A magasabbrendii szervezetek immunhomeosztazisat a velesziiletett és az adaptiv
immunrendszer egyiitt tartja fenn; ez a két rendszer egymassal szorosan dsszefonodik,
folyamatosan egyiittmiikodik. E két rendszer sejtes és molekularis elemei (koztik a
limfocitak, makrofagok, dendritikus sejtek, hizosejtek — ill. a komplementrendszer és a
kiilonboz6 citokinek) szamos ponton érintkeznek, hatnak egymasra ugy a fiziologias,
mint a koros immunfolyamatok soran. E folyamatok ill. kolcsonhatasok molekularis
mechanizmuséanak, a velesziiletett immunrendszer elemeinek az adaptiv valaszt
befolyasold hatdsdnak tovabbi megismerése volt e palyazat célja. A palyazati munkaba
hét doktoranduszt vontunk be, és a munka alapjan koziiliik 6ten mar megszerezték a PhD

fokozatot.

Vizsgalataink — a terveknek megfelelden - 4 f6 tema koré rendezddtek:

1. B-limfocitdk aktivacidjanak szabélyozasa az 1-es (CRI1, CD35) és 2-es (CR2,
CD21) tipusu komplement-receptor és altal; CR1/2 megjelenésének vizsgalata egér T-
limfocitakon;

2. Komplement-fehérjék (C3, Clq, MBL) szerepe dendritkus sejtek érésében és
funkcioiban;

3. Hizosejtek IgE-kozvetitett aktivalasanak gatlasa komplement-eredetii peptidekkel,
a gatlas molekularis mechanizmusanak vizsgalata;

4. A komplementrendszer szerepének vizsgéalata a sclerosis multiplex (SM) egér
model-rendszerében, a kisérletes autoimmun encephalitis (EAE - Experimental

Autoimmune Encephalitis) betegségben.

1. B-limfocitak aktivaciojanak szabalyozasa az 1-es (CR1, CD35) és 2-es (CR2,
CD21) tipusi komplement-receptor és altal; CR1/2 megjelenésének vizsgalata egér

T-limfocitakon

Hattér, elozmények:
A fiziologias koriilmények kozott is allanddan keletkezd és bizonyos korképek
esetében jelentésen felhalmoz6dd immunkomplexek az antigén mellett ellenanyagot és

komplementfehérjéket is tartalmaznak (ICC), igy a B sejtek antigénkoto receptora (BCR)



mellett Fc- és komplement-receptorokhoz is kotédnek. Fontos kiemelni, hogy az egér és
az ember esetében eltérd az ICC-t kotd receptorok szerkezete és funkcidja, tovabba
szoveti megoszlasuk sem azonos. Mivel egereket igen gyakran haszndlnak az emberi
immunrendszer mitkddésének modellezésére, kiilondsen fontos a fenti receptorok pontos

szerepének ¢€s az altaluk kozvetitett funkciok minél teljesebb megismerése e két fajban.

Eredmények:

Munkank egyik célja az volt, hogy az egér komplementreceptorok 1j, kordbban nem
ismert szerepét tarjuk fol. A CR1 és a CR2 humoralis immunvalaszban jatszott szerepét a
CR1-et felismeré 8C12 scFv és a CR1/2-t felismerd 7G6 scFv egylancu ellenanyagok
segitségével vizsgaltuk. A B-sejtek sejtciklusdnak szabalyozasat vizsgalva azt talaltuk,
¢s ez a folyamat befolyasolhatd a CR1/2 molekula B-sejt receptorral illetve FcyRIIb
receptorral vald keresztkotésével. Kimutattuk tovabba, hogy a 1épsejtek 7G6 scFv-vel
torténd kezelése hatasara az NF-xB aktivaloédik. Leirtuk tovabba, hogy a BCR 4ltal
torténd aktivalasra programozott sejthalallal reagald tranzicionalis B-sejtek pLA-indukalt
apoptozisanak mértéke a CR1/2-specifikus ellenanyaggal valo kezelés hatasara csokkent.

Az egér T-sejtek vizsgalata soran kimutattuk, hogy a periférian talalhatd sejtek egy
csoportjanak felszinén megjelenik a CR1/2 molekula. Azt taldltuk, hogy a receptor
megjelenése indukalhato, mivel a 7G6 scFv-vel intraperitonedlisan oltott egerek
mezenterialis nyirokcsomdjaban az oltas utan két 6raval kimutattunk egy CD21-t kifejezd
CD4", IgD" sejtpopulaciot. Azt taldltuk, hogy a T-sejtek 7G6 scFv-vel valé kezelés

hatasara osztodnak, és ez NF-kB transzkripcios faktor aktivalodasaval jar.

Eredményeinket az alabbi publikaciokban tettiik kézze:
- Molnar E, Prechl J, Erdei A.

Immunol Lett. 2008 Mar 15;116(2):163-7.

- Molnar E, Erdei A, Prechl J.

Immunol Lett. 2008 Mar 15;116(2):156-62.

Munkénk masik célja az volt, hogy emberi limfocitdk CR1 és CR2 receptoranak
megjelenését ¢és szabalyozd szerepét vizsgaljuk egészséges emberek ¢€s autoimmun

betegek esetében. 50 rheumatoid arthritisben, 25 szisztémds lupus erythematosusban
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(SLE) szenved®d ill. 30 egészséges donortdl szarmazo sejteken mértiikk az immunkomplex
(IC)-koté Fey-¢s komplement receptorok expresszidjat. Eredményeink szerint a CD35
(CR1), CD21 (CR2) és CD32 (FcyRIl) expresszidja csokkent az SLE-ben szenvedd
betegek B-sejtjein. Megvizsgaltuk ezen receptorok expresszids mintazatat kiilonb6zo
normal B sejt alpopulacidkon is, ill. megnéztiik, hogy az SLE-s betegeknél talalt
receptorcsokkenés milyen B sejt alpopulacidkat érint. A B memoriasejtekre jellemzo
CD27 pozitivitas, valamint sejtfelszini IgM/IgG expresszié alapjan a kovetkezd
alpopulaciokat kiilonitettik el: IgM+/CD27  naiv, IgM+/CD27+ IgM memoria,
IgG+/CD27+ IgGmemoria és Ig"/CD27"" plazmablasztok. Egészséges egyének
esetében fokozott CD35 ¢és CD32 expressziot taldltunk a CD27+ memoriasejtek
expresszio az elébbiek esetében nagyobb mértékii volt. CD35 expressziot tekintve nem
talaltunk kiilonbséget IgM™ és IgG™ memoriasejtek kozott. Ellentétben a CD35 és a CD32
fokozott expresszidjaval memoriasejteken, a CD21 esetében nem volt kiilonbség naiv és
memoria B sejtek kozott. Ig/CD27"¢" plazmablasztokon (normal donorban a B sejtek
kb.1-2%-a) minimalis Fcy- és komplementreceptor expressziot detektaltunk. SLE-ben a
memoriasejtekre jellemzé CD32 és CD35 fokozott expresszidjat nem talaltuk. Az
Ig"°V/CD27"" plazmablasztok ardnya az aktiv betegekben a 20%-ot is elérte, a normal
mintdkhoz hasonldéan azonban az IC-kotd receptorok expresszidja minimalis volt.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a kordbban sokak altal mért
receptorcsokkenés a memoria B sejtek CD32 és CD35 csokkent expresszidjat, valamint

az ezeket a receptorokat minimalisan kifejez0 plazmablasztok nagyobb aranyat tiikrozik.

Eredményeinket az alabbi publikaciokban tettiik kézzé:

- Isaak A., Prechl J., Gergely J.. Erdei A.

Autoimmunity. 2006 Aug;39(5):357-66. Review.

- Isaak A, Gergely P Jr., Szekeres Z, Prechl J, Poor G, Erdei A, Gergely J
Int Immunol. 2008 20(2):185-192 (1F:4,015)

A komplementrendszer miikddésével kapcsolatos vizsgalataink egy 1j modszer
kifejlesztését is lehetdvé tették, az eredeti munkaterv kiegészitéseként. Ismert, hogy a
nagydenzitdsu fehérje microarray technikdk alkalmazédsdval tobb ezer antigén -

ellenanyag kolcsonhatds kovethetd nyomon. A  keringd ellenanyag-repertoar



jellemzésével pontosabb képet kaphatunk a kérokozok, daganatok és autoantigének ellen
iranyuld6 immunvalaszrol. Az idegen, illetve megvaltozott sajat felismerésére a
komplementrendszer alkotoelemei is képesek, aminek eredményeképpen - tobbek kozott
— komplement-komponensek kotddnek kovalensen a nanométeres kozelségben 1évo
molekuldkhoz. Az antigén chip-ek alkalmazasaval torténd ellenanyagprofil meghatarozas
koriilményeinek megfeleld kialakitasaval els6ként hasznaltuk ki a komplementrendszer
ezen molekularis ,,cimkézését” a komplementet aktivald antigének azonositasara. Az
antigén chip-eket szérumban inkubaltuk 37°C-on, majd fluoreszcensen jelolt
ellenanyagokkal azonositottuk a lerakodott C3b ¢és C3d fragmentumokat. Genetikailag C3
hianyos egereket vagy komplementgétld szereket alkalmazva bizonyitottuk, hogy a C3
kotdédés mérése specifikus az aktivaciot kovetd lerakodasra. A C3 fragmentum depozicio
ellenanyagfiiggé- ¢és fliggetlen moddon is lezajlik a chip-eken. Szintén -elsdként
akalmaztunk kétszinli fluoreszcens detektalast az antigénekhez kotddott ellenanyagok és
komplement-fragmentumok egyidejii mérésére. Jelenleg a modszer diagnosztikai

jelentésegét vizsgaljuk.

Eredményeinket az alabbi publikaciokban tettiik kozzé:

- Papp K, Szekeres Z, Erdei A, Prechl J.

Proteomics. 2008 Jul;8(14):2840-8.

- Papp K., Szekeres Zs., Terényi N., Isadk A., Erdei A., Prechl J.
Mol Cell Proteomics. 2007 6:133-140.

2. Komplement-fehérjék szerepe dendritkus sejtek érésében és funkcioiban

Hatter, elozmények

A specifikus immunvélasz kialakulasat és jellegét a patogén, ill. antigén
felvételére, feldolgozdsara ¢és nagyon hatékony bemutatatdsira specializalodott,
professzionalis antigénbemutatd sejtek, a dendritikus sejtek (DC) alapvetéen
meghatarozzak. E sejtek elsddleges feladata a korokozok periférian torténd felvéltele
majd az antigén elszéllitdsa a masodlagos nyirokszervekbe, és azok feldolgozott,
atalakitott fehérje-szakaszainak bemutatdsa MHC-molekuldikon a T sejteknek. Az érett

DC-k a felsziniikdn nagy szamban jelenlévdé kostimuldtor molekuldk - CD86, CDSO,
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ICAM-1 - révén fontos szerepet jatszanak a T sejtek aktivaldsdban. Azt, hogy a T-sejtek
Tyl vagy Ty2 alpopulécioja aktivalddik-e, vagyis, hogy a cellularis vagy a humoralis
immunvalasz dominal-e, jelentdsen befolydsolja a DC-k mikrokornyezete — koztiik a
testszerte mindeniitt jelenlévd, szamos sejt altal termelt komplementfehérjék.

Mivel ismert, hogy az in vivo kialakuldé ¢és a szervzetben keringd
immunkomplexek tartalmaznak komplementfehérjéket is — elsdsorban Clg-t és a C3
molekula kiilonb6z6 aktivacids termékeit (C3b, 1C3b, C3d), vizsgalainkkal arra keressiik
a valaszt, hogy ezek a fehérjék hogyan befolyasoljak a DC-k kiilonbdzd funkcioit.

- A Clq és a vele rokon szerkezetli komplement-fehérje, a mann6z-kotd lektin
(MBL) hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy mig az immobilizalt Clq jelentés mértékben
indukalja a DC-k érését és gyulladasi citokin-termelését, addig az MBL hatéstalan volt
mindezekre a folyamatokra. Ezek az eredmények megerdsitik kordbban kozolt adatainkat
(EJI, 2000), miszerint a C1q és az MBL nem azonos sejtmembran-struktirdhoz kotodik.

- Jelenleg is folyamatban levd kisérleteinkben a C3 molekula DC-kre gyakorolt
hatasat vizsgaljuk. Eddigi eredményeink arra a nagyon figyelemreméltd jelenségre
utalnak, hogy lényegesen eltérd hatdsa van a sejtekhez kovalensen kotédé C3-
fragmentumoknak, és a CR3 ill. CR4 komplementreceptorokhoz kotddd ligandumoknak.

- A C3 aktivaciés fragmentumainak az antigénprezentaciora gyakorolt hatdsat
egér rendszerben is vizsgaltuk. Korabbi adataink alapjan (Int.Immunol., 1998) ui. ismert,
hogy a C3b molekula képes az antigénprezentald sejtek felszinére is lerakodni, igy
sejtmembranhoz kotddé C3- fragmentumok sorsat, és kimutattuk, hogy ezek a molekuldk
exosomak felszinén valnak le a sejtekrél. Bizonyitottuk, hogy ezen kis vezikulumok

fokozzak az antigénbemutatas hatékonysagat naiv APC jelenlétében.

Eredményeinket az alabbi publikaciokban tettiik kozzé:

- Bajtay Z, Csomor E, Sandor N, Erdei A:

Immunol Lett. 2006 15;104(1-2):46-52.

- Csomor E, Bajtay Z, Sandor N, Kristof K, Arlaud GJ, Thiel S, Erdei A.

Mol Immunol. 2007 Jul;44(13):3389-97.

- Papp K, Végh P, Prechl J, Kerekes K, Kovacs J, Csikos G, Bajtay Z, Erdei A.
Mol Immunol. 2008 Apr;45(8):2343-51.
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3. Hizésejtek IgE-kozvetitett aktivalasanak gatlasa komplement-eredetii

peptidekkel, a gatlas molekularis mechanizmusanak vizsgalata

Hatter, elozmények:

A hizosejtek €és a bazofil granulocitak az allergias reakciok f6 effektor sejtjei. Ezek a
sejtek szdmos kiilonbozdé stimulusra képesek valaszolni; igy példdul az antigén/IgE
kolcsonhatast  kovetéen  illetve  kiilonb6zé  komplement-eredetli  faktorokra.
Munkacsoportunk korabban leirta (Imm.Lett.1999), hogy a C3a anafilatoxikus peptid,
ami a szerdza tipusu hizosejteket aktivalja a C3a receptoron keresztiil, gatolja a mukodza
tipusu hizésejtek IgE-medialt aktivaciojat. Feltérképeztiik, hogy a C3a molekulanak mely
része felelds ezért a gatlasért, és az azonositott szakasz aminosav-szekvenciaja alapjan
két peptidet szintetizaltattunk: a C3a7-et (CCNYITELR), amely a C3a természetes
szekvenciaja, illetve C3a9-et (DCCNYITR), ami ennek modositott szarmazéka.

A palyazati munka sordn bizonyitottuk, hogy a C3a9, ami a leghatékonyabb gatlo
peptidnek bizonyult, a C3a-hoz hasonldéan az FceRI B-lancdhoz kotdédik mind nyugvd,
mind antigénnel stimuldlt sejteken. A C3a9-es peptiddel kezelt sejtek esetében az
antigénnel keresztkotott FceRI internalizacidja fokozodott éppen abban az 1d6-
intervallumban, amikor a jelatviteli utak elindulnak. Kimutattuk, hogy a receptor és két
kozvetitett jelatviteli utaknak -, csokkent a peptid jelenlétében, ugyanigy, mint a receptor
B alegysége és a Lyn kinaz tirozinon val6 foszforilacidja. Leirtuk tovabba, hogy a C3a
eredetli peptidek gatoljak szamos intracellularis fehérje foszforilaciojat és az antigén
indukélta [Ca®'i-szint novekedést is. Ezen eredmények azt bizonyitjak, hogy a C3a
eredetli peptidek az FceRI-kozvetitett jelatviteli folyamatok legkorabbi 1épéseit gatoljak
azaltal, hogy a receptor B-lancéhoz kapcsolodnak.

A hizésejtek szamos citokint is termelnek, melyek szerepet jatszanak az immunvalasz
szabalyozasaban ¢és az allergias folyamatokban. A citokin-gének expresszidjdnak a
szabalyozasaban résztvesznek a MAP kinazok is. Kimutattuk, hogy a C3a9-es peptid
gatolja az ERK1/2 ¢és p38 kinazok foszforilaciojat, és a TNF-a és IL-6 citokinek

termelését is.



Eredményeinket az alabbi publikaciokban tettiik kozzé:

- Andrasfalvy M, Péterfy H, Toth G, Matko J, Abramson J, Kerekes K, Vamosi G, Pecht I,
Erdei A:

J Immunol. 2005. ,175:2801-6.

- Péterfy H, Toth G, Pecht I, Erdei A.

Int Immunol. 2008 Jul 24. [Epub ahead of print]

Jelenleg is zajloé in vivo egér modell (PSA — Passive Systemic Anaphylaxis)
kisérleteinkben kimutattuk, hogy a hizosejtek FceRI-n keresztiili aktivacidjdhoz
kapcsolhatd vér hisztamin-szint novekedést is gatoljdk a vizsgalt komplement-eredetii
peptidek. Tovabba — szintén folyamatban levd kutatdsaink eredményei — arra utalnak,

crer

csokkenti a C3-eredetii peptidek jelenléte.

4. A komplementrendszer szerepének vizsgalata a sclerosis multiplex (SM) egér
modell-rendszerében, a kisérletes autoimmun encephalitis (EAE - Experimental

Autoimmune Encephalitis) betegségben

Hattér

A sclerosis multiplex (SM) a kozponti idegrendszer leggyakrabban eléfordulo
gyulladdsos megbetegedése, amely a neuronok axonjat borit6 myelinhiively roncsoldsa
miatt alakul ki. Az autoimmun eretli SM kialakulhat T-sejt fliggd illetve antitestek altal
felerdsitett modon is. Mindkét esetben megjelennek a kdzponti idegrendszerben T-sejtek
¢s makrofagok, de csak az utobbi esetében mutathato ki myelin specifikus ellenanyag és
komplementaktivacio. Ugy a Sclerosis Multiplex, mint annak egér modellje, az EAE
inicidciojaban és fenntartasaban szamos ponton jatszhat szerepet a komplementrendszer.
A gyulladds miatt konnyebben 4atjarhaté vér-agy gat is lehetdvé teszi a
komplementkomponensek bejutdsat az agyszovetbe, ugyanakkor a komponensek
lokalisan is szintetizalddnak, az agyi asztrocitak €s mikroglia sejtek, valamint az infiltralo

makrofagok altal.
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Munkank soran elsésorban a komplementrendszer szerepét vizsgaltuk, az éllat-
modellt alkalmazva.A ndstény C57BL/6 egereket myelin oligodendrocita glikoprotein
eredetii peptidet (MOG 35-55) és komplett Freund adjuvanst tartalmaz6 emulzioval,
valamint két izben Pertussis toxinnal oltottuk be. A klinikai tiineteket naponta pontoztuk
0-t6l 5-ig, az altalanosan elfogadott kritériumok szerint. Eredményeink alapjan a kobra
méreg faktorral (CVF, ip. oltds) dekomplementalt allatok csoportjaban a betegség elsd
tiinetei szignifikansan késobb jelennek meg, azonban a kor stlyossagat tekintve nincs
kiilonbség a normal komplement aktivitassal rendelkezd csoporttal szemben. Két héttel a
betegség tlineteinek megjelenése utan megvizsgaltuk az allatok gerincveldjét, de a
szovettani metszeteken nem talaltunk kiilonbséget a két csoport kozott. Vizsgaltuk a
MOG-specifikus ellenanyag szintet is, azonban nem talaltunk Gsszefiiggést a klinikai
tiinetekkel.

Jelenleg zajlo kisérleteinkben azt vizsgaljuk, hogy az allatok nyirokcsomdjabol
izolalt T-sejtek proliferacios képessége hogyan valtozik a dekomplementalt egerekben,
EAE indukci6 utdn. A T-sejteket a tiinetek megjelenésének idejében izolaljuk,
antigénprezentalo sejtként pedig csontvel6i eredetli dendritikus sejteket hasznalunk,
melyeket MOG peptiddel toltottiink fel. Eddigi eredményeink szerint a CVF-fel kezelt
allatokbol szarmazd T-sejtek szignifikdnsan kisebb mértékben aktivalhatok, mint a

normal komplementrendszerrel rendelkez6 allatok.

Eredményeinket az alabbi publikacioban tettiik kézzé:
- Terényi N., Prechl J., Erdei A.
Adv Exp Med Biol. 2006;586:177-88



