T lymfocyty ve fyziologicke
a patologické gravidite

Karin Malickova

Klinicka imunologie a alergologie - laborator
Ustav lékaFské biochemie a laboratorni diagnostiky
VSeobecna fakultni nemocnice a 1.lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Praze



Imunitni systém ma dulezitou ulohu v radé procesu lidské
reprodukce. V pribéhu gravidity, kdy organizmus matky musi
akceptovat semialogenni plod, je uloha imunitnich procesi
obzvlast dllezita.

Tolerance plodu imunitnim systémem matky je zajiStovana
komplexem navzdjem souvisejicich imunitnich mechanizmd.
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e ...this work must commence with the
conception of man, and must describe the
nature of the womb, and how a baby lives in it,
and in what degree it resides there, and the
way it is enlivened and nourished, and its
growth, and what interval there will be
between one degree of growth and the next,

. and what it is which pushes it out of the
mother and for what reason it sometimes
comes out of its mother’s womb before due
time...
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Peter
Medawar

e koncept funkcni suprese materndlnich
lymfocyti

e “The immunological problem of pregnancy
may be formulated thus: How does the pregnant
mother contrive to nourish within itself, for many
weeks or months, a fetus that is an antigenically
foreign body?... By the immunological indolence

or inertness of the mother.”
Medawar PB: Some immunological and endocrinological

problems raised by the evolution of viviparity in
vertebrates Symp Soc ExpBiol 1953, 7:320-338



1993 e Th1/Th2 paradigma

Tom Wegmann TG, Lin H, Guilbert L, Mosmann TR.
Bidirectional cytokine interactions in the maternal-
Wegmann fetal relationship: is successful pregnancy a TH2

phenomenon? Immunol Today. 1993;14(7):353-6

viewpoint

Bidirectional cytokine interactions in the
maternal-fetal relationship: is successful
pregnancy a T,,2 phenomenon?

Thomas G. Wegmann, Hui Lin, Larry
Guilbert and Tim R. Mosmann

Pregnant females are susceptible to intracellulor pathogens and are biased
towards bumoral rather than cell-mediated immunity. Since T,,1 cyiokines
compromise pregnancy and T2 cytokines are produced at the maternal-
fetal interface, we hypothesize that these T,2 cytokines nhibit Tyl
responses, improving fetal swrvival but impairing responses
against some pathogens.
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.Thl/Th2/Thi7/Treg

koncepce
Saito

Saito S, Nakashima A, Shima T,
lto M. Th1/Th2/Th17 and
regulatory T-cell paradigm in
pregnancy. Am J Reprod
Immunol. 2010 ;63(6):601-10.
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Th1/Th2/Th17/Treg paradigma prinasi nové pohledy
na procesy lidské reprodukce a je vychozim bodem
pro hledani novych perspektivnych zpusobu
imunointervencni terapie opakovanych selhani
implantace embrya, habitualniho potraceni,
predcasnych porodu a preeklampsie.

’



Th1l/Th2/Treg/Th17 a fyziologické téhotenstvi

Krok €. 1 —implantace embrya do decidualizované délozni stény

- angiogeneze, vyzravani trofoblastu
- IL-1, TGF-beta, VEGF, PGF atd.

YT - Trophoectodermic : > . B
differentiation .« 125 :
+ 2 :
VEGF-1 <«— | D e e :
\1’ /’\/ ? H
Angiogenesis Differentiation to syncytiotrophoblast
S 1 CSF-1

Endometrium e R S R T .



Krok ¢. 2 — maternofetalni tolerance

Ackoliv mezi maternalni a fetalni
cirkulaci nedochazi k vyznamnému
primému kontaktu a bunky trofoblastu
v kontaktu s maternalnimi
imunokompetentnimi bunkami
vykazuji limitovanou expresi HLA
antigen(, fetdlni buriky maji schopnost
pronikat do maternalni cirkulace.

Maternalni imunitni systém je tak
postaven pred problém aloantigenni
rekognice semialogenniho plodu,
ktery vlastni jeden cely paternalni HLA
haplotyp.
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Th1l/Th2/Treg/Th17 a fyziologické téhotenstvi

Krok ¢. 2 — maternofetalni tolerance

predominance Th2 imunitni odpovédi a suprese Thl imunitnich mechanizm

Th17 | Treg
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Th1l/Th2/Treg/Th17 a fyziologické téhotenstvi

Krok €. 2 — maternofetalni tolerance
Uloha Th17 lymfocytd

 Th17 lymfocyty hraji dulezitou ulohu pri indukci zanétlivé odpovédi a
jsou nejspise ustrednim faktorem pfri vzniku rady autoimunitnich nemoci
a pri akutni rejekci transplantatu

* fenotypoveé jsou charakterizovany mj. expresi receptoru pro interleukin
23 (IL-23), chemokinového receptoru 4 (CCR 4) a 6 (CCR6)

e Hlavni zdroj IL-17

e zastoupeni cirkulujicich Th17 v periferni krvi zdravych osob je velmi
nizké, neprevysuje 1 %.

* vl alltrimestru fyziologické gravidity se zastoupeni cirkulujicich Th17
bunék nelisi od netéhotné populace

e ve lll.trimestru fyziologické gravidity dochazi k jejich signifikantnimu
poklesu.



Th1l/Th2/Treg/Th17 a fyziologické téhotenstvi

Krok €. 2 — maternofetalni tolerance
Uloha Th17 lymfocyti

Opacna a prekvapiva situace je vsak in situ:

e zpovahy a funkce Th17 bunék by bylo mozné usuzovat, Ze jejich zvySené
zastoupeni v decidue by mohlo byt nezadouci

* je vSak zajimavou skutecnosti, Ze zastoupeni uterinnich Th17 je
signifikantné vyssi nez zastoupeni cirkulujicich Th17 v periferni krvi

v nesterilni délozni dutiné maji Th17 lymfocyty ochrannou ulohu v boji proti
extracelularnim mikrobdm?

IL-17 stimuluje sekreci progesteronu v bunkach trofoblastu a podporuje tak
jejich invazivni kapacitu ?

uspésna implantace embrya = zanétlivy proces




Th1l/Th2/Treg/Th17 a fyziologické téhotenstvi

Krok ¢. 2 — maternofetalni tolerance

uloha Treg
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Problém €. 1 - selhani implantace

e deplece nebo porucha funkénich schopnosti uDC
e porusena maturace uNK
* patologicka remodelace tkani

Embryotoxicky efekt Thl cytokinu

periferni
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Th1/Th2/Treg/Th17 a téhotenské neuspéchy

Problém €. 1 - selhani implantace
» pokles poctu a/nebo funkénich schopnosti Treg

— primarni idiopaticka sterilita je u lidi asociovana se snizenou expresi Foxp3
MRNA v délozni sliznici jeSté pred snahami o poceti

— otéhotnéni po embryotransferu je spojeno se signifikantné vyssim
zastoupenim cirkulujicich Treg jiz v den punkce folikulu a odbéru oocytu

— inseminace darcovskymi spermiemi je u Zen s nizkym zastoupenim
cirkulujicich Treg ve folikularni fazi menstruacniho cyklu signifikantné méné

— deplece antigen-specifickych Treg je podstatou jedné z hypotéz zvySeného
vyskytu sterility u Zen s endometridzou - po vzniku endometrialnich lézi
totiz dochazi k redukci poctu Treg v periferni krvi i vendometriu



Th1/Th2/Treg/Th17 a téhotenské neuspéchy

Problém €. 2 - potraceni

Cytokinova dysbalance

* Opakované Casné potraty jsou typické Thl fenotypem imunitni
odpovédi, byt nékteré prace upozornuji téz na situace, kdy je habitualni
potraceni spojeno s Th2 fenotypem

* Pro uspéch tehotenstvi je proto nezbytné spise adekvatni vyvazeni obou
systému.

* Klicovy faktor: dominance prozanétlivého cytokinu IL-17, jez dale
indukuje expresi rady zanétlivych mediatoru. Habitudlni ¢asné potraceni
je v mnoha pripadech charakteristické vysokym zastoupenim
cirkulujicich Th17 s nadprodukci IL-17 a IL-23, pficemz zvysSeni poctu
Th17 je nepfimo umeérné snizujicimu se zastoupeni cirkulujicich Treg. K
tomu dochazi nejspise vlivem IL-6, ktery blokuje maturaci Treg a
indukuje diferenciaci Th17.



Th1/Th2/Treg/Th17 a téhotenské neuspéchy

Problém €. 2 - potraceni

Dysregulace Treg

* Pocty cirkulujicich i uterinnich Treg jsou u zen s
habitualnim potracenim snizené.

* Tato skutecCnost je vysvetlovana nekterymi autory
jako dusledek chronické zanétlivé stimulace.

* ALE Transfer CD4+CD25+ Treg od zdravé brezi mysi

potracejicimu zvireti vede k prevenci abortu, kdezto

transfer Treg od zdravé nebrezi mysi takovy efekt
nema. PROC?



Th1l/Th2/Treg/Th17 a téhotenské neuspéchy

Problém c. 3 - predcasné porody

e Jakykoliv, tj. terminovy i predcasny porod, je iniciovan
doCasnym zvysenim zanétlivych signald.

v placentarnim mikroprostredi dojde ke zvyseni produkce TNF-alfa, IL-1 a IL-8

aktivace bunék vrozené imunity a iniciace prozanétlivé kaskady vcetne
aktivace NF-xB

up-regulace receptoru pro oxytocin na myometriu

zahajeni porodu




Th1/Th2/Treg/Th17 a téhotenské neuspéchy

Problém €. 3 - predcasné porody

 V decidue a plodové vode predcasneé rodicich zen lze prokazat
nadprodukci prozanétlivych ptusobkul, napf. IL-1, IL-6, IL-8 a TNF-alfa,
zvysena je vsak Casto i tvorba tzv. Th2 cytokind.

e Patofyziologicky vyznam pri indukci zanétu maji nejspise Th17.V
plodovych obalech Zen po pred¢asném porodu s chorioamniitidou
jsou nachazeny zvysené pocty Th17, hladiny IL-17 v plodové vodé
stoupaji.

e dysregulace v poctu a funkénich schopnostech Treg ma souvislost s
patogenenzi predcasné intrauterinni zanétlivé aktivace. Pokles
zastoupeni perifernich Treg byl prokazan naptf. u Zzen s preeklampsii,
HELLP syndromem i v souborech predcasné rodicich zen.



Th lymfocyty v periferni krvi — jak poznam patologii?

e detekce intracelularnich cytokint v T-lymfocytech
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SUBPOPULACE LYMFOCYTU
Th lymfocyty v periferni krvi — jak poznam patologii?

* detekce intracelularnich cytokint v T-lymfocytech
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Th1l/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych
poruch plodnosti

KORTIKOSTEROIDY

* Greenblatt, 1956 - pozitivni vliv na maturaci oocyt(, interakce s proteiny zona
pellucida, inhibice produkce adrenalnich androgent — NE

e Jako imunomodulatory maji kortikosteroidy schopnost potlacit produkci
placentarniho TNF-alfa, aniz by soucasné doslo k poklesu produkce IL-10

* POZOR Dlouhodobé podavané malé/imunomodulacéni davky steroidii mohou mit
tlumivy vliv na funkcni schopnosti i pocty cirkulujicich, ale i uterinnich NK bunék

* lymfocytotoxické - imunosupresivni Ucinky maji pouze vysoké davky kortikoidu
( ~100 mg methylprednisolonu)

* v nizSich davkach se uplatiuje imunomodulaéni ucinek zejména v disledku
ovlivnéni produkce cytokin(

* Vreprodukcni imunologii jsou doporucovany davky prednisonu v rozmezi 0,15 - 0,2
mg/kg/den, prednost se nékdy dava methylprednisolonu, ktery se v nezménéné
forme vyluCuje moci pouze z 10 %, kdezto prednison a prednisolon az ze 34 %



Th1l/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych
poruch plodnosti

INHIBITORY FOSFODIESTERAZY

PDE4 — dominantni izoenzym lymfocytl urceny k degradaci
cAMP

Inhibitory PDE =) intracelularni elevace cAMP )
inhibice intracelularni tvorby TNFa

pentoxyfilin — kompetitivni neselektivni inhibitor PDE

600 — 1800 mg/den

roflumilast, apremilast - selektivni PDE4 inhibitory, v
reprodukcni imunologii zatim jen studie na zviratech



Th1l/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych
poruch plodnosti

»BABY ASPIRIN“

* malé davky kyseliny acetylsalicylové maji protizanétlivé a vazodilalatacni
ucinky, inhibuji agregaci trombocytd, blokuji cyklooxygendzu 1 a tim i
syntézu rady prostaglandin(

e aspirin inhibuje aktivitu NF-kB, protoze stabilizuje protein kB, ktery je
specifickym inhibitorem transkripcniho faktoru NF-«B

* tohoto efektu Ize vyuzit pri davkovani kyseliny acetylsalicylové v rozmezi
30 - 100 mg/den



Th1l/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych/
poruch plodnosti

NITROZILNi IMUNOGLOBULINY (IVIG)

Li J et al. Intravenous immunoglobulin treatment for repeated IVF/ICSI failure and
unexplained infertility: a systematic review and a meta-analysis. Am J Reprod Immunol.
2013;70(6):434-47. doi: 10.1111/aji.12170.

10 klinickych studii publikovanych v databazich PubMed, EMBASE a
Cochrane
Celkovy pocet hodnocenych pripadld n = 8207

Podani IVIG bylo ve srovnani s placebem signifikantné asociovano s
= vy$SSi mirou implantace embrya OR 2,708 {Cl 1,302;5,629}

= vySSi Cetnosti téhotenstvi OR 1,475 {1,191;1,825}

= vySSi mirou Zivé narozenych déti OR 1,616 {1,234;2,101}

" nizsSi mirou potracivosti OR 0,352{0,168;0,738}



Th1l/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych
poruch plodnosti

NITROZILNi IMUNOGLOBULINY (IVIG)
Teorie tregitopu

Tregitopy = antigenni epitopy T-lymfocytu, které jsou soucasti
molekul humannich IgG,
vazi se na MHC Il.tridy a
indukuji Treg odpoveéed.

Epitope
Processing and
Presentation

Engagement. of
Corresponding

Antibody or T Cells

Protein
Therapeutlc




Th1/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervenc¢ni terapie imunologicky podminénychs ., -
poruch plodnosti

NITROZILNi IMUNOGLOBULINY (IVIG)

velka variabilita davkovacich schémat
od davky 150 mg/kg az po 500 mg/kg

* s aplikacemi nékolikrat v pribéhu IVF cyklu
e v gravidité a 3-4 tydny
* jen v urcitych fazich téhotenstvi (napr. tydny 7,13,20 a 28)



Th1l/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych
poruch plodnosti

NITROZILNI IMUNOGLOBULINY (IVIG)

off — label indikace

financné nakladna terapie

1 gram IVIG ~ 1 300 K¢

150 mg/kg/mésic ~ 15 000 K&/mésic
~ 150 000 K¢&/gravidita



Th1l/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych
poruch plodnosti

NITROZILNI INTRALIPIDY

prinosné u sterilnich a infertilnich zen s prokazanou dominanci Th1l fenotypu cirkulujicich T
lymfocytl

emulze s obsahem tuk(, kterd se podava v rliznych schématech, nejcastéji dle Rousseva

Presny mechanizmus imunomodulaéniho ucinku
intralipidu neni dosud zndm, predpoklada se vsak, ze
mastné kyseliny funguji jako ligandy a aktivuji

receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory
(peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR),
nachazejici se v jddrech Th1 lymfocyt(, coZ vede k
supresi jejich aktivity, ke snizeni produkce prozanétlivych
a embryotoxickych cytokin( s pozitivnim efektem na
implantaci a udrzeni




Th1/Th2/Treg/Th17 koncepce a moZnosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych
poruch plodnosti

NiZKOMOLEKULARNI HEPARINY

* Nizkomolekularni hepariny (low molecular weight heparines, LMWH) jsou
derivaty heparinu, vznikaji enzymatickou nebo chemickou depolymerizaci
nefrakcionovaného heparinu, jejich molekulova hmotnost se pohybuje kolem

4300 - 5000 kDa.

inhibuji aktivitu komplementu

priznivé ovliviuji adhezivni molekuly, cytokiny a matrixové metaloproteinazy
nutné pro uspeésnou implantaci embrya

snizuji adherenci leukocytl a zpomaluji jejich migraci do mista zdnétu

Jako imunomodulatory v gravidité jsou LMWH pouzivany v profylaktické davce,
cilem je dosazeni aktivity anti-Xa v rozmezi 0,2 — 0,4 kiU/I .




Th1l/Th2/Treg/Th17 koncepce a moznosti
imunointervencni terapie imunologicky podminénych
poruch plodnosti

VAGINALNI PROGESTERON

Progesteron ma klicovou ulohu pri vzniku a udrzeni gravidity
nejenom diky svym endokrinnim funkcim. Je téz potentnim
imunomodulatorem:

e tlumi lokalni i systémovou proliferaci CD4+ a jejich diferenciaci smérem k
Th1/Th17 odpovédi

 podporuje diferenciaci Th2 a Treg

» vysoké davky terapeuticky podavaného progesteronu primo ovlivnuji diferenciaci
naivnich CD4+ lymfocytl smérem k Foxp3-pozitivnim Treg bunkam

* progesteron indukuje tvorbu indolamindioxygenazy (IDO) nebo progesteronem
indukovaného blokujiciho faktoru (PIBF) s primym vlivem na proliferaci Treg a
supresi cytotoxické aktivity NK bunék

V klinické praxi se s uspéchem pouziva vaginalni aplikace 200 mg
progesteronu/den u Zen s opakovanymi téhotenskymi netispéchy, ato s
podanim od pozitivniho gravitestu az do lll.trimestru téhotenstvi.
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YOU'VE BEEN MISIN FORMED. YOU DONT
BECOME IMMUNE AFTER ONE CHILD.”




