Biraldi vélemény

JAzsi Mihaly: , A H-faktor molekulacsalad tagjainak élettani funkcidja és szerepiik
komplement-kozvetitette betegségekben”
cimd MTA doktori értekezésérdl

Jézsi Mihaly MTA doktori értekezésében a komplementrendszer aktivalédasanak
szabalyozasaban kulcsszerepet jatszé H-faktor és a H-faktorral rokon (FHR) fehérjék kutatdsa
terén az utdbbi csaknem masfél évtizedben elért legjelentésebb eredményeit ismerteti.
Jel6lt a dolgozatban targyalt kutatasokat részben kiilfoldon, a jénai Hans Kndll Intézetben,
részben pedig itthon az ELTE Immunolégia Tanszékén, mint Lendiilet Palyazat nyertes
csoportvezetl végezte. A komplementrendszer kutatdsa, mint az a dolgozat bevezetésében
is olvashatd, napjainkban reneszanszat éli. A kétezres évek eleje 6ta a publikaciok szama
ebben a témdban meredeken emelkedd tendenciat mutat. Ennek oka egyrészt az, hogy
szamos betegségrél derilt ki, hogy kialakuldsdban és lefolyasaban a komplementrendszer
rendellenes, kontroll nélkiili aktivdlédasa fontos szerepet jatszik. Szamos olyan betegség van,
amelynek sulyossagat nagymértékben lehetne enyhiteni azzal, ha a komplementrendszer
normalis m(ikodését helyreallitandnk. Nem meglepd, hogy a vilag nagy gydgyszergyarai sorra
inditanak olyan projecteket, amelyek célja a komplementrendszert gatlé gydgyszerek
el6allitasa. A kutatasok felfutasanak mdsik oka az, hogy megjelentek olyan modern
szerkezetvizsgdlati, molekularis bioldgiai, molekularis genetikai mddszerek, amelyek a mult
szdzad utolso évtizedeiben még nem voltak elérheték.

J6zsi Mihdly témavalasztdsa rendkiviil szerencsésnek bizonyult, hiszen a H-faktor a
komplementrendszer egyik legfGbb szabalyozo fehérjéje. A H-faktor els6dleges funkcidja a
komplementrendszer alternativ aktivalddasi Utjanak gatlasa. Ez azért kiilonosen jelentdss,
mert barmilyen uton induljon is el komplementaktivacio, a C3 komponens hasitdsa utan az
alternativ at valik domindnssa egy pozitiv visszacsatolasi mechanizmus kévetkeztében. Egyes
szerz8k szerint, a nettd komplement aktivaciéo mintegy 80-90%-a az alternativ ut
kovetkezménye. Az élettani, orvosi vonatkozasokon kiviil a téma rendkiviili szépségeket rejt
magaban egy fehérjekutatd szamadra is. Szamomra leny(igdz8, hogy egy viszonylag kicsi (kb.
60 aminosavbdl all6) fehérjemodul, a CCP (masnéven SCR vagy sushi) domén, milyen
valtozatos funkciokat képes betdlteni, a sejtfelszinre valé kétédésen keresztil enzimreakcidk
moduldlasaig.

Jézsi Mihaly jelentds eredményeket ért el a H-faktor és rokon fehérjék kutatasa terén,
amelyet publikacidinak szama és mindsége is bizonyit. A dolgozat megirasahoz 20, magas
impaktfaktori nemzetkozi folydiratban megjelent publikaciot hasznalt fel. Ezek tobbségében
terminalis és/vagy levelez§ szerz6. A biralat elkészitésének az idején jeléltnek csaknem 2000
fliggetlen hivatkozdasa és 29-es Hirsch-indexe volt. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy Jozsi
Mihaly szakteriiletének nemzetkdzi szinten elismert szaktekintélye; kozleményeinek
szcientometriai mutatdi messze fellilmuljak az MTA dltal tAmasztott kovetelményeknek.



A dolgozat csaknem 100 oldal terjedelmd, logikus felépitést, szép kivitelezésU. A rovid (1
oldalas) ,Bevezetést” koveti a ,,Tudomanyos hattér”-nek nevezett irodalmi 6sszefoglalé (14
oldal). A tomor (1 oldal) ,,Célkitlizések” utan egy szintén rovid (4 oldal) ,Anyagok és
alkalmazott mddszerek” fejezet kdvetkezik. Jelolt itt csak a haszndlt médszerek nagyvonalu
attekintését adja, a részletes kisérleti leirdsokat a dolgozat alapjaul szolgdld, a dolgozathoz
csatolt cikkekben taldlhatjuk meg. Az ,Eredmények és megbeszélésiik” fejezetben féként a
publikacidkbdl dtemelt, részben modositott, dbrak domindlnak. A részletesebb leirdsokért
ebben az esetben is a csatolt publikacidkhoz kell fordulnunk. Mindenképpen megjegyzésre
méltd, hogy jeldlt igen nagy terjedelm(i tudomanyos anyagot s(iritett bele ebbe a 60 oldalba.
Az itt szerepl6 kisérletek megtervezésében, gyakran kivitelezésében és az eredmények
értelmezésében, Jozsi Mihdlynak donté szerepe volt. A kisérletek gondosan tervezettek,
sokféle korszer( mddszert haszndlnak, az eredmények értelmezése logikus, jol kdvethetd.
Elmondhatjuk, hogy jelolt alapvetd felfedezéseket tett a H-faktorral és az FHR fehérjékkel
kapcsolatban, amelyek meghatarozé modon jarultak hozza a szakteriilet fejlédéséhez. Ha
nem ismerném jeloltet mar tobb mint 15 éve, akkor is meggy6zne ez a fejezet arrdl, hogy
Jézsi Mihdly szakteriiletének egyik vezetd kutatdja. Az ,Osszefoglalds és kitekintés” fejezet (3
oldal) utan egy kb. 100 kozleményt felvonultatod hivatkozas lista kovetkezik. Mindezek
alapjan elmondhatd, hogy a disszertacido megfelel a formai és tartalmi kdvetelményeknek,
szépen kivitelezett, j6l dokumentalt munka. A md hiteles adatokat tartalmaz.

Az értekezés legfontosabb eredményeit az aldbbiakban foglalom Gssze:

1.) Kimutattak, hogy a H-faktor C-terminalis (CCP19-20) doménjei felel6sek a molekula
endotélsejtekhez vald kotédéséért. A sejtek felszinére kot6d6 H-faktornak Iényeges szerepe
van a sejtfelszini komplementaktivacié gatlasaban. A C-terminalis doméneket érint6, aHUS
betegséget okozd mutacidk a H-faktor endotélsejtekhez vald kotésének csokkenését vagy
elmaradasat eredményezik.

2.) Kimutattak, hogy az aHUS betegek H-faktor ellenes autoantitestjei féként a H-faktor C-
terminadlis doménjeihez k6tédnek, csdkkentve ezzel a sejtek védelmét a
komplementaktivacidval szemben.

3.) Megallapitottak, hogy az FHR-1 fehérje hidnya hajlamosit H-faktor ellenes autoantitestek
képzbdésére.

4.) Megmutattak, hogy az aHUS-t kivaltd H-faktor ellenes autoantitestek nagy része
keresztreagal az FHR-1 molekulaval; ezdltal az FHR-1 elvonja az antitesteket a H-faktortdl,
viszont fizioldgias koriilmények kozott nem gatolja a H-faktor sejtekhez kotédését.



5.) Eredményeik és irodalmi adatok alapjan egy uj modellt allitottak fel az FHR-1 hianyanak
szerepére vonatkozdan a H-faktor ellenes autoantitestek Iétrejottében az aHUS betegekben.

6.) Kimutattak, hogy az aHUS asszocialt anti H-faktor autoantitestek bioldgiai jellemz&i nem
valtoznak Iényegesen a kezelések és a kovetés sordn.

7.) Felfedezték és klénoztak az FHR-4A molekulat. Jellemezték az FHR-4 és a CRP kozotti
kolcsonhatast. Kimutattdk, hogy az FHR-4 aktivalhatja az alternativ utat.

8.) Az FHR-1 molekula ligandumaként leirtak a PTX3-at, és azonositottak az FHR-1 C-
termindlis doménjeiben a PTX3 kotésben részt vevé aminosavakat. Cafoltak az FHR-1
termindlis komplementutat gatlé hatasat.

9.) Kimutattak, hogy az FHR-5 kétédik a monomer CRP-hez, a PTX3-hoz és az extracellularis
matrixhoz is. Felfedezték, hogy az FHR-5 indirekt és direkt mdédon is képes fokozni az
alternativ at aktivaciojat.

10.) Létrehoztak egy mesterséges, 6 CCP doménbdl allo, mini H-faktor molekulat. A mini H-
faktor a nativ molekulandl hatékonyabban gatolja a komplementaktivaciot.

Kérdések és megjegyzések az értekezéssel kapcsolatban:

1.) A dolgozat egészébdl hianyolom a kvantitativ szemléletmddot. Teljesen egyetértek jeldlt
azon kovetkeztetésével, hogy , A H-faktor és az FHR fehérjék mennyiségi viszonyai, valamint
affinitasuk kiilonb6z6 ligandumokhoz egylittesen képesek a komplementaktivacio, ezaltal az
opszonizacio és gyulladasos folyamatok finomszabdalyozasara” (84 oldal). A dolgozatban
viszont a kotések erdsségérdl csak kvalitativ megallapitasok talalhaték (pl. ,,a H-faktor
viszonylag gyengén kotédik”, ,az FHR-1nem olyan erGsen kotédik a sejtfelszinekhez, mint a
H-faktor”, stb.). Egyetlen kivétel a 67. oldalon a PTX3-FHR-5 kdlcsonhatasra meghatarozott
konkrét Ky érték. A H-faktor molekulacsalad tagjainak fizioldgias koncentracidja szintén
nagyon hianyzik a dolgozatbdl. J6 lett volna ezt a bevezetésben egy tablazatban
osszefoglalni. Igaz, a X. publikaciéban (Trends in Immunnology review 2008) még arrél
olvashatunk, hogy az FHR fehérjék koncentracidéjanak a meghatarozasa kilénbozé
testfolyadékokban nehézségekbe Uitkozik az antitestek keresztreakcidja miatt. A kdzlemény
megjelenése oOta eltelt 10 év. Kérem a jeloltet, hogy roviden foglalja 6ssze, a jelenleg ismert
koncentracié adatokat.

2.) A 7. 4dbra C paneljén az lathatd, hogy a HUVEC sejtekhez a H-faktor és az FHR-1 mellett jol
kotédik az FHL-1 is. Hogyan lehetséges ez, hiszen az FHL-1-bdél hidnyoznak a kotéshez
szlikséges C-termindlis (19-20) domének?



3.) A 10. dbra A panelje alapjan elmondhatjuk, hogy a H-faktor kot6dése a HUVEC sejtekhez
fligg az ionerGsségtbl. Nagyobb ionerdsségli pufferben gyengébb a kotés. Ez arra utalhat,
hogy a kotédés elsGsorban ionos jellegl. A pH valtozas jelentGsen megvaltoztathatja egy
fehérje felszini toltését. Ez azért kiilonodsen fontos, mert az alternativ utat gyakran a szérum
savanyitasaval inditjak be. Ez tortént pl. a 67. dbran lathato kisérletben is, amikor a
klonb6z6 mini H-faktor molekulak hatékonysagat vizsgaltak PNH-vorosvérsejtek lizisének
gatlasdban. Vizsgalta valaki a H-faktor sejtekhez kot6désének pH fliggését? Lehetséges, hogy
a szérum savanyitdsara azért indul be az alternativ Ut a sejtek felszinén, mert a H-faktor
gyengébben kotédik?

4.) A 11. abra D panelje alapjan egyik vizsgdlt antitest sem gatolta a H-faktor kofaktor
aktivitasat a C3b I-faktor altali hasitdsanal folyadék fazisban. Ez a C-termindlishoz k6t6dé
antitestek esetében varhatd is volt; azonban az E22 antitest sem gdatol, ami pedig a kofaktor
aktivitashoz sziikséges 1-4 domén régidhoz kétédik. Mi a gatlds elmaradasanak magyarazata
ennél az antitestnél? Mi a magyardzata az E14 antitest esetében lathatd, a tobbitdl eltérd
hasitasi képnek?

5.) Jelolt elegans modellt dolgozott ki az FHR-1 hidnyanak a H-faktor ellenes autoantitestek
kialakulasaban jatszott szerepére vonatkozdan (48. oldal). E-szerint a bakteridlis H-faktor-
koto fehérjék olyan konformdcié véltozast indukdlnak a CCP20 doménben, amely az FHR-1
CCP5 doménjéhez teszi azt hasonlatossda. A VIII. publikdciéban konkrét példaként emlitik a
borrelia OspE fehérjét, mint ami ilyen konformaciévaltozast képes kivaltani. A CCP19-
20:0spE komplex rontgenszerkezetének (Bhattacharjee és mtsai. 2013 J Biol Chem 288,
18685) vizsgdalata alapjan azonban ugy tlinik a birdlonak, hogy rigid fehérje-fehérje
kolcsonhatassal dllunk szemben: a komplexben 1év6 CCP19-20 szerkezete gyakorlatilag
megkllonboztethetetlen a szabad CCP19-20 szerkezetét6l. Nem vonom kétségbe, hogy
lehetnek olyan patogén fehérjék, amelyek kivaltjak az emlitett konformacié valtozast, de az
OspE szerintem nem ilyen. Tovabbi kérdés a modellel kapcsolatban az, hogy a fert6zés
elmultaval, amikor mar nincs jelen a konformacidvaltozast indukald bakteridlis fehérje, miért
tudnak mégis a neoepitdp elleni autoantitestek hatékonyan kétédni a H-faktorhoz
(er6sebben, mint az FHR-1-hez, amin pedig az epitépot tartalmazé hurok allandéan
exponalva van)?

6.) Jelolt és masok eredményei szerint bizonyos FHR molekulak (pl. FHR-4), a H-faktorral
ellentétben, nem gatoljak, hanem éppenséggel fokozzak a komplementaktivacidt. Ez hasznos
tulajdonsag lehet bakteridlis fert6zés esetén, amikor a H-faktort k6té mikroorganizmusok
felGletén komplementaktivaciot okoznak. Az FHR-ek azonban sajat sejtjeinkhez is
kotédhetnek. Mi lehet a funkcidja ebben az esetben a fokozott komplementaktivacidonak?

7.) Az 59. abra a mini H-faktor C3b-vel képzett komplexét mutatja sajat sejt felszinén. A
sematikus abra irodalmi adatok (C3b:CCP1-4 és C3b:CCP19-20 komplexek kristalyszerkezete)
alapjan késziilt. Nemrég jelent meg egy publikacié (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
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ismerteti. Ezen legljabb szerkezetek mennyiben tamasztjak ald a dolgozatban szerepl6
modellt?

Birdlatomat 6sszefoglalva elmondhatom, hogy J6zsi Mihaly alapveté eredményekkel jarult
hozza a H-faktor és a rokon molekuldk komplement szabalyozasban és betegségekben
betoltott szerepének megismeréséhez. Tudomanyos teljesitménye messze eleget tesz az
MTA doktori fokozathoz elvart kovetelményeknek, ezért javaslom az értekezés nyilvanos
védésre valo kitlizését.

2017. december 15.

Gal Péter
tudomdnyos tandcsado
az MTA doktora



