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BEVEZETES

Az asszisztalt reprodukcios technikak (ART) soran alkalmazott eljarasok — példaul a
hormonkezelés, az ivarsejtek és embriok manipuldcidja, a kémiai és mechanikai behatasok,
valamint a természetes ivarsejt-kivalasztodas megzavardsa — genetikai és epigenetikai
valtozasokat idézhetnek eld. Ezek a modosulasok feltehetden ndvelhetik a kiilonb6zo

rendellenességek kockazatat az ART-eljarassal fogant utddok késobbi életében (1).

Az embriok kiilondsen érzékenyek a kornyezeti hatdsokra az implantacio elotti
idészakban. A mesterséges megtermékenyités (IVF) éppen ebben az iddszakban torténik,
amikor a genom jelentOs epigenetikai atalakulason megy keresztiil, igy barmilyen kérnyezeti

valtozas befolyasolhatja a normalis fejlédési programot (2,3).

Az IVF-eljarassal fogant gyermekeknél nagyobb lehet a kockazata bizonyos betegségek
kialakulasanak — példaul magas vémyomasnak, anyagcsere-rendellenességeknek vagy

epigenetikai eltéréseknek — a természetes uton fogant tarsaikhoz képest (4,5).
Immunolégiai valtozasok az ART-eljarassal fogant utédoknal

Az asszisztalt reprodukcioval (ART) fogant utédok immunologiai valtozasait
embereken és allatmodelleken is vizsgaltak. Szamos tanulmany kimutatta, hogy az ART-tal
fogant gyermekek immunrendszerének miikodése megvaltozhat, és naluk gyakoribbak lehetnek
az immunrendszerrel kapcsolatos betegségek. Példaul ART-tal fogant egerek kevésbé hatékony
immunvalaszt alakitottak ki a BCG oltassal szemben, amely a T-helper 2 (Th2) dominans
valaszok tulstlyat mutatta. A gyermekkori asztma, allergidk, metabolikus szindroma és egyéb
betegségek magasabb el6fordulasi ardnya szintén arra utal, hogy az IVF-eljaras

megvaltoztathatja az utddok immunrendszerét (6-8).



Bar a pontos ok-okozati dsszefiiggések még nem teljesen tisztazottak, ugy tiinik, hogy
a genetikai és kornyezeti tényezok kdzotti kdlesonhatasok kulcsszerepet jatszanak az allergia
¢s az asztma kialakulasaban (9,10). Az IgE bioldgiai hatasa Osszetett, tobbféle immunsejt
mikodésére is kihat, amelyek részt vesznek az allergias gyulladasok kialakitasaban. Az IgE az
FCeRI receptoron keresztiil kotddik a dendritikus sejtek (DC-k) felszinén, ezaltal fokozza azok
antigénprezentalod képességét. Emellett igazoltak, hogy az IgE képes megkdtni az allergéneket,
¢s eldsegiti azok bemutatasat a memoriasejtként miikodé Th2-limfocitdknak (11). Az allergias
betegségek f6 kozvetitdéi a Th2-limfocitak. Amint ezek aktivaldodnak az allergének hatésara,
serkentik a B-sejteket IgE termelésére, valamint toborozzak és aktivaljak a bazofileket,
hizdsejteket és eozinofileket az IL-4, IL-5 és IL-13 citokinek kivalasztasa révén. Kiiléndsen az
IL-4 vesz részt az IgE-termelés szabalyozasidban, valamint szamos allergias folyamat

kialakulasaban (12,13).

Atépias betegségek kockazata és immunolégiai hattér az ART-tal fogant utédoknal

Szamos tanulmany vizsgalta az atopids betegségek kockazatat az asszisztalt
reprodukcioval (ART) fogant gyermekek korében. A jelenlegi eredmények azonban nem
egységesek: mig egyes kutatdsok nem talaltak szignifikans Osszefiiggést, tobb szisztematikus
attekintés,  metaanalizis ¢és  populacidalapi  vizsgalat megnovekedett  atopias

betegségkockazatrol szamolt be ezen gyermekeknél (14,15).

A jarvanytani vizsgalatok eredményeit valdszinileg tobbféle zavard tényezd is
befolyasolja, és az esetleges karos kimeneteleket nem lehet kizardlag az ART-eljarasok
szamlajara irni. Mivel allatkisérletek soran a medddség, mint zavard tényezd, kontrollalhato,
ezek a vizsgalatok hasznos informdaciot szolgaltathatnak az emberi ART-eredmények

hitelesitéséhez. Ennek megfelelden jelen tanulmanyunkban IVF-eljarassal fogant him egereket



vizsgaltunk: megmértiik a szérum IgE szintjét, valamint a tiidé és a [ép tomegét ovalbumin

(OVA) injekciot kovetden, természetes uton fogant egerekkel dsszehasonlitva.

Ismétlodo vetélés (RPL) és immunologiai 6sszefiiggései

Az ismétlédo terhességvesztés (recurrent pregnancy loss, RPL) definicio szerint két
vagy tobb egymast kdvetd vetélés, amelyek a terhesség 20. hete elott kdvetkeznek be, és az
esetek kortilbeliil 1-3%-at érintik. Oka lehet példaul sziiléi kromoszoma-rendellenesség,
endokrin zavar (pl. kezeletlen pajzsmirigy-alulmiikodés), a méh anatomiai eltérései vagy
autoimmun betegségek (16). Ezen kiviil fert6zések, trombofilia, immunologiai zavarok, illetve
bizonyos kornyezeti tényezok is Osszefiiggésbe hozhatok RPL-lel (17). Az esetek tobb mint
50%-aban azonban még atfogd kivizsgalas utan sem deriil fény a pontos okra — ezek az
ugynevezett ,,magyarazat nélkiili” RPL-esetek (16). Feltételezések szerint a rendezetlen anyai

immunvalasz is hozzajarulhat ezek kialakulasahoz (17).

A velesziiletett és adaptiv immunsejtek — példaul a mieloid sejtek, természetes limfoid
sejtek (ILC-k), T-sejtek és B-sejtek — kulcsszerepet jatszanak az anyai tolerancia fenntartasaban
a terhesség soran (18). A deciduaban jelen 1évé CD4/CD8 T-sejtek felismerik a magzati
antigéneket, és ezek aktivalodott formadi, valamint a reguldtoros T-sejtek (Treg) az
immunologiai tolerancia kozvetitdiként miikddnek, azaltal, hogy modositjak a lokalis
immunmikrokornyezetet. A CD4+ T-sejtek — kiilondsen a Thl, Th2, Th17 és Treg altipusok —
aktivan részt vesznek az anya-magzat kozotti immunologiai folyamatokban (19). Az
antiinflammatorikus citokinek, mint az IL-10 és a TGF-B termelésével a Treg sejtek

szabalyozzak az immunvalaszt a terhesség alatt (20).

Ezek a funkcionalis valtozasok magukban foglaljak az olyan gatld checkpoint
receptorok — mint a programozott sejthalal-1 (PD-1) és a T-sejt immunglobulin- és mucindomén

3 (Tim-3) — fokozott expresszidjat. A T-sejt kimeriilés csokkent effektorfunkcioval, kevesebb



citokintermeléssel és a PD-1, Tim-3 receptorok felszini tilexpressziojaval jar egyiitt (21,22).
Ugy tiinik, hogy a T-sejtek kimeriilése, valamint a PD-1 és Tim-3 jelatvitel jelentds szerepet
jatszhat az anyai immunologiai tolerancia kialakulasaban és a sikeres terhesség fenntartasaban
— ezért a CD8+ Tim-3+ PD-1+ sejtek szama megvaltozhat RPL esetén (23). A kimeriilt Treg
sejtek felszinén PD-1 receptorok talalhatok, és ezek PD-L1 ligandhoz valo kotédése in vitro

noveli a Treg sejtek elnyomo képességét (24).
MiRNS-ek (miRNA-K) szerepe RPL-ben és a korai terhességben

A mikroRNS-ek (miRNS-ek) szamos betegség patomechanizmusaban részt vesznek, és
alkalmasak lehetnek diagnosztikai vagy prognosztikai biomarkerként is (25,26). Egyes
tanulmanyok vizsgaltdak példaul a miR-138 ¢és miR-155 szerepét az immunsejtek
szabalyozasdban, az embri6 morfogenezisében, a sejtosztoddsban, sejtmigracioban,
Ossejtdifferencidlodasban és fejlodésben (27). A miR-138-5p példaul egy transzkripcids
szabalyozodja a G-protein kapcsolt receptor 124-nek (GPR124), amely befolyéasolja az NLRP3
inflammaszoma aktivalodasat (27). A kutatasok szerint a miR-138-5p expresszidja alacsonyabb
a vetélés soran vett deciduakban a normal terhességekhez képest, ami arra utal, hogy szerepet

jatszhat az embri6 beagyazdodasaban és a terhesség korai szakaszaiban.

Hasonldan, a miR-155 a Treg sejtek {6 transzkripcids faktorat, a Foxp3-at célozza, és
igy szabalyozza ezek differencialodasat és mikodését (26). A miR-155 csokkent expresszidja
modositja a Treg sejtek gyakorisagat, mikozben azok funkcidja valtozatlan marad. Az embrio
beagyazddasahoz €s a terhesség korai szakaszahoz kapcsolodd miRNA-expresszios profilok
koéros elvaltozasokat tiikrozhetnek, amelyek Osszefliggésbe hozhatok RPL-lel. A miRNS-ek
szerepe az abnormalis bedgyazddashoz ¢és terhességhez kapcsolodd jelatviteli utak

szabalyozasaban tovabbi kutatasokat igényel.



Kutatasi célkittizésiink az volt, hogy 6sszehasonlitsuk a Tim-3 és PD-1 expressziojat
CD4+ T-sejteken RPL-ben szenvedd nok periférias vérében egészséges kontrollokhoz képest.
Emellett vizsgaltuk a mir-138 és mir-155 expresszidjat PBMC-sejtekben, valamint a TGF-f és

IP-10 szinteket az RPL-ben szenvedo nok és egészséges kontrollok szérumaban.



CELKITUZESEK

A jelen tanulmany két elkiiloniilé részbol all. A kutatas soran emberi mintékat és

egérmodellt egyarant alkalmaztunk céljaink elérése érdekében. Ennek megfelelden a vizsgalat

atfogo célja az alabbiak értékelése volt:

Egérmodell esetén:

az IVF-eljarassal fogant him egerek allergids valaszokra valdé hajlamanak
vizsgalata a természetes uton fogant tarsaikkal dsszehasonlitva

Az 6ssz-1gE és az IL-4 szérumszintjének mérése [VF- és természetes uton fogant
him egerekben, ovalbuminnal (OVA) torténd szenzitizacid eldtt €s utan

A testtomeg, valamint a tiid6 és a 1ép tomegének mérése IVF- és természetes

uton fogant egereknél, az OVA-val val6 szenzitizacio el6tt és utan

Emberi minta esetén a célok az alabbiak voltak:

A PD-1 és Tim-3 expresszidjanak, valamint a hozzajuk kapcsolodé miRNS-ek
(miR-138, miR-155) vizsgalata RPL-ben (ismétl6do terhességvesztés) szenvedd
nok periférias vér mononukledris sejtjeiben (PBMC)

A PD-1 és TIM-3 fehérjék expresszidjanak mérése CD4+ és CD8+ T-sejteken
RPL-es betegek és egészséges varandos nok dsszehasonlitdsaban

A PD-1 és TIM-3 génszintii (transzkripcios) expresszidjanak vizsgalata PBMC-
mintakban RPL-es nék és kontrollalanyok esetében

A mir-138 és mir-155 transzkripcids szintjének mérése a PBMC-kben RPL-es
nék és kontrollcsoport 6sszehasonlitasaban

A TGF-p és az IP-10 szérumszintjének meghatarozasa RPL-es nok és egészséges

kontrollok vérébe.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Allatmodellek

Az egereken végzett kisérletekhez hathetes him és ndstény CBA és B6 torzsi egereket
vasaroltunk a Charles River cégtél. A kisérlet ezen részét a Pécsi Tudomanyegyetem
Allatkisérleti Etikai Bizottsaga és a Magyar Tudomanyos Allatkisérleti Etikai Bizottsag

jovahagyta.
In vitro megtermékenyités (IVF) és természetes fogantatas

A CBA ndstény egerek 7,5 NE vemhes kancak szérum-gonadotropinjat (PMSG), majd
48 6ra mulva 7,5 NE huméan choriongonadotropint (hCG) kaptak. A hCG injekciot kdvetden
12-15 oraval a petevezetékekbdl kumulusz—oocita komplexeket (COC) nyertiink ki

boncoléassal.

Az IVF-eljarés soran 1 x 10° kapacitalt spermiumsejtet adtunk a petesejtekhez KSOM
taptalajban, és 37 °C-on 6 oran at inkubaltuk. A megtermékenyitett zigotakat tobbszori M2
kozeges mosassal tisztitottuk meg a felesleges spermiumoktol, tormeléktol és
kumuluszsejtekt6l, majd paraftinolajjal fedett KSOM cseppbe helyeztiik 6ket. Az embriokat
5%-0s COz-atmoszféraban 37 °C-on tenyésztettiik a blastocysta stadiumig. Egyidejiileg 7-10
blastocysta-stadiumil embridt iiltettiink be az uterus mindkét oldalara. A beiiltetést koveto 17.

napon az ujsziilottek természetes ton sziilettek meg.

Természetes fogantatashoz 1-2 ndstény egeret parositottunk egy himmel. Masnap
reggel ellendriztiik a hiivelydugok jelenlétét; a pozitiv ndstényeket kiilon ketrecekben tartottuk

a sziilésig.



Ovalbumin altal indukalt gyulladasos modell egerekben

Az allergias modell 1étrehozasahoz 8 hetes him egereket intraperitonealisan beoltottunk
az 1. és 8. napon 20 pg ovalbuminnal (OVA), melyet 1 mg aluminium-hidroxiddal kevertiink
200 pl fizioldgias sooldatban. A 15., 16. és 17. napon az egereket intranazalisan Ujra beoltottuk
20 ug OVA-val (40 pl séoldatban). A kontroll (NC) és IVF csoportok egerei azonos térfogatl

fiziologias sooldatot kaptak.

Kisérleti csoportok

Az egereket négy csoportba osztottuk:

. Természetesen fogant, OVA-val nem kezelt (NC) (n = 8)

. Természetesen fogant, OVA-val szenzitizalt (OVA-NC) (n = 13)

IVF-fogant, OVA-val nem kezelt (IVF) (n = 8)

IVF-fogant, OVA-val szenzitizalt (OVA-IVF) (n = 13)

Test- és szervtomeg mérése egerekben

Az egerek teljes testtomegét a ledlés elott mértiik és rogzitettiik. A 10 hetes egereket
teststly szerint parositva, cervicalis diszlokacioval altattuk el. A 1épet és tiid6t eltavolitottuk,

tomegiiket mérleggel meghataroztuk és rogzitettiik.

IgE és IL-4 szérumszint mérése egerekben

A teljes IgE és IL-4 szérumkoncentraciokat ELISA-készletekkel hataroztuk meg a
gyartd utasitdsai szerint. Az optikai denzitast 450 nm hulldmhosszon mértiik ELISA-

leolvasoval.

Human mintak



E tanulmany emberi részét a Tabrizi Orvostudomanyi Egyetem Kutatasetikai Bizottsaga
hagyta jova. Mintakat 50 RPL-ben szenvedd n6tdl (10-12. terhességi hét) és 50 egészséges,

azonos terhességi korban 1évo varandds notdl gytijtottiink.

PBMC sejtek izolalasa és tenyésztése RPL-es és kontroll alanyokbél

Mindkét csoportbol 15 ml periférias vért vettiink steril koriilmények kozott,
antikoagulansként heparint adtunk hozza. Ezt kovetden izolaltuk a periférias vér mononuklearis
sejtjeit (PBMC), majd aramlasi citometridval meghataroztuk a PD-1 és Tim-3 kifejezodését

CD4+ és CD8+ T-sejteken.

PD-1 és Tim-3 kimutatasa aramlasi citométerrel CD4+ és CD8+ T-sejteken

A PBMC-k mosasa utan 1 millio sejtet 100 pl mosopufferbe szuszpendaltunk, és

sotétben, 4 °C-on 60 percen at inkubaltuk specifikus monoklonalis ellenanyagokkal:

. anti-CD4-FITC

. anti-PD-1-PerCp/Cy5.5

. anti-Tim-3-APC

. anti-CD8&-PE

A PD-1 ¢és Tim-3 receptorokat expresszaldé CD4+ és CD8+ T-sejtek aranyat FACS

Calibur aramléasi citométerrel mértik.

mRNS-expresszio elemzése

A PBMC-sejtekb6l RNS-t izolaltunk Ytzol Pure RNS-kivono készlettel. A PD-1 és Tim-
3 mRNS-expresszigjat RT-PCR-rel ¢s CYBER Green Master Mix-szel vizsgaltuk. A relativ
mRNS-szinteket -aktinhoz viszonyitottuk. A mir-138 ¢s mir-155 expressziojat Light Cycler

2.0 rendszerrel mértiik RT-PCR segitségével.
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TGF-p és IP-10 szérumszint meghatarozasa RPL-es ndkben és kontrollokban

A TGF-B ¢s IP-10 szinteket ELISA-készletekkel mértiik. A kimutatasi hatar TGF-3

esetén 1 pg/ml, IP-10 esetén 2,5 pg/ml volt.

Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést a GraphPad Prism 8 és SPSS szoftverrel végeztiik. Az adatokat
atlag + szordas (Mean + SD) formaban adtuk meg. A csoportok kozotti kiillonbségek
meghatarozasara fliggetlen mintds t-probat hasznaltunk. A korrelaciokat Pearson-féle
korrelacios teszttel szamoltuk. A p < 0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. Az
allatkisérletes csoportok kozotti kiillonbségekhez ANOVA-tesztet is alkalmaztunk, szintén p <

0,05 hatarértékkel.
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EREDMENYEK

Ossz-IgE szérumszint természetes titon és IVF-eljarassal fogant egerekben

Az IVF-fogant egerek alap (nem szenzitizalt) IgE-szintje enyhén magasabb volt a
természetes uton fogant egerekéhez képest. OVA-val torténd szenzitizalas mind a természetes,
mind az [VF-eljarassal fogant egereknél szignifikans emelkedést eredményezett a szérum IgE-
szintben (p = 0,012, illetve p = 0,029). Az OVA-kezelést kdovetd IgE-szint-emelkedés
erdteljesebben jelentkezett az [VF-fogant egerek esetében. Eredményeink azt is kimutattak,
hogy az OVA-val kezelt IVF-fogant egerek (OVA-IVF) szérum IgE-szintje szignifikdnsan

magasabb volt, mint az OVA-val kezelt természetesen fogant egereké (OVA-NC) (p = 0,004).
IL-4 szérumszint természetesen és I[VF-fogant utédokban

Az IVF-fogant egerek IL-4 alapszintje szignifikdnsan magasabb volt a természetes uton
fogant egerekéhez képest (p = 0,048). Mind a természetes, mind az [VF-eredetii egerek esetében
az OVA-szenzitizalds szignifikans IL-4 szintnovekedést eredményezett a nem szenzitizalt

kontrollokhoz viszonyitva (p = 0,0148, illetve p = 0,0189).
Testtomeg és szervtomeg mérése egerekben

Az OVA injekciot kovetden a tiid6 tomege mind természetes, mind IVF-fogant egerek
esetében szignifikdnsan megnétt a kezeletlen csoportokhoz képest (p = 0,034 és p =0,013). Az
IVF-fogant nem szenzitizalt (N-IVF) és OVA-szenzitizalt (OVA-IVF) egerek tiidotomege
szignifikdnsan magasabb volt, mint a megfelelé természetes kontrollcsoportoké (N-NC és

OVA-NC) (p = 0,0335, illetve p = 0,001).
Tiidotomeg alakuldsa

A tiid6tomeget testtomegaranyosan is értékeltik, ugy, hogy a tidé tomegét

megszoroztuk 100-zal, majd elosztottuk az egér teljes testtomegével. Az eredmények szerint az
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OVA-szenzitizalas hatasara a tiidéindex értéke megnovekedett mindkét szarmazasi csoportban
(természetes: 0,76 vs. 0,625; IVF: 0,88 vs. 0,68). Az emelkedés kifejezettebb volt az [VF-fogant

egereknél.

Léptomeg alakuldsa

Az OVA injekci6 hatasdra mind a természetes uton, mind az IVF-fogant egerek
Iéptdmege szignifikansan megnétt a nem kezelt csoportokhoz viszonyitva (p = 0,007 és p =
0,008). Tovabba, az N-IVF egerek 1éptomege is magasabb volt az N-NC csoporthoz képest (p
= 0,013). Az OVA-val kezelt IVF-fogant egerek (OVA-IVF) léptomege szignifikansan

magasabb volt az OVA-NC egerekéhez képest is (p = 0,041).

CD4+ és CD8+ T-sejtek PD-1 és Tim-3 expresszibja RPL-es betegeknél és

kontrollszemélyeknél

PD-1 és Tim-3 felszini expresszioja CD4+ és CD8+ T-sejteken

A CD4+ és CD8+ T-sejtek felszinén megjelend PD-1 és Tim-3 fehérjék expressziojat
haromszinii aramlasi citometridval hataroztuk meg. Az immunfenotipizalas eredményei szerint
az RPL-es betegeknél szignifikansan alacsonyabb aranyban fordultak el6 PD-1-et expresszalo

CD4+ és CD8+ T-sejtek, mint az egészséges kontrolloknal.

A CD8+ T-sejteken Tim-3 expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a

kontrollcsoportban, mint az RPL-es betegeknél.

A CD4+ T-sejtek Tim-3 expresszidja tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a két

csoport kdzott.
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PD-1 és Tim-3 mRNS-expresszioja RPL-es betegek és kontrollok PBM C-sejtjeiben

Az RPL-ben szenvedd paciensek periférias vér mononuklearis sejtjeiben (PBMC) a PD-
1 és Tim-3 gének mRNS-szintje csdkkent volt a kontrollcsoporthoz képest, azonban a Tim-3

esetében ez a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsnak.

TGF-p és IP-10 szérumszint RPL-es és kontroll alanyokban

A TGF-B szérumszintje az RPL-es betegeknél (25,11 £ 15,08 pg/ml) szignifikansan

alacsonyabb volt, mint az egészséges kontrollcsoportban (36,78 + 21,96 pg/ml).

Ezzel szemben az IP-10 szérumszint az RPL-es betegeknél (210,7 + 123,5 pg/ml)

szignifikansan magasabbnak bizonyult, mint a kontrolloknal (143,1 £ 81,76 pg/ml).

Kapcsolat a Tim-3 expresszio és a citokinszintek kozott

A Tim-3 expresszidja mind CD4+, mind CD8+ T-sejteken pozitiv korrelaciot mutatott a

TGF-p szinttel:

CD4+ T-sejteken: r = 0,3526; p = 0,0120

CD8+ T-sejteken: r = 0,4514; p = 10,0010

Ugyanakkor negativ korrelacio allt fenn a Tim-3 expresszio és az IP-10 szint kdzott:

. CD4+ T-sejteken: r =-0,3229; p = 0,0222

CD8+ T-sejteken: r =—-0,3929; p = 0,0048

mir-138 és mir-155 transzkripcios szintje RPL-es betegeknél és kontrolloknal

A mir-138 és mir-155 relativ expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt az RPL-es

paciensek PBMC-sejtjeiben, mint az egészséges varandos ndkben.

A korrelacios elemzés a kdvetkezo Osszefiiggéseket tarta fel:
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mir-155 és PD-1 expresszio kozott: pozitiv korrelacio (r = 0,3933; p = 0,0047)
mir-138 és PD-1 expresszio kozott: pozitiv korrelacio (r = 0,4562; p = 0,0009)
mir-138 és Tim-3 expresszio kozott: gyenge pozitiv korrelacio, statisztikailag
nem szignifikans (r=0,1172; p = 0,4176)

mir-155 és Tim-3 expresszio kozott: szignifikans pozitiv korrelacio (r = 0,3329;

p=0,0182)
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MEGBESZELES

Az in vitro megtermékenyitést (IVF) a ndi és férfi eredeti medddségi problémak
lekiizdésére alkalmazzak. Evente koriilbeliil 200 000 gyermek sziiletik asszisztalt reprodukcios
technologiak (ART) alkalmazasaval vildgszerte, ami a fejlett orszdgokban fogant babak
mintegy 5%-at teszi ki (1). Az ART iranti kereslet novekedésével parhuzamosan fokozodtak az
aggalyok az ilyen médon fogant gyermekek hossza tavi egészségi allapotat illetden. A
lehetséges egészségiigyi kockazatok hatterében all6 mechanizmusokat még pontositani kell.

Szamos tanulmany igazolta az 6sszefliggést az ART ¢és az imprinting-zavarok kozott.

Korabbi kutatasok értékelték az immunrendszer miikodésének megvaltozasat, valamint

az immunologiai betegségek megndovekedett eléfordulasat az ART-tal fogant utédokban.

El6z6 vizsgalatunkban kimutattuk, hogy az ART-tal fogant egerek kevésbé hatékony
immunvalaszt mutattak a BCG-oltasra, mivel immunrendszeriik a Th2- és Thl7-dominans
valaszok iranyaba tolodott (6). Mivel a Th2- ¢és Thl7-tulsuly jellemzd lehet allergik,
autoimmun betegségek és gyulladasos allapotok esetén, az ART-tal fogant utédok nagyobb

eséllyel lehetnek hajlamosak allergias és gyulladasos immunreakciok kialakulasara (28).

Allatkisérletes eredményeink azt mutattak, hogy az OVA-val torténé szenzitizalas (mind
természetesen, mind [VF-fogant egerek esetén) allergias reakciot valtott ki, amelyet a szérum
IgE ¢és IL-4 szintjének emelkedése, valamint a 1ép és tiid6 tomegének novekedése jelzett.
Korabbi kutatasok szerint az OVA-val valé immunizalas IgE-medialt splenocyta-proliferaciot
¢s Th2-dominans immunvalaszt valt ki (29). Emellett OVA-szenzitizalt egerekben kifejezettebb

gyulladasos reakcio alakul ki a 1égutakban (30).

Az OVA-indukalta gyulladasos valaszokat 0sszehasonlitva a négy kisérleti csoport

kozott megallapithato, hogy az IVF-eljaras valoszintileg fokozott allergias reakcidkra valo
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hajlamot eredményez az utédokban, amit az IgE- ¢és IL-4 szérumszintek emelkedése, valamint

a tlido és 1ép megndvekedett tomege is alatamaszt az [IVF-fogant egereknél.

Az IVF-folyamat soran barmilyen valtozas — legyen sz6 a felhasznalt anyagokrol (pl.
muanyag, fém, iiveg), a mikrokornyezeti feltételekrdl (tenyésztokozeg, inkubator, oxigén, szén-
dioxid, 1égkori viszonyok) — karos hatassal lehet az ivarsejtekre €s az embri6 mindségére,

ezaltal ndvelve a genetikai eltérések aranyat (1,31).

Egészséges terhesség soran az immunrendszer szigorian szabalyozott, hogy képes
legyen elfogadni a félidegen (semi-allogén) magzatot, mikdzben védi az anyat és az embriot a
koérokozoktol. Ezért, ha az immunadaptacié hidnyos, az hozzajarulhat az ismétlodoé vetélés

(RPL) patomechanizmusahoz (32).

A Tim-3 és PD-1 receptorok ligandjai, a Galectin-9 és PD-L1 normal terhesség soran
megemelkednek, és kozvetitd szerepet jatszhatnak az anyai immunologiai tolerancia
fenntartasaban a magzat iranyaba. A PD-1 mRNS expresszidja a PBMC-sejtekben, valamint a
PD-1 fehérje expresszidja a CD4+ és CD8+ T-sejtek felszinén csdkkent volt RPL-ben szenvedd
noknél (33,34). Eredményeink szerint a Tim-3 mRNS expresszidja is szignifikdnsan csdkkent

ezeknél a betegeknél, kiillondsen a periférias CD8+, de nem CD4+ T-sejteken.

A miRNS-ek, mint a génexpresszid szabalyozoi, befolyasoljadk az endometrialis
receptivitast azaltal, hogy hatadssal vannak az angiogenezisre, energia-anyagcserére,
sejtosztodasra, decidualizaciora és a helyi citokinegyensulyra (27). Kutatasunkban jelentds
csokkenést talaltunk a miR-138 és miR-155 expressziojaban az RPL-es betegek PBMC-

sejtjeiben, tovabba pozitiv korrelaciot mutattunk ki miR-155 és PD-1 expresszidja kozott.

A TGF-B kozponti szerepet jatszik az embrido bedgyazddasa soran az endometrialis
receptivitas szabalyozasaban (35). Emellett hozzajarul a Treg sejtek differencialédasahoz,

mivel TGF-f jelatvitel hianyaban CD4+ T-sejtek nem képesek Treg sejtekké alakulni sem in
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vitro, sem in vivo. Kimutattuk, hogy a TGF-B szérumszint szignifikansan alacsonyabb az RPL-
es noknél az egészséges kontrollokhoz képest. Ez 6sszhangban all mas vizsgalatokkal, amelyek

a decidua TGF-B1 expressziojanak csokkenését irtak le RPL-ben (36).

Megfigyelések szerint a magas IP-10 szint is kapcsolatban allhat terhességgel
Osszefliggo koros folyamatokkal. Eredményeink szerint az IP-10 koncentracioja szignifikansan
magasabb volt az RPL-es ndk szérumdban, ¢és negativ korrelaciot talaltunk a Tim-3 és PD-1
expresszid (CD4+ és CD8+ T-sejteken) és az IP-10 szérumszint kézott. Bar az IP-10-hez
kapcsolodo gyulladas sziikséges lehet az implantacio €s a sziilés soran, a tulzott gyulladas

komplikaciokat okozhat a terhességben.
Osszegzésként

. Az RPL-ben szenved6 néknél csokkent PD-1 és Tim-3 mRNS-expressziot

figyeltiink meg a PBMC-sejtekben

. A Tim-3 és PD-1 fehérjék expresszioja szintén alacsonyabb volt a CD8+ T-
sejteken

. Jelentdsen csokkent miR-138 és miR-155 expressziot tapasztaltunk

. A TGF-B szintje szignifikansan alacsonyabb, mig az IP-10 szintje magasabb volt

az RPL-es n6k szérumaban, mint a kontrolloknal.
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