Biralat Jozsi Mihaly ,,H-faktor molekulacsalad tagjainak élettani funkcidja és szerepe
komplement-kozvetitette betegségekben” ¢. MTA doktori értekezésérdl.

Az értekezés a kutatdmunkarol beszamol6 hisz eredeti kozleménybdl, és az eredmények
megbeszéléssel egybekotott Osszefoglalasabol, valamint a szakirodalmi hattér vazlatabol épiil
fel. A kozlemények koziil Jelolt hétben els6, egyben megosztva elsd, nyolcban utolso,
haromban megosztva utolsé szerzd. A kozlemények elismert nemzetkozi folyoiratokban
jelenetek meg, tobbségiikben magas impakt faktorral.

A kutatési teriilet megvalasztasa helyeselhetd. A komplement rendszer a velesziiletett
immunvédekezés leghatasosabb humoralis tényezdje. Ez a tobb, mint 30 fehérjét magaba
foglal6 kaszkéad-rendszer szabalyozottan miikodik, ami biztositja, hogy — normalis
koriilmények kozott — a rendszer a vele kapcsolatba keriilé idegen objektumokat eliminalja,
de a szervezet sajat sejtjeit ne karositsa. A szabalyozd mechanizmus fontos fehérjéje a H
faktor, szerepének jelentdsége elegendd okot szolgaltat arra, hogy a korszerli kutatasok
fokuszaba keriiljon.

Az elsO témakor az értekezésben a H faktor C-terminalis doménjeihez kotott funkcionalis
tulajdonsagok vizsgalata. Ennek soran domén-specifikus monoklonalis ellenanyagok
segitségével kimutattak, hogy a H faktor C-terminalis doménjei sziikségesek a molekula
homolog endotélsejtekhez vald kotddéséhez. Alatamasztottak, hogy a sejtfelszinhez kot6dd H
faktor szerepet jatszik a sejtek komplement-kozvetitette karosodasanak kivédésében. C-
termindlis doméneket érintd mutans H-faktor molekuldk vizsgalataval feltartdk a szerkezeti
eltérések hatasat a H-faktor heparinhoz, koldokzsinér endotél-sejtekhez, valamint C3b-hez és
C3d-hez val6 kotddésére.

Kérdések: A 11D abran a C3b —nek H faktor jelenlétében, I faktor dltal térténdi hasadasat
abrazoltak. A H faktor kiilonbozo doménjeihez kotodo monoklonalis ellenanyagok
jelenlétében megjelentek a varhato hasadasi termékek, azonban az E14 jelii ellenanyag
mellett végzett hidrolizis utan lathatolag kisebb molekulatomegii termékek jelentek meg.
Vizsgaltak-e, hogy ez a monoklonalis ellenanyag hogyan befolyasolja a C3b —nek H és 1

faktorral valo kolcsonhatasat?

A 12D abran bemutatott kisérletben hogyan ellendrizték a PI-PLCy kezeléssel térténé CD55
és CD359 eltavolitds mértékeét?

A 12B és D abran bemutatott kisérletben H-faktor depletdlt normal human szérumot
alkalmaztak. Hogyan ellendrizték a deplécio mértékét?

A kovetkezo témakor az atipusos urémias szindréma patomechanizmusanak feltarasahoz
kapcsolodik. Ilyen betegségben szenvedd, de H faktor mutéciot nem hordozo betegek vérében
H faktorhoz ko6t6d6 autoantitesteket mutattak ki. Megallapitottak, hogy az autoantitestek
elsésorban a H faktor 19.-20. doménjéhez kotddnek. Megallapitottak, hogy — ellentétben a
normal plazmaval — az autoantiest-pozitiv betegek plazmaja a birka vorosvérsejtek lizisét
valtja ki. Ez a hatas gatolhato tisztitott H-faktorral, valamint az 19G eltavolitasaval.



Keérdés: Autoantitest-pozitiv aHUS™ beteg plazmadja birka vorésvérsejtek lizisét idézte eld.
Milyen adatok tamasztjak ala, hogy a BVVS-ek lizise és az autolog sejtek komplement-medialt
karositasa kozott korrelacio all fenn?

Megallapitottak, hogy a H-faktor elleni autoantitestek jelentds része az 1. H-faktorral rokon
fehérjéhez is kotddik. Ez varhatd volt, hiszen az autoantitestek elsdsorban a H faktor 19. és
20. doménjét ismerik fel és ezek a domének az 1. H-faktorral rokon fehérjében is jelen
vannak, azonos vagy csaknem azonos aminosav szekvenciaval. Ezaltal az 1. rokon fehérje
(FHR-1) az autoantitest hatasat ellenstlyozhatja. Rekombinans FHR-1 fehérjével gatolni
tudtak az autoantitest-tartalmt plazma altal kivaltott hemolizist.

Kérdeés: Mit jelenthet az autoantitestek specificitasa szempontjabol, hogy nem mutattak
kereszt-reakciot sem FHR-3-mal, sem FHR-4A-val?

A vizsgalt autoantitestek gyakran IgG3-as, ritkdbban IgG1-es tipusuak voltak, az esetek
tobbségében csak egyik konnyli-lanc izotipus volt kimutathatd, ami az oligoklonalitisra
utalhat. Els6ként irtak le IgA tipusu H faktor autoantitestet aHUS-ban.

Megallapitottak, hogy a H-faktort koto autoantitesteket hordoz6 aHUS betegek nagy részénél
hianyzik az 1. és 3. H-faktorral rokon fehérje. Megallapitottak, hogy a H faktor 20.
doménjében az a szakasz, amely az autoantigént alkothatja flexibilis és az autoantigénnek
megfeleld struktara ligand-kotés, pl. mikrobidlis struktirdkkal valé kdlcsonhatas Gtjan alakul
ki. A FHR-1 fehérjében — a csekély szerkezeti eltérés kovetkeztében — ez az autoantigenitast
hordoz6 szerkezet jelen van ligand-kotés nélkiil is. Az autoimmunitas — feltételezésiik szerint
—ugy johet 1étre, hogy a H faktor bizonyos, valdsziniileg mikrobidlis ligand-kotés hatasara
immunogénné valik, ami nem kdvetkezik be normélis FHR-1 génexpresszid mellett, ugyanis a
kifejez6dé FHR-1 fehérje immuntoleranciat hozna Iétre a H faktor potencialisan
autoantigénként viselked6 strukturdjaval szemben.

Kerdések: Egyes esetekben H-faktor- antitest olyan betegekben is megjelent, akik FHR-1-et is
termelnek. Van-e kiilonbség az ilyen betegek autoantitestjei és a FHR-1 hianyos betegek
autoantitestjeinek epitop specificitasa kézott?

Egyes irodalmi adatok (pl. Amomsiripanitch et al.: Clin. Cancer Res. 16, 3226-31, 2010 ;
Campa et al: Cancer Immunol. Res. 3., 1325-32, 2015) szerint H faktor autoantitestek mas
betegségben is megjelenhetnek. Van-e adat arra, hogy nem aHUS beteg H faktor autoantitest
hordozokban is elofordul FHR-1 hiany?

A harmadik témakor a H faktorral rokon fehérjék funkcionalis tulajdonsagainak feltaréasa.
Emberi méj expresszios fag konyvtar szlirésével izolaltak a kordbban ismert FHR-4-re
hasonlito klont. Ez a FHR-4 molekula hosszu formajanak felel meg, 9 doménbdl all,
tartalmazza a rovid forma doménjeit, valamint négy, duplikacio utjan létrejott domént.
Megallapitottak, hogy az FHR-4 molekula feliiletet adhat az alternativ C3 konvertaz
kialakuldsdhoz: a FHR-4-hez kotott C3b-hez kotddhet B faktor és properdin. Ez a konvertaz
kevésbé hajlamos a H-faktor altal serkentett szétesésre, mint a C3bBb konvertaz, tehat az
FHR-4 serkenti a komplement aktivaciot, €s nem gatolja.

*Roviditések: aHUS: atipusos hemolitikus szindroma, BVVS: birka vordsvérsejt, CCP: complement control
protein domain, FHR: H-faktorral rokon fehérje.



Az FHR-4 gyulladéasos reakcidkban jatszott szerepére utalhat, hogy kotddik a pentamér C-
reaktiv proteinhez. A pCRP —kotohelyét az FTHR-4 1. doménjére lokalizaltak. A kotodést
nem csak izolalt pCRP hasznalataval mutattdk ki, hanem magas CRP-tartalmu, patologias
eredetli szérumbol is. Kimutattak, hogy a FHR-4 kotddik tobb sejtkultura nekrotikus
sejtjeihez, de az ép sejtekhez nem. Az FHR-4 fokozta a pCRP kotédését a nekrotikus
sejtekhez. Mivel a ligandumhoz kotott pCRP Clq kotésen keresztiil a komplement klasszikus
aktivacios utjat megindithatja, az FHR-4 - pCRP kolcsonhatas a nekrotikus sejtek
opszonizécidjaban szerepet jatszhat.

Az FHR-1 szerepével kapcsolatban megallapitottak, hogy hasonléan a H faktorhoz, az FHR-1
C-terminalis doménjein keresztiil kotodik vordsvérsejtek vagy endotél sejtek felszinéhez, de
(ekvimolaris koncentracioban) nem tudja a H-faktort leszoritani.

Vizsgaltak a H faktor és az FHR-1 kolcsonhatasat pentraxin 3-mal. Megallapitottak, hogy az
FHR-1 bazikus izoformaja gyengébben kotddik a pentraxin 3-hoz, mint a savanyu izoforma.
Azonositottak a pentraxin 3 kot6 helyet a H faktor 20., ill. az FHR-1 5. doménjében. aHUS-
betegekbdl izolalt H-faktor autoantitestek gatoltak a H faktor, valamint a FHR-1 pentraxin 3
kotését.

Az FHR-5 funkciondlis tulajdonsagait vizsgalva megéllapitottak, hogy ez a fehérje is kotddik
pentraxin 3-hoz. Az FHR-5 dézistdl fiiggden gatolta a H-faktor kotédését immobilizalt
pentraxin 3-hoz. A kotédés gatlasa tiikr6z6dott abban is, hogy az FHR-5 csokkentette a
pentraxin 3-hoz kotott H faktor jelenétében bekovetkezett I-faktor medialt C3b hasadast.
MaxGel matrix kivonattal vizsgalva azt talaltdk, hogy az FHR-5 kotddik az extracellularis
matrixhoz és gatolja a H-faktor kotddését. Mindez arra mutat, hogy az FHR-5 a H-faktor
egyes ligandumaihoz val6 kotddésének kompetitiv gatlasa utjan fokozhatja a komplement
aktivalodast. Megallapitottak, hogy — hasonldéan az FHR-4-hez — az FHR-5 -h6z kotott C3b-n
kialakulhat az alternativ C3 konvertaz.

Kerdések: A 49B. abrdn pentraxin 3-mal, ill. zselatinnal fedett mikrotiter lemezen mérheté H-
faktor, ill. FHR-5 kotést mutatjdk be. A kétést anti-human H faktor ellenanyaggal detektaltdk.
Az alkalmazott ellenanyag ugyanugy reagalt-e H-faktorral, mint a FHR-5-tel? Eltéré
reaktivitas esetén a mért értékek nem feltétleniil tiikrozik a kotott FHR-5 tényleges
mennyiséget.

Van-e adat a H-faktor és a rokon fehérjék szénhidrat oldallancainak funkciondlis
jelentoségére? A rekombinans FHR fehérjék funkcionalis viselkedését modulalhatta-e a
hianyzo, vagy eltérd glikolizacio?

A negyedik témakor a H-faktor funkcidjat hordoz6 mesterséges fehérje eldallitasa és
jellemzése. Mivel mind a konvertaz-szétesést serkentd (decay accelerating) mind az I-faktor
altal medialt C3b hasitas kofaktor aktivitas az 1 - 4. doménekhez kotott, a sajat-sejt
felismerésért pedig a 19. és 20. domén felelds, géntechnologiai modszerekkel eldéllitottak az
N-terminalis négy, és a C-terminalis két doménbdl allo fehérjét (CCP 1-2-3-4-19-20). A mini
H-faktornak elnevezett mesterséges fehérje a (plazmabol izolalt) H-faktorhoz hasonléan
kotott C3b-t, mig C3d-t a H faktornal erésebben. Kimutathato volt a konvertaz-szétesést
serkentd hatas is. A mini H-faktor a H faktornal hatékonyabban gatolta az endotél sejtek
felszinén végbemend komplement aktivaciot és a H-faktor mutaciot, ill. H-faktor
autoantitestet hordozd aHUS betegek széruma altal kivaltott BVVS lizist. A mini H faktort
mas munkacsoportok altal 1étrehozott H-faktor szeri rekombinans fehérjékkel is
Osszehasonlitottdk. A funkcionalisan aktiv rekombinans fehérjék eldallitasa és vizsgalata
terapias értékil készitmények létrehozasahoz is elvezethet.



Az értekezés szinvonalas kutatomunkat tiikr6z. Az alkalmazott metodikai repertoar
impozéansan sokrétii, molekularis genetikai eljarasoktol fehérje biokémiai moédszereken
keresztiil funkcionalis komplement tesztekig terjed. A mddszereket koriiltekintden, a kitlizott
célnak megfelelden alkalmaztak. A kovetkeztetések mértéktartdak, a bemutatott kisérleti
adatoknak megfelelnek. Az értekezés megfeleléen siiriti a hisz kézlemény anyagat. Az egyes
kozleményeket olvasva kirajzolodik Jelolt és a munkacsoport szemléletének fejlodése, ahogy
az egyes kérdéseket egyre atfogdbban, az jjabb megismerések beépitésével gazdagitva
értelmezik. A feltett kérdések nem vonjak kétségbe az értekezésben leirt alapvetd
megallapitasokat, egyes esetekben a kisérleti eljarasok részleteinek pontositasara, mas
esetekben tavolabbi 6sszefiiggések feltarasara vonatkoznak.

Az értekezésbe foglalt fobb tudomanyos eredményeket és azok jelentéségét az alabbiakban
foglalom Gssze:

Tobb oldalrol megerdsitették, hogy a H faktor 19. és 20. doménje felelds a fehérje sajat sejtek
felszinéhez valo kotddéséért, valamint azt, hogy ennek a kotésnek fontos szerepe van a sejtek
komplement-kozvetitette karosodasanak kivédésében.

Megallapitottak, hogy autoimmun atipusos hemolitikus urémias szindroméban termelddd H-
faktor autoantitestek els6sorban a 19. és 20. doménhez kétddnek. Megallapitottak, hogy a H
faktorral rokon FHR-1 fehérje az autoantitestek hatasat ellenstlyozhatja. Els6ként irtak le IgA
tipusu H-faktor autoantitesteket. Megfigyeléseik alapjan feltételezheté mechanizmust
vazoltak fel az aHUS betegségben manifesztaldédd H-faktor autoimmunitas kialakulasara.

Az FHR-4 fehérje eddig ismeretlen izoformajat fedezték fel és klonoztak. Ezzel els6ként irtak
le H-faktor géncsaladon beliil alterantiv splicing jelenséget.

Kimutattak, hogy a H faktorral rokon 4. és 5. fehérje kozvetleniil is fokozhatja a komplement
aktivaciot, amennyiben feliiletet szolgaltatnak alternativ C3 konvertaz felépiiléséhez.
Megfigyeléseik alapjan betekintés nyerhetd a komplement aktivalas finom-szabalyozasanak
miikodésébe és egyes patoldgias jelenségek mechanizmusaba.

A H faktor funkcioiért elsésorban felelds doménekbdl allo fehérjét hoztak létre
géntechnoldgiai Gton és ezt funkcionalisan jellemezték. A mesterséges mini H-faktor a
komplement rendszer mitkddési rendellenességeinek helyreallitasat célzo terapias
készitmények fejlesztésének kiinduldpontja lehet.

Fentieket alapjan az értekezés nyilvanos vitara bocsatasat és Jelolt részére az MTA doktora
cim odaitélését javasolom.

Budapest, 2018. januar 4.

Medgyesi Gyorgy
a bioldgiai tudomany doktora



