Opponensi vélemény

Kacskovics Imre ,,Haziallatok neonatélis Fc-receptoranak (FcRn) karakterizélasa; az FcRn
fokozott kifejezddésén alapulo 0j transzgénikus technoldgia az immunvalasz jelentds

fokozasara” c. MTA doktori értekezésérol.

Kacskovics Imre értekezése jelentds és iddszerti témarol szol. A roviden FcRn-nek nevezett
IgG-receptort azért nevezték ,,neonatalisnak™ mert szerepe az anyai immunglobulinoknak az
utod-szervezetbe valo transzportjanak kutatasa kapcsan vetddott eloszor fel. Késobb az is
nyilvanvalova valt, hogy ugyanaz a receptor szabalyozza az IgG in vivo élettartamat, ezaltal
sarkalatos szerepe van az IgG tipusu ellenanyagok normalis szintjének fenntartdsdban, sét az
albuminéban is. Nem nehéz belatni, hogy az FcRn funkcioval kapcsolatos minden uj

felismerés jelentdsen gazdagitja az immun-folyamatokrol alkotott képiinket.

Az értekezés 21, 2000 és 2012 kozott megjelent kézleményen alapul. Ebbdl 20 nivos
nemzetkozi folyodiratban jelent meg, egy hazai lapban. Jelolt 5 kozleményben elsd, 12-ben
utolsé szerz6. Két kozlemény 0sszefoglald (review) jellegii, a tobbi eredeti kutatéasi
eredményeket ir le. Kilenc kdozlemény impakt faktora nagyobb, mint 3, 11-¢ 1,5 és 3 kozatti.

Az értekezésben leirt egyes eredmények alapjan europai és ausztral szabadalmak is sziilettek.

Az értekezés maga a témavalasztas rovid indokoldsaval kezdddik, melyet irodalmi attekintés
kovet. Az attekintés, mely az 1950-es évekig visszanyuld kezdetektdl kezdve napjainkig
terjedden ismerteti a neonatalis Fc-receptorral kapcsolatos kutatasok fejlodését, onallo
esszéként is megallna, tudomanytorténeti nézépontbol is izgalmas olvasmany. Kibontakozik
eldttiink, hogyan ismerte fel a ,,hdskorban” Brambell munkacsoportja az 0jsziilott emldsok
fertézésekkel szembeni védettségének mechanizmusat a speciesek kozotti eltéréseket is
elemezve. Az anyabdl a magzatba, vagy az 0jsziildttbe iranyul6 transzfer szelektivitasabol
kovetkeztettek arra, hogy ez specifikus receptor aktvitasat igényelheti, és tovabbmenve
eljutottak annak felismeréséig, hogy ez a receptor dontd szerepet jatszhat az ellenanyagok
katabolizmuséanak szabalyozasaban. Ezek a kutatasok mar jelentds eredményeket hoztak,
miel6tt az immunglobulinok szerkezetének alapvonasai, valamint az immunglobulin

osztalyok kozotti szerkezeti és funkciondlis eltérések ismertté valtak volna. A késdbbi évek,



évtizedek sordn a tudomanyag fejlddésének ujabb €s tijabb fazisaiban nagyon eredményesnek
bizonyult az FcRn funkcio6 szerepének ismételt ujraértékelése. Az FcRn funkcio alapvetd
jellegzetességeinek leirasa utan feltartak az IgG molekula és az FcRn kozotti kotddés
szerkezeti feltételeit elobb az IgG, majd a receptor oldalardl. Ezaltal értelmezhetdvé valtak az
IgG alosztalyok féléletidejében megfigyelt eltérések, és feltarult az IgG hossza in vivo
¢letidejének hattere. Az FcRn funkcio vizsgalata szolgaltatott magyarazatot a
gastrointestinalis traktuson és mas nyalkahartydkon keresztiili immunizalodésra. Kidertilt,
hogy az FcRn fontos szerepet jatszik a fagocitozisban és az antigén prezentacioban is. Végiil
fény deriilt arra is, hogy egyes autoimmun betegségek IgG-terapidja az FcRn telitésén

keresztil hat.

A kovetkez0 fejezet vazolja fel a kutatomunka kitlizott céljait, ezt koveti az eredmények
ismertetése azok diszkusszidjaval. Végiil az j eredmények rovid dsszefoglalasat olvashatjuk.
Az anyagok és mddszerek tekintetében az értekezés a fliggelékként csatolt eredeti

kozleményekre hivatkozik, a mdédszereket csak felsorolas-szeriien adja meg.

Az értekezésben leirt kutatomunka a szarvasmarha neonatalis Fc receptor vizsgalatabol indult
ki. Jelolt a szarvasmarha FcRn a-lancénak teljes cDNS szekvencidjanak meghatarozasaval
olyan eszkoz birtokaba jutott, mely szamos nagy jelentdségli kérdés adekvat megkozelitését
tette lehetévé. A bovin FcRn-t laktald tejmirigyben kifejezd transzgénikus egerek eldallitasa
utjan az FcRn—nek a tejmirigyben betoltott szerepét lehetett kozelebbrol megvizsgalni. A
mesterséges bakteridlis kromoszdémaba integralt bovin FcRn genomikus DNS-t tartalmazo
konstrukcioval létrehozott transzgenikus (BAC Tg) egerek segitségével vizsgalni lehetett a
bFcRn a-lancat kodold gén szabalyozasat. Ezen tilmenve lehetdvé valt annak feltérképezése,
hogy az FcRn-t fokozottan kifejezd allatokban hogyan alakul az IgG katabolizmusa.
Logikusan kovetkezd 1épés volt a humoralis immun-valasz altalanos jellemzése a bFcRn -
lancot kifejez6 BAC Tg egerekben. A jelentds gyakorlati alkalmazas felé mutat ezen
transzgenikus egerek felhasznalasa monoklonalis ellenanyagok eldallitasara. A bovin FcRn
BAC Tg egereken kapott eredmények nyoman jel6lt munkatarsaival a nytl FcRn o-lanc
nyulakat allithassanak eld. Az értekezésben leirt kutatasoknak fentiek csak a févonalat
jelentik melybdl szamos eldgazas is ered €s ezek az elagazasok is figyelemre méltd

kérdésekhez vezetnek.



A kutatasi program megvalositasat megfelelé metodikai arzenal szolgélta.

Genetikai és molekularis genetikai eljarasok: cDNS készitése reverz transzkriptaz -
polimeraz-lancreakcid segitségével, klonozas és DNS- szekvencia meghatarozés, Southern
blot a cDNS ellendrzésére és Northern blot az mRNS vizsgalatara. Rekombinans fehérje
eléallitasa baculovirus vektor segitégével rovarsejtekben. Gén expresszi6 vizsgalata kvantitaiv
valos idejii PCR reakcio segitségével. Transzgénikus allatok eldallitasa tobb tton €s ezek
alkalmazasa. In situ hibridizécio.

Sejt bioldgiai eljarasok: sejtkultura, transzfekcio, sejtfiizié hibridoma képzésére. Aramlasi
citometria, receptor-kotés vizsgalata radioaktiv izotoppal jelzett ligandummal.

Szbvettani és immun-hisztokémiai eljarasok: receptor-kotés vizsgalata szovettani metszeteken,
receptor kifejezddés vizsgdlata peroxidazzal-jeldlt ellenanyag segitségével.

Immunoldgiai és immunokémiai eljarasok: specifikus ellenanyag eléallitasa és tisztitasa
immun-affinitasi modszerrel, ELISA, ELISPOT, immunoblot.

Fizikai-kémiai mérések: felszini plazmon rezonancia, folyadékaramlasos Quartz Crystal
Microbalance mérés antigén-ellenanyag kapcsolddas kinetikajanak vizsgalatara.

A mddszerek megvalasztasa megfeleld volt, az alkalmazott eljardsok alkalmasak a feltett

kérdések megvalaszoldsara, vagy megkozelitésére.

Jelolt 19 pontban foglalta 0ssze az értekezésben bemutatott kutatasok soran elért 1ij
eredményeket. Legyen szabad kettét kiemelnem, mivel ezeket tartom legfontosabbnak.

Az elsd a neonatdlis Fc receptornak a T-sejttd] fliggd humoralis immunvélasz
szabalyozasaban betdltott fontos szerepének feltarasa. Az FcRn-t fokozottan kifejezo
transzgenikus allatokban az ellenanyag valsz soran jelentésen nagyobb antigén-specifikus IgG
szint jelenik meg, ennek kovetkeztében tobb antigén-antitest komplex képzddik. A tobb
komplexet tobb neutrofil sejt szallithatja a regionalis limfoid szervekbe. Ennek kovetkeztében
tobb citokin termelddik és fokozott mértékben aktivalodhatnak az immunvalaszban részt vevo
sejtek. Az FcRn-t fokozottan kifejez6 dendritikus sejtek hatékonyabban prezentaljak az
antigént, ami hatékonyabb helper-T-sejt stimulaciot eredményez. Mindennek kdvetkeztében
masodik antigén inger esetén fokozott lesz a memoria B-sejtek, valamint a naiv B-sejtek
aktivalodéasa, ami a humoralis immun-véalasz diverzifikalodasat fokozza, azaz tobb epitop
ellen termelddik antitest, tovabba fokozodik az antigén-specifikus ellenanyag termelés
mértéke is. Az FcRn humoralis imun-valaszt szabalyozo szerepérdl alkotott koncepcidoban

Jelolt sikeresen szintetizalta sajat eredményeit az irodalomban megjelent friss adatokkal.



A koncepci6 sajat vizsgalatokbol szarmazo elemei:

e Jelolt és munkatarsai kimutattak, hogy FcRn-t fokozottan kifejez6 allatokban az IgG
felezési ideje hosszabb;

o Kimutattak, hogy az FcRn-t fokozottan kifejez6 transzgenikus allatokban jelentdsen
magasabb titerben termelddik antigén-specifikus IgM és 1gG;

e A bFcRn-t kifejez6 transzgenikus egerekben a neutrofil sejtek fokozott fagocita
aktivitasat mutattak ki;

e Megallapitottak, hogy a bFcRn-t kifejezo transzgenikus egerekbdl szarmazo €s
antigén-1G komplex-szel ,,feltoltott” dendritikus sejtek fokozott mértékben aktivaljak
a fajlagos CD4+ T-sejteket;

o Kimutattak, hogy az FcRn-t fokozottan kifejezd transzgenikus allatokban T-dependens
immun valasz soran fokozott antigén-specifikus B-sejt aktivalodas és az antigén
specifikus B-sejt populécio fokozott expanzioja kdvetkezik be. Epitop-térképezéssel
kimutattak, hogy a transzgenikus allatokban fokozodott az ellenanyag-valasz
diverzifikacioja.

A masodik fontos eredmény, amit ki szeretnék emelni annak felismerése, hogy fokozott FcRn
expresszio mellett gyengén immunogén epitopokkal szemben is 1étrejohet, ill. fokozodhat az
ellenanyag valasz. Ez a megallapitas az alabbi kisérletes eredményeken alapul:

e A bFcRn-t kifejez6 transzgénikus egerekben a gyenge immunogenitasrol ismert HA2
inflenza virus antigénnel szemben jelentds ellenanyag valaszt értek el, szemben a vad-
tipusu allatokkal, tovabba transzgénikus nyulakban is fokozott anti-HAZ2 titert értek el;

e Azigen gyengén immunogén human CXCR4 kemokin receptorral szemben
transzgénikus egerekben magasabb ellenanyag titert és 1épsejt szamot értek el. A
transzgenikus allatokbol négy kiilonb6zé monoklondlis ellenanyagot sikertilt
1étrehozni.

Ezen eredmények igen nagy jelentdségét nem is sziikséges kiilon hangsulyozni, hiszen ezen
az uton olyan terdpias, vagy diagnosztikai jelentéségd monoklonalis, illetve poliklondlis
ellenanyagok termelése lehet megoldhatd, melyekhez eddig nem, vagy csak nagyon nehezen
sikeriilt hozzajutni. Ez az értekezésben leirtakat igen perspektivikussa teszi, még ha a
bemutatott eredmények a CXCR4 monoklondlis ellenanyag vonatkozasaban inkabb elézetes

szintlek is.



Tovabbi jelentds eredmények:

Jelolt munkatarsaival meghatarozta a szarvasmarha, a juh, a teve, a sertés ¢€s a nyul
FcRn szekvencidjat cDNS szinten. Az eredményeket filogenetikai dsszefiiggéseiben
értelmezte. Megallapitotta, hogy a Laurasiatheria 6regrendbe tartozo6 fajoknal hidnyzik
a citoplazmatikus régio6 utols6 szakasza. Feltételezik, hogy ez egy kzos dsben
kialakult pont-mutacié eredménye. Alapvetd funkcionalis defektust nem okoz.
Megallapitottak, hogy kérddzok esetében az FcRn szdveti lokalizacidja a tejmirigy
allapotatdl fiiggden valtozik. Olyan idészakban, amikor az IgG1 jelentds mértékben
szecernalodik, az FcRn az acinus epithel sejtek apikalis részén mutathat6 ki.

A bovin FcRn-t a tejmirigyben kifejez0 transzgenikus egerek vizsgalataval
megallapitottak, hogy a bFcRn megakadalyozza a hozzé erdsen kotddo
immunglobulinoknak a tejbe torténd tirtilését.

Felszini plazmon rezonancia médszerrel kimutattdk, hogy a bovin IgG2 1ényegesen
erdsebben kotddik a bFcRn-hez, mint az [gG1. Ennek alapjan feltételezik, hogy az
FcRn szerepe a tejmirigyben az IgG2 visszajuttatasa a keringésbe. A szarvasmarha
FcRn funkcidjanak teljesebb megértése, az IgG1 kolosztrumba vald szekrécioja
mechanizmusénak pontosabb leirdsa azonban tovéabbi vizsgalatokat igényel.
Kimutattak, hogy a bFcRn gén (bFCCGRT) promoétere NF-kB kotOhelyeket tartalmaz.
Megallapitottak, hogy a bFcRn —t kifejezd transzgenikus egerek széruméban az
albumin koncentracioja magasabb, mint a kontroll allatokban, ez azonban csokken az
immunizalas soran kialakulé magas IgG-szinttel.

Megallapitottak, hogy a nyul FcRn is a pH-t6l fliggé mdédon kapcsolodik az IgG-hez.

Jellemz6 az értekezés egészére, hogy a kisérleti eredményekbdl levont kdvetkeztetések

mértéktartdak és 6sszhangban vannak a kisérletes adatokkal.

Az értekezés felépitése aranyos és attekinthetd. A kisérletes eredményeket bemutato fejezetek

végén olvashatd dolt betiis 6sszefoglaldsok megkonnyitik az attekintést. Helyes lett volna, ha

az eredményeket bemutato6 fejezeteknél Szerzd jelzi, hogy melyik kdzlemény tartalmazza az

adott fejezet anyagat, tovabba az j eredmények pontokba szedett 6sszefoglaldsanal is utal a

vonatkoz6 kozleményre, ill. kozleményekre.

Az értekezés stilusa szabatos, de egyidejiileg élénk és olvasmanyos is. Az olvasast csak ritkdn

zavarjak meg kevésbé sikeriilt kifejezések, vagy a laboratériumi szleng besziiremkedései (pl.

a 18. oldalon olvashaté: ,,...olyan immunkomplexet adtak, amiben az IgG Fc részén

kimutaltak az FcRn ko6to helyet...”).



Fentieket 0sszefoglalva Kacskovics Imre értekezésében iddszerti és fontos problémakort
dolgozott fel. A kisérletes munka szinvonala, az eredmények tudoményos, és gyakorlati

jelentdsége alapjan az értekezés elfogadasat és Jelolt szamara az MTA doktora cim odaitélését
javaslom.
Budapest, 2013. éprilis 11.

Medgyesi Gyorgy
a bioldgiai tudomany doktora



