A komplementrendszer szerepe az
agyban

Kardos Jozsef

ELTE NAP Neuroimmunoldgiai Kutatocsoport
E6tvos Lorand Tudomanyegyetem

Bioldgiai Intézet

Biokémiai Tanszék




ELTE NAP Neuroimmunologiai Kutatocsoport

Kardos Jozsef Kékesi Adrienna Katalin
Micsonai Andras  Juhasz Gabor

Molnar Tamas
Végh Barbara
Gyorffy Balazs
Kun Judit
Bulyaki Eva
Ravasz Lilla
Vadaszi Henriett
Kovacs Réka
Toéth Vilmos
Kovacs Attila
Tukacs Vanda




Proteomikai mddszerek, differencialis gélelektroforézis R B
FACS, qPCR
Elektrofiziolégiai mérések ot oo o M asmaes ¢ o

-102 102 103 10t 402 102 103 10

Mikroszkopos technikak: TEM, konfokalis mikroszkdpia roqus cones, wro cra)

APC-A (AU)

Re ko m b| n a' ns DNS tec h n | ka’ k o200z 026£0.03 '44.1012.7477. 13.53£0.50

@

Fehérje expresszio és tisztitas 2o i

Fehérje szerkezet analizis: CD, SRCD, FTIR, fluoreszcencia spektroszképia &= A
£ -10' 1992840.05 0.06£0.01 10 1403300 0456005 °

Fehérje-fehérje kdlcsonhatasok mérése: ITC, DSC, SPR, FP, ELISA o i

AP (AL) APG-A-C1a (AU)

Bioinformatika: MD szimulacidk, fehérjehalozatok, képfeldolgozas

cortex v
. 'S ~
S .
B synaptosomes
—=a FACS
Apoptotic synapse =
(~70% of C1q-tagged ones) & ) i A

"A
untagged C1q-tagged

2D-DIGE

p
&R

f‘? proteome
activated caspase-3 ?f ‘ differences

BESTSEL

Boros et al. ] Mol Biol, 2019

A DOE Dgs D9S(P) 13S(P
) 7‘; - & 5 T T ™] T T o T ]
R o
/ E
g N :; 10} 1} 5 i & ]
. =)
‘ 7 o/ A\ A
g /
; o -
3 \ : 5
CcD speurum Fold recognition 200 220 240 200 220 240 200 220 240 200 220 240
Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm)

K;/ Secondary su\uclure delermination _/
Micsonai et al. PNAS, 2015; Micsonai et al. NAR, 2018
wweB OF SCIEMNCE

W Highly Cited Paper @) Hot Paper [ISISeeliyT

RECOMMENDED



A komplement rendszer
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Nature Biotechnology 25, 1265 - 1275 (2007)

Mi az oka, hogy bizonyos komponensek az agyban is kifejez6dnek?



A koplement rendszer specialis funkcioja a kozponti idegrendszerben:
komplement-medialt szinapszis eltavolitas

Purified RGCs +/- astrocytes

* Megnovekedett Clq szint a retinalis ganglion sejtekben a szliletés utan (A) + -t -t

A -
* Szinaptikus lokalizacio(B); MGAPDH

* Szinapszis eliminacié a latérendszer ontogenezise soran:
- C1g KO egér: tulzott szinapszis szam, atfedd tertletek a thalamusban (C) - C1q
- Megnovekedett C1q expresszidi esetében patoldgids szinapszisszam

csokkenés (pl. glaukdma esetén D) C10A C1qB C1qC
Neurodegenerative diseases (A, B). Cell. 2007 Dec 14;131(6):1164-78.
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A komplement és a mikroglia sejtek medialjak a korai
szinapszisszam vesztést az Alzherimer-kor egér
modelljében

Healthy Brain Early Stage AD Late Stage AD

Microglial processes
survey synapses

Microgliosis and neuronal

Synapse loss degeneration

Engulfment of synaptic
elements

AB oligomers .

Hong et al., (2016) Science, 352, 712-716.

e AClqg, C3 vagy CR3 komplement receptor gatlasa csokkenti a fagocitalé mikrogliak
szamat és mérsékli a szinapszisvesztést

» ,specific receptors for C1q at synapses are not yet known” (Hong et al., Science 2016)

Nem ismertek a Clq kot6partnerei!



Munkahipotézis, a komplementrendszer szerepe a
kOzponti idegrendszerben
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Kisérleti megkdzelités proteomikai modszerekkel

Eredményeink arra utalnak, hogy az eltavolitando szinapszisok
lokalis apototikus tulajdonsagokat mutatnak
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Gyorffy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (2018)

Célok:

* Akozrem(ikodé fehérjehaldzat
feltarasa

e Az apoptotikus utvonalak
azonositasa

* Clg kotOpartnerek keresése

* Beavatkozasi pontok keresése,
az apoptotikus folyamatok
gatlasa, vagy a C1q kotés
gatlasa altal



A szinaptikus mitokondrialis funkciozavarok kotheték a komplement
medialt szinapszisvesztéshez az Alzheimer-kor egérmodelljében

wild-type mice APP/PS1 mice
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A szeptin fehérjék emelkedett szintet mutatnak a komplement eltavolitasra kijelolt
szinapszisokban az Alzheimer-kor egérmodelljében
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A neuronalis pentraxin feherjék kdlcsonhatnak a Clg-val és
kolokalizalodnak a szinapszisokban
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Kovacs et al., Frontiers in Immunology, 11, 599771 (2021)
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Means + SEM are shown; n = 18 images recorded form brain sections of 3 mice. Wilcoxon’s signed rank test. Scale bar = 0.5 ym

= Egéragy metszetek immunfestése

= Nagyfelbontasu konfokalis mikroszkdpia

= Automatizalt kolokalizacio analizis

= A szinaptikus Clq f6képpen NPTX1-gyel kolokalizal
= A kozelségliik nem lehet a véletlen mive

Kovacs et al., Frontiers in Immunology, 11, 599771 (2021)



A mikrogliak altal bekebelezett C1g-jeldlt szinapszisok
NP1 pozitivak ugyanakkor negativak NP2-re
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proteins are NP1 positive as well proteins are NP2-positive as well

Means £ SEM are shown; n = 16 images recorded from brain sections of 3 mice. Student t-test of paired samples.

Kovacs et al., Frontiers in Immunology, 11, 599771 (2021)



A TNFR21 (DR6)-Clq interakcio szerepe a szinaptikus
apoptozisban

A DR6 (Death Receptor 6)-nak nincs ismert liganduma,
de szerepet jatszik az axondegenerdacioban,
és kimutattak hogy koti az APP-t (amyloid precursor protein).
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Activation
Nicolson, Nature, 457:970-1 (2009) Xu et al., Genes & Dev., 29:785-90 (2015)



A TNFR21 (DR6)-C1q interakcio szerepe a szinaptikus

apoptozisban
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A Clqg kot6dik az APP-hez is.



Komplement komponensek kifejezddése az agyban
egysejt-szekvenalas és g-PCR

Kilonféle idegsejtek expresszids mintdzatanak meghatarozasa egysejtszekvenaldssal
(egyuttmikodés James Eberwine csoportjaval (UPENN))
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Kovetkeztetések

A Clq altal medialt szinapsziseliminacio alapja a szinapszisok
apoptozis-szerd degradacidja

A komplement medialt szinapszisvesztés a szinaptikus mitokondrialis
zavarokhoz kotheté APP/PS1 Alzheimer-kor egér modellben

A szeptinek felhalmozddnak az eltavolitasra kijelollt szinapszisokban
APP/PS1 egérben

A neuronalis pentraxin 1 a C1g molekula kdt6partnere és regulacios
szerepet jatszhat a szinapszis eliminacidoban

Az idegsejtekben az immunrendszer szamos eleme fejez8dik ki
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