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1. Bevezetés

A hosszU tavd immunitds fenntartdsdban a plazmasejtek altal
termelt IgG izotipusi molekuldk jatsszdk a legnagyobb szerepet. E
molekula kiemelten fontos szerepére utal az a tény, hogy
valamennyi immunglobulin izotipus kozil ennek a leghosszabb a
felezési ideje, illetve a maternalis immunitasban is els6dleges
szerepet tolt be. Kordbbi kutatdsaim a haziallatok immunglobulin
génjeinek karakterizdldsara iranyultak, és ezzel kapcsolatos
eredményeimet PhD disszertdcidmban foglaltam 6ssze 1998-ban.

A haziallatok immunglobulinjainak karakterizaldsat ezt kévet6en
is folytattam, de érdekl6désem mindinkdbb a szarvasmarha
tejmirigy 1gG szekretdld mechanizmusanak tisztazasara iranyult.
Mivel a neonatédlis Fc receptorrdl (FcRn) kimutattdk, hogy epithel
sejteken keresztll IgG-t transzportdl, megvizsgdltuk e receptor
szerepét  kérédz6kben és néhdny egyéb hazidllatfajban.
Elemzéseinkhez olyan transzgénikus (Tg) egér modelleket is
létrehoztunk, amelyek csak a laktald tejmirigyben, vagy testszerte,
szovetspecifikusan fejezték ki a szarvasmarha FcRn (bFcRn)
molekulat.

Eredeti célkitlizéslinket meghaladdéan felismertiik, hogy a
szovetspecifikus bFcRn kifejez6dés fokozdsa az egerek IgG
lebomlasat  csokkenti, humordlis  immunvalaszukat  pedig
tobbszorosére noveli. Ezeket az el6nyds tulajdonsagokat részletesen
elemeztik ezekben a Tg egerekben, valamint FcRn-t fokozott
mértékben kifejez6 Tg nyulakban is. Eredményeink alapjan a
monoklonalis és a poliklonalis ellenanyagtermelés hatékonysagat
jelent6sen fokozé uj Tg technoldgiat azonositottunk.

2. Tudomanyteriileti hattér
2.1 A kérédzék maternalis IgG transzportja

A f6emlGsok valamint a nydl a magzati élet soran kapjak meg a
materndlis immunglobulinok teljes készletét, igy az ujszilottek
vérében jorészt anyai immunglobulinok (IgG) taldlhatdk. A ragcsaldk
és a ragadozok ujsziilottjei mind a magzati élet soran, mind pedig a
kolosztrum révén részesiilnek a materndlis 1gG transzportban. A
kolosztrumban, tejben lév6 1gG-t az Gjszilott ragesalok vékonybél
hamsejtjein keresztiil az FcRn juttatja a vérkeringésbe.

A patas emlGsok (kérédzék, 16, sertés) magzatai a maternalis
immunglobulin készlethez - elsGsorban IgG - kizardlag a sziiletést
kovetd néhany ora alatt elfogyasztott kolosztrum révén jutnak. A
kérédz6k tejmirigy epithel sejtjeinek 1gG szekrécidjarél nagyon
keveset tudtunk, bar régdéta receptor-mediadlt transzporttal
magyardzzak. Az Ujszilott borjak vékonybél hamsejtjein keresztdl
nem-specifikusan jut az IgG a keringésbe, de ez a folyamat a
szliletést kovet6 egy-két napon belll lezarul. A mar vérpdlyaba
kerilt 1gG egy része ismét a béllumenbe és egyéb nydlkahartya
felszinekre keril, és ott hozzdjarul e szovetek specifikus
immunvédelméhez.

2.2 A neonatalis Fc receptor (FcRn)

A legtobb szérumfehérjéhez hasonléan a nem-lgG izotipusu
ellenanyagok felezési ideje viszonylag rovid (1-2 nap), mig az IgG
izotipusoké ezeknél |ényegesen hosszabb, alosztalytdl és fajtdl
fliggben: egerekben az 1IgG1, IgG2a és IgG3 felezési ideje 6-8 nap, az
IgG2b felezési ideje valamivel révidebb, 4-6 nap; az emberi IgG
felezési ideje 21-23 nap, ettdl csak az IgG3 tér el (7 nap). Kilonb6z6
vizsgalatok a szarvasmarha IgG2 (blgG2) felezési idejét hosszabbnak
taldltadk, mint az 1IgG1 (blgG1) felezési idejét (10-22 nap).
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F. W. Rogers Brambell és munkatarsai irtak le elGszor, hogy az
anyai 1gG molekuldk utédba keriilését egy telithet6 receptor
biztositja; majd nem sokkal késébb felvetették, hogy egy hasonlg,
vagy azonos receptor védi meg az IgG molekuldkat a gyors
lebomldstdl. Ezt a receptort el6szor ujszulott patkany vékonybél
hamsejtjeiben azonositottak (erre utal a neve), és megallapitottak,
hogy az MHC | molekula a-lancaval homoldg nehéz-lancbdl és a B2-
mikroglobulinbdl (32m) all. Késébb kimutattdk, hogy az IgG-t enyhén
savas kozegben koti, mivel ilyenkor az IgG — FcRn interakcidban
résztvevl, nagymértékben konzervalddott aminosav-maradvanyok
kozott erds ionos kotés alakul ki. Ez a kapcsolat semleges
kémhatason felbomlik, és ennek kdvetkeztében az IgG disszocidl a
receptorrol. Az FcRn az IgG mellett az albumint is koti (szintén savas
kézegben), de mivel az FcRn IgG-t és albumint koté helyei
kilénboznek egymdstdl, a két ligandum nem befolyasolja egymas
kotédését.

Az FcRn molekulat kés6bb szamos emlds fajban (ember, egér,
rokakuzu) azonositottak, illetve szamos nyalkahartya hamsejtben,
humdn placentdban, ragcsdld szikzsdkban kimutattak IgG
transzportdld  szerepét. A  vérben  keringd 1gG  mas
makromolekuldakkal egyltt nem-specifikus pinocitdzissal kerdl a
kapillaris endothel sejtekbe, ahol az endocitotikus vezikulumok
Osszeolvadnak az FcRn-t tartalmazd, enyhén savas kémhatdsu korai
endoszomakkal. Itt jon létre az FcRn-IgG (és az FcRn-albumin)
interakcid, majd ezt kovet6en a receptor-IgG komplex a sejtfelszinre
keriil, ahol a semleges kdzeg hatasara disszocidl, és az IgG ismét a
vérbe jut. Az FcRn-hez nem kotddd fehérje (igy a feleslegben lévé
IgG is) lebomlik a sejtben. Ehhez hasonléan, a hemopoetikus
eredet( sejtek is képesek megvédeni a monomer IgG molekulakat a
lebomlastol.

Sajat kisérleteinkkel egy idGben azt is igazoltdk, hogy az FcRn
valamennyi hivatdsos antigénprezentald sejtben (APC) kifejezédik,
ahol el6segiti az antigén-IgG immunkomplexek endoszémalis
/lizoszémalis degradacidjat, és ezzel fokozza az antigénbdl
felszabaduldé epitépok kotédését az MHC Il molekuldakhoz, ami
intenziv T-sejt proliferaciohoz vezet.

2.3 Monoklondlis ellenanyagok elGallitdisa  transzgénikus
allatokban

A monoklonalis ellenanyagok fejlesztése kapcsan mar korabban is
elGallitottak olyan Tg egereket, amelyekben a fokozott
immunvalaszhoz hatékonyabb hibridéma elGallitas is tarsul. Szamos
esetben  azonban  nagyszdmuU  nemkivdnatos  autoreaktiv
ellenanyagokat termel6 klénok is megjelennek, és ezért az ilyen Tg
egerek alkalmazasa korlatozott.

A monoklonadlis ellenanyagok terdpiads alkalmazdsa soran az
egérben el6allitott monoklondlis ellenanyagokat ,,humanizalni” kell
annak érdekében, hogy az emberi szervezetben ne alakuljon ki egér
IgG elleni immunvalasz (HAMA), ami csOkkentheti a terapia
hatékonysagat. Az elmult tébb mint két évtizedben szdmos Uj,
human immunglobulin génszekvencidkat hordozé, genetikailag
modositott  allatot  fejlesztettek ki  terapias felhasznalasu
monoklonalis ellenanyagok el&allitdsara. Az ilyen ,humanizalt”
egerek egy része viszonylag gyenge humoralis immunvalasszal
rendelkezik. Az adott cégek jelentés eréGfeszitésekkel igyekeznek
ezen dllatok immunkompetencidjat fokozni, amely torekvésbe az
dltalunk felismert uj Tg technoldgia alkalmazdsa is beleillik.
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Célkitlizések

A szarvasmarha és a vele rokon juh, illetve teve tejmirigy és
egyéb nyalkahartya I1gG-szekretald mechanizmusanak elemzése
a. A szarvasmarha, juh, sertés és teve FcRn o-lanc

karakterizalasa.

b. Az FcRn jelenlétének kimutatasa a t6gyszoveti, bélcsatorna és
[éguti hamsejtekben.

c. Az IgG metabolizmusanak elemzése a szarvasmarha FcRn-t
(bFcRn) a laktalé tejmirigyben kifejezé Tg egerekben.

d. A bFcRn - IgG1 és bFcRn - 1gG2 interakcidk elemzése fellleti
plazmon rezonancia (SPR) rendszerben.

. A szarvasmarha FcRn IgG katabolizmusban bet6lt6tt szerepének

elemzése
a. Az FcRn jelenlétének kimutatasa a szarvasmarha kapillaris

endothel sejtekben.

b. A bFcRn - human IgG (hlgG) interakcidk elemzése SPR és sejtes
rendszerekben.

c. A hlgG kilrilésének vizsgdlata normal és hlgG-t termel6
transzkromoszémalis szarvasmarhdkban.

A szarvasmarha FcRn-gént (bFCGRT) kifejez6 Tg egerek
elGallitasa e receptor in vivo génregulacios és funkcionalis
sajatossaganak tanulmanyozasara

a. A szarvasmarha FcRn-t kédold FCGRT (bFCGRT) gén
szabdlyozdsanak elemzése.

b. Az IgG- és az albumin-homeosztazis, és a humorilis
immunvalasz elemzése a bFcRn-t fokozott mértékben kifejezé
BAC Tg egerekben.

IV.A bFcRn-t fokozott mértékben kifejez6 BAC Tg egerek

alkalmazhatdsaganak elemzése a monoklonalis ellenanyag
termelés soran
a. TNP-specifikus monoklonalis ellenanyagok el&allitdsa bFcRn

BAC Tg egerekben.

b. Human CXCR4-specifikus monoklonalis ellenanyagok
el6dllitasa bFcRn BAC Tg egerekben (fiiggetlen validdlds).

c. Autoreaktiv ellenanyagok jelenlétének elemzése bFcRn BAC Tg
egerekben.

. A nyul FcRn klénozasa és karakterizalasa, illetve a nyul FcRn-t

fokozott mértékben kifejez6 Tg nyulak immunvalaszanak
elemzése
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4. Ujeredmények dsszefoglalasa

A szarvasmarha és a vele rokon juh, illetve teve tejmirigy és egyéb
nydlkahartya IgG szekretal6 mechanizmusanak elemzése

a. Az dltalunk klénozott szarvasmarha, juh, sertés, teve, nyul FcRn
molekuldi nagy hasonlésdgot mutatnak a tébbi emlGs faj FcRn
receptoraihoz.

b. A kérédz6k esetében az FcRn széveti lokalizdcidja a tejmirigy
élettani dllapotatdl fiigg. Mivel a kérédz6kben ellés elétt és azt
kévetéen a materndlis IgG (IgG1) jelentés mértékben
szekretaldodik, azonban azt kévetéen toredékére csékken,
feltételezziik, hogy a tégyhdmsejtekben kifejez6d6 FcRn jelentGs
lokalizdaciés  vdltozdsa  dsszefliggésben van  ezekkel a
folyamatokkal.

c. A bFcRn-t laktdlo tejmirigyben kifejez6 Tg egerek esetében a
bFcRn o-ldnc és az egér [2m molekula funkciondlis receptort
alkot, és az egér tejmirigyben megakaddlyozza a hozzd jol két6dé
molekuldk (egér 1gG, hlgG, blgG2) tejbe liriilését (az egér és a
humdn FcRn tejmirigybeli szerepéhez hasonldan), ill. ezzel egy
id6ében fokozza a szérum IgG koncentrdcidjat.

d. Feliileti plazmon rezonancia alapu méréseink szerint a bFcRn-
blgG2 kélcsénhatds sokkal nagyobb affinitdsu, mint a bFcRn-
blgG1 kétés. Ez arra utal, hogy a szarvasmarha tejmirigyben az
FcRn feladata, hogy a hozzd erGsebben ké6téd6é blgG2-t a
keringésbe visszajuttassa.

. A kérédzé FcRn minden olyan epithel sejtben kifejezédik, amelyrél

korabban igazolték, hogy IgGl-et szekretdl. Feltételezésiink
szerint ezekben a sejtekben is az IgG2 visszatartdsdban vesz részt.

A bFcRn a tébbi emlésh6z hasonloan kifejez6dik a kapilldris
endothel sejtekben és a vesében.

A bFcRn nemcsak a fajspecifikus, de a higG-t is megkéti, aminek
fontos kévetkezménye az, hogy a hlgG-t nagy mennyiségben
termelé transzkromoszomdlis borjak hatékonyan megvédik a
termelt hlgG molekuldkat a gyors lebomldstol.

A BAC Tg egerek és nyulak immunfenotipusanak jellemzése

h.

Kimutattuk, hogy az FcRn-t fokozottan kifejezé Tg egerekben és
nyulakban az IgG felezési ideje hosszabb.

Kimutattuk, hogy a bFcRn BAC Tg egerek a humdn IgG-t is
hatékonyan megovjdk a lebomldstél, ami a humdn
ellenanyagokat termel6 un. humanizdlt dllatokban nagy
jelentéséqli lehet.

Kimutattuk, hogy a bFcRn BAC Tg egerek szérumdban
szignifikdnsan magasabb az albumin koncentrdcio, azonban ez
csékken az immunizdlds hatdsdra kialakuld magas szérum IgG
koncentrdcidval.

In vitro kisérleteinkben  bizonyitottuk, hogy a bFcRn
promoterében NF-kB kétéhelyek vannak, amelyek in vivo
dllatkisérleteink eredménye szerint fokozzdk e gén kifejezédését.

10
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Kimutattuk, hogy a nyul FcRn a szikzsdkban, placentdban és
amnion szévetekben ugyanazokban a sejtekben lokalizdlodik,
mint amelyekben a kordbbi vizsgdlatokkal a materndlis 1gG
transzport sordn felszivodott IgG-t detektdltdk.

m. Kimutattuk, hogy a nyul FcRn - a tébbi FcRn-hez hasonléan —

szigoru pH-fliggd kdlcsénhatdssal kapcsolddik az IgG-hez.

Bizonyitottuk, hogy az FcRn BAC Tg dllatokban a T-dependens
immunvdlasz sordn jelentésen fokozddik az antigén-specifikus
IgM és IgG titer (1. dbra).

FcRn: azimmunvalasz fokozé
FcRn
az FcRn Tg egerek
szignifikansan tobb IgG-t
termelnek mint a standard
a egerek...

..65 ez a hatas kilénésen
a gyengén immunogén
antigének esetén
érvényesul.
1. dbra — az FcRn kifejez6dés fokozasa noveli az antigén-specifikus IgG
titert, kilénosen gyengén immunogén antigének esetén

. Bizonyitottuk, hogy az FcRn BAC Tg dllatokban a T-dependens

immunvdlasz sordn fokozott az antigén-specifikus B-sejt
aktivdlodds és expanzid.

. A bFcRn BAC Tg egerekbdl szdarmazo dendritikus sejtek az

antigén-lgG immunkomplex feltéltést kévetéen lényegesen
nagyobb mértékben aktivdljdk a fajlagos T-helper sejteket, mint a
kontroll egerekbdl szarmazo sejtek, ami magyardzza a fokozott B-
sejt aktivaloddst és antigén-specifikus ellenanyag termelést
ezekben az dllatokban.

. A bFcRn BAC Tg egerek humordlis immunvdlasz diverzitdsdanak

jelentds névekedését figyeltiik meg, ami fokozott szamu naiv B-
sejt aktivdléddsdnak a kévetkezménye.

Sajat laboratériumunkban és egy fliggetlen intézetben s
kimutattuk, hogy a bFcRn BAC Tg egerek megndvekedett
immunvdlasza fokozza az antigén-specifikus hibriddma szamot és
a hibridizacios frekvencidt. Ez lehetévé teszi a gyengén
immunogén antigének elleni monoklondlis ellenanyagok
fejlesztését.

Kimutattuk, hogy a bFcRn BAC Tg egerekben a fokozott
immunvdlasz ellenére sem alakul ki autoimmunitds.

A BAC Tg egerek és nyulak fokozott immunvalaszat biztosito
mechanizmusokat a 2. abran foglaltam 6ssze.

11
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2. adbra - Az FcRn fokozott kifejez6désének hatdsa a humordlis
immunrendszerre. A fokozott mérték( 1gG védelem tobb antigén(Ag)-
specifikus 1gG-t eredményez a Tg allatokban, ami miatt tobb lesz az Ag-lgG
immunkomplex (Ag-IgG-IC). A bFcRn-t fokozott mértékben kifejezd Tg
dendritikus sejtek (DC) nagyobb szamban és hatékonyabban prezentaljak
az antigént és stimulaljak a Thelper sejteket (Ty). Ennek hatasara a rdoltast
kovetéen fokozodik a naiv B sejtek, a memodria B sejtek (By) és a
plazmasejtek (AFC) aktivalodasa és szdma a masodlagos nyirokszervekben,
ami a humoradlis immunvalasz diverzitasanak fokozédasdhoz, az Ag-
specifikus 1gG titer novekedéséhez vezet.
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5. Az eredmények gyakorlati jelentGsége

Biotechnoldgiai szempontbdl is jelentés eredményiink annak
tisztdzdsa, hogy az FcRn szerepe a szarvasmarha tégyszévetében az
1gG vérkeringésbe iranyuld visszajuttatdsa (reciklizdcio).

Az FcRn-t nagyobb mértékben kifejez6 Tg egerek és nyulak
fokozott immun-vdlaszképessége, azaz 1) a magasabb antigén(Ag)-
specifikus szérum IgG titer; 2) nagyobb szamu Ag-specifikus B-sejt és
hibridoma; 3) nagyobb humordlis immundiverzitds; és a 4) hatékony
immunvdlasz gyengén immunogén Ag esetében, Uj lehetbséget kindl
a terdpids, diagnosztikai és kutatdsi monoklondlis- és poliklondlis
ellenanyagok elddllitdsa terén. Ennek kiaknazasdra szabadalmi
bejelentést tettiink 2007-ben, amelyet az értekezés benyujtasaig az
Eurépai és Ausztrdl Szabadalmi Hivatalok szabadalomnak
nyilvanitottak (EP 2097444, ill. AU 2007323049; mig a tobbi régidban
a szabadalmi eljarasok jelenleg is zajlanak), ill. hasznositd vallalatot
alapitottunk (ImmunoGenes; www.immunogenes.com). Jelenleg a

vildag vezetd gyogyszergyartdi (pl. AMGEN, Bristol-Myers Squibb)
tesztelik Tg egereinket annak érdekében, hogy integraljdk ezt a
technolégidt a sajat terdpias ellenanyag fejlesztési rendszeriikben.
Kutatdsi egytttmikodésekben (pl. MTA Kisérletes Orvostudomanyi
Kutaté Intézet; New York University, School of Medicine)
monoklonalis és poliklondlis ellenanyagokat fejlesztliink olyan
antigének ellen, amelyekkel szemben a kordbbi prébdlkozasok
sikertelenek voltak. A skot Roslin Intézettel k6zésen olyan FcRn Tg
juhok létrehozdsdn dolgozunk, amelyek az eddigieknél
hatékonyabban termelnek poliklonalis ellenanyagokat.

14
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