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II. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ADP — adenozynodifosforan
ARID1A — AT-rich interaction domain 1A (gen supresorowy nowotworow)

ASRM - American Society for Reproductive Medicine (Amerykanskie Towarzystwo
Medycyny Rozrodu)

ATP — adenozynotrifosforan

BAX — biatko proapoptotyczne z rodziny BCL-2

BCL-2 — biatko antyapoptotyczne z rodziny BCL-2

BMI — wskaznik masy ciala (Body Mass Index)

BRCA1/BRCAZ2 — geny supresorowe nowotwordw piersi i jajnika

BzATP - 2'(3")-O-(4-benzoylobenzoylo)adenozynotrifosforan, agonista receptora P2X7
CaSki — linia komorkowa raka szyjki macicy

CD10 — antygen roznicowania komorkowego 10 (endopeptydaza oboj¢tna)
CD146 — antygen roznicowania komorkowego 146 (MCAM)

CD39 — ecto-ATP-difosfohydrolaza (NTPDasel)

CD73 — 5’-nukleotydaza zwigzana z blong komorkowa

CE — przewlekte zapalenie endometrium (chronic endometritis)

CK'/E-cad™; CK/E-cad™ — fenotypy komorek: cytokeratyna dodatnia/ujemna, E-kadheryna

ujemna

CLP — cecal ligation and puncture (model sepsy u gryzoni)
COMT - katecholo-O-metylotransferaza

Ct — warto$¢ cyklu progowego (cycle threshold) w qPCR
CXCL12/CXCR4 — chemokina CXCL12 1 jej receptor CXCR4
CYP1A1, CYP1A2 — cytochromy P450

CYP19A1 (CYP19) — aromataza



dNTP - trifosforany deoksynukleozyddéw (substraty do syntezy DNA)
DLK1 — Delta Like Non-Canonical Notch Ligand 1

DMEM/F-12 — Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (pozywka

hodowlana)

EIN — wewnatrznabtonkowa neoplazja endometrium (endometrial intraepithelial neoplasia)
EMT — metaplazja nablonkowo-mezenchymalne (epithelial-mesenchymal transition)
ENZIAN - klasyfikacja endometriozy wg systemu Enzian

ER — receptor estrogenowy (estrogen receptor)

ER-f (ESR2) — receptor estrogenowy [3

ESR1/ESR2 — geny kodujace receptory estrogenowe o1 3

FBS — surowica ptodowa bydleca (fetal bovine serum)

FIGO — Migdzynarodowa Federacja Ginekologii i Potoznictwa (International Federation of

Gynecology and Obstetrics)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (gen referencyjny)
GATA - rodzina czynnikoéw transkrypcyjnych GATA

GWAS — badania asocjacyjne calego genomu (genome-wide association studies)
HEK293 — ludzka linia komoérkowa embrionalnych komorek nerki

HGF - czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor)

HIF-1a — czynnik transkrypcyjny indukowany hipoksja 1a

HOX - rodzina genow regulatorowych HOX

IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IGFBP - biatka wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu

IL-1p, IL-6, IL-8, IL-11 — interleukiny (cytokiny prozapalne)

Ki67 — marker proliferacji komérkowej

KRAS — protoonkogen KRAS



MAPK - kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (mitogen-activated protein kinases)
MCP-1/CCL2 - biatko chemotaktyczne monocytow 1 / chemokina CCL2

MMP-2, MMP-9 — metaloproteinazy macierzy 2 1 9

MMR - system naprawy niedopasowan DNA (mismatch repair)

MyD88 — adaptor biatkowy MyD88 (myeloid differentiation primary response 88)
NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B

NGF - czynnik wzrostu nerwéw (nerve growth factor)

NLRP3 — sktadnik inflamasomu NLRP3

NK cells (komorki NK) — natural killers (komorki uktadu odpornosciowego)

NSMP — nowotwory bez specyficznego profilu molekularnego (no specific molecular profile)
nTPM — znormalizowane transkrypty na milion (miara ekspresji RNA)

PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu

PDGFRa — receptor a dla ptytkopochodnego czynnika wzrostu

PI3K-AKkt — szlak sygnatowy PI3K/Akt

PIK3CA — gen kodujacy podjednostke katalityczng PI3K

PGR (PR) — gen receptora progesteronowego / receptor progesteronowy

PR-B - izoforma receptora progesteronowego B

pro-IL-1p, pro-IL-18 — prekursory nieaktywne interleukin 1B 1 18

PTEN - fosfataza i tensyna homolog (gen supresorowy)

qRT-PCR - ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcja

rASRM - revised American Society for Reproductive Medicine (zmodyfikowana klasyfikacja

ASRM)
SDS-PAGE - elektroforeza bialek w zelu poliakrylamidowym w obecno$ci SDS
SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (single nucleotide polymorphism)

SOX-9 — czynnik transkrypcyjny SRY-related HMG-box 9
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SP1 — czynnik transkrypcyjny Specificity Protein 1

SSEA-1 — antygen specyficzny dla stadiow rozwojowych 1 (Stage-Specific Embryonic
Antigen-1)

SUSD2 — Sushi Domain Containing 2 (biatko powierzchniowe komorek macierzystych)
TBST — bufor Tris—s6l—fosforan z dodatkiem Tween 20

TGF-p — transformujacy czynnik wzrostu 3

TIAR - tissue injury and repair (uszkodzenie i naprawa tkanki)

TLR2 — receptor Toll-like 2

TNF — czynnik martwicy nowotworow (tumor necrosis factor)

TP53 (p53) — gen supresorowy TP53 / biatko p53

TRP — rodzina receptoréw potencjatu przejSciowego (transient receptor potential)
TRPV1 — receptor waniloidowy 1 (transient receptor potential vanilloid 1)

UTP, UDP — urydynotrifosforan, urydynodifosforan

VEGF - czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)
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I11.

STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Receptor purynowy P2X7 (P2X7R) jest kanalem jonowym aktywowanym przez ATP, ktory
uczestniczy zaré6wno w regulacji proliferacji i r6znicowania komorek, jak i w indukcji $mierci
komoérkowej. Cho¢ jego rola zostala szeroko opisana w procesach zapalnych i nowotworowych,
udziat w patogenezie chorob endometrium, takich jak endometrioza i rak endometrium,
pozostaje niejasny. Celem pracy byta ocena ekspresji, lokalizacji 1 aktywnosci funkcjonalne;j
receptora P2X7 w dwoch modelach komérkowych: 12Z (pochodzacej z ogniska endometriozy)
i Ishikawa (rak endometrium) oraz analiza jego interakcji z cytokinami prozapalnymi.
Ekspresje genu P2RX7 badano metodg qRT-PCR, a poziom biatka metoda Western blot,
natomiast lokalizacje receptora oceniano za pomocg immunofluorescencji. Aktywnos¢
funkcjonalng analizowano w testach naptywu Ca?" (Fluo-8) i wychwytu barwnika YO-PRO-1,
w ktorych stosowano agoniste¢ BZATP i antagoniste A438079. Proliferacje badano po stymulacji
BzATP, a regulacje ekspresji P2RX7 przez cytokiny (IL-la, TNF, TGF-f1) oceniano na
poziomie transkryptu. Stwierdzono obecnos¢ P2X7R w obu liniach, z wyzsza ekspresja w 12Z.
Receptor lokalizowatl si¢ w btonie komodrkowej i cytoplazmie, a jego stymulacja BzATP
indukowata naplyw Ca?*" i powstawanie duzego poru, czemu zapobiegal A438079. Silna
aktywacja receptora ograniczata proliferacje w linii 12Z, przy stabszym efekcie w Ishikawa.
Cytokiny modulowaty ekspresje P2RX7 w sposob zalezny od linii — IL-10 dziatata stymulujaco,
a TGF-B1 hamujaco w 12Z. Wyniki wskazuja, ze P2X7R pelni odmienne role w modelach
endometriozy i raka endometrium — w komorkach 12Z sprzyja odpowiedzi zapalnej 1 ogranicza
proliferacje przy silnej aktywacji, natomiast w linii Ishikawa jego potencjat cytotoksyczny jest
stabszy. Uzyskane dane podkreslaja dualny charakter P2X7R 1 jego znaczenie w patofizjologii

chordb endometrium.
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Expression and potential significance of purinergic P2X7 receptors in endometrial cell

lines

IV. ABSTRACT

The purinergic receptor P2X7 (P2X7R) is an ATP-gated ion channel involved in the regulation
of cell proliferation and differentiation, as well as in the induction of cell death. While its
function has been widely described in inflammatory and neoplastic processes, its contribution
to the pathogenesis of endometrial diseases, such as endometriosis and endometrial cancer,
remains unclear. The aim of this study was to evaluate the expression, localization, and
functional activity of the P2X7 receptor in two cellular models: 12Z (derived from an
endometriotic lesion) and Ishikawa (endometrial adenocarcinoma), and to analyze its
interactions with pro-inflammatory cytokines. P2RX7 expression was determined by qRT-PCR,
protein levels were assessed by Western blot, and receptor localization was examined using
immunofluorescence. Functional activity was analyzed through Ca*" influx (Fluo-8) and YO-
PRO-1 uptake assays, applying the agonist BZATP and the antagonist A438079. Proliferation
was examined following BzATP stimulation, and the regulation of P2RX7 expression by
cytokines (IL-1a, TNF, TGF-B1) was evaluated at the transcript level. P2X7R was detected in
both cell lines, with higher expression in 12Z. The receptor localized to the plasma membrane
and cytoplasm, and its stimulation with BZATP induced Ca** influx and pore formation, which
were inhibited by A438079. Strong receptor activation suppressed proliferation in 12Z cells,
whereas the effect in Ishikawa cells was weaker. Cytokines modulated P2RX7 expression in a
cell line-dependent manner, with IL-la upregulating and TGF-B1 downregulating its
expression in 12Z. The results indicate that P2X7R plays distinct roles in endometriotic and
cancer-derived endometrial cells — in 12Z, it promotes inflammatory responses and limits
proliferation under strong activation, whereas in Ishikawa its cytotoxic potential is less
pronounced. These findings highlight the dual nature of P2X7R and its relevance in the

pathophysiology of endometrial diseases.
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V.

WSTEP
1. Budowa i fizjologia macicy

1.1. Budowa anatomiczna macicy

Macica (uterus) to nieparzysty narzad o ksztalcie gruszkowatym, polozony w miednicy
mniejszej kobiety, pomiedzy pecherzem moczowym a odbytnica. W warunkach fizjologicznych
znajduje si¢ w pozycji antewersji 1 antefleksji (anteversio et anteflexio uteri), co oznacza
pochylenie catego narzadu oraz zgiecie trzonu ku przodowi wzgledem szyjki macicy. Srednie
wymiary macicy wynosza okoto 8 cm dhlugosci, 5 cm szeroko$ci 1 4 cm grubosci, a objetosé

moze wynosi¢ od okoto 80 do 200 cm®.

Antewersja

Rycina 1. Polozenie fizjologiczne macicy w miednicy mniejszej kobiety. Przedstawiono osie
trzonu, szyjki i pochwy oraz katy charakterystyczne dla pozycji anteflexio—anteversio.
Opracowano na podstawie TeachMeAnatomy (https://teachmeanatomy.info); tlumaczenie

1 adaptacja wtasna.
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W macicy wyr6ézni¢ mozna, idac od dotu, 3 segmenty: szyjke (cervix uteri), trzon (corpus) oraz

dno (fundus) [1].

Potozenie macicy jest stabilizowane przez uklad wigezadtowy i mig¢sniowy. Do gltéwnych
struktur podporowych naleza: wiezadto szerokie (ligamentum latum uteri), wigzadlo obte
(ligamentum teres uteri), wigczadto wiasciwe jajnika (ligamentum ovarii proprium), wigzadto
podstawowe (ligamentum cardinale uteri) 1 wigzadlo krzyzowo-maciczne (ligamentum
sacrouterinum). Dodatkowe wsparcie zapewniajg mig$nie przepony miednicy, w tym

m. dzwigacz odbytu i m. guziczny [1].

Unaczynienie tetnicze zapewnia tgtnica maciczna — galaz tetnicy biodrowej wewngtrznej —
ktéra rozdziela si¢ migdzy innymi na gatezie wstepujace i zstepujace. Odptyw zylny odbywa
si¢ poprzez splot zylny maciczny do zyly biodrowej wewnetrznej. Unerwienie pochodzi
z witokien wspotczulnych splotu podbrzusznego dolnego oraz przywspotczulnych nerwow
trzewnych miednicznych (S2—S4). Drenaz limfatyczny obejmuje wezty chlonne biodrowe

wewnetrzne, zewnetrzne i ledzwiowe [1].

1.2. Budowa histologiczna macicy

Sciana macicy zbudowana jest z trzech warstw: warstwy §luzowej (endometrium), warstwy
miegsniowe] (myometrium) oraz blony surowiczej (perimetrium). Zewnetrzna warstwa —
perimetrium — stanowi pokrycie surowicze, bedace czes$cig otrzewnej jamy brzusznej.
Otrzewna nie pokrywa catej powierzchni macicy, lecz obejmuje jedynie jej dno oraz fragmenty
przedniej 1 tylnej $ciany. Po bokach macicy otrzewna tworzy podwdjna warstwe¢ nazywang
szerokim wig¢zadlem macicy (ligamentum latum uteri), ktére zawiera jajowody, naczynia,
nerwy oraz inne struktury towarzyszace. Migsnidwke tworzy gruba warstwa miocytow
gladkich, zorganizowanych w warstwy wewnetrzng podtuzna, sSrodkowa okrezng i zewnetrzng

podhuzna, zapewniajace skoordynowane skurcze podczas menstruacji i porodu [2].

Endometrium sktada si¢ z warstwy podstawowej (stratum basale) 1 czynno$ciowej (stratum
functionale). Warstwa podstawowa zawiera dolne odcinki gruczoldéw oraz komorki
progenitorowe, natomiast warstwa czynno$ciowa ulega cyklicznym przemianom
proliferacyjnym, sekrecyjnym oraz ztluszczaniu [1]. Nowoczesne techniki trojwymiarowej
rekonstrukcji  histologicznej ujawnity, ze gruczolty endometrium nie sg prostymi,
prostoliniowymi strukturami, lecz tworza w warstwie podstawowej rozgateziona, horyzontalng

sie¢ o ukladzie przypominajacym grzybni¢ (mycelium-like), z ktorej wyrastaja pionowe,
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nierozgate¢zione struktury gruczotowe siegajace warstwy czynnosciowej [3, 4]. Takie utozenie

sprzyja regeneracji i adaptacji blony §luzowej w trakcie cyklu miesigczkowego.

Preparat nr 74, binokular

Rycina 2. Mikroskopowy obraz przekroju Sciany macicy (barwienie hematoksylina
i eozyna). Widoczne warstwy: blona migsniowa, btona $luzowa (z podziatem na warstwe
podstawowa i1 czynno$ciowg) oraz $wiatlo jamy macicy. Liczne gruczoty endometrialne
w warstwie czynno$ciowej wykazuja cechy fazy sekrecyjnej. Zdjecie wykonane w Zaktadzie
Histologii i Embriologii WUM. Adaptacja wlasna, powigkszenie 4-krotne.

Zréznicowanie komorkowe endometrium obejmuje jasne komoérki z rzeskami oraz ciemne
komorki nieurzesione o charakterze wydzielniczym. W fazie sekrecyjnej gruczoty wykazuja
aktywno$¢ merokrynowa, produkujac glikogen, glikoproteiny i inne sktadniki odzywcze.
W komorkach obecne sa takze liczne pecherzyki wydzielnicze, co odzwierciedla ich

intensywng aktywnos$¢ metaboliczng [2].

W obrgbie warstwy podstawnej gruczotow znajduja si¢ komorki progenitorowe o cechach
komorek macierzystych, wykazujace ekspresje markerow takich jak SSEA-1 (antygen
embrionalny specyficzny dla stadium rozwojowego — typ 1), SOX9 (czynnik transkrypcyjny
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SOX9) 1 N-kadheryny. Komoérki te tworza fizjologiczng nisze regeneracyjng
i odpowiadaja za odnowe calej warstwy czynnos$ciowe] w kazdym cyklu. Ich obecno$¢
wykazano zaro6wno w prawidlowym endometrium, jak i w ogniskach ektopowych

(tj. endometrium przebywajace poza jama macicy) w przebiegu endometriozy |5, 6].

Na poziomie komoérkowym endometrium charakteryzuje si¢ wyjatkowa zlozonoscig
1 dynamika. Oprdocz komorek nabtonkowych, jego istotnymi komponentami sg komorki zrebu
— glownie fibroblasty — oraz znaczna populacja komorek uktadu odpornosciowego. Fibroblasty
uczestniczag w przebudowie macierzy zewnagtrzkomorkowej 1 odgrywaja kluczowa role
w procesach regeneracji, angiogenezy i implantacji zarodka. Pod wptywem progesteronu moga

ulegaé transformacji w komorki doczesnej, wspierajac rozwdj zarodka we wezesnych etapach
cigzy [7].

Populacja fibroblastow endometrialnych jest heterogenna. W obrgbie podscieliska
zidentyfikowano subpopulacje réznigce si¢ ekspresja markerow powierzchniowych, takich jak:
CDI10 (neprylizyna, marker fibroblastow zwigzanych z rakiem), SUSD2 (marker komoérek
macierzystych i fibroblastow zwigzanych z rakiem), CD146 (biatko adhezji komérkowej oraz
angiogenezy), DLK1 (homolog Delta-like 1, nickanoniczny ligand receptora Notch), PDGFRa
(receptor czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego alfa), ale takze potencjatem
regeneracyjnym 1 funkcja biologiczng. Szczegélne znaczenie przypisuje si¢ komorkom
z fenotypem SUSD2*/CDI146" o cechach progenitorowych, zlokalizowanych w niszach
okolonaczyniowych, ktore moga uczestniczy¢ zar6wno w regeneracji, jak 1 w patogenezie

endometriozy 1 adenomiozy [7].

Komorki uktadu odporno$ciowego stanowig istotny element endometrium, a dominujaca
populacja limfocytarng w jego prawidlowej strukturze sg komorki NK (naturalni zabdjcy, ang.
Natural Killers) o fenotypie CD56°#"/CD16~ (fenotyp subpopulacji tkankowej), wykazujace
niska cytotoksycznos¢ i pelnigce funkcje regulacyjne, m.in. poprzez produkcje cytokin i udziat
w modelowaniu naczyn spiralnych — silnie skreconych tegtniczek warstwy czynnos$ciowe]
endometrium, ktére dynamicznie zmieniajg dhugos¢ 1 strukture w cyklu miesigczkowym.
Liczba i aktywno$¢ komorek odpornosciowych w endometrium, w tym komorek NK, podlega
zmianom w cyklu miesigczkowym pod wptywem lokalnych czynnikéw hormonalnych, takich
jak progesteron, czy transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-B), ktére moduluja ich

dojrzewanie 1 funkcje [8].
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Ztozone 1 precyzyjnie regulowane interakcje pomiedzy komorkami nablonkowymi,
fibroblastami i komérkami uktadu odpornosciowego zapewniaja endometrium jego unikalng
zdolno$¢ do cyklicznej odbudowy, przygotowania do implantacji zarodka, tworzenia tozyska
1 kreowania stanu miejscowej tolerancji odpornosciowej. Zaktdécenia w tych procesach moga
leze¢ u podtoza takich patologii jak zaburzenia receptywnosci (zaburzenia implantacji zarodka)
nawracajace poronienia, preeklampsja (stan przedrzucawkowy), jak rowniez endometrioza,

adenomioza czy przewlekte zapalenie endometrium [9].

1.3. Funkcje macicy

Macica petni kluczowa rolg w cyklu rozrodezym kobiety. Zapewnia srodowisko dla implantacji
zaptodnionej komorki jajowej, rozwoj tozyska 1 ptodu. W trakcie menstruacji skurcze btony
mig$niowej wspomagaja usuwanie zluszczonej warstwy czynnosciowej endometrium. Funkcje
te sg Scisle regulowane hormonalnie i zalezne od integralnosci strukturalnej gruczotdéw i naczyn

spiralnych [1,3].

1.4. Fizjologia cyklu miesiaczkowego

Cykl miesigczkowy u kobiet trwa $rednio 28 dni i dzieli si¢ na trzy fazy: miesigczkowa
(14 dzien), proliferacyjng (5—13 dzien) i sekrecyjna (14-28 dzien)). W praktyce dtugos¢ cyklu
jest zmienna i, zgodnie z wytycznymi Migdzynarodowej Federacji Ginekologii i PotoZnictwa
(FIGO), za prawidtowe uznaje si¢ cykle trwajace od 24 do 38 dni, przy czym krwawienie
miesigczkowe nie powinno przekracza¢ 8 dni. Regulacja cyklu odbywa si¢ za posrednictwem

osi podwzgorze—przysadka—jajniki [10]

W fazie miesigczkowej spadek stezenia progesteronu i estrogenéw powoduje skurcz naczyn
spiralnych i martwice warstwy czynnosciowej, prowadzac do jej zluszczenia. Nastgpnie w fazie
proliferacyjnej, pod wptywem estrogenow, dochodzi do odbudowy endometrium — gruczoty
stajg si¢ proste, waskie, z duzg aktywnoS$cig mitotyczng 1 wysoka ekspresjg Ki67 (marker
proliferacji komorek obecny w komorce podczas wszystkich faz czynnych cyklu

komorkowego i1 niewykrywalny w fazie GO) [4].

W fazie sekrecyjnej, po owulacji, progesteron stymuluje roznicowanie komorek gruczotowych

1 zrebu. Gruczoty ulegajg skreceniu, rozgalezianiu, ich $wiatlo poszerza sig, a wydzielina

18



wzbogaca si¢ o glikogen 1 lipidy. Endometrium osigga petna dojrzalo$¢ receptywng, zwang
takze oknem implantacyjnym, przypadajacym okoto 610 dnia po owulacji. W tym czasie
dochodzi do ekspresji specyficznych markerow adhezyjnych, ktére umozliwiaja zakotwiczenie
zarodka. W przypadku braku implantacji dochodzi do regresji ciatka zéltego i rozpoczyna si¢

nowy cykl [4, 11, 12].

2. Choroby endometrium — przeglad kliniczno-patologiczny

Zmiany chorobowe endometrium moga przyjmowac postaé zaburzen czynnosciowych
(zwigzanych z gospodarka hormonalng), ogniskowych (polipy, przerosty) lub zapalnych czy
nowotworowych. Ich réznorodno$¢ kliniczna, cykliczno$¢ objawow oraz zmiennosé
molekularna 1 histologiczna sprawiaja, ze precyzyjna klasyfikacja chordob endometrium jest

trudna, a skuteczna diagnostyka czesto opozniona [13-15].

Szczegdlne znaczenie przypisuje si¢ przewleklym chorobom, takim jak endometrioza,
adenomioza, rak endometrium czy przewlekle zapalenie btony §luzowej macicy (endometritis),
ktére taczy wspolne podloze zapalne, hormonalne i odpornosciowe. W patogenezie tych
schorzen odgrywaja role m.in. zaburzenia receptywnosci endometrium [12], zmiany
epigenetyczne [16], aktywacja inflamasomu [17, 18] oraz przemieszczenie progenitorowych
komorek gruczolowych do warstwy czynnosciowej [5]. Postgpujace badania nad struktura
i funkcja endometrium przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia tych zlozonych

mechanizmow [3, 4].

2.1. Endometrioza

2.1.1. Epidemiologia
Endometrioza jest jedna z najczestszych chordb ginekologicznych, wystepujaca zardwno
w Polsce, jak 1 na $wiecie [19]. Szacuje si¢, ze dotyczy 10—15% kobiet w wieku rozrodczym
oraz 35-50% pacjentek zglaszajacych si¢ z powodu bolu miednicy i/lub nieptodnosci [19, 20].
Zmiany endometrialne obserwuje si¢ najczg$ciej] miedzy menarche (pierwsza miesigczka)
a menopauza, ze szczytem zachorowan przypadajacym na 25-45 rok zycia [21]. Opisywano
jednak przypadki wystgpowania endometriozy u nastolatek, kobiet po menopauzie [19], a takze
sporadycznie u ptodow [22] 1 mezczyzn poddawanych terapii hormonalnej z powodu raka

prostaty [23].
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Dane z badan operacyjnych wskazuja, ze ogniska endometriozy stwierdzano u 0,1-53% kobiet
poddanych laparoskopii lub laparotomii, w tym u 12-32% pacjentek diagnozowanych

z powodu bolu miednicy oraz u 10—-60% operowanych z powodu nieptodnosci [24-26].

Czynniki genetyczne rowniez odgrywaja istotng rolg¢ — choroba ma charakter rodzinny u okoto
7% pacjentek. Stwierdzano ja takze u 2% kobiet po podwigzaniu jajowoddéw oraz u 17%

po usunigciu jajnikow [27, 28].

Wystepowanie endometriozy roézni si¢ migdzy grupami etnicznymi — najnizsze ryzyko
obserwuje si¢ u kobiet czarnoskdrych, wyzsze u kobiet rasy kaukaskiej, a najwyzsze u kobiet

azjatyckich [29].

Z epidemiologicznego punktu widzenia choroba stanowi rowniez powazne obcigzenie
ekonomiczne. Roczne koszty leczenia w Europie szacuje si¢ na 0,8—12,5 mld euro, co jest

porownywalne z kosztami leczenia innych przewlektych chorob, takich jak cukrzyca [30].

Mechanizmy powstawania endometriozy nie s3 w petni wyjasnione. Najczesciej przywoluje si¢
teori¢ Sampsona o wstecznej menstruacji, czyli cofaniu si¢ krwi miesigczkowej do jamy
otrzewnej 1 implantacji komorek endometrium [31-34]. Jej ograniczenia wskazuja na role
czynnikow zwigzanych z uktadem odporno$ciowym — m.in. przewagi cytokin prozapalnych
1 wspotwystepowania chorob autoimmunologicznych, takich jak reumatoidalne zapalenie
stawow [35-37]. Uzupelnieniem jest teoria metaplazji otrzewnej w komorki typu Miillera,
tltumaczaca obecno$¢ ognisk w nietypowych lokalizacjach [38-40]. Istotne znaczenie maja
takze procesy neowaskularyzacji 1 zwigkszone st¢zenia czynnika wzrostu $rodblonka
naczyniowego (VEGF) [41, 42]. Obecnie uznaje si¢, ze rozw0j choroby jest wieloczynnikowy

1 zalezy od interakcji czynnikow genetycznych, odpornosciowych 1 srodowiskowych [43].

2.1.2. Obraz kliniczny

Endometrioza znaczaco obniza jako$¢ zycia, wplywajac zarowno na zdrowie fizyczne, jak
1 psychiczne kobiet [44, 45]. U okoto 66% pacjentek pierwsze objawy wystepuja przed 20.
rokiem zycia [46]. Do najczesciej zglaszanych naleza: bolesne miesigczki o narastajacym
nasileniu, przewlekty bol miednicy, bol w odcinku krzyzowym kregostupa, dyspareunia (bol
podczas stosunku plciowego), bolesna owulacja, dolegliwos$ci przy oddawaniu moczu i stolca,
obfite 1 nieregularne miesigczki, krew w stolcu, zaparcia lub biegunki, nieptodno$¢ oraz

przewlekte zmeczenie [21, 47].
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Moga réwniez pojawiac si¢ mniej swoiste symptomy, takie jak stany podgoragczkowe, nudnosci,
bole i zawroty glowy, obnizenie nastroju, Ik czy wigksza podatno$¢ na infekcje 1 alergie.
Najczesciej jednak dominujagcym objawem  pozostaje  bolesne miesigczkowanie,
rozpoczynajace si¢ przed krwawieniem, nasilajgce si¢ z czasem i obejmujgce podbrzusze oraz
glebsze struktury miednicy. Bol moze promieniowac do kosci krzyzowej i w czgsci przypadkow
utrzymywac si¢ przez caly cykl. Wskazuje si¢, ze nasilenie dolegliwosci moze wigzaé si¢

z zajeciem zachylka Douglasa i obecnoscig zrostow [48].

U czesci pacjentek, paradoksalnie, nawet zaawansowana endometrioza przebiega
bezobjawowo, podczas gdy niewielkie ogniska moga generowac duze dolegliwosci bolowe.
Zrosty wewnatrzotrzewnowe 1 zwezenia jajowodow stanowig czeste przyczyny problemow
terapeutycznych, a dodatkowo ogniska endometrialne moga produkowac przeciwciata
skierowane przeciwko endometrium eutopowemu, prowadzac do uposledzonej implantacji

zarodka lub poronien [48].

Szczegdlna posta¢ stanowi endometrioza gleboko naciekajaca, w ktorej zmiany penetruja
podotrzewnowo i obejmuja struktury miednicy oraz $ciany narzadow, m.in. wigzadta
krzyzowo-maciczne, esiczo-odbytniczy fragment jelita, pochwe, pecherz czy moczowody. Ten
rodzaj endoemtriozy wiagze si¢ z przewlekltym bolem i1 dysfunkcjami narzadéw, a badania
wykazuja, ze pacjentki czeSciej majg zaburzenia mig$ni dna miednicy i konczyn dolnych,
wynikajace z hipertonicznosci i utrudnionej relaksacji [49]. Ciezszy przebieg obserwuje si¢
w przypadku endometriozy bocznego parametrium — tkanki tacznej potozonej po bokach szyjki
macicy 1 pochwy, zawierajacej naczynia 1 nerwy. Jej zajecie moze powodowaé zwezenia
moczowodow, poszerzenia uktadu moczowego, czy objawy przeszkody podpecherzowej

w nastepstwie naciekania splotu podbrzusznego dolnego [50].

Inng szczegdlng manifestacja choroby jest endometrioma, czyli tzw. ,torbiel czekoladowa”,
najczesciej zlokalizowana w jajniku. Wystepuje u 17-44% pacjentek z endometrioza, a w czgsci
przypadkow obustronnie. Obecnos¢ endometriomy wskazuje na bardziej zaawansowany etap
choroby 1 wigze si¢ z przewleklym bélem miednicy, nieptodnoscig oraz obnizeniem rezerwy

jajnikowej. Leczenie zwykle wymaga chirurgicznego usunig¢cia zmiany [51].

W celu oceny lokalizacji 1 zaawansowania choroby opracowano rozne systemy klasyfikacyjne.
Najczescie] stosowana jest skala ASRM (American Society of Reproductive Medicine), ktéra
dzieli endometrioze na cztery stopnie — od tagodnych (I-II) po cigzkie (III-IV) [52-54].
W przypadku gleboko naciekajacych postaci uzywa si¢ systemu ENZIAN, opisujgcego

21



lokalizacjg 1 gtebokos¢ nacieku w przedziatach anatomicznych oraz uwzgledniajacego ogniska
pozamiedniczne [55]. W pismiennictwie opisano takze rzadkie przypadki endometriozy
w lokalizacjach nietypowych, takich jak uktad oddechowy, osierdzie czy blizny pooperacyjne

[56, 57].

2.1.3. Patogeneza

Endometrioza jest schorzeniem o wieloczynnikowe;j etiologii, w ktorej istotne znaczenie maja
wspotdziatajace mechanizmy genetyczne, epigenetyczne, hormonalne 1 odpornosciowe [58-
62]. Badania bliznigt wskazuja na dziedziczno$¢ choroby na poziomie 47-51%, z czego ok.
26% mozna przypisa¢ znanym wariantom genetycznym [61]. Analizy GWAS (Genome-Wide
Association Studies) obejmujace ponad 17 tys. pacjentek pozwolity zidentyfikowaé 19
polimorfizméw SNP (Single Nucleotide Polymorphism), silniej zwigzanych z cigzkimi
postaciami choroby (III/IV wg rASRM — revised American Society for Reproductive Medicine
classification) niz z tagodnymi (I/I), cho¢ ttumacza one jedynie ok. 1,75% ryzyka [61].
W ektopowych ogniskach wykazano takze somatyczne mutacje charakterystyczne dla
nowotworow, m.in. KRAS, PIK3CA 1 ARIDIA, ktore nie prowadza do transformacji ztosliwej,
ale moga zwigkszac proliferacj¢ 1 przezywalno$¢ komorek [62]. Duze znaczenie maja rowniez
zmiany epigenetyczne — obejmujace metylacje genow ESRI/ESR2, PGR 1 CYPI9A1 oraz
czynniki transkrypcyjne HOX 1 GATA — a takze deregulacj¢ mikroRNA (np. miR-20a, miR-
200b), co zaburza proliferacje, inwazj¢ 1 odpowiedz na progesteron [62, 63]. Ektopowe tkanki
charakteryzuja si¢ nadmierng aktywnos$cig aromatazy i lokalnym hiperestrogenizmem oraz
oporno$cig na progesteron wynikajaca z obnizonej ekspresji izoformy B receptora dla
progesteronu (PR-B) [58, 59, 62, 63], nasilanej dodatkowo przez nadmierng aktywacje
receptora estrogenowego beta (ER-B) [62]. W procesie patogenezy uczestniczg takze komorki
macierzyste endometrium oraz pochodzenia szpikowego, ktorych migracje wspiera 0§
chemokinowa CXCLI12/CXCR4, co sprzyja tworzeniu ognisk gleboko naciekajacych

1 pozamiednicznych [62].

Ektopowe zmiany endometrialne charakteryzuje przewlekly stan zapalny z udziatem
makrofagow, limfocytow B, komorek NK 1 komorek dendrytycznych, produkujacych cytokiny
(TNF — Tumor Necrosis Factor, 1L-1B — Interleukin 1 beta, 1L-6 — Interleukin 6, 1L-8 —
Interleukin §), czynniki wzrostu i prostaglandyny. Mechanizm ten tworzy dodatnie sprz¢zenie

zwrotne w osi estradiol-PGE2—-COX-2, co prowadzi do utrwalania zapalenia, angiogenezy
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1 widknienia [61, 62]. W plynie otrzewnowym pacjentek wykazano ponadto nadmiar zelaza
i reaktywnych form tlenu, pochodzacych z rozpadu erytrocytow, ktore nasilajg proliferacje
1 sprzyjaja przezywalnosci komorek [62, 63]. Dodatkowym elementem patofizjologii jest
neuroangiogeneza — jednoczesne powstawanie nowych naczyn krwionosnych i1 witokien
nerwowych w obrebie ognisk. W zmianach stwierdza si¢ obecnos¢ witokien czuciowych (C
1 Ad) oraz cholinergicznych i adrenergicznych, a cytokiny i czynniki wzrostowe (NGF — Nerve
Growth Factor, TNF, 1IL-1B) zwigkszaja ekspresje kanaléw bolowych, takich jak TRPV1
(Transient Receptor Potential Vanilloid 1), nasilajac przewodnictwo nocyceptywne [61].
Estrogeny dodatkowo wzmacniajg interakcje miedzy uktadem odpornosciowym a nerwowym,
co sprzyja przewleklemu bolowi i1 centralnej sensytyzacji [61]. Roznorodnos¢ tych

mechanizmow wyjasnia heterogenno$¢ objawow i zmienng odpowiedz pacjentek na leczenie.

Endometrioza
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Rycina 3. Schematyczna ilustracja endometriozy — obecnos¢ ognisk gruczolow

endometrium poza jamg macicy: w obre¢bie jajnikow, otrzewnej, jajowodow. Opracowano
na podstawie materiatow Pantai Hospital Kuala Lumpur [https://www.pantai.com.my/medical-

specialties/maternity-services/endometriosis-vs-adenomyosis|; thumaczenie i adaptacja wiasna.
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2.2. Adenomioza

2.2.1. Epidemiologia

Epidemiologia adenomiozy jest trudna do oszacowania, gdyz przez wiele lat rozpoznanie
stawiano wylacznie na podstawie badania histopatologicznego po histerektomii. W literaturze
podawane wartosci czesto$ci wystgpowania wahajg si¢ od 5% do 70%, najczesciej okoto 20—
35% wsrod pacjentek poddanych histerektomii [64-66]. Roznice wynikaja z niejednolitych
kryteriow  diagnostycznych 1 metod badawczych. Wprowadzenie ultrasonografii
przezpochwowej 1 rezonansu magnetycznego umozliwito mniej inwazyjne rozpoznanie

choroby, réwniez u mtodszych kobiet [65, 66].

Tradycyjnie adenomioze opisywano u kobiet w wieku 4050 lat, zwykle wielorodek [64-66].
Obecnie coraz cze$ciej diagnozuje si¢ jg takze u mlodszych pacjentek, w tym nastolatek, gdzie
moze przyjmowac posta¢ mlodzienczej torbielowatej adenomiozy [65]. W populacyjnych
analizach mediana wieku w chwili rozpoznania chirurgicznego wynosi 40—50 lat, co koreluje

ze szczytem czestosci histerektomii [66].

Choroba istotnie obniza jako$¢ zycia, powodujac obfite krwawienia miesigczkowe, bol
miednicy i przewlekle zmeczenie. Wigze si¢ takze ze zwickszonym ryzykiem powiktan
polozniczych (pordd przedwczesny, stan przedrzucawkowy, niska masa urodzeniowa) oraz
obnizong skuteczno$cia metod wspomaganego rozrodu [66]. Szacunki zapadalno$ci
w badaniach populacyjnych sa niskie (0,027%-0,8%), co wskazuje na istotne

niedodiagnozowanie choroby [66].

2.2.2. Obraz kliniczny

Adenomioza to obecno$¢ tkanki endometrium w migéniu macicy, prowadzaca gtéwnie do
bolesnych miesigczek, obfitych krwawien i nieptodnosci [67-69]. Objawy wynikajg z lokalnego
hiperestrogenizmu, opornosci na progesteron, przewleklego zapalenia, wloknienia

1 neuroangiogenezy.

Bo6l wiagze si¢ z nadmierng aktywnos$cig skurczowa macicy, obecnoscig witokien nerwowych
w ogniskach ektopowych oraz dziataniem mediatoréw zapalnych (np. TNF, IL-1B, NGF), ktore
sprzyjaja nadwrazliwo$ci nerwowej i centralnej sensytyzacji [68, 69]. Obfite miesigczki
wynikaja z krwawienia w ogniskach adenomiozy, zaburzen angiogenezy (nadekspresja VEGF)

1 lokalnych nieprawidtowosci hemostazy [68, 69].
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Nieptlodno$¢ zwigzana jest z deformacjag mig$nia macicy, zaburzeniami perystaltyki oraz
spadkiem receptywno$ci endometrium. Szczeg6lng rol¢ odgrywa obnizenie ekspresji genu
HOXA10 — czynnika transkrypcyjnego z grupy homeotycznych, kluczowego dla prawidlowe;j
implantacji zarodka [68, 69].

2.2.3. Patogeneza

Patogeneza adenomiozy jest wieloczynnikowa i obejmuje kilka gléwnych mechanizmow.
Kluczowa role przypisuje si¢ wrastaniu warstwy podstawnej endometrium w giagb migsnia
macicy na granicy endometrium—miometrium, ktérej zaburzenia, spowodowane m.in.
hiperperystaltyka, cigzami lub zabiegami ginekologicznymi, sprzyjaja migracji komorek [68,
70]. Powtarzajace si¢ urazy inicjujg proces TIAR (tissue injury and repair — uraz i naprawa
tkanek), nasilany przez lokalny hiperestrogenizm 1 oporno$¢ na progesteron, a dodatkowo
podtrzymywany przez hipoksje, stan zapalny i1 czynniki proangiogenne [68, 70-72].
W ektopowym endometrium wykazano zwigkszong aktywnos$¢ aromatazy i obnizong ekspresje
178-HSD2 (17B-hydroksysteroidowa dehydrogenaza typu 2), co prowadzi do kumulacji
estradiolu, oraz obnizong ekspresje izoformy B receptora progesteronowego, wynikajaca
z zaburzen epigenetycznych (hipermetylacja promotora, nadekspresja metylotransferaz DNA,
deregulacja deacetylaz histonowych) [70-72]. Rownolegle rozwija si¢ EMT (epithelial—-
mesenchymal transition — metaplazja nablonkowo-mezenchymalna), w ktorej pod wptywem
estradiolu, czynnika wzrostu hepatocytow (HGF) 1 TGF-B komoérki endometrium tracg
ekspresj¢ markeréw nablonkowych (np. E-kadheryny) i nabywaja fenotyp mezenchymalny
(N-kadheryna, wimentyna), co umozliwia ich migracj¢ do miometrium [68, 70, 71].
Alternatywnie ogniska adenomiozy moga rozwija¢ si¢ z metaplazji pozostatosci przewodow
Miillera lub z progenitorowych komoérek macierzystych endometrium (endometrial
mesenchymal stem cells, eMSCs), ktorych migracj¢ ulatwia zwigkszona aktywno$¢
metaloproteinaz (MMP-2, MMP-9) [68, 70, 71]. Patogeneza obejmuje takze zmiany
genetyczne, m.in. polimorfizmy gendéw metabolizmu estrogenow (CYP1A41, CYP1A2, CYPI19,
COMT), prowadzace do deregulacji proliferacji i odpowiedzi hormonalnej [70-72]. Szczegdlne
znaczenie majg mutacje somatyczne, zwlaszcza genu KRAS w gruczotach warstwy podstawnej,
ktére inicjuja powstawanie ognisk w migéniu macicy, podczas gdy mutacje PIK3CA sa mnigj
charakterystyczne [70, 73]. Udziat maja rowniez zaburzenia ekspresji mikroRNA (miR-17,
miR-21, miR-200), ktore regulujg proliferacje, EMT, apoptozg 1 procesy zapalne [70]. Chorobie
towarzyszy przewlekty stan zapalny z nadprodukcja cytokin (IL-1B, IL-6, TNF), aktywacja
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czynnika transkrypcyjnego NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells) i cyklooksygenazy-2, nasilonymi procesami angiogenezy (VEGF, PDGF —
ptytkopochodny czynnik wzrostu, HGF) oraz wtdknienia, ktore prowadza do powigkszenia

macicy 1 bolu o charakterze zapalno-neuropatycznym [69-71].
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Rycina 4. Schematyczna ilustracja adenomiozy — obecnos¢ ektopowych ognisk

endometrium w obre¢bie blony mieSniowej. Opracowano na podstawie materiatow Pantai
Hospital ~ Kuala  Lumpur  [https://www.pantai.com.my/medical-specialties/maternity-

services/endometriosis-vs-adenomyosis]; ttumaczenie 1 adaptacja wtasna.
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2.3. Rak endometrium

2.3.1. Epidemiologia

Rak endometrium stanowi najczestszy nowotwor ztosliwy zenskiego uktadu rozrodczego oraz
czwartg co do czestosci diagnoze onkologiczng u kobiet w Stanach Zjednoczonych. Kazdego
roku rozpoznaje si¢ tam okoto 61,9 tys. nowych przypadkow, a liczba zgonow sigga 12,2 tys.
[74, 75]. W ujeciu globalnym najwicksza zapadalno$¢ odnotowuje sie u kobiet w wieku 65-75
lat [76, 77]. Cho¢ najwyzszy odsetek zachorowan utrzymuje si¢ w Ameryce Pdinocnej,

w ostatnich trzech dekadach liczba nowych przypadkow na §wiecie wzrosta o ponad 130% [78].

W USA $redni wiek rozpoznania raka endometrium typu 1 obnizyt si¢ z 64 do 61 lat,
co tlumaczy si¢ m.in. narastajagcym problemem otytosci [75]. Prognozy wskazuja, ze do 2030
roku liczba nowych zachorowan moze si¢ podwoié, osiggajac okoto 122 tys. przypadkow
rocznie [79]. Wzrost zapadalnosci jest szczegolnie wyrazny w populacjach kobiet pochodzenia
latynoskiego, azjatyckiego, wyspiarzy Pacyfiku oraz wsrdd czarnoskorych, w poréwnaniu
z biatymi kobietami niebgedacymi latynoskami. Co istotne, w tej ostatniej grupie czesciej
stwierdza si¢ nowotwory o wyzszym stopniu zaawansowania 1 zto§liwosci w chwili diagnozy,
a rokowanie jest gorsze, co moze mie¢ zwigzek z czynnikami spoleczno-ekonomicznymi

i barierami w dostepie do opieki medycznej [74, 79].

2.3.2. Obraz kliniczny

Rak endometrium w zdecydowanej wigkszo$ci przypadkéw objawia si¢ nieprawidtowymi
krwawieniami z drég rodnych, ktore sg pierwszym 1 najczgsciej zglaszanym symptomem,
szczegdlnie u kobiet po menopauzie [80, 81]. U tej grupy pacjentek krwawienie
pomenopauzalne jest traktowane jako objaw alarmowy, wymagajacy pilnej diagnostyki
w kierunku choréb nowotworowych trzonu macicy. W populacji kobiet przed menopauza obraz
kliniczny moze obejmowa¢ nieregularne krwawienia miesigczkowe, krwawienia
miedzymiesigczkowe lub przedtuzajace si¢ miesigczki [80]. Rzadziej wystepuje wodnista lub
surowiczo-krwista wydzielina z pochwy, ktora moze by¢ objawem wczesnym lub towarzyszy¢

chorobie w bardziej zaawansowanych stadiach [81].

Bo6l w podbrzuszu lub w miednicy mniejszej jest zazwyczaj objawem pdznym 1 czesciej
obserwuje si¢ go w przypadkach choroby o wigkszym stopniu zaawansowania [80].

W sytuacjach, gdy proces nowotworowy nacieka sgsiednie narzady, moga pojawié si¢
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dodatkowe symptomy, takie jak bol przy oddawaniu moczu lub krwiomocz w przypadku

zajecia pecherza moczowego, czy tez zaparcia w przypadku naciekania odbytnicy [81].

Znamienne jest, ze dzieki objawom krwotocznym wiekszo$¢ przypadkéw raka endometrium
rozpoznaje si¢ w stadium choroby ograniczonym do jamy macicy, co sprzyja wczesnemu

wdrozeniu leczenia i wigze si¢ z lepszym rokowaniem [80, 81].

2.3.3. Patogeneza

Rak endometrium rozwija si¢ zwykle od zmian przedinwazyjnych, ktore stopniowo przechodza
w posta¢ inwazyjng naciekajaca zrab, migsien macicy, a nastepnie szerzacg si¢ droga naczyn
limfatycznych i krwiono$nych [82]. Przerzuty obejmuja w pierwszej kolejnosci wezty
miednicze 1 okolocewkowe, szczegdlnie zastonowe, podczas gdy guzy zlokalizowane w dnie
macicy lub przydatkach cze¢Sciej zajmuja wezty okotoaortalne [83]. Wraz z progresja nowotwor
przekracza granice macicy, obejmujac btong surowicza, otrzewng oraz sasiednie narzady [82].
Niskiego stopnia raki endometrioidalne typu 1 zwykle pozostaja ograniczone do macicy
1 rokuja dobrze, natomiast raki wysokiego stopnia typu 2, czgsto zwigzane z mutacjg TP53

(tumor protein p53), cechujg si¢ agresywnym przebiegiem 1 pdZnym rozpoznaniem.

W rakach typu 1 proces transformacji ztosliwej rozwija si¢ zazwyczaj na podtozu zmian EIN
(Endometrial Intraepithelial Neoplasia), wtornych do stymulacji estrogenowej, z udziatem
mutacji genow supresorowych, m.in. PTEN czy ARIDI1A, a takze aktywacji szlakow zaleznych
od B-kateniny [79]. Raki surowicze 1 jasnokomorkowe typu 2 powstaja czgsciej w zanikowym
endometrium, z akumulacjag mutacji 7P53 1 progresja od dysplazji gruczotowej do raka
srddnabtonkowego 1 inwazyjnego [79, 84, 85]. Mechanizmy molekularne rakow
endometrioidalnych wysokiego stopnia i1 jasnokomodrkowych sa slabiej poznane, jednak
rowniez prowadzg do ekspresji nieprawidtowego biatka p53 [82]. Podobienstwa obserwuje si¢
miedzy rakami surowiczymi endometrium 1 przydatkow, ktore moga wczesnie rozsiewac si¢ do
jamy otrzewnowej [86]. Rola mutacji germinalnych BRCAI/BRCA2 w raku surowiczym
endometrium pozostaje niejednoznaczna [84, 87, 88]. W mikrosrodowisku nowotworowym
stwierdza si¢ wzrost liczby makrofagow zwigzanych z guzem, korelujacy z inwazja

mig$niowki, naciekaniem naczyn, przerzutami oraz ekspresja Ki67 1 p53 [79].

Tradycyjnie wyrdznia si¢ dwa typy raka endometrium: typ 1 — endometrioidalny, czgstszy,
zwigzany z ekspozycja na estrogeny 1 zmianami EIN, o zwykle niskim stopniu zto§liwosci, oraz

typ 2 — obejmujacy raki surowicze, jasnokomorkowe, niezréznicowane i migsakoraki, zwigzany
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z gorszym rokowaniem [76, 89-91]. Stopniowanie wg FIGO 1 WHO opiera si¢ na udziale
komponentu litego i atypii jadrowej, z korekta w gore o jeden stopien przy nasilonej atypii [90].
Raki endometrioidalne niskiego stopnia z <50% naciekiem mig$nidowki cechuja si¢ blisko 100%
przezy¢ piecioletnich, podczas gdy raki wysokiego stopnia, w tym typ 2, majg istotnie gorsze

rokowanie [91-97].

Ze wzgledu na ograniczenia klasycznej oceny histopatologicznej coraz wigksze znaczenie ma

klasyfikacja molekularna wg The Cancer Genome Atlas, wyrdzniajgca cztery podtypy:

e POLE ultramutowany (POLEmut) — z mutacjami w domenie egzonukleazowej genu
POLE, obcigzeniem >100 mutacji/Mb i bardzo dobrym rokowaniem [77, 79, 98, 99]

e MMRd (mismatch repair deficient) — z zaburzeniami naprawy DNA, cechujacy si¢
posrednim rokowaniem i wysoka immunogennoscia [77, 79, 98, 99]

e pS5S3abn (copy-number high) — guzy z mutacjami 7P53, obejmujace gtéwnie raki
surowicze o agresywnym przebiegu [77, 79, 98, 99]

e NSMP (no specific molecular profile, copy-number low) — rak endometrioidalny
o posrednim rokowaniu, zaleznym m.in. od statusu receptoréw steroidowych [77, 79,

98, 99].

WHO rekomenduje taczenie klasyfikacji molekularnej z immunohistochemig p53 1 MMR,
a FIGO zaleca jej stosowanie takze do modyfikacji stopnia zaawansowania nowotworéw

w stadiach I-1I [99].

2.4. Zapalenie endometrium (Endometritis)

2.4.1. Epidemiologia
Ostre zapalenie endometrium najczesciej towarzyszy zapaleniu miednicy mniejszej, a jego
glownymi czynnikami etiologicznymi sa Chlamydia trachomatis 1 Neisseria gonorrhoeae
[100]. Poporodowe endometritis wystepuje przede wszystkim po cieciu cesarskim (10-20%
przypadkow), rzadziej po porodzie naturalnym, a S$miertelno$§¢ pozostaje niska (<1%).
Do czynnikoéw ryzyka nalezg mtody wiek, otytos¢ 1 przedtuzony pordd [100]. Nowsze dane
wskazuja jednak na nizsza zapadalno$¢ (<1%), przy czym w posiewach dominujg bakterie

jelitowe (Enterobacterales), Escherichia coli i Streptococcus agalactiae [101].

Przewlekte zapalenie endometrium (chronic endometritis, CE) rozpoznaje si¢ u ok. 24% kobiet

poddanych biopsji endometrium, czgéciej w fazie proliferacyjnej niz wydzielniczej cyklu [102].
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Wystepuje ono szczegdlnie czgsto u pacjentek z nawracajagcymi niepowodzeniami implantacji,
poronieniami nawracajacymi, nieprawidlowymi krwawieniami z macicy czy rozrostem
endometrium [102]. CE wspotwystepuje takze z adenomioza (60% przypadkow vs. 10% przy

mig$niakach), wigze si¢ z wyzszym BMI oraz obnizong ptodnos$cia [103].

2.4.2. Obraz kliniczny

Manifestacja zapalenia endometrium jest zrdznicowana w zaleznosci od postaci choroby
1 nasilenia procesu zapalnego. W ostrej postaci, niezwigzanej z cigzg, najczesciej obserwuje si¢
objawy zblizone do zapalenia narzadéw miednicy mniejszej, takie jak gorgczka, bole
w miednicy oraz uptawy, przy czym nasilenie dolegliwo$ci moze waha¢ si¢ od tagodnego do
cigzkiego [104, 105]. W obrazie histopatologicznym ostre zapalenie charakteryzuje si¢
obecnoscig mikroropni oraz naciekiem neutrofili w obrebie endometrium [106]. Chorobie moze
towarzyszy¢ ostre zapalenie jajowodow, jednak w przeciwienstwie do niego, sama ostra postac

endometritis nie wigze si¢ istotnie ze spadkiem ptodnosci [106, 107].

Przewlekle zapalenie endometrium zwykle przebiega skapoobjawowo, a cze$¢ pacjentek
pozostaje bez dolegliwo$ci. Jezeli objawy wystepuja, naleza do nich przede wszystkim
nieprawidlowe krwawienia maciczne, bol przy stosunku piciowym oraz bol w miednicy
mniejszej [106]. W obrazie histologicznym charakterystycznym wyktadnikiem s3 komorki
plazmatyczne obecne w podscielisku endometrium, ktorym moga towarzyszy¢ inne cechy
przewlektego stanu zapalnego [108, 109]. Choroba bywa réwniez wigzana z nieptodnoscia

1 nawracajgcymi poronieniami.

Poporodowe zapalenie endometrium, bedace najczestsza przyczyng goraczki w potogu [110],
zwykle ujawnia si¢ w pierwszych dniach po porodzie i moze obejmowaé goraczke, bolesnos¢
macicy, odchody potogowe o przykrym zapachu oraz ogdlne objawy infekcji. W przypadkach
o ciezkim przebiegu, szczegdlnie w zakazeniach wywotanych przez Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus lub beztlenowce z rodzaju Clostridium, moze doj$¢ do gwattownego

pogorszenia stanu ogolnego, w tym wstrzasu septycznego [111].
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2.4.3. Patogeneza

Przewlekte =zapalenie endometrium jest wynikiem wspotdziatania mechanizmow
immunologicznych, molekularnych 1 mikrobiologicznych, ktéore prowadza do obnizenia
receptywnosci i zaburzen implantacji. Fizjologicznie w endometrium obecne sg komorki NK,
makrofagi i limfocyty T, ktorych proporcje zmieniajg si¢ w cyklu i cigzy [112-116]. W CE
stwierdza si¢ spadek liczby immunoregulacyjnych NK CD56*#MCDI16~ i przewage
cytotoksycznych NK CD56%™CD16", czemu towarzyszy naciek limfocytow T i B, obecno$é
plazmocytoéw oraz nadprodukcja immunoglobulin IgG2 [117-122]. Proces ten jest czg¢Sciowo
inicjowany przez lipopolisacharyd, ktory indukuje ekspresje selektyny E i chemokin, nasilajac
rekrutacje limfocytow B i ich roznicowanie w plazmocyty [121]. Zaburzenia ekspresji genow
zwigzanych z proliferacja, apoptoza 1 implantacja (m.in. IGFBP-1 (insulin-like growth factor-
binding protein 1), BCL-2 (B-cell lymphoma 2), BAX (Bcl-2-associated X protein), 1L-11
(interleukin 11), 1GF-1 (insulin-like growth factor 1)) dodatkowo zaktdcaja przygotowanie
endometrium i rekrutacj¢ komoérek odpornosciowych [123-129]. Prowadzi to do asynchronii
miedzy rozwojem endometrium a zarodka. U pacjentek z CE czgsto wystepuje takze dysbioza
mikrobioty jamy macicy — utrata dominacji Lactobacillus 1 wzrost udzialu bakterii
patogennych, co wigze si¢ z obnizonymi wskaznikami implantacji i cigz [130-134]. Istotnym
elementem jest rowniez uposledzone przeksztatcanie doczesnej, zwigzane ze spadkiem
markerow takich jak prolaktyna czy IGFBP-1 oraz nieprawidlowa regulacja receptoréw dla
estrogenu 1 progesteronu, co moze powodowaé przesunigcie ,,okna implantacyjnego” [135-
143]. Dodatkowo CE wplywa na czynno$¢ skurczowg macicy, zmniejszajac liczbe skurczéw

wspomagajacych migracje plemnikdéw i nasilajac skurcze niekorzystne w fazie lutealnej [144].

3. Sygnalizacja purynergiczna

3.1. Wprowadzenie

Puryny, takie jak adenozynotrifosforan (ATP), adenozynodifosforan (ADP) czy adenozyna,
naleza do najstarszych czasteczek biologicznych o fundamentalnym znaczeniu ewolucyjnym
1 odgrywaja kluczowa role nie tylko jako no$niki energii wewnatrzkomorkowej, ale takze jako
sygnaty pozakomorkowe [145]. Juz w 1929 roku Drury i Szent-Gyorgyi opisali wptyw
adenozynowych nukleotyddéw na serce i naczynia krwiono$ne [ 146], co zapoczatkowato rozwoj
koncepcji, ze puryny moga petni¢ funkcje przekaznikow sygnalowych. Kilka dekad pdzniej

Burnstock sformutowatl hipoteze o tzw. neurotransmisji purynergicznej, wskazujac ATP jako
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neuroprzekaznik niezalezny od uktadéw adrenergicznego 1 cholinergicznego [147].
Poczatkowo koncepcja ta spotkata si¢ z duzym sceptycyzmem, gldwnie z powodu
wszechobecnej i ,,prostej” natury ATP, jednak kolejne odkrycia enzyméw degradujacych ATP
pozakomoérkowe oraz identyfikacja swoistych receptorow stopniowo potwierdzity jej

prawdziwos¢ [148].

Obecnie sygnalizacja purynergiczna jest uznawana za jeden z pierwotnych systemow
komunikacji komodrkowej, ktéry zachowal ogromne znaczenie w regulacji procesoOw
fizjologicznych 1 patologicznych. Obejmuje ona zaréwno mechanizmy uwalniania
1 metabolizmu nukleotydéw, jak i szerokg sie¢ receptoréw, ktore reaguja na adenozyne, ATP
i inne nukleotydy [149]. W rezultacie uczestniczy w kontroli proliferacji, réznicowania
1 $mierci komorek, w odpowiedzi immunologicznej, w procesach zapalnych, w hemostazie,
a takze w regulacji pracy uktadu nerwowego, sercowo-naczyniowego czy pokarmowego [147,
148]. Deregulacja tego uktadu wigze si¢ z rozwojem licznych choréb, w tym

neurodegeneracyjnych, autoimmunologicznych, metabolicznych i nowotworowych [145, 147].

3.2. Klasyfikacja i charakterystyka receptoréw purynergicznych

Receptory purynergiczne dzieli si¢ na dwie glowne grupy: P1 — czyli receptory adenozynowe,

oraz P2 —reagujace na ATP 1 inne nukleotydy [146, 148].

Receptory P1 (adenozynowe)

Rodzina P1 obejmuje cztery podtypy: A1, A2A, A2B 1 A3. S to receptory sprzezone z biatkami
G, ktére moduluja aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej — A1 1 A3 hamujg jej dziatanie, natomiast
A2A 1 A2B ja aktywuja [147, 148]. Receptory te r6znig si¢ powinowactwem do adenozyny —
A1, A2A 1 A3 reaguja na niskie, fizjologiczne st¢zenia adenozyny, podczas gdy aktywacja A2B
wymaga jej znacznie wyzszych, zwykle patologicznych poziomoéw [147]. Funkcjonalnie
uczestniczg one m.in. w regulacji rytmu serca, procesach zapalnych, modulacji czynnos$ci

osrodkowego uktadu nerwowego czy w ochronie tkanek przed niedotlenieniem [145, 148].

Receptory P2
Rodzina P2 dzieli si¢ na dwie podgrupy:

o P2X — s3 to receptory jonotropowe, bedace kanatami kationowymi bramkowanymi
przez ATP. Tworza trimery, moga wystepowac jako homomery lub heteromery. Obecnie

wyrodznia si¢ siedem podtypow P2X (P2X1-P2X7). R6znig si¢ one wrazliwo$cia na ATP
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1 czasem desensytyzacji — np. P2X1 1 P2X3 szybko reaguja 1 szybko ulegaja
desensytyzacji, podczas gdy P2X7 wymaga wysokich stezen ATP i praktycznie nie
desensytyzuje [147]. Unikatowa cechg P2X7 jest zdolno$¢ do przechodzenia z kanatu
jonowego w tzw. duzy por, co prowadzi do naplywu czasteczek o wickszej masie,

a nawet do $mierci komorki [147, 148].

e P2Y - to receptory metabotropowe zwigzane z biatkami G. Reaguja na rdzne
nukleotydy, w tym ATP, ADP, UTP (urydylotrifosforan) i UDP (urydylodifosforan).
Obecnie znanych jest osiem receptoréw P2Y (P2Y1,2,4,6,11,12,13,14). R6zne podtypy
aktywuja odmienne szlaki —np. P2Y1, P2Y2, P2Y4 i P2Y6 poprzez biatko Gq indukuja
szlak fosfolipazy C i mobilizacj¢ wapnia z retikulum endoplazmatycznego, podczas gdy
P2Y12,P2Y131P2Y 14 poprzez Gi hamuja cyklaze adenylanowa [ 147]. Receptory P2Y
odgrywaja kluczowa rol¢ m.in. w agregacji ptytek krwi (P2Y1 i P2Y12), w regulacji

funkcji uktadu odpornosciowego czy w procesach sekrecji [145, 148].

Schemat klasyfikacji 1 interakcji receptorow purynowych przedstawiono rycinie 5 oraz w tabeli

ATP ADP AMP Adenozyna

pe oot I E E E N B

P2X P2Y P1
(1'7) (17 2! 4; 61 111 4) (Al’ AZM A2By A3)
Naptyw/ odptyw jonow Ca%, cAMP cAMP
Na*, Ca*, K*

Rycina 5. Szlak sygnalizacji purynowej: degradacja ATP do adenozyny i aktywacja
receptoréow P2X, P2Y oraz P1. Na podstawie “Purinergic Receptors in the Airways: Potential

Therapeutic Targets for Asthma?”, autorstwa Thompson, R. J., Sayers, 1., Kuokkanen, K.,



& Hall, I. P. (2021). Frontiers in allergy, 2, 677677. https://doi.org/10.3389/falgy.2021.677677
CC-BY-NC

Tabela 1. Klasyfikacja i charakterystyka receptoréow purynergicznych

RODZINA PODTYPY CHARAKTERYSTYKA LIGANDY FUNKCJE
SYGNALIZACJI BIOLOGICZNE
P1 (ADENOZYNOWE) | Al,A2A, Receptory metabotropowe Adenozyna Regulacja
[145, 147, 148] A2B, A3 (sprzezone z biatkiem G). rytmu serca,
Al i A3 — hamuja cyklaze procesy
adenylanowa (Gi), A2A i zapalne,
A2B — aktywuja cyklaze neuroprotekcja,
adenylanowg (Gs). modulacja
uktadu
nerwowego
P2X P2X1- Kanaly jonowe ATP Naptyw
(JONOTROPOWE) P2X7 bramkowane ATP, tworza kationow (Na*,
(147, 148] trimery (homo- lub Ca?"), regulacja
heteromery). Roznice w pobudliwosci
szybkos$ci desensytyzacji i komorkowe;j,
wrazliwos$ci na ATP. proliferacja,
apoptoza
P2Y P2Y1,2,4,6, Receptory sprzezone z ATP, ADP, Agregacja
(METABOTROPOWE) | 11,12,13,14 biatkami G. P2Y1/2/4/6 — UTP, UDP  plytek (P2Y1,
[145, 147, 148] Gq — 1Ca?" (PLC). P2Y12),
P2Y12/13/14 — Gi — regulacja
|cAMP. P2Y11 — Gqi odpornosci,
Gs. sekrecja,
proliferacja

Wsrod receptorow purynergicznych szczegdlne miejsce zajmuje P2X7, dawniej okreslany jako
receptor P2Z. Odznacza si¢ on unikalng wlasciwoscia — przy przedtuzonej stymulacji wysokimi
stezeniami ATP ulega przejsciu z klasycznego kanalu jonowego w struktur¢ formujaca duzy
por, co prowadzi do naplywu makroczasteczek 1 moze inicjowaé lize komoérki [146-148].

Funkcja ta odroznia go od pozostaltych cztonkéw rodziny P2X 1 sprawia, ze P2X7 jest
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intensywnie badany w kontekscie procesow zapalnych, smierci komoérkowej 1 odpowiedzi
immunologicznej. Jego aktywacja wiaze si¢ z uruchamianiem inflamasomu NLRP3 (NLR
family pyrin domain containing 3) i wydzielaniem cytokin, co wskazuje na istotng rol¢ tego

receptora w mechanizmach patofizjologicznych [145, 147].

4. Receptor P2X7

4.1. Budowa receptora P2X7

4.1.1. Gen P2RX7

Gen kodujacy receptor P2X7 (P2RX7) u czlowieka zlokalizowany jest na dlugim ramieniu
chromosomu 12, w regionie 12q24.31, w bliskim sasiedztwie genu P2RX4 (12q24.32). Takie
rozmieszczenie sugeruje, ze oba geny wywodza si¢ z duplikacji, co potwierdza wysoka
homologia sekwencji biatkowych (ok. 41%) [150, 151]. Gen P2RX7 sktada si¢ z 13 egzonow,
co jest typowe rowniez dla innych ssakow, m.in. makaka, psa, pandy wielkiej, szczura, myszy
i $winki morskiej. Wyjatkiem jest danio pregowany, u ktérego gen zawiera 14 egzonow i lezy
na chromosomie 8 [151-153]. Do tej pory obecno$¢ genu P2RX7 stwierdzono w ponad 50
gatunkach, jednak szczegdtowe badania funkcjonalne prowadzono gtéwnie u ssakoéw [152,

153].

Gen P2RX7 cechuje si¢ wysokim stopniem polimorfizmu. Zidentyfikowano ponad 150
jednonukleotydowych zmian (SNP), w tym w obrebie domeny zewnatrzkomorkowej i C-konca.
Czg$¢ z nich prowadzi do utraty funkcji receptora, jak np. mutacje E186K czy I568N, ktore
zaburzajg translokacj¢ biatka do blony komdrkowej [150, 153]. Inne zmiany, takie jak H155Y,
H270R czy A348T, skutkujg wzrostem aktywnos$ci receptora 1 utatwiajg formowanie porow
[150, 153]. Polimorfizmy te byly wigzane z podatno$cia na rdézne choroby, w tym gruzlicg,
choroby neurodegeneracyjne, osteoporoze czy zaburzenia afektywne, cho¢ dowody pozostaja

niejednoznaczne [150].

Gen P2RX7 podlega takze alternatywnemu splicingowi. U cztowieka opisano co najmniej
dziewig¢ wariantéw transkryptu, od P2X7B do P2X7J. Czg$¢ z nich koduje biatka skrocone,
pozbawione fragmentow domeny C-koncowej. Przyktadem jest wariant P2X7B, ktory
zachowuje funkcj¢ kanatu jonowego, ale nie tworzy duzego poru. Moze on jednak taczy¢ si¢
z podjednostkami pelnowymiarowego receptora P2X7A, modulujagc jego aktywnos$¢

i w pewnych warunkach nasilajac odpowiedz komorkowa [150, 153]. Niektére warianty,
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jak P2X7J, tworza nieaktywne kompleksy heterotrimeryczne, dziatajac w sposob protekcyjny
wobec komorki [153].

Regulacja transkrypcji genu P2RX7 rowniez jest ztozona. Wykazano, ze w jego promotorze
wigze si¢ czynnik SP1, aktywowany w warunkach stresu komorkowego, a ekspresja
w niektorych typach komorek (np. glejowych) moze by¢ indukowana przez HIF-1a, co sugeruje

znaczenie hipoksji w regulacji tego receptora [153].

Tabela 2. Warianty splicingowe genu P2RX7

FUNKCJA / EFEKT

WARIANT  CHARAKTERYSTYKA ZRODLO
BIOLOGICZNY
) Receptor kanoniczny, kanat + duzy
P2X7A Pelnowymiarowy, 595 aa 150, 153
por

Kanat jonowy aktywny, brak duzego
P2X7B Skrocony C-koniec poru; moze tworzy¢ heterotrimery z 150, 153
P2X7A inasila¢ odpowiedz
Zmieniona funkcja, szczegdty nie w
P2X7C Brak eksonu 4 . 150
petni poznane
Zmieniona funkcja, szczegdty nie w

P2X7D Brak eksonu 5 . 150
petni poznane

P2X7E Brak eksonow 71 8 Skrocona forma, utrata czesci funkcji 150
P2X7F Brak eksonow 41 8 Skrocona forma, utrata czesci funkcji 150
Dodatkowy ekson N3 — . )
P2X7G . Niefunkcjonalny 150
delecja TM1
Dodatkowy ekson N3 — . _
P2X7H . Niefunkcjonalny 150
delecja TM1
P2X71 Mutacja w intronie 1 Allel niekodujacy (brak biatka) 150
Niefunkcjonalny, ale tworzy
P2X7J Koniec po eksonie 7 heterotrimery z P2X7A (efekt 150, 153
protekcyjny)
P2X7K Alternatywny N-koniec i
Zwigkszona aktywno$¢ porotworcza 150
(MYSZ) ™1
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4.1.2. Bialko P2X7

Produkt genu P2RX7 to biatko o dlugosci 595 aminokwasow, tworzace podjednostke receptora

P2X7. Kazda podjednostka sklada si¢ z krotkiego fragmentu N-koncowego po stronie

cytoplazmatycznej (ok. 26 reszt), duzej domeny zewnatrzkomorkowej (ok. 280 aminokwasow),

dwoch helis transbtonowych (TM1 i TM2, po ok. 24 aminokwasy kazda) oraz dtugiego ogona

karboksylowego w cytoplazmie (239 aminokwasow) [150, 151]. Struktura domeny

zewnatrzkomorkowej obejmuje 14 pasm f i cztery helisy a, co nadaje jej ksztalt okreslany jako

»delfin” — z glowa, tulowiem, pletwami i1 grzbietem, podczas gdy domeny transblonowe

przypominajg ogon [150, 152, 154].

Gfowa

Prawa
ptetwa

Dolna czgsé¢
ciata

W Ogon

Rycina 6. Architektura ludzkiego receptora P2X7R zbudowana metoda modelowania

homologicznego na podstawie struktury krystalicznej ludzkiego P2X3R.

(A) Monomer P2X7 przedstawiony w formie struktury drugorzgdowe;j (po lewej) 1 powierzchni

molekularnej (po prawej), opracowany przy uzyciu struktury krystalicznej apo-formy
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ludzkiego receptora P2X3 jako modelu. Ksztaltt monomeru poréwnano do sylwetki delfina,
z podziatem na poszczegdlne regiony wedlug Hattori i Gouaux [155].

(B, C) Schematyczne ujecie trimera P2X7R w stanie zamknigtym (B) i1 otwartym (C). W obu
stanach trimer receptora pokazano jako strukture drugorzedowa (po lewej) oraz powierzchnie
molekularng (po prawej). Trzy monomery oznaczono kolorami: niebieskim, fioletowym
i zielonym. Czasteczka ATP zaznaczona kolorem zottym.

(D) Szczegotowy widok miejsca wigzania ATP. Dwa sasiadujagce monomery (fioletowy
1 zielony) uczestniczg w tworzeniu miejsca wigzania. Zaznaczono kluczowe reszty
aminokwasowe zaangazowane w interakcje z ligandem.

(E) Schemat przejscia kanalu jonowego ze stanu zamknigtego (po lewej), przez otwarty
($rodek), do desensytyzacji (po prawej).

(F) Model pogladowy podsumowujacy zmiany konformacyjne zachodzace podczas otwierania
1 desensytyzacji receptora oraz kierunki przeplywu jonéw. Na podstawie Di Virgilio, F., Dal
Ben, D., Sarti, A. C., Giuliani, A. L., & Falzoni, S. (2017). The P2X7 Receptor in Infection and

Inflammation. Immunity, 47(1), 15-31. Ttumaczenie i aranzacja wlasna.

Funkcjonalny receptor P2X7 powstaje w wyniku polaczenia trzech identycznych podjednostek
w homo-trimer. Miejsca wigzania ATP znajduja si¢ na granicy s3siadujacych monomerow —
kazde z trzech miejsc tworza fragmenty dwoch sasiadujacych podjednostek. Do aktywacji
P2X7 wymagane jest zwigzanie ATP we wszystkich trzech kieszeniach, w przeciwienstwie do
innych P2XR, gdzie wystarczaja dwie czasteczki nukleotydu [153, 154]. Kluczowe
aminokwasy zaangazowane w wigzanie ATP to m.in. Lys64, Lys66, Lys193, Arg294 i Lys311,
ktoére stabilizuja grupy fosforanowe, oraz Thr189 odpowiadajaca za interakcj¢ z adenozyna

[150, 154].

Receptor P2X7 petni funkcje nieselektywnego kanatu kationowego, przewodzacego Na* i Ca**
do wnetrza komorki oraz K* na zewnatrz. Charakterystyczng cechg tego receptora jest zdolnos¢
do formowania duzego poru przewodzacego hydrofilne czasteczki o masie do kilkuset
daltonéw. Warunkiem powstania tego poru jest obecno$¢ petlnej domeny C-koncowej — jej
skrocenie uniemozliwia powstawanie poréw o duzej przepuszczalnosci, cho¢ nie znosi

przewodnictwa jonowego [150, 153]

Ogon C-terminalny receptora P2X7 zawiera unikalne dla tej podrodziny motywy — m.in.

domeng bogata w cysteiny oraz region wigzacy lipopolisacharyd. Obecnos$¢ tych struktur wigze
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si¢ z regulacjg procesow sygnalizacyjnych, interakcjami z cytoszkieletem oraz kontrolg
aktywnos$ci odpornosciowej [150, 152, 153]. Dodatkowo wykazano, ze reszty cystein w tej

domenie mogg ulegaé palmitoilacji, co wptywa na lokalizacje 1 funkcje biatka w btonie [151].

W obrgbie receptora P2X7 zachodza réwniez inne modyfikacje potranslacyjne. N-glikozylacja
zmienia jego mobilno$¢ elektroforetyczng w analizie Western blot, a w przypadku myszy
specyficzne reszty w domenie zewnatrzkomorkowej moga ulega¢ ADP-rybozylacii,

co znaczgco obniza prog aktywacji receptora [151].

Dane krystalograficzne uzyskane m.in. dla receptora P2X7 pandy wielkiej, a takze dla
ludzkiego P2X3 1 P2X4 danio pregowanego, potwierdzity trojpodjednostkowg organizacje
1 dostarczyly informacji na temat mechanizmu otwierania kanatu. Analiza poréwnawcza
struktur w stanie zwigzanym i niezwigzanym z ligandem wykazata, ze zwigzanie ATP powoduje
konformacyjne przesuni¢cia podjednostek, ktére prowadza do otwarcia kanatlu jonowego

poprzez zmiang orientacji helis TM2 [150-152, 154].

4.2. Mechanizm dzialania receptora P2X7

Receptor P2X7 jest jednym z kluczowych elementéw sygnalizacji purinergicznej zwigzanej
z uktadem odporno$ciowym i odpowiedzig zapalng. Jego unikalne wtasciwos$ci funkcjonalne
sprawiaja, ze petni on rol¢ swoistego czujnika stresu tkankowego, aktywowanego w warunkach
podwyzszonego stezenia ATP, typowego dla proceséw martwicy, zapalenia 1 nowotworzenia.
Krotkotrwata aktywacja receptora prowadzi do otwarcia nieselektywnego kanatlu kationowego,
umozliwiajacego naptyw jondéw sodu i wapnia oraz wyptyw potasu. Przy dlugotrwatej lub
intensywnej stymulacji P2X7R przechodzi jednak w drugi stan funkcjonalny, zwigzany

z powstawaniem tzw. duzego poru w btonie komorkowej [156-158].

Co istotne, zakres efektow zalezy od stopnia i czasu aktywacji receptora. Umiarkowane,
pobudzenie sprzyja procesom proproliferacyjnym 1 proangiogennym, wspierajac przezycie
komorek oraz ich adaptacje do srodowiska o podwyzszonym stezeniu ATP. Dopiero silna
1 przedluzona stymulacja prowadzi do formowania duzego poru, utraty homeostazy jonowe;j
1 aktywacji szlakow $mierci komorkowej [156, 159]. Ta dwoisto$¢ dziatania sprawia, ze P2X7R
jest biatkiem o efektach silnie uwarunkowanych kontekstem biologicznym, faczacym funkcje

wspierajace proliferacje i przezycie z mechanizmami cytotoksycznymi.
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Mechanizm powstawania duzego poru nie zostat jednoznacznie wyjasniony. Z jednej strony
sugeruje si¢, ze por powstaje w wyniku progresywnego rozszerzenia samego kanalu P2X7R,
z drugiej — ze jest on efektem rekrutacji i aktywacji dodatkowych biatek blonowych, takich jak
kanaly przejsciowego potencjatu receptorowego (TRP, transient receptor potential) czy kanaty
maxi-anionowe, ktore posrednicza w zwigkszonej przepuszczalnosci btony [157, 158].
Funkcjonalnie powstawanie duzego poru stanowi istotny element dziatania cytotoksycznego
receptora, prowadzac do utraty homeostazy jonowej, naptywu jondéw wapnia i wycieku
metabolitow, a w konsekwencji do aktywacji kaspaz, stresu oksydacyjnego i inicjacji roznych
form $mierci komérkowej — w tym apoptozy, nekrozy i piroptozy [156, 157]. W badaniach
in vitro proces ten jest rutynowo wykorzystywany jako wskaznik aktywnosci receptora,

zwlaszcza w testach wychwytu barwnikéw fluorescencyjnych [158].

Aktywacja receptora P2X7 wywoluje ponadto szereg efektow immunoregulacyjnych, czyniac
go centralnym elementem odpowiedzi zapalnej. Wypltyw jonow potasu z cytoplazmy jest
sygnatem inicjujagcym aktywacje inflamasomu NLRP3, ktory odpowiada za proteolityczng
konwersj¢ pro-IL-1p i pro-IL-18 (interleukina 18) do ich aktywnych form, a nast¢pnie ich
uwolnienie do $rodowiska zewnatrzkomorkowego. Dodatkowo pobudzenie P2X7R aktywuje
produkcje tlenku azotu i reaktywnych form tlenu oraz uruchamia wewnatrzkomorkowe szlaki
sygnatowe kinaz MAP (MAPK, mitogen-activated protein kinases), NF-xB 1 fosfolipaze D,
co prowadzi do wzmozonej transkrypcji wielu gendw prozapalnych [150, 156, 157, 160].
W konsekwencji komorki odpornosciowe stymulowane przez ATP, poprzez P2X7, wydzielaja
szerokie spektrum cytokin i1 chemokin, m.in. IL-6, TNF, IL-8 czy MCP-1/CCL2 (monocyte
chemoattractant protein-1/chemokina C-C ligand 2), ktoére wzmacniajg 1 podtrzymuja reakcje

zapalng [150, 157].

Receptor ten odgrywa rowniez istotng rolg w modulacji limfocytow T. Jego aktywacja zwigksza
sekrecj¢ interleukiny 2, sprzyja przeprogramowaniu limfocytow regulatorowych w strone
fenotypu pomocniczych limfocytow Th17 i wspiera wydzielanie cytokin prozapalnych przez te
komorki. Efekt ten nasila odpowiedz zapalng i odporno$ciowa, cho¢ w pewnych warunkach
P2X7R moze rowniez sprzyja¢ wydzielaniu cytokin przeciwzapalnych, takich jak interleukina
10 czy TGF-B, co wskazuje na ztozong regulacj¢ zalezng od kontekstu biologicznego [156,
160].

Znaczenie P2X7R widoczne jest szczegolnie w przebiegu zakazen. W przypadku wirusow
receptor wspiera aktywacje odpowiedzi przeciwwirusowe] — na przyktad w infekcji wirusem

vesicular stomatitis virus indukuje produkcj¢ interferonu typu I, a w zakazeniu SARS-CoV-2
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obserwowano jego udzial w aktywacji inflamasomu NLRP3 [160]. Rownoczesnie jednak
w przypadku zakazenia wirusem HIV aktywacja P2X7R moze mie¢ efekt odwrotny, sprzyjajac
uwalnianiu nowych wirionéw 1 progresji infekcji [160, 161]. W infekcjach bakteryjnych
sygnalizacja ATP—P2X7R ogranicza namnazanie Chlamydia trachomatis, odgrywa role
w odpowiedzi przeciw Mycobacterium tuberculosis oraz infekcjach Gram-dodatnich, w tym
przebiegajacych w postaci sepsy [157, 160, 161]. W zakazeniach grzybiczych, takich jak
kandydoza czy parakokcydioidomykoza, blokada P2X7R zmniejsza wydzielanie IL-1B
1 redukuje uszkodzenia zapalne tkanek [160]. Z kolei w infekcjach wywotanych przez
pierwotniaki 1 helminty receptor wspiera eliminacj¢ patogendéw, w tym Leishmania,
Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Plasmodium czy Schistosoma mansoni, dzialajac
zardwno poprzez mechanizmy zapalne, jak i bezposrednie indukowanie $mierci zakazonych

komorek [160, 161].

Rola P2X7R jest rowniez istotna w chorobach przewlekle zapalnych i autoimmunizacyjnych.
Doswiadczenia na modelach zwierzgcych wykazaly, ze genetyczna delecja lub
farmakologiczna blokada receptora znaczaco tagodzi przebieg chordb takich jak zapalenie
migs$ni w dystrofii Duchenne’a, odrzucanie przeszczepu czy choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi [150, 156]. W stanach przewlektego zapalenia jego aktywnos$¢ przyczynia si¢ do
amplifikacji reakcji odpornoSciowej, wzmacniajac uszkodzenia tkankowe 1 utrwalajac

patologie [157, 159].

Szczegbdlne znaczenie ma aktywnos¢ P2X7R w nowotworach. Mikrosrodowisko guza
charakteryzuje si¢ wysokim stezeniem ATP, ktore skutecznie aktywuje receptor. Efekty tej
aktywacji s3 jednak ambiwalentne. Z jednej strony P2X7R moze inicjowaé odpowiedz
antynowotworowa — jego aktywacja w komorkach dendrytycznych stymuluje powstawanie
inflamasomu NLRP3 i wydzielanie IL-1p, co prowadzi do aktywacji limfocytow CD4" 1 CD8*
oraz indukcji $mierci komoérek nowotworowych [156, 160]. Z drugiej jednak strony przewlekta,
niska aktywno$¢ receptora moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworu, wspierajac proliferacje
komorek, angiogeneze i procesy przerzutowe poprzez aktywacje szlakow takich jak NFATc1
(nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1), NF-kB, PI3K-Akt (phosphoinositide 3-
kinase—protein kinase B) czy HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1 alpha) [156, 159, 161].

Poza rolg w zapaleniu, infekcjach i nowotworach, receptor P2X7 uczestniczy rowniez w innych
procesach biologicznych. Reguluje uwalnianie egzosomow 1 mikroczgsteczek, ktore
transportujg biatka, lipidy 1 RNA, stanowiac istotny element komunikacji migdzykomorkowe;j

[159]. Uczestniczy takze w mechanizmach odczuwania bolu — zaréwno ostrego, jak
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1 przewlektego — poprzez wplyw na aktywnos$¢ neuronalng 1 powigzane procesy zapalne [158].
Jego przewlekta aktywacja moze prowadzi¢ do reorganizacji szlakéw przewodnictwa
bolowego i rozwoju nadwrazliwosci bolowej, co wskazuje na potencjat P2X7R jako celu

terapeutycznego w leczeniu bolu neuropatycznego [158].
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Rycina 7. Mechanizm aktywacji receptora P2X7 i jego rola w aktywacji inflamasomu
NLRP3. Na podstawie ,,P2X7 receptor in skin biology and diseases”, autorstwa Geraghty NJ,
Watson D, Adhikary SR, Sluyter R. World J Dermatol 2016; 5(2): 72-83 DOI:

10.5314/wjd.v5.12.72. Tlumaczenie i aranzacja wlasna.

4.3. Rola sygnalizacji purynergicznej i receptora P2X7 w zenskim ukladzie

rozrodczym ze szczeg6lnym uwzglednieniem endometrium

Sygnalizacja purynergiczna, a w szczeg6lnosci aktywacja receptora P2X7, odgrywa istotna role
w licznych strukturach zenskiego uktadu rozrodczego. Obecnos¢ 1 aktywnos¢ tego receptora
wykazano m.in. w jajniku, gdzie ATP uczestniczy w regulacji dojrzewania oocytéw i owulacji,
w jajowodach — gdzie wptywa na ruch rzesek i transport zarodka, w szyjce macicy — regulujac
przebudowe tkanki tacznej i odpowiedz ukladu odpornosciowego, w pochwie — gdzie moze
modulowac procesy obronne btony §luzowej, a takze w tozysku — gdzie uczestniczy w regulacji

interakcji immunologicznych miedzy matka a ptodem [162]. Szczegdlne znaczenie przypisuje
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si¢ jednak endometrium, ktore w cyklu miesigczkowym ulega cyklicznym procesom
proliferacji, réznicowania, zluszczania i regeneracji, a w cigzy — ztozonej przebudowie

zwigzanej z implantacja i utrzymaniem zarodka.

W badaniach nad eMSCs wykazano, ze wysokie stezenie ATP (=5 mmol/L) hamuje proliferacje
i migracje tych komorek w sposob zalezny od dawki, powodujac zatrzymanie cyklu w fazie G1
przy zachowanej zywotnosci [163]. Poniewaz eMSCs odpowiadaja za regeneracje
endometrium w kazdym cyklu, zaburzenie ich funkcji moze sprzyja¢ rozwojowi patologii,
takich jak cienkie endometrium, nieprawidiowa implantacja zarodka czy choroby zwigzane
z nieptodnos$cia, m.in. endometrioza czy adenomioza. W eMSCs potwierdzono obecno$¢
mRNA i biatka P2X7R, cho¢ funkcjonalna odpowiedz wapniowa wystepowata jedynie
w niewielkiej czgéci populacji, a modulacja receptora nie miata istotnego wptywu na proces

gojenia ran in vitro [163].

Obecnos¢ receptora P2X7R zostata rowniez udokumentowana w zrgbie endometrium szczura
podczas rui, szczegélnie w eozynofilach, makrofagach i1 fibroblastach [164]. Komorki
te odgrywaja kluczowa role w remodelowaniu macicy, regulacji lokalnej odpowiedzi
immunologicznej oraz wydzielaniu cytokin, takich jak IL-1 i IL-6, ktoére sa niezbedne dla
skutecznej implantacji [164]. W tym kontek$cie P2X7R uczestniczy zaré6wno w regulacji
apoptozy, jak i w ATP-zaleznej modulacji odpowiedzi immunologicznej. Badania histologiczne
wykazaly zwigkszona liczb¢ komorek apoptotycznych w zrgbie podczas rui oraz obecno$¢
komorek nabtonkowych dodatnich dla P2X7 w bezposrednim sgsiedztwie implantujacego si¢

zarodka [162, 164].

W ludzkim endometrium ekspresja P2X7R jest zmienna w zalezno$ci od fazy cyklu.
W poczatkowym okresie proliferacyjnym receptory rozmieszczone sg rownomiernie w btonie
komorkowej komodrek nabtonkowych, natomiast w pdzniejszych fazach cyklu lokalizuja si¢
preferencyjnie w blonie apikalnej. Aktywacja receptora przez agonist¢ prowadzi do
powstawania porow 1 apoptozy w obszarze apikalnym, co sugeruje jego udzial w terminalnym
réznicowaniu nablonka 1 przygotowaniu powierzchni endometrium do implantacji zarodka
[162]. Zjawisko to potwierdzono rowniez w badaniach na zwierzgtach — w macicy szczura
ekspresja P2X7R osigga maksimum w okresie implantacji (dzien 6 cigzy), czemu towarzyszy

nasilona apoptoza komodrek nablonkowych w rejonie kontaktu z blastocysta [162].

Z klinicznego punktu widzenia deregulacja ekspresji receptora P2X7R w endometrium moze

mie¢ znaczenie w patogenezie nowotworow. W zmianach przedrakowych i rakowych stwierdza
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si¢ obnizony poziom P2X7R, co koreluje ze zmniejszong podatnoscig komoérek na apoptoze.
Mechanizmy tego zjawiska obejmujg hipermetylacje genu P2X7, nasilony rozklad transkryptu
mRNA oraz zaburzenia potranslacyjne, takie jak niewystarczajaca glikozylacja [162]. Istotng
role odgrywaja takze alternatywne izoformy receptora, np. P2X7J, ktory dziata dominujaco
negatywnie poprzez tworzenie nieaktywnych heterooligomerow z petlnowartosciowym

receptorem i blokowanie indukowanej ATP apoptozy [162].

4.4. Rola receptora P2X7 w patologiach endometrium

4.4.1. Endometrioza

Mimo rosngcego zainteresowania rola sygnalizacji purinergicznej w patogenezie chorob
zapalnych i nowotworowych, udziat receptora P2X7 w endometriozie pozostaje stosunkowo

stabo poznany.

W trakcie przeszukiwania bazy PubMed z uzyciem hasta ,,P2X7 AND endometriosis”
odnalaztem zaledwie dwa artykuly, co wskazuje na ograniczong liczbe¢ dostgpnych badan
eksperymentalnych w tym obszarze. Publikacje te jednak wnoszg istotne informacje dotyczace
mikrosrodowiska ektopowych zmian endometrialnych oraz mechanizméw zwigzanych
z regulacja poziomu ATP w przestrzeni zewnatrzkomorkowej, a takze roli receptorow
purynergicznych —w tym P2X7R —w modulacji proliferacji komorek endometrialnych, $mierci

komorkowej oraz powstawania dolegliwosci boélowych zwigzanych z endometrioza.

W pierwszym badaniu wykazano, ze w ektopowych ogniskach endometrialnych st¢zenie ATP
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej jest wyraznie podwyzszone. Utrzymujace si¢ wysokie
poziomy tego nukleotydu prowadza do przewlektej aktywacji receptorOw purynergicznych,
w tym P2X7R, obecnych zar6wno na komorkach zrgbu, jak i na komoérkach nabtonka
endometrialnego. Taki stan sprzyja utrwaleniu reakcji zapalnej, a takze wspiera proliferacje
komorek, co zwieksza zdolno$¢ zmian ektopowych do dalszego rozwoju. Nadmiar ATP oraz
wtoérna aktywacja P2X7R zostaty rowniez powigzane z nasileniem procesOw widknienia oraz
angiogenezy, ktére sg uznawane za kluczowe dla utrzymywania si¢ zmian endometrialnych
1 ich progresji. Autorzy wskazali ponadto, Zze P2X7R moze petni¢ funkcj¢ mediatora apoptozy
komorek endometrialnych — zaburzenia w regulacji jego aktywnos$ci prowadza do braku
rownowagi miedzy proliferacjg a $miercig komoérek, co dodatkowo sprzyja patologicznemu

utrwaleniu ognisk choroby [165].



Drugie badanie koncentrowato si¢ na mechanizmach bolowych zwigzanych z endometrioza.
Zaobserwowano, ze przewlekle podwyzszony poziom ATP w otoczeniu zmian ektopowych
aktywuje receptory P2X7 zlokalizowane na komorkach uktadu odporno$ciowego oraz na
wiloknach nerwowych. Efektem tej aktywacji jest nasilone uwalnianie cytokin prozapalnych,
zwlaszcza interleukiny- 1, ktoére odgrywaja centralng role w amplifikacji odpowiedzi zapalne;.
Wazrost stezenia cytokin sprzyja z kolei sensytyzacji nocyceptorow, co prowadzi do rozwoju
i utrwalenia przewleklego bdlu w obrebie miednicy, typowego dla pacjentek z endometrioza.
Istotnym elementem tego badania byto wykazanie, ze farmakologiczne blokowanie aktywnos$ci
P2X7R skutkowalo zmniejszeniem intensywnosci bolu w modelach eksperymentalnych.
Wynik ten sugeruje, ze receptor moze by¢ potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu bolu

towarzyszacego endometriozie [166].

Podsumowujac, dostgpne badania wskazuja, ze P2X7R uczestniczy zaréwno w regulacji
proliferacji 1 przezycia komodrek endometrialnych, jak i1 w procesach zapalnych
odpowiedzialnych za powstawanie bolu. Cho¢ dane te pochodza z ograniczonej liczby prac,
stanowig podstawe do dalszych badan nad rolg P2X7R jako potencjalnego biomarkera oraz celu

terapeutycznego w endometriozie.

4.4.2. Adenomioza

Przeszukiwanie bazy PubMed z uzyciem zapytania ,,P2X7 AND adenomyosis” nie wykazato
zadnych publikacji bezposrednio analizujacych udziat receptora P2X7 w patogenezie

adenomiozy, co wskazuje na istotng luke badawcza w tym obszarze.

Dostepne dane na temat sygnalizacji purynergicznej w tej chorobie sg nieliczne i1 dotycza
glownie ektonukleotydaz — enzymow btonowych odpowiedzialnych za hydroliz¢ nukleotydoéw
w $Srodowisku pozakomoérkowym, regulujgcych m.in. stezenie ATP i adenozyny. Wykazano
m.in. obecnos¢ 1 aktywnos¢ NTPDase2 (ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2)
w komorkach zrgbu zmian adenomiotycznych. Enzym ten katalizuje hydrolize¢ trifosforanéw
1 difosforan6w nukleozydow, wptywajac na lokalne stezenia ATP i adenozyny w niszy komorek
progenitorowych — wyspecjalizowanym mikrosrodowisku zapewniajagcym utrzymanie

1 réznicowanie komoérek macierzystych.

NTPDase2, wspotdziatajac z innymi ektonukleotydazami (np. CD39 i CD73), moze
modulowac¢ aktywnos¢ mezenchymalnych komorek macierzystych oraz procesy regeneracyjne

1 zapalne w obrebie endometrium [167]. Cho¢ rola P2X7 w adenomiozie pozostaje niepoznana,
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obecnos¢ mechanizméw sygnalizacji purynergicznej sugeruje, ze receptor ten — podobnie jak

w innych schorzeniach ginekologicznych — moze odgrywac istotna rol¢ w patogenezie choroby.

4.4.3. Rak endometrium

Przeszukiwanie bazy PubMed z uzyciem hasta ,,P2X7 AND endometrial cancer” pozwolito
zidentyfikowa¢ jedynie cztery prace, co podkresla bardzo ograniczong wiedz¢ na temat roli
receptora P2X7 w patogenezie raka endometrium. Pomimo matej liczby publikacji, wszystkie
wskazujg zgodnie, ze zmiany w ekspresji 1 funkcji P2X7R mogg mie¢ istotne znaczenie dla
inicjacji 1 progresji tego nowotworu, a takze stanowi¢ potencjalny kierunek poszukiwan

biomarkeréw diagnostycznych.

Pierwsze praca analizowata kontekst niedoboru estrogendéw 1 terapii hormonalnej w modelu
zwierzgcym. Wykazano, ze P2X7R pelni funkcj¢ regulatora aktywacji inflamasomu NLRP3
oraz produkcji cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B i IL-18. W warunkach niedoboru
estrogendw ekspresja P2X7 w hipokampie byta zwigkszona, co wigzato si¢ z nasileniem reakcji
zapalnych. W wymiarze klinicznym autorzy podkreslili, ze klasyczna terapia estrogenowa,
mimo tagodzenia objawow, zwicksza ryzyko przerostu endometrium, rozwoju hiperplazji
atypowej oraz raka endometrium. Wskazuje to, ze P2X7R nalezy rozpatrywaé¢ w szerszym

konteks$cie regulacji zapalenia 1 wptywu terapii hormonalnej na ryzyko karcynogenezy [168].

Druga praca dotyczyla roli P2X7R w réznych nowotworach nablonkowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem raka endometrium. Wykazano, ze poziom funkcjonalnego wariantu P2X7
w raku endometrium jest istotnie nizszy niz w prawidlowym endometrium. ObnizZenie to
stwierdzano juz w komorkach dysplastycznych 1 we wczesnych stadiach raka, co sugeruje,
ze redukcja ekspresji P2X7 jest procesem inicjujacym transformacje nowotworowa. Co istotne,
w tkankach nowotworowych obecny byt takze skrocony wariant receptora — P2X7J, co sprzyja

proliferacji 1 progresji raka [169].

W kolejnej pracy porownano ekspresje P2X7 w prawidlowym endometrium, w zlozonej
hiperplazji atypowej oraz w tkance raka. Wyniki potwierdzity istotnie nizsze poziomy P2X7
w tkankach przedrakowych i nowotworowych w poréwnaniu z prawidtowymi. Kluczowym
mechanizmem okazata si¢ przyspieszona degradacja mRNA P2X7 w obrgbie regionu 3°UTR,
co powoduje zmniejszenie stabilnosci transkryptu. Odkrycie to wskazuje, ze obnizona
ekspresja P2X7 nie jest wylacznie efektem regulacji transkrypcji, ale takze zmian w kontroli

posttranskrypcyjnej. Fakt, ze spadek poziomu P2X7 wystepowal juz w hiperplazji atypowe;,
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sugeruje, ze receptor moze petic rolg wezesnego wskaznika ryzyka rozwoju raka endometrium

[170].

Ostatnie z badan rowniez wykazato wyrazng rdznice w poziomach P2X7 migdzy tkankami
prawidtowymi a nowotworowymi. Zaréwno mRNA, jak i biatko petlnej dlugosci P2X7 byly
znacznie czgéciej wykrywane w endometrium prawidtowym niz w raku. Co wazne, obnizenie
to bylo niezalezne od wieku pacjentek i statusu menopauzalnego, co oznacza, ze utrata ekspresji
P2X7 jest cechg charakterystyczng dla nowotworu, a nie zmian fizjologicznych zwigzanych
z gospodarka hormonalng. Ponadto wykazano, ze redukcja P2X7 pojawia si¢ juz w tagodnych
dysplazjach, co wzmacnia hipoteze, iz utrata funkcjonalnego receptora jest wczesnym etapem
karcynogenezy. Autorzy zaproponowali, ze ocena P2X7 moze by¢ przydatna jako biomarker

roéznicujacy tkanki prawidtowe, przedrakowe i nowotworowe [171].

Podsumowujac, wszystkie dostepne badania wskazuja zgodnie, ze w raku endometrium
dochodzi do istotnej redukcji poziomu funkcjonalnego receptora P2X7. Proces ten rozpoczyna
si¢ juz w stanach przedrakowych i obejmuje zarowno zmiany w stabilnosci mRNA, jak
1 pojawianie si¢ niepelnych wariantow receptora pozbawionych funkcji proapoptotycznych.
Zmiany te sprzyjaja transformacji nowotworowej i progresji raka, a jednocze$nie wskazuja na

mozliwo$¢ wykorzystania P2X7 jako biomarkera diagnostycznego.

4.4.4. Endometritis

Przeszukanie bazy PubMed pod katem zwigzku miedzy receptorem P2X7 a endometritis
przyniosto jedynie dwa wyniki, co wskazuje, Ze temat ten pozostaje nieopracowany i wymaga
dalszych badan. Obie dostgpne prace sugeruja jednak, ze P2X7R 1 powigzane z nim szlaki

sygnatowe moga odgrywac istotng role¢ w patogenezie zapalenia btony $luzowej macicy.

Pierwsze badanie zostato przeprowadzone w modelu mysiego endometritis wywolanego
zakazeniem Staphylococcus aureus. Wykazano w nim, ze aktywacja P2X7R sprzyja rozwojowi
stanu zapalnego poprzez indukcje inflamasomu NLRP3, co prowadzi do wzrostu produkcji
cytokin prozapalnych, takich jak czynnik martwicy nowotwordw, interleukina 1 beta oraz
interleukina 6. W pracy oceniano takze potencjalne dzialanie terapeutyczne pueraryny —
flawonoidu izolowanego z Pueraria lobata. Zwiazek ten lagodzil objawy zapalenia
endometrium, redukujac ekspresj¢ P2X7R, komponentow inflamasomu oraz zmniejszajac
markery ferroptozy, co wskazuje na potencjalng role tego zwiazku jako alternatywy dla

antybiotykow w leczeniu endometritis. Wyniki te podkreslajg, ze P2X7R moze stanowi¢ wazny
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punkt uchwytu terapeutycznego w regulacji procesu zapalnego zwigzanego z zakazeniem

bakteryjnym [172].

Drugie badanie dotyczyto przewleklego zapalenia endometrium indukowanego zakazeniem
Chlamydia trachomatis. Autorzy wykazali, ze bialko chlamydiowe CT135 aktywuje
inflamasom NLRP3 w makrofagach poprzez szlak TLR2/MyD88, co prowadzi do rozwoju
przewlektego, makrofagozaleznego endometritis. Kluczowg role w tym procesie odgrywa
pozakomorkowe ATP, uwalniane z zakazonych neutrofilow i komoérek nabtonka endometrium,
ktore dziala jako czasteczka sygnatowa typu DAMP (damage-associated molecular pattern)
aktywujaca P2X7R w makrofagach pods$luzowkowych. Co istotne, u myszy pozbawionych
genu P2rx7 nie rozwijala si¢ patologia zwigzana z CT135, co potwierdza bezposredni udziat
tego receptora w mechanizmie chorobowym. Badanie to sugeruje, ze aktywacja P2X7R
posredniczy w tzw. sterylnej odpowiedzi zapalnej (sterile inflammation), ktéra mimo braku
bezposredniego zakazenia makrofagoéw prowadzi do przewleklego zapalenia i nieptodnos$ci
[173].

Podsumowujac, cho¢ dostgpne dane sa ograniczone, obie prace wskazuja, ze receptor P2X7
peini kluczowa role w patogenezie endometritis wywotanego bakteryjnie. Aktywacja P2X7R
sprzyja uwalnianiu cytokin prozapalnych, aktywacji inflamasomu NLRP3 oraz procesom
komorkowej $mierci zwigzanym z ferroptoza. Wyniki te pozwalaja uzna¢ P2X7R za

potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu stanéw zapalnych endometrium.
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VI.

ZALOZENIA I CELE PRACY

Receptor purynowy P2X7 jest jednym 2z kluczowych elementow sygnalizacji
pozakomorkowego ATP, bioracym udziat w regulacji zapalenia, apoptozy oraz odpowiedzi
immunologicznej. Pomimo rosngcego zainteresowania purynoreceptorami w konteks$cie
chorob zapalnych 1 nowotworowych, ich rola w patofizjologii chorob endometrium, takich jak
endometrioza i rak endometrium, pozostaje w duzej mierze niepoznana. Szczegdlnie mato
wiadomo o znaczeniu receptora P2X7 w komodrkach endometrialnych, mimo jego znanego

udziatu w aktywacji inflamasomu i regulacji cytokin prozapalnych.

Dogodnym modelem do tego rodzaju badan wydaja si¢ by¢ linie komdérkowe wyprowadzone
ze zmian chorobowych. W zwigzku z tym celem niniejszej pracy byla charakterystyka
ekspresji, lokalizacji 1 funkcjonalnej aktywnosci receptora P2X7 w dwodch liniach
komoérkowych: 127  (zimmortalizowanej linii nablonkowej pochodzacej z ogniska
endometriozy) [174] oraz Ishikawa (wywodzacej si¢ z gruczolakoraka endometrium typu I)
[175]. Ponadto postanowiono zbadaé, czy aktywacja P2X7R wplywa na kluczowe procesy
komorkowe, takie jak proliferacja, ekspresja cytokin oraz czy r6znice mi¢dzy obiema liniami
komoérkowymi moga odzwierciedla¢ odmienne mechanizmy molekularne w endometriozie

1 raku endometrium.
Szczegbdlowe cele obejmowaly:

1. Charakterystyke morfologiczng komorek 127 i Ishikawa w warunkach hodowli in vitro

w celu oceny podstawowych réznic fenotypowych miedzy modelami.
2. Oceng ekspresji receptora P2X7 na poziomie mRNA w obu liniach komoérkowych.

3. Ocen¢ cekspresji P2X7 na poziomie biatka, przy =zastosowaniu technik

immunochemicznych.

4. Analize lokalizacji receptora P2X7, z wykorzystaniem immunofluorescencji

1 mikroskopii fluorescencyjne;.

5. Funkcjonalng ocen¢ aktywnosci receptora P2X7 w odpowiedzi na stymulacj¢ agonistg
BzATP, jak i antagonista A438079, poprzez pomiar zmian wewnatrzkomorkowego

stezenia jondw wapnia oraz wychwytu barwnika fluorescencyjnego YO-PRO-1.

6. Oceng¢ wplywu aktywacji receptora P2X7 na proliferacje komodrek obu linii,

w warunkach kontrolnych i stymulowanych.
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Oceng zmian ekspresji genu P2RX7 po stymulacji agonistag BzATP.

. Analiz¢ wpltywu stymulacji receptora P2X7 na ekspresj¢ mRNA cytokin, w odpowiedzi
na BzATP.

Oceng wptywu cytokin prozapalnych (IL-1a, TNF, TGF-B) na ekspresje genu P2RX7.
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VIIL

MATERIALY I METODY

1. Hodowle komorkowe

W badaniach wykorzystano dwie linie komorkowe: Ishikawa (RRID:CVCL 2529) oraz 127
(RRID:CVCL_0Q73).

Linia Ishikawa to ludzka linia wywodzaca si¢ z dobrze zroznicowanego gruczolakoraka
endometrium, szeroko stosowana jako model nowotworu endometrium typu I oraz receptorow
hormonalnych. Zostata pozyskana z European Collection of Authenticated Cell Cultures

(ECACC, Wielka Brytania) [175].

Linia 12Z to unie$miertelniona ludzka linia komoérkowa wyprowadzona z otrzewnowego
ogniska endometriozy, pozyskanego laparoskopowo od 37-letniej pacjentki i transfekowana
wirusem SV40. Komorki wykazuja ekspresj¢ markerow endometriozy in vivo 1 stanowia
uznany model do badan nad patogeneza choroby. Linia zostata udostepniona dzigki uprzejmosci

prof. Martina Gotte z Uniwersytetu w Miinster [174].

Obie linie hodowano w pozywce DMEM/F-12 (Thermo Fisher Scientific, USA) z dodatkiem
10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS, Thermo Fisher Scientific, USA) 1 1% antybiotykow
(penicylina/streptomycyna, Thermo Fisher Scientific, USA). Komorki utrzymywano
w standardowych warunkach: 37°C, 5% CO-, 90% wilgotnosci. Pozywke wymieniano co 2-3

dni, a pasazowanie przeprowadzano po osiagni¢ciu 80—90% konfluencji z uzyciem TrypLE

Express (Thermo Fisher Scientific, USA).

2. Stymulacja komorek oraz ocena proliferacji

Komorki linii 127 oraz Ishikawa wysiewano na 12-dotkowe ptytki (Nest Biotechnology, Chiny)
w gestosci odpowiednio 1 x 10° 1 1,5 x 10° komorek/dotek. Po 24 godzinach hodowli
w pozywce pelnej (DMEM/F-12 z 10% FBS), komorki przenoszono na pozywke zredukowang
(4% FBS) 1 poddawano stymulacji agonistg receptora P2X7 — BzATP (50 lub 300 uM; Jena
Bioscience, Niemcy). Inkubacje¢ prowadzono przez 24 Ilub 48 godzin w warunkach

standardowej hodowli (37°C, 5% CO-, 90% wilgotnosci).

W celu oceny wptywu BzATP na proliferacj¢ 1 zywotno$¢ komorek, po zakonczonej stymulacji
komorki zbierano z ptytek przy uzyciu TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific, 5 minut

w 37°C), a nastgpnie analizowano za pomoca automatycznego licznika ADAM-MC
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(NanoEntek, Korea Potudniowa). Oceniano catkowitg liczbe komorek (total cell count), liczbe

komoérek martwych (necrotic cell count) oraz obliczano liczbe komoérek zywych (viable cells).

3. Stymulacja komoérek cytokinami prozapalnymi

W odrebnym eksperymencie, komorki 127 oraz Ishikawa poddawano stymulacji cytokinami
prozapalnymi: IL-1a (10 ng/ml), TNF (10 ng/ml) oraz TGF-Bf1 (10 ng/ml) — wszystkie
zakupione w Thermo Fisher Scientific, USA. Po 24-godzinnej hodowli w pelnej pozywce (10%
FBS), komorki przenoszono na pozywke zawierajaca 4% FBS i inkubowano z cytokinami przez
24 lub 48 godzin. Po zakonczeniu inkubacji komoérki wykorzystywano do izolacji RNA

1 analizy ekspresji genéw metodg qRT-PCR.

4. Izolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Catkowite RNA izolowano z komodrek poddanych takiej samej stymulacji, jak w przypadku
oceny proliferacji 1 zywotnos$ci, z wykorzystaniem zestawu Total RNA Mini Plus Concentrator
(A&A Biotechnology, Polska). Komoérki zawieszano w buforze Fenozol Plus, a nastepnie
oczyszczano probki z biatek oraz DNA za pomocg buforu ptuczacego, uzyskujac 15 pL RNA
zawieszonego w sterylnej wodzie. Czysto$§¢ 1 stezenie otrzymanego RNA oceniano
spektrofotometrycznie przy uzyciu NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Do
dalszych analiz wykorzystywano RNA o wspoétczynniku absorbancji A260/280 wyzszym niz
1,9.

Roztwory RNA rozcienczano woda w taki sposdb, aby do kazdej reakcji odwrotnej transkrypcji
uzy¢ jednakowej ilosci RNA (700 ng). Nastepnie 10 uL. RNA mieszano z 10 pL uprzednio
przygotowane] mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej: 2 pL buforu reakcyjnego, 0,8 upL
mieszaniny ANTP (100 mM), 2 uL mieszaniny starterow, 1 pl. odwrotnej transkryptazy oraz
4,2 uL sterylnej wody — zgodnie z instrukcja producenta (High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems, USA).

Reakcje prowadzono w termocyklerze (Mastercycler, Eppendorf, USA) wedlug nastgpujacego
programu: 10 minut w 25°C, 120 minut w 37°C oraz 5 minut w 85°C. Otrzymane cDNA

przechowywano w —20°C do czasu dalszych analiz.
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5. Lancuchowa reakcja polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym (QRT-PCR)

Do oceny ekspresji gendéw P2RX7, ILIA, TGFBI oraz TNF zastosowano tancuchowg reakcje
polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym (qQRT-PCR). W kazdej reakcji uzyto 20 ng cDNA
zawieszonego w 10 uL wody oraz 10 uL mieszaniny reakcyjnej PCR (SensiFAST™ Probe Lo-
ROX Kit, Meridian Bioscience, USA), wraz z sondami TagMan (Thermo Fisher Scientific,
USA). Wykorzystane sondy zostaty przedstawione w tabeli 3.

Tabela 3. Lista sond TagMan wykorzystanych w badaniu qRT-PCR

Czynnik / Gen Symbol genu Numer sondy TagMan
Receptor P2X7 P2RX7 Hs00951605 _m1
Interleukina 1 alfa ILIA Hs00174092 m1
Transformujacy czynnik wzrostu 1 TGFBI Hs00998133 ml
Czynnik martwicy nowotworu o TNF Hs00174128 ml
Gliceroloaldehydo-3-fosforanowa dehydrogenaza | GAPDH Hs02758991 gl
(kontrola endogenna)

Reakcje przeprowadzano w systemie 7500 Fast (Applied Biosystems, USA), zgodnie
z zalecanym programem termocyklera: 2 minuty w 50°C, 20 sekund w 95°C, nastepnie 40 cykli

(3 sekundy w 95°C 1 30 sekund w 60°C).

Wszystkie probki analizowano w co najmniej dwoch powtorzeniach technicznych. Wzgledna
ekspresj¢ gendw obliczano na podstawie roéznic w automatycznie wyznaczonym cyklu
progowym (Ct, z ang. threshold cycle), stosujac metode pojedynczej (ACt) lub podwdjnej delty
(AACY).

6. Western Blot

Do analizy western blot wykorzystano lizaty biatkowe frakcji cytoplazmatycznej oraz
btonowej, pozyskane z hodowli ciggtych linii komérkowych 127 i Ishikawa, z uzyciem zestawu
Mem-PER™ Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). St¢zenie
uzyskanych bialek oznaczano metodg kolorymetryczna, stosujac zestaw Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) na czytniku mikroptytek Spark (Tecan, Szwajcaria)
1z wykorzystaniem plytek 96-dotkowych (Greiner Bio-One International GmbH, Austria).

Nastepnie 20 pg biatka rozdzielano w zelu SDS—PAGE 8% (czas: ok. 80 minut, napigcie: 80—

150 V), a bialka przenoszono na membran¢ nitrocelulozowa (Amersham Protran 0.45 NC)
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przez 90 minut przy natezeniu pradu 0,35 A. Membran¢ blokowano w 5% roztworze
odttuszczonego mleka w proszku w TBST, a nastgpnie inkubowano przez noc (4°C)
z przeciwcialami pierwotnymi. Po inkubacji z przeciwcialami pierwotnymi membrany
trzykrotnie ptukano (3 X 5 minut) w TBST, a nastgpnie inkubowano z odpowiednimi

przeciwcialami wtoérnymi. Wykorzystane przeciwciala zostaty przedstawione w tabeli 4.

Po zakonczonej inkubacji z przeciwcialami wtdérnymi, membrany ponownie trzykrotnie
ptukano w TBST (3 x 5 minut). Sygnal chemiluminescencyjny wykrywano z uzyciem
odczynnika SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific, USA), a wizualizacj¢ prowadzono za pomocg systemu Syngene GBox Chemi XX9

(Syngene, Wielka Brytania).

Tabela 4. Przeciwciala zastosowane w analizie Western blot

Rodzaj Cel molekularny /| Gatunek Numer Producent | Stezenie
przeciwciala Typ katalogowy robocze
Pierwszorzedowe | P2X7 (domena | krolik PA5-111048 | Thermo 1:200
zewnatrzkomorkowa) Fisher
Scientific,
USA
Pierwszorzegdowe | B-aktyna mysz A2228 Sigma- 1:3000
Aldrich,
USA
Drugorzedowe IgG anty-krolik koza GTX213110- | GeneTex, 1:5000
01 USA
Drugorzedowe IgG anty-mysz koza GTX213111- | GeneTex, | 1:5000
01 USA

7. Pomiar wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw wapnia

Komorki linii 127 1 Ishikawa wysiewane byty na czarng, 96-dotkowa ptytke z transparentnym
dnem (Thermo Fisher Scientific, USA) w liczbie 1 x 10* komoérek/dotek w pozywce pelne;.
Poziom jonéw wapnia oznaczano z wykorzystaniem zestawu Fluo-8 Calcium Flux Assay Kit —
No Wash (Abcam, UK). Nastepnego dnia po wysianiu komoérki przeptukiwano w DPBS
1 dodawano do nich 100 pL buforu reakcyjnego, przygotowanego zgodnie z instrukcja

producenta. Ptytke inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 37°C.
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Po zakonczonej inkubacji do komoérek dodawano:

e BzATP w stezeniu 50 uM lub 300 uM,
e lub mieszaning BzZATP i inhibitora A438079 (100 uM).

W probkach, w ktérych badano wpltyw inhibitora w polaczeniu z agonista, po inkubacji
z buforem reakcyjnym komorki preinkubowano przez 20 minut z A438079, a nastepnie
dodawano odpowiednie st¢zenie BzATP. Po aplikacji zwigzkéw przystepowano do pomiaru
intensywnosci fluorescencji przy dlugosciach fal Ex/Em = 490/525 nm, z 15% odcigciem
sygnatu. Pomiar trwat 2 minuty; na wykresach przedstawiono dane z pierwszych 50 sekund.
Kazdorazowo przed wlasciwym pomiarem wykonywano pomiar kalibracyjny dla kazdej

probki. Pomiar realizowano na czytniku mikroptytek Spark (Tecan, Szwajcaria).

8. Pomiar aktywnosci ,,duzego poru”

Komorki linii 12Z i Ishikawa wysiewano na czarne 96-dotkowe ptytki z transparentnym dnem
w liczbie 1 x 10* komorek/dotek w pozywce DMEM/F-12 z 10% FBS. Nastepnego dnia
komorki przeptukiwano w DPBS, po czym dodawano do kazdego dotka 100 pL 2 uM roztworu
YO-PRO1 (Thermo Fisher Scientific, USA). Plytke inkubowano przez 30 minut

w temperaturze 37°C, bez wyptukiwania barwnika.
Po zakonczonej inkubacji do komoérek dodawano:

e BzATP w stgzeniach 300, 500 lub 1000 puM,
e lub mieszaning BzZATP 1 inhibitora A438079 (100 uM).

W przypadku probek, w ktorych oceniano wplyw inhibitora w polgczeniu z agonista,
prowadzono 20-minutowg preinkubacje z A438079, a nastepnie dodawano BzATP. Nastepnie
przystgpowano do pomiaru intensywnosci fluorescencji przy dtugosciach fal Ex/Em =491/509
nm, z zastosowaniem 15% odcigcia sygnalu. Pomiar trwat 2 minuty, natomiast na wykresach
przedstawiono dane z pierwszych 50 sekund. Kazdorazowo przed wlasciwym pomiarem
wykonywano pomiar kalibracyjny dla kazdej probki. Pomiar realizowano przy uzyciu czytnika

mikroptytek Spark (Tecan, Szwajcaria).

9. Analiza statystyczna
Analizy statystyczne wszystkich wynikdw przeprowadzono w programie GraphPad Prism 9

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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VIII. WYNIKI

1. Morfologia komorek linii 12Z i Ishikawa w hodowli in vitro

Poréwnanie komorek linii 127 i Ishikawa w warunkach hodowli in vitro wykazalo, ze oba
rodzaje komorek zachowuja wielokatny ksztalt typowy dla morfologii komoérek nabtonkowych

oraz tworzg potaczenia miedzykomoérkowe (Ryc. 8).

Rycina 8. Morfologia komérek linii 12Z (A) i Ishikawa (B) hodowanych in vitro. Obraz

w jasnym polu przy uzyciu mikroskopii kontrastowo-fazowej ( powigkszenie x10).

2. Ekspresja P2X7 na poziomie mRNA

Analiza wzglednej ekspresji mRNA receptora P2X7 (P2RX7), przeprowadzona metoda
ilosciowego RT-PCR, wykazata jego obecno$¢ w obu badanych liniach komorkowych — 127
oraz Ishikawa — hodowanych w warunkach standardowych (Ryc. 9). Poziom ekspresji P2RX7
byt istotnie wyzszy w komoérkach 12Z w poréwnaniu do linii Ishikawa. Roéznica ta byta
statystycznie istotna (****P <0,0001, test Manna—Whitneya) i odpowiadata okoto 5,3-krotnie

wyzsze] medianie ekspresji w komorkach 12Z.
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Rycina 9. Wzgledna ekspresja P2RX7 mRNA w liniach komérkowych 12Z (n=21)
i Ishikawa (n=19) oceniana metodg qRT-PCR. Wykres przedstawia pojedyncze wyniki, ich
rozrzut oraz mediang. Mediana ekspresji w komorkach 127 wyniosta 3,77 x 10#, natomiast w

komorkach Ishikawa 7,13 x 1073, **** P<(0,0001, test Manna—Whitneya.

3. Ekspresja P2X7 na poziomie bialka

Obecnos¢ biatka P2X7 w komorkach linii 12Z 1 Ishikawa potwierdzono metoda Western blot,
analizujgc osobno frakcje btonowe 1 cytoplazmatyczne (Ryc. 10). W obu liniach wykryto
immunoreaktywne prazki o masie czasteczkowej okoto 75 kDa, odpowiadajace biatku P2X7.
Intensywno$¢ sygnatu byta wyraznie wyzsza w frakcjach komorek 12Z, zar6wno btonowej, jak
1 cytoplazmatycznej, w pordwnaniu do odpowiadajacych frakcji komorek Ishikawa. Ekspresja

biatka referencyjnego B-aktyny (~42 kDa) byla poréwnywalna we wszystkich probkach.
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Rycina 10. Analiza ekspresji bialka P2X7 w frakcjach blonowej i cytoplazmatycznej
komérek 12Z i Ishikawa metoda Western blot. Prazki o masie ~75 kDa odpowiadajg P2X7.
Wskazano rowniez prazki B-aktyny (~42 kDa) jako kontrole zatadunku. M — marker masy

czasteczkowej bialek.

4. Ekspresja powierzchniowa P2X7 — analiza immunofluorescencyjna

Analiza ekspresji receptora P2X7 w komoérkach linii 12Z 1 Ishikawa za pomoca
immunofluorescencji wykazata w obu przypadkach obecno$¢ sygnalu immunoreaktywnego
(Ryc. 11). Barwienie miato czgsciowo charakter dyfuzyjny, jednak dominowat ziarnisty rozktad

sygnatu, zgodny z lokalizacja receptora w obrebie btony komorkowe;.

A

Rycina 11. Immunofluorescencyjna analiza ekspresji receptora P2X7 w komorkach linii

12Z (A) i Ishikawa (B) hodowanych in vitro. Czerwony sygnal odpowiada obecnosci

receptora  P2X7  (barwienie  przeciwcialem  skierowanym  przeciwko domenie
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zewnatrzkomorkowej), natomiast jadra komorkowe wybarwiono barwnikiem DAPI

(niebieski). Obrazy uzyskano za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej (powigkszenie x20).

5. Ocena aktywnosci biologicznej receptora P2X7

Aktywno$¢ receptora P2X7 w komorkach linii 12Z i Ishikawa oceniano za pomocg pomiaru
wewnatrzkomorkowego naptywu jonéw Ca?* po stymulacji swoistym agonistg receptora —
BzATP. Jak przedstawiono na Ryc. 12A, podanie BZATP (50 uM) do hodowli komorek 127
wywotato gwattowny wzrost sygnatu fluorescencji barwnika Fluo-8 NW, ktory utrzymywat si¢
przez kilkadziesiat sekund. Efekt ten byt wyraznie hamowany przez selektywnego antagoniste
P2X7 — A438079 (100 uM), co potwierdza zalezno$¢ zjawiska od aktywnosci receptora.
Rycina 12B prezentuje zestawienie $rednich warto$ci fluorescencji dla poszczegdlnych
wariantow eksperymentalnych. Co istotne, silniejsza odpowiedZ odnotowano przy nizszej
dawce agonisty (50 uM) w poréownaniu do 300 pM, co moze wskazywa¢ na efekt
desensytyzacji receptora lub mechanizm regulacyjny zalezny od stezenia ligandu. Zaré6wno
stymulacja BzATP, jak i jej hamowanie przez A438079 byly statystycznie istotne
(****P < 0,0001, test Kruskala-Wallisa).

A

== Kontrola BzATP 50uM BzATP 50uM + A438079
BzATP 300uM BzATP 300uM + A438079

[=1]
(=]
(=
g

4000+

Wzgledne jednostki fluorescencji (RFU)

2_

5-

8_
114
144
174
20+
23+
26-
29+
32+
35+
38+
44+
47 -

414

Czas [s]

59



W

% kK k%
I 1
20000': skokkok kKKK s ok ke ok
5 o 11
L
E T
S 15000- i
3 ]
]
5
E ] —
= 10000
= ]
g ]
k=]
2 ]
o ]
s 5000
& ]
[+)) J
N
=
0- 1 T 1
BzATP [uM] 0 50 50 | 300 | 300
A438079 [uM] 0 0 100 0 100

Rycina 12. Ocena aktywnoS$ci kanalu wapniowego receptora P2X7 w komoérkach linii 127Z.
(A) Kinetyka zmian poziomu wewnatrzkomorkowego Ca** (RFU — wzgledne jednostki
fluorescencji) po stymulacji komérek BZATP w dwoch dawkach (50 uM 1 300 uM), z lub bez
antagonisty A438079 (100 upM). Strzatka wskazuje moment dodania agonisty. (B)
Podsumowanie $rednich warto$ci RFU dla kazdej grupy. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono

testem Kruskala—Wallisa; ****P < (0,0001.

Odpowiedz komorek linii Ishikawa na stymulacje swoistym agonistg receptora P2X7 — BzATP
— przedstawiono na Ryc. 13A. Zarejestrowano charakterystyczny, gwattowny wzrost poziomu
cytoplazmatycznego Ca**, ktéry utrzymywal si¢ w czasie, co potwierdza funkcjonalng
obecno$¢ aktywnego receptora P2X7. Dodatek selektywnego antagonisty A438079 (100 uM)
skutecznie ttumil odpowiedz, jednak efekt ten byl zauwazalny wylacznie przy nizszej dawce

agonisty (50 uM), a nie przy stezeniu 300 uM.

Poréownanie S$rednich warto$ci fluorescencji (Ryc. 13B) potwierdzilo istotng statystycznie

aktywacje receptora P2X7 po stymulacji BZATP (P < 0,0001, test Kruskala-Wallisa), a takze
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istotny efekt hamujacy obecnos$ci inhibitora przy nizszym stezeniu agonisty. Brak istotnosci
w warunkach wysokiego stezenia BzATP moze sugerowa¢ wysycenie lub mechanizmy

niezalezne od P2X7.

A

== Kontrola BzATP 50uM BzATP 50uM + A438079
BzATP 300uM BzATP 300uM + A438079

N
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Rycina 13. Ocena aktywnosci receptora P2X7 w komorkach linii Ishikawa. (A) Kinetyka
zmian stezenia jonoOw Ca** w cytoplazmie po stymulacji BZATP w dawkach 50 1300 uM, z lub
bez antagonisty P2X7 — A438079 (100 uM). Strzatka wskazuje moment dodania BzATP. (B)
Porownanie $rednich warto$ci wzglednych jednostek fluorescencji (RFU). Pomiar wykonano

z uzyciem barwnika Fluo-8 NW. Analiza statystyczna: test Kruskala-Wallisa; ****P < 0,0001.

b

Zdolnos¢ receptora P2X7 do formowania tzw. ,,duzego poru” oceniano przy uzyciu testu
wychwytu barwnika fluorescencyjnego YO-PRO-1, ktory wnika do komorki przez kanat
utworzony w btonie komdrkowej po aktywacji receptora przez agonist¢ BZATP. W komorkach
127 zaobserwowano zalezny od dawki wzrost sygnatlu fluorescencji po stymulacji BzATP
w zakresie 300—-1000 uM, co $wiadczy o aktywacji mechanizmu formowania poru (Ryc. 14A).
Najsilniejszy efekt wystapit przy najwyzszej zastosowanej dawce (1000 uM). Dodatek
selektywnego antagonisty receptora P2X7, A438079 (100 puM), skutecznie znosit efekt
naptywu YO-PRO-1 zar6wno przy 500 uM, jak 1 1000 uM BzATP. Analiza $rednich wartosci

fluorescencji (Ryc. 14B) potwierdzita istotne statystycznie rdznice migdzy grupami

(*¥***P < 0,0001, test Kruskala—Wallisa).
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Rycina 14. Ocena zdolnosci receptora P2X7 do tworzenia ,,duzego poru” w komorkach
linii 127Z. (A) Kinetyka naplywu barwnika YO-PRO-1 do cytoplazmy komorek po stymulacji
BzATP (300-1000 uM), z lub bez dodatku antagonisty A438079 (100 uM). Strzatka wskazuje
moment dodania agonisty. (B) Podsumowanie $rednich wartosci fluorescencji (RFU). Analizg

statystyczng przeprowadzono testem Kruskala—Wallisa; ****P < 0,0001.

Podobny wzorzec aktywnosci receptora P2X7 zaobserwowano w komorkach linii Ishikawa.
Jak przedstawiono na Ryc. 15A, stymulacja wysokimi st¢zeniami BzATP (300-1000 uM)
prowadzita do zaleznego od dawki wzrostu fluorescencji barwnika YO-PRO-1, co wskazuje na
tworzenie struktury duzego poru. W warunkach zastosowania antagonisty A438079 (100 uM)
zaobserwowano czeSciowe zniesienie efektu naptywu barwnika, jednak bylo ono istotne
jedynie przy najwyzszym stezeniu agonisty (1000 uM). Analiza zbiorcza danych (Ryc. 15B)
wykazatla istotne statystycznie roznice miedzy grupami (P < 0,0001, test Kruskala—Wallisa).
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Rycina 15. Ocena zdolnosci receptora P2X7 do tworzenia ,,duzego poru” w komdérkach
linii Ishikawa. (A) Kinetyka naptywu barwnika YO-PRO-1 do komorek po stymulacji BZATP
(300-1000 uM), z lub bez dodatku selektywnego antagonisty P2X7 — A438079 (100 uM).
Strzatka wskazuje moment podania agonisty. (B) Podsumowanie $rednich warto$ci wzglednych

jednostek fluorescencji (RFU). Analiza statystyczna: test Kruskala—Wallisa; ****P < (0,0001.

6. Ocena wplywu aktywacji receptora P2X7 na proliferacj¢e komoérek

Wplyw stymulacji receptora P2X7 na proliferacj¢ komorek oceniano po 24 1 48 godzinach
hodowli, mierzac przyrost liczby komoérek po podaniu BZATP w stgezeniu 50 uM lub 300 uM
(Ryc. 16). W przypadku komorek 12Z, po 24 godzinach nie odnotowano istotnych réznic
mie¢dzy grupami. Jednak po 48 godzinach stymulacja wyzsza dawka BzATP (300 uM)
doprowadzita do znamiennego zahamowania przyrostu liczby komoérek w poréwnaniu do
kontroli (P < 0,05). Stgzenie 50 uM nie wywieralo istotnego wplywu na proliferacje.
W komorkach linii Ishikawa nie stwierdzono réznic w proliferacji po 24 godzinach inkubacji.
Po 48 godzinach zaobserwowano tendencje do obnizonego przyrostu liczby komoérek w grupie

traktowanej 300 uM BzATP, jednak roznica ta nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej
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(P = 0,14). Analize¢ statystyczng przeprowadzono z zastosowaniem dwuczynnikowej analizy

wariancji (ANOVA) oraz testu post-hoc Tukey’a.
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Rycina 16. Wplyw stymulacji BZATP (50 pM lub 300 nM) na proliferacje¢ komorek linii
12Z (A) i Ishikawa (B). Wyniki przedstawiono jako przyrost liczby komoérek wzgledem
warto$ci wyjsciowej (czas 0 godz.). Punkty oznaczaja $rednie warto$ci z 6 niezaleznych

eksperymentdw; stupki btedow przedstawiajg odchylenie standardowe (SD).

7. Pordéwnanie ekspresji mRNA cytokin prozapalnych w komoérkach linii 12Z i Ishikawa

Analiza wzglednej ilosci mRNA metodg qRT-PCR wykazata, ze w warunkach standardowe;j
hodowli obie linie komorkowe wykazujg ekspresje IL1A4, TNF oraz TGFBI (Ryc. 17). DlaIL1A
stwierdzono istotnie wyzszy poziom transkryptu w komodrkach 127 niz w komorkach Ishikawa
(Welch's t-test, P < 0,0001). Dla TNF ekspresja byta wyzsza w komorkach Ishikawa (test
Manna-Whitneya, P = 0,036), natomiast w przypadku TGFBI ekspresja byla istotnie wyzsza
w komorkach 127 (test Manna-Whitneya, P < 0,0001).
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Rycina 17. Wzgledna ekspresja mRNA dla ILIA (A), TNF (B) oraz TGFBI (C)
w komorkach linii 12Z i Ishikawa w warunkach standardowej hodowli. Ekspresje oceniono
metodg gRT-PCR i przedstawiono jako 2 4“Y, znormalizowane wzgledem GAPDH. Kazdy
punkt reprezentuje pojedynczy pomiar biologiczny. N = 10; N (12Z TNF) = 5. Linie poziome
oznaczaja mediang, a shupki — zakres warto$ci (min—max). Analizg¢ statystyczng

przeprowadzono przy uzyciu testu Welcha (/L1A4) lub testu Manna-Whitneya (TNF, TGFBI).

8. Analiza wplywu stymulacji receptora P2X7 na ekspresj¢e mRNA wybranych cytokin

Stymulacja BzATP wptywala na ekspresj¢ IL1A, TNF i TGFBI w sposob zalezny od typu

komorek, dawki i czasu trwania stymulacji (Ryc. 18-20).

W komorkach 127 zaobserwowano wzrost ekspresji /L1A4 po stymulacji BZATP, szczegdlnie
dla wyzszej dawki (300 uM) po 48 godzinach inkubacji (Ryc. 18). Podobny efekt obserwowano
w komorkach linii Ishikawa. Jednak roznice te nie osiggnely istotnos$ci statystycznej (ANOVA,

P=0,4576 dla 12Z; P = 0,2378 dla Ishikawa).
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Rycina 18. Wzgledna ekspresja mRNA dla IL14 w komorkach linii 12Z oraz Ishikawa po
stymulacji BzATP. Ekspresje oceniono metoda qRT-PCR i przedstawiono jako 2 (A4CY,
znormalizowane wzgledem GAPDH. Dane przedstawiono jako mediany z rozstepem

mie¢dzykwartylowym oraz indywidualnymi warto$ciami. Analiza statystyczna: ANOVA.
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Analiza ekspresji mRNA dla TNF w komoérkach 127 wykazata wzrost ekspresji tej cytokiny po
24 godzinach stymulacji BZATP w obu badanych stezeniach, jednak ze wzgledu na duzy rozrzut
wynikow analiza statystyczna nie zostala przeprowadzona (Ryc. 19). Podobny trend
obserwowano po 48 godzinach. W komorkach Ishikawa ekspresja TNF nie ulegla istotnym
zmianom po 24 godzinach stymulacji (test Kruskala-Wallisa, P = 0,7825), ani po 48 godzinach
(ANOVA, P=0,1189).
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Rycina 19. Wzgledna ekspresja mRNA dla 7TNF w komorkach linii 12Z oraz Ishikawa po
stymulacji BzATP. Ekspresje oceniono metoda qRT-PCR i przedstawiono jako 27(4ACY,
znormalizowane wzgledem GAPDH. Dane przedstawiono jako mediany z rozstgpem

mi¢dzykwartylowym oraz indywidualnymi wartoSciami. Analiza statystyczna: nie

przeprowadzono (12Z); test Kruskala—Wallisa (24h Ishikawa), ANOVA (48h Ishikawa).

Badanie wplywu BzATP na ekspresjg¢ mRNA dla TGFBI nie wykazalo istotnych réznic
w komorkach 12Z, niezaleznie od dawki agonisty i czasu stymulacji (wszystkie porownania
P > 0,97; Ryc. 20). W komorkach Ishikawa réwniez nie odnotowano istotnych réznic po 24
godzinach (ANOVA, P = 0,5348) ani po 48 godzinach stymulacji (test Kruskala—Wallisa,
P =0,4441).
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Ekspresja wzgledna TGFB1
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Rycina 20. Wzgledna ekspresja mRNA dla TGFB1 w komorkach linii 12Z oraz Ishikawa
po stymulacji BzATP. Ekspresje oceniono metoda qRT-PCR i przedstawiono jako 2724
znormalizowane wzgledem GAPDH. Dane przedstawiono jako mediany z rozstgpem
migdzykwartylowym oraz indywidualnymi warto§ciami. Analiza statystyczna: ANOVA (12Z —
24 h 148 h; Ishikawa — 24 h), test Kruskala—Wallisa (Ishikawa — 48 h).

9. Wplyw stymulacji BZATP na ekspresje P2RX7

Aby oceni¢, czy stymulacja receptora P2X7 wplywa na jego wlasng ekspresj¢, komorki 127
1 Ishikawa inkubowano z agonistag BZATP. W komorkach 12Z obserwowano wzrost ekspresji
P2RX7 po 48 godzinach inkubacji z BZATP w dawce 300 uM, jednak roznica ta nie osiagne¢ta
poziomu istotnos$ci statystycznej (P = 0,2112). Pozostale poréwnania rowniez nie wykazaly
istotnych zmian (wszystkie P > 0,36; Ryc. 21). W komorkach Ishikawa ekspresja P2RX7
pozostata stabilna we wszystkich analizowanych warunkach. Najwyzszy poziom ekspresji
odnotowano po 48 godzinach w dawce 300 puM, jednak nie byt on statystycznie rozny

od kontroli (P = 0,7707).

70



Ekspresja wzgledna P2RX7
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Rycina 21. Wzgledna ekspresja mRNA dla P2RX7 w komorkach linii 12Z oraz Ishikawa
po stymulacji BzATP. Ekspresje oceniono metoda qRT-PCR i przedstawiono jako 2 (AACY,
znormalizowane wzgledem GAPDH. Dane przedstawiono w postaci wykresow pudetkowych
z mediang, zakresem miedzykwartylowym i warto$ciami indywidualnymi dla kazdej probki.

Analiza statystyczna: ANOVA z poréwnaniami post-hoc dla wybranych warunkow.
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10. Wplyw stymulacji wybranymi cytokinami na ekspresj¢ genu P2RX7

W komorkach linii 12Z stymulacja cytoking IL1a nie wptywala na ekspresj¢ P2RX7 po 24
godzinach inkubacji (Welch ANOVA, P = 0,2997). Po 48 godzinach obserwowano istotny
wzrost ekspresji P2RX7 wzgledem kontroli (Mann—Whitney, P = 0,0286). W komorkach linii
Ishikawa IL1a nie wplywata na ekspresj¢ receptora P2X7 ani po 24 godzinach (Welch ANOVA,
P =0,3702), ani po 48 godzinach (Mann—Whitney, P = 0,4).
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Rycina 22. Wzgledna ekspresja mRNA genu P2RX7 w komdrkach linii 12Z i Ishikawa po
stymulacji IL1a (10 ng/ml). Ekspresje oceniono metodg qRT-PCR 1 przedstawiono jako
242 7normalizowane wzgledem GAPDH. Dane zaprezentowano jako wykresy pudetkowe
z mediang, zakresem mig¢dzykwartylowym oraz warto$ciami indywidualnymi. Do analiz

statystycznych zastosowano test Welch ANOVA (24 h) lub Mann—Whitney (48 h).

W komorkach 12Z nie zaobserwowano istotnego wplywu TNF na ekspresje¢ P2RX7 ani po 24
godzinach (Welch ANOVA, p = 0,1754), ani po 48 godzinach (Mann—Whitney, p = 0,2).
W komorkach linii Ishikawa TNF powodowal obnizenie ekspresji P2RX7 po 24 godzinach
stymulacji, jednak rdznica ta nie byta istotna statystycznie (Welch ANOVA, p =0,0794). Po 48
godzinach obserwowano wzrost ekspresji, ktory rowniez nie osiggnat istotnosci statystycznej

(Mann—Whitney, p = 0,1).
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Ekspresja wzgledna P2RX7
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Rycina 23. Wzgledna ekspresja mRNA genu P2RX7 w komorkach linii 12Z i Ishikawa po
stymulacji TNF (10 ng/ml). Ekspresje oceniono metoda qRT-PCR i przedstawiono jako
2-4AC) znormalizowane wzgledem GAPDH. Dane przedstawiono jako wykresy pudelkowe z

mediang, zakresem miedzykwartylowym 1 wartoSciami indywidualnymi. Do analiz

zastosowano test Welch ANOVA (24 h) lub Mann—Whitney (48 h).

Stymulacja komorek 127 cytoking TGFp prowadzita do istotnego obnizenia ekspresji P2ZRX7
zarowno po 24 godzinach (Welch ANOVA, p =0,0022), jak i po 48 godzinach (Mann—Whitney,
p =0,0286). W komorkach linii Ishikawa TGFf nie wptywat istotnie na ekspresje¢ genu P2RX7
po zadnym z badanych czasow inkubacji (24 h: Welch ANOVA, p = 0,8898;
48 h: Mann—Whitney, p = 0,1).
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Ekspresja wzgledna P2RX7
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Rycina 24. Wzgledna ekspresja mRNA genu P2RX7 w komorkach linii 12Z i Ishikawa po
stymulacji TGFp (10 ng/ml). Ekspresje oceniono metoda qRT-PCR i przedstawiono jako
2-8ACY " znormalizowane wzgledem GAPDH. Dane przedstawiono jako wykresy pudetkowe

z mediang, zakresem miedzykwartylowym i warto$ciami indywidualnymi. Do analiz

statystycznych zastosowano test Welch ANOVA (24 h) lub Mann—Whitney (48 h).
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IX. DYSKUSJA

Receptor P2X7 od ponad dwdch dekad pozostaje przedmiotem intensywnych badan ze wzgledu
na swojg unikatowa zdolno$¢ do pelnienia zarowno funkcji kanatu kationowego, jak i induktora
formowania duzego poru [176]. Wykazano jego udziat w regulacji proliferacji, apoptozy
1 uwalniania cytokin prozapalnych, co czyni go jednym z kluczowych elementéw uktadu
odpornosciowego [177]. W chorobach nowotworowych P2X7 moze wspieraé wzrost
1 inwazyjnos¢ komorek, cho¢ w innych kontekstach petni funkcje ograniczajaca proliferacje,
co podkresla jego zalezny od $rodowiska, dualny charakter [178]. W odniesieniu do
endometrium i choréb z nim zwigzanych, takich jak endometrioza czy rak endometrium, dane
literaturowe sa ograniczone. Linie komorkowe 127 i Ishikawa, reprezentujace odpowiednio
model endometrioidalny i nowotworowy, stanowig zatem cenne narzedzie do poroéwnania

r6znic w ekspresji 1 aktywnosci P2X7.

W warunkach hodowli in vitro obserwowalem, ze komorki linii 127 [174] 1 Ishikawa [175]
zachowuja wielokatny ksztalt typowy dla nabtonka i tworza potaczenia mi¢dzykomorkowe
(Ryc. 8). Komorki 127, wyprowadzone z biopsji endometriozy otrzewnowej po transformacji
antygenem T wirusa SV40, wykazuja fenotyp CK'/E-cad”, co wskazuje na utrate klasycznych
polaczen nablonkowych i obecno$¢ cech fenotypu mezenchymalnego, takich jak ekspresja
N-kadheryny [174]. W literaturze opisano, ze taki profil moze wynika¢ z metaplaz;ji
nabtonkowo-mezanchymalnej lub pochodzenia ze stromalnych/fibroblastycznych komorek
CK'/E-cad™ [174]. Dodatkowo, fakt pochodzenia ze zmian endometriotycznych moze
oznacza¢, ze fenotyp tej linii nie jest jednorodny i moze obejmowaé cechy zaréwno
nablonkowe, jak 1 mezenchymalne. Z kolei wedtug danych literaturowych linia Ishikawa,
pochodzaca z dobrze zroznicowanego gruczolakoraka endometrium, charakteryzuje sie
heterogenicznoscig morfologiczng oraz utrzymaniem ekspresji ER i PR w wigkszosci klonow,
mimo stopniowej utraty cech zrdznicowania w kolejnych pasazach [175]. Podkresla to
znaczenie ograniczania liczby pasazy w badaniach wymagajacych zachowania stabilnego

fenotypu [175].

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach stwierdzitem, ze zar6wno w komoérkach linii 127,
jak 1 Ishikawa dochodzi do ekspresji mRNA 1 biatka receptora P2X7, a poziom tej ekspresji byt
istotnie wyzszy w linii 12Z. Analiza iloSciowa metoda qRT-PCR wykazata okoto 5,3-krotnie
wyzsza mediang ekspresji transkryptu P2RX7 w komorkach 12Z w poréwnaniu do linii
Ishikawa (Ryc. 9). Brak jest jednak badan okreslajacych referencyjny poziom ekspresji P2X7

w linit 12Z, co uniemozliwia jednoznaczng ocen¢ czy wartosci te odpowiadaja poziomowi
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charakterystycznemu dla komorek prawidtowych czy transformowanych. Analiza Western blot
(Ryc. 10) zostata przeprowadzona oddzielnie dla frakcji btonowej i cytoplazmatycznej,
co pozwolito oceni¢ lokalizacj¢ biatka P2X7 w komodrce. W obu frakcjach wykrywatem
wyrazny sygnal w postaci prazkow o masie czasteczkowej okoto 75 kDa, odpowiadajacej
pelnowymiarowemu wariantowi P2X7A [179, 180]. Intensywnos$¢ prazkow byta wigksza
w komorkach 12Z niz w komorkach Ishikawa. Co istotne, sygnal w frakcji btonowe;j
i cytoplazmatycznej byl porownywalny, co wskazuje, Ze istotna pula biatka P2X7R nie jest
ograniczona wylgcznie do btony komorkowej, ale moze by¢ obecna takze w mitochondriach
czy jadrze komorkowym [181]. Obecnos$¢ prazkéw w frakcji cytoplazmatycznej moze

dodatkowo odzwierciedla¢ pule biatka w trakcie transportu, recyklingu lub degradacji.

W badaniu immunofluorescencyjnym (Ryc. 11) w obu liniach obserwowatem sygnat
immunoreaktywny o dominujacym ziarnistym rozktadzie w obrebie blony komodrkowe;,
czesciowo o charakterze dyfuzyjnym, bez istotnych réznic w intensywnosci pomig¢dzy liniami.
Brak tych réznic moze wynika¢ z mniejszej czutosci metody IF w detekcji ilosci catkowitego
biatka lub z parametréw obrazowania, dlatego nie wyklucza on r6znic ilosciowych wykrytych
metoda Western blot. Na etapie dyskusji zestawitem uzyskane wyniki z danymi dostepnymi
w Human Protein Atlas [182]. Dane te wskazuja, ze w prawidlowym endometrium poziom
mRNA P2X7 wynosi 4,0 nTPM, a ekspresja biatka ma charakter sredni w komorkach
gruczolowych, przy braku wykrywalnego biatka w zrebie. Cho¢ wartosci nTPM 1 wyniki qRT-
PCR nie sg bezposrednio porownywalne, oba Zrodia sugeruja umiarkowana ekspresje P2X7
w prawidtlowym nabtonku endometrium oraz jej przewage nad poziomem obserwowanym

w komorkach nowotworowych.

W literaturze opisano, ze w komorkach nowotworowych czegsto obserwuje si¢ obnizenie
poziomu pelnowymiarowego, funkcjonalnego wariantu P2X7A [170, 183, 184]. Skrocone
izoformy, takie jak P2X7B czy P2X7J], wywieraja wplyw na proliferacje komorek,
ale pozbawione sa funkcji proapoptotycznych [183, 184]. Wykazano takze, Zze obniZenie
poziomu P2X7A w raku endometrium moze wynikac z przyspieszonej degradacji mRNA [170].
W S$wietle tych danych nizszy sygnat P2X7A w linii Ishikawa, ktoéry zaobserwowatem
w Western blot, moze wskazywa¢ na zmniejszenie udzialu formy proapoptotycznej na rzecz
wariantow sprzyjajacych proliferacji. Z kolei wyzszy poziom P2X7A w komdrkach 12Z moze
Swiadczy¢ o zachowaniu fenotypu blizszego komoérkom prawidlowego endometrium, choc

brak badan poréwnawczych uniemozliwia jednoznaczng oceng.
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W badaniach funkcjonalnych wykazatem, ze komoérki obu analizowanych linii — 12Z 1 Ishikawa
— odpowiadaja wzrostem wewnatrzkomorkowego stezenia Ca** na stymulacje BzATP.
Zaobserwowany efekt mial typowa dla tego receptora kinetyke szybkiej aktywacji
1 utrzymywania si¢ podwyzszonego poziomu jondw wapnia, co jest zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami [185, 186]. Zastosowanie antagonisty A438079 ograniczalo odpowiedz przy
stezeniu 50 uM agonisty, natomiast przy 300 uM efekt ten zanikal. Moze to wynikac
z aktywacji dodatkowych szlakéw naplywu jondéw oraz roéznic pomiaru Ca** w stosunku do
testu formowania poru. W kolejnych doswiadczeniach wykazatem, ze w obu liniach stymulacja
BzATP prowadzita do zaleznego od dawki naplywu YO-PRO-1, co wskazuje na aktywacje
mechanizmu formowania duzego poru. Antagonista A438079 skutecznie hamowat ten efekt
w 12Z, natomiast w Ishikawa tylko przy najwyzszym st¢zeniu agonisty. Wyniki te wpisujg si¢
w literature, gdzie opisywano udzial nie tylko samego kanalu P2X7, ale tez biatek
towarzyszacych, takich jak paneksyna 1 czy kanaly TRP [187-191]. RézZnice pomig¢dzy liniami
moga wiec wynikaé zardéwno z odmiennego poziomu ekspresji receptora, jak i sktadu izoform
oraz kompleksow biatkowych. Biorac pod uwage mechanistyczne modele formowania duzego
poru, obejmujace zarowno otwarcie kanalu jonowego, jak 1 udzial szlakoéw
wewnatrzkomérkowych zaleznych od Ca** i1 kinaz MAPK, mozna przyjaé, ze obserwowane
réznice miedzy liniami moga odzwierciedla¢ odmienne mechanizmy sprzegania aktywacji

P2X7 z formowaniem duzego poru [192].

Analiza proliferacji ujawnita, ze umiarkowane st¢zenia agonisty (50 uM BzATP) nie wplywaty
na dynamike wzrostu komorek, natomiast wyzsze (300 uM) hamowaty proliferacj¢ komoérek
127 po 48 godzinach. W komorkach Ishikawa obserwowatem jedynie trend w tym kierunku.
Takie dwufazowe dziatanie receptora P2X7 — proliferacyjne przy stabszej aktywacji
1 cytotoksyczne przy silnej — opisano rowniez w innych modelach, w tym w endometrialnych
komorkach macierzystych 1 komorkach ektopowego endometrium [193-195]. Roznice
w stosunku do nowotwordw, gdzie P2X7 czesciej wspiera wzrost 1 migracje [196-198], moga
wynika¢ z odmiennych warunkéw mikrosrodowiska, zwtaszcza st¢zenia ATP oraz obecnosci

ektonukleotydaz CD39 i CD73.

W analizach wykazatem takze spontaniczng ekspresj¢ /IL1A, TNF oraz TGFB1 w obu badanych
liniach, przy czym poziomy r6znity si¢ pomigdzy badanymi liniami komérkowymi. W linii 127
istotnie wyzsza byta ekspresja ILIA i TGFBI, natomiast w Ishikawa dominowata ekspresja
TNF. Wpisuje si¢ to w charakter prozapalny komorek endometrioidalnych oraz nowotworowe

mechanizmy adaptacyjne komorek Ishikawa [199-205]. Jesli chodzi o wpltyw cytokin na
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ekspresje P2RX7, stwierdzitem, ze IL-la zwigkszata poziom P2RX7 w komorkach 12Z,
natomiast w komorkach Ishikawa nie obserwowalem takiego efektu. TNF nie wywotat
istotnych zmian, a TGF-B1 obnizal ekspresj¢ receptora w 12Z. Z kolei stymulacja BzATP
prowadzita do niewielkich zmian w profilu cytokinowym — ekspresja IL/A i TNF wzrastata
gléwnie w 127, natomiast ekspresja TGFB1 pozostawata niezmieniona [206-215]. Wyniki te
wskazuja na obustronng regulacj¢: cytokiny moduluja ekspresj¢ receptora, a P2X7 wptywa na

profil cytokinowy komoérek endometrium.

W moich doswiadczeniach stymulacja komorek 12Z i Ishikawa agonista BZATP nie prowadzita
do istotnych zmian ekspresji mRNA P2RX7, cho¢ w komorkach 127 widoczny byt trend
wzrostowy po 48 godzinach przy 300 uM. Zgodnie z literaturg regulacja P2X7 po aktywacji
zachodzi gltownie potranslacyjnie, poprzez zmiany lokalizacji 1 stabilnosci bialka.
W komoérkach RAW264.7 (linia komoérkowa mysich makrofagéw, pochodzaca z guza
wywolanego przez wirus bialaczki Abelsona) dlugotrwata ekspozycja na ATP powodowata
internalizacj¢ i utratg¢ receptora z powierzchni, a jego powr6t nastepowal dopiero po usunieciu
nukleotydu [216]. Podobne zjawiska opisano w komorkach CaSki (komorki raka szyjki macicy
pochodzace z ludzkiego nabtonka ptaskonabtonkowego) oraz komédrkach HEK293 (komorki
ludzkiej nerki embrionalnej), gdzie aktywacja receptora prowadzita do fosforylacji, rekrutacji
GRK-3 (kinazy receptorow sprzezonych z biatkiem G, regulujacej internalizacj¢) 1 B-arrestyny-
2 oraz endocytozy receptora z czeSciowa degradacja i recyklingiem [217]. W komorkach
mig$niowych dystroficznych obserwowano dodatkowo proteolize P2X7 przez MMP-2 [218].
Wszystko to sugeruje, ze aktywacja czgsciej obniza dostgpnos$¢ receptora na powierzchni niz
zwigksza jego ekspresje genowa. W niektorych modelach, takich jak sepsa CLP (cecal ligation
and puncture — eksperymentalny model sepsy u gryzoni) obserwowano wzrost poziomu biatka
P2X7 po traktowaniu zwierzat BzATP [219]. Wzrost ekspresji obserwowany byt takze
w komorkach gwiazdzistych watroby, co tlumaczono internalizacja z ponownym

wbudowywaniem w blong oraz wtorng regulacjg zapalng z udzialem ERK 1 NF-kB [220].

Brak istotnych zmian w moim ukladzie, przy jedynie kierunkowym wzroscie w 12Z, wskazuje
wiec na dominacje¢ regulacji potranslacyjnej 1 zalezno$¢ od dodatkowych sygnatow zapalnych

[219, 221].

Podsumowujac, moje wyniki wskazuja, ze receptor P2X7 jest obecny i funkcjonalny
w badanych liniach endometrialnych, jednak jego poziom i aktywnos$¢ rozniag si¢ pomiedzy
modelem endometrioidalnym (12Z) a nowotworowym (Ishikawa). Linia 12Z wykazywata

wyzszy poziom ekspresji pelnowymiarowego wariantu P2X7A, wieksza wrazliwo$¢ na silng
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stymulacje 1 wyrazniejsze interakcje z cytokinami prozapalnymi. W linii komorek Ishikawa
obserwowalem obnizenie sygnalu P2X7A oraz cechy adaptacyjne typowe dla komorek
nowotworowych. Dane te sugeruja, ze np. w endometriozie P2X7 moze pei¢ rolg
ograniczajacg proliferacje 1 sprzyjajaca odpowiedzi zapalnej, podczas gdy w raku endometrium
mechanizmy regulacyjne wydaja si¢ powodowaé utrate wrazliwosci na potencjalne
cytotoksyczne dziatanie receptora. Ograniczeniem pracy pozostaje brak danych referencyjnych
dla prawidlowych komorek endometrium oraz brak oceny izoform receptora, ktére moga
roznicowac jego funkcje. Kierunki dalszych badan powinny obejmowac analize wariantow
P2X7 w probkach pacjentek oraz badania in vivo nad jego rola w mikrosrodowisku

endometrium.
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X. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

1. Charakterystyka fenotypowa: Komorki 127Z 1 Ishikawa zachowuja cechy
nabtonkowe, jednak réznig si¢ profilem molekularnym — 12Z wykazuje cechy
endometrioidalne, a Ishikawa nowotworowe, co nalezy uwzglednia¢ przy interpretacji

wynikow.

2. Ekspresja receptora P2X7: Receptor P2X7 jest obecny w obu liniach, z istotnie
wyzszym poziomem w linii 12Z. Western blot potwierdzit obecno$¢ wariantu P2X7A

w frakcjach btonowej 1 cytoplazmatyczne;.

3. Lokalizacja receptora: Immunofluorescencja potwierdzita obecnos¢ P2X7 na

powierzchni obu linii, bez wyraznych roznic ilosciowych.

4. Aktywnos$¢ funkcjonalna: Stymulacja BZATP wywotywata naptyw Ca?** i formowanie
duzego poru w obu liniach, hamowane przez A438079. Efekt byt silniejszy i bardziej
podatny na inhibicje w 12Z.

5. Proliferacja: Silna aktywacja P2X7 (300 uM BzATP) hamowata proliferacje¢ linii 12Z,
podczas gdy w linii Ishikawa widoczny byt tylko trend. Potwierdza to dwufazowe

dzialanie receptora — proliferacyjne przy stabej i cytotoksyczne przy silnej stymulacji.

6. Regulacja cytokinowa: Obie linie spontanicznie eksprymowaty ILIA, TNF 1 TGFBI,
z roznicami w dominujacych transkryptach. BzATP wywotywal jedynie nieistotne

zmiany, z trendem wzrostowym /L1A4 1 TNF w linii 12Z.

7. Regulacja ekspresji P2RX7: BzATP nie zmienial istotnie ekspresji genu P2RX7,
co wskazuje na przewage mechanizmow potranslacyjnych. Cytokiny modulowatly
ekspresje roznie w zaleznosci od linii: IL-1a zwiekszata, TGF-1 obnizal poziom w linii
12Z, a TNF nie miat istotnego wplywu. W linii Ishikawa stymulacja receptora nie

wywolala istotnych zmian.

Whioski ogolne: Receptor P2X7 pelni odmienne role w badanych modelach: w 12Z sprzyja
odpowiedzi zapalnej i1 ogranicza proliferacj¢ przy silnej aktywacji, natomiast w Ishikawa jego
cytotoksyczny potencjat jest ograniczony. Wyniki podkreslajg dualny charakter P2X7 1 jego

znaczenie w chorobach endometrium.
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