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vielke pre vase ydravie

» Medawar ako prvy predstavil existenciu regulacnych mechanizmov — supresia
maternalneho IS

» Gershon & Kondo — historia regulaénych buniek/ lymfocyty ,suppressor T-cells®

e Objavy ohfadne heterogenity Th buniek

» Sakaguchi et al.- Treg bunky (CD4*CD25+) Specializovana subpopulacia T-
buniek u mysi (eliminacia CD4*CD25* T-buniek spésobuje multiorganovu
autoimunitu)

* transkripény faktor FOXP3 — hlavny kontrolny gén — vyvoj a funkcia Treg —
mutacia - IPEX syndrom
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T_regulaéné bunky .::MEDIREX GROUP

vielke pre vase ydravie

jedna z populdcii CD4+ lymfocytov (CD25+CD127dim/low)
e konvencny TCR

e tolerogénne pdsobenie

v’ tolerancia voéi ,vlastnému® — zabraruju vzniku autoimunitnych choréb
v’ tolerancia k antigénom ¢&revnej fléry - ordlna tolerancia
v’ aktivna imunitna tolerancia plodu

— inhibicia produkcie cytokinov CD4+ a CD8+

— inhibicia proliferacie a produkcie protilatok u B-lymfocytmi
— inhibicia cytotoxického pdsobenia NK buniek

— inhibicia maturacie a
diferenciacie makrofagov a
dendritickych buniek

e v periférnej krvi -5 az 10% z CD4+
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= Aluvihare (2004) — Treg — tolerancia plodu (u mysi)
- expanzia CD4+CD25+ pocas tehotenstva
- expresia Foxp3 uterinnymi CD4+CD25+ T-lymfocytmi,
- deplécia CD4+CD25+ = gestacné zlyhanie

=  Zenclussen (2005 2006) daktivita Tregs = spontanne aborty

_transfer Treg = zabranenie abortov — vytvorenie
! tolerogénneho mikroprostredia (produkcia LIF, TGF-[3, HO- 1)

= Robertson (2009) — seminalna tekutina'— sposobuje expanziu Tregs
= Shima (2010) — Treg — nevyhnutné pre implantaciu a skoré stadia tehotenstva
> ktoré Tregs su potrebné pre normalne tehotenstvo: .
= Samstein (2012) —iTreg Natural T (nTeg) @
= Zenclussen (2010,2013) @)
-tTreg —impla ntac\q a skoré stadia™ nduclos Treg (Treg)
- iTreg — neskorsie $t3dia tehotenstva . #“‘" @ “‘ﬂ. N

Reguistory T call [Trag)

: T|Iburgs (2008) — migracia Specifickych Trng\PK do deC|dua pocas tehotenstva

b \!]
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e asociacia medzi deficienciou Treg a komplikaciami v tehotenstve

« pocetnd a funkéna deficiencia Treg v PK a/alebo v deciduu je asociovana
s infertilitou, rekurentymi spontannymi potratmi (RSA) a preeclampsiou
(Sasaki 2004, 2007, Arruvito 2007, 2010, Jianjun 2010, Darmochwal-
Kolarz 2012)

N expresia Foxp3 mRNA v endometriu Zien s primarnou neobjasnenou
sterilitou (Jasper 2006)

* |L-6 = kl'uCovy cytokin, blokuje vyvoj Treg a indukuje diferenciaciu T,17
« opakované tehotenské straty (RM) - 4 hodnoty cirkulujucich

CD4*CD25* buniek pocas tehotenstva (negativha korelacia s T, 17
lymfocytmi) S

. hodnoty Treg v periférnej krvi mo‘i‘u predikovat r|2|ko tehotenskych strat
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e

T,1/T,2/T 17/Treg paradigma

IL-12, IFN-y (a/P}) IL-10, TGF-3

Vi

IL-17, IL-6

IL-4, IL-13, IL-5

Orihara K et all. 2008



MEDIREX

e

T,1/T,2/T 17/Treg paradigma

B Fyziologické tehotenstvo
maternofetalna tolerancia)

.**MEDIREX GROUP
vselke pre vase dravie

(implantacia embrya do maternice,
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M#x Tregs v tehotenstve .

uspesné tehotenstvo — expanzia v periférnej krvi a deciduu

materska tolerancia a protizapalové mikroprostredie su
nevyhnutné, aby sa predislo odmietnutiu plodu (cross-talk
medzi bunkami materského imunitného systému a placenty
trofoblastu)

sekrécia IL-10 a TGF-B = supresia imunitnej
odpovede na cudzie antigény

‘ Specificita voci paternalnym antigénom

na materno-fetalnom rozhrani — extratymusovy p6vod
(indukované Treg = iTreg)

mechanizmy a faktory expanzie Tregs pocas normalneho
tehotenstva — stale predmetom skimania
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* humanne Treg (CD4+25+) nie su
homogénnou skupinou (génova expresia,
fenotyp a supresivne funkcie)

* FOXP3
(Forkhead box protein P3, Scurfin, JM2, IPEX)

— Specificky transkripcny faktor —
konstitutivne exprimovany v prirodzenych
Treg (nTregs)

- sluzi ako hlavny regulator

diferenciacie nTreg

a ich supresivnych funkcii
(CD4+CD25+FoxP3+ Treg bunky)

Stanovenie TREGs

Naive resting T cells

FOXP2- Moios-

CO45RA+ COMSRO. CO28-
CD127+ CTLM- HLA-DR-

B
-®

\
—®

Memory activated Tregs

CD45RA- CD45RO+ COZ5™
CO127% CTLM' HLA-DR'
CD39* FOXP3* Helios*

CD45RA+ COMSRO- CD25™

CO127% CTLA. CDAS-
CD31+ FOXPY+ Holos+

Nalve rosting Trogs

¢clen

=: MEDIREX GROUP

vielke pre vase ydravie

B @
——

B @
b — o

1P, 14,
TOFH

—@®

T,1-ike Trogs

FOXPY' T-Bet'
CXCR3" IFNy*

T,2-ike Tregs

FOXPY' COR4+
L3R IL-13°

T,174Ike Trogs

FOXPY' Ronyt' CCRE*
ILATA

Tyelike Tregs

FOXPY' Bod'
CXCRS*




“"#X Stanovenie TREGS R e

Defining Tregs using Flow Cytometry

» prietokova cytometria

Option 1: Option 2:
Fixed sample run with FOXP3 Viable cell run, no FOXP3
* intracelularne stanovenie FOXP3 -

CD3+ gate CD3+ gate

CD4+CD25+ FOXP3 +

CcD127

e FOXP3 — viaze sa na promotor a-
retazca receptora pre IL-7 (CD127)
— down-regulacia jeho expresie =
bunky FOXP3 exprimujuce s nizkou
expresiou CD127 = Treg

FOXP3

SORT CELLS: add
to suppression,
functional assays

 identifikacia Treg — povrchove '
znacenie — CD4+CD25+CD127-
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e janudr 2016 —jul 2017 — 670 pacientiek Tregs % +AP (vek 21-47) s diagndzou poruchy
plodnosti

» vzorky periférnej krvi (LiHep, EDTA)
e protokol pre identifikaciu Treg — CD4+CD25+CD127-

34
>35 rokov — 44% (295) I | [ \

24 & <30 rokov—l4w
14 43 v
5 6 566
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vekové rozlozenie pacientiek
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* hodnoty Tregs 2,4 - 8,00%
« | hodnoty (<5%) — 38%

Treg <5%
Treg >5% 38%
62%

\

e faza menstruacného cyklu?
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TREGs a menstruacny
cyklus

.,\.

Kontrolna skupina: 9 zdravych zien vo veku 21 — 35 rokov
pravidelny menstruacny cyklus
bez tehotenstva/poruch reprodukcie

Pacientska skuf)ina: 87 zien vo fertilnom veku &
pravidelny menstruacny
poruchy reprodukcie (sterilita/infertilita)

-

b v\
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TREGs a menstruacny cyklus

Kontrolna skupina: 9 Zien

CD4'CD25°CD127, %

CD4'CD25°CD127, %

CD4'CD25°CD127, %

CD4'CD25°CD127, %
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CD4'CD25°CD127, %

CD4'CD25°CD127, %

CD4'CD25°CD127, %

Day 3
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Day 5
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51
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Day 15
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Day 21
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Day 14
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Day 15
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Day 18
8,5
Day 20
4
Day 24
4
Day 27
5,1
Day 23
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Day 26
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4,4
Day 14
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Day 17
4,9

m ¢len
=2 MEDIREX GROUP

Day 25
3,8

Day 28
4,3
Day 22
5,1
Day 16
3,8
Day 23
5,3

vielke pre vase ydravie

Day 28
5,2
Day 27
3,7
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Predominant

2 A
S Thl
¢
t'l,:
3 Th2
0 4 3 12 16 20 24 28
Day of menstrual cycle
patient MC (day) CDA4+IFN-y CD4+IL-4  CD4+TNF-a CDA+IL-2 TREGs E2 PROG
1 M (3) 21,4 1,3 28,6 17,5 4,3 264
2 M (3) 15,1 0,7 39,8 21,8 4,4 90,64
3 M (2) 32,7 1,9 47,6 25,1 4,2 73,09
4 M (2) 23,9 1,7 46,5 29,5 4,7 141,1
5 M (5) 34,8 2,9 48,3 32,3 4,4 172,4
6 M (4) 33,2 4,5 20 14,8 2,8 176,5
7 M (2) 12,6 0,9 35,6 23,9 3,1 160
8 M (3) 36,7 2,2 58,7 25,4 4 186,1
9 M (5) 18,3 0,8 23,6 9,6 4,6 371,3 <0,16
10 M (3) 29,8 3,4 46,1 31,4 3,8 187,9
11 M (3) 18,6 1 25,4 14,8 3,7 122,1
12 PR-O (10) 26,9 1,1 43,6 27,5 4,7 990,3
13 PR-O (14) 31,4 6,7 38,9 37 4,6 572,8
14 PR-O (8) 13 3,1 57,2 28,2 3,7 522 0,9
15 PR-O (11) 21,8 0,3 32,9 13,9 4,3
16 0 (15) 27,7 2,5 50,1 23,8 4,8 669,8 1,98
17 0 (15) 16,9 1,2 30,8 8,3 4,8 254,5 28,34
18 L(23) 16,4 1,5 31,1 11,5 4,8

an (VT AV ar - A oa ar A

E2, Prog — T hodnoty indukcia Th2 / supresia Thl
E2, Prog v nasom subore = korelacia s menstruacnym cyklom, nie vSak s Th1/Th2/Tregs
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imunitna odpoved matky na plod — vyznamne
suprimovana Tregs

zvysené hodnoty Tregs v periférnej krvi -
asociované so zvySenou pravdepodobnostou
uspesného tehotenstva a porodu po IVF

defekt v pocéte a funkcii Tregs - mobze byt
pricinou neuspesnych tehotenstiev

sledovanie poctu Treg -— doblezity marker
reprodukénej imunologie

» vplyv menstruacného cyklu na hodnoty Tregs????

» referencné hodnoty v suvislosti s menstruaénym cyklom????
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Za spolug'récu svojim spoluautorkam

‘\a kolektivu imunologie Medirex a.s.

elena.tibenska@medirex.sk



