A SZABALYOZO T-SEJTEKET MEGHATAROZO HSPE1, AZAZ A VARANDOSSAG SORSDONTO GENJE

A terhesség titkos sorsanak felderitese

Létezesunk eldfeltétele a nemzedékek kozotti folyamatossag biztositasa. A folyamatossag alappillére a si-
keres varandossag, am napjainkban az egyre novekvd tendenciat mutatd medddsegi aranyban Magyaror-
szag is csatlakozik a nyugati és €szaki fejlett allamokhoz. Jelenleg a human megtermékenyitett petesejtek
tobb mint felébdl nem szuletik egeszséges ujszulott. Az anyaméhben fejlédd magzat félig apai eredetd,
ennek értelmében az anyai immunrendszernek létfontossagu feladata felismerni a félidegen magzatot
és toleranciat kialakitani a magzattal szemben. Az esetek tulnyomo részében az anyai immunrendszer
reszerdl a magzat irant nem alakul ki vagy megbomlik a toleranciaegyensuly, ez mind a magzat, mind az
anya szempontjabol sulyos kovetkezmeényekkel jarhat.

A félidegen magzat egy egyedi elfogadast erdsitd va-
laszra készteti az anyai immunrendszert. A terhesség
a természet egyik legszebb és legGsszetettebb jelen-
sége, mely eredményeként 0j élet sziiletik. A szinte
tokéletes alkalmazkodast szamos mechanizmus biz-
tositja. A varandos immunrendszerének egy olyan 1j
egyenstlyi allapotot kell teremteni, ami sajatosan fel-
ismeri és toleralja a magzati antigéneket, és ezzel par-
huzamosan fenntartja a megfeleld, tgynevezett im-
munkészenléti allapotot, amely egy esetleges fert6zés

vagy korokozoé behatolasakor hatékony védekezést
eredményez. Az evoliicié soran tobb mechanizmus
is kialakult a magzat iranti tolerancia létrehozasa-
hoz és fenntartasahoz. Az egyik legkiemelked6bb
mechanizmus a magzati specifitissal rendelkez6
anyai szabalyoz6 T-sejtek [Treg) kialakulasa. Az anyai
immunrendszer toleranciaegyenstilyanak beallitasa-
ért els6sorban a Treg—sejtek felel6sek. Amennyiben az
immuntolerancia nem bontakozik ki teljességében,

mar a beagyazodas vagy az azt kévet6 elsé hetekben

TERMESZETTUDOMANYI KOZLONY | 150. EVF. 8. FUZET

343



1. abra. Méhlepény (trophoblast) eredetl extracellularis vezikula milié szerepet jatszik a naiv T-sejtek szabalyozo
T-sejtekke valo differenciacidjaban (atalakuldsaban)

a terhesség véget ér. Ha a kialakulé immuntolerancia
egyensilyi allapota felborul, az altalaban vetéléshez
vezet. A Treg—sejtek nem megfelel6 miikédésbeli vagy
szambeli negativ valtozasuk dont6en meghatarozza
a terhesség kimenetelét: spontan, ismétlédé vetélést,
korasziilést vagy preeklampsziat (terhességi magasveér-
nyomas és fehérjevizelés szindréma) okozva. A kora-
sziilés hatterében leggyakrabban a preeklampszia all.
Preeklampsziaban az anyai méhben 1év6 spiralis erek
atalakulasa tokéletleniil zajlik, azaz a magas ellenal-
lasa, kis atmér6ével rendelkezé erek fala nem alakul
at alacsony ellenallassal és megndvekedett atmérével
jellemezhet6 spiralisér-szerkezetté. A preeklampszias
varandoéssagokbodl sziiletett magzatok sziiletési stlya
jelentésen alacsonyabb. A terhességi kornak megfelel
alacsony sziiletési stily megnoveli a kés6ébbi életkorban
a 2-es tipust cukorbetegség, metabolikus szindréma és a
kardiovaszkularis kockazatot is. Tovabba az anyai oldalt
vizsgalva a preeklampszia anyai erek endotél rétegének
karositasa révén a hosszttavi anyai kardiovaszkularis
rizikot is igen megemelik. A folyamat molekularis me-
chanizmusa még nem teljesen tisztazott, de feltételez-
het6, hogy a Treg—sejtek kiemelked6 szerepet jatszanak.

A karmesterként miik6d6 Treg—sej tek a méhlepényben
folyamatosan szabalyozzak valamennyi anyai immun-
sejt miikodését. A szabalyozas mechanizmusa sokrétii:
a Treg—sejtek felszinén gatlé molekulakat talalunk (plL
CTLA-4), amelyek fékezik a magzatra karos hatasia im-
munsejtek aktivalodasat (példaul természetes 6l6sejtek,
B-sejtek). Tovabba a Treg—sejtek olyan gatl6 molekulakat

bocsatanak ki a méhlepénybe, amelyek az immuntole-
rancianak, azaz elfogadé kornyezetnek kedveznek (pl.
IL-10, IL-35, TGF-B1). Az anyai-magzati hatarfeliileten
1év6 Treg—sejtek a T-sejt talélési faktort (IL-2) nagyobb ér-
zékenységgel kotik meg, mintegy ,megvonjak” a tobbi
T-sejttdl, ezzel is kivaltjak a magzatra karos hatasa (pl
citotoxikus T-sejtek) sejtek szamanak jelent6s csokke-
nését. A Treg-sejtek kozvetleniil is kapcsolatba 1épnek
mas immunsejtekkel, meggatolva a végrehajto T-sejtek
miikodését a méhlepény szintjén.

Egyel6re nem tisztazott, hogy pontosan milyen mo-
lekularis folyamatlancnak készonhet6é a megvaltozott
immunmikodést biztosité anyai Treg—sejtek kialaku-
lasa, szamuknak a fenntartasa és altipusainak miiko-
désbeli jelentésége. Az eddigi tudomanyos kutatasok
eredményei arra utalnak, hogy a méhlepényben talal-
hat6 naiv (an. differencidlédasra alkalmas) T-sejtekb6l
alakulnak ki. A méhlepényben a magzati eredet(i trop-
hoblast sejtek kozvetlen kapcsolatban allnak az anyai
véredényekkel és jellemz6jiik, hogy interleukin 6 (IL-6)
molekula termelése révén differencialtatasra késztetik
a méhlepényben 1év6 anyai nyugvo T-sejteket. Az, hogy
milyen iranyba differencialédnak a T-sejtek szamos té-
nyezO6t6l fiigghet. Hipotézisiink alapjan a magzati trop-
hoblast sejtek altal kibocsatott extracellularis vezikulak
(EV) felel6sek a T, -Sejt iranyt differenciacié6 meghata-
rozasaban. A trophoblast sejtek nagy szamban kibocsa-
tanak az anyai keringésbe EV-ket, azaz sejtmembrannal
koriilvett holyagokat, amelyek belsejiikben (vagy a vezi-
kula membranjaban) szelektiven bevalasztott fehérjéket
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és nukleinsavakat tartalmaznak. A kibocsatott vezi-
kulakat vizsgalva azt talaltuk, hogy sajatos iizeneteket
(HSPE1 fehérjét és IL-6 jelatviteli itvonalat meghatarozoé
mikroRNS-ket) tartalmaznak a célsejtek szamara, mely-
lyel befolyasoljak a célsejtek jelatviteli itvonalait és gén-
kifejez6dési mintazatat. Uj generacios szekvenalassal
feltartuk a trophoblast sejtvonalbdl szarmazé vezikulak
mikroRNS mintazatat. Bioinformatikai célgén és koexp-
resszios halozatanalizisiink alatdmasztja kisérletes rend-
szeriinkben azonositott IL-6 receptorra hatnak, amelyben
21 IL-6 receptor expressziora haté mikroRNS-t azonositot-
tunk a vezikularis mintakban. Az azonositott mikroRNS-k
a célsejtbe jutva, célzottan hozzakétédnek komplementa-
ritas alapjan az IL6ST és ERAPI génekrol atirodott hirvivd
RNS molekuldkhoz, és meggatoljak az IL-6 receptor fehér-
jévé atirodasat. A trophoblast-eredet(i vezikulak f6 célsejt-
jeiként a T-sejteket és monocita sejteket azonositottunk.

A Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbio-
l6giai Intézetében végzett kutatasaink eredményei azt
mutatjak, hogy a trophoblast eredetii EV-k f6ként a sejten
beliili IL-6 jelatviteli itvonal kulcselemeire hatnak. Az EV-k
fehérjetartalmanak vizsgalata soran a Treg—sejtek kialaku-
lasi aitvonalaban potencialisan igen jelentds, kis méretti
hésokk-fehérjét (HSPE1l) azonositottunk tomegspekt-
rometriaval. A fehérje jelenlétét aramlasi citometriaval is
kimutattuk tigy a vezikulak belsejében, mint a vezikularis
felszinen. A HSPE1 fehérjét a HSPE1 gén kodolja, amely a
2. kromoszéma hossza karjan helyezkedik el. A fokozott
HSPE1 génaktivalodas kovetkeményeként nagyobb meny-
nyiségli HSPE1 hirvivé RNS termék képzddik a sejtmagban,
amely a citoplazmaba jut. A citoplazmaban az RNS mole-
kula alapjan fehérjévé irédik at. A sejten beliil a fehérje f6
szerepe mas fehérjék megfelel6 térbeli szerkezetének ki-
alakitasanak segitése, foként sejt-stressz alatt. A HSPE1 evo-
Iaciésan igen konzervalt fehérje, és a megtermékenyitést
koveté 648 oraban kimutathaté az anyai szervezetben.

Ugyanakkor miivi vetélést kovetben 6-24 ora elteltével a
HSPE1 fehérje jelenléte mar nem mutathato ki. A kering®
HSPE1 szintje, tehat igen szoros 0sszefiiggést mutat a va-
randossaggal. Jelenlegi kutatasainkat HSPE1 fehérje és a
varandossagra jellegzetes Treg—sejtek szama és miikodése
kozotti osszefliggés felderitésére fokuszaljuk. Trophoblast
(BeWo) sejtvonalbol a CRISPR-Cas9 molekularis olloval ki-
kapcsoltuk a HSPE1 gént. A HSPE1 modositott BeWo sejtvo-
nalbdl izolalt EV-k hatasat vizsgaljuk a T-sejtekre: hogyan
valtozik a differencialédasuk és a T, sejt alcsoportok
megoszlasa. A kialakult Treg—sejtek miikddését RNS szin-
ten valoés idej(i PCR-rel, illetve a sejtek komplex mozgasat
(mekkora tavot tesznek meg, milyen sebességgel és mi-
lyen iranyitottsaggal) holomikroszkoppal vizsgaljuk. A
ng—sejtek altipusainak meghatarozasat és kivalasztasat
aramlasi citométerrel és sejtszorterrel végezziik.

A HSPE1 gén kifejez6dése a kering® fehérvérsejtekben
IL-6 jelenlétében trophoblast sejtekkel valéo kozvetlen
kapcsolat esetén nem valtozik. Azonban, ha a trophob-
last sejtek altal kibocsatott EV-kel kezeljiik a fehérvér-
sejteket a HSPE1 gén kifejez6dése igen megemelkedik. A
trophoblast-eredetti EV-k kovetkezésképpen képesek a
sejtmagban 1évé HSPE1 gént aktivalni, amelynek ered-
ményeként a HSPE1 fehérje szintje megnd. A folyamatot
végigkovetve azt latjuk: HSPE1 fehérje kiindul6 pontja
lehet annak a molekularis folyamatlancnak, amely elin-
ditja és biol6giai korként fenntartja a ng—sej tek szamat
és szerepet jatszhat a mtikodésileg igen jelentés memo-
ria Treg—sejtek kialakulasaban, tehat minden bizonnyal
kulcsfontossagh az anya és a magzat kozotti toleran-
ciaegyensily kialakitasaban. Tovabba kisérletes rendszer-
ben kimutattuk, hogy az I1-6 jelenlétében a trophoblast
eredetii EV-k szabalyoz6 T-sejtek kialakulasat valtjak ki a
kering6 naiv T-sejtekbdl, tovabb erdsitve azt a feltételezést,
hogy az anyai tolerans immunvalasz kialakitasiaban a
magzati eredet(i szabalyozas kiemelkedden fontos.

2. dbra. Trophoblast eredetl extracellularis vezikuldk fokozzak a célsejtekben (naiv T-sejt) a HSPEL expressziot




3. abra. A szabalyozo T-sejteken belul 7 alcsoport kulonithetd el, ezen belil a memaria alcsoportban a legmagasabb a HSPE1 kifejezbdés

Jelenleg a HSPE1 fehérjét kodolo gén miikodését vizsgal-
juk szabalyozo és naiv T-sejtekben 1in. egy-sejt transzkrip-
tomikai modszerrel. A modszer tijdonsaga az, hogy
minden vizsgiland6 sejthez hozzarendeliink egy-egy
egyedi azonositét, igy amikor a génkifejez6dést elemez-
ziik (RNS vagy fehérje szinten) minden egyes sejtben
kiiloén lathatjuk a kérdéses gén miikodését. Ez a mod-
szer lehetOvé teszi a szabalyoz6 T-sejtek igen érzékeny
osztalyozasat, miikodésbeli meghatarozast és ennek
kovetkeztében a funkcionalis altipusok elkiilonitését.

A memoria Treg—sejtek azonositasa és a HSPE1 fehérjével
val6 kapcsolatvizsgalata azért is igen érdekes, mert a varan-
dossagot kdvetden a Treg-sej tek szama lecsokken, de a me-
moria-altipus megmarad, akar évtizedeken at. Egy esetle-
ges kovetkez6 varandossag kapcsan a memoria T, sei tek
igen gyorsan aktivalodnak és hatékony tolerans mikro-
kornyezet kialakulasnak kedveznek. Szamos irodalmi
adat all rendelkezésiinkre, amely alatamasztja, hogy az
els6 varandossagot kovetd terhességekben (amennyiben
az édesapa ugyanaz) az immuntoleranciaval kapcsolatos
terhesség-specifikus korképek (pl. preeklampszia, kora-
sziilés) el6fordulasa nagymeértékben csékken. Ezen utéb-
bi megfigyelés megerdsiti a memoria Treg—sejtek kérdésé-
nek kutatasi létjogosultsagat.

A preeklampszia korai diagnézisara a mai napig
nincs megbizhaté moédszer vagy marker, illetve specifi-
kus kezelés sem all rendelkezésiinkre. A terhességi ma-
gas vérnyomasban érintett varandos néknél a terhes-
ség befejeztével a preeklampszias tiinetek elmalnak,
de a hosszti tava szivérrendszeri megbetegedések koc-
kazata szamottevéen megnd gy az édesanya, mint az
Gjsziilott szamara. Mar a terhesség els6 szakaszaban
a keringd memoria T, sejtek részletesebb elemzése,
HSPE1 sejten beliili szintjének mérése, vagy a keringo
trophoblast eredet(i vezikulak HSPE1 jelenléte korai

markerként szolgalhat a megfelel6 vagy a megvalto-
zott immuntolerancia egyensuly allapotarél. A ter-
hességi immunfolyamatok egyre részletesebb meg-
ismerése biztosithatja azt a szilard kutatasi alapot,
amelyre gyogyszercélpontok tervezheték a jovében a
terheségspecifikus korképek megel6zésére/kezelésére
és a medddség aranyanak javitasara.
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