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1. BEVEZETES

Megtermékenyités utdn, az érett petesejt kétsejtes allapoti totipotens
blasztomérakat hordozd embridva atalakuldsa az anyai mRNS-ek jelentds lebontdsaval
jar. Az anyai RNSek iranyitjak a korai embrionalis fejlodést, mikdzben az ujonnan
létrejott embridk még transzkripciondlisan inaktivak. Az anyai-zigdta atalakulas alatt
indul el az embrionalis transzkripcid parhuzamosan azokkal a folyamatokkal, melyek az
anyai mRNS-ek lebontdsat okozzak. Ez kulcsfontossagi 1épés a génexpressziod
szabalyozéasaban amig a zigoéta aktiv allapotba keriil.

Az egér embridgenezisének vizsgalata sok informdaciot szolgéltat az emberi
embrionalis fejlodésrdl is. Az emlésok embrionalis fejlédéséhez hasonloan az egér
fejlédése molekularis szempontbdl nagyon hasonlit az emberéhez, habar néhany
fiziologiai jellemz6 mégis eltérd.

A nyul népszeri laboratériumi allat, amit széleskorlien hasznalnak kiilonboz6
kutatasi célokra. Tartasa és tenyésztése laboratéoriumi koriilmények kozott egyszerd.
Felhasznalhatd orvosbioldgiai célokra, példaul diagnosztikai technikék fejlesztése,
gyogyszerek vagy kozmetikumok toxicitasi vizsgalata és felhasznaljak olyan
protokollok fejlesztéséhez, amelyek emberi betegségek gyogyitasara iranyulnak. Mivel a
nyul fiziologidja meglehetdsen hasonlit az emberéhez - nemcsak a kifejlett allapotban,
hanem az embrionalis korban is (a palcenta és a transzkripcios aktivitas kialakulasa) -
toxicitasi tesztekhez is remekiil alkalmazhato.

Kutatdsaim arra irdnyulnak, hogy jobban megérthessiik azokat a faktorokat,
amelyek a nyul korai embrionalis fejlodéséért, illetve a beagyazodasért feleldsek. Ilyen
faktorok a LIF és LIFR is, amelyek szerepet jatszanak az embri6 bedgyazddasaban és az
Ossejtvonalak alapitdsaban. A nyul ES sejtek tenyésztése egy olyan 0j technoldgia lehet,
ami felhasznalhatd transzgénikus nyulak létrehozasdhoz, mivel a mikromanipulacio
hatékonysaga alacsony, és bizonyos genetikai modositasok létrehozasa nem lehetséges
ezen a moédon. A nyul széleskdrlien haszndlt az antitest termelési iparban, igy annak
megértése, hogy az immunoglobin G hogyan jut el az anyatol az utédig, valamint ez a
folyamat hogyan szabalyozddik, értékes tudasanyag.

Az értekezés célkitiizései:

* A nyul korai embrionalis fejlddésében résztvevd faktorok felderitése - mint példaul
a nyul Leukémia Inhibitor Faktor — és expresszidjuk meghatarozasa kiillonbozo
szovetekben és fejlodési stadiumokban.

* Annak igazoléasa, hogy a LIFR fontos szerepet jatszik a nyal ES sejtek alapitasanal.

* A nyul neonatalis Fc receptor (FcRn) klonozasa és jellemzése, kifejezddésének
meghatarozasa kiilonb6zo szdvetekben.

*  FcRn expresszio jellemzése az extraembrionalis nyul szévetekben, igy a placentdban
¢és szikzacskoban annak érdekében, hogy megértsiik az anyai immunitas adtadasanak
folyamatat az anya és az embri6 kozott.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. RNS tisztitasa és cDNS szintézis

Egy 13,5 napos vembhes, valamint kontrol ndstény Hycole nytl felhasznéalasaval
agy, sziv, izom, nyalmirigy, nyirokcsomo, tiid6, bdr, maj, 1ép, vékonybél, vese,
hugyholyag, here, petefészek, méh, és placenta mintakat gytijtottiink. Szikzacsko és
ivarléc mintakat is gy(ijtottiink 13,5 napos nyul embriokbdl. Minden szovetet -70°C-on
taroltunk az RNS mintak izoldlasdig, melyet RNABee reagensel végeztiink.

A teljes RNS izolalasat kovetéen az RT-PCR reakciot az ivarléc €s maj mintakbol
egy lépéses RT-PCR-el végeztiik. Degeneralt primereket terveztiink az emberi, egér és
patkany LIFR szekvencidk alapjan a legkonzervativabb régiokra a CLUSTALW
programcsomag BIOEDIT programjat felhasznalva (7.0.1 verzio). Egy 526 bp
hossztisagh PCR szakaszt sikeriilt felszaporitani, kitisztitani majd pGEM-T Easy
plazmid vectorba klénozni, és szekvenalni.

2.2. A LIFR, gp130, és LIF expressziéo vizsgalata kiillonb6zo nyulszovetekben, és

A megfeleld szovetekbdl a cDNS elsé szalat M-MuLV Reverz Transzkriptaz
enzim segitségével szintetizaltuk. A megfeleld cDNS-t ezt kovetéen PCR reakcio
segitségével szaporitottuk fel az altalunk jellemzett LIF receptor klon alapjan tervezett
génspecifikus primerek felhasznaldsdval. A nyul LIF valamint gpl130 specifikus
oligonukleotidokat mar 1étezé6 EST szekvencidk alapjan terveztiik. Endogén kontrollnak
a GAPDH gént valasztottuk. Minden PCR reakciot 1 % -os agardz gélen valasztottunk
el.

2.3. Fluorescens In Situ Hybridizacio (FISH)

Nyul specifikus LIF receptor primerek segitségével sikeriilt két olyan klont
izolalni, amelyek hordozzdk a nyul LIF receptor teljes génjét (102H02 és 206F02
klonok). A hibridizacidhoz a 102H02 BAC DNS-t izolaltuk és jeldltiik biotin-14-dATP
felhasznalasaval 15°C-on egy oran keresztiil nick-transzlaciés modszer segitségével. A
jelolt DNS-t Sephadex G50 oszlopon tisztitottuk szazszoros mennyiségi jeldletlen nyul
és heringsperma genomi DNS jelenlétében. Ezt kovetéen a DNS-t kicsaptuk
izopropanollal, és visszaoldottuk 8-10 ng/pl koncentracidban.

2.4. A nyudl embriok gyiijtése és tenyésztése

Az embriogyiijtéshez feln6tt Hycole nyulakat hasznaltunk. A szuper ovulacio,
valamint az embriok nyerése a petevezetébdl Besenfelder (1998) modszere alapjan
tortént. A nyolcsejtes embridkat 44 6raval a termékenyités utan gytjtottiik.

Az RDH tenyésztd médiumot Ham’s F10, RPMI és DMEM médium 1:1:1
aranyu keverékébdl allitottuk elé 5 mM taurin és 0.3 % BSA jelenlétében. A nyolcsejtes
embriokat 20 pl térfogatt RDH médiumcseppekben, 35 mm atmérdjii steril
petricsészékben paraffin olajjal lefedve tenyésztettiik 38.5 °C-on, 5 % CO, jelenléte
mellett.

2.5. Nyul ES sejtvonalak létrehozasa

Nyolcsejtes nytlembriokat gytijtottiink 1,5 nappal a termékenyiilés utan, majd in
vitro korlilmények kozott tenyésztettiik 48 oran keresztiil. A 3,5 napos blasztocisztakbol
a zona pellucidat 0,5 % pronaz segitségével eltavolitottuk steril PBS oldatban. Ezutan
mosasi 1épéseket kovetben a blasztocisztakat tenyésztomédiumba helyeztiikk vissza
mitomycin C kezelt egér taplald sejtrétegre. A blasztocisztak letapadasat azok
novekedése kovette 4 napon keresztiil, majd az ICM sejtcsomokat akkutdz enzimmel
kezeltiik. A kezelést kovetden a létrejott kis ICM sejtcsomodkat 11j taplald sejtrétegre
raktuk at. A morfologiailag nem differencialt sejtkoloniakat kivalogattuk, akkutdzal
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kezeltiik, majd ismét friss taplalorétegre helyeztiik.

2.6. Valés idejii PCR kiilonb6z6 nyil passzazsszamoknal

A kompakt ES jellegii koloniakbol RNS-t izolaltunk RNABee-vel. A ¢cDNS
szintézist Mu-MuLV Reverz Transzkriptazzal végeztiik a fent leirtak szerint. A QPCR-
hez a Power SYBR Green PCR Master Mix kitet hasznaltuk a gyart6 Utmutatdsainak
megfeleléen. Az eredményeket a Rotor-Gene programmal elemeztik (v6.0.27). A
statisztikai elemzéshez a Student’s t-tesztet hasznaltuk P0.05 szignifikancia szint
mellett.

2.7. A nyidl FcRn ¢DNS izolalasa RACE mddszerrel, valamint a szovetspecifikus
génmegjelenés vizsgalata

A teljes nyul FcRn cDNS-t mdjmintabdl izolaltuk 5° és 3° RACE PCR technikéat
felhasznalva. A kapott fragmenteket = pGEM-T Easy Vektorba klonoztuk, és
szekvenaltuk. Az expressziés vizsgalatokat a kiillonbozo szovetekben, valamint
embriondlis stddiumokban nyul FcRn specifikus oligonukleotidok segitségével
végeztiik.

2.8. A fehérje megjelenésének vizsgalata Western hibridizacioval, valamint
immunbhisztolégiaval

23 napos nyulembriobol extraembrionalis szoveteket gyijtottiink, (placenta,
amnion, szikzacsko) majd Osszfehérje izolalast végeztiink. A fehérje detektalasahoz az
FcRn specifikus K13 antitestet hasznaltuk.

Ugyanezeket a szoveteket paraffinba agyaztuk, és hisztologiai elemzéseket
végeztiink a fenti antitest felhasznalasaval. Ezaltal a nyul FcRn szoveti megoszlasat
hataroztuk meg.

3. EREDMENYEK
3.1. LIFR izolalasa, és a fehérje jellemzése

A fent leirt degeneralt primerekkel egy 526 bp hosszasagut DNS szakaszt
izolaltunk, és szekvenaltunk. A kapott szakasz 85%- ban homolog az egér, 87%-ban a
human, és 85%-ban a patkany LIFR szekvencidkhoz képest az NIH adatbazisa alapjan.

Az izolalt szakasz megfelel a fehérje transzmembran domén egy szakaszanak,
valamint a teljes citoplazmas régidnak.

A szamitogéppel generalt fehérje szekvencia konzervalt cisztein oldallancokat
mutat a transzmembran domén citoszol végéhez kozel, ezenfeliil 3 konzervalt és a
funkci6 szempontjabol fontos fehérjeszakaszt is tartalmaz melyeket 1, 2, és 3
szakaszként jeloltiink.

A kapott szekvencia 0sszehasonlitasa mas fajokkal megmutatta, hogy a fehérje 6
lehetséges  tirozin  foszforilacids helyet hordoz, valamit tartalmaz olyan
fehérjekapcsolddasi pontokat a citoplazmés doménben, amelyek a jelatvitelben jatszanak
szerepet.

3.2. FISH vizsgalatok

Mivel a nytl LIFR szekvencidja teljes mértékben még nem ismert, ezért olyan
kisérletet terveztiink amelynek segitségével a gén pontos kromoszomalis
elhelyezkedését megismerhetjiik. Egérben a gén a 15. kromoszoma kozépsé részén,
alapjan a nyul LIFR gén a 11. kromoszéma p11.1 (OCUI11. p11.1) teriiletén helyezkedik
el.

Interspecifikus backcross vizsgélatok ramutattak, hogy az egér ezen szakasza az



emberi 5p régioval homolog. Az 6sszehasonlitd nytl-emberi kromoszéma térkép szerint
az emberi 5. kromoszoéma a nyul 11. kromoszdémanak felel meg (Korstanje et al., 1999),
ezt megerdsitik (Chantry-Darmon et al., 2003). FISH eredményei, amely szerint a fenti
két kromoszoma homolog.

3.3. A LIFR mRNS szoveti megjelenése térben és idében

A LIFR-gpl30 heterodimert alkot, minden altalunk vizsgalt szdvetben
expresszalt, kivéve a szikzacskoban és a huigyholyagban. A LIF mRNS-t sem sikertilt
kimutatni a hugyholyagban.

A membran-kotott LIFR nem volt kimutathaté a korai embrionélis szakaszban
RNS szinten (3,5 és 4,5 dpc) elészor 6,5 napos embrioban detektalhato jelenléte, amely
megfelel a beagyazodas koriili iddszaknak. A LIF mRNS hasonléan a tobbi
emldséllathoz a holyagesirdban jelenik meg eldszor.

3.4. A LIFR expresszio vizsgalata nyul ES sejtekben Kkiilonbozé LIF
kiegészitésekkel, QPCR médszerrel

Mivel nytl LIF nem szerezhetd be tisztitott formaban, ezért kisérleteinkben
patkany LIF-et hasznaltunk a médiumban kiegészitésként, mely hatékonyan gatolta a
valasztottuk ki hatékonysaguk alapjan emberi, egér és patkany fehérjék koziil.

Korai passzazsszamoknal nem taldltunk kiilonbséget a kiilonbozé LIF tipusok
kozott, de késobbi passzazsoknal a LIF nélkiilozhetetlennek bizonyult, és a patkany LIF
miikodott a legjobban. QPCR eredményeink jelentds expresszios kiillonbséget mutattak
ki a nyul Ossejtek alapitasa soran bizonyitva, hogy jelentdsen magasabb a LIFR
expresszié abban az esetben, ha az 6ssejtek LIF kiegészitett tapoldatban ndnek.

3.5. A Nyul FcRn ¢DNS izolalasa és szekvenalasa

A teljes kddolo nyul FcRn izolalasat, és szekvenalasat elvégeztiik 5° valamint 3’
RACE PCR modszert alkalmazva. A kapott fragment hossza kb 1200 bp. A szekvenciak
Osszehasonlitasa soran (NIH adatbazis) a kapott DNS szekvencia 80%-ban hasonlo az
emberi FcRn-hez, 78%-ban a szarvasmarha szekvencidhoz, és 70%-ban az egér és
patkany szekvenciakhoz. 2008 elején Yang és munkatarsai szintén izolaltak a nytl FcRn
cDNS-t (EU_327788). Az altaluk kapott szekvencia 100%-ban megegyezik az altalunk
izolalt cDNS-el.

3.6. A nyul FcRn és IgG fehérjék

A szamitdgéppel létrehozott nyul FcRn szekvencia megmutatta, hogy a fehérje 3
extracellularis domént., egy transzmembran domént és egy citoplazmatikus szakaszt is
tartalmaz ugyanugy, mint a tobbi FcRn molekula. A nyulhoz leginkabb hasonlit6 FcRn
fehérjemolekula az emberi (71%). Az alfa-2 domént kodoldé 3. exon mutatja a
legnagyobb hasonlésagot.

Az egérrel és patkannyal szemben 62% valamint 63% homoldogiat mutat a nyul
fehérje. Az alfa-2 doménben a Glul17, Glul32, Trp133, Glul35 és Asp137 aminosavak
a leginkabb konzervaltabbak az emldsok kozott. A fenti oldallincokbol a nyulban a
Glull7, Glul32, Trp133 és Glul35 konzervalt. Asp137, akarcsak az ember esetében
Leul37-ként talalhatd6 meg. Az Asnl28 aminosav, melyhez cukoroldallanc is
kapcsolodik a ragesalok korében konzervalt, mig az ember a nyul €s a szarvasmarha
esetében nem. Ezt azért fontos megemliteni mert ez az aminosav fontos szerepet tolt be



az FcRn-IgG kapcsolat kialakulasanal (FcRn-IgG régio). A His168 , amely az FcRn
albumin kotéséért felel szintén konzervalt a nyulban.

Az IgG molekuldban az Ile253, His310, His435 (és His433) a legfontosabb
konzervalt aminosavak. Ez a nyul esetében is igy van, valoszintileg ezek az oldallancok
vesznek részt az IgG-FcRn kotésben. Egérben és patkdnyban a legkevésbé konzervalt
aminosav amely részt vesz az FcRn-IgG kotésben a His436 (emberben Tyr), ha
kicserélték Alaninra, az FcRn kotés megsziint. Nyulban az emberhez hasonléan Tyr436
talalhatdé az adott pozicioban. Az IgG Fc szakasza az FcRn-hez a CH2 ¢és CH3
doménjével kapcsolddik.

Az IgG Fc szakaszan talalhato 3-4 hisztidin oldallanc fontos szerepet tolthet be
az IgG FcRn kotésében, valamint a az IgG elengedésében pH 6,5-nél, illetve 7,5-nél.

3.7. Az FcRn szovetspecifikus megjelenése

A vizsgalt szovetek mindegyike kifejezte az FcRn-t, igy a placenta, a
szikzacsko, illetve az aminon, habar az utdbbi szdvetben az expresszido mértéke joval
alacsonyabb.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

PhD dolgozatom az alabbi 1j tudoményos eredményeket tartalmazza:
I. A nyul Leukemia Inhibitor Faktor Receptor (LIFR) részleges cDNS

a LIFR erdsen konzervalt az emldsok kozott, és ez igaz a nyul esetében is. A LIFR
szignalutvonalban fontos szerepet jatszé6 aminosavak, igy a harmadik tirozin, az YXXV
motivum, az SHP-2 kapcsolodasi pontja, 3 masik tirozin (4.-6.) az YXXQ egységnél
(STAT3 konszenzus kotéhely) mind konzervaltak a nyul LIFR intracellularis
doménjében.

2. A LIFR megjelenését a legtobb szovetben kimutattuk, de nem talaltunk
expressziot a hugyhdlyagban, és a szikzacskdban A receptor gp130 egysége szintén nem
expresszalt ezekben a szovetekben, mely a receptor két egységének kozos kifejezodését
mutatja. A LIF mRNS-t nem expresszal a hugyholyagban.

3. A membran kotott LIFR nem fejezddik ki a korai embrionalis korban, (3,5
dpc és 4,5 dpc) expresszidja az embrid bedgyazodasa idején kezdddik a 6. napon.

4. Izolaltam a teljes nyul FcRn kodolo szekvenciat, és kimutattam, hogy 80%-
ban hasonlé az emberi, 78%-ban a szarvasmarha, és 70%-ban az egér és patkany
szekvenciakhoz.

5. Az FcRn expressziot a vizsgalt szovetek mindegyikében sikeriilt kimutatni.
Fehérje szinten az FcRn megjelenik a placentaban és a szikzacskoban, de az amnionban
csak sokkal kisebb mértékben. Immunhisztokémiai vizsgalataim szerint az Fc receptort a
kapillaris endotél sejtek expresszaljadk a nyul placenta magzati oldaldn, valamint a
szikzacsko endodermalis sejtjeinek apikalis része.

5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Nyul LIFR:
A LIF egy olyan tobbfunkcids citokin, mely befolyasolja a sejtek

----------
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Mivel a LIFR fontos szerepet tolt be a LIF-LIFR utvonalban, igy
Osszehasonlitottam a nyul LIF, LIFR, és gp130 cDNS szekvencidkat egér, patkany és
emberi ortologokkal. Megaéllapitottam, hogy a nyul a funkcié szempontjabdl fontos
helyeken konzervalt szekvenciaelemeket hordoz. A szekvencidk Osszehasonlitdsa,
megallapitottam, hogy az izolalt gén megfelel a nyul LIFR génjének. Mind az ember,
mind az egér esetében elmondhatd, hogy a LIFR gén a citokin receptor klaszterben az
IL-7 receptor, a prolaktin receptor, valamint a ndvekedési hormon receptor génjével
kozosen helyezkedik el. Mivel a nyulban ismert prolaktin, valamint ndvekedési hormon
receptor EST térképezheté az OCU11ql3 régidba, igy feltételezhetd, hogy a citokin
receptor klaszter nytlban a 11. kromoszéméan helyezkedik el.

A nytlban kapott LIF, LIFR expresszié 0sszhangban van a LIF szignalatvonal
pleiotrép hatdsaval. Ugyanez elmondhat6 a nyul gpl130 estében melyet megerdsitenek
Saito €s munkatarsai (1992) adatai, akik szintén kimutattdk a gp130 expressziot egér
sziv, 1ép, tiido, maj, agy, placenta szovetek mellett egér embridban, és ES sejtekben is.

A mint a 15. dbran lathato, LIFR és a gp130 expresszioé ugyanazt az eloszlast
mutatja, és el6szor a 6 napos embridban jelenik meg. A LIF-gp130 kotést, valamint a
LIF receptor gp130 alegységének megjelenését vemhes nyul méhében mar korabban is
vizsgaltak Yang és munkatarsai (1995). A legerdsebb kotést a vemhesség 5. és 6. napjan
tapasztaltak a méh epitéliumban. Ez a megfigyelés alatamasztja azt a vizsgalatunkat,
hogy a nyul embrid kapcsolddasa a méh szovetéhez, valamint az ezt kdvetd bedgyazodas
a LIF-LIFR utvonal befolyasa alatt all.

Masrészt Lei és munkatarsai (2004) kimutattak a LIFR kifejez6dését a nyul
szeder- -és holyagcesira allapotaiban. Ennek az a lehetséges magyarazata, hogy az altaluk
hasznalt primerek a receptor extracellularis részét ismerik fel, igy 6k detektalhattak a
LIFR szolubilis forméajat, avagy 6k még kimutattdk az anyai eredetli mRNS-t a
nyolcsejtes €s morula allapoti embridokban.

A LIF az ES sejtek Onmegujitdo, valamint pluripotencia képességét
kiilonbozoképpen befolyasolja az egyes fajokban. A nyul dssejtek ndvekedésiikben,
alakjukban leginkébb az emberi ES sejtekre hasonlitanak, de tenyésztési koriilményeik
eltéréek. Mig az emberi ES sejtek fenntartasat a LIF nem segiti eld, addig
laboratoriumunkban tenyésztett nytl dssejtek fenntartdsahoz a LIF nélkiilozhetetlennek
bizonyult. LIF hidnydban a sejtek morfoldgiailag is eltértek a LIF kiegészitéssel
tenyésztett ES sejtektol.

Fang ¢és munkatarsai (2006) altal izolalt nyul Ossejtvonalak csak egér
taplalorétegen tenyészthetok, de fiiggetlenek a kiilséleg hozzaadott bFGF faktortol, és
megtartjdk nem differencialt allapotukat LIF hianyaban is. Az altaluk vélasztott
tenyésztési koriilmények soran azonban nem vizsgaltak a folyamatban szerepet jatszo
receptorokat, és leginkabb korabbi egér kisérletek alapjan dolgoztak.

Immunhisztologiai vizsgalataink szerint az altalunk hasznalt nytl éssejtvonalak
a nem differencidlt dssejtekre jellemzd markerek koziil az alkalikus foszfatazt, az Oct-4
és Nanog pluripotencia markert, az SSEA-1 embrionélis antigént, a tetraspanint és a
CD9 fehérjét expresszaljak. A CD9 és a LIF markerek egyiittesen jelennek meg egér
esetében és szerepet jatszanak a nem differencialt allapot fenntartasdban. A CD9
megjelenése a nyul esetében azt sugallja, hogy a LIF ebben a fajban is fontos szerepet
tolt be.

Nyl FCRN



A 0 hisztokompatibilitasi génkomplex 1. osztalyahoz hasonlé6 FcRn molekula
az IgG szallitdsaban vesz részt az epitéliumban, az endoszoéméan keresztiill. Az FcRn
megvédi az endocitézissal belépd IgG molekuldkat a lebomlastol. Ez a folyamat két
szempontbdl is jelentds. Az IgG anyabdl utddba torténd atvitele soran, valamint abban
az esetben amikor az IgG belép, vagy elhagyja a keringést.

Az emberi FcRn kotésspecificitasat tekintve nagyon szigoria molekula. Az a
tény hogy az emberi és a nyul FcRn is hordozza azokat az IgG koétésben szerepet jatszo
konzervalt aminosav oldallancokat, mint I[le253, His310, His435 ¢és Tyr436
magyarazatot adhat arra, hogy az nyul IgG erésebben kotédik az emberi FcRn
receptorhoz, mint a sajat nyul receptorhoz Ober et.al. (2001). Az emberi FcRn sokkal
er6sebben koti az egér IgG2b molekulakat mint az egér [gG1 és 2a osztaly molekulait.
Ez a kiilonbség valdsziniileg a 436. pozicioban 1évé aminosavnak kdszonhetd, mely
hisztidin az egér 1 és 2a osztalyokban, mig tirozin a 2b alosztilyban, hasonléan az
emberhez és a nyulhoz.

Mikor Osszehasonlitottuk a nyal FcRn fehérje szekvencidjat az emberi és
ragcsalokbol szarmazo adatokkal, bizonyos esetekben az IgG-FcRn kotésben fontos
aminosavak kiilonboztek a nyul esetében, mig mésok konzervaltak maradtak.

A receptor-IgG kotést befolyasoldo modositasok a kdvetkezok: Aspl37 (savas
jellegli aminosav, mely a patkdny esetében a kotésben jatszik szerepet), a nyulnal és
embernél Leul37, mely k6zombos jellegii. A Ser313 (Phe a nyulban és az oposszumban,
Ala a tevében). Ez a csere tobb funkcidt is modosithat. Az apikalis-bazolateralis
transzcitozis mértéke csokkenhet, illetve a Ser313 kialakithat olyan FcRn-t, mely inkabb
az IgG szekrécioban mint az IgG felvételben érdekelt. A masik lehetdség, hogy a
ragcsalokban és emberben leirt kétiranyl IgG transzport megkérddjelezhetd nyulban,
avagy ezekben a fajokban az FcRn iranyitotta transzcitdzis mas modon szabalyozott. A
citoplazmaris rész a nyul esetében 10 aminosavval révidebb mint a ragcsalokban és az
emberben. Erdemes megemliteni hogy a patkanyban (az emberben és nyalban nem) a
citoplazmés “farok” szakaszon dileucin oldallancok egy olyan szerin szomszédsagaban
helyezkednek el, mely nem mas mint egy CKII foszforilacios hely, amely a fehérjék
mozgasanak szabalyozasat hivatott végezni. Ennek a CKII foszforilaciés helynek a
megléte a patkany esetében felveti a kérdést, hogy a foszforilacids hely funkcinalisan
aktiv-e, valamint hogy az intracellularis mozgas kinetikaja a patkanyban, a humanban,
€s most mar a nyulban is fiigg az [gG izoformaktol, esetleg a ligand mindségétdl, vagy
esetleg az adott sejttipustdl (pl enterocita vagy szincitiotrofoblaszt)?

A konzervalt aminosavakra, melyek szerepet jatszanak az FcRn-IgG kotésben a
Trp311 és a di-leucin 320/321 (mut4cié ezeken a helyeken megzavarja az IgG-FcRn
az endocitozis még megtortént, bar csokkent mértékben, mig az Asp317 és Asp318
mutacidja teljesen megallitotta az endocitozis szignal folyamatot mely a dileucin
helyhez kothetd patkanyban. Az Asp317 és/vagy Asp318 igy résztvevdi egy tipikus
dileucin endocitozis szigndlnak. Ezek az oldallancok konzervalodtak az evolucio
folyaman, és valoszintileg a nytlban is ugyanezt a funkciét tolthetik be, hasonléan mint
a His166, mely szintén konzervalt és az albumin kotésért felel6s hely.

Az FcRn-IgG kotés pH fliggését ragesalokban az IgG His310, 435, és His436
oldallancaihoz lehet kotni. Emberben a His436 helyen tirozin talalhato, ennek ellenére a
pH fiiggés megmaradt. Hasonléan az emberhez a nyul IgG-ben az elsé két His
konzervalt, mig a harmadik helyen tirozin talalhaté a 436. pozicidban. Meads és Wilde
(1994) szerint a nyul szikzacskdban az IgG transzcitézisa nem pH fiiggdé “in vitro”



korilmények kozott. Ennek a kérdésnek a tisztazdsara kisérleteket terveziink
laboratériumunkban.

Sonoda és munkatarsai (1973) igazoltak, hogy a nyul szikzacskoé felelos az IgG
atjutdsdban az anyabol a magzatba. Az IgG a szikzacské endodermalis sejtjeinek
felszinén a mikrovillusokhoz, valamint a mikropinocitikus vezikulumokhoz k&tddik.
Wild and Dawson (1977) kimutatta, hogy az IgG szelektiv modon transzportalodik at
ezen az embriondlis membranon, ezzel igazolva kdzvetett titon az Fc receptor jelenlétét.

Dolgozatomban igazoltuk, hogy a nyul FcRn a szikzacskoban az endodermaélis
sejtek apikalis felén jelenik meg, és ez felelés az IgG (és feltehetéen az albumin)
transzportjaért is a méhbol a magzati keringésbe. A nyul mellett csak patkany esetében
igazoltdk az FcRn jelenlétét a szikzacskdban. Az anyai IgG atad4sanal az FcRn
expresszidjat placentdban in vitro (tenyésztett emberi placenta endotél sejtekben),
valamint in vivo modszerekkel (a szincitiotrofoblasztokban emberi méhben) (Simister
et. Al. 1996). Brambell és munkatarsai (1949) kideritették, hogy a nyul placenta részt
vesz a passziv immunatvitelben.

A dolgozatban bemutatjuk, hogy a nyul placenta, pontosabban a magzati
kapillaris endotél sejtek expresszaljak az FcRn-t, ami azt jelenti hogy a nyul placenta
részt vehet a passziv immunitas atadasaban, bar ennek pontos mibenlétét még tovabbi
kisérletekkel kivanjuk igazolni.

Kisérleteinkben sikeriilt izolalni egy olyan BAC klont mely az FcRn-t kodolo
gén mellett tovabbi géneket is hordoz. Teoriank alapjan az FcRn génje a nyulban az 5.
kromoszoma rovid karjara fog térképezddni.

crcr

Kozel talalhatdo hozzad a RYR1 gén is a 19q13.2 pozicidban, 11.09 Mb tavolsagra az
FcRn-t6l. Chantry-Darmon et al. (2003) valamint Korstanje et al. (1999) kimutattak,
hogy az emberi 19-es kromoszéma, pontosabban annak hosszu karja (19q), megfelel a
nyul 5. kromoszoma rovid karjanak. Az emberi 19. kromoszoma rovid karja pedig a
nyul 10. kromoszoma rovid karjanak felel meg. Emellett a nytl RYR1 szintén az 5. nyul
kromoszomara térképezheto.

Emberben a RYRI-hez és az FcRn-hez kozel 1évé gének a nyulban is
viszonylag kozel vannak a RYR1-hez (5p12). llyenek a GPI (5p12prox) és FUT1 FUT2
(5p12). Ez a tény valamint az ember-nyul dsszehasonlitd géntérkép alapjan ugy hissziik,
hogy a nytl FcRn az 5. kromoszoman helyezkedik el, de ezt célszeri lenne FISH
vizsgalatokkal igazolni.
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