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1 Réoviditésjegyzék

APC — antigénprezentalo sejt (antigen presenting cell)

BAC — mesterséges bakterialis kromoszoma (bacterial artifical chromosome)
BCR — B-sejt receptor (B cell receptor)

bFcRn — szarvasmarha FcRn (bovine FcRn)

blgG — szarvasmarha immunglobulin G (bovine IgG)

BSA — szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)
c¢DNS — komplementer DNS

CFA — komplett Freund adjuvans (complete Freund’s adjuvant)
DC — dendritikus sejt (dendritic cell)

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium tapfolyadék
dsDNS — dupla szala DNS

FcRn — neonatalis Fc receptor (neonatal Fc receptor)

FCS — fetalis borjusavo (fetal calf serum)

FDC - follikularis dendritikus sejt (follicular dendritic cell)

FI — fluoreszcencia intenzitas

FRC - fibroblasztikus retikularis sejtek

GC — csirakdzpont (germinalis centrum)

GKN - gliikoz-kalium-natrium puffer

HAT — hipoxantin, aminopterin, timidin

HEV — magas endotélsejtes venula

hFcRn — emberi FcRn (human FcRn)

hlgG — emberi (humén) immunglobulin G

HRP — tormaperoxidaz (horseradish peroxidase)

HT — hipoxantin, timidin

IFA — inkomplett Freund adjuvans (incomplete Freund’s adjuvant)
IgG — immunglobulin G

IgM — immunglobulin M

ip — intraperitonealis

iv — intravénas

KLH — kulcslyuk csiga hemocianin (keyhole limpet haemocyanin)
mAD — monoklonalis ellenanyag (monoclonal antibody)

MARCO — macrophage receptor with collagenous structure



MC — mikrotenyészet (microculture)

MeOH - 2-merkaptoetanol

mFcRn — egér FcRn (mouse FcRn)

MHC - £6 hisztokompatibilitasi antigén (main histocompatibility complex)
mlgG — egér immunglobulin G

MRC — marginalis retikularis sejtek

MZB — marginalis zéna B-sejt

OD - optikai denzitas (optical density)

OPD - orto-fenilén-diamin (ortho phenylene diamine)

OVA — ovalbumin

PAGE — poliakrilamid-gélelektroforézis

PALS — periarteriolaris limfoid hiively (periarteriolar lymphoid sheet)
PBS - fiziologias foszfat puffer (phosphate buffered saline)

PEG — polietilén-glikol

RPMI — Roswell Park Memorial Insitute tapfolyadék

sbFcRn — szolubilis szarvasmarha FcRn (soluble bovine FcRn)

SCS — szubkapszularis szinusz

SDS — natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl suphate)

SEM - az atlag hibaja (standard error of mean)

SIGNR1 — C-type lektin specific intracellular adhesion molecule-grabbing nonintegrin receptor 1
SLE — szisztémas lupus erythematosus (systemic lupus erythematosus)
SPF — meghatarozott korokozoktol mentes (specified pathogen free)
ssDNS — szimpla szalu DNS

TBS — Tris pufferelt séoldat (Tris buffered saline)

TCR — T-sejt receptor

TD — T-dependens

Tg — transzgenikus (transgenic)

TI — T-independens

TMB - tetrametilbenzidin

TNP — trinitrofenil

Tris — tris-(hidroximetil)-amino-metan

vt — vad tipusu (wild type)



2 Bevezetés

A szervezetbe jutd antigén hatdsara az immunrendszer megfeleld reagalasa esetén a B-
limfocitak plazmasejtté differencialodnak és nagy mennyiségben termelnek az adott
antigénre specifikus immunglobulinokat. A megnévekedett ellenanyagszint fenntartasa a
vérben egyrészt a plazmasejtek immunglobulin termelésének folytonossagat, masrészt a
termel6dott ellenanyagok gyors lebomlastol valo védelmét igényli. A poliklonalis
ellenanyagok elballitasa soran a lehetd legmagasabb antigén-specifikus ellenanyag
koncentracié érdekében az allatokat gyakori immunizalasnak vetik ala. A
hiperimmunizalas soran az antigén-specifikus immunglobulin G (IgG) molekulak szintje
jelentdsen meghaladhatja a fajra jellemz6 normal értéket, aminek kévetkezményeképpen
a megtermelt értékes ellenanyagok gyorsabb iitemben bomlanak le (Andersen and
Bjorneboe, 1964; Brambell et al., 1964). Ezért folyamatos és gyakori immunizalasra van
sziikség ahhoz, hogy a specifikus immunglobulinok magas szérumszintje megmaradjon.
Az egyes immunglobulin osztalyok koziil az IgG rendelkezik a leghosszabb felezési
id6vel. A neonatalis Fc receptor (FcRn) fontos szerepet jatszik ennek szabalyozasaban,
valamint kiilonbozd epitelidlis barriereken keresztiil IgG molekulakat transzportal, és
tobb allatfajban a maternalis IgG atvitelét is szolgalja az anyabol az utédba. A
kozelmultban igazoltak tovabba, hogy az IgG molekulakhoz hasonloan szabalyozza az
albumin homeosztazist, illetve kimutattak, hogy fontos szerepet jatszik a fagocitozis és
antigén prezentacié folyamataban is (Ward and Ober, 2009). Dr. Kacskovics Imre és
munkatarsai az elmult években 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) és kimutattdk a receptor génexpressziojat kiilonbozo, az IgG
Igazoltak tovabba azt is, hogy a szarvasmarha FcRn (bovin FcRn, bFcRn) fontos szerepet
tolt be a szarvasmarhak IgG homeosztazisaban (Kacskovics et al., 2006a).

A DbFcRn génexpresszids valtozasok hatékony in vivo tanulmanyozasa érdekében
kivanatosnak latszott egy, a bFcRn-nel rendelkezd transzgenikus (Tg) egérmodell
létrehozasa. Munkam soran a Dr. Bésze Zsuzsanna munkacsoportjaval (Mezégazdasagi
Biotechnologiai Kutatokozpont) kozosen elédallitott, a bFcRn a-lancat tobbféle
kopiaszamban expresszald hemi- és homozigéta transzgenikus egerekben teszteltiik a
modell funkcionalis alkalmassagat az egér, valamint a human IgG katabolizmusra

gyakorolt hatasan keresztiil. Ezt kovetéen vizsgaltuk a bFcRn fokozott kifejez6désének a



humoralis immunvalasz egyes paramétereire (poliklonalis ellenanyag termelésére),
valamint a hibridoma-el6allitas hatékonysagara (monoklonalis ellenanyag termelésére)
gyakorolt hatasat. Az 1idés transzgenikus egerek autoellenanyag profiljanak
monitorozasara antigén chip assay-t végeztiink. Kifejlesztettiink, illetve teszteltiink
tovabba olyan poli- és monoklonalis ellenanyagokat, amelyekkel a Tg egerek sejtjeiben
és szoveteiben kifejez6d6 bFcRn fehérjét Western blot, valamint fluoreszcens

immuncitokémiai ¢s immunhisztokémiai modszerekkel tanulmanyozhatjuk.



3 Irodalmi attekintés

3.1

Humoralis immunvalasz I: antigének és masodlagos nyirokszervek

A humoralis immunvalaszt a korokozoval kapcsolatba keriilt aktivalodott B-sejtek
utddsejtjei, illetve a beldlilk differencialodott plazmasejtek altal termelt ellenanyagok
kozvetitik. A folyamatot alapvetéen meghatarozza a korokozo illetve antigén
természete: a T-independens (TI) antigének T-sejtek kozremiikodése nélkiil valtanak ki
aktivaciot a 1ép marginalis zona B-sejtjeiben és a nyalkahartyakban megtalalhatdo nem
konvencionalis Bl-sejtekben (Martin et al., 2001); ez esetben altalaban alacsony
affinitast ellenanyagok keletkeznek, és nem jatszodik le sem az izotipusvaltas, sem a
szomatikus hipermutacio folyamata. Az igy 1étrej6vé immunglobulinok gyors védelmet
biztositanak bizonyos mikroorganizmusokkal szemben és id6t adnak a T-dependens
(TD) immunvalasz kifejlodéséhez.

A T-dependens antigének altal kivaltott immunvéalasz soran a masodlagos
nyirokszervekben a primer follikulus B-sejtjei aktivalodnak és gyors osztodasuk révén
létrehozzak a masodlagos (szekunder) follikulusokat. Az itt kialakuld csirakdzpontok
(germinalis centrum, GC) biztositjdk az intenziv B-sejt osztodas, a szomatikus
hipermutacié és affinitasérés, valamint a memoriasejt-képzddés feltételeit. Ezeket a
folyamatokat szamos egyéb sejttipus befolyasolja, igy az antigén-specifikus T helper
sejtek, a professzionalis antigén prezentald dendritikus sejtek, a follikularis dendritikus
sejtek, valamint a follikularis T helper sejtek szabalyozzak. A szabalyozas térben és
id6ben zajlik a specialis felépitésii masodlagos nyirokszervekben (Iép és nyirokcsomo)
(Junt et al., 2008). A véraramban lokalizalodd antigének kisziirése szempontjabol
kiillonosen kiemelked$ jelent6ségli 1épet kapszula hatarolja, melybdl tamasztékot
biztositd trabekulak nyulnak a szerv belsejébe (Mebius and Kraal, 2005). A belépo
vérerek centralis arteriolakka agazodnak, melyeket fehér pulpa vesz koriil (1/A abra).
A centralis arteriolak a marginalis zonanal érnek véget, mely a 1ép fehér pulpajat és
voros pulpédjat valasztja el egymastol. Egérben a fehér pulpat a centralis arteriolat
koriilvevd T-sejtes zona (periarteriolaris limfoid hiively, PALS), valamint B-sejtes
follikulusok és az Oket koriilvevé marginalis zona alkotja (Mebius and Kraal, 2005).
Emberben a marginalis zona szélesebb és egy perifollikularis zona is korilveszi, ami

elkiiloniti a fehér pulpat a vorés pulpatol (Mebius and Kraal, 2005; Steiniger et al.,



2001). A 1ép T-sejtes zonaja CD4+ és CD8+ T-sejteket és dendritikus sejteket tartalmaz,
melyeket stromasejtek halozata (fibroblasztikus retikularis sejtek, FRC) vesz koriil. A
B-sejtes follikulusokban a B-sejteket a follikularis dendritikus sejtek (FDC), follikularis
T helper sejtek (Trp) és mas tipusu stromasejtek joval diffizabb halozata veszi koril. A
marginalis zonat marginalis zona makrofagok, dendritikus sejtek (DC) és marginalis
z6na B-sejtek (MZB) alkotjak, melyek stromasejtek halozataban helyezkednek el. A
marginalis zéna stromasejtjei egyedi fenotipussal rendelkeznek és ezekre a marginalis

retikularis sejtek (MRC) elnevezést javasoltak (Katakai et al., 2008).
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1. abra A 1ép és nyirokcsomé sematikus szerkezete

(A) A 1ép fehér pulpaja egy centralis arteriolat koriilvevé fibriblasztikus retikularis sejtek (FRC) halozatat
tartalmazo T-sejtes zonabol (PALS) és a follikularis dendritikus sejteket (FDC) halozatat is tartalmazo B-
sejtes follikulusokbol tevédik dssze. A fehér pulpat kériivevé marginalis zonéban talalhatok a marginalis
z6na makrofagok és a marginalis retikularis sejtek (MRC). Az immunsejtek azon a teriileten lépnek be
fehér pulpaba, ahol a T-sejtes zona hataros a marginalis zonaval (marginalis zona dsszekoto csatorna).

(B) A nyirokcsomdba belépé nyirokerek a szubkapszularis szinuszba (SCS) térnek, amelybdl limfatikus
szinuszok agaznak a medulla fel¢, majd a nyirok a szerv atellenes oldalan kilép6 nyirokerek révén
szallitodik tovabb. A FDC halozatot tartalmazo B-sejtes follikulusok a nyirokcsomo kérgében talalhatok,
ezeket egy MRC réteg valasztja el a szubkapszularis szinusztol. A sok fibroblasztikus retikularis sejtet is
tartalmazo T-sejtes zonat kortikalis ridge valasztja el a B-sejtes follikulusoktol. A fehérvérsejtek belépését
a veérbdl a nyirokcsomoba specidlis szerkezetli magas endotélsejtes venuldk (HEV) teszik lehetové.
(Mueller and Germain, 2009) alapjéan.

A nyirokesomok nem csupan a vérkeringéssel, hanem a szervezetet behalozo
nyirokerekkel is kapcsolatban allnak, igy a nyirokrendszer altal szallitott antigének
kiszlirésében is részt vesznek. A nyirokcsomo kapszulaja alatt kozvetleniil talalhato a
szubkapszularis szinusz (SCS), melyet makrofagok hatdrolnak (1/B abra). Ezek a
makrofagok felveszik az antigéneket és egyéb molekulakat, melyek a nyirokkal
érkeznek a nyirokcsoméba (Drinker et al., 1934). A vérbdl érkezo limfocitak tobbnyire

a specialis szerkezetii un. magas endotélsejtes venuldkon (HEV) keresztiil 1épnek be a



3.2

nyirokcsomoba (Anderson and Anderson, 1975). A magas endotélsejtes venulak
gyakran a B és T-sejtes zonat elkiilonitd régiokban lokalizalodnak (Katakai et al.,
2004). Mint a lépben, a nyirokcsomoban is CD4+ és CD8+ T-sejtek, dendritikus sejtek
¢és stromasejtek halozata (fibroblasztikus retikularis sejtek, FRC) alkotja a T-sejtes
zonat. A 1éphez hasonldan a B-sejtes follikulusok B-sejteket, FDC-ket, valamint a T-
sejtes zonat és szubkapszularis szinuszt (SCS) hatarol6 stromasejtek periférias halozatat
tartalmazzak. A nyirokcsomoban is megtalalhatok tovabba a sajatos tulajdonsagokkal
bir6 stromasejtek (marginalis retikularis sejtek, MRC); ezek a B-sejtes follikulusokat és

SCS-t valasztjak el egymastol (Katakai et al., 2008).

Humoralis immunvalasz I1: antigénprezenticio, germinalis centrum, memoria

A germinalis centrumok (GC) képzddésének feltétele az antigén, aktivalt B-sejt és T-
sejt follikuluson beliili jelenléte. A B-sejtek aktivaciojat elsédlegesen a szilkséges
mennyiségli antigén kotddése valtja ki. A kisméretli szolubilis antigének egyszer(i
diffazioval bejuthatnak a limfoid szdvetbe, de a legtobbszor makrofagok, DC-k és
FDC-k révén keriil sor a prezentaciora.

A szolubilis antigének gyorsan bekeriilhetnek a nyirokcsomoba a nyirokkeringésen
keresztiil, a bor ala fecskendezett antigén perceken beliill kimutathaté a szubkapszularis
szinuszban (Nossal et al., 1968). Tobb vizsgalat is kimutatta porusok jelenlétét a
szubkapszularis szinusz azon teriiletein, amelyek hatdrosak a nyirokcsomo
parenchimajaval (Clark, 1962; Farr et al., 1980; van Ewijk et al., 1988), és ezek a
porusok lehetévé tehetik kis méretii szolubilis antigének (toxinok) szamara a B-sejtes
follikulusok kozvetlen elérését (Pape et al., 2007). Kideriilt tovabba, hogy 24 oraval
immunizalas utan a follikulus B-sejtjei MHC II-asszocialt modon antigént prezentalnak
(Garside et al., 1998). Mindazonaltal a porusokat akar a szinusz falan éppen
keresztiiljutd sejtek is generalhatjak, és ellentmondasok figyelhetok meg a porusok
mérete ¢s a diffuzio eldl elzart antigének atmérdje kozott, igy feltételezhetd egy
alternativ mechanizmus jelenléte a kis méretii antigének follikulusba jutasa kapcsan.
Habar a kisméretii antigének diffazioval elérhetik a follikulus B-sejteket, ez a folyamat
nagyobb antigének esetén limitalt. Korai mikroszképos vizsgalatok kimutattdk a

al., 1980), amelyek nyulvanyaik révén elérhetik a nyirokkeringést (Farr et al., 1980;

10



Fossum, 1980; Szakal et al., 1983). Ezek a sejtek eltérnek a medulla makrofag
populaciojatol és fagocitotikus aktivitasuk limitalt, melynek révén képesek felsziniikon
intakt antigént bemutatni (Fossum, 1980; Szakal et al., 1983). Kimutattak, hogy ezek a
makrofagok a bejuttatast kovetd 72 oraig megtartjak az antigént (Martinez-Pomares et
al., 1996). Kés6bb bizonyitottak, hogy a szubkapszularis szinusz makrofagok felelések
a nagy méretli antigének (immunkomplex, baktérium, virus) Osszegylijtéséért, és ezt
kovetden a felhalmozott antigént a kdrnyezé B-sejteknek prezentaljak. Ezt tdmasztjak
ala azok a megfigyelések is, amelyek azt mutatjak, hogy az antigén beadasat kovetden a
follikulus antigén-specifikus B-sejtjeinek migracidja az idé elérehaladtaval csdkken és
stabil kontaktust alakitanak ki a szubkapszularis szinusz makrofagokkal (Carrasco and
Batista, 2007; Junt et al., 2007; Phan et al., 2007). Ez az interakcio lehetévé teszi a B-
sejtek szamara, hogy a BCR-en keresztiil internalizaljak az antigént, miel6tt a B-sejt -
T-sejt hatarra vandorolnak (Carrasco and Batista, 2007), ahol a T-sejtekkel a kolcsonos
stimulaciot biztositd immunologiai szinapszist alakitjak ki (Garside et al., 1998; Okada
et al, 2005). Bizonyitottdk azt is, hogy a szubkapszularis szinusz makrofagok
immunkomplex megkotése fontos szerepet tolt be az ellenanyagok affinitdsérésének
folyamataban (Phan et al., 2009). A masodlagos nyirokszervek heterogén makrofag
populacioinak jellemz6it a kozelmultban foglaltak Ossze (Martinez-Pomares and
Gordon, 2012).

A dendritikus sejteket (DC) tartjak a leghatékonyabb  professzionalis
antigénprezentalo sejttipusnak, igy kiilondsen fontos szerepiik van az MHC — peptid
komplexek T-sejteknek torténé bemutatasaban (Delamarre et al., 2005; Dudziak et al.,
2007; Itano et al., 2003). Mig a T-sejtek az antigén lebomlasabol szarmazoé peptidet
ismerik fel (megfelel6 MHC kornyezetben), addig a B-sejtek az antigént nativ,
feldolgozatlan formaban ismerik fel, és ezért a B-sejtek szamara torténd antigén
bemutatas olyan mechanizmust feltételez, melynek soran a DC vagy mas sejttipus (Id.
fent) stabilan megkéti a felszinén az antigént (Bergtold et al., 2005; Huang et al., 2005).
A parakortexben sikeriilt egy olyan DC populaciét azonositani, ami képes az antigént
intakt formaban bemutatni a B-sejteknek (Colino et al., 2002; Qi et al., 2006; Wykes et
al., 1998). Ezen DC populacio részletes elemzése ravilagitott arra, hogy ezek a sejtek
foként a HEV koriil lokalizalodnak, igy a migraldo B-sejtek konnyen talalkozhatnak
veliik (Qi et al., 2006). Ez a parakortexben zajlo DC-medialt antigénprezentacio idealis
koryezetet biztosithat a B-sejtek szamara ahhoz, hogy a sziikséges T-sejt indukcidhoz

is hozzajussanak a maximalis aktivacio érdekében (Qi et al., 2006).
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A follikularis dendritikus sejtek (FDC) az antigén immunkomplex forméaban torténd
1980). Az immunkomplexek retencidja két kiilonb6zé mechanizmussal torténik:
egyrészt a komplementrendszer révén, az FDC-k magas szintli komplement receptor 1
¢és 2 (CR1 és CR2) expresszidjat kihasznalva (Chen et al., 1978; Klaus and Humphrey,
1977; Papamichail et al., 1975), masrészt az IgG tartalmu immunkomplexek Fc
receptorokhoz (FcyRIIb) kotddése révén (Qin et al., 2000; Yoshida et al., 1993). Mind a
preformalt immunkomplexek (Fossum, 1980; Nossal et al., 1965), mind a C3d
fragmentumok boritotta antigének (Dempsey et al., 1996) jelenléte a B-sejt aktivacio
stimulalasahoz vezet, potencialisan az FDC-k feliiletén 1évé megnovekedett antigén
depozicio eredményeként (Heyman, 2000).

Az antigénprezentacio hatasara a follikularis B-sejteken megné a CCR7 kemokin
receptor kifejezédése és a kiils6 T-sejtes zona felé vandorolnak, ahol segitséget kapnak
a follikularis helper T-sejtektdl (Try). A Trn sejtek kialakulasanak részletei még nem
tisztazottak (Fazilleau et al., 2009a), de eddigi ismereteink alapjan a Ty-sejtek
antigénkotd receptoruk (TCR) erds kotddése €s stabil B-sejtes interakcid esetén Try
sejtekké alakulnak és belépnek a csirakdzpontba (Fazilleau et al., 2009b; Schwartzberg
et al., 2009).

A T-sejtektél kapott aktivacios jeleket kovetéen a B-sejtek vagy benépesitik a
follikulusokat és GC kialakulast valtanak ki, vagy extrafollikularis plazmasejtekké
alakulnak. A folyamatot befolyasolo faktorok nem teljesen tisztazottak; egyes faktorok
hatasara a B-sejtek a 1ép Osszekotd csatornaiba vagy a T-sejtes zona és vords pulpa
hatarara, illetve a nyirokcsom¢é medullaris nytlvanyaiba vandorolnak (Gatto et al.,
2009; Pereira et al., 2009). Itt extrafollikularis plazmasejtekké differencialodnak,
melyekben az immunglobulinok izotipusvaltasa kismértékii és harom nap elteltével
altalaban elpusztulnak az adott masodlagos nyirokszervben (Tarlinton et al., 2008).
Egyes esetekben ez szomatikus hipermutacioval 1étrejové  autoellenanyagok
keletkezésével jarhat (William et al., 2002). Ezzel ellentétben a B-sejt limfoma 6 (Bcl-
6) fokozott kifejezodése esetén a B-sejtek germinalis centrum B-sejtekké (GC B-sejt)
differencialddnak és a follikulusokba vandorolnak (Gatto et al., 2009; Pereira et al.,

2009; Staudt et al., 1999).
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2. abra A germinalis centrumban lezajlé események és az azokban résztvevo sejttipusok

Az aktivalt B-sejtek benépesitik a csirakdzpontot és germinalis centrum reakciokat indukalnak. A B-
sejtekkel stabil kapcsolatot kialakito follikularis helper T-sejtek (Try) is belépnek a follikulusokba;
ezek taléld és/vagy novekedési jeleket kaphatnak a limfoid szovet indukalo (Lti) sejtektdl a T-sejtes
és B-sejtes zona hataran. A germinélis centrum B-sejtek proliferacidja kiszoritja a naiv cirkulalo B-
sejteket, amelyek igy a follikulus képenyzonajat alkotjak. A GC sotét zondja osztodo GC B-
sejtekkel, mas néven centroblasztokkal van tele, habar néhany proliferald B-sejt a vilagos zonaban is
megtalalhato. A vilagos zéna FDC-ben gazdag teriilet, amely sejtek antigént kotnek a felsziniikon.
Az antigént a szubkapszularis szinusz makrofagok veszik fel a nyirokkeringésbol és szallitjak a B-
sejtekhez, amelyek az FDC-nek adjak azt at. Az osztddd centroblasztokat az immunglobulin
variabilis génekben lezajlé szomatikus hipermutacié jellemzi; ezek nem osztodd utodsejtjei, a
centrocitak kivalogatodnak az FDC-vel torténd sikeres kapcsolodas, a BCR altali antigénfelvétel és
az antigén Tpy sejteknek torténd bemutatdsa révén. A szelekcid eredményeképpen a centrocitak
véglegesen differencialodhatnak hossza életli plazmasejtekké vagy memoria sejtekké, vagy
visszatérhetnek a sejtciklusba, hogy Gjabb szomatikus hipermutaciokon essenek at. Lehetséges, hogy

vezet. Az apoptotikus sejteket a zarvanytestes makrofagok kebelezik be (Vinuesa et al., 2009).
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A bevandorolt B-sejt blasztok proliferacio révén kitoltik a follikulusokat, majd
centroblasztokka differencialodnak, melyek fokozott CXCR4 kemokin receptor
expresszioval jellemezheték és a T-sejtes zonahoz kozel helyezédnek, a GC sotét
zonajat formalva (2. dbra) (Allen et al., 2004). A proliferalé centroblasztokban az
immunglobulinok izotipusvaltasa ¢és szomatikus hipermutacidja  zajlik, mely
véletlenszeri  valtozasokat eredményez az ellenanyagok affinitdsdban ¢és
specificitdsaban. A centroblasztok a GC vilagos zénajaba vandorolnak (Beltman et al.,
2011) és a beldlik kialakulo, nem osztodd centrocitakon ismét kifejezoédik a BCR,
amellyel az FDC-k altal immunkomplex formaban prezentalt antigénhez
kapcsolodhatnak (Kosco-Vilbois and Scheidegger, 1995). Az FDC-k immunkomplex
prezentalasa kiilondsen a GC vilagos zonajaban jelentds, melyek Try sejtekben is
gazdagok. E megfigyelésen alapuld modell szerint a B-sejtek proliferacidja a sotét
zOnaban, szelekcidja a vilagos zoénaban torténik, és a kivalasztott centrocitak
visszatérhetnek a sotét zonaba tovabbi proliferacios, majd azt kovetd vilagos zonaban
zajlo szelekcios ciklusokra. Az ujabb eredmények viszont megkérddjelezték ezt az
elméletet: proliferaldo B-sejtek jelenléte a vildgos zonaban, tovabba a B-sejtek zonak
kozotti vandorlasanak alacsony gyakorisaga arra utal, hogy a sotét zonaba iranyuld
reciklizacid nem sziikséges a BCR mutacié és magasabb affinitast célzd szelekcid
ismétlddé ciklusaihoz (Hauser et al., 2007).

A germinalis centrumokban a B-sejtekben szomatikus hipermutacio, izotipusvaltas és
affinitason alapuld szelekcio zajlik, aminek eredményeként hosszu €letli memoriasejtek
¢és plazmasejtek keletkeznek (Allen et al., 2007; Chan et al., 2010; Nutt and Tarlinton,
2011). Ezt kovetéen mindkét sejttipus elhagyja a germinalis centrumot és a
plazmasejtek a 1ép vords pulpajaba, a nyirokcsomé medullaris sovényeibe vagy a bél
mukdza-asszocialt limfoid szévetébe (MALT), mig a memoria B-sejtek a 1ép marginalis
zonajaba vagy a mandula epitéliumba vandorolnak (Allen et al., 2007; Elgueta et al.,
2010; Kunkel and Butcher, 2003). Masik lehetoségként a sejtek a vérkeringésbe belépve
tavolabbi helyeken telepedhetnek meg; plazmasejtek esetén tulnyomorészt a
csontvelében (Kunkel and Butcher, 2003). Gyulladas vagy autoimmun valasz esetén a
plazmasejtek a gyulladasos teriiletre is vandorolhatnak (Cassese et al., 2001; Yoshida et
al., 2010). A plazmasejtek altal termelt ellenanyagok €s az eredeti antigén ismételt
bejutasat kovetéen a memoria sejtek plazmasejtekké torténé gyors differencialodasa
biztositja a hosszutavi humoralis immunitast (Rajewsky, 1996; Tangye and Tarlinton,

2009).

14



33

A neonatilis Fc receptor (FcRn) felfedezése és szerkezete

A haszonallatokkal foglalkozok korében mar a mai értelemben vett immunologiai
ismeretek elterjedése eldtt jol ismert volt az a jelenség, hogy amennyiben az 0jsziilott
csikd, barany vagy borju a vilagrajovetele utan bizonyos idén beliill nem jutott
focstejhez (kolosztrumhoz), akkor nagy eséllyel elpusztult. Eldszor 1892-ben Paul
Ehrlich hivta fel arra a figyelmet, hogy az ilyen elhullas oka fert6z6 betegség (Ehrlich,
1982). Az azoéta eltelt id6 soran bizonyitottak, hogy az jsziildttek immunrendszere a
megsziiletést kovetd hetekben meglehetésen fejletlen, és ezért nem tudja betdlteni
szerepét a fertdzések megakadalyozasaban. Az iddleges védelmi hiany athidalasat az
anyaallat immunrendszere altal termelt ellenanyagok biztositjak, amelyek a korokozok
széles spektrumaval szemben nytjtanak specifikus védelmet az Gjsziilottnek.

Ehrlich - koranak tudomanyos ismereteit meghalado - sejtését, amely szerint a tej
protektiv ellenanyagokat tartalmaz, csak 1946-ban igazolta Emil Smith, aki a
szarvasmarha kolosztrum f6 Osszetevdjét immun laktoglobulinként jeldlte meg (ma
IgG1) (Smith, 1946).

Azt a folyamatot, amelynek soran az anya, fajtol fliggd modon, jelentds mennyiségi
immunglobulin transzportjaval biztositja az ujsziilott életben maradasat a magzati élet
soran vagy az élet els6 néhany hetében, anyai vagy maternalis immunitasnak nevezzik.
Ez a rendszer tulajdonképpen egyfajta ,,immunologiai tapasztalat” kozvetitésének is
felfoghatd, hiszen az anyaban olyan ellenanyagok talalhatok, amelyeket a
kornyezetében talalhatd korokozokkal szemben termelt. Minthogy természetes
koriilmények kozott az Gjsziilott élettere megegyezik az anyaéval, az ily modon nyert
tapasztalat” hatasos az ujsziilottet fenyegeté korokozok semlegesitésében és a
fertézések megelézésében is (Kacskovics, 2003).

F. W. Rogers Brambell és munkatirsai mar a mai értelemben vett immunologiai
ismeretek elterjedése eldtt ugy gondoltak, hogy az anyai immunglobulin G (IgG)
molekuldk utédba keriilését egy telitheté receptorrendszer biztositja (Brambell et al.,
1958), majd nem sokkal késébb felvetették, hogy egy hasonld vagy azonos
receptorrendszer védi meg az IgG molekuldkat a gyors lebomlastol (Brambell et al.,
1964). Ezeket az anyai IgG transzportban résztvevd, illetve a szérum IgG felezési idejét
meghatarozoé receptorokat nevezték késébb Brambell receptornak (FcRB). Késébb
egymastol fliggetleniil tobben is bebizonyitottak (Ghetie et al., 1996; Israel et al., 1996;
Junghans and Anderson, 1996), hogy ez a receptor azonos az 1972-ben Jones és

Waldman altal izolalt FcRn molekulaval (Jones and Waldmann, 1972). A receptor

15



elnevezése — neonatalis — arra utal, hogy 0jsziilott patkanyok vékonybelébdl mutattak ki
el6szor, ahol az anyatejben talalhato IgG transzportjat biztositja (Jones and Waldmann,
1972).

Ezt kovetden patkdny vékonybélbdl izolaltak a receptort, és kimutattdk, hogy két
polipeptidlancbdl felépiilé heterodimer fehérje, az egyik lanc koriilbeliil 50 kDa, mig a
masik koriilbeliil 15 kDa tomegli (Rodewald and Kraehenbuhl, 1984). Mar e korai
vizsgalatok soran nyilvanvalova valt az FcRn-IgG interakcié szigorti pH-dependens
tulajdonsaga, azaz az I1gG pH 4.0-6.0 kémhatason kotédik, mig fiziologias (7.4) vagy
ennél magasabb pH értéken disszocial a receptorrdl (Rodewald and Kraehenbuhl,
1984).

A késobbiekben kideriilt, hogy az FcRn szerkezetileg ¢és filogenetikailag szoros
rokonsagot mutat az MHC I molekulaval. A patkany FcRn génjének izolalasakor
kimutattak, hogy a receptor nehéz- vagy o-lanca az MHC I-hez hasonlo, és harom
extracellularis doménbdl, a sejtmembranban lokalizalodd transzmembran régiobol és
citoplazmikus farokrészbdl épiil fel. Az o-lanchoz masodlagos kotéerokkel -
mikroglobulin (B,m) kapcsolodik (Simister and Mostov, 1989) (3. dbra). A
késébbiekben rontgenkrisztallografids elemzés is igazolta, hogy az FcRn szerkezete

valoban hasonlit az MHC I molekuldhoz (Burmeister et al., 1994).

Tot;-Te

oel-re

3. dbra
A szarvasmarha FcRn és a k6t6dott IgG 3D szamitogépes modellje
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Az FcRn szerepe az IgG és albumin homeosztazisban

A Brambell és munkatarsai az altaluk mar 1964-ben feltételezett, az anyai IgG
transzporttal kapcsolatba hozhatdo és a szérum IgG felezési idejét meghatarozo
receptorrendszer egyik feladatat abban lattak, hogy az IgG molekulak kotésével
megovja azokat a lizoszomalis lebontastol (Brambell et al., 1964). Ezt a hipotézist
alatamasztottak azok a vizsgalatok, melyek kimutattak, hogy az egér IgG CH2 és CH3
doménjének ugyanazon aminosavai vesznek részt az Fc fragmentumok in vivo felezési
idejének szabalyozasaban, mint az 0jsziilott vékonybélen keresztiili transzportjaban
(Kim et al., 1994a, b). Ezt igazolta egymassal parhuzamosan tobb kutatocsoport is, akik
vizsgalataik soran az FcRn felépitésében szerepet jatszd [,-mikroglobulint ki nem
fejezd egerekben kimutattak az IgG illetve IgG-Fc molekulak felgyorsult lebomlasat
(Ghetie et al., 1996; Isracl et al, 1996; Junghans and Anderson, 1996).
Hangsulyozandd, hogy elnevezése ellenére az FcRn kifejezodése nem korlatozodik az
ujsziilottkori idészakra, hanem felnéttkorban is kimutathaté kiilonbozd sejt- és
szovettipusokban (Ghetie et al., 1996).

Egér IgGl és Fe-fragmentumok, valamint anti-FcRn ellenanyagok vérkeringésbeli
eloszlasat tanulmanyozva egy munkacsoport az FcRn funkcio f6 helyeként felnétt, nem
vemhes egérnél a bort és izmot jelolte meg, mig a maj és zsirszovet kevésbé volt érintett
(a vese, tiid6, 1ép és vékonybél FcRn funkcidja joval kisebb jelentdségiinek bizonyult).
Az egér izom és maj szOvettani adatai azt mutattak, hogy az FcRn a kis arteriolak,
kapillarisok endotélsejtjeiben expresszalodik, de a nagyobb erekben, mint a centralis
vénaban vagy a portalis keringés ereiben nem lehetett e receptort kimutatni (Borvak et
al., 1998). Az FcRn ember esetében is kimutathato volt az endotélsejtekben (Junghans,
1997). A patkany szikzacsko belsé csiralemezben kifejez6d6 FcRn szerepét kutatva
megallapitottak, hogy az FcRn-IgG interakcié a sejten beliili apikalis vezikulakban
zajlik, és nem a sejtek felszinén. A sejtfelszinen a receptor expresszidjat sem sikeriilt
kimutatni (Roberts et al., 1990). Ujabb tanulményok szerint nem csak a kiilonbozé
szervek és szovetek kapillaris endotélsejtjeiben, hanem extravaszkularisan a dendritikus
sejtekben, monocitakban és makrofagokban kifejezddé FcRn is hozzajarul az IgG szint
szabalyozasahoz (Akilesh et al., 2007; Qiao et al., 2008). Ezekben a sejtekben az FcRn
iddlegesen megkéti az IgG-t, majd a vérpalyaba illetve extracellularis térbe juttatja,
aminek hatasara ezek az IgG molekuldk megmenekiilnek a lizoszomalis katabolikus
folyamatoktol (4. abra). Az FcRn kifejezodését szelektiven csak az endotél és

hematopoetikus sejtekben gatolva bizonyithato, hogy ezek a sejtek az FcRn-medialt IgG
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homeosztazis fo helyszinei (Montoyo et al., 2009). A modell arra is magyarazattal
szolgalt, hogy hogyan lehetséges a szérum IgG szintjének szabalyozasa. Ha az 1gG szint
csokken, tobb FcRn all rendelkezésre az IgG kotéshez, és nagyobb mennyiségli 1gG
mentesiil a lebontastol. Forditva, ha a szérum IgG szintje emelkedik, az FcRn

kotéhelyek telitetté valnak, és névekszik a lebontott IgG aranya.
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4. abra Az IgG katabolizmus szabalyozasa endotélsejtekben

A folyadék fazisu endocitozissal felvételre keriilt IgG a korai endoszomalis
vezikulumokba keriil (1.), ahol az enyhén savas kozegben az FcRn molekuldval
kapcsolodik. Ezt kovetéen az IgG-FcRn komplex visszajut az apikalis plazmamembranra
(recycling), ahonnan vagy a vérbe keriil (2.), vagy a sejt bazolaterdlis oldalra
transzportalodva valik le. Minél nagyobb affinitassal kapcsolodik egy ligandum az FcRn
molekuldhoz, annal hosszabb lesz a felezési ideje (Kim et al., 1994; Medesan et al., 1997),
ami megndvekedett in vivo aktivitdssal jar egyiitt (Zalevsky et al., 2010). Magas IgG
koncentracio esetén telitédnek az FcRn receptorok, és igy a vele komplexet nem képzo
IgG molekulak a lizoszomaba kertilnek, majd az ott 1évé enzimek hatasara degradalodnak
(3.) (Roopenian and Akilesh, 2007).

A maternalis immunitassal kapcsolatos munkéassaga soran Brambell csupan nagyon
roviden emlékezett meg az albuminrdl, az IgG molekuldhoz hasonléan hosszi
féléletidével rendelkezd plazmafehérjér6l (Brambell, 1970). Két kortarsa, H. E.
Schultze és J. F. Heremans feltételezte, hogy az altala vazolt IgG védé mechanizmushoz

hasonlo 1étezik az albumin metabolizmusaban is, egy mas receptor kozremiikodésével
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(Schultze and Heremans, 1966). Csaknem negyven évvel késébb Chaudhury és
munkatarsai irtdk le, hogy az albumin homeosztazisban szerepet jatszo receptor
megegyezik az FcRn-nel és az interakcio ez esetben is szigorii pH-dependenciat mutat
(Chaudhury et al.,, 2003). Késébbi kisérletek soran bizonyitottdk, hogy az FcRn
egymastol fliggetlen IgG és albumin kotéhellyel rendelkezik (Chaudhury et al., 2006),
és az FcRn a-lanc 166-os (Andersen et al., 2006) és 168-as (Andersen et al., 2010)
pozicidju hisztidin aminosava kritikus az albumin interakcid szempontjabol, valamint
felallitottak az FcRn-albumin komplex kotodésének részletes modelljét is (Andersen et
al., 2012). Kimutattak tovabba, hogy vad tipusu egerekhez képest az FcRn-hidnyos
allatokban az albumin kétszer gyorsabban degradalodik, ami arra utal, hogy az FcRn
ugyanannyi albumint ment meg a lebomlastél, mint amennyi termel6dik.
Megjegyzendd, hogy koriilbeliil négyszer annyi IgG-t véd meg a receptor, mint
amennyit az egér szervezete szintetizal (5. abra). Mindez arra utal, hogy ezeket az

értékes molekulakat egy sajatos mechanizmussal (FcRn) védi a szervezet a lebomlastol.
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5. abra Az FcRn megvédi az albumin és IgG molekuldk jelentés hanyadat a
lebomlastél

A piros, illetve kék nyil vastagsaga a sejtek altal felvett albumin, illetve IgG
mennyiségével aranyos (balrol) egy 25 g-os egérre vonatkoztatva. A lizoszomakban
lebontasra keriild6 molekuldk ardnyat a nyil elhajlo 4ga reprezentdlja, mig a
tovabbhaladé szar a degradaciotol megmentett hanyadot szemlélteti. (Anderson et al.,
20006) alapjan.
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3.5

A szarvasmarha FcRn lokalizaciéja és funkcidja

Szarvasmarhaban az IgG termeldédése, immunfolyamatokban betdltott szerepe
alapveten megegyezik a tobbi emldsallatéval. Az IgG vérpalyan beliili felezési ideje a
tobbi emlésallatéhoz hasonléoan mintegy 15-20 nap, és ezzel Iényegesen meghaladja a
vérbeli IgM, IgA ¢és IgE 2-4 napos féléletidejét (Nielsen et al., 1978). A hasonlosagok
mellett a kérddzok IgG metabolizmusanak jellegzetes kiilonbsége, hogy az IgGl
molekula szamos nyalkahartya felszinére (t6gy, vékonybél, alsd légutak, méh)
szekretalodik és ott — az IgA protektiv hatasat kiegészitve — hatékonyan részt vesz az
immunvédelemben.

A szarvasmarha FcRn molekuldjanak szerkezetével kapcsolatos —vizsgalatok
ravilagitottak arra, hogy mind a receptor a-lanca (Kacskovics et al., 2006b), mind pedig
a hozza kapcsolédd Pr-mikroglobulin (B,m) (Tysoe-Calnon et al, 1991) nagy
hasonlosagot mutat a tobbi allatfaj molekuldjaval (6. és 7. abra). Az FcRn a-lanc harom
doménjére vonatkozo hasonlésag mértéke a filogenetikailag egymastol meglehetdsen
tavol allo szarvasmarha és egér esetében is 68,7 % (Kacskovics et al., 2006b). A
kiilonbozé allatfajok FcRn-IgG interakcioban bizonyitottan vagy feltételezetten fontos
szerepet jatszo, az FcRn o-lanc, a Pym vagy az IgG Fc részén elhelyezkedd
aminosavainak Osszehasonlitasa ravilagitott a kotédésben fontos molekuldk nagy

mértékii konzervaltsagara is (Kacskovics et al., 2006b).

LY TR P BN E T RCR VSV I LE QR BTV AW RN
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=

6. 4bra Kiilonb6z6 fajok B,-mikroglobulin szekvencidjanak dsszehasonlitisa
A B,-mikroglobulin szekvencidkban sziirke hattérrel jelolt aminosavak kapcsolodnak az MHC I és MHC
I-szerii molekulak (mint az FcRn) a-lancaval (Tysoe-Calnon et al., 1991).
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7. abra Kiilonb6z6 fajok FcRn o-lanc szekvencidjanak dsszehasonlitasa

Az ember, orangutan, makako, juh, szarvasmarha, dromedar, sertés, kutya, patkany, egér és kozonséges
rokakuzu FcRn a-lancanak szekvencidja, az egyes aminosavak nagyobb fajok kozotti konzervaltasagat a
hattérszin er6sodése jelzi. TM: transzmembran régio, CYT: citoplazmikus farok. (Kacskovics et al.,
2006b)

A DbFcRn lokalizacidjanak ¢és funkcidjanak meghatarozasara iranyuld kisérletek
eredményei igazoltak, hogy bar az ellés el6tt és azt kovetden is ki lehet mutatni az FcRn
jelenlétét a tégy acinus sejtjeiben, a receptor sejten beliili lokalizaciojaban jellegzetes
kiilonbség figyelheté meg. Mig az ellés el6tti idoszakban a receptor diffuzan tolti ki a
citoplazmat, addig az ellést kovetben a receptor elsddlegesen az epitélsejtek

apikalis/luminalis oldalan talalhato, illetve a jel fokozatosan gyengiil. Minthogy a tégy
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acinus sejtjeiben a korabbiakban csak IgG1 molekulakat detektaltak, feltételezték, hogy
a szarvasmarha FcRn is ezeket a molekulakat koti és szekretalja (Mayer et al., 2005).
Tovabbi vizsgalatok soran az FcRn kifejezddését a vékonybél kriptasejtjeiben (Mayer et
al., 2002), illetve az also légutakban is detektaltdk (Mayer et al., 2004). A bFcRn
szerepét a tejmirigy transzportjaban ezt koveten olyan Tg egérmodelben vizsgaltak,
amely a bFcRn-t nagymértékben fejezte ki laktald tejmirigyben és megallapitottak,
hogy a tej fokozott mértékti IgG akkumulacioja nem volt kimutathaté (Lu et al., 2007).
Ezt kovetden vizsgaltak a szarvasmarha IgGl és IgG2 — bFcRn interakciojanak
kinetikajat és megallapitottak, hogy az IgG2 egy nagysagrenddel erésebben kotddik a
bFcRn molekuldhoz (Takimori et al., 2011). Mindezek az eredmények arra utalnak,
hogy a szarvasmarha tejmirigyben az FcRn szerepe az IgG molekuldk visszajuttatasa a
keringésbe, és nem azok tejbe irdanyuld szekrécidja, hasonloképpen ahhoz, mint amit
korabbi vizsgalatok alapjan az egér és a human tejmirigyben is leirtak (Cianga et al.,
2003; Cianga et al., 1999).

Tekintettel arra, hogy a tobbi allatfajhoz hasonldan az IgGl és IgG2 alosztalynak
hossza a felezési ideje (bar az IgG2 felezési ideje hosszabb (Butler, 1983)),
feltételezhetd volt, hogy az FcRn is expresszalodik az endotélsejtekben és védi az IgG
molekuldkat a gyors lebomlastol. Mig az endotélsejtek FcRn expresszidjat
immunhisztokémiai vizsgalatokkal igazoltdk, addig az FcRn IgG katabolizmusat
befolyasolo szerepét funkcionalis elemzésekkel erdsitették meg (Kacskovics et al.,
2006a). Ennek kapcsan el6szor kimutattak, hogy az emberi IgG hatékonyan kapcsolodik
a szarvasmarha FcRn receptorhoz, sét ez az interakcid Iényegesen erésebb, mint a
szarvasmarha IgG-FcRn kapcsolat. Figyelembevéve, hogy mas allatfajokban végzett
vizsgalatok kozvetlen osszefliggést mutattak az IgG-FcRn kapcsolat erdssége ¢és az 1gG
felezési ideje kozott (azaz minél erésebb a kapcsolat, annal hosszabb a felezési id6)
(Ghetie and Ward, 2002), feltételezheté volt, hogy az emberi IgG felezési ideje
szarvasmarhaban meghaladja a szarvasmarha IgG féléletidejét. Human IgG-t normal,
illetve human IgG-t termel6 transzkromoszomalis borjakba fecskendezve igazolodott,
hogy az emberi IgG felezési ideje ezekben az allatokban lényegesen hosszabb, mint a
szarvasmarha IgG felezési ideje, vagyis a szarvasmarha FcRn hatékonyan védi meg a
vérben keringé human IgG molekulakat a lebomlastol (Kacskovics et al., 2006a). Azdta
az is kideriilt, hogy az 1gG2 felezési ideje azért hosszabb, mint az IgG1 izotipusé, mert

az IgG2 erésebben kotddik az FcRn-hez (Takimori et al., 2011).
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3.6 Az FcRn szerepe a fagocitozis és antigén prezentacio folyamatiaban
Mivel az FcRn jelenlétét mar korabban kimutattdk monocitakbol, makrofagokbol és
dendritikus sejtekbdl, ezért felmeriilt a lehetdség, hogy a receptor a fagocitozis
folyamataban is szerepet jatszik (Zhu et al., 2001). Bebizonyosodott tovabba, miszerint
neutrofil granulocitakban az FcRn-hez ko6t6dés elengedhetetlen az 1gG-vel opszonizalt
baktérium optimalis fagocitozisahoz (8. abra) (Vidarsson et al., 20006).
Egy tovabbi FcRn-hez kothetd funkcié a human bélsejtekben jatszodik le. Az itt
kifejez6d6 receptor az IgG molekulakat az epitélsejteken keresztiil a bél lumenébe
szallitja, ahol azok a jelenlévé antigénekhez kotddnek. Ezt kovetéen az
immunkomplexeket a receptor visszaforgatja a lamina propriaba a dendritikus sejtek
szamara, amelyek az immunkomplexeket feldolgozzak, és a CD4+ T sejteknek

bemutatjak (Yoshida et al., 2004).

8. dbra Az FcRn szerepe a fagocitézisban (Vidarsson et al., 2006)

A folyamat els6 lépéseként a baktériumon 1év6 IgG hozzékapcsolodik
a leukocyta sejtfelszini FcyR-hoz (1.), elinditva ezzel a belsé
szignalizacios folyamatokat (FcR-ITAM) (2.), aminek
eredményeképpen az FcRn-molekuldk a granulumokbol kiszabadulva
a fagoszomakba transzlokalodnak. Emellett a proton pumpat

melynek kovetkeztében az FcRn hozzakapesolodik az IgG
molekuldhoz (3.). Ez a folyamat végiil a célsejt internalizaciojat
eredményezi (4.)
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3.7

A kozelmultban igazoltak azt is, hogy az FcRn képes immunkomplexeket lizoszomakba
iranyitani dendritikus sejtekben, ezaltal fokozva az antigén prezentaciot (Qiao et al.,
2008). Habar a korai vizsgalatok soran nem tudtak igazolni az FcRn kifejezodését B
sejtvonalakban és primer B sejtekben (Akilesh et al., 2007; Ghetie et al., 1996; Zhu et
al., 2001), kés6bb kimutattak a receptor jelenlétét egér 1ép B sejtekben (Mi et al., 2008;
Montoyo et al., 2009). Ezen eredmények alapjan az FcRn valamennyi professzionalis
antigénprezentalo sejtben (APC) kifejezddik. Az antigénprezentalo sejtekben kifejez6dd
invarians lanc kapcsolodhat az FcRn-nel és a lizoszomakba iranyithatja azt (Ye et al.,
2008), igy az FcRn-nek szerepe lehet a sejten beliili transzportfolyamatok és az antigén
prezentacié befolyasolasaban.

A legujabb vizsgalatok alapjan az endoszomaban lokalizalédo FcRn fokozza a
esetén makrofagokban hasonlé hatas figyelheté meg, mig dendritikus sejtekben az FcRn
hianya nem befolyasolja a folyamatot. A két sejttipusban lezajlo folyamat kiilonbségét a
fagoszomak kémhatasanak eltérésével magyarazzak (Liu et al., 2011). Egy masik
tanulmanyban  leirtak  szerint az FcRn sziikséges az immunkomplexek

keresztprezentaciojahoz is (Baker et al., 2011).

Modositott FcRn expresszioju (KO és Tg) modellallatok attekintése

Az FcRn funkcidjanak tanulmanyozasa kezdetekben a heterodimer receptor egyik
alkotoelemét, a P,-mikroglobulint (B,m) kifejezni képtelen egerekben zajlott, melyek
ravilagitottak a receptor IgG homeosztazisban bet6ltott szerepére: mikddoképes FcRn
hianyaban a maternalis immuntranszport sérill, az IgG molekulak katabolizmusa
felgyorsul, féléletideje csokken (Ghetie et al., 1996; Israel et al., 1995; Israel et al.,
1996; Junghans and Anderson, 1996). Egy korabbi tanulmanyban ismertették, hogy $,m
hianyos egerekben annak ellenére alacsonyabb IgG szint mérhetd, hogy normal B-sejt
készlettel rendelkeznek (Spriggs et al., 1992), igy az IgG koncentracié csokkenése a
fokozott IgG katabolizmusnak tulajdonithato.

Mivel a f,m hianyos egerekben nem csak az FcRn funkcidja sériil, hanem gyakorlatilag
CD8+ T-sejtjeik szama is drasztikusan csékken (Koller et al.,, 1990; Zijlstra et al.,

1990), igy e modellek nem tették lehetévé az FcRn célzott, szelektiv vizsgalatat. A B,-
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mikroglobulint nem expresszalo egerek helyett az FcRn a-lanc génkiiitott (knock-out,
KO) egerek kinaltak lehetséget a receptor altal medialt folyamatok meghatarozasara.
Ezek a vizsgalatok megerdsitették, hogy az FcRn szabalyozza a perinatalis IgG
transzportot, IgG és albumin homeosztazist, valamint az IgG-Fc-kapcsolt terapias
készitmények sorsat, illetve az antigén prezentaciot (Chaudhury et al., 2003; Qiao et al.,
2008; Roopenian et al., 2003). Ezekben az egerekben mind a normal szérum IgG
koncentracidja, mind az immunizalast kovet antigén-specifikus és total IgG szintje
alacsonyabb volt a vt kontrollokhoz képest, de mivel a 1épben ¢s a csontvel6ben azonos
szamban volt kimutathatd antigén-specifikus IgG-t termelé plazmasejt, igy
valoszintsitették, hogy az alacsony szérum IgG szint e molekuldk megnovekedett
kitiriilésével magyarazhato (Roopenian et al., 2003).

Az egér FcRn bélrendszeri antimikrobialis immunitasban bet6ltott szerepének elemzése
érdekében létrehoztak egy egértorzset, amely az egér FcRn a-lancat és az egér B,-
mikroglobulint kizarolag az intesztinalis epitélium sejtjeiben expresszalja (IFAB-
mFcRnTg/mBomTg/mFcRn™) (Yoshida et al, 2006), mig az FcRn-medialt IgG
homeosztazis f6 helyszinének vizsgdlatara kialakitott egértorzsben az FcRn
kifejez6dését szelektiven csak az endotél és hematopoetikus sejtekben gatoltak
(Montoyo et al., 2009).

Az FcRn fajspecifikus tulajdonsagai jobban megérthetok az FcRn o-lanc kifejeztetése
révén: az emberi FcRn — emberi IgG molekuldak interakcidjanak in vivo
tanulméanyozasanak elésegitése érdekében egér FcRn KO (mFcRn™), valamint huméan
endogén promoter szabalyozasa alatt all6 human FcRn transzgenikus (hFcRnTg)
egereket hoztak létre (Roopenian et al., 2003). Késobb ezeket a hFcRnTg allatokat
keresztezték korabban létrehozott human B,m transzgenikus (Krimpenfort et al., 1987),
majd pedig az mFcRn™" egyedekkel (hFcRnTg/[Bzng/chRn'/') (Yoshida et al., 2004).
Egy masik, human citomegalovirus enhancer és csirke p-aktin / nyal B-globin hibrid
promoter altal szabalyozott hFcRn Tg egértorzset is kialakitottak; mindkét modellallatot
vizsgaltak a terapids ellenanyagok farmakokinetikai vizsgalatara vald alkalmassag
szempontjabol (Roopenian et al., 2010), valamint szamos klinikai kémiai paraméter
tekintetében (Stein et al., 2012).

Az ember FcRn molekuldjan kiviil a szarvasmarha FcRn expresszié hatdsait is
tanulmanyoztak transzgenikus egérmodellben. Az egyik esetben a bFcRn tejbe torténd
IgG transzportjanak folyamatat vizsgaltdk egy endogén egér FcRn-t is kifejezd

torzsben, melyben a tejmirigy-specifikus B-kazein promoéter szabalyozza a bFcRn o-
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lanc és bovin B,m kifejez6dését a transzgenikus egerek tejmirigyében (Lu et al., 2007).
A Tg allatok szérumaban ¢és tejében szignifikansan magasabb IgG szintet mértek, és a
beinjektalt human IgG felezési ideje is hosszabbnak bizonyult, ami arra utal, hogy
bFcRn hatékonyan koti és védi meg a lebomlastol mind az endogén egér IgG-t, mind az
exogén human IgG molekulakat. A Tg ndstény egerek tejében nem volt kimutathatd
sem az endogén egér IgG, sem az allatokba fecskendezett bovin IgG felhalmozoddasa,
ami egy korabbi feltételezést (Cianga et al., 1999) megerésitve arra utal, hogy az IgG
tejbe iranyuld transzportja forditottan aranyos az FcRn iranti kotéserdsségével (Lu et
al., 2007) (Id. korabban).

A DbFcRn overexpresszio hatasainak elemzésére Bosze és Kacskovics hozott létre
mesterséges bakterialis kromoszoma (BAC) transzgenikus egereket FVB/N genetikai
hattéren. A szarvasmarha BAC genomi konyvtarbol izolalt 102 kb hosszisagu klon
magaban foglalja a receptor a-lanc teljes kodold szakaszat és a gén 20, illetve 70 kb
szabalyoknak megfelelden 6rokité transzgenikus egérvonalat alapitottak, az egyik vonal
(#14) egyedei 2, illetve 4, mig a masik vonal (#19) egyedei 5, illetve 10 kopiaban
hordozzak a bFcRn-t hemi-, illetve homozigota formaban; ezek az egerek az endogén
egér FcRn-t is kifejezik. A transzgén bFcRn szdvet- és kopiaszam-fliggd kifejezddését
mRNS és fehérje szinten is igazoltak Northern blot és Western blot technikaval (Bender

et al., 2007). Sajat vizsgalataimat is ezeken az allatmodelleken végeztem.
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4 Célkitlizések

4.1 DbFcRn overexpresszié IgG védé hatasanak vizsgilata (az IgG felezési idejének
meghatarozasa) in vivo transzgenikus egérmodellen
e Vérpalyaba fecskendezett egér IgG1 felezési idejének meghatarozasa FVB/N hatterti
vt és bFcRn Tg egerekben
e Vérpalyaba fecskendezett kétféle dozisi human IgG felezési idejének meghatarozasa

FVB/N hatterii vt és bFcRn Tg egerekben

4.2 bFcRn overexpresszio humorilis immunvalaszra gyakorolt egyes paramétereinek
vizsgalata in vivo transzgenikus egérmodellen

e T-dependens antigénnel (ovalbumin) torténd immunizalds hatasara képz6dé antigén
specifikus IgG titerének, valamint a total IgG koncentracidjanak meghatarozasa és
Osszehasonlitasa vt és bFcRn Tg egerekben

e Balb/c hattérre keresztezést kovetéen az immunizalatlan vt és Tg egerek szérumbeli

o Kétféle konjugatummal (TNP-OVA, TNP-KLH) torténé immunizalast kovetéen a
Balb/c vt és Tg egerek haptén és hordozo specifikus IgG titerének osszehasonlitasa, a
lépsejtek és antigén specifikus lépsejtek szamanak meghatarozasa

e A TNP-OVA ¢és TNP-KLH immunizalt egerekbdl szarmazo6 lépsejtek fuzionaltatdsa
Sp2/0-Agl4 mieloma sejtekkel, és a keletkez6 hibridomak, valamint az antigén
specifikus IgM ¢és IgG pozitiv hibridoma mikrokultarak szaméanak és aranyanak
Osszehasonlitasa vt és Tg egerek esetén

e Autoimmun ellenanyagok monitorozasa idés (7-10 honapos) vt és Tg egerek

szérumabol

4.3 FcRn expresszioé kimutatisa transzgenikus egér sejteken és szoveteken

e Konfokalis mikroszkopos immuncitokémiai vizsgalatok pH-dependens FcRn-IgG
interakcio kimutatasara (bFcRn-t nativ, funkcioképes allapotban alapszinten

expresszalo és overexpresszalo sejtvonal segitségével)
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e A munkacsoport altal korabban 1étrehozott bFcRn a-lanc egy konzervativ szakaszat
reprezentald peptidre specifikus nyulban termelt poliklonalis ellenanyag fluoreszcens
mikroszkopos tesztrendszerben torténd beallitasa és vizsgalata

e bFcRn specifikus egér monoklonalis ellenanyagot termel6 hibridomasejtek eléallitasa,
ELISA, Western blot és konfokalis mikroszkopos tesztrendszerben torténd beallitasa
és vizsgalata

e A munkacsoport altal korabban létrehozott, szolubilis bFcRn-re specifikus, csirkében
termelt poliklonalis ellenanyag fluoreszcens mikroszképos tesztrendszerben torténd

beallitasa, immunizalatlan vt és bFcRn Tg egerek 1épének vizsgalata

Munkam soran a bFcRn transzgenikus egerek immunvalaszanak karakterizalasara
iranyulo fenti kisérleteket munkatarsaimmal szoros egylittmiikodésben végeztem, az egyes

részfeladatokkal kapcsolatos munkamegosztast a 9. dbra szemlélteti.
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5 Anyag és modszer

5.1 Kisérleti allatok

Vizsgalataink sordan egyrészt FVB/N genetikai hatterli vad tipust (vt), illetve
ugyanilyen genetikai hattéren létrehozott bFcRn transzgenikus (Tg) egereket
hasznaltunk, melyek a bFcRn a-lanc génjét tartalmazd mesterséges bakterialis
kromoszoma (bacterial artifical chromosome, BAC) megtermékenyitett egér oocitakba
torténd mikroinjektalasaval allitottunk el6 (Bender et al., 2007). Ezzel a modszerrel két,
a bFcRn-t kiilonbozé kopiaszamban expresszalo egértorzs jott létre, melyek koziil
kisérleteinkhez a #14-es vonal homozigota és a #19-es vonal heterozigota egyedeit
hasznaltuk, 4 (FVB/N_tg4), illetve 5 (FVB/N_tg5) kopiaszamu receptor expresszioval.
A hibridoma-eléallitashoz hasznalt Balb/c_tg5 vonalat az FVB/N tg5 torzs Balb/c
hattérre torténd atkeresztezésével allitottak eld, melynek tobb, mint 10. generacios
egyedeit hasznaltuk, igy azok kongenikusnak mindsiilnek (Flaherty, 1981; Silver,
1995), vagyis egyedeik csak egyetlen gén-lokuszban (bFcRn a-lanc génje) kiilonbéznek
egymastol. A vt kontroll allatok mindkét genetikai hattér esetében a Charles River
Laboratories budapesti telephelyérél szarmaztak. Az FVB/N hatter(i egereket a godoll6i
Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpont konvencionalis allathdzaban, a Balb/c
hatterti egereket az ELTE Immunoldgiai Tanszékének allathazdban tartottuk
meghatarozott korokozoktol mentes (SPF) koriilmények kozott.

Az autoreaktiv ellenanyagok szintjének kimutatasahoz 7-10 honapos Balb/c_tg5 ¢és
kontroll allatokat, illetve pozitiv kontrollként fehérjevizelés és lupus betegség (SLE)
tiineteit mutatd 6 honapos MRL/Ipr egér szérumat hasznaltuk. Az allatkisérletek a
hatalyos allatvédelmi jogszabalyokkal és a 22.1/828/003/2007 szamu, Mezdgazdasagi
Szakigazgatasi Hivatal Allategészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatosag éltal kiadott
engedéllyel osszhangban keriiltek elvégzésre, a Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag
engedélye alapjan és az egyetem allatkisérleti szabalyzataban (etikai kodexében)

foglaltaknak megfeleléen.
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5.2 IgG-Kiiiriilés elemzése

Monoklonalis egér IgG1 kiliriilésének vizsgalatdhoz megegyezd koru és nemil vad
tipusu illetve homozigota 4 kopias bFcRn tg egerekbe (FVB/N hattér) 10 mg/ttkg
ovalbumin specifikus monoklonalis egér IgGl-et (Sigma-Aldrich Company)
injektaltunk intravénasan. Az injektalds eldtt, majd azt kovetéen rendszeres
idokozonként (0, 1, 6, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240 o6ra) 50 pl vért
vettiink a retroorbitalis plexusbol, melyet szobahdmérsékleten hagytunk megalvadni, a
centrifugalast kdvetden nyert szérumot felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A human IgG
kitiriilésének vizsgalata analog modon tortént, 10 illetve 20 mg/ttkg human IgG
(Gammonativ, OctaPharma) iv injektalasaval.

A kitiriilés vizsgalat soran meghatarozott idokozonként vett vérmintak szérumabol az
injektalt monoklonalis egér IgG, valamint human IgG koncentracidjat ELISA
modszerrel hataroztuk meg. A 96 lyuka ELISA lemezeket (Corning Inc.) 5 pg/ml OVA
vagy 2 pg/ml human IgG specifikus kecske IgG (Pierce) 0,1 M natrium-karbonat-
bikarbonat pufferben (pH 9,6) higitott oldataval fedtilk. Szobahdmérsékleten 2 éran at
tartd inkubalast kovetéen a lemezeket 0,05 % Tween-20 detergenst tartalmazo 0,1 M
PBS oldattal (PBS-T) mostuk. Blokkolashoz 1 % BSA-t tartalmazé PBS oldatot
hasznaltunk. A mosési 1épést kovetéen a megfelelé higitasi mintdkat a lemezekre
pipettaztuk és 1 oran at allni hagytuk, majd a mosas utan tormaperoxidazzal (HRP)
konjugalt egér IgG specifikus ellenanyagot (Southern Biotechnology Associates Inc.)
adtunk a rendszerhez. A kotddott tormaperoxidaz-konjugalt ellenanyagokat ortofenilén-
diamin (OPD, Fluka Chemie GmbH) szubsztrattal mutattuk ki, a lezajlott szinreakcio
mértékét Multiscan EX Microplate Photometer (Thermo Fisher Scientific Inc)
késziiléken 405 nm hullamhosszon mértiik. A szérum mintak injektalt IgG
program segitségével, a felezési id6t a WinNonLin professional 5.1 program (Pharsight
Corp.) kétkompartmentes, nem-linearis regresszidoszamitasi modelljével hataroztuk meg
(ahogy masok, (Datta-Mannan et al., 2007; Garg and Balthasar, 2007, 2009; Igawa et
al., 2010). A mintakat triplikdtumban mértiik, az egyes lépések kozott a lemezt 6tszor
mostuk PBS-T oldattal.
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10. abra A vérpalyaba fecskendezett IgG goszlasanak és kétfazisi Kiiiriilésének sematikus

modellje

(A) Az intravénas IgG a centralis kompartmentbe keriil, majd megoszlik a periféridas kompartmentben is.
A két kompartment kozott dinamikus anyagaramlas zajlik, a befecskendzett anyag mennyiségét
eliminacio csokkenti.

intra- és extravaszkularis kompartmentek kozotti gyors megoszlast abrazolja, mig a masodik fazis (p-
fazis) az FcRn fiiggd lassu elimindciot jeleniti meg

Antigének és immunizalasi protokollok

A kisérletek soran hasznalt allatok, antigének és immunizalasi stratégiak jellemzdit az
alabbiakban kisérletenként ismertetem. Az ovalbumin (OVA) és kuleslyuk csiga
hemocianin (KLH) (Sigma-Aldrich Company) konjugatumok Rittenberg és Amkraut
modszerének alkalmazasaval késziiltek (Rittenberg and Amkraut, 1966), melynek soran
az antigéneket trinitrobenzén szulfonsavval (Pierce Chemical Company) reagaltattuk. A
TNP specifikus ellenanyagok kimutatasat célz6 ELISA moddszer soran hasonlé modon
elkészitett TNP-BSA konjugatumot hasznaltunk a lemezek fedésére. Az immunizalas
soran az allatoktdl rendszeres id6kozonként vért vettiink, és a szérumot felhasznalasig -

20 °C-on taroltuk.

5.3.1 Ovalbumin (OVA) immunizalas

Megegyez6 életkora és nemii, FVB/N hatterii vt, illetve 4 és 5 kopias bFcRn tg
egereket (5 allat csoportonként) immunizaltunk ovalbuminnal. Az els6 oltas (0. nap)
allatonként 250 pg OVA ¢és komplett Freund adjuvans (CFA) hasiiregbe
(intraperitonealis, ip) torténd injektalasaval tortént, melyet a 14. napon 250 ug OVA ¢és
inkomplett Freund adjuvans (IFA) ip oltasa kovetett.
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5.3.2

Trinitrofenillel konjugalt ovalbumin (TNP-OVA) immunizalas

Megegyez6 ¢letkoru és nemti, Balb/c hatterti vad tipusu, illetve 5 koépias bFcRn tg
egereket (3 allat csoportonként) immunizaltunk TNP-OVA antigénnel. Az els6 oltas
(0. nap) allatonként 200 ng TNP-OVA ¢és CFA ip injektalasaval tortént, melyet a 21.
napon 100 pg TNP-OVA és IFA ip. oltasa kovetett. Végiil az immunizalas 43. napjan

50 pg antigént ip és 50 pg antigént intravénasan (iv) juttattunk az allatok szervezetébe.

Trinitrofenillel konjugalt kulcslyuk csiga hemocianin (TNP-KLH) immunizalas

Megegyez6 életkort és nemil, Balb/c hatteri vad tipusi, illetve 5 kopias bFcRn tg
egereket (4 allat csoportonként) immunizaltunk TNP-KLH antigénnel. Az elsé oltas
(0. nap) allatonként 200 pg antigén és CFA ip injektalasaval tortént, melyet a 21. és
43. napon 100 pg TNP-OVA és IFA ip. oltasa kovetett. Végiil az immunizalas 70.

napjan 50 pg antigént ip és megegyez6 mennyiséget iv oltottunk allatonként.

Immunizalas rekombinans szolubilis bFcRn (sbFcRn) fehérjével

Két honapos Balb/c hatterti vad tipust egeret 50 pg szolubilis bFcRn (sbFcRn) és CFA
homogenizatumaval oltottunk ip. A sbFcRn molekula a bFcRn o-lanc és bovin f,-
mikroglobulin rekombinans uton eldallitott, funkcionalis egysége, amely nem
2006a). Az els6 oltast koveté 23. és 42. napon 50 pg antigén és IFA adjuvans
homogenizatumaval oltottunk ip., majd a 63. napon 25 pg antigént iv és 25 pg antigént

ip injektaltunk.

5.4 Ellenanyagok szintjének mérése

5.4.1

Total IgG és albumin koncentracié meghatiarozasa szérumbol

A megegyez6 kort és nemii ovalbuminnal immunizalt 4 és 5 kopias FVB/N (5.4.1),

valamint az immunizalatlan 5 kopids Balb/c genetikai hatteri egerekbdl vett

elemeztiik. A 96 lyukt ELISA lemezeket (Corning Inc.) 2 pg/ml egér IgG specifikus
poliklonalis kecske ellenanyag (Southern Biotechnology Associates Inc.) 0,1 M
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natrium-karbonat-bikarbonat  pufferben (pH 9,6) higitott oldataval fedtiik.
Szobahdmérsékleten 2 dran at tartd inkubalast koveten a lemezeket 0,05 % Tween-20
detergenst tartalmazé 0,1 M PBS oldattal (PBS-T) mostuk. Ezt kdvetden az ismert
szakaszara esben higitott szérum mintakat a lemezekre pipettaztuk és 1 6ran at allni
hagytuk, majd a mosas utan tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt egér IgG specifikus
ellenanyagot (1:4000 higitas, Southern Biotechnology Associates Inc.) adtunk a
rendszerhez. A kotodott tormaperoxidaz-konjugalt ellenanyagokat 3, 3°, 5, 5°-
tetrametilbenzidin (TMB, Sigma-Aldrich Company) szubsztrattal mutattuk ki, a
lezajlott szinreakcio mértékét Multiscan EX Microplate Photometer (Thermo Fisher
Scientific Inc) késziiléken 450 nm hulldmhosszon mértiik. A szérum mintak standard
segitségével hataroztuk meg. A mintakat duplikdtumban mértikk, az egyes Iépések
kozott a lemezt 6tszor mostuk PBS-T oldattal.

Az immunizalatlan Balb/c hatteri vt illetve 5 kopias Tg egerek szérum albumin
koncentracidjanak meghatarozasa sordn a 96 lyuku ELISA lemezeket (Corning Inc.) 5
pg/ml egér albumin specifikus poliklonalis kecskében termelt ellenanyag (Bethyl
Laboratories Inc.) 0,1 M natrium-karbonat-bikarbonat pufferben (pH 9,6) higitott
oldataval fedtiik. A lemezeket 2 6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten, majd albumin
(Sigma-Aldrich Comp.) all6 standard sort, illetve a standard sor linearis szakaszara
esoen higitott szérum mintakat a lemezekre pipettaztuk és 1 oran at allni hagytuk,
majd mosasi lépést kovetéen HRP-konjugalt egér albumin specifikus ellenanyagot
(1:10000 higitas, Bethyl Laboratories Inc.) adtunk a rendszerhez. A kotodott
tormaperoxidaz-konjugalt ellenanyagokat 3, 3°, 5, 5’-tetrametilbenzidin (TMB,
Sigma-Aldrich Company) szubsztrattal mutattuk ki, a lezajlott szinreakcié mértékét
Multiscan EX Microplate Photometer (Thermo Fisher Scientific Inc) késziiléken 450
nm hulldamhosszon mértilk. A szérum mintak standard sorhoz viszonyitott szérum
mintakat duplikdtumban mértiikk, az egyes 1épések kozott a lemezt 6tszor mostuk

albumin higito oldattal.
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54.2 OVA, TNP és KLH specifikus IgM és IgG meghatirozisa immunizalt allatok
szérumabol és hibridoma feliiliszobol
Az immunizalds sordn a kisérleti allatokbol rendszeres id6kozonként vett
vérmintakbol szarmazé szérum, illetve a 96 lyuku sejttenyészté lemezekbdl vett
hibridoma feliilusz6 antigén specifikus ellenanyag tartalmat ELISA modszerrel
elemeztiik. Az OVA, TNP ¢és KLH specifikus 1gG és IgM titer meghatarozasa soran
96 lyuku ELISA lemezeket (Corning Inc.) 5 pg/ml OVA, TNP-BSA vagy KLH 0,1 M
natrium-karbonat-bikarbonat pufferben (pH 9,6) higitott oldataval fedtiik.
Szobahdmérsékleten 2 Oran at tartd inkubalast kovetden a lemezeket 0,05 % Tween-20
detergenst tartalmazé 0,1 M PBS oldattal (PBS-T) mostuk. Ezt kévetéen a szérumok
megfeleld higitasi sorozatat, illetve a kétszeres higitasu feliiluszo mintakat a lemezekre
pipettaztuk és 1 oran at allni hagytuk, majd a moséas utan tormaperoxidazzal (HRP)
konjugalt egér 1gG specifikus ellenanyagot (Southern Biotechnology Associates Inc.)
adtunk a rendszerhez. A kot6dott tormaperoxidaz-konjugalt ellenanyagokat 3,3°,5,5’-
tetrametilbenzidin (TMB, Sigma-Aldrich Company) szubsztrattal mutattuk ki, a
lezajlott szinreakcio mértékét Multiscan EX Microplate Photometer (Thermo Fisher
Scientific Inc) késziiléken 450 nm hullimhosszon mértiik. A szérum mintak antigén
specifikus IgG titer értékét (maximalis kotédése feléhez tartozo szérum higitasi fok)
GraphPad Prizm 4 program segitségével hataroztuk meg. A mintakat duplikatumban

mértiik, az egyes 1épések kozott a lemezt 6tszor mostuk PBS-T oldattal.

5.5 Antigén specifikus B sejtek kimutatisa (ELISPOT)

A MultiScreen-HTS mikrotiter lemezeket (Millipore) 20 pg/ml TNP-BSA-val vagy
KLH-val fedtik PBS pufferben és 3 orat inkubaltuk szobahémérsékleten. Ezutan a
lemezeket hatszor mostuk PBS-sel, majd RPMI-1640 + 5 % FCS + MeOH médiummal
30 percig blokkoltuk a szabadon maradt koét6helyeket. Ennek eltavolitisa utan a
1épsejtek megfeleld higitasi sorozatat a blokkolashoz hasznalt médiumban a lemezekre
pipettaztuk és 37°C-os termosztatban, 5% CO, tartalom mellett inkubaltuk egy ¢jszakan
at. A mosasi 1épést (PBS-T) kovetden a sejtek altal termelt és felszinhez kotddott
ellenanyagokat HRP-konjugalt egér IgM vagy IgG specifikus kecske ellenanyaggal
(Southern Biotechnology Associates Inc.) jeloltiik. Az 1 6ra szobahdmérsékleten tortént

inkubalast kovetdéen haromszor PBS-T-vel, majd haromszor PBS-sel mostuk a

34



5.6

5.7

lemezeket. Az el6hivas szobahdmérsékleten, hidrogén-peroxid jelenlétében 3-amino-9-
etilkarbazol (AEC, Sigma) szubsztrattal tortént, a szinreakciot vizes mosassal allitottuk
le. Az eredményt ImmunoScan ELISPOT reader (Cellular Technology Ltd.) késziilék

segitségevel olvastuk le és ImmunoSpot 3.2 program segitségével értékeltiik.

oy

Hibridoma-eloallitas

A kisérleti egerek 1épébdl nyert sejtek 1/3-ad (TNP-OVA immunizalas) illetve 1/4-ed
(TNP-KLH immunizalds) részét gytijtottilk 0ssze csoportonként, igy egy-egy allatnak
megfeleld mennyiségii sejttel végeztik el a fuziot az egyedenkénti variabilitas
csokkentése érdekében. Egy ml mennyiségii polietilén-glikol (PEG, Sigma-Aldrich
Company) lassu hozzaadasaval a 1épsejteket Sp2/0-Agl4 mieloma sejtekkel
fazionaltattuk 5:1 aranyban. A keletkezett hibridomak szelekcioja DMEM + 10 % FCS
+ MeOH + HAT médiumban, 96 lyuku sejttenyésztd lemezeken (Corning Inc.) tortént.
A hibridomak mikroszkop segitségével torténé megszamolasara a fuziot kovetd 6. és 7.
napon keriilt sor.

A sbFcRn specifikus hibridoma eldallitasa ezzel analdg modon tortént, az allatbol

kinyert sszes 1épsejt fuzionaltatasaval.

Autoreaktiv ellenanyagok kimutatasa

A vizsgalathoz hasznalt dupla szalu DNS-t (dsDNS, Sigma) borju pajzsmirigybdl izolalt
DNS jelentette, a denaturalt szimpla szald DNS (ssDNS) ebbdl késziilt 95 °C-on 10
perces inkubaciot kovetd jeges hiitéssel. Nukleoszoma kivonatot korabban leirt modon
allitottunk el6 (Voynova et al., 2005) BL41 human limfoma sejtek felhasznalasaval. Az
oldatok DNS koncentracidja OD260 érték alapjan 0,6 mg/ml volt. A hiszton II-A
fehérjét a Sigma-Aldrich Co-tol, a Jo-1 antigént az Arotec Diagnostic Limited cégtdl
(Wellington, New Zealand) szereztiik be.

Az antigéneket triplikatumban nitrocellulézzal boritott targylemezekre nyomtattuk
(FAST-slides, Whatman, Kent, UK) BioOdyssey Calligrapher miniarrayer késziilék
segitségével (BioRad, CA) és felhasznalasig 4 °C-on lezart tasakban taroltuk. A széritott

lemezeket hasznalat elétt PBS-ben inkubaltuk 15 percig, majd 20 % szérummal 37 oC-
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5.8

5.8.1

5.8.2

on egy oran at blokkoltuk, a mintakat 5 % BSA, 2,5 mM Ca2+ és 0,7 mM Mg2+
tartalmu veronal pufferben higitottuk. Ezt kovet6en a lemezeket PBS-T oldattal mostuk
és 1:5000 higitast Cy5-konjugalt kecskében termelt egér IgG specifikus reagenssel
inkubaéltuk (szobahdmérseklet, 30 perc, 5 % BSA-val kiegészitett PBS-T-ben higitva).
Mosasi 1épés utan a lemezeket megszaritottuk és a jeleket Axon GenePix 4200A
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) késziilékkel rogzitettik. A felvételeket
GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices, Corp.) szoftver segitségével elemeztiik, minden
pont esetében kiszamolva a fluoreszcencia intenzitds (FI) értékét (FI = Flinedian(pontok pixele)
— Flincdignthelyi hétér pixele)), @ tovabbi analizishez a triplikditumok median értékét

hasznaltuk.

Fluoreszcens immuncitokémia

A bFcRn funkcioképességének (IgG koto képességének) vizsgalata sejtvonalon

A teszteléshez hasznalt MacT szarvasmarha tégyhamepitél sejteket, illetve annak
bFcRn a-lancat overexpresszald valtozatat (B4) (Kacskovics et al., 2006a) 8-lyuku
boroszilikat sejttenyésztd lemezre (Nunc) szélesztettiik és a kisérlet el6tt 30 percig
FCS mentes DMEM médiumban tartottuk. Ezt kovetden a sejtekhez pH 6.0 és pH 7,4
kémhatasu FCS mentes médiumban Alexa Fluor 488-konjugalt kecske IgG és F(ab’),,
valamint LysoTracker reagenst (Molecular Probes) adtunk. Egy oras, 37 °C-on zajlo
inkubalast kovetden a sejteket a megfeleld kémhatasu pufferrel mostuk, a konfokalis
lézerpasztazo mikroszkopos felvételeket Olympus IX81 mikroszkop és FluoviewS00

program segitségével készitettiik.

A bFcRn specifikus poliklonalis nyul és csirke ellenanyagok tesztelése sejtvonalon
A teszteléshez hasznalt MacT szarvasmarha tégyhamepitél sejteket, illetve annak
bFcRn-t overexpresszalo valtozatat (B4) (Kacskovics et al., 2006a) 8-lyukt
boroszilikat sejttenyészté lemezen (Nunc) fixaltuk 4 % paraformaldehid oldattal 30
percig, 0.2 % TritonX-100 (Sigma) tartalmu PBS-sel 20 percig permeabilizaltuk, majd
30 percig 5 % BSA tartalmii PBS-sel blokkoltuk a sejteket. Ezt kdvetden egyrészt a
munkacsoport altal korabban eléallitott és Western blot (Kacskovics et al., 2006a),
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5.8.3

valamint immunhisztokémia (Mayer et al., 2004) modszerrel tesztelt affinitastisztitott
FcRn specifikus poliklonalis nyal IgG-vel, masrészt a szintén a munkacsoport altal
eléallitott FcRn specifikus poliklonalis csirke IgY-nal (Lemos et al., 2012) egy
¢éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk a sejteket. A kotddott ellenanyagot Alexa Fluor 488
fluorokrommal konjugalt anti-nyul IgG-vel (Invitrogen/Molecular Probes), valamint
Dylight488 konjugalt nyulban termelt anti-csirke IgY F(ab’), reagenssel mutattuk ki, a
sejtmagot DraqS (Biostatus) segitségével tettiik lathatova. A jelolés folyamata
szobahémérsékleten tortént, a 1épések kozott haromszor 5 percig mostuk a sejteket.
Izotipus kontrollként aspecifikus csirke IgY-t hasznaltunk. A konfokalis 1ézerpasztazo
mikroszkopos felvételeket Olympus IX81 mikroszkép és Fluoview500 program

segitségével készitettiik.

A bFcRn specifikus monoklonalis ellenanyagot termelé hibridoma klénok
feliiliszojanak tesztelése sejtvonalon

A teszteléshez hasznalt MacT szarvasmarha tégyhamepitél sejteket, illetve annak
bFcRn-t overexpresszald valtozatat (B4) (Kacskovics et al, 2006a) 8-lyuka
boroszilikat sejttenyészté lemezen (Nunc) fixaltuk 4 % paraformaldehid oldattal 30
percig, majd 1 % BSA ¢és 0.5 % szaponin tartalma PBS oldattal blokkoltuk, és a
tovabbi jelolési lépések soran is ezt a puffert hasznaltuk. Blokkolast kovetden
kétszeres higitast hibridoma feliiluszot mértiink a sejtekre és 30 percig inkubaltunk. A
kotédott monoklonalis ellenanyagot kecskében termelt, Cy5 fluorokrommal konjugalt
egér 1gG/IgM specifikus masodlagos ellenanyaggal (Jackson Laboratories) mutattuk
ki. A jelolés folyamata szobahdmérsékleten tortént, a Iépések kozott haromszor 5
percig mostuk a sejteket. A konfokalis lézerpasztazd mikroszkopos felvételeket
Olympus IX81 mikroszkop és Fluoview500 program segitségével készitettiik.

A pozitiv hibridoma mikrokultirabol limitalt higitassal allitottunk el6 egyedi klonokat,
melyek izotipusat és alosztalyat specifikus HRP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal
(Southern Biotechnology Associates Inc.) hatdroztuk meg. A feliiliszobol protein G
segitségével tisztitottuk az ellenanyagot ¢és Alexa Fluor 488 fluorokrommal

konjugaltuk.
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5.8.4 Immunizalatlan vt és bFcRn Tg egerek lépének fluoreszcens immunhisztokémiai

59

elemzése

Immunizalatlan 2 honapos néstény vt és bFcRn Tg egerek (Balb/c) 1épébdl fagyasztva
metszéssel 8 pm-es metszeteket készitettiink, melyeket 5 percig acetonnal fixaltunk,
majd 20 percig 5 %-os BSA oldattal blokkoltunk. Ezt kdvetden a metszeteket 45
percig 50 ug/ml bFcRn-specifikus csirke IgY-nal (Lemos et al., 2012), majd
Dylight488 konjugalt nytlban termelt anti-csirke IgY F(ab’), reagenssel inkubaltuk.
Mosas utan a metszeteket 2 %-os normal patkany szérummal blokkoltuk, ezt kévetéen
45 percig Alexa Fluor 647-konjugalt anti-B220/CD45RA (RA3-6B2, American Type
Culture Collection), Alexa Fluor 568-konjugalt anti-Thy-1/CD90 (IBL-1, (Balogh et
al., 1994), illetve Cy3-konjugalt anti-MARCO (IBL-12, (Kvell et al., 2006)
monoklonalis ellenanyaggal jeloltiikk. Az ellenanyagok hibridoma feliiliszobdl torténd
tisztitasat és fluorokrommal konjugaldsat a Pécsi Tudomanyegyetem Immunologiai és
Biotechnologiai Intézetében végezték. Az egyes jelolési 1épések kozott haromszor 5
percig mostuk a sejteket. Izotipus kontrollként aspecifikus csirke IgY -t hasznaltunk A
felvételeket Olympus BX61 fluoreszcens mikroszkop ¢és analySIS szoftver

hasznalataval készitettiik.

Western blot

A fehérjemintakat 10 %-os poliakrilamid gélben futtattuk, a mintakat redukald
mintapufferben mértiik a gélzsebekbe, 10 perc 95 °C-os hokezelést kdvetden. Az
elektroforézist BioRad ProteanlV késziilékben végeztiik, 110 V fesziiltséggel. A mintak
futtatasat kovetden a szétvalasztott fehérjéket azonnal blottoltuk polivinilidén-fluorid
(PVDF) membranra (Millipore) 200 mA aramerdésséggel, 90 percen keresztil. A
membran ezt kovetden 5 % sovany tejport tartalmazo TBS-T oldattal blokkoltuk egy
¢éjszakan at 4 °C-on, majd a munkacsoport éltal létrehozott csirkében termelt bFcRn
specifikus poliklonalis ellenanyaggal jeloltik egy oran at szobahémérsékleten.
Masodlagos ellenanyagként tormaperoxidazzal konjugalt csirke IgY specifikus nyul
ellenanyagot alkalmaztunk (ImmunoPure). Az el6hivast SuperSignal West Pico
kemilumineszcens szubsztrattal végeztiik (Thermo Scientific), a jelet rontgenfilmen

rogzitettilk (Agfa-Gevaert N. V.). A fehérje frakciok molekulatomegét az egyidejiileg
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futtatott molsuly standard segitségével hataroztuk meg (Fermentas), az egyes 1épések
kozott haromszor hét percig mostuk a membrant.

A DbFcRn-specifikus hibridomak tesztelése soran kétszeresen higitott hibridoma
feliiluszot hasznaltunk elsédleges, ¢és 10.000-szeresen higitott anti-egér IgG-HRP
ellenanyagot masodlagos reagensként. A pozitiv hibridoma mikrokultarabdl limitalt
higitassal allitottunk elé egyedi klonokat, melyek izotipusat és alosztalyat specifikus
HRP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal (Southern Biotechnology Associates Inc.)
hataroztuk meg.

5.10 Peritonealis makrofagok és neutrofil granulocitak kinyerése

Peritonealis makrofagok izolalasahoz vt és bFcRn Tg egerek (Balb/c) hasiiregébe 1 ml
Brewer-féle tioglikolat oldatot oltottunk, harom nap elteltével az allatok életét kioltottuk
¢és hastiregiikbdl kinyertiik a peritonealis sejteket. A peritonealis neutrofil granulocitak
oraval késobb megismételtiink, és 3 ora elteltével kimostuk az allatok hasiiregét. A
neutrofil granulocitakat Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) centrifugalassal tisztitottuk
tovabb. A sejtpopulaciok tisztasagat Alexa Fluor 647-konjugalt anti-CD11b
(eBioscience) és PE-konjugalt anti-Grl (BD Pharmingen) reagens segitségével

ellendriztiik.

5.11 Csontveldi eredetii dendritikus sejtek differencialtatasa

Vt és bFcRn Tg egerek (Balb/c) combcesontjabdl és sipcsontjabol csontveldt izolaltunk,
¢és 10 ng/ml rekombinans egér GM-CSF (Millipore) és 10 ng/ml rekombinans egér I1L-4
(eBioscience) jelenlétében sejttenyésztd edényben inkubaltuk, a sejttenyésztd médium
kétharmad mennyiségét kétnaponta cseréltik. A 7. napon a csontveldi eredetii
dendritikus sejtek tisztasagat PE-konjugalt anti-MHCII (eBioscience), Alexa Fluor 647-
konjugalt anti-CD11b, PE-konjugalt anti-CDI1lc, PE-konjugalt anti-Grl és FITC-
konjugalt anti-CD14 (valamennyi BD Pharmingen) jel6léssel ellendriztiik.
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5.12 Aramlasi citofluorimetria

Az 1F2/3 mAD tesztelése soran MacT és bFcRn-t overexpresszaldo B4 sejteket 3 pg
Alexa Fluor 488-konjugalt 1F2/3 ellenanyaggal inkubaltuk jégen, fénytdl elzarva 20
percig 0,2 % szaponin és 0,1 % BSA tartalmii PBS oldatban, majd ezzel az oldattal
mostuk a sejteket. A méréseket Beckton Dickinson FACSCalibur aramlasi
citofluoriméteren CellQuest Pro program segitségével végeztik, az adatokat
FCSExpress programmal értékeltiik és a fluoreszcens jel mértani kozépértékét

abrazoltuk.

5.13 Oldatok, sejttenyésztéo médiumok és sejtvonalak

5.13.1 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 kémhatasu vizes oldata.

5.13.2 PBS-T
A PBS oldat ¢és 0,05 % Tween-20 detergens elegye.

5.13.3 Albumin blokkolo oldat
Az albumin blokkol6 6,055¢g/1 Tris, 8,176 g/l NaCl és 1 % BSA pH 8,0 kémhatast

vizes oldata.

5.13.4 Albumin higit6 oldat
Az albumin higité 6,055g/1 Tris, 8,176 g/l NaCl, 0 % BSA ¢és 0,05 % Tween-20

detergens pH 8,0 kémbhatasu vizes oldata.

5.13.5 Albumin mosé oldat
Az albumin blokkold 6,055g/1 Tris, 8,176 g/l NaCl és 0,05 % Tween-20 detergens pH

8,0 kémbhatasu vizes oldata.
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5.13.6 GKN
A glikoz-kalium-natrium puffer (GKN) 0,4 g/l KCl, 8 g/l NaCl, 1,77 g/l
Na,HPO4.2H,0, 0,69 g/1 NaH,P04.H,0, 2 g/l glikéz és 10 mg/l fenolvords vizes

oldata.

5.13.7 SDS-PAGE futtaté puffer
Az SDS-PAGE futtat6 puffer 3 g/l Tris/HCI (0,5M pH 6,8), 10 ml/I 10 % SDS ¢és 14,4

¢/l glicin vizes oldata.

5.13.8 Western blot puffer
Megegyezik az SDS-PAGE futtat6 pufferrel, de nem tartalmaz SDS-t.

5.13.9 SDS-PAGE o6tszoros toménységii redukaléo mintapuffer
A mintapuffer 3,79 g Tris, 5 g SDS, 5 ml 2-merkaptoetanol, 50 ml glicerol, 2 mg

bromfenolkék 100 ml mennyiségre kiegészitett vizes oldata, mely a mintak

elkészitésénél 6tszoros higitasban hasznalando.

5.13.10 TBS
A Tris puffer (TBS) 8 g/l NaCl és 2,42 g/l Tris vizes oldata.

5.13.11 TBS-T
A TBS oldat és 0,05 % Tween-20 detergens elegye.

5.13.12 DMEM + 10 % FCS + MeOH
A DMEM sejttenyészté médium a Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High

Glucose (Sigma-Aldrich) felhasznalasaval a gyartd utmutatasai alapjan késziil,
kiegészitve 10 % fetalis borjusavoval (FCS) és 50 uM 2-merkaptoetanollal, valamint

3,7 g NaHCO;, 0,11 g natrium-piruvat, 200 mM L-glutamin, aminosavak, 0,1 g
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sztreptomicin, 60 mg/l penicillin és vitaminok, esszencialis aminosavak

hozzaadasaval.

5.13.13 DMEM + 10 % FCS + HAT
A DMEM tapfolyadék 10 % FCS-sel, valamint 10 pM hipoxantinnal, 0,4 pM

aminopterinnel és 16 uM timidinnel kiegészitett valtozata.

5.13.14 DMEM + 10 % FCS + HT
A DMEM tapfolyadék 10 % FCS-sel, valamint 10 pM hipoxantinnal és 16 mM

timidinnel kiegészitett valtozata.

5.13.15 RPMI-1640 + 5 % FCS + MeOH
Az RPMI tapfolyadék a RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich Company)
felhasznalasaval a gyarté Gtmutatasai alapjan késziil, kiegészitve 5 % FCS-sel és 50
UM 2-merkaptoetanollal, valamint 2 g/l NaHCOs3, 110 mg/l natrium-piruvat, 292 mg/1
L-glutamin, aminosavak, 0,1 g sztreptomicin, 60 mg/l penicillin és vitaminok,

esszencialis aminosavak hozzaadasaval.
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6 Eredmények

6.1 FcRn overexpresszio csokkenti az egér és a human IgG molekulak

lebomlasat

6.1.1 A befecskendezett OVA-specifikus egér IgG1 felezési ideje hosszabb a Tg

egerekben

Az eléallitott bFcRn Tg egerek kiilonboz6 szoveteibdl kimutathatd volt a bFcRn o-

lanc jelenléte DNS, mRNS és fehérje szinten is (Bender et al., 2007), igy a receptor

funkcionalis mikodoképességét az IgG védelemben betoltott szerepe alapjan

teszteltik. A kisérlet soran 10 mg/ttkg mennyiségli ovalbumin specifikus

monoklonalis IgG1 ellenanyagot fecskendeztiink intravénasan vt és 4 extra kopia

bFcRn-t hordozdé Tg egerekbe (FVB/N hattér), majd lemértik annak szérumbeli

matematikai modellezése jol korrelalt az FcRn medialt IgG farmakokinetika altalanos

sémajaval (Lobo et al., 2004), igy meghataroztuk az a- vagy megoszlasi és a - vagy

kitirtilési fazisra vonatkozo felezési id6t. Az a-fazis felezési ideje mind a vt, mind a Tg

egerekben hasonld, 5 ora kozeli értéket adott. A B-fazisra vonatkozo értékek vt egerek

esetén megfeleltek az irodalmi adatoknak (1254 + 3,2 ¢ra), mig a bFcRn Tg

egerekben szignifikansan magasabbnak bizonyultak (vt 125,4 + 3,2 6ra, tg 165,1 + 7,8

ora, 11. abra).
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11. abra Egér IgG1 farmakokinetikai elemzése vt és 4 kopias bFcRn Tg
(FVB/N) egerekben Az abran 10 mg/ttkg ovalbumin specifikus egér IgG1
intravénas injektalasat kovetden az ellenanyag atlagos koncentracioja + SEM
keriilt  feltiintetésre, az  oszlopdiagram a  WinNonLin  program
kétkompartmentes modelljének alkalmazéasaval kiszamolt felezési id6t jelzi
(* p<0,05, Student-féle t-proba).

6.1.2 A kétféle dozisban befecskendezett human IgG felezési ideje hosszabb a Tg
egerekben
Annak eldontésére, hogy a Tg egerekben kifejez6dé bFcRn molekula képes-e nemesak
az egér, hanem az emberi IgG molekulat is nagyobb hatékonysaggal megdévni a
lebomlastol, az eléz6 kisérlethez hasonld médon FVB/N hatterti vt és 4 kopias Tg

egerekbe 10, illetve 20 mg/ttkg human IgG injektaltunk intravénasan. Az allatokbol
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két-kompartmentes, nem-linedris regresszioszamitassal a felezési id6t. A human IgG
felezési ideje ezek alapjan 10 mg/ttkg befecskendezett human IgG esetén Tg
allatokban 171,5 + 14,6 6ra, vt tarsaikban 111,4 + 17,8 6ra, mig 20 mg/ttkg emberi
ellenanyag intravénas injektalasat kovetéen Tg egerekben 181 + 7,7 ora, vt
kontrollokban 108,2 £ 3,7 6ra (12. abra). Osszességében elmondhaté, hogy a bFcRn
Tg allatokban a human IgG felezési ideje mindkét esetben szignifikdnsan

meghosszabbodott a kontroll allatokhoz képest.

hlgG koncentracié (ng/ml)

felezési idé (6ra)

T T T
0 50 100 150 200

id6 (ora)

12. abra Kétféle dozisi human IgG farmakokinetikai elemzése vt és 4
kopias bFcRn Tg (FVB/N) egerekben Az abran 10 (10tg, 10vt) illetve 20
(20tg, 20vt) mg/ttkg human IgG intravénas beinjektalasat kovetéen mért atlag
1gG koncentracio + SEM kertilt feltiintetésre, az oszlopdiagram a WinNonLin
program kétkompartmentes modelljének alkalmazasaval kiszamolt felezési
idot jelzi (* p<0,05, ** p<0,01, ANOVA).
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6.2 FcRn overexpresszi0 humoralis immunvilaszra gyakorolt egyes

paramétereinek vizsgalata in vivo transzgenikus egérmodellen

6.2.1 A bFcRn Tg egerek T-dependens antigénnel torténé immunizalisa magasabb

antigén specifikus IgG titerrel és total IgG koncentracioval jar

A Tg egerekben kifejez6d6 bFcRn funkcionalisan aktivnak bizonyult és ezért a
kovetkezokben az vizsgaltuk, hogy vajon a receptor jelenléte befolyasolja-e az allatok
immunvalaszat. A bFcRn overexpresszio immunvalaszban betoltott szerepének
vizsgalatara standard, T-dependens antigénnel (ovalbumin, OVA) immunizaltunk

FVB/N hatteri vt, valamint 4 és 5 kopias bFcRn Tg egereket, és meghataroztuk az

OVA specifikus IgG tekintetében a primer immunvalasz soran nem volt kiilonbség a
két allatcsoport kozott, de a raoltast kdvetéen a Tg egerekben szignifikansan tobb, két-
haromszoros mennyiségli OVA specifikus IgG-t mutattunk ki. A totdl egér IgG
koncentracigja mar immunizalatlan allapotban 1is szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult mindkét Tg egérvonal egyedeiben, mint a vt kontrollokban. Az immunizalas
folyamata soran a vt allatok esetén a 28., mig Tg allatoknal a 35. napon érte el a
legmagasabb értéket. Ekkor a vt allatokban 14,8 + 2,6 mg/ml, mig a 4 kopias Tg
egerekben 39,9 + 2,7, az 5 kopias Tg egerekben 39,3 + 2,2 mg/ml értéket mértiink.
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13. abra A bFcRn Tg egerek antigén specifikus IgG titere és total IgG koncentracioja
Vad tipust (iires kor), 4 illetve 5 kopia bFcRn-t hordozé Tg egerek (fekete kor, illetve
négyzet) ovalbuminnal torténé immunizalasa jelentésen nagyobb antigén specifikus IgG
titer (A), illetve total szérum IgG (B) novekedéssel jart egyiitt a Tg egerek esetén, mint a vt
kontrollokban (atlag + SEM, * p< 0.05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, Student-féle t proba)
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Kutatocsoportunk kimutatta tovabba, hogy az immunizalas soran nem csupan az
antigén specifikus IgG, hanem az antigén specifikus IgM titere is jelent6sen
emelkedett a Tg egerek szérumaban a masodlagos immunvalasz soran (Cervenak et
al.,, 2011). Az immunizalt Tg egerek szignifikdnsan nagyobb méretii 1éppel és
emelkedett 1épsejtszammal rendelkeztek, és az ELISPOT vizsgalat jelentdsen nagyobb
szamu ovalbumin specifikus IgM ¢és IgG termeld Iépsejt jelenlétét mutatta a Tg

allatokban, vt tarsaikhoz viszonyitva (Cervenak et al., 2011).

A Tg egerek szérumbeli total IgG és albumin koncentracioja Balb/c hattérre

keresztezést kovetoen is magasabb

A bFcRn Tg egerekben kifejez6dd receptor szerepének IgG védelemben és T-
dependens antigénnel torténé immunvalaszban betoltott szerepének vizsgalata az
eredetileg 1étrehozott, a transzgenezisre kifejezetten alkalmas FVB/N genetikai hatterti
allatokban tortént. Az immunologiai kutatasokban a Balb/c genetikai hatter(i egerek
hasznalata elterjedtebb, jobban karakterizalt, igy a tovabbi vizsgalatokhoz erre a
genetikai hattérre keresztezték at az allatokat. A 10. keresztezést kdvetden, az elméleti
szamitasok alapjan csak a transzgén maradt a Balb/c torzsii allatok genomjaban, egyéb
FVB/N specifikus genetikai elemek nem (kongenikus torzs) (Flaherty, 1981). A
funkcionalis bFcRn kifejezodés tesztelésére megmértiik az immunizalasra hasznalando
korabbi kisérletek soran szignifikansan kiilonboztek vt és bFcRn Tg egerekben (13/B
abra és (Cervenak et al., 2011) és a Balb/c genetikai hattéren is kimutathatd volt az
eltérés az allatcsoportok kozott (14. abra, A és B), igy a tovabbiakban megvizsgaltuk

az allatok immunvalaszanak hatékonysagat és hibridoma-eléallitasi képességét.

A R

2 _ 4 * 14. 4bra Balb/c genetikai hattérre
B E 40 keresztezett vt és bFcRn Tg egerek total
) 2 35. . . P
g E S IgG és albumin koncentricioja
,‘3; , £ Vad tipust (iires oszlop), illetve bFcRn Tg
5 3 (fekete oszlop) egerek szérumbeli total egér
2 E 15 1gG (A), illetve szérum albumin (B)
g 2 1: koncentracioja, az adatok atlag + SEM
“ % 3 o formatumban szerepelnek (* p< 0.05, Mann-

vt tg vt t9 Whitney teszt)
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6.2.3 A Balb/c hatteri Tg egerek immunvalasza hatékonyabb

A Balb/c genetikai hattérre keresztezett heterozigdta, 5 kopia bFcRn-t kifejezé Tg

egereket, valamint vt alomtarsaikat 200 pg TNP-OVA illetve TNP-KLH konjugatum

és CFA homogenizatummal immunizaltunk, 100 pg antigén + IFA-val ismételten

oltottunk, végiil adjuvans nélkiil 50 pg antigént i.v. és 50 pg antigént ip juttattunk az

allatok szervezetébe. Az immunizalas soran rendszeresen vett mintakbol ELISA

modszerrel megmértilk az ennek hatasara keletkez$ szérumbeli haptén-, valamint

hordozo-specifikus IgG titert (15. abra). A két allatcsoport kozott a 28. naptol

kezd6dden valt megfigyelhetévé a kiilonbség, és az immunizalas végére a TNP-OVA

antigén esetén 6-szor, TNP-KLH antigén esetén 2,5-szer magasabb TNP specifikus

IgG titert mutattunk ki a tg egerekben. Hordozo specifikus IgG tekintetében harom-,

illetve 6tszoros kiilonbség alakult ki a Tg allatok javara.
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15. abra Antigén specifikus szérum IgG titer TNP-OVA és TNP-KLH immunizalt vt

és bFcRn Tg egerekben

Vad tipusu (iires kor), valamint 5 kopias bFcRn Tg (fekete kor) egerek haptén és hordozo
specifikus IgG szintjének valtozasa TNP-OVA (A abra), illetve TNP-KLH (B 4bra)
immunizalas soran. Az adatok inflexios titer atlag + SEM formatumban szerepelnek, a
csoportok kozotti szignifikancia vizsgalatira Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.
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Az utolsé immunizalas utan 3 nappal az allatok 1épét eltavolitottuk és a lépsejtekkel
ELISPOT, valamint fazids kisérletet végeztink. A Tg egerek 1épének nagyobb
mértékli megnagyobbodasa szabad szemmel is lathatd volt, és a Iépsejtek szama is

emelkedett a vt kontrollokhoz képest (16/A-C abra).
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16. abra Lép és Iépsejtek szama TNP-OVA és TNP-KLH immunizalast kovetoen vt és
bFcRn Tg egerekben

(A) Mindkét immunizalasi protokoll esetén a Tg egerek 1épe nagyobbnak bizonyult, mint vt
tarsaiké, egy reprezentativ minta az A abran lathato. (B) A Iépsejtek szama TNP-OVA
immunizalast kovetéen (3-3 allat). (C) A Iépsejtek szama TNP-KLH immunizalast
kovetden (4-4 allat). Az iires oszlop a vt, a fekete oszlop a Tg egerek adatat szimbolizalja,
az értékek atlag + SEM formatumban szerepelnek.

Az ELISPOT vizsgalatok alapjan a TNP-OVA immunizalas esetén a Tg egerekben
kortilbeliil 70 %-kal tobb TNP-specifikus IgM ¢és 35 %-kal tobb TNP-specifikus IgG
termeld 1épsejt volt jelen, mint vt tarsaikban (17/A abra). A TNP-KLH immunizalas
végére joval nagyobb kiilonbség alakult ki a vt és Tg egerek ezen paraméterei kozott, a
Tg allatokban mind a haptén specifikus IgM, mind a haptén specifikus IgG termeld
lépsejtek szama négyszerese volt a vad tipusuak esetén kapott értéknek (17/B abra). A
TNP specifikus ellenanyagot termeld sejtek aranyaban a két immunizalas soran
jelentkez6 szamottevd killonbségre magyarazatot adhat egyrészt a TNP-KLH
immunizalas hosszabb protokollja (eggyel tobb ismétlé oltas), valamint az a tény,
hogy a KLH nagyobb immunogenitasi molekula, mint az OVA.

A TNP-KLH immunizalas esetén meghataroztuk a hordozé (KLH) specifikus IgM és
IgG termeld 1épsejtek szamat is, mely a Tg egerekben 2,5, illetve 3,5-szor haladta meg
a vt tarsaiknal kapott értéket (17/C 4abra). Osszességében megallapithato, hogy a
bFcRn overexpresszidja megnovekedett antigén-specifikus B-sejt expanzioval jar a Tg

egerek 1épében immunizalas hatasara.
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17. abra Antigén specifikus 1épsejtek mennyisége a fuzié napjan TNP-
OVA és TNP-KLH immunizalast kévetéen, vt és bFcRn Tg egerekben
(A) ELISPOT assay segitségével meghatarozott TNP specifikus IgM és 1gG
termeld 1épsejtek szama TNP-OVA immunizalast kovetéen (3-3 allat). (B)
TNP specifikus IgM és IgG termel6 1épsejtek szama TNP-KLH immunizalast
kovetden (4-4 allat). (C) KLH specifikus IgM ¢és IgG termel6 lépsejtek szama
TNP-KLH immunizalast kovetéen (4-4 allat). Az tires oszlop a vt, a fekete
oszlop az 5 kopias bFcRn Tg egerek adatait jelzi, az antigén specifikus
Iépsejtek szama az Osszes 1épsejt figyelembe vételével keriilt meghatarozasra.
Az értékek atlag + SEM formatumban szerepelnek, a szignifikanciaszintet
Mann-Whitney U teszttel értékeltiik (* p< 0,05).
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6.2.4 A bFcRn Tg egerek hibridoma-eléallitasi képessége fokozott

Az ELISPOT vizsgalatokkal parhuzamosan mindkét immunizalds esetén flzios
kisérletet végeztiink a vt ¢s Tg egerek 1épsejtjeivel, a hibridoma-eléallitasi képességiik
Osszehasonlitasa céljabol. Az egyénenkénti variabilitas csokkentése érdekében a TNP-
OVA immunizalas esetén (3-3 egér) minden vt, illetve Tg allat Iépsejtjeinek 's-ad, mig
a TNP-KLH immunizalas utan (4-4 egér) minden vt, illetve Tg allat Iépsejtjeinek Y4-ed
részét Osszekevertiik, és az igy kapott, egy allatnak megfelelé mennyiségii 1épsejttel
végeztik a fuziot. A polietilén-glikollal (PEG) elvégzett fuziot és HAT szelekciot
kovetden megallapitottuk, hogy a Tg egerek lépsejtjeibdl mindkét immunizalas utan
koriilbelil kétszer annyi hibridoma mikrokultara (MC) képz6dott, mint vt tarsaik
esetén (1. tablazat). Ez arra utal, hogy a Tg egerek Iépsejtjeibél nem csak szamaban,
de ardnyaiban is tobb hibridoma képzdédik, mivel a Iépsejtek szdma nem érte el a vt
egerek lépsejteinek kétszeresét, csak 35, illetve 50 %-kal volt tobb 1épsejt (TNP-OVA,
illetve TNP-KLH immunizalas, 16. abra), mint a vt allatok esetén. A hibridoma
mikrotenyészetek mikroszkopos vizsgalata soran a megfigyelheté klonok
megszamlalasaval megallapitottuk tovabba, hogy a Tg egerek lépsejtjeibdl tobb
¢életképes hibridéma klon keletkezik. A TNP-OVA immunizalast kévetd fizio a Tg
egerek esetén 4077, mig a vt egerek esetén 1274 hibridoma klont eredményezett, a
TNP-KLH immunizalas esetén Tg egerek Iépsejtjeibdl 3530, a vt Iépsejtekbdl 1641
hibridoma klon képzddott. Osszességében elmondhatd, hogy a bFcRn Tg egerek
immunizalasaval mintegy kétszer (TNP-OVA immunizalas), illetve haromszor (TNP-

KLH immunizalas) annyi hibridoma keletkezett, mint kontrollok esetén (1. tablazat).

1. tablazat A vt és bFcRn Tg egerek lépsejtjeibol képz6dé hibridomak és hibridoma mikrokultirik szimanak
és specificitisainak meghatirozasa

Bt Lépsejtek atlag TNP- TNP-specifikus hordozo- Hordozo-
Immunogén 8er szama #MC*  #Klonok® klon/  specifikus IgM 1gG pozitiv specifikus IgM  specifikus IgG
2 i P g 2G p: P g P g
genotipus (*10%) MC*  pozitiv MC* MC* pozitiv MC*  pozitiv MC*
TNP-OVA vt 1.61 627 1274 2.03 147 307 n.t. n.t.
Tg 2.175 1302 4077 3.13 387 886 n.t. n.t.
TNP-KLH vt 1752 725 1641 2.26 133 191 26 194
Tg 2.672 1443 3530 245 293 721 64 1231

? MC (mikrotenyészet) a 96 well sejttenyészté talca egy ,,well”-ében 1év6 sejtek, amelyek tobb hibridomatol is
szarmazhatnak

" egyedi hibridoma klénok szama, a fizi6 utani 6. és 7. napon szamolva

n. t.: nem tesztelt

Fehér hattérrel kiemelve a TNP-specifikus IgG pozitiv MC-k szama.
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2. tablazat A vt és bFcRn Tg egerek lépsejtjeibél képz6do hibridomak és
hibridoma mikrokultirdk szima és specificitisa egyenlé lépsejtszimra
szamolva (1x10%) meghatarozasa

TNP- TNP- Hordozo- Hordozo-
Egér specifikus specifikus specifikus specifikus

Immunogén genotipus  IgM pozitiv  1gG pozitiv ~ IgM pozitiv  IgG pozitiv
MC* MC Mmct MC*
TNP-OVA vt - 190 s e
Tg 175 407 nt. nt.
TNeKLH 76 ' 15 w61
Tg 110 270 24 461

* MC (mikrotenyészet) a 96 well sejttenyésztd plate egy wellében 1évé sejtek,
amelyek tobb hibridomatol is szarmazhatnak

n. t.: nem tesztelt

Fehér hattérrel kiemelve a TNP-specifikus IgG pozitiv MC-k szama.

A hibriddma klonok megszamlalasat kovetden a mikrokultirak altal termelt
monoklonalis ellenanyag (mAb) specificitasat is teszteltik. Mindkét immunizalas
esetén koriilbeliil kétszer annyi TNP-specifikus IgM ¢és haromszor annyi TNP-
specifikus IgG termelé mikrokulturat taldltunk a Tg egerek esetén, mint a vt
kontrollnal (1. tablazat). A TNP-KLH immunizalas esetén meghataroztuk a hordozé
specifikus mikrotenyészetek szamat is, és azt talaltuk, hogy a Tg egerek esetén
haromszor annyi KLH-specifikus IgM és hatszor annyi KLH-specifikus IgG pozitiv
mikrokultara keletkezett, mint a kontroll tarsaik esetén (1. tablazat). gy
megallapithato, hogy mindkét immunizalast kovetden a bFcRn Tg egerek 1épsejtjeibol
joval tobb antigén specifikus mAb termeld hibridéma keletkezik, mint a vt egerek
1épsejtjeibdl.

Ezt kovetden meghataroztuk a faziok hibridizacios frekvenciajat, vagyis a keletkezett
hibridoma klonok szdmét azonos lépsejtszdmra (esetiinkben 1x10% I1épsejtre)
vonatkoztatva. A hordozo-, illetve haptén-specifikus IgG termelé mikrotenyészetek
szama 2-4-szer magasabbnak bizonyult a Tg egerek esetén, és az antigén specifikus
IgM pozitiv mikrotenyészetek szama is minden esetben meghaladta a vt kontrollokban
kapott értéket (2. tablazat). A monoklonalis ellenanyag eldallitasban leginkabb
fokuszban 1évé haptén specifikus IgG termeld hibridéma mikrotenyészetek szama Tg
allatok esetén 2-2,5-szerese a vt kontrollnak a TNP-OVA illetve TNP-KLH

immunizalast kovetden (2. tablazat).
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6.2.5 A bFcRn tiltermeltetése nem jar egyiitt autoreaktiv ellenanyagok képzédésével

A hibridoma-el6allitas fokozasara korabban tesztelt egértdrzseknél minden esetben
fokozodott az autoreaktiv ellenanyagok mennyisége (Knott et al., 1996; Takai et al.,
1996; Watanabe-Fukunaga et al., 1992). Ennek ellenérzésére vizsgaltuk az idés bFcRn
Tg egerek autoellenanyag profiljat.

Az autoreaktiv ellenanyagok jelenlétét a szérumban az ELTE Immunologiai
Tanszékén kifejlesztett microarray formatumu ellenanyag profil vizsgalattal teszteltiik,
ismert autoantigének széles skalajat hasznalva (Papp et al., 2007). Pozitiv kontrollként
autoimmun betegség tiineteit mutatd MRL/Ipr egér széruma szolgalt, negativ
kontrollként a Tg egerek egykora vt alomtarsainak szérumat hasznaltuk. Mig tipusos
autoantigének ellen (dupla és szimpla szali DNS, nukleoszoma, hiszton II-A, Jo-1)
mérhetd autoellenanyag termelést mutattunk ki az MRL/Ipr egér mintajaban, addig
ezek egyike sem jelent meg a bFcRn Tg egerekben. Egy vt egér esetében hiszton I1-A,
illetve Jo-1 specifikus ellenanyagot detektaltunk, véletlenszerli egyedi autoimmunitast

jelezve (18. abra).
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18. abra Idés vt és bFcRn Tg egerek autoimmun ellenanyag profilja

Tipikus autoantigének (dupla szala DNS, szimpla szalt DNS, nukleoszoma, hiszton II-A és Jo-1)
elleni ellenanyagok szintje autoimmun modell MRL/lpr, vt és bFcRn Tg egerek szérumaban. A
szimbolumok az egyedi mintak autoimmun IgG fluoreszcencia intenzitasat (FI) mutatjak, a
vizszintes szakasz a csoportok atlagak jeleniti meg.
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6.3 FcRn expresszio kimutatisa transzgenikus egér sejteken és szoveteken

6.3.1 A pH-dependens FcRn-IgG interakcié kimutatasa sejtvonalakon

A bFcRn fehérje szintll expresszidjanak kimutatasara hasznalt ellenanyagok specifikus
kotédésének tesztelésére rendelkezésiinkre allt bFcRn-t alapszinten expresszald
szarvasmarha t6gyhamepitél sejtvonal (MacT), valamint ugyanezen sejtvonal bFcRn-
nel stabilan transzfektalt valtozata (B4) (Kacskovics et al., 2006a). E két sejtvonal
sejtjeiben kifejezddo bFcRn mennyiségének Osszehasonlitasara és
funkcioképességének igazolasara az FcRn pH-dependens IgG kotd tulajdonsagan
alapuld vizsgalatot végeztink (enyhén savas kornyezetben Iétrejon a kotodés,
semleges-enyhén ligos pH-n disszocial az FcRn-IgG komplex). Az alapszintii bFcRn-
nel rendelkezd €s azt fokozott mértékben kifejezd sejtekhez pH 6.0, illetve pH 8.0
médiumban fluorokrommal jelolt kecske IgG-t, valamint lizoszomakat jel6l6 reagenst
(LysoTracker) adtunk. Enyhén savas kdrnyezetben a MacT sejteken alig tapasztaltunk
IgG kotodeést, mig a B4 sejteken jelentds IgG felhalmozodast figyeltiink meg, amely
vezikularis lokalizacioval jellemezhetd (19. abra, A és B). Enyhén lugos
kornyezetben sem a MacT, sem a B4 sejtek esetén nem tapasztaltunk IgG kotodést
(19. abra, C és D). Az IgG egyik esetben sem volt detektalhato a lizoszomakban. A
vizsgalatot fluorokrommal jelolt F(ab’), fragmentummal elvégezve egyik pH-n sem

kaptunk értékelhetd jeleket egyik sejtvonal esetén sem.

¥

MacT / pH 6.0 B4/ pH S0

MacT / pH 8.0 B4/pH8.0

19. abra A pH-dependens FcRn-IgG kotédés kimutatasa bFcRn-t
alapszinten expresszilé és overexpresszalo sejtvonalon
Fluorokrommal jel6lt kecske 1gG (zold) kotédése bFcRn-t alapszinten
expresszaldo MacT (A), valamint a receptort overexpresszald B4
sejteken (B) enyhén savas (pH 6.0) kornyezetben, illetve fiziologias
kémhatason (pH 7.4) MacT (C) és B4 (D) sejteken. A lizoszomakat a
kék szinti LysoTracker mutatja. A mérce 20 pm-es tavolsagot jelol.
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6.3.2 FcRn specifikus poliklonalis nyul ellenanyag tesztelése
A bFcRn sejteken torténd kimutatdsara a munkacsoport altal korabban eldallitott, az
FcRn o-lanc egy konzervativ szakaszat (173-186 aminosav, CLEWKEPPSMRLKAR)
reprezentald peptidre specifikus, affinitastisztitott poliklonalis nyul IgG-t hasznaltuk,
amely korabban Western blot (Kacskovics et al., 2006a) és immunhisztokémia (Mayer
et al., 2004) vizsgalatok soran szarvasmarha fajban alkalmasnak bizonyult a receptor
kimutatasara. A reagens detektalta a bFcRn fehérje szintii kifejez6désének kiilonbségét
az alapszintli (MacT), illetve bFcRn overexpresszioval jellemezhetd (B4)
szarvasmarha tégyhamepitél sejteken fluoreszcens vizsgalatok soran (20. abra), és a
jel lokalizacioja is valosziniileg a citoplazma endoszomaira utal. (Sajnos a
rendelkezésre allo ellenanyag nem tette lehetévé hosszatava kisérletek tervezését és

elvégzését.)

20. abra A bFcRn kimutatisa poliklondlis nyul ellenanyaggal
fluoreszcens immuncitokémia sorin

A bFcRn kimutatasa konfokalis mikroszkoppal a receptort alapszinten
expresszalo MacT (A) és azt overexpresszalo B4 (B) sejteken. Zold:
FcRn specifikus poliklonalis nyul IgG, piros: DragS. A mérce 10 pum-
es tavolsagot jelol.

6.3.3 bFcRn specifikus egér monoklonalis ellenanyagok fejlesztése
Mivel a korabban létrehozott poliklonalis nyul ellenanyag nem tette lehet6vé a bFcRn
fehérje szinti, fajspecifikus és nagy érzékenységli detektalasat bFcRn Tg egérben, igy
célul thztik ki bFcRn specifikus egér monoklonalis ellenanyag fejlesztését.
Rekombinans szolubilis bFcRn (sbFcRn) (Kacskovics et al., 2006a) fehérjével
immunizaltunk Balb/c egeret és az immunizalast kovetden a fizio révén keletkezett

hibridémak koziil ELISA-val valasztottuk ki a magas optikai denzitast mutatod
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kultarakat. A pozitiv feliiliszokat Western blot, illetve fluoreszcens immuncitokémiai
rendszerben vizsgaltuk és a pozitiv hibridoma mikrokultarabdl limitalt higitassal
egyedi hibridoma klont allitottunk el6.

A Western blot rendszerben a bFcRn a-lancat denaturalt allapotban specifikusan
detektald 1E5/2 monoklonalis ellenanyaggal kimutattuk a bFcRn Tg egerek

Iépsejtjeibdl, dendritikus sejtjeibdl és makrofagjaibdl a receptor jelenlétét (21. abra).

B4 WM& Mé& DE DS M Ne B T Tge Wis
(10 20 5 20 5 20 20 20 W 20

38 kDa S — — -— bFcRn o-chain

12600 | S  roUSc f-actn

21. 4bra A bFcRn Tg egerek peritoneilis makrofiagjai és csontvel6i eredetii
dendritikus sejtjei erosen kifejezik a bFcRn-t

A bFcRn a-lancanak kifejezodése immunizéalatlan bFcRn Tg egerek makrofagjaiban (M®;
99,3 %-os tisztasag), dendritikus sejtjeiben (DC; 97,8 %-os tisztasag), peritonealis neutrofil
granulocitaiban (Ne; 91,4 %-os tisztasag), B-sejtieiben (B; 99,4 %-os tisztasag), T-
sejtjeiben (T; 99,5 %-os tisztasag) ¢és lépében (TgS). A jelolés specifikussagat a megfeleld
méreten (38 kDa) kiviil a pozitiv kontrollként hasznalt B4 sejtvonal bFcRn expresszidjanak
kimutatasa is alatamasztotta. A negativ kontrollként alkalmazott vt egér 1ép esetén a jel
hidnya arra utal, hogy az ellenanyag nem keresztreagal az egér FcRn o-lancaval. A
membrant az anti-bFcRn reagens eltavolitasa utan B-aktin specifikus ellenanyaggal is
elohivtuk mennyiségi kontrollként (Vegh et al., 2012).

A fhziot kovetden izolaltunk egy masik, fluoreszcens immuncitokémiaban pozitivnak
bizonyult 1F2/3 hibridéma vonalat is, amely altal termelt termelt mAb esetén a B4
sejtek citoplazmajaban megfigyelhetd intenziv vezikularis festédés megfelel a bFcRn
lokalizaciojanak (22. abra), illetve citofluorimetrias tesztelés soran jelzi a két
sejtvonal bFcRn expresszidjanak kiilonbségét (23. abra), de az ellenanyag

alkalmazhatosaganak megitéléséhez annak tovabbi karakterizalasa sziikséges.
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22. abra Bovin FcRn kimutatasa

1F2/3 monoklonalis
ellenanyaggal fluoreszcens
immuncitokémiaval

Bovin FcRn specifikus
monoklonalis ellenanyagot

tartalmazo 1F2.3 hibridoma klon
feliiliszojanak tesztelése bFcRn-t
alapszinten expresszaldo MacT (A,
C) és overexpresszalo B4.3 (B, D)
sejteken. (A, B) bFcRn specifikus
fluoreszcens jel (piros), (C, D)
ugyanazon felvételek differencial
interferencia kontraszt képe. A
méree 10 pm-es tavolsagot jelol.

23. abra Bovin FcRn kimutatasa
1F2/3 monoklonilis ellenanyaggal
aramlasi citofluorimetraval

Bovin FcRn-t alapszinten kifejezd

MacT és a receptort
overexpresszald B4 sejtek
intracellularis FcRn

expresszidjanak detektdlasa A488-
konjugalt 1F2/3 mAb-bal. IK:
izotipus kontroll
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6.3.4 A bFcRn specifikus csirkében termelt poliklonalis ellenanyag tesztelése, az FcRn

expresszié kimutatasa vt és Tg egér 1épében

A tovabbiakban egy rekombinans sbFcRn-nel (Kacskovics et al., 2006a) immunizalt
tyukokbol szarmazé poliklonalis IgY ellenanyaggal (Lemos et al., 2012) folytattuk a
receptor fehérje szintii kimutatasat. A készitmény igen nagy érzékenységgel detektalta
a bFcRn a-lancat Western blot mddszerrel (24/A abra). A MacT és B4 sejtvonal
immuncitokémia soran detektalhatd volt a két sejt bFcRn kifejezédésében mutatkozo
jelerosség kiilonbség, illetve a vezikularis lokalizacio is a bFcRn felismerésére utal

(24. ibra, B és C).

24. abra A bFcRn kimutatisa poliklonalis csirke ellenanyaggal Western blot és
fluoreszcens immuncitokémia soran

(A) A bFcRn kimutatdsa Western blot médszerrel (1, 20 pg MacT sejtlizatum, 2, 20 pg
B4.3 sejtlizatum, 3, 200 ng szolubilis bFcRn). A bFcRn fehérje szintli kimutatdsa
konfokalis mikroszkoppal a receptort alapszinten expresszalo MacT (B) és azt
overexpresszald B4 (C) sejteken. Zold: FcRn specifikus poliklonalis csirke IgY, piros:
Draq5

Ezt kovetéen immunizalatlan vt és bFcRn Tg egerek 1épének FcRn expresszidjat
hasonlitottuk Ossze a reagens segitségével (25. abra). A poliklonalis csirke IgY a vt
Iépmetszeteken is specifikus jellést mutatott az izotipus kontroll IgY-hoz képest, ami
az egér FcRn molekula felismerésére is utal, igy a Tg metszeteken lathaté nagyobb
intenzitasu jelolés vélhetden az egér és szarvasmarha FcRn egyiittes jelolédésének
kovetkezménye. Az erdsen FcRn pozitiv sejtek leginkabb a T- és B-sejtes zonan kiviil,
a marginalis zonaban illetve vorés pulpaban lokalizalédnak, bar szérvanyos FcRn
pozitiv sejtcsoportokat a follikulusban is latunk. A bFcRn Tg egerek 1épszerkezete (T-
¢és B-sejtes zonaja) alapvetden nem tér el a vt kontrolltél. Az FcRn-t erésen kifejezé
sejtek azonositasa céljabol jeloltik tovabba a marginalis zona makrofagokat is, melyek

az FcRn pozitiv sejtpopulacio egy részét alkotjak (26. abra).
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B220 Thyl rnergs
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25. abra FcRn-t expresszilo sejtek kimutatisa vt és bFcRn Tg egér lépében egy follikulus
kornyékén

Immunizalatlan vt és 5 kopias bFcRn Tg egerek FcRn (z61d), B220 (piros) és Thy-1 (kék) jelolése, illetve
a jelolések kolokalizacidja. A mérce 100 pm-es tavolsagot jelol.

MARCQ mearge

26. 4bra FcRn-t expresszilé sejtek a marginalis zénaban és a voros pulpaban vt és bFcRn Tg
egerek 1épében

Immunizalatlan vt és bFcRn Tg egerek FcRn (z61d) és MARCO (piros) jelolése, illetve a jelolések
kolokalizacioja egy follikulus kérnyékén. A mérce 100 um-es tavolsagot jeldl.
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7 DiszKkusszio

A poliklonalis ellenanyagok eldallitasa folyaman a lehetd legmagasabb specifikus
ellenanyag koncentracio érdekében az allatokat gyakori immunizalasnak vetik ala. A
hiperimmunizalas soran az antigénspecifikus immunglobulin G (IgG) molekuldk szintje
jelentdsen meghaladhatja a fajra jellemz6 normal értéket, aminek kévetkezményeképpen
a megtermelt értékes ellenanyagok gyorsabb iitemben bomlanak le (Andersen and
Bjorneboe, 1964; Brambell et al., 1964). Ezért folyamatos és gyakori immunizaldsra van
sziikség ahhoz, hogy a specifikus immunglobulinok magas szérumszintje megmaradjon.

A neonatalis Fc receptor (FcRn) jol dokumentalt szerepe, hogy az 1gG molekulak sejten
beliili és sejten keresztiili transzportaldsa révén szabalyozza az IgG homeosztazist
(Akilesh et al., 2007). Az FcRn-medialt reciklizaciéo folyamata a magas endogén IgG
koncentracié {6 fenntartoja, és az IgG szint és IgG katabolizmus mértéke kozotti
Osszefiiggést intenziven tanulmanyoztak a korabbiakban (Bleeker et al., 2001; Fahey and
Robinson, 1963; Humphrey and Fahey, 1961; Junghans and Anderson, 1996; Sell and
Fahey, 1964; Waldmann and Strober, 1969). A magas szérum IgG szint stabilizalasa és a
hiperimmunizalas maximalis kihasznalasa érdekében a bFcRn o-lancat kiilonb6zo
kopiaszamban, szovetspecifikusan kifejezé transzgenikus egerek (Bender et al., 2007)
karakterizalasat tiiztik ki célul. Az IgG eliminacidjat részben az FcRn iranti affinitasa
befolyasolja (Lobo et al., 2004), igy el6szor meghatdroztuk az egér IgG félélet-idejét vt
és 4 kopias bFcRn Tg egerekben (11. abra). Kisérleteink soran a kiilonb6z6 kopiaszamua
Tg torzsek koziil a 4 vagy 5 kopids bFcRn expresszidji egyedeket hasznaltuk, melyek
relativ magas bFcRn expresszidja lehetdvé teszi az IgG katabolizmusra gyakorolt hatds
kimutatasat, de a gén kifejez6dése nem olyan intenziv, ami mar karosithatja a sejten
beliili homeosztazist és a modell funkcionalis alkalmassagat (Praector and Hunziker,
2002). Kiemelendd, hogy a kiilonboz6 bFcRn Tg torzsek vagy a vt kontrollok egyedei
nem mutattak semmilyen fenotipusos kiilonbséget (Bender et al., 2007). E modell
alkalmassagaval kapcsolatban két kérdés szorult tisztazasra: az egér és bFcRn a-lanc,
valamint egér f2m sejten beliilli ekvilibriuma, valamint a bFcRn a-lanc és egér f2m
alkotta heterodimer receptor funkcioképessége. Az elsd kérdést illetden szamos
farmakokinetikai (Ghetie et al., 1996; Israel et al., 1996; Junghans and Anderson, 1996)
és sejtszintii (Ellinger et al., 2005; Praetor et al., 2002; Zhu et al., 2002) tanulmany vetett
fel problémakat, és utobbival kapcsolatban is mertiltek fel aggalyok (Claypool et al.,
2002). Korabban kideriilt, hogy a bFcRn a-lanc funkcionalis formaban kifejezédik
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patkany epitél sejtvonalban (IMDC) és koti a szarvasmarha IgG-t (Kacskovics et al.,
2000). Mivel a patkany és egér kozeli rokon faj és p2-mikroglobulinjuk erésen konzervalt
(Tysoe-Calnon et al., 1991), feltételezheté volt, hogy a Tg egérben kifejez6dd hibrid
FcRn is megdrzi megfeleld kotdképességét és IgG metabolizmusban betdltott szerepét.
Az ennek igazolasa érdekében elvégzett egér IgG kitriilés vizsgalat megerdsitette, hogy
nincs kimutathaté B2m deficiencia a Tg egerekben és a bFcRn o-lanc funkcionalis
egységet alkot az egér f2m-nal (11. 4bra). Eredményeink alapjan az egér IgG kitiriilése
vad tipusu egérben jol korrelalt a korabban publikalt adatokkal (Ghetie et al., 1996;
Ghetie et al., 1997; Israel et al., 1996; Medesan et al., 1997), mig Tg egérben
szignifikansan csokkent, jelezve, hogy a beinjektalt IgG lebomlasat jelentésen csokkenti
az egér FcRn mellett kifejez6dé bFcRn-egér f2m hibrid in vivo. A kisérlet arra is utal,
hogy a bFcRn o-lanc citoplazmikus doménje megfeleléen vesz részt az egér sejtekben
zajlo jelatviteli folyamatban (protein-sorting). Habar a bFcRn citoplazmikus doménje 10
aminosavval rovidebb, mint az egér FcRn esetén (Kacskovics et al., 2000), az
intracellularis utvonalban kulcsfontossagl szerepet jatszo motivumok nem kiilonbéznek
(Ward and Ober, 2009).

Korabbi in vitro, valamint normal és human IgG-t termelé transzkromoszomalis
borjakban végzett in vivo kisérletek kimutattak, hogy a bFcRn erdsebben koti a human
IgG molekuldkat, mint a fajazonos szarvasmarha IgG-t (Kacskovics et al., 2006a). A
bFcRn a-lanc és egér f2m hibrid receptor human IgG kotési tulajdonsaganak tesztelésére
kétfele dozisi human IgG-t fél-életidejét hatdroztuk meg vt és 4 kopias bFcRn Tg
egerekben (12. abra). A Tg egerekben megfigyelhetd csokkent higG kitiriilési rata arra
utal, hogy a hibrid receptor és human IgG interakcidja az FcRn Tg egerekben is
megvalosul, azaz a receptor képes megovni a human IgG molekulakat a lebomlastol. A
kétféele dozisu human IgG beinjektalasat kovetden kapott fél-életido gyakorlatilag
megegyezik a két vad tipust, valamint a két Tg egéresoport kozott (vt 111,4 + 17,8 és
108,2 + 3,7 6ra, Tg 171,5 £ 14,6 és 181 + 7,7 ora), jelezve, hogy a kétszeres mennyiségii
human IgG bejuttatasa sem teliti a receptorkészletet és nem valtoztatja meg az allatok
fiziologias IgG homeosztazisat. Ezek a kisérletek és masok altal végzett vizsgalatok (Lu
et al., 2007; Petkova et al., 2006) is ramutattak arra, hogy a normalisnal magasabb FcRn
expresszié csokkenti az exogén IgG katabolizmusat.

Munkacsoportunk ezt kovetéen egy masik izgalmas kérdést vizsgalt, azaz a bFcRn Tg
egerek antigén specifikus ellenanyag termelését. Az FVB/N genetikai hatterti vad tipust

és 4, illetve 5 kopia bFcRn-t hordozd Tg egereket ovalbuminnal immunizélva az antigén
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specifikus IgG (13/A abra) és IgM (Cervenak et al., 2011) szintje a szekunder
immunvalasz soran szignifikansan magasabbnak bizonyult a Tg egerekben. A total egér
IgG koncentracidja mar immunizalatlan allapotban is magasabb volt a Tg allatokban,
majd 4allandé emelkedést kovetéen a szekunder immunvalasz soran mindkét
transzgenikus egérvonal egyedeiben sokszorosan meghaladta a vt kontrollokban mérhet6
értéket (13/B abra). A megnévekedett ellenanyagszintet a 1ép méretének, a 1épsejtek és
antigén specifikus ellenanyagot termeld Iépsejtek szamanak névekedése kisérte
(Cervenak et al., 2011). A 1épbdl izolalt sejtpopulaciok vizsgalata ravilagitott arra, hogy a
Tg egerek Iépe valamivel tobb T és B sejtet, és jelentésen tobb granulocitat, plazmasejtet
¢és dendritikus sejtet tartalmaz, mint vt tarsaik esetében (Cervenak et al., 2011).

Az immunkomplexek jelentés humoralis immunvalaszt kivaltdé tulajdonsaga régota
ismert, tobb tanulmany igazolta, hogy képesek az ellenanyagtermelés novelésére (Coulie
and Vansnick, 1985; Kunkl and Klaus, 1981; Laissue et al., 1971). Nemrégiben
kimutattak, hogy az antigén és a primer immunvalasz soran termelddott, mar jelenlévd
ellenanyag altal in vivo formalt immunkomplexek aktivaljak a naiv B-sejteket, felgyorsult
kinetikaju ¢és megnovekedett mértékii valaszra késztetve azokat (Goins et al., 2010).
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a szekunder immunvélasz soran megfigyelt
megnovekedett antigénspecifikus IgM és IgG szint a naiv és memoéria B-sejtek
hatékonyabb aktivacidjanak eredménye a Tg egerekben, ami egyuttal megmagyardzza a
szekunder immunvalasz soran az antigén specifikus ellenanyagok szintjének kiilonbségét
vt és Tg egerekben. Az immunizalt vt és Tg egerekben jelentkezd erdteljes neutrofil
bearamlassal (Cervenak et al., 2011) parhuzamba allithato az a megfigyelés, miszerint
antigén-IgG  altal formalt immunkomplexek jelenlétében a teriiletet ellato
nyirokcsomokban az antigénspecifikus sejtek donté tobbsége neutrofil granulocita és az
immunkomplex mennyisége jol korrelal a nyirokcsomokba belépd neutrofil granulocitak
szamaval (Maletto et al., 2006). Mivel a Tg egerek joval tobb antigénspecifikus IgG-t
termeltek, mint a kontrollok, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a granulocitak szamaban a
Tg egerek javara jelentkez6 kiilonbséget legalabb részben a Tg allatokban kialakuld tobb
immunkomplex magyarazza. A neutrofil granulocitak adaptiv immunvalaszt fokozd
fontos és sokrétli tevékenységére utaldo eredményeket nemrég foglaltak dssze (Soehnlein,
2009). Mar korabban bizonyitottak az FcRn jelenlétét a neutrofil granulocitédkban, és
részvételét a fagocitozis folyamataban (Vidarsson et al., 2006). Munkacsoportunk
igazolta, hogy a bFcRn kifejezddik a Tg egerek neutrofil granulocitaiban, valamint azt,

hogy ezen sejtek fagocitozisa fokozottabb, mint a vt egerek esetén (Cervenak et al.,
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2011). Az FcRn B-sejtek klonalis expanzidja révén kivaltott, humoralis immunvalaszt
befolyasolo hatasa meglepé felismerés volt. Korabbi tanulmanyok ellentmondo
eredményei szerint az antigénstimulusra adott 1gG valasz csokken (Christianson et al.,
1997; Ghetie et al., 1996; Israel et al., 1995) vagy novekszik (Lehmann-Grube et al.,
1993; Noble et al., 1998) funkcionalis FcRn-t kifejezni képtelen 2m-hianyos egerekben.
Ezzel szemben az IgG szintézis karosoddsa nem volt kimutathatdé FcRn o-lanc KO
egerekben, ¢s a megfigyelhetd alacsony szérum IgG okaként a hianyos IgG védelmet
jeloltek meg (Roopenian et al., 2003).

Mindezek mellett az FcRn kifejez6dését nemrégiben kimutattdk a humoralis
immunvalaszban kulcsszerepet jatszo professzionalis antigénprezentalo sejtekben (APC)
is (Liu et al., 2007; Mi et al., 2008; Qiao et al., 2008; Zhu et al., 2001). Az elvégzett
vizsgalatok alapjan az FcRn hatékonyan fokozza a fagocitozist és az IgG-antigén
immunkomplexeket a lizoszomakba iranyitja (Mi et al., 2008; Qiao et al., 2008). A
receptor utobbi funkcidjat az is alatimasztja, hogy az altalaban APC-re korlatozédoan
megjelend, MHC II molekuldhoz kapcsolodd invarians lanc kapcsolddhat az FcRn-nel és
a lizoszoémakba irdnyithatja azt (Ye et al., 2008). Osszességében ezek az eredmények arra
utalnak, hogy az FcRn degradacios sejtkompartmentekbe iranyitja az 1gG-vel kapcsolt
antigént, ami kapcsolatban all az MHC II molekuldk antigénbdl szarmazoé peptidekkel
valo feltoltésével (Ward and Ober, 2009). Mivel a bFcRn Tg egerek Iépe jelentésen tobb
dendritikus sejtet (DC) tartalmaz (Cervenak et al., 2011), és mind a DC-kben, mind a
makrofagokban kimutathaté a bFcRn fehérje szinten (21. dbra), valamint a Tg
makrofagok és dendritikus sejtek fagocitozisa hatékonyabb, és a DC-k sokkal nagyobb
Tu-sejt proliferaciot indukalnak a vt kontrollokhoz képest (Vegh et al., 2012), igy
valo6szintisithetd, hogy a Ty-sejtek fokozott aktivalasa is hozzajarul a bFcRn Tg egerek
jelentdsen fokozott szekunder immunvalaszahoz. Az eddigi eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy az FcRn kifejezodésének fokozodasa nem csupan megvédi az
antigénspecifikus IgG-t a lebomlastol, hanem fokozza az antigénspecifikus B-sejtek és
plazmasejtek expanzidjat is a masodlagos nyirokszervekben. Habar ez a két hatas
egymast erdsiti, a Tg egerekben az IgG megodvasaban jelentkez6é viszonylag kis elény
(~30 %-kal hosszabb féléletidé vt kontrollokhoz képest, 11. abra), szemben az
antigénspecifikus IgG szint meredek emelkedésével (13/A dbra) arra utal, hogy a
fokozott immunvalasz és IgG termelés jelent6sége meghaladja az IgG védelemre
gyakorolt hatast. Igaz ez kiilondosen abban az esetben, amikor a plazma IgG

koncentracidja relativ alacsony és a rendelkezésre all6 FcRn-készlet nem telitett.

63



A bFcRn Tg egerek immunvalaszaban megnyilvanulo kiilonbségek igen elényodsek
lehetnek nem csak a poliklonalis, hanem a monoklonalis ellenanyagok eldallitasa terén is,
igy a tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a 1épbeli antigén-specifikus B-sejtek nagy szama
egylittjar-e tobb antigénspecifikus hibridoma képzddésével. Vizsgalatainkhoz az eredeti,
BAC transzgenezis soran elényosebben hasznalhato FVB/N genetikai hattér helyett mar
az immunologiai kutatidsokban ¢és a monoklonalis ellenanyagok eldallitasaban
elterjedtebben alkalmazott Balb/c hattérre keresztezett allatokat hasznaltuk, melyek 5
kopia bFcRn-t hordoznak. Az 10. generacios egyedek genetikai hattér szempontjabol
kongenikusnak mindsiilnek (Flaherty, 1981; Silver, 1995), igy kisérleteinkbe ezek utodait
vontuk be. Az immunizalatlan vt és bFcRn Tg Balb/c egerek total szérum IgG (14/A
abra), valamint szérum albumin (14/B abra) koncentracioja is kiilonbséget mutatott a Tg
allatok javara, jelezve a receptor magasabb szinta kifejezOdésének e két fehérjére
gyakorolt védo hatasanak meglétét. Az allatokat hibridoma-eldallitas céljabol két
standard antigénnel (TNP-OVA és TNP-KLH konjugatum) immunizalva a Tg egerekben
jelentdsen megemelkedett mind a haptén-, mind a hordozé-specifikus IgG titere (15.
abra), bizonyitva a Tg allatok kimagaslé immunvalaszanak genetikai hattértél valo
fiiggetlenségét. A bFcRn overexpresszidja immunizalas hatisara nagyobb méretii 1ép
kialakulasat eredményezte (16/A abra), amely tobb 1épsejtet (16. abra, B és C), valamint
tobb antigénspecitikus B-sejtet és plazmasejtet (17. dbra) tartalmazott, mint a vt allatok
esetén. A kisérleti allatok kis egyedszama miatt (3 illetve 4 egér csoportonként) az adatok
nem minden esetben bizonyultak szignifikansan kiilonbozonek, de teljesen megegyeznek
a bFcRn Tg egerek fokozott immunvalaszardl sz6l6 korabbi megfigyelésekkel (Cervenak
etal.,, 2011; Veghetal., 2011).

Ezt kovetden standard Sp2/0-Agl4 mieloma sejtekkel fuzionaltattuk az immunizalt
allatok lépsejtjeit, és kimutattuk, hogy a Tg egerek sejtjeibdl kétszer annyi hibridoma
mikrokultara (MC) jott létre, mint a vt kontrollok esetén. (A hibriddoma mikrokultira
kifejezés a sejttenyészté edény egy mélyedésében novekvd sejtek Osszességét jelenti,
melyek lehetnek egy vagy tobb hibridoma utddsejtjei, ellentétben a hibridoma vagy
hibridoma klon fogalmaval, mely egyetlen sejtbél szarmazd populaciot jelol.) A
hibridoma mikrokultirak tovabbi elemzése kimutatta, hogy ezek koziil Tg allatok esetén
joval nagyobb aranyban taldlunk haptén- vagy hordozo-specifikus IgM vagy IgG
ellenanyagot termelé MC-t (1. tablazat). Mindezek alapjan elmondhat, hogy a bFcRn
kifejez6dés fokozodasa nem gatolta a fuzidt és nem csokkentette a hibridomak

¢letképességét. A hibridizacios frekvencia adatok (keletkezett hibriddma MC szédma
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azonos lépsejtszamra vonatkoztatva) alapjan a Tg egerek esetén a 10° 1épsejtbél kialakulo
antigén-specifikus ellenanyagot termelé MC szama tobbszorose a kontrolloknak (2.
tablazat)

A monoklonilis ellenanyagok fejlesztésének novekvé igényével mar korabban eldtérbe
keriilt olyan genetikailag modositott egértorzsek alkalmazasanak lehetdsége, melyek
hasznalata tobb hibridoma kialakulasat eredményezi. Illyen példaul az MRL/lpr egértorzs,
melynek egyedei spontan kialakult Fas molekula hidnnyal jellemezhet6k, amely
poliklonalis B sejt proliferacioval és hipergammaglobulinémiaval jar. Takahashi és
munkatarsai immunizalast kovetden nyolcszor annyi katalitikus ellenanyagot termeld
hibridéomat izolaltak MRL/Ipr egerekbdl, mint kontroll tarsaikbol, melyre magyarazatot
adhat az allatok lépsejtjeiben a Fas gén hianyanak kovetkeztében létrejové apoptdzis-
rezisztencia, igy a negativ szelekcio kikeriilése (Takahashi et al., 2000). Egy masik
munkacsoport 8 immunizalatlan ndstény MRL/Ipr egér 1ép- és nyirokcsomo sejtjeibol
sikeresen létrehozott 15, retrovirus gp70 specifikus autoellenanyagot termeld hibridoma
klont (Tabata et al., 2000).

Az apoptdzis gatlasanak hatdsait vizsgaltdk tovabba olyan transzgenikus egerek
immunvalasza kapcsan is, amelyekben fokozottan termel6dik az antiapoptotikus Bel-2
molekula (Strasser et al., 1990). Ezen &llatok immunizalasa juh vorosvértestekkel
fokozott ¢s idében meghosszabbodott antigén specifikus IgM ¢és IgG vélasszal jart
(Strasser et al., 1991). A Bcel-2 Tg egerek B-galaktozidazzal torténé immunizalasa a vt
kontrollokhoz képest 2-5-szor nagyobb szamu Iépsejt keletkezésével jart, amelyek
mieloma sejtekkel torténd fuzionaltatasa tobb antigén specifikus ellenanyagot termeld
hibridéma mikrokultirat eredményezett (Knott et al., 1996). Ezek az eredmények is arra
utalnak, hogy az apoptozist gatldo gének modositasa fokozott hibridoma termeléssel jarhat
egylitt; mindazonaltal er6sen autoimmun tulajdonsagaik jelentdsen korlatozzak e Tg
egértorzsek hasznalatat. Az autoimmun ellenanyagok nagy mennyisége elonyos lehet, ha
ilyen immunglobulint termel6é hibriddma izolalasa a cél, ugyanakkor jelentdsen
novelhetik az antigén specifikus klon kivalasztasahoz sziikséges id6t és anyagkoltséget.
Emellett ezekben az egerekben spontan kifejlodik az emberi szisztémas lupusz
eritematozuszra hasonlitd immunkomplex-medialt betegség (Andrews et al., 1978;
Strasser et al., 1991; Vyse and Kotzin, 1998).

A kivant antigénnel szembeni fokozott immunvalasz kivaltasanak egy masik eszkoze az
immunkomplexek hatékonyabb immunvalaszt kivalto tulajdonsagan alapul (Coulie and

Vansnick, 1985; Kunkl and Klaus, 1981; Laissue et al., 1971). Keler és munkatarsai
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kimutattak, hogy human FcyRI (CD64) transzgenikus egerekben a receptorhoz iranyitott
antigén attorheti a sajat antigénnel szembeni immunologiai valaszképtelenséget (Keler et
al., 2000). Mivel ebben az esetben az antigént specialis iranyitdé molekulaval kell
Osszekapcesolni, ez a modszer alkalmasabb emberi vakcindzds hatékonysaganak
novelésére, mint hibridoma elballitasara (Keler et al., 2005). Ugyanekkor ujabb
vizsgalatok megerdsitik ezen eljaras szerepét a mAb eldallitasa kapcsan is (Yan et al.,
2009).

A nagy mennyiségli immunkomplex jelenlétében életbe 1épd, immunvalaszt szabalyozo
mechanizmusok blokkolasa, vagyis a B-sejt aktivalast gatld FcyRIIB receptorok
eltavolitasa Ujabb igéretes lehetséget jelentett az immunvalasz fokozas és nagyobb
szamu antigén specifikus B-sejt képzddés iranyaba. Az FcyRIIB hianyos egerek valoban
fokozott ellenanyag termeléssel, azonban egytttal megnovekedett anafilaktikus
reakcioval is jellemezhet6k (Takai et al., 1996), ezenkiviil spontan sejtmag ellenes
ellenanyagokat (antinuclear antibodies, ANA) termelnek és végzetes glomerulonefritiszt
alakul ki szervezetiikben (Bolland et al., 2002; Tiller et al., 2010). Kideriilt az is, hogy a
follikularis dendritikus sejteken kifejez6dé FcyRIIb fontos szerepet tolt be az antigén
(Qin et al., 2000). Mindezek alapjan ez a Tg modell sem valtotta be a hatékonyabb mAb
eldallitashoz fiizott reményeket.

Ezek az eredmények jol példazzak, hogy az immunvalasz fokozasa noveli az autoimmun
betegségek kockazatat. Annak kizarasara, hogy a bFcRn Tg egerek megndvekedett
immunvalaszat a B-sejt szelekci6 szabalyozasanak zavara kiséri, az ELTE Immunologiai
Tanszékén kifejlesztett microarray formatumu ellenanyag profil vizsgalatot végeztiink,
ismert autoantigének széles skalajat hasznalva (Papp et al., 2007). Az id6s bFcRn Tg
egerek ellenanyag profilja ugyanolyannak bizonyult, mint a vt kontrollokban, és egyik
esetben sem volt kimutathatd sejtmag ellenes ellenanyagok jelenléte (18. abra). A
fokozott immunvalasz nem eredményezte spontan autoimmun korkép kialakulasat a
bFcRn Tg egerekben, igy autoimmun jelleg nem korlatozza ezen allatok mAb eléallitasi
eljarasokban valo részvételét.

A bFcRn overexpresszio immunvalaszt fokozé mechanizmusainak megértése érdekében
sziikséges a receptor érzékeny, fehérje szintii kimutatasa (akar a sejten beliili folyamatok
detektalasa). A bFcRn DNS és RNS szintii kimutatasa megoldott, de fehérje szinti
detektalasa Western blot és immunhisztokémia moddszerre korlatozodik. A Tg egerek

sejtjeiben €s szoveteiben 1évo kifejez6dd receptor fluoreszeens rendszerekben torténd
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detektalasara (citofluorimetria, fluoreszcens mikroszkopia) eloszor a munkacsoport altal
korabban létrehozott, immunizalt nyulakbol (Kacskovics et al., 2006a; Mayer et al., 2004;
Mayer et al., 2002) nyert poliklonalis ellenanyagot teszteltiik. A teszteléshez bFcRn-t
alapszinten (MacT), illetve fokozottan (B4) kifejez8 szarvasmarha sejtvonalat
hasznaltunk (Kacskovics et al., 2006a), a sejtekben termel6dd receptor mennyiségének és
funkcioképességének igazolasara annak pH-dependens IgG koté tulajdonsagat elemezve
(19. abra). A két sejtvonal alkotta tesztrendszerben vizsgalva a poliklonalis nyul
ellenanyag altal detektalhato jel er6ssége és lokalizacidja az FcRn felismerésére utalt (20.
abra), de mennyiségi korlatok miatt nem tudtuk alkalmazni a bFcRn Tg egerek sejtjeiben
a transzgén kifejezodésének vizsgalatara.

hibridéma vonalakat, amelyek altal termel monoklonalis ellenanyag a bFcRn specifikus
felismerésére képes. Az 1E5/2 jelii ellenanyag a bFcRn denaturalt allapoti o-lancat
detektalta nagy érzékenységgel a Tg egerek hasiiregi makrofagjaiban és csontvel6i
eredetli dendritikus sejtjeiben (DC) (21. abra), amely sejtek fokozott immunkomplex
fagocitdzissal és hatékonyabb antigén prezentacidval jellemezhetok, mint vt eredetii
tarsaik (Vegh et al., 2012). E két sejttipusban kimutathatd erés bFcRn kifejez6dés
Osszhangban van az egér FcRn hasonléan nagymértékii expressziojaval (Immunological
Genome Project, www.immgen.org). Ez arra utal, hogy a bFcRn a-lanc génjét
megfelelden szabalyozzak az egér transzkripcios mechanizmusai a Tg egérmodellben. A
Tg DC-ben a bFcRn koriilbeliil tizszer akkora mértékben fejezédik ki mRNS szinten,
mint az egér FcRn, ami esetleg a csontveldi eredetli DC differencialtatashoz hasznalt IL-4
és/vagy GM-CSF bFcRn expressziot stimulalo hatasanak kovetkezménye, mig ugyanezen
faktorok az egér FcRn expressziojara vélhetden nem gyakorolnak ekkora hatast (Vegh et
al., 2012).

Habar neutrofil granulocitakban masok reverz transzkriptaz, citofluorimetrias, elektron-
¢és konfokalis mikroszkopos (Vidarsson et al., 2006), valamint korabbi sajat reverz
transzkriptaz PCR eredményeink (Cervenak et al., 2011) alapjan kimutathat6 az FcRn
jelenléte, az elvégzett Western blot (21. abra) soran nem volt detektalhatd a receptor
kifejezodése. Ehhez hasonldan a B-sejtekben az utobbi idében reverz transzkriptaz PCR-
rel és citofluorimetriaval kimutattdk az FcRn expresszidjat (Mi et al., 2008; Montoyo et
al., 2009), bar ezt sem a korabbi vizsgalatok (Akilesh et al., 2007; Ghetie et al., 1996;
Zhu et al., 2001), sem sajat Western blot eredményiink (21. 4bra) nem igazolta. Talan

egy ¢érzékenyebb modszer (pl. monoklondlis ellenanyaggal elvégzett aramlasi
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citofluorimetria) alkalmasabb lehet az FcRn kimutatasara a bFcRn Tg allatoknak ezekben
a sejtjeiben is (amelyek vélhetden csak kismértékben fejezik ki a receptort), mint a
nagyobb mennyiségii fehérjét megbizhatoan kimutaté Western blot technika.

A sbFcRn-nel immunizalt allat Iépsejtjeinek fuzidja soran eldallitottunk egy olyan
hibridoma klont is (1F2/3), amely altal termelt monoklonalis ellenanyag fluoreszcens
mikroszkopos ¢és citofluorimetrids tesztrendszerben a bFcRn lokalizacidjanak és
expresszio-kiilonbségének megfeleld jelet adott (22. és 23. abra), de a monoklonalis
ellenanyag alkalmazhatdsaganak megitéléséhez tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges.
Mindezek utan, a munkacsoport altal korabban létrehozott bFcRn specifikus poliklonalis
csirke IgY-t teszteltiik, amely a MacT, valamint a bFcRn-t fokozottan kifejezé B4 sejtek
alkotta tesztrendszerben az FcRn expresszio-kiilonbségének és  vezikularis
lokalizaciojanak megfelel6 jelet adott (24. abra, B és C), és az FcRn o-lancanak
specifikus felismerését a sejtek lizatumaval elvégzett Western blot is megerdsitette (24/A
bFcRn Tg egerek l1épmetszetein is (25. és 26. abra). A vt egerek mintajan megfigyelhetd
specifikus jelolés arra utal, hogy a poliklonalis ellenanyag az egér FcRn molekuldjat is
felismeri (és a nyul FcRn-nel is reagal (Lemos et al., 2012)). A receptor jele a Tg
mintdkon tobb sejten és nagyobb intenzitdssal latszik, ami fentiek ismeretében
valoszintileg az egér ¢és szarvasmarha FcRn egyiittes felismerésébél adodik. Az
egyidejileg alkalmazott sejtmarkerek révén azonosithatd, hogy az erésen FcRn pozitiv
sejtek leginkabb a T- és B-sejtes zonan kiviil, a marginalis zonaban illetve voros
pulpaban, kisebb mértékben ugyanakkor a B-sejtes zonaban, elszortan is lokalizalodnak
(25. abra). Az FcRn-t erésen kifejezd sejtek azonositasa céljabdl jeloltik tovabba a
MARCO+ (macrophage receptor with a collagenous structure) marginalis zona
makrofagokat is, melyek az FcRn pozitiv sejtpopulacio egy részét alkotjak (26. abra). A
lokalizacio alapjan az FcRn-t kifejezé sejtek kozott lehetnek még a vords pulpa
makrofagok, valamint a MAdCAM-1+ (mucosal vascular addressin cell adhesion
molecule) marginalis szinuszt bélelé endotélsejtek és a CD169+ metallofil makrofagok
is, melynek tisztazasa tovabbi vizsgalatok elvégzését teszi sziikségessé. A 1ép marginalis
zonajaban lokalizalodo, kiilonbozé sejtmarkerekkel rendelkezé makrofag populaciok

elhelyezkedését a 27. abra szemlélteti.
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27. abra A 1ép marginalis zonajanak és makrofagjainak sematikus bemutatasa

A CD169+ metallofil makrofagok a marginalis szinusz belsé feliiletén lokalizalodnak,
és a MAACAM+ marginalis szinusz endotélsejtek valasztjak el a marginalis zona kiilsé
részén talalhato MARCO+ makrofagoktol, melyek populacioja részben atfed a
SIGNR 1+ makrofagokkal. (Junt et al., 2008)

Az FcRn legkorabban dokumentalt szerepe az IgG molekuldk megovasa a lebomlastol
(Brambell et al., 1964), igy a marginalis zona sejtcsoportjainak FcRn kifejez6dése
hozzajarulhat a bFcRn Tg egerekben tapasztalhatd magasabb IgG szint kialakulasahoz.
Nemrégiben Akilesh és munkatarsai kimutattdk, hogy az FcRn a csontveldi eredetii
sejtekben is kifejezOdik és az ereket béleldé endotélsejtekben expresszaldodd FcRn-nel
egyltt az IgG homeosztazis f6 fenntartdjaként funkcional. Az altaluk elvégzett
immunhisztokémiai jelolés soran FcRn detekciot tapasztaltak vt egerek lépének
szinuszoidjaiban ¢és a marginalis szinusz endotéliumban, valamint kimutattak, hogy az
er6sen jelolodo sejtek egy része F4/80 pozitiv vords pulpa makrofag (Akilesh et al.,
2007). Egyéb sejtmarker hianyaban csupan a lokalizaci6 alapjan valoszinisithetd, hogy a
marginalis zona sejtjei is az FcRn expresszidval jellemezhetd sejtek kozott talalhatok és
vélhetéen részt vesznek az IgG molekulak féléletidejében meghosszabbitasaban.

A FcRn az IgG megodvasan tul szerepet jatszik a fagocitozis és az antigén prezentacio
folyamataban is, hozzajarulva a humoralis immunvalasz kialakulasdhoz. A neutrofil
granulocitak, bélrendszeri makrofagok, vérbeli monocitak és dendritikus sejtek esetén
bizonyitott az FcRn funkcionalis kifejez6dése, valamint neutrofil granulocitak és
dendritikus sejtek esetén szerepe a fagocitdzis €s antigén prezentacido folyamataban
(Baker et al., 2011; Qiao et al., 2008; Vidarsson et al., 2006; Zhu et al., 2001), és ez a
folyamat a bFcRn Tg egerek neutrofil granulocitai, peritonealis makrofagjai és csontveldi

eredet(i dendritikus sejtjei esetén hatékonyabb, mint vt tarsaikban (Cervenak et al., 2011;
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Vegh et al., 2012). A marginalis zona makrofag populacidiban kifejez6d6 FcRn szerepe
tisztazasra var, de e sejtek lokalizacioja idealis a vér altal szallitott antigének megkotésére
(27. abra). A CD169+ metallofil makrofag populacié sejtjeirél igen koran leirtak, hogy
sziikségesek a patogének ellen kialakulé T-dependens immunvalasz 1étrejottéhez (Buiting
et al., 1996), és kiilonboz6 patogéneket (baktérium, virus, prion) kotnek meg a
masodlagos nyirokszervekben (Aichele et al., 2003; Buiting et al., 1996; Hickman et al.,
2008; Manuelidis et al., 2000). A patogéneken kiviil a szervezetben eredendden jelenlévo
természetes ellenanyagok és antigének alkotta immunkomplexek megkotésére is képesek
(Ochsenbein and Zinkernagel, 2000). Régota ismert, hogy immunizalatlan emberek és
egerek szervezetében spontan kialakuld, természetesen ellenanyagok léteznek kiilonbozo
antigének ellen (Avrameas, 1991; Herzenberg and Kantor, 1993). A vérkeringésbe jutd
antigéneket a természetes ellenanyagok megkotik, igy azok joval hatékonyabban
szlirddnek ki a 1épben (Lutz et al., 1987; Ochsenbein et al., 1999). Ezen ellenanyagok
tobbsége IgM, de IgG izotipust is leirtak (Avrameas, 1991), ami felveti az IgG tartalmt
immunkomplexek megkotésére képes FcRn szerepének lehetségét is ezekben a
sejtekben. Ezenkivill intenziven kutatott teriilet a CD169+ metallofil makrofagok
funkcidja az antigén prezentacios folyamatok (B-sejtek, iNKT-sejtek és CD8+ T-sejtek
aktivalasa) soran (Martinez-Pomares and Gordon, 2012); a metallofil makrofagokban
esetlegesen kifejez6dé FcRn hozzéjarulhat ezekhez a mechanizmusokhoz.

A 1ép marginalis zonajaban a CD169+ metallofil makrofagok mellett talalhatok tovabba
SIGNR1 (C-type lektin specific intracellular adhesion molecule —grabbing nonintegrin
receptor 1) pozitiv makrofagok is (27. dbra), melyek ugyancsak a patogének
hatékonyan (Geijtenbeek et al., 2002; Kang et al., 2004). A MARCO receptorral
jellemezheté marginalis zéna makrofag populacié is képes patogének megkotésére,
tovabba részt vesz a nyirokcsomd mikrokrnyezetének fenntartdsaban és a T-
independens B-sejt valasz kialakulasaban (Chen et al., 2005). Nemrégiben kimutattak,
hogy az FcyRII/III receptorokhoz iranyitott immunkomplexek a MARCO+ marginalis
z6na makrofagokban lokalizalodnak (Angyal et al., 2009; Szarka et al., 2012) és mind T-
independens, mind T-dependens antigén esetén novelik a haptén-specifikus IgM ¢és IgG
termeld 1épsejtek szamat (Angyal et al., 2009). Ismeretes az is, hogy a marginalis zona
makrofagok MARCO ¢és SIGNRI receptorai nem csupan az antigének megkotésében
jatszanak fontos szerepet, hanem ezek a molekuldk a marginalis zéna B-sejtek antigén

kotéséhez is sziikségesek (You et al, 2011). A kozelmultban bizonyitottdk, hogy a
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marginalis zona B-sejtek ,,ingdznak” a marginalis zona és a B-sejtes follikulusok kozott
¢és hatékonyan juttatjak el az antigént a follikularis dendritikus sejteknek (Cinamon et al.,
2008). Régoéta ismert, hogy a follikularis dendritikus sejtek felelések az
immunkomplexek hosszu idejii retencidjaért (Chen et al., 1978; Mandel et al., 1980; Tew
et al., 1980). Mind a C3d boritotta antigének (Dempsey et al., 1996), mind az [gG-antigén
alkotta immunkomplexek (Fossum, 1980; Nossal et al., 1965) jelenléte a follikularis
dendritikus sejteken a B-sejt aktivacio stimulalasaval jar (Isd. korabban).

Az FcRn jelenléte a MARCO+ marginalis zona makrofagokban igy hozzajarulhat az IgG-
antigén immunkomplexek megkotéséhez,esetleges feldolgozasahoz, amely folyamatot a
bFcRn Tg egerek fokozott FcRn expresszidja hatékonyabba teheti. A MARCO+
marginalis zona makrofagok (és egyéb 1épsejtpopulaciok) FcRn expresszidja igy szerepet
jatszhat a 1épben zajlo fagocitozis és antigén prezentacios folyamatokban.

Erdekes megfigyelés tovabba, hogy LPS hatisara a MARCO receptor kifejez6dése
nagymértékben megnd a lépbeli marginalis zona makrofagokon (Chen et al., 2010), és
munkacsoportunk kimutatta, hogy LPS hatasara bFcRn Tg egerek 1épében az FcRn
expresszidja is jelentésen emelkedik (Cervenak et al., 2008) — az esetleges interakcio
felderitése hozzajarulhat a bFcRn Tg egerekben tapasztalhatd fokozott immunvalasz
mechanizmusainak mélyebb megértés¢hez.

A felmeriilt kérdések kapcsan a tovabbiakban tervezziik immunizalt vt és bFcRn Tg
egerek lépében lokalizalodo sejtpopulaciok (CD169+ makrofagok, marginalis zéna B-
sejtek, dendritikus sejtek, follikularis dendritikus sejtek, germinalis centrumok, stb)
azonositasat, lokalizaciéjanak és mennyiségének Osszehasonlitasat, az FcRn-t kifejez6
sejtek azonositasat és a receptor-expresszid valtozasanak monitorozasat, valamint az
egerek vérkeringésébe juttatott IgG-antigén immunkomplexek sorsanak kovetését.
Mindehhez sziikség lehet az FcRn érzékenyebb, akar citofluorimetrids rendszerben
torténd kimutatasara is, melyre a jelenleg tesztelés alatt allo monoklonalis ellenanyagok
biztosithatnak lehetdséget. Az FcRn kifejezodésének pontosabb elemzése a masodlagos

nyirokszervekben e receptor mitkodésének tovabbi karakterizalasahoz vezethet.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a poli- és monoklonalis ellenanyag termelés
hatékonysaganak novelése érdekében a transzgenezissel kivaltott FcRn kifejezddés
fokozasa mindeddig ismeretlen megkozelitésnek szamitott. A bFcRn Tg egerek fokozott
immunvalasza ¢és hibridoma-eléallitasi képessége az antigénprezentacio ¢s a termelddott

ellenanyagok diverzitasanak novekedésével tarsul (Vegh et al., 2012), és a Tg allatok
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gyengén immunogén antigénekre is megfeleld mértékii specifikus ellenanyag-termeléssel
reagalnak (Onisk et al., 2012; Vegh et al., 2011). Mindezeket figyelembe véve sokat
igér6 lehetdséget jelenthet a bFcRn thltermeltetése emberi ellenanyagot termeld
humanizalt egerekben is, hiszen ismeretes, hogy a human IgG-t termeld transzgenikus
egerek immunvalasza nem minden esetben kielégité (Carter, 2006). Az erds bFcRn-
human IgG interakci6 (Kacskovics et al., 2006a), valamint sajat eredményeink (13. abra)
alapjan feltételezhetd, hogy a bFcRn tultermeltetése jelentdsen fokozza a humanizalt
egerek immunvalaszat. Munkacsoportunk a kozelmultban karakterizalta a nyal FcRn-t és
kimutatta, hogy azok a transzgenikus nyulak, amelyek fokozott mértékben fejezik ki a
nyal FcRn-t — a bFcRn Tg egerekhez hasonléan — hatékonyabb humoralis
immunvalasszal rendelkeznek (Lemos et al., 2012). Tekintettel arra, hogy az FcRn
minden emlds fajban jelen van és hasonld funkciokkal bir, kijelenthetjiikk, hogy az FcRn
kifejezodésének mesterséges fokozasa transzgenikus allatokban alkalmas eszkoz a poli-

¢és monoklonalis ellenanyagok hatékonyabb el6allitasara.

72



8 Uj tudomanyos eredmények

1. Megallapitottuk, hogy a bFcRn Tg egerekben a bFcRn a-lanc és az endogén egér B2-
mikroglobulin funkcionalis receptort alkot, és hatékonyan megovja az egér IgGl és
human IgG molekulakat a lebomlastol.

2. Megallapitottuk, hogy T-dependens antigénnel immunizalva a bFcRn Tg egerekben
(FVB/N ¢és Balb/c genetikai hattéren) szignifikansan magasabb antigén specifikus IgG
¢és IgM, valamint total IgG mérhetd, mint a vad tipust kontrollokban.

3. Kimutattuk, hogy a hibridoma-eldallitast célzé immunizalast kovetden a bFcRn Tg
egerek 1épének mérete és Iépsejtjeinek szama nagyobb, és 1épsejtjeibdl jelentdsen tobb
hibridoma mikrokultura keletkezik, mint a vad tipusu allatok 1épsejtjeibol.

4. Megallapitottuk, hogy a bFcRn Tg egerek 1épsejtjeibdl keletkezett hibridoma
mikrokultardk joval nagyobb szamban termelnek hordozo- és/vagy haptén-specifikus
ellenanyagot, mint a kontrollok esetén.

5. Megallapitottuk, hogy a bFcRn Tg egerek 1épsejtjeib6l nem csak szamaban, hanem
aranyaban is tobb hibriddoma mikrokultira képzédik, igy a fuzid hibridizacios
frekvenciaja magasabb.

6. Igazoltuk, hogy id6és (nem immunizalt) bFcRn Tg egerekben nem mutathatd ki
autoimmun ellenanyagok jelenléte.

7. A DbFcRn fehérje szintli kimutataséhoz egér monoklonalis ellenanyagokat
fejlesztettiink.

8. Kimutattuk, hogy immunizalatlan bFcRn Tg egerek lépének szerkezete (T- és B-sejtes
z6éna) alapvetden nem tér el a vt kontrollhoz képest, és a MARCO+ marginalis zona

makrofagok nagymértékben kifejezik az FcRn-t
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9 Osszefoglalas

A specifikus ellenanyagok eldallitdsa soran a termelésbe bevont allatokat tobbszor
immunizaljak, hogy a specifikus ellenanyagok szintje a lehetd legmagasabb legyen
(hiperimmunizalas). Az eljaras soran az antigénre specifikus IgG szintje meghaladhatja a
fajra jellemz6 normal értéket, aminek kovetkeztében telitddik az IgG protektiv FcRn
molekula és ezért az IgG lebomlasanak iiteme felgyorsul.

Az MHC I-szerii, o-lanc és P,-mikroglobulin alkotta neonatalis Fc receptor (FcRn)
szabalyozza az IgG és albumin molekulak homeosztazisat, kozremiikodik a maternalis
immuntranszportban, fontos szerepet jatszik a fagocitozis €s antigén prezentacio
folyamataban. Annak érdekében, hogy az immunizalt allatokban fenntarthaté legyen a
magas antigén-specifikus IgG szint, illetve a hiperimmunizacié soran termelt értékes
ellenanyagok lebomléasa kisebb mértékii legyen, elemeztiik az FcRn-t fokozottan kifejezo
(overexpresszio) transzgenikus egerekben a humoralis immunvalaszt.

Kimutattuk, hogy a szarvasmarha FcRn (bFcRn) a-lancat overexpresszalo transzgenikus
(Tg) egerek vérpalyajaba juttatott egér és human IgG felezési ideje megnovekedett a vad
tipusu tarsaikhoz képest, igy a receptor nehézlanca mitkodéképes egységet alkot az egér
B>-mikroglobulinnal és hatékonyan évja meg az IgG molekulakat a lebomlastol. A Tg
egerek T-dependens antigénnel torténd immunizalasa szignifikdnsan magasabb antigén
specifikus IgM és IgG szintet, nagyobb méretl Iépet, tobb 1épsejtet és antigén-specifikus
ellenanyagot termel6 Iépsejtet eredményez. A 1épsejtek fizidja szamaban és aranyaban is
tobb antigén-specifikus ellenanyagot termelé hibriddma mikrokultara képzddésével jar,
¢és az allatokban idés korban sem mutathato ki autoreaktiv ellenanyagok jelenléte, mely
korlatozna felhasznalasukat. A Tg egerekben zajlo sejtszintli folyamatok vizsgalatat
elosegitendd, bFcRn-specifikus monoklonalis ellenanyagokat allitottunk eld, ¢és
kimutattuk, hogy a Tg egerek peritonealis makrofagjai, csontvel6i eredetli dendritikus
sejtjei és 1ép marginalis zona makrofagjai nagymértékben kifejezik az FcRn molekulat.
Osszességében elmondhaté, hogy munkacsoportunk eredményei alapjan az FcRn-t
fokozott mértékben kifejez6 Tg allatok (egerek és nyulak) jelentds elényt biztositanak a

poliklonalis és monoklonalis ellenanyagok eldallitasa terén.
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10 Summary

The production of specific antibodies requires continous immunization of the animals
involved in the preparation process to achieve highest possible level of specific
antibodies (a process referred to as hyperimmunization). Level of antigen-specific IgG
can exceed normal values of the species during the process, resulting in saturation of
FcRn molecule and accelerated I1gG degradation as a consequence.

The neonatal Fc receptor (FcRn) is a heterodimer MHC I-like molecule and it is
composed of an o-chain and a B,-microglobulin. This receptor has several functions:
regulates IgG and albumin homeostasis, mediates maternal IgG transport, takes active
part in phagocytosis and delivers antigen for presentation. To maintain high level of
antigen-specific IgG in immunized animals we studied the effects of FcRn
overexpression to humoral immune response in transgenic (Tg) mice.

We have confirmed that transgenic mice overexpressing the a-chain of bovine FcRn
(bFcRn) show increased in vivo half-life of mouse and human IgG compared to wild type
controls, demonstrating a functional unit of bovine a-chain and mouse B,-microglobulin
that efficiently protects IgG molecules from degradation efficiently. Immunization of
these Tg mice results in significantly increased antigen-specific IgM and IgG titers and is
associated with larger spleen, more splenocytes, as well as with increased number of
antigen-specific spleen B-cells and plasma cells in the spleen. Fusion of the splenocytes
resulted in elevated number and ratio of antigen-specific antibody producing hybridoma
microculture in Tg mice compared to controls. The augmented humoral immune response
in these mice did not result in production of autoantibodies that could limit their use.

We have developed bFcRn-specific monoclonal antibodies with which we demonstrated
strong bFcRn expression in peritoneal macrophages, bone marrow derived dendritic cells
and spleen marginal zone macrophages.

In conclusion, these and our earlier results indicate that transgenic animals (mice and
rabbits) that overexpress FcRn offer major advantages in production of polyclonal and

monoclonal antibodies.
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11 Koszonetnyilvanitas

Halasan koszonom témavezetdmnek, Dr. Kacskovics Imrének az elmult években végzett
munkam iranyitasat és tamogatasat, valamint a kisérlettervezés, laboratériumi munka és
prezentalasa terén nyujtott nélkiilozhetetlen segitségét.

Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Erdei Annanak tamogatasaért és hogy
lehetdséget biztositott szimomra a Tanszéken valé munkavégzésre.

Halas vagyok Dr. Mayer Balazsnak, aki e munka els§ fazisat és egyben elsé
laboratdoriumi probalkozasaimat egyengette tiirelemmel és segitokészséggel.
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