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Az embsok szervezetében talalhatd immunglobulinok (Igxtkdegjelentsebb és
legnagyobb mennyiségben megtalalheliénanyag az 1gG, mely a virusok, baktériumok és
parazitas fetizésekkel szemben biztosit védelmet. Az IgG miutAardaigénnel kapcsolodott,
allergias, gyulladasos folyamatokat indukal, aktigéaz immunsejteket, és az immunrendszer
humoralis elemeit.

Az embsokben az Ujszuldttek immunvédettsége még nem lal&ku hanem az
anyabol az utdédokba IgG molekuldk atadasa tortémidy biztositja a korai fefzésekkel
szembeni védekezést. Ehhez a folyamathoz azonbédtefezheben szikség van egy
receptor molekulara, mely képes megkétni és saailitaz anyai immunglobulinokat,
elsbsorban sejtes barriereken keresztil. Ezt a redeptar az 6tvenes években vizsgaltak,
IgG specifikusnak bizonyult, és telitheanodon niikddott (Brambell et. al., 1958). Ma ezt
a receptor molekulat neonatalis Fc receptor molekémt ismerjuk (FcRn).

Az anyai IgG atadasanak harothifanya alakult ki az emdé allatokban. Lehéség
van a magzati korban az immun transzportot bizositErre j0 példa az ember és a nyul.
Bizonyos allatok, pl a kédzo6 allatok kizarélag az an. focstejjel, vagy kolosmimal adjak at
az anyai immunglobulinokat. A harmadik csoportbganl embsallatok tartoznak, melyek
mindkét utvonalat hasznaljak. llyenek a ragcsadéka ragadozok.

A véraramban talalhatd 1gG molekuldk a leghosszéhdtideji fehériék kozé
tartoznak. Ezt a szervezet egy $éuoblekulaval biztositja, mely meggatolja az IgG-t a
lebontastol. Ezt a védelmet a kapillarisok endegjfjeiben szintén az FCRn molekula végzi
(Waldmann és Strober 1969). Az IgG katabolizmusaméktositasa, €s az anyai
immunvalasz atadasanak folyamata, tehat azonoskuldlleoz kothei.

A neonatalis Fc receptor egy heterodimer molekalagly egya-lancbdl és a
hozz& masodlagos kirokkel kapcsolod@2-mikroglobulinbdl éplil fel. Nehéz lanca a
sejtmembranhoz kapcsolodik, és harom extraceltiiegysegh all.

A receptor kapcsoldédasa az immunoglobulinhoz aZgedsimeretek szerint nagyon
szigoruan pH fugsy A kotédés alacsony pH (pH 6.0) mellett térténik mig seese
korilmények kozott bekdvetkezik a disszociacio (Sier és Mostov 1989). Az epithelialis és
endotél sejtekben a korai endoszémak savas korde koddik az 1gG, majd az IgG
molekuldk transzcitézissal a sejt tuloldalara kee#l vagy Ujra visszajutnak a keringésbe és
disszocialnak (Ghetie et.al. 2002).

Az FcRn jellemzése tobb allatfajpan megtortént, igggert ragcsalokban, emberben,
sertésben, szarvasmarhaban, juhban, tevében (Rtbleal976, Cianga et.al. 1999
Schnulle et.al. 2003, Kacskovics et.al. 2000, 20H)7).

Annak ellenére, hogy az anyai IgG molekulak tr@msgat az utddokba
legebbszor nyulban vizsgaltdk, majd ezt Kkiterjesztettékol@miai vizsgalatokra
(Kraehenbuhl és Campiche 1969.) is, a nyul FcRnekd&ris jellemzése sosem
tortént meg. Ebben a palyazatban a nyul FcRn mddeisu kibnozasat, expresszios
jellemzésétiztik ki célként, és valositottuk meg.

Két gyakorlati szempontbdl is fontos a nyul FcRalekula. Egyrészt ugyanugy
kizardlag magzati korban torténik az anyai IgG asal mint az emberben, emiatt az
adott folyamatoknak a legjobb modellallata. Mastésgy publikacioban felvetik



annak leheiségét, hogy a nyul FcRn molekula nem pH féiggédon niikddik (Meads
and Wild, 1994).

Palydzatunkban azonban sikerult igazolni, hogy ailngeonatalis Fc receptor
hasonl6an a tobbi edallathoz Ph fliggen koti meg az IgG-t, és disszocial az 1gG
molekularadl.

A kisérletekben felhasznalt legfontosabb mbdszerek

A nyul FcRn cDNS azonositasa 5’ illetve 3' RACE-PCRnodszerrel.

Nyul mdj, valamint Iép majszovetbRNS-t izolaltunk, majd az 5° RACE System for
Rapid Amplification of cDNA Ends Version 2.0 Kit nftitrogen, UK) segitsegével
felszaporitottuk a nydl FcRn 5’ végét az utmutakoneegfeleben génspecifikus primerek
felhasznalasaval.

Kiindulasként egy in silico modszerrel kivalasztottvid nydl EST-t hasznéltunk, mely
hasonlosagot mutatott az émlIFcRn szekvenciakhoz (Genbanki azonosito DN8885%38)
kapott PCR fragmentet tisztitas utan szekvenciazadsnek vetettik ala.

A 3 RACE PCR soran a fent leirt RNS-t valamint cBMN hasznaltuk fel egy
kétlepéses PCR soran. A masodik reakcioban kapotbp hosszusagu fragmentet izolaltuk,
és szekvendltuk. Az 5’ és 3' RACE PCR soran kapdditok alapjan két génspecifikus primer
segitségeével (5’prime2f and 3'prime2r) sikerulstporitani a teljes kodolo regiét, majd azt
pPpGEM T Easy plazmid vektorba klonoztuk, és Gjraseelltuk.

A kisérletben hasznalt primereket az 1. tablazgiaffa 6ssze.

5" RACE Primer neve
(AAP) primer

Szekvencia (- 3)) Fragment mére
GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG -

GGI IGG GIl GGG IIG
(AUAP) primer -

GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC

Génspecifikus AAG CCC AGG CGT AGA AGG

(GSP)1 r
GSP2 r GCTCCTTCCACT CCAGGTT 700 (with AAP
GSP3 r GCT TGG GGT CGAAACTCAT 510 (with AUAR)

3'RACE PCR primerek

RACE1

GAC TCG AGT CGA CAT CGA (T)17

RACE2 GAC TCG AGT CGA CAT CGA -

GSP4_f AAC CTT CCT GCT CAC CTC CT 700 (with RAQER
GSP5_f GCG ACG AGT ACC GCT ACA G 600 (with RACER)
5'prime2f AGC TCG GCC ACG CAG CAT 1150
3'prime2r GAT TCC AGG GGT CTC ACA GC

1. tdblazat Primer szekvenciak
Az FcRn szoOveti megjelenésének vizsgalata RT-PCR dszerrel.

Az FcRn szoveti megjelenését RT-PCR modszerel aldg felhasznalva a
génspecifikus R1B1f (CTGAACGGTGAGGACTTCAT ) és GSPprimereket
(AAGCCCAGGCGTAGAAGG). Kontrolkent nyal GAPDH-t alkaaztunk (RabGAPDHf
GAGCTGAACGGGAAACTCAC, RabGAPDHr CCCTGTTGCTGTAGCCAAA. Total



RNS-t tisztitottunk vese, petefészek, méh, nyawjrinyirokcsomoé, tidl agy, méaj, Iép,
vékonybél, méhlepény, amnion, és szikzacsko szkh@teRNABee (AMS Biotechnology,
UK) reagens felhasznaldsaval a gyarté utmutatasémefeleben. A Promega egylépéses
Access RT-PCR kitjét felhasznalva szaporitottuk delmegfeled fragmenteket a gyar
utasitasainak megfeten. A PCR program a kdvetkik&ppen alakult: 48 °C 45 perc, 94 °C 2
perc, 40 ciklus 94 °C 30 s, 60 °C 1 perc és 68 perc, 68 °C 7 perc. A fragmenteket 1-2%-
0s agardz gélen valasztottuk el.

Western hibridizacié

A szoéveti mintdkat 7-8 térfogat jéghideg PBS-bembgenizaltuk, majd 1 perces
10000 RPM centrifugalast kowen a feluliszot kilénbézkoncentracidkban kdzvetlendl
0sszekevertik a mintapufferrel. A mintdkat 12% SPE5E gélen futtattuk, majd Hybond-P
PVDF membranra (Amersham, UK) blottoltuk. Ezt kdest kecskében termelt egér FCcRn
elsbdleges ellenanyagot (K-13, 20§ml, Santa Cruz, USA) 1:1000 higitdsban haszniéltun
A masodlagos ellenanyag 1:50000 higitasban haskn@izamar anti-kecske 19gG HRP,
10Qug/ml, Santa Cruz, USA). A detektalast ECL-Plus éittégeztik (Amersham, UK).

FcRn specifikus peptid ellenanyag termeltetése banafitojasban

Kereskedelmi forgalomban j6 ntisédi, nem nyudlban termelt immunhisztokémiahoz
j6l hasznalhatd FcRn specifikus poliklonalis elleyag nincsen. Kisérleteinkben
felhasznaltuk az ELTE-n a szarvasmarha FcRn ellanorbfi tojasban termeltetett
ellenanyagot. A munkahoz Bovans Goldline X Bovamsa\hybrid tojokat hasznaltunk. Az
immunizalashoz alkalmazott peptidet megszintetittilk (SIGMA Genosys), és ezzel
vegeztik az immunizalast. A tojokat négy alkalommnamunizaltuk (0., 14., 28., 63., 97.
napon) KLH-hoz kotott peptiddel (5 mg peptid, 3 KigH PBS-ben, dializalast kovéen 500
Hg komplexszel immunizaltunk allatonként). A tojgasbfolyamatosan giytottik €s 4 °C -on
taroltuk az ellenanyag tisztitdsaig. A tisztitdskeoztojas sargét elkulonitettik a fehéffét
majd 15 ml sargdhoz 60 ml vizet adtunk, kevertettik min, RT) majd 9 ml dextran-
szulfatot (10%) tovabb4a 3 ml CaCl2-ot (1M) adturdzré kevertetés mellett (30 min, RT).
Ezt kdveten lecentrifugaltuk (3000 rpm, 20 min, RT) majdiseta fellluszéhoz 7,3 g
NaSO4-et adtunk, és razogatas mellett megvartuketotflodik, majd lecentrifugaltuk (3000
rom, 20 min, RT) A csapadékot 2,5 ml pufferben Itdttuk, majd dializaltuk (1000X
mennyiség pufferrel szemben 3-szor). A koncentraciét 8 mefendllitottuk be.

Immunhisztokémia

Immunhisztokémidhoz a mintakat 23 napos vemhesakial nyertik. Szikzacskot,
placentat és amniont @yottink, majd 4% PFA-ban taroltuk 12 éran kerekzAi PFA
kimosasat kovéen emelked alkoholsorba helyeztilk a mintédkat 1-1 6rara (7@4®0%,
2X100%), majd xylolba martottuk 2X1 ¢6rara, és plmbb agyaztuk. 4 mikrométeres
metszetek készitése utan a metszeteket deparafinahajd antigén feltarast végeztink 10
mM citrat pufferben pH 6.0 95 °C-on 10 percig. Azdegén peroxidazt 1% Hidrogeén-
peroxiddal blokkoltuk, majd 2X10 perc vizes mogdé&dtetben 10 percig PBS-ben aztattuk a
metszeteket. A blokkolashoz 2.5% BSA-t hasznalteB-ben, 1 6ran keresztil szobahA
metszeteket az éldleges ellenanyaggal (K-13 1:70 higitas; tojaskamelt FCRn ellenanyag
1:50 higitas) 1% BSA/PBS-ben tartottuk 4 °C-on zgkén keresztil. BSA/PBS mosasi
Iépéseket kovéen a masodlagos ellenanyagot (szamar anti kecskéHRP sc-2020 Santa
Cruz 1:150 higitasban; Csirke IgY-HRP ab7118 Abdab00 higitasban)l éran keresztlil



szobalén adtuk a metszetekhez. A detektaldshoz 0.25 nighARl festéket hasznaltunk PBS-
ben oldva szobdim. A metszeteket Meyer féle hematoxylin festékkdntestettiik és DPX
médiummal fedtik le.

Eredmények

A nydl FcRn klénozésa és szekvenciaelemzése

A kisérletek soran kapott teljes cDNS hossza ki ib(1. abra- C).

1. 4bra A teljes cDNS klonozéasa. A-5’RACE; B-3' RB(C-Teljes hosszusagu cDNS klon

A teljes cDNS szekvencia 80% hasonlosagot mutatemsgav szinten az emberi kodold
szekvenciahoz, 78% a hasonlosag a szarvasmari@¥€basonldsag tapasztalhaté az egér és
patkany szekvenciakhoz (2. &bra). A kapott szekaerec (WO/2008/062383) szabadalom
tartalmazza.

10 20 30 40 50 60 70 80

........ [T R R BN TR B BEUUUN SRS IR U BN DU U BN
Human FcRn 1 ATGGGGGICC OGOGGCCTCA GCCCTGGGOG CTG - - GAGC TCCTGCTCTT TCTCCTTCCT GGGAGCCTGG GUGCAGAAAG
Mouse FcRn 1 ATGGGGAT-- ---- GCCACT GCCCTGGGOC CTC - - AGCC TCTTGTTGGT CCTCCTGOCT CAGACCTGGG GCTCAGAGAC
Rat FCR1 1  ATGGGGAT-- ---- GTCCCA GCCCGGGGTC CTCCTCAGCC TCTTATTGGT CCTCCTGOCT CAGACCTGGG GAGCGGAGOC
Rabbit FcRn 1~ ATGGGGOGCC OCOGGCTTCT GCCCGGOGOG CTG - - CGCC TOCTGCTCTG CCTGCTTCCC GGGACCCTGG CTGCAGGGAG

| | | | | | | | | | | | |
Human FcRn 78  CCACCTCTCC CTCCTGTACC ACCTTACCGC GGTGICCTCG CCTGOCCCGG GGACTCCTGC CTTCTGGGTG TCOGGCTGRC
Mouse FcRn 72 CCGOCCCCCA CTGATGTATC ATCTCACGGC TGTGTCAAAC CCATCTACGG GGCTTCCCTC TTTCTGGGCC ACAGGCTGGT
Rat FcRn 75  CCGICTCCCA CTGATGTATC ATCTTGCAGC TGTGTCTGAC TTATCAACGG GGCTTCCCTC TTTCTGGGECC ACGGECTGEC
Rabbit FcRn 78  CCATCTCTCC CTCCTGTACC ACATCACGGC CGTGACCGAC CCCCATGGGG GGACTCCCTC CTTCTTTGIG TCOGGCTGEC

| | | | | | | | | | |
Human FcRn 158 TGGGCOCGCA GCAGTACCTG AGCTACAATA GCCTGOGEGG CGAGBCGGAG CCCTGTGGAG CTTGGGTCTG GGAAAACCAG
Mouse FcRn 152 TGGGTCCTCA GCAGTATCTG ACCTACAACA GCCTGCOGGCA GGAAGCTGAC CCCTGTGGGG CCTGGATGTG GGAAAATCAG
Rat FcRn 155 TGGGTGCTCA GCAATATCTG ACCTACAACA ACCTGCGGCA GGAGGCTGAC CCCTGTGGGG CCTGGATATG GGAAAACCAG
Rabbit FcRn 158 TGGGCOCCCA GCAGTACCTG AGCTACAGCA ACAGGCGGTC GGAGBCGGAG CCCTATGGGG CTTGGATCTG GGAAAGCCAG

|
Human FcRn 238 GIGICCTGGT ATTGGGAGAA AGAGACCACA GATCTGAGGA TCAAGGAGAA GCTCTTTCTG GAAGCTTTCA AAGCTTTGGG
Mouse FcRn 232 GIGICTTGGT ATTGGGAGAA GGAGACCACA GACCTCAAAA GCAAAGAACA GCTCTTCTTG GAGGCCCTCA AGACCCTGGA
Rat FcRn 235 GIGICTTGGT ATTGGGAGAA GGAGACCACG GATCTGAAAA GCAAAGAACA GCTCTTCTTG GAGGCCATCA GGACCCTGGA
Rabbit FcRn 238 GTGICCTGGT ACTGGGAGAA AGAGACCGTG GACCTGAAGA ACAAACAGCA GCTCTTTCTG GAAGCTCTCG AAGTGCTGGG

| |
Human FcRn 318 GGG ----- A AAAGGTCCCT ACACTCTGCA GGGCCTGCTG GGCTGTGAAC TGGGOCCTGA CAACACCTCG GTGCCCACCG
Mouse FcRn 312 GAAGATATTA AATGGGACCT ACACACTGCA GGGCCTGCTG GGCTGTGAAC TGGCCTCGGA TAATTCCTCA GTGCCCACGG
Rat FcRn 315 GAACCAAATA AATGGGACCT TCACACTGCA GGGOCTGCTG GGCTGTGAAC TGGCCCCTGA TAATTCTTCA TTGCCCACGG
Rabbit FcRn 318 GG ------- - AAGGTTCCT ACACCCTGCA GGGCCTGCTG GGCTGTGAGC TGGGCCCAGA CAACGCCTCG GI'GCCCACAG

| | | | | | | | | | | |
Human FcRn 392 CCAAGITCGC CCTGAACGGEC GAGGAGTTCA TGAATTTCGA CCTCAAGCAG GGCACCTGGG GTGGGGACTG GCCCGAGGCC
Mouse FcRn 392 CTGIGITTGC CCTCAATGGT GAGGAGTTTA TGAAATTCAA CCCAAGAATC GGCAATTGGA CTGGGGAGTG GCCTGAGACG
Rat FcRn 395 CTGIGITTGC CCTCAATGGT GAGGAGITCA TGCGGITCAA CCCAAGAACG GGCAACTGGA GTGGGGAGIG GCCGGAGACA
Rabbit FcRn 389 CCAAGITCGC CCTGAACGGT GAGGACTTCA TGAGTTTCGA CCCCAAGCAG GGCAGCTGGG CTGGGGAGTG GCOCGAGGCC

|
Human FcRn 472 CTGGCTATCA GTCAGCGGIG GCAGCAGCAG GACAAGGCOGG CCAACAAGGA GCTCACCTTC CTGCTATTCT CCTGCCCGCA
Mouse FCRn 472 GAAATCGITG CTAATCTGIG GATGAAGCAG CCTGATGOGG CCAGGAAGGA GAGCGAGTTC CTGCTAAACT CTTGTCCGGA
Rat FcRn 475 GATATCGITG GTAATCTGTG GATGAAGCAA CCTGAGGOGG CCAGGAAGGA GAGCGAGITC CTGCTAACTT CTTGTICCTGA
Rabbit FcRn 469 CTGOGGATCA GCACCAGGTG GCAGCAGCAG GCCGAGGOGG TCAGCAAGGA GAGAACCTTC CTGCTCACCT CCTGCCCCCA



570 580 590 600 610 620 630 640

P R R R AT Rt AT Tl Rl Rl R Rt NIRRTl et

Human FcRn 552 COGOCTGOGG GAGCACCTGG AGAGGGECCG CGGAAACCTG GAGT! AGCCCCCCTC CATGCGCCTG AAGGCCCGAC
Mouse FcRn 552 GOGACTGCTA GGOCACCTGG AGAGGGECCG ACGGAACCTG GAGTGGAAGG AGCCGCOGTC TATGCGCCTG AAGGCCCGTC
Rat FcRn 555 GOGGCTGCTA GGOCACCTGG AGAGGGECCG TCAGAACCTG GAGTGGAAGG AGCCGCCATC TATGCGCCTG AAGGCCCGTC
Rabbit FcRn 549 GCOGGCTGCTG GGGCACCTGG AGAGGBGECOG CGGCAACCTG GAGTGGAAGG AGCCGCOCTC CATGOGCCTG AAGGCCCGRC

650 660 670 680 690 700 710 720
IRl RERT N EEE A e e e ]

Human FcRn 632 GCA( TGGCTTTTCC GIGCTT, GCGCCTT CTCCTTCTAC CCTCCGGAGC TGCAACTTCG GITCCT
Mouse FcRn 632 CTGGBCAACTC TGGCTCCTCC GI'GCTGACCT GTGCTGCTTT CTCCTTCTAC CCACCGGAGC TCAAGTTCCG ATTCCTGCGC
Rat FcRn 635 CTGGCAACTC TGGCTCCTCA GTACTGACCT GTGCTGCTTT CTCCTTCTAC CCGCCGGAGC TCAAGITTCG ATTCCTGCGC
Rabbit FcRn 629 CCGGCCCTCC OGGCTTCTCC GTGCTCACCT GCAGCGCCTT CTCCTTCTAC CCACCGGAGC TGCAGITOGG ATTCCTCCGG

730 740 750 760 770 780 790 800

IR ERRE R R U Rt RETR Rl ATt KPRl NSt Bl REEtl DR BERR DR

Human FcRn 712  AATGGGCTGG COGCTGGCAC CGGOCA( GACTTOGGCC CCAACA \TCCTTC CACGCCTCGT CGTCACTAAC
Mouse FcRn 712 AATGGGCTAG CCTCAGGCTC CGGGAATTGC AGCACTGGTC CCAATGGAGA TGGCTCTTTC CACGCATGGT CATTGCTGGA
Rat FcRn 715 AATGGGCTAG CCTCAGGCTC TGGGAATTGC AGCACTGGTC CCAATGGTGA TGGATCTTTC CATGCATGGT CATTGCTAGA
Rabbit FcRn 709 AATGGGATGG CGGEOCGGCTC CGGAGAGGGC GGCTTOGECC CCAACGEOGA CGGCTCCTTC TACGOCTGSG CTTCGCTGTC

810 820 830 840 850 860 870 880

s Tl R Rt R RESR RET ER SRR Rt NERE KRRl R e

Human FcRn 792 AGTCAAAAGT GGCGATGAGC ACCACTACTG CTGCATTGTG GGCTGGOGCA GOCCCT GT'GGAGCTGG
Mouse FcRn 792 GGTCAAACGT GGAGATGAGC ACCATTATCA ATGICAAGTG GAGCATGAGG GGCTGGCACA GCCTCTCACT GTGGACCTAG
Rat FcRn 795 GGTCAAACGT GGAGATGAAC ACCATTACCA ATGICAAGTG GAGCATGAGG GGCTGGOCCA GCCTCTCACT GTGGACCTAG
Rabbit FcRn 789 CGIGCGCAGC GGCGACGAGT ACCGCTACAG CTGOGTGGTG CGOCACGCGG GGCTGCOGCA GCCGCTGICG GTGGCGCTGG

890 900 910 920 930 940 950 960

IEEE BTl RERTE RS RERSRE EREEE NERR REE BTN KRR NEEE Rl N SRRt TR Rl

Human FcRn 872 AATCT GT GTGCTCGIGG TGGGAATCOGT CATCGGTGTC TTGCTACTCA CGGCA( TGTAGGAGGA
Mouse FcRn 872 ATTCATCAGC CAGATCTTCT GTGCCTGTGG TTGGAATCGT TCTTGGTTTA TTGCTGGTGG TAGTGGCCAT CGCAGGCGGT
Rat FcRn 875 ATTOGCCOGC CAGATCTTCT GIGCCTGIGG TCGGAATCAT TCTTGGITTA TTGCTGGTGG TAGTGGCCAT CGCAGGGGGT
Rabbit FcRn 869 ATTGGOCAGC CCAGICCTCG GTGACCGTGG CGGGCATCGT TGTCGGCGTC CTGCTGCTGG TGEOCGTGEC CGOGRGAGCT

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
SRRl ERRE B R BT R AR KR AR Kl AT R Nl SRt Rl Rt |
Human FcRn 952 GCTCTGITGT GGAGAAGGAT GAGGAGTGGG CTGOCA( CTTGGATCTC CCTTCGT CGACACCG GGGTCCT
Mouse FcRn 952 GTGCTGCTGT GGGGCAGGAT GOGCAGCGGT CTGOCAGOCC CATGGCTTTC TCTCAGOGGC GATGACTCTG GTGACCTGIT
Rat FcRn 955 GTGCTGCTAT GGAACAGGAT GOGAAGTGGG CTGOCAGCCC CATGGCTTTC TCTCAGTGGT GATGACTCTG GOGACCTATT
Rabbit FcRn 949 GOCCTGGOGT GGAGGAGGA- - - GGAGEGEG CTGOCAGOCC OCTGGGTCTT TCTCOGTGGG GACGACATCA GAACGCTCCT

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

PR SRR R KRR RETREN BREES NEREES KRN SRR PR NERERS RIC) TR R NS et |
Human FcRn 1032 GOOCA( GGGGA AGGATGCTGA TTTGAAGGAT GTAAATGTGA TTCCAGOCAC CGCCTS TCOGCCATTC
Mbuse FcRn 1032 GOCTGGTGGG AACTTGOCOC CAGAAGCTGA ACCTCAAGGT GCAAATGCCT TTCCAGCCAC TTCCTGATGC AGACTCGGGC
Rat FcRn 1035 GOCTGGTGGG AACTTGOCCC CGGAGGCTGA ACCTCAAGGT GTAAATGOCT TTCOGGCCAC TTCCTGATGC CAACOCAGGC
Rabbit FCRN 1026 GOOC ----- --------- C AAGACGAGGG COCCCAGGAC GTGAGCGOCT TOCCGGOCAC TGOCTGA-- - - - - ------

2. 4bra Az emberi, az egér, a patkany és a nyuhBzRkvencia szifitbsszehasonlitsa.

A szekvencia 6sszehasonlitast kéeet elvégeztilk a cDNS filogenetikai vizsgalatat.
A 3. abran ol latszik, hogy a haziallatok kozul emberi FcRn-hez a nydl FcRn (O.
cuniculus) all a legkozelebb. Tekintve az IgG nradéis transzfer alapvéthasonlésagat, ez
az eredmény nem meglep

B. taurus breed Holstein friesian 1gG..

O. aries FcRn

S. scrofa FCGRT

dromedary

C. familiaris LOC476414

R. leschenaulti FcRn

M. fascicularis Femn

chimpanzee Feng

P. pygmasus DKFZp469n2012
H. sapiens FCGRT

100 L 0. cuniculus FeRn

[ R nonegicus Fogrt
100 M. musculus FVB/N Fogrt

T. wipecula FCGN
100 L apossum

3. abra az FcRn cDNS-ek filogenetikai torzsfajaCaniculus-nyal

A kapott cDNS szekvencia alapjan elkészitettik redeztetett aminosav szekvenciat
is. A fehérjeszekvencia 71%, 62%, ill 63% hasorgésdnutat az ismert emberi, egér és
patkany szekvenciakkal. A szekvencia alapjan a Rgln nehéz lanca harom extracellularis,



egy transzmembran, valamint egy citoplazmatikuskfamotivumot hordoz, hasonléan az
eddig ismert FcRn fehérjékhez. A legmagasabb kealtsagot a 3. exon altal kodolt 2. alfa
lanc mutatta (4.abra).

1 Leading Sequence

CG! AEHQVOWY
YGR WIWESOVINY WE

138

¢ DEGE

kany, az egér és a nyuhFeRerjék 6sszehasonlitasa. A fekete
nyilak a killonboé fehérje domeének kezdetét jeldlik. Alpha Chainadéincok, TM-
transzmembran domén, Cyt- citoplazmas farok.

A fenti adatok alapjan elkészitettiik az FcRn fahdrolekulak torzsfajat (5.abra)
Hasonléan a cDNS adatokhoz latszik, hogy a ragks@dgyon kozeli rokonok, azonban az
emberi FcRn molekula a ragcséaloktdl viszonylag tdeglal helyet (Story et. al 1994). A
nyul FcRn a ket kozott helyezkedik el.

ovineFcRn AAN31410.
bovineFcRn AAFE0956.
dromFcRn AY884681
swineFcRn NP 999362
dogFcRn XP 533618.
macagqueFcRn AAL92101.
humanFcRn NP 004898,
orangutanFcRn CAH91583

68

58

1001 0. cuniculus neonatal Fe receptor

[— ratFcRn P13599
100 L mouseFcRn Q61559 .

[ possum FcRn AAG28301.
wol— opossum

5. &bra Az FcRn fehérje molekulak torzsfaja.



Erdekes kovetkeztetések vonhaték le, ha megvizdgdly ismert, és az 1gG-FcRn
kotésben, valamint a molekula egyéb tulajdonsagailsaerepet jatsz6 aminosavak
konzervaltsagat a nyul esetében. Az alfa-1 domémdzer és a nyul esetében tartalmaz 2 ill.
3 aminosav-deléciot. Ez egy N-glikozilacios helyagcsalokban, és altalaban jellémaz
MHC-I fehérjékre. Az alfa-2 doménben a Glull7, ARl Glul32, Trp133, Glul35 és
Aspl137 aminosavak konzervaltak a fajok kozott. Alresetében azonban a Glu118 ASP118-
ra, Aspl37 Leul37-re csedébtt. Ez utdbbi csere az ember esetében is meugadal

Az alfa-3 doménben az Asn225 a ragcsalokban az oRar kotés letrehozasaban
fontos szénhidrat molekuldhoz képes kapcsolddniaEgdlban nem konzervalt struktara.
Ezzel szemben a Gly191, mely alagvaz FCRn-lIgG interakcidban, a nyulban is konzervalt
aminosav oldallanc. Erdekes moédon a His250 és His@lBallancok, melyek mutacioja
csokkent 1gG kotdédést mutat ragcsalokban, valankohzervalt az emberben és a
szarvasmarhaban is, a nyulban Tyr és Arg oldalléetejlodott.

A citoplazmas egységben talalhatdé Ser313 amincsatos$ szerepet tolt be az FcRn
apikalis-bazolateralis transzportjaban. A trantezis Ser-foszforilacion keresztiil
szabalyozott folyamat. Ez érdekes moddon a nyulbdE,Phasonléan az erszényes
rékakuzuhoz, valamint a tevéhez. Ez a tipusu miitazi lgG kivalasztas felé tolhatja el a
transzportfolyamatot (Kacskovics et. al, 2007). Ap31l1l, valamint a farok doménban
taldlhatd dileucin motivum az endocitézis szempgdd fontos oldallancok mind
konzervaltak a nyulban is. Az ismert, illetve a hygsetében feltételezett I1gG-FcRn
interakciéban szerepet jatszé aminosav oldallanisdzehasonlité adatai a 2. tablazatban
talalhatok (Ober et.al. 2001 és Martin et.al. 28@&pjan)

RatFcRn  RatlgG HumanFcRn HumanlgG Rabbit FcRn  Rabbit IgG

Glu117 lle253  Glu117 lle253 Glu117 lle253
Glu118 His310 Glu118 His310 Asp118 His310
Glu132 His435 Asp132 His435 Glu13z His435
Trp133 His43dg Trp133 Tyrd436 Trp133 Tyrd36
Glu135 Glu13s Glu135

Asp137 Leu137 Leu137

Gly191 Ser191 Gly191

Trp311 Trp311 Trp311

Ser313 Ser313 Phe313

Asp317/318 Asp317/318 Asp317/318
Leu322/323 Leu321/322 Leu318/319

2. tablazat. Az FcRn-1gG kotésben szerepet jatsraasav oldallancok dsszehasonlitd
tablazata.

A nyul FcRn szoveti megjelenésének vizsgalata

A nyul neonatalis Fc receptor nehéz lancanak se@leszlasat RT-PCR moddszerrel
vizsgaltuk. A vizsgalt szovetek (vese, petefésmaéh, nyalmirigy, nyirokcsomo, tad agy,
maj, lép, vékonybél, méhlepény, amnion, és szikagcmind expresszaltak az FCRn RNS-t
(6.4bra.). Ez az eredmény nem okozott nagy medgspdiiszen az egdallatokban jatszott
szerepénél fogva az FcRn a kapillaris endotél ldegte jelen van. Azon szdvetek melyek
tartalmaznak kapillaris endotél sejteket, feltébat megjelenitik az FcRn molekulat. Ez a
feltételezéslink beigazolédott. Az anyai immunitdadasaban fontos szerepet bétolt
szovetek (placenta, amnion és szikzacskd) szintétattak FCRn expressziot, habar az
aminonban csak nagyon gyenge jelet figyelhetliink.nizga megfigyelés megegyezik az
emberi expresszionak melyet Story et. al. Vizsyag4-ben.



A legujabb megfigyelések szerint az FcCRn megjel&dikvetlenil az immunsejtekben
is, igy pl a monocitakban és a makrofagokban. Pofiokcidja egyéire itt nem ismert,
felteheben az adaptiv immunvalasz iniciacidjdban, az antigiéezentaciéban, és a
fagocitozisban jatszhat szerepet (Akilesh et.al7208ikerdlt nyalbdl makrofag €s monocita
sejtpopulaciét tisztitani, ezek tisztasaga meghala®5%-ot. A tisztitott sejtpopulécidkban is
megvizsgaltuk az FCRn expressziojat, és sikeriiltban is igazolni az FcRn jelenlétét RNS
szinten mind a makrofag, mind a monocita sejteKbeaibra).
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6. abra A nydl FcRn széveti megjelenése. &é9 panel FcRn vizsgalatok, alsé panel (B)
endogén kontrol (GAPDH). L — marker, 1 — vese,etefészek, 3 -méh, 4 — nyalmirigy 5 —
nyirokcsomo 6 — tisl 7 — agy, 8 — maj, 9 - Iép, 10 — vékonybél, Hdmnion, 12 —
méhlepény, 13 — szikzacsko, 14 — negativ kontRING), 15 — negativ kontrol (reverz
transzkriptaz -) 16 — monocita, 17 — makrofag.

Az anyai immunitas atadasaban fontos szévetekbgrizsgalatokat megismételtik
Western hibridizaciéval is. A kisérletekhez a Safeuz Biotechnology FcRn K-13
ellenanyagat hasznaltuk. Ez &derban emberi FCRn-re tervezett antitest, de ddiiesn
felismer egyéb fajokat is (egér, patkany, szarvakajaA kisérletek szerint a szikzacské és a

placenta d¥s jelet mutat, viszont az amnionban gyakorlatilagiiehetett kimutatni a fehérje
terméket (7.abra) 1 2- 3

70 kDa—P

55 kDa—p»

40kDa—B o b

7. 4bra Az anyai immunitdsban szerepet jatsz6 sekbWeRN expresszidja fehérje szinten. 1-
amnion, 2-szikzacskd, 3-meéhlepény

A nydl FcRn szamitogépes analizis alapjan kalkut@tete 39.5 kDa, izoelektromos pontja
pl 6.25. A fenti western kisérletben a kapott jérate megfelel a vartnak.

Expresszios kisérleteinket kiterjesztettiik a kamaibriondlis idszakra is. Ebben a
korai szakaszban irodalmi adatok egér embriok bsatésannak. Warner és munkatarsai
kimutattak, hogy egér esetében mar kétsejtes ebwdmids kimutathaté az FcRn. Nyl



esetében a legkorabbi expresszié a 6. napon vulitkthatd, mely gyakorlatilag megegyezik
nyulban az embriok méhbe tortébeagyazodasaval (8. abra)

L 1 2 3 4 5 6

8. abra A nyul FcRn megjelenése korai embrionarb&n. L-létra, 1- 3.5 napos nyul
blasztociszta, 2- 4.5 napos nyul blasztociszt8, r.apos nyul blasztociszta, 4- 9 napos nyul
embrid, 5- 13.5 napos nyul embrid, 6- negativ ku(ONS -).

Az FcRn sejtspecifikus megjelenésének vizsgalataaayai IgG atadasa idején

Az anyai IgG atadasanak pontos sejtsziniokalizaciojanak vizsgalatat
Immunhisztokémiaval végeztiik el nyulban. A kiséret anyanyulakbdl a kéisvemhesség
szakaszaban, a huszadik napot kdset amikor mar biztosan van IgG atadas, szoveti
metszeteket készitettlink a placentabdl, a szikbadskvalamint az aminonbdl. Ezekben a
szovetekben sejtszintokalizaciot vizsgaltunk. Mivel egy&le nincs j0 midsédi nydl FCRn
elleni ellenanyag, ezért két figgetlen poliklondiilenanyagot hasznéltunk a vizsgélatokhoz.
Ezek egyike emberre tervezett, poliklonalis (K18cdékeben termelt, ismerten reagal tobb
emibs FCRn molekulara. A masik ellenanyag szarvasmetlemanyag mely tojasban lett
termeltetve, emiatt az efid rendszerekben a keresztreakciok esélye sokkablkis
Vizsgalataink soran bebizonyitottuk, hogy a nylRRmem mutathat6 ki fehérje szinten az
amnion sejtjeiben. A placentaban a magzati oldaillésis endotél sejtjei expresszaljak az
FcRn-t. A szikzacskbéban az endodermdlis sejtek adipikrégidihoz kothét az FcRn
expresszio, biztositva az IgG atjutasat a magzaathgésbe (9,10 abra). Indirekt vizsgalatok
mar eddig is jelezték, hogy a nyul szikzacsko résttet az 1gG transzferben (Sonoda et.al
1973). Sejtszinten azonban neklnk sikerult elzgr bemutatni. Patkanyban, mely ragcsalo
faj, igy szintén hasznalja a magzati kor Gtvonafaanyai immunitas atadaséara, mar igazoltak
hogy a szikzacsko részt vesz a folyamatban (Ralres al 1990, Ahouse et.al. 1993). A
placenta FCRn expresszidjat in vivo rendszerberheglen igazoltak a syncytiotrofoblaszt
sejtekben. A nyudl placentaban a syncytiotrofoblasgitek nem expresszaljak az FcRn-t,
azonban a magzati oldalon mutatkozo kapillaris e¥ldejtekben tortégnmegjelenés felveti a
lehethiségét annak, hogy a nyul placenta is részt vesamgai immunitas atadasanak
folyamataban.



9. dbra. Az FcRn sejtszintokalizacidja. A és B placenta, a nyilak a magkapillaris

endotél sejteket mutatjak C és D szikzacskd, aary@ndoderm sejtréteg apikalis felszinén
mutatja az expressziét E és F, Az aminon nenddéstejtjei. G és H, Szikzacsko és placenta
negativ kontrol. (mérszakasz A, E, G- 200m; C, H- 100um; B,D,F-50um).Hasznalt
ellenanyag:kecske anti human FcRn (K13)

10. dbra Az FcRn sejtszintokalizacidja. A és B szikzacsko, C Az aminon nésidé
sejtjei. (méé szakasz 5@m).Hasznalt ellenanyag:csirke anti bovine FCRn

A nyul FcRn pH fliggé miikddésének vizsgalata

Az eddig megismert FcRn molekulak mindegyike szigor pH flig§g maodon
muikddik. Alacsony pH mellett képes megkétni az IgGlekaldkat (pH 6.0), semleges pH
érték mellett megtorténik a disszociacid. Azonbaeads and Wild arra kovetkeztetésre
jutottak, hogy a nydl FcRn molekula nem pH fiégg mikoddik. Ha ez igaznak



bizonyul, akkor a nydl FcRn alapwetn méasképp ikddik mint az emdsdkben eddig
megismert neonatalis Fc receptorok, és ez felvetimalekula 0 funkcidinak
lehethségét is. Ezt az elméletet mi mindenképpen cafebgy igazolni szerettik
volna. EB megkozelitésként egy viszonylag egyszegndszert valasztottunk. Ebben a
tisztitott nydal FcCRn nehéz lancat, a tisztitott hyaéta-2 mikroglobulint, valamint
kereskedelmileg kaphatd tisztitott nydl 1gG molelwdt vizsgaltunk volna surface
plasmon resonance (SPR) vizsgalati eszkdzzel, mldglmas nemcsak a molekulak
kozotti kotesedsségek vizsgalatara, hanem atfolyd rendszerbenighéfs vizsgalatara
is. Kisérleteinkhez klénoztuk a nyul béta-2 mikrogllin teljes cDNS-t, melyet pGem
T Easy vektorba klénoztunk, és szekvenaltunk. A dtapfragment 100%-ban
megegyezett a génbankban talalt szekvenciavalk&z¢tben a béta-2 mikroglobulint
egy c-termindlis HIS tag-et hordozo diml expresszidos vektorba atklonoztuk
(pcDNA3.1/myc-His). A fehérje termeltetését megpiatibk emb epitélialis, valamint
egér o6ssejtvonalakban is. Habar RNS szinten kimutathawt va nyul béta-2
mikroglobulin, fehérjét nem tudtunk tisztitani a jtsenalakbol. Mivel az SPR
vizsgalatokhoz szikséges a béta-2 mikroglobulierjkdte, ezért az SPR vizsgalatokat
elvetettuk.

A pH flggést igy mas vizsgalati modszerrel, az lagardz precipitacioval és
azt koved Western hibridizacioval vizsgaltuk. Ebben az esatmagy mennyisédyg
vemhes nyul anyabol szarmazé szikzacskéd fehérpumot készitettiink. Kilonbéz
pH viszonyok mellett nyul IgG agar6zhoz kototukizatum fehérjéit. Ezt kdvéen
western blot techikaval vizsgaltuk, hogy az FcRyem korilmeények kozott kédik a
nyal 1gG-hez. A 11. &bra alapjan igazoltuk, hogynwilFcRn hasonléan az eddig
ismert FcCRn molekulakhoz pH fuggmodon ntikddik. Alacsony pH6.0 esetében
megtorténik a kotés, mig pH 7.4-nél disszociacivekkezik be az IgG és az FcRn
kozott.
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11. &bra A nyul FcRn pH flggése IgG agardz premipit koved Western hibridizacioval. 1—
szolubilis szarvasmarha bFcRn +control, 2— nydzaiskd + kontrol 3- pH 6.0 nem kotott
frakcio 4—pH 7.4 nem kotott frakeid 5— kotott frakgH 6.0 mellet, 6—kotott frakeid pH 7.4
mellett, M—molekulasuly marker

A pH flggés vizsgalata utan végsisérletként indirekt moédszerekkel megvizsgéltuk a
nyul IgG-nyul FcRn kotést. Anti-ovalbumin specifkunydl 1gG-t tartalmazo nydlszérumot
fecskendeztink febit nyulak véngjaba, majd ELISA rendszer segitsélgéy@mon kovettik
az Ova-lgG kiurulését. A kiurilés dinamikdja alapjanegallapitottuk a molekula
féléletidejét, mely atlagosan 11.93 napnak bizanystarvasmarha IgG féléletideje azonos
rendszerben 1.64 nap, mig az emberi IgG féléletidgjll rendszerben atlagosan 2.45 napnak
bizonyult. A vizsgélatok alapjan a nydl FcRn molekiegetsebben a nyudl 1gG-t kéti, és



védi a lebomlastdl, de képes mas @&nligG molekulakat is megkdtni. A kapott eredmények
egybevagnak a molekularis térzsfa alapjan varkékiéel.

Vizsgalataink bebizonyitottak, hogy az altalunk idaott és jellemzett molekula a
neonatalis nyul FcRn, mely alap¥etulajdonsagaiban megegyezik az eddig jellemzett és
megismert FcRn molekulakkal.

A legfontosabb eredmények dsszefoglalasa jelenéardt formajaban talalhato. A
Molecular Immunology szaklapba 2011 marcius végéldjiuk el az anyagot Cloning and
characterization of the rabbit neonatal Fc recemionen. Szeik: Lemos Ana Paula
Catunda, Judit Cervenak, Orsolya Hoffmann, Anitek&s, LaszI6 Hiripi,

Imre Kacskovics

Az eredmények kdzvetlen hasznositasa

A téma altal létrejott eredményeknek megindult azeflen hasznositasa. Az
Immunogenes Kft, az ELTE, valamint az MBK kozoskiélzése olyan transzgenikus nyulak
kifejlesztése amelyek lényegesen tdbb, antigén ifdpex ellenanyagot termelnek. A
fejlesztés alapjat az a felismerés adja, amelyirdizar FcRn kifejeéddésének fokozasa az
antigén specifikus B-sejtek szamanak és az ellagoky termeldésének novekedéseét,
valamint az 1gG tipusu ellenanyagok csokkent mértékomlasat eredményezi transzgénikus
egérben. A Kkisérleteket az OM-00117-00120/2008 @=itdju IGRABBIT palyazat
tamogatja. A fenti projekt soran létrehozunk olyemszgénikus nyulakat, melyekben a nyul
sajat FcRn-jét szeretnénk tdltermeltetni. Mind cDNSind genomi konstrukciokat
felhasznalunk a kisérletekhez. Ezekhez a kutaté@zokiélkiltzhetetlen volt a nydl FcRn
molekularis jellemzése. A cDNS alapu SIV-CAG-rFcRonstrukcioval lentivirus alapon
hoztunk létre transzgénikus alapitd egyedeket. AtiMgusos transzgenezis modszerét
nyulban ehhez ki kellett &etesen dolgozni (Hiripi et. al. 2010). A létrehthzalapito
egyedek a transzgénre mind mozaikosnak bizonyuéiakyarsejtjeikben nem jelent meg a
transzgeén. Ezért attértink a genomi nyul FcRn-tlbmd transzgénikus allatok Iétrehozasara.
Két transzgénikus alapitonk orokiti is a transzgégy lehebségink nyilt a megfelél
transzgénikus allatvonal kialakitasara. Jelenlegramszgénikus vonalak immunologiai
jellemzése zajlik, mely megmutatja, hogy a transigés nyulvonal valdban alkalmas-e nagy
mennyiséf és magas specificitasu ellenanyaga#itasara.
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