Vélasz Dr. Medgyesi Gyorgy opponensi véleményére

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

Kérdéseire az aldbbiakban valaszolok.

A 11D abran a C3b —nek H faktor jelenlétében, I faktor dltal térténdi hasaddsat abrazoltak. A H
faktor kiilonbozo doménjeihez kétodo monoklondlis ellenanyagok jelenlétében megjelentek a
varhaté hasaddasi termékek, azonban az E14 jelii ellenanyag mellett végzett hidrolizis utan
lathatolag kisebb molekulatomegii termékek jelentek meg. Vizsgaltdk-e, hogy ez a monoklonalis
ellenanyag hogyan befolyasolja a C3b —nek H és I faktorral valé kdlcsonhatasat?

A 11D &bran bemutatott kisérlet célja annak vizsgélata volt, hogy az egyes monoklonélis
antitestek a H-faktorhoz kotédve gatoljak-e annak kofaktor aktivitasat, igy a C3b I-faktor altali
hasitasat a folyadék fazisban. A vizsgalt antitestek egyike sem géatolta adott koriilmények kozott a
kofaktor aktivitést, de az E14 jelti H-faktor ellenes monoklondlis antitest jelenlétében — ugy tiinik
— inkabb fokozddott ez az aktivitas, és a C3b a’-lanca tovabb hasadt. Ez az antitest a H-faktornak
a felszinhez lek6t6dott C3b-vel valo kdlcsonhatasat gatolta (mivel ebben az antitest altal felismert
H-faktor C-terminalis molekularész vesz részt). A kofaktor aktivitasban szerepet jatszé H-faktor
N-terminalis rész kolcsdnhatasat a C3b-vel viszont nem vizsgaltuk; ugyanigy az I-faktorral vald
kdlcsonhatast sem. Utdlag azt feltételezem, hogy az antitest a H-faktorhoz kotédve — annak
konformécid vatozasat kivaltva — befolyasolja a C3b-vel vald kdlcsonhatast a folyadék fazisban
is. Az egyes monoklonalis antitestek kozott az epitdpokban val6 eltérés magyardzhatja, hogy
masképpen befolyasoljak a H-faktor kofaktor aktivitasat.

A 12D dbran bemutatott kisérletben hogyan ellendrizték a PI-PLCy kezeléssel tortené CDS5 és
CD59 eltavolitas mertéket?

A sejtek PI-PLCy enzimmel torténd kezelése utan a sejtfelszinen maradt CD55 és CD59
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25%-ra csokkent a két GPI-horgonyzott membranfehérje mennyisége.

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

A H-faktor eltavolitasara Sepharose-gyongyokhtéz konjugalt H-faktor specifikus antitest
segitségevel ker(lt sor, amelynek soran 2-3 alkalommal inkubaltuk a szérumot a gyongyokkel. A
H-faktor deplécio mértékét ELISA-val és Western blottal is ellendriztiik. Teljes mértéki
depléciora nem ker(lt sor, de altalaban az eredeti H-faktor mennyiség 85-95%-at sikerilt igy
eltavolitani. Tobbszori kezeléssel ezen ugyan tudtunk javitani, viszont az igy depletélt szérum
komplement aktivitasa mar nem volt megfeleld.



Autoantitest-pozitiv aHUS beteg plazmdja birka vorosvérsejtek lizisét idézte eld. Milyen adatok
tamasztjak ala, hogy a BVVS-ek lizise és az autolog sejtek komplement-medialt karositasa kozott
korrel&cio all fenn?

A birka vorosvérsejt tesztet harom okbdl valasztottuk. Egyrészt ez egy régota hasznalt, széles
korben elfogadott egyszeri és olcs6 modszer a komplement aktivitds mérésére, amit
diagnosztikai laboratoriumokban is rutinszerien lehet alkalmazni. Masrészt a H-faktorrol
1dokozben kideriilt, hogy a szidlsavat tartalmazé sejtfelszinhez kétédve hozzajarul a sejtfelszini
komplementaktivalodas gatlasahoz, és a birka vorosvérsejtek esetében ez a human
komplementgatld membranfehérjék hidnyaban jol vizsgalhato. Harmadrészt a sejtekbol
kiszabadulé hemoglobin mérésével kdnnyen kvantifikalni lehet az eredményeket.

Emberi vorosvérsejtek esetében a helyzet bonyolultabb, mivel ezeken a sejteken mar a huméan
komplementgatld fehérjék koziil a CDSS és CDS59 is kifejezddik, amelyek miatt nehezebb ezeket
a sejteket lizalni, eés az expresszids kilonbségek miatt heterogénebb sejtpopulaciot is jelenthet.
Ferreira és munkatérsai (Ferreira V.P. et al., J. Immunol. 2006;177:6308-16.) 6sszehasonlitottak a
kétféle vorosvérsejtet, és — ahogyan véarhato volt — azt talaltdk, hogy az emberi vorosvérsejtek is
dozisfiiggéen lizalhatok, bar joval kisebb mértékben, mint a birka vorosvérsejtek, ha a human
szérumhoz adott rekombinans H-faktor fragmentummal (CCP19-20) kompetitive gatoljak a H-
faktor sejtekhez kotddését. Amennyiben a vordsvérsejtekhez adott antitestekkel a CD55 és CD59
molekuldk funkcidjat is gatoljak, az a birka vordsvérsejtekéhez hasonld mértéki lizist
eredményez. Ezt késébb igazoltdk paroxizmalis nokturnalis hemoglobinurids betegek
vorosvérsejtjeinek vizsgalataval is, ahol a CD55 és CD59 csokkent expresszidja miatt a
vorosvérsejtek érzékenyebbek voltak a komplement altali kérosité hatasra, ha a H-faktor
kotoédését az elézoek szerint gatoltak (Ferreira és Pangburn, Blood. 2007;110(6):2190-2.). Az
aHUS-betegek H-faktor autoantitestjei az eldzdekkel analog modon okozzak szérumban a birka
vorosvérsejtek komplement-medialt karosodasat. A fentiek miatt azonban mi nem vizsgaltuk
direkt médon az autoantitest-pozitiv aHUS betegek vérplazma mintainak human sejteket karosito
hatasat a birka vorosvérsejtekkel vald dsszevetésben, és ezt — tudomasom szerint — még masok
sem vizsgalték, illetve egyes betegek vonatkozasaban sem allnak rendelkezésre ilyen adatok.

Mit jelenthet az autoantitestek specificitasa szempontjabdl, hogy nem mutattak kereszt-reakciét
sem FHR-3-mal, sem FHR-4A-val?

Feltételezheté, hogy az autoantitestek a H-faktor ellen alakultak ki, és igy a homolog, a C-
terminalis doménekben a H-faktorral majdnem teljes aminosav szekvencia azonossagot mutato
FHR-1 fehérjével is (amennyiben jelen van) keresztreagalhatnak. Az FHR-3 és FHR-4A fehérjék
esetében (ahol a homoldg domeéneknél a H-faktor CCP19 es CCP20 domenjeivel valo szekvencia
egyezés csak 64, illetve 37%) a keresztreakcio hianya is megerdsiti az autoantitestek H-faktor
specifikussagat, illetve az autoantitestek kimutatasara szolgalé ELISA specifikussagat is (pl.
kizarhat6 a rekombinans FHR-1 vagy H-faktor fragmentumok His-tag-je, vagy szennyez6 fehérje
ellenes antitest, hiszen a tobbi rekombinans FHR fehérje is ugyanigy késziilt, illetve lett tisztitva).



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 kozott?

Alapvet6 kiillonbséget altalaban nem talaltunk, tehat a H-faktor C-terminalis doménjeit ismerték
fel els6sorban az ilyen aHUS betegek autoantitestjei is. Néhany esetben a nem FHR-1 hianyos
betegek autoantitestjei alig, vagy nem mutattak reakciot az FHR-1-gyel, igy feltételezhetd
killénbség az autoantitestek epitop specificitasa kozott. Ezt megerdsitették mutans H-faktor
fehérjékkel végzett vizsgalataink is, ahol 6 ilyen aHUS beteg antitestjeinek vizsgélatakor azt
talaltuk, hogy az autoantitestek 5 beteg esetében a H-faktor 1203-1215 aminosavait, mig egy
esetben — az amugy az autoantitestek zomére jellemz6, aHUS-ban f6 autoantitest epitopként
azonositott — 1183-1198 aminosavakat ismerték fel (Bhattacharjee et al., J. Biol. Chem. 2015;
290(15):9500-10, és Nozal et al., Mol. Immunol. 2016; 70:47-55.). Mindazonaltal a mintaszdmot
a jovében novelni kell, hogy az egyértelmii dsszefiiggést vagy annak hianyat megallapithassuk.

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 més betegségben
is megjelenhetnek. Van-e adat arra, hogy nem aHUS beteg H faktor autoantitest hordozdkban is
eléfordul FHR-1 hiany?

Az FHR-1 hianya gyakori a normal populéacioban (2-5% az europoid/kaukazoid nagyrasszban),
igy eléfordulhat mas betegeknél is, bar egyes betegségekkel az FHR-1 hidny inverz korrelaciot
mutat. Szemben az aHUS betegekkel, a H-faktor autoantitest pozitiv C3 glomerulopatias
betegekben nincs pozitiv korrelacio az FHR-1 hidnyaval. Tudoméasom szerint a H-faktor
autoantitestekre pozitiv aHUS betegek esetében bizonyitott csak a nagyon erds korrelacid, mas
betegségeknél ez nem all fenn, illetve nem vizsgaltdk az FHR-1 statuszt (pl. a nem-kissejtes
tiidéraknal). Egy tanulmany szerint ugyan a H-faktor autoantitest pozitiv reumatoid artritiszes és
szisztémas lupusz eritematdzuszos betegek kozott is gyakoribb az FHR-1 hiany, mint a normal
populacidban (Foltyn Zadura A. et al., Arthritis. Res. Ther. 2012;14(4):R185.), ez azonban
tovabbi vizsgalatokat és fiiggetlen megerdsitést igényel.

A 49B. abran pentraxin 3-mal, ill. zselatinnal fedett mikrotiter lemezen mérheté H-faktor, ill.
FHR-5 kotést mutatjdk be. A kotést anti-human H faktor ellenanyaggal detektaltdk. Az
alkalmazott ellenanyag ugyandgy reagalt-e H-faktorral, mint a FHR-5-tel? Eltéré reaktivitis
esetén a mért értékek nem feltétlendl tikrozik a kotott FHR-5 tényleges mennyiségét.

Az alkalmazott ellenanyag valoban kiilonb6z6 mértékben reagal a H-faktorral, illetve az FHR-5-
tel. Az adott kisérletben parhuzamosan, azonos antitest felhasznalasaval szerettiik volna
detektalni a két molekula kotédését, ehhez a H-faktor ellen eldallitott poliklonalis antitestnek a
rokon FHR-5 molekulaval valé keresztreakciojat hasznaltuk fel. Mas Kkisérletekben azert
hasznaltunk FHR-5 specifikus monoklonalis antitestet, hogy ezt a keresztreakciot kizarhassuk —
amit ellendriztiink is —, igy pontosabb eredményt kaptunk.
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Van-e adat a H-faktor és a rokon fehérjék szénhidrdat oldallancainak funkciondlis jelentéségére?
A rekombindns FHR fehérjék funkcionalis viselkedését modulalhatta-e a hidanyzo, vagy eltéré
glikolizacio?

A H-faktor molekulacsaladba tartozd fehérjek néhany Kkivétellel tartalmaznak szénhidrat
oldallancokat, azonban ezeknek a funkcionalis jelentésége nem ismert, pl. hogy az FHR-2
szérumban megtalalhatd  glikozilacié nelkili  és glikozilalt formaja kozott van-e
ligandumkdotesben vagy valamilyen méas funkcidban kulénbség. A H-faktor nyolc glikozilacids
helyet tartalmaz (a 9-18. CCP doménekben), ezeknek a szerepét sem vizsgéltdk még részletesen.
Arra van adat, hogy a teljesen deglikozilalt H-faktor is képes a komplementszabalyozé funkcidra
(Jouvin et al., J. Immunol. 1984; 133:3250-4.), amit az is magyarazhat, hogy a f6 funkcionalis
domenek nincsenek glikozilalva. Nem zérhato ki, hogy az altalunk vizsgalt rekombinans fehérjék
tulajdonségait, aktivitasat befolyasolja azoknak a nativ molekuldktol esetlegesen eltérd
glikozilacioja. Ez tovabbi vizsgalatokat igényel.

Végezetll még egyszer koszoném Dr. Medgyesi Gyorgynek az értekezés részletes biralatat és
pozitiv vélemenyét.

Budapest, 2018. februar 2.

Dr. JOzsi Mihaly



