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Bevezetés

Az immunrendszer feladata a szervezet védelme a veszélyes, idegen antigénekkel szemben.
Normalis terhesség sordn a felerészben apai eredetli antigéneket kifejez6 magzat nem 16kddik ki, mert
az anya immunrendszere felismeri az apai antigének jelenlétét, és toleralja azokat (1). A magzat
megfeleld fejlodését biztositd immunologiai kornyezet anyai és magzati eredetli citokinek
"parbeszéde" révén jon l1étre. Ennek a folyamatnak meghatarozo6 szerepldi a progeszteron, valamint —

egy annak immunologiai hatasait kozvetité fehérje — a progeszteron-indukalta blokkold faktor (PIBF).
A PIBF

A magzati antigének felismerése utan az aktivalodott anyai limfocitdk progeszteron receptort

expresszalnak, a progeszteron kotddése a receptorhoz pedig a PIBF termelddéséhez vezet (2).

A PIBF fehérjét kodold PIBF1 gén filogenetikailag konzervalt, emberben a 13-as, egérben a
14-es kromoszéman talalhatd. Az egér PIBF1 génrdl a transzkripcié soran 16 kiilonb6z6 mRNS
keletkezik, melyek koziil a leghosszabb 'a' varidns 3677 bazispar (bp) hosszlisagu, és 18 exont
tartalmaz (3). A PIBF1 génrdl képzddo teljes lanct fehérje 756 aminosavbol 4ll, molekulatomege 89,6
kilodalton (kDa). Mivel a transzkripci6é soran 16 kiilonbdzé mRNS keletkezik, a fehérje esetében is
eltérd izoformak jelennek meg. A teljes lanct PIBF, a CEP csalad tagjaként, a pericentriolaris
szatellita komplexet alkoto fehérjék egyike, a centroszomahoz-asszocialt formaban, konstitutivan jelen
van a sejtekben (4). Feltehetdleg a sejtciklus szabdlyozasdban jatszik szerepet, valamint ez a forma
befolyésolja a trophoblast és a tumorsejtek invazids képességét. A kisebb splice-variansok — mint pl. a
34 kDa molekulatdmegii izoforma — a citoplazmaban helyezkednek el és szekretalédnak, majd a PIBF
receptoron keresztiil egyrészt a JAK1/STAT6, masrészt a PKC/Ca®" jelatviteli utat aktivaljak, melynek

eredménye a Th2 tipusu citokintermelés (5).

A fentiekbdl kdvetkezden a PIBF terhesség sordan betoltott szerepe rendkivill szertedgazd. A
szekretalt PIBF az arachidonsav-felszabadulads gétlasa mellett a progeszteron immunmodulédléd

tulajdonsagait kozvetiti, melyek a kdvetkezdek:

- Th2 citokin-talsuly kialakitésa,
- aszimmetrikus antitestek termelodésének fokozasa,
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- NK sejtek degranulacidjanak gatlasa.

Th2 citokin-talsuly a terhesség alatt

A citokinek az immunvalaszra gyakorolt hatdsuk alapjan pro-inflammatorikus (Thl), és anti-
inflammatorikus (Th2) citokinekre oszthatok. A Thl citokinek a cellularis immunvalaszt segitik, a Th2

citokinek hatasara pedig az ellenanyagtermelddés fokozodik.



A terhességet a periférids vérben Th2 citokin-talsuly jellemzi. A placentdban azonban, az
embrid bedgyazddasa koriili iddszakban lokalis gyulladasos kdrnyezetre van sziikség, melyet eldsegit

az interferon gamma (IFNy) és a leukémia inhibitor faktor (LIF) atmeneti fokozott expresszidja.

A humén periférias vérben talalhatd citokin mintdzat és a terhesség kimenetele kozott
Osszefiiggés mutathatd ki. Vetéld és korasziild ndk periférias vérében jelentésen emelkedik a Thl

citokinek szintje.

In vivo egérkisérletek igazoljdk a Thl citokinek terhességre gyakorolt karos hatasat. Terhes
egerek interleukin-2 (IL-2), tumor nekrézis faktor a (TNFa) vagy IFNy kezelése a terhesség
megszakadasadt eredményezi. Rezorbcidra hajlamos egértérzsek granulocita-makrofag kolonia

stimulalo faktor (GM-CSF), IL-3, vagy anti- TNFa kezelése csdkkenti a magzati veszteséget (6).

A fentiek alapjan a normalis lefolyast terhességet Th2 citokin-talsuly jellemzi, és a PIBF

egyik fontos hatasa a Th2 citokinek termelddésének fokozésa (7).

Decidualis NK (dNK) sejtek és a PIBF degranulaciot gatlo hatasa

A terhesség elso trimeszterében a decidudlis limfocitdk kozel 60%-at az NK sejtek teszik ki,
melyek mind fenotipusukat, mind funkcidjukat tekintve eltérnek a periférids vérben talalhato NK
sejtektél. A dNK sejtek tobbsége CD16'CD56™", és bar tartalmaznak citotoxikus granulumokat, f6
feladatuk a terhesség sordn a placentacidhoz, implantacidohoz és az embrid fejlédéséhez sziikséges

citokinek és angiogén faktorok termelése, valamint sziikség esetén az intrauterin fertézések lekiizdése.

Egyes terhességi patologiakra jellemzd az NK sejtek fokozott aktivitasa (8). Habitualis vetéld
nékben emelkedett a ANK sejtek szama, tovabba vetélésbodl szarmazd dNK sejteknél csdkkent perforin
tartalmat figyeltek meg, muvi terhességmegszakitdsbol szarmazd NK sejtek perforin tartalmahoz
képest. Ez utalhat arra, hogy ezek a sejtek degranuldlodtak, és citotoxikus aktivitast fejtettek ki.
Normalis lefolyasu terhesség sordn ezek a limfocitdk nem degranulaldédnak, és igy nem fejtenek ki

citotoxikus aktivitast (9).

A PIBF-nek feltételezhetden szerepe van a degranulacid gatldsdban. Korabbi kutatdsok
kimutattak, hogy a PIBF gatolja az NK aktivitast. A PIBF-deficiens egerekben megfigyelt fokozott
rezorbci6 visszafordithatd az NK sejtek depletalasaval, ami azt jelzi, hogy a PIBF terhességvédo

hatdsa az NK aktivitas kontrollalasan keresztiil valosul meg (10).

In vitro korilmények kozott mind a progeszteron, mind a PIBF gatoljak a perforin
kiszabadulasat az NK sejtek granulumaibo6l, ami - legalabbis részben — megmagyarazhatja a PIBF NK

aktivitasra gyakorolt hatasanak mechanizmusat.



Célkitiizések

A PIBF terhességre, és az NK aktivitasra kifejtett hatdsanak tovabbi tisztdzasa céljabol az

alabbi feladatok elvégzését tliztiik ki célként:

- A PIBF exon-expresszids mintazatdnak, valamint fehérje expresszios profiljanak
feltérképezése annak érdekében, hogy feltdrjuk az esetleges Osszefliggéseket az eltérd
PIBF izoformak és a terhesség normalis vagy patoldgias kimenetele kozott;

- A PIBF szerepének vizsgalata a dNK sejtek citotoxikus aktivitdsdnak alacsony szinten

tartasaban.

Anyagok és modszerek

A PIBF exon- és fehérje expresszids mintdzatanak vizsgalata céljabol Balb/c egerekbdl a
terhesség kozepérol és végérdl szarmazd placenta, méh, valamint normal és rezorbealodott magzati
szoveteket izolaltunk, melyekb6l RNS- és fehérjetisztitast kovetden reverz transzkripcio-polimeraz

lancreakciot (RT-PCR) és Western blotot végeztiink.

A dNK sejtek vizsgalata céljabdl terhes CD1 egereket a terhesség kiilonb6z6 idépontjaiban
(g.d. 7,5; g.d. 10,5; g.d. 12,5; g.d. 15,5) aldoztunk fel, az implantacids helyekbdl szévetmetszeteket
készitettlink, és ezeken hisztokémiai és fluoreszcens reakcidkkal vizsgéltuk az NK sejtek jellemzdit.
Az alymphoid, valamint a csontveld rekonstrualt egerekbdl szarmazé decidua metszeteket Dr. Anne

Croy (Queen's University, Kingston, Ontario, Kanada) bocsatotta rendelkezésiinkre.

Eredmények

A PIBF mRNS és fehérje expresszios mintazata terhességhez asszocialt szovetekben

Korabbi adatok szerint a PIBF jelenléte sziikséges a terhesség zavartalan kiviseléséhez. A
PIBF teljes lancu, és alternativ splicing révén szamos kisebb izoformaként is kimutathatd. A teljes
hosszusagt (90 kDa) forma az invazié és a sejtciklus szabalyozasaban jatszik szerepet, mig a kisebb
szekretalt formak citokinszeri hatasuk révén befolyasoljak az anya és magzata kozti immunologiai

kapcsolatot.

Célunk az volt, hogy feltérképezzik a PIBF mRNS expressziés mintdzatat és a
kovetkezményes PIBF fehérje izoformak megjelenését a terhességhez asszocialt szovetekben,
normalis és patologids egér terhességben. Az egyes exonok (Ex1-18) jelenlétét az egér terhesség 12-

14. és 17-19. napjan nyert placenta, méh, egészséges és rezorbealodott magzati szovetekben RT-PCR



és agar6z gél elektroforézis segitségével vizsgaltuk. Ugyanezen szovetek lizdtumaiban Western blot

alkalmazasaval feltérképeztiik a kiilonb6z6 PIBF izoformak jelenlétét.

Mind a placentdban, mind a méhszovetben nagyon hasonlé exon expresszids mintdzatot
figyeltiink meg, gyakorlatilag minden exon jelen volt a terhesség kozepén és végén is. Fehérje szinten
ugyanakkor mindkét szovetben eltéréseket lathattunk. A mintak tobbségében 4 f6 PIBF izoforma volt
jelen (90, 66, 55 és 34 kDa), és ezek eléfordulédsa kiilonbozott a terhességi korok ¢€s a szovetek kdzott
is. A placenta esetében valamennyi izoforma — kiilondsen a 90 kDa molekulatomegli — mennyisége
csokkent a terhesség végére. A méhszovet vizsgalata soran valtozatosabb mintazatot talaltunk. A 90
kDa molekulatdomegii izoforma eltint a terhesség végére, az 55 kDa izoforma mennyisége csokkent, a
66 és 34 kDa-os variansok esetében azonban emelkedést mutattunk ki a kozépidds terhességhez
képest. Alterhes egerek endometriuméaban a teljes lanct fehérje jelen volt, a nem terhes egerek
endometriumabol azonban hianyzott, ami arra utal, hogy ez az izoforma az endometrium terhességi

atalakulasat jellemzi, de a magzat jelenlététdl fiiggetleniil fejezédik ki.

A terhesség két idopontjabol szarmazé magzati mintdknadl mRNS szinten jelentds eltéréseket
figyeltiink meg. A ko6zépidés magzatokbol szarmazé mintdkban mind a 18 exon jelen volt. A PIBF N-

alacsonyabb %-aban voltak jelen.

Osszevetettiik a terhesség végérdl szarmazo egészséges, valamint rezorbealodott magzatokbol
szarmazo6 mintdk exon expresszids mintdzatat. A rezorbealddott magzatokban a 3. exon hidnyzott, a
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csokkent a hasonl6 gesztacids kortl egészséges magzatokhoz viszonyitva.

A kiilonb6z6 magzati mintdk lizatumainak Western blot analizise tiikr6zi az mRNS-szinten
megfigyelteket. A 12-14 napos magzatok lizatumaiban erdsen expresszalodik a teljes lanct PIBF,
melyben mind a 18 exon atirddott. A 17-19 napos magzatokban (melyekben a PIBF N-terminalis
PIBF minimalis mennyiségben termelddik. A 66 kDa és 34 kDa molekulatomegli varidns mennyisége

kozel azonos a két mintacsoportban.

A késo terhességbdl szarmazo rezorbealddott magzatok fehérje expresszids mintdzata hasonlo
az ugyancsak a terhesség végérdl szarmazd, egészséges magzatok esetében megfigyelthez. Ennek
megfelelden, a rezorbealodott magzatokban a 90 kDa fehérje egyaltalan nem, a 34 kDa izoforma
csokkent mennyiségben termelddott. Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy ezen

izoformak jelenléte sziikséges a terhesség fenntartasdhoz.



PIBF-pozitiv dNK sejtek vizsgalata
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granulumokban nagy mennyiségli PIBF-et tartalmazo sejteket mutattunk ki. Célunk ezen sejtek

jellemzése és NK eredetiik vizsgalata volt.

Els6é 1épésként az emlitett sejtek limfocita eredetét igazoltuk, melyhez normal terhes,
alymphoid Rag2-/-112rg-/- (NK-T-B-), valamint limfocita hianyos, csontveld atiiltetéssel rekonstrualt
immunrendszeri egérbdl szarmazoé decidudkat vizsgaltunk. Normalis lefolyasu egér terhesség 12.
napjan a deciduaban nagy szdmban vannak jelen PIBF+ granulumokat tartalmazé sejtek. Az azonos
terhességi kort limfocita hidnyos egerek deciduajaban ezen sejteket nem tudtuk kimutatni, ugyanakkor
a csontveld transzplantacidval rekonstrudlt egerek decidudjaban ismét megjelentek a jellegzetes NK
morfologiat mutatd, PIBF+ granulumokat tartalmazo sejtek. Eredményeink arra utalnak, hogy ezek a

sejtek a limfocitak koz¢ tartoznak.

Mivel az altalunk kimutatott sejtek morfoldgiaja nagyban hasonlit az NK sejtek jellegzetes,
granulélt megjelenésére, ezért kovetkezd 1épésként a PIBF+ sejtek NK eredetét vizsgaltuk. Ehhez az
egér dNK sejtek szoveti kornyezetben torténd kimutatasara alkalmas perjodsav-Schiff (PAS) és
Dolichos biflorus agglutinin (DBA) lektin hisztokémiai reakcidt alkalmaztunk. A PAS-reakcié a INK
sejtek citoplazmatikus granulumaiban talalhatéo glikoproteineket detektalja, a DBA lektin pedig
terminalis N-acetyl-D-galactosamine-t ismer fel, igy a dNK sejtek plazmamembranjaval és a
citoplazmatikus granulumokkal egyarant reakcioba 1ép. Mivel a DBA lektin nem reagal a keringd
limfocitakkal, kizarolag a decidua NK sejtjeit jeloli, ezért specifikus dNK sejt markernek tekinthetd.
Az alkalmazott PAS-DBA kettds jeloléssel két sejtpopulaciot azonositottunk, melyeket 85%-ban
kettésen pozitiv (PAS+DBA+), és 15%-ban csak PAS+ (PAS+DBA-) sejtek alkottak. Megfigyeltiik
tovabba, hogy a sejtek szdveti eloszlasa eltér. A PAS+DBA+ sejtek a deciduara korlatozodtak, mig a
PAS+DBA- sejtek egy része ugyancsak a decidudban, tobbsége azonban a decidua alatt talalhato

spongiotrophoblast rétegben helyezkedett el. Utdbbi sejtpopulacié nem tartalmazott PIBF-et.

A PIBF és DBA ko-lokalizacidjanak vizsgalata céljabol kettdés fluoreszcens jeldlést
alkalmaztunk, és sikeriilt kimutatnunk, hogy a dNK sejtek citoplazmatikus granulumaiban mind a

PIBF, mind a DBA jelen van.

Kovetkezd 1épésként a ANK sejtek perforin tartalmat vizsgaltuk. Tizenkét és fél napos terhes
egerek decidua metszeteit anti-perforin ellenanyaggal jeloltiik, és nagy szamu, perforint sejtet
talaltunk. Ezt kovetden PIBF és perforin esetében is elvégeztiikk a kettds fluoreszcens jeldlést, és a

dNK sejtek granulumaiban PIBF-perforin ko-lokalizaciot mutattunk ki.

A PIBF+ sejtek ardnya a DBA+ populacion beliil, valamint a perforint+ sejtek ardnya a PIBF+

populacion beliil folyamatosan nétt a terhesség elérehaladtaval. Osszevetettiik tovabba a terhesség



kozepérdl szarmazo kezeletlen terhes és progeszteron antagonista RU486-al kezelt terhes egerekben is
a sejtek aranyat, és azt tapasztaltuk, hogy a kezeletlen egerekben a PIBF+ dNK sejtek 54%-a volt
perforin+, mig az RU486 kezeléssel PIBF deficienssé tett egerekben a perforin+PIBF+ dNK sejtek

aranya 100% -ra emelkedett.

Megbeszélés

A PIBF a terhesség soran sokoldalu és jelentds szerepet tolt be az anyai immunrendszer
mikodésének megvaltoztatdsiban, és a magzat fejlddése szempontjabol kedvezéd immunoldgiai
kornyezet kialakitdsdban. Immunrendszerre gyakorolt hatdsai koziil a legjelentdsebbek a citokin

mintazat modositasa €s az NK aktivitas gatlasa (7,11).

A human és az egér PIBF gén kozotti 88%-0s homolodgia és az egér rovid reprodukceids ideje

miatt, ez a faj idedlis modell a PIBF terhesség alatti hatasainak vizsgalatara.

A PIBF1 gén egérben 16 kiilonbdz6 mRNS-valtozat kodolasaért felelds, melyek koziil a 18
exont tartalmazé 'a' varians a leghosszabb. Errdl irodik at a teljes lancu, 756 aminosavbol allo, 89,6
kDa molekulatomegii PIBF. Sejten beliili lokalizacidjat tekintve a teljes lanct PIBF perinuklearisan, a
centroszomahoz kototten a mikrotubulusokhoz asszocidléodva fordul eld. A sejtosztddas eldtt a
centroszéma megkett6zodik, és mivel immunfluoreszcens jeloléssel a teljes lancti PIBF az oszt6do
sejtek két polusan mutathatd ki, feltételezhetéen szerepet jatszik a sejtosztédasban (12). Erre utalnak
azon eredmények is, melyek a PIBF1-et a centroszéma aktiv komponenseit alkotdé CEP fehérjecsalad
tagjaként azonositottdk (4). A CEP fehérjék hidnydban a mitotikus orsé hibasan miikddik, ami az
0sztodo sejtben a kromoszémak helytelen elrendezddéséhez vezet, és végeredményben a sejtosztodas
leallasat okozza. A teljes lancti PIBF fokozott expresszidja elsdsorban differencialatlan és gyorsan
proliferalo sejtekre (embriondlis sejtek, daganatsejtek) jellemzd, tovabba a PIBF-rél kimutattdk, hogy

a sejtinvaziot szabaélyozasaban vesz részt (14, 15).

Egérben a PIBF expresszidja a terhesség eldrehaladasaval fokozodik, majd a sziiletést
megeldzden, a szervek és szovetek kialakulasat kdvetden a transzkripcidja csokken, ezért feltehetéen
az embriondlis sejtek differencidlodasanak szabalyozasaban is részt vesz. Erre utalhatnak egerekben az
ENU mutagenezis screennel végzett kisérletek eredményei is, melyek azt mutatjak, hogy a PIBF1

génben tortént pontmutacidé a magzatok multiplex fejlodési rendellenességét és korai elhaldsat okozza

(16).

A késbébbiekben egymastol fiiggetleniil tobb kutatocsoport, a 34 kDa molekulatomegli PIBF
mellett tovabbi fehérje izoformakat azonositott, melyek mind ugyanarr6l a génrdl irédtak at.
Lachmann és mtsai egér- illetve emberi eredetii, egészséges €s tumoros szovetekben kiilonb6z6 mRNS

variansokat irtak le, melyek magukban foglaltdk a teljes lanct és a 34 kDa-os fehérje kodolasaért
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feleldés mRNS-eket is. Eredményeik azt mutatjak, hogy a gén atirédasa soran komplex alternativ
splicing mechanizmus mikodik, ami kiilonb6zé méretli és funkcidju fehérje izoformak termelddését

eredményezi (12).

A PIBF citokintermelésre és NK aktivitasra gyakorolt hatasai a 34-37 kDa molekulatomegii,
szekretalt izoformahoz kotheték. Ez a forma kimutathaté normal terhességben a szérumban és
vizeletben egyarant, mig a patoldgias terhességekre ennek a szekretalt varidnsnak a hianya, illetve

alacsony szintje jellemzd (13).

Felmeriilt a kérdés, hogy van-e Osszefiiggés az exon- és fehérje expresszidés mintdzat, és a
terhesség sikeressége kozott, illetve, hogy mely exonok csokkent el6fordulasa vezethet a terhesség
megszakadasdhoz. Ezért kiillonboz6, a terhesség kozepérdl (12-14 nap) és végérdl (17-19 nap)
szarmazd terhességhez asszocidlt egér szovetekben vizsgéaltuk az egyes exonok eléfordulési
gyakorisagat és a fehérje izofomédk expresszidjat. mRNS szinten egyediil a magzati mintdk exon
expresszios mintdzataban figyeltiink meg eltérést a terhesség két iddpontja kozott. Mig a 12-14 napos
magzatokban mind a 18 exon 100%-ban jelen volt, addig a 17-19 napos magzatok esetében az exon 1-

6., és exon 8-9. gyakorisaga lecsdkkent.

Ezutdn 0Osszehasonlitottuk a terhesség végérdl szarmazd egészséges ¢és rezorbedlodott
magzatok exon-expresszids profiljat. A rezorbedlédott magzatokban szinte minden exon
expresszidjanak gyakorisaga jelentésen lecsokkent. Ez a jelenség kiilonosen azon exonok esetében
volt megfigyelhetd, melyek a teljes lanci fehérje N-terminalis részének kodolasaért feleldsek.
Rekombinans PIBF konstruktok (exon 2-9., exon 5-7., exon 8-9., exon 10-12. és exon 13-16.)
funkciondlis analizise a PIBF immunologiai aktivitdsat a molekula N-termindlis részére helyezte (3),
mig a centroszomalis lokalizaciéért felelds aminosavak az exon 6-16. altal kodoltak. Ezen korabbi
eredmények fényében érthetd az Osszefiiggés a molekula N-terminalis részén taldlhatd exonok
csokkent eléforduldsa és a magzati haldlozas kozott, hiszen mind a citokintermelésre, mind az NK
aktivitasra gyakorolt hatasért felelds izoformak az N-terminalis szakaszon kédoltak. Ezen izoformak
hidnya esetén nem alakul ki a terhességre jellemz0, és a terhesség zavartalan lefolyasahoz sziikséges

Th2 dominans citokintermelés és a csokkent NK aktivitas, igy a terhesség megszakad.

Fehérje szinten jelentdsebb eltéréseket sikeriilt megfigyelniink a vizsgalt szovetek, és a

terhesség eltérd idépontjai kozott.

A teljes lancu PIBF fokozott expresszidja elsdsorban differencialatlan és gyorsan proliferald
sejtekre (embrionalis sejtek, daganatsejtek) jellemzd. Kutatasaink soran kimutattuk, hogy ez a forma a
kozépidés magzatokban fokozott expresszidt mutat, mig a sziilést megel6zden szinte alig mutathato ki.
Tovabba ezen izoforma mennyisége a rezorbedlodott, elhalt magzatokban szintén jelentdsen csokkent,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy a teljes lancu fehérje termelédése a magzatban Osszefiigg a

terhesség kimenetelével.



A teljes lanct PIBF alterhes egerek méhszovetében is jelen volt, ami azt mutatja, hogy ez az
izoforma a terhességi hormonok hatisa alatt 4ll6 uterusban a magzat jelenlététdl fliggetleniil is
termelddik. A PIBF konstitutivan expresszalodik az endometrium mesenchymalis Ossejtjeiben, és a

progeszteron kezelés fokozza ezen sejtek PIBF termelését (17).

Korébban felvetddott, hogy az alternativ splicing mellett, poszttranszlacios modosulasok is
feleldsek lehetnek a PIBF expresszid valtozatossagaért (12). Sajat eredményeink is ezt tAmasztjak ala,
mivel a szovetek Western blot analizisével olyan jellegzetes fehérje profilt mutattunk ki, ami az
mRNS-szinten nyert eredmények alapjan nem volt varhato. Az eltérd izoformak nagy valoszinliséggel
kiilonb6zd funkciodkkal birnak a terhesség soran, és e tekintetben a molekula N-termindlis részén
talalhato exonok altal kodolt aminosavak jelentések. Az N-terminalis exonok hianyaban egyrészt nem
termelddik teljes lancti PIBF, ami a sejtciklus szabalyozas zavaraihoz vezethet; masrészt az N-
termindlis exonok jelenléte sziikséges az immunmodulald funkcioval rendelkezd kisebb izoformék

termel6déséhez is.

A progeszteron és a PIBF terhességre kifejtett egyik hatdsa az NK aktivitds szabalyozasa.
Mind emberben, mind egérben az NK sejtek teszik ki a decidualis limfocitdk 60-70%-at (20). Ezek a

sejtek fenotipusosan és funkcionalisan is kiilonbdznek a periférias vérben talalhato NK sejtektol.

A legszembetlindbb kiilonbség a két NK sejt populacio kozott az, hogy mig a periférids vérben
taldlhatdo NK sejtek legjellemzObb tulajdonsaga a citotoxikus képességiik, addig a dNK sejtek
citotoxikus aktivitasa alacsony, ugyanakkor aktiv citokin és angiogén faktor termelésiik révén
elésegitik a decidualizaciot, implantaciot, és kedvez6 immunolédgiai kornyezetet teremtenek a magzat

fejlédéséhez (18).

Meglepd a dNK sejtek alacsony citotoxicitasa, hiszen az 6léshez sziikséges teljes fegyvertarral
rendelkeznek. Keringd tarsaikhoz hasonldan citoplazmatikus granulumaik vannak, melyek perforint,
granzyme A-t és B-t tartalmaznak (19, 20). Ennek ellenére, normalis lefolyasu terhesség soran nem

toltenek be 616 funkciot.

Az egér ANK sejtek PAS és DBA reaktivitasuk alapjan két alcsoportba oszthatok. A
PAS+DBA- sejtek foleg IFNy-t termelnek, melynek az implantacioban, késébb pedig a magzat
megfeleld taplaldsdhoz sziikséges anyai spirdlis artéridk szerkezeti atalakitdsaban van szerepe. A

PAS+DBA+ kettOs pozitiv sejtek tobbnyire angiogén faktorokat (pl. VEGF és PGF) termelnek.

srer

decidua ko6zott hatarsavot képezd spongiotrophoblastban kizarélag PAS+DBA- dNK sejtek talalhatok,
mig a decidudban mindkét alpopuldcio jelen van, bar a kettdsen pozitiv sejtek joval nagyobb
mennyiségben. Tekintve, hogy csak a kettésen pozitiv dNK sejtek mutattak PIBF pozitivitast, tovabbi

kutatésaink ezekre a sejtekre korlatozodtak. Kimutattuk, hogy a PAS+DBA+ sejtek szama a terhesség



12.5 napjan éri el a maximumot, majd fokozatosan csdkken a terhesség eldrehaladtaval. A terhesség
ezen idOpontjdban a kettds pozitiv sejtek 67%-a expresszalt PIBF-et, ami a citoplazmatikus
granulumokban tarolodik, és a PIBF+ sejtek kb. fele perforint is tartalmazott. RU486 kezelés hatdsara
a perforint tartalmaz6 NK sejtek aranya jelentésen novekedett, valamennyi PIBF+ NK sejt perforin+ is

volt.

Az NK sejtek altal kifejtett citotoxikus mechanizmusok potencialisan kérosithatjdk a
trophoblastot és a placenta levalasat okozhatjak. Bar nincs arra kozvetlen bizonyiték, hogy az NK
sejtek megtamadnak a trophoblastot, egyes terhességi patologidkkal fokozott ANK sejt aktivitas tarsul,
ami arra utalhat, hogy létezhet ilyen mechanizmus. Emberben a habitualis vetélés soran megfigyelhetd
a dNK sejtek mennyiségének emelkedése (21). Kimutattak tovabba, hogy patoldgias terhességekben
csokkent a decidualis limfocitak perforin tartalma a normal terhességhez képest, ami arra utal, hogy a

fokozott degranulacio vezetett a sikertelen terhességhez (22).

A dNK sejtek perforint, granzyme A-t és B-t expresszalnak (23). Bar bizonyos koriilmények
kozott, pl. spontan vetélés alkalméval, vagy human cytomegalovirus-fertézott autolog decidualis
sejtek jelenlétében a decidudlis sejtek képesek degranuldlodni, normaélis lefolydsu terhességben nem
citotoxikusak. Kordbban kimutattuk, hogy a PIBF gatolja a citotoxikus molekulak felszabadulasat a
dNK sejtek granulumaibol (26).

PIBF-el gatolhato a periféridas vérbol szarmazé NK sejtek degranulacioja. Anti-PIBF
ellenanyag jelenlétében fokozddik a decidudlis limfocitédk eredetileg alacsony NK aktivitdsa. A Balb/c
egerekben az NK aktivitas egyidejii gatlasa kivédte a rezorbcids arany anti-PIBF ellenanyag kezeléssel
indukalt fokozddasat (10), ami azt feltételezi, hogy a PIBF az NK aktivitas alacsony szinten tartasaval
védi az egér terhességet. Ezen adatok alapjan valdszinisithetd, hogy a PIBF jelenléte a
citoplazmatikus granulumokban hozzjarul a decidualis NK sejtek alacsony citotoxikus aktivitdsdhoz
(11, 26).

Habitualis vetélokben dsszefliggés mutathatd ki a dNK sejtek szdma és az endometrialis erek
fejlettsége kozott, valamint megfigyelheté a CD16-CD56™" ¢és CD16+CD56"™ dNK  sejtek
aranyanak csokkenése. Azokban a betegekben, akik kromoszomalisan normalis embridkat vetéltek el,
a CD16-CD56™" dNK sejtek szazalékos aranya alacsonyabb volt, mint egészséges terhesekben, vagy
azokban a ndkben akik kromoszémalisan abnormalis magzatot vetéltek el. Ezen adatok arra utalnak,

hogy a normadlis terhesség egyik feltétele a ANK sejtek alacsony citotoxikus aktivitdsdnak fenntartasa.

Jelen munka soran igazoltuk, hogy a dNK sejtek granulumaiban a perforin ko-lokalizaloédik a
PIBF-el, tovabba, hogy mig a progeszteron antagonista RU486 hatasara felére csokkent a PIBF+ dNK
sejtek szadma, egyidejileg ezen sejtek kozt nétt a perforint sejtek ardnya. Ezek az adatok
alatamasztjak, és legalabbis részben megmagyardzzak azokat a korabbi eredményeinket, melyek az

NK aktivitds és a terhesség kimenetele kozti 6sszefiiggést bizonyitjak.
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Osszefoglalas

Kimutattuk, hogy egérben a fokozott magzati rezorbciot a PIBF egyes exonjainak hidnya és a
kovetkezményesen megvaltozott PIBF fehérjetermelés jellemzi, tehat mind a teljes lanct PIBF, mind a
kisebb izoformak termelddése sziikséges a terhesség fenntartasahoz.

A PIBF jelenléte a potencidlisan citotoxikus dNK sejtek citoplazmikus granulumaiban
hozzéjarulhat azok oOl6képességének alacsony szinten tartdsahoz, és igy a terhesség normalis

lefolyasanak biztositasahoz.
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