Valasz Dr. Gal Péter opponensi véleményére

Mindenekel6tt koszonom Dr. Gal Péternek, hogy MTA doktori értekezésemet részletesen
elbiralta, és hogy azt alkalmasnak tartja a nyilvanos vitara.

Kérdéseire és megjegyzéseire az alabbiakban valaszolok.

1. 4 dolgozat egészébdl hianyolom a kvantitativ szemléletmodot. Teljesen egyetértek jelolt azon
kovetkeztetésével, hogy ,,A H-faktor és az FHR fehérjék mennyiségi viszonyai, valamint
affinitasuk kiilonbozo ligandumokhoz egyiittesen képesek a komplementaktivacio, ezaltal az
opszonizacio és gyulladasos folyamatok finomszabalyozasara” (84 oldal). A dolgozatban viszont
a kotések erosségérdl csak kvalitativ megallapitasok talalhatok (pl. ,,a H-faktor viszonylag
gvengeén kotodik”, ,,az FHR-Inem olyan erdsen kotédik a sejtfelszinekhez, mint a H-faktor”,
sth.). Egyetlen kivétel a 67. oldalon a PTX3-FHR-5 kolcsonhatasra meghatarozott konkrét Kd
erték. A H-faktor molekulacsalad tagjainak fiziologias koncentracioja szintén nagyon hianyzik a
dolgozatbol. Jo lett volna ezt a bevezetésben egy tablazatban osszefoglalni. Igaz, a X.
publikacioban (Trends in Immunnology review 2008) még arrol olvashatunk, hogy az FHR
az antitestek keresztreakcioja miatt. A kézlemény megjelenése ota eltelt 10 év. Kérem a jeloltet,
hogy réviden foglalja dssze, a jelenleg ismert koncentracio adatokat.

Elfogadom ezt a kritikdt, egyetértek, hogy sziikséges kvantitativan is leirni ezeket a
kolcsonhatasokat, hogy a fiziologias szerepiiket megfelelden tudjuk értékelni. A molekulacsalad
tagjainak fiziol6gids mennyiségét illetden sajnos valoban az volt a helyzet, hogy nemcsak az
FHR fehérjékre, de a H-faktorra vonatkozoan sem allt rendelkezésre pontos szérum koncentracio
adat. Ennek az antitestek keresztreakcigja, illetve nem megfeleld jellemzése volt az elsddleges
oka, igy példaul ma is kaphato a kereskedelemben szamos “H-faktor specifikus” és “FHR-1-
specifikus” monoklondlis antitest, amelyekrdl sajat kisérleteinkben kidertilt, hogy ezek a
monoklonalis antitestek nem monospecifikusak. Hasonloan, egyes “H-faktor ELISA kit”-ek a H-
faktor mellett az FHR-1-et vagy a H-faktor splice-variansat, az FHL-1-et is mérik.

monoklonalis antitestek segitségével, amelyek az FHR fehérjéket nem ismerik fel, igy a jelenleg
ismert értékek alacsonyabbak a korabbi mérésekénél. Azonban az 11j adatok is az FHL-1 és a H-
faktor egyiittes koncentracidjara vonatkoznak: 135-349 pg/ml (0,87-2,25 uM), 78-437 pg/ml
(0,5-2,8 uM), illetve 76-247 pg/ml (0,5-1,6 uM) (Hakobyan et al., Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.
2008;49:1983-90.; Hakobyan et al., Kidney Int. 2010; 78:782-8.; Merinero et al., Kidney Int.
2018; 93:470-481). Az FHR-ekre vonatkozdan is csak nemrégiben, 0j és részletesen jellemzett
monoklonalis antitestek kifejlesztésével sikeriilt megbizhatobb adatokat nyerni. Itt bonyolitja a
helyzetet, hogy az FHR-1, FHR-2 és FHR-5 homo- és heterodimer formakban is megtalalhat6 a
szérumban. Az FHR-1 homodimerek 4tlagos koncentracigja 11,5 pg/ml (146 nM), az FHR-2-¢
0,5 pg/ml (11 nM), az FHR-1/FHR-2 heterodimereké 5,2 pg/ml (78 nM), az FHR-5
homodimereké pedig 1,49 pg/ml (11 nM) (van Beek et al., Front. Immunol. 2017; 8:1328.). Az
FHR-3 atlagos koncentraciojat 0,69 pg/ml (18,7 nM), illetve 1,06 pg/ml (28,7 nM) értékben
hataroztdk meg (Pouw et al., PLoS One 2016; 11:e0152164.; Schifer et al., Front Immunol.
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2016;7:542.). Az FHR-4A-ra és FHR-4B-re egyeldre nincs pontos koncentracio adat. Ezeket az
értékeket a gén kopiaszamok is befolyasoljak, igy példaul a nulla vagy egy CFHRI génkopiat
hordozok esetében értelemszeriien nincs, vagy kevesebb az FHR-1 a szérumban.

2. A 7. abra C paneljén az lathato, hogy a HUVEC sejtekhez a H-faktor és az FHR-1 mellett jol
kotodik az FHL-1 is. Hogyan lehetséges ez, hiszen az FHL-1-bol hianyoznak a kotéshez sziikséges
C-terminalis (19-20) domének?

A H-faktorban tulajdonképpen két 6 kotohely van, amelyek toltdtt molekuldkhoz, felszinekhez,
igy példaul a proteoglikanok glitk6zaminoglikan lancadhoz val6 kotédést tesznek lehetéveé. Ezek a
CCP 6-7 és a CCP 19-20 doménekben vannak; a szialsav-koté hely a CCP20-ban talalhato. gy a
H-faktor és az FHL-1 is tartalmaz gliikozaminoglikan-k6t6 doméneket (CCP 6-7). A
gliikdzaminoglikdnoknak (pl. heparan szulfat, dermatan szulfat) és a szidlsavnak fontos szerepe
van a H-faktor sejtfelszinekhez ¢s extracellularis matrixokhoz vald kotddésében, igy ezek
eltérései befolyasoljak a H-faktor és az FHL-1 kotddését a kiilonbozd felszinekhez. A HUVEC
sejtek esetében szérumbol mind a H-faktor, mind az FHL-1 k&tddése kimutathato volt,
ugyanakkor a tisztitott FHL-1 kotddését a HUVEC sejtekhez részletesebben nem vizsgaltuk.

3.4 10. abra A panelje alapjan elmondhatjuk, hogy a H-faktor kétodése a HUVEC sejtekhez fiigg
az ionerosségtol. Nagyobb ionerosségii pufferben gyengebb a kotés. Ez arra utalhat, hogy a
kotodes elsésorban ionos jellegii. A pH valtozas jelentésen megvaltoztathatja egy fehérje felszini
toltesét. Ez azert kiilonosen fontos, mert az alternativ utat gyakran a szérum savanyitasaval
inditjak be. Ez tortént pl. a 67. abran lathato kisérletben is, amikor a kiilonbozé mini H-faktor
molekulak hatékonysagat vizsgaltak PNH-vorésvérsejtek lizisének gatlasaban. Vizsgalta valaki a
H-faktor sejtekhez kotodésének pH fiiggését? Lehetséges, hogy a szérum savanyitasara azeért
indul be az alternativ ut a sejtek felszinén, mert a H-faktor gyengebben kotodik?

Koszondm ezt az érdekes felvetést. Tudomasom szerint a H-faktor sejtekhez kotddésének pH-
fiiggését kozvetleniil nem vizsgaltak. Fishelson és munkatarsai azonban kimutattak, hogy a pH
csOkkentésével a C3b-vel fedett emberi vordsvérsejtekhez a B-faktor, a properdin és a H-faktor is
jobban kotddik. 6,4-es pH-n a properdin és a H-faktor kb. masfélszeres, a B-faktor kétszeres, mig
6,0-os pH-n a properdin és a H-faktor kb. kétszeres, a B-faktor pedig haromszoros k&todést
mutatott a pH 7,0 pufferben mért kétddéshez képest (Fishelson Z. et al. J. Immunol.
1987;138(10):3392-5.). Ez alapjan feltételezhetd, hogy alacsonyabb pH-ji kdzegben tobb aktiv
C3-konvertaz keletkezik a sejtfelszinen, amivel a pozitiv (properdin) és negativ (H-faktor)
szabalyoz6 molekuldk kotodésének ndvekedése nem tart 1épést, ezaltal a folyamat az alternativ Gt
aktivaciojanak kedvez.

4. A 11. abra D panelje alapjan egyik vizsgalt antitest sem gatolta a H-faktor kofaktor aktivitasat
a C3b I-faktor altali hasitasanal folyadék fazisban. Ez a C-termindlishoz kotodo antitestek
esetében varhato is volt; azonban az E22 antitest sem gatol, ami pedig a kofaktor aktivitashoz
sziikséges 1-4 domeén régiohoz kétodik. Mi a gatlas elmaradasanak magyardzata ennél az
antitestnél? Mi a magyardzata az E14 antitest esetében lathato, a tobbitol eltéré hasitasi képnek?
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A kérdés részben azonos a masik opponens, Dr. Medgyesi Gyorgy altal feltett kérdéssel, igy erre
a részre hasonloképpen valaszolok. A 11D dbran bemutatott kisérletben azt vizsgéltuk, hogy az
egyes monoklonalis antitestek a H-faktorhoz kétddve gatoljak-e annak kofaktor aktivitasat, igy a
C3b I-faktor altali hasitdsat a folyadék fazisban. A vizsgalt antitestek egyike sem gatolta a
kofaktor aktivitast, de az E14 jelti H-faktor ellenes monoklonalis antitest jelenlétében a C3b o’-
lanca tovabb hasadt. Ez az antitest a H-faktornak a felszinhez lek6tddott C3b-vel vald
kolecsonhatasat gatolta (mivel ebben az antitest altal felismert H-faktor C-terminalis molekularész
vesz részt). A kofaktor aktivitasban szerepet jatszo H-faktor N-termindlis rész kdlcsonhatdsat a
C3b-vel viszont nem vizsgaltuk. Feltételezhetd, hogy az antitest a H-faktorhoz kétddve — annak
konformacié vatozasat kivaltva — befolyasolja a C3b-vel vald kolcsonhatést a folyadék fazisban
is. Az egyes monoklonalis antitestek kozott az epitopokban vald eltérés magyarazhatja, hogy
masképpen befolyasoljak a H-faktor kofaktor aktivitasat.

Az E22 jelii antitest nem befolyasolta a felszinre kotott C3b-vel vald kdlcsonhatast, ami
érthetd, hiszen ebben a C-terminalis H-faktor domének szerepe fontos. A folyadék fazisban
sajnos nem vizsgaltuk a C3b — H-faktor kdlcsonhatast, igy nem tudom, hogy az antitest ezt
befolyésolja-e. (Feltehetden nem, hiszen nem gétolta a kofaktor aktivitast.) Feltételezhetd, hogy
az antitest a CCP3 doménen olyan helyre kotoédik, ami nem befolyasolja 1ényegesen a C3b-vel
val6 kolcsonhatast a folyadék fazisban. Mas, publikélatlan vizsgélatainkban is talaltunk olyan N-
terminalis doménekhez k6t6dé monoklondlis antitesteket, amelyek a kofaktor aktivitdst nem
befolyasoltak.

5. Jelolt elegans modellt dolgozott ki az FHR-1 hianyanak a H-faktor ellenes autoantitestek
kialakulasaban jatszott szerepére vonatkozoan (48. oldal). E-szerint a bakterialis H-faktorkoto
fehérjék olyan konformacio valtozast indukalnak a CCP20 doménben, amely az FHR-1 CCP5
doménjéhez teszi azt hasonlatossa. A VIII. publikacioban konkrét példaként emlitik a borrelia
OspE fehérjét, mint ami ilyen konformdciovaltozast képes kivaltani. A CCP19- 20:OspE komplex
rontgenszerkezetének (Bhattacharjee és mtsai. 2013 J Biol Chem 288, 18685) vizsgalata alapjan
azonban ugy tinik a birdalonak, hogy rigid fehérje-fehérje kolcsonhatassal allunk szemben: a
komplexben lévé CCP19-20 szerkezete gyakorlatilag megkiilonbéztethetetlen a szabad CCP19-20
szerkezetétol. Nem vonom kétségbe, hogy lehetnek olyan patogén fehérjék, amelyek kivaltjak az
emlitett konformacio valtozast, de az OspE szerintem nem ilyen. Tovabbi kérdés a modellel
kapcsolatban az, hogy a fertozés elmultaval, amikor mar nincs jelen a konformaciovaltozast
indukalo bakterialis fehérje, miért tudnak mégis a neoepitop elleni autoantitestek hatékonyan
kotodni a H-faktorhoz (erésebben, mint az FHR-1-hez, amin pedig az epitopot tartalmazo hurok
dllandoan exponalva van)?

Egyetértek a biradloval abban, hogy az OspE szerepe az aHUS-asszocialt H-faktor ellenes
autoantitestek képzddésében valdsziniitlen. Egyrészt, ahogy a birdld is megjegyzi, az OspE-
indukalta konformacié valtozds a CCP20-ban legalabbis minimalis mértékli, masrészt ez a
bakterialis fehérje kozvetleniil az autoantigén hurok régidohoz kotédik a CCP20-ban. A Borrelia
ssp. altal okozott fertézes is viszonylag ritka, és nem magyaraznd a kisgyermekkori autoimmun
aHUS megjelenését. Mivel gyakran irtak le felsé léguti fert6zést a betegség megjelenését
megelézden, inkabb ilyen irdnyban lehetne keresni az okot. Nem lesz minden eset
kovetkezménye az autoimmunizacio, feltehetden egyéb, koztiik genetikai tényezOk szerepe is
Iényeges abban, hogy a H-faktor ellenes autoantitestek megjelenésének valoszintiségét noveljék.
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crey

¢s a betegekben — néhany kivétellel — az FHR-1 fehérje hidnya magyarazhatjak a H-faktorral valo
reaktivitast bakterialis fehérje jelenléte nélkiil is.

6. Jelolt és masok eredményei szerint bizonyos FHR molekulik (pl. FHR-4), a H-faktorral
ellentétben, nem gatoljak, hanem éppenséggel fokozzak a komplementaktivaciot. Ez hasznos
tulajdonsag lehet bakterialis fertozés esetén, amikor a H-faktort kéto mikroorganizmusok
feliiletéen komplementaktivaciot okoznak. Az FHR-ek azonban sajat sejtjeinkhez is kotodhetnek.
Mi lehet a funkcioja ebben az esetben a fokozott komplementaktivacionak?

Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint az FHR-1 és az FHR-4 kotédhetnek neutrofil
J. Immunol. 2010; 184:912-21.). Tudomasom szerint masok nem vizsgaltak részletesen az FHR-
ek €16 sejtekhez kotddését, és még mi sem vizsgaltuk, hogy €16 sejtekhez kotddve befolyédsoljak-e
a komplementaktivaciot. Apoptotikus €és nekrotikus sejtekhez azonban kotédhet az FHR-1 ¢és az
FHR-5, amelyek ebben az esetben az apoptotikus/nekrotikus sejtek opszonizaciojat fokozhatjak
sajat kisérleteink és masok adatai szerint is (Csincsi et al., J. Immunol. 2017;199:292-303.; Chen
et al., J. Am. Soc. Nephrol. 2016;27:1413-25.).

7. Az 59. abra a mini H-faktor C3b-vel képzett komplexét mutatja sajat sejt felszinén. A sematikus
dbra irodalmi adatok (C3b:CCPI-4 és C3b:CCP19-20 komplexek kristalyszerkezete) alapjan
késziilt. Nemrég jelent meg egy publikacio (Xue és mtsai. 2017 Nat. Struct. Mol. Biol. 24,643)
amely a C3b:mini H-faktor, illetve a C3b:mini H-faktor:I-faktor komplex szerkezetét ismerteti.
Ezen legujabb szerkezetek mennyiben tamasztjak ala a dolgozatban szereplé modellt?

Az idézett szerkezeti adatok lényegében aldtdmasztjak az altalunk is vazolt modellt, bar egyes
részleteiben eltérnek, hiszen a sematikus dbrank csak hozzavetdlegesen jelezte a C3b molekulat
¢s az egyes H-faktor doméneket, tovabba a szerkezeti adatok a mini H-faktor egy olyan
valtozatara vonatkoznak, ahol egy 12-aminosavas kapocs taldlhato a CCP1-4 és a CCP19-20
domének kozott. Ez nagyobb flexibilitast biztosit, mint ami a mi valtozatunk esetében varhato. A
mini H-faktor az idézett cikk eredményei szerint a C3b-hez ugyantgy kotddik, mint az egyes
részei kiilon-kiilon, a CCP4 és CCP19 k6z6tt minimalis kontaktus van csak.

Végezetiil még egyszer koszondm Dr. Gal Péter biztatd szavait, a részletes biralatot és az
értekezés vitara bocsatasanak tdmogatasat.

Budapest, 2018. februar 2.

Dr. J6zsi Mihaly



