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1. Bevezetés – irodalmi háttér 

 
Egy új élet születése két különböző genom együttműködésétől függ. 

A fejlődő embrió és az anyai immunrendszer között a folyamatos 

kétirányú kommunikáció kiemelkedő fontosságú. Az intercelluláris 

kommunikáció egyik legdinamikusabb formája a sejtek által termelt 

extracelluláris vezikula (EV) közvetített párbeszéd. Az EV-k aktív 

szerepet játszanak az ivarsejtek érési folyamataiban, a 

beágyazódásban, és feltehetőleg a várandósság kapcsán az 

immuntolerancia kialakításában és fenntartásában is. Az EV-k 

csoportosítása méreteloszlásuk alapján, illetve biogenezisük alapján 

történik. Méretük alapján a következő csoportokba sorolhatók: kis 

méretű EV-k (sEV), közepes méretű EV-k (iEV) és nagy EV-k 

(lEV). Az EV-k strukturált multimolekuláris összetétele (fehérje, 

miRNS, lipid mintázat) befolyásolja a célsejtek működését. A 

decidua sejtjeinek mintegy 40%-át immunsejtek alkotják. 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 szerepe van a szabályozó T-sejteknek 

(Treg-sejt). A karmester funkciójú Treg-sejtek az anya-magzati 

határfelületen valamennyi immunsejt működésére hatnak. Egy-sejt 

transzkriptomikai analízissel igazolták, hogy az anya-magzati 

határfelületen található Treg-sejtek a deciduában differenciálódnak. 

Habár, a perifériás Treg-sejt differenciáció mechanizmusa még nem 
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teljesen ismert, az már bizonyított, hogy a trofoblaszt sejtek 

meghatározó szerepet töltenek be a folyamatban. A 

szinciciotrofoblasztsejtek olyan multinukleáris sejtek, amelyek 

közvetlen kapcsolatban állnak az anyai vérrel. Az anya-magzati 

határfelületen a trofoblasztok jelentik az EV-k legjelentősebb 

forrását. A trofoblaszt-eredetű iEV-k célsejtjei között kiemelt helyet 

foglalnak el a keringő T-sejtek. A trofoblaszt-eredetű EV-k T-

sejtekre gyakorolt hatásainak vizsgálata a disszertáció fő kérdésköre. 

Számos szövődményes terhesség hátterében a megváltozott 

immunrendszer működése áll. A preeklampszia szisztémás, 

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 ill. 

többszervi diszfunkció tünetegyütteséhez vezet. A preeklampszia 

patomechanizmusa még nem teljesen ismert, de az bizonyítottnak 

látszik, hogy kialakulásában az anyai immunsejtek megváltozott 

működésének kulcs szerepe van. A preeklampsziás várandósok 

placentájában szignifikánsan több aktivált M1 makrofágot 

azonosítottak. Az M1 makrofágok hozzájárulnak a gyulladás 

kialakulásához és gátolják a trofoblaszt sejtek motilitását, negatívan 

befolyásolva a trofoblaszt inváziót és a spirális artéria átrendeződést. 

A várandósság során a trophoblaszt-eredetű EV-k megváltoztathatják 

a monociták működését, ami szerepet játszhat a preeklampszia 

kialakulásában.  
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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 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 

Biológiai minták  

Vizsgálatainkhoz 45 egészséges nem terhes nő perifériás vérmintáját 

dolgoztuk fel, amelyet az Országos Vérellátó Szolgálattól szereztünk 

be. 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 

alkalmaztuk. 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. A vizsgálatokat a 

Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsága és a Tudományos és 

Kutatásetikai Bizottság (TUKEB) engedélyezte. 

Mononukleáris sejtek izolálása 

A mononukleáris sejteket (PBMC) steril körülmények között 

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. 

Trombocita mentesített plazma szeparálása   

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 
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keresztül, szobahőmérsékleten. Egy további lépéssel (2 500 g; 15 

perc) trombocita mentes plazmát (PFP) izoláltunk, melyet 

felhasználásig -80 °C fokon tároltunk. 

Sejttenyésztés és génkiütött sejtvonal létrehozása 

BeWo sejteket 2 mM L-glutamin, 10% HyClone® FBS, 5% glükóz, 

1 mM nátrium-piruvát, 1% of Gibco® MEM NEAA, 100 U/mL 

penicillin és 100 μg/mL streptomycin tartalmú Ham F12/K 

médiumban tenyésztettük. 

A HSPE1 KO sejtvonal létrehozásához a BeWo sejtekben a 

CRISPR/Cas9 genomszerkesztő rendszer segítségével 

elektroporációs módszerrel inaktiváltuk a HSPE1 gént. A HSPE1-es 

gén megcélzására alkalmas szintetikus sgRNS tervezéséhez a 

Synthego CRISPR Design Tool programot alkalmaztuk. A 

transzfekcióhoz 1,8 x 105 BeWo sejthez 100 pmol/μL sgRNS-t, 20 

pmol Cas9-NLS-t, 19,6 μL transzfekciós koktélt (82%:18% 

arányban SF médium + transzfekciós kiegészítő) és 0,4 μg 

pMaxGFP (1μg/mL) plazmid vektort adtunk. A BeWo 

sejtszuszpenziót a nukleoküvettába mértük be és végrehajtottuk a 

sejtvonal optimalizált nukleofekciót (Nucleofector 4D-X készülék). 

A transzfekciós hatékonyságot DNS (Sanger szekvenálás) és RNS 

(qPCR génexpresszió) szinten határoztuk meg, majd a Synthego ICE 

analízist is elvégeztük. 

Humán limfociták tenyésztése, szortolása és in vitro Treg-sejt 

irányú differenciáltatása 

A fagyasztásból felolvasztott PBMC mintákat 24 órán keresztül 

RPMI 1640 médiumba tenyésztettük, majd centrifugálás után 

szortoló oldatban reszuszpendálva anti-humán CD4 antitesttel 
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jelöltük. A CD4+ sejteket SONY SH800S sejtszorter segítségével 

szortoltuk. A CD4+ sejteket 5 x 105 koncentrációban sejttenyésztő 

plate-be helyeztük és 32 IU/mL rekombináns humán IL-2 és 

Dynabeads™ Human T-Activator gyöngyökkel aktiváltuk. A Treg-

sejtek differenciáltatásához az aktivált 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 követően 100 μL autoMACS 

pufferbe felvéve 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 holomikroszkópos 

vizsgálatra, steril körülmények között szortoltuk. 

Az extracelluláris vezikulák izolálása és jellemzése 

Az EV-k izolálására két módszert alkalmaztunk: (1) differenciál 

centrifugálást, és (2) méretkizárásos kromatográfiát. Az izolálást 

követően a Nemzetközi Vezikula Társaság ajánlásának megfelelően 

végeztük az EV-k jellemzését. A BeWo sejt-eredetű EV-k 

izolálásához 2 x 106 BeWo sejtet 10 mL tenyésztő médiumban 

tenyésztettünk. Az EV frakciók izolálását 4 lépésben végeztük el: 1) 

sejtmentesítő centrifugálás (800 g, 5 perc), 2) apoptotikus test 

mentesítés (2 000 g, 15 perc), 3) iEV frakció izolálás (12 500 g, 20 

perc), 4) sEV frakció izolálás (100 000 g, 70 perc). A kezelésekhez 

használt iEV és sEV frakciókat felhasználás előtt filtrált PBS-sel 

mostuk, az izolálással megegyező centrifugálási protokoll szerint.  
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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 izolálásához használt protokollt szerint 

végeztük.  

Az EV-k méreteloszlását dinamikus fényszórással és magas-

felbontású áramlási citométerrel határoztuk meg. Az EV-asszociált 

fehérjéket tömegspektrometriával, az EV-asszociált miRNS-ket új 

generációs szekvenálással azonosítottuk.  

EV-célsejt interakciók és funkcionális vizsgálatok  

Áramlási citométerrel végeztük a sejtek és EV-k 

immunfenotipizálását, az EV-célsejt kötődési és fagocitózis 

vizsgálatokat, valamint az EV indukálta sejtciklus analízist.  

Az EV indukálta sejtmigrációs vizsgálatokat holomikroszkóppal, az 

EV-k kemotaktikus hatásának vizsgálatát Neuroprobe esszével, a 

sejtadhézió mérését pedig xCELLigence rendszerrel végeztük el. Az 

EV indukálta citokin génexpresszió meghatározást ABI7900 qPCR-

rel kiviteleztük. 

Egy-sejt transzkriptomikai analízis 

A Treg-sejt, CD4+ T-sejt és 68K PBMC nyers 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, gén szűrő, és mitokondriális 

szűrő. A sejteket klaszterekbe soroltuk a louvain algoritmus 

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

egyenletes sokaság becslése és projekciója (Uniform Manifold 
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Approximation and Projection, UMAP) dimenzióredukciós módszert 

használtuk. A sejt klassztereket manuálisan annotáltuk, felhasználva 

az egyes sejtklaszterekben detektált top 50 legmagasabb expressziót 

mutató gént, valamint az irodalomból ismert sejttípus markereket. 

Statisztika 

A normál eloszlást mutató adatok esetében kétoldali páratlan 

Student’s t-tesztet alkalmaztunk. A 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 

 

BeWo iEV-k és rHSPE1 in vitro Treg-sejt differenciációt indukál 

A BeWo iEV-k CD4+ T-sejtek in vitro Treg irányú differenciációját 

indukálták. A Treg-sejt differenciációt indukáló hatás hátterében álló 

molekuláris mechanizmus feltárása céljából elvégeztük az iEV-k 

tömegspektrometriai vizsgálatát, amellyel a de novo fehérje-

hajtogatásban (GO:0006458, p = 0.00072) résztvevő, T-sejt 

aktiválásra képes HSPE1 fehérjét is ki tudtuk mutatni, majd a 

HSPE1 EV-asszociációját bizonyítottuk. Áramlási citométerrel 

azonosítottuk a HSPE1 fehérje topológiai elhelyezkedését: 

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

intravezikuláris lumenében egyaránt megtalálható. A HSPE1 fehérje 

Treg-sejt differenciációban játszott szerepének a vizsgálatához 

elsőként a rekombináns fehérje (rHSPE1) hatását vizsgáltuk meg. 

Kimutattuk, hogy az izolált CD4+ T-sejtek 72 órás rHSPE1 

fehérjével történő kezelése Treg-sejt differenciációt indukál. A 

detektált Treg-sejt képződés rHSPE1 koncentráció-függő. Az in vitro 

differenciáltatott Treg-sejtek életképesek voltak, amit 

holomikroszkópos vizsgálattal igazolni tudtunk. 

 

A Treg-sejtek HSPE1 expressziója és heterogenitásának 

vizsgálata  

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. 
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A HSPE1 minden Treg-sejt alcsoportban expresszálódott, de az egyes 

altípusokban az expresszió mértéke eltérő volt. A Treg-sejt klaszterek 

analízise során azonosított Treg-sejt markergéneket felhasználva, a 

CD4+ T-sejt populációra alkalmazva 3 Treg-sejt alcsoportot tudtunk 

sikeresen elkülöníteni: naiv, effektor-aktivált és memória Treg-

sejteket. 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. Mindhárom vizsgált mintában a HSPE1 expresszió Treg-

sejt alcsoport-függő expressziós mértéket mutatott. A T-sejt 

klaszterekben a memória T-sejt és memória Treg-sejtek specifikusan 

magas CAPG expressziót mutattak. 

 

BeWo EV-k miRNomja segíti a Treg irányú differenciációt 

 Az immuntolerancia kialakításában, beleértve a Treg-sejt 

differenciációt is, a miRNS hálózatok is kiemelkedő szerepet 

játszhatnak. A trofoblaszt-eredetű EV-k miRNS tartalmának 

vizsgálatával immuntolerancia-asszociált miRNS-ket detektáltunk: 

1) kimutattuk a Th17 irányú szignalizációs útvonalat gátló hsa-miR-

23b miRNS mind az iEV, mind az sEV frakcióban; 2.) detektáltuk a 

Treg-sejt differenciációban kritikus hsa-miR-146a és hsa-miR-155 

miRNS-ket; 3.) azonosítottuk a tolerancia-miRNS-ként ismert, hsa-

miR-22 és hsa-miR-221 miRNS-ket; 4.) detektáltuk az antigén-

specifikus IL-10 szecernáló Treg-sejt differenciációhoz fontos hsa-

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



12 

 

mellett a C19MC trofoblaszt-specifikus miRNS klaszter minden 

génjének expresszióját igazoltuk az iEV és az sEV frakciókban. 

 

Keringő preeklampsziás EV-k sejt-eredet szerinti mintázata 

Összehasonlítottuk a preeklampsziás és egészséges várandósok 

keringő EV mintázatát. Legnagyobb koncentrációban trombocita-

eredetű és trofoblaszt-eredetű EV-ket detektáltunk. Ugyanakkor az 

aktivált trombocita-eredetű EV-k száma szignifikánsan csökkent a 

preeklampsziás várandósokban. Ezzel szemben szignifikánsan több 

szöveti faktort expresszáló EV volt a preeklampsziás egyének 

plazmájában. 

 

EV- célsejt interakció vizsgálata 

Az egészséges és preeklampsziás várandósok plazmájából izolált 

iEV-k egyaránt kötődnek a THP-1 monocitaszerű sejtekhez Azonban 

a preeklampsziás iEV-ket szignifikánsan kisebb mértékben 

fagocitálják a THP-1 sejtek. 

 

EV indukálta sejtmigrációs hatások vizsgálata 

Az egészséges és a preeklampsziás várandósok plazmájából izolált 

iEV-k kemoattraktáns hatásúak a THP-1 sejtekre, azonban a 

preeklampsziás iEV-k kemotaktikus hatása szignifikánsan kisebb 

mértékű.  

A holomikroszkópos vizsgálat során 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-k 

hatása között nem volt szignifikáns eltérés. Azonban a 
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preeklampsziás iEV-k szignifikánsan alacsonyabb sejtmotilitást 

indukáltak a THP-1 sejtekben. 

 

EV indukálta citokin expresszió vizsgálata 

Az egészséges, és a preeklampsziás iEV-k fokozzák a TNF mRNS 

expressziót THP-1 sejtekben. A preeklampsziás iEV-k hatása 

azonban szignifikánsan nagyobb. A fokozott TNF termelést fehérje 

szinten intracellulárisan és az indukált sejtek felülúszójából, 

szecernált formában is igazoltuk. Az iEV-k által indukált  hatások 

magyarázatára elvégeztük az EV frakciók fehérje analízisét 

tömegspektrometriával. Az egészséges iEV-k komplex interakciós 

térképe kemoattraktáns, adhéziós és migrációs fehérjehálózatot 

mutatott. Ezzel szemben a preeklampsziás iEV-k esetében kevesebb 

kemoattraktáns és migrációs fehérjét, és több inflammatorikus 

fehérjét detektáltunk. A preeklampsziás mintákban a fehérjék közötti 

kapcsolatok is gyengébbek voltak az egészséges iEV-kben 

detektáltakhoz képest. 
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5. Következtetések 

•   A BeWo iEV in vitro Treg-sejt differenciálódást indukál. 

• A BeWo EV-kben immunsejt aktiváló és a de novo 

fehérjehajtogatásban szerepet játszó fehérje-hálózat van, 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. 

• Az egy-sejt transzkriptomikai adatok alapján a memória Treg-

sejtekben a CAPG gén jellegzetesen magas expressziót mutat, amely 

markerként használható a memória Treg-sejtek azonosítására. 

• 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 szignifikánsan csökkentik a 

THP-1 sejtek motilitását 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 hálózat van a kontroll csoporthoz képest. 
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