Szakmai beszamolo

Az onkogének ¢és funkciondlis fehérjék korszeri moddszerekkel torténd tanulményozésa
trofoblaszt betegségekben” cimii kutatasrol

A kutatasi program az elmult évek alatt két {6 irdnyba haladt. Az els kutatési irdny egy klinikai
kutatas részeként igyekezett felmérni a visszatérd vetéld anyadkban kialakuld immunvalasz
tipusat és a trofoblaszt antigénekre adott immunreakciot. Ebbdl a célbol vérmintakat gyiijtottiink
¢s igyekeztik a reguldtor T sejtek el6fordulasi ardnydt megvizsgalni intravénds
immunglobulinnal (IVIG) és trombocita transzfuzidval kezelt visszatérd vetéloknél. Ez a kutatas
természeténél fogva hosszabb id6t igényel, igy a vizsgalatok még nem zdrultak le, de az
eléeredmények biztatoak.

A kutatds masodik és jelentdsebb irdnya volt a mola terhességek placenta dgyanak molekularis
bioldgiai vizsgalata. A vizsgalatok itt is tovabbi két iranyba terjedtek ki. Egyrészt vizsgaltuk a
trophoblaszt betegségek placentadgyaban jelenlévd immunsejtek szamat és azok aktivitasat,
valamint meghataroztuk az immunsejtek T sejt receptorainak specificitasat. A masik f6
csapasirany az anyai oldal reakciojat vizsgalta a koros terhességi szovet jelenlétére. Vizsgaltuk
az extracellularis matrix fehérjéinek kifejezodését a decidua sejtekben, valamint az angiogenezist
a placentaagy teriiletén. Minden esetben normalis, azonos terhességi hétb6l szarmazo placenta
szovetet hasznaltunk kontrolként.

A kutatas modszereit €s eredményeit az alabbiakban részletesen ismertetjiik:

A Brigham and Women’s Hospital Onkolédgiai Laboratériummal val6 egyiittmiikodés keretében
a kiilonb6z6 tipust molaterhességek tanulmanyozasat végeztiik el az antigenitas szempontjabol.
Vizsgaltuk a terhességi antigénekre adott immunvalasz morphologiai és funkcionalis jellemzdit.
A vizsgalataink soran paraffin fixalt metszeteken Osszehasonlitottuk egészséges terhessegbol
szarmaz6 placenta, komplett és részeges mola, valamint choriocarcinoma antigénjeire adott
immunvalaszt. CD8, GrB, FoxP3 ¢és CD66 antitestekkel végzett immunfestés eredményeképpen
azt talaltuk, hogy a normalis elsd trimeszterb6l szdrmazd placentdk immunvédelmében a
regulator T sejtek lokalisan nem jatszanak kiemelt szerepet (nem taldlhatdé FoxP3 pozitiv
limfocita a beagyazodas teriiletén). Megallapitottuk tovabba, hogy a T limfocita és a natural
killer sejtek szamanak novekedése tapasztalhatdé a beagyazodas teriiletén a kovetkezo
sorrendben: egészséges placenta, részleges mola, teljes mola és choriocarcinoma. A
choriocarcinoma esetében tovabbi megfigyelés, hogy kifejezetten erdés immunvalaszt indukalnak
(tobb ezres T sejt szam a tumor kozvetlen kornyezetésben), azonban az immunsejtek nem
képesek a tumorszovetbe behatolni. Ez teljesen eltéré tulajdonsdg a munkalatokkal
parhuzamosan tanulmanyozott ovarium tumorokhoz képest, ahol amennyiben a T sejt aktivacio
bekovetkezett, akkor azok a tumorszdvet mélyébe hatoltak €s ott aktivan sejt-sejt kozvetitett
killing mechanizmussal 6ltek (Granzyme B pozitivitds). Ennek a jelenségnek a vizsgalata a



terhességi immunologiat j megkdzelitésbe helyezheti, minthogy nem feltétleeniil az elvalasztott
immunszuppressziv anyagok jatszanak elsddleges szerepet a trofoblaszt sejtek védelmében,
hanem a trofoblaszt sejtek sejtfelszini antigénjeinek hianya, ami a coriocarcinomaban latottakhoz
hasonloan egy erés immunvalasz esetén is képes megakadalyozni az immunsejt-trofoblaszt sejt
interakcidt. Az immunfestések soran kideriilt még, hogy a jelen 1évo T sejtek aktivacios allapota
(aktiv GrB+ T sejtek aranya) nem fligg a szovetben talalhato T sejt szamtol, a regulator T sejtek
szamatol, ¢és a tumor genetikai tartalmatol. Ez 4ltaldban 80-85 9% koriil mozog.

A masodik vizsgalatsorozatunkban a T sejtek mikodését ¢és klonalitasat igyekeztlink
tanulmanyozni a T sejt receptor béta lancanak vizsgalatan keresztiil. Friss fagyasztott mola ¢€s
egészséges placenta variabilis B lanc elemzését végeztiik el RT-PCR moddszerrel. Ismert tény,
hogy amenyiben egy vagy két domindns lanc fejezddik ki a szdvetben, az mono- vagy
oligoklonalis aktivéaciora utal. Szemben a poliklonalis aktivacidval, ahol mind a 25 variabilis beta
lanc hasonld szdzalékban fejezddik ki. Ezt a hematologidban jol ismert modszert alkalmaztuk
placenta, mola ¢és nyirokcsomo6 szovetek Osszehasonlitasahoz. Nyirokcsom6 cDNS-ével
ellentétben az egészséges €s a mola terhességekben is két specifikus beta lancot érintd aktivacios
profilt taldltunk. A mola €és normal terhesség kozott azonban nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget. Az aktivacio tehat Ugy tlinik, hogy mindkét esetben oligoklondlis. A kettes és
négyes T sejt receptor béta lanc jelentdsen magasabb aranyban fejezddik ki a terhességbdl és
molabol szarmazo6 szovetekben, mint a poliklonalis nyirokcsomoban, ahol ezek kifejezédése
egyenletesebb, bar kozel sem egyenldé. A moldban és a terhességben talalt hasonld profil arra
enged kovetkeztetni, hogy az antigén hasonld, idegen -minden esetben azonos- apai antigén,
aminek kifejezddése nyilvan erdteljesebb a molak esetében. Ezt mutatjdk a nagyobb szamban
talalhatd T sejtek a mola bedgyazddasi helyén. Ez a kisérlet tovabbad megerdsiti azt a mar
kordbban is kimutatott tényt, hogy a trophoblaszt antigének egyenldre ismeretlen
mechanizmuson keresztlil ugyan, de feldolgozasra és bemutatasra keriilnek és T sejt rendszert
aktivaljak.
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a microarray modszerrel azonositott, molaban erdteljesebben kifejezett géneket. Kiterjedt
irodalomkutatds utdn megerdsitd immunfestéseket ¢s RT-PCR vizsgalatokat végeztiink két
antigénnel. A kozel 56 upregulalt gén koziil az extracellularis matrixot befolyasold génekre
koncentraltunk elsésorban, mivel ugy gondoltuk annak lehet hatdsa az immunsejtek, valamint a
trofoblaszt sejtek invazivitdsara. Az upreguldlt gének kozott 2 olyat talaltunk, amelyek
Osszefliggésben allnak az extracellularis matrix-szal; a CEACAM-6 és a Laminin Receptor 1
(LR1). Ezen antitestekkel végzett immunfestés és a RT-PCR vizsgalatok soran azt a meglepd
tényt talaltuk, hogy a Laminin Receptor 1 kifejezddése jelentdsen erdsebb a mola terhesség
decidualis sejtjeiben. Az ok, hogy a fehérje miért fejezddik ki erésebben a mola terhesség
decidudlis (anyai modosult endometridlis stroma) sejtjein egyenlére ismeretlen, de jelentdsége
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valalmint a T sejt survaillance hatékonysaganak modositasaban.

Es végezetiil vizsgaltuk az anyai emdometrium angigenezisét. CD31 immunfestéssel jeldltiik a
placenta 4gyban elhelyezkedd kapillarisok endothel sejtjeit és morfologiai azonositéssal



egybekotve megszamoltuk a kapillaris keresztmetszeteket 5 nagy nagyitasu latotérben. A kapott
kapillaris kereszmetszet stiriséget, tovabbiakban érsiirliség (microvessel density-MVD), tovabbi
klinikai adatokkal vetettiik 6ssze. Tobbek kozott anyai életkort, terhességi hetet, mola terhesség
tipusat, perzisztalast, kemoterapia érzékenységet, el6z6 molaterhességet, a diagnosiskor €s mola
kitiritéskor mért HCG szintet, stb. vizsgaltuk. Az elemzés azt mutattatta, hogy a komplett mola
szignifikdnsan magasabb MVD szammal jar egyiitt, mint a részleges mola vagy az egészséges
placenta. Tovabba megallapitast nyert, hogy az érsiirliség perszisztalo esetekben magasabb volt a
nem perzisztald esetekhez viszonyitva. A kezelés utani HCG szint Gigyszintén erds korrelaciot
mutatott az érkeresztmetszetek szamdval, ami arra utal hogy a HCG angiogenetikus
tulajdonsagainal fogva jelentésen hozzajarul az anyai érhéalézat boviiléséhez a placentadgy
teriiletén.

A kutatasi program eredményeit 5 rangos nemzetkdzi és szamos hazai ujsagban publikaltuk (1d.
publikacios lista). Emellett bemutatasra keriilt 2007 marciusaban San Diego-ban az Amerikai
Nogyogyasz Onkologusok Tarsasaganak éves konferencidgjan (SGO meeting). Ezt kdvetden
eredményeinket egy 20 perces eldadas és 4 poszter formdjaban mutattuk be a vildg minden
tajarol érkezO szakértbknek a trofoblaszt betegségek vilagkonferenciajan (ISSTD World
Congress) 2007 novemberében Japanban.

Osszefoglalva tehat a kdvetkezd tudomanyos kovetkeztetéseket vonhatjuk le a program soran
elvégzett vizsgalatokbol:

1. Gesztacios trofoblaszt betegségekben a szovet allogenitdsdval ¢és agresszivitassal
parhuzamosan a T sejtes immunvalasz egyre jelentdsebb szerepet jatszik a szovet elleni
reakcidban. Ezzel parhuzamosan az NK sejtek szama csokken ugyan, de a szovetben
megtalalhatd NK sejtek egyre inkabb citotoxikus tipust, Granzyme B-t termeld sejtekké
alakulnak. A reguldtor T sejtek, melyek normal terhességben nem taldlhatok meg a placenta
agyban, gesztacios trofoblaszt betegségek esetében a T sejtes immunvalasz erdsodésével
egyidejiileg megjelennek a szdvetben és szdmuk a citotoxikus T sejtszdmmal egyiitt
novekszik.

2. A placenta agyban jelen 1év0 T sejtek variabilis béta lanc hasznalata arra utal, hogy
egészséges €s f0leg mola terhességben a T sejtek specifikusan aktivalédnak egy vagy néhany
antigén ellen, melyeknek felismerése a 4-es vagy a 2-es varidbilis béta lanc kifejezését
igényli a T sejt receptorokban. Mivel a variabilis béta lanc profilok nem mutattak jelentds
varienciat az esetek kozott, ezért arra kovetkeztethetiink, hogy az aktivalé antigén feltehetden
egy konzervativ placentaris antigén.

3. Az intraplacentdris choriocarcindmat az anyai immunrendszer nem ismeri fel, igy nem
észlelhetd fokozott tumorellenes immunsejt infiltracié sem a tumor kornyezetében, sem a
placenta agyban. Ezzel szemben a posztmolaris choriocarcinoma valosziniileg a fokozott



antigenitasanak koészonhetden erdteljes immunsejt infiltraciot valt ki az anyai oldalrél. Az
immunsejtek a jelentSs aktivacio ellenére sem képesek a tumorba infiltralodni. Eles
immunse;jt infiltracios hatar lathato a tumor szélén, melynek oka egyeldre nem tisztazott, de
arra utal, hogy a trofoblaszt sejt-sejt interakcio elkeriilésének nagyobb jelentdsége van a
trofoblaszt talélése szempontjabol, mint az elvalasztott immunszuppressziv faktoroknak.

4. A decidua sejtek kifejezik a laminin receptor 1 molekulat, melynek szerepe lehet a
trophoblast sejtek beagyazodasaban. A laminin receptor 1 molekuldanak kiemelt jelentdsége
van a sejtmigracid szabalyozdsidban, melyet az extracellularis matrixban taldlhatdé laminin
molakban) a decidua sejtek fokozott mértékben fejezik ki a laminin receptor 1 molekulat,
melynek szerepe lehet a trofoblaszt betegségekben észlelt nagyobb mértékii invazidoban. Az
immortalizalt humdn endometridlis stroma sejtek hormonkezelése (6sztrogén (E),
progeszteron (P), E+P és hCG) nem befolyasolta a sejtek laminin receptor 1 termelését, igy a
fenti jelenség oka tovabbra is ismeretlen marad.

5. A perzisztalo részleges és teljes molak placenta agyaban az érstiriség magasabb, mint az
egészséges placentdban. A megemelkedett érsiiriség és a festddési mintazat aktivabb
angiogenezisre utal mola terhességek esetében. Teljes mola esetén a placenta 4gyban mért
érsliriség megnovekedett értéke a szovet perzisztdladsat tekintve az alacsony esetszam
ellenére is kozel prediktiv volt. Regresszids analizisben a poszt-evakuédcios hCG értékek
erdsen korrelaltak a placenta agyban talalt érsiirliséggel, ami arra utal, hogy a terhesség alatt
a hCG angiogenetikus képességénél fogva feltehetden hozzdjarul a placenta &gy
vérellatasanak boviiléséhez. A trofoblaszt sejtek elvélasztjdk mind a VEGF, mind az
angiopoietin 2 molekuldt. Az angiopoietin 2 molekula kifejezddése pedig mola terhesség
trofoblaszt sejtjein boholyrol boholyra valtozott.

Hissziik azt, hogy az immunoldgia vizsgalataink eredményei kozelebb visznek benniinket a
placentaris antigének megismerés€¢hez, valamint annak esetleges befolyasolasan keresztiil egy
alternativ immunterapia kidolgozasahoz a perzisztal6 terhességi trofoblaszt betegségek
kezelésére. Az itt tanult ismeretek reményeink szerint éaltaldnosithatdéak és felhaszndlhatoak
lesznek pl. a visszatéré vetélok immunterapidjanak kidolgozasdhoz is. Bizunk abban, hogy az
érslirliség meghatarozas ugyszintén klinikai szerepet jatszik majd a perzisztald trofoblaszt
betegségek mieldbbi felismerésében €és megeldzésében. A vizsgalatok altaldnositdsdhoz és
alkalmazhatdsaganak felméréséhez azonban tovabbi megerdsitd és funkciondlis vizsgalatok
sziikségesek, melyekre mar kidolgozott tervek allnak rendelkezésiinkre.



