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|. Bevezetés

I.1. A terhesség immunoldégiai paradoxona

A reproduktiv immunologia az orvostudomdny azon teriilete, mely az
immunrendszer és a reprodukcios rendszer kozotti kapesolattal (mint példaul a magzattal
szembeni anyai immuntolerancia) foglalkozik. A reproduktiv immunologia a tudomanyos
és gyogyité-orvosi diszciplindk hatdrmezsgyéjén taldlhaté (mukozélis immunitas,
perinatolégia, reproduktiv endokrinologia, sejtbioldgia, infektologia és patologia).

A terhesség immunologiai szempontbol tulajdonképpen egy paradoxonnak
tekinthetd, mivel az anya immunrendszere a fele részben idegen eredetti apai antigéneket
is hordozé6 magzat ellen nem 1ép fel (a magzat immunolédgiailag szemi-allogénnek
tekinthetd), hanem egy igen Osszetett toleranciamechanizmusok révén elfogadja azt,
elsegitve igy az egészséges magzat zavartalan fejlodését, majd vilagra jovetelét. Abban
az esetben, ha a tolerancia nem megfeleléen alakul ki, az szamos terhességi
komplikaciohoz vezethet, legrosszabb esetben vetélés is létrejohet.! Immunologiai
szempontbol a terhesség az egyik legérdekesebb élettani folyamatok egyike: varandossag
soran az anyai immunrendszer miikodése modosul, majd a sziilést kovetden teljesen
visszaall a megszokott rendjébe. A terhesség immunologiai folyamatainak teljes mértékii
feltérképezése hozzajarulhat mas immunolégiai eredetli komplikaciok gyors és hatékony

felismeréséhez és kezeléséhez.

[.2. A terhesség gyulladasos paradoxona

Sir Peter Brian Medawar angol biologus, immunolégus 1953-as publikaciojiban?
irta le el6szor az azéta mar széles korben elfogadott ,,immunoldgiai paradoxon”-t.
Medawar szerint harom f6 mechanizmusnak kdszonheté a magzat életben maradasa: (1)
Az embrid anatomiailag az anyatdl elvalasztva fejlédik, immunrendszeriik k6zott nincs
kapcsolat. (2) A magzat antigenikusan éretlen, szovetei nem fejezik ki az apai antigéneket,

igy az immunrendszer nem ismeri fel. (3) Az anya a terhesség alatt ideiglenesen



immunhianyos allapotba keriil, igy nem képes felismerni az apai antigéneket.? Medawar
eredményei és feltevései igen sok kérdésre probaltak valaszt adni. Azdta szdmos adat
ramutatott, hogy a terhesség immunologiai paradoxon ezen értelmezése és magyarazata
kissé félrevezette a kutatast és a klinikai gyakorlatot.

Ma ink4bb ,,gyulladasos paradoxon”-rél beszélhetiink.® Az anyai immuntolerancia
kialakitdsaban szamos mechanizmus vesz részt, melyek egyiittes jelenléte és 0sszehangolt
milkddése biztositja a magzat zavartalan fejlodését. Egyik ilyen tényezé a magzatot az
anyatol elvalasztd, illetve 0sszekotd szovetek specidlis tulajdonsagai, melyek részletes
magyarazatot adnak az anyai immunrendszerrel valé kiilonleges kapcsolatra. A
placentdban az anyai részt a terhes méh nyéalkahartyaja, a decidua alkotja. Az embrionalis
eredetli trophoblaszt sejtek képezik az anya és a magzati felszinek kozotti érintkezési
feliiletet. A spongiotrophoblaszton 1év6 magzati eredetii sejtek folyamatos kapcsolatban
allnak a terhesség alatt az anyai vérrel illetve szovetekkel, igy itt van elsdsorban lehetdség
a magzati antigének anyai limphocitak altali felismerésére, illetve a trophoblaszt lehet az
anyai immunvalaszok tAmadasanak célpontja.

Hogyan lehetséges, hogy az implantacio folyamata soran gyulladasos folyamatok
indulnak el, mik6zben a gyulladas jelenti az egyik legnagyobb veszélyt a terhességre? Sot,
mindezek ellenére az egyre novekvé magzattal szemben az azonnali kilokédés helyett
tolerancia alakul ki. A reproduktiv immunoldgiaval fogalkozok altal régota ismert, hogy
bonyolult kapcsolat van a gyulladas és a varandossag kozott. A human terhesség lefolyasa
nagyjabol harom f6 fazisra oszthatd: beagyazodas, fejlodés-novekedés és sziilés (1. abra).
A gyulladaés jelei megfigyelhetdek a beagyazddas soran, de normalis esetben hianyoznak
a terhesség kozépsO szakaszaban, majd a sziilést megel6zOen és a sziilés alatt ismét

visszatérnek.*®



Bedgyazodas Fejlodés-novekedés Sziilés
(elsO trimeszter) (masodik trimeszter) (harmadik trimeszter)

. Gyulladas

1. abra: Gyulladas a varandéssag harom fazisa alatt®

A kérdéssel foglalkozok eldszeretettel tesznek kiilonbséget a varandossag alatti
,J0” és ,rossz” gyulladas kozott, mely kifejezéseket el6szor Gil Mor amerikai orvos
kezdte el haszndlni.?

Az orvostudomanyi ismereteink napjainkra tovabb boviiltek, s a terhesség
immunologiai és gyulladasos valtozasairdl szamos esetben sikeriilt pontosabb jellemzést

irni.

[.3. A terhesség komplex, tobblépcsds folyamata

A terhesség egy rendkiviil osszetett, soklépcsOs folyamat. A megtermékenyités
utan a blasztociszta a méh falahoz tapad és beagyazodik, melynek kovetkeztében az anya
immunrendszere felismeri a magzatot. A magzat, valamint a placenta fejlodése,
novekedése €s érése egy stabil, fetomaternalis hatarfeliiletet hoz 1étre. Az implantéacids
folyamat magaban foglalja az appoziciot (a blasztociszta az embridcsomoéval eldrefelé
fordulva helyezkedik el), a megtapadast és a blasztociszta méhbe torténd behatolasat.® A
méhiireg hamszovetében strukturalis és molekularis valtozasok mennek végbe, amelyek
lehetévé teszik mind az implantaciot, mind a placentaciot.” Az epithelialis valtozasokat a
,,decidualizacio” koveti, mely az endometrium stroma atalakulasat jelenti. Ezen feliil

modosul az endometrium érrendszere is modosul.® A terhesség tovabbi fennmaradasahoz

9



elengedhetetlen, hogy a méh ,befogadja” a magzatot, azaz felismerje a terhességet.® A
kovetkezményes anyai immuntolerancia kialakuldsa nélkiilozhetetlen része a terhesség
sikeres kihordasanak és az egészséges magzat vilagra jottének. Ez a folyamat vezet a
magzati-anyai egység létrejottéhez.

Amikor ezek a 1étfontossagu valtozasok nem jonnek létre vagy nem teljesek, a

t.10 Human

blasztociszta nem tud beagyazodni, s ez koraterhességi sikertelenséghez veze
vonatkozasban a sikertelen terhességek 75%-a a nem megfelelé vagy eredménytelen
implantaci6 kovetkezménye. Ez az implantacios probléma az in vitro fertilizacio (IVF)
kezelések eredményességét is nagyban csokkenti. Az elmult évtized kutatasai sem tudtak
klinikailag hatékony kezeléseket létrehozni, annak érdekében, hogy a méhreceptivitast
noveljék. 1t

Az implantacié paradox modon gyulladdsos mechanizmuson alapszik.® A
,,beagyazodasi ablak” idején a decidualisan atalakult méh befogado allapotba keriilve tobb
gyulladasos markert, igy prosztaglandin E2-t (PGE2) és szamos gyulladasos Interleukint,
koztiik 1L-1, IL-6, IL-8, Tumor nekrdzis faktort (TNF-t), IL-6-ot és Interferon-gammat
(IFN-y-t) termel.!? Ez a klasszikus gyulladashoz hasonl6 folyamat alapvetd fontossagu a
sikeres bedgyazddashoz, mely sordn szdveti valtozasok hozzdk létre a fetomaternalis
hatarfeliiletet.>1? A beagyazodas azonban két szempontbol eltér a klasszikus gyulladéstol:
egyrészt nem torténik meg a neutrofilek bearamlasa, masrészt a Prosztaglandik F2a
(PGFa,) szignalok csdkkenésével jar.131° Az el6bbi akadalyozza meg az implantéacio alatt
a magzat kérositdsat, az utobbi pedig a luteolizist és a méhosszehtizodasokat.>10

A beagyazdodast kovetden olyan lokalis immunvalasz jon 1étre az anyai oldalon,
mely megakadalyozza a magzat kilokddését, annak ellenére, hogy a magzat apai géneket
is hordoz, mely gyulladaskeltd hatasa révén csokkenti az endometrium szovetintegritasat.®
A terhesség tovabbi fenntartasahoz gyulladdsmentes allapot sziikséges, €és e periodus
zavartalansaga és optimalis id6tartama teszi lehetdvé az anya szamara, hogy magzata
zavartalanul fejlodjon. A terhesség gyulladasmentes allapotanak fenntartasaban a foként
a placenta 4ltal termelt nagy mennyiségii progeszteronnak dontd szerepe van.'’8

A terhesség eldrehaladtaval a keringd progeszteron mennyiségének csokkenése,
majd hianya miatt elégtelenné valnak a progeszteron hatasok, ami az IL-8 és egyéb

gyulladasos citokinek termelését és a terminusra jellemzd gyulladdst mar nem képes
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visszaszoritani. Ez a méhnyak éréséhez, a fajasok meginduldsahoz és sziiléshez vezet. Ez
tulajdonképpen a ,,j06” gyulladas.® Ezzel ellentétben, kiillondsen a magzatburok
gyulladasarol ismert, hogy a terhesség fennmaradasara a legnagyobb vesz¢Elyt jelentheti.
Ezen felvetések késztették arra a kutatokat, hogy kiilonbséget tegyenek a ,,j0” és a ,,rossz

gyulladas” kozott.1®

l.4. Az anyai immunrendszer

A varand6ssag immunologiai hatterének megértése és feltérképezése klinikali
szempontbol igen fontos. A fertilitast az immunrendszer nagyban képes befolyasolni mind
nék, mind férfiak esetében.?’ Az immunrendszer diszregulacidja akar az ismételt vetélések
okozdja is lehet.?! A ndk termékenységét és a terhesség kimenetelét Szamos immunoldgiai
eredetii betegség képes csokkenteni, ilyenek az autoimmun betegségek, az immunhianyos
betegségek és példaul az asztma.?? A terhes anya immunrendszere és a fert6z6 agensek

kozotti kdlesdnhatis is befolyasolhatja a fertilitast.

[.4.1. VeleszUletett immunitas

A velesziiletett immunitast els6 védelmi vonalnak is szokas nevezni, mely gyors
¢és meglehetésen aspecifikus. A velesziiletett immunitas képes észlelni az idegen
korokozokat és azonnali reakciot beinditani elleniik. A velesziiletett immunvalasz az
antigénnel valo 1smétlodé taldlkozds ellenére azonos szinten marad, mivel
immunmemoriaval nem rendelkezik (ellentétben a adaptiv immunitassal). A
varandossagra a velesziiletett immunrendszer szisztémas aktivitasa jellemz6. A lokalis
velesziiletett immunitas a terhesség soran folyamatosan modosul, a korai szakaszban az

implantaciot segiti, majd a tovabbi iddszakokban megvaltozott funkcidval rendelkezik.
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A doktori értekezés soran a velesziiletett immunrendszer kovetkezd sejttipusait
vizsgaltuk:

Természetes 616 sejtek (NK-sejtek): Az NK-sejtek alkotjak a T- és a B-limfocitak

mellett a harmadik f6 limfoid sejtpopulaciot. A velesziiletett immunrendszer elemeiként
azonnal reagalnak aktivacids stimulusra. Az NK-sejtek képesek a célsejt felismerésére és
elpusztitasara antigén prezentdcié nélkiil. Az NK-sejtek effektor miikodését a Fo
hisztokompatibilitasi komplex I-specifikus (MHC 1) gatld receptorok, valamint az
aktivalo receptorok egyensulya hatarozza meg.?* Az NK-sejtek a citokinek széles skalajat
termelik €s részt vesznek az immunvalasz szabalyozasaban.

y/0 T-sejtek: Tobbek kozott ezen sejtek képezik a mukozalis felszin elsé védelmi vonalat,
s képesek befolyasolni a természetes 616 sejtek aktivitasat.?>2?% Jelen vannak a placentaban
¢és a reprodukcios traktus egyéb részeiben, ahol részt vesznek a helyi immunitas
szabalyozasaban.?’

Természetes 616 T sejt (NKT-sejtek): NK- és T-sejt tulajdonsagokkal egyarant

rendelkeznek. A természetes 616 T-sejtek specificitasa limitaltabb, de hasonld effektor
funkciokat latnak el, mint a klasszikus T-sejtek. Képesek IL-4 citokin termelésére.?
Szomatikusan atrendez6dott of/ff antigénreceptort hordoznak, de nem rendelkeznek
diverzitassal, hasonloan a y/d T-sejtekhez. Mindkét sejttipusnak egyarant szerepet
tulajdonitanak a velesziiletett és az adaptiv immunitasban. Egerekben kimutattak, hogy a
reprodukcios traktusban az aktivalt NKT-sejtek befolyasolhatjak a vemhesség korai

szakaszat és szerepet jatszhatnak a vetéléshen is.?

1.4.2. Adaptiv immunitds

A velesziiletett immunrendszer aktivalodasat kovetden az adaptiv immunitas
humoralis és cellularis mechanizmusai is aktivalodnak. A velesziiletett és az adaptiv
immunitds nem egymastol fiiggetleniil miikodik, Osszefonddva és egymasra épiilve
biztositjak a hatékony védelmet. Onmagaban teljes és megfeleld immunvédelmet egyik
sem képes biztositani. Az adaptiv immunvalaszt a T- és B-limfocitak kozvetitik, melyek

az antigén felismerését kovetden aktivalodnak. Az adaptiv immunités fontos tulajdonsaga
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az immunologiai memoria, mely sordn a szervezet antigénnel vald ismételt talalkozasa
esetén a valaszreakcid gyorsabb és hatékonyabb.

A doktori értekezés soran az adaptiv immunrendszer kovetkezd sejttipusait
vizsgaltuk:
A T segit6 limfocita (Th-sejtek) sejtek, vagy mas néven CD4+ T-sejtek citokin termeléstol
¢s immunvalasztol fliggden kiillonbozo sejttipussa tudnak differencialodni: Thl-, Th2-,
Regulatorikus T-sejtek (Treg- sejtek) és Th17-sejtek.
Thi-sejtek: A naiv T-sejtek IL-12 és IFN-y hatasara Thl-sejtekké differencialodnak. A
Thl-sejtek képesek IFN-y és TNF-a termelésére.
Th2-sejtek: A naiv T-sejtek IL-4 citokin hatasara Th2-sejtekké differencialodnak. A Th2-
sejtek IL-4, IL-5, IL-6 és 1L-13 termelésére képesek. A Thl- és Th2-sejtek a terhesség
soran a tolerancia mechanizmusokat citokinek termelésével szabalyozzak, s megfeleld
aranyuk a varandossag soran nélkiilézhetetlen.
Treg-sejtek: A naiv T-sejtek Transzformald novekedési faktor béta (TGF-B) hatasara
Treg-sejtekké alakulnak. A Treg-sejtek képesek TGF-f és IL-10 termelésére. Egyik f6
feladatuk a tolerancia kialakitasa és fenntartasa az egészséges terhesség alatt.
Thi7-sejtek: A naiv T-sejtek TGF-p és IL-6 hatasara Th17-sejtekké alakulnak. A Thl7-
sejtek 1L-17, IL-21 és IL-22 termelésére képesek. Az autoimmunitasban és a vetélés
folyamataban is szerepet jatszhatnak. A Th17 differencialodasat az IFN-y és az IL-4 képes

gatolni.>°

[.5. Human és egér placenta szovettani 6sszehasonlitasa

Szamos human vonatkozasu tudomanyos alapkutatas kezdeti szakaszaban egér
modelleket alkalmaznak. Fontos szem el6tt tartanunk az egér és ember kozti reprodukcios
kiilonbségeket, hogy kisérleteink kiértékelése sordn a megfeleld kovetkeztetéseket
vonhassuk le. Magas prioritassal bir az anyai-magzati hataron 1évé immunsejtek és

immunregulatorikus mechanizmusok viselkedésének Osszehasonlitasa is.
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Az implantaci6 0sszehasonlitdsa human terhesség €és egér vemhesség kozott:

A human terhesség soran altalaban egy megtermékenyitett petesejt agyazodik be,
mig egereknél ez a szam igen magas, 10-15 is lehet. Az implantacid mindkét esetben a
corpus luteum altal termelt progeszteron és Osztrogén altal szabalyozodik. Egerekben a
mezometrium a méh egyik oldala, mely erekkel erésen behaldzott. A blasztocisztak
luminalis epitélhez vald kapcsoldodasa a 4-4 és feledik napon kovetkezik be, ez egybeesik
a megndvekedett érrendszeri permeabilitassal. A luminalis epitélium apoptdzison esik at,
lehetévé téve a blasztocisztak kotédését a méhfalhoz. A trofoblaszt sejtek elfedik a
decidua. A decidua kezdetben a magzatot és a placentat boritja, késobb pedig a placentacio
utan egy vékony, kiils6 fedoréteggé alakul.

Annak ellenére, hogy az emberi terhesség 280 napig tart az egér vemhesség 20
napjaval szemben, az implantacio rogton a folyamat elején, kdzvetleniil az ovulacio utan,
az 5-9. napon végbemegy. A terhesség ezt kdvetden az egér vemhességgel megegyezden,

az elébb leirtak mentén zajlik tovabb.3!

Placentacio 6sszehasonlitasa human terhesség és egér vemhesség kozott:

A terhesség alatt a placenta létfontossagi szerv - élettani, endokrin és
immunologiai funkcidkkal rendelkezik.®? A placenta hasonld felépitésii emberben és
egérben, de kiilonbséget fedezhetink fel az anyai ¢és magzati immunsejtek
Osszetételében.®® A trofoblaszt rétegei a blasztocisztabol fejlédnek ki. Az egerek
placentaja harom rétegbdl all: a labirintus réteg, a junkcionalis zona (spongiotrofoblaszt
sejtekkel, a trofoblaszt oriassejtekkel és a glikogén sejtekkel) és az anyai decidua® (2.
abra). Az anyai vér a spongiotrofoblaszton keresztiil jut az érrendszerbe, amely
implantaci6 utan atalakul. Az anyai vér bejut a labirintusba, ahol a magzati villézus
réteggel érintkezik, biztositva az anyai és a magzati vérrendszer kozotti tapanyagcserét.®

A méhlepény magzati érrendszerét a k6ldokzsinor koti dssze a fejlédé magzattal (3. abra).
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Junkcionalis zona

Anyai decidua

Trofoblaszt _><

PR —- e

Oriassejtek . Glikogén sejtek
Spongiotrofoblaszt )

Labirintus Magzati villus

2. abra: Egér placenta sematikus abraja. Az egér placenta harom rétege: labirintus réteg,
junkcionalis zona (spongiotrofoblaszt sejtekkel, trofoblaszt ériassejtekkel és glikogén sejtekkel) és

az anyai decidua.®*

Emberekben az anyai méh Kiterjedt spiralis artériai a korion bolyhoknal
végzddnek, ami szincitiotrofoblasztbol és bolyhos citotrofoblasztbol all. Ezen struktura
szallitja az anyai vért, s analdg a funkcidja az egerek labirintusaval. Az anyai oldallal valo

kapcsolodasa a citotrofoblaszt kiilsé részén és a trofoblasztokon keresztiil torténik.3!

Humén a Egér
Anyai artéria

Decidua

Magzati villus

Magzat
Koldokzsinor
b
Extravillus
trofoblaszt sejt

Trofoblaszt
orias sejtek
Invaziv
citotrofoblaszt

Anyai vér
i | Spongiouotbblaszt
(A7 [T Magzati vér erek —

- Mononuklearis
trofoblaszt sejt

Citotrofoblaszt

——  Sztréoma

- Szincitiotrofoblaszt
sejtek

3. abra: Egér és human placenta dsszehasonlitasa: a) Egér és human placenta hasonl

szdvetei. b) Human placenta felépitése. c) Egér placenta felépitése.!
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Osszegezve az egérben és az emberben végbemend élettani folyamatokat, a
placenta és az immunszabalyozas hasonlosagai lehetové teszik, hogy vizsgalatainkat egér-

modell segitségével végezziik el.*!

|.6. Terhességmegszakitas, mifepriszton hatasa

Napjainkban egyre gyakoribb a nem tervezett, nem vart terhességbdl adodo
egészségligyl beavatkozas. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) nemrég megjelent
tanulmanya szerint 2010 és 2014 kozott évi 55,7 millié terhességmegszakitast végeztek
vilagszerte, melyek koziil 30,6 millié volt biztonsagos.*® A kézelmiltban bontottak tovibb
biztonsagos™ alkategoriakra. A fennmarado esetek koziil 17,1 millio kevéssé biztonsagos,
mig 8 millio a legkevésbé biztonsagos kategoriaba tartozott. Ez a kiillonbségtétel segit
jobban megérteni, milyen koriilmények kozott keriil sor a terhességmegszakitasra olyan
ndk esetében, akik nem jutnak hozza, hogy képzett személyzet biztonsadgos koriilmények
kozott  hajtsa  rajtuk  végre a beavatkozast. A legtobb nem biztonsagos
terhességmegszakitas (azaz az esetek 97%-a) fejlodé orszagokban, azaz Afrikaban,
Azsiaban és Latin-Amerikéban tortént. %

Magyarorszagon kiilondsen magas a nem kivant terhességek ardnya: szaz
kihordott terhességre a 2016-ot megel6z6 években kozel 50-60, mig 2016-ban tobb mint
30 terhességmegszakitas jutott, vagyis minden harom sziiletésre esett egy miivi vetélés. E
mutato 2016. évi értéke az elmult 60 év legalacsonyabb szintjére siillyedt. A Kozponti
Statisztikai Hivatal adatai szerint itthon évente kozel harmicezer nét érint a

terhességmegszakitds kérdése®® (4. abra).
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A terhességmegszakitdsok és az élvesziiletések szama

/Ezer fore \

250
225

\ w— Mvi vetélések Elvesziiletések /

4. abra: A terhességmegszakitasok és élvesziiletések szamanak alakulasa Magyarorszagon

1950 és 2016 kozott®®

A legelterjedtebb és egyben a legtobbet vitatott modszer a miitétes beavatkozas,
amit az elsé trimeszter idészakaban lehet biztonsagosan elvégezni.®’

A mifeprisztont (RU486) 1988-t6l hasznaljak korai terhességek biztonsagos és
hatékony megszakitisdnak céljabol.®® Kémiai szempontbol egy szintetikus szteroid,
amely antiprogesztagén hatdsu, mivel a progeszteronnal ,versenyez’ a
progeszteronreceptorokért. Noknél a legalabb 1 mg/kg adagban adott mifepriszton gatolja
a progeszteron altal az endometriumra és miometriumra gyakorolt hatast. A terhesség
soran a prosztaglandinok izom-6sszehuzodast indukald hatasaval szemben érzékenyiti a
miometriumot. A terhesség korai megszakitiasa esetén a mifepriszton utan szakaszos
adagolasban alkalmazott prosztaglandin-analog (Misoprostol) kombinacidja 95%-ra
noveli a sikeres beavatkozasok aranyat, és felgyorsitja a magzat kilokédését.*

Ma mar a vilagon oly mértékben elterjedt, hogy a beavatkozasok 10-15%-aban ezt
a modszert alkalmazzak, azonban Magyarorszdgon erre ma még nincs lehetéség.*
Elterjedését segitette, hogy az esetleges mellékhatasai altalaban igen enyhék (hasi
fajdalom, émelygés, hanyas, hasmenés, borkititések, fejfajas, rosszullét és 1az), bar ritkabb
esetekben vérzés (erGs vérzés az eseteknek mintegy 5%-aban fordul eld, és legfeljebb

1,4%-ban van sziikség vérzés miatti kiiretre) és fertézés (endometritis, kismedencei
gyulladas) is kialakulhat.**4?
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A mifepriszton pontos immunoldgiai hatasmechanizmusa, molekularis és sejtes
kolcsonhatasai még nem teljesen ismertek, igy egy allatmodell Kialakitasa sokat segitene
ezen folyamatok hatterének feltérképezésében.

A szakirodalom szerint az abortusz folyamata soran a mifepriszton csokkenti a
Treg-sejtek szamat, valamint gatolja azok funkcionalis miikodését az anyai-magzati
hataron.*® Li és munkatarsai szerint a mifepriszton blokkolja a Th2 és Treg talsulyt,
aminek kovetkeztében a Thl és Thl17 citokinek szintje emelkedik a fetomaternalis
hataron, ami a terhesség megszakitdsat eredményezheti.** Szdmos hasonlé tanulmanyban
olvashato, hogy egerekben a mifepriszton altal indukalt abortusz Thl-es tipusu citokin
szint (IFN-y, IL-2) emelkedéssel jar.*® Bogdan és munkatarsai kisérleteikben kimutattak,
hogy a decidualis NK-sejtek granulumaiban egyiittesen szekretalodik a perforin és a
progeszteron indukalt blokkolé faktor (PIBF). A mifepriszton-kezelt egerekben a PIBF+
NK-sejtek szama 50%-kal csokkent, mig a perforin-pozitiv sejtek aranya nétt a PIBF+

sejtpopulacion beliil, a kontroll egerekhez képest.*®

[.7. Immun checkpoint molekuldk és ligandjaik

A T-sejtek aktivalt allapotba keriilésé¢hez aktivald szignalok jelenlétére és gatld
szignalok hianyara van sziikség. A T-sejteken talalhat6 T-sejt receptor ligandja az antigén
prezentalo sejt felszinén megjelend peptid-MHC komplex. Ez a kdlcsonhatés biztositja a
T-sejt szdmara az aktivacios jelet, az elsd szignalt. Ez a szignal azonban 6nmagaban még
nem valtja ki a T-sejtek aktivalodasat, sziikség van egy masodik szignalra is, melyet az
aktivalt hivatasos antigén prezentalo sejtek felszinén kifejez6do adhézids €s kostimulacios
molekulak kozvetitenek.

A T-sejtek aktivacidja soran szamos immunellendrzési pont (immun checkpoint)
miikodik, amely negativ regulator molekulak (immun checkpoint molekulak) segitségével
leallitja a T-sejteket. Ez a mechanizmus alapvetéen az autoimmunitas kivédésére és a
tolerancia  fenntartdsara  szolgdl, viszont a tumorellenes immunvélaszban
megakadalyozhatja a hatékony és hosszu ideig fennallé T-sejtes immunvélaszt. Az
immun checkpoint molekulak az immunrendszeriink regulatorai. A magzattal szembeni

anyai immuntolerancia kialakulasa igen nagy kihivast jelent a néi szervezetnek: az anyai
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immunrendszernek el kell fogadnia a szemiallogén magzatot, mikdzben altalanos védelmi

funkcidjat is betolti. Az immun checkpoint molekuldk modulalé hatasa ezért is

nélkiilozhetetlen ezen kiilonleges allapot fenntartaséban.

47-49

Miikodésiiket tekintve az immun checkpoint molekuldkat két nagyobb csoportra

bonthatjuk: aktivalé és gatldo molekulak (5. abra).
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Trends in Molecular Medicine

5. abra: Aktivalo és gatlé immun checkpoint molekuldk és ligandjaik®°

Az antigén prezentdl6 sejtek és a dendritikus sejtek szdmos immun checkpoint
molekula ligandjat expresszaljak. Ezen ligandok limfocitak receptoraihoz kotédve
specifikus aktivalo vagy gatld hatast indukalnak. FObb aktivald receptor-ligand parok:
ICOS/ICOS-L, GITR/GITR-L, CD27/CD70, CD40/CD40-L és CD28/CD80-86. A fébb
gatlo receptor-ligand parok a kovetkezok: PD-1/PD-L1, CTLA-4/CD80-86, TIM-
3/Galektin-9, MHC-11/LAG-3 és SIRPa/CD47. A doktori értekezés soran a TIM-3/Gal-9
¢s PD-1/PD-L1 ttvonalakat vizsgaltuk.
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[.8. T-sejt immunglobulin és mucin domain 3 (TIM-3)

[.8.1. TIM-3 molekula jellemzdi

A T-sejt immunglobulin és mucin domain 3 (TIM-3) egy 281 aminosavbol allo
membréanfehérje, melyet eldszor Kuchroo és munkatarsai irtak le 2002-ben.>! N-terminalis
végén IgV domainnel rendelkezik, melynek mucinszert vége glikozilaciora képes. A C-
terminalis része egy citoplazma domain, amelynek foszforilacioja felel a TIM-3 molekula
altal iranyitott szignalok kialakitasaért.

A TIM-3 molekulat elészor, mint IFN-y termelé CD4+ T helper-sejtek (Th1) és
CD8+ citotoxikus T-sejtek (Tcl) felszinén termelédé immunglobulint irtak le.>! Azéta a
TIM-3 expressziot szamos tovabbi immunsejt felszinén kimutattak (Thl7-sejtek, Treg-
sejtek, dendritikus sejtek, NK-sejtek, monocitak, makrofagok, hizosejtek és antigén

prezentald sejtek).>?

[.8.2. TIM-3 molekula ligandjai

A TIM-3 molekulanak szamos ligandjat ismerjiik: Gal-9 (Galektin-9), a HMGB1
(High Mobility Group Box1), Ceacam-1 (Karcioembrionikus antigén sejt adhézios
molekula 1) és a PtdSer (Foszfatidil-szerin) (6. 4bra).>

Ceacam-1

Gal-9

'@ Foszfatidil-szerin
IgV domain

Mucin
domain

Transzmembran
domain

Citoplazmatikus

domain Tirozin foszforilacios hely

6. abra: TIM-3 molekula felépitése és ligandjai
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Zhu és munkatarsai 2005-ben publikaltak el6szor a Galektin-9-ré6l, a TIM-3
molekula elséként felfedezett ligandjarol °*. Kutatasukban feltartak, hogy a Gal-9 képes
in vitro szabélyozni a kalciumion Sejtekbe aramlasat, tovabba a Thl- és Th17-sejtek
pusztulasahoz vezet.>* A TIM-3 és Gal-9 molekulak kapcsolodasa szabalyozza a Th1/Th2
citokin egyenstlyt, segitve az egészséges immuntolerancia kialakitasat és fenntartasat.>

A TIM-3 molekula szamos szignal utvonalat képes elinditani a citoplazmatikus
domainjén keresztiill. A Gal-9 és Ceacam-1 ligandok receptorhoz kotddése soran
foszforilalodik a Tyr256 és a Tyr263. Ennek kovetkeztében a Bat3 molekula levalik a
TIM-3 receptorrdl és beindulnak a gatld6 mechanizmusok. A TIM-3 receptor HMGB1
ligandjahoz vald kapcsolodasanak kovetkeztében a dendritikus sejtekben a TLR gatlasa

valésul meg® (7. abra).
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7. abra: TIM-3 mikodési mechanizmusa
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1.8.3. TIM-3 és Gal-9 molekuldk kapcsolddasa

A galektin fehérjecsalad tagjai lektinek, melyek legfébb jellemz6i, hogy
szénhidratkoté domainjiik révén sejtfelszini glikokonjugatumokhoz koétédnek, a B-
galaktozidokhoz mutatnak nagy affinitast. Ez idaig tizenot kiillonboz6 galektin molekulat
azonositottak. Ezek koziil a Gal-9 molekulat vizsgaltuk. A Gal-9 egy tandem-ismétlédést
galektin, két szénhidratkot6 domainnel rendelkezik, amelyek linker szekvenciaval
kapcsolodnak.>6:°7

A Gal-9 a Thl és Th2 citokinek termelédését befolyasolhatja, valamint gatolhatja
a Thl7-sejtek differencialodasat. A CD8+ citotoxikus T-sejtek apoptozisat is
indukalhatja.>%>’

A TIM-3 és Gal-9 molekulak interakcidoja gatolja az NK-sejtek citotoxikus
a T-sejtek toleranciajanak kialakitasat és Thl-es immunsejtek aktivacidjat egerckben és
emberekben.>* %8 5% Felel a Th1/Th2 egyensuly kialakitasaért.®© Serkenti a naiv T-sejtek
Treg-sejtekké valo differencialodasat, valamint elésegiti a Th1l7-sejtek termelodését a
naiv T-sejtek gatlasaval. A CD4+ Thl, Th17 és a CD8+ citotoxikus T-sejtekben és a
csecsemOmirigy T-sejtjeinek CD4/CD8 kettds negativ vagy kettds pozitiv timocitaiban
kiemelkedé az apoptotikus aktivitasa. Azonban nem minden TIM-3+ sejt képes
apoptotizalni (pl. a TIM-3+ Treg-sejtek), amelynek hatterében a glikozilaltsagokbol

ad6do kiilonbségek, vagy egyéb stimulalé vagy gatlé molekulak jelenléte is allhat.>®
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8. abra: Thl-sejtek apoptozisa TIM-3 és Gal-9 interakcidja soran
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1.8.4. ATIM-3 és Gal-9 utvonal szerepe az egér vemhesség soran

A TIM-3 molekula képes az immunsejtek gatlasara vagy serkentésére. Egészséges
terhesség soran a Thl-fiiggé6 T-sejt valaszokat gatolja, elésegitve az anyai
immuntolerancia kialakitasat. A TIM-3 receptor reprodukcioban betoltott szerepét szamos
egérkisérlet is alatamasztja.®*®2 A TIM-3 molekula expresszidjat ragesalok méhében
immunfluoreszcens festéssel is Kimutattak, tovabba jelenléte bizonyitott mind az uterusz,
mind a decidua szamos immunsejtjén (pl. NK-, v/6 T-, NKT-sejtek, makrofagok és
dendritikus sejtek)®1® (9. 4bra). Az egerek vemhessége soran ezen sejtek TIM-3
expresszidja valtozik, a deciduaban dominalé NK-sejtek esetében emelkedett az egér

vemhesség elsd felében.!

ml Fetomaternalis hatarfeliilet
dendritikus sejtek
dNK-sejt NKT-sejt R
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9. abra: TIM-3 és Galektin-9 expresszio a fetomaternalis hatarfeliileten vemhes egerekben

Egér vemhesség soran a Gal-9 molekula kimutathato a placentaban és a
deciduaban 1év6 Treg- és Th-sejtekben. Mivel az anyai-magzati hataron mind a TIM-3
molekulanak, mind pedig a Gal-9-nek a jelenléte bizonyitott, feltételezhetjiik, hogy az
immuntolerancia kialakitasaban is részt vesznek. Ezt a hipotézist tamasztja ala az a
megfigyelés, hogy a TIM-3 molekula in vivo gatlasaval csokken az egy vemhességre jutd

élve sziiletett utdodok szdma és nd a magzatok méhen belilli felszivodasanak
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valésziniisége.’2%* A TIM-3 molekulanak monoklonélis antitestekkel torténé in vivo
gatlasa tovabbi informaciokkal szolgal ezen molekula anyai-magzati hatarfeliileten
betoltott szerepérol. A gatlast kovetden lokalisan felszaporodnak az apoptotikus sejtek és
makrofagok, utalva a TIM-3 karosodott funkcioja kovetkeztében kialakulo fagocita-
funkci6 zavarara és a gyulladasos citokinek fokozott termelédésére.5! Az uterinalis NK-
sejtek felszinén expresszalodd TIM-3 molekula gatlasa ezen sejtek fenotipusos és
funkciondlis valtozdsat eredményezi.®® Habar a TIM-3+ uterindlis NK-sejtek lokalis
szdma ¢€s a citotoxikus aktivitdsa nem valtozik, fokozodik azok CD69 expresszidja és
megvaltozik aktivalo és gatld sejtfelszini receptoraiknak kifejezédése. A TIM-3+
uterinalis NK-sejtek angiogenikus (Vaszkularis endotél novekedési faktor /VEGF és INF-
v) és immunszuppressziv citokinjeinek szekrécidja is csokken.®? Tovabba a TIM-3 gétlas
kovetkeztében csokken az NK-sejtek tulélésében €s fejlodésében szerepet jatszo IL-15 és
IL-9 placentalis expresszioja.t>®

A vetélésre hajlamos (abortusz) egérmodellekben csokken a Thl citokin profila
TIM-3+ decidualis NK- és CD4+ Th-sejtek szdma.®?% Ezen egérkisérletekbél szarmazo
eredmények alatamasztjak a TIM-3 molekula vemhesség alatti fetomaternalis hataron

jatszott protektiv szerepét.>?

1.9. Programozott sejthaldl receptor 1 (PD-1)

[.9.1. A PD-1 molekula jellemzé&i

A PD-1 molekula (CD279) egy gatld6 immun checkpoint transzmembran receptor,
a B7/CD28 csalad tagja. Szamos immunsejt expresszalja (T-sejtek, B-sejtek, NK-sejtek
és antigén prezentalo sejtek).%” Felépitését tekintve rendelkezik egy extracellularis IgV
domainnel, amit egy transzmembran régio kovet, €s egy intracellularis véggel, aminek két
foszforilacids helye van. Az intracellularis végen torténnek a kiilonb6zd molekularis
interakciok. Erdekes tulajdonsaga, hogy nem expresszalodik naiv T-sejteken. Elsdsorban
a periférias szovetek gyulladasos reakcidiban vesz részt. Ligandjahoz valo kotédése soran
az SPH2 foszfataz foszforilalja az intracellularis végen elhelyezkedd foszforilacios

helyeket (aminek hatasara BATF transzkripcios faktor szabadul fel, amely a sejtmag
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atirodasi folyamatait szabalyozza) és blokkolja a T-sejt receptor és a CD28 aktivaciojat és

a citokin termelést®®%° (10. abra).
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10. abra: PD-1 molekula felépités, ligandjai és miikodése

[.9.2. PD-1 molekula ligandjai

A PD-1 molekula két ismert ligandja a B7 csalad tagjai: PD-L1 (B7-H1) és a PD-
L2 (B7-DC). A PD-L1 és PD-L2 ligandok transzmembran glikoproteinek, melyek egy
rovid citoplazmatikus véggel rendelkeznek.

A PD-L1 molekula gatolja a gyulladasos T-sejt reakciokat. A T-sejteken, B-
sejteken, dendritikus sejteken és makrofagokon expresszalodik, tovabba mRNS-e a
szivben, placentaban, izmokban, majban, 1épben, nyirokcsomokban és a
csecsemdmirigyben is kimutathato.”%* A PD-1 receptordhoz kapcsolodva hatasat a T-
sejteken, B-sejteken, monocitakon, dendritikus sejteken, endotél sejteken és a
miokardiumon fejti ki. T-sejtekhez valo kapcsolddasakor csokkenti a citokintermelddést
¢s csokkenti a T-sejtek osztodasat. Gyulladasos faktorok (Lipopoliszacharid/ LPS,
Granulocita-makrofag kolonia-stimulald faktor/ GM-CSF, VEGF) és egyes citokinek
(IFN-y, TNF-q) fokozzak expressziojat.’?
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Ezzel ellentétben a PD-L2 expresszidja a makrofagokra és a dendritikus sejtekre
korlatozodik.”> mRNS szinten kimutathaté a szivben, a placentaban, a tiiddben és a

méjban is.”*

1.9.3. PD-1 molekula és ligandjainak szerepe egér vemhesség soran

A PD-1 receptor mindkét ligandja expresszalodik az anyai-magzati
hatarfeliileten.”” A PD-L2 expresszidja megfigyelheté az egér decidua dsszes rétegében,
mig a PD-L1 kifejezddése a decidua basalis rétegére korlatozodik.”” A PD-L1
expresszidja megfigyelhet6 a szincitiotrofoblaszt rétegben, de a trofoblaszt oriassejteken
nem.’® Ezek alapjan elmondhat6, hogy a PD-1 molekula ligandjaival torténd interakcioja
elsésorban a deciduaban valosul meg (11. abra).

Vemhes egérmodellben a PD-1 molekula ligandjainak in vivo gatlasaval
kimutathat6, hogy az anti-PD-L1 kezelés hatasara né a magzatok rezorbcios aranya, mig
a PD-L2 gatlasnak nincs hatdsa a magzatok életképességére.”>™ A PD-L1 gatlas
kovetkeztében a fetomaternalis hatdron megnd a T-sejtek szdma, mely az emelkedett [FN-
y szinttel egy lokalis T-sejt kozvetitette kilokodésre utal. A PD-1/PD-L1 ttvonal
fetomaternalis protektiv szerepét mutatja az is, hogy a PD-L1 hianyos egerekben
¢szlelhetd hasonldé magzatszamok, rezorbcids aranyok és a Thl7 iranyu eltolodas
hangstilyozza a PD-L1 molekulat expresszald Treg-sejtek szerepét a magzati antigénekre

specifikus T-sejtek szabalyozasaban.”” "
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11. abra: PD-1 és ligandjainak expresszidja a fetomaternalis hatarfeliileten vemhes egerekben

Ezzel szemben egy masik kisérletben azt talaltak, hogy sem a PD-1, sem a PD-L1-
hianyos egerekben nincsenek szignifikans eltérések a vemhességre ¢s a magzatokra
vonatkozé adatokat illetden.” Ezen ellentétes adatok alapjan a PD-1/PD-L1 ttvonal
tovabbi vizsgalata és egér vemhesség alatt betdltott szerepének tisztazasa €s pontositasa

sziikséges.

1.10. Hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

[.10.1. PACAP molekula altaldnos bemutatasa

A PACAP-ot (hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid) 1989-ben Arimura és
munkatarsai izolaltdk birka hipotalamuszb6l.2® Nevét a hipofizisben kifejtett hatasarél
kapta, miszerint az adenilat-ciklaz stimulalasaval emeli a cAMP szintjét a hipofizis
sejtjeiben. A PACAP egy mutifunkcionalis neuropeptid, ami a glukagon-szekretin-
vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP) csalad tagja, szerkezete a VIP-pel 68%-0s
homoldgiat mutat. A szervezetiinkben két forméja talalhato: az egyik 27, a masik 38
aminosavbol all (PACAP1-27 és PACAP1-38).8! Legnagyobb mennyiségben az

idegrendszerben és az endokrin szervekben termelddik. Nagy mennyiségben talalhatod
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meg a kozponti, valamint a periférias idegrendszerben, ahol legeldszor neurotrdf és
neuroprotektiv hatasait irtak le.8? A PACAP védé funkciokat 1at el kiilonbozé sejt- vagy
szovetkarositdé ~ hatasokkal = szemben.  Protektiv ~ funkci6it  antiapoptotikus,
antiinflammatorikus és antioxiddns hatasainak koszonheti. Szamos degenerativ
idegrendszeri betegségben, valamint cerebralis iszkémia modellben is kimutattak védo
szerepét.3384 Citoprotektiv funkcidi egyéb szervrendszerekben is ismertek, példaul a
bélrendszerben, a vesében és a kardiovaszkularis rendszerben is.2> Az elmult évek
kutatasai kimutattak, hogy mind eléfordulasaban, mind funkcidjdban tilmutat az eldbb

leirt hatasokon.®®

1.10.2. PACAP molekula ligandjai és mdkaodésik

A PACAP-nak harom féle receptora van: PAC1, VPAC1, VPAC2. Ezek kozil a
PAC1 receptornak a legmagasabb a PACAP-hoz val¢ affinitasa. E kiilonb6z6ség miatt a
PAC1 receptort nevezziik 1. tipusunak, a VPACI ¢és VPAC2 receptorokat pedig 2.
tipustinak.®

A PACL receptor aktivalja az adenilat-ciklazt és a foszfolipaz C-t, beinditva a
CAMP-fiiggo6 és -fliggetlen utakat. A VPAC receptorok G proteinhez kotddnek, majd ezt
kovetden aktivaljak az adenilat-ciklazt. A PACAP noveli az antiapoptotikus foszfo-ERK,
foszfo-CREB, foszfo-Bad szintjét, s ezzel szemben csokkenti a proapoptotikus jelatviteli
molekulak, a INK, p38MAPK, AIF, citokrom-C és kaszpaz 3 expressziojat®’ (12. abra).
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12. abra: PACAP milkodési mechanizmusa

[.10.3. PACAP-hianyos egerek

Az endogén PACAP hianyanak vizsgalatara Hashimoto és munkatarsai 2001-ben
PACAP-hianyos (KO) egértorzset hoztak 1étre.® Ezek az egerek makroszképosan nem
térnek el vad tarsaiktol, azonban a mikroszkdpos morfologiai és a funkcionalis vizsgalatok
kiilonbségeket mutatnak. Az egerek viselkedése is eltér vad tarsaikét6l.® A PACAP
terhességben betdltott fontos szerepét tamasztja ald az a megfigyelés is, hogy a PACAP-

hianyos egerek fertilitisa csokken.*

1.10.4. PACAP szerepe varanddssag soran

Ma mar jol ismert, hogy a PACAP rendkiviil valtozatos élettani hatasokkal
rendelkezik, szinte valamennyi szervrendszer mitkodését befolyasolja. Szamos vizsgalat
kimutatta, hogy a PACAP rendelkezik a gonadalis sejtekre kozvetleniil kifejtett hatassal

is és fontos szerepet tolt be a genitalis rendszerben. A PACAP-ot és receptorat kimutattak
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az ovariumban, a vaginaban, az uteruszban, a placentaban, ¢és az uteroplacentaris egység
miikddésének szabalyozasaban is fontos szerepe van.%9!

Fontos megjegyezni, hogy a reprodukcios endokrinoldgiaban is kiemelkedd
szereppel bir. Képes befolyasolni a fertilitast, az implantaciot, a reprodukcios viselkedést,
a spermatogenezist és a placenta funkciojat.26%2% A PACAP molekula képes késleltetni a
pubertast és befolyasolni a follikulusok érését a petefészekben,® valamint iranyitja a
petefészek hormontermelését,®® tovabba hatassal van a sejtek meiotikus osztodaséara és
fontos lokalis regulatora a follikularis fejlédésnek.%

Az egyre boviilo ismereteink ellenére jelentds hidnyossagok vannak a PACAP
reprodukcioban betoltott szerepének megértésében. Mig sok tanulmany in vitro hatasokat

ir le, addig néhany megfigyelés kovetkezetlen vagy ellentmondasos, és kevés az in vivo

vizsgalat.

[.11. Transzlacios kutatasok

A reprodukciés immunologidban a pontos immunoldgiai folyamatok
vizsgalatahoz és méréséhez nehéz és bonyolult megfelelé rendszert kiépiteni, mivel az
immun-tolerancia mechanizmusok szemiallogén magzattal szembeni szabalyozasa igen
komplex folyamat. A reproduktiv immunologiai kutatasokban a legtobbet hasznalt és
legjobban elfogadott modellallat az egér. Ahhoz, hogy megfeleld kovetkeztetéseket
vonhassunk le a kisérleteink soran, fontos, hogy megfelel6 tudassal rendelkezziink mind
az ember-, mind az egér-implantacié és -placentacié folyamatairol. Immunologiai célu
kisérletek soran azon immunsejteket célszerii vizsgalni, amelyek az anyai-magzati
hatarfeliileten ezen bonyolult szabalyozasi folyamatokban vesznek részt.

Minden allatkisérlet vonatkozasaban fontos szem el6tt tartani William M.S.
Russell és Rex Burch 1959-es 3R  szabalyat:  csokkentés/reduction;
tokéletesités/refinement; helyettesités/replacement. A  reproduktiv immunologiai
kisérletek tervezésekor felmeriill a human placenta vizsgalata. Ezen placentak
vizsgalatakor a lehetdségeink limitaltak, mivel csak az els6 és utolso trimesztert és annak
immunsejtjeit tudjuk vizsgalni. A kisérletek tervezésekor optimalizalni kell a vizsgalando

elemek szamait. Ezen szamok meghatarozasakor torekedni kell a mintaszam/kapott
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informacio6 optimalis aranyara, vagyis, hogy a lehet6 legkevesebb mintaszambol a lehetd
legtobb informaciot nyerjiik. Human mintak esetében a megfelelé mintaszam begyiijtése
hosszas ¢s id6igényes procedura lehet, s a kiszamithatatlansag okan nehézkes a kisérletek
tervezése és kivitelezése. Végiil fontos a kisérleti protokoll koriiltekintd és pontos
megtervezése, az allatok megfeleld ellatasa és elhelyezése, esetleges specialis tartasi
koriilmények betartasa. Huméan mintak esetében fennall a rizikd, hogy sziilés utan nem
megfelelden taroljak a placentat, esetleg sériil, ami a kisérleti eredményeinket nagyban
befolyasolhatja.®’

A terhesség alatti fiziologias és patogén kolcsonhatasok, valamint az
immuntolerancia feltérképezésére Szamos egérmodell hasznalhatoé. Az ilyen jellegii
kisérletekre tovabbi megoldas lehet a human placenta tenyészetek in vitro alkalmazasa. A
vizsgalatainkat az egérkisérletek megfeleléen kiegészithetik, melyek eredménye ¢€s

tudomanyos értéke megalapozott.!
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[I. Célkitlzések

Vizsgalatunkban célul tiiztiik ki a fetomaternalis immuntolerancia kialakulédsanak
feltérképezését. Kisérleteink soran az egyes immun checkpoint molekuldk szerepét €s
funkciojat kivantuk részletesen vizsgalni a varandossag soran kiilonbozo allatmodellek
felhasznalasaval.

Kutatasainkat harom témakdrbe osztottuk:
1. [Egészséges terhesség vizsgalata: TIM-3/Gal-9 fdtvonal és PD-1 immun
checkpoint molekula szerepének vizsgalata
Egér kisérleteink soran célunk volt a periférids és anyai-magzati hataron izolalt
immunsejtek fenotipusos elemzése ¢és citotoxikus aktivitdsdnak mérése. Tovabba
vizsgalni kivantuk a detektalt sejtek TIM-3/Gal-9 és PD-1 ttvonalat, illetve azok
lehetséges szerepét az immuntolerancia kialakulasaban az egér vemhesség 14 és feledik
napjan. Célunk volt tovabba a Gal-9 molekula kifejez6dési helyének meghatarozasa a
placentaban.
2. Abortuszt indukalé gyogyszeres kezelés hatasanak vizsgalata: mifepriszton
hatasanak vizsgalata a TIM-3/Gal-9 utvonalra
Célul thiztiik ki a TIM-3/Gal-9 utvonal vizsgalatat mifepriszton kezelést kovetden.
Kisérleteink fokuszaban a 14 és fél napos vemhes egerek anyai-magzati hataran izolalt
mononukledris sejtjei alltak. A fenotipusos elemzés sordn az immunsejtek ardnyanak
meghatarozasat kovetden a sejtek TIM-3 és Gal-9 expressziojat, illetve citotoxikus
aktivitasat mértiik flow citometrias modszerrel. Célunk volt tovabba a Gal-9 szovetszintii
expresszios valtozasait detektalni mifepriszton kezelést kdvetden.
3. PACAP molekula hatasa a terhességre: TIM-3/Gal-9 titvonal és PD-1 immun
checkpoint molekula vizsgalata PACAP-hianyos egerekben
Kisérleteink harmadik részében az el6zbleg leirt egészséges terhességi folyamatokat
PACAP-hianyos egerekben terveztilk megismételni. Célunk volt a periférids és decidualis
immunsejtek fenotipusos elemzése, valamint ezen sejtek Gal-9, TIM-3, PD-1
expressziojanak vizsgalata és citotoxikus tulajdonsdgainak mérése. Ezen feliil Ossze
kivantuk hasonlitani a vad tipust és PACAP-hianyos egerek Gal-9 kifejez6dési helyét

placenta mintakon.
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lIl. Anyagok és modszerek

Kisérleteinket a kovetkez6 harom nagyobb témakorre bonthatjuk:

1. ATIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 ttvonalak vizsgalata egészséges vemhes
BALB/c egerekben

2. Mifepriszton hatasanak vizsgalata a TIM-3/Gal-9 Gtvonalra vemhes BALB/c
egerekben

3. ATIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 ttvonalak vizsgalata vad tipusta (CD1) és
PACAP-hianyos (KO) egerekben

[11.1. Felhasznalt anyagok

[11.1.1. Mononukleadris sejtek izolaldsa soran felhasznalt anyagok

a) Foszfattal pufferelt sooldat (PBS) (Bio-Science)
b) IV. Tipusu kollagenaz (Sigma- Aldrich)

c) Tiirk-oldat (Szkarabeusz Kft.)

d) Ficoll-Paque Premium (GE Healthcare)

[11.1.2. Kezelés soran alkalmazott hatdanyag

a) Mifepriszton (Sigma-Aldrich)
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[11.1.3. Mononuklearis sejtek jelolésére hasznalt fluorokrommal konjugalt antitestek

Antitest Fluorokrom | Gazdaszervezet Klén Gyarto
anti-PD-1 BVv-421 patkany J43 BD Pharmingen (USA)
anti-CD3 BV-510 patkany 145-2C11 BD Pharmingen (USA)
anti-y/d BV-510 horesog GL3 BD Pharmingen (USA)
anti-CD4 FITC patkany GK1.5 Miltenyi Biotec (Németorszag)
anti-CD49b FITC patkany DX5 BD Pharmingen (USA)
anti-TIM-3 PE patkany 215008 R&D Systems (USA)
anti-Gal-9 PE patkany RG9-35 Biolegend (USA)
anti-CD45 PerCP patkany 30F11 Miltenyi Biotec (Németorszag)
anti-CD25 PE-Cy7 patkany PC61 BD Pharmingen (USA)
anti-TIM-3 APC patkany 215008 R&D Systems (USA)
anti-FoxP3 APC patkany FJK-16s eBioscience (USA)
anti-CD107a FITC patkany 1D4B BD Pharmingen (USA)
anti-CD8a APC-H7 patkany 53-67 BD Pharmingen (USA)
anti-CD49b PE patkany DX5 BD Pharmingen (USA)

1. tablazat: Felhasznalt fluorokrémmal konjugalt antitestek

l11.1.4. Mononuklearis sejtek jel6léséhez hasznalt specidlis reagensek

b)

Forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) / Ionomycin stimulalas

- Magzati borju szérum (FCS)(BioWest)
- lonomycin (Sigma-Aldrich)

- Forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA) (Sigma—Aldrich)
- Roswell Park Memorial Institute médium (RPMI 1640) (Gibco)

FoxP3 transzkripcios faktor jel61o kit

- Permeabilizacios puffer (eBioscience)

- Fixalo/Permeabilizacios diluens (eBioscience)

- Fixalo/Permeabilizacios koncentratum (eBioscience)

34




[11.1.5. Immunhisztokémiai festések soran hasznalt anyagok

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
K)
1)

Paraformaldehid (PTE AOK Klinikai Kézponti Gyogyszertar)
Paraffin (Hexan)

Xilol (PTE AOK Klinikai Kdzponti Gyogyszertar)

Target Retrieval Solution (TRS) (Dako)

Tris pufferelt s6oldat (TBS) (Dako)

TBS+Tween (0,05%) pH 7,4 oldat (TBST)

Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)

Biotinilalt kecske anti-egér Galektin-9 (R&D Systems)
Biotinilalt Sztreptavidin Tormaperoxidaz Komplex (GE Healthcare)
Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (Dako)
Mayer-féle hematoxilin (Molar Chemicals)

Glicerines zselatin (Dako)
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[11.2. Felhasznalt miszerek

I11.2.1. Aramlasi citométer

A méréseinket a PTE Szentagothai Janos Kutatokozpontjaban 1lévé BD

FACSCanto Il (BD Biosciences) aramlasi citométeren végeztiik, FACSDiva V6 program

(BD Biosciences) segitségével (2. tablazat) (13. abra).

BD FACSCanto II 1ézer konfiguracidja

Excitacios

2.

Filter Detektalni kivant

l1ézer (Detektalhato nm tartomany) fluorokrom

tablazat: BD FACSCanto II 1ézer konfiguracio

13. abra: Aramlési citométer altalanos felépitése
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Az aramlasi citométer miikodési elve:

A BD FACSCanto Il aramlési citométer a mérni kivant mintat egy pumpa és egy
vékony kapillaris cs6 segitségével a gép fluidikai rendszerébe juttatja. Ezt kdvetden a
sejteket a hidrodinamikai fokuszalassal egymas utan sorba rendezi, s az elGzetesen
beallitott &ramlasi sebességnek megfelelden a lézer iranyaba juttatja. A néhany milliméter
vastagsagu 1ézer elott a sejtek egyesével haladnak at, és gerjesztddnek. A megvilagitas
iddtartama igen rovid, néhany mikro szekundum, igy nagy sebességii analizis érhetd el,
akar néhany tizezer sejt/mp alatt is. Mérés soran informéciot kapunk a sejtek nagysagarol
(Forward scatter/FSC) ¢és granulaltsagardl (Side scatter/SSC). Tovabba detektaljuk a
fluoreszcens markerrel kotott mintaink, festékre jellemz6 hullamhosszusagh emittalt fény
intenzitasat is. A jeleket a detektorok gytijtik, majd egy fotoelektron csé felsokszorozza
(PMT), s végiil digitalis jellé alakitja (Analog-digitalis konverter/ADC). Az aramlasi
citométer vezérld szoftvere segitségével bedllitjuk a kisérletre jellemzd mérési
paramétereket, felvessziik a kivant dot blotokat és hisztogramokat, amiket megfeleld

kapuzasi stratégiaval latunk el.

Antitestre konjugalt fluoreszcens markerek

BVv421 | BV510 | FITC PE PerCP | PE-Cy7 | APC | APC-H7
1. kombinacio CD4 Gal-9 | CD45* CD25 | FoxP3
2. kombinacio | PD-1 CD4 TIM-3 | CD45* CD25 | FoxP3
3. kombinaciéo | PD-1 CD3 | CD49% | Gal-9 | CD45* TIM-3 CD8
4. kombinacié | PD-1 v/d Gal-9 | CD45* TIM-3
5. kombinacio | PD-1 CD3 | CD107a | CD49%b | CD45* TIM-3 CD8

* A CD45 antitestet a decidua sejtszuszpenzio szubpopulacidinak kikapuzasahoz hasznaltuk.

3.

tablazat: Kisérleteinkben alkalmazott antitest jel1ési protokoll
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[11.2.2. Pannoramic Midi Scanner

Az immunologiai alapu eljarassal megfestett metszeteket Pannoramic Midi Scanner
(3D Histech Ltd.) és a miiszerhez ajanlott Case Viewer program segitségével digitalizaltuk
¢és elemeztiilk. A szkenner egy igen magas mindségii optikai miiszer, mely méretébdl
adédoan igen kompakt, gyors és igen nagy felbontast 40x vagy 80x Carl Zeiss objektivvel
rendelkezik. Kameraja 15MP-es képek készitésére alkalmas, tovabba harom csatornas
RGB (red green blue) LED fényforrassal és szamos filterrel is rendelkezik.

Az elemz§ programmal automatikusan bedllithato a fokusz, ami nagyban
megkonnyiti a kamera pontos beallitasat, illetve a szkennelést élében is nyomon
kovethetjiik a ,,show image” opci6é alkalmazasdval. Eldzetesen meghatarozhatjuk a
szkennelés pontos teriiletét, abban az esetben, ha csak bizonyos szdvet vagy minta
részletre vagyunk kivancsiak, meggyorsitva igy a mikodési folyamatot. Az elkésziilt
digitalis képet konnyedén nagyithatjuk, méretre vadghatjuk, a kontrasztot modosithatjuk és
jpeg formaban elmenthetjiik. Tovabba az elemzés soran lehetdségiink van egyszerre tobb

képet is Gsszehasonlitani.
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[11.3. Modszerek

111.3.1. Allatmodellek

A TIM-3/Gal-9 és PD- o A TIM-3/Gal-9 és PD-
Mifepriszton hatasanak
1/PD-L1 atvonalak 1/PD-L1 utvonalak
‘ vizsgalata a TIM-3/Gal-9 '
Kisérlet vizsgalata egészséges vizsgalata vad tipusu
utvonalra vemhes
vemhes BALB/c (CDI) és PACAP-
BALB/c egerekben _
egerekben hianyos egerekben
Egerek
2 honap 2 honap 2 honap
¢letkora
Egerek CDI és PACAP-
BALBI/c BALBI/c
fajtaja hianyos
Egerek
Him és ndstény Him és ndstény Him és ndstény
neme
12 6ras periodusu
Egerek 12 6ras periodusu vildgos | 12 6rés periddusu vilagos _
vilagos és sotét
tartasa ¢és sotét valtakozasa €s sotét valtakozasa
valtakozéasa
Homérséklet 20-22°C 20-22°C 20-22°C
Péaratartalom 40-60 % 40-60 % 40-60 %
Egerek o o o
Ad libitum Ad libitum Ad libitum
taplalasa
Egerek ) Kezelt: RU486 0,8 mg/kg _
Nincs Nincs
kezelése Kontroll: PBS
Etikai BA02/2000-20/2006, BA02/2000-7/2015, BA02/2000-24/2011,
engedély PTE PTE PTE

4. tablazat: Allatkisérleteink dsszefoglalo tablazata
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[11.3.1.1 Etikai engedély

Kisérleteinket a Pécsi Tudoményegyetem Allatetikai Bizottsaga engedélyezte
(engedélyek szama: BA02/2000-20/2006, BA02/2000-7/2015, BA02/2000-24/2011) az
allatok védelmérdl szold 1998. évi XXVIII torvény alapjan, figyelembe véve Eurdpai
Ko6z06sség Tanacsa 1986. november 24-én kelt iranyelvét és a Helsinki Deklaraciot is.
Mindezek mellett mindent megtettiink annak érdekében, hogy minimalizaljuk a
felhasznalt allatok szamat, és hogy a leheté legkevesebb szenvedést okozzuk az
allatoknak.

[11.3.2. Egerek paroztatasa

A kiséreteinkben 2 hénapos him ¢és néstény egyedeket hasznaltunk. Az allatok
aktiv éjszakai periddusat kihasznalva esténként az egyediil tartott himek mellé két néstény
egyed lett elhelyezve paroztatas céljabol. Masnap kora reggel a ndstények hiivelyének
ellendrzésére kertilt sor. A kopulacios dugd jelenléte esetén megjeldltiik az adott allatot, S
ezt kovetéen két hétig elkiilonitett helyen tartottuk. Ezen iddszak alatt folyamatosan
ellendriztiik a ndstény egyedeket, s ha mutattak a vemhesség jeleit, felkésziiltiink a 14 és

feledik napon a feldolgozasra vagy tovabbi kezelésre.

[11.3.3. Mifepriszton (RU-486) kezelés

Kisérleteink masodik részében a néstény egereket vemhességiik 14 és feledik napjan
PBS-ben oldott mifepriszton 0,8mg/kg/500u1 dozisaval, intraperitonealisan kezeltiik, mig
a kontroll egyedek kezelése 500 ul steril PBS-sel tortént. A 24 6ras kezelést kovetden az

allatok leolésre kertiltek.
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[11.3.4. A lép és a decidua izoldlasa

A cervikalis diszlokaciot kovetden a kisérleti egereket rogzitettiik és elokészitettiik a
boncolashoz. Az allat hasfalanak preparalasat kovetéen, a hashartyat Y alakban
atmetszettiik. Az uteruszt és a magzatokat a dilatadlt méhnyak atmetszésével izolaltuk,
majd a magzatok szamat meghataroztuk, katalogizaltuk. Az uterusz hartyas szovete alatt
feltartuk a magzatokat, s a hozzajuk kapcsol6do lencse alakl placentakat. A méhlepény
kiils6 dombort része a decidua, amit Ovatos mozdulattal korbemetszettiink, s
eltavolitottunk, majd PBS-be helyeztiink. Ezt koveten a bal bordaiv alatt, a bal vese és a
rekeszizom ko6zott elhelyezkedd 1épet izolaltuk. A vena lienalis elmetszését kovetden, az

esetleges zsiros szoveti részeket eltavolitottuk, majd PBS-be helyeztiik.

[11.3.5. Mononukledris sejtek izolaldsa decidudlis szovetbdl

A deciduat IV. tipust kollagenazzal, folyamatos keverés mellett, 37°C-on 30 percen
keresztiil emésztettiik. Ezt kovetden a szuszpenziot kiilonbozé méretli (70um és 40pum)
sejtsziirokon (BD Biosciences) sziirtiik at és PBS-sel mostuk. Az antitesttel valo jel6léshez
a sejtszdmot 1 millid/tesztre Aallitottuk, végiil a jelolést megeldzdéen a kapott

sejtszuszpenziot ismét atmostuk PBS-sel.

[11.3.6. Mononukledris sejtek izolalasa lépbdl

Hasonl6an a decidudhoz a Iépet is kiillonb6z0 méretli szlirdk (70um és 40um)
segitségével homogenizaltuk. Ezt kovetéen Ficoll gradiens segitségével izolaltuk a
mononuklearis sejteket, melyeket 1 millio/tesztre allitottuk be, majd a jel6lést megel6zéen

PBS-sel atmostuk.
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[11.3.7. Fluorokrdmmal konjugalt antitest jeldlés

A mononuklearis sejtek sejtfelszini jelolése

A sejteket 100ul PBS pufferben felszuszpendaltuk, majd fluorokrémmal konjugaltatott
monoklonalis antitestekkel jeloltik. Ezt kdvetden szobahomérsékleten, 30 percig
inkubaltuk majd Gjabb PBS-es mosast kovetéen a sejteket 1%-os paraformaldehiddel

(PFA) fixaltuk. A jel6lt mintakat az aramlasi citometrias mérésig +4°C-on taroltuk.

FoxP3 intracelluldris jelolés

A sejtfelszini jelolést kovetéen a mintakat PBS-sel mostuk, majd a sejteket 1:3 aranyban
higitott permeabilizacios (eBioscience) oldatban inkubaltuk 60 percen keresztiil +4°C-on.
Ezt kdvetden a mintdkat 1:10 ardnyban higitott permeabilizacids moso pufferrel kétszer
mostuk. Az intracellularis jelolést APC-vel konjugalt anti-egér FoxP3 antitesttel
(eBioscience) végeztikk, 60 percig, +4°C-on. Ezt kovetden a sejtek kétszeri
permeabilizacids moso pufferrel torténd mosasa kovetkezett. Végiil a sejteket 1%-0s PFA-

val fixaltuk és az dramlasi citometrids mérésig +4°C-os hiitdben taroltuk.

CD107a degranulacios teszt

A CDI107a molekula expresszidjanak mérésével hataroztuk meg a sejtek aktivacios
potencialjat. A felszini jelolést megel6zden a sejteket 10% magzati borju szérumot (FCS),
0,5 mg/ml ionomycin-t (Sigma-Aldrich) és 0,1 mg/ml Forbol-12-mirisztat-13-acetatot
(PMA) (Sigma-Aldrich) tartalmazo Roswell Park Memorial Institute médiumban (RPMI
1640) szuszpendaltuk fel, és anti-CD107a antitest jelenlétében 37°C-on, 4 6ran keresztiil
inkubaltuk. Ezt kovetden a mintdkat PBS-sel 4tmostuk, a felszini jelolést elvégeztiik, s

végiil +4°C-os hiitdbe helyeztiik az d&ramlasi citometrids analizisig.
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[11.3.8. Galektin-9 immunhisztokémiai detektalasa

Az egér placentak 24 oras paraformaldehides fixalast kdvetéen egy viztelenitési
eljarason estek at, majd végiil paraffinba agyaztuk dket. A szovet blokkokbol 4 um vastag
metszeteket készitettlink a hisztokémiai eljarashoz. A protokoll elsé 1épésében xilol
oldatokkal rehidratdltuk a mintakat. Egy rovid desztilldlt vizes mosast kdvetden
megkezdtiik az antigén feltarast. A mintdkat gyari TRS és citrat puffer 1:10 ardnyban
higitott desztillalt vizes oldataba helyeztiik 20 percre +95°C-os vizfiirdében. Egy ujabb
desztillalt vizes mosast kdvetden az endogén peroxidazok gatlasat végeztiik el. Ehhez a
1épéshez TBS higitott 3%-os hidrogén-peroxid oldatot készitettiink, amelyben mintainkat
15 percig inkubdltuk. Az ismételt desztillalt vizes mosast kovetden, 3x5 perces
TBS+Tween (0,05%) pH 7,4 oldattal (TBST) torténd mosast végeztiink. A metszetek
eléblokkolasahoz 3%-0s BSA oldatot hasznaltunk. Az eléblokkolast 20 percig nedves
kamraban végeztiik. Ezt kdvetden a mintakat a kiivettaba visszahelyeztiik és 10 percig
TBST-vel mostuk. A primer, biotinilalt kecske anti-egér Galektin-9 antitestet (1:10) 1%-
0s TBST-ben higitottuk, majd a mintakra rétegeztiik, amiket 1 6raig nedves kamraban
inkubaltuk. Az inkubacios id6 leteltével egy ismételt TBST-s mosas kovetkezett. A
szekunder antitestet, a Biotinilalt Sztreptavidin Tormaperoxidaz Komplex-et (1:100)
rarétegeztiik a metszetekre, majd 30 percig nedves kamraban inkubaltuk. A mosast
kovetéen a metszetek eléhivasat Liquid DAB+ Substrate Chromogen System (Dako)
oldattal végeztiik. A barnas szinreakcido megjelenését folyamatos mikroszkopos kontroll
mellett 5-30 percen keresztiil monitoroztuk. A szévetmintak festodését ultratiszta vizzel
allitottuk le, majd desztillalt vizzel mostuk. A szdveti sejtek magfestését Mayer-féle
hematoxilinnal végeztiik, amit langyos csapvizes Oblitéssel tovabb kékitettlink.

Lefedéshez és fixalashoz glicerines zselatint alkalmaztunk.
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11.3.9. Aramlasi citometrids eredmények értékelése

Kapuzasi stratégia:

[11.3.9.1. Periférids immunsejt-populaciok meghatarozasa

Az aramlasi citometrias

1épsejtszuszpenziobol az FSC/SSC

mérés

soran a limfocita sejtpopulacio a totdl

paraméterek alapjan lett elkiilonitve. Az altalunk

vizsgalt immunsejt alpopulaciok (szubpopuléacidk) azonositdsahoz a kapott populacidt

tovabbi specifikus antitest kombinéciok fluoreszcens jelének detektalasaval azonositottuk

(5. tablazat) (14. abra).

Immunsejt alpopulaciok

Sejtfelszini markerek alapjan

NK-sejtek

CDA49b+ CD3- sejtek

NKT-sejtek

CDA49b+ CD3+ sejtek

Citotoxikus T-sejtek (CD8+ T)

CD3+ CD49b- CD8+ sejtek

Regulatorikus T-sejtek (Treg)

CD4+ CD25+ FoxP3+ sejtek

v/d T-sejtek

v/d T+ sejtek

Helper T-sejtek (CD4+ T)

CD25- CD4+ sejtek

5. tablazat: Periférids ¢s decidualis immunsejt populaciok azonositasa sejtfelszini markereik

Limfocita

14,

alapjan

CD3+ CD8+
I-sejiek

10*
768 sl

512 i
/8 T-sejiek B

Wy

ol
. a £

5 O

CD4

-~ CD4+ CD25+ 7aa-|
T-sejtek

Treg-sejtek

o' 10? 10? 10t

FoxP3 — >

10! 10° o o* 10

e —

abra: Periférias immunsejt populaciok kapuzasi stratégiaja
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II1.3.9.2. Decidualis immunsejt populaciok meghatarozasa

Az aramlasi citometrias mérés soran a teljes decidua sejtszuszpenziobol
elkiilonitettik a CD45+ leukocita sejtpopulaciot. A CD45+ sejteket tartalmazo
populacidkat tovabb differencialtuk specifikus antitestek fluoreszcens jelének

detektalasaval (15. abra).

1"
1 NK-sejtek NKT-sejiek
10*
10°
CD3+ CD8+
& f T-sejtek
10" — -
& D3 %
Q sejtek i
10°
10° 1 10 07 10 i0
D3 —mm > _—
s
1 CD4+ CD25+ %
2 T-sejtek :
i .1 —_—
: Deciduilis il ] P - s
limfogate 5y Treg-sejtek
2ee] e FSRTE : sa |
S} fs 3 a : CD4+ - L A 3 TR
%] O . = T- sejtek L = Hp
o J LLJa i T2 3 .
('] 256 512 1024 10 10 10° 10 10 10" 10" 10° 10* 10*
ESC —‘;\) N4 ———> FoxP3 —————————————>

3

y/6 T-sejiek

15. abra: Decidualis immunsejt populaciok kapuzasi stratégiaja

[11.3.10. Statisztikai analizis

Az eredmények kiértékelését, illetve a statisztikai analizist parametrikus Student
t-probaval, illetve nem parametrikus Mann-Whitney U teszttel, tovabba Bonferroni
korrekcidju egyutas varianciaanalizissel végeztiik SPSS V23. szoftver (IBM Corp.)
segitségével. A kiilonbségeket szignifikdnsnak tekintettiik, ha a p érték kisebb vagy

egyenld volt, mint 0,05.
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V. Eredmények

IV.1. ATIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 utvonalak vizsgélata egészséges vemhes BALB/c

egerekben

IV.1.1. Gal-9 immunhisztokémiai kimutatdsa egér placentaban

Immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk meg a 14 és fél napos vemhes egerek
placentajaban a fetomaternalis hatar Gal-9 expresszidjat. Eredményeink alapjan a placenta
Orias sejtjeiben és spongiotrofoblaszt rétegében mutathatdo ki Gal-9 pozitivitds. A
metszetek elemzése soran leirtuk, hogy az orias sejtek lényegesen erdteljesebb Gal-9
pozitivitast mutattak, mint a spongiotrofoblaszt rétegben 1év6 egyéb sejtek. Az analizist a
3DHISTECH altal forgalmazott Pannoramic Desk szkennerrel, s a hozzd tartozo

Pannoramic viewer szoftverrel végeztiik (16. abra).

lab: Labirintus trofoblaszt
sp: Spongiotrofoblaszt
gc: Trofoblaszt driassejt
md: Anyai decidua

16. abra: BALB/c egér placenta immunhisztokémiai festése anti-Gal-9 antitesttel

46



IV.1.2. Treg-sejtek Gal-9 expresszidja vemhes egér |épében és decidudjaban

Kisérleteink soran Osszehasonlitottuk a Treg-sejtek Gal-9 expressziojat vemhes
egerek lépében ¢és deciduijaban. A decidudlis Treg-sejtek szignifikansan nagyobb
mértékben expresszaltak a Gal-9 molekulat, mint a periférias Treg-sejtek (17. abra).

4

B Periférias Treg-sejtek
[ Decidualis Treg-sejtek

(OS]
—

Sejtszam
(Y

1l lm‘_u‘ul i Ill 1Y} 1 Ll 1l

0 1 2 3 4
1

1
Gal-9 expresszio

17. 4bra: Periférias és decidualis Treg-sejtek Galektin-9 expresszidja 14 és fél napos vemhes

egerekben. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.

IV.1.3. Gal-9 pozitiv Th-sejtek aranya vemhes egér |épében és deciduajaban
A Gal-9 pozitiv Th-sejtek aranya nem mutatott szignifikans eltérést a periférian a

deciduahoz képest (18. abra).

' -

Periféria Decidua
n=7 n=7

Gal-9+ Th-sejtek aranya (%)
[N

18. abra: Gal-9+ Th-sejtek aranya 14 és fél napos vemhes egér 1épében és deciduajaban. Az
abrakon a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a
median értékeket. Az interkvartilis tartomanybol indulé fiiggéleges vonalak a szélsdértékeket

prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.1.4. Lép és decidua mononuklearis sejtjeinek fenotipusos analizise egér vemhesség 14

és feledik napjan

Megvizsgaltuk a CD4+ T-, CD8+ T-, y/6 T-, Treg-, NK- és NKT-sejtek
eléfordulési aranyat vemhes egerek 1épében és decidudjaban. A decidua y/d T-, NK- és
NKT- sejtjeinek aranya szignifikansan emelkedett a periféridhoz képest, ezzel szemben a
decidua CD4+ T-, CD8+ T- és Treg-sejtjeinek aranya szignifikans csokkenést mutatott
(19. abra).

NK
Egyéb Egyéb p=0,001
Treg
p=0,001
NKT
Treg CD4 \ p=0,001
p=0,001 '
CD4 CD8 /8
p=0,001 p=0.005
Periféria Decidua

19. abra: 14 és fél napos vemhes egér 1ép és decidua mononuklearis sejtjeinek fenotipusos
elemzése. A kordiagram az egyes szubpopulaciok el6fordulasi aranyat reprezentalja a két vizsgalt

szovetben. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.1.5. Vemhes egér |ép és decidua mononuklearis sejtjeinek TIM-3 és PD-1 expresszioja

A kiilonboz6 limfocita populaciok TIM-3 expressziojat aramlasi citométerrel
hataroztuk meg. A decidualis NKT-sejtek TIM-3 expresszioja szignifikansan alacsonyabb
értéket mutatott a perifériahoz képest. A 1ép €s a decidua NK- és /5 T-sejtjein statisztikai

kiilonbséget nem mértiink (20. abra).
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20. abra: TIM-3 expresszio vizsgalata 14 és fél napos vemhes egér 1ép és decidua mononuklearis
sejtjein. Az abrakon a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jeldlik, s a vizszintes vonalak
szemléltetik a median értékeket. Az interkvartilis tartomanyboél induld fiiggbleges vonalak a

széls6értékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.

A decidudlis NK-, NKT- ¢és y/6 T-sejtek relativ TIM-3 expresszidja (sejtszintli receptor

denzitas) szignifikans emelkedést mutatott a perifériahoz képest (21. abra).

2507 p=0.001
p=0.001
200+ O Periféria
I mDecidua
1504 p=0.001

=
100+

Relativ
TIM-3 expresszié (%)
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0

NK-sejtek NKT-sejtek v/6 T-sejtek
n=7 n=7 n=7

21. abra: Relativ TIM-3 expresszio 14 és fél napos vemhes egér periférias és decidualis NK-,
NKT- és /6 T-sejtjein. Az abrakon a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jel6lik, s a vizszintes
vonalak szemléltetik a median értékeket. Az interkvartilis tartomanybol indul6 fiiggéleges vonalak

a szélsoértékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikdnsnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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A decidualis NK-, NKT- ¢és y/d T-sejteken szignifikdnsan emelkedett a PD-1 expresszio
a perifériahoz képest (22. abra).
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22. abra: PD-1 expresszio 14 és fél napos vemhes egér periférias és decidualis NK-, NKT- és /5
T-sejtjein. Az abrakon a boksz plotokaz interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak
szemléltetik a median értékeket. Az interkvartilis tartomanybol induld fiiggbleges vonalak a

sz¢ls6értékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.

A decidualis TIM-3/PD-1 kett6s pozitiv NKT- és y/d T-sejtek eloszlasa szignifikans
csokkenést mutatott a perifériahoz képest, ugyanakkor TIM-3/PD-1 kettés pozitiv NK-
sejtek esetében szignifikans kiilonbség nem volt detektalhato (23. abra).

81 p=0.017 CIPeriféria
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23. abra: TIM-3/PD-1 kett6s pozitiv sejtek eloszlidsa 14 és fél napos vemhes egér

periférias és decidualis NK-, NKT- és v/6 T-sejtjein. Az abrakon a boksz plotok az interkvartilis
tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a medidn értékeket. Az interkvartilis
tartomanyb6l indulé fliggéleges vonalak a szélsdértékeket prezentaljak. Az eredményeket

szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.1.6. Decidualis és lép immunsejtek citotoxikus aktivitasanak vizsgalata

A sejtek citotoxikus aktivitasat CD107a expresszio vizsgalataval mértik. A
decidualis TIM-3+ NK- és y/6 T-sejtek szignifikdnsan alacsonyabb CD107a expressziot
mutattak, 6sszehasonlitva a periférias sejtekkel. A decidua TIM-3+ NKT-sejtjei CD107a
expresszio novekedést mutattak a periféridhoz képest, bar ezen eredmények nem mutattak

statisztikai kiilonbséget (24. abra).
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24. abra: TIM-3+ NK-, NKT- és y/6 T-sejtek CD107a expresszioja vemhes egér 1épében és
deciduajaban. Az abrakon a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jel6lik, s a vizszintes vonalak

szemléltetik a median értékeket. Az interkvartilis tartomanybdl induld fiiggbleges vonalak a

széls6értékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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A decidualis PD-1+ NK- és NKT-sejtek citotoxikus aktivitasa csokkent a periférias
sejtekhez képest. Habar a decidualis PD-1+ y/6 T-sejtjein alacsonyabb citotoxikus

aktivitas mérhetd a periféridhoz képest, a kiilonbség nem volt szignifikans (25. abra).
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25. abra: PD-1+ NK-, NKT- és y/d T-sejtek CD107a expresszidja vemhes egér 1épében és
deciduajaban. Az abrakon a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jel6lik, s a vizszintes vonalak
szemléltetik a median értékeket. Az interkvartilis tartomanybdl induld fiiggbleges vonalak a

széls6értékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.2. Mifepriszton hatasanak vizsgalata a TIM-3/Gal-9 Utvonalra vemhes BALB/c

egerekben
V.2.1. Gal-9 immunhisztokémiai kimutatasa mifeprisztonnal kezelt és kezeletlen vemhes
egerek placentdiban

Vizsgalataink soran a kezeletlen vemhes egerek placentainak a spongiotrofoblaszt
rétegében és az orias sejtjeiben mutattuk ki a Gal-9 expressziot (26. abra/A). Az orias
sejtek erételjesebb festodést mutattak, mint a spongiotrofoblaszt réteg sejtjei. A Gal-9
pozitiv sejtek szamanak meghatarozasakor azt tapasztaltuk, hogy a mifepriszton kezelt
egerek esetében ezen sejtek szama szignifikdns csokkenést mutatott a kezeletlen

egerekhez képest (26. abra/B).

lab: labirintus trofoblaszt
sp: spongiotrofoblaszt
ge: trofoblaszt 6rids sejtek

md: anyai decidua

B Gal-9+ sejtek (%)

[ Gal-9- sejtek (%)

* p<0,01

n=5 n=5

26. abra: Kezeletlen és mifepriszton kezelt egér placenta Gal-9 expresszidjanak kimutatasa
immunhisztokémiai festéssel. A: Kezeletlen, egészséges, kontrol placenta. B: Mifepriszton kezelt
placenta. A sarga nyilak jelzik a Gal-9+ sejteket (nagyitas 350x). A kordiagrammok demonstraljak
a Gal-9+ sejtek aranyat a két csoportban. A metszetek digitalizalasa a 3DHISTECH altal
forgalmazott Pannoramic Desk Szkennerrel tortént, szamitogépes elemzése pedig a hozza tartozo
Pannoramic viewer szoftverrel késziilt. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke

<0,05.
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V.2.2. Mifepriszton kezelt és kezeletlen 14 és fél napos vemhes egér periférids és

decidudlis mononuklearis sejtjeinek fenotipusos analizise

Elséként a CD4+ T-, CD8+ T-, y/d T-, Treg-, NK- és NKT-sejtek elofordulasi
aranyat hataroztuk meg kezelt és kezeletlen egerck 1épében, valamint decidualis
szovetében. Kezelt egerek esetében sem a deciduaban, sem a periférian nem tapasztaltunk
szignifikans kiilonbséget az immunsejtek fenotipusos aranyanak megoszlasaban a kontroll
csoporthoz képest. A decidualis CD4+ T-, CD8+ T- és Treg-sejtek aranya szignifikans
csokkenést mutatott a perifériahoz képest, mig a decidualis y/6 T-, NK- és NKT-sejtek
aranya szignifikansan emelkedett a perifériahoz képest, mindkét egércsoportban (6.

tablazat).

Periféria (n=12) Decidua (n=12)

Mifepriszton | Kezeletlen Mifepriszton | Kezeletlen egér

kezelt egér egér kezelt egér
CD4+ T-sejtek | 40,70+1,85 35,90+2,06 8,36+1,30 10,00£1,50
CD8+ T-sejtek 13,43+0,88 13,61+0,89 3,46+0,92 4,85+0,72
v/d T-sejtek 3,78+0,48 4,57+0,56 16,55+2,61 14,56+2,93
Treg-sejtek 2,714+0,36 2,67+0,23 1,07+0,28 0,39+0,05
NK-sejtek 11,14+0,85 12,36+0,51 24,77+1,18 28,16+1,37
NKT-sejtek 1,80+0,26 1,76+0,16 17,77+4,00 14,38+1,34

6. tablazat: Mifepriszton kezelt és kezeletlen 14 és fél napos vemhes egerek periférias és decidualis

mononukledris sejtjeinek immunfenotipusos analizise.

A statisztikai Osszehasonlitist Bonferroni korrekcioju egyutas ANOVA teszttel végeztik. Az

eredmények az atlag értékeket mutatjak+ standard deviaci6. Az eredményeket szignifikansnak

tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.2.3. Decidualis és periférias mononukledris sejtek Gal-9 expresszidjanak vizsgalata

mifepriszton kezelt és kezeletlen 14 és fél napos vemhes egerekben

Kovetkez6 1épésben a kezelt és kezeletlen vemhes egerek periférias és decidualis
NK-, NKT-, y/6 T-, CD4+ T- és Treg-sejtjeinek Gal-9 expressziojat hasonlitottuk Ossze.
A kezeletlen egerek decidualis CD4+ T- és Treg-sejtjein szignifikansan magasabb Gal-9
expresszios értéket mértiink a perifériahoz képest (27. abra/D,E), mig a decidualis NK-
sejtek Gal-9 expressziodja szignifikans csokkenést mutatott 0sszehasonlitva a perifériaval
(27. abra/A). Osszevetve a decidualis és periférias NKT- és /8 T-sejtek Gal-9
expresszidjat szignifikans kiillonbséget nem tapasztaltunk (27. abra/B,C).
Mifepriszton kezelt egerek decidualis NKT-, y/6 T-, CD4+ T- és Treg-sejtjeinek Gal-9
expresszidja szignifikansan emelkedett a kezelt egerek periféridgjahoz képest (27.
abra/B,C,D,E), mig a decidualis NK-sejtek Gal-9 expresszidja nem mutatott valtozast a
perifériaval szemben (27. abra/A).
Hasonl6 eredményt kaptunk a kezelt csoport decidualis CD4+ T- és Treg-sejtjeinél, ahol
azok Gal-9 expresszioja szignifikansan magasabb volt, osszehasonlitva a kezeletlen
decidualis sejtekkel (27. abra/D,E). A kezelt egerekben a periférias NK-sejtek Gal-9
expresszidja szignifikansan csokkent a kontroll csoport periférias sejtjeihez képest (27.
abra/A).
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27. abra: Gal-9 expresszio vizsgalata mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek periférias
és decidualis mononuklearis sejtjein.

A: NK-sejtek Gal-9 expresszidja. B: NKT-sejtek Gal-9 expresszioja.
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217. abra: Gal-9 expresszio vizsgalata mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek periférias

és decidualis mononuklearis sejtjein.

C: /6 T-sejtek Gal-9 expresszidja. D: CD4+ T-sejtek Gal-9 expresszidja. E: Treg-sejtek Gal-9
expresszioja.

Az abrakon a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a
median értékeket, a jelolt pontok pedig az egyes értékeket. Az interkvartilis tartomanybdl induld
fliggbleges vonalak a széls6értékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p

értéke <0,05.
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IV.2.4. Mifepriszton kezelt és kezeletlen 14 és fél napos vemhes egerek decidualis és

periférias Gal-9+ Th-sejtjeinek megoszlasa

Kisérleteink folytatdsaban a kezelt és kezeletlen csoportok periférias €s decidualis
Gal-9+ Th-sejtjeinek megoszlasi aranyat hasonlitottuk 6ssze. A mifepriszton kezelt
egerek decidualis Gal-9+ Th-sejtjeinek eléforduldsa szignifikansan nagyobb a kezelt

perifériajahoz, illetve a kontroll deciduajahoz képest (28. abra).

p=<0,01

10 p=0,05

Gal-9+ Th-sejtek elofordulasi
aranya (%)

Kontroll RU486 Kontroll RU486

periféria  kezelt deciduva kezelt
periféria decidua

28. abra: Mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek periférias és decidualis Gal-9+ Th-
sejtjeinek el6fordulasi aranya

Az egyes értékek a mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek periférias és decidualis Gal-9+
Th-sejtjeinek el6fordulasi aranyat mutatjak. Az abran a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt
jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a median értékeket, a jelolt pontok pedig az egyes értékeket.
Az interkvartilis tartomanybol indulé fiiggbleges vonalak a széls6értékeket prezentaljak. Az

eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.2.5. Mifepriszton kezelt és kezeletlen 14 és fél napos vemhes egerek periférias és

decidudlis mononuklearis sejtjeinek TIM-3 expresszidja

Kisérletiink kdvetkez6 részében a mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek
periférias és decidualis NK-, NKT-, y/6 T- és CD4+ T-sejtjeinek TIM-3 expresszidjat
hasonlitottuk Ossze.

A mifepriszton kezelt decidualis NK-sejtek TIM-3 expresszidja szignifikans
emelkedést mutatott a periféridhoz képest (29. abra/A). Ezzel ellentétben a kezeletlen
decidualis NKT-sejtek TIM-3 expresszidja szignifikansan csokkent a perifériahoz képest
(29. abra/B). Szignifikans emelkedést tapasztaltunk a kezelt és kezeletlen csoportok
decidualis CD4+ T-sejtek receptor expresszidjat illetden a periféridhoz képest (29.
abra/C). A v/ T-sejtek esetében pedig nem tudtunk kimutatni statisztikai kiilonbséget a
kezelt és kezeletlen egyedek perifériaja és deciduaja kozott (29. abra/D).
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29. abra: TIM-3 expresszio vizsgalata mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek periférias
¢és decidualis mononukledris sejtjein.

A: NK-sejtek TIM-3 expresszidja. B: NKT-sejtek TIM-3 expresszioja.
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29. abra: TIM-3 expresszio vizsgalata mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek
periférias és decidualis mononuklearis sejtjein.

C: v/ T-sejtek TIM-3 expresszidja. D: CD4+ T-sejtek TIM-3 expresszioja.

Az abrakon a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a
median értékeket, a jelolt pontok pedig az egyes értékeket. Az interkvartilis tartomanybol induld
fiigg6leges vonalak a széls6értékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p

értéke <0,05.

IV.2.6. Mifepriszton kezelt és kezeletlen 14 és fél napos vemhes egerek decidudlis és

periférias NK-, NKT-, y/6 T-sejtjeinek CD107a expresszidja

A decidualis és periférias mononuklearis sejtek citotoxikus aktivitdsanak
0sszehasonlitasahoz a CD107a degranulaciés markert hasznaltunk. A kezeletlen egerek
decidualis NK- és NKT-sejtjeinek cytotoxicitasa nem mutatott szignifikans kiilonbséget
(30. abra/A,B). Mind a mifepriszton kezelt, mind a kezeletlen egerek decidualis y/6 T-
sejtjeinek CD107a expresszidja viszont szignifikansan emelkedett a perifériahoz képest.
(30. abra/C).
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30. abra: Mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek periférias és decidualis NK-, NKT- és
v/6 T-sejtjeinek CD107a expressziodja.
A: NK-sejtjek CD107a expresszioja. B: NKT-sejtjek CD107a expresszidja. C: y/d T-sejtjek CD107a
expresszidja. Az abran a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak
szemléltetik a median értékeket, a jelolt pontok pedig az egyes értékeket. Az interkvartilis
tartomanybdl induld fliggbleges vonalak a szélsGértékeket prezentaljak. Az eredményeket

szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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A decidualis NK-sejtek CD107a expresszidja szignifikansan csokkenést mutatott a
mifepriszton kezelt egerek perifériajahoz képest (31. abra/A), mig mifepriszton kezelt
decidualis TIM-3+ NKT-sejtek CD107a expresszioja szignifikansan emelkedett. Tovabba
a kezeletlen egerek decidualis NKT-sejtjeinek CD107a expresszioja szignifikdnsan
novekedett a perifériaval szemben (31. abra/B). A kezeletlen egerek decidualis TIM-3+
v/d T-sejtjeinek CD107a expresszidja szignifikansan csokkent a perifériahoz képest (31.
abra/C).
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31. 4bra: Mifepriszton kezelt és kezeletlen vemhes egerek periférias és decidualis TIM-3+ NK-,
NKT-, y/6 T-sejtek CD107a expresszidja.
A: TIM-3+ NK-sejtek CD107a expresszidja. B: TIM-3+ NKT-sejtjek CD107a expresszidja. C:
TIM-3+ y/d T-sejtjek CD107a expresszioja. Az abran a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt
jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a median értékeket, a jeldlt pontok pedig az egyes
értékeket. Az interkvartilis tartomanybol indul6 fiiggéleges vonalak a szélsGértékeket prezentaljak.

Az eredményeket szignifikdnsnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.3. A TIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 utvonalak vizsgalata PACAP-hidnyos és vad

tipusu (CD1) egerekben

IV.3.1. Gal-9 immunhisztokémiai kimutatdsa PACAP-hidnyos és vad tipusu 14 és fél napos

vemhes egerek placentdiban

PACAP-hianyos és egészséges, vad tipusi vemhes egerek placentdjanak
immunhisztokémiai vizsgalata soran kimutattuk, hogy a spongiotrofoblaszt, valamint a
citoplazma oriassejtjein jelen van a Gal-9 molekula. A trofoblaszt oriassejtek Gal-9
expresszioja intenzivebb expresszidt mutatott, Osszehasonlitva a spongiotrofoblaszt
rétegével, ugyanakkor a PACAP-hianyos vemhes egerek placentaja nem mutatott jelentds

kiilonbséget Gal-9 expresszioban a vad tipushoz képest (32. abra/A).

€ . . lab: labirintus

. ) sp: spongiotrofoblaszt
gc: orias sejtek
md: anyai decidua

2 " X
N s o 3 st %

PACAP KO (n=5) Vad tipus (n=5)

32. abra: PACAP-hianyos és vad tipust egér placenta Gal-9 kimutatdsa immunhisztokémiai
festéssel. A nyilak a Gal-9+ sejteket jelolik. Az analizis a 3DHISTECH altal forgalmazott

Pannoramic Desk Szkennerrel, s a hozza tartoz6 Pannoramic viewer szoftverrel tortént.
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IV.3.2. PACAP-hidnyos és vad tipusU 14 és fél napos vemhes egerek decidualis és periférias
sejtjeinek immunfenotipusos analizise

A fenotipusos analizis soran a periférias és decidualis CD4+ T-, CD8+ T-, v/ T-,

Treg-, NK- és NKT-sejtek vizsgaltuk. A PACAP-hianyos ¢és a vad tipusu egerek

decidualis y/6 T-, NK- és NKT-sejtjeinek aranya szignifikansan emelkedett a periféridhoz

képest. A decidualis CD4+ T- és CD8+ T-sejtek szama szignifikans csokkenést mutatott

a periféridhoz képest mindkeét egér csoportban. A PACAP-hianyos egerek periférias Treg-

¢s CD4+ T-sejtjeinek aranya szignifikansan magasabb, mint a deciduaban. A vad tipus

periférias y/6 T-sejtjeinek aranya ugyanakkor alacsonyabb, 6sszehasonlitva a vad tipus

decidudjaban mértekkel. (7. tablazat)

Periféria Decidua

PACAP- Vad tipust | PACAP- Vad tipusu

hianyos egerek hianyos egerek

egerek (n=14) | (n=13) egerek (n=14) | (n=13)
CDA4+ T-sejtek 30,66+5,08 25,32+43,23 | 8,00+6,02 6,94+2,76
CD8+ T-sejtek 10,51+3,48 7,93£2,20 | 2,19+1,45 2,32+1,20
v/d T-sejtek 3,85£1,56 4,02+1,77 | 57,90+19,03 | 39,94+19,2
Treg-sejtek 1,67+0,65 1,37+0,67 | 0,81+0,47 1,02+1,07
NK-sejtek 10,17+5,03 9,40+4,01 | 22,58+7,23 24,78+6,34
NKT-sejtek 1,32+0,87 0,72+0,39 | 10,12+8,34 6,24+4,07
Gal-9+ Th-sejtek | 1,36+0,76 1,35+1,37 |9,31+5,31 4,93+2,78

7.  tablazat: PACAP-hianyos és vad tipusu 14 és fél napos vemhes egerek periférias és decidualis

mononuklearis sejtjeinek immunfenotipusos analizise.

A statisztikai Osszehasonlitast Bonferroni korrekcioji egyutas ANOVA teszttel végeztilk. Az

eredmények az atlag értékeket mutatjadk+ standard devidci6. Az eredményeket szignifikdnsnak

tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.3.3. PACAP-hidnyos és vad tipusu 14 és fél napos vemhes egerek periférias és

deciduadlis Gal-9+ Th-sejtjeinek el6forduldsi ardnya

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a PACAP-hianyos és a vad tipusu 14 és fél napos
vemhes egerek periférias és decidualis Gal-9+ Th-sejtjeinek aranyat, amely soran elséként
demonstraltuk a PACAP-hianyos egerek decidualis Gal-9+ Th-sejtei aranyanak
szignifikans novekedését a vad tipusu egyedekéhez képest. A vad tipusu és a PACAP-
hianyos egerekben egyarant szignifikans emelkedést mutatott a decidualis Gal-9+ Th-

sejtek frekvencidja a periféridhoz képest (33. abra).
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33. abra: Vad tipusti és PACAP-hianyos 14 és fél napos vemhes egerek periférias és decidualis
Gal-9+ Th-sejtjeinek eléfordulasi aranya.

Az egyes értékek a vad tipusi és PACAP-hianyos 14 és fél napos vemhes egerek periférias és
decidualis Gal-9+ Th-sejtjeinek el6fordulasi aranyat mutatjak. Az abran a boksz plotok az
interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a median értékeket, a jeldlt
pontok pedig az egyes értékeket. Az interkvartilis tartomanybodl induld fiiggbleges vonalak a

széls6értékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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IV.3.4. PACAP-hidnyos és vad tipusu vemhes egerek periférias és decidualis

mononuklearis sejtjeinek TIM-3 és PD-1 expressziodja

Kisérletiink folytatasaban a PACAP-hianyos és vad tipust 14 és fél napos vemhes
egerek periférias és decidualis CD4+ T-, CD8+ T-, y/6 T-, Treg-, NK- és NKT- sejtek
TIM-3 expresszidjat hasonlitottuk o6ssze. A PACAP-hianyos és vad tipusu egerek
decidualis CD4+ T- és Treg-sejtjeinek TIM-3 expresszioja szignifikansan magasabb a
periférian mért értékhez képest. A PACAP-hianyos egerek decidualis y/6 T-sejtjeinek
TIM-3 expressziodja szignifikansan csokkent a periféridhoz képest, mig a PACAP-hidnyos
egerek periférias y/6 T-sejtjeinek receptor expresszidja emelkedést mutatott a vad tipus
perifériajahoz képest (34. abra/A,B,C).

Statisztikai kiilonbséget a periférias és a decidualis CD8+ T-, NK- és NKT-sejtek TIM-3

expressziojaban nem talaltunk.
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CDA4+ T-, y/0 T- és Treg-sejtek TIM-3 expresszioja.

A: CD4+ T-sejtek TIM-3 expresszidja. B: y/6 T-sejtek TIM-3 expresszioja. C: Treg-sejtek TIM-3
expresszidja. Az abran a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jel6lik, s a vizszintes vonalak
szemléltetik a median értékeket, a jelolt pontok pedig az egyes értékeket. Az interkvartilis

tartomanybdl induld fliggdleges vonalak a szélsGértékeket prezentaljak. Az eredményeket

szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.

PACAP
KO
decidua

abra: Vad tipust és PACAP-hianyos 14 és fél napos vemhes egerek periférias és decidualis
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A vad tipusi vemhes egerek decidualis Treg-sejtjeinek PD-1 expresszioja csokkenést
mutatott a periféridhoz képest, ugyanakkor szignifikans emelkedést mértiink a PACAP-
hianyos egerek decidualis NK-sejtjeinek PD-1 expresszidjaban a periférian mért értékhez
képest (35. abra/A,B).

Statisztikai kiilonbséget a CD4+ T-, CD8+ T-, y/6 T- és NKT-sejtek PD-1 expresszios
értekeiben nem talaltunk.
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35. abra: PACAP-hianyos ¢és vad tipusu 14 és fél napos vemhes egerek periférias és decidualis
Treg- és NK-sejtek PD-1 expresszidja.

A: Treg-sejtek PD-1 expresszidja. B: NK-sejtek PD-1 expresszidja. Az abran a boksz plotok az
interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a median értékeket, a jelolt
pontok pedig az egyes értékeket. Az interkvartilis tartomanybol indulo fiiggbleges vonalak a

sz¢ls6értékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.

IV.3.5. PACAP-hianyos és vad tipusu vemhes egerek periférids és decidualis

mononuklearis sejtjeinek Gal-9 expresszidja

Kisérleteink kovetkezd részéként az egyes limfocita szubpopulaciok sejtfelszini
Gal-9 expressziojat hataroztuk meg. A PACAP-hianyos és vad tipusii vemhes egerek
decidualis CD4+ T- és Treg-sejtek Gal-9 expresszidja szignifikansan emelkedett a
perifériagjukhoz képest. A PACAP-hianyos egerek decidualis NK-sejtjeinek Gal-9
expresszidja ugyancsak emelkedést mutatott a periférian mért értékhez képest (36.

abra/A,B,C).
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A: CD4+ T-sejtek Gal-9 expresszidja. B: Treg-sejtek Gal-9 expresszidja. C: NK-sejtek Gal-9
expresszioja. Az abran a boksz plotok az interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak
szemléltetik a median értékeket, a jelolt pontok pedig az egyes értékeket. Az interkvartilis

tartomanybdl induld fliggbleges vonalak a szélsGértékeket prezentaljak. Az eredményeket

szignifikansnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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abra: Vad tipust és PACAP-hianyos 14 és fél napos vemhes egerek periférias és decidualis
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IV.3.6. PACAP-hianyos és vad tipusu vemhes egerek periférias és decidualis CD8+ T-, y/&

T-, NK- és NKT-sejtjeinek citotoxikus aktivitasa

A decidualis és periférids mononuklearis sejtek citotoxikus aktivitasat a CD107a
degranulacios marker expresszidjaval hataroztuk meg. A PACAP-hianyos és vad tipusa
vemhes egereknél a decidualis CD8+ T-, y/6 T-, NK- és NKT-sejtek citotoxikus aktivitasa
szignifikansan emelkedett a perifériahoz képest (37. abra/A,B,C,D).

Tovabba a PACAP-hianyos egerek periférias y/6 T-sejtjeinek CD107a expresszioja
szignifikdnsan magasabb értéket mutatott, 6sszehasonlitva a vad tipusu egereknél mért

értékekkel (37. abra/B).
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37. abra: Vad tipusti és PACAP-hianyos 14 és fél napos vemhes egerek periférias és decidualis
CD8+ T-, y/6 T-, NK- és NKT-sejtek CD107a expresszidja.

A: CD8+ T-sejtek CD107a expresszidja. B: y/6 T-sejtek CD107a expresszidja. C: NK-sejtek
CD107a expresszidja. D: NKT-sejtek CD107a expresszidja. Az abran a boksz plotok az
interkvartilis tartomanyt jelolik, s a vizszintes vonalak szemléltetik a median értékeket, a jelolt
pontok pedig az egyes értékeket. Az interkvartilis tartomanybdl induld fiiggbleges vonalak a

szélsoértékeket prezentaljak. Az eredményeket szignifikdnsnak tekintettiik, ha p értéke <0,05.
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V. Diszkusszio

V.1. TIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 Utvonalak vizsgdlata egészséges vemhes BALB/c

egerekben

Az evolucios fejléddés soran immunrendszeriink megtanulta felismerni a
koriilottink levé ¢és bennilinket alkotd struktardkat. Ennek kdszonhetd, hogy a
szervezetiinkben megtaldlhatd szamos sejttipus ¢és velilkk Osszehangoltan miikddo
mechanizmusok egyiitt képesek a felismert struktirakra toleranciaval vagy
immunvalasszal reagalni. Ez a bonyolult és 0sszetett rendszer biztositja a korokozokkal
szembeni folyamatos védelmet, valamint felelds a sajat, de korosan miikodo sejtek
elpusztitasaért is.

Terhesség soran az endokrin, immun ¢és metabolikus folyamatok finom
Osszehangoldsa jarul hozzd a magzat zavartalan fejlddéséhez. A fetomaternalis hatar
mindkét oldaldn megfigyelhetd a szimultan zajlé komplex folyamatok koordinalasa,
melynek részét képezik a sejtek novekedését és differencialodasat iranyito szignalizacios
utak, az uterindlis érrendszer atalakulasa, valamint az immunologiai szabalyozd
folyamatok, melyek mind kritikusak a sikeres terhesség szempontjabol.®® A placentacio
folyamataban torténd barmilyen zavar kihathat a placenta funkcidjara, igy nem csak a
magzat, de az anya szervezetére is karos lehet. A placenta tartja fenn a terhességet azaltal,
hogy kedvezd immunoldgia kérnyezetet biztosit a magzat szamara, emellett szabalyozza
az oxigén, a szén-dioxid és a tapanyagok szallitasat, valamint hormonokat, citokineket és
szignalizacios faktorokat termel. Mindezek mellett folyamatos aktiv kommunikaciot tart
fenn a magzat és az anya kozott.

Az immunregulacios folyamatok egy részét képezi a gatld ttvonalak aktivalodasa,
melyben szamos receptor, ligand, sejt és szovet vehet részt. A ko-inhibitoros receptorok
(mint pl. a PD-1 és TIM-3) alkalmasak az immunolodgiai folyamatok szabalyozasara. A
PD-1 és TIM-3 sejtfelszini gatlo receptorok szamos immunsejt felszinén megtalalhatoak,
utalva az immunszuppresszioban, igy a fetomaternalis toleranciaban betoltott fontos

szerepiikre. Fontos megjegyezni, hogy ligandjaik expresszidja szovetspecifikus, nem
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pedig sejtspecifikus, ennek koszonhetden képesek szabalyozni in vivo a lokalis
immunvalaszokat, %9101

A PD-1 receptor ligandjainak (PD-L1 és PD-L2) placentaris expressziojat mar
szamos publikacié leirta, viszont a mi kutatécsoportunk publikalta elsdként az egér
placenta Gal-9 (a TIM-3 receptor egyik ligandja) expressziojat.'% Vizsgalataink soran
leirtuk, hogy a Gal-9 a placenta spongiotrofoblaszt rétegében expresszaldodik, mely
elvalasztja az anyai decidualis réteget a labirintus rétegtél. A labirintus réteg sejtjei MHC-
I- és MHC-Il-negativak, mig a spongiotrofoblaszt réteg polimorf, apai eredeti MHC-I
molekulékat expresszal direkt kapcsolatba 1épve az anyai deciduaval, igy is eldsegitve az
anya immunrendszerének az embrié immun-felismerését.!%1%® Egy nemrég kozolt
tanulmanyban He és munkatarsai spontan abortusz egérmodelljében immunhisztokémiai
modszerrel mutatték ki a Gal-9 expresszid csdkkenését a vizsgalt egerek placentajaban.1%
Tovabba kimutattak, hogy ugyanebben a modellben a Gal-9 molekula gatlasa felboritja a
Th1/Th2 immunitas egyensulyat.%®

A Gal-9 molekula lokalis fetomaternalis hataron torténd eléfordulasanak masik
lehetséges mddja az anyai oldalon torténd megjelenése. Wang és munkatarsai mutattak ki,
hogy a Treg-sejtek egy fontos immunszabalyoz6 (immunszuppresszios) eszkoze azok
sejtfelszini Gal-9 expresszioja.!’” Kutatdsaink soran igen magas Gal-9 expressziot
mértiink a decidualis Treg-sejtek felszinén a perifériahoz képest. A Gal-9 molekulanak
létezik egy szolubilis formaja is, melyet a Gal-9-pozitiv Th-sejtek termelnek.'%® Habér a
deciduaban csokkent a CD4+ Th-sejtek aranya, a Gal-9 termelé szubpopulacié a
periféridhoz hasonldéan valtozatlan szinten van jelen. Hipotézisiink szerint a PD-L1, PD-
L2 és Gal-9 ligandok dominans jelenléte az anyai-magzati hataron potencialis
immunmodulalé hatast sejtetnek, melynek szerepe lehet az anyai immuntolerancia
kialakulasaban.

Az egér deciduaban megtalalhato limfocita szubpopulaciok kozott dominaltak a
velesziiletett immunsejtek (NK-, y/6 T- és NKT-sejtek), ezzel szemben a CD4+ T- és
CD8+ T-sejtek szama csokkent a periféridhoz képest. Eredményeink megerésitik a
szakirodalomban fellelhetd megfigyeléseket, miszerint a vemhesség soran az egér
deciduajaban feldasulnak ezen immunsejtek.!% 11! Emiatt tiiztiik ki célul az NK-, y/5 T-

és NKT-sejtek vizsgalatat és azok gatld hatasu receptor expresszidjanak karakterizalasat.
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Eredményeink szerint a decidualis limfocitdk PD-1 expresszioja a periféridhoz
képest nétt az Gsszes vizsgalt szubpopulacioban. A sejtek citotoxikus aktivitasat CD107a
sejtfelszini expressziojanak mérésével vizsgaltuk. A decidualis PD-1+ NK-, v/ T- és
NKT-sejteken csokkent a CD107a expresszio, igy feltételezhetd, hogy a PD-1/PD-L1
utvonalnak ezen sejtek kozvetitésével fontos szerepe lehet az anyai immuntolerancia

kialakitasaban (38. abra).
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38. abra: A TIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 utvonalak vizsgalata egészséges vemhes BALB/c
egerekben

Mig a decidualis és periférias NK- és y/6 T-sejtek TIM-3 expresszidja hasonld
értéket mutatott, addig ezen sejtek relativ TIM-3 expresszidja (magasabb a sejtenkénti
receptor-denzitas) emelkedett a decidudban a periféridhoz viszonyitva, utalva a TIM-3
pozitiv sejtek érettebb voltara és azok teljes funkcionalitasara.''? A deciduélis TIM-3+
NK- és /0 T-sejtek citotoxikus aktivitasa kisebb, mint a periférias sejteké, amit a fokozott
relativ TIM-3 expresszié vagy akar a Gal-9 ligand dominansabb lokalis jelenléte okozhat,
mivel a TIM-3 és Gal-9 kapcsolodasakor gatlodhatnak az effektor immunfunkciok, igy a
CD107a expresszio csokkenésével jard citotoxicitas is (38. abra).

A decidualis NKT szubpopulaciok vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a
perifériahoz képest csokkent mértékben expresszaljak a TIM-3 receptort, ezzel szemben

magas az egy sejtre vonatkoztatott relativ TIM-3 receptor expressziojuk. Lokalisan a
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deciduaban ugyan emelkedett a citotoxicitasuk, viszont ez nem bizonyult szignifikansnak
a periféridhoz viszonyitva. Méréseink szerint a deciduaban van egy kis TIM-3+ NKT-sejt
populacio, mely magasabb litikus aktivitassal bir, igy elmondhatjuk, hogy a TIM-3
molekula inkabb eldsegiti ezen sejtek citotoxicitdsanak fokozodéasat, hozzajarulva az
enyhe foku gyulladasos reakcid kialakitasahoz, ezzel is segitve az egészséges terhesség
lefolyasat (38. abra).

A limfocitak PD-1 és TIM-3 ko-expresszidjanak vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a
sejteknek csak nagyon kis szazaléka vesz részt egy idoben a mindketté receptor
szabalyozta gatl6 utvonalakban. Tovabba kimutattuk, hogy ezen kettds pozitiv NKT- és
v/d T-sejtek szama tovabb csokken a deciduaban a perifériahoz képest. Ezek alapjan
megallapithatjuk, hogy a limfocitdk vagy PD-1 vagy TIM-3 irdnyban mutatnak
elkotelezettséget, utalva ezen ko-inhibitoros receptorok elkiiloniilt sejt szinti hatasaira
(38. abra).

A magzati antigének felismerését kovetden kialakuld anyai immunvalasz
elsdsorban tolerogén, azaz magzatvéddé mechanizmusokbdl all, azonban az egészséges
hatarok kozott mozgd gyulladasos folyamatok jelei is megfigyelhetek, melyek mind a
magzat (sikeres placentacioé és érrendszeri atalakulas), mind az anya (immunvédelem a
patogénekkel szemben) érdekeit szolgaljak. Ezen folyamatokban elsdsorban a decidudban
felszaporodd azon immunsejtek vesznek részt, melyek a velesziiletett immunités részei.
Eredményeink szerint a decidualis PD-1 és a TIM-3 pozitiv sejtek dominansabb szereppel
birnak, mint a periférias tarsaik. Mig a PD-1+ limfocitak csokkent citotoxikus aktivitassal
birnak, addig a TIM-3+ sejtek litikus aktivitasa sejttipustol fliggden valtozik, utalva arra,
hogy a TIM-3 molekula szerepe eltéré lehet kiilonb6z6 limfocita szubpopulaciokon.

Kisérleteinket 14 és fél napos vemhes egereken végeztiik, ami egy késdi idépont
egér vemhesség vonatkozéasaban, igy feltételezéseink szerint a kapott eredményeken til
tovabbi jelentds eltéréseket is feltarhatnank egy korabbi idépont vizsgalataval. Ez tovabbi
kutatasok alapjat képezheti.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az anyai-magzati hatarfeliileten kapott
eredményeink egy igen komplex, szovet- és sejtspecifikus immunregulacios

mechanizmust mutatnak a vizsgalt gatlo receptorok vonatkozasaban.
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V.2. Mifepriszton hatasanak vizsgalata a TIM-3/Gal-9 Utvonalra vemhes BALB/c

egerekben

Az el6z6 pontban Osszefoglalt kisérleti eredményeink aldtamasztjak azokat a
feltételezéseket, miszerint mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunrendszer sejtjeinek
fontos szerepe van az anyai immuntolerancia kialakitdsaban, tovabba barmiféle
fiziologias modosulasuk vagy funkciondlis valtozasuk terhességi komplikaciokhoz
vezethet. A tudomany szamara még nem pontosan ismert ezen immunsejtek mifepriszton-
kezelést kovetden kialakul6 reguldcids mechanizmusa.

A mifepriszton igen magas affinitast mutat mind a progeszteron, mind a
gliikokortikoid receptorok irant.}'® Szamos kutatas felveti annak lehetségét, hogy a
mifepriszton szerepet jatszhat a fetomaternalis immunfolyamatokban.t”33-115 In vitro
kisérletekben megfigyelték, hogy a mifepriszton képes gatolni a limfocitak
proliferaciojat,'*® és novelni a periférias NK-sejtek citotoxikus aktivitasat.'t’ Ezen
tulmenden az egerekben gatolja a progeszteron hormon progeszteron indukalta blokkold
faktor (PIBF) altal modulalt immunszuppressziv hatasat.**®

A mifepriszton egy hatdsos szer a terhesség megszakitasara. Szamos kutatocsoport
megallapitotta, hogy 1,25-2,50mg/kg dozisban az egérvemhesség 4. napjan alkalmazva
nincs szignifikans hatdsa az egerek szaporodasara.l*®12! Azonban egy késébbi idépontban
(a vemhesség 8 és feledik napjan) 0,3-2mg/kg doézisban alkalmazva a mifepriszton 60-
100%-os sikerességgel képes megszakitani egerekben a korai vemhességet.?0122 A
folyamat soran a progeszteron-megvonas kovetkeztében csokken a PIBF molekulat
expresszalo sejtek szama, ami a decidualis NK-sejtekben a perforin expresszio
novekedéséhez vezet, emellett a periféridas NK-sejtek aktivitasa is fokozodik.*0!%
Masrészrél a terhesség késOi szakaszaban (14-19. napon) adott 0,4-12,5mg/kg
mifepriszton az esetek 66-100%-ban szakitja meg a terhességet idelotti sziilést okozva.'?
Ezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a mifepriszton dozisa és az alkalmazasanak
idépontja nagyban befolyasolhatja a vemhes egerekben az abortusz kialakuldsanak
aranyat.

Mao és munkatarsai leirtak, hogy mar 6-8 oraval a mifepriszton kezelés utan

megfigyelhetdek az abortusz korai jelei, de a decidua és a placenta csak 12-24 o6raval a

74



kezelés utan kezd karosodni.'?* Kimutattak, hogy a kezelés utan mar 6-8 oraval csokken
a Treg-sejtek FoxP3 expresszioja, ami a fetomaternalis hatdron gyulladasos citokinek
szintjének emelkedéséhez vezet.'?* Ezen adatok alapjan a mi altalunk valasztott idépont
(24 ora) az abortusz késéi immunoldgiai valtozasait és a szoveti gyogyulasi folyamatok
meginduldsat mutatjak a korai abortusz kialakulasa helyett.

Feltételezésiink szerint az érrendszeri €s szdveti karosodas helyi gyulladasos
immunvalaszt indukal, mely hatasara a mifepriszton kezelés utan 12-24 o6raval
megfigyelhet6 a Treg-sejtek perifériarol torténd bearamlasa. Feltehetéen ez a folyamat
probalja meg kontrollalni a lokalisan kialakuld koros gyulladasos és karos citotoxikus
folyamatokat. A Treg-sejtek gyors toborzasa igy segiti el6 a szovetek regeneralodasat és
az immun homeosztazis helyreallitasat.'?®

A TIM-3/Gal-9 utvonalnak fontos szerepe van az anyai immuntolerancia
kialakitasaban, illetve potencialis koordinalé feladata lehet a terhesség alatt a velesziiletett
és adaptiv immunitas 1étrejottében.'?6128 Emiatt tiiztiik ki célul, hogy megvizsgaljuk a
TIM-3/Gal-9 utvonal szerepét alacsony dozistt mifepriszton kezelés hatasara BALB/c
egerekben, a vemhességiik 14 és feledik napjan.

A Gal-9 expresszio a fetomaternalis hatar szamos teriiletén!??126.128.12% yalamint a
Treg és a CD4+ T-sejteken is kimutathat6.192130 A Gal-9+ Th-sejtek immunszuppressziv
tulajdonsaguak, s képesek az IL-10/TGF-B citokinek serkentésével szabalyozni a
Th17/Treg egyensulyt.}%®

Kutatocsoportunk korabbi human kisérleteiben leirta, hogy a szérum Gal-9 szintje
és a periférias CD4+ T-sejtek felszini Gal-9 expresszioja a terhesség soran emelkedd
tendenciat mutat.!?® Jelen kisérleti eredményeink kimutattdk, hogy vemhes egerekben a
periférias NK-, NKT- és y/6 T-sejtek szintén magas Gal-9 pozitivitast mutatnak. Habar a
periférias Treg-sejtek Gal-9 expresszidja elenyész6, a decidualis Treg-sejtek Gal-9
expresszidja szignifikansan magasabb, mint a periférian. Ezzel szemben kezeletlen
egerekben a decidualis NK-sejtek Gal-9 expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt,
mint a periférian. A 0,8mg/kg mifepriszton kezelés kovetkeztében pedig szinte teljesen
eltint a Gal-9 expresszido a placenta junkcionalis zonajaban. A mifepriszton kezelés
szignifikdnsan csokkentette a periférias NK-sejtek Gal-9+ expresszidjat, viszont

szignifikansan novelte a decidualis Treg és CD4+ T-sejtek Gal-9+ kifejezédését. Emellett
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a szuppressziv hatassal rendelkez6 Gal-9+ Th-sejtek aranya a kezelés hatasara

szignifikansan nétt a deciduaban (39. abra).

Fetomaternalis hatar: Fetomaternalis hatar: mifepriszton
kezeletlen egerek kezelt egerek
Gal-9+ Th sejtszam 1
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és a Gal-9 termelé Treg ~—t
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Trofoblaszt sejtek

39. 4bra: Mifepriszton hatasanak vizsgalata a TIM-3/Gal-9 utvonalra vemhes BALB/c egerekben

Kutatasaink arra utalnak, hogy még a kis dozisa mifepriszton kezelés is képes
megsziintetni a placenta Gal-9 termelddését. A megfigyelt decidualis Treg- és CD4+ T-
sejtek fokozott Gal-9 expresszidja arra utal, hogy a kezelés utan 24 6raval mar beindulnak
helyi immunszuppressziv mechanizmusok, feltehetéen azért, hogy fenntartsdk a
kéarosodast szenvedett placenta megfelel6 miikodését. Tovabba valosziniisithetd, hogy a
lokalisan felszaporodd Gal-9 molekulat termelé Gal-9+ Th-sejtek szerepe is az, hogy
részben kompenzaljdk a placenta csokkent Gal-9 expresszidjat a fetomaterndlis hataron.
Ezen folyamatok gatolhatjak a Th1- és Th17-sejtek gyulladasos citokin termelését a TIM-
3/Gal-9 titvonalon keresztiil®*! és igy védik a placenta miikddését (39. dbra).

Ezen eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a trofoblaszt és a decidudlis sejtek
mellett a Gal-9+ Th- és Treg-sejtek is alternativ Gal-9 forrasok lehetnek az anyai-magzati
hatarfeliileten. Fiziologias koriilmények kozott a lokalisan magas Gal-9 szint eldsegitheti
a Treg- és Gal-9+ Th-sejtek kialakulasat €s azok szuppressziv funkciojat, aminek szerepe
lehet a Th17-sejtek differencialodasanak blokkolasaban, valamint csokkentheti a lokalis
Th1/Th17 citokin termel6dést, és a decidualis Thl CD4+ és aktivalt CD8+ T-sejtek
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apoptozisat indukalhatja. Tovabba feltételezziik, hogy akar a sejtek felszinén expresszalt,
akar szolubilis formaban jelen 1év6 Gal-9, kapcsolodva az effektor sejtek felszinén 1€vo
TIM-3 receptorhoz, direkt vagy indirekt médon befolyasolhatja a velesziiletett és az
adaptiv immunrendszer elemeit a fetomaternalis hataron (39. abra).

Az alacsony dozist mifepriszton kezelés hatasara a placentalis Gal-9 expresszio
stlyosan karosodhat. Mivel a lokalis Gal-9 expresszi6 fontos a placenta fejlédéséhez és a
magzattal szembeni immunvalasz regulalasahoz, igy a Gal-9 altal szabalyozott tolerancia-
mechanizmusok kéarosoddsa terhességi komplikaciok kialakuldsahoz®® vagy akér
vetéléshez, illetve korasziiléshez vezethet. Az alacsony dozist mifepriszton kezelés karos
hatasat csokkentheti a decidudlis Treg és CD4+ Th-sejtek Gal-9 expressziojanak
novekedése és a Gal-9 termeld Treg- és Gal-9+ Th-sejtek helyi akkumulacidja és/vagy
tudjak fenntartani a karosodast szenvedett placenta miikodését, ha csak részleges
progeszteron-megvonas torténik, viszont egy nagy dozisu mifepriszton kezelés soran ez a
kompenzald6 mechanizmus hatastalanna valik. Az egér vemhességének 14-19. napja
kozotti 2mg/kg vagy magasabb dozisti mifepriszton kezelés teljesen leblokkolhatja a
progeszteron-receptorokat, aminek kovetkeztében Osztrogén dominancia alakul ki, az
uterusz prosztaglandin-érzékenysége fokozodik, ami pedig a magzatok elvesztéséhez
vagy korasziiléshez vezethet (39. abra).

Pinget és munkatérsai leirtak, hogy a Gal-9 molekula képes a decidualis y/o T-

sejtek citotoxicitasat gatolnil®2, ugyanis ezen sejtek szignifikansan tobb TIM-3 receptort

k.192 Korabbi kisérletiinkben mi is

expresszalnak a felsziniikon, mint a periférias tarsai
megfigyeltiik, hogy vemhes egerekben a decidualis NK- és y/6 T-sejtek megndvekedett
relativ TIM-3 expresszija azok csokkent citotoxikus aktivitasaval jar.1%? Egérkisérleteink
eredményeivel Osszhangban egy nemrég publikalt human kisérlet kimutatta, hogy a
decidualis NK-sejtek fokozott TIM-3 expressziét mutatnak a periférias sejtekhez
viszonyitva, mely arra utal, hogy ezen emelkedett TIM-3 expresszio jelezheti a decidualis
NK-sejtek specifikus aktivitasi allapotat.1121%0

Jelen kisérletinkben megfigyeltiik, hogy a mifepriszton kezelés kovetkeztében a
decidualis NK- és CD4+ T-sejtek szignifikansan tobb TIM-3 molekulat expresszalnak a

felszinlikon, mint a periférias tarsaik. A TIM-3 pozitiv decidudlis NK-sejtek csokkent
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citotoxicitasat sikeriilt kimutatnunk, ezzel szemben viszont a decidualis NKT-sejtek
fokozott CD107a expressziot mutattak a periféridhoz képest. A mifepriszton kezelés
minden vizsgalt decidualis immunsejt esetében fokozta a TIM-3 expressziot a kezeletlen
egerekhez viszonyitva, azonban csak a decidualis CD4+ T-sejtek esetében voltak az
eltérések szignifikansak (39. abra).

A fent emlitett hatasokon tal a mifepriszton kezelés képes a TIM-3/Gal-9
utvonaltdl fiiggetleniil is immunologiai valtozasokat indukalni. A progeszteron
legfontosabb terhesség védé hatasait a Th1/Th2/Thl7/Treg-sejtek szabalyozasan
keresztiil valositja meg.'*3 A progeszteron egy Th1-Th2 iranyu eltolodast hoz 1ézte a PIBF
¢s Th2 citokinek expresszidjanak fokozasaval, valamint a Th1 citokinek termelédésének
gatlasaval.'® A mifepriszton, mint egy progeszteron-receptor antagonista, in vitro
blokkolni képes a progeszteron terhességet védé immunoldgiai hatasait akar TIM-3

figgetlen utvonalon is, mivel gatolja a limfocitak proliferaciojat!’®, serkenti a

crer

lokalis immunszuppressziv/angiogenikus citokin-kérnyezetet egy gyulladasos iranyba.
Ezek a folyamatok megzavarhatjak a Th1/Th2/Th17/Treg egyensulyt, aminek
kovetkeztében gyulladdsos citokinek termelddhetnek és a citotoxikus immunvalasz
aktivalodhat, ami végiil a terhesség megszakadasahoz vezethet, 135137

A kutatasaink a kdvetkez6 pontokban voltak limitaltak: (1) csak egy mifepriszton
dozist (0,8 mg/kg) alkalmaztunk; (2) a mifepriszton in vivo hatasait az egér vemhesség 14
¢s feledik napjan vizsgaltuk, a terhesség korai stddiumér6l nincs informacionk; (3)
vizsgalatainkat 24 oraval a mifepriszton kezelést kovetden végeztiik. Lv és munkatarsai
szerint a magas dozisi (>2mg/kg) mifepriszton kezelés mar teljes abortuszt képes
indukalni 48 ora alatt'®, aminek kovetkeztében a vizsgalt szovetek oly mértékben
roncsolédnanak, hogy alkalmatlanok lennének immunhisztokémiai és 4aramlési

citometrids vizsgalatokhoz.
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V.3. TIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 Utvonalak vizsgalata vad tipusu (CD1) és PACAP-

hianyos vemhes egerekben

A PACAP terhességben betoltott fontos szerepét tdmasztja ala az a megfigyelés,
hogy a PACAP-hianyos egerek fertilitasa csokken.*® Isaac és Sherwood kutatécsoportja a
2000-es évek eleje oOta vizsgalja a PACAP-hidnyos egerek reprodukcids készségeit.
Kimutattak, hogy a PACAP-hianyos egerek csokkent fertilitasat részben az implantacio

zavara okozza.l%®

Méréseik szerint, a vad tipusu egerekben az implantacié 81%-ban
sikeres, ezzel szemben a PACAP-hianyos egereknél szignifikansan alacsonyabb (13,3%).
138 Shintani és munkatarsai 2002-ben végzett kisérleteikben viszont azt mutattak ki, hogy
a csokkent fertilitds (a sziilések szama a parzdsok szamahoz viszonyitva) masik oka
részben a csokkent parzasi szam.'®

A PACAP kiilonboz6 utvonalakon keresztiil vesz részt a reprodukcidban és a noi
reprodukcios rendszer miikodésében. Képes stimuldlni a corpus luteumot és a
progeszteron szintézisét, valamint parakrin uton a petefészek progeszteron szekréciojat.3®
A PACAP-hianyos néstény egerekben a szérum progeszteron- és prolaktin-szintje

t1%8 ami csokkentheti az implantacié

szignifikansan alacsonyabb a vad tipushoz képes
soran az uterusz receptivitasat. Ezen kutatasi eredmények alatamasztjak, hogy a PACAP
a terhesség kezdetén és a beagyazodaskor is igen fontos szerepet t6lt be, viszont arrol
nincs informacionk, hogy részt vesz-e a terhesség alatt az anyai-magzati hataron kialakulo
immunoldgiai folyamatok szabalyozasaban.

Terhesség soran az anyai immunrendszer lokalis valtozasai lehetdvé teszik, hogy
az anya ¢€s fele részben idegen eredetli, apai antigéneket is hordoz6 magzat k6zott sikeres
¢s mindkét fél szamara elény0s fiziologiai és immunologiai kapcsolat alakuljon ki. Az
anyai immunrendszer magzathoz vald alkalmazkodéasanak els6 szovettani jele a terhesség
soran az immunsejt szubpopulaciok relativ ardnyainak megvaltozasa az uteruszban.

Mind a PACAP-hianyos, mind a vad tipust egereknél szignifikansan emelkedtek
a decidualis y/d T-, NK- és NKT-sejtszamok, mikdzben a decidudlis CD4+ T- és CD8+
T-sejtek szama szignifikansan csokkent a periféridhoz képest. A PACAP-hianyos
egerekre tovabba a periférian egy szignifikans Treg-sejtszam emelkedés jellemzé a

decidudhoz képest. A PACAP-hianyos egerek esetében szignifikansan nott a periférias
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CD4+ T-sejtek szama, valamint a decidualis y/6 T-sejtek frekvenciaja is emelkedést
mutatott a vad tipushoz viszonyitva.

Egészséges vemhes BALB/c egerekben végzett korabbi kisérleteink soran leirtuk,
hogy ezen egerek placentajaban a spongiotrofoblaszt rétegben mutathato ki a Gal-9
molekula expresszidja.'% Jelen kutatasaink sordn nem sikeriilt kiilonbséget kimutatnunk
a PACAP-hianyos és vad tipust egerek placentalis Gal-9 expresszios mintazata kozott, a
spongiotrofoblaszt rétegek mindkét esetben azonos Gal-9 pozitivitast mutattak. A Gal-9
molekulat viszont az anyai oldal immunsejtjei is képesek expresszalni. Habar a PACAP-
hianyos ¢és a vad tipusi egyedekben egyarant csokkent a CD4+ T-sejtek aranya a
deciduaban, a Gal-9 termel6 szubpopulacié (Gal-9+ Th-sejtek) aranya szignifikansan
emelkedett az anyai-magzati hataron a periféridhoz képest. Az egyetlen PACAP-
specifikus sejtszambeli valtozas a Gal-9+ Th-sejtekhez kothetd, miszerint elséként
sikertilt kimutatnunk a Gal-9+ Th-sejtek szamanak szignifikans emelkedését a PACAP-

hianyos egerek deciduajaban a vad tipust egerek deciduajahoz képest (40. abra).

Periféria PACAP-hiinyos Fetomaternalis hatar
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40. abra: A TIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 utvonalak vizsgalata vad tipusa (CD1) és PACAP-
hianyos (KO) egerekben
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A mifepriszton abortuszt okozé hatasanak vizsgalatat célzo kisérletiinkben
kimutattuk, hogy a vemhesség egy késéi idopontjaban (14 és feledik napjan) adott Kis
dozist mifepriszton hatasara a placenta Gal-9 expresszidja stlyosan karosodik, viszont a
decidualis Gal-9+ Th-sejtek aranya szignifikansan megemelkedik a kezeletlen egerek
decidudjahoz viszonyitva.>® Fontos azonban kiemelni, hogy a kezelés nem okozott
szignifikans valtozast sem a decidualis, sem a periférids immunsejtek szamat illeten, de
megvaltoztatta bizonyos NK- és T-sejtek Gal-9 és TIM-3 expresszidjat.>® A
progeszteronreceptor-antagonista mifepriszton képes gatolni mind a TIM-3 fiiggd és
fliggetlen utakon keresztiil a progeszteron terhességet védé immunologiai hatasait. Mivel
a vemhesség alatt a PACAP-hianyos egerek szérum progeszteronszintje szignifikansan
alacsonyabb, mint a vad tipusu egyedeké, ' logikus magyarazat lenne, hogy a PACAP-
hianyos egerek esetében az altalunk kapott eredmények hatterében a progeszteron hiany
kovetkeztében kialakuldo immunoldgiai valtozasok és a megemelkedett Gal-9+ Th-sejtek
szama allhat. Annak kideritése, hogy ez a hipotetikus mechanizmus vagy mas ok all a
PACAP-hianyos egerek Gal-9+ Th-sejtek szamanak deciduélis emelkedése mogott,
tovabbi vizsgalatok elvégzését indokolhatja.

A placenta Gal-9 termelése és a Gal-9 termeld sejtek aktiv jelenléte a
fetomaternalis hataron utal a TIM-3/Gal-9 utvonal lokalis immunszabalyozo szerepére.

A decidualis CD4+ T- és Treg-sejtek TIM-3 expresszioja szignifikans emelkedést
mutatott mind a PACAP-hianyos, mind a vad tipust egerekben a perifériahoz képest.
Ezzel szemben a y/0 T-sejtek TIM-3 expresszidja szignifikansan csokkent a PACAP-
hianyos egerek decidudjaban a periféridhoz képest. Erdekes megfigyelés, hogy a periférias
v/d T-sejtek TIM-3 expresszidja szignifikansan emelkedett a PACAP-hianyos egerekben
a vad tipus perifériajahoz viszonyitva. Ezen eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy a CD4+ T- és Treg-sejtek feltehetéleg a TIM-3 molekula immunoldgiai
szabalyozasa alatt allnak (40. abra).

Egy masik immun-checkpoint molekula vizsgalatakor kimutattuk, hogy a
PACAP-hianyos egerek deciduajaban az NK-sejtek PD-1 expresszioja szignifikansan
emelkedett a periféridhoz képest (40. abra).

A sejtek citotoxikus aktivitisanak méréséhez a CD107a markert hasznaltuk. Az

egyediili PACAP-specifikus valtozast a periférias y/0 T-sejteknél tapasztaltuk, ahol a
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CD107a expresszio szignifikans emelkedést mutatott a PACAP-hianyos egerekben a vad
tipushoz képest. A terhesség alatti fetomaterndlis progeszteron-fiiggé immunologiai
szabalyozas jol dokumentalt.14014! A kapott eredményeinket részben magyarazhatja, hogy
a PACAP-hianyos néstény egerek terhesség alatti  szérumprogeszteron szintje
szignifikdnsan alacsonyabb a vad tipust egerekéhez képest.®® Nem mértiink szignifikans
kiilonbséget a fetomaternalis hataron vizsgalt tobbi sejtcsoport citotoxikus aktivitasaban,
igy arra kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 tutvonalakban
terhesség alatt nem jelentkezik lokalis funkciondlis zavar. Ezen adatainkat
immunhisztokémiai eredményeink is alatamasztjak, ahol szintén nem tapasztaltunk
kiilonbséget sem a PACAP-hianyos, sem a vad tipust egerek trofoblaszt sejtjeinek Gal-9
expressziojaban. Ezzel szemben a PACAP-hianyos egerek decidualis Gal-9+ Th-
sejtjeinek szama szignifikansan emelkedett a vad tipushoz képest, utalva arra, hogy a Gal-
9 képes kontrollalni a TIM-3 pozitiv sejtek citotoxikus aktivitasat. A Gal-9 molekula
kapcsolodva kiillonboz6 immunsejtek felszini TIM-3 receptordhoz feltehetéen képes
szabalyozni a lokalis gyulladasos folyamatokat és gatolni a sajat antigénekkel szemben
kialakulo talzott, karos citotoxikus folyamatokat. Hasonlo folyamat alakulhat ki a
decidualis CD8+ T- és NK-sejtek esetében, ahol ugyan nem szignifikans, de kis mértékii
emelkedés volt mérheté a PACAP-hianyos egerek citotoxikus aktivitasaban a vad tipust
egerekhez képest. Hipotézisiink szerint a vemhes PACAP-hianyos egerek decidualis Gal-
9+ Th-sejtjei segitik eld a terhesség alatti lokalis immunhomeosztazist. Oomizu és
munkatarsai leirtak, hogy a Gal-9+ Th-sejtek immunszuppresszorként viselkednek, 1L-10
és TGF-p citokineket termelnek, tovabba szabalyozzak a Th17/Treg egyensulyt.’%® Ezen
sejtek képesek fokozni a Treg- és Thl-sejtek differencialodasat, mely tovabbi IL-10 és
Gal-9 expressziohoz vezethet, hatékonyan gatolva a lokalis Thl tipusu
immunvalaszokat!® (40. abra).

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a periférian észlelt valtozasok ellenére nem
tudtunk Kimutatni olyan jelentés sejtszambeli és citotoxikus aktivitasbeli eltérést a
deciduaban, ami egyértelmiien megmagyarazna a PACAP-hianyos egerekben tapasztalt

alacsony reprodukcids képességet.
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VI. Uj eredmények

VI.1. ATIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 uUtvonalak vizsgalata egészséges vemhes BALB/c

egerekben

1. A Gal-9 az egészséges egerek placentajanak spongiotrofoblaszt rétegében
expresszalodik.

2. A decidualis Treg-sejtek magasabb Gal-9 expressziot mutatnak a periférian 1évo
tarsaikhoz képest.

3. Habar a deciduaban csokkent a CD4+ Th-sejtek aranya, a Gal-9 termeld
szubpopulacio (Gal-9+ Th-sejt) a periféridhoz hasonloéan valtozatlan szinten van
jelen.

4. A decidualis NK, NKT és y/6 T-sejtek PD-1 expresszioja a perifériahoz képest
n6tt. A vizsgalt decidudlis PD-1 pozitiv NK- és NKT-sejtek citotoxicitasa
csokkent a periféridhoz képest.

5. Mig a decidualis és periférias NK- és y/0 T-sejtek TIM-3 expresszioja hasonlo
értéket mutatott, addig ezen sejtek relativ TIM-3 expresszioja emelkedett a
decidudban a perifériahoz viszonyitva. Tovabba a decidualis TIM-3 pozitiv NK-
¢s /6 T-sejtek citotoxikus aktivitasa kisebb, mint a periférias sejteké. A decidualis
NKT-sejtek TIM-3 expresszioja kisebb, mint a periférian, viszont magas az egy
sejtre vonatkoztatott relativ TIM-3 receptor expressziojuk. Lokalisan a deciduaban
ugyan emelkedett citotoxicitasuk, viszont ez nem bizonyult szignifikdnsnak a
periféridhoz viszonyitva.

6. A PD-1 és TIM-3 kettds pozitiv NKT- és y/0 T-sejtek szama csokkent a
decidudban a periféridhoz képest.

7. A decidualis PD-1 és a TIM-3 pozitiv sejtek dominansabb szereppel birnak, mint
a periférias tarsaik. Mig a PD-1+ limfocitak csdkkent citotoxikus aktivitassal
birnak, addig a TIM-3+ sejtek litikus aktivitasa sejttipustol fiiggden valtozik,
utalva arra, hogy a TIM-3 szerepe eltéré Ilehet kiilonboz6 limfocita

szubpopuléaciokon.
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VI.2. Mifepriszton hatasanak vizsgalata a TIM-3/Gal-9 Utvonalra vemhes BALB/c

egerekben

1. A kis dozisa (0,8mg/kg) mifepriszton kezelés kovetkeztében szinte teljesen eltiint
a Gal-9 expresszio a kezelt egerek placentajaban a kontroll csoporthoz
viszonyitva.

2. A mifepriszton kezelés szignifikansan cs6kkentette a periférias NK-sejtek Gal-9
expressziojat, viszont szignifikansan novelte a decidualis Treg- és CD4+ T-sejtek
Gal-9 kifejez6dését a kezeletlen csoporthoz viszonyitva.

3. A szuppressziv hatassal rendelkez6 Gal-9+ Th-sejtek aranya a kezelés hatasara
szignifikansan no6tt a mifepriszton kezelt egerek decidudjaban a perifériahoz és a
kezeletlen egerek deciduajahoz képest.

4. Mifepriszton kezelés kovetkeztében a decidualis NK- és CD4+ T-sejtek
szignifikdnsan tobb TIM-3 molekuldt expresszalnak a felsziniikon, mint a
periférias tarsaik.

5. A TIM-3 pozitiv decidualis NK-sejtek csokkent citotoxicitasi aktivitassal
rendelkeznek, mig a decidualis NKT-sejtek fokozott CD107a expressziot mutattak
a periféridhoz képest.

6. A mifepriszton kezelés minden vizsgalt decidualis immunsejt esetében fokozta a
TIM-3 expressziot a kezeletlen egerekhez viszonyitva, azonban csak a decidualis

CD4+ T-sejt esetében voltak az eltérések szignifikansak.
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VI.3. ATIM-3/Gal-9 és PD-1/PD-L1 Utvonalak vizsgalata vad tipusu (CD1) és

PACAP-hianyos egerekben

Mind a PACAP-hianyos, mind a vad tipusu egereknél szignifikansan né a
decidualis y/0 T-, NK-, NKT-sejtek aranya, mikdzben a decidudlis CD4+ T- és
CD8+ T-sejteké szignifikansan csokken a periféridhoz képest.

. A PACAP-hianyos egerek esetében szignifikansan nétt a periférias CD4+ T-sejtek
szdma, valamint a decidualis y/0 T-sejtek frekvenciaja is emelkedést mutatott a
vad tipushoz viszonyitva.

Nincs szignifikans kiilonbség a PACAP-hianyos ¢és vad tipusu egerek placentalis
Gal-9 expresszidés mintazata kozott, a spongiotrofoblaszt rétegek mindkét esetben
azonos Gal-9 pozitivitast mutattak.

. Habar a PACAP-hianyos és a vad tipusu egyedekben egyarant csokkent a CD4+T-
sejtek aranya a deciduaban, a Gal-9 termel6 szubpopulacié (Gal-9+ Th-sejtek)
aranya szignifikansan emelkedett az anyai-magzati hataron a perifériahoz képest.
. Az egyetlen PACAP specifikus sejtszambeli valtozas a Gal-9+ Th-sejtekhez
kothetd, miszerint a Gal-9+ Th-sejtek szama szignifikansan emelkedett a PACAP-
hianyos egerek decidudjaban a vad tipust egerek decidudjdhoz képest.

. A decidualis CD4+ T- és Treg-sejtek TIM-3 expresszioja szignifikans emelkedést
mutatott mind a PACAP-hianyos, mind a vad tipust egerekben a periféridhoz
képest. Ezzel szemben a v/ T-sejtek TIM-3 expresszioja szignifikansan csokkent
a PACAP-hianyos egerek deciduajaban a perifériahoz képest.

. A periférias y/0 T-sejtek TIM-3 expresszioja szignifikansan emelkedett a PACAP-
hidnyos egerekben a vad tipus periféridjahoz viszonyitva.

. A PACAP-hianyos egerek deciduajaban az NK-sejtek PD-1 expresszidja

szignifikdnsan emelkedett a perifériahoz képest.
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9. Azegyediili PACAP specifikus valtozast a periférias y/6 T-sejteknél tapasztaltunk,
ahol a CD107a expresszio szignifikdns emelkedést mutatott a PACAP-hianyos
egerekben a vad tipushoz képest.

10. A periférian észlelt valtozasok ellenére nem tudtunk kimutatni olyan jelentds
sejtszambeli és citotoxikus aktivitasbeli eltérést a deciduaban, ami egyértelmiien
megmagyarazna a PACAP-hianyos egerekben tapasztalt alacsony reprodukcios

képességet.
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Introduction: Immunoregulation implies the activation of negative pathways leading to the modulation
of specific immune responses. Co-inhibitory receptors (such as PD-1 and TIM-3) represent possible tools
for this purpose. PD-1 and TIM-3 have been demonstrated to be present on immune cells suggesting
general involvement in immunosuppression such as fetomaternal tolerance. The aim of our study was to
investigate the expression pattern of PD-1, TIM-3, and its ligand Gal-9 on different immune cell subsets
in the peripheral blood and at the fetomaternal interface in pregnant mice.
Methods: TIM-3 and PD-1 expression by peripheral and decidual immune cells from pregnant BALB-c
mice in 2 weeks of gestational age were measures by flow cytometry. Placental galectin-9 expression
was determined by immunohistochemically and RT-PCR.
Results: Gal-9 was found to be present in the spongiotrophoblast layer of the haemochorial placenta.
Decidual NK, NKT and y/3 T cells showed increased PD-1 expression and reduced cytotoxic potential
when compared to the periphery. TIM-3 expression by NK cells and y/d T cells is similar both in the
periphery and in the decidua, notably, their relative TIM-3 expression is increased locally which is
associated with reduced lytic activity. Decidual NKT cells exhibit a reduced TIM-3 expression with
increased relative receptor expression and a slightly increased cytotoxicity when compared to the
periphery.
Discussion: Our data reveals a particularly complex, tissue and cell type specific immunoregulatory
mechanism by the investigated co-inhibitory receptors at the fetomaternal interface.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

implantation and placentation of the embryo. Later on, besides
allowing fetal development the maternal immune system should

During pregnancy, immunological recognition of the semi-
allogenic fetus by the maternal immune system leads to a unique
immune response phenomenon. At the very early stage of preg-
nancy, immunotolerance of the fetus has to be synchronized with
decidual inflammatory processes required for successful

Abbreviations: DC, dendritic cell; Gal-9, galectin-9; Gd, gestation day; PD-1,
programmed cell death-1; RPMI 1640, Roswell Park Memorial Institute formulation
1640; QRT-PCR, quantitative real-time PCR; TIM-3, T cell immunoglobulion and
mucin domain 3.
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be able to generate adequate responses to infections or eradicate
nascent tumor cells. Therefore, controlling and regulating contra-
dictory immune effector functions during pregnancy portrays a key
role in maintaining immune homeostasis. Immunoregulation is
mediated by a complex network of cellular and molecular in-
teractions with the predominant role of regulatory T cells as cellular
components of the immune system and an increased number of
molecules with immunoregulatory capacity.

TIM-3 was first identified as a receptor specifically expressed by
terminally differentiated IFN-y producing CD4+ T helper 1 (Th1)
and on CD8+ T cytotoxic cells [1]. Several studies demonstrated the
expression of TIM-3 on a variety of immune cells including Th1,
Th17, NK cells, NKT cells, CD4+CD25+ T cells (Tregs) and on cells of
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the innate immune system, including dendritic cells (DCs), mac-
rophages [2], and mast cells [3]. Mounting evidence supports the
crucial role of TIM-3 in regulating immune responses [4] but the
in vivo function of this receptor is still poorly understood. Using an
allogeneic mouse model of pregnancy Chabtini et al. examined the
TIM-3 expression on antigen presenting myeloid cells and indicated
their possible role in the regulation of tolerance at the fetomaternal
interface [5].

Galectin-9 (Gal-9), an endogenous lectin, was originally
described as a potent eosinophil chemoattractant. Gal-9 can in-
fluence the immune system in different ways [6], either by exac-
erbating the inflammatory process [7] or by exhibiting therapeutic
effects in autoimmune disease models, such as autoimmune
arthritis, experimental allergic encephalomyelitis, and type 1 dia-
betes mellitus. Notably, it is generally believed that the engagement
of Gal-9 by its receptor TIM-3 established the Gal-9/TIM-3 pathway
as a novel regulator of Th1 immunity and tolerance induction [8].

TIM-3 is the most extensively studied Gal-9 receptor. A growing
body of evidence proves that the engagement of these two mole-
cules leads to the death of Th1 and Th17 cells thus negatively
regulates IFN-y secretion, furthermore influences the ability to
induce T cell tolerance and triggers a significant signal cascade to
induce apoptosis of Th1l type immune cells in both mice and
humans [9—11]. Therefore, the connection between TIM-3 and Gal-
9 may function as a negative regulator, dampening Th1- and Th17
driven immune responses and inducing peripheral tolerance by
modulating the Th1/Th2 balance [12].

The TIM-3 mediated immunomodulation was first described as
a clearly negative regulatory mechanism inducing immunotol-
erance and T cell apoptosis [ 13]. However, there are conflicting data
surrounding the TIM-3 mediated regulation of innate immunity. In
addition to suggesting similar immunosuppressive actions of TIM-3
on innate immune cells, as observed in T cells [14,15], TIM-3 was
also found to promote innate immune responses [2,16]. Moreover,
several recently published papers report that in reference to viral
infections, overexpression of TIM-3 on NK cells was associated with
effector dysfunction [17,18].

Programmed cell death-1 (PD-1) is a receptor and a member of
the B7/CD28 family. It is known to downregulate T cell functions.
PD-1 expression was observed on CD4+ Th- and CD8+ T lympho-
cytes, B lymphocytes, Tregs, NK, NKT cells, DCs, and activated
monocytes [19]. PD-1 is not expressed on resting T cells but is
inducible upon activation [20]. Known ligands of PD-1 include PD-
L1 [21,22] and PD-L2 [23]. The binding of PD-1 on T cells with its
ligand PD-L1 leads to decreased cytokine production and nega-
tively regulates T cell proliferation and cell lysis during immune
responses to pathogens or cancer [24]. Many publications revealed
and characterized PD-1 as a classical exhaustion marker of T cells
with poor effector functions [25,26].

Since pregnancy represents a unique model of local immuno-
tolerance, regulatory pathways exerted by these co-inhibitory
molecules could have significant impact on maternal immuno-
suppression. Therefore, the aim of our study was to investigate
the expression pattern of TIM-3, PD-1 and Gal-9 on different im-
mune cell subsets in the peripheral blood and at the fetomaternal
interface.

2. Materials and methods
2.1. Animal model

Young (2 months) BALB-c mice were purchased from the Pécs
Experimental Central Animal Laboratory and maintained on a 12 h

light/dark cycle at 20—22 °C, 40—60% humidity, and were fed with
standard feed pellets and tap water. Potential mates were paired up

each evening and the presence of the copulatory plug was exam-
ined next morning. Once a plug is detected it is considered the
gestation day (gd) 0.5. Gravid females were killed on gd 14.5 by
cervical dislocation, the spleen and the uterine horns were asep-
tically removed. Animal housing, care, and application of experi-
mental procedures were in accordance with institutional
guidelines under approved protocols (No. BA02/2000—20/2006,
University of Pecs).

2.2. Isolation of mononuclear cells from the spleen

Spleens were homogenized thoroughly with a syringe plunger,
and single-cell suspensions were prepared using a 70-pum nylon cell
strainer (BD Pharmingen). Subsequently, cells were washed in
phosphate-buffered saline (PBS). Supernatant was aspirated and
the pellet was resuspended in PBS and filtered via 40-pm nylon cell
strainer (BD Pharmingen). Mononuclear cells were isolated on
Ficoll-Paque (GE Healthcare) gradient. Cells were collected and
resuspended in RPMI 1640 (Lonza) supplemented with penicillin
(Lonza), streptomycin (Lonza) and 10% heat inactivated fetal calf
serum (FCS) (Gibco).

2.3. Isolation of mononuclear cells from the decidua

The conceptus with the placentae was removed from the sur-
rounding area of the endometrial tissue. Then the decidua was
separated from the isolated placentae, sliced with scissors and
finally digested with collagenase (Sigma—Aldrich) for 30 min at
37 °C. Placentas were removed and divided into pieces for RNA
isolation followed by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and
complete implantations were frozen for immunohistochemistry.
The decidua next were homogenized thoroughly with a syringe
plunger, and single-cell suspensions were prepared using a 70-pm
nylon cell strainer. Subsequently, cells were washed in RPMI 1640
supplemented with penicillin, streptomycin and 10% FCS. The su-
pernatant was aspirated and the pellet was resuspended in PBS and
filtered via 40-um nylon cell strainer. Mononuclear cells were iso-
lated on Ficoll-Paque gradient. Cells were collected and resus-
pended in RPMI 1640.

2.4. Labeling of mononuclear cell and flow cytometric analysis

The isolated mononuclear cells (1 x 10® in 100 pl PBS/tube) were
incubated for 30 min at room temperature (RT) with fluorochrome-
labeled monoclonal antibodies. Following surface staining, the cells
were washed with PBS, resuspended in 300 pl PBS containing 1%
paraformaldehyde (PFA) and stored at 4 °C in the dark until
fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis. Labeled cells
were analyzed with a FACSCalibur flow cytometer (BD Immuno-
cytometry Systems, Erembodegen, Belgium) equipped with the
CellQuest software program (BD Biosciences, San Diego, CA, USA)
and a BD FACSCanto II flow cytometer (BD Immunocytometry
Systems, Erembodegen, Belgium) with the BD FACSDiva V6. soft-
ware for data acquisition and analysis.

2.5. Antibodies

The following monoclonal antibodies were implemented:

Brilliant Violet (BV) 421-conjugated anti-mouse PD-1 (BD
Pharmingen), BV510-conjugated anti-mouse CD3 (BD Pharmingen),
BV510-conjugated anti-mouse y/d (BD Pharmingen), fluorescein
isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-mouse CD4 (BD Pharmin-
gen), FITC-conjugated anti-mouse CD8 (BD Pharmingen), FITC-
conjugated anti-mouse CD107a (BD Pharmingen), FITC-
conjugated anti-mouse CD49b (BD Pharmingen), FITC-conjugated
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anti-mouse y/d (BD Pharmingen), phycoerythrin (PE)-conjugated
anti-mouse y/d (BD-Pharmingen), PE-conjugated anti-mouse TIM-
3 (R and D Systems), PE-conjugated anti-mouse Gal-9 (Biolegend),
PE-conjugated anti-mouse CD49b (BD Pharmingen), PE-conjugated
anti-mouse CD8 (BD Pharmingen), peridinin chlorophyll a protein
(PerCP)-conjugated anti-mouse CD3 (BD Pharmingen), PerCP-
conjugated anti-mouse CD45 (BD Pharmingen), PE-Cy7-
conjugated anti-mouse CD25 (BD Pharmingen), allophycocyanin
(APC)-conjugated anti-human TIM-3 (R and D Systems), APC-
conjugated anti-human FoxP3 (eBioscience) and APC-H7-
conjugated anti-human CD8 (BD Pharmingen). Control antibodies
included isotype-matched FITC-conjugated, PE-conjugated, PerCP-
conjugated and APC-conjugated rat antibodies.

2.6. FoxP3 staining

Following surface labeling intracellular staining of FoxP3 was
performed using the FoxP3 Staining Buffer Set (eBioscience)
accordance with the manufacture's protocol. Briefly, cells were
permeabilized in 1 ml fixation/permeabilization buffer (Concen-
trate/Diluent 1:4) for 1 h at 4 °C. Then the samples were washed
twice in buffer and stained with the APC-conjugated anti-mouse
FoxP3 monoclonal antibody for 1 h at 4 °C. Flow cytometric analysis
was performed on FACSCalibur flow cytometer equipped with the
CellQuest software and a BD FACSCanto II flow cytometer with the
BD FACSDiva V6. software for data acquisition and analysis.

2.7. CD107a functional assay

To determine CD107a surface expression, the cells were incu-
bated for 4 h at 37 °C in the presence of FITC-conjugated anti-
mouse CD107a monoclonal antibody in RPMI 1640 medium con-
taining 10% FCS, penicillin, streptomycin, ionomycin (Sigma-
—Aldrich) and phorbol myristate acetate (PMA), (Sigma—Aldrich).
The cells were washed and resuspended in PBS then incubated with
PE-conjugated anti-mouse v/, PE-conjugated anti-mouse CD8, PE-
conjugated anti-mouse CD49b and PerCP-conjugated anti-mouse
CD3 mADb for 30 min at room temperature in complete darkness.
The cells were washed in PBS, fixed with 1% PFA and evaluated by
FACS.

2.8. PMAfion treatment

The isolated peripheral and decidual mononuclear cells were
treated in 96-well plates. The cells were diluted to a final concen-
tration of 2 x 10° cells/0.2 ml in RPMI 1640 supplemented with 1-
glutamine, penicillin and streptomycin and washed for 7 min and
centrifuged at 1200 RPM. The supernatant was aspirated and the
cells were resuspended in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS,
P, S, PMA (1 ng/ml), Ion (50 ng/ml) and incubated for 24 h at 37 °C.
After incubation the plates were centrifuged at 1200 RPM for 7 min.
The cell free supernatants were collected, aliquoted and stored
at —80 °C in mechanical freezer for additional cytokine analyses.

2.9. Immunohistochemistry (IHC)

Placental tissue sections were embedded in paraffin and 4 um
thick sections were prepared after being fixed with 4% neutral
formalin for more than 24 h. After being deparaffinized in xylol,
three times in each for 5 min and rehydrated in degraded alcohol
series (96%, 80%, 70%, 50%) for 5 min each, the mouse paraffin-
embedded tissue sections were washed in distilled water (dH,0).
Afterward the antigen retrieval was performed in boiling citrate
buffer for 20 min (1:10; pH 6.0—6.2; Dako). Next, the samples were
cooled down to RT and a double washing step was performed with

dH0. During the blocking of endogenous peroxidase the samples
were kept for 15 min in 3% H,0,, which was diluted in TBS. The
revealing was finished by a double washing step in dH,0. The
samples were washed twice with TBS supplemented with Tween
(0.05%, pH 7.4) for 5 min and pre-blocked with 3% BSA for 20 min.
The tissue sections were washed with TBST for 5—10 min and
incubated with biotinylated anti mouse Galectin-9 primary anti-
body (1:10; R&D) for 1 h at RT. After washing the slides three times
in TBST the samples were incubated with Streptavidin-Biotinylated
Horseradish Peroxidase Complex (1:100; GE Healthcare) for 30 min
at RT. Following the washing procedure (three times), the signal
was detected with Liquid DAB+ Substrate Chromogen System
(Dako) for 5—30 min at RT. In an effort to stop and pause the re-
action, the slides were positioned in ultrapure water followed by
two distinct rinse cycles in dH,O was performed. Hematoxylin
counterstain was performed for 3 min at RT then rinsed three times
with tap water. During the final step, the slides were covered with
gelatin-glycerol solution.

Histological evaluation was performed by a pathologist gener-
ating a qualitative assessment on all tissues sections.

2.10. RNA isolation, cDNS synthesis, qRT-PCR

Placental tissues and resorptions from mice were homogenized
with tissue homogenizer (Sigma—Aldrich). Total RNA was isolated
using RNeasyProtect Mini kit (Qiagen) accordance with the man-
ufacturer's protocol. RNA concentration and purity was checked by
spectrophotometry using a Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific). Extracted RNA was reverse transcribed into comple-
mentary DNA (cDNA) using the High Capacity RNA-to-cDNA kit
(Applied Biosystems). The differential expression of Gal-9 gene was
confirmed by using qRT-PCR method. The qRT-PCR examinations
were implemented using an SYBR Select Master Mix (Applied
Biosystems) and a Rotor-Gene RG-3000 thermal cycler system
(Corbett Research). QuantiTect primer assays were purchased from
Qiagen for the genes LGALS9 as target and GAPDH as a house-
keeping gene. Specificity of the PCR reaction was controlled by
melting point analysis and gelelectrophoresis of the amplified DNA.

The relative changes (n-fold) in the transcription of the exam-
ined genes between samples were calculated by Rotor-Gene based
on the 2—AACT method. Statistical analysis was performed with
the Relative Expression Software Tool (REST) 2009 [27].

2.11. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the reliable and
preferred statistical software SPSS version 20. Package and the
statistical comparisons were made by using the Student's t-tests.
Distinctly, notable differences were determined significant if the p
value was equal to or less than 0.05.

3. Results
3.1. Immunohistochemistry of pregnant mouse placentae.

We investigated the Gal-9 protein expression at the murine
fetomaternal interface on gd 14.5 using immunohistochemistry. As
a result, our stainings highlight that we can now effectly detect the

Gal-9 molecule in the placentae spongiotrophoblast layer (Fig. 1).

3.2. Gal-9 expression by Treg cells and the proportion of Gal-9+ Th
cell population in spleen and decidua.

We analyzed the surface Gal-9 expression by splenic and
decidual regulatory T cells, in pregnant mice. We discovered a
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lab: labyrinthine trophoblast
sp: spongiotrophoblast

go: trophoblast giant cells
md: maternal decidua

Fig. 1. Inmunohistochemical staining of pregnant mouse placentae. [HC was per-
formed on pregnant mouse placentae with anti-Gal-9 antibody and demonstrating the
presence and localization of Gal-9 within the spongiotrophoblast layer and in giant
cells. Obtaining quantitative data from histological sections represent a more intense
staining by trophoblast giant cells compared to spongiotrophoblast layer. The images
were captures utilizing the Pannoramic DESK scanner (3DHISTECH Ltd., Hungary). In
acquiring the analysis, the Pannoramic viewer software was implemented (3DHISTECH
Ltd., Hungary).

significantly increase in Gal-9 expression by the decidual Treg cells
when compared to the splenic Treg cells (Fig. 2/A).

We could not determine statistical differences in the frequency
of Gal-9 positive Th cells in decidua and spleen (Fig. 2/B).

3.3. Phenotype analysis of splenic and decidual mononuclear cells
from pregnant mice in 2 weeks of gestational age.

In our study, we investigated the percentage of CD4+, CD8+ T
cells subpopulations, y/3 T cells, Treg cells, NK and NKT cells in the
spleen and in the decidua of pregnant mice. We observed a sig-
nificant increase in decidual y/d T, NK and NKT cells frequency
compared to the periphery while the decidual CD4+, CD8+ T and
Treg cells frequency significantly decreased when compared to the
periphery (Fig. 3).

3.4. Differential TIM-3 and PD-1 expression by splenic and decidual
mononuclear cell subsets.

We measured the surface expression of TIM-3 on different
lymphocyte subsets by flow cytometry. We observed a significantly
decreased TIM-3 expression by decidual NKT cells compared to the
periphery. TIM-3 expression showed no statistical difference be-
tween the spleen and the decidua by NK and /3 T cells (Fig. 4/A).

Furthermore, we also noted a significant increase in receptor
density within the decidual NK, NKT and v/ T cells when compared
with the periphery (Fig. 4/B).

During our investigation of the PD-1 expression by NK cells, y/
d T and NKT cells in pregnant mice we discovered that all analyzed
cell populations demonstrated an increase in PD-1 expression
within the decidua compared to the periphery (Fig. 4/C).

As a result of our investigation of the peripheral and decidual
TIM-3/PD1 double positive cells we found a significant decrease in
decidual NKT and v/d T cells proportion compared with the pe-
riphery. Lastly, we could not detect TIM-3/PD-1 double positive NK
cells in the examined tissues (Fig. 4/D).

3.5. Cytotoxic activity of different immune cell subsets in the spleen
and in the decidua of pregnant mice.

The cytotoxic activity was evaluated by measuring the CD107a
expression by the investigated cell subsets. We analyzed the
CD107a expression by TIM-3+ cell subsets and our results
demonstrated a significantly decreased CD107a expression by the
decidual TIM-3+ NK and TIM-3+ y/3 T cells compared to the
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Fig. 2. Gal-9 expression by peripheral and decidual Treg cells and the proportion of Gal-9+ Th cell population in spleen and decidua. A: The expression of Galectin-9 by
regulatory T cells T in spleen and decidua in pregnant mice. The histograms represent the density of Gal-9 in splenic and decidual Treg cells. B: The frequency of Gal-9 positive Th
cells in pregnant mice spleen and decidua. The solid bars represent medians, the boxes indicate the interquartile ranges and the lines show the most extreme observations.

Differences were considered statistically significant for P-values <0.05.
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Fig. 3. Phenotype analysis of splenic and decidual mononuclear cells. Distribution of splenic and decidual mononuclear cell subsets in pregnant mice. The pie charts slices
represent each subpopulations rate of 8 determinations, respectively. Differences were considered statistically significant for P-values <0.05.

periphery (Fig 5/A). We observed an increasing tendency in the
CD107a expression by decidual TIM-3 positive NKT cell which did
not attain the level of statistical significance (Fig. 5/A).

Moreover, we analyzed the CD107a expression by the PD-1+ cell
populations. Decidual PD-1 positive NK and NKT cells showed
significantly decreased cytotoxicity compared to the periphery
(Fig. 5/B). Additionally, we discovered a decreased tendency in the
cytotoxic activity by decidual PD-1 positive y/3d T cell which did not
reach the level of statistical significance (Fig. 5/B).

3.6. Expression analyses of mice placentas and resorbed embryos
Gal-9 mRNA with Quantitative Real Time PCR

To determine the relative expression of LGALS9 in placental
tissue and resorbed embryos qRT-PCR analysis was performed with
normalization to GAPDH as a housekeeping gene. We tested four
resorbed embryos in three different mice, and all resorbed embryos
showed a LGALS9 relative expression level of 0.04 compared to
normal placental tissue of the same mouse.
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Fig. 4. TIM-3 and PD-1 molecule expression by splenic and decidual mononuclear cell subsets. A: The expression of TIM-3 by NK cells, NKT cells and y/d T cells in spleen and

decidua in pregnant mice. B: The density of TIM-3 receptor in splenic and decidual NK cells, NKT cells and y/d T cells in pregnant mice. C: The expression of PD-1 by NK cells, NKT
cells and y/d T cells in spleen and decidua in pregnant mice. D: The frequency of TIM-3/PD-1 double positive NK cells, NKT cells and /3 T cells in pregnant mice spleen and decidua.
The solid bars represent medians, the boxes indicate the interquartile ranges and the lines show the most extreme observations. Differences were considered statistically significant
for P-values <0.05.
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Fig. 5. Cytotoxicity of TIM-3 positive and PD-1 positive immune cell subsets in the spleen and in the decidua of pregnant mice. A: The expression of CD107a by TIM-3 positive
NK cells, NKT cells and y/3 T cells in pregnant mice spleen and decidua. B: The expression of CD107a by PD-1 positive NK cells, NKT cells and v/ T cells in pregnant mice spleen and
decidua. The solid bars represent medians, the boxes indicate the interquartile ranges and the lines show the most extreme observations. Differences were considered statistically

significant for P-values <0.05.

4. Discussion

Immunoregulation typically manifests itself in the activation of
negative pathways leading to the exhaustion of specific immune
responses and cellular interactions. Co-inhibitory cell surface re-
ceptors (such as PD-1 and TIM-3) represent one of the primary tools
for this purpose. PD-1 and TIM-3 have demonstrated their presence
on a variety of immune cells emphasizing general involvement of
these molecules in immunosuppression such as fetomaternal
tolerance. Notably, the expression of their ligands is not restricted
to a certain cell lineage but has been described in different tissues
underlines their importance in regulating local immune responses
in vivo.

Decidual expression of the ligands of PD-1 (PDL1 and PDL2) has
been earlier described [28] but we report for the first time on Gal-9
expression in mouse placenta. Gal-9 was found to be present in the
spongiotrophoblast layer of the haemochorial placenta, which
separates the labyrinth layer from the decidua (Fig. 6). Labyrinth
cells have been shown to be MHC class I and II negative, however,
spongiotrophoblast expresses polymorphic paternally derived
MHC class I molecules representing the fetal compartment of
mouse placenta which is in direct contact with maternal decidua

Mouse placenta

Regulatory T cell

Galectin-9

Decidual cells

Trophoblast cell p—

y
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QD-LI/PD-U

NK,

NKT and PD-1

Y8 T cell NK,
NKT and
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Local immunomodulation

Fig. 6. Feto-maternal crosstalk via co-inhibitory molecules and their ligands. The
figure represents one possible pathway of decidual NK, y/d T and NKT cells involved in
local immunomodulation in late mouse pregnancy. TIM-3 and PD-1 molecules are
expressed by decidual NK, NKT and /3 T cells, while PDL1/PDL2 is expressed by the
decidua and Galectin-9 is expressed by Tregs and by the trophoblast.

enabling immune recognition of the embryo [29—31]|. The other
possibility of the local presence of Gal-9 is its occurrence on the
maternal side. Gal-9 cell surface expression is one of the immu-
nosuppressive tools of regulatory T cells [32]. Within the scope of
our research, we discovered significantly enhanced Gal-9 expres-
sion by decidual regulatory T cells compared to the periphery.
Moreover, there is a secreted form of Gal-9 produced by Gal-9
positive Th cells [33]. Although there is a decrease in the ratio of
CD4 helper T cells in the decidua, the Gal-9 secreting subpopulation
is still represented locally without any changes. According to our
hypothesis, these dominant presence of the ligands PDL1, PDL2 and
Gal-9 at the fetomaternal interface suggest subsequent local
immunomodulatory potential following maternal
immunoactivation.

Among the lymphocyte subpopulations recruited in the mouse
decidua we found predominantly innate immune cells (NK cells, y/
d T cells and NKT cells) and a reduced number of CD4+ and CD8+ T
lymphocytes compared to the periphery. These data are consistent
with previous studies on decidual lymphocyte enrichment in the
mouse [34—36]. Therefore, we focused on the characteristics of co-
inhibitory receptor expressing NK cells, y/d T cells and NKT cells
(Fig. 6).

During the analysis of the PD-1 expression by lymphocytes in
the periphery and in the decidua, decidual lymphocytes show a
notable increased PD-1 expression in all investigated sub-
populations. Cytotoxicity of the lymphocytes was measured by
analyzing the expression of the degranulation marker CD107a on
the cell surface. Lytic activity of PD-1 positive NK, NKT and y/d T
cells was decreased in the decidua, suggesting the involvement of
these lymphocytes in fetomaternal tolerance as a potential result of
the PD-1 receptor mediated pathway.

While TIM-3 expression of NK cells and y/d T cells is similar both
in the periphery and in the decidua, the relative TIM-3 expression is
increased locally (higher receptor density on single cell level)
indicating decidual TIM-3 expressing cells are more mature and
fully functional [15]. However, cytotoxic capacity of decidual TIM-3
expressing NK cells and /3 T cells is reduced when compared to the
periphery which might be due to their upregulated relative TIM-3
expression on one hand and a much stronger local presence of its
ligand Gal-9 on the other hand. Their binding could lead to the
subsequent inhibition of effector functions observed here as a
reduced cytotoxicity.

Investigating decidual NKT cells, this subpopulation showed a
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reduced TIM-3 expression with increased relative receptor
expression when compared to the periphery. Cytotoxicity of these
cell population increased locally, although not significantly. Ac-
cording to these data, there is a smaller TIM-3+ NKT cell subset in
the decidua with stronger lytic capacity. Subsequently, on decidual
NKT cells TIM-3 appears to promote cellular cytotoxicity than to
suppress NKT cell activity hereby contributing to the mild inflam-
mation required for successful pregnancy.

In analyzing the co-expression of PD-1 and TIM-3 by lympho-
cytes we found a very small percentage of cells involved simulta-
neously in both inhibitory pathways. Moreover, the percentage of
double positive NKT cells and /3 T cells further decreases in the
decidua. Accordingly, these findings emphasize lymphocytes could
be either PD-1 or TIM-3 committed, indicating separate action of
these two co-inhibitory receptors at a cellular level leading to ad-
ditive inhibitory effects considering whole lymphocytes
populations.

Maternal immune responses triggered by the recognition of
different fetal antigens mainly compose of tolerogenic mecha-
nisms but there is also a small inflammatory component both for
fetal (successful placentation and vascular remodeling) and for
maternal advantages (immune protection against pathogens).
These actions are mostly carried out by innate immune cells
enriched in the decidua. We investigated the potential role of co-
inhibitory molecules PD-1 and TIM-3 in maternal immune re-
sponses, since it has been shown their ligands are present at the
fetomaternal interface (Fig. 6). Our research concludes PD-1 and
TIM-3 expressing decidual lymphocytes were found to be more
dominant than in the periphery. While PD-1 positive lymphocytes
show reduced cytotoxicity, lytic activity of TIM-3 expressing cells
varies with cell type suggesting opposite roles of TIM-3 on
different lymphocyte subsets.

Our results were obtained from mice at gestation day 14.5 which
is rather late in mouse pregnancy so even more significant Gal-9/
TIM-3, PDL1-PDL2/PD-1 related changes could be observed earlier
in pregnancy, which needs further investigations.

Comprehensively speaking, our data indicates a very complex,
tissue and cell type specific immunoregulatory mechanism by the
investigated co-inhibitory receptors at the fetomaternal interface
proposing further investigations of their exact role in maternal
immune responses.
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Abstract

The abortifacient Mifepristone (RU486) has proven to be a safe, effective, acceptable option
for millions of women seeking abortion during the first and second trimester of pregnancy
although its precise mechanism of action is not well understood. The main objective of this
study was to investigate the impact of low dose Mifepristone administration on placental
Galectin-9 (Gal-9) expression, as well as its effect on the cell surface expression of Gal-9,
TIM-3 and CD107a molecules by different T and NK cell subsets. A model of Mifepristone-
induced immunological changes was established in syngeneic pregnant BALB/c mice.
RU486-induced alteration in placental Gal-9 expression was determined by immunohis-
tochemistry. For immunophenotypic analysis, mid-pregnancy decidual lymphocytes and
peripheral mononuclear cells were obtained from Mifepristone treated and control mice at
the 14.5 day of gestation. TIM-3 and Gal-9 expression by peripheral and decidual immune
cells were examined by flow cytometry. Our results revealed a dramatically decreased intra-
cellular Gal-9 expression in the spongiotrophoblast layer of the haemochorial placenta in
Mifepristone treated pregnant mice. Although low dose RU486 treatment did not cause con-
siderable change in the phenotypic distribution of decidual and peripheral immune cells, it
altered the Gal-9 and TIM-3 expression by different NK and T cell subsets. In addition, the
treatment significantly decreased the CD107a expression by decidual TIM-3+ NK cells, but
increased its expression by decidual NKT cell compared to the peripheral counterparts.
These findings suggest that low dose Mifepristone administration might induce immune
alterations in both progesterone dependent and independent way.

Introduction

Unintended pregnancy is a major globe tragedy for millions of women representing significant
direct and indirect costs to health care, no matter for individuals or society. The World Health
Organization (WHO) estimates that approximately 40-60 million abortions were induced
worldwide each year [1]. During the first and second trimester, medical or surgical abortion is
one of the oldest, most commonly practiced and most controversial procedure performed
worldwide.
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that no competing interests exist. be a safe, effective, acceptable option for millions of women seeking abortion during the first
several weeks of pregnancy [2]. Mifepristone also proved to be a safe and effective method for
pregnancy termination during the second-trimester (mainly between the 13 and 20 weeks)
with a combination of the synthetic prostaglandin E1 analog Misoprostol [3,4]. Second-trimes-
ter medical abortions constitute 10-15% of all induced abortions worldwide [3]. Administra-
tion of Mifepristone followed by prostaglandin and misoprostol has been used successfully in
the medical termination of pregnancy for over 27 years, and the method is registered in 50
countries [5]. Although it is well tolerated, there still remain a few adverse reactions and side
effects, like abdominal pain, nausea, vomiting and diarrhea, and it may also cause complica-
tions of hemorrhage and sepsis.

Until now, the exact mechanism of action of Mifepristone is not well investigated and has
to be fully elucidated, therefore the development of an animal model that captures the effects
of Mifepristone-induced immunological changes during pregnancy may help to expand our
understanding of the biological and cellular basis of the abortion process.

Previous data reported that RU486 significantly reduced the quantity and function of Treg
cells in the fetal-maternal interface before the onset of induced abortion [6]. Li et al. demon-
strated that RU486 blocked the Th2 and Treg predominance in pregnancy and promoted Th1
and Th17 skews in mice at the maternal-fetal interface, which contributes to the termination
of pregnancy [7]. Similar findings show a high level of Th1 type cytokines (IFN-y, IL-2) was
found in RU486-induced abortion mice, while the Th2 type cytokine (IL-4, IL-10) levels were
not influenced significantly [8]. Bogdan et al. showed that in decidual NK cells perforin co-
localizes with PIBF in the granules, and that while in RU486-treated mice (0.8 mg/kg) PIBF
positive NK cell counts decreased by approximately 50%, the ratio of perforin positive cells
increased within the PIBF positive population [9].

Several previous research studies have established that Gal-9/Tim-3 pathway play an essen-
tial role in immunoregulation and induction of tolerance [10-13]. TIM-3 expression was veri-
fied in a variety of immune cells, including Th1, Th17, NK and NKT cells, Tregs, and also on
antigen presenting immune cells [14]. TIM-3 molecule has been implicated in both activation
and inhibition of immune response [15,16]. It was presented that expression of TIM-3 on Th1
cells provides a key checkpoint that serves to dampen proinflammatory Th1-dependent T-cell
response and may contribute to the maintenance of healthy pregnancy, but it’s in vivo expres-
sion and function after Mifepristone treatment is still unknown [12].

Among the several identified receptors of Gal-9, TIM-3 has been studied most extensively.
There are evidence that engagement of TIM-3 by its ligand Gal-9 leads to the apoptosis of Th1l
and Th17 cells and induce T cell tolerance both in mice and humans [17-19]. Thus, engage-
ment of TIM-3 by Gal-9 may function as a negative immune-regulator abrogating the Th1-
and Th17-driven immune response and therefore modulate the Th1/Th2 cytokine balance. In
this regard, it is supposed that Gal-9/TIM-3 interaction could play an important role in the
regulation of maternal immune tolerance towards the fetus and may be a potent regulator of
the innate and adaptive immune response. Since the influence of Mifepristone treatment on
Gal-9/TIM-3 pathway is still unknown, exploring the relationship between Gal-9/TIM-3 path-
way and Mifepristone-induced changes during pregnancy may provide a better understanding
of the pathogenesis of immunological changes during immune-mediated abortions.

In the present study, we examined the alterations of the Gal-9/TIM-3 pathway that might
play an important role in the immunological changes caused by Mifepristone treatment. The
aim of our study was to characterize the Mifepristone-induced changes on the placental Gal-9
production and the immunological alterations at the materno-fetal interface and in the periph-
ery by using a syngeneic pregnant mouse model.
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Material and methods
Animal model

BALB/c mice were provided by the Experimental Central Animal Laboratory of the University
of Pecs. Animal housing, care and application of experimental procedures were in accordance
with institutional guidelines under approved protocols (No. BA02/ 2000-7/2015, University of
Pecs). All animals were caged in a temperature- and light controlled environment with 12
hours light and 12 hours dark cycle, and received ad libitum water and food for maintenance.
2 month-old female mice were mated with fertile male mice overnight to establish pregnancy.
Successful mating was confirmed by the presence of copulatory (vaginal) plug in the next
morning and it was designated as the day 0.5 of pregnancy.

Mifepristone (RU486) treatment

29 pregnant mice were assigned to the Mifepristone-treated group and 30 non-treated preg-
nant mice were selected as controls. In our experimental model, Mifepristone was applied at a
dosage of 0.8 mg/kg to trigger immunological changes with the minimal impairment of the
decidua. RU486 (Sigma-Aldrich) was applied on gestational day (gd) 14.5 by a single intraperi-
toneal injection at the dosage of 0.8 mg/kg body weight, freshly dissolved in 200l phosphate-
buffered saline (PBS) before use. In the normal pregnancy control group, mice received an
intraperitoneal injection of 200yl sterile PBS on day 14.5 of pregnancy. Mifepristone treated
and control pregnant females were killed by cervical dislocation next morning (on the gd
15.5), their spleen and the uterine horns were removed aseptically and were processed as indi-
cated below.

Immunohistochemistry

Placental tissue was removed from uterine horns and fixed with 4% paraffin for more than
24hours. Next, the samples were embedded in paraffin and 4pm thick sections were prepared.
After deparaffinization in xylol for 3x5 minutes, samples were rehydrated in degraded alcohol
series (96%, 80%, 70%, 50%) for 3 minutes each. Then tissue sections were washed in distilled
water (dH20) and antigen retrieval was performed for 20 minutes in boiling 1x Target
Retrieval Solution (TRS) (1:10; pH 6.0-6.2; Dako). Next, the samples were cooled down to RT,
washed twice with dH,O and endogenous peroxidase was blocked for 15 minutes in 3%H,0,.
Then samples were washed 3x5 minutes with 50mM Tris buffer saline (TBS) supplemented
with 0.05% Tween pH7.4 (TBST) and pre-blocked with 3%BSA (Sigma-Aldrich) for 20 min-
utes. Following washing with TBST for 2x5 minutes slides were incubated with biotinylated
goat anti-mouse Gal-9 antibody (1:10; R&D Systems) for 1 hour at RT. After washing three
times in TBST, samples were incubated with Streptavidin-Biotinylated Horseradish Peroxidase
Complex (1:100; GE Healthcare) for 30 minutes at RT. Following the washing procedure, the
signal was detected with Liquid DAB+Substrate Chromogen System (Dako) for 5 to 30 min-
utes at RT. Hematoxylin counterstain was performed for 3 minutes at RT then slides were cov-
ered with mounting medium (Dako).

Isolation of mononuclear cells from the spleen

Spleens were homogenized thoroughly with a syringe plunger, and single-cell suspensions
were prepared using a 70pum nylon cell strainer (BD-Biosciences). Subsequently, cells were
washed in PBS. The supernatant was aspirated and the pellet was resuspended in PBS and fil-
tered again via 40um nylon cell strainer (BD-Biosciences). Then, mononuclear cells were sepa-
rated by Ficoll-Paque Premium 1.084 gradient (GE Healthcare). Isolated cells were collected
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and resuspended in RPMI1640 (Lonza) medium supplemented with penicillin (1x10°U/L,
Lonza), streptomycin (0.05gL, Lonza) and 10% fetal bovine serum (FBS)(Gibco).

Isolation of mononuclear cells from the decidua

Decidual mononuclear cells from the materno-fetal interface were isolated according to the
method described previously [20]. Briefly, the endometrial tissue surrounding the conceptuses
was pulled away from the uterine horns. Than the decidua was separated from the placenta
disc under a dissecting microscope, sliced with scissors and digested with type IV collagenase
(Sigma-Aldrich) in 37°C for 30 minutes. The suspensions were homogenized with a syringe
plunger, and single-cell suspensions were prepared using a 70um nylon cell strainer. Subse-
quently, cells were washed in RPMI1640 medium supplemented with penicillin, streptomycin
and 10% FBS. The supernatant was aspirated, the pellet was resuspended in PBS and filtered
via 40pm nylon cell strainer. Finally, the isolated cells were resuspended in RPMI1640 + 10%
FBS.

Labeling of lymphocytes and flow cytometric analysis

For surface labeling isolated lymphocytes (10°cells/100ul PBS/tube) were incubated for 30 min
at room temperature (RT) with the fluorochrome-labelled monoclonal antibodies indicated
below. After washing with PBS cells were resuspended in 300ul PBS containing 1% parafor-
maldehyde and stored at 4°C in the dark until fluorescence-activated cell sorting (FACS) anal-
ysis. Before sample analysis, the setting of the flow cytometer was checked using Cytometer
Setup and Tracking beads (CS&T beads, BD-Biosciences) according to the manufacturer’s
instructions. Compensation beads were used with single stains of each antibody in order to
determine the compensation settings, and were applied in FACSDivaTM V6 software
(BD-Biosciences) before data collection. Labeled cells were analyzed with FACSCantol
flow cytometer by collecting 100,000 events in the lymphogate in the case of the spleen. In the
case of decidua 10,000 events were collected in the lymphogate after CD45 staining. FACSDi-
va™ V6 software was used for data acquisition and analysis.

ITM

Antibodies

The following monoclonal antibodies were used during the assay: Brilliant violet (BV)510-con-
jugated anti-mouse CD3 (BD-Biosciences), BV510-conjugated anti-mouse y/3TCR (BD-Bios-
ciences) recognizing delta chain, fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-mouse
CD4 (BD-Biosciences), FITC-conjugated anti-mouse CD107a (BD-Biosciences), FITC-conju-
gated anti-mouse CD49b (BD-Biosciences), phycoerythrin (PE)-conjugated anti-mouse TIM-
3 (R&D Systems), PE-conjugated anti-mouse Gal-9 (Biolegend), PE-conjugated anti-mouse
CD49b (BD-Biosciences), peridinin chlorophyll a protein (PerCP)-conjugated anti-mouse
CD45 (Exbio), PE-Cy7-conjugated anti-mouse CD25 (BD-Biosciences), allophycocyanin
(APC)-conjugated anti-mouse TIM-3 (R&D Systems), APC-conjugated anti-mouse FoxP3
(eBioscience) and APC-H7-conjugated anti-mouse CD8 (BD-Biosciences). Control antibodies
included isotype-matched rat and hamster antibodies.

FoxP3 staining

Following surface labeling, intracellular staining of FoxP3 was performed using the FoxP3
Staining Buffer Set (eBioscience) in accordance with the manufacture’s protocol. Briefly, iso-
lated cells were permeabilized in 1ml fixation/permeabilization buffer (Concentrate/Diluent
1:4 eBioscience) for 1 hour at 4°C. Then the samples were washed twice in the buffer and
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stained with APC-conjugated anti-mouse FoxP3 monoclonal antibody for 1 hour at 4°C.
FACS analysis was performed by FACSCantoll™ flow cytometer with the BD FACSDiva™
software for data acquisition and analysis.

Detection of CD107a expression

The CD107a assay was set up based on a publication by Alter et al. [21]. To determine CD107a
expression by immune cells, mononuclear cells were incubated for 4h at 37°C with FITC-conju-
gated anti-mouse CD107a antibody in RPMI1640 containing 10% FBS, penicillin, streptomycin,
ionomycin (Sigma-Aldrich) and phorbol myristate acetate (PMA) (Sigma-Aldrich). Next, the
cells were washed with PBS and incubated with anti-CD3-BV510, anti-y/3-BV510, anti-CD49b-
PE, anti-CD45-PerCP and anti-TIM-3-APC antibodies for 30 minutes at RT in the dark. Then
the cells were washed in PBS, fixed with 1% paraformaldehyde (PFA) and evaluated by FACS.

Quantification of immunohistochemistry

The stained slides were evaluated by two independent researchers, who were blinded to treatment
groups. Sections stained by immunohistochemistry were analyzed for the percentages of Gal-9
positive cells. During analysis, a total of 100 cells/slide were evaluated at 350x magnification.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using statistical software SPSS version 20 package. Multiple
comparisons were made using one-way ANOV A with Bonferroni correction. Differences were
considered significant if the p value was equal to or less than 0.05.

Results

Immunohistochemistry of pregnant mouse placentae from untreated
control and RU486 treated pregnant mice

Immunohistochemistry on isolated healthy pregnant mouse placentae with anti-Gal-9 anti-
body demonstrated a strong expression of Gal-9 (yellow arrow) at the spongiotrophoblast
layer and in the cytoplasm of giant cells (Fig 1A). Histological sections represented a more
intense staining by trophoblast giant cells compared to spongiotrophoblast layer (Fig 1A).
Evaluation of the number of positively stained cells showed a significant decrease of Gal-9 pos-
itive cells in the placentae of RU486 treated pregnant mice compared to the placentae of
healthy, non-treated pregnant mice (Fig 1B).

Immunophenotypic analysis of decidual and peripheral mononuclear cells
from untreated control and RU486 treated pregnant mice

In our study, we investigated the percentage of CD4+T, CD8+T, y/3T, Treg, NK and NKT
cells using the lymphocyte gate in the spleen (periphery) and in the decidua (locally) of
untreated and RU486 treated pregnant mice.

RU486 treatment did not cause a statistically significant change in the phenotype distribution
of immune cells both in the decidua and in the periphery when compared to untreated mice
(Table 1). Albeit previous literature data presented contradictory results about the impact of
RU486 on the distribution of decidual NK cells [22][23] our results were in accordance with the
earlier human immunohistochemistry results by Milne et al. [24] who found that simultaneous
administration of Mifepristone and the prostaglandin E analog did not affect the number of NK
cells in the decidua.
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Fig 1. Representative Gal-9 immunohistochemical staining of pregnant mouse placentae from untreated control and RU486 treated pregnant
mice. THC was performed on the placenta-sections of healthy control (Fig 1A) and RU486 treated (Fig 1B) mice. Yellow arrows indicate Gal-9 positive
cells (magnification 350x). The lower circle graphs show the percentage of cytoplasmic Gal-9 positive cells (data are shown as mean). Differences were
considered statistically significant for p-values <0.05. The images were captures utilizing the Pannoramic DESK scanner (3DHISTECH Ltd.) and
analysis was performed by the Pannoramic viewer software (3DHISTECH Ltd.).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0194870.9001

Cell surface Gal-9 expression by decidual and peripheral mononuclear cells
isolated from untreated control and RU486 treated pregnant mice

Flow cytometry was used to analyze the cell surface expression of Gal-9 by NK, NKT, /3T,
CD4+T and Treg cells at the materno-fetal interface as well as in the periphery.

In untreated pregnant mice Gal-9 expression by decidual Treg and CD4+T cells was signifi-
cantly increased (Figs 2D and 3A), while decidual NK cells showed a significantly decreased
Gal-9 expression compared to peripheral NK cells (Fig 2A). Gal-9 positivity of decidual NKT
and y/3 T cells showed no significant difference compared to their peripheral counterparts
(Fig 2B and 2C). In RU486 treated mice Gal-9 expression was significantly increased by almost
all investigated decidual subpopulations when compared to the periphery except NK cells
(Figs 2A, 2B, 2C, 2D and 3A). After RU486 administration Gal-9 expression by decidual Treg
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Table 1. Phenotype analysis of decidual and peripheral mononuclear cells from untreated control and RU486 treated pregnant mice.

Untreated mice

CD4+ T cells 35.90+2.06
CD8+ T cells 13.61+0.89
Treg cells 2.67+0.23
v/3T cells 4.57+0.56
NKT cells 1.76+0.16
NK cells 12.36+0.51

Periphery (n = 12) Decidua (n = 12)

Mifepristone treated mice Untreated mice Mifepristone treated mice
40.70+1.85 10.00£1.50 8.36+1.30
13.43+0.88 4.85+0.72 3.46+0.92
2.71+0.36 0.39+0.05 1.07+0.28

3.78+0.48 14.56+2,93 16.55+2.61
1.80+0.26 14.38+1.34 17.77+4.00
11.14+0.85 28.16+1.37 24.77+1.18

Multiple comparisons were made using one-way ANOVA with Bonferroni correction. The results were expressed as the mean valuetstandard error of the mean (SEM).

Differences were considered significant when the value of p was equal to or less than 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0194870.t001

and CD4+T cells were significantly increased in comparison to the decidua of untreated con-
trol mice (Figs 2D and 3A), while its expression was significantly decreased in the periphery
after RU486 treatment by NK cells compared to untreated mice (Fig 2A).

The proportion of Gal-9+ T-helper cell population in decidua and
periphery of untreated control and RU486 treated pregnant mice

It was published by Oomizu et al., that CD4+ T-helper (Th) lymphocytes expressing Gal-9 on
their cell surface possess immunosuppressive potential by regulating the Th17/Treg balance
[25]. In order to examine the impact of Mifepristone administration on the distribution of this
T cell-subset, we investigated the percentage of Gal-9+ Th cells in the decidua and in the
periphery from untreated control and RU486 treated pregnant mice. We observed a significant
increase in the frequency of decidual Gal-9+ Th cells obtained from RU486 treated mice when
compared to the periphery of treated mice or to the control untreated decidua (Fig 3B).

TIM-3 expression by decidual and peripheral mononuclear cells from
untreated control and RU486 treated pregnant mice

Next, we analyzed, how the expression of TIM-3 receptor is changed by NK, NKT, y/8T and
CD4+T cells at the materno-fetal interface as well as in the periphery of untreated control and
Mifepristone treated pregnant mice.

We found that both in control and RU486 treated mice group TIM-3 expression by CD4+T
cells was significantly increased in the decidua compared to the periphery (Fig 4D). Contrary,
TIM-3 expression by decidual NKT cells of untreated mice was significantly decreased when
compared to the periphery (Fig 4B).

Following RU486 administration TIM-3 receptor expression by CD4+T cells was signifi-
cantly increased at the materno-fetal interface compared to untreated mice (Fig 4D). In
RU486 treated mice TIM-3 expression by NK cells was significantly increased in the decidua
compared to the periphery (Fig 4A).

CD107a expression by NK, NKT and y/6 T cells in the decidua and in the
periphery from untreated control and RU486 treated pregnant mice
Investigating the expression of CD107a, which is known as a marker of cytotoxic potential by

decidual immune cells obtained from the materno-fetal interface we found a significantly
higher CD107a expression by decidual y/8T cells compared to the periphery of untreated
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Fig 2. Gal-9 expression by decidual and peripheral mononuclear cells from untreated control and RU486 treated pregnant mice. Box plot of the median, the 25th
and 75th percentiles, range, and individual data values for the cell surface expression of Gal-9 by NK cells, NKT cells, /8T, CD4+ T cells in periphery and decidua of
untreated and RU486 treated pregnant mice. The middle line within the box represents the median, the middle dot within the box represents the mean, the boxes
indicate the interquartile ranges and the whiskers show the most extreme observations. Differences were considered statistically significant for p-values <0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0194870.9002

control mice (Fig 5C). In all other examined NK and T cell populations the CD107a positivity

did not change.

In RUA486 treated mice only decidual v/3T cells showed significantly higher cytotoxic poten-

tial than their peripheral counterparts (Fig 5C).

In addition, we analyzed the CD107a expression within the TIM-3+ lymphocyte subsets. In

untreated pregnant mice our results demonstrated a significantly decreased CD107a
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0194870.9003

expression by decidual TIM-3+ y/3T cells together with a significant increase in CD107a
expression by NKT cells compared to the periphery (Fig 5F and 5E). Furthermore, in RU486
treated mice TIM-3+ decidual NKT cells showed significantly higher while NK cells showed
significantly lower cytotoxic potential than their peripheral counterparts (Fig 5E and 5D).

Discussion

Accumulating evidence has demonstrated that subpopulations of NK and T cells play a central
role in the establishment and maintenance of materno-fetal immunotolerance and alteration
in their physiological distribution or function might be associated with pregnancy complica-
tions. The exact mechanism underlying the fine regulation of these cells during Mifepristone
(RU486) treatment is still under investigation.

Mifepristone has high affinity both for progesterone and glucocorticoid receptors. A num-
ber of studies suggest that Mifepristone may be involved in modulation of materno-fetal
immune response. In vitro human experiments demonstrated that RU486 significantly inhibits
the proliferation of lymphocytes [26], increases the cytotoxicity of peripheral NK cells [27] and
blocks the immunosuppressive effect of progesterone mediated by Progesterone Induced
Blocking Factor (PIBF) [28]. In addition it was shown that at a dose of 0.3-2 mg/kg RU486
could terminate early pregnancy in mice with an abortion rate of 60-100% [29,30] causing
progesterone withdrawal, decreasing the number of PIBF expressing cells, enhancing the per-
forin expression of decidual NK cells and inducing increased peripheral NK activity [9,31]. On
the other hand, late administration of Mifepristone (on gd 14-19) is able to induce preterm
labor in mice at a dose of 0.4-12.5 mg/kg with a pregnancy termination rate of 66-100%.
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Recent publications show that Gal-9/TIM-3 interaction plays an important role in the regu-

lation of maternal immune tolerance and may be a potent regulator of the innate and adaptive
immune response [12][20][32]. Therefore we aimed to investigate the role of Gal-9/Tim-3
pathway after low dose Mifepristone treatment using BALB/c syngeneic mouse pregnancy
model at a gd of 14.5. Previously it was found that Gal-9 is widely expressed in the female
reproductive tract at the feto-maternal interface [12,33-37] and by Treg or CD4+T (Th) cells
[20][38]. It was also confirmed that Gal-9+Th cells are veritable immunosuppressors, which
play a vital role in the regulation of Th17/Treg balance by producing IL-10/TGF-p [25].
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0194870.9005

Our previous human experiments revealed that serum Gal-9 levels and cell-surface expres-
sion of Gal-9 by peripheral CD4+T cells were increased throughout pregnancy [12]. Here we
demonstrated that a relatively high proportion of peripheral NK, NKT and y/8 T cells also
showed Gal-9 positivity. Although Gal-9 expression by peripheral Treg cells was almost negli-
gible, significantly higher percentage of Gal-9 positivity by decidual Treg cells was found in the
decidua. Furthermore, we found that the expression of Gal-9 by NK cells was significantly
decreased in the normal pregnant decidua compared to the periphery. 0.8mg/kg RU486-treat-
ment resulted in a nearly complete disappearance of Gal-9 from the junctional zone of the pla-
centa. Furthermore, the treatment significantly decreased the Gal-9 positivity of peripheral NK
cells but significantly increased its expression by decidual Treg and CD4+T cells. In addition,
the proportion of decidual Gal-9+Th cells with known suppressive capacity was significantly
increased after Mifepristone administration.
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Our data indicate that even a low dose Mifepristone treatment was effective enough to abro-
gate Gal-9 production of the placenta. The observed, increased Gal-9 expression by decidual
Treg and CD4+Th cells suggest that local immunosuppressive mechanisms are also triggered
24 hours after the treatment, possibly to sustain impaired placental function. In addition, we
suppose, that the accumulation of the Gal-9 secreting Gal-9+Th cells might be also involved to
partly compensate the decreased placental Gal-9 expression at the materno-fetal interface.
These mechanisms might inhibit the pro-inflammatory cytokine production of Th1 and Th17
cell by a Gal-9/TIM-3 dependent fashion [13] and aid the maintenance of the whole embryo-
placenta unit.

On the basis of the above-mentioned results we hypothesize that beside the trophoblast and
decidual cells, Gal-9+Th and Treg cells could serve as an alternative source of the locally
secreted Gal-9 at the materno-fetal interface. During physiological conditions, the high local
Gal-9 level could aid the development and suppressive function of Treg and Gal-9+Th cells,
which might be involved in the inhibition of Th17 cell differentiation, downregulate the local
Th1/Th17 cytokine production and induce apoptosis of Th1 CD4+T and activated CD8+T
cells in the decidua. Additionally—to a lower extent—cytotoxic effector cells could be also able
to produce this lectin both at the periphery and locally. We suggest that the membrane bound
or secreted Gal-9 can engage the TIM-3 receptor on the surface of the immune effector cells
and therefore it might directly or indirectly affect the innate and adaptive arm of the immune
system at the materno-fetal interface.

After low dose Mifepristone treatment, the placental expression of Gal-9 might be seriously
impaired. Since local Gal-9 level could be important for placental development and for the reg-
ulation of the maternal anti-fetal immune response, the disruption of Gal-9- regulated toler-
ance mechanisms can contribute to pregnancy complications [39] and lead to pregnancy
termination or preterm labor. Harmful effects caused by low dose Mifepristone treatment
could be physiologically compensated via the upregulation of Gal-9 expression by decidual
Treg and CD4+Th cells and by the local accumulation and/or differentiation of Gal-9 secreting
Treg and Gal-9+ Th cells. We suggest that these compensatory mechanisms might sustain
impaired placental function when only partial progesterone withdrawal is induced, but might
become ineffective when higher dose of Mifepristone would be used. Administration of 2 mg/
kg or higher dose of RU486 can cause complete blocking of progesterone receptors causing
estrogen dominance, sensitizing the uterus to the activity of the prostaglandin, resulting in
intrauterine fetal death or a definite premature labor at a late stage (gd 14-19) of murine
pregnancy.

Beside the above-mentioned actions, it is well established, that during pregnancy RU486
can induce an immunological alteration in a Gal-9/TIM-3 independent way. The regulation of
Th1/Th2/Th17/Treg paradigm is one of the most important mechanisms by which progester-
one exerts its pregnancy-protective effect [40]. Progesterone induces a Th1 to Th2-type immu-
nity skew by inducing the expression of PIBF and Th2-type cytokines and suppressing the
production of Thl cytokines [41]. As a receptor antagonist, Mifepristone can inhibit the preg-
nancy-protective immunological effects of progesterone in a TIM-3 independent way by
inhibiting the proliferation of lymphocytes [26] and inducing the production of prostaglan-
dins, cyclooxygenases and proinflammatory cytokines in vitro. These effects—together with
the dysregulated Gal-9/TIM-3 pathway—might alter the local cytokine milieu from an immu-
nosuppressive/angiogenic environment towards a proinflammatory condition. This can dis-
turb the precise regulation of the Th1/Th2/Th17/Treg balance and induce the activation of
local inflammatory and cytotoxic immune response leading to pregnancy loss [42][43][44].

The limitations of our study is that (1) we used only one dose of Mifepristone (0.8 mg/kg)
instead of a several different doses from low to high, (2) we tested the in vivo effect of RU486
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only on gestational day 14.5 but not earlier (3) and analysis was performed just 24h after treat-
ment. Based on the literature higher doses of Mifepristone (e.g. >2 mg/kg) would cause com-
plete abortion after 48h as indicated in a paper by Lv et al.[30]. In our case these setting were
not applicable since after complete abortion tissue destruction strongly limit to obtain enough
decidual lymphocytes for flow cytometric analyses.

Supporting information

S1 Fig. Gating strategy to detect peripheral immune cell populations. Shows the gating
technique used to detect immune cell populations in the periphery.
(TIF)

S2 Fig. Gating strategy to detect decidual immune cell populations. Shows the gating tech-
nique used to detect decidual immune cell populations. CD45+ leukocytes were gated using
SSC and FL-5 (PerCP) parameters. Endothelial cells which may fall inside the lymhogate were
excluded by CD45 staining. Lymphogate was created based on physical characteristics typical
of lymphoid cells using forward and side scatter parameters. All further analyses of decidual
immune cells were performed on CD45+ cells only, by combining the lymphogate and CD45
+ cell gate.

(TIF)

S3 Fig. Representative histograms showing TIM-3, Galectin-9 and isotype control staining.
Representative histograms showing TIM-3, Galectin-9 and isotype control staining.
(TIF)

S4 Fig. Representative dot plots showing TIM-3 staining by decidual and peripheral mono-
nuclear cells from untreated control and RU486 treated pregnant mice. Representative dot
plots showing TIM-3 expression by NK cells, NKT cells, y/8T and CD4 T cells in periphery
and decidua of untreated and RU486 treated pregnant mice.

(TIF)

S5 Fig. Representative dot plots showing Gal-9 staining by decidual and peripheral mono-
nuclear cells from untreated control and RU486 treated pregnant mice. Representative dot
plots showing Gal-9 expression by NK cells, NKT cells, y/6T and Treg cells in periphery and
decidua of untreated and RU486 treated pregnant mice.

(TIF)
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1 | INTRODUCTION

Considering allograft rejection as a basic feature of the immune sys-
tem, human pregnancy is an immunological paradox where the semi-
allogeneic fetus is not rejected. Multiple mechanisms are involved in
peripheral and local tolerance induction that prevents fetal rejection

Problem: PACAP is a neuropeptide having a major relevance in the nervous system
and in several peripheral organs including those of the reproductive system. PACAP-
deficient mice have several morphological, biochemical, behavioral defects, and
show reduced fertility. Female reproductive functions such as fertility, mating behav-
ior, maternal behaviors, and implantation alterations have been widely investigated,
but no comparative immune analyses are available in pregnant wild-type (WT) and
PACAP knockout (KO) mice.

Methods of study: Therefore, we performed a detailed immunophenotyping of de-
cidual and peripheral immune cells and investigated the expression of two immune-
checkpoint molecules by immune cells together with immunohistochemistry
detecting Galectin-9 in placental tissues. We investigated the percentage of numer-
ous immune cell populations in the periphery and in the decidua of pregnant mice.
Results: We demonstrated a significant increase in the frequency of decidual Gal-9+
Th cells obtained from PACAP KO mice compared to the decidua of WT mice. We
could not determine statistical differences in TIM-3 and programmed cell death-1
expression by different immune cells in the decidua and in the periphery between
WT and KO mice. In conclusion, we could not find any significant alteration either in
the distribution or in the cytotoxicity of the investigated decidual immune cells which
could elucidate any reproductive alterations in PACAP KO mice.

Conclusion: The only remarkable finding is the recruitment of Gal-9+ Th cells to the
decidua promoting local immune homeostasis in PACAP KO mice, which neverthe-

less cannot explain the reduced fertility observed in these mice.

KEYWORDS
fertility, Galectin-9, neuropeptide, PD-1, pregnancy, TIM-3

while maintaining competent immune surveillance and protection.
In our study, we investigate a more complex regulatory mechanism
involving a novel immune-checkpoint molecule and pathway.
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide is a neuropep-
tide encoded by the ADCYAP1 gene® and belongs to the glucagon/
VIP/secretin family.? It has a major relevance in the nervous system
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and in several peripheral organs including reproductive organs.
PACAP is one of the peptides regulating germ cell development in
the ovary and testis,>* and it has several other regulatory functions
in reproduction.® PACAP influences ovarian hormone production,®
affects meiosis and is an important local regulator of follicular devel-
opment.” PACAP-deficient mice display several abnormalities in sev-
eral physiological and pathological processes, including reproductive
functions.>® It has long been known that PACAP-deficient mice have
decreased reproductive rate and several mechanisms have been
suggested. Decreased mating behavior’ and impaired implantation*®
as well as disturbed maternal behavior’ and increased postnatal
mortality with altered perinatal neurobehavioral development!?*?
in PACAP knockout mice have been suggested to account for the
decreased number of offspring. Several other effects of PACAP in
reproductive functions have been suggested to play a role in the de-
creased reproductive rate described by several research groups. For
example, PACAP plays a role in fertilization,*® influences trophoblast
cell growth, migration, and placental functions'* and plays a role in
the blood flow of the uteroplacental unit.!> PACAP is a known mod-
ulator of innate and adaptive immune response.16 However, it is not
known whether PACAP plays a role in the maternal immune toler-
ance toward a fetus.

Immune-checkpoints are cell surface receptors, expressed on a
variety of immune cells. These immune-checkpoints maintain the
tolerance of the immune system to self-antigens under normal phys-
iological conditions, and negatively regulate the immune response,
in order to avoid immune injury. Studies suggest that each check-
point induces immune inactivation through discrete cellular mech-
anisms. Immune-checkpoint receptor-ligand interactions are not
limited to T cells. Checkpoint receptors are expressed on a variety
of immune cells, including natural killer (NK) cells and cells derived
from the myeloid lineage.?” Checkpoint signaling in these cells is im-
plicated in infection, prevention of autoimmunity, transplantation,
and tumor immune evasion. Checkpoints CTLA-4, programmed cell
death-1 (PD-1), T-cell immunoglobulin and mucin-domain-containing
molecule-3 (TIM-3), LAG-3, and TIGIT are only a few of the down-
regulators of immune functions.'”

TIM-3 is a receptor, which is expressed in a variety of immune
cells, including Th1, Th17, NK cells, NKT cells, regulatory T cells,
dendritic cells, monocytes, macrophages, and mast cells.'® TIM-3
is a potent regulator of both the adaptive and innate immune re-
sponse. TIM-3 has regulatory effects in several signaling processes
such as T-cell receptor-dependent signaling pathway and T-cell acti-
vation pathways.'? Furthermore, it has a relevance in materno-fetal
immunity.20

Galectin-9 (Gal-9) is a p-galactose binding protein and acts as the
ligand for TIM-3.2! [dentification of Gal-9 as a ligand has established
the TIM-3/Gal-9 pathway as an important regulator of Th1 immunity
and tolerance induction.???3 The expression of Gal-9 is predominant
in immune cells, endometrium/decidua,? and intestine.?>?¢ TIM-3
serves as an inhibitory immune-checkpoint molecule that controls
pro-inflammatory Th1l and possibly Th17 responses thereby pre-
venting uncontrolled inflammation and immunopathology. This

negative regulation plays a role in controlling Th1 and Th17 balance,
therefore can modulate peripheral tolerance during pregnancy.?

Programmed cell death-1 is another immune-checkpoint recep-
tor and a member of the B7/CD28 family.?” It is known to down-
regulate T-cell functions. PD-1 expression was observed on CD4+
Th- and CD8+ T lymphocytes, B lymphocytes, Tregs, NK, NKT cells,
DCs, and activated monocytes.?® Known ligands of PD-1 include
PD-L1 and PD-L2.?’ The binding of PD-1 on T cells with its ligand
PD-L1 leads to decreased cytokine production and negatively reg-
ulates T-cell proliferation and cell lysis during immune responses to
pathogens or cancer.%°

These unique molecules can be involved in special regulatory
mechanisms, and their thorough investigation could give us a better
understanding of the activity of the immune system during pregnancy.
Therefore, the aim of our study was to investigate the expression pat-
tern of TIM-3, PD-1, and Gal-9 on different immune cell subsets in
the periphery and at the materno-fetal interface in PACAP KO mice.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Animal model

Generation of PACAP-deficient mice on CD-1 background was de-
scribed earlier.?* Two-month-old wild-type (WT) and homozygous
knockout (KO) female mice were maintained on a 12-hour light/dark
cycle at 20-22°C, 40%-60% humidity and were fed with standard
feed pellets and tap water. The presence of vaginal plug was checked
every morning to show whether mating occurred, and if present, the
day was considered as gestation day (gd) 0.5. Graving females were
euthanized on gd 14.5 by cervical dislocation. The animal ethics
committee of the University of Pecs approved all experiments, and
the animals were handled in accordance with an approved protocol
(BA02/2000-24/2011, University of Pecs, Hungary). Genotyping
was performed using Phire Animal Tissue Direct PCR Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufactur-
er’sinstructions. Primer sequences used for detection of WT and KO

DNA signatures of PACAP were identical with those used earlier.*?3!

2.2 | Immunohistochemistry

Placental tissues were removed from uterine horns and fixed with
4% paraformaldehyde for more than 24 hours. Samples were then
embedded in paraffin and 4-um-thick sections were prepared. After
deparaffinization in xylol for 3 x 5 minutes, samples were rehydrated
in degraded alcohol series (96%, 80%, 70%, 50%) for 3 minutes
each. Then, tissue sections were washed in distilled water (dH,0)
and antigen retrieval was performed for 20 minutes in boiling 1x
Target Retrieval Solution (TRS; 1:10; pH 6.0-6.2; Dako, Santa Clara,
CA, USA). Next, samples were cooled down to room temperature,
washed twice with dH,0 and endogenous peroxidase was blocked
for 15 minutes in 3% H,0,. Then samples were washed 3 x 5 min-
utes with 50 mM Tris buffer saline (TBS) supplemented with 0.05%
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Tween pH 7.4 (TBST) and pre-blocked with 3% BSA (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA) for 20 minutes. Following washing with TBST
for 2 x 5 minutes, slides were incubated with biotinylated goat anti-
mouse Gal-9 antibody (1:10; R&D Systems, Minneapolis, MI, USA)
for 1 hour at room temperature. After washing three times in TBST,
samples were incubated with Streptavidin-Biotinylated Horseradish
Peroxidase Complex (1:100; GE Healthcare, Little Chalfont, UK) for
30 minutes at room temperature. Following the washing procedure,
the signal was detected with Liquid DAB + Substrate Chromogen
System (Dako) for 5-30 minutes at room temperature. Hematoxylin
counterstain was performed for 3 minutes at room temperature;
then, slides were covered with mounting medium (Dako).

2.3 | Peripheral mononuclear cell isolation
from spleen

Spleens were homogenized thoroughly with a syringe plunger, and
single-cell suspensions were prepared using a 70-pm nylon cell strainer
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Subsequently, cells were
washed in PBS. The supernatant was aspirated, and the pellet was
resuspended in PBS and filtered again via 40 pm nylon cell strainer
(BD Biosciences). Then, mononuclear cells were separated by Ficoll
Paque gradient (GE Healthcare). Isolated cells were collected and
resuspended in RPMI1640 (Lonza, Basel, Switzerland) medium sup-
plemented with penicillin (1 x 105U/L; Lonza), streptomycin (0.05 g/L;
Lonza) and 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, Waltham, MA, USA).

2.4 | Mononuclear cell isolation from decidua

Decidual mononuclear cells from the materno-fetal interface were
isolated according to the method described previously.?° Briefly,
the endometrial tissue surrounding the conceptuses was pulled
away from the uterine horns. Then, the decidua was separated
from the placenta under a dissecting microscope, sliced with scis-
sors and digested with type IV collagenase (Sigma-Aldrich) at 37°C
for 30 minutes. The suspensions were homogenized with a syringe
plunger, and single-cell suspensions were prepared using a 70-pm
nylon cell strainer. Subsequently, cells were washed in RPMI1640
medium supplemented with penicillin, streptomycin and 10% FBS.
The supernatant was aspirated, the pellet was resuspended in PBS
and filtered via 40 pm nylon cell strainer. Finally, the isolated cells
were resuspended in RPMI1640 + 10% FBS.

2.5 | Mononuclear cell surface staining,
antibodies and flow cytometric analysis

Isolated mononuclear cells were resuspended in PBS (1 x 10° in
100 pL PBS/tube) and incubated for 30 minutes at room tempera-
ture with fluorochrome-labeled monoclonal antibodies. Immune cells
were characterized (Figures S1 and S2) by surface staining using the
antibodies shown in Table S1. The samples were protected from light.
After washing, the cells were resuspended in 300 uL PBS containing
1% paraformaldehyde and stored at 4°C in complete darkness until

fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis. Before sample
analysis, settings of the flow cytometer were checked using Cytometer
Setup and Tracking beads (CS&T beads; BD-Biosciences) according to
the manufacturer’s instructions. Compensation beads were used with
single stains of each antibody to determine the compensation settings
and were applied in FACSDiva V6 software (BD Biosciences) before
data collection. Labeled cells were analyzed with FACSCantoll flow
cytometer by collecting 100 000 events in the lymphogate in the case
of the spleen. In the case of decidua 10 000 events were collected in
the lymphogate after CD45 staining. FACSDiva V6 software was used
for data acquisition and FCS Express IV software (De Novo Software,
Glendale, CA, USA) for data analysis.

2.6 | FoxP3 staining

Following surface labeling, intracellular staining of FoxP3 was per-
formed using the FoxP3 Staining Buffer Set (eBioscience, Waltham,
MA, USA) in accordance with the manufacturer’s protocol. Briefly,
isolated cells were permeabilized in 1 mL fixation/permeabilization
buffer (Concentrate/Diluent 1:4; eBioscience) for 1 hour at 4°C in
dark. Then, the samples were washed twice in the buffer and stained
with APC-conjugated anti-mouse FoxP3 monoclonal antibody for
1 hour at 4°C in dark. FACS analysis was performed by FACSCantoll
flow cytometer with the BD FACSDiva software.

2.7 | CD107a degranulation assay

The CD107a assay was set up based on a publication by Alter et al.%?
To determine CD107a expression by immune cells, mononuclear cells
were incubated for 4 hours at 37°C with FITC-conjugated anti-mouse
CD107a antibody in RPMI1640 containing 10% FBS, penicillin, strepto-
mycin, ionomycin (Sigma-Aldrich) and phorbol myristate acetate (PMA,
Sigma-Aldrich). Next, the cells were washed with PBS and incubated
with anti-CD3-BV510, anti-y/5-BV510, anti-CD49b-FITC, anti-CD45-
PerCP and anti-CD8-APC-H7 antibodies for 30 minutes at room tem-
perature in the dark. Then, the cells were washed in PBS, fixed with 1%
paraformaldehyde (PFA) and evaluated by FACS.

2.8 | Statistical analysis

Statistical analysis was performed using statistical software SPSS
version 23 package (IBM Corp, Armonk, NY, USA). Statistical com-
parisons were made using one-way ANOVA with Bonferroni’s cor-
rection. Differences were considered significant if the P value was

equal to or less than 0.05.

3 | RESULTS

3.1 | Immunohistochemistry of pregnant mouse
placentae from wild-type and PACAP KO mice

Immunohistochemistry on healthy pregnant mouse placentae with
anti-Gal-9 antibody demonstrated a strong expression of Gal-9 at the
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spongiotrophoblast layer and in the cytoplasm of giant cells (Figure 1)
in both WT and PACAP KO mice. Histological sections represented
a more intense staining by trophoblast giant cells compared to spon-
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giotrophoblast layer (Figure 1). Immunohistochemistry showed no
significant difference in Gal-9 expression by the placentae of PACAP
KO mice compared to the placentae of WT pregnant mice (Figure 1).

3.2 | Immunophenotypic analysis of

decidual and peripheral mononuclear cells from
pregnant wild-type and PACAP KO mice at 2 weeks of
gestational age

We investigated the percentage of CD4+ T, CD8+ T cells, y/5 T cells,
Treg cells, NK and NKT cells in the periphery and in the decidua of
pregnant mice. In both groups, we observed a significant increase in
decidual /8 T, NK and NKT cells frequency at the materno-fetal inter-
face while the frequency of decidual CD4+ T and CD8+T cells was sig-
nificantly decreased when compared to the periphery (Table 1). These
results are in line with the data obtained in BALB-c mice.2° PACAP KO
mice had a significantly elevated Treg frequency in the periphery com-
pared to the decidua. PACAP KO mice had a significantly increased
CD4+ T frequency in the periphery together with a higher number of
v/8 T cell in the decidua compared to the WT mice (Table 1).

3.3 | The proportion of Gal-9+ Th cell population
in decidua and periphery of pregnant wild-type and
PACAP KO mice

CD4+ Th lymphocytes expressing Gal-9 on their cell surface pos-
sess immunosuppressive potential by regulating the Th17/Treg bal-
ance.?® Therefore, we investigated the percentage of Gal-9+ Th cells
in the decidua and in the periphery from pregnant WT and PACAP
KO mice.

Our study is the first to demonstrate a significant increase in the
frequency of decidual Gal-9+ Th cell obtained from PACAP KO mice
compared to the decidua of WT mice (Table 1 and Figure 3D). We
also observed that both WT and PACAP KO mice had a significantly
elevated Gal-9+ Th cell frequency at the materno-fetal interface
compared to the periphery (Figure 3D).

3.4 | TIM-3 and PD-1 expression by decidual and
peripheral mononuclear cells from pregnant wild-
type and PACAP KO mice

Flow cytometry was used to analyze the cell surface expression
of TIM-3 by CD4+ T, CD8+ T, y/3 T, Treg, NK and NKT cells at the
materno-fetal interface as well as in the periphery of pregnant WT

lab: labyrinthine trophoblast
sp: spongiotrophoblast

gc: trophoblast giant cells
md: maternal decidua

N 5, A

PACAP KO (n=5)

FIGURE 1 Representative Gal-9 immunohistochemical staining of pregnant mouse placentae from wild-type (WT) and PACAP KO mice.
IHC was performed on the placenta sections of WT (A) and PACAP KO (B) mice. Black arrows indicate Gal-9-positive cells. The images
were captures utilizing the Pannoramic DESK scanner (3DHISTECH Ltd.), and analysis was performed by the Pannoramic viewer software

(3DHISTECH Ltd., Budapest, Hungary)
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TABFE 1 ImmurTophenotypic analysis Periphery Srdtlie
of decidual and peripheral mononuclear
cells from pregnant wild-type (WT) and PACAP KO
PACAP KO mice in 2 wk of gestational age WT (n = 13) (n=14) WT (n = 13) PACAP KO (n = 14)
CD4+ T cells 25.32 + 3.23" 30.66 + 5.08*5 6.94+276 8.00 + 6.02
CD8+ T cells 7.93 + 2.20* 10.51 + 3.48* 2.32+1.20 219 £1.45
y/8 T cells 4.02+ 177 3.85+1.56* 39.94 £ 19.2 57.90 + 19.03*
Treg cells 1.37 £0.67 1.67 +0.65** 1.02 £ 1.07 0.81 £ 047
NK cells 9.40 + 4.01* 10.17 £ 5.03* 2478 + 6.34 22.58+7.23
NKT cells 0.72 + 0.39*# 1.32+0.87* 6.24 +4.07 10.12 + 8.34
Gal-9+ Th cells 1.35+1.37% 1.36 £0.76* 493+2.78 9.31+ 5.31%#

Statistical comparisons were made using one-way ANOVA test with Bonferroni’s correction. The
results were expressed as the mean value + standard deviation (SD). Differences were considered
significant when the value of P was equal to or less than 0.05.
#P < 0.01 from WT decidua.

##p < 0.05 from WT decidua.

*P < 0.01 from PACAP KO decidua.
**P < 0.03 from PACAP KO decidua.
$P < 0.03 from WT periphery.
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FIGURE 2 T-cellimmunoglobulin and mucin-domain-containing molecule-3 (TIM-3) and programmed cell death-1 (PD-1) expression by
decidual and peripheral mononuclear cells from pregnant wild-type (WT) and PACAP KO mice. Box plot of the median, the 25th and 75th
percentiles, range and individual data values for the expression of TIM-3 by CD4+ T, y/8 T and Treg cells and of PD-1 by Tregs and NK cells
in periphery and decidua in pregnant WTand PACAP KO mice. The middle line within the box represents the median, the middle dot within
the box represents the mean, the boxes indicate the interquartile ranges and the whiskers show the most extreme observations. Differences

were considered statistically significant for P-values <0.05

and PACAP KO mice. We found that both in WT and PACAP KO
mice TIM-3 expression by CD4+ T and Treg cells was significantly in-
creased in the decidua compared to cells obtained from the periph-

ery (Figure 2A,C, Table 2). Furthermore, we also noted a significant

decrease in TIM-3 receptor expression in the decidua of PACAP KO

mice by y/8 T cells compared to the periphery (Figure 2B, Table 2),

and it was also significantly increased in the periphery of PACAP KO

mice compared to WT mice (Figure 2B, Table 2).
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TABLE 2 Immune-checkpoint receptor

] ) (TIM-3, PD-1) expression by decidual and
PACAP KO peripheral mononuclear cells from
WT (n=13) (n=14) WT (n=13) PACAP KO (n = 14) wild-type (WT) and PACAP KO pregnant
CD4+ T cells mice
TIM-3 4.22+1.57* 5.34£1.82* 59.48 + 20.25 73.37 £22.86
PD-1 11.07 £ 3.90 12.04 +4.26 9.22+473 8.29 +4.54
CD8+ T cells
TIM-3 1.84 +0.88 245+ 149 1.31+1.60 8.21 +20.02
PD-1 5.65 +3.55 11.05+ 11.45 1.12+1.45 2.71+242
v/8 T cells
TIM-3 22.54 £9.26 35.29 + 16.18*° 12.01 £8.36 7.15+2.23
PD-1 61.27 £ 10.03 69.04 £ 15.24 43.60 + 16.56 45.32 +11.59
Treg cells
TIM-3 19.74 + 6.63" 21.81+7.42* 92.00+4.44 94.23 £9.03
PD-1 20.96 = 6.58** 23.87 +10.74 16.51 + 8.07 17.48 £ 14.12
NK cells
TIM-3 1.92+1.09 4.37 £1.65 4.67 £2.26 5.23+1.65
PD-1 4.05+1.68 10.38 £8.12** 14.70 £ 4.07 29.03+9.90
NKT cells
TIM-3 21.56 +10.74 25.56 +15.01 26.72 £ 19.31 29.87 +10.69
PD-1 34.64 £9.92 37.57 +20.97 19.71 + 9.59 30.13 £ 13.41

Statistical comparisons were made using one-way ANOVA test with Bonferroni’s correction. The
results were expressed as the mean value + standard deviation (SD). Differences were considered
significant when the value of P was equal to or less than 0.05. Bold values indicates statistically sig-

nificant values.

PD-1: programmed cell death-1; TIM-3: T-cell immunoglobulin and mucin-domain-containing

molecule-3.

#P < 0.01 from WT decidua.

#p < 0.05 from WT decidua.

*P < 0.01 from PACAP KO decidua.
**P < 0.03 from PACAP KO decidua.
Sp < 0.03 from WT periphery.

We could not determine statistical differences in TIM-3 expres-
sion by CD8+ T cells, NK and NKT cells in the decidua and in the
periphery (Table 2.).

During our investigation of the PD-1 expression by CD4+ T, CD8+ T,
v/8 T, Treg, NKand NKT cells in pregnant mice, we discovered that Tregs
demonstrated a decrease in PD-1 expression in the decidua compared
to the periphery in WT mice (Figure 2D, Table 2). In contrast to that NK
cells in PACAP KO mice showed a significantly increased PD-1 expres-
sion in the decidua compared to the periphery (Figure 2E, Table 2).

We could not determine statistical differences in PD-1 expres-
sion by CD4+ T, CD8+ T, y/6 T and NKT cells in the decidua and in
the periphery (Table 2.).

3.5 | Cell surface Gal-9 expression by decidual and
peripheral mononuclear cells isolated from pregnant
wild-type and PACAP KO mice

We measured the surface expression of Gal-9 on different lym-
phocyte subsets by flow cytometry. While Gal-9 expression was

significantly increased by decidual CD4+ T and Treg when com-
pared to the periphery in both animal groups (Figure 3A,B, Table 3),
in PACAP KO mice NK cells showed an increased surface Gal-9 ex-
pression at the materno-fetal interface compared to the periphery
(Figure 3C, Table 3).

3.6 | Cytotoxic activity of CD8+ T, /6 T, NK and
NKT cells in the decidua and in the periphery from
pregnant wild-type and PACAP KO mice

The cytotoxic activity was evaluated by measuring the CD107a
expression by the investigated cell subsets (Table 4). Investigating
the cytotoxic activity of CD8+ T, y/& T, NK and NKT cells ob-
tained from the materno-fetal interface we found a significantly
higher CD107a expression by all decidual subpopulations com-
pared to peripheral counterparts of WT and PACAP KO mice
(Figure 4A,B,C,D).

Peripheral y/8 T cells from PACAP KO mice showed significantly
higher cytotoxic activity compared to WT mice (Figure 4B).
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TABLE 3 Gal-9 expression by decidual X X

. Periphery Decidua

and splenic mononuclear cells from

wild-type (WT) and PACAP KO pregnant PACAP KO

mice WT (n = 13) (n=14) WT (n = 13) PACAP KO (n = 14)
CD4+ T cells 4.35+5,02" 6.35+5.06* 69.00 + 24.18 82.01+11.24
CD8+ T cells 14.95 + 10.60 8.06 +7.74 11.08 £ 2.98 11.89 +5.43
v/8 T cells 46.69 +20.68 46.06 + 18.67 46.76 + 16.80 43.38 £ 7.46
Treg cells 5.54 + 6.91* 4.61 +2.32* 94.46 + 10.02 95.99 +7.72
NK cells 36.49+2436  20.31:16.62°  4871+6.36  48.48+7.74
NKT 62.80 +21.23 51.38 + 20.22 57.19 £ 26.56 6711 +11.71

Statistical comparisons were made using one-way ANOVA test with Bonferroni’s correction. The
results were expressed as the mean value + standard deviation (SD). Differences were considered
significant when the value of P was equal to or less than 0.05. Bold values indicates statistically sig-

nificant values.

#P < 0.01 from WT decidua.
*P < 0.01 from PACAP KO decidua.

4 | DISCUSSION

Mice lacking PACAP show impaired reproduction in females, where
a study by Isaac and Sherwood?® excluded the involvement of pu-
berty onset, mating, ovulation or fertilization. Isaac et al'® showed
that impaired implantation is the defect probably responsible for
the decreased fertility in PACAP KO female mice. Implantation
occurred in most WT females (81%), but in significantly fewer
PACAP KO mice (13.3%). When embryos were artificially implanted
newborn mice, they occurred in the same numbers, regardless of
genotype.10

Examining the possible role of PACAP in the regulation of female
reproductive functions Shintani et al’ published that PACAP KO

mice showed a reduction in fertility (the number of parturitions rela-
tive to the number of pairings) related to reduced mating frequency.
Decreased fertility in PACAP KO females was characterized as the
number of females that delivered live pups relative to the number of
females that were paired.

PACAP may act through different pathways in the reproduc-
tive system, for example PACAP stimulates the corpus luteum and
progesterone synthesis as well as their secretion in the ovary in a
paracrine manner.*® Serum progesterone and prolactin levels are
significantly lower in PACAP KO female mice than in WT mice,*°
which could lead to reduced uterine receptivity during implanta-
tion. These results support an important role for PACAP in the
establishment of pregnancy initiation and implantation but we do
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not know whether it plays any role in the immune regulation at
the materno-fetal interface during pregnancy.

During pregnancy, local adaptation of the maternal immune
system allows successful coexistence between the mother and the
semi-allograft fetus expressing both maternal and paternal antigens.
The first histologically apparent maternal immunologic adjustment
to the embryo is a dramatic change in the relative proportions of
leukocyte subpopulations in the uterus.

Both in PACAP KO and WT mice, a significant increase could be
observed in decidual y/8 T, NK and NKT cell frequency at the materno-
fetal interface, while the frequency of decidual CD4+ and CD8+T cells
was significantly decreased when compared to the periphery. PACAP
KO mice had a significantly elevated Treg frequency in the periph-
ery compared to the decidua. PACAP KO mice had a significantly in-
creased CD4+ T frequency in the periphery together with a higher
number of y/8 T cells in the decidua compared to the WT mice.

Earlier we reported that Gal-9 is expressed by the mouse pla-
centa in BALB-c mice.?° In our present experiments, both PACAP
KO and WT mice on CD-1 background showed the same Gal-9
positivity by the spongiotrophoblast layer of the hemochorial pla-
centa. Gal-9 can also be expressed locally by the immune cells on
the maternal side. Although there is a decrease in the ratio of CD4+
T cells in the decidua both in PACAP KO and in WT mice, the per-
centage of the Gal-9 secreting subpopulation (Gal-9+ Th cells) sig-
nificantly increased locally at the materno-fetal interface compared

to the periphery. The only notable PACAP-specific alteration was
related to CD4+ T cells expressing cell surface Galectin-9 (Gal-9+ Th
cell). The present study is the first to report a significantly elevated
Gal-9+ Th cell frequency at the materno-fetal interface in pregnant
PACAP KO mice compared to WT control mice.

Our previous murine experiment investigating the effects of late
administration (on gd 14.5) of low dose Mifepristone during pregnancy
showed that the placental expression of Gal-9 is seriously impaired
but the frequency of decidual Gal-9+ Th cells was significantly in-
creased when compared to the untreated control decidua.>* Although
this treatment did not cause considerable change in the phenotypic
distribution of decidual and peripheral immune cells, it altered the
Gal-9 and TIM-3 expression by different NK and T-cell subsets.®*

As a progesterone receptor antagonist, Mifepristone can inhibit
the pregnancy-protective immunological effects of progesterone
both in a TIM-3 dependent and independent way.

As serum progesterone levels are significantly lower in PACAP
KO female mice than in WT mice during pregnancy,10 the lack of
progesterone and its effects on immune tolerance could be one log-
ical explanation to our findings in connection with the high level of
Gal-9+ Th cells at the materno-fetal interface in pregnant PACAP
KO mice.

Whether this hypothetical mechanism is true for the recruitment
of Gal-9+ Th cells in the decidua of PACAP KO mice or whether there

is another mechanism remains to be determined.
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decidual and splenic mononuclear cells e PR

from wild-type (WT) and PACAP KO PACAP KO

pregnant mice WT (n = 13) (n=14) WT (n=13) PACAP KO (n = 14)
CD8+ T cells 2.00+1.19* 3.41+2.41" 20.87 +16.78 31.33+15.73
v/dT cells 27.37 +7.09* 48.94 + 22.20*° 85.97 £ 6.75 85.91 £ 5.42
NK cells 9.39 +5.03" 17.27 £ 17.05* 44.79 + 19.89 60.60 +12.84
NKT cells 50.39 + 30.19% 46.68 + 30.13* 76.91 +19.25 82.23 +9.82

Statistical comparisons were made using one-way ANOVA test with Bonferroni’s correction. The
results were expressed as the mean value + standard deviation (SD). Differences were considered
significant when the value of P was equal to or less than 0.05. Bold values indicates statistically sig-

nificant values.

#p < 0.01 from WT decidua.

#p < 0.05 from WT decidua.

*P < 0.01 from PACAP KO decidua.
Sp < 0.05 from WT periphery.

The active presence of Gal-9 producing cells at the materno-fetal
interface suggests a local immunomodulatory role of TIM-3/Gal-9
pathway after maternal immunoactivation. According to our hypoth-
esis, the dominant presence of the ligand Gal-9 at the materno-fetal
interface suggests subsequent local immunomodulatory potential
following maternal immunoactivation.

During the analysis of TIM-3 expression by immune cells in the de-
cidua and in the periphery, decidual CD4+ T and Treg cells showed a
significantly increased TIM-3 expression in both animal groups, while
TIM-3 expression by y/8 T cells was significantly decreased in the
decidua of PACAP KO mice compared to the periphery. Interestingly,
TIM-3 expression by y/8 T cells was significantly increased in the pe-
riphery of PACAP KO mice compared to the WT mice.

These results suggest that CD4+ T and Treg cells are presumably
under immune-checkpoint control by TIM-3 molecule. Analyzing an-
other immune-checkpoint molecule revealed that PD-1 expression
by NK cells is significantly increased in the decidua compared to the
periphery in PACAP KO mice.

Cytotoxicity was measured by detection of the degranula-
tion marker CD107a on the surface of the investigated immune
cells. Analyzing data the only PACAP specific change is the sig-
nificantly increased cytotoxicity by y/8 T cells in the periphery of
PACAP KO mice compared to WT mice. Progesterone-dependent
immuno-modulation in maternal tolerance of the fetus is well doc-
umented.3>3¢ Serum progesterone levels are significantly lower in
PACAP KO female mice than in WT mice during pregnancy,© this
could be a possible explanation for this finding.

We could not detect any changes in the cytotoxic potential of
the investigated cells at the materno-fetal interface between the
two groups, suggesting no functional impairment or disturbance
locally mediated by either TIM-3/Gal-9 or PD-1/PD-L1 pathways.
These results are in line with the data obtained by immunohis-
tochemistry showing no difference in the Gal-9 expression by
trophoblast cells between WT and PACAP KO mice. In contrast
to this, there is a significantly elevated Gal-9+ Th cell frequency
in the decidua at the materno-fetal interface in PACAP KO mice

compared to WT controls, suggesting a possible control of the cy-
totoxicity of TIM-3 positive cells. Gal-9 binding to TIM-3 on the
surface of different immune cells will control inappropriate acti-
vation of local inflammation and inhibit harmful cytotoxic mech-
anisms against self-antigens. This could be a scenario in the case
of CD8+ T and NK cells, where there is a slight but not significant
increase in the cytotoxicity in the decidua of PACAP KO mice com-
pared to WT mice. According to our theory, the recruitment of
Gal-9+ Th cells to the decidua in PACAP KO mice during pregnancy
promote local immune homeostasis and function. Previous studies
confirmed that Gal-9+ Th cells are real immunosuppressors which
produce IL-10/TGF-p and play a vital role in the regulation of Th17/
Treg balance.?® These cells can promote the differentiation of Treg
cells and type-1 regulatory T cells, which further secrete a high
amount of IL-10 and Gal-9 and as a consequence, effectively sup-
press local Thi-type immune response.®®

There were some limitations in the present study. Firstly, our
results were obtained from mice only at gestation day 14.5, which
is rather late in mouse pregnancy so even more significant immune-
checkpoint related changes could be observed earlier in pregnancy,
which needs further investigations. Second, functional assays of the
investigated cells should be performed in the future to investigate the
relationship between TIM-3 positive immune cells and Gal-9+ Th cells.

Immune cells enriched in the decidua can modulate maternal
immune responses activated by the recognition of fetal antigens to-
ward a tolerogenic state, but the developing mild inflammatory en-
vironment is also very important not only for the fetus (placentation
and vascular remodeling) but also for the mother (immune protec-
tion against pathogens) as well. We investigated the possible role of
TIM-3, PD-1 and Gal-9 molecules in materno-fetal tolerance during
pregnancy in PACAP KO mice.

In conclusion, despite the found alterations in the peripheral
number and function of immune cells, we could not find any remark-
able alteration either in the distribution or in the cytotoxicity of the
investigated decidual immune cells which could elucidate any repro-

ductive alterations in pregnant PACAP-deficient mice.
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