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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

APC antigén prezentalo sejt

BDCA blood dendritic cell antigén

CCR ¢ kemokin receptor

CTLA citotoxikus T limfocita antigén
DS dendritikus sejt

mDS mieloid dendritikus sejt

pDS plazmacitoid dendritikus sejt
GM-CSF granulocita makrofag kolonia-stimulalé faktor
GVHD graft versus host disease

HLA human leukocita antigén

ICOS inducible T cell costimulator
IFN-y interferon gamma

IDO indolamin-2,3-dioxigenaz

IL interleukin

KYN Kinurenin

KYNA kinurénsav

Kzsv koldokzsinorvér

LPS lipopoliszacharid

Max maximum érték

MHC major histocompatibility complex
MFI atlagos fluoreszcens intenzités
NF«B nuclear factor kappa B

NK natural Killer

PBMC peripheral blood mononuclear cell
PBS phosphate buffer saline

PE préeklampszia

PerCP peridinin-chlorophyll-protein complex
PHA fitohemagglutinin

PIP; foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat
PMA phorbol-myrisate-acetate

RPMI Rosewell Park Memorial Institute medium
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RR
TCR
TG
TGF-B
TNF-a
TLR
TPA
TRAM
Treg
TRP

ruthenium red

T sejt receptor

thapsigargin

transforming growth factor beta
tumor nekrozis faktor alfa
toll-like receptor
tetradekanyl-phorbol-acetate
triarilmetan

regulatoros T sejt

triptofan



2 BEVEZETES

Ujsziilottekben jol ismert, hogy csokkent az immunvélasz hatékonysaga a felnSttekéhez
képest. Szamos faktor jatszhat ebben szerepet, melyek koziil kiemelkedd az adaptiv
immunvalasz éretlensége, valamint a felndtt tipust immunitashoz képest alacsony
szamban el6fordulo és eltéré mikodésti humoralis €s cellularis immunelemek jelenléte.
A megfelelé antigén prezentacio és T sejt funkcid mar ebben a korai életszakban is
kiemelkedéen fontos a megfeleld immunvalasz koordinalasdban. Az elmult
évtizedekben szamos vizsgalat tortént, melyek figyelemre mélté eredményeket kozoltek
az ujsziilott korban tapasztalt eltérd immunmiikddéssel kapcsolatban, ennek szamos
aspektusa azonban tovabbra sem teljesen tisztazott.

A felnétt periférias vérhez képest a koldokzsinorvérben (kzsv) tapasztalt legfontosabb
kiilonbségek a csokkent antigén prezentacid, a kostimulalé molekuldk alacsony
expresszidja, a csokkent Thl és Th17 valasz és a regulacios elemek hidnyos miikodése.
Klinikailag ezen eltérések két szempontbol kiillondsen 1ényegesek. Egyrészt a csokkent
immunvalasz amellett, hogy fontos szerepet jatszik szamos, korasziilotteket és érett
ujsziilotteket érintd betegség kialakuldsa szempontjabol, noveli a fertdzések eldfordulasi
gyakorisagat ebben az életkorban a felnéttekhez képest. Masrészt a kzsv-bol nyert
hemopoetikus  Ossejt széles korben hasznalt kiillonb6z6 hematologiai  és
immunbetegségek kezelésében. Kiemelendd, hogy a fent leirt -eltéréseknek
koszonhetben a graft versus host disease (GVHD) el6éfordulasa joval alacsonyabb kzsv-
bol vett dssejt transzplantacidja kapcsan, szemben a felndtt periférias vérbol gyljtott
dssejt vagy csontveldi dssejt atiiltetésekor.

Terhességben a magzat, tekintettel arra, hogy apai antigéneket is prezental, az anyai
immunitas szempontjdbol szemiallograftnak tekinthetd. Ezért a magzat ellen irdnyuld
immunreakcid megakadalyozasa céljabol az anyai T sejteknek a magzati antigénnel
szemben immuntolerdnsnak kell lenniiik. Az anyai immuntolerancidhoz hozzajaruld
eltéréseknek, mind lokalisan (placentarisan), mind szisztémasan jelen kell lenniiik. A
terhesség specifikus immuntolerancia kialakuldsdhoz vezetd T sejt eltérések jol
ismertek. Amellett, hogy terhesekben a T sejtek szubpopuldcidinak eléforduldsa
kiilonbozik a nem terhesekétol, a T limfocitak muikodése is eltéro. A masodik és a
harmadik trimeszterben jellegzetes az un. Th2 shift és csokkent a Th17 / regulatoros T

sejt (Treg) arany. Terhesekben a T sejt receptoron (TCR) keresztiili stimulus hatdsara
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bekovetkezd kalcium bearamlas kinetikaja csokkent a Thl és CD8+ limfocitakban a
nem terhesektdl gytijtott T limfocitdkhoz képest. Emellett szdmos egyéb faktor jatszhat
szerepet a csOkkent periférias T limfocita aktivacioban az egészséges terhesekben,
melyek koziil a B7 kostimulacios molekula csalad szisztémas anyai immuntolerancia
kialakuldsédban betoltott szerepét eddig még nem vizsgaltak.

Célunk volt, hogy meghatdrozzunk a B7 kostimulaciés molekulat expresszald
monocitdk, illetve a nekik megfeleld T sejt receptorok pervalencidjat, gy, mint az
intracellularis indolamin-2,3-dihidrogenaz (IDO) expressziot és az immunregulacios
tulajdonsagu plazma triptofan (TRP), kinurenin (KYN) és kiurénsav (KYNA) szinteket
kzsv-ben, feln6tt periférias vérben, egészséges terhesekben, valamint egészséges nem
terhesekben, vizsgalva a csokkent ujsziilottkori T sejt aktivacioban és a terhesség
specifikus immuntolerancia kialakulasaban betoltott szerepiiket.

Eredményeink alatamasztottak a kzsv-ben a korabban mar leirt, felnétt periférias vérhez
képest csokkent T limfocita reaktivitdst. Ebben kiemelked$ szerepe van a B7
kostimulécios molekula, illetve a triptofan katabolizmusaban kulcsfontossagl enzim, az
IDO miikodését befolyasolo, altalunk leirt eltéréseknek. A terhesség specifikus
immuntolerancia kialakuldsaban vizsgalataink szintén igazoltdk az eltérd expresszidju
B7 kostimulacios molekula, illetve a megvaltozott IDO expresszid ¢és aktivitas
jelentdségét.

Mindezek alapjan azoknak a folyamatoknak a részletesebb megismerése, amelyek
hozzajarulnak a csokkent T sejt valaszhoz, kiilondsen fontos a terhességi-, és

ujsziilottkori immunitas pontosabb megismeréséhez, illetve eldsegithetik a kiilonb6zo

crer



3  IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A KOLDOKZSINORVER IMMUNOLOGIAI JELLEMZOI

3.1.1 ANTIGENPREZENTALO SEJTEK (APS)

A monocitdk a legfontosabb antigénprezentald sejtek (APS) kozé tartoznak. A
makrofagokkal és a dendritikus sejtekkel (DS) egyiitt szerepet jatszanak a
fagocitdzisban, citokin termelésben és a citotoxikus effektor sejtek indukcidjaban. A
keringd monocitdk szovetspecifikus érésen mennek keresztiil, mely sordn
mononukledris makrofagokka és dendritikus sejtekké differencialodnak. Elszor a 18-
20. gesztacids héten jelennek meg a magzati vérben, majd szamuk a gesztacios korral
egyitt n6é [1]. Kiilonb6zd vizsgalatok arra utalnak, hogy az ujsziilottkori APS-ek
mikodése éretlen. Az inkomplett aktivacidjuk ¢és elégtelen érésiik hozzajarul a
koldokzsinor T sejtek csokkent miikddéséhez, elsésorban a megvaltozott kostimulald
jelatvitelnek koszonhetden [2].

A kzsv monocitai a CD86 (B7-2) és a CD40 kostimulalé molekuldk alacsony bazalis
expressziojaval jellemezhetéek. Ezeknek a molekuldknak az expresszidja nem
emelkedik meg olyan potens aktivatorok hatasara sem, mint az IFN-y és CDA40 ligand
(CD40L, CD154) kotédése [3]. A kzsv dendritikus sejtjei szintén éretlenek, tekintettel
arra, hogy nincs, vagy csak nagyon alacsony a bazalis CD40, CD80 (B7-1) és CD86
(B7-2) expresszidjuk [4,5]. Egy masik tanulmany szerint a neonatalis plazmacitoid
dendritikus sejtek (pDS) - melyek alacsony CD80, CD83, CD86 és CD40 expresszidval
jellemezhetdek - inkomplett érést mutatnak a toll-like receptor (TLR) 9 agonista CpG
stimulus hatasara, szemben a felnétt stimulalt pDS-ekkel [6]. A kzsv mieloid
dendritikus sejtjeinek (mDS) lipopoliszaharid (LPS) és TLR3 agonista poli (I:C)
hatasara bekovetkezé6 CD80, CDS83, CD86 ¢és CD40 upregulacioja szintén kisebb
mértékii volt a felnétt mDS-ekhez képest [7].

Pérez és mtsai. a stimuldci6 hatisara bekovetkezd monocita vélaszt vizsgaltak
gesztacids kor szerint csoportositott (extrém korasziilott, korasziilott, érett) Gjsziilottek

crcr

kiemelkedd szerepet jatszo, monocitak altal magasan expresszalt MHC II molekula, a



HLA-DR antigén mennyiségét. Az extrém korasziilott csoportban mind a nem stimulalt,
mind az LPS vagy LPS ¢és IFN- y altal stimuldlt CD14+ monocita kultirdkban a sejtek
alacsony HLA-DR aranyt mutattak. Mivel a T sejt aktivacio el6feltétele a B7 molekulak
upregulacioja, Osszehasonlitottak a B7 kostimulacidos molekuldk (CD80 és CD86)
expresszidjat az extrém korasziilott, korasziilott és érett 0jsziilott koldokzsindrvér
monocitain. Stimulus hatasara a CD80 sejtek emelkedett és a CD86 sejtek csokkent
aranya minden csoportban megfigyelhetd volt. A neonatalis monocitak azon képessége,
hogy stimulus hatasara Th1 valaszt indukalnak, leginkabb az IL-12 termelésen keresztiil
vizsgélhatd, mivel ez a citokin kdzponti szerepet jatszik a naiv T sejtek Thl iranya
polarizaciojaban. Azt talaltdk, hogy az IL-12 termelése alacsonyabb volt az extrém
korasziilottekben. A neonatdlis monocitdk adhézios képessége hasonld volt az egyes
csoportokban, és fliggetlen volt a gesztacidos kortdl. Az extrém korasziilottekben a
monocitak részlegesen reagaltak LPS-re, illetve miikodésiik csokkent volt korasziilottek
¢és érett jszildttek monocitaihoz képest. A vizsgalat jol demonstralja a kiilonb6z6
érettségli neonatéalis monocitak stimulusok iranti eltér6 érzékenységét [1].
Darmochwal-Kolarz és mtsai. meghataroztak a CD274 (B7-H1), B7-H4, CD200 és
CD200R kostimulalé molekulak expresszigjat a mieloid BDCA-1+ és limfoid BDCA-
2+ dendritikus sejteken, monocitdkon és B limfocitdkon érett Gjsziilottek kzsv-ben és
egészséges felndttek periférias vérében [8]. Azt talaltadk, hogy ezeknek a molekulaknak
az expresszioja, felndttekével Osszehasonlitva, szignifikdnsan alacsonyabb volt kzsv
dendritikus sejteken. Masrészt a B7-H4, CD200 ¢s CD200R expresszidja jelentdsen
magasabb volt CD14+ monocitdkon kzsv-ben. A CD200 és CD200R kdolcsonhatasa
szupresszalta a hizosejt degranulaciot és csokkentette a citokin termelést, féleg az IL-
13, TNF-a, IFN-y és IL-17 tekintetében [9]. Ennek kdvetkezményeképpen a kzsv-ben a
CD200-at és CD200R-t expresszald6 monocitdk emelkedett ardnya valdsziniileg
csokkenti a monocitdk citokin termelését.

Mas vizsgalatok szintén alatdmasztottak, hogy kzsv-ben a monocitdk és a makrofagok
LPS stimulus hatdsara alacsonyabb szintli proinflammatorikus TNF-a, IL-1, IL-6 és IL-
12 citokintermelésre képesek [10,11]. A kzsv-ben a mDS-ek IFN-y-val kombinalt vagy
anélkiili LPS stimulus hat4sara bekdvetkezd alacsony szintli citokin termelése szintén
megfigyelheté volt, és érintette a TNF-a, IL-1, IL-6, és IL-12 termelést [12,13].
Erdekesség, hogy késébbi vizsgalatok kimutattik, hogy a citokint expresszalé sejtek



szama megegyezett ugyan, de az egy sejt altali expresszid mértéke alacsonyabb volt
koldokzsinorvérben.

Az IL-27-et elsOsorban az APS-ek termelik, és kiilonb6zé immunsejt tipusokra nézve
immunszupressziv hatasu. Kraft és mtsai. vizsgalataik soran azt talaltak, hogy az IL-27
gén expresszidja fokozott volt a kzsv makrofigokban az egészséges felndttek
makrofagjaihoz képest. Tovabba egerekben meghataroztak azt az idGtartamot, amely
alatt az emelkedett 1L-27 génexpresszid és az intracellularis citokin expresszié hatassal
lehetett az immunvalaszra. Azt talaltak, hogy az IL-27 szignifikansan emelkedett
maradt az 0jsziilott egerekben, majd csokkent idésebb egerekben. Leirtdk, hogy a
fotomaternalis immunszupressziv kornyezetnek koszonhetdéen az IL-27 a terhesség
soran indukélhat6é volt, ugyanis progeszteron hatasara dozisfiiggd génexpresszid jott
létre a makrofagokban. Az IL-27 neutralizildsa 0jsziilott makrofagokban javitotta a
sejtek bakteridlis replikaciot gatlo képességét. Tovabba, amennyiben az IL-27
k6zombositése Mycobacterium bovis bacillus Calmette — Guérin vakcinaval valo
inkubdlas alatt tortént, emelkedett IFN-y termelést valtott ki allogén CD4+ T
limfocitakban [14].

A toll-like recepotor (TLR) az egyik legjelentdsebb szenzora a velesziiletett
immunrendszernek. Ezek a filogenetikailag konzervalt receptorok elsésorban a
mikrobidlis patogén-asszocialt molekularis mintazat felismerésében vesznek részt. A
TLR4 az LPS receptor transzmembran egységeként is miikodik. Az LPS mellett, amely
a Gram negativ baktériumok membranjanak f6 glikolipid komponense, a TLR4 képes a
Gram negativ baktériumokban 1év zsirsavak, illetve hdsokk fehérjék megkotésére is.
Ligandkotés hatasara, a TLR4-en keresztiil aktivalt intracellularis jelatviteli utak
eredményeként indukalodik a proinflammatorikus mediatorok (TNF-a, IL-1 B, IL-6),
kemokinek, valamint koloniastimulalo faktorok termelése. Ezek a szekretalt fehérjék az
elsddleges immunvédekezésben lényegesek ¢s fertézés hatdsara lokalis, illetve
szisztémas immunvalaszt hoznak létre. Egyes vizsgalati eredmények szerint a kzsv-ben
a monocitdk TLR jelatvitele csokkent. Bar az 1jsziilott monocitdk a felndtt
monocitakhoz képest azonos mennyiségben expresszaljak a kiilonboz6 TLR-ok mRNS-
¢ét [15,16], ez nem zarja ki azt, hogy az egyes receptorfehérjék expresszidja eltérd lehet.
Az LPS stimulus hatdsara bekdvetkez6 TLR4 és CD14 expresszid upregulacioja nem

volt megfigyelhetd a kzsv eredeti monocitdkon [15,17]. Tovéabba korasziilott
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monocitdkon a TLR4 protein expresszidja alacsonyabb volt, mint érett 0jsziilottek
monocitain [16].

Gold és mtsai. kzsv DS-ek antigén feldolgozo, és CD8 sejteknek torténd prezentald
képességét vizsgaltdk. Human CDS8 sejtklonok alkalmazéasaval hasonlitottak Ossze a
kzsv, illetve feln6tt monocita eredeti DS-ek MHC 1 utvonalon keresztiili antigén
prezentald képességét. Vizsgaltdk a DS-nek az antigén peptidre, illetve a HLA-E-re
korlatozott antigén prezentdld képességét, a klasszikus MHC 1 utvonalon keresztiili
MHC I-re korlatozott antigén feldolgozo és prezentalod képességét, valamint az MHC 1
eltérést a kzsv DS-ek fent leirt antigén felismer6-, és prezentald funkcidjaban. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ellentétben a TLR jelatvitellel és citokin termeléssel, az
MHC 1 tipusu antigén felismerés és prezentacié megfeleléen muikodik a kzsv DS
esetében, ezért ezek a folyamatok nem feleldsek a patogének csokkent elimindcidjaért
[18].

A kzsv DS-ek allogén kzsv T sejteket stimulalé hatasanak vizsgalata soran gyenge
proliferaciot figyeltek meg pDS-ekkel stimulalt sejtkultirakban, szemben a teljes kzsv
DS-kel stimulalt sejtkultardkkal [5], amely az eredeti sejtkultirdk emelkedett
apoptotikus T sejt ardnyaval hozhatdo Osszefliggésbe. Ennek a megfigyelésnek a
hatterében allo folyamat még nem tisztazott, feltehetben vagy a kzsv pDS altal
kozvetitett direkt apoptotikus szignalnak kdszonhetd vagy a ,,rescuing” jel kivaltasanak
hib4jabol adédhat. Erdekesség, hogy a kzsv monocitik fagocita funkcidja szintén
érintettnek tlinik, ugyanis a kzsv monocitak alacsonyabb fagocitdlé képességet
mutatnak E. coli irdnyaban, mint a felndtt monocitak. Ez a kiilonbség kiilonosen
kifejezett 30. gesztacios hétnél fiatalabb magzatokban [19].

Végezetiil a regulatoros T sejtek (Treg) gatld hatasa szintén felelds lehet a kzsv APS-ek
eltéré miikodéséért (1. abra). A DS-ek miikddésére gyakorolt, természetes Treg (nTreg)
sejtek direkt gatlo hatdsat napjainkban tobb egérmodellen demonstraltdk [20,21].
Emellett az nTreg sejtek képesek az antigén prezentald funkciot indirekten is gatolni.
Koszonhetden az effektor T sejtekre gyakorolt gatlo hatasuknak és az anti-
inflammatorikus citokinek, mint az IL-10 és TGF-p termelésének [22]. Mivel az nTreg
sejtek nagy szamban fordulnak el6 és funkcionalisan aktivak a human kzsv-ben, a Treg
altal kozvetitett gatlo hatds egy tovabbi mechanizmust jelenthet az APS-ek

diszfunkcigjaban.
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1. abra: A neonatalis DS-ek diszfunkcidjanak lehetséges mechanizmusai. A
neonatalis APS-ek eltéré miikodése mogott allo folyamatok.

1. A neonatalis DS velesziiletetten éretlen. A kostimulald molekulak bazalis
expresszidja csokkent az 1Ujsziilott APS-en. Tovabba a TLR komplex hibds, mely
elsosorban a TLR4 ¢és TLR9 mukodését érinti. Ez a kostimulaldo molekulak

crer

hatasara elmaradt citokin (IL-12, IFN-a) szekréciot okozhatja.

2. Az APS és T sejt kozotti eltérd interakcid. A nem megfeleld T sejt aktivacio az APS
miikddésének zavardhoz vezethet, mivel a T sejt medidlt szignal jelentds szerepet
jatszik az APS érésében ¢€s aktivaciojaban. A TCR fiiggd stimulacié hatasara elmarad a
IFN-y és az IL-2 szekrécid és csokken a CD40L és a TCR komplex expresszio.

3. Az ujsziilott APS és T sejt gatlasa nTreg-gel. A neonatalis nTreg képes mind az APS,
mind a T sejt funkcigjat elnyomni, direkt és indirekt uton egyarant. Ezen folyamatok
soran a Treg altal expresszalt CTLA-4 és az APS altal kifejezett CD80/CD86
kapcsolodas hatasara fokozodik az IDO expresszid, az immunszuppressziv citokinek,
igy a IL-10 és a TGF-P szekrécidja, a membran asszocialt TGF-f expresszioja, a nTreg
altal expresszalt magas affinitast IL-2R IL-2 felhasznalésa, illetve a FOXP3 medialt
mechanizmus.
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3.1.2 AZ ANTIGENPREZENTALO SEJTEK ES A T LIMFOCITAK KOZOTTI
INTERAKCIO

Az elmult években Ujabb részletek keriiltek felismerésre a DS-ek funkciondlis érését
illetéen, kiilonos tekintettel a T sejtekkel vald interakciojukra. Langrish és mitsai.
vizsgalataik soran kimutattak, hogy a kzsv-bdl szarmazé éretlen DS-ek ugyanazokat a
markereket expresszaljak, mint a felndttekbdl szarmazéd éretlen DS-ek [23]. Mind a
felnottekbol, mind a kzsv-bdl szdrmazo éretlen DS-ek magasan expresszaltak a CD11-et
¢s a HLA-DR-t, nem vagy alacsonyan expresszaltak a CD25 és CD83 érési markereket,
mig mérsékelt expressziot mutattak CD86 tekintetében. LPS aktivacid hatasara a felndtt
DS-ek képesek voltak érett fenotipus adaptalasadra szemben a kzsv-bdl szarmazd DS-
kel, melyek fenotipusosan éretlenek maradtak, koszonhetéen az elmaradt HLA-DR
upregulacionak ¢és a csak minimalisan emelkedett CD86 expresszionak. Hasonld
eredményeket mutattak De Wit és mtsai. vizsgalatai, melyek szerint a kzsv pDS-ek
alacsonyabb CD86 expressziét mutattnak, mint a felnétt pDS-ek TLR9 stimulacio
hataséra [6]. Egy Perez és mtsai. altal végzett vizsgalat tovabba azt is leirta, hogy LPS
stimulécid hatisara csokkent a CD86 expresszi6 CD14+ monocitdkon [1]. Az érés
elmaraddsa onmagéaban nem kapcsolhatd az LPS stimulusra adott valaszképtelenséghez,
ugyanis Langrish és mtsai. szerint a TLR4-et a kzsv DS-ek a feln6tt DS-kel azonos
mennyiségben expresszaltdk [23]. Ezzel szemben egyéb kozlemények viszont arrdl
szamoltak be, hogy LPS stimulus hatdsira elmaradt a TLR4 upregulacio a kzsv-bol
szdrmazo6 monocitakon [15].

A kzsv DS-ek tovabba képtelenek voltak IL-12p70 termelésére, nem voltak képesek a
CCR5 kemokin receptor expresszi6 downregulalasara, illetve alacsonyabb IFN-y
termelést valtottak ki allogén naiv CD4+ T sejtekbdl, mint felndttkori alakjuk.
Ugyanabban a szervezetben aktivalt kzsv T sejtek kevesebb IFN-y-t termeltek, mint a
feln6tt T sejtek, de a kzsv DS-ek kevésbé voltak képesek ezeket a sejteket stimulalni,
mint azok a DS-ek, melyek felndtt vérbdl szarmaztak. Ellenben LPS stimulus hatasara a
TNF-a és IL-10 termelés kinetikaja hasonlé volt a felndtt DS-hez. A kzsv DS-ek
csokkent képessége arra, hogy teljesen érett felndtt fenotipust érjenek el és aktivaljak,
valamint IFN-y termelésre serkentsék a naiv CD4+ T sejteket, azt mutatja, hogy ezek a

sejtek eredendden eldprogramozottak a Th 1 immunvalasz ellen [23].
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A CD40 - CD40L interakcié fontos a sejtes immunvalasz reguléldsa szempontjabol.
Han ¢és mtsai. a CD40 - CD40L interakcido mitkddését vizsgalta kzsv-bol szarmazd T
sejtek és monocitdk, illetve B sejtek €s monocitak kozott felnott vérrel vald
0sszehasonlitasa soran in vitro koriilmények kozott. A teljes vérben a felndtt monocitak,
szemben a neonatalis monocitdkkal, T sejt aktivaciot kovetden aktivalodtak. A felnott
monocitak aktivalodasa azonban fiiggetlen volt a CD40 - CD40L kapcsolodastol. A
CD40L trimer (Lt) alkalmazasa soran a kzsv B sejtek hasonloan reagaltak a CD40
kotddésére, mint a felnétt B sejtek. Sem a kzsv monocitak, sem a felndtt monocitak nem
reagaltak olyan jol a CD40 - CD40L kapcsolddasra, mint a B sejtek, mely valoszintileg
az alacsony CD40 expresszidjuknak tulajdonithat6. Ugyanakkor az IFN-y upregulalta a
CD40-et feln6tt monocitdkon, de nem gy a kzsv monocitakon. Ez fokozta a felndtt
monocitak CD40Lt altal kivaltott CD40-hez val6 kotddésére adott valaszkészségét. Han
¢s mtsai. vizsgalatai alatdmasztottak, hogy az ujsziilottkori CD40 - CD40L kapcsolodas
éretlen a sejtes immunvalaszban résztvevd monocitdkon, valamint azt, hogy az IFN-y
nem képes aktivalni a neonatdlis monocitdkat a CD40L kapcsolodas altal kivaltott
valasz soran [3]. Eliott és mtsai. azt talaltdk, hogy a CD40 azonos mértékben
expresszalodott nyugvo B sejteken felndttekbdl, fiatal gyermekekbdl (2-20 honapos) és
kzsv-bol szarmazo mintakban. PMA ¢és ionomycin aktivaciot kovetéen a CD40
fokozottabban expresszaldodott kzsv B sejteken, mint felnétt B sejteken, viszont CD3
elleni monoklonalis antitesttel stimulalt T sejtekkel tortént aktivalodast kovetden a
CDA40 expresszidja azonos volt a kzsv és a feln6tt periférias vér B sejteken. PMA és
ionomycin stimulalt kzsv-bdl szdrmazé T sejtek kezdetben felndttekre jellemz6 mértéki
CD40L-t expresszaltak, de ez az expresszio joval atmenetibb volt kzsv T sejteken, mint
felndtt periférias vér T sejteken. A felndtt €s kzsv mononuklearis sejtek CD3 elleni
antitesttel vald stimulacidja soran egyes kzsv mintabol szarmazo T sejtek eltérd
kinetik4dju CD40L expressziot mutattak, mint a felnétt vérbol izolalt T sejtek. Mas kzsv
eredetii T sejtek viszont a felndtt mintazatra jellemzé CD40L expressziot mutattak.
Amikor az eldzetesen B sejt és monocita mentesitett mononukledris sejteket anti-CD3
antitesttel stimulaltdk, a CDA40L-t expresszald T sejtek ardnya és atlagos
fluoreszcencidja jelentdsen megemelkedett és a T sejtek expresszids mintdzata hasonld
volt mind feln6tt vérben, mind kzsv-ben. Ezek az eredmények bar felhivjak a figyelmet
a CD40 ¢és CD40L kiilonbozé mértékli expresszidjara 0jsziilott €s felndtt limfocitakon,

de nem magyarazzak az ujsziilottkori humoralis immunitas relativ hianyossagait [24].
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3.1.3 T LIMFOCITAK PREVALENCIAJA ES FUNKCIOJA

Az ujsziilottkori T sejtek csokkent funkcidja széles korben felismert kisérletes és
klinikai jelenség. A csokkent mikodés mellett jol ismert az egyes limfocita tipusok
eltér6 el6fordulasi gyakorisaga is ujsziildttkorban. A kzsv limfocitdinak talnyomo
tobbsége naiv sejt (CD45RA), szemben a felnéttekkel, ahol az effektor (CD45RO)
sejtek domindlnak [25]. Egy kutatocsoportunk altal végzett korabbi vizsgalat ezt szintén
alatdmasztotta, ugyanis a kzsv-ben magasabb szamban talaltunk naiv (CD4+ CD45RA+
CCR7+) sejteket, mig centralis (CD4+ CD45RA- CCR7-) ¢és effektor memoria T
sejteket a felndttekéhez képest alacsonyabb mennyiségben detektaltunk [26]. A CD8
limfocitdkhoz képest a CD4 limfocitdk szignifikdnsan magasabb szazalékban fordultak
eld yjsziilottekben, mint felndttekben, a CD4/CD8 arany jelentds csokkenését okozva
[27]. Az NK sejtek pervalenciaja szintén alacsonyabb kzsv-ben [26].

Az atfogd immunmiikodéshez mind a Th1, mind a Th2 valasz sziikséges. Ujsziilott egér,
¢s human immunfolyamatok vizsgalatai erés elkotelezdédést mutattak a Th2 ut irdnyaban
[23,28], amely az immunfolyamatok minden szakaszdban — az elsddleges effektor
sejtektdl a memoriavalaszig - megfigyelhetd volt [29]. Viszont mind az egér, mind a
human neonatalis T sejtek megtartottak azon képességiiket, hogy bizonyos koriilmények

kozott protektiv Th1 valaszt hozzanak 1étre [30,31].

3.1.3.1 A Thi és Th2 citokin szekrécio eltérései koldokzsinorverben

Garcia Vela és mtsai. az intracellularis citokin termelést vizsgaltdk PMA-ionomycin-
brefeldin A altal stimulalt koldokzsinor-, és felndtt periférids vérmintadkban. Szemben a
felnott T limfocitdkkal, a koldokzsinor T limfocitai kevesebb IL-2, IL-4 és IFN-y-t
termeltek. A kzsv-ben ezeket a citokineket elsdsorban a CD4 sejtek termelték.
Felnéttekben az IL-2 és az IL-4 termelése szintén féleg a CD4 sejtek altal tortént.
Viszont itt az IFN-y termelésben mindkettd T sejt altipus, mind a CD4 T limfocita,
mind a CD8 T limfocita részt vett [25]. Gasparoni és mtsai. meghataroztdk a Con A
hatasara kivaltott 1L-2, IL-4, IFN-y és IL-10 termelés szintjét T sejtekben, 12 extrém
korasziilott, 12 korasziilott és 20 érett jsziilott, valamint 10 gyermek és 10 felndtt

esetében. Az talaltdk, hogy a Con A kivaltotta immunproliferacio joval alacsonyabb volt
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kzsv-ben, mint gyermek-, vagy felnétt vérmintakban. Az IL-2 termeld CD4 és CD8
sejtek szazalékos aranya magasabb volt valamennyi kzsv-ben, szemben a gyermek-,
vagy feln6tt vérmintakkal. A kzsv-ben az IL-4 termel6 sejtek magasabb szazalékban a
CDS8 tipusu sejtek voltak, kisebb mértékben CD4 tipusuak, 6sszehasonlitva a gyermek
vagy felnétt mintakkal. Ujsziilsttekben jelentSsen alacsonyabb mértékben fordultak eld
IFN-y termelé CD4 ¢és CD8 sejtek. Szignifikdns negativ korrelacidt figyeltek meg a
gesztacios kor és a CD4+ IFN-y, CD8+ IL-2 és CD4+ IL-10 termeld sejtek kozott.
Tovéabba pozitiv 0sszefiiggést talaltak a gesztacids kor és a CD8+ IL-10 termeld sejtek
kozott [27].

Nitsche és mtsai. Osszehasonlitottdk a kiilonb6zd stimulusok altal indukalt citokin
szekréciot mRNS ¢és fehérje szinten kzsv-ben és felnétt vérben. Mig az IL-2 szint
hasonl6 volt kzsv-ben ¢és felndtt vérmintaban, addig a Thl citokin, az IFN-y
alacsonyabban volt indukalhato kzsv-ben. Az IL-4, IL-5, és IL-13 Th2 tipust citokinek
¢s az IL-3 hemopoetikus citokin szintje joval alacsonyabb volt kzsv-ben, mint feln6tt
mintakban TCR medialt stimulus hatdsara, mig a GM-CSF termelése hasonld volt a két
csoportban. Alacsonyabb Thl és Th2 citokin értékeket mértek 4 napos vizsgalat soran,
az IL-3 és GM-CSF szintje azonban hasonld volt 12 ora elteltével. Az 6sszes citokin,
kivéve az IFN-y, IC50 értéke ciklosporin A gatlas soran azonos volt kzsv-ben és felndtt
vérmintadban. Ezzel szemben a transzkripcios faktorok expresszidja és aktivacioja
alacsonyabb volt kzsv-ben. TPA/ionomycin hatasara bekovetkezé NF-kB aktivacidja
kimutathat6 volt felndttekben, kzsv-ben azonban nem. Tovabba a T helper alcsoport
specifikus transzkripcios faktorok, a T-bet és a c-maf expresszidja alacsonyabb volt
kzsv-ben, mig a GATA-3 expresszidja hasonld volt a két populacioban. A T-bet és c-
maf expresszidja korrelalt a Thl és Th2 citokinek expresszojaval. Az iddbeli lefolyast
vizsgalva megallapitottdk, hogy a T-bet expresszid6 indukalhaté volt mindkét
csoportban, mig a c-maf és GATA-3 expresszio csak a felndtt vérben volt stimulalhato.
Ezek alapjan a szerz6k arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kzsv csokkent
citokintermeld képesessége az alacsony NF-kB aktivaciojaval magyardzhato, mig az
egyes Th csoportok kiilonbségei a Th specifikus transzkripcios faktorok eltérd
Mas modszert alkalmazva Kilpinen és mtsai. eltéré eredményt kaptak a human kzsv T
limfocitdk NF-kB aktivaciojanak vizsgalata soran. Kutatdsaik sordn az aktivaciot
elektroforézis (EMSA) segitségével vizsgaltak, meghatarozva a kappa B szekvenciat
tartalmazo oligonukleotidhoz komplementer k6tddé nukleéris proteinek mennyiségét.
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Az adatok azt mutattak, hogy a forbol dibutirat és A23187 kalcium ionofor kombinécio
jelentdsen magasabb NF-kB nukleéris transzlokaciot indukalt ujsziilott T sejtekben,
mint feln6tt T sejtekben. Ez a magasabb NF-kB aktivitas a CD4 sejtekre korlatozodott.
Az NF-xB f6 fehérjekomponensei, a p50 és a RelA (p65) fehérjék elleni antitest
vizsgélata azt mutatta, hogy az NF-kB 0sszetétele hasonld volt mind a kzsv sejtekben,
mind a felndtt sejtekben. Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a neonatalis T
sejtek oxidativ stresszt indukald szignalnak vannak kitéve sziilés soran ¢és/vagy
eredendéen nagyobb ezeknek a sejteknek az érzékenysége NF-kB aktivalod szignalra,
mint a feln6tt T sejteknek [33].

Az Gjsziilottek azon képessége, hogy a Thl vélaszt a Th2 immunvalasz irdnyaba toljak
el, részben a csokkent IL-12 expresszidval magyardzhato [34]. Tovabba mind egér,
mind human 1jsziilott sejtek esetén az IL-12 szabalyozésaval a T sejt valasz Thl
iranyba terelhet6 [35]. Ezért a koldokzsinor DS-ek azon tulajdonsaga, hogy képtelenek
IL-12 termelésre, alapvetd fontossaghh a Th2 valasz irdnyaban valé elkdtelezOdésben.
Feltehet6en egy masik olyan dominans Th2 citokin segitségén keresztiil, mint az I1L-10
[23].

Masfeldl kozelitve, Schultz és mtsai. kimutattak, hogy az antiinflammatorikus valasz is
csokkent kzsv-ben, ugyanis anti-CD3 / anti-CD28 kostimulaciot kovetéen az IL-10
termelés jelentdsen csokkent a neonatalis T limfocitdkban. Az IL-10 receptor
expresszidja szintén alacsonyabb volt Ujsziilott T limfocitdkban, mint felnétt T
limfocitdkban, de hasonlé volt 0jsziil6tt B limfocitadkban és monocitakban [36].

A kzsv IFN-y termelés negativ szabalyozasa a placenta altal termelt Thl antagonista
hatastit medidtoroknak tulajdonithaté. Viszont bizonyitottan létezik egy masik, joval
direktebb transzkripcids szabalyozas is. White és mtsai. publikaltak, hogy szemben a
felnott sejtekkel, a kzsv-ben a CD3+ CD45RO- T sejtek, ezen beliil is legfoképp a
CD4+ CD45RO0- sejtek hipermetilaltak a CpG és a nem-CpG (CpA és CpT) tertileteken
az IFN-y promoteren beliil, illetve annak szomszédos részein. Ezzel szemben a CpG
metildciés mintdzata a kzsv INF-y termelé CD8+ CD45RO- T sejtjeiben és a CD56+
CD16+ CD3- NK sejtekben nem kiilonbozott jelentésen a felndttek hasonld tipusu
sejtjeitdl. Ezzel 6sszhangban a stimulalt naiv kdldokzsinor CD4+ sejtek IFN-y termelése
otodére-tizedére csokkent a felnétt CD4+ sejtekéhez képest, mig a CD8+ sejtek IFN-y

termelése azonos volt Ujsziilottekben és felndttekben. Szignifikdns CpA és CpT
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metilacidé nem volt kimutathaté egyéb citokinek (IL-4, TNF-a, IFN-gR alfa-lanc)

crer

3.1.3.2 T sejt aktivacio és érés

Az adaptiv immunrendszer érésének indukaldsdhoz antigén hatés sziikséges. Ezért a
neonatalis limfocitdk foleg naivak és nyugvo fenotipusuak, hiszen ritka az in utero
idegen antigén expozicié komplikdciomentes terhesség soran. Az érett Gjsziilottek T
sejtjeivel szemben azonban a korasziilottekben a T sejtek gyakran aktivalodnak az
emelkedett szamu aktivacios markereket (CD25, CD69, HLA-BR) expresszald sejtek
tantisaga szerint. Ez a hatds fiiggetlen a korioamnionitisz jelenlététél. Tovabba,
korioamnionitisz hidnyaban a T sejtek aktivaltsaga és a spontan sziilés idején betoltott
gesztacios kor kozott ellentétes 0sszefliggés mutathatd ki. Ezek az eredmények azt az
elképzelést tamogatjak, miszerint az in utero aktivalt magzati adaptiv immunrendszer
szorosan Osszefligg a korasziiléssel. Ugyanakkor a fennall fertézésnek kdszonhetéen
korioamnionitiszt kovetden sziiletett érett ujsziilottekben fokozott T sejt aktivacio
szintén megfigyelhetd [38].

Felndttekben a legjelentdsebb stimulus, mely naiv T sejt aktivaciot és érést indukal, a
neoantigén peptidek altal kivaltott TCR mikddés. Crespo és mtsai. azonban leirtak,
hogy a neonatalis naiv T sejt képes a CD45RO érési antigén expresszidjat upregulalni
toll-like receptor (TLR) fiiggé mechanizmuson keresztiil is. Szelektalt TLR ligandok
hasznalatival 0jsziilott T sejtekben egyenletes CD45RO upregulaciot talaltak, mig ez a
hatas felndtt naiv T sejtekben elmaradt [39]. Tovabba a CD45RO+ T sejtek aranya
magasabb volt korasziilottekben, mint érett ujsziilottek koldokzsinorvérében, tikkrozve a
Ennek az expozicionak feltehetéen az a kovetkezménye, hogy fokozott a T sejt migracio
a nem gasztrointesztinalis terliletekre (tiidd, bor, agy). Ez magyardzhatja a korasziilésnél
gyakran észlelhetd szisztémas gyulladdsos szervdiszfunkciot. Ezt a megfigyelést
érdekes eredmények tamasztjak ala. Egyrészt az ad4B7 homing molekula a T sejtek
intesztinalis teriiletekre vald bejutasat segiti eld, masrészt a C kemokin receptor 4
indukalja [40]. Megfigyelték, hogy a korasziilott kzsv T sejtek az odB7 integrint

alacsonyan expresszaljak, mig a CCR4 molekulat magasan, dsszehasonlitva az érett
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kzsv T sejtekkel. Viszont korioamnionitisz esetén a gesztacids kortol fiiggetleniil a
CD45RO0 ¢és a4 7 receptorok expressziodja magasabb volt [39].

A CD80, CD86, CD28 ¢és a CD152 (CTLA-4) expresszidjat Elliot és mtsai. vizsgaltdk
kzsv-bél izolalt limfocitdkban 2-20 hénapos gyermekekben és felnbttekben. Nem
talaltak kiilonbséget a CD86 vagy CD80 expresszidjaban felndtt-, valamint neonatalis B
sejtekben sem aktivalt, sem nyugvé allapotban. Ugyanakkor a CD28 expresszald
nyugvo T sejtek magasabb szdzalékban fordultak elé kzsv-ben és fiatal gyermekek
vérében a felndttekhez képest. A CD28 expresszidja PMA-t és ionomycint kdvetd
aktivacié soran azonos volt mind felndtt, mind kzsv T sejtekben. CD3 stimulus
kovetden azonban a CD28 nagyobb siirliségben és magasabb szazalékban
expresszalodott neonatalis T sejtekben, mint felnott T sejtekben. A CD152 expresszid
kzsv T sejtekben alacsonyabb volt, mint felnétt T sejtekben PMA-val és ionomycinnel
val6 aktivacidkor, de az expresszid6 nem volt kimutathatdé kzsv T sejtekben CD3
stimulus kovetden. Ellenben az intracellularis CD152 azonos volt PMA ¢és ionomycin
aktivalt kzsv és felndtt T sejtekben, mely felveti annak a lehetdségét, hogy a CD152
sejtfelszinre torténd iranyitasa eltéréen szabalyozott neonatalis T sejtekben. Mivel a T
sejtvalaszt a CD28-t6l és CD152-t0] szdrmaz6 jelek egyensulya hatarozza meg, kzsv T
sejtek magas CD28 expresszidja €és alacsony sejtfelszini CD152 expresszidja fokozhatja
a neonatdlis T sejt aktivaciot [41].

Schelonka és mtsai. azt vizsgaltak, hogy vajon a kisebb T sejt repertoar hozzajarulhat-e
a kzsv sejtek alacsonyabb valaszkészségéhez. Ahhoz, hogy meghatarozzak a T sejtek

fejlédési kiilonbségeit, amplifikaltak a 24-41. gesztacios hét kozotti kzsv-bol szdrmazod

csaladspecifikus szakaszokkal. Az igy keletkez6 CDR-eket fingerprinting és SSCP
(single strand confronting polymorphism) analizis segitségével tették lathatova. A 24.
gesztacios héten nem volt korlatozott a TCRBV (T sejt receptor B-lanc variabilitas)
csalad hasznalata, illetve a CDR3 méret heterogenitasanak mértéke sem kiilonbozott a
felnottekétol. Fiatalabb gesztacios korban azonban a CDR3 rdvidebb volt minden
csaladban és altaldban mérete a terminusig nétt. Az oligoklondlis expanzié mértéke
nagyobb volt kzsv-ben, mint felndtt periférias vérben. Azt talaltak, hogy a T sejtek
oligoklonalis expanzidja a 29-33. gesztacios héten volt a legnagyobb, majd fokozatosan
csokkent a terminusig. Az expanzid mind a CD4, mind a CDS8 alpopuldciéban

megfigyelheté volt. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a genetikai folyamatok
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repertoar valtozatossaga intaktnak tlinik olyan korai szakban, mint a 24. gesztacios hét,
de a repertoar diverzitasa limitalt a kisebb CDR3 méretnek kdszonhetden [42].

Korabbi eredményekkel dsszhangban Chen és mtsai. kozolték, hogy a kzsv naiv CD4 T
sejtek aktivacioja és a korai Thl differencialodasa csokkent a feln6tt periférias vér naiv
CD4 T sejtekhez képest, felndtt monocitakbol szarmazé allogén DS-kel torténd
aktivacio soran. Leirtak, hogy a korai Th1 polarizacio IL-12 és CD154 fliggd, valamint,
hogy mindkét proteint a kzsv CD4 T sejt / DS kokultara csokkenten expresszalja. A
kzsv naiv CD4 T sejtek alacsony bazalis szintli szignaltranszdukcioval és csokkent
transcription 4 mRNS ¢és fehérje aktivitassal jellemezhetoek, valamint alloantigén
stimulaciot kdvetden csokkent IL-12 indukalt szignaltranszdukciot €és a transcription 4
tirozin csokkent foszforilacids aktivitasat mutatjak, szemben a felnétt naiv T sejtekkel.
Kimutattak, hogy a Fox P3 protein expresszid, mely 1ényeges Treg marker, alacsonyabb
kzsv naiv CD4 T sejteken, mint feln6tt periférias vérben, ami vitatja, hogy a
megnodvekedett Treg aktivitds felelds lehetne a csokkent Thl differencidlédasért kzsv
CDA4 T sejtekben [43].

3.1.3.3 A regulatoros T sejt (Treg) és Thl7 szerepe az ujsziilottkori immunitasban

A korai, megfelel6 Treg funkcid Oridsi jelentéségli a megfeleld immunérés
szempontjabol. Schaub és mtsai. a T sejt valaszt vizsgaltak velesziiletett (lipid A és
peptidoglikan) ¢és adaptiv (phytohemagglutinin) ingerek hatisara sziiletéskor,
Osszehasonlitva a felndtt immunvalasszal [44]. Egyéb vizsgalatokkal megegyezden azt
talaltak, hogy kzsv-ben a Treg sejtek jelen vannak és megfeleléen funkcionalnak PHA
stimulus hatasara [45]. Ugyanakkor a felnéttekhez képest ujsziilottekben, mind az
adaptiv-, mind a velesziiletett stimulus altaldnossdgban kevésbé érett Treg valaszt
indukal. Ennek egyik magyarazata, hogy a Treg sejtek nagyrészt sziiletést kdvetden
érnek, mely megegyezik a Wing és mitsai. altal leirtakkal, mely szerint a Kkzsv
CD4+CD25+ sejtek nem gatoljak a sajat antigénre adott valaszt, szemben a felnétt Treg
sejtekkel [46]. Masrészt Gsszehasonlitottak a Treg markerek expresszigjat kzsv-ben és
feln6tt vérben. A kapott eredmények 6sszhangban voltak Chen és mtsai. eredményeivel,
mely szerint bar a CD4+CD25high sejtek és a Fox P3 kimutathatéak a kzsv-ben, de
velesziiletett stimulust kovetéen alacsonyabban expresszalddnak szemben a felndtt

vérmintaval [43]. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy kzsv-ben az alacsony expresszioju
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Fox P3 és CD4+CD25high sejtek hozzajarulhatnak a Treg-ek alacsonyabb szupresszios
képességehez.

Velesziiletett stimulus hatasara kzsv-ben alacsony volt a Thl7 sejtek prevalencigja,
illetve e sejttipus felnott vérben jellemzé Th1/Th2 citokinekkel mutatott korrelacidja
szintén megfigyelheté volt. Erdekesség, hogy kzsv-ben az IL-17 szekrécidja a
velesziiletett stimulusra korlatozodott, mig PHA stimulusra ez a hatds elmaradt. Ezért
érthetd, hogy a hatékony velesziletett valaszkészség befolyasolja az adaptiv
immunvalasz kialakulasat [44]. A kzsv alacsony IL-17 szintjének egy lehetséges
magyarazata, hogy sziiletés utan a Thl7 sejtek érése késik, mint ahogy a Treg-gel
kapcsolatban mar azt koradbban leirtak [47]. Masik elképzelés szerint a Th17 sejtek
aktivalodasahoz tovabbi specifikus stimulus sziikséges. Az anti-CD3/anti-CD28-cal,
illetve 1L-6 és TGF-B-val torténd aktivacié azonban nem indukalt szignifikans 1L-17
szekréciot.

Osszefoglalva, kzsv-ben az alacsonyabb szamti Th17 és Thl sejtek, valamint a Treg
sejtek altal kevésbé szupresszalt emelkedett Th2 citokin szekrécid kombinacidja
sériilékeny immunrendszert hoz 1étre a korai életszakban. Ugyanakkor a velesziiletett
immunstimulus, mint példaul a fokozott mikrobiologiai behatas, potencialis faktor a
korai immunrendszer érésében.

Chang és mtsai. olyan eredményeket kozoltek a Treg sejtekkel kapcsolatban, melyek
ellentmondanak a korabban Chen és mtsai., valamint Schaub és mtsai. altal leirtakkal
[44]. Osszehasonlitottdk a kzsv naiv, illetve antigén altal aktivalt CD4+CD25- és
CD4+CD25+ T sejtjeit a felndtt periférids vérbdl szdrmazo hasonld sejtekkel, kiilonds
tekintettel a genetikai expresszids mintazatra, immunfenotipusra, szupresszios
aktivitasra és a szupresszid mechanizmusara. Mind a naiv kzsv CD4+CD25+, mind a
felnétt CD4+CD25+ T sejtek hasonldan magas GITR, FOXP3, CD25 és CD152 mRNS-
t expresszaltak, mint ahogy emelkedett CTLA-4 és CITR fehérje szintet hoztak létre.
Viszont csak a naiv feln6tt periférids vér mutatott szupressziot allogén valaszra szemben
a kzsv CD4+CD25+ T sejtekkel. CD4+CD25- T sejtek MUTZ-3 specifikus éretlen DS-
szupresszalta a MUTZ-iDC altal indukalt CD4+CD25- T sejt proliferaciot.
Osszehasonlitva a felntt vérbdl szarmazo sejtekkel, szignifikinsan magasabb szazalékt
CD4+CD25+CD152+ Treg sejt volt indukélhatd kzsv CD4+CD25- T sejtekbdl allogén

stimulus hatdsara. Ez az eredmény azt tdmasztja ala, hogy a kzsv CD4+CD25+ Treg
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sejtek, melyek magasabb szazalékban voltak indukdlhatdéak allogén stimulus hatésara,
szemben a felnott sejtekkel, készek erds allogén immunszupresszorként funkcionalni és
részben hozzdjarulhatnak a kzsv-ben a csokkent allogén felismeréshez és csokkent
CD4+CD25+ T sejt aktivaciohoz.

Black és mtsai. naiv T sejtek Th17 effektor sejtekké valo fejlodési képességét vizsgaltak
in vitro korilmények kozott extrém korasziilottekben, korasziilottekben, érett
ujsziilottekben és felnéttekben [49]. A Schaub és mtsai. altal kordbban megfigyelt Th17
korlatozott érési kapacitassal szemben azt talaltdk, hogy a Th17 sejtvonal kapacitasa
forditottan ardnyos az ¢életkorral. Vizsgalatuk szerint az extrém korasziilottekbol
szarmazo T sejtek rendelkeznek a legnagyobb képességgel arra, hogy Th17 sejtekké
alakuljanak. Ezt kovetden az érett Ujsziilottek T sejtjei, majd a felndtt naiv T sejtek,
melyek kevéssé vagy egyaltalan nem képesek Th17 sejtekké alakulni. Ezzel ellentétben
a Thl sejtvalasz felndttek esetében kifejezettebb volt, mint ujsziilottekben. Ujsziilottek
T sejtjei magasabb IL-23RO, ROR-gt és STAT3 expressziot mutattak aktivaciot
megel6zéen és szignifikans Th17 sejtté vald atalakulasi hajlamot aktivacio utan. Ezzel
szemben a felnétt T sejtek tobb TBX21-et expresszaltak, ennek megfelelé Thl
iranyultsaggal.

Cosmi ¢és mitsai. leirtdk, hogy a kzsv Thl7 sejtek elsddlegesen a CD161+CD4+
prekurzor populaciobol alakulnak ki és ez a populacié hianyzik feln6tt naiv sejtekben
[50]. Tekintettel arra, hogy a korasziilott T sejtek azonos vagy nagyobb mennyiségili IL-
17-et és IL-21-et termelnek, illetve hogy korasziilottek vérmintaiban a Th17 sejteknek
megfeleld koriilmények kozotti tenyésztést kdvetden, aramldsi citometrias méréssel
tobb Th17 sejt volt kimutathatd, azt feltételezték, hogy a korasziilottekben nagyobb a
CD161+ Th17 sejtek prekurzor populacidja. Aramlési citometrids mérés segitségével
meghataroztak a korasziilott és érett 4jsziilott sejtek CD161+ frakciojat €l6 CD3+CD4+
T sejtekben. A magasabb Thl7 sejtekké valé differencialodasi képesség ellenére a
korasziilottek mintdiban jelentésen alacsonyabb CD161+ Thl7 prekurzort észleltek
stimulaciét megeldzden, ami felvetette annak a lehetdségét, hogy korasziilottekben a
Th17 sejtek képesek CD161- prekurzorokbol is kialakulni. Bar Black és mtsai.
vizsgalatainak eredménye szerint in vitro koriilmények kozott a kzsv CD4 sejtek
képesek Th17-¢ alakulni, ugyanakkor ezt a képességiiket elvesztik in vivo koriilmények

kozott az elégtelen antigénprezentacio és citokin jelatvitel kovetkeztében.
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Lee ¢és mtsai. a kozelmultban vetették fel a progeszteron kulcsfontossagl szerepét a naiv
kzsv T sejtek Treg-é valod atalakulasaban [51]. A progeszteron a kzsv-ben, szemben a
feln6tt periférids vérrel, a naiv T sejtek allogén aktivacio-indukalt differencialodéasat
iranyitja az immunszupressziv Treg sejtek iranyaba, mely sejtek koziil szamos FoxP3-at
expresszal. Osszehasonlitva azokkal a sejtekkel, melyeket progeszteron hidnyaban
indukaltak, a progeszteron altal indukalt FoxP3+ T sejtek fokozottabban expresszaltak
memoria T sejt markereket. Ennek tekintetében a progeszteron tartalmi kzsv fdleg
memoria tipusi FoxP3+ T sejtekben volt gazdag. Tovabba a kzsv APS-ek sokkal
hatdsosabban indukaltdk a FoxP3+ T sejteket, mint a felnétt megfeleldjiik. Egy masik,
progeszteronhoz kapcsolodo 1 felismerés szerint a progeszteron szupresszalta a kzsv
CD4 sejtek inflammatorikus Th17 sejtekké valo atalakuldsat. A progeszteron tovabba
fokozta az IL-2 hatasara bekovetkez6 STATS aktivaciot, mig csokkentette az IL-6 altal
okozott STAT3 aktivaciot. Ezek a folyamatok magyarazhatjak a progeszteron szerepét a
Th17 sejtekkel szembeni Treg sejtek szelektiv kialakulasaban. Emellett a progeszteron
szupresszalta a T sejtek IL-6 receptor expresszidjat. Ezen eredmények alatamasztjak a
progeszteron kiilonleges szerepét a magzati T sejt differencialédas szabalyozasaban,

amely hozzajarul az immuntolerancia kialakuldsdhoz.

3.1.3.4 A limfocita aktivacio kinetikaja koldokzsinorvérben

Palin és mtsai. az a3-TCR/CD3 komplex és a CD28 kotddését kdvetden kialakult, naiv
CD4 sejtek altal kozvetitett alacsony jelatvitel miatti csokkent neonatalis CD4 T sejt
immunitast vizsgaltdk [52]. A CD3 kotédést kovetd kalcium bearamlas szignifikdnsan
magasabb volt koldokzsindrvér naiv CD4 sejtekben Osszehasonlitva a felnétt CD4
sejtekkel. Mindemellett az 0jsziilott naiv CD4 sejtekre magasabb aktivacio- indukalt
Erk foszforilacio volt jellemzé. A miR-181a mikroRNS, mely fokozta az aktivéacio-
indukélt kalcium bedramléast egerek timocitdiban [53], jelent6sen magasabb szinten
expresszalodott kzsv naiv CD4 sejtjeiben szemben a felndttekével. A miR-181a
talexpresszigja felndtt naiv CD4 sejteken novelte az aktivacid-indukalt kalcium-
influxot, ami maga utan vonta azt a kovetkeztetést, miszerint a miR-181a szint
novekedése kzsv naiv CD4 sejteken hozzajarul a fokozott jelatvitelhez. Ezzel szemben
az AP-1 fliggd transzkripcio, amely az Erk jelatvitelt koveti és sziikséges a teljes T sejt

aktivaciohoz, koldokzsinorvér naiv CD4 sejtekben csokkent volt szemben a felndtt
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sejtekkel. Ennek megfeleléen a kzsv naiv CD4 sejt fokozott aktivacio-indukalt kalcium
bearamlasa a timocitaszerl fenotipus megoérzésére utalhat. A fokozott kalcium jelatvitel
és Erk foszforilacio fiiggetlen a downstream AP-1 filiggd transzkripciotol, mely
csokkent és valoszinilileg hozzajarul a limitalt kzsv CD4 sejtimmunitashoz.

Kutatoécsoportunk korabbi vizsgalata, melyben a kzsv T sejtek kalcium bearamlasi
kinetikajat vizsgaltuk, eltér6 eredményeket mutatott, mely feltehetden az -eltérd
vizsgalati modszernek €s az eltérd vizsgalt sejtcsoportoknak volt tulajdonithatd. Célunk
az volt, hogy meghatarozzuk a kzsv aktivalt T limfocitdk kalcium bearamlasi
kinetik4jat, valamint vizsgaljuk a Kv1.3 ¢és IKCal limfocita kélium csatornak
expresszidjat ¢és funkcidjat, melyek fontos szerepet jatszanak a kalcium bedramlas
szabalyozasaban [54]. A kalcium bearamlas kinetikajanak mérése aramlasi citometrias
modszer alkalmazasaval tortént Thl, Th2, CD4 és CD8 limfocitakban PHA-val tortént
aktivaciot kovetden. A CD4 sejtek kivételével a kalcium bearamlas kinetikédja csokkent
az aktivalt kzsv T limfocitdkban a feln6tt T limfocitakhoz képest. A neonatalis T sejtek
kevésbé voltak érzékenyek a Kv1.3 és IKCal kalium csatornék specifikus gatlasakor. A
Kv1.3 csatorna expresszidja, kivéve a Thl limfocitakat, magasabb volt a f6 T limfocita
populacidkban ujsziilottekben. Vizsgéalatunk szerint a f6 T limfocita altipusok rovid
idejli aktivacioja csokkent a felndttekhez képest érett Ujsziilottekben. A neonatalis
limfocitak kalium csatorndjanak megvaltozott funkcidja valoszinlileg hozzajarul ehhez a

jellegzetességhez.

3.1.3.5 A Galectin-1 hatdsa a Thl / Th2 sejtardnyra

A galectin-1 (Gal-1) fontos szerepet jatszik a gyulladasos valasz és az immuntolerancia
szabalyozasaban erds immunszupressziv tulajdonsaganak koszonhetden [55]. Eldsegiti
a naiv T sejtek tulélését, valamint antiproliferativ hatdssal rendelkezik mind a naiv-,
mind az aktivalt T sejtekre nézve [55,56]. A Gal-1 a CDS8 és Thl sejtek apoptdzist
indukalja, mig a Th2 sejtek védettek a Gal-1 altal medialt sejthalallal szemben [57]. A
10 aniinflammatorikus citokin termelédését [59]. A Gal-1 nagy valdszinliséggel hatasos
effektor is egyben, mely szerepet jatszik a CD4+CD25high Treg sejtek miitkddésében
[60]. Erdekesség, hogy a Gal-1 jol ismert immunszupressziv hatésaval ellentétben azt

talaltuk, hogy a Gal-1 expresszidja CD3, CD4, CD8, Treg és NK limfocitdkon
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alacsonyabb volt kzsv-ben, mint felnétt periférias vérben [26]. Az alacsonyabb Gal-1
sejtarany valosziniileg a naivitasnak és az alacsonyabb szintli hossz-hatast kzsv
limfocita stimulacionak koszonhetd. Ezt tamasztja ala az is, hogy kzsv-ben magasabb a
naiv sejtek prevalencidja, mig a centralis és az effektor memoria T sejtek el6fordulési
gyakorisadga alacsonyabb, mint felnétt vérben. Tovabba pozitiv korrelacid figyelhetod
meg az intracelluldris Gal-1-et expresszalo CD3 limfocita szdma és a memoria T sejtek
prevalencidja kozott. Az intracellularis Gal-1 mennyisége azonos kzsv ¢és felndtt
periférias vérben, ami feltételezi, hogy a Gal-1 produkcios kapacitasa ezeken a sejteken
érett. Az intracellularis Gal-1 expresszio valoszinlileg downreguldlt neonatalis
limfocitakon, koszonhetden a mar csokkent kzsv immunreaktivitasnak. Szemben a
korabbi eredményekkel, kutatdcsoportunk altal végzett vizsgalatok szerint az exogén
vérben. Ennek alapjdn a Gal-1 expresszald limfocitdk nem valdszinii, hogy szerepet

jatszanak az immunreaktivitas csillapitasaban, koldokzsinorvérben.
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3.2 TERHESSEGI IMMUNITAS

Egészséges terhességben az anya minden szervrendszerének adaptdlodnia sziikséges a
fejlodé magzat fiziologiai sziikségleteihez. Ebben az anyai immunrendszer sem kivétel.
Tekintettel arra, hogy a fejlodé magzat apai antigén prezentald képessége miatt szemi-
allograftnak tekinthet6 az anyai immunitas szempontjabol, immuntolerancidnak
sziikséges kialakulnia a rejekcid elkeriilése céljabol. Egészséges terhesség soran a
magzat idegen antigénjeit az anyai immunrendszer 40 hétig ,,sajatjanak” tekinti. Ennek
a tolerancidnak a meggyengiilése a magzat ellen irdnyulé abnormadlis immunvalasz
kialakulasdhoz vezet, mely a terhesség kedvezétlen kimenetelét okozza, tigymint a
spontan vetélés, a korasziilés vagy a préeklampszia. Visszatérd vetéléskor és
préeklampszidban a normalistol eltéré anyai immunvalaszban olyan autoimmun
komponensek fedezhetdek fel, melyek az autoimmun betegségekben figyelhetéek meg
vagy az autoimmun reakcidkkal allnak Osszefliggésben. Fontos megjegyezni, hogy a
visszatérd vetélés és préeklampszia nem tekintheté autoimmun allapotnak, de
patomechanizmusukban jelentds szerepet jatszik a ,sajat” ellen irdnyuld folyamat.
Ebben a tekintetben a préeklampszia példaul mind az allograft rejekcioban, mind a
GVHD-ben megfigyelhet6 autoimmun valaszt utdnozza [61].

A terhességre specifikus immuntolerancia kialakuldsdnak szdmos részlete ismert.
Kezdetben az anyai és a magzati sejtek kozotti tolerans kapcsolat lokalis szinten, a
deciduéra korlatozodva jon létre, késObb a masodik trimeszterben mar az egész anyai
szervezetre kiterjedve figyelhetd meg. Ezekben a folyamatokban mind a természetes,
mind az adaptiv immunitds elemei részt vesznek. Az anyai immuntolerancia
kialakulasdban viszont kiemelkedden fontos szerepe a T limfocitdknak van. Ugyanis a
terhesség sordn a megvaltozott pervalencidjuk és miikodésiik befolydsolja az egészséges

¢s a patologids immuntolerancia kialakulasat.

321 TH1 ES TH2 SEJTEK SZEREPE A TERHESSEGI IMMUNITAS
KIALAKULASABAN

Korabbi feltételezések szerint az egészséges terhesség a Th1-tél a Th2 tipust immunitas
iranyaba vald eltolodast indukélta. Egyes vizsgalatok azonban azt igazoltdk, hogy

bizonyos Th1l citokinek szintje egészséges terhességben megemelkedett, ahelyett hogy
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csokkent volna a nem terhes allapothoz képest [62,63]. A legfrissebb eredmények arra
utalnak, hogy a varanddssag mind pro-, mind antiinflammatorikus éallapot, a hangsuly a
gesztacid szakaszatol fligg. Ennek megfelelden a terhesség immunoldgiai szempontbol
harom fazisra oszthato. Az elsé szakasz, mely az implantaciotdl az elsé trimeszterig tart,
erds gyulladasos valaszt igényel, mely sziikséges a méh epitél megfeleld atépiiléséhez
¢s a blasztociszta bedgyazodasa utan visszamarad sejttormelék eltavolitdsdhoz. Ezért
sem tarthaté az a korabbi elképzelés, mely szerint az egészséges terhesség relativ
immunszupressziv allapotnak felel meg. A sikeres implantacio tehat fligg az anyai
ezért a terhesség elsé fazisa proinflammatorikus allapotnak tekinthetd. A terhesség
masodik immunologiai fazisa a masodik és a harmadik trimeszterre korlatozodik. Ez a
magzati novekedés és fejlodés szakasza, amely sordan egy antiinflammatorikus allapot
alakul ki. Végiil a harmadik immunologiai szempontbol jelentds szakasz a sziilés, mely
alatt ismét a proinflammatorikus folyamatok uralkodnak, amelyek a magzat, illetve a
placenta megsziiletésé¢hez sziikséges méhkontrakcio kivaltasaban jatszanak szerepet
[64].

Egyes vizsgalatok szerint a Thl sejtek altal termelt IFN-y a legfobb citokin, amely a
terhesség alatti gyulladasos folyamatokat szabalyozza. Megfigyelték, hogy az elégtelen
immuntoleranciaval jar6 patologias folyamatokban, mint példaul a préeklampszia, az
IFN-y termelése szignifikansan megemelkedett [65]. Egerekben az IL-4, IL-5 és IL-10 a
terhesség teljes idotartalma alatt detektalhatd volt a fotomaternalis felszinnél, mig az
IFN-y atmenetileg, csak az elsé periodusaban volt kimutathaté [66,67]. Bar a decidua
NK sejtjei képesek IFN-y termelésre, nem jatszanak kozponti szerepet a magzati
allograft rejekcidjaban, mivel nem expresszalnak apai antigén specifikus receptorokat,
igy nem érzékenyek az apai alloantigének jelenlétére [68]. Mindemellett Piccinni és
mtsai. korabbi vizsgalata szerint, melyben a decidualis CD4+ T sejtek citokin termelését
vizsgaltak ismétlédé spontan vetélésben szenvedd ndkben szemben az egészséges
terhesekkel, azt talaltak, hogy az elvetélt ndk CD4 sejtjeinek IL-4 és IL-10 termelése
elégtelen [69].

A fejlodd magzat antigénjei két hatarfeliileten kerlilnek bemutatdsra a terhesség soran.
Az elsé feliilet lokalisan, a deciduaban alakul ki, ahol kapcsolat jon létre az invaziv
extravillozus citotrofoblaszt és az anyai immunsejtek kozott. Ez a ,,szoveti felszin” a

bedgyazodashoz sziikséges immunoldgiai adapticioban jatszik fontos szerepet. A
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masodik szisztémdsan, a szinciciotrofoblaszt és az anyai vér immunsejtjei kozotti
hatarfeliileten alakul ki. Ez utobbi a ,,szisztémas felszin”, amely a tizedik gesztacios hét
kortil jon létre és valik kiilondsen fontossa a terhesség masodik felében [70]. Két
mértékét a anyai decidudban: a placenta rogzitettsége, mely biztositja a magzat
megfeleld tapanyagellatasat, illetve a méhfal védelme a tlzott invazidval szemben [71].
Tulzott foki immuntolerancia és a trofoblaszt sejtekkel szembeni tulzott tolerancia
esetén a méhfal talinvéazidja alakul ki, ami olyan koréllapotokért felelés, mint a placenta
akréta (a méh falahoz nétt a méhlepény), inkréta (a chorion-bolyhok kozvetleniil a
méhizomzatba marjak be magukat) vagy perkréta (a chorion-bolyhok a méhizomzatot
teljes vastagsdgaban atjarjak) [72]. Amennyiben azonban az anyaméh spiralis
arterioldinak az extravillozus citotrofoblasztok altali megfeleld invazidja elmarad, agy
hipoxia és oxidativ stressz alakul ki a méhlepényben, mely fontos triggere az anyai
szisztémas gyulladdsos valasz kialakuldsanak, ezaltal a préeklampszia klinikai

manifesztalodasanak [71].

3.2.2 GALECTIN-1 HATASA A TH1 / TH2 SEJTARANYRA

Szamos kutatds szamolt be arrol, hogy a szolubilis faktorok szerepet jatszhatnak az
egeszseéges terhességben megfigyelhetd Th2 iranyu eltolodasban. Ezek koziil az egyik
legfontosabb szolubilis faktor a 14 kDa méretii B-galaktoz koto fehérje, a galectin-1. Az
immunrendszer elemei koziil az aktivalt T, B és NK sejtek, valamint a makrofagok
expresszaljak [73,74,75,76]. A galectin-1 szamos mechanizmuson keresztiil fejti ki
immunregulatoros hatasat. Azaltal, hogy hozzakotddik a sejtfelszini glikoproteinekhez,
gatolja a T sejt proliferaciot és apoptozist indukal a Thl, Th17 és CD8+ sejtekben
[73,77,78].

In vitro korlilmények kdzott Rabinovich és mtsai. kimutattak, hogy a galectin-1 gatolja
a T sejtek extracellularis matrixhoz vald kotddését és megsziinteti a proinflammatorikus
modelljeiben a galectin-1 a gyulladasos egyensulyt a Th2 dominans citokinek iranyaba
billenti [79,80].

Kozelmultban végzett vizsgalatok szerint a galectin-1 eldsegiti a fGtomaternalis

tolerancia kialakulasat, ugyanis a rekombinans galectin-1-gyel kezelt vetélésre hajlamos
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egerekben megakaddlyozta a magzat elvesztését. A galectin-1 ezen protektiv hatdsa
viszont nem érvényesiilt Treg depletalt egerekben [81]. Az, hogy a Treg sejtek
szelektiven upregulaljak a galectin-1 expressziot [60], szintén hozzajarul a magzat anyai
immunrendszer altali elfogaddsahoz.

Mig a Thl és Th17 sejtek fogékonyak a galectin-1 indukalta sejthaldlra, addig a Th2
sejtek védettek a galectin-1-gyel szemben a sejtfelszini glikoproteinjeik eltérd
szialilezésének koszonhetden. A galectin-1 deficiens egerekben megfigyelhetd, hogy
joval nagyobb Thl ¢és Thl7 wvalasz alakul ki [78]. Kovetkezésképpen érdekes
feltételezés, hogy a keringd T és NK sejtek csokkent galectin-1 termelése hozzajarulhat-
e a proinflammatorikus Thl és Th17 immunvalasz kialakuldsdhoz, amely jol ismert
jellemzdje a préeklampszidnak [82,83].

Korabbi, kutatocsoportunk altal végzett vizsgalatban aramlési citometria segitségével
meghataroztuk a galectin-1-et expresszald T és NK sejteket PE-ben, egészséges terhes
nok €s egészséges nem terhes ndk periférias vérében. A szérum galectin-1 és a galectin-
1 elleni antitest mennyiségét ELSA-val mértiik. Nem talaltunk kiilonbséget a szérum
galectin-1 és a galectin-1 elleni IgG antitest szintek kozott PE-ben és egészséges
terhességben. Egészséges terhes ndkben a galectin-1-et expresszaldo T és NK sejtek
szintje magasabb volt, mint egészséges nem terhes ndkben. PE-ben viszont a galectin-1-
et expresszalo T ¢és NK sejtek alacsonyabb szdzalékban fordultak elé szemben az
egeszséges terhes nokben meértekkel, mely feltehetden Osszefiigg a PE-ben jellemzd

proinflammatorikus Th1 és Th17 immunvalasz kialakulasaval [83].

3.23 REGULATOROS T SEJT (TREG) SZEREPE AZ TERHESSEGI
IMMUNITASBAN

A T helper limfocitak kiilonb6zd alpopulécioinak felfedezése, kiilondsképpen a Th17
sejtek funkcidjanak megismerése megvaltoztatta az terhességi immunitasrol korabban
gondoltakat. Az 0j modell szerint a terhesség specifikus immuntoleranciat négy
sejttipus, a Th1l, Th2, Th17 és Treg sejtek kozotti egyensuly hozza 1étre, szemben a
korabbi kétkomponensii, Th1 és Th2 sejteket tartalmazé modellel. Tobb munkacsoport
is kimutatta, hogy a Thl és Th2 egyensuly elvesztése mellett a megvaltozott Th17 és
Treg prevalencia is jelentds szerepet jatszik a kedvezdtlen terhességi kimenetel

patogenezisében [84].
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A tolerancia kialakulasaban az egyik legfontosabb szerepe a Treg sejteknek van. Az
apai antigénekre specifikus Treg sejtek szisztémas expanzidja figyelhetdé meg mar a
terhesség nagyon korai stadiuméban, amely arra utal, hogy a Treg sejtek legfobb
funkcidja az apai eredetli antigéneket tartalmazo sejtek rejekcidval szembeni védelme
[85].

A novekvl periférias Treg prevalencia mellett megfigyelhetd, hogy a Treg sejtek a
fotomaternalis hatarfeliileten, elsdsorban a anyai deciduaban is szignifikdns
mennyiségben vannak jelen. Sasaki és mtsai. voltak az elsok, akik kozolték, hogy a
CD4+CD25+ Treg sejtek prevalencidja ndvekszik a decidudban a humén terhesség
korai szakaszaban [86]. Ezt alatamasztottak Heikkinen és mtsai.-nak, valamint Somerset
¢s mtsai.-nak eredményei. Akik tovabba kozolték, hogy a keringd CD4+CD25+ Treg
sejtek mennyiségiik maximumat a masodik trimeszterben érik el, majd szamuk
fokozatosan csokken, de szintjiilk magasabb marad a postpartum peridodusban, mint a
nem terheseké. Amennyiben a Treg prevalencia nem éri el a kiiszobszintet a terhesség
korai szakaszaban, gy fokozddik a préeklampszia kialakuldsanak valdsziniisége
[87,88].

Ahhoz, hogy a Treg tolerans hatdsa érvényesiiljon, folyamatos antigénprezentaciora van
sziikség, gyulladasos kostimulacido nélkiill. Ez magyarazza a magzattal szembeni
atmeneti toleranciat, illetve azt, hogy kiilondsen a terhesség korai heteiben el6fordulo
gyulladdsos fert6zés befolydsolja a terhesség kimenetelét. A kozelmultban keriilt
felismerésre, hogy a Treg sejtek felelosek lehetnek a lokélis Thl aktivitas
szabalyozasaért egészséges koraterhességben [89].

A Treg sejtek csokkent szdma terhesség soran hozzajarul a magzat immunologiai
rejekcidjdhoz [90]. Sasaki és mtsai. spontdn vetélésben alacsonyabb szisztémas Treg
szintet talaltak, mint egészséges terhesekben [86]. Szamos vizsgalat mellett, mely
alacsonyabb periférias vér Treg prevalenciat talalt préeklampsziaban, mint egészséges
terhességben, egyes kutatdsok arra utalnak, hogy a Treg sejtek szdma préeklampsziaban

a deciduaban is csokkent [91,92,93,94].

3.24 ATH17 SEJTEK

A CDA4+ IL-17+ (Th17) sejt egy nemrégiben felfedezett CD4 limfocita alcsoport, mely
a Th1-t6l és Th2-t6l kiilonb6zé fejlédési vonalbol szarmazik. A Th17 sejtek a gyulladas
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egyensulyi folyamataban a Treg-gel ellentétes hatastak és az IL-17 mellett egyéb
proinflammatorikus citokineket termelnek. Az IL-17 fontos szerepet jatszik az
autoimmun betegségek kialakuldsaban és a kronikus gyulladas fenntartasaban. Szemben
a Thl-gyel és Th2-vel, melyek kialakulasa egymastol fiiggetlen, a Th17 és Treg sejtek
azonos fejlédési vonalbol szarmaznak. Ezeknek a sejteknek a kialakuldsa soran egy
érdekesség figyelheté meg: a k6zos 6ssejtbdl Th17 vagy Treg jon létre, attdl fliggden,
hogy a kozos Gssejt aktivacioja a transzformacios novekedési faktor béta (TGF-P) vagy
TGF-pB plusz inflammatorikus citokin jelenlétében torténik-e [95].

Amellett, hogy meghatarozott szerepiik van a gyulladas szabalyozdséban, a Thl, Th2,
Treg és Th17 sejtek a kiilonbozd citokinek termelésén keresztiil befolydsoljak egymas
mikodését is. Ezt jol szemlélteti a megemelkedett Th17 / Treg sejtardny, amely
hozzajarul az immunvalasz Thl iranya eltolédashoz, ugyanis a fokozott IL-17
termelésen keresztiil a Th17 serkenti az egyéb proinflammatorikus citokinek, mint
példaul az IFN-y termelését. Ugyanakkor ezzel egy idoben a Treg sejtek Thl-gyel
szembeni gatlo hatdsa csokken [96].

Santner-Nanan ¢és mtsai. azt talaltdk, hogy szemben a nem terhesekkel vagy a
préeklampsziasokkal, a magas Treg prevalencia mellett a Th17 sejtek szazalékos aranya
szignifikdnsan  csokkent egészséges terheseknél a harmadik trimeszterben.
Kovetkezésképpen a Th17 / Treg sejtarany szignifikdns csokkenése figyelheté meg az
egészséges terhesekben a préeklampszidval szovodott terhesekhez képest [97].

A Thl7 sejtek eltérései egyeb, terhesség asszocidlt betegségekben is megfigyelhetok,
ami alapjan feltételezhetd, hogy a Th17 és Treg egyensulya ugyanolyan fontos szerepet
jatszik a egészséges terhesség altal kivaltott gyulladasos allapotban, mint a Thl és Th2
egyensulya. Ito és mtsai. nemrégiben kozolt cikke szerint példaul az IL-17 termeld
sejtek kiilonosen fontos jelentdséggel birnak a korasziilés patomechanizmusaban [98].
Nakashima ¢és mtsai. pedig azt talaltdk, hogy a decidua IL-17 termeld sejtek
prevalenciaja jelentésen megemelkedik elkeriilhetetlen abortusz esetében, szemben az
egészséges terhességgel. Ez arra utal, hogy az emlitett sejtek feltehetden eldsegitik a
gyulladas kialakuldsat az abortusz késoi szakaszaban, de nem a korai periodusban [99].
Egy masik vizsgalatban Wang és mtsai. azt kozo6lték, hogy a IL-17 sejtek eléfordulasi
gyakorisdga a  periférids vérben és a  decidudban is megemelkedett
megmagyarazhatatlan, visszatérd spontan vetélés esetén. Megfigyelték, hogy ezekben a

betegekben a Th17 asszocialt faktor, a RAR kapcsolt orphan receptor gamma (ROR-y
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vagy RORc) expresszidja szintén fokozodott a periféridas vér limfocitdkban, illetve a
deciduaban [100].

A szisztémas gyulladés kialakuldsaban préeklapsziaban - mely a legfébb oka ennek a
terhesség specifikus allapotnak - a Thl és Th2 mellett a megvaltozott Th17 és Treg
sejtek el6fordulasa is kulcsfontossagi. Egy korabbi, Kutatocsoportunk altal végzett
vizsgélatban Osszehasonlitottuk a Thl, Th2, Th17 és Treg sejtek prevalencidjat
préeklapsziaban és normalis terhességben, illetve meghataroztuk az IL-17 termelé CD4,
CD8 ¢és NK sejtek mennyiségét is. Azt talaltuk, hogy nemcsak a Th1/Th2, hanem a
Th17/Treg sejtek kozotti egyensuly is a proinflammatorikus allapot felé tolodik
préeklampszidban. Mindemellett az IL-17 expresszalo CDS8 és NK sejtek mennyisége is
magasabb volt préeklampsziaban. Ezek az eredmények tehat arra utalnak, hogy mind a
velesziiletett, mind az adaptiv immunrendszer szerepet jatszik a fokozott anyai
szisztémds gyulladas kialakuldsaban, ebben a terhességhez kapcsolodd rendellenes

allapotban [83].

3.25 AZIL-17 TERMELO CDS8 ES NK SEJTEK

Bar, az IL-17 eldszor a CD4+ sejtek kapcsan keriilt felismerésre, késobb kidertilt, hogy
a CD8+ és NK sejtek is képesek ennek a citokinek a termelésére [101,102]. Szdmos
kutatasi eredmény tamasztja ala, hogy az IL-17 termeld limfocitak, kiilondsen az NK
sejtek, nagymértékben hozzajarulnak a terhességben kialakuld gyulladasos allapothoz.
Sargent €és mtsai. szerint sokkal inkabb a velesziiletett, mint a szerzett immunrendszer
az, ami Irdnyitja az immunszabalyozast a human terhesség sordn és ebben a
folyamatban az NK sejteknek kozponti szerepiik van [103,104]. Az NK sejtek koros
aktivaciodja és ez altal megvaltozott IL-17 termelése mind szisztémasan, mind lokalisan
a placentaban hozzdjarul az immuntolerancia zavardhoz ¢€s a terhesség asszocialt
korallapotok kialakuldsdhoz.

Egy kutatdcsoportunk altal végzett vizsgalatban meghataroztuk az egészséges terhes és
nem terhes ndk periférids vérmintajaban az IL-17 termeld sejtek prevalencidjat a CD4+,
CD8+ és NK sejtek korében, illetve az IL-17 termeld CD4+, CD8+ és NK sejtek
mennyiségét az teljes limfocita populacioban. Azt taldltuk, hogy a Thl7 sejtek
alacsonyabb szamban fordultak eld egészséges terhesekben, mint nem terhesekben. A

CD8+ IL-17+ (Tcl7) sejtek prevalencidja a CD8+ limfocitdk kozott magasabb volt
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terhesekben nem terhesekhez képest. Az emelkedett Tc17 sejtprevalencia egészséges
terhességben elsdsorban a csokkent CD8+ IL-17- sejtszint kdvetkezményének volt
tekinthetd, amely ezaltal magasabb Tcl7 ardnyt eredményezett a CD8+
sejtpopulacidoban. Mivel a Tc17 alacsonyabb citotoxikus aktivitasu, mint a CD8+ IL-17-
sejt [105], az utobbi sejttipus mennyiségének csokkenése, illetve ennek kovetkeztében
1étrejovo relativ Tcl7 sejtszdm emelkedés a terhességre jellemzd immunszupressziv

mechanizmus részének tekinthet6 [61].

3.2.6 A LIMFOCITA AKTIVACIO KINETIKAJA

Korébbi vizsgalatok igazoltdk, hogy nem csak a T limfocita alcsoportok prevalencidja,
hanem a funkcidjuk is megvaltozik terhesség soran. Ezt jol mutatja, hogy a T sejtek
kalcium bearamlasanak szabalyozasa is eltéré varandossagban. Ezek a korabbi
vizsgalatok kimutattdk azt is, hogy szemben a nem terhesekkel, mind egészséges
terhességben, mind préeklampszidban a bazélis intracellularis kalcium szint a
limfocitdkban hosszantartdéan megemelkedik. Ugyanakkor préeklampszidban magasabb
értéket ér el, mint egészséges terhességben [106,107,108]. A citoplazmaban
rendelkezésre 4all6 szabad kalciumnak fontos szerepe van a limfocita aktivacid
szabalyozasaban. A fesziiltségfiiggd Kvl1.3, illetve a kalciumdependens IKCal
kaliumcsatorndk fontos szerepet jatszanak az intracellularis kalcium homeosztazisban
azaltal, hogy limfocita aktivacié soran ellensulyozzdk a megemelkedett szabad
kalciumtartalmat a citoplazmaban. Ezek a csatornak feleldsek a kalium kidramlasaért a
citoplazmabol, igy biztositjdk az elektrokémiai potencidl gradiens megtartasat, ami
ahhoz sziikséges, hogy tovabbi kalcium aramolhasson a citoplazméba. Ezeknek a
csatornaknak a specifikus gatlasa esetén csokkent a kalcium influx mértéke, ami
alacsony szinti limfocita aktivacidhoz vezet [109].

Feltételezésiink az volt, hogy a limfocita aktivacid soran a kalcium szabalyozas elemei,
beleértve a limfocitdk kaliumcsatorndit is, érintettek lehetnek terhességben és
préeklampsziaban. A kutatocsoportunk 4altal végzett vizsgalat soran az aktivécio
kivaltotta kalcium influxot mértiikk Th1, Th2, CD4+ és CD8+ limfocita alcsoportokban,
egészséges varanddssagban, préeklampszidban ¢és egészséges nem terhesekben.
Meghataroztuk az elébb emlitett csoportokban az aktivaci6 indukalt kalcium bedramlést

a fesziiltségfliiggd Kvl1.3, illetve a kalciumdependens IKCal kaliumcsatornak gatlasa
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soran. Az eredmények azt mutattak, hogy csokkent a kalcium bearamlas a Th1 és CD8+
sejtekben, egészséges terhességben szemben a préeklampsziaban mértekkel. Viszont a
kalium csatorndk gatlasa esetén a Th2 sejtek kalcium bearamldsa nem valtozott
egészséges varandosokban, mig préeklampsziasokban a gatlds hatdsara a kalcium
bedramlds mértéke jelentésen csokkent. A limfocitak kalcium bedramlési kinetikdja,
valamint a kalium csatorndk gatloszerekre vald szenzitivitasa egészséges terhesekben
specifikus mintdzatot mutatott. Ez a mintdzat préeklampszidban nem volt
megfigyelhetd, sokkal inkdbb a nem terhes allapothoz volt hasonld. Vizsgélati
eredményeink arra utaltak, hogy a limfocitdk kalcium szabalyozasanak -eltérései
szerepet jatszhatnak az egészséges terhesség soran megjelend immunologiai tolerancia

kialakulasaban [110].

327 B7 CSALAD SZEREPE AZ  ANYAI IMMUNRENDSZER
SZABALYOZASABAN

A placentaris és a magzati novekedés és fejlédés szorosan Osszefiigg a magzat altal
prezentalt apai antigének miatti alland6 stimulus alatt all6 anyai immunrendszerrel.
Mivel az anyai limfocitak érzékelik a magzati antigének jelenlétét, aktiv tolerancia
szlikséges a komplikacidmentes terhesség ¢és sziilés lefolydsdhoz. E tolerans
mechanizmusok, mint a delécio, receptor downregulacio €s a limfoid szévetek magzati
antigénspecifikus sejtjeinek anergidja mellett az immunreguldcidban szintén jelentOs
szerepe van a kiilonbozd, lokalisan a fOtomaternalis felszinen expresszalodo
immunregulaciés molekuldknak. E molekuldk koziil kiemelendé a B7 kostimulacios
molekuldk csaladja, melyek a placentaban és a decidudban is jelen vannak. A B7 csalad
tagjai a T limfocitak aktivaciojat és effektor funkcidjat mindkét, serkentd, illetve gatlo
iranyban befolyasolhatjak, ezaltal kdzponti szerepet jatszanak a magzattal szembeni
tolerancia kialakulasaban.

Az 1990-es években el6szor a B7-1 és B7-2 immunvalaszban betdltott szerepe keriilt
felismerésre. Olivares és mtsai. kdzoltek elsoként, hogy a decidua sejtjei B7-1 és B7-2
molekuldkat expresszalnak és ezen keresztiil képesek arra, hogy limfocitavélaszt
serkentsenek [111]. A B7 csalad molekulainak kiilonleges regulacidja és placentaris
mintdzata arra utal, hogy ezek a fehérjék jelentds szerepet jatszanak a lokalis

fotomaternalis milié kialakulasaban (2. abra). Tovabba a B7 molekulak kostimulalo és
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koinhibitoros szignalt is kozvetitd természetének koszonhetden befolyasoljak az anyai
limfociték ¢s a limfoid szovetek magzati antigénjei kozotti interakciot. Petroff és mtsai.
vizsgalatai kimutattdk, hogy a B7 molekula harom Iényeges tulajdonsaggal rendelkezik.
Az els6 és legfontosabb, hogy terhesség soran a B7 molekulat expresszalo sejtek APS-
ként is funkcionalnak. Ezt alatimasztja az, hogy azok a sejtek, amelyek a B7 molekula
mellett MHC-t is expresszalnak, direkten befolyasoljak a T sejt aktivaciot és effektor
funkciot azaltal, hogy pozitiv vagy negativ kostimulacios szignalt valtanak ki a TCR-en
keresztiili jelatvitel mellett. Masodik lényeges jellemzdéje a B7 molekulaknak, hogy
azok a trofoblaszt sejtek, amelyek elnyomjak az MHC-t, a limfocitakra a B7/CD28-on
keresztill hatnak. Végezetiil, az APS-n vagy a trofoblaszton 1év6 B7 molekula
visszahat6 szignalt kiild a B7 expresszald sejtnek, melyen keresztiil befolyasolja a

lokalis immunkornyezetet, azaltal, hogy T sejtre vald hatdsatol fliggetleniil az

crer
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2. abra: B7 fehérjecsalad expresszios mintazata a human fotomaternalis felszinen.
Am J Pathol 2005,167:465-473.

Van B7 fehérje expresszid, +; Nincs B7 fehérje expresszio,

expresszio,

+/-;

cTB, citotrofoblaszt;

makrofag; sTB, szinciciotrofoblaszt.

evTB,
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3.3 INDOLAMIN-2,3-DIOXIGENAZ (IDO)

Az indolamin-2,3-dioxigendz (IDO) potens immunszupressziv hatasat eldszor
terhességben ismerték fel, ahol az IDO aktivitds kémiai gatldsaval megsziintették az
allogén terhességet. Bar az enzim genetikai delécioja nem ismételte az enzim gatlasaval
kivaltott hatdst, mégis szamos tény tamasztja ald a fehérje fotomaternalis
immuntoleranciaban betoltott szerepét [113,114]. Ennek egyik jelentds példaja, hogy a
human decidua monocitdk ¢és dendritikus sejtek dramaian upregulaljak az IDO-t, IFN-y
vagy CTLA-4 / Fc fuzios fehérje hatdsdra [115]. Minél magasabb volt a B7-2
expresszid a decidualis monocitakon és a dendritikus sejteken, annal kifejezettebben
emelkedett az IDO termelés. Ez az eredmény tdmogatja azt az elképzelést, hogy a
decidua dendritikus sejtek valosziniileg védekezd funkcidval rendelkeznek a terhesség
soran. Az IDO ¢és B7 szintjei szoros Osszefiiggést mutattak a terhesség kimenetelével
kapcsolatban is, mivel spontan vetélés esetén mindkettd szintje csokkent.

Petroff és mtsai. feltételezték, hogy in vivo a Treg sejtekbdl szarmazd CLTA-4 is képes
a decidua DS-ek IDO termelésének serkentésére [112]. A CTLA-4 terhességben
betoltott protektiv szerepét alatdmasztja, hogy mind a Treg sejtek, mind a CTLA-4
szintje a Treg sejteken alacsonyabb a decidudban spontan vetélésben [86]. Terhességben
a méhlepény fibroblaszt CLTA-4 expresszidja szintén megfigyelhetd. Ez egy masik,
jelentds ligandforréast biztosit a visszahatd jelatvitel szabalyozasaban a fGtomaternalis
felszinen [116]. A visszahatd jelatvitelt koveté IDO termelés szintén eléfordulhat
placentalis makrofagokban. Az, hogy a Hofbauer sejtek expresszaljadk mind az IDO-t,
mind a B7-2-t alatimasztja, hogy a CLTA-4 és B7-2 kapcsoldodasa placentaris
makrofagokon szintén IDO-t indukélhat ezekbdl a sejtekbdl, mint ahogy az a decidua
DS-ben torténik [115].
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4  CELKITUZES

Vizsgalataink soran célunk volt, hogy aramlasi citometria segitségével meghatarozzuk a
B7-1, B7-2, B7-H1 és B7-H2 kostimulaciés molekulakat expresszalo aktivalt CD11b+
monocitak szintjét, valamint a nekik megfeleld receptorokat, igymint a CD28, CTLA-4,
PD-1 ¢és ICOS expresszald T sejtek, kiilondsen a CD4+ T sejtek mennyiségét
koldokzsinorvérben, felndtt periférids vérben, egészséges terhesekben, valamint
egészséges nem terhesekben (3. abra). Szintén célunk volt, hogy az elobb emlitett
mintdkban meghatarozzuk az IDO intracelluldris expressziojat aramlasi citometriaval,
tovabba a plazma kinurenin, kinurénsav és triptofan szintjeit nagyteljesitményli

folyadék kromatografia (HPLC) segitségével.

(+)

(CD80) B7-1 “CcD28

"CTLA-4 (CD152)

(CD86) B7-2

APS T sejt

(CD274) B7-H1 PD-1 (CD279)

v

+)
ICOS (CD278)

(CD275) B7-H2

3. abra: B7 csalad vizsgalt fehérjéi az antigén prezentalo sejteken (APS) és a nekik
megfelelo receptorok a T sejteken.

Roviditések: APS, antigén prezentald sejt; MHC, major histocompatibility complex;
TCR, T sejt receptor.
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5 ALANYOK ES MODSZEREK

51 A KODOKZSINORVER - FELNOTT PERIFERIAS VER VIZSGALATOK
ALANYAI

Vizsgalatainkhoz 20 egészséges feln6ttdl vettiink periférids vérmintat, valamint 17
egészséges, érett Ujsziilottdl gyujtottiink koldokzsinorvért kozvetleniil a megsziiletést
kovetden. A vizsgalatban résztvevok tajékozott beleegyezésiiket adtak. Az ujsziilottek
esetében a vizsgalatba a sziilok beleegyezését kértikk és kaptuk. Vizsgalatunkat a
Helsinki Deklaraciéo aktudlis iranyelveivel 0Osszhangban végeztik. A vizsgalat

résztvevbinek adatai az 1. tablazatban szerepelnek.

5.2 AZ EGESZSEGES TERHES — EGESZSEGES NEM TERHES VIZSGALATOK
ALANYAI

Vizsgalatainkhoz 20 egészséges terhestdl a harmadik trimeszterben, valamint 14 azonos
kort, egészséges nem terhestdl vettiink periférids vérmintat. Utdbbi csoport tagjai
esetében a mintagylijtés a menstruacios ciklus azonos idejében, a lutedlis szakaszban
tortént az eltéré hormonszintek esetleges befolydsold hatasdnak kikiiszobolésére. A
vizsgélatban résztvevok tdjékozott beleegyezésiiket adtdk. Vizsgalatunkat a Helsinki
Deklaracié aktualis iranyelveivel Osszhangban végeztiik. A vizsgalat résztvevdinek

adatai a 2. tablazatban szerepelnek.
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1. tablazat: A résztvevok adatai a koldokzsinorvért és felnott periférias vért

osszehasonlito vizsgalatban.

Adatok: median (kvartilis)

Felnott Uj szilott
n=20 n=17
Férti/né 12/8 10/7
Eletkor (év) 26,5 (24 — 28) -
Gesztacios kor (hét) - 39 (38-40)

Sziiletési suly (g)

3300 (3150 — 3650)

2. tablazat: A résztvevok adatai az egészséges terhes és egészséges nem terhes
vérmintakat 6sszehasonlité vizsgalatban.

Adatok: median (kvartilis)

(hét)

Nem terhes Terhes
n=14 n=20
Eletkor (év) 32 (27-34) 33,5 (30-36)
Primiparak szama - 12 (60%)
Gesztacios kor vérvételkor - 39 (38-40)

Magzati sziiletési suly (g)

3180 (2915 — 3725)
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53 MONONUKLEARIS SEJT IZOLACIO

A mononukledris sejtek (PBMC és CBMC) elvalasztasa littum heparinos csébe (BD
Vacutainer, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) frissen gyijtott periférias vérmintabol
vagy koldokzsinorvérbol standard stirliség gradiens centrifugalassal (Ficoll Paque,
Amersham Biosciences AB, Uppsala, Svédorszag, 25 perc, 400 g, 22 °C) tortént. Az
igy nyert sejteket -80 °C fokon, 10% DMSO tartalmu Fetal Bovine Serumban téroltuk a
mérések elvégzéséig. A felolvasztast kovetden a sejtszuszpenziot kétszer mostuk PBS-
ben (Phosphate Buffered Saline). A sejtek életképességét tripankék festés segitségével

allapitottuk meg (minden esetben 90% felett).

54 ARAMLASI CITOMETRIA

A mononuklearis sejteket 30 percig, sotétben, szobahdmérsékleten inkubaltuk a
kovetkezd konjugalt anti-human monoklonalis antitestek kombinacidjaval, a gyartod
javaslatainak megfelel6en: anti-CD3 PerCP, anti-CD4 phycoerythrin-Cy7, anti-CD28
phycoerythrin, anti-CD152 allophycocyanin (CTLA-4), anti-CD278 FITC (ICOS) és
anti-CD279 allophycocyanin-Cy7 (PD-1) vagy anti-CD3 PerCP, anti-CD11b
phycoerythrin-Cy7, anti-CD80 allophycocyanin (B7-1) és anti-CD275 phycoerythrin
(B7-H2), vagy anti-CD3 PerCP, anti-CD11b phycoerythrin-Cy7, anti-CD86
allophycocyanin (B7-2) ¢és anti-CD274 phycoerythrin (B7-H1) kiilon csévekben
(BioLegend, San Diego, CA, USA). Mosast kovetden a  sejteket
Fixation/Permeabilization oldatban fixaltuk és Permeabilization Bufferrel kezeltiik a
gyartd javaslatainak megfeleléen (eBioscience, San Diego, CA, USA). A sejteket ezt
kovetden egér anti-human IDO monoklondlis antitesttel (Milipore, véros, allam, USA)
inkubaltuk 30 percig, sotétben, 4°C-on. Ujabb mosas utén a sejteket 15 perig, sotétben,
4°C-on FITC-vel jelolt kecske anti-egér antitesttel inkubaltuk. Mosast kdvetden a
sejteket 488 nm és 633 nm excitacids lézerrel rendelkezd BD FACSAria aramlasi
citométerrel (BD Biosciences, varos, allam, USA) vizsgélatuk. Az adatokat FACSDiVa
szoftverrel dolgoztuk fel. Csovenként 100000 sejtet vizsgdlatuk. A limfocitak és
Scatter karakterisztika alapjan kiilonitettiik el az d&ramlasi citométeres mérések soran. A

FITC-vel jelolt kecske anti-egér specifikus festés izotipus kontrollja céljabol a
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mononukledris sejteket sejtfelszini antitestekkel és FITC-vel jelolt kecske anti-egér
antitestekkel inkubaltuk mintanként kiilon csében, egér anti-human IDO monoklonalis

antitestek hozzaadasa nélkiil.

55 NAGYTELJESITMENYU FOLYADEK KROMATOGRAF (HPLC)

A vizsgalt referenciavegyiileteket (L-TRP, L-KYN szulfat s6, KYNA) és a cink acetat
dihidratot a Sigma-Aldrichtol (Saint Louis, MO, USA), az acetonitrilt és a perklorsavat
(PCA) a Scharlautél (Barcelona, Spanyolorszag), az ecetsavat pedig a VWR
Internationaltoél (Radar, PA, USA) szereztiik be.

A plazma mintdkat a vizsgalatig -80°C fokon taroltuk. A vizsgalatot megel6zéen a
mintakat felolvasztottuk, majd rovid vortexelést kovetéen 300ul-nyi plazmat 700ul
precipitacios oldatba pipettaztunk. A precipitacios oldat belsé standardként 3,75w/w%
PCA-t és 2,857 uM 3-nitro-L-tirozint tartalmazott. Ezt kovetéen a mintakat 13000 g
fordulatszamon, 10 percen keresztiil, 4°C fokon centrifugaltuk, majd a feliiluszokat
Osszegyljtottik. A mintdk KYN, KYNA ¢és TRP tartalmat a Herve és mtsai. altal leirt
[117], némileg mobdositott modszerrel, Agilent 1100 HPLC rendszer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével hataroztuk meg. A rendszer egy
fluoreszcens és egy UV detektorral volt ellatva, melyek koziil az elobbi a KYNA ¢és a
TRP meghatarozéasara szolgalt, mig az utébbi a KYN kvantifikéaciora és a belsd standard
mérésére volt alkalmas. A kromatografias elvalasztasra izokratikus elucioval Onyx
Monolithic C18, 100 mm X 4,6 mm bels6 atmérdjii (Phenomenex Inc., Torrance, CA,
USA) oszlopot alkalmaztunk, a minta Hypersil ODS, 20 x 2,1 mm belsé atmérdji, 5 um
részecskeméretli (Agilent Technologies, Santa Clara, USA ) el6oszlopon valod
athaladasa utan. A mobil fazis dsszetétele 0,2 M cink acetat / ACN =95/ 5 (v/iv%) volt,
a pH-t jéghideg ecetsavval 6,2-re allitottuk be. Az dramlasi sebesség 1,5 ml/min, az
injektalt volumen 20 pl volt. A fluoreszcens detektor excititoros €s emisszids
hulldmhossza 344 nm, illetve 398 nm volt. Mindegyik futtatasnal 3,5 perc utdn a
hullamhosszakat 254 nm-re és 398 nm-re valtoztattuk. Az UV detektor hullamhosszat

365 nm-re allitottuk.
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55.1 NAGYTELJESITMENYU FOLYADEK KROMATOGRAFIA (HPLC)
MOSZER VALIDACIO

5.5.1.1 Kalibracios gorbe és linearitas

A kalibransokat 6 kiilonb6z6 koncentracioban készitettiik el, a KYNA esetében 1 - 100
nM, a KYN esetében 0,1 - 5 uM, a TRP esetében 5 nM - 50 uM ¢és a belsé standard
esetében 0,5 nM — 7,5 uM tartomanyban. Az egyes oldatokbdl 3 parhuzamos injekcio
tortént a fent leirt kromatografias feltételeknek megfelelden. A csucsi valaszjeleket a
megfeleld koncentracio fiiggvényében abrazoltuk. A linearis regresszid szamitasokat a
legkisebb négyzet modszerrel végeztilk a nyilvdnosan hozzaférhetdé R szoftver
segitségével. Nagyon jo linearitds volt megfigyelhetd a vizsgalt koncentracids
sorozatban a KYN, KYNA, TRP és a bels6 standard esetében fluoreszcens vagy UV

detektor alkalmazasakor.

5.5.1.2 Szelektivitas

A modszer szelektivitasat az ,,lires” plazmaminta és a KYN, KYNA, TPR és bels6
standard cstcsat tartalmazo plazmaminta kromatogramjainak Osszehasonlitdsa alapjan
ellendriztiik. Minden Gsszetevot a ra jellemzé kromatogramon detektaltunk jelentds

interferencia nélkiil.

5.5.1.3 Kimutatasi hatar (LOD) és mennyiségi meghatarozas also hatara (LLOQ)

A kimutatasi hatar (LOD) és a mennyiségi meghatarozas als6 hataranak (LLOQ)
megallapitdsa az ICH iranyelv eldirdsa szerinti jel / zaj ardny segitségével tortént,
melyek kiiszobei 3, illetve 10 (18). A LOD a KYN, KYNA ¢és TRP esetében 100 nM, 1
nM és 15 nM volt, mig a LLOQ érték a KYN, KYNA ¢és TRP-nél 275 nM, 3,75 nM, és
35 nM volt. A LOD és LLOQ értékei a 3. tablazatban szerepelnek.

43



3. tablazat: Kimutatasi hatar (LOD) és mennyiségi meghatarozas als6 hatara
(LLOQ) a plazma vizsgalt osszetevoinek nagy teljesitményi folyadék
kromatografia (HPLC) vizsgalatakor.

Osszetevd Modszer Koncentracio LOD (nM) | LLOQ (nM)
tartomany

Kinurenin uv 0,1-5 uM 100 275

Kinurénsav Fluoreszcencia 1-100 nM 1 3.75

Triptofan Fluoreszcencia 5-50 uM 15 35

5.5.14 Pontossag

A HPLC vizsgalat megismétlése soran a relativ standard devidcid a csucs alatti

teriiletnél < 2,2%, mig retencios idénél < 0,1% volt.

5.5.1.5 Visszanyerés

A relativ visszanyerés megbecslése két kiilonbozé koncentracioban adagolt KYN,
KYNA ¢és TRP cstics mérésével tortént, haromszor ismételve. Nem volt szignifikans
kiilonbség az alacsonyabb és a magasabb koncentraciok kozott. A KYN, KYNA és TRP
visszanyerési hatara 108-110%, 86-91% ¢és 85-89% kozott voltak.

5.5.1.6 Statisztika

Az adatokat median (kvartilis) formatumban fejeztiik ki. A vizsgalt csoportokat Mann-
Withney teszt segitségével hasonlitottuk 0Ossze, mivel az el6zetesen -elvégzett
Kolmogorov-Smirnoff teszt az adatok nem normal eloszlasat mutatta. A Kkorrelacio
vizsgalatahoz Spearman tesztet alkalmaztunk. Amennyiben a p-érték kisebb volt, mint
0,05, a kiilonbséget szignifikdnsnak tartottuk. A statisztikai szadmitdsokat STATISTICA
szoftverrel (8.0 verzid, StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) végeztiik el.
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6 EREDMENYEK

6.1 A KOLDOKZSINORVER — FELNOTT PERIFERIAS VER VIZSGALATOK
EREDMENYEI

Koldokzsinorvérben statisztikailag szignifikans, de biologiailag szerény csokkenést
tapasztaltunk a CD4+ CD28+ limfocitak gyakorisagaban felndtt periférias vérhez
képest. Ugyanakkor jelentésen emelkedett a CD152 szabalyozo receptor (CLTA-4)
expresszidja ezeken a sejteken. A CD11b+ CD86+ monocitak eléfordulasa gyakoribb
volt kzsv-ben, mint feln6tt periférias vérben.

A CD3+ CD278+ limfocitak el6fordulasi gyakorisaga szintén magasabb volt kzsv-ben
feln6tt periférias vérhez képest, bar ez a kiilonbség nem volt szignifikdns a CD4+
alcsoport esetében. A megfelelé kostimuldldé molekula, a CD275 eldéforduldsa a
CD11b+ monocitdkon hasonld volt a két csoportban. Ellenben a CD11b+ CD274+
monocitak, melyek gatld jelzést kozvetitenek a CD279-en keresztiil, alacsonyabb
gyakorisdggal voltak detektalhatoak kzsv-ben szemben a felndtt periférias vérrel.
Koldokzsinorvérben emelkedd tendencidju eléfordulési gyakorisagot figyeltiink meg az
IDO-t expresszaldo CD3+ limfocitak tekintetében, Gsszehasonlitva a felndtt periférias
vérrel (p = 0,069). A CD11b+ alcsoport esetében az IDO-t expresszald sejtek azonos
mennyiségben fordultak eld. Az atlagos fluoreszcens intenzitas (MFI) értéke IDO-ra
nézve alacsonyabb volt kzsv-ben szemben a felnétt periférias vérrel, mind CD3+
limfocitak, mind CD11b+ monocitak esetében.

A plazma KYN és TRP szintje magasabb volt kzsv-ben, mint felndtt periférias vérben.
KYN-re nézve kifejezett emelkedést lattunk, ami kzsv-ben tobb mint kétszeres KYN /
TRP aranyt eredményezett szemben a felndtt periférias vérrel. A KYNA szintje szintén
jelentdsen, majdnem tizszer magasabb volt kzsv-ben.

A CDB80-on és CD86-on keresztiili visszahato jelatvitel jelenlétét korrelacids analizis
segitségével vizsgaltuk. Ellentétes Osszefiiggést taladltunk a CD11b+ CD86+ monocitak
¢és az IDO-t expresszalé6 CD11b+ monocitak kozott kzsv-ben (r = -0,59), mig nem volt
korrelacido felndtt periférias vérben. Tovabba pozitiv Osszefiiggést talaltunk felnott
periférids vér CD3+ sejtjeinek IDO MFI értéke és a CD11b+ CD80+ monocitak

prevalenciaja kozott (r = 0,48). Részletes eredményeinket a 4. tablazat tartalmazza.
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6.2 AZ EGESZSEGES TERHES — EGESZSEGES NEM TERHES VIZSGALATOK
EREDMENYEI

Egészséges terhesek esetében szignifikdnsan emelkedett CD28+ T sejt prevalenciat
talaltunk nem terhes ndk vérmintdival vald 0Osszehasonlitds sordn. Ugyanakkor
egészséges terheseknél ezeken a T sejteken csokkent CTLA-4 expressziot figyeltiink
meg.

A CD 278+ és CD 279+ T sejtek eléfordulasi gyakorisdga magasabb volt egészséges
terhesek esetében szemben a nem terhesekkel. Mind a CD80+ monocitak, mind a
CD275+ monocitak szintje alacsonyabb volt terhes ndkben, a CD86+ és CD274+
monocitak szdmaban azonban kiilonbséget nem talaltunk.

Az IDO-t expresszald T sejtek €s monocitdk prevalencidja magasabb volt egészséges
terhesekben, mint nem terhesekben. Az MFI érték IDO estében szintén szignifikdnsan
magasabb volt mindkét sejttipus estében egészséges terhes nékben.

A plazma KYN, KYNA ¢és TRP szintek alacsonyabbak voltak egészséges terhesekben,
mig a KYN / TRP ardny magasabb volt nem terhes ndkho6z képest.

A CDB80-on és CD86-on keresztiili visszahat6 jelatvitel jelenlétét egészséges terhesek —
nem terhes ndk esetében is korrelacios analizis segitségével vizsgaltuk. Nem talaltunk
Osszefiiggést a CD80+ és CD86+ monocitak eldforduldsi gyakorisdga és az IDO-t
expresszalo T sejtek vagy monocitdk prevalencidja vagy az IDO MFI értéke kozott a

vizsgalat csoportokban. Részletes eredményeinket az 5. tablazat tartalmazza.
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4. tablazat: Felnétt periférias vérben és koldokzsinorvérben vizsgalt sejtek
sejtfelszini és intracellularis markerei és a plazma kinurenin (KYN), kinurénsav
(KYNA) és triptofan (TRP) szintjei.

*p < 0,05 versus Felnott. Az adatok medianban (kvartilis) formatumban szerepelnek.
IDO — indolamin 2,3-dioxigenaz, MFI — atlagos fluoreszcens intenzitas.

Feln6tt (n=20)

Ujsziilott (n=17)

CD3+ CD28+ sejtek / 77,2 (65,8-82,5) % 80,7 (71,2-88,4) %
CD3+ limfocitak

CD3+ CD28+ CD152+ sejtek / | 8,74 (6,46-11,7) % 12,0 (6,09-15,8) %
CD3+ CD28+ limfocitak

CD3+ CD278+ sejtek / 56,4 (50,4-74,9) % 73,6* (67,9-77,7) %
CD3+ limfocitak

CD3+ CD279+ sejtek / 51,2 (45,3-61,2) % 52,7 (28,0-61,6) %
CD3+ limfocitak

CD4+ CD28+ sejtek / 97,9 (96,8-99,1) % 95,4* (93,1-98,3) %
CD4+ limfocitak

CD4+ CD28+ CD152+ sejtek / | 6,15 (4,55-8,57) % 9,21* (6,53-13,1) %
CD4+ CD28+ limfocitak

CD4+ CD278+ sejtek / 59,2 (54,8-74,0) % 69,4 (59,3-79,2) %
CD4+ limfocitak

CD4+ CD279+ sejtek / 54,2 (49,1-63,3) % 54,5 (42,5-57,3) %
CD4+ limfocitak

CD11b+ CD80+ sejtek / 54,2 (19,6-68,8) % 34,0 (19,7-56,7) %
CD11b+ monocitak

CD11b+ CD86+ sejtek / 27,6 (19,6-29,8) % 43,1* (30,0-51,9) %
CD11b+ monocitak

CD11b+ CD274+ sejtek / 74,1 (68,2-84,9) % 57,2* (51,5-72,7) %
CD11b+ monocitak

CD11b+ CD275+ sejtek / 61,2 (34,5-70,0) % 46,6 (39,1-57,9) %
CD11b+ monocitak

CD3+ IDO+ sejtek / 3,33 (2,12-5,95) % 4,57 (3,00-10,8) %
CD3+ limfocitak

IDO MFI értek CD3+ IDO+
sejtek (tetszoleges egység)

9888 (7461-11175)

7627* (6551-9768)

CD11b+ IDO+ sejtek /
CDI11b+ monocitak

2,45 (1,92-2,99) %

2,90 (1,65-4,52) %

IDO MFI érték CD11b+ IDO+
sejtek (tetszoleges egység)

21400(19075-24175)

15200* (13300-18700)

KYN (uM)

1,80 (1,63-2,26)

4,77 (3,73-5,45)

KYNA (nM) 29,8 (22,9-42,8) 294,7* (253,8-360,6)
TRP (UM) 53,4 (46,3-59,6) 62,4* (56,6-70,4)
K/T arany 0,036 (0,032-0,041) | 0,075* (0,063-0,086)
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5. tablazat: Egészséges nem terhesekben és egészséges terhesekben vizsgalt sejtek
sejtfelszini és intracellularis markerei és a plazma kinurenin (KYN), kinurénsav
(KYNA) és triptofan (TRP) szintjei.

* p < 0,05 versus Nem terhes. Az adatok medianban (kvartilis) formatumban

szerepelnek.

IDO — indolamin 2,3-dioxigenaz, MFI — atlagos fluoreszcens intenzitas.

Nem terhes (n=14)

Terhes (n=20)

CD3+ CD28+ sejtek /
CD3+ limfocitak

76,0 (64,7-82,9) %

88,4* (81,8-90,6) %

CD3+ CD28+ CD152+ sejtek /

8,90 (7,57-11,4) %

6,64* (5,07-9,89) %

CDA4+ limfocitak

CD3+ CD28+ limfocitak

CD3+ CD278+ sejtek / 55,7 (49,5-56,7) % 89,9* (75,7-91,6) %
CD3+ limfocitak

CD3+ CD279+ sejtek / 46,3 (39,3-51,2) % 51,9* (47,9-67,7) %
CD3+ limfocitak

CD4+ CD28+ sejtek / 97,8 (96,7-98,8) % 97,3 (93,0-99,2) %

CD4+ CD28+ CD152+ sejtek /
CD4+ CD28+ limfocitak

6,92 (4,93-8,63) %

5,61 (3,65-9,09) %

CD4+ CD278+ sejtek / 56,7 (52,8-59,5) % 87,7* (76,3-92,2) %
CD4+ limfocitak

CD4+ CD279+ sejtek / 49,4 (42,1-54,5) % 44,2 (37,5-65,2) %
CD4+ limfocitak

CD11b+ CD80+ sejtek / 55,5 (17,3-69,8) % 17,6* (13,6-25,4) %
CD11b+ monocitak

CD11b+ CD86+ sejtek / 23,8 (17,3-29,5) % 20,7 (14,9-31,9) %
CD11b+ monocitak

CD11b+ CD274+ sejtek / 78,4 (70,3-85,9) % 80,7 (77,2-87,8) %
CD11b+ monocitak

CD11b+ CD275+ sejtek / 63,8 (59,0-72,1) % 17,3* (14,1-27,0) %
CD11b+ monocitak

CD3+ IDO+ sejtek / 5,90 (2,65-16,9) % 24,1* (13,3-56,4) %
CD3+ limfocitak

IDO MFI érték CD3+ IDO+ 9888 (7482-11475) 62500* (19800-
sejtek (tetszéleges egység) 84475)

CD11b+ IDO+ sejtek / 2,59 (1,99-11,7) % 22,5* (13,6-50,5) %
CDI11b+ monocitak

IDO MFI érték CD11b+ IDO+ | 21400 (19075-23875) 70450* (38775-
sejtek (tetszéleges egység) 114000)

KYN (uM)

1,80 (1,70-2,08)

1,55* (1,31-1,83)

KYNA (nM) 29,8 (25,6-47,7) 18,8* (15,0-23,0)
TRP (UM) 54,1 (49,0-59,3) 38,6* (33,9-42,5)
K/T ratio 0,037 (0,032-0,040) 0,041* (0,038-0,045)
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7 MEGBESZELES

Az ‘éretlen immunrendszer szerepet jatszik az Ujsziilottek magas infekcios
morbiditasaban és mortalitdsban [118]. A WHO szerint kortlbelil 7,1 millio 1 és 12
honapos kor kozotti csecsemd hal meg évente vilagszerte [119]. A halal okai
leggyakrabban akut 1éguti fertézés, vagy bakterialis, illetve viralis patogén altal okozott
hasmenés [119,120,121]. Ezek a fert6zések ritkan fatalisak idésebb gyermekekben vagy
felnottekben. Ennek hatterében feltehetoen az éretlen neonatalis immunrendszer all,
melynek egyik jelentés komponense a funkciojaban eltéré neonatalis T sejt. Az elmult
idGszakban végzett vizsgalatok szerint a neonatalis APS-ek miikodése sem megfeleld,
mely masodlagosan szintén hozzajarulhat az adaptiv T sejt valasz defektusahoz. A korai
¢letszakban a csokkent miikodésti immunrendszer befolydsolja az 1jsziilottkori
immunizacidra adott valaszreakciot is, mivel gyakori a vakcindcié utdni gyenge antitest-
valasz. A BCG oltas kivételével az elsd hat élethdnapban adott oltds esetén tobb dozist
kell adni ahhoz, hogy megfelel6 védettség j6jjon 1étre. Tehat a vakcinacioval kivaltott
védelem ¢és a fokozatosan érd ujsziilott immunrendszer kozott szoros Osszefliggés van
[122].

Az APS-ek kozponti szerepet jatszanak a velesziiletett immunvalaszban és felelosek az
adaptiv immunvalasz kialakitasaért. Az antigén hatasara kivaltott immunreakcié szdmos
tényez6tdl, elsdsorban az APS-ek tipusatdl fiigg. Naiv T sejt aktivaciohoz minimum két,
APS altal kozvetitett szignal sziikséges. Az elsé szignal antigén fliggd, T sejt receptor
medialt, mig a masik, antigén fliggetlen, kostimulacios jelen keresztiil valtja ki a T sejt
aktivacigjat. Az antigén fiiggetlen aktivaciohoz sziikséges jel tovabbi két részre
oszthatd. Egyik része a kostimuldcios molekuldkkal vald interakcidért felel, mig a mésik
részét a szolubilis mediatorok, mint példaul a citokinek altal kivaltott hatas alkotja. Jol
ismert, hogy az interakci6 az APS-ek és az aktivalt T sejtek kozott kétirdnyt, mely
egyrészt az APS-ek érés¢hez, masrészt a teljes T sejt aktivacidhoz vezet [123,124]. Az
interakcid soran 1étrejové mindségi €s mennyisé€gi valtozasok hatdsara alakul ki az
effektor T sejtek tolerancidja [124,125,126,127]. A felnbttekhez képest a neonatalis
APS-ek éretlen markereket expresszalnak és citokintermelésiik alacsonyabb. A nem
megfelelé neonatalis APS miikodésben szamos tovabbi tényezd, mint az APS-ek és T
sejtek kozotti hibas kapcsolddas és a regulatoros T sejt medialt gatlas jatszik szerepet
[118].

49



A jsziilottkori mononukledris fagocitarendszer hibas funkcidja jol ismert. Ezek a
defektusok, melyek  bizonyitékul szolgalnak az  éretlenségre,  csokkent
citokintermelésbdl és hibas fogocitdzisbol allnak. Az 1jsziilott monocitdk ugyanis a
kostimulacios molekulak, mint a CD86 és a CD40, alacsony szintli expresszidjaval
jellemezhetdek. Ezeknek a molekulaknak az expresszidja nem up-regulalodik olyan
potens aktivatorok, mint a IFN-y és a CD40 ligand (CD40L) kapcsolddas hatdsara [3].
Tovéabb4, a neonatalis monocitak és makrofagok kevesebb proinflammatorikus citokint,
mint példaul TNF-o-t, IL-1p-t és IL-12-t termelnek bakterialis lipopoliszacharid (LPS,
TLR4 ligand) vagy egyéb toll-like receptor ligand (TLR) hatasara [15]. Ez valdsziniileg
a TLR kapcsolodas altal kivaltott jelatviteli ut hibajabol adodik, de ezeknek az
eltéréseknek a pontos természete még nem ismert. Erdekes, hogy az 0jsziilétt monocitak
a felndtt monocitakhoz képest azonos mennyiségli mRNS-t expresszalnak kiilonbozd
TLR-ekhez [15,16], viszont ez nem zarja ki e receptorfehérjék expresszidjanak
lehetséges kiilonbségeit. Azok a vizsgalatok, melyek szerint a TLR jelatvitel hibas, azt
mutattak, hogy 0jsziilott monocitdkon a LPS stimulacié hatdsara a TLR4 upregulacio és
CD14 expresszio nem figyelhetd meg [15,17]. Tovabba a MyD88 expresszidja, ami egy
fontos adaptor molekula a TLR medialt jelatvitelben, csokkent [17]. Bar a MyD88
mRNS szintje az Gjsziilott és felntt monocitakban megegyezd volt [15]. Erdekesség,
hogy a TLR4 fehérje expresszidja alacsonyabb korasziilottek monocitain, mint érett
Ujsziilottek monocitain [16]. Ez az eltérés egyrészt alapja lehet annak a folyamatnak,
mely felelds a fokozott infekcids fogékonysagért korasziilottekben, masrészt feltételezi,
hogy szoros Osszefliggés van a TLR expresszid szabalyozasa és a magzati fejlodés
kozott.

A neonatalis makrofagok alacsony valaszkészséget mutatnak IFN-y-ra, mely szorosan
kapcsolddik a hibds STAT-1 foszforilacidhoz. Lényeges, hogy ez az eltérés az IFN-y
altal stimulalt neonatalis makrofagok elégtelen intracellularis patogéndld kapacitasaval
fligg 6ssze [128,129].

Az jsziilott monocitdk alacsony IL-12 termeléssel jellemezhetéek [11,130]. A
monocitak legfobb funkcidja a fagocitdzis. Felnétt monocitdkkal Osszehasonlitva a
neonatalis monocitdk E. coli fagocita képessége jelentdsen alacsonyabb. A fagocitdzis
hibaja még inkabb kifejezett a 30. gesztacios hétnél fiatalabb korasziilottekben [19]. A
pinocitdzis azonban megtartottnak latszik 0jsziilott monocitdkban, mivel a fehérjék,

mint példaul a bovine szérum albumin, felvételének képessége megtartott ezekben a
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sejtekben [4]. Végiil a monocitak dendritikus sejtekké vald atalakulasa is hibas, amit
alatdmaszt, hogy a neonatalis monocita derivalt dendritikus sejtek (MDDS)
morfologidja kiilonbozik a felnétt MDDS-ektdl [131]. Osszegezve, tehat a TLR
aktivacios kaszkad defektusa nyilvanvald az Gjsziilott monocita / makrofag rendszerben,
de a jelatviteli utvonalak miikddési hibainak pontos természete még nem ismert.

Mivel a periférids vér alacsony DS eldfordulassal jellemezhetd, ezért a legtdbb,
neonatalis DS-re vonatkozd vizsgalat monocitabol szarmazo DS-tel tortént.
Altalanossagban elmondhato, hogy az tjsziilott DS-ek éretlenek, mivel az MHC II és a
kostimulaciés molekuldk (CD80, CD40) alacsony expresszidjaval jellemezheték. A
CDI1 molekula expresszidja, mely a lipopeptid antigén bemutatasaban jatszik fontos
szerepet, szintén alacsonyabb ezeken a sejteken [131,132]. Az LPS vagy nekrotikus sejt
altali stimulacidt kovetden a koldokzsindrvér DS-ek megérzik éretlen fenotipusukat,
mivel nem képesek upreguldlni a HLA-DR-t, CD86-ot és a CD83-at [23,133]. A
korabbiakban a neonatdlis monocitdkndl leirtak szerint, a DS-ek inkomplett érése
feltehetden a hibas TLR jelatvitelnek koszonhetd [134]. Fontos hangstlyozni, hogy
egyéb, a TLR csaladba tartozd molekuldk (TLR1, TLR2, TLR3, TLR6, TLRS)
expresszidjara adott valasz még nem Kkeriilt leirasra ujsziilottekben [135]. A DS-ek
éretlenségének tovabbi bizonyitéka, hogy endocitdézisuk sem megfeleld, mely az
alacsony mannoz receptor expresszionak és LPS, valamint CD40L hatasara kivaltott
alacsony IL-12 termelésnek tulajdonithat6 [132].

Feltehetden az ujsziilott APS-ek gyenge kostimulédcios képességének szerepe van a nem
megfeleld neonatdlis T sejt funkcioban. Az eddigi eredmények azt mutatjak, hogy a
neonatalis DS-ek nagyobb mértékii aktivaciot igényelnek, mint a felnétt DS-ek, de
aktivalodasukat kovetden képesek megfeleld mértékli adaptiv effektor valaszt indukalni.
A neonatalis pDS-ek nem képesek IFN-oo MRNS-t expresszalni CpG hatasara [6].
Erdekesség, hogy a nem frakcionalt kzs mononuklearis sejtek virus indukalt INF-a.
termelésének defektusa mar korabbrol ismert [136,137]. A virus stimulalt
mononukledris sejtek koziil a pDS-ek tekinthetéek a INF-o {6 celluldris forrdsanak,
ezért a nem frakcionalt kzs mononuklearis sejtek csokkent INF-a produkcidja leginkabb
a kzs pDS-ek hibas miikodését tiikrozi. LPS hatasara jelentkezé alacsony kzs mDS
citokin termelése, INF-y-val kombinalva vagy anélkiil, szintén megfigyelhet, mely
befolyasolja a TNF-a, IL-1, IL-6 és IL-12 produkciot [13,138]. Erdekesség, hogy

késoébbi kutatasok kimutattak, hogy az expresszalo sejtek szama azonos volt, mig az egy
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sejtre jutd expresszid mértéke alacsonyabb volt. Tovabbd, hogy a nem szeparalt kzsv
sejtek TLR3 agonista poly (I:C)-re torténd INF-a szekrécidja csokkent [7]. Mivel a
TLR3 kifejezédés mértéke limitalt mDS-en, ez az eredmény szintén aldtdmasztja, hogy
a ezek a sejtek virus termékek altal kivaltott reakcidja hibas.

Borras és mtsai. kzsv DS-ek allogén kzsv T sejt stimulalo hatasanak vizsgalata soran
gyenge proliferaciot figyeltek meg pDs-ek stimulalt sejtkulturaiban a teljes stimulalt
kzsv DS-ekhez képest, mely feltehetéen szorosan Osszefiigg az eredeti sejtkultira
emelkedett apoptotikus T sejt tartalmaval [5]. A mechanizmus egyelére még nem
tisztazott, feltehetéen vagy a kzsv pDs-ek altal kozvetitett magas direkt apoptotikus
szignalnak, vagy a rescuing jelatvitel hibas miitkddésének koszonhets. A kzsv DS-ek
antigén protein kotése szintén hibas, amely valosziniisiti, hogy ezek a sejtek nem
képesek megfeleld APS-ként funkcionalni [4]. Habar ennek ellentmond, hogy a nem
frakcionalt kzsv DS-ek erds allogenikus valaszt képesek indukalni [5].

Az APS-ek hibas miikodésének hatterében harom Iényeges mechanizmus éllhat.
Egyrészt az antigén prezentdcidban részt vevd sejtek eredendden éretlenek. Az
elébbiekben leirtak szerint a neonatalis APS-ek nagyobb mértékii aktivaciot igényelnek
ahhoz, hogy miikddésbe Iépjenek, szemben a felndtt APS-kel. Egyes kutatdsok
kimutattdk, hogy szdmos neonatalis APS populdcioban a TLR kapcsolddas hatasara
létrejovo jelatviteli kaszkad alulmiikodik. Masodik jelentds tényezd, mely az APS-ek
diszfunkciojat okozza az APS és a T sejtek kozotti hibas kapcsolodas. Mivel az
optimalis APS aktivaciohoz megfeleléen aktivalt CD4+ T sejt sziikséges, a hibas
ujsziilott T sejt aktivacid ezért hibas APS funkciot fog eredményezni [139,140]. Végiil a
regulatoros T sejten keresztiili gatlas is nem megfeleld6 APS miikodést okoz. A
természetes regulatoros T sejtek (nTreg) altal kozvetitett DS-re Kifejtett direkt
inhibitoros hatds szdmos vizsgalatban keriilt leirasra [20,21]. Tovabba a T reg képes
indirekten gatolni az APS miikodést a effektor T sejtre kifejtett gatldson kersztiil
keresztiill [22,141,142]. Mivel az nT reg jelentés mennyiségben fordul el6 és
funkci6jaban aktiv a human kzsv-ben, az altala kozvtitett gatlds egy tovabbi
mechanizmus lehet az APS-ek diszfunkcidjaban.

A timuszbdl szdrmazd nT reg sejtek Iényegesek az immuntolerancia kialakitasaban és
fenntartasaban. Ezek a sejtek allando6 CTLA-4 és magas affinitast IL-2 receptor CD25

expresszigjaval jellemezhetéek. Tovabba magasan expresszalnak traszkripcios
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faktorokat is, mint a FOXP3 [22]. A nTreg immunszuppressziot okoz6 mitkkodése még
nem pontosan ismert, de legfobb célsejtjiik az APS-ek. Az egyik érdekesség, hogy a
beliil is els6sorban a DS-ben [143,144]. Mivel a triptofan az sziikséges a megfelelé T
sejt miikdodéshez, fokozott katabolizmusa T sejt szupressziot indukal. Az APS-ek
emelkedett IDO expresszioja a nT reg-en folyamatosan expresszalt CTLA-4-en ¢€s a
DS-ek B7 molekulajanak interakciojan keresztiil jon 1étre. Ezek az eredmények ahhoz a
feltételezéshez vezetnek, hogy az IDO-t kifejez6 APS-ek toleransak. Szintén
megfigyelhetd, hogy a nTreg és a DS-ek kozotti kapesolat down-reguldlja a CD8O0,
CD86 ¢s a MHC II molekulak kifejez6dését a DS-en, mely ezeket a DS-ket szintén
toleran APS-ké teszi [21,145]. Végiil a nTreg in vivo szupressziv koriilmények kozott
direkt kapcsolatba 1ép a DS-kel és down-reguldlja miikodésiiket. Bar egyes in vitro és in
vivo kutatasok szerint az nTreg direkten gatolja az effektor T sejt mikodését is, amely
indirekt modon befolyasolhatja a DS-ek funkcidjat [146]. Mindezek mellett a nTreg
fontos szerepet jatszik a terhesség soran fenntartva az immuntoleranciat a fOtusszal
szemben [147]. A CTLA-4 expresszal6 nTreg sejtek nagy szamban fordulnak el6 a
deciduaban és jelenlétiik elengedhetetlen a magas IDO szint fenntartasaban ¢és az
alacsony  immunreaktivitds  kialakitdsdban a  fOtomaternalis  hatarfeliileten
[113,148,149,150,151]. Sziiléskor  kzsv-ben  nagy  szamban  talalhatoak
CD4+CD25+nTreg sejtek, kiilondsképpen korasziilottekben érett ujsziildttekhez képest.
Ezeka sejtek a felndtt nTreg-hez képest szintén expresszaljak az olyan nTreg markreket,
mint a CTLA-4 és FOXP3, de naiv fenotiptisuak maradnak, tekintve, hogy CD45RA és
TREC fejeznek ki [152].

A neonatalis nTreg potens immunszuppresziv aktivitassal rendelkezik, illetve effektor T
sejt proliferacidt és mitogén, alloantigén, illetve specifikus antigén altal kivaltott citokin
termelést szupresszal [152,153,154,155]. Az a mechanizmus, mellyel az Gjsziilott nTreg
sejtek immunszuppressziv hatdst véltanak ki még nem teljesen ismert, de hasonlonak
tlinik a felndétt nTreg miikodéséhez, mivel a neonatalis nTreg in vitro koriilmények
kozott kontaktus dependes,illetve IL-10 és TGF-B  independens moddon miikodik
[152,153]. Egyiittesen ezek az eredmények arra utalnak, hogy az emelkedett szamu
nTreg 0jsziilottekben elengedhetetlen a homeosztazis fenntartdsaban, az autoimmunités
megeldzésében és a GVHD csokkent eléfordulasaban kzsv transzplantaciot kdvetéen

[154,155]. Ezzel szemben viszont a neonatélis T reg sejtek szintén feleldssé tehetdek az
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Ujsziilott immunrendszer csokkent védekezd kapacitdsaban fertézésekkel szemben,
mely elsésorban a hibas APS funkciojanak koszonhetd.

Mindezek tekintetében elmondhatd, hogy a APS-ek T sejteknek hibasan kozvetitett
kostimulalo jelatvitele az APS-ek inkomplett aktivacidjanak és/vagy nem megfeleld
érésének koszonhet6. Mivel a TLR kapcsolédds az egyik legfébb része a DS
aktivacionak, ebben a jeltaviteli kaszkdd részvevdé molekuldk és miikodésiik vizsgalata
eldsegitené a neonatals APS funkcidjanak pontos megismerését.

Az APS-ek ¢érésének kinetikaja részletes ismerete a korai életszakban nagyban
hozajarulna a vakcinécios stratégidk finom pontositdsdhoz, illetve az autoimmun és
atopias betegségek kialakulasanak megel6zéséhez.

Az jsziilottek cellularis immunrendszere éretlen és hiporeszponziv szemben a
felndttekével, mely az 1jsziilotteket kifejezetten fogékonnyd teszik infekcioval
szemben. Az, hogy az elmaradt valaszképesség hatterében melyik limfocita funkcid
éretlen, egyelére még nem ismert. Hodge és mtsai. aramlasi citometria segitségével
sejtfelszini limfocita markereket €s citokineket vizsgalt nyugvo, illetve stimulalt kzsv-,
illetve felndtt periférids vérben. Az IL-2 mennyiségét, valamint az ennek megfeleld
recpetor (IL-2Ra/B/y) expresszidjat is vizsgalta. Nem talalt kiilonbséget az IL-2Ra és
az IL-2Ry produkélo limfocitdk mennyiége kozott felndtt €s ujsziilott mintakban.
Ujsziilottekben kevesebb T limfocita és NK sejt expresszalt IL-R2B-t és az expresszio
upregulaciodja is lassabb volt. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a csokkent IL-
R2p feltehetéen csokkenti a korai autokrin IL-2 aktivaciés immunvalaszt
ujsziilottekben. Ezt az elképzelést tadmogatja az a megfigyelés is , hogy az
ujsziildttekben az emelkedett mennyiségli stimuldlt T sejt IL-2 termelése 4 oOraval a
stimulé&cio utdn jelentkezik, mig 24 oraval késébb a IL-2 termelése csokkent a felndtt T
sejtekhez képest. A rendkiviil alacsony neonatalis T sejt és NK sejt altali [FN-y
produkcid szintén részben magyardzhatja a csokkett korai autokrin T sejt aktivaciot.
Hodge ¢és mtsai. az feltételezték, hogy az alacsony szamu IL-2Rp-t expresszalo kzsv T
sejtek szerepet jatszhatnak a 0jsziilott leukocitak csokkent [FN-y termeld képességében,
azaltal hogy csokken a magas affinitasu IL-2R-hez valé kapcsolodasuk, mely korlatozza
a korai IL-2R - ligand indukalta szignaltranszdukciot. Ez megakadalyozza a korai
autokrin IL-2 aktivaciot kzsv T sejteken [10].

Az NK sejtek IFN-y termelése esszencialis a intracellularis mikrobalis patogének altal

kivaltott fertdzések megel6zésében azaltal, hogy az IFN-y keresztiil hozzé4jarul a Thl
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tipusu valaszreakcio kialakulasdhoz [156,157]. Ezért a T sejt és NK sejt alacsonyabb
IFN-y termelése részben magyarazhatja az 0jsziilottek gomba-, virus, protozon és egyéb
bakterialis fertézésre vald fokozott hajlamat. Az IL-2 sziikséges a CD8+ sejtek magas
IFN-y produkcid fenntartasdhoz virusfertézésben [10]. Ez a vizsgalat, az el6bbiekben
leirtak szerint, a neonatdlis CD4+ sejtek alacsony IL-2 termelését mutatta,
Osszehasonlitva a felndttekével, mely alacsony termelés tovabb csokkentheti a
folyamatos citokin elvalasztas az 0jsziilott antiviralis CD8+ sejteken ndvelve ezéltal a
fertdzés iranti fogékonysagot.

Viszgaltdk az egyéb funkcionalis molekuldk, mint a CD71, HLD-DR, szdveti faktorok
és CD152 expressziodjat és upregulacios kinetikajat is. Ezek a leukocita érési markerek
jelenések az antigénprezentacioban (HLA-DR), a sejtproliferacid szabalyozasidban
(CD71), a T sejt kostimulacioban (CD152) és a koagulacids aktivacidban (szoveti
faktorok). Ezeknek a molekuldknak a szintje Iényegesen nem kiilonbozott a
felnottekben mértekt6l, mely arra utalhat, hogy a kzsv leukocitdk részben
funkcionalisan érettek lehetnek. Mind a feln6tt, mind a kzsv-ben a CD71 expresszid
korabban upregulélodott stimulalt monocitdkon, mint T sejteken. Az IL-2 és az ennek
megfeleld magas affinitdsu receptor kozotti interakcio sziikséges a T sejt transzferrin
receptor expressziojahoz és a T sejt proliferacio indukalasahoz [158]. Mivel a magas
affinitdsu  IL-2R  expresszigja késObb jelentkezik stimuladlt T sejteken, mint
monocitdkon, ennek az receptornak a T sejten valo kifejezddésének késése
magyarazhatja a késoi T sejtes CD71 upregulaciot is, mely kovetkezetesen késdi T sejt
proliferaciét okoz az immunvalasz soran [159,160].

A neonatélis immunrendszer éretlensége magyarazza az alacsony GVHD eldfordulasi
gyakorisagat kzsv transzplantaciot kovetden. Melyben a CD40 ¢és CD40 ligand

ey

keresztiil. Feltételezhetd, hogy a neonatdlis immunrendszer éretlen ebben a
kapcsolodasban. A hematologiai betegségek terapidjaban alkalmazott dssejt
transzplantacid sikerességét gyakran a sulyos GVHD akadédlyozza meg. Ennek az
eléfordulasat csokkentheti az dssejt helyetti kzsv transzplantacidja. A csokkent GVHD
sejt felelds.

A magzat és az ujsziilott, valamint a felnétt immunrendszer fejlédése kozott mindségi és

mennyiségi eltéréseket lehet megfigyelni. Ezek az eltérések mind a velesziiletett és
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mind az adaptiv immunvélaszban megnyilvanulnak. Az ujsziilott velesziiletett
immunrendszerének hibas milkddése az alacsonyabb szamu és csokkent funkcidju
neutrofilt és NK sejteknek, a monocitdk altal csokkent mértékben produkalt
citokineknek ¢s az alacsony novekedési faktor, komplement és akut fazis fehérje
koncentracionak tulajdonithato. A magzat és Ujsziilottek csokkent mértékli adaptiv
immunvalaszanak hatterében az éretlen B sejt és plazmasejt populacid, a csokkent T sejt
aktivitas, valamint az emiatti elégtelen B sejt altali antitest produkcio, illetve a nem
megfeleld citokin termelés €és valasz all. A kzsv T limfocitak éretlen fenotipustiak és IL-
2 ¢s egyéb stimulus hatasara hibasan reagédlnak. Tovabba a neonatélis T limfocitdk a
felnott sejtekhez képest kevésbé expresszalnak CD3-t €s inger hatisara kivaltott
interferon termelésiik is csokkent. Elmondhatd, hogy a neonatédlis immunrendszer
funkcigjaban azért kiilonbozik a felndtt immunrendszertdl, mert még éretlen. Kordbbi
vizsgalatok leirtak, hogy az ujsziilott védekezé rendszere még az anyai hormonok
befolyasa alatt all. Szintén megfigyelték, hogy az Gjsziildttek Thl valasza hibas, illetve,
hogy a kzsv transzplantacidja alacsonyabb GVHD incidenciaval jar [161,162].

A DS-ek kritikus szerepet jatszanak az elsddleges immunvalasz és az immuntolerancia
kialakulasaban, mint ahogy a T sejt medialt immunvalasz regulalasaban. A DS-ek, mint
specialis APS-ek tehat a védekezés elsé vonalat képezi. Intracellularis informaciokat
rogzitenek és tovabbitjdk az adaptiv immunrendszer sejtjei felé. Ezek az egyetlen olyan
APS-ek , melyek képesek naiv T sejt aktivacid indukalni egy 0j antigénre. A mieloid
DS-ek (mDS) jelentds subpopuléacidja a human DS-eknek és CD4+, Lin-, CD11c bright,
CDI123 dim, CD45RO+ ¢és CD2+ fenotipustak. Képesek mieloid markerek (CD32,
CD64, FceRI) expresszidjara, mint ahogy az Fc receptor kifejezddésére is. Mindezek
mellett az mDS-ek CDlc antigén, vagy mas néven BDCA-1 antigént is expresszalnak,
melyek karakterisztikusak a periférias DS-1 sejtekre nézve. Ehhez a BDCA-1+ DS-ek
TNF-a vagy CD40L hatasara nagyobb mértékben termelnek IL-2-t és igy a T sejt
differencialodas Thl iranyaban tolja el. A periférias vér BDCA-2+ DS-ek CD4+, Lin-,
CDl11c-, CD123 bright, CD45RA+ és CD2- fenotipustiak és nem expresszalnak mieloid
markereket (CD13 és CD33), illetve Fc receptor markereket (CD32, CD64 és FceRI)
sem. A DS-2 sejtek megfeleld aktivaciot kovetden képesek a T sejt differencialodas Th2

iranyaban indukalni [163,164]. Nemrég keriilt felismerésre a human DS-ek egy

crer
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immunfentipusaban és funkciondlis karakterisztikajaban is eltér az érett CDI14+
monocita sejtektol [165].

Sica és mtsai. szerint a kzSv-ben az eltéré dendritikus sejt alacsoportok miatti
kiegyensulyozatlansag lehet felelos az immunrendszer éretlenségéért ujszilottkorban. A
kzsv monocita érett dendritikus sejtté vald atalakulasanak diszfunkcidja befolyasolja a
naiv T sejt aktivaciot, kiilondsen a Thl kialakuldsat és felelds lehet az ujsziilottek
kiilonbozo  fertézések iranti fokozott fogékonysaganak, mint ahogy a kzsv
transzplantacio6 soran a csokkent GVHD incidencidjanak csokkenéséért egyarant [166].
Langrish es mtsai. megfigyelték, hogy a koldokzsinor DS-ek csokkent képességet
mutatnak érett feln6tt fenotipus kialakulasanak iranyaban és képtelenck a CD4+ T sejt
IFN-y termelését aktivalni. Ezek alapjan Langrish és mtsai. arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a kzsv DS-ek eredendben el6programozottak a Thl immunvalasz
generalasa ellen [23,167]. Leirtak, hogy az ujsziilottekben a T sejt fliggd immunvalasz a
Th2 fenotipus iranyaba tolodik [23,168], mely nem magyararhaté kizarolag a
velesziiletett T sejt defektussal, hanem elsOsorban az immunvalasz indukci6jaban
szerepet jatszo antigénprezentacid bizonyos folyamatai lehetnek felelések. Az jol
iIsmert, hogy a neonatalis immunrendszer éretlen, mely steril intrauterin kdrnyezetért
biztosit. Az immunvalasz éréséért elsésorban a szervezet szamara ismeretlen viralis és
bakterialis expozicio altal kialakitott kornyezet felelds. A DS-eknek kiemelkedd szerepe
van az immunrendszer els6 védelmi vonalanak kialakitasaban. A korai intrauterin
patogén expozicid specifikus antigén indukalta T sejt valasz valthat ki. Az ilyen korai
mikrobidlis hatas tehat esszencidlis a allergias betegségek elleni védekezésben.

Az antigén CD200 egy 1-es tipust membran protein, mely két immunglobulin domaint
tartalmazé szerkezete miatt az immunglobulin szupercsaladjaba tartozik. Azt talaltak,
hogy a CD200 a mieloid sejt aktivaciojat szabalyozza, valamint kiilonb6zd szovetekben
gatolja a makrofagok funkcigjat. A CD200 molekula a CD200R receptorhoz valo
kotédésén keresztiil befolyasolja szamos sejt mitkddését. Kiemelkedden fontos, hogy a
CD200 és CD200R kozotti interakceid jelentds szerepet jatszik az immunregulacioban.
Ez a kapcsolodas az autdoimmunitds kialakuldsdban és a szoveti rejekcid elleni
védekezésben is 1ényeges [164,169]. Tovabba a CD200 molekula fontos szerepet jatszik
a gyulladés és az adaptiv immunvalasz 1étrejottében is. A CD200 és CD200R kozotti

crer

TNF-a, IFN-y és az IL-17 citokin produkciojat [9,170].
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A DS-ek, mint APS-k felelések az ujsziilott szervezet patogének elleni védekezésében.
Ezek a sejtek a CD200R-en keresztiil interferalhatnak a CD200-at expresszalo sejtekkel,
igy szabalyozhatjak a velesziiletett immunvalaszt. A kostimuldcidos molekulak
els6sorban az aktivalt B sejteken, endotél sejteken, agysejteken és DS-eken
expresszalodnak. Kordbban leirtdk, hogy a CD200 antigén CD200R-hez kapcsolodva
promotalja a szupresszor T sejt IL-10 és TGF-B termelését [164]. Langrish és mtsai.
kiemelték, hogy az umbilikalis DS-ek kevésbé képesek CD3+ T sejt indukaldséara a
periférias DS-ekhez képest.

A B7-H1 antigén egy ujonnan felismerésre keriilt, B7 immunmodulans fehérjék
csaladjaba tartozo kostimuldlo protein, mely képes a T sejt valasz gatlasara. A CD28
antigén csaladhoz ko6tédé B7-H1 molekula a PD-1 antigénnel is képes kapcsolatba
1épni. Ezaltal az utobbi molekula magas expresszidja az inhibicids szignal kozvetitésén
keresztiil csokkentheti a T sejt valaszt [165,171]. Hasonloképpen a B7-H4 molekula
szintén a B7 membranfehérjékhez tartozok, mely downreguldlja a T sejt valaszt,
mindemellett képes a T sejt proliferacid gatlasara, a Thl és Th2 citokinek termelésének
csokkentésére és a T limfocitan 1évé B7-H4 molekulanak megfelelé, BTLA receptorhoz
val6 kotddést kovetden a sejtciklus progressziodjara is [167,172].

Manhke és mtsai. szerint a B7-H1, B7-H2, MHC komplex ¢és kemokin receptor
expresszidja a DS-ek érését indukalja. Darmochwal-Kolarz és mtsai. altal végzett
vizsgalatban a B7 csaldad expresszidjat vizsgalata DS-eken. Magasabb expressziot
talaltak periférias vér DS-en, mint kzsv sejteken, mely szintén bizonyitékul szolgalhat
arra, hogy a neonatalis immunrendszer éretlen és tolerans.

Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a DS-ek az 0jsziilott szervezet hatasos specifikus
T és B sejt véalaszat iranyitjak. Ezt azt feltételezi, hogy az 0jsziilott szervezett tolerans,
mint ahogy a felnétt szervezett immunis. Tovabba, hogy az inhibitoros szignalt
kozvetitd6 B7 csaldd és a CD200 egylittes kifejezett expresszidja csokkenti, sot
gatolhatja a hiperaktivitast. Masrészt az alacsonyabb CD200 expresszidja a mieloid sejt
[173,174,175].

Az antigén altal kivaltott maximalis T sejt valaszhoz elengedhetetlen az
antigénprezentacio, melyhez a MHC II molekula altali antigén bemutatas és az APC
altal kozvetitett, egy vagy tobb kostimuléacids szignal sziikséges. Bar szamos molekulat

sikeriilt identifikalni, melyek feleldsek lehetnek ezeknek a kostimulacids szignalok
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tovabbitasaért, a legutobbi vizsgalatok szerint a legjelentdsebb, az APC altal expresszalt
B7 molekula, illetve az altala kivaltott kostimulacids szigndltranszdukcio, mely a neki
megfeleld T sejt sejtfelszini antigén, a CD28 kapcsolodasa altal jon létre. Claude és
mtsai. altal végzett kutatds sordn human antigénspecifikus modell segitségével
vizsgélata az antigénprezentaciot. Ez a mesterséges antigén prezentacids rendszer
lehetdséget biztositott a tolerancia kialakuldsanak biokémiai eseményeinek
megfigyeléséhez és a toleranciat kivaltd szignalok vizsgalatdhoz. Az talaltak, hogy B7
kostimulaci6 hianyaban T sejt klonalis anergia jott létre. Ez az eredmény jol
demonstralja, hogy lehetséges antigén specifikus klonalis toleranciat indukalni human,
elézdleg antigénnel szenzitivizalt T sejtekben [176].

T reg sejtek DS-ket szupresszald kapacitasarol, valamint ennek mechanizmusar6l még
kevés informacid all rendelkezésiinkre. Rueda és mtsai. in vitro modell segitségével
vizsgalta a neonatalis T reg sejtek mikodését. Az talaltak, hogy a neonatalis T reg
sejtek nemcsak limitaljak a DS-ek és a konvenciondlis T sejtek (T konv) kozotti
kapcsolatot, ezaltal csokkentik a aggregatumok kialakulasat, hanem elnyomjak a DS-ek
altal termelt kostimalo molekulak expresszidjat is, igy csokkentik a DS-ek
immunogenitasat és megsziintetik a T sejt aktivaciot. Felnott T reg sejtekkel
Osszehasonlitva az 0jsziilottek aktivalt T reg sejtek FOXP3 ¢s CTLA-4 expressziojuk
alacsonyabb volt, viszont cAMP szintjiik magasabb volt. Erett és korasziilott T reg
sejtek nem voltak képesek szupresszalni a DS és T konv aggregatumok kialakulasat,
szemben a felndtt naiv és memoriter T reg sejtekkel. A neonatalis T reg sejtek viszont
csokkentették a DS és a T konv aktivaciojat gy, mint ahogy az aktin polimerizaciojat is
az immunologiai szinapszisokban. Tovabba Rueda és mtsai. kimutattdk azt is, hogy a
CTLA-4 és a cAMP az Ujsziilott T reg sejtek f6 szupresszios molekulaja. Osszességében
tehat mind a korasziilott T reg sejtek, mind az érett T reg sejtek kevésbé funkcionalnak
a felnétt T reg sejtekhez képest, mely defektus, kovetkezésképpen felelds a csokkent
CD4 sejt funkcioért ujsziilottekben. [177].

Napjainkban a magzati szabalyozas szerepére jelentds figyelem irdnyul a gyermekkori
¢és feln6tt betegségek kialakulasat tekintve. Ezért kiilonb6z6 faktorok mérése sziiléskor
esszencialis lehet annak meghatdrozasaban, hogy vajon az adott faktor mutat-e valtozast
gesztacio vagy sziilés alatt. Thornton és mtsai. azt vizsgaltak, hogy a sziilés mddja

hatassal van-e a T sejt fenotipusra és funkciora (CD4+). Az INF-y produkcidja mitogén
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fitohemagglutininra vagy anti-CD2/CD3/CD28 F(ab’)3 -ra adott valasz esetén
jelentdsen csokkent neonatalis mononukledris sejtekben Osszehasonlitva a felndtt
sejtekkel, de ez az eltérés nem valtozott eltérd sziilésmoddok esetén (spontan sziilés vagy
csaszarmetszés). Ugyanugy, az anti -CD2/CD3/CD28-val stimulalt IL-2 termelés
ujsziilottekben alacsonyabb volt, mint a felndttekben, de nem véltozott a sziilés
modjaval. A leggyakoribb T sejt markerek (CD25, MHC II, CD69, CD62L, CDl11a,
CD44, és CD49d) expresszidjanak vizsgalata azt mutatta, hogy csak a CD62L (L-
selektin) expresszidja valtozott meg jelentdsen, kevesebb felndtt T sejt expresszalta ezt
a sejtfelszini antigént a neonatélis T sejtekhez képest. Valamint szignifikdnsan tobb T
sejt volt pozitiv CD62L-re csaszarmetszéskor, mint spontan sziiléskor. Az sCD62L
szintje jelentdsen alacsonyabb volt kdldokzsinér plazméban, mint felndtt plazmaban, de
nem mutatott valtozast a sziilés modjatol fiiggéen. Bar a kzsv T sejt fenotipus és a
funkcié nem valtozott a sziilés modjatol, a T sejt aktivaciés markerek tekintetében a
variabilitds a normdl vaginalis sziilés mintdiban kifejezettebb volt, mint csdszarmetszés
esetén. Ez azt feltételezi, hogy a vajiidas hossza és a sziilési stressz hatéds 1ényeges lehet
a T sejt fenotipusra és funkciora [178].

Az antigén prezentacid €s a kostimulacio tehat elengedhetetlen a megfeleld T sejt
funkcidhoz és fontos szerepet jatszik az immunvalasz szabalyozasaban. A kostimulacios
molekuldk és a nekik megfeleld receptorok eltérd expresszidja magyarazza a kzsv és
feln6tt periféridss vér T limfocitainak immunologiai reaktivitdsdban tapasztalt
kiilonbségeket. Ebben a folyamatban az egyik legfontosabb az APS-en expresszalodo
fehérje a B7 kostimulacids molekula, mely fontos regulatora a T sejt aktivacionak (6.
tablazat). Azaltal, hogy a TCR-hez kapcsolodik a B7-1 (CD80) vagy B7-2 (CD86) a
CD28-on keresztiil kostimulacios szignalt valt ki, mely a T sejt IL-2 termelését
indukalja, ezaltal védelmet biztosit a T sejt szamara az apoptozissal, illetve az
anergiaval szemben. Mind a TCR, mind a CD28 folyamatosan expresszalddik a naiv T
sejteken, mely az antigén prezentacid esetén lehetdvé teszi a T sejt valaszt [112].
Amennyiben nincs kostimulacio, ugy a TCR-en keresztiil létrejott szignal a T sejt
aktivacio helyett toleranciat indukal az antigénnel szemben [176].

A B7 kostimulacios molekula nemcsak stimulald, hanem gatlo szignalt is kozvetit a T
sejtnek €s ezért feleldssé tehetd az kzsv alacsony T limfocita reaktivitasért [112]. A
TCR stimulaciokor a CTLA-4 (CD154) foszforilalodik, melynek hatdsara a

sejtfelszinen stabilizalodik, ezaltal képes a CD28-cal a B7 kotddését versengeni €s igy
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gatolni a kotimulalo jelatvitelt és az T sejt IL-2 termelést. A B7-1 és B7-2 affinitésa az
inhibitoros CTLA-4 receptorhoz nagyobb, mint a CD-28-hoz. Azaltal, hogy a CTLA-4
kompetitiv tulajdonsaga mellett gatld jelatvitelt general, hozzajarul a T sejt aktivacio
megakadalyozasahoz [179].

A B7 kostimulacios molekula csaladban féleg, de nem kizardlag a B7-H1 (CD274)
kozvetit gatlo szignalt a T sejt felé. Ez a gatlo hatas a PD-1 receptoron (CD279)
keresztiil jon létre és oOn-reaktiv T sejt apoptozist, illetve anergiat okoz [180].
Kimutattak, hogy a PD-1 gén delécidja silyos autoimmun allapotot okoz az dn-reaktiv
T sejtek periférias tolerancidjanak elvesztésén keresztiil [181].

A B7-H2 (CD275), mely az indukalhaté T sejt kostimulator (ICOS, CD278) ligandja,
elésegiti a T sejt aktivaciot és differencialodas, valamint az effektoros valasz
kialakulasat [182]. Szemben a CD28 kostimulald hatasaval, az ICOS elsésorban az IL-
10 termelését segiti eld, mig nincs hatassal az IL-2 termelésére [183]. Stabilizalja a T
sejt IL-10R expressziot, illetve fokozza ennek a receptornak az IL-10 iranti
érzékenységét is [184]. Ezaltal a B7-H2/ICOS utvonal elsésorban a T sejt effektor
funkciodjat szabalyozza [185].

Az antigénprezentald sejteken expresszalodd B7 fehérjék fontos regulatorai a T sejt
aktivacionak. A T sejt szignaltranszdukcié mellett fontos szerepet jatszik az APS-ek
B7-1-en, illetve B7-2-n keresztiili visszahato jelatvitel is. Ez befolyasolja a lokalis
immunkornyezet kialakulasat az immunszupressziv faktorok expressziojan keresztiil,
fiiggetleniil a kostimulaciés molekula T sejtre valé hatasatol [112]. Ennek a
folyamatnak a kovetkezménye, hogy upregulalodik a TRP katabolikus enzim, az IDO
[186]. Ez a potens immunszupressziv aktivitdsu enzim eldszor terhességben keriilt
felismerésre, mikor az enzim blokkoldsa egerekben megszakitotta az allogenetikus
terhességet [113]. A Kinurenin ttvonal elsé 1épése soran az IDO hatasara triptofanbol
(TRP) kinurenin (KYN) képzdédik. A KYN a tovabbiakban kiilonb6zé enzimek
kozremiikddésével metabolizalodik. Ezek koziil az egyik fontos enzim a kinurenin
aminotranszferaz, mely egy széles spektrumu endogén excitatorikus aminosav receptor
antagonista, a kinurénsav (KYNA) képz6déséhez vezet [187,188]. Ennek a
molekulanak az immunmoduléns hatasa nemrég keriilt el6terbe [189,190]. A lokalis
TRP deplécio és a KYN utvonal soran keletkez6 proapoptotikus TRP metabolitok, mint
a 3-hidroxiantracillin és a kinolinsav fontos szerepléi az IDO immunszupressziv

hatadsanak [190]. Mivel a TRP metabolikus ttvonal proinflammatorikus stimuluson
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keresztiil aktivalodik, a KYN metabolitok antiinflammatorikus hatasa feedback
mechanizmuson  keresztiil szabalyozza az immunvalaszt. Szemben egyéb
immunmodulans KYN derivatumokkal, mint a 3-hidroxiantracillin és a kinolinsav,
melyek toxikus hatast gyakorolnak az idegi elemekre, a KYNA endogén neuroprotektiv
agensnek tekinthet6 [189].

6. tablazat: A vizsgalt B7 csalad fehérjéi az antigénprezentalé sejteken (APS) és a
nekik megfelelo receptorok a T sejteken.

APS T sejt Hatas a T sejten

B7-1 (CD80) CD28 stimulalo
CTLA-4 (CD152) inhibitoros

B7-2 (CD86) CD28 stimulalo
CTLA-4 (CD152) inhibitoros

B7-H1 (CD274) PD-1 (CD279) inhibitoros

B7-H2 (CD275) ICOS (CD278) stimulalo

Az alacsony kzsv T sejt reaktivitds szemben a felnott periférias vér T limfocitaihoz
képest jol ismert jelenség [28]. E kiilonbség részletei azonban még nem teljesen
tisztazottak. A terhesség egy olyan immunszupressziv allapot, melyben szintén fontos
szerepet jatszik a megvaltozott T sejt prevalencia és funkcid. Egészséges terhesek és
nem terhesek periféridas vérmintait, valamint kzsv és felndtt periférias vérmintait
Osszehasonlitd  vizsgalatunkban meghataroztuk a monocitadk B7  kostimulalo
molekulainak, illetve a nekik megfelel6 T limfocita receptorok prevalencidjat. Mértiik
tovabba az intracellularis IDO expressziot, illetve az immunregulacioban fontos
szerepet jatsz6 plazma kinurenin (KYN), kinurénsav (KYNA) és triptofan (TRP)
molekulak plazmaszintjét, melyek hozzdjarulhatnak a koldokzsindr T sejt alacsony
immunreaktivitdisdhoz ¢és a terhesség specifikus anyai immunitds kialakitdsdhoz.
Feltételeztiik, hogy egészséges terhességben a B7 fehérjéken keresztiili megvaltozott
kostimulaci6 kozrejatszhat az alacsonyabb T limfocita aktivaciohoz a nem terhesekkel
Osszehasonlitva.

A minimalisan csokkent CD4+ CD28+ limfocitdk, de kiilondsképpen a magas CTLA-4-
et expresszalod sejtek szdma felveti annak a lehetdségét, hogy a CD28-on keresztiili
kostimulaci6 csokkent kzsv-ben szemben a felndtt periférias vérhez képest. Mig a CD28

konstitutivan expresszaldédik a T sejteken, addig a CTLA-4 CD28 stimulus hatdsara
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keriil a sejtfelszinre a CD28 jelatvitel ellenregulacidja céljabol. A CTLA-4 nagy
szekvencia homologiat mutat a CD28-cal és verseng az APS-en 1évé B7 molekulakért.
A B7 kostimuldlé molekula CTLA-4-hez vald kapcsolddasa soran negativ jelatvitelt
indukal a T limfocitdkon, mely terminalja a proliferativ fazist. Ahogy korabban leirtuk,
a B7-1 és B7-2 magasabb affinitassal kapcsolodik az inhibitoros CTLA-4 receptorhoz
Osszehasonlitva a CD28-cal [179]. Mivel a CTLA-4 expresszi6 szintje magasabb a CD4
sejteken kzsv-ben, valamint az azonos idépontban mért B7-2 szintje is emelkedett, ez az
inhibitoros kapcsolat kifejezettebben van jelen koldokzsinorvérben felndtt periférids
vérhez képest. Masfeldl viszont ez a magasabb CTLA-4 expresszio a kzsv T sejtjein
feltételezhetd, hogy csak kovetkezménye a fokozott antigénprezenticidonak, mely
jellemzdéje az immunvalasznak ebben a korai életszakaszban. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, hogy ezt a hipotézist alatdmasszuk, vagy elvessiik. Egy Han és mtsai. altal
végzett vizsgalat szerint a kzsv monocitai alacsony bazalis B7-2 kostimulalé molekula
¢s CD40 expresszioval jellemezhetdek szemben a felndtt periférids vér monocitaival. E
molekulak expresszidja nem upregulalédik olyan potens aktivator, mint az IFN-y és
CD40 ligand (CD40L) kombinécidjanak hatasara [3]. Az eltéré eredmények ezen és az
altalunk végzett vizsgalat kozott feltételezhetden abbol adodik, hogy mi emelkedett B7-
2 szinttel rendelkezd aktivalt CD11b+ monocitakat vizsgaltunk. Egy masik kutatés
szerint a kzsv dendritikus sejtjer szintén éretlennek tekinthetéek, mivel nem, vagy
alacsony bazalis CD40, B7-1 vagy B7-2 expresszioval rendelkeznek [4,5].

A CD28 ¢és CTLA-4 szempontjabol vizsgalatunkkal ellentmonddé eredményeket
publikaltak Elliott és mtsai. vizsgalatiban magasabb szazalékban expresszalnak a
nyugvo T sejtek CD28-at kzsv €s gyermekek vérében, mint felndttekében. A CD28
expresszio hasonld volt kzsv és felndtt periférias vér T sejtjein PMA és ionomicines
aktivaciot kovetden. Erdekesség, hogy a sejtfelszini CTLA-4 expresszio alacsonyabb
volt kzsv-ben, mint PMA és ionomicin hatasara aktivalt feln6tt periférias vér T sejtjein.
Ezzel szemben az intracelluldris CTLA-4 expresszid ekvivalens volt, mely arra utal,
hogy a CTLA-4 sejtfelszinre vald iranyitasa eltéréen szabalyozott kzsv T sejtjeiben
[41].

A CD3+ CD278+ limfocitak prevalencidja magasabb volt kzsv-ben szemben a feln6tt
periférias vérrel. Az ennek megfeleld kostimulalé molekulanak, a B7-H2-nek a CD11b+
monocitakon valo eléforduldsa hasonld volt a két csoportban. A B7-H1 expresszio

szintje a CD11lb+ monocitdkon azonban, mely gatld jelet kozvetit a CD279-en
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keresztiil, alacsonyabb volt kzs-ben. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy kzsv-ben
eltolédas van a B7-H1 és B7-H2 proteinek szintjén, mely a gatlastol a stimulald iranyba
mutat. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek fontossaganak igazoladsa céljabol.
Darmochwal-Kolarz és mtsai. meghataroztak a B7-H1, B7-H4, CD200 és CD200R
expressziot mieloid BDCA-1+ és limfoid BDCA-2+ DS-en, illetve monocitdkon ¢és B
limfocitakon kzsv-ben Osszehasonlitva a feln6tt periférias vérrel [8]. Azt talaltdk, hogy
ezeknek a molekuldknak az expresszidja alacsonyabb volt kzsv-ben. Az alacsonyabb
B7-H1 expresszid a kzsv antigénprezentalo sejtjein 0sszhangban van az altalunk mért
eredményekkel.

Az IDO kulcsenzim a triptofdn katabolizmusaban, mely eldsegiti a kinurenin (K'YN)
termelést. E metabolikus 1t tagjai szamos immunoldgiai és nem-immunoldgiai
regulatoros funkciéval rendelkeznek. Ha lokalisan depletaljuk a triptofant (TRP) és
megnoveljiik a kinurenin (KYN) és metabolitjainak a szintjét, az elnyomja a T sejt
medidlt immunvélaszt azéltal, hogy gatolja a proliferaciot és aktivalt T sejt apoptozist
indukal. Egyben eldsegiti a regulatoros T sejtek és a tolerans dendritikus sejtek
fejlodését [191]. Vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a plazma kinurenin / triptofan
(KYN / TRP) ardnya, mely alapjan megbecsiilhetd az enzimatikus IDO aktivitas,
kétszer magasabb volt kzsv-ben szemben a felndtt periférias vérrel. Ellentétben szdmos
sejtes komponenssel, mind a KYN, mind a TRP képes athaladni a placentdn - hasonléan
mas bioldgiai barrierhez, mint példaul a vér-agy git - és ilyen médon az anyai
keringésbdl bejut a magzati keringésbe [192]. Kovetkezésképpen a megfigyelt magas
KYN / TRP arany kzsv-ben utalhat a korabban leirt, megnovekedett placentaris IDO
aktivitasra, hozzajarulva a fotomaterndlis immunoldgiai tolerancidhoz [112,193]. A
megemelkedett KYN / TRP ardny fontos regulaciés faktor lehet, mely hozzéjarul az
alacsony kzsv T sejt reaktivitdshoz. Tovabba azt talaltuk, hogy a KYN — KYNA
atalakulds szintén fokozott volt kzsv-ben feln6tt periférids vérhez képest, mely tizszer
magasabb antiinflammatorikus KYNA szintet eredményezett [190], mely magas
aktivitasti szervessav transzporter jelenlétét jelezheti a méhlepényben, bar a
megemelkedett aktivitast kinurenin aminotranszferaz enzim jelenléte sem zarhat6 ki a
megfeleld sejtekben.

A B7-1, B7-2 és CTLA-4 kapcsolodés visszahatd jelatvitelt indukal monocitakban és
IFN-y termelddést segit eld, amely autokrin vagy parakrin modon IDO expressziot

indukal. Ez egyrészt eldsegiti a TRP lebontasat, masrészt a fent leirt immunszupressziv
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hatast eredményezi. A B7 és CTLA-4 kozotti interakcid két folyamatban jatszik fontos
szerepet. T sejt szinten, ahol a CTLA-4, mint negativ receptor a T sejt
szignaltranszdukciot befolyasolja, illetve antigén prezentald sejt szinten, ahol a CTLA-
4, mint ligand eldsegiti az APS-ek IDO expresszidjat [185]. Tekintettel arra, hogy a
kzsv CD4+ CD28+ limfocitain a CTLA-4 nagyobb mértékben expresszalodik,
feltételeztiik, hogy kzsv-ben a visszahatd jelatvitel fokozott. Ennek érdekében
korrelacids analizist végeztiink, eredményeink elemzése azonban ezt a feltételezést nem
tamasztotta ala. Ellentétes 6sszefliggést talaltunk ugyanis a CD11b+ CD86+ monocitak
¢s az IDO-t expresszal6 CD11b+ monocitak kozott kzsv-ben. A forditott aranyt
korrelaci6 a kzsv aktivalt monocitainak IDO és B7-2 expresszidja kozott utalhat arra,
hogy a visszahato jelatvitel a B7-2-n keresztiil éretlen kzsv-ben. Az IDO-t expresszalo
CDI11b+ monocitdk mennyisége azonos volt kzsv-ben és felndtt periférids vérben.
Tovabba az IDO MFI értéke alacsonyabb volt kzsv CD11b+ monocitaiban. Ez felveti
azt, hogy a kzsv sejtjeinek IDO-t termeld képessége alacsonyabb, és a visszahatod
jelatvitel a kzsv CDI11+ monocitaiban vélhetéleg éretlen. Ez alatdmasztana
hipotézisiinket, mely szerint a kzsv-ben észlelt emelkedett KYN / TRP ardny a
placentdlis (anyai) IDO aktivitast tiikrozi inkédbb, mint a kzsv IDO kompetens
antigénprezentalo sejtekét.

Ebben a vizsgalatban harom tényezOt sikeriilt azonositani, mely Osszefiigghet a
kordbban megfigyelt alacsony limfocita reaktivitassal kzsv-ben feln6tt periférias vérhez
viszonyitva. Az els6 a kzsv CD4 sejtek magasabb CTLA-4 expresszidja szemben a
felnott periférias vérrel, mely feltételezi a csokkent CD28 medialt kostimulacid
jelenlétét. Az ezzel egy idoben mért B7-2 kostimulald molekula szintje szintén
magasabb volt, mely Osszességében arra utal, hogy a gatldé funkcidé nagyobb mértékben
van jelen kzsv-ben, mint felnétt periférias vérben. A masodik faktor a plazma KYN /
TRP arany, mely kétszer nagyobb volt kzsv-ben. Ez egyrészt Osszefiigghet a kzsv
alacsony T sejt reaktivitasdval. Masrészt alatdmasztja a korabbi eredményeinket, mely
szerint a fotomaternalis tolerancidhoz sziikséges immunszupresszidos milidt biztosito
placentaris IDO aktivitas emelkedett. Erdekesség, hogy a kzsv antiinflammatorikus
KYNA mértéke kozel tizszerese volt a felndtt periférias vérben mérthez képest, mely a
placentaris barrierben jelenlevé €s magas aktivitdsu szervessav transzporterre utal.
Végezetiil a harmadik tényezd, hogy eddigi ismereteink szerint ez volt az elsé olyan
vizsgalat, mely leirja, hogy a feln6tt periférids vérhez képest a kzsv monocitak alacsony

IDO-t termeldképességiiek, illetve, hogy a visszahat6 jelatvitel feltételezhetden éretlen a
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kzsv monocitaiban. Ezek az eredmények szintén arra utalnak, hogy a tapasztalt magas
KYN / TRP arany inkébb placentaris, mint magzati IDO talexpresszionak koszonhetd
az arra alkalmas sejtekben. A vizsgalatunkban a B7-H1 és B7-H2 szinteken az
inhibitorostol a stimuldld iranyba valo eltolodast is megfigyeltiik, mely biologiai
jelentésége egyelére nem ismert.

Terhességben a magzat, a kordbban mar emlitetteknek megfelelden, tekintettel az apai
MHC jelenlétére, mint szemi-allograft rejekcidt valthat ki. Azért, hogy egészséges
terhesekben a magzattal szemben ez az immunreakci®6 ne j6jj6n létre,
immuntolerancianak  sziikséges kialakulnia. Az anyai tolerancidnak mind
fotomaternalis, mind szisztémads szinten meg kell valosulnia a magzat tuléléséhez [61].
Az elmult években szamos, a terhesség-specifikus immuntolerancia kialakulasaban
fontos komponens keriilt felismerésre, melyek koziil az egyik legfontosabb az alacsony
szintll aktivalt T sejtszam, szemben a nem terhes allapottal. A legfontosabb faktorok,
melyek hozzajarulnak ehhez a folyamathoz: a masodik és harmadik trimeszterben a
Th1-t61 a Th2 iranyaban vald eltolodas, az alacsony Thl és CD8+ T sejt aktivitas, a
csokkent Th17 / Treg arany, a Treg sejtek és a tolerans DS-ek szamanak novekedése €s
a stimuldci6 hatasara a TCR-en keresztiili csokkent kalcium bearamléas Thl és CD8+ T
sejtekben szemben a nem terhes nékbdl izolalt limfocitakkal [97,110,194].

Vizsgalatunk eredményei alapjan meglepd modon szignifikdns emelkedést talaltunk
CD28+ T sejtek prevalenciajaban egészséges terhesekben szemben a nem terhesekben
mértekkel. Ez az eredmény arra utal, hogy a CD28-on keresztiili kostimulacié a T
sejtekben szintén kiemelkedd jelentdségli terhességben és feltehetden nem vesz részt a
terhesség immunszupressziv kornyezetének kialakitdsaban. Viszont a méréseink sordn a
monocitakon tapasztalt alacsony B7-1 expresszidé melletti valtozatlan B7-2 expresszio
valoszinlileg csokkent intenzitdsi CD28-on keresztiili kostimulacidhoz vezet
terhességben.

Vetélés esetén a B7-2 expresszidja fokozottan upregulalodik a fotomaternalis felszinen,
Osszefliggésben a magas Thl citokin (IL-2 és IFN-y) és alacsony Th2 citokin (IL-4 és
IL10) szintekkel [195]. Tovabba a B7-2 kostimulacié in vivo gatlasa esetén a citokin
egyensuly a fotomaternalis felszinen a Thl-t6l a Th2 felé tolodik el, illetve noveli a
periférias CD4+CD25+ regulatoros T sejtek ardnyat. Igy a csokkent szintii vagy

mérsékelt funkcidju B7-2 eldonyds lehet a terhesség elsd felében. Ezt a csokkenést
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vizsgélatunkban nem tudtuk igazolni a harmadik trimeszterben 1év egészséges terhesek
mintdinak analizise soran.

Az ICOS expresszidja, mely a T sejt aktivaciojaban stimulalo szerepet jatszik, erdsen
emelkedett egészséges terhesekben, mig a neki megfelel6 B7-H2 kostimulacios
molekula erésen csokkent egészséges terhesek monocitdin. Mivel az ICOS fokozottan
indukalja a IL-10-t az IL-2 termelés helyett [183], a magasabb ICOS szint hozzajarulhat
a Th2 iranyu eltolodashoz, mely a harmadik trimeszterben figyelheté meg egészséges
terhesekben [61]. A PD-1 expresszald T limfocitak szintje szintén megemelkedett
egészséges terhesekben. A receptor inhibitoros hatasa szerepet jatszhat a T sejt
aktivacio gatlasaban terhesség soran.

Az IDO-t expresszald T sejtek és monocitak eléforduldsi gyakorisdga magasabb volt
egészséges terhességben, mint nem terhesekben. Ez az eredmény alatdmasztja az IDO
terhességben kiemelkedden fontos, jol ismert immunszupressziv szerepét, amely
hozzé4jarul a terhesség specifikus immuntolerancia kialakulasdhoz. Tovéabba azt
talaltunk, hogy ugyanabban az idépontban mérve nem csak az IDO-t termeld sejtek
szdma, hanem maga az intracellularis IDO mennyisége is megemelkedett mind a két
vizsgalt sejtcsoportban egészséges terhesekben Osszehasonlitva a nem terhesekben
mértekkel.

Egészséges terhesekben a KYN, KYNA ¢és kiilonosképpen a TRP szintek csokkentek,
mely emelkedett KYN / TRP aranyt eredményezett, szemben a nem terhesekben
mértekkel. Az emelkedett IDO akitvitas egészséges terhesekben, mely a magas KYN /
TRP aranyban mutatkozik meg, Osszefligg az egészséges terhesekben mért magasabb
IDO-t expresszald T sejtek és monocitdk szamaval. Erdekesség, hogy korabbi
kutatasainkban az IDO-t termeld T sejtek prevalenciaja csokkent PE-ben az egészséges
terhesekéhez képest [193], a KYN, KYNA és TRP szintek, mint ahogy a KYN / TRP
arany is, azonosak voltak (1,55 (1,31-1,83) vs. 1,67 (1,33-1,93) uM, 18,8 (15,0-23,0) vs.
22,3 (16,7-28,5) nM, 38,6 (33,9-42,5) vs. 37,1 (30,0-41,3) uM, 0,041 (0,038-0,045) vs.
0,044 (0,036-0,049)). A kiilonbségek, melyek megfigyelhetéek az IDO-t termeld sejtek
eléfordulasaban, nem tikr6z6dnek az IDO enzimatikus aktivitasaban PE-ben,
egészseéges terhességgel ellentétben. Ebben a vizsgalatunkban az intracellularis IDO
expresszid mellett meghataroztuk a B7-1, B7-2, B7-H1 és B7-H2 kostimulacios
molekuldkat expresszald aktivalt CD1lct+ monocitdk, valamint a nekik megfeleld

receptorokat, a CD28, CTLA-4, PD-1 és ICOS molekulakat expresszald T sejtek
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prevalenciajata is PE-ben és egészséges terhességben. Eredményeink azt mutattak, hogy
a B7-1 és B7-2 molekuldkat expresszald aktivalt monocitdk és az IDO-t termeld T
sejtek alacsonyabb szamban fordultak elé PE-ben. Ez feltételezi, hogy PE-ben a
fennall6d anyai szisztémas gyulladas miatt egy masodlagos szabalyoz6 mechanizmus jon
1étre. Mivel az IDO jelent6s immunszupresszans és fontos szerepet jatszik a terhesség
specifikus immuntolerancia kialakulasaban, ezért a PE-ben mért alacsony T sejt
intracellularis IDO szint hozzajarulhat a PE kialakulasahoz [193].

Elképzelhetd, hogy a terhesekben mért csokkent KYN, KYNA és TRP szintek annak a
kovetkezménye, hogy ezek a molekuldk atjutnak a placentan eddig ismeretlen
mechanizmusok ¢és transzporterek segitségével, melyek hozzajarulhatnak a magzat
csOkkent immunvalasz képességéhez. A kzsv-rel és felnott periférids vérrel végzett
vizsgélataink soran nyert eredmények aldtdmasztjak ezt a feltételezést. Tovabbi
vizsgalat sziikséges ennek a hipotézisnek az igazolasahoz.

A mar korabban leirtaknak megfeleléen a B7-1 és a B7-2 kapcsolodasa a CTLA-4-hez
visszahato jelatvitelt indukal monocitakban ¢és eldsegiti az INF-y termelddését, mely
autokrin, illletve parakrin moédon upregulalja az IDO expressziot, ezaltal a TPR
visszahato jelatvitel fontos szerepet jatszik a magasabb IDO aktivitdsban ¢és
expresszioban egészséges terhesekben. A B7-1 ¢és B7-2 expresszidoval végzett
korrelacios analizis azonban ezt a megfigyelést nem tamasztotta ala.

Eredményeink alapjan a terhesség specifikus immuntolerancia kialakuldsa
szempontjabol elsésorban az APS-ek megvaltozott B7 expresszidja, és nem azok T
sejten talalhatd receptorainak eltérése jatszik szerepet. A megemelkedett IDO
expresszio a monocitakban és T sejtekben, valamint a plazma magasabb enzimatikus
IDO aktivitasa hozzajarulhat a szisztémas immunszupressziv kornyezet kialakulasdhoz

a harmadik trimeszterben egészséges terhesekben.
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8 KOVETKEZTETESEK

1. Vizsgalatunk a kzsv CD4+ T sejtek fokozott CTLA-4 expresszidjat mutatta, mely a
CD28 medialt kostimulacid csokkenésére utal. Ugyanakkor a CTLA-4-nek megfeleld
kostimulald6 molekula, a B7-2 szintén emelkedett volt, mely alatamasztja a kzsv-ben

kifejezetten jelenlévo gatlo kostimulacid szerepét.

2. Ujsziilottkorban magasabb a plazma KYN / TRP arany, ami az IDO enzim fokozott

mukodésére utal.

3. Az ujsziilott monocitak alacsony IDO-t termeld kapacitasa és a monocitak éretlen
visszahato jelatvitele alapjan azonban a magas KYN / TRP arany a placentaris IDO
tulexpresszionak koszonhetd, nem magzati eredetli. Az emelkedettet placenta IDO
aktivitds tehat, mely immunszupressziét biztosit a fotomaternalis tolerancia

kialakulasédhoz, hozzajarul a csokkent T sejt reaktivitashoz jsziilottkorban.

4. Egészséges terhességben magasabb a T sejtek CD28 expresszidja és alacsonyabb a
CTLA-4 expresszidja nem terhesekhez képest. A monocitak B7-1 expresszidja csokkent

terhességben.

5. A terhességi immuntolerancia kialakulasaban ezért elsGsorban az APS-ek B7
fehérjéinek csokkent expresszidja jatszhat szerepet, a CD28-on keresztiili kostimulacio

valtozasanak a terhesség harmadik trimeszterében feltehetden nincs szerepe.
6. A monocitakban és T sejtekben tapasztalt megemelkedett IDO expresszio, illetve a

plazma magasabb enzimatikus IDO aktivitasa eldsegiti a szisztémas immunszupressziv

kornyezet kialakuldsat egészséges terhesekben, a harmadik trimeszterben.
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9 (OSSZEFOGLALAS

Hattér: A B7 kostimulaciés molekulacsaldd szerepe nem ismert egészében egészséges
terhességben a szisztémds anyai immuntolerancia kialakulasa tekintetében, illetve
ujsziilottkorban a kzsv immunolodgiai reaktivitasa szempontjabol. A B7 kostimulacios
molekula az APS-en expresszalodik és fontos regulatora a T sejt aktivacionak. Célunk
volt, hogy meghatdrozzunk a B7 kostimulaciés molekulak, illetve a nekik megfeleld T
sejt receptorok prevalencidjat, ugy, mint az intracellularis IDO expressziot és az
immunregulacios tulajdonsaga plazma TRP, KYN, KYNA szinteket kzsv-ben és feln6tt
periférids vérben, valamint egészséges terhesek és egészséges nem terhes ndk periférids
vérmintaiban, vizsgalva a ujsziilottkori T sejt aktivacidoban ¢€s a terhesség specifikus
immuntolerancia kialakuldsadban betoltott szerepiiket.

Modszer: Aramlési citometria segitségével meghataroztuk a B7-1, B7-2, B7-H1 és B7-
H2 kostimulacidos molekuldkat expresszalo aktivalt CD11lc+ monocitak, valamint a
nekik megfeleld receptorokat, a CD28, CTLA-4, PD-1 és ICOS molekuldkat
expresszald T sejtek prevalencidjat a fenti vérmintdkban. Az intracellularis IDO
expressziot aramlasi citometriaval, a plazma KYN, KYNA és TRP szintjeit pedig
magasnyomasu folyadék kromatografiaval mértiik.

Eredmények: Koldokzsinorvérrel és feln6tt periférias vérrel végzett vizsgalatunkban a
CD4+ T sejteken a CTLA-4 expresszioja fokozottabb volt kzsv-ben. A CTLA-4-nek
megfeleld kostimlaciés molekula, a B7-2 szintén emelkedett volt, mely alatdmasztja a
kzsv-ben kifejezetten jelenlévd gatld kostimulacio szerepét. A plazma KYN / TRP
arany, mely jol tiikr6zi az IDO aktivitast, kétszer magasabb volt kzsv-ben, mint felnott
periférids vérben. A koldokzsinorvér monocitainak IDO-t termeld kapacitasa azonban a
feln6tt periférias vérhez képest alacsonyabb volt, és a B7-2-n keresztiili visszahat6
jelatvitelt éretlennek talaltuk, mely alapjan a magas KYN / TRP arany nem a magzati,
sokkal inkdbb a palcentdlis IDO talexpresszionak tulajdonithatd. Egészséges
terhesekben szignifikdnsan emelkedett CD28+ T sejt prevalencia mellett ezeken a
sejteken alacsony CTLA-4 expressziot talaltunk, mely alatamasztja a CD28-on
keresztiili  kostimulacio fontossagat terhességben, de nem jarul hozza az
immunszupressziv kdrnyezet kialakuldsdhoz. A CD80+ monocitak szdma alacsonyabb
volt egészséges terhesekben. Az IDO-t expresszald T sejt és monocita eléfordulési

gyakorisdga magasabb volt. A plazma KYN, KYNA, TRP szintje alacsonyabb, mig a
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KYN / TRP arany magasabb volt egészséges terhesekben szemben a nem terhesekben
mértekkel.

Konkluzio: A CD4+ T sejtek fokozott CTLA-4 expresszidja a CD28 medialt
kostimulacié csokkenésére utal kzsv-ben. Ugyanakkor a CTLA-4-nek megfeleld
kostimlaciés molekula, a B7-2 szintén emelkedett volt, mely alatamasztja a kzsv-ben
kifejezetten jelenlévd gatld kostimulacid szerepét. Az 0jsziiltt monocitdk alacsony
IDO-t termel6 kapacitasa €s a monocitak éretlen visszahato szignal jelensége alapjan a
magas KYN / TRP arany a placentalis IDO talexpresszionak kdszonhetd, nem magzati
eredetii. Az emelkedettet placenta IDO aktivitds, mely immunszupresszidt biztosit a
fotomaternalis tolerancia kialakuldsdhoz, hozzéjarul a csokkent T sejt reaktivitdshoz
ujsziilottkorban. Ezek a kzsv-ben észlelt eltérések, szemben a felndtt periférias vérrel,
hozzéjarulnak a korabban mar megfigyelt csokkent kzsv T sejt reaktivitashoz.
Terhességben a CD28-on keresztiili kostimulacidé nem csokkent T sejtekben és
feltehetéen nem fiigg Ossze a harmadik trimeszterben az immunszupressziv kdrnyezet
kialakuldséval. A terhesség specifikus immuntolerancia kialakuldsdban ezért elsésorban
az APS-ek csokkent B7 fehérjék expresszidja jatszhat szerepet. A megemelkedett
monocita és T sejt intracellularis IDO expresszio, valamint a magas plazma IDO
aktivitds hozzgjarul a szisztémas immunszupressziv kornyezet kialakuldsahoz a

terhesség harmadik trimeszterében.
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10 SUMMARY

Background: The role of B7 family of costimulatory molecules is not fully understood
in the development of the systemic maternal immune tolerance during healthy
pregnancy (HP) and in the reduced immunological reactivity of umbilical cord blood
(UCB). B7 costimulatory molecules are expressed on antigen presenting cells (APCs)
and are important regulators of T cell activation. We aimed to investigate the prevalence
of B7 costimulatory molecules on monocytes and that of their receptors on T cells. We
also determined the intracellular expression of indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) and
the plasma levels of tryptophane (TRP), kynurenine (KYN) and kynurenic acid
(KYNA), that are important molecules with immunoregulatory properties, in order to
describe their potential contribution to the pregnancy-specific maternal immune
tolerance and to neonatal T cell activation.

Methods: We determined the frequency of activated (CD11b+) monocytes expressing
B7-1, B7-2, B7-H1, and B7-H2, and that of T cells and CD4+ T helper cells expressing
CD28, CTLA-4, PD-1, and ICOS in umbilical cord blood (UCB), adult peripheral blood
(APB) and peripheral blood samples of healthy pregnant and non-pregnant (NP) women
using flow cytometry. We also examined the intracellular expression of IDO applying
flow cytometry and plasma levels of TRP, KYN and KYNA using high-performance
liquid chromatography.

Results: In UCB the level of CTLA-4 expression on CD4 cells was higher compared to
APB. At the same time, that of the corresponding costimulator molecule, B7-2 was also
elevated. We found that the plasma KYN / TRP ratio, a formula generally used as an
estimated representation of the enzymatic activity of IDO, was two-fold higher in UBC.
However, the capacity of UCB monocytes compared to APB monocytes was lower to
produce IDO, and reverse signalling via B7-2 in UCB monocytes was found to be
immature. In HP a significant increase in the prevalence of CD28+ T cells was observed
compared to NP women. At the same time a decrease was shown in the expression of
CTLA-4 on these cells. This finding indicates that costimulation via CD28 is of great
importance also during pregnancy in T cells. The frequency of CD80+ monocytes was
lower in HP women. The prevalence of IDO-expressing T cells and monocytes was

higher in HP compared to NP women. Plasma KYN, KYNA and TRP levels were
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lower, while at the same time, the KYN / TRP ratio was higher in HP than in NP
women.

Conclusions: The level of CTLA-4 expression on CD4 cells was higher in UCB
indicating that the possibility of CD28-mediated costimulation may be decreased. The
level of the corresponding costimulator molecule, B7-2 was also elevated. Therefore,
this inhibitory relation function is present to a higher extent in UCB. The increased IDO
activity in plasma, which is responsible for the development of the foetalmaternal
immune tolarence, plays a role in decreased T cells reactivity in UCB. However, the
capacity of UCB monocytes compared to APB monocytes was lower to produce IDO,
and reverse signalling via B7-2 in UCB monocytes was found to be immature, which
suggests that the observed increase in KYN / TRP ratio may be due to placental rather
than fetal overexpression of IDO in competent cells. These factors may all contribute to
the previously observed reduced reactivity of UCB T lymphocytes compared to APB T
cells.

Costimulation via CD28 is not decreased in T cells, and it probably does not contribute
to the immunosuppressive environment, at least in the third trimester of pregnancy. The
development of the pregnancy-specific immune tolerance in the mechanism of B7
costimulation may be more related to the altered expression of B7 proteins on APCs
rather than that of their receptors on T cells. The elevated intracellular IDO expression
in monocytes and T cells, as well as the higher plasma enzymatic IDO activity probably
contributes to the systemic immunosuppressive environment in the third trimester

characteristic for healthy gestation.
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13 KOSZONETNYILVANITAS

Harom évvel ezel6tt kapcsolodtam be az 1. szamu Gyermekklinikdn miikodé MTA-SE
Gyermekgyogyaszati és Nefrologiai Kutatocsoport munkdjaba. Kdszonettel tartozom
Tulassay Tivadar professzor trnak €s Szabd Attila professzor urnak, amiért lehetoséget
biztositottak szamomra, hogy csatlakozzak a kutatocsoporthoz. Kiilon koszonettel
tartozom Vasarhelyi Barna professzor urnak, aki a kezdetektdl segitette munkamat.
Kutatomunkamat a kezdetektdl iranyitja témavezetom, Toldi Gergely. Kimagasld
eredményeivel, munkabirdsidval nemcsak példit mutatott, de O tanitott meg a
tudomanyos gondolkodas alapjaira, az eredmények értelmezésére és a tudomanyos
kozlés technikajara is. Bevezetett az aramlasi citométeres mérések €s a laboratdriumi
munka alapjaiba is. Halas vagyok neki azért, hogy mindig készen allt arra, hogy
tanacsokkal segitse kutatbmunkéamat.

Ko6sz6ndm tovabba kutatocsoportunk minden tagjanak, kiilonésen Berta Laszlonak és
Bajnok Annénak a hozzajarulést és a biztatast, amellyel munkénkat segitették.
Koszonetemet fejezem ki Rigd Janos professzor urnak (I sz. Sziilészeti ¢és
Noégyogyaszati Klinika) és Gyarmati Béla féorvos trnak (Uzsoki utcai Korhdz), akik a
varandos, illetve kzsv mintak gyijtésben nyujtottak segitséget.

Hélasan koszondm Vécser Laszld professzor ur €s munkatarsai tamogatasat (Szegedi
Tudoményegyetem, Altalanos Orvostudoményi Kar, Neurologiai Klinika), akik a HPLC
mérésekben nyujtottak nélkiilozhetetlen segitséget.

Végezetill ezaton szeretnék koszonetet mondani a vizsgalatban részt vevo
onkénteseknek a vérmintakért, valamint az 0jsziilottek sziileinek, akik hozzjarultak a

koldokzsinorvér felhasznalasahoz.
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