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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

a2M alfa-2-makroglobulin

ABTS 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid)

acBSA  acetilalt marha szérum
albumin

ACE angiotensin-converting-
enzyme

AE arbitralis egység

AH50 alternativ ut 6sszkomplement

AP komplement alternativ ut

ATIII antitrombin 111

BMI body mass index

BSA bovine serum albumin

C1l-INH Cl-inhibitor

Cdbp C4b-binding protein

CCP complement control protein

CH50 klasszikus ut 6sszkomplement

CL-K1  collectin 11

CP komplement klasszikus ut

CRD carbohydrate-recognition
domain

CRP C-reactive protein

CuB complement C1r/C1s, Uegf,
Bmpl

DAF decay-accelerating factor

DNS dezoxiribonukleinsav

EDTA  ethylenediaminetetraacetic
acid

EGTA  ethylene glycol tetraacetic acid

ELISA  enzyme linked
immunoabsorbent assay

GalNAc N-Acetylgalactosamine

GIcNAc  N-acetyl-D-glucosamine

HANO-C1-INH
C1-INH hianyaban kialakulo
herediter angio6déma

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid

HRF homologous restriction factor

HMWK

LDL
LP
LPS
mAb
MAC
MAP-1
MASP

MBL
MCP
oD

OPD

PBS
PBS-T

PDGF
PSA

r-FIK-3
RT
sc-UK
SD
SLE
sSMAP
SP-A
SP-D
TBS
TBS-T

TCC
t-PA
tc-UK
TMB
VEGF

high-molecular-weight
kininogen

low density lipoprotein
komplement lektin ut
lipopolysaccharide
monoclonal antibody
membrane attack complex
MBL-associated protein-1

mannose-binding lectin serine
protease

mannose-binding lectin
membrane cofactor protein
optikai denzitas
o-phenylenediamine
dihydrochloride

phosphate buffered saline

phosphate buffered
saline+0,05% Tween-20

platelet-derived growth factor

polysaccharide from
Aerococcus viridans

rekombinans fikolin-3
szobahomérséklet
single-chain urokinase
standard deviation

systemic lupus erythematosus
small MBL-associated protein
surfactant protein-A
surfactant protein-D
Tris-buffered saline

Tris-buffered saline+0,05%
Tween-20

terminal complement complex
tissue plasminogen activator
two-chain urokinase
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

vascular endothelial growth
factor

VPR-AMC  Val-Pro-Arg

aminomethylcoumarin



DOI: 10.14753/SE.2013.1859

2. BEVEZETES
2.1. A komplementrendszer felépitése

A komplementrendszer folyamataiban t6bb, mint 40 szolubilis és membranhoz kotott
fehérje vesz részt, melyek a globulinfrakcié kb. 12-15%-at alkotjak, és kaszkadszertien
lépnek egymassal kolcsonhatasba (1). A komplement komponensek f6 forrasat a
majsejtek képezik, ugyanakkor a lokalis immunfolyamatokban fontos szerepet
jatszhatnak a makrofagok, a monociték, €s a kiilonb6z6 szovetek epitélsejtjei altal termelt
komplementfehérjék is. A komplementrendszer elemeinek nagy része zimogén formaban
keletkezik, majd proteolitikus hasitas eredményeként aktivalodik, és tovabbi
komponenseket aktival proteolitikus mdodon (2). A komplementaktivalodas sokrétii
szabalyozasa szamos folyékony fazisban talalhato, illetve sejtfelszinhez kotott inhibitor
altal valésul meg. A komplementrendszer fontos szerepet jatszik a patogének
opszonizalasaban, melynek soran a C3b és hasitott fragmentumai a célsejten
felhalmozddva megjeldlik azt, igy a komplementreceptorokkal rendelkezd sejtek
fagocitdzissal elpusztitjdk az opszonizalt sejteket. Az opszonizacidé folyamata — az
effektor funkcion kiviill - eldsegiti az adaptiv immunvalasz kialakulasat, amely magéaba
foglalja az antigén bemutatasat, az immunoldgiai memoria kialakulasat, és a B-limfocitak
részeként a komplementrendszer nem antigénspecifikus modon, hanem a C5-t61 C9-ig
aktivalodott komplementfehérjékbdl felépiildé MAC (membrane attack complex; mas
néven terminal complement complex, TCC) altal pusztitja el a patogéneket. A MAC
lizalja a mikrobialis membrant, ezaltal a sejtek szétesnek. A komplementrendszer szerepe
jelentés a gyulladasos valasz kialakitasaban, melyhez a vazodilataciot és kemotaxist
okozd C3a és C5a anafilatoxinok képzése altal jarul hozza. A komplementrendszer
tovabba részt vesz az immunkomplexek eltakaritasaban, az  apoptotikus sejtek
felismerésében és eliminalasaban, a szdveti regeneracioban, az angiogenezishen,
valamint a hematopoetikus progenitor sejtek mobilizilasaban (4).

Az aktivator természetétdl fliggden a komplementrendszer aktivacioja harom kiilonb6z6
utvonalon mehet végbe, a klasszikus, a lektin-indukalt és az alternativ ttvonalon
keresztiil, azonban mindharom ut aktivacidja a rendszer kdzponti molekulajanak, a C3

limitalt proteolizisé¢hez vezet (1. abra).
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2.2. A komplementaktivalodas klasszikus ttja

A komplementrendszer klasszikus aktivacios tutjat jellemzéen IgG vagy IgM izotipusu
immunglobulinok antigénnel alkotott komplexe inditja el, de szamos nem
immunoglobulin természetli anyag, mint pl. virusok, baktériumok, bakterialis
endotoxinok, CRP (C-reactive protein), XIl. faktor, illetve hugysavkristalyok is
aktivalhatjak a klasszikus komplement kaszkadot (1. dbra). Az aktivalodas kiindulo
pontja az aktivalo agenst felismeré C1q molekula, amely Ca**-fiiggd kapcsolddassal,
egy négy szerin proteazbol (C1s-C1r-C1r-Cls) felépiil6 tetramerrel egyiitt alkotja a C1-
komplexet (5, 6). A Clq globularis modulja az immunkomplexek immunglobulinjainak
Fc részéhez, vagy toltott/hidrofob mintdzatokhoz kotddik, igy konformaciovaltozast
idéz eld a 18 polipeptid lancbdl 4ll6 makromolekuldban. Ennek eredményeként a C1-
komplexben levé Clr autoaktivalddik, €s elhasitja a Cls proenzimet, ami ezaltal aktiv
lesz (7). Az aktiv Cls képessé valik a kovetkez6 komplement komponens, a C4
hasitasara, igy C4b keletkezik, ami kovalensen kotddni tud az aktivatorhoz (pl. az
antigén-antitest komplex Fab részéhez), és végiil a C2 hasitdsa is megtorténik. Az
aktivatorhoz kapcsolodd C4b megkoti a C2 fehérjét, melynek hasitasat a C1s végzi, igy
a keletkezett C4b és C2a fragmentumokbdl kialakul a C3 hasitasat végz6 klasszikus C3-
konvertaz (C4b2b), melynek katalitikus részét a C2 szerin proteaz képezi. Ez az enzim a
soron kovetkezd C3 fehérjét a C3a és a C3b fragmentumokra hasitja, melyek kozil a
C3b az aktivator felszinén levd C3-konvertdzhoz koétddve modositja annak enzim
specificitasat, igy 1étrejon a klasszikus C5-konvertaz (C4b2a3b) (2). Ebben a helyzetben
a C3b kotohelyiil szolgal a C5 szamara, amelyet a C5-konvertaz CS5a-ra és C5b-re hasit.
A kis molekulastlyu, szolubilis C5a anafilatoxin, mig a nagyobbik hasitasi termék, a
C5b komplexet képez a C6, C7 és C8 komplementfehérjékkel (a C6-1épéstdl tovabbi
hasitasok nem torténnek). A végsé 1épés a C9 komplementfehérjék kapcsolodasa,
melyek polimerizalddva konformacios valtozast idéznek eld, igy kialakul a célsejt lipid
kettOsrétegét keresztiilfurd terminalis komplementkomplex (TCC), mely a célsejt gyors
ozmotikus lizisét hozza létre (8). A komplementaktivacioval szemben a gazdaszervezet
sejtiei védelmet élveznek, a plazmédban és a sejtmembranon talalhatdé regulator

fehérjéknek koszonhetden (9, 10).
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Az aktivalodasi folyamat egyes 1épéseit inhibitorok szabalyozzak. A Clr és a Cls
aktivalodasat gy gatolja a Cl-inhibitor (C1-INH), hogy kovalens kotddése révén stabil
C1rC1sC1-INH-komplex alakul ki, amely nem képes tovabbi C4, illetve C2 hasitasra
(11). Bar a C1 fehérje nemcsak immunkomplexek hatasara, hanem spontan modon is
aktivalodhat, normalis C1-INH koncentracio jelenlétében ennek mértéke elenyészd, a
C1-INH-nak a szerin proteazokhoz valdo hatékony kotédése miatt (12). Noha
fiziologiasan is folyamatosan Keletkezik kis mennyiségii C1rC1sC1-INH-komplex, sem a
C1 fehérje, sem a C1-INH nem hasznalodik fel ebben a folyamatban. Elégtelen C1-INH
szint esetén a Cl-komplexben talalhaté Clr spontdn aktivalodasa eldidézi a Cls
aktivalodasat, igy a spontan aktivalodas nagymértéki, mert kevés a C1-INH, ami ezt
meggatolna (12). A kevés CI-INH jelentds része felhasznalodik ClrC1sC1-INH
komplexeket alkotva, igy szabad C1-INH alig marad (12, 13). Ugyanakkor a C1-INH
hidnya a C3 szintet nem befolyasolja, mert a klasszikus C3-konvertazt alkotdo C4b
szabalyozasat mas fehérjék végzik: ezen folyamat soran a C4b egy része tovabb
degradalodik a C4b-koté fehérje (C4bp) és az |-faktor altal C4c, illetve C4d
fragmentumokra. A terminalis szakasz egyes lépéseinek szabalyozasaért a CD59, a HRF

(homologous restriction factor) és az S-protein felelds.

2.3. A komplementaktivalodas lektin utja

A mann6z-kotd lektin (mannose-binding lectin, MBL), fikolin-1, fikolin-2, fikolin-3 és
a kollektin-11 a lektinek csaladjaba tartozo szolubilis mintazat felismer6 molekulak,
melyek MBL-asszocialt szerin proteazokkal (MBL-associated serine protease, MASP;
melyek: MASP-1 ¢és MASP-2) a komplementrendszer lektin utvonalat aktivaljak
emberben (14-17). Elbzetes tanulmanyok alapjan a MASP-3, valamint a nem
enzimatikus  funkcioja  MAP-1 ¢és SMAP fehérjék a lektin-ut aktivalodas
szabalyozasaban vesznek részt (18-20) (21-26) (1. dbra).

A baktériumok, virusok és mas mikroorganizmusok, illetve elhalt gazdasejtek felszinén
talalhatdo szénhidrat molekulakhoz (manndéz, N-acetil-D-gliikozamin, fukéz) torténd
kotédés az MBL/fikolin altal aktivalja a MASP-2-t, amely soran az egy
polipeptidlancos, inaktiv MASP-2 proenzim 4talakul a diszulfid-hiddal 6sszekapcsolt,
két polipeptidlancbol felépiilo aktiv MASP-2 enzimmé (27). Az MBL és a fikolinok

aktivacios képességét Osszehasonlitva, a fikolin-3 aktivalja a lektin utvonalat a
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legnagyobb mértékben, mig a fikolin-2 és az MBL hasonl6 kapacitassal rendelkezik
(24).

A MASP-2 szerepe jol koriilirt, aktivalt allapotban elhasitja a C4 és C2 komplement
komponenseket (hatékonyabban, mint a Cls), igy kialakul a C3-konvertaz (C4bC2a)
(28-30). A l1étrejott C3-konvertaz elhasitja a C3 fehérjét C3a és C3b fragmentekre, majd
a klasszikus utnal leirtak szerint a komplementaktivalédas a TCC kialakuldsédba
torkollik.

A MASP-1 funkcidjanak részletes feltarasara az utdébbi években kertilt sor, a legfrissebb
tanulmanyok alapjan a MASP-1 aktivdlja a MASP-2-t, tovabba hozzdjarul a C3-
konvertaz képzédéséhez a C2 hasitasa altal (2 MASP-1 nem képes a C4 hasitasara) (31-
33).

A MASP-3, a SMAP ¢és a MAP-1 funkcidjanak vizsgalata még folyamatban van, bar
eddigi tanulmanyok alapjan ugy tlnik, hogy gatlo hatast fejtenek ki a MASP-2 MBL-
hez, illetve fikolinokhoz torténd kotddésére (17, 20, 26, 31, 34-37).

A fikolinokon és az MBL-en kiviil a kollektin-11 (CL-K1 vagy CL-11) is képes
komplexképzésre a MASP-1, a MASP-2, a MASP-3, illetve a MAP-1 fehérjékkel, és
feltételezhetOen részt vesz a lektin ut aktivalasaban (23, 38, 39).

A lektin Gt szabalyozasaban fontos szerepet jatszik a CI1-INH ¢és az alfa-2-
makroglobulin (a2M), amelyek a komplementaktivalodast gatlo hatasukat a MASP-1 és
MASP-2 fehérjékkel komplexeket képezve fejti ki (28, 40, 41), ugyanakkor ezen
inhibitor fehérjék a MASP-3-mal nem képeznek komplexet (29, 42). Petersen és mtsai.
kimutattdk, hogy mannodzzal fedett felszinen a C1-INH gatolja az MBL-MASP-2
komplex altal kozvetitett C4-depoziciot (41). Fentiekkel Osszefiiggésben Presanis és
mtsai. kimutattak, hogy heparin jelenlétében mind a C1-INH, mind az anti-thrombin 111
(ATIII) hatékonyan gatolta a MASP-1 és a MASP-2 enzimatikus aktivitasat (43).

2.4. A komplementaktivalodas alternativ utja

Az alternativ reakcid Ut sajatként érzékeli a szidlsavval boritott felszint (igy védi a
gazdaszervezetet az aktivacioval szemben), ugyanakkor a nukleofil csoportokat
bemutatd felszinek (pl. virusok altal fertézott sejtek, daganatsejtek, Gram-negativ és
Gram-pozitiv baktériumok sejtfalkomponensei, gombak, liposzomak) az aktivalodasat

idézik elé (1. abra). A komplement alternativ utvonal folyamatosan, ellenanyagtol
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figgetleniil aktivalodik, igy a C3 Kis intenzitassal végbemend, spontan hidrolizisét és
aktivacigjat eredményezi (44). Ezen utvonal aktivaldédasahoz a C3-ban talalhato instabil
tiolészter kotés folyamatos hidrolizise sziikséges, melynek eredményeként a keletkezett
C3b és a B-faktor kozott kolcsonhatas jon 1étre, amennyiben a C3b molekula
kovalensen kotddik kiilonbozé patogének felszinére (45). Ezt kovetden az allanddan
aktiv formaban talalhato szerin proteaz D-faktor elhasitja és aktivalja a B-faktort (45). A
B-faktor hasitasa két fragmentumot eredményez, melyek koziil a Ba a folyékony fazisba
keriil, mig a Bb (amely a keletkez6 komplex aktiv része) és a C3b létrehozza az
alternativ ut C3-konvertaz komplexét (C3bBb), amit szamos properdin kotddése tesz
stabilla (C3bBbP) (8). Mivel az aktivator felszinéhez k6tddott C3-konvertaz egyre tobb
C3 fehérjét hasit C3b-vé (mely lerakodik a célsejten), ezen a ponton a
komplementaktivalodas nagymértékii felerésodése johet 1étre, fiiggetleniil attol, hogy az
aktivalodas melyik ttvonalon kdvetkezett be. Fiziologids koriilmények kozott a H-
faktor és az I-faktor teljesen meggatolja az alternativ ut minimalis aktivalodéasat a
folyékony féazisban. A C3b képzdédés amplifikacigja soran uUjabb és ujabb C3b
fragmentumok fixalodnak minden C3b koré, igy olyanok koré is, amelyek a C3-
konvertazt hoztdk létre, igy a C3-konvertaz és a C3b fragmentum kapcsolddasa altal
kialakul az alternativ at C5-konvertaza. A properdin (amely az alternativ ut egyetlen
pozitiv regulatora) ezt az enzimet is képes stabilizalni, tovabba a H-faktor és az I-faktor
szabalyozza a miikddését. Az alternativ Gtvonal tovabbi regulatorai koz¢ tartozik a DAF
(decay-accelerating factor), amely meggatolja a C3bBb létrejottét, valamint az MCP
(membrane cofactor protein), amely az I-faktor kofaktoraként a C3b és C4b

inaktivalasat segiti el6 (2).
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ALTERNATIV UT KLASSZIKUS UT LEKTIN UT
. , Apoptotikus/nekrotikus sejtek
Patogén felszinek, LPS, ]th-_ 6§ lgl\l/ll-tal‘ta]mu és patogén felszinek N-acetil-
Spontan aktivalodas aniigen-ctenanyag glikzamin, N-
P v komplexek, CRP, FXII acetilgalaktozamin mintazata

fikolin-1 fikolin-2 fikolin-3
MASP-1 MASP-3 MAP-1
MASP-2 SMAP

C3 (H,0) Clq, Clr, Cls

v

N ~

C3bBb I DAF, CR1, C4bC2a DAF, CR1,

C3-konvertaz ) Factor H, MCP L C3-konvertaz C4BP, MCP

C3 C3

C3bBbC3b s C4bC2aC3b
C5-konvertaz C5-konvertaz

o J AN J

C3 C3a C5a C3b C3a
opszonin anafilatoxin anafilatoxin opszonin anafilatoxin

Karboxi-
peptidazok

+

[CSbC6C7C8(C9)ﬂ|—[CDS9, HRF, S-protein |
TCC

1. dbra. A komplement kaszkad klasszikus, alternativ és lektin-indukalt Gitvonalai. Az aktivator
jellegétdl fliggben a komplementrendszer aktivaciéja harom kiilonbozé tutvonalon mehet végbe, a
klasszikus, a lektin-indukalt és az alternativ tvonalon keresztiil, amelyek mindegyike a C3 limitalt
proteoliziséhez vezet.

(Sarma és mtsai. abrdja alapjan, médositva)(46)
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2.5. A lektin ut mintazatfelismeré molekulai

2.5.1. MBL

A kollektinek csaladjaba tartoz6 MBL monomerek 3-3 azonos polipeptidb6l épiilnek
fel. Minden egyes polipeptid tartalmaz egy N-terminalis kollagénszeri régiot, és egy C-
terminalis szénhidrat felismeré domént (CRD) (47, 48). Az MBL szintézisének 6 helye
a maj, de termelddését a vesében is kimutattak (49). A vad tipusu genotipussal
rendelkez6 egyénekben az MBL szérum szintje 1-5 pg/ml (50). Teillet és mtsai.
eredményei alapjan az MBL oligomerek jellemzdéen csak egy MASP (MASP-1 vagy
MASP-2) homodimerrel kapcsolodnak (51), és ez idaig még nem mutattak ki olyan
MBL-komplexet, amely egyszerre tartalmazta volna a MASP-1 és a MASP-2
homodimereket. Mayilyan és mtsai. kimutattak, hogy a kiilonboz6 osszetételic MBL-
MASP komplexek eltéré aranyu detektalhatoak a keringésben, tovabba az MBL-hez
kotott MASP-1 és MASP-2 mennyisége inverz modon korreldl egymassal. A
munkacsoport feltételezése szerint az MBL-MASP-1 és az MBL-MASP-2 komplexek
aranya egyénre jellemz6 (52). Az MBL altal felismert ligandumok kozé a patogén
mikroorganizmusok felszinén felismert semleges cukrok (pl. N-acetil-D-gliikozamin, D-
mannéz) tartoznak (47, 48). Amennyiben az MBL specifikusan felismeri a
mikroorganizmusok, illetve elhalt gazdasejtek felszinén talalhatdé fent emlitett
szénhidrat molekulakat, az autoaktivaloddo MASP-1 aktivalja az MBL-lel komplexet
alkot6 inaktiv MASP-2 proenzimet. Az aktiv MASP-2 enzim elinditja a lektin 1t
aktivalodasat (16, 31), melynek eredményeként a patogén opszonofagocitdzissal és
komplement-medialt folyamatok révén elpusztul.

Korabbi tanulméanyok alapjan az MBL fontos szerepet jatszik a fertdzések, illetve
gyulladasos allapotok soran kivaltott citokin-valaszban, valamint az apoptotikus sejtek

eltavolitasaban (53, 54).

2.5.2. Fikolinok

A fikolinok multimer szerkezetii lektinek, amelyek kollagénszerli és fibrinogénszerti
alegységekbdl épiilnek fel (2. dabra). A szerkezet alapjat képezd trimer egységek
oligomerizalédva diszulfid-hidakkal rogzitett nagyobb multimereket alkotnak (55) (2.
abra). A fikolinok ligandumokhoz, azaz N-acetil-D-gliik6zaminhoz (GlcNAc) és N-

acetilgalaktozaminhoz (GalNAc) torténd kapcsolodésdban a globularis szerkezeti,

11
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fibrinogénszer( alegység vesz részt (56-58). Garlatti és mtsai. 4 ligandkotohelyet (S1 —
S4) azonositottak a fikolin-2 szerkezetében (56), ezek koziil az S1 régié mind a harom
tipusu fikolinban homolédg, €s szorosan a Ca2+-k6t6hely kozelében talalhatd. Korabbi
tanulmanyok igazoltak, hogy a fikolin-2 csak Ca®* jelenlétében tud kapesolatot 1étesiteni
a GlcNAc motivummal (59, 60). A 4 ligandkotohely folyamatos felszint biztosit, amely
lehetové teszi acetilalt, illetve semleges szénhidrategységek felismerését a mikrobak
elnyult szacharidlancaiban. A terminalis GICNAC egység a patogének széles korében
megtalalhato, mig emberi sejteken nincs jelen.

A fikolinok jelenlétét a gerinces allatok szdmtalan fajaban, és néhany gerinctelen allatban
(aszcidiak, fejgerinchurosok) is kimutattak (61, 62).

Az emberben leirt fikolinok tipusait és jellemzdit az 1. tablazat foglalja 6ssze.

A Fikolin (monomer)

Kollagénszert Fibrinogénszerl

B Sy 2. dbra. A fikolinok domén struktiraja (A), és a

[ 1 ]  trimer, oligomer szerkezetek felépitése (B).
N-terminglis (A) A monomer alegység egy rovid N-terminalis régiot
Rl (benne  intermolekularis  diszulfidhidakkal), egy
B trimer kollagénszerii alegységet, valamint egy C-terminalis

fibrinogénszerli domént tartalmaz.

(B) A monomer alegységek a kollagénszerii domén

altal kapcsolédva hozzak létre a trimer szerkezetet. A
oligomer ‘ multimer (oligomer) szerkezetet 4-8 trimer egység

(nativ forma) = / kapcsolodasa  alkotja, az  N-termindlis régid

)
_ == diszulfidhidjain keresztiil. A fibrinogénszeri domént
@f R % globularis szerkezet jellemzi.
e —:— —

S

o

(Endo és mtsai. dbrdja alapjdan, médositva)(63)

Cbﬁl ‘

2.5.2.1. Fikolin-1

A fikolin-1 (M-fikolin) mRNS expresszidjat a monocitakban, a tiidoben és a 1épben
mutattak ki (64-67). A fikolin-1 megtalalhat6 a monocitak és a granulocitak szekrécios
granulumaiban, és ezen sejtek membranjan is (68, 69), valamint szolubilis formaban a
szérumban, ahol atlagos koncentracidja 60,5 ng/ml (70, 71). Korabbi tanulmanyok
szerint a fikolin-1 szerkezete 76%-ban homolog a fikolin-2 elsédleges szerkezetével (65,
66). A fikolin-1 altal felismert baktériumok kozé tartozik a Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium LT2 és a Streptococcus agalactiae, melyekhez az acetilalt
motivumok (GIcNAc, GalNAc) révén kapcsolodik. Bar rekombinans fikolin-1 ¢s MASP-

ok kozott in vitro kimutathatd volt a komplexképzddés, és a komplementaktivalodas a

12
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GIcNAc motivumhoz, valamint Streptococcus agalactiae baktériumhoz torténd
kapcsolodast kovetéen (69, 72, 73), az még nem bizonyitott, hogy fizioldgias
koriilmények kozott is végbe mennek-e ezek a folyamatok. Kordbbi tanulményok alapjan
a fikolin-1 a fibrinogénszerii alegysége altal kotddik a monocitak és a granulocitak
szialsav motivumahoz, és feltételezhetden ezaltal fejti ki az immunologiai folyamatokat

szabalyoz6 hatasat (68, 73).

2.5.2.2. Fikolin-2

A fikolin-2 (L-fikolin, P35, EBP-37, hukolin) a majban termelddik, és kimutathaté a
szérumban (atlagos koncentracioja 3,3 pg/ml) (59, 74). Feltételezhetden tetramer
szerkezettel rendelkezik, amelyet a 12 alegységbdl felépiil6 4 tripla-hélix alkot, amelyek
egylitt egy ,.tulipancsokorra” emlékeztetnek. A fibrinogén-szerii alegység globularis
szerkezettel rendelkezik, amely hasonlit a C-tipusu lektinek szénhidrat-felismerd
alegységéhez (carbohydrate-recognition domain, CRD). A 35 kDa-os monomer alegység
tartalmaz egy rovid N-terminalis régiot, egy kozépso kollagénszerli szakaszt, és egy C-
terminalis globularis fibrinogénszert régiot (59).

A fikolin-2 acetil-csoportokat tartalmazé agenseket (pl. GICNAC) (75-77), (1 — 3) - p —
D-glukant (élesztok és gombak sejtfalaban) (56, 78), elasztint és DNS-t ismer fel
ligandumaként. A baktériumokon talalhaté lipopoliszacharid, lipoteikosav és a kapszula
poliszacharidok altal képes a Salmonella typhimurium TV119, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus és Streptococcus pneumoniae megkotésére. Fentieken kiviil a
fikolin-2 sokrétti funkcidjara utal az, hogy a MASP-okkal komplexet képezve képes
kotédni acetilalt LDL-hez, GICNAc-tartalmt neoglikolipidhez, a Streptococcus pyogenes
lipoteikosav motivumahoz, valamint (1 — 3) — B — D-glukénhoz, és ezéltal kivaltani a C4
fehérje hasitasat (77-79). A fikolin-2/MASP-komplex a Streptococcus agalactiae N-
acetil-neuraminsav motivumaval is kapcsolatot tud Iétesiteni, ami sziikséges a
komplement-fiiggd, neutrofil-medialt opszonofagocitézis elinditasahoz (80). Erdekes
eredmény, hogy a CRP és a fikolin-2 kozotti kapcsolat stabilizalja a CRP kotédését a
Salmonella enterica baktériumhoz, ezaltal fokozva a komplementaktivalodas mértékét
(81, 82).

13
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2.5.2.3. Fikolin-3

A fikolin-3 (H-fikolin, Hakata-antigén) mRNS expressziojat kimutattak a tiidoben és a
majban is (83): a tiidében keletkez6 fikolin-3 a bronchusokba és az alveolusokba
szekretalodik, mig a majban termelddd fehérjét az epevezeték epithélsejtjei és a
hepatocitak valasztjak ki az epébe és a szérumba (4tlagos koncentracidja a szérumban 26
pug/ml) (84-86), kiilonbozé nagysagu oligomerekként (87). A fikolin-3 elsddleges
szerkezete 49%, illetve 48% homologiat mutat a fikolin-2, illetve a fikolin-1 elsddleges
szerkezetével (83). Az eddig bemutatott fikolinokhoz hasonléan a fikolin-3 is acetil-
csoportokat ismer fel (88-90), tovabba kotédni képes az Aerococcus viridans egy
poliszacharidjahoz (91), valamint a Hafnia alvei bizonyos poliszacharidjaihoz (92).

A fikolin-3/MASP-komplex kotédik az Aerococcus viridans-bol szarmazé PSA-hoz, a
Hafnia alvei LPS-hez és acetilalt szarmazékhoz, ezaltal kivaltja a C4 aktivalodasat (21,
89, 90, 92). In vitro kisérletekben kimutattak, hogy human szérum jelenlétében a fikolin-
3/MASP-komplex baktericid hatast az Aerococcus viridans ellen (91). Bar a tiidoben
jelen 1év6 fikolin-3 funkcidja még nem tisztazott, valdszinilileg opszonin szerepet tolt be,
a pulmonaris kollektinekhez (SP-A és SP-D) hasonléan.

Bar a fikolin-2-h6z hasonloan a fikolin-3 is felismer acetil-csoportokat, mégsem képes
kotédni a Salmonella typhimurium TV119 tipushoz, és a baktériumok sziikebb

tartomanyat ismeri fel (93).

14
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1. tablazat. A human fikolinok lokalizacidja, a felismert ligandumaik és funkciéik.

Fikolin MRNS Fehérje Felismert Funkcio
tipusa expresszio kimutathatésaga ligandum
Monocita Szérum (~60,5ng/mL) | Acetilalt agensek: Komplementaktivacid
Fikolin-1 | Tud6 Monocita GlIcNAC Fagocitikus receptor
Lép Granulocita GalNAc
Alveolaris epithélsejt | Szidlsav
Acetilalt agensek
(1—3)-p-D-glukan
LPS
Streptococcus agalactiae
kapszularis poliszacharidja
Lipoteikosav
Fikolin-2 | M4j Szérum (~3,3 pg/mL) | CRP Komplementaktivacid
Pentraxin-3 Opszonin
Fibrinogén
Fibrin
DNS
Elasztin
Kortikoszteroid
Maj Szérum (~26 pg/mL) | Acetilalt agensek Komplementaktivacio
Fikolin-3 | Tiido Epevezeték Aerococcus viridens PSA Opszonin
Bronchus Hafnia alvei LPS
Alveolus

2.5.3. A MASP-ok

Jelenleg 3 ,MASP” (mannose-binding lectin serine protease) szerin proteazt irtak le,
amelyek az MBL-lel, illetve a fikolinokkal komplexet képezve a lektin at aktivalodasat
eldidézik, valamint szabalyozzak. A MASP-1, a MASP-2 és a MASP-3 enzimatikus
funkcioval biré proteazok, mig a nem-enzimatikus komponensek kozé tartozik a MASP-
2-vel azonos génrdl termel6dé MAp19 (mas néven SMAP), és a MASP-1/-3 fehérjékkel
azonos eredeti MAP-1 (mas néven MAp44) (17-20, 26). Osszességében tehat a két
MASP-génrdl 5 kiilonbozd fehérje képzodik, alternative splicing soran.

A MASP-1, a MASP-2, és a MASP-3 koz0s szerkezeti egységei CUBL, EGF, CUB2,
CCP1, CCP2 domének, valamint egy kimotripszinszerii szerin proteaz régio (94) (3-4.
abrak), mig az SMAP ezek koziil csak a CUB1 és EGF régiokat tartalmazza.

A MASP-1, a MASP-2, a MASP-3, az SMAP és a MAP-1 Ca? -fliggd modon képeznek
komplexeket az MBL-lel és a fikolinokkal, CUB1-EGF modulok altal. A MASP-1 és a
MASP-2 szabalyozasaban fontos szerepet tolt be a CI1-INH, amely a C-terminalis

szerpin doménje altal, irreverzibilisen kapcsolodik a target proteazaihoz (41).
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3. dbra. A MASP-1/3 gén genomialis szervezédése, és a képz6dé fehérjék szerkezetei. Az dbra
legfelsé része mutatja a MASP-1/3 gén exon—intron szerkezetét. A Map44 (MAP-1) fehérje két CUB
domént, egy EGF domént és egy CCP domént tartalmaz. A MASP-3 felépitésében két CUB domén, egy
EGF domén, két CCP domén és egy protedz domén vesz részt. A MASP-3 protedz doménjét egy exon
kodolja, mig a MASP-1 azonos doménjét hat exon kodolja. A lehetséges glikozilacios helyeket piros
csillagok jelolik, mig a piros vonalak a lancokat dsszekapcsold diszulfid hidakat abrazoljak.

(Yongqing és mtsai. abrdja alapjan, médositva)(95)
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4. abra. A MASP-2 gén genomialis szerkezete és az altala kédolt fehérje felépitése. A felsé abra
mutatja a MASP-2 gén exon—intron szerkezetét. A MAp19 (sMAP) fehérje egy CUB doménbdl és egy
EGF doménbdl épiil fel, mig a MASP-2 fehérjét két CUB domén, egy EGF domén, két CCP domén és
egy proteaz domén alkotja. Piros vonal jeloli a lancokat 6sszetartd diszulfid hidakat.

(Yongqing és mtsai. abrdja alapjan, médositva)(95)

2.5.3.1. MASP-1

A MASP-1 (mannose-binding lectin serine protease-1) szintézisét a hepatocitak végzik
(96), atlagos koncentracidja a vérben 11 pg/mL, igy joval meghaladja a lektin ut tovabbi
szerin proteazainak mennyiségét (97). Az utobbi évek tanulmanyai alapjan a MASP-1
részt vesz a C2 fehérje hasitasaban, igy kozvetett modon hozzajarul a C3-konvertaz
képzédéséhez (28, 29, 40), a MASP-2-vel egyiittmiikodve (33, 98). Ujabb kozlemények
szerint a MASP-1 a MASP-2 kizardlagos aktivatora, ezaltal kivaltja a lektin 1t
aktivalodasat az MBL-MASP, illetve a fikolin-MASP komplexeken keresztiil, bar még
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nem irtak le olyan modellt, amely megmagyardzhatnd a MASP-1 kapcsolodasat a
zimogén MASP-2 dimerhez (31, 32, 52). Amennyiben a MASP-1 funkcioja gatolt, a
MASP-2 sem képes aktivalodni, tehat a MASP-1 autoaktivaléddsa mind az MBL-
MASP, mind a fikolin-MASP komplexek aktivalodasahoz elengedhetetlen.

Fentieken kiviil a MASP-1 képes kozvetleniil aktivalni az endotélsejteket, amely az
intracellularis Ca®*-szint emelkedését valtja ki. Végeredményben a MASP-1 aktivalja az
NFkB transzlokaciot és a p38 MAPK jelatviteli utvonalakat (99).

Korabbi tanulmanyok alapjan a MASP-1 trombin-szerii aktivitassal is rendelkezik, tehat
el tudja hasitani a trombin szubsztratjait, a XI1I. faktort és a fibrinogént (43, 100).

Dobo és mtsai. Kimutattak, hogy mind a rekombinans MASP-1, mind a vérbdl izolalt
MBL-MASP komplex képes elhasitani a nagy molekulatomegii kininogént, amely
bradikinin felszabaduldsat eredményezi, bar a plazma kallikreinhez képest kisebb
hatasfokkal (101).

Korabbi tanulmanyok alapjan a C1-INH és az a2M szorosan kontrolldlja a MASP-1
aktivitasat (28, 29, 41, 102).

2.5.3.2. MASP-2

A MASP-2 (mannose-binding lectin serine protease-2) proenzimként szintetizalodik, €s
a MASP-2 mRNS expresszidjat eddig még csak a majban irtak le (103). A MASP-2
atlagos koncentracioja a vérben 534 ng/mL (104). A MASP-2 komplexet képez az
MBL-lel, illetve a fikolinokkal, és a patogén szénhidrat-motivumok felismerését
kovetéen a MASP-2 aktivalodik (43). Az aktivalt MASP-2 elhasitja a szubsztratjait, a
C2 és C4 komplementfehérjéket, és a hasitasi termékekbdl 1étrejon a C3-konvertaz (30).
Gulla és mtsai. eredményei alapjdn a MASP-2 képes a protrombin és a XIII. faktor

hasitasara, amely fibrin képzodéséhez vezet (105).

2.5.3.3. MASP-3

A MASP-3 (mannose-binding lectin serine protease-3) mRNS expresszidjat kimutattak
a majban, a lépben, a tiidében, a vékonybélben, a hasnyalmirigyben, a vazizomban, a
timuszban, a prosztatdban, a petefészekben, és az agyban is (106, 107). A vérben
keringd MASP-3 atlagos koncentracidja 5,2 ug/mL, illetve 6,4 pg/mL, Degn és mtsai.,
illetve Skjoedt és mtsai. eredményei alapjan (36, 108). A MASP-3
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komplementaktivalodast szabalyozd funkcidjara utalnak azok a vizsgalatok, amelyek
kimutattak, hogy a MASP-3 csokkentette mind az MBL-medialt, mind a fikolin-3 altal
kozvetitett C4-hasitas mértékét (17, 33, 36).

Skjoedt és mitsai. eredményei alapjan a MASP-3 elsGsorban a fikolin-3-mal képez
komplexet, és elenyészo a fikolin-2/MASP-3 komplexek mennyisége (36).

Iwaki és mtsai. eredményei alapjan a MASP-3 egérben aktivalni tudja a B-faktort, és a

D-faktort, tehat részt vesz az alternativ ut korai aktivalodasi 1épéseiben (109).

2.5.4. A MASP-gének altal kédolt nem enzimatikus funkciojua fehérjék
Bar a MAp19 (SMAP) a MASP-2 génrdl, mig a MAp44 (MAP-1) a MASP-1 génrdl
képzddik alternativ splicing révén, kozos benniik a lektin ut aktivalodéasat szabalyozo
funkciojuk. Inhibitor hatdsukat feltételezhetéen ugy fejtik ki, hogy ,,versenyeznek” a
MASP-2-vel az MBL-hez, illetve a fikolinokhoz vald kdtédésben (20, 37).

2.5.4.1. MAP-1

A MAP-1 (MBL/ficolin-associated and non-protease protein-1; mas néven MAp44)
MRNS-¢ az elsé 8 exont tartalmazza, amelyek a MASP-1 mRNS-ben is megtalalhatoak,
tovabba része egy tovabbi exon, amely egy, a MAP-1-re specifikus 17 aminosav
hosszusagu szakaszt kodol (20, 26). Végeredményben tehat a MAP-1 a MASP-1/-3
szerkezetének N-terminalis elsé 4 moduljat, és egy 17 aminosav hosszusagl szakaszt
tartalmaz a C-terminalis végen. A MAP-1 mRNS expresszidjat kimutattdk a
szivizomban és a vazizomban, vérben keringé atlagos koncentracidja 240 ng/mL (35).
Skjoedt és mtsai. kimutattak, hogy a MAP-1 dozisfiiggd médon gatolta mind az MBL
altal kozvetitett, mind a fikolin-medidlt C4-hasitast. Eredményeik és a MAP-1
harantcsikolt izombeli lokalizacioja alapjan feltételezhetd, hogy a MAP-1 szovet-

specifikus véddhatast fejt ki a helyi gyulladasos folyamatok soran (26).

2.5.4.2. SMAP

Az sMAP (small MBL-associated protein; mas néven MAp19, MBL Associated Protein
19) tartalmazza a MASP-2-ben megtalalhato CUBI1 és EGF modulokat, valamint 4
tovabbi aminosavat a fehérje C-terminalis végén (110). A MAp19 mRNS-ét csak a

majban tudtak kimutatni (103), szérumban mérhet6 koncentracioja atlagosan 217 ng/mL
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(111). A MASP-2 fehérjéhez hasonléan homodimereket képez a CUB1 és EGF
modulok 4ltal, valamint Ca®*-fiiggd komplexeket alkot az MBL-lel, illetve a fikolin-2-
vel (110). Iwaki és mtsai. feltételezték, hogy a MASP-2 kompetitiv inhibitoraként a
SMAP szabalyozd szerepet jatszik a lektin Ut aktivalédasdban, am ezt a feltételezést

Degn és mtsai. megcafoltak (37, 111).

2.6. A komplementrendszer vizsgalatanak dimenzioi
Mivel a komplementrendszer szamos korkép pathomechanizmusaban részt vesz, a
komplementteszteket gyakran hasznaljak egy-egy betegség lefolyasanak monitorozasara,
illetve a terapia hatékonysdganak, hatasanak ellendrzésére. Bar a klasszikus és az
alternativ utak paramétereinek és aktivacids termékeinek meghatirozésara szamos jol
kidolgozott modszer all rendelkezésre, a lektin it komponensei és aktivacios termékei
még tartogathatnak metodikai Gjdonsagokat. Az alabbiakban a komplement rendszer,
kiilonos tekintettel az MBL/fikolin-lektin ut paramétereinek kimutatasara alkalmas
modszerek elméleti hatterét és csoportjait mutatom be. Attol fliggéen, hogy a
komplement rendszer paramétereit és aktivalodasat milyen szempontbol szeretnénk
vizsgalni, az alabbi metodikai csoportokat kiilonithetjiik el:
- A nativ komplement komponensek ¢és regulatorok antigenikus szintjének
meghatarozasa.
- A komplementaktivacios komplexek és termékek szintjének meghatarozasa.
- A komplementaktivaciés  tutvonalak  rész-, illetve  Osszaktivitasanak
meghatdrozasa.
Ahhoz, hogy atfogo és részletes képet kaphassunk a komplementrendszer allapotarol egy
adott egyénben, a haromféle megkdzelitési mod parhuzamos alkalmazasa, és az
eredmények egylittes értelmezése lehet informativ, ugyanis ezek a moddszerek nem

helyettesitik egymast.

2.6.1. A nativ lektin it komponensek szintjének meghatarozasa

A lektin Ut nativ komponenseit, illetve regulatorait altalaban specifikus ellenanyagokon
alapulo ELISA modszerekkel (MBL, fikolin-2, fikolin-3, MASP-1, MASP-2, MASP-3,
MAP-1, sMAP), illetve radialis immundiffazioval (antigenikus C1-INH, C4) mutatjuk
Ki.
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Amennyiben az antigenikus MBL koncentraciot hatarozzuk meg, fontos figyelmbe
venni, hogy az MBL megvaltozott funkcidji genetikai variansai befolyasolhatjak a
kapott eredményeket, €s igy a teszt nem a funkcioképes, vad tipust MBL mennyiségét
tikrozi. Az MBL szint meghatarozasara tobb, kereskedelmi forgalomban elérheté kit
létezik napjainkban. Ezen tesztek tobbsége funkcionalis értékii, ugyanis a mannannal
fedett lemezre felvitt mintakbol anti-MBL ellenanyaggal mutatjak ki a mannanhoz
kapcsolodni képes, funkcioképes MBL-t.

A fikolin-1 (71), a fikolin-2 (112) ¢és a fikolin-3 (85), valamint a MASP-1 (97), a
MASP-2 (104), a MASP-3 (36), a MAP-1 (108) ¢és az sSMAP (111) szinteket
hagyomanyosan szendvics ELISA médszerekkel, specifikus monoklonalis ellenanyagok
segitségével hatarozzak meg. A fent felsorolt fehérjék nagy részének meghatirozasara

mar kereskedelmi kitek is forgalomban vannak.

2.6.2. A komplementaktivacios komplexek és termékek szintjének mérése

A komplement meghatarozasok ezen csoportjaban a komplementaktivalodas egy

bizonyos pontjan keletkezé in vivo aktivalt, nem nativ fehérjék, illetve aktivacios

komplexek szintjét mérjiik, altalaban EDTA-val fixalt mintdkban. Az aktivalt fehérjék

szintjét ajanlott aranyositani a nativ fehérje szintjéhez.

Munkacsoportunk  kidolgozott egy szendvics ELISA-alapt modszert, amely
monoklonalis anti-human-MASP-2 ¢és biotinilalt monoklonalis anti-human-fikolin-3
(anti-FCN334) ellenanyagok segitségével alkalmas a fikolin-3/MASP-2 komplex
rutinszerii kimutatasara szérumban (113), ugyanakkor ezen kiviil nem kozoltek olyan
modszereket a szakirodalomban, amelyek a diszkrét MBL-MASP, illetve fikolin-MASP
komplexek kimutatdsat rutinszeriien lehetévé tennék.

A komplementfehérjékbdl képz6dé aktivacios termékek (ClrClsCl-INH, C4da, C4d,
C3a, C3bBbP, SC5b-9) meghatarozasa altalaban EDTA-plazmaban torténik, az adott
aktivacios termékre specifikus ellenanyagokon alapulé ELISA moddszerek segitségével.
Ezen paraméterek meghatarozasdhoz mar tobb, kereskedelmi forgalomban elérhetd kit

rendelkezésiinkre all, a hazilag kifejlesztett ELISA modszerek mellett.
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2.6.3. A komplementaktivacios utvonalak rész- és osszaktivitas mérése

Az egyes komplementaktivacios uUtvonalak Osszaktivitdsanak meghatarozasa soran a

mintat in vitro aktivaljuk egy specifikus aktivatorral, és ezt kovetéen kontrollalt

koriilmények kozott vizsgaljuk az adott komplement utvonal aktivalodasat, vagy egy

koztes pontig (pl. MBL-MASP-2 altal kozvetitett C4-depozicid), vagy a terminalis

komplementkomplex (TCC) képzédéséig (pl. CH50, AHS50). Kuipers és mtsai.

kifejlesztettek egy hemolitikus modszert, amely a funkcioképes MBL meghatarozasara

alkalmas (114). Ezen hemolitikus modszer soran a mintdkban jelen 1év6 MBL-t

Saccharomyces cerevisiae-vel aktivaljak, és minden tesztelendé6 mintahoz MBL-

deficiens szérumot adnak, amely az MBL-en kiviil a tobbi komplementfehérje

forrasaként szolgal. Az MBL-altal indukalt hemolizis hatasat csirke vordsvérsejteken

mutatjak ki. Ez a modszer azért elénydsebb a kordbban leirt hemolitikus MBL-

meghatarozasnal (ahol a mannannal fedett human vorosvértestek lizisét mérik) (115),

mert egyszeriibben kivitelezhetd és megbizhato.

Béar az MBL-lel kapcsolatos kutatdsok hosszu id6kre nytlnak vissza, a diszkrét MBL-
MASP komplexek mennyiségi meghatdrozasardl nem késziilt metodikai tanulmany.
Ugyanakkor azok a megkdzelitési modok, amelyek az MBL-MASP-1 komplexek
aktivitasat mérik  VPR-AMC  (Val-Pro-Arg-aminomethylcoumarin)  szubsztrat
hasznalataval, illetve az MBL-MASP-2 komplex aktivitasat a C4-depozicid révén, széles
korben elterjedtek. Mayilyan és mtsai. az MBL-MASP komplexek aktivitdsa alapjan
mennyisége inverz médon aranylik egymashoz a vizsgalt egyénekben (52).

Az MBL-MASP komplex aktivalhatosaganak meghatarozdsara Petersen és mtsai.

kifejlesztettek egy funkcionalis tesztet, amely a mannannal (mely az MBL specifikus

liganduma) fedett lemezen inkubalt szérum mintakban a C4b-depozicio mértékét

mutatja ki (116), ezt a modszert laboratoriumunkban adaptaltuk (117). Mivel a

klasszikus ut is aktivalodhat az esetleg jelen 1évd anti-manndn ellenanyagok hatasara, a

lektin Ut aktivalodas kizarolagos vizsgalata érdekében a mintdkat magas ionerejil

pufferben (1 M NaCl-ot és Ca**-ot tartalmaz6 higito puffer), legalabb 100-szoros

higitasban javasolt alkalmazni, igy kizarhat6 a klasszikus ut aktivalodasa, mig a lektin

ut funkcidja nem sériil (118). Mivel a mintak eltér6 endogén C4 koncentracioja

befolyasolhatja a C4b-depozicié mértékét, ezért minden mintdhoz azonos mennyiségi
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tisztitott C4-fehérje adasa javasolt, majd az 1 6ras, 37 "C-on térténé inkubaciot kovetéen
meghatarozzuk a felszinhez lekotédott hasitasi termék mennyiségét. Thiel és mtsai.
eredményei alapjan ezen meghatdrozas eredményei jol korrelalnak az MBL
A fent ismertetett modszer elvét kovetve kifejlesztettek egy kereskedelmi forgalomban
elérhetd funkcionalis kitet, amely az MBL-lektin ut teljes aktival6dasat hatdrozza meg,
egészen a TCC kialakulasaig (120). Ez a modszer annyiban kiilonbozik el6djétél, hogy
a mannannal fedett lemezen, 37 "C-on inkubalt szérum mintakbol specifikusan a lektin
ut aktivaléodas hatasara képzodott TCC mennyiségét mutatja ki, egy a C9
komplementfehérjére specifikus monoklonalis ellenanyag altal, standardizalt
koriilmények kozott. A modszer tovabbi eldnye, hogy segitségével kimutathato a lektin
¢s a terminalis ut barmely komponensének hianya, az MBL-t61 a C9-ig.

Hein és mtsal. kifejlesztettek egy ELISA rendszert (89), amely alkalmas a fikolin-3 altal
kozvetitett lektin at aktivalodas vizsgalatara. A modszer azon az elven alapszik, hogy a
mikrotitrald lemezt boritd acetilalt BSA (acetilalt marha szérum albumin, amely a
fikolin-3 specifikus liganduma) hatarasa a mintaban 1évé endogén fikolin-3 aktivalodik.
A modszer elénye, hogy az aktivalodas mértékét a kaszkad kiilonbozd pontjain is
meghatarozhatjuk, attol fiiggden, hogy a képzddott komplementaktivacios termékek
koziil a C4c-t, a C3c-t, illetve a TCC-t mutatjuk-e ki a specifikus ellenanyagokkal
(részletes leirasa megtalalhato a 4.2.3. fejezetben). A fenti metodika alapjan
bevezetésre kertilt egy kereskedelmi forgalomban elérhetd ELISA kit, amely a fikolin-3
altal kozvetitett lektin Ut aktivalodas mértékét a képzodott TCC mennyisége alapjén,
egy neoantigén kimutatdsaval hatdrozza meg.

Bar minimalis atfedés fennall az MBL és a fikolinok szubsztratspecifitasa kozott, az
MBL, illetve a fikolin-3 altal medialt lektin Ut aktivalodas elkiiloniilten vizsgalhato az
MBL, illetve a fikolin-3 specifikus ligandumai (mannan, illetve acetilalt BSA)

segitségével.

2.7. A komplement lektin ut kapcsolata betegségekkel
Mivel az eddigi tanulmanyokban a vizsgalt betegségeket valamely lektin at komponens
csokkent szintjével/funkcidjaval hoztak Gsszefliggésbe, az alabbi fejezetben is az egyes

fehérjék hianyat, valamint az azzal asszocidlt korképet szeretném bemutatni. A
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komplementrendszer szerepét kardiovaszkularis (iszkémia-reperfuzid) (121, 122),
neurodegenerativ  (Alzheimer-kor, szkler6zis multiplex) (123, 124), gyulladasos
(vaszkulitisz, nefritisz), fertézéses és autoimmun korképekben (SLE, rheumatoid
artritisz, miaszténia gravisz) (125, 126), valamint graft versus host betegségben
szamtalan tanulmany bizonyitja. A komplement lektin ut paraméterei koziil az MBL-lel
kapcsolatban szamos betegségasszociacids vizsgalat jelent meg, ugyanakkor a tobbi

komponens kiilonbozé korképekben betoltott szerepérdl még hidnyosak az ismereteink.

Az MBL2 gén szekvenalasa soran 3 polimorfizmus gyakori el6fordulasat mutattak ki,

melyek a kovetkezéek: glicin — aszpartatsav csere az 54-es kodonban (,,B-allél”) (127),

glicin — glutaminsav csere az 57-es kodonban (,,C-allél”) (128) és arginin — cisztein

csere az 52-es kodonban (,,D-allél”) (129). Barmely mutans allél jelenléte nagy

mértékben csokkent MBL koncentracioval jar egyiitt. A vad tipusu allélt az egyezmény

szerint ,,A”-val jelolik. A kaukazusi populacio kb. 35%-ban elégtelen az MBL szintje,

mig a populacio 10-15%-a MBL-hianyban (MBL<100 ng/ml) szenved (50). Fontos

azonban megemliteni, hogy az alacsony MBL szint az esetek nagy részében észrevétlen,

¢s tovabbi faktorok kozremikodése sziikséges ahhoz, hogy az MBL-hidnnyal

Osszefliggd korkép manifesztalodjon (130), illetve felmeriil a fikolinok kompenzald

hatésa.

Szamos tanulmany jelent meg az utdbbi években, amelyek a kemoterdpia soran fellépd
fertézések és az MBL szint kozotti Osszefliiggéseket vizsgaltak. Ezen tanulmanyok
Osszehasonlitasa, és a kovetkeztetések levondsa azért is nehézkes, mert a malignus
betegség tipusa, az alkalmazott terapia €¢s az MBL szintek meghatdrozasdnak modja
vizsgalatonként mas és mas volt. Neth és mtsai. 100 akut limfoid leukémias,
kemoterapidban részesiild gyermekben Osszefliggést talaltak az MBL genotipusok és
szintek, valamint a lazas neutropénias periodusok gyakorisaga és hossza kdzott: a varians
MBL alléllal rendelkez6 (MBL<lpg/mL) gyermekekben kétszer tovabb tartott a lazas
neutropénias iddszakok hossza, ugyanakkor az MBL genotipusok ¢és a fertézések
gyakorisaga kozott nem talaltak osszefiiggést (131).

Vekemans és mtsai. 255 leukémias feln6tt beteg bevonasaval végeztek prospektiv
vizsgalatot, amelyben a sulyos infekciok ¢€s a bakteriémia gyakoribb eléfordulasat

tapasztaltak az MBL-hianyos betegekben (132).
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Garred és mtsai. 272, intenziv osztalyon apolt beteg kapcsan forditott Osszefiiggést
talaltak az MBL-szintek és a szepszis sulyossaga kozott, tovabba a varians MBL-alléllel
rendelkezd betegekben szignifikdnsan magasabb volt a halalos kimenetel kockazata
(133).

Mivel az ateroszklerdzisban az endotélium sériilése miatt gyulladasos folyamatok is részt
vesznek, felvetddott az MBL szerepének vizsgalata ebben a korképben. Egy norvég és
egy izlandi tanulmany egymastol fliggetleniil a miokardidlis infarktus emelkedett
kockazatat mutatta ki az MBL-hianyos egyénekben (134, 135). Rugonfalvi-Kiss és mtsai.
leirtdk, hogy MBL-hianyos egyénekben a Chlamydia pneumoniae fert6zés sulyos
lefolyasu koronaria betegségre prediszponal (136). Szabo és mtsai. kimutattak, hogy a
karotisz endarterektomian atesett betegek kozill a VEGF ¢és a PDGF szignifikans
emelkedése csak azokban a betegekben prediktalta a resztendzis kialakuldsat, akik
homozigdta formaban hordoztak a normal MBL2 allélt (A/A) (137).

Christiansen és mtsai. 146 visszatér6 spontdn abortuszban szenvedd nobeteg
csoportjaban az MBL-hiany gyakoribb el6fordulasat (15%) tapasztaltak, a kontrollokhoz
képest (9%), tovabba Osszefliggést talaltak az MBL-hidny gyakorisdga és a vetélések
szama kozott (138).

Az alacsony fikolin-2 koncentracioval asszocialt betegségekrdl szamtalan tanulmany
sziiletett. Egy lengyel tanulmanyban 6sszefiiggést talaltak az alacsony fikolin-2 szintek
¢s a perinatalis infekciok gyakorisaga ko6zott, korasziilott csecsemdkben (139),
ugyanakkor Schlapbach és mtsai. nem talaltak Osszefiiggést a fikolin-2 szintek és a
szepszis gyakorisaga kozott korasziilott csecsemékben (140), holott az alacsony fikolin-
3 szint és a Gram-pozitiv szepszis gyakorisaga, valamint az alacsony MBL szint és a

Gram-negativ szepszis eldfordulasa kozott szignifikans korrelacio allt fenn.

Mivel a fikolin-2 tobb, fels6 léguti infekciot okozd patogénhez (Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus
influenzae) ko6tédni képes, talan nem meglepd Cedzynski és mtsai. eredménye, akik
Osszefiiggést talaltak az alacsony fikolin-2 szintek és a visszatérd léguti fertdzések
kozott, bar ez a kapcsolat foleg az allergiaban szenvedd betegekben volt markans (141).
Az egészséges nokhoz képest csokkent fikolin-2 szintekrdl szamolt be egy vizsgalat,

amely visszatér§ spontan abortuszban szenveddé ndék bevonasaval késziilt (142),
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valamint egy masik tanulmany preeclampsia betegekben irt le csokkent fikolin-2

szinteket (143).

A fikolin-3 szintek pathofiziologias jelentdségérdl kevés vizsgalat sziletett, am
kutatocsoportunk kimutatta, hogy az alacsony fikolin-3 koncentracio osszefliggést mutat
a sulyos lefolyasu stroke-kal, és a rovid taléléssel (144), tovabba az alacsony fikolin-3
szint kapcsolatban all a szivelégtelenség stlyossagaval és kimenetelével (eredmények
kozlése folyamatban).

Homozigéta fikolin-hianyrol eddig csupan egy esetismertetés szamolt be: a szdban

forgd beteg visszatéré bakterialis fert6zésektél (Haemophilus influenzae és

Pseudomonas aeruginosa) szenvedett, fikolin-3 nem volt detektalhat6 a vérében, és a

fikolin-3 génjében egy frameshift mutaciot mutattak ki (88).

A MASP-1/3 és a COLEC11 génekben bekovetkez6 mutaciok ramutattak a lektin ut

egyes komponenseinek  komplementrendszeren  talmutatd  funkcidira.  TG6bb

kutatocsoport egymastol fliggetlen eredményei alapjan mind a MASP-3, mind a

kollektin-11 szerepet jatszik az autoszomalis-recessziv 3MC szindroma kialakulasaban,

amely jellegzetes facialis diszmorfizmussal, stlyos testi fejlddési rendellenességekkel és

tanulasi zavarokkal jar egyiitt (145-148). Az eddigi tanulmanyok alapjan azt feltételezik,

hogy a MASP-3 és a kollektin-11 kemoattraktansként szerepelhetnek az embrionalis

fejlédés soran (149).

A MASP-2 tekintetében tobbnyire a fehérje emelkedett szintjét hoztak Osszefiiggésbe
kiilonboz6 korképekkel. Yeting és mtsai. kolorektalis karcinomaban szenvedé betegekben
szignifikansan emelkedett MASP-2 szinteket mutattak ki a kontrollokhoz képest,
ugyanakkor nem talaltak osszefliggést a MASP-2 szintek és az infekciok gyakorisaga
kozott a betegekben (150). Erdekes eredmény, hogy a MASP-2 koncentraci6 fiiggetlen
prognosztikus markernek bizonyult a tumor visszatérését, illetve a talélési esélyeket
illetden.

Egyes tanulmanyok nem talaltak kapcsolatot a MASP-2 hidny és a kiilonb6zd infekciok

gyakorisaga kozott (151, 152), bar egy nemrég megjelent kozlemény a csokkent MASP-

2 szinteket gyakoribb megjelenésii 1azas neutropénias idészakokkal hozta dsszefiiggésbe

leukémias gyermekek vizsgalata soran (153).
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A MASP-2 homozigota deficiencidjarol eddig 2 esetismertetés sziiletett, mindketté a
MASP-2 gén 3. exonjaban bekdvetkezd pontmutaciordl szamolt be, amely egy D105G
mutaciohoz vezetett. Az egyik beteg visszatérd infekcidoktol és autoimmun betegségtol

szenvedett (154), mig a masik beteg allergias tiinetekrél szamolt be (155).

2.8. A Cl-inhibitor hianyaban kialakul6 herediter angio6déma
A dolgozatban bemutatott vizsgalatainkba C1-INH hidnyos, herediter angioddémaban
(HANO-C1-INH) szenved6 betegeket vontunk be, igy a kovetkezd fejezetben

bemutatom e korkép jellemzdit.

2.8.1. A herediter angioodéma etiologiaja, tipusai és tiinetei

A C1-INH hianyaban kialakul6o HANO (HANO-C1-INH) egy olyan sajatos allapot,
amelyet a koagulacios, a fibrinolitikus, a kontakt rendszer, tovabba a
komplementaktivalodas klasszikus és lektin utjanak szabalyozasat biztositdo C1-INH
heterozigdta deficiencidja okoz. A betegség autoszomadlis domindns mddon 6roklddik,
szerepet, amely funkcionalis C1-INH deficiencidhoz vezet. A korképnek jelenleg két jol
elkiilonithetd tipusa ismert. Az I-es tipusi HANO-ban — amely a betegek 85%-at érinti
— az antigenikus C1-INH fehérje szint csokkent, mig a Il-es tipust HANO-ban — a
betegek 15%-aban - funkcioképtelen C1-INH fehérje termelddik a hibas génszakaszrol,
igy ebben a formaban a CI-INH szérumban mérheté antigenikus koncentracidja
normalis, esetenként korosan magasnak mutatkozik az albuminhoz val6 kotddése miatt
(156). Mindkét tipusban a C1-INH aktivitasa 5-30 % koriili, alatta marad a varhato 50
%-nak, aminek egyetlen teljesen expresszalodo allél esetében kellene lennie. A
kiilonbséget a C1-INH fokozott felhasznalddasa, vagy a csokkent gén expresszio, illetve
a mutans mRNS altal kifejtett transzinhibicio okozhatja (157, 158).

A betegség jellegzetes tiinetei a visszatérd, nem gyulladasos eredetli, gyakran el6zmény
nélkiil kialakuld angioddémak, melyek lehetnek szubkutan, vagy szubmukdzus
lokalizaciojtak (5. dabra). Mivel az 6démas 1éziok a bér mélyebb rétegeiben alakulnak
ki, ahol kevés a hizosejt és a szenzoros idegvégzddés, az 6démak altaldban nem jarnak

fajdalommal, bdrpirral, vagy viszketéssel. A legstlyosabb tlinetek kozé a felsd
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légutakban kialakul6 angio6démak tartoznak, amelyek a megfeleld kezelés nélkiil rovid
ido alatt fulladashoz vezethetnek. A gasztrointesztinalis traktus nyalkahartyajan
jelentkezd 6démakat gyakran kiséri hanyinger, hanyas, gorcsos hasi fajdalom, és a
rohamokat koveté vizes hasmenés. A szubkutan rohamok leggyakrabban a torzson, a
végtagokon, az arcon, a szemhéjakon, a nyakon, a glutealis tajon, illetve a nemi
szerveken jelentkeznek. A rohamok megjelenési gyakorisaga ¢és sulyossaga nem
josolhatd meg eldre, nemcsak egy egyénen beliil, hanem egy csaldd érintett tagjait
tekintve sem (159, 160), melynek genetikai (161-165), és/vagy kornyezeti okai (166,
167) lehetnek. A betegek tobbségében a rohamok altalaban kisgyermek korban, vagy a
pubertaskor kezdetén jelentkeznek eldszor (168, 169). A rohamok keletkezéséhez,
illetve stlyosbodasahoz jellemzdéen virusos és bakterialis infekciok (pl. Helicobacter
pylori), egyéb fert6z6 agensek, hormonalis hatasok, emocionalis stressz, valamint
bizonyos gyogyszerek (pl. ACE-inhibitorok, 0Osztrogéntartalmu fogamzasgatlok)
jarulnak hozzéa. Betegeink gyakran szdmolnak be tovabba rovarcsipés, iités, mitéti
beavatkozas, fizikai munka, szexudlis egyiittlét, sport és mechanikai trauma miatt

kialakul6 angioddémakrol (Zotter és mtsai, eredmények kozlése folyamatban).

€

260424

5. abra. Arcon, kézfejen, illetve hasi lokalizacioban jelentkezé 6démak. A herediter angioddémat
visszatérd, nem gyulladasos eredetii, szubkutan, vagy szubmukozus lokalizacioju angioddémak jellemzik.
A szubkutan 6démak (A, B) altalaban nem jarnak fajdalommal, bérpirral, vagy viszketéssel, mivel az
6démas 1éziok a bor mélyebb rétegeiben alakulnak ki, ahol kevés a hizosejt és a szenzoros idegvégzodés.
A C. panel hasi ultrahangfelvételén szabad hasiiri folyadék lathatd, hasi 6démas roham soran. A
bélrendszer nyalkahartyjan jelentkez6 6déma akut has tiineteit utanozhatja.

(Dr. Farkas Henriette képanyaga, engedélyével felhaszndlva)
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2.8.2. A herediter angio6déma diagndzisa

Mivel a C1-INH hiany kovetkeztében kialakuld herediter angioddéma esetenként
¢életveszélyes (pl. felsé léguti 6déma), am kezelheté allapothoz vezethet, fontos a
diagnozis korai felallitisa. A diagnozis legfontosabb pillére a diagnosztikus értéki
komplement paraméterek meghatarozasa (antigenikus és funkcionalis C1-INH szintek,
C4 koncentracio), és ezen tal a csaladi anamnézis, valamint a tiinetek megjelenési
formaja és gyakorisaga (170). Mind a markansan csokkent, mind a normalis értéknél
magasabb C1-INH koncentracié diagnosztikus értéki lehet, ugyanis HANO I-es tipusban
a C1-INH antigenikus plazma szintje és funkcionalis aktivitasa csokkent, mig HANO II-
es tipusban az alacsony mértékii funkcionalis C1-INH aktivitast normalis, vagy akar
emelkedett antigenikus C1-INH plazma koncentracié kiséri, a mutans CI1-INH
albuminhoz val6 kotédése miatt (2. tabldazat). Bizonyos esetekben — ahol a komplement
analizis alapjan nem egyértelmii a diagndzis - érdemes megvizsgalni a C1-INH gén
lehetséges mutacidjat, ugyanis ez kortol fiiggetleniil utalhat a korképre, ugyanakkor az
esetek 5-10%-aban nem mutathatd ki mutdcio a betegség hatterében. A C3 szint

jellemzbéen a normalis tartomanyban van, ugyanakkor a csokkent C4 szint az egyik

legjellemz6bb mutatdja a betegségnek (2. tabldzat).

2. tabldzat. A komplement paraméterek szintje a C1-INH-hidany kiilonb6zé tipusaiban. A herediter
angioddéma komplement diagnosztikai paraméterei az antigenikus és funkcionalis C1-INH szintek,
valamint a C4 koncentracio.

C1-INH hiany Antigenikus | Funkcionalis Clq C4 C3
tipusa C1l-INH C1-INH
koncentracio aktivitas
HANO I-es tipus l l Normalis l Normalis
HANO ll-es tipus | Normalis vagy 1 1 Normalis ! Normalis

2.8.3. A herediter angioodéma pathofiziologiaja

A HANO-C1-INH l-es és ll-es tipus tiineteinek hatterében a funkcioképes C1-INH
hianya all, amely a plazma-enzimrendszerek kontrollalatlan aktivalodasahoz vezet (6.
abra). A kinin rendszer fokozott aktivalodasa bradikinin felszabadulasat idézi eld,
amely a vaszkularis permeabilitas novekedését eredményezi (169, 171-174). Az
intravaszkularis térbdl az extravaszkularis térbe aramlo folyadék 6déma kialakulasahoz

vezet. A kinin rendszer a megfelelé6 CI1-INH szabdlyozds hidnydban madar enyhe
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stimulustdl is aktivalédhat, igy amennyiben valamilyen okbdl szovetkarosodas jon 1étre,

a Hageman-faktor hatdsara a prekallikreinbdl kallikrein, és ennek hatdsara a nagy

molekulatomegli kininogénbdl bradikinin szabadul fel (175, 176) (6. dbra). A HANO-

C1-INH-s betegek 6démas folyadékaban aktiv kallikrein mutathaté ki, melynek legfobb

inhibitora a C1-INH (177). A C1-INH in vitro gatolja a plazmint is, amely a

fibrinolitikus rendszer f6 komponenseként képes hasitani a nagy molekulatomegii

kininogént, de bradikinin felszabaditasara 6nmagaban nem képes (173, 178). A Xlla

faktor aktivalhatja a koagulacids rendszert is, melynek f6 enzime, a trombin aktivacioja

Onmagaban nem generdl 6démat, de CI1-INH hidnyban a komplement- és a

kontaktrendszerek konkomittald aktivacidja sordn felszabadult vazoaktiv anyagok

hatasat novelheti. Ennek megfeleléen a HANO-C1-INH-s betegek 6démas rohamai

soran fokozott trombin termel6dés figyelheté meg (174). Mindezen folyamatok mellett

a komplement kaszkad klasszikus ttja autoaktivalodik C1-INH hianyaban, amely a

plazma C2 és C4 szintjének csokkenését eredményezi (12, 170, 179, 180).

Osszegezve elmondhaté, hogy az angioddéma kialakulasaban a bradikinint tartjak a f8
mediatornak, amit knock-out egerekkel végzett kisérletek is alatamasztanak (181), igy a
HANO-C1-INH uj terapias lehetéségeinek kutatasai (kallikrein-inhibitorok, bradikinin

receptor-gatlok) elsésorban a bradikinin mechanizmusra iranyulnak.
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Fibrinolitikus rendszer Klasszikus it LP AP
Pl i ¢ » Pl i
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_ |
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/ -
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6. abra. A C1-INH kapcsolatai a fibrinolitikus, a kontakt és a koagulacios rendszerekkel, valamint a
komplement kaszkad Klasszikus, lektin-indukalt és alternativ titvonalaival. Sziirke négyzetek jelzik
azon pontokat, ahol a C1-INH kifejti szabalyoz6 funkciojat.

AP: alternativ ut;, HMWK: nagy molekulatomegii kininogén; LP: lektin-indukalt ut; sc-UK: egyldncu
urokinaz; tc-UK: kétlancu urokindz, t-PA: szoveti plazminogén-aktivator

(Zeerleder dbrdja nyomadn, médositva) (182)

2.8.4. A herediter angio6déma és a komplementrendszer kapcsolata

A C1-INH hidny kovetkeztében kialakuld herediter angioddéméaban a komplement
klasszikus aktivacios ut szerepe jol feltart (13, 183, 184), ugyanakkor az MBL altal
kozvetitett lektin ut aktivalodasrol csak az utobbi években jelentek meg kozlemények
(168, 185), mig a fikolinok HANO-C1-INH-ban betoltott szerepérdl eddig csupan egy
cikk jelent meg (186). Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy herediter angioddémaban
a C1-INH, C4, C2 és MASP-2 szintek, tovabba az MBL-lektin Ut Gsszaktivitasa
csokkentek (185), am a fikolinokrdl és a tarsuld szerin proteazok, illetve szerin
proteazszeri fehérjék szintjérdl még keveset tudunk ebben a kérképben.

Feltételezésiink szerint a teljes lektin Gt csokkent aktivitasat az alacsony MASP-2 szint
¢s/vagy a HANO-C1-INH-ra jellemz6 csokkent C4 koncentracié okozhatja. A HANO-
C1-INH-ban diagnosztikus értékii alacsony C4 szint a funkcionalis C1-INH hianyaban

bekovetkezd szabalyozatlan és spontan klasszikus és/vagy lektin ut aktivaldodas
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kovetkezménye, amely soran a C1 komplex, illetve a MASP-1 és a MASP-2
kontrollalatlanul aktivalodik, a C4 fokozott hasitasat eredményezve (12, 170, 180, 185).
A Kklasszikus, illetve a lektin ut autoaktivalodhat (aktivalo agens hianyaban) (187, 188),
illetve az egyes utvonalak specifikus aktivatorai hatasara fokozott mértékben
aktivalodhat a funkcionalis C1-INH hidnyaban. Arrél, hogy a HANO-C1-INH-s
betegekben tapasztalt alacsony MASP-2 szintet mi okozza, csak feltételezéseink
vannak. Mivel a MASP-2 deficiencia nagyon ritkan fordul elé (becsiilt adatok alapjan a
populacié 0.3%-at érinti) (154), sokkal valdsziniibb, hogy a MASP-2 alacsony
koncentracidja az MBL, illetve a fikolinok altal végbemend kontrollalatlan
konszumpcios mechanizmus(ok) kdvetkezménye.

Dobé és mtsai. kimutattak, hogy mind a MASP-1, mind a MASP-2 képes elhasitani a
nagy molekulatomegii kininogént a plazma kallikreinhez hasonldan, ugyanakkor
bradikinin felszabadulas csak a MASP-1 hatdsara keletkezett, a MASP-2 hatdsara nem
(101). Ezen eredmények alapjan feltételezhet6, hogy HANO-C1-INH-ban, a C1-INH
sériilt szabalyozo funkcigja kovetkeztében a MASP-1 autoaktivalédasa hozzajarul az
emelkedett bradikinin szinthez, még a kontakt rendszert aktivalo dgensek hidnyaban is,
a XII. faktortol és a kallikreintdl fliiggetlen mechanizmus altal (101). Mivel a MASP-1
¢s a MASP-2 is aktivalodhat infekciok soran (16), illetve nagy stresszel jaro
koriilmények kozott (189) (amely tényezOk gyakran valtanak ki 6démas rohamot)
(Zotter és mtsai., eredmények kozlése folyamatban), lehetséges, hogy a bradikinin
keépzddés ezen XII. faktortdl és a kallikreintdl fliggetlen utvonala fontos szerepet jatszik
a HANO-C1-INH-ra jellemzd rohamok egy részében.

Bar a klasszikus és az MBL-lektin Ut 0sszaktivitasa csokkentnek mutatkozott HANO-
C1-INH-ban (184, 185), a fikolin-lektin ut teljes aktivitisat még nem vizsgaltak, igy

vizsgalataink soran elemeztiik ezen aktivacids Ut paramétereit.
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3. CELKITUZESEK

3.1. Milyen hatasa van a funkcionalis C1-INH hianynak a komplement lektin utra?
Tekintettel a komplementrendszer bonyolult felépitésére, a kérdés megvalaszolasara a
komplement diagnosztikaban szokasos haromféle megkozelitést alkalmaztunk
egészséges egyének, és Cl-INH hidnyos HANO-S betegek vérmintdinak vizsgalata
soran:

1) Meghataroztuk a klasszikus és a lektin uthoz tartozo nativ komplementfehérjék
szintjét;

2) Megvizsgaltuk a komplementaktivalodas soran keletkezd komplexek szintjét,
Kiterjesztve az alternativ és a terminalis uton keletkez6 aktivacios komplexek szintjére;
tovabba

3) Megfeleld aktivatorok alkalmazasaval megmértiik a klasszikus és a lektin utak
aktivalhatosagat a teljes aton (6sszkomplement, TCC-depozicio), illetve annak csak egy

szakaszan (C4-depozicid).

3.1.1. A HANO-C1-INH-ra jellemz6é csokkent C1-INH aktivitis hogyan
befolyasolja a klasszikus és a lektin 1t korai, illetve kozos nativ komponenseinek
szintjét?

Eddig csupan két kozlemény vizsgalta az MBL-lektin Gt szerepét HANO-C1-INH-ban
(168, 185), ugyanakkor a fikolin-lektin it HANO-C1-INH-ban betoltott funkcidjaval
kapcsolatban még hianyosak ismereteink. Korabbi tanulmanyok alapjan azt
feltételeztiik, hogy az MBL-nél nagyobb mennyiségben jelen 1évé fikolinokon (190)
keresztiil bekdvetkezd kontrollalatlan komplementaktivalodas az egészséges egyénektdl
eltéréen, markansan hozzajarulhat a CI1-INH konszumpcidhoz. Feltételezésiink
vizsgalata érdekében elemeztik a klasszikus ¢és a lektin ut korai és kozos
komponenseinek szintjét tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben, és egészséges
egyénekben.

32



DOI: 10.14753/SE.2013.1859

3.1.2. Milyen hatassal van a funkcionalis C1-INH hianya a klasszikus, a lektin, az
alternativ és a terminalis utakon keletkezé komplexek szintjére?

Jelenlegi tudasunk szerint a CI-INH a komplementrendszer klasszikus és lektin-
indukalt utjain beliil a komplement komplexek (C1 komplex, MBL-MASP-2, fikolin-
3/IMASP-2) legfontosabb inhibitora, ezért azt feltételeztiik, hogy a funkcionalis C1-INH
csokkent koncentracidja kihat a komplement kaszkad soran keletkez6 komplexek
szintjére, illetve funkcionalis aktivitasara. Ennek megfeleléen vizsgélataink célja az
volt, hogy elemezziik a C1rC1sC1-INH (klasszikus ut), a fikolin-3/MASP-2 (fikolin-
lektin ut), a C3bBbP (alternativ t), és az SC5b-9 (terminalis ut) komplexek szintjét a
C1-INH hianyaban kialakuld herediter angioddémaban. A C1rC1sC1-INH, C3bBbP és
SC5b-9 szintek meghatarozasahoz korabban k6z6lt modszereket adaptaltunk (191, 192),
mig a fikolin-3/MASP-2 komplex kvantitativ méréséhez Kkifejlesztettiink egy uj
metodikat (113).

3.1.3. Befolyasolja-e a funkcionalis Cl-inhibitor hianya a korai MBL-lektin ut
aktivalodasat, illetve a fikolin-lektin at osszaktivitasat tiinetmentes HANO-C1-
INH-s betegekben?

Munkacsoportunk korabban leirta, hogy a klasszikus 1t teljes aktivalodasanak mértéke
(184), tovabba a MASP-2 koncentracio, és a komplement MBL-lektin it Gsszaktivitasa
is csokkent HANO-C1-INH-s betegekben, de az MBL szint nem (185). Az MBL-lektin
ut aktivalodasanak hozzéjarulasat a C4 szintjének csokkenéséhez gy hataroztuk meg,
hogy a mannéannal aktivalt MBL-MASP-2 komplex altali C4-depozicid mértékét
vizsgaltuk. A fikolin-lektin ut szerepének elemzésére meghataroztuk az acetilalt BSA-
hoz kotodott fikolin-3-on keresztiil végbemend TCC-depozicid mértékét, HANO-C1-
INH-s betegekben és egészséges kontrollokban.
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3.2. Szerepet jatszik-e a HANO-C1-INH pathomechanizmusaban a lektin ut

spontan aktivalédasa?

3.2.1. Van-e osszefiiggés az MBL-lektin 1ut, illetve a fikolin-lektin ut
komponenseinek szintje és a HANO-C1-INH sulyossaga kozott?

Cedzynski és mtsai. eredményei alapjan az MBL-lektin ut aktivalodasanak mértéke nem
befolyasolja a HANO-C1-INH tiineteinek sulyossagat (168), ugyanakkor az MBL-nél
nagysagrendekkel nagyobb mennyiségben jelen 1évé fikolin-2 és fikolin-3, valamint az
altaluk kozvetitett fikolin-lektin Ut aktivalodas szerepét HANO-C1-INH-ban még nem
vizsgaltak. Mivel a lektin ut egyes komponenseinek szintje szignifikdnsan kiilonbozott
az egészséges egyének értékeitdl, ezért feltételeztiik, hogy Osszefliggést mutathatnak a

HANO-C1-INH sulyossagi paramétereivel.

3.2.2. Megvaltozik-e a fikolin-lektin ut paramétereinek szintje a HANO-C1-INH-s
rohamok soran?

A fikolinokhoz kapcsolodo MASP-1 ¢és MASP-2 aktivaléddsa konszumpcios
mechanizmussal hozzajarulhat a csekély mennyiségli funkcioképes C1-INH
felhasznalodasdhoz, ezaltal a CI1-INH 4altal szabalyozott rendszerek kontrollalatlan
aktivalodasahoz, és az O0déma képzddéshez. Dobo és mtsai. nemrég megjelent
kozleménye szerint a MASP-1 szerepet jatszik a nagy molekulatomegii kininogén
bradikininné torténd hasitasaban, tehat ez a megfigyelés is arra utal, hogy a lektin ut
kozremiikodhet a HANO-C1-INH pathomechanizmusaban (101). A  kérdés
megvalaszolasa érdekében ugyanazon betegek tiinetmentes iddszakban, illetve roham
soran gy(ijtétt mintaiban vizsgaltuk a fikolin-lektin ut fehérjéinek szintjét, illetve a

fikolin-lektin ut aktivalddas mértékét.
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4. MODSZEREK

4.1. A vizsgalt betegcsoport és az egészséges egyének

4.1.1. Herediter angio6démas betegek

Vizsgalatainkhoz az Orszagos Angioddéma Kozpontban nyilvantartott 138 HANO-C1-
INH-s beteg (60 férfi, 78 né; median életkor: 35,3 év) 2004 és 2010 kozott, tiinetmentes
iId6szakokban gyljtott vérmintajat hasznaltuk fel, akiknél az Gsszes figyelembe vett
klinikai paraméter is rogzitve volt. Az l-es tipusu (127 {6) és a Il-es tipusa (11 f6)
HANO-C1-INH-s betegek laboratoriumi ¢és klinikai adatait egyiitt elemeztiik, csupan az
antigenikus C1-INH szinttel kapcsolatos elemzések soran zartuk ki a II-es tipusu betegek
értékeit, mivel a korkép ezen formajaban az antigenikus C1-INH szint normalis, illetve
esetenként emelkedett A betegek legalabb évente egyszer kontroll vizsgalaton vettek
részt, amelynek soran vérvétel is tortént, ez adott lehet6séget a szérum- és plazmabank
létrehozasara. A betegek angioodémas rohamaik szamat és lokalizaciojat, valamint a
sulyos rohamok kezelésére felhasznalt huméan plazma eredetii C1-INH koncentratum
mennyiségét betegnaploban vezették, amely forrasként szolgalt a betegség stilyossaganak
megbecsiilésére. Minden beteg esetében a klinikai és laboratériumi kritériumok (pozitiv
csaladtorténet, angioddéma klinikai tiinetei, csokkent funkcionalis C1-INH aktivitas)
alapjan allitottuk fel a HANO-C1-INH diagnozisat, amelyet molekularis genetikai
vizsgalattal is alatdmasztottunk. A betegek klinikai tlineteit folyamatosan kontrollaltuk;
danazolt és tranexdmsavat alkalmaztunk hossza tavl profilaxisban, mig a human plazma
eredetii C1-INH-koncentratumot (Berinert®, CSL Behring, Marburg, Németorszag) az
06démas rohamok kezelésére hasznaltuk.

A fent bemutatott 138 beteg koziil 35 betegtél az 6démas rohamok soran is lehetdségiink
nyilt vérmintak gytijtésére, a C1-INH koncentratum beadasa el6tt. Osszesen 112 rohamos
mintat vizsgaltunk, melyek koziil 41-et szubkutan, 18-at felsé léguti és 53-at hasi
rohamok soran gytijtottiink. A tiinetek elsé megjelenésétdl a vérvétel idépontjaig eltelt
id6 median értéke 3,25 ora volt (25 - 75. percentilisek: 2,0-7,5 6ra; tovabba minimum 0,5

6ra, maximum 72,0 o6ra).
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4.1.1.1. A herediter angioodémas betegek kezelése

Bar a végleges terapias megoldast jelenté génterapia HANO-C1-INH-ban még nem
érheté el, megfeleld profilaktikus kezeléssel (attenualt anabolikus androgének,
antifibrinolitikumok) a tiinetek gyakorisaga és sulyossaga jelentdsen csokkenthet. A
HANO-C1-INH- s betegek ellatisa magaban foglalja az 6démas rohamok kezelését,
valamint a rovid-, illetve hosszu-tavua profilaktikus terapiat.

Sulyos rohamok akut kezelésére tisztitott, pasztorizalt human plazmabdl elballitott C1-
INH koncentratumot alkalmaztunk, amennyiben 6déma jelentkezett a felsé 1égutak
nyalkahartyajan, mivel ez fulladdshoz vezethet. Akut kezelést vezettiink be akkor is, ha
a roham az arcon, az ajakon, vagy a nyakon jelentkezett, mivel az emlitett régiokbol az
0déma konnyen atterjedhet a felsd légutakra, életveszélyes allapothoz vezetve. A
torzset, a végtagokat, illetve a nemi szerveket érintd fijdalmas 6démat, tovabba a
kozepes, illetve sulyos gasztrointesztinalis 6démat is CI1-INH koncentratummal
kezeltiik, az akut klinikai tiinetek (gorcsos hasi fajdalom, hanyinger, hanyas, hasmenés)
enyhitése érdekében.

Rendszeres, hosszu tavii megeldzd gyogyszeres kezelést akkor alkalmaztunk, ha havonta
egynél tobb sulyos (hasi, 1égati, nemi szerveken lokalizalobdd) roham jelentkezett. Erre a
célra leggyakrabban attenualt androgéneket, illetve nék és gyermekek esetében
antifibrinolitikus hatasu tranexamsavat alkalmaztunk.

Rovid tavu profilaxist vezettiink be C1-INH koncentratum, tranexdmsav, illetve attenualt
androgének felhasznalasaval, az eldrelathatdan jelentkez6 kivaltd okok esetében, mint pl.
fogaszati/szajsebészeti beavatkozasok, gasztroszkopia, endotrachealis narkozisban

végzett miitétek, mivel ezek gyakran 6démat provokalnak (193).

4.1.1.2. A herediter angioodéma sulyossaganak megitélése

A vérvételt kdvetd évben atélt 6démas rohamok sulyossagat, lokalizaciodjat, lefolyasat,
valamint az alkalmazott kezelés tipusat és dozisat betegeink folyamatosan rogzitették a
kiadott betegnaplokban. Minden sulyos 6démas rohamot C1-INH koncentratummal
kezeltiink, igy a vizsgalati év alatt felhasznalt C1-INH koncentratum mennyiségét a

korkép sulyossagi markerének tekintettiik.
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4.1.2. Egészséges kontroll személyek

A korban és nemben illesztett kontroll csoportot 104 egészséges feln6tt (45 férfi, 59 nd,
median: 57,2 ¢v) alkotta, akik irdsos beleegyezésiiket adtdk vizsgéalatunkhoz
(Tudoméanyos és Kutatas Etikai Bizottsag engedély szama: TUKEB 65/2008). A kontroll
személyek egészségiligyi szlirésen vettek részt, és informaltuk Oket vizsgélatunkrol.
Egyik egyén esetében sem talaltunk HANO-C1-INH-ra utal6 klinikai vagy laboratoriumi

adatot.

4.2. Laboratériumi vizsgalati modszerek

A 7. abra mutatja be, hogy a komplementrendszer klasszikus, lektin, illetve alternativ
utjain beliil mely nativ fehérjék, illetve aktivacios termékek szintjét hatdroztuk meg,
tovabba abrazoltuk, hogy a funkcionalis aktivitas tesztek a lektin Ut mely szakaszat

olelik fel.

4.2.1. Nativ lektin it komponensek szintjének meghatarozasa

crer

A nativ komplementfehérjék koncentracidjanak meghatarozasahoz  szérumot
hasznaltunk. A vérmintakat alvadas utan, a vérvételtdl szamitott 2 oran beliil

centrifugaltuk, a szérumot elvalasztottuk, aliquotokba osztottuk, és -70°C-on taroltuk.

Antigenikus C1-INH és C4 szintek meghatdrozdsa

modszerrel hataroztuk meg (194). 15 mL 1,5%-os toménységii agar6z oldatot (pH 8,6;
0,1 M EDTA, veronal pufferben oldva) 56°C-ra melegitettiink, majd hozzakevertiink
120 pL kecskében termelt anti-human-C1-INH ellenanyagot (Quidel, San Diego, USA),
vagy 70 pL nyulban termelt anti-human-C4 ellenanyagot (Dako Denmark AS, Glostrup,
Dania). Az ellenanyagot tartalmazd gélt megfeleléen zsirtalanitott 10x10 cm-es
tiveglemezre Ontottilk vizszintez$ asztalon, és miutan a gél megdermedt, 2,5 mm
atmér6ju lyukakat vagtunk bele. A fiziologids sooldatban kihigitott standardbdl,
valamint az 1:2 ardnyban higitott alacsony ¢€s magas kontrollokbdl, tovabba a
szérummintakb6l 5-5 plL-t mértiink be a lyukakba, majd a lemezeket vizszintezé
asztalon, szobahdmérsékleten 24 6rdn at inkubaltuk. A nem precipitdlodott fehérjék

eltavolitasa érdekében a lemezeket fiziologias s6oldatban mostuk, a mosofolyadékot 2
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orankét haromszor cserélve. Ezt kovetéen a gélt nedves szlrépapirral lefedtiik, és
szobahdmérsékleten raszaritottuk a lemezre. A precipitacios gytlriiket Amidoblack
fehérjefestékkel (2 g Amidoblack, 500 mL metilalkohol, 100 mL koncentralt ecetsav,
400 mL desztillalt viz) tettiik lathatova, a felesleges festéket festékmentesitd oldattal
(500 ml metilalkohol, 100 mL koncentralt ecetsav, 400 mL desztillalt viz) tavolitottuk

el, majd automata mikrométerrel leolvastuk a precipitacios gytriik atméréjét, amelynek

crcr

crer

Dania) higitasi sorabdl hataroztuk meg. Az antigenikus C1-INH mérés esetében
tisztitott, ismert koncentracioj C1-INH oldatot (Berinert®, CSL Behring, Marburg,

Németorszag) hasznaltunk standardként.

A funkcionalis C1-INH szint meghatdrozdsa

A funkcionalis C1-INH szintet a MicroVue C1-Inhibitor Enzyme Immunoassay Kittel
(Quidel, San Diego, USA) hataroztuk meg, a gyartd utmutatasa szerint. Az elsé 1épés
soran a standardokat, a kontrollokat, és a szérum mintakat biotinilalt, aktivalt Cls-sel
inkubdltuk, 30 percig, szobahdémérsékleten (az inkubalas soran a mintdban 1évo
funkcionalisan aktiv C1-INH az aktivalt, biotinilalt Cls-hez ko6tddve komplexeket
képez). A masodik Iépésben az eldkezelt mintdkat avidinnel fedett mikrotitralé lemezen
inkubaltuk 10 percig, szobahémérsékleten, igy a mintakbdl a biotinilalt C1s-sel alkotott
komplexek kikotddnek a lemezre. Az aspecifikus kotddés kikiiszobolésére a lemezeket
OtszOr mostuk, majd kecskében termelt, tormaperoxidazzal jeldlt anti-human-C1-INH
ellenanyaggal inkubaltuk, 1 o6ran at, szobahdmérsékleten. A mosasi lépéseket kdvetden
kromogenikus enzim-szubsztratot alkalmaztunk, majd a szinreakciot oxalsav oldattal

allitottuk le. Az optikai denzitast — amely aranyos a mintdkban 1évé funkcionalis C1-

crer

Az MBL koncentrdcio meghatdrozdsa

Az MBL szintek meghatarozasahoz (195) mikrotitralé lemezeket (Nunc, Roskilde,
Dania) 1:200 higitasi monoklonalis egér anti-human-MBL ellenanyaggal (HYB131-01,
AntibodyShop, Gentofte, Dania) fedtiink, 0,1 M NaHCOj pufferben, 2 6ran at, 25°C-on.
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Miutan mosé pufferrel (PBS, 0,5% BSA, 0,05% Tween-20) mostuk a lemezt, az 1:20
aranyban higitott szérum mintédkat és a kalibrator MBL oldatot 16 o6rén at, 4 °C-on
inkubaltuk. A mosasi 1épéseket kovetden 1:2000 ardnyban higitott biotinilalt anti-
human-MBL ellenanyaggal (HYB131-01; AntibodyShop, Gentofte, Dania) inkubaltuk a
lemezt 2 oOran at, szobahdmérsékleten, majd 1:5000 higitasu sztreptavidin-torma-
peroxidaz konjugatumot (Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, USA)
alkalmaztunk, 2 oran at, szobahémérsékleten. Szubsztratként TMB-t (Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA) hasznaltunk, és az optikai denzitast 450 nm-en hataroztuk meg.

A fikolin-2 és a fikolin-3 szintek meghatarozasa

A fikolin-2, illetve a fikolin-3 szintek meghatarozasa (85, 112) érdekében mikrotitralo
lemezeket (Nunc, Roskilde, Denmark) 2,5 pg/ml fikolin-2-re specifikus (FCN216),
illetve fikolin-3-ra specifikus (FCN334) monoklonalis ellenanyagokkal fedtiink
karbonat, illetve PBS (10 mM Nay;HPO,, 1,47 mM, KH,PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, pH 7,4) pufferben, 16 6ran at, 4°C-on. Az 1:160, illetve 1:640 aranyban higitott
mintakat és a standardot (normal human szérum keverék, amely ismert koncentracioban
tartalmazott fikolin-2, vagy fikolin-3 fehérjéket) 3 oran at, 37 °C-on inkubaltuk. A PBS-
T pufferrel (0,05% Tween-20-at tartalmazo PBS puffer) torténé mosasi 1épéseket
kovetéen a lemezeket 2,5 pg/mL biotinilalt anti-human-fikolin-2 (FCNZ219-Biotin),
illetve anti-human-fikolin-3 (FCN334-Biotin) ellenanyagokkal inkubaltuk 16 oran at,
4°C-on. Masodlagos ellenanyagként 1:5000 higitasu sztreptavidin-torma-peroxidaz
konjugatumot (Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, USA) alkalmaztunk 1 6ran
at, 37 °C-on. A mosasi ciklusok utan OPD szubsztratot (Dako Denmark AS, Glostrup,
Dania) hasznaltunk a szinreakcio eldidézésére, majd 10-15 perc mulva kénsav oldattal
allitottuk le az enzimatikus folyamatot, és 490 nm-en hatdroztuk meg az optikai

denzitast.

A MASP-2 szintek meghatdrozdsa

alapulo kittel hataroztuk meg, a gyartd utmutatasa szerint (Hycult Biotech, Uden,
Hollandia). Az elsé 1épés soran a standardokat, a kontrollokat, és az 1:4 aranyban
higitott szérum mintdkat az anti-human-MASP-2 ellenanyaggal fedett mikrotitralo

lemezen inkubaltuk, 1 6rdan at, szobahdémérsékleten. Négy mosasi 1épést kdvetden

39



DOI: 10.14753/SE.2013.1859

biotinilalt  anti-human-MASP-2  ellenanyagot  alkalmaztunk, 1  o6rdn  at,
szobahdmérsékleten, majd jabb 1 o6ran at tormapeoxidaz-konjugdtummal inkubaltuk a
lemezeket. A mosasi 1épéseket kovetéen kromogenikus TMB enzim-szubsztratot
alkalmaztunk, majd a szinreakciot stop pufferrel allitottuk le. Az optikai denzitast —

crer

meg.

A MASP-3 szintek meghatadrozasa

A MASP-3 koncentracido meghatarozasa (36) érdekében a mikrotitrald lemezeket (Nunc,
Roskilde, Dénia) 4 pg/mL anti-human-MASP-3 ellenanyaggal (7D8) fedtiik fedd
pufferben (15 mM Na,COs, 35 mM NaHCOg3, pH9,5), 16 6ran at, 4°C-on. A mosasi
lépéseket kovetden a higitd pufferben (2 M NaCl, 20 mM EDTA, 1% BSA) higitott
szérum mintakkal inkubaltuk a lemezt 2 6ran at, szobahémérsékleten. Kalibratorként
tisztitott MASP-3 fehérjével kiegészitett depletalt szérumot hasznaltunk, melyben a
MASP-3 végsé koncentracioja 10 mg/mL volt. Miutan TBS/Tw/Ca pufferrel (20 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7,5) mostuk a lemezt, 2 mg/mL
biotinilalt anti-human-MASP-1/3 ellenanyaggal (mADb-7B7) inkubaltuk a lemezt 16
oran at, 4°C-on. Masnap 1:5000 higitasu sztreptavidin-torma-peroxidaz konjugatumot
(Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, USA) hasznaltunk, 2 oéran at,
szobahdmérsékleten, majd OPD szubsztratot (Dako Denmark AS, Glostrup, Dania)
alkalmaztunk, és az enzimatikus reakciot 1 M kénsav oldattal allitottuk le. Az optikai

denzitast 490 és 650 nm-en hataroztuk meg.

A MAP-1 szintek meghatdarozdsa

A MAP-1 szintek meghatarozasahoz (26) a mikrotitral6 lemezt (Nunc, Roskilde, Dania)
6 pg/mL monoklonalis anti-human-MAP-1 ellenanyaggal (20C4) fedtiik 16 6ran at,
4°C-on. A higité pufferben (PBS, 0,05% Tween-20, 0,5% BSA, 10 mM EDTA) higitott
szérum mintdkat és a kalibratort (rekombindns MAP-1 fehérjével kiegészitett MAP-1-
depletdlt szérum) 2 6rdn at, szobahOmérsékleten inkubaltuk a lemezen. Detektalo
ellenanyagként 3 pg/mL biotinilalt ellenanyagot hasznaltunk, amely specifikusan
felismeri a MASP-1, MASP-3 és MAP-1 kozos lancat (mAb 8B3). Ezt kovetéen 1:5000

higitasu sztreptavidin-torma-peroxidaz konjugatumot (Jackson ImmunoResearch Inc.,
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West Grove, USA) alkalmaztunk, 2 o6ran at, szobahOmérsékleten, majd OPD
szubsztrattal (Dako Denmark AS, Glostrup, Dania) idéztiik el6 a szinreakciot, és 1 M

kénsav oldattal allitottuk le. Az optikai denzitast 490 és 650 nm-en hataroztuk meg.

4.2.2. Komplementaktivacios komplexek és termékek szintjének mérése
A komplementaktivacios termékek vizsgalatdhoz EDTA-val alvadasgatolt vérmintakat
gyljtottiink. A plazmat a vérvételtdl szamitott 1 oran beliil centrifugaldssal

elvalasztottuk, aliquotokba osztottuk, €s -70°C-on taroltuk a mérésekig.

A C1rC1sC1-INH komplex szintjének meghatdrozdsa

alapjan (191), kisebb modositasokkal végeztiik el (183). Mikrotitralo lemezt (Nunc,
Roskilde, Dania) 1:500 higitas, nyalban termelt anti-human C1-INH ellenanyaggal
(Dako Denmark AS, Glostrup, Dénia) fedtiink, 16 6ran at, 4 °C-on. A mosasi lépéseket
(PBS, 0,1 % Tween 20, pH 7,4) kovetden a lemezt 1% BSA-t tartalmazé PBS-oldattal
blokkoltuk, majd 1:200 higitasi EDTA-plazma mintakkal és standarddal (héaggregalt
1gG-vel aktivalt normal human szérum, 1:500-1:32000 felez6 higitasi sora) inkubaltuk 1
6ran at. Detektalo ellenanyagként 1:500 higitasu, kecskében termelt anti-human Cls
ellenanyagot (Atlantic Antibodies, Stillwater, USA) alkalmaztunk, majd masodlagos
ellenanyagként 1:1000 higitast, nyulban termelt, peroxidazzal konjugalt anti-kecske
IgG ellenanyagot (Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, USA). ABTS
szubsztratot (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hasznaltunk, és a reakciot 0,2 M
oxalsavval allitottuk le. Az optikai denzitas értékeket 405 és 492 nm-en olvastuk le. A
mintdk C1rC1sC1-INH tartalmat egység/ml-ben fejeztiik ki (1000 egység felel meg 1
mL higitatlan, héaggregalt IgG-vel aktivalt normal human szérum ClrClsCI1-INH

tartalmanak).

A fikolin-3/MASP-2 komplex szintjének meghatdrozdasa

A fikolin-3/MASP-2 komplex mennyiségi meghatarozasa céljabol kifejlesztettiink egy
kvantitativ ELISA moddszert (113). Maxisorb ELISA lemezeket (Nunc, Roskilde,
Dénia) 2 pg/mL patkdnyban termelt anti-human-MASP-2 monoklondlis ellenanyaggal
(patkany 8B5 klon, IgGl izotipus; Hycult Biotech, Uden, Hollandia) fedtiink PBS-
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pufferben (16 o6ran at, 4°C-on). A szérum mintakat és a negativ kontrollokat (MASP-2-
illetve fikolin-3-hianyos egyén széruma) 0,05% Tween-20-at tartalmazo PBS-pufferben
(PBS-T) higitottuk 1:20 aranyban, majd a higitott mintakat duplikditumokban vittiik fel a
lemezre, és 16 oran at, 4°C-on inkubaltuk. A standard higitdsi sort normal human
szérum keverék kétszeres higitasi sorozataval (1:2.5 — 1:320) készitettiik el, és minden
lemezen alkalmaztuk. A lemezt négyszer mostuk PBS-T pufferrel, majd 0,5 ug/ml
biotinilalt anti-human-fikolin-3 ellenanyaggal (FCN334-Bio) inkubaltuk 16 oran at,
4°C-on. Masnap 1:1500 higitasu sztreptavidin-torma-peroxidaz konjugatummal (GE
Healthcare, Little Chalfont, Egyesiilt Kiralysag) inkubaltuk a lemezt (2 oran at,
szobahémérsékleten), majd a mosasi 1épéseket kovetden szubsztratként TMB Sensitive
Substrate Solution-t (Kem-En-Tec Diagnostics AS, Taastrup, Dania) alkalmaztunk. Az
enzimatikus reakciot 1 M kénsav oldattal allitottuk le, és az optikai denzitast 450 nm-en
hataroztuk meg. A vizsgalt mintak fikolin-3/MASP-2 tartalmat arbitralis egységben
fejeztiik ki (AE/ml); 100 arbitrdlis egység felel meg 1 mL higitatlan normal humén
szérum keverék fikolin-3/MASP-2 komplex tartalmanak.

A C3bBbP aktivdcios komplex szintiének meghatdarozdsa

A C3bBbP komplex szintjét a Kerényi és mtsai. altal kozolt modszer alapjan (191),
kisebb moédositasokkal végeztiik el (183). Mikrotitrald lemezt (Nunc, Roskilde, Déania)
1:1000 higitasu, kecskében termelt anti-human properdin-faktor B ellenanyaggal
(Incstar Corporation, Stillwater, USA) fedtiink, 16 6ran 4t, 4 °C-on. A mosasi 1épéseket
(PBS, 0,1 % Tween 20, pH 7,4) kovetden a lemezt 1% BSA-t tartalmazé PBS-oldattal
blokkoltuk, majd 1:10 higitasi EDTA-plazma mintakkal és standarddal (zimozannal
aktivalt normal human szérum, 1:100-1:12800 higitasi sora) inkubdltuk 1 oran Aat.
Detektald ellenanyagként 1:2000 higitasu, biotinnal konjugalt, nyalban termelt anti-
human C3c (Dako Denmark AS, Glostrup, Dania) ellenanyagot alkalmaztunk, majd
masodlagos ellenanyagként 1:1000 higitasu, sztreptavidin-peroxidazt (Jackson
ImmunoResearch Inc., West Grove, USA). OPD szubsztratot (Dako Denmark AS,
Glostrup, Dania) hasznaltunk, és a reakciot 0,5 M kénsavval allitottuk le. Az optikai
denzitas értékeket 492 és 620 nm-en olvastuk le. A mintdk C3bBbP tartalmat
egység/ml-ben fejeztiik ki (1000 egység felel meg 1 mL higitatlan, zimozannal aktivalt

normal human szérum C3bBDbP tartalmanak).
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A SC5b-9 aktivdcios komplex szintjének meghatdrozdsa

modositasokkal mértik meg EDTA plazmabdol (183). Mikrotitrald lemezt (Nunc,
Roskilde, Dénia) 1:500 higitasa, egérben termelt anti-human C5b-9 IgG monoklonalis
ellenanyaggal (Dako Denmark AS, Glostrup, Dania) fedtiink (16 h, 4 °C). A mosasi
1épések (PBS, 0,1 % Tween 20, pH 7,4), majd a blokkolas (PBS, 1% BSA) utan 1:3
higitaisu EDTA plazmaval inkubaltuk a lemezt (1h, RT). Standardként zimozéannal
aktivalt normal human szérumot hasznaltunk, 1:25-1:3200 felezé higitasi sorban
alkalmazva. A lemezt hiaromszor mostuk, majd madasodlagos ellenanyagként 1:500
higitasu, nyalban termelt anti-human C5 ellenanyagot (Dako Denmark AS, Glostrup,
Dania) hasznaltunk (1h, RT). Az SC5b-9 komplexhez k&tddott ellenanyagokat 1:500
higitast, peroxidazhoz kapcsolt, kecskében termelt anti-nytl IgG, F(ab), AffiniPure
ellenanyaggal (Jackson ImmunoResearch Inc., West Grove, USA) detektaltuk (30
percig, szobahdmérsékleten). A mosasi 1épéseket kovetden OPD szubsztrattal (Dako
Denmark AS, Glostrup, Dania) idéztiikk el6 a szinreakciot, melyet 20 perc utan 0,5M
kénsavval allitottuk le. Az OD értékeket 492 és 620 nm-en hataroztuk meg. Az SC5b-9
koncentraciokat egység/mL-ben fejeztik ki: 1000 egység felelt meg 1 mL higitatlan,

Zimozannal aktivalt normal human szérum SC5b-9- tartalmanak.

A C4a, C4d és C3a komplementaktivacios termékek meghatarozdsa

A komplementaktivacios termékek koziil a C4a, a C4d és a C3a szinteket kereskedelmi
forgalomban kaphat6, ELISA modszeren alapulo kitekkel hataroztuk meg, a gyarto altal
mellékelt atmutatasok szerint (Quidel, San Diego, USA). Mivel a harom modszer
hasonl6 elveken alapszik, ezért a meghatarozasok 1épéseit egyiitt taglalom. A C3a, C4a
¢s C4d szintek meghatdrozdsahoz a MicroVue Enzyme Immunoassay kitek egérben
termelt, monoklonalis anti-huméan-C3a, anti-human-C4a, illetve anti-human-C4d
ellenanyagokkal fedett lemezeit hasznaltunk, melyeken a standardokat, a kontrollokat és
a higitott (1:200, 1:40, illetve 1:70 aranyban, az emlités sorrendjében) EDTA-plazma
mintdkat 60 percig, szobahdmérsékleten inkubéltuk. A mosasi Iépéseket kdvetden C3a-
ra, Cda-ra, illetve C4d-re specifikus, tormaperoxidazzal jelolt monoklonalis
ellenanyagokat alkalmaztunk, 60 percig, szobahdémérsékleten. A mosasi 1épéseket

kovetben enzimatikus szubsztrattal idéztiik el a szinreakciot, amit oxalsav oldattal
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allitottunk le. Az optikai denzitast - amely ardnyos a mintdkban 1évé C3a, C4a, illetve

C4d koncentracioval — 405, illetve 450 nm-en hataroztuk meg.

4.2.3. A komplementaktivaciés utvonalak rész- és osszaktivitisanak mérése

A komplementaktivacios utvonalak rész-, illetve Oszaktivitasanak meghatarozasahoz
szérumot hasznaltunk. A vérmintakat alvadas utan, a vérvételtél szamitott 2 6ran belil
centrifugaltuk, a szérumot elvalasztottuk, aliquotokba osztottuk, és -70°C-on taroltuk a

mérésekig.

Az MBL-MASP-2 komplex aktivalhatosaganak meghatarozdsa

Az MBL-MASP-2 komplex aktivalhatosdganak mértékét Petersen és mtsai. C4-
depozicion alapuldé modszere alapjan hataroztuk meg (116), modositasokkal (117). A
modszer soran alkalmazott pufferek Osszetételét a 3. tdbldzat mutatja be. Mikrotitrald
ELISA lemezeket (Nunc, Roskilde, Denmark) 1 mg/mL Saccharomyces cerevisiae
eredetli mannannal fedtiink (Sigma—Aldrich, St.Louis, USA) fedépufferben, 1 oran at,
37 ‘C-on. A lemezt haromszor mostuk blokkold pufferrel, majd 2 oran at, 4 "C-on
blokkoltuk. Héaromszor mostuk a lemezt mosopufferrel, majd az MBL-MASP-2
komplexek kikotése érdekében 1 oran at, 4 "C-on inkubaltuk a higitd pufferben 1:1
aranyban higitott szérum mintdkkal, duplikdtumokban. Standardként normal humén
szérum keverék (25-50-75-100%) felezd higitasi sorat alkalmaztuk. Ezt kdvetden
kétszer magas ionerejii, majd haromszor alacsony ionerejii mosopufferrel mostuk a
lemezt, és C4-pufferben 0,02 mg/mL human szérumbol tisztitott C4 fehérjével
inkubaltuk 1 6ran at, 37 "C-on. Ezt kovetéen 1:1000 higitasu, kecskében termelt anti-
human-C4 ellenanyaggal (Dako Denmark AS, Glostrup, Dania) inkubaltuk a lemezt 1
oran at, szobahdn. Haromszori blokkold pufferes mosast kovetden tormaperoxidazzal
jelolt 1:8000 higitasu anti-kecske-1gG ellenanyagot (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)
alkalmaztunk 1 6ran at, szobahén. Harom mosasi 1épést kovetéen OPD szubsztratot
(Dako Denmark AS, Glostrup, Dénia) hasznaltunk, majd 5 perc elteltével 0,5 M HSO4
oldattal allitottuk le a szinreakciot. Az optikai denzitas értékeket 492 és 620 nm-en
olvastuk le. Az egyes mintakban a mannan hatasara mért MBL—-MASP-2 aktivalhatosag
mértékét (melyet az elhasitott exogén C4 mennyiségével jellemeztiink), a normal human

szérumra jellemzo érték szazalékaban fejeztiik ki.
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3. tablazat. Az MBL-MASP-2 komplex aktivalhatéosaganak meghatarozasa soran hasznalt pufferek.

Puffer neve Puffer dsszetevéi
Fedopuffer 0,1 M Na,CO3 pH9,6
Blokkol6 puffer 20 mM HEPES, 140 mM NaCl,
5mM EDTA, 0,1%Tween-20 pH7,4
Mosopuffer 20 mM HEPES, 140 mM NaCl,
5 mM CacCl,, 0,1% Tween-20 pH7,4
Higit6 puffer 40 mM HEPES, 2 M NacCl,
10 mM CaCl, pH7,4
Magas ionerejli mosopuffer 20 mM HEPES, 1 M NacCl,
5 mM CacCl,, 0,1% Tween-20 pH7,4
Alacsony ionerejii mosopuffer 20 mM HEPES, 140 mM NaCl,
5 mM CacCl,, 0,1% Tween-20 pH7,4
C4-puffer 20 mM HEPES, 140 mM NaCl,
5 mM CaCl, pH7,4

A fikolin-3 dltal kozvetitett C4-depozicio meghatdrozdasa

A Hein és mtsai. altal leirt (89) fikolin-3 altal kozvetitett C4-depozicié mértékének
meghatarozasa érdekében a mikrotitrald lemezt (Nunc, Roskilde, Dania) 5 pg/mL
acetilalt BSA-val (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) fedtiik, PBS pufferben, 16 6ran at, 4
‘C-on. A fedést kovetben a lemezt barbital-T pufferrel (4 mM CgH1;N,NaO3, 145 mM
NaCl, 2,6 mM CaCl,, 2,1 mM MgCl,, 0,05% Tween-20, pH 7,4) fedtiik 1 6ran at, 4 "C-
on, majd haromszor mostuk barbitdl-T pufferrel. A szérum mintdkat 1:25 aranyban
higitottuk barbital-T pufferben, majd 30 percen at, 37 ‘C-on inkubaltuk a lemezen. A
lemezt haromszor mostuk barbital-T pufferrel, majd 2 pg/mL biotinilalt anti-C4c
ellenanyaggal (Dako Denmark AS, Glostrup, Dania) inkubaltuk razva, 2 6ran at,
szobahdmérsékleten. A mosasi 1épéseket kovetéen a lemezt barbital-T pufferben,
1:2000 aranyban higitott sztreptavidin-torma-peroxidaz  konjugatummal (GE
Healthcare, Little Chalfont, Egyesiilt Kiralysag) inkubaltuk razva, egy oOran at,
szobahdmérsékleten, majd szubsztratként TMB-t (Kem-En-Tec Diagnostics AS,
Taastrup, Dania) alkalmaztunk, és a reakciét 1 M kénsav oldattal allitottuk le. Az

optikai denzitast 450 nm-en hataroztuk meg.

A fikolin-3 dltal kozvetitett TCC-depozicio meghatdrozdsa
A Hein és mtsai. altal leirt (89) fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicido mértékének
meghatarozasa érdekében a mikrotitrald lemezt (Nunc, Roskilde, Dania) 5 pg/mL

acetilalt BSA-val fedtiik, PBS pufferben, 16 éran at, 4 ‘C-on. A fedést kovetOen a
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lemezt barbital-T pufferrel fedtiik 1 6ran at, 4 “C-on, majd haromszor mostuk barbital-T
pufferrel. A szérum mintakat 1:25 aranyban higitottuk barbital-T pufferben, majd 45
percen at, 37 ‘C-on inkubaltuk a lemezen. A lemezt hiaromszor mostuk barbital-T
pufferrel, majd 1 pug/mL egérben termelt, monoklonalis anti-human-C5b-C9 (Dako
Denmark AS, Glostrup, Dania) ellenanyaggal inkubaltuk razva, 2 o6ran at,
szobahOmérsékleten. A mosasi 1épéseket kovetéen a lemezt barbital-T pufferben,
1:2000 aranyban higitott, kecskében termelt anti-egér IgG ellenanyaggal (Jackson
ImmunoResearch Inc., West Grove, USA) inkubaltuk razva, egy Oran at,
szobahdmérsékleten, majd szubsztratként TMB-t (Kem-En-Tec Diagnostics AS,

Taastrup, Déania) alkalmaztunk. Az optikai denzitast 450 nm-en hataroztuk meg.
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ALTERNATIV UT KLASSZIKUS UT LEKTIN UT
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7. abra. A komplement klasszikus, lektin-indukalt és alternativ 1t vizsgalt komponensei.

Piros szin jelzi az egyes utvonalak azon nativ fehérjéit, illetve aktivacios termékeit, melyek mennyiségét a
vizsgalataink soran meghataroztuk. Kék szaggatott vonalak jelzik azt, hogy az MBL-MASP-2 komplex
aktivalhatosag, illetve a fikolin-3 altal kozvetitett C4- depozicié (F3-C4), vagy a fikolin-3 altal kozvetitett
TCC-depozicio (F3-TCC) mértékének meghatirozasa soran a lektin at mely szakaszat vizsgaltuk.
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4.3. Statisztikai elemzés

A Prism for Windows 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, www.graphpad.com)

elnevezési statisztikai program felhasznalasaval végeztiik statisztikai szamitasainkat.
Abban az esetben, ha egy beteghez t6bb tiinetmentes idészakban, illetve tobb roham
soran gyljtott minta is tartozott, kiszamitottuk az egyes komplement paraméterek
atlagat, és az atlagértékeket hasznaltuk a statisztikai elemzések soran, tehat minden
beteghez egy-egy tiinetmentes, illetve rohamos érték tartozott paraméterenként. Mivel
legtobb eredménylink nem mutatott normal eloszlast, nem-parametrikus teszteket
alkalmaztunk. Két fiiggetlen minta folytonos valtozoi kozotti Gsszehasonlitashoz a
Mann-Whitney U-tesztet, mig parositott mintak folytonos valtozoi kozotti
Osszehasonlitaishoz a Wilcoxon-tesztet hasznaltuk. A valtozok kozotti korrelaciokat
Spearman-féle Rho-teszttel szamitottuk ki, mig a Khi-négyzet probaval egy kategorian
beliili valtozokat hasonlitottunk Ossze. Csoporton beliili variancia analizishez a
Friedman-féle tesztet hasznaltuk Dunn-féle post hoc teszttel kiegészitve. Minden
statisztikai elemzés kétoldalas volt, és p<0,05 jelentett szignifikans kiilonbséget vagy
korrelacidt. Az eredményeinkben feltiintetett értékek medidn (interkvartilis tartomény)

értékeknek felelnek meg, ettdl eltérd esetben ezt a szovegben feltiintettem.
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5. EREDMENYEK

Az eredmények a Célkitlizések pontjainak megfelelden keriilnek részletezésre.

5.1. A HANO-C1-INH-ra jellemz6 csokkent C1-INH aktivitas hogyan befolyasolja

a klasszikus és a lektin ut korai, illetve kozos nativ komponenseinek szintjét?

5.1.1. A klasszikus és a lektin 1t korai, illetve kozos komponenseinek szintje

A klasszikus és a lektin ut paraméterei tekintetében kiilonbségeket talaltunk a HANO-
C1-INH-s betegek és az egészséges kontrollok kozott (4. tablazat). A HANO-C1-INH
diagnosztikus kritériumainak megfeleléen a betegekben csokkent volt az antigenikus és
a funkcionalis C1-INH szint, és a C4 koncentracio is, az egészséges egyének értékeihez
képest. Mig a HANO-C1-INH-s betegekben a fikolin-2 és MASP-2 szintek csokkentek
mutatkoztak a kontrollokhoz képest, az MBL és a MASP-3 szintek emelkedettnek
bizonyultak a betegekben. A fikolin-3, illetve a MAP-1 koncentracidja nem kiilonbozott
a HANO-C1-INH-s betegek és a kontroll személyek kozott (4. tabldzat).

4. tablazat. A klasszikus és a lektin ut korai, illetve kozos komponenseinek szintje egészséges
személyekben és HANO-C1-INH-s betegekben. Az egyes komplement paraméterek szintjét Mann-
Whitney U-teszttel hasonlitottuk dssze. A tablazatban megadott értékek median [interkvartilis tartomany]
értékeknek felelnek meg.

*Az antigenikus C1-INH szint 6sszehasonlitasa soran a ll-es tipust HANO-C1-INH-s betegek (N=11)
értékeit nem vettiik figyelembe, mert ebben a korképben az antigenikus C1-INH szint normalis (tovabbi
komplement paraméterek tekintetében nem talaltunk kiillonbséget a két betegcsoport kozott).

Egészséges HANO-C1-INH-s
egyének betegek P-érték
(N=104) (N=138)
L 0,23 0,03*
Antigenikus C1-INH, g/L [0,20 — 0,25] [0,01 — 0,07] <0,0001
< ey 100,00 30,50
C1-INH aktivitas, % [95,00 — 102,00] [1,75 - 43,00] <0,0001
0,38 0,05
C4, g/l [0,27 — 0.47] [0,01 - 0,09] <0,0001
0,79 1,96
MBL, pg/mL [027177] [034359] 0,0028
- 3,60 2,00
Fikolin-2, pg/mL [2,20 — 4,97] [1,60 — 2,70] <0,0001
- 22,70 23,80
Fikolin-3, pg/mL [17,68 — 29,88] [18,80 — 32,30] n.Sz.
0,31 0,28
MAP-1, ng/mL [0,26 — 0,39] [0,24 - 0,38] n.sz.
0,40 0,34
MASP-2, pg/mL [0.35 - 0.47] 0,27 0.44] 0,0238
4,65 6,80
MASP-3, pg/mL [3.60 - 6.00] (5,60 - 9.30] <0,0001
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5.1.2. A lektin ut paraméterei kozotti osszefiiggések vizsgalata

A HANO-C1-INH-s betegekben és az egészséges kontrollokban szignifikdns pozitiv
korrel4ciot talaltunk a fikolin-2 és a MAP-1, valamint a MASP-3 és a MAP-1 szintek
kozott, bar ezek az Osszefliggések erdsebbek voltak a betegekben. A fikolin-3 szintek
hasonlé mértékii, szignifikans pozitiv korrelaciét mutattak a MAP-1, MASP-2, és

MASP-3 szintekkel, mindkét vizsgalati csoportban (8. abra).

Egészséges egyének HANO-C1-INH-s betegek
A B
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8. dbra. A fikolin-lektin it komponensek korrelacidi egészséges egyénekben és HANO-C1-INH-s
betegekben. A valtozok kozotti korrelaciokat a Spearman-féle korrelacios koefficienssel hataroztuk meg.
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A fikolin-2 ¢és fikolin-3 szintek er6s korrelaciot mutattak HANO-C1-INH-s betegekben
(r=0,5040, p<0,0001), am az egészséges személyekben nem tapasztaltunk Gsszefiigést e
két paraméter kozott.

Erdekes modon a fikolin-2 és a MASP-3 szintek negativ korrelaciot (R=-0,4625,
P<0,0010) mutattak az egészséges személyekben, ugyanakkor pozitivan korrelaltak
egymassal a HANO-C1-INH-s betegekben (r=0,3443, p=0,0008) (9. abra).

Egészséges egyének HANO-C1-INH-s betegek
404 401
R=-0,4625 P R=03443
E 30 P< 0,0010 E 30l P=0,
2 ¥
20 s 201
a a
2 2
S 101 2 10
0- 0
0 5 10 15 0 5 10 15
Fikolin-2, pg/mL Fikolin-2, pg/mL

9. dbra. Eltéré iranyu korrelaciok egészséges kontrollokban és HANO-s betegekben. A valtozok
kozotti korrelaciok vizsgalatara a Spearman-féle Rho korrelacios koefficiens értékét hataroztuk meg.
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5.2. A fikolin-3/MASP-2 komplex kvantitativ meghatarozasa

A fikolin-lektin Gt szerepének behatobb tanulmanyozasa érdekében Peter Garred
(Rigshospitalet, University Hospital of Copenhagen, Ddania) munkacsoportjaval
egylittmiikddve kifejlesztettiink egy 1j, kvantitativ szendvics ELISA-alapi moédszert,
amely alkalmas a kering6é fikolin-3/MASP-2 komplexek (a fikolin-lektin at egyik
iniciator-komplexe) mennyiségi meghatarozasara, és tiikrozi a fikolin-3 altal kozvetitett
lektin Ut aktivalhatésag mértékét, fliggetleniil a komplement kaszkadban részt vevod

down-stream komponensek esetlegesen csokkent szintjétol.

5.2.1. Az uj fikolin-3/MASP-2 komplex modszer kifejlesztése

A modszer alapjat egy kereskedelmi forgalomban kaphaté monoklonalis anti-human-
MASP-2 ellenanyag képezi, amely a MASP-2 fehérje CCP1/2-SP fragmentumat ismeri
fel. Detektalo ellenanyagként egérben termelt biotinilalt anti-human-fikolin-3
ellenanyagot (FCN334*Bio) hasznaltunk (10. dbra).

Anti-human-fikolin-3 10.dbra. Sematikus abra a Kkifejlesztett

fikolin-3/MASP-2  komplex  szendvics
ELISA-alapi médszerrol.

<— Fikolin-3 A fent bemutatott ELISA rendszer a
komplement lektin utat aktivalé fikolin-

-‘ | MASP-2ffikolin-3 3/MASP-2 komplex kvantitativ kimutatasara
<~ MASP-2 komplex alkalmas. A modszer alapjat képezd

" monoklonalis anti-human-MASP-2
. ellenanyag a MASP-2 fehérje CCP1/2-SP
- fragmentumat  ismeri  fel.  Detektalo
ellenanyagként egérben termelt biotinilalt
} [ < Anti-human-MASP-2 anti-humén-fikolin-’S (FCN334*Bio)

ellenanyagot hasznaltunk.

Minden mérés soran ugyanazon normdl human szérum keverék kétszeres higitasi

sorozatat (1:2.5 — 1:320) alkalmaztuk, amely az eredmények kiértékelésekor kalibracios
gorbeként szolgalt (11. dbra). A normal human szérum keveréket olyan egészséges
egyének (n=20) sz€érumdabol készitettiik, akiknek a mintdja az elOkisérletek soran nagy
mennyiségben tartalmazott fikolin-3/MASP-2 komplexet. A vizsgalt mintak fikolin-
3/IMASP-2 komplex tartalmat arbitralis egységben fejeztiik ki (AE/ml); 100 arbitralis
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egység felel meg 1 ml higitatlan normal human szérum keverék fikolin-3/MASP-2
komplex tartalmanak. Az altalunk bevezetett modszer precizitdsat  és
reprodukdlhatosagat 6% intra-assay varidcios koefficiens és 8% inter-assay varidcios
koefficiens jellemezte, melyeket ugyanazon egyedi szérum ismételten meghatarozott
(15 mérési napon megmérve, illetve egy lemezen 15-szor feltéve kiilon-kiilon higitva)

fikolin-3/MASP-2 komplex eredményei alapjan szamoltunk.

11. dbra. A fikolin-3/MASP-2 komplex
meghatarozas soran hasznalt kalibraciés
gorbe.

A kalibraciéos gorbét normal human szérum
keverék felezd higitasi sorabol készitettiik,
amelyet minden mérés soran standardként
hasznaltunk, és ehhez viszonyitottuk a mintak
fikolin-3/MASP-2 komplex tartalmat.

OD (450 nm)

Normal humén szérum higitasi sorozata

5.2.2. A fikolin-3/MASP-2 komplex méréséhez alkalmas mintak azonositasa

A keringé fikolin-3/MASP-2 komplexek szintjét 7-7 egészséges egyént6l gyujtott
szérum, valamint EDTA-, citrat-, hirudin- és heparin-plazma mintakban hataroztuk
meg. A fikolin-3/MASP-2 komplexek szintje szignifikansan alacsonyabb volt az
EDTA-plazma mintakban (median: 5,0 AE/mL, és 25% — 75% percentilisek [1,1 —
12,2] AE/mL), 6sszehasonlitva ugyanazon egyének szérumban (104,7 [70,6-143,2]
AE/mL; p=0,0012), citrat-plazmaban (86,1 [64,5-122,9] AE/mL; p=0,0012), heparin-
plazmaban (108,2 [79,9-155,6] AE/mL; p=0,0006), illetve hirudin-plazmaban (100,9
[75,0-151,1] AE/mL; p=0,0006, parositott t-proba) mért értékeivel. Ugyanazon
egyének citrat-, hirudin- és heparin-plazmajaban, valamint szérumaban hasonl6 fikolin-

3/MASP-2 szinteket tapasztaltunk (12. abra).
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12.dbra. A fikolin-3/MASP-2 komplex szintje ugyanazon egyének Kkiilonbozé tipust vérmintaiban.
Ugyanazon egyének (N=7) szérumaban, valamint citrat-, hirudin- és heparin-plazmajaban hasonld
fikolin-3/MASP-2 szinteket tapasztaltunk, mig az EDTA-plazma szignifikdnsan kevesebb komplexet
tartalmazott, mint a szérum. Az egy egyénhez tartoz6 kiilonboz6 tipusi mintak fikolin-3/MASP-2
komplex szintjét Wilcoxon parositott t-probaval hasonlitottuk dssze.

5.2.3. A mintak ismételt felolvasztasanak és kezelési koriilményeinek hatasa
Megvizsgaltuk azt, hogy ugyanazon minta ismételt felolvasztisa és lefagyasztisa
befolyasolja-e a mddszer megbizhatdsagat, és ezaltal a mérési eredményeket. Miutan
hét egészséges egyén szérum mintait 1-9 alkalommal (egyszer és azt kovetéen még 8
alkalommal) lefagyasztottuk, majd felolvasztottuk, nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget ugyanazon egyén 1-9 alkalommal lefagyasztott, majd felolvasztott mintai
kozott, a fikolin-3/MASP-2 szintek tekintetében.

Hasonlo ¢és allando fikolin-3/MASP-2 koncentraciot tapasztaltunk akkor is, ha
ugyanazon egyén szérum mintait 4°C-on taroltuk 1 vagy 2 napig, ha
szobahOmérsékleten 1 vagy 2 napig, illetve ha 37°C-on 1 vagy 2 6raig.

A fenti 7 egészséges személytdl gylijtott teljes vérmintdk felhasznalasaval
megvizsgaltuk azt is, hogy az elnytlt kezelési id6 befolyasolja-e a fikolin-3/MASP-2
komplex szintjét. Ennek érdekében a teljes vért a vérvételt kovetden 30 perccel, illetve
24, 48, 72 oraval késobb centrifugaltuk le. Az igy gytijtott szérum mintakban ugyancsak
hasonlé fikolin-3/MASP-2 komplex szinteket tapasztaltunk, mint ugyanazon egyének

rutin eljaras szerint eltett mintaiban.
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5.2.4. A higit6 pufferek osszetételének vizsgalata

Az EDTA-plazmaban tapasztalt alacsony fikolin-3/MASP-2 szinttel kapcsolatos
eredmények arra 6sztonoztek minket, hogy megvizsgaljuk a fikolin-3/MASP-2 komplex
feltételezett kalcium-fiiggését. Ennek érdekében normdl humdan szérum keveréket 5
mM, 10 mM vagy 20 mM EDTA-t tartalmazo PBS-T, illetve TBS-T pufferben
higitottunk. Eredményeink arra utalnak, hogy a MASP-2 ¢és a fikolin-3 kozotti komplex
stabilitasahoz elengedhetetlen a Ca?* jelenléte, hiszen 5 mM, 10 mM, illetve 20 mM
EDTA jelenlétében dozisfiiggd modon csokkent a kimutathatdo fikolin-3/MASP-2
komplex szintje normal human szérum keverékben, 6sszehasonlitva az EDTA nélkiili
PBS-T pufferrel, illetve TBS-T pufferrel higitott normal human szérum keverék
értékeihez képest (13. dbra). A PBS-T, illetve a TBS-T pufferrel higitott normal human

szérum keverékben azonos mennyiségli fikolin-3/MASP-2 komplexet tudtunk

kimutatni.
50+
= 13.dbra. Pufferek osszetételének
| hatasa a  fikolin-3/MASP-2
i, 407 komplexek szintjére.
z - PBS-T A PBS-T, illetve TBS-T pufferrel
€ 304 = 20mMEDTA, PBS-T higitott normal human szérum
~ -+ 10mM EDTA, PBS-T keverékben azonos mennyiségl
o < SMMEDTA,PBS-T  f0lin-3/IMASP-2  komplexet
2 20- = TBS-T tudtunk kimutatni. Ha a kétféle
S - 20mM EDTA, TBS-T hieits fferh E'DTA_ dtunk
= % 10mM EDTA, TBS-T gito putferhez EDTA-t adtunk,
E 104 N 5mM EDTA, TBS-T 5 mM, 10 mM: |IIetve’ 20 'ml\/y!
E EDTA jelenlétében dozisfiiggd
iT modon  csokkent a  fikolin-
0 - 4 . 3/MASP-2 komplex szintje.
A SRS N -

Normal human szérum higitasi sorozata

5.2.5. Az acetilalt BSA hatasa a fikolin-3/MASP-2 komplex szintjére

Mivel korabbi tanulmanyok eredményei alapjan az acetilalt BSA (acBSA) aktivalja a
fikolin-3 altal kozvetitett komplementaktivalodast, megvizsgaltuk, hogy valtozik-e a
fikolin-3/MASP-2 komplex szintje, ha a szérumot acBSA-val inkubaljuk. Ennek

érdekében higitatlan szérum mintakat (normal human szérum keverék, és két egyedi
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szérum minta) acBSA, vagy BSA novekvé koncentracidival (0,78 — 1,56 — 3,12 — 6,25 —
12,5 - 25 -50 — 100 pug/mL), illetve azonos mennyiségii higitd pufferrel inkubaltuk 16
oran at, 4 °C-on. Az inkubalast kovetden a korabban beallitott ELISA modszerrel
(leirdsa: 4.2.2. szekcio) meghataroztuk a fikolin-3/MASP-2 komplexek szintjét. A 100
ug/ml acBSA-val torténd kezelés hatasara kb. kétszeresére nétt a fikolin-3/MASP-2
komplex szintje a normal human szérum keverékben (185,9 AE/mL) és a két egyedi
mintaban (184,6 AE/mL ¢és 492,7 AE/mL), Gsszehasonlitva a 100 pg/mL BSA-val
kezelt mintdkkal (normdl human szérum keverék: 74,6 AE/mL, egyedi mintak: 75,6
AE/mL és 185,5 AE/mL), illetve az azonos mennyiségii higité pufferrel inkubalt
mintakkal (normal humén szérum keverék: 84,9 AE/mL, egyedi mintdk: 69,7 AE/mL és
140,8 AE/mL). Ha novekvé koncentracioji acBSA-val inkubaltuk a mintakat,
dozisfiiggé modon emelkedett a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje mind a normal
human szérum keverékben, mind az egyedi mintakban (/4. dbra). Kiilonb6z6
mennyiségli BSA-val, illetve higité pufferrel torténd inkubalas hatdsara egyik mintaban

sem tapasztaltunk valtozast a fikolin-3/MASP-2 komplex szintjében.
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acBSA hatasara dozisfiiggd modon emelkedett a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje, mind a normal
human szérum keverékben, mind az egyedi mintakban.
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5.2.6. Fikolin-3/MASP-2 komplex képzése fikolin-3-, illetve MASP-2-hianyos
szérumban

Megvizsgaltuk, hogy fikolin-3-hianyos szérumban helyreallithaté-e a fikolin-3/MASP-2
rekombinans fikolin-3 (r-FIK-3) fehérjével inkubaltuk (végkoncentracio: 5 pg/ml). A
rekombinans fikolin-3-mal kezelt deficiens szérumban dozisfiiggé modon r-FIK-
3/IMASP-2 komplexek keletkezését tapasztaltuk; a rekombinans fikolin-3 még kis
koncentracioban is képes volt komplex képzésére a MASP-2-vel (15. A. dbra).

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy a fikolin-3-hianyos és a MASP-2-hianyos szérumok
képesek-e egymast “kiegésziteni”, tehat a két deficiens szérum kiilonb6zd aranyt
egyiittes inkubalasa soran keletkezik-e fikolin-3/MASP-2 komplex. Az elsé
megkozelitésben fikolin-3-hidnyos szérummal novekvd aranyban kezeltiik a MASP-2-
hianyos szérumot, mig a masodik megkdzelitésben novekvd koncentracioji MASP-2-
hianyos szérummal kezeltik a fikolin-3-hidnyos szérumot. Mindkét kisérlet soran
hasonld mértékii, dozisfiiggdé fikolin-3/MASP-2 komplex képzOédést tapasztaltunk a
kétféle deficiens szérum egyiittes inkubalasat kovetéen (15. B. dbra). Ha a MASP-2-
hianyos, illetve a fikolin-3-hidnyos szérumot 20 mM EDTA jelenlétében inkubaltuk,
nem képz6dott fikolin-3/MASP-2 komplex. A komplexet akkor sem tudtuk kimutatni,
ha kiilon-kiilon a MASP-2-hianyos, vagy fikolin-3-hianyos szérumot, illetve a r-fikolin-
3 fehérjét vizsgaltuk a beallitott ELISA moddszerrel.

.
_EI A E B.
i} w
< 125, < 504
3 3
S 1004 :_E::. 40
E 754 2 301 - Fﬂ(OHn—3-hi_é}nyos + MAS'P-2-h?é1nyos
N N -8 MASP-2-hidnyos + Fikolin-3-hidnyos
o 50 & 204 -o- MASP-2-hiényos szérum
2 2 S, .
S 2 S 101 -& Fikolin-3-hidnyos szérum
7 3
£ 0 £ 0 l
B r T T T T 1 E r T T T T 1
f 0 1 2 3 4 5 T 0 5 100 15 20 25
Rekombinans fikolin-3, pg/mL Hozzaadott deficiens szérum mennyisége, %

15.abra. A fikolin-3/MASP-2 komplex képzédésének helyreallitasa fikolin-3-hianyos, illetve MASP-
2-hianyos szérumban. (A) Homozigéta fikolin-3-hidnyos beteg szérumahoz rekombinans fikolin-3
fehérjét adtunk, amely a szérumban 1évé MASP-2 fehérjével dozisfiiggé modon komplexet képzett.

(B) Egy MASP-2-hianyos, illetve egy fikolin-3-hianyos beteg szérumat kiilonb6z6 aranyokban egyiitt
inkubaltuk, melynek hatasara dézisfiiggd modon fikolin-3/MASP-2 komplex keletkezett, a két deficiens
szérum “kiegészitette” egymast. Kiilon-kiilon a deficiens szérumokban nem tudtunk kimutatni fikolin-
3/MASP-2 komplexet.
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5.2.7. A fikolin-3/MASP-2 komplex és komplementfehérjék osszefiiggései

A bedllitott kvantitativ fikolin-3/MASP-2 ELISA validalasaként megvizsgaltuk, hogy a
fikolin-3/MASP-2 komplex szintje milyen eloszlast mutat az egészséges populacidban,
¢és mutat-¢ Osszefliggést a relevans komplementfehérjékkel. Elemzésiinkhéz 97
egészséges véradd szérum mintait hasznaltuk fel, melyekben a fikolin-3/MASP-2
komplex median szintje 119,7 AE/mL volt (25% - 75% percentilisek: 57,3 — 204,6
AE/mL), mig atlagos értéke 144,8 AE/mL-nek adodott (minimum: 2,9 AE/mL,
maximum: 615,5 AE/mL) (16. abra).

207 16. dbra. A fikolin-
ig: 3/MASP-2 komplexek

E 14- szintje 97 egészséges
T 124 véradé  eredményei
= 10 alapjan. A fikolin-
S 84 3/MASP-2  komplex
& 6 atlagos szintje 1448
44 AE/mL-nek  adédott

o Inul.. m  (Minimum értéke: 2,9
AE/mL, maximum

értéke: 615,5 AE/mL).

Fikolin-3/MASP-2 komplex, AE/mL

Ugyanazon 97 egészséges véradd szérumaban meghataroztuk a MASP-2 és a fikolin-3
koncentraciokat, valamint a fikolin-3 altal kozvetitett C4-depozici6 mértékét is.
Szignifikans korrelaciot talaltunk a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje, valamint a
fikolin-3 altal kozvetitett C4-depozicidé mértéke kozott (Spearman r = 0,671, p< 0,0001).
A fikolin-3/MASP-2 komplex szintje korrelalt a komplexet alkotdo komplementfehérjék,
a fikolin-3 (Spearman r = 0,2532, p = 0,0124) és a MASP-2 (Spearman r = 0,4505, p <
0,0001) szintjével is.
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5.3. Milyen hatassal van a funkcionalis C1-INH hianya a klasszikus, a lektin, az

alternativ és a terminalis utakon keletkez6 komplexek szintjére?

Vizsgalataink soran elemeztiik, hogy a C1-INH hianya befolyasolja-e az altala
szabalyozott komplementaktivacidés utvonalakon képz6dd komplexek szintjét? A
C1rC1sC1-INH, a C3bBbP és a SC5b-9 komplex szintek meghatarozasahoz korabban
kozolt modszereket adaptaltunk, mig a fikolin-3/MASP-2 komplex kvantitativ
méréséhez kifejlesztettink egy 0j modszert, amely validalasanak és Kifejlesztésének

1épéseit a fentiekben ismertettem.

A C1rC1sC1-INH, a C3bBbP, illetve a SC5b-9 komplex szintje azt jelzi, hogy a
komplementrendszer klasszikus, alternativ, illetve terminalis Gtja milyen mértékben
aktivalodott in vivo. A fikolin-3/MASP-2 komplex meghatarozasa soran a fentiekhez
amelynek mennyiségébdl kovetkeztethetiink a fikolin-lektin ut aktivalhatosaganak
mértékére. Ezen komplexek szintjét 6sszehasonlitottuk HANO-C1-INH-s betegekben és

egészséges személyekben.

5.3.1. AC1rC1sC1-INH, C3bBbP, illetve SC5b-9 komplexek szintje

A HANO-C1-INH-s betegek tiinetmentes iddszakban gyiijtott mintaiban kb. 10-szer
magasabb C1rC1sC1-INH koncentraciot tapasztaltunk, az egészséges egyének
értékeihez viszonyitva (5. tabldazat). A C1rC1sC1-INH szint hasonlo volt az I-es és a Il-
es tipusu HANO-C1-INH-s betegeket 6sszehasonlitva (35,00 [20,31 —56,07] AE/mL vs.
26,63 [17,57 —33,92] AE/mL), tovabba nem talaltunk kiilonbséget a danazollal kezelt,
illetve nem kezelt betegek kozott a C1rC1sC1-INH komplex szint tekintetében (23,81
[16,59 — 43,07] AE/ml vs. 34,13 [17,77 — 51,30] AE/ml). A C3bBbP ¢és SC5b-9 szintek
tekintetében nem talaltunk kiilonbséget a HANO-C1-INH-s betegek és az egészséges
egyének kozott.
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5. tablazat. A Klasszikus, az alternativ és a terminalis utak aktivalédasa soran keletkezé komplexek
szintje egészséges személyekben és HANO-C1-INH-s betegekben.

Az egyes komplement aktivacios komplexek szintjét Mann-Whitney U-teszttel hasonlitottuk dssze. A
tablazatban megadott értékek median [interkvartilis tartomany] értékeknek felelnek meg.

Egészséges HANO-C1-INH-s
egyének betegek P-érték
(N=104) (N=138)
3,37 32,84
C1rC1sC1-INH, AE/mL [2,84 - 3,94] [18,26 - 50,73] <0,0001
4,00 3,40
C3bBbP, AE/mL [2,87 - 5.74] [2,80 — 4.72] n.sz.
1,82 1,80
SC5b-9, AE/mL [1,33 - 2.50] [1,17 - 2.32] n.sz.

5.3.2. A fikolin-3/MASP-2 komplex szintje

Az egészséges kontroll csoport mintdiban szignifikdnsan magasabb koncentracidban
volt jelen a fikolin-3/MASP-2 komplex, a HANO-C1-INH-s betegekhez képest (median
€s 25% - 75% percentilisek: 144,90 [89,87 — 336,20] AE/ml vs. 97,41 [58,58 — 174,30]
AE/ml; p=0,0005) (17. A. dbra). Mivel el6zetes eredményeink alapjan feltételezheto,
hogy a fikolin-lektin 0t aktivalédasa részt vesz a HANO-C1-INH
pathomechanizmusaban, megvizsgaltuk, hogy vajon egy-egy betegre jellemzé-e egy
viszonylag allando fikolin-3/MASP-2 komplex szint. Elemzésiinkbe olyan HANO-C1-
INH-s betegeket vontunk be, akiktdl rendelkezésiinkre allt legalabb 4 egymast kdvetd
évbél szarmazé tiinetmentes minta. A fikolin-3/MASP-2 komplex szintek tekintetében
nem tapasztaltunk kiilonbséget a betegek kiilonb6z6 tiinetmentes idészakokban gyiijtott
mintdi kozott (p=0,8614, Friedman-teszt), a komplex szintje csak kis mértékben

valtozott egy egyénen belill a tiinetmentes id6szakokban (17. B. dbra).
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17. dbra. A fikolin-3/MASP-2 komplex szintje egészséges kontrollokban és tiinetmentes HANO-C1-
INH-s betegekben. (A) Az egészséges kontrollok és a HANO-C1-INH-s betegek fikolin-3/MASP-2
szintjét a Mann-Whitney U-teszttel hasonlitottuk 6ssze. (B) A HANO-C1-INH-s betegek 4 egymast
kovetd évben gyijtott mintdinak variancia analizishez a Friedman-tesztet hasznaltuk Dunn-féle post hoc

teszttel kiegészitve.
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Eredményeinket Osszegezve elmondhatjuk, hogy a funkciondlis C1-INH hidnya
kiilonb6zé6 moédon befolydsolta a szabalyozasa alatt all6 komplementaktivacios
klasszikus ut aktivalodasa soran keletkez6 C1rC1lsC1-INH komplex szintje nott,
ugyanakkor a lektin 0t komplexei koziil a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje
csokkentnek mutatkozott az egészséges egyénekhez képest. A C3bBbP és SC5b-9
komplex szintek tekintetében nem talaltunk kiilonbséget a HANO-C1-INH-s betegek ¢€s

az egészséges személyek kozott.
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5.4. Befolyasolja-e a funkcionalis C1-inhibitor hianya a korai MBL-lektin ut
aktivalodasat, illetve a fikolin-lektin ut osszaktivitasat tiinetmentes HANO-C1-
INH-s betegekben?

5.4.1. Az MBL-lektin ut aktivalhatosaga

Elészor megvizsgaltuk a ,lecsonkitott” (C4-t6l fliggetlen) MBL-lektin 1t
aktivalhatosagat, vagyis az MBL-MASP-2 komplex aktivalhatosagat. A modszer soran
a szérum mintat in vitro mannannal (amely az MBL-lektin 0t aktivatora) aktivaltuk, és a
hozzaadott tisztitott C4 fehérje hasitdsdnak mértéke alapjan kovetkeztettiink az MBL-
MASP-2 komplex aktivalhatésdganak mértékére.

Az MBL-MASP-2 aktivitas tekintetében — amely a mannannal aktivalt MBL-MASP-2
komplex C4-hasito képességét jelenti — nem talaltunk kiilonbséget a HANO-C1-INH-s
betegek és a kontrollok kozott (p=0,9325). Mivel az MBL2 genotipusok lehetséges
eltéré megoszlasa a két csoporton beliil befolyasolhatja az MBL szinteket, valamint az
MBL-MASP-2 komplex aktivalhatosaganak mértékét, megvizsgaltuk az MBL2
genotipusokat, de nem talaltunk eltér6 megoszlast az MBL2 AA, AO, vagy OO
genotipusai tekintetében a betegek és a kontrollok k6zott (p=0,4551, xz-teszt).

Ezt kovetéen 3-3 alcsoportra osztottuk a betegeket és az egészséges egyéneket az AA,
AQ, illetve OO genotipusok alapjan. Az MBL-MASP-2 komplex C4-hasit6 képessége
az MBL2 genotipusok alapjan képzett alcsoportokban sem kiilonbozott az egészséges
egyének és a HANO-C1-INH-s betegek kozott (/8. abra). Az MBL-MASP-2 komplex
aktivitasa szignifikdnsan csokkent volt a OO genotipusu egyénekben (mind a
betegekben, mind a kontrollokban). Az MBL2 szempontjabdl heterozigota AO és
homozigota AA genotipusi egyénekben (HANO-C1-INH-s betegekben ¢és
egészségesekben egyarant) hasonlo mértékti MBL-MASP-2 aktivalhatosagot talaltunk.

. Egészséges HANO-C1-INH-s

= 200- __egyének __ betegek 18. dbra. A mannannal aktivalt
3 e - ‘s MBL-MASP-2 komplex C4 hasité
:E 150- cogv° ::gfo ,,,,g., képességének vizsgilata egészséges
=< i B egyénekben és HANO-C1-INH-s
< 100- . I e —+ betegekben.

5 . e . Az AA, lletve az A0 MBL2
§ 504 genotipusu egészséges egyénekben,
v g . . . illetve HANO-C1-INH-s betegekben
DE‘J 0- comee  —adms : — hasonlé mértéki volt az MBL-MASP-

. . . . 2 komplex aktivalhatdsaga.
AA A0 00 AA A0 00
MBL-2 genotipusok
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Mivel az MBL-MASP-2 komplex aktivalhatosaga nem mutatkozott csokkentnek a
HANO-C1-INH-s betegekben, az egészséges kontrollokhoz képest, tovabba a MASP-2
szintje sem az MBL koncentracioval (R=-0,05031, p= 0,6930), sem az MBL-MASP-2
komplex aktivalhatésaganak mértékével (R= -0,02041, p= 0,8370) nem korrelalt, nem
valdszinii, hogy a HANO-C1-INH-s betegekben tapasztalt csokkent MASP-2 szintet az

MBL-lektin ut aktivalédasan keresztiil bekovetkez6 konszumpci6 okozza.

5.4.2. A fikolin-lektin ut osszaktivitasa

A korabban bemutatott eredményeink alapjan valdszintsithetd, hogy a fikolinok szerepe
hangsulyosabb a MASP-2 konszumpciojaban, az MBL-hez képest, ezért megvizsgaltuk,
hogy milyen mértékii a fikolin-lektin ut Osszaktivitasa. Bar a fikolin-lektin ut egyes
komponensei szignifikans kiilonbségeket mutattak az egészséges egyének értékeihez
képest, a fikolinok altal medialt komplementaktivaci6 HANO-C1-INH- ban betoltott
szerepének vizsgalatdhoz funkcionalis tesztek sziikségesek. E célbol meghataroztuk az
acBSA-val aktivalt fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicio mértékét (fikolin-3
Osszkomplement) egészséges kontrollokban, valamint az 6sszes HANO-C1-INH-s beteg
tiinetmentes idészakban gy(ijtott mintaiban.

A fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicid mértéke szignifikdnsan alacsonyabb volt
tinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben, mint az egészséges kontrollokban (28,64
[8,72 —80,16] % vs.143,31 [91,92 — 195,28] %, p<0,0001) (19. dbra).

J

= 19. dbra. A fikolin-3 altal kozvetitett

E p<0,0001 TCC-depozicio  mértéke egészséges

§ 4004 egyének, valamint HANO-C1-INH-s

g betegek tiinetmentes idészakban

3 300+ . gyijtott mintaiban.

o A HANO-C1-INH-s betegekre és az

: 200+ ~ee— egészséges egyénekre jellemz6 fikolin-3

:_‘g —_—— it altal kozvetitett TCC-depozicidé mértékét a

2 100+ —L it Mann-Whitney  U-teszttel hasonlitottuk
" TNETS SO Ossze.

T ol e v

g T T

.E Kontroll HANO-C1-INH
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Az Ujonnan bevezetett kvantitativ moédszer segitségével meghataroztuk a fikolin-
3/IMASP-2 komplex szintjét egészséges egyének, valamint HANO-C1-INH-s betegek
tiinetmentes id0szakban gyiijtétt mintaiban, €s a kapott eredményeket csoportonként
Osszevetettiik a fikolin-3 altal medialt TCC-depozicido mértékével.

Az egészséges személyek ¢és a tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegek korrelacios
mintazatat 6sszehasonlitva hasonld Osszefiiggéseket tapasztaltunk: a fikolin-3/MASP-2
komplex szintje €s a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozici6 mértéke hasonlod
mértékben, szignifikansan Kkorreldlt egymassal mind az egészséges egyénekben
(R=0,5018, p=0,0001), mind a tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben (R=0,4670,
p<0,0001) (20. dbra).

B. HANO-C1-INH-s betegek
1500+

A Egészséges egyének
15004

R=0,5018
P=0,0001

R=0,4670
P<0,0001

1000+ ° 10004

5004 - o ©°0° ° 5004 )

o

o
°
o o __©°
%/U//cn"/m“/
°
°® % %9 o
o
00 8 ® &0 oF o

0} o

FRMED
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Fikolin-3 medialt TCC-depozicié, % Fikolin-3 medialt TCC-depozicié, %

Fikolin-3/MASP-2 komplex, AE/mL
Fikolin-3/MASP-2 komplex, AE/mL

20. abra. A fikolin-3/MASP-2 komplex szintje és a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicio mértéke
kozotti osszefiiggés.

A fikolin-3/MASP-2 komplex szintje és a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicio mértéke kozotti
korrelaciok vizsgalatara a Spearman-féle Rho korrelacios koefficiens értékét hataroztuk meg.
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5.5. Van-e osszefiiggés az MBL-lektin t, illetve a fikolin-lektin at komponenseinek
szintje és a HANO-C1-INH sulyossaga kozott?

5.5.1. A HANO-C1-INH diagnosztikus paraméterei és a lektin it komponensek
kozotti osszefiiggések vizsgalata

Munkank sordn elemeztiik, hogy fennall-e Osszefliggés a lektin it komponensei és a
HANO-C1-INH diagnosztikus markerei (antigenikus C1-INH ¢és C4 szintek,
funkcionalis CI1-INH aktivitds) kozott. A MASP-3 szintek szignifikansan, negativ
iranyban korrelaltak a funkcionalis C1-INH szintekkel (r= -0,3626; p=0,0105), de az
antigenikus C1-INH koncentracioval nem talaltunk Osszefiggést. A C4 szint gyenge
pozitiv korrelaciot mutatott a fikolin-3 koncentracioval (r=0,2135; p=0,0471), és
negativ Osszefliggést az MBL (r= -0,2983; p=0,0059), illetve a MASP-3 (r= -0,2337,
p=0,0304) szintekkel. A fikolin-2, MASP-2, MAP-1, illetve MBL-MASP-2 aktivitas
értékek nem korrelaltak a HANO-C1-INH diagnosztikus paramétereinek szintjével.

5.5.2. A lektin ut paraméterek és a HANO-C1-INH-s betegek Kklinikai jellemz6i
kozotti osszefiiggések elemzése

Megvizsgaltuk, hogy van-e Osszefiiggés a lektin it egyes paramétereinek szintje,
valamint a HANO-C1-INH sulyossagat jellemz6 markerek, és a vérvételkori életkor
kozott. A sulyossagi markerek kozé soroltuk a szubkutan/hasi/felsd léguti 6démas
rohamok atlagos éves szamat, az atlagos éves Osszrohamszamot, valamint az
elfogyasztott C1-INH koncentratum atlagos éves mennyiségét. A legerGsebb
Osszefiiggéseket a klasszikus €s a lektin Ut koz6s komponensei, a funkciondlis C1-INH,
valamint az antigenikus C1-INH és C4 szintek mutattak, melyek szignifikansan
korrelaltak a szubkutdn/hasi/felsd 1éguti 6démas rohamok atlagos éves szamaval, az
atlagos éves Osszrohamszammal, valamint az elfogyasztott C1-INH koncentratum
atlagos éves mennyiségével (6. tdbldzat). A fikolin-2 szintek szignifikans negativ
korrelaciot mutattak a hasi rohamok éves szamaval, és az elfogyasztott CI1-INH
koncentratum mennyiségével. A fikolin-3 koncentraciéval kapcsolatban mas jellegii
Osszefliggéseket talaltunk; a fikolin-3 szintek szignifikdns negativ korreldciot mutattak
az atlagos éves Osszrohamszammal, a szubkutan, illetve felsd légati rohamok

gyakorisagaval, valamint az atlagos éves CI1-INH koncentratum fogyasztassal (6.
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tablazat). A felhasznalt C1-INH koncentratum mennyisége tovabbi Osszefiiggéseket
mutatott a MAP-1 szintjével, illetve az MBL-MASP-2 komplex aktivalhatosagaval (6.
tablazat). A fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicid mértéke a HANO-C1-INH
minden sulyossagi markerével mérsékelt, pozitiv korrelaciét mutatott. Az MBL, a
MASP-2, a MASP-3 ¢és a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje egyik sulyossagi
paraméterrel sem korrelalt szignifikdnsan. Bar a komplementkaszkad komplexei koziil a
fikolin-3/MASP-2 komplex szintje nem korrelalt a HANO-CL1-INH sulyossagi
paramétereivel, a klasszikus Ut CIlrClsCI1-INH komplexe szignifikans, pozitiv
korrelacidt mutatott a HANO-C1-INH stlyossagat jelz6 markerekkel.

A vérvételkori életkor szignifikans negativ korrelaciot mutatott a fikolin-2 (R=-0,3012,
p=0,0037) és a MASP-3 (R= -0,2933, p=0,0048) szintekkel, ugyanakkor pozitivan
korrelalt a fikolin-3 altal medialt TCC-depoziciéo mértékével (R=0,2924, p=0,0011).

6. tablazat. Osszefiiggések a klasszikus és a lektin it paraméterei és a HANO-C1-INH-s betegek
sulyossagi indexei kozott. Az elemzéshez a Spearman-féle Rho korrelacids koefficienst szamoltuk ki.
*Az antigenikus C1-INH szinttel kapcsolatos elemzések soran a ll-es tipust HANO-C1-INH-s betegek
(N=11) értékeit nem vettiik figyelembe.

Spearman-féle Rho Osszes Szubkutan Hasi Fels6 léguti C1-INH
(p-érték) roham rohamok rohamok rohamok koncentratum
szama/év szama/év szama/év szama/év fogyasztas/év
Antigenikus -0,3085 -0,2486 -0,3104 -0,2010 -0,3186
C1-INH* (0,0008) (0,0071) (0,0007) (0,0305) (0,0005)
Funkcionalis -0,3427 -0,3017 -0,2602 -0,2928 -0,3842
C1-INH (0,0002) (0,0010) (0,0048) (0,0014) (<0,0001)
MBL 0,0780 0,0420 -0,0594 0,2045 0,1894
(0,4700) (0,6976) (0,5821) (0,0560) (0,0772)
Fikolin-2 -0,1425 -0,0944 -0,2263 -0,1821 -0,2863
(0,1777) (0,3731) (0,0310) (0,0840) (0,0059)
Fikolin-3 -0,2478 -0,2487 -0,1090 -0,2295 -0,2654
(0,0179) (0,0174) (0,3039) (0,0286) (0,0110)
MASP-2 -0,0271 -0,0785 0,1394 -0,1767 -0,0682
(0,7949) (0,4519) (0,1804) (0,0885) (0,5133)
MASP-3 -0,0004 0,0034 -0,0456 -0,0470 -0,0953
(0,9969) (0,9745) (0,6672) (0,6576) (0,3687)
MAP-1 -0,1913 -0,1890 -0,1173 -0,1395 -0,2501
(0,0693) (0,0727) (0,2682) (0,1871) (0,0168)
C4 -0,3335 -0,2954 -0,2336 -0,2535 -0,3871
(0,0001) (0,0008) (0,0085) (0,0042) (<0,0001)
C1rC1sC1-INH 0,3638 0,3101 0,2779 0,2264 0,4219
(<0,001) (0,0046) (0,0115) (0,0372) (<0,001)
MBL-MASP-2 0,1239 0,0653 0,0861 0,1535 0,1931
(0,2057) (0,5055) (0,3799) (0,1163) (0,0474)
Fikolin-3/MASP-2 0,02061 0,02928 0,07171 -0,04348 -0,1185
komplex (0,8363) (0,7690) (0,4716) (0,6628) (0,2334)
Fikolin-3 medialt -0,2391 -0,2056 -0,1989 -0,2333 -0,2274
TTC-depozicié (0,0150) (0,0382) (0,0440) (0,0177) (0,0209)
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5.6. Megvaltozik-e a fikolin-lektin ut paramétereinek szintje a HANO-C1-INH-s
rohamok soran?

Mivel korabbi tanulmanyok alapjan felmeriilt a lektin at szerepe az 6démas rohamok
kialakulasadban, és mivel az egészséges egyének ¢€s a tlinetmentes HANO-C1-INH-s
betegek korrelacios mintazata eltéré Osszefliggéseket mutatott, kdvetkezd elemzéseink
az 6démas rohamok soran a lektin utat érint6 valtozasok elemzésére fokuszaltak. Annak
érdekében, hogy felmérjiik a lektin ut lehetséges szerepét az 6démas rohamok
kialakulasaban, ugyanazon HANO-C1-INH-s betegek tiinetmentes iddszakban, illetve
roham sordn gyiijtott mintaiban funkciondlis tesztekkel vizsgaltuk a fikolin-lektin ut
aktivalodasanak mértékét, tehat meghataroztuk a fikolin-3/MASP-2 komplex szintjét és
a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicié mértékét. Ezen paramétercket dsszevetettiik

tovabbi komplement komponensek és aktivacios termékek szintjével.

5.6.1. A fikolin-3/MASP-2 komplex szintje és a fikolin-3 altal medialt TCC-
depoziciéo mértéke HANO-C1-INH-s betegek tiinetmentes és rohamos mintaiban
Elemzésiinket leszikitettik azon HANO-C1-INH-s betegekre (n=35 f£6), akikt6l
rendelkezésiinkre allt tiinetmentes iddszakban, illetve roham sordn gytiijtott minta is.
Ugyanazon betegek mintdit Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a rohamok soran
mérsékelten megemelkedett a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje a tiinetmentes
allapothoz képest (93,8 [47,7 — 163,8] AE/mL vs. 88,3 [63,5 — 117,3] AE/mL;
p=0,0224, Wilcoxon-teszt). A fikolin-3/MASP-2 komplex-szel ellentétben a fikolin-3
altal kozvetitett TCC-depozicidé mérteke markdnsan csokkentnek mutatkozott roham
soran, a tlinetmentes allapothoz képest (3,9 [0,5 — 9,3] AE/mL vs. 23,2 [8,8 — 56,6]
AE/mL; p=0,0002, Wilcoxon-teszt) (21. dbra). A korabbi — egészséges egyénekben,
illetve tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben tapasztalt - eredményekkel
ellentétben (5.4.2. fejezet) nem talaltunk szignifikdns Osszefiiggést a rohamok soran
gyljtott mintakban a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje és a fikolin-3 altal medialt
TCC-depozicio mértéke kozott (R=0,1781, p=0,2986).
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21. dbra. A fikolin-3 altal kozvetitett TCC-
depozicié6 mértéke ugyanazon HANO-C1-
INH-s betegek tiinetmentes idészakban,
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3 p=0,0002 illetve rohamok soran gyiijtott mintaiban.
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5.6.2. A fikolin-3/MASP-2 komplex és a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicio
osszefiiggései a komplement kaszkad tovabbi komponenseivel

HANO-C1-INH-s betegek 0démas roham soran gyljtott mintdin végzett
tanulmanyunkban azt tapasztaltuk, hogy rohamos mintakban szignifikansan (p=0,0009),
kb. 50%-kal emelkedett a funkcionalis C1-INH aktivitisa a tiinetmentes allapothoz
képest, ugyanakkor az antigenikus C1-INH szintje nem valtozott (7. tablazat). A C4
koncentraci6 nem mutatott kiilonbséget ugyanazon betegek tlinetmentes, illetve
rohamos mintdiban, ¢és szintje mindkét allapotban csokkent volt az egészséges
személyekhez képest. Bar a klasszikus Ut aktivalodasat jellemzd paraméterek
(C1rC1sC1-INH, C4a, C4d) szintje nem valtozott a tiinetmentes és a rohamos allapotok
kozott, az egészséges egyének értékeihez képest szignifikans kiilonbségeket talaltunk
ezen paraméterek szintjében (7. tdbldzat). Ezzel parhuzamosan az 6démas rohamok
soran gyljtott mintdkban csokkent mértékli komplementaktivalodast figyeltiink meg a
C3 hasitasi 1épést kovetden, a tiinetmentes allapothoz képest csokkent C3a és C3bBbP
szintek alapjan. A C3 aktivalodasat kovetd 1épések komplementaktivacios markerei az
egészséges egyénekhez képest is szignifikdns kiilonbségeket mutattak: a C3bBbP és
SC5b-9 szintek némileg csokkentek a roham alatti idGszakban az egészséges
kontrollokhoz viszonyitva (7. tablazat. A fikolin-2, fikolin-3 és MAP-1 szintek nem
kiilonboztek a tiinetmentes és a rohamos allapot kozott, ugyanakkor a rohamok soran
szignifikansan csokkent a fikolin-3 szintje az egészséges egyének értékeihez képest

(p=0,0089).
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7. Tablazat. A komplementfehérjék és a komplementaktivaciés termékek szintje HANO-C1-INH-s
betegek tiinetmentes iddszakban, illetve roham soran gyiijtott mintaiban, valamint egészséges
személyekben. Az ugyanazon egyénhez tartoz6 tiimetmentes és rohamos értékeket parositott t-probaval,
Wilcoxon-teszttel hasonlitottuk 6ssze, mig a HANO-C1-INH-s betegek és az egészséges egyének kozotti
kiilonbségek elemzésére a Mann-Whitney U-tesztet hasznaltuk.

*Az antigenikus C1-INH szint Gsszehasonlitasa soran a Il-es tipusi HANO-C1-INH-s betegek (N=5)
értékeit nem vettiik figyelembe, mert ebben a kérképben az antigenikus C1-INH szint normadlis, illetve
esetenként emelkedett lehet.

HANO-C1-INH-s betegek Egészséges p-érték
(N=35) egyének
Tiinetmentesen Roham soran (N=104)

Antigenikus 0,05 0,04 0,25 2b< 0,0001
C1-INH, g/L* (0,04-0,09) (0,04-0,07) (0,21-0,27)
Funkcionalis 16,62 26,48 99,00 2b< 0,0001
C1-INH, % (9,81-25,63) (15,78-38,76) (83,02-105,07) ©0,0009
C1rC1sC1-INH, 45,00 50,25 7,64 2P< 0,0001
AE/mL (22,15-86,87) (29,66-94,59) (4,14-9,63)
Fikolin-2, 5,09 4,84 5,75 n.sz.
pg/mL (3,62 —8,00) (3,32 -6,71) (4,17 - 8,02)
Fikolin-3, 19,97 17,20 24,10 ®0,0089
pg/mL (13,40 — 27,40) (13,80 — 24,72) (18,25 - 30,10)
MAP-1, 0,17 0,21 0,19 n.sz.
pg/mL (0,14 - 0,25) (0,14 — 0,25) (0,15-0,28)
C4, 0,06 0,05 0,30 ab<'0,0001
g/L (0,03-0,12) (0,02-0,09) (0,23-0,36)
C4a, 3021,53 2610,45 191191 40,0252
ng/mL (1567,58-3136,45) (1569,55-3058,40) | (1298,90-2555,61)
C4d, 22,90 15,70 63,45 ab< 0,0001
ng/mL (9,60-36,00) (5,70-28,90) (45,05-87,90)
C3a, 261,22 105,32 142,20 40,0370
ng/mL (109,12-419,66) (71,63-260,92) (102,87-220,27) °0,0048
C3bBbP, 9,90 3,25 7,32 P< 0,0001
AE/mL (6,41-18,68) (1,86-4,89) (5,38-15,38) °0,0180
SC5b-9, 0,54 0,51 1,53 2P< 0,0001
AE/mL (0,39-1,24) (0,35-0,63) (0,73-2,70) °0,0448

A vizsgalt csoportok kozotti kiilonbségeket az alabbiak szerint jeloltiik:

*Tiinetmentes HANO-C1-INH-s beteg vs. Egészséges egyén (Mann-Whitney teszt)
Rohamos HANO- C1-INH-s beteg vs. Egészséges egyén (Mann-Whitney teszt)

“Tiinetmentes HANO- C1-INH-s beteg vs. Rohamos HANO- C1-INH-s beteg (Wilcoxon-teszt)

Fenti eredményeinkbdl kiindulva elemeztiik, hogy a fikolin-lektin ut aktivacios
komponense (fikolin-3/MASP-2 komplex) és aktivacios markere (fikolin-3 altal
kozvetitett TCC-depozicio) mutat-e Osszefiiggést a komplementaktivalodas tovabbi
paramétereivel.

HANO-C1-INH-s betegekben, tiinetmentes iddszakban a fikolin-3 altal kozvetitett
TCC-depozicié mértéke szignifikansan korrelalt a fikolin-3 (R=0,2778, p=0,0022), az
antigenikus C1-INH (R=0,3152, p=0,0006), valamint a C4 (R=0,5307, p<0,0001)
koncentracioval (23. dbra), tovabba mérsékelten a funkcionalis C1-INH (R=0,2011,
p=0,0397), a C4d (R=0,8333, p=0,0154) és a MAP-1 (R=0,1948, p=0,0330) szintjével.
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Tiinetmentes idészakban a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje mérsékelt osszefliggést
mutatott a C4a (R=0,7306, p=0,0458) ¢és a C4d (R=0,8571, p=0,0107) koncentraciokkal.

A a B C.
(=2}
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= 20 = 0.2
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Fikolin-3 medialt TCC-depozicié, % Fikolin-3 medialt TCC-depozicié, % Fikolin-3 medialt TCC-depozicié, %

22. abra. A KlassziKkus és a fikolin-lektin Gt paraméterei kozotti osszefiiggések tiinetmentes HANO-
C1-INH-s betegekben. Az elemzésekhez a Spearman-féle Rho korrelacios koefficienst szamoltuk ki.
*Az antigenikus C1-INH szinttel kapcsolatos elemzés soran a Il-es tipusi HANO-C1-INH-s betegek
(N=11) értékeit nem vettiik figyelembe, mert ebben a kérképben az antigenikus C1-INH szint normalis,
illetve esetenként emelkedett lehet az albuminhoz val6 kéros kdtddése miatt.

A HANO-C1-INH-s rohamok soran gy{ijtott mintdkban mas jellegli Gsszefiiggéseket
tapasztaltunk: a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje szorosan, szignifikansan korrelalt a
fikolin-3 (R=0,5319, p=0,0025) és a funkcionalis CI1-INH szintjével (R=0,5391,

0,4981, p=0,0096). A MAP-1 és a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje kozott mérsékelt
korrelaciot talaltunk (R=0,3675, p=0,0325). Tovabbi Osszefiiggést talaltunk a C3a
szintek és a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicidé mértéke kozott (R=-0,4441,
p=0,0230) (24. dbra).
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6. MEGBESZELES
Az eredmények targyaldsa a célkitlizésekben megfogalmazott pontoknak megfeleléen

kerul részletezésre.

6.1. A C1-INH szabalyozo funkciéjanak sériilése a fikolin-lektin 1t egyes
komponenseinek konszumpcidjat okozhatja

Vizsgalatunk megerdsitette azt a korabbi feltételezést, miszerint a C1-INH hianyaban
kialakuld herediter angioodémaban a lektin Ut kontrollalatlanul aktivaloédik, még a
tiinetmentes idészakokban is (185). Bar az MBL-lektin ut HANO-C1-INH-ban betoltott
szerepét Cedzynski és mtsai., valamint Varga és mtsai. is vizsgaltak (168, 185), Peter
Garred munkacsoportjaval egyiittmiitkddve eldszor vizsgaltuk a fikolin-lektin Gt szerepét
ebben a korképben.

A lektin ut aktivalodasat jelezheti az egyedi komplement komponensek csokkent
funkcionalis teszttel mért 6sszkomplement aktivitas csokkent mértéke (196). A HANO-
C1-INH tiinetmentes iddszakaban végbemend fikolin-lektin it aktivalédasara utalhatnak
azon megfigyeléseink, melyek szerint a HANO-C1-INH-s betegekben csokkent a
fikolin-2, a MASP-2 ¢és a C4 szint, az egészséges egyénekhez képest (4. tablazat)
(186). Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a fikolin-lektin Ut komponensek
termelddésének szabalyozasarol, intenzitasarol és eliminaciojukrol még hidnyosak az
ismereteink, nemcsak a kiilonb6zdé korképekben, de még egészséges egyénekben is.
Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a fikolin-2, a fikolin-3, a MASP-1, a MASP-2
¢és az SMAP mRNS-e jellemzéen a majban expresszalodik (59, 83, 96, 103), ugyanakkor
szamtalan szervben, szdvetben, illetve sejttipusban detektalhatdo volt a fikolin-1
(monocita, tido, lép) (67), a MASP-3 (maj, 1ép, tidd, vékonybél, hasnyalmirigy,
vazizom, timusz, prosztata, petefészek, agy) (107), valamint a MAP-1 (szivizom,
vazizom) mRNS expresszidja (35).

Csupan a MASP-1 szerin proteazzal kapcsolatban jelent meg egy kozlemény, melyben
Thiel és mtsai. leirtak, hogy koncentracidja 2 honapon at stabilnak bizonyult egészséges
egyénekben (97), am a fikolin-lektin at komponenseinek katabolizmusaval kapcsolatban

nem rendelkeziink részletes adatokkal.
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A fikolin-lektin ut aktivalédasara utalhat az a jelenség is, hogy a fikolin-3 altal
kozvetitett TCC-depozicio szintje szignifikdnsan csokkent volt a HANO-C1-INH-s
betegekben, a kontrollokhoz képest (19. dbra). Ez a megfigyelésiink alatdmasztja, és
Osszefiigg munkacsoportunk korabbi eredményeivel, ahol Varga és mtsai. kimutattak,
hogy az MBL-lektin ut &sszaktivitasa csokkent HANO-C1-INH-s betegekben (185).
Mivel az alacsony MASP-2 szinten kivill a HANO-C1-INH-s betegekre jellemzd
csokkent C4 csokkent szint is markansan hozzéjarulhat az alacsony mértéki fikolin-3
altal kozvetitett TCC-depoziciohoz, bevezettiink egy olyan kvantitativ modszert, amely
a fikolin-3/MASP-2 komplex mennyiségi meghatarozasara alkalmas, tehat ugy teremt
lehetoséget a fikolin-lektin ut aktivacios potencialjanak megbecsiilésére, hogy a kaszkad
soron kovetkez6 komponenseinek csokkent szintje nem befolyasolja (5.2. fejezet) (113).
Az tUjonnan bevezetett modszer joOl kiegésziti a Hein és mtsai. altal kordbban
kifejlesztett ~ funkciondlis  tesztet, amely a  fikolin-3  altal  kozvetitett
komplementaktivalodas meghatarozasara alkalmas (89), tovabba a fikolin-3 altal
kozvetitett C4-depozicid mértéke és a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje szignifikans
Osszefiiggést mutatott vizsgalatunkban (5.2.7. fejezet). Erdekes megfigyelés, hogy
HANO-C1-INH-s betegekben tiinetmentes idészakban a fikolin-3/MASP-2 komplex
szintje allando, az adott egyénre jellemz0 szintet mutatott, a 4 egymast kdvetd évben
gylijtott mintakban (17. dbra).

A fikolin-lektin ut aktivalhatosaganak tovabbi markere a fikolin-3/MASP-2 komplex
emelkedett szintje lehetne, am tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben ezen komplex
szintje meglep6 modon csokkentnek mutatkozott az egészséges személyekhez képest
(17. abra). A latszdlagos ellentmondas lehetséges magyardzatdul szolgalhatnak az
alabbi tények és megfigyelések:

1. Jelen vizsgalatunkban nagyobb szami HANO-C1-INH-s beteg bevonasaval
megerdsitettiik azt a korabbi eredményiinket, hogy HANO-C1-INH-s betegekben
szignifikdnsan csokkent a MASP-2 szintje (4. tabldzat) (185). Mivel a MASP-2 hiany
meglehetdsen ritka (csupan egy eset kapcsan irtak le) (154), a MASP-2 alacsony szintje
valdsziniileg a kontrollalatlan, fokozott komplement konszumpcié kdvetkezménye. Az
alacsony MASP-2 szint miatt — mint limitalo tényezé - a fikolin-3 (melynek szintje
hasonld volt betegekben ¢és egészséges egyénekben) feltehetden kevesebb fikolin-

3/MASP-2 komplexet tud alkotni.
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2. A fikolin-3/MASP-2  komplex meghatarozasara alkalmas modszer
kifejlesztése soran kimutattuk, hogy acBSA jelenlétében — amely a fikolin-3 specifikus
liganduma — dozisfiiggé modon emelkedik a komplex szintje, holott azt feltételeztiik,
hogy a fikolin-3/MASP-2 komplex preformaltan van jelen a keringésben (/4. dbra)
(113). A jelenség magyarazata még tovabbi vizsgalatokat igényel, a szakirodalomban
sem taldltunk arra vonatkozo megfigyeléseket, hogy egy ligandum befolydsolna a
lektin/szerin  protedz komplexek 1étrejottét. A  tiinetmentes HANO-C1-INH-s
betegekben viszont nem emelkedett a komplex szintje (17. abra), ami arra utalhat, hogy
nincs jelen egy specidlis aktivald dgens, hanem a CI1-INH szabalyozés hidnydban,
spontan aktivalodik a fikolin-lektin ut, ezaltal konszumpciés mechanizmussal alacsony
fikolin-2, MASP-2 ¢és C4 szinteket, valamint alacsony osszkomplement aktivitast
okozva.

3. Fontos figyelembe venni azt a megfigyelésiinket, hogy HANO-C1-INH-s
betegekben emelkedett MASP-3 szintet tapasztaltunk, a kontrollokhoz képest (4.
tablazat). Ha figyelembe vessziik Skjoedt és mtsai. eredményeit, miszerint a fikolin-3 a
MASP-3 6 akceptor molekulaja (36), feltételezhetd, hogy a HANO-C1-INH-s
betegekben nagy mennyiségben jelen 1év0, szabalyozo funkcidéju MASP-3 kompetitiven
jelentdsen gatolja a MASP-1, illetve a MASP-2 kotédését a fikolin-3-hoz, ahogy azt az
MBL-komplexekkel kapcsolatban kordbban leirtdk (bar a hipotézisiink igazolasdhoz
nagy sziikség lenne a MASP-1 szintek meghatarozasara, mely jelenleg még nem
elérhetd) (197).

Eredményeink alapjan — melyeket az MBL-lektin 1t és a fikolin-lektin Gt parhuzamos
vizsgalata kapcsan kaptunk — feltételezheté, hogy HANO-C1-INH-s betegekben a
fikolinokon keresztiil bekovetkezd lektin ut aktivalodéas szerepet jatszhat a betegség
pathomechanizmusaban. Az MBL-lektin Gt funkcionalis vizsgalatara adaptaltunk egy
olyan modszert, amely az MBL altal kozvetitett C4-depozicidé meghatarozasara
alkalmas, és a hozzédadott exogén C4 segitségével kiiszoboli ki a mintdk eltéré C4-
tartalmabol fakad6 kiilonbségeket (4.2.3. fejezet) (117). Nagyobb szamu beteg
bevonasaval megerdsitettiik Cedzynski és mtsai. eredményeit (168), ugyanis az MBL
koncentracio, illetve az MBL-MASP-2 komplex altal kozvetitett C4-depozicido mértéke
a mi vizsgalatunkban sem kiilonbozott a HANO-C1-INH-s betegek és a kontrollok
kozott (4. tabldazat és 18. dbra). Mivel az MBL szint nem korreldlt a MASP-2
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cres

valamint a fikolin-2 szintek kozott (8. abra), feltehetdleg a fikolin-2 és a fikolin-3 jarul
hozza donté mértékben a MASP-2 csokkent szintjéhez, konszumpcids mechanizmussal
(186). Ezzel kapcsolatban fontos megemliteni Thiel és mtsai. vizsgalatat, amely szerint
a MASP-2 kevesebb, mint csupan 10%-a alkot komplexet az MBL-lel (198).

Erdekes megfigyelés, hogy fikolin-2 és a MASP-3 szintek negativ korrelaciét mutattak
az egészséges szemeélyekben, ugyanakkor pozitivan korrelaltak egyméassal a HANO-C1-
INH-s betegekben (9. dbra). A kiilonboz6 iranya korrelaciok magyarazata tovabbi
vizsgalatokat igényel, de feltehetéleg a CI1-INH hianyaban bekovetkezd, sériilt
szabalyozasu lektin ut aktivalodas allhat a jelenség hatterében.

Osszegezve tehat elmondhatjuk, hogy a tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben
tapasztalt alacsony fikolin-2, MASP-2 és C4 szint feltételezheten a fikolin-lektin Gt (és
a klasszikus ut) folyamatos, aktivalodasanak a kovetkezménye, amely vagy spontan
modon, vagy egy eddig nem definialt specifikus aktivalo agens hatasara, a sériilt C1-
INH altali szabalyozas miatt indul el (186). Eredményeink pontosabb és atfogobb
értelmezéséhez sziikséges lenne a MASP-1 szintek meghatarozasa is, &m sajnos még
nem elérhetd a megfeleldé monoklonalis anti-human-MASP-1  ellenanyag.
Eredményeink alapjan — ahogy azt a betegekben emelkedett C1rC1sC1-INH komplex
jelzi (5. tabldazat) (183) - tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben a klasszikus 1t
spontan, kontrollalatlan aktivalodasa is bekdvetkezik, amely szintén hozzdjarul a C4
szint csOkkenéséhez, konszumpcids mechanizmus révén, és ezaltal a klasszikus és a
lektin 1t csokkent Osszkomplement aktivitishoz (183). Az a jelenség, hogy a
C1rC1sC1-INH komplex szintje szignifikdnsan magasabb HANO-C1-INH-s
betegekben az egészséges egyénekhez képest, ellentmondasos eredménynek tlinhet egy
olyan korképben, amelyet a funkciondlis CI-INH hidnya jellemez, bar hasonld
megfigyelést tettek Ziccardi és mtsai., illetve Nielsen és mtsai. is (12, 13). A latszolagos
ellentmondas feloldasa abban rejlik, hogy HANO-C1-INH-ban a C1-INH hianya
heterozigodta allapot, igy csekély, 10 — 30%-0s C1-INH aktivitds még kimutathato, mig a
C1 fehérjekomplex szintje normalis (199). A ,,sériilt”, csokkent C1-INH aktivitas miatt
kialakulé helyzet kedvez a jelen 1év0, normal mennyiségli C1 komplex

autoaktivalodasanak (12), és a C1rC1sC1-INH komplex létrejotte soran konszumpcios
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mechanizmussal elfogyasztja a kis mennyiségli, rendelkezésre allo C1-INH fehérjét
(13).

Annak érdekében, hogy részletesebb képet kaphassunk a klasszikus és a lektin ut
illetve a funkciondlis C1-INH hidnydban, dolgozunk olyan metodikak kifejlesztésén,
melyek alkalmasak lehetnek a klasszikus és a lektin Gt ,analog”, egymasnak
megfeleltethetd komplexeinek meghatarozasara. Jovobeli terveink kozott szerepel a
MASP-1/C1-INH, illetve a MASP-2/C1-INH komplexek meghatarozasa (amelyek a
klasszikus Gt C1rC1sC1-INH komplexével lehetnek analdégok), valamint a C1qC1rCls
komplex mérése, amely funkcionalis szempontbdl feltételezhetéen a fikolin-lektin 1t
MBL-MASP, illetve fikolin-MASP komplexeinek feleltethetd meg.
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6.2. A lektin at paraméterek és a HANO-C1-INH sulyossaga kozotti 6sszefiiggések

Vizsgalatunkban el6szor igazoltuk, hogy a fikolin-lektin ut paramétereinek szintje
Osszefliggést mutat a HANO-C1-INH sulyossagaval (186). A HANO-C1-INH
tiineteinek sulyossdga (melyet az 6démas rohamok szamaval, tovabba a rohamok
kezelésére alkalmazott C1-INH koncentratum mennyiségével jellemeztiink) forditott
Osszefliggést mutatott a fikolin-2 és a fikolin-3 szintekkel, ugyanakkor az MBL szint
nem mutatott Osszefiiggést a betegség stlyossagi paramétereivel (6. tabldazat), ahogy azt
Cedzynski és mtsai. is leirtak (168). Eredményeink alapjan a gyakoribb ¢és sulyosabb
6démas rohamok alacsony fikolin-2 és fikolin-3 szintekkel jarnak egyiitt (186), am az a
kérdés még nem tisztazott, hogy a fikolin-2 és a fikolin-3 csokkent szintje ok, vagy
kovetkezmény-e a korkép pathomechanizmusaban?

Erdekes megfigyelés, hogy a fikolin-2 és a MASP-3 szintek szignifikans negativ
Osszefliggést mutattak a vérvételkori életkorral (5.5.2. fejezet). Mivel a szakirodalomban
nem talaltunk arra vonatkozdan adatokat, hogy a lektin it paraméterei eltérd szintet
mutatnak kiilonb6z6é felndtt korosztalyokban, a jelenséget érdemes lenne tovabb
vizsgalni. Az életkor és a komplementfehérjék szintje kozotti dsszefiiggéseket csupan
néhany tanulmany elemezte: Hecker és mtsai. kdzleménye szerint a B-faktor és a D-
faktor koncentracioja pozitivan korrelal az életkorral (200), mig Esparza-Gordillo és
mtsai. eredményei szerint a C4bp és a H-faktor szintje magasabb iddsebb életkorban
(201, 202).

Munkacsoportunk kimutatta, hogy a klasszikus ut aktivalodasat jellemzé ClrC1sCl1-
INH komplex szintje és a funkcionalis C1-INH, valamint C4 koncentracio szignifikans
Osszefliggést mutat a HANO-C1-INH rohamok gyakorisagaval, valamint a rohamok
kezelésére felhasznalt C1-INH ampullak szdmaval (6. tdblazat), tovabba a C1rC1sC1l-
INH komplex emelkedett szintje stlyosabb és gyakoribb tiinetekre prediszponal
HANO-C1-INH-ban (183). Mivel a lektin Gt tobb ponton szerkezeti és miikodésbeli
hasonlosagokat mutat a komplement klasszikus uttal, tovabba kezdeti 1épéseit a C1-INH
szabalyozza, feltételeztiik, hogy a lektin ut bizonyos komponensei és a HANO-C1-INH
sulyossaga kozott 0sszefliggés all fenn. A klasszikus t korabban prediktiv értékiinek
talalt C1rCl1sC1-INH komplexe (183) hasonlé funkcidja és felépitése alapjan
megfeleltetheté a lektin ut MASP-1/C1-INH és MASP-2/C1-INH komplexeinek,

amelyek meghatarozasara uj modszereket szeretnénk bevezetni a jovében (specifikus
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monoklonalis anti-human-MASP-1 ellenanyag sajnos még nem elérhet). A komplex
Clr és Cls alegységei a MASP-1-nek és a MASP-2-nek feleltetheték meg (a MASP-1
szintekrél nincs informacionk, mig a MASP-2 szintje csokkent HANO-C1-INH-s
betegekben, de a Clr és a Cls nem) (185, 199), tovabba a C1q a fikolin-3-mal homolog
(ezen két felismerd funkcidju fehérje szintje nem csokkent HANO-C1-INH-ban) (170).
Mindkét komplexnek fontos regulatora a C1-INH, bar in vitro tanulmanyok alapjan a
MASP-2-t hatékonyabban gatolja, mint a Clr és Cls szerin proteazokat (40, 157, 177).
Fontos azonban figyelembe venni, hogy in vivo eltéré koncentraciokban van jelen a C1r
(atlagosan 31 pg/mL), a Cls (atlagosan 34 ug/mL) és a MASP-2 (atlagosan 534
ng/mL), tovabba ez utobbit nem csak a C1-INH tudja gatolni.

Bar a fikolin-2 és a fikolin-3 szintek, valamint a fikolin-3 4ltal kozvetitett TCC-
depozicid6 mértéke szignifikdns Osszefliggést mutattak a HANO-C1-INH sulyossagi
markereivel, a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje nem korrelalt a HANO-C1-INH
sulyossagat jelzo paraméterekkel (6. tablazat). A jelenség magyardzata az lehet, hogy a
lektin ut aktivalodadsdban szamtalan iniciator komplex vesz részt (amelyek pontosan
koriilhatarolt funkcidja még nem ismert), igy a fikolin-2 és a fikolin-3 (valamint az
MBL ¢és a kollektin-11) eltérd Osszetételli €s aranyt komplexeket képeznek a MASP-1,
a MASP-2, a MASP-3, a MAP-1 és az SMAP fehérjékkel (14-20). Ezen valtozatos — és
még csak részleteiben ismert — kolcsonhatasok eredményeként a lektin utat
nagysagrendekkel nagyobb komplexitds jellemzi, mint a klasszikus utat, amely
jellemzéen a C1 fehérjekomplex altal aktivalodik. Bar a C1 komplex sztochiometriaja
¢és funkcionalis szerepe jol ismert, az MBL-MASP, illetve fikolin-MASP komplexekr6l
még hidnyosak ismereteink. Erdekes eredmény, hogy a funkcionalis C1-INH szintje
szignifikans, negativ 0sszefiiggést mutatott a MASP-3 koncentracioval (5.5.1. fejezet).
Bar a CI-INH ekvimolaris komplexeket képez az aktivalt MASP-1 és MASP-2
fehérjékkel, és gatolja 6ket Matsushita és mtsai. eredményei alapjan (29), a MASP-3
fehérjével nem 1ép kdlcsonhatasba (42). A lektin ut aktivator komplexeinek sokfélesége
alapjan feltételezhetd, hogy a lektin ut aktivalodasa (kiilonos tekintettel a MASP-1 és a
MASP-2 autoaktivalodasara) — és ezaltal komponenseinek fokozott konszumpcidja —
nagy mértékben hozzéjarul a C1-INH elhasznéaldsahoz a MASP-1 és MASP-2 éltal, igy
a lektin ut fokozott CI1-INH konszumpcioja elvezethet az érzékeny ,,C1-INH-
egyensuly” sériiléséhez, ¢s a HANO-C1-INH tiineteinek kialakuldsdhoz.
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6.3. A fikolin-lektin ut paraméterek és aktivacios termékek szintjének valtozasa a
HANO-C1-INH-s rohamok soran

Tanulmanyunk alapjan — amelyben elséként, nagy szamti HANO-C1-INH-s beteg
parositott tiinetmentes ¢és rohamos mintai — alapjan kimutattuk, hogy az ©6démas
rohamok egyiitt jarhatnak a fikolin-lektin 0t aktivalodasaval. Ugyanazon betegek
tinetmentes iddszakban, illetve rohamok soran gy(ijtétt mintait Gsszehasonlitva a
fikolin-3/MASP-2 komplex szintjének szignifikdns, bar kis mértéki emelkedését
figyeltilk meg a rohamok soran, melynek biologiai jelentésége még bizonytalan (21.
abra). Ha a jelenséget parhuzamba allitjuk el6kisérleteinkkel, ahol a novekvo
dozisfiiggé modon emelkedett (14. dbra) (113), akkor feltételezhetd, hogy az 6démas
roham sordn egy aktivald 4gens jelenléte okozhatja az inicidtor komplex
amikor valamilyen mikrobidlis hatdshoz, infekcidhoz kothetd az 6démas roham
kialakulasa). A fikolin-3/MASP-2 komplex-szel ellentétben a fikolin-3 altal kozvetitett
TCC-depozici6 mértéke szignifikdnsan csokkentnek mutatkozott roham sorédn, a
tinetmentes allapothoz képest (21. dbra). Mivel a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-
depozicido meghatarozasa soran a mintakat in vitro a fikolin-3 specifikus ligandumaval,
acBSA-val aktivaljuk, és az igy keletkez6 TCC-depoziciot olvassuk le (4.2.3. fejezet), a
mérés soran tapasztalt kis mértékii TCC-depozicio azt jelzi, hogy in vivo mar lezajlott a
fikolin-lektin ut aktivalodasa, igy in vitro mar csak csokkent, rezidualis TCC-depoziciot
tudunk kivaltani. Fentiek figyelembevételével a rohamok soran tapasztalt fikolin-
3/MASP-2 komplex szint emelkedése, és az alacsony mértékt fikolin-3 altal medialt
TCC-depozicid arra utalnak, hogy rohamok soran (auto)aktivalodik a fikolin-lektin ut.
Azon kérdés megvalaszoldsara, hogy a fikolin-lektin ut aktivalédasa az 6démas
rohamok oka, vagy kdvetkezménye-e, tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Béar az egészséges egyének és a tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegek mintaiban
szignifikans korrelaciot talaltunk a fikolin-3/MASP-2 komplex szintje és a fikolin-3
altal medialt TCC-depozicid6 mértéke kozott (20. abra), a rohamos mintdkban nem
tapasztaltunk Osszefiiggést ¢ két paraméter kozott (5.6.1. fejezet), ami utalhat arra, hogy

az 0démas rohamok soran a fikolin-lektin ut felfokozott aktivalodasa megy végbe,
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amely felboritja a fikolin-lektin 0t kiinduldpontja (fikolin-3/MASP-2 komplex) és a
végpontja (fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicid) kozotti dsszefliggést.
Tanulmanyunkban azt a megdobbentd jelenséget tapasztaltuk, hogy a rohamos
mintakban szignifikansan, kb. 50%-kal emelkedett a funkcionalis C1-INH szintje a
tiinetmentes allapothoz képest, ugyanakkor sem az antigenikus C1-INH, sem a C4
koncentracioja nem nétt (7. tdabldzat). A funkcionalis C1-INH rohamok soran tapasztalt
emelkedése ellent mond a kordbban kozolt tanulmanyoknak, melyek azt sugalltak, hogy
az 0démas rohamok soran tovabb gyengiil a C1-INH altali szabalyozas, a tiinetmentes
allapothoz képest (203). Mas munkakban a szerzOk nem talaltak kiilonbséget a
funkcionalis C1-INH és a C4 szintek tekintetében, rohamos illetve tiinetmentes id6szak
kozott (171, 181, 204). Fontos azonban megemliteni, hogy a fent emlitett tanulmanyok
mindegyike mas-mas HANO-C1-INH-s betegek tiinetmentes és rohamos mintdit
vizsgalta. Tudomasunk szerint jelen tanulmanyunk az els6, amely ugyanazon betegek
tiinetmentes és rohamos mintdit hasonlitja dssze (eredmények publikalasa folyamatban).
Azt, hogy a rohamok soran az antigenikus C1-INH szint nem kovette a C1-INH
aktivitds novekedését, nehéz megmagyardzni. Az ellentmondéas feloldasara tobb
feltevésiink is van, melyek a kovetkezoek:

1. Korabbi tanulmanyok alapjan az Escherichia coli (EHEC) O157:H7 StcE
metalloproteinaza elhasitja a C1-INH fehérjét az amino-terminalis domainnél, amely
noveli a C1-INH-t gatlas mértékét a klasszikus ut irdnyéaba , tovabba a sejtmembranhoz
rogziti a C1-INH-t, ezaltal novelve a C1-INH lokalis koncentraciojat (205).

2. Korabbi tanulmanyok alapjan felmertiil a heparin szerepe, amely potencirozza
a funkcionalis CI1-INH aktivitasat (206). A feltételezett heparin szarmazhat az
aktivalodott hizosejtekbdl, melyek a HANO-C1-INH-ban betoltott feltételezett szerepét
Oschatz és mtsai. vizsgaltak (207).

3. Munkacsoportunk eddig nem kozolt, eldzetes eredményei alapjan az
endotélsejtekben C1-INH raktarozodik, amely feltételezhetéen egy megfeleld stimulus
hataséra fel tud szabadulni (eredmények publikalisa folyamatban). Ha hipotézisiink
helytallo, akkor az 6démas rohamok soran az endotélsejtekbol kitiriild C1-INH lehet az
a feltételezett kompenzalé mechanizmus, amely megmagyarazza az emelkedett C1-INH
aktivitdst. Munkacsoportunk jovObeni tervei kozott szerepel azon mechanizmusok

feltarasa, amelyek a C1-INH endotélsejtbdl valo kijutasat stimulaljak.
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Azt, hogy hogy az antigenikus C1-INH szintje nem kovette a funkcionalis C1-INH szint
novekedését (utobbit kereskedelmi Kittel mutattuk ki), magyarazhatja az, hogy a
rendelkezésiinkre allo radialis immunodiffuziés modszer nem eléggé érzékeny ilyen
alacsony koncentracio tartomanyban. Fontos figyelembe venni azt a tényt is, hogy
jelenleg nincs alkalmas modszer a valodi antigenikus C1-INH koncentracio
kimutatasara, mert a rendelkezésre allo metodikak a C1-INH egyes tulajdonsagain
(antigenikus szint, C1s gatlas) alapulnak, és nem veszik figyelembe a fehérje kiilonb6z6
megjelenési formait (nativ és inaktiv C1-INH, enzimkomplexek), illetve egyéb nem
enzimatikus kolcsonhatasokat. Ebbdl kifolydlag munkacsoportunk tavlati tervei kdzott
szerepel a C1-INH egyidejiileg fennallo funkcidinak, és az ezeket befolyasolo fontosabb
tényezOknek a tanulméanyozisa a fiziologids, illetve a patoldgias helyzetre jellemzo,
aktivalt in vitro rendszerekben.

4. A funkcionalis C1-INH szint emelkedését magyarazhatja az is, hogy a C1-
csokken az 6déma kifejlddése soran, és ezaltal tobb funkcioképes CI1-INH marad a
rendszerben.

Tovabbi tanulmanyok sziikségesek annak felderitésére, hogy a feltételezett
mechanizmusok koziil melyek allnak a hattérben, amelyek az 06démas roham
kifejlédését, és annak spontan visszahtizodasat iranyitjak.

Ami a klasszikus Gt komplementaktivacios termékeit (C1rC1sC1-INH komplex, C4a,
C4d) illeti, nem talaltunk kiilonbséget a rohamos és a rohammentes iddszakbol
szarmazd mintak kozott, csak az egészséges kontrollokhoz képest tapasztaltunk
eltéréseket (7. tdbldzat). Nielsen és mtsai., akik az eddigi legrészletesebb
komplementpanelt vontak vizsgalat ala HANO-C1-INH-s betegekben, nem vizsgaltak a
C1-INH szinteket, ugyanakkor a C1-C1-INH komplex szint emelkedését mutattak ki a
rohamok soran - megjegyzendd, hogy a szerzék mas modszert alkalmaztak a C1-C1-
INH komplex mérésére, és csupan 5 beteget vizsgaltak (13). Nagyobb szamu beteg
bevonasaval késziilt tanulmanyunkban nem tapasztaltuk a C1rC1sC1-INH komplex
szint emelkedését a remisszidban mért értékekhez képest (7. tdbldizat), noha ez a
marker is jol korreladl a betegség sulyossagaval (6. tdbldzat) (183). A C4 hasitasi
termékek koncentracidja - a korabban kozolt eredményekkel egyezésben — a jelen

tanulmanyban sem mutatott szignifikans eltérést rohamok soran a remisszidhoz képest
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(7. tablazat) (13). Kiilonbség Nielsen és mtsai., valamint a tanulmanyunk ko6zott, hogy
Nielsen és mtsai. az SC5b-9 szint emelkedését tapasztaltak az altaluk vizsgalt 5
betegben (13), ugyanakkor mi 35 beteg 112 rohama kapcsan a C3 ponttol csokkent
mértékii komplementaktivalodast mutattunk ki, tehat a C3a és C3bBbP szintek
egybehangzoan csokkentek roham soran a tiinetmentes allapothoz képest (7. tdbldzat).
Azt, hogy a HANO-C1-INH-s betegekben, C1-INH hianyaban a C3 Iépést kovetden
nem tapasztaltunk felfokozott komplementaktivalodast az egyészséges egyénekhez
képest, magyarazhatja Gronsky és mtsai. eredményei, akik leirtak, hogy HANO-C1-
INH-s betegekben kb. 6-8-szor nagyobb a C4b-koté fehérje (C4bp) és a C4 aranya az
egészséges egyénekhez képest, igy a C1-INH sériilt regulator funkcidja nem vezet a C3
fokozott hasitasahoz (209), szemben a kaszkad korabbi 1épéseiben részt vevé C4
fokozott konszumpciojaval (180).

A rohamok soran tapasztalt C3 Iépést kovetd csokkent komplementaktivalodas kapcsan
felmeriilhet a plazmin szerepe is, amelynek szintje szignifikansan emelkedett az 6démas
rohamok soran, a tiinetmentes allapothoz képes (173). Az aktiv szerin protedz plazmin a
plazminogénbdl keletkezik a humdn aktivatorok (urokinaz-tipusii plazminogén
aktivator, szoveti plazminogén aktivator) (210), illetve a bakterialis aktivatorok
(sztafilokinaz, sztreptokinaz) hatasara (211-215). Eredményeinket magyarazhatja
Barthel és mtsai. tanulmanya is, akik leirtdk, hogy a plazmin képes kotddni a C3
komplementfehérjéhez és annak hasitasi termékeihez (C3b, C3c, C3d), valamint a C5
komponenshez, ezaltal a komplement aktivaloédast szabalyozza a C3 és a CS szintjén,
blokkolva C3- és C5-konvertazok funkcidjat, majd végiill megakadalyozva a TCC
kialakulasat (216). Erdekes megfigyelés tovabba, hogy in vitro a plazmin fiziologias
koncentracidoban normal human szérumhoz adva kiillonb6z6 mértékben gatolta az egyes
komplement utvonalakat: a klasszikus és az alternativ utak aktivalodasat kb. 40%-kal,
mig a lektin 0t aktivalodasat kb. 60%-kal csokkentette (216). Figyelembe véve azokat a
tanulmanyokat, melyek szerint szamtalan patogén (pl. Haemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Borrelia burgdorferi, Candida
albicans) képes specialis fehérjékkel kotédni a plazminogénhez, €s aktivalni azt (211-
215), feltételezhetd, hogy ez a mechanizmus (részben) magyarazza az infekciok altal
kivaltott 6démas rohamokat (Zotter és mtsai. eredmények kozlése folyamatban), és az

0démak soran altalunk tapasztalt csokkent terminalis komplementaktivalodast.
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A HANO-C1-INH-s betegek mintdiban jelentdsen eltérd korreldciés mintdzatat
lathattunk az altalunk vizsgalt komplement paraméterek kozott, az egészséges
egyénekhez képest, és érdekes modon ez a mintazat tovabbi ,.eltolédast” mutatott a
roham sordn a rohammentes helyzethez képest (23. és 24. abrdk). Ezek a kiilonbségek is
azt sejtetik, hogy a klasszikus és a lektin aktivaciés utak C1-INH altal kontrollalt
kezdeti szakasza atrendezddik az 6démads rohamok soran.

Eredményeink alapjan feltételezheté, hogy a kiilonb6z6 angioddémas rohamok
kivaltasaban, illetve lefolydsaban szerepe lehet egy eddig nem definialt aktivalo agens
hatdsara bekovetkezd fikolin-3  4ltal kozvetitett komplementaktivaloddsnak. A
funkcionalis C1-INH szint és a fikolin-3/MASP-2 komplex kozott tapasztalt erds
pozitiv korrelacid (24. dbra) felveti annak a lehetdségét, hogy a rohamok sordn az
iniciator komplex szintjének (egy aktivald agenstdl bekovetkezd) emelkedését koveti a
C1-INH aktivitasanak novekedése, egy eddig nem definialt kompenzacidos mechanizmus
altal.

Korabbi tanulmanyok alapjan a fikolinokhoz kapcsolodd, viszonylag nagy
koncentracioban jelen 1évé MASP-1, valamint a MASP-2 aktivalédasa konszumpcios
mechanizmussal hozzéjarulhat az eleve csekély mennyiségli funkcioképes C1-INH
felhasznalodasahoz, ezaltal a CI1-INH altal szabalyozott rendszerek kontrollalatlan
aktivalodasahoz, és az 6déma képzédéshez (101). Tovabbi fontos Gsszekdtd pont a
komplementrendszer és az 6démaképzddés folyamatai kozott, hogy Dobo és mtsai.
nemrég megjelent kozleménye szerint a MASP-1 szerepet jatszik a nagy
molekulatomegii kininogén bradikininné torténd hasitasaban, tehat ez a megfigyelés is
arra utal, hogy a lektin Ut szerepet jatszhat a HANO-C1-INH pathomechanizmusaban
(101). Korabbi tanulmanyok fentiekkel Osszefiiggésben azt is kimutattdk, hogy a
MASP-1 a komplementaktivalodast ,,amplifikalé” funkcidjan kiviil elhasitja a
fibrinogént fibrinné (217), tovabba a MASP-2 képes aktiv trombin képzésére a
protrombin elhasitasa altal (218).
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7. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezok:

1)

2)

3)

Vizsgalatunk megerésitette azt a feltételezést, miszerint a funkcionalis C1-INH
hianyaban a klasszikus és a lektin ut folyamatosan (auto)aktivalodik, még a
tiinetmentes idészakokban is (17.1.2. és 11.1.4.). A kontrollalatlan, folyamatos
komplementaktivalodas eredményezheti az egészséges egyénekhez képest
csokkent fikolin-2, MASP-2 és C4 szinteket, ugyanakkor a feltételezhetéen
szabdlyozd funkciojt MASP-3 koncentracidja emelkedettnek bizonyult
tinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben (71.1.2. és 11.1.4.). A lektin ut
paraméterei kozott tapasztalt korrelaciok alapjan a csokkent MASP-2 szintet a

fikolinokon keresztiil bekovetkez6 komplementaktivalodas okozhatja.

Tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben a klasszikus és a lektin ut komplexei
kozil a C1lrC1sC1-INH komplex szintje emelkedett (11.1.2.), ugyanakkor a
fikolin-3/MASP-2 komplex szintje (amely meghatarozasara 0 modszert
vezettiink be, 11.1.3.) csokkentnek bizonyult, az egészséges kontrollokhoz
képest. A C3bBbP és SC5b-9 komplexek szintje nem emelkedett tiinetmentes
HANO-C1-INH-s betegekben az egészséges egyénekhez képest (11.1.2.), tehat a
komplementkaszkad C3 1épését kovetden nem tapasztaltunk fokozott mértékii

komplementaktivalodast a C1-INH hidnyéaban.

Bar tiinetmentes HANO-C1-INH-s betegekben az MBL-MASP-2 aktivalhatosag
mértéke — amelynek meghatarozasara egy 0j funkcionalis tesztet vezettiink be
laboratoriumunkban (11.1.1) — nem kiilonbo6zott tiinetmentes HANO-C1-INH-s
betegekben és az egészséges egyénekben, a fikolin-3 altal kozvetitett TCC-
depozicid mértéke szignifikansan csokkentnek mutatkozott tlinetmentes
idészakban a HANO-C1-INH-s betegekben, az egészséges egyénekhez képest,
amely feltehetdleg a csokkent MASP-2 és C4 szintek kdvetkezménye.
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Vizsgalatunkban el6szor igazoltuk, hogy a fikolin-lektin Ut paramétereinek
szintje Osszefliggést mutat a HANO-C1-INH sulyossagaval, ugyanakkor az
MBL-lektin ut komponensei nem korrelaltak a sulyossagi markerekkel (11.1.4.).
A HANO-C1-INH tiineteinek sulyossaga forditott Osszefiiggést mutatott a
fikolin-2 és a fikolin-3 szintekkel, tehat eredményeink alapjan a gyakoribb és
stlyosabb 6démas rohamok alacsony fikolin-2 és fikolin-3 szintekkel jarnak
egyiitt (11.1.4.). Azon kérdés megvalaszolasa, hogy az alacsony fikolin-2 és
fikolin-3 szint ok, vagy koOvetkezmény-e¢ a korkép pathomechanizmuséaban,

tovabbi vizsgalatokat igényel.

Els6ként vizsgaltuk ugyanazon HANO-C1-INH-s betegek parositott tiinetmentes
és rohamos mintaiban a rohamok soran fellép6 komplementaktivalodas
lefolyasat. Kimutattuk, hogy az 6démas rohamok egyiitt jarhatnak a fikolin-
lektin 0t aktivalodasaval, amit a fikolin-3/MASP-2 komplex szint emelkedése,
¢s a csokkent mértéki fikolin-3 altal kozvetitett TCC-depozicio jelzett. Meglepd
eredmény, hogy a rohamok soran kb. 50%-kal emelkedett a funkcionalis C1-
INH szintje a tiinetmentes allapothoz képest, és szignifikansan korrelalt a
fikolin-3/MASP-2 komplex szintjével (eredmények kozlése folyamatban). Azon
kérdés megvalaszolasara, hogy a fikolin-lektin ut aktivalédasa az Odémas

rohamok oka, vagy kovetkezménye-e, tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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8. OSSZEFOGLALAS

A C1-INH hianyaban kialakul6 herediter angioodémat (HANO-C1-INH) a funkcionalis
C1-INH fehérje deficienciaja okozza, igy a koagulacios, a fibrinolitikus, és a kontakt
rendszerek, tovabba a komplementaktivalodas klasszikus és lektin Gtjanak szabalyozasa
sériil. A betegség jellegzetes tlinetei a rohamokban fellépd szubkutan, illetve
szubmukoézus angioddémak. HANO-C1-INH-ban a komplement MBL-lektin Tt
aktivalodasrol az utobbi években jelentek meg kdzlemények, ugyanakkor a fikolinok és
Munkénk célja az volt, hogy elemezziik a fikolin-lektin Ut fehérjéinek szerepét a
HANO-C1-INH klinikai lefolyasanak sulyossdgaban, illetve az 6démas rohamok
kialakulasa soran. Vizsgalatunk els6 fazisaban sszehasonlitottuk a lektin ut fehérjéinek
szintjét HANO-C1-INH-s betegekben és egészséges egyénekben, tovabba mindkét
csoportban elemeztiik a kozottiik fennallo dsszefiiggéseket. Ezt kdvetden megvizsgaltuk
a lektin ut komponensek és a HANO-CL-INH sulyossagi markerei kozotti
Osszefliggéseket, majd tanulmanyunk befejez6 részében a betegek roham soran, illetve
tiinetmentes iddszakban gytijtott parositott mintait hasonlitottuk 6ssze.

Eredményeink alapjan azt feltételezziikk, hogy CI1-INH hidnydban a lektin 1t
folyamatosan aktivalodik, amely konszumpcios mechanizmus altal az alacsony fikolin-
2, MASP-2 és C4 szinteket, valamint a csokkent mértékii fikolin-3-medialt TCC-
depoziciot eredményezheti. A lektin Gt komponensei kozotti korrelaciok alapjan
megallapitottuk, hogy az alacsony MASP-2 szintet foleg a fikolinokon, és kevésbé az
MBL-en keresztiil bekovetkezd aktivalddas okozhatja.

Osszefiiggéseket talaltunk a klasszikus, valamint a fikolin-lektin at paramétereinek
szintje és a HANO-C1-INH stlyossaga kozott, ugyanakkor az MBL-lektin ut
komponensei nem korrelaltak a betegség sulyossagi markereivel. Mivel a HANO-C1-
INH tiineteinek stlyossaga negativan korrelalt a fikolinok szintjével, eredményeink
alapjan az alacsony fikolin-2 ¢és fikolin-3 szintek gyakoribb rohamokkal jarhatnak
egylitt. Kimutattuk, hogy az 6démas rohamok egyiitt jarhatnak a fikolin-lektin 1t
aktivalodasaval, valamint a funkcionalis C1-INH szint emelkedésével.

Eredményeink arra utalnak, hogy a fikolin-lektin Ut aktivalédasa konszumpcid révén
fokozhatja az eleve kis mennyiségi C1-INH felhasznalodasat, amely a C1-INH altal

szabalyozott rendszerek kontrollalatlan aktivalodasahoz, és 6déma képzodéséhez vezet.
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9. SUMMARY

Hereditary angioedema (HAE-C1-INH) is a disorder resulting from the deficiency of
the functional C1-inhibitor protein. It is associated with the impaired regulation of the
coagulation, the fibrinolytic, the contact systems, as well as of the complement classical
and lectin pathways. The characteristic symptoms of the disease include episodes of
subcutaneous or submucosal oedema formation. Reports on the activation of the MBL-
lectin complement pathway in HAE-C1-INH have been published in recent years, but
little is known yet about the functions of ficolins and associated serine-proteases.

We analyzed the role of the proteins of the ficolin-lectin pathway in the severity of
HAE-C1-INH symptoms — both during the clinical course of the disease in general, and
during the oedematous episodes in particular. In the initial stage of our study, we
compared the levels of lectin pathway proteins in patients with HAE-C1-INH and in
healthy controls, as well as analysed their relationships with each other. Then, we
studied the correlations among lectin pathway components and the severity markers of
HAE-C1-INH. Finally, we compared paired blood samples obtained from the patients
during oedematous attacks, as well as during symptom-free periods.

Based on our results, we assume that in the lack of C1-INH, the lectin pathway is in a
state of permanent activation, which may result in low ficolin-2, MASP-2, and C4
levels, as well as reduced ficolin-3-mediated TCC deposition through a consumptive
mechanism. In view of the correlations found between the lectin pathway components,
we concluded that low MASP-2 level results from activation through ficolins in the first
place, as well as through MBL to a lower extent. We showed correlations among the
levels of the parameters of the classical and ficolin-lectin pathways, and the severity of
HAE-C1-INH. However, the components of the MBL-lectin pathway were not related
to the disease severity markers. In view of the negative correlation between the latter
and ficolin levels, our results suggest that reduced levels of ficolin-2 and ficolin-3 may
be associated with an increased occurrence of oedematous attacks. We demonstrated
that the activation of the ficolin-lectin pathway, as well as the elevation of functional
C1-INH level might occur during oedematous episodes.

Our results indicate that activation of the ficolin-lectin pathway may deplete the already
small quantity of C1-INH. This leads to the uncontrolled activation of the systems

regulated by C1-INH, resulting in oedema formation.
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