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Kérdéseire, megjegyzéseire az aldbbiakban valaszolok.

Hasznosnak lattam volna, ha a Jelolt a disszetacioban szereplo betegségek pathogenezisérol,
pathomechnizmusarol egy-egy féloldalnyi dattekinto ismertetést ad.

Béar a dolgozatban elsdsorban a H-faktor molekulacsaldd és az alternativ komplement ut
szerepére koncentraltam, elfogadom a kritikat, hogy valdban szerencsésebb lett volna az egyes
érintett betegségek pathogenezisérdl, pathomechanizmusarol egy rovid attekintést adni, ez
megkonnyithette volna a biralo és az olvaso helyzetét.

A Jelolt a 9. oldalon ir az RCA gén klaszterrél. Milyen informacionk van arrdl, hogy mikor
torténtek a gen klaszter létrejottéert felelos génduplikaciok az evolucio soran? Az evolucio soran
mikor jelentek meg a human komplement szabdlyozo faktorokkal funkcionalisan analog
molekulak? Human vonatkozasok tekintetében mennyire hasznosak az alacsonyabb rendiiek
komplement szabalyozasaval kapcsolatos tanulmanyok eredményei?

Az RCA génklaszterben kodolt fehérjekre jellemzé az SCR vagy mas néven CCP domén. A
kiilonb6z6 fehérjékben, kiillonbozd fajokban taldlhatdo CCP szekvencidkra szamos konzervalodott
aminosav jellemzd, ami a kozos eredetiiket és funkciondlis jelentdségiiket is mutatja. A CCP
domén egy evoliciosan meglehetdsen sikeres ¢és elterjedt domén, ami nemcsak
komplementszabalyozé fehérjékben fordul el (igy pl. az IL-2R alfa lanca is tartalmazza), a CCP
domének tehat nemcsak a komplementrendszer miikodésében és szabalyozdsaban fontosak. A
human komplementfehérjék CCP-ihez hasonld szekvenciak megtaldlhatok szivacsokban, a
Caenorhabditis elegans és a Drosophila genomban is, igy 0si eredete valoszintsithetd. Ezeknek a
géneknek a fehérje termékeit azonban a komplementrendszerben betoltott esetleges szerepiiket
illetden nem vizsgaltak, az ilyen vizsgalatokat nehézzé teszi a megfelelé reagensek hidnya és az
eltérd fajok komplementfehérjéi kozotti inkompatibilitas.

A génklaszter kialakuldsara és funkciondlisan igazolt komplement szabalyozé molekuldk 1étére a
csontos halaktol kezdve vannak adatok. Kimutattdk, hogy a human C3b és C4b is hasitddik, ha
egyes halak széruméval inkubdljadk Oket. Egy tengeri siigérfajban (Paralabrax nebulifer)
megtalalhatd olyan, 17 CCP doménbdl felépiild molekula (sand bass cofactor protein, SBP1),
amely human C3b-t és C4b-t is kot, mind az alternativ utat szabalyoz6 H-faktor, mind a
klasszikus és lektin utakat szabalyozo C4b-koto fehérje aktivitasaval is bir, és ezeket a funkcidkat
a CCP1-4 domének kozvetitik (Kemper et al., J. Biol. Chem. 1998;273:19398-19404). Vagyis
ezek a funkciok meglehetdsen konzervaltak, hiszen a két evolucios vonal mar 100 millio éve
elvalt egymastol. A kiillon H-faktor és C4b-kotd fehérje késobb jelent meg, feltehetden
génduplikaciot kovetd funkciondlis divergencia kovetkeztében. A kromoszoman elfoglalt helyiik



¢és szekvenciajuk alapjan is két csoportra oszlanak az RCA gének, a H-faktor és FHR fehérjék
csoportjara, és a C4b-kotd fehérje €s membrankotott komplementreceptor/komplementregulator
fehérjék csoportjara. Megjegyzendo, hogy az emlitett tengeri siigérben egy mindossze 3 CCP
doménbdl all6 H-faktorral rokon molekulat is azonositottak (SBCFR-1, sand bass cofactor-
related protein) (Zipfel et al., Dev. Comp. Immunol. 1996;20:407-416.).

A sejtmembranon kifejez6d6 komplementszabalyozé fehérjék koziil ragesalokban az emberi
DAF (decay accelerating factor) és MCP (membrane cofactor protein) sejtmembran fehérjék
funkcidit egy fehérje, a Crry (complement receptor-related protein gene y) latja el, bar egérben
talalhat6 kiilon DAF gén is. Hasonloképpen, a CR1 és a CR2 komplement receptorok funkciojat
ellatd fehérjék egérben egy génrdl, alternativ splicing révén képzddnek, mig emberben mar két
kiilon gén kodolja a CR1 és a CR2 molekuldkat. A sejtmembranon megjelend szabalyozo
fehérjek C3b/C4b-koto és regulator funkcidval rendelkezd (N-terminalis) doménjei konzervaltak
€s homologok a H-faktor és a C4b-koto fehérje megfelelé N-terminalis doménjeivel; feltételezik,
hogy az ezeket a funkciondlis doméneket kddolold szekvencidk a C4b-kotd fehérje génjének
részleges duplikacidja révén keriiltek a membrankotott komplementfehérjék génjeibe (Krushkal
et al., Mol. Biol. Evol. 2000; 17:1718-1730.).

Mindenképpen hasznosnak gondolom az alacsonyabbrendiiek komplementrendszerének és annak
szabalyozasaval kapcsolatos kutatdsokat is, mert egyrészt ezek soran olyan molekularis
kolcsonhatasok ¢€s szabalyozasi mechanizmusok meriilhetnek fel, amiket aztdn human
vonatkozasban is érdemes vizsgalni, masrészt betegség-modellek vizsgalata soran kapott
eredmények értelmezésében is fontosak ezek az ismeretek. Az utdbbi években példaul tobb
aHUS ¢és AMD egér modellt probaltak létrehozni, amelyek tobb-kevesebb megszoritassal
hasznalhatok komplementgatlé molekulak preklinikai vizsgélata soran.

A 12. oldalon a jel6lt bemutatia a H-faktor molekulacsaladot és egy dabran szemlélteti az egyes
domének homologiait. Ebbdl jol latszik, hogy a FHR-1*4, FHR-1*B, FHR-2 és FHR-5 fehérjék
1. és 2. doménjei minddssze 41-42 illetve 32-34%-os hasonldosagot mutatnak a H-faktoron
homolog 6-7-es doménekkel Tortént-e ennek a nagyfoku kiilonbozosegnek a magyarazatara
valamilyen vizsgalat? A H-faktor és a FHR molekulak evolucioja soran mikor és milyen
valtozasok torténtek, melynek eredményeképpen ezekben a doménekben ilyen nagyfoku a
szekvencia kiilonbség? Ugyanez a kérdés meriil fel az FHR-3, FHR-44, FHR-4B, FHR-5
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A H-faktor CCP doménjeit — a CCP2 kivételével — egy-egy exon koddolja, amelyek
szimmetrikusak, igy génduplikacids és rekombinacids események soran “kieeshet” vagy be lehet
toldani CCP-kodolé exonokat anélkiil, hogy eltolodna a leolvasasi keret. Mas fajokban is
1étrejottek ilyen modon FHR gének, ezek eltérd mértékii hasonlosdgot mutatnak az adott faj H-
faktor génjéhez. Egérben példaul 5 FHR fehérjét azonositottak (ebbdl kettdrdl azt feltételezik,
hogy pszeudogének), ezek doménjei azonban altalanossdgban sokkal nagyobb mértékii
hasonlosagot mutatnak a H-faktor homol6g doménjeihez, mint az emberi FHR-ek, illetve eltérd a
domén-dsszetételiik is. Példaul az egér FHR-B fehérje 5 CCP doménje 96, 100, 96, 85 és 89%
azonossagot mutat az aminosav-szekvencia szintjén az egér H-faktor CCP 5, 6, 7, 19, illetve 20



doménjeivel. Kozvetlen homologiat az egér és a human FHR-ek kozott nem lehet kimutatni, ezek
feltehetden egymastol fliggetleniil alakultak ki. Jellemzd az FHR fehérjékre a szabalyozo
funkciokért felelos CCP1-4 H-faktor domének hianya, de példéul a zebradanioban taldlhato 4 H-
faktor-szeri fehérjében vannak a H-faktor CCP1-3 doménekkel homoldég domének is.
Szekvenciaelemzések alapjan valdszintisithetd, hogy ez utobbi FHR molekulék a hal-emlés vonal
elkiiloniilése utan, fliggetleniil jelentek meg az evolucid sordn (Sun et al., Funct. Integr.
Genomics 2010;10:577-587.).

Az FHR-1, FHR-2 ¢és FHR-5 fehérjék két N-terminalis doménje egymdashoz mutat nagy
hasonlosagot, a H-faktor CCP6-7-hez alig; ezek a domének is részleges génduplikaciok révén
kerliltek mindharom fehérjébe, és ezeknek az FHR-eknek a dimerizéciojat teszik lehet6vé
(Goicoechea de Jorge et al., PNAS 2013;110:4685-90.). Ezzel ezek az FHR-ek egyes
ligandumokhoz (pl. felszinen lek6tddott C3b) nagyobb aviditdssal tudnak koétddni. Hasonld
dimerizaciot egyeldre nem-human FHR-ekre nem irtak le. Ahogy a birdl6 is emliti, a H-faktor
CCP20-as doménhez kiilonb6zd mértékii hasonldésagot mutatnak az egyes FHR-ek megfeleld
homolog doménjei, amelyek feltehetéen a duplikaciok utani divergenciat, mas-mas ligandumokra
valo “specializaciot” tiikroznek. Jelenleg az FHR-ekkel kapcsolatos fo kihivas a ligandumaik
azonositasa, az azokhoz valdo kotddés erdsségének meghatarozasa, a ligandum-spektrumok
kozotti atfedések, eltérések meghatarozasa, végsd soron a funkcidjuk pontosabb megértése. Az
egyes FHR-ek ¢és a kiilonbozd fajok FHR-jei kozotti eltéréseket magyardzhatjak a kiillonbozo
szelekcios nyomasok, példaul eltérd korokozokhoz valo alkalmazkodas.

A Jelolt a 14. oldalon ismerteti, hogy a H-faktor Y402H polimorfizmusa milyen fontos szerepet
jatszik az idoskori makula degeneracio kialakulasaban. Ismert-e, hogy ez a polimorfizmus a
kiilonb6zo  populaciokban  eltéré ritka allélfrekvenciaban fordul elo és ennek van-e
kovetkezménye abbol a szempontbol, hogy a kiilonbozo nagyrasszokban a makula degeneracio
eltéro aranyban fordul el6?

Igen, van arra adat, hogy az europid nagyrasszban az idéskori makula degeneraciora hajlamosito
H-faktor 402H valtozat nagyobb gyakorisaggal fordul eld, és itt gyakoribb az AMD, mint egyes
4zsiai populaciokban. Igy példaul a 402H valtozat allélfrekvenciaja a vizsgalt japan, kinai és
koreai populaciokban <1%, mig mas vizsgalt populaciokban 17-42% kozotti értékek adodtak. Az
AMD prevalencidja az azsiai populaciokban <1%, mig az europid €és mas vizsgalt csoportokban
1,13-9,24% kozott volt (Nonyane et al., Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2010;51:2393-402.).
Kivétel egyes afrikai népcsoportok, ahol a riziko-véltozat magas allélfrekvencidja az AMD kis
gyakorisadgéaval parosul; itt azonban a CFHR3 és CFHRI gének delécidja joval gyakoribb, mint
példaul az europid nagyrasszban (Holmes et al., PLoS One. 2013;8:€60352.), ¢és ez a kettds
géndelécio egy igazolt protektiv tényez6 az AMD esetében.

Az Anyagok és alkalmazott modszerek fejezet nem részletezo, hanem a specifikumokat kiemelo
rész, négy oldalban osszeallitva. [...] Egyetlen észrevételem a fejezettel kapcsolatosan, hogy a 21.
oldalon emlitett egyetemi tankonyveket, jegyzeteket és szakkonyveket én ajanlatosnak tartottam
volna citalni.



Ko6szondm az észrevételt, igazat adok a biralénak abban, hogy az olvas6 pontosabb utmutatést
kaphatna, ha ezek a referenciak is szerepelnének a hivatkozéasok jegyzékében.

A 26. oldalon a Jelélt irja, hogy a HUVEC sejtek nem fejezik ki a CRI molekulat. Mi ennek az
oka? A sejt immortalizalt voltanak tudhato be, vagy vannak olyan endotél sejtek, amelyek esetleg
szervspecifikusan nem fejezik ki ezt a molekulat?

Vannak arra adatok, hogy a glomerularis endotélsejtek nem fejeznek ki CR1-et (Nangaku M.
Kidney Int. 1998; 54:1419-28.); a vesében a podocitdkon expresszalodik CRI1, illetve
glomerularis epitélsejteken mutattdk ki in vitro (Thurman és Renner, Laboratory Investigation
2010;1-8). HUVEC-et illetéen eltéré adatok taldlhatok az irodalomban, arra is van adat, hogy in
vitro kultiraban tartva ilyen sejteket kimutathatdo a CR1, illetve kiilonb6z6 koriilmények kozott
(pl. hipoxia) indukalhaté az expresszioja (Langeggen et al., Inflammation 2002;26:103-110;
Collard et al., Am. J. Physiol. Cell Physiol. 1999;276: C450-C458). A mi kisérleti koriilményeink
kozott tartott sejtek CR1-negativak voltak; a membran regulatorok expresszidjanak vizsgalata
fontos volt a H-faktornak a sejtfelszini komplementregulacidhoz valé hozzajaruldsanak
jellemzéséhez.

A dolgozat kovetkezo részében a Jelolt az aHUS-ban azonositott H-faktor mutdciok funkcionalis
vizsgalata soran kapott eredményeit ismerteti. Bemutatja, hogy az egyes mutaciok hogyan és
milyen mértékben valtoztatjiak meg a molekula kiilonbozé molekulakhoz — példaul heparin — valo
kotodesét. A hibas fehérje kotodeési sajatsagainak megvaltozdasa milyen mértékben jelenitodik meg
a kialakitott fenotipusban? Késziiltek-e genotipus-fenotipus osszefiiggéseket feltaro vizsgalatok,
esetleg ezek metaanalizise? (Ezeknek a tanulmdnyoknak nagy jelentosége lehet az érintett betegek
ellatasat végzo orvosok szamara és adott esetben a csaladok gyermekvallalas elotti genetikai
tandcsadasaban.)

Genotipus-fenotipus Osszefiiggés olyan értelemben mutathatd ki, hogy a H-faktor N-terminalis
mutacioi altaldban C3 glomerulopéatiara, C-termindlis mutaciéi aHUS-ra, illetve az Y402H
polimorfizmus (és néhany mas rizik6-valtozat) az AMD-re hajlamositanak. Az aHUS egy stlyos
betegség, a C-terminalis H-faktor mutaciok esetében, amelyeket a dolgozatban leirt kisérletekben
is vizsgaltunk, nem ismert olyan jellegli 0sszefiiggés, hogy egyik vagy masik mutacié enyhébb,
stlyosabb vagy mas kisérd tiineteket is okozna. Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy az aHUS
multifaktorialis betegség, ahol az egyes komplementgén-mutaciok altalaban heterozigota
formaban, alacsony penetranciaval jelennek meg, de esetenként tobbféle hajlamosité genetikai
tényezd egyiittesen is megjelenhet (pl. H-faktor mutici6 és MCP polimorfizmus). Vannak
azonban arra adatok, hogy egyes esetekben homozigota vagy kettds heterozigota C-terminalis H-
faktor mutaciok esetében korai aHUS forma jelentkezik (pl. Caprioli et al., Hum. Mol. Genet.
2003;12:3385-3395; Dragon-Durey et al., J. Am. Soc. Nephrol. 2004;15:787-795; Skattum et al.,
Mol. Immunol. 2009;46:1573-1594.). Egy érdekes kivétel tovabba az R1210C mutacid, aminek
kovetkeztében a mutans H-faktor a szérum albuminhoz kovalensen kotodik. Az igy kialakuld
komplexekben a H-faktor molekula funkcionalis doménjeinek hozzaférhetdsége korlatozott, tehat
nemcsak a C-terminalis funkcioi sériilnek, ami magyarazza ennek a mutacionak kiilonbozo
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R1210C mutéciotol fiiggetlen egyéb, koztiik mas genetikai tényezok hatarozzak meg (Recalde et
al., J. Am. Soc. Nephrol. 2016;27:1305-11.).

A 35. oldalon aHUS betegek korében veégzett vizsgalataikrol iv a Jelolt és emlit egy aHUS
alcsoportot, az un. D+aHUS betegek csoportjat. Nem talaltam a dolgozatban arra nézve hattér
informaciot, hogy ez a beteg alcsoport miben tér el az aHUS betegek kérétol, illetve nem talaltam
a dolgozatban olyan eredményt, amely kimondottan erre a betegcsoportra vonatkozik. Kérem
roviden térjen ki a fenti kérdések taglalasara!

A hemolitikus urémids szindroma (HUS), melynek jellemzé tiinetei az akut veseelégtelenség,
mikroangiopatids hemolitikus anémia és trombocitopénia, egy gyljtéfogalom, amin beliil két
nagy csoport kiilonboztethetdé meg: a tipusos és az atipusos (aHUS) formak. A tipusos HUS
jellemzden akut gastroenteritist kovetden jelenik meg, ezért gyakran D+HUS-ként (diarrhoea-
associated HUS) hivatkoznak ra a szakirodalomban; hatterében leggyakrabban verotoxint/shiga-
like toxint termeld enterohaemorrhagias E. coli altal okozott fertdzés all. Ebben a gyakoribb HUS
formaban a bakterialis eredetii toxin az érendotélre toxikus hatasu. A ritkabb, aHUS esetek
leggyakrabban a komplementrendszer alternativ utjanak szabalyozasi zavaraival hozhatok
Osszefliggésbe (komplementgén-mutaciok vagy H-faktor autoantitestek miatt), de mds, nem a
komplementrendszer hibas mitkddése miatt kialakul6 formai is ismertek (pl. a diacilglicerol-kindz
epszilon gén funkciovesztéses mutacioival dsszefiiggé aHUS). Mi kimondottan az aHUS betegek
mintait vizsgaltuk, a komplementrendszerrel vald Osszefliggése miatt; az emlitett D+HUS
mintakat mintegy beteg kontrollként hasznaltuk az egészségesek szérummintai mellett.

A dolgozat 38-40. oldalan bemutatott eredmények nagyon szépen példazzak a munka transzildcios
jellegeét, a disszertacio egyik nagyon ertékes részének tartom ezeket az eredményeket. Kerdésem
ezzel kapcsolatosan az, hogy mi a helyzet hazankban az anti-C5 monoklondlis ellenanyag
eculizumab engedélyeztetésével és finanszirozasaval.

Az anti-C5 monoklondlis ellenanyag eculizumabot a PNH ¢és az aHUS kezelésére
torzskonyvezték, az europai torzskonyv alapjan Magyarorszagon is engedélyezett, elérhetd, és
lehetdség van egyedi elbirdlas alapjan torténd finanszirozasara, off label alkalmazésra is.

A Jelolt az 52. oldalon irja, hogy egész magas aranyban azonositottak egészségesekben is H-
faktor ellenes autoantitesteket. Tortént-e ezen egészségesek esetében, vagy van-e folyamatban
utankovetés? Ugyanerre a kérdésre a klasszikus példa az a 2003-as NEJM-ben leirt vizsgadlati
eredmény, miszerint az Egyesiilt Allamok hadseregének vérminta repozitoriumdt retrospektiv
modon megvizsgalva kimutattak, hogy a késobbi SLE-s betegek szérumaban joval a betegség
tiineteinek megjelenése elott mar jelen voltak a koroki autoantitestek (Arbuckle et al, NEJM

2003).

Nincs tudomésom olyan vizsgalatrol, amelyben ezt a kérdést vizsgaltdk volna, vagy folyamatban
lenne hasonld vizsgdlat. Megjegyezném ugyanakkor, hogy némileg szkeptikus vagyok az



egészségesekben eléfordulo H-faktor autoantitesteket illetden. Sajat vizsgdlatainkban nem
sikeriilt egyértelmiien H-faktor autoantitest pozitivitast igazolni egészséges egyének szérum
mintaiban. Sajnos, az irodalmi adatok ezt illetéen hidnyosak, sokszor nem deriil ki, hogy milyen
kontrollokat alkalmaztak a fals pozitivitas kizarasara, illetve tobb esetben egyértelmii, hogy
hianyoznak ezek a kontrollok. Ezen tulmenden egyetlen példat sem ismerek, ahol egészséges
egyénben feltételezett H-faktor ellenes autoantitestet funkciondlisan is vizsgaltak és igazoltak
volna. S6t, tobb esetben a mashol H-faktor ellenes autoantitestre pozitivnak mindsitett szérum
minta a mi vizsgalatainkban negativnak bizonyult. Ezért mindenképpen tovabbi vizsgalatok
sziikségesek ennek a kérdésnek a tisztazéasara.

Az 56. oldalon ismerteti a Jelolt az FHR-4 fehérjét és a fehérje két izoformdjanak elscként valo
azonositasat, vizsgalatat. Leirdsra keriil az is, hogy ezek a fehérjék glikozilaltak. A kérdésem az,
hogy a rovarsejtekben expresszaltatott fehérjék glikozilacioja megegyezik-e a majban kifejezodo
fehérjék glikozilaciojaval. Van-e a glikozilaltsag mértekének hatasa a fehérjék funkciojara?

Az értekezésben ismertetett kisérletekben hasznalt, rovarsejtekben expresszaltatott FHR-4
glikozilacidja minden bizonnyal eltér az emberi szervezetben képz6do fehérje glikozilacigjatol,
amit az SDS-poliakrilamid gélben mutatott eltéré mobilitasuk is jelez. Egyelére nincs ismeretiink
arrol, milyen hatdsa van a glikozildcionak a fehérje funkcidjara. Az ismertetett munkak ota
sikeriilt beszerezniink olyan, genetikailag modositott rovarsejteket, amelyek a megfelelé enzimek
génjének beépitése miatt a human sejtekhez hasonldoan képesek a rekombindns fehérjék
glikozilalasara. A jovOben tervezziikk az igy eldallitott FHR-4 és deglikozilalt formajanak
funkcionalis 6sszehasonlitasat a kérdés megvalaszolasara.

A dolgozat utolso fejezetében a Jelolt a mini H-faktor molekulaval végzett kisérleteinek
eredményét vitatjia meg, amelyben kitér arra is, hogy toliik fiiggetleniil ket masik kutatocsoport is
végez hasonlo kutatasokat, mi tobb még kozos osszehasonlito vizsgalatokat is végeztek a harom
eltéro eredetii mini H-faktorral. Keérdésem ezzel a résszel kapcsolatosan az, hogy valamely
molekula tesztelése atlépett-e mar a klinikai fazisba, vagy tovabbra is a preklinikai vizsgalatok

folynak?

Tudoméasom szerint egyelére még csak preklinikai vizsgalatok folynak a mini H-faktor
molekulakkal, illetve tovabbi modositasuk sziikséges, mert a kis méretiik miatt tl gyorsan
kitirilnek a keringésbol.

Végezetiil még egyszer koszonom Dr. Sz¢ll Martanak az értekezés részletes biralatat, az elismero
szavakat és pozitiv véleményét.

Budapest, 2018. februar 12.
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