis fehérjék megismerése nem csak a fert6zések elleni védekezés
szempontjabol fontos. Szamos fehérjét lehetne alkalmazni human autoimmun betegségek
kezelésére is. Az alternativ Ut amplifikacids |épésének regulaldsara alkalmas lehet a nem
immunogén VCP, mely 6tvozi a DAF és MCP regulatorok hatasmechanizmusait, hasonldan
a CR1-hez, dm annal jéval kisebb méretl (Lambris és mtsai., 2008). Szintén a C3b tulzott

mértékl keletkezését akadalyozhatnd meg az Efb vagy Ehp. Mivel a SCIN nem csak az
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alternativ Ut konvertdzara specifikus, szisztémads lupus erythematosusban is alkalmazhato
lenne, ahol a klasszikus Ut aktivalodik a kelleténél er6sebben (Lambris és mtsai., 2008). A
C5 hasitasat megakadalyozé Eculizumab humanizalt monoklondlis ellenanyagot
paroxizmalis nokturndlis hemoglobinuria (PNH) kezelésére haszndljak. Az SSL7 alternativ
lehet6séget kindlhat, ugyanis sokkal kisebb fehérje, és konnyd el6allitani. C-termindlis
doménje pedig szelektiven blokkolja a MAC létrejottét, a C5a inflammatorikus hatasat
viszont csak kisebb mértékben akadalyozza (Laursen és mtsai., 2010). Bakterialis eredete
kdvetkeztében az SSL7 (és SCIN) is immunogén, igy egy kevésbé immunogén, am
aktivitasat fenntarté forma alkalmazdsa jarhatna sikerrel (Bestebroer és mtsai., 2010).

A patogének menekiilési stratégidinak megismerésével és megértésével igy nem
csak kérokozok okozta betegségek valhatnak majd kezelhet6vé, hanem a természet altal

mas fajokban mar létrehozott fehérjék egyéb betegségekben is az ember hasznara

lesznek fordithatdk.
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13. abra: A S. aureus szakdolgozatban is megemlitett komplementrendszer el6li menekiilést biztosito fehérjéi és
hatasuknak helye (Serruto és mtsai., 2010, abraja nyoman).
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8. Osszefoglalas

Az immunrendszer legfontosabb feladata szervezetiink védelme a kérokozok ellen.
A komplementrendszer mintdzatfelismer6 molekuldi patogénekhez kotddve, vagy a
folyton keletkez6, C3b-homolég C3(H,0) azonnal beinditjdk a komplementkaszkadot. A
felszabaduld anafilatoxinok (C3a, C5a) a fert6zés helyére vonzzak a fagocitakat, a
keletkezd opszoninok (C3b, C4b) pedig azok fagocitikus hatékonysagat novelik. A kaszkad
végén kialakulé membrankarositd komplex pedig a patogének liziséhez vezethet.

A patogének fert6zésiik sikerének érdekében az ket elimindlandd folyamatokat
akaddlyozniuk, gdatolniuk kell. Mivel a komplementrendszer azonnal aktivalédik, a
patogének annak m(ikodését szdmos ponton akadalyozé mechanizmusokat fejlesztettek
ki. A szakdolgozat f6képp a Staphylococcus aureus komplementrendszer el6li menekulési
stratégidit mutatja be.

A patogén a komplementrendszer m(ikodését kiilonbozé szinteken gatolhatja. A
komplementkaszkad klasszikus Uton torténd aktivaciojat a S. aureus az ellenanyagok
helytelen orientacidban valé megkotésével (SpA), illetve hasitdsaval akadalyozza.
Utdbbihoz Ig-koté (SSL-10, Sbhi) és plazminogénkoté (Sbi, Efb) fehérjék sziikségesek. A
hasitdst a plazmin végzi, melynek a gazdaszervezet plazminogénjébdl valé képzddését a
SAK segiti.

Kilénb6z6 mechanizmussal ugyan, de a C3b szintjét csokkenti a C3-konvertdz
enzimet gatlé SCIN és Efb is, valamint a CIfA és az Sbi, melyek az I-faktor, illetve a H-faktor
megkotésére képesek. Az anafilatoxin C5a gyulladaskelté hatasat a CHIPS, a C5 hasitasat
pedig az SSL-7 blokkolja.

Szamos patogén nem csak komplementrendszer el6li menekiléséhez, hanem
magdhoz a fert6zés kialakitasahoz, sejtekbe valé behatoldasdhoz is a gazdaszervezet
bizonyos fehérjéit (példaul a komplementreceptorokat) veszi igénybe.

A kulonboz6 menekiilési stratégidk ismerete vakcindk, gyogyszerek fejlesztése
szempontjabodl fontos. A patogének immunrendszer el6li menekiilést biztositd molekulait
hatastalanité gyogyszerek mellett igéretes lehetfséget kinalnak maguk a patogének
fehérjéi is, melyek a komplementrendszer tulzott mérték( aktivalédasa kdvetkeztében

kialakuld autoimmun betegségekben lennének alkalmazhatdak.
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9. Summary

The most important role of the immune system is to protect the host against
pathogens. The pattern recognition molecules of the complement system, when binding
to foreign surfaces, or the constantly generated C3b-homologue C3(H,0), can
immediately initiate the complement cascade. The released anaphylatoxins (C3a, C5a)
recruit the phagocytes to the sites of infections and the nascent opsonins (C3b, C4b)
enhance their phagocytic efficiency. At the end of the cascade a membrane attack
complex can be formed, which may cause the lysis of pathogens.

For the effective infection, the pathogens have to hinder the mechanisms which
try to eliminate them. Because the complement system is immediately activated, the
pathogens acquired many different ways to hinder its proper functioning. The thesis
mostly discusses the complement evasion strategies of the pathogenic Staphylococcus
aureus.

The pathogens can block the mechanisms of the complement system in many
different level. S. aureus can prevent the initiation of the classical complement pathway
by binding the immunglobulins in an inappropiate orientation (SpA) or by cleaving them.
Ig-binding (SSL-10, Sbi) and plasminogen binding (Sbi, Efb) proteins are necessary for the
cleavage. The immunglobulins are cleaved by plasmin, which is transferred from the
host's plasminogen with the help of SAK.

SCIN and Efb reduce the level of C3b via interferring with different mechanism
with the C3-convertase, while CIfA and Sbi lower the C3b level by binding factor | and its
cofactor factor H, respectively. CHIPS blocks the proinflammatoric effect of the
anaphylatoxin C5a and the cleavage of C5 is blocked by SSL7.

Many pathogens use the host’s certain proteins (for example the complement
receptors) not only to evade the complement system, but also for infecting the organism
and invading its cells.

Knowing the different evasion strategies of the pathogens is important for
developing new vaccines and medicines. Besides the medicines that target the evasion
molecules of the pathogens, the proteins of the pathogens themselves offer a great
possibility, because they could be used for the treatment of autoimmune diseases caused

by excessive complement activation.
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