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1. AZ ERTEKEZES EL OZMENYEI, CELKIT UZESEK

1.1. Elbzmények

A szervezetben talalhatd immunglobulinok (Ig) kozégjelenbsebb és egyben a
vérpalyaban legnagyobb mennyiségben jeléhleNenanyag — az 1IgG — védelmet biztosit
virusok, baktériumok, illetve parazitas temések ellen. Az antigénnel térteRapcsolodasat
koveten allergias és gyulladasos reakciokat valt ki, Ipmleaktivalja az immunsejteket és az
extravasatio folyamataval a kivant szoveti helyrényitja 6ket. Az epithel sejtekben
expresszalodo 1gG-kétilletve -transzportald Fc receptornak csak egyetipuséat ismerjuk.
Ez a receptor az MHC-I tipusu Fc receptor (FcRmelgt kilonb6d epithelialis barriereken
keresztil transzportalja az 1gG-tt10bb allatfajpan a maternalis immunanyagok aléfites
megvalositja. Az FcRn receptor egy heterodimer kudée amely egy-lancbdél és a hozza
méasodlagos kéerokkel kapcsolédop2-mikroglobulinbdl épll fel. Az epithel sejtekben
expresszalodd FcRn az IgG transzportban, az erdds#fiekben jelen l&/receptor pedig az
IgG homeosztazisaban jatszik szerepet. Kacskogicaunkatarsai klonoztak a szarvasmarha
FcRn a-lancat és Northern blottal tobb szou#tbkoztik a égybdl és a vékonybéld is
Kimutattak ezen gén expresszidjat (Kacskovics et2800). Az enisallatok 0Osszetett
folyamatokkal biztositjak az 1gG pre- illetve paostalis transzportjat (maternalis immunitas)
valamint a vér mindenkori magas IgG szintjét. E kdélyamat biztositasat a jelenlegi
ismereteink szerint az FCRn receptor valésitja meg.

Ahhoz hogy ain vitro kisérletekben azonositott szabalyozé elemeketydlazokin
vivo szerepét vizsgalni tudjuk, olyan transzgénikuatddbdellt kell Iétrehoznunk, amely az
elméletileg legpontosabb mddon masolja le mind a geébvet- és fejdésspecifikus
kifejezodését, mind pedig a géihratirédd fehérje mennyiségét. A hagyomanyos trgész
konstrukciokkal létrehozott transzgénikus allatak iamert szabalyozé elemek optimalis
kombinacidja esetében is a déntdbbségikben a transzgén integracio hélyéiggo
génkifejeddést mutatnak, melyhez igen gyakran ektopikus esgié (olyan szdvetben is
kifejezédnek ahol az endogén gén nem) és a kopiaszamtgétdagul valtoz6 mennyiség
géntermék keletkezése is tarsul.

Egy olyan gén esetében mint a szarvasmarha FcRaptogcahol a legfontosabb
szabalyoz6 elemeér egyenbre csak korlatozott ismereteink vannak az egyiketsfges
megoldas egy ugynevezett ,knock in”, génkicsersnszgénikus allat létrehozasa lenne,

melyben az FcRn gén kdédol6 szakaszéat kicserélnégyk knnyen nyomon kovethet



indikator génre. Ebben a transzgénikus szarvasmarh@negprobalhatnank valaszt kapni
arra, hogy van-e szabdalyoz6 hatasu molekuldknakh@imonoknak) olyan kombinacidja,
mellyel az allatot kezelve szdvetspecifikus moédaiolyasolni tudjuk az FcRn receptor
mennyiségét és/vagy féfési szakasztol fuggmegjelenését. llyen tipusu szarvasmarhat
azonban meég senkinek nem sikerUlbadlitani. Az egér FCRn receptordnak ilyen mddon
tortérd vizsgalata pedig azért nem volna célézenert a szarvasmarha (&ltalanosabban a
kérsdz6) FcRn receptor vélhé&tn olyan tulajdonsagokkal is rendelkezik, mely agére
(ragcsaldk) FcRn receptorara nem jellésiz Ebben az esetben tehat az optimalis megoldast
egy olyan transzgénikus modellallat |étrehozasnielamelyben vélhéén teljes expresszids
domén biztositja a szarvasmarha FcRn recepttancat kodolo gén integracidés héiyt
fuggetlen, kdpiaszamfligdifejezodését.

A mesterséges kromoszémak illetve a mesterségemokzdma tipusu vektorok
(YAC, BAC, PAC) alkalmasak nagymeétetgenomi fragmentumok befogadasara ezért
megfelebek a tervezett transzgénikus egérmodell vektorartgiséerleteim kezdetekor
Magyarorszagon még nem allitottak 8AC transzgénikus egeret ezért a tervezett remdsze
eblbl a szempontbdl nézve uttdrelleggel birt. Mivel az FCRn egy heterodimer nkoiia
hangsulyoznom Kkell, hogy a tervezett kisérletbeszarvasmarha nehézlanc és az eger
konnyilancok fogjak a receptort felépiteni. Elméletilegnierilt a kérdés, hogy vajon egy
ilyen molekula meérzi-e az eredeti funkcidjat és képes lesz-e Ig@thik In vitro patkany
sejtvonalon kapott 8retes adatok alapjan feltételeztiik, hogy a szaragsmFcRna-lanc
funkcionalis receptort képez az ed& mikroglobulinnal hiszen a patkany és az e@ér
mikroglobulinja kdzotti eltérés jelentéktelenndint Remélhet volt az is, hogy a receptor
kifejezodésével és fkodésével kapcsolatos, eddig feltaratlan élettalenségek pontosabb
tanulmanyozasa is lelie®e valik. A BAC transzgenezis eredményességének és
hasznossaganak igazolasara bemutatom egy, a huiméntgnszporter 1-et kodoldé gént

(SLC6A9) expresszald transzgénikus egérvoridlitasat is.



1.2. Az értekezés célkitzései

* Olyan transzgenikus modellallatéllitasa, amelybem vivo tanulmanyozni tudjuk a
szarvasmarha FcRn receptoranak (bFcRiiRGuését.

» A BAC transzgénikus allatok jellemzése DNS, mRNSefgrjeszinten, az allatokon
megjeled esetleges élettani eltérések vizsgalata valammtingegraciés helyl
fuggetlen, kdpiaszamfugggenkifejeddés bizonyitasa.

* Funkciondlis markerrendszer kidolgozasa a transeggiddésének igazolasahoz.

» Kettos transzgénikus egérmodelbéllitasa a szarvasmarha FcRn receptor kozvetlen

vizsgalatahoz.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Génkonstrukci6 edallitasa

A transzgeén kivalasztdsahoz harom, a szarvasmaRad-nehézlanc gént (FCGRT)
magaban foglal6 BAC klont izolaltunk. A @BAC klon egy 2 éves Jersey szarvasmarha
limfocitdjabadl izolalt BAC konyvtarbdl szarmazo®Résource Center/Primary database of the
German Human Genome Project, www.rzpd.de). A 1892 128E04 BAC klénokat pedig
egy masik fluiggetlen BAC kdnyvtarbdl (Eggen et abnGSel. Evol. 33.543-548. 2001)
vélasztottuk ki. A 9@ BAC klénbanBamHI, a 189H02 és a 128E04 BAC klonban pedagl
emesztest kovétpulse field gélelekroforézissel (BIO-RAD) és Exddrong Template (ELT)
PCR modszerrel (Roche) hataroztam meg a klonokéadngenomi DNS méretét illetve az
FCGRT gént hatarol6 5’ és 3’ szakasz hosszat. AQ28BAC klbnban sem az 5’ sem a 3’
hatarol6 szakasz pontos méretét nem sikertlt meggtdhi. Tekintettel arra, hogy ezzel a
maodszerrel maximum 20 kb hosszu szakaszt lehetiféapli ez azt kellett jelentse, hogy ez
a klon mindkét iranyban 20 kb-nal nagyobb hatarsltakaszt tartalmaz. Mivel az
injektdlando konstrukcionak tartalmazni a kelletRCGRT teljesi-lancat kddolo szakaszt és
legaldbb 20-70 kb hosszUsagu szabalyozo6 régios B’ éranyban a 90 klon hasznalatéat
elvetettem mivel az 5 hatarolé szakasz csak 8,5nidyetinek adddott. Az ELT PCR
eredményei alapjan kiderilt, hogy a 189H02 BAC kkin 130 kilobazis mérétinzertet
hordoz a 128E04 pedig kb. 100 kilobézis nagységat.injektalandé BAC klén pontos
méretének meghatarozasahoz dkdéekben a szarvasmarha genomszekvencia adatbazist

hasznaltam (www.ncbi.nlm.nih.gov) annak nyilvangsaakerulését kovéen. Mivel a



128E04 klon 5’ és 3’ végének szekvencigjabol a igoktkialakitasa miatt megszekvenaltak
néhany szaz bazispar hosszU szakaszt ezért ezekmtkaenciadarabokat BLAST-olva a
szarvasmarha genomon pontosan meg tudtam hat&@aok®8E04 BAC klon teljes méretét
(102 kb) és megallapitottam a az 5’ és 3’ hatasaldkaszok pontos méretét valamint a gén
hosszéat (8 kb). A hdrom BAC klon jellemzését kéeat megallapitottam, hogy a 128E04
BAC klén mind az inzert mind pedig a kifejeztetiv&nt gén 5’'és 3’ hatarol6 szakasz mérete
alapjan a legmegfelébb, ezért a tovabbiakban csak ezt a BAC klont rédsmm. A 128E04
BAC klént LB-ben 37 °C-on overnight felndvesztettemmajd Plasmid Maxi Kit-tel (Qiagen)
DNS-t tisztitottam a gyartd utasitasait betartvat Edveten Notl restrikcids enzimmel
(Promega) emésztettem. A restrikcids fragmentumb¥%abs PFCA gélben (BIO-RAD) 0,5x
TBE pufferben, 14 °C-on 12 oran at tarto PFGE-aésztottam szét (BIO-RAD). Az inzertet
1%-0s Low Melting Point gélbe futtattam at. Az #&bfih fragmentumot Gelase enzimmel
(Epicentre) emésztettem majd Microcon YM50 oszlofidiilipore) tisztitottam és 1x BAC
injektalo pufferrel (10 mM TRIS, 0,1 mM EDTA, 100MnNaCl, 1x poliamin mix, pH 7,5)
eludltam az injektaland6 fragmentumot. Az izolalragimentum koncentracidjat

gélelektroforézissel elléniztem.

2.2. A BAC transzgénikus egérvonalak éhllitasa és a transzgén integraciojanak

vizsgalata

A Kkisérlethez szikséges egérembriokat 8 hetes FVBIidstény egerek
szuperovulaltatasaval nyertem (Charles River Laboyp A transzgénikus allatok
eléallitasakor a genetikai manipulacio korai (egysgjtembrionalis korban tortént. A
mikroinjektalast Nomarski differencial interfereadkontraszt egységgel és haromdimenzios
mozgast biztositd mikromanipulator karokkal (Naigeh Japan) felszerelt IMT-2 invert
mikroszkoppal (Olympus, Japan) végeztem. A mikekitglast talélt embridkat 10 hetes
alvemhes CDL1 ¢stényekbe Ultettem vissza. A mikroinjektalt embbdkszulletett utddokbal
mintat vettem és a szovétbtisztitott DNS-ben PCR modszerrel vizsgaltam anszgén
jelenlétét. A PCR-hez hasznalt primerek a szarvedsenBCGRT gén promoterére (fcrnprf:
5-CGG CCA CCT CTA TCA CAT TT-3' fcrnprr: 5-TGC AT GAC CAC ACT TGG TT-
3’) és 4. exonjara (bFcRnex4f: 5-CCA AGT TTG CCGA ACG-3' bFcRnex4r: 5-GTG
TGG GCA GGA GTA GAG GA-3) voltak specifikusak. Aeljes BAC beépilésének
ellensrzése céljabdl az injektalt kion 5’ és 3’ végi istngzekvenciaira primereket terveztem,

amelyek — PCR reakciot végezve — alkalmasak a eBAT klon épségének kimutatasara.



2.3. A transzgén kopiaszamanak meghatarozésa

Az integralodott transzgén képiaszamanak meghaiaé&zDr. Bodrogi Lilla altal
adaptalt kvantitativ valés idejPCR modszerrel végeztem. A PCR-hez szukséges nelete
és prébakat az Applied Biosystems primertefvemgramjaval terveztem meg. Viszonyitasi
pontnak az egéB-aktin gént hasznaltam. Egér genomialis DNS tempgigitségeével
felvettem a kalibracios gorbétaaktin génhez. Ezt a gorbét hasznaltam a vizsgakican a
DNS mennyiségének meghatédrozasdhoz. A vizsgala@nsar szarvasmarha FcRn gén
(FCGRT) kopiaszamat hataroztam meg diploid hemtaiggejtben. A szarvasmarha FcRn
kopiaszamanak meghatarozasahoz szikséges kalgrgorbe felvételéhez kétféle mintat
hasznaltam: szarvasmarha genomi DNS-t illetve gggomi DNS-sel kevert plazmid DNS-t.
A kalibracios gorbék alapjan hatédroztam meg a bFgBn képidinak szamat valamint a
diploid genom mennyiségét a reakcioba bevitt DNSnmgségében. A két adatbdl

aranyparral szamoltam ki a bFcRn gén kopiaszamat.
2.4. A transzgénikus allatvonalak alapitasa és fetartasa

A transzgénikus vonalak alapitdsahoz az alapitéedmiet vad tipusu egerekkel
parositottam. A megsziiletett utédok kdzul a maidkban leirt PCR rendszer segitségével
valogattam ki a transzgént hordoz6 utdédokat. Ereekin. G1 generaciénak a transzgént
hordozé egyedei heterozigotdk a bFcRn-re nézveetrbzigota egyedek egymas kozotti
paroztatasaval édllitott utddokban a transzgén a mendeli szabalgkbkmegfelalen
szegregal, amennyiben a beépilés egyetlen loktidazémt. A homozigoéta jeldlt allatokat vad
tipusu egerekkel pérositottam. Azok az egyedek,lyekieek minden utdéda pozitiv volt a

transzgénre nézve homozigétanak fogadtam el.
2.5. Kettis transzgénikus egérvonalak éhllitasa

Ahhoz, hogy a transzgénikus egerekben egfjidgjjelen 1é¥ egér FcRro-lanc altal
okozott esetleges interferenciat ki tudjuk zaréird kellett hoznom egy ké#t transzgénikus
egérmodellt. A bFcRn-t hordozo6 egereket keresztedgy egér FCRn hianyos egérvonallal
(mFcRA"). Ezt a torzset a The Jackson Laboratory-t6l steme be
(http://jaxmice.jax.org/query/f?p=205:1:12381716808076363). A ket vonal
keresztezéséb szarmazd G2 generacio vonalon bellli pérositds&adletett utdodok



alkalmasak a bFcRn kozvetlen vizsgalatahoz. Az akdgenotipizalasahoz olyan multiplex
PCR-t terveztem, amelyben egy PCR reakcioval a elesdabalyoknak megfekel minden
lehetséges genotipusos variacio egyeéiiemmkimutathatd (mFcRn, bFcRn, NEO). Ezzel a
primerrendszerrel egyértelran detektalhatok azok az egerek, amelyeknek higraziegér

sajat FcRru-lanca de jelen van a szarvasmarha FcRn gén.

2.6. Expresszio vizsgélata RNS szinten

A bFcRn egérvonalak G1 generaciojaban vizsgaltamareszgénre specifikus mRNS
jelenlétét azokban a szovetekben, ahol eddigi istemk szerint a bFcRn receptornak
termebdnie kellene. Mivel a BAC transzgenezisnek megéelela transzgénikus egerekben a
szarvasmarhaéval azonos szovet- edéfspecifikus modon fejédik ki a transzgén a
transzgeénikus vonalak egy-egy egyeiléhaj, vékonybél és laktaldostenyekibl emloszovet
mintakat gyijtottem (50 mg) és RT-PCR-rel vizsgaltam a transrgiéképzdé mRNS-re
specifikus mérdét cDNS megjelenését. Total RNS izolaldshoz a savaanidium-
izothiocianat-fenol-kloroform extrakciés eljaradkaimaztam (RNA-Bee — RNA isolation
reagent, IsoTex Diagnostics, IncAz RT-PCR reakciot Acces RT-PCR System (Promega)
kittel és szarvasmarha FcRmlanc specifikus primerekkel végeztem. Az RNS ésiégének
vizsgalatdhoz és az RT-PCR ikddésének ellginizéséhez egér-aktin primereket

hasznaltam.

2.7. A transzgén expresszidjanak vizsgalata Northeranalizissel

A 2.6. pontban leirtak szerint totdl RNS-t izadatt szarvasmarha, vad tipusu egér
valamint bFcRn transzgénikus egérvonalakbdl szabneerek majabol. ng total RNS-t
valasztottam szét 1 %-os formaldehid gélen. A gélegtvalasztott RNS frakciokat Hybond
N* membranra (Amersham) vittem at kapillaris blotsok&chnikaval. A probat a bFCGRT 5.
és 7. exonjara tervezett primerekkel szintetizd@iatszarvasmarh#&dgy cDNSBl majd *2P-
vel jeldltem HexaLabéM DNA Labeling Kit-tel (Fermentas) a gyart6 utasdiakovetve. 1
6ra 65 °C-on tortéhprehibridizalast kévéen 65 °C-on 24 6ran keresztill Perfectt{tplus
hibridizaciés pufferben (Sigma) hibridizaltam. Adpa niikddoképességét Phosphorimage
Analyser Scannerrel (STORM 840, Molecular Dynamiasllersriziem majd Fuiji

rontgenfilmre autoradiogréfiat készitettem.



2.8. Kopiaszam fugd expresszid bizonyitasa Northern blottal

Mivel a BAC transzgenezis egyik nagymye a kopiaszamfuggexpresszio ezért
feltételeztem, hogy a kilonb®zZopiaszamu transzgénikus egérvonalaink is &ltaddon
expresszaljdk a bFcRn-t. Ennek bizonyitdsara azomasyiséd (5 ug) szarvasmarha, vad
tipusu egér, 2 bFcRn-képias egér és 5 bFcRn kdgés majabol készilt RNSsba 2.7.
pontban leirtak alapjan Northern blot-ot készitatteA rontgenfilmen detektalt jeleket
beszkenneltem és Soft Imaging System AnalySYS R060 3képelem& programmal
elemeztem a denzitdst a felvitt RNS mennyiségegvégyében. A kapott eredményeket MS
Excel programmal dolgoztam fel.

2.9. A transzgénbl irédoé fehérje detektalasa Western blottal

Vad tipusu egér valamint transzgénikus egérvobalalszarmazo titimintakbol
homogenizatumot készitettem. Pozitiv kontrollnakrgasmarha eréépithelidlis sejtvonalat
(B4) hasznaltam, amely stabilan expresszélja a bFaRlancat. Az antiszérum
CLEWKEPPSMRLKAR szekvenciaju FcRarlanc egy részletét tartalmazd oligopeptiddel
immunizalt Gj-zélandi nyulakban lett &dllitva. A megkdddott elddleges ellenanyagot
peroxidazzal kapcsolt, kecskébenoddlitott anti-nyul antitesttel (Vector Laboratorjes
Burlingame, CA) inkubaltam. A megkii6tt masodlagos antitestet luminol alapu
kemilumineszcencias szubsztrat oldat hozzaadasi@vektaltam. A kemilumineszcens jelek
eléhivasahoz Hyperfilm (Amersham Biosciences, Littlealfont, Buckinghamshire, UK)

filmet hasznaltam.

2.10. Az injektalt BAC klénon talalhato tovabbi gerek azonositasa

Mivel a BAC klénokban egy ismert faj genomjanak drigos mérdt, 6sszefiig§
része talalhato feltételezibethogy a célgeninkon kivil mas géneket is bejuttétta
transzgenezis soran. Ez a tény felhasznalhato akidakitése érdekében, hogy a 128E04
BAC klonnal injektalt transzgénikus egérvonalaimdateljes mérét BAC beépllt-e? A
szarvasmarha genomszekvencia adatbazis felhasaveldgrimereket terveztem a BAC
klénon talalhatd hipotetikus génekre. A PCR eredyekilnl kdvetkeztetni lehet az esetleges

letdrt szakaszok méretére.



2.11. Fluoreszcens in situ hibridizaci¢FISH)

A transzgéen kromoszomalis elhelyezkedésének viatm@rdekében fluoreszcens in
situ hibridizaciés vizsgalatot végeztem. A kromowad preparatumok a TG14 vonal
homozigota 4 koépids és a TG19 vonal homozigéta &pids, 13.5 napos embridinak
vinblasztin kezelt fibroblasztjaib6l szarmaztak.t@vabbi Iépések a standard protokollnak
megfeleben hipotonias kezelés majd metanol és ecetsavr&riy@ oldataval torténfixalas
voltak. A hibridizaciohoz a BAC128E04 DNS-t izokat és biotin-14-dATP felhasznalasaval
nick-transzlaciés médszer segitségével (BioNickdlaly Kit, Invitrogen, USA) jeldltem. A
biotinilalt probat denaturéltam és 37 °C-on ovehnhigibridizaltam a kromoszémakenetre. A
jel detektalasahoz kecskében termeltetett antirbioantitestet hasznaltam (Vector
Laboratories Inc, Burlingame, CA). A masodik ellepag nyulban termeltetett fluoresceinnel
konjugalt anti-kecske 1gG volt (Nordic Immunolodid¢aboratories, Tilburg, Netherlands). A
kromoszomaba tortén integralédas helyét Nikon Eclipse E600 epifluooess
mikroszkoppal (Nikon Instruments, Kawasaki, Japdetektaltam. A dokumentalashoz Cohu
4912 CCD kamerat és MacProbe 4.3 FISH szoftverpliag Imaging, Newcastle upon Tyne,
UK) hasznaltam.

2.12. Funkcionalis markerrendszer kidolgozasa

A szarvasmarha FcRn receptornehézlancabdl és az egér FcRn receffidr
mikroglobulinjabdl felépi ,hibrid receptor” niikodoképességének vizsgalatahoz ismert
ellenanyagok kitrllési idejét hataroztam meg. Asgé&atban alkalmazott rendszer azon
alapszik, hogy a szarvasmarha FcRn az egér FcRaHealtétben nagy affinitdssal koti a
human I1gG-t. Mind egér IgG-vel mind human IgG-vdvégeztem a farmakokinetikai
elemzeést. A féléletitk mérésének kiszamitasahoz az 1gG-k lebomlasatzeptald kétfazisu

gorbe adatait hasznaltam.

2.13.Invivo LPS injektalas hatasa az bFcRn receptor expressiia

Amennyiben a sejtfellileti receptorokhoz a megéeligiand kobdik (LPS, TNF) ugy
a szignélkaszkad hatasara aB Ifehérje lebomlik és a felszabadul6 NB-transzkripcios
faktorok a sejtmagba keriilnek és ott a megbelptomodter szakaszokhoz kapcsolodva

indukaljak az adott gént. Ezt bizonyitandd haromnadastol fuggetlen bioldgiai parhuzamos



csoportot (A, B, C) alakitottam ki 4 kopias Kesttranszgénikus egeraektzsoportonként 8 db
allattal és 25Qug/100 g LPS-t (SIGMA L-3129) injektaltam i.p.. AP injektalast kovéen

1, 2, 4,6, 8, 12, 24 éraval mindharom csoportlgdtegy allatot leéltem és kivettem a majat
és a lépet. Minden mintavételi dipontnal minden allatnak rektalisan megmértem a
testtbmérsékletét (Multi Thermometer Precision, Roth). Aperek KBmérsékletének
folyamatos kovetése (csokkentendencia) és egyéb tlneteik (borzoltrszlevertség,
étvagytalansag) arra utaltak, hogy az LPS kezetddshra szepszis alakult ki, melyet a
szervek boncolaskori allapota is alatdmasztottearesszio valtozasat Northern analizissel
és Real-Time PCR-rel detektaltasthz RNS loadingot és a Northern blot-on kapott kele
denzitasat GeneTools From Syngene programmal éeaékeds a kapott értékeket Excel

program segitségével abrazoltam.

2.14. A huméan GLYT1 konstrukcié eballitasa

Az RPCI human BAC library 11 genomi kdnyvtarbél {i[dren's Hospital Oakland
Research Institute, USA) az RP11-107-F21 és RPHIGRD jelzés, a GLYT1 transzporter
génjét tartalmazo BAC klont szereztem be. Az ismaerjol jellemzett szabalyoz6 szakasszal
biré gének nagy tébbségében a szabalyoz6 eleméhk & dnatarold szakaszan helyezkednek
el. Ezért arra torekedem, hogy 5 iranyban minébgyodb mérdt hatarold szakaszt
biztositsak. A transzgénikus egerekoddlitasanak metodikaja megegyezik a bFcRn
transzgenikus egereknél leirtakkal. Az alapité dgkeazonositdsdahoz az aldbbi primereket
alkalmaztam: GLY1 L: 5- CTCTGGAGGCTGTGGTTGAG - GLY1 R: 5'-
GTCCACCTACARCGGCATCT - 3. A kopiaszam meghataragaslot-blot mddszerrel
végeztem. Prébaként az ébbi primerek segitségével déllitott PCR fragmentumot

alkalmaztam.



3. EREDMENYEK

3.1. Az allatok létrehozasa és a transzgén integriégnak vizsgalata

Eléallitottam az injektalashoz hasznalt a szarvasmBgdin recepton-lanc teljes
kodold szakaszat és a megfélahtarolo régiokat tartalmazo BAC-klént tartalmaaj@ktalo
oldatot, amellyel 3 transzgénikus egérvonalat hozttre (TG9, TG14, TG19). Az alapitdk
utodai kozott megjeléntranszgénikus egyedek aranya arra utalt, hogylazté egyedek
nem mozaikosak. A G1 heterozigota egyedek egymastikgarositasabol sziletett utdbdok
kozel kétharmada transzgénikus a TG14 és a TGlalasetében. A TG9 vonalban tobb
mint 90% kordli (72 6sszes utdd — 67 transzgénikidsl) a transzgénikus egyedek aranya.
Ebbsl arra kovetkeztethetlink, hogy ebben a vonalbanranstgén két fliggetlen
kromoszOmara is beépllt és ez okozza az elméletidgbatonal magasabb szazalékban
tortérd beépulést vagy pedig kettétort a DNS. Ezen ténigReretében homozigota
transzgénikus egérvonalakat csak a TG14 és a TGd@lnek kontroll egerekkel, illetve a
G2 generacio vonalon bellli keresztezésével alahito ki. Az integralédott transzgén
kopiaszamanak meghatarozasat kvantitativ valosi IBER modszerrel végeztem. A TG14

vonalban 2 kopia a TG19 vonalban 5 kopia integéiioa transzgérii.

3.2. Expressziods vizsgalatok RT-PCR-rel

A szarvasmarha pozitiv kontroll szervekhez visitway megallapithatd, hogy
mindharom alapité vonal (TG9, TG14, TG19) a meddelelyen expresszalja a transzgént.
Mivel az FcRna-lanc a vérerek endothelsejtjeiben is kifégik ezért ektopikus expressziot
nem vizsgéltam, mert értelemsizen minden olyan szervben kimutathato lett volnd&eRn

a-lanc amelyekben erek vannak.

3.3. Kopiaszam fugg, integracios helytl figgetlen génkifejeddés bizonyitasa Northern

analizissel

A BAC transzgénikus modszer legfontosablbnge az, hogy a nagyméiieDNS
szakasz nagy valésziseggel magaban foglalja a vizsgalt gén szovet-eg&désspecifikus,
magas szirit kifejezodésehez szikséges 0Osszes szabalyozd elemet. AlSwnmaRNS

mennyisége ebben az esetben csak a transzgén Aépasl fligg, de fluggetlen annak
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integracios helyét. Vizsgalataim soran a kétkdpias vonalban (TGl4erogigéta) a
szarvasmarha endogénnel mege§ymennyiséi bFcRn mRNS-t tudtam kimutatni. Mivel a
szarvasmarhdaban eredetileg is két képiaban vam jaldoFcRn ezért a 4 kopias (TG14
homozigota), 5 képias (TG19 heterozigota) és 10asOPTG19 homozigota) egerek mMRNS
mennyiségének valtozasa azonos menngisédl RNS felvitele esetén bizonyithatéan aranyos
a képiaszammal. A Northern eredményeim szerintttéf@ondhato, hogy a kilénbdz
kopiaszamu  transzgénikus egerek a kopiaszammal yama@m expresszaljgk a

transzgénspecifikus mRNS-t.

3.4. Kopiaszam flugg, integraciés helytl figgetlen génkifejefdés bizonyitasa Western
blottal

A TG14 vonal heterozig6ta 2 kdpias és a TG19 vhetdrozigéta 5 képias egyedének
tudejéldl készitett fehérjeizolatummal végzett Western hiasgalat eredményei szerint a
bFcRn transzgént 5 kopiaban hordozé egér esetekapadt jel a kdpiaszam fliggvényeben
erdsebb, mint a bFcRn-t csak két kopidban hordozdndllaMivel a heterozigota allapotban a
két- és Otkopias allatok két kulon vonalbdl szamadz a Western blot alapjan igazolhato,
hogy a bFcRn transzgén mindkét vonalban fehérjeszis kopiaszamfiuggn fejeddik ki.

3.5. A transzgén kromoszémara tortei beépuilésenek ellefrzése FISH modszerrel

A transzgén genomi integraciéjanak vizualis megjiése érdekében fluoreszcens in
situ hibridizaciét végeztem a TG14 vonal és a TGdAal egy-egy homozigbéta egyedén.
Ezzel a modszerrel bizonyitottam, hogy mindkét egeéalon egy-egy integracios helyre de
két kilonbdsd kromoszomara épllt be a bFcRn azaz a fenotipusbhamal nem fligg a
transzgén beépulési helgbtEzt a tényt a transzgénikus vonalakon végzeiklésmenet

vizsgélatok is alatamasztottak.
3.6. Kettis transzgénikus egérvonalak éhllitasa

A szarvasmarha FcRn transzgénikus egereket olyamrtoegzsel kereszteztem,
amely®l génkiltéssel eltavolitottdk az egér sajat Fc&hancanak kodolo szakaszat
(mFcRA"). Az utédok vizsgalata multiplex PCR reakcidvalrtéat. A két egértorzs

homozigota egyedeinek keresztezésé&zarmazé G1 nemzedékben minden utdéd hordozza a
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bFcRn, a mFcRn és a NEO (marker) géneket. EzenegB&rdcid egyedeinek parositasabol
szarmazd utdédok kozott kis szazalékban mar olyayedsket talalunk, amelyek nem
hordozzak az egér sajat FclRAancot kédold gént de a bFGRT gént igen. Az igpdia
egerekben meért barmely, az FcRn receptorhoz kithktjdonsagot a szarvasmarhabol atvitt
a-lanc fog meghatarozni. Ezeket a példanyokat kieenék tovabbtenyésztve homozigota 4
és 10 koépias vonalakhoz jutottam (a keresztezéskemedgsekor mind a két BAC
transzgénikus homozigéta vonal rendelkezésemrg. allermészetesen a kopiaszamot
felezhetjik is a fentiek alapjandéllitott homozigota allatok mFcRn KO egerekkel valo
keresztezésével, igy heterozigéta formaban 2 &§pak ketbs transzgénikus vonalakkal is

végezhetk fenotipusos vizsgalatok.

3.7.1n vivo LPS injektalas hatdsa az bFcRn receptor expressiéda kett és transzgénikus
egérmodellen

Az FcRn receptor expresszidjanak valtozasat az 42 &ezelt egerek Iépébizolalt
RNS Northern hibridizacidjaval igazoltam. A Northdribridizaciokkal kapott eredményeket
Real Time PCR adatokkal is meggitettem. Mindkét vizsgalati médszer megkdaési
hasonlo trendet hozott az bFcRn expresszio valdbzasrve. Eredményeim szerint az LPS
kezelt transzgénikus egerekben a bovine FCRn mREB gyors indukcidja kdvetkezik be,
amely csOkket amplitidoval 24 ora alatt megkozeliti a kiindulésiéket. Ez az eredmény
arra utal, hogy az FcRn molekula expresszidjanakd&yozasdban az NB transzkripcios

faktor fontos szerepet jatszik.

3.8. Funkcionalis marker rendszer létrehozésa

Az el vizsgalat esetében migG injektaltam 4 kopias (TGHdmozigota)
transzgénikus és vad tipusu egerekbe. Megallapithagy az injektalast kovieggn a
transzgeénikus egerek esetében a migG kitruléseddbb, mint a vad tipus esetében. A
clearance gorbe kétfazisu. Az &lalfa) fazis a mlgG intravascularis és extraveatsiiterek
kozti egyensulyi eloszlasat mutatja. A masik (bétazis a migG lassu eliminacidjat
reprezentalja. A becsiilt alfa fazis felélédd ora elmultaval kozel azonosak voltak mind a
vad tipusd mind a transzgénikus egerekben. Ezzmhisen szignifikans kilonbség volt
tapasztalhato a béta fazisban mérhigléletidok kozott (R0,05). A kétkompartmentes

matematikai modellvizsgalat eredményei szerint ta fézisban a vad tipusu egerekben a
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mlgG féléletideje 125, & 3,2 Ora volt, még a transzgénikus allatok esetéiggan ennél a
paraméternél 1654 7,8 Ora értéket tapasztaltam.

A masodik vizsgalatban a bFcRn altal nagy affis#hskothed human IgG-t
injektaltam transzgénikus 4 kopias (TG14 homozigét vad tipusu egerek farokvénajaba
két kilonbosd ddzisban. A vizsgalatok szerint a szérumban tatélhlgG féléletideje bFcRn
transzgeénikus egerek esetén atlagosan 168 Oraawdir] tipusu egerek esetében ugyan ez az
erték csak 105 ora. Eredményeim azt mutatjak, rotganszgénikus egerek vérében az id
elérehaladtdval magasabb humén IgG koncentracio viatutathatd, mint a vad tipusu
egereknél azaz 4 képias transzgénikus egerekbdgGaZletideje szignifikdnsan hosszabb
mint a vad tipus esetében. Ez feltébat a vérfal endothel sejtjeiben is jelen déwa
transzgertdl termebdé bFcRn receptor hatasanak tudhaté be és azt btmynyiogy a
rekombinans szarvasmarha FcRnrlanc mikodoképes receptort alkot az egds2

mikroglobulinnal.

3.9. A humén GLYT-1 transzportert hordozo6 egérvonadk eloallitasa

A mikroinjektalast harom sorozatban végeztem. A6 sorozatban 87 egér
szlletett meg a mikroinjektalt és alvemhes recpigistényekbe Ultetett embridokbdl. Ezek
PCR vizsgalataval nem talaltunk egyetlen a transzd@rdoz6 alapité utdédot sem. A
masodik sorozatbol megsziletett és transzgéen dpeciPCR-el megvizsgalt egerek szama
105 db volt. EbBI egy egér bizonyult transzgénikusnak (TG71). Anhedonyitasara, hogy a
TG71 szamu alapitdé egér farok DNS3Ekkapott, a varttal megegyézméreti PCR
fragmentum valéban a human GLYT1 gén egy szakakaawaos, a transzgén PCR terméket
izolaltam és direkt PCR fragmentum szekvenalaseziggtem rajta. A szamitogépes BLAST
analizis eredménye szerint a PCR fragmentum szelkajan99%-0s egybeesést mutat a
huméan SLC6A9 azaz a GLYT1 gén adatbazisbeli szek&g@val. Az utolsé injektalasi
sorozatbdl sziletett 24 egéthtranszgén specifikus PCR-el Gjabb harom alapggedet
azonositottam (TG11; TG13; TG18). Mivel nagyobnsz®ozitiv utdda csak a TG71 alapitd
egérnek sziletett, ezért csak éhbtodtam transzgénikus vonalat Iétrehozni. A TGohathoz

tartoz6 G1 és G2 egerekben az dfdks megfelel a mendeli szabalyoknak.
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3.9.1. A transzgén kopiaszamanak meghatarozasa

Az integralodott transzgén koépiaszamanak megheddéhoz dot-blot eljarast
alkalmaztam. A P-11-445-G20 BAC klon higitasi satad@isszehasonlitva a transzgénikus
allatokat reprezentélo pottyoket megéllapitottaogyha TG71-ben ~2, mig a TG8, TG11 és
TG18 heterozigétakban ~1 koépia integralddott a szgenlbl. Ez az eredmény nem
magyarazza, hogy miért oréklik az elméletileg vartnal alacsonyabb aranybamamsizgén a
TG8, TG11 és TG18 vonalakban.

3.9.2. A beépiilt transzgén expresszidjanak vizsgéda

A transzgén beépllés és Ortikks vizsgalataval parhuzamosan RT-PCR-rel
ellensriztem, hogy a huméan SLC6A9 (GLYT-1) géhatirddd mRNS kimutathaté-e a TG71
vonal G1 heterozig6ta egyedében. A TG71 egér mindesgalt szovetében a human
szOovetmintaéval azonos, vart méreDNS-t kaptam, ami egyérteiliren azt mutatja, hogy a
human SLC6A9 (GLYT-1) gén kifejédik a transzgénikus egerekben
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Magyarorszagon é$zor allitottam & baktérium alapi mesterséges kromoszoma vektorral
(BAC) transzgénikus egeret, mely egyben a® slmarvasmarha BAC klonnalsallitott

transzgénikus egér a vilagon.

Eredményeim alapjan bizonyithatdé, hogy 5’ iranyleh kb, 3’ irdnyban pedig 50 kb
hosszusagu szabalyoz6 szakasz megléte elégetrdnszgén endogén génnel megegyez

teljes érték kifejezbdéséhez.

A BAC transzgénikus egérvonalak koépiaszamfigyg integracios hel§t fliggetlendil,
szovetspecifikusan expresszaljdk a szarvasmarha FeBeptort valamint a transzgén

fehérjeszinten is a kopiaszam fliggvenyeben defiéki.

A kidolgozott fiziologiai markerrendszert bizonwitj hogy a transzgésir termebdo
szarvasmarhan-lanc és az egér sajf@2 mikroglobulinja niikédoképes, funkcionalis

heterodimer receptort képez.

A bFcRn transzgéndt atirodoa-lanc meghosszabbitja a vérben kebihgG-k féléletidejét.
Olyan ketbs transzgénikus egérvonalat allitotta, @eimelyben csak a szarvasmarha FcRn
receptor van jelen és megallapitottamogy in vivo LPS hatasara a FcRn szarvasmarha
MRNS igen gyors indukciéja kovetkezik be ami artal,uhogy az FcRn molekula

expresszidjdnak szabalyozasiban agB\franszkripcids faktor fontos szerepet jatszik.

Human glicintranszporter (GLYT-1) receptort expedd transzgénikus egeret hoztam

létre BAC transzgenezissel.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A transzgénikus technologidk szinrelépésével szaoh@n folyamat valt kutathatova,
amelyeket modellallatok nélkil nem lehetett pontosazsgalni. Az embriolégia és a
rekombindns DNS technika gyors f&jese tette lehé&té az emdsgenom mobdositasat. A
hagyoméanyos transzgénkonstrukciokkal szemben aeméges kromoszéma alapu vektorok
integracios helyll fuggetlen, képiaszamflugg expressziét biztositanak. Emiatt a BAC
transzgenezissel létrehozott allatokban az endoggmnel megegyéz szovet- és
fejlédésspecifikus kifejgdés tapasztalhatdé fuggetlendl attdl, hogy milyens nembshol
szarmazik a transzgén. A fentieken kivil BAC trgdsukus allatok alkalmasak a génhagy
tavolsagban elhelyezkéd szabalyoz6 elemek vizsgalatara is. A transzgénilagerek
eléallitasdhoz egy szarvasmarha BAC genomi konyvtaroaiblt 102 kb mérét BAC klont
hasznaltam, amely tartalmazza az FcRn recept@ncat valamint 5 iranyban 44 kb, 3
irAnyban pedig 50 kb hosszusagu szabalyozo re§yiBIAC transzgenezis alkalmazasaval olyan
modellallatok birtokaba juthatunk, amelyekkel eggéaek hatdsai kdozvetlenl vizsgalhatdak.

Az eballitott bFcRn transzgénikus egérvonalakban a ngés terméke a
szarvasmarha endogén receptorral azonos szévetthmrs jelenik meg. Ezért ezek az allatok
alkalmasak az FcRn receptor, novékv mennyiségben tortén termebdésének
kovetkezményeinek tanulmanyozaséra. Vizsgalhat@akan receptor kiulonbdézmértékben
megnovekedett koncentracidjanak kovetkezményei moka szovettipusokban ahol mar
tisztazott, hogy mi a szerepe és azon szOvetekbdmizasegithet a receptor funkcidjanak
megeértésehez, ahol eddig ezt nem sikerult tiszt#nialtalam kialakitott kefs transzgénikus
egérmodell lehéséget ad arra, hogy az FcRAanc szabalyozasaban részt &daktorokatin
vivo vizsgalhassuk. Egyuttikodé partnereink (Dr. Kacskovics Imre munkacsoportjaTEL
Immunoldgiai Tanszék)in vitro adatai szerint a bFcRu-lanc promotere harom NB
transzkripciés faktor kéhelyet tartalmaz, melyek indukalhatéak illetve nocid&al aktivitasuk
megszintethét Kisérleteimben az NdB faktornak az FcCRn gén szabalyozasaban jatszott
szerepéin vivo bizonyitottam. A ketis transzgenikus egérmodell felhasznalhatd leszbtoyéa
szabalyoz6 szerepet jatszé hormonok illetve bigakéigyuletekin vivo hatékonysaganak és
szOvetspecifitdsanak tesztelésére.

Az epitheliochorialis (syndesmochorialis) placeriavrendelked kérbdzoknél a
maternalis immunitds atadasa, vagyis az anyai lg@szport nem a méhlepényen keresztil,
hanem kizar6lag a kolosztrum felvételével valosidgmEzen folyamat elslépése adgy

kolosztrumba iranyuld IgG szekrécioja mar régotaed. A ketts transzgénikus egérmodell
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segitségével tisztazni tudjuk a receptor pontosepit az anya és az Ujszulott kozotti IgG
transzportban. Eddigi eredmények azt mutatjadk, hagszarvasmarha neonatalis Fc receptor
(FcRn) nemcsak aégyben, hanem mas szervek azon sejtjeiben ddjezki, amelyek a
megebsitették, hogy ez a receptor a szarvasmarha veédotleel sejtjeiben is kifejédik és
hasonl6éan az eddig vizsgélt fajokhoz, megakadaboazkering IgG gyors lebomlésat.
Tisztazasra var, hogy az epithel sejtekben milyé&adon torténik az 19G transzcitozisa, milyen
tényedk befolyasoljak a receptor intracellularis lokatggat és milyen hatassal bir a
togyszovetben tapasztalt atrendégs a sejtek IgG transzportjara. Fontos kérdésy haityen
faktorok befolyasoljak a receptor expresszidjatkbea a sejtekben és hogyan lehetne azt
mesterségesen befolyasolni.

Az Aaltalam edallitott transzgénikus egérvonalak vérében keéringG-k féléletideje
hosszabb, mint a vad tipusu egerekben. Kdzismegy legyes sulyos virusfésések illetve
bakterialis toxinok lekiizdésére olyan vérplazma zkésenyeket injektalnak a beteg
szervezetébe, amelyek nagy mennyiségben tartaltkwagienanyagokat az adott korokozéra
nézve (példaul Hepatitis B és veszettség virustétvéd Botulinus toxin elleni human
immunglobulin  preparatumok). Minthogy a mas fajbdkzarmaz6 idegen molekulak
nemkivanatos immunreakciét is kivalthatnak vagyiszarvezetbe a parenterdlisan (vénaba,
izomba, IBr alatti kotszdvetbe) bejuttatott vécellenanyagokat is idegennek ismeri fel a test és
sajat ellenanyag-termeléssel igyekszik azokat ggmleeni. Az ilyen kezelések lebiktg
fajazonos azaz humanterapia esetén endbexbArmazo6 készitményekkel torténhetnek. Ez a
korlatozas azonban nem vonatkozik a bélcsatornétiatqtt ellenanyagokra, hiszen ezen
molekulak innen altaldban nem kerulnek a vérkeshgétehat nem aktivaljak a gazdaszervezet
immunrendszerét. Ugyanakkor szinte korlatlan l&béget biztositanak a terapias beavatkozasra
azzal, hogy ezek a molekulak ugyanolyan hatékomaagzelektiven képesek azokhoz a
strukturdkhoz kapcsolodni, amelyekkel a korokozébélhamsejtekhez kédik. Igaz ez
kilondsen akkor, ha az ellenanyag-tenelgyedet ezt megidéen egy adott kérokozo
elpusztitott vagy legyengitett valtozataval immaljizk. Minthogy embereket ilyen
kezeléseknek kébbi ellenanyag-termelés céljabdl természetesen tadratink ki, az ilyen
modon ebllitott ellenanyagok kizarélag allatbdl szarmamla#it Tovabbi dinye az allati
eredet immunglobulin készitményeknek, hogy velik nemegmgk az emberi kdrokozok (HIV,
hepatitis C, stb.). Jelgig immunglobulin forras a tehén kolosztruma, ameékzntén szamos

kedved tapasztalat gijt 6ssze.
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Az immunrendszer a szervezetbe jutott kérokozokizdésére ellenanyagot termel és ez
a folyamat mesterségesen — §@ithssal is — kialakithatdé. Szamos esetben azonles arra
lehettiség, hogy egy korokozé vagy méreganyag sokszorvedieélyes hatasaira et
felkészitsiik a szervezetet. llyenkor az egyén eggiknszemélyben illetve gyakran allatban
JLermelt” ellenanyag-terdpiaban részesiul. Arra an wélda, hogy az emberek képtelenek
megfeleb mennyiségd ellenanyagot termelni, ilyenkor a tudomany jelgnliejlettségi szintjén
heti rendszerességgel ellenanyag-terapiaban réseksiés immunglobulinok védik meg
szervezetiket a tovabbi sz@mények kialakulasatdl (IVIG terapia). Az ellenagyk
(elsssorban a monoklonalis ellenanyagok) terapias alaafisa a 80-as évek elején kakitt és
mara mar kiemelt jeletsédivé valt. Jelenleg az ellenanyag-piac forgalma Kistiill 23-25
milliard dollarra becsulhét

Vildgszerte mintegy 100 tonna emberi ellenanyadidlmaznak évente és a szikséges
mennyiség minden évben jeléseén emelkedik (bar ugyanekkor egyre novekigeny
mutatkozik a terapias, diagnosztikaiidwitro kutatasokra is). Ugyanakkor, az emberek v@réb
nyert ellenanyagok egyre inkadbb korlatozott mérsgklallnak rendelkezésre és folyamatosan
fennall a kilonbod ismert, illetve még fel nem ismert féztsek veszélye. Eppen ezért az elmult
években tobb olyan cég alakult, amely arra Osspsiinthogy az emberi ellenanyagokat
transzgénikus allatokban allitsaks dilyen a transzkromoszomalis szarvasmarhakkal atalg
Hematech, a transzgénikus nyulakkal vizsgalatolégz THP-Roche vagy a transzgénikus
sertések éhdllithsan dolgozo Revivicor). Az allati ellenanykgalkalmazasa azonban nem
korlatozodik a kozvetlen terapiara, hiszen jelenmértékben hasznaljdk a kutatasban és a
Klinikai diagnosztikumban (pl. kérokozék kimutatisa

Az allatokban termelt rekombinans ellenanyagok tirdmutatkozé néveky vilagpiaci
igény ismeretében az MBK és az ELTE kutatéi szaljagdzabadalmi bejelentést tettek (I.
Kacskovics, Z. Bsze, B. Bender, J. Cervenak, and L. Hiripi. 200/@anggenic animal with
enhanced immune response and method for the ptigpathereof. PCT/IB2007/054770). A
nemzetkozi szabadalmi bejelentés tovabbvitelérbadznositasara jott 1étre az ImmunoGenes
Kft. A PhD dolgozatomban is leirt bFCRN transzgésikegereket az Immunogenes Kift
vezetésével létrejott IGRABBIT konzorcium tovabbimdontos modellként hasznalja innovativ

kutatasaiban.
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6. MEGJELENT KOZLEMENYEK

Impakt faktoros kézlemények

* Mayer B., Doleschall M.Bender B., Bartyik J., Bsze Zs., Freny6é V. L. and

Kacskovics I.: Expression of the neonatal Fc reme(fcRn) int he bovine mammary
gland — J. Dairy Res. 2005. 72 Spec No:107-12.11233
» Balazs Bender Lilla Bodrogi, Balazs Mayer, Zita Schneider, Yao§ Zhao, Lennart

Hammarstrom, Andre Eggen, Zsuzsanna®sz®, Imre Kacskovics: Position
independent and copy-number-related expressioheobbvine neonatal Fc receptor
a-chain (bFCGRT) in transgenic mice carrying a 1@ BAC genomic fragment

Transgenic Research 2007. 16:613-627. IF.: 2,587

Absztrakt impaktos folyéiratban

« Bender B, Bodrogi L, Zhao YF, Mayer B, Hammarstrom L, Kaggks |, Bisze Z
(2005) Generation and initial characterisation of bovineRR alpha chain BAC
transgenic mice, FEBS Journal vol. 272. suppl..13R26

« Bender B, Bodrogi L, Zhao YF, Kacskovics |, Hammarstrom Rgsze Z (2004)
Generation of bovine FcRn alpha chain BAC transgenice, Tissue Antigens vol.
64. 374-375 IF.: 1,737

 Bender B, Bodrogi L., Zhao Y., Kacskovics |., Hammarstrém, IBésze Zs.
Establishing BAC transgenic mouse lines overexjngdsovine FcRn alpha chain. —
abstract Transgenic Research 15. 524 2005 IF.32,54

e Bodrogi L, Raaben W, Fiechter Bender B, Brands R, Seinen W,d8ze Z (2005)
Production of human LBK-type alkaline phosphatasthe milk of transgenic rabbits,
FEBS Journal vol. 272. suppl. 1 IF.: 3,26

e Baranyi M, Lemos APC, Bodrogi IBender B, Szabd L, Hiripi L, Bsze Z (2005)
Expression of low-phenylalanine kappa-casein imtiike of transgenic rabbits,

FEBS Journal vol. 272. suppl. 1 IF.: 3,26
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Egyéb konferencia absztraktok

 Balazs Bender, Lilla Bodrogi, Yaofeng Zhao, Imre Kacskovics, Lamn

Hammarstrom, Zsuzsannaé&e: Generation of bovine FcRn alpha chain BAC
transgenic mice.*iInternational Conference on Basic and Clinical mmgenomics
— 3-7 October 2004 Budapest, Hungary

» Bender B, Bodrogi L, Zhao Y, Mayer B, Hiripi L, Hammarstroly Kacskovics I,

Bésze Z (2005) Generation of bovine FcRn alpha clhairboring BAC transgenic
mice, Proceedings of the 5th International Confeeezn Transgenic Animals, Kina

» Balazs Bender Lilla Bodrogi, Balazs Mayer, Yaofeng Zhao, Lertndammarstrom,

Andre Eggen Zsuzsanna&e, Imre Kacskovics: BAC transgenic mouse model to
analyze the role of the bovine FcRn in IgG metaoli- 1. International Conference
on Basic and Clinical Immunogenomics — 8-12. Oat@®®6. Budapest, Hungary

e Bodrogi L, RaabenW, Fichter Bender B, Brands R, Seinen W,®ze Z (2005)
Feasibility of producing human LBK alkaline phostase in the milk of transgenic
rabbits, 13th IMP Conference and IMBA Inaugural oence, Bécs, Ausztria

* Bodrogi L, RaabenW, Fichter Bender B, Brands R, Seinen W,®ze Z (2004)
Production of recombinant human LBK alkaline phadpke in transgenic rabbit
milk, Physiology and pathology of mammary cell gevhtion and death COST B20
meeting, Varso, Lengyelorszag

* Baranyi M, Catunda APC, Bodrogi Bender B, Szab6 L, Hiripi L, Bsze Z (2005)
Characterization of recombinant low-phenylalaninapga-casein produced by
transgenic rabbits, Satellite meeting of the 30BEB& congress and 9th IUBMB
Conference, Dubrovnik, Horvatorszag

e Hiripi L, Baranyi M, Carnwath JW, Niemann H, Bodrog, Raaben W, Brands,
Seinen W, Lemos AP@ender B, Szabho L, Bsze Z (2005) Transgenic rabbits as
models for producing biologically active human mnetmnant proteins, Proceedings of
the 5th International Conference on Transgenic AtsnKina

« Bender B.,Bodrogi L., Cervenak J., Schneider Z., Mayer Bhad Y., Hammarstrom
L., Eggen A., Bosze Z. & Kacskovics I. (2007) Tloéerof the neonatal Fc receptor in
IgG catabolism and homeostasis: IgG metabolisnoinne FcRn transgenic mice. In:
8th International Veterinary Immunology Symposiued.(by Santos IKFdM), p. 43,

Ouro Preto, Brasil.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

A dolgozat elkészitéséhez szikséges kisérleteRdezgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatokdzpontban, a SZIE Allatorvostudomanyi Kakardettani és Biokémiai Tanszékén
valamint az ELTE Immunoldgiai Tanszékén végeztem.

Kdszondm Dr. Nagy Ferencnek és Dr. Kiss Gyorgy Bdtmk az MBK volt és
jelenlegi Bigazgatdinak, hogy leh&té tettek a dolgozat elkészitését.

Kboszonettel tartozom témaveédeinek Dr. Bisze Zsuzsannanak valamint Dr.
Kacskovics Imrének a hosszura nyult munkdm sordijtaty folyamatos és nélkilozhetetlen
segitségukert.

Halaval tartozom Dr. Hiripi Laszlonak, Dr. Baramyarianak, Dr. Gocza Elennek, Dr.
Bodrogi Lillanak, Dr. Ana Paula Catunda Lemosnak;. [3zabo Laszlénak, Grofné
Marikanak és az egész Genetikai Mddositas Progropoctnak a kisérletekben nyuijtott
segitségukért. Sokat kdszonhetek Dr. Mayer Bald&zsia. Doleschell Martonnak és
Cervenak Juditnak az immunoldgiai kisérletekbentottisegitségtikéert valamint Dr. Harsing
Laszlonak a GLYT-1 transzgénikus egérmodell tergéhén vald kdzretikbdéseert.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Bardos Laszlosak 8ZIE MKK Allatélettani és
Allat-egészségtani Tanszéknek munkam soran tantiéitoetlen segitségukért.

Kilon kdszonettel tartozom szileimnek és csalad@rakik végig mellettem alltak és
biztak abban, hogy eljutok idaig.

Munkam anyagi fedezetét az aladbbi palyazatok hizték: CALVES05 (OMFB-
00176/2006), IGRABBIT (OM-00118/2008), EGIS KF-200%5
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