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II. BEVEZETES

1. AZ ANYA-MAGZAT IMMUNOLOGIAI KAPCSOLATANAK ALTALANOS

JELLEMZOI

A terhesség bioldgiailag egyediilallo, harmonikus viszony anya és magzata kozott, hiszen az
anya szamara immunologiailag idegen magzat, sikeresen eljut a sziilésre érett allapotig. Jelen
ismereteink szerint a magzati antigének felismerése nemhogy karos, hanem feltétlentil
sziikséges feltétele annak, hogy beinduljanak azok a mechanizmusok, melyek a tovabbiakban
megvédik a magzatot az anyai immunrendszer tamadasaitol (1).

A magzati eredeti trophoblast a terhesség alatt folyamatos és allando kapcsolatban
van az anyai vérrel, igy elsdsorban ez az a feliilet, amelyen keresztiil a magzati antigének
felismerése €s az anyai immunvalasz effektor fazisa lezajlik. A terhesség alatt ez a sajatos
immunologiai kapcsolat egy komplex és rendkiviil érzékeny immuno-endokrin szabalyozas

alatt all. Ennek a sajatos immunoldgiai kapcsolatnak jellemzdi a kovetkezok:

1. A trophoblast klasszikus polymorph MHC-t nem vagy kis mértékben fejez ki (2)

2.  Ugyanakkor monomorph, nem klasszikus HLA-t (HLA-G) expresszal (3-4).

3. Th-2 tipusu citokinek felszaporodasa (IL-10), gatlé funkcidju sejtek megjelenése

¢s csOkkent ,,natural killer” (NK) aktivitas figyelheté meg a deciduaban. A pre-¢s

periimplantacids fazisban a CD8+, mig a posztimplantacids fazisban a non-T/non-

B sejtek felelosek a gatlas kialakulasaért (5-8).



4. Blokkold jellegii antitestek felszaporodasa. A terhesség soran felszaporodnak

olyan aszimmetrikus IgG molekuldk, melyek egyik Fab régidja cukormolekulakat
(pl. mannozt) tartalmaz. Bar ezek az immunglobulinok alkalmasak a magzati
antigének felismerésére, a cukormolekula okozta sztérikus gatlds miatt
funkcionalisan inaktivak (9).

5.  Kulcsfontossagii a progeszteron fiiggd immunmoduldcio, mely csokkent sejt

kozvetitett citotoxicitdshoz és Th-2 tipusu citokin talsuly kialakulasahoz vezet.

2. A PROGESZTERON FUGGO IMMUNOLOGIAI SZABALYOZAS

A terhesség Th-2 tipusu citokin talstllyal jellemezheté (10). A progeszteron-fiiggd
immunmodulacié egy azon mechanizmusok koziil, melyek a citokin egyensuly eltolasaban
szerepet jatszanak (11). Terhes ndk aktivalt periférias lymphocytai progeszteron receptort
(PR) expresszalnak (12-16). Progeszteron jelenlétében a PR pozitiv lymphocytak (LCT) -
elsdsorban a CD8+ és y/0 T sejtek (17) - egy 34-kDa molekulasulya (MW) mediatort, a
Progeszteron Indukalta Blokkolo Faktor (PIBF) termelnek (18-19). Fenyegetd korasziild ndk

lymphocytéi nem képesek PIBF termelésére (20)



A PIBF immunoldgiai hatasai:

“ s

Az egyik legfontosabb citotoxikus effektor-mechanizmus, mellyel a természetes 6losejtek a
célsejteket elpusztitjak, perforin- és szerin-észteraz tartalmi granulumjaik exocitdzisa
(degranulécio). PIBF jelenlétében az aktivalt NK sejtek nem képesek a degranulaciora, igy
nem jon létre a célsejtek lizise (21). Terhes nok lymphocytainak PIBF expresszidja forditott
aranyban all az NK aktivitassal, és egészséges terhes nék periférias vérében a PIBF pozitiv
sejtek aranya szignifikdnsan magasabb, mint a spontan vetéld, illetve az ido el6tti

terhességmegszakadas klinikai tlineteit mutatoé nok esetében (22).

2. Th-2 citokin talsuly kialakitdsa:

A PIBF a citokin termelés Th-2 iranyba torténd eltolasaval gatolja az NK-aktivitast (23), a
PIBF bioldgiai hatdsanak neutralizaldsa pedig in vivo Th-1 irdnyu eltolodast okoz (24).
Laboratériumunk ujabb adatai arra utalnak, hogy a PIBF stabilizalja az IL-10 mRNS-t, de

nem hat az IL-2 mRNS-re. (Henics és mtsai).

3. Anti-abortiv hatas in vivo egérmodell-kisérletben:

A PIBF anti-abortiv hatasa részben az NK aktivitas direkt gatlasa révén valosul meg. Magas
NK aktivitasi egér 1épsejtek terhes egerekbe oltasaval vetélés idézhetd eld, mely egyidejl
PIBF adasaval kivédhet6 (25). Az anti-PIBF kezelt egerekben pozitiv korrelacio figyelhetd
meg az NK aktivitds és a magzati rezorpci6 aranya kozott. Az endogén PIBF neutralizalasa
terhes egerekben a terhesség megszakadasat eredményezi, mely egyidejiileg a 1épsejtek
fokozott NK aktivitasaval tarsul (26). A kezelt egerek mitogén aktivalt Iépsejtjeinek

feliiluszojaban szignifikdnsan alacsonyabb IL-10, ugyanakkor szignifikansan magasabb IFNy
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szint mérhetd, mint a kezeletlen kontrolokban (24). Az anti-PIBF kezelés hatasa kivédhetd
volt a terhes egerek egyidejii anti-NK antitestekkel torténd kezelésével (26). Ezek az adatok
arra utalnak, hogy - Ilegaldbbis egerekben — a PIBF nélkiilozhetetlen a terhesség
fenntartasahoz, s ezek a terhesség-védo hatasok az NK aktivitds gatlasan keresztiil valésulnak

meg.

4. Az arachidonsav-metabolizmus gatlasa:

Exogén arachidonsav (AA) adasaval gatolhato a PIBF anti-abortiv hatasa (27). A PIBF
termelés neutralizalasa fokozza a periférias vér mononuklearis sejtjeinek (PBMC) IL-12
termelését, mely felfliggeszthetd egyidejii indomethacine (cyclooxigenase inhibitor) vagy
quinacrine (phospholipase-A2 enzim gatlo) kezeléssel (28). Ezek az adatok arra utalnak, hogy
a PIBF NK aktivitasra és a citokin egyensulyra kifejtett hatasa — legalabbis részben - az

arachidonsav metabolizmusanak gatlasa révén valosul meg.

5. Aszimmetrikus antitestek termelésének fokozasa:

A blokkold, aszimmetrikus antitestek mennyisége szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a
PIBF jelenlétében tenyésztett hibridoma sejt-kultarak feliiluszojaban, mint a PIBF nélkiil
tenyésztettekben. (29). Ugyanakkor terhes egerek szérumanak aszimmetrikus IgG szintje
korrelal a periférids lymphocytdk PIBF pozitivitdsaval. A lymphocytadk progeszteron-
receptorainak RU486 PR antagonistaval torténd blokkolasa, vagy az endogén PIBF anti-PIBF
antitesttel valo neutralizalasa szignifikdnsan csokkenti az aszimmetrikus antitestek termelését

(29).
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Q 1. NK aktivitas gatlasa
2. Th-2 citokin ttlsuly
3. AA metabolizmus
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ANTI —~ABORTIV HATAS

PR g

6. Emberben - bar nincs direkt bizonyiték arra, hogy a PIBF nélkiilozhetetlen a terhesség
fenntartasahoz - megfigyelhetd, hogy egészséges terhes ndk periférias vérében a PIBF pozitiv
LCT-k aranya szignifikdnsan magasabb, mint a spontan vetéld- illetve az id6 elotti
terhességmegszakadas klinikai tiineteit mutatd nok esetében. A lymphocytak PIBF termelése
forditottan aranyos az NK aktivitassal, ugyanakkor a PIBF pozitiv lymphocytak szazalékos

aranya 0sszefligg a terhesség kimenetelével (20, 22).
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III. A KUTATAS CELJAI ES EREDMENYEK

A PIBF egérben anti-abortiv hatdssal rendelkezik és jelenléte feltétleniil sziikséges a terhesség
fennmaradasahoz, tovabba humdan terhességben a PIBF termelés jelenléte vagy hidnya
Osszefligg a terhesség kimenetelével. A fentiek alapjan elképzelhetd, hogy a habitualis
vetélések azon eseteiben, melyekben a PIBF termelés elégtelen, PIBF szubsztiticios
kezeléssel megmenthetd a terhesség. Ezért célunk az volt, hogy megvizsgaljuk azon
koriilményeket, melyek az elégtelen PIBF termeléshez vezetnek, tovabba, hogy a molekula
szerkezetét feltérképezziik, és azonositsuk azokat a regiokat, melyek a biologiai- illetve az

anti-abortiv hatés kifejtésé¢hez sziikségesek.

1. A y8 T SEJTEK PROGESZTERON-FUGGO IMMUNMODULACIOBAN
BETOLTOTT SZEREPENEK VIZSGALATA EGESZSEGES ES PATHOLOGIAS

TERHESSEGEK SORAN (1. CIKK)

Tekintve, hogy a trophoblast klasszikus polymorph MHC antigéneket nem vagy kis
mértékben fejez ki (2), a magzati antigének felismerésében valdszintileg nem az a/p T sejtek,
hanem a y/0 T sejtek vesznek részt. Ezek a sejtek ugyanis klasszikus polymorph vagy non-
polymorph MHC molekuldk hidnyaban is képesek gyors proliferaciora, vagy aktivaciora (30-
31). Bar a y/0 T sejtek a periférids lymphocytak relative alacsony szazalékat (1-10%)
képviselik (32-38), a terhesség soran szignifikansan emelkedett szamban jelennek meg a

decidudban (39). A decidualis, szupresszor-funkcioja y/6 T sejtek elsésorban Vo1 lancot

13



hordoznak, mig a periférias vérben a citotoxikus funkcidval tarsuld Vo2 lanchasznalat
dominal (40). A decidudlis y/6 T sejtek feltehetéen kulcsfontossdgu szerepet jatszanak a

foetalis antigének felismerésében és az immunologiai effektor funkciok szabalyozasaban.

Kutatasunk célja ezen sejtek progeszteron-fliggd immunmodulacioban betoltott szerepének
vizsgalata volt normal és pathologias terhességek sordn. Egészséges terhes ndk periférias
vérében szignifikdnsan emelkedett a y/0 T-sejt receptort (TCR) hordozo LCT-k szdzalékos
aranya a nem terhes kontrolokhoz és a patholdgias terhesekhez viszonyitva. Ez a megfigyelés
Osszhangban van azon korabbi irodalmi adatokkal, melyek szerint a foeto-maternalis hataron
a y/0 T sejtek felszaporodédsa figyelheté meg, s csaknem valamennyi decidudlis y/8 T sejt
egyben aktivalt allapotban is van (41). A trophoblaston kifejez0d6 magzati antigének
felismerését kovetden a y/0 T sejtek aktivalt allapotba keriilnek és progeszteron receptort -
mint aktivaciés markert - expresszalnak (13, 42). Ezek az aktivalt lymphocytak késébb a

periférias keringésbe keriilnek.

Egészséges terhes ndk periférias vérében a keringd y/d T sejtek 97%-ban progeszteron
receptor pozitivaknak bizonyultak, pathologiés terhesekben - bar a keringd y/d T sejtek szama
szignifikdnsan alacsonyabb - a sejtek 83%-a tovabbra is hordozta a PR-t. Nem terhes
személyekben a y/0 T sejtek szdma ugyan nem volt szignifikdnsan alacsonyabb, mint a
fenyegetd vetéld nokben, de csak 14%-uk bizonyult PR pozitivnak. Egészséges terhesek
periférids vérében az IL-10 pozitiv LCT-k tobb mint 50 %-a egyben /8 TCR-t is hordozott
utalva arra, hogy ezek a sejtek a részt vesznek a terhességre jellemz6 Th-2 tulstlyos citokin

valasz kialakitasaban.

14



crer

Periférias lymphocytdk blokkold koncentraciéji pén-anti-y/d6 TCR specifikus
antitesttel torténd kezelése fokozott NK aktivitdssal, szignifikdnsan emelkedett IL-12
termeléssel és csokkent PIBF expresszidval tarsult. Tekintve, hogy a pan-anti y/d antitest
valamennyi, funkcionalisan eltéré y/d szubpopulaciot felismeri, a kezelés végsod hatasat az
egyes szubpolulaciok eléforduldsi aranya is befolyasolhatja. Eredményeinket Osszefoglalva
tehat megallapithatjuk, hogy a y/6 T sejtek szerepet jatszanak a progeszteron-fiiggd
immunmoduldcioban azaltal, hogy a foeto-maternalis hatdron felismerik a magzati
antigéneket, aktivalodnak és PR-t expresszalnak. A PR pozitiv lymphocytdk progeszteron
jelenlétében PIBF-et termelnek, mely kulcsfontossagu szerepet jatszik a terhesség sikeres

kiviselésében.
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2. A V-LANCHASZNALAT KES A y/8 SZUBPOPULACIOK FUNKCIOJA

EGESZSEGES ES PATHOLOGIAS TERHESSEGEK SORAN (2. CIKK)

A human periférids y/0 T sejtek tobbsége a Vy9/V52 TCR-t hordozza, mely MHC restrikcio
nélkiil képes foszforilalt non-peptid ligandok felismerésére. Ez a szubpopuléacié elsésorban
»szentinel’-funkckciot 1at el, erdteljes citotoxikus aktivitassal rendelkezik tumor-sejtek (29,
33, 43, 44) vagy virussal fertdzott sejtek (45-49) ellen, €s - hasonléan az NK sejtekhez - a
HLA 1 osztalyo molekulak szamara gatldo receptort (KIR) expresszal (50-52). A
CD94/NKG2A gatld receptor aktivacidja gatolja a Vy9/Vd2 sejtek Th-1 tipust citokin
termelését és a perforin medidlta citotoxicitast (53). A perifériaval ellentétben a decidudlis /0
T sejtek 100 %-a a Vo1 lancot hordozza, valdsziniileg hdshock-protein reaktiv (54, 55) és

egérkisérletekben MHC-fliggetlen mddon a trophoblast-felismerést medialja (56-58).

Eredményeink szerint egészséges terhes nok periférias vérében a Vy1.4/VSl / Vy9/V32 arany
nyolcszor nagyobb volt, mint a fenyegetd vetélokben, tehat a normal terhesség a citotoxikus
¢s nem citotoxikus szubpopulaciok ardnyanak eltolodéasaval jar, s ezek a valtozasok fenyegetd
vetélés tlineteit mutatd ndkben hidnyoznak. Egészséges terhes ndktdl szarmazd LCT-k
aktivaldo koncentracioban alkalmazott anti-Vyl.4 és anti-Vol ellenanyaggal vald kezelése
szignifikansan fokozta a PR és IL-10 expressziot, csokkentette az NK-aktivitdst, de nem
befolyasolta az IL-12 termelést. Az anti-Vy9 és anti-Vo2 ellenanyaggal torténd inkubacid
szignifikansan csokkent IL-10 termelést okozott, de nem befolyasolta szignifikansan az IL-12

termelést, az NK-aktivitast és a PR expressziot.
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Eredményeink alapjan a kovetkezd hipotézist allithatjuk fel:

A deciduaban felszaporodd V1.4/V61 T lymphocytdk felismerik a trophoblaston

expresszalédé magzati antigéneket, aktivalodnak és PR-t expresszalnak. A PR pozitiv

V1.4/V 61 sejtek progeszteron jelenlétében PIBF-et termelnek, mely gatolja az NK-aktivitast,

fokozza az IL-10 termelést, igy hozzajarul a terhesség sikeres kiviseléséhez.

TROPHOBLAST
Magzati antigének Vy1.4/Vd1

PR
TCR
_—
PIBF N
Q 1. Th-2 citokin
P

talsuly

2. Th-1 citokin
Vy9/Va2 termelés gatlasa

3. NK aktivitas

TCR e
gatlasa
— J
KIR

HLA-E
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3. A PIBF ¢DNS MOLEKULARIS KLONOZASA ES IMMUNOLOGIAI

JELLEMZESE (3. CIKK)

3.1. A PIBF ¢DNS KLONOZASA

Eredetileg a PIBF-et mitogén aktivalt és progeszteron-stimuldlt lymphocyta kultarak
feliiliszgjabol allitottuk el6. Mivel terhes ndkben a PIBF jelenléte vagy hidnya dontden
korrelal a terhesség kimenetelével, in vivo egér-kisérletekben az exogén PIBF kezelés kivédi
a PR blokkol6 altal indukalt, vagy magas NK aktivitashoz tarsult abortuszt, igy potencialis
terapias alternativaként szerepelhet a spontan terhességmegszakadds egyes formainak
kezelésében. Human vonatkozdsban egy anti-abortiv hatasti, minimalis mellékhatassal
rendelkez6 molekula Iétrehozatala sziikséges, melynek feltétele a PIBF-et kddold cDNS
nukleotid szekvencidjanak, a kodolt fehérje szerkezetének ismerete. Ezek ismeretében végzett
struktura-funkciéo kapcsolat elemzésével lehetévé valik egy kisebb, bioldgiailag aktiv
molekula tervezése. A nagy mennyiségl, tiszta PIBF eldallitdsa kulcsfontossagi szerepet

jatszik mind a tovabbi kutatas, mind a lehetséges terapia szempontjabol.

Kutatasunk kovetkezé 1épcsdje tehat a PIBF-et kodold cDNS szekvencidjanak és
struktirdjanak meghatarozasa, majd ennek ismeretében a rekombindns PIBF molekularis és
immunbiolodgiai sajatossagainak jellemzése volt. A PIBF-et kddolo cDNS azonositasdhoz
human maj cDNS génkonyvtarat screeneltiink polyclonalis, 34-kDa MW LCT PIBF
specifikus antitesttel. Ennek soran egy 2765 bp hosszisagii cDNS-t identifikaltunk, melynek
open reading frame-je (ORF) 2271 bp-nak bizonyult. A cDNS nukleotid — €s a kodolt fehérje

aminosav-szekvencidja nem mutatott szignifikdns homoldgiat egyetlen ismert fehérjével sem,
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igy ennek hidnyaban a fehérjét egyetlen funkciondlisan definiadlt molekula-csalddba sem
tudtuk sorolni. A kddolt prekurzor protein a szamitogépes analizis szerint egy erdsen hidrofil
molekula, 757 aminosav ¢épiti fel, molekulasulya 89-kDa ¢és 94%-os valoszinliséggel
nukledrisan lokalizalt. Lachmann és munkatarsai szerint (kézirat késziildben) a teljes lancu
PIBF cDNS-rdl alternativ splicing sordn szdmos, kiillonb6z0 hosszusagi fehérjét kodolo

mRNS képzddhet, melyek pontos funkcionalis sajatossdgai még nem tisztazottak.

A PIBF eredeti leirasakor, a bioldgiai funkcidkat egy 34-36-kDa-os szekretalt
molekulahoz kotottiik (18). Mivel a PIBF ¢cDNS egy 89-kDa-os fehérjét kodol, a 34-kDa
szekretalt PIBF ellen termeltetett antitest pedig felismeri a rekombinans PIBF-et valoszind,
hogy a szekretalt PIBF része a 89-kDa-os teljes lancti molekulanak.

PR pozitiv emldcarcinoma MCF-7 sejtek teljes lancu huméan PIBF-et kodolo
plazmiddal torténd transzfekcidja sejtmaghoz asszocidlt PIBF lokalizacidot mutatott,
89-kDa-os fehérje. Eredményeink arra utalnak, hogy a transzlaciot kovetden a teljes lancu
PIBF a sejtmag felé transzlokalodik, majd asszocialodik a maggal. Tekintve, hogy a teljes
lancut molekula bazikus zipzar (bZIP) és nuklearis lokalizacios szekvenciat (NLS) is
tartalmaz, elképzelhetd, hogy egyfajta transzkripcids faktorként mitkddik. A fehérje kisebb,
NLS és bZIP szekvenciat nem tartalmazé alternativ splice varidnsai ugyanakkor a sejt
aktivaciojat kovetden a citoplazma felé transzlokalodnak és szekretalédnak. Alatamasztani
(60) fokoz6 inzulin-kezelés hatadsara PIBF tartalmu szekrécids granulumok jelennek meg az
emldkarcindma-sejtek citoplazmajaban, ugyanakkor alacsonyabb molekulastlyu PIBF formak
mutathatoak ki a sejtek feliiliszojaban. Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a PIBF esetében

ugyanazon gén termékei egyarant hathatnak transzkripcios faktorként és citokinként is. A
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jelenség nem egyediilallo a citokinek vilagaban, hiszen szamos citokin - IFNy, IL-1, IL-5,
PDGF, GH, FGF csalad tagjai - vagy citokin-receptor tartalmaz NLS-t (61-64). A
citokin/citokin-receptorhoz kotddését kovetden a komplex internalizalodik a sejtbe, majd a
mag felé transzlokalddik (65). Itt a fehérje NLS kotddik az importinhoz (66), ami segiti a
citokin/citokin-receptor magporus-komplexhez valé dokkolasat és a mag fel¢ torténd
transzlokaciot (67). Lachmann és mtsai (kézirat elkésziiloben) megfigyelték, hogy a teljes-
lancu PIBF co-lokalizalodik a sejtek centroszomdjaval, ugyanakkor a 34-kDa MW-u PIBF

diffuz cytoplazmaris festddést mutat.

32 A REKOMBINANS PIBF FUNKCIONALIS JELLEMZESE ES EPITOP

TERKEPEZESE

A human PIBF cDNS azonositasat kovetden a molekulat prokaridta expresszids vektorba
kloénoztuk és a kodolt fehérjét rekombinans technikéaval eléallitottuk. A rekombindns human
PIBF (rhuPIBF) 48-kDa-os N-termindlis darabja a lymphocyta PIBF-hez hasonloan
szignifikansan csokkentette az NK aktivitast, ezt a hatast neutralizdlta a lymphocyta PIBF-
molekula koncetracido-dependes modon fokozta a periférids lymphocytdk IL-10 termelését és
gatolta az IL-12 produkciot. Eredményeink arra utalnak, hogy a rhuPIBF egy
immunologiailag aktiv fehérje, mely ugyanolyan hatdsokat fejt ki, mint a biokémiai uton
eldallitott lymphocyta PIBF, illetve a glikozilacid nem sziikséges feltétele a bioldgiai hatas

kifejtés¢hez.
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A tovabbiakban célunk az volt, hogy megkeressiik a PIBF azon legkisebb aktiv
doménjét, mely lehetOvé teszi az aktiv rész szintetikus eldallitasat, igy csokkentve a
potencialis mellékhatasok és keresztreakciok rizikojat. Tekintve, hogy a bioldgiailag aktiv,
szekretalt PIBF kisebb molekulasulyt (34-kDa), mint a klonozott PIBF (89-kDa), valdszinti,
hogy a prekurzor fehérje szubdoménjei is aktivak; a PIBF multiplex immunologiai hatasai

alapjan pedig feltételezhetjiik, hogy a kiilonb6z6 hatasok mas-més doménekhez kotottek.

A biologiai hatasokért felelds aktiv helyek lokalizacidjahoz az exon 2-10 kodolt (48-kDa-os
N-terminalis) molekulabol harom kiilonb6z6 deléciés mutanst hoztunk létre. Ezek az exon 2-4
kodolta PN1, az exon 5-7 kodolta PN2 és az exon 8-9 kodolta PN3 voltak. A fragmentek
lehetséges epitopjait a PTE-AOK Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetében (Prof.
Németh Péter) eldallitott rhuPIBF specifikus monoclonalis antitestekkel jellemeztiik.
Megallapitottuk, hogy az M2, M3, M6 és M9 monoclonalis antitestek a PNI1-en beliili
szekvencialis epitopokat ismernek fel, mig az M4 és M8 antitestek ugyanezen fragmenten
beliili konformacidés epitopra specifikusak. Az M7 monoclonalis antitest a PN2-n beliili
konformacids epitopot ismeri fel, az M1 és M5 antitest ezzel szemben a PN3 szekvencidlis
epitdpjaival reagal. A PN1 rekombinans fehérje szignifikdnsan gatolta nem-terhes személyek
lymphocytainak NK-aktivitasat, a PN2 és PN3 ugyanakkor nem fejtett ki ilyen hatast. Bar a
48-kDa N-terminalis rhuPIBF Th-2 dominancidju citokin termelést indukalt, egyetlen delécios
fragment sem befolyasolta szignifikansan a periférias LCT-k citokin termelését. Ennek
hatterében feltételezziik, hogy a citokin-termelést szabalyoz6 régido vagy a molekula mas
részén helyezkedik el, vagy a delécidos mutansok nem tartalmaznak intakt, illetve funkcionalis

receptor-kotd helyeket.
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Korabban a PIBF-et ugy jellemeztiik, mint egy progeszteron hatdsara szekretal6do
molekulat; jelen eredményeink viszont arra utalnak, hogy a PIBF az MCF-7 emldcarcinoma
sejtekban P hianyaban is kimutathato. cDNS adatbazisok elemzése soran megfigyeltiik, hogy
a PIBF termelés a differencidlatlan/proliferald sejtek altalanos jellemzdje, jelenléte szamos
malignus tumorban kimutathatdé. A progeszteron-indukalt €s a progeszteron-independens
PIBF termelés kapcsolatdnak vizsgalata tovabbi kutatdsaink targyat képezi, bar azt sem

zarhatjuk ki, hogy a PIBF sokkal szélesebb korti jelentdsséggel bir, mint korabban gondoltuk.
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4. A PROGESZTERON INDUKALTA IMMUNMODULALO FEHERJE

DIAGNOSZTIKAI SZEREPE (4. CIKK)

Mivel a PIBF egy szekretalt molekula, igy kiilonbozo testvaladékokban is jelen lehet. A 90-
kDa MW-u teljes lancu fehérje a nyugvo sejtek magjahoz asszocidlodik, majd a sejt
aktivaciojat kovetéen egy komplex alternativ splicing soran szamos, kisebb MW-u PIBF
forma jelenik meg. Ezeket a kisebb MW-u fehérjéket az aktivalt sejtek szekretaljak, igy a
PIBF a szérumban — és kiilonosen a 60-kDa-nal kisebb izoformak — a vizeletben is
megjelenhetnek.

A PIBF biologiai hatéasai arra utalnak, hogy a PIBF kulcsfontossagu szerepet jatszik a normal
terhesség fenntartdsaban, egerekben a PIBF jelenléte vagy hidnya pedig 0sszefligg a terhesség
terhesség prognozisat. Laboratoriumunkban korabban kifejlesztettiink egy ELISA tesztet a
szérum PIBF szintjének meghatarozasara. Tekintve a fehérje kis molekulastlyat, feltételeztiik,
hogy a PIBF a veséken keresztiil kivalasztédva mérheté mennyiségben jelenik meg a
vizeletben, igy non-invaziv markerként felhasznalhatdé a fenyegetd terhességmegszakadas
korai diagndzisaban.

Ennek igazoldsdhoz el6szor fenyegetd korasziilés klinikai tlineteit mutatd nok,
valamint normal terhesek vizeletét vizsgaltuk Western-blot segitségével. Megallapitottuk,
hogy a vizeletekben szdmos, kiilonb6z6 MW-u anti-PIBF IgG reaktiv fehérje detektalhato, de
a 34-kDa-os forma csak az egészséges terhesek vizeletében jelent meg. Mivel a cDNS
adatbazisok elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy a PIBF ¢cDNS homolog EST szekvenciak
az embriondlis szovetekben €s a placentaban is kimutathatoak, megvizsgaltuk, hogy ezek a

szovetek szerepet jatszhatnak-e a molekula termelésében? Megallapitottuk, hogy mind a
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placenta, mind az embri6o tartalmazza a 65-55-kDa PIBF izoformakat, de a 34-kDa-os,
immunreaktiv molekula csak a placentdban jelenik meg jelezve, hogy a PIBF valdsziniileg

nem a magzati, hanem az anyai oldalon termelddik.

A tovabbi célunk egy olyan kompetitiv ELISA teszt Iétrehozasa volt, mely alkalmas a
vizeletében. Ennek soran 320 egészséges terhes és 174 patholdgias terhes nd vizeletét
vizsgaltuk a 7. és a 41. terhességi hét kozott. Kontrolként 86 egészséges, nem terhes személy
vizeletét teszteltilk. Egészséges terhesek vizeletében a PIBF koncentracié szignifikansan
magasabbnak bizonyult a pathologias terhes €s a nem terhes csoporthoz viszonyitva. Normal
terhesség alatt a vizelet PIBF koncentracidja folyamatosan emelkedett a 38. terhességi hétig, a
szlilést megelézoen a PIBF szint dramai csokkenést mutatott. Ezzel ellentétben a pathologias
terhes csoportban a vizelet PIBF szintjének emelkedése elmaradt.

A csak hipertonidval tarsult toxaemia esetén a vizelet PIBF szintje nem tért el
szignifikansan a normal terhesektdl, ugyanakkor a sulyosabb, tobb szimptomaval tarsulo
esetekben (proteinuria vagy 6déma) a vizelet PIBF szintje szignifikdnsan alacsonyabbnak
mutatkozott, mint normal terhességek esetében. Fenyegeto korasziiloknél, imminens abortus,
valamint dysmaturitas esetén a vizelet PIBF koncentracioja szignifikdnsan alacsonyabb volt,
mint az egészséges terhes csoportban. Joslofajas alatt a sziild nék vizeletének PIBF szintje
szignifikans csokkenést mutatott a normal terhesekhez viszonyitva, jelezve a terhesség
kozelgd befejezését. Polyhydramnion esetén a normal terhesekhez viszonyitva szignifikansan

emelkedett PIBF szintet mértiink.
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A tovéabbiakban prospektiv és retrospektiv analizist végeztiink. A normal terhesek
70%-anal, a terminusban sziilé ndk 80%-andl a normalnal magasabb PIBF szintet mértiink,
ezzel szemben a fenyegetd korasziildk 10%-a rendelkezett a normalndl magasabb PIBF
szinttel. Ezen adatok alapjan a PIBF ELISA teszt fenyegetd terhességmegszakadasra
vonatkoz6 prediktiv értéke a 90%.

Megallapithatjuk tehat, hogy a laboratoriumunk altal kifejlesztett ELISA teszt
alkalmas a PIBF szint érzékeny meghatarozasara mind a terhes ndi szérumban, mind a
vizeletben, ezzel segitve az immunologiai eredetli id6 elotti terhességmegszakadéas korai

diagnozisat.
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5. A PIBF SZEREPE A TUMORNOVEKEDESBEN (5.CIKK)

Tekintve, hogy a PIBF aktivalt, PR-t expresszaldo lymphocytak terméke, felmerilt, hogy a
tumort infiltrdlo, a tumorantigenek altal aktivalt lymphocytdk nem termelhetnek-e hasonld
immunmoduladlo tulajdonsdgokkal rendelkezé fehérjét, amely a tumor-ellenes lokalis

immunvalasz gatlasa révén eldsegitheti a tumorok novekedését?

5.1. A TUMOR-ELLENES IMMUNVALASZ JELLEMZOI

A tumor sejtek nem tekinthetéek teljesen idegennek a szervezet szamara, sokkal inkabb
hasonlitanak arra a gazda-szdvetre, melybdl kialakultak. A gazdaszervezetben folyamatosan
képz6dd tumorsejtekben szdmos olyan biokémiai véltozas megy végbe, mely soran a
tumorsejtek felszinén 10j antigének jelennek meg. Az immunrendszer ezeket az antigéneket
felismerve képes eliminalni a malignusan transzformalddott sejteket még azel6tt, mieldtt a
tumor tul nagyra ndne (68). Fiatal és egészséges személyeknél az immunrendszer szilinet
nélkiil védekezik a daganatsejtek ellen, elpusztitja és megsemmisiti azokat. Az dregedés soran
ez a természetes védekezés - az gy nevezett immunolédgiai surveillance (69) - jelentOs
mértékben gyengiil, igy megnd az esélye annak, hogy egy-egy daganatsejt kibujjon az
immunrendszer ellendrzése alol. Mivel a tumorsejtek antigenitasa esetenként igen alacsony
szintl, az ¢életkortol fiiggetleniil ezek a sejtek konnyen elkeriilik az immunolégiai felismerést,
vagy talélnek egy viszonylag kis intenzitasi immunologiai valaszreakciot, mely végil a

tumorsejtek felszaporodasahoz és progressziv malignus betegség kialakuldsdhoz vezet.
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Szamos ,,tumorndvekedést elésegité mechanizmus ismert:

1.

Klasszikus MHC T tipusu molekuldk expresszidjanak hidnya, vagy csdkkenése, mely

az o/f CD8+ citotoxikus T sejtek funkcidjanak karosodasdhoz vezet (70).

Nem-klasszikus HLA molekuldk (HLA-G) expresszidja a tumorsejteken (71).

Th-2 milieau kialakuldsa és immunszuppressziv faktorok termelése a tumor

kornyezetében. A gatld citokinek termelése bénitja a LCT - és makrofag-funkciok
nagy részét (72, 73). TGFP példaul angiogenetikus hatdsa miatt fokozza a daganat
vérellatasat és a makrofagok prosztaglandin termelését - ezzel gatolja a citotoxikus
effektor-funkciokat.

Blokkol6 antitestek megjelenése, mely ,.elfedi” a sejtfelszini antigének jelentds részét.

Egyes tumorok Fas ligandot expresszalnak, igy kovetkezményes apoptdzist

indukélnak az immunrendszer sejtjein (74, 75).

Sejtfelszini tumorantigének alacsony expresszidja és folyamatos vedlése. Mivel ezek

az antigének meglehetdsen ,,ragadosak”, igy a kornyéki, nem daganatos sejtek ,,al-
pozitivokka”  valhatnak, ami az immun-felismerési folyamatokat teljesen
megzavarhatja. A tumorsejtek felszini antigénjei ugyanakkor fedve Ilehetnek a
fokozottan termelddo glikokalix altal, ami szintén csokkenti felismerhetdségiiket.

Szolubilis tumorantigének megjelenése. A keringésbe keriilt tumor-antigének

gatolhatjak a citotoxikus immunvalaszt és hozzajarulhatnak a blokkold antitestek

felszaporodasahoz.

A daganatsejtek felszinén levd, vagy az onnan leszakadd tumor-antigéneket az antigén

prezentald sejtek — makrofagok, dendritikus sejtek, illetve B-lymphocytak — felveszik,

feldolgozzak, kis informacidtartalmi fragmentumokra hasitjak, majd sejtfelszini MHC

molekulakkal komplexet képezve a CD4+/CD8+ T-lymphocytdk szamara prezentaljak. Az
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antigén-prezentacid, valamint az aktivalt CD4+ sejtek altal termelt citokinek (pl. IL-2)
hatdsara a CD8+ T-sejtek is aktivalédnak és tumorellenes citotoxikus T-sejtekké alakulnak,
ugyanakkor az aktivalt B-sejtek IgG-t termeld plazmasejtekké torténd érése — az antitestek
altal kozvetitett, komplementfiiggd lizis révén — lehetdvé teszi a daganatsejtek elpusztitasat
(antigénspecifikus immunvalasz). Emellett a tumor-ellenes immunvalaszban fontos szerep jut
a természetes immunvalasznak, melynek legfontosabb effektor-sejtjei a makrofagok és a
természetes Olosejtek. A makrofagok az oxigéngyokok kozvetitésével, az NK-sejtek a
gazdaszervezet kordbbi immunizalddasatél €és a tumorellenes antitestek jelenlététdl
fiiggetlentil pusztitjak el a daganatokat. Az NK sejtek aktivalasaért a makrofagok (IL-12
termelés révén), valamint a T-sejtek (IL-2 termelés révén) felelések. Az igy 1étrejovo
lymphoid aktivalt killer (LAK) sejtek a tumor-terapia fontos részét képezik.

Tekintve, hogy a tumort infiltrald6 CD8+ lymphocytak in vitro lizaljak a daganatsejteket, de in
situ erre képtelenek, feltételezhetd, hogy a tumorok termelnek egy olyan immunszupressziv
faktort, mely gatolja a lymphocyta aktivaciot (76, 77) és kiillondsen a naiv T-sejt stimulaciot

(78-80).

5.2. ELOZETES MEGFIGYELESEK

1. Genetikai hattér:

A PIBF a 13. kromoszoma hossza karjan, a 13q21.33 locuson kédolt. A PIBF ¢cDNS egyéb
gerincesekben (marha, egér, patkany, Zebrafish, Xenopus laevis) szintén megtalalhato,
ugyanakkor a Drosophila, éleszté és bakterialis genom nem tartalmazza jelezve, hogy a PIBF
filogenetikailag er6sen konzervalt molekula, mely csak a magasabbrendi ¢l61ényekben - a

gerincesekben - jelenik meg. Mivel a 13g21-q22 régié szamos malignus tumor - igy fibrosus
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histiocytoma (81, 82), prostata carcinoma (83) non-Hodkin lymphoma - kialakulasa soran a
szomatikus deléciok kozos helye (84) feltételezhetd, hogy az itt taldlhatdo gének — beleértve a

PIBF-et - szerepet jatszhatnak a tumor predispozicio és progresszio kialakitasdban (85, 86).

2. cDNS adatbank:
A PIBF klonozasa és EST adatbank elemzése soran megfigyeltiik, hogy a PIBF ¢cDNS, illetve
annak bizonyos részei nemcsak
- terhesseéghez asszocialt szovetekben (uterus, placenta, emld); hanem szamos
- differencialt (gyomor, vékonybél, colon, fiil, cochlea, olfactorius epithelium,
tidé, agy, csontveld, madj, vese, mellékvese, tonsilla, 1ép centrum
germinativum, ovarium, prostata, here)
- differencialatlan szévetben (foetus, foetus szem-tiid6-testis, csirasejt) illetve
- tumor szovetben (hepatocellularis cc, neuroendocrin tiid6é carcinoid, serosus
papillaris cc, uterus endometrialis adenocc, pooled germ cell tumorok,

chondrosarcoma) egyarant megtalalhatoak.

Mindezek alapjan felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a malignus vagy differencialatlan sejtek
altal termelt PIBF szerepet jatszhat a tumor-ellenes immunvalasz gatlasdban ¢és a tumor
novekedésének eldsegitésében. Az immunszupressziv faktorok az immunoldgiai effektor
funkciok direkt gatlasa, valamint az immunvalasz Th-2 irdnyba tolasa révén hozzajarulnak az
immunolodgiai surveillance elégtelen miikodéséhez, igy a tumor kontrolalatlan novekedéséhez.
Ismert, hogy a PIBF mind in vitro (11), mind in vivo (26) Th-2 shiftet indukal és gatolja az
NK aktivitast, igy a tumorok endogén PIBF termelése eldsegitheti a tumor ndvekedését

azaltal, hogy gatolja az anti-tumor immunvalaszt.
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Hogy ennek a lehetdségét megvizsgaljuk, elséként kiilonb6zé humén tumor-szovetek
PIBF pozitivitasat vizsgaltuk. A primer tumorok 55%-a erésen PIBF pozitivnak bizonyult,
nagy résziik epithelialis carcinoma (tiid6, colon, emld, gyomor, ovarium) volt, a kdrnyezd

normal szévetek anti-rhuPIBF ellenanyaggal nem festédtek.

A tumor altal termelt (endogén) PIBF funkcionalis szerepének vizsgalata soran human
MCF-7 eml6carcinoma sejtek endogén PIBF termelését anti-PIBF IgG-vel neutralizaltuk,
majd a kezelés hatasat citotoxicitasi teszttel elemeztiik. A kezelés szignifikansan fokozza a
tumorsejtek NK-medialta lizissel szembeni érzékenységét. Hasonld eredményeket kaptunk a
Hep-2 (laryngealis carcinoma) sejtek esetében, ugyanakkor a nem-tumor eredeti McCoy
(synovialis fibroblast) sejtek anti-PIBF IgG-vel valo kezelése nem befolyasolta szignifikansan

az NK citotoxicitast.

Mivel a PIBF egy szekretalt molekula, ezért kiilonb6zd biologiai mintdkban (szérum,
vizelet) ELISA teszt segitségével detektalhatdé. Haematologiai, fiil-orr-gége, tiidé és urologiai
tumorok esetében a vizelet PIBF szintje szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kontrolhoz
viszonyitva. A tumor mitéti eltdvolitdsa, vagy haematologiai tumoroknal a kemotherapias
kezelés a PIBF szint dramai csokkenését eredményezte. Kozponti idegrendszeri tumoroknal —
feltehetden a vér-agy gat jelenlétének kovetkeztében — a tumoros betegek vizeletének PIBF
szintje nem tért el az egészséges kontrolokétdl. Eredményeinket Osszefoglalva
megallapithatjuk, hogy a vizelet PIBF szintje szdmos tumoros betegségben abnormalisan
emelkedett, korrelal a tumor méretével és a terapia hatékonysagaval.

Megfigyeléseinket aldtdmasztani latszik Rozenblum és munkatarsainak adatai (85),
mely alapjan a PIBF1 gént is tartalmaz6 13q21-q22-es kromoszomalis régi6 szamos malignus

tumor kialakulasa soran a szomatikus deléciok kozos helye illetve Delsite és mtsainak
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megfigyelései (86), mely szerint az emldcarcinoma sejtek mitokondrialis DNS-ének
deplécidja a szignal-mechanizmusok, a sejt-arhitektira, metabolizmus, sejt-ndvekedés,
differencialodas ¢és apoptdzis szabalyozasaban szerepet jatszd gének (beleértve a PIBF1-et)

Mindezen adatok alapjan tehat nem zarhato ki, hogy a PIBF termelés a malignusan
transzformalodott vagy differencialatlan szovetek altalanos jellemzdje, igy tumorok a PIBF —
mint immunszupressziv faktor-termelése révén szerepet jatszhatnak a lokalis anti-tumor
immunvalasz kialakitdsaban. A jovoben a PIBF egy uj, potencialis diagnosztikus markerként
felhasznalhaté bizonyos malignus betegségek diagnosztikdban, a hatdsat neutralizalo
specifikus antitestek, vagy receptorat blokkold kemoterapeutikumok segitségével alternativ

lehetdséget jelenthet a tumor-ellenes terapiaban.
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IV. OSSZEFOGLALAS

A megtermékenyitett pete bedgyazddasat kovetden az anyai immunrendszer felismeri a
trophoblaston expresszalodé magzati antigéneket, aktivalodik és kiillonb6z0 — a terhesség
tovabbi fenntartasa szempontjabol nélkiilozhetetlen - védekezési mechanizmusokkal valaszol.
Ezek kozé tartozik a progeszteron-fiiggd immunmodulacio, mely egy 34-kDa molekulastulyu
mediator, a Progeszteron Indukalta Blokkol6 Faktor kdzvetitésével valosul meg.

A PIBF gén mar a terhesség korai implantacios fazisaban aktivalodik (87), mely
hatdsara a differencialatlan magzati szovetek, a placenta és a magzati antigének altal aktivalt
PR pozitiv lymphocytédk (zommel CD8+ ¢€s y/0 T sejtek) fokozott mértékben kezdenek PIBF-
et szekretdlni. PIBF a foeto-maternalis hataron feldasulva gatolja az anyai NK sejtek
citotoxikus aktivitasat, igy azok nem tudjak kdarositani a magzatot. A PIBF ugyanakkor
fokozza a terhesség szempontjabdl kedvezd Th-2 citokinek termelddését és gatolja a Th-1
citokinek felszaporodasat. SzovOidménymentes terhesség alatt az anyai NK aktivitdst az
arachidonsav-metabolitok befolyasolni képesek: igy a prosztaglandin F2o ndveli,
prosztaglandin E2 csokkenti a citotoxicitast. Mivel a PIBF koncentracio-fiiggden csokkenti az
arachidonsavak, prosztaglandinok felszabadulasat, ezzel szamos citotoxikus citokin (TNFa.,
IFNy, IL- 2, IL-12) képzddését is meggatolja. Az embrionalis organogenezist majd a sziilést
kovetden a PIBF gén feltehetdleg inaktivalodik. A felndttkorban PIBF termelés csak bizonyos
immunologiailag privilegizalt szovetekben (here, pajzsmirigy), valamint a CD8+ és a y/0 T
sejtek altal figyelhetdé meg (példaul transzplantacid, transzfiizid esetén a kronikus allogén

stimulus hatasara aktivalodott lymphocyték altal) (88).
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Feltételezhetd, hogy hasonléan més oncofoetalis antigénekhez (CEA, AFP) az oncogenezis
soran az addig ,nyugvo” PIBF gén abnormalis reaktivacioja kovetkezik be, mely a PIBF
vezet. Ennek f6 elemei az NK aktivitds gatlasa, a Th-2 citokin talsuly kialakitasa, blokkold
antitestek termelésének fokozasa és az arachidonsav metabolizmus gatlasa révén az IL-12
termelésének csokkentése. A PIBF altal down-reguldlt citotoxikus immunvalasz igy
elégtelenné valik a tumorsejtek felszaporodasanak gatlasaban, mely végiil a betegség

progresszidjahoz vezet.
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V. TEZISEK

1. Egészséges terhes nok periférids vérében a y/0 TCR+ sejtek szazalékos aranya
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult, mint a habitudlis vetélék vagy a nem
terhes személyek esetében. A v/0 T sejtek kifejezett PR pozitivitdsa arra utal, hogy
ezek a LCT-k aktivalt allapotban vannak ¢és PIBF-et termelnek. A PIBF Th-2
shiftet indukal, gatolja a lokalis NK aktivitast, igy kulcsfontossagt szerepet jatszik
a terhesség sikeres kiviselésében.

2. Egészséges terhes ndk periférids vérében az IL-10 pozitiv y/0 T sejtek
szignifikdnsan magasabb szazalékban mutathatéak ki, mint a pathologias
terhesekben.

3. A LCT-k pan-anti- y/d antitesttel valo kezelése gatolja a sejtek PIBF és IL-10
termelését, fokozza az NK aktivitast és az IL-12 termelést.

4. Egészséges terhesek periférias vérében a Vyl1.4/VJ3l lanckombindcié van
tulstilyban, ugyanakkor a pathologias terhesek és nem terhes személyek esetében a
Vy9/V52 lanchasznalat dominal.

5. A y/0 T sejtek Vy1.4/Vo1 TCR-on keresztiili aktivacidja szignifikdnsan fokozza a
PR expressziot, csokkenti az NK aktivitast és fokozza az IL-10 termelést. A
Vy9/V32 receptor aktivacidja ugyanakkor nem hat a PR expresszidra, NK
aktivitasra és IL-12 termelésre, de szignifikansan csokkenti az IL-10 termelést.
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a periférias vérben legaldbb két,
funkciondlisan eltéré y/0 T szubpopuldcido van jelen: a citotoxikus y9/82 és a

szupresszor funkcidju y1.4/61 szubpopulacio.
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6. Human maj cDNS library screenelése soran azonositottuk a PIBF-et kodolo
cDNS-t, mely 2765 bp hossziisagi, ORF-je 2271 bp-nak bizonyult. A PIBFI
cDNS nukleotid és a kodolt fehérje teoretikus aminosav-szekvencidja nem
mutatott szignifikdns homologiat egyetlen ismert fehérjével sem, igy ennek
hianyadban a fehérjét egyetlen funkcionalisan definidlt molekula-csaladba sem
tudtuk sorolni. A PIBF1 cDNS-rdl egy igen komplex alternativ splicing soran
szamos, kiilonb6zo hosszusagi mRNS képzddhet, a kodolt teljes lanca PIBF 757
aminosavbol all, molekulastlya 89-kDa.

7. A transzlaciot kovetben a bZIP, illetve NLS szekvenciat tartalmazd PIBF formak
egyfajta transzkripcios faktorként a sejtmag felé transzlokalédnak, majd a
sejtmaggal asszociadlodnak. A fehérje kisebb, NLS ¢és bZIP szekvencidt nem
tartalmazd alternativ splice varidnsai ugyanakkor a sejt aktivaciojat kovetden a
citoplazma felé transzlokalodnak, majd szekretalodnak.

8. A lymphocyta PIBF-hez hasonldéan a rekombinans technikaval eldallitott PIBF
szignifikdnsan csokkentette a magzat szamara letalis NK aktivitast. Az N-
terminalis 48-kDa rhuPIBF specifikus ellenanyag neutralizalta a lymphocyta PIBF
rekombinans molekula koncetracio-dependes modon fokozta a periférias
lymphocytak IL-10 termelését €s gatolta az IL-12 produkciot. A thuPIBF tehat egy
immunologiailag aktiv fehérje, mely ugyanolyan hatasokat fejt ki, mint a
biokémiai uton eldallitott lymphocyta PIBF, a bioldgiai hatas kifejtésének nem

sziikséges feltétele a glikozilacio.
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9.

10.

Monoclonalis antitestekkel jellemeztiik a 48-kDa N-termindalis rhuPIBF lehetséges
epitopjait. Megallapitottuk, hogy az M2, M3, M6 és M9 monoclonalis antitestek a
PN1 (exon 2-4)-en beliili szekvencialis epitdpokat ismertek fel, mig az M4 és M8
antitestek konformacids epitdp-specifikusak. Az M7 monoclonalis antitest a PN2
(exon 5-7)-n beliili konforméacioés epitopot ismerte fel. Az M1 és M5 antitest a
PN3 (exon 8-9) szekvencialis epitopjaival reagalt. A PNI1 rekombindns fehérje
szignifikansan gatolta a nem-terhes személyek lymphocytainak NK-aktivitasat, a
PN2 és PN3 ugyanakkor nem fejtett ki ilyen hatast. Mivel egyetlen fragment sem
hatott a periférias lymphocytdk citokin-termelésére, feltételezhetd, hogy a
fragmentek létrehozatala sordn a molekula receptor-koté része, vagy a citokin-
valaszban szerepet jatszo funkcionalis doménje sériilt.

Mivel a PIBF egy kis molekulasulyu fehérje, a veséken keresztiil kivalasztodva
mérhetd mennyiségben jelenik meg a vizeletben, tehat ELISA teszt segitségével
noninvaziv markerként felhasznalhato a fenyegetd terhességmegszakadas korai
diagnézisaban. Egészséges terhesek, polyhydramnion és ikerterhesség esetén a
vizelet PIBF koncentracidja szignifikdnsan magasabb volt, mint a patholdgias
terhességekben. Normal terhesség alatt a vizelet PIBF koncentracioja a terhesség
eloérehaladtaval folyamatosan emelkedett, a sziilést megelozéen a PIBF szint
dramai csokkenést mutatott. Pathologias terhes csoportban a vizelet PIBF
szintjének emelkedése elmaradt. A csak hipertonidval tarsult toxaemia esetén a
vizelet PIBF szintje nem tért el szignifikansan a normal terhesektdl, ugyanakkor a
proteinuriaval jard toxaemias terhességek soran a vizelet PIBF szintje
szignifikansan alacsonyabbnak mutatkozott. A laboratoriumunk altal kifejlesztett

ELISA teszt alkalmas a PIBF szint érzékeny meghatdrozasara mind a terhes néi
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11.

12

13.

14.

szérumban, mind a vizeletben, ezzel segitve az immunologiai eredeti id6 elotti
terhességmegszakadas korai diagnozisat.

A PIBF a 13. kromoszoma hosszu karjan, a 13q21.33 locuson kodolt. A PIBF
cDNS egyéb gerincesekben szintén megtaldlhatd, ugyanakkor a Drosophila,
¢leszto és bakterialis genom nem tartalmazza jelezve, hogy a PIBF filogenetikailag
erésen konzervalt molekula, mely csak a magasabbrendi él6lényekben - a
gerincesekben - jelenik meg. A 13q21-q22 régié szamos malignus kialakuldsa
soran a szomatikus deléciok kozds helye, a human PIBF homolég EST
szekvencidk pedig szdmos differencidlatlan szovetben és tumorban is

kimutathatdak.

. A PIBF nemcsak terhesség soran, hanem kiilonb6zé malignus tumorokban is

termelddik. Immunhisztokémiai vizsgalatainkban a tumoros szovetek (zommel
epithelialis carcinomdk) 55%-ban mutattak PIBF pozitivitast, a kornyezd
egészséges szovetek PIBF negativak voltak, mely arra utal, hogy a PIBF nem a
tumort infiltralé lymphocytakbol, hanem a primer tumorszdvetbdl szarmazott.
ELISA teszttel bizonyitottuk, hogy a vizelet PIBF szintje kiilondsen urolégiai,
haematologiai és fej-nyak tumorokban emelkedett, mértéke korrelalt a tumor
méretével és a terapia hatékonysagaval, igy a jovoben potencidlis diagnosztikus
mddszer lehet kiilonb6z6 tumorok monitorozasaban.

Igazoltuk, hogy a tumor altal termelt (endogén) PIBF gatolja a tumor-ellenes
immunvalaszt, eldsegitve ezzel a tumor proliferaciot, progressziot és a tumor

Limmun-escape’” mechanizmusanak kialakulasat.
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VI. CIKKEK

1. CIKK: THE ROLE OF /6 T CELL RECEPTOR POSITIVE CELLS IN

PREGNANCY

2. CIKK: THE ROLE OF y/6 T CELL RECEPTOR POSITIVE CELLS IN

PREGNANCY: PART II

3. CIKK: MOLECULAR CLONING AND IMMUNOLOGICAL

CHARACTERIZATION OF A NOVEL ¢DNA CODING FOR PIBF

4. CIKK: PIBF CONCENTRATION IN THE URINE IS RELATED TO

PREGNANCY OUTCOME

5. CIKK: PIBF (PROGESTERONE INDUCED BLOCKING FACTOR) IS A TUMOR

MARKER AND HAS IMMUNOMODULATORY ACTIVITY RELEVANT TO

CANCER THERAPY
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VII. ANYAGOK ES MODSZEREK

A y/S5TCR pozitiv sejtek vizsgélata és funkciondlis analizise

1. A Periférias vér lymphocytainak izolalasa

Egészséges terhes ndk és nem terhes személyek heparinizalt periférias vérébdl Ficoll-Paque
gradiens segitségével lymphocytékat izolaltunk, a sejteket RPMI 1640 médiummal mostuk,
majd a sejtszamot 1x10°/ml-re allitottuk be. A citokin termelés és PIBF pozitivitas, a y/d TCR
¢és PR expresszi6 vizsgalatahoz a sejteket mikroszkop targylemezre centrifugaltunk, 10 percig
4 °C acetonnal fixaltuk. A MiniMACS y/8 T sejt szeparalashoz, a flow- citometrids méréshez

¢s a funkciondlis tesztekhez a sejteket kiillonb6z0 monoclonalis antitestek megfeleld

crer

2. Immuncitokémia

A mikroszkop targylemezére centrifugalt, fixalt sejtek endogén peroxiddz aktivitdsat 1%
H,0,-dal 15 percig blokkoltuk. A nem-specifikus fehérje kotd helyeket 1% bovine serum
albuminnal (BSA, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) telitettiikk, az inkubdacidkat
szobahOmérsékleten, nedveskamraban végeztik el. A sejteket a primer antitestek
(monoclonalis anti-y/d alosztalyok, anti-progeszteron receptor, anti-IL-10 és anti-IL-12) 1:50-
es higitasaban, 0,5% BSA-t tartalmazo TBS pufferben 1 6ran at inkubaltuk. Ezt kdvetden a
sejteket TBS pufferben mostuk, majd 30 percen at 1:100-ra higitott anti-egér IgG-HRPO-val
kezeltilk. A targylemezeket ismételten haromszor mostuk, a specifikus immunreakciot
NiSOg4/diaminobenzidinnel jelenitettiik meg, végiil eziistozéssel intenzifikaltuk. A kontrol

mintakat csak szekunder antitesttel kezeltik.
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3. Single Cell Citotoxicitasi Assay az NK aktivitas meghatarozasara

Az NK aktivitas meghatarozasat Grimm ¢és Bonavida (89) modszere szerint végeztiik el.
Ennek soran 100ul izolalt periférias lymphocytat és 100 ul K562 target sejtet (2x10%sejt/ml
mindkét esetben) 500 rpm-mel 5 percig egymashoz centrifugaltunk, majd a sejteket 37°C-on
5%CO; termosztatban 10 percig inkubaltuk. Ezutan a sejtekhez 200ul 1% agaréz tartalmu
((Serva, Heidelberg, Germany) RPMI tapfolyadékot raktunk, a sejteket felszuszpendaltuk,
majd a szuszpenziobol 200ul-t 1% agarral bevont mikroszkop targylemezre szélesztettiink. A
spontan lizis meghatarozasahoz a kontrol targylemezekre csak target sejtet tartalmazd
szuszpenziot szélesztettiink. Az agardéz megszilarduldsat kovetden a targylemezeket RPMI
1640 tapfolyadékba meritettiik és 4 éran at 37°C-on 5% CO, termosztatban inkubaltuk.
Ezutan a targylemezeket 0.5% tripankék oldattal 1 percig festettiik, 2 percig PBS-sel mostuk,
majd 2% formaldehid oldattal 5 percig fixaltuk. Desztillalt vizzel torténd mosast kdvetden a
targylemezeket fénymikroszkop segitségével, 400x nagyitassal értékeltiik. Szdz lymhocytat
leszdmolva meghatéroztuk a K562 targetsejtekhez kotddott lymphocytak szazalékos aranyat
(target kotd sejtek ardnya = TBC%). 50 konjugatumot leszdmolva meghataroztuk az
elpusztult K562 sejtet tartalmazo konjugatumok szdzalékos aranyat (citotoxikus TBC%). Az
NK aktivitast az NK%=(TBC% x citotoxikus TBC%)/ 100 formula alapjan hataroztuk meg. A
citotoxikus TBC%-ot a spontan K562 pusztulas (kontrol lemez) szazalékos aranyaval

korrigéaltuk

4. MiniMACS 7/3 T sejt szeparalas

A V32+ T sejteket MiniMACS immunmagneses gyongyokkel (Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach, Germany) szeparaltuk. A sejteket PBS pufferrel mostuk majd 0.5% BSA-
t és 2 mM EDTA-t tartalmazé PBS-sel a sejtszamot 10”/ml-re allitottuk be. Ezutan a sejteket

10ug/107 anti-V82 monoclonalis antitesttel (mAb) 10 percig 4°C-on inkubaltuk. A
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tovabbiakban a lymphocytakat kétszer mostuk, 80 pl pufferben felszuszpendaltuk, majd 20 pl
kecske anti-egér IgG Mikrogyonggyel (Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach,
Germany) 15 percig 4°C-on inkubaltuk. Ismételt mosast kdvetden a pelletet 500ul pufferben
felszuszpendaltuk ¢és magneses kozegben MiniMACS oszlopon engedtiik at. Ezutdn az
oszlopot hatszor mostuk, majd a magneses szeparatort eltavolitottuk. A magnes-adherens
sejteket az oszloprél mosassal eltavolitottuk, majd a V52+ sejtek aranyat flow-citometriaval
hataroztuk meg. A flow-citometria soran szdzezer magnes-szeparalt lymphocytat FACS
pufferben mostunk és megfeleld higitdsa FITC-konjugalt anti-V32 monoclonalis antitesttel,
30 percig, sotétben jeloltiink. Ismételt mosast kdvetden a sejteket 250ul 1% paraformaldehid
tartalmi FACS pufferben fixaltuk és a mérésig egy ¢jszakan at 4°C-on, sotétben taroltuk. A
mintakat FACScan analizissel, Lysis II software-rel elemeztiik. A kisérletekben a V62+ sejtek

aranya a teljes adherens sejtszam kb. 75%-a volt.

5. A magnesesen szeparalt Vo2 TCR+ sejtek kezelése
A periférias vérbol izolalt és magnesesen szeparalt Vo2 TCR+ lymphocytakat 37°C-on,

crer

y1.4, anti-Vo1-3 oran at, anti-CD94-30 percig), majd a sejteket RPMI 1640 tapfolyadékkal
mostuk. Kontrolként kezeletlen sejteket €s azonos izotipusu irrelevans antitesttel jelolt

(izotipus kontrol) sejteket hasznaltunk.
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Y&V 4

A teszt soran a target sejteket és a periférias vérbdl izolalt vagy magnesesen szeparalt V52
TCR+ lymphocytakat 1:10 aranyban 500 rpm-en 5 percig 6sszecentrifugaltunk, majd 37°C-on
5% CO; termosztitban 10 percig inkubaltunk. A konjugéciét kovetden a sejteket
felszuszpendaltuk és mikroszkép targylemezre centrifugdltuk. A  targylemezeket
megszaritottuk, 5 percig acetonnal fixaltuk, a target sejtekhez kotédott kiilonbozo
v/d szubpopulaciok szdzalékos aranyat immuncitokémia segitségével hataroztuk meg. A
magnesesen szeparalt Vo2 TCR+ lymphocytdk esetében a kezelés és a konjugacié utan a

sejteket haematoxilinnal festettiik meg.

A PIBF cDNS klénozasa, restrikcios térképezése és szekvencia analizise

7. Baktérium-torzsek és vektorok

A klénozas, szekvenalas és expresszios kisérletek soran Escherichia coli DH-5a, XL1-Blue
MRF, BL-21 ¢és BL21plys baktérium-torzseket hasznaltunk. A ligacidhoz, restrikcios
térképezéshez, szekvenalashoz pBluescript SK-phagemidet, az expresszios rendszer
létrehozasahoz pCR-Script'™ Amp SK(+) vektort, a rekombinans huméan PIBF-GST fizios

fehérjék eldallitasahoz pGex-4T-1 és pGex-4T-3 vektort alkalmaztunk.

8. Enzim kitek és nukleotidok

Human maj Uni-A ZAP™ XR expresszios ¢cDNS konyvtarat és az ,,in vitro packaging
system”-et a Stratagene-tdl szereztiik be, a restrikcids endonukledzok és a T4 DNA ligdz az
MBI-Fermentastol szarmaztak. A klonozéshoz sziikséges anyagok a kovetezdek voltak: T7
DNA Sequenase kit version 2.0 (Amersham Life Science, AP Hungary Kft., Hungary), Taq

DNA Polymerase, Ultrapure dNTP-Set (Pharmacia Biotech, LKB Hungary Kft., Hungary),
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[a-35S]dATP, [a-35P]dCTP-t (Izotép Intézet Kft., Hungary) és Random Primer DNA
Labeling System (Sigma Chemical Co.). Univerzalis T7 ¢és T3 primereket, szintetikus
oligonukleotidokat valamint Takara reverse transcriptase-t a The Great American Gene

Company (Geneco, USA)-t6l rendeltiik meg.

9. A PIBF-et kddolo cDNS azonositasa

Normal maj cDNS konyvtarat (Uni-ZAP™ X R 937241 vektorban) 20 db LB taptalajt
tartalmazd, 150 mm atmérdjii Petri csészékbe teritettiink 100 000 plaque/plate siirliségben, a
replikdkat pedig nitrocellul6z membranra (Sartorius-Membran Kft, Hungary) transzferaltuk.
A membranokat polyclonalis anti-human PIBF IgG-vel reagaltattuk. A primer immunreakciot
alkalikus-phosphatase-konjugalt (kecske) anti-nyul IgG-vel (Sigma-Aldrich Kft., Hungary)
detektaltuk, majd 5-bromo-4-kloro-3-indolyl-phosphate /nitro-blue tetrazolium-phosphate
(BCIP/NBT) reakcios rendszerrel jelenitettiik meg. A pozitiv A fag cDNS inzerteket Short és
munkatarsai szerint (90) R408 helper fag segitségével pBluescript SK — phagemid-be
konvertaltuk. A baktériumok tenyésztése, plazmid DNS prepardldsa, a cDNS inzertek
restrikcids emésztése €s jellemzése, az inzertek szubklonozasa Sambrook alapjan tortént (91).
Az inzertek nukleotid szekvencidjanak meghatarozasat mindkét lancon, mindét iranyban a

dideoxy-lanc-terminacioés modszerrel végeztiik el (92).

10. Humén rekombinans PIBF protein expresszidja pGex prokaridta expresszios
vektorban

Szamos, kiilonb6z6 PIBF szekvenciat tartalmazo GST fuzios fehérjét hoztunk 1étre. El6szor a
teljes lanca PIBF1 cDNS-t és a 1255 bp-nyi (N-termindlis 48-kDa fehérjét kodolo)

szegmentet pGex-4T-1 expresszios vektorba ligaltuk.
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Az exon 2-4 (PN1), 5-7 (PN2) és 8-9 (PN3)-et kodolo PIBF fragmenteket PCR segitségével
amplifikaltuk fel. Az egyes ciklus paraméterek a kovetkezOk voltak: elészor 94°C 2 min,
majd 94°C 30 sec, 50°C 30 sec és 68°C 1 min, 25 cikluson keresztiil, végiil végsé extenziot
végeztlink 68°C-on 10 min-ig. A Platinum Pfx polimerdz enzimet az Invitrogen-tdl szereztiik
be (Csertex Kft., Hungary). A rekombinans fehérje-darabok létrehozatalahoz a pGex-4T3
(Promega, Bio-Science Kft., Hungary) expressziods vektort hasznaltuk. A PCR termékeket és a
plazmid vektort BamH1 és Xhol (MBI Fermentas, Biocenter Kft.,, Hungary) restrikcids

enzimekkel emésztettiik, majd a PCR termékeket a GST DNS-t61 downstream ligaltuk be.

Az amplifikiciéhoz hasznalt primerek a kovetkezdk voltak:

PN111 Gex-4T-3 forward BamHI (exon 2,3,4)
AAA GGA TCC ATG TCT CGA AAA ATT TCA AAG
PN121 Reverse Xhol stop

AAA CTC GAG TTA AGA TAC ATA TTC AGG AAT AG

PN211 Gex-4T-3 forward BamHI (exon 5,6,7)
AAA GGA TCC GTT CGC TTC TAT GAGCTA G
PN221 Reverse Xhol stop

AAA CTC GAG TTA CTC TTT TGA TAATTC ACT TC

PN311 Gex-4T-3 forward BamHI (exon 8,9)
AAA GGA TCC GTA GTC ACC TTA GAG CAA AC
PN321 Reverse Xhol stop

AAA CTC GAG TTA GTT TTC TCG TTC ATA CAT TTC
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A pGex-4T-3 expresszios vektorba ligalt fragmenteket E. coli BL-21 és BL21 pLys baktérium
torzsekbe transzformaltuk. A GST-PIBF fuzios fehérje expresszidt és affinitas-tisztitast a
gyartd (Pharmacia Biotech) Gtmutatdsai szerint végeztiik el. A rekombinans fehérjéket SDS-
PAGE-vel ¢és Western blottal ellendriztiik. Az epitop térképezést a teljes lancu PIBF N-
terminalis, 48-kDa darabja ellen eléallitott monoclonalis ellenanyagokkal végeztiik el. Ennek
soran ELISA lemezeket 1 pg/ml 48-kDa N-terminalis PIBF-fel, PN1-gyel, PN2-vel és PN3-
mal ¢&jszakan at 4°C-on érzékenyitettiink, majd 1:1000 higitdsi monoclonalis anti-PIBF
ellenanyagokkal reagéltattuk. Ezt kovetden a lemezt anti-egér-IgG-biotinnal (1:5000) és
streptavidin-HRPO-val (1:1000) (Amersham Biosciences, AP Hungary Kft., Hungary)
inkubaltuk, a reakciot OPD-vel jelenitettiik meg. A konformacids epitopok azonositdsdhoz a

rekombinans fehérje-darabokat az érzékenyités el6tt 100 °C-on 20 percig hével denaturaltuk.

A PIBF szubcelluléris lokalizacidéjanak meghatarozasa

11. A PIBF-eGFP fuzios fehérje létrehozatala az eukariota expressziohoz

A PIBF-eGFP fuzios termék létrehozatalahoz a teljes lanci PIBF ¢cDNS-t PCR segitségével
amplifikaltuk. Ennek soran az 5’-CCAGAATTCATGTCTCGAAAAATTTCAAAGGAGTC
EcoRI  restrikcios  helyet  tartalmazd  upstream  primert, valamint az 5’-
AAGGTCGACAAGGTCTTCATCTTTTGTTTCTTAGACC  Sall  restrikciés  helyet
tartalmazd downstream primert hasznaltuk. Az amplifikdci6é sordn az Expand High Fidelity
PCR System-et (Roche) alkalmaztuk a gyartd ajanlasai szerint. Az egyes PCR ciklusok
paraméterei a kovetezdek voltak: 94°C 1 min, majd 94°C 20 sec, 55°C 30 sec és 72°C 2 min
30 cikluson keresztiil, a végsd extenzid 72°C-on 10 percig tortént. A PCR termékeket ECORI
¢s Sall (Invitrogen) enzimekkel emésztettiik, majd az eGFP ¢cDNS-t6l upstream, a hasonléoan

emésztett pClneo (Promega) emlds expresszios vektorba ligaltuk.
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12. Sejt kultura és transzfekcio

5 x 10* sejt/lyuk sejtszami human MCF-7 emlécarcinoma sejtvonalat a transzfekciot
megel6zd napon 10% hdvel inaktivalt FCS-t (Sigma), 100U/ml penicillint, 100pg/ml
streptomycint és 1% L-glutamint tartalmaz6 RPMI 1640 médiumban, szdvettenyészté kamra-
lemezeken (Nalgene Nunc International) tenyésztettik. A PIBF-eGFP ¢és az eGFP

transzfekciojahoz a gyar utmutatasai szerint Lipofectamine 2000-et (Invitrogen) hasznaltunk.

13. Az eGFP és az eGFP-PIBF fuzios fehérjék detektalasa

A transzfektalt sejteket PBS-sel mostuk és 20 percig, 3.7% formaldehiddel szobahén fixaltuk.
A sejtmagokat 0.1ug/ml DAPI-val festettiik meg. A lemezeket fluoreszcens-mikroszkoppal
(Zeiss) vizsgaltuk, a sejtekrdl a felvételeket SPOT Diagnostic Instrument digitalis kameraval
készitettiik el. Az eGFP és eGFP-PIBF fuzios fehérjét expresszald sejteket a DAPI-val festett

sejtekre szuperimponaltuk.

14. Sejt frakcionalas

5x10° MCF-7 sejtet tripszinezés utan PBS-sel mostunk, majd a pelletet 1ml hipoténias lizis-
pufferben (10mM HEPES/NaOH pH7.4, 10mM NaCl, 3mM MgCl, 0.05% NP-40, ImM
EGTA, ImM PMSF és Complete-' ™ EDTA-mentes tabletta) felszuszpendaltuk és 10 percig
4°C-on inkubaltuk. Valamennyi tovabbi 1épést 4°C-on hajtottuk végre. Ezutan 125ul 2M
sucroset, 3ul 1M MgCl-ot és 17ul 20% Triton-X-et adtunk a szuszpenzidhoz, 1 perces
inkubécio utan a sejtmag és citoszol frakciot denzitas-gradiens centrifugéalassal valasztottuk
szét (400xg 5 min). A sejtmagot és az inszolubilis sejttoredéket tartalmazo pelletet lizis
pufferrel mostuk, majd 100ul magas sétartalmu extrakcids pufferben (S0OmM HEPES/NaOH
pH7.4, 500mM NaCl, 3mM MgCl,, 0.5% NP-40, ImM EGTA, ImM PMSF és Complete™

EDTA-mentes tabletta) felszuszpendaltuk, 5 percig 4°C-on inkubaltuk és 10,000xg 5 percig
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centrifugaltuk. A citoszol és a magas sétartalmu szolubilis magfrakciot Western blot

segitségével analizaltuk.

15. Western blot

Az MCF-7 sejtek citoszoljaban és magfrakciojaban talalhato PIBF detektalasara 25ug proteint
10%SDS-PAGE-vel elektroforetizaltunk, majd Hybond ECL membranra (Amersham
Biosciences) transzferaltuk. A nitrocelluléz-membrant 5% sovany tejpor tartalmu PBS-sel 1
oran at blokkoltuk, majd 1% sovany tejpor-PBS-ben 1 6raig polyclonalis (nyul) anti-rPIBF4g.
kpa antitesttel (1:500) inkubaltuk. Haromszori PBS-sel torténd mosas utan anti-nyal IgG-
HRPO-val (1:5000 Amersham Biosciences) reagaltattuk, majd a szignalt ECL Plus Western

blot detektacids rendszerrel (Amersham Biosciences) jelenitettiik meg.

Funkcionalis tesztek

16. Lymphocytak kezelése

Nem terhes személyek heparinos, periférids vérébol Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech, AP
Hungary Kft., Hungary) gradiens segitségével lymphocytakat izolaltunk. A rhuPIBF
funkcionalis vizsgalatdhoz a sejtszamot 10%ml-re allitottuk be, majd a sejteket kiilonboz6
koncentracioja (0-tol 15 pg/ml) 48-kDa, PN1, PN2 és PN3 rhuPIBF-fel, illetve anti-rhuPIBF-
fel (Sug/ml) 24 oran at 37°C-on inkubdltuk. Kontrolként, azonos koriilmények kozott a

lymphocytdkat GST-vel vagy progeszteronnal kezeltiik Egészséges terhes ndk periférias

cre
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17. NK citotoxicitasi teszt flow-citometrias méréssel

MCF-7 célsejteket PKH-67 (Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hungary) zo6ld fluoreszcens
festékkel megjeldltink, majd 1x10° nem terhes személyek periférids vérébdl izolalt
lymphocytat rhuPIBF, vagy anti-rhuPIBF antitest jelenlétében 1 6ran keresztiil 20 Egység (20
U) rekombinans IL-2-vel (Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hungary) eldinkubaltunk. Az MCF-
7 célsejteket €s a lymphocytékat 1:25 ardnyban 500 rpm-en 5 percig cetrifugaltuk és tovabbi 3
oran at 37 °C-os CO; termosztatban inkubaltuk. Az elpusztult célsejteket propidium-jodiddal
(PI, Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hungary) megjeldltiik, majd az elpusztult sejtek

szazalékos aranyat flow-citometriaval hataroztuk meg.

18. Periférias lymphocytak citokin termelésének meghatarozasa immuncitokémiaval

Ficoll-Paque gradiensen izolalt periféridas lymphocytdkat mikroszkép targylemezére
citocentrifugaltunk, acetonnal fixdltunk, majd immuncitokémia segitségével meghataroztuk a
sejtek IL-10 és IL-12 termelését. A sejtek endogén peroxidaz aktivitasat 1% H,O,-dal, a nem-
pecifikus kotohelyeket 1% BSA-val (Sigma-Aldrich Kft., Hungary) blokkoltuk. Valamennyi
inkubécios 1épést szobahdmérsékleten, nedves kamraban végeztiik el. A primer antitesteket
(monoclonalis anti-human IL-10 és anti-human IL-12 - R&D Systems, Biomedica, Hungary,
illetve monoclonalis anti-thuPIBF antitestek) 1:50 higitasban 0,5 % BSA tartalmia TBS-ben
alkalmaztuk. 1 6ras inkubéciot kdvetden a citoprepeket 1:100 higitasu anti-egér IgG-HRPO-
val (DAKO, Frank Diagnosztika Kft.,, Hungary) 30 percig kezeltik. A targylemezeket
haromszor TBS-ben mostuk, majd a reakcidt diaminobenzidine-nel (DAB) jelenitettiik meg és
véglil eziistozéssel intenzifikaltuk. Kontrolként csak szekunder antitesttel és izotipus 1gG-vel

festett citoprepeket hasznaltunk.
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A teszt soran alkalmazott anti-PIBF antitestek

19. Polyclonalis antitestek

Az antitesteket a laboratériumunkban allitottuk eld olyan modon, hogy nyulakat
immunizaltunk a szekretalt 34-kDa lymphocyta PIBF-fel, a 89-kDa-os ¢és 48-kDa N-
terminalis thuPIBF-GST-vel (és GST nélkiil). Az antitest-titereket ELISA teszttel hataroztuk
meg. Az immun-szérumokbdl az IgG-t protein-A/protein-G segitségével, affinitas

kromatografiaval nyertiik ki.

20. Monoclonalis antitestek
Az antitesteket a PTE-AOK Immunoldgiai és Biotechnolégiai Intézetben (Prof. Németh
Péter) allitottak eld egerek immunizalasaval, mely soran antigénként a 48-kDa N-terminalis

rhuPIBF-et hasznaltak fel.

21. Tumoros szovetek immunhisztokémiai analizise

A kiilonb6z6 eredetii primer tumoros szovetekbol szarmazo metszeteket deparaffinaltuk. Az
endogén peroxidazok gatlasat 30 percig 1%-os H,O, oldattal végeztiik, a nem-specifikus
kotodés gatlasa céljabol a mintdkat 20 percig 1%-os BSA oldattal kezeltiik. Primer
antitestként polyclonalis anti-48-kDa N-terminalis rhuPIBF IgG-t hasznaltunk 1:200
higitasban (1 6ra), szekunder antitestként anti-nytl IgG-HRPO-t (1:100, 1 6ra) alkalmaztunk.

A reakciot amino-ethyl-carbazole-lal (AEC) tettiik 1athatova.

22. A citokin expresszio meghatarozasa flow-citometria segitségével
A teszt soran a kovetkezd monoclonalis antitesteket hasznaltuk: FITC-konjugalt (egér) anti-
human CD3 (clone HIT3a BD Pharmingen, Soft Flow Hungary Kft. Hungary), APC-

konjugalt anti-human IL-10 (clone JES3-19F1, BD Pharmingen, Soft Flow Hungary Kft.
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Hungary), PE-konjugalt anti-huméan IFN-y (cloneB27, BD Pharmingen, Soft Flow Hungary
Kft. Hungary). Az aktivaciohoz 500 pl heparinizalt periférids vért azonos mennyiségli RPMI
1640 médiummal higitottunk, majd brefeldin A (10 pg/ml végkoncentracio) jelenlétében
PMA-val (25 ng/ml végkoncentracid) és ionomycinnel (1 pg/ml végkoncentracid) kezeltiink.
A mintdkat 4 6rdn at 37°C-on inkubaltuk, majd a sejteket 30 percig anti-CD3-FITC
ellenanyaggal sotétben kezeltiik Ezt kovetden a vordsvértesteket 2 ml FACS lizis oldattal
(BD, Soft Flow Hungary Kft. Hungary) 10 percig, sotétben lizaltuk. A sejt felszinen jelolt
lymphocytakat 500 ul FACS permeabilizal6 oldattal (BD, Soft Flow Hungary Kft. Hungary)
10 percig permeabilizaltuk és az intracellularis citokineket fluorokrommal konjugalt
monoclonalis anti-citokin antitestekkel szobahdn, 30 percig, sotétben reagaltattuk. A
lymphocytékat ezt kdvetden PBS-sel mostuk és 1% paraformaldehid oldattal fixaltuk. A jelolt
sejtek szazalékos ardnyat FACSCalibur flow-citométer (Becton Dickinson Immunocytometry

Systems) segitségével a CellQuest software programmal (Becton Dickinson) analizaltuk.

23. Kétlemezes, kompeticios ELISA

A vizelet PIBF-szintjének meghatarozasahoz a mintakat frissen gytijtottiik, felhasznalasig -
80°C-on taroltuk. 96 lyuku mikrotiter lemezeket (A) 1. lemez: 100ul polyclonalis anti-
rhuPIBF IgG-vel (2ug/ml, 50mM karbonat puffer pH 9.6) ¢és (B) I lemez: 0,5pug/ml
rhuPIBF-fel (0.5M Tris puffer, pH 6,5) ¢éjszakan at, 4°C-on érzékenyitettiink. A 0.5M PBS-
ben (pH 7,3-7,4) logaritmikusan higitott (1000 ng/ml-0,01 ng/ml) standardot és az 1/2.5, 1/10
higitasti mintdkat a lemezre rakas el6tt 1 6ran at 37°C-on, a mintdkkal azonos mennyiségii
1:500-as higitasu biotinilalt anti-thuPIBF IgG-vel inkubdltuk. Az inkubaciot kdvetden a
lemezeket PBS-tweennel mostuk, 120ul-nyi standardot és a mintakat az I. lemezre helyeztiik,
majd 1 6rdn at 37°C-on inkubaltuk. A II. lemezt ugyanekkor 0.1% BSA, 0.5% zselatin-PBS-

tweennel 1 6ran at 37°C-on blokkoltuk. Ezt kovetden a I1. lemezt PBS-tweennel mostuk, majd
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100ul standardot €s a mintakat az I. lemezrdl a II. lemez megfeleld lyukaiba pipettaztuk. 1
oran at 37°C-on val6 inkubalast kovetden a II. lemezt 3x mostuk, majd streptavidin-HRPO-
val (1:1000, 0.5% BSA-PBS-Tween) 30 percig 37°C inkubaltuk. PBS-Tweennel val6 mosas
utan a lemezhez kotott enzim-konjugatumokat 150ul OPD-citrat/phosphate puffert (pH 5-6)

segitségével detektaltuk, 10 perc elteltével a reakciot S0ul 4M-os H,SO4-vel allitottuk le. Az

crer

500ng/ml-0,005 ng/ml tartomanyon beliil a standard gorbe alapjan hataroztuk meg

Az eredmények statisztikai elemzése
A statisztikai analizis sordn a kétmintas Student t-tesztet alkalmaztuk. A kiilonbségeket akkor

tekintettiik szignifikansnak, ha a p értéke > 0,05 volt.
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	HLA   Humán Leukocita Antigén 
	HRPO    Horseradish peroxidase (tormaperoxidáz) 
	kDa   Kilodalton  

	PIBF   Progeszteron Indukálta Blokkoló Faktor  
	RPMI    Roswell Park Memorial Institute  
	RT-PCR   Reverz transzkriptáz-PCR 
	SDS   Nátrium-dodecyl-szulfát 
	TBC    Target kötő sejt 
	TBS   Tris-puffer 
	TCR    T cell receptor 
	 II. BEVEZETÉS 
	1. Genetikai háttér:  
	A PIBF a 13. kromoszóma hosszú karján, a 13q21.33 locuson kódolt. A PIBF cDNS egyéb gerincesekben (marha, egér, patkány, Zebrafish, Xenopus laevis) szintén megtalálható, ugyanakkor a Drosophila, élesztő és bakteriális genom nem tartalmazza jelezve, hogy a PIBF filogenetikailag erősen konzervált molekula, mely csak a magasabbrendű élőlényekben - a gerincesekben - jelenik meg. Mivel a 13q21-q22 régió számos malignus tumor - így fibrosus histiocytoma (81, 82), prostata carcinoma (83) non-Hodkin lymphoma - kialakulása során a szomatikus deléciók közös helye (84) feltételezhető, hogy az itt található gének – beleértve a PIBF-et - szerepet játszhatnak a tumor predispozíció és progresszió kialakításában (85, 86).  


	 
	 IV. ÖSSZEFOGLALÁS 
	3. Single Cell Citotoxicitási Assay az NK aktivitás meghatározására 

	 
	 
	Funkcionális tesztek 
	16. Lymphocyták kezelése  
	Nem terhes személyek heparinos, perifériás véréből Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech, AP Hungary Kft., Hungary) grádiens segítségével lymphocytákat izoláltunk. A rhuPIBF funkcionális vizsgálatához a sejtszámot 106/ml-re állítottuk be, majd a sejteket különböző koncentrációjú (0-tól 15 µg/ml) 48-kDa, PN1, PN2 és PN3 rhuPIBF-fel, illetve anti-rhuPIBF-fel (5g/ml) 24 órán át 37°C-on inkubáltuk. Kontrolként, azonos körülmények között a lymphocytákat GST-vel vagy progeszteronnal kezeltük Egészséges terhes nők perifériás lymphocytáit különböző koncentrációjú anti-48-kDa rhuPIBF IgG-vel 3 óráig kezeltük. 
	17. NK citotoxicitási teszt flow-citometriás méréssel 
	MCF-7 célsejteket PKH-67 (Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hungary) zöld fluoreszcens festékkel megjelöltünk, majd 1x106 nem terhes személyek perifériás véréből izolált lymphocytát rhuPIBF, vagy anti-rhuPIBF antitest jelenlétében 1 órán keresztül 20 Egység (20 U) rekombináns IL-2-vel (Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hungary) előinkubáltunk. Az MCF-7 célsejteket és a lymphocytákat 1:25 arányban 500 rpm-en 5 percig cetrifugáltuk és további 3 órán át 37 (C-os CO2 termosztátban inkubáltuk. Az elpusztult célsejteket propidium-jodiddal (PI, Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hungary) megjelöltük, majd az elpusztult sejtek százalékos arányát flow-citometriával határoztuk meg.  




