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1. Bevezetés

1.1. A komplement lektin Ut

A manndz-kéd lektin (mannose-binding lectin, MBL), fikolin-1,ikblin-2,
fikolin-3 és a kollektin-11 a lektinek csaladjabartdzd szolUbilis mintazat
felisme molekulak, amelyek az MBL-asszocialt szerin protdé&al (MBL-
associated serine protease, MASP; melyek: MASP-1 MASP-2) a
komplementrendszer lektin dtvonalat aktivaljdk erbba. Ebzetes
tanulmanyok alapjan a MASP-3, valamint a nem-entikua funkcioju MAP-1
és sMAP fehérjék a lektin Ut aktivalddas szabalgédban vesznek részt

A baktériumok, virusok és mas mikroorganizmusdietve elhalt gazdasejtek
felszinén talalhatdé szénhidrat molekulakhoz (manndzacetil-glikézamin,
fukoz) tortérd kotvdés az MBL/fikolinok altal aktivalja a MASP-2-t, aty
aktivalt allapotban elhasitia a C4 és C2 komplememmponenseket, igy
kialakul a C3-konvertaz (C4bC2a). A létrejott CHkertaz elhasitia a C3
fehérjét a C3a és a C3b fragmentumokra, melyek IkdzG3b az aktivator
felszinén lewg C3-konvertazhoz kétlve modositja annak enzim specificitasat,
igy létrejon a klasszikus C5-konvertdz (C4b2a3lbdh a helyzetben a C3b
kotéhelyll szolgal a C5 szamara, amelyet a C5-konve@a-ra és C5b-re
hasit. A kis molekulasulyu, szolubilis C5a anafilah, mig a nagyobbik hasitasi
termék, a C5b komplexet képez a C6, C7 és C8 kamgldehérjekkel (a C6-
lépésél tovabbi hasitdsok nem torténnek). A w&gdépés a C9
komplementfehérjék kapcsolédasa, melyek polimedthd konformacios
valtozast idéznek &] igy kialakul a célsejt lipid ketsrétegét keresztulfurd
termindlis komplementkomplex (TCC), amely a célggprs ozmotikus lizisét

hozza létre.

1.2. A Cl-inhibitor hianyaban kialakul6é hereditarggo6déma
A C1l-inhibitor hianyaban kialakuld herediter angiéina (HANO-C1-INH) egy
olyan sajatos allapot, amelyet a koagulacios, anfititikus, és a kontakt

rendszer, tovdbba a komplementaktivalédas klassziks lektin Utjanak
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szabdalyozasat biztositd C1-INH heterozigéta defwéga okoz. A betegség
(SERPING1)ekovetked mutacio jatszik szerepet, amely funkcionalis CHIN
deficiencidhoz vezet. A betegség jellegzetes tinetevisszaté, nem
gyulladasos eredigt gyakran élzmény nélkil kialakul6 angio6démak, melyek
lehetnek szubkutan, vagy szubmukdzus lokalizackbjdaohamok megjelenési
gyakorisaga és sulyossaga nem josolhatd nigg,elemcsak egy egyénen belil,
hanem egy csalad érintett tagjait tekintve sem,yned genetikai, és/vagy
kornyezeti okai lehetnek. A rohamok keletkezésélilktye sulyosbodasahoz
jellemzéen virusos és bakteridlis infekciok (pHelicobacter pylon, egyéb
fertéz6 agensek, hormonalis hatasok, mechanikai traumagciemalis stressz,
valamint bizonyos gyodgyszerek (pl. ACE-inhibitorokjsztrogéntartalmu

fogamzasgatldk) jarulnak hozza.

1.3. A komplement rendszer és a HANO-C1-INH kaatssol

A C1-INH hiany kovetkeztében kialakul6 herediter gmddémaban a
komplement klasszikus aktivacios ut szerepe jdiafel ugyanakkor az MBL
altal kozvetitett lektin Gt aktivalédasarol csak wabbi években jelentek meg
k6zlemények. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogyduiter angioédémaban
a C1-INH, C4 és MASP-2 szintek, tovabba az MBLilekit dsszaktivitasa
csokkentek, am a fikolinokrol és a tarsuld szermotghzok, illetve szerin
proteazszdrfehérjék szintj&l még keveset tudunk ebben a korképben.
Feltételezéstink szerint a teljes lektin Gt alacsakiyitasat a csokkent MASP-2
szint éslvagy a HANO-C1-INH-ra jellez csokkent C4 koncentracio
okozhatja. A HANO-C1-INH-ban diagnosztikus éiieklacsony C4 szint a
funkcionalis C1-INH hianydban bekovetkezszabalyozatlan és spontan
klasszikus és/vagy lektin Ut aktivalodas kovetkezyee amely soran a C1
komplex, illetve a MASP-1 és a MASP-2 kontrollaatll aktivalodik, a C4
fokozott hasitasat eredményezve. A klasszikus, tvdle a lektin Ut

autoaktivalodhat (aktivalé agens hianyaban), ietaz egyes utvonalak
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specifikus aktivatorai hatasara fokozott mértékbkhvalédhat a funkcionalis
C1-INH hianyaban. Arrél, hogy a HANO-C1-INH-s betépen tapasztalt
alacsony MASP-2 szintet mi okozza, csak feltétederdk vannak. Mivel a
MASP-2 deficiencia nagyon ritkan fordul éel(becsult adatok alapjan a
populéacié 0,3%-at érinti), sokkal valéstiolb, hogy a MASP-2 alacsony
koncentracidja az MBL, illetve a fikolinok altal géemeid kontrollalatlan
konszumpciés mechanizmus(ok) kovetkezménye.

Dob6 és mtsaikimutattdk, hogy mind a MASP-1, mind a MASP-2 képes
elhasitani a nagy molekulatoniekininogént a plazma kallikreinhez hasonloan,
ugyanakkor bradikinin felszabadulas csak a MASPafaséra keletkezett, a
MASP-2 hatasara nem. Ezen eredmények alapjaneieltéiet, hogy HANO-
C1-INH-ban, a C1-INH seérilt szabalyozé funkciojavétkeztében a MASP-1
autoaktivalédasa hozzajarul az emelkedett bradikgzinthez, még a kontakt
rendszert aktivald agensek hianyaban is, a Xlltoiaél és a kallikreirt
fliggetlen mechanizmus altal. Mivel a MASP-1 és a 3®A2 is aktivalodhat
infekciok soran (amelyek gyakran valtanak ki 6dém@isamot), lehetséges,
hogy a bradikinin kégmés ezen XIl. faktortdl és a Kkallikredhtfliggetlen
Gtvonala fontos szerepet jatszik a HANO-C1-INH-edlemz rohamok egy
részében. Mivel a C1-INH fontos endogén inhibitoriad a MASP-1, mind a
MASP-2 szerin proteaznak (melyek az MBL-lel, illetva fikolinokkal
komplexet képezve aktivaljak a lektin utat), célidtik ki a sérilt szabalyozas
alatt allé lektin ut folyamatainak vizsgalatat eglyan korképben, melynek
pathomechanizmuséban a funkcionalis C1-INH aldpsetrepet jatszik.



2. Celkitiizés
Egy részletesen jellemzett, a Cl-inhibitor hianyéablialakuld herediter
angiobdémaban szenvedetegpopulacié vizsgalataval az alabbi kérdésekre

kerestik a valaszt:

2.1. A HANO-C1-INH-ra jellendz csokkent C1-INH aktivitas hogyan
befolyasolja a klasszikus és a lektin Ut koragtile k6zos nativ komponenseinek
szintjét?

Eddig csupan két kozlemény vizsgalta az MBL-lektirszerepét HANO-
C1-INH-ban, ugyanakkor a fikolin-lektin at HANO-ANH-ban bet6lt6tt
funkcidjaval kapcsolatban még hianyosak ismeretelibrabbi tanulmanyok
alapjan azt feltételeztik, hogy az MBL-nél nagyabennyiségben jelen [év
fikolinokon keresztll bekovetkézkontrollalatlan komplementaktivalédas az
egészséges egyénékt eltérven, markansan hozzajarulhat a C1-INH
konszumpciéhoz. Feltételezésiink vizsgalata érdekélmmeztik a klasszikus
és a lektin Gt komponenseinek szintjet tiinetmenANO-C1-INH-s

betegekben, és egészséges egyénekben.

2.2. Milyen hatassal van a funkcionalis C1-INH hjara klasszikus, a lektin, az
alternativ és a terminalis utakon keletkémmplexek szintjére?

Jelenlegi tudasunk szerint a C1-INH a komplemenseer klasszikus és
lektin-indukalt dtjain belil a komplement komplexél komplex, MBL-
MASP-2, fikolin-3/MASP-2) legfontosabb inhibitorazért azt feltételeztik,
hogy a funkcionalis C1-INH csokkent koncentracidjlnat a komplement
kaszkad soran keletkékomplexek szintjére. Ennek megféleh vizsgalataink
célja az volt, hogy elemezzik a C1rC1lsC1l-INH (kidass ut), a fikolin-
3/MASP-2 (fikolin-lektin at), a C3bBbP (alternatiut), és SC5b-9 (terminalis

at) komplexek szintjét a C1-INH hianyaban kialakhkyediter angioddémaban.



2.3. Befolyasolja-e a funkcionalis Cl-inhibitor hy@a a korai MBL-lektin Ut,
illetve a fikolin-lektin Gt aktivitaséat tinetmentd&NO-C1-INH-s betegekben?
Munkacsoportunk korabban leirta, hogy a MASP-2 kotr@cio, és az
MBL-lektin Gt dsszaktivitasa is csokkent HANO-C1HMNs betegekben, de az
MBL szint nem. Céluliztik ki az MBL-MASP-2 komplex altal végbenten
C4-depozicid, valamint a fikolin-3 altal medialt T&lepozici6 meghatarozasat

HANO-C1-INH-s betegekben és egészséeges kontroltokba

2.4. Van-e o0sszefiggés az MBL-lektin ut, illetve fikolin-lektin Gt
komponenseinek szintje és a HANO-C1-INH sulyodSsanatt?

Egy kordbbi tanulmanyeredményei alapjan az MBL-lektin (t
aktivalodasanak mértéke nem befolyadsolja a HANOHTH- tlineteinek
sulyosséagat, ugyanakkor az MBL-nél nagyobb menghise jelen 1é¢ fikolin-

2 és fikolin-3 szerepét HANO-C1-INH-ban még nensgaltak. Célunk az volt,
hogy elemezzik a fikolin-lektin Ut komponensei és HANO-C1-INH

sulyossaga kozotti lehetséges 6sszefliggéseket.

2.5. Megvdltozik-e a fikolin-lektin Gt paraméteminszintje a HANO-C1-INH-s
rohamok soran?

A fikolinokhoz kapcsolodé MASP-1 és MASP-2 aktivdésa
konszumpciés mechanizmussal hozzajarulhat a csekélgnnyiséd
funkcioképes C1-INH felhasznalodasahoz, ezaltalldNH altal szabalyozott
rendszerek kontrollalatlan aktivalédasahoz, ésdeamia képé&déshez. Korabbi
tanulmanyok szerint a MASP-1 szerepet jatszik a nagy molekolatf
kininogén bradikininné torténhasitasaban, tehat ez a megfigyelés is arra utal,
hogy a lektin Gt kdzretikodhet a HANO-C1-INH pathomechanizmusaban. A
kérdés megvalaszolasa érdekében ugyanazon beiagetknentes itbzakban,
illetve roham soran gyttt mintaiban vizsgaltuk a fikolin-lektin Gt fehjéinek

szintjét, illetve a fikolin-lektin Ut aktivaldédasértéket.



3. Mddszerek

3.1. Vizsgalt személyek

Vizsgalatainkhoz az Orszagos Angioddéma Kozponthgitvantartott 138
HANO-C1-INH-s beteg (60 férfi, 78 median életkor: 35,3 év) 2004 és 2010
kozott, tinetmentes édzakokban gyjtott vermintajat hasznaltuk fel. A betegek
Klinikai és laboratoriumi leleted részletes adatbazis, valamint a veérvételt
koveben szérum-, plazma- és DNS-bank készilt.

A fent bemutatott 138 beteg kdzul 35 betégiz 6démas rohamok soran is
lehetiségunk nyilt vérmintak dijtésére, a C1-INH koncentratum beadasit el
Osszesen 112 rohamos mintat vizsgaltunk, melyeklktil-et szubkutan, 18-at
felsd leguti és 53-at hasi rohamok sorarijgfttiink.

A korban és nemben illesztett kontroll csoportot £gészséges felt (45 ferfi,

59 5, median életkor: 57,2 év) alkotta, akik egészsggsaiirésen vettek részt.

3.2. Laboratériumi médszerek

A -80°C fokon tarolt szérum mintakbdl radialis imnudiffGziéval mértiik meg
az antigenikus C1-INH és C4 szinteket, mig gydlatvie hazi ELISA technikan
alapulé moddszereket alkalmaztunk a funkcionalis [IKH; MBL, fikolin-2,
fikolin-3, MASP-2, MASP-3, MAP-1 és fikolin-3/MASR- koncentraciok
meghatarozdsara. A C1rClsC1-INH, C4a, C4d, C3a,BbBbés SC5b-9
szinteket -80°C fokon tarolt EDTA-plazmabdl, haz kereskedelmi ELISA
mobdszerekkel hataroztuk meg. Az MBL-, illetve aofik-lektin Ut aktivitasanak
jellemzéseére hazi ELISA modszerekkel megmértik & NASP-2 komplex
aktivalhatosagat, valamint a fikolin-3 altal kozvett TCC-depozicio mértékét.

3.3. Statisztikai elemzés

A statisztikai analizis és az adatdbrazolas Prism Windows (GraphPad
Software, San Diego, Amerikai Egyesiilt Allamok) gmam hasznalataval
készilt. A statisztikai teszteket kétoldalasan véije a probak eredményét

p<0,05 értékeke esetén tekintettilk szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1. A csokkent C1-INH aktivitds hatasa a klasszés a lektin Ut korai, illetve
k6z0s komponenseinek szintjére

A klasszikus és a lektin Gt korai, illetve k6zoggmaéterei tekintetében
kulonbségeket talaltunk a HANO-C1-INH-s betegelaZggészséges kontrollok
kozott A HANO-C1-INH diagnosztikus kritériumainak megfdéleh a
betegekben csdkkent volt az antigenikus és a fonktis C1-INH szint, és a C4
koncentracid is, az egészséges egyének értékedpmzstk Mig a HANO-C1-
INH-s betegekben a fikolin-2 és MASP-2 szintek ¢®&ikek mutatkoztak a
kontrollokhoz képest, az MBL és a MASP-3 szintjeettadettnek bizonyult a
betegekben. A fikolin-3, illetve a MAP-1 szintiemeilonbdz6tt a betegek és a
kontroll személyek kozatt
Mind a HANO-C1-INH-s betegekben, mind az egészsékastrollokban
szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a fikoi2 és a MAP-1, valamint a
MASP-3 és a MAP-1 szintek kozott, bar ezek az daégpgesek eisebbek
voltak a betegekben. A fikolin-3 szintek hasonlort@léi, szignifikans pozitiv
korrelaciét mutattak a MAP-1, MASP-2, és MASP-3 nszkkel, mindkét
vizsgalati csoportban.
Erdekes modon a fikolin-2 és a MASP-3 szintek riggeainyl korrelaciot (r=-
0,4625, p<0,0010) mutattak az egészséges szemeélyekyanakkor pozitivan
korrelaltak egymassal a HANO-C1-INH-s betegekbe, 3443, p=0,0008).

4.2. Uj modszer kifejlesztése a fikolin-3/MASP-\i@x meghatarozasara

A fikolin-lektin Ut szerepének behatobb tanulmargsez érdekébeReter
Garred (Rigshospitalet, University Hospital of Capagen, Dania)
munkacsoportjaval egyutiikddve kifejlesztettiink egy U], kvantitativ szendvic
ELISA-alapu modszert, amely alkalmas a kefifigolin-3/MASP-2 komplexek
(a fikolin-lektin Ut egyik iniciator-komplexe) mewgiségi meghatarozaséara, és
tukrozi a fikolin-3 altal kozvetitett lektin Ut akélhatésag mértéket, figgetlendl

a komplement kaszkadban részt ¥darmely komponens esetlegesen csdkkent
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szintjébl. A mobdszer alapjat egy kereskedelmi forgalombaaphato
monoklonalis anti-human-MASP-2 ellenanyag képexnelg a MASP-2 fehérje
CCP1/2-SP fragmentumat ismeri fel. Detektalé elgagként egérben termelt
biotinilalt anti-human-fikolin-3 ellenanyagot (FCR&*'Bio) hasznaltunk A
fikolin-3/MASP-2 komplex szintje - melyet 97 egééges véradd mintajaban
hataroztunk meg — szignifikAnsan korrelalt a fikedi altal kdzvetitett C4-
depozici6 mértekével (r=0,671, p<0,0001), valanairfikolin-3 (r=0,2532, p=
0,0124) és a MASP-2 (r=0,4505, p<0,0001) szintekkel

4.3. A csokkent C1-INH aktivitas hatasa a kompleénakiivalddas soran
keletked komplexek szintjére és az egyes utvonalak aldaria

A HANO-C1-INH-s betegek tlinetmentessgtakban gijtott mintaiban
kb. 10-szer magasabb C1rC1sC1-INH koncentraciétastzpltunk, az
egészséges egyenek értékeihez viszonyitva (p<0,060d a C3bBbP és az
SC5b-9 szintek tekintetéeben nem talaltunk kulonbség HANO-C1-INH-s
betegek és az egészséges egyének kozott. A kordsolbort mintaiban
szignifikhnsan magasabb koncentracidban volt jeéenfikolin-3/MASP-2
komplex, a HANO-C1-INH-s betegekhez képest (p=05)00

Az MBL-MASP-2 komplex aktivalhatésaga tekintetébeam talaltunk
kiulonbséget a HANO-C1-INH-s betegek és a kontrolkalz6tt (p=0,9325),
ugyanakkor a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depmai mértéke szignifikansan
alacsonyabb volt ttinetmentes HANO-C1-INH-s betegakimint az egészséges
kontrollokban (p<0,0001)

4.4. A lektin at paraméterek és a HANO-C1-INH ssdpga kozotti
osszefliggések

Megvizsgaltuk, hogy van-e dsszefliggés a lektingdres paramétereinek
szintje, valamint a HANO-C1-INH sulyossagat jellémmarkerek kozott. A
legebsebb dsszefiiggéseket a funkciondlis C1-INH, valaadrantigenikus C1-

INH és C4 szintek mutattak, melyek szignifikansarorrélaltak a



szubkutan/hasi/fetsléguti 6démas rohamok atlagos éves szamaval,|lagoat
éves 0sszrohamszammal, valamint az elfogyasztoHNE1 koncentratum

atlagos éves mennyiségeévalfikolin-2 szintek szignifikans negativ korrel@ati

mutattak a hasi rohamok éves szamaval, és az abagit C1-INH

koncentratum mennyiségével. A fikolin-3 koncentbdazignifikans negativ
korrelaciot mutatott az atlagos éves 6sszrohamszdnarszubkutan, illetve a
fels6 léguti rohamok gyakorisagaval, valamint az atlagbges C1-INH

koncentratum fogyasztassal. A C1lrClsC1-INH kompdeintje, valamint a
fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicid6 mértékeztiv korrelaciot mutatott a
HANO-C1-INH minden sulyossagi markerével.

4.5. A fikolin-lektin Ut paraméterek és aktivadiésnékek szintjének valtozasa a
HANO-C1-INH-s rohamok soran

Meglep modon a funkciondlis C1-INH aktivitAsa kb. 50%-kdlit a
rohamok soran, ugyanazon HANO-C1-INH-s betegek ttiiaptes értékeihez
képest (p<0,0009), ugyanakkor az antigenikus C1-Bdithtje nem valtozott.
Ugyanazon betegek mintait 6sszehasonlitva azt ztgdask, hogy a rohamok
soran meérsékelten emelkedett a fikolin-3/MASP-2 fglex szintie a
tinetmentes allapothoz képest (p=0,0224), ugyamakko fikolin-3 altal
kozvetitett TCC-depozicid6 merteke markansan csdkkemohamok soran, a
tinetmentes allapothoz képest (p=0,0002).
Bar a klasszikus Gt aktivalédasat jellgmzaraméterek (C1rC1sC1-INH, C4a,
C4d) szintje nem valtozott a tinetmentes és a rokaaflapotok kozott, az
egészséges egyének értékeihez képest szignifikaiisdségeket talaltunk ezen
paraméterek szintjébekzzel parhuzamosan az 6démas rohamok sorgtogy
mintakban csdkkent mértékkomplementaktivalédast figyeltink meg a C3
hasitasi lépést kouetn, a tinetmentes allapothoz képest csokkent C3a és
C3bBbP szintek alapjan.
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5. Kovetkeztetések

1) Vizsgalatunk megésitette azt a feltételezést, miszerint a funkcien@ll-
INH hianyaban kialakulé herediter angioddémabanaaszikus és a lektin Ut
folyamatosan (auto)aktivaloédik, még a tunetmentdészakokban is A
kontrollalatlan, folyamatos komplementaktivalodasredenényezheti az
egészséges egyénekhez képest csokkent fikolin-2SMA2A és C4 szinteket,
ugyanakkor a feltételezhigtn szabalyozé funkciéju MASP-3 koncentracioja
emelkedettnek bizonyult tinetmentes HANO-C1-INHetelgekben. A lektin at
paraméterei kozott tapasztalt korrelacidk alapjas@kkent MASP-2 szintet a

fikolinokon keresztll bekdvetkéZomplementaktivalodas okozhatja.

2) Tunetmentes HANO-C1-INH-s betegekben a klassziks a lektin Ut
komplexei kozul a C1rC1sC1-INH komplex szintje ekeelett ugyanakkor a

fikolin-3/MASP-2 komplex szintje (amely meghatareaéa 0 modszert
vezettliink be) csdkkentnek bizonyult, az egészs&gatollokhoz képest. A
C3bBbP és SC5b-9 komplexek szintje nem emelkedetttnentes HANO-C1-
INH-s betegekben az egészséges egyénekhez képtsdtat a

komplementkaszkad C3 lépését kdest nem tapasztaltunk fokozott meriek

komplementaktivalédast a C1-INH hianyaban.

3) Bar tunetmentes HANO-C1-INH-s betegekben az MBASP-2
aktivalhatosag mértéke — amelynek meghatarozaggrajdunkciondlis tesztet
vezettliink be laboratériumunkban — nem kilénbozgtetmentes HANO-C1-
INH-s betegekben és az egészséges egyénekbenglia-8kaltal kozvetitett
TCC-depozicio mértéke szignifikdnsan csokkentnekatkazott tlinetmentes
idészakban a HANO-C1-INH-s betegekben, az egészsapeEnekhez képest,
amely feltehdtleg a cstkkent MASP-2 és C4 szintek kévetkezménye.
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4) Vizsgalatunkban &zo6r igazoltuk, hogy a fikolin-lektin Gt paraméterk
szintje Osszefluiggést mutat a HANO-C1-INH sulyossaljaugyanakkor az
MBL-lektin Ut komponensei nem Kkorrelaltak a sulargs markerekkel A
HANO-C1-INH tuneteinek sulyossaga forditott 6ssgekst mutatott a fikolin-
2 és a fikolin-3 szintekkel, tehat eredményeinipjdia a gyakoribb és sulyosabb
ddémas rohamok alacsony fikolin-2 és fikolin-3 saitkel jarnak egytttAzon
kérdés megvalaszolasa, hogy az alacsony fikolis-2Zkélin-3 szint ok, vagy
kovetkezmény-e a korkép pathomechanizmusaban, ovaizsgalatokat

igényel.

5) Elként vizsgaltuk ugyanazon HANO-C1-INH-s betegek opéott
tinetmentes és rohamos mintdiban a rohamok soratfiépéfe
komplementaktivaldédas lefolyasat. Kimutattuk, hegyddémas rohamok egyutt
jarhatnak a fikolin-lektin Ut aktivalédasaval, araifikolin-3/MASP-2 komplex
szint emelkedése, és a csOokkent mértékolin-3 altal kdzvetitett TCC-
depozicio jelzett. Meglép eredmény, hogy a rohamok soran kb. 50%-kal
emelkedett a funkciondalis C1-INH szintje a tlunettesnallapothoz képest, és
szignifikansan korrelalt a fikolin-3/MASP-2 kompleszintjével. Azon kérdés
megvalaszolasara, hogy a fikolin-lektin Gt aktidéa az 6démas rohamok oka,

vagy kovetkezménye-e, tovabbi vizsgalatok szuksdges
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