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BEVEZETÉS 

 

A terhesség során megfigyelhetı anyai immunregulációs folyamatok természetes 

modellként szolgálnak a transzplantáció során mesterségesen elérni kívánt 

toleranciamechanizmusoknak.  Ugyan a magzati antigének 50%-a apai eredető, és 

egyértelmően bizonyított, hogy ezek az antigének felismerésre kerülnek, az anya 

immunrendszere tolerálja a szemiallogén magzatot. Miközben a méhben a magzat számára 

elınyös lokális változások zajlanak, az anyai immunrendszernek emellett az estelegesen 

fellépı fertızések kivédését is biztosítania kell. Ezért egy törékeny egyensúly jön létre az 

anya és magzatának ellentétes érdekeit egyaránt figyelembe véve. 

Miután a magzat a terhesség során nem kerül közvetlen kapcsolatba az anya 

szervezetével, a trophoblast képviseli a méhlepény magzati oldalát. A chorionbolyhokat 

borító sokmagvú syncytiotrophoblast-sejtek közvetlenül érintkeznek az intervillosus üregeken 

átfolyó anyai vérrel. A deciduális sejtekkel direkt kontaktust teremtı extravillosus 

cytotrophoblast-sejtek alkotják a trophoblast invazív subpopulációját és egy igen speciális 

HLA antigén-kombinációt fejeznek ki felszínükön: HLA-G-t, HLA-E-t és kis mennyiségben 

HLA-C-t. A HLA-G és HLA-E ún. nem klasszikus elsı osztályú molekulák, 

polymorphizmusuk korlátozott és a sejtfelszínen alacsony számban jelennek meg. A HLA-C 

klasszikus polymorph elsı osztályú molekula, ezáltal a fetomaternális határon az apai 

antigének is reprezentáltak. Miután a klasszikus HLA-antigének többségét egyik trophoblast 

populáció sem expresszálja, a magzati antigének prezentációja többnyire nem-MHC 

korlátozott módon zajlik. A deciduális trophoblast-inváziót, továbbá a spirális artériák 

átalakulását részben a bevándorolt anyai immunsejtek kontrollálják, amelyek képesek 

felismerni a szemiallogén magzatot és ezáltal hozzájárulnak a terhesség zavartalan 

lefolyásához. 

A deciduában három viszonylag kis lymphocyta-populáció szignifikáns mértékben fel- 

halmozódik és kiemelkedıen fontos szerepet játszik az implantáció, placentáció és a korai 

magzati fejlıdés folyamataiban. Az NK sejtek, a γ/δ T sejtek és az iNKT sejtek sok közös 

jellemzıvel bírnak: 

- mindegyik sejttípus képes az antigének felismerésére MHC restrikció nélkül. 

- a természetes és szerzett immunitás között fontos áthidaló szerepük van, mivel 

mind immunreguláló (pl.citokintermelés), mind cytotoxicus funkciókra képesek. 

- mind a három sejtféleség speciális szöveti eloszlást mutat: az NK sejtek a 

deciduában halmozódnak szignifikáns mértékben, a γ/δ T sejtek a deciduában és a 
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mucosalis felszíneken, az iNKT sejtek pedig a májban, a csontvelıben és a 

deciduában. 

- a célsejteket képesek szekretoros (perforin/granzym mediálta) úton és nem 

szekretoros (Fas-ligand közvetítette apoptózis) úton elpusztítani. 

- mindegyikük expresszál a felszínén NK gátló és aktiváló receptorokat. 

A cytotoxikus aktivitás a lymphocyta felszínén kifejezıdı NK aktiváló és gátló 

receptorok ligandkötése által kiváltott intracelluláris szignálok eredményeképpen jön létre. Az 

NK receptorok szerkezetük alapján 3 nagy családba sorolhatóak: Immunoglobulin (Ig)-like 

receptor (KIR) szupercsalád, amely klasszikus MHC-1 molekulákat ismer fel; a nem 

klasszikus HLA-antigénekhez kötıdı C-típusú lectin szupercsalád; továbbá az ún. „natural 

cytotoxicity” receptorcsalád, melyeknek ligandjait eddig nem sikerült azonosítani. 

A trophoblast által kifejezett magzati antigének deciduális felismerése hozzájárul az 

implantáció és a trophoblast-invázió kontrolljához. A deciduális NK sejtek, iNKT sejtek és 

γ/δ sejtek nem polymorph HLA-G és HLA-E molekulákhoz történı kapcsolódása  Th-2 típusú 

citokinek  szekréciójához vezet. Ugyanakkor a trophoblaston expresszálódó apai eredető 

HLA-C molekulák klasszikus gyulladásos reakciót váltanak ki lokálisan, amely a szöveti 

struktúra fellazulásával megkönnyíti a trophoblast-inváziót, a gyulladásos folyamatok során 

termelıdött IFN-γ pedig katalizálja a spirális artériák átalakulását. 

Az implantációs folyamatokban bekövetkezett zavarok megnyilvánulhatnak korai, 

tünetmentes vetélés formájában vagy olyan szülészeti kórképekben, amelyekben a koraterhes 

idıszak zavartalan és a klinikai tünetek késıbb, a terhesség elırehaladtával jelentkeznek. A 

habituálisan vetélı nık esetében számos vizsgálat igazolta a deciduális lymphocyták túlzott 

mértékő aktivitását és a periférián is kimutatható volt a Th1-es típusú dominancia. 

Pre-eklampsziában a kisebb mértékő trophoblast-invázió következtében elégtelen a 

placentáció és a spirális artériák fejlıdése zavart szenved. A terhesség elırehaladtával az 

egyre növekvı magzat igényei megkövetelik a placenta vérellátásának fokozódását, ami 

azonban ebben az esetben csak az anyai keringés károsodásával biztosítható.   
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CÉLKIT ŐZÉSEK 

 

Célunk a pathológiás terhes nık perifériás vérében megfigyelt immunológiai jellemzık 

összehasonlítása volt egészséges terhes nık és nem terhes egyének értékeivel. 

 

1. γ/δ T sejtek sajátosságait vizsgáltuk meg fenyegetı koraszülés jeleit mutató 

nıkben, egészséges terhesekben és nem terhes nıkben. 

2. γ/δ T sejtek és regulátor T sejtek sajátosságait vizsgáltuk pre-eklampsziás nıkben, 

egészséges terhesekben és nem terhes nıkben. 

3. iNKT sejtek sajátosságait vizsgáltuk pre-eklampsziás nıkben, egészséges 

terhesekben és nem terhes nıkben. 

 Munkánk során elsısorban a sejtek cytotoxicus perforinexpressziójára, pro-

inflammatorikus IFN-γ expressziójára, apoptotikus kapacitására (Fas/CD95 expresszió, 

annexin V pozitivitás), aktiváltságára (CD69+) és NK sejt receptor expressziós mintázatára 

fókuszáltunk.  

 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK  

  

Vizsgált csoportok 

Összesen 251 nıt vontunk be a vizsgálatokba. A donorok klinikai adatait az alábbi 

táblázat foglalja össze: 

 

Csoportok Egészséges 

terhes 

(n=124) 

Pre-

eklampszia 

(n=41) 

Fenyegetı 

koraszülı 

(n=24) 

Nem terhes 

nı 

(n=62) 

Életkor (átlag) 28.16 26.3 27.8 29,6 

Terhességi kor 

(átlag±SEM) 

32.43 (24-41) 35.2 (29-41) 30.33 (24-37) - 

Paritás 

(átlag±SEM) 

0.85 (0-3) 0.30 (0-2) 0.21 (0-1) - 

Elızı vetélések 

száma 

(átlag±SEM) 

0.30 (0-3) 0.11 (0-1) 0.47 (0-4) - 
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Lymphocyták izolálása perifériás vénás vérbıl 

Mononukleáris sejteket izoláltunk heparinizált vénás vérbıl Ficoll Paque grádiens 

segítségével. A sejteket kétszer mostuk RPMI 1640 mediumban majd számoltuk és 

koncentrációjukat 1x106/ml-re állítottuk be. 

 

MiniMACS γδ T sejt szeparálás 

Periphériás mononukleáris sejtekbıl Vδ2+ T sejteket MiniMACS immunmágneses 

gyöngyök segítségével szeparáltuk a gyártó útmutatója szerint. A sejeket PBS-sel mostuk, 

majd 10 millió lymphocytát anti-Vδ2 monoclonal ellenanyaggal jelöltünk Az jelölés után  

sejteket mostuk és anti-egér IgG mikrogyöngyökkel inkubáltuk. Az immunmágnesesen jelölt 

sejteket mágneshez kötött MiniMACS oszlopra rétegeztük Az oszlopot többször átmostuk, 

majd eltávolítottuk a mágnesegységrıl. Az oszlophoz elızıleg mágnesesen kötıdött sejteket 

az oszlop  dugattyús átöblítésével egy csıbe győjtöttük.Az így nyert sejtszuszpenzió 

összetételét flow cytometriás méréssel ellenıriztük. Az izolált sejtek 75-80 %-a  Vδ2 T sejt 

volt. 

 

A lymphocyták jelölése és flow cytometriás analízise 

50 µl heparinizált vénás vért ugyanennyi 10% FCS-t tartalmazó RPMI 1640 

médiummal higítottunk majd a fluorochrommal konjugált monoklonális antitesttel 

szobahımérsékleten jelöltük. A felszíni jelölés után a vörös vértesteket lizáltuk és a sejteket 

parafolmaldehid-oldatban fixáltuk. 

A perforint tartalmazó sejtek azonosítására a felszínen jelölt sejteket permeabilizáltuk, 

majd fluorochrommal konjugált anti-humán perforin monoklonális antitesttel jelöltük. A 

jelölés után a a sejteket parafolmaldehid-oldatban fixáltuk. 

 A citokint tartalmazó sejtek azonosítására 500 µl heparinizált vénás vért 1:1 arányban 

higítottunk 10% FCS-t tartalmazó RPMI 1640 médiummal. A citokintermelés fokozásának 

céljából a sejteket brefeldin A-val, phorbol myristyl acetáttal és ionomycinnel stimuláltuk A 

mintákat 4 óráig inkubáltuk 37 oC-on, 5% CO2-t tartalamzó környezetben. A stimuláció után a 

sejteket felszínen jelöltük, majd permeabilizáltuk és fluorochrommal konjugált anti-humán 

monoklonális citokin-ellenanyaggal jelöltük. Végül a sejteket mostuk és parafolmaldehid-

oldatban fixáltuk. 
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A flow cytometriás analízisig minden mintát sötétben, 4 oC-on tároltunk.  A jelölt 

sejteket FACSCalibur flow cytométerrel a CellQuest szoftverprogram segítségével mértük és 

analizáltuk.  

 

Apoptotikus Vδ2+ T sejtek meghatározása annexin V jelöléssel 

A mágnesgyönggyel szeparált Vδ2+ lymphocytákat annexikötı-pufferben 

reszuszpendáltuk és biotinilált annexin V-tel jelöltük. A jelölés után a sejteket mostuk majd 

streptavidin-APC-vel és propidium iodiddal inkubáltuk. A mintákat FACSCalibur flow 

cytométerrel analizáltuk. A csak annexin V-tel és a csak propidium iodiddal jelölıdött sejteket 

vizsgáltuk. Az apoptotikus sejtek annexinnel festıdnek, míg a nekrotikus sejtek propidium 

iodid pozitívak. 

 

EREDMÉNYEK  

 

1/a: Meghatároztuk a keringı Vδ2+ és Vδ1+ T sejtek arányát egészséges terhesekben, 

fenyegetı koraszülés jeleit mutató nıkben és nem terhesekben. A kontroll nem terhes 

csoporthoz képest mindkét γ/δ T sejtpopuláció szignifikáns emelkedést mutatott egészséges 

terhesekben. Ugyanakkor fenyegetı koraszülés esetén a Vδ2+ T sejtek aránya szignifikánsan 

magasabb, míg a Vδ1+ T sejtek aránya szignifikánsan alacsonyabb volt az egészséges 

terhesek adataihoz viszonyítva. 

1/b: A fenyegetı koraszülés jeleit mutató nık perifériás Vδ2+ T sejtjeinek NKG2A gátló 

NK receptor expressziója szignifikáns mértékben csökkent mind az egészséges terhesek, mind 

a nem terhesek értékeihez képest. 

1/c: Egészséges terhes nıkben szignifikánsan magasabb az apoptotikus Annexin V+ Vδ2+ 

T sejtek száma, mint fenyegetı koraszülés jeleit mutató nıkben. 

 

2/a: Pre-eklampsziás és nem terhes nıkben szignifikánsan magasabb az intracellulárisan 

perforint illetve IFN-γ-t  tartalmazó Vδ2+ T lymphocyták aránya, mint egészséges terhesség 

esetén. 

2/b: A Vδ2+ t sejtek felszíni Fas (CD95) expressziója pre-eklampsziában szignifikáns 

mértékben csökkent. 

2/c: Különbözı NK sejt receptorok expresszióját vizsgálva a három populációban azt 

találtuk, hogy nem terhesek és egészséges terhesek értékeihez képest pre-eklampsziában a 



 8 

Vδ2+ T sejtek NKG2A (gátló receptor) expressziója szignifikánsan csökken, míg az NKG2C-

t kifejezı (aktiváló receptor) sejtek száma szignifikánsan emelkedik. A két receptor co-

expressziója (NKG2A/NKG2C) a pre-eklampsziás Vδ2+ T sejtek felszínén szignifikánsan 

alacsonyabbnak bizonyult a másik két vizsgált csoporttal összehasonlítva. 

2/d: A TIM-3+ Vδ2+ T sejtek száma pre-eklampsziás nıkben szignifikáns mértékben 

csökkent. A TIM-3 (T cell immunoglobulin mucin 3) molekula a szövetkárosító 

immunválaszok negatív szabályozójaként ismert. 

2/e: Pre-eklampsziában a regulátor T sejtek (CD4+/CD25bright) száma nem terhes 

egyénekhez képest szignifikáns mértékben csökkent. Aktivációt követıen a T sejtek felszínén 

fokozottan expresszálódik a CTLA-4 molekula (Cytotoxic T lymphocyte antigen-4) A 

regulátor T sejtek CTLA-4 expressziója a beteg csoportban szignifikánsan megemelkedik. 

 

3/a: A perifériás iNKT sejtek szignifikánsan nagyobb aránya aktivált (CD69 expresszió) 

pre-eklampsziás nıkben mint a másik két vizsgált populációban. 

3/b: Pre-eklampsziás és nem terhes nıkben szignifikánsan magasabb az intracellulárisan 

perforint illetve IFN-γ-t tartalmazó iNKT  lymphocyták aránya, mint egészséges terhesség 

esetén. 

3/c: Egészséges terhesekben szignifikánsan magasabb a Fas+ (CD95+) iNKT sejtek száma 

nem terhesek és pre-eklampsziás betegek értékeihez képest. 

3/d: Különbözı NK sejt receptorok expresszióját vizsgálva a három populációban azt 

találtuk, hogy míg az iNKT sejtek NKG2D aktiváló receptor-expressziója nem mutat eltérést 

a csoportok között, az NKG2A expresszió, továbbá az NKG2A/NKG2D co-expresszió iNKT 

sejtek felszínén szignifikánsan csökken pre-eklampsziában egészséges terhesekhez 

viszonyítva. Pre-eklampsziás NKG2D+ iNKT sejtek felszínén szintén szignifikánsan csökken 

az NKG2A gátló receptor kifejezıdése. 

 

TÉZISEK , AZ ELÉRT ÚJ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA  

 

1. Eredményeink arra engednek következtetni, hogy a perifériás γ/δ T sejteknek szerepük 

van a fenyegetı koraszülés pathogenesisében. A potenciálisan cytotoxikus Vδ2+ T 

sejtek dominanciája, csökkent NKG2A gátló receptor expressziója és redukált 

apoptotikus kapacitása hozzájárulnak az egészséges terhességben megfigyelt Th2-

dominancia hiányához. Adataink szerint a periférián megfigyelt elváltozások 
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korrelálnak a lokális folyamatokkal, így a perifériás vérbıl elvégzett immunológiai 

vizsgálatok diagnosztikus információkkal bírhatnak. 

2. Igazoltuk, hogy pre-eklampsziában a perifériás Vδ2+ T sejtek pro-inflammatorikus, 

Th1-es irányú polarizációt mutatnak magasabb perforin és IFN-γ expresszióval és 

csökkent TIM-3 kifejezıdéssel. Ezen sejtek megváltozott gátló és aktiváló NK 

receptor expressziós mintázata magyarázatul szolgál megfigyeléseinkhez. A csökkent 

apoptózis-készség hosszabb élettartamot biztosít a megnövekedett cytotoxikus 

potenciállal rendelkezı Vδ2+ t sejteknek tovább növelve a sejtpopuláció patholgiás 

elváltozásának mértékét pre-eklampsziában. Megfigyeléseink alapján elmondható, 

hogy a megváltozott Vδ2+ T sejtek aktív részesei a pre-eklampszia második, 

szisztémás gyulladással kísért klinikai fázisának. 

3. A regulátor T sejtek szignifikánsan lecsökkent aránya pre-eklampsziás betegek 

perifériás vérében elégtelen toleranciaindukcióra utal. A csökkent számú regulatorikus 

T sejtek az egészségesnél magasabb aktivációt mutatnak. 

4. Kimutattuk, hogy pre-eklampsziában a perifériás iNKT sejtek pathológiás mértékben 

aktiváltak és a Vδ2+ T sejtekben már megfigyelt módon Th1 irányban polarizáltak. A 

két sejtpopuláció párhuzamos elváltozása közös kiváltó okot, és központi 

regulatorikus mechanizmusokat feltételez. 
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