Ujabban vilagossa valt, hogy a Progesterone-induced blocking factor (PIBF)
amely a progesteron szamos immunoldgiai hatdsat kozvetiti nem csupan a
lymphocytakban és terhességgel asszocialt szovetekben, de szamos differencialatlan
gyorsan novekedd sejtben és rosszindulati daganatban is jelen van. A teljes
hosszasagu PIBF, a sejtosztddéasban szerepet jatszd pericenteoldris szatellit részeként
azonositottak, igy elképzelhetd, hogy a terhesség fenntartasdban jatszott szerepén

feliil ez a molekula a daganatok 1étrejottét €s progresszidjat is befolyasolhatja.

Az Oxidativ stressz hatasa a PIBF receptor alegységek dsszeszerel6désére.

A kutatds célja annak vizsgalata volt, hogy membran lipid szervezddésben az
oxidativ stressz hatdsara a létrejové valtozasok hogyan befolydsoljak a PIBF
receptoranak funkciojat.

A lymphocyta populaci6 membranfluiditdsanak oxidativ stress hatdsara
bekovetkezd valtozasat electron paramagnetikus rezonancia (EPR), mig az egyedi
sejteken bekovetkezd valtozasokat két-foton mikroszkopia segitségével kovettiik
nyomon. Megallapitottuk, hogy az oxidativ stressznek kitett sejtekben a kezelés
idétartamdval, ill. a hémérséklet novekedésével aranyosan csokken a membran
fluiditdsa; megnovekszik a rigid domaineknek megfelel6 gél fazisu (GP) lipid raft
teriiletek szama. Megfigyelhet6 tovabba a lipid raftok szamanak novekedése, mely a
H202 koncentracidjaval ardnyos.

A PIBF receptor kotését normalis és stress koriilmények kozott, AlexaFluor647/PIBF
és Laurdan kettdsen jelolt sejteken, konfokalis- és két-foton mikroszkopidval
vizsgaltuk.

A PIBF kotddést kovetden, a lymphocytak felszinén feldusultak a rigid regiokat jellemzd
magas GP teriiletek. A PIBF receptorkotése utan a plazma membran rigidebbé valik,
és megnovekszik a lipid raft domainek mérete, mig szamuk csokken.

Az oxidativ stressznek kitett sejteken ezek a valtozasok nem kovetkeznek be. PIBF
kotés hatasara a membran fluiditdsa megnd a PIBF-kezelt, nem oxidalt sejtekhez
képest, és a lipid raftok clusteresedése nem kovetkezik be.

A PIBF receptor-kotését confocalis mikroszkoppal vizsgaltuk. Az oxidativ stressnek
kitett lymphocytdkat fluorescensen jelzett PIBF-el inkubaltuk. Az oxidativ stressz
hatdsara a H202 koncentracidjaval aranyosan csokkent a PIBF receptorhoz vald

kotédése. A PIBF kotddést jelz6 fluorescencia intenzitds a fluid fazisban 20% -al, a



non-raft fazisban 30%-al lipid raft fazisban 40%-al mig a gél fazisban 50% -al
csokkent.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy az oxidativ stressz hatdsdra a membran lipid
organizacioban kialakuld valtozasok megakaddlyozzdk a PIBF receptor

aktivalddasat és igy a PIBF bioldgiai hatdsanak érvényesiilését.

Az eredményeket egy jelenleg kozlésre benyujtott cikkben foglaltuk Ossze.

A PIBF Receptor izolalasa

Antigén elballitasa: A PIBFR specifikus antitest eldallitasdhoz antigénként MEC-1 B-
CLL sejtvonalbdl izolalt PIBF ligand-receptor komplexeket hasznaltunk fel. Ennek
soran a PIBF ligandot affinitds-cross linking technikdval (BS3 crosslinker)
irreverzibilisen a PIBF receptorhoz kotottitk, majd a sejteket Triton-x tartalmu
pufferben lizadltuk, majd ultracentrifugéaval sucrose grandiens segitségével lipid-raft
frakcidokat izolaltunk. 28 preparalasbol Osszesen 504 frakciot gytjtottiink. A
frakciokat 7,5% SDS-PAGE-en megfuttattuk, majd a receptor-ligand komplexet is
tartalmazo frakciokat ligand-specifikus antitest (anti-PIBF) felhasznalasaval Western
blot segitségével azonositottuk. Eredményeink szerint a vizsgalt mintdk mindossze
16,917+4/-1,697%-a tartalmazta a PIBF-PIBFR komplexet. A pozitiv frakciok
poolozasat kovetden a mintakat 7,5% PAGE-n ismételten megfuttattuk, nitrocelluléz
membranra blottoltuk és a receptor-ligand komplexet tartalmazé nagy

molekulatomegti csikokat kivagtuk.

Nyulak immunizalasa: Az immunizalashoz 2 db ndstény, kb 1 éves, vadas szinli
nyulat hasznaltunk fel. A preimmun vér levételét kovetden 12-15ug antigént
tartalmazo  blot-csikot DMSO-ban feloldottunk, complet/incomplett-Freud
adjuvanssal emulzidt készitettiink, majd 3x1 hénapos id6kozzel tobbszoros s.c. oltas
végeztiink. Az allatoktol két héttel a 2. és 3. oltdst kovetSen vért vettiink, az
immunsavokat pedig ELISA teszt és Western blot segitségével vizsgaltuk. Egyik

allat esetében sem sikertilt értékelhetd immunvalaszt indukalnunk.

Az immunsavokat westen blott analizissel is megvizsgaltuk, de a PIBFR-PIBF

komplexet tartalmazo blot-csikokkal egyik minta sem reagalt.

Mivel eredményeink arra utalnak, hogy az oltashoz hasznalt 12-15 ug-nyi,
nitrocelluldz-membranbdl kivagott antigén nem volt elegend6 a megfelel$ antitest-

termelés kivaltdsdhoz, igy terviink az immunizalds megismétlése nagyobb



mennyiségli antigénnel (minimum 30-50 ug komplex/oltas). Jelenleg az 1j antigén
preparatum eldallitasa folyik: a mai napig 34 preparalast végeztiink el, és ebbol 612
frakciot gyajtottiink A frakcidk feldolgozasa jelenleg is folyamatban van. Mivel a
PIBFR-ligand komplex preparativ mennyiségben val6 eléallitasa nagyon iddigényes
folyamat (kb 5-10ug komplex preparalhato 1 honap alatt), igy a minimum 90ug-nyi

oltdbanyag (1 db nyul 3x-i oltasa) eldallitasahoz kb 9 hénapra van sziikség, mely

sajnos tulmutat a project tényleges zarasi idején.

Mivel lathaté volt, hogy a munkaterv ezen részét nem fogjuk tudni idében teljesiteni,

Parhuzamosan elkezdtiik a PIBF invazivitasban jatszott szerepének vizsgalatat,

melynek soran a kovetkez6 eredményeket kaptuk;

PIBF szerepe a trophoblast és tumor invazi6 szabalyozasaban.

Mind a trophoblastot, mind a malignus tumorokat invaziv hajlam jellemzi,
mig azonban a tumor invazié latszolag nem kontrolldlt, a trophoblast invazidja
térben és id6ben szigoruan behatarolt. A trophoblast invazid szabalyozasanak
zavara terhességi patholdgidk kialakuldsahoz vezet. Kordbbi adataink szerint, a
terhesség az els6 trimesterb6l szarmazd trophoblast erésen PIBF pozitiv, a
fokozottan invaziv mola és choriocarcinoma PIBF expresszidja csokken, ill. teljesen
elvész. Ellentétesen valtozok ezekben a szovetekben az invaziot fokozo hatasu leptin
és receptoranak expresszidja, ami felveti annak lehetdségét, hogy a PIBF gatolja
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A fentiekbdl kiindulva Osszehasonlitottuk a trophoblast- és tumor invazio
PIBF altali szabalyozasat.

A kérdés vizsgalatara SiRNS technikaval PIBF deficienssé tett, ill. PIBF kezelt
HTR-8/SVneo trophoblast- és HT-1080 tumor sejtvonalakat valasztottuk modellként.
Az eredményeket tovabbi tumor sejtvonalakon és primer trophoblast sejteken
ellendriztiik.

PIBF knock down trophoblast sejtek invazivitdsa fokozddott, mig a tumor
sejtek invazivitasa csokkent PIBF csendesités hatasara.

PIBF AFFECTS INVASION BY MODULATING MMP ACTIVITY
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Ezeket az eredményeket in vivo rendszerben is megerdsitettiink. A PIBF
deficiens, ill. intakt trophoblast és tumor sejtvonalakat zebrahal embryokba
injektaltuk, és confocalis mikroszkoppal vizsgaltuk azok invazidjat. Az in vitro
invazios assay eredményeihez hasonldéan a PIBF gen csendesitett trophoblast sejtek
messzebbre vandoroltak az embryo caudalis része felé¢, mint a PIBF tartalmu sejtek,
ezzel szemben a PIBF deficiens tumorsejtek invazidja gatolt volt, ami arra enged

kovetkeztetni, hogy a PIBF fokozza a tumor invaziojat.
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Tekintve, hogy a matrix metalloproteindzok (MMP) és inhibitoraik (TIMP)
fontos szerepet jatszanak az invazidban, szubsztrat zimografiaval mértiik az MMP
aktivitast az invazios assay tenyésztéfolyadékaban. A PIBF csendesitett trophoblast
sejtek fokozott-, mig a tumorsejtek csokkent MMP2 és MMP9 aktivitast mutattak a
kontrollokhoz viszonyitva. A TIMP expresszid pedig ezzel forditottan valtozott. A
jelenség hatterében levé folyamatok tisztdzasa céljabdl vizsgaltuk az invazivitdst
befolyasolo PIBF jelatviteli folyamatokat.

A PIBF receptora egy GPI-horgonyzott fehérje, amely jelatvitel céljabdl az IL-4
receptor alpha lancdval kapcsolddik, és igy, ligandkotés utan STAT6-ot aktival.

Ezért megvizsgaltuk az IL-4Ra szerept a PIBF invaziét szabalyozo
miikodésében. A PIBF mind a trophoblast, mind a tumor sejtekben STAT6
foszforilalodast indukalt és az IL-4Ra siRNS tecnikaval tortén6 csendesitése mindkét
sejtvonalban megsziintette a PIBF invazidra gyakorolt hatdsat.

A trophoblast sejtvonalban PIBF kezelés hatasara azonnali és atmeneti Akt és
ERK foszforildlédast tapasztaltunk, mig a tumorsejtvonalban ezek a molekuldk csak
hat 6ra mulva, de tartosan foszforildlodtak. A tumor sejtekben ezen feliill STAT3
foszforilalodast is megfigyeltiink.

A tumorban tapasztalhatdo késéi jelatvitelt a PIBF indirekt hatdsanak
tulajdonitottuk, ezért protein array segitségével vizsgaltuk a 24 h PIBF kezelésen
atesett, ill. kezeletlen sejtek fehérjetermelésében tapasztalhatd kiilonbségeket. A
trophoblast sejtekben kevés, a tumor sejtekben azonban szamos differencidltan
expresszalt molekulat azonositottunk. A PIBF tumor sejtekben - egyebek kozt - EGF

és HB-EGF termelést indukalt, melyek koziil barmelyik elindithatja a megfigyelt
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késdi jelatviteli mechanizmusokat. Ennek vizsgalata céljabol HB-EGF knock down
sejteken vizsgaltuk a PIBF STAT3 aktivalo hatasat. PIBF-kezelt HB-EGF deficiens
sejtekben a STAT3 foszforilalodas csokkent, ami arra utal, hogy a PIBF-indukalta
HB-EGF sajat receptoran elinditott jelatviteli Gton aktivalja az invazids jelatvitel
kozponti szerepldjét, a STAT3 molekuldt. Chromatin immunprecipitacioval
igazoltuk, hogy a PIBF képes a HB-EGF és az EGF promoter regidjahoz kapcsolddni,
mind a trophoblastt mint a tumor sejtekben, azonban az anti-PIBF-el
immunprecipitalt protein-DNS complex fehérje 0Osszetétele kiilonbozott. A
trophoblast sejtekben talalhatd

50-kDa és 67-kDa PIBF izoformakon feliil a tumor sejtekben a teljes hosszuségu PIBF
is jelen volt, melynek nukledris lokalizacidjat kordbban igazoltuk.

A fentiek alapjan elképzelhet6, hogy a PIBF a potencidlisan invaziv gének
represszidja-, ill. az invaziv gének indukcidja révén szabalyozza a trophoblast- és a

tumor invaziot.

Az eredményeket egy kozlésre benyujtott cikkben foglaltuk Gssze, amely jelenleg

revizid alatt all.
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