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A neonatdlis Fc receptor (FcRn) egy oa-lancbdl ¢és egy Po-
mikroglobulin (B2m) all. A szarvasmarha tégyben, vékonybélben,
alsd 1égutakban ¢és endotél sejtekben i1s megfigyelték az FcRn
jelenlétét. Mikozben az epitél sejtekben megtalalhaté FcRn az I1gG
transzportban vesz részt, addig az endotél sejtekben kifejez6dod
receptor az IgG katabolizmust szabdlyozza. Ezen Iényeges
immunologiai funkcidk miatt a bovin FcRn gén regulacidja kiemelt
jelentdségli. Bar a génregulacid tobb szinten zajlik, az egyik
legfontosabb ezek koziil a transzkripcid folyamatanak szabalyozésa,
mely folyamatban a gén mRNS-re irédik at, hogy a végén fehérje
¢piilhessen fel a gén altal kodolt informécid alapjan. A transzkripcids
reguldcio a transzkripcids faktorok és egy adott gén transzkripcidt
regulaldé DNS szakaszan elhelyezkedd transzkripcios faktor
kotohelyek szoros kolcsonhatdsan keresztiill valdsul meg. A
transzkripciés faktorok, hogy feladatukat teljesiteni tudjak, a
transzkripcidt befolyasold €s a sajat kotéhelyiik iranyaban szekvencia
specifikus DNS kot képességgel rendelkeznek. A fentiek alapjan
mikodo, FcRn transzkripciot regulalo DNS szakaszt izolaltak
egérben ¢€s emberben, de immunoldgiai szempontbol relevans
transzkripcids szabalyz6 funkcidkat mindeziddig még nem sikeriilt
meghatdrozni.

Az értekezés elsddleges célja a bovin FcRn (bFcRn) transzkripcios
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szabalyozasat szintén vizsgaltuk, mivel az FcRn molekula két gén
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esetleges kozos vonatkozasait fontosnak tartottuk elemezni.
Vizsgalataink elvégzéséhez laboratoriumunkban hdrom 1) metodikat,
a luciferdz riporter gén rendszert, a gél retardacios és az iranyitott
mutagenezis technikat vezettiink be. Az értekezéshez kapcsolodd
kisérletes munka kozben mertilt fel az igény, hogy az NFkB bFcRn-
re gyakorolt hatdsat szarvasmarha specifikus sejtmodellben is
végezziink el, ezért klonoztuk €s funkciondlisan jellemeztiik a bovin
NF«B p65 alegységét (bp65).

Az értekezésben foglalt eredmények alapvetéen két metodikara
épiilnek, a luciferaz riportergén €s a gél retardacios mddszerre. Az
elobbi egylitt alkalmazva az irdnyitott mutagenezissel az egyetlen
olyan technikat képviseli, amellyel felmérhetd az adott transzkripcios
faktor kotohelyek egyedi hozzajaruldsa egy gén transzkripcidjahoz,
mig az utdbbi kozos alapelven nyugvd technikak gytjténeve,
amellyel in vitro tanulmanyozhat6 a transkripcidés faktor és a
kotohelye kozotti kdlesonhatas.

A DbFcRn a-lanc transzkripcidés szabalyozasanak vizsgalatdhoz
izolaltuk és kldnoztuk a transzkripciot reguldlé DNS szakaszt, amely
indukdlhatonak bizonyult a természetes ¢&s adaptiv immunités
kialakitasaban egyarant kulcsfontossagi NFxB transzkripcids faktor
altal mind humén, mind szarvasmarha sejtmodellben. A gén
transzkripcidt regulalo DNS szakaszaban harom «xB kotohelyet

sikertilt azonositani, amelyek iranyitott mutagenezise a bFcRn



transzkripcidt regulald DNS szakasz NFkB indukéalhatosdganak teljes
elvesztését vonta maga utdn. A kB kotohelyek gél retardacios
vizsgalata kimutatta, hogy a kotohelyek valoban képesek az NF«B
transzkripcids faktor megkotésére, €s a kotdédé NFkB komplex
tartalmazza a transzkripcid-aktivalo hatasért felelds p65 alegységet.
A fenti eredmények Osszhangban vannak a kozelmult in vivo
adataival, igazolva, hogy a bFcRn a-lanc transzkripcioja aktivalodik
a gyulladasban ¢és a fertdzések elleni védekezésben jelentds
transzkripcios faktor hataséra.

A B2m egy segédfehérje, amely az FcRn-hez illetve mas MHC 1
tipusu fehérjékhez asszocialt, hogy biztositsa a megfeleld strukturat
¢s mikodést. A P2m széleskorlien kifejezddik, szabalyozasara
jellemz6, hogy konstitutiv és immun-kapcsolt transzkripcids kontroll
alatt allnak. A human B2m transzkripcidt regulalé DNS szakaszdnak
miikodése kisérletesen jol jellemzett, egy kB kotOhely és egy ISRE
kotéhely felelés az immun-kapcsolt transzkripcids szabalyozasért.
(Az ISRE kotdhelyhez az immunoldgidban relevans IRF
transzkripcids faktor csaldd tagjai kapcsolddnak.) Elsé 1épésként a
bB2m transzkripcidt reguldldé DNS szakaszt izolaltuk és kldnoztuk,
hogy tanulmanyozzuk az FcRn-hez kotddd transzkripcios
szabdlyozasat. Bar az ISRE  kotéhely jol  konzervalt
szarvasmarhaban, a kB kotOhelyben a human kotéhelyhez képest két
nukleotid terjedelmii delécidt taldltunk. Luciferdz riportergén

rendszerben elemezve a bp2m transzkripcidt reguldldé DNS szakasz



valéban nem volt indukalhat6 NFkB-vel human és szarvasmarha
sejtmodellben, ami arra utalt, hogy ezt a gént a szarvasmarhaban nem
szabalyozza az NFxB. A deletalt bp2m kB kotohely ezzel szemben
képes volt kotni a p65 tartalmit NFkB komplexet a gél retardacios
vizsgalatban, ami ellentmonddsossa teszi ezeket az in vitro
eredményeket. Az adatok, amelyek a bp2m in vivo mRNS szintjének
NF«B indukalhatosagara vonatkoznak, szintén ellentmondasosak, igy
egyelére nem lehet megbizhatd kovetkeztetést levonni a bp2m
transzkripcidt regulald DNS szakasz NF«B indukalhatosagat illetéen.
A konzervalt bp2m ISRE kotéhely miikodését mind a luciferaz
riporter gén, mind a gél retardacids technikaval késziilt eredmények
igazoltak, igy megallapithatd volt, hogy a bp2m ISRE kotohely koti
az IRF transzkripcidés faktor csaldd tagjait, és nincs jelentds
funkcionalis kiilonbség a human és bovin kotdhely kozott.

A fenti vizsgalatokat szarvasmarha specifikus sejtmodellben is
elvégeztiik, ehhez izolaltuk és klonoztuk a bovin p65 alegység
(bp65) fehérjét kodol6 DNS szakaszat. A klénozott bp65-6t
kiilonb6z6 emlds sejtekben expresszaltattuk, amelyekben a bp65
indukalta a NFxB specifikus gén expressziot. Ezenkiviil a bp65
képes volt kotddni a konszenzus kB kotdhelyhez a gél retardacios
vizsgalataink szerint, igy a bp65 két {6 transzkripcids faktor
tulajdonsagat igazoltuk. A szarvasmarha, human ¢s egér aminosav
szekvenciak Osszehasonlitdé elemzése kimutatta, hogy mind a DNS

koté domén (Rel homology domain, RHD), mind a transzaktivacids



domén (transactivation domain, TAD) magas szinten homoldg. A

filogenetikai analizis 0j betekintést engedett az NFxB transzkripcios
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gerincesek kozott, ebben a rendszertani csoportban a TAD
szekvenciak eltérnek egymastol, s6t a TAD szekvencidk gyorsabb

evolucios folyamaton mentek keresztiil, mint az RHD szekvencidk.



Uj tudomanyos eredmények

Luciferaz riporter gén technikdval bizonyitottuk, hogy az NF«B
aktivalja a bovin FcRn a-lanc transzkripcidjat emlds és szarvasmarha
sejtmodellben. Irdnyitott mutagenezissel ¢és gél retardacios
technikaval harom kB kotohelyet azonositottunk a bFcRn a-lanc
transzkripcidt regulaldé DNS szakaszon, amelyek a bFcRn a-lanc
NF«B indukdlhatosagédért felelnek, és képesek megkdtni a p65
tartalmi NFxB komplexet.

Luciferaz  riporter gén  technikdval  bizonyitottuk, hogy
hasonloképpen human ortologjahoz a bovin B2m ISRE kotohely
kozvetiti a  transzkripcidt reguldld DNS  szakasz IRF1
indukalhatosagat emlds sejtmodellben. Ennek megfeleléen, a bp2m
ISRE kotohely IFN-y specifikus komplexet kotott a gél retardacids
vizsgalataink alapjan.

Klonoztuk a bovin p65 NF«B alegységet, €s specidlis transzkripcios
faktor tulajdonsagait jellemeztiikk luciferaz riporter gén és gél
retardacios technika segitségével.

A filogenetikai analizis Uj betekintést engedett az NF«B
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bebizonyitotta, hogy a TAD szekvencidk gyorsabb evoluicios

folyamaton mentek keresztiil, mint az RHD szekvenciak.
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