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1. Bevezetés

Az immunrendszer feladata, hogy megvédje a szervezetet minden
olyan idegen anyaggal szemben, mely veszélyt jelenthet a szamara. Mivel a
terhesség alatt az anyaméhben fejl6d6 magzat genetikai dllomanyanak felét
az apatol orokli, antigénjeinek fele apai eredett, igy az anya immunrendszere
szamara idegen. Azt varnank tehat, hogy az anyai immunrendszer felismeri a
magzat altal bemutatott idegen antigéneket, megtdmadja az antigéneket
kifejezd sejteket, és kiloki a magzatot. Normalis lefolydsui terhesség soran
azonban ez nem fordul eld. Sokaig tartotta magat az elképzelés, mely szerint
az anyaméh — a heréhez és a szemlencséhez hasonldan - immunprivilegizalt
szerv, igy a magzat méhen beliili fejlédése soran nem keriil kapcsolatba az
anyai immunrendszerrel.

A Medawar eredeti kérdésfelvetése ota (Medawar, 1953) eltelt tobb
mint hatvanot év kutatdsai alapjdan ma mar tudjuk, hogy az anya
immunrendszere felismeri, és tolerdlja a magzatot. Bizonyitja ezt, hogy
tobbszor sziilt n6k szérumdaban apai antigénekre specifikus ellenanyagok
mutathatok ki, amelyek azonban nem citotoxikusak (Billington, 1992), ami
egyben azt is jelenti, hogy az anyai immunrendszer magzati antigének
felismerésére adott reakcidja nem karositja feltétleniil a magzatot.

A magzati antigének felismerése az elsd lépése annak a folyamatnak,

mely soran az anyai immunrendszer mtkodése a terhességre jellemz6 moédon



megvaltozik és a fejlédé magzat szamara kedvezd kornyezetet alakit ki. A
kedvezd immunolodgiai kornyezet az anya és magzat citokinek segitségével
folytatott “parbeszéde” soran jon létre. Ennek a folyamatnak meghatdrozo
szerepl6i a progeszteron, valamint - egy annak immunologiai hatasait

kozvetitd fehérje - a progeszteron-indukalta blokkold faktor (PIBF).

1.1 A PIBF

A magzati antigének felismerése utdn az anyai limfocitak aktivalédnak
és progeszteron receptort expresszalnak (Szekeres-Bartho és mtsai 1989,
Szekeres-Bartho és mtsai 1990, Roussev ¢és mtsai 1993). Progeszteron
jelenlétében ezek a specifikus progeszteronkotd helyekkel rendelkezd
limfocitdk termelik a progeszteron-indukalta blokkold faktort (PIBF)
(Szekeres-Bartho és mtsai 1985, Szekeres-Bartho és mtsai 1989a). A PIBF
kiilonbozo, terhességhez asszocialt szovetekben (deciduaban, placentaban, az
amnionban) is jelen van (Anderle és mtsai 2008).

A PIBF fehérjét kodolé PIBF1 gén filogenetikailag konzervalt,
emberben a 13-as, egérben a 14-es kromoszéman taldlhat6. Az egér PIBF1
gén 15548 kilobazis (kb) hosszu, 23 intront és 42 exont tartalmaz. A
transzkripcié6 soran 16 kiilonb6z6 mRNS keletkezik, melyek koziil a

leghosszabb ‘a” varidns 3677 bazispar (bp) hosszusagu, és 18 exont tartalmaz.



A PIBF1 génrdl képz6d6 teljes lanci fehérje 756 aminosavbol all,
molekulatomege 89,6 kilodalton (kDa) (Polgar és mtsai 2003). Mivel a
transzkripcié soran 16 kiilonb6z6 mRNS keletkezik, a fehérje esetében is
eltérd izoformak jelennek meg. A teljes lanct PIBF, a CEP csalad tagjakeént, a
pericentriolaris szatellita komplexet alkotd fehérjék egyike, a centroszomahoz
asszocialt formaban, konstitutivan jelen van a sejtekben (Tollenaere és mtsai,
2015), mig a kisebb splice-varidnsok - mint pl a 34 kDa molekulatomegt
izoforma - a sejtek aktivacioja soran keletkeznek, és szekretalodnak a
citoplazmabol (Lachmann és mtsai 2004).

A centroszémadhoz asszocidlt, teljes hosszusagu forma feltehetdleg a
sejtciklus szabdlyozasaban jatszik szerepet (Kim és mtsai 2012, Kim és Rhee
2011), valamint ez a forma befolyasolja a trophoblast, és a tumorsejtek
invazios képességét (Haldsz és mtsai 2013, Balassa és mtsai 2018). A rovidebb,
szekretalodo izoformdk a sejtbdl kijutva, a PIBF receptoron keresztiil egyrészt
a JAK1/STAT6 (Kozma és mtsai 2006), masrészt a PKC/Ca? (Kozma és mtsai
2006a) jelatviteli utat aktivaljadk, melynek eredménye a Th2 tipusa
citokintermelés.

A fentiekbdl kovetkezéen a PIBF terhesség sordn betoltott szerepe
rendkiviil szertedgazd. A szekretalt PIBF az arachidonsav-felszabadulas
gatlasa mellett (Szekeres-Bartho ¢és mtsai 1985a) a progeszteron

immunmodulalé tulajdonsagait kozvetiti, melyek a kovetkezdek:



- Th2 citokin-tulsuly kialakitésa,
- aszimmetrikus antitestek termel6désének fokozasa,

- NK sejtek degranulacidjanak gatlasa.

1.2 Th2 citokin-tulsily a terhesség alatt

A citokinek funkcionalisan két csoportra oszthatdk. Az immunvalaszra
gyakorolt hatdsuk alapjan megkiilonboztetiink  pro-inflammatorikus,
gyulladast serkentd (Thl) és anti-inflammatorikus, azaz gyulladast gatlo
(Th2) citokineket. A Thl citokinek a celluldris valaszt segitik, a Th2 citokinek
hatdsara pedig az ellenanyagtermelés fokozddik.

A terhességet a periférids vérben Th2 citokin-talsuly jellemzi
(Wegmann és mtsai 1993, Raghupathy 1997). Nem feltétleniil ugyanez a
helyzet a placentdban, az embrié bedgyazddasa koriili idészakban, hiszen az
implantacié lokalis gyulladast igényel, melyet elésegit az interferon gamma
(IFNy) és a leukémia inhibitor faktor (LIF) atmeneti fokozott expresszidja
(Ashkar és mtsai 2000, Bhatt és mtsai 1991, Chen és mtsai 2000).

Szamos adat bizonyitja a humdn periférids vérben talalhatd citokin
mintdzat €s a terhesség kimenetele kozti 6sszefiiggést. Vetéld és korasziilé ndk
periférids vérében jelentésen emelkedik a Thl citokinek szintje (Raghupathy

1997, Ng és mtsai 2002). Habitualis vetéld nék periférias vérébol izolalt
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mononukledris sejtek aktivacio hatasdra interleukin-2 (IL-2), tumor nekrdzis
faktor o (TNFa) és IFNy termeléssel valaszolnak (Raghupathy és mtsai 1999,
Raghupathy és mtsai 2000). Ezzel oOsszhangban, Rezaei és Dabbagh 92
habitudlisan vetélé n6 szérumaban szignifikdnsan magasabb TNFa és IL-2
szinteket mutatott ki, mint egészséges terhesek szérumaban (Rezaei és
Dabbagh 2002).

A PIBF fokozza a Th2 citokinek termelddését (Szekeres-Bartho és
Wegmann 1996). Egy habitudlis vetélokon végzett, a progesztogén terdpia
hatdsat vizsgalo prospektiv tanulmany eredményei szerint a progesztogén
hatasara keletkez6 PIBF fokozza a Th2 citokinek termelddését (Raghupathy és
mtsai 2005). Korasziil6 ndkben a Thl, pro-inflammatorikus citokinek
termel6désének fokozodasat figyelték meg (Makhseed és mtsai 2003).

In vivo egérkisérletek is igazoljdk a Thl citokin-talsuly terhességre
gyakorolt karos hatdsat. Terhes egerek IL-2, TNFa vagy IFNy kezelése a
terhesség megszakadasat eredményezi (Parant 1990). Ezzel szemben
rezorbcidéra hajlamos egértorzsek granulocita-makrofdg kolonia-stimuldld
taktor (GM-CSF), IL-3, vagy anti-TNFa kezelése csokkenti a magzati

veszteséget (Chaouat és mtsai 1989).
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1.3 Treg és Th17 sejtek szerepe a terhességben

A regulator T sejtek (Treg sejtek) feladata mas sejtek funkcidjanak
szabalyozasa. Egyarant gatoljadk mind a CD4+, mind a CD8+ T sejtek
proliferacidjat és citokintermelését, ezaltal hatnak a B sejtek, NK sejtek és az
antigén prezentalo sejtek miikodésére is. A Th17 sejtek IL-17A, IL-17F és IL-22
termelése révén az autoimmunitasban, kronikus gyulladasban, valamint a
gombadk és baktériumok elleni védekezésben jatszanak szerepet. Egyre tobb
tudomanyos eredmény igazolja, hogy a Treg és Thl7 sejtek szabalyozo és
effektor mtkodésiikkel is részt vesznek a terhesség fenntartdsaban, valamint
azt, hogy ezen sejtek nem megfeleld ardnya kdros terhességhez vezethet.

A Treg sejtek emberben a CD4+ T sejtek 1-3%-at, ragcsalokban 5-10%-
at teszik ki (Sakaguchi 2000, Shevach 2002). Jellemzé markeriik a FOXP3
transzkripcios faktor, CD25 és CTLA-4 pozitivak (Sakaguchi és mtsai 1995,
Takahashi és mtsai 2000). Megfigyelték, hogy terhes egerek vérében és
nyirokcsomdiban a gesztacié kozepéig emelkedik a CD4+CD25+ sejtek szama,
majd fokozatosan csokkenni kezd (Aluvihare és mtsai 2004, Zhao és mtsai
2007). A méh kozelében levé nyirokcsomokban a Treg sejtek szamanak
emelkedése mar a parzast kovetd masodik napon jelentkezett, mig a vérben
némi késéssel, az implantaciét kovetéen mutattdk ki (Aluvihare és mtsai

2004). Mindez megnovekedett FOXP3 mRNS expresszioval, tovabba a 1épben
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és nyirokcsomokban jelentkezd fokozott szuppresszor funkcioval tarsult. A
Treg sejtek szamanak emelkedésében mind terhességi hormonoknak, mind
magzati alloantigéneknek szerepe van. Terhes, T sejt deficiens egerekbe
adoptiv transzferrel teljes T sejt populaciokat, vagy CD4+CD25+ Treg sejtek
nélkiili T sejt populdcidkat vittek at. Treg sejtek hidnyaban egyediil az allogén
magzatok 16kddtek ki, a szingén magzatok nem (Aluvihare és mtsai 2004).
Ezt a jelenséget figyelték meg Darrasse-Jeze és munkatdarsai is, amikor a CD25
elleni PC61 monoklondlis antitestet juttattdk be terhes egerekbe (Darrasse-
Jeze és mtsai 2006).

Pre-eclampsidban jelentésen lecsokken a CD4+CD25+ Treg sejtek
mennyisége. Egyes kutatocsoportok azt figyelték meg, hogy a pre-
eclampsiara jellemzé alacsonyabb indolamin-2,3-dioxigendz enzimszint
Osszefligg a csokkent Treg sejt aktivitassal (Santoso és mtsai 2002, Nishizawa
és mtsai 2007). Spontdn vetélés vagy habitudlis vetélés esetén a normadlis
terhességre jellemzd Treg sejt szam emelkedés nem mutathato ki (Sasaki és
mtsai 2004, Arruvito és mtsai 2009).

A Th17 sejtek az IL-17 gyulladasos citokin forrasai. Normalis lefolyasu
terhesség soran az IL-17+ limfocitak egyarant megtalalhatok a deciduaban és
a periférids vérben, bar szamuk az elsé trimeszter sordn a deciduaban
magasabb (Nakashima és mtsai 2010, Santner-Nanan 2009). Egészséges terhes

noék szérumaban jelentdsen megnd az IL-17 mennyisége a harmadik
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trimeszterben, ami arra utalhat, hogy ennek a citokinnek szerepe lehet a
sziilés meginduldsaban (Martinez-Garcia és mtsai 2011).

Wang ¢és munkatdrsai kimutattdk, hogy habitualisan vetél6 ndk
vérében és decidudjaban magasabb a Thl7 sejtek szama, mint egészséges
terhesekben (Wang és mtsai 2010). Megfigyelték tovabba, hogy a Th17/Treg
sejtek ardnya magasabb habitudlis vetél6knél, mint normadl terhességben,
vagy nem terhes nékben (Liu és mtsai 2011).

Kimutattdk tovabba, hogy ismeretlen eredeti habitudlis vetéldk
vérében és decidudjdban magasabb koncentracioban van jelen a Th1l7
differencidcidt segitd IL-23, mint normal terhességben (Wang és mtsai 2010).

Pre-eclampsidban Thl citokinek domindlnak, nagy mennyiségben van

Jellemz6 tovabba a T sejtek differencidldéddsaban részt vevd transzkripcios
faktorok mennyiségének a megvaltozdsa. Csokken a Treg differencidciot
segité FOXP3 mennyisége, ugyanakkor fokozottan expresszalddnak a Tbet és
RORCc transzkripcios faktorok, melyek a Thl és Th17 differenciaciot valtjak ki

(Jianjun és mtsai 2010).
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1.4 Decidudlis NK (dNK) sejtek és a PIBF degranuldciot gdtlo hatdsa

A terhesség els@ trimeszterében a decidudlis limfocitak kozel 60%-at az
NK sejtek teszik ki. Ezek a sejtek mind fenotipusukat, mind funkcidjukat
tekintve eltérnek a periférids vérben talalhaté NK sejtektdl (Koopman és
mtsai 2003).

A dNK sejtek tobbsége CD16CD56 i, és bar rendelkeznek
citotoxikus granulumokkal (King és mtsai 1998), és szelektiven
overexpresszaljdk a perforint, valamint a granzym A-t és B-t kodol6 géneket
(Koopman és mtsai 2003), citotoxikus aktivitasuk mégis alacsony.

Normadlis koriilmények kozott a dNK sejtek kedvezd feltételeket
teremtenek a placentdciohoz, implantdcidhoz, és az embrio fejlddéséhez
(Redhead és mtsai 2016), de egyidejlileg stressz szignalokat felismerd
receptorokkal is rendelkeznek (Barel és mtsai 2003), és sziikség esetén
képesek felvenni a harcot az intrauterin fert6zések ellen (Quillay és mtsai
2016).

Az NK sejtek citotoxikus hatdsa karosithatja a trophoblastot. Egyes
terhességi patoldgidkra jellemz6 az NK sejtek fokozott aktivitdsa. Habitualis
vetélé nékben emelkedett a decidudlis NK sejtek szama (Quenby és mtsai
2006). Vetélésbodl szarmazd dNK sejtek perforin tartalma csokkent a miivi

terhességmegszakitasbol szarmazé NK sejtek perforin tartalmahoz képest
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(Gulan és mtsai 1997), ami azt jelezheti, hogy ezek az NK sejtek
degranulalodtak, és citotoxikus aktivitast fejtettek ki.

Altaldban elmondhaté, hogy bar normalis terhességben a decidualis
limfocitdk citoplazmatikus granulumaiban jelen van a perforin, ezek a
limfocitdk valamilyen okbdl nem degranulalédnak (Rukavina és mtsai 1995,
Crnic és mtsai 2007), és igy nem fejtenek ki citotoxikus aktivitast. Ha azonban
a perforin kiszabadul a granulumokbdl, a sejtek citotoxikussa valnak, és a

terhesség id6 elStt megszakad.

A PIBF gatolja az NK aktivitast (Szekeres-Bartho és mtsai 1989). PIBF
deficiens egerek NK aktivitasa fokozott (Szekeres-Bartho és mtsai 1990a).
Terhes egerekben magas NK aktivitast lépsejtek transzfere a rezorbedlt
magzatok szamdnak novekedését eredményezi (Kinsky és mtsai 1990), ez
azonban PIBF egyidejli adasaval kivédhetd (Szekeres-Bartho és mtsai 1990a).
PIBF-deficiens egerekben megfigyelt fokozott rezorbci6 visszafordithaté az
NK sejtek depletalasaval, ami azt jelzi, hogy a PIBF terhességvédd hatdsa az
NK aktivitds kontrolldldsan keresztiil valosul meg (Szekeres-Bartho és mtsai

1997).

In vitro koriilmények kozott mind a progeszteron, mind a PIBF gatoljak

a perforin kiszabadulasat az NK sejtek granulumaibdl (Faust és mtsai 1999,
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Laskarin és mtsai 1999), ami legalabbis részben megmagyarazhatja a PIBF NK

aktivitasra gyakorolt hatdsanak mechanizmusat.
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2. Célkitiizések

A PIBF terhességre, és az NK aktivitasra kifejtett hatasanak tovabbi
tisztazasa céljabdl az alabbi feladatok elvégzését tliztiik ki célként:

- a PIBF exon-expresszios mintdzatanak, valamint fehérje expresszios
profiljanak feltérképezése, annak érdekében, hogy feltarjuk az
esetleges Osszefiiggéseket az eltéré PIBF izoformdk és a terhesség
normalis vagy patoldgias kimenetele kozott;

- a PIBF szerepének vizsgalata a dNK sejtek citotoxikus aktivitdsanak

alacsony szinten tartasaban.

2.1 Exon-, és fehérje expresszios mintdzat vizsgdlata

Korabbi kutatdsok kimutattak (Lachmann és mtsai 2004), hogy a PIBF
kiilonb6zd izoformdkban fordul eld. A teljes lanci varidns komplementer
DNS (cDNS) szekvencidja ismert, igy tudjuk, hogy 18 exon felelds a
kodolasaért, ezért ezt vettiik alapul a kutatasainkhoz.

Célunk az volt, hogy minél pontosabban feltérképezziik, hogy
megfigyelhet6-e valamilyen mintdzat az egyes exonok el6forduldsaban,
tovabba, hogy van-e eltérés az exonok kifejezOdésében: a), a terhesség eltérd
idépontjaiban, b), az egyes, terhességhez asszocidlt szovetek kozott, valamint
), egészséges és patologids allapotokban. Tovabbi kérdés, hogy az exon-
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expressziés mintdzatban esetleg megtfigyelhetd kiilonbségek, hogyan
nyilvanulnak meg fehérje szinten.

Eltérd terhességi korokbdl szarmazo, kiilonbozd terhességhez
asszocialt szoveteket szerettiink volna vizsgalni, ezért az egeret valasztottuk
modell allatnak, kihaszndlva a human és az egér PIBF kozotti 88%-os
szekvencia homoldgiat, tovabba az egerek rovid (21 napos) reprodukcids
idejét. A Balb/c egereket paroztattuk, majd a terhesség kozepérdl (12-14
terhességi nap, g.d.), és végérdl (g.d. 17-19) vett kiillonbozd szovetmintakban
reverz transzkripcio-polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) vizsgaltuk meg az
egyes exonok el6forduldsat, majd Western blot segitségével hataroztuk meg a

fehérje expresszios profilt.

2.2 A dNK sejtek jellemzése

A terhesség soran a decidudban felszaporodnak a dNK sejtek, melyek
kiilonboz6 citotoxikus molekuldkkal — koztiik perforinnal — teli granulumokat
tartalmaznak, ennek ellenére nem toltenek be 616 funkciot. Ehelyett angiogén
faktorok és citokinek termelése révén hozzajarulnak az anyai spiralis artéridk
megfelel$ atrendez6déséhez, valamint a decidualizaciéhoz és implantaciohoz

sziikséges megfelel kornyezet kialakitdsahoz.
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Kordbbi kutatdsaink (Faust és mtsai 1999) soran periférids vérbdl
izolalt NK sejteket PIBF kezelésnek vetettiink ald, majd az igy el6készitett
sejteket K562 sejtekkel (kronikus myeloid leukémia sejtvonal) inkubaltuk. Azt
tapasztaltuk, hogy a célsejtek nem pusztultak el, ugyanis a PIBF kezelés
meggatolta a perforin felszabadulasat az NK sejtek granulumaibdl, igy nem
érvényesiilt a citotoxikus hatas.

Célunk az volt, hogy kideritsiik, a decidudban nagy szamban talalhato
dNK sejtek tartalmaznak-e PIBF-et. Egerekben a dNK sejtek szoveti
kornyezetben torténé azonositdsanak legmegbizhatobb moddszere a
perjodsav-Schiff (PAS) reakcioval kombinalt Dolichos biflorus agglutinin
(DBA) lektin hisztokémia. Kisérleteink soran tehat ezt a reakciot, tovabba
PIBF és perforin ellenes antitestek alkalmazasaval hagyomanyos
immunhisztokémiai, valamint immunfluoreszcens jeloléseket végeztiink a

dNK sejtek minél pontosabb jellemzése céljabol.

20



3. Anyagok és mddszerek

3.1 Kisérleti dallatok

Balb/c (Charles River, Németorszag) és CD1 egereket (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) standard koriilmények kozott tartottunk.
Valamennyi kisérlet a hatdlyos elGirasok és szabdlyok figyelembevételével
tortént. Az allatkisérleteket a regiondlis etikai bizottsdg engedélyezte
(BA02/2000-20/2006; BA02/2000-3/2015).

A PIBF exon- és fehérje expresszidos mintdzat vizsgalatdhoz hasznalt
szovetmintdk nyerése céljabdl 7-12 hetes Balb/c ndstény egereket
paroztattunk a himekkel. A vaginalis spermadugd megfigyelését tekintettiik
a terhesség 0,5 napjanak. Az egereket a terhesség 12-14 és 17-19 napja kozott
cervikdlis diszlokacioval feldldoztuk, és az izolalt placenta, méh, valamint
normal és rezorbedlddott magzati szoveteket olléval 2x2 mm darabokra
vagtuk, folyékony nitrogénbe helyeztiik, majd felhasznalasig -80 °C-on
taroltuk. Vizsgaltuk tovabba nem terhes és alterhes egerek endometriumat.
Utdbbiak eldallitasa vasektomizalt himekkel valé paroztatassal tortént.

Az implantacios helyek immunhisztokémiai vizsgalatahoz terhes CD1
egereket haszndltunk, melyeket a terhesség kiilonb6z6 idSépontjaiban (g.d.
7,5; g.d. 10,5; g.d. 12,5; g.d. 15,5) dldoztunk fel. Az alymphoid, valamint a

csontveld rekonstrualt egerekbdl szdrmazoé decidua metszeteket Dr. Anne
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Croy (Queen’s University, Kingston, Ontario, Kanada) bocsatotta
rendelkezéstinkre.

A progeszteron receptor antagonistaval kezelt egereket 0,8 mg/testsuly
kg  RU486-al  (Sigma-Aldrich  Kft,  Budapest, = Magyarorszag)
intraperitonedlisan oltottuk a terhesség 11,5 napjan, majd a g.d. 12,5 napon

feldldoztuk Sket. A kontrol egereket foszfat pufferrel (PBS) oltottuk.

3.2 Exon-expresszids mintdzat vizsgdilata

3.2.1 RNS-izol4las és reverz transzkripcio (RT)

Az RNS-izolalashoz és reverz transzkripcidhoz felhasznalt reagensek,
és kitek: Trizol reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); Deoxyribonuclease
I, Amplification Grade kit (DNase I, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA);
SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA).

Az egér szovetekbdl a teljes RNS kinyerését Trizol reagens
alkalmazasaval, a gyartd altal javasolt protokoll szerint végeztiik. A Trizol
hozzaadéasat kovetéen a szovetmintdkat 3 percen at szobahdmérsékleten

inkubaltuk, majd a mintdkhoz 200 ul kloroformot adtunk. Ujabb 3 perces
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inkubacié utan a szovetmintakat centrifugaltuk (15 perc, 12000 g, 4 °C). Az
RNS-t tartalmazo, felsé vizes fazist 500 pl izopropanol és 0,5 pl glikogén
jelenlétében 10 percen at, szobahémérsékleten inkubaltuk. A szévetmintakat
ezutan djra centrifugaltuk (10 perc, 12000 g, 4 °C). A feliiltszot leszivtuk,
majd a pelletre 1 ml 70%-os etanolt meértiink, és a mintdkat ismét
centrifugaltuk (10 perc, 12000 g, 4 °C). Az etanol leszivasa utan a pelletre
dietil-pirokarbonattal (DEPC) kezelt vizet mértiink, és 15 percre 55 °C-os
vizfiirdObe helyeztiik, az RNS visszaoldasa céljabol. Az RNS mennyiségét
valamint tisztasagat NanoDrop késziilék (NanoDrop Technologies, LLC,
Wilmington, DE, USA) segitségével mértitk meg, majd a mintdkat
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

A reverz transzkripciot megel6zéen, a DNS szennyezddés elimindlasa
érdekében, 2 pg totdl RNS-t DNase I enzimmel 20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 2
mM MgClz és 50 mM KCl jelenlétében 23 °C-on 15 percig kezeltiink, majd az
enzimet 25 mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) hozzaadasaval 65 °C-on 15
percig inaktivaltuk.

A cDNS szintézishez SuperScript III reverz transzkriptdz rendszert
(Invitrogen) hasznaltunk. A DNase I enzimmel el6kezelt RNS-t oligo(dT)
primer ¢és dezoxiribonukleozid-trifoszfat (dNTP) keverék jelenlétében
inkubaltuk 65 °C-on 5 percig, majd hozzamértiik az RT reakcidelegyet, mely

az aldbbi OsszetevOket tartalmazta: 200 mM Tris-HCl (pH 8,4), 500 mM KCl,
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25 mM MgCl, 0,1 M ditiotreitol (DTT), RNaz gatlo, és reverz transzkiptaz. A
cDNS szintézishez a mintdkat 50 °C-on 50 percig inkubaltuk, majd a reakciot
85 °C-on torténd, 5 perces inkubacidval leallitottuk. A cDNS-t ez utdan RNaz
jelenlétében inkubaltuk 37 °C-on 20 percig, hogy eltavolitsuk az esetleges

RNS szennyezddést.

3.2.2 Polimeraz lancreakcio (PCR) és agardz gélelektroforézis

A PCR soran Platinum Taq DNA Polymerase kitet, valamint 10 mM

dNTP keveréket hasznaltunk (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

A cDNS-szintézis  sikerességét [-aktin  specifikus primerpar
segitségével igazoltuk, az aldbbi PCR-ciklusokkal: 95 °C, 5 perc; majd 35
cikluson at 95 °C 30 mp, 55 °C 30 mp és 72 °C 30 mp; végiil 72 °C 4 perc.

A PIBF exon-expressziés mintdzat felderitése céljabol specifikus
primert terveztiink mind a 18 exonra (Ex1-18, 1. tablazat). A PCR sordn a
kovetkezd primerpdrokat alkalmaztuk: Ex1-Ex18, Ex2-Ex18, Ex3-Ex18... Ex17-
Ex18. Mivel a primerek altal kozrezart cDNS szakasz tag mérettartomanyt
olelt fel, ezért két kiilon PCR programot alkalmaztunk, mindkét programon
beliil 2 kiilonb6zd ciklusszdmmal. A PCR paraméterek az exon 1, 2..8

esetében az aldbbiak voltak: 94 °C 1 perc, majd 40 (Ex1-2) és 35 (Ex3-8)
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cikluson at 94 °C 30 mp, 54 °C 30 mp és 72 °C 2,5 perc, végiil 72 °C 10 percen
at. Az exon 9, 10...17 esetében az aldbbi paramétereket alkalmaztuk: 94 °C 1
perc, ezutan 40 (Ex 9-11) és 35 (Ex 12-17) cikluson at 94 °C 20 mp, 54 °C 30

mp, 72 °C 1 perc, végiil 72 °C 10 perc.

Név Szekvencia Termék mérete
Ex 1 sense 5- GGT TGT CIT GGT GAC CGA TCC - ¥ 2552 bp
Ex 2 sense 5- ATG TCT CGC AAA ATT GCC AAGG-3 2375 bp
Ex 3 sense 5- AAT GAC GCC CTT CACCAG AAGC-% 2099 bp
Ex 4 sense 5- GCC GAA ATC TGC GAG ACT TTG - 3 1918 bp
Ex 5 sense 5- ACT GAGTAC AAGTAA AGGCCAACTG-% 1728 bp
Ex 6 sense 5-TGT CAA CGT TTG ACCTTA GAATT -3’ 1658 bp
Ex 7 sense 5- AAC GCG ATG CTC TGG AAC AGG -3 1567 bp
Ex 8 sense 5- ATC GCC AAA ACATGG AACTCAG-3 1405 bp
Ex 9 sense 5-CAG CTT CGA AGT GCCTCT AGG - ¥ 1193 bp
Ex 10 sense 5- AAG GGA TAA TGC ACT CGC TGA AAAG-3 1111 bp
Ex 11 sense 5- GTT GAA GTC CTT TGA AAG TGA GCG - 3 974 bp
Ex 12 sense 5-TCC AAA CTT CTT CTG AAA AACGCA -3 862 bp
Ex 13 sense 5- TAT TCC TAT GGT TAT GGT GCT AA -3 704 bp
Ex 14 sense 5-TTG GCA AGA AGA GTTCITCAGTT -3 638 bp
Ex 15 sense 5- AGA TGC CAA GATTGA CTC ACTGAT G- % 487 bp
Ex 16 sense 5-CAG ACG AAG AACCAGATGGCACT-% 392 bp
Ex 17 sense 5- GAA TAT GCC AAG AGA ACATGA AG-3% 211 bp
Ex 18 antisense | 5'- CCA ACA GAC ATT GCA CTT CAGG -3

1. tablazat A teljes lancti PIBF-et kddold exonokra specifikus primerek

szekvencidi, valamint a primerek altal kozrezart termék mérete (bp)

A PCR soran kapott termékeket ezutdn — méretiiktdl fiiggben —

ethidium-bromid tartalma 1%-os vagy 1,5 %-os agaroz gélen valasztottuk el
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(1. dbra), 1x toménységl Tris-acetat puffert alkalmazva, 80V fesziiltségen 60
percen at. A savokat Vilber-Lourmat Photo-Capt szoftver segitségével
elemeztiik, viszonyitasként 1 kilobazis (kb) és 100 bazispar (bp) létrat

alkalmaztunk.

100 bp-

1. abra Az egyes exonok  (Ex1-18) kimutatdsa  agardz

gélelektroforézissel, RT-PCR-t kdvetden

3.3 Fehérjemintazat vizsgdlata

3.3.1 Fehérje extrakcio

A fehérje extrakcido soran az aldbbi protedz gatlét alkalmaztuk:

cOmplete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Penzberg,
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Germany); a szovetek liziséhez Cell Lysis Buffer, 10x (Cell Signaling

Technology, Beverly, MA, USA) puffert hasznaltunk.

A szovetmintdkat proteaz-gatlokkal kiegészitett lizispufferrel kezeltiik
(250 pl lizispuffer/100 mg szovet), folyékony nitrogénbe helyeztiik, majd
felolvasztottuk. Ezt a 1épést még kétszer megismételtiik, majd a
szovetmintdkat jégen inkubaltuk 30 percen at. Az inkubaciot kovetden a
mintdkat centrifugaltuk (15 perc, 15700 g, 4 °C), majd a feliilaszdkat leszivtuk

és felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

3.3.2 Denaturald poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) és Western blot

A Western blot sordn alkalmazott antitestek: poliklondlis anti-PIBF
ellenanyag, melyet magunk allitottunk elé (Polgar és mtsai 2004), tovabba
tormagyokér-peroxidazzal konjugalt anti-nyul Ig (HRP-anti-nyul Ig; DAKO,
Glostrup, Denmark).

A blotok el6hivasahoz Western Lightning Plus ECL kemilumineszcens
reagenst alkalmaztunk (Perkin-Elmer Life Sciences, Waltham, MA, USA).

A szovetlizdtumokat Laemmli puffer hozzdaddsa utdn 10 percig
forraltuk, majd lehtilés utan 10%-os, Na-dodecil-szulfat (SDS) tartalmu

poliakrilamid gélen futtatuk, 180 V fesziiltségen, 50-60 percen keresztiil.
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A lizdtumokat ezutdn nitrocelluléz membrénra vittiik at (54 mA, egy
éjszakan at). A blottolas sikerességét masnap Ponceau-oldat segitségével
ellendriztiik, majd az oldat kimosasa utdn a blotokat 5% sovany tejport
tartalamz6 TBS-TWEEN (TBS-T; pH 7,4, 1% TWEEN) oldatban blokkoltuk 2
oran at, billegtetd késziiléken. Ezt kovetden a blotokat 10 percen at mostuk
TBS-T-ben, majd 3% sovany tejport tartalamzo TBS-T oldatban 1:1000-re
higitott poliklondlis anti-PIBF ellenanyaggal inkubdaltuk 1 o6ran at. Ezt
kovetéen a membranokat 4x15 percen at mostuk TBS-T-ben, majd a
masodlagos antitesttel inkubaltuk (HRP-anti-nyul Ig, 1:5000 higitasban, TBS-
T-ben 3% tejporral) 1 6ran at. A blotokat ezutan ismét mostuk 4x15 percen at
TBS-T-ben, majd elShivtuk ECL Plus Western blot detektdlé rendszer
segitségével. A savok denzitometrids analiziséhez Image ] szoftvert

hasznaltunk.

3.4 dNK sejtek vizsgalata

3.4.1 Szovetek dehidraldsa, bedgyazas, metszés

A CD1 egerekbdl nyert szovetmintdkat paraformaldehid 4%-os
pufferelt oldatdban egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk, majd masnap 0,1 M-

os PBS-ben torténd mosas utan felszallo alkoholsorban (50%-70%-90%-96%-
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abszolut alkohol) dehidraltuk, xylollal deritettiik, majd egy éjszakan at 56 °C-
on, paraffinnal itattuk at. A kovetkez6 nap blokkokat ontottiink, amelyekbdl
megszilarduldsuk utdn szankamikrotdommal 5 pm vastagsagu metszeteket

készitettiink.

3.4.2 Hisztokémia, immunhisztokémia

A Kkisérletek soran alkalmazott reagensek és ellenanyagok a
kovetkez6k voltak: citratpuffer (Target Retrieval Solution, 10x; DAKO,
Glostrup, Denmark); biotinilalt Dolichos biflorus agglutinin (DBA) lektin
(Vector Laboratories, Peterborough, United Kingdom); poliklonalis anti-
perforin ellenanyag (Bioss, Woburn, MA, USA); tormagyokér-peroxidazzal
konjugalt sztreptavidin (HRP-sztreptavidin; GE Healthcare, Little Chalfont,
United Kingdom); tormagyokér-peroxidazzal konjugalt anti-nyal Ig (HRP-
anti-nyul Ig; DAKO, Glostrup, Denmark); és diaminobenzidin (DAB; Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System, DAKO, Glostrup, Denmark). A
monoklonalis anti-PIBF ellenanyagot a PTE-AOK Immunoldgiai és
Biotechnoldgiai Intézetében allitottdk el6, human rekombinans PIBF-el
torténé immunizaldssal. Az antitestet ezt kovetden biotinnal konjugaltuk, és

igy alkalmaztuk a kisérleteink soran.
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A metszeteket xylollal deparaffindltuk, ezutdn leszallo alkoholsorral
(96%-80%-70%-50%-0s etanol) rehidraltuk, majd desztillalt vizzel oOblitettiik.
Ezt kovetben citratpufferbe helyeztiikk Gket és mikrohulldmua siit6ben
héfeltarast végeztiink (750 W, 4x5 perc, vizkopenyben). TBS-T-vel (pH 7,4,
0,05% TWEEN) torténé mosas utan (4x5 perc) az endogén peroxiddzok
gatldsa érdekében a mintdkat 3%-os hidrogén-peroxid oldattal kezeltiik.
Ujabb mosast kovetSen (TBS-T 4x5 perc) a metszeteket 3% szarvasmarha
szérum albumin (BSA) tartalmua TBS-T-vel blokkoltuk 20 percen keresztiil,
majd ismét mostuk TBS-T-vel (3x5 perc). Az immunhisztokémiai reakciohoz
az alabbi els6dleges antitesteket alkalmaztuk: biotinilalt monoklondlis anti-
PIBF (1:25 higitas, TBS-T-ben 1% BSA-val), és poliklonalis anti-perforin (1:100
higitas, TBS-T-ben 1% BSA-val). Az NK sejtek azonositasahoz biotinilalt DBA
lektint hasznaltunk (1:300 higitdas, TBS-T-ben 1% BSA-val). A primer
antitestekkel és a DBA lektinnel 1 oran at, nedves kamraban,
szobahOmérsékleten inkubaltuk a metszeteinket. Az inkubacio letelte utan a
szOveteket mostuk (TBS-T, 3x5 perc), majd a biotinilalt anti-PIBF és a
biotinilalt DBA lektin esetében HRP-sztreptavidint, az anti-perforin esetében
HRP-anti-nyul Ig-t alkalmaztunk (mindharom esetben 1:100 higitas, TBS-T-
ben 1% BSA-val). A 30 perces, nedves kamraban, szobahdmérsékleten torténd
inkubédcié utdn a metszeteinket ismét mostuk (TBS-T, 3x5 perc), majd

diaminobenzidin (DAB) segitségével el6hivtuk. A reakciot desztillalt vizzel
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allitottuk le, majd ujabb mosast kovetSen (desztillalt viz, 2x5 perc)
hematoxilinnal magfestést végeztiink (3 perc). Ezutan az el6hivott mintakat
meleg csapvizzel Oblitettiikk, végiil Na-azid tartalmu, vizes alapu
fed6anyaggal lefedtiik. A vizsgalatokat fénymikroszkoppal végeztiik, a
pozitiv sejtek mennyiségi eloszlasdt Neurolucida Version-7 rekonstrukcios

rendszer (MBF Bioscience) segitségével hataroztuk meg.

3.4.3 Fluoreszcencia, immunfluoreszcencia

A kisérletek sordn haszndlt reagensek és ellenanyagok: biotinilalt
monoklondlis anti-PIBF ellenanyag, fluoreszcein-izotiocianattal konjugalt
DBA lektin (FITC-DBA; Vector Laboratories, Peterborough, United
Kingdom); Alexa488-konjugalt poliklondlis anti-perforin ellenanyag (Bioss,
Woburn, MA, USA); DyLight649-konjugdlt sztreptavidin (Vector
Laboratories, Peterborough, United Kingdom); Hoechst 33342 (Calbiochem,
San Diego, CA, USA), Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories,

Peterborough, United Kingdom).

A ko-lokalizaci6 vizsgalata céljabol PIBF-DBA és PIBF-perforin kettds
jelolést alkalmaztunk. A vizsgdlat menete annyiban kiilonbozott a

hisztokémia soran alkalmazott mddszertdl, hogy TBS-T helyett PBS-t
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alkalmaztunk, és a hoéfeltarast nem kovette endogén peroxiddz gatlds, a
mosasok utdn rogton a blokkolas kovetkezett (PBS-ben 1% BSA-val). A
metszeteket 1% BSA tartalma PBS-ben, 1:25 higitott biotinilalt, monoklonalis
anti-PIBF ellenanyaggal szobahOmérsékleten, 60 percig inkubaltuk nedves
kamraban. Ezutan a metszeteket PBS-sel mostuk (3x5 perc), majd 1%-os BSA-
PBS-ben, 1:100 aranyban higitott DyLight 649-konjugalt sztreptavidinnel, 30
percig, sotétben, nedves kamrdban reagaltattuk. Ujabb 3x5 perc mosast
kovetéen megismételtiik a blokkolast (1%-0s BSA-PBS, 30 perc), majd — PIBF-
DBA ko-lokalizacid vizsgalata esetében - 60 percig PBS-ben oldott 1%-os BSA-
ban 5 pg/ml koncentracidju fluoreszcein-konjugalt DBA lektinnel, illetve —
PIBF-perforin ko-lokalizacié vizsgdlata soran - 1%-os BSA-PBS-ben, 1:100
higitott, Alexa488-konjugalt anti-perforin ellenanyaggal reagaltattuk a
szoveteket. A metszeteket ismét mostuk (PBS, 3x5 perc), majd Hoechst 33342
DNS-festékkel magfestést végeztiink, végiil Vectashield médiummal
lefedtitk. A ko-lokalizaciéot Olympus Fluoview FV-1000 konfokalis
mikroszkép  segitségével, Olympus Fluoview  Verd.2.c  szoftver

alkalmazasaval vizsgaltuk.
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4. Eredmények

4.1 A PIBF mRNS és fehérje expresszids mintdizata terhességhez asszocidlt

szdvetekben

Kordbbi adatok szerint a PIBF jelenléte sziikséges a terhesség
zavartalan kiviseléséhez. A teljes lanct PIBF-bdl alternativ splicing soran
szamos kisebb izoforma keletkezik. A teljes hosszusagu (90 kDa) forma az
invazio és sejtciklus szabalyozasaban jatszik szerepet, mig a kisebb szekretalt
formdk citokinszeri hatasuk révén befolyasoljdk az anya és magzata kozti
immunoldgiai kapcsolatot.

Célunk az volt, hogy feltérképezziik a PIBF mRNS expresszids
mintdzatat és a kovetkezményes PIBF fehérje izoformdk megjelenését a
terhességhez asszocidlt szOvetekben, normadlis és patologids egér
terhességben. Az egyes exonok (Ex1-18) jelenlétét az egér terhesség 12-14. és
17-19. napjan nyert placenta, méh, egészséges- és rezorbealédott magzati
szovetekben RT-PCR és agardz gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk.
Ugyanezen szovetek lizadtumaiban  Western blot alkalmazdasaval

feltérképeztiik a kiilonb6z6 PIBF izoformak jelenlétét.
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4.1.1 A PIBF mRNS és fehérje expresszios mintdzata egér placentdban

Az 1. exon expresszidjanak gyakorisaga a kozépidOs- és a terhesség
végén nyert egér placenta mintdkban, a 3. exon eléforduldsa pedig a sziilést
megel6zéen mutatott minimdlis csokkenést. A tobbi exon valamennyi

szOvetmintaban jelen volt (2. dbra).

100

90 T —

80 T

70

60

50

40 +—

30

20 T

10

Az egyes exonok %-os el6fordulasa

0
exl ex2 ex3 ex4 ex5 ex6 ex7 ex8 ex9 ex10 ex1l ex12 ex13 ex14 ex15 ex16 ex17

12-14 nap (N=10)
M 17-19 nap (N=9)

2. abra PIBF exonok szazalékos el6fordulasa kozeépidds terhességbdl

(12-14 nap), illetve a terhesség végérdl (17-19 nap) szarmazd egér

placentaban

Bar a kozépidds terhességhez viszonyitva a késdi terhességben csak a

3. exon expresszidjanak gyakorisdga csokkent, ez a kis kiilonbség a
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fehérjetermelés megvaltozasat eredményezte. A mintak tobbségében négy f6
PIBF izoforma (90, 66, 55 és 34 kDa) volt jelen. Az exon mintdzatban
mutatkozé arnyalatnyi kiilonbség ellenére valamennyi PIBF fehérje -
kiilonosen a 90 kDa izoforma - expresszidja jelentdsen csokkent a terhesség

végére (3. és 4. dbra).

12-14 nap 17-19 nap
| |

—> 90 kDa
—> 66 kDa

—> 55kDa

—> 34 kDa

—> aktin

3. abra PIBF fehérje izoformak kozépidds és késéi terhességbdl

szarmazo egér placentaban (Western blot)
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4. abra PIBF fehérje izoformak kozépidds (12-14 nap) és késéi (17-19
nap) terhességb6l szdrmazdé egér placentdban. A Western blot

denzitometrias analizise

4.1.2 A PIBF mRNS és fehérje expresszids mintdzata egér méhszévetben

A méhszovetben az egyes exonok eléforduldsi gyakorisaga hasonld a
placentaban megfigyelhetohtz (5. abra), a fehérje expresszids mintazat
azonban kiilonbozott a placentaétol. Az uterusban a teljes lancu izoforma
csak a terhesség kozepén volt jelen, ezzel szemben a 34 kDa és a 66 kDa
molekulatomegli varidns expresszidja a sziilést megel6z6 iddszakban

fokozoddott (6. és 7. dbra).
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5. abra Az egyes PIBF exonok szdzalékos el6forduldsa egér méhben a

terhesség kozepén (12-14 nap) és végén (17-19 nap)

12-14 nap 17-19 nap
| L

—> 90 kDa
—> 66 kDa
—> 55kDa

—> 34kDa

—> aktin

6. abra A PIBF fehérje izoformak expresszidja terhes egér

méhszovetében (Western blot)

37



120 1

100 1

80 4

60

40 -

Relativ denzitas %-ban
(aktinhoz viszonyitva)

20 -

90 66 55 34 kDa
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7. abra A PIBF izoformdk expresszidja terhes egér méhszovetében. A

Western blot denzitometrids analizise

4.1.3 PIBF fehérje izoformdk alterhes és nem terhes egerek endometriumaban

Osszehasonlitottuk az &lterhes és nem terhes egerekbdl szarmazo
endometrium PIBF fehérje expresszios profiljat. A teljes lanct forma jelen volt
az alterhes egerek endometriumdban, de hidnyzott a nem terhes egerek
endometriumabdl, ami arra utal, hogy ez az izoforma az endometrium
terhességi atalakulasat jellemzi, de a magzat jelenlététdl fliggetlentil fejezédik

ki (8. és 9. abra).
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—> 90 kDa

—> 66 kDa
—> 55kDa

—> 34kDa

—> aktin

8. abra A PIBF izoformadk expresszidja alterhes (1.) és nem terhes (2.)

egér endometriumdaban (Western blot)
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90 66 55 34 kDa

I Alterhes méh
[l Kontrol méh

9. abra PIBF izoformak expresszidja alterhes és nem terhes egér

méhszovetében. Denzitometrias analizis.
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4.1.4 Egészséges és rezorbealddott egér magzatok PIBF exon mintdzata

Ko6zépidds terhességben valamennyi egészséges magzatbol izolalt
mRNS-ben jelen volt mind a 18 exon. A PIBF N-terminalis régiojat kodold 1-
6., valamint a 8-9. és 12. exonok a késdéi terhességbdl szarmaz6 magzatok

alacsonyabb %-aban voltak jelen (10. abra).

W — —
W —
o1 —R
R e I B B N 1

60 T —

50 1
a0 +
30

20 T

Az egyes exonok %-os eléfordulasa

10 T

exl ex2 ex3 ex4 ex5 exb6b ex7 ex8 ex9 ex10 ex1l ex12 ex13 ex14 ex15 ex16 ex17

12-14 nap (N=11)
B 17-19 nap (N=9)

10. abra Az egyes exonok szazalékos el6forduldsa egészséges egér

magzatokban a terhesség kozepén (12-14 nap) és végén (17-19 nap)

Osszevetettitk a terhesség végérdl szdrmazo egészséges, valamint

rezorbedlddott magzatokbdl szarmazd mintdk exon expresszids mintdzatat.
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A rezorbedlodott magzatokban a 3. exon hianyzott, a fehérje N-terminalis
régiojat kodold 4-6. exonok, valamint a 10. exon eléforduldsa pedig dramaian
csokkent a hasonld gesztacios koru egészséges magzatokhoz viszonyitva (11.

abra).

Az egyes exonok %-os el6fordulasa

exl ex2 ex3 ex4 ex5 ex6b ex7 ex8 ex9 ex10 exll ex12 ex13 ex14 ex15 ex16 ex17

Egészséges magzat, 17-19 nap (N=9)
B Rezorbealodott magzat, 17-19 nap (N=7)

11. abra PIBF exonok szazalékos eldforduldsa egészséges és

rezorbedlddott magzatokban a terhesség végérol (17-19 nap)

A terhesség kozepérdl és végérdl szarmazo, egészséges magzatok
lizatumainak Western blot analizise tiikr6zi a mRNS-szinten megfigyelteket.
A 12-14 napos magzatok lizatumaiban erdsen expresszalodik a teljes lanca
PIBF, melyben mind a 18 exon atirodott. A 17-19 napos magzatokban

(melyekben a PIBF N-terminadlis régidjat kodold 1-6., valamint a 8-9. és 12.
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exonok eldfordulasi gyakorisdga csokkent), a teljes lanca PIBF minimalis
mennyiségben termelddik. A 66 kDa és 34 kDa molekulatomeg(i varians
mennyisége kozel azonos a két mintacsoportban (12. dbra, A és 13. dbra).

A rezorbedlodott magzatok esetében hasonld mintazatot lathatunk az
egyes fehérje izoformak expressziojaban, mint a terhesség végérdl szarmazo,
egészséges magzatok esetében. Ennek megfeleléen, a rezorbedlodott
magzatokban a 90 kDa fehérje egyaltalan nem, a 34 kDa izoforma csokkent
mennyiségben termelddott (12. abra, B és 13. abra). Ezek az adatok arra

engednek kovetkeztetni, hogy ezen izoformak jelenléte sziikséges a terhesség

fenntartasahoz.
EGESZSEGES MAGZATOK REZORBEALT MAGZATOK
I L 1 I A 1
12-14 nap 17-19 nap
I . LI | . 1
— — — —> 90 kDa
—— T —— — w . A S e —> 66 kDa
N o -l —— > -eulid — — — —> 55kDa
- A - - —> 34kDa
A B

i BE——— - — — S w—-— > aktin

12. abra PIBF fehérje izoformdk (A) egészséges (12-14 nap, és 17-19 nap)

és (B) rezorbedlddott magzatokban (17-19 nap) (Western blot)
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13. abra PIBF fehérje izoformak egészséges ¢és rezorbedlddott

magzatokban. Denzitometrids analizis

4.2 PIBF-pozitiv (PIBF+) dNK sejtek vizsgalata

Kozépidds egér terhességbdl szdrmazd decidudkban NK  sejt
morfologiaju, a citoplazmatikus granulumokban nagy mennyiségti PIBF-et
tartalmazd sejteket mutattunk ki. Célunk ezen sejtek jellemzése és NK

eredetiik vizsgalata volt.
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4.2.1 A PIBF+ decidudlis sejtek limfocita-eredetének igazoldsa

Els6 1épésként arra kerestiik a valaszt, hogy a PIBF+, NK morfologiaja
sejtek az immunrendszer tagjai-e. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara
alkalmas a limfocita hidanyos egerek decidudjanak vizsgalata.

Normal terhes egérbdl (A), alymphoid Rag21I12rg”- (NK-T-B-) egérbdl
(B), valamint limfocita hidnyos, csontveld Aatiiltetéssel rekonstrualt
immunrendszeri egérbdl (C) szdrmazd decidudkban vizsgaltuk a PIBF+

granulalt sejtek jelentétét (14. abra).

14. abra PIBF+ nagy granulalt sejtek 12 napos terhes BALB/c egér
decidudjaban (A), alymphoid terhes egér deciduajaban (B), és
eredetileg alymphoid, him BALB/c egerektdl szarmazd csontveld
transzplantacioval rekonstrudlt immunrendszeri terhes egér

decidudjaban (C) (400x nagyitas)
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Normalis lefolyasu egér terhesség 12. napjan (14. dbra A) a decidudban
nagy szamban vannak jelen a PIBF+ granulumokat tartalmazoé sejtek. Azonos
terhességi koru limfocita hianyos egerek (14. dbra B) deciduajaban ezen
sejteket nem  tudtuk kimutatni. Az immunrendszer csontveld
transzplantacidval torténd rekonstrualasa utan a limfocita hidnyos egerek
decidudjdban (14. dbra C) ismét megjelentek a PIBF+ NK morfoldgidju sejtek.

Eredményeink arra utalnak, hogy ezek a sejtek a limfocitdk kozé tartoznak.

4.2.2 A PIBF+ nagy, granulalt limfocitdk NK eredetének vizsgdalata

Egerekben a dNK sejtek perjédsav-Schiff (PAS) és DBA lektin
pozitivitasuk (PAS+, illetve DBA+) alapjan azonosithaték. A PAS-reakcid a
dNK sejtek citoplazmatikus granulumaiban taldlhatd glikoproteineket
detektdlja, a DBA lektin pedig termindlis N-acetyl-D-galactosamine-t ismer
fel, igy a dNK sejtek plazmamembranjaval és a citoplazmatikus
granulumokkal egyarant reakcioba 1ép. A DBA lektin nem reagal a keringd
limfocitdkkal, kizardlag a decidua NK sejtjeit jeloli, ezért specifikus dNK sejt
markernek tekinthetd.

A kettds jelolés soran két sejtpopuldcidt, kettGsen pozitiv (azaz
PAS+DBA+), és csak PAS+ (azaz PAS+DBA-) sejteket sikertilt azonositanunk.

Az NK sejtek 85%-a kettGsen pozitiv volt, és jelenlétiik a decidudra
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korlatozodott, mig a fennmaradd 15%-ot kitevd kizarolag PAS+ sejtek egy
része a decidudban, tObbsége azonban a decidua alatt talalhatd
spongiotrophoblast rétegben helyezkedett el (2. tablazat, 15. 4&bra).
Valamennyi PIBF+ sejt reagalt a DBA lektinnel, mig a spongiotrophoblast

rétegben talalhato PAS+DBA- sejtek egyike sem tartalmazott PIBF-t.

Decidua Spongiotrophoblast

Terhesség ~ PAS+DBA+ PAS+DBA- PAS+DBA+ PAS+DBA-
ideje (nap)  sejtek/ mm2  sejtek/ mm2  sejtek/ mm2  sejtek/ mm2

12,5 61 13 0 69

2. tablazat PAS+DBA+ és PAS+DBA- sejtek eloszlasa a deciduaban és

spongiotrophoblastban

A szovetmetszeteket Neurolucida Version-7 szoftver segitségével
értékeltiik ki. A deciduat és a spongiotrophoblast zénat vékony fekete
vonallal kijeloltiik (15. A, illetve B abrarészletek), majd ezeken beliil a
szoftverrel a decidudban a PAS+DBA+ sejteket z0ld, a PAS+DBA- sejteket
piros; a spongiotrophoblast esetében pedig a PAS+DBA- sejteket
narancssarga szinnel jeloltiik (l1asd az ‘a’ jelG inzerteken az 4brdk bal felsd

sarkaban).
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15. abra 12,5 napos terhességbdl szdrmazoé decidua PAS-DBA kett6s

jelolése
A. PAS+DBA+ és PAS+DBA- sejtek a decidudban
a. PAS+DBA+ (zold) és PAS+DBA- (piros) sejtek a decidudban

b. A decidua egy részlete 200x nagyitasban

B. PAS+DBA- sejtek a spongiotrophoblast rétegben
a. PAS+DBA- (narancssarga) sejtek a spongiotrophoblastban

b. A spongiotrophoblast egy részlete 200x nagyitasban
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A molekuldk ko-lokalizacidjanak vizsgdlata céljabol kettds fluoreszcens
jelolést alkalmaztunk. Eltéré fluorokrémok haszndlataval, anti-PIBF
ellenanyag és DBA lektin egyiittes alkalmazdsa esetén, a citoplazma
granulumaiban a PIBF-Phycoerythrin és a DBA-FITC jelolés ko-lokalizacidja

volt megfigyelhetd (16. abra).

PIBF DBA EGYMASRA VETITETT + HOECHST

16. abra PIBF és DBA reaktivitds ko-lokalizacidja egér dNK sejtek

citoplazmatikus granulumaiban.

4.2.3 A dNK sejtek perforin expresszidja

Tizenkét és fél napos terhes egerek decidua metszeteinek anti-perforin
ellenanyaggal torténd jelolésével igazoltuk a nagyszdmu, perforin pozitiv

(perforint) sejt jelenlétét (17. abra).
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17. abra Perforin+ sejtek immunhisztokémiai kimutatdsa 12,5 napos

egér terhességbdl szarmazd deciduaban (40x és 200x nagyitas)

A  metszetek fluorokrom jeloléses, anti-PIBF ¢és anti-perforin
ellenanyaggal valo egyidejti festése a PIBF-Phycoerythrin és a perforin-FITC

ko-lokalizacidjat mutatta a citoplazma granulumaiban (18. dbra).

PIBF PERFORIN EGYMASRA VETITETT + HOECHST

18. abra PIBF és perforin ko-lokalizacidja a dNK sejtek

citoplazmatikus granulumaiban.
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A PIBF+ sejtek aranya a teljes DBA+ populacion beliil, valamint a
perforint sejtek ardnya a PIBF+ populacion beliil folyamatosan nétt a
terhesség eldrehaladtaval (3. tablazat). Mig a kezeletlen egerekben a terhesség
12,5. napjan a PIBF+ dNK sejtek 54 %-a volt perforin+, azokban az allatokban,
amelyeket el6zetesen RU486-al kezeltiink, a terhesség 12,5. napjan

valamennyi PIBF+ dNK sejt tartalmazott perforint (3. tablazat).

Kezeletlen terhes egerek

PIBF+ sejtek %-os aranya a DBA+ perforin+ sejtek %-os aranya a
Terhesség ideje
sejtekhez viszonyitva, N=3 PIBF+ sejtekhez viszonyitva, N=3
(nap)
(mean+/-SE) (mean+/-SE)
7,5 52 +/-6 28 +/-3
10,5 74 +/-7 38 +/-5
12,5 67 +/-6.6 54 +/-6
15,5 67 +/-1.8 71+/-1
RU486-kezelt terhes egerek
PIBF+ sejtek %-os aranya a DBA+ perforin+ sejtek %-os aranya a
Terhesség ideje
sejtekhez viszonyitva, N=3 PIBF+ sejtekhez viszonyitva, N=3
(nap)
(mean+/-SE) (mean+/-SE)
12,5 57+/-9.6 100+/-0

3. tablazat A PIBF+ sejtek aranya a DBA+ dNK sejt populdcidban, ill.

a perforin+ sejtek ardnya a PIBF+ dNK sejt populacion beliil.
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7. Megbeszélés

A PIBF a terhesség soran sokoldalu és jelentds szerepet tolt be az anyai
immunrendszer mtikodésének megvaltoztatdsdban, és a magzat fejlédése
szempontjabol  kedvezd  immunoldgiai  kornyezet  kialakitasaban.
Immunrendszerre gyakorolt hatdsai koziil a legjelentésebbek a citokin
mintdzat mdédositasa és az NK aktivitas gatlasa.

A human és az egér PIBF gén kozotti 88%-os homologia és az egér
rovid reprodukcids ideje miatt, ez a faj idedlis modell a PIBF terhesség alatti
hatdsainak vizsgdlatara.

A PIBF1 gén emberben a 13-as, egérben a 14-es kromoszéman kodolt.
A 155,48 kb hossztisagu egér gén 16 kiilonb6z6 mRNS-valtozat kodolasaért
felelés. A 3677 bp-bol allo 'a' varidns 18 exont tartalmaz, melyrdl a teljes
lanct, 756 aminosavbol allo, 89,6 kDa molekulatomegt PIBF irédik at (Polgar
és mtsai 2003). Sejten beliili lokalizacidjat tekintve a teljes lanca PIBF
perinukledrisan, a centroszémahoz kototten a mikrotubulusokhoz
asszocialédva fordul el6 (Lachmann és mtsai 2004). A sejtosztodas el6tt a
centroszéma megkett6zddik, és mivel immunfluoreszcens jeloléssel a teljes
lanca PIBF az osztédd sejtek két polusan mutathatd ki, feltételezhetSen
szerepet jatszik a sejtosztddasban. Erre utalnak azon eredmények is, melyek a

PIBFl-et a centroszoma aktiv komponenseit alkoto CEP fehérjecsalad
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tagjaként azonositottak (Kim és Rhee, 2011). A CEP fehérjék hianyaban a
mitotikus ors6é hibasan mukodik, ami az o0sztddo sejtben a kromoszdémak
helytelen elrendezddéséhez vezet, és végeredményben a sejtosztddas leallasat
okozza. A teljes lanca PIBF fokozott expresszidja elsésorban differencialatlan
és gyorsan proliferdlo sejtekre (embriondlis sejtek, daganatsejtek) jellemz6
(Lachmann és mtsai 2004).

Egérben a PIBF expresszidja a terhesség el6rehaladdsaval fokozodik,
majd a sziiletést megel6z6en, a szervek és szovetek kialakulasat kovetden a
transzkripcidja  csokken, ezért feltehetben az embriondlis sejtek
differencidloddsanak szabdlyozdsaban is részt vesz. Erre utalhatnak
egerekben az ENU mutagenezis screennel végzett kisérletek eredményei is,
melyek azt mutatjdk, hogy a PIBF1 génben tortént pontmutaciéo a magzatok
multiplex fejlédési rendellenességét és korai elhaldsat okozza (Hagarman és
mtsai 2009).

A PIBF-et el6szor egészséges terhes ndk keringd limfocitdi altal,
progeszteron hatdsdra termelt, 34 kDa molekulatomegl, szekretalt
fehérjeként azonositottak (Szekeres-Bartho és mtsai 1989), melynek
koncentracidja a vizeletben a terhesség 37. hetéig folyamatosan emelkedett,
majd a sziilést megel6zéen csokkent. A  fenyeget6 spontan

terhességmegszakadas tiineteit mutatd, vagy vetéld, illetve korasziild6 ndék
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vizeletében a PIBF koncentracidja szignifikansan alacsonyabb volt, mint a
gesztacios kornak megfelel6 normal érték (Polgar és mtsai 2004).

A PIBF terhességre gyakorolt hatdsa jol vizsgalhato egérben. A
progeszteron antagonista RU486 gatolja a progeszteron receptordhoz valo
kotédését, és igy a bioldgiai hatds kialakuldsat (Bygdeman és Swahn 1985,
Baulieu 1989). Tekintve, hogy a progeszteron a legtobb emlds fajban
elengedhetetlen a terhesség létrejottéhez és fenntartdsdhoz, ez a kezelés
megszakitja a terhességet. Balb/c egerekben az RU486 kezelés 100%-os
rezorbcidt okoz, és ez kivédhetd az egerek PIBF kezelésével, ami arra utal,
hogy a progeszteron receptor blokkolas miatt gatolt PIBF termelés felel6s a
magas rezorbcids arany kialakuldsaért (Szekeres-Bartho és mtsai 1990).

A késObbiekben, egymastdl fiiggetleniil, tobb kutatdécsoport a 34 kDa
molekulatomeg(i PIBF mellett tovabbi PIBF fehérje izoformakat azonositott,
melyek mind ugyanarrol a génrdl irddtak at. Lachmann és mtsai egér- illetve
emberi eredet(i, egészséges és tumoros szovetekben kiilonb6z6 mRNS
varidnsokat irtak le, melyek magukban foglaltdk a teljes lanct és a 34 kDa-os
fehérje kodolasaért felelés mRNS-eket is. Eredményeik azt mutatjak, hogy a
gén atirddasa soran komplex alternativ splicing mechanizmus miikodik, ami
kiilonb6z6é méretti és funkcioju fehérje izoformak termelddését eredményezi

(Lachmann és mtsai 2004).
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Felmeriilt a kérdés, hogy van-e Osszefiiggés az exon- és fehérje
expresszios mintazat, és a terhesség sikeressége kozott, illetve, hogy mely
exonok csokkent el6forduldsa vezethet a terhesség megszakadasahoz. Ezért
célul thztik ki az egyes exonok és fehérje izoformadk expresszios
mintdzatanak feltérképezését, a terhesség kozepérol (12-14 nap) és végérdl
(17-19 nap) szarmazd, terhességhez asszocialt egér szovetekben.

mRNS szinten eltérést a terhesség két idépontja kozott egyediil a
magzati mintdk esetében figyeltiink meg. A 12-14 napos magzatokban az
altalunk vizsgdlt mind a 18 exon 100%-ban jelen volt, mig a 17-19 napos
magzatok esetében az exon 1-6, és exon 8-9 el6forduldsanak gyakorisaga
lecsokkent.

Ezutdn Osszehasonlitottuk a terhesség végérdl szarmazod egészséges és
rezorbealodott magzatok exon expresszids profiljat. A rezorbedlddott
magzatokban szinte minden exon expresszidjanak gyakorisdga jelentésen
lecsokkent. Ez a jelenség kiilonosen azon exonok esetében volt megfigyelhetd,
melyek a teljes lancu fehérje N-termindlis részének kodoldsaért feleldsek.
Rekombinans PIBF konstruktok (exon 2-9, exon 5-7, exon 8-9, exon 10-12 és
exon 13-16) funkcionalis analizise a PIBF immunoldgiai aktivitasat a molekula
N-termindlis részére helyezte, mig a centroszomalis lokalizacidért felelds
aminosavak az exon 6-16 altal kodoltak (Polgar és mtsai 2003). Ezen kordbbi

eredmények fényében érthetd az osszefiiggés a molekula N-terminalis részén
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talalhaté exonok csokkent el6forduldsa, és a magzati haldlozas kozott, hiszen
mind a citokintermelésre, mind az NK aktivitasra gyakorolt hatasért felelds
izoformak az N-terminalis szakaszon kodoltak. Ezen izoformak hidnya esetén
nem alakul ki a terhességre jellemzd, és a terhesség zavartalan lefolyasahoz
sziikséges Th2 domindns citokintermelés és a csokkent NK aktivitds, igy a
terhesség megszakad.

Fehérje szinten jelentésebb eltéréseket sikeriilt megfigyelniink a
vizsgalt szovetek, és a terhesség eltérd idSpontjai kozott.

A teljes lanct PIBF alterhes egérbdl szarmazdé méhszovetben is jelen
volt, ami azt mutatja, hogy ez az izoforma a terhességi hormonok hatasa alatt
allo uterusban a magzat jelenlététdl fliggetlentil is termelddik.

A teljes lancu PIBF a kozépidds magzatokban fokozott expresszidt
mutat, mig a sziilést megel6zden szinte alig mutathaté ki, és ezen izoforma
hidnyzott a rezorbealédott, elhalt magzatokban, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a teljes lancu fehérje termel6dése a magzatban Osszefiigg
a terhesség kimenetelével.

Korabban felveté6dott, hogy az alternativ splicing mellett,
poszttranszlacids modosuldsok is felelések lehetnek a PIBF valtozatossagaért
(Lachmann és mtsai 2004, Anderle és mtsai 2008). Sajat eredményeink is ezt
tamasztjak ald, mivel a szovetek Western blot analizisével olyan jellegzetes

tehérje profilt mutattunk ki, ami az mRNS-szinten nyert eredmények alapjan
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nem volt varhatd. Az eltérd izoformdk nagy valdszintiséggel kiilonb6zo
funkciokkal birnak a terhesség soran, és e tekintetben a molekula N-
terminadlis részén talalhato exonok altal kodolt aminosavak jelentések. Az N-
termindlis exonok hidnyaban egyrészt nem termelddik teljes lanca PIBF, ami
a sejtciklus szabdlyozds zavaraihoz vezethet; masrészt az N-termindlis
exonok jelenléte sziikséges az immunmoduldlo funkcidval rendelkezd kisebb
izoformdk termel6déséhez is.

A progeszteron és a PIBF terhességre kifejtett egyik hatdsa az NK
aktivitds szabdlyozasa. Mind emberben, mind egérben az NK sejtek teszik ki
a decidudlis limfocitak 60-70%-at (King és Loke, 1991; Croy és Kiso, 1993).
Ezek a sejtek fenotipusosan és funkciondlisan is kiilonboznek a keringd
vérben talalhatd NK sejtektdl (Lopez-Botet és mtsai 1996, Koopman és mtsai
2003, Cooper és mtsai 2001, Trundley és Moffett 2004; Croy és mtsai 1985).

A legszembet(indbb kiilonbség a két NK sejt populacié kozott az, hogy
mig a keringé vérben taldlhaté NK sejtek legjellemzdbb tulajdonsdga a
citotoxikus képességiik, addig a dNK sejtek citotoxikus aktivitasa alacsony,
ugyanakkor aktiv citokin és angiogén faktor termelésiik révén eldsegitik a
decidualizaciot, implantaciét, és kedvezd immunologiai kornyezetet
teremtenek a magzat fejlédéséhez (Rukavina és mtsai 1995, Quillay és mtsai
2016, Redhead és mtsai 2016). Emberben a dNK sejtek a menstrudcios

ciklusban, a decidualizacié soran rendszeresen megjelennek, és amennyiben
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nem torténik megtermékenyités, a ciklus végén, a méhnydlkahdrtya
lelokddésével el is tlinnek (King és mtsai 1989, King 2000, Manaster és mtsai
2008).

Meglepé a dNK sejtek alacsony citotoxicitdsa, hiszen az Oléshez
sziikséges teljes fegyvertarral rendelkeznek (King és mtsai 1993; Rukavina és
mtsai 1995; Quillay és mtsai 2016). Keringd tarsaikhoz hasonléan
citoplazmatikus granulumaik vannak, melyek perforint, granzyme A-t és B-t
tartalmaznak (Koopman és mtsai 2003; Bogovic Crncic és mtsai 2005). Ennek
ellenére, normalis lefolyasu terhesség soran nem toltenek be 616 funkciot.

Egerekben a dNK sejtek el6szor a peri-implantacios idd&szakban
jelennek meg. Morfoldgiailag jol elkiilonithetdk, mivel nagyobbak a kornyezd
sejteknél, és citoplazmatikus granulumokat tartalmaznak. Kozépidds egér
terhességbdl szarmazo decidudkban NK sejt morfoldgidja, a citoplazmatikus
granulumokban nagy mennyiség(i PIBF-t tartalmazo sejteket mutattunk ki.
Célunk ezen sejtek jellemzése és NK eredetiik vizsgalata volt.

Az egér dNK sejtek PAS és DBA reaktivitasuk alapjan két alcsoportba
oszthatok. A PAS+DBA- sejtek fbéleg IFNy-t termelnek, melynek az
implantdcioban, késébb pedig a magzat megfelel§ taplalasahoz sziikséges
anyai spirdlis artéridk szerkezeti atalakitdsaban van szerepe. A PAS+DBA+

kettds pozitiv sejtek tobbnyire angiogén faktorokat (pl. VEGF és PGF)
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termelnek (Chen és mtsai 2012; Wang és mtsai 2003; Lima és mtsai 2014;
Tayade és mtsai 2007; Li és mtsai 2001).

Az egér dNK sejtek ezen két alpopuldcidjanak szovetbeli eloszlasa
eltér6. Az egér placenta és decidua kozott hatdrsavot képezo
spongiotrophoblastban kizarolag PAS+DBA- dNK sejtek taldlhatdk, mig a
decidudban mindkét alpopuldcid jelen van, bar a kettdsen pozitiv sejtek joval
nagyobb mennyiségben. Tekintve, hogy csak a kettésen pozitiv dNK sejtek
mutattak PIBF pozitivitast, tovabbi kutatdsaink ezen sejtekre korlatozodtak.
Kimutattuk, hogy a PAS+DBA+ sejtek szdma a terhesség 12,5 napjan éri el a
maximumot, majd fokozatosan csokken a terhesség eldrehaladtaval. A
terhesség ezen id6pontjaban a kettds pozitiv sejtek 67%-a expresszalt PIBF-et,
ami a citoplazmatikus granulumokban tarolddik, és a PIBF+ sejtek kb. fele
perforint is tartalmazott. RU486 kezelés hatasara a perforint tartalmazo NK
sejtek ardnya jelentésen novekedett, valamennyi PIBF+ NK sejt perforin+ volt.

Normadlis koriilmények kozott a dNK sejtek hozzdjarulnak a
placentdcid, implantdcid6 és az embrid fejlédése szamara kedvezd
mikrokornyezet kialakitasdhoz, ugyanakkor fel vannak vértezve az esetleges
meéhen beliili fert6zések lekiizdésére is (Quillay és mtsai 2016). A dNK sejtek
perforint  tartalmaznak, és stressz-szignalokat felismer6 NKG2D

receptorokkal rendelkeznek (Barel és mtsai 2003).
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Az NK sejtek altal kifejtett citotoxikus mechanizmusok potencidlisan
karosithatjak a trophoblastot és a placenta levalasat okozhatjak. Bar nincs arra
kozvetlen bizonyiték, hogy az NK sejtek megtamadnak a trophoblastot, egyes
terhességi patoldgiakkal fokozott dNK sejt aktivitds tarsul, ami arra utalhat,
hogy létezhet ilyen mechanizmus.

Habitudlisan vetéld nék endometriumdban emelkedett az NK sejtek
szama (Quenby és mtsai 2006). Olyan ndkben, akik normalis
kromoszomaallomannyal rendelkez6 magzatokat vetéltek el, a kontrollokhoz
viszonyitva csokkent az NK sejteken kifejez6d6 gatlo receptorok expresszidja,
és emelkedett a sejtek perforin tartalma (Yamada és mtsai 2001). Habitudlis
vetélOkben Osszefiiggés mutathato ki a dNK sejtek szama €s az endometridlis
erek fejlettsége kozott (Quenby és mtsai 2009). Ugyanezen betegcsoportban
kimutathaté a CD16-CD56bisht és CD16+CD56¢™ dNK sejtek aranyanak
csokkenése (Lachapelle és mtsai 1996). Azokban a betegekben, akik
kromoszomalisan normalis embridkat vetéltek el, a CD16-CD56brisht dNK
sejtek szadzalékos aranya alacsonyabb volt, mint egészséges terhesekben, vagy
azokban a ndékben akik kromoszdmalisan abnormalis magzatot vetéltek el
(Yamada és mtsai 2003). Ezen adatok arra utalnak, hogy a normalis terhesség
egyik feltétele a dNK sejtek alacsony citotoxikus aktivitasanak fenntartasa.

Bar bizonyos koriilmények kozott, pl. spontan vetélés alkalmaval,

vagy human cytomegalovirus-fert6zott autoldég decidualis sejtek jelenlétében
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a decidualis sejtek képesek degranuldlddni (Siewiera és mtsai 2013), normalis
lefolyasu terhességben nem citotoxikusak. Alacsony citotoxikus potencialjuk
csak részben magyarazhato azzal, hogy az NK sejtek NKG2A gatld receptora
szamara ligandként szolgalo HLA-E jelen van a trophoblaston. Korabban
kimutattuk, hogy a PIBF gatolja citotoxikus molekulak felszabadulasat a dNK
sejtek granulumaibdl (Faust és mtsai 1999).

Jelen munka sordn igazoltuk, hogy a dNK sejtek granulumaiban a
perforin ko-lokalizdlédik a PIBF-el, tovabb4, hogy mig a progeszteron
antagonista RU486 hatasara felére csokkent a PIBF+ dNK sejtek szama,
ugyanakkor ezen sejtek kozt nétt a perforint sejtek ardnya. Ezek az adatok
alatdmasztjdk, és legaldbbis részben megmagyardzzak azon kordbbi
eredményeinket, melyek az NK aktivitds és a terhesség kimenetele kozti
Osszefliggést bizonyitjak.

PIBF-el gatolhaté a periférids vérbdl szdrmazé NK sejtek
degranulacioja, (Faust és mtsai 1999). Anti-PIBF ellenanyag jelenlétében
fokozodik a decidudlis limfocitdk eredetileg alacsony NK aktivitdsa (Laskarin
és mtsai 1999). A Balb/c egerekben az NK aktivitas egyideji gatlasa kivédte a
rezorbcids arany anti-PIBF ellenanyag kezeléssel indukalt fokozddasat, ami
azt feltételezi, hogy a PIBF az NK aktivitds alacsony szinten tartdsaval védi az

egér terhességet.
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Ezen adatok alapjan valdszintsithetd, hogy a PIBF jelenléte a citoplazmatikus
granulumokban hozzajarul a decidudlis NK sejtek alacsony citotoxikus

aktivitasahoz.

Osszefoglalva:

- Kimutattuk, hogy egérben a fokozott magzati rezorbciét a PIBF
egyes exonjainak hidnya és a kovetkezményesen megvaltozott PIBF
fehérjetermelés jellemzi, tehat mind a teljes lanci PIBF, mind a
kisebb  izoformdk termel6dése  sziikséges a  terhesség
fenntartasahoz.

- A PIBF jelenléte a potencidlisan citotoxikus dNK sejtek
citoplazmikus granulumaiban hozzajarulhat azok 6l6képességének
alacsony szinten tartdsdhoz, és igy a terhesség normadlis

lefolyasanak biztositasahoz.

A munka soran elért 4ij eredmények:

- Ko6zépid0ds- és a terhesség végén nyert egér placenta mintdkban, az
exon mintdzatban mutatkoz6 drnyalatnyi kiilonbség ellenére,
valamennyi - kiilonosen a 90 kDa PIBF fehérje izoforma -

expresszidja jelentdsen csokkent a terhesség végére.
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A teljes lanca PIBF izoforma az endometrium terhességi
atalakulasat jellemzi, de a magzat jelenlététdl fiiggetleniil fejezodik
ki

A terhesség 17-19. napjan nyert rezorbealddott magzatokban a
legtobb exon (féleg a fehérje N-termindlis régidjat kodold 3-6
exonok és a 10. exon jelenléte dramaian lecsékkent a hasonld
gesztacios koru egészséges magzatokhoz viszonyitva, és a
rezorbealddott magzatokbdl a 90 kDa fehérje teljesen hidnyzott,
valamint csokkent a 34 kDa varidns mennyisége.

Igazoltuk a PIBF+ decidualis sejtek limfocita- és NK eredetét.
Megallapitottuk, hogy a PIBF ko-lokalizalodik a perforinnal a sejtek
granulumaiban, és a PIBF termelés gatldsa a perforin expresszid

fokozdddasat eredményezi.
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