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Rövidítések jegyzéke 

AF647 – alexa fluor 647 

APC – allofikocianin  

bp - bázispár 

BSA – marha szérumalbumin (bovine serum albumin) 

CAPG – gelszolinszerű sapka aktin fehérje (Capping Actin Protein, Gelsolin Like) 

C19MC – 19. kromoszóma miRNS klasztere 

CRISPR/Cas9 – halmozottan előforduló, szabályos közökkel elválasztott palindromikus 

ismétlődések/CRISPR asszociált protein 9 (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/CRISPR associated protein 9) 

DC – dendritikus sejt 

ESCRT – endoszomális szortoló komplex transzporthoz szükséges egység (endosomal 

sorting complex required for transport) 

EV – extracelluláris vezikula 

FACS – fluoreszcencia aktivált sejt szortolás 

FBS – magzati borjúsavó (fetal bovine serum) 

FITC – fluoreszcein izotiocianát 

FSC – előreszórás (forward scatter) 

FÚ – felülúszó 

GFP – zöld fluoreszcens protein (green fluorescent protein) 

GO – gén ontológia 

HLA-C – humán leukocita antigén C (fő hisztokompatibilitási komplex, I osztály, C) 

HLA-G – humán leukocita antigén G (fő hisztokompatibilitási komplex, I osztály, G) 

HP-iEV – egészséges várandós iEV 
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HSPE1 – hősokk fehérje E család 1. tagja (Heat Shock Protein Family E Member 1) 

iEV – közepes méretű extracelluláris vezikula 

IL-6 – interleukin 6  

IL-10 – interleukin 10  

Indel – inszerció/deléció 

KIR – ölősejtet immunglobulinszerű receptor (killer cell immunoglobulin-like receptor) 

KO – génkiütés (gene knockout) 

LALS – nagy szögű oldalszórás (large angle light scatter) 

MALS – közepes szögű oldalszórás (medium angle light scatter) 

MFI – átlagos fluoreszcencia intenzitás (mean fluorescence intensity) 

MHC – fő hisztokompatibilitási komplex (major histocompatibility complex) 

mRNS – hírvivő RNS 

miRNS – mikro-RNS 

NK – természetes ölősejt (natural killer cell) 

NLS – nukleáris lokalizációs szignál 

PBMC – perifériás mononukláris sejtek (peripheral blood mononuclear cells) 

PBS – foszfát pufferes sóoldat (phosphate buffered saline) 

PE – fikoeritrin  

PE-iEV – preeklampsziás várandós iEV 

PerCP – peridinin-klorofill-protein 

PFA – paraformaldehid  

PFP – trombocita-mentesített plazma (platelet free plasma) 

PI – propidium-jodid 
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PLAP – placentális alkalikus foszfatáz (placental alkaline phosphatase) 

PS – foszfatidilszerin  

qPCR – kvantitatív polimeráz láncreakció 

rHSPE1 – rekombináns HSPE1 

RPM – milliónkénti szekvencia olvasat (read per million) 

RPMI – Roswell Park Memorial Institute tenyésztési médium 

sEV – kis méretű extracelluláris vezikula 

sgRNS – szintetikus irányító RNS (synthetic guide RNA) 

SI – sejtindex 

SSC – oldalszórás (side scatter) 

Tc-kezelt – szövettenyésztésre kezelt (tissue culture treated) 

TF – transzkripciós faktor 

TNF – tumor nekrózis faktor 

Treg – szabályozó T-sejt (regulatory T-cell) 

UMAP – egyenletes sokaság becslése és projekciója (Uniform Manifold Approximation 

and Projection) 
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1. Irodalmi háttér 

Egy új élet születése két különböző genom együttműködésétől függ. A fejlődő embrió és 

az anyai immunrendszer között a folyamatos élénk kommunikáció kiemelkedő 

fontosságú. Az intercelluláris kommunikáció egyik legdinamikusabb formája a 

sejtmembránnal körülvett hólyagok, azaz extracelluláris vezikulák (EV) által közvetített 

kommunikáció1. Az EV-k evolúciósan konzerváltak, aktív, egy- vagy kétirányú 

horizontális kapcsolatrendszert teremtenek a sejtek között, szerepet játszva az autokrin, 

parakrin és endokrin szignalizációban egyaránt2. A vérplazmában szubpikomoláris 

koncentrációban találhatók, méretük átlagosan 100 – 1 000 nm között mozog és 1 

gigadalton tipikus tömeggel rendelkeznek3. Jelenlétük az eddig vizsgált, reproduktív 

szempontból releváns biológiai folyadékokban (pl. follikuláris folyadék, magzatvíz, 

anyatej, embrió tenyésztési médium, ondófolyadék, vérplazma, szérum) igazolható. Az 

EV-k aktív szerepet játszanak az ivarsejtek érési folyamataiban, a beágyazódásban és 

feltehetőleg a várandósság kapcsán az immuntolerancia kialakításában és fenntartásában 

is. A magzati eredetű trofoblaszt sejtek és trofoblaszt-eredetű 

fragmentumok/partikulumok anyai keringéssel való közvetlen kapcsolatát már 1893-ban 

feltételezték4. Később sikerült igazolni, hogy az anya-magzati határfelületből származó 

trofoblaszt-eredetű EV-k folyamatosan az anyai keringésbe jutnak és jelenlétük a 

perifériás vérben már a terhesség 6. hetében kimutatható5. Módszertani szempontból az 

EV-k jelenléte igazolható és jellemezhető áramlási citométerrel, konfokális 

mikroszkóppal, tömegspektrométerrel, új-generációs szekvenálással (NGS) és 

transzmissziós elektronmikroszkóppal5–9. A biokémiai összetételüket tekintve, az EV-k 

kulcsfontosságú szabályozó fehérjéket, lipideket, valamint nukleinsavakat szállítanak a 

sejtek között, befolyásolva ezzel a reproduktív teljesítményt10.  

1.1 Extracelluláris vezikulák  

A sejtek működésük során, nyugalomban és bizonyos ingerek hatására EV-ket 

bocsátanak az extracelluláris térbe11. Az EV elnevezés összefoglaló név, amely heterogén 

vezikula populációkat foglal magába. Az EV-k csoportosítása méreteloszlásuk alapján, 

illetve az EV biogenezis útvonalak alapján történhet. Méretük alapján az EV-k három 

csoportba sorolhatók: kis méretű EV-k (sEV – small EV-, döntően endoszomális eredetű, 

exoszómákban feldúsult EV-k; átlagos átmérő 35 – 150 nm), közepes méretű EV-k (iEV 
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–intermedier EV-, plazmamembránból leváló, mikrovezikulákban feldúsult EV-k; 

átlagos átmérő 150 – 800 nm), nagy EV-k (lEV – large EV-, apoptózis során felszabaduló 

apoptotikus testekben feldúsult EV-k; átlagos átmérő 800 – 5 000 nm)12,13.  

Az EV-k biogenezisét tekintve három fő útvonal különíthető el: az endoszomális EV 

útvonal, plazmamembránból lefűződő EV útvonal és az apoptózis során keletkező 

apopotikus test képződés. Az endoszomális útvonal molekuláris térképe részletesebben 

ismert a plazmamembrán-eredetű EV-khez képest. Az endoszomális eredetű EV-k, 

amelyekre gyakran az „exoszóma” nevezéktant alkalmazzák, - a multivezikuláris 

testekben található intraluminális vezikuláknak feleltethetők meg14. Kialakulásuk első 

lépéseként az endoszomális membrán „újraszerveződik”: azaz feldúsul tetraspanin 

fehérjékkel (pl. CD9 és CD63)15. Az intraluminális vezikulák a késői endoszóma 

membrán endoszomális lumen irányába történő lefűződésével jönnek létre. Az 

intraluminális vezikulák kialakulásában megközelítőleg 30 fehérje vesz részt, amelyek az 

endoszomális szortoló komplex transzporthoz szükséges egységet (endosomal sorting 

complex required for transport, ESCRT) alkotják.  Az egység 5 komponensből áll: 

ESCRT-0, -I, -II, -III és a komplexhez asszociált fehérjék (vakuoláris protein szortolás-

asszociált protein 4 – VPS4, vakuoláris protein szortolás-asszociált protein VTA1 

homológ – VTA1, ALG-2 kölcsönhatásba lépő fehérje-X – ALIX). Az ESCRT-0 a késői 

endoszóma citoszolikus felszínéhez kötődve felismeri a monoubikvitinált cargo 

fehérjéket és azokat a képződő intraluminális vezikulákba irányítja. Az ESCRT-I és -II a 

szelektív fehérje besorolásában és az intraluminális vezikula lefűződésének 

előkészítésében játszanak szerepet. Végül az ESCRT-III a vezikula végső alakjának 

kialakulásáért felelős. A folyamat utolsó lépéseként a multivezikuláris fehérjék 

szekvesztrálódnak és egy deubikvitináló enzim eltávolítja az ubikvitin jelet a szortolt 

fehérjékről. Az ALIX és a szumoilált hnRNPA1 (miRNS-ek 3’ végén a GAGAG 

motívumot felismerő) fehérjék a miRNS-ek EV-kbe történő feldúsulásában játszanak 

szerepet16,17. Az ATP-áz függő VPS4 fehérje, az ESCRT egység disszociációjában és 

újrafeldolgozásában játszik szerepet. Ugyanakkor, ezen folyamat mellett leírták az 

ESCRT egység független intraluminális vezikula képződését is. A megfigyelés azon 

alapult, hogy az ESCRT egység elemeinek párhuzamos inaktivációjával nem szűnik meg 

a multivezikuláris test képződése. Az ESCRT egységtől független multivezikuláris test 

képződésében a neutrális szfingomielináz és foszfolipáz D2 szerepét is azonosították. A 
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multivezikuláris testek sorsát az E3 ubikvitin ligázok (pl. RNF26) is meghatározzák, 

illetve a PPXY motívumokat felismerő ubikvitin ligázok WW doménjeik segítik az 

ubikvitinált fehérjék szelekcióját a multivezikuláris testekbe17,18. Az intracelluláris 

vezikuláris transzport nélkülözhetetlen szabályozó molekulái, a Rab fehérjék, szerepet 

játszanak az EV szekrécióban, valamint az EV-citoszkeleton interakcióban. A Rab 

fehérjecsaládnak több mint 60 tagja ismert, az EV-asszociált Rab fehérjék közül a 

legfontosabbak a RAB27A, RAB27B, RAB11 és RAB35. A Rab fehérjék szerepet 

játszanak a multivezikuláris test plazmamembránnal történő egyesülésében, amely során 

az intralumináris vezikulák exocitózissal az extracelluláris miliőbe kerülnek15.  

A plazmamembránból lefűződő EV-k képződésének egyik első lépése a plazmamembrán 

foszfatidilszerin (PS) externalizációja, amit az aminofoszfolipid transzlokázok - 

megnövekedett floppáz és csökkent flippáz -  aktivitása indukál.  A folyamat további 

lépéseit katalizáló legfontosabb fehérjéi az ADP-ribozilációs faktor 6 (ARF6), az arrestin 

1 domén-tartalmú protein 1 (ARRDC1) és RAB22A. Az ARF6 aktiválja a foszfolipáz D-

t, amely az extracelluláris szignál-szabályozott kinázt (ERK) a plazmamembránhoz 

transzlokálja, majd az ERK foszforilálja a miozin könnyű lánc kinázt (MLCK). Az 

MLCK pedig az iEV lefűződésének utolsó lépését katalizálja19.  Ugyanakkor, a 

megemelkedett intracelluláris Ca2+ szint a sejtmembrán átrendeződése 

(PS:foszfatidiletanolamin arány megváltozása) révén fokozza a plazmamembránból 

lefűződő EV-k képződését17,20. Az iEV termelése fokozódik a P2X7 ATP receptort 

expresszáló sejtekben (pl. monocita, dendritikus sejt - DC, T-sejt, mikroglia, asztrocita) 

a receptor ATP-vel történő aktivációjakor. Az aktiváció hatására az Src-protein tirozin 

kináz interakcióba lép a P2X7 receptor C-terminális végével és a P38 MAP kinázt 

foszforilálja. Az aktivált P38 MAP kináz transzlokálja a savas szfingomielinázt a 

lizoszomából a plazmamembrán külső rétegéhez, amelynek hatására a 

plazmamembránban található szfingomielin ceramiddé alakul át. A megnövekedett 

plazmamembrán ceramid tartalom megváltoztatja a plazmamembrán görbületét és 

fluiditását, amely kedvez az iEV lefűződésének. Ezen iEV-kben feldúsulnak a P2X7 

receptor citoplazmatikus C-terminális láncával interakciónáló citoszkeletális és membrán 

fehérjék21.     

Az apoptotikus testek a programozott sejthalál egyik fő típusa, az apoptózis során 

keletkeznek. Az apoptózis egy több szakaszból álló folyamatlánc: a nukleáris kromatin 
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kondenzációt a plazmamembrán hólyagosodása követ, amely végső soron a celluláris 

tartalom különböző membránnal körülvett vezikulákba, azaz apoptotikus testekbe kerül 

csomagolásra. Az apoptotikus testek képződésében főként a különböző aktin-miozin 

interakciók játszanak fontos szerepet19. 

Az EV-k morfológiai vizsgálatára legalkalmasabb módszer a transzmissziós 

elektronmikroszkópia, amellyel az EV-ket elkülöníthetjük más nem vezikuláris 

struktúráktól, ill. meghatározhatjuk a méretüket. Ezentúl immun-

elektronmikroszkópiával (aranyrészecskével jelölt specifikus antitestek alkalmazásával)  

igazolható az antitest által felismert fehérje EV-asszociációja is22,23. A méreteloszlás 

elektronmikroszkópos meghatározása időigényes és kis-áteresztőképességű módszer; 

ezért a rendelkezésre álló, e célra alkalmas eszközöket tovább finomították és 

fejlesztették. Az EV-k méreteloszlásának meghatározására alkalmazható a magas-

felbontású áramlási citometria, a dinamikus fényszórás módszere, továbbá a 

nanopartikula követő analízisen és a rezisztív pulzus érzékelésen alapuló 

részecskeszámlálás is.  

Az EV-k strukturált multimolekuláris összetételének feltárása igen fontos az EV 

indukálta hatás/ intracelluláris sejtműködés/ megértésének szempontjából. Minden EV-

re kettős foszfolipid membrán jellemző, a membránba beágyazva pedig felszíni perifériás 

fehérjék találhatók. Az EV membrán „lipid raft” összetételéből kiemelendő fő 

komponensek a koleszterol, szfingomielin, ceramid és a PS24. Ugyanakkor, az EV-k 

membránjában glikoproteinek (pl. fukozilált epitópok, galektinek) és glikolipidek (pl. 

szulfatidok) is detektálhatók25,26. Az EV-k lumenében a fehérjék és lipidek mellett 

nukleinsavak (mikro-RNS – miRNS, hírvivő RNS – mRNS, strukturális RNS, pl. Y RNS) 

is jelen vannak. Mind az EV membránban, mind a vezikuláris lumenben található 

molekuláris összetétel („cargo”) szerepet játszik a biológiai funkció közvetítésében. A 

különböző EV populációkban szállított molekuláris cargo igen széleskörű heterogenitása 

arra utal, hogy az iEV-k és az sEV-k  molekuláris összetételének a kialakulása nem 

véletlenszerű, illetve az egyes EV alpopulációk eltérő molekuláris mintázatuknak 

köszönhetően  különböző biológiai funkciókat indukálhatnak27. Az EV-k fenotípusának 

jellemzése konfokális mikroszkóppal28 elvégezhető, illetve a fenotípus nagy 

áteresztőképességű leírására áramlási citométer29 használható. Az EV-asszociált fehérjék 

és lipidek teljes mintázatának a feltérképezésére tömegspektrometria24,30, az egyes 
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nukleinsav molekulák azonosítására és az expressziós szintek meghatározására célzottan 

valós idejű kvantitatív polimeráz láncreakció (qPCR)31  alkalmazható. A teljes nukleinsav 

mintázat meghatározására NGS használható11. 

Mivel az iEV-k az anyasejtek plazmamembránjából fűződnek le, így az iEV membránban 

detektálhatók azok a sejtfelszíni marker fehérjék, amelyek az anyasejtekre is jellemzők32. 

Ezt felhasználhatjuk az iEV-k sejt-eredetének meghatározására. Egy komplex biológiai 

folyadékban, lehetőség nyílik a különböző sejt-eredetű EV-k mennyiségi arányának 

meghatározására, illetve a megváltozott sejtek (pl. tumorsejtek) megnövekedett/csökkent 

EV kibocsátásának detektálására33. Így például, a trombocita-eredetű iEV-k jellemzésére 

alkalmas az integrin alfa IIb (CD41a), a vörösvértest-eredetű iEV-k meghatározására a 

glikoforin A (CD235a), a trofoblaszt-eredetű iEV-k azonosítására a placentális alkalikus 

foszfatáz (PLAP) és/vagy a humán leukocita antigén G (HLA-G). Jellemző az EV-kre a 

PS externalizáció, azaz a vezikula membrán külső felszínére kerülő PS. Az iEV-k 

esetében a PS externalizáció PS-kötő fluoreszcensen jelölt fehérjékkel (pl. annexin V 

vagy laktadherin) mutatható ki34. Az iEV-k lumenében gyakran detektálhatók az ARF6 

és a Rho-asszociált protein kináz (ROCK) szignalizációs molekulák. Mind az iEV, mind 

az endoszomális eredetű sEV esetében detektálhatók a vezikuláris membránra jellemző 

tetraspanin fehérjék (pl. CD9, CD63, CD81), integrinek, Rab fehérjék és GTP-ázok. 

További közös komponensek az iEV és sEV frakciók lumenében található EV 

biogeneziséhez szükséges faktorok (pl. ALIX, Tumor érzékenységi gén 101 – TSG101, 

VPS4), hősokk fehérjék (pl. HSP70, HSP90) és enzimek (pl. glicerinaldehid-3-foszfát-

dehidrogenáz – GAPDH), valamint hisztonfehérjék (pl. H4)1. A fehérjék mellett, az iEV 

és sEV frakciók lumenében miRNS-ek és más nem kódoló RNS-ek, valamint mRNS-ek 

következetesen megtalálhatók11. Az EV-asszociált nukleinsavmintázat függ a sejttípustól, 

sejtaktivációtól és a sejt-differenciációtól. Az EV-asszociált nukleinsavak közül a 

miRNS-ek a legintenzívebben kutatott kategóriát képviselik, hiszen a miRNS-ek a 

transzláció során molekuláris kapcsoló egységként működnek. Specifikusan, a miRNS és 

a vele komplementer mRNS szekvenciával való interakció a megcélzott mRNS 

molekulák lebontásához, a transzláció csökkenéséhez vagy akár növeléséhez vezethet35. 

Becslések szerint, a humán fehérje-kódoló gének mintegy 50%-a miRNS-ek által 

szabályozott expressziót mutat36. A legnagyobb miRNS klaszter a humán genomban a 19. 

kromoszóma miRNS klasztere (C19MC), amely magas expressziót kizárólag a 
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placentában mutat. Már a terhesség 5. hetében kimutatható a C19MC miRNS-ek 

expressziója a placentában és a terhességi kor előrehaladtával a trofoblaszt sejtekben 

detektált expresszió mértéke fokozatosan növekedik37. 

A detektálható EV koncentráció az EV termelés és internalizáció/elimináció 

egyensúlyának függvénye10. Az EV-k képesek sejt-szelektív fúzióra és szövet-specifikus 

tropizmust is mutathatnak38. Az EV-k célsejtekkel való interakciója kettős: egyrészt az 

EV a célsejthez kötődhet, másrészt az EV internalizálódhat dinamin-, foszfatidilinozitol 

3-kináz-, aktin-polimerizáció-függő fagocitózis, makropinocitózis, klatrin-függő vagy -

független endocitózis révén14. Az EV-célsejt interakció konfokális mikroszkópiával és 

áramlási citometriával egyaránt vizsgálható. Az EV-k a célsejtekben befolyásolják a 

transzkripciós és transzlációs aktivitást, megváltozott intracelluláris jelátviteli 

útvonalakat eredményezve. Következésképpen az EV-k megváltoztathatják a recipiens 

sejtek (1) proliferációs ütemét39, (2) differenciációs állapotát40, (3) aktivációs státuszát41 

és (4) biomolekula szintézisét42. 

1.2 Az extracelluláris vezikulák funkciója a reprodukciós folyamatokban 

Az EV-k szerepet játszanak az ivarsejtek érésében, a megtermékenyítésben, a 

beágyazódás folyamatában, a placentális és anyai sejtek közötti intercelluláris 

kommunikációban. Az EV által közvetített anya-magzati kommunikáció a várandósság 

szakaszától függ. Az EV-k már a preimplantációs időszakban fontos szerepet játszanak 

az ivarsejtek érésében és a megtermékenyítési folyamatban. Az embrionális őssejt-

eredetű iEV-k elősegítik a trofoblaszt sejtek méhbe történő migrációját és invázióját43. 

Az első trimeszter végén a placenta-eredetű sEV-k az ér-endotél sejtek migrációját 

segítik, amely kritikus fontosságú a méh spirális artériáinak az átalakításában5. Ezt 

követően, a terhesség előrehaladtával az anya-magzati határfelületen lévő és a keringő 

heterogén eredetű EV-k száma fokozatos növekedést mutat. A placentális EV-k 

módosítják az anyai immun- és kardiovaszkuláris rendszer működését44, ám a terhesség 

utolsó szakaszában az sEV-k bioaktivitása csökken45.  

Az EV-k szerepet játszanak a fertilitásban, a beágyazódási folyamatban, spirális artéria 

remodelling folyamatában, valamint valószínűsíthető a szerepük az anyai 

immuntolerancia kialakulásában és fenntartásában is. Manapság egyre több olyan kutatási 

eredmény lát napvilágot, amely az EV-k szerepét vizsgálja a terhességgel asszociált 
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patológiás állapotokban: spontán vetélés, gesztációs hipertónia, preeklampszia, 

gesztációs diabetes mellitus és a koraszülés eseteiben46–48.   

 1.2.1 Az extracelluláris vezikulák szerepe az ivarsejtek érésében és a 

megtermékenyítés során 

A granulosa és a cumulus sejtek által termelt szekréciós termékek a folliculáris 

folyadékba kerülnek. A megfelelő petesejt fejlődés alappillére a folliculáris folyadék 

biztosította komplex mikrokörnyezet. Az EV-k fontos összetevői a folliculáris 

folyadéknak, melyben többek között petevezeték-specifikus fehérje 1-et tartalmazó sEV-

k is találhatók. Ezen sEV-k, részben miRNS tartalmuk révén (pl. hsa-miR-328), szerepet 

játszanak a petesejtek érésében is49–51.  

Az ondófolyadék-eredetű EV-kben található fehérjék (pl. a makrofág migrációt gátló 

faktor – MIF, aldoláz reduktáz – AKRB1, spermium adhéziós molekula 1 – SPAM1, 5. 

típusú glutation peroxidáz – GPX5, ubikvitin) a poszt-tesztikuláris spermium érésében  

játszanak szerepet52. Emellett, védik a spermiumokat az oxidatív stressz hatásokkal 

szemben52, fokozzák a spermiumok motilitását, szerepet játszanak az akroszóma 

reakcióban és szabályozzák a kapacitációt. A szeminális folyadékban található, 

összefoglaló néven prosztaszómáknak nevezett EV-k, lokális immunszuppresszív hatást 

váltanak ki a méhben, védelmet nyújtva ezáltal a hímivarsejtek elleni immunitás 

kialakulásával szemben53. Ugyanakkor, a prosztaszómák hatással vannak az 

endometriális stromasejtek decidualizációjára54, ezáltal fontos szerepet töltenek be a 

megtermékenyülésben is. Az azoospermiával diagnosztizált páciensek ondófolyadékában 

található sEV-kben csökkent hsa-miR-31, hsa-miR-539 és hsa-miR-941 miRNS 

expressziót detektáltak53,55.    

1.2.2 Extracelluláris vezikulák szerepe a terhesség korai szakaszában 

Az ondó- és follikuláris folyadékból, az endometriumból származó, illetve az 

embrióeredetű EV-k együttesen befolyásolják a beágyazódást, amely az egyik 

meghatározó pontja mind a természetes úton, mind a mesterséges úton fogant 

várandósságnak.  

A megtermékenyítést követő ötödik napon a blasztociszta alkalmas az endometriummal 

történő közvetlen interakcióra. A szigorúan koordinált beágyazódási folyamatban az 

embrionális pólusnál található trofoblaszt sejtek megkezdik a behatolást az uterus 
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nyálkahártyájába (beágyazódás). A decidualizált endometriális EV-k a blasztocisztának 

közvetített molekuláris üzeneteik (pl. hsa-miR-200c, hsa-miR-17) átadásával is 

befolyásolják az implantációs folyamatot33,56. Az endometrium továbbá, olyan EV-ket is 

kibocsát, amelyeknek az embrió általi felvétele hosszú távú epigenetikai hatásokat válthat 

ki az embrióban57. Az endometrium receptivitását tovább fokozza az EV-kben gazdag 

ondófolyadék. Az ondófolyadék-eredetű EV-k in vitro a decidualizált endometriális 

stróma sejtekben növelik a prolaktin expressziót54. 

A másik oldalról vizsgálva, az embrió által termelt EV, az embrionális fitnesz egyik 

fontos paramétere lehet. Az embrió-eredetű EV-k segítségével az embrió minőségét az 

endometrium természetes szignálként érzékeli58. A preimplantációs embrió-eredetű EV-

k olyan molekulákat tartalmaznak, amelyek: (1) apoptózist indukálhatnak az endotél 

sejtekben51, (2) aktiválhatják a helyi endometriális immunsejteket (pl. HLA-G, PIBF), (3) 

megváltoztathatják az embrionális sejtek differenciáltsági állapotát a pluripotencia gének 

mRNS szintjének révén (pl. OCT4 és NANOG), és (4) befolyásolják az embrionális sejtek 

túlélését miRNS-ek révén (pl. hsa-miR-21, hsa-miR-25, hsa-miR-126)59. Az embrió-

eredetű EV-k autokrin és parakrin módon pozitívan befolyásolják a blasztociszta 

fejlődését és elősegítik a trofoblaszt adhézióját, invázióját és a proliferációs útvonalakat51. 

Újonnan leírásra került, hogy a blasztociszta stádiumban lévő embriók a blasztocöl 

folyadékba is szekretálnak sEV-ket. Összesen 89 miRNS-t azonosítottak a blasztocöl 

folyadékban (a szabad és EV-asszociált miRNS-ket nem különítették el egymástól), 

amelyek szabályozzák és meghatározzák az embrionális fejlődést, azaz: regulálják a 

sejtek állapotát/túlélését (apoptózis indukció/gátlás), adhézióját és genomikai programját 

egyaránt60.   

1.2.2 Trofoblaszt-eredetű extracelluláris vezikulák szerepe a terhességi 

immuntoleranciában  

A decidua sejtjeinek  mintegy 40%-át  immunsejtek alkotják61.  A decidua immunsejt 

összetétele szigorúan szabályozott, mind a sejttípusok arányának, mind kinetikájának 

tekintetében. Ez elengedhetetlen a sikeres terhesség létrejöttének és fenntartásának 

szempontjából: (1) a kialakuló immuntolerancia kedvező immunkörnyezetet kínál a 

magzat számára és (2) ezzel egyidejűleg immunkompetitív marad, azaz hatékony 

immunválaszt biztosít a patogénekkel szemben. Az immuntoleranciában központi 
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szerepe van a szabályozó T-sejteknek (Treg-sejt). A karmester funkciójú Treg-sejtek az 

anya-magzati határfelületen valamennyi immunsejt működésére hatnak: gátolják az 

effektor CD4+, illetve CD8+ T-sejtek proliferációját és citokin kibocsátását, a B-sejtek 

immunglobulin termelését, a természetes ölősejtek (NK) citotoxikus aktivitását és a DC 

sejtek érését62. Egy-sejt transzkriptomikai analízissel igazolták, hogy az anya-magzati 

határfelületen található Treg-sejtek a deciduában differenciálódnak63. Habár, a perifériás 

Treg-sejt differenciáció kevéssé tisztázott64, a trofoblaszt sejtek meghatározó szerepet 

tölthetnek be a folyamatban. Ezen sejtek folyamatosan differenciálódnak a deciduális 

kompartmentben, így biztosítva a megfelelő placentációt és fejlődést65. A trofoblaszt 

sejtek egyik fő végdifferenciációs formáját a szinciciotrofoblasztsejtek képviselik. A 

szinciciotrofoblasztsejtek olyan multinukleáris sejtek, amelyek közvetlen kapcsolatban 

állnak az anyai vérrel. A szinciciotrofoblaszt sejtekre jellemző a magas HLA-G 

expresszió. A HLA-G az anya-magzati határfelület egyik legfontosabb fehérjéje: az 

immuntolerancia kapcsán kiemelendő a HLA-G indukált (1) citolitikus hatás gátlása az 

NK és CD8+ T-sejtekben, (2) allogén proliferatív válasz gátlása és (3) CD4+ T-sejtek 

proliferációjának gátlása. 

Az anya-magzati határfelületen a szinciciotrofoblasztsejtek az EV-k legjelentősebb 

forrása. A HLA-G a vizsgált első és harmadik trimeszteres placenta-eredetű EV-kben 

egyaránt megtalálható. Az EV-asszociált HLA-G számos immunsejt működését 

módosíthatja az anya-magzati határfelületen: deciduális NK sejtek, makrofágok, DC, T- 

és B-sejtek. Egyre több bizonyíték áll rendelkezésre arra nézve, hogy az EV-k is szerepet 

játszanak az immunsejtek toborzásában, expanziójában és az immunsejtek közti 

intercelluláris kommunikációban az anya-magzati határfelületen59. Az EV-közvetített 

intercelluláris kommunikáció is fontos szerepet játszhat a Treg-sejtek kialakulásában66,67. 

A placenta-eredetű EV-k célsejtjeit számos kísérletben vizsgálták68–70 és az 

immunsejtekkel kialakult specifikus EV-immunsejt interakciót is elemezték71–74. A 

trofoblaszt-eredetű iEV-k célsejtjei között kiemelt helyet foglalnak el a keringő T-

sejtek72.  

A proteomikai vizsgálatok azt mutatják, hogy a trofoblaszt-eredetű EV-k fehérje 

összetétele leginkább a gesztációs kor függvénye59. Az EV-kben található komplex 

molekuláris cargo következtében a HLA-G funkcionális hatása felerősödhet vagy 

csökkenhet, a kiváltott hatás a célsejt differenciáltsági és funkcionális állapotától függ75. 
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A genetikai háttér is összefüggést mutat a HLA-G pozitív (HLA-G+) EV-k 

koncentrációjának alakulásában: a HLA-G gén 8-as exonjában 14-bázispár (bp) deléciót 

hordozó fertilis nők esetében emelkedett HLA-G+ EV számot detektáltak76.  

Számos tanulmány különböző fehérjéket azonosított a placentális EV-kben, amelyek 

szerepet játszhatnak az anyai immuntolerancia kialakulásában. Ilyenek a placentális EV-

kben található minor hisztokompatibilitási antigének, köztük a riboszomális S4 Y-kötött 

1 fehérjét (RPS4Y1), amely kritikus lehet a tolerancia indukcióban44. Syncytin-1-et 

tartalmazó placentális iEV-kről leírták, hogy ezek aktiválhatják a perifériás 

mononukleáris sejteket (PBMC). A syncytin-1 fehérjét expresszáló EV-k 

immunmoduláns hatásukat főként B-sejteken és monocitákon fejtik ki, az interferon 

indukálható fehérje 10 (IP10) expressziójának csökkentése révén59. Az EV asszociált 

progeszteron indukálta fehérje (PIBF) pedig az anyai immunsejtekben az interleukin 10 

(IL-10) szecernálását fokozza77. A placentális sEV-k természetes ölősejt 2D csoport 

(NKG2D) ligandokat expresszálnak, amelyek szelektíven csökkentik az NKG2D receptor 

expresszióját az NK, CD8+ és  T-sejteken és gátolják ezen sejtek citotoxikus 

aktivitását78. Azonban a Treg-sejtek differenciációjára ható placentális EV asszociált 

fehérjét még nem azonosítottak.  

1.2.3 Az extracelluláris vezikulák szerepe preeklampsziában 

A preeklampszia multiszisztémás progresszív terhesség-specifikus kórkép, amely a 

várandósságok mintegy 3-7%-át érinti. Preeklampsziában az anyai immun- és 

kardiovaszkuláris rendszer elégtelen adaptációja a terhesség második felében újonnan 

kialakuló magasvérnyomás, proteinuria vagy szervi diszfunkció (vese-, máj működési 

zavar, pulmonáris ödéma, látási zavarok, agyi érintettség) tünetegyütteséhez vezet79. A 

preeklampszia és a terhességgel asszociált hipertóniás kórképek a koraszülések 40%-ában 

szerepelnek kóroki tényezőként80. A preeklampszia azonosított rizikófaktorai a 

preeklampsziára vonatkozó pozitív családi anamnézis, az első terhesség, az ikerterhesség, 

az idős anyai életkor, az in vitro fertilizációs eljárások, illetve bizonyos anyai 

társbetegségek (2-es típusú diabetes mellitus, krónikus hipertónia, krónikus vesebetegség, 

antifoszfolipid szindróma, obezitás), a 13-as triszómia és a mola terhesség81,82.  

Epidemiológiai tanulmányok szerint a preeklampszia családi halmozódást mutat, ami a 

genetikai háttér fontosságára hívja fel a figyelmet83. A genomléptékű transzkriptom 
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vizsgálatok a kórkép hátterében számos hajlamosító génvariációt azonosítottak az 

immunrendszer működésében szerepet játszó génekben (interferon gamma – IFNG, 

interleukin-6 – IL6, transzformáló növekedési faktor béta 1 – TGFB1), az 

angiotenzinogént kódoló génben (AGT) , a pleckstrin homológ domént tartalmazó G 

család 1. tagja génben (PLEKHG1), az fms-szerű tirozin kináz 1 génben (FLT1), a Fas 

sejtfelszíni halálreceptor (FAS) génben, illetve az angiogén faktor génben (VEGFA) 

egyaránt61,81,84,85. Érdekes módon a metalloproteináz 4 (TIMP4) génben a C>T 

(rs17035945) polimorfizmust eset-kontroll tanulmányban védő hatásúnak minősítették a 

preeklampsziával szemben. A polimorfizmus megváltoztathatja a TIMP4 gén 

transzkripciós faktor (TF) kötőhelyét, illetve a poszttranszkripcionális génexpressziót 

befolyásolja a hsa-miR-1237 és hsa-miR-497-3p miRNS-ek révén86. A transzkripcionális 

vizsgálatok funkcionális fő komponens analízisével felfedték a preeklampsziára jellemző 

TF mintázatot is, amelyből kiemelendő a GATA kötő fehérje 3 (GATA3), az alfa és béta 

retinoinsav receptor (RARA és RARB) TF87. A GATA3 meghatározza a T-sejtek 

fejlődését, az endotél sejtek működését és emellett negatívan hat az angiogenezisre. A 

RARA, RARB nukleáris receptorok a retinoinsav jelátvitel fő elemeiként, maghatározzák 

a placentális fejlődést és hozzájárulnak a preeklampsziára jellemző magas FLT1 szintek 

kialakulásához87.    Ugyanakkor, a preeklampsziás placentákban a programozott sejthalál 

szabályozásában szerepet játszó cisztatin C gén (CST3), a simaizom gamma aktin gén 

(ACTG2) és a nukleáz érzékeny elemkötő fehérje 1 pszeudogén (YBX1P1) expressziója 

is szignifikánsan emelkedett88. A preeklampszia immunológiai aspektusához tartozik a fő 

hisztokompatibilitási komplex (MHC) vizsgálata. A magzati trofoblaszt sejtek HLA-G és 

humán leukocita antigén C (HLA-C) molekulákat is expresszálnak, amelyek az NK sejtek 

ölősejtet immunglobulinszerű receptoraival (KIR) interakciónálnak. Bizonyos HLA-C 

molekulacsoportok (főként a HLA-C2), valamint egyes KIR haplotípusok (pl. 

KIR2DL1A) gyakrabban expresszálódnak preeklampsziás várandósságokban81,89.  

A preeklampszia patomechanizmusa teljes mértékben még nem ismert, de a placenta 

központi szerepe a kórkép kialakulásában igazolt. Patofiziológiai szempontból két fő 

esemény jellemzi a kórképet: (1) a csökkent trofoblaszt invázió miatt kialakuló tökéletlen 

placentáció, amely a spirális artériák elégtelen remodellingjét és csökkent 

uteroplacentális áramlást eredményez; (2) a fokozott placentális oxidatív stressz talaján 

kialakuló szisztémás anyai inflammatorikus állapot, amely hosszútávon növeli a  
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kardiovaszkuláris rizikót. Sejtszinten a szinciciotrofoblaszt sejtekben fokozott 

intracelluláris oxidatív stresszt, valamint az anyai endotél sejtekben sejt-diszfunkciót írtak 

le90. A trofoblaszt sejtek mellett, a megfelelő placentáció lételemei az anyai immunsejtek. 

A placentában az NK-, makrofág, illetve T-sejtek képezik a fő immunsejt-populációkat. 

Az NK- és makrofág sejtek részt vesznek a spirális artéria remodelling folyamatában. Az 

NK sejtek megfelelő aktivációja igen fontos a placentáció során81. A placentális CD56+ 

CD16- NK sejtek jellemzően csökkent citotoxicitással rendelkeznek91, hatásukat 

(trofoblaszt invázió és spirális artériák átalakítás szabályozása) főként az IL-8, az ér 

endotél növekedési faktor C (VEGFC) és a placentális növekedési faktor (PLGF) 

szecernálása révén fejtik ki. Preeklampsziában az NK sejtek felszínén csökken a KIR 

receptorsűrűség (pl. KIR2DS1, KIR2DS4, KIR2DS5), amely a tökéletlen trofoblaszt 

invázió és spirális artéria remodelling egyik faktora lehet92,93.  

Preeklampsziás várandósok placentájában szignifikánsan több aktivált M1 polarizált 

makrofágot azonosítottak.  Az M1 polarizált makrofágok egyrészt hozzájárulhatnak a 

fokozott gyulladás kialakulásához, másrészt gátolják a trofoblaszt sejtek motilitását, 

negatívan befolyásolva a trofoblasztok invázióját és végeredményben a spirális artéria 

átrendeződést93. A placentális makrofág sejtek a keringő monocitákból alakulnak ki a 

placentába történő migrációjuk során. A keringő monociták a legkiválóbb környezet-

figyelő és érzékelő immunsejtek, melyeket magas plaszticitás, szöveti infiltrációs 

képesség és citokin termelés jellemez94. Kiváló multipotenciával rendelkező sejtek, 

amelyek a környező stimulusok hatására vagy gyulladásos vagy gyulladás-ellenes 

altípusokká képesek differenciálódni95. A monociták hozzájárulnak az 

immunhomeosztázishoz és fontos szerepet játszhatnak a preeklampszia patogenezisében, 

amit a keringő monocita altípusok arányainak megváltozása is alátámaszt96. 

Preeklampsziában a keringő intermedier monociták (CD14++/CD16+/HLA-DR+) és nem 

klasszikus monociták (CD14+/CD16+/CCR2-/CCR5+) aránya megnő, míg a klasszikus 

monociták (CD14++/CD16-/CCR2++) aránya lecsökken az egészséges várandósok 

értékeihez képest97. Az egészséges terhességre egy szabályozott szisztémás gyulladásos 

reakció jellemző, amelyhez progresszív monocita aktiváció társul. Ez a jelenség túlzottan 

felerősödik preeklampsziában. A detektált gyulladásos reakció kiváltó és fenntartó 

elemei, sem egészséges, sem preeklampsziás várandósságokban nem ismertek98. 
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Noha a terhesség alatti keringő EV mintázat eredete igen heterogén99, jelentős 

mennyiségű szinciciotrofoblaszt-eredetű EV detektálható. A keringő trofoblaszt-eredetű 

EV-k proinflammatorikus és prokoaguláns hatását korábban már leírták6. 

Preeklampsziában egyaránt megváltozik a keringő és anya-magzati határfelületen 

található EV mintázat100,101. A placentális EV-k száma, monocita-eredetű és szöveti 

faktor pozitív EV-k száma emelkedett az egészséges várandóssághoz képest. A 

trombocita-eredetű EV-k száma ellenben csökken preeklampsziában, továbbá csökkent 

syncytin-2 mennyiség detektálható a keringő preeklampsziás EV-kben102. Az emelkedett 

preeklampsziás placentális EV koncentráció proinflammatorikus, anti-angiogén és 

prokoaguláns hatását számos tanulmány vizsgálta51,103,104. Következésképpen az EV-k is 

hozzájárulhatnak a preeklampsziára jellemző szisztémás gyulladáshoz. Az EV-k 

felelősek lehetnek a nem megfelelő Treg-sejt indukcióért a preeklampsziás deciduális 

kompartmentben59. Emellett a placentális EV-k aktiválhatják a leukocitákat és endotél 

sejteket is.  Néhány tanulmány született a placentális EV-k (ex vivo placentális 

explantátum vagy trofoblasztszerű sejtvonal-eredetű EV-k) immunsejtekre gyakorolt 

hatásáról98,104–106, amelyekben kimutatták, hogy az EV-k aktiválják az immunsejteket és 

többek közt a monocitákat is98,104. Az iEV-asszociált syncytin fehérjék csökkentik a 

PBMC sejtek interleukin-1-béta (IL-1-béta), tumor nekrózis faktor alfa (TNF) és IL-6 

szekrécióját. A preeklampsziára jellemző citokin miliő gyulladás irányába történő 

eltolódásához járul hozzá a placentális EV-k csökkent syncytin expressziója is, ami végül 

tökéletlen placentációhoz vezet. A preeklampsziás placenta-eredetű EV-k a neutrofil 

granulociták aktivációja révén neutrofil extracelluláris csapda képződést okoznak, amely 

szintén prokoaguláns hatású. Második trimeszteres preeklampsziás várandósok vizsgált 

placentális EV fehérje összetételében egy további proinflammatorikus immunszabályozó 

fehérjének, a galectin-13-nak, magasabb expresszióját mutatták ki107. Emellett aktivációs 

marker (HLA-DR) és PLAP kettős expressziót mutató placentális EV-k is detektálhatók 

preeklampsziában108. Másrészt a placentális EV-k fontos szerepet játszhatnak a vazoaktív 

faktorok (pl. vaszkuláris endoteliális növekedési faktor receptor 1 – VEGFR-1 és 

endoglin – CD105) és hemosztázis-asszociált fehérjék (pl. szöveti faktor) révén a spirális 

artéria remodellingben is44. Az endoglin az egyik legfontosabb antiangiogén faktor, 

amely endotél sejt-diszfunkciót okozhat preeklampsziában. Kimutatták, hogy az endoglin 

EV-kel asszociál, valamint szignifikánsan magasabb expressziót mutat 
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preeklampsziában57. Ugyanakkor, mitokondriális DNS pozitivitást mutató EV-k 

detektálhatók preeklampsziában, és ezek is hozzájárulhatnak az endotél sejtek 

aktivációjához44. A preeklampsziás EV-asszociált hsa-miR-210 miRNS fokozott 

expresszióját is detektálták10,109. A hsa-miR-210 fokozott expressziója a tökéletlen 

placentáció során kialakuló progresszív uteroplacentális hipoxia következménye.  

Emellett, a hsa-miR-145 fokozott expresszióját is kimutatták a preeklampsziás placentális 

EV-kben110. A preeklampsziás várandósok plazmájában további gyulladásban és hipoxiás 

folyamatokban kulcsfontosságú EV-asszociált miRNS-ek fokozott expresszióját is 

leírták: hsa-miR-210,  hsa-miR-26a, hsa-miR-24, hsa-miR-103, hsa-miR-517-5p, hsa-

miR574-5p, hsa-miR-130b, hsa-miR-342-3p és hsa-miR-181a10,109,111. Összegzésként, a 

preeklampszia-asszociált EV-kben található fehérje és nukleinsav mintázat potenciálisan 

biomarkerként szolgálhat a preeklampszia korai diagnózisához. Másrészt, új terápiás 

célpontok azonosításában is szerepet játszhatnak az EV-kben kimutatható jellegzetes 

nukleinsavak és fehérjék. 

  

DOI:10.14753/SE.2021.2430



22 

 

2. Célkitűzés 

Az EV-k szerepének vizsgálata az anyai immuntolerancia kialakulásában, in vitro és ex 

vivo vizsgálati rendszerekben. 

Megválaszolandó kérdések, megoldandó feladatok: 

Trofoblaszt-eredetű EV-k hatásainak vizsgálata in vitro modell rendszerben, a BeWo 

trofoblasztszerű sejtvonal felhasználásával: 

1. Befolyásolják-e a BeWo eredetű EV-k (BeWo EV) a CD4+ T-sejtek működését és 

polarizációját? 

2. A BeWo EV-k mely molekuláris összetevői tehetők felelőssé a CD4+ T-sejtekre 

kifejtett hatásért?   

3. Szerepe van-e a BeWo EV-k HSPE1 (hősokk fehérje E család 1.) expressziójának a 

CD4+ T-sejtekre gyakorolt hatásban? 

4. Szerepet játszik-e a HSPE1 a Treg-sejtek heterogenitásában?  

Keringő EV mintázat immunrendszerre gyakorolt hatásainak vizsgálata in vitro modell 

rendszerben: 

1. Preeklampszia-asszociált keringő EV-k azonosítása sejteredet szerint.  

2. A keringő preeklampszia-asszociált EV-k célsejtjeinek azonosítása.  

3. Keringő anyai EV-k monocitákra gyakorolt hatásainak vizsgálata in vitro rendszerben.  

4. A keringő anyai EV-k monocitákra gyakorolt hatásainak komplex molekuláris 

jellemzése. 
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3. Módszerek 

3.1 Biológiai minták 

3.1.1 Vérminták gyűjtése  

Vizsgálatainkhoz 45 egészséges nem terhes nő, etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) 

alvadásgátlóval levett (Vacutainer® EDTA Becton Dickinson San Jose, California, 

Egyesült Államok) perifériás vérmintáját használtuk fel, amelyet az Országos Vérellátó 

Szolgálattól szereztünk be. A mintákat a vérvételt követő 2 órán belül a laboratóriumba 

szállítottuk és azonnal feldolgoztuk.  

Klinikai minták: a Semmelweis Egyetem Szülészeti és Nőgyógyászati Klinika által 

kivizsgált és gondozott harmadik trimeszteres 25 preeklampsziás várandós perifériás 

vérmintáit használtuk fel kutatásainkhoz. Kontroll csoportként életkorban és gesztációs 

korban illesztett 20 egészséges terhes perifériás vérmintáit használtuk. A vizsgálatokba 

bevont egyének szülészeti anamnézisében nem szerepelt spontán vetélés, terhességi 

diabetes mellitus, proteinuria, illetve preeklampszia sem. Mindkét vizsgálati csoportban 

kizáró kritérium volt bármilyen diagnosztizált krónikus betegség vagy akut infekció 

fennállása (1. táblázat). 

A vizsgálatokat a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsága és a Tudományos és 

Kutatásetikai Bizottság (TUKEB) engedélyezte (Engedély száma: 4834-0/2010-

1018EKU). Minden várandós és egészséges nem terhes beleegyező nyilatkozatot írt alá a 

vérminták kísérletekhez történő felhasználásához. A kísérleteket triplikátumban és 

legalább 6 páciens/csoport elemszámmal végeztük. 
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1. táblázat. Várandósok klinikai adatai. *Szignifikánsan alacsonyabb születési súly a 

preeklampsziás várandósok újszülöttjei esetében p<0,0001, nem párosított Student’s t-

teszt, **Szignifikánsan emelkedett artériás vérnyomás a preeklampsziás várandósok 

esetében, p<0,001, Mann Whitney U teszt, SD – standard deviáció, HELLP – 

vörösvértestek szétesése, emelkedett májenzimek és alacsony trombocitaszám eltéréssel 

jellemezhető szindróma 

 
Egészséges, 3. trimeszteres 

várandós (N=20) 

Preeklampsziás 3. 
trimeszteres várandós 

(N=25) 

Anyai életkor (átlag ± SD) 33,8 ± 4,7 év 31,7 ± 4,6 év 

Gesztációs kor mintavételkor 
(átlag ± SD) 

33,8 ± 3,5 hét 32,0 ± 4,3 hét 

Gesztációs kor születés 
időpontjában (átlag ± SD) 

38,9 ± 1,2 hét 32,5 ± 4,3 hét 

Születési súly (átlag ± SD) 3 560 ± 416 g 1 688 ± 922 g* 

Korai kezdetű preeklampszia 
(%) 

nem alkalmazható 48% 

HELLP szindróma (%) 0% 19% 

Testtömegindex (átlag ± SD) 22,3 ± 3,1 26,3 ± 7,6 

Szisztolés/diasztolés 
vérnyomás (átlag ± SD)  

115,8 ± 5,3 / 71,4 ± 3,1 
Hgmm  

155,0 ± 18,4 / 94,1 ± 13,9 
Hgmm ** 

Proteinuria (átlag ± SD) kimutatási határérték alatt 4 063± 2 329 mg/24 óra 

 

3.1.2 Mononukleáris sejtek izolálása  

A mononukleáris sejteket (PBMC) steril körülmények között Histopaque®-1077 (Sigma, 

St. Louis, Egyesült Államok) sűrűség grádiens alapú centrifugálással (2 500 g; 20 perc) 

lassú gyorsítási és leállítási móddal izoláltuk. A szeparált sejteket foszfát pufferes 

sóoldatban (PBS) mostuk, majd 10% dimetil-szulfoxid tartalmú magzati borjúsavó (FBS) 

fagyasztó oldatban lefagyasztottuk és -80 °C fokon tároltuk felhasználásig. 

 

3.1.3 Trombocita mentesített plazma szeparálása   

A klinikai vérmintákat 9 mL-es savas citrát dextróz (ACD-A cső, Greiner Bio-One) 

tartalmú vérvételi csőbe vettük le, az in vitro EV képződés gátlása céljából112. A 

plazmafrakció elválasztásához a vérmintákat 800 g sebességen 5 percen át centrifugáltuk. 

A trombocita-szegény plazma (PPP) izolálását centrifugálással végeztük, 2 500 g 

gyorsulással, 15 percen keresztül, szobahőmérsékleten. Egy további lépéssel (2 500 g; 15 
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perc) trombocita mentes plazmát (PFP) izoláltunk, melyet felhasználásig -80 °C fokon 

tároltunk. 

3.1.4 Sejttenyésztés és génkiütött sejtvonal létrehozása 

3.1.4.1 BeWo sejtek tenyésztése 

A BeWo humán choriocarcinoma sejtvonalat (ATCC® CCL-98™) az Amerikai 

Sejtbankból (American Type Culture Collection) szereztük be. A BeWo sejteket 2 mM 

L-glutamin, 10% HyClone® FBS (HyClone Laboratories, Inc., South Logan, Egyesült 

Államok), 5% glükóz, 1 mM nátrium-piruvát, 1% of Gibco® MEM Non-Essential Amino 

Acids, 100 U/mL penicillin és 100 µg/mL streptomycin (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, Egyesült Államok) tartalmú Ham F12/K médiumban (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, Egyesült Államok) tenyésztettük. A tenyésztéshez 25 cm2-es 

vagy 75 cm2-es letapadó sejt- és szövettenyésztő (Tc-kezelt) Eppendorf flaskákat 

használtunk. A sejttenyészeteket polimeráz láncreakció (PCR) alapú módszerrel 

rendszeresen szűrtük mycoplasma fertőzésre.  

3.1.4.2 HSPE1 gén kiütése BeWo sejtekben (HSPE1 KO BeWo) 

A BeWo sejtekben a HSPE1 gént a halmozottan előforduló, szabályos közökkel 

elválasztott palindromikus ismétlődések/CRISPR asszociált protein 9 (CRISPR/Cas9) 

genomszerkesztő rendszer segítségével elektroporációs módszerrel inaktiváltuk. Első 

lépésként az elektroporációs beállításokat optimalizáltuk, amelyhez a Cell Line 

Optimization 4D-NucleofectorTM X (Lonza, Cologne, Németország) kitet használtuk, a 

gyártó ajánlása szerint. A BeWo sejteket 90 g gyorsulással 10 percen keresztül 

szobahőmérsékleten centrifugáltuk, majd a felülőszót (FÚ) teljesen eltávolítottuk. A 

transzfekcióhoz 1,8 x 105 BeWo sejthez 19,6 µL transzfekciós koktélt (82%:18% 

arányban SF/SE/SG médium + transzfekciós kiegészítő) és 0,4 µg pMaxGFP (1µg/mL) 

plazmid vektort adtunk. Fel-le pipettázást követően a nukleoküvetta celláiba 20 µL-t 

BeWo sejtszuszpenziót mértünk be és végrehajtottuk a sejtvonal optimalizált 

nukleofekciót (Nucleofector 4D-X készülék). Tíz perc szobahőmérsékleten történő 

inkubáció után 30 µL 20% FBS tartalmú Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesült Államok) tenyésztési médiumot 

adtunk a sejtekhez és további 10 percen át inkubáltuk. Az inkubációs idő leteltével a 

sejteket 24 lyukú Tc kezelt sejttenyésztési lemezre (Eppendorf AG, Hamburg, 
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Németország) helyeztük. A transzfekciós hatékonyság ellenőrzésére a sejten belüli zöld 

fluoreszcens protein (GFP) fluoreszcenciáját detektáltuk fluoreszcens mikroszkóppal és 

áramlási citométerrel. A transzfektált sejtek viabilitását propidium jodid (PI) (Sigma, St 

Louis, MO, Egyesült Államok) DNS festék segítségével határoztuk meg áramlási 

citometriás módszerrel. Az optimalizációs protokoll eredményei alapján az SF 

transzfekciós médiumot és EN-150 transzfektálási programot választottuk (sejtviabilitás 

85%, transzfekciós hatékonyság 90%). A HSPE1-es gén megcélzására alkalmas 

szintetikus irányító RNS (sgRNS) tervezéséhez a Synthego CRISPR Design Tool 

programot (Synthego Corporation, Kalifornia, Egyesült Államok) alkalmaztuk.  A két 

HSPE1 génre specifikus sgRNS-t (sgRNS-1: G*C*U*GCUGAAACUGUAACCAA, 

sgRNS-2: U*A*A*ACGCUUGUCCUGCCUGU) 1x Tris-EDTA (TE) pufferben 

reszuszpendáltuk 100 pmol/µL végkoncentrációban. A génkiütési eljárásban, a fent leírt 

protokollt alkalmaztuk, azzal a különbséggel, hogy cellánként a transzfektálást 

megelőzően a tervezett sgRNS-t, illetve 20 pmol nukleáris lokalizációs szignállal (NLS) 

rendelkező Cas9, Streptococcus pyogenes-eredetű nukleázt (Synthego Corporation, 

Kalifornia, Egyesült Államok) is hozzáadtunk (1. ábra). 

3.1.4.2 Génkiütés validálása a HSPE1 KO BeWo sejtekben 

A transzfekciós hatékonyságot DNS és RNS szinten határoztuk meg. A GFP és HSPE1 

KO transzfektált BeWo sejtekből a Blood/Cell DNA Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd., 

New Taipei, Tajván) segítségével DNS-t izoláltunk. A DNS koncentrációt Qubit 4 

fluoriméteren Qubit 1x dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

1. ábra.  A HSPE1 KO BeWo sejtvonal létrehozásához használt szintetikus irányító RNS 

(sgRNS) és a célzott szekvencia. GRCh - Genom Referencia Konzorcium humán genom 

referencia szekvenciája, SpCas9 NLS – nukleáris lokalizációs szignállal rendelkező Cas9 

Streptococcus pyogenes enzim. 
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USA) segítségével mértük meg. A HSPE1 génben létrehozott inszerciók-deléciók (indel) 

validására Sanger szekvenálást használtunk (forward primer 

TAGAGCAGAGTACGAGTCTGAG, reverz primer 

CCTTTCCTTTAGAACCCGATCC), majd a Seq Scanner v2 és Synthego online analízis 

szoftverrel értékeltük a szekvenálási adatokat (2. ábra). A szekvenálási adatokat a 

Synthego ICE analízis online platformjával113 is értékeltük, amely alkalmas az indel 

arányok és a 

transzfekciós 

reakció 

hatékonyságának 

meghatározására 

(3. A ábra). A 

HSPE1 

génexpressziót 

valós idejű qPCR 

segítségével is 

meghatároztuk (3. 

2. ábra. GFP és HSPE1 KO BeWo sejtvonal HSPE1 gén 2. exon Sanger 

szekvenálásának elemzése a Synthego online analízis program segítségével. Fekete 

szaggatott vonallal jelölt a DNS szekvenciára tervezett törési pont. A piros szaggatott 

vonal a protospacer melletti motívumot (PAM) jelöli, majd a folytatásában levő fekete 

vonal a sgRNS DNS-hez kötődő szekvenciáját jelöli. 

3. ábra. HSPE1 gén ICE analízise és relatív mRNS expressziója GFP és HSPE1 KO 

BeWo sejtekben. A HSPE1 gén szerkesztési hatékonysága 77% (R2 = 0,954), **** 

p<0,0001 páratlan Student’s t-teszt, indel – inszerció-deléció, edit eff. - génszerkesztési 

hatékonyság. 
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B ábra). A transzfektált sejtekből történő RNS izolálást, cDNS szintézist és valós idejű 

qPCR módszertani leírását a 3.6 alpontban részletezzük.   

3.1.4.3 Humán limfociták tenyésztése, szortolása és in vitro Treg-sejt irányú 

differenciáltatása 

A fagyasztásból felolvasztott PBMC mintákat 24 órán keresztül 75 cm2-es szuszpenziós 

flaskában 2 mM L-glutamin, 10% Gibco FBS, 100 U/mL penicillin és 100 µg/mL 

streptomycin tartalmú RPMI 1640 médiumban inkubáltuk 37 °C fokon, 5% CO2 tartalom 

mellett. Ezt követően a sejteket 70 µm pórusú MACS SmartStrainers (Miltenyi, Biotec 

GmbH, Bergisch Gladbach, Németország) szűrőn átszűrtük, majd szobahőmérsékleten 

ülepítettük (800 g; 5 perc). A FÚ eltávolítása után a sejteket 100 µL autoMACS Running 

Buffer (Miltenyi, Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Németország) szortoló oldatban 

reszuszpendáltuk és 20 µL anti-humán CD4-PerCP-Cy5.5 konjugált antitesttel (Sony 

Biotechnology, Surrey, Egyesült Királyság) jelöltük meg. Húsz perc jégen történő 

inkubációt követően a mintákat 5 mL autoMACS Running Buffer oldatottal mostuk (800 

g; 5 perc, szobahőmérséklet). Az üledéket 1 mL autoMACS pufferben reszuszpendáltuk 

és a CD4+ Th sejteket SONY SH800S sejtszorter (Sony Biotechnology, Surrey, Egyesült 

Királyság) segítségével 15 mL-es steril csövekbe szortoltunk (4. ábra). A szortolási 

hatékonyság meghatározásához 20 000 szortolt CD4+ T-sejtet Alexa Fluor 647-tel 

konjugált anti-humán CD3 antitesttel (Sony Biotechnology, Surrey, Egyesült Királyság) 

megjelöltük (3 µL antitest, 20 perc jégen), majd 5 mL autoMACS Running Buffer oldattal 

történő mosás után SONY SH800S áramlási citométerrel analizáltuk.  

4. ábra.  Kapuzási stratégia a CD4+ T-sejtek szortolásához, FSC – előreszórás, SSC- 

oldalszórás 
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A Treg-sejtek differenciáltatásához, egy 12 lyukú Tc kezelt Eppendorf lemez minden 

cellájába, 5 x 105 CD4+ T-sejtet helyeztünk 2 mL sejttenyésztési médiumba. A CD4+ T-

sejteket 32 IU/mL rekombináns humán IL-2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

Egyesült Államok) és Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28 for T Cell Expansion 

and Activation (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesült Államok) 

gyöngyökkel aktiváltuk (sejt: gyöngy arány = 1:1). A Treg-sejtek differenciáltatásához a 

CD4+ T-sejteket rekombináns HSPE1 (rHSPE1) fehérjével (1 µg/mL, 2,5 µg/mL, 10 

µg/mL, 15 µg/mL), 1 x 106 GFP transzfektált BeWo sejt-eredetű iEV-vel, vagy 1 x 106 

HSPE1 KO BeWo sejt-eredetű iEV-vel kezeltük. 72 óra elteltével az aktivációs 

gyöngyöket mágneses oszlopon eltávolítottuk, majd a sejteket mosást (800 g, 5 perc, 

szobahőmérséklet) követően 100 µL autoMACS pufferbe vettük fel és 

immunfenotipizáltuk. A Treg-sejtek azonosításához a következő jelölési kombinációt 

alkalmaztuk: anti-humán CD25-FITC, anti-humán CD3-AF647, anti-humán CD127-

PE/Cy7. A CD3+/CD25high+/CD127low+ Treg-sejteket további holomikroszkópos 

vizsgálatra, steril körülmények között szortoltuk (SONY SH800S) (5. ábra). 

3.1.4.4 THP-1 sejtek tenyésztése 

A THP-1 humán monocitás sejtvonalat (ATCC® TIB-202™) 25 cm2-es szuszpenziós 

sejttenyésztő flaskákban, 2 mM L-glutamin, 10% Gibco FBS-ben, 100 U/mL penicillin 

és 100 µg/mL streptomycin tartalmú RPMI 1640 médiumban tenyésztettük. A sejteket 

funkcionális vizsgálatokat megelőzően, 24 órán át FBS mentes RPMI 1640 médiumba 

helyeztük át, majd közvetlenül a vizsgálatok elvégzése előtt PI inkorporációval 

ellenőriztük a viabilitásukat. 

5. ábra. In vitro differenciáltatott Treg-sejtek szortolásához alkalmazott kapuzási 

stratégia, FSC-H – előreszórás, SSC-H - oldalszórás 
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3.1.4.5 Sejtek iEV kezelése 

Az iEV-k célsejteken kiváltott hatásainak vizsgálatára minden kísérleti felállításban az 

iEV:sejt arányt 2:1-re állítottuk. Kivételt képeznek azon kísérletek, amelyekben az iEV 

koncentrációtól-függő hatást mértük. 

3.2 Az extracelluláris vezikulák izolálása és jellemzése 

Az EV-k izolálására két módszert alkalmaztunk: (1) differenciál centrifugálást, és (2) 

méretkizárásos kromatográfiát. A differenciál centrifugálás közepes kinyerési és közepes 

specifitású EV izolálást tesz lehetővé, míg a méretkizárásos kromatográfia alacsonyabb 

kinyerés mellett, nagyobb tisztaságú EV preparátumot eredményez. Az izolálást követően 

a Nemzetközi Vezikula Társaság ajánlásának12 megfelelően végeztük az EV-k 

jellemzését (6. ábra).  

3.2.1 Extracelluláris vezikula frakciók izolálása BeWo sejtvonal felülúszójából 

és várandósok trombocita mentesített plazmájából, differenciál centrifugálással 

A BeWo sejt-eredetű EV-k izolálásához 2 x 106 BeWo sejtet 75 cm2-es Tc kezelt 

flaskában, 10 mL tenyésztő médiumban tenyésztettünk. Amikor a sejtek 80-90%-os 

konfluenciát értek el, a tenyésztő médiumot eltávolítottuk és a sejteket további 24 órán 

keresztül 10 mL FBS-mentes médiumban tartottuk. Az EV frakciók izolálását 4 lépésben 

végeztük el: 1) sejtmentesítő centrifugálás, 2) apoptotikus test mentesítés, 3) iEV frakció 

izolálás, 4) sEV frakció izolálás. A médiumban lévő sejttörmelék eltávolítását 800 g 

gyorsulással, 5 percig tartó centrifugálással végeztük. Az FÚ 2 000 g gyorsulással, 15 

6. ábra. Az EV-k jellemzésére alkalmazott módszerek. TEM – transzmissziós 

elektronmikroszkópia, CLSM – konfokális lézerpásztázó mikroszkópia 
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percen keresztül történő ülepíttetésével eltávolítottuk az apoptotikus testeket. Ezt követte 

az iEV frakció (12,5K üledék) szedimentálása, amelyet 16 °C fokon, 12 500 g 

gyorsulással, 20 percen keresztül végeztünk (Z216 M K Microlite centrifuga, fixált szögű 

200.88 rotor, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Németország). A 12,5K üledék 

FÚ-ját használtuk az sEV (100K üledék) frakció izolálásához, amelyet 4 °C fokon, 100 

000 g gyorsulással, 70 percen keresztül történő ultracentrifugálással végeztünk (Optima 

MAX-XP, fixált szögű MLA-55 rotor, Beckman Coulter Inc, Brea, Egyesült Államok) 

(7. ábra). A kezelésekhez használt iEV és sEV frakciókat felhasználás előtt filtrált PBS-

sel (0,2 µm-es szűrő) mostuk, az izolálással megegyező centrifugálási protokoll szerint. 

Az EV-közvetített biológiai hatások igazolásához szükséges EV-mentes kondicionált 

médiumot az ultracentrifugálást követően a 100K üledék FÚ-ból izoláltuk 100 000 g 

sebességgel, 4 órán át történő centrifugálással. Felhasználás előtt az így centrifugált FÚ-

t 0,22 µm-es szűrőn is átszűrtük.  

7. ábra. BeWo-eredetű sejtfelülúszóból történő EV izolálás. FÚ - felülúszó 
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A plazma mintákból történő EV izolálást mintánként 1 mL PFP-ből végeztük, melyet 0,2 

µm-es membránon szűrt 1,5 mL PBS-sel hígítottunk. Az iEV, sEV és EV-mentes frakciók 

izolálását a BeWo-sejtvonal FÚ-ból történő iEV, sEV és EV-mentes frakciók 

izolálásához használt protokollt alkalmaztuk. A PFP mintából végzett EV izolálási 

lépéseket a 8. ábrán mutatjuk be.  

 3.2.2 Keringő extracelluláris vezikula frakciók izolálása trombocita mentesített 

plazmából, méretkizárásos kromatográfiával 

Az EV-k méretkizárásos kromatográfia elvén alapuló izolálását qEV méretkizárásos 

oszlopok (IZON, Izon Science Ltd.) segítségével, a gyártó utasítása szerint végeztük. A 

PFP mintákból egy oszlopra 500 µL mintát helyeztünk és 4 500 µL 0,20 µm filteren 

átszűrt PBS-t pipettáztunk rá. Az EV-kben feldúsult 7., 8. és 9. frakciókat (500 

µL/frakció) steril körülmények 

között összegyűjtöttük. 

 3.2.3 Izolált extracelluláris 

vezikulák jelölése PKH26 lipofil 

festékkel 

Az izolált iEV (12,5K üledék) 

frakciót PKH26 membránfestékkel 

jelöltük a gyártó ajánlása szerint 

(Sigma, St Louis, MO, Egyesült 

Államok). Az izolált EV frakciót 

100 µL Diluent C oldatban 

reszuszpendáltuk, majd 0,5 µL (5 

µM-os) PKH26 festéket adtunk 

hozzá és 15 percen keresztül, 

szobahőmérsékleten inkubáltuk 

sötétben. A reakciót 100 µL 4% 

marha szérumalbuminnal (BSA) 

állítottuk le, melyet használat előtt 0,2 µm filteren átszűrtük. A további analízis, ill. 

felhasználás előtt a jelölt vezikulákat 1 mL RPMI 1640 sejttenyésztési médiummal 

mostuk (12 500 g; 15 perc; 16 °C fok). A jelölés hatékonyságát áramlási citométerrel és 

8. ábra.  Harmadik trimeszteres egészséges és 

preeklampsziás várandósok PFP mintáiból 

történő EV izolálás menete 
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konfokális lézerpásztázó mikroszkóppal elemeztük. Festék kontrollt (vezikulákat nem 

tartalmazó minta) és differenciál detergens lízist alkalmaztunk validálásként.      

3.2.4 Az extracelluláris vezikulák fehérje összetétele 

 3.2.4.1 Fehérjekoncentráció meghatározás 

Az EV-k fehérje tartalmát microBCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, Egyesült Államok) segítségével határoztuk meg NanoDrop 1000 

(NanoDrop Technologies, Inc., Egyesült Államok) spektrofotométerrel, a gyártó ajánlása 

szerint. 

  3.2.4.2 Tömegspektrometria 

Az izolált iEV és sEV üledéket 25 µL HPLC vízben reszuszpendáltuk. Az EV-k 

belsejében található fehérjék kiszabadításához, az EV-ket egymást követően, háromszor 

folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd szobahőmérsékletre felmelegítettük. A feltárt 

fehérjéket Turiák és mtsai114 által leírtak szerint emésztettük. A kapott peptideket 

PierceTM C18 spin oszlopon (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesült 

Államok) tisztítottuk, és Waters nanoAcquity UPLC vagy Dionex Ultimate 3000 

RSLCnano rendszerhez csatolt CaptiveSpray nanoBooster ionizációs forrású Bruker 

Maxis II Q-TOF tömegspektrométerrel (Bruken, Bremen, Németország) elemeztük. A 

peptidek szétválasztására 25 cm-es Waters Peptide BEH C18 nanoACQUITY 1,7 µm-es 

partikulum méretű UPLC oszlopokat használtunk. Az adatokat ProteinScape 3.0 

szoftverrel elemeztük (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Németország). A fehérjéket 

Mascot (Mascot 2,5 verzió; Matrix Science, London, Egyesült Királyság) szoftverrel, a 

Swissprot adatbázis felhasználásával azonosítottuk (verzió 2015_08). A fehérje 

azonosítás a következő paraméterek alapján történt: Homo sapiens taxonómia, tripszin 

enzim emésztés, 7 ppm peptidtömeg tolerancia, 0,05 Da fragmens tömegtolerancia, 2 

hiányzó hasítás. A karbamidometilációt fix változónak, a dezaminálást (NQ) és oxidációt 

(M) változó módosításként állítottuk be. Az azonosított fehérjék hálózati csomópontokba 

való besorolásához gén ontológiai (GO) analízist végeztünk. A GO és további útvonal 

analíziseket Funrich szoftverrel végeztük (Uniprot és Funrich adatbázis 

felhasználásával)115. A vér-eredetű EV-k esetében in silico analízissel felmértük az EV 

izolálás során nyert EV preparátumok tisztaságát. Az iEV izolálás tisztaságát a 

lipoprotein (egészséges: 7,45%, preeklampszia: 6,4%) és protein aggregátum 
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(egészséges: 6,74%, preeklampszia: 6,73%) felmérésével detektáltuk. Az sEV frakcióban 

detektált lipoprotein arány (egészséges: 10,43%, preeklampszia: 9,43%) és fehérje 

aggregátum arány (egészséges: 3,07%, preeklampszia: 3,14%) megegyezett az iEV 

frakcióban detektált értékekkel.  A tömegspektrometriai adatokat a PRIDE partner 

adattárba töltöttük fel, amely a ProteomXchange konzorcium honlapján érhető el, 

PXD008665 adatbázis azonosítóval. 

3.2.5 Az extracelluláris vezikulák miRNS összetétele 

A BeWo FÚ-ból differenciál centrifugálással nyert EV frakciókból RNS-t izoláltunk az 

exoRNeasy Serum/Plasma Midi Kit (Qiagen, CA, Egyesült Államok) segítségével a 

gyártó ajánlása szerint.   

 3.2.5.1 miRNS koncentráció és miRNS integritás meghatározás 

 Az izolált EV preparátumok miRNS koncentrációját Qubit 4 fluoriméterrel 

határoztuk meg miRNS-t detektáló specifikus kit (Qubit microRNA Assay Kit, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesült Államok) segítségével. A miRNS-ek épségét 

Agilent Tapestation (Agilent Research Laboratories, CA, Egyesült Államok) segítségével 

mértük és a 7-nél nagyobb RNS integritási számmal (RIN) rendelkező mintákat minőségi 

szempontból a szekvenálásra megfelelőnek tekintettük.  

 3.2.5.2 miRNS szekvenálás 

A könyvtárkészítést multiplex Small RNA Libr. Prep Kit (Illumina, Egyesült Államok) 

segítségével végeztük a gyártó ajánlása szerint. A szekvenálást Illumina MiSeq 

készüléken végeztük, mintánként legalább 20 millió olvasási mélységgel. A kapott 

transzkriptom szekvenciákat STAR 2.5.3a szoftver segítségével kettős igazodási mód 

alkalmazásával a referencia genomhoz (Ensemble GRCh38 kiadás) illesztettük. A 

miRBase adatbázist használtuk a miRNS-ek annotációjához. Minden azonosított miRNS-

hez a leolvasási szám (read count) hozzárendelését az R Subread csomag featureCount 

funkciójával végeztük. Az adatok normalizálását az edgeR/Bioconductor csomagban (R 

verzió 3.4.1, Bioconductor verzió 3.5) található M értékek csonkolt átlaga (TMM) 

normalizáló modullal végeztük. Az adatok előfeldolgozása és minőségi ellenőrzése után 

az immuntolerancia asszociált miRNS-ek, valamint a trofoblaszt-specifikus miRNS-ek 

funkcióját Funrich 3.1.3115, g:Profiler116 és NetworkAnalyst 3.0117 segítségével 

értékeltük. 
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3.2.6 Extracelluláris vezikula mikroszkópia és dinamikus fényszórás analízis 

 3.2.6.1 Konfokális lézerpásztázó mikroszkópia 

A plazma eredetű iEV-ket annexin V-FITC/PKH26/HLA-G-APC jelölést követően 

Olympus FV3000 konfokális lézerpásztázó mikroszkóppal (CLSM) (Olympus, Tokió, 

Japán) 60X nagyítás mellett, 150 ms expozíciós idővel vizsgáltuk. Az annexin V-FITC 

jel detektálására 488 nm-es excitációt és 514 nm-es emissziós hullámhosszt, a PKH26 jel 

detektálására 488 nm-es excitációt és 571 nm-es emissziós hullámhosszt, a HLA-G-APC 

jel detektálására 640 nm-es excitációt és 660 nm-es emissziós hullámhosszt 

alkalmaztunk. A detektált jelek vezikula-eredetének igazolására detergens lízist 

végeztünk (0,1 %-os Triton X-100). 

 3.2.6.2 Dinamikus fényszórás 

Az EV-k méreteloszlását a Zetasizer Nano S (Zetasizer Nano S, Malvern Instruments, 

Nagy-Britannia) készülékkel végeztük. A méreteloszlást a Stokes-Einstein képlet 

segítségével a szoftverbe épített algoritmus számolta ki. A vizsgálathoz az EV-ket 

(beállított refrakciós index: 1,380) 0,2 µm szűrt PBS-ben szuszpendáltuk. A háttérzaj 

meghatározásához megmértük 0,2 µm szűrt PBS viszkozitását 20 °C fokon, amely 1.0041 

cP volt, illetve a refrakciós indexét, amely 1,33 volt.  

3.3 Áramlási citometria 

 3.3.1 Sejtfelszíni jelölések 

5 x 105 PBMC sejtet 300 g gyorsulással 5 percig centrifugáltunk, majd 100 µL PBS-ben 

szuszpendáltunk és fluorkrómmal jelölt antitestekkel, 15 percen keresztül, sötétben, jégre 

helyezve inkubáltuk. Az inkubációt követően mosást végeztünk 1 mL PBS hozzáadásával 

(300 g; 5 perc). A FÚ eltávolítása után a sejteket 300 µL 2%-os paraformaldehid (PFA) 

oldatban fixáltuk.    

3.3.2 Intracelluláris jelölések  

5 x 105 THP-1 sejtet 4%-os PFA oldatban fixáltunk (15 perc, szobahőmérséklet). A 

fixálást követően a sejteket centrifugáltuk (300 g; 5 perc), majd permeabilizáltuk (0,1 %-

os szaponin) és optimális koncentrációjú flourokrómmal konjugált anti-humán 

monoklonális antitesttel (20 perc, sötétben, jégen) inkubáltuk. Az inkubációs idő letelte 
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után a sejteket 2 mL permeabilizáló oldattal mostuk (300 g; 5 perc), majd 300 µL 2%-os 

PFA-ban (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Egyesült Államok) vettük fel. A jelölt sejteket 4 

˚C fokon, sötétben tároltuk az analízisig.  

 3.3.3 Az extracelluláris vezikulák fenotipizálása 

A BeWo-eredetű iEV-ket, illetve a PFP mintákat százszorosan hígítottuk 0,2 µm szűrt 

PBS-sel (3 µL PFP mintához 300 µL PBS-t adtunk). A hígított mintákat előre titrált 

fluorokrómmal jelölt antitestekkel inkubáltuk 15 percig szobahőmérsékleten. 

Kontrollként a festetlen hígított plazmamintákat használtuk, illetve festék kontrollként 

minta nélküli, ugyanazon koncentrációjú fluorokrómmal jelölt antitest oldatokat is 

lemértük a háttérzaj kiszűrésére. A detektált események vezikuláris természetének 

bizonyítására 0,1%-os Triton X-100 detergens lízist alkalmaztunk, György és mtsai118 

által leírt módszer szerint. Csak azokat az eseményeket tekintettük EV-knek, amelyek a 

detergens hozzáadását követően eltűntek. Az annexin V jelölés 2,5 mM Ca2+ jelenlétében 

történt. 

Az iEV-k HSPE1 expresszióját a vezikula külső felszínén (exofaciális) és a vezikula 

lumenében (intravezikuláris) egyaránt meghatároztuk. Az exofaciális jelölés esetében az 

izolált iEV preparátumokat 100 µL 0,2 µm szűrt PBS-ben reszuszpendáltuk, majd 0,5 µL 

jelöletlen nyúl anti-humán HSPE1 monoklonális antitesttel (Abcam, Cambridge, 

Egyesült Királyság) inkubáltuk jégre helyezve sötétben, 20 percen át. Az inkubációt 

követően 1 mL 0,2 µm szűrt PBS-t pipettáztunk a mintákra és 12 500 g sebességen 15 

percen át 16 °C fokon mostuk. A FÚ eltávolítása után 1 µL szamár anti-nyúl IgG-PE 

jelölt antitestet adtunk hozzá és sötétben 20 percen át inkubáltuk. A jelölt iEV-ket mosást 

követően 200 µL 0,2 µm szűrt PBS-ben reszuszpendáltuk és áramlási citométerrel 

analizáltuk. Az intravezikuláris jelöléshez az iEV-ket 10 percen keresztül 100 µL 2%-os 

PFA-val fixáltuk és permeabilizáltuk szobahőmérsékleten. Ezt követően az iEV-k felszíni 

jelölésére leírt protokollt alkalmaztuk (a festék aggregátumok elkülönítéséhez ugyanazon 

jelölési eljárást és antitest koncentrációkat használtuk az EV minták nélkül).    

A keringő EV-k abszolút számának meghatározásához Count Check Microbeads 

(Sysmex Partec GmbH, Németország) számláló gyöngyöket használtunk. Az áramlási 

citométerrel meghatározott EV számot az alábbi képlettel számoltuk ki: mintában lévő 

EV-k száma = (detektált EV események az EV kapuban mínusz a Triton X-100 rezisztens 
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események száma/ a gyöngy kapuban lévő események száma) x a mintához kevert Count 

Check gyöngyök száma x plazmahígítás. 

Az EV méréseket klasszikus és magas felbontású áramlási citométerrel is elvégeztük. A 

magas felbontású citométer javított minimális detekciós határral rendelkezik: EV-khez 

hasonló refrakciós indexszel (RI = 1,42) rendelkező szubmikrométeres gyöngyöket is 

detektál. Az áramlási citométeres optimalizált EV beállításokat és EV kapuzási stratégiát 

a 9. ábrán mutatjuk be.   

9. ábra. EV kapuzási stratégia. A-B. FACSCalibur áramlási citométeren az EV kapu 

meghatározásához 0,2 – 1 µm közötti Megamix gyöngyök segítségével beállítottuk az iEV 

kaput. C-D. Apogee A50 Micro magas felbontású áramlási citométeren 0,11 – 1,3 µm 

közötti Apogee Bead Mix gyöngyök segítségével határoztuk meg az EV kaput.  MALS - 

közepes szögű oldalszórás, LALS - nagy szögű oldalszórás 
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 3.3.4 Keringő extracelluláris vezikulák célsejthez történő kötődésének vizsgálata 

áramlási citométerrel 

A kötődési vizsgálatokhoz 1 x 106 vérplazma eredetű, PKH26-tal jelölt iEV-t 5 x 105 

THP-1 sejttel inkubáltunk 30 percig, 4 °C fokon, sötétben. A THP-1 sejtekhez kötődött 

PKH26-tal jelölt iEV-ket detektáltuk, majd a PKH26-ból származó átlagos fluoreszcencia 

intenzitás (mean fluorescence intensity, MFI) segítségével jellemeztük az iEV-k 

kötődését.  

3.3.5 Keringő extracelluláris vezikulák THP-1 sejtek általi fagocitózisának 

vizsgálata áramlási citométerrel 

A fagocitózis vizsgálathoz a plazmából izolált, PKH26 membrán festékkel jelölt iEV-ket 

THP-1 sejtekkel 2:1 arányban (1 x 106 iEV-hez 5 x 105 sejtet) inkubáltuk 37 °C fokon 30 

percig. Az értékelés során a méret és granuláltság alapján definiált THP-1 kapun belül 

detektáltuk a fluoreszcens jel intenzitását. Negatív kontrollként EV–mentes festék 

kontroll mintákat használtunk.  

3.3.6 Az extracelluláris vezikulák által indukált sejtproliferáció vizsgálata 

áramlási citométerrel 

Az EV-indukálta sejtproliferáció vizsgálatára 5 x 105 THP-1 sejtet 1 x 106 plazma-eredetű 

iEV-vel tenyésztettünk együtt 24 órán keresztül. Az inkubációt követően a sejteket 

centrifugáltuk (830 g; 5 perc), 1 mL -20 °C fokos 70%-os etanolban reszuszpendáltuk, 

majd 30 perces szobahőmérsékleten történő inkubációt követően 24 órán keresztül -20 

°C fokon tartottuk. Ezt követően a sejteket centrifugáltuk (830 g; 5 perc) és 500 µL 100 

mM citromsav/200 mM foszfát pufferben reszuszpendáltuk, melyhez 5 µL (100 µg/mL) 

RN-ázt adtunk és 20 percen keresztül inkubáltuk szobahőmérsékleten. Az inkubációs idő 

letelte után 8 µL (1 mg/mL) PI-t adtunk a sejtszuszpenzióhoz és áramlási citométerrel 

analizáltuk. 

A méréseket BD FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, Egyesült Államok), 

SONY SH800S (Sony Biotechnology, Surrey, Egyesült Királyság) konvencionális 

áramlási citométereken és Apogee A50 Micro (Apogee Flow Systems Ltd, Hertforshire, 

Egyesült Királyság) magas felbontású áramlási citométeren végeztük. Az adatokat a 

CellQuestPro (Becton Dickinson, CA, Egyesült Államok) és Flowjo v10.1 (Tree Star Inc., 
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OR, Egyesült Államok) szoftverek segítségével értékeltük. A kísérletek során alkalmazott 

fluorokrómmal jelölt antitesteket és festékeket a 2. táblázatban foglaltuk össze. 

2. táblázat.  Immunfenotipizálásra és szortolásra alkalmazott antitestek és festékek 

összegzése FACS- fluoreszcencia aktivált sejt szortolás; CLSM – konfokális lézer 

pásztázó mikroszkópia 

Antitest/Festék neve Klón Gyártó Katalógus 

szám 

Alkalmazott 

módszer 

PE/Cy7 anti-humán 

CD127 (IL-7Rα) 

A019D

5 
SONY 2356595 FACS  

Alexa Fluor® 647 

anti-humán CD3 
SK7 SONY 2324125 FACS 

PerCP-Cy5.5 anti-

humán CD4 

RPA-

T4 

BD 

Biosciences 
560650 FACS 

Anti-humán HSPE1 

nyúl antitest  

EPR44

75 
Abcam ab109489 FACS  

Anti-rabbit IgG1 ĸ1 

– AF488 
 Abcam ab150077 FACS  

PE anti-humán HLA-

G 
87G Biolegend 335906 FACS – EV 

APC anti-humán 

HLA-G 
87G eBioscience 17995742 FACS EV  

FITC Annexin V  Biolegend 640906 
FACS-EV, CLSM- 

EV 

PE Annexin V  SONY 3804540 
FACS-EV, CLSM- 

EV 

APC Annexin V  SONY 3804600 FACS-EV 

PE anti-humán CD63 
MEM 

259 
Sigma 

SAB4700

218 
FACS-EV 

PerCP anti-humán 

CD9 
M-L13 BD 561329 FACS-EV 

FITC anti-humán 

CD41a 
HIP8 BD 555466 FACS – EV 

APC anti-humán 

CD62P 
AK-4 BD 555523 FACS – EV 

PE anti-humán 

CD142 
NY2 SONY 2426015 FACS – EV 

PE anti-humán 

CD105 
SN6h SONY 4602520 FACS-EV 

PerCP anti-humán 

HLA-DR 
L243 BD 339216 FACS – EV 

PKH26  Sigma P9691 
FACS-EV, CLSM- 

EV 
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AF488 anti-humán 

CD47 
1/1A4 

AbD 

Serotec 

MCA2514

A488T 
FACS – EV 

FITC anti-humán 

TNFa 
Mab11 eBioscience 11734941 

FACS – THP-1 

intracelluláris jelölés 

FITC anti-humán 

CD14 
61D3 eBioscience 11014942 FACS – PBMC 

 

3.4 Szolubilis citokinek koncentrációjának meghatározása szendvics immunesszé 

módszerrel  

A THP-1 sejtek iEV indukálta citokin termelését egy membrán-alapú szendvics 

immunesszével (Human Cytokine Array Panel A Kit, R&D Systems; Minneapolis, MN, 

Egyesült Államok) határoztuk meg a gyártó leírása szerint. A kiértékeléshez a 

membránon található 6 referencia szignált használtuk a detektált jelek normalizálására.  

3.5 Sejtmigrációs vizsgálatok 

A funkcionális esszéket megelőzően 1 µL (1mg/mL) PI festődéssel ellenőriztük a sejtek 

viabilitását.  

3.5.1 Impedancia 

Az izolált iEV-k sejtadhézióra gyakorolt hatását (8 x 104 EV : 4 x 104 THP-1 sejt/cella) 

xCELLigence SP System (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, Egyesült Államok) 

valós-idejű rendszer segítségével dokumentáltuk. A 96 lyukú E-plate-t 5 µg/mL humán 

fibronektinnel (desztilált vízben oldva, Millipore) vontuk be. Az impedimetriás 

méréseket Lajkó és mtsai. által leírt módszerhez hasonlóan végeztük119. Tízezer sejtet 

ültettünk ki cellánként. A THP-1 sejtek kitapadását 24 órán keresztül monitoroztuk 20 

másodperces mintavételezési intervallum alkalmazásával. Az impedancia változásának 

kifejezésére a sejtindexet (SI) és a meredekséget (slope) használtuk. A SI egy relatív, a 

kiindulási időpontra vonatkoztatott mértékegység nélküli mutatószám, míg a slope 

paraméter az adhéziós görbe felszálló szakaszára illesztett egyenes meredekségéből 

származtatott mutatószám, amit a kontrollhoz viszonyított százalékban fejezünk ki.  A SI 

és a slope paraméter növekedése azt jelenti, hogy több sejt tapadt le (nagyobb mértékű 

adhézió), illetve a letapadt sejtek szétterülése is nagyobb volt. 

DOI:10.14753/SE.2021.2430



41 

 

3.5.2 Kemotaxis 

A THP-1 sejtek kemotaktikus válaszkészségének dokumentálására egy két-kamrás 

esszét, a Neuro Probe MBB 96 kamrás rendszert (Neuro Probe, Gaithersburg, MD, 

Egyesült Államok) használtuk. A két kamrás rendszert egy 5 µm-es pórussal rendelkező 

polikarbonát szűrő választotta el. Az EV üledéket FBS-mentes sejttenyésztő médiumban 

hígítottuk, és 3 órán át inkubáltuk 37 °C fokon, 5%-os CO2 koncentráció mellett. A THP-

1 sejtek méretükből adódóan csak aktív migráció révén juthatnak át a filter pórusain, az 

ott kialakuló koncentráció gradiens hatására. A 3 órás inkubáció után a filteren keresztül, 

az alsó kamrába migrált sejtek számát AlamarBlue módszerrel határoztuk meg. 

Kezelésenként 8 párhuzamos mérést végeztünk. Kontrollként EV-mentesített plazma 

mintákat használtunk, melyeket az sEV izolálást követően, az sEV üledék FÚ-ból 4 órás 

100 000 g sebességgel történő centrifugálással állítottunk elő. Az eredményeket a kontroll 

értékre normalizáltuk, és mint „kemotaxis indexet” (Chtx. ind.), százalékban kifejezve 

adtuk meg: 𝐶ℎ𝑡𝑥. 𝑖𝑛𝑑 [%] = ((𝑂𝐷̅̅ ̅̅ 560,A – 𝑂𝐷̅̅ ̅̅ 590,A)/( 𝑂𝐷̅̅ ̅̅ 560,Ctrl – 𝑂𝐷̅̅ ̅̅ 590,Ctrl)) x 100.  

3.5.3 Holomikroszkópia 

A HoloMonitor M4 (Phase Holographic Imaging, Lund, Svédország) készülék élő sejtek 

kvantitatív, jelölés-mentes vizsgálatára alkalmas módszer, amely lehetővé teszi többek 

között a sejtmotilitás és a sejtmigráció „time-lapse” nyomon követését. Kísérleti 

rendszereinkben (1) a keringő EV-k THP-1 sejtekre gyakorolt kemokinetikus hatásait, 

illetve (2) az in vitro differenciáltatott Treg-sejteket vizsgáltuk. A következő 

paramétereket határoztuk meg: (1) sejtmigráció: a kezdőpont és a végpont között megtett 

legrövidebb közvetlen útvonal hossza (µm); (2) motilitás: a kezdőpont és a végpont között 

megtett aktuális útvonal hossza (µm). A THP-1 sejtes vizsgálatokhoz 4 x 104 THP-1 sejtet 

Petri csészébe (d=35 mm) helyeztünk és 24 órán át tenyésztettük, majd 8 x 104 egészséges 

ill. preeklampsziás terhesek plazmájából izolált iEV-kkel kezeltünk. Az iEV indukálta 

migrációs és motilitás változásokat 2 órán keresztül 30 másodperces mintavételezési 

intervallum alkalmazásával detektáltuk. Kontrollként kezeletlen THP-1 sejteket 

használtunk. A differenciáltott Treg-sejtek esetében 3 órán át, 60 másodperces 

mintavételezési intervallumok alkalmazásával végeztük a méréseket. 

 A képek kiértékeléséhez az automatikus háttér küszöb módszert („Minimal error sets” 

algoritmust, határérték = 128) alkalmaztuk. Látómezőnkként 50 sejtet értékeltünk. A 
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kiértékelt látómezők száma 240 volt. Az értékelés során a marginális zónákban 

elhelyezkedő sejteket nem vettük figyelembe. Az adatok elemzéséhez HoloStudio M4 2.5 

programot használtuk. 

 3.6 Génexpressziós vizsgálatok 

 3.6.1 Nukleinsav izolálás 

GFP BeWo és HSPE1 KO BeWo sejtekből teljes RNS-t izoláltunk az RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, CA, Egyesült Államok) segítségével, a gyártó ajánlása szerint. A THP-1 

sejtekből az RNS izolálást a Total RNA Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taipei, Tajván) 

segítségével végeztük a gyártó ajánlása szerint. A mintákat -80 °C fokon tároltuk a cDNS 

szintézisig.  

 3.6.2 Nukleinsav koncentráció meghatározás 

Az izolált RNS koncentrációját a Qubit RNA HR Assay Kit segítségével, Qubit 4 

fluoriméterrel mértük. A THP-1 sejtekből izolált teljes RNS koncentrációt és tisztaságot 

NanoDrop 1000 spektrofotométerrel vizsgáltuk. 

 3.6.3 Reverz transzkripció 

A sejtekből izolált RNS-ből 1 µg-ot a Sensifast cDNA Synthesis Kit (Bioline, London, 

Egyesült Királyság) segítségével cDNS-sé írtuk át, a gyártó ajánlása szerint.  

 3.6.4 Valós idejű qPCR  

A valós idejű PCR vizsgálathoz a SensiFAST Probe Hi-ROX kitet (Bioline, London, 

Egyesült Királyság) használtuk Taqman és SYBR primerekkel egy ABI 7900HT (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesült Államok) valós idejű készüléken a gyártó 

ajánlása alapján. Az eredményeket relatív génexpresszió formájában adtuk meg, amit a 

következő módon számítottunk ki: relatív expressziós szint= 2-∆Ct, ahol a ∆Ct = Ct 

(vizsgált gén) – Ct (referencia gén). Endogén kontrollként a HPRT1 gént alkalmaztuk. Az 

alkalmazott SYBR primerek szekvenciáit a 3. táblázatban foglaltuk össze. 
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3. táblázat.  A SYBR Green valós idejű esszéhez használt oligonukleotidok szekvenciái  

Gén 
FORWARD PRIMER  

OLIGO SZEKVENCIA (5'-3') 

REVERZ PRIMER 

OLIGO SZEKVENCIA (5'-3') 

HPRT 
GGTCAGGCAGTATAATCCAA

AG 
GTCAAGGGCATATCCTACAAC 

HSPE1  
GGTTGAAAGGAGTGCTGCTG

AA 

GAATGGGCAGCATCATGTTGA

T 

 3.6.5 Mycoplasma fertőzés PCR alapú vizsgálata 

A sejtvonalak mycoplasma kontaminációját a PCR alapú Mycoplasma Test Kit II 

(PromoCell, GmBH, Németország) segítségével ellenőriztük a gyártó ajánlása szerint. 

 3.6.6 Egy-sejt transzkriptomikai analízis 

A Treg-sejt, CD4+ T-sejt és 68K PBMC szekvenálási adatokat a 10x Genomics online 

adattárból töltöttük le. Python alapú Scanpy 1.3.7-es verziójú szoftvert használtunk az 

adatok előfeldolgozására és elemzésére. Az adatszűrésre és minőségellenőrzésre az alábbi 

paramétereket használtuk: sejt szűrő  200 gén (kiszűri azon sejteket, amelyekben 

kevesebb mint 200 gén expresszióját detektáltuk), gén szűrő <3 (kiszűri azon gének, 

amelyek kevesebb, mint 3 sejtben voltak detektálva), mitokondriális szűrő <0,05 (kiszűri 

azon sejteket, amelyekben a mitokondriális génekből származó szekvenálási leolvasások 

száma meghaladja az 5%-ot). Ezt követően azonosítottuk az adathalmazokban a magas 

génexpressziós variabilitást mutató géneket. A sejteket klaszterekbe soroltuk a louvain 

algoritmus segítségével (felbontás = 0,8). Az adatok megjelenítésére az egyenletes 

sokaság becslése és projekciója (Uniform Manifold Approximation and Projection, 

UMAP) dimenzióredukciós módszert használtuk120. A sejt klassztereket manuálisan 

annotáltuk, felhasználva az egyes sejtklaszterekben detektált top 50 legmagasabb 

expressziót mutató gént, valamint az irodalomból ismert sejttípus markereket. 

3.7 Statisztikai analízis 

GraphPad Prism 8.0 verziót (GraphPad Software, La Jolla California, Egyesült Államok) 

használtuk a tanulmány során kapott eredmények statisztikai feldolgozásához. A normál 

eloszlást mutató adatok esetében kétoldali páratlan Student’s t-tesztet alkalmaztunk. A 
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többparaméteres, normál eloszlású analízis során egyutas ANOVA tesztet használtuk 

Dunett post hoc tesztet alkalmazva, Bonferroni korrekciós eljárással. A nem normális 

eloszlású kétparaméteres adatok esetében a Mann-Whitney U tesztet, a többparaméteres 

analízisek esetében ANOVA tesztet használtuk Kruskal-Wallis posztteszttel kiegészítve. 

A statisztikai szignifikancia szintet p<0,05-re állítottuk. 
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4. Eredmények 

4.1 Extracelluláris vezikulák jellemzése 

Az EV közvetített funkció vizsgálatának alapfeltétele az EV-k jelenlétének validált 

igazolása a biológiai mintában. A MISEV 2018 ajánlása szerint az EV-k jellemzését 

többféle módszerrel szükséges elvégezni, köztük: (1) biofizikai módszerekkel 

(méreteloszlás meghatározás pl. nanorészecske követő analízis (NTA), dinamikus 

fényszórás technika (DLS), nagy felbontású áramlási citometria alkalmazásával), (2) a 

vezikula-asszociált membránfehérjék expressziójának kimutatása révén (pl. áramlási 

citometria, konfokális lézermikroszkópia, immun-elektronmikroszkópia módszerével, 

(3) a vizsgált mintában található EV populációk heterogenitásának nagy 

áteresztőképességű „omikai” módszerrel történő jellemzésével és végül, de nem utolsó 

sorban az EV-közvetített hatásért felelős molekulák azonosításával. 

4.1.1 BeWo sejtvonal-

eredetű extracelluláris vezikulák 

(BeWo EV) 

A BeWo EV-k méreteloszlását 

magas felbontású áramlási 

citométerrel és dinamikus 

fényszórással vizsgáltuk. A 

felülúszóban detektált EV-k a 

várható 100 – 1 000 nm-es 

mérettartományba tartoztak. 

Hasonlóan, az izolált EV frakciók 

is tipikus méreteloszlást mutattak: 

az iEV-k átlagosan 412,2 ± 16,25 

nm, az sEV-k átlagosan 128,4 ± 

13,33 nm átmérővel rendelkeztek 

(10. ábra). Áramlási citométeres 

módszerrel kimutattuk az iEV-

kben a HLA-G; CD63, CD9 és 

CD81 tetraspanin markerek 

10. ábra. A BeWo eredetű EV-k méreteloszlásának 

meghatározása áramlási citométerrel, illetve az iEV 

méreteloszlásának meghatározása dinamikus 

fényszórással.   
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expresszióját és az iEV membrán exofaciális felszínére jellemző PS pozitivitást (11.  

ábra).  

Az izolált EV-k fehérje és miRNS koncentrációját Qubit fluoriméterrel mértük meg. A 

detektált fehérje mennyiség az iEV frakcióban 0,21 ± 0,06 mg/mL, az sEV frakcióban 

0,07 ± 0,02 mg/mL volt (n=10). Tömegspektrometriával az iEV frakcióban 81 fehérjét 

(12. ábra), míg az sEV frakcióban 31 fehérjét azonosítottunk. GO analízissel a detektált 

fehérjéket funkcionálisan csoportosítottuk és az alábbi eredményt kaptuk: Az iEV 

frakcióban 29 fehérje a sejt differenciációval (GO:0030154, p = 0,0013), 27 fehérje pedig 

az immunrendszer működésével volt összekapcsolható (GO:0002376, p = 2,09 x 10-5). 

Az immunrendszerrel asszociált fehérjék közül 16 a leukocita aktivációval (GO:0045321, 

p = 2,89 x 10-5) mutatott összefüggést. Azonosítottunk 4, a de novo fehérje hajtogatással 

11. ábra. iEV frakció áramlási citometriás fenotipizálása az EV-kre jellemző CD9, CD63, 

CD81 tetraspanin markerek, a HLA-G trofoblaszt marker és az iEV membránra jellemző 

PS kimutatására. A 0,1%-os Triton X-100 detergens hatására eltűnő események 

tekinthetők EV-knek. A felhőképeken látható számok, az események százalékos 

megoszlását mutatják, illetve zárójelben a detektált események (azaz az adott markerrel 

jelölődött EV-k)száma olvasható. 
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asszociált fehérjét is 

(GO:0006458, p = 0,00072) 

(13. ábra). A de novo fehérje 

hajtogatással asszociált 

fehérjékről ismert, hogy 

szerepet játszanak a T-sejtek 

aktivációjában is.   

12. ábra Az iEV frakcióban detektált fehérjék interakciós hálózata (K-közép klaszterezés). 

Lila színnel jelöltük az immunrendszer működését befolyásoló fehérjéket, zöld színnel a 

fehérvérsejt aktivációt kiváltó fehérjéket, türkiz színnel a sejtdifferenciációt befolyásoló 

fehérjéket és sárga színnel a de novo fehérje hajtogatást elősegítő fehérjéket. 

13. ábra. A BeWo-eredetű EV-kben található immunrendszer működését befolyásoló 

fehérjéket bemutató folyamatábra. Kizárólag az iEV frakcióban detektálhatók leukocita 

aktivációval és T-sejt aktivációval asszociált fehérjék. 
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Az sEV frakcióban 15 fehérjét azonosítottunk, amelyek az immunrendszer működését 

befolyásolják (GO:0002376, p = 4,30 x 10-6), azonban leukocita aktivációval asszociált 

fehérjét és következésképpen T-sejt aktivációval összefüggést mutató fehérjét, valamint 

a de novo fehérje-hajtogatással asszociált fehérjét nem detektáltunk (14. ábra).  

A miRNS koncentráció az sEV frakcióban (12 920 ± 4 245 ng/mL) szignifikánsan 

magasabb volt az iEV frakcióhoz (810 ± 562,6 ng/mL) képest (n=10, p=0,01, egyutas t-

teszt). Új generációs szekvenálással az iEV frakcióban összesen 675 miRNS-t, az sEV 

frakcióban pedig 522 miRNS-t detektáltunk. Az iEV és sEV mintákban 255 közös 

miRNS-t azonosítottunk. 111 miRNS csak az iEV frakcióban, ill. 20 miRNS csak az sEV 

frakcióban volt detektálható (n=3, 15. ábra).  A 19. kromoszómán elhelyezkedő, 

trofoblaszt-specifikus expressziót mutató C19MC miRNS klaszter minden miRNS 

génjének transzkriptumát detektáltuk mind az iEV, mind az sEV frakcióban (16. ábra). 

14. ábra. Az sEV frakcióban detektált fehérjék interakciós hálózata (K-közép 

klaszterezés). Piros színnel jelöltük az immunrendszer működését befolyásoló 

fehérjéket.    
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Immunszabályozó funkcióhoz kapcsolható miRNS-t csak a 255 miRNS-t tartalmazó 

közös halmazban azonosítottunk, így a további in silico vizsgálatainkban csak ezen 

miRNS-ket vizsgáltuk.  

 

 

15. ábra. A. Venn diagram az iEV frakcióban detektált miRNS-ek számát mutatja az egyes 

mintákban. B. Venn diagram az sEV frakcióban detektált miRNS-ek számát mutatja a 

vizsgált mintákban. C. Venn diagram az iEV frakcióban detektált közös miRNS és az sEV 

frakcióban detektált közös miRNS mintázat összehasonlítását ábrázolja (n=3).   
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16. ábra. BeWo-eredetű EV-k miRNS összetétele. A. Az immuntolerancia 

folyamatokkal kapcsolatos, tolerogenézisnek kedvező miRNS-ek expressziója. B. A 

C19MC klaszter miRNS expresszió BeWo EV-kben. C.  A hsa-miR-17~92a miRNS 

klaszter expressziója BeWo EV-kben (n=3).  
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4.1.2 Keringő extracelluláris vezikulák egészséges és preeklampsziás 

várandósok plazmájában  

A várandósság során a keringő EV mintázat heterogenitása növekszik a trofoblaszt-

eredetű EV-kel. Az EV-k jelenlétének és méreteloszlásának jellemzésére dinamikus 

fényszórást és magas felbontású áramlási citometriát alkalmaztunk (17. ábra). 

Ugyanakkor, az EV mintázat sejt-eredet szerinti összetétele is megváltozhat. Munkánk 

során a preeklampsziás várandósok plazmájában áramlási citometriával megvizsgáltuk a 

trofoblaszt- (HLA-G+), a trombocita- (össz, CD41+ és az aktivált trombocita 

CD41a+/CD42b+/CD62P+), valamint az endotél-eredetű (CD105+) EV-k megoszlását. 

Továbbá meghatároztuk a PS pozitivitást (Annexin V+) mutató, illetve a prokoaguláns 

17. ábra. Az iEV-k méreteloszlásának meghatározása dinamikus fényszóráson alapuló 

módszerrel egészséges (A) és preeklampsziás (B) plazmából, illetve magas felbontású 

áramlási citométer segítségével egészséges (C) és preeklampsziás (D) mintákból. Az 

izolált iEV frakciók átmérőjében nem volt eltérés az egészséges és preeklampsziás 

várandósok között (n=3, egészséges 187,4 ± 8,2 nm, preeklampszia 156,6 ± 2,33 nm, A-

B). A magas felbontású áramlási citometriai mérésekkel detektálható iEV-k átlagos 

átmérője 305 nm volt mind az egészséges, mind a preeklampsziás minták esetében (C-

D). LALS – nagy szögű oldalszórás 
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hatású szöveti faktort (CD142) expresszáló iEV-k mennyiségét is. A preeklampsziás 

várandósok plazmájában alacsonyabb arányban fordultak elő a PS+ iEV-k, ugyanakkor a 

CD142+, a trombocita- és monocita-eredetű iEV-k aránya emelkedett volt az egészséges 

várandósok mintáihoz képest (18. ábra).  

Nemcsak az EV-k sejteredet szerinti egymáshoz 

viszonyított arányát hasonlítottuk össze, hanem 

meghatároztuk a plazmakoncentrációjukat is. 

Legnagyobb koncentrációban a trombocita-

eredetű EV-ket (egészséges: 60 184 ± 5 504 

iEV/µL, preeklampszia: 26 662 ± 4 173 iEV/µL, 

p<0,001) és trofoblaszt-eredetű EV-ket 

(egészséges: 29 348 ± 2 380 iEV/µL, 

preeklampszia: 25 822 ± 2 030 iEV/µL, p>0,05) 

detektáltuk. Az aktivált trombocita-eredetű EV-k 

száma szignifikánsan csökkent a preeklampsziás 

várandósokban (egészséges: 2 958 ± 919 iEV/µL, 

preeklampszia: 1 338 ± 401 iEV/µL, p<0,001, 

19. ábra. Keringő iEV mintázat 

egészséges és preeklampsziás 3. 

trimeszteres várandósokban (n=15).  

18. ábra. Preeklampsziás és egészséges várandósok plazmájában található iEV mintázat 

megoszlása. Az iEV-k arányát tekintve az egészséges várandósokban 31,5%-a PS+, 40,2%-

a trombocita-eredetű, 19,6%-a trofoblaszt-eredetű és 3,5%-a szöveti faktor pozitív volt. A 

preeklampsziás páciensek esetében az EV-k 16,9% PS+, 27,4%-a trombocita-eredetű, 

26,5%-a trofoblaszt-eredetű és 21,2%-a szöveti faktor pozitív volt (p<0,001; n=15, 

egyutas ANOVA teszt Bonferroni korrekciós eljárással). 
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páratlan Student’s t-teszt). Továbbá a preeklampsziás plazmamintákban szignifikánsan 

több szöveti faktort expresszáló EV-t detektáltunk (egészséges: 4 303 ± 778 iEV/, 

preeklampszia: 13 381 ± 3 331 iEV/µL, p<0,05, páratlan Student’s t-teszt, 19. ábra).  

Az egészséges és preeklampsziás várandósok plazmájából izolált EV-k fehérje 

koncentrációja nem tért el szignifikánsan egymástól (n=15, egészséges iEV = 0,55 ± 0,07 

mg/mL, sEV = 0,76 ± 0,13 mg/mL; preeklampszia iEV = 0,53 ± 0,05 mg/mL, sEV = 0,84 

± 0,19 mg/mL, p>0,05, egyutas ANOVA teszt Bonferroni korrekciós eljárással). Az EV-

k részletes tömegspektrometriai alapú analízise igen magas heterogenitást mutatott a 

vizsgált csoportok között (20. ábra).   

Az izolált EV-k tömegspektrometriai vizsgálata igazolta a vezikuláris markerek (pl. 

FLOT2, CLTC), illetve terhesség specifikus fehérjék (HLA-G, HLA-E, PZP) jelenlétét. 

Az iEV-kben azonosított fehérjék celluláris komponens eredetét vizsgálva bizonyítani 

tudtuk, hogy a detektált fehérjék döntő része EV-asszociált (egészséges: 77,66%, 

preeklampszia: 76,09%, p<0,01). Az iEV-k biogenezisét igazoló EV-membrán fehérjék 

plazmamembrán eredetét a celluláris komponens vizsgálat (egészséges: 44,33%, 

preeklampszia: 46,8%, p<0,01) is alátámasztotta. Az iEV által közvetített biológiai 

folyamatok elemzése reproduktív immunbiológiai szempontból az alábbi biológiai 

folyamatokat eredményezte: immunválasz szabályozása (egészséges: 17,73%, 

preeklampszia: 14,81%, p<0,01), immunválasz (egészséges: 11,70%, preeklampszia: 

11,11%), akut fázis válasz (egészséges: 4,96%, preeklampszia: 5,05%, p<0,01) (21. ábra). 

20. ábra.  Az egészséges és preeklampsziás várandósok plazmájából izolált EV 

frakciókban detektált fehérjék összegzése. A. Az iEV és sEV frakciókban detektált fehérjék 

számának összehasonlítása egészséges és preeklampsziás mintákban . B. Összegző Venn-

diagram, amely a detektált fehérjék átfedését mutatja az egyes frakciókban.  
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Az sEV frakció celluláris komponens analízise szerint az azonosított fehérjék több mint 

80%-a exoszóma asszociált, tehát nem szennyeződés. A biológiai folyamatok analízise 

alapján az immunválasz-szabályozás (egészséges: 19,63%, preeklampszia: 15,72% 

p<0,01), az immunválasz (egészséges: 23,31%, preeklampszia: 18,87%, p<0,01) és az 

21. ábra.  Az iEV frakcióban azonosított fehérjék eredetének elemzése celluláris 

komponens analízissel, illetve a fehérjék biológiai folyamatokban betöltött szerepének 

vizsgálata. 

22. ábra.  Az iEV frakcióban azonosított fehérjék eredetének elemzése celluláris 

komponens analízissel, illetve a fehérjék biológiai folyamatokban betöltött szerepének 

vizsgálata. 
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akut fázis válasz (egészséges: 9,2%, preeklampszia: 8,18%, p<0,01) hasonló arányokat 

mutatott az iEV frakcióban detektált értékekhez. Az iEV frakcióhoz képest a fagocitózis-

asszociált fehérjék aránya szignifikánsan nagyobb volt az sEV frakcióban (egészséges 

iEV: 11,7%, sEV: 17,79%; preeklampszia iEV: 11,11%, sEV: 18,24%, p<0,01), illetve 

receptor-mediált endocitózishoz asszociált fehérjéket, csak az sEV frakcióban 

detektáltunk (egészséges iEV: 0%, sEV: 27,61%; preeklampszia iEV: 0%, sEV: 24,53%, 

p<0,05) (22. ábra). 

A fehérjék molekuláris funkció szerinti in silico analízise alapján az iEV frakció biológiai 

aktivitása szignifikánsan nagyobbnak várható az sEV frakcióhoz képest. A strukturális 

molekuláris aktivitás az egészséges várandósok iEV frakciójában meghaladta a 

preeklampsziás vezikulákban detektált értéket (egészséges iEV: 11,1%, sEV: 6,0%; 

preeklampszia iEV: 8,0%, sEV: 7,3%, p<0,01). A GTP-áz aktivitás szinte kizárólagosan 

az iEV-kre volt jellemző (egészséges iEV: 4,0%, sEV: 0,9%; preeklampszia iEV: 5,1%, 

sEV: 0%). DNS-kötő fehérjéket azonban csak a preeklampsziás iEV-kben detektáltunk. 

A transzporter aktivitás az sEV frakciókban volt fokozott, azonban nem mutatott 

különbséget az egészséges és preeklampsziás várandósok között (egészséges iEV: 8,9%, 

sEV: 14,7%, preeklampszia iEV: 9,9%, sEV: 14,6%, p<0,01) (23. ábra). A strukturális 

molekuláris aktivitás analízise azt a hipotézist vetette fel, hogy a várandósok plazmájában 

található iEV frakció funkcionális aktivitása jelentősebb lehet az sEV frakcióhoz képest, 

ezért a funkcionális vizsgálataink központjába a preeklampszia patomechanizmusának 

vizsgálata kapcsán az iEV frakciót állítottuk.  

23. ábra A fehérjék molekuláris funkció analízise egészséges (A) és preeklampsziás (B) 

várandósok plazmájából izolált EV frakciókban. A külső körben az iEV frakcióban, a 

belső körben az sEV frakcióban detektált fehérjék molekuláris funkciók szerinti 

megoszlása látható.  
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4.2 BeWo sejtvonal-eredetű extracelluláris vezikulák immuntoleranciában betöltött 

szerepének a vizsgálata 

A Treg-sejtek differenciációja az immuntolerancia kialakulásának és fenntartásának 

elengedhetetlen része. A placentális trofoblaszt sejtek és a CD4+ T-sejtek közötti 

intercelluláris kommunikáció Treg-sejt differenciációt indukálhat. In vitro kísérletes 

rendszerünkben a BeWo - iEV-k a CD4+ T-sejtek CD25+/CD127lo Treg-sejt irányú 

differenciációját indukálták (24. ábra).  A Treg-sejt 

differenciációt indukáló hatás hátterében álló 

molekuláris mechanizmus feltárása céljából az 

iEV-k tömegspektrometriai vizsgálatának 

analízisével folytattuk elemzésünket. A 

proteomikai adatok bioinformatikai értékelésével a 

de novo fehérje-hajtogatásban résztvevő, T-sejt 

aktiválásra képes HSPE1 fehérjét csak az iEV 

frakcióban tudtuk kimutatni. Következő lépésként 

a tömegspektrometriával detekált HSPE1 jelenlétét 

validáltuk, majd a HSPE1 EV-asszociációját 

bizonyítottuk.  HSPE1-iEV asszociációt és a 

HSPE1 fehérje topológiai elhelyezkedését áramlási 

24. ábra. BeWo sejtvonal-eredetű iEV CD25+/CD127lo Treg-sejt differenciációt indukált. 

25. ábra. Az annexin V+ izolált iEV-k száma mellett az iEV membránban található HSPE1, 

illetve az iEV lumenében található HSPE1 áramlási citométerrel mért száma (n=6).   
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citométerrel végeztük. A HSPE1 iEV-vel való asszociációját igazoltuk, illetve 

kimutattuk, hogy a HSPE1 fehérje az iEV-k membránjában és intravezikuláris lumenében 

egyaránt megtalálható (25. ábra).    

A HSPE1 fehérje Treg-sejt differenciációban játszott szerepének a vizsgálatához elsőként 

a rHSPE1 fehérje hatását vizsgáltuk. Kimutattuk, hogy az izolált CD4+ T-sejtek in vitro 

72 órás rHSPE1 fehérjével történő kezelése Treg-sejt differenciációt indukál. A detektált 

Treg-sejt képződés rHSPE1 koncentráció-függő volt. Leghatékonyabbnak a 10 µg/mL 

koncentráció bizonyult (rHSPE1 koncentráció kezelés: detektált Treg-sejt arány: 15 

µg/mL: 7,37 ± 0,01%, 10 µg/mL: 8,07 ± 0,53%, 2,5 µg/mL: 6,65 ± 0,02%, 1 µg/mL: 4,85 

± 0,01%, 0 µg/mL: 1,98 ± 0,02%) (26. A-B ábra). 

Annak bizonyítására, hogy az EV-asszociált HSPE1 is Treg-sejt differenciálódást indukál, 

létrehoztunk egy HSPE1 KO (inaktivált HSPE1 gén) sejtvonalat. Kontrollként, egy 

transzfekción keresztülment, azonban a HSPE1 génre nézve nem deficiens GFP (kontroll) 

BeWo sejtvonal konstrukciót is kialakítottunk. A géncsendesítés sikerességét DNS 

szinten Sanger szekvenálással és mRNS szinten qPCR módszerrel igazoltuk (lásd 

Módszerek, 3. ábra). A GFP transzfektált BeWo sejtekből izolált iEV-k a rHSPE1-hez 

26. ábra. A. A reprezentatív felhő kép (dot plot) az in vitro differenciáltatott Treg-sejtek 

azonosítását mutatja a sejtfelszíni CD25 és CD127 expresszió alapján. A 

CD25high+/CD127low+ Treg sejteket az ábrán feltüntetett kapu mutatja. B. Különböző 

koncentrációjú rHSPE1 hatásának a vizsgálata a Treg-sejt differenciációra. C. HSPE1-t 

tartalmazó BeWo-eredetű iEV-k és HSPE1-t nem tartalmazó BeWo-eredetű iEV-k (GFP) 

hatásának a vizsgálata a Treg-sejt differenciációra (n=6).  
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hasonlóan Treg-sejt képződést indukáltak, amely hatás a HSPE1 KO BeWo sejtekből 

izolált iEV-k esetében nem volt igazolható (26. C ábra).  

Az in vitro generált CD25+/CD127lo Treg-sejteket sejtszorterrel steril körülmények között 

kiszortoltuk, majd 3 órán át holomikroszkópos vizsgálattal jellemeztük a differenciáltatott 

sejtek viabilitását. A viabilitás értékeléséhez sejtmigrációs és motilitási paramétereket 

(sejtek által megtett út, motilitási sebesség) vizsgáltunk. A sejtmigráció a 30 és 90 perces 

vizsgálati intervallumban mutatta a legnagyobb heterogenitást. A sejtmigráció relatív 

egyenletes sejtmigrációs sebességet mutatott (27. ábra). A szortolt Treg-sejtek által 

megtett út vizsgálata, azaz a sejtmigrációs aktivitásának a követése megfelelő 

sejtviabilitást igazolt.  

A HSPE1 Treg-sejtek fennmaradásában játszott szerepének igazolására in silico egy-sejt 

transzkriptomikai módszert alkalmaztunk. A Treg-sejtek analízise során 7 sejt-alcsoportot 

azonosítottunk a globális génexpressziós profil alapján. Ezt követően, az irodalmi 
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27. ábra. In vitro differenciáltatott Treg-sejtek holomikroszkópos sejtmigrációs és 

motilitási paramétereinek regisztrálása a sejtviabilitás igazolására. A vizsgált Treg-sejtek 

növekvő tendenciájú sejtmigrációs aktivitást (kék vonal), illetve kvázi szabályos 

sejtmotilitást (piros vonal) és sejtmotilitási sebességet (zöld vonal) mutatnak.     
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adatokból ismert Treg-sejt markerek és az adott sejt klaszterekben magas génexpressziót 

mutató gének azonosítása alapján 7 jól definiálható Treg-sejt alcsoportot különítettünk el. 

Legnagyobb arányban a naiv Treg-sejteket (GIMAP4, GIMAP7, FOXO3) azonosítottuk. 

További alpopulációk csökkenő előfordulási arányban a memória Treg-sejtek (TNFRSF1, 

LGALS1), effektor Treg-sejtek (CTLA4, STAT1, IL6R, GATA3, IL32, PRF1, CD27, 

TGFB1, CXCR3, LGALS1), aktivált Treg-sejtek (STAT1, GZMK, GZMA, CXCR3), 

effektor-aktivált Treg-sejtek (CTLA4, STAT1, IL6R, GATA3, FOXP1, SELL, PRF1, CD27, 

CD47, TGFB1, CXCR3, ITGAE), nyugvó Treg-sejtek (SATB1) és nyugvó-memória Treg-

sejtek (TNFRSF18, SATB1) voltak (28. ábra). A HSPE1 minden Treg-sejt alcsoportban 

expresszálódott, de az egyes altípusokban az expresszió mértéke eltérő volt. Az analízis 

során találtunk egy gént, a CAPG-t (gelszolinszerű sapka aktin fehérjét kódoló gén), 

28. ábra. Felhő ábra az egy-sejt transzkriptomikai szekvenálási adatok alapján 

elkülöníthető Treg-sejt alcsoportokról 

29. ábra. Treg-sejt alcsoportok eltérő génexpressziós mintázata. 
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amely szignifikáns mértékű expressziót mutatott a memória Treg-sejtekben, ezért 

markerként használtuk a továbbiakban. A 29. ábrán bemutatott Treg-sejt markerek 

expresszióját mutatjuk be az egyes Treg-sejt alcsoportokban. Emellett, a 30. ábrán 

szemléltetjük a Treg-sejt marker gének expresszióját a naiv T-sejtekben.  

 A Treg-specifikus HSPE1 expressziós mintázat további elemzéséhez, a CD4+ T-sejteket 

vizsgáltuk. A Treg-sejt klaszterek analízise során azonosított Treg-sejt markergéneket 

felhasználva, a CD4+ T-sejt populációra alkalmazva 3 Treg-sejt alcsoportot tudtunk 

29. ábra. Treg-sejt alcsoportok eltérő génexpressziós mintázata. 

30. ábra. A Treg-sejtekre jellemző génexpressziós profil validálása naiv T-sejteken.  A 

naiv T-sejtekben az egy-sejt transzkriptomikai adatok alapján azonosított Treg-

sejtspecifikus gének expressziója csökkent/ nem detektálható.   

31. ábra. Felhő ábra az egy-sejt transzkriptomikai szekvenálási adatok alapján 

elkülöníthető CD4+T-sejt alcsoportokról.  
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sikeresen elkülöníteni: naiv, effektor-aktivált és memória Treg-sejteket (31. ábra). A 3 

azonosított sejtcsoport a bioinformatikai klaszterezés szempontjából 2 csoportként volt 

elkülöníthető, mivel a globális génexpressziós mintázat a naiv és effektor-aktivált Treg-

sejtek esetében a vizsgált mintában nagy átfedést mutatott. A CAPG gén a CD4+ T-sejt 

populációk közül a Treg-sejtekben mutatta a legnagyobb expressziót. 

A heterogén PBMC sejtekben 14 fehérvérsejt populációt különítettünk el, melyek közül 

az azonosított két Treg-sejt alcsoport a naiv és memória Treg-sejtek voltak. A globális 

32. ábra. CD4+ T-sejtekben a Treg-sejtekre jellemző gének expressziós mintázata  

33. ábra. Felhő ábra az egy-sejt transzkriptomikai szekvenálási adatok alapján 

elkülöníthető PBMC alcsoportokról. 
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génexpressziós mintázat alapján a naiv Treg-sejtek a naiv CD4+ T-sejtekkel mutatták a 

legnagyobb átfedést. A memória Treg-sejtek a naiv CD4+ T-sejtekre és memória CD4+ T-

sejtekre jellegzetes transzkriptomikai profillal voltak jellemezhetők (33. ábra).  

Mindhárom vizsgált mintában a HSPE1 expresszió Treg-sejt alcsoport-függő expressziós 

mértéket mutatott. A PBMC mintákban a memória Treg-sejtekhez hasonló magas HSPE1 

expressziót a plazmablaszt és mieloid dendritikus sejtek mutattak.  A T-sejt klaszterekben 

a memória T-sejt és memória Treg-sejtek specifikusan magas CAPG expressziót mutattak 

(34. ábra). Az egy-sejt transzkriptomikai analízis során arra a következtetésre jutottunk, 

hogy a HSPE1-nek valószínűleg szerepe lehet a memória Treg-sejtek fenntartásában is. 

Az immuntolerancia kialakításában, beleértve a Treg-sejt differenciációt is, a miRNS 

hálózatok is kiemelkedő szerepet játszhatnak. A BeWo EV-k miRNS mintázatát új 

generációs szekvenálással határoztuk meg. A detektált miRNS hálózatban 

immuntolerancia asszociált miRNS-ket detektáltunk: i.) a Th17 irányú szignalizációs 

útvonalat gátló hsa-miR-23b miRNS mind az iEV, mind az sEV frakcióban jelen volt; ii.) 

a Treg-sejt differenciációban kritikus hsa-miR-146a és hsa-miR-155 miRNS-ket is 

detektáltuk; iii.) tolerancia-miRNS-ként ismert, magas expressziót mutató, hsa-miR-22 

és hsa-miR-221 miRNS-ket azonosítottuk; iv.) az antigén-specifikus IL-10 szecernáló 

Treg-sejt differenciációhoz fontos hsa-miR-17~92 policisztronikus miRNS klaszter 

minden tagját detektáltuk (35. ábra). A C19MC trofoblaszt-specifikus miRNS klaszter 

34. ábra. PBMC sejtekben a Treg-sejtekre jellemző gének expressziós mintázata.  
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minden génjének expresszióját igazoltuk az iEV és az sEV frakciókban. Négy miRNS 

kivételével (hsa-miR-1323, hsa-miR-519c, hsa-miR-519a1 és hsa-miR-519b) az iEV 

frakcióban magasabb C19MC klaszter miRNS-i expressziós szintet detektáltunk az sEV 

frakcióhoz képest.  

Vizsgálatainkkal sikerült azonosítanunk az immuntolerancia kialakításában fontos 

miRNS hálózatot a trofoblaszt-eredetű EV-kben, amelyek a HSPE1 fehérjével együtt 

hozzájárulnak a Treg-sejtek differenciációjához, és ezáltal az anyai immuntolerancia 

kialakulásához és fenntartásához. 

  

35. ábra. A BeWo iEV-kben detektált HSPE1 és miRNS mintázat valószínűsíthető 

hatásmechanizmusa az immuntolerancia kialakításában. 
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4.3 Keringő extracelluláris vezikulák funkcionális vizsgálata 3. trimeszteres egészséges 

és preeklampsziás várandósokban 

Az EV által indukált funkcionális hatások vizsgálata előtt, az EV és THP-1 monocita 

sejtvonal közötti interakciót elemeztük. Első lépésben a plazmából izolált iEV-ket 

PKH26 festékkel jelöltük, majd vizsgáltuk az iEV-k kötődését a THP-1 sejtekhez, illetve 

a THP-1 sejtek általi fagocitózisukat. Az egészséges és preeklampsziás várandósok 

plazmájából izolált iEV-k hasonló mértékben kötődtek a THP-1 sejtekhez (egészséges 

iEV: 5,24 ± 0,87%, preeklampszia iEV: 13,95 ± 7,86%, p>0,05). Ezzel szemben, a 

preeklampsziás iEV-ket szignifikánsan kisebb mértékben fagocitálták a THP-1 sejtek 

(preeklampszia iEV: 76,44% ± 7,41, egészséges iEV: 92,2% ± 1,28) (36. ábra). A 

csökkent fagocitózis okának vizsgálatára megvizsgáltuk az iEV-k felszíni mintázatát, 

különös tekintettel a fagocitózis folyamatában szerepet játszó molekulákra, pl. a 

fagocitózist gátló CD47 („don’t eat me”) és a fagocitózist elősegítő PS expresszióra.  A 

preeklampsziás iEV-k felszínén szignifikánsan magasabb CD47 expressziót igazoltunk 

(MFI: preeklampszia iEV: 54,87 ± 6,73, egészséges iEV: 28,56 ± 2,83, p<0,005) (37. A 

ábra), ugyanakkor a PS+ iEV-k abszolút száma (preeklampszia iEV: 15 783 ± 4 276 

esemény/μL, egészséges iEV: 38 394 ± 9 922 esemény/μL, p<0,05), és az iEV-ken 

detektált PS relatív expressziós szintje (preeklampszia iEV: 20,93 ± 1 MFI, egészséges 

iEV: 30,14 ± 1,4 MFI, p<0,0001) szignifikánsan alacsonyabb volt. (37. B-C ábra).   

36. ábra. A keringő EV-k THP-1 monocitás sejtek általi fagocitózis vizsgálata. PKH26-

tal jelölt izolált iEV-k fagocitózisának felmérése áramlási citométerrel *p<0,05, n = 12 

páciens/csoport.  
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A keringő EV-k kemotaktikus hatásának vizsgálatára a Neuro Probe két-kamrás rendszert 

alkalmaztuk. Mind az egészséges és a preeklampsziás várandósok plazmájából izolált 

iEV-k kemoattraktáns hatásúak voltak a THP-1 sejtekre, ugyanakkor a preeklampsziás 

iEV-k kemotaktikus hatása szignifikánsan kisebb volt (preeklampszia iEV: 121,9 ± 17,86 

%, egészséges iEV: 175,8 ± 12,46 %, p<0,01) (38. A ábra). Az egészséges keringő iEV 

indukált kemotaktikus hatás koncentrációfüggést mutatott (38. B ábra). Ezzel szemben az 

sEV (preeklampszia sEV: 95,71 ± 10,10 %, EV, egészséges sEV: 104,7 ± 7,49 %, p>0,05) 

és EV-mentesített frakciók (105,1 ± 3,3% p>0,05) nem váltottak ki kemotaktikus hatást. 

A kemotaxis eredmények validálása érdekében megvizsgáltuk az EV-k THP-1 sejtek 

38. ábra. Keringő EV-k THP-1 sejtekre kifejtett kemotaktikus hatásának vizsgálata (A). 

Detektált kemoattraktáns hatás koncentrációfüggésének vizsgálata (B), n=12, **p<0,01, 

***p<0,001. HP- egészséges; PE – preeklampszia 

37. ábra. CD47 expressziójának vizsgálata iEV-k exofaciális felszínén. (A).  PS relatív 

expressziós vizsgálata az iEV-ken (B). PS+ iEV-k koncentrációjának vizsgálata (C). 

*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001, n = 12 páciens/csoport 
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proliferációjára gyakorolt hatását is.  A sejtciklus analízis kimutatta, hogy sem az 

egészséges, sem a preeklampsziás iEV-k nem indukáltak sejtproliferációt (39. ábra). 

 A holomikroszkópos technikával vizsgált iEV által indukált THP-1 sejtek migrációs 

aktivitásának vizsgálatában a kezeletlen THP-1 sejtekhez képest mind a preeklampsziás, 

mind az egészséges iEV-k stimulálták a THP-1 sejtek migrációját, de a preeklampsziás 

és egészéges iEV hatás között nem volt szignifikáns eltérés (preeklampszia iEV: 0,142 ± 

0,003 meredekség, egészséges iEV: 0,139 ± 0,006 meredekség). Azonban a 

preeklampsziás iEV-k szignifikánsan alacsonyabb sejtmotilitást indukáltak az egészséges 

iEV-khez képest (preeklampszia iEV: 3,22 ± 0,008 meredekség, egészséges iEV: 4,82 ± 

0,06 meredekség) (40. ábra). A terhesség asszociált EV-k hatását a THP-1 sejtek 

39. ábra. Egészséges és preeklampsziás iEV kezelés hatásának vizsgálata a THP-1 sejtek 

osztódására (n=6).  

40. ábra. Egészséges és preeklampsziás iEV-k THP-1 sejtek migrációs aktivitására 

kifejtett hatásának vizsgálata. A sejtmotilitás magasabb volt az iEV kezelés hatására 

(n=6, p<0,05). HP-egészséges, PE- preeklampsziás iEV 
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adhezivitására valós idejű impedancia-alapú 

módszerrel detektáltuk. Azonnali hatásként a 

preeklampsziás iEV-k szignifikánsan gyorsabb 

sejtadhéziót (megnövekedett korai adhéziót) 

indukáltak az egészséges terhességből származó 

iEV-k és a kezeletlen kontrollhoz képest (41. 

ábra). A fokozott gyors sejtadhéziót a 

megnövekedett normalizált meredekséggel 

jellemeztük (preeklampszia iEV: 141,1 ± 8,26 %, 

egészséges iEV: 113,4 ± 16,73 %, p<0,05). A 

normalizált meredekség a kezeletlen sejtek 

adhéziója során mért értékre korrigált 

meredekség. A THP-1 sejtek 24 órán át preeklampsziás iEV-kkel történő előinkubációja 

ugyancsak magasabb adhéziót eredményezett az egészséges iEV-kkel szemben 

(preeklampszia iEV: 118,2 ± 2,19 % normalizált meredekség, egészséges iEV 

94,21 ± 6,68 % normalizált meredekség, p<0,05). A megváltozott sejtmigrációs aktivitás 

41. ábra. Az iEV hatásának vizsgálata 

a korai sejtadhézióra (n=12, 

*p<0,05). HP-egészséges, PE- 

preeklampsziás iEV 

42. ábra. iEV által indukált citokin termelés vizsgálata THP-1 sejteken mRNS és fehérje 

szinten. HP- egészséges, PE- preeklampsziás 

DOI:10.14753/SE.2021.2430



68 

 

a THP-1 sejtek által EV-indukált aktivációjára utalhat. Ennek igazolására megvizsgáltuk 

a THP-1 sejtek citokin termelését EV kezelés hatására. mRNS és fehérje szinten egyaránt 

detektáltuk az IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-gamma és TNF citokinek jelenlétét (42. ábra). 

Az iEV-k az IL-10 mRNS expressziót csökkentették (preeklampszia: 0,89 ± 0,003, 

egészséges: 0,91 ± 0,05 génexpressziós különbség) a kezeletlen THP-1 sejtekhez 

(referencia expressziós szint = 1) képest. Az IL-4 és IFN-gamma RNS expressziós szintje 

iEV kezelést követően a detektálási határ alatt volt. Azonban fehérje szinten mind az IL-

4, mind az IFN-gamma kimutatható volt (IL-4: preeklampszia iEV: 50,43 ± 5,85 pg/mL, 

egészséges iEV: 53,79 ± 6,44 pg/mL, IFN gamma: preeklampszia iEV: 

80,47 ± 10,68 pg/mL, egészséges iEV: 123,3 ± 6,78 pg/mL). A legmarkánsabb 

expressziós különbséget a TNF és IL-6 esetében detektáltuk. Mind az egészséges, mind 

a preeklampsziás iEV-k megnövekedett TNF mRNS expressziót indukáltak, de a 

preeklampsziás iEV-k hatása kifejezettebb volt (preeklampszia iEV: 3,03 ± 0,89 

génexpressziós különbség, egészséges iEV: 2,16 ± 0,55 génexpressziós különbség). A 

fokozott TNF termelést fehérje szinten is sikeresen igazoltuk. Az intracelluláris TNF szint 

szignifikánsan emelkedett preeklampsziás iEV kezelés hatására a THP-1 sejtekben 

(preeklampszia iEV: 6,21 ± 0,37 MFI, egészséges iEV: 4,98 ± 0,42 MFI, p<0,05). 

Hasonlóan, a preeklampsziás iEV kezelés hatására a THP-1 sejtek sejtfelülúszójában 

detektálható TNF mennyisége is magasabb volt (preeklampszia iEV: 66,07 ± 7,75 pg/mL, 

egészséges iEV: 58,03 ± 5,3 pg/mL, p = 0,05) (43. ábra).  Az iEV által indukált IL-6 

mRNS szintű expressziót a 44. ábrán mutatjuk be. A kezeletlen sejtekhez képest, mind a 

43. ábra. Az iEV által indukált TNF termelés vizsgálata mRNS és fehérje szinten. HP – 

egészséges, PE – preeklampsziás iEV; Mann-Whitney U teszt; n=6 ***p<0,001, 

**p<0,01, *p<0,05. 
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preeklampsziás, mind az 

egészséges iEV-k az IL-6 

expresszió szignifikáns 

fokozódását indukálták. Az 

iEV kezelés IL-6 expresszió 

kinetikájára gyakorolt 

hatásának vizsgálata szerint, a 

legnagyobb mértékű változást 

a kezelést követő 2 óra múlva  

volt detektálható. 4 órával a 

kezelést követően az IL-6 

expresszió már csökkenő 

tendenciát mutatott, majd 24 

óra elteltével már a kezeletlen 

sejtekre jellemző IL-6 

expressziós szintre esett vissza. Megvizsgáltuk az sEV frakciók citokin termelésre 

gyakorolt hatását is, azonban sem a preeklampsziás, sem az egészséges egyének véréből 

izolált sEV frakciók nem indukáltak szignifikáns TNF vagy IL-6 expressziós változást. 

Az iEV-kben tömegspektrometriával azonosított fehérjeösszetétel további vizsgálatát in 

silico fehérje hálózat elemzéssel folytattuk. Az iEV-k által indukált expressziós és 

funkcionális hatásokat magyarázó fehérjék jelenlétét kerestük a tömegspektrometriával 

detektált fehérje adathalmazban. Az egészséges iEV-k komplex interakciós térképe 

kemoattraktáns, adhéziós és migrációs fehérjehálózatot mutatott (45. A ábra). Ezzel 

szemben a preeklampsziás iEV-k esetében kevesebb kemoattraktáns és migrációs fehérjét 

detektáltunk, és ezen fehérjék közötti kapcsolatok is gyengébbek voltak az egészséges 

iEV-kben detektáltakhoz képest. Továbbá, a preeklampsziás iEV-kben az adhéziós 

44. ábra. iEV indukálta IL-6 mRNS szintű expresszió 

detektálása THP-1 sejtekben. HP – egészséges, PE – 

preeklampsziás iEV; Mann-Whitney U teszt; n=6, 

***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05. 
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fehérjék közötti szorosabb kapcsolat összecsengést mutat a preeklampsziás iEV-kkel 

kezelt THP-1 sejtek fokozott adhéziós mintázatával (45. B ábra).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

45. ábra. Migrációs és adhéziós fehérjék hálózata egészséges (A) és preeklampsziás (B) 

iEV-kben. 
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5. Megbeszélés 

5.1 Trofoblaszt eredetű extracelluláris vezikulák jellemzése 

Az anya-magzat közötti különleges kapcsolatot biztosító méhlepény központi szerepet 

játszik a várandósság kimenetelének meghatározásában. A méhlepényben található 

magzati-eredetű trofoblaszt sejtek kulcsfontosságúak. A villózus trofoblaszt sejtek az 

embrióban elsőként differenciálódnak és két fő differenciációs végponttal jellemezhetők: 

a még nem differenciált citotrofoblaszt sejtekkel és a teljesen differenciált 

szinciciotrofoblaszt sejtekkel121. A szinciciotrofoblaszt sejtek az anyai vérrel folyamatos 

közvetlen kapcsolatotban állnak122. A várandósság során a placenta a keringő EV-k 

kiemelt forrása, és ebben jelentős szerepe van a multinukleáris szinciciotrofoblaszt 

sejteknek123. A keringő placenta-eredetű EV-k aktív fehérje és nukleinsav (miRNS, 

mRNS, Y RNS) tartalommal rendelkeznek, amely a helyi és a keringő immunsejtek 

működését, aktivációs és differenciáltsági állapotát befolyásolja. Ennek fényében 

vizsgálataink során célul tűztük ki a BeWo sejtvonal, mint in vitro kísérleti trofoblaszt 

modell alkalmazását az EV közvetített biológiai információ jellemzésére és funkcionális 

hatásainak leírására.  

A miRNS-ek a génhálózatokat szabályozó, hatékony kis nem kódoló RNS molekulák. Az 

extracelluláris térbe és a szisztémás keringésbe kibocsátott miRNS-k hozzájárulnak a 

szervezet homeosztázisához, de szerepet játszanak bizonyos kórképek 

patomechanizmusában is. A miRNS-ek EV-kbe csomagolódva, vagy fehérjékhez 

kötötten (pl. argonauta-2, nukleofosmin-1 vagy nagy sűrűségű lipoproteinekhez) 

szállítódnak az extracelluláris térben. A placentális sejtekben a detektálható miRNS-ek 

közül a C19MC klaszter tagjainak van a legmagasabb expressziós szintje124. Szülést 

követően a C19MC miRNS-ek szintje gyorsan lecsökken125. Habár szövet-specifikus 

C19MC klaszteren belüli egyes miRNS-ek expressziójának szabályozási mechanizmusa 

nem ismert, leírták, hogy a klaszter első miRNS génjétől 17,6 kB távolságra az 5' vég 

irányban egy kritikus régió található. Ezen CpG szigetekben gazdagon imprintált régió 

apai expressziót mutat a trofoblaszt sejtekben, és a C19MC klasztert nem expresszáló 

sejtekben hipermetilált37. A C19MC klaszter a JEG3, JAR és BeWo trofoblasztszerű 

sejtvonalakban is expresszálódik. A BeWo trofoblasztszerű sejtvonal-eredetű EV-k 

immuntolerancia-asszociált szerepének vizsgálatát az EV-k biofizikai és molekuláris 

tartalom jellemzésével kezdtük a Nemzetközi Extracelluláris Vezikula Társaság 
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ajánlásainak megfelelően12. Az ajánlás részeként, a BeWo EV-k kanonikus fehérje és 

miRNS markereinek (pl. HLA-G, C19MC miRNS klaszter) a jelenlétét is igazoltuk. 

Vizsgálatunkban kimutattuk, hogy a C19MC klaszter minden tagja detektálható a BeWo 

EV-kben, sőt expressziós szintjük a legmagasabb a detektált BeWo EV-asszociált 

miRNS-ek közül. A hsa-miR-221 és hsa-miR-22 tolerancia-asszociált miRNS-ek 

jelenlétét is igazoltuk a BeWo EV-kben, amelyek a gyulladásos gének csendesítése és 

kromatin remodelling révén fejtik ki a tolerancia indukciós hatásukat. A szakirodalomban 

korábban leírták, hogy a miRNS-ek irányíthatják a Treg-sejt differenciációt és stabilitást, 

illetve a Treg-sejtek gátló funkciójában is szerepet játszhatnak. Irodalmi adatok szerint a 

T-sejt differenciálódásban a miRNS-ek is hozzájárulhatnak úgy, hogy általában gátolják 

valamely T-sejt irányú polarizáció (pl. Th17) kialakulását. A Treg-sejt differenciáció 

azonban nem egy végstádiumú differenciáció, egy bizonyos fokú plaszticitás továbbra is 

jellemző ezen sejtekre. A miRNS-ek a külső szignalizációs faktorok hatásainak 

integrálásában játszott szerepük révén részt vehetnek a Treg-sejtek plaszticitásának 

meghatározásában126. A hsa-miR-155 miRNS magasan expresszálódik a Treg-sejtekben 

és a SOCS1 targetálása révén127 szerepet játszik a Treg-sejtek differenciálódásában és 

proliferációjában. A hsa-miR-155 miRNS-t úgy a BeWo-eredetű sEV, mind az iEV 

frakciókban detektáltuk. A hsa-miR-17~92 policisztronikus miRNS klaszter (hsa-miR-

17, 18a, 19a, 20a és 92) tagjai is kimutathatók voltak, amelyek pedig kritikus 

fontosságúak az antigén-specifikus IL-10-et szecernáló Treg-sejtek differenciációjában128. 

A hsa-miR-18a a Treg-sejtek gátló funkciójának fenntartásában is fontos szerepet tölt 

be126.   A Treg-sejtek működéséhez fontos hsa-miR-146a jelenlétét is detektáltuk, amely 

elengedhetetlen a Treg-sejt közvetített immunszuppresszióhoz129. A Treg-sejtek 

stabilitásában kiemelkedő szerepet játszó hsa-miR-21 miRNS-t is detektáltuk a BeWo 

EV-kben. A hsa-miR-21 magas expressziót mutat a Treg-sejtekben, szabályozza a Treg-

sejtekre jellemző FOXP3 TF expresszióját130. Az EV-kben detektáltuk még a hsa-miR-

23b miRNS-t, amely kompetens gátló eleme a Th17 irányú szignalizációnak. 

Összeségében a BeWo-eredetű EV-kben egy olyan miRNS mintázatot azonosítottunk, 

amely igen kedvező a Treg-sejt irányú polarizációnak. 

A BeWo EV-k tömegspektrometriai analízise során az iEV frakcióban számos EV 

biogenezis-asszociált fehérjét azonosítottunk, pl. annexinek (ANXA2, ANXA5), Rab 

fehérjék (pl. RAB1A) és ADP-ribozilációs faktorok (pl. ARF1). Tekintettel arra, hogy az 
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EV – célsejt kötődés vizsgálatok eredménye szerint a BeWo iEV-k döntően T-sejtekhez 

kötődtek, az iEV-kben található immunsejtek működését befolyásoló fehérje hálózatok 

analízisével folytattuk vizsgálatainkat. Összesen 27 olyan fehérjét azonosítottunk, 

amelyek az immunsejtek működésére hatnak. A vizsgált fehérjék közül a HSPE1 fehérje 

került az elemzés középpontjába, mivel korábban leírták, hogy egér CD4+ naiv T-

sejtekben az egér rHSPE1 fehérje in vitro Treg-sejt differenciálódást indukált131. 

Korábban, tömegspektrometriai módszerrel a HSPE1 fehérje jelenlétét B-sejt-eredetű 

sEV-kben132 és tumorsejt-eredetű EV-kben133–135 is azonosították, azonban az EV-

asszociált HSPE1 funkcióját nem vizsgálták. A tömegspektrometriával azonosított 

HSPE1 jelenlétét a BeWo EV-kben áramlási citométerrel validáltuk. Kimutattuk, hogy a 

HSPE1 megtalálható mind a BeWo iEV-k felszínén, mind az iEV-k lumenében.  

5.2 Extracelluláris vezikulák szerepe az immuntoleranciában 

A Treg-sejtek a várandósság kapcsán központi szerepet játszanak az immuntolerancia 

kialakulásában és fenntartásában136. Ander és mtsai első trimeszteres placentális 

explantátumokon végzett kísérleteiben kimutatták, hogy a placentális explantátumok in 

vitro granulocita kolonia stimuláló (G-CSF), IL-10 és TGF-béta szecernálása révén 

hozzájárulnak a CD4+ T-sejtek Treg-sejtekké, illetve a monocita sejtek M2 makrofág 

sejtekké történő differenciációjához137.  Azt is kimutatták, hogy első trimeszteres 

placentából izolált trofoblaszt sejtek IL-35-öt szecernálnak, amelynek hatására IL-35 

termelő Treg-sejtek képződnek138. Mivel a Treg-sejtek kialakulásának pontos 

mechanizmusa az anya-magzati határfelületen még nem teljesen tisztázott, ezért célul 

tűztük ki a trofoblaszt-eredetű EV-k Treg-sejt differenciálódásra kifejtett hatásának 

vizsgálatát. Tekintettel arra, hogy a trofoblaszt sejtekre magas HSPE1 fehérje expresszió 

jellemző139, megvizsgáltuk a HSPE1 jelenlétét a BeWo-eredetű EV-kben. A HSPE1 

fehérje szintje a várandósság alatt szignifikánsan megemelkedik, illetve a várandósság 

után 48 órával a szintje a várandósság előtti alacsony koncentrációt mutatja. A HSPE1 fő 

funkciója a chaperon-közvetített fehérje hajtogatás, melyet a Hsp60 fehérjével együtt 

végez140. Miocitákban a HSPE1 gátolja a proapototikus szignálokat és a sejteket a 

túlélésre készteti141. További adatok felvetették, hogy a HSPE1 szelektíven főként az 

osztódó sejtekből felszabadulva aktív molekulaként a sejt-szignalizációs hálózatokban 

szerepet játszhat142. Irodalmi adatok szerint a HSPE1 kulcsfontosságú biológiai hatása 

lehet a T-sejt aktiváció gátlása142. A rHSPE1 szelektíven kötődik humán és egér CD4+ T-
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sejtekhez in vitro143 és Treg-sejt differenciálódást indukál egér modellben131. In vitro 

tenyésztett extravillosus trofoblaszt és CD4+ T-sejt ko-kultúra Treg-sejt differenciációt 

indukált, de a differenciáció hatásmechanizmusa nem ismert144.  

Habár a humán rHSPE1 CD4+ T-sejthez való kötődését korábban leírták, de funkcionális 

vizsgálatokkal nem jellemezték a kötődés hatásait143. Kísérleteink során HSPE1 

jelenlétében humán sejtes kísérletes rendszerekben vizsgáltuk a CD25+/CD127lo Treg-sejt 

differenciációt. Elsőként igazoltuk, hogy a humán rHSPE1 in vitro Treg-sejt 

differenciációt indukál CD4+ T-sejtekből. HSPE1 expressziót mutató BeWo trofoblaszt-

sejtvonal eredetű HSPE1 tartamú EV-kkel végzett kísérleteinkkel bebizonyítottuk, hogy 

a HSPE1 vezikula-asszociált formában is Treg-sejt polarizációt indukál. Az EV-asszociált 

HSPE1 indukálta differenciáltatott Treg-sejtek viabilitását és sejt-migrációs képességét 

holomikroszkóppal igazoltuk. Az EV-asszociált HSPE1 Treg differenciálódásra gyakorolt 

hatását, CRISPR-Cas9 alapú HSPE1 specifikus géncsendesítéssel validáltuk.  

A placentális Treg-sejtek jelentősége a várandósság után is kiemelt. A magzat specifikus 

Treg-sejtek a szülést követően is megmaradnak, és egy következő várandósság során 

(ugyanazon apa esetében) a preeklampszia és a spontán vetélés kialakulásának esélyét 

szignifikánsan csökkentik145. A Treg-sejtek heterogenitásának vizsgálata ezért igen fontos 

kérdés. A heterogenitás vizsgálata kitüntetett szereppel bírhat a fiziológiás és patológiás 

terhességek során kialakult Treg-sejt alpopulációk arányának meghatározása és jellemzése 

szempontjából. Egészséges várandósság során úgy az első, mint a harmadik trimeszteres 

placentális mintákban aktivált Treg-sejtek detektálhatók. Az aktivált Treg-sejteken belül 

két alcsoport is elkülöníthető: a PD1+/IL-10+ és a TIGIT+ Treg-sejtek146. 

 A terhesség végén a placentában klonális expanzióval létrejött memória Treg-sejtek is 

detektálhatók. A memória Treg-sejt klonális expanzió elmaradását preeklampsziában 

figyelték meg144. Következésképpen az anya-magzati határfelületen található Treg-

sejteket igen magas heterogenitás jellemzi, amelyben a HSPE1 is szerepet játszhat. A 

HSPE1 indukálta Treg-sejt heterogenitás és ezen sejtek fenntartásában játszott szerepének 

a vizsgálatára egy-sejt transzkriptomikai analízist végeztünk. A Treg-sejtek 

heterogenitásának meghatározására, egészséges donorból izolált Treg-sejtek egy-sejt 

transzkriptomikai adathalmazban in-silico vizsgáltuk a Treg-sejt altípusokat. Elemzéseink 

alapján 7 alcsoport különíthető el. Ezen alcsoportokra jellemző génexpressziós mintázat 
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alapján összeállítottunk egy génpanelt, amely az egyes alcsoportok azonosítását teszi 

lehetővé. A HSPE1 Treg-sejt alcsoport- függő expressziót mutatott.  A legmagasabb 

HSPE1 expressziót a memória és effektor-aktivált Treg-sejt alcsoportra volt jellemző. A 

HSPE1 expressziót és a Treg-sejt alcsoportokat CD4+ T-sejteken belül és PBMC sejteken 

is sikeresen azonosítottuk. Az elemzéseink alapján valószínűsíthető, hogy a HSPE1 

szerepet játszik a memória Treg-sejtek fenntartásában. A HSPE1 vizsgálatán túl, a T-

sejteken belül azonosítottuk, a kizárólag a memória Treg-sejtekre jellemző CAPG gén 

expressziót. A CAPG egy főként nukleáris protein, de a citoplazmában is megtalálható, 

amelyről ismert, hogy döntően aktin polimerizációt szabályozza a nukleoluszban. A 

CAPG a gelzolin szupercsaládba tartozó, az aktin filamentumok szerveződését 

szabályozó fehérje, amely a magban és a citoplazmában egyaránt kimutatható147. Számos 

tanulmány igazolja, hogy szerepe van a daganatsejtek inváziós és metasztatikus 

képességében. Elsőként alveoláris makrofágokban mutatták ki, mely sejtekben a 

sejtmozgás, a fagocitózis, a vezikuláris transzport és a membrán hajtogatódás 

folyamatában vesz részt148. A PBMC sejteken végzett egy-sejt transzkriptomikai 

analízisünk során, az irodalmi adatokkal összecsengésben, szintén magas expressziót 

találtunk a CD14+ monocitákban. Hasonlóan magas CAPG expressziót találtunk a 

memória Treg-sejtek és a dendritikus sejtek esetében. A HSPE1 és CAPG gének 

expresszióját egy-sejt transzkriptomikai módszerrel Crohn betegekben vizsgálták 

korábban. Saját eredményeinkkel összevetve, a HSPE1 és CAPG magas expressziót nem 

a Treg-sejtekben találták. A tanulmányban intesztinális T-sejteket elemeztek, a HSPE1 

expressziót Th17-es sejttípusban, a CAPG génexpressziót pedig a CD8+ T-sejtekben 

találták a legmagasabbnak. Ugyanakkor a HSPE1 magas expresszióját a Crohn betegek 

keringő Th17-es sejtjeiben már nem tudták kimutatni149. A CD8+ T-sejt alcsoporton belül 

nem különítették el a memória T-sejteket, ezért ezen memória sejtek jelenléte 

magyarázhatná a magas CAPG expressziót. Másrészt az általunk leírt HSPE1 és CAPG 

génspecifikus expressziós mintázat egészséges egyén keringő T-sejtjeinek analíziséből 

származik, míg az említett tanulmányban Crohn betegek bélnyárkahártyájából izolált T-

sejtek eltérő anatómiai lokalizációja vagy a kórkép/terápia következményeként 

megváltozott génexpressziós profil eredményezheti a detektált génexpressziós 

különbséget.  Az egy-sejt transzkriptomikai eredmények összegzéseként elmondható, 

hogy a HSPE1 eltérő expressziót mutat az egyes Treg-sejt alcsoportokban, leginkább a 
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memória Treg-sejtekben expresszálódik, illetve a CAPG gén expressziója alkalmas lehet 

a heterogén T-sejtek körében a memória Treg-sejtek azonosítására.  

5.3 Extracelluláris vezikulák szerepe preeklampsziában 

Preeklampsziában a monocita-makrofág rendszer funkcionális aktivitása zavart szenved. 

A CD14+/CD11c+/CD163- gyulladásos fenotípusú monociták aránya szignifikánsan 

emelkedett a preeklampsziás betegcsoportban. Az emelkedett gyulladásos monocita 

arány erős pozitív korrelációt mutat a preeklampsziás várandósok keringésében található 

IL-1, IL-6 és MCP-1 gyulladásos markerek magasabb koncentrációjával150. A 

preeklampszia asszociált EV-k fehérvérsejtekre (pl. monocitákra) gyakorolt hatásairól 

kevés adat áll rendelkezésre a szakirodalomban, holott a preeklampszia-asszociált EV-k 

hatására kialakuló a monocita sejtek funkcionális változásai új terápiás célpontok ill. 

biomarkerek azonosításához vezethet.    

Habár számos tanulmányban vizsgálták a keringő EV mintázatot 

várandósságban100,106,151, a keringő EV-k sejt-eredet szerinti mennyiségi meghatározása 

sem preeklampsziában, sem egészséges várandósokban még nem teljes. Vizsgálatainkban 

a preeklampsziás várandósok plazmájában kevesebb keringő EV-t és kevesebb 

trombocita-eredetű EV-t detektáltunk az egészséges várandósokhoz képest. Ezen adatok 

egybecsengenek a szakirodalomban korábban leírt preeklampsziás szindrómára jellemző 

csökkent trombocita számmal152. A csökkent EV szám a felgyorsult EV eliminációt is 

jelentheti, pl. fehérvérsejtekhez való kötődés révén72. Kimutattuk, hogy a keringésből 

izolált EV-k kötődnek a monocitákhoz és a modellsejtként használt THP-1 sejtekhez is. 

Az EV indukálta funkcionális változások jellemzéséhez első lépéseként az EV-kben 

található fehérjéket vettük a górcső alá: tömegspektrometria módszerével vizsgáltuk a 

plazmából izolált sEV és iEV frakciók fehérje tartalmát a vizsgálati csoportjainkban. A 

detektált fehérjéket az Exocarta, az EVpedia és a Vesiculopedia adatbázisokkal153–155 

hasonlítottuk össze és 34 olyan fehérjét azonosítottunk az egészséges iEV-kben, amelyek 

nem szerepeltek korábban az EV adatbázisokban, míg az újonnan azonosított fehérjék 

száma 57 volt a preeklampsziás csoportban. Az azonosított fehérjék számottevő része 

sejt-migrációs folyamattal asszociált. Az egészséges iEV-kben található miozin-9 

(MYH9), ras-asszociált C3 botulinum toxin szubsztrát-1 protein (RAC1), integrin alfa-6, 

integrin béta-3, integrin alfa-M fehérjék elősegíthetik és közvetlenül szabályozhatják a 

DOI:10.14753/SE.2021.2430



77 

 

sejtmigrációt integrin-függő módon. Továbbá, a sejtek motilitását az iEV-kben detektált 

sejtosztódás szabályozó fehérje 42 homológ fehérje (CDC42) is szabályozhatja. Tong és 

mtsai156 első trimeszteres placentából izolált trofoblaszt-eredetű EV-knek vizsgálta a 

proteomikai összetételét. Kimutatták, hogy ezen EV-kben gyulladásos fehérjék, CD47 

(„don’t eat me signal”) molekula, valamint a CDC42, MYH9, RAC1 fehérjék is 

megtalálhatók. Eredményeiket összevetve az általunk azonosított EV-asszociált 

fehérjékkel, valószínűsíthető, hogy azok a fehérjék, amelyek az EV-indukálta celluláris 

válaszokért felelősek, placentális eredetűek. Egy másik, a preeklampszia kutatással 

foglalkozó kutatócsoport a trofoblaszt-eredetű EV-k fehérje összetételének elemzésével 

arra jutott, hogy kiemelt funkcionális szerepe van a gyulladásos és apoptózis-asszociált 

fehérjéknek a trofoblaszt-eredetű EV-kben. Azonban, mivel a trofoblasztszerű 

sejtvonalakból származó EV-k (Swan71, HTR8/SVneo) és a primer trofoblaszt-eredetű 

EV proteom között az átfedés relatív elenyésző,  ez arra utal, hogy in vivo az EV 

összetételt igen magas plaszticitás jellemzi157. 

Reproduktív immunológiai kontextusban leírták, hogy (1) a placenta-eredetű EV-k 

PBMC ko-kultúrában főként monocita, T- és B-sejtekhez kötődtek72,158; (2) trofoblaszt-

eredetű EV-k monocitákhoz kötődve megváltoztatták azok funkcióját az anyai-magzati 

határfelületen46; (3) az egészséges várandósok plazma eredetű sEV frakciója in vitro 

endotél sejtek fokozott migrációját indukálta5; illetve (4) a Swan 71 trofoblasztszerű 

sejtvonal-eredetű EV-k fokozták a monociták migrációját105.  

Jelen vizsgálatunk során elsőként vizsgáltuk a preeklampsziás iEV-k THP-1 

monocitákkal történő interakcióját és az EV-sejt interakció funkcionális 

következményeit: a THP-1 sejtek migrációjára és citokin termelésére kifejtett hatásaikat. 

Úgy a preeklampsziás, mint az egészséges iEV-k kemoattraktáns hatásúnak bizonyultak 

a THP-1 sejtekre, azonban a preeklampsziás iEV-k kisebb mértékű migrációs aktivitást 

váltottak ki. A preeklampsziás iEV-k az egészséges terhességből származó iEV-khez 

képest gátolták a THP-1 sejtek motilitását és serkentették a sejtek adhézióját. Salamon és 

mtsai5 vizsgálatai szerint, az egészséges várandós plazma eredetű sEV-k szignifikánsan 

nagyobb endotél sejtmigrációt indukálnak in vitro a nem terhes, egészséges plazma 

eredetű EV-khez képest, ám tanulmányukban preeklampsziás mintákból származó EV-k 

hatásait nem vizsgáltak. Az EV indukált THP-1 sejtmigrációs eredményeink Sokolov és 

mtsai159 által publikált adatokkal nagymértékben összecsengenek. Sokolov és mtsai a 
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keringő egészséges és preeklampsziás EV-k hatását vizsgálták THP-1 monocitás 

sejtvonalra. Eredményeik, a mi kísérleteinkhez hasonlóan, azt mutatják, hogy a keringő 

EV-k hozzájárulnak a THP-1 sejtek migrációjához. Továbbá, azt is kimutatták, hogy az 

egészséges várandósokból izolált EV-k aktivált fenotípust indukáltak a THP-1 sejtekben, 

amelyet csökkent IL-8 receptor (CD181) expresszió jellemez. Ezzel szemben, a 

preeklampsziás EV-k kisebb mértékű CD181 expresszió csökkenést indukáltak. A 

tanulmányban továbbá feltételezik, hogy a preeklampsziás EV-k által kiváltott THP-1 

adhéziós molekula mintázatváltozása megváltoztatja a sejtadhéziót és kemotaxist, de 

ezzel kapcsolatos kísérleteket nem végeztek. Továbbá megjegyzendő, hogy Sokolov és 

mtsai a plazma EV-ket heparinnal anitkoagulált vérmintákból izolálták, míg a mi 

munkacsoportunk ACD-A csövekbe vettük le a vérmintákat, az in vitro trombocita-

eredetű EV képződés megelőzése céljából112.  

Irodalmi adatok szerint, a placenta-eredetű EV-k proinflammatórikus hatásúak106. A 

hipoxiás körülmények között tenyésztett trofoblasztszerű sejtek által termelt EV-k IL-6 

és TNF termelést indukálnak PBMC sejtekben160. A placentális EV-k monocita aktivációt 

okoznak, amely intracelluláris TNF, IL-12p70, IL-18106, illetve szecernált IL-8, IL-6 és 

IL-1-béta termelésben nyilvánult meg98. Vizsgálatainkban úgy az egészséges, mint a 

preeklampsziás iEV-k csökkentették a monociták IL-10 mRNS szintű expresszióját és 

növelték az IL-6 expressziót. A preeklampsziás iEV-k az egészséges iEV-khez képest 

szignifikánsabban magasabb TNF mRNS és fehérje szintű expressziót indukáltak. 

Összegzésként a preeklampszia-asszociált keringő iEV-k erősebb inflammatorikus hatást 

váltottak ki a THP-1 monocita sejtekben, mint az egészséges iEV-k. 

A bemutatott adatok azt bizonyítják, hogy a preeklampsziás EV-k képesek a monocitákat 

aktiválni és a kórkép patomechanizmusában szerepet játszó monociták működését EV 

közvetített hatás is meghatározza.  
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6. Következtetések 

• A BeWo iEV in vitro Treg-sejt differenciálódást indukál. 

• A BeWo EV-kben immunsejt aktiváló és a de novo fehérjehajtogatásban szerepet 

játszó fehérje-hálózatot azonosítottunk, amelyből kiemelendő a HSPE1. 

• A HSPE1 és az iEV-asszociált HSPE1 in vitro Treg-sejt differenciációt indukál 

humán naiv CD4+ T-sejtekből. 

• Az egy-sejt transzkriptomikai adatok alapján a HSPE1 eltérő expressziót mutat a 

Treg-sejt alcsoportokban, amely felhasználható az alcsoportok azonosítására. 

• Az egy-sejt transzkriptomikai adatok alapján a memória Treg-sejtekben a CAPG 

gén jellegzetesen magas expressziót mutat.  

• A BeWo EV-kben található miRNS mintázat az immuntolerancia kialakulásának 

kedvez, főként a Treg-sejt irányú differenciáció révén. 

• Preeklampsziában eltér a keringő EV mintázat az egészséges várandósok 

plazmájában detektálható mintázattól. 

• Mind a preeklampsziás egyének, mind az egészséges várandósok plazmájából 

izolált iEV-k kötődnek a monocita sejtekhez. 

• A terhességgel asszociált iEV-k monocitákhoz történő kötődése fagocitózist 

indukál, azonban a preeklampszia-asszociált iEV-ket a THP-1 sejtek kevésbé 

fagocitálják. 

• A preeklampszia-asszociált iEV-k csökkentik a THP-1 sejtek migrációját és 

fokozzák az adhéziójukat. 

• A preeklampszia-asszociált iEV-k TNF és IL-6 termelést indukálnak a THP-1 

sejtekben.   

• A preeklampszia-asszociált EV-kben eltérő sejtmigrációs, adhéziós és 

gyulladásos fehérje hálózatot azonosítottunk az egészséges várandósokban 

található keringő EV-khez képest. 
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7. Összefoglalás 

Egy új élet születése két különböző genom együttműködésétől függ. A fejlődő embrió és 

az anyai immunrendszer közti folyamatos és dinamikus kommunikációban az 

extracelluláris vezikulák (EV) fontos szerepet játszhatnak. Munkánk során célul tűztük ki 

az EV-k immuntoleranciában betöltött szerepének vizsgálatát. A trofoblaszt-eredetű EV-

k fő célsejtjei a CD4+ T-sejtek, amelyek a szabályozó T-sejtek előalakjai. In vitro 

kísérletes rendszerként a BeWo trofoblasztszerű sejtvonalat alkalmaztuk. Az 

immuntoleranciának kedvező miRNS hálózatot azonosítottunk a BeWo-eredetű EV-

kben, amely szerepet játszik a szabályozó T-sejt irányú differenciációban. Az EV-k 

fehérjeösszetételében tolerogén hatású fehérjéket detektáltunk, majd további elemzés 

során a HSPE1 fehérjét azonosítottuk, amelyről először bizonyítottuk, hogy szabályozó 

T-sejt differenciációt indukál humán CD4+ T-sejtekben. Továbbá, kimutattuk a HSPE1 

és BeWo-eredetű EV-k asszociációját és azt is, hogy a BeWo-eredetű EV-k szabályozó 

T-sejt differenciációt indukálnak. Egy-sejt transzkriptomikai analízis segítségével 

vizsgáltuk a szabályozó T-sejtek heterogenitását és a memória szabályozó T-sejt 

alcsoportban az egyik legmagasabb HSPE1 expressziót találtuk, illetve ezen alcsoportra 

specifikusan magas CAPG génexpressziót azonosítottunk.  

Az immuntolerancia ex vivo vizsgálatára a preeklampsziát, az egyik leggyakoribb 

terhesség-specifikus kórképet választottuk. Preeklampsziában módosul az 

immuntolerancia és szisztémás gyulladás lép fel. A monociták  fontos szereplői az 

immunhomeosztázisnak. Munkánk során 25 preeklampsziás és 20 egészséges várandós 

keringő EV mintázat vizsgáltuk. Preeklampsziában szignifikánsan kevesebb trombocita 

és több szöveti faktor+ és monocita-eredetű EV található.  Az EV-k célsejtjeinek a 

monocitákat azonosítottuk. Kísérleteink során a THP-1 monocita sejtvonalat 

alkalmaztuk. A preeklampsziás EV-ket kevésbé fagocitálták a THP-1 sejtek. Továbbá, a 

preeklampsziás EV-k csökkent sejtmigrációt és fokozott sejtadhéziót, valamint fokozott 

gyulladásos citokin (TNF, IL-6) expressziót indukáltak a THP-1 sejtekben.  

Összefoglalva, mind az anya-magzati határfelületen lévő placentális, mind a keringő 

heterogén sejteredetű EV-k szerepet játszanak az immuntolerancia kialakulásában és 

fenntartásában az anyai T-sejt polarizáció és a monociták citokin termelőképességének és 

migrációjának szabályozása révén.         
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8. Summary 

The birth of a new life depends on the collaboration between two different genomes. 

Continuous dynamic communication between the developing embryo and the maternal 

immune system, in which EVs can play an important role. Our aim was to investigate the 

role of EVs in immune tolerance. The major target cells of trophoblast derived EVs are 

CD4+ T cells, which are the precursors of regulatory T cells. The BeWo trophoblastic cell 

line was used as an in vitro system. A miRNA network favouring immune tolerance was 

identified in EVs, which plays a role in regulatory T cell differentiation. We found 

tolerogenic proteins in the protein composition of EVs, and identified the HSPE1 protein, 

which we demonstrated first to induce regulatory T cell differentiation in human CD4+ T 

cells. Next, we proved the association of HSPE1 with BeWo-derived EVs. We have 

shown that BeWo-derived EVs induce regulatory T cell differentiation. We used single 

cell transcriptomic analysis to examine the heterogeneity of regulatory T cells and 

revealed that in the memory regulatory T cell show high HSPE1 expression, as well the 

CAPG is a potential marker gene. 

To explore ex vivo the immunotolerance, we choose preeclampsia, one of the most 

common pregnancy-specific disorder. In preeclampsia the immunotolerance is altered 

and exaggerated systemic inflammation occurs. Monocyte cells are important players in 

immune homeostasis. We examined the circulating EVs in 25 preeclamptic and 20 

healthy pregnant women. Preeclamptic EVs pattern contains significantly less platelets 

and more tissue factor+ and monocyte derived EVs. We identified monocyte cells as target 

cells of circulating EVs. The THP-1 monocytic cell line was used in our experiments. 

Preeclamptic EVs were less phagocytosed by THP-1 cells. Furthermore, preeclamptic 

EVs induced decreased cell migration and enhanced cell adhesion, and inflammatory 

cytokine (TNF, IL-6) expression of THP-1 cells.  

Altogether our data suggest that placental extracellular vesicles at the maternofetal 

interface and the heterogenous circulating extracellular vesicles play a role in the 

development and maintenance of immune tolerance by influencing maternal regulatory T 

cell polarization and monocyte cell cytokine secretion and migration patterns. 
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