AZ EMBRIO BEAGYAZODAS MECHANIZMUSANAK
VIZSGALATA: A PIBF SZEREPE, A KOMPETENS EMBRIO

AZONOSITASA

Doktori (Ph.D.) — értekezés tézisei

Csabai- Tanics Timea Judith

Elméleti Orvostudomanyok Doktori Iskola
Doktori Iskola vezetdje: Dr. Reglédi Déra
Programvezetd: Dr. Miko Eva

Témavezeto: Dr. Szekeres- Bartho Julia

Pécsi Tudomanyegyetem

Altalanos Orvostudomanyi Kar

Orvosi Biologiai Intézet




BEVEZETES

A fejlett orszagokban egyre gyakoribb a medddség eldfordulasa, ami részben azzal
magyarazhato, hogy az els6 terhesség vallaldsa magasabb ¢€letkorra tolodik. A magasabb
anyai ¢letkor negativan befolyasolja mind az endometrium allapotat, mind az embridk
mindségét [1]. A sikeres terhesség egyik elsé 1épése a blasztociszta bedgyazddasa a
fogadoképes endometriumba. Az implantacid sordn az embrié megtapad az endometridlis
hamrétegen, implantalodik és a trofoblaszt behatol a decidualizaldédott endometriumba [2].
A progeszteron kulcsfontossagu szerepet jatszik ebben a folyamatban, hatdsait a
progeszteron receptorok (PR-A és PR-B) kozvetitik. [3] A PR-A elengedhetetlen az
endometrium decidualis atalakuldsdhoz és az endometrialis receptivitas kialakuldsahoz, mig
a PR-B az emlémirigy fejlédésében vesz részt [4].

A beagyazddasi zavarok egyrészt az endometrium nem megfeleld fejlédése, masrészt
az embrid elégtelen implantacios képessége miatt alakulnak ki.

Kutatasunk célja az implantaciét befolydsolé immunoldgiai mechanizmusok
vizsgalata és a j6 implantacios képességgel rendelkezd embriok azonositasa.

Normalis terhesség soran az anyai immunrendszer felismeri, de nem tdmadja meg a
magzat altal kifejezett apai antigéneket [5]. A progeszteron indukalta blokkol6 faktor (PIBF)
kiilonbozo terhességgel 6sszefiiggd szovetekben (decidua, placenta, amnion) és a szérumban
is jelen van. Szérumkoncentracidja a terhesség soran folyamatosan ndovekszik [6].

A filogenetikailag konzervalt PIBF génrdl 16 kiillonb6z6 mRNS keletkezik a
transzkripcid soran. A leghosszabb ezek koziil 18 exont tartalmaz, és egy 90 kDa-os fehérjét
kodol [7]. A teljes hosszsagi PIBF a centroszémahoz kotddik [8], mig a kisebb izoformak
a citoplazmaban helyezkednek el és szekretdlodnak [9]. A kis izoformak befolyasoljak az
immunvalaszt, elosegitve a Th2 dominans citokin termelést, gatolva az NK sejtek aktivitasat
[10].

Extracellularis vezikulak (EV-k)

Az embrid és az anyai szervezet kozotti kommunikécidt az extracellularis vezikulak
(EV-k) segitik eld. Ezek "szallitoeszk6zok", amelyeket kettds foszfolipid membran vesz
koriil, és kiilonféle molekulakat szallitanak, példaul: DNS, RNS, fehérjék (MHC molekulék,
citokinek). Méretiik alapjan az EV-k harom csoportba sorolhatdk: exoszémak (100 nm alatti
atmérd), mikrovezikulumok (100-800 nm), és apoptotikus testek (1000 nm feletti &tmérd)

[11].

Az EV-k szerepet jatszanak a megtermékenyitésben, mivel a spermiumok taléléséhez
¢s mozgékonysagahoz sziikséges enzimeket tartalmaznak [12, 13], és olyan fehérjéket
hordoznak, amelyek megkonnyitik az embrié ¢és az anyai immunrendszer kozotti
kommunikéciot. Az EV-k implantacidban betoltott szerepe kevésbé ismert, de feltételezhetd,
hogy az embrio altal termelt EV-k befolyéasolhatjdk az anyai immunvalaszt. Az extravillézus
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trofoblasztok altal termelt EV-k példaul human leukocita antigén G (HLA-G) molekulat
hordoznak, amely ligandumként miikodik a deciduélis NK sejtek gétlo receptoran, és
szerepet jatszhat az anyai immun tolerancia kialakitdsadban [14- 17].

Kutatasunk célja volt megvizsgalni:

- aPIBF szerepét az implantacio soran,

- hogyan befolyésoljak az embriobdl szdrmazo EV-k az anyai immunvalaszt,

- ¢és hogy van-e olyan marker az emberi embriok tenyésztése soran termelt EV-kben,
amely képes azonositani a legnagyobb beiiltetési potenciallal rendelkezé embridkat.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Az implantacioban szerepet jatszé6 molekulak expresszidjanak vizsgalata in vitro
tenyésztett egér embriokban

A kétsejtes embridkat 1,5 napos vemhes CD1 egerek petevezetékeibdl izolaltuk, és
KSOM médiumban tenyésztettik 37°C-on, 5%-0s CO2-koncentracid ¢és 100%-os
paratartalom mellett, amig el nem érték a 4, 8 sejtes, morula vagy blasztociszta stadiumot.
Az embriokat 4%-os paraformaldehid (PFA) oldatban fixaltuk 25 percig
szobahdmeérsekleten, majd PBS-ben mostuk és 0,5%-os Triton X-100-zal permeabilizéltuk.
Az endogén peroxidaz aktivitdst 3%-os hidrogén-peroxid oldattal blokkoltuk, a nem
specifikus kotohelyeket 1%-os BSA- val blokkoltuk. Az embriokat az elsddleges
antitestekkel (VEGF, IGF2, PIBF, LIF, PLGF, TNFa, PAIl, MIF) 1 o6ran keresztiil
inkubaltuk, majd torma peroxiddzzal (HRP) konjugalt szekunder antitesttel fél orat. A
reakciot diaminobenzidin (DAB) reakciéval vizualizaltuk, és az eredményeket
fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

PIBF implantaciéban betoltott szerepének vizsgalata egérmodellben

8-12 hetes néstény CD1 egereket paroztattunk him CD1 egerekkel. A vemhesség 1,5.
¢s 4,5. napjan az egereket intraperitonedlisan (i.p.) kezeltiik anti-PIBF antitesttel annak
érdekében, hogy semlegesitsiik a PIBF biologiai hatasat. A kontroll egerek PBS-t kaptak
anti-PIBF antitest helyett. A vemhesség 10,5. napjan az egereket nyaki diszlokacioval
aldoztuk fel, és meghataroztuk az implantacios helyek szamat és a rezorbealodott embriok
aranyat.

PIBF+ NK sejtek és B sejtek azonositasa PIBF-deficiens egerek decidudjaban

Az implantacios helyeket 6%-os pufferelt formalinban fixaltuk, paraffinba dgyaztuk,
és 5 um-es metszeteket készitettlink. Immunhisztokémiai reakcidt végeztiink biotinilalt
monoklonalis anti-PIBF antitestt és HRP-konjugalt sztreptavidin hasznélataval, a PIBF+ NK
sejtek azonositasa érdekében.

Az Alexa647 fluorokrommal konjugélt B220 antitestet és fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) konjugéalt monoklonalis anti-PIBF-et hasznaltuk a B sejtek azonositasara.

Citotoxicitasi tesztek:

A decidudlis és periférias NK sejtek citotoxikus aktivitasat PKH67 vitalis festékkel
festett YAC-1 célsejtek segitségével hatdroztuk meg. A célsejtek propidium-jodid (PI)
festodését flow citometridval elemeztiik, és a citotoxicitast a PKH67+ populacioban 1€vé
PI+ sejtek szazalékaval fejeztiik ki.

T sejt aktivacioban és Th1l/Th2 differencialodasban szerepet jatszo markerek
vizsgalata periférias limfocitakon



Prime PCR teszt segitségével vizsgaltuk az anti-PIBF kezelt és kontroll allatok
periférias CD4+ és CD8+ 1épsejtjein a T sejt aktivacios, valamint a Th1/Th2 differencidcios
markereket. A kezelt és kontroll allatok Iépeibdl a terhesség 10,5. napjan limfocitakat
izolaltunk, majd Mini-MACS rendszert hasznalva, magneses szeparalassal izolaltuk a CD4+
és CD8+ T sejteket. Az izolalt sejteket mostuk, majd a sejtszamokat 5X10%/ml-re allitottuk
be. Annak érdekében, hogy az RNS stabil maradjon az izolalt CD4+ és CDS8+ sejteket
RNALater-ICE oldatban taroltuk felhasznalasig. A mintakbol totdl RNS-t izolaltunk. Bio-
Rad Prime PCR teszttel vizsgaltuk 41 kiilonb6zd gén expresszidjanak mértékét a CD4+ és
CDS8+ sejteken. A kvantitativ real time PCR-t ABI 7900 berendezéssel végeztiik.

Elektronmikroszképos feldolgozas, immun elektronmikroszkopia

Ot napos terhes egér endometrium kb. 1 mm? darabjat PBS-el mostuk és egy éjszakén
at 4 °C-on 2,5% glutaraldehiddel fixaltuk. Ezutan a blokkokat 1% osmium tetroxiddal 1 6ran
at 4 °C —on tovabb fixaltuk, majd etanol ndvekvd koncentracidival dehidraltuk. A blokkokat
kétszer 4 percig propilén oxiddal kezeltiik, majd propilén oxid és Durcupan gyanta
keverékébe meritettiik 30 percig. Egy €jszakan at Durcupanban tartottuk a blokkokat, majd
Durcupannal t61tott zselatin kapszuldkba beagyaztuk és 72 6ran at 56 °C-on inkubaltuk. A
gyanta polimerizaloddsa utdn ultramikrotom segitségével félvékony metszeteket
készitettlink, melyeket toluidin-kékkel festettiink. Ezutan ultramikrotdommal sorozatos
ultravékony metszeteket készitettiink, melyeket wuranil acetattal ¢€s Olomcitrattal
kontrasztositottunk, majd JEOL 1200EX-II elektron mikroszkdppal vizsgaltunk.

Az embri6 altal termelt, az embridé kérnyezetében talalhato EV-k PIBF tartalméat
immun elektronmikroszkdpiaval vizsgaltuk. Tenyésztett és 4% formaldehiddel fixalt morula
stadiuma embridt nytlban termelt monoklonalis anti-PIBF ellenanyaggal [6] reagaltattuk 2
oraig szobahdmérsékleten, majd HRP konjugalt anti- nyul méasodlagos antitesttel inkubaltuk.
A reakciot DAB-bal tettiik lathatova. Az immunreakci6é utan az embridkat 3% -os agar
oldatba agyaztuk, amelybél megszilardulds utdn 1 mm?® méretii blokkokat vagtunk és a fent
leirtak szerint elokészitettiink elektronmikroszkopos vizsgalatra.

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

Masfél napos terhes CD1 egerekbdl izolalt kétsejtes embridkat in vitro tenyésztettiik
72 oran 4t blasztociszta stddiumig. Az utolsd 24 ordban az embridk morula stadiumtol
blasztociszta stadiumig fejlddnek. Ezt a tdpfolyadékot az embrid kivétele utan az olaj alol
leszivtuk ¢és felhasznalasig -80 C°-on taroltuk. A médiumban 1évé EV-ket PE konjugalt
annexin V jeldléssel és flow citométerrel vizsgaltunk.

Néhany mintat detergenssel kezeltiink. A detergens feloldja az EV-k membranjat
ezért a kezelés hatasara eltlint jeleket EV-knek tekinthetjiik.

EV-k kétodeéséenek vizsgalata egér periférias limfocitaihoz



Tizenhat hetes CD1 egér 1épét izolaltuk majd sejtszuszpenziot készitettiink beldle. A
CD4+ Th sejteket APC konjugélt anti- egér CD4 antitesttel, a CD8+ Tc sejteket PECy7
konjugalt anti- egér CDS8 antitesttel jeloltik. A CD4+ és CDS8+ sejtek felszinén
expresszalodd  foszfatidilszerin  receptor (PSR) detektalasdhoz jeloletlen anti-
foszfatidilszerin receptor antitestet, majd FITC konjugalt masodlagos antitestet (anti- nyul
IgG) hasznaltunk. Festési kontrollként az elsddleges antitestet kihagytuk a reakciobol. A
PKH-val jeldlt EV-ket 5x10* CD4 és CDS8 jelolt limfocitaval inkubaltuk, 4% BSA
jelenlétében 4 C°-on. A BSA jelenléte megakadalyozza, hogy a szabad PKH a limfocitdkhoz
kosson. EV-ket nem tartalmaz6 higitott PKH festékoldatot (alfestett kontroll) hasznéltunk a
nem specifikus (EV-fiiggetlen) festddés vizsgalatara. Az inkubdacios id6 utan a sejteket PBS-
el mostuk, majd aramlasi citométerrel mértiik.

Limfocitak IL-10 termelésének vizsgalata

A CD4- és CD8-ellenes antitestekkel jelolt Iépsejteket embriobol szarmazo EV-kkel
stimuldltunk 4 oran keresztiil, majd 15-30 percig, szobahdémérsékleten inkubaltunk PE-
konjugalt anti- egér IL-10 monoklonalis antitesttel. A sejteket kétszer mostuk 2 ml PBS-ben,
5 percig, 300 g-vel centrifugéltuk, és 300 pl 2%-os paraformaldehiddel fixaltuk. A festett
sejteket 4 °C-on, sotétben taroltuk felhasznilasig. 5x10* sejtet mértink meg flow
citométerrel a festés napjan. Minden FACS adatot CellQuestPro szoftverrel elemeztiink.

DNS tartalmu extracellularis vezikulak szamanak meghatarozasa 5. napos tenyésztett
human embriok tapfolyadékaban

Az IVF-kezelésen atesett ndk embrioit egyenként G-1 médiumban tenyésztették
harom napig, majd a médiumot G-2 médiumra cserélték, és az embridkat tovabbi két napig
tenyésztették. Az 5. napon a tenyésztd médiumot leszivtak és -80°C-on taroltak.

Aramlasi citometria:

Az EV-k abszolit szamat belsd standard gyongyok segitségével hataroztuk meg. Az
EV-k nukleinsav-tartalmat propidium-jodid (PI) festéssel detektaltuk és BD FACSCalibur
aramlési citométerrel vizsgaltuk. A bedllitashoz és kapuzashoz Megamix-Plus SSC
gyongyoket hasznaltunk.



EREDMENYEK

Az implantacio soran szerepet jatszo markerek megjelenése a tenyésztett egér
embriokban

Nyolc kiilonb6z6, az irodalmi adatok alapjan az implantacié és a terhesség soran
fontos szerepet jatszo marker jelenlétét vizsgaltuk 2, 4, 8 sejtes, morula és blasztociszta
stadiumban levd egér embridkban. Az embriok minden vizsgalt fejlodési stadiumban erésen
expresszaljak a VEGF, IGF2, MIF, PAI1, LIF és PIBF markeret. Nem expresszaljak viszont
a PLGF- et és a TNFa- at.

A peri- implantacios idoszakban torténé anti- PIBF kezelés csokkenti a beagyazodott
embriok szamat és noveli a rezorbcios aranyt

Az egereket a terhesség 1,5. és 4,5. napjan anti-PIBF antitesttel kezeltiik, hogy az
implantaciés ablakban funkcionalisan PIBF-hianyosak legyenek. Az egereket a terhesség
10,5. napjan aldoztuk fel. Ez lehetdvé tette szamunkra, hogy ne csak az implantacios
helyeket, hanem az implantdlodott embridk rezorpcids aranyat is vizsgaljuk. Mig a
kontrollcsoportban az atlagos implantalédott embrié szam 6,5 volt, az anti-PIBF antitesttel
a peri-implantacios idészakban kezelt ndstényeknél az atlagos implantacids helyek szama
négyre csokkent. A kontrollcsoportban tapasztalt szokatlanul alacsony 2%-0s reszorpcios
arany 40%-ra n6tt a funkciondlisan PIBF-hianyos egereknél.

Az anti- PIBF kezelés hatasara csékken a PIBF pozitiv decidudlis NK sejtek szama

Egy korabbi tanulméanyban kimutattuk, hogy a 12,5. napos vemhes egerek
decidudjdban nagy szédmban taldlhatok nagy, granuldlt sejtek, amelyek citoplazmatikus
granulumjaiban erds PIBF-pozitivitds mutathat6 ki. Ezeket a sejteket a PAS+ DBA+ uterin
NK sejtekként azonositottuk. A PIBF ko-lokalizalt perforinnel a sejtek citoplazmatikus
granulumjaiban [18].

Az anti- PIBF-fel kezelt egerek deciduajaban szignifikdnsan alacsonyabb szamu
PIBF pozitiv NK sejtet taldltunk a kontrolhoz képest. A kontroll egerek spontan
rezorbealodott embridinak deciduajaban hasonloképpen csokkent szamt PIBF+ NK sejtet
talalunk, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a rezorbcio PIBF+ limfocitak hianyara
vezethetd vissza.

A funkcionalisan PIBF-hianyos egerek fokozott NK-sejt aktivitast mutatnak

Az anti-PIBF kezelt egerek periférias, és decidualis NK sejtjeinek citotoxikus
aktivitasa jelentdsen megnovekedett.

Decidualis B- sejtek az anti-PIBF kezelés hatasara depletdlodtak



A kontroll allatok endometriuméban decidudlis NK sejtek és egy diszkrét réteg B-
sejt volt jelen a choriodecidualis hataron. Mig az NK sejtek tovabbra is jelen voltak, a B-
sejtek eltlintek az anti-PIBF-fel kezelt egerek reszorbeélt embridinak decidudjabol. Egy
nemrégiben késziilt tanulméany kimutatta, hogy a decidualis B-sejtek altal az IL-33 altal
indukalt PIBF1 expresszi6 megakadalyozza a korasziilést mind emberekben, mind
egerekben. Bar a B-sejtek csak kisebb populéciot alkotnak a decidualis limfocitak kozott,
mégis fontosak lehetnek a decidua immunolégiai egyensulydnak fenntartasaban [19].

A peri-implantacios idészakban PIBF hianyos egerek CD4+ T sejtjein az aktivdciohoz
sziikséges gének csokkent meértékben expresszalodnak és a T sejtek Thl irdnyba
differencialodnak

Prime PCR teszttel vizsgaltuk 48 kiillonb6z6 gén expressziojanak mértékét a PIBF
hianyos ¢és a kontrol egerek periférias limfocitdban. Ezek koziil tizenkettd jelentésen
magasabb vagy alacsonyabb expressziét mutatott az anti-PIBF-fel kezelt egerek
limfocitdiban a kontrollokhoz képest. Az eredmények elemzésekor az eltéréen
expresszalodo géneket a kovetkezd csoportokba soroltuk: (1) T sejt aktivacioban részt vevo
gének, (2) Thl differencidlodasban részt vevo gének, és (3) Th2 differencidlédasban részt
vevo gének.

A T sejt aktivacidban szerepet jatszo CD3 komplex tagjai (CD247, CS3D, E és G,
IL2RG), valamint a ko-stimulacidért felelos CD4, CD28 CD40L és CD86 gének a
kontrollhoz képest szignifikdnsan alacsonyabb szinten expresszalédtak a PIBF hidnyos
allatok CD4+ sejtjeiben, de magasabb expresszios szintet mutattak a kezelt allatok CD8+
limfocitaiban. Az anti-PIBF-kezelt egerekben az IL2R béta lanc expresszidja lecsokkent a
CD4+ populécioban, mig a CD8+ populacioban az IL2R alfa és gamma lanc, valamint az
IL2 expresszid novekedett. A ko-stimulacios molekuldk génjei hasonld modon valtoztak. Az
anti-PIBF kezelés hatasara a CD4, CD28, CD40L ¢s CD86 gének kifejezddése lecsokkent a
CD4+ populacidban és megnovekedett a CD8+ populacioban. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy a PIBF hidnya gatolja a CD4+ sejtek aktivaciojat és eldsegiti a CD8+ T sejtek
aktivaciojat.

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

Immun-elektronmikroszkdpidval megerdsitettiik, hogy az embriobol szarmazé EV-k
PIBF-et tartalmaznak. Az embriobol szarmazd EV-k jelenlétében a CD8+ T sejtek IL-10
termelése megnovekedett, és ezt a hatast az EV-k anti-PIBF antitesttel torténd elokezelése
megakadalyozta. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a terhesség korai szakaszaban az
embridbol szarmazo6 szignalok modosithatjak az anyai immunvalaszt annak érdekében, hogy
tolerans kornyezetet alakitsanak ki a fejlddé magzat szamara.

Az in vitro tenyésztett embriok altal termelt nukleinsav tartalma EV-k szama jelzi az
embri6 implantacios képességét



A vizsgalatba 88 IVF-kezelés alatt all6 n6 keriilt bevondsra. A legtobb paciensnél
tobb mint egy embriot lltettek be. Az embridbeiiltetés 58 ndnél klinikai terhességet
eredményezett, mig 30 nénél az implantacido sikertelen volt. A "klinikai terhesség"
csoportbol szarmazd 112 embrid tenyésztési médiumaban a PI+ EV-k szdma jelentsen
egyetlen embrid beiiltetése egyes terhességet, mig két embrio beiiltetése ikerterhességet
eredményezett. A 20 "megerdsitett kompetens" embriobol 19 embrid tenyésztési
médiumaban a PI+ EV-k szintje alacsonyabb volt a hatarértéknél, ami azt sugallja, hogy a
kompetens embrié valdoban azonosithatd alacsony PI+ EV szammal. Kifejlesztettiink egy
nem invaziv, egyszerli, olcsd és gyors tesztet, amely azonositja a legvaldszinlibben
implantalod6 embriokat.

A kutatasi eredmények azt mutatjdk, hogy a PIBF és az EV-k kulcsfontossagu
PIBF semlegesitése negativan befolyasolja az implantaciot és ndveli az embrid reszorpcios
aranyat, mig az EV-k jelenléte és tartalma elérejelezheti a sikeres embrid betiltetést. Ezek az
eredmények javitjadk a medddség kezelését és az IVF eljarasok hatékonysagat.



DISZKUSSZIO

Korabbi eredmények arra utalnak, hogy a PIBF aktiv szerepet jatszhat az implantaciéban
[20]. E hipotézis megerOsitése ¢érdekében az egerek peri-implantaciés iddszakaban
semlegesitettiik a PIBF bioldgiai aktivitasat, ¢s megvizsgaltuk a funkcionalis PIBF-hiany
kovetkezményeit tobb szinten.

A terhes egerek peri-implantacios iddszakaban végzett anti-PIBF kezelés
eredményeként az implantacios helyek szama jelentosen csokkent, és az implantaciok,
amelyek mégis megtorténtek, kompromittaltnak bizonyultak a magas reszorpcios
aranyok alapjan.

Tovabb vizsgaltuk a sikertelen implantacio és a rezorbcidé mechanizmusait a funkcionalisan
PIBF-hidnyos egerekben. A sikertelen terhességek magas periféridas NK aktivitdssal
jellemezhetdk, mind emberekben, mind egerekben [20- 28].

A decidudlis NK sejtek a decidudlis limfocitak 60%-at alkotjak. Annak ellenére, hogy
citotoxikus granulumjaikban perforin és granzim all rendelkezésre [29], ezeknek a sejteknek
nagyon mérsékelt citotoxikus potencialjuk van [30, 31], de angiogén faktorokat és
citokineket valasztanak ki [29].

A decidualis NK sejtek alacsony citotoxikus aktivitasa a citoplazmatikus granulumjaikban
1évo PIBF jelenlétének tulajdonithaté [18]. A PIBF blokkolja a perforin expresszidjanak
granulum exocitdzisanak blokkolasaval [32, 33]. Bogdan és munkatarsai kimutattak, hogy a
12,5. napos vemhes egerek decidudjaban nagy szamban taldlhatok PIBF+ NK sejtek [18].

Kimutattuk, hogy az anti-PIBF kezelés a peri-implantaciés idészakban a PIBF+ NK
sejtek csokkent jelenlétét eredményezi a 10,5. napos deciduaban, valamint jelentésen
noveli a decidualis és periférias NK aktivitast, 6sszehasonlitva a kontroll csoporttal.

A kozépidos terhes egerek anti-PIBF kezelése fokozza mind a periférias NK aktivitast, mind
a reszorpcids aranyokat. Az anti-PIBF-fel kezelt egerekben megemelkedett reszorpcios
aranyok korrigalhatok az egerek egyidejii anti-NK antitestekkel torténd kezelésével [34],
ami arra utal, hogy a PIBF megakadalyozza a terhesség megszakadasat az egerekben -
legalabb részben - az NK aktivitas blokkolasaval. A PIBF+ decidualis NK sejtek elvesztése
miatti fokozott decidualis NK aktivitas az egyik oka lehet az anti-PIBF-fel kezelt
egerekben tapasztalt magasabb reszorpcios aranyoknak.

A B-sejtek kisebb populéciot alkotnak a decidudlis limfocitdk kézott, am mégis fontosak
lehetnek a decidua immunolégiai egyensulyanak fenntartasaban. Egy nemrégiben késziilt
tanulmany kimutatta, hogy a decidualis B-sejtek IL-33 altal indukalt PIBF1 expresszidja
megakadalyozza a korasziilést mind emberekben, mind egerekben [19].
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Kisérletiimkben a 10,5. napos terhes kontroll egerek choriodecidualis hataran egy
kiilonallo B-sejt réteget detektaltunk. Ezek a sejtek teljesen hianyoztak azoknak az
egereknek a deciduajabol, amelyeket a peri-implantacios idészakban anti-PIBF-fel
kezeltiink.

Osszefoglalva, feltételezhetd, hogy az anti-PIBF kezelés - a decidudlis B-sejtek
depletalasaval — a késdbbiekben veszélyezteti a terhességet a PIBF-pozitiv B-sejtek hianya
miatt [19].

Végil megvizsgaltuk, hogy a PIBF hianya befolyasolja-e a T sejt aktivalodasban és
differencialodasban szerepet jatszo genek expressziojat.

A T sejt receptort az alfa és béta lanc, valamint a CD3 alkotja. A CD4+ T-sejtek aktivacioja
a T-sejt receptor és egy ko-stimuldciés molekula egyidejii bekapcsolédasa révén torténik,
amelyeket az APC-n talalhato MHC II peptid és a ko-stimulacids molekulék aktivalnak. Ko-
stimulécio hianya a T-sejt receptor jelatvitel anergiat eredményez.

A TCR alfa/béta mellett szamos mas sejtfelszini receptor is aktivalodik az APC-ken 1évo
ligandumok révén, amelyek szabédlyozzak a Th-sejtek differencialodasat. A CD4 egy
sejtfelszini adhézids molekula, amely az MHC II -hoz kotddik és stabilizalja a T-sejtek és
az APC-k kozotti kolcsonhatast [35, 36]. A CD28 egy ko-stimulacios receptor a T-sejteken,
amely a CD80 ¢és CD86 molekuldkhoz kotédik az aktivalt APC-ken [37]. A TCR
alfa/béta/CD3 komplex biztositja az elsé jelet, mig a CD28 a masodik jelet a T-sejt
aktivacidhoz. Mindkét jel sziikséges az IL-2 termeléshez és a T-sejt proliferacidohoz. Az
aktivalt T-sejtek altal expresszalt CD40 ligand a CD40-hez kotodik az APC-ken, elinditva a
T-sejt kozvetitette immunvalaszt [38].

Kisérletiink kimutatta, hogy a T-sejt receptor CD3 komplex tagjainak expresszidja
jelentosen lecsokkent az anti-PIBF-fel kezelt egerek CD4+ T-sejtjeben, mig a CD3D és
az IL2R B és G gének upregulalédtak a CD8+ sejtekben, ami arra utal, hogy a Th-sejt
aktivacio nagymértékben gatolt az anti-PIBF-fel kezelt terhes egerekben.

Az IL-4 a {6 citokin, amely a Th2 sejtek differencidlodasat iranyitja. Az IL-4-et kiilonbdz0
sejttipusok termelik, beleértve a hizdsejteket, a bazofileket, az eozinofileket, az NK sejteket,
az aktivalt CD4+ T-sejteket és a differencialodott Th2 sejteket [39].

Kimutattuk, hogy az IL-4 génexpresszioja jelentosen lecsokkent a CD4+ sejtekben, mig
az IL-12A gén expresszioja magasabb lett az anti-PIBF-fel kezelt egerek CD8+
sejtjeiben.

A fenti adatok azt mutatjak, hogy a PIBF nélkiilozhetetlen a Th2 dominans citokin
egyensuly megteremtéséhez.

Ez felveti a kérdést, hogy az anyai immunrendszer hogyan kapja meg az informaciot arrol,
hogy a terhesség 1étrejott.
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Az embriobdl szarmazo extracellularis vezikuladk Kkimutathatok az embrio
tapfolyadékaban, valamint az implantacios helyen. Az embriobdl szarmazo EV-k PIBF
tartalmat immun-elektronmikroszkopiaval igazoltuk, és ezek az EV-k megnovelték az
IL-10 termelést egér lépsejtekben. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a pre- implantacios
¢s a mar implantalédott embrido PIBF+ EV-k kiildésével tudatja jelenlétét az anyaval, ami
Th2 iranyba tolja az anyai immunvalaszt.

Mara bdséges bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy az anyai immunrendszer
altal a paternals antigének felismerése nemcsak artalmatlan, hanem feltétlentil sziikséges is
ahhoz, hogy beinduljanak azok a mechanizmusok, melyek toleranciat eredményeznek a
magzattal szemben [40]. A magzati antigének felismerését kdvetden az immunrendszer
aktivalodik, ami szabalyozd mechanizmusok, példaul a Th2 domindns immunvélasz
kialakulasahoz vezet [41, 42].

A PIBF semlegesitése a peri-implantacios idészakban ezt a mechanizmust mar a
kezdetekor megzavarja. A CD4+ T-sejtek aktivacioja zavart szenved, a T-sejtek Thl
iranyba differencialodnak, és ennek kovetkeztében az implanticio és a terhesség
folyamata is veszélybe keriil.

Az ikerterhesség a korasziilés leggyakoribb oka. Az asszisztalt reprodukcios eljarasok célja
az egyes terhesség elérése egyetlen embrid beiiltetésével. Ehhez jobb modszerekre van
sziikség a kompetens embrid azonositasahoz. Kisérletiinkben egy ilyen tesztet dolgoztunk
ki, amely az 5. napos embrié tenyészto folyadékaban talalhaté nukleinsavat (PI+)
tartalmazoé extracellularis vezikulumok (EV) szamanak aramlasi citometrias
meghatarozasan alapul. A teszt nem invaziv, egyszeri, olcso és gyors, és azonositja a
legvaldsziniibben implantalédé embriokat.
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