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BEVEZETÉS 

A fejlett országokban egyre gyakoribb a meddőség előfordulása, ami részben azzal 
magyarázható, hogy az első terhesség vállalása magasabb életkorra tolódik. A magasabb 
anyai életkor negatívan befolyásolja mind az endometrium állapotát, mind az embriók 
minőségét [1]. A sikeres terhesség egyik első lépése a blasztociszta beágyazódása a 
fogadóképes endometriumba. Az implantáció során az embrió megtapad az endometriális 
hámrétegen, implantálódik és a trofoblaszt behatol a decidualizálódott endometriumba [2].  
A progeszteron kulcsfontosságú szerepet játszik ebben a folyamatban, hatásait a 
progeszteron receptorok (PR-A és PR-B) közvetítik. [3] A PR-A elengedhetetlen az 
endometrium deciduális átalakulásához és az endometriális receptivitás kialakulásához, míg 
a PR-B az emlőmirigy fejlődésében vesz részt [4].  

A beágyazódási zavarok egyrészt az endometrium nem megfelelő fejlődése, másrészt 
az embrió elégtelen implantációs képessége miatt alakulnak ki.  

Kutatásunk célja az implantációt befolyásoló immunológiai mechanizmusok 
vizsgálata és a jó implantációs képességgel rendelkező embriók azonosítása.  

Normális terhesség során az anyai immunrendszer felismeri, de nem támadja meg a 
magzat által kifejezett apai antigéneket [5]. A progeszteron indukálta blokkoló faktor (PIBF) 
különböző terhességgel összefüggő szövetekben (decidua, placenta, amnion) és a szérumban 
is jelen van. Szérumkoncentrációja a terhesség során folyamatosan növekszik [6].  

A filogenetikailag konzervált PIBF génről 16 különböző mRNS keletkezik a 
transzkripció során. A leghosszabb ezek közül 18 exont tartalmaz, és egy 90 kDa-os fehérjét 
kódol [7]. A teljes hosszúságú PIBF a centroszómához kötődik [8], míg a kisebb izoformák 
a citoplazmában helyezkednek el és szekretálódnak [9]. A kis izoformák befolyásolják az 
immunválaszt, elősegítve a Th2 domináns citokin termelést, gátolva az NK sejtek aktivitását 
[10].  

Extracelluláris vezikulák (EV-k) 

Az embrió és az anyai szervezet közötti kommunikációt az extracelluláris vezikulák 
(EV-k) segítik elő. Ezek "szállítóeszközök", amelyeket kettős foszfolipid membrán vesz 
körül, és különféle molekulákat szállítanak, például: DNS, RNS, fehérjék (MHC molekulák, 
citokinek). Méretük alapján az EV-k három csoportba sorolhatók: exoszómák (100 nm alatti 
átmérő), mikrovezikulumok (100-800 nm), és apoptotikus testek (1000 nm feletti átmérő) 
[11].  

Az EV-k szerepet játszanak a megtermékenyítésben, mivel a spermiumok túléléséhez 
és mozgékonyságához szükséges enzimeket tartalmaznak [12, 13], és olyan fehérjéket 
hordoznak, amelyek megkönnyítik az embrió és az anyai immunrendszer közötti 
kommunikációt. Az EV-k implantációban betöltött szerepe kevésbé ismert, de feltételezhető, 
hogy az embrió által termelt EV-k befolyásolhatják az anyai immunválaszt. Az extravillózus 
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trofoblasztok által termelt EV-k például humán leukocita antigén G (HLA-G) molekulát 
hordoznak, amely ligandumként működik a deciduális NK sejtek gátló receptorán, és 
szerepet játszhat az anyai immun tolerancia kialakításában [14- 17]. 

Kutatásunk célja volt megvizsgálni:  

- a PIBF szerepét az implantáció során, 
- hogyan befolyásolják az embrióból származó EV-k az anyai immunválaszt, 
- és hogy van-e olyan marker az emberi embriók tenyésztése során termelt EV-kben, 

amely képes azonosítani a legnagyobb beültetési potenciállal rendelkező embriókat. 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Az implantációban szerepet játszó molekulák expressziójának vizsgálata in vitro 
tenyésztett egér embriókban  

A kétsejtes embriókat 1,5 napos vemhes CD1 egerek petevezetékeiből izoláltuk, és 
KSOM médiumban tenyésztettük 37°C-on, 5%-os CO2-koncentráció és 100%-os 
páratartalom mellett, amíg el nem érték a 4, 8 sejtes, morula vagy blasztociszta stádiumot. 
Az embriókat 4%-os paraformaldehid (PFA) oldatban fixáltuk 25 percig 
szobahőmérsékleten, majd PBS-ben mostuk és 0,5%-os Triton X-100-zal permeabilizáltuk. 
Az endogén peroxidáz aktivitást 3%-os hidrogén-peroxid oldattal blokkoltuk, a nem 
specifikus kötőhelyeket 1%-os BSA- val blokkoltuk. Az embriókat az elsődleges 
antitestekkel (VEGF, IGF2, PIBF, LIF, PLGF, TNFα, PAI1, MIF) 1 órán keresztül 
inkubáltuk, majd torma peroxidázzal (HRP) konjugált szekunder antitesttel fél órát. A 
reakciót diaminobenzidin (DAB) reakcióval vizualizáltuk, és az eredményeket 
fénymikroszkóppal vizsgáltuk. 

PIBF implantációban betöltött szerepének vizsgálata egérmodellben  

8-12 hetes nőstény CD1 egereket pároztattunk hím CD1 egerekkel. A vemhesség 1,5. 
és 4,5. napján az egereket intraperitoneálisan (i.p.) kezeltük anti-PIBF antitesttel annak 
érdekében, hogy semlegesítsük a PIBF biológiai hatását. A kontroll egerek PBS-t kaptak 
anti-PIBF antitest helyett. A vemhesség 10,5. napján az egereket nyaki diszlokációval 
áldoztuk fel, és meghatároztuk az implantációs helyek számát és a rezorbeálódott embriók 
arányát. 

PIBF+ NK sejtek és B sejtek azonosítása PIBF-deficiens egerek deciduájában  

Az implantációs helyeket 6%-os pufferelt formalinban fixáltuk, paraffinba ágyaztuk, 
és 5 µm-es metszeteket készítettünk. Immunhisztokémiai reakciót végeztünk biotinilált 
monoklonális anti-PIBF antitestt és HRP-konjugált sztreptavidin használatával, a PIBF+ NK 
sejtek azonosítása érdekében. 

Az Alexa647 fluorokrómmal konjugált B220 antitestet és fluoreszcein-izotiocianáttal 
(FITC) konjugált monoklonális anti-PIBF-et használtuk a B sejtek azonosítására.  

Citotoxicitási tesztek: 

A deciduális és perifériás NK sejtek citotoxikus aktivitását PKH67 vitális festékkel 
festett YAC-1 célsejtek segítségével határoztuk meg. A célsejtek propidium-jodid (PI) 
festődését flow citometriával elemeztük, és a citotoxicitást a PKH67+ populációban lévő 
PI+ sejtek százalékával fejeztük ki. 

T sejt aktivációban és Th1/Th2 differenciálódásban szerepet játszó markerek 
vizsgálata perifériás limfocitákon 
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Prime PCR teszt segítségével vizsgáltuk az anti-PIBF kezelt és kontroll állatok 
perifériás CD4+ és CD8+ lépsejtjein a T sejt aktivációs, valamint a Th1/Th2 differenciációs 
markereket. A kezelt és kontroll állatok lépeiből a terhesség 10,5. napján limfocitákat 
izoláltunk, majd Mini-MACS rendszert használva, mágneses szeparálással izoláltuk a CD4+ 
és CD8+ T sejteket. Az izolált sejteket mostuk, majd a sejtszámokat 5X106/ml-re állítottuk 
be. Annak érdekében, hogy az RNS stabil maradjon az izolált CD4+ és CD8+ sejteket 
RNALater-ICE oldatban tároltuk felhasználásig. A mintákból totál RNS-t izoláltunk. Bio- 
Rad Prime PCR teszttel vizsgáltuk 41 különböző gén expressziójának mértékét a CD4+ és 
CD8+ sejteken. A kvantitatív real time PCR-t ABI 7900 berendezéssel végeztük. 

Elektronmikroszkópos feldolgozás, immun elektronmikroszkópia 

Öt napos terhes egér endometrium kb. 1 mm3 darabját PBS-el mostuk és egy éjszakán 
át 4 oC-on 2,5% glutáraldehiddel fixáltuk. Ezután a blokkokat 1% osmium tetroxiddal 1 órán 
át 4 oC –on tovább fixáltuk, majd etanol növekvő koncentrációival dehidráltuk. A blokkokat 
kétszer 4 percig propilén oxiddal kezeltük, majd propilén oxid és Durcupan gyanta 
keverékébe merítettük 30 percig. Egy éjszakán át Durcupanban tartottuk a blokkokat, majd 
Durcupannal töltött zselatin kapszulákba beágyaztuk és 72 órán át 56 oC-on inkubáltuk. A 
gyanta polimerizálódása után ultramikrotóm segítségével félvékony metszeteket 
készítettünk, melyeket toluidin-kékkel festettünk. Ezután ultramikrotómmal sorozatos 
ultravékony metszeteket készítettünk, melyeket uranil acetáttal és ólomcitráttal 
kontrasztosítottunk, majd JEOL 1200EX-II elektron mikroszkóppal vizsgáltunk. 

Az embrió által termelt, az embrió környezetében található EV-k PIBF tartalmát 
immun elektronmikroszkópiával vizsgáltuk. Tenyésztett és 4% formaldehiddel fixált morula 
stádiumú embriót nyúlban termelt monoklonális anti-PIBF ellenanyaggal [6] reagáltattuk 2 
óráig szobahőmérsékleten, majd HRP konjugált anti- nyúl másodlagos antitesttel inkubáltuk.  
A reakciót DAB-bal tettük láthatóvá. Az immunreakció után az embriókat 3% -os agar 
oldatba ágyaztuk, amelyből megszilárdulás után 1 mm3 méretű blokkokat vágtunk és a fent 
leírtak szerint előkészítettünk elektronmikroszkópos vizsgálatra. 

PIBF + EV-k hatása a CD8+ T sejtek citokintermelésére 

Másfél napos terhes CD1 egerekből izolált kétsejtes embriókat in vitro tenyésztettük 
72 órán át blasztociszta stádiumig. Az utolsó 24 órában az embriók morula stádiumtól 
blasztociszta stádiumig fejlődnek. Ezt a tápfolyadékot az embrió kivétele után az olaj alól 
leszívtuk és felhasználásig -80 C°-on tároltuk. A médiumban lévő EV-ket PE konjugált 
annexin V jelöléssel és flow citométerrel vizsgáltunk. 

Néhány mintát detergenssel kezeltünk. A detergens feloldja az EV-k membránját 
ezért a kezelés hatására eltűnt jeleket EV-knek tekinthetjük. 

EV-k kötődésének vizsgálata egér perifériás limfocitáihoz 
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Tizenhat hetes CD1 egér lépét izoláltuk majd sejtszuszpenziót készítettünk belőle.  A 
CD4+ Th sejteket APC konjugált anti- egér CD4 antitesttel, a CD8+ Tc sejteket PECy7 
konjugált anti- egér CD8 antitesttel jelöltük. A CD4+ és CD8+ sejtek felszínén 
expresszálódó foszfatidilszerin receptor (PSR) detektálásához jelöletlen anti- 
foszfatidilszerin receptor antitestet, majd FITC konjugált másodlagos antitestet (anti- nyúl 
IgG) használtunk. Festési kontrollként az elsődleges antitestet kihagytuk a reakcióból. A 
PKH-val jelölt EV-ket 5x104 CD4 és CD8 jelölt limfocitával inkubáltuk, 4% BSA 
jelenlétében 4 C°-on. A BSA jelenléte megakadályozza, hogy a szabad PKH a limfocitákhoz 
kössön. EV-ket nem tartalmazó hígított PKH festékoldatot (álfestett kontroll) használtunk a 
nem specifikus (EV-független) festődés vizsgálatára. Az inkubációs idő után a sejteket PBS-
el mostuk, majd áramlási citométerrel mértük.  

Limfociták IL-10 termelésének vizsgálata 

A CD4- és CD8-ellenes antitestekkel jelölt lépsejteket embrióból származó EV-kkel 
stimuláltunk 4 órán keresztül, majd 15-30 percig, szobahőmérsékleten inkubáltunk PE-
konjugált anti- egér IL-10 monoklonális antitesttel. A sejteket kétszer mostuk 2 ml PBS-ben, 
5 percig, 300 g-vel centrifugáltuk, és 300 μl 2%-os paraformaldehiddel fixáltuk. A festett 
sejteket 4 °C-on, sötétben tároltuk felhasználásig. 5x104 sejtet mértünk meg flow 
citométerrel a festés napján. Minden FACS adatot CellQuestPro szoftverrel elemeztünk. 

DNS tartalmú extracelluláris vezikulák számának meghatározása 5. napos tenyésztett 
humán embriók tápfolyadékában 

Az IVF-kezelésen átesett nők embrióit egyenként G-1 médiumban tenyésztették 
három napig, majd a médiumot G-2 médiumra cserélték, és az embriókat további két napig 
tenyésztették. Az 5. napon a tenyésztő médiumot leszívták és -80°C-on tárolták. 

Áramlási citometria: 

Az EV-k abszolút számát belső standard gyöngyök segítségével határoztuk meg. Az 
EV-k nukleinsav-tartalmát propidium-jodid (PI) festéssel detektáltuk és BD FACSCalibur 
áramlási citométerrel vizsgáltuk. A beállításhoz és kapuzáshoz Megamix-Plus SSC 
gyöngyöket használtunk. 
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EREDMÉNYEK 

Az implantáció során szerepet játszó markerek megjelenése a tenyésztett egér 
embriókban 

Nyolc különböző, az irodalmi adatok alapján az implantáció és a terhesség során 
fontos szerepet játszó marker jelenlétét vizsgáltuk 2, 4, 8 sejtes, morula és blasztociszta 
stádiumban levő egér embriókban. Az embriók minden vizsgált fejlődési stádiumban erősen 
expresszálják a VEGF, IGF2, MIF, PAI1, LIF és PIBF markeret. Nem expresszálják viszont 
a PLGF- et és a TNFα- át. 

A peri- implantációs időszakban történő anti- PIBF kezelés csökkenti a beágyazódott 
embriók számát és növeli a rezorbciós arányt 

Az egereket a terhesség 1,5. és 4,5. napján anti-PIBF antitesttel kezeltük, hogy az 
implantációs ablakban funkcionálisan PIBF-hiányosak legyenek. Az egereket a terhesség 
10,5. napján áldoztuk fel. Ez lehetővé tette számunkra, hogy ne csak az implantációs 
helyeket, hanem az implantálódott embriók rezorpciós arányát is vizsgáljuk. Míg a 
kontrollcsoportban az átlagos implantálódott embrió szám 6,5 volt, az anti-PIBF antitesttel 
a peri-implantációs időszakban kezelt nőstényeknél az átlagos implantációs helyek száma 
négyre csökkent. A kontrollcsoportban tapasztalt szokatlanul alacsony 2%-os reszorpciós 
arány 40%-ra nőtt a funkcionálisan PIBF-hiányos egereknél. 

Az anti- PIBF kezelés hatására csökken a PIBF pozitív deciduális NK sejtek száma 

Egy korábbi tanulmányban kimutattuk, hogy a 12,5. napos vemhes egerek 
deciduájában nagy számban találhatók nagy, granulált sejtek, amelyek citoplazmatikus 
granulumjaiban erős PIBF-pozitivitás mutatható ki. Ezeket a sejteket a PAS+ DBA+ uterin 
NK sejtekként azonosítottuk. A PIBF ko-lokalizált perforinnel a sejtek citoplazmatikus 
granulumjaiban [18]. 

Az anti- PIBF-fel kezelt egerek deciduájában szignifikánsan alacsonyabb számú 
PIBF pozitív NK sejtet találtunk a kontrolhoz képest. A kontroll egerek spontán 
rezorbeálódott embrióinak deciduájában hasonlóképpen csökkent számú PIBF+ NK sejtet 
találunk, ami arra enged következtetni, hogy a rezorbció PIBF+ limfociták hiányára 
vezethető vissza. 

A funkcionálisan PIBF-hiányos egerek fokozott NK-sejt aktivitást mutatnak 

Az anti-PIBF kezelt egerek perifériás, és deciduális NK sejtjeinek citotoxikus 
aktivitása jelentősen megnövekedett. 

Deciduális B- sejtek az anti-PIBF kezelés hatására depletálódtak  
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A kontroll állatok endometriumában deciduális NK sejtek és egy diszkrét réteg B-
sejt volt jelen a choriodecidualis határon. Míg az NK sejtek továbbra is jelen voltak, a B-
sejtek eltűntek az anti-PIBF-fel kezelt egerek reszorbeált embrióinak deciduájából. Egy 
nemrégiben készült tanulmány kimutatta, hogy a deciduális B-sejtek által az IL-33 által 
indukált PIBF1 expresszió megakadályozza a koraszülést mind emberekben, mind 
egerekben. Bár a B-sejtek csak kisebb populációt alkotnak a deciduális limfociták között, 
mégis fontosak lehetnek a decidua immunológiai egyensúlyának fenntartásában [19].  

A peri-implantációs időszakban PIBF hiányos egerek CD4+ T sejtjein az aktivációhoz 
szükséges gének csökkent mértékben expresszálódnak és a T sejtek Th1 irányba 
differenciálódnak 

Prime PCR teszttel vizsgáltuk 48 különböző gén expressziójának mértékét a PIBF 
hiányos és a kontrol egerek perifériás limfocitában. Ezek közül tizenkettő jelentősen 
magasabb vagy alacsonyabb expressziót mutatott az anti-PIBF-fel kezelt egerek 
limfocitáiban a kontrollokhoz képest. Az eredmények elemzésekor az eltérően 
expresszálódó géneket a következő csoportokba soroltuk: (1) T sejt aktivációban részt vevő 
gének, (2) Th1 differenciálódásban részt vevő gének, és (3) Th2 differenciálódásban részt 
vevő gének.  

A T sejt aktivációban szerepet játszó CD3 komplex tagjai (CD247, CS3D, E és G, 
IL2RG), valamint a ko-stimulációért felelős CD4, CD28 CD40L és CD86 gének a 
kontrollhoz képest szignifikánsan alacsonyabb szinten expresszálódtak a PIBF hiányos 
állatok CD4+ sejtjeiben, de magasabb expressziós szintet mutattak a kezelt állatok CD8+ 
limfocitáiban. Az anti-PIBF-kezelt egerekben az IL2R béta lánc expressziója lecsökkent a 
CD4+ populációban, míg a CD8+ populációban az IL2R alfa és gamma lánc, valamint az 
IL2 expresszió növekedett. A ko-stimulációs molekulák génjei hasonló módon változtak. Az 
anti-PIBF kezelés hatására a CD4, CD28, CD40L és CD86 gének kifejeződése lecsökkent a 
CD4+ populációban és megnövekedett a CD8+ populációban. Ezek az adatok arra utalnak, 
hogy a PIBF hiánya gátolja a CD4+ sejtek aktivációját és elősegíti a CD8+ T sejtek 
aktivációját. 

A PIBF+ EV-k hatása a CD8+ T sejtek citokin termelésére 

Immun-elektronmikroszkópiával megerősítettük, hogy az embrióból származó EV-k 
PIBF-et tartalmaznak. Az embrióból származó EV-k jelenlétében a CD8+ T sejtek IL-10 
termelése megnövekedett, és ezt a hatást az EV-k anti-PIBF antitesttel történő előkezelése 
megakadályozta. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a terhesség korai szakaszában az 
embrióból származó szignálok módosíthatják az anyai immunválaszt annak érdekében, hogy 
toleráns környezetet alakítsanak ki a fejlődő magzat számára. 

Az in vitro tenyésztett embriók által termelt nukleinsav tartalmú EV-k száma jelzi az 
embrió implantációs képességét 
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A vizsgálatba 88 IVF-kezelés alatt álló nő került bevonásra. A legtöbb páciensnél 
több mint egy embriót ültettek be. Az embrióbeültetés 58 nőnél klinikai terhességet 
eredményezett, míg 30 nőnél az implantáció sikertelen volt. A "klinikai terhesség" 
csoportból származó 112 embrió tenyésztési médiumában a PI+ EV-k száma jelentősen 
alacsonyabb volt, mint a "sikertelen implantáció" csoport 49 embriójáéban. 14 nőnél 
egyetlen embrió beültetése egyes terhességet, míg két embrió beültetése ikerterhességet 
eredményezett. A 20 "megerősített kompetens" embrióból 19 embrió tenyésztési 
médiumában a PI+ EV-k szintje alacsonyabb volt a határértéknél, ami azt sugallja, hogy a 
kompetens embrió valóban azonosítható alacsony PI+ EV számmal. Kifejlesztettünk egy 
nem invazív, egyszerű, olcsó és gyors tesztet, amely azonosítja a legvalószínűbben 
implantálódó embriókat. 

A kutatási eredmények azt mutatják, hogy a PIBF és az EV-k kulcsfontosságú 
szerepet játszanak az embrió implantációjában és az anyai immunválasz szabályozásában. A 
PIBF semlegesítése negatívan befolyásolja az implantációt és növeli az embrió reszorpciós 
arányát, míg az EV-k jelenléte és tartalma előrejelezheti a sikeres embrió beültetést. Ezek az 
eredmények javítják a meddőség kezelését és az IVF eljárások hatékonyságát. 
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DISZKUSSZIÓ 

Korábbi eredmények arra utalnak, hogy a PIBF aktív szerepet játszhat az implantációban 
[20]. E hipotézis megerősítése érdekében az egerek peri-implantációs időszakában 
semlegesítettük a PIBF biológiai aktivitását, és megvizsgáltuk a funkcionális PIBF-hiány 
következményeit több szinten. 

A terhes egerek peri-implantációs időszakában végzett anti-PIBF kezelés 
eredményeként az implantációs helyek száma jelentősen csökkent, és az implantációk, 
amelyek mégis megtörténtek, kompromittáltnak bizonyultak a magas reszorpciós 
arányok alapján. 

Tovább vizsgáltuk a sikertelen implantáció és a rezorbció mechanizmusait a funkcionálisan 
PIBF-hiányos egerekben. A sikertelen terhességek magas perifériás NK aktivitással 
jellemezhetők, mind emberekben, mind egerekben [20- 28]. 

A deciduális NK sejtek a deciduális limfociták 60%-át alkotják. Annak ellenére, hogy 
citotoxikus granulumjaikban perforin és granzim áll rendelkezésre [29], ezeknek a sejteknek 
nagyon mérsékelt citotoxikus potenciáljuk van [30, 31], de angiogén faktorokat és 
citokineket választanak ki [29]. 

A deciduális NK sejtek alacsony citotoxikus aktivitása a citoplazmatikus granulumjaikban 
lévő PIBF jelenlétének tulajdonítható [18]. A PIBF blokkolja a perforin expressziójának 
upregulációját az aktivált deciduális limfocitákban és gátolja az NK sejtek citotoxicitását a 
granulum exocitózisának blokkolásával [32, 33]. Bogdan és munkatársai kimutatták, hogy a 
12,5. napos vemhes egerek deciduájában nagy számban találhatók PIBF+ NK sejtek [18]. 

Kimutattuk, hogy az anti-PIBF kezelés a peri-implantációs időszakban a PIBF+ NK 
sejtek csökkent jelenlétét eredményezi a 10,5. napos deciduában, valamint jelentősen 
növeli a deciduális és perifériás NK aktivitást, összehasonlítva a kontroll csoporttal. 

A középidős terhes egerek anti-PIBF kezelése fokozza mind a perifériás NK aktivitást, mind 
a reszorpciós arányokat. Az anti-PIBF-fel kezelt egerekben megemelkedett reszorpciós 
arányok korrigálhatók az egerek egyidejű anti-NK antitestekkel történő kezelésével [34], 
ami arra utal, hogy a PIBF megakadályozza a terhesség megszakadását az egerekben - 
legalább részben - az NK aktivitás blokkolásával. A PIBF+ deciduális NK sejtek elvesztése 
miatti fokozott deciduális NK aktivitás az egyik oka lehet az anti-PIBF-fel kezelt 
egerekben tapasztalt magasabb reszorpciós arányoknak. 

A B-sejtek kisebb populációt alkotnak a deciduális limfociták között, ám mégis fontosak 
lehetnek a decidua immunológiai egyensúlyának fenntartásában. Egy nemrégiben készült 
tanulmány kimutatta, hogy a deciduális B-sejtek IL-33 által indukált PIBF1 expressziója 
megakadályozza a koraszülést mind emberekben, mind egerekben [19]. 
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Kísérletünkben a 10,5. napos terhes kontroll egerek choriodecidualis határán egy 
különálló B-sejt réteget detektáltunk. Ezek a sejtek teljesen hiányoztak azoknak az 
egereknek a deciduájából, amelyeket a peri-implantációs időszakban anti-PIBF-fel 
kezeltünk. 

Összefoglalva, feltételezhető, hogy az anti-PIBF kezelés - a deciduális B-sejtek 
depletálásával – a későbbiekben veszélyezteti a terhességet a PIBF-pozitív B-sejtek hiánya 
miatt [19]. 

Végül megvizsgáltuk, hogy a PIBF hiánya befolyásolja-e a T sejt aktiválódásban és 
differenciálódásban szerepet játszó genek expresszióját. 

A T sejt receptort az alfa és béta lánc, valamint a CD3 alkotja. A CD4+ T-sejtek aktivációja 
a T-sejt receptor és egy ko-stimulációs molekula egyidejű bekapcsolódása révén történik, 
amelyeket az APC-n található MHC II peptid és a ko-stimulációs molekulák aktiválnak. Ko-
stimuláció hiánya a T-sejt receptor jelátvitel anergiát eredményez. 

A TCR alfa/béta mellett számos más sejtfelszíni receptor is aktiválódik az APC-ken lévő 
ligandumok révén, amelyek szabályozzák a Th-sejtek differenciálódását. A CD4 egy 
sejtfelszíni adhéziós molekula, amely az MHC II -höz kötődik és stabilizálja a T-sejtek és 
az APC-k közötti kölcsönhatást [35, 36]. A CD28 egy ko-stimulációs receptor a T-sejteken, 
amely a CD80 és CD86 molekulákhoz kötődik az aktivált APC-ken [37]. A TCR 
alfa/béta/CD3 komplex biztosítja az első jelet, míg a CD28 a második jelet a T-sejt 
aktivációhoz. Mindkét jel szükséges az IL-2 termeléshez és a T-sejt proliferációhoz. Az 
aktivált T-sejtek által expresszált CD40 ligand a CD40-hez kötődik az APC-ken, elindítva a 
T-sejt közvetítette immunválaszt [38]. 

Kísérletünk kimutatta, hogy a T-sejt receptor CD3 komplex tagjainak expressziója 
jelentősen lecsökkent az anti-PIBF-fel kezelt egerek CD4+ T-sejtjeben, míg a CD3D és 
az IL2R B és G gének upregulálódtak a CD8+ sejtekben, ami arra utal, hogy a Th-sejt 
aktiváció nagymértékben gátolt az anti-PIBF-fel kezelt terhes egerekben. 

Az IL-4 a fő citokin, amely a Th2 sejtek differenciálódását irányítja. Az IL-4-et különböző 
sejttípusok termelik, beleértve a hízósejteket, a bazofileket, az eozinofileket, az NK sejteket, 
az aktivált CD4+ T-sejteket és a differenciálódott Th2 sejteket [39]. 

Kimutattuk, hogy az IL-4 génexpressziója jelentősen lecsökkent a CD4+ sejtekben, míg 
az IL-12A gén expressziója magasabb lett az anti-PIBF-fel kezelt egerek CD8+ 
sejtjeiben. 

A fenti adatok azt mutatják, hogy a PIBF nélkülözhetetlen a Th2 domináns citokin 
egyensúly megteremtéséhez.  

Ez felveti a kérdést, hogy az anyai immunrendszer hogyan kapja meg az információt arról, 
hogy a terhesség létrejött. 
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Az embrióból származó extracelluláris vezikulák kimutathatók az embrió 
tápfolyadékában, valamint az implantációs helyen. Az embrióból származó EV-k PIBF 
tartalmát immun-elektronmikroszkópiával igazoltuk, és ezek az EV-k megnövelték az 
IL-10 termelést egér lépsejtekben. Ezek az adatok azt sugallják, hogy a pre- implantációs 
és a már implantálódott embrió PIBF+ EV-k küldésével tudatja jelenlétét az anyával, ami 
Th2 irányba tolja az anyai immunválaszt. 

Mára bőséges bizonyíték áll rendelkezésre arra vonatkozóan, hogy az anyai immunrendszer 
által a paternáls antigének felismerése nemcsak ártalmatlan, hanem feltétlenül szükséges is 
ahhoz, hogy beinduljanak azok a mechanizmusok, melyek toleranciát eredményeznek a 
magzattal szemben [40]. A magzati antigének felismerését követően az immunrendszer 
aktiválódik, ami szabályozó mechanizmusok, például a Th2 domináns immunválasz 
kialakulásához vezet [41, 42]. 

A PIBF semlegesítése a peri-implantációs időszakban ezt a mechanizmust már a 
kezdetekor megzavarja. A CD4+ T-sejtek aktivációja zavart szenved, a T-sejtek Th1 
irányba differenciálódnak, és ennek következtében az implantáció és a terhesség 
folyamata is veszélybe kerül. 

Az ikerterhesség a koraszülés leggyakoribb oka. Az asszisztált reprodukciós eljárások célja 
az egyes terhesség elérése egyetlen embrió beültetésével. Ehhez jobb módszerekre van 
szükség a kompetens embrió azonosításához. Kísérletünkben egy ilyen tesztet dolgoztunk 
ki, amely az 5. napos embrió tenyésztő folyadékában található nukleinsavat (PI+) 
tartalmazó extracelluláris vezikulumok (EV) számának áramlási citometriás 
meghatározásán alapul. A teszt nem invazív, egyszerű, olcsó és gyors, és azonosítja a 
legvalószínűbben implantálódó embriókat. 
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