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Beszamol6

Korabbi években nyert eredményeink arra utalnak, hogy a Progesteron-indukalt Blokkol6
Factor (PIBF) terhességben és malignus daganatok kialakulasat kdvetéen jelenik meg, és
immunoldgiai hatasai révén hozzajarul a normélis terhesség fenntartasdhoz, tovabba a
daganat novekedéséhez. Ezen adatok alapjan feltételezhet6, hogy a PIBF kimutatasan
alapul6 diagnosztikus mddszer kifejlesztése hasznos lehet fenyeget6 Kkorai
terhességmegszakadas el6relzésére, valamint malignus daganatok korai felismerésére, ill.
a therapia sikerességének monitorizalasara. A PIBF szubsztitlcié alkalmas lehet a korai
terhességmegszakadas megel6zésére, mig a PIBF bioldgiai hatadsanak neutralizalasa
lassithatja a rosszindulat( daganatok novekedését.

A palyazat célja a PIBF molekula azon regidinak azonositasa volt, amelyek a

terhességmegtarto, ill. a tumorndvekedést elésegité folyamatokban szerepet

jatszanak.

1) A PIBF molekula kiilonb6zé részeit reprezentald konstrukcidkat allitottunk elé

The PIBF1 cDNA egy 757 aminosavbdl all6 89-kDa molekulatomegt fehérjet kodol,
melynek aminosavszekvenciaja egyetlen eddig ismert fehérjével sem mutat szignifikans
homologiat. Abbdl a célbol, hogy a molekula biologiai aktivitasért felelés részeit
azonosithassuk, a 1. abran lathato konstrukciokat allitottuk eld.

RECOMBINANT HUMAN PIBF FORMS
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[1. dbra]

A teljes hosszusagl PIBF1 cDNS-t és a 1255 bp hosszusagl (az N-terminalis 48-kDa
proteint kddold) darabot pGex-4T-1 expresszids vectorba ligaltuk.

A molekula kordbban leirt exon-intron szerkezetének ismeretében a 2-4 exonok- (PN1),
az 5-7 exonok- (PN2) és a 8-9 exonok- (PN3) altal kddolt szakaszokat PCR-el
amplifikaltuk. A PCR-hez a hasznélt oligonucleotidok a kdvetkezék voltak:

PN111 Gex-4T-3 forward BamHI exons 2,3,4

AAA GGA TCC ATG TCT CGA AAA ATT TCA AAG
PN121 Reverse Xhol stop
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AAA CTC GAG TTAAGA TAC ATATTC AGG AAT AG
PN211 Gex-4T-3 forward BamHI exons 5,6,7

AAA GGATCCGTTCGC TTC TAT GAGCTAG
PN221 Reverse Xhol stop

AAACTCGAGTTACTCTTTTGATAATTC ACTTC
PN311 Gex-4T-3 forward BamHI exons 8,9

AAA GGA TCC GTA GTC ACC TTA GAG CAAAC
PN321 Reverse Xhol stop

AAACTCGAGTTAGTTTTCTCGTTC ATACATTTC

Az amplifikélt darabokat pGex-4T-3 expresszids vektorba klonoztuk, majd E. coli BL-21
and BL21 pLys torzsekbe transzforméltuk. A GST-PIBF fuzids fehérjét affinitas
tisztitottuk. A recombinans fehérjeket SDS-PAGE és Western blot segitségével
jellemeztik.

A kozelmultban két tovabbi konstrukciot, a 10-12 exont lefedé PN4-t és a 13-16 exon
altal kodolt PN5-t készitettlink, igy most a 48 kDa N termindlis rész egész terlletét
feltérképeztik

2) Megvizsgéltunk a kostruktok hatasat az NK aktivitasra és citokintermelésre

Korébbi adataink szerint a PIBF fokozza a STAT6- és gatolja a STAT-4 aktivalodasat,
ami a sejtek Thl cytokinekkel szembeni csokkent érzékenységét eredményezi. A
receptordhoz  kapcsolodé PIBF membran-, cytoplazmatikus és magi fehérjék
modosulasaihoz, masodlagos messenger molekuldk felszabadulasahoz, enzimek
aktivalodasdhoz és gének enhancer elemeihez kapcsolddd transcriptios faktorok
keletkezesehez vezet, s igy a sejtek aktivalédasahoz, differencidlodasahoz jarul hozza.

A naiv T sejtek Thl vagy Th2 irdnyban tortén6 differencidlodasat cytokinek
szabalyozzak. 1L-12 ill. 1L-4 jelenlétében a T sejtek Thi, ill. Th2 iranyba
differencidlédnak. A folyamatot a sejten belli protein kinase C (PKC) aktivitas es az
intracellularis Ca++ egyenstlya medidlja. Th2 klonok aktivaciéja a PKC aktivitas
fokozodasaval és az intracelluldris Ca++ szint csokkenésével jar. Thl klonok
aktivalodasa ellentétes valtozasokat igényel. A PIBF Th2 iranya cytokin egyensuly
eltoldédast okoz, ennek megfeleléen PIBF-kezelt lymphocytdkban a PKC aktivitas
fokozodasat és az intracellularis Ca++ csokkenését mutattuk ki. Ezek a folyamatok
egylttesen magyarazatot adhatnak a PIBF cytokinegyensulyt befolyasold hatasara.

A PIBF altal hasznalt jelatviteli mechanizmusok vizsgalata

Megvizsgaltuk a a PIBF Jak/STAT jelatvitelre kifejtett hatasat. 20 min. PIBF kezelés
utdn a sejteket lizaltuk, a polyacrilmid gelen szeparélt és nitrocellul6z membrénra blottolt
fehérjéket anti-phospho STAT6, STAT4 és Jakl ellenanyagokkal reagéltattuk. Az 1L-4-
hez hasonldan a 48 kDa N terminalis peptid STAT6 valamint Jak1 foszforilaciot indukalt
és gatolta a STAT4 foszforilalodasat. PIBF kezelés hatasara STAT6 aktivalodik (2.
abra).
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2. &bra

Si RNS mddszerrel STAT6 deficiens sejteket allitottunk el, és ezeken vizsgaltuk a PIBF
cytokintermelésre kifejtett hatasat. A cytokinek koncentraciojat cytometric bead array-el

hataroztuk meg (3. abra).
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3. abra

STATG6 deficiens sejtekben a PIBF IL-10 termelést fokozd, ill. TNFa, valamint IFNg
termelést visszaszoritd hatdsa szignifikansan csokkent a control sejteken (SCR) kifejtett

hatashoz viszonyitva .



A PIBF-indukalta STAT6 aktivalodas gatolhato az IL-4Ra blokkoldsaval, de a PIBF nem
kotodik az 1L-4 receptorhoz (4. &bra).
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4. abra

Az IL-4 receptor a lancénak ,.kittése” siRNS modszerrel szintén gatolja a PIBF
jelatvitelet (5. abra)
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5. abra



Both antibody induced cross-linking (A) and ligand-induced capping (B)
result in co-capping of PIBF receptor and IL-4 receptor

6. abra

Az 6. abran lathato, a FITC-conjugalt liganddal indukélt PIBFR és a specifikus PE-
conjugalt ellenanyaggal jelolt IL4Ra co-cappingje, a 7. &bra pedig azt mutatja, hogy méas
felszini antigennel (CD45RA) nem jon létre a co-capping jelensége.

Simultaneous labelling of the lymphocytes with PE-antiCD45RA (red), cross-linked by
1gG1 (A) and FITC-PIBF (green) (B), results in capping of the CD45RA molecule but no
co-capping of the PIBFR (C). Confocal microscopy, 100x.

7. abra

Annak tisztizasa celjabdl, hogy a PIBFR GPI-kotott feherje-e, a GPI-horgony emésztese
utan vizsgaltuk a PIBF indukalta jelatviteli mechanizmust. A GPI-horgony
Phosphatidylinositol-specific Phospholipase C (PI-PLC)-vel valé emésztése utan a PIBF
STATG6 aktivalo hatdsa megszint, mig az IL-4 hatdsa valtozatlan maradt (8.4bra), a 9.



abran pedig lathatd, hogy PI-PLC emésztett sejteken a PIBF receptor

jeloléssel nem mutathatd ki.

PIBFR is a GPl-anchored protein. Digestion with PI-PLC,

cleaves the anchoring

regions of GPI-related proteins and results in loss of PIBF induced STAT6
activation while the effect of IL-4 remains intact. (A) Western blot: anti-phospho-
STAT6 Ab, (B) loading: anti-STAT6 Ab. NT: untreated cells.

116 kDa

116 kDa T — — —— — —

NT IL4 PIBF NT IL4 PIBF

\ J \ )

PI-PLC treated untreated

8. dbra

phospho-STAT6

STAT6

Capping of the IL-4Ra (A) in PI-PLC digested cells in the
absence of PIBFR (B) Confocal microscopy, 100x.

9. dbra

FITC-PIBF

Az IL-4R lipid raft asszociélt fehérje. Az a tény, hogy a membran cholesterintartalmanak
kivondsa utan mind az IL-4, mind a PIBF jelatvitele megsziinik, jelentheti azt, hogy
mindkeét receptor raftban helyezkedik el, ez azonban nem sziikségszeri, hiszen az IL-4R
hidnya magaban is magyarazhatja a PIBF jelatvitel hianyat (10. abra).



MBCD treatment abolishes PIBF-signaling
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10. 4bra

Megvizsgaltuk a PIBF molekula egész hosszat lefedé peptidszakaszok
cytokintermelésre és a Jak/STAT jelatvitelre kifejtett hatasat. 20 min. PIBF kezelés
utdn a sejteket lizaltuk, a polyacrilmid gelen szeparalt és nitrocellul6z membrénra blottolt
fehérjéket anti-phospho STAT6, STAT4 es Jakl ellenanyagokkal reagéltattuk. Az 1L-4-
hez és a 48 kDa N terminalis peptidhez hasonléan a PN1 STAT6 valamint Jakl
foszforilaciot indukalt és gatolta a STAT4 foszforilalodasat. A tobbi szakasz nem

mutatott ilyen hatast (11-13. abra)
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11. abra
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13. &bra

A PIBF peptidszakaszok jelenlétében 24 h tenyésztett lymphocytédk altal termelt
cytokinek koncentracidit a sejtek tenyesztofolyadékabdl cytometric bead array
modszerrel hataroztuk meg. Az 14. és 15. &brakon szirke szinnel jel6ltiik azokat az
oszlopokat melyek a kontrolltdl (GST) szignifikdns eltérést mutatnak. Az IL-4
koncentracidja szignifikdnsan emelkedett a 48 kDa N terminalis PIBF, PN1 és PN2
jelenlétében. Az IL-10 termelését a 48 kDa PIBF szakaszon kiviil csak a PN1 fokozta. A
PN5 és a 17 exon altal kodolt peptidek, szignifikansan csokkentették az 1L-10 termelést,
az IL-4 koncentracio szignifikans csokkenése csak a 17. exont reprezentald peptid
jelenlétében volt megfigyelhet6 (14. &bra).
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14.4bra

A PN1 jelenléte szignifikdnsan fokozta, a 17 exon altal kodolt peptid pedig
szignifikansan csokkentette a TNFa és az IFNg termeléset. A TNFa termelést PN2 és
PN5 szakaszok is fokoztak, a PN3 pedig szignifikansan csokkentette a TNFa termelést
(15. abra).

TNFa pg/ml
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15. abra

A STATG6 aktivalo hatés tekintetében a PN1 peptidszakasz az egyetlen, amely a 34 kDa
molekuldhoz hasonléan viselkedik. A 24 o¢ra alatt, a cytokintermelésben kialakulo
kilonbségek nyilvanvaldéan bonyolultabb folyamatok egyutthatéi. A 48 kDa molekula



jelenlétében szignifikansan fokozodik az 1L-4 és az IL-10 termel6dése, de nem valtozik
szignifikdnsan az IFNg, valamint a TNFa koncentracidja. A PN1 (és a PN2) szakasz
egyontetiien fokozza, a 17 Exont reprezentald peptid pedig csokkenti mind a Th1, mind a
Th2 cytokinek koncentracidjat. A PN5 szakasz jelenlétében a cytokintermelés, a 48 kDa
molekula hatasaval ellentétesen; Th1 iranyban tolodik el.

Az NK aktivitést kizardlag a 48 kDa PIBF szakasz csokkentette szignifikans mértékben.

PIBF hatés vizsgélata allatmodellekben

A human és egér PIBF nagy fokban homolog, és a ket fehérje immunoldgiailag
keresztreagal. Egereket immunizaltunk human recombinans PIBF-el, abbdl a célbol, hogy
megvizsgaljuk a termel6dé anti-PIBF neutralizalo ellenanyagok hatésat a terhesség
kimenetelére és a tumorndvekedesre. A kovetkezé antigeneket és adjuvansokat
hasznéltuk; Blotbdl kivagott 48kDa PIBF (foothpad, s.c., i.p. 3x) Solubilis 48kDa PIBF
(foothpad, s.c., i.p. 3x, ism: s.c, i.p. 3x) Solubilis PN1 (s.c, i.p. 3x) complett és
incomplett Freund adjuvanssal, Aluminium-hidroxid adjuvanssal, ill. AbISCO (Quillaja
saponin-cholesterol emulzi¢) adjuvanssal.

Az egereket a megfelelé ellenanyagszint kialakulasa utan paroztattuk, illetve SP-2
myelomasejtekkel intraperitonealisan oltottuk 6ket. A terhesség kimenetelére gyakorolt
hatast a resorbealddott magzatok ardnyaval, a tumorndvekedesre kifejtett hatést pedig a
peritoneumbol kinyerheté tumorsejtek szamaval jellemeztik. Az immunizalt allatokban
szignifikdnsan csokkent az implantalodott magzatok szama (16. abra) Ezzel 6sszhangban,
egér terhesseg 2. és 7. napja kdzott naponta vett uterusmintakbol készilt metszeteken
immunhisztoldgidval az implantacio idészakaban a PIBF expresszio jelentés emelkedését
mutattuk ki (17. &bra).

Megallapithatd, hogy Balb/c egerek paroztatas elétti PIBF-el torténé immunizalasa
megakadalyozza a pete beagyazodasat.
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16. abra



PIBF expression in the mouse uterus at
different days of pregnancy
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17. abra

Az ellenanyagok  az immunizalashoz hasznalt adjuvans mindségeétol fiiggéen
befolyésoltak a tumorsejtek talélését.

A PN3 peptiddel torténé immunizaléds mind Freund adjuvans, mind aluminium adjuvans
jelenlétében olyan ellenanyagok képzodését indukalta, melyek a PIBF neutralizalasa
révén szignifikansan fokoztak a daganatsejtek pusztulasat. A PN1 peptid csak aluminium
adjuvanssal egyutt hasznalva fejtett ki ilyen hatast (18. és 19. abra).
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18. dbra A daganatsejtek tulélése PN1 és PN3 peptidekkel Freund ajuvans
jelenlétében immunizalt egerekben.
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18. abra A daganatsejtek tulélése PN1 és PN3 peptidekkel aluminium ajuvans
jelenlétében immunizalt egerekben.



