Tregitopy- nowe czasteczki immunoregulatorowe w mysim modelu ciazy

Zagrozonej poronieniem

Niezbgdnym warunkiem rozwoju cigzy jest ustalenie prawidtowych interakcji miedzy
matkg a ptodem. Obecno$¢ w organizmie matczynym alogenicznego ptodu wyzwala stan
tolerancji immunologicznej, ktory umozliwia implantacje, a nastepnie rozwdj ciazy.
Zaburzenia ciazy takie jak poronienia i stan przedrzucawkowy powigzane sg z zakloconymi
mechanizmami  tolerancji immunologicznej. W$rod poznanych typéw  komorek
przyczyniajacych si¢ do tolerancji antygendow plodu, gldwna rolg przypisuje si¢ limfocytom
T regulatorowym (Tregs). Dowiedziono, ze zaréwno u ludzi jak i u myszy podczas prawidtowe;j
cigzy dochodzi do wzrostu liczby komérek regulatorowych, natomiast spadek ich liczby oraz
aktywnosci jest obserwowany w przypadkach spontanicznych poronien. Efekt resorpcji ptodow
i poronien w typowym modelu poronnym myszy mozna odwroci¢ poprzez wczesny transfer
adoptywny Tregs. Wykazano, ze krotkie peptydy znajdujace si¢ w ludzkich i mysich
immunoglobulinach (IgG) moga indukowa¢ ekspansje Tregs. Te naturalne, silnie
konserwatywne epitopy Tregs, zwane tregitopami, majg wysokie powinowactwo do wigzania
z ludzkimi antygenami gtownego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy I (MHCII).

Stad tez, celami rozprawy doktorskiej byto: 1) zidentyfikowanie nowych tregitopéw nie
pochodzacych z IgG, ktoére mogg wigzac si¢ z MHCII z wysokim powinowactwem 1 promowac
ekspansje Tregs in vitro; 2) zbadanie czy znane mysie tregitopy 167 (T167) i 289 (T289) oraz
zaprojektowane in silico nowe peptydy (SGS i LKD) uczestnicza w rozwoju alotolerancji
w przebiegu cigzy u myszy.

W pierwsze] pracy, mysie naiwne limfocyty T pochodzace z myszy szczepu
C57BL6F0xp3°™ hodowano z komérkami prezentujacymi antygen i stymulowano znanymi
tregitopami i zaprojektowanymi in silico peptydami o potencjalnej aktywnosci stymulujacej
rozw0j limfocytow Treg. Nastepnie, metoda cytometrii przeptywowej analizowano odsetek
komorek o fenotypie CD4"CD25"Foxp3" i CD4*CD25"Foxp3*IL-10".

W drugim i trzecim artykule, samicom myszy CBA/J skojarzonym z samcami myszy
DBA/2J, (model ciazy zagrozonej poronieniem) tuz po kryciu, podawano dootrzewnowo,
oddzielnie 100 pg kazdego z tregitopow tj.: T167, T289 i SGS oraz peptydu LKD lub 150 pl

soli fizjologicznej buforowanej fosforanem jako kontroli. W czternastym dniu cigZy oceniano



liczbe zresorbowanych i zywych zarodkow. W trzecim 1 czternastym dniu cigzy zmierzono
poziom cytokin za pomocg testu immunoenzymatycznego. Dodatkowo, za pomoca cytometrii
przeplywowej zbadano frekwencje limfocytow T i1 B regulatorowych oraz ekspresje czasteczek
kostymulujagcych (CD80, CD86, CD40) oraz gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej
klasy II na komorkach prezentujgcych antygen.

W pierwszej pracy, wykazano, ze cze$¢ zaprojektowanych de novo peptydow
wykazywata wlasciwosci tregitopow i indukowata ekspansje §ledzionowych limfocytow Tregs.
W kolejnych dwoch pracach wykazano, ze podanie mysiego tregitopu 167 1 289 oraz nowo
zaprojektowanego tregitopu SGS spowodowalo statystycznie istotne zmniejszenie liczby
zresorbowanych  ptodow w  poréwnaniu z  grupg kontrolng.  Jednoczesnie,
w przedimplantacyjnym okresie cigzy zaobserwowano zwigkszenie puli sledzionowych Tregs.
Zademonstrowano rowniez, ze nowo zaprojektowany tregitop SGS 1 mysie tregitopy 167 1 289
obnizyly odpowiednio ekspresje¢ czasteczki kostymulujacej CD80 lub CD86 na komorkach
prezentujacych antygen. Dodatkowo, w przedimplantacyjnym okresie cigzy tregitop SGS
podwyzszat poziom interleukiny 2 i interleukiny 10 w surowicy badanych myszy.

Przeprowadzone badania in vitro pozwolity na identyfikacje nowych peptydow
o wlasciwosciach tregitopéw. Ponadto wykazano, ze znane tregitopy 167 1 289 oraz nowy
peptyd SGS maja korzystny wpltyw na przebieg ciazy poprzez ograniczenie $miertelnosci
ptodéw. Skuteczno$¢ w przeciwdzialaniu poronieniom stosowanych tregitopéw moze wynikaé
ze zwigkszenia puli Tregs oraz zmiany odpowiedzi kostymulacyjnej komorek prezentujacych
antygen po ich podazy. W przysztosci, wlasciwosci immunomodulujace tregitopéw moga by¢
wykorzystane w potencjalnych strategiach terapeutycznych w przypadku niepowodzen cigzy

wywotanych dysregulacja mechanizmow tolerancji immunologiczne;.



