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Wykaz stosowanych skrotow

Akt — kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

APC - komorki prezentujace antygeny (ang. antigen-presenting cells)

AML — ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia)

ANA - przeciwciala przeciwjadrowe (ang. antinuclear antibodies)

APL - przeciwciata przeciwfosfolipidowe (ang. antiphospholipid antibodies)

AR — receptor androgenowy (ang. androgen receptor)

ASA — przeciwcialg przeciwplemnikowe (ang. antisperm antibodies)

ATP — adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate)

BAT-3 — transkrypt 3 zwigzany z HLA-B (ang. HLA-B-associated transcript 3)

BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

CEACAM - biatek antygenu karcynoembrionalnego (ang. carcinoembryonic antygen)
Cox2 — cyklooksygenaza indukowana (ang. cyclooxygenase)

CTLA-4 - antygen-4 cytotoksycznych limfocytow T (ang. cytotoxic T cell antigen 4)
DHT - dihydrotestosteron (ang. dihydrotestosterone)

dNK — doczesnowe komorki naturalni zabojcy (ang. decidual natural Killer cells)
dNKT — doczesnowe limfocyty NKT (ang. decidual natural killer T cells)

ELISA - test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

ER — receptor estrogenowy (ang. estrogen receptor)

FYN — protoonkogenowa kinaza tyrozynowo-biatkowa FYN (ang. proto-oncogene tyrosine-
protein kinase Fyn)

Foxp3 — czynnik transkrypcyjny Foxp3 (ang. forkhead box P3)

GATA-3 — czynnik transkrypcyjny GATA-3



GPERL1 - receptor estrogenowy sprzezony z biatkiem G 1 (ang. G protein-coupled estrogen

receptor 1)

HIV - Ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)
HVEM- mediator wejscia wirusa opryszczki (ang. Herpesvirus entry mediator)
IBD- nieswoiste zapalenie jelit (ang. inflammatory bowel disease)

ICP — czasteczki kontrolujace uktad odpornosciowy (ang. Immune checkpoints)
IDO - 2,3-dioksygenaza indoloaminy 1 (ang. Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase)
IFN-y - interferon gamma (ang. interferon gamma)

IL-2 - intelreukina-2

IL-4 - interleukina 4

IL-5 - interleukina 5

IL-10 — intelreukina 10

INOS - Syntaza tlenku azotu (ang. Nitric oxide synthases)

LAG-3 - Gen 3 aktywujacy limfocyty (ang. Lymphocyte-activation gene 3)

LPS — lipopolisacharyd (ang. Lipopolysaccharides)

MAPK — kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)
MHC - Glowny uktad zgodnos$ci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
MRNA - matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

NFkB - czynnik NFKB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
NK — komorki naturalni zabojcy (ang. Natural killer cells)

NKT — Limfocyty NKT (ang. Natural killer T cells)

PAK4 — kinaza aktywowana przez biatko p21 4 (ang. p21 activated kinase 4)

PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
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PD1 - Biatko programowanej $mierci 1 (ang. Programmed cell death protein 1)

PD-L1 - Ligand biatka programowanej $mierci 1 (ang. Programmed cell death ligand 1)
PD-L2- Ligand biatka programowanej $mierci 2 (ang. Programmed cell death ligand 2)

PI3K — kinaza fosfatydyloinozytolu

PR — receptor dla progestreronu (ang. progesterone receptor)

sCD112 — rozpuszczalna forma Nektyny 2 (ang. Soluble Nectin 2)

sCD155 — rozpuszczalny receptor dla poliowirusa (ang. Soluble Poliovirus receptor-related 2)

SCTLA-4 — rozpuszczalny antygen-4 cytotoksycznych limfocytow T (ang. Soluble cytotoxic T

cell antigen 4)

SHVEM- rozpuszczealny mediator wejscia wirusa opryszczki (ang. Soluble Herpesvirus entry

mediator)

SLAG-3 - rozpuszczalny Gen 3 aktywujacy limfocyty (ang. Soluble Lymphocyte-activation gene
3)

SLE - Toczen rumieniowaty uktadowy (ang. systemic lupus erythematosus)

SPD1 — rozpuszczalne biatko programowanej $mierci 1 (ang. Soluble programmed cell death

protein 1)

SPD-L1 — rozpuszczalny ligand biatka programowanej $mierci 1 (ang. Soluble programmed cell
death ligand 1)

SPD-L2- rozpuszczalny ligand biatka programowanej $mierci 2 (ang. Soluble programmed cell
death ligand 2)

STIM-3- rozpuszczalna Immunoglobulina komoérek T i biatko 3 zawierajace domen¢ mucyny

(ang. Soluble T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3)
Thl — Limfocyty T pomocnicze typu 1 (ang. Helper T cells type 1)
Th2 — Limfocyty T pomocnicze typu 2 (ang. Helper T cells type 2)

Th17 — Limfocyty T pomocnicze typu 17 (ang. Helper T cells type 17)
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TIGIT - Immunoreceptor limfocytéw T z domeng ITIM (ang. T cell immunoreceptor with Ig and
ITIM domains)

TIM-3- Immunoglobulina komérek T i biatko 3 zawierajace domene mucyny (ang. T-cell

immunoglobulin and mucin-domain containing-3)

TNF — czynnik martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor)

TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor )

Treg — Limfocyty T regulatorowe (ang. Regulatory T cells)

VISTA- Supresor aktywacji limfocytow T (ang. V-domain Ig suppressor of T cell activation)

gPCR — ilo$ciowa reakcja tancuchowa polimerazy (ang. quantitative polymerase chain reaction)
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Streszczenie w jezyku polskim

Wstep: W otaczajagcym nas $§wiecie coraz wigkszym wyzwaniem dla spoteczenstwa sg trudnosci
w posiadaniu potomstwa. Jednym elementow tego zjawiska sa poronienia, ktore stanowig
przyczyng niepowodzenia w co Siddmej cigzy. Wedlug definicji, gdy dochodzi do dwodch lub
wigcej poronien przed 22 tygodniem cigzy w tym samym stosunku partnerskim, wtedy moéwimy o
poronieniach nawykowych, ktére dotycza okoto 5% par starajacych si¢ o potomstwo i problem ten
staje si¢ coraz bardziej zauwazalny wsrdd spoleczenstwa. Coraz czg$ciej jako przyczyng poronien
uznaje si¢ nieprawidtowosci w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego. U kobiet z
poronieniami nawykowymi w krwi obwodowej oraz tkankach doczesnej zauwazono chociazby
podwyzszong ilos¢ komorek NK, obnizong ilo$¢ limfocytow T regulatorowych, czy zachwianie
roéwnowagi pomiedzy iloécia i funkcjonowaniem limfocytoéw T pomocniczych typu 1 oraz 2. Dane
literaturowe wskazuja, ze dla prawidtowego przebiegu cigzy niezbedna jest rownowaga pomiedzy
aktywacja, a wyciszeniem reakcji uktadu odpornosciowego. Odpowiedz komorkowa jest
regulowana przez seri¢ skomplikowanych mechanizméw zaczynajac od eliminowania
autoreaktywnych limfocytow w grasicy, po wyciszanie aktywowanych limfocytow w miejscu

stanu zapalnego.

Immunologiczne  czasteczki  kontrolujace  uktad  odporno$ciowy,  nazywane
immunologicznymi punktami kontroli, mozemy podzieli¢ na negatywne (kohamujace) lub
dodatnie (kostymulujgce). Odgrywaja one istotng role w regulacji i utrzymaniu homeostazy
immunologicznej. Sg szeroko badane w kontekscie przywrdcenia reaktywnosci immunologicznej
na komoérki nowotworowe, wykorzystania ich potencjalu  w  leczeniu  chordb
autoimmunologicznych, czy tez w zapobieganiu procesom odrzucaniu przeszczepionych
narzgdow. Receptory kohamujace po zwigzaniu si¢ z ligandami mogg aktywnie dostarcza¢ sygnaty
prowadzace do wyciszania aktywacji limfocytoéw T lub réwnowazenia sygnatéw stymulujacych.
Ponadto receptory kohamujace w matczynych limfocytach T promuja stan anergii, ktory
ostatecznie prowadzi do tolerancji immunologicznej wzgledem ptodu, ktora stanowi kluczowy
element dla prawidlowego rozwoju cigzy. Czasteczki kontrolujace moga odgrywaé znaczaca role
w kontekscie poronien. Badania przeprowadzone na modelach zwierzgcych (myszach) wykazaty,

ze zablokowanie ekspresji genu dla Tim-3 lub PD1 moglo przyczyni¢ si¢ do poronienia u myszy
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wczesniej prawidlowo rodzacych. Dotychczasowe badania okreslaja tylko poszczegolne czasteczki

kontrolujace uktad odpornosciowy na pojedynczych subpopulacjach limfocytow.

Na obecng chwile ilos¢ terapii dla kobiet z poronieniami nawykowymi jest niewielka. Jedna
z terapii jest podawanie pacjentkom progesteronu, ale mechanizm jego dziatania na poprawe
kondycji cigzy u tych kobiet nadal pozostaje nieznany, a potwierdzenie skutecznosci terapii nadal
pozostaje badana. Wiadomo, ze hormony piciowe wptywaja w uktadzie odporno$ciowym zar6wno
na odpowiedz humoralna, jak i komorkowa. Dane literaturowe wskazuja, ze podawanie hormonow

ptciowych ma istotny wptyw na funkcjonowanie limfocytow T, czy komorek NK.

W celu lepszego zrozumienia roli i funkcji czasteczek kontrolujacych uktad
odpornosciowy, w poronieniach nawykowych oraz prawidtowej cigzy, w obecnym projekcie
dokonano oceny ekspresji poszerzonego zestawu czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy:
PD1, TIM-3, LAG-3, VISTA oraz TIGIT. Badania te wykonano na jednoczasowo na
subpopulacjach limfocytéw T pomocniczych, cytotoksycznych oraz regulatorowych, ale roéwniez
na komoérkach NK oraz NKT. Dodatkowo w ramach projektu wykonano oznaczenie
rozpuszczalnych form czasteczek kontrolujagcych uklad odpornosciowy oraz ich ligandow.
Uzyskane dane moga przyczyni¢ si¢ do wyznaczenia parametrow, ktére mogg by¢ wykorzystane
w diagnostyce poronien nawykowych. W projekcie przeprowadzono rowniez badanie wptywu
hormonéw piciowych takich jak: progesteron, 17p-estradiol oraz dihydrotestosteron na ekspresjg
czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy na limfocytach T oraz komaérkach NK oraz NKT.
Uzyskane dane by¢ moze pozwola na wskazanie kierunku, ktory przyblizy znalezienie skutecznej
terapii dla kobiet z poronieniami nawykowymi lub wyjasni mechanizm w jakim terapia

hormonalna dziata u kobiet z poronieniami nawykowymi.

Materialy i metody: W badaniach braty udziat trzy grupy kobiet: kobiety z poronieniami
nawykowymi, kobiety w cigzy oraz kobiety nie bedace w ciazy, u ktorych wczesdniej cigze
rozwijaty si¢ prawidtowo. Do oceny obecnosci czasteczek kontrolujgcych uktad odpornosciowy
na komorkach uktadu odporno$ciowego wykorzystano metode cytometrii przeplywowe;.
Natomiast stezenia rozpuszczalnych form czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy oraz
ich ligandow zostaly oznaczone przy wykorzystaniu platformy Luminex. Hodowle komorkowe

stymulowane hormonami plciowymi zostaly zalozone z komorek jednojadrzastych
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wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od uczestnikow badania. Po 48-godzinnej stymulacji
w temperaturze 37°C w cieplarce dokonano oznaczenia obecnosci czasteczek kontrolujacych uktad

odporno$ciowy z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;.

Wyniki: W wyniku prowadzonych badan wykazano roéznice w ekspresji PD1, LAG-3 oraz VISTA
na subpopulacjach limfocytow T dodatkowo wykazaliSmy réznice w ekspresji TIM-3 na
komorkach NK oraz limfocytach T cytotoksycznych pomiedzy kobietami z poronieniami
nawykowymi a kobietami cig¢zarnymi. Rowniez stezenia rozpuszczalnych form czasteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy takich jak sGal-9, sTIM-3, sLAG-3, sCD80, sCD86,
sCD112, sCD155, sVISTA okazatly si¢ rozne pomiedzy badanymi grupami. Wykazano rowniez,
ze wsrod testowanych hormonoéw piciowych najwickszy wpltyw na ekspresje czasteczek

kontrolujacych uktad odpornosciowy ma progesteron w stezeniu 500 ng/ml.

Whnioski: Przeprowadzone badania moga przyczyni¢ si¢ do ustalenia nowych parametrow
(biomarkerow), ktorych ocena moze pozwoli¢ na lepsza diagnostyke u kobiet z poronieniami
nawykowymi, przez co zwigkszy¢ szans¢ na prawidlowy rozwdj cigzy. Wykazane zmiany po
stymulacji hormonami plciowymi wykazujg tendencj¢ niwelujgcg wykryte zaburzenia w ekspresji
czasteczek kontrolujagcych uktad odpornosciowy na komodrkach kobiet z poronieniami
nawykowymi wzgledem kobiet z prawidlowo rozwijajaca si¢ cigza. Zebrane dane dotyczace
wplywu hormondow piciowych na komorki uktadu odporno$ciowego moga pozwoli¢ na stworzenie
terapii dla kobiet z poronieniami nawykowymi oraz wyjasni¢, w jaki sposob hormony piciowe

wplywaja na komorki uktadu odpornosciowego w trakcie rozwoju cigzy.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Title: The influence of sex hormones on immune checkpoint expression in women suffering

from miscarriage and women giving birth without complications.

Introduction: In the world around us, difficulties in having children are an increasing challenge
for society. One of the elements of this phenomenon are miscarriages, which are the cause of failure
in every seventh pregnancy. According to the definition, when there are two or more miscarriages
before the 22th week of pregnancy in the same partner relationship, then we are talking about
recurrent miscarriages, which affect about 5% of couples trying to conceive, and this problem is
becoming more and more noticeable among the public. Increasingly, abnormalities in the
functioning of the immune system are recognized as the one of the reasons of miscarriages. In
women with recurrent miscarriages, in peripheral blood and decidual tissues, for example, an
increased number of NK cells, a decreased number of regulatory T lymphocytes, or an imbalance
between the number and functioning of T helper lymphocytes, type 1 and 2, have been noticed.
Literature data indicate that a balance between activation and suppression of the immune system is
essential for the proper course of pregnancy. The cellular response is regulated by a complex series
of mechanisms, ranging from elimination of autoreactive lymphocytes in the thymus to silencing
of activated lymphocytes at the site of inflammation. Immunological molecules that control the
immune system, called immune checkpoints, can be classified as negative (co-inhibitory) or
positive (co-stimulatory). They play an important role in regulating and maintaining immune
homeostasis. They are widely studied in the context of restoring immune reactivity to cancer cells,
using their potential in the treatment of autoimmune diseases, or in preventing the rejection of
transplanted organs. Co-inhibitory receptors, when bound to ligands, can actively provide
inhibitory signals to silence T cell activation or to balance stimulating signals. In addition, co-
inhibitory receptors on maternal T cells promote an anergic state that ultimately leads to fetal
immune tolerance, which is a key element for normal pregnancy development. The controlling
molecules can play a significant role in the context of miscarriage. Studies in animal models (mice)
have shown that blocking the expression of the gene for Tim-3 or PD1 could have contributed to
miscarriage in mice previously giving birth properly. Research to date identifies only individual
molecules that control the immune system on individual subpopulations of lymphocytes. At the

moment, the amount of therapy for women with recurrent miscarriages is slight. One of the
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treatments is to administer progesterone to patients, but the mechanism of its action on improving
the condition of pregnancy in these women is still unknown, and confirmation of the effectiveness
of the therapy is still under investigation. Sex hormones are known to influence both humoral and
cellular responses in the immune system. Literature data indicate that the administration of sex

hormones has a significant impact on the functioning of T lymphocytes or NK cells.

To better understand the role and function of immune-controlling molecules in recurrent
miscarriages and normal pregnancy, this project assessed the expression of an extended set of
immune checkpoints: PD1, TIM-3, LAG-3, VISTA and TIGIT. These studies were performed
simultaneously on subpopulations of helper, cytotoxic and regulatory T lymphocytes, as well as
NK and NKT cells. Additionally, the project investigated the soluble forms of immune checkpoints
and their ligands. The obtained data may contribute to the determination of parameters that can be
used in the diagnosis of habitual miscarriages. The project also investigated the effect of sex
hormones such as: progesterone, 17(3-estradiol and dihydrotestosterone on the expression of
immune checkpoints on T lymphocytes as well as NK and NKT cells. The obtained data may allow
to indicate the direction that will bring us closer to finding an effective therapy for women with
recurrent miscarriages or explain the mechanism in which hormone therapy works in women with

recurrent miscarriages.

Materials and methods: Three groups of women participated in the research: women with
recurrent miscarriages, pregnant women and non-pregnant women, whose pregnancies previously
developed properly. Flow cytometry was used to assess the presence of immune checkpoints on
cells of the immune system. On the other hand, the concentrations of soluble forms of immune
checkpoints and their ligands were determined using the Luminex platform. Sex hormone-
stimulated cell cultures were established from mononuclear cells isolated from peripheral blood,
collected from study participants. After 48 hours of stimulation at 37° C in an incubator, the

presence of immune checkpoints was determined by flow cytometry.

Results: As a result of the conducted research, the expression of PD1, LAG-3 and VISTA was
shown differently on T lymphocyte subpopulations, we additionally showed a difference in the
expression of TIM-3 on NK cells and cytotoxic T lymphocytes between women with recurrent
miscarriages and pregnant women. Also, the concentrations of soluble forms of immune
checkpoints, such as sGal-9, sTIM-3, sSLAG-3, sCD80, sCD86, sCD112, sCD155, sVISTA turned
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out to be different between the studied groups. It has also been shown that progesterone at a
concentration of 500 ng / ml has the greatest influence on the expression of immune checkpoints

among the tested sex hormones.

Conclusions: The conducted research may contribute to the establishment of new parameters
(biomarkers), the evaluation of which may allow for better diagnosis in women with recurrent
miscarriages, thus increasing the chance for the proper development of pregnancy. The
demonstrated changes after stimulation with sex hormones show a tendency to eliminate the
detected disturbances in the expression of immune checkpoints on the cells of women with
recurrent miscarriages in relation to women with properly developing pregnancy. The collected
data on the influence of sex hormones on the cells of the immune system may allow the
development of a therapy for women with recurrent miscarriage and explain how sex hormones

influence the cells of the immune system during the development of pregnancy.
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1. Wstep

W otaczajacym nas $wiecie coraz wigkszym wyzwaniem dla spoleczenstwa sa trudnosci w
posiadaniu potomstwa. Jednym elementéw tego zjawiska sa poronienia, ktore stanowia przyczyng
niepowodzenia w co siddmej cigzy [1]. Wedlug definicji, gdy dochodzi do dwoch lub wigcej
poronien przed 22 tygodniem cigzy w tym samym zwigzku partnerskim, wtedy moéwimy o
poronieniach nawykowych, ktére dotycza okoto 5% par starajacych si¢ o potomstwo i problem ten
staje si¢ coraz bardziej zauwazalny wsérdod spoteczenstwa [2]. Coraz czeSciej jako przyczyne
poronien uznaje si¢ nieprawidtowosci w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego. U kobiet z
poronieniami nawykowymi w krwi obwodowej oraz tkankach doczesnej zauwazono chociazby
podwyzszong ilos¢ komorek NK, obnizong ilos¢ limfocytow T regulatorowych, czy zachwianie
roéwnowagi pomiedzy iloscig i funkcjonowaniem limfocytoéw T pomocniczych typu 1 oraz 2 [2, 3].
Dane literaturowe wskazuja, ze dla prawidtlowego przebiegu ciagzy niezbedna jest rOwnowaga
pomigdzy aktywacja a wyciszeniem reakcji uktadu odpornosciowego [4]. Odpowiedz komorkowa
jest regulowana przez seri¢ skomplikowanych mechanizméw zaczynajac od eliminowania
autoreaktywnych limfocytéw w grasicy, po wyciszanie aktywowanych limfocytow w miejscu
stanu zapalnego [5, 6]. Immunologiczne czasteczki kontrolujace uktad odpornosciowy, nazywane
immunologicznymi punktami kontroli, mozemy podzieli¢ na negatywne (kohamujace) lub
dodatnie (kostymulujace) [5]. Odgrywaja one istotng role w regulacji i utrzymaniu homeostazy
immunologicznej. Sg szeroko badane w kontek$cie przywrocenia reaktywno$ci immunologicznej
na komodrki nowotworowe, wykorzystania ich potencjatu  w leczeniu  chordb
autoimmunologicznych, czy tez w zapobieganiu procesom odrzucaniu przeszczepionych narzgdow
[5, 6]. (rycina 1) Czasteczki bedace kohamujacymi czasteczkami kontrolujacymi sa
odpowiedzialne za regulowanie funkcji limfocytow takich jak: proliferacja, wydzielanie cytokin,
chemokin, granzymow B, czy perforyn [5, 7]. Odgrywaja one rowniez kluczowg role w
ograniczaniu aktywacji limfocytow, a wi¢c na przyklad zapobiegaja rozwojowi chordb
autoimmunologicznych [5]. Receptory kohamujgce po zwigzaniu si¢ z ligandami mogg aktywnie
dostarcza¢ sygnaty hamujace do wyciszania aktywacji limfocytow T lub réwnowazenia sygnatow
stymulujacych [6]. Ponadto receptory kohamujgce w matczynych limfocytach T promujg stan
anergii, ktory ostatecznie prowadzi do tolerancji immunologicznej wzgledem ptodu, ktéra stanowi
kluczowy element dla prawidlowego rozwoju cigzy [7]. Hamujace czasteczki kontrolujace uktad
odpornosciowy zapobiegaja nadmiernej aktywacji limfocytéw T, moga réwniez posrednio
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wplywac na limfocyty T poprzez promowanie cech supresyjnych na limfocytach T regulatorowych
oraz wptywac¢ na funkcjonowanie komorek prezentujacych antygen [7]. Czasteczki kontrolujagce
mogg odgrywaé znaczaca role w konteks$cie poronien. Badania przeprowadzone na modelach
zwierzecych (myszach) wykazaty, ze zablokowanie ekspresji genu dla Tim-3 lub PD1 mogto
przyczyni¢ si¢ do poronienia u myszy wczesniej prawidlowo rodzacych [8]. Dane literaturowe
wskazuja rowniez, ze wystepuja réznice w ekspresji czasteczek TIM-3 oraz PD1 na limfocytach
kobiet dotknigtych problemem poronien nawykowych wzglgdem limfocytow kobiet rodzacych bez
komplikacji [9, 10].

1.1 Blonowe czgsteczki kontrolujace uklad odpornosciowy

1.1.1 PD1 - Programmed cell death protein

Biatko programowanej $mierci 1 - Programmed cell death protein 1 (PD1). Biatko to nalezy
do rodziny B7-CD28. To mig¢dzybtonowe biatko wystgpuje na powierzchni limfocytow B,
limfocytow T pomocniczych, limfocytow T cytotoksycznych, komérek NK oraz komorek NKT.
Badania wykazaty jego obecnos¢ rowniez na monocytach oraz komoérkach dendrytycznych [11-
13]. PD1 petni rolg straznika p6znej odpowiedzi immunologicznej. Po przylaczeniu si¢ ligandu do
receptora wysylany jest do jadra komoérkowego sygnat hamujacy kaskade immunologiczng, przez

co dochodzi do zahamowania procesow odpowiedzi immunologicznej [14].

Znane sg dwa ligandy biatka programowanej $mierci: ligand biatka programowanej $mierci
1 — programmed cell death ligand 1 (PD-L1) oraz ligand biatka programowanej $mierci 2 —
programmed cell death ligand 2 (PD-L2), obydwa ligandy naleza do rodziny biatek B7 [13]. Ligand
PD-L1 wystepuje na powierzchni komorek prezentujacych antygeny (APC), ale rowniez spotykany
jest na powierzchni komorek serca, §ledziony, srédbtonka naczyniowego, watroby, keratynocytow
czy na komorkach syncytiotrofoblastu tozyska [12]. Wystepowanie PD-L1 na czg¢éci tkanek ma
charakter konstytutywny, ale na bardzo wielu tkankach moze by¢ indukowana np. cytokinami
prozapalnymi, zwtaszcza IFN-y [12]. Rozpowszechniona ekspresja ligandu PD-L1 na tkankach

obwodowych ma za zadanie ochrong komodrek przed autoagresja ze strony uktadu
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odpornosciowego [14, 15]. Ekspresja ligandu PD-L2 ograniczona jest gtownie do komoérek uktadu

odpornosciowego, a zwlaszcza do monocytéw oraz komoérek dendrytycznych [13, 15].

Rolg biatka PD1 jest ochrona organizmu przed nadmierng odpowiedziag uktadu odporno$ci
na wilasne antygeny. Poczatkowo biatko te byto znane jako marker komorek ,,wycienczonych”.
Komoérki, ktore prezentuja na swojej blonie PD1 w duzej ilosci nie sg w stanie odpowiedzie¢ na
sygnaly aktywacji wysytane przez inne limfocyty czy komorki prezentujgce antygeny [13, 16].
Potaczenie si¢ receptora PD1 z ligandem reguluje przebieg proceséw zapalnych poprzez
zahamowanie nadmiernej aktywacji limfocytow oraz wytworzenie tolerancji na czynniki, antygeny
powodujace stan zapalny [17]. Aktywacja receptora PD1 powoduj¢ zahamowanie aktywnos$ci
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), ktora powoduje zmniejszenie aktywnosci kinazy biatkowe;j
B (Akt). Zahamowanie tego szlaku powoduje zmniejszenie wytwarzania cytokin prozapalnych IL-
2 czy IFN-y przez komorki uktadu odpornosciowego [12, 18]. Nadekspresja PD1 powoduje
dysfunkcj¢ limfocytéw T, obniza ich zdolnos$ci efektorowe 1 powoduje wyczerpanie powigzane z
uposledzonym wydzielaniem IFN-y [11, 12, 17]. Aktywacja biatka PD1 zaburza funkcje
efektorowe limfocytow T poprzez zahamowanie czynnikow transkrypcyjnych, takich jak GATA-
3, Thet, Eomes [12]. Zauwazono, ze limfocyty cytotoksyczne, u ktorych dochodzi do nadekspresji
PD1 nie s3a zdolne do proliferacji oraz odpowiedniej produkcji cytokin podczas infekcji
wirusowych [12]. Potaczenie PD1 z PD-L1 powoduje zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie
Go/G1, ale nie prowadzi do $mierci komorki [19]. Latchman i wspolnicy w swoich badaniach
wykazali, ze potaczenie receptora PD1 z PD-L2 powoduje natychmiastowsg inhibicje proliferacji
oraz produkcji cytokin zaleznej od aktywacji receptora limfocytu T (TCR) przez limfocyty T
pomocnicze [13, 19]. Ponadto PDI1 pelni wazna role w dojrzewaniu naiwnych limfocytow T w
kierunku limfocytow T regulatorowych [20]. Po aktywacji PD1 reguluje funkcje limfocytow T
oraz B poprzez zmniejszenie ich reaktywnosci na obce antygeny [11]. Potaczenie PD1 z ligandami
skutkuje zahamowaniem aktywacji limfocytow T, moze indukowa¢ obwodowa tolerancje 1
wzmocni¢ mechanizm ucieczki immunologicznej guza [21]. Szlak PD1 / PD-L1 odgrywa istotng
role w regulacji immunosupresji poprzez zmniejszong proliferacje limfocytoéw T, indukowana
anergi¢ 1 wyczerpanie limfocytéw T, zmniejszong produkcje cytokin i zwiekszong funkcje
limfocytow T regulatorowych [22]. Co wazne, Nagamatsu i wsp. potwierdzili na komoérkach
pozyskanych od kobiet w cigzy, ze resztkowe komorki zrgbowe eksprymuja na swojej btonie

zarowno ligandy PD-L1, jak i PD-L2 [11, 23]. W publikacjach wykazano, ze wzorzec ekspresji
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PD-L1 znajduje si¢ po zewnetrznej stronie warstwy syncytiotrofoblastow, ale nie po stronie
wewnetrznej, jak rowniez nie w cytotrofoblastach [24]. W odniesieniu do powyzszych danych
mozna zalozy¢, ze szlak PD1 / PD-L1 moze by¢ aktywowany w okolicy rozwijajacego si¢ ptodu i

moze indukowa¢ mechanizmy tolerancji immunologicznej matki na antygeny ptodu.

1.1.2 TIM-3 - T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3

Immunoglobulina komoérek T i biatko 3 zawierajace domene mucyny — (T-cell
immunoglobulin and mucin-domain containing-3 -TIM-3). Czasteczka ta jest zwigzana z regulacja
odpowiedzi immunologicznej w procesach autoimmunizacyjnych oraz przeciwko komoérkom
nowotworowym. Ekspresje TIM-3 obserwuje si¢ na wielu typach komoérek odpornosciowych,
takich jak pomocnicze limfocyty T, cytotoksyczne limfocyty T, komorki NK, komoérki tuczne,
limfocyty T regulatorowe, komorki szpiku [25]. Obecnie dane sugeruja, ze funkcjonowanie TIM-
3 zwigzane jest z aktywnos$cig transkryptu 3 zwigzanego z HLA-B (BAT3) i protoonkogenowej
kinazy tyrozynowo-biatkowej FYN. Jezeli czgsteczka TIM-3 nie jest zwigzana z ligandami,
funkcja hamujaca TIM-3 jest zatrzymana. Jest to zwigzane z przylaczeniem si¢ czasteczki BAT3
z cytoplazmatycznym ogonem TIM-3. BAT3 stanowi blokad¢ niepozwalajaca na przekazanie
sygnalu hamujgcego do komorki [25]. Potaczenie TIM-3 z jego ligandami prowadzi do fosforylacji
Tyr256 i Tyr263 przez kinaze tyrozynowa ITK, co prowadzi do uwolnienia zwigzanego z HLA-B
transkryptu 3 [25, 26]. Uwolnienie BAT3 prowadzi do przekazania sygnatu hamujacego do
komorki [25]. Potencjalnie kinaza tyrozynowa FYN moze wigza¢ si¢ z tymi samymi miejscami co
BAT3. FYN moze indukowa¢ anergi¢ komorek T poprzez aktywacje fosfoproteiny zwigzanej z
mikrodomenami wzbogaconymi w glikosfingolipidy 1 (PAG). Ta aktywacja prowadzi do
rekrutacji kinazy tyrozynowej CSK, ktora nastepnie fosforyluje LCK na reszcie hamujacej,

powodujac supresj¢ sygnalizacji receptora limfocytow T (TCR) [25, 27].

Pierwszym znanym ligandem przypisywanym TIM-3 byta galektyna 9 (Gal-9). Gal-9 jest
lektyng typu C, ktora moze ulega¢ ekspresji lub wydzielaniu przez wiele komodrek prezentujacych
antygeny. Ligandy wigza si¢ z domeng V immunoglobuliny TIM-3 i prowadzg do indukowania
uwalniania BAT3 z wewnatrzkomérkowego ogona. Reakcje te wywoluja wewnatrzkomoérkowy
naptyw wapnia, co moze powodowa¢ zahamowanie aktywnosci limfocytow T lub $mier¢ komorki
[28]. Gal-9 jest znana jako marker endometrium dla §rodkowej i poéznej fazy wydzielniczej i

implantacyjnej. Ekspresja tego biatka szybko rosnie w srodkowej i pdznej fazie wydzielniczej oraz
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w fazie proliferacyjnej tworzac okno do implantacji zarodka [29, 30]. Ekspresja Gal-9 w fazie
proliferacyjnej i wczesno-proliferacyjnej jest bardzo niska [28, 30]. Istnieje kilka innych ligandow
dla TIM-3, ale nie wywieraja one tak istotnego wplywu jak Gal-9. Fosfatydyloseryna (PtdSer)
wiaze si¢ ze wszystkimi czlonkami rodziny TIM.W poréwnaniu z innymi czasteczkami nalezagcymi
do taj grupy PtdSer wiaze si¢ z TIM-3 z 5-ciokrotnie nizszym powinowactwem. P. PtdSer wiaze
si¢ zdomeng V immunoglobuliny, ale po przeciwnej stronie niz Gal-9 [31]. Wigzanie PtdSer-TIM-
3 prowadzi do pochlonigcia i fagocytozy materialu apoptotycznego przez limfocyty T, ale moze
tez mie¢ kluczowe znaczenie dla prezentacji antygenu przez komorki dendrytyczne [32]. Komorki,
ktore ulegly apoptozie eksponuja na swojej btonie zewnetrznej PtdSer ktore oddziatuje z APC i
indukuje fagocytoze martwych komorek. Proces ten pomaga w utrzymaniu tolerancji na

autoantygen [29, 31].

Innym ligandem TIM-3 jest HMGBI1. Czasteczka ta zostala po raz pierwszy
zidentyfikowana w komorkach dendrytycznych eksprymujacych TIM-3. Miejsce wigzania i
mechanizm dziatania nadal pozostaja nieznane [33]. Glikoproteina CEACAML1 jest najnowszym
odkrytym ligandem dla TIM-3 [34]. Jej funkcje¢ jako ligandu dla TIM-3 stwierdzono podczas
analizy regulacji odpowiedzi przeciwwirusowej. Wigzanie CEACAMI1 moze wyzwalac
uwalnianie BAT3 z TIM-3, umozliwiajac w ten sposob hamowanie sygnalizacji TCR za
posrednictwem TIM-3 [34]. CEACAMI1 ulega ekspresji na komorkach dendrytycznych,
monocytach, makrofagach i limfocytach T cytotoksycznych [33, 35]. Rola CEACAM1 jako
ligandu dla TIM-3 nadal pozostaje badana, a najnowsze doniesienia wskazuja na brak interakcji
pomiedzy CEACAMI1 a TIM-3 [36].

Wiadomo, ze TIM-3 negatywnie reguluje odpowiedZz immunologiczng przeciwko
infekcjom wirusowym i odgrywa wazng role w regulacji choréb autoimmunologicznych [37].
TIM-3 jest niezbedny do zapobiegania rozwijania procesOw autoimmunizacyjnych. Niska
ekspresje powierzchniowa TIM-3 na limfocytach T potwierdza si¢ w badaniach u pacjentéw z
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego, stwardnieniem rozsianym czy reumatoidalnym
zapaleniem stawow [38-40]. Komorki T regulatorowe FOXP3* dodatnie pod wzgledem TIM-3 sa
wzbogacone w mechanizmy efektorowe, takie jak wydzielanie IL-10, granzymu A lub perforyn,
przez co sprawowane przez nie funkcje hamujace uktad odpornosciowy sg silniejsze [37, 41].

Komorki NK stanowig najwigksza pule komorek odpornosciowych bioracych udzial w pierwszych
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etapach trwania cigzy. Komoérki NK TIM-3* w pierwszym trymestrze cigzy wykazujg bardziej
immunosupresyjny fenotyp, co odgrywa wazng role w relacjach immunologicznych matki i ptodu
[7, 25].

1.1.3 LAG-3 - Lymphocyte activation gene-3

Gen 3 aktywujacy limfocyty - Lymphocyte activation gene-3 (LAG-3) jest transblonowym
biatkiem typu I, strukturalne podobnym do receptora CD4 [42]. Obecnie LAG-3 obok PD1 i
CTLA-4 jest glownym pretendentem do terapii przeciwnowotworowych zaré6wno w
monoterapiach jak tez terapiach wielocelowych [42]. Struktura LAG-3 ma cztery domeny Ig-
podobne D1-D4. Ogon cytoplazmatyczny LAG-3 ma trzy regiony, z ktorych pierwszy zawiera
miejsce fosforylacji seryny, drugi region zawiera unikalny motyw KIEELE, a trzeci region zawiera
powtorzenia kwasu glutaminowego i proliny (EP) [43]. Mechanizm dziatania dla LAG-3 nadal nie
jest w pelni poznany. Co wigcej region zewnatrzkomorkowy LAG-3 ma okoto 20% homologii
aminokwasow z CD4, ale nie posiada miejsca palmitoilacji, takiego jak CD4 i brakuje cysteiny
wymaganej do potaczenia ze specyficzng dla limfocytow biatkowa kinaza tyrozynowsa (Lck) [44-
46]. Badania in-vitro wskazuja, ze IL-2, IL-7 i IL-12 zwigkszajg ekspresje LAG-3 na
aktywowanych limfocytach T [47, 48].

Jak dotad ligandy LAG-3 nie zostaly w pelni poznane. Niektére badania wykazaly, ze
galektyna-3 lub lektyna z sinusoidalnych komorek s$rodbtonka watroby (LSECtin) moga
oddziatywac¢ z LAG-3 [42, 49]. Inne badania proponujag MHC klasy Il jako ligand dla LAG-3.
Istniata teoria, ze LAG-3 wspotzawodniczy z CD4 o wigzaniec z MHC klasy Il i w ten sposob
powoduje hamowanie limfocytow. Dalsze badania pokazujg, ze LAG-3 hamujg aktywacje¢
limfocytéw T w innym mechanizmie niz konkurencyjne taczenie MHC 11 z CD4 [50-53]. Ostatnio
transaktywator MHCII (CIITA) zostat zidentyfikowany, jako krytyczny regulator liganda LAG-3.
CIITA indukuje ekspresje nie tylko MHCII, ale takze czasteczek pomocniczych MHCII, w tym
CD74 i H2-DM. Czasteczki pomocnicze MHCII przyczyniaja si¢ do tworzenia na powierzchni
komorki kompleksu peptyd-MHCII (pMHCII) wykazujacego stabilng konformacje¢ strukturalng w
konwencjonalnym szlaku prezentacji antygenu [54]. LAG-3 rozréznia konformacje pMHCII i
selektywnie wigze si¢ ze stabilnym pMHCII. W zwiazku z tym LAG-3 preferencyjnie hamuje
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aktywacje limfocytow T pomocniczych, ktore rozpoznajg stabilne pMHCII [52]. Wykazano
rowniez, ze LAG-3 nie konkuruje z CD4 o wigzanie pMHCII [42, 52]. Wang i wsp. zidentyfikowali
biatko podobne do fibrynogenu 1 (FGL1), cztonka rodziny fibrynogenu, jako potencjalny ligand
dla LAG-3 [55]. FGL1 jest generalnie wytwarzany przez hepatocyty w stanie fizjologicznym, ale

moze by¢ rowniez wytwarzany przez komorki nowotworowe [42, 46].

Funkcja hamowania LAG-3 jest skorelowana z poziomem ekspresji tej czasteczki na
powierzchni komorek immunokompetentnych. Ekspresje LAG-3 zauwazono na limfocytach T
pomocniczych, cytotoksycznych i regulatorowych oraz komodrkach NK [56]. Stymulacja
antygenami prowadzi do intensywnej ekspresji biatka na powierzchni limfocytow. Podczas
przewlektego zakazenia wirusami lub bakteriami LAG-3 ulega silnej i trwatej ekspresji. Stan ten
powoduje wyczerpanie limfocytow i zaburzenie ich funkcji [57, 58]. LAG-3 uczestniczy w
hamowaniu efektorowych limfocytow T i promowaniu supresji, w ktorej posrednicza limfocyty T
regulatorowe [46]. Blokada lub eliminacja Lag-3 w modelu mysim sprzyjata rozwojowi cukrzycy
typu 1 lub zahamowaniu swoistej tolerancji antygenowej [50, 59, 60]. LAG-3 odgrywa role
waznego regulatora odporno$ci w chorobach autoimmunizacyjnych, przewlektych infekcjach

wirusowych, pasozytniczych czy nowotworach [46].

1.1.4 TIGIT- T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains

Po raz pierwszy zostal opisany przez algorytm bioinformatyczny, jako nowy czlonek
rodziny CD28 i zostat nazwany Vsig9. Z czasem nazwa byla zmieniana na Vstm3, a ostatecznie
na TIGIT - immunoreceptor limfocytow T z domeng ITIM [46, 61]. Te receptory nadrodziny Ig sg
eksprymowane na aktywowanych limfocytach T, komorkach NK, limfocytach T pamieci,
limfocytach T regulatorowych, gdzie petnig funkcje receptorow kohamujacych [61-64]. Obecnie
znane sg dwa ligandy dla TIGIT: CD155 (PVR) i CD112 (PVRLZ2, nektyna-2). Ligandy te sa
obecne na komorkach prezentujacych antygeny, limfocytach T i na typach komoérek nie
hematopoetycznych, w tym na komérkach nowotworowych [46, 63]. CD155 wiaze si¢ z wigkszym
powinowactwem do TIGIT niz CD112 [46]. TIGIT, CD226 i CD96 wiaza si¢ z tymi samymi
ligandami. CD226 asocjuje z integryng LFA-1 i dostarcza pozytywny sygnal, podczas gdy TIGIT
1 CD96 po zwigzaniu z CD155 zawieraja motywy ITIM w swoich cytoplazmatycznych ogonach i
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mogg dostarcza¢ sygnaty hamujace. TIGIT zawiera dodatkowo motyw podobny do ITT [65, 66].
TIGIT nie tylko konkuruje z CD226 o ligandy, ale w niektorych przypadkach moze wigzacé si¢ z
CD266 i stad jego sygnat kostymulujacy [67]. Strukturalnie TIGIT jest podobny do rodziny nektyn
PVR. Ta kohamujaca czasteczka sktada si¢ z zewnatrzkomdrkowego regionu transblonowego
domeny IgV typu 1 i cytoplazmatycznego ogona zawierajacego ITIM i motyw tyrozynopodobny
ogona immunoglobuliny (ITT) [62, 63, 68]. Wydaje si¢, ze za hamujaca funkcje TIGIT odpowiada
fosforylacja reszty tyrozyny w motywie ITIM (Y231) lub motywie podobnym do ITT (Y225) [69,
70]. Gdy CD155 wiaze si¢ z TIGIT, indukuje fosforylacje przez Fyn i Lck oraz rekrutacje SHIP1
(zawierajacej domen¢ SH2 inozytolo-5-fosfatazy 1) przez cytozolowy adapter Grb2 (biatko
zwigzane z receptorem czynnika wzrostu 2). Rekrutacja SHIP1 do ogona TIGIT blokuje
przekazywanie sygnatu przez PI3K (3-kinaze¢ fosfoinozytydu) i MAPK, co prowadzi do
zahamowania funkcji komorek NK [46, 69, 71]. Po fosforylacji motyw TIGIT podobny do ITT
wigze si¢ z B-arestyng 2 i uwalnia SHIP1 w celu ograniczenia sygnalizacji NF-kB [46]. Szlaki te
powodujg zmniejszenie cytotoksycznosci oraz wydzielania cytokin przez komorki NK [69-71].
Aktywacja TIGIT w limfocytach T wptywa na szlaki, w ktorych regulowane sg komponenty TCR,
takie jak TCRa, CD3¢, dodatkowo wpltywa na kaskade sygnalizacyjng TCR, takg jak PLCy [46,
61]. Aktywacje te blokuja produktywna aktywacje i proliferacj¢ komorek T [61]. Aktywacja TIGIT
jest zwigzana z indukcja czasteczek przeciw apoptotycznych, takich jak Bcl-xL, co powoduje
zwigkszong ekspresje receptorow dla IL-2, IL-7, IL-15 dzialanie to sprzyja przezywalnosci
komorek T 1 sprawia, ze limfocyty T nie zostang usunigte z obwodu [46]. Limfocyty ktére na
swoich btonach posiadaja TIGIT bezposrednio hamuja aktywacje i ekspansje limfocytow T,
posrednio poprzez wigzanie CD155 na komorkach dendrytycznych powoduja wydzielanie IL-10
przez te komorki [46]. TIGIT promuje supresjg, w ktorej posrednicza limfocyty T regulatorowe,
poprzez indukcje wydzielania IL-10 i Fgl2, ktére silnie i wybidrczo hamuja autopatogenne
odpowiedzi limfocytow Thl / Th17 [46].
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1.1.5 VISTA- V-domain Ig suppressor of T cell activation

Supresor aktywacji limfocytow T (VISTA), zawierajacy domeng V Ig, znany rowniez jako
PD1H lub B7-H5, jest transbtonowym biatkiem typu I sktadajacym si¢ z pojedynczej N-koncowe;j
domeny V immunoglobuliny (Ig). VISTA zbudowana jest z okoto 279 aminokwaséw. Domena
zewnatrzkomorkowa sktada si¢ z 162 aminokwaséw, domena transblonowa z 21 aminokwasow i
cytoplazmatyczny ogon z 96 aminokwasow [72, 73]. Domena cytoplazmatyczna jest pozbawiona
immuno-receptorowych motywow sygnalizacyjnych opartych na tyrozynie, ale posiada
potencjalne miejsca fosforylacji biatka C i kinazy kazeinowej 2 [72-74]. Analiza genetyczna
VISTA wykazata podobienstwa z PD1, CD28, CTLA-4 z najwickszym podobienstwem do PD1,
natomiast analiza domeny IgV wykazata najwyzszg homologie z PD-L1 [75]. Dane dotyczace
struktury VISTA sugeruja, ze czasteczki te moga dziata¢ zaro6wno jako ligand, jak 1 receptor w
regulacji odpowiedzi immunologicznej [72]. VISTA ma domeng IgV, co czyni t¢ czgsteczke
podobnag do cztonkéw rodziny B7, takich jak B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), B7-DC (PDL-2), B7-H3
(CD276). Te podobienstwa wskazuja, ze VISTA moze dziata¢ jako ligand. Z drugiej strony CTLA-
4, PD1 i CD28 posiadajace domeng IgV dziataja rowniez jako receptor [73, 76]. VISTA jest
wykrywana na powierzchni makrofagéw, komorek dendrytycznych, neutrofili, ale takze na
limfocytach pomocniczych T (naiwnych i pamigci), limfocytach T regulatorowych, komoérkach
NK i limfocytach T cytotoksycznych [72, 75]. Zaobserwowano, ze w stanie zapalnym ekspresja
VISTA jest obnizona [73]. Badania przeprowadzone z biatkiem fuzyjnym VISTA-Ig w obecnosci
prseciwciat anty-CD3 wykazaty, ze limfocyty pomocnicze i cytotoksyczne stabiej proliferujg i
wytwarzajg zmniejszone ilo$ci IFN-y i IL-2. Doswiadczenia te pozwalaja przypuszczac, ze VISTA
moze by¢ negatywnym regulatorem punktu kontrolnego i dziata¢ jako ligand dla niektérych z nich
[77]. VISTA dziata nie tylko jako ligand eksprymowany na komorkach prezentujacych antygen,
ale takze dziala jako receptor na limfocytach T. Do tej pory wigkszo$¢ badan opisywata hamujacy
wplyw VISTA na uktad odpornosciowy i zdolno$¢ leczenia niedoborem VISTA lub leczenia z
wykorzystaniem przeciwciat anty-VISTA do zwigkszenia odpowiedzi immunologicznej [73, 78].
Do chwili obecnej znane sg dwa mozliwe ligandy VISTA: VSIG3 i ligand-1 selektyny P (PSGL-
1). Interakcje migdzy VISTA i VSIG3 prowadza do zahamowania odpowiedzi limfocytow T [79].
Do zwigzania PSGL-1 z VISTA konieczne jest kwasne pH [80]. Dziatanie VSIG3 z VISTA nadal

nie zostato doktadnie zbadane.
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1.2 Rozpuszczalne czasteczki kontrolujace uklad odpornosciowy oraz ich ligandy

1.2.1 Rozpuszczalne CTLA-4, CD28, CD80, CD86

Obecnie wiele uwagi w badaniach nad rakiem skupia si¢ na czasteczkach punktow
kontrolnych, takich jak PD1/PD-L1 i CTLA-4, ktore regulujg aktywacj¢ efektorowych komorek T,
co jest zjawiskiem bardzo potrzebnym do utrzymania homeostazy uktadu odpornosciowego i
zminimalizowania niekorzystnych reakcji uktadu odpornosciowego. Dodatkowo, czasteczki te
mogg by¢ wykorzystane przez komorki nowotworowe do unikania odpowiedzi uktadu
odpornosciowego majgcych na celu ich zniszczenie, ale rowniez potrafig uzywac sICP, czy mICP
w celu zakamuflowania si¢ przed komorkami uktadu odpornosciowego [81]. Ostatnie badania
prowadzone w zakresie immunoterapii wykazaly, ze za pomoca czasteczek kontrolujacych uktad
odpornosciowy mozna manipulowaé reakcjami uktadu odpornosciowego. Pozwala to, chociazby,
przeprogramowac odpowiedz immunologiczng na aktywacj¢ odpowiedzi u komorek uspionych (w
przypadku raka) lub spowodowac jej sttumienie (w chorobach autoimmunologicznych) [82].
Skonstruowane przeciwciata anty-CTLA-4 (np. ipilimumab) i biatka fuzyjne CTLA-4-1g (np.
abatacept) sg juz stosowane jako prospektywne terapie odpowiednio w raku lub autoimmunizacji
[82]. Co wiecej, czasteczki ICP maja réwniez rozpuszczalne izoformy, ktére moga by¢ $ledzone
w probkach krwi pobranych od pacjentéw i mogg stuzy¢ jako potencjalne biomarkery. Obecnie
coraz czeSciej sprawdzana jest korelacja stezen np. SCTLA-4 ze stanem chorobowym w réznych
chorobach zapalnych i nowotworowych [83-85]. Wsrod czasteczek hamujgcych komorki T, ktore
uczestniczg w molekularnej regulacji odpowiedzi immunologicznej za posrednictwem komorek T,
o$ czasteczek CTLA-4/CD28:B7 jest zdecydowanie najlepiej poznana. Co ciekawe, hamujacy
CTLA-4 i stymulujgcy CD28 majg te same ligandy na btonach komorek prezentujgcych antygen
B7-1(CD80) i B7-2 (CD86) w celu regulacji odpowiedzi immunologicznej przez limfocyty T [82].
Istnieje prawie 10-krotnie wyzsze powinowactwo wigzania B7-1 do CTLA-4 niz CD28 do CTLA-
4 [86]. Mozna to czg¢$ciowo wyjasni¢ dwuwarto§ciowym charakterem homodimeréw CTLA-4, w
przeciwienstwie do jednowarto$ciowych homodimerow CD28 [87]. Oprocz ich fizjologicznej
hamujacej roli w regulowaniu amplitudy i czasu trwania odpowiedzi komoérek T, szlaki hamujace
komorki T sa rowniez wykorzystywane przez komoérki nowotworowe do unikania odpowiedzi

immunologicznej, ktoéra w przeciwnym razie bytaby w stanie rozpoznac i usuna¢ te nieprawidtowo
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przeksztatcone ztosliwe komorki [82]. Kilka badan wykazato istnienie rozpuszczalnych izoform

CTLA-4, CD28 oraz B7-1 i B7-2 [82].

Alternatywny splicing mRNA jest przyczyng wystgpowania dwoch form CTLA-4. Po
pierwsze, zidentyfikowana w amplifikacji PCR sekwencji kodujacej CTLA-4 z niestymulowanych
limfocytow T, forma rozpuszczalna po alternatywnym splicingu (SCTLA-4) nie posiada domeny
transbtonowe;j i jest wydzielana z komorki [88, 89]. SCTLA-4, podobnie jak jego odpowiednik o
pelnej dlugosci, zachowuje zdolno$¢ wigzania si¢ z ligandami B7 na komorkach prezentujacych
antygeny. Badania in vitro na ludzkich limfocytach T wykazaly, ze sCTLA-4 jest silnym
inhibitorem aktywacji limfocytow T, w tym proliferacji specyficznej dla antygenu i wydzielania
prozapalnych cytokin, takich jak IFN-y i IL-17 [90]. Stwierdzono réwniez, ze Treg sa zdolne do
wydzielania SCTLA-4, co dodatkowo przyczynia si¢ do supresyjnego dziatania regulatorowych

limfocytow T poprzez indukowanie sekrecji immunosupresyjnych cytokin TGF-f i IL-10 [90].

SCTLA-4 uczestniczy w regulacji immunologicznej na zewnatrz komorki, co moze
wptywaé na rozwdj i rokowanie wielu choréb, w tym autoimmunizacji i raka. Stwierdzono, ze
poziomy SCTLA-4 sg podwyzszone w surowicach pacjentow z rdéznymi chorobami
autoimmunologicznymi, takimi jak autoimmunologiczne zapalenie tarczycy i toczen, miastenia,
twardzina uktadowa [91-94]. Podobnie, wyzsze poziomy sSCTLA-4 rowniez sugerowano jako
czynnik ryzyka cukrzycy typu 1 [95]. Podwyzszone poziomy sSCTLA-4 w surowicach korelowaty
réwniez z chorobami zapalnymi, takimi jak celiakia, czy z uszkodzeniem btony Sluzowe;j jelita.
Rowniez u pacjentow z astmg alergiczng stezenie rozpuszczalnych izoform kilku czasteczek
punktow kontrolnych uktadu odpornosciowego, w tym sCTLA-4, byto podwyzszone [96]. Wptyw
SCTLA-4 w tych chorobach autoimmunologicznych lub zapalnych mozna wykaza¢ jako zdolnos¢
do zakldcania interakcji B7: mCTLA-4 z ligandami B7, co prowadzi do zaktocenia hamowania
zaktywowanych komorek T, a tym samym do zwigkszenia autoimmunizacji. Niemniej jednak,
SCTLA-4 moze rowniez hamowa¢ aktywacje¢ komorek T poprzez blokowanie interakcji CD28:B7,
w ktorym to przypadku SCTLA-4 moze odgrywa¢ wazng rol¢ w regulacji immunologicznej w

chorobach nowotworowych [82, 97].

Wiele badan wykazato korelacje poziomu sCTLA-4 w surowicy z progresja lub diagnoza
raka. Badania wykazaty, ze funkcjonalne blokowanie sSCTLA-4 mialo dziatanie ochronne w

czerniaku u myszy [90]. Badanie surowic pacjentow z rakiem piersi rOwniez ujawnito istotnie
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podwyzszone poziomy sCTLA-4 w poréwnaniu ze zdrowymi osobnikami dobranymi pod
wzgledem wieku i plci [85]. W zwigzku z tym wyzsze poziomy sCTLA-4 u pacjentow z niektorymi
rodzajami raka mogg by¢ wykorzystywane jako marker ztego rokowania i moga pomoc w procesie
podejmowania decyzji w odniesieniu do intensywnosci leczenia 1 schematu leczenia. W
przeciwienstwie do tego, gdy analizowano poziomy sCTLA-4 w Surowicy u pacjentow z
nieresekcyjnym rakiem przerzutowym lub zaawansowanym rakiem ptuca lub przetyku, ktorzy
otrzymali co najmniej jedng konwencjonalng terapi¢ pierwszego rzutu, w tym radioterapi¢ lub
chemioterapig, stwierdzono, ze sCTLA-4 moze by¢ stosowany jako wazny wyznacznik
prognostyczny. W rzeczywistosci wysoka ekspresja sCTLA-4 istotnie wigzala si¢ z dluzszym
catkowitym przezyciem lub przezyciem bez progresji choroby [98]. Podobng obserwacje
nadekspresji SCTLA-4 w surowicy lub wysicku oplucnowym zaobserwowano u pacjentow z
migdzybtoniakiem oplucnej, co wskazywalo na korzystne dziatanie prognostyczne rozpuszczalnej

izoformy CTLA-4 [99].

Podobnie jak CTLA-4, znana jest rozpuszczalna izoforma CD28, receptora aktywujacego
komorki T przez ligandy z rodziny B7. Podwyzszone poziomy sCD28 w surowicy stwierdzono w
chorobach autoimmunologicznych, takich jak toczen, zespot Sjogrena czy twardzina uktadowa i
moga by¢ zwiagzane z nasileniem choroby [100]. U chorych na raka piersi stwierdzono
podwyzszony poziom krazacej sCD28 oraz sCTLA-4, co moze by¢ wykorzystane jako biomarker
w tej chorobie [82, 101].

Publikowane dane wskazuja, ze ekspresja ligandow B7 na komorkach nowotworowych
zwigksza ich immunogennos¢, a brak tych czasteczek na komodrkach nowotworowych pomaga w
procesic unikania odporno$ci przez nowotwor [102]. Jednak w wielu nowotworach
hematologicznych komorki nowotworowe wykazuja wysoki poziom tych czasteczek, zwlaszcza
CD86 Iub CD80, co wigze si¢ ze ztym rokowaniem [103, 104]. Jednocze$nie zaobserwowano
podwyzszone Stezenia sSCD80 i sCD86 u pacjentow z nowotworami hematologicznymi [105, 106].
Odkryto, ze sCD86 jest rowniez istotnym markerem prognostycznym u pacjentow ze szpiczakiem.
Podobne podwyzszone poziomy sCD86 stwierdzono u pacjentow z ostra bialaczka szpikowa

(AML), ktore korelowaty rowniez z nizszymi wskaznikami przezycia [107].
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1.2.2 Rozpuszczalne PD1, PD-L1, PD-L2

PD-L1 podlega rowniez alternatywnemu splicingowi w celu wytworzenia rozpuszczalnych
izoform tej czasteczki. SPD-L1 zostalo pierwotnie zidentyfikowane w supernatantach hodowli linii
komorek nowotworowych, a p6zniej stwierdzono, ze jest obecne w surowicach pacjentow z rakiem
nerki [108]. Zaobserwowano, ze st¢zenie sPD-L1 jest wyzsze u pacjentow ze szpiczakiem i
chtoniakiem z komoérek B i moze by¢ stosowane jako marker prognostyczny lub predykcyjny u
tych pacjentow [109]. Co ciekawe, stwierdzono, ze poziomy krazacego sPD-L1 wzrosty w wyniku
leczenia przeciwcialami hamujacymi punkty kontrolne, a dynamika tego wzrostu byta
bezposrednio zwigzana z wynikami klinicznymi. Pacjenci, u ktérych stwierdzono opdzniony
wzrost poziomu SPD-L1 wykazali najbardziej obiecujace wyniki po leczeniu
immunoterapeutycznym. Co wazne, ten wzrost sPD-L1 korelowal rowniez ze wzrostem poziomu
krazacych cytokin, co wskazuje na odpowiedz przeciwnowotworowa, szczegdlnie u pacjentow,
ktorzy otrzymali immunoterapi¢ anty-CTLA-4, a nie blokad¢ anty-PD1. Pokazuje to, ze te dwie

strategie terapeutyczne dziataty na réznych poziomach w organizmie [82].

Podobnie jak w przypadku PD-L1, zidentyfikowano rozpuszczalng izoform¢ PDI1
pochodzacag z delecji eksonu-3 genu PD1 [110]. Biatko to nie posiada czeSci transbtonowe;j,
zachowujac domene zewnatrzkomorkowa 1 okazato sie, ze jest zdolne do blokowania interakcji
PD1:PD-L1 [82]. Taka blokada prowadzi do przywrocenia aktywno$ci komorek T, co moze
prowadzi¢ do wzmocnienia przeciwnowotworowych odpowiedzi immunologicznych. Chociaz
SPD-1 wystepuje u o0s6b zdrowych, jego stezenie wzrasta U pacjentow z chorobami
autoimmunologicznymi [111]. Co cickawe, kilka badan wykazato korelacj¢ migdzy poziomem
sPD1 w surowicy pacjentow a progresja raka. Poziomy sPD1 koreluja z utrzymujacym si¢
wysokim mianem wirusa zapalenia watroby typu B 1 zwigkszonym ryzykiem raka

watrobowokomorkowego [112].

Oprocz rzekomej wartosci prognostycznej sPD1, jej warto$¢ terapeutyczna w rozwoju
nowotworu lub progresji nowotworu zostata obszernie udokumentowana. Zwigkszenie
wydzielania sPD1 lub dostarczenie go do mysich modeli raka powodowato regresje guza i
przedtuzone przezycie u myszy z guzem, poprzez blokade szlaku PD1:PD-L1. Szlak ten jest
wykorzystywany przez komorki nowotworowe do unikania odpornosci, a jego zablokowanie

prowadzito do przywrocenia odpowiedzi przeciwnowotworowej przez komorki uktadu
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odpornos$ciowego [113, 114]. Mechanizm dziatania sPD1 bywa réznorodny. Moze wigzac si¢ ze
zwigzanym z btong PD-L1 na komodrce nowotworowej, zapobiegajac w ten sposob jego interakcji
ze zwigzanym z btong PD1 na limfocytach T naciekajacych nowotwor. Takie dzialanie zniweluje
indukowang przez nowotwor inhibicj¢ limfocytow T 1 moze przywroci¢ odpornosé
przeciwnowotworowa. Dodatkowo wiadomo, ze oprocz PD1, PD-L1 moze rowniez oddzialywaé
z CD86 Iub CD80, co réwniez skutkuje hamowaniem funkcji limfocytow T [115]. Co ciekawe,
interfejs interakcji B7-1: PD-L1 pokrywa si¢ z interfejsem PD1: PD-L1. Dlatego rozpuszczalna
czasteczka PD1, ktora moze wigza¢ si¢ z PD-L1 zwigzanym z btona, moze rdwniez skutecznie
blokowa¢ interakcje B7-1:PD-L1, dodajac w ten sposob kolejng warstwe strategii

przeprogramowania dla limfocytow T naciekajacych nowotwor [82].

Ustalono, ze sPD1 i SPD-L1 maja rézne mechanizmy regulacyjne. Przeprowadzone badania
wykazaly, ze sPD1 ma silny wplyw na hamowanie odpowiedzi immunologicznych komorek
prezentujacych antygeny i komoérek T poprzez interakcje z PD-L1 zwigzanym z btong [116, 117].
Zmienione stezenia SPD1 notowano u pacjentéw z matoptytkowo$cia immunologiczna, twardzing
uktadowg i zespotem ostrej niewydolnosci oddechowej [117]. Z drugiej strony, SPD-L1 wigze sig¢
z PD1 zwigzanym z btong na limfocytach T i wytwarza sygnal hamujacy, tym samym hamujac
aktywacje 1 proliferacj¢ limfocytow T [117]. Podwyzszony poziom sPD-L1 wigze si¢ ze ztym
rokowaniem u pacjentow z zaawansowanym rakiem ptuc. Rozpuszczalna forma PD-L1 jest
oznaczalna w surowicy ludzkiej, zarowno u pacjentéw z chorobg nowotworows, jak i pacjentow z
innymi chorobami nienowotworowymi [118]. Pochodzenie sPD1 i sPD-L1 nie zostaly jeszcze
okreslone w cigzy [117]. Wydaje si¢, ze rozpuszczalna forma czasteczek jest albo wytwarzana
przez proteolityczne rozszczepienie formy zwigzanej z blong przez ADAM17 i ADAMI10 albo
przez translacj¢ alternatywnego splicingu mMRNA, jak w przypadku rozpuszczalnego CD86 [117,
119]. Poniewaz komorki trofoblastu wytwarzaja PD1 i PD-L1, zwigkszone rozcigcie
proteolityczne moze by¢ mechanizmem zmniejszonej ekspresji PD1 i PD-L1 obserwowanej w
trofoblastach tozyskowych w stanie przedrzucawkowym, a odcigte od btony komoérkowej PD1 i
PD-L1 mogg by¢ uwalniane do krwi matki [117, 120]. Zatem trofoblasty tozyskowe moga by¢
zrodtem sPD1 i sPD-L1 podczas cigzy [117].

Badania wykazujg, ze sSPD1 hamuje aktywacje komoérek dendrytycznych i zwieksza
produkcje IL-10 niezaleznie od 2,3-dioksygenazy indoloaminy 1 (IDO) [12, 121]. Rozpuszczalne
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formy sPD-L1 moga by¢ jednoczesnie czgécig szlaku sygnatowego PD1/PD-L1 i moga by¢
odpowiedzialne za hamowanie przekazywania sygnatu poprzez blokowanie dostgpu do receptora
PD1 [122]. Okuyama i wsp. wykazali podwyzszony poziom rozpuszczalnego PD-L1 u kobiet od
I trymestru cigzy w porownaniu do kobiet niebedacych w cigzy, dodatkowo zbadali
rozpuszczalng formg¢ PD1 i stwierdzili, ze stezenie sPD1 bylo nizsze u kobiet w cigzy w
poréwnaniu do kobiet niebedacych w cigzy [123]. Dane przedstawione przez Okuyame sugeruja,
ze podwyzszony poziom sPD-L1 w surowicy kobiet ciezarnych moze odgrywaé rolg w thumieniu
matczynej reakcji immunologicznej przeciwko ptodowi [123]. Zrédtem krazacej PD-L1 moze byé
tozyskowy trofoblast lub powierzchnia PD-L1-dodatnich limfocytow T pomocniczych i
cytotoksycznych [117, 124]. Gu i wsp. ustalili, ze poziomy krazacego sPD-L1 byly podwyzszone
u kobiet w cigzy w porownaniu z kobietami niebedacymi w cigzy. Niniejsze badania
przeprowadzili u kobiet w cigzy z prawidlowym ci$nieniem i kobiet w rozpoznanym stanem
przedrzucawkowym [117]. Badania te pokazuja, ze w stanie przedrzucawkowym wystepuje
nieprawidtowa sygnalizacja sPD1/sPD-L1. W 2018 roku Enninga i wsp. stwierdzili, ze poziomy
SPD-L1 byly wyzsze w surowicy kobiet w cigzy niz u kobiet niebedacych w cigzy i po porodzie
[124]. W przeciwienstwie do sPD-L1, sPD1 moze blokowa¢ interakcje miedzy PD-L1 i PD1 na
limfocytach T poprzez hamowanie kompetycyjne, co skutkuje zwigkszong aktywnoscig
autoreaktywnych limfocytow T i przyczynia si¢ do dziatania przeciwnowotworowego [122].
Okuyama odkryl, ze poziomy sPD-L1 s3 podwyzszone w surowicy kobiet w cigzy, co moze

przynajmniej czesciowo hamowac¢ funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego u kobiet w cigzy

[123].
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1.2.3 Rozpuszczalne TIM-3, Gal-9, LAG-3

Rozpuszczalna forma TIM-3 nie zawiera domen mucyny i domen przezblonowych. Ten
wariant sTim-3 u myszy jest generowany przez naprzemienne skladanie, u czltowieka jest
wynikiem cigcia zaleznego od metaloproteinazy, co utatwia jego wydalanie z powierzchni komorki
[25, 125, 126]. Podwyzszony poziom rozpuszczalnej formy TIM-3 stwierdza si¢ w surowicy
pacjentow z zakazeniem HIV, chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi lub
kostniakomigsakiem [125, 127, 128]. Udokumentowano, ze potaczenie Gal-9 z TIM-3 moze
indukowa¢ negatywny sygnat kostymulujgcy do komorek Thl, a tym samym indukowac apoptoze
komorek Thl [129]. sTIM-3, tj. region podobny do IgV jest rozpuszczalnym produktem
kodowanym przez gen Tim-3. Jego poziom ekspresji w normalnej ludzkiej surowicy jest
stosunkowo niski, natomiast wzrasta podczas stanéw zapalnych [130]. Gal-9 jest kolejnym
ligandem ICP odgrywajacym role w rozwoju stanu zapalnego Czy nowotworoéw, czasteczka ta

moze odgrywac istotng role w rozwoju ciagzy.

Wiele badan nad Gal-9 koncentrowalo si¢ na jej interakcji z receptorem TIM-3, ktory
skutecznie hamuje odpowiedz immunologiczng limfocytéw pomocniczych typu 1 [28, 124].
Podczas cigzy Gal-9 jest wydzielana przez komorki trofoblastu i moze wplywac¢ na obwodowe
komorki NK TIM-3*, przeksztalcajac je w komorki o fenotypie doczesnowych komorek NK (dNK)
charakteryzujacych si¢ wydzielaniem duzych iloéci interleukiny 4 (IL-4) oraz matych czynnika
martwicy nowotworu (TNF-a). Dodatkowo komorki te majg zmniejszone zdolnosci cytotoksyczne
[124, 131, 132]. Zhu i wsp. odkryli, ze Gal-9 wiaze si¢ z TIM-3 na limfocytach T pomocniczych
typu 1 i inicjuje apoptoze w celu ostabienia odpowiedzi immunologicznej [28]. Wykazano ze Gal-
9 ze wzgledu na swoje funkcje immunomodulacyjne moze posiadaé potencjal terapeutyczny w
wielu schorzeniach [133]. Podwyzszony poziom btonowej lub rozpuszczalnej formy Gal-9
stwierdzono w chorobach autoimmunologicznych, infekcjach wirusowych, malarii, chorobach
ginekologicznych, chorobie wiencowej, zapaleniu skérno-migsniowym, zakazeniu wirusem HIV i
nowotworach [203]. Biatko to moze by¢ potencjalnie wykorzystane jako nieinwazyjny biomarker

do wykrywania i przewidywania ciezkosci roznych stanéw chorobowych [133].

LAG-3 wystepuje w postaci rozpuszczalnej. Na mysim modelu Li i wsp. udowodnili, ze
metaloproteinazy domena dezintegryny i metalopeptydazy (ADAM) 10 i ADAM17 rozszczepiaja
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LAG-3 i uwalniaja pozakomorkowy region LAG-3, dodatkowo rozpuszczalny LAG-3 zawierajacy
D1-D3 moze by¢ wytwarzany przez alternatywny splicing [134, 135]. Na chwilg¢ obecng niewiele
badan bylo skupionych na poszukiwaniu mozliwoséci wykorzystana tego rozpuszczalnego ICP w
diagnostyce czy leczeniu. Dane literaturowe wskazujg na wykorzystanie czasteczek podobnych do
LAG-3 potaczonych z fragmentami przeciwciat jako potencjale leki w chorobach nowotworowych

lub autoimmunologicznych.

1.2.4 Rozpuszczalne CD155, CD112

CD155 jest pierwszym opisanym ligandem TIGIT, poczatkowo zidentyfikowanym jako
receptor wejscia dla wirusa polio. Ustalono, ze CDI55 moze roéwniez wystepowaé w
rozpuszczalnej izoformie w wyniku alternatywnego splicingu [136, 137]. Co ciekawe, u ludzi
CD155 ulega ekspresji nie tylko jako biatko zwigzane z blong kodowane przez CD1550.1 CD1556,
ale takze jako rozpuszczalne formy pozbawione regionu przez btonowego i kodowane przez
alternatywne izoformy splicingowe CDI1558 i CD155y [138]. Chociaz rozpuszczalny CD155
(sCD155) przyczynia si¢ do neutralizacji zakazno$ci wirusa polio in vitro, szlaki dzialania sg nadal
nieznane [138]. Jest rowniez znany jako czasteczka adhezyjna, zwana biatkiem podobnym do
nektyny-5, nalezaca do nadrodziny immunoglobulin z trzema pozakomoérkowymi domenami
podobnymi do immunoglobuliny [139]. CDI155 ulega eckspresji zardéwno na komorkach
hematopoetycznych, jak i nichematopoetycznych. Co wazne, jest to rowniez biatko indukowane

stresem, ktorego produkcja jest zwickszona w transformowanych komorkach [140, 141].

CDI155 odgrywa kluczowa role w migracji komorek, proliferacji poprzez interakcje z
innymi czasteczkami adhezyjnymi, takimi jak integryny i biatko macierzy zewnatrzkomoérkowej
witronektyna [142-144]. Ostatnie badania wykazaty, ze poziomy rozpuszczalnego CD155 sa
znacznie podwyzszone Ww surowicy pacjentéw z chorobami przewodu pokarmowego,
nowotworami piersi i innymi nowotworami ginekologicznymi. W przypadku nowotworow piersi
stwierdzono, ze poziom sCDI155 wzrasta wraz z zaawansowaniem choroby i, co ciekawe, po
chirurgicznym usunig¢ciu guza zaczynat spada¢, co wskazuje, ze sam guz jest zrodtem sCDI155
[145]. Chociaz stwierdzono nadekspresje drugiego liganda TIGIT, nektyny 2, znanej jako CD112,

w wielu nowotworach, w tym bialaczce limfoblastycznej i raku ptaskonabtonkowym, jedno z
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badan dokumentuje réwniez obecnos$¢ rozpuszczalnej nektyny-2 w surowicach pacjentow z
nowotworami [146, 147]. Stwierdzono, ze wyjsciowe poziomy nektyny-2 w surowicy sg
podwyzszone u pacjentéw z rakiem jelita grubego, zwlaszcza u pacjentow bez przerzutow [148].
Iguchi-Manaka i wsp. w swoim badaniu stwierdzili, ze poziomy sCD155 w surowicy byly wyzsze
u pacjentdw z roznymi rodzajami raka niz u os6b zdrowych, a pacjenci z zaawansowanym stadium
raka mieli wyzszy poziom sCD155 niz ci z nowotworami we wczesnym stadium. Ponadto poziomy
SCD155 w surowicy byly dodatnio skorelowane z wielko$cig guza [145, 149]. Wszystkie te dane
pokazuja, ze rozpuszczalne izoformy ligandow TIGIT moga by¢ wykorzystywane jako markery
prognostyczne lub diagnostyczne. Mozliwe, Ze mozna je rowniez skorelowac z nowymi strategiami

immunoterapeutycznymi w nowotworach [82].
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1.2.5 Rozpuszczalne HVEM

Herpesvirus entry Mediator (HVEM)- mediator wejscia wirusa opryszczki jest cztonkiem rodziny
receptorow czynnika martwicy nowotworu (TNF) stosowanych jako receptor komorkowy przez
glikoproteing D wirionu (gD) wirusa opryszczki pospolitej (HSV). Zaréwno ludzka jak i mysia
forma HVEM mogg posredniczy¢ w wejsciu do komorki HSV-1 i HSV-2, ale nie maja aktywnosci
wejscia dla PRV i BHV-1 [150]. HVEM moze petni¢ funkcje, jako ,,przetacznik molekularny”,
poniewaz jest w stanie aktywowac szlaki sygnalowe kostymulujace lub kohamujgce [151]. Jako
receptor moze wigza¢ limfotoksyny, konkurowa¢ z glikoproteing D wirusa opryszczki pospolitej o
HVEM, czy funkcjonowaé jako receptor dla czasteczki eksprymowanej przez limfocyty T
(LIGHT). Potaczenie LIGHT z HVEM dostarcza sygnat kostymulujacy. Podczas, gdy jako ligand
HVEM przekazuje sygnal hamujacy do komodrek wyrazajacych atenuator limfocytow B 1 T
(BTLA) Iub czasteczk¢ CD160 [152]. HVEM i jego ligandy mogg przynie$¢ nowe $wiatto w celu
ukierunkowania nowych czasteczek kostymulujacych/kohamujagcych w  immunoterapii
nowotworéw [153]. Ostatnie postgpy poczyniono w zakresie wiedzy na temat HVEM 1 jego
ligandow w bialaczce i czerniaku. Podwyzszona ekspresja HVEM jest czgsto obserwowana
podczas ludzkiej przewleklej bialaczki limfocytowej, chtoniaka z komorek ptaszcza, ostrej
biataczki limfoblastycznej, szpiczaka i biataczki z komorek plazmatycznych, co otwiera mozliwo$¢
wykorzystania HVEM jako markera prognostycznego do identyfikacji pacjentow wysokiego
ryzyka i wykorzystaniu tej czgsteczki w immunoterapii [153, 154]. Ponadto wykazano w badaniach
in vitro, ze HVEM na ludzkich komoérkach czerniaka hamuje wytwarzanie cytokin i proliferacje
limfocytow T CDS8* swoistych dla antygenu nowotworowego poprzez BTLA [155]. Znacznie
mniej wiadomo na temat roli rozpuszczalnego HVEM w immunologii nowotworéw [156].
Najnowsze badania wykazaly, ze poziomy HVEM rozpuszczalne w surowicy odzwierciedlaja
nasilenie choroby w chtoniaku skory z limfocytow T [156]. Obecnie SHVEM aspiruje do bycia
markerem stosowanym w chorobach immunologicznych i nowotworowych oraz jako predyktor
progresji leczenia [157].
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1.3 Rola immunologii w ciazy oraz podczas poronien

Od lat siedemdziesigtych badacze uzywali teorii przesunigcia Thl / Th2 do wyjasnienia,
jak dziata matczyny uktad odpornosciowy. Teorie te zaktadaja, ze odpowiedzi immunologiczne
typu Th2 sg bardziej dominujace niz odpowiedzi typu Thl, chronigc w ten sposob rozwoj ptodu.
Na poczatku XXI wieku teoria Thl / Th2 zostata rozszerzona na paradygmat Thl / Th2 / Th17 1
komorki regulatorowe, co doktadniej wyjasnito, jak dziala regulacja immunologiczna podczas
cigzy. W tych wyjasnieniach mozemy podzieli¢ komorki na poszczegdlne Kategorie [21]. Do
komorek Thl zaliczamy komorki pomocnicze T, ktore wytwarzaja IL-2, IL-10, IFN-y i TNF-o./ 8
1 sg bardziej zaangazowane w odpornos¢ komorkowa. Jako komorki Th2 rozpoznajemy komorki
wytwarzajace IL-4, IL-5, IL-13, ktore biorg udziat w odpornos$ci humoralnej. Th17 odgrywaja
wazng rolg¢ w indukcji procesow zapalnych i wydzielania prozapalnej cytokiny IL-17 [158].

Dutta ustalit, ze w I trymestrze cigzy dominuje odpornos¢ Thl. Kontrolowany stan zapalny
wywotane przez komorki jest niezb¢dne do procesu implantacji i wczesnego rozwoju zarodka.
Odpornos¢ Th2 przewaza w drugim trymestrze cigzy i prowadzi do tolerancji alloprzeszczepu
ptodu i wywotania rownowagi miedzy matkg a ptodem. W trzecim trymestrze odporno$¢ Thl
ponownie dominuje i odgrywa znaczacg rolg w indukcji porodu [21, 158]. Aby cigza przebiegla
prawidtowo, konieczne jest uzyskanie tolerancji immunologicznej przez uktad odpornosciowy
matki na ptéd semiallogenny. Z drugiej strony uktad odporno$ciowy matki musi nadal by¢ w stanie
chroni¢ organizm przed patogenami. W celu uzyskania tej szczegdlnej sytuacji moga by¢
zaangazowane immunologiczne punkty kontrolne [7]. Dane prezentowane w publikacjach
pokazuja, ze szlak TIM-3 / Gal-9 jest odpowiedzialny za regulacj¢ tolerancji immunologiczne;j i
odpowiedzi na antygeny ptodu. W zdrowej ciazy ekspresja TIM-3 na komoérkach Thl moze by¢
waznym elementem redukcji prozapalnej odpowiedzi zaleznej od Thl [129]. Zaréwno model
zwierzgcy, jak i1 ludzki pokazuja, ze wigzanie TIM-3 z Gal-9 prowadzi do apoptozy komoérek Thl
1 Th17 oraz indukuje immunotolerancj¢, co przyczynia si¢ do modulowania réwnowagi cytokin
Thl/ Th2 [28, 159]. W czasie cigzy podwyzszenie ekspresji TIM-3 przez leukocyty obwodowe
obserwowano gtownie na monocytach i komoérkach NK [160]. Dalsze badania wykazaly, ze
limfocyty T TIM-3"CD8" wykazujg zwickszong cytotoksyczno$¢ w trzecim trymestrze cigzy, a
komodrki NK TIM-3" majg wysoka zdolno$¢ do wydzielania cytokin typu Th2 i zmniejszong
cytotoksycznos$¢ wobec trofoblastu [129]. Odkrycia te sg zgodne z badaniami, ktore wykazuja
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zwiekszajacy si¢ poziom sGal-9 w czasie cigzy [124]. TGF-B moze indukowaé komorki NK do
tworzenia szczatkowego fenotypu podobnego do NK i dodatkowo zwigkszaé ekspresje TIM-3 w
obwodowych komorkach NK, co moze mie¢ znaczenie dla rozwoju ciazy [131]. Ekspresja TIM-3
na komoérkach NK rosnie we wczesnej cigzy i hamuje cytotoksycznosé komorek NK w stosunku
do trofoblastu w szlaku zaleznym od Gal-9 [7]. Prowadzone badania pokazuja, ze PD1 i jego
ligandy odgrywaja kluczowa role¢ w ewolucji i utrzymaniu obwodowej tolerancji immunologiczne;.
Podczas prawidlowej cigzy iloSciowa ekspansja alloreaktywnych limfocytow T rownolegle z
obnizong funkcja limfocytow T regulatorowych poprzez blokowanie powierzchniowego PD-L1
skutkowata zmniejszeniem przezycia plodu [161]. To udowodnilo, ze PD-L1 sprzyja
przezywalno$ci ptodu poprzez utrzymanie prawidtowej funkcji limfocytéw T regulatorowych. PD-
L1 eksprymowane przez syncytiotrofoblasty kosmkoéw i cytotrofoblasty moga indukowaé
wyczerpanie limfocytow PD1 dodatnich [161]. Wykazano, ze resztkowy limfocyt pomocniczy i
cytotoksyczny T zwigkszaja ekspresje PD1 w czasie cigzy [162]. W czasie cigzy komorki tozyska
eksprymuja na swoich btonach PD-L1 i PD-L2, a takze resztkowe komorki zrgbowe wyrazaja
ligandy PD1. Produkcja cytokin Thl prowadzi do intensywnej ekspresji tych ligandow [163, 164].
Szczegblnie w pierwszym trymestrze syncytiotrofoblasty kosmkow i cytotrofoblasty ekstrawilne
wyrazajg PD-L1, PD-L2 jest bardziej ograniczone do cytotrofoblastu kosmkow [163, 164].
Podczas implantacji oraz do potowy ciagzy dochodzi do masowej rekrutacji komorek NK, ktore
stanowig okoto 70% populacji komoérek odpornosciowych [29]. Fenotyp i funkcja komoérek dNK
koncentrujg si¢ na zapewnieniu wsparcia i ochrony ptodu [165]. Powyzsze obserwacje wskazuja,
ze czasteczki kontrolujace uktad odpornosciowy stanowig istotny element zapewniajacy

prawidlowy rozwdj ciazy.
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1.4 Wplyw hormonéw na uklad odpornosciowy

1.4.1 Wplyw progesteronu na komérki ukladu odpornosci

Progesteron jest syntetyzowany poprzez konwersje cholesterolu jako substratu w szeregu
reakcji enzymatycznych. Procesy te sg regulowane przez specyficzng dla tkanek i komorek
ekspresje enzymow steroidogennych. Po owulacji komorki pecherzykowe jajnika wspomagajace
dojrzewanie oocytu przechodzg tzw. proces luteinizacji, tworzac ciatko zotte. Podczas luteinizacji
ekspresja gendw 1 biatek, ktore posredniczg w syntezie progesteronu, jest wyraznie podwyzszona
[166]. Lozysko wydziela enzymy zaangazowane w produkcje progesteronu i rozpoczyna synteze
steroidogenng w 7-9 tygodniu cigzy, po poczatkowe] syntezie progesteronu w jajniku [167].
Poziom progesteronu stale rosnie, az do osiagni¢cia plateau w ostatnich tygodniach ciazy [166].
Progesteron bierze udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Tak naprawdg przygotowanie
do cigzy rozpoczyna si¢ w trakcie cyklu miesigczkowego, kiedy p-estradiol i progesteron
optymalizujg srodowisko macicy i $Sluzéwke pochwy do poczecia i implantacji [86]. Jednakze ten
optymalny czas na zajscie w ciaz¢ jest rowniez najbardziej wrazliwym okresem dla przysztych
matek, poniewaz dzialanie przeciwzapalne progesteronu wplywa na swoistg i nieswoistg
odpowiedz uktadu odpornosci obnizajac jego zdolnos¢ do obrony [168]. Miejscowy, wzrost
aktywnosci progesteronu w fazie lutealnej kieruje rowniez decidualizacja endometrium, co jest
niezb¢dne, aby umozliwi¢ skuteczny rozwoj trofoblastu i zagniezdzenie zarodka [168].
Progesteron stymuluje uktad rozrodczy do wydzielania glikodeliny-A, ktéra ma szereg
wiasciwosci immunomodulujgcych zwiekszajgcych matczyng tolerancje na rozwijajacy sie ptod.
Glikodelina-A zmniejsza cytotoksyczno$¢ komorek NK, stymuluje limfocyty Thl do apoptozy i
indukuje tolerancyjne komorki dendrytyczne, dodatkowo zwiekszajac produkcje cytokin Th2
[169]. Wplyw progesteronu na czynniki transkrypcyjne w komoérce mozliwy jest po przez
aktywacje receptorow dla progesteronu (PR). Gen Nr3c3 koduje dwie izoformy receptora dla
progesteronu PRA i PRB [166, 170]. Te dwa receptory majga zréznicowang aktywnos$¢
transkrypcyjng i znajduja si¢ gldwnie w gruczole sutkowym oraz w jajniku i macicy [170]. Po
zaktywowaniu receptora dla progesteronu wysytany jest sygnal do jadra komoérkowego, gdzie
wplywa on na okreslone regiony DNA, dziatajac jako czynnik transkrypcyjny moduluje ekspresje
genéw [170]. Ekspresja PR na powierzchni limfocytow jest wcigz badana. Badania prowadzone z

zastosowaniem techniki RT-qPCR nie dowiodly wystepowania PRA oraz PRB na powierzchni
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subpopulacji limfocytow [166, 171]. Badania prowadzone na limfocytach kobiet cig¢zarnych
wykazaty, ze po stymulacji mitogenami lub poprzez stymulacj¢ alloantygenowg mozna
doprowadzi¢ do pojawienia si¢ na btonie komodrkowej limfocytow receptorow dla progesteronu
[172]. Prowadzone badania potwierdzaja wplyw progesteronu na komorki odpornosciowe. Jest on
prawdopodobnie wywierany poprzez dziatanie niegenomowe [166]. Progesteron wiaze si¢ z
blonowymi receptorami progesteronowymi sprz¢zonymi z biatkiem G (blonowe receptory
progesteronowe: mPR) oraz z tak zwanymi skladnikami bton receptora progesteronowego
(PGRMC) [166, 168]. mPRalpha / PAQR7 i mPRbeta / PAQRS8 oraz PGRCML1 i 2 s3 obecne W
limfocytach T, a mPRalpha ulega ekspresji w poszczegolnych subpopulacjach krazacych
limfocytow T regulatorowych [171, 173]. Wigzanie progesteronu z mPR prowadzi do aktywacji
MAPK, co moze prowadzi do fosforylacji czynnikow transkrypcyjnych. Sugerowano, ze kinazy
szlaku MAPK odgrywaja role w aktywacji limfocytow T [174]. Wykazano, ze kobiety w cigzy
ujawniaja mPR i PGRMC w limfocytach T podczas cigzy. Progesteronowa modulacja transdukcji
sygnatu receptora komoérek T (TCR) i funkcji limfocytow T jest przekazywana przez PR zwigzane
z btong w ludzkich limfocytach T [171, 175, 176]. Dalsze szlaki po zaangazowaniu TCR obejmujg
fosforylacjc MAPK 1 produkcje trifosforanu inozytolu (IP3), z ktérych ten ostatni promuje
uwalnianie Ca?* zmagazynowanego w retikulum endoplazmatycznym [177]. Wiazanie
progesteronu na limfocytach T z PGRMCI i klasycznymi mPR skutkuje zwigkszong mobilizacja
wewnatrzkomoérkowego Ca?* i zmniejszong fosforylacja kinazy Zap70 w celu zmieniania
aktywacji limfocytow T i odpowiedzi immunologicznej zaleznej od TCR [168]. Oba szlaki
moduluja fosforylacj¢ czynnikéw transkrypcyjnych, w tym NF-kB, biatka aktywatora 1 (AP-1) i
czynnika jadrowego aktywowanych limfocytéw T (NFAT), ktore sa zwigzane z prozapalng
ekspresja genow oraz aktywacja i proliferacja limfocytow T [177]. Ze wzgledu na wysokie st¢zenie
tego hormonu w czasie ciagzy wydaje si¢ prawdopodobne, ze progesteron wyzwala sygnaly
immunoregulacyjne [166]. Progesteron promuje profil tolerancyjny w nieswoistych komaorkach
odpornosciowych, takich jak makrofagi i komoérki dendrytyczne, co jest niezbedne do pomysinej
przebudowy tkanki macicy i utrzymania cigzy [166, 178]. Opublikowane artykuty wykazaty, ze
progesteron moze posredniczy¢ w swoistej odpowiedzi immunologicznej. W modelach in vivo i in
vitro udowodniono, ze progesteron wspomaga ekspansje i hamujacg funkcje limfocytow T
regulatorowych podczas cigzy, skierowanie w kierunku wydzielania cytokin przeciwzapalnych i

tlhumienie cytotoksycznosci limfocytow T cytotoksycznych [171, 179, 180]. Jak dotad
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zgromadzone dowody in vitro podkreslajg znaczenie szlakow niegenomowych w odpowiedzi
limfocytow T oraz ich funkcjonowaniu [171, 175]. Oprécz bezposredniej interakcji hormon-
receptor steroidowy progesteron moze posrednio wptywa¢ na odpowiedzi immunologiczne.
Ekspresja PR w macicy 1 tozysku sprzyja lokalnej ekspresji czasteczek immunomodulujacych,
takich jak czynnik blokujacy indukowany progesteronem (PIBF), galektyna-1 (Gal-1) [180-182].
PIBF jest wytwarzany przez PR-dodatnie limfocyty cigzowe oraz kilka tkanek zwigzanych z cigza
I nowotworami ztosliwymi [172]. W czasie cigzy stezenie PIBF w moczu i surowicy stale ro$nie
az do 37 tygodnia cigzy, po czym nastepuje gwattowny spadek poprzedzajac fazg porodu. W
cigzach patologicznych st¢zenie PIBF w moczu nie wzrasta [183]. PIBF moze zwigksza¢ produkcje
cytokin Th2 i obniza¢ cytotoksycznos¢ komorek NK, podczas gdy Gal-1 indukuje fenotyp
tolerogenny w komorkach dendrytycznych, co skutkuje ekspansjg limfocytow T regulatorowych
[179, 181]. Progesteron hamuje wydzielanie specyficznych dla antygenu cytokin zapalnych przez
limfocyty T pomocnicze i cytotoksyczne np. IFN-y, czy granzymu B [184]. Egzogenny progesteron
zmniejsza prozapalne i1 cytotoksyczne odpowiedzi limfocytéw T poprzez efektywng modulacje
interakcji w ktorych posredniczg komorki odpornosciowe i regulacje wrazliwosci zroznicowanych
komorek pamigci na stymulacj¢ antygenem [172, 184]. Progesteron wptywa na roéznicowanie
limfocytow T krwi obwodowej do subpopulacji Th1l, ThO lub Th2, promujgc subpopulacje Th2
[185]. Jak wykazano w badaniach, progesteron wywotuje zwigkszong produkcje IL-5 i IL-4 przez
limfocyty T, rowniez w hodowli in vitro na linii Thl, powodujac wytwarzanie prze te komorki IL-
4, umozliwiajgc dominacje¢ odpowiedzi Th2 w czasie trwania cigzy [185]. Zwigkszone st¢zenia
zewnatrzkomodrkowego progesteronu in vivo i in vitro moga powodowa¢ zahamowanie produkcji
IFN-y w ludzkich limfocytach T cytotoksycznych w czasie cigzy, co zostalo przypisane
hipermetylacji promotora genu IFN-y na podstawie wynikow uzyskanych od ci¢zarnych myszy
wykonanych przez Yao [186]. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem mysiego modelu cigzy
ujawniajg, ze Gal-9 jest biologicznie aktywnym bialkiem wystepujacym w cytoplazmie i
srodowisku zewnatrzkomorkowym, ktére ma rowniez wyjatkowa specyficznos¢ wigzania
glikanow [168]. Gal-9 moze promowa¢ indukcj¢ Treg i apoptoze komorek Thl, wigzac sie z TIM-
3" wyrazany na powierzchni ostatecznie zroznicowanych komorek Thl, ale nie Th2, a jego
wigzanie ostabia odpowiedz typu Thl i Thl7 [28, 187] . Wykazano, ze szlak Gal-9 / Tim-3 jest
wrazliwy na modulacje progesteronem podanym do komorek w tozysku myszy. Wykazano, ze

progesteron zmienia ekspresje Gal-9 i Tim-3 przez subpopulacje limfocytow T oraz komorki NK,
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wraz z ekspresjag CD107a przez komérki dNK Tim-3" i komorki ANKT Tim-3* [159]. Arruvito i
wsp. wykazali, ze komoérki NK krwi obwodowej wyrazaja klasyczny nPR, a ekspresja ta jest
ograniczona do dojrzatych fenotypow KIR*. Aktywno$¢ progesteronu w tych komorkach jest
zwigzana ze zwigkszong podatnoscig zarbwno na hamowanie wydzielania IFN-y indukowanego
przez IL-12, jak i1 na zalezng od kaspazy apoptoze [188]. Co wigcej, progesteron negatywnie
reguluje produkcje przeciwciat o wysokim powinowactwie, a zjawisko to moze chroni¢ ptod przed
zniszczeniem [168]. Stad progesteron wydaje si¢ by¢ atrakcyjng terapig farmakologiczng, np.
mogaca przywrdci¢ matczyng tolerancje immunologiczng i czesto jest podawany u kobiet

zagrozonych powiktaniami cigzy [166].

1.4.2 Wplyw 17-estradiolu na komérki ukladu odpornosciowego

Ustalono, ze estrogeny sg waznymi mediatorami w wielu procesach fizjologicznych i
stanach patologicznych [189]. Istnieje wiele dowodoéw na to, ze 17B-estradiol (E2) bezposrednio
moduluje rozwdj i funkcje komorek odpornosciowych [190]. Znane sg dwa wewnatrzkomorkowe
receptory estrogenowe (ER), ERa i ERP oraz jeden zewnatrzkomérkowy receptor estrogenowym
sprzgzonym z bialkiem G 1 (GPER1), ktore sa odpowiedzialne za wplyw E2 na komorki
odpornosciowe [191]. Jesli chodzi o ER, opisano dwie izoformy dla ERa pierwsza o pelnej dlugos¢
66 kDa izoform¢ (ERa66) oraz druga krotszg izoforme 46 kDa (ER0a46) nie zawierajacg regionu
N-koncowego [192]. Dodatkowo jedna izoforme receptora ERP o dtugosci 55 kDa [191]. W
rzeczywisto$ci efekty indukowane przez estrogeny obejmuja réwnoczesng aktywacje dwoéch
szlakéw sygnatowych MAPK i szlaku ERK przez ERa i szlaku p38 przez ERp [191, 192].
Pierdominici i wsp. w swoich badaniach wykorzystali cytometri¢ przeptywows i technik¢ western
blot, aby okresli¢ rozmieszczenie ER w $wiezo wyizolowanych komoérkach uktadu
odpornosciowego z krwi ludzkiej. Ocenili wewnatrzkomoérkowg i powierzchniowg ekspresje ERa
i ERpB. Dane wykazaly wewnatrzkomorkowg ekspresj¢ zarowno ERa, jak i ERp w obwodowych
limfocytach pomocniczych i cytotoksycznych limfocytach T, limfocytach B i obwodowych
komorkach NK. Stwierdzili, ze izoforma ERa46 wydaje si¢ by¢ najbardziej reprezentowang forma
receptora dla estrogenu w limfocytach [192]. Pierdominici i wsp. zaobserwowali rowniez, ze
niewnikajaca do wnetrza komoérki forma E2 indukowata szybka fosforylacj¢ kinazy regulowane;j

sygnatem zewnatrzkomérkowym (ERK) powodujaca znaczng proliferacje limfocytow T i
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produkcje IFN-y przez komorki NK, sugerujac w ten sposob ekspresje funkcjonalnego mERa
[192]. Estrogen moze wplywaé na komorki rowniez w niegenomowych szlak regulacji genow.
Mechanizmy niegenomowe sg alternatywnymi $ciezkami aktywowania kaskad sygnatowych przez
estrogeny. Oprocz klasycznych wewnatrzkomoérkowych ER estrogen moze wigzac si¢ z GPER1,
co prowadzi to aktywacji kaskad sygnatlowych w komoérkach uktadu odpornosci [193]. Estrogen
zewnatrzkomoérkowo wigze sie¢ z GPERI, pierwotnie zidentyfikowanym jako receptor 30
sprzgzony z biatkiem G (GPR30) [191, 194]. Uzycie GPER1 wywotuje szybkie dzialanie
receptorow kinaz tyrozynowych i ograniczenie dziatania szlakow sygnatowych [195]. Aktywacja
szlaku sygnatowego GPER wywotuje odpowiedz czynnikow transkrypcyjnych. Na poczatku
aktywowane sg czynniki odpowiedzi surowicy (SRF), rodzina Ets, biatko wiazace element
represora cyklicznego AMP (CREB), a nastgpnie drugi poziom obejmujacy Fos, Jun, biatko
odpowiedzi wczesnego wzrostu (EGR) 1, cykliczny czynnik transkrypcyjny zalezny od AMP
(ATF), czynnik wzrostu tkanki tgcznej (CTGF), CCAAT / biatko wigzace wzmacniacz delta (C /
EBPg) i zwigzane z receptorem jadrowym (NR) 4A2 [196]. Powszechnie wiadomo, Ze estrogen
hamuje limfopoezg limfocytow T i B oraz aktywuje funkcje limfocytow B [193]. Dai i wsp.
wykazali w mysich splenocytach C57BI/ 6, Ze estrogen zwigksza aktywnos$¢ sygnalizacyjng NFkB
powodujac zwickszone wytwarzanie IL-1, IL-10 i IFN-y [197]. W badaniach na ludziach
przeprowadzonych przez Moultona i wsp. udowodnili, ze 17p-estradiol hamowat produkcje 1L-2
w limfocytach T zdrowych kobiet i zwigkszat ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego Spl oraz
represora transkrypcji modulatora elementu odpowiedzi cAMP (CREM) [198]. Ustalili, ze
estrogen ma specyficzny, zalezny od stgzenia i podtypu receptora, wptyw na odpowiedzi
immunologiczne [198]. Na przyktad wykazano, Ze estrogen zwigksza réznicowanie limfocytow
pomocniczych T typu 1, wydzielanie przez komorki IFN-y i rozwijane procesow zapalnych, w
ktorych posredniczy IFN-y, w tym wytwarzanie mediatorow zapalnych indukowalnej syntazy
tlenku azotu (iNOS), NO i (cyklooksygenazy) Cox2 [193]. Maret i wsp. stwierdzili, ze podanie
estrogenu myszom Bagg Albino z wycietymi jajnikami (BALB)/c, a nastgpnie immunizacja
egzogennymi antygenami, zwi¢kszyto klonalng ekspansj¢ specyficzng dla antygenu komorek T
pomocniczych i wybidrczo zwigkszyto ilos¢ komorek Thl i produkcje IFN-y [199]. Z kolei inne
badania przeprowadzone przez Lelu wykazaty przeciwny wptyw estrogenu i ER na cytokiny Thl
1 Th17. W eksperymentalnym autoimmunologicznym zapaleniu mézgu i rdzenia kr¢gowego (EAE)

mysiego modelu stwardnienia rozsianego z chorobg autoimmunologiczng OUN estrogen
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posredniczy w dziataniu neuroprotekcyjnym i hamowat odpowiedzi Thl, Th17 [200]. Limfocyty
T regulatorowe sg niezwykle wazne w zapobieganiu rozwoju choréb autoimmunizacyjnych i
zaobserwowano, ze po podaniu myszom estrogenu, na limfocytach, zwigkszyta si¢ ekspresja
czasteczek CD25" i FOxP3 [201]. Estrogen zwigksza liczbe i funkcje limfocytow T regulatorowych
oraz indukuje ekspresj¢ FoxP3 zarowno in vitro, jak i in vivo [202]. Podawanie estrogenu
zwigkszyto wewnatrzkomorkowa ekspresje PD1 w komorkach T CD4* FoxP3*, a ekspresja PD1
byta zmniejszona u myszy pozbawionych ER [203]. PD1 jest negatywnym regulatorem
odpowiedzi immunologicznej, a jego ekspresja wzrasta na aktywowanych limfocytach T.
Dodatkowo, uwaza si¢ go za marker dysfunkcyjnych limfocytow T, jest wazny dla tolerancji
immunologicznej i jest atrakcyjnym celem leczenia choréb autoimmunologicznych oraz
nowotworow [203]. Wykazano wigc, ze estrogen wptywa nie tylko na rozwoj, ale takze na rozne
funkcje limfocytow T, w szczegoélnosci limfocytow T pomocniczych - w tym aktywacje,
roznicowanie produkcji cytokin i funkcje regulacyjne, wptywajac na fizjologi¢ 1 choroby

autoimmunologiczne [204].

47



1.4.3 Wplyw dihydrotestosteronu na komorki ukladu odpornosci

Testosteron jest gtownym hormonem ptciowym i steroidem anabolicznym u me¢zczyzn. Ponadto
testosteron u obu ptci wptywa na zdrowie i dobre samopoczucie oraz odgrywa kluczowa rolg w
profilaktyce osteoporozy. Niedostateczny poziom testosteronu u mezczyzn moze prowadzi¢ do
nieprawidlowosci, w tym ostabienia i utraty masy kostnej. Testosteron jest steroidem z grupy
androstanu zawierajagcym grupy ketonowe i hydroksylowe odpowiednio w pozycjach trzeciej i
siedemnastej. Jest biosyntetyzowany w kilku etapach z cholesterolu i jest przeksztalcany w
watrobie do nieaktywnych metabolitoéw [205]. Wywiera swoje dziatanie poprzez wigzanie si¢ z
receptorem androgenowym i jego aktywacje. U ludzi oraz wigkszosci innych kregowcow
testosteron jest wydzielany gtownie przez jadra przedstawicieli pici meskiej, a W mniejszym
stopniu rowniez w niewielkich ilo$ciach przez kor¢ nadnerczy, jajniki 1 lozysko wystgpujace u
przedstawicieli plci zefiskiej [206]. Srednio u dorostych mezezyzn poziom testosteronu jest okoto
siedem do o$miu razy wyzszy niz u dorostych kobiet. Poniewaz metabolizm testosteronu U
mezczyzn jest bardziej dynamiczny, dzienna produkcja jest okoto 20 razy wieksza u mezczyzn.
Kobiety sa rowniez bardziej wrazliwe na dzialanie testosteronu i jego pochodnych [205, 206].
Wiadomo, zZe testosteron i jego metabolit, Sa-dihydrotestosteron (DHT), posredniczg w swoim
dziataniu poprzez wigzanie si¢ z wewnatrzkomorkowym receptorem androgenowym (AR) [207].
Interakcja androgenu z jego receptorem moduluje transkrypcje genéw docelowych - mechanizm
ten jest znany jako szlak genomowy. Ustalono, ze testosteron i DHT moga wplywac¢ na komorki
rowniez W szybkim szlaku niegenomowym. Podczas gdy efekty genomowe wymagaja godzin lub
dni, aby wywota¢ swoje dziatanie, szybkie efekty niegenomowego szlaku steroidowego sa
aktywowane w ciggu sekund Iub minut [207]. Testosteron zwigksza podatnos¢ na wiele chorob
zakaznych, poniewaz powoduje hamujacy wptyw na odpowiedzi immunologiczne. Na przyktad w
eksperymentalnych modelach zakazenia malarig lub pierwotniakiem Leishmania donovani
wczesniejsze leczenie testosteronem skutkowato zwickszonym wskaznikiem zakazen. Testosteron
znacznie wplywa na reakcje obronne uktadu odpornosci, a nieklasyczne drogi aktywacji
testosteronem wywierajg dziatanie na limfocyty T i makrofagi [207]. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze wykluczenie androgendow wzmacnia odpowiedz immunologiczng i zwigksza
skuteczno$¢ szczepienia na mysim modelu raka prostaty [208]. W badaniu dotyczacym podatnos$ci

niemowlat na infekcje stwierdzono, ze mezczyzni sg znacznie bardziej podatni na infekcje niz
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kobiety. Cecha ta jest przypisywana wczesnemu wzrostowi stgzenia androgendw, ktorego
doswiadczajg niemowleta ptci meskiej po urodzeniu [209]. Wykazano, Ze testosteron ma ogdlne
dziatanie supresyjne na uktad odpornos$ciowy, w szczegolno$ci na autoantygeny i antygeny
pochodzace od wirusow [206]. Zastosowanie terapii zastgpczej testosteronem w leczeniu
pacjentéw z zespoltem Klinefeltera powoduje obnizenie st¢zenia przeciwcial i cytokin w surowicy
oraz zmniejszenie poziomu limfocytow T i B. Dodatkowo badania przeprowadzone na modelach
ptakow potwierdzaja immunosupresyjng role testosteronu zaréwno w adaptacyjnej, jak i wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej [206]. Jest oczywiste, Ze immunosupresyjna rola testosteronu nie
ogranicza si¢ do pewnych gatunkéw, ale mozna ja postrzega¢ jako zjawisko szeroko
rozpowszechnione u zwierzat, W tym ludzi. Dane wskazuja, ze hormony plciowe odgrywaja
znaczaca role w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej zaréwno na reakcje¢ indukowanag
(immunizacja), jak i spontaniczng (autoimmunologiczng) [206]. Badania wskazuja, ze androgeny
moga odgrywac¢ role immunosupresyjng w prawidtowej odpowiedzi immunologicznej przeciwko
patogenom 1 po szczepieniu, jednak komorkowe i1 molekularne mechanizmy efektorowe
testosteronu w uktadzie odporno$ciowym nie sa dobrze poznane [210]. Wielokrotnie
potwierdzono, ze pozbycie si¢ androgenow u samcoéw wigze si¢ z powigkszeniem grasicy [211,
212]. Ablacja androgenu poprzez kastracje samcow, a takze defekt sygnalizacji androgendow
powoduje odwrdcenie i ponowng ekspansje inwolutowanej grasicy, czemu towarzyszy zwigkszona
komorkowos¢ z powodu wigkszej proliferacji i mniejszej liczby apoptotycznych tymocytow [213].
Co wigcej, ablacja androgendw w potaczeniu z przeszczepem hematopoetycznych komorek
macierzystych skutkuje zwigkszong regeneracja limfoidalng i komodrkowoscia, ujawniajac
szkodliwg rolg androgenow w odbudowie odpornosci [214]. Odwrdcenie atrofii grasicy po
kastracji jest niezalezne od wieku i mozna je ponownie odwrocic¢ podajac testosteron lub DHT, co
prowadzi do zahamowania odmtadzania grasicy, zmniejszenia proliferacji i zwigkszonej apoptozy
limfocytow T grasicy [211]. Olsen i Kovacs potwierdzili te wyniki u ludzi, wykazujac, ze
przywrocenie testosteronu u mezczyzn z niedoborem androgenow spowodowato zmniejszenie
produkcji limfocytow T w grasicy [215]. Dodatkowo kastracja starszych samcow myszy
spowodowata powrot wydzieliny grasicy do poziomow porownywalnych z tymi u mtodszych
myszy [134]. Podsumowujac, androgeny wplywaja hamujaco na rozwoj grasicy i reguluja
funkcjonowanie i powstawanie tymocytow. Badania wykastrowanych samcoéw myszy wykazaty

znaczny wzrost liczby niedawnych emigrantow grasicy, w szczegdlnosci naiwnych limfocytow T
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CD4" i CD8" CD44", uzupelniajgcych pule obwodowych limfocytow T [212, 215]. Badania te
pokazuja, ze androgeny hamuja liczbe, a by¢ moze repertuar, niedawnych emigrantow grasicy
wkraczajacych na peryferia. Wreszcie proliferacja splenocytow w odpowiedzi na stymulacje TCR
wzrosta po kastracji samcéw myszy niezaleznie od wieku, co sugeruje, ze androgeny moga

wplywac na wielko$¢ odpowiedzi limfocytow T po immunizacji [212, 213].

Wiadomo, ze komorki Thl moga wywotywaé negatywne skutki, w tym nieswoiste zapalenie jelit
(IBD), odrzucenie przeszczepu oraz choroby autoimmunologiczne, takie jak cukrzyca typu 1 i
reumatoidalne zapalenie stawow [216, 217]. Nizsza czestos¢ wystepowania tych choréb u
mezczyzn moze prowadzi¢ do spekulacji na temat wptywu androgendw na réznicowanie komorek
Thl. Z drugiej strony, czgstsze wystgpowanie raka u me¢zczyzn moze by¢ zwigzane z hamowaniem
cytokin prozapalnych Thl, a w konsekwencji ostabieniem odpowiedzi przeciwnowotworowej
[206, 218]. Leczenie androgenami in vitro skutkowato zahamowaniem roznicowania limfocytow
Thl, mniejszg produkcja IFN-y i zmniejszong indukcja fenotypu Thl zalezng od IL-12 [219].
Podobnie wykazano, ze ablacja androgenow po przeszczepie szpiku kostnego (BMT) tagodzi
objawy EAE i zmniejsza demielinizacje i naciekanie limfocytéw w OUN [165, 220]. Badania
zwigzane z dziataniem testosteronu ujawnilo, ze stymulacja testosteronem skutkuje zwigkszeniem
aktywnosci fosfatazy Ptpnl w szlaku zaleznym od receptora androgenowego [219]. Wiadomo, ze
Ptpnl inaktywuje Jak2 i kinazy Tyk2 odpowiedzialne za indukowang przez IL-12 fosforylacje
STAT 4 potrzebng do indukcji réznicowania Thl [220]. Inne badania pokazuja, ze regulacja
immunologiczna przez androgeny, takic jak testosteron, wptywa na uklad odpornos$ciowy,
wzmacniajac odpowiedz Thl i1 aktywacje komoérek CD8, jednocze$nie zmniejszajac odpowiedz
komorek NK i zwigkszajac produkcj¢ przeciwzapalnej IL-10 [221]. Potwierdzajg to badania
pokazujace, ze obecno$¢ testosteronu in vitro prowadzi do wyzszej produkcji Thl przez komorki
krwi obwodowej przy wyzszym stosunku Th1: Th2 u mezczyzn [222, 223]. Wplyw testosteronu i
jego pochodnych na limfocyty T pomocnicze typu 1 jest stabo rozpoznany. Istniejg pewne dowody
na to, ze testosteron moze bezposrednio indukowa¢ produkcje IL-10 przez komorki Th2 w modelu
EAE zaréwno in vivo, jak i in vitro. Splenocyty od samic myszy SJL traktowanych DHT
wydzielajg znacznie wigksze ilosci IL-10 in vitro, a dodanie DHT do hodowli komoérek T CD4*
prowadzi do wigkszej produkcji IL-10. Nastgpnie wykazano, ze samice myszy SJL maja mniejsza
czestos¢ wystepowania EAE po leczeniu DHT [224, 225]. Jednak kastracja samcow myszy

sprawia, ze s3 one zdolne do usunigcia infekcji robakami pasozytniczymi i wykazano, Ze sg one
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zalezne od zmniejszenia ekspresji IL-18. Z drugiej strony samice myszy poddanych owariektomii
nadal byly w stanie wytworzy¢ odpowiedz Th2 i zwalczy¢ infekcje pasozytnicza. Wyniki te
wskazuja, ze testosteron dziata hamujgco na eliminacj¢ pasozytow poprzez hamowanie odpornosci
napedzanej przez limfocyty Th2, gtownie poprzez podwyzszenie poziomu IL-18 [223, 226].
Wydaje si¢ wigc, ze testosteron dziata hamujaco na komorki uktadu odpornosciowego, jednak
nadal niezbedne jest doktadniejsze zbadanie i ustalenie mechanizmow dzialania tego zwiazku na

uktad odpornosciowy.
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1.5 Definicja poronienia hawykowego.

Poronienie nawykowe (nawracajace) definiuje si¢ jako wystapienie 2 lub wigcej

nast¢pujgcych po sobie poronien przed ukonczeniem 22 tygodnia cigzy w tym samym ukladzie

partnerskim lub jako kolejng strate cigzy przed osiggnieciem 500g wagi przez ptod [2, 227] .

Czestos¢ wystepowania tego problemu ocenia si¢ od 1-2% do 2-5% par w wieku rozrodczym, jest

to okoto 3 ciezarnych na 1000. Poronienia nawykowe stanowia takze 5% wszystkich poronien

samoistnych i przyczyne utraty 0,4-0,8% wszystkich cigz [227]. Wystgpienie poranienia znaczaco

podnosi prawdopodobienstwo wystagpienia kolejnego. Po dwoch przebytych poronieniach ryzyko

trzeciego wynosi 17-35%, a kazdego nastgpnego 25-46% [2].

151

Przyczyny poronien

Do przyczyn wystgpienia poronienh nawykowych zaliczamy:

1.

Zaburzenia fizjologiczne — w tym zaburzenia anatomiczne macicy (wrodzone lub nabyte)
takiej jak zrosty wewnatrzmaciczne, polipy endometrialne, mig¢$niaki macicy,
niewydolnos¢ ciesniowo-szyjkowa [2].

Zaburzenia hormonalne - szacuje si¢, ze stanowig okoto 3-5% poronien nawykowych.
Do zaburzen hormonalnych =zalicza sie zaburzenia takie jak: hiperprolaktynemia,
hiperandrogenizm, zespot policystycznych jajnikéw (PCOS). Takie zaburzenia hormonalne
mogg przyczyni¢ si¢ do zaburzenia funkcji ciatka zottego. Zaburzenia te uniemozliwiaja
prawidtowe zagniezdzenie si¢ zarodka, a w efekcie brak mozliwosci rozwoju cigzy. Defekt
jajnikowy prowadzi do zmniejszonej produkcji progesteronu i lipoprotein niskiej gegstosci
(LDL), co zaburza fazg lutealng. Zaliczane sg tu rowniez cukrzyca typu I oraz zaburzenia
tarczycowe [2].

Zaburzenia genetyczne plodu - sg przyczyng okoto 5% poronien nawykowych. Okoto
50% stanowia trisomie, 15-25% monosomie X, 15% triploidie a 5-8% tetraploidie [2].
Zaburzenia krzepliwosci krwi — trombofilie wrodzone oraz nabyte, takie jak: mutacja
czynnika V Leiden, mutacja genu dla protrombiny, mutacja genu MTHFR. Jako przyczyny
poronien zaliczamy réwniez niedobory biatka S, biatka C oraz antytrombiny [2].
Czynniki mikrobiologiczne — zakazenia bakteryjne (np. Chlamydia trachomatis),

wirusowe (wirus opryszczki - HSV, wirus cytomegalii - CMV, wirusy Coxsackie) oraz
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1.5.2

pierwotniakami (Toxoplasma gondii). Rowniez przewlekte bakteryjne zakazenia pochwy
lub kanatu szyjki macicy mogg doprowadzi¢ do poronienia [227].

Czynniki immunologiczne — stanowia okoto 15-20% rozpoznanych przyczyn poronien;
wystepowanie przeciwciat antyfosfolipinowych (APA), antykardiolipinowych (ACA),
przeciwplemnikowych (ASA); toczen rumieniowaty (LE), zaburzenia uktadu
odporno$ciowego w odpowiedzi na antygenu trofoblastu [2].

Czynniki S$rodowiskowe - nikotynizm, alkoholizm. Najnowsze badania pozwalaja
przypuszczaé, ze jako przyczyny wystepowania poronien nawykowych mozna zaliczy¢
stres 1 depresje oraz choroby ukladu pokarmowego: celiakia, otylo$¢ - wystgpowanie

receptoréw dla leptyny na powierzchni zewnetrznych kosmkow trofoblastu [2].

Zaburzenia immunologiczne

Zaburzenia immunologiczne s3 powaznym 1 udokumentowanym czynnikiem

powodujgcym poronienia nawykowe. Stanowig one 15-20% wszystkich poronien nawykowych. Z

punktu widzenia immunologicznego ptéd jest dla organizmu matki "poét-allogenicznym

przeszczepem" (semi-allogenic transplant). Na powierzchni trofoblastu dochodzi do ekspresji

antygenow zgodnosci tkankowej (Human Leukocyte Antigens- HLA) zaréwno od matki, jak i od

ojca. Rozpoznanie obcych czasteczek HLA przez limfocyty matki prowadzi do rozwinigcia si¢

reakcji zapalnej, ktora w konsekwencji moze prowadzi¢ do wystgpienia poronienia, a takze do

zaburzen autoimmunologicznych o podtozu humoralnym [3].

Zaburzenia autoimmunologiczne, ktorych przyczyng jest obecno$¢ autoprzeciwcial moga

by¢ powodowane przez:

1) przeciwciata przeciwjadrowe (antinuclear antibodies - ANA)

2) przeciwciata przeciwfosfolipidowe (antiphospholipid antibodies - APL)

3) przeciwciata przeciwplemnikowe (antisperm antibodies - ASA)

53



15.2.1 Przeciwciala przeciwjadrowe

Przeciwciata przeciwjadrowe sa przyczyna okoto 22% poronien nawykowych zwigzanych
z zaburzeniami immunologicznymi. Przeciwciata te skierowane sa przeciwko dwuniciowemu
DNA, polinukleotydom, polimerazie RNA czy histonom. U o0s6b z chorobami
autoimmunologicznymi powodujg zapalenie stawdw oraz roznych narzgdow wewnetrznych, zas u
kobiet zdrowych moga prowadzi¢ do stanow zapalnych w czasie implantacji zarodka lub w samym

tozysku. Czesto wykrywane sg razem z przeciwciatami antyfosfolipidowymi [228].

1.5.2.2 Przeciwciala przeciwfosfolipidowe

Uwaza si¢, ze przeciwciata przeciwfosfolipidowe (APL), skierowane przeciwko
fosfolipidom bton komoérkowych, powoduja poronienia ze wzglgdu na zwickszone ryzyko
powstawania zakrzepow, ktore zaburzaja ukrwienie zarodka oraz tozyska. Przeciwciala
antyfosfolipidowe moga pojawi¢ si¢ w organizmie matki w wyniku uszkodzenia tkanek czy
wielokrotnych poronien. Przeciwciala APA wyksztalcaja si¢ zarowno w klasie 1gM, jak i 1gG.
Pojawienie si¢ stanu zapalnego prowadzi do aktywacji kaskady krzepnigcia. Przeciwciata
antyfosfolipidowe hamujg aktywne biatko C, antytrombing 1l oraz czynnik tkankowy, pojawiaja
si¢ zmiany o charakterze zakrzepowo-zatorowym. Podobne zmiany wykrywa si¢ u pacjentow z
toczniem rumieniowatym uktadowym (SLE), lecz nie zawsze prowadzg one do poronien. Zespot
antyfosfolipidowy rozwija si¢ u okolo 22% pacjentek z poronieniami nawykowymi, kazde
nastepne poronienie zwigksza ryzyko wystapienia tego zespotu o okoto 15%. Do waznych dla
rozwoju zarodka fosfolipidow zaliczmy seryne i etanolaming, to one pozwalaja na zespolenie
tozyska z zarodkiem i transport substancji odzywczych do zarodka. Ich niedobdr zaburza proces

prawidlowego rozwoju tozyska, co moze prowadzi¢ do poronienia [228].
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15.2.3 Przeciwciala przeciwplemnikowe

Przeciwciata te moga by¢ przyczyna nieptodnosci zaréwno kobiet (8-20%) jak | me¢zczyzn
(10-20%). U mezczyzn moga pojawic si¢ po przebytym urazie lub infekcji jader w wyniku
zaburzenia bariery krew-jadro. Pojawiajg si¢ rowniez u okoto 1-12% ptodnych kobiet. W
niektorych przypadkach pojawiaja sie bez uchwytnej przyczyny. Sg one wykrywane we Krwi,
nasieniu oraz $luzie szyjkowym. Stanowig one problem z zaptodnieniem, jezeli sg skierowane
przeciwko plemnikowym antygenom niezbednym do zaptodnienia komorki jajowej. Przeciwciata
te moga wigza¢ gtowki plemnikow lub optaszczac je powodujac ich spowolnienie lub niemoznos¢
ruchu. Wiadomo, ze antygeny plemnikowe wbudowywane sg w struktur¢ zarodka, jak i pelnig
wazna funkcje w procesie zagniezdzenia. Ekspresja antygenéw plemnikowych na komorkach
zarodka moze prowadzi¢ do niezgodnosci z ukladem zgodno$ci tkankowej (MHC) matki 1

prowadzi¢ do poronienia [228].
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1.5.3 Rozpoznawanie antygenow HLA ojca przez limfocyty matki.

Konflikt miedzy zarodkiem a organizmem matki pojawia si¢, gdy uktad odporno$ciowy

kobiety rozpozna na zarodku antygeny zgodnos$ci tkankowej HLA pochodzace od ojca.

Antygeny zgodnosci tkankowej (MHC, zwane rowniez HLA) sg glikoproteinami. W zaleznosci od

miejsca wystepowania i rol¢ w prezentacji antygenéw mozemy podzieli¢ je na trzy grupy:
- MHC klasy I wystepujace na powierzchni wszystkich komorek jadrzastych,

- MHC klasy II wystepujace konstytutywnie tylko na profesjonalnych komoérkach prezentujacych
antygen (APC), czyli: komorkach dendrytycznych, limfocytach B oraz makrofagach, zas po

indukcji mogace wystepowac rowniez na innych komorkach.
- MHC klasy III w matej ilo$ci wystgpuje na monocytach

Czasteczki MHC klasy I mozemy podzieli¢ na klasyczne: HLA-A, HLA-B, HLA-C oraz
nie klasyczne: HLA-E, HLA-F, HLA-G, MICA oraz MICB [229]. Rowniez czasteczki MHC klasy
I mozemy podzieli¢ na klasyczne: HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ oraz nieklasyczne: HLA-DM,
HLA-DO [229]. Najwazniejsza funkcja czgsteczek MHC klasy 1 i Il jest prezentacja antygenu
limfocytom T [229]. W warunkach fizjologicznych trofoblast wykazuje ekspresj¢ nieklasycznych
czasteczek MHC: HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA-D oraz HLA-G, co chroni go przed odpowiedzia
immunologiczng matki, szczegolnie jej komorek NK [3]. W momencie, gdy dojdzie do ekspresji
klasycznych czgsteczek MHC (HLA-A, HLA-B, HLA-DR, DQ, DP) na powierzchni trofoblastu
dochodzi do rozpoznania antygenéw i niszczenia zarodka [3]. Podobna sytuacja ma miejsce, gdy
para rodzicow ma podobne antygeny zgodno$ci tkankowej - prowadzi to do rozpoznania tych
czastek przez organizm matki jako komorki wtasne, ale zmienione, i prowadzi do zniszczenia

trofoblastu [2, 3]. Rola oraz funkcja MHC klasy 111 nadal pozostaje nieznana [230].
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2. Cel pracy

Na podstawie opisanych powyzej danych literaturowych oraz przeprowadzonych badan

wstepnych, w obecnym projekcie postawiono nastgpujace cele badawcze:

Ocena roznic w ekspresji czasteczek kontrolujgcych uktad odpornos$ciowy takich jak: PD1,
TIM-3, LAG-3, TIGIT, VISTA na subpopulacjach limfocytéw (pomocniczych,
cytotoksycznych regulatorowych) oraz komorkach NK oraz NKT izolowanych z krwi
obwodowej kobiet z poronieniami nawykowymi, ci¢zarnych oraz zdrowo rodzacych.

Ocena wplywu hormonow piciowych (progesteronu, 17p-estradiolu, dihydrotestosteronu)
na ekspresje czasteczek kontrolujagcych uktad odporno$ciowy takich jak: PD1, TIM-3,
LAG-3, TIGIT, VISTA na subpopulacjach limfocytow (pomocniczych, cytotoksycznych
regulatorowych) oraz komoérkach NK oraz NKT w hodowlach zatozonych z limfocytow
izolowanych z krwi obwodowej kobiet z poronieniami nawykowymi oraz ci¢zarnych.

Ocena stgzen wydzielniczych czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy (sPD1,
STIM-3, SLAG-3, sCTLA-4, sVISTA) oraz ich ligandow (SPD-L1, sPD-L2, sGal-9, sCD80,
sCD86, sCD112 (sNectin-2), sCD28, sHVEM) w surowicach uzyskanych od kobiet z

poronieniami nawykowymi, ci¢zarnych oraz zdrowo rodzacych.
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3. Material i metody

Prowadzone badania zostaly zaaprobowane przez Komisje Bioetyczng WUM. Numer
opinii komisji bioetycznej: KB/13/2020. Kazda z kobiet bioracych udziat w badaniu wyrazita

swiadomg pisemng zgode na udzial w badaniu.

Kobiety biorgce udziat w badaniu zostaty podzielone na 3 grupy: Kobiety ci¢zarne, kobiety po
poronieniu z rozpoznanymi nawracajacymi poronieniami oraz kobiety niebgdace w cigzy. Z
wszystkimi kobietami biorgcymi udziat w badaniu zostata przeprowadzona ankieta. Na podstawie
ankiety uzyskaliSmy informacje zwigzane z: wiekiem, masa ciala, wzrostem, wystepowaniem
objawow prodromalnych cigzy (wymioty, nudnos$ci, bol piersi), wykonanymi zabiegami przed i w

trakcie cigzy.

Kobiety zostaty rowniez zapytane o przyjmowanie witamin lub suplementow diety przed ciaza
oraz podczas cigzy, przyjmowanie kwasu foliowego na 6 tygodni przed cigzg, stosowanie
antykoncepcji hormonalnej, leczenie in vitro. Dodatkowo uzyskaliSmy informacje na temat choréb
przewlektych, takich jak cukrzyca, endometrioza, insulinooporno$¢, choroba Hashimoto czy

zespot policystycznych jajnikow.
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3.1 Grupy badane

3.1.1 Kobiety ci¢zarne

Grupa sktadata si¢ z 20 kobiet bedgcych we wezesnej cigzy (do 12 tygodnia). Pacjentkom
wykonano badanie ultrasonograficzne i badania krwi w celu ustalenia, czy cigza rozwija si¢
prawidlowo. U zadnej z kobiet zakwalifikowanych do tej grupy wczesniej nie doszio do

poronienia.

3.1.2 Kobiety po poronieniu z rozpoznanymi nawracajacymi poronieniami

Do grupy wiaczono 20 pacjentek z rozpoznanymi nawracajagcymi poronieniami. U
wszystkich kobiet w tej grupie wczesniej co najmniej 2 razy dochodzito do utraty cigzy. Do
wszystkich poronien dochodzito przed 22 tygodniem cigzy. Materiat zostat pobrany maksymalnie
72 godziny od momentu ostatniego poronienia. Z badan wylaczono pacjentki z anatomicznymi,
genetycznymi, mikrobiologicznymi, immunologicznymi lub hormonalnymi przyczynami

poronien.

3.1.3 Kobiety niebedace w ciazy

Grupa sktadata si¢ z 10 kobiet, ktére w momencie zakwalifikowania do badania nie byty w
cigzy, bez zaburzen w wywiadzie potozniczo-ginekologicznym i internistycznym. Wszystkie
kobiety z tej grupy odbyly przynajmniej jeden pordd bez powiklan, kobiety deklarowaty
prawidlowy przebieg ciazy i porodu. U zadnej z kobiet w tej grupie nie doszto wczesniej do

poronienia.

3.2 Analiza grup na podstawie przeprowadzonych ankiet

Na podstawie przeprowadzonych ankiet nie stwierdziliémy réznic w wieku i BMI pomigdzy
grupami (Tabela 1). W tabeli 2 przedstawiono wystepowanie choréb przewlektych: cukrzycy,
endometriozy, insulinoopornos$ci, choroby Hashimoto, zespotu policystycznych jajnikéw wsrod
uczestniczek zakwalifikowanych do badan. Grupy zostaty doktadnie zbadane pod katem liczby

poronien i ¢igz donoszonych przez uczestnikow badania.
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Rycina 1: Rozktad wieku i BMI miedzy grupami. Kobiety z poronieniami n = 20, kobiety w cigzy
n = 20, kobiety nieb¢dace w cigzy n = 10.

Tabela 1: Poréwnanie migdzy grupami: wiek, BMI, srednia liczba cigz donoszonych, srednia liczba

poronien
Kobiety z poronieniami Kobiety ciezarne Kobiety niebedace w
cigzy
Wiek (lata) 33,5+5,6 30,5+3,5 33,2+4,5
BMI 23,7%5,3 22,4+35 26,4+5,6
Srednia liczba ciaz 0 0,6 1,6
zakoniczonych zywym
porodem
Srednia liczba 2,75 0 0

poronien
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Nie wykazatem istotnych roznic w wieku oraz BMI pomig¢dzy grupami (Tabela 1, Rycina 1). W
Tabeli 2 przedstawitem ilo$¢ wystepujacych chorob wsrod kobiet z grup badanych. Wsrdod kobiet
cigzarnych najwigcej kobiet chorowato na chorobe Hashimoto, a wsrod kobiet z poronieniami

nawykowymi na endometrioze¢ oraz chorobg Hashimoto (Tabela 2).

Tabela 2: Wystegpowanie chordb przewlektych w grupach.

Kobiety z poronieniami Kobiety ciezarne Kobiety niebedace w
cigzy
Cukrzyca 1 2 0
Endometrioza 2 0 0
Insulinoopornos¢ 1 0 0
Choroba Hashimoto 2 6 1
Zespot policystycznych
jajnikow 0 2 0

Liczba poronien

= 40.00% Dwa poronienia
Em 50.00% Trzy poronienia
3 5.00% Cztery poronienia
Bl 5.00% Piec¢ poronien

Rycina 2: Precyzyjne przedstawienie liczby poronien przed przyjeciem do szpitala w grupie kobiet
z poronieniami; n = 20.

W grupie kobiet z poronieniami nawykowymi 40 % kobiet doznato 2 poronien przed
zakwalifikowaniem do badania, a 50% kobiet trzech poronien, 5% czterech poronien i kolejne 5 %

5 poronien (Rycina 2).
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Liczba przebytych cigz zakoinczonych porodem

Em 60.00% Zero

(3 25.00% Jedna cigza
1 5.00% Dwie cigze
Bm 10.00% Trzy cigze

Rycina 3: Przedstawienie liczby przebytych cigz w grupie kobiet cigzarnych, n = 20.

W grupie kobiet cigzarnych 60% kobiet zakwalifikowanych do badania wskazato, ze
wczesnej nie byto w ciagzy, a obecna cigza jest ich pierwsza. 25% kobiet wskazalo, ze przebyly

jedna cigze, 5%, ze dwie, a 10% wskazato, ze przebylo trzy cigze (Rycina 3).

Liczba przebytych cigz zakonczonych porodem

Em 60.00% Jedna cigza
3 20.00% Dwie cigze
1 20.00% Trzy cigze

Rycina 4: Przedstawienie liczby przebytych cigz w grupie kobiet niebedacych w cigzy, n = 10.
W grupie kobiet niebedacych w cigzy 60% kobiet wskazato, ze przebylo jedna cigze, 20%
ze dwie, a kolejne 20%, ze trzy (Rycina 4).
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WYMIOTY NUDNOSCI

KOBIETY Z PORONIENIAMI
NAWYKOWYMI

BOL PIERSI

Objawy prodromalne cigzy

WYMIOTY  NUDNOSCI

KOBIETY CIEZARNE

BOL PIERSI | WYMIOTY NUDNOSCI BOL PIERSI

KOBIETY NIE BEDACE W CIAZY

Rycina 5: Czgsto$¢ wystepowania objawow prodromalnych (wymioty, nudno$ci, bol piersi) w
grupach: kobiet z poronieniami n = 20, kobiet ci¢zarnych n = 20, kobiet niebedacych w cigzy n =

10.

Kobiety w grupie RSA wskazywaly mniejsza czgstos¢ objawdéw prodromalnych w
poréwnaniu do kobiet w cigzy i kobiet niebedacych w cigzy (Rycina 5). W naszym badaniu
zebraliSmy dane dotyczgce przyjmowania lekow przed i podczas trwania cigzy (Tabela 3).

Tabela 3: Przyjmowanie suplementow diety i kwasu foliowego przed cigza i w czasie cigzy Grupa
kobiet z poronieniami n = 20, kobiet ci¢zarnych n = 20, kobiet niebedacych w ciazy n = 10.

Kobiety z poronieniami

Kobiety ciezarne

Kobiety niebedace w

suplementow diety
podczas trwania cigzy

nawykowymi cigzy
Przyjmowanie kwasu 80% 65% 60%
foliowego przed cigzg
Przyjmowanie lekéw | 75% 60% 30%
suplementoéw diety
przed cigia
Przyjmowanie lekéw | 75% 90% 40%
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3.3 Metody
3.3.1 Cytometria przeplywowa

Cytometria przeptywowa jest obecnie szeroko stosowang metodg analizy ekspresji wielu
czastek zwigzanych z pojedyncza komorks. Metoda ta pozwala na wykrywanie czasteczek
zewnatrz oraz wewnatrzkomorkowych, charakteryzowanie i definiowanie r6znych typow komorek
w heterogenicznych populacjach komdrek, ocene czystosci izolowanych subpopulacji oraz analizy
wielkosci 1 objetosci komorek.  Zastosowanie przeciwciat oraz fluorochroméow umozliwia
jednoczesng wieloparametrowa analize pojedynczych komodrek poprzez pomiar intensywnosci
fluorescencji wytwarzanej przez wyznakowane fluorescencyjnie przeciwciata. Cytometria
pozwala na analize bialek (receptorow lub ligandow) zwigzanych z btong komorkowsa lub
wydzielanych przez komorke, dodatkowo mozemy ocenia¢ funkcjonalno$¢ poszczegodlnych
komorek poprzez ocene¢ ich zywotnosci, proliferacji czy fazy cyklu komoérkowego. Procedura
barwienia obejmuje wykonanie zawiesiny pojedynczych komorek z hodowli komorek, probek
tkanek lub krwi. Komorki nastgpnie inkubuje si¢ w probéwkach lub ptytkach z przeciwciatami
nieznakowanymi lub znakowanymi fluorochromem i analizuje w cytometrze przeptywowym.
Zawiesina komorek zaaspirowana do cytometru poprzez dodanie ptynu zmniejszajacego wiazana
pomiedzy komorkami pozwala na hydrodynamiczne ogniskowanie przez matg dysze. Drobny
strumien pltynu przenosi komorki przez $wiatlo lasera po jednej komoérce na raz. Swiatlo
rozproszone z komorek lub czgstek jest wykrywane, gdy przechodza przez wigzke laserowa.
Detektor przed wigzka $§wiatta mierzy rozproszenie z przodu (FS), a kilka detektorow dokonuje
pomiaru bocznego rozpraszania (SS). Detektory fluorescencji mierzg fluorescencj¢ emitowang
przez dodatnio zabarwione komorki lub czastki. Komorki lub czastki przechodza przez wiazke
$wiatla rozpraszajacego, ktore jest wykrywane jako FS 1 SS. FS koreluje z rozmiarem komorki, a
SS jest proporcjonalne do ziarnisto$ci komorek. W ten sposdb populacje komorek mozna czgsto
rozréznia¢ na podstawie samych roznic w ich wielkosci i ziarnisto$ci. Oprocz oddzielania komorek
na podstawie FS i SS, komodrki mozna réwniez rozdziela¢ na podstawie tego, czy wyrazaja
okreslone biatko. W takim przypadku do barwienia biatka bedacego przedmiotem zainteresowania
czgsto stosuje si¢ fluorochromy. Fluorochromy uzywane do wykrywania biatek docelowych
emitujag $wiatlo po wzbudzeniu przez laser o odpowiedniej diugosci fali wzbudzenia. Te

zabarwione fluorescencyjnie komorki lub czastki mozna wykryé indywidualnie. Swiatlo
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rozproszone w przdd 1 w bok oraz fluorescencja zabarwionych komorek sg dzielone na okreslone
dhugosci fal i kierowane przez zestaw filtrow i luster w cytometrze przeptywowym. Swiatto
fluorescencyjne jest filtrowane, dzigki czemu kazdy czujnik bedzie wykrywat fluorescencj¢ tylko
przy okreslonej dtugosci fali. Czujniki te nazywane sg fotopowielaczami (PMT). W dichroicznym
filtrze dlugoprzepustowym fotony powyzej okreslonej dtugosci fali sg przesylane na wprost,
podczas gdy fotony ponizej okreslonej dtugosci fali sa odbijane pod katem 90°. Gdy komorka
fluorescencyjna przechodzi przez wigzke laserowa, z uptywem czasu wytwarza szczyt lub impuls
emisji fotonéw. Sa one wykrywane przez PMT 1 przeksztalcane w impuls napieciowy, zwany
zdarzeniem. Calkowita wysoko$¢ 1 powierzchnia impulsu sa mierzone przez cytometr
przeptywowy. Zmierzony obszar impulsu napigcia bedzie bezposrednio skorelowany z
intensywnoscig fluorescencji dla tego zdarzenia, co pozwala na ustalenie, czy na danej komorce

wystepuje wyznakowana przez nas czasteczka, a jesli tak, to w jakiej ilosci.

3.3.2 Luminex

Testy immunologiczne Luminex Multiplex Bead to testy typu sandwich na fazie stalej,
ktore sg przeznaczone do analizy przy uzyciu aparatéw typu Luminex. Wiasciwosci widmowe 100
réznych regionéw kulek mozna monitorowa¢ za pomocg instrumentu Luminex, co daje temu
systemowi testowemu mozliwos$¢ pomiaru do 100 réznych analitéw w jednej probce. Kulki o
okreslonych wlasciwos$ciach spektralnych sprzezone ze specyficznymi dla analitu przeciwciatami
wychwytujacymi (w tym wzorcami o znanym stezeniu analitu, probkach kontrolnych i nieznanych)
sa pipetowane do dotkéw mikroptytki z filtrem i inkubowane z probkami. Mikrosfery lub kulki
oznaczone kolorami sg wewnetrznie zabarwione réznymi proporcjami fluoroforéw na czerwono i
podczerwieni, ktore odpowiadajg odrebnej sygnaturze widmowej lub regionowi kulki. Podczas tej
pierwszej inkubacji anality wigza si¢ z przeciwciatami wychwytujgcymi na kulkach. Po przemyciu
kulek dodaje si¢ biotynylowane przeciwciala wykrywajace specyficzne dla analitu i inkubuje z
kulkami. Podczas tej drugiej inkubacji biotynylowane przeciwciata wykrywajace swoiste dla
analitu rozpoznajg swoje epitopy i wigza si¢ z odpowiednimi unieruchomionymi analitami. Po
usunigciu  nadmiaru biotynylowanych przeciwciat wykrywajacych dodaje si¢ 1 inkubuje
streptawidyng sprzezong z biatkiem fluorescencyjnym R-fikoerytryng (streptawidyna-RPE).

Podczas tej ostatniej inkubacji streptawidyna-RPE wiaze si¢ z biotynylowanymi przeciwciatami
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wykrywajacymi zwigzanymi z kompleksami immunologicznymi na kulkach, tworzac
czterocztonowg kanapke z fazg stala. Po przemyciu w celu usunigcia niezwigzanej Streptavidiny-
RPE, kulki analizuje si¢ za pomocg urzadzenia Luminex. Monitorujac wlasciwosci spektralne
kulek 1 i1lo$¢ zwigzanej z nimi fluorescencji R-fikoerytryny (RPE) mozna okresli¢ st¢zenie jednego

lub wigkszej liczby analitow.

3.3.3 Izolacja materialu PBMC

Krew byta pobierana do probowek z heparyna. Po pobraniu krew zmieszano w proporcji 1:
2 objetosci z roztworem PBS. Rozcienczong krew delikatne nawarstwiono do 15 ml probowek na
wczesniej przygotowane 3 ml roztworu Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, Niemcy). Po
nawarstwieniu probowki wirowano przy 800 x g przez 20 minut w temperaturze pokojowej.
Komoérki z interfazy zebrano, a nast¢pnie przeniesiono do nowych probowek. Zebrane PBMC
przemyto roztworem PBS (aqua-med, Polska) i wirowano 600 x g, 10 minut w temperaturze
pokojowej. Ten krok zostal powtorzony dwukrotnie. Nastepnie komorki zawieszono w medium
hodowlanym RPMI ze stabilng glutaming (Biowest) wzbogacong 10% inaktywowang termicznie
ludzkg surowica (Sigma Aldrich), roztworem antybiotyko-przeciwgrzybiczym 100 IU, penicylina,
100ug / ml Streptomycyna, 0,25ug / ml Amfoterycyng (Corning, BD , USA).

Ludzka surowice¢ przed uzyciem inkubowano przez 24h z preparatem dextran-coated
charcoal (Sigma Aldrich) w celu absorbcji hormonéw piciowych zawartych w preparacie. Po
inkubacji surowica zostata odwirowana w celi pozbycia si¢ preparatu. Oczyszczona surowica

zostala podzielona na odpowiednie objetosci i zamrozona w -20°C.

3.3.4 Wybor stezen hormonow do hodowli komérkowych

Przed rozpoczgciem hodowli dokonano wyboru stezen hormondéw (progesteronu,
estradiolu, dihydrotestosteronu) na podstawie oceny wptywu wyzej wymienionych hormonéw na
ekspresje PD1 oraz TIM-3 na limfocytach T cytotoksycznych (CD3+CD8+) oraz pomocniczych
(CD3+CD4+). Badanie przeprowadzono w trzech powtdrzeniach na krwi uzyskanej od zdrowych

kobiet niebedacych w cigzy. Do badania przygotowano szereg rozcienczen dla poszczegdlnych
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hormonow (Tabela 4), a hodowle przygotowano z uwzglednieniem trzech punktow czasowych

12h, 24h, 48h. Najwigcksze zmiany w ekspresji PD1 oraz TIM-3 uzyskano w hodowlach 48h przy

stezeniach: Progesteronu 250 ng/ml oraz 500ng/ml, estradiolu 250 pg/ml oraz 750 pg/ml,

dihydrotestosteronu 250 pg/ml oraz 500 pg/ml (Ryciny 6-8).

Tabela 4: Stezenia przetestowane podczas wybierania optymalnych stezen dla doswiadczen.

0 10 20 50 100 250 500 750 1000
Progesteron
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
0 50 100 250 500 750 1000 1500 2000
17p-estradiol
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
) 0 50 100 250 500 750 1000 1500 2000
Dihydrotestosteron
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Progesteron
80—
-~ PD1 CD4
60— -=— PD1 CDS8
—— TIM-3 CD4
-+ TIM-3 CD8
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Rycina 6: Ocena wplywu réznych stgzen progesteronu na ekspresj¢ czasteczek PD1 oraz TIM-3
na limfocytach CD4" oraz CD8*. Badania wstepne do przeprowadzenia hodowli komorkowych.
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Rycina 7: Ocena wpltywu roznych stezen 17p-estradiolu na ekspresje czasteczek PD1 oraz TIM-3
na limfocytach CD4" oraz CD8". Badania wstepne do przeprowadzenia hodowli komérkowych.
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Rycina 8: Ocena wplywu réznych stezen Dihydrotestosteronu na ekspresje czasteczek PD1 oraz
TIM-3 na limfocytach CD4" oraz CD8". Badania wstepne do przeprowadzenia hodowli
komorkowych.
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3.3.5 Przygotowanie roztworéw hormonéw do zalozenia hodowli

Progesteron

Do zakupionego liofilizatu dodano 1ml 100% etanolu w celu osiagniecia stezenia
poczatkowego roztworu 1 mg/ml. Nastepnie roztwor podzielono na porcje po 10 ul i zamrozono W
temperaturze -80°C. Przed zatozeniem hodowli amputke rozmrazono i dodano do niej 990 ul
medium hodowlanego. Po dodaniu medium amputk¢ worteksowano z przerwami, przez minute.
Powstalo rozcienczenie nr 1 (10pug /ml). Nastgpnie z otrzymanego roztworu pobrano 100 pl i
przeniesiono do nowej probowki ependorfa, gdzie dodano 900 pl medium. Powstaty roztwor
ponownie wirowano z przerwami w probéwce ependorfa. Powstato rozcienczenie nr 2 (1 pg/ml).
Do zatozenia hodowli pobrano odpowiednio 50 ul z roztworu nr 1, aby osiaggng¢ stezenie w

hodowli 500 ng/ml i po 20 pl z rozcienczenia nr 2, aby osiggna¢ st¢zenie w hodowli 20 ng/ml.

Estradiol

Do zakupionego liofilizatu dodano 1ml 100% etanolu w celi osiggniecia st¢zenia
poczatkowego roztworu 1 mg/ml. Nastepnie roztwor podzielono na porcje po 10 ul i zamrozono W
temperaturze -80°C. Przed zatozeniem hodowli amputk¢ rozmrozono i dodawano do niej 990 ul
medium hodowlanego. Po dodaniu medium amputke worteksowano z przerwami przez minute.
Powstalo rozcienczenie nr 1 (10 pg /ml). Nastgpnie z otrzymanego roztworu pobrano 100 pl i
przeniesiono do nowej probowki ependorfa, gdzie dodano 900 ul medium hodowlanego. Powstaty
roztwor ponownie wirowano z przerwami w probéwce ependorfa. Powstato rozcienczenie nr 2 (1
ug /ml). Nast¢pnie z otrzymanego roztworu pobrano 10 ul i przeniesiono do nowego ependorfa,
gdzie dodano 990 ul medium hodowlanego. Powstaly roztwor ponownie wirowano z przerwami w
probowce ependorfa. Powstatlo rozcienczenie nr 3 (10 ng/ml). Do zatozenia hodowli pobrano
odpowiednio 25 pl lub 75 pl z rozcienczenia nr 3, aby uzyskac stezenie 250 oraz 750 pg/ml w

dotku hodowlanym.
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Dihydrotestosteron

Z zakupionego liofilizatu 1g odwazono 100 mg substancji, a nastepnie rozpuszczono w 1
ml 100% etanolu w celi osiggniecia stezenia poczgtkowego roztworu 100 mg/ml. Nast¢pnie
roztwor podzielono na porcje po 10 ul i zamrozono w temperaturze -80°C. Przed zatozeniem
hodowli amputke rozmrozono i dodano do niej 990 ul medium hodowlanego. Po dodaniu medium
amputke worteksowano z przerwami przez minute. Powstalo rozcienczenie nr 1 (1 mg/ml).
Nastepnie z otrzymanego roztworu pobrano 100 ul i przeniesiono do nowej proboéwki ependorfa,
gdzie dodano 900 ul medium hodowlanego. Powstaly roztwor ponownie wirowano z przerwami w
probowce ependorfa. Powstato rozcienczenie nr 2 (100 pug /ml). Nastepnie z otrzymanego roztworu
pobrano 10 ul i przeniesiono do nowej probowki ependorfa, gdzie dodano 990 pul medium
hodowlanego. Powstaty roztwor ponownie wirowano z przerwami w probowce ependorfs.
Powstalo rozcienczenie nr 3 (1 pg/ml). Ponownie z otrzymanego roztworu pobrano 10 pl i
przeniesiono do nowej probowki ependorfa, gdzie dodano 990 ul medium hodowlanego. Powstaty
roztwor ponownie wirowano z przerwami w probowce ependorfa. Powstalo rozcienczenie nr 4 (10
ng/ml). Do zatozenia hodowli pobrano odpowiednio 25 pl lub 50 pl z rozcienczenia nr 4 w celu

uzyskania stgzenia 250 oraz 500 pg/ml w hodowli komoérkowe;.

3.3.6 Zakladanie hodowli

Hodowle komorkowa przygotowano na 24-studzienkowej plytce. 24 godziny przed
uzyciem osiem dotkow zalano roztworem OKT-3 o stezeniu 0,75ug/ml. Bezposrednio przed
zalozeniem hodowli dotki z OKT-3 przemyto 1ml PBS z Ca®* i Mg?". Plukanie powtorzono
dwukrotnie, a ptytka zostata doktadnie osuszona przed uzyciem. Po izolacji komorki zliczono pod
mikroskopem $wietlnym przy uzyciu komory Biirkera. Do kazdego dotka przeniesiono po 1 min
komorek. Do odpowiednich dotkow dodano progesteron, 17f-estradiol i dihydrotestosteron w
odpowiedniej objetosci, aby uzyska¢ oczekiwane stezenie (Tabela 5). Dotki zostaty dopetnione
przygotowanym medium hodowlanym: RPMI ze stabilng glutaming (Biowest) wzbogacona 10%
inaktywowang termicznie ludzka surowicg (Sigma Aldrich), roztworem antybiotyko-
przeciwgrzybiczym 100 IU, penicyling, 100ug/ml Streptomycyng, 0,25ug/ml Amfoterycyng
(Corning, BD , USA) do objetosci 1ml. Ptytki inkubowano w cieplarce w temperaturze 37°C w

ciemnosci przez 48 godzin.
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Tabela 5: Schemat przygotowania ptytki hodowlanej. Kazde pole tabeli odpowiada dotkowi na

plytce.
Kontrola OKT-3% OKT-3
Stezenie progesteronu | Stezenie progesteronu OKT-3 oraz OKT-3 oraz
20 ng/ml 500 ng/ml progesteron o stezeniu progesteron o
20 ng/ml stezeniu 500 ng/ml

Stezenie 17pB-
estradiolu 250 pg/ml

Stezenie 17pB-
estradiolu 750 pg/ml

OKT-3 oraz 17B-
estradiol o
stezeniu 250 pg/ml

OKT-3 oraz 17p-
estradiol o
stezeniu 750 pg/ml

Stezenie
dihydrotestosteronu
250 pg/ml

Stezenie
dihydrotestosteronu
500 pg/ml

OKT-3 oraz
dihydrotestosteron o
stezeniu 250 pg/ml

OKT-3 oraz
dihydrotestosteron o
stezeniu 500 pg/ml

3.3.7 Barwienie cytometryczne — PBMC wyizolowane z krwi

Po wyizolowaniu oraz przeliczeniu w komorze Biirkera 1mln komorek przeniesiono do 5
ml probowki stosowanej w cytometrii. Komorki przemyto w 1ml PBS z 0,01% azydkiem sodu
przez odwirowanie przy predkosci 600 x g przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
komorki zawieszono w 100ul PBS z 0,01% azydkiem sodu. Zawieszone komorki zostaty poddane
pierwszemu etapowi barwienia przeciwciatami przeciwko antygenom powierzchniowym (Tabela
6). Wszystkie przeciwciata zostaly zmiareczkowane przed eksperymentem. Komorki barwiono 15
minut w ciemno$ci W temperaturze pokojowej. Po pierwszym barwieniu komoérki przemyto 1ml
PBS z 0,01% azydkiem sodu i odwirowano przy 600 x g przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j.
Po przemyciu komoérki ponownie zawieszono w 400ul PBS z 0,01% azydkiem i worteksowano.
Nastepnie zabarwione komorki przeniesiono do 4 probowek do cytometrii. Pierwsza probéwka nie
byta barwiona po raz drugi, druga probowka byta barwiona przeciwciatami anty-PD1 i anty-TIM-
3, trzecia probowka byta barwiona przeciwciatami anty-LAG-3, czwarta probéwka byta barwiona
przeciwciatami anty-TIGIT i anty-VISTA (Tabela 7). Komoérki barwiono przez 15 minut w
ciemnos$ci w temperaturze pokojowej. Na koniec komorki przemyto 1ml PBS z 0,01% azydkiem i
odwirowano przy 600 x g przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Na koniec komorki ponownie
zawieszono w 150ul PBS z 0,01% azydkiem sodu i przygotowano do akwizycji. Komorki zostaty

z analizowane w urzadzeniu FACS Canto II.
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3.3.8 Barwienie cytometryczne — PBMC z hodowli

Do hodowli komorkowych zostaty uzyte PBMC wyizolowane od kobiet w ciazy i po
poronieniu. Po inkubacji komorki z kazdej studzienki przeniesiono do odpowiednio oznakowanej
proboéwki. Komorki ponownie zawieszono i przemyto w 1ml PBS z 0,01% azydkiem sodu przez
odwirowanie przy predkosci 600 X g przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie komorki
zawieszono w 100ul PBS z 0,01% azydkiem i poddano pierwszemu etapowi barwienia
przeciwcialami przeciwko antygenom powierzchniowym (Tabela 6). Komorki barwiono 15 minut
w ciemnosci W temperaturze pokojowej. Po pierwszym barwieniu komoérki przemyto 1ml PBS z
0,01% azydkiem sodu i odwirowano przy predkosci 600 x g przez 10 minut w temperaturze
pokojowej. Po przemyciu komorki ponownie zawieszono w 400ul PBS z 0,01% azydkiem i
worteksowano. Nastepnie zabarwione komorki przeniesiono do 4 probowek do cytometrii.
Pierwsza probowka nie byta barwiona po raz drugi, druga probowka byta barwiona przeciwciatami
anty-PD1 i anty-TIM-3, trzecia probowka byla barwiona przeciwciatami anty-LAG-3, czwarta
probowka byta barwiona przeciwciatami anty-TIGIT i anty-VISTA (Tabela 7). Komoérki barwiono
przez 15 minut w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej. Na koniec komorki przemyto 1ml PBS z
0,01% azydkiem sodu i odwirowano przy 600 x g przez 10 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie komorki ponownie zawieszono w 150ul PBS z 0,01% azydkiem i przygotowano do

akwizycji Komorki zostaly z analizowane w urzadzeniu FACS Canto II.

Tabela 6: Spis przeciwcial uzytych do pierwszego etapu barwienia

Przeciwciato Fluorochrom Klon Dodawana Producent
objetos¢
przeciwciatana 1
probowke
Anti-CD3 PreCp SK7 2ul Becton Dickinson
Anti-CD4 APC-Cy7 SK3 0,5ul Becton Dickinson
Anti-CD8 APC SK1 0,5ul Becton Dickinson
Anti-CD25 FITC 2A3 1l Becton Dickinson
Anti-CD127 BV650 HIL-7R-M21 0,5ul Becton Dickinson
Anti-CD56 PE-Cy7 B159 1l Becton Dickinson

Tabela 7: Spis przeciwcial uzytych do drugiego etapu barwienia
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Numer Przeciwciato Fluorochrom Klon Dodawana Producent
probowki objetos¢
przeciwciata
nal
probowke
Pierwsza - - - - -
probowka
Druga Anti-PD1 BVv480 EH12.1 1l Becton
probowka Dickinson
Anti-TIM-3 PE 7D3 0,5 ul Becton
Dickinson
Trzecia Anti-LAG-3 BV480 T47-530 1l Becton
probowka Dickinson
Czwarta Anti -TIGIT PE 741182 1ul Becton
probowka Dickinson
Anti-VISTA BV480 MIH65 1l Becton
Dickinson

3.3.9 Schemat bramkowania w cytometrii przepltywowej

Analizowane subpopulacje limfocytow T: pomocnicze (CD3*CD4"), cytotoksyczne
(CD3"CD8"), regulatorowe (CD3"CD4"CD25°CD127), komérki NK (CD3°CD56"), komorki

NKT (CD3"CD56"). W przypadku komorek pobranych z hodowli stymulowanej OKT-3 analiza

limfocytow T regulatorowych byta nie mozliwa ze wzgledu na zwigkszenie ekspresji CD25 na

wszystkich aktywowanych komorkach.

Analizy dokonano z wykorzystaniem metody FMO (Fluorescence minus one). Metoda ta

polega na ustaleniu punktu odcigcia poprzez odjecie z mieszaniny jednego z fluorochroméw i

poddanie probki analizie. Przyklad analizy przedstawiono na ponizszych schematach.
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Rycina 9: Schemat analizy cytometrycznej limfocytow. Kanat PE stuzyt w zaleznosci od probowki
do oznaczanie czgsteczek TIM-3 oraz TIGIT, a kanat AmCyan do oznaczania czgsteczek PD1,
LAG-3 oraz VISTA.
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Opis schematu bramkowania (Rycina 9):

Limfocyty zidentyfikowano na wykresie punktowym (Dotplot) FSC / SSC (S1) jako komorki w
zakresie 50-100 x 10° na kanale FSC i ponizej 50 x 10° na kanale SSC. Nastepnie na Dotplocie
(S2) zidentyfikowano limfocyty T jako komorki posiadajgce antygen CD3 (limfocyty T
zidentyfikowano jako zdarzenia z fluorescencja PreCP powyzej 10% w skali logarytmicznej). Na
Dotplocie (S3) komorki posiadajgce antygen CD4 (limfocyty pomocnicze T zidentyfikowano jako
zdarzenia z fluorescencja APC-Cy7 powyzej 10? w skali logarytmicznej) i komorki posiadajace
antygen CD8 (limfocyty T cytotoksyczne zidentyfikowano jako zdarzenia z fluorescencjg APC
powyzej 10 w skali logarytmicznej). Dotploty (S4-S9) obrazuja punkty odciecia dla 0znaczanego
antygenu PD1 (kanal AmCyan) i TIM-3 (kanat PE), bioragc pod uwage kazda badang populacje
(catkowita liczba limfocytow T, T pomocniczy i T cytotoksyczny komorek). Punkty odcigcia
ustalono na podstawie eksperymentow fluorescencji minus jeden (FMO), wykonywanych
kazdorazowo przy przeprowadzaniu testu. Dotploty (S4a-S9a) przedstawiajg badane populacje z
ekspresja PD1 i TIM-3, ktore zostaty zidentyfikowane z fluorescencja wyzsza niz fluorescencja
minus jeden, a zatem dodatnig. Czastka TIGIT byla oznaczana na podstawie identycznego
schematu z wykorzystaniem kanatu PE, a czasteczki LAG-3 oraz VISTA z wykorzystaniem kanatu

AmCyan.
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Rycina 10: Schemat analizy cytometrycznej komorek NK oraz NKT. Kanat PE stuzyt w zaleznos$ci
od probéwki do oznaczanie czasteczek TIM-3 oraz TIGIT, a kanat AmCyan do oznaczania

czasteczek PD1, LAG-3 oraz VISTA.
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Opis schematu bramkowania Rycina 10:

Limfocyty zidentyfikowano na wykresie punktowym (Dotplot) FSC / SSC (S1) jako komorki w
zakresie 50-100 x 10° na kanale FSC i ponizej 50 x 10% na kanale SSC. Na Dotplocie (S2)
identyfikowano komorki NKT posiadajace antygen CD56 (fluorescencja powyzej 10° Pe-Cy- 7
kanalow, skala logarytmiczna) i antygen CD3 (fluorescencja powyzej w kanale PerCP powyzej 103
w skali logarytmicznej). Na dotplocie (S3) komoérki CD3-ujemne (limfocyty inne niz T
zidentyfikowano jako zdarzenia z fluorescencja PreCP ponizej 103 w skali logarytmicznej). Na
Dotplocie (S4) identyfikowano komorki NK posiadajace antygen CD56 (fluorescencja powyzej
10° w kanale Pe-Cy-7, skala logarytmiczna). Dotploty (S5-S8) obrazuja punkty odciecia dla
oznaczanego antygenu PD1 (kanat AmCyan) i TIM-3 (kanat PE), biorac pod uwage kazda badang
populacje¢ NKT oraz NK. Punkty odcigcia ustalono na podstawie oznaczen fluorescencji minus
jeden (FMO), wykonywanych kazdorazowo przy przeprowadzaniu testu. Dotploty (S5a-S8a)
przedstawiaja badane populacje z ekspresja PD1 i TIM-3, ktére zostaty zidentyfikowane z
fluorescencja wyzsza niz fluorescencja minus jeden, a zatem dodatnig. Czasteczka TIGIT byta
oznaczana na podstawie identycznego schematu z wykorzystaniem kanatu PE, a czasteczki LAG-

3 oraz VISTA z wykorzystaniem kanatu AmCyan.

3.3.10 Przygotowanie probek do analizy z wykorzystaniem urzadzenia Luminex

Surowic¢ potrzebna do wykonania oznaczen w urzadzeniu Luminex oraz do zestawu
ELISA uzyskano w 5 ml probéwkach BD Vacutainer Plus Serum Tube. Po co najmniej 30
minutach od momentu pobrania probowke odwirowano przy predkosci 800 x g przez 20 minut.
Nastepnie surowice oddzielong od krwinek zebrano do mrozeniowek. Uzyskano okoto 1ml
surowicy, ktora zostata podzielona na porcje po 200ul. Surowice przechowywano w temperaturze
-80°C.
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3.3.11 Analiza probek z wykorzystaniem urzgdzenia Luminex

Rozpuszczalne czasteczki kontrolujace uktad odpornosciowy oraz ich ligandy zostaly
oznaczone w surowiyc ludzkiej pobranej od kobiet z grup badanych. Oznaczen dokonano przy
uzyciu zastawow Human Immuno-oncology Checkpoint Protein panel 1 oraz 2 MILLIPLEX MAP
firmy Merck. Panel 1 pozwolil na oznaczenie rozpuszczalnych form czasteczek CD28, TIM-3,
HVEM, LAG-3, PD1, CTLA-4, CD80, CD86, PD-L1, PD-L2, natomiast panel 2 pozwolit na
oznaczenie VISTA, Nektyny-2 (CD112), CD155. W celu rozbicia koniugatoéw kulek
magnetycznych optaszczonych poszczegdlnymi antygenami wykorzystano taznie wodng.
Nastepnie poszczegdlne kulki magnetyczne zostaty zmieszane w jeden roztwor zawierajacy rozne
antygeny (Mixed beads). Nastepnie standard oraz kontrole jakosci zostaly rozcienczone zgodnie z
zaleceniami producenta. Na ptytke 96 dotkows, po wczesniejszym przeptukaniu 200ul/dotek
Assay buffer, natozono 7 rozcienczen standardow, probke §lepa oraz dwie kontrole jakosci.
Kolejno do pozostatych dotkéw dodano po 25ul surowicy pacjentek. Do wszystkich dotkow
dodano po 25ul zmieszanych kulek z antygenami (Mixed beads). Ptytke inkubowano przez 16
godzin w temperaturze 4°C na mieszadle. Po 16 godzinnej inkubacji ptytke 3 krotnie wyptukano
przy uzyciu specjalnego magnetycznego uchwytu. Nastepnie dodano po 25ul przeciwciat
wykrywajacych (detection antybody) i inkubowano ptytke przez godzing w temperaturze
pokojowej na mieszadle. Po inkubacji dodano po 25ul roztworu Streptavidin-Phycoerythrin i
inkubowano plytke 30 minut w temperaturze pokojowej na mieszadle. Potem ptytka zostata
odptukana przy wykorzystaniu tapy magnetycznej i zalana 100ul plynu Drive fluid
umozliwiajgcego odczyt ptytki na aparacie MAGPIX. Odczytu ptytki dokonano przy uzyciu

urzadzenia MAGPIX z wykorzystaniem oprogramowania Xmap.

3.3.12 Wykonanie oznaczenia sGal-9 metodg ELISA

Rozpuszczalna Galektyna-9 (sGal-9) zostata oznaczona w surowicy pobranej od pacjentek.
Oznaczen dokonywano przy uzyciu zestawow ELISA firmy Thermofisher. Przed rozpoczeciem
oznaczenia nalezalo przygotowal standardy stgzen badanego biatka zgodnie z zaleceniami
producenta. Nastgpnie na 96 dotkowga ptytke optaszczong przeciwciatami przeciw sGal-9 natozono

przygotowane standardy po 100 pl do pierwszych 16 dotkéw zgodnie z rosnacym stgzeniem
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przygotowanych standardow. Do pozostatych dotkow natozono po 100ul surowicy. Po natozeniu
reagentéw plytke zabezpieczono folig i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 150 minut.
Po inkubacji ptytk¢ poddano czterokrotnemu ptukaniu, dwadziescia razy rozcienczonym z woda
destylowana plynem ptuczacym, przy uzyciu ptuczki Tecan 9600. Nastepnie dodano po 100ul
roztworu biotin conjugate do wszystkich dotkow. Tak przygotowang ptytke inkubowano 60 minut
w temperaturze pokojowej. Po inkubacji ptytke poddano czterokrotnemu ptukaniu, dwadziescia
razy rozcienczonym z woda destylowang ptynem pluczacym, przy uzyciu ptuczki Tecan 9600. Do
wyptukanej ptytki dodano po 100 pul roztworu Streptavidin-HRP. Ptytke nastgpnie inkubowano 45
minut w temperaturze pokojowej delikatnie mieszajac. Po inkubacji plytke poddano
czterokrotnemu ptukaniu, dwadzie$cia razy rozcienczonym z woda destylowang ptynem
pluczacym, przy uzyciu ptuczki Tecan 9600. Po inkubacji dodano po 100 pl roztworu TMB i
ponownie inkubowano ptytke w temperaturze pokojowej w ciemnosci przez 30 minut mieszajac.
Po inkubacji dodano po 50ul roztworu hamujgcego reakcj¢. Tak przygotowana plytke odczytano
przy uzyciu programu Chromate, na czytniku Chromate 4300-DRGMedTek przy dlugosci fali

450nm (filtr referencyjny 630nm) w ciggu 15 minut od zakonczenia reakcji.

3.3.13 Statystyka

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programéw GraphPad Prism 8.4.1 oraz
Statistica 13.3. Normalno$¢ rozktadu okreslono testem W Shapiro-Wilka. Analizy danych
zaleznych dla danych z rozktadem normalnym dokonano przy wykorzystaniu testu T studenta dla
danych zaleznych, a dla danych z brakiem normalno$ci rozktadu wykorzystano test Wilcoxona.
Analize danych niezaleznych z rozktadem normalnym dokonano uwzgledniajac rownos¢ lub
r6znos$¢ wariancji przy uzyciu testu Fishera. Dla danych z wariancja réwng uzyto testu T studenta,
natomiast dane z r6Znymi wariancjami testowano przy wykorzystaniu testu Cochrana-Coxa. Dane
niezalezne z brakiem normalnosci rozktadu testowano przy wykorzystaniu testu U-Manna-
Whitneya. Warto$ci p ponizej 0,05 (p <0,05) uznano za istotne statystycznie i zaznaczono na

wykresach jako *.
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4 Wyniki

4.1 Analiza ekspresji czastek kontrolujacych uklad odpornosciowy pomiedzy badanymi
grupami.

Celem przeprowadzonego badania bylo ustalenie czy czasteczki kontrolujace uktad
odpornosciowy (ICP), takie jak PD1, TIM-3, VISTA, TIGIT, LAG-3 wystepujg na powierzchni
komorek uktadu opornosciowego w badanych grupach oraz czy wystepuja roznice w ekspresji
wyzej wymienianych czastek na rdéznych populacjach komorek uktadu odpornosciowego
pomiedzy badanymi grupami. Ekspresja ICP byla badana na subpopulacjach limfocytow T
(pomocnicze [CD3"CD4"], cytotoksyczne [CD3*CD8"], regulatorowe [CD3*CD4*CD25*CD127
]), a takze komorkach NK [CD3'CD56] oraz NKT [CD3*CD56']. Wyniki zostaty
zaprezentowane na rycinach 11-15.

Na rycinie 11 zaprezentowano dane dotyczace ekspresji czasteczki kontrolujacej uktad
odpornosciowy PDlna subpopulacjach limfocytow T (pomocniczych, cytotoksycznych,

regulatorowych) oraz komorkach NKT. Nie wykazatem ekspresji czgsteczki PD1 na komorkach
NK.

Porownujac dane pomiedzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet w ciazy zauwazylem:

- obnizong ekspresje PD1 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych regulatorowych oraz

komorkach NKT w grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

Porownujac dane pomi¢dzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet niebedacych w ciazy zauwazylem:

- obnizong ekspresj¢ PD1 na limfocytach T pomocniczych oraz komérkach NKT w grupie kobiet

z poronieniami nawykowymi
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Rycina 11: Porownanie pomig¢dzy grupami ekspresji czgsteczki kontrolujgcej uktad odpornosciowy
PD1 na komoérkach PBMC wyizolowany z §wiezej krwi obwodowej. Grupa kobiet z poronieniami
n=20, Grupa kobiet ci¢zarnych n=20, grupa kobiet nieb¢dacych w cigzy n=10.
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Na rycinie 12 zaprezentowano dane dotyczace ekspresji czasteczki kontrolujacej uktad

odpornosciowy TIM-3 na subpopulacjach limfocytow T (pomocniczych, cytotoksycznych,

regulatorowych) oraz komorkach NKT.

Porownujac dane pomie¢dzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet w ciazy zauwazylem:

- obnizong ekspresje TIM-3 na limfocytach T cytotoksycznych oraz komorkach NK w grupie

kobiet z poronieniami nawykowymi

Porownujac dane pomiedzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet niebedacych w ciazy zauwazylem:
- obnizong ekspresje TIM-3 na limfocytach T cytotoksycznych

- podwyzszong ekspresje TIM-3 na limfocytach T regulatorowych oraz komérkach NKT w

grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

Porownujac dane pomie¢dzy grupa kobiet w ciazy wzgledem grupy kobiet niebedgcych w

ciazy zauwazylem:

- podwyzszong ekspresje TIM-3 na limfocytach T regulatorowych oraz komérkach NKT w
grupie kobiet bedacych w cigzy
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Rycina 12: Porownanie pomiedzy grupami ekspresji czasteczki kontrolujacej uktad odpornosciowy
TIM-3 na komorkach PBMC wyizolowany z $wiezej krwi obwodowej. Grupa kobiet z
poronieniami n=20, Grupa kobiet ci¢zarnych n=20, grupa kobiet niebedacych w cigzy n=10.
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Na rycinie 13 zaprezentowano dane dotyczace ekspresji czasteczki kontrolujacej uktad
odpornosciowy LAG-3 na subpopulacjach limfocytow T (pomocniczych, cytotoksycznych,

regulatorowych) oraz komoérkach NKT.

Porownujac dane pomie¢dzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet w ciazy zauwazylem:

- obnizong ekspresje LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, regulatorowych

w grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

Porownujac dane pomiedzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet niebedacych w ciazy zauwazylem:

- obnizong ekspresje LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, regulatorowych

oraz komoérkach NK oraz NKT w grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

Poréwnujac dane pomiedzy grupa kobiet w ciazy wzgledem grupy kobiet niebedacych w

cigzy zauwazylem:

- obnizong ekspresje LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, regulatorowych, cytotoksycznych
oraz komorkach NK oraz NKT w grupie kobiet ci¢zarnych
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Rycina 13: Porownanie pomi¢dzy grupami ekspresji czgsteczki kontrolujgcej uktad odpornosciowy
LAG-3 na komoérkach PBMC wyizolowany z $§wiezej krwi obwodowej. Grupa kobiet z
poronieniami n=20, Grupa kobiet cigzarnych n=20, grupa kobiet niebedacych w cigzy n=10.
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Na rycinie 14 zaprezentowano dane dotyczace ekspresji czasteczki kontrolujacej uktad

odpornosciowy TIGIT na subpopulacjach limfocytow T (pomocniczych, cytotoksycznych,

regulatorowych) oraz komoérkach NKT.

Poréwnujac dane pomiedzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet w ciazy zauwazylem:

- podwyzszong ekspresje TIGIT na komdrkach NKT w grupie kobiet z poronieniami

nawykowymi

Porownujac dane pomiedzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet niebedacych w ciazy zauwazylem:

- Obnizong ekspresje TIGIT na limfocytach T regulatorowych w grupie kobiet z poronieniami

nawykowymi

Poréwnujac dane pomiedzy grupa kobiet w ciazy wzgledem grupy kobiet niebedacych w

cigzy zauwazylem:

- obnizong ekspresj¢ TIGIT na komoérkach T regulatorowych
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Rycina 14: Porownanie pomiedzy grupami ekspresji czasteczki kontrolujacej uktad odpornosciowy
TIGIT na komoérkach PBMC wyizolowany z $wiezej krwi obwodowej. Grupa kobiet z
poronieniami n=20, Grupa kobiet ci¢zarnych n=20, grupa kobiet niebedacych w cigzy n=10.
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Na rycinie 15 zaprezentowano dane dotyczace ekspresji czasteczki kontrolujacej uktad
odpornosciowy VISTA na subpopulacjach limfocytow T (pomocniczych, cytotoksycznych,
regulatorowych) oraz komérkach NKT

Porownujac dane pomiedzy grupg kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet w ciazy zauwazylem:

- obnizong ekspresj¢ w grupie VISTA na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych w

grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

Poréwnujac dane pomiedzy grupa kobiet w ciazy wzgledem grupy kobiet niebedgcych w

ciazy zauwazylem:

- podwyzszong ekspresje VISTA na komodrkach NK w grupie kobiet bedacych w ciazy
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Rycina 15: Porownanie pomiedzy grupami ekspresji czasteczki kontrolujacej uktad odpornosciowy
VISTA na komoérkach PBMC wyizolowany z $wiezej krwi obwodowej. Grupa kobiet z
poronieniami n=20, Grupa kobiet cigzarnych n=20, grupa kobiet niebedacych w cigzy n=10.

89



Podsumowanie zebranych danych.

Poréwnujac dane pomiedzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet w ciazy zauwazylem:

- obnizong ekspresje PD1 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych regulatorowych oraz

komoérkach NKT w grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

- obnizong ekspresje TIM-3 na limfocytach T cytotoksycznych oraz komérkach NK w grupie

kobiet z poronieniami nawykowymi

- obnizong ekspresj¢ LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, regulatorowych

w grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

- podwyzszong ekspresje TIGIT na komodrkach NKT w grupie kobiet z poronieniami
nawykowymi

- obnizong ekspresj¢ w grupie VISTA na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych w

grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

Porownujac dane pomiedzy grupa kobiet z poronieniami nawykowymi wzgledem grupy

kobiet niebedacych w ciazy zauwazylem:

- obnizong ekspresj¢ PD1 na limfocytach T pomocniczych oraz komorkach NKT w grupie kobiet

z poronieniami nawykowymi
- obnizong ekspresj¢ TIM-3 na limfocytach T cytotoksycznych

- podwyzszong ekspresj¢ TIM-3 na limfocytach T regulatorowych oraz komérkach NKT w grupie

kobiet z poronieniami nawykowymi

- obnizong ekspresje LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, regulatorowych

oraz komoérkach NK oraz NKT w grupie kobiet z poronieniami nawykowymi

- Obnizong ekspresj¢ TIGIT na limfocytach T regulatorowych w grupie kobiet z poronieniami

nawykowymi

Poréwnujac dane pomiedzy grupa kobiet w ciazy wzgledem grupy kobiet niebedacych w

ciazy zauwazylem:
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- podwyzszong ekspresje TIM-3 na limfocytach T regulatorowych oraz komoérkach NKT w
grupie kobiet bedacych w cigzy

- obnizong ekspresj¢ LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, regulatorowych, cytotoksycznych
oraz komodrkach NK oraz NKT w grupie kobiet cigzarnych

- obnizong ekspresj¢ TIGIT na komoérkach T regulatorowych

- podwyzszong ekspresje VISTA na komorkach NK w grupie kobiet bedacych w cigzy
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4.1.1 Podsumowanie badan dotyczacych ekspresji czasteczek kontrolujgcych uklad
odpornosciowy w badanych grupach.

Przeprowadzone badania wykazaly szereg roznic pomiedzy kobietami ci¢zarnymi, a
kobietami z poronieniami nawykowymi. Na podstawie zaprezentowanych danych mozna
przypuszczac, ze wykryte zaburzenia moga przyczyniac si¢ do zaburzen w funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego u kobiet z poronieniami nawykowymi, co W konsekwencji moze prowadzi¢ do
poronien. (Tabela 8). Wydaje si¢, ze monitorowanie wybranych czgsteczek kontrolujgcych uktad
odpornosciowy u kobiet z poronieniami nawykowymi oraz odpowiednia reakcja farmakologiczna
majaca na celu regulowanie wykrytych zaburzen moglaby przyczynic si¢ do zmniejszenia ryzyka

poronienia.

Tabela 8: Roznice w ekspresji czasteczek kontrolujacych uktad odporno$ciowy u kobiet z
poronieniami nawykowymi wzgledem kobiet ci¢zarnych. 1 - zwigkszona ekspresja, | - obnizona
ekspresja, - niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne l l J' i l
Limfocyty T
pomocnicze i i ‘L ) J’
Limfocyty T

regulatorowe

Komorki NK l - T -

Komaorki
NKT
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4.2 Poréwnanie stezen rozpuszczalnych czastek kontrolujacych uklad odpornosciowy
pomiedzy badanymi grupami.
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Rycina 16: Poréwnanie pomigdzy badanymi grupami stezen wydzielniczych czasteczek
kontrolujgce uktad odpornosciowy oraz ich ligandow (sCTLA-4, sCD28, sCD86, sCD80) w
surowicach. Grupa kobiet z poronieniami n=20, Grupa kobiet cigzarnych n=20, grupa kobiet
niebedacych w cigzy n=10.

93



Przeprowadzone badania nie wykazaty réznic w stezeniach wydzielniczych czasteczek sCTLA-4
oraz sCD28 pomigdzy badanymi grupami. WykazaliSmy, ze ekspresja rozpuszczalnych ligandoéw
u kobiet w cigzy byl istotnie nizsza wzgledem kobiet niebedacych w cigzy, natomiast ekspresja
sCD80 oraz sCD86 u kobiet z nawracajagcymi poronieniami byla wyzsza wzgledem kobiet

ciezarnych (Rycina 16).
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Rycina 17: Poréwnanie pomiedzy badanymi grupami stezen wydzielniczych czasteczek
kontrolujace uktad odporno$ciowy oraz ich ligandow (sPD1, sPD-L1, sPD-L2,) w surowicach.
Grupa kobiet z poronieniami n=20, Grupa kobiet cigzarnych n=20, grupa kobiet niebedacych w
cigzy n=10.
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Nie wykazaliSmy r6zni¢ pomigdzy grupami w st¢zeniach rozpuszczalnej czasteczki sPD1 oraz jej

ligandow sPD-L1 oraz sPD-L2 (Rycina 17).
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Rycina 18: Pordéwnanie pomigdzy badanymi grupami stezen wydzielniczych czgsteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy (sVISTA, sHVEM) w surowicach. Grupa Kkobiet z
poronieniami n=20, Grupa kobiet ci¢zarnych n=20, grupa kobiet niebedacych w cigzy n=10.

Badania wykazaty, ze u kobiet z nawracajagcymi poronieniami stezenie wydzielniczej czasteczki
sVISTA byto obnizone wzgledem kobiet cigzarnych. Stezenie rozpuszczalnej czasteczki SHVEM
byto istotnie obnizone zaréwno w grupie kobiet ci¢zarnych oraz kobiet z poronieniami

nawykowymi wzgledem kobiet niebedacych w cigzy. (Rycina 18)
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sNectin-2 sCD155
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Rycina 19: Poré6wnanie pomigdzy badanymi grupami stezen rozpuszczalnych ligandéw (sNectin-
2, sSCD155) w surowicach. Grupa kobiet z poronieniami n=20, Grupa kobiet ci¢zarnych n=20,
grupa kobiet niebedacych w cigzy n=10

Stezenie rozpuszczalnych ligandow dla czasteczki TIGIT: sNectin-2 (CD112) oraz sCD155 byto
obnizone u kobiet z nawracajacymi poronieniami wzgledem kobiet ci¢zarnych. Dodatkowo
wykazali$my, Ze st¢zenie sCD155 bylo istotnie wyzsze u kobiet w cigzy wzgledem kobiet

niebedacych w cigzy. (Rycina 19)
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Rycina 20: Poréwnanie pomiedzy badanymi grupami stezen wydzielniczych czasteczek
kontrolujgce uktad odpornosciowy (sTIM-3, SLAG-3) w surowicach. Grupa kobiet z poronieniami
n=20, Grupa kobiet ci¢zarnych n=20, grupa kobiet niebedacych w cigzy n=10.

Stezenie rozpuszczalnej czasteczki sTIM-3 byto istotnie wyzsze u kobiet w cigzy wzgledem kobiet

z poronieniami nawykowymi, a stezenie sLAG-3 byto podwyzszone w grupie kobiet z

poronieniami nawykowymi wzgledem kobiet ci¢zarnych. Dodatkowo wykazaliémy, ze st¢zenie

SLAG-3 bylo istotnie nizsze u kobiet w cigzy wzgledem kobiet niebedacych w cigzy. (Rycina 20)
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Rycina 21: Poréwnanie pomigdzy badanymi grupami st¢zenia czasteczki sGal-9 w surowicach.
Grupa kobiet z poronieniami n=20, Grupa kobiet cigzarnych n=20, grupa kobiet niebedacych w

cigzy n=10.

Stezenie rozpuszczalnej czasteczki sGal-9 bylo istotnie wyzsze u kobiet w cigzy wzgledem kobiet

z poronieniami nawykowymi. Dodatkowo wykazalismy, ze stezenie sGal-9 bylo istotnie wyzsze

u kobiet w cigzy wzgledem kobiet niebedacych w cigzy. (Rycina 21)
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4.2.1 Podsumowanie badan nad rozpuszczalnymi czasteczkami kontrolujacymi uklad
odpornosciowy oraz ich ligandami.

Badania zwigzane z rozpuszczalnymi czgsteczkami kontrolujgcymi uktad odporno$ciowy
oraz ich ligandow w formie rozpuszczalnej, ujawnity, ze istnieje szereg réznic pomiedzy grupami

odnos$nie stezen badanych parametrow.

Nalezy tutaj wspomnie¢, ze material od pacjentek z grupy kobiet z poronieniami
nawykowymi pobierany byly w ciagu 72h od poronienia - gdzie najcze¢sciej byto to kilka godzin
od momentu poronienia. Dlatego tez poréwnanie tych danych by¢ moze pozwoli na znalezienie
odpowiedzi, dlaczego u kobiety, ktora jeszcze kilka godzin przed momentem pobrania byta w cigzy
doszto do poronienia. Analizujac bezposrednio te dane zauwazamy, ze u kobiet z poronieniami
wystepowalo obnizone stezenie sGal-9, obnizone stezenie sTIM-3, obnizone st¢zenie sCD112,
obnizone stezenie SCD155, obnizone stezenie sVISTA, podwyzszone stezenie sLAG-3,
podwyzszone stezenia SCD86 oraz sCD80 wzglgdem kobiet cigzarnych (Tabela 9). Wykryte
roznice moga postuzy¢ jako markery w ocenie ryzyka wystgpienia poronienia, co by¢ moze
pozwoli na przewidywanie lub wykrywanie proceséw patologicznych podczas rozwoju cigzy.

Oznaczanie rozpuszczalnych czasteczek mogloby by¢ szybkim oraz maloinwazyjnym
sposobem oceny prawidtowosci rozwoju cigzy. Wczesne wykrycie niepokojacych zmian mogloby
pozwoli¢ na wdrozenie leczenia i by¢ moze uchroni¢ pacjentk¢ przed kolejnym poronieniem.
Nadal niezbedne sg dalsze badania pozwalajace wyjasni¢ rol¢ oraz doktadny wptyw zauwazonych

zmian na rozwdj cigzy oraz ich role w patogenezie poronien.

Tabela 9: Zestawienie roznic w stezeniach rozpuszczalnych czagsteczek kontrolujgcych uktad
odpornosciowy oraz ich ligandow w formie rozpuszczalnej pomiedzy kobietami z poronieniami

nawykowymi a kobietami bedacymi w cigzy.

Wyznaczone roznice pomiedzy kobietami ciezarnymi
a kobietami z poronieniami nawykowymi

Rozpuszczalne czasteczki 1l sGal-9, | sTIM-3, 1sLAG-3, 1sCD80, 1sCD86, |CD112,
kontrolujace uklad 1CD155, | sVISTA
odpornosciowy
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4.3 Analiza wplywu hormonoéw plciowych na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad
odpornosciowy w hodowlach zalozonych z komoérek jednojadrzastych wyizolowanych z
krwi obwodowej kobiet z poronieniami oraz kobiet ci¢zarnych.

Analizowano wplyw hormondéw piciowych progesteronu, B-estradiolu, dihydrotestosteronu na
ekspresje czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy (PD1, TIM-3, LAG-3, TIGIT, VISTA)
na subpopulacje limfocytow T: pomocniczych (CD3*CD4"), cytotoksycznych (CD3*CD8Y),
regulatorowych (CD3"CD4'CD25°CD127°), komodrek NK (CD3°CD56%), komoérek NKT
(CD3"CD56"). W przypadku komorek pobranych z hodowli stymulowanej OKT-3 analiza
limfocytow T regulatorowych byta nie mozliwa ze wzgledow technicznych. Nie wykazatem

ekspresji PD1 na komoérkach NK.

4.3.1 Wplyw hormonéw plciowych na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad
odpornosciowy w hodowli komodrek wyizolowanych od kobiet ci¢zarnych.
(hodowla nie stymulowana OKT-3)

Analiza danych z ryciny 22:

e Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwiekszenie ekspresji
czasteczki PD1 na limfocytach T regulatorowych.

e Nie wykazano wptywu progesteronu w stezeniu 500 ng/ml, B-estradiolu w st¢zeniach 250
pg/ml oraz 750 pg/ml oraz dihydrotestosteronu o stgzeniach 250 pg/ml oraz 500 pg/ml na
ekspresje PD1.
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Rycina 22: Zbiorcze przedstawienie wplywu
hormonow piciowych na ekspresje czasteczki
PD1 w hodowli prowadzonej na komorkach
PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej
kobiet ciezarnych — (A-D)  Wykresy
przedstawiajace wptyw hormondéw plciowych
w poszczegolnych populacjach, (E)- Heat map
obrazujacy réznice w ekspresji PD1 wzgledem
komorek nie stymulowanych. Hodowla nie
stymulowana OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 23:

e Wykazano istotny wptyw progesteronu w st¢zeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji

czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, regulatorowych oraz

komorkach NK.

e Wykazano istotny wptyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zwigkszenie ekspresji

czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych oraz komorkach NK.

e Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspres;ji

czasteczki TIM-3 na komorkach NK.

e Wykazano istotny wplyw p-estradiolu w stgzeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspresji

czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, regulatorowych oraz

komoérkach NK i NKT

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie

ekspresji czasteczki TIM-3 na komorkach NK.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zwigkszenie

ekspresji czasteczki TIM-3 na komorkach NKT.
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Rycina 23: Zbiorcze przedstawienie wpltywu hormonow piciowych na ekspresje czasteczki TIM-3 w
hodowli prowadzonej na komorkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet ci¢zarnych —
(A-E) Wykresy przedstawiajace wptyw hormonow plciowych w poszczegoélnych populacjach, (F)-
Heat map obrazujacy roznice w ekspresji TIM-3 wzgledem komorek nie stymulowanych. Hodowla
nie stymulowana OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 24:

e Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki LAG -3 na komorkach NKT.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki LAG -3 na komoérkach NKT.
e Nie wykazano wpltywu progesteronu w stezeniach 20 oraz 500 ng/ml, B-estradiolu w

stezeniu 250 pg/ml oraz dihydrotestosteronu o stezeniu 250 pg/ml na ekspresje LAG-3.
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Rycina 24: Zbiorcze przedstawienie wplywu hormonoéw plciowych na ekspresj¢ czasteczki LAG-3 w
hodowli prowadzonej na komorkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet cigzarnych —
(A-E) Wykresy przedstawiajace wptyw hormonow plciowych w poszczegdlnych populacjach, (F)-
Heat map obrazujacy réznice w ekspresji LAG-3 wzglgdem komorek nie stymulowanych. Hodowla
nie stymulowana OKT-3.

Analiza danych z ryciny 25:

e Wykazano istotny wptyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji

czasteczki TIGIT na komoérkach NK.

e Wykazano istotny wplyw f-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zmniejszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na limfocytach T pomocniczych oraz regulatorowych.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zmniejszenie

ekspresji czasteczki TIGIT na limfocytach T cytotoksycznych.

e Nie wykazano wplywu progesteronu w stezeniu 500 ng/ml, B-estradiolu w stezeniu 750

pg/ml oraz dihydrotestosteronu o stezeniu 500 pg/ml na ekspresj¢ TIGIT.
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Rycina 25: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormonéw plciowych na ekspresje czasteczki TIGIT w
hodowli prowadzonej na komorkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet cigzarnych —
(A-E) Wykresy przedstawiajace wptyw hormonow piciowych w poszczegdlnych populacjach, (F)-
Heat map obrazujacy roznice w ekspresji TIGIT wzgledem komorek nie stymulowanych. Hodowla
nie stymulowana OKT-3.

Analiza danych z ryciny 26:

e Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zmniejszenie ekspresji
czasteczki VISTA na komorkach NK.

e Wykazano istotny wplyw f-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zmniejszenie ekspresji
czasteczki VISTA na komorkach NK.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czgsteczki VISTA na komorkach NKT.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w st¢zeniu 500 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki VISTA na komorkach NKT.

e Nie wykazano wplywu progesteronu w stezeniu 20 ng/ml, f-estradiolu w st¢zeniu 250

pg/ml na ekspresje VISTA.
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Rycina 26: Zbiorcze przedstawienie wplywu hormonéw piciowych na ekspresje czasteczki VISTA w
hodowli prowadzonej na komodrkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet cigzarnych —
(A-E) Wykresy przedstawiajace wptyw hormonow piciowych w poszczegdlnych populacjach, (F)-
Heat map obrazujacy roznice w ekspresji VISTA wzgledem komorek nie stymulowanych. Hodowla
nie stymulowana OKT-3.
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4.3.2 Wplyw hormonéw plciowych na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad
odpornosciowy w hodowli komodrek wyizolowanych od kobiet ci¢zarnych.
(hodowla stymulowana OKT-3)

Analiza danych z ryciny 27:

>

Ekspresja PD1 [%]

Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji

czasteczki PD1 na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych.

Wykazano istotny wptyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie

ekspresji czasteczki PD1 na limfocytach T pomocniczych oraz komoérkach NKT.

Nie wykazano wptywu progesteronu w stezeniach 20 oraz 500 ng/ml, -estradiolu w

stezeniu 750 pg/ml oraz dihydrotestosteronu o stgzeniu 500 pg/ml na ekspresje PD1.
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Rycina 27: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormondw piciowych na ekspresj¢ czasteczki PD1 w
hodowli prowadzonej na komdrkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet cigzarnych, —
(A-C) - wykresy przedstawiajgce wptyw hormonéw pitciowych w poszczegolnych populacjach, (D) -
Heat map obrazujacy roznice w ekspresji PD1 wzgledem komorek nie stymulowanych. Hodowla
stymulowana OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 28:

e Wykazano istotny wplyw progesteronu w stgzeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji

czasteczki TIM-3 na limfocytach T cytotoksycznych oraz komoérkach NK.

e Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zmniejszenie ekspresji

czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych.

e Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji

czgsteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, komérkach NK oraz

NKT.

e Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zmniejszenie ekspresji

czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zmniejszenie

ekspresji czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych.

e Nie wykazano wptywu dihydrotestosteronu o stezeniu 250 pg/ml na ekspresje TIM-3.
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Rycina 28: Zbiorcze przedstawienie wpltywu
120 hormonéw plciowych na ekspresje czasteczki
TIM-3 w hodowli prowadzonej na komorkach
PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet
cigzarnych, — (A-D) - wykresy przedstawiajace
wplyw hormondéw plciowych w poszczegdlnych

1100 populacjach, (E) - Heat map obrazujacy roéznice w

ekspresji  TIM-3  wzglegdem komorek nie

0 stymulowanych. Hodowla stymulowana OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 29:

Wykazano istotny wptyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwiekszenie ekspresji

czasteczki LAG-3 na limfocytach T cytotoksycznych.

e Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zmniejszenie ekspresji
czasteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych.

o Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zmniejszenie
ekspresji czasteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych oraz
komorkach NK.

e Nie wykazano wptywu progesteronu o ste¢zeniu 500 ng/ml, B-estradiolu w st¢zeniu 250

pg/ml oraz dihydrotestosteronu o stezeniu 250 pg/ml na ekspresje LAG-3.
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Rycina 29: Zbiorcze przedstawienie wpltywu
hormonéw plciowych na ekspresje czasteczki
LAG-3 w hodowli prowadzonej na komorkach
PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet
cigzarnych, — (A-D) - wykresy przedstawiajace
wplyw hormonow piciowych w poszczegolnych
populacjach, (E) - Heat map obrazujacy réznice w
ekspresji  LAG-3 wzgledem komorek nie
stymulowanych. Hodowla stymulowana OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 30:

e Wykazano istotny wplyw p-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na komorkach NK.

e Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na komoérkach NKT.

o Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zmniejszenie
ekspresji czasteczki TIGIT na komoérkach NK.

e Nie wykazano wptywu progesteronu o ste¢zeniach 20 ng/ml oraz 500 ng/ml oraz

dihydrotestosteronu o st¢zeniu 250 pg/ml na ekspresje TIGIT.
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I Limfocyty T pomocnicze
FLimfocyty T cytotoksyczne

Komorki NK
FKomorki NKT
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1 110
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4 100
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70

Analiza danych z rysunkow ryciny 31:

Rycina 30: Zbiorcze przedstawienie wpltywu
hormondéw plciowych na ekspresje czasteczki
TIGIT w hodowli prowadzonej na komodrkach
PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet
ciezarnych, — (A-D) - wykresy przedstawiajace
wpltyw hormonow piciowych w poszczegdlnych
populacjach, (E) - Heat map obrazujacy réznice w
ekspresji  TIGIT wzgledem komoérek nie
stymulowanych. Hodowla stymulowana OKT-3.

e Wykazano istotny wplyw progesteronu w stgzeniu 500 ng/ml na zmniejszenie ekspresji

czasteczki VISTA na limfocytach T pomocniczych.

e  Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zmniejszenie ekspresji

czasteczki VISTA na limfocytach T pomocniczych.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie

ekspresji czasteczki VISTA na komoérkach NKT.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zmniejszenie

ekspresji czasteczki VISTA na limfocytach T pomocniczych.

e Nie wykazano wplywu progesteronu o stezeniu 20 ng/ml, B-estradiolu w stezeniu 250

pg/ml na ekspresje VISTA.
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Rycina 31: Zbiorcze przedstawienie wptywu
hormondw piciowych na ekspresje czasteczki
VISTA w hodowli prowadzonej na komdrkach
PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet
cigzarnych, — (A-D) - wykresy przedstawiajace
wptyw hormondéw pitciowych w poszczegdlnych
populacjach, (E) - Heat map obrazujacy roéznice
w ekspresji VISTA wzgledem komorek nie
stymulowanych. Hodowla stymulowana OKT-3.
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4.3.3 Wplyw hormonéw plciowych na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad
odpornosciowy w hodowli komérek wyizolowanych od kobiet z poronieniami
nawykowymi. (hodowla nie stymulowana OKT-3)

Analiza danych z ryciny 32:

e Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki PD1 na komorkach NKT.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwiekszenie
ekspresji czasteczki PD1 na komorkach NKT.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki PD1 na komoérkach NKT.

e Nie wykazano wpltywu progesteronu o st¢zeniach 20 ng/ml, 500 ng/ml, B-estradiolu w
stezeniu 750 pg/ml na ekspresje PD1.
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Rycina 32: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormonéw ptciowych na ekspresj¢ czasteczki PD1
w hodowli prowadzonej na komérkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet z
poronieniami nawykowymi, — (A-D) - wykresy przedstawiajagce wptyw hormondéw piciowych
w poszczeg6lnych populacjach, (E) - Heat map obrazujacy roéznice w ekspresji PD1 wzgledem
komorek nie stymulowanych. Hodowla stymulowana nie OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 33:

Ekspresja TIM-3 [%]

Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIM-3 na komorkach NK oraz NKT

Wykazano istotny wptyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych oraz komoérkach NK.
Wykazano istotny wpltyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czgsteczki TIM-3 na komoérkach NK oraz NKT

Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, komérkach NK oraz
NKT.

Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki TIM-3 na komoérkach NK.

Wykazano istotny wptyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki TIM-3 na komorkach NK oraz NKT.
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Rycina 33: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormonow plciowych na ekspresj¢ czasteczki TIM-3
w hodowli prowadzonej na komoérkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet z
poronieniami nawykowymi, — (A-E) - wykresy przedstawiajgce wptyw hormondéw piciowych w
poszczegolnych populacjach, (F) - Heat map obrazujacy réznice w ekspresji TIM-3 wzgledem
komorek nie stymulowanych. Hodowla stymulowana nie OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 34:

Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, regulatorowych oraz komorkach
NKT.

Wykazano istotny wpltyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych oraz regulatorowych.

Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czgsteczki LAG-3 na limfocytach T regulatorowych oraz komérkach NKT

Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki LAG-3 na limfocytach T regulatorowych oraz komoérkach NKT

Wykazano istotny wptyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych,
regulatorowych, komoérkach NK oraz NKT

Wykazano istotny wptyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zwigckszenie

ekspresji czasteczki LAG-3 na komdrkach NKT.
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Rycina 34: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormonéw ptciowych na ekspresje czasteczki LAG-
3 w hodowli prowadzonej na komorkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet z
poronieniami nawykowymi, — (A-E) - wykresy przedstawiajgce wptyw hormondéw piciowych w
poszczegodlnych populacjach, (F) - Heat map obrazujacy roznice w ekspresji LAG-3 wzgledem
komorek nie stymulowanych. Hodowla stymulowana nie OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 35:

Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zmniejszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych.

Wykazano istotny wpltyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zmniejszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, regulatorowych oraz
komoérkach NKT,

Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zmniejszenie ekspresji
czgsteczki TIGIT na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych oraz regulatorowych.
Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zmniejszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na limfocytach T T pomocniczych, cytotoksycznych oraz
regulatorowych.

Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w ste¢zeniu 250 pg/ml na zmniejszenie
ekspresji czasteczki TIGIT na limfocytach T cytotoksycznych oraz komoérkach NK.
Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki TIGIT na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych,

regulatorowych, komoérkach NK oraz NKT.
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C Limfocyty T regulatorowe D Komorki NK
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Rycina 35: Zbiorcze przedstawienie wplywu hormonow piciowych na ekspresje czasteczki TIGIT
w hodowli prowadzonej na komoérkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet z
poronieniami nawykowymi, — (A-E) - wykresy przedstawiajagce wptyw hormonéw piciowych w
poszczegodlnych populacjach, (F) - Heat map obrazujacy réznice w ekspresji TIGIT wzgledem
komorek nie stymulowanych. Hodowla stymulowana nie OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 36:

>

Ekspresja VISTA [%]

Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki VISTA na limfocytach T cytotoksycznych oraz komoérkach NK.
Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspres;ji
czagsteczki VISTA na limfocytach T cytotoksycznych.

Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspres;ji
czgsteczki VISTA na limfocytach T cytotoksycznych oraz komérkach NKT
Wykazano istotny wptyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki VISTA na limfocytach T cytotoksycznych.

Wykazano istotny wptyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czgsteczki VISTA na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych oraz
komoérkach NKT

Nie wykazano wplywu progesteronu o stezeniu 500 ng/ml, na ekspresje VISTA.
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C Limfocyty T regulatorowe D Komérki NK
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Rycina 36: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormonow piciowych na ekspresj¢ czasteczki VISTA
w hodowli prowadzonej na komoérkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet z
poronieniami nawykowymi, — (A-E) - wykresy przedstawiajgce wptyw hormonow piciowych w
poszczegodlnych populacjach, (F) - Heat map obrazujacy réznice w ekspresji VISTA wzgledem
komorek nie stymulowanych. Hodowla stymulowana nie OKT-3.
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4.3.4 Wplyw hormonéw plciowych na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad

odpornosciowy w hodowli komérek wyizolowanych od kobiet z poronieniami
nawykowymi. (hodowla stymulowana OKT-3)

Analiza danych z ryciny 37:

Wykazano istotny wptyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zwigkszenie ekspresji

czasteczki PD1 na limfocytach T pomocniczych oraz komorkach NKT.

Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspres;ji

czasteczki PD1 na limfocytach T pomocniczych.

Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspres;ji
czasteczki PD1 na komoérkach NKT.

Nie wykazano wplywu progesteronu o st¢zeniu 20 ng/ml, dihydrotestosteronu o
stezeniach 250 oraz 500 pg/ml na ekspresj¢ PD1.
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Rycina 37: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormonow piciowych na ekspresje czasteczki PD1 w
hodowli prowadzonej na komodrkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet z
poronieniami nawykowymi, — (A-C) - wykresy przedstawiajace wptyw hormonéw pitciowych w
poszczegdlnych populacjach, (D) - Heat map obrazujacy roznice w ekspresji PD1 wzgledem
komorek nie stymulowanych. Hodowla stymulowana OKT-3.

Analiza danych z ryciny 38:

e Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych.

e Wykazano istotny wptyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zwigekszenie ekspresji
czasteczki TIM-3 na komorkach NK.

e Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czgsteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, komérkach NK oraz
NKT.

e Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIM-3 na limfocytach T pomocniczych oraz komoérkach NK.

o Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwickszenie
ekspresji czasteczki TIM-3 na komodrkach NK.

¢ Nie wykazano wptywu dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na ekspresje TIM-3,
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Rycina 38: Zbiorcze przedstawienie wplywu
hormondéw plciowych na ekspresje czasteczki
TIM-3 w hodowli prowadzonej na komorkach
PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej
kobiet cigzarnych, (A-D) - wykresy
przedstawiajace wptyw hormondow ptciowych w
poszczegdlnych populacjach, (E) - Heat map
obrazujacy réznice w  ekspresji  TIM-3
wzgledem komoérek nie stymulowanych.
Hodowla stymulowana OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 39:

Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych.

Wykazano istotny wptyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zwickszenie ekspresji
czagsteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksyczny.

Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspres;ji
czgsteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, cytotoksycznych, komorkach NK
oraz NKT.

Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych.

Wykazano istotny wptyw dihydrotestosteronu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki LAG-3 na limfocytach T pomocniczych, komoérkach NK oraz NKT.
Wykazano istotny wptyw dihydrotestosteronu w stezeniu 500 pg/ml na zwickszenie

ekspresji czasteczki LAG-3 na komoérkach NKT.
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Rycina 39: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormonéw piciowych na ekspresj¢ czasteczki LAG-3 w hodowli
prowadzonej na komorkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet ciezarnych, — (A-D) -wykresy
przedstawiajace wptyw hormonow plciowych w poszczegodlnych populacjach, (E) - Heat map obrazujacy
roéznice w ekspresji LAG-3 wzgledem komorek nie stymulowanych. Hodowla stymulowana OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 40:

e Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na limfocytach T cytotoksycznych, komoérkach NK oraz NKT.

e Wykazano istotny wplyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na limfocytach T cytotoksycznych oraz komérkach NK.

e Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki TIGIT na limfocytach T pomocniczych.

e Wykazano istotny wplyw dihydrotestosteronu w stgzeniu 500 pg/ml na zmniejszenie
ekspresji czasteczki TIGIT na komoérkach NK.

e Nie wykazano wplywu progesteronu o stgzeniu 500 ng/ml, dihydrotestosteronu w

stezeniu 250 pg/ml na ekspresje TIGIT.
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Rycina 40: Zbiorcze przedstawienie wplywu hormonow ptciowych na ekspresje czasteczki TIGIT
w hodowli prowadzonej na komorkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet
ci¢zarnych, — (A-D) - wykresy przedstawiajagce wptyw hormondéw piciowych w poszczegdlnych
populacjach, (E) - Heat map obrazujacy roznice w ekspresji TIGIT wzgledem komorek nie
stymulowanych. Hodowla stymulowana OKT-3.
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Analiza danych z ryciny 41:

e Wykazano istotny wplyw progesteronu w stezeniu 20 ng/ml na zwigkszenie ekspresji
czasteczki VISTA na limfocytach T cytotoksycznych.

e Wykazano istotny wptyw progesteronu w stezeniu 500 ng/ml na zwickszenie ekspresji
czagsteczki VISTA na limfocytach T pomocniczych oraz cytotoksycznych.

e Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 250 pg/ml na zwigkszenie ekspresji
czgsteczki VISTA na limfocytach T pomocniczych.

e Wykazano istotny wptyw B-estradiolu w stezeniu 750 pg/ml na zwickszenie ekspresji
czasteczki VISTA na limfocytach T pomocniczych oraz komorkach NK.

e Wykazano istotny wpltyw dihydrotestosteronu w st¢zeniu 500 pg/ml na zwigkszenie
ekspresji czasteczki VISTA na komoérkach NKT.

e Nie wykazano wptywu dihydrotestosteronu w st¢zeniu 250 pg/ml na ekspresj¢ VISTA.
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Rycina 41: Zbiorcze przedstawienie wptywu hormonoéw plciowych na ekspresje czasteczki
VISTA w hodowli prowadzonej na komdorkach PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej kobiet
cigzarnych, — (A-D) - wykresy przedstawiajace wptyw hormonow plciowych w poszczegdlnych
populacjach, (E) - Heat map obrazujgcy réznice w ekspresji VISTA wzgledem komorek nie
stymulowanych. Hodowla stymulowana OKT-3.
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4.3.5 Ocena mozliwos$ci wykorzystania hormonéw plciowych w terapii wykrytych
zaburzen w ekspresji czasteczek kontrolujacych uklad odpornosciowy u kobiet z
poronieniami hawykowymi.

Przeprowadzone badania wykazaly szereg rdéznic pomigdzy kobietami ci¢zarnymi, a
kobietami z poronieniami nawykowymi po poronieniu. Na chwil¢ obecna dla kobiet, u ktorych
przyczyna poronienia zostata nierozpoznana nie ma przewidzianego schematu leczniczego. Jako
przyczyng poronienia u tych kobiet podaje si¢ bledy w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego,
takie jak nadmierna cytotoksycznos¢ komorek NK, czy nadmierne wydzielanie cytokin
prozapalnych. Celem pracy bylo zbadanie wplywu hormonow ptciowych na ekspresje czasteczek
kontrolujgcych uktad odporno$ciowy. Badania te mialy na celu sprawdzenie czy zastosowanie
hormonow plciowych jako leku ma moze przyczyni¢ si¢ do istotnych zmian w funkcjonowaniu

komorek uktadu odpornosciowego, takich jak limfocyty T oraz komorki NK czy NKT.

Wykazane réznice w ekspresji czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy u kobiet z
poronieniami nawykowymi: Obnizona ekspresja PD1, TIM-3, LAG-3, VISTA na limfocytach T
cytotoksycznych, obnizona ekspresja PD1, LAG-3 oraz VISTA na limfocytach T pomocniczych,
obnizona ekspresja PD1, LAG-3 na limfocytach T regulatorowych, obnizona ekspresja TIM-3 oraz
podwyzszona ekspresja TIGIT na komorkach NK, obnizona ekspresja PD1 na komoérkach NKT.
(Tabela 8). Prowadzone badania wykazaty, ze zastosowanie hormonéw piciowych (progesteronu,
estradiolu, dihydrotestosteronu) moze w istotny sposéb wpltywaé na ekspresje czgsteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy, czyli na funkcjonowanie komorek uktadu odpornosciowego.
W tabelach (10 oraz 11) zaprezentowalem jak hormony piciowe wptynety w hodowli komorkowej
na ekspresje czasteczek ktorych ekspresja byta obnizona u kobiet z poronieniami nawykowymi

wzgledem kobiet w cigzy.
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Tabela 10: Zestawienie wptywy hormondéw piciowych na wykryte roznice pomigdzy kobietami z
poronieniami nawykowymi, a kobietami w cigzy. Hodowle nie stymulowane OKT-3.

Hormon Wplyw na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad Tlos¢
odpornos$ciowy zmian

Progesteron 20 1PD1 na CD4, 1TIM-3 na NK, 1LAG-3 na CD4, 1LAG-3 5)

ng/ml na Treg, 1VISTA na CDS8

Progesteron 1TIM-3 na CDS, 1TIM-3 na NK, 1LAG-3 na CD4, 1LAG-3 6

500 ng/ml na Treg, | TIGIT na NKT, 1VISTA na CD8

Estradiol 1PD1 na NKT, 1TIM-3 na NK, TLAG-3 na Treg, 1VISTA 4

250 pg/ml na CD8

Estradiol 1TIM-3 na CDS, 1TIM-3 na NK, 1LAG-3 na Treg, 3

750 pg/ml

Dihydrotestosteron 1PDI1 na NKT, 1TIM-3 na NK, 1LAG-3 na CD4, 1LAG-3 6

250 pg/ml na CD8, 1LAG-3 na Treg, 1VISTA na CDS8

Dihydrotestosteron 1PD1 na NKT, 1TIM-3 na NK, |TIGIT na NKT, {VISTA 5

500 pg/ml na CD4, 1VISTA na CDS§

W hodowlach nie stymulowanych OKT-3 stymulacja progesteronem o st¢zeniu 500 ng/ml oraz
dihydrotestosteronem o st¢zeniu 250 pg/ml wykazata wptyw na 6 z 12 wykrytych zaburzen. Wptyw
ten mial charakter odwracajacy zmiany wykryte w ekspresji ICP u kobiet z poronieniami

nawykowymi.
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Tabela 11: Zestawienie wptywy hormonow plciowych na wykryte réznice pomigdzy kobietami z

poronieniami nawykowymi a kobietami w cigzy. Hodowle stymulowane OKT-3.

Hormon Wplyw na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad Ios¢
odpornosciowy zmian

Progesteron 20 1TIM-3 na CDS, 1TIM-3 na NK, 1LAG-3 na CD4, {LAG-3 5

ng/ml na CDS, 1VISTA na CDS8

Progesteron 1PD1 na CD4, 1PDI1 na NKT, 1LAG-3 na CD4, TLAG-3na 6

500 ng/ml CDS8, tVISTA na CD4, t1VISTA na CDS8

Estradiol 1PD1 na CD4, 1TIM-3 na CDS, 1TIM-3 na NK, 1LAG-3 na 6

250 pg/ml CD4, 1LAG-3 na CD8, 1VISTA na CD4

Estradiol 1PD1 na NKT, 1TIM-3 na NK, 1LAG-3 na CD4, 1LAG-3 5

750 pg/ml na CD8, 1VISTA na CD4

Dihydrotestosteron 1TIM-3 na NK, 1LAG-3 na CD4, 2

250 pg/ml

Dihydrotestosteron 0

500 pg/ml

W hodowlach stymulowanych OKT-3 (brak mozliwosci oceny wptywu hormonéw na limfocyty T
regulatorowe — ograniczenia zastosowanej metody) stymulacja progesteronem o st¢zeniu 500
ng/ml oraz estradiolem od stezeniu 250 pg/ml wykazala wptyw az na 6 z 10 wykrytych zaburzen.

Wptyw ten mial charakter odwracajacy zmiany wykryte w ekspresji ICP u kobiet z poronieniami

nawykowymi.

Wykazane zmiany wskazuja, Ze zastosowanie progesteronu w stezeniu 500 ng/ml
wywieralo najwiekszy wptyw na ekspresje czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy w
obydwu typach hodowli. Zastosowanie tego hormonu w terapii u kobiet z poronieniami
nawykowymi moze przyczyni¢ si¢ do zmian, ktore by¢ moze pozwolilyby na zwickszenie szansy
na prawidlowy rozwoj cigzy. Uzyskane wyniki przyblizaja tylko matg cze¢$¢ funkcjonowania
uktadu odpornosci u kobiet z poronieniami nawykowymi, jednakze moga one dawac podstawy do

wyznaczenia kierunku kolejnych badan w tej tematyce.
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5 Dyskusja

5.1 Porownanie otrzymanych wynikéw ekspresji czasteczek kontrolujacych uklad
odpornosciowy na powierzchni PBMC pomiedzy badanymi grupami.

Immunologiczne punkty kontrolne (ICP), negatywne (kohamujace) lub pozytywne
(kostymulujace), odgrywaja wazng role w regulacji i1 utrzymaniu homeostazy uktadu
immunologicznego. Obecnie sg szeroko badane w kontek$cie przywrocenia reaktywnosci
immunologicznej na komorki rakowe, jednak wiadomo, ze odgrywaja réwniez znaczaca role w
wielu procesach biologicznych [6]. Receptory kohamujace wigzace si¢ z ligandem mogg aktywnie
dostarcza¢ sygnatow hamujgcych wyciszajacych aktywacje limfocytow T lub roéwnowazacych
dziatanie dostarczanych im pozytywnych sygnatéw stymulujgcych [231, 232]. Ponadto receptory
kohamujace promujg stan anergii na limfocytach T, co ostatecznie prowadzi do tolerancji
immunologicznej [232]. Negatywne ICP zapobiega nadmiernej aktywacji efektorowych
limfocytow T, ktora moze ostatecznie skutkowa¢ autoimmunizacja. Obnizong ekspresje ICP
zaobserwowano w wielu chorobach autoimmunizacyjnych [231]. Czasteczki kohamujace moga
posrednio wptywaé¢ na limfocyty T poprzez promowanie wlasciwosci supresyjnych za
posrednictwem limfocytow T regulatorowych oraz przez regulacje zdolnosci komorek
prezentujacych antygen (APC) do pobudzania limfocytow [231, 233]. ICP odgrywaja Wyrazng role
réowniez w procesach zwigzanych z produkcja oraz wydzielaniem cytokin, wliczajac
chemokiny[231, 234], ponadto sg duza grupg czasteczek silnie sterujgcych procesami
immunologicznymi. Warto zwroci¢ uwage, ze sprawne funkcjonowanie uktadu odpornosciowego
stanowi podstawe do prawidlowego rozwoju cigzy. Dlatego tez zbadanie wystepowania tychze
czastek na powierzchni komoérek immunokompetentnych moze stanowi¢ podstawe do lepszego
zrozumienia matczyno-ptodowej relacji immunologicznej. Problemy zwigzane z rozwojem cigzy
oraz procesy prowadzace do poronien dotykaja coraz wigkszg liczbg par w naszym spoteczenstwie.
Opracowanie markerow diagnostycznych pozwalajacych wychwyci¢ nieprawidtlowosci w
funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego w czasie cigzy mogtoby znaczaco poprawic sytuacje par
dotknigtych problemem poronieni, u ktorych zostaly wykluczone najbardziej powszechne

przyczyny zaburzen w rozwoju cigzy, a przyczyna tych wydarzen dalej pozostaje nierozpoznana.
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5.1.1 Ekspresja PD1

Nasze badania wykazaty zmniejszong ekspresje PD1 na limfocytach obwodowych w grupie
kobiet z poronieniami nawykowymi. W poréwnaniu z kobietami niebedacymi w ciazy
zaobserwowano zmniejszona ekspresje komorek pomocniczych T i komorek NKT. Natomiast
poréwnujac do kobiet w cigzy stwierdzamy obnizong ekspresj¢ na limfocytach T pomocniczych,
limfocytach T cytotoksycznych, limfocytach T regulatorowych, komodrkach NKT.
Przeprowadzone przez nas badania dotyczgce grupy kobiet z poronieniami nawykowymi i grupy
kobiet niebedacych w cigzy sg podobne do tych uzyskanych przez Wang’a i wspolnikéw. Wang i
wsp. w swoich badaniach dotyczacych kobiet z nawracajgcymi poronieniami (RPL) wykazali, ze
u kobiety z RPL istniejg roznice w ilosci limfocytoéw obwodowych, takich jak komorki Thl, Th17
1 Treg, dodatkowo ekspresja PD1 byta znacznie obnizona w komorkach Thl i1 Th17, ale nie w
komorkach T regulatorowych [9]. Wykazali rowniez, ze komorki Th17 miaty znaczaco obnizong
ekspresje¢ PD-L1. Odkrycia te sugeruja, ze komorki uktadu odpornosci u kobiet z RPL maja
sktonno$¢ do rozwijania immunologicznej odpowiedzi zapalnej oraz posiadajg obnizone funkcje
regulacji uktadu odpornosciowego, w zwigzku ze zmieniong ekspresjg PD1/PD-L1. Dodatkowo,
nieprawidtowa ekspresja PD1 i PD-L1 na komoérkach Thl i Th17 bezposrednio wiaze si¢ z
zaburzeniem réwnowagi immunologicznej w uktadzie matczyno-ptodowym poprzez zaburzenia w

procesie konwersji komoérek T regulatorowych do komoérek Th17 [9].

Meggyes i wsp. wykazali w badaniu cytometrig przeptywowa, ze ekspresja PD1 przez
obwodowe limfocyty cytotoksyczne i pomocnicze limfocyty T byta obnizona u zdrowych kobiet
ciezarnych w | trymestrze cigzy w poréwnaniu z kobietami nie ci¢zarnymi [11]. W naszych
badaniach nie zaobserwowaliSmy takich zmian, moze to by¢ zwigzane z niedostatecznie duza
liczebnoscia grupy kobiet niebedacych w cigzy. Co wigcej, Maggyes i inni zmierzyli, ze aktywnos¢
cytotoksyczna doczesnowych limfocytow T PD17CD8" w poréwnaniu z ich odpowiednikami
peryferyjnymi jest zmniejszona [11]. W swojej najnowszej publikacji Maygges i wsp. zbadali
ekspresje PD1 i PD-L1 podczas cigzy. Roznice wykryto tylko w przypadku limfocytéw T CDS8",
co wskazuje na znaczenie dziatania hamujacego na limfocyty T cytotoksyczne. Znaczacy spadek
ekspresji hamujacego receptora PD1 w I i III trymestrze cigzy moglby by¢ czeScig wspomniane;j
przewagi Th1 w tych trymestrach [21]. Postawiono hipotezg, ze przewaga odpowiedzi komorkowej

typu Thl moze prowadzi¢ do wzrostu ekspresji PD1 przez limfocyty T CD8* do poziomu
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obserwowanego w drugim trymestrze cigzy. Dla realizacji efektu hamujacego, w ktorym
posredniczy PD1, kluczowa jest obecnosé czasteczek ligandu PD-L1 i PD-L2. W swoich badaniach
stwierdzili spadek ekspresji PD-L1 na powierzchni komérek T CD4" i CD8" w Ill trymestrze
cigzy, co moze wptywaé na szlak PD1 / PD-L1, skutkujac przewaga odpowiedzi Thl przed i
podczas porodu [21]. Badania przeprowadzone przez Wang i wsp. przyniosty wyniki podobne do
wynikow przeprowadzonych przez Maygges. Ujawnili réwniez, ze w czasie cigzy ekspresja PD1

na limfocytach obwodowych i komorkach NK ulega obnizeniu [235].

Wciagz niewiele jest publikacji zwigzanych z obecnos$cig receptora PD1 na komorkach
odpornosciowych oraz wplywu czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy na matczyno-
ptodowsa tolerancj¢ immunologiczng. Taglauer i wsp. zaobserwowali zwigkszong obecno$é
limfocytow T PD17CD3" w pierwszym trymestrze cigzy w porownaniu z komorkami uzyskanymi
z endometrium kobiet niecigzarnych stanowigcych grupg kontrolna [162]. W innej pracy wykazano
podwyzszong ekspresje PD1 przez endometialng subpopulacje limfocytow T CD8" i CD4" w
poréwnaniu z ich odpowiednikami obwodowymi w pierwszym trymestrze cigzy [236]. U pacjentek
Z nawracajacymi poronieniami Stwierdzono, ze w komorkach doczesnowych ekspresja biatka PD-
L1 oraz mRNA dla PD-L1 byta znacznie zmniejszona w poréwnaniu z komoérkami doczesnowymi
pozyskanymi od kobiet bedacych w pierwszym trymestrze cigzy. Nie wykazano réznicy w

ekspresji PD1 na limfocytach doczesnowych migdzy grupami [237].

Ekspresj¢ PD-L1 zwigksza wiele czynnikéw prozapalnych (LPS, GM-CSF, VEGF) oraz
cytokiny (IFN-y, TNF-o) [7]. Wiadomo juz, ze komorki trofoblastu zawieraja na swojej
powierzchni ligandy dla czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy, Veras i wsp. w swoich
badaniach wykazuja wysoka ekspresj¢ PD-L1 przez syncytiotrofoblast we wczesnym okresie cigzy
[24, 124]. Dane dotyczace ekspresji PD1 na limfocytach kobiet ci¢zarnych sa stabo poznane.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze ekspresja PD1 na obwodowych limfocytach T kobiet
ci¢zarnych jest podwyzszona w poréwnaniu z kobietami nie bgdacymi w cigzy, a stgzenie
rozpuszczalnego PD-L1 wzrasta w czasie trwania cigzy [7, 124]. Interakcja PD-L1 i PD-L2 z PD1
skutkowata zmniejszeniem produkcji cytokin Th1l przez limfocyty T CD4", co moze by¢ korzystne

dla prawidtowego rozwoju ciazy [7, 23].

Wszystkie wyzej wymienione badania sugeruja, ze zaburzenia ekspresji PD1 moga

przyczynia¢ si¢ do poronienia, a PD1 odgrywa wazng role w utrzymaniu rownowagi mig¢dzy
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komorkami odpornosciowymi majac na celu rozwdj cigzy. Badania przeprowadzone w obecnym

projekcie uwydatniaja znacznie PD-1 w utrzymaniu prawidlowego rozwoju cigzy.

5.1.2 Ekspresja TIM-3

W naszych badaniach zaobserwowali$my zmniejszong ekspresje TIM-3 w grupie kobiet z
poronieniami nawykowymi w porownaniu z grupa kobiet w cigzy. WyniKi te sg zgodne z wynikami
uzyskanymi przez Sun i wsp. [131]. Sun i wsp. podali, ze u pacjentek z poronieniami nawykowymi
obserwowano obnizong ekspresje TIM-3 na obwodowych komdrkach NK, sytuacja ta moze by¢
zwigzana z obnizonym poziomem TGF-f w surowicy chorych lub brakiem odpowiedniej liczby
ligandow dla TIM-3 [7, 131]. Badania dowiodty, ze TIM-3 dziata jako marker w petni dojrzatych
i funkcjonalnych komoérek NK. Komorki te sa zdolne do wytwarzania duzej ilosci cytokin i sg
wysoce cytotoksyczne. Gleason i wsp. wykazali, ze po stymulacji Gal-9 komorki NK TIM-3*
wytwarzajg duze ilosci IFN-y [234]. Z drugiej strony Ndhlovu i wsp. pokazuja, ze cytotoksycznos¢,
w ktorej posredniczg komorki NK, jest thumiona po aktywacji TIM-3 przez Gal-9 [29, 238].
Meggyes i wps. wykazujg inny profil cytokinowy miedzy komorkami NK TIM-3", a komérkami
NK TIM-3~ we krwi obwodowej kobiet w cigzy w porownaniu z kobietami nieb¢dacymi w Cigzy.
Zaroéwno U kobiet niebedacych w cigzy, jak i kobiet w cigzy, komorki NK TIM-3" majg mniejsza
aktywno$¢ cytotoksyczng w poréwnaniu z komoérkami NK TIM-3 [29, 129]. Miko i wsp.
zaobserwowali zmniejszong ekspresje TIM-3 na obwodowych komorkach NK, przy zwigkszonej
aktywnos$ci komorek NK. Takie zmiany obserwuje si¢ u kobiet z wczesnym poczatkiem stanu
przedrzucawkowgo w poréwnaniu ze zdrowymi kobietami w cigzy. WynikKi uzyskane przez Miko
sg podobne do naszych ustalen- ekspresja TIM-3 na komoérkach NK jest zmniejszona w grupie
kobiet z poronieniami nawykowymi w poroéwnaniu z kobietami w cigzy. Wyniki te sugeruja, ze
TIM-3 moze regulowac¢ funkcje komoérek NK i odpowiada¢ za utrzymanie cigzy [29, 239].
Trofoblast na swojej powierzchni eksprymuje w duzych ilosciach Gal-9 i wydziela sTIM-3.
Interakcja TIM-3/Gal-9 moze wptywac na funkcjonowanie i réznicowanie komoérek NK. Badania
wykazaly, ze komorki dNK TIM-3" wykazuja fenotyp podobny do odpowiedzi typu Th2 z nizsza
cytotoksycznoscig w porownaniu z komorkami dNK TIM-37[135]. Dane te sugeruja, ze trofoblast
poprzez TIM-3 indukuje transformacje obwodowych komoérek NK w doczesnowe komorki NK,

ktore sa bardziej tolerancyjne wzgledem ptodu [29].
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TIM-3 jest eksprymowany na endometrialnych komadrkach odpornosciowych, takich jak:
limfocyty T CD8", CD4" lub komorki NK. Doczesnowe komorki NK pozytywne pod wzgledem
TIM-3 sa taczone z profilem cytokin Th2, co koreluje z udang implantacja i zagniezdzeniem [131,
132]. Badania wykazaty, ze komérki NK stymulowane LPS i Gal-9 petnig funkcje regulacyjna.
Stymulacja powoduje zwiekszone wydzielanie IL-4 i zmniejszone wydzielanie TNF-a. Co wigcej,
trofoblast jest zdolny do wydzielania duzych ilosci rozpuszczalnego Gal-9, a endometrium
wykazuje wysoka ekspresje Gal-9 [131, 132]. INF-y wytwarzane przez limfocyty Thl moze
regulowac ekspresje Gal-9 i przyczynia¢ si¢ do anergii i apoptozy tych komoérek w petli sprzezenia
zwrotnego, a mechanizm ten zapobiega nadmiernej zapalnej odpowiedzi immunologicznej [29].
Hu i wsp. sugeruja, ze TIM-3 moze by¢ odpowiedzialna za utrzymanie fenotypu przeciwzapalnego
komorek dNK i sprzyja¢ rozwijaniu tolerancji wobec ptodu [29]. Potwierdzeniem tej koncepcji sa
ustalenia Li i wsp. oraz Tripathi i wsp., wykazali oni, ze ilo$§¢ komdrek dNK TIM-3* w probkach
pobranych od kobiet z poronieniami jest znacznie zmniejszona oraz komorki te wytwarzajg wigcej
cytokin prozapalnych w poréwnaniu z komorkami pobranymi od kobiet, u ktorych cigza rozwijata
si¢ prawidtowo [132, 240]. Co wiecej, komorki dNK wydzielajg cytokiny i chemokiny, ktore sg
odpowiedzialne za przebudowe tetnicy spiralnej. Jako ze szlak TIM-3 moze prowadzi¢ do zmian
w profilu cytokin w komorkach dNK, jest prawdopodobne, iz TIM-3 moze mie¢ bezposredni lub
posredni wplyw na przebudowe tetnicy spiralnej i utrzymanie cigzy [29]. Cytotoksyczne limfocyty
T TIM-3" sg uwazane za komorki wyczerpane, ktore nie majg zdolno$ci usuwania wiréw i komorek
nowotworowych. Ich wigksza liczbe obserwuje si¢ u pacjentow z przewlektymi infekcjami
wirusowymi i nowotworami [29]. Na granicy miedzy matka, a ptodem limfocyty T CDS8 nie
wystepuja jako komorki wyczerpane, ale wykazuja wysoka aktywnos$¢ proliferacyjng i maja
wydzielaja przeciwzapalny profil cytokin [129]. Rowniez Wang i wsp. stwierdzili, ze liczba
cytotoksycznych limfocytow T TIM-3 dodatnich jest zmniejszona u pacjentek po poronieniu w
poréwnaniu z kobietami w cigzy [241], co jest zgodne z naszymi obserwacjami. Co wigcej,
donoszg, ze blokowanie TIM-3 in vitro powoduje zmniejszenie proliferacji limfocytow T CD8 i
zmian¢ ich profilu cytokinowego poprzez zwickszenie wydzielania IFN-y i zdolnosci
cytotoksycznej. Zmiany te powodujg $mier¢ komorek trofoblastow. Dodatkowo Wang odkryl, ze
wydzielany czynnik trofoblastu moze zwigksza¢ ekspresj¢ TIM-3 na limfocytach cytotoksycznych
[241]. Dane te sugeruja, ze szlak TIM-3 odgrywa istotng role w regulowaniu funkcji limfocytow T

cytotoksycznych w relacji matczyno-ptodowe;j [29].
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W naszych eksperymentach wykazaliSmy, ze ekspresja TIM-3 jest zwigkszona na
komorkach NKT w grupie RSA i grupie kobiet cigzarnych w poréwnaniu z kobietami niebedacymi
w cigzy. Komoérki NKT sterujg zarowno funkcjonowaniem odpornosci adaptacyjnej i wrodzonej
oraz posiadaja TIM-3 na swojej powierzchni [29]. Youan i wsp. pokazuja, ze komorki NKT,
chociaz stanowig niewielka czes¢ endometrialnych komorek odpornosciowych, moga przyczyniacé

si¢ do utraty cigzy poprzez szybka i niekontrolowang aktywacje, ktérg moze by¢ sterowana przez
TIM-3 [242].

W naszych badaniach nie wykazaliémy zadnych réznic migdzy grupami w ekspresji TIM-
3 nalimfocytach T pomocniczych. Jednak sg ustalenia, ktore wskazujg na ich znaczenie w relacjach
uktadu odpornosciowego pomigdzy matka, a ptodem. Zhuang i wsp. zbadali ekspresje TIM-3
MRNA w komoérkach PBMC i komoérkach Thl uzyskanych z krwi pobranej od pacjentek z
niewyjasniong przyczyna poronien nawykowych (unexplained recurrent spontaneous abortion -
URSA) i cigzarnych. Okazato si¢, ze ekspresja TIM-3 w PBMC byla istotnie wyzsza w grupie
URSA w poréwnaniu z kobietami w cigzy. Natomiast, w komoérkach Thl znacznie nizsza u
pacjentek z URSA [243]. Wyniki cytometrii przeptywowej uzyskane w tym do$wiadczeniu
wskazuja, ze stosunek komorek CD4*TIM-3"/CD4" w PBMC byt istotnie wyzszy w grupie URSA,
niz w grupie kontrolnej [243]. Wang i wsp. donosza, ze przy poronieniu samoistnym liczba
limfocytow T PD1"TIM-3*CD4" jest zmniejszona, a produkcja cytokin typu Th2 jest obnizona. W
naszych badaniach wykazalismy, ze ekspresja PD1 w grupie kobiet z poronieniami nawykowymi
jest zmniejszona w pordwnaniu z grupg ciezarng i nieciezarng, co potwierdzaja badania Wanga.
Oddziatywanie PD1 z ligandami hamuje proliferacj¢ limfocytow T 1 produkcj¢ cytokin, a wigzanie
TIM-3 ligandami reguluje odpowiedzi limfocytoéw Thl poprzez indukowanie apoptozy komorek
Thl [8, 28, 244]. Obserwacje te sugerujg, ze PD1 i TIM-3 mogg odgrywa¢ role w tlumieniu
odpowiedzi immunologicznej, w ktorej posredniczg komorki Thl podczas cigzy [8]. Co wiecej,
grupa Wanga spekuluje, ze zwiekszona liczba limfocytow T PD17TIM-3"CD4" moze przyczyni¢
si¢ do utrzymania prawidtowej cigzy poprzez promowanie odpowiedzi typu Th2 pomigdzy matka,
a ptodem [8]. Badania przeprowadzone na myszach leczonych przeciwcialem anty-TIM-3 i
przeciwcialem anty-PD1 wykazaly, ze zastosowane przeciwciata byly wysoce skuteczne w
zmniejszaniu proliferacji i produkcji cytokin typu Th2 przez resztkowe limfocyty T PD1*TIM-
3"CDA4" zaréwno na komorkach pozyskanych od ludzi, jak i w eksperymentalnym mysim modelu

cigzy [8]. Badania wskazuja, ze blokada TIM-3 i PD1 przyczynia si¢ do zmniejszenia produkcji
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cytokin. Sugeruje to, ze cytokiny odgrywaja wazng role w utrzymaniu prawidlowej cigzy [8]. Wang
i wsp. wykazali, ze ilo$¢ limfocytow T PD17TIM-3*CD4" byta podwyzszona podczas prawidtowo
przebiegajacej cigzy w porownaniu z komodrkami eksprymujacymi osobno PD1 i TIM-3 u

pacjentek z poronieniami [8].

W naszych badaniach przeprowadzonych na ludzkich limfocytach obwodowych
zaobserwowali$my zmniejszong ekspresj¢ TIM-3 i PD1 na cytotoksycznych limfocytach T u
pacjentek z nawracajgcymi poronieniami W poréwnaniu z grupa kobiet w cigzy. Nasze wyniki na
komorkach pozyskanych od kobiet sg podobne do tych wykonanych przez Xu na modelu myszy.
Xu i wsp. wykazali na modelu mysim, ze limfocyty T CD8 + wykazujace ekspresje Tim-3 lub PD1
byty zmniejszone w doczesnowych limfocytach pozyskanych od samic myszy, u ktorych
dochodzito do poronien w poréwnaniu z ci¢zarnymi myszami. Pomimo zmniejszonej ilosci
komorek T cytotoksycznych, limfocyty T Tim-3" PD1* CD8" wytwarzaty mniejsze ilo$ci cytokin
przeciwzapalnych IL-4 i IL-10, a takze wigksze ilosci prozapalnej cytokiny IFN-y, w stosunku do
ci¢zarnych myszy [245]. Ponadto normalne ci¢zarne samice CBA /J stymulowane przeciwciatami
blokujacymi Tim-3 i / lub PD1 byly bardziej podatne na obumarcie ptodu. Xu i wsp. doszli do
whniosku, ze szlaki Tim-3 i PD1 moga odgrywac kluczowa role w regulacji funkcji limfocytow T
cytotoksycznych i utrzymaniu prawidtowej cigzy [245]. Li i wsp. w swoich eksperymentach na
mysich modelach poronienia nawykowego i zdrowej cigzy ustalili, ze poziom ekspresji Tim-3 byt
wyzszy w kojarzeniach sktonnych do aborcji, niz w grupie kontrolnej [246]. Obecnie coraz wigcej
badan wskazuje na zwigzek TIM-3 z prawidlowym przebiegiem cigzy i jego znaczeniem podczas

poronien.
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5.1.3 Ekspresja LAG-3

Nasze badania wykazaty, ze w poréwnaniu do grupy kobiet niebedacych w ciazy ekspresja
LAG-3 byla obnizona zarbwno w grupie kobiet bedacych w cigzy oraz kobiet z poronieniami
nawykowymi. Te zaleznoSci zaobserwowaliSmy na limfocytach T pomocniczych,
cytotoksycznych oraz regulatorowych, dodatkowo na komoérkach NK oraz NKT. Co wigcej,
zaobserwowali$my, Ze u kobiet z poronieniami nawykowymi obnizenie ekspresji LAG-3 byto
jeszcze wigksze niz u kobiet bedacych w cigzy. Dotyczyto to limfocytow T cytotoksycznych,
regulatorowych oraz pomocniczych. Analizujac literature zwigzang z tematykg cigZy oraz poronien
nawykowych nie znalaztem zadnych artykutow dotyczacych ekspresji LAG-3 na limfocytach lub
komorkach NK oraz NKT. Dlatego tez przeprowadzone przez nas badania wydajg si¢ by¢
pierwszymi dotyczacymi tego zagadnienia, a dostarczone wyniki wskazuja, ze LAG-3 moze

stanowi¢ wazny element regulacji odpowiedzi immunologicznej podczas cigzy.

Dostepne dane dotyczace cigzy lub jej utraty i ekspresji LAG-3 na komoérkach
odpornosciowych zwigzane sg z jego ekspresja na monocytach. Zheng i wsp. zbadali ekspresje
LAG-3 na monocytach. Zaobserwowali, ze w grupie pacjentek Z RSA nie bylo znaczacej roznicy
w liczbie monocytow w porownaniu z grupg kobiet nieb¢dacych w cigzy. Natomiast, liczba
komoérek CDI147CD49b*", CD14"LAG-3" i CD14"CD49b*LAG-3* w grupie pacjentek z
poronieniami nawykowymi byta nizsza wzgledem grupy kontrolnej. U pacjentow z RSA, poziomy
ekspresji CD49b i LAG-3 na monocytach CD14" oraz stezenie TGF-B w 0soczu byty obnizone w
poréwnaniu do kobiet niebedgcych w cigzy [247]. Konieczne jest wyjasnienie, w jaki sposob
zmniejszona ekspresja LAG-3 przyczynia si¢ do prawidlowego rozwoju cigzy oraz jaka role w

poronieniach odgrywa jej nadmierne obnizenie.
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5.14 Ekspresja TIGIT

Istnieje tylko kilka publikacji zwigzanych z ekspresja TIGIT na limfocytach obwodowych
u kobiet w cigzy lub kobiet z RSA. Wang i wsp. udowodnili, ze wraz z rozwojem ciazy poziom
ekspresji TIGIT na komorkach NK stopniowo wzrasta. Co ciekawe, ekspresja czasteczek TIGIT i
PD1 na limfocytach T wykazywata tendencj¢ spadkowa w czasie cigzy. Trendy ekspresji TIGIT w
czasie cigzy roznig si¢ miedzy komorkami NK i1 limfocytami T, ujawniajac, ze TIGIT moze
uczestniczy¢ w utrzymaniu tolerancji matki i ptodu w r6zny sposob miedzy tymi typami komorek
[235]. W miare postepu cigzy poziom ekspresji TIGIT na komoérkach NK stopniowo wzrastat. W
naszych badaniach nie zaobserwowali$my r6znic miedzy grupami dotyczacych ekspresji TIGIT na
komorkach NK. Co wiecej, Wang i inni wykazali, ze poziomy wszystkich funkcjonalnych
czasteczek stopniowo spadaty. Przeprowadzone przez Wanga wczesniejsze badania wykazaty, ze
komorki NK TIGIT* wplywaja na obnizenie wydzielania granzymu B, czy IFN-y oraz na ekspresje
CD107a, w porownaniu z komoérkami NK TIGIT™ [235]. Przeprowadzone przez nich badania
wskazuja, ze ekspresja TIGIT przez komoérki NK moze ostabiaé cytotoksycznos¢ komorek NK i
odgrywaé¢ wazng role w utrzymaniu tolerancji matki i ptodu przez caly okres cigzy [235]. Na
limfocytach T ekspresja TIGIT oraz PD1 osiggata szczyt w pierwszym trymestrze cigzy wskazujac,
ze aktywacja limfocytow T byta hamowana przez oba sygnaly na poczatku cigzy [235]. W naszych
badaniach zaobserwowali$my zmniejszong ekspresj¢ czasteczki TIGIT w populacji limfocytéw T
regulatorowych u kobiet w cigzy w poréwnaniu z kobietami nieb¢dagcymi w cigzy. W poréwnaniu
z kobietami niebedgcymi w cigzy u pacjentek z poronieniami nawykowymi obserwowali$smy
zmniejszong ekspresj¢ TIGIT na komoérkach T regulatorowych i komorkach NKT. Liang i wsp.
zbadali ekspresje immunologicznych punktéw kontrolnych, takich jak: TIGIT, PD1, ICOS i BTLA
na komorkach T cytotoksycznych. Stwierdzili jedynie roznice w ekspresji BTLA na obwodowych
limfocytach T cytotoksycznych migdzy kobietami w cigzy i kobietami z nawracajgcymi poronienia
samoistnymi [248]. Przeprowadzone przez nich badania wskazujg, ze limfocyty T CD8" nie sa
glownym czynnikiem prowadzacym do patogenezy nawracajacych poronien [248]. Obserwacje
Liang dotyczace limfocytow T CD8" i ich ekspresji TIGIT sg zgodne z naszymi badaniami.
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5.1.5 Ekspresja VISTA

VISTA jest niedawno odkrytym immunologicznym punktem kontrolnym, a jego rola i
funkcja wciaz pozostajg nie w petni poznane. Nie znalaztem badan zwigzanych z ekspresjg VISTA
na limfocytach zarowno u kobiet w ciazy, jak i kobiet z nawracajacymi poronieniami. Nasze wyniKki
pokazuja, ze ekspresja VISTA jest obnizona na limfocytach cytotoksycznych oraz pomocniczych
u pacjentek z poronieniami nawykowymi w poroéwnaniu z kobietami w cigzy. Ponadto stwierdzam,
ze ekspresja VISTA na komoérkach NK u kobiet w cigzy jest zmniejszona w poréwnaniu z
kobietami nieb¢dagcymi w cigzy. Niektore badania potwierdzajg przypuszczenie, ze VISTA jest
immunologicznym receptorem punktu kontrolnego oznaczanym na naciekajgcych guz limfocytach
T (TIL) i komoérkach szpikowych, co prowadzi do zahamowania aktywacji, proliferacji i produkcji
cytokin oraz stuzy jako immunologiczny punkt kontrolny [77, 78] . Jednak inne badania wykazaty,
ze VISTA ulega nadekspresji w tkankach guza i dziata jako czgsteczka kostymulujaca [78]. VISTA
moze dziata¢ zaréwno jako ligand, jak i receptor do przewodzenia sygnalow kohamujacych w celu
sttumienia aktywacji, proliferacji i produkcji cytokin przez limfocyty T [249] . Inne badania
wykazaty, ze VISTA oddzialuje z kompleksem V-set i domeng Ig 3 (VSIG3). Wysoka ekspresja
VISTA w tkance tozyska powoduje silng indukcje tolerancji immunologicznej wobec ptodu
dodatkowe VISTA bierze udzial w regulacji roznicowania komorek Th2. Stuzy jako silny supresor
aktywacji limfocytow T i zwigksza ekspresje Foxp3, aby zapobiec rozwojowi GVHD w modelu
myszy [250, 251]. Opracowanie nowych terapii zwigzanych z VISTA moze poprawié¢ skuteczno$é

immunoterapii.

Poniewaz normalna cigza sprzyja wzglednie immunosupresyjnemu Srodowisku
tolerujagcemu antygeny ptodu, VISTA w komorkach odpornosciowych moze regulowaé reakcje
uktadu odporno$¢ matki na antygeny ptodu. Nasze odkrycia, ze ekspresja VISTA na limfocytach
pacjentek z poronieniami nawykowymi jest zmniejszona w porownaniu z pacjentkami w cigzy,
moze potwierdzac teori¢, ze VISTA moze odgrywac role w relacji immunologicznej miedzy matka
a plodem. Zmniejszona ekspresja VISTA na limfocytach CD4 i CD8 moze by¢ przyczyna, dla
ktorej komorki nie sg wystarczajaco tolerancyjne i immunosupresyjne wzgledem ptodu. Terapia
immunologicznymi punktami kontrolnymi guzéw ujawnita potencjalny zwiazek migdzy VISTA i
PD-L1 [168]. Obecnie badania zwigzane z VISTA koncentruja si¢ bardziej na potencjalnej roli

VISTA w odporno$ci przeciwnowotworowej. Badania przeprowadzone na modelach myszy
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pokazuja, ze utrata VISTA wzmacnia odpowiedZ guza i przyspiesza autoimmunizacje [73]. Myszy
VISTA -/ - rozwijaja klebuszkowe zapalenie nerek i objawy podobne do tocznia, nasilajg zapalenie
alergiczne i astmg, co wigcej myszy te byly bardziej podatne na konkanawaling A (ConA) [252-
254]. Chen i wsp. wykazali, ze VISTA moze mie¢ kluczowe znaczenie w zapobieganiu indukcji
GVHD [75]. Cadena i wsp. oraz Flies i wsp. udowodnili, ze limfocyty T VISTA - / - CD4"
wykazuja zwickszong odpowiedz efektorowa, a ekspresja VISTA moze hamowaé réznicowanie
komorek T [73, 254, 255]. Nadal potrzebne sg dalsze badania zwigzane z VISTA, aby lepiej
zrozumie¢ jego role w uktadzie immunologicznym 1 ustali¢, jaka funkcje pelni w czasie cigzy i

moze przyczynia¢ si¢ do utraty ptodu.
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5.2 Poré6wnanie pomiedzy badanymi grupami otrzymanych wynikow stezen
rozpuszczalnych czastek kontrolujacych uklad odpornosciowy oraz ich ligandow w
surowicy pobranej od pacjentek.

5.2.1 Rozpuszczalne sCTLA-4,sCD28, sCD80 and sCD86

W ostatnich latach, oprocz receptoréw i ligandow immunologicznych punktéw kontrolnych na
btonie komodrkowej komorek uktadu odpornosciowego, analizie poddano réwniez szereg
rozpuszczalnych form czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy wystepujacych w
surowicy. Rozpuszczalne czasteczki kontrolujace uktad odporno$ciowy odgrywaja istotng rolg w
regulacji odpowiedzi immunologicznej. Ich potencjal jest zauwazany w prognozowaniu
wystapienia nowotworu oraz $ledzenia skutecznosci terapii, s3 uwazane za potencjalne biomarkery
oraz cele terapeutyczne [256]. Podwyzszone st¢zenie sSCTLA-4 opisali Erfani i wsp. u chorych na
raka piersi w porownaniu do 0s6b zdrowych [85]. Omura stwierdzit, ze sSCTLA4 i sPD-L1 moga
mie¢ wplyw prognostyczny u pacjentéow z rakiem jelita grubego [257]. Misra w swoich badaniach
taczy zmniejszone wydzielanie sCTLA-4 ze zwigkszonym ryzykiem idiopatycznych
nawracajgcych poronien [258]. Badania wykonane przez Wang i wsp. wykazaly, podwyzszone
stezenie SCD28 i obnizone sCTLA-4 w osoczu u pacjentdw z zapaleniem nerwu wzrokowego 1
stwardnieniem rozsianym [259]. Inne badania pokazujg, ze SLAG-3 i sCD28 okazaty si¢ ujemnie
skorelowane z aktywnoscig cytolityczng limfocytow T w raku nerki [260]. Cao i wsp. ustalili, ze
sCD28 jest podwyzszone u pacjentow z przewlektym zakazeniem HBV w poréwnaniu z osobami
zdrowymi, ponadto stezenie sSCTLA-4 bylo wyzsze u pacjentow z przewleklym zakazeniem HBV
wzgledem 0s6b zdrowych [261]. Ip i wsp. stwierdzili, Zze stezenia sCTLA-4, sCD28, sCD86 i
sCD80 w o0soczu moga odzwierciedla¢ ciezko$¢ ostrej astmy. Czasteczki te jako markery moga
by¢ przydatne do oceny zaostrzenia astmy u dzieci, ale konieczne sg dalsze badania w tym zakresie
[262].

W naszych badaniach stwierdzamy zmniejszenie stezenia sCD80 i sCD86 w grupie kobiet
w cigzy w porownaniu z pacjentkami z RSA. W zakresie cigzy i powiklan cigzy nasze badania jako
pierwsze ujawniajg réoznice w stezeniu sCD80 i sCD86. W pracach naukowych mozna znalez¢
zastosowanie sCD80 i/lub sCD80 jako markerow w reumatoidalnym zapaleniu stawow lub

nowotworach hematologicznych [105, 263]. Wiedza zwigzana z SCTLA-4, st¢zeniem sCD28 oraz
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cigza lub utrata cigzy jest slabo dostgpna. W naszych badaniach nie stwierdziliSmy roznic

pomigdzy grupami w stezeniu SCTLA-4 i SCD28 w surowicy 0s6b badanych.

5.2.2 Rozpuszczalne sTIM-3, sGal-9

Badania przeprowadzone przez Rena i Claytona dowiodly, ze sTIM-3 moze przyczyniaé si¢ do
zapewnienia homeostazy immunologicznej. Clayton w swoich badaniach wykazat, ze TIM-3 moze
zosta¢ odcigty z limfocytow CD8™ i monocytow pacjentdw z HIV, a stezenie STIM-3 wzrasta wraz
z rozwojem choroby [125]. Ren oraz wsp. w swoich badaniach wykazali, ze stezenie STIM-3 w
osoczu pacjentoOw z sepsa i ciezka sepsa bylo obnizone, ale podwyzszone u pacjentow we wstrzasie
septycznym. Ren spekuluje, ze sTIM-3 jest zaangazowany w patofizjologiczny proces sepsy i
odgrywa role hamujaca w inny sposéb niz TIM-3, ktory ulega ekspresji na btonie komorkowe;.
Aby potwierdzi¢ t¢ hamujaca role, przeanalizowano korelacje sTim-3 z IL-6, IL-10, IL-12 i TNF-
a. IL-12, TNF-a i IL-6, ktore odgrywaja istotna role w zwalczaniu infekcji, a IL-10 jest jedng z
wazniejszych cytokin przeciwzapalnych w sepsie. Badania wykazaty ujemna korelacje sTIM-3 z
IL-12 i TNF-0. Wyniki te sg zgodne z wynikami poprzedniego badania, w ktorym doniesiono, ze
zmniejszone wydzielanie sTim-3 przez monocyty indukowane LPS znaczaco zwigkszajg
wydzielanie IL-12 i TNF-a in vitro [264].

Powyzsze badania sugeruja, ze sTIM-3 moze odgrywaé wazng role podczas ciagzy, gdzie
odpowiednie st¢zenia cytokin warunkuja prawidlowy rozwoj ptodu. U kobiet, u ktorych cigza
rozwijata si¢ prawidlowo Meggyes | wsp. odkryli, ze rozpuszczalna Gal-9 wzrastala w kazdym
trymestrze, podczas gdy ekspresja TIM-3 na matczynych limfocytach T cytotoksycznych i
komoérkach NK nie zmieniata si¢ [129]. W naszych badaniach, podobnie jak Meggyes,
wykazalismy, ze stezenie Gal-9 w surowicy kobiet w cigzy jest zwigkszone w poréwnaniu do
kobiet niebedacych w cigzy. Enninga i wsp. w swoich badaniach dodali dodatkowe punkty
czasowe, aby wykaza¢, ze poziom Gal-9 we krwi matki pozostaje podwyzszony przez caly okres
cigzy. Meyggyes i Enninga ujawniajg, ze zarOwno stezenie rozpuszczalnej Gal-9, jak i sPD-L1
wzrasta w czasie cigzy [124]. W pobranych probkach surowicy nie stwierdzili$my wzrostu stezenia
SPD-L1 podczas cigzy. Wiadome jest, ze tozysko silnie eksprymuje Gal-9 i PD-L1, a wzrost ten
moze by¢ zwigzany ze wzrostem tozyska w czasie cigzy. Lozysko nie jest jedynym zrodtem tych
biatek. Podczas procesu dojrzewania komoérki dendrytyczne uwalniajg coraz wigksze ilosci sPD-

L1, co moze inicjowa¢ apoptoze limfocytow T CD4" i CD8" jako mechanizm homeostazy
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immunologicznej [265]. Stwierdzono, ze limfocyty CD4" wydzielajg Gal-9 po aktywacji TCR, ale
mechanizm ten pozostaje nadal niejasny [266]. Dodatkowo Wu i wsp. u pacjentek z poronieniami
nawykowymi zaobserwowali, ze w porownaniu do kobiet u ktorych cigza rozwijata si¢ prawidtowo
w przebadanych surowicach stezenie rozpuszczalnego TIM-3 (STIM-3) byto podwyzszone, a sGal-
9 obnizone [130]. Sytuacja ta moze prowadzi¢ do zwigkszonego konkurencyjnego wigzania Gal-9
i prowadzi¢ do niezdolnosci wysytania sygnalow hamujacych kontrolujacych stan zapalny przez
komorki uktadu opornosci [130]. W naszych badaniach przeprowadzonych na podobnej grupie jak
u Wu, tylko w grupie kobiet bedacych w cigzy zaobserwowalismy wyzsze stezenie STIM-3 w
poréwnaniu zgrupa pacjentek z poronieniami nawykowymi. Nasze odkrycia zwigzane z sGal-9
pokrywaja si¢ z odkryciami uzyskanymi przez Wu. W naszych badaniach stwierdziliSmy, ze
stezenie sGal-9 byto obnizone w grupie kobiet z poronieniami nawykowymi w poréwnaniu z grupg

kobiet w cigzy.

Roznice w stezeniach rozpuszczalnych ligandow dla ICP byty brane pod uwage jako
potencjalna przyczyna samoistnych poronien lub nawracajacych poronien. Badania Li wykazaty,
ze ckspresja mRNA PD-L1 jest znacznie zmniejszona w tkankach doczesnej w przypadku
nawracajacych poronien w poréwnaniu z grupa kontrolg [237]. Podobnie Wu i wsp. stwierdzili, ze
ekspresja Gal-9 jest wyzsza w grupie kobiet cigzarnych oraz kobiet z RSA wzgledem kobiet
niebedacych w cigzy. Dodatkowo, kobiety ze spontanicznymi nawracajagcymi poronieniami, W
poréownaniu z kobietami w cigzy, mialy nizszy poziom Gal-9 we krwi obwodowej [130]. Wu w
swoim eksperymencie oznaczyt rowniez stezenie sTIM-3. W grupie badanej kobiet z poronieniami
zauwazyt, ze stezenie TIM-3 w porownaniu z kobietami niebedagcymi w cigzy bylo wyzsze
zarowno u kobiet ciezarnych, jak i kobiet z poronieniami nawykowymi. Co wiecej, stezenie STIM-
3 w surowicy z grupy kobiet z poronieniami nawykowymi byto wyzsze niz w grupie kobiet
cigzarnych [130]. Zwigkszone stezenie Gal-9 obserwowano u pacjentek z nawracajgcymi
spontanicznymi poronieniami, co wskazuje, ze sTIM-3 blokuje wigzanie TIM-3 z Gal-9 i hamuje
szlak sygnalowy TIM-3/Gal-9. Ostabia to dziatanie hamujace na komorki Thl wywotane
potaczeniem TIM-3/Gal-9, w konsekwencji komorki Thl byly w stanie normalnej proliferacji i
przezycia [130]. Przeprowadzone przez Wu badania pokazuja, ze ekspresja TIM-3 wzrasta w
prawidlowej cigzy, a po potaczeniu z ligandem Gal-9 uwalniany jest sygnal hamujacy, ktory
hamuje komorki Thl, powodujac, ze odpowiedz immunologiczna limfocytow Th1/Th2 matki

wzgledem plodu przesuwa si¢ W kierunku Th2, aby zapewni¢ prawidlowy rozwoj cigzy [10]. Wu
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i wsp. wykazali, ze sTIM-3 moze wigza¢ ligand kompetycyjnie z btonowym TIM-3, stad TIM-3
nie moze normalnie taczy¢ si¢ z Gal-9, w wyniku czego sygnaty hamujace do komorek Thl sg
blokowane i prowadzg w ostatecznym rozrachunku do aborcji [130]. Co wigcej, potaczenie sTIM-
3 z Gal-9 kompetycyjnie zmniejsza hamujacy wplyw szlaku sygnatowego TIM-3/Gal-9 na
komorki Thl, powodujac nadmierne wydzielanie IFN-y przez komorki typu Thl. W rezultacie
r6znicowanie komorek typu Th2 zostaje zaktocone, a sekrecja IL-4 zmniejsza si¢, powodujac
zaktocenie rownowagi komorek Th1/Th2, a tym samym zaburzajac implantacj¢ zarodka i rozwdj

zarodka oraz prowadzac do poronienia [130].

5.2.3 Rozpuszczalne SPD1, sPD-L1, sPD-L2

Oznaczanie rozpuszczalnych form PD1, PL-L1 i PD-L2 we krwi pacjentow jest coraz
czesciej wykorzystywane w diagnostyce 1 leczeniu oraz jako marker wystepowania lub/i progresji
choroby. Hadley i1 wsp. wykazali, ze poziomy sPD1 korelujg z aktywnym stanem chorobowym
autoimmunologicznego zapalenia watroby i nieswoistego zapalenia jelit u dzieci [267]. Zhou i wsp.
w swoich badaniach wykazali, ze poziom sPD1 w surowicy koreluje z ré6znymi parametrami
klinicznymi odzwierciedlajacymi stan zapalny i replikacj¢ wirusa u pacjentow z przewlektym
zapaleniem watroby wywotanym wirusem zapalenia watroby typu B. Ustalili, ze sPD1 moze stuzy¢
jako nowy wskaznik do oceny zwtoknienia watroby i moze dodatkowo pomoc w podjeciu decyzji
0 leczeniu przeciwwirusowym [268]. Chang przeprowadzit badania dotyczace raka
watrobowokomorkowego 1 stwierdzit, ze sPD1 i sPD-L1 moga by¢ markerami prognostycznymi
w tej chorobie [269]. Gu i wsp. stwierdzili, ze st¢zenia SPD1 byly istotnie, a PD-L1 stosunkowo
wyzsze u kobiet w stanie przedrzucawkowym niz u kobiet ciezarnych z prawidlowym ci$nieniem
[117]. He i wsp. swoich badaniach wykazali, ze sPD1 i sPD-L1 w osoczu byty wyzsze u chorych
na NSCLC niz u zdrowych 0sob z grupy kontrolnej, a stosunek sPD-L1 i SPD-L1/sPD1 w osoczu
niezaleznie i dodatnio korelowat z catkowitym przezyciem chorych na NSCLC [270]. Pawtowska
i wsp. odkryli, ze wyzszy poziom limfocytéw T CD4"PD1* w krazeniu i wyzszy poziom sPD1 w
osoczu korelujg z niska przezywalno$cig pacjentek z rakiem jajnika [271]. Li i wsp. sprawdzili, ze
stezenie sPD1 w surowicy bylo istotnie podwyzszone u chorych na potrdjnie ujemnego raka piersi
(TNBC) przed chemioterapig neoadjuwantowa (NAC), oraz ze wystepuje tendencja wzrostowa dla
sPD-L1[272]. Stezenia sPD1 i sPD-L1 w surowicy przed NAC u pacjentow z TNBC wzrastaty

wraz ze stopniem zaawansowania nowotworu. Pacjenci, ktorzy doswiadczyli catkowitej lub
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cze$ciowej remisji po NAC mieli znacznie obnizone poziomy sPD1 i sPD-L1 w surowicy w
poréwnaniu z pacjentami ze stabg odpowiedzig na NAC [272]. Li i wsp. doszli do wniosku, ze
poziomy sPD1 i sSPD-L1 w surowicy moga by¢ wykorzystane jako nieinwazyjne biomarkery do
oceny ztosliwosci TNBC przed NAC oraz do przewidywania odpowiedzi na NAC u pacjentow z
TNBC [272]. Du i wsp. w toczniu rumieniowatym uktadowym wykazali, ze st¢zenie sPD1 i sPD-
L1 w surowicy bylo znaczaco wyzsze u pacjentow z SLE niz w grupie kontrolnej [273]. Hirahara
I wsp. zademonstrowali zwigzek sPD1 i sPD-L2 z SLE 1 sugeruja ich przydatno$¢ jako
biomarkeréow aktywnosci choroby dla SLE [274]. Santoso i wsp. stwierdzili, ze podwyzszony
poziom sPD-L1 w surowicy i ptynie otrzewnowym moze by¢ cecha charakterystyczng regulacji
immunologicznej w endometriozie, co mozna wykorzysta¢ jako potencjalny nieinwazyjny
biomarker endometriozy [275]. W moich badaniach nie znalaztem Zadnych r6znic w stezeniach
sPD1, sPD-L1 i sPD-L2 mig¢dzy grupami. Sg jednak publikacje, ktore przedstawiajg inne dane i
whnioski niz nasze. Gu 1 Wsp. wnioskuja, ze w stanie przedrzucawkowym wystepuje nieprawidtowa
sygnalizacja sSPD1/sPD-L1. Zwigkszone matczyne poziomy sPD1 i SPD-L1 wigzaly si¢ z roznicg
ptci ptodu lub odmiennoscig tolerancji immunologicznej podczas cigzy u kobiet ze stanem
przedrzucawkowym [117]. Okuyama odkryt, Zze poziom sPD-L1 byt podwyzszony u kobiet w cigzy

w poréwnaniu z kobietami niebgdacymi w cigzy [123].
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5.2.4 Rozpuszczalne sSHVEM

Badania zwigzane z sHVEM lub mHVEM w cigzy lub chorobach zwigzanych z cigzg sa
ograniczone. Pewne informacje mozna uzyska¢ dodatkowo z badan biatka LIGHT w tych
obszarach. Wand i wsp. badali zwigzek immunologicznego punktu kontrolnego LIGHT z cigzg lub
zaburzeniami cigzy. W swoich badaniach na pacjentach ze stanem przedrzucawkowym mierza
wplyw przeciwciala anty-HVEM na niecigzarne myszy, ktorym wstrzyknigto LIGHT. Podobnie
jak w przypadku ci¢zarnych myszy, blokowanie HVEM przez neutralizacje przeciwciatem
znaczaco zmniejszyto nadcisnienie indukowane przez LIGHT u myszy niebedacych w cigzy [276].
Wykazali, ze podwyzszony poziom LIGHT, w polaczeniu ze zwigkszong aktywacja receptora
HVEM, sprzyja uszkodzeniu tozyska i wyzwala uwalnianie silnych czynnikéw wazoaktywnych
(sFlIt-1 i ET-1) zaréwno w cigzy ludzkiej, jak i mysiej, a takze sugeruja, ze sygnalizacja LIGHT
jest prawdopodobnie waznym mediatorem patogenezy zwigzanej ze stanem przedrzucawkowym
[276]. Gill i wsp. ujawniaja, ze HVEM zostat zidentyfikowany na syncytiotrofoblastach i
komorkach nabtonka owodni, ale nie na kosmkach mezenchymalnych i cytotrofoblastach [277].
Nasze badania sg pierwszymi, ktore bezposrednio mierza poziom sHVEM w surowicy w grupach
kobiet cigzarnych, nieci¢zarnych i kobiet z poronieniami nawykowymi. Wykazalismy, ze poziom
sHVEM jest obnizony w cigzy i grupie Kobiet z poronieniami w poréwnaniu z pacjentami

niebedacymi w cigzy.

SHVEM byty czgéciej wykrywane 1 badane w innych chorobach. Badania przeprowadzone
na pacjentach z rakiem zotadka pokazuja, ze rozpuszczalny HVEM moze przyczyni¢ si¢ do
rozwoju lub progresji choroby. Poziom sHVEM byl podwyzszony u pacjentéw z rakiem
watrobowokomorkowym. Takie paradoksalne zmiany btonowej i rozpuszczalnej formy HVEM sa
prawdopodobnie zwigzane z patogeneza chorob nowotworowych [152]. Co wigcej, poziomy
sHVEM byly podwyzszone w surowicy pacjentdw z astmg alergiczna, atopowym zapaleniem
skory i reumatoidalnym zapaleniem stawow [156]. Dalsze badania sg niezbedne w celu dalszego
zbadania wykorzystania mHVEM i sHVEM we krwi obwodowej jako markerow diagnostycznych

i do celow terapeutycznych.
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5.2.5 Rozpuszczalne sSLAG-3, sVISTA

Sierro i wsp. w swoich eksperymentach stosowali rekombinowang rozpuszczalng
dimeryczng form¢ LAG-3 (SLAG-3-1g, IMP321), ktora wykazywata wlasciwosci adiuwantowe i
wzmacniaty immunogennos$¢ szczepionek przeciwnowotworowych. Ostatnie badania kliniczne
przyniosty zachecajace wyniki zwlaszcza, gdy ludzka dimeryczna rozpuszczalna forma LAG-3
(hLAG-3-Ig) byta stosowana w potgczeniu z chemioterapig [278]. Cui i wsp. mierzyli poziomy
SLAG-3 w surowicy u pacjentow z chorobg Parkinsona. Odkryli, ze stezenie tego biatka byto
znacznie wyzsze u pacjentdw z chorobg Parkinsona niz u pacjentdw z drzeniem pierwotnym oraz
w grupie kontrolnej dobranej pod wzgledem wieku i pici. Doszli do wniosku, ze SLAG-3 moze by¢
kandydatem jako nowy biomarker choroby Parkinsona [279]. Pacjenci z zaawansowanym
niedrobnokomérkowym rakiem ptuca (NSCLC) mieli nizszg ckspresje sLAG-3. He. i wsp.
stwierdzili, ze moze to by¢ zwigzane ze stabg odpowiedzig immunologiczng raka i wnioskuja, ze
zwigkszenie poziomu sLAG-3 moze by¢ obiecujacym leczeniem u pacjentow z zaawansowanym
NSCLC [280]. Li i wsp. pokazuja, ze sSLAG-3 pozytywnie reguluje funkcjonowanie limfocytow T
CD8" zwickszajac wydzielanie IL-12 i IFN-y oraz dziata jako marker prognostyczny raka zotadka,
ktory moze by¢ potencjalnym celem w leczeniu tych chordb [281]. Wyniki Triebel i wsp. wskazuja,
ze SLAG-3 moze by¢ cennym markerem rokowniczym w niektoérych podgrupach rakéw piersi
[282]. W naszych badaniach stwierdzamy, ze pacjentki w ciazy maja nizsze stezenie SLAG-3 w
surowicy wzgledem kobiet niebgdacych w ciazy. Dodatkowo kobiety, ktore miaty poronienia, maja

podwyzszone stezenie SLAG-3 w porownaniu do kobiet w cigzy.

Rozpuszczalna forma VISTA (B7-H1) moze by¢é nowym uzytecznym markerem
diagnostycznym. Wu i wsp. ustalili, ze rozpuszczalna w surowicy VISTA moze by¢ nowym
potencjalnym biomarkerem diagnostycznym dla raka trzustki [283]. W naszych badaniach
ustaliliémy, ze kobiety z nawracajagcymi poronieniami, w poréwnaniu do kobiet w cigzy, maja

obnizony poziom sVISTA w surowicy.
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5.2.6 Rozpuszczalne sCD112, sCD155

Iguchi-Manaka i wsp. w swoich badaniach zmierzyli st¢zenie sSCD155 w surowicy w réznych
chorobach nowotworowych. Odkryli, ze w poréwnaniu do zdrowych 0s6b stezenie sCD155 bylo
podwyzszone w surowicy uzyskanej od pacjentow z rakiem pluca, przelyku, zotadka, jelita
grubego, drog zotciowych, trzustki, piersi, jajnika, trzonu macicy i szyjki macicy. Doszli do
wniosku, ze moze by¢ uzytecznym biomarkerem w diagnostyce choréb nowotworowych [145].
Iguchi-Manaka kontynuowat swoje badania i ustalit, Zze poziomy sCD155 w surowicy pacjentow z
rakiem piersi byly dodatnio skorelowane z wiekiem pacjentki, stadium choroby i wielko$cig guza
inwazyjnego. Ponadto st¢zenie sCD155 bylo wyzsze u pacjentow z nowotworami bez receptora
estrogenowego (ER) niz u pacjentow z guzami ER-dodatnimi i wyzsze u pacjentow z nowotworami

Ki-67-high niz u 0s6b z nowotworami Ki-67-low [284] .

Nasze badania zwigzane z cigza i poronieniami pokazuja, ze kobiety w cigzy maja wyzsze
stezenie sCD155 w poréwnaniu z kobietami nieb¢dagcymi w cigzy i kobietami z poronieniami
nawykowymi. Kobiety z poronieniami nawykowymi maja nizsze stezenie CD155 w poréwnaniu
do kobiet ciezarnych. Nie ma dostepnych danych na temat uzycia sCD112 jako markera w
przypadku chorob. W naszych badaniach ocenilismy drugi znany ligand dla TIGIT rozpuszczalng
forme Nektyny-2 (CD112). Stwierdzilismy, ze st¢zenie sNectin-2 jest obnizone u pacjentek z
poronieniami w poréwnaniu z kobietami w cigzy. W literaturze niec ma dostgpnych danych
dotyczacych wykorzystania tego rozpuszczalnego ligandu jako markera w jakimkolwiek
przypadku chorob. Ogolnie funkcja tych ligandoéw jest stabo poznana i zbadana.
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5.3 Omowienie danych dotyczacych wplywu hormonow plciowych na ekspresje czgsteczek
kontrolujacych uklad odpornosciowy.

5.3.1 Wplyw progesteronu na ekspresje czgsteczek kontrolujacych uklad odpornosciowy.

Progesteron jest jednym z podstawowych lekow, ktéry znajduje szerokie zastosowanie w
ginekologii. Stosowany jest u kobiet niebedacych w cigzy w suplementacji Il fazy cyklu
miesigczkowego, w okresie klimakterium oraz podczas leczenia rozrostow endometrium, jak i raka
endometrium [285, 286]. U kobiet z cyklami anowulacyjnymi zaleca si¢ stosowanie progesteronu
w formie dopochwowej (25 - 50 mg, dwa razy dziennie) lub doustnej (50 mg, trzy, cztery razy
dziennie) przez 10 - 12 dni. Progesteron i jego pochodne (octan medroksyprogesteronu) znajduja
od dawna zastosowanie w leczeniu rozrostoéw endometrium bez atypii, zwlaszcza u kobiet przed
menopauzg. Leczenie progesteronem powoduje regresje zmian hiperplastycznych u ponad 90%
chorych, zarowno miesigczkujgcych, jak i w okresie klimakterium [285, 287]. Progesteron jest
wykorzystywany ramach procedur zaptodnienia pozaustrojowego jako leczenie wspomagajgce.
Wykorzystywane sg rozne drogi podawania progesteronu: domi¢$niowa, dopochwowa, doustna,
doodbytnicza i przezskorna. Obecnic w wigkszosci osrodkow stosowane jest aplikacja
dopochwowa [286]. Metaanalizy pokazaly poréwnywalny odsetek cigz, zywych urodzen i
poronien bez wzgledu na zastosowang forme podawania progesteronu [288]. Jedynie przy terapii
kombinowanej podawania doustnego 1 dopochwowego progesteronu uzyskano wyzszy odsetek
cigz klinicznych i obserwowano nizszy odsetek poronien [285, 289]. Progesteron wytwarzany
przez ciatko zotte jest podstawowym hormonem niezbednym do zaistnienia i podtrzymania ciazy.
Odpowiada za przygotowanie endometrium do implantacji, jak réwniez modyfikacje odpowiedzi
immunologicznej matki zapobiegajacej odrzuceniu allogenicznego ptodu. Wplywa na
bezposrednie hamowanie ,,proporonnej” odpowiedzi komorkowej typu Thl poprzez indukcje
syntezy PIBF (progesterone -induced blocking factor) we krwi krazacej oraz na poziomie
trofoblastu, supresj¢ wydzielania cytokin ,antycigzowych”, a takze na drodze blokowania

aktywnosci i proliferacji cytotoksycznych limfocytow T oraz komoérek NK [285].

Dzigki wspolnemu dziataniu uktadu neuroendokrynnego i odporno$ciowego dochodzi do
wytworzenia optymalnego srodowiska immunologicznego dla rozwijajacego si¢ ptodu. W czasie

cigzy rownowaga cytokin w uktadzie peryferyjnym Krwi jest przesunig¢ta w kierunku odpowiedzi
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Th2 [172]. Niektore fazy cigzy, na przyktad na przyktad implantacji lub porodu towarzyszy stan
tagodnego zapalenia. Stosunek Th1/Th2 jest nizszy we krwi obwodowej zdrowych kobiet w cigzy
niz u os6b niebedacych w cigzy lub kobiet z cigzami patologicznymi [290]. Podawanie cytokin
Thl cigzarnym myszom powoduje utrate cigzy. Zarowno progesteron, jak i PIBF zmieniajg
rownowage cytokin na korzy$¢ odpowiedzi Th2 [172]. W macicy, progesteron indukuje
roznicowanie naiwnych limfocytow T po rozpoznaniu antygenu do limfocytow Th2 pamieci [291].
Limfocyty kobiet w cigzy reaguja na leczenie progesteronem zmniejszong produkcja cytokin Thl
i zwigkszong produkcja cytokin Th2 [292].

Limfocyty u kobiet z nawracajacymi poronieniami lub przedwczesnym porodem maja tendencje
do wytwarzania podwyzszonego poziomu Cytokiny Th2 w obecnosci PIBF [293]. Dane te
wskazuja, ze progesteron i PIBF zmieniaja rownowagi cytokin i przyczyniajg si¢ do zmniejszenia
odpowiedzi komérkowych podczas cigzy [172].

W drugiej potowie cigzy progesteron odpowiada za relaksacje powigkszajacej si¢ macicy i
hamowanie jej skurczow, miedzy innymi poprzez zmniejszanie wrazliwosci na dziatanie
oksytocyny oraz obnizenie produkcji prostaglandyn. Badania z ostatnich lat wskazujg rowniez na
bardzo wazng role progesteronu w utrzymywaniu prawidtowe;j struktury i funkcji szyjki macicy w
cigzy [294]. Podawanie antagonistow receptora progesteronowego powoduje przedwczesne
dojrzewanie i rozwieranie szyjki macicy.

Podejmowane sa proby wykorzystania progesteronu w leczeniu poronien. Do poronien
samoistnych dochodzi zarowno w wyniku nieprawidtowosci chromosomalnych zarodka, jak
rowniez przyczyn matczynych zwigzanych najczgsciej z zaburzeniami procesu implantacji. Do
nieprawidtowego zagniezdzenia przyczynia si¢ mi¢dzy innymi nieodpowiednie przygotowanie
endometrium spowodowane niedomogg lutealna, jak réwniez zaburzenia immunologiczne,
metaboliczne (hyperinsulinemia) oraz dotyczace uktadu krzepniecia (trombofilie) [285, 295].
Wydaje si¢, iz przyczyny matczyne maja szczegodlne znaczenie w wystepowaniu poronien
nawracajacych, gdzie rzadziej stwierdza si¢ nieprawidlowosci chromosomalne u ptodow.
Niewydolnos¢ ciatka zottego i niedomoga lutealna moze dotyczy¢ az 23- 50% kobiet z
poronieniami nawracajagcymi. Niestety, w chwili obecnej brak jednoznacznych dowodow
wskazujacych na skuteczno$¢ podawania gestagendw w profilaktyce poronien. Metaanaliza

przeprowadzonych badan wskazuje jedynie na mozliwg korzys¢ takiego postepowania u kobiet z
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trzema lub wigcej poronieniami [295]. Badania przeprowadzone przez Coomarasamy nie wykazaty
wpltywu podawania progesteronu na zmniejszenie liczby poronien u kobiet z nawracajacymi
poronieniami [296]. Natomiast, badania kliniczne z zastosowaniem progestagenéw, W tym
pochodnych progesteronu wykazaty, ze w przypadku kobiet z niewyjasnionymi nawracajacymi
poronieniami suplementacja terapia progestagenowa moze zmniejszy¢ czg¢sto$¢ poronien w
kolejnej cigzy [297]. Wang w swojej pracy wskazuje, ze zwiazki zawierajace progesteron sg
skuteczne w zmniejszaniu czestosci poronien. Meta-analiza danych wykazata, ze dydrogesteron
jest bardziej skuteczny w zmniejszaniu ryzyka poronien niz czysty progesteron [298]. Badania
kliniczne PROMISE oraz PRISM wykazaly, ze zastosowanie u kobiet z poronieniami
nawykowymi mikronizowanego progesteronu w dawce 400 mg dwa razy dziennie zwigkszyto
liczbe zywych urodzen wsérod kobiet z poronieniami nawykowymi [299]. Badania, ktore
przeprowadziliSmy wykazaly, ze stymulacja komorek jednojadrzastych wyizolowanych z krwi
obwodowej kobiet cigzarnych oraz kobiet z poronieniami nawykowymi progesteronem w st¢zeniu
20 ng/ml oraz 500 ng/ml w istotny sposob wpltywa na ekspresje¢ czasteczek kontrolujacych
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego (Tabele 12-19). Przeprowadzone badania moga
stanowi¢ wyjasnienie w jaki sposob podawanie progesteronu kobietom z poronieniami
nawykowymi wptywa na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego i dawaé wyjasnienie
wnioskom wyciagnietym w wyzej wymienionych badaniach klinicznych czy eksperymentow.
Przeprowadzone badania wptywu progesteronu na czgsteczki uktadu odporno$ciowego wydaja si¢
unikatowe, poniewaz w literaturze do tej pory nie odnalaztem zadnej pracy naukowej informujace;j
0 tej tematyce. Fakt, ze progesteron wplywa na ekspresj¢ czasteczek kontrolujacych uktad
odpornosciowy wyjasnia znane dziatania progesteronu na funkcjonowanie komorek uktadu
odpornosciowego, takie jak zmiana profilu wydzielanych cytokin na przeciwzapalny czy
zmniejszenie cytotoksycznosci komorek uktadu odpornosciowego [168]. Wzrost ekspresji
czasteczek PD1 wptywa na hamowanie proliferacji limfocytow T i produkcje cytokin. Zwigkszenie
ekspresji TIM-3 na limfocytach T pomocniczych przyczynia si¢ do wigkszej podatnosci komorek
Th1 na apoptoze, co wptynie na zmniejszenie wydzielania cytokin Thl, a to moze przyczynic¢ si¢
do wytworzenia $rodowiska sprzyjajgcemu rozwojowi cigzy [8, 244]. Wykazalismy rowniez, ze
komorki kobiet z poronieniami nawykowymi sg bardziej podatne na stymulacj¢ progesteronem niz
komorki kobiet bedacych w ciazy. Wykazany wplyw progesteronu na ekspresje LAG-3, TIGIT czy

Vista nadal pozostaje kwestig, ktora nalezy doktadnie zbada¢ oraz wyjasni¢ w jaki sposdb zmiany
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w ekspresji tych czagsteczek mogg przyczynia¢ si¢ do wptywu na funkcjonowanie komorek uktadu

odpornosci u kobiet cigzarnych oraz kobiet z poronieniami nawykowymi.

Tabela 12: Wptyw progesteronu o stezeniu 20 ng/ml na ekspresje czasteczek kontrolujacych uktad
odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet ci¢zarnych, hodowla nie stymulowana
OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - T - i i
Limfocyty T
pomocnicze ) T ) ] i
Limfocyty T

regulatorowe

Komorki NK T _ T l

Komaérki
NKT
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Tabela 13: Wpltyw progesteronu o stezeniu 500 ng/ml na ekspresje czasteczek kontrolujacych
uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet ciezarnych, hodowla nie stymulowana

OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona ekspresja.

PD1

TIM-3

LAG-3

TIGIT

VISTA

Limfocyty T

cytotoksyczne

Limfocyty T

pomocnicze

Limfocyty T

regulatorowe

Komorki NK

Komaorki
NKT

Tabela 14: Wplyw progesteronu o stezeniu 20 ng/ml na ekspresje¢ czasteczek kontrolujacych uktad
odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zalozona z komodrek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet ci¢zarnych, hodowla stymulowana OKT-3,
n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona ekspresja.

PD1

TIM-3

LAG-3

TIGIT

VISTA

Limfocyty T
cytotoksyczne

T

T

Limfocyty T

pomocnicze

Komorki NK

Komaérki
NKT
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Tabela 15: Wptyw progesteronu o st¢zeniu 500 ng/ml na ekspresje czasteczek kontrolujagcych uktad
odporno$ciowy na komoérkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zalozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet cigzarnych, hodowla stymulowana OKT-3,
n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA

Limfocyty T

cytotoksyczne

Limfocyty T
pomocnicze
Komorki NK

Komaérki
NKT

Tabela 16: Wptyw progesteronu o stezeniu 20 ng/ml na ekspresje czasteczek kontrolujgcych uktad
odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zalozona z komodrek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi, hodowla nie
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwi¢kszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - i - i T
Limfocyty T
pomocnicze ) i T J' i
Limfocyty T

regulatorowe

Komoérki NK T T _ T

Komarki
NKT
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Tabela 17: Wplyw progesteronu o stezeniu 500 ng/ml na ekspresje czgsteczek kontrolujgcych
uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi, hodowla nie
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - T - ‘L i
Limfocyty T
pomocnicze ) T T J’ i
Limfocyty T

regulatorowe
Komoérki NK T

Komarki
NKT

Tabela 18: Wptyw progesteronu o stezeniu 20 ng/ml na ekspresje czasteczek kontrolujgcych uktad
odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zalozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi, hodowla
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - T T T T
Limfocyty T
pomocnicze ) T T ) i
Komorki NK - _ - T -
Komoerki
NKT ) i ) T i
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Tabela 19: Wplyw progesteronu o stgzeniu 500 ng/ml na ekspresje czasteczek kontrolujacych uktad
odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zalozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi, hodowla
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwickszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA

Limfocyty T
cytotoksyczne
Limfocyty T

pomocnicze

Komorki NK T

Komeérki
NKT
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5.3.2 Wplyw B-estradiolu na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad odpornosciowy.

Estrogeny a w szczeg6lno$ci estradiol znalazly zastosowanie w regulowaniu funkcji
organizmu kobiet w okresie post-menopauzalnym oraz pre-menopauzalnym, jako hormonalna
terapia zastgpcza. Dodatkowo estradiol uzywany jest w leczeniu takich zaburzen jak: schorzenia
uroginekologiczne, zanikowe zapalenie cewki moczowej, zanikowe zapalenie pochwy,
Hipoestrogenizm, usuni¢cie jajnikow, osteoporoza, pierwotna niewydolnos$¢ jajnikow, czy u
mezczyzn rak prostaty [300-303]. Walker w swojej publikacji przekonuje, ze uzycie estrogenow
mogloby stanowi¢ opcj¢ terapeutyczng dla tocznia czy reumatoidalnego zapalenia stawow [304].
Tonguc wraz z zespotem w swoich badaniach wykazali, ze u pacjentek u ktérych wykonano
zaptodnienie metodg in vitro zauwazyli, Zze wspieranie fazy lutealnej poprzez dodanie 2, 4 lub 6
mg estradiolu do progesteronu nie powodowato statystycznej roznicy pod wzgledem czestosci cigz.
Jednak znacznie nizszy wskaznik poronien stwierdzono, gdy 4 mg E2 zastosowano jako wsparcie
fazy lutealnej. Dlatego tez w celu zmniejszenia czestoSCi poronien podczas zaptodnienia metoda
in vitro, aby wspomoc faze lutealng, mozna rozwazy¢ podawanie doustnie 4 mg estradiolu oprocz
progesteronu [305]. Najnowsze badania wskazuja, ze kobiety ktore przyjmowaly estradiol sg mniej
narazone na $mier¢ spowodowang zakazeniem wirusem SARS-CoV-2 czy wystepowanie ci¢zkich
objawow choroby [306]. Praca wydana przez Elguero wskazuje, ze leczenie wczesnej fazy
lutealnej skojarzonym estrogenem i progesteronem przyniosto wyzsze wskazniki progresji cigzy
po 10 tygodniach zycia zarodka i wigcej zywych urodzen w pordwnaniu z samym progesteronem
w fazie lutealnej lub bez leczenia u kobiet z nawracajgcymi poronieniami [307]. Obecnie w Egipcie
prowadzone sg badania kliniczne dotyczace zastosowania estradiolu i misoprostolu w

zapobieganiu poronien wystepujacych w drugim trymestrze cigzy [308].

Estradiol oddziatuje zar6wno na odpowiedz wrodzona, jak i nabyta, co ciekawe, kierunek dziatania
estrogendéw silnie zalezy od ich stezenia. I tak w przypadku niskich stezen estrogendw (np. u
mezczyzn lub u kobiet w trakcie menstruacji czy w czasie menopauzy) dochodzi do stymulacji i
produkcji cytokin prozapalnych, prowadzacych do wzmocnienia odpowiedzi komérkowej [309,
310]. U kobiet podczas menopauzy znacznie spada liczba limfocytow Th2 i B, a zwigksza si¢ liczba
limfocytow Tc. Zastosowanie hormonalnej terapii zastepczej powoduje odwrdcenie tego zjawiska.
Z kolei wysoki poziom estrogenow, np. taki, jaki jest obserwowany u kobiet w czasie owulacji i w

cigzy, powoduje zwiekszong produkcje przeciwciat i wzmocnienie, zaleznej od limfocytow Th2,
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odpowiedzi humoralnej oraz zwigkszone uwalnianie limfocytow Treg [193, 309]. Estrogeny
dziataja rowniez hamujaco na komoérki NK, a takze powoduja zmniejszenie naptywu neutrofili i
monocytéw, hamujac ich chemotaksje i migracje do ogniska zapalnego, ochraniajac organizm
przed dtugotrwatym stanem zapalnym [309]. Badania przeprowadzone przez Lelu wskazujg na
przeciwzapalne dzialanie estrogenéw (zmniejszenie wydzielania cytokin Thl oraz Thl7) na
funkcjonowanie uktadu odpornosci w przeciwienstwie do badan prowadzonych przez Maret i jego
zespot (réznicowanie limfocytow w kierunku Thl oraz zwigkszone wydzielanie IFN-y) [199, 200].
W danych literaturowych nie znalaztem informacji o wplywie estradiolu na ekspresj¢ czasteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy. Uzyskane przez nas dane wskazuja, ze stymulacja -
estradiolem o stezeniu 250 oraz 750 pg/ml wyizolowanych komoérek uktadu odpornosciowego
(limfocytow T, komorek NK oraz NKT) w istotny sposob wptywa na ekspresje czgsteczek, takich
jak PD1, TIM-3, TIGIT, VISTA, LAG-3 na komoérkach uktadu odporno$ciowego. Zwigkszona
ekspresja czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy moze przyczynia¢ si¢ do hamowania
funkcji limfocytow T pomocniczych oraz cytotoksycznych, jak i zmieniaé¢ profil wydzielanych
cytokin na przeciwzapalny (Th2), co moze sprzyjaé rozwojowi cigzy oraz wspomagaé implantacje
zarodka. (Tabele 20-27) Stymulacja komorek pobranych od kobiet w cigzy wskazuje na supresyjne
dziatanie estradiolu w obydwu dawkach zwigzane ze zwickszeniem ekspresji czasteczek
kontrolujgcych uktad odpornosciowy (Tabela 20 i 21). Natomiast w hodowlach stymulowanych
OKT-3 oraz w hodowli stymulowanej estradiolem o st¢zeniu 250 pg/ml (Tabela 22) zauwazylisSmy
zwigkszenie ekspresji czasteczek, a w hodowli stymulowanej estradiolem o stezeniu 750 pg/mi
(Tabela 23) zmniejszenie ekspresji czasteczek tj. TIM-3, LAG-3 czy VISTA, co moze wskazywac
na prozapalne dziatanie hormonu w tej hodowli. Nasze badania wykazaly, ze u kobiet z
poronieniami nawykowymi stymulacja komoérek w hodowlach stymulowanych OKT-3 oraz
estradiolem w stezeniu 250 oraz 750 pg/ml (Tabela 26 i 27) powodowata wzrosty ekspresji PD1,
TIM-3 TIGIT, VISTA, LAG-3, co wskazuj¢ na supresyjny charakter wptywu tego hormonu na
komorki uktadu odpornosciowego oraz przestawienie jego funkcjonowania w kierunku Th2. Co
ciekawe, w hodowlach niestymulowanych u kobiet z poronieniami nawykowymi otrzymaliSmy
podobne rezultaty jak w hodowlach stymulowanych OKT-3 z wyjatkiem ekspresji TIGIT (Tabela
241 25). ZauwazyliSmy rowniez, ze komorki wyizolowanie od kobiet z poronieniami nawykowymi
wykazaly mocniejszg odpowiedzZ na stymulacje hormonem wzgledem kobiet cigzarnych. Moze to

wskazywac¢ na wigkszg ilos¢ dostepnych receptoréw dla estradiolu, co moze by¢ spowodowane
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niedostateczng dostarczong iloScig hormonu w trakcie trwania cigzy U kobiet z poronieniami

nawykowymi.

Tabela 20: Wptyw 17p-estradiolu o0 stezeniu 250 pg/ml na ekspresje czasteczek kontrolujacych
uktad odpornosciowy na komorkach ukladu odpornosciowego, Hodowla zatozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet cigzarnych, hodowla nie stymulowana
OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - i - i i
Limfocyty T
pomocnicze ) i ) ‘L i
Limfocyty T

regulatorowe
Komorki NK T

Komarki
NKT
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Tabela 21: Wptyw 17B-estradiolu o stezeniu 750 pg/ml na ekspresje czasteczek kontrolujgcych
uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet ciezarnych, hodowla nie stymulowana

OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona ekspresja.

regulatorowe

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne T - i i
Limfocyty T
pomocnicze T ) ) i
Limfocyty T

Komorki NK T _ _ i
Komérki
NKT T T i i

Tabela 22: Wplyw 17B-estradiolu o stezeniu 250 pg/ml na ekspresj¢ czasteczek kontrolujgcych
uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet cigzarnych, hodowla stymulowana OKT-3,
n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne T - - -
Limfocyty T
pomocnicze T ) ] i
Komorki NK T _ _ _
Komérki
NKT T ) T i
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Tabela 23: Wplyw 17B-estradiolu o stezeniu 750 pg/ml na ekspresj¢ czgsteczek kontrolujgcych
uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odporno$ciowego. Hodowla zatozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet cigzarnych, hodowla stymulowana OKT-3,
n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA

Limfocyty T
cytotoksyczne

Limfocyty T
pomocnicze
Komoérki NK

Komaérki
NKT

Tabela 24: Wptyw 17p-estradiolu o stgzeniu 250 pg/ml na ekspresje¢ czasteczek kontrolujacych
uktad odpornosciowy na komorkach ukladu odpornosciowego. Hodowla zatozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi, hodowla nie
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwickszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne : i - i T
Limfocyty T
pomocnicze ] i ) ‘L i
Limfocyty T

regulatorowe
Komorki NK T

Komaorki
NKT
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Tabela 25: Wpltyw 17B-estradiolu o stezeniu 750 pg/ml na ekspresje czasteczek kontrolujgcych
uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona z komoérek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi, hodowla nie
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - T - l T
Limfocyty T
pomocnicze ] T ) l i
Limfocyty T

regulatorowe

Komorki NK T _ _ T

Komarki
NKT

Tabela 26: Wplyw 17B-estradiolu o stezeniu 250 pg/ml na ekspresje¢ czasteczek kontrolujagcych
uktad odpornosciowy na komodrkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zalozona z komorek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi, hodowla
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwickszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne T T T
Limfocyty T
pomocnicze T T T T
Komorki NK _ T T T
Komorki
NKT ) T T ] i
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Tabela 27: Wplyw 17B-estradiolu o stezeniu 750 pg/ml na ekspresj¢ czgsteczek kontrolujgcych
uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona z komoérek
wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi, hodowla
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA

- - T - -

Limfocyty T

cytotoksyczne

Limfocyty T

pomocnicze

Komorki NK T - - T

Komaérki
NKT
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5.3.3 Wplyw dihydrotestosteronu na ekspresje czasteczek kontrolujacych uklad
odpornosciowy.

Terapia testosteronem glownie kojarzona jest z leczeniem zaburzen dysfunkcji seksualnych
zwigzanych z hypogonadyzmem u me¢zczyzn, zaburzeniami erekcji [311]. Wykazano rowniez
korzystny wptyw leczenia testosteronem u pacjentdw zakazonych wirusem HIV, z cukrzyca typu
2 jak i podczas leczenia pacjentow z przebytym rakiem prostaty [311-314]. Niedobor testosteronu
to zespot kliniczny sktadajacy sie z r6znych charakterystycznych objawow i oznak w polaczeniu z
niskimi st¢zeniami testosteronu w surowicy. Objawy obejmujg niskie libido, zaburzenia erekcji,
zmniejszone poranne erekcje, obnizony nastroj i zmeczenie [315]. Objawy obejmujg anemig,
zmniejszong mas¢ migsniowa, zwigkszong mase¢ tluszczowa 1 zmniejszong gesto$¢ mineralng
kosci. Chociaz szacunki czesto$ci wystgpowania rdznig si¢, jednostka kliniczna TD jest
powszechna u dorostych me¢zezyzn i zwigksza si¢ wraz z wiekiem [313, 315]. Lepsze zrozumienie
negatywnych skutkéw niedoboru testosteronu na zdrowie i jako$¢ zycia zwigzang ze zdrowiem —
oraz zdolno$¢ terapii testosteronem do tagodzenia tych skutkow — spowodowalo ponowna oceng
roli testosteronu w raku prostaty. W tej dziedzinie nastgpita wazna zmiana paradygmatu, w ktorej
terapia testosteronem moze by¢ obecnie uwazana za realng opcj¢ dla wybranych me¢zczyzn z
rakiem prostaty cierpigcych na niedobor testosteronu [312]. Obecnie uwaza si¢, ze terapia
testosteronem nie wptywa na rozwdj raka prostaty [316]. Testosteron jest uzywany rowniez w
leczeniu zaburzen sekSualnych u kobiet zwlaszcza w przypadku rozpoznania hipoaktywnego
zaburzenia/dysfunkcji pozadania seksualnego (hypoactive sexual desire disorder/dysfunction) i
zaburzenia podniecenia seksualnego kobiet (female sexual arousal disorder). Terapia testosteronem
w dawkach zblizonych do fizjologicznych dla stezenia testosteronu u kobiet przed menopauzag,
wywiera korzystny wplyw na funkcje seksualne, w tym wzrosty w subdomenach pozadania
seksualnego, podniecenia, funkcji orgazmu, przyjemnosci i reaktywnosci seksualnej wraz ze
zmniejszeniem problemoéw seksualnych, w tym cierpienia seksualnego (poziom I, stopien A) [317].
Znany jest wplyw androgenow na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego zaréwno odpowiedzi
swoistej jak i nieswoistej. W badaniach wykazano, Ze testosteron ma ogélne dziatanie hamujace
na uktad odpornosciowy, w szczegoélnosci podczas infekcji wirusowych oraz przy stymulacji
autoantygenami [206]. Komorki Thl odgrywaja kluczowa role w ochronie jednostki przed
zakazeniami bakteriami, grzybami i wirusami [318]. Wytwarzane przez te komorki prozapalne

cytokiny, IFN-y i TNF-a/B, stymuluja odpowiedzi wrodzone i komorkowe, co skutkuje usunigciem
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patogenu oraz dziataniem przeciwnowotworowym [206]. Mniejsza cz¢sto$¢ wystepowania chorob
autoimmunologicznych, jak i wigksza zachorowalno$¢ na choroby nowotworowe u mezczyzn
prowadzi do spekulacji na temat wpltywu androgenéw na funkcjonowanie komorek Th1 [206]. Liva
w swoich badaniach wykazat, ze podawanie dihydrotestosteronu myszom powodowato wzrost
stezenia interleukiny 10, co moze wskazywaé na wlasciwosci przeciwzapalne zwigzane z
aktywowaniem limfocytow Th2. Nasze badania réwniez wskazuja, ze stymulacja komorek
jednojadrzastych dihydrotestosteronem o stezeniu 250 oraz 500 pg/ml wplywa na ekspresje
czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy, co moze przektada¢ si¢ na wytworzenie stanu
przeciwzapalnego w organizmie oraz wyhamowanie odpowiedzi komorek uktadu
odpornosciowego. U kobiet ciezarnych w hodowlach nie stymulowanych OKT-3 wykazalismy
nieznaczny wplyw dihydrotestosteronu o stezeniach 250 pg/ml oraz 500 pg/ml na ekspresj¢
czgsteczek kontrolujgcych uktad odpornosciowy (Tabela 28 oraz 29). W hodowlach
stymulowanych OKT-3 wptyw dihydrotestosteronu o st¢zeniu 250 pg/ml byt niezauwazalny
(Tabela 30), natomiast przy stymulacji komoérek kobiet ciezarnych dihydrotestosteronem w
stezeniu 500 pg/ml zauwazyliSmy obnizenie ekspresji czasteczek kontrolujacych uklad
odpornos$ciowy (Tabela 31). Komorki kobiet z poronieniami nawykowymi stymulowane
dihydrotestosteronem o stezeniu 250 pg/ml wykazaty wzrost ekspresji czasteczek LAG-3, TIM-3,
PDI1, Vista na poszczegolnych populacjach komoérek oraz obnizenie ekspresji TIGIT na
limfocytach T cytotoksycznych oraz komoérkach NK (Tabela 32). W hodowli stymulowanej
dihydrotestosteronem o stezeniu 500 pg/ml wykazalismy wzrost ekspresji wszystkich badanych
czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy na poszczegolnych populacjach komoérek (Tabela
33). Komorki stymulowane OKT-3 w hodowlach zatozonych z komérek wyizolowanych od kobiet
z poronieniami nawykowymi po stymulacji dihydrotestosteronem o st¢zeniach 250 oraz 500 pg/ml
wykazaly nieznaczny wplyw hormonu na ekspresje¢ czasteczek kontrolujacych uklad

odpornosciowy (Tabela 34 oraz 35).
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Tabela 28: Wplyw dihydrotestosteronu 0 stezeniu 250 pg/ml na ekspresje czagsteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy na komoérkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona
z komorek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet cigzarnych, hodowla nie
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwickszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona

ekspresja.

PD1

TIM-3

LAG-3

TIGIT

VISTA

Limfocyty T

cytotoksyczne

!

Limfocyty T

pomocnicze

Limfocyty T

regulatorowe

Komorki NK

Komaérki
NKT

Tabela 29: Wplyw dihydrotestosteronu u o stezeniu 500 pg/ml na ekspresj¢ czasteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy na komoérkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona
z komorek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet ci¢zarnych, hodowla nie
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona

ekspresja.

PD1

TIM-3

LAG-3

TIGIT

VISTA

Limfocyty T
cytotoksyczne

Limfocyty T

pomocnicze

Limfocyty T

regulatorowe

Komorki NK

Komorki
NKT
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Tabela 30: Wplyw dihydrotestosteronu o stezeniu 250 pg/ml na ekspresje czasteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy na komoérkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona
z komoérek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet ci¢zarnych, hodowla
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA

Limfocyty T

cytotoksyczne

Limfocyty T
pomocnicze
Komoérki NK

Komaérki
NKT

Tabela 31: Wptyw dihydrotestosteronu o stezeniu 500 pg/ml na ekspresje czasteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy na komodrkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona
z komoérek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet cigzarnych, hodowla
stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwickszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, - niezmieniona
ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - l J' i i
Limfocyty T
pomocnicze ] l ‘L ] J’
Komorki NK - - l l -
Komérki
NKT ) i ) ) i
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Tabela 32: Wplyw dihydrotestosteronu o stezeniu 250 pg/ml na ekspresje czagsteczek
kontrolujacych uktad odporno$ciowy na komorkach uktadu odpornosciowego Hodowla zatozona
z komorek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi,
hodowla nie stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, -
niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - i T i T
Limfocyty T
pomocnicze ] i T ] i
Limfocyty T

regulatorowe

Komorki NK T T l

Komaorki
NKT

Tabela 33: Wplyw dihydrotestosteronu o stezeniu 500 pg/ml na ekspresj¢ czasteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona
z komorek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi,
hodowla nie stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, -
niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA
Limfocyty T
cytotoksyczne - i - T T
Limfocyty T
pomocnicze ) i ) T T
Limfocyty T

regulatorowe

Komorki NK T _ T _

Komaérki

o i i i i i
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Tabela 34: Wplyw dihydrotestosteronu o stezeniu 250 pg/ml na ekspresje czasteczek
kontrolujacych uktad odporno$ciowy na komoérkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona
z komorek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi,
hodowla stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwigkszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, -
niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA

Limfocyty T

cytotoksyczne

Limfocyty T

pomocnicze

Komorki NK T T

Komaorki T
NKT

Tabela 35: Wplyw dihydrotestosteronu o stezeniu 500 pg/ml na ekspresje czasteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy na komorkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona
z komorek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi,
hodowla stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwi¢kszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, -
niezmieniona ekspresja.

PD1 TIM-3 LAG-3 TIGIT VISTA

Limfocyty T
cytotoksyczne
Limfocyty T

pomocnicze

Komorki NK »L

Komorki
NKT i i T i T
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6 Whnioski

Przeprowadzone badania w wykazaly, ze stymulacja komddek uktadu odpornosciowego
hormonami ptciowymi wptywa na ekspresj¢ czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy. Z
posréd testowanych hormondéw stymulacja progesteronem o stezeniu 500 ng/ml wykazata
najwickszy wptyw na ekspresje czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy w badanych

populacjach komorek.

Wykazane zmiany:

o Zwigkszenie ekspresji PD1, LAG-3, VISTA na limfocytach T pomocniczych,

e Zwiegkszenie ekspresji TIM-3, LAG-3, VISTA na limfocytach T cytotoksycznych
e Zwigkszenie ekspresji TIM-3 na komorkach NK

e Zmniejszenie ekspresji TIGIT na komoérkach NKT

e Zwigkszenie ekspresji PD1na komoérkach NKT

o Zwigkszenie ekspresji LAG-3 na limfocytach T regulatorowych

Wydaje sie¢, ze podawanie progesteronu kobietom z poronieniami nawykowymi mogloby stanowic

element terapii i przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia szansy na prawidtowy przebieg cigzy u tych kobiet.

Dodatkowo przeprowadzone badania wykazaty istotne réznice pomiedzy kobietami
cigzarnymi oraz kobietami z poronieniami nawykowymi zaréwno w ekspresji blonowych
czgsteczek kontrolujacych uklad odpornosciowy, jak i w stezeniach rozpuszczalnych form

czasteczek kontrolujacych uklad odpornosciowy oraz ich ligandow.

Roznice w ekspresji czasteczek kontrolujagcych uktad odpornosciowy wykryte u kobiet z

poronieniami wzgledem kobiet, u ktorych cigza rozwijata si¢ prawidtowo.

e Obnizona ekspresja PD1, TIM-3, LAG-3, VISTA na limfocytach T cytotoksycznych
e Obnizona ekspresja PD1, LAG-3 oraz VISTA na limfocytach T pomocniczych

e Obnizona ekspresja PD1, LAG-3 na limfocytach T regulatorowych

e Obnizona ekspresja TIM-3 na komoérkach NK,

e Podwyzszona ekspresja TIGIT na komorkach NK

e Obnizona ekspresja PD1 na komodrkach NKT.
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Réznice W stezeniach rozpuszczalnych czasteczek kontrolujacych uktad odpornosciowy oraz ich
ligandow wykryte u kobiet z poronieniami wzgledem kobiet, u ktoérych cigza rozwijata si¢

prawidlowo.

e Obnizone stezenie sGal-9, sSTIM-3, sCD112, sCD155, sVISTA
e Podwyzszone stezenie sSLAG-3, SCD80 oraz sCD86

Wykazane ro6znice moga zosta¢ wykorzystane jako markery diagnostyczne dla kobiet z
poronieniami nawykowymi oraz do kontrolowania przebiegu cigzy. Dodatkowo wykryte

zaburzenia mogg wskazywac kierunki dla rozwoju terapii u kobiet z poronieniami nawykowymi.
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Tabela 35: Wplyw dihydrotestosteronu o stezeniu 500 pg/ml na ekspresj¢ czasteczek
kontrolujacych uktad odpornosciowy na komoérkach uktadu odpornosciowego. Hodowla zatozona
z komorek wyizolowanych z krwi obwodowej pobranej od kobiet z poronieniami nawykowymi,
hodowla stymulowana OKT-3, n=20. 1 - zwi¢kszenie ekspresji, | - zmniejszenie ekspresji, -
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Zgoda komisji Bioetycznej

Komisja Bioetyczna
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym

Tel.: 022/57 - 20 -303 ul. Zwirki i Wigury nr 61
Fax: 022/57 - 20 -165 02-091 Warszawa

e-mail: komisja.bioetyczna@wum.edu.pl
www.komisja-bioetyczna.wum.edu.pl

KB/A2./2020

Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
w dniu 13 stycznia 2019 r. po zapoznaniu si¢ z wnioskiem:

Dr hab.n.med.Radostaw Zagozdzon,
Zaklad Immunologii Klinicznej,
ul.Nowogrodzka 59,

02-006 Warszawa

otyczgcym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt.: ,,Wplyw hormonéw piciowych na czgsteczki
kontrolujace uktad odpornosciowy u kobiet dotknigtych problemem poronien nawykowych oraz kobiet

rodzacych bez komplikacji.”

wyraza nastepujaca
opinig
- stwierdza, ze jest ono dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi*.

d e RO don ne nezoodne 9 dam SO

Uwagi Komisji — verte

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996r. o zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97
poz.152 wraz z pézn.zm./, zarzadzenia MZiOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szczegélowych zasad
powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/,
Ustawy prawo farmaceutyczne z dnia 6 wrzesnia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z p6zn. zm.) oraz
Zarzadzenie nr 56/2007 z dnia 15 pazdziernika 2007r. w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP .

Prof. gt hab. n. med. Magdalena Kuzma-Kozakiewicz

*niepotrzebne skresli¢

213



