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Absztrakt

A heterodimer neonatalis Fc receptor (FcRn) szerkezetileg az MHC-I-szeri molekulak
csaladjaba tartozik, amely az FCRn o lancbol és egy Po-mikroglobulin fehérjébdl épiil fel.
Kozponti szerepet tolt be a maternalis immuntranszportban, megakadalyozza az IgG és az
albumin lebomlésat, és ez altal szabalyozza e két kulcsfontossagi molekula homeosztazisat,
Immunolégiai Tanszék FcRn munkacsoportja olyan transzgenikus (Tg) egerek immunvalaszat
kutatja, amelyek az endogén egér FcRn mellett, tovabbi 5 kopia szarvasmarha FcRn (bFcRn)
a lancot fejeznek ki. A bFcRn a lanc képes funkcionalisan miikodé molekulat kialakitani az
egér Bz-mikroglobulinnal, igy ezekben az allatokban az n. ,,hibrid” FcRn is kifejezddik. Ezen
egereknek szamos elony0Os tulajdonsagat irtdk mar le, igy megndétt benniik az IgG fél-élet
ideje, gyengén immunogén antigénekkel szemben is sikeriilt ellenanyagot termelniiik, tobb
antigén-specifikus 1gG-t termelnek, valamint 1épiik és nyirokcsomoik Iényegesen tobb antigén
specifikus B- és T helper-sejtet tartalmaznak.

Munkam soran egyfeldl a transzgenikus egerekben kifejez6do egér, illetve az an. ,,hibrid”
FcRn és a kiilonbozo egér 1gG izotipusok kolcsonhatasanak in vitro vizsgalatat végeztem el
fellileti plazmon rezonancia (SPR) moddszerrel. Ennek soran meghataroztam a pH fiiggé 1gG
kotés kinetikai paramétereit. Kimutattam, hogy az egér ¢s a hibrid FcRn nagyon hasonlo
kinetikai paraméterek mellett koti az egér IgG izotipusait.

Mivel a bFcRn transzgenikus egerekben fokozott immunvalasz figyelhetd meg, kivancsiak
voltunk arra, hogyan befolyasolja ez a humoralis immundiverzitast. Vizsgalataim masik
részében ezt a kérdést Western blot technikaval elemezve kimutattam, hogy a transzgenikus
egerekben egy nagymeéretii antigén (KLH) ellen termelddott IgG tipusu ellenanyagok a KLH
fehérjében tobb epitopot ismernek fel, mint a vad tipust egerekbdl szarmazd antitestek.
Ezaltal sikeriilt alatdmasztanunk azt a feltételezést, hogy a bFcRn transzgenikus egerekben
termel0dott antitesteknek nagyobb a diverzitasa, amelynek kovetkezménye, hogy ezek az
allatok egy kevésbé immunogén epitop ellen is hatékonyabban termelnek ellenanyagot, mint
vad tipusu tarsaik.



Roviditésjegyzék

APC professzionalis antigén bemutat6 sejt

bFcRn bovin neonatalis Fc receptor

CFA komplett Freund adjuvans

Ch2-Cn3 IgG nehéz lanc 2-es és 3-as konstans
doménje

EDAC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid

FBS, FCS magzati borjui szérum

FcRn neonatdlis Fc receptor

IFA inkomplett Freund adjuvéans

Kb egyensulyi disszociacids allando

KLH kulcslyuk csiga hemocianin (keyhole limpet
hemocyanin)

Ko disszociacios kinetikai konstans

Kon asszociacios kinetikai konstans

mAb monoklonalis ellenanyag (monoclonal
antibody)

MHC-I 6 hisztokompatibilitasi komplex -1 (major
histocompatibility complex —I)

O/N 12-16 oras (overnight) inkubalas

OVA Ovalbumin

PBS foszfattal pufferelt fiziologias sdoldat
(phosphate buffered saline)

PBS-T foszfat puffer — Tween oldata — Detergenst
(Tween-20) tartalmazo PBS

Sf9 Spodoptera frugiperda ovarium sejt

SPR feliileti plazmon rezonancia (surface plasmon
resonance)

Sulfo-NHS sulfo-N-hydroxysulfosuccinimide

TCR T-sejt receptor

TNP trinitrofenil (hapten)

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane




Bevezetés

A Kohler és Milstein altal felfedezett hibridoma technologia (1975), és a monoklonalis
antitestek (mAb) gyartasa oriasi elorelépést jelentett a gydgyaszatban és kutatasban egyarant.
A terapias alkalmazasok uj tarhdzat nyitotta meg, specifikusan és nagy szelektivitassal
célozva olyan kulcsfontossdgii molekuldkat, amelyek a szervezet részeként vesznek részt
kiilonféle patologias folyamatok kivaltdsdban, vagy éppen szabalyozdsaban. Ezen kiviil a
biologiai kutatdsok esetén is sikerrel tudjuk alkalmazni a nagyon specifikus felismerést
biztositd, egységes ¢és elvileg korlatlan mennyiségben rendelkezésre all6 monoklonalis
ellenanyagokat. Kohler és Milstein Korszakalkoto felfedezését 1984-ben Nobel-dijjal
jutalmaztak. Azota mar sokat fejlddott a monoklonalis ellenanyagok eldallitasa, és human
gyogyaszati felhasznalasuk is egyre hatékonyabb lett. Ma mar szdmos betegséget kezelnek
monoklonalis antitest terapiaval, kezdve a transzplantacios, sziv és érrendszeri problémaktol,
az autoimmun betegségeken at egészen a tumor terapidkig [1]. Az els6, monoklonalis
ellenanyagot 1986-ban alkalmaztik az orvoslasban (Muromonab-CD3, OKT3), és azota,
példaul tumoros megbetegedések kezelésében mar 14 kiilonb6z6 mAb-ot hasznalnak, ill. tobb
szaz 1j készitményt tesztelnek klinikai vizsgalatok soran [2]. Mostanra majdnem az 0sszes
ismert, konnyen tdmadhatd célpont ellen késziilt terapias ellenanyag (vagy fejlesztés alatt all).
Ugyanakkor, szdmos betegség esetén ismeriink olyan célpontokat, amelyek gatlasaval, vagy
aktivalasadval eredményeket lehetne elérni a betegség gyodgyitasaban, vagy a diagnozisadban, de
ezek ellen a szokasos technikdkkal nehéz vagy nem is lehetséges ellenanyagot eléallitani. E
probléma megoldasdban segitd sokféle 1) technologia egyike az ELTE Immunolédgiai Tanszék
FcRn munkacsoportja és a Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpont altal 1étrehozott
transzgenikus egerek alkalmazasa, amelyek az endogén egér FcRn mellett, tovabbi 5 kopia
szarvasmarha FcRn o lancot (bFcRn) fejeznek ki [3].

A neonatalis Fc receptort (FcRn) eldszor az 1970-s években azonositottak, mint egy olyan
receptor molekulat, amely képes az anyai tejben 1évo ellenanyagokat az ujsziilott patkany
vékonybelében megkdtni, és az utdd vérdramaba juttatni (1. dbra). Kés6bb szdmos més fajban
is igazoltdk az FcRn jelenlétét, ami azt sugallja, hogy az dsszes emlds fajban fontos szerepet
tolt be ez a receptor [4]. Az FcRn részletesebb vizsgalata soran egyre tobb funkciojara dertilt
fény. Kideriilt, hogy megakadalyozza az 1gG lebomldsat és igy megnoveli a fél-¢let idejét.
Ezt, és a tobbi funkcigjat is ugy képes végrehajtani, hogy a tobbi Fc receptortdl eltérden,
kiilonféle intracellularis kompartmentekben (kivétel az ujsziilott enterocitdk esetén, ahol a

receptor a sejtek apikalis felszinén talalhato), szigortian pH fiiggd modon kapcsolddik az IgG



molekulahoz. Ez azt jelenti, hogy enyhén savas kdzegben (pH 6,0-6,5) kialakul a kapcsolat a
két molekula kozott, mig fiziologias koriilmények kozott (pH 7,4) az FcRn-1gG komplex
disszocial (2. abra). Ezt az IgG Cp2-Cnu3 kapocs régidjanak két kiilonbozé részén
elhelyezkedd hisztidin aminosavak (His310 ill. His433 és His435) protonaltsagi allapotanak
valtozésa, ¢s az FcRn felszinén elhelyezkedd savas aminosavakkal torténd ionos interakcioja
okozza. Mivel a kolcsonhatasban szerepld O0sszes aminosavat ismerik, azok moddositasaval

igyekeznek befolyasolni az interakcio 1étrejottét, erdsségét [S].
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[5].
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2. abra Az endotél sejtek (és monocitak) szerepe az IgG lebontas megakadalyozasaban. Az FCRn-t kifejezo
sejtek nem specifikus endocitozissal felveszik az IgG-t. Az FCRn a savas endoszomakban talalhato, ahol
alacsony pH-n képes hozzakapcsolodni az ott talalhato IgG molekulakhoz. Ezek utan a kialakult komplex
visszakeriil a sejt felszinére, ahol semleges pH-n az 1gG disszocial a receptorrol [5].

Kivalonatida A receptorhoz nem
HRlOgadasa kapesolodo fehérjék lebomlanak

Lizoszoma

Ezeken a tulajdonsagokon kiviil mar az FcRn szerkezetérdl ¢és az 1gG kotés kialakitasarol
is sok informacioval rendelkeziink. Az FcRn heterodimer receptor, amit egy MHC-I-szerti
nehéz lanc (o lanc) és egy P2-mikroglobulin konnyi lanc alkot. Az FcRn-IgG Fc egyiittes
kristalyszerkezet elemzésével megallapitottak, hogy az FcRn a tobbi Fc receptortol eltéréen
az 1gG Cy2-Cu3 domének kozotti régiohoz kotddik (3. abra). Az interakcid sztochiometriaja
2:1, azaz 2 FcRn molekula kot 1 IgG molekulat, és ha az FcRn hozzakdtodik az IgG egyik
kotohelyeéhez, akkor a masik kotohely affinitdsa csokken [6, 7]. Ugyanakkor kimutattak, hogy
nem minden esetben képzddik 2:1 aranyt komplex, hanem 1:1 sztochiometriaji kélcsonhatas

is el6fordul [8].
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3. abra: Az FcRn az IgG Cy2-C3 kapocs régiojahoz kapcsolédik [5].

A 2000-es évek elején azt is felfedezték, hogy az IgG mellett az albuminhoz is képes
kotédni ez a receptor, és ugyanugy képes megovni ezt a fehérjét is az intracellularis
lebontastol. A kapcsolddas ebben az esetben is pH fiiggd, de az albumin és az [gG egymastol
fliggetleniil kapcsolddnak az FcRn-n két kiilonb6zd régiojahoz. FcRn génkilitott egerekben
figyelték meg, hogy ennek a két fehérjének a fél-¢élet ideje 6-8 naprol 1 napra csokkent, ami
egy atlagos vérszérum fehérje fél-¢let idejének felel meg. Ezzel is igazoltadk, hogy e két fontos
vérplazma fehérje védelméért az FcRn felelds. Az IgG és az albumin az emberi vérszérum
fehérjéknek kb. 90 %-at alkotja, ezért is nagyon fontos, hogy az FcRn képes szabalyozni e két
kulcsfontossagii molekula homeosztazisat [5, 9].

Az IgG és albumin lebomlasanak megakadalyozdsa mellett az FcRn részt vesz az antigén-
soran a T-sejtek aktivalodjanak, tobbek kozott a T-sejt receptoron (TCR) keresztiil fel kell
ismerniiik az MHC-peptid komplexet. A professzionalis antigén prezentald sejtekben (APC:
makrofagok, dendritikus sejtek, B-limfocitak) kimutattdk az FcRn kifejez0dését, és igazoltak,
hogy ezekben a sejtekben az FcRn a felvett monomer 1gG-t, az endotél sejtekhez hasonléoan
visszajuttatja az extracellularis térbe. Ugyanakkor, ha az APC sejtekbe antigén(Ag)-1gG
immunkomplexek(IC) keriilnek (pl. az APC sejtek membrankotott Fey receptorai révén), az
FcRn az Ag-1gG IC-t a lizoszomaba juttatja, ezzel timogatva az antigén proteolizisét és az
ezaltal létrejott epitopok integralodasat az MHC II molekuldkba. Ennek koszonhetden az

FcRn kdzponti szereppel vesz részt az antigén prezentacios folyamatokban, a T helper sejtek



aktivalasaban, kiilonosen a masodlagos immunvalasz fazisaban (amikor mar megjelent az Ag-
specifikus 1gG). (Az utobbi idében azt is kimutattak, hogy az APC sejtekben az FcRn az Gn.
kereszt-prezentacids folyamatokban is kulcsszerepet tolt be, amelynek eredményeként az
antigénekbdl szarmazoé oligopeptidek az MHC I molekulaval keriilnek bemutatdsra, azaltal
aktivalva a citotoxikus T sejteket) [10].

Lathatjuk tehat, hogy a neonatalis Fc receptor a jol miikddé immunvélasz alapvetd
szerepldje, €s mivel szerepet jatszik a terapids ellenanyagok lebomlasadban, a gydgyszeripar
szempontjabdl is érdekessé valt ez a receptor. Ma mar Ugy probaljak modositani a terapias
antitestek FCRn-hez kotddé Fe régidit, hogy enyhén savas koriilmények kozott nagyobb
affinitassal kapcsoldédjon ehhez a receptorhoz, amivel elérhetd, hogy kevésbé bomlik le ¢€s
hosszabb fél ¢let idovel rendelkezik. Ezaltal ndvelhetd a gyogyszerek ismételt beadasa kozott
eltelt 1d6, és ritkabban kell a pacienseknek kezelésekre jarniuk. Ezen kiviil egyéb, nem
ellenanyag tipusi gyogyszermolekulakat is rekombinans modon fuzionaltatjdk az IgG Fc
[11].

Az FcRn kifejezddésének fokozasaval a humoralis immunvalasz jelentdsen fokozhaté. Ez
olyan allatokban eldnyds, amelyeket poliklonalis vagy monoklondlis ellenanyagok
eléallitasara hasznalnak. A kutatocsoportunk altal 1étrehozott, bFcRn transzgenikus egerek
szamos elonyods tulajdonsaggal rendelkeznek a vad tipusu tarsaikhoz képest. Kimutattak, hogy
ezekben a transzgenikus egerekben megnétt a szérum IgG szintje, koszonhetden annak, hogy
csokkent az IgG lebomlasa, és nétt az antigén-specifikus 1gG-t termelé B limfocitak szama,
ezek antigén-specifikus IgG termelése. Immunizalast kovetden, ezeknek az éallatoknak a 1épe
sokkal nagyobb, sokkal tobb B-sejtet, plazmasejtet, neutrofil granulocitat és dendritikus sejtet
tartalmaz, mint a normal egereké. Ezen kiviil a transzgenikus egerekbdl szarmazé dendritikus
sejtek antigén-prezentald képességét is vizsgaltak. A kisérlet soran csontveld eredetii
dendritikus sejtekhez OVA-IgG immunkomplexeket adtak és megallapitottak, hogy az FcRn-t
nagyobb mértékben kifejezé dendritikus sejtek antigén bemutatd képessége jelentdsen
nagyobb a kontroll allatok hasonld sejtjeihez képest [12]. Mindezek fokozottabb
immunvalaszra utalnak, amely abban is megnyilvanult, hogy gyengén immunogén antigének
ellen is sikeriilt nagy mennyiségli ellenanyagot eldallitani, illetve, hogy tobb antigén
specifikus hibridomat sikertilt 1étrehozni bel6liik [3, 12].

A rendelkezésre allo ismeretek alapjan 1étrehoztak egy feltételezett modellt arra, hogy az
FcRn overexpresszio hogyan jatszhat szerepet a megnovekedett humordlis immunvalaszban

(4. abra). Ezekben a transzgenikus allatokban oltas utan joval tobb antigén specifikus 1gG



termelddik, koszonhetéen az FcRn altali védelemnek, ami egy Ujraoltast kovetden tobb Ag-
IgG immunkomplexet eredményez. A transzgenikus dendritikus sejtek hatékonyabb antigén-
prezentacioja tobb antigén-specifikus Tp-sejtet aktival, amelyek nagyobb mértéki naiv B-sejt
aktivalodast okoznak. Ennek kdszonhetéen fokozott szamu antigén specifikus memoria B-sejt
¢s plazmasejt termelddik. Ez diverzebb humordlis immunvélaszt, nagyobb titert és akar

nagyobb affinitasu antigén specifikus ellenanyagokat eredményez [4].
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4. dbra Az FcRn overexpresszio feltételezett szerepe a megnévekedett humoralis immunvalasz létrejéttében.
Ag=antigén, B=B-sejt, T,=T helper sejt, NE= neutrofil granulocita, DC= dendritikus sejt, Byy= memoria B-sejt
AFC= plazma sejt (magyardzat a szovegben)[4].
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célkitiizések

A vizsgalataink soran két fo kérdés foglalkoztatott minket. Bar a korabbi mérésekbol
kovetkeztettiink arra, hogy az egerekben nagy mennyiségben kifejez6d6 bovin FcRn (bFcRn)
az egér Pp-mikroglobulinjaval heterodimert alkotva (bFcRn/mBom; ,hibrid” FcRn) képes az
egér IgG-vel kapcsolodni, azonban kozvetlen modon, fehérje-fehérje kolcsonhatast mérd
modszerrel még nem bizonyitottuk a kapcsolat 1étrejottét. Azt sem tudtuk, hogy van-e
kiilonbség a hibrid FcRn és az egyes egér IgG izotipusok (IgGl, IgG2a, 1gG2b, 1gG3)
interakcidjaban, ill. hogyan hasonlithat6 ez a kapcsolat az endogén egér FcRn ¢és az egér IgG
izotipusok kapcsolatdhoz, modosulhat-e az egér immunvalaszanak IgG izotipus-specifikus
jellege. Ennek egyik els6é vizsgalatahoz a feliileti plazmon rezonancia (SPR) technikaval az
egér FcRn ¢és a hibrid FcRn interakcidit az egér IgG kiilonféle izotipusaival kivantuk
clemezni. Az ehhez sziikséges sSzolubilis (azaz a membranhoz torténd kikotédéshez
sziikséges, de az 1gG kotésben részt nem vevo transzmembran és citoplazmikus doméneket
nem tartalmazd) bFcRn/mPBom fehérjét rekombindns moddon, bakulovirus expresszios
rendszerben allitottuk el6 és SPR modszerrel meghataroztuk a kiilonbozé egér IgG
alosztalyokkal kialakitott kolcsonhatasanak kinetikai paramétereit, 6sszehasonlitva az egér
sajat, endogén FCRn szintén szolubilis formaja (mFcRn/mP,m) esetében kapott értékekkel.

Kisérleteink masik részében a bFcRn transzgenikus egerek humoralis immunvalaszanak
egy Ujabb elemét terveztiik vizsgalni. Azt mar korabban lattuk, hogy ezekben az allatokban
nagyobb mennyiségli antigén-specifikus ellenanyag keletkezik, és sikeriilt azt is kimutatni,
hogy a transzgenikus 4llatokban keletkezd, ovalbumin specifikus [gM izotipusi
ellenanyagoknak nagyobb a diverzitdsa, mint a vad tipusi tarsaikban keletkezéké. Azonban
ezt ovalbumin specifikus 1gG molekulak esetén nem sikeriilt egyértelmiien igazolni. Ezért
kisérleteinkben egy masik modszerrel vizsgaltuk a transzgenikus egerek humoralis
immunvalaszanak sokszintiségét, diverzitasat, vagyis azt, hogy egy adott antigén hanyféle
epitopja ellen termelédik benniik ellenanyag. Ehhez TNP-KLH antigénnel oltottunk
transzgenikus és vad tipusu egereket, majd az allatokbol nyert szérumokkal, és részlegesen

emésztett KLH mintakkal Western blot elemzést végeztiink.



Anyagok és modszerek

Rekombinans bakulovirus amplifikalasa. A rekombinans szolubilis bFcRn fehérjét
bakulovirus expressziés rendszerben allitottuk el6 (BaculoGold Transfection Kit, BD
Biosciences) A szolubilis bFcRn és mf3om cDNS-ét tartalmazo bakulovirus transzfer vektort
(PACUWS51-bFcRN-mP,om) témavezetdm, Ilias Attila készitette el. Az Sf9 rovarsejteket 10%
FBS-t (Sigma-Aldrich) és 1% Penicillin-Streptamicin oldatot (Sigma-Aldrich) tartalmazo
TNM-FH (Sigma-Aldrich) médiumban tenyésztettiik 27 °C-on.

A ko-transzfekciot kovetd 4. napon a sejtek feliiliszojat 7 ml friss médiummal egyiitt 50 %
konfluenciaja, S sejteket tartalmazo 25 cm®-s flaskaba (Corning) raktuk. Egy hét mulva 1
ml, a kis flaskabol szarmazo, virust tartalmazé feliiliszot 15 ml friss médiummal egyiitt 50 %
konfluenciaju, SO sejteket tartalmazo 75 cm?-s flaskaba (Corning) helyeztiik. Egy hét mualva
ugyanezt végeztik el 175 cm’s flaskaban (Corning) is (70 % konfluencia, 25 ml friss
médium).

Sf9 sejtek fertozése fehérjetermelés céljabol. 70%-os konfluencidju Sf9 sejtekhez (75
cm?-es flaska) 6 ml friss médiumot, és 3 ml, virust tartalmazoé feliiluszot adtunk. Egy 6rat
hagytuk a sejteket szobahomérsékleten, majd 16 ml friss médiumot raktunk a sejtekre és 3-4
nap mulva a sejtek feliilisz6jabol kitisztitottuk a fehérjénket.

bFcRn/mp;m fehérje tisztitasa Sf9 sejtek feliiliszojabol. A bFcRn a lanc C-termindlisan
6x His-tag talalhato, amelyet felhasznalva a fehérjénket nikkel affinitds kromatografiaval
tisztitottuk meg. A fertdzott Sf9 sejtek feliiliszdjat 1:1 aranyban dsszekevertiik kotd pufferrel
(50 mM foszfat puffer, 500 mM NaCl, 2 mM imidazol, pH 8,0), majd 10kDa-0s
koncentralocsében (MWCO 10.000, Millipore) centrifugaltuk az oldatot (2800 rpm, 30 perc,
4 °C). A koncentralas utan az oldatot 30 ml-re egészitettiik ki kotd pufferrel. Ehhez 1.5 ml
elokészitett nikkel agar6z gyongyot (His-select Nikkel, Sigma-Aldrich) pipettaztunk, és
allando kevergetés mellett szobahdmérsékleten 30 percen keresztiil inkubaltunk. Ezt kovetd
iilepités utan (4°C, 30 perc) a gyongyokrol leszivtuk a feliiliiszot, helyére 10 oszloptérfogatnyi
(15 ml) kotési puffert pipettaztunk, és allando kevergetés mellett szobahdmérsekleten
inkubaltuk 30 percig. Ezt a 1épést még egyszer megismételtiik. Az elualds soran az agardz
gyongyoket egy oszlopba toltottiik, majd 50 oszloptérfogatnyi moso pufferrel (50 mM foszfat
puffer, 500 mM NacCl, 10 mM imidazol, pH 8,0) mostuk, végiil kétszer 7 ml elucids pufferrel
(50 mM foszfat puffer, 500 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0) elualtuk a fehérjéket az
oszloprol. Az eludtumot 0j koncentralé csébe (MWCO 10.000) gytjtottiik dssze, amelyet
rogton centrifugaltunk (2800 rpm, 30 perc, 4°C). Ezutan a koncentralt mintdhoz 14 ml PBS,



pH 6.0 oldatot (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH3;PO,) ontéttiink €s
jra centrifugaltunk (2800 rpm, 30 perc, 4°C). Ezt a 1épést még kétszer megismételtiik. Végiil
a 250 pl bFcRn/mb2m mintat egy Eppendorf csdbe pipettaztuk és a késobbi felhasznalasig
lefagyasztottuk.

Feliileti plazmon rezonancia (SPR). Az SPR vizsgalatokat az ELTE TTK, Biologiai
Intézetében a ProteOn™ XPR36 (Bio-Rad) késziileken végeztiik el. Egy GLC chip felszinére
amino csoporton keresztiill immobilizaltuk az altalunk el6allitott bFcRn/mfom, és
mFcRn/mfB,m fehérjét, ez utdbbit (és a Western blothoz kontrollnak hasznalt hFcRn/hfom
fehérjét) kollaboracio keretében Dr. Sally Ward-t6l (UT Southwestern Medical Center at
Dallas, USA) kaptuk. Az immobilizacio soran a gyartd protokollja szerint jartunk el: a chip
felszinén talalhaté karboxil-csoportokat 40 mM EDAC ¢s 10 mM Sulfo-NHS 1:1 aranyua
keverékével aktivaltuk, majd a fehérjék felkotését 10 mM Na-acetat pufferben (pH 4.5), 30
ul/perc aramlasi sebességgel végeztiik, végiil a felszinen szabadon maradt reaktiv helyeket 1
M etanolamin-HCI (pH 8,5) reagenssel blokkoltuk. Kontrollként az egyik csatornat iiresen
hagytuk, amelynek felszinét szintén kezeltik ugyan, de az immobilizacidés puffer itt nem
tartalmazott fehérjét. Futtatd pufferként PBS-T oldatot (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPO4, 2 mM KH2POy4, 0,005% Tween 20, pH 6,0 vagy pH 7,4) hasznaltunk. Az FcRn ¢és
az IgG molekuldk kolcsonhatasanak vizsgalata soran a kiilonbozd egér IgG alosztalyokat
(mlgG1, mIgGaa, mlgGa,, mIgGs, Southern Biotech) 0,21-133 nM koncentracioban injektaltuk
a chip felszinére, 100 pl/perc aramlasi sebességgel, 25°C-on. A mérések utani regeneracidhoz,
a disszociacio elésegitésére 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 oldatot hasznaltunk. Minden esetben a
nem specifikus jelek kikiiszobolésére a kontroll iires felszin, valamint a futtaté pufterrel
torténd injektalas soran kapott értékekkel korrigaltuk a szenzorgrammokat. A kiértékelést a
ProteOn Manager 3.1.0.6 szoftverrel (Bio-Rad) végeztik, amelynek soran a
szenzorgrammokra a heterogén ligand modellt felhasznalva gorbéket illesztettiink ¢€s
meghataroztuk a kon €s a kosr értékeket, majd ezekbdl kiszamitottuk a kélcsonhatasra jellemzd
affinitas (Kp) értéket (Kp= Kof/Kon).

Egerek. A diverzitas vizsgalatokhoz olyan hemizigdta, BALB/c genetikai hatter(i
transzgenikus ndstény egereket hasznaltunk, melyek az endogén egér FcRn-t kodolé FCGRT
gén mellett, tovabbi 5 kopia szarvasmarha FcRn a-lancot kodolo gént (szarvasmarha FCGRT)
hordoznak és fejeznek ki (BALB/c_Tg5_bFCGRT) [15]. Kontrollként vad tipusu, BALB/c
hatterli alomtars néstényeket hasznaltunk. A kisérleteket az ELTE Immunoldgiai Tanszékén
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Igazgatdsaga altal kiadott 22.1/828/003/2007 és XIV-1-001/517-4/2012 szamu engedélyek
alapjan.

Az egerek immunizalasa TNP-KLH-val. Négy BALB/c Tg5 bFCGRT és négy vad
tipusi egeret immunizaltunk 200 pg TNP-KLH konjugatummal, intraperitoneédlisan (ip.),
komplett Freund adjuvans (CFA, Sigma-Aldrich) hozzaadasa mellett. Ezt kétszeri ip. raoltas
kovette 100 pg antigénnel, inkomplett Freund adjuvéans (IFA, Sigma-Aldrich) hasznélataval a
kisérlet kezdetétdl szamitott 21. és 43. napon. Az immunizalastol szamitott 0., 14., 28., 50.,
70. napon vérmintakat vettiink az allatokbol.

Részleges enzimatikus emésztés. A KLH (Megathura crenulata hemocianin, Sigma-
Aldrich) részleges proteolizisét 37 °C-on, 0,13M glicin/NaOH pH 9,6 oldatban (1 mg/ml)
végeztliik szarvasmarha tripszin (Boehringer Mannheim) és sertés elasztaz (Sigma-Aldrich)
hozziadasaval [13, 14]. Az elasztazt (1 mg/ml), illetve a tripszint (2,5 mg/ml) egyarant 0,1 M
Tris, pH 8,0 oldatban oldottuk fel. A KLH és az elasztdz emésztési aranya 50:1, mig a KLH ¢és
a tripsziné 4,8:1 volt. Az emésztést kiillonbozo ideig (1 perc — 5 ora) végeztiik, €s a reakciot 5x
redukalé mintafelvivé puffer, pH 6.8 (313 mM Tris-Cl, 5% SDS, 5% B-merkaptoetanol, 50%
glicerin, 0,002% bromfenolkék) hozzdadasaval allitottuk le.

SDS-PAGE. A poliakrilamid gélelektroforézis soran 15 %-os gélben, redukald
koriilmények kozott analizaltuk az emésztett mintainkat. Molekulasuly markerként Page
Ruler Prestained Protein Ladder-t (Thermo Scientific) hasznaltunk. A gélt ezek utan
Comassie Brilliant Blue festékkel festettik meg a fehérje fragmensek lathatéva tétele
érdekében.

Western blot. A KLH emésztéses vizsgalatoknal a Coomassie festés alapjan kivalasztott
koriilmények kozott emésztett mintankat (50 pg emésztett KLH) egyetlen, egész gélre
kiterjedd zsebbe toltottiikk, majd szétvalasztottuk poliakrilamid gélelektroforézis segitségével
(15%-0s gél), redukald koriilmények kozott, végil a fehérjéket PVDF membranra
(Immobilon-P, Millipore) elektroblottoltuk. Ezutan a PVDF membrant tobb részre felvagtuk.
Az els6dleges ellenanyagok az egerekbdl szdrmazdé szérum mintak voltak 2000x-es
higitasban. Masodlagos ellenanyagként HRP-vel konjugalt kecske anti-egér IgG-t (Southern
Biotech) hasznaltunk 10000%-es higitasban. A detekcid kemilumineszcens szubsztrat
(Supersignal West Pico, Thermo Scientific) felhasznalasaval, autoradiografiaval tortént. A
nikkel affinitds kromatografiaval tortént tisztitas ellenérzéséhez ugyanugy 15%-0S
poliakrilamid gélt hasznaltunk. Elsédleges ellenanyagként egér anti-His tag-et (AbD serotec)
hasznaltunk 1000% higitdsban. A tobbi 1épést (masodlagos ellenanyag, detekcid) ugyanugy
végeztiik el, mint ahogy korabban leirtuk.



Eredmények és megvitatdsuk

A bFcRn/mf,m eldallitasa és tisztitasa. A hibrid FcRn molekulat bakulovirus expresszios
rendszer hasznalataval Sf9 rovarsejtekben allitottuk elé (BaculoGold Transfection Kit, BD
Biosciences). A sikeres ko-transzfekcio és a virus amplifikalasa (ezeket témavezetém, Dr.
Ilias Attila végezte el), valamint nagy mennyiségli SO sejt fertézése utdn a feliiluszobol
nikkel affinitas kromatografia segitségével tisztitottuk a rekombinans fehérjét. A tisztitds utan
a bFcRn/mfB,m fehérje jelenlétét Western blottal és Coomassie festéssel is ellendriztiik (5. és
6. abra).

Molekulastly Oszlopral

lualt
marker (kDa) %% MP bFeRn hFeRn mFcRn
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5. 4bra: A nikkel affinitas kromatografidval végzett tisztitas ellenérzése Western blot analizissel.
M.P.=mos6 puffer (negativ kontroll). Elsédleges ellenanyagként egér anti-His tag-et hasznaltunk 1000x
higitasban.
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6. abra: A nikkel affinitas kromatografiaval végzett tisztitas ellenérzése Coomassie festéssel. A hFCRn-et, a

mFCcRN-t és a bFcRn-t pozitiv, mig a moso puffert (M.P.) negativ kontrollként hasznaltuk.
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7. abra A mFcRn/mf,m és egér IgG alosztilyok kolcsonhatasanak analizise SPR médszerrel. A
mFcRn/mf,m fehérjét amino csoporton keresztiil immobilizaltuk (kb. 2100 RU) a GLC chip felszinére. Ezek
utdn az egér IgG alosztalyokat kiildnbdz6 koncentracidban (0,21-133 nM), 100 ul/perc sebességgel, 25 °C-on

injektaltuk a chipre. A kélesonhatast pH 6.0-on (bal oszlop), és pH 7.4-en (jobb oszlop) is megvizsgaltuk.
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A kot6dési kinetika meghatarozasa SPR modszerrel. A vizsgalatban az endogén egér
FcRn-t (mFcRn/mP,m) €s csak a bFcRn transzgenikus egerekben eldforduld, un. hibrid FcRn-
t (bFcRn/mP,m) immobilizaltuk a GLC chip felszinére, és a kiillonbozd egér IgG alosztalyok
feliiletre injektaldsa soran hataroztuk meg a kinetikai paramétereket. Mindkét vizsgalt FcRn
molekula és az egér 1gG alosztalyok (IgG1, 19G2a, 19G2p, 19G3) kozott reverzibilis, pH fliggd
kolcsonhatast figyeltink meg, azaz pH 6,0-on az ellenanyagok koncentracigjatol fliggd
kotodést tapasztaltunk, mig pH 7,4-en szinte semmilyen kimutathatd kapcsolat nem jott 1étre a

molekulak kozott (7. és 8. abra).
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8. abra: A bFcRn/mf2m és egér IgG alosztalyok kolesonhatasanak analizise SPR modszerrel. A
bFcRn/mpB,m fehérjét amino csoporton keresztiil immobilizaltuk (kb. 3200 RU) a GLC chip felszinére. Ezek
utan a kiilonbo6zo egér IgG alosztalyokat kiilonbozd koncentracioban (0,21-133 nM), 100 pl/perc sebességgel, 25
°C-on injektaltuk a chipre. A kdlcsonhatést pH 6.0-on (bal oszlop), és pH 7.4-en (jobb oszlop) is megvizsgaltuk.
Az asszociacios (kon) és a disszociacios kinetikai konstans (Kof) meghatarozasahoz a
szenzorgrammokra nem linearis regresszidoval gorbét illesztettiink, amelyhez a heterogén
ligand modellt hasznaltuk. Ez a modell alkalmas az olyan kolcsonhatasok leirdsara, amelynek
soran két, kiilonbozo affinitas értékkel jellemezhetd interakcid alakul ki a résztvevd partnerek

kozott. Mint tudjuk egy IgG molekulahoz egyszerre egy, vagy akar két FcRn is képes
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kapcsolddni. Az illesztés soran kapott kon €s ko értékekbol a kdlesonhatasra jellemzo affinitas
értékek (Kpi és Kpp) kiszamithatoak (Kp=Kofi/kon). Az eredményekbdl megallapithato, hogy
az endogén egér (mFcRn/mP,m), illetve a hibrid receptor (bFcRn/mB,m) hasonld erdsséggel
koti a kiillonbozd egér 1gG alosztalyokat pH 6,0-on, és egyaltalan nem, vagy csak kis
mértékben (mlgGi) k6tédik hozzajuk pH 7,4-en (1. tablazat).

mFcRn/mR,m
pH6.0
Koy (M K, (M Koy (M K, (M
e e g wea | Dgl wea Ty wos
mlgG, 7.77 532 533  46.8 L. B.
migG,, 424 586 40.4 414 N. B.
mlgG,, 3.01 167 96.2 833 N. B.
mIgG, 245 201 99.8 79.9 N. B.
bFcRn/mB,m
pH 7.4
Koy (M Ko, (M Koy (M K., (M
mlgG, 10.6 635 425 365 L. B.
mlgG,, 6.58 42.9 66.8 57.1 N. B.
mlgG,, 6.47 164 959 836 N. B.
mlgGy 12.8 17.3 112 82.7 N. B.

1. tablazat: a mFcRn/mfi;m illetve a bFcRn/mp,m kiilonb6zé egér IgG alosztalyokkal kialakitott
kolesonhatasanak affinitas értékei pH 6,0-on és pH 7,4-en A Kp értékeket a szenzorgrammokra illesztett
heterogén ligand modell alapjan kapott ko, €s ko €rtékekbol szamitottuk ki. A modell olyan kdlesonhatést ir le,
amelynek soran két, kiilonbozo affinitas értékkel jellemezhetd interakcid alakul ki a résztvevo partnerek kozott
L.B.: kismértékii kotddés, de a gyenge jel miatt nem lehetett meghatarozni a Kp értéket. N.B.: nem volt
detektalhatd kotodés. Az f; (%) és £5(%) a két kiilonboz6 interakeid eléfordulasi valosziniisége.

Az mFcRn/mB,m esetében altalunk kapott adatokat sszehasonlitottuk a korabban masok altal
mért adatokkal [15-20]. Lathatjuk, hogy a kisérleti beallitasoktol €s az illesztett kdlcsonhatasi
modellektdl fliggden a szamolt affinitas értékek elég nagy valtozatossagot mutatnak, de pl. az

mIgG; esetén hasonld kisérleti paraméterekkel kozel azonos eredményt kaptunk (2. tablazat)

[15].



Antitest Kotddési paraméterek irodalom
alosztaly Kpl(nM) F1(%) K2 (nM)

0 mlgG1 Hel:ge;:ﬁé" 7,77 53,2 53,3 46,8 Sajat adat
1 migG1 He“t;arﬁié" 85 78,9 450 211 A”dggelno‘)et all
2 mlgG1l Two site binding 188,2 Wizrgéz;)al.
o me E
4 mlgG1 Two site binding 280 2300 ZIELEJ)S;;I.
5 mlgG1l Sgs;ﬁ:':i;d 750 Zh(ozlsoe;)al.
mlgG1 Sg}i';;ge GIE:g;e)t*al
___-____
mlgG2a heterogén ligand 4,24 1,4 Sajat adat
Zhou et al.

18G2
migG2a Scatchard analysis 420 (2003)

mlgG2b heterogén ligand 3,01 3,3 Sajat adat
Zhou et al.
1 1gG2b ite bindi
mig two site binding 150 1200 (2005)
Zhou et al.
2 1gG2b i
mlg Scatchard analysis 500 (2003)

2. tablazat: Az mFcRn és a kiilonb6z6 alosztalyu egér IgG molekuldk kélesonhatasanak affinitas értékei:
az altalunk kapott és az irodalomban taldlhaté eredmények dsszehasonlitasa. A ,,0”-val jeldlt sorok a sajat
méréseink eredményeit tartalmazzak. * Gurbaxani et al (2013) alapjan
A korabbi vizsgalatokbol szamos, kozvetett adat allt rendelkezésiinkre, amelyek arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a bFcRn/mB,m fehérje funkcidképes, vagyis megkoti az egér IgG-t. Most
el6szor sikeriilt egy, a tudomanyteriileten széleskortien elfogadott in vitro modszerrel (SPR)
kozvetleniil bebizonyitanunk, hogy ez a kapcsolat ténylegesen létrejon az adott molekulak
kozott. Ez az eredmény alatamasztja azt is, hogy a transzgenikus egerek elonyos
tulajdonsagai, mint pl. hogy megndtt benniik az IgG fél-¢let ideje, vagy mint, hogy gyengén
immunogén antigénekkel szemben is képesek ellenanyagot termelniiik, valamint, hogy tobb
antigén specifikus IgG-t termelnek, az egérbe bejuttatott extra bFcRn a lancoknak
koszonhetd. Azt is sikeriilt igazolnunk, hogy az egér FcRn és a hibrid FcRn nagy
hasonldsagot mutat az egyes egér IgG izotipusok kapcsoldédasaban, azaz nem feltételezziik,
hogy a bFcRn transzgenikus egerek humordlis immunvélasza sordn modosul az egyes
antigén-specifikus IgG izotipusok aranya. Ezt in vivo vizsgalatokkal kell a tovabbiakban

ellenOrizni.
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A tovabbiakban arra is kivancsiak voltunk, hogy ennek a genetikai mddositasnak milyen
hatdsa van a transzgenikus allatok humoralis immunvalaszara, konkrétan az ellenanyag

termelés diverzitasara.

Részleges enzimatikus emésztés. A legnagyobb szamu KLH fragmentum eldallitasdhoz
eldszor az optimalis emésztési koriilményeket kellett megtalalnunk. Ennek meghatarozasahoz
a KLH-t kiilonboz6 ideig emésztettiik tripszinnel és elasztazzal kiilon-kiilon, illetve egyiitt is,
majd SDS-PAGE segitségével szétvalasztottuk a fragmentumokat. Eredményeink alapjan
valasztottuk ki a kombinalt elasztdz 30 perc/tripszin 1 perc emésztést, mivel ugy itéltilk meg,

hogy ebben az esetben keletkezett a legtobb fehérje fragmentum (9. abra).
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KLH + E30m/T 10m

KLH + E1h/T Im

KLH + E1h/T 10m

KLH + E30m / KLH+T Im

KLH + E60m / KLH +T 10m

9. abra: KLH részleges enzimatikus emésztése tripszinnel (T) illetve elasztazzal (E). A gélben a
fragmentumokat Coomassie festéssel tettiik lathatova. A késébbi vizsgalatokhoz a megjeldlt emésztési
koriilményeket (elasztaz 30 perc, tripszin 1 perc) valasztottuk ki.

Diverzitas vizsgalata Western blot analizissel. Négy-négy TNP-KLH antigénnel
immunizalt transzgenikus és vad tipusi egérbdl, ot kiilonbozd vérvételi idépontbol
(immunizalastol szamitott 0., 14., 28., 50., 70. nap) szarmazd szérum mintat elemeztiink (az

egerek oltasat és a vérvételt a kutatdlabor munkatarsai végezték el). ElGszor egy-egy
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transzgenikus és vad tipust allatot jeldltiink ki, €s vizsgaltuk meg mind az 6t-6t, beldliik
szarmaz6 vérmintat Western blottal, hogy megéllapitsuk, mely idépontokban vett mintdkat
érdemes felhasznalni az 6sszehasonlito kisérlethez (nem kozolt kisérlet). Ezek alapjan a 28. és
a 70. napi szérumokat hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

A Western blot analizis sordn eldszor minden szérumot 2000%-es higitdsban hasznaltunk.
Ekkor szamos olyan KLH fragmentumot észleltiink, amelyek csak a transzgenikus egerek
szérumaival torténd eldhivas soran jelentek meg. Emellett joval er0sebb jelet detektaltunk a
transzgenikus mintdk hasznélata esetén, amely a szérumok magasabb ellenanyag tartalmaval

allhat 0sszefliggésben (10. abra).

Molekulasuly 28. nap WT 70.nap Molekulasuly 28. nap TG 70.nap
marker (kDa) 28 35 38 45 | 28 35 38 45 marker (kDa) 31 43 48 129' 31 43 48 129

130 —

0 130 —

70 —
40 —
35 —
25—

40 —
35 —
25 —

10. 4bra: KLH fragmensek Western blot analizise vad tipusi (wt) és transzgenikus (Tg) egerek
szérumainak felhasznalasaval. Minden allat (szamok) szérumat 2000x higitdsban hasznaltuk. A piros nyilak a
transzgenikus allatokban megjelend egyedi fragmenseket jeldlik.

A kisérletiinkben hasznalt transzgenikus és vad tipusi szérumok esetében egy korabbi
vizsgalat soran mar meghataroztak a KLH specifikus ellenanyag titer értékeit. Ezekre a KLH
titer értékekre normalizalt szérumokkal is elvégeztiilk ugyanezt a kisérletet, igy eltiintettiik a

transzgenikus egerek azon eldnyét, hogy nagyobb mennyiségl ellenanyagot termelnek.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a normalizalt mintdkban is tobb egyedi fragmentum volt

felismerhetd a transzgenikus mintak esetén (11. 4bra).
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WT T6

Molekulasuly 28. nap 70. nap Molekulasuly 28. nap 70. nap
marker (kDa) 45 38 35 28 , 45 38 35 28 marker (kDa) 43 31 48 129 , 43 31 48 129
130 — L

70 — 0

40 =— 40—

35 35 m—t—

25 ) 25 m—t—

15 — 15—

11. abra KLH ellenanyag titerre normalizalt vad tipusi (wt) és transzgenikus (Tg) szérumok Western
blot analizise. Minden allat (szamok) szérumat a KLH titeriikkre normalizalva hasznaltuk fel. A piros nyilak a
csak a transzgenikus allatokban megjelend fragmentumokat jelolik.

Végiil megvizsgaltuk a csak tripszinnel emésztett KLH preparatumokat is, amelynek soran
ismét azonos higitasu (2000x) szérum mintakat hasznaltunk. A korabbiakhoz hasonl6an, de
még inkdbb hangstlyozottan lathattuk, hogy jelentds kiilonbség mutatkozott a vad tipust €s a
transzgenikus egerek 70. napi szérumai kozott, mivel a kisebb méreti KLH fragmentumokat

csak a transzgenikus egerek szérumaibdl szarmazo ellenanyagok ismerték fel (12. abra).

16 70.nap WT

Molekulasuly — —
31 43 48 129 | 28 35 38 45

marker (kDa)

130 =—t—
70

40
35

29

15

12. 4bra: Tripszinnel részlegesen emésztett KLH Western blot analizise vad tipusu (wt) és transzgenikus
(Tg) egerek szérumainak felhasznalasaval. Az emésztést a 4. dbra ,,D” koriilményei kozott végeztiik el.
Minden allat (szamok) szérumat 2000x higitasban hasznaltuk fel. A piros kor a csak a transzgenikus allatokban
megjelend fragmentumokat jeldli.
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Ugyanezt a diverzitas vizsgalatot egy masik antigén, az ovalbumin (OVA) esetében szintén
elvégeztiik, és ugyan nem ilyen latvdnyos modon, de hasonld kiilonbségeket tapasztaltunk a
vad tipusu és a transzgenikus allatok k6zott (nem kozolt kisérlet).

Jelen kisérleteink eredményei alatamasztjak az bFCRn transzgenikus allatokkal kapcsolatos
korabbi kisérleti eredményeket. Az ELTE Immunoldgiai Tanszék FcRn munkacsoportja mar
tobbszor is igazolta, hogy a bFcRn/mpom-t expresszalo transzgenikus egerekben immunizalds
hatasara nagyobb mennyiségii antigén-specifikus IgG és IgM keletkezik, illetve tobb antigén
specifikus B-sejt fejlodik a 1épiikben, mint a vad tipusu tarsaikban [3, 21]. Azonban nemcsak
az ellenanyagok mennyisége, hanem azok mindsége, diverzitdsa is fontos tulajdonsag a
gyogyaszatban, diagnosztikaban, vagy a kutatisban hasznalt antitestek esetén is. A
munkacsoport mar korabban beszamolt rola, hogy a bFcRn transzgenikus egerekben,
ovalbumin (OVA) ellen termelddott, IgM izotipust ellenanyagok tobb OVA peptid
fragmentumot ismernek fel, mint a vad tipust egerekbdl szarmazo antitestek. Ez arra utalt,
hogy tobb-féle B-sejt receptorral rendelkezd, antigén-specifikus B-sejt aktivalodott az
immunvalasz soran [3]. A mostani vizsgalatok soran pedig sikeriilt kimutatni, hogy a bFcRn a
lancot expresszald egerekben nagyobb mennyiségli és tobbféle epitopot felismerd IgG
izotipust ellenanyag keletkezik egy adott antigén (KLH vagy OVA) ellen, mint a vad tipusu
allatokban. Ezek az eredmények mind arra utalnak, hogy a transzgenikus egerek humoralis
immunvalaszanak nagyobb a diverzitésa.

A bemutatott Western blot vizsgalatok soran kapott eredmények meggyézéen mutatjak a
bFcRn transzgénikus egerek antigén-specifikus IgG valaszdnak fokozott mértékili diverzitasat.
A modszernek ugyanakkor van egy detektalasi hatara, igy el6fordulhat, hogy hosszabb
expozicidos 1d6, vagy kisebb szérum higitasokat hasznalva megjelennének a vad tipusu
allatokbol szdrmazo mintdknal is a transzgenikus egereknél latott extra fragmentumok.
Mindazonaltal, a jelenlegi eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy a transzgenikus
allatokban sokkal nagyobb az egyedi epitépokat felismerd ellenanyagok mennyisége,
amelynek hatterében a lényegesen nagyobb szamu egyedi ellenanyagokat termelé B-sejtek
allnak. Kijelenthet6 tehat, hogy a transzgenikus egerek B-sejtjeib6l sokkal nagyobb eséllyel
lehet egy adott epitopra, még a gyengén immunogén epitopokra is, monoklonalis
ellenanyagokat termeld hibridomat eléallitani.

Ahhoz, hogy még pontosabb képet kapjunk az immunizalas hatasara bekdvetkezé humoralis
immunvalasz diverzitdsarol, kiilonbozo antigénekkel, tobb allattal is el kellene végezni a

kisérleteket, illetve mas modszereket is be lehetne vonni a vizsgalatba (pl. ellenanyagok CDR



régidinak szekvencia Gsszehasonlitasa).

tovabbiakban tervezi elvégezni.

Ezeket a vizsgalatokat a munkacsoport a
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Osszefoglalds

A neonatalis Fc receptor alapveto szerepldje a jol mikodé humoralis immunvalasznak.
Ezzel Osszhangban a kutatocsoport altal létrehozott, bovin FcRn a lancot tartalmazo
transzgenikus egerek sokkal hatékonyabb immunvalasszal rendelkeznek, mint a vad tipusu
tarsaik. Kutatasaim soran el6szor az ezekben a transzgenikus egerekben kifejezdd6, tn. hibrid
FcRn, illetve az endogén egér FcRn és a kiilonbdzd izotipusi egér immunglobulinok
kolcsonhatasat vizsgaltam in vitro, SPR technikat alkalmazva. Ennek sordn meghataroztam a
pH fliggé6 IgG kotés kinetikai paramétereit. Kimutattuk, hogy az endogén egér
(mFcRn/mB,m), illetve a hibrid receptor (bFcRn/mB,m) hasonloé erdsséggel koti a kiilonb6zo
egér IgG alosztalyokat pH 6,0-on, és egyaltalan nem, vagy csak elenyészden kis mértékben
(mlgGy) kotédik hozzajuk pH 7,4-en. Emellett az mFcRn/mf,m esetében altalunk kapott
adatokat Osszehasonlitottuk a kordbban mésok altal mért adatokkal. A kisérleti beallitdsoktol
¢és az illesztett kolcsonhatasi modellektdl fliggden a szamolt affinitas értékek elég nagy
valtozatossdgot mutatnak, de pl. az mIgG; esetén hasonld kisérleti beallitasokkal, az irodalmi

adatokkal kozel azonos eredményt kaptunk.

Kisérleteim masik részében a bFcRn transzgenikus egerek humoralis immunvalaszanak
sokszinfiségét, diverzitasat vizsgaltam. Ehhez TNP-KLH, illetve ovalbumin (OVA) antigénnel
oltottunk transzgenikus és vad tipusi egereket, majd az allatokbol nyert szérumokkal, és
részlegesen emésztett KLH, illetve OVA mintdkkal Western blot elemzést végeztem. Ennek
soran mindkét antigénnel szemben és tobb emésztési koriilmény kozott is egyértelmiien
sikeriilt kimutatnom, hogy a transzgenikus allatokbol szarmazé ellenanyagok tobb KILH,
illetve OVA fragmentumot ismernek fel, mint a vad tipusu egerekbdl szarmazo antitestek. Az
eredmények harmonikusan illeszkednek abba a képbe, amely mar korabban kialakult a bFcRn
transzgenikus allatokkal kapcsolatban és azt mutatjak, hogy e transzgenikus egerek humoralis

immunvalaszanak nagyobb a diverzitasa.

Tamogatads:

Kutatasomat az OTKA K 101364 és a KMOP-4.2.1./B-10-2011-0002 palyazatok tamogattak.



