Szakmai zardjelentés dr. Szereday Laszlo

»Az implantacio immunoldgiaja: az anyai immunrendszer szabalyozasi mechanizmusainak
vizsgalata a beagyazodas soran”

I. Periférias immunvalasz osszehasonlito vizsgilata implantacios eredetii terhességi
betegségben (Pre-eclampsia) szenvedo terhesekben, egészséges terhesekben és nem terhes
ndkben

41 olyan terhes nd vett részt a kutatdsban, akik a pre-eclampsia stlyos tiineteit mutattak,
ugymint hypertonia, proteinuria és 0déma (1. tablazat). 41 egészséges a terhesség azonos
id6szakaban 1évé ndé (3. trimeszter) és 48 nem terhes nd alkottdk a kontroll csoportokat
(1.tablazat).

Vizsgalt betegek klinikai adatai (1. Tablazat):

Csoportok Egészséges terhesek Pre-eclampsia Nem-terhes
(n=41) (n=41) onkéntesek (n=48)

Eletkor (4tlag) 27.7 26.5 28.95

Terhességi kor 35.9 (27-41) 35.8 (29-40) -

(atlag+SE)

Paritas 0.875 (0-3) 0.305 (0-2) -

(atlag+SE)

Korabbi vetélések 0.32 (0-3) 0.155 (0-1) -

Szama (atlag+SE)

Az INKT és a Vd2+ T sejtek fontos kapcsolatot teremtenek a természetes és szerzett
immunitds kozott. Annak felismerése, hogy az iNKT és y/0 T sejtek egyarant feldasulnak a
decidudlis szovetekben arra enged kovetkeztetni, hogy mind az iNKT mind a Vo2+ T sejtek
fontos szerepet jatszhatnak a beagyazodas folyaman illetve a terhesség alatt késdbb megjelend
immunologiai  valtozasokban. Kovetkezésképpen jelen tanulmény célja az volt, hogy
megvizsgaljuk az INKT és Vo2+ T sejtek lehetséges szerepét a pre-eclampsia kialakulasaban.

INKT sejtek és Vo2+ T sejtek jellemzése egészséges terhes, nem terhes és pre-eclampsia
tiineteit mutaté nok periférias vérében

INKT és Vo2+ T sejtek aranyat vizsgaltuk egészséges terhes, nem terhes és pre-eclampsia
tiineteit mutatd ndék limfocita populdcidiban. Az eredmények nem mutatnak szignifikans
kiilonbséget, tehat a két vizsgalt sejtpopulacié aranya mindharom vizsgalt csoportban hasonlo.

Ha a vizsgalt sejtek mennyiségében nem is, de a felsziniikon expresszalt markerekben mar
talaltunk eltérést. Eredményeinkbdl lathatd, hogy a Vo2+ T sejtek CD69 expresszidjaban nincs
eltérés a 3 csoport kozott. Azonban szignifikans kiilonbség van a pre-eclampsias betegek CD69+
INKT sejtjeinek szamdban az egészséges terhes, illetve a nem terhes ndk mintaihoz viszonyitva.
Pre-eclampsidsokban ugyanis sokkal tobb olyan iNKT sejt taldlhato melyek kifejezik a korai
aktivacios markert (CD69) a felsziniikon.



Megvizsgaltuk a sejtek perforintartalmat is. Azt talaltuk, hogy egészséges terhes nék iNKT
és Vo2+ T sejtjei szignifikansan kevesebb perforint tartalmaztak, a masik két csoporthoz képes.
Pre-eclampsids betegek iNKT ¢és Vo2+ T sejtjei szignifikdnsabb nagyobb mértékben
expresszalnak intracelluldrisan perforint, mint az egészséges terhesek sejtjei.

A sejtek stimulalasa és permeabilizaldsa utdn megmértilk azok IFN-y expresszidjat. Az
alacsonyabb volt a masik két csoporthoz képest (hasonléan, mint a perforin koncentracional).
Valamint megfigyelhetjiik, hogy a Vo2+ T sejtek INF-y expressziojaban nincs kiilonbség a nem
terhes illetve a pre-eclampsids ndk kozott. Azonban ha az iNKT sejteket tekintjiik, akkor a pre-
eclampsids betegek sejtjeinek nagyobb az IFN-y expresszidja. A magas IFN-y koncentracio
gyulladésos reakciokra utalhat.

Megvizsgaltuk az iINKT ¢és Vo2+ T sejtek CD95 sejtfelszini marker expressziojat.
Eredményeinkbdl lathatd, hogy mindkét sejtpopulacio Fas receptor expresszidja kisebb mértékii a
pre-eclampsiasokban az egészséges terhesekhez képest. Tehat a pre-eclampsids nok periférids
vérében talalhato iNKT ¢és Vo2+ T sejtek kevésbé apoptotikusak, kisebb szamuk pusztul el
programozott sejthaldl 4altal. A nem terhes csoport iNKT sejtjei ugyanolyan mértékben
expresszalnak CD95-t, mint a beteg nék sejtjei, ezzel ellentétben tobb CD95+ V&2+ T sejtjik
van.

A sejtfelszini receptorokat egészséges terhes és pre-eclampsids nék periférids vérének
INKT és Vo2+ T sejt populacidiban vizsgaltuk.

Az inhibitoros jelet kozvetit6 NKG2A receptor kifejezddése kisebb mértékii mind az
INKT mind a Vd2+ T sejtek felszinén pre-eclampsidsokban a masik két betegcsoporthoz képest.
Tehat egészséges terhesekben a vizsgalt sejtek felszinén nagyobb szamban fordulnak el azok az
inhibitor receptorok, melyek gatoljak az NK sejtek citotoxikus aktivitasat.

Egészséges terhes és pre-eclampsias nék periférids vérének iNKT és Vo2+ T sejt
populacidiban nincs szignifikans kiilonbség az NKG2D (NK aktivator) receptor expresszidjaban.

Megvizsgaltuk, hogy milyen mintdt mutat az aktivatoros és inhibitoros receptorok
koexpresszidja, pre-eclampsids illetve egészséges terhes nék mintdiban.

Pre-eclampsidsokban - amennyiben NKG2D/NKG2A koexpressziorol beszEéliink -
szignifikansan kevesebb olyan iNKT sejt van, mely egyszerre hordozza a felszinén az aktivalo és
gatlo receptorokat is, ugyanez elmondhato a betegek Vo2+ T sejtjeirdl is.

A fentiekben tehat megvizsgaltuk, hogy milyen aranyban fordul el iNKT és Vé2+ T
sejtek felszinén egyszerre NK gatld és aktivald receptor. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy amennyiben szignifikans kiilonbség volt egészséges terhes és pre-eclampsias ndk kozott,
ugy minden esetben a pre-eclampsidsok korében talaltunk kevesebb olyan sejtet mely
koexpresszalta volna az adott két receptort. Tehat elmondhatd, hogy a beteg ndknek kevesebb
olyan sejtje van, melynek aktivatoros szigndljait az ugyanazon sejten el6forduld inhibitoros
receptor feliil tudja biralni.

A kapott eredményekbdl kiindulva megvizsgaltuk, hogy milyen ardnyban vannak jelen
pre-eclampsiasok és egészséges terhes ndk periférids vérében olyan iNKT és Vo2+ T sejtek,
melyek az aktivator receptor mellet hordoznak gatlo receptort is a felszinlikon. Tulajdonképpen
szintén koexpresszalast vizsgalunk, azonban ebben az Osszehasonlitdsban nagyobb hangsulyt
fektetiink arra, hogy milyen mértéki az NKG2A (KIR) receptor expresszid azokon az iNKT és
V62+ T sejteken melyek NK aktivator receptort hordoznak a felsziniikon.



Az egészséges terhes ndkben szignifikansan nagyobb azon NKG2D+ iNKT és Vo62+ T
sejtek szama, melyek még gatlo NKG2A receptort is hordoznak a sejtfelsziniikon. Osszegezve a
fenti eredményeket elmondhatd, hogy pre-eclampsiasokban csokken azon iNKT és Vo2+ T sejtek
aranya melyek egyszerre hordoznak a felsziniikon aktivalo és gatld receptort. Illetve
szignifikansan kevesebb olyan sejtjeik (iNKT és Vo2+ T sejt) vannak, melyek felszinén az NK
aktivalo receptor mellet az inhibitoros receptor is megtalalhato.

Regulatoros T sejtek jellemzése egészséges terhes, nem terhes és pre-eclampsia tiineteit
mutaté nok periférias vérében

A regulatoros T sejtek fontos szerepet jatszanak a tolerancia kialakitasaban, igy az allogén
transzplantacio soran is. A CD4+CD25+ T sejtek koziil a CD4+CD25™ 8" sejtek rendelkeznek
regulatoros funkcidkkal. Nemrég megjelent publikdciok szerint egerekben ezen regulatoros T
sejtek nélkiilozhetetlenek a egészséges terhesség fenntartasaban. Habitualisan vetéld nok
periférids vérében a regulatoros T sejtek szdmanak szignifikdns csokkenését irtdk le.
Eredményeink azt mutatjdk hogy pre-eclampsias betegek periférias vérében szignifikansan
lecsokken a CD4+CD25™" T sejtek aranya nem terhes onkéntesekhez képest, de ez a csokkenés
nem mutat szignifikans eltérést egészséges terhesekhez képest.

Sejtaktivaciot kovetden a T sejtek fokozottan expresszaljak felsziniikon a cytotoxic T
lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) molekulat, mely magas homoldgiat mutat a CD28 molekulaval.
A CD28 molekula a T sejteken expresszalodik és kostimulacios szigndlokat kozvetit, mely
szignalok sziikségesek a T sejtaktivaciohoz. Habar a CD4+CD25™&" T sejtek arédnya
szignifikansan csokkent pre-eclampsias betegekben, ezen sejtek CTLA-4 expresszidja viszont
szignifikansan emelkedett nem terhesekhez képest. Ezen megfigyelés arra utal, hogy a
regulatoros T sejtek ugyan alacsonyabb szamban vannak jelen, de aktivéaltabb allapotban pre-
eclampsiasokban, mint egészségesekben.

A pre-eclampsia eddig tisztazatlan etiologiaji megbetegedés, melynek hatterében szamos
koéros mechanizmus figyelhetd meg, mint pl. generalizalt endothelkdrosodas, elégtelen
placentacio, tulzott maternalis gyulladasos reakcid és karos immunoldgiai eltérések. A pre-
eclampsia immunologiailag Thl iranyt eltolodassal jellemezhetd, zavart szenvednek azon anyai
tolerancia-mechanizmusok, melyek a magzat normalis fejlodését biztositandk a terhesség alatt.
kapcsolatot teremtenek a természetes és szerzett immunitas kozott azaltal, hogy mind végrehajto,
mind szabalyz6 immunologiai mechanizmusok kivitelezésére képesek. A v/000 T sejtekkel egyiitt
terhesség soran a decidualis szovetekben halmozodnak fel jelentds mértékben. Munkank soran a
Vo2+T ¢és INKT sejtek lehetséges szerepét vizsgaltuk a harmadik trimeszter sordn és pre-
eclampsiaban.

Egészséges ¢és pre-eclampsia tlineteit mutatd terhes ndk periférias vérébdl flow
cytometrids analizissel hatdroztuk meg a Vo62+ és iNKT sejtek aranyat, illetve ezen sejtek
perforintartalmat, CD69 (korai aktivacidos marker), NKG2A (NK inhibitoros receptor) NKG2D,
(NK aktivatlé recptorok) felszini expressziojat.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy egészséges terhesség esetén, nem terhes donorokhoz
viszonyitva a perforin-, illetve IFN-y tartalmi Vo2+T és iNKT sejtek szdma szignifikans
csokkenést mutatott. A fenti eredményekkel ellentétben pre-eclampsias betegekben ezen valtozas
elmarad. Az iINKT sejtek aktivaltsiga szignifikdnsan magasabb pre-eclampsiaban a tobbi



donorcsoporthoz képest. Szamos eltérés mutatkozott a vizsgalt sejtpopulaciok NK aktivald ¢€s
inhibitoros receptor expressziojaban. Eredményeink arra utalnak, hogy ezen sejtpopulaciok pre-
eclampsiaban, Thl-es jelleget mutatnak amely jelenség a terhesség kimenetele szempontjabol
kedvezdtlen. Pre-eclampsiaban a V32+T és iNKT sejtpopuldciokban megfigyelt valtozasok arra
engednek kovetkeztetni, hogy ezen sejtek is aktivan részt vesznek a betegség soran
megfigyelhetd koéros immunolodgiai elvaltozasok kialakitdsaban, tovabba ezen paraméterek
szlirése diagnosztikai jelentdséggel is birhat.

II. NK sejtek oOsszehasonlito vizsgalata sikeres vagy sikertelen mesterséges
megtermékenyitésen atesett nokben

Az asszisztalt reprodukcios kezelések - azon beliil az mesterséges megtermékenyités (in
vitro fertilizacié, IVF) - ma mar elsddleges szerepet jatszanak a medddségi probléma
megoldasaban. Szamtalan tanulmany igazolta mar, hogy az IVF eljaras hatékonysaga
elvitathatatlan, ugyanakkor kevés az informacio a sikertelen estek hatterében allo folyamatokrol.

Az implanticié a megtermékenyitett petesejtnek a méhbe torténd sikeres bedgyazodasa,
mely esemény a késébbiekben immunoldgiai szempontbol nagyon fontos reakciok lancolatat
inditja el, mind lokdlisan, mind szisztémasan. A terhesség zavartalan lefolydsdhoz szamos
immunologiai folyamat 6sszehangolt, a terhességre jellemzd atmeneti megvaltozasa sziikséges.

Célunk a fent emlitett immunoldgiai folyamatok kutatdsa volt, kiilonds tekintettel a
1étrejove valtozasok dinamikus dbrazoldsara, miutdn kevés irodalmi adattal rendelkeziink arrél,
hogy bedgyazodas soran mely események és hogyan kovetik egymast. Erre adott nekiink
lehetéséget az IVF programban résztvevd ndk kovetéses vizsgalata, mely soran nemcsak az
egészséges immunoldgiai folyamatokba nyerhettiink betekintést, hanem sikertelen mesterséges
megtermékenyités esetén pathologias elvaltozasok is felderithetdek voltak.

Osszesen 19 nét vizsgaltunk, akiket a PTE Sziilészeti és Négyodgyaszati Klinika IVF
programja keretében kezeltek, megfeleld kivizsgalas utdn (hormonvizsgalat, cytoldgia,
laparoscopia, hysteroscopia, férj vizsgalata). A programba jelentkezett hdzasparok, vagy a feleség
(petevezetOk elzarodasa, ill. hidnya, esetleg egyéb ok), vagy a férj (pl. alacsony spermium szam)
részérdl meglévd elvaltozas miatt természetes Giton nem tudtak gyermeket nemzeni.

Minta ¢és mintavétel: Heparanizalt periférids vénabol levett vér. Elsd mintavétel ideje a
stimulacids fazis végén a pete leszivasdnak napjan. Masodik mintavétel 1 héttel az embriok
visszaiiltetése utan.

Kutatasaink sordn sikeres vagy sikertelen mesterséges megtermékenyitésen atesett ndk
periférias NK sejtjeinek dsszehasonlitd vizsgalatat végeztiik.



Vizsgéalatunk soran azt taldltuk, hogy azokban a ndkben akiknél sikertelen lett a
mesterséges megtermékenyités, az NK sejtek aranya szignifikdns emelkedést mutatott (5.28+0.74
vs. 9.66+1.11 p<0.002). Ezzel ellentétben a sikeres mesterséges megtermékenyitésen atesett
nékben az NK sejtek aranya nem mutatott valtozast (11.09+£3.16 vs. 11.01£2.8) (12. abra).

Az NK sejt szubpopulacidinak (NKdim és NKbright) vizsgalata hasonlé eredményt hozott
(12. ébra).

NK sejtek NK dim sejtek NK bright sejtek
CD3-CD56+ CD3-CD56dim+ CD3-CD56bright+
16,007  p<0.03
—

p<0.04
I

14,00

p<0.002
m/

[ Sikertelen IVF 1. mintavétel

12,00 -
[ Sikertelen IVF 2. mintavétel

p<0.001
M

10,00 -
[[] Sikeres IVF 1. mintavétel

8,00 [ Sikeres IVF 2. mintavétel

6,00

NK sejtek %-os aranya

4,00

2,00

0,00 -+

12 abra: NK sejtek aranya a limfocita populacidoban

A perforin egy olyan cytotoxikus molekula, melyet az immunsejtek egy része (NK sejtek,
CD8+ T lymphocytak, és y/8 T sejtek) idegen struktirdk elolésére termelnek, granulumjaikban
tarolnak, majd veszély, illetve megfeleld stimulus hatasara a kiilvilagba aktivan szecernaljak,
hogy altaluk az idegen sejteken porusokat formalva lizist idézzenek eld.

Vizsgalva a perforintartalmi NK sejtek aranyat eredményeink azt mutatjak, hogy az 6ssz
NK sejteket tekintve nincs kiilonbség az egyes vizsgalt csoportok kozott, viszont az NKbight
szubpopulaciot vizsgalva azokban a ndkben, akiknél sikertelen lett a mesterséges
megtermékenyités, a perforintartalmi NK sejtek ardnya szignifikdns emelkedést mutatott
(15.29£5.24 vs. 24.34+5.49 p<0.02) (13 éabra).
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A 14. dbran az aktivalt sejtek ardnyat lathatjuk. A CD69 expressziot vizsgalva, mely
altalanos korai aktivacios lymphocytamarker, azt talaltuk, hogy nincs szignifikdns kiilonbség az
NK sejtek €s szubpopulacidik aktivaltsaga kozott a vizsgalt csoportokban.
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14 4bra: NK sejtek CD69 expresszidja

Vizsgéalatunk soran azt talaltuk, hogy azokban a ndkben, akiknél sikertelen lett a
mesterséges megtermékenyités, az NKG2D ¢és CD160+ NK sejtek aranya szignifikans
emelkedést mutatott (50.1448.35 vs. 71.64+9.28 p<0.01, 20.43+3.38 vs. 27.71£2.88 p<0.03) (15.
¢s 16. abra). Ezzel ellentétben a sikeres mesterséges megtermékenyitésen atesett nékben ezen
aktivalo receptorokat expresszald NK sejtek aranya nem mutatott szignifikéns valtozast. Az NK
sejt szubpopulacidinak (NKdim és NKbright) vizsgélata hasonl6 eredményt hozott.
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15 abra: NK sejtek NKG2D expresszioja
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16 abra: NK sejtek CD160 expresszidja

Az inhibitoros jelet kdzvetité6 NKG2A receptor vizsgalata soran azt talaltuk, hogy mind a
sikeres, mind a sikertelen mesterséges megtermékenyitésen atesett ndk periférids NKbright
sejtieinek NKG2A expresszidja szignifikansan lecsokkent (88.054+2.12 vs. 77.88+5.72 p<0.05,
80.47+3.72 vs. 68.41+6.28 p<0.03). Ezen valtozas nem volt megfigyelhetd az NK és NKdim
sejteknél (17. ébra).
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17 abra: NK sejtek NKG2A expresszioja

A progeszteron hatdsai a tobbi szteroid hormonokéhoz hasonléan mediatorfehérjéken
keresztiil valosulnak meg. A progeszteron immunmodulalé hatésait egy 34 kD molekulasulyt
fehérje, a Progeszteron Indukalta Blokkolo Faktor (PIBF) kozvetiti.

A PIBF gatolja az arachidonsav felszabadulasat, s igy csokkenti a méhkontrakciokért
felelos prosztaglandinok termelddését, masrészrdl immunmoduldtor hatdsokkal rendelkezik és
egerekben antiabortiv hatasti. A PIBF immunmodulétor hatdsai magaban foglaljak mind az NK
sejtek aktivitasanak gatlasat és a szuppresszor funkcidju sejtek aktivitdsanak indukcidjat,
valamint a ciktokintermelés egyensulyanak megvaltozasat. Ezen fehérje a terhesség korai
szakaszadban jelenik meg a szérumban, illetve a lymphocytakon. Koncentracidja a terhesség
elérehaladtaval fokozodik, mig kozvetleniil s sziilést megelézéen csokken. Altalanossagban



elmondhatjuk, hogy a PIBF szérum koncentracioja dsszefiiggést mutat a terhesség kimenetelével,
s a fehérje hianya egyiitt jar az NK aktivitds fokozodasaval és a terhesség kovetkezményes
megszakadasaval.

A rendelkezéstlinkre allo ELISA alapu teszt segitségével hatdroztuk meg sikeres vagy
sikertelen mesterséges megtermékenyitésen atesett ndk vizeletének ¢€s széruméanak PIBF
koncentraciojat. Megvizsgaltuk hogy van-e Osszefliggés a IVF sikere ill. sikertelensége ¢és a
szervezet PIBF termelése kozott.

Vizsgalva a vizelet és szérum mintak PIBF koncentraciojat eredményeink azt mutatjak,
hogy nincs szignifikans kiillonbség az egyes vizsgalt csoportok kozott (18. és 19 abra). Sem a
vizelet, sem a szérum PIBF koncentracidjanak megvaltozadsa nem mutat Osszefliggést az IVF
sikerével ill. sikertelenségével.
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Jelen munkdnkban sikeres ¢és sikertelen mesterséges megtermékenyitésen atesett nék
periférias NK sejtjeinek fenotipusat és funkcidjat hasonlitottuk 6ssze. Vizsgaltuk az NK sejtek
aktivaltsagat, gatlo ¢és aktivald receptorainak expresszidjat és perforin termelésiiket.

Eredményeink arra utalnak, hogy eltér6 immunoldgiai valtozasok figyelhetok meg a
periférids vérben mar a petenyerést kovetden azokban a nékben akiknek késobb sikerrel zarult a
lombikbébi program, mint azokban akiknél sikertelentil.

Megfigyeléseink prediktiv értéket hordozhatnak, ez azonban szélesebb korli és nagyobb
esetszadmu immunologiai profilvizsgalatot igényel.

Osszefoglalva elmondhato, hogy a sikertelen mesterséges megtermékenyitésen dtesett
ndékben a megtermékenyitett pete beiiltetését kdvetden szignifikansan megemelkedett az NK
sejtek aranya a periférias vérben.

Habar az NK sejtek a korai aktivaciés marker expresszidjat tekintve nem mutattak
szignifikans kiilonbséget, eltérd gatld és aktivald NK sejt receptoraik expresszidja arra utal hogy
effektor funkcidjuk (cytotoxicitas és cytokin termelés) révén szerepet jatszhatnak a sikeres illetve
sikertelen mesterséges megtermékenyités pathomechanizmusaban.

I11. Hematopoetikus 6ssejtek vizsgalata human decidudaban

Az Ossejtek korlatlan ideig osztodd, nem specializdlodott Onmeghjitd sejtek. Az
embriondlis €s a magzati egyedfejlodést kovetden a felndtt szervezet specializalodott testi sejtjet
kozott nagyon kis szamban jelen vannak ilyen sejtek, amelyek megtartjdk Onmeghjitd
képességiiket és azt a sajatsagukat is, hogy beldliik tobbféle tipusu utddsejt alakulhat ki.

Emlésokben az immunrendszer miikodését biztositd sejtek a magzati ¢€let utolsod
szakaszatol kezdve a csontveldi hematopoetikus Ossejtekbdl fejléddnek. Ez a folyamat nem
fejezodik be a sziiletést kdvetden, hanem egész életiinket végigkiséri. A vér sejtes elemeinek
folyamatos Ujratermelddése, gyors valasza a kiillonbozd stresszhatdsokra (példaul vérzés,
fertézések) €s az egyensuly fenntartdsa Osszetett szabalyoz6 mechanizmusok eredménye. Az
immunrendszer sejtjeinek allandd ujraképzddése alapvetd fontossagli a szervezet megfeleld
védelmét biztositd folyamatok zavartalan és hatékony lezajlasahoz. Kiilonleges regeneracids
képességiik és "halhatatlan" sajatsaguk alapjan mind az embriondlis, mind a feln6tt Gssejtek
felhasznalhatok hidnyzd, karosodott vagy hibdsan miikkodd szovetek potlasara, helyettesitésére.
Az immunrendszer egyik fontos biologiai funkcidja a szervezet integritasanak, belsd
egyensulyanak folyamatos védelme. Ennek érdekében az immunrendszer felismeri €s toleralja a
sajat szerveket, szoveteket, de sejtpusztito folyamatokkal 1ép fel a testidegen korokozok, valamint
a mas egyedbdl szarmazo idegen szovetek ellen.

A humén endometrium nagyon kiilonleges immunoldgiai kdvetelményeknek tesz eleget.
Terhesség soran az endometriumnak tolerdlnia kell a fejlddé embridt, mely anyai és apai
antigéneket egyarant kifejez, valamint a lokalis immunitas révén fontos védelmet jelent a fert6zo
agensekkel és a malignitdsokkal szemben. Az uterinalis limfoid sejtek ezen kettds feladatra
specializalodtak. Egyrészt segitik a terhesség sikeres kihordasat, masrészt fontos szerepet
jatszanak a lokalis immunoldgiai védelem kialakitasaban. Irodalmi adatok szerint ezen sejtek
lokalis progenitor sejtekbdl differencialédhatnak. Emberben feltételezik, hogy az uterinalis NK
sejtek az endometrium egyes teriiletein 1év0 prekurzor sejtekbdl megtjulhatnak. Munkénk célja
az volt, hogy megvizsgaljuk a hematopoetikus Ossejtek el6fordulasat human decidudban.

A Baranya Megyei Korhaz Sziilészetére terhesség-megszakitas céljabol felvett terhes nok
vakuum aspiralt mintaibol izolaltunk sejteket. Ezzel parhuzamosan periférids vénéas vérbdl is



elvégeztik a sejtszeparalast. Egészséges terhesek decidudlis és periférias limfocitdiban a
hematopoetikus Ossejtek és limfoid progenitor sejtek el6forduldsat flow citométeres analizis
segitségével hataroztuk meg. Hematopoetikus dssejteket a CD34 és CD45 ko-expresszidjaval
jellemeztiik.
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20 abra: CD34+CD45+ hematopoetikus dssejtek aranya

(decidua: n=13, periférids vér: n=13)

Minden egyes decidudlis mintaban sikeriilt CD34+CD45+ hematopoetikus Ossejteket
kimutatnunk, ezek szazalékos aranya szignifikansan magasabb (0.55+0.09 vs. 0.04+0.005
P<0.01) volt, mint a periférias vérben (20. 4bra). A decidudlis hematopoetikus Jssejteket
tobbsége a CD34-t alacsony, mig a CD45-t magas szinten expresszalta, utalva ezen sejtek
kevésbé differencialt voltara ellentétben a csontvelSben talalhatd primitiv pluripotens CD34""
sejtekkel.
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21 abra: CD34+CD45+ hematopoetikus dssejtek CD117 és CD45RA expresszidja
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Korai 0Ossejt antigén expresszio: A korai Ossejt marker, c-kit (CD117) a decidualis
Ossejteken szignifikdnsan alacsonyabb mértékben van jelen (9.7+1.56) mint a periférids mintdkon
(18.89+£2.29 P<0.05)(21. abra). Ezen megfigyelés arra utal hogy a decidualis sejtpopulacio sokkal
érettebb, mint a keringésben 1évd hasonld tarsaik. Az aktivacids antigén, CD45RA a decidualis
Ossejtek 38.26%-an expresszalodik, utalva az akut differencidloddsra. A periférian mért
magasabb CD45RA expresszi6 (59.38) arra utalhat, hogy ezen sejtek a csontvel6bol
mobilizalodnak.
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22 abra: CD34+CD45+ hematopoetikus dssejtek CD56 és CD7 expresszidja

A hematopoetikus Jssejtek tovabbi jellemzése céljabol megvizsgaltuk a mieloid
eldalakokra jellemz6 antigén, a CD33, az NK sejtekre jellemz6 CD56 és a T progenitor sejtekre
jellemzd CD7 expresszidjat. A decidualis hematopoetikus dssejtek 11.65%-a fejezte ki felszinén
a CD33-t. Ez arra utal, hogy a decidualis 6ssejteknek nem elsddleges szerepe a mieloid sejtek
képzése. Erdeklédésiink kozéppontjaban a CD56 és CD7 allt, mely limfoid antigéneket a
hematopoetikus dssejtek 32.93 €és 73.89%-a expresszalta. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a
CD34+CDA45+ decidudlis Ossejtek szerepet jatszanak az NK, T és NKT sejtek lokalis
termelésében. Decidudlis dssejtek nagyobb szdmban expresszaltdk a CD56 és CD7 molekulakat
mint periférids vérben 1évd tarsaik (32.93+3.25 vs 8.63%£1.59 p<0.0001 ¢és 73.89+2.6 vs.
56.2745.49 p<0.01) (22.4bra).

Limfopoietikus citokin receptorok IL2/15R-beta (CD122) ¢és IL7R-alpha (CD127)
vizsgalata soran sikeriilt detektalnunk a decidualis hematopoetikus Ossejteken ezen receptorok
expresszidjat, mely arra utal, hogy ezek a sejtek érzékenyek IL-15 és IL-7 citokinekre. Ezen
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget decidudlis és periférids mintak kdzott.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy egészséges humdan decidudban megtalalhatok az
elkotelezett hematopoetikus progenitor sejtek, méghozza szignifikdnsan nagyobb aranyban, mint
a periférias vérben. Ezen sejtek eltérnek a keringésben 1€vo sejtektdl, tobbségiik limfoid sejtekre
jellemzd antigéneket fejeznek ki és ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy szerepiik lehet a lokalis
immunregulalo funkcioval biré decidudlis limfoid repertodr 1étrehozasaban.
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IV. Allatkisérletes eredmények

A dendritikus sejtek az immunrendszer fontos antigén-prezentald sejtjei, melyek szerepet
jatszanak az els6dleges immunvalasz beinditdsaban, a transzplantitumok kilokddésében,
autoimmun betegségek kialakitdsdban €s nem utolsosorban a magzat kilokodésében. A
dendritikus sejtek képesek az immunrendszert aktivalni vagy képesek toleranciat kialakitani.
Korabbi kisérletek kimutattak, hogy a dendritikus sejtek bejuttatdsa (dendritikus sejtterapia)
csOkkenti terhes egerekben az abortuszok eléfordulasat.

Megvizsgaltuk, hogy ezen dendritikus sejtterapia hogyan befolyésolja a foeto-maternalis
hataron elhelyezkedd sejtek Osszetételét, immunprotektiv molekuldk (TGF-B1 és PIBF)
expresszidjat.

Feltételeztiikk, hogy a dendritikus sejtek bevitele szuppresszor/regulatoros sejtek
megjelenéséhez vezet, igy megvizsgaltuk a terhesség fenntartdsdban kulcsfontossagu szerepet
jatszd két sejtpopulacid expressziojat a foeto-maternalis hataron. Kimutattuk, hogy a terhesség
alatti tolerancia kialakitasaban szerepet jatsz6 CD8+ sejtek (regulatoros CD8+ T sejtek) szama
megnétt a decidua basalis és parietdlis teriiletén a periférids vérhez képest. Egerekben a
gamma/delta T sejtek szintén jelen vannak a foeto-maternalis hataron és fontos szerepet jatszanak
a terhesség fenntartdsaban. Dendritikus sejtek bevitele utdn ezen sejtek szamdnak szignifikans
emelkedését mutattuk ki. Régota ismert szerepiik a terhességek alatti fertdzések elleni
védekezésben illetve fontos immunreguldldé hatdsuk. A gamma/delta T sejtek immunregulald
hatasukat I1L-10 és TGF-B1 termelésen keresztiil fejtik ki. Dendritikus sejtek bevitele fokozta a
TGFbetal termelést.

A progeszteron immunmodulalé hatasait egy 34 kD molekulasulyu fehérje, a PIBF
kozvetiti. A PIBF gatolja az arachidonsav felszabadulasat, s igy csokkenti a méhkontrakciokeért
felelos prosztaglandinok termelddését, masrészr6l immunmoduldtor hatasokkal rendelkezik és
egerekben antiabortiv hatasti. A PIBF immunmodulator hatdsai magaban foglaljak mind az NK
sejtek aktivitasanak gatlasat és a szuppresszor funkcidju sejtek aktivitdsanak indukcidjat,
valamint a ciktokintermelés egyensulydnak megvaltozasat. Ezen fehérje a terhesség korai
szakaszdban jelenik meg a szérumban, illetve a lymphocytdkon. Koncentracioja a terheség
elérehaladtaval fokozodik, mig kozvetleniil s sziilést megelézéen csokken. Altaldnossagban
elmondhatjuk, hogy a PIBF szérum koncentracioja 0sszefiiggést mutat a terhesség kimenetelével,
s a fehérje hidnya egyiitt jar az NK aktivitds fokozodasaval és a terhesség kovetkezményes
megszakadasaval.

Kisérleteinkben elséként sikeriilt kimutatni, hogy a dendritikus sejtek bevitele fokozta a
lokalis PIBF expressziot, megerdsitve ezzel, hogy a terhességet védd kiilonféle molekulak
szerepet jatszanak a dendritikus sejtterapia jotékony hatasaiban.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a dendritikus sejtek bevitele képes
foetalis toleranciat kivaltani, hasonléan ahhoz a stratégidhoz, melyet a dendritikus sejtek
bevitelén alapul6 tumor ellenes vakcinaknal latunk.
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