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Zarojelentés
1. Bevezetés

Monoklonalis ellenanyagok eléallitasa transzgénikus (Tg) allatokban

A felfedezd élettudomanyok egyik legfontosabb jelenlegi célpontjai azok a
sejtmembranba agyazott fehérje molekulak (pl. G-protein kapcsolt receptorok (GPCR), ion-
csatorndk), amelyek a sejt homeosztazisat kiilsé €s bels6é szignalok révén befolyasoljak.
Ugyanezen molekulak esetleges mutacioja €s koros mitkodése szamos sulyos betegség okozodja,
illetve a terapias kezelés aktiv befolyasoldja. Az eddigi eredményes kutatasoknak kdszénhetden
ezekbdl a molekulakbol mara a legintenzivebben vizsgalt terapias célpontok valtak. Mind a
felfedezd kutatds, mind pedig a gyogyszerfejlesztés kozponti eleme, a nagyon specifikus
célpont felismerést biztositd és sok esetben elényds funkcid-modositast is kivalto ellenanyagok.
Ezek eldallitasa jorészt a hagyomanyos un. hibriddma technologidval torténik, amelynek
kiindul6 fazisaban egy allatot (altalaban egeret) az adott fehérjével oltanak és az allatban
immunvalasz alakul ki, majd azt kovetéen a Iépsejteket fuzionaltatva Iétrehozzak a
monoklonalis ellenanyagot termeld hibridémat (1). Szakmai korokben ugyanakkor jol ismert,
hogy pont ezek a fehérjék nagyon gyenge immunvalaszt valtanak ki, azaz elleniik sok esetben
rendkiviil nehéz megfeleld mindségii ellenanyagot eldallitani. Ennek tobbek kozott oka, hogy
ezeket a fehérjéket az ellenanyag termeléshez nagyon nehéz a megfeleld mennyiségben és
konformécidban eldallitani (membranba dgyazottsaguk miatt). Egy masik probléma, hogy ezek
a fehérjék nagyfoku, fajok kozotti, hasonlosagot mutatnak €s emiatt az immunizalt egér nem,
vagy csak minimalis mértékben termel ellenanyagot az ember homolog fehérjéivel szemben
(immuntolerancia). (2) A jelenleg forgalmazott, illetve a fazis 3. klinikai szakaszban 1évQ
terapias ellenanyagok 65-70%-at egérbdl fejlesztik, a megfeleld humanizalast kdvetden. (3)

A monoklonalis ellenanyagok fejlesztésének novekvo igényével mar kordbban el6térbe
keriilt olyan genetikailag mddositott egértorzsek alkalmazasanak lehetsége, melyek hasznalata
tobb hibridoma kialakuldsat eredményezi. llyenek azok az egértdrzsek, amelyekben a B-sejt
apoptozist gatoljak, példaul az MRL/lpr egértorzs, melynek egyedei spontan kialakult Fas
molekula hiannyal jellemezhetdk (4), vagy az, amelyik fokozott mértékben fejezi ki a Bel-2
molekulat (5). Bar ezekben az allatokban fokozott mértékii az antigén-specifikus B-sejtek
kialakulésa, erésen autoimmun tulajdonséagaik jelentdsen korlatozzak hasznalatukat. A nagy
mennyiségli  immunkomplex jelenlétében ¢életbe 1épd, immunvalaszt szabalyozd
mechanizmusok blokkolésa, vagyis a B-sejt aktivalast gatlo FcyRIIB receptorok kiiitése ujabb
igéretes lehetOséget jelentett az immunvalasz fokozas és nagyobb szamu antigén specifikus B-
sejt képzddés iranyaba. Az FcyRIIB hidanyos egerek valoban fokozott ellenanyag termeléssel,
azonban egyuttal megnovekedett anafilaktikus reakcidval is jellemezhetdk (6), ezenkiviil
spontan sejtmag ellenes ellenanyagokat (antinuclear antibodies, ANA) termelnek és végzetes
glomerulonefritisz alakul ki szervezetiikben (7, 8). Kideriilt az is, hogy a follikuléaris dendritikus
hidnya ezt az alapvetden fontos folyamatot is karositja (9). Mindezek alapjan ez a Tg modell
sem valtotta be a hatékonyabb monoklonalis ellenanyag eldallitashoz fiizott reményeket. Egy
masik Tg egérmodellben a csirakézpont asszocialt DNS primaz (GANP) kifejezddését fokoztak
¢s értek el nagyobb affinitast, antigén-specifikus ellenanyagok termelését (10, 11); ill. egy
tovabbi modellben is a szomatikus hipermutéaciot fokoztdk a DNS polimeraz  expresszid
fokozésaval (12).




Kacskovics Imre — OTKA K101364 ZAROJELENTES

Béar nem tartozik szorosan a jelen palyazathoz, mégis fontos megemliteni, hogy az
egérben eldallitott monoklondlis ellenanyagokat ,,humanizalni” kell annak érdekében, hogy az
emberi szervezetben ne alakuljon ki nagymértéki egér IgG elleni immunvalasz (HAMA) és az
ne csokkentse a terapia hatékonysdgit (egér-human kiméra monoklonalis ellenanyagok
létrehozasa, ill. egér CDR graftok human IgG Fab vazba illesztése: humanizalt ellenanyagok).
Ennek megoldasara az elmult tobb mint két évtizedben szdmos 0j, human immunglobulin
génszekvencidkat hordozd, genetikailag modositott allatot fejlesztettek ki. Ezek koziil is azok
az egerek, amelyekben a nehéz-lanc konstans régidja is human molekula (HuMab, XenoMouse,
Kirin TC Mouse) viszonylag gyenge humoralis immunvalasszal rendelkeznek, feltehetdleg
azért, mert a B-sejt receptoraként elégteleniil miikodo hibrid komplexet hoznak 1étre, amelyben
a human BCR-ek kapcsolddnak a szignalizacidban részt vevo egér Iga- ¢és IgB-lancokkal (13).
egereket, s6t tjabban patkdnyokat ugy hozzak 1étre, hogy a konnyl lancot teljesen humanra
cserélik, mig a nehézlanc esetén csupan annak variabilis részét helyettesitik humdn genetikai
elemekkel, ill. a nehézlanc konstans részét az eredeti egér, vagy patkany szekvenciak kodoljak
(Veloclmmune Mouse, OMT rat). Ezek humoralis immunvalasza a beszdmoldk alapjan
megegyezik az egér immunvalaszaval. A hibridoma eléallitast kdvetden az egér, ill. patkany
konstans régiokat a késébbiekben huméanra cserélik (14, 15).

A jelen palyazatban megfogalmazott célkitlizések egy olyan Tg egér modellre
vonatkoznak, amelyeket magunk allitottunk eld egy korabbi kutatdsi projekt kapcsan, és
amelyrdl kidertilt, hogy jelentésen fokozott humoralis immunvalasszal rendelkeznek anélkiil,
hogy autoreaktiv folyamatok alakulndnak ki benniik. Ezek a Tg egerek a szarvasmarha
neonatalis Fc receptort (FcRn) fejezik ki nagy mértében.

Az FcRn rovid ismertetése

F. W. Rogers Brambell és munkatarsai szamos kisérletiiket kovetve irtak le el6szor, hogy
az anyai immunglobulin G (IgG) molekuldk utddba keriilését egy telithetd receptor biztositja
(16); majd nem sokkal késébb felvetették, hogy egy hasonlé vagy azonos receptor védi meg az

IgG molekulakat a gyors lebomlastol (17). 4k Spisz
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iranyuld transzportjat biztositja (18); és
amelyrdl ezt kovetden kimutattdk, hogy
egy 12 és egy 40-45 kD-os fehérjébdl allo
heterodimer (19), valamint azt, hogy az
IgG erésen pH-fiiggd modon kotddik a receptorhoz. A kdtddés enyhén savas kozegben (pH 6.0-
6.5) jon létre, mig semleges-enyhén bazikus kozegben (pH 7.0-7.5) az 1gG/FcRn komplex
bomlik (20, 21). A patkany FcRn-t 1989-ben klonoztak ¢s megéllapitottdk, hogy egy nehéz-
lancbdl (a-lanc) és a B2-mikroglobulinbol (f2m) épiil fel. Az a-lanc az MHC 1 molekula o-

1. abra — az FcRn két kiilonb6zo régioban pH
dependens kotéssel kapcsolodik az IgG, ill. albumin
molekulakhoz .
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lancaval homolog, 3 extracellularis doménbdl (al, a2 és a3), a sejtmembranban ,,horgonyz6”
transzmembran régiobol és citoplazmikus farokrészbdl all (22). Az FcRn az IgG mellett, egy
masik kotéhelyen az albumint is hasonlé, pH-fliggd modon koéti (23) (1. abra).

Az FcRn szdmos ponton szabdlyozza az immunvalaszt, igy tobbek kozott részt vesz a
maternalis IgG epitélsejteken keresztiili transzportjaban; megakadalyozza az IgG ¢€s albumin
lebomlasat a kapillaris endotélsejtekben és egyes fehérvérsejtekben, valamint részt vesz az
antigén-IgG immunkomplexek antigén prezentacids folyamataiban (24). Ez utdbbi folyamatot
részletesebben is ismertetem, tekintettel arra, hogy a jelen palyazatban ennek a folyamatnak az
egyes elemeit elemeztiik.

Bar az FcRn 6nmaga nem képes antigént prezentdlni (25), expresszidja mégis kimutathatod
az Osszes hivatasos antigénprezental6d sejtben (APC), azaz a monocitakban, makrofagokban,
egér dendritikus sejtekhez OV A-IgG-t tartalmazé multimer immunkomplexet adva erds, dozis-
fiiggd OV A-specifikus T-sejt proliferaciot figyeltek meg. Ugyanakkor kimutattak azt is, hogy
a monomer IgG-vel ellentétben, ami egy reciklizacios utvonalat kdvet (azaz az internalizalodott
IgG Ujra a sejtfelszinre keriil), a multimer immunkomplexek a dendritikus sejtekben, az FcRn
kozvetitésével a lizoszémaba kertilnek és ott lebomlanak, ami az MHC II molekulak antigénnel
valo feltdltddéséhez, majd intenziv T-sejt proliferaciohoz vezet (29, 30). Legljabban azt is
kimutattdk, hogy a dendritikus sejtekben kifejez6d6 FcRn részt vesz az antigén-IgG kereszt-

crer

Megjegyzendo, hogy az FcRn antigén-prezentacioban és a humordalis immunvalaszban
betoltott szerepének fentiekben torténd pontos karakterizalasat sajat eredményeink megelozték,
amelyekben az FcRn fokozott kifejezédését mutato Tg egerekben lényegesen nagyobb szamu
antigén-specifikus B-sejtet és jelentosen magasabb antigén-specifikus ellenanyag titert mértiink
mar a 2006-2007-es években (részletesen ld. késobb). Ezek szabadalmi bejelentése is ekkor
tortént (32) és ennek megfeleloen kaptunk erre az eljarasra szabadalmi védettséget (33, 34).

Sajat eredmények a palyazat megkezdése elott:

A 2000-es ¢években Dr. Boésze Zsuzsanna munkacsoportjaval (Mezdgazdasagi
Biotechnologiai Kutatokdzpont) egyiittmiitkddve olyan Tg egereket hoztunk 1étre, amelyek az
endogén egér FcRn (mFcRn) mellett, tovabbi 6t kopia szarvasmarha FcRn-t (bovin FcRn,
bFcRn) fejeztek ki (35). Munkacsoportunk kimutatta, hogy ezek a bFcRn Tg egerek
immunizalas hatasara fokozott mértékben termelnek antigén-specifikus IgM ¢és IgG izotipusu
ellenanyagokat, valamint nagyobb méretii [épiik tobb antigén-specifikus IgM ¢és IgG tipusu B-
sejtet €s plazmasejtet, tovabba neutrofil granulocitat €¢s dendritikus sejtet tartalmaz, mint a vad
tipust (vt) kontroll allatoké (36). Mindezek hatdsara tobb antigén-specifikus monoklonalis
ellenanyagot termeld hibridomat tudtunk az immunizalt Tg egerek 1épsejtjeibodl eldallitani,
anélkiil, hogy ezek a Tg allatok spontan autoimmunitast mutatnanak (37); valamint gyengén
immunogén antigének ellen is megfelelé immunvalasz alakult ki (38).

Mindezek alapjan szerettiink volna tovabbi informacidkhoz jutni arra vonatkozodan, hogy
a bFcRn kifejezddés fokozddasa milyen mechanizmusokon keresztiil befolyasolja a bFcRn Tg
egerek humoralis immunvalaszat. Biztunk abban, hogy a tervezett alapkutatasi kisérletek
eredményei hozzéajarulnak ezeknek a mechanizmusoknak a pontosabb értelmezéséhez, amelyek
egyfeldl segithetnek abban, hogy ezt az eljarast hatékonyan bemutassuk a terapids
ellenanyagokat fejlesztd cégek kutatoinak, illetve alkalmasak arra, hogy az eljarasunkkal
kapcsolatos szabadalmi eljardsokat hatékonyabban lefolytassuk, és a szabadalmakat
megszerezhessiik.
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2. A palyazat legfontosabb célkitiizései:

2.1. Hogyan befolyasolja a professzionalis antigén-prezentadlo sejtek (pl. dendritikus sejtek)
FcRn kifejezodeésének fokozodasa az antigén prezentaciot?

2.2. Megvaltozik-e a lép és/vagy mas mdsodlagos nyirokszerv szoveti szerkezete,
immunizalds elott, ill. azt kovetéen a bFcRn Tg egerekben, nem gén-modositott kontroll
egerekkel osszehasonlitva?

2.3.Befolyasolja-e az FcRn - az antigén prezentdcion keresztiil - a humoralis immunvdalasz
diverzitasat? Az FcRn kifejezodés fokozodasa noveli-e az immunglobulin készletet a
bFcRn Tg egerekben normal, nem gén-modositott egerekkel 6sszehasonlitva?

3. Eredmények és értelmezésiik

1.1. A bFcRn Kkifejezodik a bFcRn Tg egér APC sejtjeiben és hatékonyabb antigén
prezentaciot eredményez

In vitro vizsgdlatok - A hatékonyabb humoralis immunvalasz, a nagyobb 1ép, és a tobb
1épsejt, ill. a fokozott mértékli antigén(Ag)-specifikus B-sejt aktivalodas az immunizalt Tg
allatokban (36) meglepd eredmény volt, mivel ilyen véltozasokat kordbban nem mutattak ki a
vad tipusu €s FcRn-t nem expresszalé (knock-out; KO) egerek dsszehasonlitisa kapcsan (39).

Az altalunk tapasztalt jelenségek pontosabb értelmezéséhez vizsgaltuk az
immunvalaszban kitiintetett szerepet jatszé egyes immunsejtek — 1épbdl izolalt B- és T-sejtek,
hastiregbdl izolalt neutrofil granulocitdk, és makrofagok (M®), illetve a csontveldbdl érlelt
dendritikus sejtek (DC) — bFcRn expresszidjat. Mivel a Tg egerek a bFcRn a-lanc mellett az
egér FcRn a-lancot is kifejezik, kifejlesztettiink egy olyan monoklonalis ellenanyagot, amely

A. a bFcRn fehérje szinti kifejez6dése B. a bFcRn és mFcRn
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2. abra — A. Western blot: a vizsgalt immunsejt populaciok koziil a hasiliregi makrofagok (M®), és
csontveldi eredetli dendritikus sejtek (DC) nagyon erdsen kifejezik a bFcRn a-lancot, mig a hasiiregi
neutrofil granulocitdkban (Ne), a 1épbdl izolalt B- és T-sejtekben (B, T) nem tudtuk a transzgént
kimutatni. A Tg Iépben (TgS) vélhetéen a M® ¢és DC jelenlétét detektaltuk. Az ellenanyag bFcRn a-
lanc specifikussagat a vt egerek 1épének (VtS) elemzése mutatta. A mintakbol azonos mennyiséget
totltottiink be (illetve a M® és DC esetén egy kisebb mennyiséget is), amelyet a blot ujboli
hibridizaciojaval, az egér B-actin kifejez6désének elemzésével kontrollaltunk. B. Q-PCR elemzéssel
kimutattuk, hogy a bFcRn és egér FcRn (mFcRn) a-lanc mRNS kifejez6dés aranya a TgS és MO
mintakban 3,8 és 2,6-szoros volt, mig a DC mintaban 10-szeres értéket mutatott.

csak a bFcRn a-lancot ismeri fel (1E5/2). Megallapitottuk, hogy a vizsgalt immunsejt
populécidk koziil a hastliregi makrofagok (M®), és csontveldi eredetii dendritikus sejtek (DC)
jelentds mértékben kifejezik a bFcRn a-lancot, mig a hasiiregi neutrofil granulocitakban, a
1€pbdl izolalt B- és T-sejtekben (B, T) nem tudtuk a transzgén kifejezédését kimutatni; ill. a Tg
Iépben (TgS) vélhetéen a M® és DC éltal kifejezett bFcRn-t detektaltuk (2A. dbra). A
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monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek FcRn expresszidjat mar korabban kimutattak, bar
funkcigjat akkoriban nem sikeriilt azonositani (26). Megallapithato tehat, hogy a bFcRn
kifejezédése a Tg egerek M® és DC sejtjeiben nem mindsiil ektopikusnak, és vélhetéen
hozzajarul ezekben a sejtekben kifejez6d6 mFcRn molekuldk funkcidjdhoz. Kvantitativ PCR
(Q-PCR) elemzéssel kimutattuk, hogy a bFcRn és mFcRn a-lanc mRNS kifejezddésének
aranya a TgS és M® mintdkban 3.8- €és 2.6-szoros volt, mig a DC mintdban 10-szeres értéket
mutatott (2B. abra). Ez arra utal, hogy a bFcRn sejttipustol fiiggden, de sokkal nagyobb
mértékben fejezOdik ki, mint az egér FcRn (mFcRn), azaz az 5 kopia bFCGRT hatékonyan
expresszalodik a Tg allat sejtjeiben (40). A DC-ben tapasztalt sokkal intenzivebb bFcRn
kifejez0dés hatterében az allhat, hogy a DC érlelése soran alkalmazott citokin stimulus (IL-4,
GM-CSF) ¢és kovetkezményes NF-kB transzkripcids faktor aktivalodas hatasara a bFCGRT
promotere intenzivebb transzkripciot mutat (41) (ill. 1d. késobb részletesen), mint az egér
FCGRT promoter, amelyrél NF-xB fliggdséget nem mutattak ki (42).
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3. abra — Tg és vt egerekbdl izolalt A. hasiiri M® és B. csontveldi DC A**OVA-IgG IK és 2OV A
idofiiggd felvétele (a felvétel mértékét citofluoriméterrel hataroztuk meg; az eredményeket a relativ
atlagos fluoreszcenia intezitdsban- RMF - fejeztiik ki). C. M® A***OVA-IgG IK felvételének konfokalis
mikroszkopos elemzése. D. Tg és vt csontveldi DC sejtekhez jeldletlen OVA-IgG IK-t, vagy OVA-t
adtunk, majd kés6bb olyan CD4" T-sejteket, amelyeket OVA TCR (DO11.10) Tg egerekbdl izolaltunk;
ill. pozitiv kontrollként a T-sejteket ConA-val stimulaltattuk. A T-sejt proliferdcié mértéket *H-timidin
beépiilésének mértékével értékeltiik. Az egyes adatpontok 3-3 mérés atlagat mutatjak £+ SEM (**, p <
0.01; *** p<0.001).

Kutatasainkkal egy idében tobb tanulmany is beszdmolt arrdl, hogy a professzionalis

antigén prezentald sejtekben kifejez6d0 FcRn fontos szerepet tolt be az antigén-IgG
immunkomplexek (Ag-IgG IK) lizoszomaba juttatdsdban és ezéltal hozzajarulnak az ilyen
hogy a fokozott bFcRn kifejez6dés milyen mértékben befolydsolja az antigén prezentaciot a
DC sejtekben. Vizsgalatainkhoz Alexa Fluor 488 konjugilt OVA-IgG immunkomplexet
(A QVA-IgG IK) készitettiink és elsdként azt vizsgaltuk, hogy a Tg és vt llatokbol szdrmazé
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hastiregi M® ¢és csontveldi eredeti DC sejtek milyen mértékben veszik fel ezt az
immunkomplexet. Vizsgalataink kimutattdk, hogy a bFcRn fokozott kifejez6dése a Tg M®
(CD11b"Grl") és DC (MHCII'CD11¢"CD11b") sejtekben jelentésen novelte az OVA-IgG IK
felvételét (a fokozott mértékii felvételt konfokalis mikroszkoppal erdsitettiik meg), mig az OVA
felvételében nem tudtunk kiilonbséget kimutatni a Tg és vt sejtek kozott (3A-C. abra) (40).

A Tgés vtsejtek FcyR, MHC 11, B7.1 és B7.2 kifejezddésében nem talaltunk kiilonbséget,
amely megegyezik egy masik elemzéssel, amelyben vt és mFcRn KO egerek M® és DC
sejtieinek MHC II ¢és kostimulator molekulait vizsgaltdk (30). Mivel az Ag-IgG IK a sejtek
felszinén 1évé Fcy receptorokhoz kapcsolodik eldszor és ezek szamédban nem taldltunk
kiilonbséget a Tg €s vt sejtek esetén, a fokozott Tg IK felvétel alapjan feltételezziik, hogy az
Fey receptorok altal kozvetitett endocitozis, illetve az IK intracelluldris felhalmozdodasa az
FcRn—t6l is fiiggd folyamat lehet. Ismert ugyan, hogy az FcRn kis mennyiségben a sejtfelszinen
is kifejezédik, am az extracelullaris tér (vagy esetiinkben a médium) kémhatasa neutralis, ami
nem kedvez az FcRn-IgG kapcsolat kialakuldsanak. E kérdés tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat
igényel.

Ezt kovetden azt elemeztiik, hogy a Tg és vt egerekbdl szarmazo csontveldi eredetti DC
sejtek milyen mértékben stimulaljak a CD4" T-sejtek proliferacidjat. Ehhez a DC sejtekhez
jeloletlen OVA-IgG IK-t adtunk, majd késébb olyan CD4" T-sejteket, amelyeket OVA-
specifikus TCR (DO11.10) Tg egerekbdl izolaltunk. A T-sejtek sejtosztodasat jelzd *H-timidin
beépiilés mértéke alapjan megallapitottuk, hogy Tg DC sejtek sokkal nagyobb mértékben

aktivaltak a CD4" T-sejteket, mint a vt egerekbdl

4000- ** szarmazd DC sejtek (3D. abra). A Tg és vt sejtek FcyR,
o MHC 1II, B7.1 és B7.2 kifejez6désében ebben a
T . kisérletben sem talaltunk kiilonbséget (40).

o 3000 . Iy oL

o Az antigén prezentdcio ex vivo vizsgalata - A Tg

g 20004 % DC sejtek fokozott antigén-prezentaciojat, ill. T-sejt

H aktivalasat ex vivo vizsgalattal is igazoltuk. Az allatokat

s . ovalbuminnal immunizaltuk, majd az immunizalas 35.

3 10001 L= napjan lépsejtjeiket izolaltuk és ovalbuminnal ex vivo re-

oo stimulaltuk. 22 o6raval ezt kovetden az aktivalt

0 ' T (ovalbumin specifikus) T-sejtek szadmat IL-2 specifikus

& N\ ELISPOT elemzéssel meghataroztuk. A Tg allatok

lépében mintegy hdromszor annyi aktivalt, antigén-
specifikus Thelper-sejtet tudtunk kimutatni, mint a vt
kontrollok esetén, ami megerdsitette in vitro
megfigyeléseinket (4. abra) (44, 45).

4. abra — bFcRn Tg egerekbdl szarmazo
lépsejtek haromszor annyi aktivalt,
antigén-specifikus ~ Thelper  sejtet
tartalmaznak immunizalas és ex vivo
stimulast kovetden.
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A bFcRn Kkifejezédését fokozza az NFkB szignalizicio, Kiilonos tekintettel az APC
sejtekben

Munkacsoportunk korabban izolalta és meghatarozta a bFcRn a-lanc 5°-végét hatarold

1800 nukleotid hosszusagu szakaszdnak szekvenciajat (35). A promoter szakasz in silico
elemzése azt mutatta, hogy az egér és human homologokhoz hasonldan, a bFcRn a-lanc 5°-
végét hatarold régio sem tartalmaz TATA boxot, de Spl, C/EBPB, prolactin response factor
MGEF/STATS, interferon response elements IRF1/IRF2 és AP-1 TF koto helyek mellett, 3 NF-
kB koto helyet mutat (46). Koziiliik a legigéretesebb transzkripcids faktor kotéhelyek - NF-kB
- funkcionalis elemzéséhez mar korabban kiilonb6zd hosszisagi bFcRn promoter-luciferdz
riportergén expresszios vektort allitottunk eld, és kimutattuk, hogy a human p65 vektor
kotranszfekcioja aktivitast valt ki a bFcRn promoter konstrukcidkat is tartalmazo sejtekben. A
promoter szakaszok roviditésével meghataroztuk a Iehetséges NF-«kB kotohelyeket,
amelyeknek kotdképességét PCR alapi mutagenezissel toroltiikk. Ennek hatdsara a promoterek
indukalhatosaga csokkent. Ha mindharom kotohelyet egyszerre mutaltuk, az indukalhatdsag
megszlint (5. abra). Az in vitro luciferdz riporter gén kisérleteket EMSA (electromobility shift
assay) vizsgalatokkal is megerdsitettiik ¢€s

2 45- — igazoltuk, hogy mind a harom NF-xB
S 45 W p65 " - R
£ 401 kotéhely érzékeny az NF-kB-aktivaciora
® 35 B +p65

(47). Ezeket a vizsgalatokat ezt kovetden az
altalunk izolalt és karakterizalt szarvasmarha
p65 transzkripcids faktorral (48) is elvégeztiik
¢és hasonl6 eredményt kaptunk.

Bar ez a kutatasi irany nem szerepelt
palyazati  terveink kozott, az idokozben
kifejlesztett kvantitativ PCR bedllitasaval és a
5. abra - Normal (bFP3) és mutalt (ML, M2 ¢ésM3)  pFcRn specifikus monoklondlis ellenanyagok
bFeRn promoter luciferaz riporter gén konstrukeiok jisoijesz1é56vel a kordbbi — promoter szintii -
indukalhatésiga human P65 overexpr?s§zwval megfigyeléseinket funkciondlis vizsgadlatokkal
HCI11 sejtekben. Ha mindharom NF-xB kotohelyet oS vy 1. ,

J, i egeszithettiik ki, és ezaltal az NFkB bFcRn

egy konstrukcion beliil tordljiik, a promoter 1. ., .
. s o indukalo  hatasat  validalhattuk.  Jelen
indukalhatosaga megsziinik. o .

palyazat  kapcsan a bFCGRT NF-«xB

indukélhatésagat egy primer szarvasmarha
endothel sejtvonalon (BAEC) teszteltik, amelynek bFcRn kifejezését el6zdleg reverz-
transzkriptaz PCR mddszerrel ellendriztiik. A sejtekben az NF-kB hatéasat lipopoliszacharid
(LPS) stimulussal valtottuk ki, majd a bFcRn és bp2m gének expresszidjat valos idejl (real-
time) PCR technikédval hatdroztuk meg 1, 2, 4, 6, 8 és 24 dra elteltével. Mig a bFcRn esetében
a mRNS expresszid az alapszinthez képest kétszeres emelkedéssel a kezelést kovetd masodik
ordban érte el maximumat, a B2m mRNS expresszio a kezelést kovetd 8. ordig fokozatosan
emelkedett ¢s ekkor az alapszinthez képest 2.8-szoros emelkedést mutatott. A kezelést kovetd
24. 6rara mindkét gén mRNS expresszidja alapszintre tért vissza (6. abra) (41).

S o e e e e L SN |

pGL3 - basic bFP3 M1 M2 M3 M1,23
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LPS kezelés utan eltelt id6 (6ra) LPS kezelés utan eltelt id6 (6ra)

6. abra - LPS kezelés hatasa a bFcRn, szarvasmarha f2-mikroglobulin (bp2m) génexpressziora BAEC
sejtekben. A mRNS szinteket real-time PCR segitségével hataroztuk meg kezeletlen és LPS-sel kezelt
BAEC sejtekbdl szarmazdé mRNS kivonatokbol. Az LPS kezelést 1, 2, 4, 6, 8 illetve 24 oOraig
alkalmaztuk. (A) A bFcRn expresszi6 a kezelést kovetd masodik, a (B) bp2m gén expresszio pedig a 8.
oraban érte el maximumat. Ezekben az iddpontokban a bFcRn esetében 2-szeres, a f2m esetében 2,8-
szoros expresszios szint emelkedést tapasztaltunk. A grafikonokon a ubiquitin génre normalizalt és a
kezeletlen sejtek mintaiban mért értékekhez viszonyitott relativ génexpressziot abrazoltuk. Az oszlopok
harom parhuzamos minta atlagat mutatjak £ SEM (*, p <0.5; **, p <0.01; *** p <0.001).

Kovetkezo kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, vajon LPS kezelés hatasara fokozodik-
e a bFcRn expresszid in vivo, a bFcRn Tg egerekben. Az egerek hasiiregébe LPS-t
fecskendeztiink, majd a 1épiikbdl és a majukbol kivont mRNS-b6l, bFcRn specifikus Northern
blot segitségével meghataroztuk a bFcRn gén expresszio mértékét. Az LPS-sel kezelt Tg egerek
1épében a bFcRn gén gyors indukciojat figyeltiik meg, amely a kezelést kovetd 4. éraban érte
el maximumat és mintegy 4-szeres emelkedést mutatott az alapallapothoz képest, majd a 8.
oraban visszaallt a kiindulasi értéket megkozelitod szintre (6. abra).

A B

-0 Kezeletlen
- -# LPS kezelés utan

©

§ 5 O kezeletlen §40 o Rk ke wwk ke *

o 4 LPS kezelé A -

S 4 S kezelés utan 5 38

53 3

c » 36+

® 5 2

i 5 34

2> 1 s

= 32

& 0’ = T T T T T T T T T T T 1
Kont1 2 4 6 8 12 24 0 246 81012141618202224
LPS kezelés utan eltelt id6 (6ra) LPS kezelés utan eltelt id6 (6ra)

7. 4bra - A bFcRn gén expresszidja LPS hatasara fokozodik a bFcRn tg egerek 1épsejtjeiben. - mFcRn™
/bFcRn""* transzgenikus egereket 250 ug/100 g LPS-sel oltottunk i.p. (A) 1, 2,4, 6, 8, 12 és 24 6raval az LPS
oltas utan Northern blottal meghataroztuk a bFcRn gén expresszios szinteket az allatok 1épsejtjeibdl nyert
mRNS kivonatokbol. A legmagasabb bFcRn expressziot (4x) a kezelést kovetd 4. oraban tapasztaltunk. A
grafikonon a mRNS betoltési mennyiségre normalizalt és a kezeletlen egerek mintaiban mért értékekhez
viszonyitott relativ génexpresszidt abrazoltuk. Az oszlopok harom parhuzamos minta atlagat mutatjak +
SEM (*, p <0.5; **, p <0.01). (B) Minden mintagytjtési idépontban mértiik a kontroll és LPS-sel kezelt
allatok testhomérsékletét. Az értékek 3 allatbol mért adatok atlagat mutatjak + SEM (*, p<0.05; **, p < 0.01;

5% p < 0.001).
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Az LPS oltas hatékonysagat az allatok testhdmérsékletének mérésével monitoroztuk. Az
LPS indukalta testhdmérséklet valtozas az irodalmi adatokkal egybevagoan (49) folyamatos
csOkkenést mutatott, majd 24 ora elteltével normalizalddott (7. abra). A bFcRn génexpresszid
LPS hatasara bekovetkezett dinamikdja a lépben jO egyezést mutatott a BAEC sejtekben
megfigyelt génexpresszios valtozassal (41).

Az Gjonnan kifejlesztett bFcRn-specifikus monoklonélis ellenanyagunkkal (6D5/8) azt is
ki tudtuk mutatni, hogy LPS kezelés hatasara fokozddik a Tg egérbdl szarmazo peritonealis
M®-ok bFcRn kifejezddése (8. abra). Bar kisérleti bizonyitékot nem sikeriilt szerezniink,

véleményiink szerint a csontveldi eredeti DC-ben

2301 tapasztalt sokkal intenzivebb bFcRn kifejezddés (a
200 1 peritonealis makrofadgok bFcRn kifejez6déséhez
képest) (2. abra) hatterében az allhat, hogy a DC

- 1501 érlelése soran alkalmazott citokin stimulus (IL-4, GM-
° 100+ T CSF) és kovetkezményes NF-xB transzkripcios faktor
aktivalodas hatasara a bFCGRT promotere intenzivebb

501 transzkripcidét mutat, mint az egér FCGRT promoter,

0 amelyrél NF-xB fiiggdséget nem mutattak ki (42).

Tg TgLPS Mindez arra utal, hogy a helyi gyulladdsos citokinek

8. abra - LPS kezelés hatisara hatasara, ami pl. az immunizalas kapcsan bejuttatott
fokozodik a Tg egerek  adjuvansok hatasdra szabadul fel, a bFcRn funkcioja
makrofagjainak bFcRn kifejezédése  optimalis az antigén-prezentacios folyamatokban (41).
aramlasi citofluoriméter elemzéssel.

1.2. A bFcRn kifejezédik a Tg 1ép és nyirokcsom6 APC sejtjeiben, ill. a Tg 1ép és
nyirokcsomo szerkezete nem tér el a vt egerek szerveinek struktiraitol

Az egér FcRn (mFcRn) a [épben a voros pulpa makrofagokban, és a marginalis zona (MZ)
makrofagokban, a nyirokcsomoban pedig a szubkapszularis szinusz makrofagokban és a
follikulusok koézti tér makrofagjaiban fejezddik ki (50). Kutatisaink elsé 1épéseként sajat
rendszeriinkben is meghatidroztuk az mFcRn lokalizacigjat, normal Iép és nyirokcsomo
metszeteken, egy mFcRn-specifikus horcség antiszérum segitségével, amit Dr. Akilesh
(Washington University, St. Louis, MO, USA) bocséjtott rendelkezésiinkre (50). Vizsgalataink
kapcsan megallapithattuk, hogy az mFcRn mind a 1épben, mind a nyirokcsomdban az irodalmi
adatoknak megfelelden lokalizalodik, azzal a kiegészitéssel, hogy a 1ép MZ makrofag sejtek két
tipusat is elemeztiik, és az mFcRn erdsebben fejezddik ki a belsé zoénaban talalhaté CD169+
marginalis metallofil makrofdgokban, és kisebb mértékben a kiilsé zonaban talalhat6 MARCO+
MZ makrofagokban. Az irodalmi adathoz hasonl6 festddést kaptunk a nyirokcsomoéban is, azaz
az mFcRn a CD169+ szubkapszularis szinusz makrofagokban és a follikulusok kozti tér
makrofagjaiban fejez6dik ki (9. dabra). Vizsgéalataink nem mutattak kiilonbséget
immunizalatlan (9. abra) és immunizalt mintak kozott. (Nem specifikus horcsog szérummal,
mint kontrollal festve nem kaptunk specifikus festddést.)
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merge (1ép)

mFcRn 1c| F4/80 (ch)

mFcRn (1ép) MARCO (lép)

mFcRn (lc|) CD169 (1cI)
mFcRn (n‘cs) CD169 (n‘cs)

9. abra — az endogén mFcRn lokalizacidja immunizalatlan 1épben és nyirokcsoméban (hasonlo
eredményt kaptunk immunizalt mintaknal is). A vt szovetmintdkat egy mFcRn specifikus horcsog
antiszérummal (Dr. Akilesh ajandéka), ill. makrofag specifikus (F4/80), MZ makrofag specifikus
(MARCO) és marginalis metallofil makrofag (CD169), ill. a nyirokcsomdban (nycs) a szubkapszularis
szinus makrofag (CD169) specifikus ellenanyagokkal lokalizaltuk.

mcr]c (1ép)

merge (1ép)

merge (nycs)

Pélyazatunk kapcsan két, nagy specifikussdgot mutaté bFcRn specifikus monoklonalis
ellenanyagot (mAb) fejlesztettiink ki. Az egyiket (1E5/2) a mar korabban bemutatott Western
blotban alkalmaztuk (2. abra). A masik ellenanyag (6D5/8) szintén nem reagal a Tg egerekben
endogén kifejezddd egér FcRn molekulaval (10. Abra).

10
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egér IgG1-A488
605/8-A488

- - -
o - -

10. abra - a 6D5/8 mAb specifikusan reagal a bFcRn molekulaval, de
nem jeloli az egér FcRn-t.

A tovéabbiakban a 6D5/8 mAb-al és az egyes sejttipus-specifikus reagensekkel festettiik a
bFcRn Tg egerek 1ép és nyirokcsomo6 immunizalatlan és immunizalt metszeteit. Ezek kapcsan
els6ként azt vizsgaltuk, hogy a Tg 1ép szerkezete mennyire hasonlit a kontroll allatok 1épéhez,
vagy attol esetleg eltérd. Megallapitottuk, hogy a Tg egerek 1épének szerkezete, a B-sejtes
follikulusok, csirakdzpontok, a T-sejtes zOona lokalizacioja, a margindlis szinusz endotélsejtek
¢s a granulocitak helyzete, nem kiilonbozik a kontroll allatokétol (11. abra).
bFcRn (1ép) B220 (1ép) Thy-1 (Iép) merge (1ép)

MadCAM-1 merge (1ép)

11. abra — immunizalatlan bFcRn Tg egerek 1épének immunhisztokémiai elemzése, bFcRn, B
sejtek (B220), T-sejtek (Thy-1), granulocitak (Grl) és marginalis szinuszt béleld endotélsejtek
(MAdCAM) kimutatasaval. A Tg 1ép szerkezete, a B — és T-sejtes zonak hasonlé modon elkiiloniilnek,
mint a kontroll allatok esetében (az immunizalt allatok metszetei hasonld szerkezetet mutattak).

Ezt kovetden kimutattuk, hogy a bFcRn jelentds mértékben fejezédik ki a MARCO+ MZ
makrofagokban, valamint a CD169+ marginéalis metallofil makrofagokban. Ezek a sejtek
lényegesen nagyobb mértékben fejezik ki a bFcRn-t, mint az mFcRn-t. A bFcRn az F4/80+
vOros pulpa makrofagokban is kifejezdik, valamint a dendritikus sejtek mintegy 10-20-%-ban
is jelen van. Erdekes megfigyelésiink, hogy a csirakozpontok belsejében szorvanyosan bFcRn
pozitiv sejteket detektaltunk, amelyeknek egy része kolokalizaciot mutat a follikulsban 1évo
MARCO+, vagy CDI169+ sejtekkel. A Tg nyirokcsomoban az mFcRn lokalizacidjahoz

11
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hasonléan a CD169+ szubkapszularis szinusz makrofagokban és a follikulusok kozti tér

makrofdgjaiban fejezddik ki (12. abra) (44, 51).

bFcRn (1ép)

bFcRn (1ép)

bFcRn (1ép)

I

bFcRn (Iép)

F4/30 (I¢p)

 MARCO(I¢p) |

CD169 (1ép)

CDllc (1cI)

merge (1ép)

| MARCO(l¢p) | merge (1ép) _

merge (1ép)

merge (1ép)

bFcRn (nycs)

CD169 n‘cs‘ merge (nycs)

12
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Fontos megfigyelésiink,
MZ macrnphage\__ ‘ 4 hOgy a bFcRn a lépben és a

| mArGINAL Nyirokcsomoéban is ugyan-

MZ B cell & - ZONE azokban a sejtekben
. ' : fejez6dik ki, mint az mFcRn,

azaz mindkét gén

crer

regulacidjat ugyanazok a

szovet- ¢és  sejt-specifikus

FOLLICLE transzkripcios faktorok
szabalyozzak. Erdekes azon-
ban az a kiilonbség, ami a
bFcRn és az mFcRn
T ZONE kifejez6dének  mértékében
Terminal - mutatkozik. Mig az mFcRn
hasonlé mértékben fejezodik

ki a Iép F4/80, és az MZ

Bob Crimi

Morgral | Margina Centra makrofag  sejtjeiben (9.
sius | metakoptilc artericle abra), addig a bFcRn

szembetlinden nagyobb

13. abra — Az egér 1ép MZ szerkezete. A centralis artériolabol intenzitassal festédik a MZ

kiagaz6 termindlis arterioldk agai a B sejtes follikulust kiviiledl . o .
- s . .., mindkét tipusaban, azaz a
hatdrol6 marginadlis szinuszba futnak. Ennek a kiilsé _, . .
., , , .. , . . zoOna kiils6 peremén
sejtsoraban réseket taldlunk, amelyeken keresztiil a vér a voros lokalizalodé MARCO+ MZ
pulpa felé aramlik €és ekdzben atmossa az MZ B-sejteket (lila),
a MARCO+ MZ makrofagokat (rézsaszin) és dendritikus
sejteket (zold). A kékkel jelzett metallofil makrofagok a CD169+ mareinalis
szinusz belsd feliileténél vannak, és szintén a maginalis zonat e
o S . .. , o metallofil  makrofagokban
alkotjak. A follikularis B sejtek zdldek, mig a T-sejt zona T- (13. 4bra). Ez ssze-
sejtjei pirosak (Jason G. Cyster: B cells on the front line Nature ﬁig.gésben leﬁet azzal, hogy a

Immunology 1,9 - 10 (2000). bFcRn promotere  olyan

transzkripcios faktor kotdhelyet is tartalmaz — pl. NFkB — amelyet az egér FcRn promoterében
in silico elemzéssel nem sikertlt kimutatnunk (41). Fontos eredményiink az is, hogy a bFcRn
Tg egerek 1épének és nyirokcsomojanak szerkezete a vizsgalt paraméterek vonatkozasaban nem
tér el a kontroll egerek szerveinek szerkezetétdl (11. abra). A Iépben ¢és nyirokcsomoban
detektalt bFcRn és mFcRn lokalizacidja, sejttipus specifikussaga, és expresszios szintje nem
mutatott kiilonbséget az immunizalatlan €¢s immunizalt mintdkban. Fontos eredménytiink, hogy
a dendritikus sejtek egy része kifejezi a bFcRn-t, ami jol egybevag azzal az eredménylinkkel,
amely a csontveldi dendritikus sejtekben mutatta ki a bFcRn jelenlétét és antigén prezentalo
funkcigjat (2-3 abra) (40). Ahogy a bevezetében felvazoltuk, az FcRn az IgG megoévasan tul
szerepet jatszik a fagocitozis és az antigén prezentacié folyamataban is, hozzdjarulva a
humoralis immunvélasz kialakul4dsdhoz (52).

Néhany évvel ezel6tt kimutattdk, hogy az FcRn a csontveldi eredetli sejtekben, igy az
F4/80+ vords pulpa makrofag sejtekben is kifejezddik és az IgG homeosztazis {6
fenntartojaként funkcional (50). A bFcRn kifejezddése ezekben a sejtekben vélhetden hasonlo
funkciot tolt be, mint az endogén mFcRn.

A MARCO receptorral jellemezhetd marginalis zéna makrofag populéacié is képes
patogének megkotésére, tovabba részt vesz a nyirokcsomé mikrokdrnyezetének fenntartdsaban
¢s a T-independens B-sejt valasz kialakulasdban (53). Nemrégiben kimutattdk, hogy az
FcyRIVIII receptorokhoz irdnyitott immunkomplexek a MARCO+ marginalis zdéna
makrofagokban lokalizalédnak (54, 55) és mind T-independens, mind T-dependens antigén

makrofagokban, ¢és a zoOna
belsd  részén  helyez6dd

13
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esetén novelik a haptén-specifikus IgM és IgG termeld 1épsejtek szamat (54). 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 margindlis zéna B-sejtek
antigén kotéséhez is sziikségesek (56). A kozelmultban bizonyitottadk, hogy a marginalis zéna
B-sejtek ,,ingdznak™ a marginalis zéna és a B-sejtes follikulusok kozott és hatékonyan juttatjak
el az antigént a follikularis dendritikus sejteknek (57). Az FcRn jelenléte a MARCO+
marginalis zona makrofdgokban igy hozzajarulhat az IgG-antigén immunkomplexek
megkotéséhez, €s transzportjdhoz, amely folyamatot a bFcRn Tg egerek fokozott FcRn
expresszidja hatékonyabba teheti.

Ismeretes, hogy a masodlagos nyirokszervekben a T sejtek szdmara az antigéneket a
dendritikus sejtek prezentaljak. Ugyanakkor, a B-sejtek nativ antigének hatasara aktivalédnak
miutan azokat a BCR-en keresztiil megkototték. Ugyanakkor, a follikulusokban 1évé B-sejteket
a szinuszokban aramlo vértdl (1€p), nyiroktdl (nyirokcsomo) az egymassal szoros kapcsolatban
1évé szinusz endotélsejtek valasztjdk el, amelyeken csupan kisméretli antigének
diffundalhatnak at és juthatnak el a B-sejtekhez. Az MZ makrofag populacidiban kifejezodo
FcRn szerepe tisztdzasra var, de e sejtek lokalizacidja idedlis a vér altal szallitott antigének
megkotésére €s tovabbitdsara (13. abra) (58). A 1ép marginalis metallofil makrofagok
lokalizacio és fenotipus szempontjabdl a nyirokcsomdé CD169+ szubkapszularis szinusz
makrofagok megfelel6i (59, 60). Kimutattdk, hogy a szubkapszularis szinusz makrofagok
attiremkednek a szinusz endotélsejtjei kozott és sejtfelszini receptoraikkal megkotik a
szinuszban keringd nagyobb méretii antigéneket, koztiik az Ag-IgG IK-et is, majd ezt kdvetden
a follikulusokban 1év6 B-sejteknek juttatjdk. Ez a folyamat érdekes moédon nem jar a megkotott
antigének felvételével, hanem azok a makrofagok sejtfelszinén, intakt modon transzportalddnak
a follikulus belseje felé. Azt is igazoltdk, hogy a nyirokcsomoban 1évé medullaris
makrofagokhoz képest ezek a sejtek kismértékben internalizaljak és emésztik az Ag-IgG IK-et
(lizoszomalis aktivitasuk csekély). Nem zarhaté ki tovabba az sem, hogy az Ag-IgG IK-ek
intakt formaban transzportalddnak a sejten keresztiil (61). Ezaltal nyilik mod arra, hogy a B
sejtek az intakt antigént a B-sejt receptorukkal (BCR) megkossék, majd a bekebelezés és
feldolgozast kdvetden a T-sejt zona felé¢ vandorolva MHC II-vel kapcsolt modon prezentaljak
az idOkdzben aktivalt és a B-sejt zona felé migralt T-sejteknek. Amennyiben nem jon létre BCR
specifikus reakci6 (pl. Ag-IgG IK esetén), akkor az igy tovabbitott antigén-IgG IK a B-sejtek
kozvetitésével (a B-sejtek 1- és 2- tipusi komplement receptorai révén) a follikularis
dendritikus sejtekhez keriilnek (14. abra) (62-64). A kozelmultban a 1ép marginalis metallofil
makrofagjainak hasonlod szerepét igazoltdk a T-dependens humoralis immunvalasz korai
szakaszaban (65).
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14. abra — A szubkapszuldris szinusz makrofagok mint antigén prezentalo sejtek (Martine-Pomares,
Gordon. 2007. Antigen presentation the macrophage way Cell 131: 641-643).
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Tovabbi izgalmas megfigyelésiink, hogy a bFcRn hatarozottan megjelenik a
csirakdzpontok belsejében is. A kolokalizacios vizsgalatokbol latszik, hogy a csirakdzpontok
belsejében latszodo bFcRn specifikus sejtek egy része egyben CD169 pozitivitast is mutat, azaz
ezek vélhetden a follikulusba migrald metallofil makrofagok. Ugyanakkor egyéb, a GC
belsejében 1évé, CD169 negativ sejtek is mutatnak bFcRn pozitivitast. Ezek a sejtek akar
follikularis dendritikus sejtek (FDC) is lehetnek, amelyekrdl leirtdk, hogy az Ag-IgG IK
felvételét kovetden azokat intakt formaban a sejtfelszinre juttatjdk vissza, azonban ennek
mechanizmusat egyeldre nem sikeriilt tisztazni (66). Ennek jelent8sége az, hogy az FDC
felszinén hosszl ideig perzisztald antigének révén valosul meg az affinitas érés folyamata.
Amennyiben ez a folyamat hatékonyabb, pl. a bFcRn fokozott mértékii kifejezddése
kovetkeztében, ugy a csirakdzpontban 1évé B-sejtek nagyobb mértékben vesznek részt az
affinitdsérésben, annak intenzitasa is novekedhet, ami végiil nagyobb affinitasu ellenanyagokat
eredményezhet. Sem az FDC, sem pedig a MZ makrofagok nem bontjdk le a felvett
immunkomplexeket, hanem a sejtfelsziniikon intakt forméban megjelenitik azokat.
Elképzelhetd, hogy az FcRn ebben a folyamatban mind a marginalis zona makrofagjaiban, mind
pedig az FDC-ben aktivan részt vevd molekula, amely a reciklizaciot végzi. Megjegyzendd,
hogy ebben az esetben eltérd funkciot toltene be, mint pl. a dendritikus sejtekben, amelyekben
az FcRn az immunkomplexeket a lizoszomaba juttatja, és ennek kapcsan fokozza az antigénbdl
szarmazo peptidek MHC 11 és [ toltodését, azaz az antigén prezentacidjat &s
immunizalas hatasara jelentésen megnd a csirakdzpontok mérete, amiben elképzelhetd, hogy a
marginalis zona, ill. a csirakdzpontban bFcRn-t kifejezd sejtek is szerepet jatszanak. E kérdés
tovabbi vizsgalata egyik legfontosabb célkitiizésiink.

1.3. A bFcRn Tg egerekben immunizaliast kovetéen nagyobb méretii csirakéozpontok
figyelhetok meg, és tobb van beldliik, mint a kontroll egerekben

A csirakdzpontok (GC) kinetikai elemzéséhez vt és Tg egereket 21 napos idokdzzel
kétszer immunizaltuk, majd az allatok csoportjait kiilonb6z6 idépontokban (24., 28. és 42. nap)
vizsgaltuk. Az allatok szérumabdl mért antigén-specifikus IgG titere az ismétl6 oltast kovetden
jelentds kiilonbséget mutatott a Tg egerek javara, és az immunizalas végére hétszer nagyobbnak
bizonyult. A Tg egerek 1épének tomege az immunizalas soran 80-120 %-kal haladta meg a vt
kontrollokét.

Vizsgalataink sordn 0sszesen 281 vt és 325 Tg csirakdzpontot elemeztiink (1. tablazat).

Elemzett GC szam

vt1® V2 vt3® Tgl" Tg2" Tg3"
nap’ S1 82 SI _S2 S1 _S2 SI _S2 S1 _S2 SI 82 wx TgXx
24 26 17 1 12 13 19 4 10 11 20 6 10 88 61
28 14 12 28 20 20 30 23 38 29 38 10 16 124 154
2 19 125 13 4 16 11 17 16 37 9 20 __69 110

281 325

2yt és Tg egerek immunizalasa a 0. és 21. napokon tortént, a Iépmintakat az immunizalas 24., 28. és
42. napjan elemeztiik

®a GC-k elemzését két fiiggetlen 1ép metszeten végeztiik allatonként (S1 és S2, a két metszet kozti
tavolsag > 500 um). Minden idépontban 3 Tg és 3 vt egeret elemeztiink.

¢ az egyes id6pontokban elemzett GC-k szama dsszesen
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E kisérlettel osszefiiggd legfontosabb eredményiink, hogy a Tg GC-k mérete atlagosan
kétszer volt nagyobb, mint a kontroll allatok esetén. A GC-k siirlisége nem mutatott eltérést a
két allatcsoport kdzott, mig a 1épmérettel korrigalt relativ GC szdm a Tg egerek esetében az
immunizalas 28. és 42. napjara 50 illetve 120 %-kal haladta meg a vt egerekben szamolt értéket.
A GC-k méretét a relativ GC szammal korrigadlva megéallapitottuk, hogy a Tg egerek 1épében
az immunizalas 28. és 42. napjan joval nagyobb (110 és 340 %) a GC-k teriilete, igy nagyobb
a T-dependens antigénekre adott immunvalasz kialakuldsaért és az immunglobulinok
affinitaséréséért felelds specializalodott mikrokornyezet (15. abra) (44, 45, 51).
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15. abra - a csirakdzpontok (GC) elemzése bFcRn Tg és kontroll egerekben TNP-KLH
immunizalast kovetden. A. GC elemzése peanut hemagglutinnal tortént, ami a GC B-sejteket
elkiilonitette a kiiriilotte 1évé IgD+ naiv B-sejtektdl. B. a GC-k méretét mutatja; C. a GC-k szama
egységnyi metszet felszinen; D. a GC-k mérete egységnyi metszet felszinen; E. a GC-k relativ szama a
24. napi vt szamra viszonyitva; F. a GC-k relativ feliilete a 24. napi vt feliiletre viszonyitva.
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Vizsgalataink megerdsitették korabbi eredményeinket, azaz az immunizalt Tg egerek
Iépében szignifikdnsan nagyobb méretli és szamu GC-t talaltunk, ami aldtdmasztja korabbi
eredményeinket, azaz a Tg egerek 1épében kifejlodo tobb antigén-specifikus B-sejtet. Ennek
okaként leginkabb a hatékonyabb antigén prezentacidt, ill. azt kovetd nagyobb szdmu, aktivalt
antigén-specifikus Thelper sejtek szerepét tulajdonitjuk. Az aktivalodott Thelper sejtek azon
rész¢ébdl, amelyek nagy affinitassal kapcsolodtak az APC sejtekhez, follikularis Thelper sejtek
képzddnek (67). A T-sejt fliggd humordlis immunvalasz beinduldsakor létrejonnek a
csirakozpontok. A GC az elsddleges hely, ahol a B sejtek immunoglobulin (Ig) varidbilis V
génjének szomatikus hipermutécioja, majd a nagy affinitasi B limfocitak szelekcioja torténik.
A csirakdzpontok belsejében taldlhatd Tru sejtek hatdsara kialakul az ellenanyag
izotipusvaltasa, illetve 1étrejonnek az ellenanyag-termel6 plazma és a memoria B-sejtek. A Tru
sejtek alapvetden befolyasoljak mindezeket a folyamatokat, ill. a GC-k méretét, kinetikajat.
Ismeretes, hogy a rendelkezésre allo antigén, ill. annak prezentacioja szoros korrelaciot mutat
a GC Tru sejtek és a B-sejtek szamaval (68). Feltételezésiink szerint a bFcRn Tg egerek lépében
ezen Tru sejteknek a szama is novekszik, ami alapvetoen hozzdjarul a GC méretének és
szamanak névekedéséhez, ill. a humoralis immunvalasz diverzitasanak fokozodasahoz. A Tru
sejtek tanulmanyozdasa szintén elsorendii célkitiizéseink kozé tartozik.

1.4. A bFcRn Tg egerek immunvalasza fokozott diverzitasu

Az antigén-specifikus humoralis immunkészlet elemzése epitop-térképezéssel
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16. abra — A bFcRn Tg és vt egerek humoralis immunvalasz diverzitasanak elemzését olyan microarray
(A) rendszerben teszteltiik, amelyre az ovalbumin fehérjét alkotd 95 db. atfedod oligopeptidet konjugaltuk
(B). Az egyes epitopot/peptidet felismerd egér IgM vagy IgG ellenanyagot fluoreszceinnel jeldlt
masodlagos ellenanyagokkal detektaltuk.

A fokozott mértékii humoralis immunvalasz, ill. ezen beliil is a megndvekedett Ag-
specifikus IgM szint, illetve a fokozott szamu Ag-specifikus IgM-tipust ellenanyagokat
termeld B-sejtek, valamint a nagyobb méretii és szamu csirakdzpontok arra utaltak, hogy a Tg
egerek masodlagos nyirokszerveiben intenzivebb a naiv B-limfocitdk aktivaloddsa, ami a B-
sejt klonok szdmanak fokozasaval és ezaltal az ellenanyag repertoar diverzitasanak novelésével
jéarhat. Ezt a feltevésiinket kétféle modon teszteltiik. Elsd vizsgalatunk sordan Tg és vt egereket
(15 allat/csoport) ovalbuminnal oltottunk, és az immunizalast kovetéen az egyes egerek
szérumat egy olyan microarray rendszerben teszteltiik, amelyre az ovalbumin fehérjét alkoto
95 db atfedo oligopeptidet konjugaltuk. Az egyes peptidekhez kapcsolodd egér 1gM és IgG
ellenanyagot fluoreszcein-jelolt masodlagos ellenanyagokkal detektaltuk (16. abra).

Vizsgalatunk kimutatta, hogy mind a Tg, mind a vt egerek széruma tobb ovalbumin
epitdppal is reagdlo ellenanyagot tartalmazott az immunizalas 49. napjan. A peptid specifikus
IgM ellenanyagok esetén megallapithatd volt, hogy a Tg egerek sokkal tobb epitopot ismertek
fel, mint a kontrollok. Ennek magyarédzata lehet, hogy a Tg allatokban sokkal nagyobb szamu
naiv B-sejt aktivalodik és valik IgM termeld plazmasejtté az immunvalasz sordn, mint a vt
egerekben. Ezzel szemben nem talaltunk szamottevd kiilonbséget a peptid specifikus IgG
ellenanyagok esetén, hiszen mindkét csoport egyedei szinte ugyanazokat az epitopokat ismerték
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fel, bar a Tg allatokban termelédott mennyiségiik jelentésen meghaladta a kontrollokét (17.
abra) (40).
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17. abra — a Tg egerek sokkal nagyobb mértékii diverzitast mutatnak az IgM
izotipusu ellenanyagokat elemezve, mig az IgG izotipusu ellenanyagok esetén
nem mutatkozik kiilonbség a felismert epitopok szamat tekintve a Tg és vt
egerek k6zott az immunvalasz 49. napian.

Korabbi publikéaciokbdl jol ismert, hogy az immunrendszer sokféle B- és T-sejt epitopot
képes felismerni, de végiil is csak néhannyal, az in. immundominans epitopokkal szemben
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alakul ki hatékony immunvalasz. Ismert tovabba az is, hogy ez a fajta elkotelezodés az
IgM—IgG izotipus valtaskor kovetkezik be és csak az [gG termeld B-sejt populaciot érinti (69).
Amennyiben egy adott antigén immundominans epitopjait eltavolitjak, akkor az antigén mas
epitdpja ellen is hatékony immunvélasz alakul ki (70-72). Mindezek arra utalnak, hogy bar a
Tg egerek tobbféle naiv B-sejtet aktivaltak (azaz a Tg dllatokban szinte minden epitop ellen
alakult ki IgM ellenanyag), azok koziil csupan az OVA immundominadns epitopjaira specifikus
B-sejtekben jatszodott le az IgM—IgG izotipusvaltas (40).

Az antigén-specifikus humoralis immunkészlet elemzése Western-blot elemzéssel

A humordlis immunvalasz diverzitdsanak tovabbi elemzéséhez Tg és vt egereket
(csoportonként 4 allatot) KLH-val oltottunk, majd az allatokbol nyert szérumokkal, és
részlegesen emésztett KLH mintadkkal Western blot elemzést végeztiink, amelyben a KLH
fragmenseket felismerd egér IgG-t detektalunk. Kisérletiink elsé fazisaban a lehetd legtobb
KLH fragmens eldallitdisdhoz az optimalis emésztési koriilményeket kellett megtalalnunk.
Ennek meghatarozasahoz a KLH-t kiilonb6z6 ideig emésztettiik tripszinnel és elasztazzal
kiilon-kiilon, illetve egyiitt is, majd SDS-PAGE segitségével szétvalasztottuk a fragmenseket,
amelyeket Coomassie-kék festéssel elemeztiink. Ennek alapjan valasztottuk ki a kombinalt
elasztaz 30 perc/tripszin 1 perc emésztést, valamint a tripszin 1 perces emésztést, mivel tgy
itéltiikk meg, hogy ebben az esetben keletkezett a legtobb fehérje fragmens (18. abra) (44, 45).

M123®5@7891011

kDa

170
130
100

1-KLH (50 png)
2 - KLH + elastase 30 m
3-KLH + elastase 1 h
- + i
5-KLH + trypsin 10 m
- +
7 - KLH + elastase 30 m, trypsin 10 m
8 - KLH + elastase 1 h, trypsin 1 m
9 - KLH + elastase 1 h, trypsin 10 m
10 - KLH + elastase 30 m, KLH + trypsin 1 m
11 - KLH + elastase 1 h, KLH + trypsin 10 m

55
40

35

25

18. abra — KLH részleges emésztése elasztaz és tripszin enzimekkel. A legtobb fehérje fragmens
eléréséhez a 4. és 6. beallitast valasztottuk.

A tovabbiakban a kétféle modon emésztett KLH fragmenseket Western blotban teszteltiik
az immunizalt egerek 2000-szeresen higitott szérum mintdjaval, amit egér IgG-re hivtunk elo.
Feltevésiink szerint a nagyobb mértékii, antigén-specifikus IgG diverzitast nagyobb szdmu
felismert fragmens jelzi. Elozetes vizsgélatainkat a 4-4 allat szérumanak keverékével (,,pool”)
végeztiik el, és megallapithattuk, hogy a legnagyobb szintii diverzitast a 70. napi mintak adtak.
Ennek alapjan a tovabbiakban minden allat 70. napi immunszérumat kiilon-kiilon vizsgaltuk
meg a kétféle részleges emésztést koveté KLH fragmenseket tartalmazo blotton.

Vizsgalataink kapcsan szamos olyan KLH fragmenst észleltiink, amelyek csak a
transzgenikus egerek szérumaival torténd eldhivas soran jelentek meg. Ez kiilondsen a csak
tripszinnel emésztett KLH fragmensek esetén latvanyos, mivel ebben a blotban a ~ 15 kDa
méretli KLH fragmenseket csak a bFcRn Tg egerek szérum mintai ismerték fel. Emellett joval
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erésebb jelet detektaltunk a Tg mintdk hasznélata esetén, amely a szérumok magasabb
ellenanyag tartalméval allhat 6sszefliggésben (19. abra) (44, 45).

Vizsgalataink kimutattak, hogy a bFcRn-t tartalmazo egerekben nagyobb mennyiségii és
tobbféle epitopot felismero IgG izotipusu ellenanyag keletkezik egy adott antigén (KLH) ellen,
mint a vad tipusu dllatokban. Ezek az eredmények mind arra utalnak, hogy a transzgenikus
egerek humordalis immunvalaszanak nagyobb a diverzitdsa.

A Tg wt A mostani Western blot vizsgalatok soran
28 35 38 45 Mw(kDa) kapott eredmények technikai korldtai miatt
- g ==
] .
E. i
— 35
- - 25

31 43 48 129

T elképzelhetd, hogy amennyiben joval hosszabb

-+ 55 ideig hivnank elé a blottokat, vagy esetleg
T % kisebb higitisokat hasznalnank, akkor a vad
tipust  4llatokbol szarmazd szérumok is
felismernék Tg egereknél latott fragmenseket.
Mindazondltal, a jelenlegi eredmények
T 15 egyértelmiien arra utalnak, hogy a Tg
allatokban  sokkal nagyobb az egyedi

—_—

.

epitopokat felismerd ellenanyagok

B Tg wt mennyisége, amelynek hatterében minden
e, 07 bizonnyal  sokkal  t8bb, az  egyedi

- 70 ellenanyagokat termeld B-sejt talalhat6 (ahogy

53 ezt a jelen kutatdsi beszamolonk szamos

- 40 ., , .. 1
pontjan részletesen bemutattuk). Kijelenthetd

tehat, hogy a Tg egerek B-sejtjeibol lényegesen
nagyobb eséllyel lehet egy adott epitopra, még
a gyengén immunogén  epitopokra is,
monoklonalis ellenanyagokat termeld
hibridomat fejleszteni.

Ahhoz, hogy még pontosabb képet

19. abra — Westen blot elemzés a KLH specifikus - kapjunk az immunizalas hatasara bekovetkez6
IgG immunvalasz diverzitasanak elemzesere. A.  1moralis immunvalasz diverzitasrol
elasztaz+tripszin kombinalt emésztéssel nyert .
KLH fragmensek el6hivasa; B. tripszinnel

— 35

— 25

-—
L

- —
—

kiilonbozé antigénekkel, tobb allattal is el
emésztett KLH fragmensek el6hivasa (a Tg és wt ke}lene vegeznl 4 klserleteket., 111‘etve’ mas
szimok az egyes egerek azonositasi kodjht modszereket is be lehetne,V(‘),n‘m a Vlzsgalatba
jelzik). (pl. ellenanyagok CDR régioinak szekvencia

Osszehasonlitasat palyazatunk kapcsan
terveztiik, de ennek megvaldsitasat technikai €s anyagi okok miatt nem tudtuk megvalositani).

4. Konkluazio

A bFcRn expressziojat kimutattuk a 1ép marginalis zona makrofagokban, a vords pulpa
makrofadgokban és a T-sejt zona dendritikus sejtjeiben, valamint a nyirokcsom6 szubkapszularis
szinus makrofagjaiban, és a nyirokcsomé kérgi teriiletén, a follikulusok kozti allomany
makrofagjaiban. Igazoltuk, hogy a csontveld eredetli dendritikus sejtek kifejezik a bFcRn-t és
sokkal tobb helper T-sejtet aktivdlnak, amennyiben antigén-IgG immunkomplexet adunk
hozzajuk, mint a kontroll dendritikus sejtek. Azt is bizonyitottuk, hogy a bFcRn kifejezddését
az NFkB indukalja, ami arra utal, hogy az immunizalas soran alkalmazott adjuvans ezt az
utvonalat is aktivdlva tovabb optimalizalja a bFcRn funkcidjat a professzionalis antigén
prezentald sejtekben ¢és ezzel hozzdjarul a bFcRn transzgénikus (Tg) egerek fokozott
immunvalaszahoz.
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A bFcRn Tg egerek immunizalasa legalabb kétszer annyi antigén-specifikus, aktivalt
helper T sejtet, ill. nagyobb méretll ¢és szamu csirakdzpont eredményezett. Tovabbi
vizsgalataink igazoltdk, hogy a bFcRn Tg egerek OVA ¢és KLH immunizéalasra sokkal
diverzebb ellenanyagtermeléssel reagalnak, mint a kontroll egerek. Ezek a vizsgalatok
ramutattak arra, hogy a bFcRn Tg egerekben kialakul6 fokozott mértékii antigén prezentacio,
noveli az aktivalt helper T sejtek szamat, aminek eredménye a nagyobb szdmu antigén-

specifikus B sejt, és ez fokozott diverzitasu antigén-specifikus antitesteket eredményez.

Az FcRn transzgénikus technoldgiat nemzetkozi szabadalmak védik (EU: EPO
EP2097444B1, Kanada: CA2670389, Ausztralia: AU2007323049, Kina: 200780043407.0,
Hong Kong: 2007323049, ill. USA, Japan a szabadalmi eljarasok jelenleg is zajlanak). Az
ImmunoGenes Kft e technologia ipari hasznositdsa érdekében 2007-ben kizardlagos
hasznositasi szerzédést kotott a szellemi termék tulajdonosaival, az ELTE-vel és az MBK-val.
2012 decemberében az ImmunoGenes és a Magyar Fejlesztési Bank, Corvinus Kockazati
Tékealap-kezeld Zrt 0j céget hozott létre — ImmunoGenes-ABS Zrt, amely hazai és kiilfoldi
megrendeldk szdmara fejleszt ellenanyagokat az FcRn transzgénikus egerek és nyulak
alkalmazaséval.

Az uj technologia mitkédoképességét a kozelmultban a Kyowa Hakko Kirin (KHK) vezeto
japan gyogyszergyar is visszaigazolta, melynek nyoman az ImmunoGenes és a KHK
hasznositasi szerzodest kotott (2014.09.08). A KHK terapias monoklondlis ellenanyagokat fog
az altalunk létrehozott bFcRn Tg egerekkel fejleszteni.

A jelen palyazat kutatdsai egy korabbi fejlesztés kiegészitését jelentik, amelynek lényege,
hogy az FcRn molekulat fokozott mértékben kifejezé egerek hatékonyabb immunvalasszal
termelnek monoklonalis ellenanyagokat termeld hibridomat, még olyan esetekben is, amikor a
hagyomanyos eljarasok kudarcot vallanak. Mindezeket a korabbi eredményeket értékes uj
kisérleti adatokkal sikeriilt kiegésziteniink, amelyek ennek a Tg modellnek a pontosabb
értelmezését és ezen keresztiil hasznositasat tamogatjak.
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