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1. Bevezetés

Az immunrendszer a szervezetbe keriild korokozokkal szemben hatdsos védelmet
nyujt. Ez a védettség - vagy mas néven immunitas- lehet veliink sziiletett - vagyis
természetes- és lehet szerzett vagy adaptiv. A két védekezo rendszer sejtes és molekularis
elemei -és a segitségiikkel lejatszodd folyamatok- egyiittesen biztositjak szervezetiink
védelmét komplex, bonyolult folyamatok Osszehangoldsaval. Barmely részfolyamat
kisiklasa a hatdsos immunvédekezésben zavart okozhat és akar kronikus fertézéshez/

betegséghez is vezethet.

A természetes immunitas az ¢él6lények védelmét szolgdld immunfolyamat. A
korokozé a szervezetbe vald bejutasat kovetden a természetes immunitas sejtes elemeivel
¢s humordlis faktoraival talalkozik el6szor. A magasabb rendi allatfajokban ezek a sejtek
a makrofagok, dendritikus sejtek, természetes Oldsejtek, granulocitdk és hizdsejtek. A
természetes immunitashoz tartozik szdmos nem sejtes elembdl all6 komponens is, mint
példaul a komplement rendszer és szamos citokin. A természetes immunitdsnak
koszonhetden a patogének nagy része hatdsosan elimindlodik a szervezetbdl. Emellett a
természetes immunitas elemei hatékonyan kapcsolédnak az adaptiv immunitas
elemeihez. A makrofagok és dendritikus sejtek altal felvételre keriilt behatolok apréd
részletekre vald lebontdsa majd az antigén hatékony, tobbnyire MHC-korlatozott
bemutatasa a limfocitdknak, a védekezést még specifikusabbd teszi. Ez nagymértékii

fajlagossagot és a késébbiekben pedig immunoldgiai memoriat is biztosithat.

Az értekezés témajat képezd FcRn, vagyis neonatalis Fc receptor, az utdobbi években
szamos érdekes kutatasi teriiletet szolgaltatott a kutatoknak. Az FcRn-t elsésorban az IgG
¢s albumin homeosztazisban betoltott szabalyzd szerepe tette ismertté (Andersen and
Bjorneboe, 1964; Brambell et. al. 1964) azonban szamos olyan cikk latott napvilagot,
amelyekben az FcRn immunfolyamatokban betoltott szerepére vilagitottak ra. Tobbek
kozott feltételezték, hogy szerepet jatszik az antigének fagocitozissal torténd hatékony
eliminadldsaban és az antigén bemutatasdban, antigén-IgG immunkomplex esetén (Zhu et.

al. 2001, Yoshida et. al. 2004, Vidarsson et. al. 2006).



Kacskovics és mtsai. klonoztak és karakterizaltak a szarvasmarha, juh, sertés és teve
FcRn molekulajat (Kacskovics et. al. 2006b; Kacskovics et. al. 2000; Mayer et. al. 2002;
Zhao et. al. 2003). Majd az FcRn immunfolyamatokban betoltott szerepének in vivo
tanulmanyozasdhoz  Kacskovics Imre, Bdsze Zsuzsanna munkacsoportjaval
(Mezogazdasagi ¢és Biotechnoldgiai Kutatdé Kozpont, Go6dolld) egyiittmikodve
létrehoztdk a bFcRn transzgenikus egeret, mely a szarvasmarha FcRn a-lancat tobb
kopiaszamban hordozza ¢és fejezi ki (Bender et. al. 2007). Ezek a bFcRn transzgén (tg)
egerek hatékonyan védik meg az IgG-t a lebomlastol (Bender et. al. 2007), fokozott
humorélis immunvalaszt mutatnak (Cervenak et al. 2011) és hatékonyan reagalnak még
gyengén immunogén antigénekkel szemben is (Vegh et. al. 2011), valamint hatékonyan

lehet ket felhasznalni hibridoma eldééllitasra (Schneider et. al. 2011).

A fokozott ellenanyagtermelés okait vizsgalva, jelen dolgozat elsédleges téméajaként
tanulmanyozni kivantuk a bFcRn fokozott kifejezOdésének hatdsat a cellularis és
humorélis immunfolyamatokban részt vevd sejtekre. Ezen beliil is a makrofagok ¢és
dendritikus sejtek -mint a természetes immunitds fontos sejtes elemei- antigén felvételi
mechanizmusa és az ezt koveté MHC-korlatozott antigénbemutatasa kertilt figyelmiink
kozéppontjaba. A tovabbiakban pedig a bFcRn kifejez6dés fokozasanak hatasat, a T
helper sejtek aktivacidjanak kovetkeztében fellépd, fiziologidsan klondlis expanzidhoz

vezetd, sejtosztodasra gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Az adaptivimmunvalasz

Az immunrendszer feladata, hogy kiilonbséget tegyen sajat €s nem-sajat anyagok
kozott. Minden nem-sajatként felismert struktira immunvalaszt valt ki, mig a sajat
struktira altalaban toleranciat okoz. Az idegen struktira eldszOr a szervezet szamos
pontjan megtalalhato antigén prezentald sejtek (APC) fagocitézisanak esik aldozatul. Ezt
kovetden az APC-k antigén bemutaté mechanizmusuk révén aktivaljadk a CD4+ helper T

(Th1, Th2, Th17, Tfh) sejteket, vagy kereszt-prezentacid esetén a CD8+ citotoxikus T



limfocitékat (Tc). A CD4+ limfociték citokinek és egyéb humoralis faktorok termelésével

képesek aktivalni a B sejteket és ezzel beinditani a humoralis immunvalaszt is.

Az, hogy a természetes immunvalaszban részt vevO sejtek a cellularis, vagy
humoralis immunvalaszt inditjak-e be az nagymértékben fiigg az antigén természetétol,
ill. az antigént feldolgozo sejttdl is. Ha az antigén bemutatdsa a Thl szubpopulaciot
aktivalja, akkor a celluldris immunvalasz felé, mig ha Th2 szubpopulaciot, akkor a

humorélis immunvalasz felé tolja el a védekezést (Erdei A, Medicina, 2012.)

2.1.1. A makrofagok és dendritikus sejtek, mint hivatasos antigén prezentalo
sejtek
A hivatasos antigén prezentalod sejtek (APC) kozé tartoznak a makrofagok (M®),
dendritikus sejtek (DC) és esetenként a B limfocitdk. K6zosen az jellemzi &ket, hogy
sejtfelszinlikon az antigéneket MHC-II tipust molekulak mutatjak be és olyan receptorok
fejezédnek ki, melyek a patogénekre jellemzé mintazatot képesek felismerni. Ilyenek pl.
a mintazatfelismerd receptorok (pattern recognition receptor — PRR), vagy scavenger
receptorok csaladjaba tartozé fehérjék. Az APC-k az MHC II molekuldkba integralva
mutatjak be az altaluk peptidekre bontott exogén eredetli antigént. Ezen keresztiil képesek

az APC-k a CD4+ T limfocitak aktivalasara.

Makrofagok: a csontveldben keletkezd és a vérbe jutdé monocita a szovetek kozé
kilépve makrofagga érik. Elsédleges funkcidja az idegen anyagok bekebelezése aktiv
fagocitozissal majd a bekebelezett részecskék prezentacidja. Ehhez megfeleld receptor
repertoarral rendelkezik a sejtfelszinen: manndz-kotd receptor, LPS-receptor, scavenger —
receptor, FcyR I, 11, III, LFA1 adhéziés molekula, CR1 és CR3 komplement receptorok.
Ezen receptorok mindegyike az antigén felismerés/felvétel mechanizmusaban jatszik
szerepet. Az Fc receptorok az IgG-vel opszonizalt antigének felvételében jatszanak
szerepet, mig a CR1 és CR3 a komplement komponensekkel opszonizalt antigén
felvételét segiti. Az antigén bemutatdsdban az MHC II molekulanak van esszencialis

szerepe (1d. antigén prezentacio).



A makrofadgok szamos enzimet, NO-ot és citotoxikus peptidet termelnek, melyek
mind a korokozo6 elpusztitdsaban és tovabbterjedés megakadalyozéasaban jatszik szerepet.
A gyulladésos citokinek pedig a fertézés helyszinére vonzzadk az immunvédekezésben
fontos sejteket. Szerepiik tehat nemcsak a cellularis immunvalaszban jelentds, hanem a
humoralis szakaszban is, hiszen az ellenanyaggal opszonizalt kérokozok felvételét és

elpusztitasat is hatékonyan elvégzik.

Dendritikus sejtek: fejlodésiik nem olyan egységes, mint a makrofagoké. Két f6
csoportot kiilonithetiink el, az egyik a ¢cDC-k vagyis a konvencionalis DC-k a maésik
pedig a pDC-k vagyis a plazmocitoid DC-k. Mindkét DC tipus ki tud alakulni mieloid és
limfoid progenitorbdl. Fejlddésiikhoz az Flt3 ligand elengedhetetlen (1. 4bra) (Traver et.
al. 2000; Wu et. al. 2001; Manz et. al. 2001, Wu et. al. 2001; Izon et. al. 2001).

(_\ | I'_-'_h'l
HSC r-.-'.PF
CMP CL
Fltat+ F]I3+
Flt3/
MEP  GMP M Dc P‘mT PraB
/Granulocyte "I'..1 f SF i CE” NK cell ek
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b Woroaie - “*:nc
"%
Macrophage

1. 4bra: A dendritikus sejtek fejlédési vonalai (HSC- hemopoietic stem cell, MPP-multipotent
progenitors; CMP-common myeloid precursors; CLP- common lymphoid precursors; GMP-
granulocyte and macrophage precursors; MEP- megakaryocyte and erythrocyte precursors;
M-DC- macrophage and DC precursors) (Li Wu et. al. 2007).

Fejlodéstanilag kiilonbséget kell még tenniink az érett és éretlen DC-k kozott. Ez a
kiilonbségtétel azért fontos, mert a két DC stadium eltérd sejtfelszini receptorokkal
rendelkezik és ezaltal mas funkciokat lat el. Az éretlen DC nem képes a T sejtek
hatékony aktivacigjara, els6dleges funkcidja az antigének bekebelezése (fagocitdzisa).
Ezek a DC-k a legtobb szerv kotészoveti allomanyaban megtalalhatoak (pl. bérben

talalhatd Langerhans sejtek). Sejtfelsziniikon jellemzéen az antigén fagocit6zisdhoz
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szlikséges receptorok taldlhatoak: manndz-koté receptor, Fey receptor, DEC-205. Az
antigén prezentaciohoz sziikséges kostimuladtor molekuldkat ezek a sejtek viszont
alacsony szinten fejezik ki.

Aktivacio hatdsara (antigén fagocitozisa) a kozeli nyirokcsomoba vandorolnak és
hivatasos antigén prezentélo sejtté fejlodnek (érett DC). Az érett DC-k mar nem képesek
hatékonyan fagocitozisra, azonban nagy mennyiségben jelennek meg a felsziniikdn az
MHC II-vel asszocialt idegen eredetli peptidek, melyeket a CD4+ T limfocitdk szamara
prezentaljak. A T sejt aktivalédashoz sziikséges ,,segélyszignal-t” biztositd kostimuléator
molekulak (CD80, CD86) expresszidja is megnovekszik ezeken a sejteken (2. &bra)
(Steinman et. al 2012, Dudziak et. al. 2007)

DC Progenitor
Mature DC
High MHC 11, CD80, CD88,
. CD40, CD25, IL-12, @
% CDa3, p55, Low FcR,
b - CD54, CD58
. P !
WEEN
. ‘
¥
)
[
o,
L,
%%, 06, 55
g1, ‘?‘3 ¢ Immature DC
: ‘ High intracellular MNC |1,
Ao FcR. Low CD24, CD8O,
CD86, CD40, CD25,
IL-12, CD83, p55

2. abra: A dendritikus sejtek érése (http://dendritic-cells-
research.com/index.php?request=maturation_process)

2.1.2 Az Fc receptorok és a kostimulitor molekulak szerepe az adaptiv
immunvalaszban
Az Fc receptorok funkcidja az Ig-vel opszonizalt részecskék hatékony felvételének
elésegitése. Ezek a receptorok az immunglobulinok nehéz lancanak Fc részét képesek
felismerni és megkotni. Attdl fliggden, hogy mely Ig megkdtésére képes, a receptorokat
FcoR (IgA), FeyR (IgG), FceR (IgE) elnevezéssel illették (Mellman et. al 1988, Peter
Sondermann et. al. 1999, Jenny M. Woof 2012).
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Az Fc y receptorok:

FcyRla és b (CD64): nagy affinitast, IgG-t kotd receptor. Az FcyRIa a nativ IgG
molekulat is képes megkdtni. Monocitan, makrofagokon és DC-ken expresszalodik.

FcyRII (CD32): FcyRlIla és ¢ hatékony antigén felvételt €s prezentaciot biztositd Fc
receptor, mig FcyRIIb gatlé funkcidkat kozvetit. Kifejezodik monocitan, makrofagon,
granulocitan és B sejteken. Kis affinitasu receptor, amely IgG immunkomplexeket két,
elsésorban B sejtek aktivacidjaban/annak gatlasaban van szerepe.

FcyRIIl (CDI16): kis affinitdsa Fc receptor. Kifejezddik neutrofil granulocitdkon,
makrofagon, NK sejten ¢és hizdsejteken. Szerepe az IC fagocitozisa és az ADCC
beinditésa.

Az FceRIl receptor (CD23): az IgE molekulakat koti kis affinitdssal, és foleg a
bazofil granulocitdkon valamint a hizosejteken expresszalodik. Szerepe van a parazitak
elpusztitasaban, ill. az allergids reakciok kialakitasaban.

Az Fca receptor (CD89) funkcidja az IgA-val opszonizalt antigének eliminacidja.

Kifejez6dik monocitan, makrofagon, granulocitan, T és B sejteken.

Kostimulator molekulak: 6 funkciojuk a ,,veszélyszignal” tovabbitasa az adaptiv
immunitast képviseld T sejtek szamara. Ugyanis az MHC II-n torténd antigén bemutatas
csak akkor valt ki hatékony T sejt aktivaciot, ha TCR komplexen torténd elsddleges
aktivacio utan bekovetkezik a kostimulator molekulak altal kozvetitett masodik
aktivacios szignal is. Az antigén bemutatd sejteken viszont a kostimulator fehérjék
expresszios szintje a fertdzéskor fellépd veszélyszignalok erdsségének és tartdossaganak
figgvénye. A ko-stimuldcios szignalokat foként a B7.1 (CD80) és B7.2 (CDS86)
sejtfelszini fehérjék kozvetitik, melyek a T sejtek CD28 és CTLA4 (CD152) sejtfelszini
kostimulator-receptoraival kapcsolodnak 6ssze. A CTLA4 nagy affinitassal kotddik a B7
molekulaval és els6sorban gatlo jeleket kozvetit a T sejtek szamara. A CD28 sejtfelszini
receptor ezzel szemben kisebb affinitdst mutat a kostimulatorokhoz, aktivalé jeleket
szolgaltat €s elengedhetetlen az antigénspecifikus T sejt proliferacio 1étrejéttéhez. A B7-
CD28 kapcsolat és az azt kovetd jelatvitel kritikusan hozzdjarul a T sejtek IL2
termeléséhez és az IL-2R sejtfelszini megjelenéséhez. A B7.1 expresszalodik DC-ken, T
¢s B sejteken, Langerhans sejteken, mig a B7.2 monocitdkon is és NK sejteken is

kifejezddik az elobb emlitett sejtek mellett.
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2.1.3. Az exogén antigének fagocitozisa és MHC II komplexen torténo
bemutatasanak folyamata

Az APC-k az antigéneket patogénmintazat felismerd receptoraik vagy Fc receptoraik
segitségével veszik fel. A folyamat lehet pinocitdzis/makropinocitdzis, fagocitdzis vagy
receptor medialta endocitdzis (Rittirsch et. al 2009, Ahrens S. et. al. 2012, Hastings et. al.
2011). A sejt belsejébe keriilve ezek az antigének lebontdsra keriilnek a korai
fagoszomakban. Ezzel egy idében az MHC II molekulak a képzddésiik helyérdl (az ER-
bol) vezikularis transzporttal a fagoszomakba vandorolnak (Smith MH. et. al. 2011). Az
MHC 1II-t egy invarians lanc védi meg attol, hogy endogén peptidek tudjanak
hozzako6tddni. A korai fagoszomak MHC II tartalmt késéi fagoszomakka érnek és
megtorténik az MHC II molekuldk antigén peptiddel valo feltdltése. Ehhez sziikség van a
fagoszomdk 4ltal biztositott enyhén savas kornyezetre, endopeptiddzokra és
katepszinekre melyek hasitjdk az MHC II-n kotott invarians lancot, ezéltal felszabaditjak
a peptidkotd zsebeit (Warmerdam et. al. 1996, Blander et. al. 2012). Az utols6 hasitas
eredményeképpen létrejon, az un. CLIP, mely mindaddig az MHC II-n kdtve marad, mig
egy exogén peptid le nem szoritja. A CLIP/exogén peptid helycserében szerepet jatszanak
a CIIV/MIIC vezikulumok membranjaban megjelend HLA-DM fehérjék (3. dbra). Az igy
1étrejove peptid-MHC 11 komplex a sejt felszinére vandorol vezikularis transzport
segitségével és megjelenik az APC sejtmembranjaban. ,,Ures” MHC II nem jelenik meg a
sejt felszinén. A Th sejtek folyamatos Orjaratban pasztazzak az APC-k altal kinalt antigén
repertoart és TCR/CD4 receptoraik segitségével 0sszekapcsolodnak az MHC Il/peptid
komplexszel amennyiben az adott T sejt klon receptora specificitasanal fogva képes
kotddni az MHC 11 éltal prezentalt ligandummal. A TCR altal végzett felismerés fajlagos,
egyidejlileg ismeri fel a sajat MHC II-t valamint az altala bemutatott nem sajat peptidet.
Ha a TCR megfeleld antigén specifitassal rendelkezik, akkor képes kapcsolodni az MHC
II-peptid komplexszel (Matsuo et. al. 2004, Serre et. al. 2006). A kapcsolatot adhézios
molekuldk is segitik (DC-SIGN, T-ICAM3), azonban az igy Ilétrejové kapcsolat
onmagaban nem elég a T sejt aktivadcidhoz. Ez akkor kovetkezik be, ha egyéb
kostimuléacios hatasok is érik a sejtet, pl. 1étrejon a B7-CD28 kostimulator kapcsolat is.
Ez a folyamat bonyolult jelatviteli mechanizmust indit el a T sejtekben melynek hat4sara
nd az adhézios (ICAM) és integrin (pl. LFA-1) molekuldk mennyisége a sejtfelszinen,
ezzel erésitve a DC-T sejt kapcsolatot. Ca®" szint gyors emelkedésével szamos gén
expresszidja megndvekszik, kozottik az IL2 és IL2R géneké is. A TCR-MHC II
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kapcsolat (immunoldgiai szinapszis) altaldban nem tul hosszu élettartamu, a levalo
aktivalodott T sejtek lehetévé teszik méas TCR szamara is az antigén felismerését, ezzel is
elosegitve a klonalis expanziot. Az aktivalodott Th sejtek az antigéntdl €s az aktivalas
koriilményeitdl (pl. citokin milid) fiiggéen Th1/Th2/Th17 irdanyban elkotelezOdnek. A
Thl irdnyba differencial6odé Th sejtek képesek a CD8+ citotoxikus T sejtek, makrofagok
(sejtolé mechanizmus) aktivalasara, ill. a T-dependens humorélis immunvalasz (B sejtek)
témogatéséra. Fokozzak az IgGl ¢s IgG3 termelést. A Th2 sejtek viszont fc’ileg eozinofil
proliferaciot és az IgE, IgA ellenanyagok termelését. A Th17 sejtek proinflammatorikus
hatasuk miatt kiemelkedd jelentdséglieck, azonban szdmos autoimmun folyamat
kialakuldsdban is kozrejatszanak (Santner-Nanan et. al. 2009, Tsuda et. al. 2001,
Michimata et. al. 2002, Miyazaki et. al. 2003, Crome et. al. 2010).
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3. abra: A fagocitozis és az exogén antigén prezentiacidojanak folyamata az MHC II molekulin
(MAMP/DAMP-veszély-szignalt kivalto6 molekula a kérokozé felszinén, PPR-patogén
mintazatot felismeré receptor az APC sejtfelszinén, AP3- adaptor protein komplex —fehérje
szortirozas, ATG-autofagoszoma képzodést elosegito protein) (Mantegazza et. al. 2013)
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2.2. A neonatalis Fc receptor altalanos jellemzése

2.2.1. Az FcRn rovid torténete

A méhen beliili fejlodés soran a magzat szinte sterilen fejlddik. Minden antigén,
amivel az intrauterin fejlédés idején taldlkozik, test azonos anyagként tolerdlni fogja. A
foemlésokben az immunrendszer a magzati ¢élet sordn még nem termel
immunglobulinokat, a szervezetében csak a placentan atjutdé anyai IgG talalhato. A
folyamat receptor medialt. Ez az IgG a sziiletést kdvetd 4. honaptdl teljesen eltiinik a
csecsemd vérébol, helyét atveszi a csecsemd immunrendszere daltal termelt
immunglobulin.

A péros ¢és paratlan ujju patdsokban magzati €let soran nem keriil 4t védelmet ny0jtd
immunglobulin, igy a sziiletést kovetden a kolosztrummal vagy mas néven focstejjel
torténd taplalassal jut hozza az ujszilott allat. Az Gjsziilott, mely focstejet nem fogyaszt
védtelen lesz a koérokozokkal szemben. Az anyai immunglobulinok azonban védelmet
nyujtanak, hiszen az anya és az 0jsziilott élettere megegyezik, ezaltal a kdrnyezetben 1€vo
patogénekkel szemben az anyai immunglobulinok a csecsemd szamara is védelmet

nytjtanak. A folyamat nem receptor medialt (Butler et. al 1999).
Anyal szérum-immunglobulinck (1gG)
placentin keresztil kolosztrum altal

/\.~

immunglobulinok
a focestajben
[ L]
IgA, IgM, IgG oA, 106, loM 19G, IgM, IgA
l'&hazdeﬂa
a vékonybélban
L ]
nem szelekilv, nagy
) IgG specifikus (FeRn) mértéka, az élet elss

nyomokban és elnyljtolt 12-16 Srdjéban

4. abra: A maternalis immuntranszport az emlésokben (Butler et. al. 1999) (1-es csoport:
féemlosok, nyil, 3-as csoport: paros és paratlan ujju patasokban, 2-es csoport: ragesalok,
ragadozok) Az 1-es és 2-es csoportba tartozé allatok IgG transzportja receptor medialt
folyamat.
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A ragadozOk ¢és ragesalok mind a kétféle modon hozzajutnak az anyai
immunglobulinhoz, mind placentan keresztiil, mind pedig a kolosztrummal (Butler et. al.
1999).

Maternalis immuntranszportnak nevezziik azt a folyamatot, mikor az anya
szervezetében keringd immunglobulinok atadasaval segiti utddja életben maradasat, amig
az utdd sajat immunrendszere képes nem lesz a hatdsos védekezésre (4. abra).

Az immunglobulin felfedezése Paul Erlich nevéhez flizédik (1892) aki megfigyelte,
ha az ujsziilott allat nem kap focstejet, nagy eséllyel elpusztul. Erre a megfigyelésre
alapozva Emil Smith 1946-ban leirta, hogy a tejben az ujsziilott védelmét szolgélo
fehérjék talalhatok (Smith, 1946). Majd 1958-ban Brambell bebizonyitotta, hogy az anyai
IgG utddba keriilését egy telithetd receptor biztositja (Brambell et. al. 1958), amely
nemcsak a maternalis immuntranszportért felelos, hanem ennek a receptornak kdszonhetd
az IgG hosszu felezési ideje a vérben (Brambell et. al. 1958). Ezt a receptort nagyon
sokaig, mint Brambell receptor emlegették (FcRB) majd kideriilt, hogy ez a receptor
azonos a Jones és Waldman altal 1972-ben 0jsziilott ragesalok vékonybelébdl izolalt
receptorral, melyet neonatalis Fc receptornak neveztek el. Késdbb szamos kutatd
bizonyitotta, hogy ez a receptor hatékonyan védi az IgG-t a lebomlastol és szamos

immunfolyamatban vesz részt (Rath et al. 2013).

2.2.2. Az FcRn szerkezete

Az FcRn két polipeptid lancbol allé heterodimer fehérje, melynek szerkezete nagyon
hasonlo az MHC I molekula¢hoz. A fehérje lanc egyik tagja 50 kDa, mig a masik 15 kDa
tomegli (Rodewald and Kraehenbuhl, 1984). Simister és mtsa a patkany FcRn szerkezeti
analizise soran megallapitottak, hogy a nehéz lanc (a-lanc) szerkezetileg teljesen hasonlo
felépitésti, mint az MHC 1 molekula, amit késébb rontgenkrisztallografias analizissel is
megerdsitettek (Burmeister et. al. 1994).

Az FcRn o-lanca 3 részbdl all: extracellularis domén, transzmembran régid és
citoplazmatikus farok. A funkcioképes molekula létrejottéhez (akarcsak az MHC [
esetében) szlikség van a masodlagos kotderdkkel az a-lanchoz kapcsolédd [32-
mikroglobulinra (f2m) (Simister and Mostov, 1989) (5. 4dbra). Ha a kapcsolat nem jon

1étre, az a-lanc funkcioképtelen lesz és lebontodik.
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FcRn

5. abra: Az bFcRn és a hozza kapcsolodott IgG szamitogépes modellje és az FcRn-IgG
interakciéért felelés aminosavak az FcRn-en (West et. al. 2000, Ward et. al. 2009)

Habar az FcRn szerkezet hasonlit az MHC I molekuldhoz, funkcigjaban kiilonbozik
téle. Mig az MHC I molekula rendelkezik un. peptid koté doménekkel, melyek az
endogén peptidek kapcsolddasahoz/T sejtek felé valo bemutatdsdhoz elengedhetetlenek
(I1d. 2.1.3) addig ezek a peptidkoté zsebek az FcRn esetében sztérikusan nem
hozzéaférhetdek, ezért az FcRn, az MHC I molekulaval ellentétben, nem képes peptid
fragmentumok megkotésére. Azonban nagy affinitdssal, pH-fliggd moédon koti két

ligandumat az IgG-t és az albumint.

2.2.3. Az FcRn IgG-t és albumint véd6é mechanizmusa

Az FcRn IgG-t védé pontos mechanizmusa mar régebb 6ra ismeretes (Kim et. al.
1994, Medesan et. al. 1997), azonban az albumin homeosztazis és az FcRn kapcsolatarol
csak az utobbi években szamoltak be a kutatok. Az ismeretes volt, hogy az albumin nagy
felezési idejéért is egy receptor a felelds (Schultze and Heremans, 1966) de az, hogy ez a
receptor ugyanaz, mint ami az IgG-t is megvédd FcRn, azt 2003-ban Chaudhury és mtsi

irtdk le (Chaudhury et. al. 2003).
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Az FcRn molekula az IgG-t és az albumint két egymastdl fiiggetlen kotdhelyen koti
meg, azonban mindkét esetben kémhatastol fligg az interakcidé (Chaudhury et. al. 2006).
Az IgG, akarcsak az albumin, az FcRn-hez pH dependens modon kotédik, kozottiik erds
ionos kolcsonhatas alakul ki. Enyhén savas kézegben (pH 6-6.5) 1étrejon a kapcsolat, mig
semleges-enyhén bazikus pH-n (7.0-7.5) az IgG disszocidl az FcRn molekularol

(Rodewald 1976, Rodewald and Kraehenbuhl 1984.

rrrrr

esetében az 02 alegységben taldlhato Glull7, Glul32, Trp133, Glul35, Aspl37 és a
Bf2m-ban talalhato Ilel, mig az IgG esetében az Fc részen taldlhato His310, I1e253,
His435 aminosav-maradékok jatszanak szerepet (Kim et. al. 1999) (5. abra). Ezek az
aminosav maradékok nagyfoku konzervaltsagot mutatnak. A pH dependens kotés az
aminosavak deprotondlodéasaval van Osszefliggésben, ugyanis enyhén savas kozegben az
IgG Fc részében 1év6 aminosav-maradékok pozitiv toltéstiek lesznek, mig az FcRn a2
alegységben 1évOk negativ toltésliek, ezaltal jon létre az erds ionos kdlcsonhatas.
Semleges, vagy enyhén bazikus kémhatason a hisztidinek deprotondlodnak, ezaltal
megszinik a kolcsonhatas (Martin et. al. 2001). Az FcRn szerkezeténél fogva két IgG
molekula megkdtésére alkalmas, azonban a mésodik IgG-hez valo affinitdsa csokken az

elsé IgG molekula bekdtddése utdn (Popov et. al 1996, Ghetie and Ward, 2000).

Az albumin kotdhely teljesen fliggetlen az IgG kotOhelytdl. Az FcRn a-lancban
talalhaté His166 aminosavmaradék jatszik szerepet az albumin megkotésében, hasonldéan
az IgG-hez pH dependens moédon (Chaudhury et. al. 2006, Andersen et. al. 2006,
Andersen et. al. 2010). Késébb kimutattak, hogy az FcRn az albumint hasonléan az I1gG-
hez megvédi a gyors lebomlastol, és ezaltal hossza felezési id6t biztosit (Andersen et. al.
2012).

A 6. abran piros nyillal lathaté a termel6dé albumin mennyisége, majd a jobbra
elhajlo nyil mutatja a lebontasra keriild albumin ardnyt. Lathatd, hogy mintegy felét
megveédi az FcRn. Az IgG esetében a sejtek altal termelt immunglobulin mintegy 1/5-6de
keriil csak lebontasra, mig 4/5-6dét az FcRn megmenti. Ezek az adatok fiziologias
albumin ¢és IgG koncentracié mellett érvényesek. Az FcRn tehat nagyfoka védelmet

biztosit az IgG szamadra a lebomlés ellen (Anderson et. al. 2006).
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Rate into cell Rate salvaged by FcRn

Cluo * Caswr (Clko = Clint) X Cagmr
775 nmol/d
Albumin =
540 uM 35
1550 nmol/d sal
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ratio

1/2
12 pM 1gG
22 nmol/d

1/8

28 nmol/d

775 nmolid /

5 nmol/d .-

Rate degraded
Clyr * Cosnr

6. abra Az IgG és albumin megmentésének aranya (Anderson et. al. 2006)

2.2.4. A maternalis immuntranszport

A nyulakban és az emberben az FcRn felelds az anyabol a magzatba torténd IgG
transzportért. Ezt a folyamatot a placenta syncytiotrophoblast sejtjeiben lokalizalodod
FcRn kozvetiti (Story et. al 1994) (7.b abra).

Syncytiotrophoblastot koriilvevd anyai vérben 1évé IgG molekuldk pinocitézissal
internalizdlodnak az FcRn tartalmt endoszomékba, ahol pH csokkenés hatasara 1étrejon
savas endoszémaban az FcRn-IgG komplex, majd transzcitozis révén a magzati oldalra
transzportalodik. Ahol a magzati keringésben 1év6 semleges, enyhén savas kémhatason

disszocial az IgG az FcRn molekuldrdl (Simister et. al. 2003).

A ragcesalok és ragadozok esetében nem csak a placentan keresztiil jut IgG az utodba,
hanem nagy mennyiségben keriil felszivodasra anyatejbdl is. A vékonybélbdl a
keringésbe torténd IgG transzportot az FcRn kozvetiti (7.a dbra). Az FcRn expresszalddik
a duodénumban 1évd enterocytdk sejfelszinén. Az IgG kotddéséhez sziikséges savas
kornyezetet a duodénum savas kémbhatéasa biztositja. A béltraktusba keriilé IgG az FcRn-
hez kotédik, majd transzcitozissal atkeriil a sejt bazolateralis oldalara, ahol semleges pH-
n felszabadul az IgG az FcRn molekuldrol és a keringésbe keriil (Simister and Rees,

1985).
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7. 4abra: A materndlis immuntranszport: 7.a — duodenumbdl térténé FcRn medidlta IgG
felszivodas ragesalok és ragadozoknal, 7.b- placentdn at torténé IgG transzport a
féemlésokben és nyulakban (Roopenian and Akilesh, 2007).

2.2.5. Az FcRn szerepe az IgG homeosztazisban

Az FcRn lényeges funkcioja -a maternalis immuntranszport mellett- az IgG védelme.
Az IgG homeosztazisban betdltott szerepét vizsgalva tobb munkacsoport leirta az FcRn
expresszi0jat az érfalakat alkotd endotél sejtekben, izomban és bérben (Junghans et. al
1997, Ward et. al. 2003, Borvak et. al. 1998). Ezek a helyszinek nagy feliiletet
biztositanak a vérben lévd IgG megkotésére/megvédesére. Ezt bizonyitja az az eredmény
1s, hogy az FcRn expressziot szelektiven csak az endotélsejtekben gatolva lecsokkenthetd

a szérum IgG szint (Montoyo et. al. 2009).

Az endotélsejtek, valamint szdmos hemopoetikus eredetii sejt internalizalja a
vérben kering6 fehérjéket, kozottik az IgG-t is. Az IgG kotddik a savas endoszomaban
talalhatd FcRn-hez. A savas kémhatdsnak koszonhetéen Iétrejon az IgG-FcRn
kolcsonhatas, majd az FcRn-IgG komplex Ujra a sejt felszinére transzportalodik, ahol a
semleges pH-n disszocidl az FcRn-rdl, ezzel novelve szérumbeli fél-életidejét. A sejt
lumenébe keriild egyéb, az FcRn-hez k6tddni nem tud6 fehérje lebomlik a lizoszoméban
(Antohe et. al. 2001) (8. abra). Magas IgG koncentracid esetén a receptor telitédik, igy
magas IgG szint esetén tobb IgG keriil lizoszomalis lebontasra, rovidebb lesz felezési

ideje (Roopenian és Akilesh, 2007).
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8. 4bra: Az IgG védelem FcRn kozvetitette folyamata az érfalakban talalhaté endotélsejtekben
és monocitakban zajlik (Roopenian és Akilesh, 2007)

Ezen kiviil FcRn expressziot irtak le patkany és szarvasmarha hepatocitakban, ahol
feltehetdleg az IgG recirkulacidja zajlik (Blumberg et. al. 1995; Borvak et. al. 1998,
Kacskovics et. al. 2000), valamint a humén és szarvasmarha vese sejtekben is, ahol
feltételezhetd, hogy az FcRn a szérumbdl kis mennyiségben a primer sziirletbe keriild
IgG visszatartasaért felelds, illetve feltételezhetd, hogy az immunkomplexek

eliminalasaban is szerepet jatszik (Haymann et. al. 2000, Kacskovics et. al. 2006).

2.2.6. Az FcRn szerepe az adaptivimmunvalaszban

A hivatasos antigén prezentaldo sejtek (APC-k) folyamatos Orjaratot végezve
biztositjak szervezetiink folyamatos immunvédelmét. Ezek a sejtek a kdrnyezetiikben
1év6 kozeget folyamatosan ,,letapogatva” idegen mintazatot ismernek fel (antigén). Az
antigén fagocitozissal vald felvétele utdn lizoszomalis uton lebomlik majd az MHCII

molekulén keresztiil bemutatasra keriil a Th sejteknek.
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A hivatasos APC-k kifejezik az FcRn-t (Zhu et. al. 2001) és részt vesznek az IgG
homeosztazisdban. Azonban a 2000-es években egyre tobb tudomanyos cikk jelent meg,
melyben az FcRn-nek egyéb immunfolyamatokban betoltott szerepét is vizsgaltdk pl.
Yoshida ¢és mtsai altal végzett kisérletei, miszerint a bélben talalhatd epitélsejtekben
kifejez6dé FcRn, IgG molekulakat juttat a béltraktusba, ahol az antigénekkel kapcsolodod
IgG immunkomplexet az FcRn Gjra felveszi és a lumenbdl az interstitiumba tovabbitja a
bélhamsejteken keresztiil és igy az itt 1évé dendritikus sejtek szamara hozzaférhetové

teszi. A DC-k lizoszomalis uton bontjak az antigént majd prezentaljak a T sejtek szdmara

(Yoshida et. al. 2004).

Qiao és mtsai egér FcRn KO és vad tipusu egerek 1épébdl izolalt dendritikus
sejtekkel végzett kisérleteik szerint csokkent antigén specifikus T sejt proliferacid volt
kimutathaté az FcRn KO egerekbdl szdrmazd DC-k esetében a vad tipust kontrollhoz
képest- ha a mindkét allatbol szarmazdé DC-ket ovalbumin tartalmi immunkomplexszel
toltottek fel (OVA-IgG IC). A kisérletet végrehajtottdk olyan OVA-IgG IC-vel is,
melyben az IgG Fc részén kimutaltak az FcRn kotd helyet. Ez esetben az IC nem tudott
kotddni az FcRn-hez, igy csokkent T sejt proliferacié volt mérhetd akar a KO akar a vad

tipust allatokbol szarmazd DC-t toltottek fel a mutalt-IC-vel (Qiao et. al. 2008).

2011-ben egy masik munkacsoport in vitro és in vivo végzett T sejt proliferacios
kisérletei is bizonyitottdk, hogy az FcRn fokozza az MHC II-n torténd endoszoémalis
antigének bemutatasat (Xindong Liu. et. al. 2011). Egy masik munkacsoport kimutatta,
hogy a neutofil granulocitaban igen erds kolokalizaci6 figyelhetd meg a fagolizoszomaba
kertil6 IgG-vel opszonizalt baktérium és az FcRn kozott. Kisérleteiket olyan IgG-vel is
elvégezték, amelyek az FcRn-hez vald kotddésért felelés aminosavai mutaltak, ami
azonban nem zavarja az antigén-IgG immunkomplex Fcy receptor kotddését. Az ily
modon létrehozott IC-t kisebb mértékben vették fel a neutrofilek, ami alapjan arra
kovetkeztettek, hogy a hatékony fagocitdzis folyamatdhoz elengedhetetlen az FcRn (9.
abra) (Vidarsson et. al. 2006).
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9. 4abra: Az FcRn szerepet jatszik az IC fagocitézisaban (jobb oldalon nem mutalt IgG-vel
opszonizalt baktériumok hatékony fagocitézisa lathato, mig a bal oldali képen az FcRn
kotohely mutalt IgG-vel opszonizalt baktériumok a sejt felszinén talalhatoak: gatolt
fagocitozis) (Vidarsson, 2006)

10. abra: AzFcRn szerepe a fagocitézis folyamataban (Vidarsson, 2006)

Az FcRn fagocitdzisban betoltott szerepének leirdsara Vidarsson és mtsi az alabbi
hipotézist allitottak fel (10. dbra): 1. Opszonizalt antigén kotddése a fagocitald sejt FcyR
receptorahoz. A folyamatot az FcRn segiti. 2. Bonyolult szignalizacios utvonal elinditasa
(FcR-ITAM). 3. Az FcRn-t tartalmaz6 granulumok fizidja a fagoszomaba. Ezzel egy
idében proton-pumpat tartalmazé granulumok olvadnak a fagoszomaba melyek eldsegiti
a lizoszoma savanyodasat és létrejon az IgG-FcRn kapcsolat. 4. Fagolizoszoma képzddés:
melynek eredménye az opszonizalt antigén fagocitézisa majd lebontdsa és antigén

bemutatasa.
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2.2.7. Az FcRn immunfunkcidojanak tanulmanyozasa FcRn KO egerekben

Egy gén ¢és funkcidjanak tanulmanyozasara a leghatékonyabb modszer, ha gatoljuk az
expresszidjat. Az FcRn funkcionalis tanulméanyozasa sordn is ezt az elvet kovetve
gatoltdk a PB2m expresszidt, melynek koszonhetden funkcidoképes FcRn nem tudott
képzddni. A probléma ezzel a megkozelitéssel abban mutatkozott, hogy f2m hidnyaban
funkcioképes MHC I molekula sem jott 1étre, ezaltal a CD8+ T limfocitak felé torténd Ag
prezentdcidban zavar keletkezik, szdmuk drasztikusan csokken (Koller et. al. 1990;
Zijlstra et. al. 1990). Mindezzel egyiitt azonban kimutathatdé volt a sériilt maternalis
immuntranszport ¢s az IgG szint csokkenése is (Israel et. al. 1995, Ghetie et. al. 1996,
Junghans és Anderson, 1996).

Ezt kovette egy ujabb megkozelités, miszerint az FcRn a-ldncénak expressziojat
akadalyoztak meg FcRn génkiiitott (Knock Out — KO) egerekben. Ezek a vizsgalatok
Ujabb bizonyitékot szolgaltattak az FcRn IgG véd6 mechanizuméara és az
immuntranszportban betdltott szerepére (Chaudhury et. al. 2003; Qiao et. al. 2008;
Roopenian et. al. 2003). Ez a megkozelités azonban azt a problémat is felveti, hogy a

receptor génkilitése nem befolyasolja-e egyéb gének aktivaciojat/atirasat.

2.2.8. A bFcRn-t overexpresszalo transzgén egér

Egy 0jszerti megkozelitést jelentett Kacskovics és mtsi altal eldallitott szarvasmarha
FcRn-t (bovine FcRn- bFcRn) overexpresszald FVB/N, majd késdbb BALB/c hattéren
1évo egértorzsek 1étrehozasa. A mesterséges bakteridlis kromoszomat (bacterial artificial
chromosome -BAC) mikroinjetaldssal jutattak az egér megtermékenyitett petesejtjébe. Ez
a mesterséges kromoszoma a bFcRn a-lanc teljes genomi szekvenciajat tartalmazta. Ezzel
az eljarassal sikeriilt két transzgenikus (tg) egérvonalat eldallitani, melyek kopiaszamtol
fliggden, kiilonb6zd mértékben fejezik ki a bFcRn-t (emelett az egerek sajat mFcRn-t is
kifejezik). Ez a két vonal a #14 és #19 melyek 2 ¢és 4, illetve 5 és 10 kopiaban hordozzak
a bFcRn-t hemi-, ill homozigéta formdban. A bFcRn szovet- és sejtpecifikus

megjelenését gén- €s fehérje szinten is igazoltak (Bender et. al. 2007).

Az utobbi években Kacskovics és mtsai szdmos kisérlettel bizonyitottak, hogy a
bFcRn nemcsak expresszalodik, hanem funkcidképes fehérjét alkot az egér P2m-al.
Emellett leirtdk, hogy a bFcRn tg allatok hatékonyan védik meg nemcsak az egér IgG-t,
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hanem a human IgG-t is a lebomlastol, a két fehérje felezési ideje hosszabb a vad tipusu
kontrollhoz képest. Ugyancsak kimutattdk, hogy T-dependens immunvélasz
(ovalbuminnal torténd oltds) soran a bFcRn tg 4allatok nagyobb Iépmérettel,
1épsejtszammal és magasabb specifikus IgG, IgM ¢és total IgG titerrel rendelkeznek a
kontroll allatokhoz képest. A megndvekedett 1épsejtszamban a kiilonb6z6 sejtpopulaciok
aranyai jelentésen eltértek a vad-tipusu allatokhoz képest. Jelentésen megndvekedett a
granulocitdk, DC-k és antitestet termel0 plazmasejtek szama a teljes I1épsejtszamhoz

viszonyitva (11. abra) (Cervenak et. al. 2011).
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11. abra: bFcRn tg egér l1épsejtjeinek elemzése vt kontrollhoz viszonyitva (fehér oszlop jeloli a vt
kontrollt, mig a fekete a bFcRn tg allatot): A, 1ép méret és 1épsejtszam. B, izotipus valtason
atesett IgM- plazmasejtek szama. C, granulocita szam, D, dendritikus sejtszam az
immunizalas elétt is utan

Ezek az allatok hatékony IgG produkciot mutatnak gyengén immunogén peptidekkel
szemben. A HINI1 influenza virus hemaglutinin 2-es alegységérdl (HA2) leirtdk, hogy

gyenge immunogenitassal rendelkezik (Ekiert et. al. 2009). A HA2 peptidet egy
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hordozohoz konjugalva sikeriilt magas titerti antigén specifikus IgG és IgM titert mérni

(12. abra) (Vegh et. al. 2011).
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12. abra: A bFcRn tg egerek immunizaliasa gyengén immunogén influenza peptiddel: robosztus
kiilonbség mutatkozik az antigén specifikus IgG éa IgM titerben a vad tipusi kontrollhoz

képest (A, B)

A DbFcRn tg allatok vérébdl izolalt neutrofil granulocitakbol sikeriilt kimutatni a
bFcRn expresszidt, tovabba Vidarsson eredményeire tamaszkodva hatékony
fagocitdzist sikeriilt detektalni, mikor IgG-vel opszonizalt antigént fagocitaltattak a
sejtekkel (13. abra) (Cervenak et. al. 2011). Kimutattak tovabba, hogy immunizalast
kovetden, a megndvekedett 1épbdl izolalt 1épsejtekbdl hatékonyabban lehet hibridoma
mikrokultirat eléallitania kontroll allatokhoz képest (Schneider et. al. 2011).
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13. abra: Vérbél izolilt bFcRn tg neutrofil granulocitik
hatékonyabban veszik fel az IgG-vel opszonizalt antigént a vad tipusu kontroll allatokhoz képest.
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3. Célkitiizés

3.1. A nyul FcRn (rFcRn) kimutatasa szovetekben és immunsejtekben

Munkacsoportunk célul tizte ki, hogy karakterizalja a nyal FcRn-t. Mivel
ezeket az allatokat igen elterjedten hasznaljak a poliklondlis, s6t ujabban a
monoklonalis ellenanyag eléallitasban, igy egy olyan nyul torzs 1étrehozdsa mely
fokozott mértékben kifejezi az FcRn-t, és fokozott humoralis immunvalasszal
rendelkezik, iparilag is kiemelkedd jelentoséggel birhat.

A munkafolyamatot Dr. Bdsze Zsuzsanna munkacsoportjaval kozosen, a
Mez6gazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpontban végeztem. Célkitlizésiink a
nyulbdl izolalt peritonedlis makrofigokban ¢és a vérbdl kinyert neutrofil

granulocitdkban az rFcRn kimutatasa volt RT-PCR mddszerrel.

3.2. A bFcRn expresszié kimutatasa immunsejtekben
Lépbdl fluoreszcens sejtszortirozassal izolalt immunsejtekbdl (T, B, M®, DC,
Gr) és peritonedlis makrofdgokbol a bFcRn mRNS szintli kimutatasa RT-PCR

modszerrel.

3.3. A bFcRn overexpresszalo egerek immunvalaszanak vizsgalata

3.3.1. A fagocitozis hatékonysaganak vizsgalata peritonealis makrofagokon és
csontveldi eredetii dendritikus sejteken

Konfokalis mikroszképia €s FACS analizis segitségével funkcionalisan
tesztelni kivantuk a bFcRn tg egerekbdl szdrmazd APC-k fagocita funkciojat
ovalbumint tartalmazé IC (OVA-IgG) felhasznaldsaval. Az FcRn medidlta
folyamat kontrolljaként szolubilis ovalbumint alkalmaztunk, melyet az FcRn nem
képes megkotni. Azt kivantuk megvizsgalni, hogy az FcRn overexpresszidja

befolyasolja-e az immunkomplexek felvételének hatékonyséagat.
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3.3.2. Befolyasolja-e a bFcRn a peritonealis makrofagok és csontveloi

eredetil dendritikus sejtek sejtfelszini molekulait?

Kisérleteinket szérumbol tisztitott OV A-specifikus IgG-t tartalmazo IC-
vel (OVA-IgG) feltoltott peritonedlis makrofagokkal ill csontvelébol izolalt
dendritikus sejtekkel végeztiik. Az antigén felvételében szerepet jatszd Fcy
receptorok sejtfelszini megjelenését €s a hatékony antigénbemutatasban
elengedhetetlen kostimulator molekuldk (CD80, CD86), valamint az MHC 11
sejtfelszini expresszidjat kivantuk tanulmdnyozni vad tipust és bFcRn tg
egerekbdl szarmazd makrofagokon ¢és dendritikus sejteken, szolubilis

ovalbumin és OVA-IgG immunkomplexszel torténd kezelés hatasara.

3.3.3. Befolyasolja-e a bFcRn overexpresszio a dendritikus sejtek antigén

A T sejteket az OVA TCR transzgén egér Iépsejtjeibdl nyertiik. A vad
tipust és bFcRn tg egérbdl szarmazd dendritikus sejtek antigén bemutatd/ T
sejt proliferaciot kivaltdo képességét a T sejtekbe beépiil radioaktiv timidin

beépiilésével kovettiik nyomon.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A nyul FcRn a-lanc expresszio kimutatasa peritonealis makrofagbol

és vérbal izolalt neutrofil granulocitabol

A kisérlethez felhasznalt nyulak a Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpont
konvencionalis allathdzabol szarmaztak ¢és a kisérletek elvégzése is itt tortént az
allatvédelmi és etikai eldirasok betartasaval.

A peritonedlis makrofagok kinyeréséhez a nyulakat 3%-os Brewer- féle tioglikolattal
(Sigma Aldrich, Brewer thioglycollate medium, B2551) oltottuk intraperitoneélisan, majd
a 4. napon, a nyulak talaltatasat kovetéen PBS-vel kimostuk a hasiiregi makrofagokat. A
sejteket mostuk, majd ioncserélt vizzel lizaltuk a vorosvérsejteket. Ismételt mosas utan a

sejteket szétosztottuk FACS jeloléshez és RNS izolalashoz.

A granulocitdkat tulaltatott nyulak elvéreztetésébdl szarmazod vérbol izolaltuk
dextranoldatban torténd tilepitéssel.

25 ml Na-EDTA-val (Invitrogen) 1:1 ardnyban alvadasgatolt vérhez 25 ml 3%-os
dextran oldatot adtunk és 30 percig szobahdmérsékleten iilepitettiik. Ekkorra elvalt a
plazma és a vorosvérsejt és kozottiik éles hatarvonal lett megfigyelhet. Ovatosan
leszivtuk a plazmat, majd a sejteket 10 ml Ficoll-Hypaque (Sigma) oldatra rétegeztiik.
Ezt kovetden Ujra centrifugaltuk és Osszegylijtottiik a Ficoll réteg ala keriilé neutrofil
granulocitakat. A sejtszuszpenziora 0,2 %-os NaCl oldatot mértiink a vordsvérsejtek
liziseéhez, majd mostuk a sejteket és RNS-t izolaltunk beldliikk. A granulocita tisztasag
ellendrzésére nem volt mdédunk, mivel kereskedelmi forgalomban nem kaphatd anti-
rabbit Grl és a rendelkezésiinkre 4116 anti-mouse Grl nem volt alkalmas a detektalashoz.

(Current Protocols in Immunology, Volume 4, Unit 14.1.2. Basic Protocol 1)

4.1.1. A makrofag tisztasaganak ellendrzése aramlasi citofluorimetriaval

A sejteket szétosztottuk 5x10° db sejt/ FACS csére. Ezt kovetéen a sejteket mostuk,
majd a sejt pelletet Alexa Fluor 647-vel konjugalt anti-mouse CD11b-vel (eBioscience)

jeloltiik 4°C-on sotétben, 20 percen keresztiil. 1zotipus kontrollként a gyart6 altal ajanlott

28



reagenst hasznaltuk. A sejteket FACS késziiléken elemeztiik és az adatokat FCS Express
software-rel (De Novo Software, Los Angeles, CA) értékeltiik ki.

4.1.2. A nyul FcRn o-lanc kimutatas RT-PCR modszerrel

RNS izolalashoz 2x107 db sejtbdl indultunk ki és a Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen)
segitségével a gyartdé Utmutatasa alapjan RNS-t izolaltunk. A koncentraciot NanoDrop
segitségével ellendriztiik, mely atlagosan 1200 ng/pl volt. Ezt kdvetden dsszeallitottuk az
RT-PCR mix-et és az RNS-t cDNS-s¢ irtuk at. Majd a cDNS-b6l rFcRn a-lanc specifikus
primer parok (GSP1:5’-AAG CCC AGG CGT AGA AGG-3’ és R1BI: 5’-CTG AAC
GGT GAG GAC TTC AT-3") segitségével felsokszoroztuk a 380bp hosszusagu
génszakaszt. A PCR terméket DNS elektroforézissel futtattuk meg (1,5 % agaroz gél;
Sigma-Aldrich) és etidium bromiddal detektaltuk. Az azonositashoz pedig 100bp-os DNS
1étrat hasznaltunk (Fermentas Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder).

4.2. A bovin (b) FcRn expresszi0 kimutatas bFcRn transzgén egér

immunsejtjeiben

Az egér immunsejtek bFcRn expresszidjanak kimutatisahoz transzgén egér 1épsejt
szuszpenzidjat hasznaltunk, negativ kontrollként pedig vad tipusu egér Iépsejt

szuszpenziojat.

4.2.1. Sejt szortirozas

A kisérlethez 10 hetes BALB/c hatterli, a bFcRn-t 5 kopiaszdmban kifejezd tg
egereket haszndltunk. Az egér tulaltatasat kovetden eltavolitottuk a 1épét majd petri-
csészében sejt szuszpenziot készitettiink. Mosas €és a vorosvérsejtek eltavolitasa utan a
sejteket a szortirozasi tematikdnak megfelelden jeloltiik.

Szortirozasi tematika:

Makrofagok, dendritikus sejtek és neutrofil granulocitak elkiilonitése:

A sejteket A647-vel konjugalt anti-CD11b-vel (eBioscience) és PE-vel konjugalt
CDllc-vel (BD Pharmingen) jeloltiik majd FACSAria III Cell Sorter segitségével
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szortiroztuk a kettdsen pozitiv dendritikus sejteket (CD11c+CD11b+) ill az egyszeresen
pozitiv sejteket (CD11c-CD11b+). Az egyszeresen pozitiv sejteket PE-vel konjugalt anti-
Grl-vel tovabb jelolve valasztottuk szét makrofagokra (CDI11b+Grl-) ill neutrofil
granulocitakra (CD11b+Grl+). Minden sejttipusbol legalabb 10° db sejtet gytijtottiink ki.

A sejtek a szortirozas kozben Trizolba kertiltek.

T és B limfocitak elkiilonitése:

A tg egér Iépsejt szuszpenzidt FITC-vel jelolt anti-CD19 (eBioscience) ¢s PE-vel
konjugalt CD3-val (eBioscience) jeloltiik, majd a sorter segitségével szétvalogattuk a
CD3+ T limfocitakat, ill. a CD19+ B limfocitdkat. Mindegyik sejttipusbol 10° db sejtet
gyujtottiink. A sejtek szortirozas kozben Trizolba keriiltek.

4.2.2. A bFcRn detekcio egér immunsejtekben RT-PCR mddszerrel

RNS izolalashoz 1x10° db sejtbél indultunk ki és Trizol segitségével RNS-t
izolaltunk. A koncentraciét NanoDrop segitségével ellendriztiik.

Az RNS-t semi-nested PCR reakcio segitségével cDNS-sé irtuk at, majd a cDNS-bdl
reverz primer (R2 5>-GACTCGAGTCGACATCGA-3’) ¢és bFcRn specifikus forward
primer (B7: 5’-GGCGACGAGCACCACTAC-3") segitségével felsokszoroztuk a
detektalni kivant génszakaszt az elsd reakcioban. Expresszios kontrollként GAPDH-t
(GAPDH forward primer: 5’-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3’) és mFcRn-t
(M1L forward primer: 5’-GGATGTGGGAAAATCAGGTG-3’) hasznéltunk. A kapott
termékeket egy masodik reakcioban ujra felsokszoroztuk az elsd reakcidoban hasznalt
forward primerekkel. Reverz primerként a bFcRn specifikus B8-at (5°-
GATTCCCGGAGGTCWCACA-3’ ahol W vagy A vagy T) a GAPDH specifikus
GAPDHrev-et (5’-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3") és a mFcRn specifikus M1R-
et (5’-CGCTCCGGACAAGAGTTTAG-3") hasznaltuk.

A termékeket DNS elektroforézissel detektaltuk és az azonositdshoz 100bp-os DNS
1étrat hasznaltunk (a kisérletet Végh Attila végezte, ELTE-Immunologia Tanszék).
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4.3. A fagocitozis vizsgalathoz felhasznalt anyagok és modszerek

4.3.1. Egér peritonealis makrofag izolalasa

A kisérlethez felhasznalt kisérleti allatok 8-10 hetes BALB/c hattérii bFcRn tg egerek,
melyek 5 kopidban hordozzék a transzgént (Bender et. al. 2007). Kontrollként vad tipusu
BALB/c egereket hasznaltunk. A kisérleti allatokat az ELTE konvencionalis allathazaban
tartottuk az allatvédelmi és etikai eldirasok betartasaval.

Az egér peritonedlis makrofagok izoldlasa megegyez6 modon tortént a nyul

peritonealis makrofagokéhoz (1d. 4.1)

4.3.2. Egér csontveldi eredetii dendritikus sejtek differencialtatasa

A differencialtatashoz felhasznalt allatok 4-6 hetes BALB/c hattéren 1évé bFcRn tg
egerek ¢és kontrollként 4-6 hetes BALB/c egereket hasznaltunk.

A tilaltatott egerekbdl eltavolitjuk a femurt és a tibiat majd GKN oldattal kimossuk a
csontvel6t. A vorosvérsejtek lizise utan a sejteket mossuk, majd 2x10° db sejt/ml
koncentracioban RPMI II+ 10% FCS —t és merkapto-etanolt tartalmazé médiumba
rmGMCSF-et (Millipore) adunk és 6 lyuku tenyésztéedénybe helyezziik differencialtatni
CO; termosztatba (5% CO,, 37°C). Minden masnap leszivjuk a tapfolyadék 2/3-adat és
mossuk az eltavolitott sejteket. Majd friss médiumban vessziik fel a sejteket a teljes
térfogatnak megfeleld citokin mennyiség hozzaadasaval. A 7. nap éretlen dendritikus

sejtekként kezelve ellendrizziik a kultlra tisztasagat aramlasi citofluorimetriaval.

4.3.3. Aramlisi citofluorimetria és konfokalis 1ézerpasztizé mikroszkép technika

Az é4ramléasi citofluorimetrias méréseket Beckton Dickinson FACS Calibur
citofluoriméteren CellQuest Pro software (BD Bioscience, San Jose, CA) alkalmazéséaval
végeztiik. Ehhez a sejt pelletet fluorokroémmal konjugalt specifikus antitesttel jeldltiik
4°C-on sotétben 20 percen keresztil. Majd FACS pufferrel mostuk. Ezt kévetden a

méréshez FACS pufferben vettiik fel a sejteket és analizaltuk FACS késziiléken, majd az

31



adatokat FCS Express software-rel (De Novo Software, Los Angeles, CA) értékeltiik ki.
A kapott fluoreszcens intenzitdsokat atlagos fluoreszcenia intezitasban adtuk meg (RMF).

A konfokalis mikroszkopos méréseket Olympus Fluoview 500 CLSM (Hamburg
Germany) mikroszkoppal végeztiik Fluowiev500 software alkalmazéasaval. A mintak
elokészitése megegyezik az aramlasi citofluorimetria eldkészitésével. A képeket 60x
nagyitasu immerzios objektivvel, esetenként tovabbi digitlis nagyitassal készitettiik.

A dendritikus sejt karakterizalasdhoz az alabbi monoklonalis antitesteket hasznaltuk:

» PE-vel konjugalt anti-MHCII (I-A/I-E) (eBioscience),

» A647-vel konjugalt anti-CD11b (eBioscience),

» PE-konjugélt anti-CD11c (BD Pharmingen),

» FITC-konjugalt anti-CD14 (BD Pharmingen).

Az egér peritonealis makrofdg tisztasag ellendrzésére az alabbi antitesteket
hasznaltuk:

» A647-vel konjugalt anti-CD11b (eBioscience)

» PE-konjugalt anti-Gr1 (Ly6-G) (BD Pharmingen)

Az FcyR expresszid vizsgalathoz A647-vel konjugélt K.931 (Laszlo et. al. 1988)
hasznaltunk, mely mindharom FcyR-hez képes kotddni. Kontrollként A647-vel konjugalt
IgG3-at hasznaltunk, mely kis affinitassal kotddik az FcyR-hoz.

A kostimulator molekula expresszi6é viszgéalathoz: allofikocianinnal konjugalt anti-
CD80 ¢és anti-CD86 antitestet (eBioscience) és a T sejt tisztasdg ellendrzésére PE-vel
konjugalt anti-CD4 (eBioscience) antitestet hasznaltunk.

A specifikus antitesteket és a hozzajuk tartozo izotipus kontrollokat a gyartd altal

ajanlott koncentracioban alkalmaztuk.

4.4. Fagocitozis vizsgalat

A fagocit6zis teszthez vad tipusu (vt) €és bFcRn tg egerek peritonealis makrofagjait és
csontveldbdl differencialtatott dendritikus sejtjeit hasznaltuk. A sejtekhez adott A488-
jelolt immunkomplex (IC) segitségével tudtuk kovetni a fagocita funkciot aramlasi

citofluorimetriaval.
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Az immunkomplex (IC) A488-jeldlt ovalbuminbdl (OVA) (Img/ml) és tisztitott
anti-OVA IgG-bol, vagy anti-OVA IgG-t tartalmazo teljes szérumbol készitettiik.

Az anti-OVA IgG-t, OVA-val immunizdlt vt BALB/c egerek szérumabol
(Cervenak et. al. 2011) tisztitottuk proteinG oszlopon (Qiagen) a gyarto altal ajanlott
protokoll szerint. Majd steril PBS-ben bekoncentraltuk 1 mg/ml-es koncentraciora.
Fontos megjegyezni, hogy az igy tisztitott steril IgG nem csak OVA specifikus IgG-t

tartalmaz, hanem a kisérleti egér teljes IgG-je megtalalhatod benne.

4.4.1. Az antigén-IgG immunkomplex létrehozasa

Az IC-t mindig frissen, a kisérlet végrehajtasa eldtt készitettiik.

IC létrehozas anti-OVA IgG-t tartalmazo szérumbol: 1ul (1 mg/ml) Alexa 488-val
jelolt OVA-hoz 5 ul anti OVA IgG-t tartalmaz6 szérumot adtunk majd vortexelés utan 30
percig inkubaltuk 37°C-on (sotétben), hogy kialakuljon az IC (Cervenak et. al. 2011). Ezt
az IC-t 5x10° db sejthez adtuk, majd az idé fliggvényében néztiik a sejtek altali IC
felvételt.

IC létrehozas anti-OVA 1gG-t tartalmazo szérumbol tisztitott IgG-vel: 1 pl (1 mg/ml)
A488-val jelolt OVA-hoz 9 pl (1 mg/ml) anti-OVA IgG-t adtunk. Ezt vortexeljiik és 30
percre 37°C-ra helyezziik, hogy kialakuljon az IC. Ezt kovetden jégre és sotétre
helyezziik, majd felhasznalasig ott taroljuk. A kordbban bedllitott kisérletek alapjan
FACS csovenként hasznalt 5x10° db sejthez 10 pg IC-t adunk. Kontrollként 1 pl (1
mg/ml) A488-val jelolt OVA-t és 9ul PBS-t hasznaltunk és hasonléan 10 pl/FACS csd

mennyiségben adtuk a sejtekhez.

4.4.2. A fagocitozishoz hasznalt sejtek elokészitése

A periférids makrofagokat (M®) mindig frissen izolaljuk és a lehetd leghamarabb
elvégezziik a fagocitozis tesztet, ugyanis a M® fagocita funkcidja gyorsan romlik. A
makrofagok kinyerése és moséasa utan a sejteket 5x10° /ml koncentracioban felvessziik
RPMI [I+10% FCS+MeOH tapfolyadékban és 100ul/ FACS cs6 szétosztjuk a sejteket a

fagocitozis teszthez.
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A csontveldi eredetli dendritikus sejteket (BMDC) a differencialtatas 7. napjan
hasznaljuk a fagocitozis teszthez. Ekkor éretlen dendritikus sejtként (DC) kezeljiik dket,
melyek fagocita funkcidja joval nagyobb, mint az érett DC-ké.

A 6 lyuku tenyésztdé edénybdl dvatosan Osszegytjtjiik a sejteket majd mosas utan
tapfolyadékban felvéve 5x10°/ml sejt koncentraciot allitunk be. Majd 100ul/ FACS cs6

szétosztjuk.

4.4.3. Fagocitozis teszt

A FACS csovekbe szétosztott sejtekhez hozzaadtuk az eldkészitett IC-t és a szolubilis
ovalbumint, majd 30-60-90-120 percre CO, termosztatba (37°C) helyeztilk a mintakat.
Kontrollként 30 percig jégen tartott sejteket hasznaltunk, ahol a sejtfelszini kotddést

tudtuk vizsgalni, ugyanis 4°C-on fagocitozis nem torténik.

A fagocitdzis leallitdsa utan a sejteket azonnal jégre raktuk ¢€s 4°C-ra hiitott PBS-vel
mostuk. A fagocitdzis teszt soran a MO sejteket A647-vel konjugalt anti-CD11b-vel és
PE-konjugalt anti-Grl-vel jeloltik majd 3%-os paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk és
FLI-es csatornaban aramlasi citofluorimetriaval kovettik a jelolt IC felvételének
mértékét az id6 eldlre haladtaval. Ezt kovetOen, 0Osszehasonlitottuk a kiilonb6zo
idépontokban felvett IC mennyiségét a vt és tg allatokbdl szarmazd sejtekben. Az IC
intracellularis lokalizaciojat konfokalis mikroszkopiaval ellendriztiik, ugyanis a

tripankékkel elterjedt ,,quenching” technika Alexa festékek esetén nem alkalmazhato.

A BMDC-ket A647-vel konjugalt anti-CD11b-vel és PE-vel konjugélt anti-MHCII-
vel jeloltiik és hasonloan jartunk el a mérés soran a M® sejtekhez hasonldan. A kisérletek

harom egymastol fiiggetlen mérésben ismételve lettek.

4.5. T-sejt proliferacios teszt

A T-sejt proliferacios teszthez M®-okat ¢s BMDC-ket valamint DO11.10 OVA TCR
tg (Jacksons Laboratory) egérbdl szarmazod T sejteket hasznaltunk. A DO11.10 olyan

genetikailag modositott BALB/c hattéren 1évd egértorzs, melynek minden T limfocitdja
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OVA specifikus, igy az OVA-val feltoltott APC-k altal bemutatott OVA peptidet

s

timidin beépiilésével elemeztiik.

4.5.1. A bFcRn tg peritonealis makrofagok és csontveldi eredetii dendritikus

sejtek altal aktivalt T sejt proliferacio

A T-sejt proliferaciohoz az APC-ket a 4.4.2-es fejezet szerint készitettiik eld. Az IC
elkészités megegyezik a 4.4.1.-es fejezetben leirtakkal. A kisérlethez csak szérumbol

tisztitott IgG-vel hozunk létre IC-t.

A M®-kat és a BMDC-ket 96 lyuki plate-be helyeztiik 2x10°/lyuk sejtszamban és 10
pg/lyuk mennyiségben IC-t, ill szolubilis OVA-t fagocitaltattunk a sejtekkel 1 oran at
CO; termosztatban, 37°C-on. Ezt kdvetden kimostuk a fel nem vett IC-t és OVA-t, majd
a sejtekehez 100 pl/lyuk tapfolyadékot adtunk és tovabbi felhasznalasig CO;

termosztatba helyeztiik.

4.5.2. A DO11.10 egérbdl szarmazo T sejtek izolalasa

A kisérlethez legalabb 10 hetes DO11.10 egerek lépsejtjeit hasznaltuk melyekbdl
negativ szelekcioval magneses mikrogyongyok (Miltényi) segitségével nyertiik a CD4+

T-sejteket.

A kisérleti allatokat tulaltattuk, majd eltdvolitottuk az egerek I1épét ¢és
1épsejtszuszpenziot készitettiink. A mosasi 1épések és a vorosvérsejtek lizise utan anti-
CDS8 és anti-CD19 mikrogyongydk segitségével a gyartod altal eldirt protokoll szerint
tisztittottuk a CD4+ T limfocitdkat.

A tisztitott CD4+ T sejteket 4x10°ml sejtszamra allitottuk be tapfolyadék
segitségével, majd 100 pl/lyukanként hozzdmértiik a kezeletlen, IC-t ill. OV A-t fagocitalt
APC-kre. A proliferacié negativ kontrolljaként kezeletlen, mig pozitiv kontrolljaként
ConA-val (Concanavalin A, Sigma-Aldrich) (10 pg/ml) kezelt T-sejteket hasznaltunk.

Ezt a kultarat CO, termosztatba helyeztiik és folyamatosan figyelemmel kisértiik a
proliferacio megjelenését. Kb 24-32 ora elteltével mar erdteljes proliferacios csomok

alakultak ki. Ezért 24 6ra mulva hozzdadtuk a kulturdhoz tricidl-timidint, amelynek
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beépiilés mértéke egyenes aranyban van a proliferacid hatékonysagéaval. A radioaktiv
timidint 12 6éran keresztiil hagytuk a kultaran, majd -70°C-ra helyeztiik a sejteket és
mérésig ott taroltuk. A tricial-timidin beépiilését beiitészam (CPM) alapjan hataroztuk

meg. A kisérlet harom fliggetlen mérésben ismételve lett.

4.6. Az Fcy receptor, MHC 1I és a kostimulator molekulak expresszidjanak

osszehasonlitasa vt és bFcRn tg egerekbol szarmazo sejteken

A kisérlethez vt és tg BMDC-ket hasznaltunk a proliferacios tesztnél leirtak szerint
(4.5.1.-es fejezet). Mivel a proliferacios teszt 36 oran keresztiil zajlott, igy a BMDC
kostimuldtor molekula és MHC II expresszi6é valtozasat is 36 ora elteltével kovettiik
nyomon.

A BMDC-k kostimulator molekula expressziojat allofikocianinnal konjugalt anti-mouse
CD80 ¢és CD86 (eBioscience) antitestekkel ellendriztiik, mig az MHC 1II expressziot PE-
konjugalt anti-MHCII (I-A/I-E) (eBioscience) antitesttel.

Az Fcy receptor vizsgalatot 1 ora IC, ill szolubilis OVA fagocitozist kdvetden
aramlési citofluorimetridval vizsgaltuk. Az expresszios valtozast A647-konjugalt K.931-
vel detektaltuk, mely mindharom Fcy receptorhoz képes kapcsolodni. Kontrollként A647-
vel konjugalt IgG3-at hasznaltunk. A kisérletek hdrom egymastol fliggetlen mérésben

ismételve lettek.

4.7. Oldatok, sejttenyészté6 médiumok

PBS:
A fiziologias foszfat puffer (PBS) 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,4 g/l Na,HPO4.H,0 és 0,2 g/l
KH,PO4 pH 7,4 kémhatésu vizes oldat.

FACS PUFFER
1 % FCS és 0,1 % Na-azid tartalmu PBS
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GKN
A gliik6z-kalium-natrium puffer (GKN) 0,4 g/1 KCI, 8 g/l NaCl, 1,77 g/INa,HPO4.2H,O0,
0,69 g/l NaH,PO4.H,0, 2 g/l gliikoz ¢és 10 mg/l fenolvords vizesoldata.

RPMI-1640 + 10 % FCS + MeOH

Az RPMI téapfolyadék a RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich Company) a gyartod
utmutatasai alapjan kiegészitve 10 % FCS-sel és 50 puM 2-merkaptoetanollal, 2 g/l
NaHCO;, 110 mg/l natrium-piruvat, 292 mg/IL-glutamin, aminosavak, 0,1 g

sztreptomicin, 60 mg/1 penicillin és vitaminok €s esszencialis aminosavak hozzaadasaval.

TBE puffer
Tris-borat-EDTA puffer: 54g/l Tris, 27,5g/1 borsav 20 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0) vizes
oldata
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5. Eredmények

5.1. A nyul FcRn (rFcRn) o-lanc expresszioja nyul eredetii peritonealis
makrofagokban és neutrofil granulocitakban

A nyulak kiemelkedd jelentdséggel birnak a monoklonalis, illetve a poliklonalis
antitestgyartasban. Mivel a bFcRn transzgén egér nagy hatékonysaggal védi meg az IgG-t
a lebomlastol (Bender et al. 2007), ill. nagyobb szamu antigén-specifikus B-sejtet termel
(Cervenak et al. 2011), valamint nagyobb mértéki humoralis immun diverzitassal
rendelkezik (Vegh et. al. 2012) ezért a bFcRn transzgén egér kisérletek mellett,
munkacsoportunkban egyre nagyobb figyelmet kapott a nyul FcRn karakterizélasa,
valamint egy FcRn-t nagyobb mértékben kifejezd nyualvonal 1étrehozésa. A nyul FcRn
(rFcRn) karakterizalasa sordn kideriilt, hogy nemcsak hasonlé a szerkezete az eddig
megismert FcRn molekuldkhoz, de hasonld szdvetekben is expresszalodik (vese, maj,
tidd, placenta, nyirokcsom6, 1ép, agy, uterus. ovarium, placenta szikzacsko).
Funkcionalis analizise kapcsan kideriilt, hogy hasonléan a t6bbi FcRn-hez pH dependens
modon koti az IgG-t. A 1étrehozott bFcRn transzgén nyulak, hasonldan a tg egerekhez,
fokozott immunvalasszal rendelkeznek, fokozott az antigén specifikus IgG ellenanyagok
mennyisége ¢€és az antigénspecifikus ellenanyagot termelé B-sejtek szdma
immunizalasukat kovetden (Catunda Lemos et. al. 2012).

A sejtes elemek koziil a peritonedlis makrofag és vérbol izolalt neutrofil granulocitdk
képezték elsésorban vizsgalataim targyat. Az aldbbiakban ezeknek az eredményeit

targyalom.

5.1.1. Nyul peritonealis makrofag izolalasa és tisztasaganak ellenorzése

A nyulbol kinyert peritonealis makrofagok tisztasagat FACS elemzéssel ellendriztiik,
Alexa-647 anti mouse CD11b antitest felhasznalasaval. A kiértékelés soran elébb az €16
sejtpopuléacidra kapuztunk, majd meghataroztuk a CD11b+ sejtek ardnyat (14. abra).

A hasiiregbdl kimosott sejtek tobb mit 95%-a CD11b+ -nak bizonyult. CD11b-re

nézve pozitivak a neutrofil granulocitak is, azonban az anti-mouse Grl antitestiink nem
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mutatott keresztreakciot a nyul Grl-vel és a forgalomban sem taladlhatd olyan antitest,
mely a nyal Grl-et felismerné. Viszont a tioglikolattal torténd oltds elsésorban a
makrofagokat vonzza a hasiliregbe, igy az egér eredményeinkkel Gsszehasonlitva (1d.
késdbb) kijelenthetd, hogy a 95% feletti CD11b pozitiv sejtek elsdsorban peritonedlis
makrofagnak tekinthetdk.

Hasonl6 okok miatt a vérbdl izoldlt neutrofil granulocitdk tisztasdgat sem tudtuk

elemezni.

0,11%

CD11b

0,01%

T T
0 256 512 768 102¢

97,76%

10 10 10° 10 10
FL4-H

M CD11blIK — CD11b

14. abra: A nyil peritonealis makrofag preparatum tisztasaganak ellendrzése:
A: kapuzas az €16 sejtekre, B: CD11b/Grl dot plot az ¢éI6 sejtekbdl, C: CDI11b
hisztogram: sziirkével az izotipus kontroll lathato, mig feketével a specifikus jel.

5.1.2. A nyul FcRn detektalasa RT-PCR modszerrel

A hasiiregbdl kimosott peritonealis makrofagokbol és a vérbdl izolalt neutrofil

granulocitakbol RNS-t izolaltunk, majd RT-PCR segitségével cDNS-s¢ irtuk at. Ezt
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kovetden rFcRn specifikus primerek segitségével detektaltuk a 380 bp hosszusagu
amplikont (15. é&bra). Pozitiv kontrollként nyul 1épsejt szuszpenziobol, mig negativ
kontrollként egér 1épsejt szuszpenzidbol izolalt RNS-t, majd az ebbdl atirt cDNS-t
hasznaltuk. Markerként 100 bp-os DNS Iétrat hasznaltunk. Lathato, hogy mind a
peritonealis makrofagbdl mind a vérbdl izolalt neutrofil granulocitabol sikeriilt kimutatni

a rFcRn expressziot.

15. abra: Nyul FcRn o lancianak detektalasa nyil peritonealis makrofagokbdl és vérbél izolalt
neutrofil granulocitakbél: (az atirt amplikon mérete 380 bp hosszusagl) (Gr-neutrofil

granulocita, M®-peritoneélis makrofag)

5.2. A bFcRn kimutatasa egér immunsejtekben
5.2.1. Egér immunsejtek izolalasa PCR analizis céljara

A vizsgalni kivant cellularis immunrendszer folyamataiban résztvevd sejtek
funkciondlis analizise eldtt szerettiink volna meggy6zddni arrdl, hogy az extra kdpidban
bFcRn-t hordoz6 egerek kifejezik-e sejtspecifikusan is a bFcRn-t. Ehhez FACSATrialll
Cell Sorter berendezés segitségével 1épsejt szuszpenziobol immunsejteket valogattunk
szét: T sejtet, B sejtet, dendritikus sejtet, makrofagot és granulocitat. Majd a sejtekbol
RNS-t izoldltunk. Hasonloan jartunk el a peritonedlis makrofagok esetében is.
Szortirozasra ez esetben azért volt sziikség, hogy a tioglikolat oltds utan a peritoneumbol
kimosott minimalis mennyiségli neutrofil granulocita ne zavarhassa a makrofagokbol

torténo bFcRn detektalast.
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5.2.2. A bFCRn detektalasa immunsejtekb6l RT-PCR-el

A sejtekbdl kinyert RNS-t ¢cDNS-¢ irtuk at, majd kétlépéses PCR-t alkalmazva
specifikus bFcRn primerek segitségével detektalni tudtuk a 366 bp hosszisagh
amplikont. A reakci6é pozitiv kontrolljaként bFcRn tg egér lépsejt szuszpenzidt, mig

negativ kontrollként wt egér 1épsejt szuszpenzidt hasznaltunk.

Expresszios kontrollként egér FcRn-t (mFcRn) (339 bp hosszsaghi amplikon) és egér
GAPDH-t (mGAPDH) (495 bp hossziisagu amplikon) hasznaltunk. Az egyes amplikonok

méretét 100 bp-os DNS Iétra parhuzamos futtatasaval ellendriztiik (16. dbra).

B T N DC SM PM wt Tg blank

bFcRn

mFcRn

mGAPDH

16. abra: bFcRn kimutatas egér 1épsejtekbol és peritoneumbdl izolalt makrofagokbol
(az attirt amplikon mérete: bFcRn 366bp, mFcRn 339bp, mGAPDH 495bp)
(B: B limfocita, T: T limfocita, N: neutrofil granulocita, DC: dendritikus sejt, SM-
1ép makrofag, PM-peritonealis makrofag, wt- vad tipusu egér 1épsejtszuszpenzio,
Tg: tg egér 1épsejtszuszpenziod, blank: viz)

41



5.3. A bFcRn transzgén egerekbdl szarmazo peritonealis makrofagok és
csontveloi dendritikus sejtek fagocitozisa fokozott mértékii a kontroll
egerekbdl szarmazo sejtekhez viszonyitva

5.3.1. A peritonealis makrofagok ovalbumint ¢és OVA-specifikus IgG-t
tartalmazo immunkomplex fagocitozisa

Els6 korben a bFcRn tg egerekbdl szarmazd M®-k fagocitald képességét vizsgaltuk
OVA-OVA-specifikus IgG-t tartalmazd szérummal 1étrehozott IC-vel, majd szérumbol
tisztitott OV A-specifikus IgG-t tartalmazé OVA-IgG IC-vel.

5.3.1.1. Fagocitozis teszt ovalbumint és OVA-specifikus IgG-t tartalmazé
szérummal létrehozott immunkomplexszel

Elsé Iépésként egy, a munkacsoportban mar kordbban hasznalt protokollal
szerettiik volna megvizsgalni, hogy a bFcRn transzgén egerek hasiiregébdl nyert
peritonealis makrofagok, a neutrofil granulocitdkhoz hasonléan (Cervenak et. al. 2011)
rendelkeznek-e fokozott fagocita funkcioval. Ehhez A488-val jelolt ovalbumin és OVA-
specifikus IgG-t tartalmazd szérum segitségével immunkomplexet hoztunk létre, majd a
peritonealis M®-hoz adva 30-60-90-120 perc inkubéciot kovetden, aramlasi citométer

segitségével ellendriztiik a felvett IC mennyiségét.

Az egerekbdl kinyert peritonedlis M®-ok tisztasagdt FACS analizissel
ellendriztiik A647 konjugélt anti-mouse CD11b antitest és PE konjugalt anti mouse Grl
segitségével. A kiértékelés sordn eldbb kapuztunk az €16 sejtpopulaciora, majd ezen beliil
megnéztik a CD11b pozitiv sejtek %-os aranyat. A hasiiregbdl kimosott sejtek 95%
feletti pozitivitast mutattak CD11b-re ¢és elhanyagolhatd mennyiségli granulocitat

tartalmaztak (17. dbra).

A FACS elemzés soran elkiilonitettiik a sejtfelszini marker alapjan a makrofagokat.
Mivel elhanyagolhatdé mennyiségli granulocita volt mérhetd (18.A abra) ezért a B. dbran
lathato CD11b/IC dot plot is értelmezhetd, amivel jol tudtuk kovetni a makrofagok
immunkomplex (IC) felvételét. A 18.C dbran a CD11b+Grl1- sejtek IC felvétele lathato.
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17. abra: Peritonealis makrofagok tisztasaganak ellenérzése:
A: ¢l0 sejtpopulaciora kapuzas; sejttormelék negativ kapuzasa; B: €16
sejtek CD11b pozitiv aranyanak ellendrzése
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18. abra: A peritonealis sejtek tisztasaga és IC felvételének abrazolasa:
A: makrofag tisztasag ellen6rzése CD11b és Grl antitestekkel. B: CDI11b+

sejtek IC felvétele

dot

ploton

abrazolva.

C: CDI11b+/Grl- sejtek

immunkomplex felvétele hisztogrammon abrazolva
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19. abra: A peritonealis M®-ok IC felvételének idékinetikaja

Az alkalmazott abrazoldsmddnak koszonhetéen latvdnyosan megmutatkozott a

peritonealis M®-k hatékony IC felvétele az i1d6 eldrehaladtaval. A 19. abran ezt

44



demonstralvan mutatunk be négy id6pontot, ahol 30-60-90-120 perc inkubalédsi id6

elteltével vizsgaltuk egy vad tipust egérbdl szarmazo peritonealis M® IC-t fagocitalo

képességét.

A 19. dbra demonstrativ jellegli, minden esetben hasonlé mddon vizsgaltuk a felvett

IC mennyiségét és hasonld eredményt kaptunk.

Mind a vad mind pedig a bFcRn tg egerekbdl nyert adatokat ennek megfelelden
értekeltiik, majd a két egérbdl szarmazd értékeket Osszevetettik €s megallapitottuk a

bFcRn tg egérbdl szarmazo periM®-ok fagocita funkcidjanak hatékonysagat (20. abra).
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20. abra: A tg és vt makrofagok IC felvételének 6sszehasonlitisa
Mind a hat abran jol elkiilonithetd két cstics. Az els csucs a negativ fluoreszcencia
intenzitasu sejteket, vagyis a nem fagocitald6 makrofagokat mutatja, mig a masodik
cstics a fagocitalo sejteket. Az 1d6 elteltével egyre tobb tg makrofag fagocital (nd a
masodik csics) és ezek nagyobb mennyiségben vesznek fel immunkomplexet
(masodik csucs jobbra tolodasa) a vt makrofagokhoz képest.

Az 20. 4bra alapjan megallapithatd, hogy bFcRn tg egerekbdl szarmazd peritonedlis
M®-ok az id6 eldrehaladtaval egyre nagyobb mértékben képesek az IC felvételére.
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Nemcsak tobb sejt vesz fel IC-t (n0 a gorbe alatti teriilet) hanem az egy sejtben 1évo IC

mennyisége is tobb (n6 a fluoreszencia intenzitasa) a vad tipusu kontrollhoz képet.

Ezeket az adatokat szamszerusitve a 21 és 22. abra szemlélteti.

Fagocitald sejtek szama %-ban
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21. abra: A tg és vt egérbol szarmazo fagocitalo makrofagok szimanak %-os abrazolasa az
iddé fiiggvényében: a fagocitozis kinetikdja hasonlé, azonban nagyobb szamu tg makrofag
fagocital. A diagramm harom parhuzamos minta atlagat mutatja + SD (*, P < 0.05; **, P < 0.01:

#% P < (.001)

%
* ¥
* % —a—wt

+tg

22. abra: A tg és vt egérbol szarmazoé makrofagok immunkomplex felvétele
A tg allatokbol szarmazé makrofagok hatékonyabb fagocitézisa allapithaté meg. A
legnagyobb valtozas a 30. és 60. perc kozott tapasztalhato. A diagramm harom
parhuzamos minta atlagat mutatja + SD (¥, P < 0.05; ** P <0.01; *** P <(0.001)
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A 20. abran bemutatott eredményeket tablazatban Osszefoglalva (3-3 éllat alapjan)
elmondhat6, hogy a tg ¢és vt egérbdl szdrmazd makrofagok hasonld sebességgel
fagocitalnak (21. abra), azonban tg allatok esetén tobb makrofag vesz részt a

folyamatban.

Az atlagos fluoreszencia intenzitds (RMF) megadja szdmunkra, hogy atlagosan
mennyi IC-t vett fel egy sejt (22. adbra). A tg egerekbdl szarmaz6 makrofagok az i1d6
elteltével tobb IC-t fagocitalnak. A legnagyobb fagocitédzisbeli kiillonbség 30, ill. 60 perc
37°C-on kovetkezik be. A folyamat elején nincs jelentds kiilonség a fagocitalt IC

mennyiségében a tg €s vt allatokbdl szarmazo sejtek esetén.

A FACS analizis soran mért fluoreszcens jel 6nmagéaban nem informativ arra nézve,
hogy a mért jel a sejt belsejébdl, vagy a felszinérdl szarmazik-e. Erre dolgoztak ki az un.
»quenching” technikat, melynek soran tripankék segitségével teljesen ki lehet oltania sejt
felszinérdl szdrmazo jeleket, igy a mért fluoreszcens jel csak a sejt belsejébdl szarmazhat.
Ez a modszer azonban nem alkalmazhatd Alexa festékek esetén, ezért minden idépontban
a sejtekrdl konfokdlis lézerpasztazd mikroszkopiaval felvételt készitettiink, hogy el
tudjuk donteni, hogy a FACS analizissel mért fluoreszencia értékek a sejt kiilsd
felszinérdl vagy belsejébdl szarmaznak-e (23. abra). Jol lathato a 23.C és D abran, hogy
az IC a sejt belsejében helyezkedik el 30 percnél, ill. 120 percnél is (23. E és F dbra) és ez
altalanosan elmondhatd a tobbi mérési idOpontban mért eredményre. A 30 percet jégen
toltd kontroll mintandl azonban csak sejtfelszini kotddést latunk (23.A 4bra). Ez a
fagocitozis kontrollja, hiszen a jégen csak az Fcy receptorokon 4t torténd sejtfelszini
kotddést lehet detektalni. Ez a sejtfelszini k6tddés minden idOpillanatban megtalalhato,
igy a kontroll mintdhoz képest mért jelintenzitas novekedés fogadhatdo csak el
fagocitozisnak. Az abrak tg tipust egér peritonealis M®-rol késziilt, de hasonlot

tapasztaltunk vt peritonealis M®-ok esetén is

A 23. B.D.F abran nyomon kovethetd, ahogy a peritonealis M®-ok egyre tobb IC-t
fagocitadlnak, mignem elérnek egy pontot, ami utdn mar nem képesek tobb IC

fagocitalasra.
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23. abra: A peritonealis M®-ok IC fagocitézia konfokalis mikroszkoppal:
Az A és B éabra: 30 perc jégen, C és D abra 30 perc 37°C-on, E és F abra 120 perc
37°C-on. Az A, C ¢és E abrak 512x512-es nagyitasban, mig a B, D és F abrak
digitalis zoom-val késziiltek. Pirossal a CD11b sejtfelszini jelolés lathato, mig
z6lddel az immunkomplex.

Osszefoglalva elmondhato, hogy a bFcRn tg 4llatokbol szarmazé peritonealis Md-ok

fokozott fagocita funkcidval rendelkeznek a kontroll allatokhoz képest. Azonban a
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vizsgélataink soran feltételeztiik, hogy a fagocitézis az FcyR-okon torténd sejtfelszini
kotédés utan kapcesolddik az FcRn-hez. Viszont nem szabad megfeledkezni arrél, hogy a
vizsgalathoz hasznalt IC teljes szérumbol késziilt, ami a komplement komponensek miatt,
ill. egyéb szérumban 1évo fehérjék miatt zavarhatjak a méréseinket. Ennek kikiiszobolése
feltétlen sziikséges volt. Ahhoz, hogy ki lehessen jelenteni, hogy az eldbbiekben
bemutatott kiilonbség a bFcRn overexpresszidjanak koszonhetd, vizsgélatainkat
héinaktivalt szérumbol tisztitott IgG-vel 1étrehozott immunkomplexszel is sziikséges volt

megismételni.

5.3.1.2. Fagocitozis teszt szérumbdl tisztitott OVA specifikus IgG-t tartalmazé
immunkomplexszel

Az IgG tartalmu IC-hez a szérumban 1évé C3 komplementkomponens kotddni képes.
Az antigén-antitestet és C3 fragmentumot tartalmazo IC-t a makrofagok és dendritikus
sejtek CR3 ¢és CR1 receptoraik segitségével hatékonyan fagocitaljak. Ahhoz, hogy a
komplement komponensek indukalta fagocitozist elkeriiljiik, hdinaktivalt szérumbol
tisztitott IgG-t tartalmazé IC-t hasznaltunk. A hdinaktivalast az indokolta, hogy a
komplement komponensek mar a szérumban hozza tudnak kétédni a szamunkra fontos
IgG molekulakhoz, viszont a hdinaktivalas inaktivalja ezeket a fehérjéket. Tovabbi
bizonyitékként, hogy valoban az IgG —vel kapcsolodni tudd FcRn jatszik szerepet a
folyamatban, kontrollként szolubilis OV A-t fagocitaltattunk a sejtekkel.

A vad tipust és bFcRn tg egereket a fent leirtakkal megegyezOen, tioglikolattal
torténd oltast kovetden, a 4. nap dolgoztuk fel. A hasiiregbdl nyert sejtekkel
fluoreszceinnel jelolt ovalbumint és hdinaktivalt OVA-specifikus IgG-t tartalmazo
szérumbol nyert IgG-bodl létrehozott OVA-IgG IC-t, ill szolubilis jelolt ovalbumint
fagocitaltattunk 30, 60, 90 ill 120 percen keresztiil. A felvett IC mennyiségét
citofluoriméterrel kovettiik nyomon a fluoreszceinnel jeldlt IC sejtben torténd intenzitas
novekedés alapjan. A peritonedlis M®-ok tisztasdganak meghatarozasa ¢s az IC felvétel
nyomon kovetése megegyezik az el6z6 fejezetben bemutatottakkal.

Az el6z0 kisérlethez hasonldan, a peritoneumbdl szarmazo sejtek tilnyomo tobbsége
(95-99%-a) CDI11b+/Grl- sejtnek bizonyult. Konfokdlis mikroszkopia segitségével
megallapitottuk, hogy a kapott IC jelintenzitis a sejt belsejéb6l szarmazik. Igy a
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tovabbiakban bemutatott eredmények peritonealis M®-ok IC fagocitald képességét

mutatjak.

Eredményeink szerint a bFcRn tg egerek makrofagjai (24. abra) hatékonyabb
fagocitotikus tulajdonsaggal rendelkeznek a vt allatokbdl szarmazé sejtekhez képest, ha
az antigént immunkomplex formdjaban adtuk a sejtekhez. Megéllapitottuk azt is, hogy a
szolubilis antigén felvétele a tg és a vt allatokbdl szarmazo sejtek esetében is
elhanyagolhato, ill. a két allatbol szadrmazd sejtek kozott, ebbdl a szempontbol,
szamottevo kiilonbséget nem tapasztaltunk. Kijelenthetd tehat, hogy a bFcRn tg sejtekben

mért megndvekedett fagocitdzis az FcRn overexpresszidjanak koszonheto.
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24. abra: A bFcRn tg és vt egerekbdl szarmazé peritonealis makrofagok fagocitalé
képességének vizsgalata szérumbodl tisztitott IgG-bol 1étrehozott IC-vel
Az abra harom parhuzamos mérési eredmény atlagat mutatja + SD (*, P <
0.05; **, P <0.01; *** P <0.001),

Az IC sejten beliili elhelyezkedését, a korabbi meéréseinkhez hasonldéan konfokalis
mikroszkopiaval ellendriztiik. A 25. abra a 30 perces iddpillanatot mutatja be. Lathato,
hogy az IC a sejtek belsejében helyezkedik el és minden iddpillanatban hasonlot

tapasztaltunk.
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25. abra: Az IC intracellularis elhelyezkedésének ellenérzése konfokalis mikroszképiaval 30.
percnél tg és vt allatokbdl szarmazé peritonealis M®-on (pirossal a CD11b mig z6lddel
az IC lathato)

5.3.2. A dendritikus sejtek ovalbumint és OVA-specifikus IgG-t tartalmazé
immunkomplex fagocitézisa

A DbFcRn-t overexpresszald makrofagok fokozott fagocita funkcidja arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a sejtek a felvett antigént gyorsabban/hatékonyabban mutatjak
be az adaptiv immunvélasz kdvetkezd 1épcsdjében szerepld T helper sejteknek. Az
immunrendszer leghatékonyabb APC-i a dendritikus sejtek, igy elengedhetetlen, hogy
hogy az antigén prezentacids vizsgalatok eldtt ellendrizziik, hogy a bFcRn tg allatok
csonvelejébdl differencialtatott DC-k is rendelkeznek-e hasonldan fokozott fagocitdtikus
tulajdonsaggal, mint a bFcRn-t overexpresszald peritonealis M® -ok.

A kisérlethez vt és bFcRn tg allatok csontvel6i Ossejtjeit 7 nap alatt éretlen
dendritikus sejtekké differencidltattuk. A kultara tisztsagat CD11c, CD11b, Grl, CD14,
MHCII markerek segitségével citofluoriméter segitségével ellendriztikk (25. &bra).
Mintéinkban a legtipikusabb DC marker, a CD11c, mutatta a legnagyobb szorast ezért az
IC kovetéséhez a kapuzast a CD11b+/MHCII+ sejtekre végeztiik el.

Az 26. abra egy reprezentativ vad tipusu egérbdl differencidltatott DC kultura
citofluoriméter analizisét mutatja. Hasonl6 értékeket kaptunk az egy iddben végzett tg
egér csontveldi Ossejtjeibdl végzett differencialtatas soran is. A kiilonbozé idépontokban
felhasznalt DC kulturak értékei eltértek egymastol, azonban granulocita (Grl+ sejtek) €s

monocita (CD14+ sejtek) nem-vagy csak minimalis mennyiségben volt mérheté a
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kulturaban. Atlagosan az alabbi eloszlast tapasztaltuk: 96-99%- CD11b+, 50-80% CD11c
+, 80-95% MHCII +, 5-6% CD14+, 5-10% Grl+.

A differencialtatas soran nyert éretlen DC-ket a mar a peritonealis M®-nal ismertetett
modon tisztitott [gG-t €s jelzett OVA-t tartalmazo IC-el fagocitaltattuk, majd a felvett IC-
t a korabbiakban leirtakhoz hasonloan, kiilonb6z6 idopontokban elemeztiik; kontrollként
szolubilis OVA-t hasznaltunk.

COc —Gr1
| W CD11clK (W GrilK
150

1 3 4 P
10 10 10° 10 10 s 10" 102 10 10*

CD14 MHCII
26. abra: Csontvelébdl differencialtatott vt DC kultira tisztasaganak ellendrzése: DC marker:
CD11b, CD11c, MHCII, Granulocita marker: CD11b, Grl, Makrofiag marker: CD14, CD11b
Eredmeényeinket a 27. abra foglalja 6ssze. Megfigyelheto a bFcRn-t overexpresszalo
DC-k nagymértékii fagocita funkcioja, sot a 60. és 120. perc kozott kiugroan
megndvekszik a vad tipusu kontrollhoz képest. A szolubilis OVA-t sem a vt, sem a
bFcRn tg egérbol szarmazo sejtek nem vették fel szamottevo mennyiségben, ill. a felvett
OVA mennyiségében nem volt mérhetd kiilonbség a vt és tg allatokbol szarmazo DC-k
kozott. A peritonealis Md-okhoz hasonloan, konfokalis mikroszkopiaval torténd

elemzésiink az IC-k intracellularis elhelyezkedését mutatta.
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27. abra: A tg és wt egerekbdl sziarmazé dendritikus sejtek fagocita
képességének vizsgalata. Az abra harom parhuzamos minta atlagat mutatja + SD
(*, P <0.05; **, P <0.01; *** P <0.001).

A kiértékelés soran megfigyelhetd volt az a jelenség, hogy a CD11b+MHCII+ sejtek
magas, ill. kozepes MHCII expressziot mutatnak (28.A abra). Az MHCII-t magasan
expresszald, vagyis MHCII™®" DC sejtpolulaciot érett DC-nek nevezziik, és ezek alig,
vagy csak csekély mértékben tudtak fagocitalni (28.B abra). Ennek a sejtpopulécionak a
feladata a hatékony antigén bemutatds, azonban fagocita funkcidjat az érés soran

elvesztette (Dudziak et. al. 2007).

10*3
1 12.54% 42,18%
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MHCII-FPE
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b

28. 4bra: Az MHC I1"™¢" (érett) és MHC I1™%"™ (éretlen) DC-k IC fagocitézisa:
A: MHC II+CD11b+ sejtek megoszlasa, B: az éretlen DC-k hatékonyan
veszik fel a fluoreszcensen jeldlt IC-t, mig az érett DC-k nem képesek az
IC fagocitalasara

53



Mig az éretlen DC-k, melyek az MHC II-t kdzepesen expresszaljak (MHC Imedv™)
hatékony IC felvételt mutattak. Ezeknek a sejteknek a feladata a folyamatos Orjarat, és a
fagocitalas, mikozben érett DC-vé valnak - fenotipus valtozason mennek at- és hatékony

antigen prezental6 sejtekké érnek (Steinman et. al 2012) .

10.0um

29. abra: Az IC fagocitézis ellenérzése konfokalis mikroszképiaval 60. percnél bFcRn tg és vt
allatokbol szarmazé BMDC-ken (pirossal MHC II, mig z61lddel az IC lathato)

Az intracellularis lokalizaciot konfokalis mikroszkopia segitségével ellendriztik. A
29. ébra a 60 perces inkubalast kovetden mutatja be a sejtek altal fagocitalt IC
mennyiségét. Lathatd, hogy az IC a sejtek belsejében helyezkedik el; ehhez hasonld

lokaliz4ciot tudtunk megfigyelni a tobbi idépontban is.

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a bFcRn tg egerek BMDC-i és peritonealis
M®-jai nagyobb mértékii IC felvételére képesek, azaz fokozott fagocitdzis hatékonysagu,
mint a kontroll allatokbol szarmazo sejtek. Ez azt is jelentheti, hogy amennyiben ezek az
immunkomplexek a lizoszoméba keriilnek, nagyobb mértékii lesz az antigénbdl szarmazo
peptidek MHC II-n keresztiil torténd prezentacidja, ill. ez maga utan vonhatja a T helper
proliferacios tesztet, peritonedlis M® és BMDC, ill. antigen specifikus T helper sejtek

felhasznalasaval.
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5.4. A T sejt proliferacio elemzése bFcRn transzgén egerekbél szarmazo

professzionalis antigén prezentalo sejtek hatasara

A kozelmultban igazoltak, hogy az FcRn képes az IC-ket a lizoszomakba iranyitani a
dendritikus sejtekben, és ezaltal fokozza az antigén prezentaciot (Mi et al., 2008, Qiao et
al., 2008; Baker et al. 2011). Kisérleteik soran FcRn KO egerekbdl szarmazé DC-vel
dolgoztak, ahol a DC-k csokkent antigénbemutatd képességét allapitottdk meg a kontroll
allatokhoz viszonyitva. Vizsgalataink soran kérdésként vetettilk fel, hogy a fokozott
fagocitozis mellett a bFcRn overexpresszido fokozza-e a bFcRn tg egerekben az antigén
specifikus T helper sejt proliferaciot. Ennek vizsgélatara vt és tg egerek hasiiregébdl
kimosott peritonedlis makrofagokat és csontvelobdl differenciltatott dendritikus sejteket
hasznaltunk. A sejtekkel szérumbol tisztitott [gG-vel l1étrehozott IC-t fagocitaltattunk, majd
antigénspecifikus T helper sejtek proliferacigjan keresztiil (DO11.10 OVA TCR TG egér)

vizsgaltuk az APC-k antigénbemutato6 tulajdonsagat.

5.4.1. A T-sejt proliferacio indukcioja makrofaggal

A kisérleti rendszer alapjai a fagocitdzisban elért eredmények, igy célszerti volt a mar

meglévo beallitasokra épitkezni.

A peritonealis M®-okat az egerek hastliregébdl tioglikolat oltast kovetd 4. nap utan
nyertilk ki. Ezt kovetden végrehajtottuk a fagocitozist a fent leirt modon, azzal a
kiilonbséggel, hogy a sejtek fagocitdzisa ebben az esetben egy 96 lyuku plate-ben zajlott.
Mar egy ora elteltével kiilonbség mutatkozik a bFcRn tg és vt makrofagok
fagocitozisaban, ezért egy oOra elteltével a nem fagocitadlt OVA-IgG IC-t kimostuk a
rendszerbdl, hogy a sejtek tultelitését elkertiljiik.

Egy ora elteltével OVA specifikus T helper sejteket adtunk az IC-vel ,feltoltott”
makrofagokhoz, melyeknek tisztasaga 97 % felettinek bizonyult (30. &bra):
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30. abra: Az OVA TCR tg egér 1épébdl tisztitott T helper sejtek tisztasaganak ellenorzése
FACS-analizissel: Az ,,A” abran lathatd a teljes lépszuszpenzi6 CD4+ és CD8+
sejtjeinek eloszlasa, mig a ,,B” abran a T helper sejtek tisztasaganak ellendrzése az
elvalasztas utan. Sziirkével izotipus kontroll 1athatd, mig a feketével a specifikus jel.

crer

kovettiik nyomon 48 ora elteltével. A T helper sejtek proliferacidjanak mértéke jol
korrellal az APC-k antigén bemutatasaval, mivel a T helper sejtek osztddasuk soran egyre

t5bb *H-timidint épitenek be, ami a sejtek radiaktivitasabol meghatarozhato.
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31. abra: T sejt proliferacié mérése *H-timidin beépiiléssel
(APC: peritonealis M®, T sejt: OVA TCR tg egérbdl szarmazo OVA
specifikus T sejt, ConA: pozitiv kontroll). A diagramm harom
pérhuzamos minta atlagat mutatja + SD

Az 31. ébran lathat6, hogy mind a vt mind tg egérbdl szarmazo peritonealis MO-
ok képesek voltak T helper sejtproliferacié indukélasara. A proliferacié hatékonyabb, ha
az antigént IC form4jaban vették fel. Azonban nem tudtunk kiilonbséget detektalni a vt és
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tg allatokbol szarmazo peritonealis M®-ok antigén bemutato képességeében. Ez a kisérlet
eredmény ellentmond egy, a sajat kisérletiinkkel egyidoben publikalt tanulmanynak,
amelyben kimutattak az FcRn szerepét a makrofagok antigénprezentaciojaban (Liu, et. al.
2011). Feltételezziikk, hogy az eltérést a kisérleti bedllitasok kiilonbsége okozhatja,

amelyet tovabbi vizsgalatokkal indokolt tisztazni.

5.4.2. A T-sejt proliferacio indukcioja dendritikus sejtekkel

Vizsgélataink soran bFcRn tg, ill. vt egerek csontvelobol, GMCSF és IL4
citokinekkel differencialtatott, és az érlelés 7. napjan citofluoriméterrel karakterizalt,
dendritikus sejtjeit hasznaltuk. A kisérlet soran OVA-IgG IC-t fagocitaltattunk
(kontrollként szolubilis ovalbumint), majd DO11.10 OVA TCR TG egérbol izolalt, OVA
specifikus T helper sejtek proliferaciojan keresztil wvizsgaltuk az BMDC sejtek
antigénbemutato tulajdonsagat. A T helper sejtek proliferaciojat *H-timidin beépiilésével,

radiometrias modszerrel kovettiikk nyomon.

EE vt DC+ T sejt
100000 - A Bl bFcRntg DC + T sejt
[ Tsejt+ ConA

32. abra: A DC-k T helper sejt proliferacios képességének vizsgalata
Az abra harom parhuzamos mérés eredményeinek atlagat mutatja + SD
(*,P<0.05; ** P<0.01; ¥* P <0.001)

Eredményeink (32. abra) szerint a bFcRn-t fokozott mértékben kifejezd DC-k
szignifikansan nagyobb mértékben stimulaljak az antigén-specifikus T-sejteket a vt DC-
khez képest, ha az ovalbumint immunkomplex formajaban adtuk a sejtekehez, mig a

szolubilis antigén bemutatdsaban nem mutattunk ki kiilonbséget. Pozitiv kontrollként
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ConA-val stimulalt T helper sejteket, mig negativ kontrollként kezeletlen T helper
sejteket hasznaltunk. A proliferacio hatékonysagat a T helper sejtekbe beépiilé *H-timidin

mennyisége alapjan elemeztiik.

5.5. A bFcRn tg DC-k fokozott antigénprezentacioja nem a megvaltozott MHC-
I1, kostimulator és FcyR expresszionak koszonheto

Eléz6ekben bemutatott eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a bFcRn tg BMDC
fokozott antigén bemutatd képeséggel rendelkezik, amennyiben az antigén IgG tartalmt
immunkomplex forméjadban van jelen. Tekintettel arra, hogy az IC esetén az antigén
prezentacidt igen sok tényezd befolydsolhatja, nem zarhattuk ki annak a lehetdségét,
hogy a megfigyelt, fokozott antigén prezentdcidt nem, vagy nem pusztan az FcRn
kifejezodés fokozodasa magyarazza, hanem esetleg a tg sejtek egyéb kostimulatorainak
megvaltozott kifejez6dése. A kovetkezd kisérletiinkben azt ellendriztiik tehat, hogy a
bFcRn tg DC MHCII, CD80, CD86, ill. az FcyR sejtfelszini expresszigja eltér-e a vt DC-
hez képest.

5.5.1. A kostimulator molekulak és az MHC II expresszioja

A kisérletet a T sejt proliferacids teszthez hasonléan érlelt, vt és tg BMDC-vel
végeztiik, IC ¢és szolubilis OVA hozziadasaval, majd 36 ora elteltével aramlasi
citofluorimetridval ellendriztiik az MHCII, CD80, CD86 sejtfelszini megjelenését (33.
abra). A kisérlet eredményeként kijelenthetjiik, hogy a bFcRn tg DC sejtek MHCII,

CD80, CD86 expresszidja nem kiilonbozik szignifikansan a vt sejtekhez képest.
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33. abra: Az MHC II és a kostimulator molekulak (CD80, CD86) sejtfeszini megjelenésének
vizsgalata DC-n aramlasi citofluoriméterrel OVA-IgG IC, ill. OVA kezelés utan: az
abra harom parhuzamos mérés eredményeinek atlagat (+SD) mutatja

5.5.2. Az FcyR expresszios vizsgalatok

A sejtfelszini FcyR expresszio ellenorzése elengedhetetlen, ugyanis fontos tisztazni,
hogy a fagocitdzis soran mért kiilonbség valoban csak az FcRn-nek kdszonheto. A
komplement rendszer esetlegesen befolyasolo hatasat sikeresen kizartuk a hoinaktivalt
széerumbol tisztitott IgG-vel 1étrehozott IC alkalmazasaval, azonban a bFcRn egyéb
génekkel egyiitt keriilt integralasra a bFcRn tg egerek genomjaba €s ezért nem zarhato ki,
hogy mas receptorok - kozattiik az FcyR - kifejezodését is befolyasolja.

A vizsgalathoz csontvelobol differenciéltatott éretlen DC-ket hasznaltunk mind a vt,
mind pedig a tg allatokbol. A kisérlet megegyezik a szérumbdl tisztitott IgG-vel végzett
fagocitozis teszttel. A receptor expresszid valtozast 1 ora IC, ill. szolubilis OVA
fagocitozist kovetoen aramlasi citofluorimetriaval vizsgaltuk. A 34. abran lathato, hogy
sem IC, sem szolubilis OVA fagocitozisa kozben nem mértiink FcyR expresszio
kiilonbséget a vt €s tg allatokbol szarmazo sejteken, ill. a receptor expresszidja IC

hozzaadasat kovetoen sem emelekedett meg az OV A kontrollhoz képest.
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34. abra: Az FcyR expresszio tg és vt BM DC-n OVA és IC fagocitozis utan

Ezekkel a kisérletekkel megerdsitettiik korabbi feltételezésiinket, azaz a tg BMDC-k
hatékonyabb antigén prezentacidja a fokozott mértékli FcRn kifejezddés kovetkeztében
valoésul meg, amelynek révén fokozott mértékli lesz lizoszomdba juttatott antigének
mennyisége, majd azt kovetden azok degradacidja ¢€s integracidja az MHCII-antigén
komplexbe. Igy ugyanakkora MHCII pull-val dolgozva nagyobb valdsziniiséggel keriil ki

a sejt felszinére a T helper sejtek szamdra megfeleld antigén peptid.
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6. Megbeszélés

Az FcRn komplex folyamatok szabalyozasaban vesz részt. Azon tul, hogy szerepet
jatszik az IgG/albumin homeosztazisban és a maternalis immuntranszportban, az FcRn
aktivan részt vesz az immunvalasz kialakitasaban (Vidarsson et. al 2006; Qiao et al,

2008; Mi et. al, 2008; Baker et al. 2011; Li et Al. 2011; Liu et. al. 2011).

Az FcRn IgG-t véd6 mechanizmusa mar régota ismert volt (Ghetie et. al. 1996; Israel
et al. 1996; Junghans et al. 1996), azonban az albumin homeosztazisban jatszott szerepét
csak késobb irtak le (Chaudhury et al., 2003). A termelddott IgG mintegy kétharmadat,
mig az albuminnak mindegy felét menti meg, hasonl6 mdodon, a degradaciotol, ezaltal
novelve félélet idejiiket (Chaudhury et al., 2006). A receptor telithet6ségét bizonyitja,
hogy megnovekedett IgG ¢és albumin koncentracioban novekszik a két fehérjének a
lebontasi iliteme, mig alacsony koncentrdcidban a termelddott fehérje nagy részét
megmenti (Brambell et al., 1958). A két fehérje kotése pH dependens modon zajlik,
enyhén savas kozegben létre jon a kapcsolat, mig semleges-enyhén bazikus pH-n
disszocial az IgG és az FcRn (Rodewald and Kraehenbuhl 1984; West et al. 2000). Az
FcRn az IgG-t és az albumint egymastol fliggetleniil koti meg (Chaudhury et al., 2006,
Andersen et al., 2006). Az FcRn IgG ¢és albumin protektiv hatdsa tobbek kozott az erek
falaban talalhato endothél sejtekben, a vese podocytaiban, a tejmirigyben, valamint a
hemopoetikus eredetii sejtekben (monocita, makrofag, dendritikus sejtek) zajlik (Kuo et

al. 2011).

Az FcRn szerepét igazoltak neutrofil granulocitdk antigén-IgG IC fagocitozisa
kapcsan (Vidarsson et. al 2006). Ennek sordn az IC eldszor a sejtek felszinén 1évé Fey
receptorokhoz kotddik, az ezt kovetd fagocitozis azonban FcRn altal jelentds mértékben
befolyasolt. Elektronmikroszkopos felvétellel kdvetve az internalizaloédott IC sorsat erds
kolokalizaciot allapitottak meg a lizoszomaban helyet foglaldé FcRn és az IC kozott.
Vidarsson ¢€s mtsai hipotézise szerint az FcyR-hez kapcsolédd IC internalizacidjat
kovetéen savas pH-t kialakitdé proton pumpak vandorolnak az FcRn tartalmt
fagoszomaba, ahol 1étrejon az FcRn és IC kapcsolat. Ennek a kapcsolatnak az eredménye

a hatékony fagocitdzis és az IC degradacio (Vidarsson et. al 2006).
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Az FcRn a monocitdkban, makrofagokban és dendritikus sejtekben is kifejezddik
(Zhu et al. 2001), amelyben kettds szereppel bir. Abban az esetben, ha monomer IgG-t
fagocital a sejt, akkor azt reciklizacidval visszajuttatja az extracellularis térbe. Ha
azonban antigén-IgG immunkomplexet fagocital a sejt, akkor ez az IC az FcRn altal
kozvetitett moédon a lizoszomaba keriil, ahol lebomlik, ill. az MHC II-vel bemutatasra
kertil, miszerint a T sejtek antigén specifikus proliferacidja drasztikusan csokkent, ha az
IC olyan IgG-t tartalmazott, amelynek az FcRn-hez vald kotddése gatolt. Hasonlo
kisérleteket végeztek FcRn KO egerek 1épébdl szarmazd dendritikus sejteken, ahol
szintén csokkent antigén specifikus T sejt proliferacot irtak le (Qiao et. al, 2008; Mi et al.
2008; Ye et al. 2008). 2011-ben egy masik munkacsoport in vitro és in vivo végzett T sejt
proliferacios kisérletei bizonyitjak, hogy az FcRn fokozza az MHC Il-n at torténd
endoszomalis antigénbemutatast. Kisérleteiket csontvel6bdl differenciéltatott DC-ken
végezték, melyek FcRn KO és vad tipusu allatb6l szdrmaztak, majd IC-vel feltoltve
szarmazo IC-vel feltoltott sejtek kevésbé voltak képesek kivaltani az antigén specifikus T
sejt proliferaciot (Liu. et. al. 2011).

Ezek az eredmények tehat arra utalnak, hogy ellentétben a monomer IgG
reciklizacigjaval, a sejtbe fagocitozissal bekeriilt multimer IC-t az FcRn a lizoszémaba
juttatja, mely el6segiti az antigénekbdl keletkezé oligopeptidek MHC 1II —be
integralodasat és az antigén bemutatasat. Ezek a megfigyelések igen jo egyezést mutatnak
sajat kisérleti eredményeinkkel is, amelyekben az FcRn-t fokozott mértékben kifejezd

antigén prezentacidoban fontos szerepet betdltd dendritikus sejteket vizsgaltam (32. abra).

Kacskovics €s mtsai. klonoztak és karakterizaltdk a bFcRn-t (Kacskovics et al.
2000), majd az FcRn hatdsmechanizmusénak tanulméanyozasara létrehoztak a bFcRn tg
egértorzseket, melyek kopiaszamfiiggden fejezik ki a bFcRn (Bender és mtsai, 2007).
Ezekben az 4llatokban a fehérje, ez egér FcRn-hez hasonl6 sejt- és szovetspecifikussagot
mutat. IgG kiiiriilési vizsgalatokkal igazoltdk, hogy ezekben az allatokban az egér és a
human IgG molekulak felezési ideje is fokozott, ami a bFcRn funkciondlis intaktsdgara
utal. Ez a kisérlet igazolta, hogy ezekben az allatokban a bFcRn a-lanc az egér béta 2-
mikroglobulinnal (f2m) funkciondlis egységet képez, masfeldl azt is, hogy a bFcRn a-
lanc citoplazmikus doménje megfeleld moédon vesz részt az egér sejtekben zajlod

szignalizacios folyamatokban (Bender et. al. 2007).
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A DbFcRn tg egereket T-dependens antigénnel immunizédlva a primer
immunvalaszban alig, azonban a szekunder immunvalaszban szignifikdnsabban
magasabb antigén specifikus IgG, s6t IgM titert lehetett tapasztalni, mint a kontroll
allatokban. Az antigén specifikus ellenanyagok atlagos affinitdsa legalabb olyan
értéklinek mutatkozott, mint a kontroll allatokban. Emellett az immunizalt allatok 1épe és
Iépsejtszama  drasztikus mértékben emelkedett. A 1épben taldlhaté immunsejtek
aranyanak vizsgalata soran kideriilt, hogy megndvekedett a dendritikus sejtek és neutrofil
granulocitak szadma, ill. az IgG-t termeld plazmasejtek szama is. Sikeriilt kimutatni azt is,
hogy a bFcRn tg allatbol nyert granulocitdk antigént-IgG IC fagocitézisa szignifikans
mértékben volt magasabb, mint a kontroll allatobol szarmazé sejtek esetén (Cervenak et.
al, 2011). A Iépsejtekbdl torténd hibriddma mikrokultara eléallitds sordn megfigyelhetd
volt, hogy tobb mikrokultira jott 1étre a kontroll allatokhoz képest, ill. ezek a sejtek
magasabb aranyban termeltek antigén-specifikus ellenanyagot. Ezeknek az allatoknak a
késébbiekben = monoklondlis,  ill.  poliklonalis  ellenanyaggyartdsban  valo
felhasznalhatdsagat erdsiti, hogy még idds korukra sem lehetett autoantitestek jelenlétét
kimutatni (Schneider et al, 2011). Egy masik vizsgalat alapjan kideriilt, hogy a fokozott
immunvalasz hatasara gyengén immunogén peptidekkel szemben is hatékony
immunvalasz alakul ki (Vegh et. al 2011). Munkacsoportunknak azt is sikertilt kimutatni,
hogy a bFcRn tg egerek humoralis immunvalasz diverzitdsa fokozott mértékii (Vegh et.
al. 2012).

Sajat vizsgalataim soran célul tlztiik ki, hogy az FcRn-t nagyobb mértékben
kifejez6 egerek immunoldgiailag fontos sejtjeiben kimutassam a bFcRn kifejezddését,
majd antigén prezentalé sejtekben (makrofag, dendritikus sejt) a fokozott FcRn
kifejezddésének hatasat vizsgaljam a fagocitozisra és antigén prezentaciora.

Eredményeink szerint a bFcRn tg egérbdl szarmazd peritonealis makrofagok
hatékonyabb antigén-IgG IC fagocitozisra képesek a kontroll allatokhoz képest. Ez a
kiilonbség mar 30 perc utdn megmutatkozott, ezt kovetden azonban nem lattunk tovabbi
novekedést a vt allatbol szarmazod makrofagokhoz képest, feltételezhetéen a receptor
telitodése kovetkeztében (23. abra).

Kisérleteinket a tisztitott ellenanyaggal eldallitott IC-vel megismételtiik tg és vt
egérbdl szarmazo csontveldi dssejtbdl differencialtatott dendritikus sejteken. A bFcRn tg
egerekbdl szarmazd dendritikus sejtek, a makrofagokhoz képest, sokkal nagyobb mértékii
kiilonbséget mutatott a fagocitozis szempontjabol, mint a kontroll allatokbdl szarmazo
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sejtek. Mar a 30. perctdl szignifikans kiilonbésget mutatott a tg DC-ben 1évé IC
mennyisége ¢és ez a kiillonbség még 120. percnél sem érte el a telitési szakaszt (27. abra).
A sejtben 1évo IC mennyiség a vt DC-ben is novekszik, azonban ez a ndvekedés messze
elmarad a tg sejtekétdl. Konfokalis mikroszkopiaval kovetve az idOkinetikat, a mért
fluoreszcens jel a DC-k belsejében volt észlelhetd, mint vt mind a tg DC esetén.

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy az FcRn ténylegesen segiti-e az antigént
tartalmazo IC lizoszomalis ttvonalra vald terelését, ill. az MHC II-n torténd antigén
peptid darabok hatékony bemutatasat a specifikus T helper sejteknek. Kisérleteink szerint
a bFcRn tg periférids makrofagok nem bizonyultak sokkal hatékonyabb antigén bemutato
sejteknek vad tipusu tarsaiknal, azonban a csontveldi eredetli dendritikus sejtek esetén
szignifikdnsan  nagyobb mértékli volt az  antigénprezenticid, antigén-IgG
immunkomplexek esetén, a kontroll sejtekhez képest. A szolubilis antigén esetében a vt
¢s tg allatok T helper sejt proliferaciot indukald hatasa alacsony volt és kiillonbséget sem
talaltunk a vt és tg sejtek esetén.

Elézéekben bemutatott eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a bFcRn tg
BMDC fokozott antigén bemutatd képeséggel rendelkezik, amennyiben az antigén IgG
tartalmi immunkomplex formajaban van jelen. Tekintettel arra, hogy az IC esetén az
antigén prezentacidt igen sok tényezd befolyasolhatja, nem zarhattuk ki annak a
lehetdségét, hogy a megfigyelt, fokozott antigén prezenticiét nem, vagy nem pusztan az
FcRn kifejez6dés fokozdddsa magyardzza, hanem esetleg a tg sejtek egyéb
kostimulatorainak megvaltozott kifejezOdése. A  kovetkezd kisérletiinkben azt
ellendriztiik tehat, hogy a bFcRn tg DC MHCII, CD80, CDS86, ill. az FcyR sejtfelszini
expresszidja eltér-e a vt DC-hez képest. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy sem a
fagocitalashoz elengedhetetlen Fcy receptorok, sem pedig a T helper sejt aktivalashoz
elengedhetetlen kostimulator molekulak, ill. az MHC II sejtfelszini expresszidjaban nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség a vt és a tg egerekbdl szdrmazd APC-k kozott, sem az
IC-vel torténd kezelés eldtt, sem pedig utdna. Munkacsoportunk idékozben azt is
megvizsgalta, hogy vajon ez a robusztus kiillonbség annak koszonheté-e, hogy a bFcRn
jobban kifejezédik-e mint a mFcRn. Kvantitativ RT-PCR segitségével meggydzddtek
arrdl, hogy a Iépben ¢és makrofagban 2,5x ill. 4x jobban fejezddik ki a bFcRn, mint az
egér FcRn, ill. a BMDC-ben ez a kiilonbség 10x volt (35.b abra).

Ezeknek az adatoknak a birtokdban kijelenhetjiilk, hogy a megndvekedett IC
fagocitozis a periférias makrofagok 2,5x nagyobb FcRn expresszidjaval hozhato
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Osszefliggésbe, mig a hatékony IC felvételt és antigén bemutatdst mutat6 BMDC-k 10x
nagyobb FcRn expresszidjaval magyarazhatoé azok viselkedése a kontroll, vagyis a csak

egér FcRn-t kifejezo allatokbol szarmazo sejtekhez képest.

A B4 M@ DC MNe B T TgS WS B Expression ratio (RE)

(Wg) 10 20 5 20 5 20 20 20 20 20 of bFcRn to mFeRn
— 55kDa

bFcRn a-chain —42kDa
~38 KDa | SEEG_——— -

— 26 kDa

MOUSE B-OCHT el e s sy s S —
— 42 kDa

~42 kDa TG spleen TGM® TGDC

35. abra: bFcRn fehérje expresszié kimutatisa WB médszerrel (a B4 egy bFcRn-t overexpresszalo
sejtvonal, TgS- tg 1ép, WS, vt 1ép) (A), bFcRn és mFcRn expresszidés hanyada a tg allatokbol szarmazo
teljes 1épsejtszuszpenziobol, tg M@ és BMDC estén (B)

Ezekkel a kisérletekkel parhuzmosan folytak azok a vizsgalatok melyek a bFcRn
immunsejtekben torténd kimutatasat céloztak meg RT-PCR modszerrel. Tg egér 1épébdl
szortirozassal elvéalasztott B- ¢és T limfocitdkbol, neutrofil granulocitakbol,
makrofagokbol és DC-bdl is sikeriilt kimutatni mind a bFcRn mind pedig a mFcRn
expressziot (16. abra). Azonban, egy a munkacsoportban elvégzett Western blot
modszerrel torténd fehérje kimutatds soran sem a granulocitakbol sem pedig a B és T
limfocitdkbol nem sikertilt a fehérje jelenlétét kozvetlenil igazolni (35.a &bra). Ez a
kiilonbség a két modszer kozti érzékenységbdl szdrmazhat (Végh és Farkas et al. 2012)

A poliklonalis €s monoklonalis ellenanyaggyartasban teret hoditdé nyulak esetén
munkacsoportunk célul tiizte ki, hogy az eddigi egér eredményekre tamaszkodva létrehoz
egy olyan transzgén nyul dllomanyt, mely az FcRn-t fokozottan fejezi ki. Azonban, hogy
l1étre lehessen hozni egy ilyen genetikailag mddositott allatot, karakterizalni kell a nyul
FcRn-t (rFcRn), hogy meg lehessen allapitani, hogy a nyul FcRn mely
sejtekben/szovetekben fejezddik ki és hasonld funkciokkal rendelkezik, mint a tobbi
eddig karakterizalt FcRn. Eredményeink szerint a nyul FcRn kifejezédik az altalunk
vizsgalt Osszes szovetben, ill. sejtben (maj, 1€p, vese, nyirokcsomo, agy, uterus, ovarium,
placenta szikzacsko) és az altalam vizsgalt neutrofil granulocitdban ¢&s periférias
makrofagokban is (15. é&bra). Munkacsoportunk kisérletei igazoltdk, a bFcRn tg
egerekhez hasonldéan, a rFcRn tg nyulak is fokozott humoralis immunvalasszal
rendelkeznek (Catunda Lemos et al. 2012).
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Az FcRn overexpresszid hatdsmechanizmusanak értelmezésére munkacsoportunk

a kovetkezd 0sszegzoé modellt allitotta fel (36. abra):
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36. abra: Az FcRn overexpresszio hatasa az immunfolyamatokra (Kacskovics et al. 2011)

Eszerint a fokozott immunvalasszal rendelkezd egerek megndvekedett antigén
specifikus IgM ¢és IgG szintjét elsdsorban az antigén specifikus B sejtek fokozott klonalis
expanzidja okozza, bar az FcRn fokozott kifejezOdése hatékonyabb IgG védelmet is
jelent. Megjegyzendd, hogy az IgG védelem nem antigén specifikus, mivel az FcRn —
IgG interakcid6 az IgG konstans részéhez kothetd. Az antigén szervezetbe valo
keriilésekor az FcRn-t nagyobb mértékben kifejezd tg allatokban hasonld primer
immunvalasz jatszodik le, mint a kontroll allatokban. Ezt kovetéen azonban, az antigén-
specifikus IgG megjelenését kdvetden, nagyobb mennyiségben alakulnak ki antigén-IgG
immunkomplexek, amelyeket a hivatdsos antigén prezentdld sejtek hatékonyabban

fagocitalnak, ill. mutatnak be a T helper sejteknek, mint a kontroll allatok esetén. A
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fokozott mértékli fajlagos T sejt aktivalodast, nagyobb szaml és tobbféle antigén
specifikus B sejt aktivalodasa koveti, amelynek eredményeképpen fokozodik az
szekunder immunalasz sordan termel6dd antigén-specifikus ellenanyagok (IgG és IgM)
titere. Megjegyzendd, hogy az FcRn kizarolag az IgG izotipust koti, igy a fokozott
mértékil antigén-specifikus IgM titer egyértelmiien jelzi a jelentésebb mértékii naiv B-sejt
aktivaciot is, ami ndveli az antigén specifikus ellenanyagok diverzitasat (Kacskovics et

al. 2011).

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az FcRn tg allatokban (egér, nytl) az FcRn
kifejezodésének fokozasa csokkenti az IgG lebontdsat, fokozza a humoralis
immunvalaszt, ami megnovekedett IgG és IgM titerben jelentkezik és a termelddott
ellenanyagok diverzitdsa nd. A 1épben az antigén specifikus immunsejtek szama nd és,
beldliik nagyobb szamu antigén specifikus hibridoma allithat6 eld. Sajat kutatdsom soran
sikeriilt igazolni, hogy a humordlis immunvalaszban kulcsszerepet betdltd hivatasos
antigén-prezentld sejtek fagocitozisa és antigén-prezentacioja is fokozott mértéki, a
megnovekedett FcRn kifejez6dés kovetkeztében. Az ilyen tg allatok elénye, hogy
gyengén immunogén antigénekkel szemben is hatékony immunvalasszal reagalnak. Ezek
alapjan elmondhato, hogy az FcRn tg allatok alkalmazasa a monoklonalis €és poliklonalis

antitest fejlesztés soran igéretes fejlesztés.
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7. Uj tudomanyos eredmények

Sikertilt kimutatni a nyal FcRn expressziot nyual peritonealis makrofagokbol
¢s vérbdl izolalt neutrofil granulocitakban.

Sikeriilt kimutatni a bFcRn tg egerekbdl a mFcRn és bFcRn expressziot a
1épbal izolalt makrofagokbol, dendritikus sejtekbdl, neutrofil granulocitakbol.
Fokozott fagocita funkciot sikeriilt kimutatnunk a bFcRn egerekbdl szarmazo
peritonealis makrofdgokbol ¢és dendritikus sejtekbdl, ha az antigént
immunkomplex formajaban adtuk a sejtekhez.

Sikeriilt kimutatni, hogy a bFcRn tg allatokbdl szarmaz6 dendritikus sejtek
immunkomplex felvételt kovetden hatékonyabban képesek az antigén
hasonlo6 sejtjei. A szolubilis antigénnel végzett kisérleteink sordn nem volt
kimutathat6 kiillonbség az antigén specifikus T sejt valaszban, amely az FcRn
szerepét igazolja.

A dendritikus sejtek sejtfelszinén megjelend kostimulator molekulak, MHCII
¢s Fcy receptorok expresszidjat vizsgalva elmondhatd, hogy sem a
CD80/CD86 sejtfelszini expresszidja, sem az MHC II és FcyR expresszidja
nem mutat szignifikans kiilonbséget a bFcRn-t overexpersszald dendritikus
sejtek felszinén a kontroll allatokhoz viszonyitva. Igy elmondhatd, hogy a
megnovekedett fagocita funkcid és T sejt proliferacié az FcRn kifejez8dés

fokozodasa miatt alakul ki.
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8. Osszefoglalas

Az FcRn szerepe az IgG homeosztazisban mar régota ismert. Alapvetd funkcidi kdzé
tartozik, hogy részt vesz a materndlis IgG transzportban, valamint gatolja az
endotélsejtekben és monocitakban zajlo IgG ¢és albumin lebomlast novelve ezzel e két
fontos plazmafehérje fél-¢letidejét. Az FcRn fontos szerepet tolt be az APC-k
funkcigjadban mivel kozremiikddik az antigén-IgG immunkomplex (Ag-IgG IC)
fagocitozisaban ¢és azéltal, hogy az Ag-IgG-IC-t lizoszémalis Utvonalra iranyitja, amely
egylittesen fokozza az antigén prezentaciot.

Mivel a kozelmultban tobb munkacsoport is beszdmolt arrdl, hogy e receptor
kulcsszerepet jatszik a neutrofil granulocitak és monocitdk IC fagocitdzisaban és a DC-k
fokozott mértékben kifejezd tg egerekben is tanulmanyozzuk. El6szor azt elemeztiik,
hogy vajon a bFcRn tg egerek leukocitaiban, APC sejtjeiben kifejezddik-e a transzgén
majd tanulmanyoztuk, hogy fokozodik-e ezekben a sejtekben a fagocitozis és az ezt
kovetd antigén-prezentécio, a kontroll allatok sejtjeivel 6sszehasonlitva.

RT-PCR moddszerrel megallapitottuk, hogy a tg neutrofil granulocita, M®, DC és B
limfocita mellett, a T limfocitaben is kifejezodik a bFcRn, csakligy, mint a mFcRn.
Aramlasi citometridval és konfokalis mikroszkoppal végzett kisérleteink alapjan a tg
allatokbol nyert M®d-k ¢és DC-k fokozott szdmban és intenzitassal veszik fel a
fluoreszceinnel jelzett OVA-IgG immunkomplexet, a kontroll allatokbdl nyert sejtekhez
képest. Mig a szolubilis antigén felvételében nem taldltunk kiilonbséget. Antigén
prezentacids vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a tg allatokbdl szarmaz6é DC-k IC
felvételt kovetden hatékonyabban képesek az antigén specifikus T helper sejtek
antigén felvételét kovetd T helper sejtproliferacios valaszban nem talaltunk kiilonbséget.
A tg M®-ok hatékonyabban vették fel az IC-t a kontroll allatokhoz képest, azonban az
antigén-prezentacioban nem bizonyultak eredményesebbnek.

A nyul FcRn karakterizdldsa soran RT-PCR modszerrel vizsgéltuk a nyul FcRn
kifejez6dését M®d-ban és neutrofil granuloctaban. Vizsgalataink hasonld eredménnyel
jartak — mindkét sejtbdl sikeriilt a nyal FcRn expressziot detektalni. Eredményeink

alatdmasztjak azokat a korabbi vizsgalatokat, melyek szerint az FcRn fontos szerepet
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jatszik az immunkomplexek fagocitdzisaban ¢és antigén prezentdcidjaban, ill.
kijelenthetjiik, hogy a receptor fokozottabb kifejezddése ezt a folyamatot hatékonyabba

teszi.
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9. Summary

The role of the FcRn is fundamental in IgG and albumin metabolism. Fc receptors in
endosomes bind to IgG internalized through pinocytosis, recycling it to the cell surface
and preventing it from undergoing lysosomal degradation and this mechanism may
provide an explanation for the greater half-life of IgG. FcRn is expressed in several cell
types, including epithelial cells or capillary endothelium. The recently described
expression of FcRn in antigen presenting cells (APCs) suggests that it may have
important role in cellular immunity, as well. Earlier reports show that the FcRn has a
major role of IgG-mediated phagocytosis and enhances the presentation of antigen when
the antigen is in immunecomplex. Kacskovics et al. cloned and characterized the bovine
FcRn (bFcRn) and generated the bFcRn transgenic mice. We analysed the bFcRn
expression of immuncells (macrophage, DC, Gr, B cell, T cell) with RT-PCR and we
found that bFcRn is expressed in all immuncells. Our hypotheses were that FcRn
overexpression enhances the phagocytosis activity of macrophages and dendritic cells
and increases the antigen presentation of CD4+ T cells. In the present study we analysed
that the bFcRn overexpression can enhance the antigen uptake and presentation by
macrophages and DCs. For the phagocytosis assay we used OVA-IgG IC. The antigen
presentation ability of macrophages and DCs was measured by T-cell prolifeation assay.
We used immuncomplex phagocyted bFcRn tg/wt macrophage and DC and for T-cells
we used OVA specific Th cells..Our data present that macrophages and DCs cells from
bFcRn transgenic mice show enhancement of IC phagocytosis and the bFcRn DC can
enhance the antigen uptake for OVA specific T cells. No differences were observed in the
levels of stimulation of T cell proliferation by Tg and wt DCs loaded with soluble OVA
alone and if we use macrophages. Rabbits are an important source of polyclonal and
monoclonal antibodies. For that we analized the rFcRn expression in two immoncells.We
found that rFcRn is expressed both of them.

Our results confirm those of previous studies, that the FcRn plays an important role of
phagocytic activities and antigen presentation. The increased expression of this receptor

will make this process more efficient.
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