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Limfocyty T yd okres$la si¢ czgsto w literaturze jako ,,most” pomiedzy odpornosciag wrodzong
anabyta. Komorki te sg najbardziej rozpowszechnione w tkankach nabtonkowych, co sugeruje,
ze tworzg pierwszg lini¢ obrony przed patogenami. Ich glowne funkcje zostaly poznane przede
wszystkim poprzez badania homeostazy naskorka u myszy, jednakze ich rola w uktadzie
rozrodczym pozostaje w duzej mierze niezbadana. W niniejszej pracy podjeto probe
wyjasnienia znaczenia limfocytow T yd w kontroli immunologicznej zenskiego uktadu

rozrodczego.

Z uwagi na brak dostepnych protokotéw pierwszym etapem pracy badawczej byto opracowanie
metod analizy komorek T yd w mysiej pochwie. Aby zapewnic¢ barier¢ ochronng przed $wiatem
zewnetrznym, nabtonek pochwy jest stosunkowo gruby i zwarty, co znaczaco utrudnia
korzystanie z klasycznych technik obrazowania oraz analizy cytometrycznej. Wykorzystujac
nowoczesne podejscie w mikroskopii grubych preparatow tkankowych, opracowano metode
oczyszczania optycznego pochwy opartg na technice CUBIC, ktora umozliwita wizualizacjg
3D limfocytow T v oraz okreslenie ich dystrybucji. Dzigki tej metodzie wykazano, Ze liczba
komorek T yd w ukladzie rozrodczym myszy zalezy od fazy cyklu rujowego, osiggajac
maksimum w fazie diestrus, zdominowanej przez progesteron. Limfocyty T yd lokalizujg si¢
wowczas blizej $wiatla pochwy, w pordwnaniu do fazy estrus, zaleznej od estrogenow. Ich ilo$¢
w nablonku pochwy jest trzykrotnie wigksza niz w podscielisku pochwy, co jest niezalezne od
zmian hormonalnych cyklu piciowego. Drugim podejsciem do analizy komorek T 7o
w uktadzie rozrodczym bylo zastosowanie cytometrii przeplywowe] po wczesniejszym
enzymatycznym trawieniu tkanki. Porownujac wiele enzymow, wybrano Liberaze TL jako
enzym najbardziej skuteczny do oceny skladu komorkowego mysiego uktadu rozrodczego.
Opracowany protokot pozwolil na weryfikacje danych mikroskopowych oraz na wykazanie, ze
limfocyty T yd nie majg znaczacego wplywu na liczebnos¢ i udzial procentowy innych
populacji komorek uktadu odpornosciowego w stanie homeostazy, jak i w przebiegu zapalenia
pod wpltywem stymulacji receptorow Toll-podobnych (TLR7 i TLR9), zaréwno w pochwie, jak
I w macicy. Wnioski te wyciggni¢to na podstawie poréwnania cytometrycznego komorek
wyizolowanych z tkanek pobranych od myszy typu dzikiego i modyfikowanego genetycznie
szczepu, pozbawionego komoérek T v§ (Tcrd™). Uzyskane dane znalazly czesciowe
potwierdzenie w badaniach roli limfocytow T yd we wzbudzeniu reakcji odpornosciowych po

immunizacji antygenami aplikowanymi na bton¢ sluzowg pochwy. Przy braku komérek T yo
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indukcja odpowiedzi immunologicznej na antygen biatkowy — owoalbuming, podang
dosluzéwkowo, jest podobna jak u myszy szczepu dzikiego. Limfocyty T y6 wzmagaja jednak
nieznacznie odpowiedZz po szczepieniu dopochwowym antygenem cukrowym z grzyba
Candida albicans w postaci koniugatu z toksoidem tezca, co sugeruje ich ochronng rol¢ przed
zakazeniami mikologicznymi. Analiza porownawcza drog podania antygenow wykazala, ze
jedynie droga dopochwowa jest zalezna od fazy cyklu rujowego, podczas gdy zmiany
hormonalne nie majg wptywu na podanie podskérne i donosowe. Niejednoznaczny wpltyw
komorek T yd na status i odpowiedz uktadu odpornosciowego u myszy w wieku rozrodczym
byt inspiracja do zbadania ich roli u myszy starych, u ktérych dochodzi do dysfunkcji reakcji
immunologicznych na wielu poziomach. Za pomoca analiz ekspresji gendw zwigzanych ze
starzeniem si¢ i produkcji cytokin zapalnych wykazano, ze proces starzenia w zenskim uktadzie
rozrodczym powoduje zmiang odpowiedzi uktadu odpornosciowego w kierunku prozapalnym,
ktéra bardzo wybidrczo zalezy od limfocytow T yd. Brak tych komorek u starych samic z jedne;j
strony ostabia odpornos¢ przeciwzakazna, co bylo widoczne na przyktadzie spadku ekspres;ji
genu laktoferyny u myszy Tcrd™, z drugiej strony zwigksza ekspresje niektorych genoéw uktadu
dopetiacza 1 powoduje wzrost produkcji czynnika GM-CSF, co koncowo moze przyczyniaé

si¢ do zaburzen regulacji mechanizmow odpowiadajacych za kontrole zapalenia.

Przeprowadzone badania nie wykazaly kluczowej roli komoérek T yd w kontroli reakcji
odporno$ciowych w nabtonku uktadu rozrodczego. Otrzymane wyniki wskazuja raczej na ich
subtelny wptyw na niektore procesy immunologiczne na zasadzie strojenia potencjometrem
(ang. fine-tuning). Mozliwe jest, ze w przypadku niedoboru limfocytow T o, inne populacje
komorek uktadu odpornosciowego przejmuja funkcje utrzymania homeostazy nablonka
rozrodczego. Niewatpliwie jednak $rodnabtonkowe komorki T yd przyczyniajg si¢ do
wrodzonych odpowiedzi przeciwdrobnoustrojowych, a ich rola zalezy od miejsca zasiedlenia
okreslonego przedziatu uktadu rozrodczego oraz kontekstu komorkowego tkanki. Dalsze
badania sa niezbedne, aby doktadniej scharakteryzowaé ich funkcjonowanie i zaleznosci
wspotdziatania z innymi komoérkami uktadu odporno$ciowego zaréwno w pochwie, jak

I W macicy.
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In the literature, yo T cells are often referred to as the "bridge™ between innate and acquired
immunity. These cells are most widely distributed in epithelial tissues, suggesting that they
form the first line of defense against pathogens. Their main functions have been known
primarily through studies of epidermal homeostasis in mice, but their role in the reproductive
tract remains largely unexplored. This research attempts to explain the role of yd T cells in the

immune control of the female reproductive system.

Due to the lack of available protocols, the first stage of the research work was to develop
methods for the analysis of yd T cells in the murine vagina. The vaginal epithelium is relatively
thick and dense, which makes it difficult to use standard imaging and cytometric techniques.
Based on the CUBIC clearing method, an optical clearing protocol of vaginal tissues was
developed, which enabled 3D visualization of y6 T cells and determination of their distribution.
It was shown that yo T cells sense sex hormone-induced changes of epithelium and reach the
peak number in the progesterone-dominated diestrus phase. They are also located closer to the
vaginal lumen during diestrus, compared to the estrus phase, which is dependent on estrogens.
Their number in the vaginal epithelium is three times greater than in the vaginal stroma, which
is independent of hormonal changes during the estrous cycle. The second approach of yo T cell
analysis in the reproductive system was to use flow cytometry after enzymatic digestion of the
tissue. By comparing multiple enzymes, Liberase TL was selected as the most effective enzyme
for the analysis of the cellular composition of the murine reproductive tract. The developed
protocol allowed for the verification of microscopic data and to demonstrate that yo T cells do
not have a significant impact on the number and percentage of other immune cell populations
at the steady-state and in the course of inflammation caused by stimulation of Toll-like receptors
(TLR7 and TLR9), both in vagina and uterus. These conclusions were drawn based on
a cytometric comparison of cells isolated from tissues obtained from wild-type mice and the
genetically modified strain lacking y& T cells (Tcrd”). The obtained data were partially
confirmed by studies of the role of yd T lymphocytes in inducing immune responses after
immunization with antigens applied onto the vaginal mucosa. In the absence of yo T cells, the
immune response to the protein antigen - ovalbumin, is similar to that in wild-type mice. At the
same time, yo T lymphocytes moderately enhance the response after vaginal vaccination with
the polysaccharide antigen from Candida albicans conjugated with tetanus toxoid, which

suggests their protective role against mycological infections. The comparative analysis of the
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routes of antigen administration showed that only the vaginal route depends on the estrous cycle
phase, and hormonal changes do not affect the subcutaneous and intranasal administration.
The ambiguous influence of y& T cells on the status and response of the immune system in mice
of reproductive age inspired the study of their role in old mice suffering from the dysfunction
of immune responses at multiple levels. The analysis of gene expression and inflammatory
cytokine production in aged individuals showed that the aging process skews immune responses
in the female reproductive system toward the proinflammatory type, which is very selectively
dependent on y3 T cells. The lack of these cells in old females, on the one hand, weakens the
anti-infective immunity, which was evidenced by the decrease in the lactoferrin gene expression
in Tcrd”-mice. On the other hand, y& T cells deficiency increases the complement system gene
expression and the GM-CSF factor production, which may ultimately contribute to

a dysregulation of the mechanisms responsible for controlling the inflammation.

The results indicate that vy T cells do not play a critical role in controlling immune responses
in the epithelium of the reproductive tract. Instead, they are responsible for the fine-tuning of
immunological processes. Undoubtedly, intraepithelial y6 T cells contribute to innate
antimicrobial responses, and their role depends on the location and the cellular context of the
tissue. It is possible that in the absence of yd T cells, other populations of the immune system
take over the homeostasis maintenance in the reproductive epithelium. Further research is
necessary to characterize their function and interactions with other cells of the immune system,

both in the vagina and in the uterus.
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Skrot Nazwa angielska Nazwa polska
AMPs antimicrobial peptides biatka przeciwdrobnoustrojowe
APCs antigen presenting cells komorki prezentujace antygen
ARs androgen receptors receptory androgenowe
AU arbitrary units jednostki umowne
BCR B cell receptor receptor komorek B
BGs Birbeck’s granules ziarnisto$ci Birbecka
BSA bovine serum albumin bydlgca albumina surowicy
CD cluster of differentiation antygeny roznicowania komorkowego
CCL-20  chemokine (C-C motif) ligand 20 ligand chemokiny (motyw C-C) 20
oligodeoksynukleotyd zawierajacy
CpG CpG oligodeoxynucleotide niemetylowang guanozyng¢ fosforanu
cytydyny
CVF cervical-vaginal fluid plyn szyjkowo-pochwowy
4’ 6-Diamidino-2-phenylindole dichlorowodorek 4',6-diamidino-2-
DAPI . . .
dihydrochloride fenyloindolu
DCs dendritic cells komorki dendrytyczne
DETC dendritic epidermal T cell dendrytyczne naskérkowe komoérki T
DMA N,N-Dimethylacetamide N,N-dimetyloacetamid
DMSO  dimethyl sulfoxide dimetylosulfotlenek
E2 estradiol estradiol
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid kwas edetynowy
ERa estrogen receptor alpha receptor estrogenowy alfa
ERp estrogen receptor beta receptor estrogenowy beta
ERs estrogen receptors receptory estrogenowe
FACS fluorescence-activated cell sorting cytometria przeplywowa
FBS fetal bovine serum ptodowa surowica bydleca
FceRI high affinity Fc epsilon receptor 1 :Z?ptor 0 wysokim powinowactwie dla
FR fold regulation krotno$¢ regulacji gendw
FSC forward scatter channel przedni detektor $wiatta rozproszonego
GFP green fluorescent protein bialko zielonej fluorescencji
GM-CSE granulocyte-macrophage colony- czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
stimulating factor granulocytow i makrofagow
GSM genitourinary syndrome of menopauzalny zespdt moczowo-plciowy
menopause
hBD2 human beta defensin 2 ludzka B-defensyna 2
HBSS Hank's Balanced Salt Solution buforowany roztwor soli Hanka
HIV human immunodeficiency virus ludzki wirus niedoboru odpornosci
HRE hormone response element element odpowiedzi na hormony
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ICAM-1

IFN-B
IFN-y
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IL
IN

ITAM

IVAG
LCs
MCs
MCP-1
MHC

MISS

MMPs
NA
NETs

NISS

NKG2D

NLRs
ODN
OVA

P4
PAMPs

PBS
PMT
PRs
PRRs
R848
RPM

RVVC

SC
SHG

herpes simplex virus
Intercellular Adhesion Molecule 1

interferon beta

interferon gamma

immunoglobulin

interleukin

intranasal

infrared

immunoreceptor tyrosine-based
activation motif

intravaginal

Langerhans cells

mast cells

monocyte chemoattractant protein 1
major histocompatibility complexes

membrane-initiated steroid signaling

matrix metalloproteinases
numerical aperture
neutrophil extracellular traps

nuclear-initiated steroid signaling

NKG2D receptor

NOD-like receptors
oligodeoxynucleotide
ovalbumin

p-value, probability value
progesterone

pathogen associated molecular
patterns

phosphate buffered saline
photomultiplier
progesterone receptors
pattern recognition receptors
Resiquimod

revolutions per minute

recurrent vulvovaginal candidiasis

subcutaneous
second harmonic generation

Wykaz stosowanych skrotow

wirus opryszczki narzagdow ptciowych
mie¢dzykomorkowa molekuta
adhezyjna-1

interferon beta

interferon gamma

immunoglobulina

interleukina

immunizacja donosowa
promieniowanie podczerwone
tyrozynowy motyw aktywacji
immunoreceptora

immunizacja dopochwowa

komorki Langerhansa

komorki tuczne (mastocyty)

biatko chemotaktyczne monocytow
glowny uktad zgodnosci tkankowe;j
sygnalizacja inicjowana w obrebie btony
komorkowej

metaloproteinazy macierzy

apertura numeryczna
zewnatrzkomorkowe sieci neutrofilowe
sygnalizacja inicjowana w obszarach
jadra komorkowego

receptor charakterystyczy dla komorek
NK

receptory NOD-podobne
oligodeoksynukleotyd

owoalbumina

warto$¢ p, prawdopodobienstwo testowe
progesteron

wzorce molekularne zwigzane

Z patogenami

buforowana sol fizjologiczna
fotopowielacz

receptory progesteronowe

receptory rozpoznajgce wzorce
agonista TLR7/8

obroty na minute

nawracajace drozdzakowe zapalenie
pochwy i sromu

immunizacja podskorna

generacja drugiej harmonicznej




SLPI

SPF
SSC
TBABH
TCR
TGF- B
TLRs
TMB
TNF-a
uv

VCAM-1

VEDCs
VIS
VVC
WHO

secretory leukocyte peptidase
inhibitor
specific-pathogen-free

side scatter channel
tetrabutylammonium borohydride
T-cell receptor

transforming growth factor 3
Toll-like receptors
3,3",5,5'-Tetramethylbenzidine
tumor necrosis factor o
ultraviolet

vascular cell adhesion molecule-1

vaginal epithelial dendritic cells
visible spectrum

vulvovaginal candidiasis
World Health Organization

Wykaz stosowanych skrotow

wydzielniczy inhibitor proteinazy
leukocytarnej

wolne od wybranych patogenow
boczny detektor §wiatta rozproszonego
borowodorek tetrabutyloamoniowy
receptor limfocytu T

transformujacy czynnik wzrostu beta
receptory Toll-podobne
3,3',5,5'-Tetrametylobenzydyna
czynnik martwicy nowotworow alfa
promieniowanie ultrafioletowe
molekuta adhezyjna — 1 komorki
naczyniowej

komorki dendrytyczne nabtonka pochwy
swiatto widzialne

drozdzakowe zapalenie pochwy i sromu
Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1. Wstep

1.1. Struktura zenskiego ukladu rozrodczego

Zefski uktad rozrodczy jest unikalnym systemem pokrytym nablonkiem, W ktorym
mechanizmy odpornosci blony $luzowej przeciwko szkodliwym drobnoustrojom pozostaja
w rownowadze z tolerancjg immunologiczng na plemniki i zarodek w celu zachowania
reprodukcji. Budowa uktadu rozrodczego samicy myszy nie odbiega od ogolnej budowy uktadu
rozrodczego samic ssakow tozyskowych (Ryc. 1A) (1). U ludzi, jak i u myszy w zenskich
narzadach ptciowych wyrézniamy odcinek gorny, w sktad ktoérego wchodzi macica, jajowody

i jajniki oraz odcinek dolny obejmujacy pochwe i szyjk¢ macicy.

A B
jajnik
G jeiowsd gl macica
%* 2 8.8 8 8 @ nabtonek jednowarstwowy
J . Y 4 walcowaty
g N A
macicy S f
szyjka x -]

. pochwa
<

_5, nabtonek wielowarstwowy
0 O ptaski

. —— {
macicy
)
{
(
w7

(7)

L

Ryc. 1. Budowa uktadu rozrodczego myszy.
(A) anatomia zenskiego uktadu rozrodczego. (B) roznice w budowie nablonka pochwy i macicy u myszy.
(Opracowano na podstawie (2)).

Blona $luzowa zenskich drég rozrodczych rozni si¢ budowa migdzy gérnym a dolnym
odcinkiem (Ryc. 1B). Gorny odcinek uktadu rozrodczego jest pokryty pojedyncza warstwa
nabtonka jednowarstwowego walcowatego, w ktorym komorki sg potaczone ze soba $cistymi
(zamykajacymi) potgczeniami miedzykomorkowymi (ang. tight junctions) (3). Dolny odcinek
narzadow  plciowych jest miejscem kontaktu ze $rodowiskiem zewng¢trznym
I W przeciwienstwie do wyzej potozonych struktur, nie jest sterylny. Pochwa i zewnetrzna czes$¢
szyjki macicy pokryta jest wiclowarstwowym nabtonkiem ptaskim, osadzonym na bogatym
w kolagen 1 naczynia krwiono$ne podscielisku (stromie), ktore wspolnie tworza bariere
ochronng przed patogenami. Wewngtrzne warstwy nabtonka, polozone przy btonie podstawne;,
sg aktywne metabolicznie i ulegaja aktywnej proliferacji oraz rdéznicowaniu przy Scistej
regulacji przez hormony piciowe (4). Natomiast zewnetrzne warstwy nabtonka sg terminalnie

zrdznicowane, Przez co nie sa potgczone ze sobg Scistymi potgczeniami migdzykomorkowymi.
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W konsekwencji nabtonek pochwy jest dos¢ ,,nieszczelny”, umozliwiajac penetracje przez

symbiotyczne i patogenne drobnoustroje oraz inne czynniki (5).

Bezposrednig ochrong uktadu rozrodczego przed patogenami zapewnia warstwa §luzu. Sktada
si¢ on z biatek glikozylowanych, znanych jako mucyny, ktore fizycznie unieruchamiaja
patogeny. Mucyny sg kodowane przez rodzing genow MUC i co najmniej 13 mucyn ulega
zroznicowanej ekspresji w pochwie i macicy, w zaleznos$ci od fazy cyklu (6). Mucyny wigza
bezposrednio  mikroorganizmy, W tym drozdzaki Candida albicans, poprzez

a(1,2)fukozylowane glikany (7).

1.2.  Zmiany hormonalne w Zenskim ukladzie rozrodczym

Odpowiedz hormonalna w ukladzie rozrodczym regulowana jest gldéwnie przez stezenie
hormonow piciowych i poziom ekspresji swoistych dla nich receptorow. Progesteron (P4)
i estradiol (E2) to gtéwne hormony steroidowe produkowane przez jajniki, ktore na poziomie
komoérkowym dziataja odpowiednio poprzez receptory progesteronowe (ang. progesterone
receptors PRs) i receptory estrogenowe (ang. estrogen receptors, ERs) (3). ERs i PRs sa
czynnikami transkrypcyjnymi nalezacymi do rodziny receptorow jadrowych wytwarzanych
przez wiele typow komorek uktadu rozrodczego. Istnieja dwie cytoplazmatyczne izoformy
kazdego receptora, ktorych poziom ekspresji w tkance endometrium osigga maksimum w fazie

proliferacyjnej cyklu hormonalnego (8).

Receptory jadrowe reguluja ekspresje genéow w gldwnej mierze poprzez oddziatywanie na
DNA. Ligandy receptoréw steroidowych charakteryzuja si¢ lipofilnoscia, dzigki czemu tatwo
przenikaja przez blony komodrkowe. Po przylaczeniu ligandu do receptora hormonu
steroidowego nastepuje zmiana jego konformacji, ktéra umozliwia jego dimeryzacje oraz
translokacje z cytoplazmy do jadra komoérkowego. Aktywowany receptor moduluje ekspresje
gendw, przylaczajac si¢ do elementu odpowiedzi DNA na hormony (ang. hormone response
element, HRE). Dziatanie genomowe hormonéw steroidowych indukuje pdzng odpowiedz
komorkowg na drodze szlaku sygnalizacji inicjowanej w obszarach jadra komorkowego

(ang. nuclear-initiated steroid signaling, NISS) (9).

Receptory hormondéw steroidowych mogg rowniez dziata¢ bez wigzania si¢ do DNA — takie
dziatanie nazywane jest niegenomowym dziataniem i jest niezalezne od transkrypcji genéw czy

syntezy bialek. Poprzez dziatanie pozagenomowe hormony steroidowe indukujg szybka
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odpowiedz komoérkowa na drodze szlaku sygnalizacji inicjowanej w obrebie btony komdrkowej

(ang. membrane-initiated steroid signaling, MISS) (9).

Nabtonek pochwy podlega ciagglej odnowie poprzez proliferacje, roznicowanie i dojrzewanie.
Swoisty mechanizm réznicowania i dojrzewania komorek nabtonka pochwy jest wcigz
niejasny, jednakze wykazano, ze jest on regulowany estrogenami dziatajagcymi poprzez
aktywacje receptora estrogenowego alfa (ERa) i receptora estrogenowego beta (ERB) (10).
Analizy immunohistochemiczne pokazaty, ze komoérki nabtonkowe zawierajg najwigksza
liczb¢ jadrowych miejsc wigzania estrogendw ze wszystkich struktur narzadéw ptciowych (11).
Kobiety w okresie rozrodczym wytwarzajg oba rodzaje receptoroOw estrogenowych, natomiast

po okresie menopauzy nastepuje znaczacy spadek ekspresji receptora ER (12).

1.2.1. Fazy cyklu rujowego myszy

Myszy sa bardzo dobrym modelem do badania reprodukcji m. in. ze wzgledu na ich zdolnos$¢
do spontanicznej owulacji, krotki cykl rujowy, trwajacy tylko 4-5 dni oraz 19-21-dniowg ciazg
(13). Aktywnosc¢ rozrodcza myszy rozpoczyna si¢ W okoto 26. dniu zycia od otwarcia pochwy,
ktore jest uruchamiane hormonalnie i zalezne od apoptozy (14). Cykl rujowy objawia si¢
zmianami anatomicznymi i hormonalnymi, ktoére wplywaja na fizjologie i zachowanie myszy,
zapewniajac maksymalnag ptodnos¢. Pomimo ze cykl rujowy jest procesem ciaggtym, mozna
zidentyfikowa¢ w nim cztery odrebne fazy: proestrus, estrus, metestrus i diestrus (Ryc. 2) (15),
podczas ktorych hormony piciowe (estradiol i progesteron) reguluja m.in. stan nablonka
pochwy (16). Proestrus to okres, w ktorym w jajniku nastepuje Synteza i wydzielanie
estrogenow. W fazie estrus, zdominowanej przez estradiol, nastepuja koncowe etapy rozwoju
pecherzykow przedowulacyjnych i owulacja. W tym czasie komorki nablonkowe dzielg sig,
roéznicuja 1 tworza zrogowacialg warstwe, ktora jest utozona wierzchotkowo i zwrocona do
$wiatta pochwy. Jesli cykl nie zostanie przerwany przez cigze lub cigze rzekoma, rozpoczyna
si¢ metestrus — wczesna faza lutealna. Natomiast w fazie diestrus, gdy poziom estradiolu jest
niski a progesteronu wysoki (16), zrogowaciate komorki sg usuwane, a nablonek staje si¢

cienki, osiagajac grubos¢ okoto siedmiu komorek (17).
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Estrus Metestrus Diestrus Proestrus

estradiol

progesteron

Ryc. 2. Fazy cyklu rujowego myszy.
Zmiany w stezeniu estradiolu i progesteronu podczas czterech faz cyklu rujowego: estrus, metestrus, diestrus
i proestrus oraz analiza preparatow histologicznych pochwy barwionych hematoksyling i eozyng.
(Opracowano na podstawie (18)).

1.3. Elementy immunologiczne zenskiego ukladu rozrodczego
1.3.1. Nieswoiste (wrodzone) mechanizmy odpornosci

Odporno$¢ wrodzona w zenskim uktadzie rozrodczym opiera si¢ na kilku czynnikach, takich
jak: $luz, peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMPS) oraz bariera
z komorek nabtonkowych, ktore tacznie majg zapobiega¢ wnikaniu patogenu do wnetrza
ustroju. Dodatkowe wsparcie udzielane jest przez komorki uktadu odpornosciowego
(m.in. makrofagi, komorki dendrytyczne, neutrofile, komodrki NK), ktore rozpoznaja
mikroorganizmy i dziataja lokalnie, aby zmniejszy¢ obcigzenie patogenami i zainicjowac
odporno$¢ adaptacyjng (19). W stanie spoczynkowym liczba leukocytow w pochwie jest jednak
niewielka (20).

1.3.1.1. Komorki nablonkowe

Komorki nabtonkowe ukladu rozrodczego petnig istotng role w odpornosci wrodzonej
i w zalezno$ci od ich lokalizacji maja rézne funkcje immunobiologiczne: w pochwie
I zewnetrzne] czesci Szyjki macicy chronig organizm przed szkodliwymi czynnikami
srodowiska zewnetrznego, a w macicy i wewngtrznej czesci szyjki macicy odpowiadaja za
utrzymanie cigzy (21). Nabtonek rozrodczy tworzy gléwng bariere¢ fizyczna, zatrzymujaca
drobnoustroje na swojej powierzchni. Ponadto komoérki nablonkowe uczestniczg W procesie
rozpoznawania mikroorganizméw, wykorzystujac tzw. receptory rozpoznajace wzorce
(z ang. pattern recognition receptors, PRRs), w tym receptory Toll-podobne (ang. Toll-like
receptors, TLRs) i receptory NOD-podobne (ang. NOD-like receptors, NLRs), ktore wiaza

konserwatywne wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen-associated
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molecular patterns, PAMPS). Po stymulacji receptorow PRRs przez obecne na
mikroorganizmach struktury PAMPs, aktywowane komorki nabtonkowe wydzielaja szereg
peptydow przeciwdrobnoustrojowych, cytokin i chemokin. Czynniki te oddziatuja
bezposrednio na patogeny niszczac je lub uniemozliwiajac ich wigzanie do nabtonka. Mogg tez
posrednio prowadzi¢ do ich neutralizacji — poprzez rekrutacje 1 aktywacje¢ réznych komorek

uktadu odpornos$ciowego, przywotanych z obwodu do miejsca infekcji (22).

1.3.1.2. Komorki dendrytyczne i makrofagi

Komérki dendrytyczne (ang. dendritic cells, DCs) i makrofagi naleza do komoérek zdolnych do
pobierania materiatu zewnatrzkomorkowego na drodze fagocytozy i pinocytozy oraz do
prezentacji antygenow, przez co s3 tacznikiem miedzy odpornoscia wrodzong a nabyta.
W klasycznym ujgciu DCs sag okreslane jako komorki prezentujace antygen (ang. antigen-
presenting cells, APCs). Z kolei, makrofagi uwaza si¢ za glowne komorki zerne, zdolne do
neutralizacji patogendow wystepujacych w tkankach. Poniewaz zaréwno komorki dendrytyczne,
jak i makrofagi pochodzg ze wspdlnego prekursora w szpiku kostnym, subpopulacje obu
komorek majg wspolne markery powierzchniowe, tzw. antygeny réznicowania komorkowego
(ang. cluster of differentiation, CD), w tym CD14, CD11c, CD11b i czasteczki gldéwnego
uktadu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complexes, MHC) klasy II.
Ekspozycja na patogeny i fagocytoza pobudza dojrzewanie makrofagow i komorek
dendrytycznych oraz prezentacje peptydowych fragmentow patogendéw przez czasteczki MHC
klasy I lub klasy Il. Dopiero takie zaprezentowanie antygendéw dziewiczym limfocytom T
(ang. naive T cells) powoduje indukcje swoistej dla patogenu odpornosci nabytej lub tolerancje,

w zaleznos$ci od rodzaju czasteczek kostymulujacych zaangazowanych w proces prezentacji
(23).

Makrofagi stanowig okoto 10% leukocytow obecnych w zenskim uktadzie rozrodczym, a ich
liczba jest najwicksza w macicy (podscielisko i tkanka tgczna miegSnidwki macicy).
Przemieszczanie si¢ makrofagow do btony $luzowej macicy (endometrium) jest regulowane
przez estradiol i progesteron, przy czym liczba makrofagéw w endometrium jest najwicksza
przed miesigczka (24). Z Kolei, liczba makrofagow w pochwie pozostaje stabilna przez caty
cykl menstruacyjny (19).

Liczebnos$¢ komorek dendrytycznych w uktadzie rozrodczym jest mniejsza niz makrofagow.
W macicy zlokalizowane sg glownie W podscielisku, natomiast komoérki dendrytyczne

pochwowe sa obecne w warstwie nablonkowej (25). W stanie spoczynkowym rezydujgce
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w tkankach komoérki dendrytyczne majg niedojrzaty fenotyp. Po stymulacji patogenem lub pod
wplywem procesu zapalnego komorki dendrytyczne dojrzewaja, zwickszaja poziom ekspresji
czasteczek MHC klasy Il i migruja do najblizszych, drenujacych weztow chilonnych, gdzie
indukujg swoistg dla antygenu odpowiedz limfocytow T (26).

W zZenskim uktadzie rozrodczym gléwnymi komorkami dendrytycznymi sg komorki
Langerhansa (ang. Langerhans cells, LCs). W stanie spoczynkowym lokalizujg si¢ blisko
podstawy nabtonka, a ich liczba zalezna jest od fazy cyklu rujowego, osiagajac maksimum
w fazie diestrus (27). Oddzielng populacje stanowig komorki dendrytyczne nabtonka pochwy
(ang. vaginal epithelial dendritic cells, VEDCs), ktére roznig si¢ fenotypowo od komodrek
Langerhansa w skorze (28). VEDCs w porownaniu ze skornymi LCS nie majg ziarnisto$ci
Birbecka (ang. Birbeck’s granules, BGS), cO w konsekwencji zwigksza ich podatno$¢ m.in. na

zakazenie wirusem HIV-1 (29).

1.3.1.3. Komorki tuczne (mastocyty)

Komoérki tuczne (ang. mast cells, MCs) znane sg glownie z roli, jaka odgrywajg w procesach
alergicznych. Mastocyty sg aktywowane poprzez ekspozycj¢ na antygen (alergen), ktory
sieciuje swoistg dla alergenu immunoglobuling E (IgE), zakotwiczong w btonie komorkowe;j
poprzez receptor o wysokim powinowactwie dla IgE (ang. high affinity Fc epsilon receptor 1,
FceRI). Nastgpstwem tego procesu jest zainicjowanie ciggu przemian biochemicznych
prowadzacych do degranulacji komorki tucznej i wytworzenia mediatoré6w procesu zapalnego
(30). Badania wskazujg takze, ze mastocyty biorg udziat w obronie organizmu przed
pasozytami, bakteriami 1 innymi drobnoustrojami, odgrywajac rol¢ zarowno w mechanizmach

odpowiedzi immunologicznej wrodzonej, jak i nabytej (31).

W uktadzie rozrodczym komorki tuczne zostaty najlepiej scharakteryzowane w macicy, gdzie
ich ilo$¢ jest niezalezna od fazy cyklu (32). Mastocyty majg istotny wplyw na procesy
rozrodcze, a w szczegolnosci na proces implantacji zarodka. Przy nadmiernym wydzielaniu

mediatoréw moga rowniez doprowadzi¢ do przedwczesnego porodu (33).

1.3.1.4. Neutrofile

Neutrofile to najliczniejsze leukocyty zwigzane z tozyskiem naczyn krwionosnych, ktére po
przejsciu do tkanek tworzg pierwszg lini¢ obrony przed patogenami, dzigki obecnosci
receptoréw rozpoznajacych drobnoustroje, w tym receptorow TLR (34). Na powierzchni blon

sluzowych neutrofile sa odpowiedzialne za szybka eliminacj¢ potencjalnych patogenéw na
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drodze fagocytozy oraz przez uwalnianie zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, enzymow
proteolitycznych, cytokin i chemokin. Dodatkowo komorki te produkuja reaktywne formy
tlenu, ktore uszkadzaja struktur¢ sfagocytowanych  patogenow oraz  tworza
zewnatrzkomoérkowe sieci neutrofilowe zwane NETS (ang. neutrophil extracellular traps),

ktore wigzg i unieruchamiajg drobnoustroje (35,36).

Neutrofile znajdujg si¢ zarowno w goérnym, jak i dolnym uktadzie rozrodczym, chociaz
najliczniej wystepuja w jajowodach. Ich liczba w macicy znacznie wzrasta przed miesigczka,
podczas gdy w pochwie ich liczba nie zalezy od fazy cyklu (37). Komodrki nabtonkowe
w ukladzie rozrodczym wytwarzaja duze ilosci interleukiny 8 (IL-8), ktora jest
chemoatraktantem dla tych leukocytow. Pod wptywem gradientu IL-8 neutrofile moga
przenika¢ przez nablonek do $wiatta pochwy, aby fagocytowaé plemniki, mikroorganizmy

I inne resztki komorkowe (38).

1.3.1.5. Komérki NK

Komoérki NK (ang. natural Killer) stanowig integralng cze¢$¢ wrodzonego uktadu
odpornosciowego 1 odgrywaja kluczowa rolg w dzialaniu przeciwwirusowym
i przeciwnowotworowym. Po aktywacji komorki NK dziatajg bezposrednio poprzez zabijanie
komorek zakazonych wirusem lub komorek nowotworowych albo posrednio, produkujgc duze

ilo$ci cytokin, szczegdlnie interferonu gamma (IFN-y), w celu aktywacji makrofagow (19).

Komorki NK sg obecne w catym uktadzie rozrodczym, stanowig od 10% do 30% leukocytow
w ukltadzie rozrodczym, w zalezno$ci od lokalizacji (37). Najwigcej badan dotyczy ich funkcji
w macicy i oddziatywania matki na ptod (39). Komoérki NK macicy wytwarzajg prozapalne
cytokiny, takie jak: czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), IL-10, IL-8 i IFN-y, a tym
samym promujg odpowiedz zapalng oraz indukuja aktywacje makrofagdéw i cytotoksycznych
komorek T (40).

1.3.1.6. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Peptydy AMPs to mate biatka lub peptydy o wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych,
wydzielane gtownie przez neutrofile i komorki nablonkowe uktadu rozrodczego (zaréwno
przez nabtonek walcowaty, jak i nablonek wielowarstwowy ptaski), pod kontrolg uktadu
hormonalnego. Do AMPs zaliczamy: defensyny, wydzielniczy inhibitor proteinazy
leukocytarnej (ang. secretory leukocyte peptidase inhibitor, SLPI), lizozym, laktoferyne,

17



Wstep

clafing i katelicydyne (41). Peptydy przeciwdrobnoustrojowe zapobiegajg lub ograniczaja
infekcje za pomoca mechanizmow bezposrednich lub posrednich ograniczajac wigzanie
patogenow do komoérek gospodarza. Na przyktad, ludzka p-defensyna 2 (ang. human beta
defensin 2, hBD2) bezposrednio zabija bakterie poprzez tworzenie poréw w blonie (42).
Peptydy przeciwdrobnoustrojowe obecne w zenskim uktadzie rozrodczym skutecznie
powstrzymujg bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne (np. Staphylococcus aureus, Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis), grzyby (np. Candida albicans) oraz wirusy otoczkowe
(np. HIV-1). Niektore AMPS maja szerokie spektrum dziatania — jeden AMP moze hamowac
zarowno infekcje bakteryjne, grzybicze, jak 1 wirusowe. Takim przyktadem jest SLPI, ktory
przeciwdziata zakazeniom S.aureus, C.albicans oraz HIV-1. Pomimo szerokiego zakresu
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, AMPs nie hamujg jednak kolonizacji uktadu
rozrodczego przez ochronne bakterie komensalne, takie jak pateczki kwasu mlekowego
Lactobacillus (43).

1.3.1.7. Cytokiny

Cytokiny sa matymi biatkami (~5-20 kDa) niezwykle waznymi w sygnalizacji komorkowe;.
Chemokiny natomiast, to mate cytokiny chemotaktyczne, dziatajagce miejscowo, dobrze
poznane ze wzgledu na ich rol¢ w rekrutacji leukocytow do miejsc stanu zapalnego i ich
aktywacji. Chemokiny przyciagaja komorki odporno$ciowe do tkanki, podczas gdy cytokiny
roznicuja i aktywuja te komorki (44).

Cytokiny pomagaja utrzyma¢ homeostaze¢ w ukladzie rozrodczym, posredniczac
w proliferacji endometrium, menstruacji i implantacji (45) a takze oddziatujac aktywujaco badz
hamujaco na komorki odpornosciowe obecne w tym uktadzie. W wigkszosci przypadkow
wydzielanie cytokin z komodrek nabtonka macicy nastgpuje w kierunku warstwy szczytowej, co
powoduje gradient, ktory jest niezbedny do przyciagania komorek odpornosciowych do
powierzchni nabtonka (46), co pokazano w przypadku migracji neutrofili pod wptywem IL-8.
Przy braku gradientu chemokin prawdopodobienstwo przekroczenia przez neutrofile bariery
nablonka jest mniejsze, co potencjalnie zmniejsza poziom ochronnych o-defensyn
w wydzielinach (47). Inne cytokiny i chemokiny, takie jak TGF-p (ang. transforming growth
factor B, transformujacy czynnik wzrostu beta), sg wydzielane do blony podstawnej, gdzie
wplywajg na rozwoj i funkcje rezydujagcych komoérek odpornosciowych (48). Poziom

wydzielanych cytokin zmienia si¢ podczas cyklu menstruacyjnego i jest kontrolowany
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bezposrednio przez estradiol i/lub progesteron lub posrednio, poprzez dziatanie hormonow

piciowych na lezace ponizej komorki podscieliska (10).

Tabela 1. Dzialanie wybranych cytokin analizowanych w rozprawie doktorskiej.

Cytokina

Gléwna funkcja

Bibliografia

IL-1a

IL-1p

IL-6

IL-10

IL-12p70

IL-17A

IL-23

IL-27

Cytokina prozapalna. Stymulacja proliferacji limfocytéw T, roznicowanie
limfocytow B, synteza bialek ostrej fazy, infiltracja leukocytow
w miejscach zakazen. IL-1a jest syntetyzowana jako biatko prekursorowe
i jest konstytutywnie magazynowana w cytoplazmie komorek
pochodzenia mezenchymalnego oraz w komoérkach nablonka.

Cytokina prozapalna. Mediator odpowiedzi zapalnej, proliferacji,
réznicowania i apoptozy komorek. Produkowana przez aktywowane
makrofagi jako probiatko, ktére jest przetwarzane proteolitycznie do
postaci aktywnej przez kaspaze 1 (CASP1/ICE).

Cytokina przeciwzapalna i prozapalna. Wydzielana glownie przez
monocyty i makrofagi pod wptywem IL-1 i innych cytokin prozapalnych.
Silnie pobudza procesy zapalne i uczestniczy w zwrotnym hamowaniu
wytwarzania TNF-q.

Cytokina przeciwzapalna. Hamuje wytwarzanie cytokin prozapalnych
takich, jak IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-a czy GM-CSF. Produkuja ja glownie
makrofagi, komoérki dendrytyczne, limfocyty B oraz limfocyty T
regulatorowe.

Cytokina prozapalna. Wydzielana przez komorki dendrytyczne,
makrofagi, neutrofile i limfocyty B. Sktada sie z podjednostek p35
i p40, ktore polagczone razem tworza bioaktywng IL-12p70. Aktywuje
komorki NK i limfocyty T.

Cytokina prozapalna. Wydzielana przez aktywowane limfocyty T.
Promuje stan zapalny poprzez indukcj¢ réznych prozapalnych cytokin
i chemokin, rekrutacj¢ neutrofili i zwigkszenie produkcji przeciwciat.
Cytokina prozapalna. Wydzielana gtéwnie przez aktywowane komorki
dendrytyczne i makrofagi. Kluczowa cytokina dla utrzymania i ekspansji
komorek pomocniczych T 17 ( Th17).

Cytokina przeciwzapalna i prozapalna. Wydzielana przez aktywowane
DC, makrofagi i mikroglej. Promuje réznicowanie komoérek T do linii Thl
poprzez indukcje ekspresji czynnika transkrypcyjnego T-bet. Ponadto

indukuje wytwarzanie przeciwzapalnej cytokiny IL-10.
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Cytokina przeciwzapalna. Wydzielana glownie przez fibroblasty, ale
IFN-B - _ (56)
takze makrofagi i komoérki dendrytyczne.
Cytokina prozapalna. Wydzielany przez komorki pomocnicze T
(w szczegolnosci komorki Thl), cytotoksyczne komoérki T, makrofagi,
IFN-y  komorki nabtonka i komoérki NK. Ma dziatanie przeciwwirusowe, (57)
aktywuje makrofagi, zwigksza funkcje neutrofili i monocytoéw oraz
ekspresje MHC-I i II na komorkach.
Cytokina prozapalna. Wydzielana przez makrofagi, komoérki T, komorki
tuczne, komorki NK, komorki srodbtonka i fibroblasty. Stymuluje
GM-CSF o 3 (58)
komorki macierzyste do produkcji granulocytow (neutrofile, eozynofile
i bazofile) oraz monocytow.
Chemokina prozapalna. Wydzielana przez monocyty, makrofagi
1 komorki dendrytyczne. Rekrutuje monocyty, komoérki T pamieci
MCP-1 . o . ] . yy iy .Q (59)
1 komorki dendrytyczne do miejsc zapalenia wywotanego uszkodzeniem
tkanki lub infekcja.
Cytokina prozapalna. Wydzielana gtownie przez aktywne monocyty

TNF-a : : : : (60)
i makrofagi. Stymuluje fagocytoze oraz rekrutuje neutrofile.

1.3.2. Swoiste mechanizmy odpornosci

Odpornos¢ adaptacyjna jest odpowiedzig swoistag wobec patogenu. Jest ona wzbudzana po
prezentacji fragmentow mikroorganizmu limfocytom przez komoérki prezentujace antygen.
W efekcie dochodzi do aktywacji oraz ekspansji klonalnej limfocytow, prowadzacej do
powstania antygenowo-swoistych klonow komoérek T i B. Limfocyty T, o ktorych tu mowa,
rozpoznaja antygeny za pomoca receptora komoérek T (ang. T cell receptor, TCR),
zbudowanego z tancuchoéw a i B. Analogicznie, limfocyty B ulegaja aktywacji po zwigzaniu
antygenu przez swoisty dla niego receptor komoérki B (ang. B cell receptor, BCR). Wykazano,
ze wiele komorek w zenskim uktadzie rozrodczym prezentuje antygeny przez czasteczki MHC.
Nalezag do nich klasyczne komoérki APC, w tym makrofagi, komorki dendrytyczne
I komorki Langerhansa, oraz komorki nabtonkowe szyjki macicy i endometrium. Prezentacja
antygenu odbywa si¢ wiec nie tylko w drenujacych uktad rozrodczy weztach chtonnych, ale
rowniez lokalnie w nabtonku rozrodczym. Odpornos¢ nabyta obejmuje rézne typy odpowiedzi

immunologicznej: Thl (komérkowa), Th2 (humoralna), T regulatorowa i Th17 (19).

Odpornos¢ komorkowa Thl polega na niszczeniu patogenéow wewnatrzkomorkowych 1 jest
prowadzona glownie przez limfocyty T af. Cytotoksyczne limfocyty T off podklasy CD8*

niszczg zakazone komorki po rozpoznaniu na ich powierzchni antygenu pochodzacego od
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patogenu zwigzanego z czasteczkg MHC klasy |. Dochodzi wowczas do indukcji apoptozy
poprzez cytoliz¢ za posrednictwem perforyny i granzymu (61). Dodatkowo, komoérki T afp
podklasy CD4", rozpoznajac antygeny patogenowe na czasteczkach MHC Kklasy II, wydzielaja
IFN-y, ktory przycigga cytotoksyczne komorki T, aktywuje makrofagi, jak roéwniez
bezposrednio blokuje replikacje¢ wirusa (62). Limfocyty T sg zlokalizowane w stromie pochwy,
szyjki macicy i macicy, oraz pomiedzy komorkami nabtonka, gdzie sg znane jako limfocyty
srodnablonkowe (intraepitelialne) (63). W zenskim uktadzie rozrodczym limfocyty T oy CD8*
(35-50%) dominujg nad limfocytami T ap CD4" (25%) (37). Limfocyty T wystepuja glownie

podczas fazy proliferacyjnej cyklu menstruacyjnego (z dominacja estradiolu) (64).

Odpornos¢ humoralna polega na wytwarzaniu immunoglobulin lub inaczej przeciwciat, czyli
biatek wydzielniczych swoistych wobec okreslonych sekwencji peptydowych lub
polisacharydowych, stanowigcych epitop w obrebie danego antygenu. Przeciwciala sa
produkowane przez komoérki plazmatyczne, ktore powstaja po aktywacji 1 réznicowaniu si¢
limfocytow B przy aktywnym wsparciu pomocniczych limfocytow T aff CD4* (65). Pod
wzgledem budowy przeciwciata skladajg si¢ z dwoch par glikozylowanych tancuchow
peptydowych: dwoéch identycznych tancuchéw ciezkich 1 dwoch identycznych tancuchow
lekkich. W oparciu o tancuchy cigzkie wyroznia si¢ pigé klas przeciwcial: IgA, IgD, IgE, IgG
oraz IgM. Przeciwciata wigza si¢ zardbwno do wolnych antygenow, jak i tych obecnych na
powierzchni patogendéw i zakazonych komorek. Umozliwia to zahamowanie infekcji przez
neutralizacje aktywnosci biologicznej patogenu oraz zaalarmowanie uktadu odpornosciowego
o zakazeniu. Zwigzanie si¢ przeciwciata z antygenem uruchamia eliminacje patogenu na drodze
fagocytozy przez makrofagi przy udziale catego kompleksu pomocniczych biatek uktadu

dopetniacza.

W ukladzie rozrodczym, w przeciwienstwie do bton §luzowych przewodu pokarmowego
i drog oddechowych, oprocz IgA produkowana jest takze IgG (66). Wykazano, ze IgG
w ukladzie rozrodczym pochodzi z osocza, podczas gdy IgA jest generowana lokalnie
I transportowana aktywnie do §wiatla pochwy (10). Immunoglobuliny wigza si¢ rowniez ze
Sluzem poprzez biatka mucyny i wychwytuja w nim patogeny. Przykladowo, przeciwciata
anty-HSV-1 IgG zatrzymuja wirusa opryszczki w $luzie szyjkowo-pochwowym, zapobiegajac
w ten sposob kontaktowi patogenu z komoérkami nablonkowymi (67). Gestosé i dystrybucja
limfocytow B wytwarzajacych IgA, 1gG lub IgM zalezy od lokalizacji w uktadzie rozrodczym.
Komorki te znajduja si¢ gléwnie w pochwie i1 szyjce macicy (68). Na produkcje
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immunoglobulin majg takze wplyw hormony ptciowe — maksymalna ilo$¢ IgA wytwarzana jest

2-3 dni przed owulacjg (69).

1.3.3. Limfocyty T yo

Komorki T v to, oprocz komérek T aff i B, trzecia linia limfocytow, obecna u wszystkich
gatunkéw kregowcoOw 1 cechujaca si¢ wlasciwosciami z pogranicza odpornosci nieswoistej
i nabytej. Ich receptor TCR zbudowany jest z tancuchow vy i 6. Limfocyty T yé stanowig tylko
niewielka czgs¢ (1-5%) limfocytow krazacych we krwi i w narzadach obwodowych
u wigkszosci dorostych zwierzat (70). Sg one bardziej rozpowszechnione w tkankach bogatych
w nablonek, takich jak skora, jelito i uktad rozrodczy, gdzie moga stanowi¢ do 50% wszystkich
komorek T. Chociaz komoérki T yd majg wiele wspolnych biatek powierzchniowych oraz
funkcji efektorowych z komoérkami T of8, r6znig si¢ od nich wlasciwosciami biologicznymi.
Vantourout i Hayday wyrdznili sze$¢ unikalnych wlasciwosci komorek T yd, ktore odrdzniaja
je od limfocytow T of3 (Ryc. 3) (71).

regulacja komérek
nabtonka

.- r ‘e 7]

pomoc limfocytom B
/ QC Priming limfocytow T af

liza zainfekowanych 7
komorek
0

\‘ i

produkcja cytokin i
chemokin

WAL,

dojrzewanie komorek
dendrytycznych

Ryc. 3. Funkcje komdorek T yo.
(Opracowano na podstawie (Vantourout i Hayday 2013)).
Najlepiej poznang populacja komoérek T yd sa mysie dendrytyczne komorki T naskorka
(ang. dendritic epidermal T cells, DETCSs), ktére tworza tam pierwsza lini¢ obrony. Odgrywaja
one kluczowa role w kontroli homeostazy naskorka, wpltywajac m.in. na jego przepuszczalnos¢,
gojenie ran i ograniczenie proceséw nowotworowych (72). Funkcje homeostatyczne DETCs

odbywaja si¢ poprzez liczne synapsy immunologiczne, ktore powstaja w zdrowej tkance
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w warstwie terminalnie zroznicowanych keratynocytow, gdzie najprawdopodobniej rozpoznajg
one za pomoca TCR jaki$ konstytutywny ligand (73). Po zranieniu lub infekcji dochodzi do
redystrybucji synaps i ich zaniku przy jednoczesnym wzroscie ruchliwosci komorek. Ponadto,
pod wplywem infekcji tworzg si¢ stabilne koniugaty limfocytow T 6 z komorkami
prezentujacymi antygeny, przez co komorki te moga wptywac¢ na indukcje odpowiedzi
adaptacyjnej (73,74). Wiele badan pokazuje, ze DETCS rozpoznaja rowniez antygeny zwigzane
ze stresem komoérkowym (Mult-1, H60 i Rae-1), za posrednictwem czasteczki NKG2D
(receptora charakterystycznego dla komoérek NK) (75).

Limfocyty T yd moga prezentowac antygeny dzigki ekspresji czasteczek MHC klasy I
i czasteczek kostymulujacych CD80/CD86, podobnie jak klasyczne APCs (76). Aktywowane
komorki T yd skutecznie pochtaniajag rozpuszczalne antygeny i fagocytuja komorki docelowe;
prowadza takze do aktywacji komorek NK, komoérek T af, a nawet komorek B, indukujac
produkcje przeciwciat (77).

Limfocyty T yd moga wykazywaé efektorowe odpowiedzi cytotoksyczne i cytokinowe
przeciwko wirusom, bakteriom, komorkom poddanym czynnikom stresowym i transformacji
nowotworowej (Ryc. 4) (78). Jesli chodzi o cytotoksyczno$é, istnieja co najmniej trzy rozne
mechanizmy, poprzez ktore dziataja komorki T yd: (1) uwalniaja czynnik martwicy nowotworu
alfa (ang. tumor necrosis factor alpha, TNF-a) (79), (2) aktywuja $mier¢ komorek zalezng od
interakcji czasteczek Fas-FasL (80) oraz (3) uwalniajg ziarnisto$ci zawierajace czasteczki
cytotoksyczne (81). Podobnie jak w przypadku konwencjonalnych limfocytow T,
komorki T yd moga rdéznicowa¢ si¢ do rdéznych podtypoéw komorek efektorowych
0 charakterystycznym profilu funkcjonalnym typu Thl, Th2, Th17 i Treg (82-84) oraz

przeksztatcac si¢ w komorki pamigci (85).

Limfocyty T y3 posiadaja oligoklonalne receptory TCR 0 ograniczonym repertuarze tancuchow
v 1 9, zaleznym od miejsca zasiedlenia (86) (Ryc. 5). W naskoérku u myszy komoérki DETC
posiadajg heterodimery tancuchow Vy5-V31l (nomenklatura wg Heiliga i Tonegawy, (87)),
podczas gdy nablonek uktadu rozrodczego zasiedlajg limfocyty T yo z tancuchami Vy6-Vol
(88).
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Patogeny

»Stres”

Ryc. 4. Dziatanie limfocytow T yo.

(A) Komorki dendrytyczne (DC) wychwytujg patogeny i dojrzewajg podczas migracji do weztow chtonnych,
gdzie pobudzajq komorki T of8 i komorki B. W nastepstwie aktywacji limfocyty T i B infiltrujq zakazong tkanke,
gdzie odpowiednio dochodzi do odpowiedzi efektorowe;j lub produkcji przeciwcial. Ta bardzo swoista,
aczkolwiek powolna reakcja jest uzupetniana przez limfocyty T yo, ktore w odpowiedzi na rozne zrodla stresu nie
tylko realizujg natychmiast lokalne funkcje efektorowe, ale takze pobudzajq inne ,,ramiona” odpowiedzi
adaptacyjnej (B). Opracowano na podstawie (Vantourout i Hayday 2013).

krew, sledziona,
wezty chionne

Rozwdj limfocytow T y&

12 14 16 18 20 narodziny
Dni rozwoju embrionalnego

Ryc. 5. Rozwdj limfocytow T po u myszy w trakcie rozwoju embrionalnego.
Komorki T yo posiadajgce receptory TCR, ktore sq kodowane przez okreslone segmenty genu Vy, opuszczajg
grasicg w kolejnych dniach okresu plodowego, a nastepnie migrujq i zasiedlajq rozne tkanki bogate w nablonek
u dorostych zwierzqt. (Opracowano na podstawie (Carding i Egan, 2002)).
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1.3.3.1. Limfocyty T Vy6-Vol

Limfocyty T Vy6-Vdl emigruja z grasicy migdzy 16-18. dniem rozwoju embrionalnego
i zasiedlajg nabtonek rozrodczy, ptuca i jezyk (89,90). W zaleznosci od szczepu myszy i fazy
cyklu rujowego limfocyty T yd stanowig okoto 2-9% komorek nabtonka i 20-50% wszystkich
limfocytow T =zasiedlajacych te tkanke (91,92). Wiedza dotyczaca populacji Vy6-Vél
limfocytow T uktadu rozrodczego pochodzi gtownie z badan procesow dotyczacych ciazy (93).
Wykazano, zaréwno u ludzi, jak i u myszy, ze liczba limfocytow T yd wzrasta podczas cigzy
w obrebie doczesnej (matczynej czeSci tozyska), jednak mechanizmy tego zjawiska sg jak dotad
niewyjasnione (94,95). Cytokiny wytwarzane przez limfocyty T vyd o réznym repertuarze TCR
mogg bra¢ udziat zar6wno w ochronie, jak i w odrzucaniu rozwijajacego si¢ ptodu: TGF-3 ma
dziatanie podtrzymujace ciazg, natomiast TNF-o i IFN-y stymuluja jej terminacj¢ (93). Badania
molekularne wykazaty, ze przezycie limfocytow T Vy6-V31 w nablonku rozrodczym zalezy od
kompleksu CD3, ktory sktada si¢ z kilku podjednostek, w tym tancuchéw CD3C i FceRyl
(96,97). Oba tancuchy =zawierajg tyrozynowe motywy aktywacji immunoreceptora
(ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif, ITAM), ktére sa wazne dla
przekazywania sygnatu, gdy TCR wiaze si¢ ze swoim ligandem. Lancuch CD3( zawiera trzy
motywy ITAM, ktore po sieciowaniu TCR sg fosforylowane przez kinaze Lck, podczas gdy
tancuch FceRyl ma tylko jeden motyw ITAM, ktory ulega fosforylacji przez kinazg Fyn (98).

Ostatnio opublikowane badania zespotu prof. Hayday’a opisuja populacje limfocytow T yd
macicy, ktore znajduja sie w podscielisku macicy (99), a nie tylko w nabtonku, jak do tej pory
sadzono (89). Wigkszos¢ komoérek T yd macicy wytwarza kanoniczny TCR Vy6-V3al i po
stymulacji produkuje IL-17A. W przeciwienstwie do komoérek Vy6" w innych blonach
sluzowych, rozwoj i funkcjonowanie limfocytow T yd w macicy nie zalezy od lokalnej
mikroflory (99). Z kolei, wptyw cyklu hormonalnego na populacje limfocytow T yé w macicy
nie jest jednoznaczny. Cz¢$¢ badaczy twierdzi, ze najwigcej tych leukocytow wystepuje w fazie
estrus (100), natomiast inni twierdzg, ze odsetek limfocytow T yd w macicy jest wigkszy

w fazie diestrus niz proestrus (101).

Na temat populacji limfocytow T yd w pochwie wiadomo znacznie mniej. Pierwsza praca
pokazujaca, ze limfocyty T y6 w blonie §luzowej pochwy myszy sa fenotypowo rézne od
limfocytoéw na obwodzie ukazata si¢ w 1996 roku (91). Pochwowe limfocyty T yd zostaty
scharakteryzowane przez prof. Rakasz. Wykazata ona, ze komorki te u myszy wykazuja

fenotyp efektorowych limfocytow T bez ekspresji czasteczek CD28 i CD2 (88,102). Komorki
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T y6 w pochwie zawieraja mRNA kodujgce czynnik wzrostu keratynocytow, co zwieksza
prawdopodobienstwo, ze komorki te odgrywaja role w naprawie nabtonka pochwy po
uszkodzeniu, podobnie do DETCs (88). Sugeruje si¢, ze limfocyty T yd uktadu rozrodczego
odgrywaja takze rol¢ w odpowiedzi przeciwwirusowej, m.in. na zakazenie wirusem opryszczki
narzgdow piciowych (ang. Herpes simplex virus type 2, HSV-2). Wirus ten indukuje
proliferacj¢ limfocytow T yd pochwy, ale nie limfocytow T aff (103).

1.3.4. Regulacja ukladu odpornosciowego przez zenskie hormony plciowe

Komorki uktadu odpornosciowego obecne w zenskim uktadzie rozrodczym sa precyzyjnie
regulowane przez estradiol i progesteron, ktore sa wytwarzane w sposob cykliczny przez jajniki
w trakcie cyklu miesigczkowego. Zmiany pozioméw hormonéw piciowych wptywaja na uktad
odpornosciowy w sposob optymalizujacy warunki do udanej migracji plemnikow,
zaptodnienia, implantacji i cigzy (19). Dojrzate komoérki odpornosciowe, a takze ich prekursory,
wytwarzajg receptory ER i PR oraz receptory androgenowe (ang. androgen receptors, ARS),
co pokazuje, ze hormony ptciowe moga bezposrednio regulowa¢ rozwdj lub funkcje komoérek
odpornosciowych (104), przyczyniajac si¢ takze do kontroli podatnosci i ochrony przed
chorobami przenoszonymi drogg pilciowa. Wraz z naturalnie wyst¢pujagcymi hormonami,
stosowanie egzogennych hormonalnych §rodkéw antykoncepcyjnych moze réwniez wplywac

na odporno$¢ uktadu rozrodczego (105).

W zaleznosci od stgzenia estrogeny wykazuja dziatanie pro- lub przeciwzapalne. W niskich
stezeniach estrogeny indukuja ekspresje TNF-a, IL-6 i IL-1a, hamuja wytwarzanie cytokin typu
Th2 i zwigkszaja migracj¢ leukocytow do miejsc stanu zapalnego (106). Inne badania
wykazaty, ze estrogeny moga réwniez hamowaé wytwarzanie TNF-a, IL-1a i IL-6 przez
komorki T, makrofagi i DCs oraz indukowac cytokiny typu Th2 (IL-4, IL-10 i TGF-B)
powodujac dzialanie przeciwzapalne (107). W wyzszych stezeniach estrogeny hamuja
odporno$¢ komoérkowsa i zmniejszajg ekspresj¢ licznych markeréw aktywacji (108). U szczuréw
podanie estradiolu bylo skorelowane ze zmniejszong prezentacjg antygenéw W pochwie,
prawdopodobnie jako konsekwencja zwigkszonego miejscowego wytwarzania TGF-f (109).
Estradiol réwniez obniza aktywnos$¢ cytotoksycznych limfocytéow T. Dodatkowo, wysoki
poziom estrogenow moze skutkowaé zmniejszong migracja zapalnych komorek T
I makrofagéw do drog rodnych ze wzgledu na zmniejszenie aktywnosci biatek adhezyjnych
ICAM-1, E-selektyn i VCAM-1, co moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia ryzyka zakazenia
wirusem HIV (106).
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Stosowanie u ludzi i zwierzat srodkoéw antykoncepcyjnych na bazie progesteronu ma znaczacy
wplyw na odpowiedzZ immunologiczng na infekcje przenoszone droga plciowa.
U myszy progesteron zwigksza podatno$¢ oraz zmniejsza odpowiedz immunologiczng na
zakazenie wirusem HSV-2 (110). Octan medroksyprogesteronu, hormonalny $rodek
antykoncepcyjny oparty na progesteronie, hamuje aktywnos$¢ cytotoksycznych limfocytow T
i blokuje ekspresje perforyny w limfocytach T (111). Progesteron wplywa rowniez na
wytwarzanie cytokin, generalnie faworyzujac odpowiedz immunologiczng typu Th2 (112).
Nowsze badania wykazatly, ze leczenie progesteronem w stezeniach osigganych podczas terapii
hormonalnej zmniejsza proliferacj¢ i produkcje cytokin typu Th1 w odpowiedzi na wirusa ospy
wietrznej i polpasca (108). Progesteron moze rowniez znaczaco wpltywac na przenikanie
(infiltracj¢) limfocytéw, komodrek NK i makrofagéw do zenskich narzadow piciowych (113).
Medroksyprogesteron hamuje wytwarzanie IFN- przez ludzkie i mysie komorki dendrytyczne
po aktywacji receptora TLR9 w odpowiedzi na wirusy przenoszone droga plciows, takie jak
np. HSV-2 (114). W ten spos6b hormon ten ostabia wazny aspekt wrodzonej przeciwwirusowe;j
odpowiedzi immunologicznej (115).

14. Infekcje ukladu rozrodczego

Istnieje ponad 30 roznych rodzajow pasozytow, bakterii i wirusow, ktore infekujg zenskie drogi
rozrodcze (116). Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO)
szacuje, ze kazdego dnia okoto milion ludzi przechodzi infekcje przenoszong droga piciows,

ktora osigga rozmiary epidemii na calym Swiecie.

Z racji swojej lokalizacji 1 kontaktu ze $wiatem zewngtrznym nabtonek pochwy jest
skolonizowany przez wiele mikroorganizmow. Roznorodnos¢ mikrobiomu pochwy zalezy od
wielu czynnikéw, w tym wieku, miejsca zamieszkania czy przyjmowanych lekow.
U zdrowych kobiet dominujaca grupe bakterii kolonizujacych pochwe stanowia gram-dodatnie
pateczki kwasu mlekowego Lactobacillus (od 60 do 95% mikroorganizmow pochwy), za$
wsérod drozdzy najczesciej dominujg te z rodzaju Candida (117). Bakterie Lactobacillus
hydrolizuja glikogen do kwasu mlekowego, zmniejszajac pH pochwy do wartosci ponizej 4,5,
co stanowi ochron¢ nablonka przed bakteriami chorobotworczymi. Lactobacillus produkuje
takze bakteriocyny, ktore majg dziatanie bakteriostatyczne i bakteriobojcze w stosunku do
szczepOw patogennych oraz wytwarza nadtlenek wodoru i inhibitory proteaz, ktore

uniemozliwiajg rozw6j i namnazanie patogennych drozdzy C. albicans (118).
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Zaburzenia w mikrobiomie pochwy wynikaja najczeSciej ze zmniejszenia liczebnoS$ci pateczek
kwasu mlekowego na korzy$¢ mikroorganizmow patogennych. Skutkiem tego sa roéznego
rodzaju infekcje bakteryjne (waginozy) i grzybicze (kandydozy), ktdre czesto majg charakter
przewlekty i trudny w leczeniu. Najczestsze objawy tych zakazen to uptawy, §wiad, pieczenie
oraz nadzerki. Szczeg6lnie niebezpieczne sg infekcje wystepujace u kobiet w cigzy, ktore
wymagaja leczenia ze wzgledu na ryzyko zakazenia wewngtrzmacicznegO i poronienia.
Przyczyng zaburzen homeostazy kobiecej pochwy sa antybiotyki, leki sterydowe i inne
immunosupresyjne oraz $rodki antykoncepcyjne (hormonalne i barierowe), powodujace

uszkodzenia nabtonka pochwy (119).

1.4.1. Kandydoza

Dominujagcym patogenem grzybiczym jest C. albicans, aczkolwiek kandydoz¢ wywotuja
rébwniez inne gatunki z tego rodzaju, np. C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. glabrata, C. guilliermondii, C. pseudotropicalis, C. stellatoidea i inne (120). Za 85-95%
przypadkow drozdzakowego zapalenia pochwy i sromu (ang. vulvovaginal candidiasis, VVC)
odpowiada C. albicans. Szacuje sig¢, ze okoto 75% kobiet w wieku rozrodczym przynajmnie;j
raz w ciggu zycia doswiadcza tego zakazenia, ktoére jest zaliczane do chordb przenoszonych
droga ptciowsg (43). Kolejne 5 do 10% kobiet cierpi na nawracajace drozdzakowe zapalenie

pochwy i sromu (ang. recurrent vulvovaginal candidiasis, RVVC) (121).

Drozdzakowe zapalenie pochwy i sromu powoduje prozapalng wrodzong odpowiedz uktadu
odpornosciowego, w ktorej posredniczy naptyw neutrofili. Interakcja C. albicans
z komorkami nabtonka pochwy skutkuje wytwarzaniem IL-1B i alarminy S100A8
(kalgranulina A), ktore jako chemoatraktanty przyciagaja neutrofile do nabtonka pochwy (122).
Infiltracja neutrofili, jako jeden z objawow choroby, zalezy od produkcji candidalizyny
(ang. candidalysin), cytolitycznej toksyny peptydowej wytwarzanej przez C. albicans (123).
W przeciwienstwie do kandydozy jamy ustnej, gdzie granulocyty oboj¢tnochtonne skutecznie
fagocytuja drozdze 1 wychwytujg strzepki przez NETs, pochwowe neutrofile nie sa w stanie
fagocytowac¢ patogenu grzybiczego, co prowadzi do nasilonej odpowiedzi prozapalnej (124).
Dysfunkcja neutrofili w VVC i RVVC jest spowodowana niezdolno$cig receptora 3
dopetniacza (CR3) do interakcji z biatkiem §ciany komorkowej C. albicans, Pral (125).
W innych tkankach oddziatywanie CR3 z Pral powoduje powstawanie NETs i skuteczne
zabijanie strz¢pek grzybow. Proces ten jest jednak hamowany w wydzielinie pochwowej przez

siarczan heparanu, ktory kompetycyjnie wigze si¢ z CR3, zapobiegajac jego interakcji z Pral
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i prowadzgc do objawowej infekcji (126). Siarczan heparanu jest indukowany przez estrogeny,
co sugeruje, ze kobiety z wysokim stezeniem tych hormonéw we krwi sg bardziej podatne na

objawowe zakazenia ze wzgledu na wyzsza zawarto$¢ siarczanu heparanu w blonie $luzowej

pochwy (127).

Rola komorek T yé w kandydozie pochwy jest dyskusyjna. VVC charakteryzuje si¢ infekcja
ograniczong do nabtonka pochwy i brakiem rozprzestrzenienia zakazenia do szyjki macicy lub
macicy. W odpowiedzi na C. albicans komorki zapalne (gtownie neutrofile) naciekaja tkanke
nabtonkowa a nastgpnie rekrutowane sg do $wiatla pochwy (128). W 2001 roku zespot
prof. Fidela wykazat u myszy Tcrd”" (pozbawionych limfocytow T y5) zmniejszone nasilenie
zakazenia grzybami C. albicans w porownaniu do myszy szczepu dzikiego. Badacze doszli do
whniosku, ze limfocyty T y0 odgrywaja role immunoregulacyjna, ktora ogranicza odpowiedz
przeciwzakazng pochwy gospodarza na C. albicans (129). Wykazali takze brak jakiejkolwiek
roli 1L-17 w odpowiedzi neutrofili podczas VVC (130), co zostalo potwierdzone
w najnowszych badaniach (131). Z drugiej strony, zespot prof. Hayday’a pokazat, ze
wewnatrzmaciczne limfocyty T yd zapewniajg pewien poziom ochrony przed VVC poprzez
zmniejszong infiltracje neutrofili zaleznych od IL-17 (99). Autorzy sugerujg, ze rozbiezno$ci
w otrzymanych wynikach moga by¢ skutkiem réznic w mikrobiomie myszy i/lub szczepem
C. albicans oraz ewentualng migracja wewnatrzmacicznych limfocytow T yd do pochwy
(132,133).

1.5.  Szczepionki dosluzowkowe

Patogeny przenoszone droga pilciowa atakujg powierzchni¢ btony Sluzowej, powodujac
choroby w obre¢bie uktadu rozrodczego. Jednym ze sposobdéw prewencji zakazen jest
opracowanie szczepionek skierowanych na §luzowki (134). Wykazano, ze immunizacja
sluzowkowa jest skuteczna w wytwarzaniu odpowiedzi immunologicznej, obejmujacej rowniez
odlegte tkanki nabtonkowe i krew (135). Natomiast klasyczne immunizacje (podskorne
i domig$niowe) zwykle nie wywoluja odpornosci §luzowkowej lub wywotuja znacznie stabsza

odpowiedz na antygen niz po jego podaniu bezposrednio na btong $luzowa (136).

Dla skutecznosci szczepionek kluczowym aspektem jest komunikacja komorkowa za pomoca
naczyn limfatycznych mi¢dzy miejscem podania antygenu a najblizej potozonym (drenujacym)
weztem chtonnym, w ktorym dochodzi do wzbudzenia reakcji immunologicznych. Istnieja
znaczne roznice pomiedzy uktadami limfatycznymi zwigzanymi z blonami §luzowymi réznych

uktadow. Btony sluzowe w nosogardzieli, oskrzelach i przewodzie pokarmowym majg dobrze
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rozwiniety uktad limfatyczny, podczas gdy uktad rozrodczy ma minimalne potgczenie
z tkankami limfoidalnymi (137). Uktad odpornosciowy bton §luzowych przede wszystkim
wytwarza i wydziela immunoglobuliny IgA i IgM. Jednak w wydzielinach uktadu rozrodczego
IgG jest bardziej dominujaca niz immunoglobuliny IgA lub IgM (138). Uwaza sig¢, ze u ludzi
do indukcji wydzielniczych przeciwcial IgA i IgG w uktadzie rozrodczym, immunizacja
donosowa lub droga dopochwowa stanowig najlepsza opcje (139). Czynnikiem, ktory musi by¢
jednak wziety pod uwage, jest cykl menstruacyjny, ktoéry wptywa na skuteczno$¢ immunizacji
dopochwowej u szczurdéw, myszy i ludzi. Indukcja ludzkich przeciwciat po szczepieniu tg droga
byta wyzsza w fazie pecherzykowej (U myszy estrus) niz w fazie lutealnej (U myszy diestrus)
(140). Z kolei, w modelu mysim immunizacja dopochwowa podczas fazy diestrus wytwarza

lepszg odpowiedz immunologiczng niz w estrusie, w ktorym dominuje estradiol (141).

15.1. Wybrane adiuwanty w szczepionkach dosluzowkowych

Ze wzgledu na obawy zwigzane z bezpieczenstwem stosowania jako szczepionek catych
zabitych lub inaktywowanych patogenow, rozwoj szczepionek jest obecnie ukierunkowany na
wykorzystanie rekombinowanych, niereplikujacych si¢ antygenow. Nowa generacja
antygenoéw szczepionkowych nie ma jednak takich wlasciwosci immunostymulujacych, jak
tradycyjne szczepionki. Immunogenno$¢ antygendw probuje si¢ poprawi¢ przez uzycie
adiuwantow, czyli substancji pomocniczych dodawanych do szczepionek celem zwigkszenia
aktywacji uktadu immunologicznego (142). Sole glinu sa najpopularniejszymi adiuwantami
szczepionkowymi, ktore zostaty zatwierdzone do stosowania u ludzi. Chociaz atun (ang. alum)
generuje silng odpowiedZz immunologiczng, to nie jest zbyt skuteczny w wywolywaniu
odpowiedzi $luzéwkowych 1 ma marginalng zdolno§¢ do wywotywania odpowiedzi
komorkowych (143). Indukcja silnej odpowiedzi §luzéwkowej wymaga adiuwantéw zdolnych
do wywierania swojego dziatania w trudnych warunkach, jakie panujg w tkankach §luzowych
(tj. niskie pH, mikroflora o duzej gestosci, nieliczne komorki limfoidalne) oraz zdolnych do
indukcji odpowiedzi komorek efektorowych (144).

Pod koniec lat 90. odkryto, ze aktywacja receptoréw TLR na komorkach dendrytycznych
podczas immunizacji moze nasila¢ swoistg dla antygenu odpowiedz limfocytow T i B.
Obserwacja ta przyczynita si¢ do znacznego rozwoju w obszarze adiuwantéw, aczkolwiek
wzgledy bezpieczenstwa i obawy przed reakcjami niepozadanymi w dalszym ciggu mocno
ograniczajag wykorzystanie ligandow receptorow TLR do formulacji nowych szczepionek.

Zastosowanie czasteczek immunostymulujacych jako adiuwantow zwigksza potencjalne
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ryzyko wywotania nadprodukcji czasteczek prozapalnych, ktére mogg prowadzi¢ do stanu

zapalnego badz indukcji autoimmunizacji (145).

W pracach eksperymentalnych nad szczepionkami testuje si¢ rézne ligandy receptoréw TLR
w roli adiuwantow. Oligodeoksynukleotyd (ODN) zawierajacy niemetylowang guanozyne
fosforanu cytydyny (CpG) jest agonistg receptora TLR9 i pobudza zarowno wrodzona, jak
i adaptacyjng odpowiedz uktadu immunologicznego (146). Stymulacja monocytow in vitro
poprzez CpG prowadzi do ich zréznicowania do komorek dendrytycznych z silng zdolnoscia
prezentacji antygenu (147). Wykazano takze, ze CpG moze stuzy¢ jako silny adiuwant
dopochwowy stosowany razem z rekombinowanym biatkiem otoczki HSV-2 w celu
wytworzenia odpornosci ochronnej przeciwko infekcji wirusem opryszczki narzadow

ptciowych u myszy (148).

Innym testowanym w roli adiuwanta ligandem receptora TLR jest R848, agonista TLR7/8.
TLR7 jest endosomalnym ,,czujnikiem” wirusowego sSRNA i jego ekspresja rosnie podczas
infekcji wirusowych (149). Wykazano, ze R848 ma silne dziatanie przeciwwirusowe
i przeciwnowotworowe poprzez indukcje cytokin prozapalnych, takich jak IL-12 i IFN typu I.
Ponadto, R848 aktywuje limfocyty B oraz indukuje proliferacje i aktywacje ludzkich
limfocytow T CD4" (150). Zbadano takze adiuwantowg aktywno$¢ R848 w immunizacji
dopochwowej rekombinowanym biatkiem wirusa HIV-1 (CN54gp140) u owiec. Wykazano, ze
R848 jest niezbedny do indukcji wysokich pozioméw przeciwcial ogodlnoustrojowych
i Sluzoéwkowych swoistych dla antygenu, ktore byly nieobecne w przypadku szczepienia bez
tego adiuwanta (151).

Oprocz receptorow TLR w kontek$cie adiuwantow bada si¢ rowniez aktywacje innych
receptorow typu PRR przez ich naturalnie wystepujagce ligandy. pB-glukan, jeden
z weglowodanoéw wcehodzacych w sktad $ciany komorkowej C. albicans, moze pobudzaé PRRS
na powierzchni komoérek uktadu odpornosciowego, inicjujac szereg efektow, takich jak:
aktywacja S$ciezek sygnatowych, ekspresja genow, sekrecja cytokin, prowadzacych do
aktywacji odpornosci adaptacyjnej (152). B-glukan jest rozpoznawany i wychwytywany przez
specyficzne receptory, m.in. dektyne-1 (ang. dectin-1) z rodziny receptorow lektynowych typu
C, obecng na DCs i makrofagach. Wykazano skutecznos$¢ B-glukanu jako adiuwanta w wielu
preparatach szczepionkowych w roznych modelach zwierzgcych oraz réznych drogach
immunizacji (153). Sygnat po zwigzaniu B-glukanu prowadzi m.in. do produkcji cytokin

i chemokin typu Thl i Th17, co w konsekwencji wzmacnia odpowiedZ immunologiczng (154).
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1.6.  Proces starzenia i menopauza

Starzenie si¢ organizmu to niezwykle ztozony i wieloczynnikowy proces. Sktadajg si¢ na niego
zmiany na poziomie genetycznym, hormonalnym i immunologicznym. Co wigcej, proces
starzenia mozna rozpatrywa¢ z punktu widzenia calego organizmu, jak i poszczegolnych
narzgdow i tkanek (155). Problem starzenia si¢ pochwy i zwigzany z nim menopauzalny zesp6t
moczowo-piciowy (ang. genitourinary syndrome of menopause, GSM) znacznie pogarsza
jakos$¢ zycia kobiet (156).

W okresie menopauzy wraz ze spadkiem estrogendow nablonek pochwy staje si¢ cienki, a fatdy
zostajg wygtadzone. Zmniejsza si¢ przeptyw krwi oraz zawartos¢ glikogenu w nabtonku, przez
co dochodzi do suchosci pochwy. Nastepuje wyrazny spadek liczby kolonii Lactobacillus, co
powoduje zmiang pH w Kierunku zasadowym i wzrost liczby bakterii patogennych, szczegolnie
u kobiet skarzgcych si¢ na GSM (157,158).

1.6.1. Immunostarzenie

Po menopauzie, populacje komoérek odpornosciowych, jak i ich funkcje ulegaja dramatycznym
zmianom. Gdy kobiety si¢ starzeja, dwa powigzane ze sobg procesy: menopauza
i immunostarzenie, nakladaja si¢ na siebie i przyczyniaja si¢ do zmian w ochronie
immunologicznej w uktadzie rozrodczym. Chociaz wiele wiadomo na temat wpltywu
hormonéw plciowych na funkcje odpornosciowe ukladu rozrodczego podczas cyklu
menstruacyjnego, stosunkowo niewiele wiadomo na temat zmian immunostarzeniowych, ktore

wystepuja po menopauzie oraz w kolejnych latach (159).

Peptydy AMPs i cytokiny wydzielane przez komorki nabtonkowe sg kluczowymi sktadnikami
ochronnymi  ptynéow  szyjkowo-pochwowych (ang. cervical-vaginal fluid, CVF).
Po menopauzie dochodzi do zmian w profilu CVF, aczkolwiek mechanizmy tego zjawiska
pozostaja niejasne. Obnizone poziomy TNF-a, liganda chemokiny (motyw C-C) 20
(ang. chemokine (C-C motif) ligand 20, CCL20), SLPI oraz hBD2 byty obserwowane w wielu
badaniach poréwnujacych CVF kobiet przed i po menopauzie (160). Pomimo tych roznic
w profilu CVF, nie stwierdzono réznic w aktywnos$ci anty-HSV-2 miedzy kobietami przed i po

menopauzie (161).

Limfocyty T CD4" stanowig okoto 35%-50% limfocytow T w ukladzie rozrodczym.
Po menopauzie, obecnos¢ tych limfocytow w endometrium jest znacznie zmniejszona

w poréwnaniu z szyjkg macicy (162). W populacji limfocytow T CD4" proces starzenia zmienia
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dystrybucj¢ limfocytow Th17. U kobiet w wieku rozrodczym komorki Th17 stanowig wigksza
cze$¢ catkowitej populacji limfocytow T CD4" w szyjce macicy, ale stanowig niewielkg frakcje
w endometrium (163). Po menopauzie odsetek limfocytow Thl7 znaczaco wzrasta

w endometrium, pozostajac bez zmian w szyjce macicy (162).

Limfocyty T CD8", ktorych gltéwng funkcjg jest eliminacja zainfekowanych komorek,
w uktadzie rozrodczym mogg takze przyczyniac si¢ do nieptodnosci. Aktywnos$¢ cytotoksyczna
tych limfocytéw w endometrium jest znacznie mniejsza u kobiet w wieku rozrodczym
w poréwnaniu z kobietami po menopauzie (64). Nie zaobserwowano jednak wplywu cyklu

miesigczkowego i wieku na funkcje cytotoksyczne limfocytow T CD8* w szyjce macicy (164).

Komérki NK, ktore podobnie do limfocytow T CD8" dziataja cytotoksycznie, wraz z wiekiem
zwigkszaja swojg liczbe (165). Natomiast wplyw starzenia na zmiany w populacji komorek NK

w uktadzie rozrodczym pozostaje nieznany.

Wraz z wiekiem u kobiet nastepuje stopniowy spadek liczby komérek dendrytycznych CD11c*
w calym ukladzie rozrodczym (166). Zmniejszona frekwencja komorek prezentujacych
antygen CD1a" zostata rowniez zaobserwowana w blonie $luzowej pochwy u kobiet po

menopauzie w porownaniu z kobietami w wieku rozrodczym (167).

Chociaz wiadomo, ze liczba makrofagéw wzrasta w endometrium przed miesigczka (24),
niewiele wiadomo na temat zmian, jakie nastepuja po menopauzie. Wykazano jedynie znaczace
roznice w liczbie makrofagéw miedzy kobietami przed i po menopauzie w jajowodach (168),

nie jest jednak jasne, czy dotycza one takze macicy i dolnego odcinka uktadu rozrodczego.

Gesto$¢ 1 dystrybucja limfocytow B w okresie przedmenopauzalnym zalezy od ich lokalizacji
w uktadzie rozrodczym, przy czym komorki wytwarzajace IgA, 19G lub IgM znajduja si¢
gtownie w pochwie i szyjce macicy (68). Poréwnujac poziomy immunoglobulin IgG i IgA
w plynie szyjkowo-pochwowym u kobiet przed menopauza, po menopauzie i u kobiet w cigzy
nie wykryto zadnych roznic. Natomiast w wydzielinach pochwy u kobiet po menopauzie i po
przebytej histerektomii poziomy IgG i IgA zmniejszyly si¢ odpowiednio dwukrotnie
I 15-krotnie, wskazujac na zaangazowanie endometrium w zmiany poziomu immunoglobulin
1gG i 1gA (169).
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1.7. Techniki wykorzystane do analizy komorek ukladu rozrodczego
1.7.1. Oczyszczanie tkanek

W klasycznej technice analizy histologicznej tkanki przetwarza si¢ przewaznie zatapiajac je
w parafinie a nastepnie tnie si¢ na mikrotomie w celu uzyskania cienkich skrawkow o grubosci
kilku mikrometrow. W efekcie, po ich analizie mikroskopowej, otrzymujemy dane jedynie
w dwoch wymiarach — dla jednokomodrkowej warstwy. Aby odpowiedzie¢ na wiele pytan
biologicznych, musimy pozna¢ jednak trojwymiarowsg (ang. three-dimensional, 3D) strukture
komorek

i narzadoéw (170). Informacje 3D mozemy uzyska¢ na dwa sposoby. Jedna z opcji opiera si¢ na
rekonstrukcji informacji przestrzennej poprzez analize szeregu cienkich skrawkow.
To podejscie jest technicznie trudne ze wzgledu na utrate czesci tkanki podczas cigcia
I znieksztalcenia nim wywotane, a takze konieczno$¢ zastosowania odpowiedniego
oprogramowania do analizy zdj¢g¢  mikroskopowych i  scalenia  informacji
z pojedynczych warstw. W wielu przypadkach wskutek niedoskonatosci preparatyki ostateczna
rekonstrukcja tkanki w catej objetosci moze by¢ niemozliwa. Bardziej nowoczesne podejscie
obejmuje analize grubych preparatow tkankowych okres$lanych po angielsku jako tzw. ,,whole
mount”. Minimalna obrobka utrwalonych organéw eliminuje artefakty wynikte z klasycznego
przetwarzania tkanek i umozliwia obrazowanie catej grubosci tkanki bez cigcia na sekcje (171).
Pomimo tego, tkanki biologiczne sg nadal trudne do analizy mikroskopowej ze wzgledu na trzy
gtowne przeszkody: zabarwienie tkanki, autofluorescencja i nieprzezroczystos¢ (172). Aby
pokona¢ te ograniczenia, opracowano specjalne procedury i odczynniki chemiczne, ktore
sprawiaja, ze tkanka staje si¢ niemal przezroczysta, co znacznie utatwia badania obrazowe
(173).

Historycznie pierwsza metodg oczyszczania tkanek opisat Spalteholz w 1914 r. (174). Od tego
czasu opracowano wiele technik oczyszczania, jednak wszystkie skupiajg si¢ na wyréwnaniu
wspotczynnika refrakcji w probee, tak aby zmniejszy¢ niejednorodnos¢ przechodzenia przez
nig $wiatta. Wyrézniamy cztery rodziny technik oczyszczania tkanek, bazujacych na réznych
roztworach i procedurach wykorzystywanych do zwigkszenia ich przejrzystosci. Sg to metody
oparte na: [1] rozpuszczalnikach organicznych, [2] roztworach wodnych o wysokim
wspotczynniku zalamania $wiatta, [3] roztworach hiperhydratujacych i [4] na transformacji
tkanek (175) (Ryc. 6). Wszystkie te metody maja zalety i ograniczenia, w zaleznos$ci od rodzaju
tkanki, ktéra chcemy przetwarza¢. Zastosowanie poszczegoélnych rodzajéw metod zostato

bardzo doktadnie opisane przez Ariela (176).
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Ryc. 6. Podzial metod oczyszczania optycznego tkanek
(Opracowano na podstawie (Silvestri i in. 2016)).
Pomimo, ze metod oczyszczania tkanek jest wiele, polegaja one glownie na odpowiednim
utrwaleniu tkanki i1 usunigciu lipidow w kolejnym etapie. To wtasnie blony lipidowe stanowia
jeden z gtownych elementéw rozpraszajacych $wiatlo w tkance i1 utrudniajacych analizy
mikroskopowe (177). Koncowym etapem kazdej z metod oczyszczania jest wyrOwnanie
wspoélczynnika zatamania $wiatla w catej grubo$ci przetwarzanej tkanki (178). Wigkszos¢
metod, poza dedykowanymi odczynnikami chemicznymi, nie wymaga dodatkowego sprzetu,
aczkolwiek do niektorych z metod oczyszczania potrzebne sg specjalne obiektywy odporne na
dziatanie silnych odczynnikéw chemicznych (175). Z kolei, do technik wymagajacych
transformacji tkanki niezbedne jest urzadzenie, w ktorym zatapia si¢ tkanke w specjalnym zelu,

ktory nastepnie poddawany jest oczyszczaniu (179).

Rozwoj technik oczyszczania nastapit dzieki checi poznania struktur 3D moézgu, do czego
niezbedne bylo zachowanie nienaruszonej organizacji komorek (178). Z tego powodu
wszystkie metody zostaty najpierw opracowane do analizy mozgu. W pozniejszych etapach
sprawdzano czy metody te sg takze uzyteczne do oczyszczania innych tkanek. W ten sposob
udato si¢ uzyska¢ migdzy innymi przezroczyste ptuca (180), nerki (181), kosci (182) i wiele
innych organéw. Metody oczyszczania sg stosowane gtdwnie do tkanek izolowanych z myszy
transgenicznych z wprowadzonymi biatkami fluorescencyjnymi, znakujacymi rézne populacje
komorek 1 struktury komorkowe. Jednakze ze wzglgedu na ograniczong dostgpnos¢ i koszty
zwigzane z uzyskaniem myszy transgenicznych, cze¢$¢ z metod dostosowano réwniez do

znakowania immunofluorescencyjnego.
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Pierwsza praca dotyczgca zastosowania technik oczyszczania do analizy uktadu rozrodczego
zostata opublikowana w 2007 roku (183). W artykule skupiono si¢ na ocenie unaczynienia
narzagdow rozrodczych, aczkolwiek przedstawiona metodyka nie byta kompatybilna
z mikroskopig konfokalng. Gdy rozpoczynatam moja prace doktorska w 2015 roku,
o mikroskopowych analizach oczyszczonego optycznie uktadu rozrodczego nie znalaztam
zadnych informacji. Dopiero pod koniec 2015 roku ukazala si¢ publikacja o zastosowaniu
metody ScaleA2 do oczyszczania i analizy mysich jajnikow (184). Od tego czasu opublikowano
wyniki badan oczyszczania macicy (185,186) oraz jajowodow i jajnikow (187). Publikacja
naszego zespotu jest pierwsza 1 jedyng jak dotad, pokazujaca mozliwosci zastosowania technik
oczyszczania do analizy pochwy (17). Techniki oczyszczania stosowane w oczyszczaniu

uktadu rozrodczego zostaty przedstawione w Tabeli 2.

Na podstawie literatury i naszych mozliwosci technicznych do oczyszczania pochwy wybratam
dwie metody: CUBIC (188) i ScaleS (189). Obie metody polegaja na stosowaniu roztworow
hiperhydratujacych. ScaleS jest oparty na alkoholu cukrowym — sorbitolu, ktory zapewnia
stabilng konserwacje tkanek do znakowania immunochemicznego bez usuwania lipidow.
CUBIC, z kolei, wykorzystuje mocznik i detergenty w celu usunigcia lipidow i wyré6wnania
wspotczynnika refrakcji w tkance. Oczyszczanie przeprowadzono na tkankach z myszy
transgenicznych Tcrd-H2BeGFP, w ktorych biatko zielonej fluorescencji (ang. green

fluorescent protein, GFP) ulega jadrowej ekspresji swoiscie w komorkach T y6 (190).
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Tabela 2. Techniki oczyszczania stosowane w oczyszczaniu uktadu rozrodczego.

Tkanka Gatunek Testowane me_tody _Metqdy B Bibliografia
oczyszczenia wizualizacji
. koza — uktad oczyszczanie obserwacje wizualne
Unaczynienie rozrodczy salicylanem 2 wyKorzystaniem
narzgdow - 7. metylowo- 2 (183)
cigzarnych i nie zdjec
rozrodczych . alkoholowym .
ciezarnych oo rentgenowskich
i gliceryna
mikroskopia
o konfokalna
Jajniki mysz — oocyty ScaleA2 mikroskopia (184)
dwufotonowa
mysz -organizacja
3D gruczotow
Macica w macicznych mikroskopia
przygotowaniu BABB konfokalna (185)
do implantacji czlowiek —
endometrium 3D
w trakcie cyklu
mysz — ci¢zarna
Macica macica i tozysko, mikroskopia arkusza
1 tozysko interfejs ptodowo- CUBIC Swiatta (186)
matczyny
. mysz - struktura 3D . .
Jgj_oyv(_)d_y pecherzykow CUBIC mlkroslfopla arkusza (187)
i jajniki S Swiatta
w calym jajniku
mikroskopia
mysz — nablonek CuUBIC konfokalna
Pochwa pochwy, ) - a7
- ScaleS mikroskopia
komorki T yo
dwufotonowa

1.7.2. Mikroskopia konfokalna i dwufotonowa

Przetomem w mikroskopii 1 obrazowaniu grubych probek staty si¢ mikroskopy konfokalne
oraz ich modyfikacje, umozliwiajace mikroskopi¢ dwufotonowa. Podstawy mikroskopii
konfokalnej zostaty opracowane i opatentowane przez Marvina Minskiego w latach 60-tych
XX wieku (191). Do wytworzenia obrazu w tym typie mikroskopii wykorzystuje si¢ zjawisko
fluorescencji wzbudzanej laserem, ktory zapewnia skupiong wigzke $wiatla o duzej
intensywnos$ci. Zwykle stosowane lasery emituja swiatto widzialne i podczerwone, najczesciej
w zakresie 405-1000 nm (UV-VIS-IR, Ryc. 7A) (192). W celu poprawy kontrastu i zwigkszenia
rozdzielczo$ci w osi Z w mikroskopie konfokalnym wprowadzono przestong pierscieniowg
przed detektorem (z ang. pinhole), z regulowang wiclkoscig otworu, ktory umozliwia odcigcie
sygnalu dochodzacego spoza plaszczyzny ogniskowania. Automatyczne powtorzenie

skanowania i kolejnych przesuni¢¢ wzdluz osi Z umozliwia zebranie stosu obrazow
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Z nastepujacych po sobie warstw preparatu, dzigki czemu mozna wykona¢ rekonstrukcije

obrazowanych tkanek 3D w wysokiej rozdzielczosci (193).

A B Mikroskopia
A jednofotonowa dwufotonowa
ekscytacja escccsccccse eescsscscee

uv

TTIREITIT

nm VIS

w238 |svys|seas|suus

R dtugoséfali eeeeecsccess cecsssssnse
[nm] 488 976
energia
Y B 2,5 1,25

[elektronowolty]

Ryc. 7. Poréwnanie mikroskopii jedno- i dwufotonowe;j.

(4) Widmo swiatla. (B) Absorpcja swiatla w jednofotonowym oraz dwufotonowym wzbudzaniu fluorescencyjnym.
W mikroskopii jednofotonowej fluorofory sq zwykle wzbudzane przez pojedyncze fotony w widmie UV lub swiatta
widzialnego. W mikroskopii dwufotonowej kazdy foton zwykle znajduje sie w widmie podczerwieni i polqczona
energia dwoch fotonow umozliwia wzbudzenie jednej czgsteczki fluoroforu. W obu przypadkach emitowana
fluorescencja jest w podobnym zakresie. (Opracowano na podstawie
http://www.signaltonoisemag.com/allarticles/2018/9/17/dissecting-two-photon-microscopy).

W mikroskopii dwufotonowej wykorzystuje si¢ pulsacyjny laser podczerwony
o skondensowanych pulsach fotonow o dlugosci rzedu femtosekund 1 z zakresu fal
podczerwieni 700-1000 nm (ang. infrared, IR). Po zogniskowaniu $wiatla lasera przez
soczewki obiektywu jedna czasteczka fluoroforu zostaje wzbudzona do wyzszego stanu
energetycznego przez dwa fotony o nizszej energii tylko w punkcie ogniskowej obiektywu.
Przy powrocie do stanu podstawowego fluoroforu, dochodzi do emisji pojedynczego fotonu
o odpowiedniej energii, zaleznie od typu fluoroforu (Ryc. 7B) (194). Zaleta systemu
dwufotonowego jest to, ze uzywane do wzbudzania $wiatlo podczerwone nie ulega
rozpraszaniu w objetosci preparatu tak silnie, jak krotsze fale, co podnosi efektywnosc
obrazowania (195). Dzigki temu uzyskujemy lepsza penetracje $wietlng preparatow
biologicznych niz przy stosowaniu $wiatta widzialnego. Umozliwia to prace z obiektami
o wigkszej grubosci (196). Ponadto wigzka wzbudzajgca powoduje znacznie mniejsze
uszkodzenie fotochemiczne i termiczne badanej probki z uwagi na nizszg energi¢ fotonow
1 fakt wzbudzania fluorescencji tylko w ogniskowej obiektywu, a nie w catej objetosci probki,

jak w przypadku mikroskopii jednofotonowe;.
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W mikroskopii konfokalnej gtebokos¢ wzbudzenia fluorescencji promieniem lasera
widzialnego i odbierania $wiatta emitowanego wynosi zazwyczaj ok. 50-100 pum, zaleznie od
rodzaju obrazowanej probki. W mikroskopach dwufotonowych zakres ten jest zwigkszony
nawet do 500 um dla tych samych probek (17). Laczac mikroskopie dwufotonowa i techniki

oczyszczania tkanek mozemy analizowaé tkanki nawet do kilku mm glebokosci (Ryc. 8).

Mikroskopia Mikroskopia
konfokalna dwufotonowa
Bez oczyszczania
tkanka

Po oczyszczaniu {

Ryc. 8. Porownanie zakresu glebokosci analizowanej tkanki bez oczyszczania i po oczyszczaniu

z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej lub dwufotonowej.

1.7.2.1. Autofluorescencja

Autofluorescencja to naturalna emisja fluorescencji tkanki powstajaca z endogennych
fluoroforow po wzbudzeniu przez promieniowanie o odpowiedniej dlugosci fali. Jest to
powszechny rodzaj sygnatu zarowno w mikroskopii jednofotonowej z laserami UV-VIS, jak
i w mikroskopii dwufotonowej, w ktorej autofluorescencja ma jeszcze silniejszy sygnat.
W wigkszosci przypadkow sygnal autofluorescencji jest nieswoisty, co uniemozliwia
réznicowanie obrazowanych typoéw komorek (197). Zjawisko autofluorescencji jest jednak
bardzo uzyteczne w mikroskopii, poniewaz tworzy tlo i tkankowy kontekst dla komorek,
bedacych przedmiotem analizy. Z uwagi na szerokie pasmo emisji kanal autofluorescenc;i,
rejestrowany dodatkowo w innym zakresie emisji niz kanat zawierajacy wybrany fluorofor
(np. GFP), moze by¢ wykorzystywany do matematycznego oczyszczania analizowanego
kanalu GFP w celu usuni¢cia obiektow autofluorescencyjnych, obecnych w tym kanale. Za
pomoca specjalnych algorytméw w programie Fiji/lmagel, od kanatu GFP odejmuje si¢

odpowiednie dla danego przekroju optycznego zdjgcie kanalu z autofluorescencja, dzigki
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czemu z badanego kanatu GFP usuwa si¢ obiekty autofluorescencyjne, pozostawiajac tylko te

0 emisji charakterystycznej dla GFP (17).

1.7.2.2. Generacja drugiej harmonicznej

Jednym ze zjawisk, ktore jest bardzo czesto wykorzystywane W obrazowaniu probek
biologicznych, jest tzw. generacja drugiej harmonicznej (ang. second harmonic generation,
SHG) (196). Z powodu niezerowego wspotczynnika drugiej harmonicznej, tylko struktury
anizotropowe (np. wtokna biatkowe bez centrum symetrii) sg zdolne do emitowania $wiatta
SHG o dtugosci stanowigcej potowe dlugosci §wiatta wzbudzania (198). Jedna z takich struktur
jest kolagen, ktory znajduje si¢ w wielu tkankach. Przy uzyciu lasera 0 pulsach
femtosekundowych i odpowiedniego uktadu optycznego opartego o filtry lub detektory
spektralne swiatto wzbudzenia moze by¢ tatwo oddzielone od emitowanego sygnatu SHG —
o dwukrotnie mniejszej dlugosci i podwojonej czestotliwosci. Przyktadowo, stosujac wiazke
pulsacyjnego lasera IR o dtugosci 900 nm, kolagen w probce biologicznej wytwarza $wiatto
o dtugosci 450 nm, ktore po zebraniu daje obraz natywnych wiokien kolagenowych o bardzo
wysokiej rozdzielczo$ci, jednakze bez konieczno$ci dodatkowego barwienia fluorescencyjnego
(199).

1.7.3. Cytometria przeplywowa

Najnowsze techniki oczyszczania tkanek wraz z mikroskopig konfokalng 1 dwufotonowa
pozwalaja na precyzyjne okreslenie lokalizacji komorek, jednakze w wigkszosci wymagaja
zastosowania myszy transgenicznych wytwarzajacych biatka fluorescencyjne w réznych
populacjach komorek lub strukturach tkankowych. Myszy takie nie sg dostgpne dla wszystkich
typoéw komorek, ponadto ich koszt jest bardzo wysoki. Czesto takze oczyszczanie tkanek nie
jest kompatybilne ze znakowaniem immunofluorescencyjnym, szczegoélnie w przypadku
antygenéw o niskim poziomie ekspresji (172). Dodatkowo, analizy liczbowe zdje¢ sa
stosunkowo zmudne i ograniczone do zobrazowanych pdl widzenia z wybranych fragmentow
probek mikroskopowych. Komplementarng technika wobec mikroskopii moze by¢ cytometria
przeplywowa, ktora pozwala na ilosciowe analizy pojedynczych komérek z duzych probek. Jest
to aktualnie jedna z podstawowych technik badawczych i diagnostycznych, znajdujaca
zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, w szczegélnosci w immunologii. Podobnie jak
mikroskopia konfokalna, cytometria przeptywowa wykorzystuje przede wszystkim wzbudzang
laserami fluorescencje i pozwala na jednoczesng analiz¢ wielu markerow powierzchniowych

i wewnatrzkomoérkowych dzigki zastosowaniu swoistych wobec nich, znakowanych
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fluorescencyjnie przeciwciat (200). Umozliwia to np. prace na komodrkach izolowanych
z nietransgenicznych myszy bez biatek fluorescencyjnych. Nowoczesne cytometry
przeplywowe pozwalaja na przeprowadzanie pomiaréw Wyznakowanych zawiesin
komorkowych z jednoczesnym wykorzystaniem osiemnastu barwnikow (BD LSRFortessa™,
BD Biosciences), a dzigki dynamicznemu rozwojowi biochemii i biotechnologii, wybor
barwnikéw fluorescencyjnych jest ogromny (201). Kluczowym elementem w tego typu
analizach jest jednak przygotowanie probki, ktore w przypadku badan tkanek wymaga
odpowiedniego protokotu ich homogenizacji, umozliwiajacego skuteczne uwalnianie komoérek

z tkanek i jednoczesng ochrong markeréw powierzchniowych komérek przed degradacja.

1.7.3.1. Homogenizacja ukladu rozrodczego

Mechaniczne rozdrabnianie tkanek jest czasami wystarczajace do skutecznej izolacji komorek.
Mozna je zastosowaé m.in. do izolacji limfocytow z weztow chtonnych lub §ledziony (202).
Jednakze do izolacji komorek z tkanek nablonkowych osadzonych na kolagenowym
podscielisku potrzebne jest zastosowanie dodatkowo trawienia enzymatycznego, ktore
umozliwi uzyskanie zawiesiny pojedynczych komorek (91). Charakterystyka populacji
komorek odpornosciowych z uktadu rozrodczego jest szczegolnie trudna ze wzgledu na zwartg
strukture tkanki i niskg liczbe leukocytow w poréwnaniu do komorek nabtonka i podscieliska,
szczegdlnie w fazie estrus, kiedy nabtonek ma najwicksza grubos¢ (203). Wigkszos¢
opublikowanych protokotow trawienia ukladu rozrodczego wykorzystuje rozdrabnianie
mechaniczne z wcze$niejszym trawieniem tkanki lub bez niego. Kolagenaza lub dyspaza
w polaczeniu z DNazg sg powszechnie stosowanymi enzymami w izolacji komorek
odpornosciowych z macicy myszy (4,101,204). W literaturze trudno jednak znalez¢
standardowy protokot trawienia mysiej pochwy. Oprocz klasycznych enzymow do trawienia
tkanek, takich jak wcze$niej wymienione, dostepne sg takze liberazy, ktore sktadajg sie
z mieszaniny wysokooczyszczonych enzyméw: kolagenaz typu I i 11 oraz oboj¢tnej proteazy
(termolizyna lub dyspaza) (205). Wykazano m.in., Ze zastosowanie liberazy znaczaco
poprawito jako$¢ izolacji ludzkich wysp trzustkowych oraz ich Zywotno$¢ w poréwnaniu do

trawienia kolagenaza (206,207).
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Zatozenia i cel pracy

2. Zalozenia i cel pracy

Celem rozprawy doktorskiej jest zbadanie czy limfocyty T yd, zasiedlajace $§luzowke uktadu
rozrodczego, uczestniczg w kontroli jego homeostazy zar6wno w stanie fizjologicznym, jak

I w odpowiedzi na modelowe antygeny, w tym trojsacharyd z Candida albicans.
Zadania badawcze:

1. Opracowanie metody wizualizacji limfocytéw T y6 w uktadzie rozrodczym myszy za
pomoca technik mikroskopii konfokalne;.

2. Opracowanie cytometrycznej metody analizy limfocytow T yd w uktadzie rozrodczym
myszy.

3. Ustalenie fizjologicznej dynamiki populacji limfocytoéw T yd w zalezno$ci od fazy cyklu
hormonalnego (faza estrus i diestrus).

4. Ustalenie roli limfocytow T yd w indukcji odpowiedzi odpornosciowej na antygeny
modelowe, w tym trdjsacharyd z Candida albicans.

5. Ocena wpltywu wieku na populacje limfocytow T yd w uktadzie rozrodczym myszy.
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3. Materialy i metody

3.1.  Odczynniki

Materialy i metody

Odczynnik

Producent

2-hydroksyetylceluloza
3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna
Azydek

Benzoesan estradiolu
Beta-glukan

BlockAid Blocking Solution
Borowodorek tetrabutyloamoniowy (TBABH)
Bufor fosforanowy (PBS)
Bufor weglanowy
CountBright™ Absolute Counting Beads
Cytofix

Cytrynian potasu
D-(-)-sorbitol

DMSO

DNaza |

Dyspaza Il

FixRNA

Formaldehyd
Gamma-cyklodekstryna
Glicerol

H-0;

H>SO.

Izofluran (Isoflurin)

Ketamina
Kolagenaza IV
Koniugat  toksoid
B-mannanu
Ksylazyna (Sedazin)
Kwas edetynowy (EDTA)

Liberaza DH

Liberaza TH

Liberaza TL

Liberaza TM

Lympholyte-M Cell Separation Media
Medium RPMI 1640
Metylo-beta-cyklodekstryna

Mocznik

NaCl

tezcowy —

trojsacharyd

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Chempur, Polska

Cayman Chemical Company, USA
Sigma Aldrich, Niemcy
ThermoFisher Scientific, USA
Sigma Aldrich, Niemcy

Biochrom, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy
ThermoFisher Scientific, USA
Samko, Polska

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy
ThermoFisher Scientific, USA
ThermoFisher Scientific, USA
EURX, Polska

POCH, Polska

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy
VETPHARMA ANIMAL HEALTH,
Hiszpania

Biowet Putawy, Polska

Bioshop, Kanada

Dr Tomasz Lipinski, Zespot Badawczy
Bioinzynierii Lukasiewicz-PORT (208)
Biowet Pulawy, Polska

Sigma Aldrich, Niemcy
ThermoFisher Scientific, USA
ThermoFisher Scientific, USA
ThermoFisher Scientific, USA
ThermoFisher Scientific, USA
Cedarlane Laboratories, Kanada
Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy
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N,N-dimetyloacetamid (DMA)
N,N,N',N'-tetrakis(2-
hydroksypropylo)etylenodiamina
N-acetylo-L-hydroksyprolina

Octan medroksyprogesteronu (Depogeston)
ODN 1826 (CpG)

Olej sezamowy

Owoalbumina

Pefabloc S.C.

Plodowa surowica bydleca (FBS)
ProLong Gold

Roztwor soli Hanka (HBSS)

R848

Sacharoza

Saponina

Sojowy inhibitor trypsyny
Surowicza albumina wotowa (BSA)
TBABH

Tissue-Tek O.C.T. Compound
Trietanoloamina

Tris-HCI

Triton X-100

Tween-20

UltraComp eBeads™ Compensation Beads
Wodorotlenk glinu (Alhydrogel 2%)

Materialy i metody

Sigma Aldrich, Niemcy

Sigma Aldrich, Niemcy
Sigma Aldrich, Niemcy
Biowet Pulawy, Polska
Invivogen, USA

MP Biomedicals, Polska
Sigma Aldrich, Niemcy
Sigma Aldrich, Niemcy
Sigma Aldrich, Niemcy
ThermoFisher Scientific, USA
ThermoFisher Scientific, USA
Invivogen, USA

Sigma Aldrich, Niemcy

Carl Roth, Niemcy
ThermoFisher Scientific, USA
Sigma Aldrich, Niemcy
Sigma Aldrich, Niemcy
Sakura, Holandia

Sigma Aldrich, Niemcy
Sigma Aldrich, Niemcy
Sigma Aldrich, Niemcy
Sigma Aldrich, Niemcy
ThermoFisher Scientific, USA
Invivogen, USA

3.2.  Gotowe zestawy odczynnikow

Zestaw odczynnikéw

Producent

Alexa Fluor™ 555 Antibody Labeling Kit

Cytocolor
DNA/RNA Extracol Kit

ThermoFisher Scientific, USA
Merck, Niemcy
EURX, Polska

LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel Biolegend, USA

RT? First Strand Kit

RT? Profiler™ PCR Array Mouse Aging

Qiagen, Niemcy
Qiagen, Niemcy
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3.3.  Oprogramowanie

Oprogramowanie Producent
Fiji/lmageJ National Institutes of Health, USA
FlowJo Tree Star Inc., USA
GraphPad Prism v6 GraphPad Software Inc., USA
Imaris Bitplane, Szwajcaria
LEGENDplex™ Data Analysis Software Biolegend, USA
RT? Profiler PCR Data Analysis Qiagen, Niemcy
3.4. Sprzet
Sprzet Producent
Cytometr przeptywowy LSR Fortessa BD Biosciences, USA
Cytometr przeplywowy Canto Il BD Biosciences, USA
Czytnik plytek Synergy™ H4 Hybrid Microplate Reader BioTek, USA
Laser podczerwony Chameleon Vision Il Coherent, USA
Mikroskop konfokalny Leica SP8 Leica Microsystems, Niemcy
Robot pipetujacy Precision™XS BioTek, USA
Spektrofotometr UV-Vis NanoDrop 8000 ThermoFisher Scientific, USA
Termocykler Stratagene Mx3005P ThermoFisher Scientific, USA
3.5. Myszy

Myszy C57BL/6 oraz Tcrd” (209) pochodzity z Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).
Myszy Tcrd-H2BeGFP (190) otrzymali$my dzigki uprzejmosci doktora Immo Prinz (Institute
of Immunology, Hanover Medical School, Hanower, Niemcy). Myszy Tcrd” (209) sa
modyfikowanym genetycznie szczepem pozbawionym limfocytow T yo. Z kolei, myszy
Tcrd-H2BeGFP sa reporterowym szczepem dla komorek T yd, zawierajacym gen GFP w fuzji
z genem biatka histonowego H2B podlaczony do genu dla tancucha 8 w TCR. Dzigki temu
tylko limfocyty T yo6 wytwarzaja GFP zlokalizowane jadrowo 1 mogg by¢ identyfikowane za
pomoca technik fluorescencyjnych. Myszy hodowano w Sieci Badawczej Lukasiewicz— PORT
Polskim Os$rodku Rozwoju Technologii oraz w Instytucie Immunologii 1 Terapii
Dos$wiadczalnej PAN we Wroclawiu w indywidualnie wentylowanych klatkach w cyklu
dzien:noc 12:12 h w warunkach o standardzie SPF (ang. specific-pathogen-free), z dostepna
woda i jedzeniem ad libitum. Badania przeprowadzono w ramach uzyskanej zgody Lokalnej

Komisji Etycznej do Spraw Do$wiadczen na Zwierzetach we Wroctawiu, nr zgody 58/2015.
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3.5.1. Synchronizacja cyklu rujowego myszy

W celu indukcji fazy diestrus samicom myszy w wieku 5-8 tygodni podawano podskornie
3 mg octanu medroksyprogesteronu (Depogeston) (210) lub 100 pg benzoesanu estradiolu

w oleju sezamowym w celu indukcji fazy estrus (211).

3.5.2. Wymaz cytologiczny z pochwy

Wymazy pobierano na szkietko podstawowe przy uzyciu wymazowki — sterylnego patyczka
o dlugosci ok. 6 cm z nawinigta watg bawelniang. Grubo$¢ wymazowki nie przekraczata
1-2 mm. Wymazdéwke ostroznie wkladano do pochwy unieruchomionego zwierzecia
i delikatnie obracano. Nast¢pnie pobrang wydzieling rozprowadzano na szkietku podstawowym
i utrwalano preparatem Cytofix. W celu okreslenia fazy cyklu rujowego pobrane wymazy byty

barwione zestawem Cytocolor zgodnie z protokotem producenta.

3.5.3. Immunizacje

Samice myszy C57BL/6 i Tcrd” w wieku 5-8 tygodni immunizowano podskérnie, donosowo
lub dopochwowo réznymi antygenami (Tabela 3). Do szczepien wykorzystano dwa rézne typy
antygenow: antygen biatkowy — owoalbumina (212) oraz antygen cukrowy, bedacy koniugatem
toksoidu tgzca 1 syntetycznego trdjsacharydu, zawierajacego reszty cukrowe B-mannanu
obecnego w C. albicans (213). Koniugat zostal otrzymany przez dr. Tomasza Lipinskiego
z Zespolu Badawczego Bioinzynierii Lukasiewicz-PORT wg protokotu opisanego w pracy
Lipinski i in. (2013). Ilo$¢ przytaczonych czasteczek trojsacharydu wynosita 33 na
1 czasteczke toksoidu.

Pig¢ dni przed rozpoczeciem eksperymentow myszom byly podawane hormony w celu
synchronizacji cyklu rujowego. Immunizacje przeprowadzono trzykrotnie w odstepach
dwutygodniowych. Tydzien po ostatniej immunizacji analizowano poziom przeciwciat

w surowicy krwi i w wydzielinie pochwy.

3.5.3.1.Immunizacja podskorna

Antygeny do immunizacji podskornej (ang. subcutaneous, SC) byly mieszane w stosunku
objetosciowym 1:1 z preparatem wodorotlenku glinu (Alhydrogel 2%) przez noc (Eppendorf

ThermoMixer C, 2000 rpm). Zawiesing podawano podskornie w objetosci 100 pl.
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Tabela 3. Antygeny i adiuwanty uiywane do immunizacji.

Adiuwant Adiuwant Adiuwant
Antygen immunizacja immunizacja immunizacja
podskorna donosowa dopochwowa

ODN 1826 (CpG)

20 ug
owoalbumina wodorotlenek glinu ODN 1826 (CpG)
20 ug lub
R848 20 pg
koniugat toksoid t¢zcowy -
ue czeowy wodorotlenek glinu ~ B-glukan 100 pg B-glukan 100 pg

trojsacharyd

3.5.3.2.Immunizacja donosowa

Przed immunizacja myszy byly poddane anestezji iniekcyjnej (ketamina 100 mg/kg
+ ksylazyna 10 mg/kg). Antygeny do immunizacji donosowej (ang. intranasal, IN) byly
mieszane z adiuwantami: 20 ug ODN 1826 (CpG), 20 ug R848 lub 100 ug B-glukanu w 1,5%
roztworze 2-hydroksyetylcelulozy. Myszy byly trzymane w pozycji pionowej - nozdrzami do

gory. Do kazdego z nozdrzy podawano po 10 pl roztworu antygenu.

3.5.3.3. Immunizacja dopochwowa

Przed immunizacja myszy byly poddane anestezji iniekcyjnej (ketamina 100 mg/kg
+ ksylazyna 10 mg/kg). Myszy byly trzymane glowa w dot. Antygeny do immunizacji
dopochwowej (ang. intravaginal, IVAG) byly mieszane z adiuwantami: 20 pg ODN 1826
(CpG) lub 100 pg B-glukanu w 1,5% roztworze 2-hydroksyetylcelulozy. Antygeny byly
podawane dopochwowo jako zawiesina w 1,5% roztworze 2-hydroksyetylcelulozy w objetosci
20 pl. Po podaniu myszy umieszczano w klatce w pozycji lezacej na plecach, aby uniknaé

wyciekania podanych substancji.

3.5.4. Pobranie krwi

W celu pobrania krwi zwierzeta unieruchomiono i po usunigciu siersci z tylnej nogi kremem
depilujacym, z zyty odpiszczelowej zwierzecia pobierano przyzyciowo krew do probowek typu
Eppendorf o objetosci 1,5 ml. Ewentualne krwawienie hamowano poprzez ucisk. Krew
wirowano przy 12000 x g przez 15 minut w 4°C w celu uzyskania surowicy. Surowice
pobierano do probowek typu Eppendorf o objetosci 1,5 ml i przechowywano w -20°C do czasu

analizy.
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3.5.5. Pobranie wydzielin pochwy

Myszom poddanym anestezji iniekcyjnej (ketamina 100 mg/kg + ksylazyna 10 mg/kg)
pobierane byly wydzieliny pochwy. Pochwy plukano trzykrotnie sterylnym roztworem PBS,
kazdorazowo objetoscig 50 pul.

3.5.6. Eutanazja

Eutanazja byta przeprowadzana w celu pobrania tkanek do dalszych badan. Procedura
odbywata si¢ w glebokim znieczuleniu wziewnym (inhalacja 5% izofluranu) poprzez

dyslokacje kregdw szyjnych.

3.6.  Oczyszczanie tkanek

Pobrane pochwy natychmiast utrwalano w lodowatym 3,7% (obj./obj.) roztworze
formaldehydu przez 2 godziny w 4°C. Pochwy byly oczyszczane przy uzyciu dwoéch
opublikowanych protokotow: ScaleS (189) i CUBIC (188). Jako roztwoér kontrolny do tkanek
nieoczyszczanych wykorzystano roztwor zawierajacy saponing (0,5% wag./obj.), Triton X-100
(0,2% obj./obj.), FBS (2% obj./obj.) i azydek sodu (0,03% wag./obj.) — wszystkie sktadniki
rozpuszczone w buforze PBS. Do obrazowania probki kontrolne mocowano na szkietkach

podstawowych w preparacie ProLong Gold.

3.6.1. Oczyszczanie metodg ScaleS

Oczyszczanie pochwy metoda ScaleS przeprowadzono zgodnie z opublikowanym protokotem
wykorzystanym do oczyszczania mézgu (189). Procedura oczyszczania zostata przedstawiona
w Tabeli 4. Sktad uzytych do oczyszczania odczynnikéw zostal podany w Tabeli 6. Do

obrazowania probki umieszczano w odczynniku ScaleS4.

Tabela 4. Procedura podstawowego oczyszczania pochwy metodg ScaleS.

Odczynnik Czas Temperatura

3,7% formaldehyd  2h 4°C
ScaleS0 ~12h 37°C
ScaleS1 ~12h 37°C
ScaleS2 ~12h 37°C
ScaleS3 ~12h 37°C

PBS ~12h 4°C
ScaleS4 ~12h 37°C
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Do wizualizacji cytoszkieletu oraz blony podstawnej zastosowano protokot AbScale, ktory
wedlug autorow publikacji jest kompatybilny ze znakowaniem immunofluorescencyjnym

(189). Procedura oczyszczania zostata przedstawiona w Tabeli 5.

Do barwienia cytoszkieletu zastosowano falloidyne (Phalloidin AF647, ThermoFisher
Scientific, A22287, rozcienczenie 1:100). Do barwienia btony podstawnej $ciany pochwy
zastosowano pierwszorzedowe przeciwciato anty-laminina 5 (Abcam, ab14509, rozcienczenie
1:200) i znakowane fluorescencyjnie przeciwciato drugorzgdowe (kozie przeciwciato przeciw
kroliczej 19G znakowane AF555, ThermoFisher Scientific, A-21429, rozcienczenie 1: 1000).
Sktad uzytych do oczyszczania odczynnikdéw zostat podany w Tabeli 6. Do obrazowania probki

umieszczano w odczynniku ScaleS4.

Tabela 5. Procedura oczyszczania pochwy metodg AbScale.

Odczynnik Czas Temperatura
3,7% formaldehyd 2h 4°C
ScaleSO ~12h 37°C
ScaleA2 ~36h 37°C
ScaleB4(0) ~24h 37°C
ScaleA2 ~12h 37°C
PBS ~6h pokojowa
znakowane przeciwciato pierwszorzedowe w roztworze AbScale ~48h 37°C
AbScale ~6h pokojowa
2 X AbScale roztwor ptuczacy 2h pokojowa
4% formaldehyd ~1h pokojowa
PBS ~2h pokojowa
ScaleS4 ~12h 37°C
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Tabela 6. Sktad odczynnikéw uiywanych w metodzie ScaleS i AbScale.

Odczynnik Sklad
20% (wag./obj.) D-(-)-sorbitol, 5% (wag./obj.) glicerol,
Scales0 1 mM metylo-beta-cyklodekstryna, 1 mM gamma-cyklodekstryna,

1% (wag./obj.) N-acetylo-L-hydroksyprolina, 3% (obj./obj.) DMSO w PBS
20% (wag./obj.) D-(-)-sorbitol, 10% (wag./obj.) glicerol, 4 M mocznik,

ScaleS1
0,2% (wag./obj.) Triton X-100 w wodzie dejonizowanej
ScaleS2 27% (wag./obj.) D-(-)-sorbitol, 2,7 M mocznik, 0,1% (wag./obj.) Triton X-
100, 8,3% (obj./obj.) DMSO w wodzie dejonizowanej
ScaleS3 36,4% (wag./obj.) D-(-)-sorbitol, 2,7 M mocznik,
9,1% (obj./obj.) DMSO w wodzie dejonizowanej
40% (wag./obj.) D-(-)-sorbitol, 10% (wag./obj.) glicerol, 4 M mocznik,
Scales4 0,2% (wag./obj.) Triton X-100, 15% (obj./obj.) DMSO w wodzie
dejonizowanej
0, i 1 i 0, i i -
ScaleA2 10% (wag./obj.) glicerol, 4 M mocznik, 0,1% (wag./obj.) Triton X-100
w wodzie dejonizowanej
ScaleB4(0) 8 M mocznik w wodzie dejonizowanej
AbScale 0,33 M mocznik, 0.1-0.5% Triton X-100 w PBS
AbScale roztwor 2,5% BSA, 0,05% (wag./obj.) Tween-20 w PBS

3.6.2. Oczyszczanie metoda CUBIC

Oczyszczanie pochwy metodg CUBIC przeprowadzono zgodnie z opublikowanym protokotem
wykorzystanym do oczyszczania mozgu (188). Procedura oczyszczania zostata przedstawiona
w Tabeli 7. Sktad uzytych do oczyszczania odczynnikow zostat podany w Tabeli 9. Do

obrazowania probki umieszczano w odczynniku CUBIC-2.

Tabela 7. Procedura oczyszczania pochwy metodg CUBIC.

Odczynnik Czas Temperatura

3,7% formaldehyd 2h 4°C

PBS ~12h pokojowa
CUBIC-1:H01:1 ~24h 37°C
CuBIC-1 ~120h 37°C

3xPBS 2h pokojowa
CUBIC-2:H01:1 ~24h 37°C
CUBIC-2 ~72h 4°C
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Do wizualizacji cytoszkieletu oraz blony podstawnej zastosowano protokét CUBIC (214)

z niewielkimi modyfikacjami. Procedura oczyszczania zostata przedstawiona w Tabeli 8.

Tabela 8. Procedura oczyszczania pochwy metodg CUBIC 7 immunofluorescencjq.

Odczynnik Czas Temperatura
3,7% formaldehyd 2h 4°C
PBS ~12h pokojowa
CUBIC-1:H,0 1:1 ~24h 37°C
CuBIC-1 ~48h 37°C
3 xPBS 2h pokojowa
30% (wag./obj.) sacharoza w PBS ~24h pokojowa
Tissue-Tek O.C.T ~16h -80°C
3 xPBS 2h pokojowa
znakowane przeciwciato pierwszorzedowe w roztworze BlockAid Blocking ~48h 37°C
Solution
lub
przeciwciato pierwszorzedowe w roztworze BlockAid Blocking Solution
~48h 37°C
3 x PBS
3 xPBS 2h pokojowa
CUBIC-2 : H,0 1:1 ~24h 37°C
CuBIC-2 ~72h 4°C

Do barwienia cytoszkieletu zastosowano falloidyne¢ (Phalloidin AF647, ThermoFisher
Scientific, A22287, rozcienczenie 1:100). Do barwienia blony podstawnej $ciany pochwy
zastosowano pierwszorzedowe przeciwciato anty-laminina 5 (Abcam, ab14509, rozcienczenie
1:200) i znakowane fluorescencyjnie przeciwcialo drugorzedowe (kozie przeciwciato przeciw
kroliczej 1gG znakowane AF555, ThermoFisher Scientific, A-21429, rozcienczenie 1: 1000).
Sktad uzytych do oczyszczania odczynnikéw zostat podany w Tabeli 9. Do obrazowania probki

umieszczano w odczynniku CUBIC-2.

Tabela 9. Sktad odczynnikéw uiywanych w metodzie CUBIC.

Odczynnik Skiad
CUBIC-1 25% (wag./wag.) mocznik, 15% (wag./wag.) Triton X-100, 25% (wag./wag.)
N,N,N',N'-tetrakis(2-hydroksypropylo)etylenodiamina w wodzie dejonizowanej

CUBIC-2 50% (wag./wag.) sacharoza, 25% (wag./wag.) mocznik, 0,1% (wag./wag.)
Triton X-100, 10% (wag./wag.) trietanoloamina w wodzie dejonizowanej
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3.7.  Analiza poziomu ekspresji yo0 TCR i Vy5 w limfocytach T yd naskérka i pochwy

Od samic myszy Tcrd-H2BeGFP pobierano pochwy wraz z otaczajacym je fragmentem skory.
Tkanki natychmiast utrwalano w lodowatym 3,7% (obj./obj.) roztworze formaldehydu przez
2 godziny w 4°C. Po utrwaleniu tkanki plukano dwukrotnie w buforze PBS, a nastepnie
permabilizowano w roztworze zawierajagcym saponing (0,5% wag./obj.), Triton X-100
(0,2% obj./obj.), FBS (2% obj./obj.) i azydek sodu (0,03% wag./obj.) w buforze PBS. Po 24
godzinach permabilizacji w temperaturze 37°C tkanki barwiono przez 48 godzin
w temperaturze 37°C. Zastosowane przeciwciata przedstawiono w Tabeli 10. Do obrazowania

tkanki mocowano na szkietkach podstawowych w preparacie ProLong Gold.

Tabela 10. Przeciwciata do analizy ekspresji yo TCR i Vy5 w limfocytach T yd naskorka i Sciany pochwy.

Przeciwcialo Klon Stezenie Producent
[ng/ml]
Alexa Fluor 647 TCR yd GL3 5,00 Biolegend
TCR Vy3 536 5,00 Santa Cruz
Zestaw do znakowania przeciwciat Alexa Fluor™ ) i ThermoFisher
555 Antibody Labeling Kit Scientific

3.8.  Mikroskopia konfokalna i dwufotonowa

Pobrane tkanki poddawano procedurom oczyszczania i/lub barwienia
immunofluorescencyjnego, po czym analizowano je mikroskopowo jako grube i niepocigte
fragmenty (ang. whole mount) po umocowaniu na szkietku podstawowym i przykryciu
szkietkiem nakrywkowym. Obrazowanie przeprowadzono na mikroskopie konfokalnym Leica
SP8 wyposazonym w skaner rezonansowy, spektralne detektory typu PMT, pulsujacy
femtosekundowo laser podczerwony Chameleon Vision Il (strojony w zakresie 680-1080 nm)
i trzy linie laserow $wiatta widzialnego (488 nm, 552 nm, 638 nm). Stosowano obiektyw wodny
25%x (NA 0,95) z korekcja na szkietko nakrywkowe (grubo$¢ Nr 1,5) i $wiatlo podczerwone.
DAPI wzbudzano dwufotonowo laserem podczerwonym przy dtugo$ci 750 nm — zakres
zbieranej emisji 425-475 nm, a kolagen wizualizowano za pomocg SHG przy dtugosci 800 nm
— sygnat zbierany przy dtugosci 400 nm. Sygnat GFP byl wzbudzany jednofotonowo linig 488
nm lub dwufotonowo przy dtugosci 900 nm — zakres zbieranej emisji 500-550 nm. Znacznik
Alexa Fluor 555 wzbudzano laserem 552 nm a zbierana emisja byta w zakresie 570-610 nm.
Znacznik Alexa Fluor 647 wzbudzano laserem 638 nm a zbierana emisja byta w zakresie 650-

750 nm. Podobnie zbierano sygnat autofluorescencji tkanki — jednofotonowo laserem 638 nm
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z emisjg w zakresie 650-750 nm lub dwufotonowo — wzbudzajac laserem podczerwonym przy
dlugosci 900 nm 1 zbierajac emisj¢ w zakresie 565-635 nm. Prébki obrazowano w trybie
sekwencyjnym, zaczynajac od linii laserow $wiatta widzialnego, aby unikna¢ przeciekow
spektralnych oraz fotowybiclania barwnikow przez laser podczerwony. Obrazowanie
jednofotonowe wykonano przy ustawieniu przestony konfokalnej (ang. pinhole) na poziomie
1-2 AU; do mikroskopii dwufotonowej przestona ta byta catkowicie otwarta. Rozdzielczos¢
obrazow byla w zakresie 512 x 512 — 1248 x 1248 pikseli, z rozmiarem pikseli 1,46 um
i 0,60 um, odpowiednio. W obrazowaniu w osi Z stosowano interwat 3-7,5 um pomiedzy

pojedynczymi przekrojami optycznymi.

3.8.1. Analiza obrazu

Analiz¢ obrazu przeprowadzono w programach Fiji/ImageJ 1 Imaris. Sygnat tfa i szumu na
detektorach w zebranych zdjeciach wstepnie usuwano za pomocg filtra mediany (macierz 3x3
piksele) dla kazdego kanatu oddzielnie. Dodatkowo, autofluorescencj¢ usuwano za pomoca
procedur arytmetyki miedzy kanatami (funkcja Image Calculator w programie Fiji/Imagel)
w celu poprawy detekcji komorek GFP-pozytywnych. Wykorzystywano do tego fakt, ze
spektrum autofluorescencji bylo szerokie (pomiedzy 500-750 nm) i jej sygnal byt obecny
zarowno w kanale GFP, jak i w kanale autofluorescencji (zakres 650-750 nm przy wzbudzaniu
jednofotonowym i 565-635 nm przy wzbudzaniu dwufotonowym). Aby oczysci¢ kanat GFP
odejmowano od niego w programie Fiji/lmageJ odpowiednie dla tego przekroju optycznego
zdjecie kanatu z autofluorescencja, dzigki czemu z kanalu GFP znikaly obiekty
autofluorescencyjne a pozostawaly tylko te o emisji charakterystycznej dla GFP.
Alternatywnie, w celu usunigcia nierownomiernego tta w polu widzenia analizowane zdjgcie
duplikowano, nastgpnie kopia byla filtrowana przez rozmycie Gaussa (promien = 100 pm)

1 odejmowana od oryginalnego obrazu za pomocg opisanej wyzej arytmetyki kanatow.

3.8.2. Analiza lokalizacji limfocytéw T yo

Na podstawie obrazéw mikroskopowych analizowano przestrzenng dystrybucje limfocytow
T vd w $Scianie pochwy. W programie Imaris, bazujac na intensywnosci sygnatu fluorescencji
GFP, barwienia immunofluorescencyjnego lamininy i sygnatu drugiej harmonicznej oraz na
algorytmach funkcji Surface, wyznaczano odpowiednio kontury i powierzchnie limfocytow
T vd (ograniczone do jadra komorkowego), btony podstawnej oddzielajgcej nabtonek pochwy
od podscieliska 1 kolagenu obecnego w podscielisku. Wykryte obiekty nastgpnie wykorzystano

do obliczenia odlegto$ci migdzy nimi za pomoca funkcji transformacji odlegtosci (funkcja
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Distance Transformation). Dodatkowo, okreslono skuteczno$¢ procedur oczyszczania tkanek
za pomocg réznych protokoldéw, bazujac na detekcji GFP-pozytywnych limfocytow T vo
1 pomiarze intensywnosci sygnatu GFP w funkcji glebokosci w weztach chtonnych. Dzigki
funkcji Spots w programie Imaris wykrywano sferyczne obiekty w kanale GFP i wyznaczano
zalezno$¢ zmierzonych $rednich intensywnosci sygnatu GFP w obiektach wzgledem ich

pozycji w osi Z.

3.8.3. Analiza grubosci nablonka pochwy

Grubos¢ nabtonka zmierzono w programie Fiji/Image] na podstawie bocznych projekcji (XZ
lub YZ) uzyskanych ze stosow przekrojow optycznych w plaszczyznie XY po wzdluznym
obrazowaniu $ciany pochwy przez warstwy nablonka w kierunku podsScieliska. Boczne
projekcje wykonywano stosujac algorytm maksymalnej intensywnosci sygnatu dla wybranej
orientacji przestrzennej obrazéw $ciany pochwy. Zamiast manualnego pomiaru grubosci
nabtonka ograniczonego do matej iloSci obszarow i1 zdje¢ opracowano porautomatyczng
procedur¢ przetwarzania obrazéw mikroskopowych, pozwalajaca na obliczenia dla wszystkich
zobrazowanych obszarow. W pierwszym etapie w zdjgciach kanatow przedstawiajacych
autofluorescencje tkanek i1 sygnat SHG (kolagen) wyznaczano prég intensywnosci sygnatu,
ponizej ktorego znajdowato si¢ tto a powyzej ktorego wykrywano okreslone struktury
(nabtonek + podscielisko w kanale autofluorescencji, podscielisko w kanale SHG).
Po okresleniu progu, zdjecia poddawano binaryzacji (przypisanie wartosci 0 dla pikseli
w obszarze tla 1 warto$ci 1 dla pikseli w wykrywanej strukturze), aby uzyska¢ dwa obrazy
boczne przedstawiajace odpowiednio petng grubos¢ pochwy (zdjecie nr 1) 1 warstwy kolagenu
(zdjecie nr 2). Binarny obraz samego nabtonka (zdjgcie nr 3) uzyskano poprzez odjecie zdjgcia
nr 2 od zdjecia nr 1. Nastgpnie grubo$¢ nabtonka obliczono na podstawie liczby pikseli
prostopadtych do powierzchni nablonka, uzywajac funkcji Reslice na zdjgciu nr 3. Funkcja ta
generuje z jednego zdjecia seri¢ jednopikselowych linii rownolegtych do powierzchni nabtonka
o wartosciach intensywnosci 1 lub 0. Po arytmetycznym dodaniu linii tworzacych t¢ seri¢
uzyskiwano finalng projekcj¢ — jednopikselowa lini¢ (zdjecie nr 4), w ktdrej intensywno$¢
kazdego piksela odpowiadata liczbie pikseli w przekroju nablonka, pozwalajacej na wyliczenie

grubosci nabtonka w mikronach przy znanej wielkosci piksela.
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3.8.4. Analiza liczby limfocytow T yd w $cianie pochwy

Liczbg limfocytow T yd w $cianie pochwy z podzialem na warstwe nablonka i podscieliska
analizowano polautomatycznie w zdjeciach uzyskanych z tkanek od myszy Tcrd-H2BeGFP.
W badanym stosie zdje¢ wzdluz osi Z, obejmujacym trzy kanaty (GFP, autofluorescencja
i SHG), komorki GFP* zaznaczano manualnie narzedziem pedzla w Fiji/ImagelJ stawiajac matg
(10 pikseli) lub duza kropke (20 pikseli) w kolorze bialym, identyfikujac odpowiednio komorki
w nablonku i podscielisku pochwy. Kanaty pokazujace autofluorescencje i warstwe kolagenu
wykorzystywano do odroznienia nablonka pochwy od podscieliska. Analizowany stos zdje¢
binaryzowano stosujac odpowiednio wysoki prog intensywnosci, tak by jedynymi wykrytymi
obiektami byty stawiane kropki o dwoch rozmiarach (wybrany do zaznaczania odcien bieli miat
maksymalng intensywnos$¢ sygnatu — wyzszg niz inne obiekty obecne w zdjeciach). Komorki
T y6 w roznych warstwach §ciany pochwy zostaly policzone na podstawie wielkosci kropki

przy uzyciu wtyczki 3D Objects Counter (215) w programie Fiji/lmageJ.

3.8.5. Analiza poziomu ekspresji ydo TCR i lancucha Vy5

Analiz¢ poziomu ekspresji TCR yd 1 tancucha Vy5 w pochwowych limfocytach T yd
przeprowadzono w programie Fiji/lmageJ na wybranych pojedynczych przekrojach
optycznych  pokazujacych  plaszczyzny — rownikowe analizowanych  komorek
zidentyfikowanych za pomoca barwienia immunofluorescencyjnego $ciany pochwy.
Po wstepnej redukcji 1 wyréwnaniu tta filtrem Gaussa (procedura opisana powyzej) zmierzono
intensywno$¢ pozostatego sygnatlu tta w obszarach pozbawionych komorek za pomoca
narzedzia do wykreslania profilu intensywnosci (funkcja Analyze/Plot Profile). Najwyzsze
uzyskane wartosci tla zostaly odjete od intensywnosci sygnatlu wszystkich pikseli
w analizowanym zdjeciu (funkcja Process/Math/Subtract), aby w jak najwigkszym stopniu
obnizy¢ poziom tla i uzyska¢ koncowe obrazy do pomiarow poziomu ekspresji TCR yo/VyS5.
Pomiar ten wykonywano w oparciu o narysowang lini¢ o szeroko$ci pigciu pikseli
poprowadzong przez wykryte komoérki GFP*, tak by przecig¢ blone cytoplazmatycza
W przynajmniej dwdch miejscach i odczyta¢ z otrzymanego profilu intensywno$¢ sygnatu

wybarwionych immunofluorescencyjnie biatek blonowych.
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3.9. Opracowanie protokotu trawienia ukladu rozrodczego

Po potwierdzeniu fazy cyklu rujowego myszy poddawano eutanazji. Pochwy przeptukano
trzykrotnie roztworem PBS (3 x 50 ul) w celu usunigcia zrogowaciatego nabtonka w fazie
estrus 1 $luzu w fazie diestrus. Nastepnie izolowano uktad rozrodczy dzielagc go na pochwe
i macice (szyjke macicy i rogi macicy) i umieszczano w probowce z roztworem PBS na lodzie.

Do trawienia tkanek uzyto szeSciu roznych enzymow (Tabela 11).

Tabela 11. Enzymy uzyte do trawienia uktadu rozrodczego.

Enzym Aktywnos¢ Producent
Liberaza DH 5,2 U/mg Roche
Liberaza TL 5,2 U/mg Roche
Liberaza TM 5,2 U/mg Roche
Liberaza TH 5,2 U/mg Roche

Kolagenaza IV >125U/mg BioShop
Dyspaza Il >0,8 U/mg Roche

Liberazy sg nazywane zgodnie ze stezeniem termolizyny lub dyspazy: TH — termolizyna
o wysokim stezeniu, TM — termolizyna o §rednim stezeniu, TL — termolizyna o niskim st¢zeniu
lub DH — dyspaza o wysokim stezeniu. Wszystkie enzymy przygotowano w stezeniu 1 mg/ml
w zrownowazonym roztworze soli Hanka (HBSS) z DNaza I (30 pg/ml). Pochwe i macice
rozdrabniano osobno na mate fragmenty w probowce typu Eppendorf o objgtosci 2 ml za
pomoca zakrzywionych nozyczek i inkubowano z enzymami lub w PBS (probki nietrawione)
w 37°C przez 1 godzing z wytrzasaniem (Eppendorf ThermoMixer C, 800 rpm). Po trawieniu
tkanki przecierano przez sitko do komoérek o $Srednicy porow 40 um (Corning) umieszczone
w stozkowej probowce o objetosci 50 ml, przemywano 10 ml roztworu PBS i wirowano przy
300 x g przez 5 minut w 4°C. Osad zawieszano w 3 ml medium RPMI 1640, przenoszono do
3 ml medium gradientowego Lympholyte-M Cell Separation Media (1,875 + 0,001 g/ml)
w stozkowej probowce o objetosci 15 ml i wirowano przy 300 x g przez 20 minut
w temperaturze pokojowej (przyspieszenie 2, hamulec 1, wirdéwka serii Eppendorf 5810R, rotor
A-4-62). Komorki ze styku faz ostroznie zbierano za pomocg pipety serologicznej, przenoszono
do nowej probowki i przemywano roztworem PBS (5 ml). Zawiesiny pojedynczych komorek

nastepnie barwiono i analizowano cytometrycznie.
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3.10. Przygotowanie wezlow chlonnych do analizy cytometrycznej

Pobrane wezty chtonne ledzwiowe 1 pachwinowe przecierano przez sitko do komorek ($rednica
poréw 40 um, Corning), plukano w roztworze PBS (10 ml) i wirowano przy 300 x g przez

5 minut w 4°C. Zawiesiny komérkowe barwiono i analizowano cytometrycznie.

3.11. Cytometria przeplywowa

Zawiesiny komorkowe inkubowano z barwnikiem Fixable Viability Dye eFluor 780 (1:1000)
przez 30 minut w 4°C w celu okres$lenia zywotnosci komorek. Nastepnie komorki ptukano
dwukrotnie roztworem PBS i barwiono przeciwciatlami znakowanymi fluorochromem przez 30
minut w 4°C w 100 pul buforu do barwienia (PBS + 2% FBS + 2 mM EDTA). Po inkubacji
komorki ptukano dwukrotnie roztworem PBS, a nastepnie utrwalano w 1% roztworze
formaldehydu w PBS przez noc. Przed analiza FACS probki dwukrotnie plukano w PBS.
W celu okreslenia swoistosci barwienia stosowano odpowiednie kontrole izotypowe.
Do przeprowadzenia kompensacji stosowano kulki kompensacyjne UltraComp eBeads. Probki
analizowano przy uzyciu cytometru przeplywowego LSR Fortessa, ktorego specyfikacja

zostata podana w Tabeli 12. Dane analizowano w programie FlowJo.

Tabela 12. Specyfikacja cytometru przeplywowego LSR Fortessa.

Laser  Filtr  Fluorochrom

488 nm 530/30 FITC
710/50 PerCP/Cy5.5
780/60 APC/Cy7

640nm 670114 APC
730/45 AF700
710/50 BV711
610/20 BV605

405nm 450/40 BV421
780/60 BV786
660/20 BV650
525/50 BV510

355 nm 530/30 Indol (Blue)
450/50 Indol (Violet)
710/50 PE/Cy5.5
610/20 PE/Texas Red

S61nM  780/60 PE/Cy7
670/30 PE/Cy5
585/15 PE
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3.11.1. Strategie bramkowania

Strategie bramkowania, dzigki ktérym identyfikowano poszczegoélne populacje komorek
przedstawiono na kolejnych rycinach. Na podstawie wartosci parametrow FSC (ang. forward
scatter) i SSC (ang. side scatter) tworzono bramke zawierajacg komoérki bedace przedmiotem
zainteresowania. W dalszej analizie eliminowano agregaty komoérek i wybierano wytacznie
komorki zywe. Nastepnie na podstawie ekspresji markerow powierzchniowych identyfikowano
populacje komoérek uktadu odpornosciowego. Dokladny opis zostal zamieszczony pod kazda

rycing przedstawiajaca poszczegdlne strategie bramkowania.

3.11.2. Analiza subpopulacji komoérek w ukladzie rozrodczym i weztach chlonnych

Po trawieniu enzymatycznym komorki uktadu rozrodczego i1 weztow chionnych barwiono
w celu analizy najczestszych markerow komorek odpornosciowych: CD45 (leukocyty), CD3¢
(limfocyty  T), CDllc (komorki  dendrytyczne, = makrofagi, granulocyty)
1y0 TCR (komorki T yd). Zastosowane przeciwciata przedstawiono w Tabeli 13. Bezwzgledne
zliczenia komoérek w kazdej probee zostaty okreslone dzigki kulkom CountBright™ Absolute

Counting Beads zgodnie z zaleceniami producenta.

Tabela 13. Przeciwciala do analizy subpopulacji komdérek w uktadzie rozrodczym i weztach chionnych.

Przeciwcialo Klon Stezenie [ug/ml] Producent
Alexa Fluor 647 CD3¢ 145-2C11 2,50 Biolegend
Pacific Blue CD45.2 104 2,50 Biolegend
PE TCR y3 GL3 0,50 Stemcell Technologies
Alexa Fluor 488 CD11c N418 2,50 Biolegend

Otrzymane dane analizowano w programie FlowJo. Strategie bramkowania subpopulacji

komorek w uktadzie rozrodezym i weztach chtonnych przedstawiono na Rycinie 9.
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Ryc. 9. Strategia bramkowania subpopulacji komorek w ukiadzie rozrodczym i wezlach chionnych.
Bramke utworzono recznie na podstawie parametrow FSC-A i SSC-A odrzucajgc male fragmenty komorek
i artefakty. Na podstawie parametréw FCS-A | FSC-H wykluczono dublety. Nastepnie dzigki barwieniu
znacznikiem eFluor 780 utworzono bramke zZywotnosci, aby wykluczy¢ martwe — eFluor 780-pozytywne —
komorki. Sposrod zywych komorek dzigki barwieniu przeciwciatem anty-CD45 wydzielono komorki produkujgce
biatko CD45 — marker leukocytow. Na podstawie barwienia przeciwciatem anty-CD11c komérki CD45*
podzielono na komorki CDI11c* 1 CD11c. Komorki CDI11c zostaly dalej kategoryzowane na podstawie ekspresji
CD3. Na koniec komorki CD3* oceniono pod kqtem ekspresji yo TCR. Swoistos¢ barwienia sprawdzano za
pomocq przeciwciat izotypowych. Rysunek pokazuje strategie bramkowania przeprowadzong na nietrawionych
probkach.

3.11.3. Fenotypowanie komérek GFP* izolowanych od myszy Tcrd-H2BeGFP

Pochwy i macice myszy Tcrd-H2BeGFP trawione byly Liberazg TL. Komérki GFP™ byly
fenotypowane pod katem markerow komorek odpornosciowych: CD45 (leukocyty), CD3e
(limfocyty T) i vy TCR (komorki T y3). Zastosowane przeciwciata przedstawiono w Tabeli 14.
Bezwzgledne zliczenia komoérek w kazdej probce zostaly okreslone dzigki kulkom
CountBright™ Absolute Counting Beads zgodnie z protokolem dostarczonym przez

producenta.

Tabela 14. Przeciwciala do fenotypowania komérek GFP* izolowanych od myszy Tcrd-H2BeGFP.

Przeciwcialo Klon Stezenie [ung/ml] Producent

PE CD3 17A2 0,80 Biolegend

Pacific Blue CD45.2 104 2,50 Biolegend
Alexa Fluor 647 TCR y6 GL3 2,00 Biolegend

Otrzymane dane analizowano w programie FlowJo. Strategi¢ bramkowania do fenotypowania

komoérek GFP* izolowanych od myszy Tcrd-H2BeGFP przedstawiono na Rycinie 10.
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Ryc. 10. Strategia bramkowania do fenotypowania komérek GFP* izolowanych od myszy Tcrd-H2BeGFP.
Zawiesing komorek po trawieniu enzymatycznym Liberazg TL barwiono immunofluorescencyjnie i analizowano
za pomocq FACS. Po wstepnym bramkowaniu komorek, usunigciu dubletow i wykluczeniu martwych komorek
(jak w Ryc. 9) zZywe komorki analizowano pod wzgledem ekspresji GFP. Komérki GFP* weryfikowano nastgpnie
na obecnos¢ markerow powierzchniowych CD45 i CD3. W kolejnym kroku podwdjnie dodatnie komorki
(CD45* CD3*) oceniono pod kgtem ekspresji yo TCR.

3.11.4. Ocena wplywu limfocytéw T Y6 na inne populacje komérek ukladu
odpornosciowego w ukladzie rozrodczym myszy.

Pochwy i macice myszy C57BL/6 oraz Tcrd™ trawione byty Liberazg TL. Otrzymane komoérki
barwiono immunofluorescencyjnie w celu analizy ekspresji najbardziej powszechnych
markerow komorek odpornosciowych wedtug dwdch paneli barwien. Panel 1: CD11c¢ (komorki
dendrytyczne, makrofagi, granulocyty); Gr-1 (granulocyty, makrofagi); CD11b (granulocyty,
monocyty/makrofagi, komoérki dendrytyczne, komorki NK, subpopulacje komorek T 1 B);
CD45R/B220 (komérki B, subpopulacje komorek T 1 NK); F4/80 (makrofagi, komorki
dendrytyczne); CD19 (komorki B, komorki dendrytyczne). Panel 2: CD3 (komorki T, komorki
NK-T); TCR vyé6 (komorki T y3); NK-1.1 (komoérki NK, komorki NK-T); CD117
(hematopoetyczne komorki macierzyste i komoérki tuczne); FceRIa (komorki tuczne i bazofile);,
CD326 (komorki tuczne i bazofile). Zastosowane przeciwciata przedstawiono w Tabelach 15
i 16.

Tabela 15. Przeciwciata w panelu 1.

Przeciwcialo Klon Stezenie [ug/ml] Producent
Alexa Fluor 488 CD11c N418 2,50 Biolegend
PE Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) RB6-8C5 1,00 Biolegend

PerCP-Cy5.5 CD11b M1/70 0,50 Biolegend
PE-Cy7 CD45R/B220 RA3-6B2 0,20 Biolegend
Alexa Fluor 647 F4/80 BM8 1,25 Biolegend

APC-Cy7 CD19 6D5 0,20 Biolegend

Tabela 16. Przeciwciata w panelu 2.

Przeciwcialo Klon Stezenie [png/ml] Producent

Alexa Fluor 488 CD3 17A2 1,25 Biolegend
PE TCR yd GL3 0,50 Stemcell Technologies

PerCP-Cy5.5 NK-1.1 PK136 1,00 Biolegend

PE-Cy7 CD117 (c-Kit) 2B8 1,00 Biolegend

APC FceRlIa MAR1 1,00 Biolegend

APC-Cy7 CD326 (EpCAM) G8.8 1,00 Biolegend

Otrzymane dane analizowano w programie FlowJo. Strategi¢ bramkowania subpopulacji

komorek w uktadzie rozrodczym przedstawiono na Rycinach 11 i 12.
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Ryc. 11. Strategia bramkowania w panelu 1.

Zawiesing komorek z pochwy i macicy po trawieniu enzymatycznym Liberazq TL barwiono
immunofluorescencyjnie i analizowano za pomocg FACS. Po wstgpnym bramkowaniu komorek, usunieciu
dubletow i wykluczeniu martwych komorek (jak w Ryc. 9) zywe komorki analizowano pod wzgledem ekspresji
szesciu markerow powierzchniowych: CD45R/B220 (komorki B, subpopulacje komorek T i NK); Gr-1
(granulocyty, makrofagi); CD19 (komorki B, komorki dendrytyczne); F4/80 (makrofagi, komorki dendrytyczne),
CD11b (granulocyty, monocyty/makrofagi, komorki dendrytyczne, komorki NK, subpopulacje komérek T'i B);
CDIIc (komorki dendrytyczne, makrofagi, granulocyty).
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cD117

€D326 (EpCAM)

Ryc. 12. Strategia bramkowania w panelu 2.

Marker zywotnosciowy
eFluor 780

y8 TCR

Komorki barwione

cD117

€D326 (EpCAM)

NK-1.1
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Zawiesing komorek z pochwy i macicy po trawieniu enzymatycznym Liberazq TL barwiono
immunofluorescencyjnie i analizowano za pomocqg FACS. Po wstepnym bramkowaniu komorek, usunigciu
dubletow i wykluczeniu martwych komorek (jak w Ryc. 9) Zywe komorki analizowano pod wzgledem ekspresji
szesciu markerow powierzchniowych: CD3 (komorki T, komorki NK-T); CD117 (hematopoetyczne komorki
macierzyste i komorki tuczne); CD326 (komorki tuczne i bazofile); FceRla (komorki tuczne i bazofile); NK-1.1

(komorki NK, komorki NK-T); TCR yo (komorki T yo).
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3.12. Pomiar stezenia cytokin w pochwach i macicach

Po izolacji pochwy i macice umieszczano w 500 pl buforu PBS zawierajacego 1,5 mM Pefabloc
SC, 0,1 mg/ml sojowego inhibitora trypsyny, 0,05 M EDTA i 1% BSA. Probki nastepnie
zamrazano w temperaturze -80°C. Dzien przed planowanym pomiarem st¢zenia cytokin probki
rozmrazano i permeabilizowano przez noc w buforze saponinowym (2% saponina (wag./obj.)
w roztworze PBS) w temperaturze 4°C (pochwy w 200 pl buforu, macice w 400 pl buforu).
Nastgpnego dnia probki wirowano przy 15000 X g przez 10 minut i pobierano 25 pl
supernatantu do analizy wedlug protokotu dostarczonego przez producenta zestawu
LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel. Probki analizowano na cytometrze Canto I,

ktérego specyfikacja zostata podana w Tabeli 17.

Tabela 17. Specyfikacja cytometru przeplywowego Canto I1.

Laser  Filtr  Fluorochrom
530/30 FITC

488 nm 585/45 PE
670LP PerCP/Cy5.5
780/60 PE/Cy7

633 nm 660/20 APC
780/60 APC/Cy7

405 nm 450/50 BV421
510/50 BV510

Stezenia badanych cytokin (Tabela 18) obliczano w programie LEGENDplex™ Data Analysis

Software dostarczonym przez producenta zestawu.
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Tabela 18. Cytokiny mierzone zestawem Mouse Inflammation Panel.

Nazwa cytokiny
IL-23
IL-1a
IFN-y

TNF-a
CCL2 (MCP-1)
IL-12p70
IL-1B
IL-10
IL-6
IL-27
IL-17A
IFN-pB
GM-CSF

3.13. lzolacja RNA

Wyizolowane pochwy byly przechowywane w 300 pl odczynnika FIXRNA w -80°C. RNA
ekstrahowano przy uzyciu zestawu DNA/RNA Extracol Kit zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta. Stezenie i czysto§¢ RNA oceniano za pomocag
spektrofotometru UV-Vis NanoDrop 8000.

3.14. Synteza cDNA

Catkowite RNA (1 pg) zastosowano do syntezy cDNA przy uzyciu zestawu RT? First Strand

Kit (Qiagen) zgodnie z protokotem producenta.

3.15. Analiza Real-Time PCR

Do analizy wybranych gendéw zaangazowanych w proces starzenia zastosowano ptytki
RT? Profiler™ PCR Array Mouse Aging. Do analizy wykorzystywano cDNA otrzymane po
izolacji i przepisaniu 1 pg RNA, ktére nastepnie mieszano z odczynnikiem RT? SYBR Green
Mastermix i rozpipetowywano po 25 pl do 96-dotkowej ptytki RT? Profiler PCR zawierajacej
zliofilizowane startery 84 gendéw (Tabela 19), 5 genéw podstawowego metabolizmu (Actb —
aktyna  beta; B2m -  mikroglobulina  beta-2; Gapdh -  dehydrogenaza
gliceraldehydo-3-fosforanowa; Gusb — glukuronidaza beta, Hsp90ab1 — biatko szoku cieplnego
90 alfa), 3 kontrole transkrypcji, 3 pozytywne kontrole reakcji PCR i 1 Kkontrolg
zanieczyszczenia genomowym DNA myszy. Amplifikacje przeprowadzono w termocyklerze
Stratagene Mx3005P. Wzmocnienie przeprowadzono w 95°C przez 10 min, 40 cykli w 95°C

przez 15si 60°C przez 1 min. Dane analizowane w programie RT? Profiler PCR Data Analysis.
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Tabela 19. Geny RT? Profiler™ PCR Array Mouse Aging.

Symbol genu Opis

Angel2 Angel homolog 2 (Drosophila)

Anxa3 Aneksyna A3

Anxab Aneksyna A5

Aridla Bogata w AT domena interaktywna 1A (podobna do SWI)
Arl6ip6 Czynnik ADP-rybozylacja 6 podobny do biatka 6

Bublb Paczkujacy nieinhibowany przez benzimidazole 1 homolog beta (S. cerevisiae)
Clga Sktadnik dopetniacza 1, subkomponent q, polipeptyd alfa
Clgb Sktadnik dopehiacza 1, subkomponent g, polipeptyd beta
Clqc Sktadnik dopetniacza 1, subkomponent g, tancuch C
Clsl Sktadnik dopetiacza 1, subkomponent s

C3 Sktadnik dopetniacza 3

C3arl Sktadnik dopetniacza 3a receptor 1

Cda Sktadnik dopetniacza 4A (grupa krwi Rodgers)

C4b Sktadnik dopetniacza 4B (grupa krwi Childo)

Cbarl Sktadnik dopetniacza 5a receptor 1

Calbl Kalbindyna 1

Caspl Kaspaza 1

Ccrl Chemokina (motyw C-C) receptor 1

Cd14 Antygen CD14

Cd163 Antygen CD163

Cdknlc Zalezny od cyklin inhibitor kinazy 1C (P57)

Cfh Sktadnik dopetniacza czynnik h

Cfhrl Czynnik dopehiacza zwigzany z H1

Clu Klasteryna

Cx3cl1 Chemokina (motyw C-X3-C) ligand 1

Cxcl16 Chemokina (motyw C-X-C) ligand 16

Elavil ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 1 (Hu antygen R)
Elp3 Homolog 3 biatka elongacji (S. cerevisiae)

Emil Biatko zwigzane z mikrotubulg echinodermu 1

Ep300 Biatko wiazace E1A p300

FbxI16 F-box i powtdrzone biatko bogate w leucyne 16

Fcerlg Receptor Fc, IgE, wysokie powinowactwo I, polipeptyd gamma
Fcgbp Fragment Fc biatka wigzacego IgG

Fcorl Receptor Fc, 1gG, wysokie powinowactwo |

Fcgr2b Receptor Fc, 1gG, niskie powinowactwo Ilb

Fcgr3 Receptor Fc, 1gG, niskie powinowactwo Il

Foxol Forkhead box O1

Gfap Biatko filamentéw posrednich

Gstal Glutationowa S-transferaza, alfa 1 (Ya)

Hsfl Czynnik szoku cieplnego 1

Jakmip3 Kinaza Janusa i biatko oddziatujace na mikrotubule 3
Lmna Lamina A
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Lmnbl
Lmnb2
Lsm5
Ltf

Mbp
Mrpl43
Ndufb1l
Panx1
Pdcd6
Phf3
Polrmt
Potla
Rapla
Rnfl144b
S100a8
S100a9
Scn2b
Sirtl
Sirt3
Sirté
Smad?2
Snap23
Terfl
Terf2
Tfam
Tfblm
Tfb2m
Tinf2
TIr2
Tira
Tmem135
Tmem33
Tollip
Tppl
Txnip
Vpsl3c
Vwaba
Wrn
Zbtb10
Zfp9

Zfr
Zmpste24
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Lamina B1

Lamina B2

Homolog LSM5, U6 zwigzany z matym jadrowym RNA (S. cerevisiae)
Laktotransferryna

Podstawowe biatko mielinowe

Mitochondrialne biatko rybosomalne L43

Dehydrogenaza NADH (ubichinon) 1 subkompleks beta, 11
Panneksyna 1

Zaprogramowana $mier¢ komorki 6

PHD biatko palca 3

Polimeraza (RNA) mitochondrialna (skierowana na DNA)
Ochrona telomeréw 1A

Biatko-1a zwigzane z RAS

Bialko ring finger144B

S100 biatko wigzace wapn A8 (kalgranulina A)

S100 biatko wiazace wapn A9 (kalgranulina B)

Kanat sodowy, bramkowany napieciem, typ II, beta
Sirtuina 1 (silent mating type information regulation 2, homolog) 1 (S. cerevisiae)
Sirtuina 3 (silent mating type information regulation 2, homolog) 3 (S. cerevisiae)
Sirtuin 6 (silent mating type information regulation 2, homolog) 6 (S. cerevisiae)
MAD homolog 2 (Drosophila)

Biatko zwigzane z synaptosomem 23

Wspolczynnik wigzania powtarzalnego telomeru 1
Wspotczynnik wigzania powtarzalnego telomeru 2

Czynnik transkrypcyjny A, mitochondrialny

Czynnik transkrypcyjny B1, mitochondrialny

Czynnik transkrypcyjny B2, mitochondrialny

Czynnik jadrowy oddziatujacy z Terfl (TRF1) 2
Toll-podobny receptor 2

Toll-podobny receptor 4

Biatko transbtonowe 135

Biatko transbtonowe 33

Biatko integracji Toll

Tripeptydylopeptydaza |

Biatko oddzialujace z tioredoksyna

Biatko sortujace wakuoli 13C (drozdzowe)

Domena czynnika von Willebranda A zawierajaca SA
Homolog syndromu Wernera (ludzki)

Palec cynkowy i domena BTB zawierajaca 10

Biatko palca cynkowego 9

Biatko wigzace RNA palca cynkowego

Metalopeptydaza cynkowa, homolog STE24 (S. cerevisiae)
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3.16. ELISA

Ptytki 96-dotkowe do testu ELISA (MaxiSorp, ThermoFisher) optaszczano antygenem
w stezeniu 5 pg/ml rozpuszczonym w 0,1 M buforze weglanowym o pH 9,6, w objetosci 100
ul/dotek 1 inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Po inkubacji ptytki ptukano trzykrotnie
buforem TBS-T (200 pl/dotek). Nastepnie plytki blokowano w roztworze blokujacym
w objetosci 150 ul/dotek przez 2 godziny w temperaturze 37°C. Po blokowaniu ptytki ptukano
trzykrotnie w buforze TBS-T (200 pl/dotek). Nastepnie na ptytki naktadano badane surowice
krwi lub wydzieliny pochwy w objetosci 100 pl/dotek. Surowice analizowano w szeregu
rozcienczen. W pierwszej kolumnie surowice 100-krotnie rozcienczone w buforze TBS-T,
kazda kolejna kolumna rozcienczona 3-krotnie w stosunku do poprzedniej. Rozcienczenia
wykonano za pomoca robota pipetujacego Precision XS. Plytki inkubowano przez noc
w temperaturze 4°C, a nast¢pnie ptukano trzykrotnie w buforze TBS-T (200 upl/dotek).
Nastepnie ptytki inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi (kozie anty-mysz, Tabela 20)
rozcienczonymi buforem 1% BSA w TBS-T w stosunku 1:4000 przez 2 godziny

w temperaturze 37°C.

Tabela 20. Przeciwciata poliklonalne uiywane w testach ELISA.

Przeciwcialo Stezenie [mg/ml] Producent

kozie anty-mysie IgA tancuch alfa 1,0 Abcam

kozie anty-mysie IgE 1,0 Abcam
kozie anty-mysie IgM 1,3 Jacksonlmmuno Research
kozie anty-mysie IgG podklasa 1 1,2 Jacksonlmmuno Research
kozie anty-mysie IgG podklasa 2a 1,3 Jacksonlmmuno Research
kozie anty-mysie 1gG podklasa 2b 1,3 Jacksonlmmuno Research
kozie anty-mysie IgG podklasa 2¢ 1,3 Jacksonlmmuno Research
kozie anty-mysie IgG podklasa 3 1,3 Jacksonlmmuno Research

o$le anty-kozie przeciwciato IgG z HRP 0,5 Abcam

Po inkubacji ptytki ptukano trzykrotnie buforem TBS-T (250 pl/dotek). Kolejno na phytki
nakladano 100 pl/dotek przeciwciata trzeciorzedowego, o$le anty-mysie przeciwciato
sprz¢zone z peroksydaza chrzanowa rozcienczone w buforze 1% BSA w TBS-T w stosunku
1:10000 i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C. Po inkubacji ptytki ptukano
trzykrotnie buforem TBS-T (300 ul/dotek). W celu wywotania reakcji barwnej do kazdej
studzienki dodawano 75 pl mieszaniny reakcyjnej 1 inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 15 minut. Zatrzymanie reakcji nastgpowato poprzez dodanie 125 pul 1 M H2SO04. Wynik
testu okreslano poprzez pomiar absorpcji przy diugosci fali A=450 nm czytnikiem ptytek
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Synergy H4 Hybrid Microplate Reader. Wywotanie 1 zatrzymanie reakcji wykonywano zgodnie

z protokotem opisanym przez Frey’a i wspotpracownikoéw (216).

Tabela 21. Sktad roztworow uiywanych w metodzie ELISA.

Odczynnik Sklad
Bufor do optaszczania 0,1 M bufor weglanowy, pH 9,6
Bufor do ptukania TBS-T: 20 mM Tris-HCI, 154 mM NacCl, 0,05% Tween-20, pH 7,5
Bufor do rozcieficzania TBS: 20 mM Tris-HCI, 154 mM NacCl
Roztwor blokujacy 1% BSAw TBS, pH 7,5
Roztwér A: 41 mM TMB, 8,2 mM TBABH w DMA
Mieszanina reakcyjna Roztwér B: 1,3 mM H;0,, 205 mM cytrynian potasu, pH 4,0

Przed reakcja mieszano 200 pl roztworu A z 8 ml roztworu B

Roztwor zatrzymujacy reakcje 1 M H,SO4

Do analiz pordwnawczych wybierano jedno rozcienczenie z szeregu rozcienczen. Na postawie
porownania stosunku warto$ci probki pozytywnej do kontroli (probki negatywnej) wybierano

stezenie, dla ktorego iloraz tych wartosci byt najwigkszy.

3.17. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikow przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania GraphPad
Prism v6. Wartosci p ponizej 0,05 uznano za $wiadczace o rdznicach istotnych statystycznie.
Zgodnosc¢ rozktadu badanych cech z rozktadem normalnym oceniano testem W Shapiro-Wilka.
W  przypadku pordéwnania dwoch  grup  zastosowano  test  nieparametryczny
U Manna-Whitney’a. Dla poréwnania wigkszej ilosci grup zastosowano test Kruskala-Wallisa,

a nastgpnie test Post-Hoc Dunn’a.
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4. Wyniki

4.1. Opracowanie metody wizualizacji limfocytow T y6 w ukladzie rozrodczym myszy za
pomocg technik mikroskopii konfokalnej i dwufotonowej

4.1.1. Porownanie podstawowych protokoléw oczyszczania metodami ScaleS i CUBIC

wezly
izolacja chionne utrwalanie bufor kontrolny analiza mikroskopia
— — Scales mmmm) | konfokalna/
ochwa CUBIC dwufotonowa
p oczyszczanie

CTerd-H2BeGFP

Ryc. 13. Schemat przebiegu eksperymentéw poréwnujgcych podstawowe protokoly oczyszczania metodami
ScaleS i CUBIC.

W celu wstegpnego ustalenia warunkow oczyszczania optycznego tkanek, najpierw zbadano
skuteczno$¢ metod ScaleS i CUBIC w oczyszczaniu weztéw chtonnych transgenicznych myszy
Tcrd-H2BeGFP, ktore sa szczepem reporterowym dla komoérek T v5. Do pordéwnania
wykorzystano wezty chtonne utrwalone w formaldehydzie, a nastepnie inkubowane w buforze
zawierajacym FBS i detergenty. Do obrazowania probki kontrolne zamykano w preparacie
ProLong Gold. Na rycinie 14A przedstawiono reprezentatywne wizualizacje 3D
oczyszczonych weztow chtonnych pachwinowych oraz analiz¢ intensywnosci sygnatu GFP
wzdhuz osi Z (Ryc. 14B). W weztach kontrolnych sygnat GFP mial znacznie wyzsza
intensywno$¢ niz w weztach chtonnych oczyszczonych metodg ScaleS lub CUBIC az do
glebokosci 200 um. W probkach kontrolnych na gltebokosciach wigkszych niz 200 um nie
wykryto Zadnych komorek wytwarzajacych GFP. Natomiast w probkach poddanych
oczyszczaniu obiema metodami komoérki T y8 GFP* byly widoczne do glebokosci okoto
700 um. Metoda ScaleS pozwolita zachowa¢ sygnat GFP nieco lepiej niz CUBIC, poniewaz
intensywnos$¢ GFP byla wyzsza wzdtuz osi Z do okoto 500 um w poroéwnaniu do metody
CUBIC. Jedynie metoda CUBIC pozwolita na wykrycie sygnalu GFP na gleboko$ci wigkszej
niz 700 um (Ryc. 14B).
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Ryc. 14. Oczyszczanie weztow chlonnych za pomocq podstawowych protokotow CUBIC i ScalesS.

(A) Wizualizacja 3D komorek T yo GFP* w kontrolnych i oczyszczonych weztach chtonnych z wykorzystaniem
mikroskopii dwufotonowej. (B) Analiza intensywnosci sygnatu GFP w weztach chlonnych w zaleznosci od
glebokosci w tkance. Reprezentatywne wyniki dla 3 myszy w grupie.

Po wstepnych eksperymentach potwierdzajacych dziatanie metod ScaleS i CUBIC
przystgpiono do oczyszczania pochwy. Po zastosowaniu obu metod oczyszczania uzyskano
przezroczysta tkanke w porownaniu z tkanka kontrolng. Makroskopowo oczyszczanie metoda
CUBIC dato lepszy rezultat niz metoda ScaleS (Ryc. 15A). Aby ustali¢, czy oczyszczanie
tkanek zmienia struktur¢ pochwy lub powoduje jej ekspansje, zmierzono mase probki przed
I po oczyszczaniu. Zaobserwowano niewielki wzrost masy tkanek po oczyszczaniu

w porownaniu do masy tkanek przed oczyszczaniem, ktory mogt wynika¢ z wymiany wody

w tkance na roztwory o wiekszej gestosci (172). Wzrost ten jednak nie byt istotny statystycznie
(Ryc. 16).
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Ryc. 15. Oczyszczanie pochwy za pomocg podstawowych protokotow CUBIC i ScalesS.
(A) Reprezentatywne makrofotografie mysich pochew przed i po oczyszczaniu (myszy w fazie diestrus).
(B) Widoki 3D scian pochwy myszy Tcrd-H2BeGFP. (C) Pojedyncze sekcje optyczne z réznych glebokosci sciany
pochwy. Strzatki wskazujq limfocyty T yo. Skala 50 um. Dane sq reprezentatywne dla co najmniej trzech
eksperymentow, dla pieciu myszy w grupie.
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Ryc. 16. Poréwnanie masy pochew przed i po oczyszczaniu za pomocg podstawowych protokolow
CUBIC i ScaleS.

Wyniki przedstawiono jako Sredniq z odchyleniem standardowym, 5 myszy na grupe. Czarne kropki
przedstawiajqg mase pochwy przed oczyszczaniem, pomaranczowe kropki przedstawiajg mase pochwy po
oczyszczaniu. Test U Manna-Whitneya.

Nastgpnie przeanalizowano intensywnos$¢ sygnatu GFP w oczyszczonych i kontrolnych
pochwach (Ryc. 15B, 15C). Podobnie jak w weztach chtonnych, sygnal GFP zostat zachowany
we wszystkich badanych probkach, a jadra GFP* komorek T yd byly obecne glownie wérdd
komorek nablonkowych powyzej bogatej w kolagen stromy. W prébkach kontrolnych sygnat
GFP byt widoczny do glebokosci 100 um, podczas gdy w oczyszczonych pochwach mozna go
byto wykry¢ na glebokosci okoto 200 um. Tak jak poprzednio, intensywno$¢ GFP byta wyzsza
w pochwach oczyszczonych metodg ScaleS w porownaniu do tkanki oczyszczanej metoda
CUBIC. Niemniej jednak, po zastosowaniu metody CUBIC autofluorescencja tkanek znacznie
si¢ zmniejszyla. Obie testowane metody oczyszczania byty odpowiednie do analizy komorek
GFP* w $cianie pochwy i pozwolity na wykrycie komorek T yd na wigkszych glebokosciach

niz w przypadku probek kontrolnych bez oczyszczania.

4.1.2. Porownanie kompatybilnosci metod AbScale i CUBIC z barwieniem cytoszkieletu

utrwalanie barwienie analiza

izolacja bufor mikroskopia

“Seies” B
ﬁ pochwa ﬁ ScaleS ‘ konfokalna/

dwufotonowa
CUBIC

oczyszczanie

CTerd-H2BeGFP

Ryc. 17. Schemat przebiegu eksperymentow poréwnujgcych kompatybilnosé¢ metod AbScale i CUBIC
z barwieniem cytoszkieletu.

Nastepnie zbadano, czy wybrane metody sg kompatybilne ze znakowaniem fluorescencyjnym.

W tym celu zastosowano zmodyfikowane protokoty oczyszczania CUBIC i ScaleS (AbScale),
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wedlug autoréw obu metod kompatybilne z dodatkowym barwieniem znakowanymi
przeciwcialami. Do barwienia cytoszkieletu wykorzystano toksyne grzyba Amanita phalloides
(falloidyng), ktora wiaze wiokna F-aktyny. W nieoczyszczonych probkach kontrolnych
widoczne byly kontury komoérek nabtonkowych, co wskazywato na zachowany cytoszkielet
(Ryc. 18). W oczyszczonych pochwach barwienie falloidyng wykazato jedynie rozmyty

i jednolity sygnat sugerujacy rozpad F-aktyny w trakcie procedury oczyszczania.

bufor kontrolny

Ryc. 18. Poréwnanie kompatybilnosci metod ScaleS i CUBIC z barwieniem cytoszkieletu.
Barwienie falloidyng pochwy myszy w buforze kontrolnym oraz po oczyszczaniu metodg CUBIC i AbScale.
Reprezentatywne dane dla pigciu myszy na grupe.

4.1.3. Poréwnanie kompatybilnosci metod ScaleS i CUBIC z barwieniem blony
podstawnej

barwienie analiza

izolacja utrwalanie bufor

mikroskopia
kontrolny
D | rochva | mmmm) | TNV | pm— B | konfokalna/

CUBIC dwufotonowa

oczyszczanie

2Tcrd-H2BeGFP

Ryc. 19. Schemat przebiegu eksperymentow porownujgcych kompatybilnosé metod AbScale i CUBIC
z barwieniem blony podstawnej.
W celu sprawdzenia kompatybilnosci metod AbScale i CUBIC z immunofluorescencyjnym
barwieniem btony podstawnej miedzy nabtonkiem a podscieliskiem pochwy wykorzystano
przeciwciato anty-laminina 5 i odpowiadajace mu fluorescencyjnie znakowane przeciwciato

drugorzedowe. Do wizualizacji jader komorkowych zastosowano DAPI.
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nabtonek limfocyty T yé

limfocyty T yé

Ryc. 20. Wizualizacja immunofluorescencyjna lamininy w Scianie pochwy.

(A) Optyczne przekroje pochwy myszy w fazie diestrus po oczyszczaniu metodg AbScale i CUBIC
(reprezentatywne obrazy dla pieciu myszy w grupie). Strzatki wskazujg limfocyty T yo na podstawie sygnafu
GFP. Prostokqt o przerywanej linii wskazuje powiekszony obszar. Skala 50 um. (B) Widok 3D sciany pochwy po
oczyszczeniu CUBIC i znakowaniu immunofluorescencyjnym. Wizualizacja w programie Imaris.

W kontroli, jak 1 po zastosowaniu obu protokotdéw oczyszczania zaobserwowano wyrazne
zabarwienie blony podstawnej pomiedzy bogatym w kolagen podscieliskiem a ggsto
upakowanym jadrami komoérkowymi nabtonka pochwy (Ryc. 20). Po zastosowaniu metody
AbScale sygnat GFP od limfocytow T yd byt niewykrywalny (Ryc. 20A). Jedynie metoda
CUBIC byta kompatybilna z barwieniem lamininy i jednoczes$nie zachowata sygnat GFP, co

pozwolito zobrazowaé rozmieszczenie 3D limfocytow T y8 (GFP*) w stromie i nablonku

pochwy (Ryc. 20B).
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4.1.4. Analiza in situ limfocytow T y6 w zalezno$ci od fazy cyklu rujowego

izolacia utrwalanie barwienie analiza
) mikroskopia
E— | eochwe | ) | CUBC | B | konfokalna/

dwufotonowa

OTerd-H2BeGFP oczyszczanie

Ryc. 21. Schemat analizy in situ limfocytow T yo z wykorzystaniem metody CUBIC.

Po opracowaniu metody wizualizacji btony podstawnej pochwy i komoérek T yd przystapiono
do analizy limfocytow T yd w zalezno$ci od fazy cyklu rujowego. Zmiany poziomu estradiolu
i progesteronu podczas cyklu rujowego majg silny wptyw na $cian¢ pochwy i jej nabtonek.
W celu indukcji dwoch najbardziej zroznicowanych faz cyklu rujowego (estrus i diestrus)
samicom myszy w wieku 5-8 tygodni podawano podskornie octan medroksyprogesteronu
(Depogeston) w celu indukcji fazy diestrus (210) lub benzoesan estradiolu w celu indukcji fazy
estrus (211). W fazie estrus w wymazie cytologicznym dominuja zrogowaciate komorki
nabtonka. Rozmazy z fazy diestrus zawieraja gtownie leukocyty i kilka wigkszych komorek

nablonkowych (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Cytologia pochwy po podaniu hormonow.
Rozmazy barwiono zestawem Cytocolor (Merck, Niemcy), zgodnie z instrukcjami producenta. Wymazy z pochwy
przygotowano z wymazow zebranych przed lub po trzech ptukaniach roztworem PBS. Skala 50 um.
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Dodatkowo, aby potwierdzi¢ dziatanie hormonow, zmierzono grubo$¢ nablonka po ich
wstrzyknigciu 1 stwierdzono, ze podczas fazy estrus wywotanej estradiolem, nabtonek miat
grubo$¢ okoto 161,5 £ 27,64 um. Po podaniu medroksyprogesteronu i wejsciu myszy w faze
diestrus nabtonek zmniejszyt grubos¢ do 83,47 + 29,45 um (Ryc. 23B).

o)

161,50 + 27,64

4
Q
c
o

e

el
(1]
c
(1]
£
o
-

e}
(%]

Pozycja Z [um]
Grubos¢ nabtonka [pm]

Diestrus

limfocyty T yé autofluorescencja

Ryc. 23. Analiza grubosci nablonka pochwy oczyszczonej metodg CUBIC podczas cyklu rujowego.
(4) Widok 3D sciany pochwy w dwoch roznych fazach cyklu rujowego. (B) Wykres grubosci nabtonka pochwy
w fazie estrus i diestrus. Stupki przedstawiajq srednig z odchyleniem standardowym, 5 myszy na grupe.
****n<(,0001; test U Manna-Whitneya.

Nastepnie sprawdzono, czy cykl rujowy wplywa na liczbe komorek T vy obecnych
w pochwie. Analiza mikroskopowa, ktora obejmowata zar6wno nabtonek, jak i strom¢ pochwy

wykazata, ze podczas fazy diestrus w catej Scianie pochwy nastepuje prawie trzykrotny wzrost
liczby komorek T yd (GFP*) w poréwnaniu do fazy estrus (Ryc. 24B).
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Ryc. 24. Analiza ilosciowa limfocytow T yo w pochwie oczyszczonej metodg CUBIC podczas cyklu rujowego.
(A) Reprezentatywne obrazy komorek T yo w nablonku i stromie pochwy. Strzatki wskazujq limfocyty T yé na
podstawie sygnatu GFP. Skala 50 um. Dane sq reprezentatywne dla co najmniej trzech eksperymentow.

(B) Analiza liczby limfocytow T yé w pochwie podczas fazy estrus i diestrus. Stupki przedstawiajq srednig
z odchyleniem standardowym, 5 myszy na grupe. *p<0,05; test U Manna-Whitneya.

W kolejnym etapie, w celu ustalenia precyzyjnej lokalizacji komoérek T v, przeanalizowano
ich liczbe oddzielnie w nablonku i w stromie pochwy. Zaobserwowano wzrost liczby
limfocytow T yd zarowno w nabtonku, jak i stromie pochwy w fazie diestrus (Ryc. 25A).
Natomiast stosunek liczby komoérek T yd zlokalizowanych w nabtonku do komorek
zlokalizowanych w stromie pochwy pozostat staty, okoto 3:1, niezaleznie od fazy cyklu

(Ryc. 25B).
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Limfocyty T y8 w nabtonku pochwy Limfocyty T y& w stromie pochwy
500 L)

400 400

300

261,50 + 97,82
200

100

0 FILERERE]

Estrus Diestrus Estrus . Diestrus

liczba limfocytow T vy
liczba limfocytow T v

B

Estrus Diestrus

M 73,81% nablonek M 71,89% nablonek
W 26,19% stroma M 28,11% stroma

Ryc. 25. Analiza ilosciowa limfocytow T yo w nablonku i stromie pochwy podczas cyklu rujowego.

(A) Liczba limfocytow T yo w nabtonku i stromie pochwy w fazie estrus i diestrus. Stupki przedstawiajq Sredniq z
odchyleniem standardowym, 5 myszy na grupe. *p<0,05; test U Manna-Whitneya. (B) Wykresy kotowe
przedstawiajq rozktad procentowy limfocytow T yo w nablonku i stromie pochwy w fazie estrus i diestrus.
Nastepnie, wykorzystujac funkcj¢ Distance Transformation w programie Imaris, w oparciu
o powierzchni¢ warstwy kolagenu, zbadano doktadng lokalizacje¢ limfocytow T yd
w zaleznosci od fazy cyklu rujowego. Wykazano, ze w fazie diestrus komorki T yo6 znajduja si¢
w wigkszej odlegtosci od kolagenu (27,70 + 21,18) niz w fazie estrus (21,71 + 15,45)

(Ryc. 26B).
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Ryc. 26. Analiza lokalizacji limfocytow T yo w pochwie oczyszczonej metodg CUBIC podczas cyklu rujowego.
(A) Wizualizacja 3D objetosci sciany pochwy. Czerwony kanat pokazuje transformacje odleglosci na podstawie
powierzchni kolagenu. Zielone kropki reprezentujq komorki T yd. Dane sq reprezentatywne dla co najmniej
trzech eksperymentow. (B) Ocena odleglosci nablonkowych komorek T yo od kolagenu. Stupki przedstawiajg
Sredniq z odchyleniem standardowym, 4 myszy na grupe. ***p<0,001; test U Manna-Whitneya.

4.1.5. Analiza poziomu ekspresji Y6 TCR i lancucha Vy5

Anatomicznie skora do$¢ plynnie przechodzi w nabtonek pochwy, dlatego kolejnym etapem
analizy byla odpowiedz na pytanie czy komorki GFP* widoczne w $cianie pochwy sg
komorkami T yd rezydujacymi w pochwie (Vy6) czy raczej dendrytycznymi komoérkami
T naskorka (Vy5, DETCs). Przeciwcialo anty-Vy6, rozpoznajace tancuch TCR obecny
w komorkach T yd pochwy, nie jest komercyjnie dostgpne, dlatego postanowiono
przeprowadzi¢ podwojne barwienie receptora yd TCR i tancucha VyS5 do rozrdznienia populacji
komorek T y6. Obrazowanie limfocytow T wzdluz pochwy od jej wejscia w kierunku szyjki
macicy pozwolito wyodrebni¢ dwie populacje yd TCR™ 0 wysokim i niskim poziomie ekspresji
TCR (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Wizualizacja limfocytow T o skory i pochwy od wejscia pochwy w kierunku szyjki macicy.
(4) Mozaika ztozona z obrazow nieoczyszczonej optycznie pochwy znakowanej immunofluorescencyjne
przeciwciatami anty-pan-yo TCR i anty-VyS5. Prostokqt o przerywanej linii wskazuje powigkszony obszar
(B) Komdrki T yo w strefie przejsciowej skéry i nablonka pochwy. Zdjecie pokazuje epidermalne (naskdrkowe)
komérki Vy5+ y6 TCR™K i pochwowe komérki Vy5™ yd TCR"N. Sygnat y6 TCR wzmocniono korekcjq Gamma,
aby poprawi¢ na zdjeciu widocznos¢ sygnatu yo TCR w komorkach T pochwy. Polgczenie sygnatu tancucha Vy5
i sygnatu yo TCR daje odcien fioletu. Komorki Vy5 majq tylko czerwony sygnat blonowy. Dane sq
reprezentatywne dla co najmniej trzech eksperymentow. (C) Analiza poziomu ekspresji yo TCR i Vy5 w
komorkach T yo naskorka i pochwy w obrazach bez korekcji. Dane zebrano z n=10 komorek/mysz u trzech
myszy, pokazanych jako ramka z mediang i zakresem migdzykwartylowym za pomocq wgsow Tukeya.
Analiza poziomu TCR w btonach komérkowych wykazata 50-krotng réznice miedzy tymi
dwiema populacjami. Populacja y& TCR"*°K byta obecna tylko przy wejsciu do pochwy, gdzie
nadal mozna bylo zobaczyé mieszki wlosowe. Komorki y6 TCR™K znaleziono tylko
w obszarach pozbawionych mieszkow wlosowych, oddalonych od wejscia do pochwy
0 ok. 1-1,5 mm w strong Szyjki macicy (Ryc. 27). Wspoétbarwienie przeciwcialem anty-Vy5
ujawnito, ze populacja Y& TCR™WSK byta naskorkowymi komoérkami T & z uwagi na
jednoczesny, wysoki poziom sygnahu tancucha Vy5. Komérki y& TCR™ natomiast nie barwity
sie przeciwciatem anty-Vy5 (Ryc. 28), co sugerowato, ze byly to komérki T y8 pochwy Vy6*
lub inne obwodowe komorki T vyo, ktore mogly przenikngé do uktadu rozrodczego.
W przypadku populacji komorek o niskim poziomie Y8 TCR intensywno$¢ sygnatu tancucha
Vv5 bylta na poziomie szumu tta. Potwierdzita to analiza korelacji Spearmana, za pomoca ktorej

zbadano zgodno$¢ sygnatlu przeciwcial anty-yd TCR i anty-Vy5, wigzacych dwa antygeny
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obecne w tym samym kompleksie biatkowym (Ryc. 28, panel dolny). Dla komérek y& TCR™
wykazano niskie warto$ci wspotczynnika korelacji r — brak wspotwystepowania obu
antygenéw, podczas gdy dla komoérek y6 TCR™WK wspétczynnik r byt powyzej 0,8;

co wskazywalo na wysoka korelacje 1 wspotwystepowanie obu antygendw.

GFP Vy5

pochwowe
limfocyty Tyd

naskérkowe
limfocyty Ty

korelacja Spearmana korelacja Spearmana
(y8TCR/Vy5) (y8TCR/Vy5)
r=0,8416 r=0,0602

- Vy5
- y8TCR
GFP

- Vy5
—y8TCR
~ GFP

-
»n
o

-
o
o

Intensywnos¢é fluorescencji
[jednostki umowne]
Intensywnos¢ fluorescencji
[iednostki umowne]

PR

10 20 30 40 50 30 40 50 60 70
Dystans [um] Dystans [um]

Ryc. 28. Analiza poziomu ekspresji yo TCR i tancucha Vy5 w limfocytach T yd naskorkowych i pochwowych.
Obraz strefy przejsciowej skory i nabtonka pochwy zawierajgcej naskoérkowe komérki T Vy5*+ 5 TCR™WSK
i pochwowe komérki T Vy5~ y6 TCR™N. Oryginalny i wzmocniony sygnat yd TCR przedstawiono w celu
zwiekszenia widocznosci yo TCR w limfocytach T pochwy. Wykresy przedstawiajg profile intensywnosci
fluorescencji wzdtuz linii przerywanych narysowanych na scalonym obrazie: A — naskorkowe limfocyty T yo,

B — pochwowe limfocyty T yo. Linie yo TCR i Vy5 pokazujg oryginalny sygnat bez odejmowania tla. Sygnat GFP
zostat znormalizowany w oparciu o najwyzszq intensywnosc okreslang jako 100%. Analize korelacji Spearmana
przeprowadzono dla linii yo TCR i Vy5 w celu potwierdzenia wspolobecnosci antygenow i wykazania
roznorodnosci populacji.

83



Wyniki
4.2. Ustalenie fizjologicznej dynamiki populacji limfocytow T y0 w zaleznosci od fazy
cyklu (faza estrus i diestrus)

4.2.1. Optymalizacja metody trawienia enzymatycznego ukladu rozrodczego — wplyw na
wydajnos¢ izolacji i zywotnosci komorek

izolacja pochwa | trawienie Kontrola nietrawiona barwienie | CD45 analiza

— ) | Uiberazy OH, TL, TV, T — CE;;C ﬁ

. Kolagenaza IV
macica
Dyspaza Il y8 TCR

©cs57BL/6
estrus lub diestrus

Ryc. 29. Schemat przebiegu optymalizacji metody trawienia enzymatycznego ukladu rozrodczego.

W celu pehniejszej charakterystyki limfocytow T yo i1 ich mikrosrodowiska podjeto probe
przeprowadzenia analiz za pomoca cytometrii przeptywowej, ktéra w odréznieniu od
mikoskopii pozwala na wysoce ilo§ciowa i wieloparametryczng ocen¢ komorek rezydujacych
w tkankach. Aby scharakteryzowa¢ komorki uktadu odpornosciowego pochwy i macicy ta
technikg, najpierw przeprowadzono optymalizacje protokotu trawienia enzymatycznego, biorac
pod uwage faze cyklu rujowego. Hormony plciowe wpltywaja na grubos$¢ i liczbg warstw
komorek nablonkowych, co moze zmienia¢ wydajnos¢ trawienia tkanek uktadu rozrodczego
w roznych fazach cyklu. Pobrane pochwy i macice od myszy w fazie estrus i diestrus najpierw
rozdrabniano mechanicznie nozyczkami, a nast¢gpnie inkubowano z testowanymi enzymami lub
bez nich, a na koniec przecierano przez sitko komoérkowe o srednicy porow 40 um w celu
usunigcia agregatow komorkowo-tkankowych. Zawiesiny komorek z nietrawionych
i traktowanych enzymami tkanek zostaty nastgpnie porownane, analizujac bezwzgledng liczbe
komorek uzyskanych z pojedynczej tkanki. Liczbe komodrek w kazdej probee okreslono za
pomoca kulek do okreslania bezwzglednej liczby obiektow CountBright™ Absolute Counting
Beads.
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Ryc. 30. Wydajnosé uwalniania Zywych komaorek przy uiyciu réinych protokotow izolacji.
Wykres pokazuje bezwzgledng liczbe komorek po trawieniu pochwy (A) i macicy (B). Kazdy stupek reprezentuje
mediang 0d 5 myszy w fazie estrus (czarne kropki) lub w fazie diestrus (pomaranczowe kropki). *p<0,05;
**n<0,01; test U Manna-Whitneya.

Jak pokazano na Ryc. 30, faza cyklu rujowego znacznie wptyne¢ta na liczbe izolowanych
komorek. Z wyjatkiem kolagenazy IV i dyspazy 11 otrzymano wigcej komorek w fazie diestrus
niz w fazie estrus. Ponadto, trawienie macicy doprowadzito do uwolnienia wigkszej liczby
komorek w porownaniu z tkanka pochwy. Nieoczekiwanie sama obrobka mechaniczna bez

zastosowania enzymoOw pozwolita otrzymaé wigcej komoérek niz trawienie kolagenaza IV

1 dyspazg II.

Trawienie tkanek moze znaczgco wplynaé na zywotno$¢ komorek, dlatego porownano ilosci
zywych komorek, ktore uzyskano przy zastosowaniu roznych enzymoéw do trawienia.
Za pomoca barwienia znacznikiem Fixable Viability Dye eFluor™ 780 utworzono bramke
zywotnosci, aby wykluczy¢ martwe — eFluor 780-pozytywne — komorki. Ryc. 31 pokazuje, ze
metoda przetwarzania tkanek silnie wptyneta na odsetek zywych komorek, ktory wahat si¢
od 52% do 95% w pochwie i od 56% do 98% w macicy.
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Ryc. 31. Wplyw protokotu izolacji i fazy cyklu na Zywotnosé komorek.

Wykresy pokazujq zywotnos¢ komorek w (A) pochwie i (B) macicy w oparciu o liczbe Zywych pojedynczych
komorek (bramka ,,zywe komorki”) w odniesieniu do liczby obiektow w bramce ,,komorki”. Kazdy stupek
przedstawia mediane z grupy 5 myszy. (C, D) Zywotnos¢ komérek znormalizowano do mechanicznie
rozdrobnionych, nietrawionych probek. Stupki przedstawiajq mediang znormalizowanej liczby zZywych
pojedynczych komorek z pochwy i macicy w fazie estrus (czarne kropki) \ub w fazie diestrus (pomaranczowe
kropki). *p<0,05; **p<0,01; test U Manna-Whitneya (poréwnania z odpowiednig nietrawionq probkg).
Komoérki uzyskane z tkanek poddanych jedynie mechanicznemu rozdrobnieniu
charakteryzowaty si¢ wysoka zywotnosciag (Ryc. 31, panele A i B). Aby lepiej zwizualizowac
wplyw enzymow na status izolowanych komoérek, wyniki znormalizowano wzgledem
homogenizacji mechanicznej bez trawienia enzymami (Ryc. 31, panele C i D). Traktowanie
pojedynczymi enzymami, kolagenaza IV 1 dyspaza II, znacznie zmniejszylo Zzywotnos¢
komorek, co bylo szczegdlnie widoczne w fazie estrus. Co ciekawe, trawienie pochwy
1 macicy za pomocg liberaz znacznie lepiej zachowywato zywotno$¢ izolowanych komorek niz

mechaniczne rozdrabnianie tkanek. Efekt ten byt widoczny jedynie w fazie diestrus.
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4.2.2. Wplyw trawienia enzymatycznego na sklad komoérkowy ukladu rozrodczego

Po obrobce enzymatycznej komodrki barwiono na obecno$¢ markerow komorek
odpornosciowych, najliczniej wystepujacych w ukladzie rozrodczym, takich jak: CDA45
(leukocyty), CD3e (limfocyty T), CD11c (komoérki dendrytyczne, makrofagi, granulocyty),
vd TCR (komorki T yd). Na drodze analizy cytometrycznej liczbe izolowanych komorek
z okreslonej populacji po traktowaniu enzymem poréwnano z odpowiadajaca liczbg komorek
z nietrawionych enzymatycznie tkanek, ktora arbitralnie ustawiono na 100%. Mapa cieplna
(Ryc. 32) pokazuje, ze liberazy poprawily dostepnos¢ antygendow na komoérkach dla swoistych
wobec nich przeciwcial, z pewnymi wyjatkami w fazie diestrus. Traktowanie kolagenazg IV
i dyspaza II znacznie zmniejszyto liczbe wykrywanych leukocytéw CD45™ i ich subpopulacji,

szczegolnie w fazie diestrus a takze w estrus — w przypadku markeréw CD3¢ i y6 TCR.

Pochwa - Estrus Macica - Estrus

Liberaza DH |_Liberaza DH
Liberaza TL | Liberaza TL

Liberaza TM |_Liberaza TM
Liberaza TH | Liberaza TH
Kolagenaza IV | Kolagenaza IV
Dyspaza Il L Dyspaza Il

Pochwa - Diestrus Macica - Diestrus
CD45 CD11c CcD3 TCR yb CD45

Liberaza DH Liberaza DH -2 150%
Liberaza TL Liberaza TL 120% < < 150%
Liberaza TM Liberaza TM 80% < <120%

Liberaza TH Liberaza TH 50% < <80%

Kolagenaza IV Kolagenaza IV 10%s< <50%

Dyspaza Il Dyspaza Il -< 10%

Ryc. 32. Wplyw enzymatycznego trawienia tkanek na liczbe uwolnionych Zywych komdrek odpornosciowych
z uktadu rozrodczego.

Pochwy i macice zostaly trawione przy uzyciu roznych protokotow. Izolowane komorki wybarwiono
przeciwcialami swoistymi dla wybranych markerow powierzchniowych i analizowano za pomocg FACS. Liczbe
komorek pozytywnych na wybrane antygeny po trawieniu enzymatycznym porownano z liczbqg komorek
uzyskanych z mechanicznie homogenizowanej pochwy lub macicy, ktérej arbitralnie przypisano wartosé 100%.
Kazdy blok na mapie jest Sredniq wartoscig z grupy 5 myszy. Czerwony odcien wskazuje na podwyzszong liczbe
komorek z danym markerem powierzchniowym po trawieniu enzymatycznym, niebieski oznacza obnizong liczbe
komoretk.

Nastepnie analizowano proporcj¢ izolowanych leukocytow z wybranym markerem wzglgdem
zywych komorek lub réznych subpopulacji leukocytow w bramce CD45". Odsetek komorek
CD45" byt nizszy w pochwie niz w macicy i zalezal od fazy cyklu rujowego (Ryc. 33A
i 33C). W pochwie odsetek ten zwigkszyl si¢ w diestrusie, natomiast w macicy nie

zaobserwowano zadnych znaczacych zmian w odsetku leukocytow CD45" pomiedzy faza

estrus i diestrus. Analizujgc wybrane subpopulacje leukocytéw wykazano, ze komorki CD11c”
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zdominowaty populacje komorek CD45* w pochwie podczas fazy estrus, a mniejszym stopniu
w fazie diestrus (Ryc. 33B). Stwierdzono réwniez, ze w pochwie, w fazie diestrus nastgpit
wyrazny wzrost odsetka limfocytow T y8 i innych komérek CD3", niezaleznie od rodzaju
stosowanego enzymu (przynajmniej w przypadku markera CD3*). Nieoczekiwanie,
po trawieniu Liberazg TM 1 TH w diestrusie i Liberazg TH 1 kolagenaza IV w estrusie, populacja
limfocytow T yd pochwy w ogdle nie byta widoczna. W mechanicznie homogenizowanych
macicach zaobserwowano duzg ilos¢ komorek CD1l1c”, ktéra zmniejszyla si¢ po obrdbece
enzymatycznej, pozostawiajac komorki CD45" CD11c™ CD3 jako dominujacg populacje,
niezaleznie od fazy cyklu (Ryc. 33D).
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Ryc. 33. Sktad komorkowy po trawieniu enzymatycznym pochwy i macicy.
Wykresy stupkowe (4) i (C) pokazujg odpowiednio procent komérek CD45* z pochwy i macicy w bramce ,,Zywe
komorki”. Wykresy stupkowe (B) i (D) pokazujgq procent komorek CDI1c*, yo TCR CD3" i yo TCR* CD3*
w bramce ,,CD45"”. Pokazano mediany z grupy 5 myszy dla kazdego warunku trawienia.

4.2.3. Wplyw trawienia enzymatycznego na analiz¢ komoérek T y6 pochwy podczas cyklu
rujowego

Zgodnie z rycing 34 stwierdzono, ze liczba wykrytych komorek T y8 w pochwie i macicy
zmieniata si¢ w zalezno$ci od zastosowanego enzymu do trawienia, jak i fazy cyklu rujowego.

Wszystkie wykorzystane liberazy uwalniaty te komorki z tkanki macicy znacznie lepiej niz
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kolagenaza 1V i dyspaza II, podczas gdy w pochwie tylko Liberaza TL byta porownywalnie
wydajna, jednak jedynie w fazie diestrus. Liczba limfocytéw T yd w pochwie wzrosta w fazie

diestrus, co wykazata analiza statystyczna w przypadku Liberazy TL, kolagenazy IV

i dyspazy II.
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Ryc. 34. Zmiany liczbowe w populacji komérek T yo w pochwie i macicy podczas cyklu rujowego po trawieniu
enzymatycznym izolowanych tkanek.
(A) Reprezentatywne wykresy cytometryczne (dot plots) dia wszystkich badanych enzyméw pokazujgce populacje
komorek T yo. Wykresy (B) i (C) pokazujg bezwzgledng liczbe komorek T yo odpowiednio w pochwie i macicy.
Kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. Stupki przedstawiajq mediane od myszy w fazie estrus (czarne
kropki) lub w fazie diestrus (pomarariczowe kropki). **p<0,01; test U Manna-Whitneya.

Liberaza TL okazata si¢ najbardziej wydajng mieszanka enzymoéw to trawienia uktadu
rozrodczego. Uzyskano 88 komorek T yo (wartos¢ mediany z zakresem percentylowym
25-75: 23-248) z jednej pochwy w fazie estrus 1 414 komoérek T yo (warto§¢ mediany
z zakresem percentylowym 25-75: 355-453) w fazie diestrus (Ryc. 35A). W macicy po
trawieniu Liberazg TL zaobserwowano podobny trend zmiany liczby komoérek T v9, ale roznica

miedzy fazami cyklu nie byla istotna statystycznie (Ryc. 35B). Odzysk komoérek T v byt
w zakresie od 0,3% do 4% wszystkich izolowanych zywych komorek.
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Ryc. 35. Poréwnanie populacji komérek T yo w pochwie i macicy podczas cyklu rujowego po trawieniu
Liberazq TL.
Stupki przedstawiajg mediane bezwzglednej liczby komorek T yo lub Sredniego odzysku komorek T yo (procent
komorek w bramce ,,zywe komorki”’) w pochwie i macicy. Kazdy punkt reprezentuje pojedynczg mysz

w fazie estrus (czarne kropki) i w fazie diestrus (pomaranczowe kropki). ***p<0,001; test U Manna-Whitneya.
Aby zweryfikowa¢, czy indukowane przez hormony zmiany liczby komoérek T yo dotycza tylko
uktadu rozrodczego, przeanalizowano réwniez populacje komorek T yd i CD45" w pobliskich
i odleglych weztach chtonnych (Ryc. 36). Na podstawie poréwnania weztow chtonnych
ledzwiowych, ktére drenuja uklad rozrodczy, oraz bardziej oddalonych weztow
pachwinowych, stwierdzono, ze liczba limfocytow T yd wzrosta nieznacznie w fazie diestrus

jedynie w weztach chtonnych ledzwiowych. Natomiast liczba leukocytow CD45% wzrosta

w obu lokalizacjach we¢ztow chlonnych w fazie diestrus.
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Ryc. 36. Wplyw cyklu rujowego na bezwzgledng liczhe komorek CD45" i komorek T yo w weztach chionnych.
Stupki przedstawiajq mediane bezwzglednej liczby komorek w fazie estrus (czarne kropki) lub w fazie diestrus
(pomaranczowe kropki), skala logl0. Kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05; **p<0,01,
****n<(,0001; test U Manna-Whitneya.
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4.3. Ustalenie roli limfocytéow T y6 w indukcji odpowiedzi odpornosciowej na antygeny
modelowe, w tym tréjsacharyd z Candida albicans

4.3.1. Poréwnanie przebiegu immunizacji owoalbuming w zalezno$ci od fazy cyklu
rujowego

* kontrola — myszy nieimmunizowane

* immunizacja podskorna (SC) OVA 25 ug

* immunizacja donosowa (IN) OVA 25 pg

* immunizacja dopochwowa (IVAG) OVA 25 pg
* immunizacja dopochwowa (IVAG) OVA 100 pg

estradiol 2C57BL/6
lub
depogeston
I immunizacja | immunizacja Il immunizacja Il analiza
1 1 1 ]
[i 1 I 1 | ) | ELSA
0 5 dzien 19 dzieni 33 dzien 40dzien

T | e

pobranie probek: surowica, wydzieliny pochwy
Ryc. 37. Schemat eksperymentow poréwnujqcych przebieg immunizacji w zaleinosci od fazy cyklu rujowego.

We wstepnym etapie badan poréwnano przebieg immunizacji owoalbuming (OVA)
w zaleznosci od drogi podania i od fazy cyklu. Na matej liczbie osobnikéw sprawdzono czy
immunizacja dopochwowa wzbudza odpowiedZ uktadu immunologicznego w poréwnaniu do
alternatywnej $luzowkowej drogi podania (na blong §luzowag nosa) oraz do ,klasycznej”
immunizacji podskornej. W badaniach wykorzystano myszy typu dzikiego C57BL/6
zsynchronizowane hormonalnie do fazy estrus lub diestrus. Antygen podawano w trzech
dawkach 1 tydzieh po ostatniej dawce pobierano surowic¢ i wydzieling z pochwy w celu
pomiaru skuteczno$ci szczepienia wyrazone] indukcjg antygenowo-swoistych przeciwciat.
W surowicy badano poziom przeciwciat anty-OVA klasy IgA, IgE, 1gG oraz IgM, natomiast
w wydzielinach z pochwy analizowane byly przeciwciata anty-OVA klasy IgA i IgE. Schemat

badan zostal przedstawiony na Ryc. 37.

Zgodnie z oczekiwaniami podanie podskorne owoalbuminy w adiuwancie (wodorotlenek
glinu) wzbudzito produkcje swoistych przeciwciat anty-OVA klasy 1gG i IgE, niezaleznie od
fazy cyklu (przy analizie surowicy odpowiedz 2 lub 3 myszy w grupie, przy n = 3); przeciwciata
klasy IgM byly wykrywalne dla tej drogi podania tylko po immunizacji w fazie estrus. Podanie
donosowe owoalbuminy z CpG jako adiuwantem byto rownie skuteczne jak podanie podskérne
w przypadku surowiczych IgG, IgE i IgM, a dodatkowo spowodowalo réwniez wyrazng
indukcje przeciwcial klasy IgA — duzo wigkszg niz w przypadku drogi podskornej. Podanie

dopochwowe owoalbuminy w dawce 25 pg, jak i 100 ug z adiuwantem (CpG) spowodowato
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indukcje surowiczych przeciwciat anty-OVA klasy IgM niezaleznie od fazy cyklu. Nie wykryto
przeciwcial klasy IgA, IgG 1 IgE w surowicy dla obu dawek antygenu po podaniu
dopochwowym myszom w estrusie — wartosci OD na poziomie kontroli myszy
nieimmunizowanych (Ryc. 38). W fazie diestrus podanie dopochwowe owoalbuminy
w dawkach 25 i 100 pg oprocz IgM wzbudzito rowniez produkcje przeciwciat anty-OVA klasy
IgA, IgE oraz 1gG w surowicy (odpowiedz 2 lub 3 myszy w grupie, n = 3).

Z uwagi na r6zne drogi podania badano rowniez obecno$¢ antygenowo-swoistych przeciwciat
w Sluzéwkach, bedacych potencjalnymi wrotami zakazen dla organizmu. Immunizacja
Sluzéwkowa prowadzi zwykle do pobudzenia produkeji przeciwciat w btonach $luzowych,
gtownie klasy IgA. Zgodnie z oczekiwaniami, w przypadku podania owoalbuminy donosowo
w wydzielinach pochwy stwierdzono obecnos$¢ przeciwciat anty-OVA klasy IgA (Ryc. 39),
niezaleznie od fazy cyklu. Zadna inna droga podania nie spowodowata indukcji przeciwciat tej
klasy w btonie $luzowej pochwy. Dodatkowo, dla wszystkich dréog podania u myszy
immunizowanych w fazie estrus zaobserwowano w wydzielinach pochwy obecnos¢
przeciwcial anty-OVA klasy IgE; natomiast w fazie diestrus, zaobserwowano indukcje

przeciwciat tej klasy jedynie po podaniu owoalbuminy donosowo.
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Ryc. 38. Poziom swoistych przeciwciat anty-OVA Klasy IgA, IgE, 1gG oraz IgM w surowicach.
Wykresy pokazujg poziom przeciwcial w fazie estrus (A) oraz w fazie diestrus (B). Stupki przedstawiajq Srednig
wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozciernczenia surowicy. SC — podanie podskorne,
IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05;
**p<0,01; test U Manna-Whitneya, porownania wzgledem kontroli (myszy nieimmunizowane).
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Ryc. 39. Poziom swoistych przeciwciat anty-OVA Klasy IgA oraz IgE w wydzielinach pochwy.
Wykresy pokazujq poziom przeciwcial w fazie estrus (A) oraz w fazie diestrus (B). Stupki przedstawiajq Srednig
wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcieniczenia wydzieliny. SC — podanie podskdrne,
IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05;

**p<0,01; test U Manna-Whitneya, porownania wzgledem kontroli (myszy nieimmunizowane).

Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, ze immunizacja §luzéwkowa droga donosowa

lub dopochwowa w fazie diestrus prowadzi do indukcji wyzszych pozioméw swoistych

przeciwcial w surowicy w poréwnaniu do estrusa. Tylko w diestrusie zaobserwowano indukcje

IgA, 1gG i IgE anty-OVA po podaniu dopochwowym. Droga donosowa byta jednak bardziej

skuteczna od dopochwowej we wzbudzeniu produkcji przeciwciat klasy IgA wydzielanych

przez blony Sluzowe.
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4.3.2. Wplyw limfocytéw T Y0 na indukcj¢ odpowiedzi immunologicznej na immunizacje

owoalbuming
i diestrus i

QC57BL/6  QTerd '

kontrola — myszy nieimmunizowane
immunizacja podskérna (SC) OVA 25 pg
immunizacja donosowa (IN) OVA 25 pg
immunizacja dopochwowa (IVAG) OVA 25 pg
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Ryc. 40. Schemat eksperymentéw poréwnujacych wplyw limfocytéw T po na indukcje odpowiedzi
immunologicznej po immunizacji owoalbuming.

Po porownaniu wptywu fazy cyklu rujowego na przebieg immunizacji owoalbuming do
dalszych analiz wybrano faze diestrus. W drugim etapie badan porownywano skuteczno$é
immunizacji owoalbuming w zaleznosci od drogi podania i od obecno$ci limfocytow T 9.
W badaniach wykorzystano myszy szczepu dzikiego C57BL/6 oraz myszy z delecjg komorek
T v8 (Terd™) zsynchronizowanych hormonalnie do fazy diestrus. Tak jak poprzednio, antygen
podawano w trzech dawkach wraz z odpowiednimi adiuwantami i pi¢¢ dni przed kazda
immunizacjg myszom indukowano faze¢ diestrus za pomocg Depogestonu. Tydzien po ostatniej
dawce antygenu pobierano krew w celu otrzymania surowicy i wydzieling z pochwy w celu
pomiaru skutecznosci szczepienia wyrazonej indukcja antygenowo-swoistych przeciwciat.
W surowicy i wydzielinach badano poziom przeciwciat anty-OVA klas IgA, IgE, 1gG, IgM
oraz podklas IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG2c i IgG3. Schemat badan zostal przedstawiony na
Ryc. 40.

W przypadku analiz surowiczych przeciwcial stwierdzono, ze szczepienie niezaleznie od drogi
podania i szczepu myszu wzbudzito produkcj¢ przeciwciat klasy IgG i1 IgE. Co ciekawe,
stezenie przeciwcial anty-OVA klasy IgG byto wicksze w przypadku myszy Tcrd™ po podaniu
podskornym antygenu. Ponadto, u tych myszy odnotowano tez trend wyzszych poziomow
przeciwcial klasy IgM przy kazdej drodze szczepienia, w poréwnaniu do myszy WT.

Analizujac stezenia IgA anty-OVA w surowicach wykazano, ze tylko podanie antygenu na
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Sluzowki droga donosowg 1 dopochwowa wzbudzito produkcje tej klasy przeciwciat
porownywalnie w obu szczepach myszy. Immunizacja donosowa byta jednak bardziej
skuteczna niz dopochwowa w tym przypadku. Badania podklas surowiczych przeciwciat IgG
pokazaly, ze poza IgG1, obie drogi dosluzowkowe prowadzity do wigkszej indukcji przeciwciat
IgG2a, IgG2b, IgG2c i IgG3 niz podanie podskoérne. Nie zaobserwowano réznic W tych

podklasach po szczepieniu pomiedzy myszami WT i Terd™”.

W analizach przeciwciat wydzielniczych w obrgbie nabtonka pochwy stwierdzono, ze obie
drogi immunizacji sluzowkowej — donosowa i dopochwowa spowodowaty produkcje swoistych
przeciwciat anty-OVA klas IgE i 1gG, zaréwno u myszy typu dzikiego C57BL/6, jak i Tcrd™
na podobnych poziomach. Wydzielnicze przeciwciata klasy IgA byly indukowane wtasciwie
tylko po podaniu donosowym, na podobnych poziomach w obu badanych szczepach myszy.
Zmierzone st¢zenia IgM anty-OVA w wydzielinach pochwy byly bardzo niskie — praktycznie
na poziomie kontroli myszy nieszczepionych, pomimo stwierdzonych réznic za pomoca testow
statystycznych. Spos$rod podklas przeciwcial IgG tylko IgGl, IgG2b 1 IgG2c byly na
oznaczalnych  poziomach, bez znaczacych roéznic pomigdzy szczepami WT
i Terd”. W wydzielinach po immunizacji podskornej owoalbuming wykryto najwyzsze ilosci
swoistych przeciwciat anty-OVA Klasy 1gG1 i najnizsze po podaniu dopochwowym. Z kolei,
tylko szczepienia przez podanie antygenu na $luzéwke pochwy i w mniejszym stopniu

donosowe stymulowaty 1gG2b i IgG2c przy praktycznie braku efektu immunizacji podskorne;j.
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Ryc. 41. Poziom swoistych przeciwcia anty-OVA Kklasy IgA, IgE, 19gG i IgM w surowicach.
Stupki przedstawiajg Srednig wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcienczenia surowicy.
SC — podanie podskérne, IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka reprezentuje
pojedynczqg mysz. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001, test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 42. Poziom swoistych przeciwciat anty-OVA podklas 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG2c oraz 19gG3
w surowicach.
Stupki przedstawiajg Srednig wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcienczenia surowicy.
SC — podanie podskérne, IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka reprezentuje
pojedynczg mysz. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001,; ****p<0,0001, test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 43. Poziom swoistych przeciwcial anty-OVA klasy 1gA, IgE, 1gG oraz IgM w wydzielinach pochwy. Stupki
przedstawiajg Srednig wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcienczenia wydzieliny.
SC — podanie podskérne, IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe.. Kazda kropka reprezentuje
pojedynczqg mysz. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001,; ****p<0,0001, test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 44. Poziom swoistych przeciwciat anty-OVA Kklasy 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG2c oraz 1gG3 w wydzielinach
Stupki przedstawiajq srednig wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcienczenia
wydzieliny. SC — podanie podskdrne, IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka
reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; test Kruskala-Wallisa.
Rozne antygeny czegsto prowadza do rozwoju odpowiedzi immunologicznej typu Thl
(komorkowej) badz Th2 (humoralnej). Stosunek IgG1/IgG2a zostal wykorzystany do
wskazania dominacji odpowiedzi typu Thl lub Th2. W odpowiedzi Th1 dominuje wytwarzanie
IgG2a, podczas gdy IgG1 jest zwigzane z odpowiedzig Th2 (217). Analizujgc poziomy tych
przeciwcial w surowicy, po podaniu podskérnym owoalbuminy przewazala zdecydowanie

odpowiedz humoralna, niezaleznie od obecnosci komoérek T yd z uwagi na wyzsze warto$ci

tego wskaznika przy tej drodze szczepienia niz po podaniu do$luzowkowym (Tabela 22).
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Nizsze wartosci stosunku 1gG1/1gG2a dla immunizacji przez blony sluzowe mogg wskazywac

na rozw9j réwniez odpowiedzi Thl przy tej drodze szczepienia.

Tabela 22. Wartosci stosunku poeziomu przeciwciat anty-OVA klasy 1gG1 i 1gG2a.

C57BL/6 Terd™
podskérnie 35,34 + 16,08 35,81+ 10,13
surowica donosowo 9,65+6,92 5,09+ 3,64
dopochwowo 11,43+575 10,17+7,14

Podsumowujac analize wpltywu komoérek T yo na produkcje antygenowo-swoistych przeciwciat
na antygen bialkowy nalezy stwierdzi¢, ze byt on niewielki (Tabela 23). Roéznice istotnie
statystyczne zaobserwowano w przypadku podania owoalbuminy podskérnie i donosowo. Przy
podaniu dopochwowym owoalbuminy komorki T y6 nie miaty zadnego wptywu na odpowiedz

immunologiczng wyrazong st¢zeniem przeciwciat zarowno w surowicy, jak i w wydzielinach
pochwy.

Tabela 23. Analiza statystyczna poziomu swoistych przeciwcial anty-OVA myszy szczepu dzikiego oraz
z delecjg komorek T y6 w surowicy oraz w wydzielinach pochwy. Wyniki przedstawiono jako
prawdopodobienstwo testowe (p), *p<0,05; **p<0,01; test U Manna-Whitneya.

Podanie Podanie Podanie
podskérne donosowe dopochwowe
C57BL/6 vs. Tcrd”  C57BL/6 vs. Terd”  C57BL/6 vs. Terd”

IgA 0,3660 0,0973 0,3829
IgE 0,1375 0,0728 0,5350

- IgG **0,0012 >0,9999 0,3176
L IgM 0,2949 0,0728 0,2593
5 1gG1l *0,0350 0,4557 0,9015
A 1gG2a 0,0670 0,2086 0,2593
19G2b >0,9999 *0,0379 0,3829
1gG2c 0,9452 0,0728 0,5350
1gG3 0,2343 0,3176 0,5350
IgA 0,8357 >0,9999 >0,9999

§‘ IgE 0,3660 0,3829 0,8048
S 19G >0,9999 0,3829 0,3176
o IgM 0,7028 0,8741 0,5350
2 1961 0,6282 0,6200 0,0530
% 1gG2a *0,0181 0,3636 0,0973
o 19G2b 0,5099 0,5350 0,9015
=< lgG2c 0,6066 0,5350 0,7104
1gG3 0,1696 0,4318 0,0664
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4.3.3. Wplyw limfocytéw T y6 na indukcje odpowiedzi immunologicznej po immunizacji
koniugatem toksoid tezcowy — tréjsacharyd p-mannanu z Candida albicans

diestrus
* kontrola — myszy nieimmunizowane
* immunizacja podskdrna (SC) koniugat toksoid tezcowy — tréjsacharyd 50 pg
* immunizacja donosowa (IN) koniugat toksoid tezcowy— trdjsacharyd 50 pg

° o , immunizacja dopochwowa (IVAG) koniugat toksoid tezcowy — trojsacharyd 50 ug
C57BL/6 Terd”~

immunizacja | immunizacja Il immunizacja Il
depogeston | depogeston depogeston | analiza
I | I | ) | EUSA
U | I | |
0 5 dzien 14 dzien 19 dzien 28 dzien 33 dzien 40 dzien

pobranie probek: surowica, wydzieliny pochwy

Ryc. 45. Schemat eksperymentow porownujgcych wplyw limfocytow T yo na indukcje odpowiedzi
immunologicznej po immunizacji koniugatem toksoid tgzcowy — tréjsacharyd.
W kolejnym etapie badan poréwnywano efekty immunizacji innym typem antygenu -
koniugatem syntetycznego trojsacharydu B-mannanu i toksoidu tezca. Dane literaturowe (213)
wskazuja, ze koniugat ten jest zdolny do wywotania ochronnej odpowiedzi immunologicznej
przy zakazeniach C. albicans, ktore bardzo czesto dotykaja nabtonka pochwy. Jako adiuwant
wykorzystano p-glukan, ktéry wzmagal immunogenicznos¢ konigatu we wczesniejszych

badaniach (208). Schemat eksperymentow zostat przedstawiony na Ryc. 45.

Podanie koniugatu droga podskorng i donosowa (w mniejszym stopniu) wzbudzito produkcje
swoistych przeciwciat anty-trojsacharyd klas IgA, IgE, 1gG i IgM w surowicach u myszy WT
Terd” w podobnym stopniu. Droga dopochwowa, poza niewielka indukcja IgA, nie byla
skuteczna — nie odnotowano réznic w porownaniu do myszy nieszczepionych. Wyniki
pomiarow surowiczych przeciwciat podklas IgG pokazaly jednak, ze podanie antygenu na
btong $luzowa pochwy wywotato odpowiedZz immunologicza w postaci indukcji podklas
IgG2b, 19G2c i 1gG3. Immunizacja tg droga byta w niektorych przypadkach nawet bardziej
efektywna niz podanie podskorne i donosowe. Limfocyty T yd mialy znaczenie w indukcji
surowiczych przeciwciat podklasy IgG2¢ po podaniu podskérnym antygenu 1 podklasy IgG2a
po podaniu donosowym — u myszy Tcrd” zaobserwowano zmniejszone poziomy tych
immunoglobulin. W przypadku drogi dopochwowej odnotowano bardzo niewielki wzrost
surowiczych IgA tylko u myszy WT a ponadto poziomy podklas IgG2b 1 IgG3 byty réwniez

wyzsze przy obecnosci komoérek T yd w tkance.
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Szczepienia koniugatem miaty niewielki wplyw na produkcj¢ swoistych przeciwciat
anty-trojsacharyd w wydzielinach pochwy. Nie zaobserwowano efektu komorek T y6 w tym
wzgledzie. Wszystkie drogi podania wzbudzity gtownie przeciwciata anty-trojsacharyd klasy
IgA — droga donosowa byta nieznacznie bardziej skuteczna. Sposréd podklas IgG odnotowano

tylko IgG1 po podaniu podskérnym.
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Ryc. 46. Poziom swoistych przeciwcial anty-tréjsacharyd klasy IgA, IgE, IgG oraz IgM w surowicach.
Stupki przedstawiajg Srednig wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcienczenia surowicy.
SC — podanie podskérne, IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka reprezentuje
pojedynczg mysz. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 47. Poziom swoistych przeciwcial anty-trojsacharyd podklas I1gG1, I1gG2a, IgG2b, IgG2c oraz IgG3
w surowicach.
Stupki przedstawiajg Srednig wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcienczenia surowicy.

SC — podanie podskérne, IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka reprezentuje
pojedynczg mysz. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 48. Poziom swoistych przeciwcial anty-tréjsacharyd klasy IgA, IgE, IgG oraz IgM w wydzielinach

pochwy.

Stupki przedstawiajq srednig wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcienczenia
wydzieliny. SC — podanie podskérne, IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka
reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05; **p<0,01, test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 49. Poziom swoistych przeciwcial anty-trojsacharyd podklas I1gG1, I1gG2a, IgG2b, IgG2c oraz IgG3
w wydzielinach pochwy.
Stupki przedstawiajq srednig wartos¢ OD z odchyleniem standardowym dla wybranego rozcienczenia
wydzieliny. SC — podanie podskdrne, IN — podanie donosowe, IVAG — podanie dopochwowe. Kazda kropka

reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05; **p<0,01, test Kruskala-Wallisa.

Po podaniu koniugatu, wartosci stosunku IgG1/IgG2a dla surowic byly wyzsze przy

immunizacji podskornej w poréwnaniu do szczepien dosluzéwkowych, podobnie jak dla

owoalbuminy, przesuwajac odpowiedz immunologiczna w kierunku Th2 dla tej drogi podania

a dla immunizacji dosluzowkowych w stron¢ Thl (Tabela 24). Po podaniu donosowym

u myszy Tcrd” wartoséci analizowanego wskaznika byly zblizone do wynikéw po podaniu

podskornym, co sugeruje rolg limfocytow T yé w indukcji odpowiedzi typu Thl (komoérkowej).
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Tabela 24. Wartosci stosunku poziomu przeciwciat anty-tréjsacharyd klasy IgG1 i IgG2a.

C57BL/6 Terd™
podskornie 396+1,64 4,69+323
surowica donosowo 1,68+1,69 5,404,558
dopochwowo 1,532 +1,839 1,20+0,71

Podsumowujac, analiza szczepéw myszy WT i Tcrd” wykazala pozytywny wplyw
pochwowych komorek T yé na produkcje niektorych antygenowo-swoistych przeciwcial na
antygen polisacharydowy po immunizacji drogg dopochwowa (Tabela 25).

Tabela 25. Analiza statystyczna poziomu swoistych przeciwcial anty-tréjsacharyd myszy szczepu dzikiego oraz

z delecjg komdrek T yd w surowicy oraz w wydzelinach pochwy. Wyniki przedstawiono jako
prawdopodobienstwo testowe (p), *p<0,05; **p<0,01; test U Manna-Whitneya.

Podanie Podanie Podanie
podskérne donosowe dopochwowe
C57BL/6 vs. Tcrd” C57BL/6 vs. Terd”™  C57BL/6 vs. Terd”
IgA 0,4557 0,1282 ** (0,0041
IgE >0,9999 0,7104 0,3176
< 19G 0,1649 0,8048 0,2453
L IgM 0,8048 0,8048 0,3176
S 1gG1 0,3176 0,1282 *0,0175
2 lgG2a 0,2086 * 0,0262 0,4557
19G2b 0,0728 0,5350 * 0,0262
19G2c * 0,0262 0,3176 0,4557
19G3 0,5338 0,4557 ** (0,0023
IgA 0,4557 0,3013 0,8048
2 IgE 0,3631 0,3024 0,3024
S 19G 0,0973 0,5350 0,7104
S IgM ** (),0099 0,2401 *0,0163
2 1961 0,9015 0,0915 0,0699
2 IgG2a 0,0600 0,0892 0,3805
S 1gG2b *0,0239 0,3648 0,8741
S 1gG2c 0,2407 0,5962 0,7727
19G3 0,3817 0,8765 0,3642
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434. Ocena wplywu limfocytow T +y0 na inne populacje komoérek ukladu
odpornosciowego w ukladzie rozrodczym myszy

diestrus

izolacja pochwa | trawienie barwienie analiza

Liberaza TL FACS
— — — | o |

macica

Scs7BL/f6  STerd”
Nietraktowane
CpG dopochwowo
R848 dopochwowo

RycC. 50. Schemat przebiegu eksperymentow okreslajgcych wplyw limfocytéw T yd na inne populacje komérek
uktadu odpornosciowego w ukladzie rozrodczym myszy.
W celu oceny immunomodulujacego wptywu limfocytow T yd na inne komorki odpornosciowe
w obrebie uktadu rozrodczego przeprowadzono analizy skladu komodrkowego w stanie
podstawowym (w zdrowej tkance) oraz po indukcji zapalenia nabtonka przez dopochwowe
podanie ligandow receptorow TLR9 i TLR7 — CpG i R848, odpowiednio. Badano oddzielnie
pochwe i macice w myszach WT w poréwnaniu do szczepu Tcrd”". Za pomoca cytometrii
przeptywowej na komorkach wyizolowanych z narzadéw rozrodczych analizowano jedenascie
markeréw definiujacych rézne populacje leukocytow: CD45R/B220* (komorki B,
subpopulacje komoérek T i NK); Gr-1* (granulocyty, makrofagi); CD19* (komorki B, komorki
dendrytyczne); F4/80* (makrofagi, komoérki dendrytyczne); CD11b* (granulocyty,
monocyty/makrofagi, komorki dendrytyczne, komdrki NK, subpopulacje komorek T 1 B);
CD11c* (komorki dendrytyczne, makrofagi, granulocyty); CD3g* (komorki T,
komorki NK-T); CD117* (hematopoetyczne komorki macierzyste i komorki tuczne);
EpCAM/CD326* (komorki tuczne i bazofile); FceRIa" (komorki tuczne i bazofile); NK-1.1*
(komorki NK, komorki NK-T). Wyniki badan przedstawiono jako procent komorek

pozytywnych wobec badanego markera w bramce ,,zywe komorki”.

W obu szczepach myszy podanie CpG spowodowato w pochwie podobny wzrost odsetka
komorek CD19" (z okoto 0,3% do okoto 2%), komoérek F4/80" (z okoto 5% do okoto 18%),
komoérek CD117" (z okoto 6% do okoto 16%) oraz komérek FceRIa"™ (z okoto 7% do okoto
22%). Opisane zmiany byly istotne statystycznie, aczkolwiek dodatkowo zaobserwowano
rowniez pewne trendy, wskazujace na modulacje proporcji komorek uktadu odpornosciowego
w pochwie pod wptywem stymulacji TLR9: odnotowano przyrosty odsetka komérek CD11¢*
i FceRIa* oraz spadki Gr-1* i CD11b", co byto szczegdlnie widoczne u myszy Terd”. W tych

samych warunkach w macicy zwigkszyta si¢ proporcja komorek FceRIa™ (z okoto 8% do okoto
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20%), natomiast zaobserwowano spadki udziatu procentowego komérek CD45R/B220%, Gr-1,
F4/80", CD11b" i CD11c", jednak zmiany te nie byly istotne statystycznie.

Po podaniu dopochwowym zwigzku R848 w poréwnaniu do grupy kontrolnej w obu szczepach
myszy stwierdzono w pochwie wzrost odsetka populacji komoérek F4/80" (z okoto 5% do okoto
13%), komorek CD11¢* (z okoto 1% do okoto 5%), komorek FceRIa* (z okoto 7% do okoto
25%) oraz komérek NK-1.1% (z okoto 1,5% do okoto 3,3%). Odnotowano rowniez tendencje
wzrostowa proporcji pochwowych komoérek CD19" , CD117* i EpCAM® oraz spadkows dla
komorek CD11b*. Z kolei, w macicy zwigkszyl si¢ udzial procentowy komorek FeeRIa"
(z okoto 8% do okoto 24%) a trendy wzrostu odesetka zaobserwowano w przypadku komoérek
CD45RB/B220* i EPCAM®. Poréwnujgc natomiast oba szczepy myszy miedzy sobg, nie
wykazano zadnych istotnych statystycznie zmian w liczebnosciach badanych populacji ani
w stanie podstawowym, ani pod wptywem indukcji zapalenia w obu lokalizacjach (pochwa
i macica). Co ciekawe, stymulacja TLR7 spowodowata znaczny spadek udziatu procentowego

komorek T yd zardwno w pochwie, jak i macicy.
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Ryc. 51. Wplyw limfocytéw T o na populacje komérek CD45R/B220*, Gr-1*, CD19*, F4/80* w pochwie

i macicy.

Myszy WT (czarne kropki) i Tcrd™” (pomararnczowe kropki) stymulowano dopochwowo CpG lub R848. Myszy
kontrolne byly nietraktowane. Pochwy i macice trawiono Liberazg TL i analizowano cytometrycznie. Kolumna
(A) przedstawia analizy pochwy, kolumna (B) przedstawia analizy macicy. Kazda kropka reprezentuje
pojedynczq mysz. Stupki przedstawiajq Sredniq z odchyleniem standardowym. *p<0,05; **p<0,01;

Test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 52. Wplyw limfocytéw T y6 na populacje komérek CD11b*, CD11c*, CD3*, CD117 w pochwie i macicy.
Myszy WT (czarne kropki) i Tcrd” (pomarariczowe kropki) stymulowano dopochwowo CpG lub R848. Myszy
kontrolne byly nietraktowane. Pochwy i macice trawiono Liberazg TL i analizowano cytometrycznie. Kolumna
(A) przedstawia analizy pochwy, kolumna (B) przedstawia analizy macicy. Kazda kropka reprezentuje
pojedynczg mysz. Stupki przedstawiajq sredniq z odchyleniem standardowym. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001; Test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 53. Wplyw limfocytéw T o na populacje komérek EpCAM*, FceRla", NK-1.1" w pochwie i macicy.
Myszy WT (czarne kropki) i Tcrd” (pomarariczowe kropki) stymulowano dopochwowo CpG lub R848. Myszy
kontrolne byly nietraktowane. Pochwy i macice trawiono Liberazq TL i analizowano cytometrycznie. Kolumna
(A) przedstawia analizy pochwy, kolumna (B) przedstawia analizy macicy. Kazda kropka reprezentuje
pojedynczq mysz. Stupki przedstawiajq srvedniq z odchyleniem standardowym. *p<0,05; **p<0,01;
Test Kruskala-Wallisa.
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Ryc. 54. Podsumowanie wynikow wplywu braku limfocytow T yo na inne populacje komorek uktadu
odpornosciowego w uktadzie rozrodczym myszy.
(4) Poréwnanie szczepéw myszy C57BL/6 i Terd™ w grupie nietraktowanej oraz po podaniu dopochwowym CpG
lub R848. (B) poréwnanie grup po podaniu dopochwowym CpG lub R848 do grupy kontrolnej — nietraktowane;j.
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4.4, Wpltyw wieku na populacje limfocytow T y6 w ukladzie rozrodczym myszy

4.4.1. Cytometryczna analiza iloSci komoérek T yo w ukladzie rozrodczym myszy mlodych
i starych.

izolacja pochwa | trawienie barwienie | D45 analiza
: CD11c
Liberaza TL ﬁ ﬁ FACS
ﬁ m ﬁ CcD3 -
y8 TCR

Cc57BL/6  CC57BL/6
2 miesigce 18 miesiecy

RyC. 55. Schemat przebiegu eksperymentow okreslajgcych cytometrycznie liczbe komérek T yd w ukladzie
rozrodczym myszy miodych i starych.
Celem eksperymentu byto okreslenie wptywu wieku na obecno$¢ limfocytow T yd w ukladzie
rozrodczym myszy i pordwnanie liczby tych komorek w pochwie i macicy u myszy szczepu
dzikiego C57BL/6. Porownano myszy mtode (w wieku dwoch miesiecy, w wyindukowane;j
fazie diestrus) i stare (w wieku osiemnastu miesiecy). Wszystkie myszy stare byly
permanentnic w fazie diestrus, co zostalo potwierdzone wymazem cytologicznym.
Wyizolowane narzady rozrodcze byly trawione liberaza TL zgodnie z wczesniej opracowanym
protokotem. Nastgpnie uzyskane komorki byty badane na obecnos¢ receptora komorek T o
(yd0 TCR), a takze biatek CD45 (leukocyty), CD3e (limfocyty T) i CDIlc (komorki

dendrytyczne, makrofagi, granulocyty).

Nie wykazano roznic w liczbie komorek T yo w pochwie w zaleznos$ci od wieku myszy.
Uzyskano 189 komorek T yd (mediana, zakres percentylowy 25-75: 146-718) z jednej pochwy
umyszy mtodych i 205 komorek T yd (mediana, zakres percentylowy 25-75: 115-291) u myszy
starych (Ryc. 56A). W macicy u myszy starych nastgpit wzrost liczby komorek T y6. Mediana
bezwzglednej liczby komoérek T yd u myszy starych byta ponad dwukrotnie wigksza (mediana
992, zakres percentylowy 25-75: 476-1677) niz w przypadku myszy mlodych (mediana 468,
zakres percentylowy 25-75:122-1054) (Ryc. 56B). Udziat komorek T yd byt w zakresie od 0,1%

do 0,6% wszystkich izolowanych zywych komorek.
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Ryc. 56. Poréwnanie populacji komorek T yo w pochwie i macicy u myszy C57BL/6 mlodych i starych.
Wyniki przedstawiono jako mediane (stupek z wgsami pokazujgcymi zakres percentylowy 25-75) udziatu
komorek T yo (procent komorek w bramce ,,zywe komorki”) lub bezwzglednej liczby komorek T yo
w pochwie (4) i macicy (B). Kazdy punkt reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05, test U Manna-Whitneya.

4.4.2. Mikroskopowa analiza liczby komoérek T yd w pochwie myszy mlodych i starych.

CTerd-H2BeGFP
2 miesigce

izolacja

e g [ g (S —

OTcrd-H2BeGFP
18 miesiecy

utrwalanie

oczyszczanie

barwienie

mikroskopia
konfokalna/
dwufotonowa

Ryc. 57. Schemat przebiegu eksperymentow okreslajgcych mikroskopowo liczbe komorek T yo w pochwie
myszy miodych i starych.

Celem eksperymentu byta weryfikacja analizy cytometrycznej wptywu wieku na obecno$é¢

limfocytow T yd w uktadzie rozrodczym myszy i poréwnanie liczby komorek T y6 w pochwie

u myszy w wieku dwoch i osiemnastu miesiecy za pomocg technik mikroskopowych. W tym

celu wyizolowano pochwy myszy Tcrd-H2BeGFP, ktore nastgpnie oczyszczano metoda

CUBIC i analizowano zgodnie z opracowanym wcze$niej protokotem.
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Ryc. 58. Mikroskopowa analiza liczby komérek T y6 w pochwie myszy miodych i starych.

(A) Catkowita liczba limfocytow yo w pochwie myszy mtodych i starych (B) Liczba limfocytow T yé w nabtonku
i stromie pochwy u myszy mtodych i starych. (C) Wykresy kolowe przedstawiajg rozktad procentowy limfocytow
T yd w nablonku i stromie pochwy u myszy mtodych i starych. Stupki przedstawiajg srednig z odchyleniem
standardowym, 3 myszy na grupe, test U Manna-Whitneya.
Analiza mikroskopowa wykazata nieznaczny wzrost liczby komoérek T y3 w pochwie,
aczkolwiek roznica ta nie byla istotna statystycznie (Ryc. 58A). W kolejnym etapie
przeanalizowano dystrybucje limfocytow T Y3 w nablonku i stromie pochwy. Nie
zaobserwowano zmiany liczby tych komorek w obu tych lokalizacjach w zaleznosci od wieku
myszy (Ryc. 58B). Stosunek liczby komorek T yo zlokalizowanych w nabtonku do komoérek
znajdujacych si¢ w stromie pochwy pozostat staty, bliski 3:1, niezaleznie od wieku myszy
(Ryc. 58C).
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4.4.3. Analiza ekspresji genow regulujacych proces starzenia u myszy szczepu dzikiego
w poréwnaniu do szczepu z delecja komorek T y9o.

Mtode Stare
(2 miesigce) (18 miesiecy)
2C57BL/6  CTerd” ©C57BL/6  CTerd”
. izolacja synteza analiza analiza
utrwalanie RNA ¢DNA RT-PCR danych RT? Profiler

[“pochwa | ) [ Foann | pmmmmh | VRN | | i | ) | SR PR | | pcrOat
Extracol Kit Strand Kit Array Mouse Aging ata

Analysis

RyC. 59. Schemat przebiegu badar ekspresji genéw regulujgcych proces starzenia u myszy szczepu dzikiego
w poréwnaniu do szczepu z delecjg komérek T yo.
Dane przedstawione do tej pory nie wskazywatly na znaczaca rolg limfocytow T yd w kontroli
immunologicznej nablonka uktadu rozrodczego samic myszy. W badaniach poréwnawczych
szczepu WT i Terd” analizowane byty jednak tylko myszy w miodym wieku. Bazujac na
informacji, ze u myszy pozbawionych komoérek T yd w nablonku moze si¢ pojawié zastepcza
populacja limfocytow T af}, ktora zanika z wiekiem (218), postanowiono podda¢ analizie
myszy stare obu szczepow w poszukiwaniu roznic, $wiadczacych o funkcji homeostatycznej
nablonkowych komorek T yd w starzejacym sig¢ organizmie. W pierwszej kolejnosci oceniano
ekspresje genow regulujacych proces starzenia. Zbadano ekspresj¢ 84 gendéw za pomoca
zestawu RT? Profiler™ PCR Array Mouse Aging w pochwach myszy WT w poréwnaniu do
szczepu Terd”. Poréwnywano myszy miode (dwumiesicczne) do myszy starych
(osiemnastomiesi¢czne). Surowe dane (wartosci Ct) otrzymane w wyniku reakcji PCR
zaimportowano do programu RT2 Profiler PCR Array Data Analysis, za pomoca ktorego
dokonano oceny profilu ekspresji genow w badanych grupach. Przyjeto poziom odcigcia tta
rowny 35 (Set Ct cut off = 35). Dane znormalizowano do $redniej arytmetycznej genu B2m
(najmniejsze odchylenie standardowe z pigciu gendw kontrolnych). Jako granice istotnosci
zmian w ekspresji (tj. obnizenie lub podwyzszenie jej poziomu wzgledem grupy kontrolnej)
przyjeto warto$¢ 2 (ang. fold regulation, FR) oraz istotno$¢ statystyczng (test t-Studenta)
p<0,05 (Tabela 26). Oznaczato to, ze ekspresja genu musi r6zni¢ si¢ co najmniej 2-krotnie, aby

uznac, iz odbiega ona od ekspresji w grupie kontrolne;.
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Tabela 26. Wyniki analizy ekspresji genow regulujgcych proces starzenia u myszy szczepu dzikiego
w poréwnaniu do szczepu z delecjqg komorek T po. FR (ang. fold regulation, krotnosé regulacji), p — istotnosé
statystyczna. Dane dla 3 myszy w grupie. Wytluszczone wartosci dotyczq zmian FR>2 i <-2. Na czerwono
zaznaczono geny, dla ktorych FR>2 i p<0,05. Na niebiesko zaznaczono geny, dla ktorych FR<-2 i p<0,05.

CSTBL/6 mlode  CSTBL/6 — (orpy /6 mioge CO7BLIOSIAIe  oogp) jstare  Terd” mlode
symbol vs. C57BL/6 mk_’,fie Vs. vs. Terd™ stare vs. Terd vs. Terd™ stare  vs. Tcrd” stare
genu stare Tcrd” mlode mlode
FR p FR p FR p FR p FR p FR p

Angel2 -49.64 0,374 -4,08 0,745 -3,05 0,791 12,15 0,374 16,30 0,374 1,34 0,992
Anxa3 -8,48 0,370 -1,03 0,829 1,52 0,667 8,21 0,371 12,85 0,372 1,57 0,720
Anxab5 -6,09 0,368 1,15 0,625 1,89 0,435 6,98 0,368 11,50 0,366 1,65 0,634
Aridla -7,21 0,370 1,13 0,973 -1,32 0,176 8,13 0,370 5,45 0,372 -1,49 0,422
Arl6ip6 -7,19 0,369 1,27 0,608 -1,59 0,142 9,17 0,368 4,53 0,372 -2,02 0,136
Bublb -12,15 0,374 -1,01 0,734 1,24 0,633 11,99 0,374 15,03 0,374 1,25 0,575
Clga 2,51 0,803 -1,26 0,436 3,00 0,160 -3,16 0,956 1,19 0,400 3,78 0,077
Clgb -1743 0,372 -1,91 0,401 2,19 0,239 9,11 0,373 38,23 0,371 420 0,048
Clqc -2,04 0,185 -1,53 0,271 2,56 0,083 1,33 0,384 5,22 0,058 391 0,014
Cilsl -2191 0,368 -1,55 0,148 -1,25 0,482 14,16 0,369 17,47 0,370 1,23 0,769
C3 -3,65 0,376 -6,70 0,142 -4,03 0,578 -1,84 0,388 -1,10 0,382 1,66 0,474
C3arl -3055 0,374 -1,95 0,199 1,49 0,281 1563 0,374 4557 0,374 2,91 0,012
Cda -5,76 0,376 -1,04 0,700 -1,79 0,458 5,54 0,375 3,23 0,381 -1,72 0,370
C4b -2599 0,324 -1,64 0,317 -1,76 0,433 15,89 0,326 1476 0,330 -1,08 0,605
Charl -6,35 0,369 -2,61 0,276 -3,82 0,077 2,43 0,403 1,66 0,407 -1,46 0,892
Calbl -9,92 0,373 1,19 0,866 -4,39 0,208 11,82 0,373 2,26 0,383 -5,23 0,205
Caspl -2,14 0,280 -1,06 0,884 -4,70 0,258 2,02 0,293 -2,20 0,425 -4,45 0,262
Ccerl -4,25 0,372 -1,47 0,414 -3,45 0,121 2,88 0,412 1,23 0,457 -2,34 0,514
Cd14 -3,10 0,584 -1,06 0,399 -7,53 0,134 291 0,645 -2,43 0,250 -7,08 0,531
Cd163 -2068 0,370 -1,37 0,146 -1,82 0,231 15,10 0,370 11,39 0,371 -1,33 0,402
Cdknlc -5,54 0,369 -1,01 0,835 2,83 0,036 5,48 0,370 15,71 0,360 2,87 0,100
Cfh -3,68 0,089 -155 0,131 -1,19 0,562 2,38 0,132 3,08 0,105 1,30 0,356
Cfhrl -7,18 0,372 1,19 0,866 -4,39 0,208 8,55 0,371 1,64 0,400 -5,23 0,205
Clu 1,74 0,385 1,06 0,833 4,41 0,031 -164 0,471 2,53 0,316 4,15 0,047
Cx3cll -2,89 0,383 -1,33 0,538 2,08 0,134 2,17 0,389 6,02 0,372 2,77 0,111
Cxcl16 -1,36 0,592 -156 0,357 -1,10 0,743 -1,15 0,802 1,23 0,921 141 0,763
Elavll -3,11 0,242 -1,14 0,636 1,01 0,626 2,73 0,260 3,15 0,285 1,15 0,817
Elp3 -2,91 0,259 1,11 0,999 1,94 0,842 3,25 0,261 5,66 0,254 1,74 0,872
Emil -1,82 0,339 356 0,271 2,04 0,250 6,47 0,284 3,71 0,288 -1,74 0,930
Ep300 -3,04 0,322 1,41 0,704 1,64 0,917 4,30 0,313 4,97 0,328 1,16 0,760
Fbx116 -1993 0,366 1,22 0,915 -3,30 0,216 24,36 0,366 6,03 0,371 -4,04 0,213
Fcerlg -8,17 0,371 -1,16 0,610 -1,72 0,254 7,01 0,372 4,75 0,374 -1,48 0,417
Fcgbp 2,78 0,727 1,29 0,480 8,24 0,122 -2,16 0,602 2,96 0,427 6,41 0,134
Fcgrl -7,80 0,373 -1,15 0,632 1,47 0,437 6,79 0,373 11,45 0,372 1,69 0,277
Fcgr2b 1,09 0,421 -1,61 0,099 -1,02 0,686 -1,75 0,491 -1,11 0,465 1,57 0,747
Fcgr3 -2,99 0,154 -1,40 0,300 -1,24 0,392 2,14 0,241 2,41 0,266 1,13 0,934
Foxol -2,56 0,323 1,01 0,907 -1,01 0,643 2,59 0,327 2,54 0,365 -1,02 0,686
Gfap -4,94 0,310 1,10 0,936 -1,82 0,328 5,43 0,312 2,72 0,348 -2,00 0,388
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Gstal -3,01 0,150 2,44 0,090 -2,96 0,212 7,34 0,126 1,02 0,353 -7,23 0,140
Hsfl -455 0,334 103 0,933 1,82 0,944 468 0334 8,26 0,333 1,77 0,917
Jakmip3 -20,49 0373 119 0866 -4,39 0,208 24,42 0,373 4,67 0,375 -523 0,205
Lmna -2,04 0,200 163 0,168 4,18 0,990 3,32 0,167 8,51 0,218 257 0,676
Lmnbl -1,10 0474 195 0,739 2,10 0,734 2,15 0432 2,31 0,431 1,08 0,993
Lmnb2 -919 0370 105 0,96 -4,32 0,210 9,65 0,370 2,13 0,390 -453 0,212
Lsm5 -1,29 0,371 1,40 0,127 -321 0,346 180 0213 -250 0,402 -450 0,325
Ltf 1,96 0,333 -153 0,298 | -2,20 0,029 -300 0,098 | -433 0009 -144 0,221
Mbp -1,79 0,284 1,38 0,230 1,83 0,823 2,47 0,251 3,28 0,276 133 0,798
Mrpl43 -368 0,375 101 0,959 1,19 0,640 3,71 0,375 4,38 0,382 1,18 0,652
Ndufb1l -1,29 0415 109 0,613 -1,75 0,061 140 0347 -136 0942 -190 0,027
Panx1 -3,61 0241 1,04 0,981 1,54 0975 3,73 0,242 5,55 0,247 1,49 0,984
Pdcd6 -136 0428 130 0491 -111 0583 1,76 0,359 1,22 0692 -144 0,453
Phf3 -406 0340 101 0,874 -1,00 0,657 4,10 0,342 4,06 035 -101 0,736
Polrmt 1,23 0,582 1,12 0,851 1,15 0,907 -110 0564 -107 0620 1,03 0,836
Potla 1,80 0,437 1,16 0,788 1,62 0988 -156 0430 -1,11 0,439 1,40 0,887
Rapla -343 0313 122 0437 -1,82 0,181 420 0,304 1,89 0372 -222 0,135
Rnf144b 2,20 0612 1,69 0,181 1,18 055 -130 0489 -187 0836 -143 0,354
S100a8 -7,08 0277 -2,00 0,38 -133,13 0,150 353 0410 -1881 0,169 -66,41 0,155
S100a9 -7,9 0045 -163 0421 -6781 0156 488 0322 -851 0,182 -4155 0,166
Scn2b -451 0,167 -1,02 0,946 -2,06 0,233 4,42 0,163 2,19 0217 -201 0,142
Sirtl -3,87 0297 1,14 0,544 1,28 0995 441 0,291 4,96 0,298 1,13 0,808
Sirt3 -2,80 0327 -1,06 0,707 1,79 0,168 2,65 0,337 5,00 0,301 1,89 0,239
Sirt6 -415 0316 -1,00 0,987 1,17 0,881 414 0316 4,87 0320 1,18 0,875
Smad2 -1,03 0558 1,33 0,557 111 0,742 137 0,496 1,14 0672 -1,19 0,582
Snap23 -156 0,293 -1,08 0,648 -1,08 0590 145 0,347 1,45 0557 -100 0,708
Terfl 1,69 0,881 1,11 0,908 -1,07 0,702 -153 085 -182 0,997 -1,19 0,703
Terf2 1,08 0,628 1,07 0,969 1,69 0873 -1,01 0,645 1,57 0,611 1,58 0,875
Tfam -1,99 0,198 1,10 0,891 -1,37 0,260 2,18 0,196 1,45 0315 -151 0,300
Tfbim -2,80 0,239 -1,00 0,823 1,32 0,905 2,78 0,246 3,69 0,237 1,33 0815
Tfh2m -29 0,213 1,09 0,950 1,75 0,854 321 0,213 5,18 0236 161 0,845
Tinf2 -2,14 0,232 1,08 0,951 1,88 0681 232 0,232 4,03 0214 1,74 0,744
TIr2 -18,64 0345 -7,46 0,201 -7,18 0,156 2,50 0,389 2,60 0,393 1,04 0919
Tird -1,07 0,633 1,08 0,967 1,32 0,694 116 0,638 1,41 0,951 1,22 0,697
Tmem135 -452 0,345 1,34 0,559 2,03 0,701 6,08 0,340 9,17 0,340 151 0,995
Tmem33 -1,18 0,506 -1,09 0,681 -2,95 0,268 109 0558 -250 0512 -271 0,286
Tollip -443 0327 133 0,503 1,98 0922 590 0,322 8,77 0,329 1,49 0,733
Tppl -1,31 0471 -1,03 0,792 2,10 0972 127 0,510 2,74 0508 2,15 0,924
Txnip 2,03 0,776 -1,05 0,747 2,11 0,362 -2,13 0,667 1,04 0822 222 0,381
Vpsl13c -1,68 0,240 -1,06 0,728 1,32 0,679 158 0,345 2,21 0,211 1,40 0,576
Vwaba -1,46 0445 -1,15 0,561 1,23 0,749 127 0,542 1,80 0,571 1,42 0,996
Wrn -459 0,346 -1,04 0,751 151 0,883 4,44 0,348 6,93 0,344 156 0,759
Zbtb10 1,02 0,562 -125 0449 -1,17 0578 -127 0678 -1,19 0,649 1,06 0,869
Zfp9 -1,37 0436 1,02 0,936 2,08 0,344 139 0428 2,85 0312 2,04 0,367
Zfr -210 0,280 1,19 0,550 -2,92 0333 250 0250 -139 0,604 -347 0319
Zmpste24 ~ -1,28 0,495 -1,19 0,572  -3,96 0,292 108 0561 -3,10 0,425 -3,33 0,307
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Tabela 27. Podsumowanie analizy ekspresji genow regulujgcych proces starzenia u myszy szczepu dzikiego
w porownaniu do szczepu 7 delecjg komorek T pd. FR (ang. fold regulation, krotnos¢ regulacji), p — istotnosc
statystyczna. Na czerwono zaznaczono geny, dla ktorych FR>2 i p<0,05. Na niebiesko zaznaczono geny, dla
ktorych FR<-2 i p<0,05.

C57BL/6 mlode C57BL/6 stare C57BL/6 mlode Tcrd” mlode
VS. VS. VS, VS.
symbol genu  T¢rd* mlode Tcrd” stare  C57BL/6 stare  Tcrd” stare

FR p FR p FR p FR p
Clgb -1,91 0401 3823 0,371 -1743 0,372 | 420 0,048
Clqc -1,53 0,271 522 0,058 -2,04 0,185 | 391 0,014
C3arl -1,95 0,199 4557 0,374 -30,55 0,374 | 291 0,012
Clu 1,06 0833 253 0316 1,74 0,385 | 4,15 0,047
Ltf -1,53 0,298 | 433 0,009 19 0,333 -1,44 0,221
S100a9 -1,63 0421 -851 0,182 @ -7,96 0,045 -41,55 0,166

Poréwnujac myszy szczepu dzikiego do myszy z delecja komoérek T yd w tym samych grupach
wiekowych, u myszy miodych nie wykazano statystycznie istotnych roznic
w poziomie ekspresji badanych genow. Natomiast analizujgc myszy stare, wykazano spadek
ekspresji genu Ltf (laktotransferryna) w szczepie Tcrd™,

W przypadku analiz w obrgbie szczepu dzikiego wiek wptynat na ekspresje jednego genu.
U myszy starych wykazano spadek ekspresji genu kalgranuliny B (S100a9, S100 biatko
wigzgce wapn A9).

Proces starzenia u myszy z delecjg komorek T yd zmienit ekspresje czterech genow. Analiza
wykazata podwyzszenie poziomu ekspresji genow, ktore sg sktadnikami uktadu dopetniacza:

(C1gb, Clgc i C3arl) oraz genu kodujacego klasteryne (Clu).
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Ryc. 60. Diagram Venna przedstawiajqgcy zwigzek miedzy ekspresjqg genow w pochwie regulujgcych proces
starzenia u myszy WT i Tcrd™”.
Opracowano przy uzyciu https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html (Oliveros, J.C. (2007-2015) Venny.
An interactive tool for comparing lists with Venn's diagrams).

4.4.4. Pomiar zawartos$ci cytokin w pochwach i macicach w zdrowej tkance oraz po
indukcji zapalenia nablonka w zaleznosci od obecnosci T yd i wieku myszy.

Miode
(2 miesiace)

0 00

QC57BL/6  QTerd”-

przechowywanie

permabilizacja

bufor do
mroienia

—

Stare

(18 miesiecy)

QC57BL/6  CTerd”

bufor
saponinowy

wirowanie analiza
FACS

e [ |

LEGENDplex™
Mouse
Inflammation
Panel

analiza
danych

—

* kontrola — immunizacja dopochwowa PBS
* immunizacja dopochwowa CpG

LEGENDplex™
Data Analysis
Software

Ryc. 61. Schemat przebiegu eksperymentéw okreslajgcych poziom cytokin w pochwach i macicach w zdrowej
tkance oraz po indukcji zapalenia nablonka w myszach typu dzikiego w poréwnaniu do szczepu z delecjq
komorek T yo w zaleznosci od wieku myszy.

W eksperymencie oceniano wptyw wieku oraz obecnosci komorek T yd na stezenie cytokin

odpowiadajacych za kontrole procesow zapalnych, co mialo wykazaé potencjalng role tych

limfocytow w regulacji zapalenia w procesie starzenia. Oddzielnie przebadano zdrowa tkanke

(stan podstawowy) oraz tkanke po wywotaniu zapalenia nabtonka po dopochwowym podaniu
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agonisty receptora TLR9 — CpG. Po 24 godzinach od stymulacji CpG od myszy WT i Terd”
pobierano pochwy i macice, w ktoérych po permeabilizacji badano 13 cytokin za pomoca
zestawu LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel. Probki analizowano na cytometrze
Canto Il, a stezenia badanych cytokin obliczano w programie LEGENDplex™ Data Analysis
Software dostarczonym przez producenta zestawu. Stezenia cytokin przedstawiono na

kolejnych rycinach (Ryc. 62-65).

U myszy starych zaobserwowano wzrost stezenia IL-1a i spadek IL-23 w pochwie w stanie
podstawowym, a takze po indukcji zapalenia nabtonka w porownaniu z myszami mtodszymi.
Brak limfocytow T yd nie mial wplywu na obie cytokiny. Dodatkowo, u myszy starych obu
szczepOwW w stanie podstawowym w pochwie nastapit spadek stezenia IL-27 i IFN-B, a po
indukcji zapalenia wzrosto stezenie IL-17A i zmalat poziom IFN-y, MCP-1, IL-10, IL-6
i IL-27. Tylko u starych myszy Tcrd” odnotowano zwickszone poziomy GM-CSF pod
wplywem CpG. Z kolei u myszy WT stezenie tej cytokiny w tkance niestymulowanej malato

wraz z wiekiem.

W macicy, podobnie jak w pochwie, wraz z wiekem wykazano zwigkszenie stezenia IL-1a oraz
obnizenie IL-10 i 1L-23 w stanie podstawowym i po podaniu CpG w obu szczepach myszy.
Pod wpltywem zapalenia nieznacznie wzrosto stezenie IL-17A i spadt poziom IFN- y u starych
myszy WT i Terd”. Zaobserwowano rowniez spadki pozioméw IFN-B i IL-27 pod wptywem
wieku w stanie podstawowym, ktore poglebity si¢ w tkance z zapaleniem, podczas gdy
MCP-1 w tych samych warunkach ulegto zwigkszonej produkcji. Zmiany zalezne od obecnosci
komorek T yd wykazano jedynie w przypadku indukcji zapalenia nabtonka w macicy: u starych
myszy brak limfocytow T yd spowodowat spadek stezenia MCP-1 i wzrost GM-CSF. Stgzenia
pozostatych trzech badanych cytokin: TNF-a, IL-12p70 i IL-1p zasadniczo nie zmienialy sig.
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Ryc. 62. Poziom steienia cytokin IL-1a, IL-1f i IL-12p70 w pochwach (A) i macicach (B) w stanie
podstawowym oraz po indukcji zapalenia nabltonka w myszach typu dzikiego w porownaniu do szczepu
z delecjg komorek T yo w zaleinosci od wieku myszy.
Stupki przedstawiajq mediane, Kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. **p<0,01,
test U Manna-Whitneya.
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Ryc. 63. Poziom stezenia cytokin IL-23, IL-17A i MCP-1 w pochwach (A) i macicach (B) w stanie
podstawowym oraz po indukcji zapalenia nablonka w myszach typu dzikiego w poréwnaniu do szczepu
z delecjg komorek T yo w zaleznosci od wieku myszy.
Stupki przedstawiajg mediang, Kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05; **p<0,01;

test U Manna-Whitneya.
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Ryc. 64. Poziom steienia cytokin IFN-y, TNF-a i GM-CSF w pochwach (A) i macicach (B) w stanie
podstawowym oraz po indukcji zapalenia nablonka w myszach typu dzikiego w poréwnaniu do szczepu
z delecjg komorek T yo w zaleznosci od wieku myszy.
Stupki przedstawiajg mediang, Kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05; **p<0,01;
test U Manna-Whitneya.

126



¢ C57BL/6 miode
C57BL/6 stare

© Tcrd” mlode
Terd” stare

IL-10
Pochwa
- 24103 .
o
= o
=1 3
I 1108
R .
Q .
s
[
‘N
o .
» .o
oﬁ_' ol
kontrola CpG
IL-6
Pochwa
8x102
= .
£ N
D 6:102
Q. [
; e
= 4<102 *
o
[ .
§ 2100 - .
.
;;5 H :
oles =
kontrola CpG
IL-27
Pochwa
— 4x102
-
E 5
E 32102 5
N~
Q@ B
4 2x102
.g . . .
8 1x10% 2 K ~ B
I
N _ [
kontrola CpG
IFN-B
Pochwa
— 3x102
-
E
k=4
& 2,
= 2x10
[T
=
2 2
£ 1x10 o
N 5 o 4 M
g .
5 MMM o
kontrola CpG

* C57BL/6 miode
C57BL/6 stare

 Tcrd” miode
Terd” stare

e C57BL/6 miode
C57BL/6 stare

* Terd” mtode
Terd” stare

* C57BL/6 miode
C57BL/6 stare

* Tcrd” miode
Terd” stare

W

Stezenie IL-10 [pg/mL]

Stezenie IL-6 [pg/mL]

Stezenie IL-27 [pg/mL]

Stezenie INF-B [pg/mL]

2x103

1x103

8x10%

6x10%

4x10%

2x102

4x10%

3x102

2102

1x102

3x102

2x102

1x102

s £

IL-10
Macica

.

kontrola CpG
IL-6
Macica
.
.
. . .
Y - -
kontrola CpG
IL-27
Macica
. .
. .
* .
.
e
Elﬂ._._.m. SIPVSTIR—
kontrola CpG
IFN-B
Macica
.
.
. S
‘ ﬁ
kontrola CpG

Wyniki

C57BL/6 miode
C57BL/6 stare
Tcrd” miode
Terd” stare

C57BL/6 miode
C57BL/6 stare
Tcrd” miode
Terd” stare

C57BL/6 miode
C57BL/6 stare
Terd” miode
Tcrd” stare

C57BL/6 miode
C57BL/6 stare
Tcrd” miode
Terd” stare

Ryc. 65. Poziom st¢zenia cytokin IL-10, IL-6, IL-27 i IFN-B w pochwach (A) i macicach (B) w stanie
podstawowym oraz po indukcji zapalenia nabltonka w myszach typu dzikiego w porownaniu do szczepu
z delecjg komorek T yo w zaleznosci od wieku myszy.

Stupki przedstawiajg mediang, Kazda kropka reprezentuje pojedynczq mysz. *p<0,05; **p<0,01;

test U Manna-Whitneya.
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5. Dyskusja

Uktad immunologiczny jest jednym z najbardziej fascynujacych, jak i skomplikowanych
systemoOw, regulujacych procesy zyciowe w organizmie. Jego gldownym zadaniem jest
utrzymanie homeostazy poprzez odrdznianie tego, co wilasne i bezpieczne od tego, co obce
I potencjalnie niebezpieczne. Do uktadu immunologicznego zaliczamy wiele typow komorek —
tzw. immunocytow, ktore za pomocg réznego rodzaju receptoréw monitorujg otaczajace je
srodowisko. Po potaczeniu sie okreslonego receptora ze swoistym ligandem komorki te ulegaja
aktywacji, dzigki czemu moga neutralizowa¢ Ilub niszczy¢ czynniki potencjalnie
chorobotworcze. Cze$¢ komorek uktadu odpornosciowego, zaliczanych do odpornosci
wrodzonej, od razu po kontakcie z ,,patogenem” wchodzi w tryb efektorowy. Do drugiej grupy
zaliczamy komorki uktadu odpornosci nabytej, ktore przy pierwszym kontakcie ,,ucza si¢”
rozpoznawac zagrozenie, by przy kolejnym kontakcie zareagowac szybciej i precyzyjniej niz
komorki odpornosci wrodzonej. Limfocyty T yd, na ktorych skupia si¢ ta rozprawa, sa
okreslane czesto w literaturze jako ,,most” pomigdzy odpornoscig wrodzong i nabytg a ich
rozpowszechnienie w tkankach bogatych w nabtonek sugeruje, ze tworza pierwsza lini¢ obrony
przed patogenami. Z jednej strony ulegajg one silnej i wczesnej aktywacji poprzez rozpoznanie
konserwatywnych antygendéw, co pozwala im reagowa¢ niemal natychmiast na zagrozenie.
Z drugiej strony, limfocyty te wchodza w interakcje z roznymi komoérkami zaangazowanymi
w przetwarzanie i reakcje na obce antygeny, dzieki czemu mogg regulowa¢ odpowiedz

adaptacyjna.

Stosunkowo duzo uwagi poswigcono srodnabtonkowym limfocytom T yd w naskorku i jelitach,
ktore prowadza nadzor immunologiczny w obrgbie tych tkanek, reagujac na szkodliwe
dziatanie czynnikow pozaustrojowych. W zenskim uktadzie rozrodczym to pochwa jest
miejscem kontaktu ze srodowiskiem zewngtrznym i podobnie do innych organéw pokrytych
tkankg nablonkowa, kontrolowana jest przez analogiczng populacje komorek T yo.
W odréznieniu jednak od naskorka i jelit, nabtonek rozrodczy dodatkowo podlega regulacji
przez hormony piciowe, ktore nie tylko wplywaja na aktywnos$¢ komorek epitelialnych, ale
réwniez modulujg funkcje immunocytéw. Ztozonos¢ tego uktadu, wynikajaca rowniez z samej
jego budowy (pochwa, szyjka macicy i macica), sprawia, ze jak dotad niewiele wiadomo jest
na temat roli homeostatycznej limfocytow T yd w obrebie drog rodnych. Celem niniejszej
rozprawy byla wiec proba wyjasnienia ich znaczenia dla zenskiego uktadu rozrodczego

w modelu mysim.
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W pierwszym etapie pracy, ze wzgledu na brak danych w literaturze, opracowatam metodyke
analizy mikroskopowej i cytometrycznej mysiej pochwy. Gtownym czynnikiem utrudniajacym
prace badawcze byla grubos$¢ i zwarta struktura §ciany pochwy, ktore stanowity problem dla
precyzyjnego i bezstratnego okreslenie statusu limfocytow T yd. Dzigki zastosowaniu technik
oczyszczania optycznego tkanek (ScaleS (189) i CUBIC (188)), przetwarzanych jako ,,whole
mount”, bylam w stanie zobrazowa¢ nienaruszong $ciang pochwy i przeprowadzi¢ bardzo
zaawansowane analizy iloSciowe obrazéw, okreslajace liczebnos$¢ tych komorek i zmiany ich
dystrybucji w roznych stanach fizjologicznych. Byly to calkowicie nowatorskie badania,
poniewaz jak do tej pory zadna z metod oczyszczania tkanek nie zostata przetestowana na tym

organie (176).

Wykazatam, ze obie testowane metody oczyszczania byly odpowiednie do analizy komorek
z ckspresja GFP w $cianie pochwy i pozwolity na wykrycie limfocytoéw T yd na wigkszych
glebokosciach niz w przypadku probek kontrolnych bez oczyszczania. Taka preparatyka
znajduje wiasnie najlepsze zastosowanie do tkanek myszy reporterowych, w ktorych
poszczegolne typy immunocytow, definiowane na podstawie biatek powierzchniowych lub
czynnikow transkrypcyjnych, wytwarzaja 1 gromadza duze iloSci biatka fluorescencyjnego
(172). Myszy fluorescencyjne mozna ze sobg krzyzowa¢ w celu otrzymania wielokrotnych
krzyzowek do jednoczesnej wizualizacji wielu populacji leukocytow w tkance (sygnat
pochodzacy z nawet trzech lub czterech biatek fluorescencyjnych (np. mCer, GFP, YFP
i DsRed) mozna rozdzieli¢ spektralnie). Niestety, proces krzyzowania jest bardzo
czasochtonny, kosztowny i mato wydajny, co zdecydowanie ogranicza stosowanie metod
oczyszczania na szerokg skale w takich modelach. Zaréwno ScaleS, jak i CUBIC sg jednak
kompatybilne ze znakowaniem immunofluorescencyjnym (wedlug danych literaturowych),
dzieki czemu mozliwa jest lepsza charakterystyka tkanek poprzez analize dodatkowych
markerow 1 struktur komorkowych. Reczywiscie, obie metody oczyszczania tkanek pozwolity
na wizualizacj¢ lamininy, do barwienia ktorej zastosowatam pierwszorzgdowe przeciwciato
anty-laminina 5 oraz znakowane fluorescencyjnie przeciwciato drugorzedowe. Zgodnie
z literaturg metody oczyszczania sg bardziej kompatybilne z barwieniami dwuetapowymi niz
z barwieniami przeciwciatami skoniugowanymi bezpo$rednio z fluorochromem (178). By¢
moze taka procedura bytaby wtasnie potrzebna do obrazowania TCR yd w 0czyszczonej $cianie
pochwy i analiz dotyczacych tozsamosci komoérek T yd (Vy6* czy Vy5%), widocznych
w nabtonku na podstawie sygnatu GFP. Do barwien oczyszczonych metodag CUBIC tkanek

wykorzystalam bezposrednio znakowane przeciwciata anty-TCR 8 i anty-Vy5*. Niestety
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sygnat TCR yd w obszarze pochwy praktycznie przestat by¢ wykrywalny. Dopiero obrazowanie
tkanek nieoczyszczonych, przy ograniczeniu do 100 um glgbokosci, pozwolito wykry¢ TCR yd
w $cianie pochwy | wykazaé, ze komérki T yd bez tancucha Vy5 (potencjalnie Vy6") miaty ok.
50-krotnie nizszg ckspresjc TCR. Najprawdopodobniej zastosowanie wieloetapowej
1 roztozonej w czasie procedury oczyszczania spowodowato dalsze obnizenie ilosci antygenu
i byto przyczyng braku jego detekcji. W tym wypadku uzycie drugorzedowego przeciwciata
w celu wzmocnienia sygnalu mogloby pomdc w wizualizacji TCR w oczyszczonej tkance.
Podobnie mozna wyttumaczy¢ niepowodzenie w obrazowaniu cytoszkieletu z wykorzystaniem
falloidyny — w wyniku barwienia otrzymatam jedynie rozmyty sygnat sugerujacy rozpad
F-aktyny w trakcie procedury oczyszczania.

Opracowanie metody wizualizacji btony podstawnej pochwy na drodze immunofluorescencji
i wykorzystanie sygnatu SHG oraz GFP pozwolito mi na wykonanie analizy 3D limfocytow
T vy w zalezno$ci od fazy cyklu rujowego myszy. Zastosowanie techniki oczyszczania byto
szczegoblnie istotne w przypadku fazy estrus, w ktorej nabtonek osigga maksymalng grubos¢
w trakcie cyklu rujowego - okoto 170 mikrometréw. Moglam dzigki temu przeprowadzic
analizy komorek zarowno w nabtonku, jak i w podscielisku, ktore bytoby niedostepne optycznie
z uwagi na nieprzezroczystos¢ 1 grubos¢ tkanki. Typowa preparatyka histologiczna,
prowadzaca do wytworzenia seryjnych skrawkow wzdluznych lub poprzecznych w stosunku
do $ciany pochwy, uniemozliwitaby wykonanie tak wyrafinowanych badafn. Oprocz samego
oczyszczania tkanki 1 wygenerowania serii obrazow, pokazujacych lokalizacje komorek T o,
kolejnym nowatorskim aspektem tej pracy byt rozwdj algorytmdéw przetwarzania zdjgé
mikroskopowych. We wspotczesnej mikroskopii ktadzie si¢ ogromny nacisk na analize
ilosciowg obrazOw, przez co obrazowanie staje si¢ petnoprawnag technika analityczna,
pozwalajaca na zobiektywizowane i liczbowe poréwnywanie warunkoéw eksperymentalnych.
Dzigki rozwojowi oprogramowania do obrobki zdjec i wykrywaniu w seriach obrazow réznych
obiektéw mozna obecnie tworzy¢ dodatkowe ,,wirtualne” kanaly, w ktorych intensywno$¢
sygnatu koduje odleglo$¢ od danego obiektu w tréjwymiarowej przestrzeni. Tylko w ten sposob
moglam wykaza¢, ze w diestrusie limfocyty T yd znajdujg sie¢ w wiekszej odlegtosci od
kolagenu 1 btony podstawnej w poréwnaniu do fazy estrus. Takie odpowiedzi na pytania
biologiczne, uzyskane dzigki innowacyjnym metodom obrazowania i analizy zdje¢, oczywiscie
rodza kolejne pytania i nowe hipotezy do dalszej weryfikacji. Przyktadowo, obecno$¢ tych
komorek w gdérnych warstwach nabtonka, pomimo mniejszej ilosci warstw 1 utraty

zrogowaciatych komorek w fazie diestrus, moze sugerowac ich aktywng migracj¢ w kierunku
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Swiatla pochwy, np. w celu lepszego monitorowania stanu nabtonka. Nalezaloby wigec wykazac,
czy limfocyty T yd aktywnie penetruja warstwe szczytowa nablonka podczas fazy diestrus, czy
tez pasywnie przesuwaja si¢ wraz z otaczajacymi komodrkami podczas procesu zhuszczania
warstw terminalnie zr6znicowanych. Do sprawdzenia jest rowniez, czy wzrost liczby komorek
T vé w fazie diestrus jest wynikiem ich proliferacji in situ, czy tez migracji do $ciany pochwy
z krazenia lub innych tkanek. Zeby odpowiedzie¢ na te pytania, potrzebne jest opracowanie
techniki obrazowania przyzyciowego limfocytow T yd 1 rejestracja dynamiki ich ruchu
w roznych fazach cyklu. Pilotazowe badania, w ktorych uczestnicze, pokazuja, ze jest to

mozliwe.

Nowoczesne techniki mikroskopowe daja duze mozliwos$ci analizy tkanek w 3D, natomiast
ograniczajg si¢ do monitorowania kilku populacji komérek w tym samym czasie | w wybranym
polu widzenia. Alternatywng metoda badania komorek uktadu odpornosciowego jest
cytometria przeptywowa, dzigki ktérej mozna analizowa¢ wiele populacji komoérek
jednoczesnie w skali calego organu lub wigkszego fragmentu. Jest to potezne narzedzie
stosowane do charakteryzowania rezydentnych komorek odpornosciowych, jednak wymaga
enzymatycznej degradacji tkanek w celu uwolnienia pojedynczych komoérek do analizy.
Dobranie odpowiedniego protokolu homogenizacji tkanki jest kluczowym elementem analizy,
poniewaz musi jednoczes$nie skutecznie uwolni¢ komoérki z tkanek oraz zapewni¢ ochrone
markerow powierzchniowych przed degradacja. W moich badaniach okazato si¢, ze faza cyklu
rujowego miata duzy wplyw na liczbe uzyskanych komoérek po trawieniu. Po zastosowaniu
liberaz otrzymatam wigcej komorek w fazie diestrus niz w fazie estrus. Zaskakujaco,
powszechnie stosowane enzymy referencyjne (kolagenaza IV i dyspaza II) byly mniej
skuteczne niz sama obrobka mechaniczna. Prawdopodobnie wynika to z faktu, Zze zrogowaciale
warstwy nabtonka majg silniejsze potaczenia miedzykomorkowe 1 sa mniej wrazliwe na
kolagenaze i dyspazg. Z powodu wigkszej grubosci nablonka w fazie estrus, wydajnosé
trawienia byta znacznie nizsza w porownaniu z fazg diestrus. Podczas fazy diestrus wydzielane
sg endogenne metaloproteinazy macierzy (ang. matrix metalloproteinases, MMPS) co moze
thumaczy¢ otrzymanie wigkszej liczby komorek w kontrolnej, nietrawionej macicy (219).
Metoda opisana w pracy Itohara i in. z 1990 roku, w ktorej do trawienia pochwy w diestrusie
zastosowano 0,5% roztwor trypsyny i 30% gradient Percoll, pozwolita na uzyskanie okoto
1 x 10* komérek z kazdej pochwy. Uzywajac liberaz (w szczegodlnosci Liberazy DH i TH)
uzyskatam $rednio ponad 1,5 x 10* komoérek z pojedynczej pochwy w fazie diestrus, co

stanowito prawie dwa razy wiecej komorek niz otrzymanych w fazie estrus.
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Oprocz ilosci otrzymanych komorek w zaleznosci od zastosowanego enzymu sprawdzitam ich
zywotnos¢. Traktowanie pojedynczymi enzymami: kolagenaza IV i dyspaza II, znacznie
zmniejszyto zywotnos¢ komorek, co bylo szczegoélnie widoczne w fazie estrus. Zgodnie
z oczekiwaniem trawienie pochwy i macicy za pomocg liberaz znacznie lepiej zachowato
zywotnos$¢ izolowanych komoérek niz mechaniczne rozdrabnianie tkanek. Ponadto, enzymy
proteolityczne moga wptywac na uwalnianie roznych populacji komorek a takze na degradacje
antygenow powierzchniowych. Rowniez w tym przypadku liberazy byly bardziej efektywne
niz kolagenaza IV i dyspaza Il, ktére znacznie zmniejszyly liczbe wykrytych leukocytow
CD45* w obu badanych przedziatach uktadu rozrodczego, zwlaszcza w fazie diestrus. Wyniki
te sg zgodne z poprzednimi doniesieniami, w ktérych trawienie dyspaza osrodkowego uktadu
nerwowego szczura (220) i sledziony myszy (202) znacznie obnizyto poziom wykrywalnosci

wielu markeréw powierzchniowych leukocytow.

W badaniach cytometrycznych nie zaobserwowatam istotnych zmian odsetka leukocytow
wsrod komorek macicy w fazie estrus i diestrus. Jest to przeciwstawny wynik do pracy Dienera
iin. (100), w ktorej pokazano, ze populacja leukocytoéw w macicy zmienia si¢ liczebnie podczas
cyklu rujowego, przy czym najwigcej leukocytow zaobserwowano w fazie estrus. Natomiast
w innym badaniu, wykazano ze odsetek limfocytow T yo w macicy myszy nie begdacych
w cigzy, jest wiekszy w fazie diestrus niz proestrus (101). Roznice migdzy tymi badaniami
prawdopodobnie wynikaja z r6znych protokotow izolacji opartych na kolagenazie D (101)
i kolagenazie | (100). Ponadto proporcja pochwowych komoérek CDI11c¢™ zmniejszyta sig
w diestrusie. Mozna to wytlumaczy¢ naptywem niezidentyfikowanych jeszcze subpopulacji
komorek CD45" lub migracjg CD11c¢* z pochwy do pobliskiego drenujgcego wezta chtonnego,
€0 mogloby zmieni¢ proporcje komoérek w tkance. W poréwnaniu do fazy estrus, zauwazytam
rowniez wzrost zawartosci limfocytow T yd w diestrusie, a ich najwyzsza bezwzgledna liczbe
stwierdzitam po zastosowaniu do trawienia Liberazy TL o niskiej zawartosci termolizyny. Co
zaskakujace, liberazy o $redniej i wysokiej zawartosci termolizyny byly znacznie mniej
skuteczne w uwalnianiu limfocytow T yo lub w zachowaniu kompleksu TCR y6 na powierzchni
komorek. Wrazliwos¢ tego markera na degradacj¢ proteolityczng pod wplywem termolizyny
nalezaloby potwierdzi¢ w oddzielnych badaniach. Zmiany liczebnosci limfocytow T yd
wywolane hormonami plciowymi zaobserwowatam réwniez w weztach chlonnych
ledzwiowych, ktore drenujg uktad rozrodczy. W fazie diestrus stwierdzitam zwigkszenie liczby
tych komorek. Nie jest jednak jasne, czy wzrost ten wynika z miejscowej proliferacji, migracji

z pochwy czy nagromadzenia limfocytow T y6 z krwi obwodowej. Przygotowanie weztow do
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analizy cytometrycznej nie wymagato obrobki enzymatycznej, zatem mozna wykluczyé

jakiekolwiek potencjalne trawienie markeréw powierzchniowych.

Opracowanie technik analizy mikroskopowej i cytometrycznej tkanek uktadu rozrodczego
umozliwito mi kontynuacj¢ prac badawczych, skupiajacych si¢ na ocenie funkcji komorek T yd
rezydujacych w nabtonku rozrodczym. Dane literaturowe pokazuja, ze limfocyty te moga by¢
zaangazowane w prezentacje antygendéw oraz stymulacje limfocytow B 1 T, wptywajac na
odpowiedz uktadu immunologicznego na patogeny i pochodzace z nich antygeny. Kolejny etap
pracy polegal wiec na sprawdzeniu potencjalnej roli limfocytow T 3 obecnych
w uktadzie rozrodczym we wzbudzeniu reakcji odpornosciowych po immunizacji antygenami
aplikowanymi na btong $luzowa pochwy. Badania te stuzyly jednocze$nie ocenie skutecznosci
immunizacji dopochwowej w poroéwnaniu z alternatywnymi drogami, takimi jak podskérna
i donosowa. Przeanalizowatam stymulacje¢ antygenow0-swoistych przeciwcial, stosujac dwa
antygeny T-zalezne (biatko owoalbumina i koniugat toksoidu tezca z trdjsacharydem obecnym
w B-mannanie z C. albicans) w obecnos$ci r6znych adiuwantow, stosowanych w zaleznosci od
drogi podania i typu antygenu. Sprzezenie antygenu cukrowego C. albicans z toksoidem t¢zca
byto podyktowane dazeniem do zwigkszenia immunogennosci polisacharydu i1 orientacji

odpowiedzi immunologicznej na zalezng od limfocytow T.

We wstepnym etapie badan sprawdzitam indukcje produkcji swoistych przeciwcial na
owoalbumine w zalezno$ci od fazy cyklu (estrus i diestrus). Zgodnie z dostepng literatura
przeprowadzona przeze mnie immunizacja dopochwowa byta zalezna od cyklu hormonalnego
I praktycznie nieskuteczna w fazie estrus w przypadku indukcji ochronnych przeciwciat klas
IgG i IgA (141). Przypuszczalnie wlasnie w fazie zdominowanej przez estrogeny indukowana
jest tolerancja, aby zapobiec reakcjom zapalnym przeciwko plemnikom i bakteriom
komensalnym. Estradiol wplywa na zwigkszenie grubosci nablonka pochwy i zwigkszong
produkcje $luzu (211,221) oraz wyraznie reguluje odpowiedZz immunologiczng w macicy
1 pochwie, hamujgc zdolno$¢ komorek pochwy do prezentowania antygenu i indukowania
proliferacji limfocytow T (222). Faza cyklu rujowego nie miata natomiast znaczenia przy

immunizacji podskornej i donosowej, co rowniez zostato pokazane przez innych badaczy (223).

Moje badania wykazaty, ze podanie dopochwowe owoalbuminy nie byto tak efektywne jak
podanie donosowe w indukcji przeciwciat IgA w wydzielinach pochwy, co jest kluczowym
mechanizmem odporno$ciowym w btonach §luzowych (144). Faza cyklu rujowego nie miata

znaczenia przy podaniu owoalbuminy donosowo, co dodatkowo podkresla przewage
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immunizacji donosowej nad dopochwowg. Z drugiej strony, blona §luzowa pochwy ma niska
aktywno$¢ enzymatyczng i stosunkowo duzg powierzchnig¢ do penetracji antygenu, co sprawia,
ze droga dopochwowa moglaby by¢ alternatywa dla drogi donosowej w przypadku
samodzielnego podania potencjalnej szczepionki (224). Dodatkows korzyscig tej drogi
podania, w porownaniu do drogi donosowej, byla wigksza stymulacja produkcji przeciwciat
podklasy IgG2b i IgG2¢c w obrebie nablonka pochwy. Przeciwciata te sa zwigzane z indukcja
odpowiedzi komoérkowej i mechanizmu Cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat
(ang. antibody-dependent cell cytotoxicity, ADCC). Lokalne wzbudzenie ADCC moze
skutecznie ogranicza¢ infekcje blony Sluzowej uktadu rozrodczego. Efekt ten byl jednak
niewidoczny w przypadku szczepienia koniugatem, co moze wynika¢ cze$ciowo z inngj
aktywnos$ci adiuwantowej B-glukanu niz CpG, zastosowanych do wzmocnienia indukowane;j
odpowiedzi immunologicznej. Oligodeoksynukleotyd CpG, bedac agonista receptora TLR9,
jest opisany w literaturze jako stymulator reakcji Thl (225). Z kolei B-glukan, stosowany
wcezesniej jako skuteczny adiuwant dla koniugatu trojsacharydowego i toksoidu tezca, bedac
aktywatorem dektyny-1, pobudza odpowiedz typu Thl i Th17 (154,208), aczkolwiek inne
opublikowane dane z badan in vitro pokazuja réwniez indukcj¢ cytokin Th2 pod jego wptywem
(226).

Rola adiuwantow byta rowniez zauwazalna przy réznych drogach szczepienia. Zar6wno po
podaniu owoalbuminy, jak i1 koniugatu droga podskorng z wodorotlenkiem glinu jako
adiuwantem w surowicach przewazata zdecydowanie odpowiedZz humoralna, co byto zgodne
z profilem wzbudzanych reakcji typu Th2, opisanych dla tej substancji (143). Natomiast
wykorzystanie CpG i B-glukanu razem z antygenami spowodowato obnizenie stosunku
IgG1/1gG2a, co wskazuje na zmiang Kierunku indukcji odpowiedzi w strong Thl

(komoérkowej).

Z uwagi na wigkszg skuteczno$¢ immunizacji dopochwowej w fazie diestrus, wptyw komorek
T vd uktadu rozrodczego na produkcje przeciwciat badatam jedynie w tej fazie cyklu rujowego.
Prace eksperymentalne pokazaty, ze udziat limfocytow T yé w indukcji antygenowo-swoistych
przeciwcial byt niewielki. Przy podaniu dopochwowym owoalbuminy komorki T yd nie miaty
zadnego wplywu na odpowiedz immunologiczng zaréwno w surowicy, jak 1 w wydzielinach
pochwy. Zmierzone poziomy przeciwciat anty-OVA byty podobne w szczepie WT i Tcrd™.
Komorki T yd odegraly jednak nieznaczng rolg w stymulacji swoistych przeciwcial po
immunizacji dopochwowej koniugatem toksoidu tgzca z trojsacharydem C. albicans. U myszy

z delecjg limfocytow T yd zaobserwowatam obnizenie poziomu przeciwciat IgA, IgG2b i IgG3
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W surowicy, co moze sugerowaé aktywny udzial tych komorek w procesach prezentacji
okreslonego typu antygenu. Co ciekawe, w przypadku szczepienia owoalbuming droga
podskorng zaobserwowatam efekt hamujacy i obnizenie produkeji IgG anty-OV A w obecnosci
komorek T yd. Wynik ten wskazuje na immunoregulatorowa role tych limfocytoéw, jednak
konieczne bylyby dalsze badania w celu wykazania, jaka populacja limfocytéw T yd — skorna
czy zrekrutowana z krwiobiegu — jest odpowiedzialna za supresje indukcji odpowiedzi na ten

antygen w tej lokalizacji.

Poszukujac wyjasnienia niewielkich roznic we wzbudzeniu antygenowo-swoistych przeciwciat
u myszy szczepu WT i Terd”, sprawdzitam status pozostatych komoérek odpornosciowych
w obrgbie ukladu rozrodczego. Zalozylam, zZe immunizacja droga dopochwowa
z wykorzystaniem adiuwantéw powinna prowadzi¢ do zmian dystrybucji immunocytow
w obrgbie nabtonka pochwy w wyniku aktywacji receptorow PRR i wywotanego przez nie
stanu zapalnego. Miatoby to bezposrednie przetozenie na pobudzenie odpowiedzi na podane
antygeny. W zwigzku z tym przeanalizowatam tkanki obu szczepéw myszy po indukcji
zapalenia modelowanego przez dopochwowe podanie adiuwantow — agonistow receptoréw
TLR9 i TLR7 — CpG i R848, odpowiednio. Zgodnie z oczekiwaniami zaobserwowatam
w pochwie wzrost liczby komorek dendrytycznych i makrofagow (F4/80*) oraz komorek
tucznych i bazofili (FceRIu"), ktore sg podstawowymi komorkami odporno$ci wrodzonej,
dziatajacymi lokalnie, aby zmniejszy¢ obcigzenie patogenami i zainicjowaé odpornosc
adaptacyjng (19). Dodatkowo CpG spowodowato zwigkszenie odsetka komorek z markerem
CD19* (komorki B, komoérki dendrytyczne) i CD117* (hematopoetyczne komorki macierzyste
i komorki tuczne), a R848 zwigkszylo udzial komorek CD11c™ (komorki dendrytyczne,
makrofagi, granulocyty) oraz NK-1.1" (komoérki NK, komorki NK-T). Pokazalo to silng
odpowiedz uktadu odpornosciowego w pochwie, skierowang na zapobieganie zakazeniom
przez drobnoustroje chorobotworcze (227). W macicy odpowiedz na oba stymulatory byta
zdecydowanie mniejsza niz w pochwie i spowodowata jedynie wzrost frekwencji komorek
tucznych i bazofili (FceRIa'). Wykazane rdéznice w obrebie obu przedziatow ukladu
rozrodczego moga wynikac z izolacji macicy od lokalnego zapalenia w pochwie a takze z innej
struktury komodrkowej, prowadzacej do odrebnych funkcji pelnionych przez te organy,
szczeg6Olnie widocznych w czasie cigzy (31). Porownujac oba szczepy myszy, nie
zaobserwowalam jednak znaczacych réznic pomigdzy nimi, co moze thumaczy¢ wyniki analiz
przeciwcial 1 brak wyraznego wptywu obecnosci komorek T yo na aktywacje i/lub rekrutacje

innych immunocytéw w uktadzie rozrodczym. Niewykluczone, ze przy braku limfocytow T yo
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ich nisze¢ wypelniajg komoérki T af, ktore pelnig podobng funkcje regulatorowa, tak jak to sie

dzieje w naskorku myszy szczepu Terd” (218).

Brak réznic pomiedzy szczepami mogl takze wynika¢ z mtodego wieku badanych myszy
(2 miesiagce), kiedy funkcje uktadu odpornosciowego sa plastyczne i niezaburzone przez proces
starzenia. Przeprowadzitam w zwigzku z tym szereg badan, porownujgc myszy mtode obu
szczepow do myszy starych — w wieku 18 miesiecy. U myszy zmiany reprodukcyjne zaczynaja
si¢ w wieku 13-14 miesiecy, a po 17 miesigcach U okoto 80% samic cykl rujowy jest
nieregularny (228). U myszy szczepu dzikiego nie zaobserwowatam zmian iloSciowych
limfocytow T y6 w pochwie — ich catkowita liczba i rozktad procentowy w nabtonku
i podscielisku pochwy byly state, niezaleznie od wieku myszy. Badajac macice myszy starych,
zaobserwowatam dwukrotny wzrost liczby komorek T y6 w porownaniu do myszy miodych.
Nie jest jasne czy spadek produkcji hormonow piciowych w podesztym wieku moze za to
odpowiadaé, poniewaz ich wptyw na populacje limfocytow T 6 w macicy nie jest
jednoznaczny. Cze$¢ badaczy twierdzi, Ze najwigcej tych leukocytdéw wystepuje
w zdominowanej przez estradiol fazie estrus (100), natomiast inni zauwazaja, ze odsetek
limfocytow T yd w macicy jest wigkszy w fazie diestrus niz proestrus (101). U kobiet po
menopauzie w endometrium stwierdza si¢ spadek ilo$ci leukocytow w porownaniu do mtodych
kobiet — nie wiadomo jednak jak menopauza wptywa na liczb¢ komoérek T yd (37). Badania na
myszach wykazaly, ze ilo§¢ limfocytow T z Vyl.1* 6.3 TCR wzrasta okoto stukrotnie
w uktadzie rozrodczym w okresie cigzy (gtownie w obszarze lozyska) i zaleznie od fazy
rozwoju ptodu moga mie¢ one dziatanie abortogenne lub ochronne dzigki ekspresji TNF-a, lub
TGF-B, odpowiednio (94,229). Kolejne analizy fenotypowe komoérek z uwzglednieniem profilu
produkowanych przez nie cytokin bylyby niezbedne, aby zweryfikowac tozsamos¢ komorek
T y6 w macicy u starych myszy 1 sprawdzi¢ czy wraz z wiekiem nie przyrasta abortogenna

populacja Vy1.1* 86.3" TCR TNF-o".

Niezmienna liczba pochwowych limfocytow T yd niezaleznie od wieku jest zgodna z danymi
dotyczacymi skory. Analogiczna populacja komoérek T yd w naskérku (DETC) réwniez
pozostaje na stalym poziomie wraz z wiekiem (218). Jednakze liczba zastepczych komorek afp
DETC w skorze myszy szczepu Tcrd™ zmniejsza sie o prawie 50% w ciagu 1 roku zycia (218).
Zaktadajac, ze podobny mechanizm dotyczy réwniez nabtonka pochwy nalezaloby oczekiwac,
Ze u myszy starych pozbawionych limfocytow T yd kontrola immunologiczna pochwy ulegnie

ostabieniu, co wptynie bezposrednio na kondycje tej tkanki.
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Wraz z wiekiem w wielu narzagdach gromadzone sg komorki, ktore wykazuja oznaki
uszkodzenia DNA oraz maja niska zdolno$¢ proliferacji. Akumulacja starzejacych si¢ komorek
prowadzi do dysfunkcji narzadéw, stanu zapalnego i moze leze¢ u podstaw wielu chordb
zwigzanych z wickiem (230). Wiek wplywa na poziom ekspresji wielu genow, dlatego
zbadatam poziom ekspresji 84 genéw w pochwach u myszy mtodych i starych szczepu dzikiego
oraz myszy z brakiem limfocytow T yd. Pomigdzy testowanymi grupami znalaztam jedynie
sze$¢ gendw o zmienionym poziomie ekspresji. Badania mozna potraktowac jako badania
wstepne ze wzgledu na malg liczbe osobnikoéw w grupach (n = 3). Dla trzech genéw istotnos¢
statystyczna wynosita prawie 0,05; dlatego nalezatoby powtorzy¢ analiz¢ wybranych sze$ciu

gendw na wigkszej grupie zwierzat.

Nie zaobserwowalam zadnych statystycznie istotnych réznic w ekspresji genow miedzy
mlodymi myszami obu szczepow. Natomiast poziom genu laktotransferyny (Ltf) ulegt
obnizeniu u starszych myszy z delecja komérek T yd w poréwnaniu z myszami SzCzepu
dzikiego w tym samym wieku. Laktotransferyna (Ltf), znana rowniez jako laktoferyna (Lf), jest
glikoproteing wigzaca zelazo, obecng w mleku, §$linie i innych wydzielinach
zewnatrzwydzielniczych (231). Pelni ona wiele funkcji biologicznych, w tym wywiera
dziatanie przeciwbakteryjne i immunomodulujace (232). Ltf bierze udzial w ochronie
przeciwko powszechnym infekcjom droég rodnych, absorbujac jony zelaza, ktore sa
niezbgdnym sktadnikiem odzywczym dla wielu bakterii narzadéw piciowych (233). Ponadto
Ltf wiaze lipopolisacharyd enterobakterii (LPS), zwigksza przepuszczalnos¢ bakterii poprzez
destabilizacje $ciany komorkowej i zapobiega aktywacji receptora TLR4 (234). Stgzenie Ltf
wzrasta podczas infekcji narzadow piciowych z powodu jej uwalniania z neutrofili
infiltrujacych miejsce zakazenia (235,236). Wszystkie glowne subpopulacje limfocytow
wytwarzaja Ltf po aktywacji. Co wazne, odsetek aktywowanych limfocytow T 79,
wykazujacych ekspresje Ltf, jest znacznie wigkszy niz aktywowanych limfocytow aff (237).
Poziom Ltf wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia estradiolu we krwi (238). Otrzymane wyniki sa
wigc zgodne z literaturg — brak limfocytow T yd 1 niski poziom estrogenu U starych samic moga
byé razem odpowiedzialne za obnizona ekspresje Ltf u myszy szczepu Tcrd™ w podesztym

wieku, potencjalnie prowadzac u nich do stabszych odpowiedzi przeciwdrobnoustrojowych.

U myszy szczepu dzikiego jedynie ekspresja genu S100a9 ulegta obnizeniu wraz z wiekiem.
Pordéwnujac stare myszy szczepu WT ze starymi myszami szczepu Tcrd”” zauwazytam podobny
trend, jednakze nie osiagnat on istotnosci statystycznej. S100a9 to biatko wigzace wapn o malej

masie czasteczkowej z rodziny S100, znane rowniez jako kalgranulina B (239). Razem
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z S100a8 (kalgranulina A) oba biatka nalezg do podgrupy struktur molekularnych zwigzanych
z uszkodzeniem (ang. damage-associated molecular patterns, DAMPS), zwanych
»alarminami” (240). S100a8 i S100a9 tworza przeciwbakteryjny kompleks heterodimeryczny
nazywany Kkalprotektyng, ktory dziala gltownie poprzez wigzanie z receptorem TLR4
i receptorem koncowych produktéow zaawansowanej glikacji (ang. receptor for advanced
glycation  endproducts, RAGE) (241). Kalgranulina B ma  wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe wobec réznych patogendéw, w tym przeciwko C. albicans (242).
S100a8/9 zmniejszaja adaptacyjng odpowiedz immunologiczng komorek T, zapobiegajac
roznicowaniu i rozwojowi komorek dendrytycznych. Co wigcej, S100a9 jest w stanie
promowac¢ sekrecje 1L-8 i proces degranulacji przez ludzkie neutrofile, jak réwniez produkcje
cytokin prozapalnych przez monocyty i makrofagi (243). Na podstawie analizy ekspresji genéw
S100a9 i Ltf mozna  wyciagna¢  wniosek, ze  mechanizmy  odpowiedzi
przeciwdrobnoustrojowych ulegaja ostabieniu podczas starzenia, co moze ulec dalszemu

pogorszeniu u myszy z niedoborem limfocytéw T vo.

Poréwnanie ekspresji genéw w tkankach mtodych i starych myszy szczepu Terd” wykazato
podwyzszenie poziomu ekspresji czterech genow: Clgb, Clqc, C3arl i Clu. Poréwnujac stare
myszy szczepu WT ze starymi myszami szczepu Tcrd™, obserwowatam podobny trend

w zmianach profilu genow.

Pierwsze trzy geny koduja biatka nalezace do uktadu dopetniacza, tradycyjnie uwazanego za
element odporno$ci wrodzonej. Nowe badania wskazuja jednak na szersza role dopetniacza
jako pomostu migdzy odpornoscia wrodzong i nabytg (244). Clq jest gldownym biatkiem
klasycznej kaskady dopetniacza i sktada si¢ z trzech podobnych, ale odrgbnych podjednostek,
tj. A, B 1 C (245). C3 jest dominujacym biatkiem alternatywnego szlaku dopetniacza, ale takze
waznym w klasycznej kaskadzie i sygnalizacji lektynowej. Za jego funkcje odpowiada receptor
— C3arl, kodowany przez gen C3arl. Ostatecznie wszystkie szlaki dopetniacza prowadza do
powstania kompleksu atakujgcego btong (ang. membrane attack complex, MAC), ktory jest
niezbedny do obrony przeciwdrobnoustrojowej i usuwania komodrek apoptotycznych przy
wsparciu fagocytow (246). Bialka kodowane przez te geny moga by¢ produkowane przez
szereg roznych komorek, takich jak makrofagi, fibroblasty, komorki $§rodbtonka, komorki T
i APCs (247,248). Oprocz zaangazowania w aktywacje kaskady dopelniacza, biatka Clq
i C3arl indukuja réwniez dojrzewanie komoérek dendrytycznych i moduluja dalszy rozwoj
odpowiedzi efektorowych komorek T (249,250). Ponadto, wzmozona sygnalizacja C3arl
odgrywa role w wywolywaniu zapalenia naczyn i bton sluzowych (251,252). Wykazano takze,
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ze poziom C3arl jest podwyzszony w rdéznych podtypach nowotworow dotykajacych tkanki
nabtonkowe (253). Nadmierna aktywacja uktadu dopeiniacza jest roOwniez zaangazowana
w patofizjologi¢ ciazy (254,255) i endometriozy (256,257). Nadekspresja trzech genow
dopeiacza w pochwach u starych myszy szczepu Tcrd” moze wskazywaé, ze limfocyty T v5
bezposrednio lub posrednio regulujg wiele reakcji immunologicznych w obrgbie uktadu
rozrodczego, kontrolujac procesy zapalne, kancerogenezg, zdolnos$¢ reprodukcji i regeneracji

u starzejacych si¢ osobnikow (258).

Klasteryna (CLU), znana roéwniez jako apolipoproteina J (apoJ), jest szeroko rozpowszechniona
w tkankach i ptynach ustrojowych (259). Clu jest genem reagujacym na estrogen, w obecnosci
ktorego produkcja CLU w macicy jest zmniejszona (260). Nadekspresja genu Clu podczas
starzenia jest zgodna z opublikowanymi danymi na temat ludzi (261) i moimi obserwacjami
u starszych samic myszy, ktore maja niski poziom estrogendow. Ostatnie badania wykazuja, ze
zwigkszone wytwarzanie CLU ma silny zwiazek z nowotworami ginekologicznymi: rakiem
jajnika (262), rakiem szyjki macicy (263) oraz rakiem endometrium (264). Zaobserwowano, ze
wydzielnicza forma CLU (ang. secretory CLU, sCLU), jako czgs¢ MAC, wywiera dzialanie
przeciwapoptotyczne, czynigc go nieaktywnym cytolitycznie (265), przez co przyczynia si¢ do
progresji nowotworu (266). Otrzymany wynik zwigkszonej ekspresji Clu u starych myszy

szczepu Terd” moze byé zgodny z wyzsza podatnoscia tego szczepu na karcynogeneze (267).

Proces starzenia charakteryzuje si¢ dlugotrwatlym utrzymywaniem stanu zapalnego, ktory
ostatecznie prowadzi do zaburzenia homeostazy tkanek. W moich badaniach potwierdzitam to
zjawisko w obrebie uktadu rozrodczego, analizujgc poziomy 13 cytokin, ktore odgrywaja
wazng role w regulacji procesow zapalnych. Stan podstawowy tkanek skontrastowatam ze
stanem zapalnym po podaniu oligodeoksynukleotydu CpG, ktory po podaniu na btong §luzowa
pochwy powoduje rozleglte miejscowe zapalenie, co byto potwierdzone analiza histologiczna
(146). Uzyskane dane wskazuja na nasilenie procesow zapalnych w pochwach starych myszy.

Byto to jednak niezalezne od obecnosci limfocytow T yo.

Zaréwno u myszy szczepu WT, jak i szczepu Terd”” zaobserwowatam zwiekszenie produkcji
cytokin prozapalnych (IL-1a i IL-17A) oraz zmniejszenie ilosci IL-10 i IFN-B, ktore maja
dzialanie przeciwzapalne. IL-1 sktada si¢ z dwoch podjednostek a i1 B, ktore wigza sie z tym
samym receptorem btony komorkowej, IL-1R. IL-1a jest ,,alarming” dziatajaca miejscowo,
natomiast IL-1PB jest wydzielana do krwi i ma dzialanie ogolnoustrojowe (268). Ekspresja

IL-1o. podwyzsza si¢ podczas infekcji i stanu zapalnego (269). Zarowno wiek, jak i brak
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limfocytow T y0 nie miaty wplywu na zmiany stezenia IL-1B w badanych tkankach.
Wytwarzanie kilku cytokin (IL-6, I1L-23, IL-27), ktore w zaleznosci od kontekstu
mikrosrodowiskowego wykazujg dziatanie zaré6wno pro-, jak i przeciwzapalne, zostato
zahamowane u starych myszy obu szczepow, co wskazuje na postepujaca dysfunkcje
odpowiedzi immunologicznych wraz z wiekiem. Mimo, ze rdéznice w niektorych st¢zeniach

cytokin nie byly istotne statystycznie, miaty one podobny trend zmian zwigzany z wiekiem.

Po podaniu CpG u myszy starych, biatko MCP-1, ktére rekrutuje monocyty, limfocyty T
pamigci 1 komorki dendrytyczne do miejsc zapalenia, uleglo znacznemu zmniejszeniu
produkcji, sugerujac mniejszy naptyw komorek odpowiedzialnych za odpornosc
przeciwzakazng nabtonka. Dodatkowo pomiary stezen IFN-y wykazaly nizsze poziomy tej
cytokiny w tkankach starych myszy, co wskazuje, ze polaryzacja komoérek Thl, odpornosé

przeciwwirusowa i procesy prezentacji antygenu moga by¢ mniej skuteczne w starszym wieku.

Zasadnicza roznicg miedzy myszami szczepu WT i Terd™ byta pochwowa ekspresja GM-CSF,
ktéry stymuluje tworzenie granulocytow 1 monocytow oraz dojrzewanie komorek
dendrytycznych (58,270). GM-CSF produkowany jest przez komorki T, ale takze przez wiele
innych typow komorek, takich jak makrofagi, komoérki tuczne, komorki NK, komorki
srodbtonka oraz fibroblasty. U myszy szczepu dzikiego w zdrowej tkance pochwy
zaobserwowatam spadek produkcji tej cytokiny wraz z wiekem, co byto zgodne z ogdlng
tendencja ostabienia proceséw hematopoetycznych u osobnikdw w podesztym wieku. Stan
zapalny wywotany CpG oraz brak limfocytow T yd spowodowal jednak wzrost stgzenia
GM-CSF, wskazujac na hamujaca role komorek T yé w zakresie stymulacji tej cytokiny lub
aktywacje innych mechanizméw, by¢ moze zaleznych od komorek ,,zastepczych”, ktore moga
pojawi¢ si¢ w nablonku pochwy, podobnie do limfocytow T aff w naskorku myszy Szczepu
Terd” (218).

Rownolegle do analiz pochwy, badatam profile cytokin obecnych w macicy w stanie
podstawowym i po stymulacji CpG. Podobnie jak w pochwie, zaobserwowatam zmiany stezen
IL-1a, IL-23, IL-17A, IFN-y oraz IL-10, co potwierdzalo niezalezny od komoérek T y6 wplyw
procesu starzenia na dysfunkcje reakcji immunologicznych w podesztym wieku. Oba
przedziaty zenskiego uktadu rozrodczego roznily si¢ jednak znaczaco produkcja chemokiny
MCP-1. Juz w zdrowej tkance macicy nastapil wzrost stgzenia MCP-1 u myszy starych,
podczas gdy w pochwie chemokina ta byta nieoznaczalna, najprawdopodobniej z uwagi na inny

sktad komoérkowy w obu lokalizacjach. Indukcja stanu zapalnego spowodowata dalsze
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zwigkszenie produkcji MCP-1, ale tylko u myszy szczepu dzikiego — u starych myszy szczepu
Terd” zaobserwowatam spadek stezenia tej chemokiny, co sugeruje aktywny wplyw
limfocytow T v na wydzielanie MCP-1 w mikrosrodowisku macicy, podobnie do ich funkcji
w watrobie (271). W tym konteks$cie réznice migdzy macicg a pochwa, gdzie u starych
osobnikéw szczepu dzikiego wykazatam spadek ilosci MCP-1, mozna tlumaczy¢ obecno$cia
komorek T 8 innych niz Vy6*, wrazliwych na efekty stymulacji TLR9 przez CpG. IL-6, ktéra
jest jedna z najbardziej wielokierunkowo dziatajacych cytokin, pojawita si¢ jedynie w pochwie
myszy miodych po indukcji stanu zapalnego. Natomiast w macicy poziom st¢zenia IL-6 byt
nieoznaczalny, co rowniez mozna tlumaczy¢ innym skladem komorkowym w obu
lokalizacjach. Poréwnanie profilu cytokin macicy z pochwa pozwolito po raz kolejny

podkresli¢ specyfike obu przedziatéw zenskiego uktadu rozrodczego.
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6. WhnioskKi

« Opracowana metoda oczyszczania optycznego pochwy oparta na technice CUBIC wraz
z barwieniem btony podstawnej nabtonka pochwy pozwala na wizualizacje 3D limfocytow
T v oraz okreslenie ich dystrybucji.

» Zoptymalizowana metoda trawienia uktadu rozrodczego z wykorzystaniem Liberazy TL
umozliwia przeprowadzenie ilosciowych analiz cytometrycznych w skali calego organu.

» Opracowane metody badawcze pozwolity wykazaé, ze cykl hormonalny reguluje liczbe
limfocytow T yo zar6wno w pochwie, jak 1 w macicy.

* Analizy mikroskopowe wykazaty, ze podczas fazy diestrus w catej Scianie pochwy nastepuje
prawie trzykrotny wzrost liczby komorek T y6 w poréwnaniu do fazy estrus.

» W fazie diestrus limfocyty T y6 wystepuja blizej $wiatta pochwy, oddalajac si¢ od obecnego
w podscielisku kolagenu, co sugeruje poprawe wiasciwosci ochronnych tych komorek.

* Niezaleznie od fazy cyklu stosunek liczby limfocytow T yo zlokalizowanych w nabtonku do
komorek obecnych w podscielisku pochwy pozostaje staty i wynosi okoto 3:1.

* Limfocyty T yd nie maja znaczacego wptywu na liczebno$¢ i udzial procentowy innych
populacji komorek uktadu odporno$ciowego w stanie homeostazy, jak i w przebiegu zapalenia
po stymulacji receptoréw Toll-podobnych (TLR7 i TLR9), zaréwno w pochwie, jak i w macicy.

 Skuteczno$¢ immunizacji dopochwowej jest skorelowana z cyklem hormonalnym — duzo
mniej skuteczna w fazie estrus niz w fazie diestrus.

* Limfocyty T yd nie wptywaja na indukcje swoistych przeciwcial na antygen biatkowy —
owoalbuming, podang dosluzowkowo.

* Limfocyty T y0 wzmagaja produkcje niektérych typow przeciwcial na antygen
polisacharydowy — koniugat toksoidu t¢zca z trdjsacharydem B-mannanu grzyba Candida
albicans, po podaniu dopochwowym, co sugeruje stymulacje swoistych mechanizméow
cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciwciat.

* Liczba limfocytow T y6 w pochwie jest stala niezaleznie od wieku myszy, natomiast u myszy
starych nastepuje dwukrotny wzrost liczby limfocytéw T yd w macicy.

* Proces starzenia zmienia odpowiedz immunologiczng w zenskim uktadzie rozrodczym,
orientujac ja na typ prozapalny bez wyraznego wptywu limfocytéw T 9.

* Limfocyty T v reguluja selektywnie ekspresje gendw i1 produkcje cytokin w obrebie
zenskiego uktadu rozrodczego u starzejacych si¢ myszy, modulujac reakcje przeciwzakazne
i inne elementy odpowiedzi wrodzonej i nabyte;j.
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