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Vdlasz Dr. Mandi Yvette egyetemi tanar biralatara
Koszéndm Dr. Mandi Yvette professzor asszonynak, hogy elbirdlta értekezésemet és koszonom a
dolgozatrdl alkotott elismeré véleményét. Az értekezéssel kapcsolatos megjegyzéseire és kérdeseire

adott valaszaim a kovetkez6k:

1. Az 1. dbra bemutatja az anyai immunoglobulinok utddba jutdsanak mechanizmusait. A tobbi
eml@sfajhoz hasonléan, a f6emlGsok esetén is a szisztémas eredetld I1gG a maternalis
immunglobulinok legfontosabb izotipusa, amely ebben a csoportban kizardlag a placentan keresztiil
jut a magzatba [1,2]. Ez ugyan az dbrahoz kapcsolédo szovegkornyezetben szerepel, am az abrarol

valéban lemaradt, ami neheziti az értelmezést (az abrat ennek alapjan javitottam; 1. abra; [3]).
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Szeretném ugyanakkor kiemelni, hogy az emberi anyatej elsGsorban a tejmirigyben lokalisan

termel6dd IgA izotipust tartalmazza, ami az Ujsziilott gastrointestinalis, ill. felsd leglti védelmét
biztositja, onnan felszivédni és a keringésbe bekerilni nem tud [4]. Az emberi anyatej IgG tartalma
nagyon alacsony, kilondsen a tobbi csoporthoz képest, és az Ujszlilott bélcsatornabdl is csak
elenyész6 mértékben tud felszivédni. Mindezek gyakorlati jelentGsége tobbek kdzott az, hogy az
anya véddoltasa (pl. influenza elleni) kapcsan termel6dd 1gG ellenanyagok csak a terhesség idején (a
harmadik trimeszter elejéig-kdzepéig) tudnak FcRn kozvetitésével a magzatba jutni és csak igy védik
meg az Ujszilottet az esetleges fertGzést6l. Ennek ismerete és alkalmazasa kiilondsen fontos egy

pandémias id6szakban [5,6].
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2. A teve FcRn karakterizdldasa két szempontbdl volt izgalmas szamunkra. Egyfel6l a tevefélék
(Tylapoda) is a kér6dz6k csoportjaba tartoznak, tehat a juh és szarvasmarha (Ruminentia) FcRn
elemzéseinket érdekes, Uj adattal tudtuk kiegésziteni, részben 6sszehasonlité elemzésként, ill. azért
mert a teve szdmos orszagban fontos gazdasagi haszonallat. Mig a kérédz6k koziil a szarvasmarha,
juh és kecske esetén ismert, hogy a kolosztrum, ill. tej akar 50-80-szor tobb IgG1 izotipust tartalmaz,
mint amennyi IgG2-t (annak ellenére, hogy a vérplazmajukban kozel azonos e két izotious aranya),
addig ilyen iranyu adatokkal a tevefélék esetén nem rendelkeziink. Tekintettel arra, hogy a tevefélék
harom IgG izotipusa kozil ketté (lgG2, 1gG3) olyan funkcionalis ellenanyag, amely csak két
nehézlancbdl all [7], kivancsiak voltunk arra, hogy ez mennyiben befolydsolja az FcRn-hez
kapcsolhato funkcidt, igy a tejbe térténd transzportot. Kisérleteink elsé fazisaban jellemeztiik a teve
FcRn-t és ezt publikdltuk, am sajnos a funkciondlis elemzésre megfelel6 forras hianyaban nem keriilt

sor, ill. tudomasom szerint ilyen irdnyu vizsgalatokat azéta sem végeztek.

3. A csirke IgY valéban jol hasznalhaté, altalaban hattér reakcidk nélkil, a legkilonféle immunoldégiai
tesztekben, pl. az emlds immunhisztokémiai elemzések soran. Ezt valdjaban a kordbbi gyakorlati
tapasztalatok igazoltdk, aminek magyarazata minden bizonnyal a csirke IgY és az emlGs IgG aminosav
szekvencidk, ill. poszttranszlacids kulonbségekbdl adddik, kilondsen azokban a régidkban, amelyek
fontosak az emlGs IgG - eml6s Fc receptorok kapcsolédasaban. Régdta ismert, hogy a madar (kétéltd,
hillg) 1gY, az eml8s IgG-hez hasonldan biztositja a maternalis immuntranszportot. A csirke IgY-rél
kimutattak, hogy a tojassargajabol (szik) az embrié szikzacsko falan keresztiil, egy specifikus receptor
révén transzportalddik a magzatba [8]. A receptort 2004-ben azonositottdk, és kimutattak réla, hogy
a funkciot (epithel sejteken keresztili transzport) és a receptor-IgY kolcsénhatast (kémhatas fliggd
kapcsolat) figyelembe véve hasonlit az MHC-I rokon FcRn-hez, de molekuldris sajatossaga — fliggetlen
evolucids fejlédés eredményeként - teljesen eltér attdl, mivel egy foszfolipaz A(2) receptor homoldg
[9]. Ismert, hogy a csirke IgY molekulatomege nagyobb, mint az emlds IgG, mivel egy nehéz-lanc
valamint, hogy allergias reakcidk kivaltasara képes, amely az emlds IgE izotipusra jellemzd
(szerkezetileg is inkdbb az IgE-re hasonlit). Feltételezések szerint a kétéltliekben, hill6kben is
meglévd IgY az eml8sokben génduplikacidval hozta létre az IgE, ill. IgG molekuldkat, dgy, hogy az IgE
kevésbé valtozott az evollcid soran és igy jobban hasonlit az &s IgY tipusd molekuldhoz [10-12]. A
féként fehérvérsejteken kifejez6d6 Fcy receptorokkal (FcyRlI, FcyRIl és FcyRIll) az 1gG az un. kapocs-
régié alsé részén, ill. a CH2 domén fels6é részén taldlhatd atfeds, bar nem pontosan megegyezé
aminosav maradvanyokkal kapcsolddik, mig az FcRn-el a CH2-CH3 domének kozotti régidoban [13-15].
Az emlGs 1gG és madar IgY Fc szekvencidak nagymérték eltérését a mar jol karakterizalt 1gG — FcyRIIIB
[13], valamint az IgG — FcRn [15] interakciékban részt vevé aminosavmaradvanyok 6sszehasonlitasan
keresztil mutatom be. J4l lathatd, hogy a kérdéses motivumok esetén a human és egér IgG

molekuldk kdzott nagyfokd a hasonldsag, mig a csirke IgY jelentGsen eltér ezekben a régidkban, ill.
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altalanosan is az 1gG molekulaktdl (2. abra; az egyes aminosavmaradvanyok hatterének intenzitasa
parhuzamos a hasonldsag mértékével). Mindezek molekularis szinten is magyarazzak a csirke IgY

kivalé alkalmazhatdsagat emlds szévetteni metszeteken végzett vizsgalatokban.

2. abra - Az eml6s IgG és csirke IgY Fc régié aminosav szekvenciak
jelentésen kiilonb6znek egymastol
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4. A kiilonb6z6 emlGsfajok FcRn és IgG molekuldiban azok az aminosav maradvanyok, amelyek a
patkany FcRn-IgG komplex rontgenkristalyos elemzése kapcsan az interakcidéban [15] részt vesznek
csaknem teljes homoldgiat mutatnak [16] azt sugalva, hogy a kiilénb6z6 fajok FcRn és 1gG molekulai
hasonlé mértékben kapcsolddhatnak egymashoz. Ennek ellenére régdta ismert, hogy még a
fajazonos FcRn molekuldk is eltéré intenzitdssal kapcsolédnak az adott faj kiilonbozé IgG
izotipusaival is, az eltér6 faju allatok 1gG molekulaival pedig, ahogy Opponensem altal is hivatkozott
cikk targyalja [17], esetlegesen. Ennek oka az, hogy az egyes fajok 1gG molekuldi és Fc receptorai
egyfajta ko-evolucio révén biztositjak a funkcid - jelen esetben az I1gG-FcRn interakcid - megbrzését,
mig ez nem valdsulhat meg a kilonb6z6 fajok molekulai esetén és igy a nagymérték( filogenetikai
tdvolsdg véletlenszerlivé teszi a kapcsoldddst. A Tg allatainkban végzett 1gG katabolizmus
vizsgalataink szerint a bovin FcRn nehéz-lanc: egér béta 2-mikroglobulin heterodimer megkéti az
egér és a human IgG molekuldkat is, valamint a bovin FcRn nehéz-lanc citoplazmikus régidja
hatékonyan egyittm(kodik az egér szignalizacids fehérjékkel és e két faktor egylttesen biztositja
azt, hogy a bovin FcRn Tg egerekben az egér és human IgG védelme, valamint az egerek humoralis

immunvalasza jelentdsen fokozddik (feltételezéslink szerint a human IgG-t termeld, Un. humanizalt
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egerekben is hatékony lehet a bFcRn fokozott kifejez6dése annak érdekében, hogy immunvalaszuk
fokozddjék). FcRn transzgenikus nyulainkban a nyul FcRn-t fejezik ki nagyobb mértékben a fokozott
immunvdlasz elérése érdekében, igy ezekben az allatokban a fajok kozti keresztreakcio képessége
csak abban az esetben meriil fel, ha a kés6bbiekben human IgG-t termeld, un. humanizalt nyulakban
szeretnék az FcRn kifejez6dés fokozasabol adddd elényoket kihasznalni. Irodalmi adatok arra

utalnak, hogy a nyul FcRn hatékonyan megkdoti az emberi IgG-t [18,19].

5. Tg egereinkben és nyulainkban a FcRn fokozott mértékl kifejez6dése nagyobb szamud antigén-
specifikus B-sejt kialakuldsat eredményezi, a fokozott mértékl 1gG védelem mellett. Elemzéseink
arra is ravilagitottak, hogy a B-sejt aktivalas fokozddasa jelentGsebb hatdsu a megnovekedett
humoralis immunvalasz szempontjabdl, mint a fokozott IgG védelem. A dolgozat benyujtasa ota
végzett elemzéseink kimutattak, hogy az FcRn Tg egerekben az immunizalas hatasara nagyobb szamu
antigén-specifikus Thelper sejt is képz6dik, valamint ezeknek az allatoknak a csirakézpontja
atlagosan kétszer nagyobb, mint a vad tipusu kontrolloké. (Ezeket az elékisérleti eredményeket

jelenleg ismételjiik, ill. pontosabb elemzésekkel igazoljuk.)

6. Munkacsoportomban az FcRn Tg allatok altalanos immunolégiai karakterizaldsan tul, olyan
kutatdsokat végziink, amelyek értékes diagnosztikai, s6t akar terdpids ellenanyagok kifejlesztéséhez
vezethetnek. A dolgozatomban hivatkozott két példaval azt mutattuk ki, hogy gyengén immunogén
oligopeptidre  (hemagglutinin  konzervédlt, nem-immundominans epitdpja), valamint a
sejtmembranban kifejez6d6 GPCR (G-protein coupled receptor; CXCR4) molekuldkra hatékony
immunvalaszt tudunk Tg allatainkban kivaltani. Az utébbi id6ében az FcRn Tg technolégia elényeire
tdmaszkodva olyan egytttm(ikodéseket keresiink, amelyek kapcsdn egy-egy adott terdpias célpont
szakértbjével kozosen terapias monoklonalis ellenanyagokat fejlesztiink. igy tobbek kozott Stefan
Feske professzorral (New York University) olyan monoklonalis ellenanyagok el&allitasan dolgozunk,
amelyek a T-sejtek membranjaban lévé Ca-csatornat (ORAIL) blokkoljak, és igy a T-limfocitak gatlasat
okozhatjdk. Ez pl. autoimmun betegekben lehet értékes terdpids eszkdz, természetesen az. Un

humanizalast kovetéen.

7. Az FcRn Tg nyulakban két értékes ellenanyagfejlesztésrél szamolhatok be. EgyfelSl, Dr. Katona
Istvannal (munkacsoport vezet§, KOKI, Molekularis Neurobioldgiai Kutatécsoport) kollaboralva
sikeriilt igen jo6 minGségli, cannabinoid 1. tipusu receptor specifikus ellenanyagot elGallitani,
amelyekkel Uj, értékes megfigyeléseket végezhettek, és amelyekrél a kozeljov6ben terveziink
beszamolni. Egy masik vizsgalatunk kapcsan kimutattuk, hogy FcRn Tg nyulaink mintegy haromszor
hatékonyabb human T-sejt specikus poliklonalis ellenanyagot (ATG) termelnek, mint a kontroll
allatok [20]. Az ATG altal kivaltott immunszuppresszio értékes terdpias eszkéz pl. a vese-
transzplantacié esetén és évente tobb szazezer nyulat hasznalnak fel e termék elGallitasara. Bizunk

benne, hogy ennek a terméknek a forgalmazdi értékes Uj eszkozt latnak eljarasunkban. (Az FcRn Tg
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allatok fokozott immunvalaszat, mint Uj technoldgiai eljardst szabadalomként bejegyezték az Eurdpai
Unidban, Ausztalidban és Hong Kongban, illetve jelenleg is folynak a szabadalmi eljardsok az USA-
ban, Kanadaban, Kindban és Japanban. A taldlmany az ELTE és a Mez8gazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatékézpont tulajdona, amelyet az ImmunoGenes Kft kizarélagosan, kereskedelmi célra hasznosit.

Az Gzleti fejleményekkel kapcsolatban a cég honlapjara hivatkozom: www.immunogenes.com .)

8. (Id 5. pont is) A dolgozat benyujtasa 6ta végzett elemzéseink kimutattdk, hogy az FcRn Tg egerekben
az immunizalas hatadsara nagyobb szamu antigén-specifikus Thelper sejt képzddik (amit az antigénnel
ex vivo re-aktivalt allapotban a T-sejtek IL-2 ELISPOT elemzésével mértiink, valamint ezeknek az
allatoknak a csirakdzpontja atlagosan kétszer nagyobb, mint a vad tipusu kontrolloké. (Ezeket az

el6kisérleti eredményeket jelenleg ismételjlik, ill. pontosabb elemzésekkel igazoljuk.)

Végiil még egyszer szeretném megkdszénni a Professzor Asszonynak, hogy elbirdlta az értekezésemet és

kérem fogadja el a kérdéseire adott valaszaimat.

Budapest, 2013. majus 20.

Q. Le_ N 2

Dr. Kacskovics Imre
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