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Bevezetés

A Kohler és Milstein éltal felfedezett hibriddmackeolégia (1975) és
monoklondlis antitestek (mAb) gyartasa oridérelepést jelentett a gyogyaszat-
ban. A terapias alkalmazasok 0] tarhazat nyitottg,rmas létrejott egy hatékony
erés fegyver, amivel szembeszallhattunk a kulodbbetegségekkel és koéroko-
zOkkal. Ezen kivil a biolégiai kutatddwz is kaptunk egy eszkdzt, amell
szamos eddigi probléman felllkerekedhettlink, éyoragok Uj eredményt ér-
tink el. Ezért Nobel-dijjal is jutalmaztéiket 1984-ben. Azéta mar sokat tgjl
dott ezen ellenanyagokddllitasa, és humangyogyaszati felhadasuk is egyr
hatékonyabb lett. Egyre tobbféle betegséget kealtk&zelni monoklondlis anti-
test terapiaval, kezdve a transzplantacios, szérrémdszeri problémaktél, az au-
toimmun betegségeken &t egészen a tumor terdfdiBkidz elss, tumor ellem
monoklondlis ellenanyagokat 199én kezdték el alkalmazni az orvoslas
(Rituximab), az6ta mar 14 kulonk®mAb-ot hasznalnak tumoros megbetegedé
sek ellen, és tbbb sz4z készitményt tesztelnelk&limizsgélatok soran [2]. Mos-
tanra majdnem az dsszesert, konnyen tamadhato célpont ellen készulpiés
ellenanyag (vagy tesztelés alatt all). Szamos bétpgsetén ismertink még ol
fehérjéket, melyek gatlasaval, vagy aktivalasavatiményeket lehetne elérn
betegség diagnozisdban vagy gyogyitaeale az imétn emlitett célpontok e
a szokasos technikakkal nehéz, vagy nem is leletsdtpnanyagot &llitani. E
probléma megoldasaban ségsokféle j technoldgia egyike az ELTE Immuno-
l6giai Tanszék FCRn munkacsoportja és a ddezdasagi Biotechnologiai Kuta-
tékdzpont Altal 1étrehozott transzgenikus egerdéilalazdsa, amelyek az endo-
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gén egér FcRn mellett, tovabbi 5 képia szarvasmbidina lancot (bFcRn) fe-
jeznek ki [3]

A neonatdlis Fc receptort (FCRn)Y&tor az 197& években azonositott:
mint egy olyan receptor molekulat, amely képesramnereddt ellenanyagoke
az Ujszulétt patkany vékonybelében megkétni, ésitde véraramaba juttati
Késsbb kiderllt, hogy szamos mas gerinces fajban Bc&n felebs a materndl
IgG immuntranszpojdért [4]. Az FcRn részletesebb vizsgalata sorgmestpbk
funkcidjara derilt fény. Tobbek k6zo6tt megakadamwaz IgG és az albumin le-
bomlasat, és ez altal szabdlyozza e két kulcsfeatgsmolekula homeosztazis
valamint részt vesz az antigén-lgG immunkomplexgéntprezentaciojaban [£
Lathatjuk, hogy a neonatalis Fc receptor a jokaué immunvalasz alapvétsze-
repbje.

A bFcRno-lancot tobb extra kopiaban kifefeegerek szamos @lyos tulaj-
donséggal rendelkeznek a vad tipusl tarsaikhozskélamutattdk, hogy ezek-
ben a transzgenikus egerekben nét¢iga szérum IgG szintje, koszonben an-
nak, hogy csokkent az IgG lebomlasa &g az antigén-specifikus IgGtermeb
B limfocitak szama. A Iéplket vizsgalva is szamtérést tapasztaltak a vad ti-
pusu egerekhez képest. Sokkal tobbeget, plazmasejtet, neutrofil granuloc
és dendritikus sejtet tartalmaztak, illetve a Iépidrete is nagyobb volt, mint
normal egereké. Mindezek fokozottabb immunvélaszainak, amely abban
megnyilvanult, hogy gyengén immunogén antigénednel$ sikerilt nagy meny-
nyisédi ellenanyagot létrehozni, illetve, hogy tobb amigpecifikus hibriddms
sikerilt eballitani bebluk [3,6].

Azt mar lattuk, hogy a transzgenikus allatokbanyoaty mennyiségy antigér
specifkus ellenanyag keletkezik. A tovabbiakban arrawak kivancsiak, hogy
mennyiségi ndvekedés ndisegi valtozassal jar-e. Kisérleteinkben a transzger
kus egerek humoralis immunvalaszénak sokis#gét, diverzitasat vizsgaltt
vagyis azt, hogy egy adott antigén hanyféle epitogilen termeidik benntik el-
lenanyag. Ehhez KLH-val, egy nagyméréthérjével (KLH =KeyholeLimphet
Hemocyanin) oltottunk transzgenikus és vad tipusredgt, majd az allatokb
nyert szérumokkal és részlegesen emésztett KLHakiat Western blot elem-
zést végeztink.

Anyagok és modszerek

! Egy antigént annak egy-egy kis terlletén elhelgdikszamos Un. antigéfeterminan
csoport (epitép) alkot.
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Egerek.A kisérletekhez olyan hemizigéta, BALB/c genetikdittefi transz-
genikus Wstény egereket hasznaltunk, melyek az endogén Fegiént kddolo
FCGRT gén mellett, tovabbi 5 kopia szarvasmarhanrefancot kddold geér
(szarvasmarha FCGRT) hordoznak és fejeznek ki (BALBg5 bFCGRT) [7
Kontrollként vad tipusu, BALB/c hattéralomtars fistényeket alkalmaztunk.
kisérleteket az ELTE Immunoldgiai Tanszékén védeziPest Megyei Kor-
manyhivatal, ElelmiszerlanBiztonsagi és Allategészségiigyi lgazgatésaga
kiadott 22.1/828/003/2007 és XIV-1-001/517-4/20%am0 engedélyek alapjan.

Az egerek immunizéaldsa TNP-KLH-vidégy BALB/c_Tg5 bFCGRT és né
vad tipusu egeret immunizdltunk 200 pg TKBH konjugatummal
intraperitonedlisan (ip.), komplett Freuadjuvans (CFA) hozzadadasa mell
Ezt kétszeri ip. rdoltds kovette 100 pg antigénimidpmplett Freund adjuva
(IFA) hasznalataval a kisérlet kezdét&zamitott 21. €s 43. napon. Az immuni-
zalastoél szamitott 0., 14., 28., 50., 70. napomudakat vettlink az allatokbadl.

Részleges enzimatikus emész&&&LH (Megathura crenulatehemocianin
Sigma-Aldrich) részleges proteolizisét 37-db 0,13M glicin/NaOH pH 9,6 ol-
datban (1 mg/ml) végeztik szarvasmarha tripszirel@Bager Mannheimégs ser-
tés elasztaz (Sigmaldrich) hozzaadasaval [8, 9]. Az elasztazt (1 miy/itietve
a tripszint (2,5 mg/ml) egyarant 0,1 M koncentrici®,0-as pH-ju Trissldatbar
oldottuk fel. A KLH és az elasztaz emésztési ardyd, mig a KLH és a trip-
sziné 4,8:1 volt. Az emésztést kulonbadeig (1 perc — 5 6ra) végeztik, és a re
akciot 5-sz6ros mennyisgégredukald mintafelvié (pH = 6,8as) puffer (313 mh
Tris-Cl, 5% SDS, 5%3-merkaptoetanol, 50% glicerin, 0,002% imf@nolkék’
hozzaadéasaval allitottuk le.

SDS-PAGEA poliakrilamid gélelektroforézis soran 15 és-gélben, reduka
korulmények kozott futattuk meg az emésztett mintainkatgélt ezek utd
Comassie Brilliant Blue festékkel festettiik megeaérje fragmesek lathatév
tétele érdekében.

Western blotAz SDSPAGE futtatasi képek alapjan kivalasztott korilmek
kozott emésztett —mintainkat Gskzor  szétvalasztottuk  poliakrilan
gélelektroforézis segitségével, majd a fehérjékédPRrmembranra kotottik. A
elssdleges ellenanyagok az egerékbzarmazo szérum mintak voltak kilonb
higitdsokban. Masodlagos ellenanyagként kecskeegati IgG-HRR-(Southeri
Biotech) haszndaltunk 1000xeres higitasban. A detekcid kemiluminesz
szubsztrdt (Supersignal West Pico, Thermo Scietiffelhasznalasal
autoradiogréfiaval tortént.
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Eredmények
A lehet legtobb KLH fragmens ééllitasahoz élsz6r az optimalis emészt:

korulményeket kellett megtaldlnunk. Ennek meghat#sahoz a KLH-t kilénbo-
z6 ideig emésztettilk tripszinnel és elasztazzal kiddon, illetve egyiitt is, maj
SDS-PAGE segitségével szétvalasztottuk a fragmense&lkisérleti eredmé-
nyeink alapjan valasztottuk ki a kombinalt elas8zerc/tripszin 1 perc emész-
tést, mivel agy itéltik meg, hogy ebben agetben keletkezett a legt¢

fehérjefragmensi( abrg.
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1. dbra: KLH részleges enzimatikus emésztése tripszinnel (T) illetve elasztazzal
(E). A késObbi vizsgdlatokhoz a megjeldlt emésztési korillményeket (elasztdz 30
perc/tripszin | perc) vélasztottuk ki.
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Négy transzgenikus és négy vad tipusu allatbdkitiinboz vérvételi idpont:
bél (immunizéaldstol szamitott 0., 14., 28., 50., @8p) sz&rmazd szérum mir
elemeztink. Elszor egy-egy transegikus és vad tipusu allatot jeldltink ki,
vizsgaltuk meg mind az @, beblik szarmazé vérmintat Western blottal, h
megéallapitsuk, mely iibontokban vett mintakat érdemes felhasznalni azedss
hasonlito kisérlethez (nem kozolt kisérlet). Eziapjan a 70. és a 28. napi szé-
rumokat hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.
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2. dbra: KLH fragmensek Western-Hot analizise wad  tipusi (wi) &
transzgenikus  (Tg) egerek szérumainak  felhaszndldsaval, Minden dllat
szamok) szérumat  2000x  kigitdsban  hasmdltuk, A piros nyilak a
transzgenikus dllatokban megjelend egyved ragmenseket jeldlik.

A Western blot analizis soransekér minden szérumot 20@eres higitasbi
hasznaltunk. Ekkor szamos olyan KLH fragmenst &suilke, amelyek csak
transzgenikus egerek szérumait@térs elohivas soran jelentek meg. Emel
joval esebb jelet detektaltunk a transzgenikus mintakriedara esetén, amel
szérumok magasabb ellenanyag tartalmaval allhaetigggésben?( abrg.

A kisérletinkben hasznalt transzgenikus és vadtigaérumok esetében ¢
korabbi vizsgélat sordn mar meghataroztédk a KLtifigas ellenanyag titer ér-
tékeit. Ezekre a KLH titer értékekre normalizaltésmmokkal is elvégezti
ugyanezt a kisérletet, igy eltintettiik a transigenegerek azon @lyét, hay
nagyobb mennyiségellenanyagot termelnek.

216



IgG diverzitas vizsgéala Szikora Bence

. 28 nap M. nap 28. nan 0. nap
WT 55 01 35 1w 45 1wH w16 031 48 129 43 31 48 119
R el oot £ 2
B ey
-
. . -
:: |. E": m- .
[T -
ol .r 1 - "
= [ 1™
L o e
1N - i, :
¥ - — . ik -
- =
K, I
L TR [y IL 4 ’ Ak gn T gy gy [ |

3. dbra: KLH ellenanvag titerre normalizalt vad tipusi (wi) s transzgenifus (Tg)
szérumar Western blat analizize. Minden allat (szamok) szérumat a KLH titerikre
normalizalva haszmaltuk fel. A piros nyilak a csak a transzgenikus allatokban
megjelend fragmenseket jeldlik

Eredményeink azt mutattak, hogy a normalizalasétie is jol lathato volt egy-
két egyedi fragmens a transzgenikus mintak es8t&b(g).

Végul megvizsgaltuk a csak tripszinnel emésztetHKreparatumokt is,
amelynek soran ismét azonos higitasu (2000-szemesum mintékat hasznél-
tunk. A korabbiakhoz hasonléan, de még inkabb haggsottan lathattuk, hoc
jelents kulonbség mutatkozott a vad tipusu és a trangagergerek szérum
kozoétt, mivel a kiebb mérdt KLH fragmenseket csak a transzgenikus eg
szérumaibol szarmazo ellenanyagok ismertékdfedfrg).

Osszegzés

Az ELTE Immunolégiai Tanszék FCRn munkacsoportja tihb alkalomme
is igazolta, hogy a bFcRn transzgenikus egereklagyabb menyisédi antigér
specifikus 1gG és IgM keletkezik, illetve tobb ay@n specifikus Bsejt fejlbdik a
Iépukben, mint a vad tipusu tarsaikban az immuagzbtasara [7,10]. Ugyanak-
kor a mennyiségen kivul az ellenanyagok ¢eége, diverzitasa is rendkivil fon-
tos nemcsak a gyogyaszatban, vagy diagnosztikéleaa kutatasban hasznélt el-
lenanyagok esetén is. A munkacsoport mar kordbbandmolt réla, hogy bFct
transzgenikus egerekben, ovalbumin (OVA) ellen &éditt, IgM izotipusu el-
lenanyagok tobb OVA peptid fragmenst ismernek ifeéht a vad tipusu egerek-
bél szarmazo6 antitestek [3]. A mostani vizsgélatokéecsikerult kimutatni, hoc
a bFcRn-t tartalmazd egerekben nagyobb mennyigégobbféle epitopot felis-
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met6 1gG izotipusu ellenanyag keletkezik egy tidmtigén (KLH) ellen, mint
vad tipusu allatokban. Ezek az eredmények mindwalaak, hogy a transzgeni-
kus egerek humordlis immunvéalaszanak nagyobb aziigea.
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4. dbra: Tripszinne! részlegesen encszrert KLA Western blot analizise vad tipusu
{wiy & ranszgenikus (Tg) egerek szérumainak felhasznalasaval. Minden allat
(szamok) szérumat 2000= higitasban hasznaltuk fel. A piros kir a csak a
transzgernkus allatokban megjelend fragmenseket jelal.

A mostani Western blot vizsgalatok soran kapotter@nyek szamunkra ig
meggyzoek, ugyanakkor tisztdban vagyunk a technika konatfais. Ennek .
mabdszernek is van egy detektalasi hatara, igy létogty ha hosszabb idetart
alatt hivnank & a mintakat, vagy kisebb higitast mintédkat haszmknakko
megjelennének a vad tipusualtikbol szarmazé mintdkndl is a transzgen
egereknél latott ,csikok”. Mindazonaltal, a jelagileredmények egyértelian
arra utalnak, hogy a transzgenikus allatokban dokiegyobb az egye
epitopokat felismér ellenanyagok mennyisége, amelynek héatterében mibde
zonnyal sokkal tobb, az egyedi ellenanyagokat tErmBesejtek taladlhatok. Kije-
lenthet tehat, hogy a transzgénikus egerelsdijeildl 1ényegesen nagyol
eséllyel lehet egy adott epitopra, még a gyengémunogén epitbpokra
monoklondlis ellenanyagokat terréidlibridomat fejleszteni.

Ahhoz, hogy még pontosabb képet kapjunk az immiaszdatasara bekovet-
kezs humoralis immunvalasz diverzitasrol, kilénbantigénekkel, toébb allatt
is el kellene végezni a kisérleteket, illetve m&slgzerekt is be lehetne vonni
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vizsgalatba (pl. ellenanyagok CDR régidinak szekisndsszehasonlitas
Azonban az eddig elvégzett vizsgalatok arra utalhagy nagyobb a transzgeni-
kus egerek humoralis immunvalaszanak diverzit@gseezen allatok egy kevés
immunogén célpont ellen is hatékonyabban termetfiekanyagot, mint vad ti-
pusu tarsaik.
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