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BEVEZETES

A terhesség sordn medgfigyelbetinyai immunregulaciés folyamatok természetes
modellként szolgalnak a transzplantacio soran m@3jesen elérni  Kivant
toleranciamechanizmusoknak.  Ugyan a magzati amgigé50%-a apai eredgt €s
egyértelnien bizonyitott, hogy ezek az antigének felismerégerilnek, az anya
immunrendszere toleralja a szemiallogén magzattkoMen a méhben a magzat szamara
elényds lokalis valtozasok zajlanak, az anyai immudszernek emellett az estelegesen
felleps fertozések kivédését is biztositania kell. Ezért eggkény egyensuly jon létre az
anya és magzatanak ellentétes érdekeit egyargeldimbe véve.

Miutan a magzat a terhesség soran nem kerll k@&wethpcsolatba az anya
szervezetével, a trophoblast képviseli a méhlepdagzati oldalat. A chorionbolyhokat
borité sokmagvu syncytiotrophoblast-sejtek kozveiletrintkeznek az intervillosus tregeken
atfolyd anyai veérrel. A decidualis sejtekkel direkiontaktust terengt extravillosus
cytotrophoblast-sejtek alkotjak a trophoblast invagubpopulacidjat és egy igen specialis
HLA antigén-kombinaciot fejeznek ki felszinikon: RHG-t, HLA-E-t €s kis mennyiségben
HLA-C-t. A HLA-G és HLA-E dan. nem klasszikus éls osztalyd molekulak,
polymorphizmusuk korlatozott és a sejtfelszinertsday szamban jelennek meg. A HLA-C
klasszikus polymorph elsosztdlyl molekula, ezaltal a fetomaterndlis hataez apai
antigének is reprezentaltak. Miutan a klasszikud\Hintigének tébbségét egyik trophoblast
populacié sem expresszalja, a magzati antigénekeptécioja tobbnyire nem-MHC
korlatozott modon zajlik. A decidualis trophoblastaziot, tovabba a spiralis artéridk
atalakuldsat részben a bevandorolt anyai immurksdgantrollaljak, amelyek képesek
felismerni a szemiallogén magzatot és ezdaltal hamzddak a terhesség zavartalan
lefolyasahoz.

A deciduaban harom viszonylag kis lymphocyta-pogidl&zignifikans mértékben fel-
halmozdodik és kiemelkégn fontos szerepet jatszik az implantacio, placéhtés a korai
magzati fejpdés folyamataiban. Az NK sejtek,y® T sejtek és az iINKT sejtek sok kdzos
jellemzvel birnak:

- mindegyik sejttipus képes az antigének felismeeebC restrikcid nélkdil.

- a természetes és szerzett immunitas kozoétt forttodadd szerepik van, mivel

mind immunregulalé (pl.citokintermelés), mind cytwicus funkcidkra képesek.

- mind a harom sejtféleség specialis szoveti elosztastat: az NK sejtek a

deciduaban halmozddnak szignifikans mértékbemd & sejtek a deciduaban és a



mucosalis felszineken, az INKT sejtek pedig a mgjba csontvélben és a
deciduéban.

- a célsejteket képesek szekretoros (perforin/granzgedialta) Uton és nem

szekretoros (Fas-ligand kdzvetitette apoptozis) étpusztitani.

- mindegyikik expresszal a felszinén NK gatlo ésvakiireceptorokat.

A cytotoxikus aktivitas a lymphocyta felszinén kif#dé NK aktivalo és gatlo
receptorok ligandkoétése altal kivaltott intracedius szignalok eredményeképpen jon létre. Az
NK receptorok szerkezetik alapjan 3 nagy csaladballatoak: Immunoglobulin (Ig)-like
receptor (KIR) szupercsalad, amely klasszikus MH@ablekulakat ismer fel; a nem
klasszikus HLA-antigénekhez Kiilé C-tipusu lectin szupercsalad; tovabba az Un. yahtu
cytotoxicity” receptorcsalad, melyeknek ligandgdtdig nem sikertlt azonositani.

A trophoblast altal kifejezett magzati antigénekidealis felismerése hozzajarul az
implantacio és a trophoblast-invazié kontrolljahézdeciduédlis NK sejtek, iINKT sejtek és
y/d sejtek nem polymorph HLA-G és HLA-E molekulakhortérb kapcsolodasa Th-2 tipusu
HLA-C molekuldk klasszikus gyulladasos reakciottadhk ki lokalisan, amely a szoveti
struktara fellazulasaval megkodnnyiti a trophobiastziot, a gyulladasos folyamatok soran
termebdott IFN-y pedig katalizalja a spiralis artériak atalakuldséat

Az implantaciés folyamatokban bekévetkezett zavamé&gnyilvanulhatnak korai,
tinetmentes vetélés formajaban vagy olyan szuldszdtepekben, amelyekben a koraterhes
id6szak zavartalan és a klinikai tinetek d#s a terhességdkhaladtaval jelentkeznek. A
habitualisan vetél nok esetében szdmos vizsgélat igazolta a decidydtipHocytak tulzott
meértéki aktivitasat és a periférian is kimutathat6 voltrd.-es tipust dominancia.

Pre-eklampszidban a kisebb métitékophoblast-invazio kovetkeztében elégtelen a
placentacio és a spiralis artéridk deifse zavart szenved. A terhességyedlaladtaval az
egyre nbvek&é magzat igényei megkovetelik a placenta vérellat@safokozodasat, ami

azonban ebben az esetben csak az anyai kering&olasaval biztosithato.



CELKIT UZESEK

Célunk a patholégias terhegkperiférias vérében megfigyelt immunologiai jeltgkn

0sszehasonlitasa volt egészséges terfiegsinem terhes egyének értékeivel.

1. y/d T sejtek sajatossagait vizsgaltuk meg fenyedetraszilés jeleit mutatd
nékben, egészséges terhesekben és nem tatkleem
2. y/Id T sejtek és regulator T sejtek sajatossagait alasig pre-eklampsziasokben,
egészséges terhesekben és nem tefid®n.
3. INKT sejtek sajatossagait vizsgaltuk pre-eklampszigskben, egészséges
terhesekben és nem terhé&lmen.
Munkank soran etsorban a sejtek cytotoxicus perforinexpressziojapag-
inflammatorikus [IFNy expressziojara, apoptotikus kapacitasara (Fas/Ce®presszio,
annexin V pozitivitas), aktivaltsdgara (CD69+) éK Bkjt receptor expresszidos mintazatara

fokuszaltunk.
ANYAGOK ES MODSZEREK
Vizsgélt csoportok

Osszesen 2516h vontunk be a vizsgalatokba. A donorok klinikaiatalt az alabbi

tablazat foglalja 6ssze:

Csoportok Egészséges Pre- Fenyegeb Nem terhes
terhes eklampszia korasziilé né
(n=124) (n=41) (n=24) (n=62)

Eletkor (atlag) 28.16 26.3 27.8 29,6

Terhességi kor | 32.43 (24-41)| 35.2 (29-41 30.33 (24-37) -

(atlagzSEM)

Paritas 0.85 (0-3) 0.30 (0-2) 0.21 (0-1) -

(atlagtSEM)

El6z6 vetélések 0.30 (0-3) 0.11 (0-1) 0.47 (0-4) -

szadma

(atlagtSEM)




Lymphocytak izolalasa periférias vénas irb
Mononuklearis sejteket izolaltunk heparinizalt ve@n&rdl Ficoll Paque gradiens
segitségével. A sejteket kétszer mostuk RPMI 164&dimmban majd szamoltuk és

koncentraciéjukat 1xfml-re allitottuk be.

MiniIMACS )dT sejt szeparalas

Periphérias mononuklearis sejtékb/d2+ T sejteket MiniIMACS immunmagneses
gybngyok segitségével szepardltuk a gyartd Gtmjataperint. A sejeket PBS-sel mostuk,
majd 10 millio lymphocytat anti-®2 monoclonal ellenanyaggal jeldltiink Az jel6lés ruta
sejteket mostuk és anti-egér IgG mikrogydongyokk&ubaltuk. Az immunmagnesesen jeldlt
sejteket magneshez kotott MiniMACS oszlopra rétdgeAz oszlopot tobbszor atmostuk,
majd eltavolitottuk a magnesegysélginz oszlophoz éizéleg magnesesen Kitott sejteket
az oszlop dugattyls atoblitesével egybes gyijtttik.Az igy nyert sejtszuszpenzio
Osszetételét flow cytometrias méréssel éltemiik. Az izolalt sejtek 75-80 %-a 32 T sejt

volt.

A lymphocyték jeldlése és flow cytometrias anaizis

50 pl heparinizdlt vénas vért ugyanennyi 10% FCS-tatataz6 RPMI 1640
médiummal higitottunk majd a fluorochrommal konjiigamonoklonalis antitesttel
szobalimérsékleten jeloltiik. A felszini jel6lés utan ada®nveértesteket lizaltuk és a sejteket
parafolmaldehid-oldatban fixaltuk.

A perforint tartalmazo6 sejtek azonositaséara a fietszjelolt sejteket permeabilizaltuk,
majd fluorochrommal konjugalt anti-human perforiromoklonalis antitesttel jeldltik. A
jelélés utan a a sejteket parafolmaldehid-oldatbaituk.

A citokint tartalmazo sejtek azonositasara EDBeparinizalt vénas vért 1:1 aranyban
higitottunk 10% FCS-t tartalmazé RPMI 1640 médiurhmacitokintermelés fokozasanak
céljabdl a sejteket brefeldin A-val, phorbol myyisacetattal és ionomycinnel stimulaltuk A
mintakat 4 6éraig inkubaltuk 3C-on, 5% CG-t tartalamzo6 kornyezetben. A stimulécié utan a
sejteket felszinen jeldltik, majd permeabilizaliés fluorochrommal konjugalt anti-human
monoklonalis citokin-ellenanyaggal jeloltik. Végdl sejteket mostuk és parafolmaldehid-

oldatban fixaltuk.



A flow cytometrias analizisig minden mintat soététpd °C-on taroltunk. A jelolt
sejteket FACSCalibur flow cytométerrel a CellQusmbftverprogram segitségével mértik és

analizaltuk.

Apoptotikus 2+ T sejtek meghatarozasa annexin V jeldléssel

A magnesgyonggyel szepardlt 024 lymphocytakat annexikétpufferben
reszuszpendaltuk és biotinilalt annexin V-tel jgl&l A jeldlés utan a sejteket mostuk majd
streptavidin-APC-vel és propidium iodiddal inkuldt A mintakat FACSCalibur flow
cytométerrel analizaltuk. A csak annexin V-tel é&sak propidium iodiddal jelétott sejteket
vizsgéaltuk. Az apoptotikus sejtek annexinnel ddsek, mig a nekrotikus sejtek propidium

iodid pozitivak.

EREDMENYEK

1/a: Meghataroztuk a keriigVd2+ és \b1+ T sejtek aranyat egészséges terhesekben,
fenyegeb koraszilés jeleit mutatookben és nem terhesekben. A kontroll nem terhes
csoporthoz képest mindkgtd T sejtpopulacio szignifikans emelkedést mutatgészséges
terhesekben. Ugyanakkor fenyafj&braszilés esetén ad24+ T sejtek aranya szignifikansan
magasabb, mig a 8+ T sejtek aranya szignifikAnsan alacsonyabb waltegészséges
terhesek adataihoz viszonyitva.

1/b: A fenyegeb korasziilés jeleit mutatdoh periférias \b2+ T sejtjeinek NKG2A gatlé

NK receptor expresszioja szignifikans meértékberkksit mind az egészséges terhesek, mind
a nem terhesek értékeihez képest.

1/c: Egészséges terhe8kien szignifikhnsan magasabb az apoptotikus Anneéxiiv o2+

T sejtek szama, mint fenyegetoraszulés jeleit mutat@kben.

2/a:  Pre-eklampszids és nem terhégben szignifikansan magasabb az intracellularisan
perforint illetve IFNy-t tartalmazé B2+ T lymphocytak aranya, mint egészséges terhesség
eseten.

2/b: A Vd2+ t sejtek felszini Fas (CD95) expresszidja prewepszidban szignifikans
mértékben csokkent.

2/c:  Kulénb6zd NK sejt receptorok expresszidjat vizsgalva a hanpopulacioban azt

talaltuk, hogy nem terhesek és egészséges terléetileinez képest pre-eklampsziaban a



Vo2+ T sejtek NKG2A (gatld receptor) expressziojagsifikdnsan csokken, mig az NKG2C-
t kifejezd (aktivald receptor) sejtek szama szignifikansarelkadik. A két receptor co-
expresszioja (NKG2A/NKG2C) a pre-eklampsziad2¥ T sejtek felszinén szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyult a masik ket vizsgalt cetgdddsszehasonlitva.

2/d: A TIM-3+ V32+ T sejtek szama pre-eklampszidklven szignifikans mértékben
csokkent. A TIM-3 (T cell immunoglobulin mucin 3) alekula a szovetkarositd
immunvalaszok negativ szabalyozdjaként ismert.

2/e:  Pre-eklampszidban a regulator T sejtek (CD4+/CH2% szama nem terhes
egyénekhez képest szignifikans mértékben csokkdatizaciot kbveten a T sejtek felszinén
fokozottan expresszalédik a CTLA-4 molekula (Cykito T lymphocyte antigen-4) A
regulétor T sejtek CTLA-4 expresszidja a beteg osttyan szignifikhnsan megemelkedik.

3/a: A periférias INKT sejtek szignifikansan nagyobbrara aktivalt (CD69 expresszio)
pre-eklampsziasékben mint a masik két vizsgalt populacidban.

3/b: Pre-eklampszids és nem terhékben szignifikansan magasabb az intracellularisan
perforint illetve IFNy-t tartalmazé INKT lymphocytak ardnya, mint egéges terhesség
esetén.

3/c:  Egészséges terhesekben szignifikdnsan magasasrg ED95+) INKT sejtek szama
nem terhesek és pre-eklampszias betegek értékadpest.

3/d:  Kulénb6d NK sejt receptorok expresszidjat vizsgalva a hampopulacioban azt
taldltuk, hogy mig az iNKT sejtek NKG2D aktivalcceptor-expresszidja nem mutat eltérest
a csoportok kozott, az NKG2A expresszio, tovabbaldG2A/NKG2D co-expresszio iINKT
sejtek felszinén szignifikhnsan csokken pre-eklampsan egészséges terhesekhez
viszonyitva. Pre-eklampszids NKG2D+ iNKT sejtelsihén szintén szignifikAnsan csokken
az NKG2A gétlo receptor kifejédése.

TEZISEK, AZ ELERT UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogyiéépésy/d T sejteknek szerepik
van a fenyegét koraszilés pathogenesisében. A potencialisan wykots Vo2+ T
sejtek dominancidja, csokkent NKG2A géatl6 recepexpresszidja és redukalt
apoptotikus kapacitdsa hozzajarulnak az egészsegesssegben megfigyelt Th2-

dominancia hianyahoz. Adataink szerint a perifériaregfigyelt elvaltozasok



korrelalnak a lokalis folyamatokkal, igy a periéiveérldl elvégzett immunoldgiai
vizsgélatok diagnosztikus informaciokkal birhatnak.

2. lgazoltuk, hogy pre-eklampszidban a periférid®2¥ T sejtek pro-inflammatorikus,
Thl-es irAnyu polarizaciot mutatnak magasabb perfés IFNy expressziéval és
csokkent TIM-3 kifejeddéssel. Ezen sejtek megvaltozott géatlo és aktivdlo
receptor expresszios mintazata magyarazatul szoiggfigyeléseinkhez. A csokkent
apoptozis-készség hosszabb élettartamot biztosimegnovekedett cytotoxikus
potenciallal rendelkdz Vd2+ t sejteknek tovabb ndvelve a sejtpopulacié fdgtas
elvaltozasanak meértékét pre-eklampsziaban. Mediggink alapjan elmondhato,
hogy a megvaltozott &+ T sejtek aktiv részesei a pre-eklampszia masodik
szisztémas gyulladassal kisért klinikai fazisanak.

3. A regulator T sejtek szignifikansan lecstkkent gearpre-eklampszids betegek
periférids vérében elégtelen toleranciaindukcideh & cstkkent szamu regulatorikus
T sejtek az egészségesnél magasabb aktivaciotmaktat

4. Kimutattuk, hogy pre-eklampsziaban a periférias INsejtek patholdgias mértékben
aktivaltak és a ¥2+ T sejtekben mar megfigyelt médon Thl iranybalapraltak. A
két sejtpopulacié parhuzamos elvaltozdsa kozos ltkivaokot, és kodzponti

regulatorikus mechanizmusokat feltételez.
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