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STRESZCZENIE W JĘZYKU POLSKIM 

W ciąży, w organizmie matki dochodzi do szeregu zmian anatomicznych 

i fizjologicznych prowadzących do wytworzenia odpowiedniego środowiska dla 

rozwijającego się płodu. Przejściowej modulacji musi ulec również układ 

odpornościowy aby zapewnić jednoczesną ochronę matki i dziecka przed patogenami, 

jak i akceptację pół-alogenicznego płodu. Prawidłowy przebieg ciąży zależy więc od 

odpowiedniej regulacji układu odpornościowego, która w głównej mierze zależna jest 

od aktywności odporności nabytej, a w szczególności od populacji komórek 

o właściwościach regulacyjnych, głównie limfocytów T regulatorowych 

(ang. T regulatory cells, Treg). Ostatnio uwaga wielu grup badawczych skierowana jest 

również w stronę limfocytów B o właściwościach supresorowych, tzw. limfocytów B 

regulatorowych (ang. B regulatory cells,  Breg) i ich roli w przebiegu prawidłowej jak 

i patologicznej ciąży.  

Limfocyty B są ważnym elementem układu odpornościowego, a w trakcie ciąży 

zauważa się zarówno zmiany w ich aktywności jak i liczbie. Jak do tej pory ich udział w 

ciąży badany był głównie w kontekście odpowiedzi humoralnej, jednakże jako komórki 

prezentujące antygeny (ang. antigen presenting cells, APC), limfocyty te mogą również 

uczestniczyć w indukcji tolerancji na antygeny ojcowskie.  

Receptory toll podobne (ang. toll-like receptors, TLR), w tym TLR9, regulują 

zarówno aktywność limfocytów B jako APC, ale także jako Breg. Przeprowadzone 

dotychczas badania nad rolą TLR9 w ciąży skupiały się głównie na aktywacji tych 

receptorów w późniejszych jej okresach. Pobudzenie TLR9, w następstwie rozpoznania 

endogennych sygnałów, głównie w postaci mitochondrialnego DNA jak i wolnego 

płodowego DNA, powiązane było z komplikacjami takimi jak przedwczesny poród czy 

stan przedrzucawkowy. Jak dotąd nie wiele wiadomo o roli TLR9 we wczesnych 

okresach ciąży i powiązanych z tych okresem ciąży komplikacjach, a także o jego 

potencjalnym udziale w kształtowaniu się immunotolerancji. 

Celem ogólnym pracy było zbadanie udziału receptora TLR9 w kształtowaniu 

fenotypu limfocytów B i regulacji tolerancji immunologicznej w mysim modelu ciąży 

zagrożonej poronieniem (♀CBA/J x ♂DBA/J) oraz u kobiet we wczesnej ciąży. 

Na podstawie przeprowadzonych badań, wykazano, że zablokowanie sygnalizacji 

TLR9 u samic szczepu CBA/J krytych samcami szczepu DBA/2J zwiększa 

prawdopodobieństwo utraty alogenicznej ciąży, natomiast prawdopodobnie nie 
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decyduje o skutecznej implantacji. Ponadto ograniczenie sygnału ze strony TLR9 

powodowało zmiany w fenotypie kostymulacyjnym limfocytów T i B i prowadziło do 

obniżenia puli limfocytów Treg i aktywowanych limfocytów Th, natomiast nie 

wpłynęło na frekwencję limfocytów Breg. 

W drugiej części badań, dowiedziono, że limfocyty B krwi obwodowej nie 

wykazują różnic w ekspresji TLR9 pomiędzy kobietami w ciąży oraz po poronieniu 

(7-14 tydzień ciąży). Sugeruje to brak zaangażowania tego receptora w obserwowaną 

zmianę fenotypu kostymulacyjnego tych komórek w następstwie poronienia. Natomiast 

u kobiet po poronieniu odnotowano wzrost frekwencji limfocytów B o fenotypie 

tolerogennym (CD19+CD38highCD24high), co w powiązaniu z jednocześnie 

zaobserwowaną niższą frekwencją aktywowanych limfocytów T sugeruje ich 

zaangażowanie w przywracanie równowagi immunologicznej zakłóconej wczesną 

utratą ciąży. 

Podsumowując, przeprowadzone badania wskazują na zaangażowanie receptora 

TLR9 w  procesy kształtowania tolerancji immunologicznej i utrzymanie  ciąży  

u myszy poprzez kształtowanie fenotypu kostymulacyjnego limfocytów B i wpływ na 

frekwencję limfocytów Treg. Natomiast u kobiet po poronieniu receptor TLR9 

prawdopodobnie nie bierze udziału w procesie przywracania zaburzonej równowagi 

immunologicznej, w którym zaangażowane są limfocyty Breg o fenotypie 

CD19+CD38highCD24high. 
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STRESZCZENIE W JĘZYKU ANGIELSKIM 

During pregnancy, a series of anatomical and physiological changes occur in the 

mother's body, creating an appropriate environment for the developing fetus. The 

immune system must also undergo temporary modulation to simultaneously protect both 

the mother and the fetus from pathogens while accepting the semi-allogeneic fetus. 

Therefore, the proper progression of pregnancy depends on the appropriate regulation of 

the immune system, which is largely dependent on acquired immunity activity, 

particularly on the regulatory cell populations, mainly regulatory T cells (Tregs). 

Recently, research has also focused on B cells with suppressive properties, known as 

regulatory B cells (Bregs), and their role in both normal and pathological pregnancy. 

B cells are an important component of the immune system, and during pregnancy, 

both their activity and number undergo changes. To date, their role in pregnancy has 

been mainly studied in the context of the humoral response. However, as antigen-

presenting cells (APCs), B cells may also participate in inducing tolerance to paternal 

antigens. 

Toll-like receptors (TLRs), including TLR9, regulate the activity of B cells as both 

APCs and Bregs. Research on the role of TLR9 in pregnancy has mainly focused on the 

activation of these receptors in later stages of pregnancy. Activation of TLR9, following 

the recognition of endogenous signals (cell-free mitochondrial DNA and cell-free fetal 

DNA), has been associated with complications such as preterm birth and preeclampsia. 

However, little is known about the role of TLR9 in the early stages of pregnancy and 

associated complications, as well as its potential involvement in shaping 

immunotolerance. 

The overall aim of this study was to investigate the role of the TLR9 receptor in 

shaping the B cell phenotype and regulating immunological tolerance in the murine 

abortion-prone model of pregnancy (♀CBA/J x ♂DBA/J) and in women during early 

pregnancy.  

The study demonstrated that blocking TLR9 signaling in female CBA/J mice mated 

with DBA/2J males increases the likelihood of losing an allogenic pregnancy but does 

not  affect successful implantation. Additionally, reducing TLR9 signaling caused 

changes in the costimulatory phenotype of T and B cells and led to a decrease in Treg 

cell numbers and activated Th cells, but did not affect the frequency of Breg. 
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In the second part of the study, it was shown that peripheral blood B cells do not 

exhibit differences in TLR9 expression between pregnant women and those after 

miscarriage (7-14 weeks of pregnancy). This suggests that this receptor is not involved 

in the observed change in the costimulatory phenotype of these cells following 

a miscarriage. However, women after miscarriage showed an increased frequency of B 

cells with a tolerogenic phenotype (CD19+CD38highCD24high), which, combined with 

the observed decrease in activated T cells, suggests their involvement in restoring the 

immunological balance disrupted by early pregnancy loss. 

In summary, the studies indicate the involvement of the TLR9 receptor in shaping 

immunological tolerance and maintaining pregnancy in mice by influencing the B cell 

costimulatory phenotype and Treg frequency. In contrast, in women after miscarriage, 

TLR9 is likely not involved in restoring the disrupted immunological balance, where 

Breg CD19+CD38highCD24high play a role.  
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

AP-1 - białko aktywujące 1 (ang. activator protein 1)  

APC - komórki prezentujące antygen (ang. antygen presenting cells) 

APS - zespół antyfosfolipidowy (ang. antiphospholipid syndrome) 

ASRM - Amerykańskie Towarzystwo Medycyny Rozrodu (ang. American Society for 

Reproductive Medicine) 

AT1 - receptor typu i angiotensyny II (ang. angiotensin II receptor type 1) 

AT1-AA - agonistyczne autoprzeciwciała przeciwko receptorowi typu i angiotensyny II 

(ang. angiotensin II type 1 receptor agonistic autoantibodies) 

BAFF - czynnik aktywujący limfocyty B (ang. B-cell activating factor) 

BCR - receptor limfocytu B (ang. B cell receptor) 

BMI - wskaźnik masy ciała (ang. body mass index) 

Breg - limfocyty B regulatorowe (ang. B regulatory cells) 

CD - antygen różnicowania komórkowego (ang. cluster of differentiation) 

CD40L  - ligand dla cząsteczki CD40 (ang. CD40 ligand) 

cffDNA - wolne płodowe DNA (ang. cell free fetal DNA) 

CpG - sekwencja DNA zawierająca motyw cytozyna-fosforan-guanozyna 

CTLA-4  - antygen 4 limfocytu T cytotoksycznego (ang. cytotoxic T cell antigen 4) 

DAMP - struktury molekularne związane z  uszkodzeniem/zagrożeniem 

(ang. danger/damage associated molecular patterns) 

DC - komórki dendrytyczne (ang. dendritic cells) 

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 

dpc - dni po pokryciu (ang. day post coitum)  

EDTA - kwas kwas etylenodiaminetetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

ESHRE - Europejskie Towarzystwo Rozrodu Człowieka i Embriologii (ang. European 

Society of Human Reproduction and Embryology) 

EVT - komórki trofoblastu pozakosmówkowego (ang. extravillous trophoblast cells) 

FasL - ligand Fas (ang. Fas ligand)  

FBS - płodowa surowica bydlęca (ang. fetal bovine serum)  

FcR - receptor dla fragmentu Fc przeciwciała (ang. Fc Receptor) 

FDC - komórka dendytyczna grudek (ang. follicular dendritic cells) 

FO 

limfocyty 

- limfocyty grudek (ang. follicular cells) 

Foxp3 - czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za powstawanie limfocytów T 

regulatorowych (ang. forkhead box P3) 

GC - ośrodek rozmnażania (ang. germinal centre) 

GM-CSF - czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów 

(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)  

hCG - ludzka gonadotropina kosmówkowa (ang. human chorionic gonadotropin) 
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HLA - ludzki antygen leukocytarny (ang. human leukocyte antygen) 

Ig - immunoglobulina (ang. immunoglobulin) 

IKKα - kinaza κB α (ang. κB kinase α)  

IL - interleukina (ang. interleukin) 

i.p - podanie dootrzewnowe (ang. intraperitoneal injection)  

IRAK-4/-1 - kinaza 1/4 związana z receptorem interleukiny 1 (ang. interleukin 1 receptor 

associated kinase 1/4)  

IRF7 - czynnik regulujący interferon 7 (ang. interferon regulatory factor 7)   

IUGR - Wewnątrzmaciczne zahamowanie wzrostu płodu (ang. intrauterine growth 

restriction) 

LAC  koktajl aktywujący leukocyty (ang. Leukocyte Activation Cocktail) 

LIF - czynnik hamujący białaczkę (ang. leukemia inhibitory factor) 

LPS - lipolisacharyd (ang. lipopolysaccharide) 

LRR - powtórzenia bogate w leucynę (ang. leucine-rich repeats)  

MAPK - kinaza białkowa aktywowana mitogenem (ang. mitogen activated protein 

kinase) 

mBreg - limfocyty B regulatorowe pamięci (ang. memory B regulatory cells) 

MFI - mediana intensywności fluorescencji (ang. median fluorescence intensity) 

MHC -  główny układ zgodności tkankowej (ang. major histocompatibility complex) 

mRNA - informacyjny/matrycowy RNA (ang. messenger RNA) 

mtDNA - mitochondrialne DNA (ang. mitochondrial DNA) 

Myd88 - gen 88 odpowiedzi pierwotnej różnicowania szpiku; białko adaptorowe 

receptorów TLR (ang. myeloid differentiation primary response 88) 

MZ 

limfocyty 

- limfocyty strefy brzeżnej śledziony (ang. marginal zone cells) 

NF-κB - jądrowy czynnik transkrypcyjny NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells) 

NK - komórki NK (ang. natural killer cells) 

ODN - oligodeoksynukleotydy (ang. oligodeoxynucleotides) 

PALN - paraaortalne węzły chłonne (ang. paraaortic lymph nodes) 

PAMP - wzorce molekularne związane z patogenami (ang. pathogen-associated 

molecular pathern) 

PBMC - komórki jednojądrzaste z krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear 

cells) 

PBS - sól fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate-buffered saline) 

PE - stan przedrzucawkowy (ang. preeclampsia) 

pDC - plazmacytoidalne komórki dendrytyczne (ang. plasmacytoid dendritic cells) 

PMA - forbol 12-mirystynian 13-octanu (ang. phorbol 12-myristate-13-acetate) 

PRP - receptor rozpoznający wzorce (ang. pattern recognition receptor) 
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pTreg  - obwodowe limfocyty T regulatorowe (ang. peripheral-derived regulatory 

T cells) 

pTreg - limfocyty T regulatorowe indukowane na obwodzie (ang. peripheral-derived 

regulatory T cells) 

RCF - względna siła odśrodkowa będąca wielokrotnością przyspieszenia ziemskiego G 

(ang. relative centrifugal force)  

RIF - powtarzające się niepowodzenia implantacji (ang. recurrent implantation 

failure) 

RPL - nawracające utraty ciąży (ang. recurrent pregnancy loss) 

RPM - obroty na minutę; liczba pełnych obrotów wirnika (ang. revolutions per minute) 

SA - spontaniczne poronienie (ang. spontaneous abortion) 

s-Flt1 - fms-podobna kinaza tyrozynowa 1 (ang. soluble fms-related tyrosine kinase 1) 

inna nazwa: rozpuszczalny receptor typu 1 naczyniowo-śródbłonkowego 

czynnika wzrostu (ang. soluble vascular endothelial growth factor receptor-1, 

sVEGFR1 ) 

sIg - immunoglobulina powierzchniowa (ang. surface immunoglobulin) 

SPF - środowisko wolne od specyficznych patogenów (ang. Specific Pathogen Free) 

sTLR  - zewnątrzkomórkowy receptor TLR (ang. surface TLR) 

TAB1/2 - białko 1/2 wiążące kinazę aktywowaną przez TGF-β (ang. TGF-β activated 

kinase 1 binding protein 1/2)  

TAK1 - kinaza 1 aktywowana przez transformujący czynnik wzrostu β 

(ang. transforming growth factor β activated kinase 1)  

tBreg - przejściowe limfocyty B pamięci (ang. transitional B regulatory cells 

TGF-β - transformujący czynnik wzrostu β (ang. transforming growth factor β) 

Th - limfocyty T pomocnicze (ang T helper cells) 

TIM-1  - immunoglobulina komórek T i domena 1 mucyny (ang.T-cell immunoglobulin 

and mucin domain 1) 

TIR - receptor interleukiny 1 (ang. toll/interleukin-1 receptor/resistance protein) 

TLR - receptor toll-podobny (ang. toll-like receptors) 

TNF-α - czynnik martwicy nowotworów α (ang. tumor necrosis factor α) 

TRAF-6/-3 - czynnik 6/3 związany z receptorem TNF (ang. TNF receptor associated 

factor 6/3)  

Treg - limfocyt T regulatorowy (ang. T regulatory cell) 

TSLP - limfopoetyna zrębu grasicy (ang. thymic stromal lymphopoetin) 

tTreg - grasicze limfocyty T regulatorowe (ang. thymus-derived regulatory T cells) 

uNK - maciczne komórki NK (ang. uterus natural killer cells) 

VEGFA - czynnik wzrostu śródbłonka typu A (ang. vascular endothelial growth factor A) 

WHO  - Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization) 
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1 WSTĘP 

1.1 Zmiany adaptacyjne układu odpornościowego w przebiegu ciąży 

W ciąży, w organizmie matki dochodzi do szeregu zmian anatomicznych 

i fizjologicznych prowadzących do wytworzenia odpowiedniego środowiska dla 

rozwijającego się płodu. Aby ciąża mogła zakończyć się powodzeniem adaptacji musi 

ulec większość układów organizmu, w tym szczególnie układ odpornościowy.  

W latach 50 ubiegłego wieku sądzono, iż ciąża związana jest z ogólnym 

osłabieniem odpowiedzi odpornościowej matki celem akceptacji obcych antygenów 

ojcowskich obecnych w tkankach płodu1,2. Jednak współczesna wiedza wskazuje, że 

ulega on ulega raczej przejściowej modulacji niż wyciszeniu, aby możliwa była 

jednoczesna obrona organizmu przed patogenami jak i akceptacja pół-alogenicznego 

płodu3. W ciąży obserwuje się ciągłe zmiany, głównie w lokalnej, odpowiedzi 

odpornościowej, ponieważ każdy etap ciąży wymaga unikalnego środowiska 

immunologicznego. Dzięki odpowiednim interakcjom pomiędzy komórkami układu 

odpornościowego matki, a sygnałami dostarczanymi przez płód oraz łożysko, możliwa 

jest zmiana odpowiedzi prozapalnej, dominującej w pierwszych tygodniach ciąży, na 

przeciwzapalną korzystną przez większość ciąży i ponownie na prozapalną podczas 

porodu4.  

Zmiany w liczbie jak i funkcjonowaniu komórek układu odpornościowego 

w macicy rozpoczynają się jeszcze przed implantacją zarodka. Hormony płciowe, 

progesteron oraz estrogeny, regulują wydzielanie przez komórki endometrium 

chemokin i cytokin rekrutujących głównie komórki dendrytyczne (ang. dendritic cells, 

DC), makrofagi, komórki NK (ang. natural killer cells) oraz limfocyty T do macicy5,6. 

Ponadto obecność nasienia w żeńskich drogach rozrodczych uruchamia mechanizmy, 

które dodatkowo wspomagają migrację komórek układu odpornościowego do macicy, 

oraz wpływają na ich aktywację. Pęcherzyki nasienne i gruczoły krokowe wydziałają 

m.in. cytokiny, w tym transformujący czynnik wzrostu β (ang. transforming growth 

factor β, TGF-β) oraz prostaglandyny, które oddziałują z komórkami nabłonkowymi 

błony śluzowej szyjki macicy i macicy, aktywując syntezę cytokin i indukując zmiany 

komórkowe i molekularne przypominające klasyczną kaskadę zapalną7–10. 

Powodzenie ciąży zależy również od wytworzenia przez układ odpornościowy 

matki tolerancji na antygeny ojcowskie oraz płodowe. Obecnie uważa się, że 
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kluczowymi komórkami odpowiedzialnymi za tolerancję w ciąży są limfocyty 

T regulatorowe (ang. T regulatory cells, Treg). Badania wskazują, że również 

limfocyty B wydzielające IL-10 oraz IL-35, czyli tzw. limfocyty B regulatorowe 

(ang. B regulatory cells, Breg) mogą pełnić tę rolę11–15. Ponadto pozostałe komórki 

układu odpornościowego obecne na styku matczyno-płodowym, takie jak makrofagi16, 

DC17 oraz limfocyty Tγδ18 zależnie od fazy ciąży charakteryzują się tolerogennym 

fenotypem lub jak w przypadku macicznych komórek NK (ang. uterine NK cells, uNK) 

obniżoną cytotoksycznością19. 

Tolerancja immunologiczna w ciąży kształtuje się bardzo wcześnie, ponieważ jak 

wykazano u myszy, już na etapie zapłodnienia, podczas którego komórki układu 

odpornościowego matki, głównie komórki prezentujące antygeny (ang. antigen 

presenting cells, APC), wychwytują aloantygeny obecne w nasieniu. APC migrują do 

lokalnych węzłów chłonnych i pod wpływem cytokin, głownie TGF-β i prostaglandyn 

pochodzących z nasienia, nabywają fenotypu tolerogennego i indukują powstawanie 

Treg specyficznych względem antygenów ojcowskich20,21. W późniejszym okresie 

ciąży, to również trofoblast staje się źródłem czynników lokalnie modulujących układ 

odpornościowy. Komórki trofoblastu pozakosmówkowego (ang. extravillous 

trophoblast cells, EVT) wykazują ekspresję nieklasycznych cząsteczek głównego 

układu zgodności tkankowej (ang. major histocompatibility complex,  MHC) klasy Ib 

(HLA-E, HLA-G) i ograniczoną ekspresję klasycznych MHC klasy Ia (HLA-C). 

Oddziałują one z receptorami na komórkach NK hamując ich właściwości 

cytotoksyczne22,23. Dodatkowo EVT oraz łożysko uwalniają mediatory 

immunosupresyjne takie jak IL-10 czy IL-3524,25. Łożysko produkuje także cytokiny, 

hormony oraz inne czynniki, które dostają się do krążenia matczynego i wpływają na 

systemowe funkcjonowanie układu odpornościowego26. Wraz z rozwojem ciąży do 

krążenia matki przedostają się również antygeny płodowe, głównie z łożyska, które 

mogą być prezentowane w obwodowych narządach limfatycznych i prowadzić do 

zwiększenia się puli Treg21. 

W promowaniu tolerancji również ważną rolę odgrywa środowisko hormonalne. 

Progesteron zwiększa poziom HLA-G27, a w wysokich stężeniach jest silnym 

induktorem cytokin typu Th228. Promuje on również powstawanie Treg29, komórek 

Tγδ30 i wydzielanie asymetrycznych przeciwciał przez limfocyty B31. Z drugiej strony 

progesteron ogranicza migrację i funkcje konwencjonalnych limfocytów T32, 

cytotoksycznych komórek NK33, neutrofili34 i makrofagów. Innym hormonem 
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kształtującym tolerancję w ciąży jest estradiol. Hormon ten wspomaga m.in. indukcję 

Treg35 oraz hamuje odpowiedź komórek Th1736. Z kolei regulacyjne działanie ludzkiej 

gonadotropiny kosmówkowej (ang. human chorionic gonadotropin, hCG) polega m.in. 

na indukcji proliferacji uNK37 oraz indukcji proliferacji i różnicowaniu się 

tolerogennych komórek dendrytycznych38. Ponadto hCG przyczynia się do rekrutacji 

Treg do macicy39–41, a także może promować aktywację limfocytów B w kierunku 

Breg42,43. 

Oprócz dobrze znanych i szczegółowo zbadanych adaptacji limfocytów T, komórek 

NK, komórek dendrytycznych, a także makrofagów wykazano, że również limfocyty B 

ulegają głębokim modyfikacjom i adaptacjom w czasie ciąży44,45. Komórki te, pomimo 

tego iż stanowią niewielki procent wszystkich limfocytów obecnych na styku 

matczyno-płodowym46,47, to są ważnym elementem układu odpornościowego w ciąży. 

Ich nieprawidłowa liczba oraz aktywność towarzyszy wielu komplikacjom ciąży. 

Dlatego też, w ostatnich latach uwaga wielu grup badawczych skierowana jest w stronę 

roli limfocytów B, a szczególności Breg, w przebiegu prawidłowej jak i patologicznej 

ciąży.  

 

1.2 Limfocyty B  

1.2.1 Główne populacje limfocytów B 

Limfocyty B to jedna z głównych populacji komórek układu odpornościowego. Ich 

podstawowym zadaniem jest produkcja przeciwciał w odpowiedzi na antygen, co jest 

zasadniczym elementem nabytej humoralnej odpowiedzi odpornościowej. Ponadto 

komórki te są zdolne do prezentacji antygenów oraz do wydzielania cytokin. 

Fenotypowo limfocyty B charakteryzuje obecność receptorów immunoglobulinowych  

dla antygenu – receptorów limfocytów B (ang. B cell receptor, BCR), ale także innych 

receptorów powierzchniowe m.in.  MHC klasy i i II, CD20, CD19, CD40, CD86, 

CD80, CD72, CD24, CD27, biorących udział w rozpoznawaniu i prezentacji 

antygenów, a także będących markerami różnicowania. 

Limfocyty B dojrzewają i różnicują się w procesie hematopoezy. W życiu 

płodowym, proces ten rozpoczyna się już w pęcherzyku żółtkowym, natomiast w miarę 

postępu embriogenezy funkcję hematopoetyczną przejmuje wątroba płodowa. 

Większość limfocytów B, które wywodzą się z komórek macierzystych wątroby 
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płodowej różnicują się w limfocyty B-1, natomiast limfocyty B powstające 

z prekursorów obecnych w szpiku kostnym różnicują się w linię B-2. Limfocyty B-1 

obecne są głównie w otrzewnej i opłucnej, jednakże mogą również migrować do 

obwodowych narządów limfatycznych takich jak śledziona czy węzły chłonne. W krwi 

obwodowej występują one mniej licznie. Wśród tej populacji rozróżnia się limfocyty 

B-1a oraz B-1b na podstawie odpowiednio obecności lub braku antygenu CD5 w ich 

błonie komórkowej48,49. 

Z kolei limfocyty B-2 to tzw. konwencjonalne limfocyty B. Komórki te po 

kontakcie z antygenem, a następnie aktywacji produkują przeciwciała o wysokim 

powinowactwie50.  Ogólnie ich dojrzewanie można podzielić na dwie fazy. Pierwsza, 

niezależna od antygenu, odbywa się w szpiku kostnym. Natomiast druga faza 

dojrzewania zachodzi w obwodowych narządach limfatycznych i zależna jest od 

specyficznego rozpoznania antygenu przez dziewicze limfocyty B, a także od pomocy 

ze strony limfocytów T pomocniczych (ang. T helper cells, Th). Rozdzielenie 

dojrzewania na etapy implikuje obecność we krwi obwodowej odmiennych fenotypowo 

subpopulacji limfocytów B (rycina 1). Wśród limfocytów B krwi można wyróżnić pięć 

głównych podtypów tych komórek charakteryzujących się ekspresją specyficznych 

antygenów: przejściowe limfocyty B, dziewicze limfocyty B, limfocyty B pamięci po 

przełączeniu klas, limfocyty B bez przełączenia klas oraz plazmablasty. U zdrowych 

osób stanowią one odpowiednio około 4%, 50%, 15%, 18% i 5% obwodowych 

limfocytów B51–54.  
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Rycina 1. Schemat przedstawiający dojrzewanie limfocytów B wraz z ekspresją wybranych antygenów 

zewnątrzkomórkowych u człowieka. 

GC - ośrodek rozmnażania (ang. geriminal centre); high - wysoka ekspresja; int - średnia ekspresja; low - niska 

ekspresja; T1-T3 - stadia przejściowych limfocytów B; 

Opracowanie własne na podstawie51–53; Schemat wykonano w programie BioRender.com. 

 

1.2.2 Limfocyty B – aktywacja oraz prezentacja antygenu limfocytom Th 

Prezentacja antygenów dziewiczym limfocytom T CD4+ przez komórki APC 

odbywa się w obwodowych narządach limfatycznych. Jej celem jest rozwinięcie 

swoistej odpowiedzi na dany antygen. Jak dotąd najlepiej poznanymi i efektywnymi 

APC w procesie aktywacji dziewiczych limfocytów T są DC. Reakcje pomiędzy DC 

jako APC, a limfocytami T zostały uznane jako model oddziaływań prowadzących do 

aktywacji limfocytów T. Jednak DC nie są jedynymi komórkami prezentującymi 

antygeny limfocytom Th, ponieważ również limfocyty B mogą prezentować antygeny 

grasiczozależne. 

Limfocyty B ulegają aktywacji w momencie rozpoznania przez BCR antygenu, 

który może być rozpuszczalnym antygenen, antygenem w kompleksach 

immunologicznych lub antygenem obecnym na komórkach np. komórkach 

dendrytycznych grudek (ang. follicular dendritic cells, FDC)55,56. BCR umożliwia 

limfocytowi B rozpoznanie i pobranie antygenu nawet jeżeli jego stężenie jest bardzo 

niskie, co odróżnia go od pozostałych APC, które wymagają znacznie wyższych stężeń 

antygenu do aktywacji i prezentacji. Wykazano, że cytokiny (m.in. IL-4, IL-21, IL-2, 
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IL-13, TGF-β)57–60, czynnik aktywujący limfocyty B (ang. B-cell activating factor, 

BAFF)61,62 oraz receptory toll-podobne (ang. toll-like receptors, TLR)63,64 dostarczają 

dodatkowych sygnałów, które wzmacniają efektywną prezentację antygenów.  

W przypadku limfocytów B jako APC ogólny schemat odpowiada interakcjom 

pomiędzy DC a limfocytami T, jednak istnieją pewne różnice. Uważa się, że limfocyty 

B w porównaniu z DC są słabszymi APC. Większość badań wskazuję, że limfocyty B 

raczej nie biorą udziału w aktywacji dziewiczych limfocytów T. Powszechnie uważa 

się, że prezentuje on antygeny uprzednio już aktywowanym limfocytom T (np. przez 

DC), głównie w celu uzyskania sygnałów niezbędnych do przeżycia, proliferacji czy 

przełączania klas przeciwciał. Część badań wskazuje jednak na zdolność limfocytów B 

do indukcji Treg. Udowodniono, że limfocyty B w warunkach in vitro mogą indukować 

ekspansję alogenicznych limfocytów T CD4+Foxp3+, lecz znacznie słabiej wpływają na 

proliferację limfocytów T CD4+Foxp3-65. Z drugiej strony wykazano, że limfocyty B 

śledziony przekształcają alogeniczne, dziewicze limfocyty T w regulatorowe 

limfocyty T Foxp3+ w obecności TGF-β i IL-2, z kolei limfocyty B otrzewnej w tych 

samych warunkach mogą indukować limfocyty Th17, co wskazuje na odmienne 

właściwości konwencjonalnych limfocytów B-2 zasiedlających śledzionę oraz 

limfocytów B-1 rezydujących w otrzewnej66.  

Nowsze badania sugerują również na zdolność limfocytów B do aktywacji 

limfocytów CD4+CD25- w kierunku limfocytów T o charakterze regulatorowym. 

Aktywowane w ten sposób limfocyty T badacze nazwali limfocytami Treg 

indukowanymi przez limfocyty B (ang. Treg-of-B cells). Komórki te charakteryzują się 

brakiem ekspresji czynnika transkrypcyjnego FoxP3, natomiast posiadają markery 

wydzielają IL-10. Co jest istotne, obecność IL-10 nie jest konieczna do indukcji 

Treg-of-B, lecz jedynie kontakt pomiędzy limfocytem T, a limfocytem B67. 

Limfocyty B-1 w większości działają niezależnie od sygnałów dostarczanych przez 

limfocyty T68,69.. Mogą jednak prezentować antygeny limfocytom T, co wykazano 

zarówno in vitro70 jak i in vivo71,72. Potwierdza to również fakt, iż limfocyty B-1 

posiadają markery związane z prezentacją antygenu i kostymulacją, takie jak 

MHC klasy II, CD80 i CD8670. Co więcej, doniesienia Zimeckiego i wsp. wskazują, że 

limfocyty B-1 mogą wykazywać większe zdolności do prezentacji antygenów od 

konwencjonalnych limfocytów B-2, ponieważ wywołują większą proliferację 

limfocytów T specyficznych względem antygenu71. 
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1.2.3 Limfocyty B w ciąży 

Pomimo tego, iż limfocyty B na styku matczyno-płodowym46,47 stanowią 

nieznaczny odsetek wszystkich limfocytów, to mają wyraźnie korzystny wpływ na 

prawidłowy przebieg ciąży. Badania wskazują na aktywne zaangażowanie limfocytów 

B w rozwój ciąży, co szczególnie widoczne jest w przypadku powikłań ciąży, w których 

obserwuje się nieprawidłowości w ogólnej liczbie limfocytów B oraz we frekwencji 

różnych subpopulacji tych komórek15,42,73–76. Ponadto ich znaczenie w ciąży 

potwierdzają obserwacje ciężarnych kobiet, które stosowały Rytuksymab – chimeryczne 

przeciwciało monoklonalne skierowane przeciwko powierzchniowemu antygenowi 

CD20. Lek ten powoduje zmniejszenie liczby krążących limfocytów B77. 

Udowodniono, że leczenie Rytuksymabem przed zajściem w ciążę i w jej trakcie, 

skutkuje wyższym odsetkiem powikłań ciąży, takich jak samoistne poronienia, porody 

przedwczesne czy stan przedrzucawkowy78,79. Z kolei u myszy wykazano, że brak 

dojrzałych limfocytów B wiąże się ze zmniejszoną liczebnością miotu, zmniejszoną 

wielkością płodów i większą podatnością na infekcje prenatalne80.Z drugiej strony, 

w przebiegu prawidłowej ciąży dochodzi do obniżenia ogólnej liczby krążących 

limfocytów B zarówno u kobiet44,81 jak i u samic myszy45. Spowodowane jest to 

zahamowaniem limfopoezy w szpiku kostnym w drugiej połowie ciąży w wyniku 

działania estrogenów82 oraz migracją limfocytów B do łożyska83. 

W zależności od stopnia zaawansowania ciąży, w różnych kompartymentach 

organizmu kobiet i samic myszy zauważa się zmienne proporcje różnych subpopulacji 

limfocytów B54. Zmiany dotyczą głównie trzeciego trymestru ciąży. W krwi obwodowej 

u kobiet w tym okresie ciąży w porównaniu z kobietami niebędącymi w ciąży 

obserwuje się zmniejszenie odsetka przejściowych limfocytów B o fenotypie 

CD19+IgD+CD38high oraz CD19+CD24highCD38high, limfocytów B pamięci bez 

przełączenia klas o fenotypie  CD19+IgD+CD38− oraz CD19+IgD+CD27+, limfocytów B 

pamięci spoczynkowych o fenotypie CD19+IgD−CD38−, plazmablastów 

CD19+IgD−CD38high, limfocytów B-1 o fenotypie CD5+CD20+ oraz CD19+CD5+, 

a także limfocytów CD19+CD5+CD1d+. Wzrost frekwencji natomiast jest obserwowany 

w przypadku limfocytów B dziewiczych o fenotypie CD19+IgD+CD38+ 44,76,81,84,85. W  

pierwszym trymestrze ciąży, u kobiet nie obserwuje się zazwyczaj zmian we frekwencji 

subpopulacji limfocytów B w porównaniu z kobietami niebędącymi w ciąży76,86. 
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Badania z udziałem ciężarnych samic myszy dostarczyły dodatkowych informacji 

odnośnie innych kompartymentów organizmu. Analiza komórek wykazała mniejszą 

aktywność limfopoetyczną szpiku kostnego w ciąży, głównie w drugiej połowie, o czym 

świadczył spadek liczby wczesnych stadiów limfocytów B, takich jak pre/pro 

limfocytów B (B220intslgM-) czy niedojrzałych limfocytów B (B220intslgM+) 

w porównaniu z samicami niebędącymi w ciąży. Z kolei na podstawie wzrostu liczby 

dojrzałych limfocytów B (B220+slgM+) w szpiku kostnym w tym okresie ciąży 

wnioskuje się, że tempo dojrzewania limfocytów B jest znacznie wyższe w ciąży niż 

przed ciążą. Zahamowanie limfopoezy wpływa na ogólną liczbę limfocytów B w krwi 

obwodowej oraz w śledzionie, głównie w drugiej połowie ciąży, w której obserwowany 

jest spadek liczby tych komórek. W krwi obwodowej ciężarnych samic dochodzi także 

do zmniejszenia liczby niedojrzałych (sIgM+sIgDlow), przejściowych 

(CD19+sIgM+sIgD+) oraz dojrzałych limfocytów B (sIgMlowsIgDlow). Węzły chłonne 

drenujące macicę oraz otrzewną z kolei charakteryzuje napływ limfocytów B. 

W węzłach chłonnych widoczny jest wzrost liczby dojrzałych (B220+C93+, 

B220+CD21+), niedojrzałych (B220+C93-) i aktywowanych limfocytów B 

(B220+CD19+CD80+CD86+) u samic w ciąży w porównaniu z samicami niebędącymi 

w ciąży, a w otrzewnej dochodzi do zwiększeniem liczby limfocytów B-1 

(CD19+CD23+) i B-2 (CD19+CD23)12,87. 

U kobiet w doczesnej we wczesnych etapach ciąży limfocyty B stanowią około 

1,5% wszystkich limfocytów. Frekwencja tych komórek wzrasta w trakcie ciąży do 

około 3%, a przed porodem stanowią one około 2% wszystkich limfocytów 

doczesnej14,46,54. W doczesnej zidentyfikowano populację dziewiczych limfocytów B 

(CD19+CD27-IgD+), których frekwencja w pierwszym trymestrze wynosi około 40% 

wszystkich komórek CD19+. Wraz z rozwojem ciąży następuje spadek frekwencji tej 

subpopulacji limfocytów B. Odwrotną sytuację obserwuje się w przypadku limfocytów 

B pamięci po przełączeniu klas (CD19+CD27+IgD-), ponieważ procentowy udział tej 

populacji w ogólnej liczbie limfocytów B doczesnej wzrasta z ~15% w pierwszym 

trymestrem, do ~40% w momencie porodu. Badaczom udało się również oznaczyć 

w doczesnej limfocyty B pamięci bez przełączenia klas (CD19+CD27+IgD+), których 

frekwencja jest stała w trakcie ciąży (~10% limfocytów B). Z kolei frekwencja 

plazmablastów (CD19+CD27+CD38+/highIgD-) wzrasta w drugim trymestrze 

w porównaniu z pierwszym, jednakże nie przekracza ona 5% wszystkich limfocytów B 

doczesnej14. 
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W macicy myszy w od momentu implantacji następuje wzrost frekwencji 

limfocytów B, gdzie ich najwyższe stężenie obserwuje się w połowie ciąży (około 15% 

wszystkich limfocytów). Zidentyfikowano populację limfocytów B pamięci 

(B220+CD19+CD21+CD27+), komórek plazmatycznych (B220+CD27+CD38+CD138+) 

oraz przejściowych limfocytów B (B220+CD19+CD24+IgMhighIgDlow), które w okresie 

okołoimplantacyjnym stanowią odpowiednio ~55%, ~10% oraz ~15% wszystkich 

limfocytów B macicy12. Dodatkowo w macicy myszy w okresie okołoimplantacyjnym 

(5,5 dzień ciąży) w porównaniu do macicy w fazie estrus można zaobserwować wyższą 

frekwencję aktywowanych limfocytów B (B220+CD19+CD80+CD86+), co według 

autorów publikacji może sugerować o zaangażowaniu limfocytów B w implantację 

zarodków12. Na rycinie 2 przedstawiono zmiany jakie zachodzą w ogólnej liczbie 

limfocytów B w macicy, śledzionie oraz węzłach chłonnych, a także Breg w otrzewnej, 

w miarę postępu ciąży u myszy. 

 

 

Rycina 2. Zmiany całkowitej liczby limfocytów B w macicy, śledzionie i w węzłach chłonnych oraz zmiany 

całkowitej liczby limfocytów Breg w otrzewnej w miarę postępu ciąży u myszy. 

Opracowano własne na podstawie schematu z 54 . 
 

  

Wydaje się, że zmiany jakie zachodzą w trakcie ciąży w populacjach limfocytów B 

w śledzionie, a mianowicie zwiększenie stosunku limfocytów B strefy brzeżnej 

(ang. marginal zone, MZ) do limfocytów B grudek (ang. follicular, FO), mogą mieć 

znaczenie dla rozwoju prawidłowej ciąży, ponieważ zauważono, że proporcje te są 

zaburzone w mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem (♀CBA/J x ♂DBA/2J) 
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w porównaniu z prawidłową ciążą (♀CBA/J x ♂Balb/c)74,87. Wydaje się, że ekspansja 

limfocytów B strefy brzeżnej śledziony może stanowić mechanizm kompensujący 

limfopenię limfocytów B obserwowaną podczas ciąży, maksymalizując w ten sposób 

zdolność układu odpornościowego matki do ochrony, poprzez szybkie wydziałanie 

naturalnych przeciwciał w odpowiedzi na wniknięcie patogenu87.    

Dane odnośnie stężenia immunoglubulin w ciąży nie są jednoznaczne. Nie mniej 

jednak, u ciężarnych kobiet jak i myszy, szczególnie we wczesnych okresach ciąży, 

odnotowuje się wyższe stężenia immunoglobulin IgM, IgA i IgG w surowicy niż 

u kobiet i samic myszy niebędących w ciąży45,86. Z kolei w trzecim trymestrze ciąży 

u kobiet stężenie wymienionych przeciwciał jest niższe niż to obserwowane u kobiet 

nieciężarnych88. 

Limfocyty B są również źródłem przeciwciał asymetrycznych. Są to przeciwciała, 

które z powodu przyłączenia się grupy oligosacharydowej do jednej z domen 

zmiennych fragmentu Fab są niezdolne do tworzenia kompleksów z antygenem. 

W związku z czym, nie aktywują efektorowych mechanizmów odpornościowych, takich 

jak wiązanie dopełniacza i fagocytoza, ale działają jako przeciwciała blokujące89. 

Zauważono, że w przebiegu prawidłowej ciąży asymetryczne przeciwciała skierowane 

przeciwko antygenom ojca stanowią jeden z mechanizmów zapobiegających 

odpowiedzi układu odpornościowego matki przeciwko tym antygenom90. Ich 

niedostateczne wytwarzanie obserwowane jest w przypadku spontanicznych poronień 

(ang. spontaneous abortion, SA) oraz nawracających strat ciąż (ang. recurrent 

pregnancy loss, RPL)91,92. 

Z kolei przeciwciałami, które mają niekorzystny wpływ na utrzymanie ciąży są 

przeciwciała antyfosfolipidowe. Jest to heterogenna grupa immunoglobulin 

skierowanych przeciwko ujemnie naładowanym fosfolipidom, kofaktorom lub 

kompleksom fosfolipid-kofaktor, które zwykle występują w błonach komórkowych 

monocytów, komórek trofoblastu, śródbłonka i płytek krwi. Obecność przeciwciał 

antyfosfolipidowych, które obejmują antykoagulant toczniowy, przeciwciała 

antykardiolipinowe (IgG/IgM) i przeciwciała przeciwko beta2-glikoproteinie-I 

(IgG/IgM), jest czynnikiem etiopatologicznym zespołu antyfosfolipidowego 

(ang. antiphospholipid syndrome, APS)93. Ta choroba autoimmunizacyjna 

charakteryzuje się stanem nadkrzepliwości, który może prowadzić do 

wewnątrzmacicznej śmierć płodu, samoistnych poronień, zakrzepicy żył głębokich 

i stanu przedrzucawkowego94. Nie określono, która dokładnie populacja limfocytów B 
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jest odpowiedzialna za produkcję autoprzeciwciał związanych z APS. Zauważono 

jednak, że zwiększona liczba limfocytów B z ekspresją CD5 (limfocyty B-1a) we krwi 

obwodowej pacjentek z APS dodatnio koreluje z wysokimi poziomami 

autoprzeciwciał95. Oprócz przeciwciał antyfosfolipidowych wykazano, obecność innych 

autoprzeciwciał, które mogą wpływać na prawidłowy przebieg ciąży. Jednymi z nich są 

agonistyczne autoprzeciwciała przeciwko receptorowi typu i angiotensyny II 

(ang. angiotensin II type 1 receptor agonistic autoantibody, AT1-AA). AT1-AA 

naśladują działanie naturalnego ligandu receptora typu i angiotensyny II 

(ang. angiotensin II receptor type 1, AT1) i wiążą się ze stosunkowo dużym 

powinowactwem z receptorem AT1 obecnym w łożysku. Prowadzi to do aktywacji 

wewnątrzkomórkowej kaskady, która z kolei indukuje wytwarzanie czynników 

antyangiogennych odgrywających rolę w rozwoju stanu przedrzucawkowego96,97. 

Z przeprowadzonych in vitro badań wynika, że limfocytami B odpowiedzialnymi za 

produkcję AT1-AA w stanie przedrzucawkowym mogą być komórki CD19+CD5+ 

(B-1a). Czynnikiem, który prawdopodobnie wpływa na aktywację tych komórek jest 

hCG, którego wyższe stężenie obserwuje się u pacjentek w trzecim trymestrze ciąży ze 

stwierdzonym stanem przedrzucawkowym w porównaniu z kobietami w prawidłowej 

ciąży. Komórki te charakteryzuje wysoki poziom ekspresji receptora dla tego hormonu. 

Udowodniono także, iż frekwencja limfocytów B-1a w krwi kobiet w trzecim 

trymestrze ciąży z objawami stanu przedrzucawkowego nie ulega obniżeniu jak 

w przypadku kobiet w prawidłowej ciąży. Ponadto stwierdzono obecność komórek 

CD19+CD5+ w łożysku kobiet ze stanem przedrzucawkowym, natomiast w łożyskach  

kobiet w prawidłowej ciąży nie odnotowano występowania tej populacji  limfocytów76.  

Limfocyty B mogą również wpływać na działanie układu odpornościowego w ciąży 

na drodze innej niż poprzez wydzielanie immunoglobulin. Obecnie wiadomo, że 

limfocyty B są zdolne do immunosupresji poprzez wydzielanie cytokin lub poprzez 

bezpośredni kontakt z komórką efektorową. Limfocyty B o wymienionych 

właściwościach nazwano limfocytami B regulatorowymi i uważa się, że mogą 

odgrywać znaczącą rolę w regulacji tolerancji immunologicznej  w ciąży.  
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1.2.4 Limfocyty B regulatorowe  

1.2.4.1 Powstawanie oraz fenotyp limfocytów B regulatorowych 

Pierwsze prace dotyczące immunosupresyjnej funkcji limfocytów B pojawiły się 

w pracach z lat 70 ubiegłego wieku98,99. Jednak dopiero ponad 20 lat później odkryto 

mechanizmy, które odpowiedzialne są za supresyjne działanie tej grupy limfocytów. Po 

badaniach na mysim modelu eksperymentalnego autoimmnizacyjnego zapalenia mózgu 

i rdzenia, które wykazały, że limfocyty B mogą być odpowiedzialne za przebieg 

choroby i powrót do zdrowia, zaczęto dokładnie badać także inne schorzenia 

autoimmunizacyjne, w celu sprawdzenia analogicznej funkcji limfocytów B, a także 

mechanizmów wyjaśniających ten fenomen100. Obecnie rolę Breg, pozytywną jak 

i negatywną, upatruje się w również w innych stanach chorobowych w tym 

w nowotworach101–103, alergiach104,105, infekcjach bakteryjnych i wirusowych106, ale 

także w transplantologii107,108i w przebiegu ciąży11,15,42–44,80,109. 

Limfocytami B regulatorowymi nazywamy limfocyty B, które mają właściwości 

immunosupresyjne. W przeciwieństwie do limfocytów T regulatorowych, Breg nie są 

odrębną subpopulacją limfocytów B, ponieważ jak dotąd nie udało się zidentyfikować 

cząsteczki, czynnika transkrypcyjnego (odpowiednika FoxP3 dla Treg) lub zestawu 

markerów, które w jasny sposób pozwoliłyby wyróżnić populację limfocytów Breg. 

Dlatego, część badaczy uważa, że limfocyty Breg powinny pozostać funkcjonalnie 

zdefiniowaną subpopulacją w oparciu o ich zdolność do hamowania odpowiedzi 

prozapalnych in vitro lub in vivo110,111. 

Dane literaturowe wskazują, że różne subpopulacje limfocytów B mogą 

w odpowiednim środowisku cytokinowym lub po odpowiednej stymulacji antygenem 

wykazywać, prawdopodobnie przejściowe, właściwości immusupresyjne. Jak dotąd 

zidentyfikowano kilka fenotypów limfocytów Breg, które mogą różnić się 

mechanizmem działania. W tabeli nr 1 oraz nr 2 podano najczęściej badane 

subpopulacje limfocytów B, odpowiednio u ludzi i myszy, mogące wykazywać 

właściwości immunosupresyjne wraz z udowodnionym lub przypuszczalnym 

mechanizmem działania. 
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Rodzaj/Typ  

limfocytów Breg 
Fenotyp 

Wydzielana cząsteczka oraz 

zbadany lub potencjalny 

mechanizm działania 

Bibliografia 

Limfocyty 

B10/limfocyty B 

pamięci 

CD19+CD24highCD27+ 

-IL-10: hamowanie produkcji 

TNF-α przez monocyty; 

-IL-35 

112,113 

Niedojrzałe/ 

Przejściowe 

limfocyty B 

CD19+CD24highCD38high 

-IL-10, CD80/CD86: indukcja 

Treg; hamowanie 

powstawania Th17 oraz Th1 

z naiwnych limfocytów T; 

hamowanie produkcji cytokin 

prozapalnych; 

-IL-35 

113–117 

Komórki Br1 
CD19+CD25highCD71highC

D73- 

-IL-10: hamowanie 

odpowiedzi zapalnej oraz 

indukcja Treg; 

118 

Plazmablasty CD19+CD27intCD38high 

-IL-10, TGF-β: hamowanie 

odpowiedzi efektorowej 

limfocytów T 

cytotoksycznych; hamowanie 

DC; 

-IL-35 

42,113,119,120 

Limfocyty B GrB+ 
CD19+CD38+CD1d+IgM+

CD147+ 

-Granzym B: degradacja 

receptora limfocytów T; 

121,122 

CD5+CD1d+ CD19+CD5+CD1dhigh 
-IL-10: hamowanie 

odpowiedzi Th17; 

123 

- CD19+ -CD39/CD73 124 

- CD24-CD38+ 
-Granzym B: hamowanie 

limfocytów CD4+CD25- ; 

125 

 

Tabela 1. Tabela przedstawiająca najczęściej badane subpopulacje limfocytów B regulatorowych u ludzi 

wraz z udowodnionym lub przypuszczalnym mechanizmem działania. 
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Rodzaj/Typ  

limfocytów Breg 
Fenotyp 

Wydzielana cząsteczka oraz 

zbadany lub potencjalny 

mechanizm działania 

Bibliografia 

B10 C19+CD5+CD1dhigh 

-IL-10: indukcja Treg 

i supresja limfocytów 

efektorowych CD4+ i CD8+,  

hamowanie odpowiedzi Th17; 

-IL-35 

11,43,112,126–129 

Limfocyty strefy 

brzeżnej śledziony 
CD19+CD21+CD23- 

-IL-10: hamowanie 

limfocytów efektorowych 

CD4+ i CD8+; 

130,131 

T2mzp cells CD19+CD21highCD23high 

-IL-10: indukcja Treg oraz 

supresja limfocytów 

efektorowych CD4+ i CD8+; 

132,133 

- CD19+IL-35+/IL19+IL10+ 

-IL-10: aktywacja czynników 

transkrypcyjnych z rodziny 

STAT; 

43 

Limfocyty B Tim-1+ CD19+Tim-1+ 

-IL-10: hamowanie 

limfocytów efektorowych 

CD4+ i regulacja odpowiedzi 

Th1 Th17; 

134–136 

Plazmablasty CD138+CD44high 

-IL-10: hamowanie DC 

i limfocytów efektorowych 

CD4+ i wzrost ekspresji IL-10 

przez limfocyty T; 

119 

Limfocyty B 

cytotoksyczne 
CD19+CD5+FasL+ 

-FAS-L: indukcja śmierci 

limfocytów T; 

137,138 

 

Tabela 2. Tabela przedstawiająca najczęściej badane subpopulacje limfocytów B regulatorowych u myszy wraz 

z udowodnionym lub przypuszczalnym mechanizmem działania. 
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1.2.4.2 Wpływ limfocytów B regulatorowych na inne komórki układu 

odpornościowego 

Immunosupresyjne działanie Breg, podobnie jak Treg, opiera się zarówno na 

pośrednim jak i bezpośrednim odziaływaniu z komórkami efektorowymi (tabela nr 1 

i 2). Jednym z mechanizmów jest wydzielanie cytokin o właściwościach supresorowych 

takich jak IL-10, TGF-β czy IL-35. Zdolność do wydzielania IL-10 uważane jest za 

jedno z głównych kryteriów klasyfikacji danej subpopulacji limfocytów B jako Breg. 

Jak dotąd jest to też najlepiej zbadany mechanizm działania tej grupy komórek. 

Z danych literaturowych wynika, że Breg poprzez ekspresję IL-10 mogą m.in. 

wspomagać różnicowanie się dziewiczych limfocytów T CD4+ w kierunku 

Treg43,104,112,114,115,119,126–129,132,133, hamować odpowiedź limfocytów efektorowych Th1, 

Th17 oraz CD8+ 43,112,126–131,134. IL-10 wydzielana przez Breg przyczynia sią również do 

hamowania aktywacji makrofagów i dojrzewania DC, a także może wspierać 

wytwarzanie DC o właściwościach immunosupresyjnych42,119.  

Breg poprzez wydzielane TGF-β przyczyniają się do zwiększonej produkcji 

reaktywnych form tlenu i tlenku azotu przez komórki regulatorowe pochodzenia 

mieloidalnego, co o z kolei prowadzi do zahamowania proliferacji komórek 

efektorowych CD4+ i CD8+ 139. Dowiedziono, że dzięki TGF-β Breg mogą prowadzić 

również do konwersji dziewiczych limfocytów CD4+ w Treg140,141.   

Kolejną immunosupresyjną cytokiną wydzielaną przez Breg jest IL-35. Aktywuje 

ona inne limfocyty B do ekspresji IL-10 oraz IL-35. Może być również odpowiedzialna 

za hamowanie efektorowych komórek Th1 oraz Th17. Cytokina ta jest także 

zaangażowana w różnicowanie i proliferację limfocytów Treg indukowanych na 

obwodzie142–144. 

Oprócz wydzielania cytokin, Breg zdolne są również do produkcji granzymu B, 

przez co mogą negatywnie regulować odpowiedź typu Th1 i Th17 oraz prowadzić do 

zahamowania proliferacji limfocytów CD4+ poprzez degradację łańcucha ζ kompleksu 

TCR121,122. 

Breg działają również na drodze bezpośredniego kontaktu z komórką efektorową 

poprzez ekspresję ligandów Fas (ang. Fas ligand, FasL). FasL oddziałuje z receptorem 

Fas na komórkach docelowych indukując ich apoptozę. Dane literaturowe wskazują, że 

Breg w ten sposób może powodować apoptozę komórek efektorowych CD4+, CD8+ 

oraz limfocytów Th17137,138,145.  
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Inną cząsteczką powierzchniową Breg jest immunoglobulina komórek T i domena 

1 mucyny (ang. T-cell immunoglobulin and mucin domain 1, TIM-1), która poprzez 

odziaływanie z fosfatydyloseryną i prawdopodobnie poprzez interakcję z APC 

posiadającymi na swojej błonie komórkowej TIM-4, prowadzi do zahamowania 

odpowiedzi odpornościowej komórek Th1, Th17 i CD8+, jak również indukuje 

powstawanie Treg przy udziale TGF-β oraz IL-10135,146. 

Limfocyty B regulatorowe, podobnie jak pozostałe aktywowane limfocyty B, mogą 

oddziaływać z limfocytami T poprzez cząsteczki kostymulacyjne: CD40, CD80 oraz 

CD86140. Wykazano, że ludzkie limfocyty Breg poprzez interakcję za pośrednictwem 

CD80 oraz CD86 wraz z synergistycznym działaniem IL-10 mogą stłumić odpowiedź 

prozapalną Th1114,147. Zwiększony poziom  CD80, CD86 oraz CD40 na limfocytach B 

powiązany jest z konwersją limfocytów T w kierunku Treg140,148. Jednakże, mechanizm 

działania Breg za pośrednictwem cząsteczek kostymulacyjnych, szczególnie CD80 

i CD86,  jest nadal słabo poznany. 

 

1.2.4.3 Powstawanie limfocytów Breg 

Tak jak wcześniej wspomniano, limfocyty B w różnych stadiach rozwoju 

i dojrzewania mogą różnicować się w limfocyty B regulatorowe. Wydaje się, że liczba 

jak i aktywność Breg wzrasta w odpowiedzi na stan zapalny, ponieważ zauważono 

zwiększenie się liczby Breg w fazie zaostrzenia objawów w niektórych chorobach 

autoimmunizacyjnych132,149 oraz w schorzeniach i stanach chorobowych o podłożu 

zapalnym w tym nowotworach101–103, alergiach104,105 oraz infekcjach bakteryjnych 

i wirusowych106. 

Czynnikami mogących brać udział w indukcji Breg są cytokiny. Cytokinami, które 

mogą indukować powstawanie Breg, zarówno u ludzi, jak i u myszy, są m.in. IL-1β, 

IL-6, IL-21, czynnik stymulujący tworzenie kolonii i makrofagów 

(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulatng factor, GM-CSF)133,150,151, ale także 

BAFF oraz ligand indukujący proliferację (ang. a proliferation-inducing ligand, 

APRIL)152–155. Dane literaturowe wskazują, iż także cytokiny przeciwzapalne, takie jak 

IL-10 czy IL-35, mogą wpływać na różnicowanie się limfocytów B w kierunku Breg142.  

Inną istotną drogą powstawania limfocytów B regulatorowych jest aktywacja 

poprzez receptor BCR. Doświadczenia z udziałem myszy, u których BCR został 
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pozbawiony funkcjonalności wykazywały zmniejszoną ekspresję IL-10 w odpowiedzi 

na stymulację receptora TLR9, niż u myszy z w pełni funkcjonalnym BCR131,156,157. 

Przypuszcza się, że różnicowanie się limfocytów B w kierunku Breg poprzez aktywację 

BCR pozwala na powstanie Breg specyficznych względem antygenu, co w przypadku 

rozpoznania przez BCR własnych antygenów może prowadzić do ich tolerancji158. 

Wśród receptorów TLR najczęściej rozpatrywanymi w kontekście aktywacji Breg 

są TLR9 oraz TLR4, które odpowiednio pobudzane są przez sekwencje DNA 

zawierające niemetylowany motyw cytozyna-fosforan-guanozyna (CpG) lub 

lipopolisacharydy bakteryjne (ang.  lipopolysaccharid, LPS)159–161. 

Indukcja limfocytów Breg może również być następstwem zaangażowania 

cząsteczek kostymulacyjnych obecnych na limfocytach B. Wykazano, że sygnały 

pochodzące z interakcji pomiędzy cząsteczką CD40 i ligandem dla CD40 (ang. CD40 

ligand, CD40L) są niezbędne do aktywacji i różnicowania się limfocytów B w kierunku 

Breg. Wskazuje to, że cząsteczki kostymulacyjne mogą być również zaangażowane 

w powstawanie Breg. Powszechnie, w warunkach in vitro stosuje się synergistyczne 

działania BCR/CD40/TLR oraz cytokin w celu uzyskanie optymalnej funkcji 

immunosupresorowej przez limfocyty B 114,162. 

W kontekście ciąży można rozważyć różne czynniki wpływające na aktywację 

limfocytów B w kierunku Breg. Badania na limfocytach uzyskanych od pacjentów 

z chorobami autoimmunizacyjnymi wykazały, że limfocyty B w odpowiedzi na 

estrogeny oraz progesteron wydzielają IL-10163–166. Jednak związek między tymi 

hormonami, a Breg w ciąży nie jest jasny i nadal jest badany. W eksperymentach in 

vitro wykazano również, że czynniki wydzielane przez komórki trofoblastu, m.in. hCG, 

mogą stymulować limfocyty B do ekspresji IL-1043,109. 

 

1.2.4.4 Rola limfocytów B regulatorowych w ciąży 

Limfocyty T regulatorowe do pewnego czasu były uważane za główną populację 

komórek odpowiedzialną za wytworzenie tolerancji wobec antygenów płodu. Obecnie 

sugeruje się, że również Breg mogą brać udział w tym procesie, jednakże wiedza na 

temat mechanizmów działania Breg w ciąży opiera się w głównej mierze na wynikach 

badań u osób z chorobami autoimmunizacyjnymi lub zwierzęcych modelach tych 

chorób i próbach ich interpretacji w odniesieniu do ciąży. Jak do tej pory niewiele prac 
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poświęcono badaniom nad bezpośrednim wpływem tej populacji komórek na przebieg 

ciąży jak również ich roli w stanach patologicznych ciąży. 

Pierwszą publikacją, która wskazała nowy nurt badań immunologów rozrodu była 

praca opublikowana przez zespół A. Zenclussen w 2013 roku15. Wykorzystując mysi 

model ciąży zagrożonej poronieniem (♀CBA/J x ♂DBA/2J) wykazali oni, że jedną 

z przyczyn, która może być odpowiedzialna za resorpcję płodów w tym modelu jest 

zbyt niska, w porównaniu do ciąży prawidłowej (♀CBA/J x ♂BALB/c), frekwencja 

limfocytów Breg o fenotypie CD19+CD5+CD1dhigh. Dodatkowo pozytywną rolę Breg 

w ciąży potwierdzili przez adoptywny transfer limfocytów B z ekspresją IL-10 

pochodzących od samic w prawidłowej ciąży, który w modelu poronnym zmniejszył 

liczbę zresorbowanych płodów. Zaproponowany mechanizm działania Breg opierał się 

głównie na immunoregulacyjnym działaniu IL-10. Breg hamowały aktywację komórek 

dendrytycznych, a także przyczyniły się do zwiększenia frekwencji Treg15. Wykazano 

także, że u myszy w ciąży Breg odpowiadają za stłumienie odpowiedzi 

immunologicznej podczas zakażenia bakteryjnego oraz wpływają pozytywnie na 

populację Treg i ekspresję IL-4, a negatywnie na ekspresję cytokin prozapalnych takich 

jak TNF-α, Th17 oraz IL-680.  

Dalsze badania wykazały wzrost frekwencji limfocytów CD19+CD24highCD27+ 

w krwi obwodowej ciężarnych kobiet w porównaniu z kobietami niebędącymi 

w ciąży42,43. Komórki te, były odpowiedzialne za hamowanie ekspresji TNF-α przez 

limfocyty T. Efektu takiego nie zaobserwowano w przypadku spontanicznych 

poronień42. U kobiet potwierdzono również zdolność limfocytów CD19+ izolowanych 

z doczesnej z 1 i 2 trymetru ciąży, po stymulacji in vitro, do produkcji IL-1014.  

 Z kolei z badań Breg w krwi obwodowej kobiet w trzecim trymestrze ciąży 

wynika, że w tym okresie ciąży dochodzi do spadku odsetka limfocytów o fenotypie 

CD19+CD24highCD38high, CD19+CD5+CD1d+ oraz CD19+CD5+CD1d+IL-10+ 

w porównaniu do stanu przed ciążą44,85. Przedwczesne porody związane są z jeszcze 

większym spadkiem odsetka Breg o fenotypie CD19+CD1dhighCD5+IL-10+ oraz 

CD19+CD38highCD24highIL-10+ niż obserwowany jest on fizjologicznie167. 

 Wydaje się, że podobnie jak Treg, aktywacja Breg następuje bardzo szybko 

w ciąży. W macicy myszy z okresie okołoimplantacyjnym (5,5 dzień ciąży) można 

zauważyć wzrost limfocytów B zdolnych do wydzielania IL-10. Limfocyty te 

charakteryzują się wyższą ekspresją cząsteczek kostymulacyjnych CD80 i CD86 oraz 

markera aktywacji CD27 w porównaniu ze stanem przed ciążą, co może świadczyć 
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o ich zaangażowaniu w prawidłową implantację zarodka12. Badania przeprowadzone 

przez nasz zespół wykazały niższy odsetek Breg z ekspresją IL-35 w 3 dniu ciąży 

w węzłach chłonnych drenujących macicę oraz we krwi obwodowej u myszy w modelu 

ciąży zagrożonej poronieniem w porównaniu z grupą myszy w prawidłowej ciąży11. 

W tym modelu zaobserwowano także niższą frekwencję w populacji Breg z ekspresją 

IL-10 we krwi obwodowej. Również w macicy (3 dzień ciąży) i w doczesnej (14 dzień 

ciąży) odnotowano niższy odsetek CD19+IL-35+ w modelu ciąży zagrożonej 

poronieniem w porównaniu z prawidłową ciążą11.  

 

1.3 Receptor toll-podobny 9 (TLR9) 

1.3.1 Ogólna charakterystyka receptora TLR9 

TLR9, podobnie jak pozostałe receptory toll-podobne, należy do receptorów 

rozpoznających wzorce (ang. pattern recognition receptor, PRR). TLR oprócz 

rozpoznawania unikalnych antygenów mikrobiologicznych, tak zwanych wzorców 

molekularnych związanych z patogenami (ang. pathogen-associated molecular pathern, 

PAMP), zaangażowane są również w rozpoznawanie cząsteczek pochodzenia 

endogennego, czyli wzorców molekularnych związanych z uszkodzeniami 

(ang. damage-associated molecular pattern, DAMP), uwalnianych lub wydzielanych 

przez komórki po urazach tkanek lub ich przebudowie168–170. 

TLR lokalizują się zarówno w endosomach i błonie cytoplazmatycznej rożnych 

komórek układu odpornościowego171–176 jak i w narządowo swoistych komórkach 

nabłonkowych. Obecne są również w komórkach śródbłonka, kardiomiocytach 

i adipocytach177,178. Wykazano, że zarówno komórki nabłonka i podścieliska ludzkiego 

endometrium charakteryzują się ekspresją genów dla TLR1-6 i TLR9, a profil ekspresji 

TLR zależny jest od fazy cyklu miesiączkowego179–181. Również w mysich komórkach 

nabłonka endometrium potwierdzono ekspresję TLR1-6 na poziomie mRNA. Według 

autorów ekspresja TLR7 oraz TLR9 w tych komórkach prawdopodobnie występuje 

jedynie okresowo i może być zależna od fazy cyklu rujowego182. Ponadto wykazano 

ekspresję TLR1-10 (na poziomie mRNA) w ludzkim łożysku oraz doczesnej183–187. 

TLR9 należy do wewnątrzkomórkowych receptorów TLR188. Udowodniono 

jednak, że może się on również lokalizować w błonie komórkowej jednojądrzastych 

komórek krwi obwodowej189, w tym limfocytach B, gdzie działa jako negatywny 
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regulator aktywacji TLR9 w endosomach190. Ponadto TLR9 może być obecny 

w błonach komórkowych neutrofili191 oraz erytrocytów192,193. Jednak jaką dokładnie 

rolę pełnią zewnątrzkomórkowe TLR9 (ang. surface TLR9, sTLR9) nie jest do końca 

jasne.  

Podobnie jak pozostałe TLR, TLR9 to transbłonowa glikoproteina typu 

i zbudowana z zewnątrzkomórkowej N-końcowej domeny z licznymi powtórzeniami 

bogatymi w leucynę (ang. leucine-rich repeats, LRR), pojedynczej domeny 

transbłonowej oraz C-końcowej cytoplazmatycznej domeny sygnałowej TIR 

(ang. toll/interleukin-1 receptor)255,256.  

TLR9 pobudzany jest przez wirusowe lub bakteryjne DNA zawierające motywy 

CpG (cytozyna-fosforan-guanozyna)194–196, u których cytozyna, w przeciwieństwie do 

wyższych organizmów, ulega słabej metylacji197. TLR9 rozpoznaje również syntetyczne 

oligodeoksynukleotydy (ang. oligonucleotides, ODN) z motywem CpG198. TLR9 

zaangażowany jest również w wychwytywanie uwolnionego z własnych komórek 

wolnego mitochondrialnego DNA (ang. mitochondrial DNA, mtDNA)199 oraz wolnego 

płodowego DNA (ang. cell free fetal DNA, cffDNA), które również charakteryzuje 

słabą metylacją cytozyny motywów CpG200.  

Związanie przez domenę zewnątrzkomórkową ligandu wyzwala aktywację domeny 

TIR, która asocjuje z białkiem adaptorowym Myd88 (ang. myeloid differentiation 

primary response gene 88)201. Sygnały przekazywane są przez szereg kolejnych białek 

adaptorowych aktywujących kinazy, co ostatecznie prowadzi do translokacji czynników 

transkrypcyjnych NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B 

cells) lub IRF7 (ang. interferon regulatory factor 7) do jądra komórkowego. Ponadto 

sygnały te mogą uruchamiać kinazy z rodziny MAPK (ang. mitogen-activated protein 

kinases), co skutkuje m.in. aktywacją czynników transkrypcyjnych należących do 

rodziny AP-1 (ang. activator protein 1). NF-κB i AP-1 są odpowiedzialne za 

transkrypcję genów cytokin prozapalnych, w tym IL-6, IL-12 i TNF-α, oraz regulację 

ekspresji genów dla cząsteczek kostymulacyjnych, takich jak CD80 i CD86202. Z kolei 

IRF7 aktywuje ekspresję genów dla interferonów typu I203. Na rycinie 3 przedstawiono 

schemat szlaku sygnalizacji komórkowej za pośrednictwem TLR9. 

Zauważono, że powtarzające się sekwencje telomerowe ssaków, które są zdolne do 

tworzenia tzw. G-tetrad, hamują aktywację układu odpornościowego indukowaną przez 

CpG DNA pochodzenia bakteryjnego. Mechanizm działania polega na zakłóceniu przez 

te powtarzające się sekwencje kolokalizacji TLR9 z CpG DNA w pęcherzykach 
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endosomalnych przy jednoczesnym zachowaniu niezmienionego wychwytu 

komórkowego i wiązaniu się do receptora204. Na podstawie tych sekwencji 

telomerowych powstały syntetyczne ODN działające jako antagoniści TLR9205.  

 

 

Rycina 3. Schemat przedstawiający szlak sygnalizacji komórkowej za pośrednictwem TLR9. 

AP-1 (ang. activator protein 1 ), IKKα (ang. κB kinase α), IRAK-4/-1 (ang. interleukin-1 

receptor-associated kinase 1/4), IRF7 (ang. interferon regulatory factor 7), MAPK 

(ang. mitogen-activated protein kinase), Myd88 (ang. myeloid differentiation primary response 88), 

NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), TAB1/2 (ang. TGF-beta 

activated kinase 1 binding protein 1), TAK1 (ang. transforming growth factor β-activated kinase 1), 

TRAF-6/-3 (ang.  TNF receptor-associated factor 6/3); 

Schemat wykonany w programie BioRender.com na podstawie206,207 

 

 

1.3.2 Wpływ TLR9 na funkcjonowanie limfocytów B  

Limfocyty B, zarówno ludzkie jak i mysie, wykazują wysoką ekspresję TLR9. 

Sygnalizacja za pośrednictwem TLR9 prowadzi do zwiększonej aktywacji 

limfocytów B promując zarówno wrodzoną, jak i nabytą odpowiedź odpornościową. 

Aktywność tego receptora ułatwia prezentację antygenu limfocytom B poprzez 

zwiększenie ekspresji MHC klasy II, CD40, CD86 oraz CD80. Dodatkowo obserwuje 
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się zwiększoną syntezę cytokin prozapalnych (np. IL-6, TNF-α) oraz przeciwzapalnych 

(np. IL-10), a także proliferację komórek, różnicowanie się limfocytów B do komórek 

plazmatycznych i wydzielanie immunoglobulin208–213.  Wydaje się, że stymulacja TLR, 

w tym TLR9, może być rozpatrywana jako trzeci sygnał, po aktywacji BCR i pomocy 

ze strony limfocytów T, niezbędny do aktywacji dziewiczych limfocytów B64. 

Limfocyty B na każdym etapie różnicowania charakteryzują się różnym poziomem 

ekspresji TLR9. Ekspresja TLR9 zwiększa się w miarę przechodzenia limfocytów B od 

spoczynkowych do dojrzałych aktywowanych limfocytów B214, stąd limfocyty B 

pamięci wykazują wyższy poziom ekspresji TLR9 niż dziewicze limfocyty B215. 

Udowodniono, że limfocyty B pamięci konstytutywnie wykazują ekspresję wielu TLR, 

w tym TLR9214,215, a in vitro agoniści tych receptorów mogą bezpośrednio aktywować 

tę subpopulację limfocytów B do różnicowania się w komórki plazmatyczne 

wydzielające przeciwciała o wysokim powinowactwie. In vivo jednak, związanie BCR 

z antygenem wydaje się być nadal niezbędne do pełnej aktywacji limfocytów B 

pamięci. Po uzyskaniu pomocy ze strony limfocytów T lub dodatkowej stymulacji za 

pośrednictwem TLR, w tym TLR9, pobudzenie limfocytów B pamięci może być 

o wiele efetywniejsze216. Z kolei w przypadku dziewiczych limfocytów B wykazano, że 

zwiększają one ekspresję TLR9 po stymulacji BCR215.  

Limfocyty B wykazują bardzo słabą zdolność do endocytozy, szczególnie 

większych antygenów (np. bakterii), dlatego BCR i TLR9 prawdopodobnie działają 

synergistycznie. BCR może internalizować związany antygen i dostarczać go do 

endosomów, gdzie po pobudzeniu przez CpG DNA receptor TLR9 uruchamia 

dodatkowe ścieżki sygnalizacyjne. To połączenie wewnętrznych i zewnętrznych 

sygnałów receptorowych prowadzi do bardziej skutecznej aktywacji limfocytów B217. 

Ponadto w aktywacji TLR9 limfocytów B mogą pośrednio uczestniczyć białka, które 

wykazują zdolność wiązania fragmentów DNA i dostarczają je do przedziałów 

endosomalnych, jak np.  LL-37 (u myszy jego odpowiednikiem jest białko CRAMP), 

czy CD205 (DEC-205). LL-37 na drodze elektrostatycznych oddziaływań może wiązać 

się niespecyficznie z fragmentami DNA, w tym wolnym DNA218,219, mtDNA 220 a także 

CpG ODN221. Udowodniono, że kompleksy DNA-LL-37 aktywują TLR9 limfocytów B, 

co skutkuje zwiększoną ekspresją powierzchniowych markerów aktywacji CD40 

i CD86, jak również zwiększoną produkcją IL-6 i IgG221. Wykazano, że również 

związanie CpG ODN przez CD205 limfocytów B może prowadzić do wzrostu ekspresji 

CD40, CD86, MHC klasy II oraz wydziałania IL-6 przez te limfocyty222. 
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Badania wskazują, że TLR9 może również ulegać ekspresji na powierzchni 

limfocytów B, służąc jako negatywny regulator aktywacji endosomalnego TLR9190. 

Z drugiej strony, badania Lu i wsp. wykazały, że w przypadku stymulacji ligandami, 

sTLR9 może przemieszczać się do endosomu limfocytu B i tym samym aktywować 

szlak sygnalizacji tego receptora, co objawia się wzrostem ekspresji cząsteczek 

kostymulacyjnych i MHC klasy II223. 

 

1.3.3 Aktywacja TLR9 w ciąży w odpowiedzi na sygnały endogenne  

W kontekście ciąży aktywność sygnałów dostarczanych za pośrednictwem TLR9 

można rozpatrywać w kilku aspektach. Oprócz dobrze poznanej roli w ochronie matki 

i dziecka przed patogenami, receptor ten może również brać udział w regulacji 

odpowiedzi immunologicznej w następstwie rozpoznania endogennych sygnałów.  

Wykazano, że zarówno wolne mtDNA, jak i cffDNA mogą przyczyniać się w ciąży 

do powstawania stanu zapalnego na drodze zależnej od TLR9. Wolne mtDNA 

oraz cffDNA obecne są w krążeniu matczynym w trakcie prawidłowo rozwijającej się 

ciąży, a ich stężenie zmienia się w trakcie jej trwania (stężenie wolnego mtDNA224 

sukcesywnie spada, a cffDNA225 wzrasta) oraz w przypadku powikłań ciąży. 

Aktywacja TLR9 przez cffDNA rozpatrywana jest w kontekście powstawanie stanu 

zapalnego niezbędnego do wywołania porodu226,227. Z drugiej strony udowodniono, że 

stymulacja TLR9 przez cffDNA, podobnie jak syntetyczne deoksyrybonukleotydy oraz 

DNA pochodzenia bakteryjnego, u ciężarnych samic myszy może prowadzić do 

resorpcji płodów, przedwczesnego porodu i stanu przedrzucawkowego 

(ang. preeclampsia, PE)200.  

W przypadku powikłań ciąży, wykazano wyższe stężenia mtDNA228–231 oraz 

cffDNA231,232 w surowicy i  w osoczu kobiet z PE, chociaż nie wszystkie badania są 

zgodne w tej kwestii233. Cushen i wsp. dowiedli, że stężenia zarówno wolnego mtDNA 

jak i mtDNA zamkniętego w pęcherzykach zewnątrzkomórkowych, jest niższe 

w osoczu kobiet z objawami PE w porównaniu z stężeniem u kobiet w prawidłowo 

rozwijającej się ciąży233. Nie miej jednak, udowodniono, że aktywacja TLR9 w ciąży 

może być powiązana jest z charakterystycznymi cechami stanu przedrzucawkowego234, 

tj. m.in. z aktywacją neutrofili235, wydzielaniem przez łożysko wyższych stężeń cytokin 

prozapalnych, w tym IL-6, TNF-α, oraz czynników antyangiogennych jak 
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rozpuszczalny receptor typu 1 naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu 

(ang. soluble vascular endothelial growth factor receptor-1, sFtl-1), a także niższych 

stężeń czynników proangiogennych  m.in. czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego 

typu A (ang. vascular endothelial hrowth factor A, VEGFA)236. Ponadto kobiety 

z objawami PE charakteryzują się wyższą ekspresją TLR9 w łożysku oraz 

plazmocytoidalnych komórkach dendrytycznych (pDC) oraz komórkach 

dendrytycznych krwi obwodowej236–238.  

W przypadku szczurzego modelu wewnątrzmacicznego zahamowania wzrostu 

płodu (ang. intrauterine growth restriction, IUGR) w łożyskach wykazano wyższą 

ekspresją TLR9, w porównaniu z ekspresją w łożyskach ciężarnych samic z grupy 

kontrolnej. W aktywacji TLR9 w  IUGR wskazywano na rolę zarówno wolnego 

mtDNA, ale także DNA pochodzącego z zaburzonej flory bakteryjnej jelit239.  

Z kolei u kobiet po spontanicznym poronieniu, niezależnie od tego czy 

uwarunkowane jest ono genetyczną wadą płodu czy innym czynnikiem, obserwuje się 

wyższe stężenia cffDNA, jak i całkowitego wolnego DNA w osoczu w porównaniu ze 

stężeniem występującym u kobiet w tym samym okresie prawidłowo rozwijającej się 

ciąży240,241. Jak do tej pory badania wczesnych okresów ciąży i powiązanych z nimi 

powikłaniami ciąży, nie były intensywnie prowadzone w kontekście aktywacji TLR9. 

Kang i wsp. wykazali jednak, że doczesna kobiet po spontanicznym poronieniu 

w pierwszym trymestrze ciąży charakteryzuje się wyższą ekspresją TLR9 niż doczesna 

pobrana od kobiet w prawidłowej ciąży186, co potencjalnie może mieć związek 

z obserwowanym wyższym stężeniem cffDNA.  

TLR9 może odgrywać również rolę w implantacji zarodków, ponieważ 

dowiedziono, że endometrium kobiet charakteryzuje się znacznie wyższą ekspresję Tlr9 

w fazy lutealnej cyklu menstruacyjnego niż w fazie folikularnej oraz podczas 

menstruacji181. Wzrost ekspresji tego receptora w tym okresie może więc zwiększać 

receptywność endometrium. Z drugiej jednak strony, w biopsjach endometrium 

pobranych od kobiet z powtarzającymi się niepowodzeniami implantacji (ang. recurrent 

implantation failure, RIF) poziom ekspresji Tlr9 był istotnie podwyższony w okresie 

tzw. okna implantacyjnego, jeżeli porównywano go z poziomem ekspresji w biopsjach 

pobranych od zdrowych kobiet w tym samym dniach cyklu242. Uważa się, że jedną 

z przyczyn RIF jest brak równowagi immunologicznej, pomiędzy reakcjami 

pro- i przeciwzapalnymi243, dlatego autorzy badań sugerowali, iż TLR9 może 

pośredniczyć w nadmiernej zapalnej odpowiedzi odpornościowej endometrium i może 
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być jednym z czynników, które wpływają na zaburzoną receptywność endometrium 

u tych pacjentek242.  

Badania nad TLR9 w ciąży prowadzono również w mysim modelu ciąży 

zagrożonej poronieniem, gdzie wykazano, że doczesna samic w tym modelu 

charakteryzuje się wyższą ekspresją TLR9 niż w przypadku prawidłowej ciąży. Ponadto 

w modelu tym, aktywacja TLR9, poprzez podaż agonisty tego receptora w 6,5 dniu 

ciąży, prowadziła do wyższego odsetka resorpcji płodów186. Z  kolei badania 

prowadzone przez nasz zespół wykazy, że limfocyty B pobrane z śledzion samic myszy 

w ciąży zagrożonej poronieniem w okresie przedimplantacyjnym (3 dzień ciąży) 

cechuje wyższa ekspresja mRNA, ale niższa białka dla TLR9 w porównaniu 

z prawidłową ciążą. Różnice w ekspresji wspomnianych cząsteczek na poziomie mRNA 

i białka mogą wskazywać na dynamiczne zmiany jakie mogą zachodzić w tym okresie 

ciąży w limfocytach B244 oraz sugerować o zaangażowaniu TLR9.  
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2 CEL PRACY 

Na podstawie przedstawionej literatury wynika, że limfocyty B charakteryzują się  

skomplikowaną biologią i złożonym fenotypem, w których swój istotny udział ma 

receptor TLR9. W kontekście ciąży może to skłaniać do zadania następujących pytań 

stanowiących  przesłanki tej dysertacji:   

- czy receptor TLR9 może być zaangażowany (pośrednio lub bezpośrednio) w 

rozpoznanie antygenów ojcowskich i sprzyjać rozwojowi tolerancji w okresie 

okołoimplantacyjnym biorąc pod uwagę prozapalny charakter tego procesu? 

- czy receptor TLR9 może być zaangażowany w indukcję limfocytów Breg w tym 

okresie ciąży u myszy i przeciwdziałać poronieniu?  

- czy u kobiet w czasie bezpośrednio następującym po poronieniu zmienia się 

ekspresja tego receptora oraz frekwencja i fenotyp kostymulacyjny limfocytów B 

wskazując na ich  zaangażowanie jako komórek prezentujących antygen?  

- czy istnieje związek pomiędzy ekspresją receptora TLR9, a frekwencją 

i fenotypem  limfocytów Breg u kobiet po spontanicznym poronieniu?  

 

Dlatego też, biorąc pod uwagę wpływ receptora TLR9 na dojrzewanie i funkcje 

limfocytów B, a także jego zaangażowanie w powstawanie limfocytów Breg, celem 

ogólnym pracy było zbadanie udziału receptora TLR9 w kształtowaniu fenotypu 

kostymulacyjnego limfocytów B i regulacji tolerancji immunologicznej we wczesnej 

ciąży u kobiet i w mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem. 

 

Realizacja celu ogólnego obejmowała następujące cele szczegółowe: 

1. Ocena wpływu podaży antagonisty TLR9 we wczesnej ciąży w mysim modelu 

ciąży zagrożonej poronieniem na: 

a) powodzenie ciąży, 

b) fenotyp kostymulacyjny limfocytów B, 

c) ekspansję limfocytów B regulatorowych, 

d) ekspresję ligandów na limfocytach B dla cząsteczek kostymulacyjnych 

obecnych na limfocytach T. 
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2. Określenie ekspresji TLR9, cząsteczek kostymulacyjnych i HLA-DR wybranych 

populacjach limfocytów B krwi obwodowej kobiet   pierwszym trymestrze ciąży 

prawidłowej i  po poronieniu. 

 

3. Określenie ekspresji ligandów dla cząsteczek kostymulacyjnych obecnych na 

limfocytach T w krwi obwodowej kobiet w pierwszym trymestrze ciąży 

prawidłowej i  po poronieniu.    
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3 MATERIAŁY I METODY 

3.1 Gotowe zestawy i odczynniki chemiczne 

Nazwa Przeznaczenie 
Producent 

(nr kat. producenta) 

Brefeldin a Solution 

(Brefeldyna a w DMSO) 
składnik medium do restymulacji komórek Biolegend (420601) 

CD16/CD32 (klon: 93) blokowanie mysich receptorów FcR eBioscience (14-0161-82) 

Cytocolor™ 
zestaw do barwienia rozmazów 

cytologicznych  wg. Szczepanika 
Merck Millipore (115355) 

Cytofix® utrwalacz cytologiczny Samko 

DNAse I 
składnik medium do trawienia 

enzymatycznego macicy 

Roche/ Merck Millipore 

(1010415900) 

EDTA 

(roztwór 0,5mM, pH=8) 
składnik buforów 

Laboratorium Chemii Ogólnej, 

IITD, Wrocław 

FBS (płodowa surowica 

bydlęca), pochodzenie: 

Ameryka Południowa, 

inaktywowana termicznie 

składnik medium do restymulacji komórek Biowest (S181H) 

HBSS (Hank’s balanced salt 

soulution) z Ca2+, Mg2+ 

składnik medium do trawienia 

enzymatycznego macicy 
Biowest (X0509-500) 

Human TruStain FcX™ blokowanie ludzkich  receptorów FcR Biolegend (422302) 

Jonomycyna składnik medium do restumulacji komórek Cayman Chemical (11932) 

Liberase TM Reserch Grade 
składnik medium do trawienia 

enzymatycznego macicy 
Roche (05401119001) 

Lymphosep gradient do izolacji ludzkich  PBMC Biowest (L0560) 

Monensin a Solution 

(Monenzyna a w 70% 

rotworze etanolu) 

składnik medium do restymulacji komórek Biolegend (420701) 

ODN 2088 antagonista mysiego TLR9 InvivoGen (tlrl-2088) 

PMA (forbol 12-mirystynian 

13-octanu) 
składnik medium do restymulacji komórek Cayman Chemical (10008014) 

RPMI-1640 z L-glutaminą 

i czerwienią fenolową 
składnik medium do restymulacji komórek Biowest (L0500) 

True-Nuclear™ 

Transcription Factor Buffer 

Set: Transcription Factor 

Fix, Perm Buffer, Diluent 

zestaw do wewnątrzkomórkowego 

oznaczania cytokin oraz 

wewnątrzjądrowych czynników 

transkrypcyjnych metodą cytometrii 

przepływowej 

Biolegend(424401) 

ZombieRedTM dye 

barwnik do znakowania martwych 

komórek w oznaczeniach 

cytometrycznych 

Biolegend (423110) 
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3.2 Przygotowane bufory i media 

• PBS (sól fizjologiczna buforowana fosforanem): 0,01 M bufor fosforanowy, 

2,7 mM KCl i 137 mM NaCl w wodzie destylowanej; pH=7,4; 

• Bufor FACS: 0,5 mM EDTA, 0,002% azydek sodu oraz 1% inaktywowana 

płodowa surowica bydlęca (ang. fetal bovine serum, FBS) w PBS; 

• Bufor do sortowania: 2mM EDTA i 2% FBS w PBS; 

• ODN 2088: liofilizat rozpuszczony w sterylnym buforze PBS, a następnie 

rozdzielony na porcje po 100 µl (50 µg lub 100 µg na porcję); do momentu 

użycia przetrzymywany w -20°C; 

• Medium do restymulacji komórek: medium RPMI-1640 (z L-glutaminą) 

z dodatkiem 0,1 µg/ml PMA, 1 µg/ml Jonomycyny, 10 µg/ml Brefeldyny 

a i 2 µM Monenzyny A; 

• Płyn Türka: 0,1% roztwór fioletu gencjany w 3% kwasie octowym; 

• Medium do trawienia enzymatycznego: medium HBSS (z Ca2+, Mg2+) 

z dodatkiem 30 ug/ml DNAzy i i 0,28 WU/ml liberazy TM; 

• Bufor lizujący erytrocyty: 0,83% NH4Cl w wodzie destylowanej; 

3.3 Przeciwciała wykorzystane w immunofenotypowaniu komórek 

Antygen Fluorochrom Klon µg/test Kontrola izotypowa Producent 

CD19  FITC 6D5 0,25 µg - Biolegend 

CD5  AF700 53-7.3 0,125 µg - Biolegend 

CD1d  PE/Cy7 1B1 0,125 µg - Biolegend 

CD86  BV650 GL-1 0,125 µg Rat IgG2a, κ   Biolegend 

CD80  BV510 16-10A1  0,25 µg Arm. Hamster IgG  Biolegend 

CD40  PerCp/Cy5.5 3/23 0,5 µg Rat IgG2a, κ Biolegend 

I-A/I-E  

(MHC II) 
APC/Cy7 M5/114.15.2  0,06 µg Rat IgG2b, κ   Biolegend 

TLR9  PE S18025A 0,25 µg Rat IgG1, κ Biolegend 

CD3 FITC 17A2 0,25 µg - Biolegend 

CD45 BV605 30-F11 0,015 µg - Biolegend 

CD4 AF700 GK1.5 0,15 µg - Biolegend 

CD40L PE/Cy7 MR1 0,125 µg Arm. Hamster IgG  Biolegend 

CTLA-4 APC UC10-B9 1 µg Arm. Hamster IgG  Biolegend 

CD28  BV786 37.51 2 µg Hamster IgG, λ  BD 

 

Tabela 3. Przeciwciała wykorzystywane w immunofenotypowaniu komórek mysich; przeciwciała podane w tabeli 

skierowane są przeciwko mysim antygenom zewnątrzkomórkowym; 

https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=16-10A1
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=M5/114.15.2


43 
 

Antygen Fluorochrom Klon µg/test Kontrola izotypowa Producent 

CD19 FITC HIB19 0,5 µg - Biolegend 

CD38 AF700 HIT2 0,25 µg - Biolegend 

CD27 APC/Cy7 O323 0,1 µg - Biolegend 

CD24 BV421 ML5 0,1 µg - Biolegend 

CD86 BV650 IT2.2 0,5 µg Mouse IgG2b,κ Biolegend 

CD80 PE/Cy7 2D10 0,5 µg Mouse IgG1,κ Biolegend 

CD40 BV510 5C3 0,3 µg Mouse IgG1,κ Biolegend 

HLA-DR PerCp/Cy5.5 L243 0,6 µg Mouse IgG2a, κ Biolegend 

TLR9 PE Eb72-1665 0,75 µg Rat Ig2a, κ BD 

CD3 FITC UCHT1 0,2 µg - Biolegend 

CD4 AF700 RPA-T4 0,25 µg - Biolegend 

CD25 PE/Cy7 BC96 0,3 µg - Biolegend 

CD127 APC/Cy7 A019D5 0,3 µg - Biolegend 

CTLA-4 PerCP/Cy5.5 BNI3 0,3 µg Mouse IgG2a, κ Biolegend 

CD28 BV421 CD28.2 0,3 µg Mouse IgG1, κ Biolegend 

CD40-L BV605 24-31 0,75 µg Mouse IgG1, κ Biolegend 

 

Tabela 4. Przeciwciała wykorzystywane w immunofenotypowaniu komórek ludzkich; przeciwciała podane w tabeli 

skierowane są przeciwko ludzkim antygenom zewnątrzkomórkowym; 

 

Antygen Fluorochrom Klon µg/test Kontrola izotypowa Producent 

IL-6 APC MP5-0F3 0,25 µg Rat IgG1, κ Biolegend 

IL-10 BV421 JES5-6E3 0,5 µg Rat IG2b, κ Biolegend 

IL-10 PE JES5-6E3 1 µg RatIgG2b, κ Biolegend 

TLR9 PE S18025A 0,25 µg Rat IgG1, κ Biolegend 

FoxP3 BV421 MF-14 0,8 µg - Biolegend 

 

Tabela 5. Przeciwciała wykorzystywane w immunofenotypowaniu komórek mysich; przeciwciała podane w tabeli 

skierowane są przeciwko mysim antygenom wewnątrzkomórkowym; 

 

Antygen Fluorochrom Klon µg/test Kontrola izotypowa Producent 

IL-10 APC JES3-19F1 0,1 µg Rat IgG2a,κ Biolegend 

IL-6 PE MQ2-13A5 0,125 µg Rat IgG1,κ Biolegend 

TLR9 PE Eb72-1665 0,75 µg Rat Ig2a, κ 
Beckton 

Dickinson 

FoxP3 PE 259D 0,2 µg - Biolegend 

 

Tabela 6. Przeciwciała wykorzystywane w immunofenotypowaniu komórek ludzkich; przeciwciała podane w tabeli 

skierowane są przeciwko ludzkim antygenom wewnątrzkomórkowym; 

 

 

https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=MP5-20F3
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=JES5-16E3
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=JES5-16E3
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3.4 Aparatura  

• Wirówki: MPW-352, MPW-350R, MPW-260R (MPW Med. Instruments); 

• Inkubator CO2: Innova® CO-48 (New Brunswick Scientific); 

• Komora laminarna: HFsafe-1200 (Heal Force); 

• Mikroskopy świetlne: Olympus SZ61 (Olympus), Eclipse E200 (Nikon) 

• Cytometr przepływowy wyposażony w lasery: 355 nm, 405 nm, 488 nm, 

640 nm; LSRFortessa™ (Becton Dickinson); 

 

3.5 Zwierzęta doświadczalne 

W pracy wykorzystano myszy szczepu CBA/J (samice) oraz DBA/2J (samce). 

Zwierzęta zostały zakupione z hodowli Charles River Laboratoire (Francja). Przed 

przystąpieniem do doświadczeń uzyskano zgodę Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw 

Doświadczeń na Zwierzętach we Wrocławiu (nr zgody: 036/2021/P1) na 

przeprowadzenie eksperymentów przedstawionych w rozprawie doktorskiej. W trakcie 

wszystkich doświadczeń myszy utrzymywane były w warunkach standardu SPF 

(ang. Specific Pathogen Free), tj. w pomieszczeniach za ścisłą barierą higieniczną 

i wolnych od określonych, swoistych dla gatunku mikroorganizmów i pasożytów. 

Eksperymenty przeprowadzano na mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem 

(ang. abortion – prone model of pregnancy).  

Charakterystyczną cechą mysiego modelu ciąży zagrożonej poronieniem, czyli 

krzyżówki samicy szczepu CBA/J (haplotyp H-2k) z samcem szczepu DBA/2J 

(haplotyp H-2d), jest wyższy odsetek resorbowanych płodów w porównaniu do ciąży 

prawidłowej [krzyżówka samicy szczepu CBA/J z samcem szczepu BALB/c (haplotyp 

H-2d)]. u samic CBA/J pokrytych samcem DBA/2J, począwszy od 7 dnia ciąży, 

następuje utrata kontaktu komórkowego pomiędzy komórkami doczesnej, a komórkami 

stożka pozałożyskowego. Towarzyszy temu infiltracja komórek NK, leukocytów 

(limfocytów CD8+, limfocytów B i granulocytów), komórek tucznych, oraz obserwuje 

się przewagę cytokin prozapalnych. W 12 dniu ciąży można już zauważyć różnicę 

pomiędzy zresorbowanymi, a prawidłowymi płodami245–248. W modelu tym jednak nie 

każdy płód ulega resorpcji. Resorpcje od czasu do czasu występują w każdej 

alogenicznej ciąży u myszy, w tym w krzyżówce CBA/J x BALAB/c, stanowiącej 

model prawidłowej ciąży. Jednak w mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem 
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resorpcje są wyraźnie spowodowane czynnikami immunologicznymi, a jak większość 

badań wskazuje, szczególnie niewykształceniem się tolerancji na aloantygeny249–255. 

Ponieważ samce DBA/2J i BALB/c posiadają taki sam haplotyp głównego układu 

zgodności tkankowej, to przypuszcza się, że przyczyną niedostatecznej liczby 

i aktywności Treg jest nieodpowiednia odpowiedź układu odpornościowego samicy na 

aloantygeny obecne w plazmie nasienia należące do słabych antygenów zgodności 

tkankowej255,256. Wszystkie manipulacje, których celem było przywrócenie tolerancji 

antygenów samca/płodu (np. podaż IL-10257, TGF-β258, wzrost ekspresji CTLA-4259, 

adoptywny transfer Treg249 i Breg15) lub ograniczenie niekorzystnego stanu zapalnego 

związanego z naciekiem komórek odpornościowych, prowadziły do istotnego spadku 

liczby resorbowanych płodów260. Model ten jest więc klasycznym i często 

wykorzystywanym modelem zwierzęcym do badania poronień tła 

immunologicznego260.  

Na rycinie 4 przedstawiono schematycznie doświadczenie nad wpływem 

antagonisty TLR9 na powodzenie ciąży oraz na zmianę immunofenotypu limfocytów B 

oraz T w mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem. 

 

 

Rycina 4. Schemat doświadczenia nad wpływem antagonisty TLR9 na powodzenie ciąży oraz na zmianę   

immunofenotypu komórek w mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem. 

dpc - day post coitum (dzień po kryciu samicy); i.p – intraperitoneal injection (podanie dootrzewnowe); 
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3.5.1 Wymaz cytologiczny z pochwy samic myszy i określanie fazy cyklu 

rujowego samic 

Od samic myszy szczepu CBA/J zawsze o tej samej porze (około godziny 

9.00-10.00) pobierano z pochwy wymaz poprzez delikatne obracanie wymazówki 

(sterylny patyczek o długości około 4-5 cm z nawiniętą na końcówkę bawełnianą watą). 

Następnie wydzielinę delikatnie rozprowadzano na szkiełku podstawowym i utrwalano 

za pomocą komercyjnie dostępnego utrwalacza cytologicznego Cytofix® (Samko). Tak 

przygotowany wymaz wybarwiano wykorzystując zestaw do barwienia cytologicznego 

Cytocolor™ (Merck Millipore), który bazuje na metodzie barwienia według 

Szczepanika, zgodnie z dołączonym przez producenta protokołem. 

Preparaty oglądano pod mikroskopem świetlnym przy powiększaniu 200x i 400x. 

Na podstawie obecności charakterystycznych komórek określano fazę cyklu rujowego. 

W tabeli nr 7 przedstawiono rodzaje komórek, które występują w każdej z faz cyklu 

płciowego u myszy. 

 

Faza cyklu 

rujowego 

Jądrzaste 

komórki 

nabłonkowe 

Zrogowaciałe 

komórki 

nabłonkowe 

Leukocyty 

Metestrus - + + 

Diestrus - - + 

Proestrus + - - 

Estrus - + - 

 

Tabela 7. Obecność charakterystycznych komórek w wymazie z pochwy w każdym z etapów cyklu rujowego samic 

myszy (opracowano na podstawie261); ,,+”- obecność komórek, ,,- ” – brak komórek; 

 

Na rycinie nr 5 przedstawiano przykładowe zdjęcia z mikroskopu z każdej z faz cyklu 

rujowego samicy myszy szczepu CBA/J. 
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Rycina 5. Zdjęcia mikroskopowe (powiększenie 200x) wymazów z pochwy myszy przedstawiające 

charakterystyczne komórki obecne w każdej z faz cyklu rujowego.  

1-zrogowaciałe komórki nabłonkowe, 2- leukocyty, 3-jądrzaste komórki nabłonkowe;  

A-metestrus, B-diestrus, C-proestrus, D-estrus 

  

3.5.2 Krycie samic 

Ponieważ u samic myszy owulacja występuje w fazie estrus, samice myszy 

CBA/J w fazie poprzedzającej owulacje czyli w fazie proestrus, umieszczano w klatce 

z samcem szczepu DBA/2J (1 samica : 1 samiec). Samice przenoszono zawsze o tej 

samej porze, tj. pomiędzy godziną. 18.00, a 19.00. Następnego dnia rano, tj. około 

godziny 8.00, na podstawie braku lub obecności czopa kopulacyjnego w pochwie 

samicy stwierdzano czy doszło do krycia. Dzień ten określano jako 0 dzień ciąży. 

Skutecznie pokryte myszy CBA/J przenoszono do osobnej klatki. 

 

3.5.3 Podaż antagonisty receptora TLR9 

Samicom, natychmiast po stwierdzeniu obecności czopa kopulacyjnego, podawano 

dootrzewnowo 100 µl PBS (grupa kontrolna) lub antagonistę receptora TLR9 

ODN 2088 (Invivogen) w dawce 50 µg lub 100 µg rozpuszczonego w 100 µl PBS. 

Dawki preparatu dobrano na podstawie innego badania z udziałem ciężarnych samic, 

wktórym zarówno 50 µg jak i 100 µg ODN 2088 odwracało negatywny wpływ 
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jednoczesnego podania CpG ODN na resorpcję płodów. Była to dawka bezpieczna dla 

zwierząt262. 

ODN 2088 jest kompetycyjnym inhibitorem TLR9, który wiąże się z wysokim 

powinowactwem z wewnątrzkomórkowym TLR9, ale nie indukuje dalszej stymulacji 

szlaku zależnego od tego receptora. Był on niejednokrotnie wykorzystywany 

w badaniach in vitro m.in. w celu zahamowania aktywacji TLR9 przez mtDNA263–265,  

DNA pochodzenia baketryjnego266 oraz CpG ODN205, jak również in vivo, gdzie 

u myszy jego podaż odwracała aktywacyjne działanie mtDNA267. u myszy stosowano 

go również w celu odwrócenia niekorzystnego wpływu CpG ODN na powodzenie 

ciąży262. Ponadto związek ten wykazywał działanie protekcyjne w szczurzym modelu 

ostrego uszkodzenia nerek268 oraz w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym po 

zawale mięśnia sercowego269, hamując w obu przypadkach stan zapalny związany 

z aktywnością TLR9. 

 

3.5.4 Pobieranie materiału od myszy 

3.5.4.1 Eutanazja  

W celu pobrania narządów do badań, samice uśmiercano w 3  lub 14 dniu ciąży 

poprzez dyslokację kręgów szyjnych po uprzedniej inhalacji 5% izofluranem 

(Laboratorios Karizoo S.A.). Płody uśmiercano przez dekapitację.  

 

3.5.4.2 Pobieranie śledziony oraz węzłów chłonnych 

Śledziony wycinano za pomocą narzędzi chirurgicznych i do czasu izolacji 

komórek umieszczano na szalce z zimnym PBS. Podobnie postępowano z węzłami 

chłonnymi. Do analiz odpreparowywano paraaortalne węzły chłonne (ang. paraaortic 

lymph nodes, PALN), które drenują macicę. Całość manipulacji przeprowadzano 

w sterylnych warunkach.  

 

3.5.4.3 Pobieranie macicy oraz potwierdzanie ciąży 

Macice od myszy w 3 jak i w 14 dniu ciąży odpreparowano i umieszczano na 

szalce z zimnym PBS.  
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Ciążę potwierdzano post mortem. Macicę samic uśmierconych w 3 dniu ciąży, 

umieszczano na szalce i  przy pomocy igły i strzykawki każdy róg macicy 

przepłukiwano PBS w celu wypłukania zarodków. Następnie po mikroskopem 

sprawdzano obecność zarodków. Do dalszych badań przeznaczano tkanki od myszy, 

w macicach których stwierdzano obecność zarodków.  

U samic uśmiercanych w 14 dniu ciąży, ciążę potwierdzono makroskopowo na 

podstawie obecności płodów. W tym dniu ciąży u myszy widoczne jest już wyraźnie 

łożysko oraz bardzo dobrze można odróżnić żywe jak i zresorbowane płody/miejsca 

resorpcyjne (rycina nr 6). Liczbę zresorbowane zarodków określono na podstawie 

wielkości i wyglądu łożyska. Łożyska zresorbowanych płodów charakteryzowały się 

ciemniejszą barwą (krwotoczną), mniejszymi rozmiarami i brakiem obecności 

wyraźnych tkanek płodu w porównaniu ze łożyskami z prawidłowo rozwiniętymi 

płodami (rycina nr 7). Procent zresorbowanych płodów (ang. abortion rate) obliczono 

zgodnie ze wzorem254: 

 

liczba zresorbowanych płodów

(liczba żywych płodów +  liczba zresorbowanych płodów)
 x 100 % 

 

 

 

Rycina 6. Zdjęcia macicy myszy szczepu CBA/J będącej w ciąży zagrożonej poronieniem (14 dzień ciąży). Na 

zdjęciu zaznaczono prawidłowe (P) oraz zresorbowane płody myszy (R). 
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Rycina 7. Zdjęcie łożyska wraz z doczesną zdrowego (A) i zresorbowanego płodu (B) samicy myszy szczepu CBA/J 

będącej w ciąży zagrożonej poronieniem (14 dzień ciąży); 

 

3.5.5 Izolacja komórek z materiału zwierzęcego 

3.5.5.1 Izolacja komórek z śledziony oraz węzłów chłonnych 

Śledzionę przenoszono na polistyrenowe sitka (wielkość porów 40 µm) znajdujące 

się na szalce z roztworem 0,83% NH4Cl (bufor lizujący erytrocyty). Przy pomocy 

tłoczka od strzykawki tkankę delikatnie przecierano, a następnie komórki przenoszono 

do polistyrenowych probówek i odwirowano (czas = 10 min, 

RCF = 300 x g,temp. = 4°C). Roztwór NH4Cl zlewano, splenocyty przepłukano zimnym 

PBS i odwirowano w warunkach jak wyżej. Krok ten powtarzano. Tak uzyskane 

komórki zawieszano w 1 ml PBS i zliczano je w komorze Bürkera po uprzednim 

rozcieńczeniu zawiesiny w płynie Türka. 

Podobnie postępowano z węzłami chłonnymi, przy czym nie wykorzystywano 

0,83% NH4Cl – tkankę przecierano tylko w buforze PBS.  

Całość izolacji komórek ze śledzion, jak i węzłów chłonnych, wykonywano 

w sterylnych warunkach. 

 

3.5.5.2 Izolacja komórek z macicy 

Odpreparowane i pobrane macice od myszy w 3 dniu ciąży umieszczano 

w probówkach typu eppendorf i w obecności 1 ml medium do trawienia 

enzymatycznego (skład podano w tabeli nr 8) cięto nożyczkami chirurgicznymi przez 

około 20 sekund. Następnie otrzymaną zawiesinę inkubowano w łaźni wodnej w 37°C 

z delikatnym mieszaniem (100 rpm). Po pierwszych 10 minutach inkubacji, macicę 

ponownie cięto nożyczkami przez około 20 sekund. Następnie w odstępach 
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10 minutowych probówkę delikatnie wytrząsano w rękach (około 20 sekund). Macicę 

łącznie trawiono enzymatycznie przez 40 minut. W kolejnym kroku otrzymaną 

zawiesinę komórek przefiltrowywano najpierw przez sitko o porach 70 µm, a następnie 

przez sitko o porach 40 µm. Za każdym razem sitka przemywano buforem do 

sortowania (PBS z dodatkiem 2mM EDTA i 2% FBS). Otrzymane komórki wirowano 

(czas = 4 min, RCF = 300 x g,temp. = 21°C), a osad zawieszano w 1 ml medium 

RPMI-1640 (Biowest) i nawarstwiano na 500 µl inaktywowaną płodową surowicę 

bydlęcą (Biowest). Ponownie wirowano (czas = 10 min, RCF = 200 x g,temp. = 21°C), 

a powstały osad komórek zawieszano w 1 ml PBS i komórki zliczano w komorze 

Bürkera po uprzednim rozcieńczeniu zawiesiny w płynie Türka. 

 

Składniki medium do trawienie enzymatycznego Stężenie 

Medium HBSS z jonami Ca2+ Mg2+ - 

DNAza I 30 µg/ml 

Liberaza TM 0,28 WU/ml 

 

Tabela 8. Składniki medium do trawienia enzymatycznego macicy myszy; WU= Jednostka Wunscha (ang. Wunsch 

Unit); 

 

3.5.5.3 Izolacja komórek z doczesnej 

Od każdej myszy w 14 dniu ciąży odpreparowywano doczesne z dwóch łożysk 

prawidłowych płodów zgodnie z metoda opisaną przez Croy i wsp270. Odpreparowane 

doczesne przenoszono na polistyrenowe sitka (wielkość porów 40 µm) znajdujące się na 

szalce z PBS i przy pomocy tłoczka od strzykawki delikatnie przecierano. Otrzymana 

zawiesinę komórek przenoszono do probówek i wirowano (czas = 10 min, 

RCF = 300 x g,temp. = 15°C). Otrzymany osad komórek przemywano PBS i ponownie 

wirowano w warunkach jak wcześniej. Osad zawieszano w PBS i komórki zliczano 

w komorze Bürkera po uprzednim rozcieńczeniu zawiesiny w płynie Türka. 

Wyizolowane komórki z dwóch doczesnych łączono razem i traktowano je jako jedną 

próbkę. 
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3.6 Charakterystyka pacjentek zrekrutowanych do badań 

Przed przystąpieniem do badań uzyskano zgodę komisji bioetycznej (Nr KB 

535/2018, KB 462/2021). Kobiety zrekrutowane do badań były pacjentkami Szpitala 

Specjalistycznego im. A. Falkiewicza we Wrocławiu, i Kliniki Ginekologii 

i Położnictwa Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wrocławiu lub Centrum 

Medycznego Zdrowa Kobieta we Wrocławiu. Wszystkie kobiety uczestniczące 

w eksperymencie wyraziły pisemną zgodę na udział w badaniach. 

 Na podstawie przeprowadzonej ankiety, z udziału w badaniach zostały wykluczone 

pacjentki, które w trakcie ciąży spożywały alkohol, paliły papierosy; u których 

stwierdzono aktualną lub przebytą w ciąży infekcję, jakiekolwiek choroby przewlekłe 

(autoimmunizacyjne, genetyczne, nowotworowe itd.), kobiety z  anomaliami 

anatomicznymi macicy, a także kobiety, które zaszły w ciążę po zastosowaniu procedur 

wspomaganego rozrodu. Pacjentki zostały zapytane o liczbę przebytych ciąż oraz ich 

przebieg (bez komplikacji, powikłania) oraz sposób urodzenia dziecka (naturalny, przez 

cesarskie cięcie). Dodatkowo w ankiecie zawarte były pytania odnośnie 

przyjmowanych w trakcie ciąży leków, suplementów diety, witamin. Kobiety podały 

również swój wiek oraz masę ciała i wzrost w celu obliczenia BMI (ang. body mass 

index).  

 Wiek ciąży został określony na podstawie daty ostatniej miesiączki oraz 

potwierdzony za pomocą badania ultrasonograficznego dopochwowego podczas wizyty 

w gabinecie ginekologicznym. 

 

Kobiety po poronieni: Grupa pacjentek składała się z 30 kobiet, które zgłosiły się do 

szpitala z powodu rozpoznania obumarcia wczesnej ciąży (7-14 tydzień ciąży). Materiał 

do badań (krew z żyły łokciowej) został pobrany przed podaniem pacjentce 

jakichkolwiek leków. Z grupy tej wykluczono pacjentki, u których w badaniu USG 

stwierdzono puste jajo płodowe. 

 

Kobiety w prawidłowej ciąży: Do grupy tej zakwalifikowano 24 pacjentki we 

wczesnej ciąży (7-14 tydzień ciąży), u kobiet tych w momencie kwalifikacji do badań 

ciąża przebiegała prawidłowo. Materiał do badań pobrano podczas rutynowej wizyty 

w gabinecie ginekologicznym po standardowych badaniach. Pacjentki w tej grupie 
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badanej nie zgłaszały utraty ciąży w przeszłości, a ich poprzednie ciąże przebiegały bez 

komplikacji. 

 

W tabeli nr 9 przedstawiono charakterystykę pacjentek z podziałem na dwie grupy: 

kobiety po poronieniu oraz kobiety w prawidłowej ciąży. Pacjentki w obu grupach nie 

różniły się pod względem wieku, BMI, tygodnia ciąży, liczby ciąż zakończonych 

żywym porodem, natomiast wykazano istotnie statystycznie różnice pod względem 

liczby poronień. 

 

 
Kobiety po poronieniu 

n=30 

Kobiety w prawidłowej ciąży 

n=24 

Wiek (lata) (p > 0,05) 30,63 ± 4,23 29,29 ± 4,43 

BMI (kg/m2) ( p > 0,05) 22,36 ± 2,68 23,44 ± 3,10 

Tydzień ciąży (p > 0,05) 9,5 ± 1,40 9,75 ± 2,67 

Liczba ciąż zakończonych żywym 

porodem (w przeszłości) # 

(p > 0,05) 

0,53 ± 0,68 1,00 ± 1,02 

Liczba poronień ## (p< 0,0001) 1,4 ± 0,2 0 

 

Tabela 9. Charakterystyka pacjentek zrekrutowanych do badań; Dane przedstawione są jako średnie ± odchylenie 

standardowe; n=liczba pacjentek;  

Porównując wyniki pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych lub testu u Manna-Whitneya, gdy 

dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

# do liczby żywych porodów wliczone zostały jedynie ciąże zakończone żywym porodem w przeszłości (dane 

z ankiety); 

## do liczby poronień wliczone zostały wszystkie poronienia z przeszłości (dane z ankiety) jak i ostatnie poronienie, 

z powodu którego pacjentka zgłosiła się do szpitala; 

 

3.6.1 Izolacja PBMC z krwi pacjentek 

W celu izolacji komórek jednojądrzastych z krwi obwodowej (ang. peripheral 

blood mononuclear cells, PBMC) od pacjentek pobrano krew z żyły łokciowej do 

sterylnych probówek zawierających heparynę litową. Krew, rozcieńczoną dwukrotnie 

PBS, nawarstwiano na gradient o gęstości 1.077 g/ml (Lymphosep, Biowest). Następnie 

komórki wirowano przez 30 minut w 21°C przy obrotach wirówki równych 400 x g, 

a powstałe na styku faz wyraźne pasmo zawierające PBMC przenoszono do osobnej 

probówki. W kolejnym kroku komórki dwukrotnie przepłukiwano PBS 
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(wirowanie: czas = 10 min, RCF = 250 x g,temp. = 21°C). Osad komórek zawieszano 

w 1 ml RPMI-1640 (Biowest) i zliczano je w komorze Bürkera po uprzednim 

rozcieńczeniu zawiesiny w płynie Türka. 

 

3.7 Restymulacja komórek 

Komórki wyizolowane z węzłów chłonnych, śledziony i PBMC restymulowano 

w celu cytometrycznego oznaczenia cytokin (IL-10 oraz IL-6). 1 mln komórek 

zawieszano w 1 ml medium do restymulacji (skład podano w tabeli nr 10) i inkubowano 

na płytce 24-dołkowej przez 4 godziny w 37°C w inkubatorze z 5% CO2.  

 

Składnik medium do restymulacji Stężenie 

RPMI-1640 (z L-glutaminą i czerwienią fenolową) - 

Inaktywowana płodowa surowica bydlęca (ang. fetal bovine 

serum, FBS) 
10% 

Koktajl aktywujący 

leukocyty (ang. Leukocyte 

Activation Cocktail, LAC) 

Forbol 12-mirystynian 13-octanu 

(ang. phorbol 12-myristate 

13-acetate, PMA) 

0,1 µg/ml 

Jonomycyna 1 µg/ml 

Brefeldyna A 10 µg/ml 

Monenzyna A 2 µM 

 

Tabela 10. Skład medium do restymulacji komórek w celu cytometrycznej identyfikacji IL-10 oraz IL-6 
 

3.8 Immunofenotypowanie limfocytów 

Komórki, po restymulacji jak i bezpośrednio wyizolowane, inkubowano ze 

specyficznymi przeciwciałami monoklonalnymi lub kontrolami izotypowymi 

skoniugowanymi z fluorochromami w celu określenia poziomu ekspresji badanych 

antygenów zewnątrz- i wewnątrzkomórkowych.  

Komórki po restymulacji przenoszono z dołków płytki 24-dołkowej do probówek, 

odwirowywano (czas = 5 min, RCF = 300 x g,temp. = 15°C), zawieszano w PBS 

i ponownie odwirowywano (czas = 5 min, RCF = 300 x g,temp. = 15°C) celem 
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odpłukania pozostałości medium hodowlanego. Osad komórek, zawieszano w 100 µl 

PBS. W przypadku komórek, których nie restymulowano, po ich zliczeniu, 1 mln 

komórek zawieszano również w 100 µl PBS. Do zawiesiny dodawano odczynnika 

znakującego martwe komórki ZombieRedTM (Biolegend) w rozcieńczeniu 1 : 200 (dla 

komórek wyizolowanych z macicy oraz doczesnej w rozcieńczeniu 1 : 100). Komórki 

inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej w ciemności. Po tym czasie, 

w celu zablokowania receptorów FcR, do każdej probówki dodawano 5 µl Human 

TruStain FcX™ (Biolegend) w przypadku komórek ludzkich lub przeciwciała 

monoklonalnego skierowanego przeciwko antygenom CD16/CD32 (klon: 93, 

eBioscience) w stężeniu 0,5 µg/µl w przypadku komórek mysich. Próbki inkubowano 

przez 10 minut w ciemności w temperaturze 4°C. Następnie dodawano przeciwciała 

monoklonalne (skoniugowane w fluorochromami) skierowane przeciwko antygenom 

zewnątrzkomórkowym w ustalonych wcześniej stężeniach lub odpowiednie kontrole 

izotypowe (skoniugowane z tymi samymi fluorochromami i dodawane w tych samych 

stężeniach co specyficzne przeciwciała monoklonalne) (tabela nr 3 i 4). Komórki 

inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C w ciemności. Po tym czasie dodawano 

do probówek 500 µl buforu do barwienia FACS i odwirowywano (czas = 5 min, 

RCF = 300 x g, temp. = 15°C) celem odpłukania niezwiązanych z antygenem 

przeciwciał. Osad komórek zawieszano w 300 µl odczynnika Transcription Factor Fix 

z zestawu True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (Biolegend) i inkubowano 

przez noc (około 18 godz.) w temperaturze 4°C w ciemności. Po tym czasie komórki 

odwirowywano (czas = 5 min, RCF = 300 x g, temp. = 15°C), osad komórek 

przemywano 500 µl odczynnika permeabilizującego błonę komórkową Perm Buffer 

z zestawu True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (Biolegend) i ponownie 

odwirowywano w warunkach jak wcześniej. Osad komórek zawieszano w 100 µl Perm 

Buffer i po ponownym zablokowaniu receptorów FcR (warunki jak wcześniej) 

dodawano przeciwciała monoklonalne (skoniugowane z  fluorochromami) 

rozpoznającymi wybrane antygeny wewnątrzkomórkowe w stężeniach wcześniej 

dobranych lub odpowiednie kontrole izotypowe (skoniugowane z tymi samymi 

fluorochromami i dodawane w tych samych stężeniach co specyficzne przeciwciała 

monoklonalne) (tabele nr 5 i 6). Komórki inkubowano przez 60 minut w temperaturze 

4°C w ciemności, a następnie dwukrotnie odpłukiwano niezwiązane przeciwciała 

500 µl Perm Buffer. Osad komórek zawieszano w 350 µl 1% buforowanej formaliny 

i analizowano na cytometrze przepływowym LSRFortessa™ (Becton Dickinson). 
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3.9 Analiza cytometryczna  

Analizę danych uzyskanych z cytometrii przepływowej wykonano w programie 

FlowJo v10.8.1 (FlowJo LLC). Przed przystąpieniem do analiz, dla każdego panelu 

oznaczeń wykonano automatyczną kompensację fluorescencji. Po zabramkowaniu 

odpowiedniej populacji komórek, określano ekspresję badanych białek na podstawie 

różnicy mediany fluorescencji pomiędzy specyficznym przeciwciałem, a medianą 

fluorescencji pochodzącą z odpowiedniej kontroli izotypowej (median fluorescence 

intensity, MFI). Na rycinach 8-12 przedstawiono strategie bramkowania.  
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Rycina 8. Przykładowe przedstawienie wykresów punktowych dot-plot oraz histogramów dla strategii bramkowania 

śledzionowych limfocytów B oraz określenia ekspresji MHC klasy II, cząsteczek kostymulacyjnych oraz TLR9 

w doświadczeniu z udziałem mysiego modelu ciąży zagrożonej poronieniem.  
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Rycina 9. Przykładowe przedstawienie wykresów punktowych dot-plot oraz histogramów dla strategii bramkowania 

limfocytów T węzłów chłonnych oraz określenia ekspresji IL-10 oraz receptorów dla cząsteczek kostymulacyjnych 

w doświadczeniu z udziałem mysiego modelu ciąży zagrożonej poronieniem. 
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Rycina 10. Przykładowe przedstawienie wykresów punktowych dot-plot oraz histogramów dla strategii bramkowania 

limfocytów B (CD19+), przejściowych limfocytów B (CD19+CD38highCD24high) oraz limfocytów B pamięci 

(CD19+CD24highCD27+) w krwi obwodowej pacjentek oraz określenia ekspresji cząsteczek kostymulacyjnych, 

HLA-DR (MHC klasy II) oraz TLR9 w tych komórkach. 
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Rycina 11. Przykładowe przedstawienie wykresów punktowych dot-plot oraz histogramów dla strategii bramkowania 

limfocytów B (CD19+), przejściowych limfocytów B (CD19+CD38highCD24high) oraz limfocytów B pamięci 

(CD19+CD24highCD27+) w krwi obwodowej pacjentek oraz określenia ekspresji IL-10 oraz IL-6 w tych komórkach. 

 



61 
 

 

 

Rycina 12. Przykładowe przedstawienie wykresów punktowych dot-plot oraz histogramów dla strategii bramkowania 

limfocytów T w krwi obwodowej pacjentek oraz określenia ekspresji IL-10 oraz receptorów dla cząsteczek 

kostymulacyjnych . 
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3.10 Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną wykonano w programie GraphPad Prism v 5.03 (GraphPad 

Software). Wyniki odstające odrzucono na podstawie testu Grubssa. Normalność 

rozkładu danych sprawdzono testem Shapiro-Wilka. W przypadku porównywania 

trzech grup między sobą użyto testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ang. one-way 

ANOVA) z testem post-hoc Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc 

Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub gdy wariancje w badanych 

grupach nie były homogenne. Homogenność wariancji w grupach w tym przypadku 

sprawdzano za pomocą testu Barletta. 

 z kolei porównując wyniki pomiędzy dwoma grupami użyto testu t-Studenta dla 

prób niezależnych, z poprawką Welcha gdy wariancje w grupach, zbadane za pomocą 

testy Fishera, nie były homogenne lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane dodatkowo 

nie pochodziły z rozkładu normalnego.  

Dokładny opis testów statystycznych jakie użyto porównując dane pomiędzy 

grupami umieszczony został w podpisach pod wykresami. Wyniki uznano za istotne 

statystycznie gdy P < 0,05. 
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4 WYNIKI 

4.1 Wpływ antagonisty TLR9 ODN 2088 na powodzenie ciąży oraz na 

ustalenie tolerancji immunologicznej w mysim modelu ciąży zagrożonej 

poronieniem 

4.1.1 Wpływ antagonisty TLR9 ODN 2088 na powodzenie ciąży 

W celu sprawdzenia jaki wpływ na powodzenie ciąży ma podanie antagonisty 

TLR9 ODN 2088, myszy w 14 dniu ciąży uśmiercono oraz zliczono liczbę 

zresorbowanych oraz prawidłowych płodów, a także policzono miejsca implantacyjne 

(sumaryczna liczba prawidłowych i zresorbowanych płodów). Na wykresie 1 

przedstawiono dane z przeprowadzonego eksperymentu. Po podaniu ODN 2088, 

zarówno w dawce 50 µg jak i 100 µg, zaobserwowano zwiększoną liczbę i odsetek 

zresorbowanych płodów (P<0,05) w stosunku do wszystkich miejsc implantacyjnych 

(na wykresie 1 odpowiednio a i C) w porównaniu z grupą kontrolną samic, które 

otrzymały PBS. Nie odnotowano istotnych statystycznie różnic pomiędzy badanymi 

grupami w liczbie prawidłowych płodów (wykres 1 B) oraz liczbie miejsc 

implantacyjnych (wykres 1 D). 
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Wykres 1. Wpływ podaży antagonisty TLR9 na powodzenie ciąży u myszy CBA/J po kryciu samcami DBA/2J. 

Liczba zresorbowanych płodów (A), liczba prawidłowych płodów (B), procent zresorbowanych płodów (C) oraz 

sumaryczna liczba miejsc implantacyjnych (D) w 14 dniu ciąży po podaniu ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

4.1.2 Wpływ podaży antagonisty TLR9 ODN 2088 na ekspresję cząsteczek 

kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 przez limfocyty B śledziony oraz 

węzłów chłonnych drenujących macicę 

Celem eksperymentu było sprawdzenie wpływu podaży antagonisty TLR9 

ODN 2088 na kostymulacyjny fenotyp limfocytów B, ekspresję MHC klasy II oraz 

TLR9 w dwóch dniach ciąży myszy – w 3 oraz 14 dniu ciąży. Badania postanowiono 

przeprowadzić w tych dniach ciąży, ponieważ 3 dzień ciąży jest ostatnim dniem przed 

implantacją, która u myszy rozpoczyna się pomiędzy 4 a 5 dniem po pokryciu. Z kolei 

w 14 dniu ciąży, łożysko jest w pełni rozwinięte i kontakt pomiędzy matką, a płodem 

jest ustabilizowany. Dodatkowo w modelu tym, w 14 dniu ciąży bardzo dobrze można 

odróżnić prawidłowe jak i zresorbowane płody/miejsca resorpcyjne. 

Z przeprowadzonych analiz cytometrycznych wynika, że podaż 50 µg jak i 100 µg 

ODN 2088 nie wpłynęła na ekspresję CD80 na śledzionowych limfocytach B 
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w obydwu badanych dniach ciąży (wykres 2 A). Z kolei limfocyty B węzłów chłonnych 

charakteryzowały się spadkiem ekspresji CD80 w 3 dniu ciąży po podaży 50 µg 

antagonisty TLR9 (P<0,05), a w 14 dniu ciąży po podaży 100 µg ODN 2088 (P<0,05) 

w porównaniu z grupą kontrolną myszy (wykres 3 A).  

W przypadku cząsteczki CD86 zauważono wzrost jej ekspresji na limfocytach B 

węzłów chłonnych w 3 dniu ciąży po podaniu 50 µg ODN 2088 (P<0,05) w porównaniu 

z grupą kontrolną (wykres 3 B). Była to jedyna obserwowana zmiana w ekspresji tej 

cząsteczki na limfocytach B. 

Analiza ekspresji cząsteczki CD40 oraz MHC klasy II na limfocytach B 

pochodzących z śledziony oraz węzłów chłonnych samic nie wykazała istotnych 

statystycznie różnic pomiędzy grupami badanymi oraz grupą kontrolną myszy zarówno 

w 3 jak i 14 dniu ciąży (wykres 2 C i D oraz wykres 3 C i D). 

Podaż ODN 2088 nie spowodowała zmian ekspresji TLR9 w limfocytach B 

w śledzionie (wykres 2 E) i węzłach chłonnych (wykres 3 E) w 3 dniu ciąży. Natomiast 

podanie 100 µg ODN 2088 przyczyniło się do spadku ekspresji tego receptora w 14 

dniu ciąży zarówno w limfocytach B śledziony (P<0,01; wykres 2 E) jak i węzłów 

chłonnych (P<0,05, wykres 3E) w porównaniu z grupą kontrolną. 
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Wykres 2. Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 w śledzionowych limfocytach B 

(CD19+) w 3 i 14 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Wykres 3. Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 w limfocytach B (CD19+) 

wyizolowanych z węzłów chłonnych drenujących macicę w 3 i 14 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub 

PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Sprawdzono również zmianę frekwencji limfocytów B z ekspresją badanych białek 

po podaży antagonisty TLR9. W przypadku limfocytów B z ekspresją CD80 zauważono 

jedynie spadek frekwencji tych komórek wśród śledzionowych limfocytów B w 14 dniu 

ciąży po podaży 50 µg (P<0,05) jak i 100 µg (P<0,05) ODN 2088 w porównaniu 

z grupą kontrolną (wykres 4 A). Natomiast nie odnotowano zmian w frekwencji tych 

komórek w 3 dniu ciąży w śledzionie (wykres 4 A) i w węzłach chłonnych (wykres 5 

A), jak i w 14 dniu ciąży w węzłach chłonnych (wykres 5 A) pomiędzy badanymi 

grupami myszy.  

Nie odnotowano zmian w frekwencji limfocytów B z ekspresją CD86, CD40, MHC 

klasy II wśród śledzionowych limfocytów B (wykres 4 B, C, D) i limfocytów B 

pochodzących z węzłów chłonnych (wykres 5 B, C, D) w dwóch badanych dniach ciąży 

pomiędzy grupą myszy które otrzymały ODN 2088, a grupą kontrolną. 

W przypadku limfocytów B z ekspresją TLR9 wykazano jedynie spadek frekwencji 

w 14 dniu ciąży zarówno w śledzionie (P<0,05; wykres 4 E) jak i węzłach chłonnych 

(P<0,01; wykres 5 E) po podaży 100 µg ODN 2088. W 3 dniu ciąży pomiędzy 

analizowanymi grupami myszy nie odnotowano różnić w frekwencji komórek 

CD19+TLR9+ wśród limfocytów B pochodzących z obydwu badanych narządów 

(wykres 4 E i wykres 5 E). 

 

 

 



69 
 

 
 

Wykres 4. Frekwencja limfocytów B (CD19+) z ekspresją badanych cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II 

oraz TLR9 wśród limfocytów CD19+ śledziony w 3 i 14 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS 

(kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Wykres 5. Frekwencja limfocytów B (CD19+) z ekspresją badanych cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II 

oraz TLR9 wśród limfocytów CD19+ węzłów chłonnych drenujących macicę w 3 i 14 dniu ciąży po podaniu 

samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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4.1.3 Ocena ekspresji cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz 

TLR9 przez limfocyty B izolowane z macicy oraz doczesnej po podaży ODN 2088 

Analizując ekspresję wybranych antygenów na limfocytach B macicy w 3 dniu 

ciąży nie zaobserwowano istotnych różnic w ich ekspresji pomiędzy grupą myszy, która 

otrzymała antagonistę receptora TLR9 w dawce 50 µg lub 100 µg, a grupą kontrolną 

(wykres 6). Dodatkowo w macicy frekwencja limfocytów B o fenotypie CD19+CD80+, 

CD19+CD86+, CD19+CD40+, CD19+MHC II+ oraz CD19+TLR9+ (wykres 7) nie różniła 

się pomiędzy myszami, które otrzymały ODN 2088 (w dawce 50 µg lub 100 µg), 

a zwierzętami, którym podano PBS. 

Natomiast w doczesnej w 14 dniu ciąży limfocyty B wykazywały niższą ekspresję 

TLR9 w grupie myszy, którym podano ODN2088 w dawce 50 µg (P<0,05) jak i 100 µg 

(P<0,001), niż limfocyty B pochodzące od samic z grupy kontrolnej (wykres 8 E). 

Ekspresja pozostałych badanych antygenów na limfocytach B doczesnej nie różniła się 

pomiędzy porównywanymi grupami myszy. 

Jedyną różnicę jaką zaobserwowano w przypadku frekwencji limfocytów B 

doczesnej z ekspresją badanych antygenów, to niższy procent komórek CD19+TLR9+ 

w grupie myszy po iniekcji 100 µg ODN 2088 (P<0,05) w porównaniu z grupą 

kontrolną (wykres 8E). 
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Wykres 6. Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 w limfocytach B (CD19+) macicy w 3 

dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=6-9).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 



73 
 

 

Wykres 7. Frekwencja limfocytów B (CD19+) z ekspresją badanych cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz 

TLR9 wśród limfocytów CD19+ macicy w 3 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=6-9).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Wykres 8. Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 w limfocytach B (CD19+) doczesnej 

w 14 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=4-9).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Wykres 9. Frekwencja limfocytów B (CD19+) z ekspresją badanych cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II 

oraz TLR9 wśród limfocytów CD19+ doczesnej w 14 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=4-9).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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4.1.4 Wpływ antagonisty TLR9 ODN 2088 na frekwencję limfocytów 

CD19+CD5+CD1dhigh (Breg) oraz ekspresję IL-10 i IL-6 przez te komórki 

W celu określenia wpływu antagonisty TLR9 na frekwencję limfocytów Breg wybrano 

populacje limfocytów B o fenotypie CD19+CD5+CD1dhigh, ponieważ w modelu ciąży 

zagrożonej poronieniem wykazano, że komórki o tym fenotypie mogą uczestniczyć 

w regulacji tolerancji immunologicznej m.in. poprzez wydzielanie IL-1011,15,43. Ponadto 

jest to najczęściej badana subpopulacja limfocytów B pod kątem aktywności 

supresyjnej u  myszy. 11,43,112,126–129 

Analiza frekwencji limfocytów CD19+CD5+CD1dhigh wśród limfocytów B 

śledziony oraz węzłów chłonnych drenujących macicę w 3 i 14 dniu ciąży nie wykazała 

różnic pomiędzy samicami, które otrzymały ODN 2088 a samicami z grupy kontrolnej 

(wykres 10 a oraz wykres 11 A). Limfocyty te charakteryzowały się również ekspresją 

IL-10 oraz IL-6 na takim samym poziomie we wszystkich analizowanych grupach 

myszy dwóch badanych dniach ciąży (wykres 10 B i C oraz wykres 11 B i C). 

 

 

Wykres 10. Frekwencja śledzionowych limfocytów CD19+CD5+CD1dhigh wśród limfocytów B (CD19+) oraz 

ekspresją IL-10 oraz IL-6 przez śledzionowe limfocyty CD19+CD5+CD1dhigh w 3 oraz 14 dniu ciąży po podaniu 

samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola) 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Wykres 11. Frekwencja limfocytów CD19+CD5+CD1dhigh wśród limfocytów B (CD19+) pochodzących z węzłów 

chłonnych drenujących macicę oraz ekspresją IL-10 oraz IL-6 przez limfocyty CD19+CD5+CD1dhigh w 3 oraz 14 dniu 

ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

4.1.5 Ekspresja receptorów dla cząsteczek kostymulacyjnych przez 

limfocyty T po podaży antagonisty TLR9 ODN 2088 

U samic po zastosowaniu  50 µg ODN 2088 śledzionowe limfocyty T w 14 dniu 

ciąży charakteryzowały się spadkiem ekspresji cząsteczki CD28 (P<0,001) 

w porównaniu z grupą kontrolną myszy (wykres 12 A). Dodatkowo zaobserwowano 

zmniejszenie się frekwencji komórek CD3+CD4+CD28+ (P<0,05) wśród limfocytów T 

śledziony (14 dzień ciąży) w grupie myszy, której podano 50 µg antagonisty receptora 

TLR9 (wykres 12 A). W limfocytach T pochodzących z węzłów chłonnych drenujących 

macicę nie wykazano istotnych statystycznie różnic w ekspresji CD28 pomiędzy 

badanymi grupami zarówno w 3 jak i w 14 dniu ciąży. Nie odnotowano również zmian 

w frekwencji limfocytów z ekspresją tego białka wśród wszystkich limfocytów T 

węzłów chłonnych (wykres 13 A). 

U samic myszy nie zaobserwowano również zmian w ekspresji cząsteczki CTLA-4 

na śledzionowych jak i pochodzących z węzłów chłonnych drenujących macicę 

limfocytach T w 3 jak i 14 dniu ciąży pomiędzy grupą samic, które otrzymały 

ODN 2088 w dawce 50 µg i 100 µg, a grupą myszy po podaży PBS. Nie zauważono 

również różnic w frekwencji komórek CTLA-4+CD3+CD4+ w populacji limfocytów T 

śledziony i węzłów chłonnych pomiędzy badanymi grupami myszy w obu dniach ciąży 

(wykres 12 B oraz 13 B). 
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Natomiast po podaży 50 µg antagonisty TLR9 wykazano niższą, w porównaniu 

z grupą kontrolną, ekspresję CD40L (P<0,01) w 3 dniu ciąży na śledzionowych 

limfocytach T oraz na limfocytach T pochodzących z węzłów chłonnych drenujących 

macicę po podaniu 50 µg (P<0,001) i 100 µg (P<0,001) ODN 2088. W przypadku 

14 dnia ciąży nie odnotowano różnić w ekspresji tego białka na komórkach CD3+CD4+ 

śledziony oraz węzłów chłonnych drenujących macicę pomiędzy badanymi grupami 

myszy. Również frekwencja limfocytów T z ekspresją CD40L wśród wszystkich 

limfocytów śledziony oraz węzłów chłonnych drenujących macicę nie uległa zmianie 

w 3 i 14 dni ciąży po podaniu ODN 2088 (wykres 12 C i wykres 13 C). 
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Wykres 12. Ekspresja receptorów dla cząsteczek kostymulacyjnych na śledzionowych limfocytach T (CD3+CD4+) 

w 3 i 14 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola) oraz frekwencja limfocytów T z ekspresją 

tych cząsteczek wśród limfocytów T śledziony. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne.  

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Wykres 13. Ekspresja receptorów dla cząsteczek kostymulacyjnych na limfocytach T (CD3+CD4+) wyizolowanych 

z węzłów chłonnych drenujących macicę w 3 i 14 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola) 

oraz  frekwencja limfocytów T z ekspresją tych cząsteczek wśród limfocytów T węzłów chłonnych. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto ang. one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 



81 
 

4.1.6 Aktywacja limfocytów T oraz frekwencja Treg po podaży 

antagonisty TLR9 ODN 2088 

Analizując frekwencję limfocytów T z ekspresją markera aktywacji (CD25), 

wykazano, że w 14 dniu ciąży w grupie samic po podaży 50 µg ODN 2088 frekwencja 

tych limfocytów jest niższa zarówno w śledzionie  (P<0,05) jak i w węzłach chłonnych 

drenujących macicę (P<0,01) w porównaniu z grupą kontrolną (wykres 14 A oraz 

wykres 15 A). Z kolei w 3 dniu ciąży, podaż antagonisty TLR9 nie miała wpływu na 

frekwencję limfocytów T z ekspresją CD25 zarówno w śledzionie jak i w węzłach 

chłonnych (wykres 14 A oraz wykres 15 A).  

Grupa samic po podaży 50 µg ODN 2088 w porównaniu do grupy kontrolnej 

charakteryzowała się spadkiem frekwencji limfocytów CD3+CD4+CD25+FoxP3+ wśród 

wszystkich limfocytów T węzłów chłonnych (P<0,05; 14 dzień ciąży) i śledziony 

(P<0,01; 3 dzień ciąży) w porównaniu z grupą kontrolną (wykres 14 B oraz wykres 

15 B). W przypadku analizy ekspresji IL-10 w limfocytach CD3+CD4+CD25+FoxP3+ 

nie zaobserwowano istotnych statystycznie różnic pomiędzy badanymi grupami samic 

w 3 i 14 dniu ciąży zarówno w węzłach chłonnych drenujących macicę jak 

i w śledzionie (wykres 14 C oraz wykres 15 C). 

 

 

Wykres 14. Frekwencja limfocytów CD3+CD4+CD25+ oraz CD3+CD4+CD25+FoxP3+ wśród limfocytów T śledziony 

oraz ekspresją IL-10 przez limfocyty CD3+CD4+CD25+FoxP3+  w 3 oraz 14 dniu ciąży po podaniu samicom ODN 

2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Wykres 15. Frekwencja limfocytów CD3+CD4+CD25+ oraz CD3+CD4+CD25+FoxP3+ wśród limfocytów T + węzłów 

chłonnych drenujących macicę oraz ekspresją IL-10 przez limfocyty CD3+CD4+CD25+FoxP3+  w 3 oraz 14 dniu ciąży 

po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych samic wraz z średnią dla badanej grupy (n=8-10).  

Porównując wyniki pomiędzy grupą kontrolną, a grupami badanymi użyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc 

Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego lub 

gdy wariancje w grupach nie były homogenne. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
 

 

4.2 Określenie ekspresji TLR9, cząsteczek kostymulacyjnych i HLA-DR   

na wybranych subpopulacjach limfocytów B krwi obwodowej kobiet w pierwszym 

trymestrze ciąży prawidłowej i po poronieniu. 

W pracy doktorskiej postanowiono skupić się na analizie ekspresji TLR9, 

cząsteczek kostymulacyjnych i HLA-DR w ogólnej populacji limfocytów B krwi 

obwodowej (CD19+), a także w dwóch wybranych subpopulacjach limfocytów B: 

limfocytach B przejściowych o fenotypie CD19+CD38highCD24high oraz w limfocytach 

B pamięci o fenotypie CD19+CD24highCD27+. Subpopulacje te wybrane zostały z tego 

względu, iż jak dotąd są najlepiej scharakteryzowanymi subpopulacjami limfocytów B 

mogącymi, po odpowiedniej stymulacji, wykazywać właściwości immunosupresyjne 

m.in. poprzez wydzielanie IL-10114,126. Dlatego też, populacje limfocytów B o podanym 

fenotypie nazywane są często przez badaczy limfocytami Breg odpowiednio 

przejściowymi limfocytami Breg (ang. transitional regulatory B cells, tBreg) oraz 

regulatorowymi limfocytami B pamięci (ang. memory regulatory B cells, mBreg)271. 

 



83 
 

4.2.1 Frekwencja limfocytów B (CD19+), przejściowych limfocytów B 

(CD19+CD38highCD24high) oraz limfocytów B pamięci (CD19+CD24highCD27+) 

w krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciąży prawidłowej 

Badania nie wykazały istotnych statystycznie różnic w frekwencji limfocytów B 

(wykres 16 A), przejściowych limfocytów (wykres 16 B) i limfocytów B pamięci 

(wykres 17 B) wśród limfocytów krwi obwodowej pomiędzy kobietami po poronieniu 

a kobietami w ciąży prawidłowej.   

 

 

Wykres 16. . Frekwencja limfocytów B (CD19+), przejściowych limfocytów B (CD19+CD38highCD24high) oraz 

limfocytów B pamięci (CD19+CD24highCD27+) wśród limfocytów krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz 

w ciąży prawidłowej. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych pacjentek wraz z średnią dla badanej grupy. Porównując wyniki 

pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych (gdy wariancje w grupach nie były homogenne 

z poprawką Welcha) lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

 

Kobiety po poronieniu w porównaniu z kobietami w prawidłowej ciąży 

charakteryzowały się wyższym odsetkiem przejściowych limfocytów B (P<0,01) wśród 

limfocytów B  krwi obwodowej (wykres 17 A). Natomiast frekwencja limfocytów B 

pamięci wśród limfocytów B krwi obwodowej nie różniła się pomiędzy dwiema 

analizowanymi grupami pacjentek (wykres 17 B). 
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Wykres 17. Frekwencja przejściowych limfocytów B (CD19+CD38highCD24high) oraz limfocytów B pamięci 

(CD19+CD24highCD27+) wśród limfocytów B krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciąży prawidłowej. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych pacjentek wraz z średnią dla badanej grupy. Porównując wyniki 

pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych (gdy wariancje w grupach nie były homogenne 

z poprawką Welcha) lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

 

4.2.2 Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 na 

limfocytach B (CD19+) krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciąży 

prawidłowej 

Limfocyty B krwi obwodowej pacjentek po poronieniu charakteryzowały niższą 

ekspresją CD86 (P<0,001) oraz wyższą ekspresją CD40 (P<0,05) w porównaniu 

z pacjentkami w ciąży prawidłowej (wykres 18 B i C). Z kolei poziom ekspresji CD80, 

HLA-DR oraz TLR9 na tych limfocytach był podobny w dwóch analizowanych 

grupach kobiet (wykres 18 A, D, E). 
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Wykres 18. Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 w limfocytach B (CD19+) krwi 

obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciąży prawidłowej. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych pacjentek wraz z średnią dla badanej grupy. Porównując wyniki 

pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych (gdy wariancje w grupach nie były homogenne 

z poprawką Welcha) lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

4.2.3 Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 

w przejściowych limfocytach B (CD19+CD38highCD24high) krwi obwodowej 

pacjentek po poronieniu oraz w ciąży prawidłowej 

 Przejściowe limfocyty B krwi obwodowej kobiet po poronieniu charakteryzowały 

się niższą ekspresją CD86 (P<0,001) w porównaniu z kobietami w ciąży prawidłowej 

(wykres 19 B). Z kolei poziom ekspresji cząsteczki CD40 (P<0,05) oraz HLA-DR 

(P<0,01) w tej populacji limfocytów był wyższy u pacjentek, u których doszło do 

poronienia, niż u kobiet w prawidłowej ciąży (wykres 19 C i D). Ekspresja CD80 oraz 

TLR9 była na podobnym poziomie w obydwu badanych grupach kobiet (wykres 19 

A i E). 



86 
 

 

Wykres 19. Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 w przejściowych limfocytach B 

(CD19+CD38highCD24high) krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciąży prawidłowej. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych pacjentek wraz z średnią dla badanej grupy. Porównując wyniki 

pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych (gdy wariancje w grupach nie były homogenne 

z poprawką Welcha) lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

4.2.4 Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 

w limfocytach B pamięci (CD19+CD24highCD27+) krwi obwodowej pacjentek po 

poronieniu oraz w ciąży prawidłowej 

Limfocyty B pamięci krwi obwodowej kobiet po poronieniu charakteryzowały się 

niższą ekspresją CD86 (P<0,01) w porównaniu z kobietami w ciąży prawidłowej 

(wykres 20 B). Z kolei poziom ekspresji cząsteczki CD40 (P<0,05) w tych limfocytach 

był wyższy u pacjentek, u których doszło do poronienia, niż u kobiet w prawidłowej 

ciąży (wykres 20 C). Ekspresja CD80, HLA-DR oraz TLR9 była na podobnym 

poziomie w obu badanych grupach kobiet (wykres 20 A, D i E). 
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Wykres 20. Ekspresja cząsteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 w limfocytach B pamięci 

(CD19+CD24highCD27+) krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciąży prawidłowej. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych pacjentek wraz z średnią dla badanej grupy. Porównując wyniki 

pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych (gdy wariancje w grupach nie były homogenne 

z poprawką Welcha) lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

4.2.5 Ekspresja IL-10 oraz IL-6 w limfocytach B (CD19+), przejściowych 

limfocytach B (CD19+CD38highCD24high) oraz limfocytach B pamięci 

(CD19+CD24highCD27+) krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciąży 

prawidłowej 

Badania wskazały na wyższą ekspresję IL-10 w limfocytach B (P<0,01) oraz 

w subpopulacji limfocytów B przejściowych (P<0,05) oraz limfocytów B pamięci 

(P<0,01) krwi obwodowej u kobiet po poronieniu, niż u pacjentek w ciąży prawidłowej 

(wykres 21 A, C, E). Z kolei pacjentki w ciąży prawidłowej charakteryzowały się 

wyższym poziomem ekspresji IL-6 w limfocytach B (P<0,05) oraz limfocytach B 

pamięci (P<0,05), niż kobiety po poronieniu (wykres 21 B, F). Ekspresja IL-6 przez 
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przejściowe limfocyty B nie różniła się pomiędzy analizowanymi grupami kobiet 

(wykres 21 D). 

 

 

Wykres 21. Ekspresja IL-10 oraz IL-6 w limfocytach B (CD19+), przejściowych limfocytach B 

(CD19+CD38highCD24high) oraz limfocytach B pamięci (CD19+CD24highCD27+) krwi obwodowej pacjentek po 

poronieniu oraz w ciąży prawidłowej. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych pacjentek wraz z średnią dla badanej grupy. Porównując wyniki 

pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych (gdy wariancje w grupach nie były homogenne 

z poprawką Welcha) lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

4.2.6 Ekspresja receptorów dla cząsteczek kostymulacyjnych na 

limfocytach T krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciąży prawidłowej 

Pacjentki po poronieniu charakteryzowały się wyższą ekspresją cząsteczek CTLA-4 

(P<0,05) oraz CD40L (P<0,01) na limfocytach T krwi obwodowej niż kobiety 

w prawidłowej ciąży (wykres 22 A i C). Nie wykazano natomiast różnic w ekspresji 

CD28 na tych limfocytach pomiędzy analizowanymi grupami pacjentek (wykres 22 A). 
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Wykres 22. Ekspresja receptorów dla cząsteczek kostymulacyjnych na limfocytach T krwi obwodowej pacjentek po 

poronieniu oraz w ciąży prawidłowej. 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych pacjentek wraz z średnią dla badanej grupy. Porównując wyniki 

pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych (gdy wariancje w grupach nie były homogenne 

z poprawką Welcha) lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

4.2.7 Frekwencja aktywowanych limfocytów T (CD3+CD4+CD25+) oraz 

Treg (CD3+CD4+CD25+FoxP3+CD127-) w krwi obwodowej pacjentek po 

poronieniu oraz w ciąży prawidłowej 

Limfocyty T krwi obwodowej pacjentek po poronieniu charakteryzowały się niż 

niższą frekwencję aktywowanych limfocytów T (P<0,05) niż pacjentki w ciąży 

prawidłowej (wykres 23 A). Natomiast procent limfocytów Treg wśród limfocytów 

CD3+CD4+ krwi obwodowej nie różnił się pomiędzy badanymi grupami kobiet (wykres 

23 B). Również ekspresja IL-10 przez limfocyty Treg  była na podobnym poziomie 

pomiędzy pacjentkami po poronieniu, a pacjentkami w ciąży prawidłowej (wykres 

23 C). 

 

 

Wykres 23. Frekwencja aktywowanych limfocytów T (CD3+CD4+CD25+) oraz Treg 

(CD3+CD4+CD25+FoxP3+CD127-). 

Wykresy przedstawiają wyniki dla poszczególnych pacjentek wraz z średnią dla badanej grupy. Porównując wyniki 

pomiędzy grupami użyto testu t-Studenta dla prób niezależnych (gdy wariancje w grupach nie były homogenne 

z poprawką Welcha) lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodziły z rozkładu normalnego. 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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5 DYSKUSJA 

Medycyna jest jedną z najszybciej rozwijających się dziedzin nauki. Niewątpliwie 

ogromny postęp dokonał się również w obszarze badań nad rozrodem. Nadal jednak 

jednym z podstawowym wyzwań współczesnej medycyny pozostaje problem 

niepłodności, którą definiujemy jako niemożność uzyskania klinicznej ciąży po co 

najmniej 12 miesiącach regularnego współżycia bez zastosowania środków 

zabezpieczających272. Szacuje się, że problem ten dotyczy około 15% par, z czego 

u około 30% nie można zdefiniować wyraźnej przyczyny niepłodności273,274. Kolejnym 

problemem są poronienia, które ogólnie definiowane są jako samoistne 

wewnątrzmaciczne utraty ciąży w okresie poprzedzającym uzyskanie przez płód 

zdolności do samodzielnego przeżycia. Precyzyjniej, Światowa Organizacja Zdrowia 

(ang. World Health Organization, WHO) terminem poronienie określa wydalenie lub 

ekstrakcję płodu ważącego mniej niż 500 g, co odpowiada około 22 tygodniowi 

ciąży272. Amerykańskie Towarzystwo Medycyny Rozrodu (ang. American Society for 

Reproductive Medicine, ASRM) za poronienie uznaje natomiast kliniczną utratę ciąży 

przed 20 tygodniem jej trwania275, a z kolei zgodnie z Europejskim Towarzystwem 

Rozrodu Człowieka i Embriologii (ang. European Society of Human Reproduction and 

Embryology, ESHRE) poronienie to utrata ciąży do 24 tygodnia jej trwania276. Szacuje 

się, że problem poronień dotyczy od 10% do 15% wszystkich rozpoznanych ciąż. Część 

par starających się o potomstwo doświadcza również nawracających strat ciąży 

(ang. recurrent pregnancy loss, RPL). W zależności od definicji (zgodnie z ESHRE 

i ASRM utrata dwóch lub więcej ciąż; historycznie utrata trzech lub więcej ciąż) 

problem ten dotyczy 0,8%-3% kobiet277–280. Z kolei 10%-15% par decydujących się na 

zapłodnienie pozaustrojowe zmaga się z powtarzającymi się niepowodzeniami 

implantacji (ang. recurrent implantation failure, RIF), definiowanymi jako brak ciąży po 

przynajmniej trzech transferach dobrej jakości zarodków u kobiet poniżej 40 roku 

życia281–283.   

Niepłodność, poronienia, nawracające straty ciąży, a także powtarzające się 

niepowodzenia implantacji mogą być powiązane z nieprawidłowym działaniem układu 

odpornościowego. Reakcje odpornościowe przebiegające lokalnie, ale również 

ogólnoustrojowo decydują o powodzeniu ciąży na każdym jej etapie – od  momentu 

zapłodnienia i implantacji, aż do porodu284. Zapłodnienie oraz implantacja 

charakteryzują się lokalnymi reakcjami zapalnymi związanymi z odpowiednio 
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obecnością nasienia w macicy i zagnieżdżeniem się blastocysty w endometrium4,8. 

Podobnie, po okresie wyciszenia procesów zapalnych w drugim trymestrze ciąży,  

zbliżający się poród związany jest z kaskadą nasilających się reakcji zapalnych 

prowadzących do wydalenia płodu i łożyska285. Prawidłowe funkcjonowanie układu 

odpornościowego na każdym etapie ciąży pozwala na zachowanie odpowiedniej 

równowagi pomiędzy reakcjami pro- i przeciwzapalnymi. 

Krytycznym momentem z punktu widzenia przebiegu całej ciąży jest okres 

przedimplantacyjny254,286,287. W okresie tym, w wyniku reakcji zapalnych powiązanych, 

m.in. z obecnością nasienia w macicy, indukowane są Treg specyficzne względem 

antygenów ojcowskich288. Występujące w tym czasie zaburzenia w odpowiedzi 

odpornościowej względem aloantygenów wpływają na liczebność oraz aktywność 

supresyjną Treg249,289,290. Wykazano, że w momencie implantacji obecność zarówno 

Treg specyficznych względem aloantygenów, jak i zrekrutowanych Treg pochodzenia 

grasicznego (thymus-derived Treg, tTreg), niezbędna jest do odpowiedniej inwazji 

trofoblastów i przebudowy naczyń matczynych21. Udowodniono, że brak kontroli stanu 

zapalnego przez Treg podczas implantacji jest jedną z przyczyn zaburzeń płodności 

powiązanych z wczesną ciążą (np. RIF czy spontaniczne poronienia), ale także 

powikłań położniczych związanych z późniejszym okresem ciąży w tym stanem 

przedrzucawkowym czy zahamowaniem wzrostu płodu291–294.  

Mysi model ciąży zagrożonej poronieniem (krzyżówka ♀CBA/J x ♂DBA/2J), 

który charakteryzuje się wysokim wskaźnikiem samoistnej resorpcji płodów, podkreśla 

krytyczne znaczenie Treg w procesie implantacji. U ciężarnych samic w tym modelu 

w okresie przed- i okołoimplantacyjnym obserwuje się niższą frekwencję limfocytów 

Treg, a wyższą limfocytów Th1250, co jest skutkiem niekorzystnej odpowiedzi 

immunologicznej układu odpornościowego samicy względem aloantygenów obecnych 

w plazmie nasienia samca DBA/2J249,256. Adoptywny transfer Treg, pochodzących od 

ciężarnych samic CBA/J po kryciu samcem BALB/c, prowadzi do zmniejszenia liczby 

zresorbowanych płodów, ale tylko wtedy, gdy dokonywany jest przed implantacją 

zarodka249. Odkrycia te potwierdzają, że Treg odgrywają zasadniczą rolę w macicy, 

szczególnie w okresie okołoimplantacyjnym, gdzie ich obecność wymagana jest do 

kontrolowania stanu zapalnego, co umożliwia prawidłowej implantację, a następnie 

rozwój zarodka i płodu.  

Osiągnięcie stanu tolerancji uwarunkowane jest w głównej mierze zdolnością 

komórek APC do prezentacji aloantygenów limfocytom T. Wykazano, że rozwój 
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specyficznych względem ojcowskich antygenów Treg indukowany jest głównie przez 

niedojrzałe maciczne DC, tj. charakteryzujące się obniżoną ekspresją cząsteczek 

kostymulacyjnych oraz MHC klasy II295. Wydaje się, że zarówno utrzymywanie 

niedojrzałego statusu DC, jak i równowagi pomiędzy konwencjonalnymi DC oraz 

plazmocytoidalnymi DC, wykazującymi większe zdolności do indukcji Treg, może 

mieć zasadnicze znaczenie w regulacji wielkości populacji Treg w ciąży. Tolerogeny 

fenotyp możliwy jest do osiągniecia m.in. dzięki ekspozycji DC na płyn nasienny295,296 

w trakcie zapłodnienia jak i dzięki endokrynnemu działaniu hormonów297,298. 

Wpływ stopnia dojrzałości APC na powodzenie ciąży potwierdzono również 

w mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem, wykazując, że DC samic CBA/J po 

kryciu DBA/2J wykazują bardziej dojrzały fenotyp nie samice CBA/J w ciąży 

prawidłowej299. Ponadto wykazano, że dootrzewnowa podaż przeciwciał blokujących 

CD80/CD86 lub tylko CD86 podczas implantacji prowadziło do spadku liczby 

resorbowanych płodów. Zahamowanie sygnalizacji CD80/CD86 wpłynęło 

prawdopodobnie na przywrócenie zaburzonej immunotolerancji, gdyż zastosowanie 

przeciwciał blokujących skutkowało wzrostem frekwencji limfocytów T CD4+CD25+, 

z których większość posiadała wewnątrzkomórkową ekspresję CTLA-4. Obserwowano 

również przesuniecie równowagi cytokinowej Th1/Th2 w kierunku Th2300,301.  

Kwestia prawidłowego fenotypu kostymulacyjnego APC we wczesnej ciąży nie 

wydaje się być jednak oczywista. Wcześniejsze badania naszego zespołu wykazały, że 

zablokowanie w 3,5 dniu ciąży alogenicznej sygnalizacji za pośrednictwem CD86 

(przeciwciała blokujące) oraz zwiększanie aktywności CD40 (przeciwciała aktywujące) 

wiąże się z istotnie niższym występowaniem ciąż obserwowanych w 10,5 dniu po 

efektywnym pokryciu. W tym samym układzie doświadczalnym blokowanie 

sygnalizacji za pośrednictwem CD80 oraz CD40 nie miało znaczenia w powodzeniu 

ciąży.  

Uwaga badaczy w kontekście prezentacji antygenów oraz indukcji tolerancji 

w ciąży skupiona była głównie w kontekście DC, rzadziej makrofagów i ich odziaływań 

z limfocytami T. Limfocyty B ze względu na zdolność do prezentacji antygenów, 

a zarazem hamowanie aktywności limfocytów efektorowych jako Breg, mogą 

uczestniczyć we wczesnym ustaleniu immunotolerancji w ciąży. W mysim modelu 

ciąży zagrożonej poronieniem wykazano zdolność Breg do ograniczania nadmiernej 

reakcji komórek efektorowych względem aloantygenów. Adoptywny transfer Breg 

w okresie przedimplantacyjnym odwrócił poronny fenotyp samic CBA/J krytych 
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samcem DBA/2J15. Ponadto wcześniejsze badania naszego zespoły wykazały, że 

u samic w ciąży prawidłowej obserwuje się wyższy odsetek limfocytów Breg 

z ekspresją IL-35 niż w ciąży zagrożonej poronieniem11.  Rola limfocytów B jako APC 

w ciąży, w tym wczesnej ciąży, jest natomiast słabiej poznana. Nie mniej jednak 

wykazano, że u samic myszy w ciąży alogenicznej limfocyty B w macicy i w węzłach 

chłonnych w okresie okołoimplantacyjnym (5,5 dzień ciąży) wykazują wyższą 

ekspresję cząsteczek kostymulacyjnych CD80 i CD86 niż w fazie estrus. Zmiana 

fenotypu kostymulacyjnego tych komórek może więc świadczyć o ich zaangażowaniu 

w odpowiedź immunologiczną za pośrednictwem limfocytów T12. Z drugiej strony 

Muzzio i wsp. wykazali, że odsetek limfocytów B CD19+CD23−CD5+CD86+ B-1a 

w otrzewnej u myszy w ciąży zagrożonej poronieniem w 14 dniu ciąży był istotnie 

wyższy niż u samic w prawidłowej ciąży lub u samic niebędących w ciąży. Co może 

wskazywać na również na ich udział w patogenezę poronień w tym modeli, szczególnie 

że autorzy wykazali, że komórki te powodują różnicowanie dziewiczych limfocytów T 

w komórki Th17 i Th175.  

Wśród cząsteczek regulujących prezentację antygenów przez APC można 

wymienić receptory TLR. Większość badań wskazuje, że aktywacja TLR9, zarówno 

w warunkach  in vitro jak i in vivo prowadzi do wzrostu potencjału kostymulacyjnego 

przez APC, takich jak DC czy makrofagi302,303. Podobny efekt obserwuje się 

w przypadku limfocytów B. Uznaje się, że sygnały odbierane za pośrednictwem tego 

receptora wzmacniają prezentację antygenów oraz powodują wzrost wydzielania 

cytokin prozapalnych (np. IL-6, TNF-α)111,304 przez limfocyty B, a także wpływają na 

ich różnicowanie213,305,306. Z drugiej strony aktywacja limfocytów B ligandami TLR9 

jest również powszechnie stosowana w doświadczeniach in vitro w celu indukcji 

ekspresji IL-10131,213,307. TLR9 regulują więc zarówno funkcję limfocytów B jako 

komórek prezentujących antygeny jak i komórek o właściwościach supresorowych, co 

jest silną przesłanką do uznania TLR9 jako jednego z czynników biorących udział 

w procesie kształtowania się wczesnej alotolerancji w ciąży. Ponadto wcześniejsze 

nasze badania wykazały, że śledzionowe limfocyty B samic w ciąży zagrożonej 

poronieniem w okresie przedimplantacyjnym (3 dzień ciąży) cechuje wyższa ekspresja 

mRNA, ale niższa białka dla TLR9 w porównaniu z prawidłową ciążą. Różnice 

w ekspresji wspomnianych cząsteczek na poziomie mRNA i białka mogą wskazywać na 

zmiany jakie mogą zachodzić we wczesnym okresie ciąży w limfocytach B oraz 

sugerować o zaangażowaniu TLR9 w indukcję poronnego fenotypu 244.  
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Dlatego też w celu sprawdzenia wpływu TLR9 na ustalenie tolerancji 

immunologicznej we wczesnej ciąży w mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem, 

samicom CBA/J po zapłodnieniu samcem DBA/2J podano antagonistę receptora TLR9 

– ODN 2088.   

Przeprowadzone badania wskazują iż, zahamowanie sygnalizacji TLR9 krótko po 

pokryciu prowadzi do wzrostu liczby zresorbowanych płodów. Można więc sądzić, iż 

w okresie przedimplantacyjnym aktywacja TLR9 jest niezbędna do indukcji 

mechanizmów immunologicznych chroniących przed poronieniem. Sun i wsp. 

wykazali, że dootrzewnowa podaż samicom ODN 2088 w 6,5 lub 14 dniu alogenicznej 

ciąży (♀BALB/c x ♂C57BL/6) nie prowadziła do komplikacji w ciąży tj. resorpcji 

zarodków i przedwczesnego porodu308. Na podstawie tych badań oraz doświadczenia 

przeprowadzonego w pracy doktorskiej, można wnioskować, iż jedynie w okresie 

przedimplantacyjnym, sygnalizacja TLR9 jest niezbędna do prawidłowego rozwoju 

ciąży. Nie wydaje się to zaskakujące z uwagi na fakt, iż okres poprzedzający 

implantację, w tym zapłodnienie, powiązane są z lokalnymi rekcjami zapalnymi. 

Wyniki tego doświadczenia potwierdzają koncepcje Gil Mor i wsp., że zarówno silne 

środowisko prozapalne przewyższające możliwości lokalnej kontroli jak i brak 

stymulacji zapalnej lub zbyt silnie działające czynniki przeciwzapalne mogą być 

przyczyną niepowodzeń implantacji309. Z drugiej strony wykorzystany model badawczy, 

tj. mysi model ciąży zagrożonej poronieniem, charakteryzuje się nietypową 

odpowiedzią immunologiczną względem aloantygenów ojca obecnych w nasieniu. 

Dlatego też, aby potwierdzić przypuszczenia o korzystnej, z punku widzenia 

prawidłowego rozwoju ciąży, roli TLR9 w okresie przedimplantacyjnym, analogiczne 

badania należałoby przeprowadzić u samic w prawidłowej ciąży. 

Okres przedimplantacyjny, tak jak już wspominano, powiązany jest 

z kontrolowanym stanem zapalnym, dlatego też manipulacje, które mają na celu jego 

ograniczanie mogą utrudniać implantacje zarodków. Dlatego też, oprócz wpływu 

zahamowania sygnalizacji TLR9 tuż po zapłodnieniu na resorpcję płodów, sprawdzono 

czy pomiędzy grupą kontrolną, a badaną występują różnice w liczbie implantowanych 

zarodków. Wykazano, że prawdopodobnie podaż ODN 2088 oraz powiązane z tym 

zmiany w komórkach układu odpornościowego (obserwowane w naszym przypadku 

w limfocytach B i T) nie wpływają na liczbę implantowanych zarodków, ponieważ była 

ona na podobnym poziomie pomiędzy badanymi grupami samic. Możliwe, iż 

zahamowanie sygnalizacji TLR9 po zapłodnieniu, wynikające z podaży agonisty tego 
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receptora, przy braku dodatkowych czynników wpływających negatywnie na 

implantację, może być rekompensowane przez inne mechanizmy lub rola tego receptora 

może nie być na tyle istotna w implantacji, by był on czynnikiem warunkującym 

powodzenie tego procesu w badanym mysim modelu ciąży. Należałaby mieć jednak 

mieć na uwadze, że u kobiet powikłania ciąży, które występują w połowie i późnym 

okresie ciąży, takie jak zahamowanie wzrostu płodu czy stan przedrzucawkowy, mogą 

mieć swój początek już we wczesnej ciąży, w tym w okresie implantacji zarodka. 

Przyczyną tych powikłań ciąży może m.in. Zmniejszona inwazja trofoblastu czy też 

zaburzona przebudowa tętnic maciczno-łożyskowych, które w następstwie mogą 

prowadzić do niedostatecznego ukrwienia łożysk. Nieprawidłowości te mogą być 

powiązane z aktywnością układu odpornościowego, w tym Treg310,311. Dlatego też, sam 

fakt podobnej liczby miejsc implantacyjnych w 14 dniu ciąży pomiędzy samicami, 

które otrzymały ODN 2088, a samicami kontrolnymi nie musi świadczy o prawidłowej 

implantacji zarodków po podaży inhibitora TLR9. Wyjaśnienie tej kwestii wymagałoby 

jednak dodatkowych badań.  

Jak do tej pory nie przeprowadzono badań, których celem byłoby sprawdzenie roli 

TLR9 w procesie implantacji i wczesnej ciąży u myszy jak i u kobiet. Na podstawie 

wyższej ekspresji Tlr9 w endometrium zdrowych kobiet w fazy lutealnej cyklu można 

jedynie wnioskować o jego korzystnym wpływie na receptywność endometrium181. 

Z drugiej strony zbyt wysoka ekspresja TLR9, którą obserwuje się w endometrium 

kobiet z RIF w okresie tzw. okna implantacyjnego, może świadczyć o jego udziale 

w nadmiernej odpowiedzi zapalnej zaburzającej implantację242. Wynika z tego, iż 

jedynie optymalne pobudzenie TLR9 w okresie okołoimplantacyjnym może być 

czynnikiem wspierającym prawidłową implantację.  

Celem doświadczenia było również sprawdzenie wpływu zahamowania 

sygnalizacji TLR9 na zmianę fenotypu kostymulacyjnego limfocytów B, mogącego 

sprzyjać ustaleniu tolerancji. Uzyskane wyniki wskazują, że ograniczenie aktywności 

TLR9 tuż po zapłodnieniu modyfikuje ekspresję cząsteczek kostymulacyjnych (CD80 

oraz CD86) w ogólnej populacji limfocytów B węzłów chłonnych w 3 i 14 dniu ciąży 

oraz prowadzi do zmiany w frekwencji śledzionowych limfocytów B z ekspresją CD80 

w 14 dniu ciąży (tabela 11). W przypadku limfocytów B macicy i doczesnej nie 

odnotowano różnić w fenotypie kostymulacyjnym jak i w frekwencji limfocytów B 

z ekspresją badanych cząsteczek kostymulacyjnych i MHC klasy II, pomiędzy 

samicami, które otrzymały ODN 2088, a samicami którym podano PBS (tabela 12). 
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Spadek ekspresji CD80 jak i wzrost ekspresji CD86 w przedimplantacyjnym dniu ciąży 

dotyczył limfocytów B paraaortalnych węzłów chłonnych drenujących macicę. Z kolei 

w 14 dniu ciąży niższa ekspresja CD80 obserwowana był w przypadku węzłów 

chłonnych, a niższa frekwencja CD19+CD80+ wśród limfocytów B śledziony. Wyniki te 

wskazują, że zahamowanie sygnałów pochodzących od TLR9 może wywierać 

długotrwały, obserwowany w 14 dniu ciąży, wpływ na fenotyp limfocytów 

kostymulacyjny B oraz frekwencję limfocytów B, zarówno w lokalnej (węzły chłonne 

drenujące macicę) jak i w systemowej odpowiedzi odpornościowej (śledziona). 

Długofalowy skutek wpływu zahamowania sygnalizacji TLR9 widoczny jest również 

widoczny w przypadku ekspresji TLR9 przez limfocyty B jak i frekwencji limfocytów 

CD19+TLR9+. U samic 14 dniu ciąży, po podaży ODN 2088, odnotowano niższą 

ekspresję tego receptora, jak i obniżoną frekwencję limfocyt B TLR9+ zarówno 

w śledzionie, węzłach chłonnych drenujących macicę jak i doczesnej. Co ciekawe 

zmian tych nie zaobserwowano w przypadku 3 dnia ciąży pomiędzy samicami które 

otrzymały antagonistę TLR9, a grupą kontrolną. Wytłumaczeniem tego zjawisko może 

być fakt, że ekspresja receptorów TLR podlega ścisłej kontroli zarówno na poziomie 

transkrypcji jak i poprzez kompartmentację tych receptorów w komórkach312. Ten ścisły 

nadzór jest niezbędny w przeciwdziałaniu niebezpiecznej dla życia aktywacji 

receptorów TLR prowadzącej do niekontrolowanego wyrzutu cytokin i konsekwencji z 

tym związanych. Skutkiem wiązania dsDNA wirusów z TLR9 jest przejściowe 

24-godzinne obniżenie ekspresji zależne od aktywności kompleksu NF-κB (p50/p65)313. 

Jednakże niektóre wirusy, w tym wirus HPV, powodują nieodwracalne obniżenie 

ekspresji tego białka poprzez hamowanie tworzenia kompleksu p50/p65 unikając w ten 

sposób odpowiedzi odpornościowej314. ODN 2088 przeciwdziała wiązaniu naturalnych 

i sztucznych ligandów TLR9. Jego hamujące działanie na proliferację i żywotność 

limfocytów B jest widoczne nawet do kilkunastu godzin po inicjacji aktywacji przez 

swoiste ligandy205. Jednak pomimo stosunkowo szybkich zmian w ekspresji TLR9 

obserwowanych w warunkach in vitro ekspresja tego receptora na poziomie 

ogólnoustrojowym może być odmienna. Jak do tej pory nie przeprowadzono badań 

farmakodynamiki tego związku. Możemy jedynie przypuszczać, że mechanizm 

hamowania przez niego ekspresji TLR9 może być podobny do wywoływanego przez 

niektóre ligandy pochodzenia wirusowego. Dlatego też zmiany w ekspresji TLR9 po 

podaży ODN 2088 w naszych badaniach były widoczne jedynie w 14 dniu ciąży. 

. 
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  limfocyty CD19+ 

  

CD80 CD86 CD40 MHC II TLR9 

MFI % MFI % MFI % MFI  % MFI % 

3 dzień ciąży 

 

50 µg  

ODN  2088 

węzły 

chłonne 
↓* - ↑* - - - - - - - 

śledziona - - - - - - - - - - 

3 dzień ciąży 

 

100 µg  

ODN 2088 

węzły 

chłonne - - - - - - - - -  

śledziona - - - - - - - - - - 

14 dzień ciąży 

 

50 µg  

ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - - - - - - - - 

śledziona - ↓* - - - - - - - - 

14 dzień  ciąży 

 

100 µg  

ODN 2088 

węzły 

chłonne ↓* - - - - - - - ↓* ↓* 

śledziona - ↓* - - - - - - ↓** ↓** 

 
Tabela 11. Podsumowanie zmian w ekspresji cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 na limfocytach 

B oraz frekwencji limfocytów B z ich ekspresją w śledzionie oraz węzłach chłonnych w 3 oraz 14 dniu ciąży po 

dootrzewnowej podaży ODN 2088 w dawce 50 µg oraz 100 µg. 

↓- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, ↑- wzrost w stosunku do grupy kontrolnej, ”-” - brak zmian w stosunku do 

grupy kontrolnej; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

 

 
 

limfocyty CD19+ 

 

CD80 CD86 CD40 MHC II TLR9 

MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % 

3 dzień ciąży 

50 µg ODN 2088 

m
a

ci
ca

 - - - - - - - - - - 

3 dzień ciąży 

 

100 µg ODN 2088 
- - - - - - - - - - 

14 dzień ciąży 

 

50 µg ODN 2088 

d
o

cz
es

n
a

 - - - - - - - - ↓* - 

14 dzień ciąży 

 

100 µg ODN 2088 
- - - - - - - - ↓*** ↓* 

 

Tabela 12. Podsumowanie zmian w ekspresji cząsteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 na limfocytach 

B oraz frekwencji limfocytów B z ich ekspresją w macicy (3 dzień ciąży) oraz w doczesnej (14 dzień ciąży) po 

podaży dootrzewnowej ODN 2088 w dawce 50 µg oraz 100 µg. 

↓- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, ↑- wzrost w stosunku do grupy kontrolnej, ”-” - brak zmian w stosunku do 

grupy kontrolnej; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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Odziaływanie pomiędzy APC, a limfocytami T opiera się na wzajemnym 

przekazywaniu sygnałów, dlatego oprócz ekspresji cząsteczek kostymulacyjnych na 

limfocytach B, sprawdzono również ekspresję ich receptorów na limfocytach T. 

W 3 dniu ciąży obserwowano jedynie zmiany w ekspresji CD40L. Zarówno w węzłach 

chłonnych jak i śledzionie w tym okresie ciąży ekspresja tego receptora była istotnie 

niższa po podaży antagonisty TLR9. W 14 dniu ciąży w śledzionie zaobserwowano 

również niższą ekspresję CD28 na limfocytach T oraz niższą frekwencję limfocytów  

CD3+CD4+CD28+ (tabela 13). 

 

 

  limfocyty CD3+CD4+  

  

CD28 CTLA-4 CD40L 

MFI % MFI % MFI % 

3 dzień  ciąży 

 

50 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - - ↓* - 

śledziona - - - - ↓* - 

3 dzień  ciąży 

 

100 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - - ↓* - 

śledziona - - - - - - 

14 dzień  ciąży 

 

50 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - - - - 

śledziona ↓* ↓* - - - - 

14 dzień  ciąży 

 

100 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - - - - 

śledziona - - - - - - 

 

Tabela 13. Podsumowanie zmian w ekspresji receptorów dla cząsteczek kostymulacyjnych na limfocytach T oraz 

frekwencji limfocytów T z ich ekspresją w śledzionie oraz węzłach chłonnych w 3 oraz 14 dniu ciąży po 

dootrzewnowej podaży ODN 2088 w dawce 50 µg oraz 100 µg. 

↓- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, ↑- wzrost w stosunku do grupy kontrolnej, ”-” - brak zmian w stosunku do 

grupy kontrolnej; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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limfocyty 

CD3+CD4+CD25+ 

limfocyty Treg: 

CD3+CD4+CD25+FoxP3+  

% wśród 

CD3+CD4+ 

% wśród 

CD3+CD4+ 

ekspresja 

IL-10 

3 dzień  ciąży 

 

50 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - 

śledziona - ↓** - 

3 dzień  ciąży 

 

100 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - 

śledziona - - - 

14 dzień  ciąży 

 

50 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
↓* ↓** - 

śledziona ↓* - - 

14 dzień  ciąży 

 

100 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - 

śledziona - - - 

 
Tabela 14. Podsumowanie zmian w frekwencji limfocytów CD3+CD4+CD25+, Treg oraz Treg z ekspresją IL-10 

w śledzionie oraz węzłach chłonnych w 3 oraz 14 dniu ciąży po dootrzewnowej podaży ODN 2088 w dawce 50 µg 

oraz 100 µg. 

↓- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, ↑- wzrost w stosunku do grupy kontrolnej, ”-” - brak zmian w stosunku do 

grupy kontrolnej 

* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

 

Sygnały przekazywane pomiędzy limfocytami B i limfocytami T są dobrze poznane 

w kontekście interakcji CD40-CD40L. CD40 obecny jest na APC, w tym limfocytach 

B315. CD40L z kolei znajduje się na aktywowanych limfocytach T, a jego ekspresja 

wzrasta po stymulacji TCR316. Aktywacja CD40 na limfocytach B jest kluczowa do 

rozwinięcia się swoistej aktywacji tych komórek, rozwinięcia odpowiedzi humoralnej 

oraz wytworzenia limfocytów B pamięci. U ludzi i myszy, zarówno CD80 jak i CD86 

ulegają zwiększonej ekspresji po aktywacji CD40, czyniąc limfocyty B bardziej 

wydajnymi APC317. Z drugiej strony, związanie CD28 limfocytów T przez CD80/CD86 

zwiększa ekspresję CD40L, wskazując w ten sposób na obecność dodatniej pętli 

aktywacji obejmującej CD40 limfocytu B i CD28 limfocytu T318,319. 

Obserwowana w przeprowadzonym badaniu niższa ekspresja CD40L na 

limfocytach T w 3 dniu ciąży po podaży antagonisty TLR9 może świadczyć o słabszej 

aktywacji tych komórek w tym okresie ciąży. Konsekwencją tego może być niższa niż 

w grupie kontrolnej frekwencja aktywowanych limfocytów T (CD3+CD4+CD25+), którą  

obserwuje się w 14 dniu ciąży w śledzionie oraz węzłach chłonnych. Ponadto w 14 dniu 
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ciąży odnotowano niższą ekspresję CD28 oraz niższą frekwencję limfocytów 

CD3+CD4+CD28+, co dodatkowo może być przyczyną niższej frekwencji 

aktywowanych limfocytów T w 14 dniu ciąży w grupie samic po podaży ODN 2088. 

Tak jak wspomniano, słabszy sygnał CD40-CD40L skutkuje niższą ekspresją 

CD80/CD86 na APC. Dlatego też wykazana obniżona ekspresja CD80 na limfocytach B 

jak i frekwencja CD19+CD80+ w porównaniu do grupy kontrolnej, może być zarówno 

następstwem bezpośredniego wpływu podaży inhibitora TLR9 na limfocyty B, jak 

i efektem interakcji pomiędzy limfocytem B oraz limfocytem T. Obie badane populacje 

limfocytów mogą więc na skutek obustronnych odziaływań prowadzić do wzajemnej 

słabszej aktywacji, która obserwowana jest u samic po podaży ODN 2088.  

W przypadku limfocytów B nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnić w 

ekspresji MHC klasy II oraz CD40 w badanych dniach ciąży, co może wskazywać  na 

wybiórczą regulację cząsteczek kostymulacyjnych przez ODN2088. Dlatego 

zasadniczym pytaniem jest, czy komórki te mogły poprzez odziaływanie wpłynąć na 

zmiany aktywacji dziewiczych limfocytów T? W związku z tym, że limfocyty B są 

słabszymi APC w aktywacji dziewiczych limfocytów T, a ODN 2088 podawany był 

systemowo, można się spodziewać, że DC lub makrofagi mogły przyczynić się do 

słabszej aktywacji limfocytów T. Z drugiej jednak strony, zmiany ekspresji cząsteczek 

kostymulacyjnych są dynamiczne, i tak jak wspomniano, ich wzajemne oddziaływania 

są skomplikowane i mają złożonych charakter. Dodatkowo wspomagane są ekspresją 

wielu różnych cytokin, które nie były przedmiotem badań. Dlatego obraz wpływu 

ODN 2088 na wzajemne oddziaływania międzykomórkowe jest niepełny. 

Z punktu widzenia regulacji aktywności Treg, krytyczna jest równowaga pomiędzy 

wiązaniem CD80/CD86 przez CD28 oraz CTLA-4. CTLA-4 ulega konstytutywnej 

ekspresji w Treg i uważana jest za kluczową cząsteczkę wspomagającą 

immunosupresję. Wiążąc się z CD80/CD86 ogranicza ich  dostępność dla aktywującego 

ligandu CD28, hamując jednocześnie ekspresję cząsteczek kostymulacyjnych na 

APC320. Jednakże to sygnalizacja pomiędzy CD28 oraz głównie CD86 jest niezbędna 

do przeżycia, proliferacji oraz aktywacji Treg321. U samic po podaży ODN 2088 

odnotowano spadek frekwencji Treg zarówno w 3 jak i 14 dniu ciąży. Ekspresja IL-10 

przez Treg była jednak na podobnym poziomie pomiędzy badanymi grupami samic 

(tabela 14). Można przypuszczać, że obserwowany wyniki w grupie samic po podaży 

ODN 2088 może również być konsekwencją niedostatecznego pobudzenia Treg, co 

w konsekwencji może prowadzić do słabszej proliferacji tych komórek. Teorię tę może 
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potwierdzać obserwowana niższa ekspresja CD28 w limfocytach T w 14 dniu ciąży 

u samic po podaży inhibitora TLR9. Z drugiej jednak strony, limfocyty B w 3 dniu 

ciąży charakteryzują się wyższą ekspresją CD86, co mogłoby wskazywać na zdolność 

do silniejszej interakcji z CD28 i w konsekwencji do silniejszego pobudzenia 

limfocytów T oraz Treg. 

Oprócz Treg innymi ważnymi komórkami o właściwościach supresorowych są 

Breg. Jak wspomniano we wstępnie pracy, aktywacja limfocytu B w kierunku Breg 

zależy od wielu różnych czynników m.in. sygnalizacji za pośrednictwem BCR, 

interakcji CD40-CD40L, a także aktywacji TLR, w tym TLR9322. Dlatego też, podaż 

inhibitora TLR9 mogła wpłynąć bezpośrednio na frekwencję oraz aktywność tej grupy 

komórek. Ponadto obserwowana niższa ekspresja CD40L na limfocytach T po podaży 

ODN 2088, mogła również przyczynić się do słabszej interakcji pomiędzy limfocytem 

T, a B i w konsekwencji ograniczyć indukcję Breg.  

W modelu ciąży zagrożonej poronieniem wykazano, że Breg o fenotypie 

CD19+CD5+CD1dhigh, mogą uczestniczyć w regulacji tolerancji immunologicznej11,15. 

Dlatego też w przeprowadzonym doświadczeniu postanowiono wybrać tę populację 

limfocytów B w celu sprawdzenia wpływu zahamowania TLR9 na frekwencję Breg. 

Badania (tabela 15) wykazały, że frekwencja limfocytów Breg o fenotypie 

CD19+CD5+CD1dhigh, zarówno w 3 jak i w 14 dniu ciąży w śledzionie i węzłach 

chłonnych, nie uległa zmianie po podaży antagonisty TLR9. Breg charakteryzują się 

ekspresja IL-10, jednak komórki te mogą jednocześnie wydzielać cytokiny prozapalne, 

również po stymulacji TLR9, co może zasadniczo wykluczać lub ograniczać ich funkcję 

supresorową111,323. Zbadano więc zarówno ekspresję IL-10 jak i IL-6 w limfocytach  

Breg. Wykazano jednak brak istotnych statystycznie różnic w ekspresji tych cytokin 

pomiędzy analizowanymi grupami samic. Wyniki te wskazują na prawdopodobny brak 

bezpośredniego jak i pośredniego wpływu zahamowania sygnalizacji TLR9 tuż po 

zapłodnieniu na frekwencję Breg oraz ekspresję przez nie badanych cytokin, w mysim 

modelu ciąży zagrożonej poronieniem.   
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limfocyty 

CD19+CD5+CD1dhigh (Breg) 

% wśród 

CD19+ 

ekspresja 

IL-10 

ekspresja 

IL-6 

3 dzień  ciąży 

 

50 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - 

śledziona - - - 

3 dzień  ciąży 

 

100 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - 

śledziona - - - 

14 dzień  ciąży 

 

50 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - 

śledziona - - - 

14 dzień  ciąży 

 

100 µg ODN 2088 

węzły 

chłonne 
- - - 

śledziona - - - 

 
Tabela 15. Podsumowanie zmian w frekwencji limfocytów Breg oraz ekspresji IL-10 oraz IL-6 przez Breg 

w śledzionie oraz węzłach chłonnych w 3 oraz 14 dniu ciąży po dootrzewnowej podaży ODN 2088 w dawce 50 µg 

oraz 100 µg. 

↓- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, ↑- wzrost w stosunku do grupy kontrolnej, ”- ” - brak zmian w stosunku 

do grupy kontrolnej; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

 

Jak do tej niewiele prac wskazywało na pozytywną rolę aktywacji receptorów TLR 

na powodzenie ciąży. Jednak badania przeprowadzone przez Chan i wsp. wykazały, że 

u myszy receptor TLR4 komórek nabłonka macicy jest istotnym mediatorem 

miejscowej reakcji zapalnej w okresie przedimplantacyjnym, która indukuje 

wytwarzanie komórek Treg. Ciężarne samice myszy pozbawione genu Tlr4 

charakteryzowały się zwiększoną liczbą resorbowanych zarodków, a także 

wewnątrzmacicznym zahamowaniem wzrostu płodu, które po części mogło być 

również skutkiem niedostatecznego wykształcenia się łożyska na wczesnych etapach 

ciąży. Samice TLR4-/- jak i myszy kontrolne wykazywały jednak podobną liczbę 

implantowanych zarodków324. Wyniki uzyskane w przeprowadzonym przez nas 

doświadczeniu, mogą wskazywać że TLR9 może pełnić podobną rolę w ciąży do TLR4. 

Badania przeprowadzone przez nasz zespół jak i przez Chan i wsp. wskazują na 

podobny wynik ciąży w przypadku ograniczenia sygnalizacji rozpatrywanych 

receptorów TLR, ponieważ zarówno ograniczenie aktywności TLR9, jak i TLR4 nie 

wpływało na liczbie implantowanych zarodków, natomiast obserwowano wyższy 

procent resorpcji płodów, w porównaniu do kontrolnych samic. Nasze wyniki również 
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wskazywały na niższą frekwencję Treg po zahamowaniu sygnalizacji TLR9, podobnie 

jak praca Chan i wsp.  

W badaniach z udziałem myszy TLR4-/- nie zidentyfikowano jakie dokładnie 

ligandy odpowiedzialne są za pobudzenie TLR4, jednak autorzy skłaniali się ku teorii, 

że obecne w nasieniu alarminy, takie jak β-defensyny oraz fragmenty hialuronianu, 

mogą aktywować ten receptor324,325. W przypadku TLR9 również możemy jedynie 

spekulować o potencjalnych ligandach, mogących odgrywać rolę w pobudzaniu tego 

receptora w przedimplantacyjnym okresie ciąży. Mogą być one zarówno pochodzenia 

matczynego jak i ich źródłem może być plazma nasienia. Wśród czynników 

wpływających na aktywację receptorów TLR9 możemy rozpatrywać m.in. DNA 

bakterii pochodzących z mikroflory zasiedlającej endometrium macicy. Obecnie coraz 

częściej wskazuje się na udział mikrobiomu macicy w receptywności endometrium326 

oraz w kształtowaniu sprzyjającego środowiska immunologicznego327. Mikroorganizmy 

poprzez aktywację TLR mogą również pływać na prezentację antygenów przez APC326. 

Innym źródłem ligandów dla TLR9 może być plazma nasienia. Udowodniono, że 

gruczoły dodatkowe uwalniają spore ilości pęcherzyków zewnątrzkomórkowych 

zawierających m.in. białka, DNA, RNA i lipidy, które mają zdolność regulowania 

odpowiedzi immunologicznej endometrium oraz jak wykazano w badaniach in vitro, 

mogą również modulować funkcję APC328–330.  

W drugiej części pracy doktorskiej postanowiono ocenić czy istnieje związek 

pomiędzy ekspresją receptora TLR9, a immunofenotypem i profilem kostymulacyjnym 

limfocytów B, a także frekwencją i fenotypem limfocytów Breg u kobiet w ciąży 

prawidłowej oraz po poronieniu. 

Prowadzenie badań nad złożonymi procesami biologicznymi u ludzi m.in. takimi 

jak wczesna ciąża i jej niepowodzenia, jest o wiele bardziej skomplikowane niż 

w przypadku doświadczalnych modeli zwierzęcych. Wynika to zarówno 

z ograniczonego dostępu do materiału pobieranego in situ, szczególnie u zdrowych 

pacjentek, jak i innych przeszkód natury organizacyjnej i oczywistych przyczyn natury 

etycznej. Stosunkowo łatwo dostępnym, bezpiecznym w kontekście pozyskiwania, 

a także co istotne, nie budzącym etycznych kontrowersji, materiałem biologicznym, 

który można uzyskać zarówno od pacjentek po spontanicznym poronieniu jak i od 

kobiet w prawidłowej ciąży, jest krew obwodowa. W kontekście analizowanego 

problemu badawczego, nie jest to idealny materiał do analizy, ponieważ jak już 

wspomniano, reakcje immunologiczne decydujące o powodzeniu ciąży przebiegają 
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lokalnie w macicy oraz w lokalnych węzłach chłonnych. Nie mniej jednak, zmiany 

immunofenotypowe limfocytów krwi obwodowej mogą stanowić wgląd w zjawiska 

towarzyszące prawidłowej jak i patologicznej ciąży przede wszystkim ze względu na 

relokację komórek układu odpornościowego i ogólne zmiany adaptacyjne na poziomie 

ustrojowym, które towarzyszą ciąży.   

Przeprowadzone dotychczas badania nad rolą TLR9 w ciąży u kobiet skupiały się 

głównie na aktywacji tych receptorów w późniejszych jej okresach. Aktywacja TLR9, 

podobnie jak pobudzenie pozostałych TLR, związana była z powikłaniami ciąży, w tym 

przedwczesnym porodem oraz stanem przedrzucawkowym226,233,236–239. W przypadku 

wymienionych komplikacji zauważa się wyższe stężenie cffDNA w krążeniu 

matczynym, które aktywuje TLR9 i w konsekwencji doprowadzają do niekorzystnych 

odpowiedzi zapalnych200,230,262,331,332. Miejscowe i ogólne procesy immunologiczne 

towarzyszące poronieniu mają również znamiona reakcji zapalnych333–335, w której 

może uczestniczyć TLR9. W porównaniu do kobiet w prawidłowej ciąży, w osoczu 

kobiet po spontanicznym poronieniu niezależnie od tego czy uwarunkowane jest ono 

genetyczną wadą płodu czy innymi czynnikami, obserwuje się wyższe stężenia cffDNA 

jak i całkowitego wolnego DNA240,241. Dlatego też, można przypuszczać, że u kobiet po 

spontanicznym poronieniu cffDNA jako alarmina może pobudzać TLR9 limfocytów B 

wpływając m.in. na ich aktywację w kierunku APC oraz Breg. Dane literaturowe 

wskazują, że PBMC wyizolowane od kobiet w prawidłowej ciąży jak i ludzka linii 

komórkowa limfocytów B (Namalwa), charakteryzująca się wysoką ekspresją TLR9, 

pod wpływem płodowego DNA może aktywować prozapalny czynnik transkrypcyjny 

NF-κB200. 

Analiza ekspresji TLR9 na limfocytach B oraz wybranych subpopulacjach 

limfocytów B (przejściowe limfocyty B oraz limfocyty B pamięci) nie wskazały na 

oczekiwane różnice pomiędzy badanymi grupami kobiet. Można więc sądzić, iż 

obserwowane zmiany ekspresji HLA-DR jak i cząsteczek kostymulacyjnych nie są 

bezpośrednio powiązane z aktywnością TLR9 w tych komórkach. Brak różnic można 

tłumaczyć również przypuszczeniem, że limfocyty B charakteryzują się stałą wysoką 

ekspresją TLR9, a odpowiedź na zróżnicowane stężenie cffDNA nie jest regulowana na 

poziomie ekspresji tego receptora. Zdolność do rozpoznawania własnych kwasów 

nukleinowych przez TLR może być regulowana na wielu poziomach ze względu na 

konieczność zachowania aktywności w zwalczaniu infekcji i z drugiej strony groźby 

rozwoju chorób z autoagresji wskutek zbyt szerokiego i intensywnego rozpoznania 
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własnych antygenów wywodzących się z kwasów nukleinowych312. Niewątpliwie 

badania te należałoby również poszerzyć o sprawdzenie stężenia cffDNA w surowicy 

lub osoczu, aby wykazać czy rzeczywiście pomiędzy badanymi grupami kobiet 

obserwowano różnice w jego stężeniu.  

U kobiet w prawidłowej ciąży, jak i po poronieniu sprawdzono frekwencję 

limfocytów B oraz dwóch wybranych subpopulacji limfocytów B (przejściowe 

limfocyty B i limfocyty B pamięci), a także zbadano ekspresję cząsteczek 

kostymulacyjnych oraz HLA-DR na tych komórkach (tabela 16). 

Jak dotąd badania subpopulacji limfocytów B w krwi kobiet w ciąży prowadzone 

były głównie w trzecim trymetrze oraz w powikłaniach ciąży powiązanych z tym 

okresem ciąży44,75,76,167. Nieliczne prace wskazują, że na wczesnym etapie ciąży nie 

dochodzi do zmian zarówno w ogólnej frekwencji limfocytów B w krwi obwodowej, 

jak i w różnych subpopulacjach limfocytów B (limfocyty B przejściowe, pamięci bez 

przełączenia klas i po przełączaniu klas, limfocyty B1a)76,86. Z kolei inne badania 

wykazują, że kobiety w pierwszym trymestrze ciąży charakteryzują się wyższym 

odsetkiem limfocytów B pamięci (CD19+CD24highCD27+)42,43. Z kolei spadek tej 

populacji komórek może być powiązany ze spontanicznym poronieniem42. 

W przeprowadzonych przez nas analizach nie zaobserwowaliśmy różnic pomiędzy 

kobietami w ciąży, a kobietami po poronieniu w odniesieniu do ogólnej frekwencji 

limfocytów B (CD19+) w krwi obwodowej. W przeciwieństwie do wspominanej 

pracy42, nasze badania nie wskazały istotnych statystycznie różnić pomiędzy badanymi 

grupami kobiet w frekwencji limfocytów B o fenotypie CD19+CD24highCD27+. U 

 kobiet po poronieniu wykazano natomiast wyższą frekwencję przejściowych 

limfocytów B (CD19+CD38highCD24high).   

Przejściowe limfocyty B są etapem pośrednim w rozwoju pomiędzy niedojrzałymi 

komórkami linii B szpiku kostnego, a w pełni dojrzałymi, dziewiczymi limfocytami B 

w krwi obwodowej i wtórnych tkankach limfatycznych336. Ich podwyższony poziom 

u kobiet po poronieniu może wskazywać więc na aktywację układu odpornościowego 

w odpowiedzi na toczący się stan zapalany i wzmożoną rekrutacją 

niedojrzałych/przejściowych limfocytów B do krwi. W badaniach przeprowadzonych 

przez Lima i wsp., kobiety po porodzie, w porównaniu do trzeciego trymetru ciąży oraz 

w porównaniu do kobiet nie będących w ciąży, również wykazywały w krwi 

obwodowej wyższą frekwencja limfocytów B o fenotypie CD19+CD24highCD38high. 

Pośrednio wskazuje na udział tych komórek w przywracaniu homeostazy wywołanej 
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urazem tkanek macicy w trakcie porodu, a w przypadku naszych badań stanem 

zapalanym związanym z poronieniem. Innym wyjaśnieniem mogą być zmiany jakie 

zachodzą w dojrzewaniu limfocytów – u kobiet wzrost frekwencji przejściowych 

limfocytów B może świadczyć o wolniejszym tempie dojrzewania. 

Oprócz wymienionych różnic w frekwencji przejściowych limfocytów B pomiędzy 

kobietami we wczesnej ciąży i po poronieniu, badania przeprowadzone w ramach pracy 

doktorskiej wykazały, że limfocyty B w obu grupach kobiet wykazują również 

odmienny  fenotyp kostymulacyjny (tabela 16). 

 

 CD19+ 
CD19+CD38highCD24high 

(przejściowe limfocyty B) 

CD19+CD24highCD27+ 

(limfocyty B pamięci) 

% wśród 

 limfocytów  - - - 

% wśród 

 CD19+ 
nd. ↑** - 

ekspresja 

 CD80 (MFI) - - - 

ekspresja 

 CD86 (MFI) ↓*** ↓*** ↓** 

ekspresja 

 CD40 (MFI) ↑* ↑* ↑* 

ekspresja 

HLA-DR (MFI) - ↑** - 

ekspresja 

 TLR9 (MFI) - - - 

ekspresja 

 IL-10 (MFI) 
↑** ↑* ↑** 

ekspresja 

 IL-6 (MFI) 
↓* - ↓* 

 

Tabela 16.. Podsumowanie zmian w frekwencji limfocytów B, przejściowych limfocytów B oraz limfocytów B 

pamięci w krwi obwodowej pomiędzy pacjentkami po poronieniu, a kobietami w ciąży. W tabeli przedstawiono 

również zmiany w ekspresji cząsteczek kostymulacyjnych, HLA-DR, TLR9, IL-10 oraz IL-6 przez limfocyty B oraz 

wybrane subpopulacje limfocytów B pomiędzy pacjentkami po poronieniu, a kobietami w ciąży. 

↓- spadek w stosunku do kobiet w ciąży, ↑- wzrost w stosunku do kobiet w ciąży, ”- ” - brak zmian w stosunku do 

kobiet w ciąży; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 
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limfocyty 

CD3+CD4+ 

ekspresja 

 CD28 (MFI) 
- 

ekspresja 

 CTLA-4 (MFI) 
↑* 

ekspresja 

 CD40L (MFI) 
↑** 

 

Tabela 17. Podsumowanie zmian w ekspresji receptorów dla cząsteczek kostymulacyjnych na limfocytach T 

u pacjentek po poronieniu w porównaniu do kobiet w ciąży.  

↓- spadek w stosunku do kobiet w ciąży, ↑- wzrost w stosunku do kobiet w ciąży, ”- ” - brak zmian w stosunku do 

kobiet w ciąży; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

 

limfocyty  

CD3+CD4+CD25+ 

limfocyty 

CD3+CD4+CD25+FoxP3+CD127-(Treg) 

% wśród 

CD3+CD4+ 

% wśród 

CD3+CD4+ 

ekspresja 

IL-10 

↓* - - 

 

Tabela 18. Podsumowanie zmian w frekwencji limfocytów CD3+CD4+CD25+, Treg ekspresji IL-10 przez Treg 

w krwi obwodowej pomiędzy pacjentkami po poronieniu, a kobietami w ciąży. 

↓- spadek w stosunku do kobiet w ciąży, ↑- wzrost w stosunku do kobiet w ciąży, ”-” - brak zmian w stosunku do 

kobiet w ciąży; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001 

 

Zarówno ogólna populacja limfocytów B jak i dwie analizowane subpopulacje 

limfocytów B wykazywały u kobiet po poronieniu niższą ekspresją CD86 oraz wyższą 

CD40. Dodatkowo przejściowe limfocyty B w grupie kobiet po poronieniu 

charakteryzowały się wyższą ekspresją HLA-DR.  

Jak do tej pory nie przeprowadzono badań określających fenotyp kostymulacyjny 

obwodowych limfocytów B u ciężarnych kobiet. Badania, w których analizowano 

ekspresję głównie CD80 oraz CD86 na DC w krwi obwodowej nie wskazały 

jednoznacznie na prawidłowy immunofenotyp APC w ciąży. Miwa i wsp. wykazali, że 

we wczesnej ciąży zarówno w krwi obwodowej jak i w doczesnej wzrasta frekwencja 

DC oraz monocytów z ekspresją CD86337. Z drugiej strony badania przeprowadzone 

przez Bachy i wsp. pokazały, że do 30 tygodnia ciąży w krwi obwodowej obserwowana 

jest niższa frekwencja mieloidalnych DC (mDC) wykazujących ekspresję CD86 
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i HLA-DR w porównaniu do stanu przed ciążą, a dopiero po 30 tygodniu ciąży 

następuje sukcesywny wzrost frekwencji mDC CD86+, który trwa aż do porodu338. 

W przypadku spontanicznych poronień badacze wykazali, że monocyty i DC w krwi 

obwodowej oraz w doczesnej charakteryzują się niższą ekspresją cząsteczki CD86337. 

Z kolei Jin i wsp. sugerowali wpływ sygnałów kostymulacyjnych na patogenezę 

poronień, ponieważ ich badania wykazały, że komórki doczesnej kobiet po 

spontanicznym poronieniu charakteryzują się wyższą ekspresją CD86 niż komórki 

pobrane z doczesnej kobiet w prawidłowej ciąży. Autorzy wnioskowali również 

o udziale CD86 w indukcji immunologicznie niesprzyjającego środowiska powiązanego 

z limfocytami T, ponieważ komórki te izolowane z doczesnej kobiet po spontanicznym 

poronieniu charakteryzowały się niższą ekspresją CTLA-4 oraz wyższą CD28 

w stosunku grupy kontrolnej, a także in vitro wydzielały wyższe stężenia cytokin 

powiązanych z odpowiedzią Th1339 337–339.  

Przedstawiony w pracy doktorskiej obraz kostymulacyjny limfocytów B oraz 

badanych subpopulacji limfocytów B u kobiet po poronieniu wskazują na aktywację 

tych komórek. Co ciekawe, pobudzenie tych komórek prowadzi najprawdopodobniej do 

indukcji Breg, ponieważ zarówno przejściowe limfocyty B jak i limfocyty B pamięci 

w grupie kobiet po poronieniu wykazują wyższą ekspresję IL-10, a dodatkowo 

limfocyty B pamięci niższą ekspresję IL-6. Wynik ten z jednej strony może być 

zaskakujący, ponieważ Breg, podobnie jak Treg uznano za komórki sprzyjające 

prawidłowemu rozwojowi ciąży, a ich spadek utożsamiany jest z poronieniami42. 

Z drugiej jednak strony, Breg odpowiedzialne są za tłumienie odpowiedzi zapalnej 

i utrzymywanie równowagi pomiędzy reakcjami pro- i przeciwzapalnymi. IL-10 jest 

ważnym regulatorem odporności ograniczającym stan zapalny i cytokina ta jest 

niezbędna do utrzymania równowagi immunologicznej340. Tak jak wspomniano, 

poronienie powiązane jest z obecnością stanu zapalanego, dlatego też wyższa ekspresja 

IL-10 przez limfocyty B może u kobiet po poronieniu może prowadzić do przywrócenia 

zakłóconej równowagi immunologicznej spowodowanej uszkodzeniem tkanek.  

Badania Nova-Lamperti i wsp., wskazują, że w przypadku przejściowych 

limfocytów B, indukcja za pośrednictwem CD40 prowadzi do wyższej ekspresji IL-10, 

która w autokrynny sposób może obniżać ekspresję CD86 na limfocytach B341. Nasze 

badania potwierdzają te obserwacje, ponieważ przejściowe Breg kobiet po poronieniu 

wykazują jednocześnie niższą ekspresję CD86, a wyższą CD40, co przy 

obserwowanym wyższym poziomie ekspresji CD40L przez limfocyty T może 
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wskazywać na możliwe interakcje pomiędzy limfocytami B i T (tabela 17). Obecność 

przejściowych limfocytów B u kobiet po poronieniu może również hamować aktywację 

limfocytów T. Wskazuje na to wyższa ekspresję CTLA-4 jak i niższa frekwencja 

limfocytów CD3+CD4+CD25+ u kobiet po poronieniu w porównaniu do kobiet w 

prawidłowej ciąży (tabela 17 i tabela 18). Obserwacje te są również zbieżne z wynikami 

otrzymanymi przez Nova-Lamperti i wsp., które wskazywały na kontrolę aktywacji 

limfocytów T przez przejściowe limfocyty B wykazujące ekspresję IL-10341. 

W przypadku limfocytów B pamięci, które u kobiet po spontanicznym poronieniu 

charakteryzują się podobnym do przejściowych limfocytów B fenotypem tolerogennym, 

można podejrzewać, że zmiana ich fenotypu w następstwie poronienia, również ma celu 

przywrócenie zaburzonej równowagi immunologicznej. 
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6 WNIOSKI  

1. Zablokowanie sygnalizacji TLR9 u samic szczepu CBA/J krytych samcami 

szczepu DBA/2J zwiększa prawdopodobieństwo utraty alogenicznej ciąży, 

natomiast prawdopodobnie nie decyduje o skutecznej implantacji. 

 

2. W mysim modelu ciąży zagrożonej poronieniem zahamowanie stymulacji TLR9 

powodując  zmiany w fenotypie kostymulacyjnym limfocytów T i B i prowadzi  

do obniżenia puli limfocytów Treg i aktywowanych limfocytów Th o fenotypie 

CD3+CD4+CD25+, natomiast nie wpływa na frekwencję limfocytów Breg. 

 

3. TLR9 nie jest bezpośrednio zaangażowany w kształtowanie fenotypu 

kostymulacyjnego limfocytów B u kobiet po spontanicznym poronieniu.  

 

4. U kobiet w następstwie poronienia spontanicznego wzrost frekwencji 

limfocytów  B o fenotypie tolerogennym w powiązaniu z obniżoną frekwencją 

aktywowanych limfocytów T sugeruje ich zaangażowanie w przywracaniu 

równowagi immunologicznej zakłóconej poronieniem. 
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