ZAROJELENTES — OTKA IN 71293
Bevezetés

Ismeretes, hogy a neonatdlis Fc receptor (FcRn) szerepet jatszik az IgG molekuldk intra- és
transzcelluldris szallitdsdban az epithelsejteken keresztiil, illetve megvédi az IgG és albumin molekuldkat
a gyors lebomldstél. Ez egyben magyardzza e két esszencialis fehérje kiemelked6en hosszu szérumbeli

féléletidejét is (Roopenian and Akilesh, 2007).

Munkacsoportunk az elmult években klénozta és karakterizalta a szarvasmarha, birka, sertés és teve
FcRn-t (Kacskovics et al., 2006b; Kacskovics et al., 2000; Mayer et al., 2002b; Zhao et al.,, 2003) és
kiilonb6z6, az I1gG szekrécidban résztvevd epitél sejtekben mutatta ki e gén expresszidjat (tudé, ujszilott
allat vékonybél, eml6mirigy) (Mayer et al., 2005; Mayer et al., 2004); valamint igazolta, hogy a
szarvasmarha FcRn (bFcRn) fontos szerepet tolt be a szarvasmarhak IgG katabolizmusaban (Kacskovics et

al., 2006a).

Ezek a vizsgalatok ramutattak arra, hogy mig az I1gG felezési idejét befolyasolé mechanizmus az eml&s
fajok esetén gyakorlatilag megegyezik, a maternalis immuntranszport jelentds kiilénbségeket mutat. igy
a f6eml&sok és a nyul esetén az anyai 1gG kizardlag a placentan jut a fejl6d6 magzatba, a rdgcsaldknal,
husev6knél ez a folyamat kisebb részben a placentan keresztiil, nagyobb részben a kolosztrum felvétele
soran valdsul meg. A patasok esetén azonban az anyai I1gG transzportja kizdrdlag a kolosztrum révén
zajlik, am ennek pontos tisztazasa mindeddig nem valdsult meg (Cervenak and Kacskovics, 2008). Annak
ellenére, hogy az FcRn-t kimutattuk a juh és szarvasmarha tégyszovetbdl, ill. sajatos lokalizacids
valtozdast is megfigyeltiink az ellés kornyékén, a receptor pontos szerepét nem tudtuk egyértelm(ien

megallapitani (Mayer et al., 2005; Mayer et al., 2002a).

A szarvasmarha FcRn altal medialt 1gG katabolizmus és epithelialis transzport molekularis szintd
elemzését az OTKA T049015 palyazat tamogatasaval igyekeztiink pontositani. A palyazat kapcsan szamos
értékes megfigyelést tettliink, s6t a funkciondlis, génexpresszids vizsgdlatok céljabdl transzgenikus

egérmodelleket is Iétrehoztunk.

Az egyik ilyen transzgenikus egér modellt Dr. Lennart Hammarstom (Karolinska Institute, Stockholm) és
Dr. Yaofeng Zhao (Agricultural University, Beijing, China) professzorokkal egyitt hoztuk létre és
elemeztiik. Ebben a modellben a bFcRn cDNS-t egy olyan expresszids kazettdba integraltuk, amely

kizarélag a laktacio idején fejezi ki a receptort a tejmirigyben (beta-kazein promoter). E vizsgalat kapcsan



azt tapasztaltuk, hogy az allatok vérében megemelkedett az I1gG szint, de ezt csak kismértékben kovette
a tej IgG szintjének emelkedése. Ennek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az egér
tejmirigyben a bFcRn visszajuttatja az IgG-t a vérpalyaba, és nem szekretalja azt (Lu et al., 2007). Ezzel
hasonlé eredményre jutottunk, mint amit kordbban mar egereknél publikaltak (Cianga et al., 1999).
Fontos azonban, hogy ezt a kérdést kér6dz6 allatokon is tisztazzuk, hiszen az emlitett egérmodellben a
szarvasmarha FcRn eltérGen viselkedhet. Kutatasunk egyik kiindulépontja tehat egy kérédzé-specifikus

rendszer |étrehozésa volt.

A tervezett bFcRn transzgenikus juh Iétrehozasanak masik oka az volt, hogy kérédzékben is ellendrizziik
azokat az eredményeket, amelyeket egy masik transzgenikus egérmodellben kaptunk. Dr. Bdsze
Zsuzsanna és munkatarsai segitségével (Mez6gazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdkézpont, G6dollG) olyan
transzgenikus egereket hoztunk létre, amelyek a szervezet valamennyi azon sejtjében tultermelik a
bFcRn-t, amely sejtek a szarvasmarhaban is kifejezik ezt a receptort (BAC transzgenezis). Vizsgalataink
azt mutatjak, hogy ezek az allatok sokkal hatékonyabban védik meg a befecskendezett IgG molekulakat a
lebomldstél, mint nem transzgén tdrsaik (Bender et al., 2007), ill. jelent6sen nagyobb mennyiségben
termelnek antigén specifikus poliklonalis ellenanyagot (Kacskovics et al., 2007). Ezeket az eredményeket

transzgenikus juhokban is ellendrizni kivantuk.

Célkitlizés

E kérdések tisztazasara Bruce Whitelaw professzorral és munkatarsaival (Roslin Institute, UK) olyan
transzgenikus juhot terveztiink el6allitani, amely a nagymértékben homoldg bFcRn-t expresszalja.
Egyuttmikodésiink soran a mi munkacsoportunk a bFcRn konstrukciét (promoter és cDNS) allitja el6,
mig ezt Whitelaw professzor munkacsoportja egy lentivirus vektorba illeszti, majd a virust juh zigétakba
injektalja. A transzgenikus juhokban kozosen tervezziik elemezni az I1gG katabolizmusat, az
immunvalaszra adott antigén specifikus IgG szintet, valamint késGbbi fazisban a kolosztrumba/tejbe

szekretdlddo 1gG mennyiségét.



Kutatdsi eredmények

A bFcRn alfa-lanc promoter szegmenseit és a hozzajuk kapcsolt cDNS-t (max: 5 kb hosszisagu lehet)

genomi ill. plazmid DNS-bél, gén-specifikus primerekkel amplifikdljuk, a kdvetkezékben Gsszefoglalt
maddon:
1. ibra Az elsé lépés soran a promoter (P1: 3000
L L L bp ill. P2: 4300 bp) szakaszokat genomi
ey o DNS-b6l  Xbal- ill.  EcoRI-toldaléku
PGEMTS  D2r P2_cDNA ’ PGEMTS . Lo .
. X > primerekkel allitjuk el6. A bFcRn cDNS-t
T P2 T CDNA T
“bal Ecorl it EcoRI- és Mlul-toldaléku primerekkel egy
. . . . olyan vektorbol amplifikaljuk ki, amelyet
bFcRn kordbban sikerrel haszndltunk bFcRn
pGEMT_D2_|P2_cDNA_pGEMT (9514 bps)
stabil sejtek elGallitasahoz (Kacskovics et

al., 2006a). Ezt kdvetben a P1 és P2 ill. a cDNS amplikonokat EcoRI —el hasitjuk, és egymashoz ligdljuk
(P1-cDNS, ill. P2-cDNS). A ligdlt DNS-eket ezt kovet6en ujra amplifikdljuk Xbal- és Mlul-toldaléku
primerekkel. Az igy el6allitott amplikonokat azutan Xbal és Mlul enzimekkel hasitjuk és egy megfelelen
el6készitett vektorba klénozzuk tovabbi amplifikalds ill. szekvendlads végett (az 1. dbrdn a hosszabb
promoterbdl készilt konstrukciot — P2-cDNA - mutatjuk be). (Megjegyzés: valamennyi PCR reakcidhoz

Deep Vent (NEB) enzimet hasznalunk, amelyre kiemelten magas masolasi pontossag jellemzé).

A konstrukcidk elkészitésével, ellen6rzésével és a Roslin Intézetbe kildésével a kutatasi terv rank esé
részét teljesitettiik. A kilféldi partnernek azonban kezdetben nem sikeriilt a lentivirus elGallitdsa és
ezért azt egy hazai kollaboracid segitségével (Dr. Kvell Krisztian és Dr. Czompdly Tamds, Pécsi
Orvostudomanyi Egyetem Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet, ill. ImmunGenomika Kft) mi is
el6allitottuk). Kvell és Czompoly a lentivirussal 293T és Jurkat sejteket fertéztek és a bFcRn transzkripciot
ellendrizték. A kisérletben a Jurkat sejteket sikeriilt megfert6zni, amelyben a bFcRn alfa-lancardl atirédo
MRNS-t ki tudtak mutatni (2. dbra - RT-PCR). Ezt kovet6en a Jurkat sejtlizatumbol Western blottal

kimutattuk a bFcRn fehérjét is (2. abra - Western).



2. abra

e kontroll bFcRn+ B4.3
bFcR enomic FcRn+ control  BFeRN+  orke
markst . aimid. CHA contioks 2037  Jurkat Jurkat O Jurkat Jurkat marker

Western

-1: viz (negativ kontroll)-2: P2-bFcRn plazmid (pozitiv
kontroll)-3-4: genomikus DNS kontrollok (kontroll és
bFcRn+293T sejtekbdl)-5: kontroll 293T-6: bFcRn+

293T-7: kontroll Jurkat-8: bFcRn+ Jurkat

Ezzel a kisérlettel igazoltuk, hogy a konstrukciéo megfelelé promoter szakaszt tartalmaz (a bFcRn
trasnzkripcié kimutathato a fert6zott sejtekben), ill. a klénozott cDNS szegmens is intakt, hiszen

a Western blot megfelel6 méret(i fehérje transzlaciét mutatott.

A molekuldris munkdk mellett, nagy mennyiségl ovalbumin specifikus juh szérumot
termeltettiink annak érdekében, hogy a késGbbiekben sziiletendd transzgenikus juhokban in
vivo vizsgdlni tudjuk a bFcRn fokozott kifejez6désének biolégiai hatdsat. Mint ismert, az FcRn
megvédi az IgG-t a lebomlastdl, és az FcRn overexpresszid hatdsdra megnd a beinjektalt IgG
felezési ideje (csokken a lebomlasa) (Bender et al., 2007; Petkova et al., 2006). Az ovalbumin
specifikalt ellenanyag alkalmazasa lehet6vé teszi, hogy egy ovalbumin specifikus ELISA
rendszerben meghatarozzuk a befecskendezett IgG kilrilésének dinamikajat és ezzel

ellendrizzik a transzgenikus birkdkban kifejez6dé bFcRn funkcionalis tulajdonsagat.

A Roslin Intézetben 2007-ben sikerrel készitették el a P1-cDNS lentivirus konstrukciét, amellyel
sejteket fet6ztek, majd a pozitiv eredmények utdn bFcRn transzgenikus egereket allitottak eld.
Az egerek hordozzak a bFcRn gént, funkcionadlis karakterizalasuk jelenleg is tart. Tekintettel arra,
hogy a juh szaporoddsa szezonalis (azaz csak a janudr-februdri honapokban lehet a megfeleld
szdmu zigdtakat a vagdhidrdl beszerezni) a 2007. évben nem, csak a 2008. évben kezdhették
meg kilfoldi kollegdink a tg juh lentivirus transzgenezisét. Az elsé alkalommal 6sszesen 18

anyajuhot vemhesitettek lentivirus fert6zott zigdtakkal (8 &llat az altaluk el&llitott P1, 10 dllat az



altalunk eldallitott P2 konstrukcidoval fert6zott zigétat hordozott). Sajnalatos modon azonban a

megsziletett baranyok koziil egyik sem volt transzgenikus. A kisérleteket 2009-ben folytatjuk.
Konkluzié

A kutatas soran az altalunk vallalt feladatokat maradéktalanul teljesitettiik, illetve az altalunk
|étrehozott lentivirus konstrukcidkkal torténé validaldst a vallalt feladatokon tul is teljesitettiik.

A kilfoldi partner sikerrel hozott |étre lentivirus alapu transzgenezissel bFcRn-t hordozd tg
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egereket, amelyek karakterizdlasa jelenleg is tart. A transzgenikus juhok el8allitdsa az els6
alkalommal sikertelen volt, de a munkat kdzosen folytatjuk.
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