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1. Bevezetés — irodalmi hattér

Egy uj élet sziiletése két kiilonbozé genom egyiittmiikodésétdl fiigg.
A fejlédé embrié és az anyai immunrendszer kozott a folyamatos
kétiranyld kommunikacié kiemelked6é fontossagll. Az intercellularis
kommunikacio egyik legdinamikusabb forméja a sejtek altal termelt
extracellularis vezikula (EV) kozvetitett parbeszéd. Az EV-k aktiv
szerepet jatszanak az ivarsejtek  érési  folyamataiban, a
beagyazodasban, ¢és feltehetdleg a varandossag kapcsan az
immuntolerancia kialakitasdban és fenntartasdban is. Az EV-k
csoportositasa méreteloszlasuk alapjan, illetve biogenezistk alapjan
torténik. Méretiik alapjan a kovetkezd csoportokba sorolhatdk: Kis
méretli EV-k (sEV), kozepes méreti EV-k (iEV) és nagy EV-k
(IEV). Az EV-k strukturalt multimolekularis Osszetétele (fehérje,
miRNS, lipid mintazat) befolydsolja a célsejtek miikodését. A
decidua sejtjeinek mintegy 40%-at immunsejtek alkotjak. A decidua
immunsejt Osszetétele szigorGan szabalyozott, mind a sejttipusok
aranyanak, mind kinetikajanak tekintetében. Ez elengedhetetlen a
sikeres terhesség létrejottének és fenntartdsanak szempontjabdl: (1) a
kialakul6 immuntolerancia kedvezé immunkornyezetet kinal a
magzat szdmara és (2) ezzel egyidejiileg immunkompetitiv marad,
azaz hatékony immunvalaszt biztosit a patogénekkel szemben. Az
immuntoleranciaban kdzponti szerepe van a szabalyozo T-sejteknek
(Treg-sejt). A karmester funkcidju Trg-sejtek az anya-magzati
hatarfeliileten valamennyi immunsejt mikodésére hatnak. Egy-sejt
transzkriptomikai analizissel igazoltak, hogy az anya-magzati
hatérfeltleten talalhatd Trg-sejtek a deciduaban differencialédnak.
Habar, a periférids Tieg-sejt differenciacio mechanizmusa még nem
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teljesen ismert, az mar bizonyitott, hogy a trofoblaszt sejtek
meghataroz6  szerepet tbltenek be a folyamatban. A
szinciciotrofoblasztsejtek olyan multinukleéris sejtek, amelyek
kozvetlen kapcsolatban allnak az anyai vérrel. Az anya-magzati
hatarfelilleten a trofoblasztok jelentik az EV-k legjelentésebb
forrasat. A trofoblaszt-eredetli iEV-k célsejtjei kozott kiemelt helyet
foglalnak el a keringd T-sejtek. A trofoblaszt-eredett EV-k T-
sejtekre gyakorolt hatdsainak vizsgélata a disszertaci6 f6 kérdéskore.
Szamos szovOdményes terhesség hétterében a megvaltozott
immunrendszer miikodése all. A preeklampszia szisztémas,
progressziv terhesség-specifikus kérkép, amely a varanddssagok
mintegy 3-7%-at érinti. Preeklampszidban az anyai immun- és
kardiovaszkuldris rendszer elégtelen adaptacioja a terhesség masodik
felében djonnan kialakul6 magasvérnyomas, proteinuria ill.
tobbszervi diszfunkcié tiinetegylitteséhez vezet. A preeklampszia
patomechanizmusa még nem teljesen ismert, de az bizonyitottnak
latszik, hogy kialakuldsdban az anyai immunsejtek megvaltozott
miikodésének kulcs szerepe van. A preeklampszids varandosok
placentdjdban szignifikansan tobb aktivalt M1 makrofagot
azonositottak. Az M1 makrofagok hozzajarulnak a gyulladés
kialakulasahoz és gatoljak a trofoblaszt sejtek motilitasat, negativan
befolyasolva a trofoblaszt invaziét és a spirélis artéria atrendez6dést.
A véranddsség soran a trophoblaszt-eredetli EV-k megvaltoztathatjak
a monocitak mitkodését, ami szerepet jatszhat a preeklampszia

kialakulasaban.



2. Célkitiizés

Az EV-k szerepének vizsgédlata az anyai immuntolerancia
kialakuldsaban, in vitro és ex vivo vizsgalati rendszerekben.
Megvalaszolandd kérdések, megoldand6 feladatok:
Trofoblaszt-eredeti EV-k hatasainak vizsgalata in vitro modell
rendszerben, a BeWo trofoblasztszerti sejtvonal felhasznalasaval:

1. Befolyasoljadk-e a BeWo eredetii EV-k (BeWo EV) a CD4" T-
sejtek mitk6dését és polarizaciojat?

2. A BeWo EV-k mely molekularis dsszetevdi teheték felelGssé a
CDA4" T-sejtekre kifejtett hatasért?

3. Szerepe van-e a BeWo EV-k HSPE1 expresszidjanak a CD4" T-
sejtekre gyakorolt hatasban?

4. Szerepet jatszik-e a HSPE1 a Treg-sejtek heterogenitasaban?

Keringd EV mintazat immunrendszerre gyakorolt hatasainak
vizsgalata in vitro modell rendszerben:

1. Preeklampszia-asszocialt keringé EV-k azonositasa sejteredet
szerint.

2. A keringd preeklampszia-asszocidlt EV-k célsejtjeinek
azonositasa.

3. Kering6 anyai EV-k monocitékra gyakorolt hatasainak vizsgélata
in vitro rendszerben.

4. A kering6 anyai EV-k monocitékra gyakorolt hatdsainak komplex

molekularis jellemzése.



3. Mdodszerek

Biologiai mintak

Vizsgalatainkhoz 45 egészséges nem terhes nd periférids vérmintajat
dolgoztuk fel, amelyet az Orszagos Vérellatd Szolgalattol szereztiink
be. Klinikai mintdk: a Semmelweis Egyetem Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinika &ltal Kivizsgélt és gondozott harmadik
trimeszteres 25 preeklampszids varandos periféridas vérmintait
hasznaltuk fel kutatasainkhoz. Kontroll csoportként életkorban és
gesztacios korban illesztett 20 egészséges terhes periférias vérmintait
alkalmaztuk. A vizsgalatokba bevont egyének sziilészeti
anamnézisében nem szerepelt spontan vetélés, terhességi diabetes
mellitus, proteinuria, illetve preeklampszia sem. Mindkét vizsgalati
csoportban kizard kritérium volt barmilyen diagnosztizalt krénikus
betegség vagy akut infekcié6 fennédllasa. A vizsgalatokat a
Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga és a Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsag (TUKEB) engedélyezte.

Mononukleéris sejtek izolalasa

A mononukledris sejteket (PBMC) steril korilmények kozott
stiriség gradiens alapu centrifugalassal (2 500 g; 20 perc) lassu
gyorsitasi és leallitasi méddal izolaltuk. A szeparalt sejteket foszfat
pufferes sdoldatban (PBS) mostuk, majd 10% dimetil-szulfoxid
tartalmu magzati borjusavo (FBS) fagyaszt6 oldatban lefagyasztottuk
és -80 °C fokon taroltuk felhasznalasig.

Trombocita mentesitett plazma szeparalasa

A plazmafrakcié elvalasztasahoz a vérmintakat 800 g sebességen 5
percen at centrifugdltuk. A trombocita-szegény plazma (PPP)

izolalasat centrifugalassal végeztiik, 2 500 g gyorsulassal, 15 percen
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keresztiil, szobahOmérsékleten. Egy tovabbi 1épéssel (2 500 g; 15
perc) trombocita mentes plazmat (PFP) izolaltunk, melyet
felhasznalasig -80 °C fokon téaroltunk.

Sejttenyésztés és génkilitott sejtvonal létrehozasa

BeWo sejteket 2 mM L-glutamin, 10% HyClone® FBS, 5% gliikoz,
1 mM nétrium-piruvéat, 1% of Gibco® MEM NEAA, 100 U/mL
penicillin és 100 pg/mL streptomycin tartalma Ham F12/K
médiumban tenyésztettiik.

A HSPE1l KO sejtvonal létrehozasdhoz a BeWo sejtekben a
CRISPR/Cas9 genomszerkesztd rendszer segitségével
elektroporaciés mddszerrel inaktivaltuk a HSPE1 gént. A HSPE1-es
gén megcélzasara alkalmas szintetikus SgRNS tervezéséhez a
Synthego CRISPR Design Tool programot alkalmaztuk. A
transzfekciohoz 1,8 x 10° BeWo sejthez 100 pmol/uL. sgRNS-t, 20
pmol Cas9-NLS-t, 19,6 pL transzfekcidos koktélt (82%:18%
ardnyban SF médium + transzfekcids kiegészitd) és 0,4 pug
pMaxGFP  (lpg/mL) plazmid vektort adtunk. A BeWo
sejtszuszpenzidt a nukleokiivettdba mértiik be és végrehajtottuk a
sejtvonal optimalizalt nukleofekciot (Nucleofector 4D-X késziilék).
A transzfekcios hatékonysidgot DNS (Sanger szekvenalas) €és RNS
(gPCR génexpresszid) szinten hataroztuk meg, majd a Synthego ICE
analizist is elvégeztik.

Humén limfocitdk tenyésztése, szortoldsa és in vitro Treg-sejt
iranyu differencialtatasa

A fagyasztashdl felolvasztott PBMC mintakat 24 o6ran keresztil
RPMI 1640 médiumba tenyésztettik, majd centrifugalas utan

szortold oldatban reszuszpendalva anti-human CD4 antitesttel
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jeloltik. A CD4* sejteket SONY SH800S sejtszorter segitségével
szortoltuk. A CD4* sejteket 5 x 10° koncentracidban sejttenyésztd
plate-be helyeztik és 32 IU/mL rekombindns human IL-2 és
Dynabeads™ Human T-Activator gyongyokkel aktivaltuk. A Tieg-
sejtek differencialtatdsahoz az aktivalt CD4" T-sejteket rekombinans
HSPE1 (rHSPE1) fehérjével (1 pg/mL, 2,5 pg/mL, 10 pg/mL, 15
pg/mL), 1 x 10° GFP transzfektalt BeWo sejt-eredetti iEV-vel, vagy
1 x 10% HSPE1 KO BeWo sejt-eredetii iEV-vel kezeltik. 72 6ra
elteltével az  aktivaciés gyongydket maégneses oszlopon
eltavolitottuk, majd a sejteket mosast kovetéen 100 pL autoMACS
pufferbe felvéve immunfenotipizaltuk. A Trg-sejtek azonositasdhoz
a kovetkezd jelolési kombinaciot alkalmaztuk: anti-human CD25-
FITC, anti-human CD3-AF647, anti-human CD127-PE/Cy7. A
CD3*/CD25Ms™/CD127"ow+ Treg-sejteket holomikroszkopos
vizsgélatra, steril kérilmények kozott szortoltuk.

Az extracellularis vezikulak izolalasa és jellemzése

Az EV-k izolaldsara két modszert alkalmaztunk: (1) differencidl
centrifugalast, és (2) méretkizarasos kromatografiat. Az izolalast
kovetden a Nemzetkozi Vezikula Tarsasag ajanldsdnak megfeleléen
vegeztik az EV-k jellemzését. A BeWo sejt-eredeti EV-k
izolalasahoz 2 x 10° BeWo sejtet 10 mL tenyésztdé médiumban
tenyésztettiink. Az EV frakcidk izolalasat 4 Iépésben végeztik el: 1)
sejtmentesité centrifugalas (800 g, 5 perc), 2) apoptotikus test
mentesités (2 000 g, 15 perc), 3) IiEV frakcid izolalas (12 500 g, 20
perc), 4) sEV frakcié izolalas (100 000 g, 70 perc). A kezelésekhez
hasznalt iEV és sEV frakciokat felhasznalas elétt filtralt PBS-sel

mostuk, az izolalassal megegyez6 centrifugalasi protokoll szerint.
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A plazma mintakbdl toérténd EV izolalast mintanként 1 mL PFP-bél
végeztilk, melyet 0,2 um-es membranon sziirt 1,5 mL PBS-sel
higitottunk. Az iEV, SEV és EV-mentes frakcidk izolalasat a BeWo-
sejtvonal FU-bol torténd izolalasahoz hasznalt protokollt szerint
végeztik.

Az EV-k méreteloszlasat dinamikus fényszérassal és magas-
felbontast aramlasi citométerrel hataroztuk meg. Az EV-asszocialt
fehérjéket tomegspektrometriaval, az EV-asszocialt miRNS-ket Uj
generacios szekvenaléssal azonositottuk.

EV-célsejt interakciok és funkcionalis vizsgalatok

Aramlasi  citométerrel  végeztik a  sejtek és  EV-k
immunfenotipizalasat, az EV-célsejt kotédési és  fagocitozis
vizsgalatokat, valamint az EV indukalta sejtciklus analizist.

Az EV indukalta sejtmigracios vizsgalatokat holomikroszkoppal, az
EV-k kemotaktikus hatasanak vizsgalatat Neuroprobe esszével, a
sejtadhézid mérését pedig xCELLigence rendszerrel végeztik el. Az
EV indukalta citokin génexpresszié meghatarozast ABI7900 gPCR-
rel kiviteleztik.

Egy-sejt transzkriptomikai analizis

A Teg-sejt, CD4* T-sejt és 68K PBMC nyers szekvenalasi adatokat a
10x Genomics online adattarbdl toltéttik le. Python alapi Scanpy
1.3.7-es verziéju szoftvert hasznaltunk az adatok el6feldolgozasara
és clemzésére. Az adatsziirésre és mindségellendrzésre az alabbi
paramétereket hasznaltuk: sejt sziir6, gén sziir6, és mitokondridlis
sziir6. A sejteket klaszterekbe soroltuk a louvain algoritmus
segitségével (felbontds = 0,8). Az adatok megjelenitésére az

egyenletes sokasag becslése és projekcija (Uniform Manifold
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Approximation and Projection, UMAP) dimenziéredukciés modszert
hasznaltuk. A sejt klassztereket manualisan annotaltuk, felhasznalva
az egyes sejtklaszterekben detektalt top 50 legmagasabb expressziot
mutaté gént, valamint az irodalombol ismert sejttipus markereket.
Statisztika

A normal eloszlast mutatd adatok esetében kétoldali paratlan
Student’s t-tesztet alkalmaztunk. A tobbparaméteres, normal
eloszlasu analizis soran egyutas ANOVA tesztet hasznaltuk Dunett
post hoc tesztet alkalmazva, Bonferroni korrekcios eljarassal. A nem
normalis eloszlasi kétparaméteres adatok esetében a Mann-Whitney
U tesztet, a tObbparaméteres analizisek esetében ANOVA tesztet
hasznaltuk Kruskal-Wallis posztteszttel kiegészitve. A statisztikai
szignifikancia szintet p<0,05-re allitottuk.



4. Eredmények

BeWo iEV-k és rHSPEL in vitro Treg-sejt differenciaciot indukal

indukaltak. A Treg-sejt differencidciot indukéald hatas hatterében &lld
molekularis mechanizmus feltarasa céljabol elvégeztik az iEV-k
tomegspektrometriai vizsgalatat, amellyel a de novo fehérje-
hajtogatashan (G0:0006458, p = 0.00072) résztvevd, T-sejt
aktivalasra képes HSPE1 fehérjét is ki tudtuk mutatni, majd a
azonositottuk a HSPE1l fehérje topoldgiai elhelyezkedését:
kimutattuk, hogy a HSPE1l fehérje az iEV-k membranjaban és
intravezikularis lumenében egyarant megtalalhat6. A HSPE1 fehérje
Treg-Sejt  differencidcioban jatszott szerepének a vizsgélatdhoz
els6ként a rekombinéns fehérje (rHSPE1) hat&sat vizsgéltuk meg.
Kimutattuk, hogy az izolalt CD4" T-sejtek 72 dras rHSPEL
fehérjével torténd kezelése Trg-Sejt differenciaciét indukal. A
detektalt Treg-Sejt képz6dés rHSPE1 koncentracio-fiiggd. Az in vitro
differencialtatott Treg-Sejtek életképesek voltak, amit

holomikroszkopos vizsgélattal igazolni tudtunk.

A Treg-sejtek HSPE1 expresszidja és heterogenitasanak
vizsgalata

A HSPE1 Tg-sejtek fennmaraddsaban jatszott szerepének
igazoldsara in silico egy-sejt transzkriptomikai maddszert
alkalmaztunk. A Trg-sejtek analizise sordn 7 sejt-alcsoportot

azonositottunk a globalis génexpresszios profil alapjan.
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A HSPE1 minden Tg-sejt alcsoportban expresszalédott, de az egyes
altipusokban az expresszié mértéke eltérd volt. A Treg-Sejt klaszterek
analizise sordn azonositott Treg-sejt markergéneket felhasznalva, a
CD4" T-sejt populaciora alkalmazva 3 Treg-Sejt alcsoportot tudtunk
sikeresen elkuloniteni: naiv, effektor-aktivalt és memoria Treg-
sejteket. A 3 azonositott sejtcsoport a bioinformatikai klaszterezés
szempontjabol 2 csoportként volt elkiilonithetd, mivel a globalis
génexpresszios mintdzat a naiv és effektor-aktivalt Teg-sejtek
eseteben a vizsgalt mintaban nagy atfedést mutatott. A CAPG gén a
CD4" T-sejt populéciok kozil a Treg-sejtekben mutatta a legnagyobb
expressziét. Mindharom vizsgélt mintdban a HSPEL expresszid Treg-
sejt alcsoport-fiiggd expresszios mértéket mutatott. A T-sejt
klaszterekben a memdria T-sejt és memoria Treg-Sejtek specifikusan

magas CAPG expressziot mutattak.

BeWo EV-k miRNomja segiti a Treg iranyu differenciaciot

Az immuntolerancia kialakitasdban, beleértve a  Treg-Sejt
differenciaciot is, a miRNS halozatok is kiemelkedd szerepet
jatszhatnak. A trofoblaszt-eredeti EV-k mIiRNS tartalmanak
vizsgalatdval immuntolerancia-asszocialt miRNS-ket detektaltunk:
1) kimutattuk a Th17 iranyu szignalizaciés Gtvonalat gatl6 hsa-miR-
23b miRNS mind az iEV, mind az sEV frakciéban; 2.) detektaltuk a
Treg-Sejt differenciacidban kritikus hsa-miR-146a és hsa-miR-155
miRNS-ket; 3.) azonositottuk a tolerancia-miRNS-ként ismert, hsa-
miR-22 és hsa-miR-221 miRNS-ket; 4.) detektaltuk az antigén-
specifikus 1L-10 szecerndld Treg-Sejt differenciaciohoz fontos hsa-

miR-17~92 policisztronikus miRNS klaszter minden tagjat. Ezek

11



mellett a C19MC trofoblaszt-specifikus miRNS klaszter minden

génjének expresszidjat igazoltuk az iEV és az SEV frakcidkban.

Keringé preeklampszias EV-K sejt-eredet szerinti mintazata

Osszehasonlitottuk a preeklampszias és egészséges varandosok
keringd EV mintazatat. Legnagyobb koncentracidban trombocita-
eredet{i és trofoblaszt-eredetii EV-ket detektaltunk. Ugyanakkor az
aktivalt trombocita-eredetii EV-k szama szignifikansan csokkent a
preeklampszids varandosokban. Ezzel szemben szignifikansan tobb
szdveti faktort expresszdl6 EV volt a preeklampszids egyének

plazmajéaban.

EV- célsejt interakcié vizsgalata

Az egészséges és preeklampszids varanddsok plazmajabol izolalt
IEV-k egyarant k6t6dnek a THP-1 monocitaszer(i sejtekhez Azonban
a preeklampszias IEV-ket szignifikansan kisebb mértékben

fagocitaljak a THP-1 sejtek.

EV indukalta sejtmigracios hatasok vizsgélata

Az egészséges és a preeklampszias varanddsok plazmaéjabdl izolalt
IEV-k kemoattraktans hatastak a THP-1 sejtekre, azonban a
preeklampszias IEV-k kemotaktikus hatdsa szignifikansan kisebb
mértéki.

A holomikroszkopos vizsgélat sordn a kezeletlen THP-1 sejtekhez
képest mind a preeklampszias, mind az egészséges iEV-k stimulaltak

hatdsa koz6tt nem volt szignifikdns eltérés. Azonban a
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preeklampszids IiEV-k szignifikdnsan alacsonyabb sejtmotilitast
indukaltak a THP-1 sejtekben.

EV indukalta citokin expresszio vizsgalata

Az egészséges, és a preeklampszias iIEV-k fokozzak a TNF mRNS
expressziot THP-1 sejtekben. A preeklampszids iEV-k hatasa
azonban szignifikdnsan nagyobb. A fokozott TNF termelést fehérje
szinten intracellularisan és az indukalt sejtek fellllsz6jabdl,
szecernalt formaban is igazoltuk. Az iEV-k altal indukalt hatasok
magyarazatara elvégeztik az EV frakciok fehérje analizisét
tdmegspektrometriaval. Az egészséges IEV-k komplex interakcids
térképe kemoattraktans, adhéziés és migraciés fehérjehalozatot
mutatott. Ezzel szemben a preeklampszids iEV-k esetében kevesebb
kemoattraktans és migréacids fehérjét, és tobb inflammatorikus
fehérjét detektaltunk. A preeklampszias mintékban a fehérjék kozotti
kapcsolatok is gyengébbek voltak az egészséges iEV-kben
detektéltakhoz képest.
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5. Kovetkeztetések

+ A BeWo IEV in vitro Treg-sejt differencialodast indukal.

* A BeWo EV-kben immunsejt aktivdld és a de novo
fehérjehajtogatasban szerepet jatszé fehérje-hal6zat van, amelybél
kiemelendé a HSPEI.

* A HSPEl és az iEV-asszocidlt HSPEl in vitro Treg-Sejt
differenciaciot indukal human naiv CD4* T-sejtekbdl.

* Az egy-sejt transzkriptomikai adatok alapjan a HSPEIL eltérd
expressziot mutat a Treg-Sejt alcsoportokban.

* Az egy-sejt transzkriptomikai adatok alapjan a memodria Treg-
sejtekben a CAPG gén jellegzetesen magas expressziot mutat, amely
markerként hasznalhaté a memoria Treg-sejtek azonositasara.

* A BeWo EV-kben taldlhaté miRNS mintdzat az immuntolerancia
kialakuldsanak kedvez, foként a Treg-sejt irdnyu differenciacid révén.
* Preeklampsziaban eltér a keringd EV mintazat az egészséges
varanddsok plazméajaban detektalhaté mintazattdl.

* Mind a preeklampszias egyének, mind az egészséges varandosok
plazméjabdl izolalt iEV-k k6t6dnek a monocita sejtekhez.

* A terhességgel asszocialt iEV-k monocitdkhoz torténd kotodése
fagocitézist indukal, azonban a preeklampszia-asszocialt iEV-ket a
THP-1 sejtek kevéshé fagocitaljak.

* A preeklampszia-asszocialt iEV-k szignifikdnsan csokkentik a
THP-1 sejtek motilitasat és fokozzék az adhézidjukat.

* A preeklampszia-asszocidlt iEV-k TNF és IL-6 termelést
indukalnak a THP-1 sejtekben.

* A preeklampszia-asszocialt EV-kben eltérd sejtmigracios, adhézios

és gyulladasos fehérje haldzat van a kontroll csoporthoz képest.
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