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Osszefoglalas

Az jsziilott immunrendszere a megsziiletést kovetd hetekben meglehetdsen fejletlen €s
éppen ezért nem tud hatékonyan részt venni a fertdzések megakadalyozasaban. Ezt az iddleges
védelmi hidnyt potoljdk az anya immunrendszere altal termelt ellenanyagok, amelyek a
kérokozdk széles spektruméval szemben nyujtanak specifikus védelmet. Anyai, vagy maternalis
immuntranszportnak nevezziikk azt a folyamatot, amelynek sordn az anya jelent6s mennyiségii
immunglobulin ,,atadasaval” biztositja az ujsziilott életben maradasat az élet elsé iddszakaban.
Ezt a rendszert végsd soron egyfajta ,,immunologiai tapasztalat” kozvetitésének is felfoghatjuk,
hiszen az anydban olyan ellenanyagok taldlhatok, amelyeket a kornyezetében talalhato
korokozdkkal szemben termelt. Minthogy az Ujsziilott természetes élettere megegyezik az
anyaéval, az ily modon nyert ,tapasztalat” hatasos az ujsziilottet fenyegetd koérokozok
semlegesitésében is. Az evollcid soran tobbféle mechanizmus alakult ki, amely lehetdvé teszi,
hogy az anyai ellenanyagok atkeriiljenek az Uujsziilottbe, és ezzel passziv védettséget
biztositsanak a kezdeti iddszakban, mindaddig, amig a fiatal szervezet immunrendszere
védekezni képes a fertdzésekkel szemben.

A domesztikalt hazidllatok (19, sertés €és a kérddzok) utddai a maternalis immunglobulin
készletet (elsdsorban immunglobulin G; IgG) a sziiletést kovetd néhany ora alatt elfogyasztott
focstej (kolosztrum) révén veszik fel.

A kér6dzokben a vér 1gG1 és 1gG2 koncentracidja kozel azonos, azonban az ellés elott 2-3
héttel a tégy acinus sejtjein keresztiil lezajlo IgG transzport révén nagy mennyiségl
maternalis ellenanyag (IgG1) jut a kolosztrumba. A transzport ellés koriili iddzitése és nagyfoku
szelektivitasa specifikus receptor medialt folyamatot feltételez, e feltételezést szovettani és
radioaktiv mddszerrel végzett receptor elemzések eredményei is alatdmasztjak. A kolosztrumba
iranyuld immunglobulintranszportot kovetden a kolosztrummal felvett anyai immunglobulinok
az ujszilott kérédzok vékonybelében, nem-specifikus folyamat soran felszivodnak. A fiatal
kérddzok esetén azonban a mar vérpalyaba keriilt IgG1 egy része a vékonybél crypta sejtjeinek
aktiv transzportalé tevékenysége révén ismét a lumenbe keriil, ahol hozzajarul az
emésztotraktus specifikus immunvédelméhez. Funkciondlis anyai immunglobulinokat a
vékonybél szekrétuma mellett a légutak nyalkahartya szekrétumaiban is kimutattak. A
nyalkahartya IgG1 szekrécidja kifejlett egyedekben is tobbféle szovetben kimutathato.

A maternalis immunglobulinok transzport receptora, — ragcsalok €s az ember esetében — a
neonatalis Fc receptor (FcRn) MHC I tipust heterodimer fehérje, amely egy a-lancbdl ¢és a
hozza masodlagos kotoerokkel kapcsolddd B2-mikroglobulinbél épiil fel. Az FcRn-t elészor

ujsziilott ragesalok bélhamsejtjeiben azonositottdk, ezt kovetden kimutattdk az emberi placenta



syncytiotrophoblast sejtjeibdl és szamos, az 1gG-t transzportald epithel sejtbol, valamint vérér
endothel sejtekbdl. Az epithel sejtekben expresszalodo FcRn az IgG transzportban, az endothel
sejtekben jelen lévo receptor pedig az IgG homeosztazisaban jatszik szerepet.

Kacskovics és munkatérsai az utobbi idében klonoztdk a szarvasmarha FcRn a-lancat és
Northern blottal tobb szovetbol, koztik a t6gybol és a vékonybélbdl is kimutattak e gén
expressziojat (KACSKOVICS et al., 2000). Tekintettel arra, hogy az FcRn emberben ¢s
ragcsalokban az epithel €s az endothel sejtekben egyarant kifejezddik, elsddlegesen arra a
kérdésre kerestiink valaszt, hogy a receptor a togyben milyen sejtekben fejezddik ki, és valtozik-
e a kifejezddés mértéke, illetve jellege az ellés kornyéki idészakban.

Ennek eldontésére eldszor in situ hibridizacios modszert fejlesztettiink ki, és szarvasmarha
tégyszoveti metszeteken elemeztilk az FcRn génexpresszid lokalizacidjat. Vagohidi mintakon,
szérazonallo tehén togyszovetet elemezve az FcRn a-lanc mRNS expressziot az acinus és
ductus epithel sejtekben mutattuk ki. Tekintettel arra, hogy a tégyszoveti IgG1 szekrécid
szorosan Osszefligg az elléssel, megvizsgaltuk a receptor kifejezodését az ellés kornyékén mRNS
¢s fehérje szinten is. Biopszids vizsgalataink kezdetén, elssorban gazdasagi megfontolasbol, a
kiskérddzo juh fajt valasztottuk. A juh tégybioptatumokban az ellés eldtt €s azt kdvetden az
FcRn a-lanc mRNS-t kizardlag az acinus és ductus sejtekben detektaltuk. Ugyanezen mintak
immunhisztokémiai elemzése azt mutatta, hogy az acinusok és ductusok epithel sejtjeinek
citoplazmaja az ellés elott egyontetiien festédott, azonban az ellés utan az FcRn a-lancot
csak az epithel sejtek apikalis részén lehetett kimutatni. A juhon végzett vizsgalatokat a
késobbiekben ellés kornyéki teheneken megismételtiik, és ugyanazokat az eredményeket kaptuk.

Az 0jszilott barany és a felndtt szarvasmarha vékonybéllel kapcsolatos vizsgalatainkban
azt talaltuk, hogy az FcRn az IgG1 molekulikat szekretalé crypta sejtekben expresszalodik,
¢s foleg az apikalis részen lokalizalodik. A korabbi elképzelésnek megfelelden, amely nem-
specifikusnak jellemzi a kolosztralis IgG felszivodast, nem tudtuk kimutatni az FcRn jelenlétét
az Ujsziilott allatok enterocitaiban.

Az FcRn jelenléte a togy acinus és ductus epithel sejtjeiben és az eloszlasaban bekovetkezo
jelentds valtozas az ellés eldtt és utan azt sejteti, hogy az FcRn fontos szerepet jatszik az IgG
transzportban a kolosztrumképzés idején. Hipotézisiinket az a tény is aldtdmasztja, hogy FcRn
expressziot talaltunk az 0jsziilott barany és felndtt szarvasmarha vékonybél (duodenum) crypta
sejtjeiben, amelyekrol mar 0jsziilott borjak esetén leirtak IgG1 szekréciot.

A szarvasmarhaban nemcsak az ujsziilottben, hanem még a kifejlett allatokndl is az IgG1 a
meghatdroz6 immunglobulin az alsé bronchoalveolaris régidban, ezért elemeztiik a 1égutak FcRn
expressziojat. Vizsgalatainkban mas fajoknal tapasztaltakhoz hasonloan megallapitottuk, hogy

az FcRn az alsé légutak és a tiidé alveolusok hamsejtjeiben expresszalédik, ahol a
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szekrétumban jellemz6 az IgG tulsuly. A I1égutak fels6 szakaszaban az IgA a meghatirozo
izotipus, ¢és ennek megfeleloen a trachea epithel rétegébdl nem tudtunk FcRn expresszidt
kimutatni. Feltételezéstink szerint a szarvasmarha FcRn biztositja az alsd bronchoalveolaris
régioban az IgG dominancidjat.

A kérédzok epithel sejtjeiben kifejez0dd FcRn a tejmirigyre, 0jsziilott vékonybélre és a
tiidore vonatkozd adataink alapjan tehat szelektiven koti €s/vagy transzportalja a lumenbe az
IgGl-et, amely a nyéalkahartya helyi immunvédelméhez jarul hozza. Szarvasmarhanal az IgGl
altalanosan megtaldlhaté a nyal- és a konnymirigy valadékaban, valamint a vékonybelet,
vastagbelet, tiidot és az ivari- és kivalasztdszerveket bélelo nydlkahartya szekrétumaban. Az
elébb emlitett nyalkahartya felszinekre torténd IgG transzport mechanizmusa jelenleg nem
ismert, mi azonban, az itt leirtak alapjan, azt feltételezziik, hogy a folyamat FcRn altal
kozvetitett.

Az FcRn receptor nemcsak az IgG epithel sejteken keresztiil torténd transzportjaban,
hanem az IgG katabolizmusaban is szerepet jatszik, a katabolizmus helyszine az egérben végzett
vizsgalatok szerint a kiilonb6z6 szervekben, szovetekben talalhato kapilldrisok endothel rétege.
Vizsgalataink sordn a szarvasmarha FcRn endothelialis jelenlétét detektaltuk a vékonybél lamina
propriajaban.

Az IgG metabolizmus szempontjabdl fontos szerepet tolthet be a vese, mert a vérbdl a
glomerularis filtratumba keriilt fehérjék, koztiik az IgG, altalanosan a proximalis tubulushamon
keresztlil szivodnak vissza, ezért csak nagyon csekély mértékben iriilnek a vizelettel.
Immunhisztokémiai elemzésiink soran a szarvasmarha vese proximalis tubulus epithel sejtekben
detektaltuk a receptort, a glomerulusok azonban az immunfestddés szempontjabol negativnak
bizonyultak. Annak ellenére, hogy a proximalis tubulus epithel sejteken beliill a receptor
lokalizacidja a humdan proximalis tubulus epithel sejtekben jellemzd lokalizaciotol eltérd
(apikélis helyett bazalis), a funkcioja feltehetéen a human FcRn-nel megegyezden az IgG
szlirletbdl a keringésbe torténd visszaforgatasa, mivel a szarvasmarha vizelet is csak nyomokban
tartalmaz IgG molekulakat.

Az elobbi eredmények alapot adnak ahhoz, hogy a tovabbiakban értékeljiik az FcRn IgG

katabolizmusban betoltott szerepét szarvasmarhaban.

Vizsgélataink az alapkutatds eredményei mellett jelentds gyakorlati felhasznalasi
teriileteknek is alapot nyujthatnak. Ilyen alkalmazas e kutatasi irany egyik hosszu tavu célja is,
miszerint e receptor expresszidjanak befolydsolasaval, iddbeli meghosszabbitdsdval novelni
lehetne a tej immunglobulin tartalméat. Amennyiben a teheneket olyan kdérokozok elolt vagy
legyengitett valtozataival immunizaljuk, amelyek az adott tehenészetben gyakori korokozéi a

tégygyulladasnak, a tej emelt szintli ellenanyag termelése helyileg meggétolhatja a kérokozok
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megtelepedését, és ezaltal csokkentené a tégygyulladas sulyossagat, illetve akar kialakulasdnak
lehetdségét. Egy masik alkalmazési lehetdség, hogy az ilyen tehenek specifikus immunizéaciot
kovetd nagy mennyiségli ellenanyag tartalmu tejét a human gyogykezelések sordn — szajon at
alkalmazott (per os) — passziv immunizalassal lehetne felhaszndlni a bélben elszaporodd

kérokozodkkal szemben.



1. Bevezetés

Mar a jelenkori tudoméanyos, immunoldgiai ismeretek elterjedése eldtt jol ismert volt a
gazdasagi haszonallatokkal foglalkozok korében az a jelenség, hogy a csiko, barany vagy borju,
amely sziiletése utan nem jutott focstejhez (kolosztrumhoz), rovid idon belil elpusztult. E16szor
1892-ben Paul Ehrlich hivta fel arra a figyelmet, hogy a bekovetkezd elhulldas oka fertdzo
betegség (EHRLICH, 1892). Azdéta tudjuk, hogy ezen jsziilottek immunrendszere a
megsziiletést kovetd hetekben meglehetdsen fejletlen, és ezért nem tud hatékonyan részt venni a
fertdzések megakadalyozasaban. A kezdeti iddleges védelmi hianyt az anya immunrendszere
altal termelt ellenanyagok poétoljak, amelyek a kdrokozok széles spektrumaval szemben
nyujtanak specifikus védelmet. Anyai, vagy maternalis immuntranszportnak nevezzik azt a
folyamatot, amelynek soran az anya jelentds mennyiségli immunglobulin ,,ataddsaval” biztositja
az Ujsziilott életben maradasat az élet elsé néhany hetében. Ezt a rendszert végsd soron egyfajta
Limmunologiai tapasztalat” kozvetitésének is felfoghatjuk, hiszen az anyaban olyan
ellenanyagok taldlhatok, amelyeket a kornyezetében talalhatd koérokozokkal szemben termelt.
Minthogy az 1jsziilott természetes élettere megegyezik az anyaéval, az ily moddon nyert
»tapasztalat” hatasos az Gjsziilottet fenyegetd korokozok semlegesitésében is.

Ehrlich korai sejtését, amely szerint a domesztikalt hazidllatok teje (kolosztruma) az
ujsziilottnek id6legesen védelmet nyujtd ellenanyagokat tartalmaz, csak 1946-ban igazolta Emil
Smith, aki a szarvasmarha kolosztrum f6 6sszetevdjét immun laktoglobulinként jel6lte meg (ma
immunglobulin G1) (SMITH, 1946).

A szervezetben taldlhatdé immunglobulinok (Ig) koziil legjelentdsebb és egyben a
vérpalydban legnagyobb mennyiségben jelenlevd ellenanyag — az IgG — védelmet biztosit
virusok, baktériumok, illetve parazitds fertézések ellen. Az IgG hidnya — ellentétben mas
izotipusokkal (IgM, IgA, ¢s IgE) — akar letalis kimenetelli korfolyamatokhoz is vezethet. Az
emldsok evollcidja soran Osszetett folyamatok alakultak ki, amelyek az elébb emlitett 1gG

izotipus praenatalis és/vagy postnatalis transzportjat biztositjak.

Az emldsoket az anyai immunglobulin utédba irdanyuld transzportja alapjan harom
csoportba soroljak (1. abra). A féemlosok, koztikk az emberszabasuak €s az ember (I. csoport) a
magzati élet soran, a méhlepényen keresztiil (in wutero) kapjdk meg a maternalis
immunglobulinok teljes készletét, igy az Ujsziilottek vérében jorészt az anyai immunglobulinok
(IgG) jelennek meg. Emellett e fajok ujsziilttei jelentds mennyiségli IgA molekulat is
felvesznek az anyatejjel, amely helyileg a béltraktusban vesz részt a kdrokozok
visszaszoritdsaban, de a vérbe nem, vagy csak csekély mértékben szivodik fel. Ezzel szemben a

domesztikalt hazidllatok (16, a sertés és a kérddzok; III. csoport) magzatai a maternalis
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immunglobulin készletet (elsésorban IgG) nem in utero, hanem a sziiletést kovetd néhany ora
alatt elfogyasztott focstej (kolosztrum) révén veszik fel. Ebben az iddszakban az 0jsziil6tt allatok
rendhagyd bélhamsejt szerkezete biztositja, hogy a béltraktusba keriilt immunglobulinok, mas
makroglobulinokkal egyiitt intakt formaban felszivodhassanak, és a vérpalyaba keriilhessenek.
(E folyamat a sziiletést kovetd egy-két napon beliil lezarul, azaz a bélben levé immunglobulinok
ezutan mar nem képesek ilyen forméaban a vérbe keriilni — ,,gut closure”.) A ragcsalok, valamint
a ragadozok (II. csoport) Ujsziiléttjei mind in utero, mind pedig a kolosztrum révén részesiilnek a
maternalis immunitasban (6sszefoglaléan lasd: BUTLER, 1999), illetve a vékonybélben egy
kémhatas fiiggd specifikus receptor transzportalja az [gG-t a keringésbe (RODEWALD, 1976).

Anyai szérum immunglobulinok

placentan keresztiil kolosztrum altal

5

Immunglobulinok a focstejben
IgA, IgM, 1gG IgA, IgG, 1gM IgG, IgM, 1gA
felszivodas a vékonybélben

nem szelektiv, nagy
mértékii, az élet elso
12-16 orajaban

IgG specifikus (FcRn)

nyomokban : ..
és elnyijtott

1. dbra. Az anyai (maternalis) immuntranszport kiilonb6z6 mdédjai emlésokben (magyarazat a szovegben),
(KACSKOVICS, 2003)

A jelen dolgozattal kapcsolatos kutatomunkam sordn a kérddzo allatok IgG epithelialis
transzportjat, illetve egy IgG kotd Fc receptor, a neonatalis Fc receptor (FcRn) szoveti
kifejez6dését vizsgaltam. E receptor génexpressziojanak lokalizacidjat tdgy, vékonybél, tiidd és
vese szoveti metszeteken mutattam ki. A kutatocsoportunk altal tanulméanyozott FcRn molekula,
adataink alapjdn, nemcsak a tdgy szérum-kolosztrum irdanyd IgG transzportjaban, hanem

altalanosan a kérddzok epithel sejtjein keresztiil torténd I1gG transzportban is szerepet jatszhat.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A kér6dz6k immunglobulinjai és immunglobulin génjei

A szarvasmarha és mas kérddzOk immunglobulinjai homologok a nem kér6dzé emldsok
immunglobulinjaival. Ugyanugy variabilis €s konstans régiokbdl épiilnek fel, mint az egér vagy
human immunglobulinok, ezen feliil fizikai és kémiai tulajdonsagaik is hasonléak. Mivel a
szarvasmarha, a juh és a kecske kozel-rokon fajok, és a szarvasmarhardl all rendelkezésre a
legtobb adat, a szarvasmarharol itt leirtak altalaban jol alkalmazhatok a tobbi kérddzore is
(BUTLER, 1983). Megjegyzendo, hogy a tevefélék kivételt képeznek sajatos, konnyiilancot nem
tartalmaz6 IgG izotipusaik miatt (HAMERS-CASTERMAN et al., 1993).

A szarvasmarha immunglobulin nehézlancok konstans szakaszait kodold gének a bovin 21.
kromoszéma q23-q24 részén taldlhatok (TOBIN-JANZEN ¢és WOMACK, 1992,
CHOWDHARY et al.,, 1996). A szarvasmarha immunglobulin nehézlanc lokusz konstans
nehézlancok konstans szakaszait kddoljadk, mar korabban leirtak (KNIGHT et al., 1988). A
parosujju patasok sokaig hianyzoénak vélt Cs szakaszt kodold génjeit ellenben csak nemrégiben
1zolaltak (ZHAO et al., 2002). A levezetett aminosavszekvencidk ismertek minden izotipus €s az
IgG1, IgG2 és IgG3 allotipus varidnsai esetében (KNIGHT et al., 1988, SYMONS et al., 1989,
HEYERMANN et al, 1992, KACSKOVICS és BUTLER, 1996, BROWN et al., 1997,
MOUSAVTI et al., 1997, RABBANI et al., 1997).

A juh IgM (HEIN és DUDLER, 1993), IgG1 (FOLEY és BEH, 1989), IgE (ENGWERDA
et al., 1992), IgA (WHITE et al, 1998) és IgD (ZHAO et al, 2002) levezetett
aminosavszekvencia adatai szintén hozzaférhetéek, és tobb mint 75% homoldgiat mutatnak a
szarvasmarha szekvencidkkal. Mivel a gerincesek immunglobulinjai koziil az IgM a legnagyobb
mértékben konzervativ, a homoldgia magas foka a kozel-rokon fajoknal nem meglepd. A
szarvasmarha ¢s juh esetében az aminosavszekvencidk homoldgidja 88%, a transzmembran
farokrész szekvencidja a két faj IgM molekuldjandl teljesen megegyezik (MOUSAVI et al.,
1998).

A szarvasmarha IgA felfedezése kezdetben ,késett”, mert a kutatok a szekrétumok koziil
elsésorban a kolosztrumot vizsgaltdk, és nem vették figyelembe, hogy a féemldsokkel
ellentétben a kérddzok kolosztrumaban és tejében csekély az IgA mennyisége. Az IgA molekula,
bar csak kis hanyadat teszi ki a kolosztrumnak vagy a tejnek, egyes nyalkahartya
szekrétumoknak ebben a fajban is dominans Osszetevoje (MACH és PAHUD, 1971). Mas
fajokhoz hasonloan a szekrétumban jelen 1év0 szarvasmarha IgA is a szekretoros darabbal

Osszekapcsolt, amely koriilbeliil 86 kDa (MACH et al., 1969). A szabad szekretoros darab a
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kolosztrumban és a tejben is nagy mennyiségben taldlhato, és eldszor ,,glikoprotein-a”
molekulanak irtak le (GROVES és GORDON, 1967). Mas fajok IgA szekvenciajaval dsszevetve
a legnagyobb kiilonbségek a kapocs régidban jelentkeznek, amely 6t aminosavbdl; harom
szerinb6l és két ciszteinbdl all. A nem kérddzo, de parosujju sertés IgA molekulaval a
szarvasmarha IgA 75%-ban homolog (BROWN et al., 1997).

A szarvasmarha immunglobulinok tanulményozéasa soran azok allotipus valtozatait koran
felismerték, és leginkabb az IgG2 két allélikus forméjat vizsgaltak. Az IgG2* és IgG2° a kapocs
régioban jelentdsen kiilonbozik egymastol, és az IgG2* CH3 alegysége egy olyan
immundomindns epitopot tartalmaz, amelyet a legtobb poliklonalis és monoklonalis ellenanyag
felismer. Ez az epitdp az 1gG2 specifikus detektalasaban nehézséget okozhat (BUTLER et al.,
1994). Az allotipusok kozott kiilonbséget taldltak a komplement aktivalasban (BASTIDA-
CORCUERA et al., 1999) és a Heamophilus somnus elleni immunvalaszban (CORBEIL et al.,
1997).

Az IgG3 molekulanak két allotipus valtozata ismert, és az IgG1 is rendelkezik legalabb
kettével, de ezek nem eredményeznek olyan nagy, az antigenitasban rejlé kiilonbséget, mint
amely az IgG2 genetikai valtozatait jellemzi. Szeroldgiai (DE BENEDICTIS et al., 1984) és
szekvencialis kiilonbség (BROWN et al., 1997) is igazolhatd a szarvasmarha IgA allotipusok
kozott. Habar az IgM a legtobb fajban egy allotipussal rendelkezik, RFLP (restriction fragment
length polymorphism) és szekvencia elemzések illetve a monoklonalis anti-IgM ellenanyagok
eltérd specifitdsa alatamasztja, hogy szarvasmarhaban és juhban eléfordulnak az IgM allotipus
valtozatai (NAESSENS et al., 1988, HEIN és DUDLER, 1993, MOUSAVT et al., 1998).

Az immunglobulin kénnytldnc eloszlas a szarvasmarhaban erdsen eltolddott, foleg a A-
lanc expresszidja jellemzo (ARUN et al., 1996, BUTLER, 1998).

A kiilonboz6 allatfajok, koztiik a kérddzok immunglobulinjainak legfontosabb jellemzdi és
a nemzetkozi ,,Comparative Immunoglobulin Workshop” 4altal javasolt immunglobulin

nevezéktan a szervezet honlapjan talalhato (www.medicine.uiowa.edu/CIgW).

2.2. A kérédzék immunglobulinjainak megoszlasa a tejmirigy és
nyalkahartya szekrétumokban

A haziasitott kérodzok IgG1 molekuldi az egyes fajok kozott erds keresztreakciot adnak
(BUTLER, 1983). Az IgGl a f6 immunglobulin a tehenek, anyajuhok és néstény kecskék
kolosztrumdban, és az IgG1 magas koncentracioja e szekrétumban a tégybeli IgG1-specifikus

szallitd receptorok szelektiv transzport mechanizmusdnak kovetkezménye (DIXON, 1961,

BRANDON et al., 1971).
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Annak ellenére, hogy az IgG2 szdmottevd mértékben nem szallitodik a kolosztrumba vagy
a tejbe, fontos szerepet tolt be az immunvédelemben. Az IgG2 a legfontosabb opszonin a
neutrophil granulocytdk és makrofagok fagocitézisaban (BUTLER, 1998).

Az IgG3 kvalitativ adatok alapjan a szérum kevésbé jelentos 6sszetevdje (BUTLER et al.,
1987), funkcionalis elemzése még nem tortént meg.

A tobbi emléshoz hasonléan az IgM és IgA a normal szérum immunglobulinok kis hanyadat
teszi ki. A szarvasmarhaban a szérum IgA nagyrésze dimer formaban fordul eld, a human
szérum IgA-val ellentétben, amelynek 80%-a monomer (DUNCAN et al., 1972).

A tejben mind az IgA, mind az IgM a tejzsirral asszocialtan fordul eld, koncentracidjuk 6tszor
nagyobb a tejzsirban, mint az IgG1 vagy az IgG2 koncentracidja. A szekretoros IgA és az [gM
koncentracidja kétszer illetve haromszor nagyobb az elvalasztott tejzsir rétegében, mint a
tejsavoban. Ez a tejzsirhoz kothetd szelektiv asszociacid az IgG1l és IgG2 molekuldkra nem
nem ismert.

Az 1. tablazat Osszegzi a kiilonbozd alosztdlyd szarvasmarha immunglobulinok
publikéacidkban talalhatd adatok atlagértékei, amelyek — amint arra a szerz6 ramutat — a mérések
standardizalasanak hidnya és a tényleges biologiai valtozatossdg miatt csak utmutatéul
szolgalnak (BUTLER, 1983). A legtobb testfolyadéknal a szérum és a tejmirigy szekrétumok
kivételével az adatok csak egy vagy néhany publikdcion alapulnak, és kevés szdmi mintat
foglalnak magukba. Mindezek ellenére az értékek alapjan tehetd néhany altalanos megallapitas.

Az IgG1 és [1gG2 kozel azonos koncentracidban van jelen a szérumban és megkdozelitdleg
30%-at adja a teljes fehérje mennyiségnek; a szérumfehérjék koriilbelil 50%-a albumin. A
szérum IgA a teljes fehérje mennyiségnek csupan 0,6%-at adja, mig az IgM ennek az értéknek
majdnem tizszerese. A kolosztrumban az immunglobulinok adjék a savo fehérjéinek, tobb mint
95%-at, és az IgG1 ennek a mennyiségnek a 80%-a. Az IgA és IgM szintek a szérumban mért
értékekhez hasonloak, az IgG2 joval alacsonyabb, mint az IgG1, de sokkal magasabb, mint amit
a szérumbdl tortént transzudacid alapjan varnank. Az immunglobulin szintek a tejben a
kolosztruménal sokkal alacsonyabbak, csak koriilbeliill 7%-at adjak a savo teljes fehérje
szintjének. Az IgA ardnya az G6sszes immunglobulinhoz képest azonban jelentdsebb a tejben,
mint a kolosztrumban. Az IgA a nyal és konny immunglobulinjainak 80%-4t teszi ki, majdnem
ilyen ardnyban taldlhaté az orrnyalkahartya szekrétumdban, de a normal bélnedvben és mas
szekrétumokban kevesebb, mint felét jelenti az 6sszes immunglobulinnak (BUTLER, 1983).

Az 1jsziilott borjak vékonybél szekrétumat Newby €s Bourne vizsgalata alapjan az elso

idoben (2 hetes kor) az IgG1 szinte kizarélagos dominanciaja jellemzi.
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A 4 hetes allatokban mar az [gG2-t, [gA-t és az [gM-t is ki lehet mutatni a szekrétumbol. Az IgA
relativ mennyisége novekedik az elsé 3 honapban, és 10-12 hetes korban éri el a feln6tt allatokra
jellemzd értéket. Nemcsak a fiatal borjaknal, hanem a 18 honapos szarvasmarhdknal is az IgG1 a
meghataroz6 a vékonybélben, ¢€s az IgA kisebb mennyiségben fordul eldé (NEWBY ¢és
BOURNE, 1976a).

Az epében az immunglobulinok koncentracioja viszonylag alacsony, az IgG1 fordul el
legnagyobb mennyiségben. Az 1gG2, IgA és IgM koncentracidja az eldbbi sorrendben csokken
(I. tablazat). A szérumbdl az epébe iranyuld szekretoros IgA transzport nem hatékony. Egy
koréabbi vizsgalat ramutatott arra, hogy az epébdl visszanyert radioaktivan jelolt szekretoros IgA
nagyrészt, de nem kizardlag, alacsonyabb molekulatomeggel birt, mint az intakt molekulak;
valamint a szérumba injektalt radioaktivan jelolt IgGl-et csak alacsonyabb molekulatomegi
fragmentként sikeriilt kimutatni az epében (BUTLER et al., 1986).

A hugy-ivari rendszer nyalkahartya szekrétumait tekintve Duncan és munkacsoportja
megallapitotta, hogy emberhez hasonldéan a tehén nemi utak valadékanak IgG koncentracidja
kozel azonos vagy néhdnyszor nagyobb, mint az IgA koncentracigja (DUNCAN et al., 1972).
Corbeil €s munkatarsai egy részletesebb elemzésben késobb leirtdk, hogy az IgA a meghatarozo
immunglobulin a tehenek hiivelyének nyalkahartya szekrétumdban, mig a cervix és az uterus
valadékban az IgG dominal (IgG/IgA arany 21.9 illetve 13) (CORBEIL et al., 1976).

A 1égutak nyalkahartya szekrétumanak immunglobulin Osszetétele hasonlit a tobbi
emlds¢hez abban, hogy az IgA a meghatarozé izotipus a fels6bb légutakban. Az IgG aranya
fokozatosan n6 az alsdbb Iégutak irdnydban (WILKIE, 1982). Borjakban az anyai
immunglobulinok megjelennek a légutak nyalkahartya szekrétumdban, és hozzajarulnak a helyi
immunvédelemhez (BELKNAP et al., 1991). Hat hetes korig az IgG1 a f6 immunglobulin a
léguti szekrétumban, az IgA és IgM kisebb mennyiségben van jelen (MORGAN et al., 1981).
Kés6bb az IgG aranya csokken az IgA javara, de még felndtt korban is jellemz6, hogy az alsobb

légutakban az [gG marad a meghataroz6 immunglobulin (WILKIE, 1982).

A 1II. tablazatban a juh szérumban és tejmirigy szekrétumban jelen 1évé immunglobulinok
koncentracioja talalhato. A tendencidk itt is a szarvasmarhdnal leirt adatokhoz hasonloak, de az

[gG1/IgG2 ardny eltolddott az elbbi javara.

2.3. A szekrétum immunglobulinjainak eredete

A szérum és a nyirok immunglobulinjai a nyirokcsomok és a lép plazmasejtjeibodl
szarmaznak, kozvetleniil bejutvan a vér- és nyirokkeringésbe. A nyalkahartya szekrétumok

immunglobulinjainak ezzel szemben 4t kell haladniuk az alaphartyan és az epithel sejtek



sejtkapcsolo  struktarakkal szorosan zart rétegén, hogy a szekrétumba keriiljenek. A
szekrétumokba 1épé immunglobulinok szarmazhatnak a vérbdl vagy a nyalkahartya hamréteg
alatti plazmasejt populaciobol. Minden szekrétumban egyarant feltételezhetd helyi és szérum
eredetli immunglobulin, de nyilvanvaldan a kiilonb6zd szerveknél és a kiilonbozo izotipusoknal
eltérd a kétféle eredetli immunglobulinok aranya.

Az eddigi kutatasok soran haromféle modszerrel probaltdk meghatarozni a kérddzokben
szintetizalt immunglobulinok eredetét (Osszefoglaldan lasd: BUTLER, 1983). Az elsonél az
immunglobulin szintézist mérték in vitro a kiilonb6z6 szovetek €s szervek esetén. A masodiknal
a szovetekben ¢és szervekben jelen 1év0 plazmasejteket szdmoltak meg. A harmadik modszernél,
pedig in vivo radioaktivan jelolt immunglobulinokat adtak be, és a megjelenésiiket mérték a
kiilonb6z6 szekrétumokban. Ha az utdbbi modszert a széllitott immunglobulinok specifikus
aktivitdsanak mérésével kiegészitik, a helyi és szérum eredeti immunglobulinok ardnya
kiszdmolhato.

Az in vitro szerv illetve szovet kultarakkal kapcsolatos korabbi mérések igazoltak, hogy a
kérddzok kiilonbozd szovetei termelnek immunglobulinokat. Az IgG és az IgM tlint a periférias
nyirokcsomék ¢és a 1ép altal termelt immunglobulinok kozil domindnsnak, mig a
nyalkahdrtyahamot tartalmazé szervkultirakban az IgA termelés volt a legjelentdsebb. Az IgG
alosztalyok termelddését kiilon ezzel a moddszerrel nem lehetett kimutatni, a jelenlegi
elképzelések az egyes immunglobulin izotipusokat tartalmazo sejtek eloszlasanak vizsgalatan
alapulnak. Sok exokrin szovetnél az IgGl-tartalmu plazmasejtek domindns el6forduldsardl
szamoltak be (BUTLER, 1983).

Az emberben naponta 28 mg/testtomeg kg IgA ¢és 30 mg/testtomeg kg IgG termelddik. A
tobbi  immunglobulin izotipus termelddésére sokkal alacsonyabb értékeket kaptak
(WALDMANN, 1970). A szarvasmarhdban nem végeztek hasonld méréseket, amelyek az IgG1
nyilvanvald dominancidja miatt kifejezetten érdekesnek bizonyulndnak. A kérddzok
kolosztrumaban ¢€s tejében taldlhatd IgG1 kozel 100%-a szérum eredetli (NEWBY és BOURNE,
1977), emellett azonban az IgG1 helyi termelddését (BUTLER et al., 1972) és IgG1 termeld
plazmasejteket (YURCHAK et al., 1971) is ki lehetett mutatni szarvasmarha tejmirigyben. A
kérddzok tégyében megismert IgG1 transzport mechanizmus (lasd a 2.4. fejezetben) felvetette a
kérdést, vajon mas mirigy, illetve nyalkahartya epithel réteg képes-e 1gG1 transzportra. Ez az
elképzelés valdsziniinek tiint tekintve a tejmirigy szekrétum mellett egyéb szekrétumok jelentds
IgGl tartalmat (I. tablazat). A légutak szekrétumaba torténd transzport kimutatdsara tett
kisérletek a jelolt IgG1 molekuldk bizonyos foku szelektiv transzportjat mutattdk (CURTAIN et
al., 1971). Wells nem tudta kimutatni az [gG1 vagy IgG2 orrnydlkahartya szekrétumaba iranyuld
szelektiv transzportjat (WELLS et al., 1977). A juh felso 1éguti szekrétuméanak elemzésénél az
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IgM, IgGl és IgG2 teljes mértékben a vérplazmabol szarmazott, mig az IgA koriilbelil 81%-a
helyi eredetii volt. Szelektiv transzportot mutattak ki az IgA és IgM molekulaknal
(SCICCHITANO et al., 1986).

A nydlban a szérumhoz képest nagyobb IgG1/IgG2 aranyt (MACH és PAHUD, 1971) a
szérumbol ered6 IgG1 transzport (CURTAIN et al., 1971) és a helyi szintézis (MORGAN et al.,
1981) egyiittesen okozhatjak. Fiiggetleniil azonban attol, hogy az IgG1 helyben termelddik vagy
szérum eredetl, sejten keresztiil torténd transzport sziikséges ahhoz, hogy a megfeleld epithel
rétegen atjusson. A konnyben az IgG1 nagyobb mennyiségben van jelen, mint az I1gG2, és az
IgG1 szelektiv transzportjat igazoltadk (PEDERSEN, 1973). A vékonybél szekrétumaban az 1gG1
dominanciaja jellemzo, és a crypta sejtekbol ki tudtdk mutatni az IgG-t, igazolva a sejtek
szelektiv IgG1 transzportjat (NEWBY és BOURNE, 1976a). A helyi plazmasejtek altal termelt
IgG1 nemcsak a transzepithelidlis transzportban vesz részt, hanem egy részét a nyirokkeringés
felveszi, €s a szérum IgG1 mennyiségéhez jarul hozza (MORGAN et al., 1981).

A szarvasmarha szovetekben a helyi IgA termelés kimagaslo (BUTLER et al., 1972).
Emellett Newby és Bourne kimutatta, hogy a tej IgA tartalmanak tobb mint 50%-a szérum
eredeti (NEWBY és BOURNE, 1977). Ezzel osszefiigg a szérum IgA koncentraciojanak
csokkenése nagyobb mennyiségli tej lefejése idején. A helyi plazmasejtek altal termelt és a
szérumban talalhaté IgA dimerek ugyanazon transzport mechanizmus révén jutnak a lumenbe
(BUTLER, 1983). A transzport mechanizmust és a transzportot kozvetité szarvasmarha polimer
immunglobulin receptort kordbban karakterizaltdk (KULSETH et al., 1995, VERBEET et al.,
1995).

A tej IgM tartalmanak kevesebb, mint a fele szérum eredeti (NEWBY ¢és BOURNE,
1977). A bél szekrétum IgM molekuldi helyben termelddnek (ALLEN és PORTER, 1975). Az
IgM transzportja az IgA dimerekével megegyezd modon, a polimer immunglobulin receptor
segitségével zajlik.

Mastitis esetén az IgG2 szint emelkedhet a szekrétumban. Altalanosan elfogadott, hogy a
togy gyulladasakor szérum transzudécid, valamint az albumin és Ig esetenként IgG2 szint
novekedése jellemzd a szekrétumban (GUIDRY et al., 1980). A mirigyben nd a
polymorphonuclearis sejtek szama (ANDERSON és ANDREWS, 1977), ezek a sejtek megkotve
az IgG2-t beléphetnek a szekrétumba, ezt kovetden az 1gG2 a sejtek pusztulasdval szabadda
valik. Az egészséges tejmirigyben alacsony az IgG2 szintje, helyi szintézis kimutathato
(BUTLER, 1983). A szekrétum IgG2 tartalma 98%-ban helyi eredetli (NEWBY és BOURNE,
1977).
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2.4. A kéré6dz6k maternalis immuntranszportjanak jellemzéi

Az epitheliochorialis (syndesmochorialis) placentaval rendelkezd kérddz6knél a maternalis
immunitds ataddsa, vagyis az anyai IgG transzport, nem a méhlepényen keresztiil, hanem
kizarolag a kolosztrum felvételével valdsul meg. E folyamat elsé 1€pése, a togy kolosztrumba
iranyulo IgG szekrécidja, mar régdta ismert. Az IgG1 szérum-kolosztrum irdnyd transzportjat

eldszor 1961-ben Dixon és munkatarsai mutattak ki (DIXON, 1961).

A kérddzokben a vér IgG1 és IgG2 koncentracidja kozel azonos (I. tablazat). Sasaki és
munkatdrsainak radioaktiv izotoppal jelolt immunglobulinokkal végzett vizsgdlata alapjan
igazolhaté volt, hogy az ellést megel6zd idoben a jelolt IgGl és 1gG2 egyforma megoszlast
mutat az intra- ¢&s extravaszkuldris terekben. Az ellés elott kozvetlentil azonban az
immunglobulin metabolizmusban jelentds valtozdsok kovetkeznek be. A plazma IgGl
termelddés, vagyis az IgG1 belépése a vérkeringésbe megnovekszik, és az ellés eldtti napokon
éri el a maximum értéket. A plazma IgG1 felezési ideje €s koncentracioja ugyanakkor lecsokken.
Ez utébbi két valtozas egyiitt jar a kolosztrumban az IgGl nagyaranya felhalmozddasaval
(SASAKI et al., 1976). A fent emlitett, a tdgy acinus sejtjein keresztiil torténd, IgG1 transzport
(NEWBY ¢és BOURNE, 1977). Az ellést kovetd napokban, a tejben az IgG1 koncentracidja
mintegy két nagysdgrenddel csokken (I. tablazat). A transzport ellés koriili idozitése és
nagyfoku szelektivitdsa specifikus receptor medialt folyamatot feltételez, amelyet szovettani és

radioreceptor elemzések eredményei is alatamasztanak.

Kemler és munkatarsai kimutattdk a szarvasmarha IgG kotddését a kolosztrumképzés
idején vett togyszoveti mintdk metszetein, ezzel ellentétben a laktacid idejébdl szarmazd
metszeteken IgG kotést nem tapasztaltak. Inhibicios kisérletek alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy az acinus sejtek IgG receptora az IgG CH2 doménjét koti. Az IgG kotést human,
juh és nyul IgG hozziadédsaval eredményesen gatolni tudtdk, mig nem-emlds (csirke) Ig
hozzaadéasaval a kotést nem lehetett gatolni (KEMLER et al., 1975). Egy masik kutatécsoport
immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutatta, hogy az IgG1 ellés eldtt foképpen a toégy acinus
epithel sejtjeiben €s a lumenben taldlhatd. Az IgG2 féleg az interstitiumban volt jelen, az acinus
sejtekben nem detektaltdk. Az ellés utan az IgGl-re és az 1gG2-re jellemzd eltérd festddési
mintdzatot nem lehetett megfigyelni, a laktalé szévetben mindkét alosztaly az interstitiumban
helyez6dott el. A tégy kotdszovetes allomanya az el6z6 adatok szerint extravaszkularis
raktarként (pool) szolgalhat a szérumfehérjék, koztik az IgG szdmara. A vemhesség utolséd
hetében a tégy interstitiumaban jelentdsen lecsokkent IgG1 mennyisége az acinus sejtek aktiv

transzportjanak eredménye (LEARY et al., 1982).
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Brandon és munkatarsai feltételezték, hogy az IgGl szelektiv transzepithelialis
transzportjat a bazalis vagy intracellularis membranon fellelhet6 receptorok segitik (BRANDON
et al., 1971). Immunhisztokémiai €s receptor analizis vizsgalatok eredményei igazoltdk, hogy
valdban egy nagy affinitasu, az ellés koriili idészakban jelentdsen felszaporodd, a tdgy epithel
sejteken expresszalddd IgG1l receptor biztositja az 1gG1 vérbdl kolosztrumba vald atjutasat.
Receptorkinetikai paraméterek meghatarozasaval sikertiilt jellemezni a transzportot végzé I1gGl
receptormolekuldkat. Eszerint a normal laktacié soran is fellelhetd, 9000/sejt szamu, viszonylag
alacsony affinitast (K,=5x10° M) kotohelyek szama az ellés koriil megszaporodik. Ezen kiviil
egy 1j, joval magasabb affinitast (K,=45x10° M) receptorpopulacié is megjelenik az ellés elétt
koriilbeliil 1 héttel. Ezekbdl a receptorokbol a szamitasok alapjan sejtenként 5000 talalhatd
(SASAKI et al., 1977).

Alfa-laktalbumin '
| 200 -

_atogyszovetben 2. dbra. Az o-laktalbumin szint és kiilonbozé
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tehenekben az ellés koriili idoben. (TUCKER, 1988)
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progeszteron szintjében bekovetkezett valtozas kozvetleniil vagy kozvetve befolyasolja az 1gG1
szelektiv transzportjdt a szarvasmarha tejmirigy szekrétumaba (SMITH et al., 1971). A
kolosztrogenezis beinduldsanak szabalyozdsa Osszetett. A progeszteron koncentracid mar ellés

elott 2-3 héttel elkezd csokkenni, mielott kozvetleniil ellés eldtt hirtelen lezuhanna, ezért
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feltételezhetd, hogy ez a kezdeti progeszteronszint csokkenés, amely egybeesik a
kolosztrogenezis megindulasaval, jelenti az els6 szignalt. Guy és munkatarsai igazoltak, hogy a
progeszteronszint ellés elétt 10-30 nappal szignifikdnsan csokkent, és ez egyiitt jart a szérum
IgGl1 szintjének csokkenésével, bar a szekrétumban ez id6 alatt az IgG1l koncentracid csak
kismértékben valtozott (GUY et al., 1994b). Mivel a kolosztrogenezis a laktacid kezdetével
befejezddik, a laktogenezishez sziikséges hormonok feltehetden felfiiggesztik az IgGl
transzportot. A laktogén komplex részeként jol ismert gliikokortikoidok a tejtermelés
beinduldsédért is felelosek. Az ellés koriil megnovekedett szérumszintjiik valdsziniileg fontos
szerepet jatszik a kolosztrogenezis megszlintetésében. Az ellés elott 6-8 héttel adott
gliikokortikoidok megakadalyoztak a szekrétumba iranyuld nagymennyiségli IgG1 transzportot
(BRANDON et al., 1975). Glikokortikoidokkal indukalt ellésnél a kolosztrum lecsokkent Ig
tartalmat allapitottak meg (BAILEY et al, 1973). Az elobbi kozlemények alapjan a
gliikokortikoidok leroviditik a kolosztrogenezist az 1d6 eldtti elléshez kapcsoldodd laktogenezis
beinditasaval. A togyepithel sejtek differencialodasaért felelds prolaktin hatasat az IgG1 receptor
expresszidjara Barrington és munkatarsai vizsgaltak. In vitro kisérletiikben ellés eldtt allo
tehenekbdl vett tégyszovetmintakat kezeltek prolaktinnal, 17B-6sztradiollal vagy mindkettével.
A prolaktin a pozitiv laktogén hatdsa mellett (a-laktalbumin termelés novekedése) az 1gGl
receptorok expressziojat csokkentette, ellenben a 17B-6sztradiol 6nmagaban nem csokkentette az
IgG1 receptor expresszidt (BARRINGTON et al., 1997). In vivo kisérletiikben szarazonalld
tehenekben laktaciot indukaltak. Rekombinans bovin prolaktin vérpalyaba adasaval a laktogén
aktivitds nott, a tejbe szekretalt [gG1 mennyiség és az IgG1 receptorok expresszioja csokkent.
Bromokriptin alkalmazasaval a szérum prolaktinszintet és a laktogén aktivitast csokkenteni
tudtak, az IgG1 receptor expresszioja viszont fennmaradt. Tehat a prolaktin a laktogenezis

beindulasakor csokkenti az IgG1 receptor expresszidjat (BARRINGTON et al., 1999).

Ismert, hogy a hormonadlis tényezdkkel egytittmiikodve vagy azoktol fliggetleniil lokalis
hatdsok szintén befolyasoljak a kolosztrogenezist. A legegyszerlibb példa a lokalis szabalyozas
hatdsara az egyes togynegyedek eltérd Ig tartalma és a szekrétum eltérd Osszetétele. Tekintve,
hogy a tejmirigyek kozos szisztémdas szabdlyozas alatt allnak, a kiilonbségeket az egyes
negyedek eltérd helyi kornyezete okozza. Mas esetekben a lokalis szabalyozéas atmeneti IgG1
transzport emelkedést okoz az egyes togynegyedekben. Megfigyelték, hogy az IgG1 transzport
atmeneti emelkedése Osszefiigg a tejszekrécid gatlasaval, togygyulladassal vagy az involucidval
(WATSON et al., 1972, DARTON ¢és MCDOWELL, 1980). Az involucido kezdetén, a
kolosztrogenezishez hasonldéan, az IgGl lokalizaciojanak valtozdsat mutattdk ki. A laktald
szovetben az IgG1 az acinusok kozotti allomanyban helyez8dott, mig az involucid elsd napjaiban

az acinus epithel sejtekben apikalisan €s bazolateralisan jelent meg (ZOU et al., 1988). Tovabbi,
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az egyes togynegyedek vizsgalatara irdanyuld kisérletek kozvetlen bizonyitékokkal szolgaltak a
lokalis szabalyozast illetden. Brandon és Lascelles kimutattak, hogy amennyiben a teheneknél
két tégynegyedre szoritkozva fenntartottdk a tejtermelést a vemhesség végéig, ezekben a
mirigyekben az IgG1 koncentracioja jelentdsen alatta maradt a szérazra allitott togyfélben mért
érteknek (BRANDON és LASCELLES, 1975). Eredményiik igazolja, hogy a lokalis hatasok
felulirhatjak a szisztémas szabalyozast a togyfelek funkcionalis allapota kozott jelentds
kiilonbséget okozva. Guy és munkatarsai leirtdk, hogy 10 nappal a varhatd ellés el6tt meginditott
fejés csokkentette az IgG1 €s a prolaktin koncentracidjat a fejt togyfélben, ugyanakkor az Gritett
immunglobulin és hormon mennyisége meghaladta a kontroll oldalon mért értéket (GUY et al.,
1994a). Feltételezések szerint a prolaktin kezdetben az IgGl receptorokat expresszald
tdgyepithel sejtekben eldsegiti a differencidlodast és a sejt transzcitozisra vald képességét. Ez
megnoveli az IgGl és a prolaktin transzportjat a tejmirigy szekrétumaba. Ezt kovetden a
prolaktin a tejszekrécioért felelds géneket kapcsolja be, €s egyben kozvetlen vagy kozvetett

modon az IgG1 receptorok expressziodjat gatolja (BARRINGTON et al., 2001).

A kolosztrumba iranyuldé immunglobulin-transzportot kdvetéen a maternalis immunitas
atadasanak masodik lépése a kolosztrummal felvett anyai immunglobulinok felszivodasa, amely
az jszilott kérédzok vékonybelében lezajlo nem-specifikus folyamat. A fiatal kérédzok esetén
azonban a mar vérpalyaba kerilt IgG1 egy része tobbek kozott a vékonybél Lieberkiihn crypta
sejtjeinek aktiv transzportalo tevékenysége révén ismét a lumenbe keriil. A lumenbe szekretalt
IgG1 hozzajarul az emésztdtraktus specifikus immunvédelméhez (NEWBY és BOURNE, 1976a,
BESSER et al., 1988b). Korabbi vizsgalatok alapjan ezek a molekulak intakt médon jutnak a
lumenbe és ott képesek a korokozdk semlegesitésében részt venni (BESSER et al., 1988a,
BESSER, 1993). Funkcionalis anyai immunglobulinokat a vékonybél szekrétuma mellett a
l1égutak nyalkahartya szekrétumaiban is kimutattak (BELKNAP et al., 1991).

Ismert tovabba, hogy nemcsak az ujsziilott allatok, hanem a felndtt kérédzok esetén is az
IgG1 az IgA molekuldhoz hasonloan szamos nyalkahartya feliiletre aktivan szekretalodik, és ott
hozzajarul az immunvédelemhez. Ezt tdmasztja ala az a kisérlet, amelynek soran teheneknek
radioaktiv IgG1 ¢és IgG2 molekuldkat adtak intravéndsan. A vérplazmabol szarmazo jelolt
molekuldk megjelentek a 1égutak feliiletén (bronchusok), a méhben, a hiivelyben, a gyomorban,
az epeholyagban ¢és a bélben. A szervektdl fliggéen az IgG1 szelektiv transzportjat lehetett
megfigyelni az egyes nyalkahartya szekrétumokba (CURTAIN et al., 1971). A kérédzok IgG1

molekulajanak kiemelt szerepét az teszi lehetdvé, hogy ez az izotipus az IgA-hoz hasonloan
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nagyfoku rezisztenciat mutat in vitro (prondz enzim) és in vivo (a vékonybélben talalhato

gastrointestinalis enzimek) proteolizissel szemben (NEWBY és BOURNE, 1976b).

2.5. A neonatalis Fc receptor és szerkezeti sajatossagai

A maternalis immunglobulinok transzport receptora, — ragcsalok és az ember esetében — a
neonatalis Fc receptor (FcRn) egy olyan heterodimer fehérje, amely szerkezetileg ¢s
filogenetikailag az MHC I molekulaval szoros rokonsadgot mutat. A receptor o-lanca az MHC 1
osztalyéhoz hasonld, harom extracellularis doménbdl, a sejtmembranban ,horgonyzd”
transzmembran régidobdl és citoplazmikus farokrészbol épiil fel. Az a-lanchoz masodlagos
kotderdkkel B2-

mikroglobulin

kapcsolododik
(SIMISTER és
MOSTOV, 1989)
(3. abra).

3. abra. A
szarvasmarha FcRn és
a hozza kapcsolodott
IgG 3D szamitégépes
modellje

A rontgen-

krisztallografias e-
lemz¢s igazolta, hogy az FcRn molekula szerkezete valoban hasonlit az MHC I molekuldkéhoz
(BURMEISTER et al., 1994), azonban a peptidkoté zseb, amelyhez a klasszikus és nem
klasszikus MHC I molekuldknal peptid vagy egyes esetekben glikolipid ligandum kapcsolodik
(BJORKMAN et al., 1987b, BIORKMAN et al., 1987a, ZENG et al., 1997, JOYCE et al., 1998),
sztérikusan nem hozzaférhetd. A sztérikus gatlast az a2 domén helikalis részében, a
molekuldban, a prolin beépitése az adott pozicioba nem befolydsolja a peptid prezentaciot a T-
sejteknek (PLAKSIN et al., 1997). Ezért valdszinili, hogy még egycb szerkezeti sajatossagok is
sziikségesek a sztérikus gatlas 1étrejottéhez.

Mivel a rontgenkrisztallografias vizsgélat felbontasa nem bizonyult elegendének az FcRn
Fc-fragmentumhoz  valdo kotédésében résztvevd aminosavak azonositdsara, irdnyitott
mutagenezissel hataroztdk meg a patkany FcRn patkany/egér IgG koto helyeit (RAGHAVAN et
al., 1994, VAUGHN et al., 1997). Kimutattak néhany a2 alegységbeli (Glul17, Glul32, Trp133,
Glul35 ¢és Aspl37) és a B2-mikroglobulinban (Ilel) taldlhatd aminosavmaradékot, amelyek
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kozvetleniil szerepet jatszanak az FcRn-IgG kolcsonhatisban. Az a2 domén elobb emlitett
aminosavmaradékai értelemszertien konzervativ egységek a kiilonb6z6 fajoknal (SIMISTER ¢s
MOSTOV, 1989, AHOUSE et al., 1993, STORY et al., 1994), a 32-mikroglobuliné is, de ennek
szerepe kisebb az IgG kotés kialakuldsdnal, mint az 02 domén aminosavmaradékainak
(VAUGHN et al, 1997). Az FcRn-IgG kolcsonhatas a T-sejt-receptor-peptid-MHC 1
interakcidtdl eltérd mdédon zajlik, amennyiben a T-sejt-receptor két MHC hélixet feszit szEt, €s
diagonadlis irdnyultsdgban kotddik a peptidhez (GARBOCZI et al., 1996, GARCIA et al., 1996).

In vitro kisérletek aldtdmasztjdk az FcRn dimerizacid szerepét a nagy affinitasu IgG
kotésben, ahol az un. ,,fekvo” komplexben (lying-down complex, 4. abra A) egy FcRn dimer
kotoédik az IgG/Fc molekuldhoz (RAGHAVAN et al., 1994, RAGHAVAN et al., 1995,
VAUGHN ¢és BJORKMAN, 1997, VAUGHN et al., 1997). A dimerizacidban nagy jelentdséggel
bir az a3 doménhez kapcsolodd (Asn225) szénhidratlanc, amelynek tipusa — attol fiiggden, hogy
a receptor milyen gazdasejtben fejezOdik ki — hatdssal van a dimerizaciora és ennek
kovetkezményeként az FcRn-IgG interakciora is (VAUGHN és BJORKMAN, 1998).
Megjegyzendd azonban, hogy sem emberben, sem a kérddzoknél nem taldlhatdé meg ez a
glikoziléacios hely.

Az IgG molekulan talalhato két lehetséges kotohely arra enged kovetkeztetni, hogy az
FcRn ligandumat szimmetrikus, 2:1 0Osszetételd, ,,all6” komplex formdjaban (standing-up
complex, 4. abra A) kéti. Ujabban ugyanakkor kimutattik, hogy szimmetrikus komplex nem
mindig képzdédik (POPOV et al., 1996). Ghetie és Ward modellje szerint, ha az IgG molekula
egyik kotohelyén 1étrejon az FcRn-Fc kolesonhatds, a masik kotohely affinitdsa csokken. Ez
Osszhangban 4ll azzal, a megfigyeléssel, amely szerint az FcRn kotés az IgG molekuldaban
aszimmetriat indukal. Azt is leirtdk, hogy az FcRn-IgG interakcié sztochiometriaja, vagyis a
kapcsolddd molekuldk anyagmennyiség ardnya, a rekombinans FcRn glikozilaltsagi fokatdl és az
IgG allotipusatdl fuggden valtozik (GHETIE és WARD, 2000). Bjorkman és munkatarsai egy
olyan modellt alkottak, amelyik a ,fekvd” és az ,all6” komplexet is magaban foglalja
(RAGHAVAN ¢és BJORKMAN, 1996). Ezen oligomer szalagok (oligomer ribbons, 4. abra. B)

in vivo 1étét azonban eddig még nem igazoltak.
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4. abra. A. ,,Fekvo” és ,,All()” FcRn-Fc¢ komplexek. Mindkét komplex sztochiometriai dsszetétele 1 Fec: 2 FcRn
molekula, de alapvet6 kiilonbséget mutatnak a komplexet felépité molekulak konfiguracidojaban. A ,,fekvé”
komplexben egy Fc¢ kotédik az FcRn-FcRn dimerhez, amelyet az a3 domének és szénhidratlancok kozotti
kolesonhatasok tartanak ossze. Az ,,all6” komplex ezzel ellentétben szimmetrikus FcRn-Fe-FcRn
konfiguraciébol all. A ,,fekvé” komplexben még tovabbi kolesonhatasok alakulhatnak ki az Fc és a masodik,
tavolabb es6 FcRn molekula kozott, de ezeket az egyszeriiség kedvéért nem mutatja az dbra. B. Oligomer
szalag abrazolasa, amelyben mind a fekvd, mind az 4ll6 komplexek jelen vannak. Az egyszeriiség kedvéért az
FcRn transzmembran régiéjat (TM) nem mutatja az dabra. A nyilak az FcRn dimerizaciét eredményezé
kapcsolodast jelzik (GHETIE és WARD, 2000).

2.6. Az FcRn szerepe a ragcsalok IgG transzportjaban

Az FcRn-t eldszor ragesalokban azonositottdk, mint egy olyan szallitd receptort, amely az
anyai immunglobulinokat az 0jsziilott allat vérkeringésébe juttatja, az 0jsziilott bélhamsejtjein
keresztil (RODEWALD és KRAEHENBUHL, 1984). Az elsé izolalt patkany bélhamsejt
membranon tortént vizsgalatok azt mutattak, hogy az FcRn pH-fliggd mddon koti az IgG
molekuléat. A kapcsolodas enyhén savas kozegben (pH 6.0-6.5) jon 1étre, mig semleges-enyhén
bazikus kozegben (pH 7.2-7.5) disszocial az IgG/FcRn komplex (RODEWALD, 1973,
RODEWALD, 1976, RODEWALD, 1980, RODEWALD és ABRAHAMSON, 1982). Az el6bbi
eredmények és a szovettani elemzések alapjan alkottdk meg azt az elképzelést, amely az FcRn
IgG transzportald szerepét irja le (5.a abra). Az IgG az epithel sejtek lumendlis felszinén,
enyhén savas kozegben, az FcRn molekuldhoz kotddik, és az FcRn-IgG komplexet receptor-
medialt endocitdzissal veszi fel a sejt. A komplexek transzcitdzis Utjan keresztiiljutnak a sejten,
ezt kovetden exocitdzissal a bazolateralis oldalra keriilnek, ahol a magasabb pH értéken szétvalik

a receptor ¢s a ligandum (RODEWALD és KRAEHENBUHL, 1984).

25



A patkany szikzacskd belsd csiralemezben expresszalodd FcRn szerepét kutatva
megallapitottdk, hogy az FcRn-IgG interakcid az apikalis vesiculdkban zajlik, és nem a
szikzacsko sejtjeinek felszinén (ROBERTS et al., 1990). Rdadésul a sejtfelszinen nem tudtdk
kimutatni a receptor expresszidjat. E megéllapitasok ahhoz az elgondoldshoz vezettek, hogy a
szikzacskoban az FcRn IgG kotés csak a nem-specifikus, folyadék fazisi pinocytosist kovetden
alakul ki. A savas kémhatdsi endoszémakban megkotddik az IgG, atszallitodik a sejten a
bazolateralis oldalra, és a gyengén bazikus kozegben kiszabadul a komplexbdl. Tehat 1ényeges
kiilonbség van a szikzacskd és a bél IgG szallité mechanizmusédban. A fennalld kiilonbség
eredményezheti, hogy a szikzacskénadl a transzport kevésbé hatékony (kiilonoésen alacsony IgG
koncentracional), mert az IgG nem kapcsolodik sejtfelszini receptorokhoz, és az FcRn csakis
pH-fiiggé modon koti a ligandumat. Erdekes in vitro kisérleti adat, hogy az tjsziilott
vékonybélnél nem feltétleniil sziikséges, hogy az epithel sejtek apikalis része savas kozegben
legyen a transzcitdzis létrejottéhez (BENLOUNES et al., 1995), ami azt jelzi, hogy az IgG

receptor-medialt sejtfelszini kotddése ennél a szovetnél sem elofeltétele az IgG felvételnek.

2.7. Az FcRn szerepe a human transzplacentalis IgG transzportban

Az FcRn izolaldsa az emberi syncytiotrophoblastbol azt jelezte, hogy a receptornak szerepe
van az anyai IgG transzportban (STORY et al., 1994). Az embernél a magzati csiralemezek
felépitése a ragesaloktdl eltér, ennek eredményeképpen fdleg a placenta syncytiotrophoblastjan,
¢s nem a szikzacskon keresztiil valosul meg az anyai immunglobulinok atvitele. Az FcRn
receptort az IgG molekulaval egyiitt a syncytiotrophoblast sejtek savas endoszémaiban
lokalizaltdk (KRISTOFFERSEN ¢és MATRE, 1996), ezért az FcRn-IgG 6sszekapcsolddas
valdsziniileg az IgG felvétele utan kovetkezik be a rdgesalok szikzacskdjandl feltételezett
folyamattal megegyezden. A legljabb ismeretek szerint az anyai IgG koncentracid a magzati
vérben a masodik trimesztertél kezdve novekedik a sziilés idejéig, a legtobb ellenanyag a
harmadik trimeszterben keriil a magzati keringésbe. Az IgGl alosztaly szallitodik a
leghatékonyabban ¢és az IgG2 alosztdly a legkevésbé. A  chorion bolyhok
syncytiotrophoblastjaban kifejez6dé FcRn kozvetiti a transzportot. A bolyhok sztroméjaban
talalhaté placentalis makrofagok immunkomplexeket is felvesznek az FcyRI, FcyRII és FcyRIII
receptoraik révén. A magzati kapillaris endothelen keresztiili IgG transzport mechanizmusa nem
ismert. A bolyhok endothel sejtjeiben expresszalédé FcyRIIb receptor szerepe az IgG
transzportban vagy az immunkomplexek transzportjanak gatlasdban szintén nem tisztazott

(SIMISTER, 2003).

A ragcsalok és az ember placentdja (AHOUSE et al., 1993, LEACH et al., 1996) mellett a

receptort kimutattdk szdmos, az IgG-t transzportald epithel sejtbdl, igy a felndtt emberi
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vékonybélbdl (ISRAEL et al., 1997), vesehamsejtbdl (HAYMANN et al., 2000), a légutak
hamsejtjeibdl (SPIEKERMANN et al., 2002), valamint endothel sejtekbdl (GHETIE et al.,
1996), monocytakbol, makrofagokbodl és dendritikus sejtekbdl (ZHU et al., 2001).

2.8. Az FcRn részt vesz az IgG homeosztazisban

Brambell és munkatarsai mar 1964-ben felvetették, hogy az anyai IgG transzportban
résztvevd receptorok kapcsolatba hozhatok a szérum IgG felezési idejét meghatarozé protektiv
receptorokkal (BRAMBELL et al., 1964). Ezeknek a protektiv receptoroknak a szerepe,
javaslatuk szerint, hogy megkossék az IgG molekuldkat, és megvédjék azokat a lizoszomalis
lebontastol. E feltételezést késobb alatamasztottdk azok az elemzések, amelyek azt mutattak,
hogy az egér IgG vagy Fc-fragmentum FcRn kotd helye és a szérumbeli felezési idejének
szabalyozasaért felelos részek szorosan atfednek (KIM et al., 1994b, KIM et al., 1994a,
MEDESAN et al., 1997).

Beta-2-mikroglobulin hidnyos (82m -/-) egerekben, amelyek nem képesek funkciondlis
MHC I vagy a homolog FcRn molekulakat expresszalni, az egér IgG1 felezési ideje a vad
tipustol (B2m +/+) eltérden joval rovidebbnek bizonyult (GHETIE et al., 1996). A B2-
mikroglobulin hianyos (B2m -/-) egerekben a keringésben 1évé IgG koncentracidja a normalistol
eltérden alacsony maradt, annak ellenére, hogy B sejt készletiik normalis volt (SPRIGGS et al.,

1992).

Az eddigi 6sszes tanulmanyban erds korrelacidt allapitottak meg az FcRn receptorhoz vald
kotés affinitdsa és a szérumbeli felezési id6 kozott a mutans Fe-fragmentumok és IgG variansok
esetén. Ennek alapjan megfogalmazhatd, hogy minél erdsebben kapcsolddik egy adott ligandum
az FcRn receptorhoz, annal hosszabb a felezési ideje (KIM et al., 1994b, MEDESAN et al.,
1997).

Az IgG, az elobbi adatoknak megfelelden, egyéb szérumfehérjékhez képest, amelyek nem
képesek az FcRn molekuldhoz kotddni, lényegesen hosszabb felezési idovel rendelkezik. A
kiilonbozd fajokban az IgG alosztalyok eltérd felezési idejét az FcRn-IgG interakcioban szerepet

jatsz6 aminosavmaradékok alosztalyok kozotti eltéréseivel indokoljak.

Az egérben az IgG1 és az 1gG2a felezési ideje 6-8 nap, az [gG2b felezési ideje 4-6 nap. Az
egér CH2-CH3 domén 435. hisztidinjének kulcsszerepe van az FcRn molekuldhoz vald
kotddésben €s a 436. pozicidban 1€vd hisztidin szerepe is jelentés (MEDESAN et al., 1997). A
rovidebb felezési idovel rendelkezd IgG2b 435. és 436. aminosavmaradéka hisztidin helyett

tirozin.
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Az emberi IgGl, IgG2 és IgG4 felezési ideje 21-23 nap, mig az IgG3 felezési ideje
mindossze 7-8 nap. Az IgG3 molekulaban (G3m,s’,t* allotipus) a CH2-CH3 domén 435.
aminosavmaradéka a tobbi alosztalytol eltéréen nem hisztidin, hanem arginin. Ez a szekvencialis
kiilonbség okozhatja az IgG3 rovidebb felezési idejét, €s egyben alatamasztja a 435.

aminosavmaradék szerepét az FcRn-IgG interakcioban (KIM et al., 1999).

A szarvasmarhdban egyeldre csak a kiilonboz6 1gG alosztalyok felezési idejét hataroztak
meg, az FcRn molekuldhoz vald kotddés erdssége nem ismert. Nansen az [gG1 felezési idejét 9.6
napban, az 1gG2 felezési idejét 18 napban allapitotta meg (NANSEN, 1970). Ezzel szemben
Nielsen sorrendben 17.4 és 22.4 napot mért (NIELSEN et al., 1978). Az IgG1l molekulara
jellemzo joval alacsonyabb értéket a szekrétumokba torténd aktiv transzporttal magyarazzak
(BUTLER, 1983). Husband ¢és munkatérsai altal szamitott felezési id6 borjakban 16 nap az IgGl,
32 nap az IgG2, 4 nap az IgM és 2.5 nap a szekretoros IgA esetén (HUSBAND et al., 1972). A
felnott allatok szérumaban az IgM, IgA és IgE felezési ideje sorrendben 4.8, 3.4 és 1.9 nap
(NIELSEN et al., 1978). Az immunglobulin metabolizmusban bekovetkezd valtozasok ismertek
az ellés koriili idében (SASAKI et al., 1976) és bizonyos fert6zéseknél (NIELSEN et al., 1978).

Az FcRn expressziojat az ujszilott vékonybélen, szikzacskon és a placentan kiviil
altalanosan, feln6tt szovetekben is kimutattdk. Mivel szinte minden vizsgélt szdvetben
kifejez0dott a receptor, néhany kutatdcsoport arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a vérarammal
szorosan ¢rintkezd endothel sejtek az IgG homeosztazis helyszinei (WALDMANN ¢és
STROBER, 1969, GHETIE et al., 1996, JUNGHANS, 1997).

Egér IgGl ¢és Fc-fragmentumok valamint anti-FcRn ellenanyagok vérkeringésbeli
eloszlasat tanulmanyozva egy munkacsoport az FcRn funkcio f6 helyeként felndtt, nem vemhes
egérnél a bort €s izmot jelolte meg, mig a maj és zsirszovet kevésbé volt érintett (a vese, tiido,
1ép és vékonybél, FcRn funkciojat is vizsgaltak, de ez joval kisebb jelentdségii, mint a bor és az
izom). Az egér izom ¢s mdj szovettani adatai azt mutattdk, hogy az FcRn a kis arteriolak,
kapillarisok endothel sejtjeiben expresszalodik, de nem lehetett detektalni a nagyobb erekben,

mint a centralis véndban vagy a portalis keringés ereiben (BORVAK et al., 1998).

Az endothel sejtekben a receptort els@sorban sejten beliil mutattdk ki, a patkany
szikzacskdjanal megfigyeltekkel megegyezden (ROBERTS et al., 1990). A humén FcRn szintén
megtalalhatd az endothel sejtekben (JUNGHANS, 1997), és ezt a megallapitast alatdmasztja,
hogy sokféle szovetben kimutattak expresszidjat (STORY et al., 1994).

Jelenlegi feltételezések szerint a kiilonbozd szervek ¢és szovetek kapillaris endothel
sejtjeiben expresszaldodd FcRn iddlegesen megkdti az IgG-t, aminek hatdsara a katabolikus

folyamatok kevésbé hatnak az immunglobulinok ezen izotipusara. Ghetie és Ward egy modellt
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(2000) alkotott arrol, hogyan vesz részt az FcRn az IgG homeosztazisaban (5.b abra). Az IgG
molekuldkat az endothel sejtek nem-specifikus pinocytosissal folveszik, €s azok a savas
kémhatdsu endoszémakba keriilnek. Ha az IgG az FcRn receptorhoz kotddik, nem bontjak le a
lizoszémalis enzimek. A receptor mikddhet az 1gG-t visszaforgatd (recycling) és azt a sejten
keresztiil szallitd (transcytotic) modon. Valdszini, hogy a receptort expresszald sejt tipusatol
fliggben egyik, masik vagy mindkét moédja jellemzd az IgG széllitdsnak. A modell arra is
magyarazattal szolgélt, hogy hogyan lehetséges a szérum IgG szintjének finom bedllitadsa. Ha az
IgG szint csokken, tobb FcRn all rendelkezésre az IgG kotéshez, és nagyobb mennyiségl IgG
mentesiil a lebontéstol. Forditva, ha a szérum IgG szintje emelkedik, az FcRn kotohelyek telitetté
valnak, ¢és novekszik a pinocytosissal felvett és lebontott IgG aranya. E modellt nemrég in vitro

kisérletekkel is megerositették (WARD et al., 2003).

2.9. Az FcRn egyéb funkcidi

Ujabb kutatasok ramutattak arra, hogy a szérum IgG homeosztazisinak biztositasa és az
ujsziilott ragesald vékonybélben valamint az emberi placentan keresztiili transzport folyamatok
mellett az FcRn szallitd szerepe mas célokat is szolgalhat. Ragcsaloknal az FcRn expresszidja a
bélhamsejtekben a szoptatds idejére korlatozodik (MARTIN et al., 1997), ezzel ellentétben a
human receptort mind magzati, mind felndtt bélhamsejtekben detektaltak (ISRAEL et al., 1997).
Mig ujszilott ragesaloknal az FcRn az IgG-t egy irdnyba, azaz a vérkeringésbe szallitja, addig a
feln6tt human bélben az FcRn specifikus IgG transzport — a huméan T84 sejtvonalon végzett in
vitro kisérletek alapjan — két iranyban zajlik (DICKINSON et al., 1999).

Ez a kétiranyu transzport felveti az FcRn tovabbi funkcidinak néhany lehetdségét. Az
ujszilott ragesalok immunkomplexeket szallito bélhamsejtjeihez hasonléan a human FcRn

antigéneket szallithat és immunvalaszt vagy tolerancidt valthat ki (5.c abra). A szarvasmarha

crer

s

Az utdbbi idében sikertilt igazolni az eldbbi feltételezést. A human FcRn az IgG molekulékat az
epithel sejteken keresztiil a bél lumenébe szallitja, ahol azok a jelenlévd antigénekhez kotddnek.
Ezt kovetden az immunkomplexeket a receptor visszaforgatja a lamina propriaba a dendritikus
sejtek szdmara, amelyek az immunkomplexeket feldolgozzak, és a CD4+ T sejteknek bemutatjak

(YOSHIDA et al., 2004).
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5. 4bra. Az FcRn funkciéi (6sszefoglaléan lasd: ROJAS és APODACA, 2002). a) IgG transzport. Ujsziilott
patkanyok vékonybelében — ahol a pH enyhén savas (pH 6.0-6.5) — az enterocitikon taldlhaté FcRn-hez
kotédik az IgG, az enterocitak endocitozissal felveszik (1. 1épés). Azoknal a sejteknél, ahol az extracellularis
folyadék pH-ja semleges, folyadék fazisi endocitozissal keriil a sejtekbe az IgG (2. 1épés). Ebben az esetben az
IgG a korai endoszémak savas kornyezetében kotédik az FcRn-hez. Az FcRn-IgG komplex a sejt
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szekréciot (RODEWALD és KRAEHENBUHL, 1984). b) Az IgG katabolizmus szabalyozasa. Endothel
sejtekben az IgG folyadék fazisi endocitézissal keriil felvételre, és az endoszémakba szallitédik (1. 1épés),
ahol az FcRn-hez kapcsolodik. A receptorhoz kotott ligandum vagy visszaszallitédik az apikalis membranba,
majd ismét a vérbe Keriil (2. 1épés), vagy a sejt bazolateralis oldalara szallitédik (3. 1épés). Ha az IgG
koncentraciéo magas, és az FcRn receptorok telitddnek, a szabad IgG nagymennyiségii folyadékkal egyiitt a
lizoszomaba szallitodik, ahol a lizoszomalis enzimek lebontjak (4. 1épés) (GHETIE és WARD, 2000). ¢) FcRn-
IgG immunaktivacio és tolerancia. Az IgG endocitézissal bekeriil a sejtbe a bazolateralis oldalon (1. 1épés),
majd az apikalis oldalra szallitodik és a szekrétumba jut (2. 1épés). Az antigén megkotése utan az IgG-antigén
komplex folyadékfazisban vagy az FcRn-hez kapcsoltan bekeriil a sejtbe (3. 1épés), az immunkomplex
transzcitézissal a lamina propridba szallitédik (4. 1épés), ahol aktivaciét vagy toleranciat indukal (5. 1épés)
(YOSHIDA et al., 2004).

2.10. Az FcRn expresszidja patkany maj- és agyszdévetben

Az FcRn expresszigjat felnott patkany majban is leirtdk, és azt feltételezték, hogy a
majsejtekben kifejezd6do receptor immunkomplexeket szallit a Kupffer sejtekhez vagy az epébe
(BLUMBERG et al., 1995). Azonban késdbb forditott korrelacidt tapasztaltak egér rekombinans
Fc-fragmentumok receptorhoz vald kotddésének erdssége és az epébe torténd transzportja kozott
(BORVAK et al., 1998). Emellett nem talaltak szignifikans kiilonbséget a beta-2-mikroglobulin
hianyos (32m -/-) és a vad tipusu egerek szérum-epe iranya IgG transzportjaban. Az eldbbi
megfigyelések alapjan a majsejtekben jelenlévé FcRn inkdbb az IgG vérkeringés felé iranyuld
visszaforgatasaban (recycling) vesz részt (TELLEMAN és JUNGHANS, 2000).

Ujabban kimutattak az FcRn molekulat a patkany agykamra plexus choroideust boritd
ependyma (epithel) sejtjeibdl €és az agyi kapillarisok endothel sejtjeibol. Ez utdbbi sejtekben
feltételezések szerint az IgG agy-vér irdnyd reverz transzcitdzisdban jatszik szerepet

(SCHLACHETZKI et al., 2002).
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2.11. Az FcRn expresszidja human vesében

A human vesében a glomerulus epithel sejtjeiben és a proximalis tubulusok sejtjeiben
mutattdk ki az FcRn expresszidjat. A glomerulusok epithel sejtjeiben talalhaté FcRn
valdsziniileg immunkomplexek klirenszében jatszik szerepet, mig a proximalis tubulusok
sejtjeinek apikalis részén elhelyezkedo receptor feltehetden a primer sztrletbe kis mennyiségben
keriilt IgG felvételét/visszaszivasat végzi (HAYMANN et al., 2000). Az in vitro vizsgalatok a
proximalis tubulusok epithel sejtjeinek receptor medialt, kétiranya IgG transzportjat mutattak

(KOBAYASHI et al., 2002).

2.12. A légzészervrendszerben expresszalodo FcRn funkcidja

Spiekermann és munkatarsai (2002) megallapitottdk, hogy az ember, a makdkd (nem-
emberszabasu foemlds, a cerkof-félékhez tartozd majom) és az egér légutak bronchus epithel
sejtjei szintén expresszaljak az FcRn gént. Kisérletiikben kimutattdk egy bioaktiv Fc-fuzids
fehérje FcRn fliggd in vivo felvételét az egér bronchus epithel sejtekben. Eredményeikbdl arra
kovetkeztettek, hogy az FcRn IgG molekuldkat vagy immunkomplexeket szallit az epithel
sejteken keresztiil, és igy az immunfelismerésben vagy a nyalkahartydk immunvédelmében

miikodik kozre (SPIEKERMANN et al., 2002).

2.13. Az FcRn és a tejbe iranyul6 IgG transzport

Az FcRn molekulanak tulajdonitott tovabbi funkcié az IgG izotipus tejbe iranyulo
transzportjanak szabdlyozdsa. Cianga és munkatarsai a laktalé egér tejmirigyében jelenlévd
FcRn szerepét vizsgaltik. Ok a receptort az acinusok epithel sejtjeiben lokalizaltak, és ugy
talaltak, hogy az 1gG alosztalyok tejbe torténd transzportja forditott korreldcidot mutat az FcRn-
nel szembeni affinitasukkal. Feltételezésiik szerint a laktald tejmirigyben 1évo FcRn a szekrécio
helyett inkdbb a visszaforgatdsban (recycling) jatszik szerepet, vagyis a tejmirigybdl a
keringésbe juttatja vissza a hozzakapcsolodott IgG molekuldkat (CIANGA et al., 1999).

Az erszényes rokakuzundl (Trichosurus vulpecula) leirtak a heterodimer receptort alkotod
B2-mikroglobulin expresszié emelkedését a tej IgG koncentracidjanak emelkedésével egy
iddében, az a-lanc kifejez6dése azonban a kolosztrum képzés utan csokkent. Szarvasmarha és
egér tejmirigyében az a-lanc expresszidjaban a laktacid ideje alatt nem mutattak ki jelentds
eltérést (Northern blot), de a f2-mikroglobulin mRNS expresszid novekedése korrelalt a tejbe
torténd aktiv IgG szallitas idotartamaval (ADAMSKI et al., 2000). A sertés tejmirigyében, reverz
transzkriptaz-PCR (RT-PCR) mddszerrel vizsgélva, az ellés napjan csokkent az FcRn nehézlanc

expresszioja az ellés eldtti expresszid szintjéhez képest (SCHNULLE és HURLEY, 2003).
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2.14. A bovin neonatalis Fc receptor (bFcRn) klonozasa és karakterizalasa

Bar az IgG1 molekulat a togy epithel sejteken keresztiil szallitd receptor eddig ismeretlen
volt, néhany IgG koté fehérjét mar korabban elkiilonitettek bovin myeloid sejtekbdl. A human
FcyRI szarvasmarha homoldgja, amelyet egy szarvasmarha genomikus DNS konyvtarbol
izolaltak, a human FcyRI harom extracelluldris doménjaval hasonlosdgot mutatott, de a kotés
specificitasat nem hatdroztdk meg (SYMONS ¢és CLARKSON, 1992). Az alveolaris
makrofagokbdl izolalt bovin FcyRII aggregalt IgG1-et kot, az [gG2 alosztalyt nem (ZHANG et
al., 1994). Ellentétben a nemrégiben leirt, ugyancsak az eléz6 sejtekbdl izolalt uj emlds FcyR
osztalyt képviseldé boFcy2R receptorral, amely aggregalt IgG2 molekuldkat kot (ZHANG et al.,
1995).

Munkacsoportunknak az elmult években sikeriilt a rdgcsalok és az ember IgG kotd Fc
receptorahoz, a neonatalis Fc receptorhoz hasonlo szarvasmarha FcRn (bFcRn) a-lanc génjét
RT-PCR, 5’RACE, 3’RACE technikdk segitségével klonozni, annak cDNS és az abbol levezetett
aminosav szekvenciajat meghatarozni. In vitro kisérleteinkben, amelyek soran az IMCD sejtbe
transzfektalt bFcRn géntermék pH-fiiggd IgG kotését mutattuk ki, az altalunk izolalt cDNS
molekuldk funkciondlisan is intaktnak bizonyultak. A teljes hosszisagu szarvasmarha FcRn
nehézlanc mas fajok receptoranak felépitésével megegyezden harom extracellularis doménbdl
(al-02-a3), egy transzmembran régiobdl és a citoplazmikus farokrészbol all. A receptor
alternativ hasitassal létrejott formdajaban hidnyzik a transzmembran régid, egyébként nukleotid
szekvencidja a teljes hosszisagu formaval megegyezik. A ragcsalo és human FcRn molekulétol
leginkdbb a citoplazmikus farokrész kiilonbozik, amely tiz aminosavval rovidebb, mint az el6z6
fajokban. Azonban ez a rovidebb citoplazmikus rész is tartalmazza a feltételezhetéen az
endocitdzishoz sziikséges dileucin motivumot. A két receptorforma expresszidja — Northern blot
¢s PCR technikakkal vizsgalva — a vizsgalt szovetekben (togy, vékonybél, maj, vese, 1€p)
egyarant megtalalhatd. A rovidebb forma élettani szerepére vonatkozoan jelenleg semmilyen

ismerettel nem rendelkeziink (KACSKOVICS et al., 2000).

2.15. A bovin FcRn génexpresszidojanak kimutatasa kiilonb6z6 szévetekbol

Munkacsoportunk a szarvasmarha FcRn gén expresszidjat RT-PCR valamint Northern blot
modszerekkel kolosztrumot termelo, illetve laktalo togyszovetben, vékonybélben és egyéb
szovetekben (m4j, vese, 1ép) is ki tudta mutatni (6. abra) (KACSKOVICS et al., 2000). Pontos
lokalizaciojardl azonban nem voltak ismereteink. Mivel az FcRn endothel €s epithel sejtekben is
expresszalodik, eldszor arra a kérdésre kerestiik a valaszt, vajon a tdgyben milyen sejttipusokban

fejezodik ki, és valtozik-e az expresszidja az ellés koriili idoben.
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A 2.4. fejezetben emlitésre keriilt, hogy az ujsziilott kérddz6 nem-specifikusan veszi fel az
anyai immunglobulinokat, mindamellett ujsziilott borjak vékonybél crypta sejtjeiben leirtak
specifikus IgG1 transzportot, amely a bél lumenébe iranyul. Ezért figyelmiink az 0jsziilott
vékonybél FcRn expresszidjanak elemzése felé fordult.

Ezt kovetden a maternalis immunglobulin transzportban részt vevd és altalunk vizsgalt
szervek (togy, vékonybél) mellett egyéb, olyan szerveket is érdemesnek talaltunk elemezni, ahol
a nyalkahartyafelszineken a szekrétumot IgG dominancia jellemzi. A légutak nyalkahartya
szekrétumainak Ig Osszetétele sajatos, mert az alsobb légutak felé haladva nd a szekrétumban az
IgG molekuldk aranya. Elsoként tehat azt néztilk meg, hogy a légutakban megtalalhato-e az
FcRn expresszio.

Kutatdmunkam soran az elobb vazolt kérdések mentén allitottam fel fobb célkitiizéseimet.

10 pg RNS/zseb

~1600 bp FcRn
mRNS

6. abra. A szarvasmarha FcRn nehézlanc szoveti expressziéjanak kimutatasa
Northern blot mdédszerrel. Az 1.6 kb hosszi atirat detekcidja bFcRn
specifikus 32P-jeliilt probaval tégy (M), nyalmirigy (P), maj (L) jejunum (J),
vese (K), 1ép (S) és MDBK sejtvonal (C) RNS blotton (KACSKOVICS et al.,
2000).
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3. Célkituzések

El6szor a szarvasmarha és juh FcRn a-lanc mRNS expressziojanak kimutatasa céljabol
mRNS specifikus cDNS proba készitését és in sifu hibridizacidos modszer kidolgozasat
kivantuk elvégezni bFcRn transzfektalt, feddlemezen fixalt sejtek felhasznalasaval.

A fixalt sejteken optimalizalt in situ hibridizacids mddszert kovetkezd 1épésként szoveti
metszeteken késziiltiink bedllitani. E modszerrel terveztik az FcRn o-lanc mRNS
lokalizaciojat szarvasmarha ¢és juh togy, valamint szarvasmarha tiid0 metszeteken
megvizsgalni.

A szarvasmarha FcRn nehézlanc szekvencia ismeretében a kozeli rokon juh faj neonatalis
Fc receptoranak szekvencia-homologian alapuld klénozasat és a cDNS molekula
bazissorrendjébol levezetett aminosavsorrend alapjan a fehérje molekula jellemzését
terveztiik.

Az FcRn génexpresszid fehérje szintli kimutatdsdhoz célul tiiztik ki egy specifikus
poliklondlis ellenanyag el6allitasat.

Céljaink kozott szerepelt az FcRn fehérje szoveti lokalizaciojara alkalmas
immunhisztokémai metodika 1étrehozdsa, amelyet paraformaldehiddel fixalt szoveti
metszeteken alkalmazunk.

A kidolgozott immunhisztokémiai moddszerrel a receptor nehézlancanak kimutatasat
terveztiik elvégezni szarvasmarha és juh tégy, ujsziilott barany vékonybél, valamint
szarvasmarha vékonybél, tiid6 és vese metszeteken.

Az ellés korili idében, vemhes anyajuhok togyébdl vett bioptatumsorozat in situ
hibridizaciés és immunhisztokémiai elemzésével kivantuk eldonteni azt a kérdést, hogy
valtozik-e a receptor expresszioja a kolosztrogenezis, laktogenezis €s az involacid idején.
Elhataroztuk, hogy a mintavételt €s a szovettani elemzéseket az elobbi kisérlet
eredményeinek fliggvényében szarvasmarhdn is megismételjiik.

A receptor egyik jellemz6 tulajdonsaga, hogy az IgG molekulat pH-fiiggé modon kéti. E

pH-fliggd 1gG kotést kivantuk demonstralni szarvasmarha tégyszoveti metszeten.
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4. Anyag ¢és modszer

4.1. BFcRn transzfektalt sejtek és negativ kontroll sejtek el6készitése in
situ hibridizaciéhoz

Patkény vesehdm sejteket (IMCD, inner medullary collecting duct) és szarvasmarha FcRn
nehézlanccal transzfektalt IMCD sejteket (B1) (KACSKOVICS et al., 2000) tenyésztettiink
Dulbecco’s Modified Eagle’s tapfolyadékban (DMEM; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
amely 10% fetalis bovin szérumot, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint és 0.1 mg/ml
streptomicint tartalmazott. A sejteket 37°C-on, 5% CO, koncentracié mellett 10 cm atmérd;i
sejttenyésztd edényekben tartottuk, és a 90%-os konfluencia elérésekor passzaltuk.

Az in situ hibridizdcidhoz a Bl és IMCD sejteket 24 lyuku sejttenyésztd edényekbe
passzaltuk. A lyukakba elézoleg kerek feddlemezeket helyeztiink. A fedélemezekre nétt sejteket
szubkonfluens allapotban dietil-pirokarbonattal (DEPC) kezelt PBS-sel (Phosphate Buffered
Saline) mostuk 5 percig, majd 4%'-os, DEPC-es paraformaldehidben (PFA) fixaltuk 45 percen
keresztiil 4°C-on. A fixalas utan még egyszer mostuk a sejteket PBS-sel, ezt kovetden az in situ

hibridizacioig 0.02% natrium-azidot tartalmazd PBS-ben taroltuk szintén 4°C-on.

4.2. Szovetmintak elokészitése

A Holstein-friz szarvasmarha szovetmintakat helyi vagohidrdl szereztiik be. Egy 4 éves,
szarazonalld tehén togyébdl, két 4 éves tehén duodenumabdl, valamint egy 4 éves tehén és egy 1
éves bika veséjébdl vettiink szovetmintakat. A tiidé és trachea mintakat egy egyéves bikabdl, a
tobbi tiidé mintat két 4 éves tehénbdl vettiik. RNS 1zolalas céljabol a szovetdarabokat azonnal
széarazjégre téve lefagyasztottuk vagy RNA later oldatba (Ambion, Austin, TX) helyeztik. Az in
situ hibridizacio ¢és immunhisztokémia céljara nyert mintdkat frissen készilt, 4%-os
paraformaldehidben (PFA) egész éjszakéan keresztiil fixaltuk, ezutan paraffinba dgyaztuk. A tiz
hetes borjak (2 allat) tiid6 paraffin blokkjait Dr. Stipkovits Laszl6 (MTA Allatorvos-tudomanyi
Kutaté Intézete) bocsatotta rendelkezésiinkre.

A juh tégybioptatumokat (a bioptatum hossza: 1.9 cm) egy mar ismert modszert kdvetve
(COLITTI et al., 2000), 70%-os alkoholos fert6tlenitést kovetden, helyi érzéstelenitéssel (10%-
os Lidocain spray; Egis, Budapest), 16g x 16 cm méreti Magnum biopszias tlivel (Bard,
Covington, GA) gytjtottik. Harom anyajuhbdl vettiink mintakat 24 és 10 nappal az ellés elott,
valamint 1, 5, 14 ¢és 75 nappal azt kovetden. A lokalis fertézések megeldzésére, mindvégig a
kisérlet soran, 3 naponta 3 ml Shotapen-t (Virbac Laboratories, Carros, Franciaorszadg) adtunk. A

bioptatumokat az egyéb szovetmintdkkal megegyezden kezeltiik.

" A %-o0s értékeken szilard oldott anyag esetén vegyes% (w/v%), folyadék esetén térfogat% (v/v%) értendd.
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Intravénasan adott natrium pentobarbitdl injekcidval (Nembutal, Sanofi Phylaxia,
Budapest) végzett eutandziat kovetden 0jszilott barany duodenumabdl szovetmintat vettiink. Az
immunhisztokémiai vizsgéalathoz a mintat frissen késziilt 4%-os paraformaldehidbe (PFA)
helyeztiik.

A Holstein-friz szarvasmarhak esetében a tégyszoveti mintavételt az Enyingi Agrar Rt.
kiscséripusztai tehenészetében Dr. Bartyik Janos (foagazatvezetd, foallatorvos) hozzajaruldsaval
végeztik. Az ellés kornyékén allo (ellés elott 2, 1 hét, 1 nap, ellés napjan, ellés utan 1, 2 hét)
szarvasmarhdkat (tizenketté 3 éves tehén) kormozokalodaban rogzitettilk, és a juhoknal mar
ismertetett moddon vettiink tégybioptatumokat. Subcutan antibiotikum kezelést nem
alkalmaztunk, a beavatkozas utdn a mintavételi teriiletet Aureomycin Violet Spray-vel (Fort
Dodge Animal Health, Overland Park, KS) kezelték, és az allatok feliigyeletét a helyi allatorvos
latta el.

Az allatkisérleti miveleteket a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudoméanyi Karanak

Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsagaval (Engedély szama: 23/B/2000) engedélyeztettiik.

4.3. Juh FcRn nehézlanc klonozasa

Egy helyi vagohidrol gytijtott juh méajbol RNS-t vontunk ki TRIzol reagenssel (Gibco
BRL-Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD). A teljes RNS 5 ng-jat Superscript II enzim
(Gibco BRL-Life Technologies Inc.) és a (dT)17-adapter primer (5’-GAC TCG AGT CGA CAT
CGA(T)17-3’) segitségével cDNS-sé irtuk at. Az ismert szarvasmarha FcRn a-lanc szekvencia €s
a feltételezett szoros homoldgia alapjan a juh FcRn oa-lancot olyan primer parokkal
amplifikaltuk, amelyeket korabban a bovin FcRn kldnozasahoz hasznaltunk laboratériumunkban
(KACSKOVICS et al., 2000) (B10: 5°’-CTG GGG CCG CAG AGG GAA GG-3’; B4: 5°-GGC
TCC TTC CAC TCC AGG TT-3’). A reverz transzkripcidoban eredményiil kapott cDNS-t
ezenkiviil még 3’ RACE-PCR technikénak is alavetettiik egy adapter primert (5’-GAC TCG AGT
CGA CAT CG-3’) és a B3 FcRn specifikus primert (B3: 5’-CGC AGC ART AYC TGA SCT
ACA A-3"?) alkalmazva.

A génszakaszokat pGEM-T vektorba (Promega) klonoztuk, majd automatizalt fluoreszcens

szekvenalast végeztettiink a Cybergene (Huddinge, Svédorszag) céggel.

4.4. A digoxigeninnel jelolt proba készitése

A transzmembran, citoplazmikus €s a 3’-nem-transzlalodé régid egy 367 bazispar hosszu
szakaszat — amely az MHC I génekkel a legkisebb homoldgiadt mutatja — szarvasmarha FcRn

cDNS klonbdl hagyoményos polimeraz lancreakcidval amplifikaltuk (primerek: B7: 5°-GGC

* R: nem meghatérozott purin nukleotid A+G, Y: nem meghatarozott pirimidin nukleotid C+T, S: tiouridin
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GAC GAG CAC CAC TAC-3’, B8: 5-GAT TCC CGG AGG TCW CAC A-3"%). A kezdeti
1épést 2 percig 94°C-on végeztiik, ezt kovette a denaturacido 94°C-on 30 mdasodpercig, majd a
tapadéasi homérsékletet 30 masodpercig 60°C-ra allitottuk be. A primer kiterjesztés 72°C-on
tortént 40 masodpercig. A PCR-terméket 1%-o0s agaroz gélben valasztottuk el, kivagtuk a gélbol,
és QIAquick gél extrakcios kittel (QIAGEN GmbH, Hilden, Németorszag) tisztitottuk. Ezt a
tisztitott B7-B8 génszakaszt koriilbeliil 8 ng/ul végsd koncentracidban hasznaltuk a jelolé PCR
reakcidoban. A digoxigenin (DIG) jelolésnél a dTTP / DIG-dUTP (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Németorszag) aranyt 1.9-re allitottuk be, és a linedris PCR-t az antisense B8
primerrel végeztik egy korabban publikalt standard protokoll (WILKINSON, 1992) szerint.
Ellendrzésképpen 1 pl prébat megfuttattunk 1%-os agardz gélben, atblottoltuk Immobilon-NY
nylon membranra (Millipore Corporation, Bedford, MA), UV fényben rogzitettiik, és a gyartd
utmutatdsai alapjan elvégeztik a detekciot (DIG Nucleic Acid Detection kit, Boehringer
Mannheim). A szinhivast sotétben, 3-12 d6ran keresztiil nitroblue tetrazolium salt/5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate (NBT/BCIP) szubsztrat oldattal végeztiik.

A juh FcRn a-lanc specifikus probat egy juh ¢cDNS klonbol kiindulva a szarvasmarhanal
mar ismertetett modon készitettiik el, néhany kisebb valtoztatdssal. A PCR mddszerrel, a B7-B8
primerek segitségével eloallitott DNS szakaszt, agardz gélben megfuttattuk, és a gélbdl kivagva
centrifugédban hasznalhatd oszlopon (Supelco, Bellefonte, PA) tisztitottuk. A proba ellendrzését
Biodyne B nylon membranon (Pall BioSupport Co., East Hills, NY) végeztiikk. A degeneralt B8
primer hasznalatat az indokolta, hogy a szarvasmarha FcRn klonozéasanal a human és patkany
szekvencia ismeretében kordbban Kacskovics és mtsai (2000) altal tervezett B8 degeneralt
primer éppen az FcRn a-lanc MHC I géntdl a leginkabb eltérd régidjara tapad. A degeneralt B8
primer segitségével a szarvasmarha ¢és juh FcRn a-lanc specifikus cDNS probat is el tudtuk

késziteni.

4.5. In situ hibridizacio

Az in situ hibridizacios reakciot eldszor fedolemezre tenyésztett és 4% PFA-val fixalt
sejteken optimalizaltuk. A feddlemezeket a konnyebb kezelhetdség érdekében Entellannal
(Merck, Darmstadt, Németorszag) targylemezekre ragasztottuk. Pozitiv kontrollként bovin FcRn
nehézlanccal transzfektalt IMCD sejtek (patkdny vesehdmsejt) egy klonjat hasznaltuk (B1),
negativ kontrollként pedig a nem-transzfektalt IMCD sejteket (KACSKOVICS et al., 2000). A
sejteket PBS pufferrel mostuk, ezutdn proteinaz K enzimmel (Boehringer Mannheim)
emésztettitk 30 percig, 37°C-on (koncentracio: 10 ug/ml PBS-ben), hogy a citoplazméaban 1évo
mRNS a proba 4ltal hozzaférhetd legyen. Az emésztés ledllitasara 10 percig 4%-os PFA-ban

> W: pszeudouridin
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4°C-on utdfixalast alkalmaztunk. Ezt kovetden a sejteket desztillalt vizzel mostuk. A DIG-jelolt
probat és a lazac sperma DNS-t 99°C-on, 5 percig denaturaltuk és a “Hybridization mix A”
(AUSUBEL, 1989) hibridizacids oldathoz adtuk (végsd koncentracidk: lazac sperma DNS: 100
pg/ml, proba: 1 ng/ul). A “Hybridization mix A” hibridizacids oldat Osszetételét némileg
modositottuk: 50% ionmentes formamid, 0.3 M NaCl, 10 mM Tris/HCI (pH 8), 1 mM EDTA,
5X Denhardt oldat, 500 pl/ml €lesztd tRNS (GibcoBRL-Life Technologies Inc.), 10% PEG (MW
6000), 5 mM Vanadyl Ribonucleoside Complex (GibcoBRL-Life Technologies Inc.). A fenti
modon eldkészitett hibridizacios oldatot a fixalt sejtekre rétegeztiik, és fedolemezzel lefedtiik
azokat. A kezdeti, 94°C homérsékletre emelt, 3 percig tartd denaturacids 1épés utan az in situ
hibridizacidt egész ¢&jszaka, 42°C-on in situ blokkon kiviteleztiik. Masnap eltavolitottuk a
feddlemezeket, és a sejteket 2X SSC-vel, majd 1X SSC-vel 10 percig, szobahdmérsékleten
mostuk. Végiil 20 perces mosas kovetkezett 0.1X SSC-ben, 42°C-on. A detekciot a Boehringer
protokoll szerint hajtottuk végre néhany modositassal. Az anti-DIG ellenanyagot 100-szoros
higitdsban hasznaltuk egy oran keresztiil. A szinhivast 25°C-on 20 percig végeztiik. Végiil a
sejteket desztillalt vizben mostuk, levegdén szaritottuk, és a fénymikroszkdpos értékeléshez
Entellannal (Merck) fedtiik azokat.

A moddszer bedllitdsa utan az FcRn nehézlanc mRNS-t detektaltuk szoveti metszeten.
Paraffinba 4gyazott szarvasmarha togyszovetbdl 5 pm vastag metszeteket készitettiink, és azokat
szilanozott targylemezekre helyeztiik. A deparaffindlds utdn a metszeteken hasonld in situ
hibridizacios eljarast alkalmaztunk, mint a fedélemezen fixalt sejteken. A bovin FcRn specifikus
probat 0.25 ng/ul koncentracidoban hasznaltuk, a hibridizacio hémérséklete 45°C volt és az anti-
DIG ellenanyagot 500-szorosra higitottuk.

A juh togybioptatumokbodl szarmazo metszetek in situ hibridizacios elemzéséhez juh FcRn
specifikus probat hasznaltunk, 1 ng/ul koncentracidban. Az anti-DIG ellenanyag higitasat 200-
szorosnak valasztottuk.

A szarvasmarha tiidd metszeteknél a bovin FcRn probat 0.5 ng/ul koncentracidban adtuk a
hibridizaciés oldathoz. A hibridizdci6 hoémérsékletét 45°C—ra Aallitottuk be. Az anti-DIG
ellenanyagot 500-szoros higitasban alkalmaztuk. Az in situ hibridizacid tobbi Iépése

megegyezett a fixalt sejteken végzett moédszerrel.

4.6. Az FcRn specifikus antiszérum elkészitése

Az antiszérum  eldéallitdsdhoz  Uj-zélandi  fehér nyulakat immunizaltunk a
CLEWKEPPSMRLKAR szekvenciaji FcRn a-lancbol szarmaztatott oligopeptiddel (az
oligopeptidet a godolldi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdintézetben allitottak eld),

amelyet 3-maleinimid-benzoesav-N-hidroxi-szukcinimid-észterrel (MBS; Sigma Chemical Co.,
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St. Louis, MO) aktivalt keyhole limpet (Megatura crenulata, ,lyukas csiga”) hemocyaninhoz
(KLH; Sigma Chemical Co.) kapcsoltunk. Az oligopeptid a szarvasmarha €s juh FcRn a2 és a3
részének (domén) erdsen konzervativ 173-186 aminosavmaradékat reprezentalta, ezenkiviil még
egy, a konjugéacidhoz sziikséges, N-terminalis ciszteint tartalmazott.

KLH oldatot (PBS-ben oldva, pH 7.4) készitettink, és az oldatokat Osszekeverve
szobahomérsékleten fél orat razattuk. Az oldatot Microcon 50 (Millipore Corporation) sziirén
lesztrtiik, és a sziir6n fennmaradoé fehérjét az oligopeptid oldattal (1 mg/ml oligopeptid 0.1 M
PBS-ben oldva, pH 6.8, 20 mM EDTA) keverve 4 6ran keresztiil razattuk. A kész konjugatumot
tartalmazo oldatot Snake Skin (10,000 MW; Pierce, Rockford, IL) dializal6 membranban 0.1 M
PBS-sel (pH 6.8) szemben egész é&jszaka 4°C-on, ezt kovetden pedig 6 oran keresztiil
szobahOmérsékleten dializaltuk (AUSUBEL, 1989). Az immunizalashoz egyedenként 0.3 mg
konjugadtumot homogenizaltunk komplett Freund adjuvanssal (Sigma Chemical Co.), és a
homogenizatumot tobb helyre intradermalisan és subcutan adtuk. Az emlékeztetd
immunizalasokhoz inkomplett Freund adjuvanssal (Sigma Chemical Co.) készitett
homogenizatumot hasznaltunk. Az 06todik emlékeztetd immunizalds utan a nyulakat
elvéreztettiik.

Az anti-FcRn antitesteket tartalmazo szérum affinitas-tisztitasat SulfoLink kittel (Pierce),
végeztiik. A SulfoLink affinitdsoszlop olyan gélszemcséket tartalmazott, amelyek szulfhidril
csoportjaihoz a cisztein tartalmu oligopeptid diszulfid hidak kialakulasaval kotodni képes. Két
mg tisztitott oligopeptidet TED pufferben (50 mM Tris/HCI pH 8.5, 5 mM EDTA) oldottunk, ezt
kovetden 15 percig szobahOmérsékleten razattuk a gélszuszpenzidval Gsszekeverve. A razatas
utan tovabbi fél orat inkubdltuk a szuszpenzidt. Az igy elokészitett gélt 6tszor 2 ml TED
pufferrrel mostuk. A gélen 1évé nem-specifikus kotohelyeket 50 mM-os cisztein oldattal (TED
pufferben oldva) lekotottiik, ismét 15 perc razatassal, majd fél ora inkubalassal. A kész gélt 10X
3 ml 1 M-os NaCl oldattal és 10X 3 ml fizioldgids sdoldatban (0.9% NaCl) oldott 0.05% Na-
aziddal mostuk. Két ml anti-FcRn antitestet tartalmazo szérumot Snake Skin dializald
membranban 3X 200 ml foszfat pufferrel (100 mM, pH 7.2) szemben dializaltunk két éran
keresztiil szobahdmérsékleten, egész ¢éjszaka 4°C-on, végil ismét két oOrdn keresztiil
szobahdmérsékleten. A dializalt szérumot az oligopeptiddel kapcsolt gélhez kevertiik és 4 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten 700 rpm-en razattuk. A leiilepedett gélrdl eltavolitottuk a nem-
kotodo frakceiot, és a gélt 4X 2 ml foszfat pufferrel, 4X 2 ml PBS-sel (100 mM, pH 7.2, 1 M
NaCl) és 4X 2 ml desztillalt vizzel mostuk. A specifikusan ko6t6do antitestek eludlasa céljabdl az
oszlopot 3X 5 percig 2 ml pH 3.0 eluélé pufferrel (100 mM glicin-HCI, 100 mM gliikéz) mostuk.
A kapott frakciokat Tris pufferrel (1 M, pH 8.5) semlegesitettiik. A fenti miiveletet ugyanigy
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elvégeztik pH 2.5 eluald pufferrel (100 mM glicin-HCI, 100 mM gliik6z) is. Az affinitéstisztitott

frakcidkat Western blot segitségével teszteltiik.

4.7. Western blot

Tiz cm atméréjli sejttenyészté edényben tartott IMCD és Bl sejteket Ca**-Mg®" mentes
DPBS pufferrel mostunk. A sejtekre 1.5 ml Tripszin-EDTA oldatot mértiink, és az edényeket
37°C-on tartottuk, amig a sejtek el nem valtak egymastdl és a tenyésztéedény aljarol. A
sejtszuszpenzidt Eppendorf-csdbe pipettaztuk, és 2 percig 3000 g-vel centrifugaltuk. A feliiluszot
eltavolitottuk, a sejtpellethez 1%-os SDS oldatot adtunk, és az oldatot 2 percig erésen kevertiik
meg, a gyartd utmutatasai alapjan.

Az el6z6 modon nyert fehérjekivonatokhoz merkapto-etanolos 6X loading puffert (0.5 M
TrisCl/ 10% SDS, pH 6.8; 30% glicerin; 0.012% bromfenol-kék; 6% merkapto-etanol) adtunk,
¢s a fehérjekivonatokat 95°C-on, 5 percig denaturaltuk. A fehérjekivonatok szétvalasztasdhoz
10%-o0s denaturald poliakrilamid gélt készitettiink (tomoritd gél: 0.5 M TrisCl/ 0.4% SDS, pH
6.8; szeparald gél: 1.5 M TrisCl/ 0.4% SDS, pH 8.8) (AUSUBEL, 1989). A gélt Hoefer Minigel
kadban (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA) rogzitettiik, és zsebenként 10 pg
denaturalt fehérjekivonatot futtattunk 0.5% SDS tartalmt Tris-glicin pufferben (pH 8.3), 25-35
mA dramerdsség mellett. A fehérjemintak szétvalasztdsa utan a gélt 2X 15 percig transzfer-
pufferben (16.67 mM Tris, 128 mM glicin, 10% metanol) mostuk, és a blottolashoz
elokészitettiik a polivinil-difluorid (Immobilon-P; Millipore Corporation) membrant, amelyet 2
percig metanolban, 5 percig desztillalt vizben, végiil 15 percig transzfer-pufferben
nedvesitettiink. A fehérjéket transzfer-pufferben, elektromos blottold késziilékkel (Hoefer
Scientific Instruments) vittiik 4t a membranra. A késziilék hasznélata soran 30 percig 100 V
fesziiltséget allitottunk be. A blottolas utdn a membrant 1 6ran keresztiil TBS-T pufferben (Tris
Buffered Saline, 0.05% Tween 20 detergens) blokkoltuk, amelyben 5% zsirmentes tejport
oldottunk fel. A membranra atvitt fehérjét az FcRn oligopeptid ellen termelt ellenanyaggal
reagaltattuk egy oran keresztiil ugyancsak 5% tejpor tartalmu TBS-T pufferben. Az inkubalast
kovetden a membrant 4X 10 percig TBS-T oldatban mostuk. A megk6tddott primer ellenanyagot
peroxidazzal kapcsolt, kecskében eldallitott anti-nyal antitesttel (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) inkubéltuk, majd ismét 3X 10 percig TBS-T pufferrrel mostuk a membrant. A
megkotddott szekunder antitestet luminol alapti kemilumineszcencids szubsztrat oldat (0.25
mg/ml luminol, 33 pg/ml para-kumarinsav, 0.01% H,0,, 0.01 M Tris/HCI pH 8&.5)
hozzaadasaval detektaltuk (KRICKA, 1991). A kemilumineszcens jelek elohivasahoz Hyperfilm
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, Anglia) filmet hasznaltunk.

40



4.8. Immunhisztokémia

A togybiopszidkbol, a tracheabdl, a tiidoébol, a duodenumbdl €s a vesébdl szarmazo
oldatba helyeztiik, hogy az endogén peroxiddzokat hatastalanitsuk. Desztillalt vizzel (2X 10
perc) és Tris-pufferrel (TBS) torténd 10 perces mosas utan egy oran keresztiil blokkoltunk 5%-os
bovin szérum albuminnal (BSA), szintén TBS pufferben. A metszeteket affinitastisztitott anti-
FcRn ellenanyaggal inkubaltuk (végs6 koncentracid a juh togybioptatum metszeteken: 76 ug/ml,
egy¢éb metszeteken: 120 pg/ml) 1% BSA-val kiegészitve, 4°C-on, éjszakan at, majd még egy
oran keresztiil, szobahdmérsékleten. Ezutan biotinnel jelolt, kecskében termelt, anti-nyul IgG-t
alkalmaztunk 30 percig, szobahdmérsékleten. Az egyes Iépések kozott a targylemezeket
haromszor 10 percig TBS-ben mostuk. A szekunder ellenanyagot Vectastain ABC kittel (Vector
diaminobenzidinnel (Sigma Chemical Co.) végeztilk. A metszeteket ezutan desztillalt vizzel

oblitettiik, levegdn szaritottuk, és Entellannal (Merck) fedtiik.

4.9. A pH-fiigg6 IgG koétés vizsgalata metszeteken

A szarvasmarha tégybioptatumokbol az in situ hibiridizacidonal leirt moédon metszeteket
készitettlink €s deparaffinaltuk azokat. A metszeteket ezutan antigén eldhivd oldatba helyeztiik
(DAKO Target Retrieval Solution; DAKO Corporation, Carpinteria, CA), €s mikrohullamu
kezelést alkalmaztunk. Az oldat szobahdmérsékletre valo lehiilése utan a metszeteket TBS-ben
mostuk €s egy dran keresztiil 5% BSA oldatban blokkoltuk. A metszeteket ezt kdvetden cianin 2
Laboratories Inc., West Grove, PA) inkubaltuk 4°C-on egész éjszakan at, majd 3X 10 percig TBS
pufferrel mostuk. A kisérletet parhuzamosan mindig pH 6.0 és pH 7.4 értékekre beallitott TBS
pufferekkel végeztiik. Végiil levegdn széritottuk és Entellannal (Merck) fedtiik a metszeteket. A

kotésvizsgalat eredményét fluoreszcens mikroszkoppal értékeltiik.

4.10. RT-PCR

Az RNA later (Ambion) oldatban tarolt szarvasmarha tdégybioptatumokbol TRIzol
reagenssel (Gibco BRL-Life Technologies Inc.) teljes RNS-t vontunk ki. Két pg RNS-bol
Moloney-Murine Leukemia Virus (M-MLV) reverz transzkriptdz enzim (Promega) és a (dT)17-
adapter primer (lasd a 4.3. részt) segitségével cDNS-t szintetizaltunk (6ssztérfogat: 25 ul). Az
RT PCR moddszernél a 4.4. pontban emlitett B7 illetve a BB (5’-GTC AGG AGC AGG AAT
AAG CC-3’) FcRn nehézlanc specifikus primereket, a konnytilanchoz pedig a Bbeta2 for (5°-
TCC AGC GTC CTC CAA-3’) és Bbeta2 rev (5’-TCT GAC TGC TCC GAT TTA-3’)
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primereket hasznaltuk. A ¢cDNS atiras hatékonysaganak ellendrzésére két bovin aktin specifikus
primert (BoAc 3: 5’-ACC ATC GGC AAT GAG C-3’ és BoAc 4: (5’-CGT GTT GGC GTA
GAG GTC-3’) vettiink igénybe. A PCR terméket 2% agardz gélben futtattuk és etidium
bromiddal festettiik.
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5. Eredmények

5.1. A juh FcRn klénozasa

Mivel korabban szarvasmarha (KACSKOVICS et al.,, 2000) és patkany mdajbol
(BLUMBERG et al., 1995, TELLEMAN ¢és JUNGHANS, 2000) mutattak ki FcRn expressziot,
m4dj szovetbdl kivont RNS-bdl készitettiink cDNS-t, hogy a juh FcRn egy génszakaszat izolaljuk.
A PCR amplifikacid, amelyet az 5’-nem-transzlalédé régiohoz és az a2 doménhez tapadd bovin
FcRn specifikus primerekkel (sorrendben B10 és B4) hajtottunk végre, egy koriilbeliil 600
bazispar hosszu DNS szakaszt eredményezett. A vart molekulaméret egyezés és a Southern
blottal tortént ellendrzés alapjan ezt a felerdsitett cDNS szakaszt ligaltuk pGEM-T vektorba, és a
klonokbdl egyet szekvenaltattunk. Azutan 3’-RACE technikat végeztiink a B3 és az adapter
primerrel, amelynek sordn egy ~1.3 kilobdzis nagysagi DNS szakaszt kaptunk. Néhany
eldallitott klont szekvenaltattunk. Utobbiak az ol domén (exon 3) kozepétdl kezdddtek, és a
poly(A) faroknal végzoddtek. A kétféle szekvenalasi stratégiabol szarmazo szekvencia adatok 397
bazispar hosszusagban atfedtek, ezért lehetéség nyilott arra, hogy egy 1496 bazispar hosszu
levezetett cDNS szekvencidt nyerjiink, amely magadban foglalta részben az ovin FcRn
régidt (GenBank hozzaférési szam: AF421499) (7. abra). Az adatokat a BLAST program
segitségével Osszevetettiik mas GenBank szekvenciakkal, ¢s magas homologiat talaltunk a bovin,

A 8. abra a juh FcRn (oFcRn) ¢cDNS-bdl szarmaztatott aminosavsorrendjét mutatja,
Osszehasonlitva a bovin (KACSKOVICS et al., 2000), huméan (STORY et al., 1994) és patkany
(SIMISTER és MOSTOV, 1989) szekvencidkkal. Az altalunk izolalt oFcRn a-lanc teljes
hosszusagu atirata harom extracellularis doménbdl (al-02-03), egy transzmembran régidobol és

egy citoplazmikus farokrészbdl all (MAYER et al., 2002b).
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- o] o

GATCGCGGCTGCCAGTCTCCCACTCAGGATGCGGCTTCCCCGGCCTCAGCCCTGGGGGCTCGGTCTGTTTCTCGTCCTCCTGCCTGGGGCGCTGAGCGCA 100
M R L P R P Q P W G L G L F L V L L P G A L S A
+1

GAGAACCATCGCTCGCTCCAGTACCACTTCACCGCCGTGTCGGCCCCCGCCGCGGGGACCCCTGCTTTCTGGGTTTCGGGCTGGCTAGGGCCCCAGCAGT 200
E N HR S L QY HF TAV S APAAGTU©PA AFWUV S GWL G P Q QY

ACCTGAGCTACAATAACCTGCGGGCGCAGGCTGAGCCGTATGGCGCGTGGGTCTGGGAAAGCCAGGTGTCCTGGTATTGGGAGAAAGAGACCACGGACCT 300
L S Y N NL R A Q A E P Y G A W V W E w Y w E K E T T D L

S Q V S
- i)
GAGGAACCAGGAGAAGCTCTTCCTCCAAGCGCTCCAAGTTTTAGGCGAAGGCCCCTTCACCCTGCAGGGCCTGTTGGGCTGCGAGTTGGGCCCTGATAAT 400
R N Q E K L F L Q AL Q VL G E G P F TUL Q G L L G C E L G P D N

GTCTCGGTGCCGGTGGCCAAGTTTGCCCTGAACGGCGAGGAGTTCATGATGTTTGACCCCAAGCTGGGCATCTGGGATGGTGACTGGCCTGAGTCCCGGA 500
v s v p V A K F A L NG EEFMMUF¥F D P KL G I WD G D W P E S R T

CGGTCAGTATCCAGTGGACAAAGCAGCCAGAGGCGGTCAACAAGGAGAAGACCTTCCTCCTCTACTCCTGCCCACACCGGCTGCTGGGGCATCTGGAGAG 600
v s I Q w T K Q P E AV N KE K T F L L Y S C P HIR L L G H L E R

 aa]

GGGCCGAGGCAACCTGGAGTGGAAGGAGCCACCCTCCATGCGCCTGAAGGCCAGACCCAGCAGTCCCGGCCTCTCTGTGCTCACCTGCAGCGCCTTCTCC 700
G R GNLE WK E PP S MRL KA AIR©PS S P GUL SV L T C s A F S

TTCTACCCACCTGAGCTGAAGCTGCACTTCCTGCGGAACGGGCTGGCCATTGGCTCTGGTGAGATTGACATGGGCCCCAACGGTGACGGCTCCTTCTACG 800
F Yy p P EL KL HVFLRNGILATIGS GE I DMGU?PNGD G S F Y A

e

CCTGGTCATCACTCACAGTCAAGAGTGGCGACGAGCACCACTACCGCTGCGTGGTGCAGCACGCGGGGCTGGCCCAGCCCCTCACGGTGGAGCTGGAATC 900
W s s L T Vv K s G D EHH Y R CV V QHAGTU LA AOQU©PL TV E L E S

ACCAGCCAGAACCTCGATGCCAGTGGTGGGAATCGTCATCGGCTTTTTCCTGCTCCTGACAGTGGCTGCGGGCGGAGCTCTCCTGTGGAGAAGGATGAGG 1000
P A R T S M P V V G I Vv I G F F L L L T V A A G G A L L W R R M R

/L

AAGGGGCTGCCAGCTTCTTGGATCTCTTTCCGTGGGGAGGATGTAGGGGCCCTCCTGCCCACTCCCGGCCTGTCCAAGGATGGTGAATCTTAGGATAAAA 1100
K 6 L p A S w I S F R GEDV GGAUL L P TP G L S K D G E S End

ATGCGTTCCCAGCAACTGCCGATCATCCCCCATCCTGGCTGTTACCAGCTAATGTCCTCAGGTCCTTTTCATGCTGTGAGACCTCCGGGAATCCTGGTAT 1200
TTTTGAGCCTCCGGAAGGAGCCCAATGTCCTCCCTCTGGATTTCTCCTCCTGTGATCTGCCTCAGTTCCCCCTCCTGATATATATGGTTCTTTTCCAGCT 1300
CCACATATAACATGGGTTTAGGCCCGAATCGTTGTGTTCTCATCGTTTCAACTTTTTTAGGGAATTGTGAGGGGGGATAAATGGTGTAAGCCTTGGGCTT 1400

CAAATCTCTCCTGAGGCTAACTTGTTGCCATGGTGGAATTTGCCAACTTTATATACCAAGTCATGTATTTTTAATGAATAAATTTCACAAATATTTAAAA 1500

7. abra. A juh neonatalis Fc¢ receptor (FcRn) o-lanc nukleotid és c¢DNS-bdl szarmaztatott
aminosavszekvenciaja. A feltételezett ATG inditohely vastag betiivel, a konszenzus iniciacios hely alahuzassal
jelolt. A szignal peptidet kovetoé lehetséges N-terminalist a +1 jelzi az Ala alatt. A hidrofob transzmembran
szakaszt délt betiivel szedtiik, a 3’ nem-transzlalédé régié ,,AATAAA” poliadenilicios helyét alahuztuk.

CYT, citoplazmikus; TM, transzmembran
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Leader

bFcRn
oFcRn
hFcRn
rFcRn
bFcRn :
oFcRn : AENHRSLQYHFTAVSAPAAGTPAFWVSGWLGPQQYLSYNNLRAQAEPYGAWVWESQVSWYWEKETTDLRNQEKLFLQALQELG———EGP——
hFcRn : I’HLTAVSSPAEGTPAFWVSGWLGPQQYLSYNSLRGEAEPCGAWVWENQVSWYWEKETTDLREKEKLFLEAEKALG
rFcRn
a2 v \Y
bFcRn FTMOGLLGCELGPDNVSVPMAKFALNGEEFMMEDPKLGIWDGDWPESRTVSIKWT@OPEAMNKEKTFLLYSCPHRLLGHLERGRGNLEWKES
oFcRn FTLQGLLGCELGPDNVSVPVAKFALNGEEFMMFDPKLGIWDGDWPESRTVSI@WTKQPEAVNKEKTFLLYSCPHRLLGHLERGRGNLEWK—
hFcRn YTLQGLLGCELGPDNTSVPTAKFALNGEEFMNFDLK@GTWEGDWPEAEAISQRW@QQDKAANKE!TFLLFSCPHRLREHLERGRGNLEWK—
rFcRn FTLOGLLGCELAPDNSSEPTAMFALNGEEFMRFNPREGNWSGEWPEKDIYVEINMEWMKOPEAARKESEFLIWSCPERLLGHLERGRONLEWKE
a3 v
bFcRn EPPSMRLKARPGSPGFSVLTCSAFSFYPPELKLRFLRNGLAIGSGEIDMGPNGDGSFMAWSSLTVKSGDEHHYRCVVQHAGLAQPLTVELHS
oFcRn EPPSMRLKARPSSPGESVLTCSAFSFYPPELKLEFLRNGLAIGSGEIDMGPNGDGSFMAWSSLTVKSGDEHHYRCVVQHAGLAQPLTVELHS
hFcRn EPPSMRLKARPSSPGFSVLTCSAFSFYPPELQLRFLRNGLAAGTGQEDFGPNSDGSFHASSSLTVKSGDEHHYECIVQHAGLAQPLRVEL—
rFcRn EPPSMRLKARPGNSGESVLTCAAFSFYPPELKERFLRNGLASGSGNESIGPNGDGSFHAWSELEVKRGDEHHYQCOVEHEGLAQPLTVELE

™ s (CYT
bFcRn HEE SPARESVPVVGIVIGLEFLLLTMAAGGALLWRRMRKGL PAPW I SEFRGE DVGA L L P T PG LS K D G E S i

oFcRn ESPARMSMPVVGIVIGEEFLLLTMAAGGALLWRRMRKGLPAGWISFRGEDVGALLPTPGLSKDEE S ittt bbb bbb
hFcRn ESPAKSSVLVVGIVIGELLLEAAAVGGALLWRRMRSGLPAPWISLRGDDTGVLLPTPGEAQDAD!KDVNVIPATA ————————————————
rFcRn BDSPARSSVPVVGIEEGLEL AEAGGMLLWNRMRSGLPAPWHESESGDDEGIBLLPEEN LIRZEAERPOCVNAE P A T bbb

8. abra. A szarvasmarha (b), juh (o), human (h) és patkany (r), neonatalis Fc receptor (FcRn) a-lanc cDNS-bél
szarmaztatott aminosavszekvencidinak domén szerinti dsszevetése. Az N-kapcsolt, minden szekvencidban
eléfordulo glikozilacios helyet fekete haromszog jelzi, a patkany szekvencia tovabbi kotéhelyeit pedig fehér
haromszogek. A sziirke siv mutatja a hidrofob transzmembran régiot. Az egyes aminosavmaradékok
konzervaltsagi fokat az egy oszlopban eléfordulé azonos aminosavmaradékok szama alapjan becsiiltiik. Minél
magasabb a konzervaltsag foka, annal sététebb az adott betiijel hattere. CYT, citoplazmikus; TM,
transzmembran
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5.2. In situ hibridizacio (ISH)

Az FcRn mRNS transzfektalt sejtekbol, togybioptatumokbdl €s a tiidd szoveti metszeteibdl
torténd kimutatdsdhoz a ¢cDNS szekvenciabdl kiindulva olyan digoxigenin-jelolt DNS probat
készitettiink, amely a transzmembran régiot, a citoplazmikus régiot és a 3’-nem-transzlalodo
régid egy részét fedte le. In situ hibridizacioval elészor a pozitiv kontrollként hasznélt bovin
FcRn nehézlanccal transzfektalt IMCD (B1) sejtekbdl mutattuk ki az FcRn expresszidt. Az
elemzés specifikussagara utal tovabba, hogy a sejtek magvai nem festddtek (9.a abra). Negativ

s kontrollként a nem-transzfektalt IMCD

a s Y b
P - X e _ sejtek szolgaltak (9.b abra).

Y

9. abra. A bovin neonatalis Fc receptor (bFcRn)

- & - o-lainc mRNS kimutatasa in situ hibridizacioval.

¢ a) bFcRn nehézlane cDNS-sel transzfektalt IMCD

S sejtek (B1), b) nem-transzfektalt IMCD sejtek
s/ ; (negativ kontroll), 1éptékvonal 20 pm.

— Kovetkez6 1épésként az in  situ

hibridizaciés modszert szarazonalld tehén

tédgyszoveti metszeten optimalizaltuk. Az FcRn nehézlanc mRNS jelenlétét az acinus €s ductus
epithel sejtekbdl mutattuk ki. Az interstitiumban pontozott festddést figyeltiink meg. Az FcRn
nehézlanc mRNS-hez kotédni nem képes, sense probaval (negativ kontroll) hibridizalt

metszeteken gyenge, nem specifikus jelet tapasztaltunk (10. abra).

=
ifli- s - - e -\ *

re——

10. abra. In situ hibridizacié szarazonallo tehéntégy metszeteken. a) Hibridizacié bovin FcRn nehézlianc
specifikus anti-sense prébaval, a képbetéten a nyilak az interstitium pontozott jelolédésére mutatnak, b)
hibridizaci6 sense probaval (negativ kontroll), L, lumen; a l1éptékvonalak 50 pm-t jelolnek.

Az FcRn expresszid lokalizaciojat a szarvasmarha togyben megfigyelt lokalizacidval
azonosnak taldltuk azokban a tégybioptdtumokban is, amelyeket vemhes anyajuhoktdl vettiink

ellés elott 24 és 10 nappal, valamint ellés utan 1, 5 (11.a és 11.c abra) és 14 nappal. Az FcRn
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nehézlanc mRNS jelenlétét itt is az acinus €s ductus epithel sejtekbdl mutattuk ki, az ellést
megelozden ¢€s ellés utan. Az FcRn-bol levezetett sense probaval hibridizalt kontroll metszetek

gyenge, diffiz, nem-specifikus jelet adtak (11.b és 11.d abra).

11. abra. In situ hibridizaciés vizsgalat ellés kornyéki juh tégybioptatumabdl (ellés utan 5 nappal). a) anti-
sense, juh FcRn a-lanc specifikus proba, b) sense préba (negativ kontroll), ¢), d) egyetlen acinus képe
nagyobb nagyitison, sorrend szerint pozitiv és negativ mintak, a 1éptékvonalak 20 pm-t jelolnek.

A szarvasmarha tiid0 metszeteken erds FcRn a-lanc expressziot detektaltunk a bronchiolus
epithel sejtekben. Az alveolusok szintén pozitivhak bizonyultak, de nem lehetett pontosan
meghatdrozni, hogy az endothel vagy epithel sejtek festddtek. Ezen feliil elszort, pontozott
festodést figyeltink meg az egész szoveten. A sense probaval hibridizalt kontroll metszetek

gyenge, nem-specifikus festodést mutattak (12. abra).

12. abra. Digoxigeninnel jelolt, bFcRn a-lanc specifikus DNS prébaval végzett in situ hibridizacio bika tiidé
metszeteken. a) anti-sense prébaval hibridizalt bronchiolus a tiidé metszeten, b) ugyanarrol a teriiletrol
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készitett metszet hibridizacidoja sense prébaval, mint negativ kontrollal. A tehenek és borjak metszetei
hasonl6 eredményekkel szolgaltak (a képeket nem mutatjuk). Léptékvonal 20 pm.

5.3. Western blot és immunhisztokémia

Az immunizaldshoz haszndlt oligopeptid, amely az o2 ¢és a3 domén egy részébdl
szarmazott, azonos a szarvasmarha ¢€s a juh FcRn fehérjénél (173-186 aminosav). Az oligopeptid
ellen termeltetett antiszérumot bovin FcRn plazmiddal transzfektalt IMCD sejteket (B,
(KACSKOVICS et al., 2000)) felhasznalva elemeztiik. A B1 sejtek kivonata az FcRn a-lancanak
megfeleld méretli, koriilbeliil 40 kDa molaris tomegii fehérjét tartalmazott, amelyet az anti-FcRn
szérum a Western blottokon felismert. FcRn a-lancot nem detektaltunk a nem-transzfektalt
IMCD sejteknél. Az affinitastisztitas eltavolitotta az 6sszes nem-specifikus antitestet, és az FcRn
molekuldra nagymértékben specifikus reagenst eredményezett, amelyet az immunhisztokémiai

vizsgalatokban hasznaltunk (13. abra).

B1 IMCD B1 IMCD

kDa :
13- &é
: ﬁ .

81- | .
64 % ’
49- 0% ;
N D

A B

13. abra. A neonatalis Fc receptor (FcRn) specifikus ellenanyag elemzése Western blot médszerrel. A) A
CLEWKEPPSMRLKAR szekvencidju oligopeptid (amely az a2 és a3 domén 173-186 aminosavanak felel
meg, a szines abran a fehér kiemelés mutatja) ellen termel6dott antiszérum vizsgalata 500x higitasban, és B)
affinitastisztitast kovetden, 50x higitasban. A bovin FcRn nehézlinc ¢cDNS-sel transzfektalt IMCD sejtekbol
(B1), és a nem-transzfektalt IMCD sejtekbdl 1% SDS-sel késziilt fehérjekivonat. A nyil a bovin FcRn
nehézlancot jelzi (koriilbeliil 40 kDa).

Az affinitastisztitott anti-FcRn nyual szérummal kivitelezett immunhisztokémia
megerdsitette in situ hibridizacids eredményeinket. Az ellés kornyékén vett juh tégybioptatumok
acinus epithel sejtjei jelolddtek (14. abra), azonban jelentds kiilonbség mutatkozott az ellés eldtti
¢s utani festddési mintazatban. Ellés el6tt 24 és 10 nappal a festddés, az FcRn a-lanc egyenletes
eloszlasat jelezve, diffiz volt az acinus epithel sejtekben (14.A-B dabra). Ellés utan 1, 5 és 14
nappal az epithel sejtek lumen feldli, apikalis része festodott (14.C-D-E abra). Az ellés utan 14

nappal vett mintakat elemezve az FcRn expresszioban csokkend tendenciat figyeltiink meg (14.E
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abra). Ezek a metszetek gyengébb jelet mutattak néhdny epithel sejt apikalis részén, és olyan
teriiletekkel is birtak, ahol az FcRn jelenlét alig volt kimutathatdé. Az in situ hibridizacioval
megegyezden a lamina propria endothel sejtjei vagy az izomrostok nem festddtek. Az ellés utan
75 nappal (az involacid kezdetén) a citoplazméban a diffuz elrendez6dés ismét megjelent (14.F

abra).
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14. abra. Az ellés koriil vett juh togy bioptatumok immunhisztokémiai elemzése. Erds diffiiz FcRn expressziot
detektaltunk az ellés elétt 24 (A) és 10 (B) nappal az acinus és ductus sejtekben. Az ellés utan vett mintaknal —
ellés utan 1 nappal (C), 5 nappal (D) és 14 nappal (E) — az FcRn féleg az elobbi sejtek apikalis oldalin jelent
meg. 75 nappal az ellés utan (F) ismét diffiz lokalizaciot figyeltiink meg a citoplazmaban. Az acinusok
lumenét “L” betii jeloli. A 1éptékvonalak 20 pm-t jelolnek (E).

Az FcRn expressziojat és lokalizacidjat 4jsziilott barany duodenumabdl szarmazd mintan is
vizsgaltuk. Az affinitastisztitott FcRn specifikus ellenanyagot hasznalva erds jelolodést lattunk a

crypta epithel sejtek apikalis részén. Ezekben a sejtekben a bazalis oldalon gyengébb jelet, mig a
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citoplazmaban pontozott festodést figyelhettiink meg. Az eldbbiekkel szemben az enterocitak

nem festodtek (15. abra). A lamina propriaban elszort festddést tapasztaltunk.

\ % . ; 15. abra. Immunhisztokémiai elemzés. Erés
i : - apikalis és gyenge bazalis (nyilak) FcRn jelenlét az
i b ~ wjsziilott barany duodenumanak cryptasejtjeiben.
£ \ g A duodenalis enterocytikban azonban nem

b= L : : detektaltuk a receptort. Léptékvonal 20 pm.

- g | Az FcRn nehéz és konnylilane mRNS
y S ok - | szinti  kifejezO0dését a  szarvasmarha

o ? : togybioptatumokbol  elészér ~ RT-PCR

L™ )

segitségével igazoltuk az ellés eldtt és az
ellés utdn is, végig a vizsgalt idészakban (ellés eldtt 2 héttdl az ellés utan 2 hétig). Ezt kovetden a
tégybioptatumok FcRn nehézlanc expresszidjat immunhisztokémiai modszerrel elemeztiik,
amelynek soran a juhnal kapott

Q. r i o g b o eredményekhez hasonld

' TR ok AR

; s 55 < 1|-_ - festddést lattunk a metszeteken.
& 3’ i 0™ i

K - RS T 16. abra. Az ellés koriili idében vett
; 3 ' szarvasmarha togybioptatumok
- . g immunhisztokémiai elemzése. Diffuz
- -14. nap -7. nap neonatalis Fc receptor expressziot
detektaltunk a tégy acinus epithel
C Sy !’-1 : d sejtjeiben ellés el6tt 14 (a) és 7 (b)
- nappal. A diffaz és apikalis festédés
’ kozotti atmeneti allapotot figyeltiink
£ Py ] e L 1 meg az ellés" e’l('itt 1 nappal (c).
[ 3 L £ p . Apikalis festédés mutatkozott az
& N v, = acinus epithel sejtekben az ellés
s TS he napjan, ellés utan (d), valamint 7 (e)
gt = . és 14 (f) nappal az ellés utan. L, az
. v : 3 acinusok lumene. Léptékvonal 20

¥ -1.nap +1.nap  pm.

e . f Az ellés eldtti mintaknal az
\ : - FcRn fehérje diffuz megoszlast

mutatott az acinus  epithel

sejtekben (16.a-b  4abra), az

_ I ellést kovetden (ellés napjan,
+7. nap _ " +14.nap  cllés utan 1 hét és 2 hét) pedig
az acinus epithel sejtek apikalis

része festodott (16.d-f abra). Involacidban 1évd tégyet nem vizsgaltunk, de a szarazonallo

vagohidi minta szintén diffuz festédést adott az acinus epithel sejtekben.
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Az ellés eldtt 1 nappal a két festddési mintazat (diffuz és apikalis) kozotti dtmeneti
allapotot figyeltiink meg (16.c abra). Az ellés elotti tdgymintakban az endothel sejtek gyengén
jelolddtek, ellés utan az endothel sejtekben nem detektaltuk a receptorfehérjét.

Az in situ hibridizacios eredményekkel megegyezden véletlenszerii pontozott festodést
kaptunk a szarvasmarha tiidé alveolusokban (17.a abra), erds jelet a bronchiolus epithelben
(17.b abra) ¢és valamivel gyengébb festddést a bronchus epithel sejtekben (17.c abra). A
tracheat boritd epithel sejtekben sem in situ hibridizacidval, sem immunhisztokémiai mddszerrel

nem tudtunk FcRn expressziot kimutatni (17.d abra) (MAYER et al., 2004).
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17. abra. Az FcRn expresszi6 immunhisztokémiai lokalizacioja tehén tiidé metszeteken. a) az alveolaris
teriilet immunfestése, ,,A” az alveolus lumenét jeloli, a nyilak és a képbetét az alveolusok pontozott festédését
mutatjak; b) bronchiolus; c¢) bronchus; d) trachea (bikdbol szarmazé metszet), ,,E” az epithelidlis sejtréteget
jeloli, ,,L.” pedig a trachea lumenét, a 1éptékvonalak 20 pm-t jelolnek.
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18. abra. Az FcRn nehézlinc expresszo immunhisztokémiai elemzése felnott szarvasmarha duodenumban. a)
A duodenalis crypta (c) sejtekben apikalis lokaliziciot detektiltunk, b) a lamina propria kapillarisok (v)
endothel rétege is festédott, a Iéptékvonalak 20 pm-t jelolnek, Mayer féle hematoxylin kontrasztfestés.

A felnétt szarvasmarha duodenum metszeteinek anti-FcRn tisztitott szérummal torténd
immunreakcidja a crypta epithel sejtek apikalis festodését mutatta, a crypta kiilonféle sejtjei nem
kulonboztek az immunfestédés szempontjabdl (18.a abra). Az enterocitik nem festodtek. A
lamina propridban talalhato kapillarisok endothel sejtjeiben azonban kimutattuk a receptort (18.b
abra).

A bovin vesemintakban, a proximalis tubulusok epithel sejtjeinek bazélis oldalan granularis
festodés jelentkezett, tehat a sejtek bazalis részén lokalizaltuk az FcRn molekulat. A
glomerulusokban elszortan gyenge nem-specifikus jelet tapasztaltunk, a medulla, az interstitium

¢s a distalis tubulusok epithel sejtjei nem

festodtek (19. abra).

19. 4abra. Az FcRn o¢-linc immunhisztokémiai
detekcidja szarvasmarha vesében. A proximalis
tubulusok (PT) bazalis részén lokalizalodott a receptor,
a glomerulus (G) és a distalis tubulusok (DT) nem
festodtek. Mayer féle kontraszfestés, léptékvonal 50
pm.

5.4. Az FcRn pH-fliggo IgG kotés

vizsgalata szdveti metszeteken

metszeteket, majd ezeken végeztiik el, a mikrohullamu kezelés utdn a Cy™2-vel jelolt bovin IgG
kotésvizsgalatat. A kisérlet soran parhuzamosan pH 6.0 és pH 7.4 értékre beallitott puffereket
hasznaltunk. A tégybioptatum acinus epithel sejtjei pH 6.0 kornyezetben megkototték a jelolt
bovin IgG-t, mig pH 7.4 értéken az epithel sejtek IgG kotése alig volt kimutathato (20. abra)
(KIS et al., 2004).
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20. abra. Cy™2-vel jelolt bovin IgG pH-fiiggé kotodése egy héttel az ellés elott all6 szarvasmarha tégy
metszethez. Az acinus epithel sejtek pH 6.0 kémhatason kotik a jelolt bovin IgG molekulikat, pH 7.4
kémhatason alig kimutathaté az epithel sejtek IgG kotése, Iéptékvonal 50 pm.
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6. Megvitatas

6.1. A maternalis IgG transzport és a bovin FCRn a-lanc expresszidja a

tégyben

A kérodzok nyalkahartyainak immunvédelméhez a nyalkahartya valadékaban megtalalhatd
IgA molekuldkon kiviil az IgG izotipus is hozzajarul. Az IgG az IgA-hoz hasonldan szdmos
nyalkahartya feliiletre aktivan szekretalddik. A két szekretalt immunglobulin osztaly 4altal
meghatarozott védelmi rendszerben a tdgynek kiemelt szerep jut, mert egyben a maternalis
ellenanyagok (foként az IgG) kolosztrumba jutdsat, az anyai immunitas atadasat is biztositja. A
kérédzokben a maternalis immunitast kizarélag a kolosztralis immunglobulinok kozvetitik
(0sszefoglaldan lasd: BUTLER, 1999).

Az IgG1 és az 1gG2 kortilbeliil azonos koncentracidban van jelen a kérddzok vérében,
ennek ellenére — jelentds mennyiségben — csak az IgGl alosztaly szallitodik a vérbol az
alveolaris epithel sejteken keresztiil a tejmirigy szekrétuméaba (LARSON et al., 1980). Az IgG1
alveolaris transzportja az ellés elott hozzavetdlegesen két-hdrom héttel valik intenzivvé,
ugyanabban az idében, amikor az IgG1 koncentracid a vérben lecsokken (SASAKI et al., 1976).
A tégy epithel sejtek immunglobulin transzportjat jelen munka megjelenéséig részletesen
tanulméanyoztak. Az IgG1 transzportért felelds receptort azonban tégyszovetben eddig még nem
azonositottak, bar korabbi kozlemények az ellés koriili idében specifikus kotohelyek meglétét
jelezték a tdgy epithel sejteken. Azt is megallapitottak, hogy ellés eldtt allo és laktald tehén
tégyszovetében az IgGl és 1gG2 szoveti eloszlasa eltérd. Az ellés elott allo tégyben az 1gGl
féleg az alveolaris epithel sejtekben és a lumenben taldlhatd, mig az IgG2 nagyrészt az alveolust
koriilvevd alapallomanyban. A laktdlo szovetben mindkét alosztaly jelenléte tulnyomdan az
alapallomanyra korlatozodik (KEMLER et al., 1975, LEARY et al., 1982). Tégyszovetbdl nyert,
emésztés utjan szétvalasztott sejteken szintén végeztek kotés vizsgalatokat, és ezek a
mirigysejtek ellés eldtt inkdbb az IgG1 molekulat kototték meg (SASAKI et al., 1977).

Kacskovics és munkatarsai az utobbi idében klonoztdk a bovin FcRn gént és Northern
blottal tobb szovetbdl, koztiik a togybdl és a vékonybélbdl is kimutattdk e gén expresszidjat
(KACSKOVICS et al., 2000). Annak ellenére, hogy a szarvasmarha tégy FcRn expresszidja mar

ismert, pontos lokalizacidjat eddig még nem vizsgaltak.
6.2. A bovin FcRn a-lanc mRNS tégyszdveti lokalizacidja in situ
hibridizacioval

Mivel az FcRn a-lanc génje epithel és endothel sejtekben is kifejezddhet, arra a kérdésre

kerestiik a valaszt, hogy a receptor milyen sejtekben fejezddik ki, és a sejtek melyik részén
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lokalizalhat6. A kérdés eldontésére eloszor in situ hibridizaciés modszert fejlesztettiink ki
fedélemezen fixalt bFcRn transzfektalt (pozitiv kontroll) és nem-transzfektalt IMCD sejteken
(negativ kontroll) (9. abra). A fenti eredmények alapjan meggydzddtiink arrol, hogy in situ
hibridizaciés mddszeriink specifikusan képes kimutatni a bovin FcRn o-lanc mRNS-t. A
tovabbiakban optimalizaltuk a modszert szarvasmarha tégyszoveti metszetekre, €s elemeztiik az
FcRn génexpresszio lokalizacidjat. Szarazonalld tehén togyszoveten az FcRn o-lanc mRNS
expressziot az acinus és ductus epithel sejtekbdl mutattuk ki (10. abra). Tehat megallapitottuk,
hogy az FcRn a kordbban mar leirt, feltételezett IgG1 receptorral (SASAKI et al., 1977)
megegyezden szintén a togy epithel sejtekben expresszalodik. A szarazonalld tégyszovet
interstitiuméanak pontozott jelolédése valdszinlileg makrofagok festodésének koszonhetd.

Ezekrdl a sejtekrdl az embernél kimutattak, hogy expresszaljak az FcRn gént (ZHU et al., 2001).

6.3. A juh FcRn a-lanc cDNS klénozasa és az FcRn a-lanc mRNS

tégyszoveti lokalizacidja az ellés koriili idében

Tekintettel arra, hogy a tégyszoveti IgGl szekrécid szorosan Osszefiigg az elléssel,
megvizsgaltuk a receptor kifejezddését az ellés kornyékén mRNS ¢&s fehérje szinten is. Biopszias
vizsgélataink kezdetén elsdsorban gazdasagi megfontolasbol a kiskérddzo juh fajt valasztottuk.
Annak érdekében, hogy az in sifu hibridizacids technikdhoz sziikséges juh FcRn nehézlanc
specifikus probat elkészitsiik, klonoztuk a juh FcRn (oFcRn) nehézlancot (7. abra). A
varakozasnak megfeleléen a receptor a-lanc cDNS-bdl levezetett aminosavszekvencidja magas
homologiat mutatott a szarvasmarha nehézlanccal. A szarvasmarha FcRn nehézlanchoz
hasonléan az oFcRn molekulanak is rovidebb citoplazmikus doménje van a patkany és human
receptorhoz viszonyitva (8. abra). A juh FcRn azoknak az aminosavmaradékoknak tobbségével
rendelkezik, amelyekrdl ismert, hogy a patkdnyndl részt vesznek az Fc-fragmentumhoz valo
kotéddésben (MARTIN et al., 2001).

A juh tégy in situ hibridizacids elemzésénél kapott eldzetes eredmények alapjan
feltételeztiik, hogy a receptor expresszioja az acinus sejtekben idoben valtozik (MAYER et al.,
2002a). Ezért eldzetes eredményeinket tovabbi ellés koriili idoben vett togybioptatumok
elemzésével tamasztottuk ald. A juh tégybioptatumok vizsgalatdban minden mintandl, az ellés
elott és az ellés utdn is az FcRn nehézlanc mRNS-t kizardlag az acinus és ductus sejtekben

detektaltuk, és az expresszid szintjében nem tapasztaltunk jelentds kiilonbségeket (11. abra).
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6.4. Az FcRn a-lanc fehérje szintii lokalizaciéja a téogybioptatumokban az
ellés koriili idében és a togyszovet pH-fliggo 1gG kotése

Az FcRn génexpresszio fehérjeszintli tanulmédnyozdsahoz az FcRn nehézlanc egy
konzervativ szakasza (173-186 aminosav) ellen nyulban ellenanyagot termeltettiink. A
konzervativ szakasz aminosavsorrendje a szarvasmarhandl és a juhndl megegyezett, igy az
antiszérum mindkét allat FcRn nehézlancat felismerte. A szérumban 1évé nem-specifikus
antitesteket affinitas-tisztitassal tavolitottuk el, €s a tovabbi immunhisztokémiai vizsgéalatokhoz a
tisztitott szérumot hasznaltuk (13. abra).

A juh tégybioptitumokon végzett immunhisztokémiai elemzés azt mutatta, hogy az
acinusok és ductusok epithel sejtjeinek citoplazmaja az ellés elott egyontetiien festddott, azonban
az ellés utan hatarozott kiillonbséget figyeltiink meg a jel mintdzatdban. A jel6lddés az FcRn a-
lanc egyenldtlen eloszlasat jelezte az epithel sejtekben 1 és 5 nappal az ellés utan, mivel az
epithel sejtek apikalis része festddott. Az ellés utan 14 nappal a jel gyenge volt, mindazonaltal
még mindig a sejtek apikalis sz¢élén helyezkedett el (14. abra) (MAYER et al., 2002b).

A juhnal kapott eredményekkel megegyezden a receptorfehérje acinus epithel sejten beliili
eloszlasanak megvaltozasat tapasztaltuk az ellés napjan (ellést kovetden) és az ellés utan 1 és 2
héttel vett szarvasmarha tédgybioptatumokbol készitett metszeteken is. Az ellés eldtt 1 és 2 héttel
gyenge immunfestddést figyeltiink meg a szarvasmarha togy kapillaris endothel sejtjeiben (16.
abra). Az FcRn jelenléte az endothel sejtekben kismértékben hozzajarulhat a vérbdl az epithel
sejtek felé iranyulo, ellés eldtti 1gG transzferhez, azonban a receptor hidnya nem jelenthet
korlatozo tényezot az IgG transzport szempontjabol, mert az interstitiumban kimutattdk mindkét
IgG alosztalyt (IgG1 és IgG2) a laktacid idején (LEARY et al., 1982), amikor nem taldltunk
FcRn expressziot a kapillarisokban.

A lokalizaciés vizsgalatokon feliill szarvasmarha togyszoveti metszeten sikertilt
kimutatnunk a Cy2-vel jelolt szarvasmarha IgG pH-dependens kotddését, vagyis a jelolt IgG pH
6.0 kémhatason kotodott az acinus epithel sejtekhez, pH 7.4 kémhatdson azonban nem kotodott
(20. abra). A pH-fiiggd 1gG kotés az FcRn molekulara jellemz6 (GHETIE és WARD, 2000). A
kotés az ellés eldtt detektalt FcRn lokalizacidhoz hasonloan diffuz volt, vagyis az 1gG vélhetéen

az FcRn molekulahoz kotodott.

6.5. Az FcRn feltételezett szerepe a togyben

Ezen adatok alapjan azt feltételezziik, hogy a kérodzok togyében 1évd FcRn szelektiven
megkoti az IgGl-et az acinus epithel sejt bazélis oldalan, és azt a lumendlis oldalra szallitja
biztositvan a kolosztrum, ¢€s késobb, ugyan joval kisebb mértékben, de a tej IgG1 tartalmat is.

Hipotézisink azonban ellentétben all a laktdlo egér tejmirigyben jelenlévd egér FcRn
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feltételezett szerepével. Cianga és munkatarsai a receptort szintén az acinusok epithel sejtjeiben
lokalizaltdk, de az FcRn-hez nagyobb affinitdssal k6tddd IgG alosztalyok kisebb mértékben
szallitodtak a tejbe. Ez a megéllapitas azt sugallja, hogy a laktald tejmirigyben 1évé FcRn a
szekrécid helyett inkdbb a visszaforgatasban (recycling) jatszik szerepet, a tejmirigybdl a

keringésbe visszajuttatva az IgG-t (CIANGA et al., 1999).

Az egér modellel szemben mi azt feltételezziik, hogy a kér6dz6 FcRn az IgG1-et a lumenbe
transzportalja, és valoszinlileg nem érintett az 1gG2 keringésbe torténd visszaforgatasaban. A
receptornak az elébbiek szerint legalabb két feltételnek kell eleget tennie: 1) a transzportban
és/vagy a kotési folyamatban az IgG1-hez kell nagyobb affinitdst mutatnia, és 2) bazolateralis-
apikalis iranya IgG transzportot kell kozvetitenie az elobb emlitett sejtekben. Mivel a korabbi
kozlemények az IgG1-et és nem az IgG2-t jelzik a tégy acinus sejtekben (SASAKI et al., 1977,
LEARY et al., 1982), ahol az FcRn jelenlétét kimutattuk, azt feltételezziik, hogy a kér6dz6 FcRn
minden valdszinliség szerint inkabb az [gG1-et koti meg. Eme indirekt bizonyiték mellett, nem
hagyhatjuk figyelmen kiviil azt sem, hogy a probléma megolddsa szempontjabol dontd
fontossagi lenne a receptor IgGl és IgG2 alosztilyokhoz wvald affinitdsanak elemzése.
Laboratériumunkban jelenleg a fenti kérdés megvalaszolasara in vitro 1gG1 és 1gG2 kotés €s
transzport kisérleteket végziink bFcRn transzfektalt MDBK (Madin-Darbey Bovine Kidney,
szarvasmarha vesehamsejtvonal) sejteken.

Ami a masodik feltételt illeti, néhany kozleményben szamottevOd bazolateralis-apikalis
iranyu transzportrdl szamoltak be huméan bélhamsejtekben (DICKINSON et al., 1999,
SCHLACHETZKI et al., 2002), a vese proximalis tubulus epithel sejtjeiben (KOBAYASHI et
al., 2002) vagy patkany veseham sejtekben (MCCARTHY et al., 2001). Ezenkiviil a kér6dzo
FcRn citoplazmikus régioja a patkany és emberi homoldghoz képest tiz aminosavval rovidebb
(8. abra), amibdl arra lehetne kovetkeztetni, hogy a kér6dzoknél ennek a szakasznak a hidnya
vezet a transzport jellemzden bazolateralis-apikalis iranyultsdgahoz, ezt azonban kisérletekkel
még nem igazoltdk. A kér6dzok FcRn molekuldja tartalmazza a patkany FcRn elemzése soran
leirt 313. foszforilalhatd szerint (a szarvasmarha FcRn nehézlanc szekvencidban ez a 310.
aminosavmaradéknak felel meg), amelynek azonban a patkdny vesehdmsejt modellben az
ellenkezd irdanya apikélis-bazolaterdlis transzcitdézisban van szerepe. A patkdny FcRn
endocitézishoz sziikséges dileucin (DXXXLL*) és triptofan motivuma (WU és SIMISTER,
2001) kérédzokben is megtalalhatdo, azonban a triptofan motivum masodik €s negyedik
aminosava eltérd (szarvasmarha, juh: WISF’, 8. abra), és a korabban mar leirt WXXF

szekvencianak felel meg. A patkdny triptofan motivum (WLSL) funkcionalisan kiilonbozik a

* D: aszparaginsav, X: barmely aminosav, L: leucin
W triptofan, I: izoleucin, S: szerin, F: fenilalanin
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WXXF motivumtol, mert az AP-2 (adaptor protein-2) adaptor komplex u2 alegységéhez kotddik
szemben a WXXF motivummal, amely az AP-2 a-adaptin és p2 alegységéhez egyarant kotodik.

Megjegyzendo, hogy az AP-2 egy tetramer komplex, amely a citoplazmdban talalhato vezikuldk
kiilsé klatrin fehérjéihez kapcsolja az endocitozis sordan a vezikuldaba keriilt endocitozis szignallal

rendelkezo transzmembran molekulak kiilso, a membranbdl kifelé ,,nézo”, citoplazmikus részét.

Mivel a plazmamembranban 1évé FcRn kozvetett médon, endocitozissal is bekeriilhet a korai
endoszomakba (emellett 1étezhet kozvetlen Ut is a transz-Golgi halézaton keresztiil), ahol az IgG
molekulat koti, ezért a triptofan alapu és dileucin endocitézis szignalok feltehetden valamennyi
FcRn-t kifejezd sejtben fontos szerepet jatszanak, nemcsak azokban, amelyek a sejtfelszinen
kotik az IgG molekulat (WERNICK et al., 2004). A kérodzok FcRn receptoranak citoplazmikus
részén taldlhato triptofan tartalmi motivum tehat kiilonbozik a patkdny FcRn megfeleld
szerepének tisztdzdsa a transzport folyamatban vagy az endocitézisban tovabbi vizsgalatokat

igényel.

Adataink azt is mutatjak, hogy a novekvd laktogénikus aktivitassal és a csokkend IgG1
szekrécidoval parhuzamosan az FcRn nehézlanc transzkripcidja, ha egyaltalan csokken, nem
csokken le jelentdsen. Adataink 6sszhangban allnak azzal a tanulmannyal, amely az FcRn mRNS
konstans szintjét allapitja meg a szarvasmarha tégyben végig a laktacid soran, amig a névekvo
B2-mikroglobulin mRNS szint a tégyben a tejbe iranyuld aktiv IgG transzfer idejével korrelal
(ADAMSKI et al., 2000). Immunhisztokémiai eredményeink az ellés utan, a tégyepithel sejtek
citoplazmdajaban nem mutattak ki a receptor nehézlancanak jelenlétét. Annak ismeretében, hogy
az in situ hibridizacié nem mutatott lényeges eltérést az mRNS szintben, feltételezhetd, hogy a
tégyben az FcRn nehézlanc génexpresszid elsdsorban a transzlacid szintjén szabalyzott, és a
transzlal6do fehérje mennyisége az ellés utan a citoplazméban lecsokken. Ezenkiviil a receptor
muikodése szempontjabdl valdszinileg meghatarozo lehet a B2-mikroglobulin expresszid
emelkedése az 1gG transzfer idején, mert a human FcRn-nel kapcsolatban kimutattédk, hogy az a-
lanccal egyiitt a f2-mikroglobulin ko-expresszioja is sziikséges a receptor megfeleld érésé¢hez €s

a funkciodjanak biztositdsdhoz (PRAETOR és HUNZIKER, 2002).

6.6. Az FcRn a-lanc expresszidja a vékonybélben

A kolosztrum felvételével az immunglobulinok a bélhdmon keresztiil az 0jsziilott vérébe
keriilnek. Az 1jsziilott allatok vékonybelébdl valamennyi makromolekula nem-specifikusan
abszorbealddik a sziiletés utdn az elsd 12 ordban. Az enterocitdk azon képessége, hogy az

immunglobulinokat pinocytosissal folvegyék 12 ora elteltével gyorsan lecsokken, és a 18-24
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oraban teljesen megsziinik (“gut closure”). Az ehhez a folyamathoz vezetd pontos mechanizmus
ismeretlen, valoszinlileg a lizoszomalis rendszer érése a felelos (BUTLER, 1999). A bélben
lezajld, nem-specifikus folyamattal szemben, a felvett IgG1l nagy része specifikus mddon,
visszakertil a fiatal kérddzok vékonybél lumenébe (NEWBY ¢s BOURNE, 1976a, BESSER et
al., 1988b). Ez a crypta epithel sejtek altal kozvetitett transzport hozzajarul a bél nyalkahartya
fert6zés elleni immunvédelméhez (BESSER et al., 1988a).

Az IgGl dominancidja a nyalkahartya valadékban alatdmasztja azt az elképzelést, amely
szerint kérddzOkben az IgGl specidlis szerepet tolt be a nyalkahartya immunvédelmében
(BUTLER, 1983). Magyarazatképpen szolgalhat az a tény, hogy az IgG1, az IgA-hoz hasonldan
jobban ellendll a proteolizisnek, mint az IgG2 (NEWBY ¢&és BOURNE, 1976b). Borjak
vékonybelének immunglobulinjait vizsgalva, az IgGl meghaladta az IgA mennyiségét a
szekrétumban. A crypta epithel sejteken keresztiil zajloé IgGl transzportot mar korabban
igazoltak, mivel az IgGl-et a crypta sejtek apikalis részén detektaltak (NEWBY és BOURNE,
1976a). Az ujsziilott barannyal kapcsolatos vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy az FcRn a crypta
sejtekben expresszalddik, és foleg az apikalis részen lokalizalédik (15. abra). Feltételezésiink
szerint ez az a receptor, amely a transzport folyamatban részt vesz. A korabbi elképzelésnek
megfelelden, amely nem-specifikusnak jellemzi a kolosztralis 1gG felszivodast, nem tudtuk
kimutatni az FcRn jelenlétét az enterocitdkban. A vékonybél lamina propria elszort festodését
valoszintlileg intestinalis makrofagok FcRn expresszioja okozta (ZHU et al., 2001).

Az elébbi eredményeket aldtdmasztja felndtt szarvasmarha vékonybél metszeteinek
immunhisztologiai elemzése, amely sordn a crypta epithel sejtekbdl kimutattuk az FcRn
expressziot (18.a abra), de az enterocitak nem festédtek.

Az FcRn szerepe szopos egerek és patkanyok vékonybelében jol ismert (JUNGHANS,
1997). Ragcsalokban az intestinalis epithel sejtekben (enterocitdkban) az FcRn expresszios
szintje magas, és a géntermék a kolosztralis IgG receptor medidlt transzcitozisdban vesz részt. A
bélben az FcRn expresszio az 0jsziilott ragesald fejlodése soran lecsokken, majd az elvalasztas
idejére majdnem teljesen eltlinik (BERRYMAN és RODEWALD, 1995, GHETIE et al., 1996,
MARTIN et al.,, 1997). Az FcRn-t human intestinalis epithel sejteken immunhisztokémidval
detektaltdk, amely erds jelet mutatott a sejtek apikalis (lumenalis) részén (ISRAEL et al., 1997).
Ujabban Dickinson és munkatérsai leirtidk, hogy az FcRn felnétt vékonybélben nemcsak az
enterocitakban, hanem crypta epithel sejtekben is kifejezddik. Mindkét sejttipusban az apikalis
részen fordult eld a receptor. Azt is kimutattak, hogy az FcRn a polarizalt human intestinalis T84
sejtvonalnal kétiranyt IgG transzportot kozvetit, uralkodéan bazolaterdlis-apikalis iranyu
transzporttal (DICKINSON et al., 1999). Az elébbi megallapitdsok felvetették a lehetdségét

annak, hogy az FcRn a felnott vékonybél epitheliumon keresztiil IgG-t szallit, €s fontos szerepet
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tolt be az immunfelismerésben. Az utobbi iddben igazoltdk, hogy a huméan FcRn az IgG
molekuldkat az epithel sejteken keresztiil a bél lumenébe szallitja, ahol azok a jelenlévo
antigénekhez kotddnek. Ezt kovetden az immunkomplexeket a receptor visszaforgatja a lamina
propriaba a dendritikus sejtek szdmara, amelyek az immunkomplexeket feldolgozzak, és a CD4+
T sejteknek bemutatjak (YOSHIDA et al., 2004).

Az FcRn jelenléte a tégy acinus és ductus epithel sejtjeiben és az eloszlasaban bekovetkezd
nyilvanvalo valtozas az ellés elbtt €s utan azt sejteti, hogy az FcRn fontos szerepet jatszik az IgG
transzportban a kolosztrumképzés idején. Hipotézisiinket az a tény is alatdmasztja, hogy FcRn
expressziot talaltunk az 0jsziilott barany és felndtt szarvasmarha duodenum crypta sejtjeiben,

amelyekrdl mar 0jsziilott borjak esetén leirtak IgG1 szekréciot.

6.7. Az FcRn a-lanc expresszidja az also légutakban

A vékonybél mellett, az 0jsziilott borjakban az anyai immunglobulinok a légutakban is
megjelennek, és hozzdjarulnak a nyalkahartya helyi immunvédelméhez (BELKNAP et al.,
1991). Az IgGl1 aranya az életkorral fokozatosan csdkken a szekrétumban az IgA javara, de még
a kifejlett allatokndl is az IgG1l a meghatdrozé az als6 bronchoalveoléris régioban (WILKIE,
1982). Vizsgalatainkban mas fajoknal tapasztaltakhoz (SPIEKERMANN et al., 2002) hasonloan
megallapitottuk, hogy az FcRn az alsé légutak és a tiidd alveolusok hamsejtjeiben
expresszalodik, ahol a szekrétumban IgG tulsuly jellemzd. Az alveolaris régioban tapasztalt
2001). A 1égutak felsd szakaszaban az IgA a meghatdrozd izotipus, és ennek megfelelden a
trachea epithel rétegébdl nem tudtunk FcRn expressziot kimutatni (17. abra). A
bronchoalveolaris rendszerben kifejez6dd FcRn szerepére vonatkozdan Spiekermann és
munkatarsai Ujabban kimutattdk egy bioaktiv Fc-fuzids fehérje FcRn fliggd in vivo felvételét
feltételezték, hogy az FcRn dinamikus egyensulyt tart fenn a nyéalkahartyat hatarold sejtrétegen
keresztiili IgG transzportban (SPIEKERMANN et al., 2002). A legtijabb kutatasok igazoltak az
FcRn expresszidjat patkdny alveolaris epithel sejtekben, €s a sejteken keresztiil biotinilalt
patkany IgG kétiranyu transzportjat irtdk le, amely telithetd ¢és jeldletlen Fc felesleg
hozzaadéasaval gatolhatd volt. Eredményeikbdl arra kovetkeztettek, hogy az alveolaris epithel
sejteken keresztiili IgG transzcitdzist az FcRn kozvetiti. Feltételezésiik szerint az I1gG sejtek
melletti passziv diffazioja fizioldgias koriilmények kozott nem az elsddleges utja az IgG

szekrétumba jutasdnak (KIM és MALIK, 2003).
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Feltételezésiink szerint a szarvasmarha FcRn biztositja az als6 bronchoalveolaris régidban
az IgG dominanciajat. Szallitdé receptorként szerepe lehet az immunvédelemben vagy az

immunfelismerésben, esetleg mindkettében.

6.8. A kérédzok epithel sejtjeiben kifejez6d6 FcRn feltételezett szerepe

A kérddzdk epithel sejtjeiben kifejez6dd FcRn a tejmirigyre (10., 11., 14. és 16. abra), a
vékonybélre (15. és 18.a abra) és a tiidore (12. és 17. abra) vonatkozé adataink alapjan tehat
szelektiven koti és/vagy transzportidlja a lumenbe az IgGl-et, amely a nyalkahartya helyi
immunvédelméhez jarul hozza. Szarvasmarhénal az IgG1 altalanosan megtalalhaté a nyal- és a
konnymirigy valadékdban, valamint a vékonybelet, vastagbelet, tiidét ¢és az ivari- és
kivalasztoszerveket béleld nyalkahartya szekrétumaban (6sszefoglaléan lasd: BUTLER, 1983).
Az elobb emlitett nyalkahartya felszinekre torténd IgG transzport mechanizmusa jelenleg nem
ismert, mi azonban, az itt leirtak alapjan, azt feltételezziik, hogy a folyamat FcRn altal

kozvetitett.

6.9. Az FcRn a-lanc expresszidja szarvasmarha endothel sejtekben

Az FcRn receptor nemcsak az IgG epithel sejteken keresztiil torténd transzportjaban,
hanem az IgG katabolizmusdban is szerepet jatszik, a katabolizmus helyszine az egérben végzett
vizsgalatok szerint elsOsorban, de nem kizarélagosan a bor-, az izom-, valamint a maj- és
zsirszovet kapillarisainak endothel rétege (BORVAK et al., 1998). Mivel az FcRn expresszid
egér €s emberi endothel sejtekben is igazolt (BORVAK et al., 1998, WARD et al., 2003),
immunhisztokémiai modszerrel megvizsgéltuk a szarvasmarha endothel sejteket, és a vékonybél
lamina propria kapillaris endothel sejtjeibdl kimutattuk a receptor expresszidjat (a szarvasmarha
bor kapillaris endothel sejtjeinek elemzése folyamatban van).

Jelenleg in vivo funkciondlis elemzéseket végziink szarvasmarhaban, amelyekben azt

vizsgaljuk, hogy az endothel sejtekben jelen 1év6 FcRn-nek mi a szerepe.

6.10. Az FcRn a-lanc expresszidja szarvasmarha vesében

Az IgG metabolizmus szempontjabol fontos szerepet tolthet be a vesében zajlé
reabszorpcids folyamat, mert a glomerulédris filtritumba a tobbi fehérje mellett az IgG,
viszonylag nagy molekula tomege (150 kDa) ellenére, is bekeriilhet. A filtratum napi jelentds
mennyiségét tekintve (emberben koriilbeliill 180 liter/nap) ez szamottevd IgG veszteséget
jelentene, amennyiben az IgG a vizelettel tdvozna. A filtralt fehérjék visszaszivddasa altalanosan
a proximalis tubulusham kefeszegélyén, pinocytosissal torténik. A human vese glomerularis
epithel sejtjeiben €s a proximalis tubulusok epithel sejtjeinek kefeszegélyében kimutattdk az

FcRn expressziot. Proximalis tubulus eredetli hamsejtvonalon az IgG transzcelluléris
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transzportjat is leirtak. Kovetkeztetések szerint a vesében expresszaloddé FcRn a sziirletbe kis
mennyiségben bekeriild IgG molekulakat megkéti, és visszajuttatja azokat a vérkeringésbe,
megakaddlyozva a szervezetbdl valo kitiriilést (HAYMANN et al., 2000, KOBAYASHI et al.,
2002). Korabban, Northern blottal mar kimutattdk az FcRn expressziot MDBK (szarvasmarha
vesehamsejt) sejtekbol (KACSKOVICS et al., 2000), ennek megfeleléen a proximalis tubulus
epithel sejtek bazalis oldalan detektaltuk a receptort, a glomerulusok azonban az immunfestddés
szempontjabol negativnak bizonyultak. Annak ellenére, hogy a proximalis tubulus epithel
sejteken beliil a receptor lokalizacidja a human sejtektdl eltérd, a funkcidja feltehetéen a human
FcRn-nel megegyezden az IgG szlirletbol a keringésbe torténd visszaforgatdsa, mivel a

szarvasmarha vizelet is csak nyomokban tartalmaz IgG molekulédkat (I. tablazat).

6.11. Az FcRn génexpresszié szabalyozasanak elméleti lehetésége és jelentésége

Eredményeink mellett az FcRn expresszid kiillonbozo szovetekben jellemzo lokalizaciojat
szamos publikéacioban ismertették (lasd a 2.6.-2.15. fejezeteket). A génexpresszio lokalizacidjat
leiréd morfoldgiai adatokbdl csak megfeleld koriiltekintéssel lehet az FcRn funkcidjara vonatkozo
kovetkeztetéseket levonni, de ezek a kozlemények kiinduldpontul szolgalhatnak a késobbi
funkciondlis vagy az expresszid szintjének valtozasat, illetve az expresszid szabalyozasat
vizsgalo kutatasokban.

PhD dolgozatom zardsaként a génexpresszid szabalyozasaval kapcsolatos legtjabb
eredményeket foglalom 0Ossze roviden, ¢és némi kitekintést nytjtok e szabalyozas
befolyasolasanak jelentdségére a gyogyaszatban.

Az FcRn expresszido szabalyozdsardl eddig viszonylag kevés ismeretanyag all
rendelkezésre. Az egér FcRn nehézlanc proximalis promoter elemzésénél egy Spl (GT box)® és
egy Ets’ kotShelyet taldltak, amelyekhez kotédve a transzkripciés faktorok a promoter
alapaktivitasat szabalyozzak. Ezeken kiviil az NF-1* motivumhoz kapcsolédd transzkripcids
faktor feln6tt allatok enterocitdiban az NF-1, de ujsziilottekben egy ettdl eltérd fehérje, amely
vélhetéen az ujszilott egér bélhamsejtek magas FcRn génexpresszids aktivitdsaért felelos
(TTWARI és JUNGHANS, 2005). A patkany FcRn a-lanc gén eldtt talalhato rovid szakaszon
(minimal promoter) 6t Sp csaladba tartézo fehérjét kotd hely taldlhatd, ez a szakasz
bélhamsejtekbe transzfektalva promoter aktivitast mutat (JIANG et al., 2004).

A humian ¢és az erszényes rdkakuzu FcRn nehézlanc promoter elemzésénél is talaltak

transzkripcids faktor (a fenti sorrendben Spl, AP1° és Spl, API1, NF-IL-610, STATSH) koto

® konstitutiv transzkripciot biztositd transzkripcios faktor
" az ets gén terméke, transzkripcios faktor

¥ nuclear factor-1

? activator protein 1

' nuclear factor-interleukin-6
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helyeket (MIKULSKA és SIMISTER, 2000, WESTERN et al., 2003). Munkacsoportunk szintén
elkezdte a bovin FcRn nehézlanc promoterszakaszanak elemzését. A transzkripcios faktor kotod
hely adatbazisok segitségével végzett elemzések soran az eldbbi kotd helyekhez hasonld, a
felsoroltakkal egyezd, illetve néhany esetben attdl eltérd kotd helyeket talaltunk.

Az FcRn génexpresszid szabdlyozasdnak pontosabb ismerete és befolyasolasa nemcsak az
alapkutatas szempontjabol érdekes, hanem az emberi gyogyaszat szamara is sokféle lehetdséget
adhat. Példaul a human FcRn IgG homeosztazisban betoltott szerepének gatlasaval, és ezzel a
patogén IgG szint csokkentésével autoimmun betegségeket lehetne kezelni. Ellenkezd esetben
antitumor antitestek felezési idejének meghosszabbitasaval hatékonyabb tumorold hatast lehetne
elérni. Az FcRn epithel sejteken keresztiili transzport funkcidjat vakcina antigének
(immunkomplexek) felvételére lehetne haszndlni az epithel sejtrétegen keresztiil, amely
egyébként makromolekuldk szamara atjarhatatlan.

Amennyiben a szarvasmarha FcRn ténylegesen az IgG1 szekrécidban miikodik kozre, az
expresszio szabalyozdsanak megértésével lehetdség nyilna az IgG szekrécio befolyédsolasara a
nyalkahartya szekrétumokba. Kiilonosen a kolosztrumba iranyuld IgGl szekrécid idejének
megnyujtdsa lenne eldnyds a borjak egészségvédelme szempontjabdl. Egy folyamatosan
kolosztrumot termeld, ,,immunglobulin gyarként” mikodd genetikailag modositott tehén
immunizalasat kovetden a kolosztrumban nagy mennyiségben megjelend antigénspecifikus
bovin immunglobulinokat a huméan per os gyogykezelésben (gyomor- és bélfertdzések ellen)
lehetne alkalmazni. Ujabban egy japan kutatécsoport transzkromoszomalis szarvasmarhakat
allitott eld, amelyek genetikai dllomanya human Ig géneket tartalmaz. A transzkromoszomalis
klonozott borjak vérébdl sikeriilt kimutatni a termel6dé human Ig-t. Ez az elsé 1€pés a nagy
mennyiségli human poliklonalis ellenanyag eldallitasa felé vezetd uton (KUROIWA et al.,
2002). Sajat még nem publikalt vizsgalataink szerint a humén IgG erdsebben kotddik a bovin
FcRn-hez, mint a bovin IgG. A normdl és transzkromoszémalis borjak vérkeringésébe
fecskendezett human IgG felezési ideje pedig hosszabb, mint a szarvasmarha IgG felezési ideje.
Jelenleg nem ismert, hogy a transzkromoszémalis szarvasmarhaban expresszaloddé human Ig-ok
megjelennek-e a kolosztrumban, de vizsgalatuk feltétlentil indokolt.

Az FcRn génexpressziojanak és a receptor sejten beliili lokalizaciojanak szabdlyozéasa
feltételezhetden bonyolult, osszetett folyamat. A jovobeli kutatasok soran, a részletek pontos
megismerése és az Ig transzport befolyasolasa révén elképzelhetd nagy mennyiségii allati eredetli
Ig vagy transzgénikus allatban termelt humén Ig eldallitasa allatorvoslasi célbol, illetve az

immunhidnyos betegek gyogyitasa céljabol.

' signal transducer and activator of transcription 5
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7. Uj tudomanyos eredmények

In situ hibridizaciés modszerrel szarazonallo tehén togy acinus és ductus sejtjeibol
mutattuk ki az FcRn a-lanc mRNS-t.

Klonoztuk €s karakterizaltuk a juh FcRn a-lanc cDNS-t.

Vemhes anyajuhokbdl tégybioptatumokat vettiink az ellés koriili 1doben, és az
elokészitett metszeteken in situ hibridizaciot végeztiink a juh FcRn-re specifikus cDNS
probaval. Az FcRn a-lanc mRNS-t kizardlag az IgG1 transzportért felelds acinus €s
ductus sejtekbdl tudtuk kimutatni. Az expresszios szintben nem tapasztaltunk lényeges
eltérést az ellés elotti és ellés utdni mintadknal.

In situ hibridizaciés eredményeinket immunhisztokémidval erdsitettiik meg, a receptor
fehérjét szintén az acinus és ductus sejtekben detektaltuk. A receptor sejten beliili
lokalizaciojaban azonban lényeges valtozast allapitottunk meg az ellés utan. Az ellés
elotti egyenletes, diffuz eloszlas helyett ellés utdn az epithel sejtek apikalis, lumen feldli
része festddott. Az involucio idején a jel ismét diffuzza valt.

A receptort kimutattuk 0jsziilott barany ¢s felndtt szarvasmarha duodenuménak crypta
sejtjeibdl is, amelyekrdl ujsziilott borjakban leirtdk, hogy IgGl-et szekretalnak a
vékonybél lumenébe.

Egy ujabb biopszias vizsgalatsorozattal igazoltuk, hogy szarvasmarhaban a tégy acinus
sejtjeiben jelen 1évé FcRn szintén a juhnal megfigyelt sejten beliili lokalizacio-valtozast
mutatja az ellés koriili idoben.

Az ellés elott gyljtott szoveti metszeten igazoltuk a tehén tégy acinus sejtek pH-fliggd
IgG kotését.

Elemeztiikk az FcRn génexpresszid lokalizacidjat szarvasmarha tiidoben, €s a receptort
RNS ¢és fehérje szinten a bronchus epithelben, a bronchiolus epithelben és az
alveolusokbdl mutattuk ki. A trachea epithel sejtjeiben sem in situ hibridizaciéval sem
immunhisztokémidval nem tudtuk a receptor jelenlétét detektalni.

Immunhisztokémiai modszerrel kimutattuk a szarvasmarha vékonybél lamina propria
kapillaris endothel sejtjeiben és a vese proximalis tubulus epithel sejtjeiben az FcRn

nehézlanc expressziojat.
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