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Dr Kacskovics Imre: Haziallatok neonatalis Fc recefranak karakterizalasa; az FCRn
fokozott kifejez6désén alapuld Uj transzgenikus technologia az immwidlasz jelents
fokozasara c. MTA doktori értekezéséél

Dr Kacskovics Imre Haziallatok neonatalis Fc reoegmak karakterizalasa; az FcRn fokozott
kifejezodésén alapul6 Uj transzgenikus technolégia az inwdlasz jeleris fokozasara c.
MTA doktori értekezése szerves folytatdsa a kutktdabbi munkajanak, mellyel a
haziallatok immunglobulinjainak karakterizalasag®géte el. Most viszont figyelme a masik
oldal, a receptorok iranyaba fordult.

Az értekezés 92 oldal terjeddlmmelyet 250 irodalmi hivatkozas kovet. A bevezetés
irodalmi attekintés vilagos, a tovabbiak megértézélszikséges valamennyi ismeretet
tartalmazza, rendkivil precizen és szépen beiddsabraanyaggal. A 3. fejezet egyitt képezi
az Eredményeket és azok diszkutalasat, peldasaraétott, a megértést megkonrdyébra
anyaggal illetve &bramagyarazatokkal. Ezt koveti eedmények és azok gyakorlati
jelentbségének osszefoglalasa, mely visszafogottsagangedee torése ellenére is rendkivil
boséges, akar két értekezés anyagat is képezhetnanysgok és modszerek az értekezés
végen kerulnek targyalasra, és lényegrédikyr hiszen a részletek megtalalhatok a mellékelt
kozleményekben. A kdzlemények kulon kiadvanyt ailkét mely magaba foglalja azt a 21
publikaciét, melyek a z értekezés alapjaul szolgélrés 2000 és 2012 kozott jelentek meg,
magas impakt faktord, kdzismerten szinvonalas faydkban. Ezek kézil 16 kézleményben
elsy vagy utolso szefz Az értekezés mind a tartalmi mind a formai koélreayeknek
megfelel.Egyetlen egy abraval kapcsolatos megjegyzés: azdbra bemutatja az emésok
anyai immunglobulinjanak utédba jutasat. Helyes-e, hogy a f%emlost képviseb

majomnal az IgA van legnagyobb mértékben megjeldlve

A kisérletekhez alkalmazott modszerek a modern inotagiai, molekularis bioldgiai illetve
genetikai modszerek teljes tarhazat reprezentjakSouthern blot, Northen blot, Western
hibridizalas, bioinformatika, 1gG kotés eli@mése plazmon rezonancia méréssel,
transzgenikus egerekédllitasa, stabil bFcRn-t kifejéz sejtvonal dlallitasa, rekombinans

fehérjék eballitasa, klonozasi technikak. Ezekhez képest miates szokvanyosnaking am



rendkivil munkaigényes immun hisztokémiai, valasjticPCR, ELISA, ELISPOT aramlasi
cytometria, immunizalds, poliklonalis és monoklamatllenanyagok éAllitdsa hihetetlen
methodikai gazdagsagot reprezentalnak, és mint yalaageredményekben is tlkiiilik,

rendkivil szofisztikalt médon és eredményesen katiagtervezve.

Jelen értekezésének egyik témaja a neonatalis daptarok vizsgalata, melynek az IgG
hamsejteken keresztul tortenlg G szekrécidjdban és igy a természetes passziv
immunvalaszban kitlintetett szerepe van

El6szor a szarvasmarha, juh, illetve teve neonataliseEeptoranak (FcRn) karakterizalasat
végezték el. Ennek soran meghataroztak a szarvaamah és teve FcRn alfa lancanak teljes
cDNS-ét. Elemezték az FcRn humoralis immunvalagyekorolt hatasat. Elemezték a nyul
FcRn alfa lanc szekvenciajat, melyhez szintén RAGECR eljarast alkalmaztak. Ezeket
0sszehasonlitottak a human és egér FcRn alfa BNScszekvenciakkal. Megallapitottak,
hogy a vizsgalt fajok FCRn aminosav szekvenciagymeertéki, 60 %-o0s hasonldésagot mutat.
Azonositottak azokat az aminosav maradvanyokatyekedz Fc receptor és IgG kodzotti pH
fliggd kapcsolatban jeledsek.

Megallapitottak, hogy az FcRn citoplazmatikus é@gia szarvasmarha, juh, sertés és teve
fajokban 10 aminosavval rovidebb, mint &mlbsok és a ragcsalok esetében. Ezek az
Kimutattak, hogy a szarvasmarha FcRn is pH &iggpdon kéti a blgG molekulatgsképes

azt a sejteken keresztll is juttatni.

Munkajukat jelenis mértékben ékegitette, hogy FcRn specifikus ellenanyagot &likoeb
nyulban, igy a szarvasmarha és jdlgybél szarmazé epithel sejtek immun hisztokémiai
vizsgalatat is meg tudtak oldani. Vizsgalataik#t, jes tevedgymetszetein is elvégezték.

Az FcRn kimutatasa aégyszoveti epithel sejtekben in situ hibridizaciés #nmun
hisztokémiai vizsgalatokkal arra mutat, hogy az fre€szt vesz a tejmirigy 1gG secretidjaban.
Ismeretes, hogy kédzok esetén az ellésdt és azt kovéien az 1gG1l jeleds mértékben
szekretalodik, de azt koven Iényegesen lecstkken az IgG1 tejbe vald székae&iz szoros
Osszefuggést mutat azokkal az eredményekkel, melekgyhamsejtben valdo FcRn

lokalizacios valtozasat mutatjak.

Technikai jellegi kérdésem, hogy miért éppen a tevét vélasztottdk wig kisérleti

alanynak?



Nagyon szép és logikailag szinte varhaté eredménglakideritése, hogy az FcRn a
lanc kifejetdik-e a vizsgalt llatok bélcsatornajdban, hiszaberben fontos szerepe van az
FcRn-ek az IgG molekulak szallitAsaban az epitbgéleen keresztil a bél lumenébe, ahol
azok a jelen le¥ antigénekhez kdtnek. A kéédzok enterocitaiban nem igazoltdk az FcRn
kifejezodését, amitl arra kovetkeztettek, hogy az ember esetén megisnmemun-
felismerési reakcié a ké&dzokre nem jellemé. Ugyanakkor, in situ hibridizaciés médszerrel
szarvasmarha tiddzovetben kimutattak FCRn ex pressziot, a bronbaiban, de nem a

tracheaban. Ez utdébbiban nyilvan az IgA a meghatamotipus.

Kinai kooperacidval rendkivil szofisztikalt médsadeel olyan transgenikus egereket hoztak
létre melyek a bovin neonatalis Fc receptort leiktadején fejezik ki, és ezt kontrollalni is
tudtak. A bFcRn képes volt megkoétni az egér IgG;tht a human IgG-t is. Kisérletesen

bizonyitottak, hogy a bFcRn fokozott kifefetése a tejmirigyben emeli a szérum IgG
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Kisérleteikben azt is tapasztaltdk, hogy —a varakoak megfeléen -a csirke IgY nem
kotédott a neonatalis bovin Fc receptorhoz. Ismeretggy laz emis Fc receptorok nem
kotédnek szarnyas ellenanyagokkal. Ezért is nagyorh@itér reakcié nélkil hasznélhatok in
vitro immunologiai tesztekben a csirke ellenanyagikrdésem, hogy ennek oka az

ellenanyag, vagy a z Fc receptorok Iényeges eltégégn keresend?

A munka masik része azért érdekes, mert a humaapidban is alkalmazhatd poliklonalis

ellenanyagokkal is kapcsolatos.

El6allitottak olyan transzkromoszomalis szarvasmarimglynek vérében is megjelennek a
human immunglobulinok, ennek pedig 6ériasi ipati,térapias jogje van. Ezért fontos, hogy
tanulmanyozzak a szarvasmarha és a human IgG #nasmarha FCRn kapcsolédasanak
sajatossagait. A szarvasmarha és human IgG - FdRiddsének elemzését nemcsak a
szokasos, izotop jeldléssel illetve Scatchard aisasil vizsgaltak, hanem fellleti plazmon
rezonanciaval (SPR) is.

Megallapitottak, hogy hogy a bovin FCRn nemcsalajaspecifikus, de a human IgG-t is
megkoti. Ez azért jeleés, mert a human 1gG-t terndetranszkromoszomalis borjakban ez a

receptor védelmet nyujt a human IgG a gyors lebsat@.



Erdekes medgfigyelés, hogy egyes, bFcRn-t exprassrahszgenikus egerek immunizalasa
utan a 1épbl izolalt, IgM illetve 1gG termel B sejtek szama is megemelkedik. Igen alapos
kisérletekkel, tobbek kozott diverzitaselemzéssetroarray rendszerben megallapitottak a
transzgenikus egerekben, hogy sokféle naiv B sgivalnak. Ez egyik plauzibilis
magyarazata lehet a megnovekedett B sejtszamviaknak-e ezen a téren tovabbi

eredményeik, mely a megnodvekedett humoralis immuniaszt magyarazzak?

Miutan bizonyitottak, hogy a bFcRn transzgén egaragyobb meértékimmunvalasszal
reagalnak, egy rendkivil izgalmas kérdéshez nyutakza: Az un univerzdlis influenza
vaccina egyik aspiransa, a hemagglutinin 2-es aksggy nem elég j6 immunogén. A peptid
konjugaltatas utan a transzgenikus egerekben @ig valaszt indukalt.

A transgenikus egerek immunizalasaval CXCR4 siiesf monoklonalis ellenanyagok
termeltetése teszi fel a Kkisérletekre a koronatzdn ismeretes hogy Kdkesével
megakadalyozhatja a HIV kapcsol6dddasat a recamorh

Kérdésem: jelenleg hol tartanak ezek a kutatasok?

A neonatalis Fc receptorok vizsgalatat nyulaktmelvégezték, &, a transgenikus egerek
utan FcRn-t fokozottan expresszald nyulakat élBtottak. A poliklonalis ellenanyagok
eléallitasara nyilvan ezek az allatok alkalmasabbalkyAl FCcRn kifejeddésének fokozasa
transzgenikus nyulakban mennyiségi és dséyi javulast eredményezhet a majdani
humanizalt nyulakban is.

Kérdésem: ez a rendkivil izgalmas munka-tal a szalkalmaztatason jelenleg hol all,

vannak-e Ujabb fejlemények?

A 70.-ik oldalon nagyon szemléletes abra magyardzdcRn fokozott kifejgdésének
hatdsat a humordlis immunrendszerre. Itt sz0 eskisérletekben is bizonyitott dendritikus
sejt aktivaciorol, T helper stimulaciotéfan-e arra vonatkozéan adatuk, hogy a neonatalis
Fc receptor fokozott expresszidja transzgenikus atban befolyasolhatja-e a T sejtes
immunvalaszt? A kérdés talan nem tdl logikus, de aitokin termelésen keresztil barmi

—akar varatlan —eléfordulhat.



Uj megallapitasok

Az eredmények 6sszefoglalasa és gyakorlati jés&nfe a doktori munkabanikze szabottan

is 3 oldalt tesz ki, a szefa iség zavaraval, az opponens ax s a terjedelem-zavaraval

kiizd. Ezért csak a legfontosabbnak tartott eredmeéatyekelném ki, azzal a megjegyzéssel,

hogy ezekhez kapcsoléddan természetesen szamosumamgallapitas is ikzodik. A

legfontosabb eredményeket tulajdonképpen az érskame is jelzi:

Ad I.

Karakterizalta a haziallatok neonatalis Fc recejttor
Jelents eredményeket ért el az immunvalasz fokozasaraRn Freceptort

fokozottan kifejed transzgenikus allatokban

1. Elvégezték a szarvasmarha, juh, teve neonataliedeptoranak jellemzését

2. Osszefiiggést talaltak az FcRn szoveti lokalizacésgaa tejmirigy élettani allapota

kozott, amit ez ideig sem humén, sem egér vizsgidain sem mutattak ki.

3. .lgazoltak, hogy a bFcRn szerepégybdl a vérkeringésbe iranyuld reciklizacio.

Ad Il

1.

Szarvasmarha neonatalis Fc receptort (bFcRn) kifejgranszgenikus egér
modelleket hoztak létre. Ezekben a transzgenikugreggen a receptor
megakadalyozza az IgG tejbe urtlését, és fokozzgmm IgG koncentraciojat .A
tejmirigyben kifeje#dé bFcRn ugyanis az IgG-t a tejmirigilta vérbe, nem pedig
a vertdl a tejbe juttatja.

Olyan transzgenikus egereket és nyulakat is alkahkakisérleteikhez, melyek a
neonatalis Fc receptort fokozott mértekben expedgdz Ezen allatokban
kimutattak, hogy a humoralis immunvalasz mértékkotddott. még gyengén
immunogén antigén esetén is. Ez (] lébégeket nydjthat terapias célu
monoklonalis vagy poliklonalis ellenanyagok o6&litasa terén. Ezzel
kapcsolatosan szabadalommal is rendelkeznek

Megallapitottak, hogy az IgG homeosztazisanak dyab@saban az FCRn szerepe
kulcsfontossagu, mivel a hozza kapcsolédd IgG ldasat megakadalyozza
Kimutattak, hogy hlgG-t terméltranskromoszomalis borjakban a human IgG
lebomlasa is lassu, mivel a bovin FCRn a humantlggkoti; aminek nyilvan

gyakorlati jelenfsége is van.



Dr Kacskovics Imre doktori értekezése gyoriy@éldaja annak, hogy az immunolégia
nemcsak hatartalanul szép és 6sszetett, de hogharainincsenek atjarhatatlan hatarok
allatorvosi €s human immunologiai kutatdsok kozdt. neonatalis Fc receptorok
funkcidinak magas szinvonall kutatasa a szarvasik@iha transzgenikus egereken és
nyulakon at elvezethet olyan huméan vaccinalasittelégekhez, mint az influenza, vagy a
HIV megebzése.

A doktori disszertacio, valamint annak alapjat kepeé kozlemények egyarant kimagaslo

tudomanyos teljesitményt reprezentalnak. Ezért a ddori munka tudomanyos

eredmeényeit messzemdien elegendnek tartom az MTA doktori cim megszerzéséhez, és

a nyilvanos vita kitiizését javasolom.

Szeged, 2013. marc.18.

Dr Mandi Yvette
egyetemi tanar
MTA doktora



