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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

W cigzy, w organizmie matki dochodzi do szeregu zmian anatomicznych
I fizjologicznych prowadzacych do wytworzenia odpowiedniego $rodowiska dla
rozwijajacego si¢ plodu. Przejsciowej modulacji musi ulec rowniez uktad
odpornosciowy aby zapewni¢ jednoczesng ochron¢ matki i dziecka przed patogenami,
jak 1 akceptacje pot-alogenicznego ptodu. Prawidlowy przebieg cigzy zalezy wiec od
odpowiedniej regulacji uktadu odpornosciowego, ktora W gléwnej mierze zalezna jest
od aktywno$ci odpornosci nabytej, a w szczegolnosci od populacji komorek
0 wlasciwosciach ~ regulacyjnych,  gtownie  limfocytow T  regulatorowych
(ang. T regulatory cells, Treg). Ostatnio uwaga wielu grup badawczych skierowana jest
rowniez W strone limfocytow B o wilasciwosciach supresorowych, tzw. limfocytéw B
regulatorowych (ang. B regulatory cells, Breg) i ich roli w przebiegu prawidlowej jak
| patologicznej cigzy.

Limfocyty B sag waznym elementem uktadu odpornosciowego, a w trakcie cigzy
zauwaza si¢ zar6wno zmiany w ich aktywnosci jak i liczbie. Jak do tej pory ich udziat w
cigzy badany byt gtownie w kontekscie odpowiedzi humoralnej, jednakze jako komorki
prezentujace antygeny (ang. antigen presenting cells, APC), limfocyty te moga réwniez
uczestniczy¢ w indukcji tolerancji na antygeny ojcowskie.

Receptory toll podobne (ang. toll-like receptors, TLR), w tym TLR9Y, reguluja
zarowno aktywno$¢ limfocytow B jako APC, ale takze jako Breg. Przeprowadzone
dotychczas badania nad rolg TLR9 w cigzy skupiaty si¢ gtownie na aktywacji tych
receptorow W pozniejszych jej okresach. Pobudzenie TLR9, w nastepstwie rozpoznania
endogennych sygnalow, gléwnie w postaci mitochondrialnego DNA jak iwolnego
ptodowego DNA, powigzane byto z komplikacjami takimi jak przedwczesny porod czy
stan przedrzucawkowy. Jak dotad nie wiele wiadomo o roli TLR9 we wczesnych
okresach cigzy i powigzanych z tych okresem cigzy komplikacjach, a takze o jego
potencjalnym udziale w ksztaltowaniu si¢ immunotolerancji.

Celem og6lnym pracy bylo zbadanie udziatu receptora TLR9 w ksztattowaniu
fenotypu limfocytéw B i regulacji tolerancji immunologicznej] w mysim modelu cigzy
zagrozonej poronieniem (YCBA/J x 3DBA/J) oraz u kobiet we wczesnej cigzy.

Na podstawie przeprowadzonych badan, wykazano, ze zablokowanie sygnalizacji
TLR9 u samic szczepu CBA/J krytych samcami szczepu DBA/2) zwigksza

prawdopodobienstwo utraty alogenicznej cigzy, natomiast prawdopodobnie nie



decyduje o skutecznej implantacji. Ponadto ograniczenie sygnalu ze strony TLR9
powodowalo zmiany w fenotypie kostymulacyjnym limfocytéw T i B i prowadzito do
obnizenia puli limfocytow Treg iaktywowanych limfocytow Th, natomiast nie
wptyneto na frekwencje limfocytow Breg.

W drugiej cze$ci badan, dowiedziono, ze limfocyty B krwi obwodowej nie
wykazuja roznic w ekspresji TLR9 pomigdzy kobietami w cigzy oraz po poronieniu
(7-14 tydzien cigzy). Sugeruje to brak zaangazowania tego receptora w obserwowang
zmiane¢ fenotypu kostymulacyjnego tych komorek w nastepstwie poronienia. Natomiast
u kobiet po poronieniu odnotowano wzrost frekwencji limfocytow B o fenotypie
tolerogennym  (CD19'CD38"9"CD24"9")  co w powigzaniu z jednocze$nie
zaobserwowang nizsza frekwencja aktywowanych limfocytow T sugeruje ich
zaangazowanie W przywracanie réwnowagi immunologicznej zakléconej wczesng
utratg cigzy.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wskazuja na zaangazowanie receptora
TLR9 w procesy ksztaltowania tolerancji immunologicznej i utrzymanie ciazy
U myszy poprzez ksztalttowanie fenotypu kostymulacyjnego limfocytow B 1 wplyw na
frekwencje limfocytow Treg. Natomiast u kobiet po poronieniu receptor TLR9
prawdopodobnie nie bierze udzialu w procesie przywracania zaburzonej rownowagi
immunologicznej, w ktérym zaangazowane sa limfocyty Breg o fenotypie
CD19*CD38"e"CD24M0",



STRESZCZENIE W JEZYKU 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 TLR9Y, 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 JDBA/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.



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*CD38"I"CD24"9") 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 CD197CD38"9"CD24"9" play a role.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AP-1
APC
APS
ASRM

AT1
AT1-AA

BAFF
BCR
BMI
Breg
CD
CD40L
cffDNA
CpG
CTLA-4
DAMP

DC
DNA
dpc
EDTA
ESHRE

EVT
FasL
FBS

FcR

FDC

FO
limfocyty
Foxp3

GC
GM-CSF

hCG

biatko aktywujace 1 (ang. activator protein 1)

komorki prezentujace antygen (ang. antygen presenting cells)

zespot antyfosfolipidowy (ang. antiphospholipid syndrome)

Amerykanskie Towarzystwo Medycyny Rozrodu (ang. American Society for
Reproductive Medicinge)

receptor typu i angiotensyny Il (ang. angiotensin Il receptor type 1)
agonistyczne autoprzeciwciata przeciwko receptorowi typu i angiotensyny Il
(ang. angiotensin Il type 1 receptor agonistic autoantibodies)

czynnik aktywujgcy limfocyty B (ang. B-cell activating factor)

receptor limfocytu B (ang. B cell receptor)

wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

limfocyty B regulatorowe (ang. B regulatory cells)

antygen r6znicowania komorkowego (ang. cluster of differentiation)

ligand dla czasteczki CD40 (ang. CD40 ligand)

wolne ptodowe DNA (ang. cell free fetal DNA)

sekwencja DNA zawierajgca motyw cytozyna-fosforan-guanozyna

antygen 4 limfocytu T cytotoksycznego (ang. cytotoxic T cell antigen 4)
struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem/zagrozeniem
(ang. danger/damage associated molecular patterns)

komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

dni po pokryciu (ang. day post coitum)

kwas kwas etylenodiaminetetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
Europejskie Towarzystwo Rozrodu Cztowieka i Embriologii (ang. European
Society of Human Reproduction and Embryology)

komorki trofoblastu pozakosméwkowego (ang. extravillous trophoblast cells)
ligand Fas (ang. Fas ligand)

ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

receptor dla fragmentu Fc przeciwciata (ang. Fc Receptor)

komorka dendytyczna grudek (ang. follicular dendritic cells)

limfocyty grudek (ang. follicular cells)

czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za powstawanie limfocytow T
regulatorowych (ang. forkhead box P3)

osrodek rozmnazania (ang. germinal centre)

czynnik  stymulujacy tworzenie kolonii  granulocytow i makrofagow
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

ludzka gonadotropina kosmowkowa (ang. human chorionic gonadotropin)
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HLA

Ig

IKKa

IL

i.p
IRAK-4/-1

IRF7
IUGR

LAC
LIF
LPS
LRR
MAPK

mBreg
MFI
MHC
MRNA
mMtDNA
Myd88

MZ
limfocyty
NF-xB

NK
ODN
PALN
PAMP

PBMC

PBS
PE
pDC
PMA
PRP

ludzki antygen leukocytarny (ang. human leukocyte antygen)

immunoglobulina (ang. immunoglobulin)

kinaza kB o (ang. «B kinase o)

interleukina (ang. interleukin)

podanie dootrzewnowe (ang. intraperitoneal injection)

kinaza 1/4 zwiazana z receptorem interleukiny 1 (ang. interleukin 1 receptor
associated kinase 1/4)

czynnik regulujacy interferon 7 (ang. interferon regulatory factor 7)
Wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu ptodu (ang. intrauterine growth
restriction)

koktajl aktywujacy leukocyty (ang. Leukocyte Activation Cocktail)

czynnik hamujacy biataczke (ang. leukemia inhibitory factor)

lipolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

powtdrzenia bogate W leucyne (ang. leucine-rich repeats)

kinaza biatkowa aktywowana mitogenem (ang. mitogen activated protein
kinase)

limfocyty B regulatorowe pamieci (ang. memory B regulatory cells)

mediana intensywnosci fluorescencji (ang. median fluorescence intensity)
glowny uktad zgodnos$ci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)
informacyjny/matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

mitochondrialne DNA (ang. mitochondrial DNA)

gen 88 odpowiedzi pierwotnej réznicowania szpiku; biatko adaptorowe
receptorow TLR (ang. myeloid differentiation primary response 88)

limfocyty strefy brzeznej $ledziony (ang. marginal zone cells)

jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

komoérki NK (ang. natural killer cells)

oligodeoksynukleotydy (ang. oligodeoxynucleotides)

paraaortalne wezty chtonne (ang. paraaortic lymph nodes)

wzorce molekularne zwigzane z patogenami  (ang. pathogen-associated
molecular pathern)

komorki jednojadrzaste z krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear
cells)

s6l fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate-buffered saline)

stan przedrzucawkowy (ang. preeclampsia)

plazmacytoidalne komoérki dendrytyczne (ang. plasmacytoid dendritic cells)
forbol 12-mirystynian 13-octanu (ang. phorbol 12-myristate-13-acetate)

receptor rozpoznajacy wzorce (ang. pattern recognition receptor)
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pTreg

pTreg

RCF

RIF

RPL
RPM
SA
s-Flt1

slg
SPF
STLR
TABL1/2

TAK1

tBreg
TGF-B
Th
TIM-1

TIR

TLR
TNF-a
TRAF-6/-3

Treg
TSLP
tTreg
uNK
VEGFA
WHO

obwodowe limfocyty T regulatorowe (ang. peripheral-derived regulatory
T cells)

limfocyty T regulatorowe indukowane na obwodzie (ang. peripheral-derived
regulatory T cells)

wzgledna sita odsrodkowa bedaca wielokrotnos$cig przyspieszenia ziemskiego G
(ang. relative centrifugal force)

powtarzajace si¢ niepowodzenia implantacji (ang. recurrent implantation
failure)

nawracajgce utraty cigzy (ang. recurrent pregnancy loss)

obroty na minute; liczba petnych obrotow wirnika (ang. revolutions per minute)
spontaniczne poronienie (ang. spontaneous abortion)

fms-podobna kinaza tyrozynowa 1 (ang. soluble fms-related tyrosine kinase 1)
inna nazwa: rozpuszczalny receptor typu 1 naczyniowo-$rodblonkowego
czynnika wzrostu (ang. soluble vascular endothelial growth factor receptor-1,
SVEGFR1)

immunoglobulina powierzchniowa (ang. surface immunoglobulin)

srodowisko wolne od specyficznych patogenow (ang. Specific Pathogen Free)
zewnatrzkomorkowy receptor TLR (ang. surface TLR)

biatko 1/2 wigzace kinaze aktywowang przez TGF-B (ang. TGF-B activated
kinase 1 binding protein 1/2)

kinaza 1 aktywowana przez transformujagcy czynnik = wzrostu 3
(ang. transforming growth factor 3 activated kinase 1)

przejsciowe limfocyty B pamieci (ang. transitional B regulatory cells
transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor f3)
limfocyty T pomocnicze (ang T helper cells)

immunoglobulina komérek T i domena 1 mucyny (ang.T-cell immunoglobulin
and mucin domain 1)

receptor interleukiny 1 (ang. toll/interleukin-1 receptor/resistance protein)
receptor toll-podobny (ang. toll-like receptors)

czynnik martwicy nowotwordw a (ang. tumor necrosis factor o)

czynnik 6/3 zwigzany z receptorem TNF (ang. TNF receptor associated
factor 6/3)

limfocyt T regulatorowy (ang. T regulatory cell)

limfopoetyna zrgbu grasicy (ang. thymic stromal lymphopoetin)

grasicze limfocyty T regulatorowe (ang. thymus-derived regulatory T cells)
maciczne komoérki NK (ang. uterus natural killer cells)

czynnik wzrostu $rodblonka typu A (ang. vascular endothelial growth factor A)

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
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1 WSTEP

1.1 Zmiany adaptacyjne ukladu odpornosciowego W przebiegu ciazy

W cigzy, w organizmie matki dochodzi do szeregu zmian anatomicznych
I fizjologicznych prowadzacych do wytworzenia odpowiedniego s$rodowiska dla
rozwijajacego sie plodu. Aby cigza mogta zakonczy¢ sie powodzeniem adaptacji musi
ulec wiekszo$¢ uktadow organizmu, w tym szczegoélnie uktad odpornosciowy.

W latach 50 ubieglego wieku sadzono, iz cigza zwigzana jest z ogdlnym
ostabieniem odpowiedzi odpornosciowej matki celem akceptacji obcych antygenow
ojcowskich obecnych w tkankach ptodu®?. Jednak wspodlczesna wiedza wskazuje, ze
ulega on ulega raczej przejsciowej modulacji niz wyciszeniu, aby mozliwa byla
jednoczesna obrona organizmu przed patogenami jak i akceptacja pot-alogenicznego
plodu®. W cigzy obserwuje si¢ ciagle zmiany, glownie w lokalnej, odpowiedzi
odporno$ciowej, poniewaz kazdy etap cigzy wymaga unikalnego s$rodowiska
immunologicznego. Dzigki odpowiednim interakcjom pomiedzy komodrkami uktadu
odporno$ciowego matki, a sygnalami dostarczanymi przez pldd oraz lozysko, mozliwa
jest zmiana odpowiedzi prozapalnej, dominujacej W pierwszych tygodniach cigzy, na
przeciwzapalng korzystng przez wigkszo$¢ cigzy 1 ponownie na prozapalng podczas
porodu®.

Zmiany w liczbie jak i funkcjonowaniu komoérek uktadu odpornosciowego
W macicy rozpoczynaja si¢ jeszcze przed implantacja zarodka. Hormony plciowe,
progesteron oraz estrogeny, reguluja wydzielanie przez komodrki endometrium
chemokin i cytokin rekrutujacych gtéwnie komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells,
DC), makrofagi, komorki NK (ang. natural Killer cells) oraz limfocyty T do macicy®®.
Ponadto obecnos¢ nasienia W zeniskich drogach rozrodczych uruchamia mechanizmy,
ktore dodatkowo wspomagaja migracje komoérek uktadu odpornosciowego do macicy,
oraz wptywaja na ich aktywacje. Pecherzyki nasienne i gruczoly krokowe wydziataja
m.in. cytokiny, w tym transformujacy czynnik wzrostu [ (ang. transforming growth
factor B, TGF-B) oraz prostaglandyny, ktére oddziatuja z komorkami nablonkowymi
btony $luzowej szyjki macicy | macicy, aktywujac synteze cytokin i indukujgc zmiany
komérkowe i molekularne przypominajace klasyczng kaskade zapalng "0,

Powodzenie ciazy zalezy réwniez od wytworzenia przez uktad odporno$ciowy

matki tolerancji na antygeny ojcowskie oraz plodowe. Obecnie uwaza si¢, ze
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kluczowymi komoérkami odpowiedzialnymi za tolerancj¢ W cigzy sa limfocyty
T regulatorowe (ang. T regulatory cells, Treg). Badania wskazujg, ze rdéwniez
limfocyty B wydzielajagce IL-10 oraz IL-35, czyli tzw. limfocyty B regulatorowe
(ang. B regulatory cells, Breg) moga petni¢ te role*'°, Ponadto pozostate komorki
uktadu odporno$ciowego obecne na styku matczyno-ptodowym, takie jak makrofagi’®,
DCY" oraz limfocyty Tyd'® zaleznie od fazy cigzy charakteryzuja sie tolerogennym
fenotypem lub jak w przypadku macicznych komoérek NK (ang. uterine NK cells, uNK)
obnizona cytotoksycznoscia®®.

Tolerancja immunologiczna w cigzy ksztaltuje si¢ bardzo wczesnie, poniewaz jak
wykazano U myszy, juz na etapie zaptodnienia, podczas ktorego komodrki uktadu
odpornosciowego matki, gtownie komorki prezentujace antygeny (ang. antigen
presenting cells, APC), wychwytuja aloantygeny obecne w nasieniu. APC migrujg do
lokalnych weztow chtonnych i pod wplywem cytokin, glownie TGF- i prostaglandyn
pochodzacych z nasienia, nabywaja fenotypu tolerogennego i indukujg powstawanie

h?%21, W pozniejszym okresie

Treg specyficznych wzgledem antygenéw ojcowskic
ciazy, to rowniez trofoblast staje si¢ zrodtem czynnikow lokalnie modulujacych uktad
odporno$ciowy.  Komorki  trofoblastu  pozakosméwkowego  (ang. extravillous
trophoblast cells, EVT) wykazuja ekspresje nieklasycznych czgsteczek gltownego
uktadu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC) klasy Ib
(HLA-E, HLA-G) i ograniczong ekspresje klasycznych MHC klasy la (HLA-C).
Oddzialuja one zreceptorami na komorkach NK hamujac ich wlasciwosci
cytotoksyczne??.  Dodatkowo EVT oraz lozysko uwalniajg  mediatory
immunosupresyjne takie jak 1L-10 czy IL-35%*?°. Lozysko produkuje takze cytokiny,
hormony oraz inne czynniki, ktore dostaja si¢ do krazenia matczynego i wplywaja na
systemowe funkcjonowanie uktadu odpornosciowego?. Wraz zrozwojem cigzy do
krazenia matki przedostaja si¢ réwniez antygeny plodowe, gléwnie z tozyska, ktore
mogg by¢ prezentowane w obwodowych narzadach limfatycznych i prowadzi¢ do
zwickszenia si¢ puli Treg?..

W promowaniu tolerancji rowniez wazng rol¢ odgrywa §rodowisko hormonalne.
Progesteron zwicksza poziom HLA-G?’, a w wysokich stezeniach jest silnym
induktorem cytokin typu Th2?8, Promuje on réwniez powstawanie Treg?®, komorek
Ty5%® i wydzielanie asymetrycznych przeciwciat przez limfocyty B3, Z drugiej strony
progesteron ogranicza migracje i funkcje konwencjonalnych limfocytow T3,

cytotoksycznych komoérek NK, neutrofili®* i makrofagow. Innym hormonem
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ksztattujacym tolerancje W cigzy jest estradiol. Hormon ten wspomaga m.in. indukcje
Treg® oraz hamuje odpowiedz komérek Th17%. Z kolei regulacyjne dziatanie ludzkiej
gonadotropiny kosmowkowej (ang. human chorionic gonadotropin, hCG) polega m.in.
na indukcji proliferacji uNK®' oraz indukcji proliferacji i roéznicowaniu si¢
tolerogennych komoérek dendrytycznych®®. Ponadto hCG przyczynia sie do rekrutacji
Treg do macicy®**, a takze moze promowaé aktywacje limfocytow B w kierunku
Breg®24,

Oproécz dobrze znanych i szczegdtowo zbadanych adaptacji limfocytow T, komorek
NK, komoérek dendrytycznych, a takze makrofagéw wykazano, ze réwniez limfocyty B
ulegaja gtebokim modyfikacjom i adaptacjom w czasie cigzy***®. Komorki te, pomimo
tego iz stanowig niewielki procent wszystkich limfocytow obecnych na styku
matczyno-ptodowym?*®#’ to s3 waznym elementem uktadu odporno$ciowego w ciazy.
Ich nieprawidtowa liczba oraz aktywnos$¢ towarzyszy wielu komplikacjom ciazy.
Dlatego tez, w ostatnich latach uwaga wielu grup badawczych skierowana jest w strong
roli limfocytow B, a szczeg6lnosci Breg, w przebiegu prawidtowej jak 1 patologicznej

ciazy.

1.2 Limfocyty B
1.2.1 Gléwne populacje limfocytéw B

Limfocyty B to jedna z gtéwnych populacji komorek uktadu odpornosciowego. Ich
podstawowym zadaniem jest produkcja przeciwcial w odpowiedzi na antygen, co jest
zasadniczym elementem nabytej humoralnej odpowiedzi odpornosciowej. Ponadto
komorki te sa zdolne do prezentacji antygenéw oraz do wydzielania cytokin.
Fenotypowo limfocyty B charakteryzuje obecnos¢ receptorow immunoglobulinowych
dla antygenu — receptoréw limfocytow B (ang. B cell receptor, BCR), ale takze innych
receptorow powierzchniowe m.in. MHC Kklasy ii Il, CD20, CD19, CD40, CD86,
CD80, CD72, CD24, CD27, bioracych udzial w rozpoznawaniu i prezentacji
antygenow, a takze bedacych markerami réznicowania.

Limfocyty B dojrzewaja iroznicujg si¢ W procesie hematopoezy. W zyciu
ptodowym, proces ten rozpoczyna si¢ juz W pecherzyku zottkowym, natomiast W miare
postepu embriogenezy funkcje hematopoetyczng przejmuje watroba ptodowa.

Wigkszo$¢ limfocytow B, ktore wywodza si¢ z komoérek macierzystych watroby
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plodowej rdznicuja si¢ W limfocyty B-1, natomiast limfocyty B powstajace
z prekursorow obecnych W szpiku kostnym rdznicuja si¢ W lini¢ B-2. Limfocyty B-1
obecne sg glownie W otrzewnej ioplucnej, jednakze mogg rowniez migrowaé do
obwodowych narzadow limfatycznych takich jak §ledziona czy wezty chtonne. W Krwi
obwodowej wystepuja one mniej licznie. Wsrod tej populacji rozréznia si¢ limfocyty
B-1a oraz B-1b na podstawie odpowiednio obecnosci lub braku antygenu CD5 w ich
btonie komorkowej*®#°,

Z kolei limfocyty B-2 to tzw. konwencjonalne limfocyty B. Komorki te po
kontakcie z antygenem, a nastgpnie aktywacji produkuja przeciwciala 0 wysokim
powinowactwie®®. Ogolnie ich dojrzewanie mozna podzieli¢ na dwie fazy. Pierwsza,
niezalezna od antygenu, odbywa si¢ w szpiku kostnym. Natomiast druga faza
dojrzewania zachodzi w obwodowych narzadach limfatycznych i zalezna jest od
specyficznego rozpoznania antygenu przez dziewicze limfocyty B, a takze od pomocy
ze strony limfocytow T pomocniczych (ang. T helper cells, Th). Rozdzielenie
dojrzewania na etapy implikuje obecno$¢ we krwi obwodowej odmiennych fenotypowo
subpopulacji limfocytow B (rycina 1). Wsréd limfocytow B krwi mozna wyr6znié pigé
glownych podtypow tych komorek charakteryzujacych sie ekspresjg specyficznych
antygenow: przejsciowe limfocyty B, dziewicze limfocyty B, limfocyty B pamigci po
przetaczeniu klas, limfocyty B bez przelaczenia klas oraz plazmablasty. U zdrowych
0sob stanowig one odpowiednio okoto 4%, 50%, 15%, 18% i5% obwodowych

limfocytow B4,
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy dojrzewanie limfocytow B wraz z ekspresja wybranych antygenow
zewnatrzkomorkowych U cztowieka.
GC - o$rodek rozmnazania (ang. geriminal centre); high - wysoka ekspresja; int - $rednia ekspresja; low - niska

ekspresja; T1-T3 - stadia przejsciowych limfocytow B;
Opracowanie wlasne na podstawie®3; Schemat wykonano w programie BioRender.com.

1.2.2 Limfocyty B — aktywacja oraz prezentacja antygenu limfocytom Th

Prezentacja antygenow dziewiczym limfocytom T CD4" przez komorki APC
odbywa si¢ W obwodowych narzadach limfatycznych. Jej celem jest rozwinigcie
swoistej odpowiedzi na dany antygen. Jak dotad najlepiej poznanymi i efektywnymi
APC w procesie aktywacji dziewiczych limfocytow T sg DC. Reakcje pomiedzy DC
jako APC, alimfocytami T zostaty uznane jako model oddzialywan prowadzacych do
aktywacji limfocytow T. Jednak DC nie sg jedynymi komoérkami prezentujacymi
antygeny limfocytom Th, poniewaz réwniez limfocyty B moga prezentowac antygeny
grasiczozalezne.

Limfocyty B ulegaja aktywacji w momencie rozpoznania przez BCR antygenu,
ktory moze by¢ rozpuszczalnym antygenen, antygenem W kompleksach
immunologicznych lub antygenem obecnym na komorkach np. komorkach
dendrytycznych grudek (ang. follicular dendritic cells, FDC)**®. BCR umozliwia
limfocytowi B rozpoznanie i pobranie antygenu nawet jezeli jego stezenie jest bardzo
niskie, co odréznia go od pozostatych APC, ktore wymagaja znacznie wyzszych stezen

antygenu do aktywacji i prezentacji. Wykazano, ze cytokiny (m.in. IL-4, IL-21, 1L-2,
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IL-13, TGF-B)*"®, czynnik aktywujacy limfocyty B (ang. B-cell activating factor,
BAFF)®1%2 oraz receptory toll-podobne (ang. toll-like receptors, TLR)®% dostarczaja
dodatkowych sygnatow, ktore wzmacniajg efektywng prezentacj¢ antygenow.

W przypadku limfocytow B jako APC ogdlny schemat odpowiada interakcjom
pomiedzy DC a limfocytami T, jednak istniejag pewne rdznice. Uwaza sig, ze limfocyty
B w poréwnaniu z DC sg stabszymi APC. Wigkszo$¢ badan wskazuje, ze limfocyty B
raczej nie biorg udziatu w aktywacji dziewiczych limfocytow T. Powszechnie uwaza
si¢, ze prezentuje on antygeny uprzednio juz aktywowanym limfocytom T (np. przez
DC), gtéwnie w celu uzyskania sygnatow niezbednych do przezycia, proliferacji czy
przetaczania klas przeciwcial. Cze$¢ badan wskazuje jednak na zdolno$¢ limfocytow B
do indukcji Treg. Udowodniono, ze limfocyty B w warunkach in vitro moga indukowacé
ekspansje alogenicznych limfocytow T CD4"Foxp3*, lecz znacznie stabiej wplywajg na
proliferacje limfocytow T CD4*Foxp3®. Z drugiej strony wykazano, ze limfocyty B
$ledziony przeksztalcaja alogeniczne, dziewicze limfocyty T w regulatorowe
limfocyty T Foxp3* w obecnosci TGF-p i IL-2, z kolei limfocyty B otrzewnej w tych
samych warunkach moga indukowa¢ limfocyty Thl7, co wskazuje na odmienne
wlasciwosci  konwencjonalnych limfocytow B-2 zasiedlajacych $ledzione oraz
limfocytow B-1 rezydujacych w otrzewnej®.

Nowsze badania sugeruja rowniez na zdolno$¢ limfocytow B do aktywacji
limfocytow CD4*CD25  w kierunku limfocytow T o charakterze regulatorowym.
Aktywowane w ten sposob limfocyty T badacze nazwali limfocytami Treg
indukowanymi przez limfocyty B (ang. Treg-of-B cells). Komorki te charakteryzuja si¢
brakiem ekspresji czynnika transkrypcyjnego FoxP3, natomiast posiadajag markery
wydzielajg IL-10. Co jest istotne, obecnos¢ IL-10 nie jest konieczna do indukcji
Treg-of-B, lecz jedynie kontakt pomiedzy limfocytem T, a limfocytem B®”.

Limfocyty B-1 w wigkszos$ci dziatajg niezaleznie od sygnatow dostarczanych przez
limfocyty T8 Moga jednak prezentowaé antygeny limfocytom T, co wykazano
zardwno in vitro™ jak iin vivo'’2, Potwierdza to rowniez fakt, iz limfocyty B-1
posiadaja markery zwigzane z prezentacja antygenu I kostymulacja, takie jak
MHC klasy 11, CD80 i CD86°. Co wiecej, doniesienia Zimeckiego i wsp. wskazuja, ze
limfocyty B-1 moga wykazywaé wigksze zdolno$ci do prezentacji antygendow od
konwencjonalnych limfocytow B-2, poniewaz wywotuja wigksza proliferacje

limfocytéw T specyficznych wzgledem antygenu’t.
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1.2.3 Limfocyty B w ciazy

Pomimo tego, iz limfocyty B na styku matczyno-ptodowym?*®4’ stanowia
nieznaczny odsetek wszystkich limfocytow, to majg wyraznie korzystny wptyw na
prawidlowy przebieg cigzy. Badania wskazujg na aktywne zaangazowanie limfocytow
B w rozwdj ciazy, co szczegdlnie widoczne jest W przypadku powiktan cigzy, w ktérych
obserwuje si¢ nieprawidlowosci W ogoélnej liczbie limfocytow B oraz we frekwencji
roznych subpopulacji tych komoérek™#>77® Ponadto ich znaczenie w ciazy
potwierdzaja obserwacje ci¢zarnych kobiet, ktore stosowaty Rytuksymab — chimeryczne
przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko powierzchniowemu antygenowi
CD20. Lek ten powoduje zmniejszenie liczby krazacych limfocytow B’
Udowodniono, ze leczenie Rytuksymabem przed zajSciem W cigzg i w jej trakcie,
skutkuje wyzszym odsetkiem powiktan cigzy, takich jak samoistne poronienia, porody
przedwczesne czy stan przedrzucawkowy’®”®. Z kolei u myszy wykazano, ze brak
dojrzatych limfocytow B wigze si¢ ze zmniejszong liczebnoscig miotu, zmniejszona
wielkosécia ptodow i wigksza podatnoscia na infekcje prenatalne®’.Z drugiej strony,
w przebiegu prawidlowej cigzy dochodzi do obnizenia ogolnej liczby krazacych
limfocytow B zarowno u kobiet**8! jak i usamic myszy*. Spowodowane jest to
zahamowaniem limfopoezy w szpiku kostnym w drugiej potowie cigzy w wyniku

82 oraz migracja limfocytow B do tozyska®*

dzialania estrogenow

W zaleznosci od stopnia zaawansowania cigzy, W roznych kompartymentach
organizmu kobiet i samic myszy zauwaza si¢ zmienne proporcje réznych subpopulacji
limfocytow B, Zmiany dotycza gtownie trzeciego trymestru cigzy. W krwi obwodowej
u kobiet w tym okresie cigzy W poréwnaniu z kobietami niebgdacymi W cigzy
obserwuje si¢ zmniejszenie odsetka przejsciowych limfocytow B 0 fenotypie
CD19*IgD*CD38"9" oraz CD19*CD24"9"CD38"9" limfocytow B pamigci bez
przetaczenia klas o fenotypie CD19'IgD*CD38 oraz CD19*IgD*CD277, limfocytow B
pamieci  spoczynkowych o fenotypie = CD19'IgD CD38, plazmablastow
CD19*IgD"CD38"9",  limfocytow B-1 o fenotypie CD5*CD20* oraz CD19*CD5*
a takze limfocytow CD19"CD5'CD1d". Wzrost frekwencji natomiast jest obserwowany
w przypadku limfocytéw B dziewiczych o fenotypie CD19*1gD*CD38" 4476818485 vy
pierwszym trymestrze cigzy, U kobiet nie obserwuje si¢ zazwyczaj zmian we frekwencji

subpopulacji limfocytéw B W poréwnaniu z kobietami niebedacymi w cigzy 8,

20



Badania z udziatem ci¢zarnych samic myszy dostarczyty dodatkowych informacji
odno$nie innych kompartymentow organizmu. Analiza komoérek wykazata mniejsza
aktywno$¢ limfopoetyczng szpiku kostnego w cigzy, glownie w drugiej potowie, 0 czym
swiadczyt spadek liczby wcezesnych stadidow limfocytow B, takich jak pre/pro
limfocytow B (B220™sIgM?) czy niedojrzatych limfocytow B (B220'™slgM*)
W poréwnaniu z samicami niebedacymi W ciazy. Z kolei na podstawie wzrostu liczby
dojrzatych limfocytow B (B220'slgM™) w szpiku kostnym w tym okresie cigzy
wnioskuje sie, ze tempo dojrzewania limfocytow B jest znacznie wyzsze W cigzy niz
przed cigza. Zahamowanie limfopoezy wptywa na ogo6lng liczbg limfocytow B w krwi
obwodowej oraz w sledzionie, gtdéwnie w drugiej potowie cigzy, w ktorej obserwowany
jest spadek liczby tych komorek. W krwi obwodowej cigzarnych samic dochodzi takze
do zmniejszenia liczby  niedojrzatych (slgM*slgD'*"), przejsciowych
(CD19*slgM*sIgD") oraz dojrzatych limfocytéw B (slgM'®¥sIgD'V). Wezty chtonne
drenujace macicg¢ oraz otrzewna z kolei charakteryzuje naptyw limfocytow B.
W weztach chtonnych widoczny jest wazrost liczby dojrzatych (B2207C93",
B220*CD21*), niedojrzalych (B220"C937) i aktywowanych limfocytow B
(B220"CD19"CD80"CD86™) u samic w cigzy w pordwnaniu z samicami niebedgcymi
wcigzy, a W otrzewnej dochodzi do zwigkszeniem liczby limfocytow B-1
(CD19'CD23%) i B-2 (CD19*CD23)*287,

U kobiet w doczesnej we wczesnych etapach cigzy limfocyty B stanowig okoto
1,5% wszystkich limfocytow. Frekwencja tych komorek wzrasta w trakcie cigzy do
okoto 3%, a przed porodem stanowig one okoto 2% wszystkich limfocytow
doczesnej**4654 W doczesnej zidentyfikowano populacje dziewiczych limfocytow B
(CD19°CD27'1gD™), ktorych frekwencja w pierwszym trymestrze wynosi okoto 40%
wszystkich komérek CD19". Wraz z rozwojem cigzy nastepuje spadek frekwencji tej
subpopulacji limfocytow B. Odwrotng sytuacje obserwuje si¢ W przypadku limfocytow
B pamieci po przelaczeniu klas (CD19*CD27°IgD"), poniewaz procentowy udzial tej
populacji w ogdlnej liczbie limfocytow B doczesnej wzrasta z ~15% w pierwszym
trymestrem, do ~40% w momencie porodu. Badaczom udato si¢ roéwniez oznaczy¢
w doczesnej limfocyty B pamieci bez przetaczenia klas (CD19°CD27°IgD"), ktorych
frekwencja jest stata w trakcie cigzy (~10% limfocytow B). Z kolei frekwencja
plazmablastow (CD19*CD27*CD38"Md"gD) wzrasta w drugim  trymestrze
W porownaniu Z pierwszym, jednakze nie przekracza ona 5% wszystkich limfocytow B

doczesnej*.
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W macicy myszy wod momentu implantacji nastepuje wzrost frekwencji
limfocytow B, gdzie ich najwyzsze stezenie obserwuje si¢ W potowie cigzy (okoto 15%
wszystkich  limfocytow). Zidentyfikowano populacj¢ limfocytow B  pamieci
(B220*CD19"CD21*CD27"), komorek plazmatycznych (B220*CD27*CD38°CD138")
oraz przejsciowych limfocytow B (B220*CD19*CD24*IgM"dN|gD!*"), ktére w okresie
okoloimplantacyjnym stanowig odpowiednio ~55%, ~10% oraz ~15% wszystkich
limfocytéw B macicy?. Dodatkowo w macicy myszy w okresie okotoimplantacyjnym
(5,5 dzien cigzy) w poréwnaniu do macicy w fazie estrus mozna zaobserwowac¢ wyzsza
frekwencje aktywowanych limfocytow B (B220"CD19*CD80'CD86"), co wedtug
autorow publikacji moze sugerowaé 0 zaangazowaniu limfocytow B w implantacje
zarodkéw'?, Na rycinie 2 przedstawiono zmiany jakie zachodza w ogolnej liczbie
limfocytow B w macicy, $ledzionie oraz weztach chtonnych, a takze Breg w otrzewnej,

W miar¢ postepu cigzy U myszy.

Limfocyty B
W macicy

Limfocyty B
w sledzionie

Limfocyty B
w weztach \/\/\/
chtonnych
Limfocyty Breg /—\
w otrzewnej

0,5 4,5 8,5 12,5 16,5

dzien cigzy
Rycina 2. Zmiany catkowitej liczby limfocytow B w macicy, $ledzionie iw weztach chlonnych oraz zmiany

catkowitej liczby limfocytow Breg w otrzewnej w miare¢ postepu ciazy U myszy.
Opracowano wtasne na podstawie schematu z 54 .

Wydaje si¢, ze zmiany jakie zachodzg w trakcie cigzy w populacjach limfocytow B
w $ledzionie, a mianowicie zwigkszenie stosunku limfocytow B strefy brzeznej
(ang. marginal zone, MZ) do limfocytow B grudek (ang. follicular, FO), mogg mie¢
znaczenie dla rozwoju prawidlowej cigzy, poniewaz zauwazono, ze proporcje te sg

zaburzone w mysim modelu ciazy zagrozonej poronieniem (PCBA/J x SDBA/2J)
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W poréwnaniu z prawidtowa cigza (2CBA/] x JBalb/c)™8’. Wydaje sie, ze ekspansja
limfocytow B strefy brzeznej $ledziony moze stanowi¢ mechanizm kompensujacy
limfopeni¢ limfocytow B obserwowang podczas cigzy, maksymalizujgc W ten sposob
zdolno$¢ uktadu odporno$ciowego matki do ochrony, poprzez szybkie wydziatanie
naturalnych przeciwciat w odpowiedzi na wnikniecie patogenu®’.

Dane odnosnie stgzenia immunoglubulin W cigzy nie sa jednoznaczne. Nie mniej
jednak, u ciezarnych kobiet jak imyszy, szczegdlnie we wczesnych okresach cigzy,
odnotowuje si¢ wyzsze stezenia immunoglobulin IgM, IgA i1gG w surowicy niz
u kobiet i samic myszy niebedacych w cigzy*>®. Z kolei w trzecim trymestrze cigzy
u kobiet stezenie wymienionych przeciwcial jest nizsze niz to obserwowane u kobiet
niecigzarnych®®,

Limfocyty B sa rowniez Zrodtem przeciwciat asymetrycznych. Sg to przeciwciala,
ktore z powodu przytaczenia si¢ grupy oligosacharydowej do jednej z domen
zmiennych fragmentu Fab sa niezdolne do tworzenia kompleksow z antygenem.
W zwigzku z czym, nie aktywuja efektorowych mechanizméw odpornosciowych, takich
jak wigzanie dopetniacza i fagocytoza, ale dziataja jako przeciwciata blokujace®.
Zauwazono, ze W przebiegu prawidtowej cigzy asymetryczne przeciwciala skierowane
przeciwko antygenom ojca stanowig jeden z mechanizméw zapobiegajacych
odpowiedzi uktadu odporno$ciowego matki przeciwko tym antygenom®. Ich
niedostateczne wytwarzanie obserwowane jest w przypadku spontanicznych poronien
(ang. spontaneous abortion, SA) oraz nawracajacych strat cigz (ang. recurrent
pregnancy loss, RPL)%,

Z kolei przeciwciatami, ktore maja niekorzystny wplyw na utrzymanie ciazy sa
przeciwciata antyfosfolipidowe. Jest to heterogenna grupa immunoglobulin
skierowanych przeciwko ujemnie natadowanym fosfolipidom, kofaktorom lub
kompleksom fosfolipid-kofaktor, ktore zwykle wystepuja w blonach komorkowych
monocytow, komorek trofoblastu, $rodbtonka i ptytek krwi. Obecnos¢ przeciwciat
antyfosfolipidowych, ktore obejmuja antykoagulant toczniowy, przeciwciata
antykardiolipinowe (IgG/IgM) i przeciwciata przeciwko beta2-glikoproteinie-|
(IgG/IgM), jest czynnikiem etiopatologicznym zespotu antyfosfolipidowego
(ang. antiphospholipid ~ syndrome, APS)®. Ta choroba autoimmunizacyjna
charakteryzuje si¢ stanem nadkrzepliwosci, ktéry moze prowadzi¢c do
wewnatrzmacicznej $mier¢ plodu, samoistnych poronien, zakrzepicy zyt glebokich

i stanu przedrzucawkowego®. Nie okreslono, ktora doktadnie populacja limfocytow B
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jest odpowiedzialna za produkcje autoprzeciwcial zwigzanych z APS. Zauwazono
jednak, ze zwickszona liczba limfocytow B z ekspresja CD5 (limfocyty B-1a) we krwi
obwodowej pacjentek z APS dodatnio koreluje z wysokimi poziomami
autoprzeciwciat®. Oprocz przeciwciat antyfosfolipidowych wykazano, obecnosé innych
autoprzeciwciat, ktore moga wpltywaé na prawidtowy przebieg cigzy. Jednymi z nich sg
agonistyczne autoprzeciwciala przeciwko receptorowi typu iangiotensyny 1l
(ang. angiotensin 1l type 1 receptor agonistic autoantibody, AT1-AA). AT1-AA
nasladujg  dzialaniec naturalnego ligandu receptora typu iangiotensyny Il
(ang. angiotensin Il receptor type 1, AT1) i wigza si¢ ze stosunkowo duzym
powinowactwem z receptorem AT1 obecnym w lozysku. Prowadzi to do aktywacji
wewnatrzkomorkowej kaskady, ktora z kolei indukuje wytwarzanie czynnikow
antyangiogennych odgrywajacych role w rozwoju stanu przedrzucawkowego®¥'.
Z przeprowadzonych in vitro badan wynika, ze limfocytami B odpowiedzialnymi za
produkcje AT1-AA w stanie przedrzucawkowym mogg by¢ komorki CD19*CD5*
(B-1a). Czynnikiem, ktory prawdopodobnie wptywa na aktywacje tych komorek jest
hCG, ktorego wyzsze stezenie obserwuje si¢ U pacjentek w trzecim trymestrze cigzy ze
stwierdzonym stanem przedrzucawkowym w poréwnaniu z kobietami w prawidtowej
cigzy. Komorki te charakteryzuje wysoki poziom ekspresji receptora dla tego hormonu.
Udowodniono takze, iz frekwencja limfocytow B-la w krwi kobiet w trzecim
trymestrze cigzy z objawami stanu przedrzucawkowego nie ulega obnizeniu jak
w przypadku kobiet w prawidtowej cigzy. Ponadto stwierdzono obecno$¢ komorek
CD19°CD5" w tozysku kobiet ze stanem przedrzucawkowym, natomiast W lozyskach
kobiet w prawidtowej ciazy nie odnotowano wystepowania tej populacji limfocytow?®.
Limfocyty B moga rowniez wptywacé na dziatanie uktadu odpornosciowego W cigzy
na drodze innej niz poprzez wydzielanie immunoglobulin. Obecnie wiadomo, ze
limfocyty B sg zdolne do immunosupresji poprzez wydzielanie cytokin lub poprzez
bezposredni kontakt z komorka efektorowa. Limfocyty B 0 wymienionych
wlasciwosciach nazwano limfocytami B regulatorowymi | uwaza si¢, ze moga

odgrywac znaczacg rolg W regulacji tolerancji immunologicznej w cigzy.
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1.2.4 Limfocyty B regulatorowe
1.24.1 Powstawanie oraz fenotyp limfocytow B regulatorowych

Pierwsze prace dotyczace immunosupresyjnej funkcji limfocytow B pojawily sie¢
w pracach z lat 70 ubieglego wieku®®*°. Jednak dopiero ponad 20 lat pdzniej odkryto
mechanizmy, ktore odpowiedzialne sg za supresyjne dziatanie tej grupy limfocytow. Po
badaniach na mysim modelu eksperymentalnego autoimmnizacyjnego zapalenia mozgu
i rdzenia, ktore wykazaly, ze limfocyty B moga by¢ odpowiedzialne za przebieg
choroby i powrdt do zdrowia, zacz¢to dokladnie bada¢ takze inne schorzenia
autoimmunizacyjne, w celu sprawdzenia analogicznej funkcji limfocytow B, a takze
mechanizméw wyijasniajacych ten fenomen!®. Obecnie role Breg, pozytywna jak
I negatywng, upatruje si¢ Wrowniez W innych stanach chorobowych w tym
w nowotworach®*1%  alergiach'®41%, infekcjach bakteryjnych i wirusowych®, ale
takze w transplantologii'®’1%j w przebiegu cigzy!!1>42-44.80.109

Limfocytami B regulatorowymi nazywamy limfocyty B, ktore maja wtasciwosci
immunosupresyjne. W przeciwienstwie do limfocytow T regulatorowych, Breg nie sa
odrebng subpopulacja limfocytow B, poniewaz jak dotad nie udato si¢ zidentyfikowac
czasteczki, czynnika transkrypcyjnego (odpowiednika FoxP3 dla Treg) lub zestawu
markerow, ktore W jasny sposob pozwolityby wyrdzni¢ populacje limfocytow Breg.
Dlatego, czg¢$¢ badaczy uwaza, ze limfocyty Breg powinny pozosta¢ funkcjonalnie
zdefiniowang Subpopulacjag w oparciu 0ich zdolno$¢ do hamowania odpowiedzi
prozapalnych in vitro lub in vivo'®1,

Dane literaturowe wskazuja, ze rozne subpopulacje limfocytow B moga
w odpowiednim srodowisku cytokinowym lub po odpowiednej stymulacji antygenem
wykazywa¢, prawdopodobnie przejsciowe, wilasciwosci immusupresyjne. Jak dotad
zidentyfikowano kilka fenotypéw limfocytow Breg, ktore moga rozni¢ si¢
mechanizmem dziatania. Wtabeli nr 1 oraz nr 2 podano najcze$ciej badane
subpopulacje limfocytow B, odpowiednio uludzi imyszy, mogace wykazywac
wlasciwo$ci immunosupresyjne wraz z udowodnionym lub przypuszczalnym

mechanizmem dzialania.
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Wydzielana czasteczka oraz

Rodzaj/Typ . - .
Fenotyp zbadany lub potencjalny Bibliografia
limfocytow Breg
mechanizm dzialania
Limfocyty -1L-10: hamowanie produkcji
B10/limfocyty B CD19*CD24""CD27* | TNF-a przez monocyty; Lz i
pamieci -1L-35
-1L-10, CD80/CD86: indukcja
Treg; hamowanie
Niedojrzale/ powstawania Th17 oraz Thl
Przejsciowe CD19*CD24""CD38"s" | z naiwnych limfocytow T; ey
limfocyty B hamowanie produkcji cytokin
prozapalnych;
-1L-35
_ _ -IL-10: hamowanie
CD19*CD25""CD71""C o .
Komorki Brl . odpowiedzi zapalnej oraz LS
indukcja Treg;
-IL-10, TGF-B: hamowanie
odpowiedzi efektorowej
; : limfocytow T
Plazmablasty CD19*CD27"CD3ghigh RZLLID120

cytotoksycznych; hamowanie
DC;
-1L-35

Limfocyty B GrB*

CD19*CD38*CD1d*IgM*

-Granzym B: degradacja

121,122

CD147* receptora limfocytow T;
: -1L-10: hamowanie
CD5*CD1d* CD19*CD5*CD1d"in o 128
odpowiedzi Th17;
- CD19+ -CD39/CD73 L2
-Granzym B: hamowanie
- CD24CD38* 125

limfocytow CD4*CD25";

Tabela 1. Tabela przedstawiajaca najczesciej badane subpopulacje limfocytow B regulatorowych u ludzi

wraz z udowodnionym lub przypuszczalnym mechanizmem dziatania.
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. Wydzielana czasteczka oraz
Rodzaj/Typ ) o ]
Fenotyp zbadany lub potencjalny Bibliografia
limfocytow Breg
mechanizm dzialania

-1L-10: indukcja Treg
i supresja limfocytow
B10 C19*CD5*CD1d"ion efektorowych CD4* i CD8" LLas L
hamowanie odpowiedzi Thl7;
-IL-35

-1L-10: hamowanie
CD19*CD21*CD23 limfocytow efektorowych TR
CD4* i CD8"

Limfocyty strefy

brzeznej $ledziony

-1L-10: indukcja Treg oraz
T2mzp cells CD19*CD21M"CD23M9" | supresja limfocytow 5213
efektorowych CD4* i CD8*;

-IL-10: aktywacja czynnikow
- CD19*IL-35*/IL19*IL10* | transkrypcyjnych z rodziny ®
STAT;

-1L-10: hamowanie

. ) . limfocytow efektorowych
Limfocyty B Tim-1* CD19*Tim-1* ) ) o 134-136
CD4" i regulacja odpowiedzi

Thl Thl7;

-1L-10: hamowanie DC
Plazmablasty CD138*CD44M" | imfocytéw efektorowych 119
CDA4" i wzrost ekspresji 1L-10

przez limfocyty T;

Limfocyty B -FAS-L: indukcja $mierci
CD19*CD5*FasL* SLSE
cytotoksyczne limfocytow T;

Tabela 2. Tabela przedstawiajaca najczeSciej badane subpopulacje limfocytow B regulatorowych u myszy wraz
z udowodnionym lub przypuszczalnym mechanizmem dziatania.
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1.24.2 Wplyw limfocytow B regulatorowych na inne komorki ukladu

odpornosciowego

Immunosupresyjne dziatanie Breg, podobnie jak Treg, opiera si¢ zaro6wno na
posrednim jak i bezposrednim odziatywaniu z komoérkami efektorowymi (tabela nr 1
I 2). Jednym z mechanizméw jest wydzielanie cytokin 0 whasciwosciach supresorowych
takich jak IL-10, TGF-p czy IL-35. Zdolno$¢ do wydzielania IL-10 uwazane jest za
jedno z gtownych kryteriow klasyfikacji danej subpopulacji limfocytow B jako Breg.
Jak dotad jest to tez najlepiej zbadany mechanizm dzialania tej grupy komorek.
Z danych literaturowych wynika, ze Breg poprzez ekspresje IL-10 moga m.in.
wspomaga¢ roznicowanie si¢ dziewiczych limfocytow T CD4" w  kierunku
Treg?#3104.112,114,115,119,126-129132.133 ' hamowa¢ odpowiedz limfocytow efektorowych Thl,
Th17 oraz CD8*#3112126-13L134 || .10 wydzielana przez Breg przyczynia sig rowniez do
hamowania aktywacji makrofagow 1 dojrzewania DC, atakze moze wspiera¢
wytwarzanie DC 0 wtaéciwosciach immunosupresyjnych??1°,

Breg poprzez wydzielane TGF-B przyczyniaja si¢ do zwigkszonej produkcji
reaktywnych form tlenu i tlenku azotu przez komorki regulatorowe pochodzenia
mieloidalnego, co o0zkolei prowadzi do zahamowania proliferacji komorek
efektorowych CD4" i CD8" 3. Dowiedziono, ze dzieki TGF-B Breg moga prowadzi¢
rowniez do konwersji dziewiczych limfocytow CD4* w Tregl40141,

Kolejng immunosupresyjng cytoking wydzielang przez Breg jest IL-35. Aktywuje
ona inne limfocyty B do ekspresji IL-10 oraz IL-35. Moze by¢ réwniez odpowiedzialna
za hamowanie efektorowych komoérek Thl oraz Thl7. Cytokina ta jest takze
zaangazowana W roznicowanie i proliferacje limfocytoéw Treg indukowanych na
obwodzie!## 144,

Oprécz wydzielania cytokin, Breg zdolne sa réwniez do produkcji granzymu B,
przez co moga negatywnie regulowac¢ odpowiedz typu Thl i Th17 oraz prowadzi¢ do
zahamowania proliferacji limfocytoéw CD4" poprzez degradacje tancucha { kompleksu
TCR2L122

Breg dzialaja rowniez na drodze bezposredniego kontaktu z komorka efektorowa
poprzez ekspresje ligandoéw Fas (ang. Fas ligand, FasL). FasL oddziatuje z receptorem
Fas na komoérkach docelowych indukujgc ich apoptoze. Dane literaturowe wskazuja, ze
Breg w ten sposéb moze powodowaé apoptoze komorek efektorowych CD4*, CD8"

oraz limfocytow Th17137.138145,
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Inng czasteczka powierzchniowa Breg jest immunoglobulina komoérek T i domena
1 mucyny (ang. T-cell immunoglobulin and mucin domain 1, TIM-1), ktéra poprzez
odziatywanie z fosfatydyloseryng i prawdopodobnie poprzez interakcjc z APC
posiadajgcymi na swojej blonie komorkowej TIM-4, prowadzi do zahamowania
odpowiedzi odpornosciowej komoérek Thl, Thl7 iCD8*, jak rowniez indukuje
powstawanie Treg przy udziale TGF-B oraz IL-101>14°,

Limfocyty B regulatorowe, podobnie jak pozostate aktywowane limfocyty B, moga
oddziatywaé¢ z limfocytami T poprzez czasteczki kostymulacyjne: CD40, CD80 oraz
CD86°. Wykazano, ze ludzkie limfocyty Breg poprzez interakcje za posrednictwem
CD80 oraz CD86 wraz z synergistycznym dzialaniem IL-10 moga sttumi¢ odpowiedz
prozapalng Th114147 Zwickszony poziom CD80, CD86 oraz CD40 na limfocytach B
powiazany jest z konwersja limfocytow T w kierunku Treg*4®%®, Jednakze, mechanizm
dzialania Breg za posrednictwem czasteczek kostymulacyjnych, szczegdlnie CD80O

i CD86, jest nadal stabo poznany.

1243 Powstawanie limfocytow Breg

Tak jak wczesniej wspomniano, limfocyty B w roznych stadiach rozwoju
I dojrzewania mogg roznicowac si¢ W limfocyty B regulatorowe. Wydaje sie, ze liczba
jak iaktywno$¢ Breg wzrasta w odpowiedzi na stan zapalny, poniewaz zauwazono
zwiekszenie si¢ liczby Breg w fazie zaostrzenia objawow w niektorych chorobach
autoimmunizacyjnych®®>149 oraz w schorzeniach i stanach chorobowych o podtozu
zapalnym w tym nowotworach'-19  alergiach'41% oraz infekcjach bakteryjnych
i wirusowych'®,

Czynnikami mogacych bra¢ udzial w indukcji Breg sag cytokiny. Cytokinami, ktore
moga indukowa¢ powstawanie Breg, zarowno U ludzi, jak i umyszy, sa m.in. IL-1p,
IL-6, IL-21, czynnik stymulujagcy tworzenie  kolonii 1  makrofagow
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulatng factor, GM-CSF)!33150.151 " gle takze
BAFF oraz ligand indukujacy proliferacje (ang. a proliferation-inducing ligand,
APRIL)*271%5 Dane literaturowe wskazuja, iz takze cytokiny przeciwzapalne, takie jak
IL-10 czy IL-35, moga wptywaé na roznicowanie si¢ limfocytow B w Kierunku Breg'#2,

Inng istotng droga powstawania limfocytow B regulatorowych jest aktywacja

poprzez receptor BCR. Dos$wiadczenia z udziatem myszy, uktorych BCR zostat
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pozbawiony funkcjonalnos$ci wykazywaly zmniejszong ekspresje 1L-10 w odpowiedzi
na stymulacje receptora TLR9, niz umyszy zw peli funkcjonalnym BCRB31156.157,
Przypuszcza sie¢, ze réznicowanie si¢ limfocytow B w Kierunku Breg poprzez aktywacje
BCR pozwala na powstanie Breg specyficznych wzgledem antygenu, co w przypadku
rozpoznania przez BCR wtasnych antygendéw moze prowadzié¢ do ich tolerancji®®.

Wsrod receptoréw TLR najczesciej rozpatrywanymi W konteks$cie aktywacji Breg
sg TLR9 oraz TLR4, ktoére odpowiednio pobudzane s3a przez sekwencje DNA
zawierajagce  niemetylowany motyw cytozyna-fosforan-guanozyna (CpG) lub
lipopolisacharydy bakteryjne (ang. lipopolysaccharid, LPS)%-16,

Indukcja limfocytow Breg moze rdwniez by¢ nastgpstwem zaangazowania
czasteczek kostymulacyjnych obecnych na limfocytach B. Wykazano, ze sygnaty
pochodzace z interakcji pomigdzy czasteczka CD40 i ligandem dla CD40 (ang. CD40
ligand, CD40L) sa niezb¢dne do aktywacji i réznicowania si¢ limfocytoéw B w kierunku
Breg. Wskazuje to, ze czasteczki kostymulacyjne moga by¢ rowniez zaangazowane
w powstawanie Breg. Powszechnie, w warunkach in vitro stosuje si¢ synergistyczne
dziatania BCR/CD40/TLR oraz cytokin w celu uzyskanie optymalnej funkcji
immunosupresorowej przez limfocyty B 114162,

W kontek$cie cigzy mozna rozwazy¢ rozne czynniki wplywajace na aktywacje
limfocytow B w kierunku Breg. Badania na limfocytach uzyskanych od pacjentow
z chorobami autoimmunizacyjnymi wykazalty, ze limfocyty B w odpowiedzi na
estrogeny oraz progesteron wydzielaja IL-101%%1% Jednak zwigzek miedzy tymi
hormonami, a Breg w cigzy nie jest jasny inadal jest badany. W eksperymentach in
vitro wykazano rowniez, ze czynniki wydzielane przez komorki trofoblastu, m.in. hCG,

moga stymulowa¢ limfocyty B do ekspresji 1L-10%3109,

1.2.4.4 Rola limfocytéw B regulatorowych w ciazy

Limfocyty T regulatorowe do pewnego czasu byly uwazane za gtowng populacje
komorek odpowiedzialng za wytworzenie tolerancji wobec antygenow ptodu. Obecnie
sugeruje si¢, ze rowniez Breg mogg bra¢ udzial w tym procesie, jednakze wiedza na
temat mechanizméw dziatania Breg w cigzy opiera si¢ W gtdéwnej mierze na wynikach
badan U os6b z chorobami autoimmunizacyjnymi lub zwierzecych modelach tych

chorob i probach ich interpretacji w odniesieniu do cigzy. Jak do tej pory niewiele prac
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poswigcono badaniom nad bezposrednim wplywem tej populacji komorek na przebieg
cigzy jak rowniez ich roli w stanach patologicznych cigzy.

Pierwsza publikacja, ktora wskazata nowy nurt badan immunologéw rozrodu byta
praca opublikowana przez zespot A. Zenclussen w 2013 roku®®. Wykorzystujac mysi
model cigzy zagrozonej poronieniem (YCBA/J x JDBA/2J) wykazali oni, ze jedna
z przyczyn, ktora moze by¢ odpowiedzialna za resorpcje ptodow w tym modelu jest
zbyt niska, w poréownaniu do ciazy prawidlowej (CBA/J x JBALB/c), frekwencja
limfocytow Breg o fenotypie CD19*CD5*CD1d"9". Dodatkowo pozytywna role Breg
W cigzy potwierdzili przez adoptywny transfer limfocytow B z ekspresja IL-10
pochodzacych od samic W prawidlowej cigzy, ktory w modelu poronnym zmniejszyt
liczbe zresorbowanych ptodow. Zaproponowany mechanizm dziatania Breg opierat si¢
gléwnie na immunoregulacyjnym dziataniu IL-10. Breg hamowaty aktywacj¢ komorek
dendrytycznych, a takze przyczynity sie do zwickszenia frekwencji Treg®®. Wykazano
takze, ze umyszy Ww cigzy Breg odpowiadaja za stlumienie odpowiedzi
immunologicznej podczas zakazenia bakteryjnego oraz wplywaja pozytywnie na
populacje Treg i ekspresje IL-4, a negatywnie na ekspresj¢ cytokin prozapalnych takich
jak TNF-0, Th17 oraz IL-6%°.

Dalsze badania wykazaly wzrost frekwencji limfocytow CD19*CD24M"CD27*
w krwi obwodowej ci¢zarnych kobiet W poréwnaniu z kobietami niebedacymi
W cigzy*?®. Komorki te, byly odpowiedzialne za hamowanie ekspresji TNF-o przez
limfocyty T. Efektu takiego nie zaobserwowano w przypadku spontanicznych
poronien*?. U kobiet potwierdzono réwniez zdolnoéé limfocytow CD19* izolowanych
z doczesnej z 1 i 2 trymetru ciagzy, po stymulacji in vitro, do produkcji 1L-10%,

Z kolei z badan Breg w krwi obwodowej kobiet w trzecim trymestrze cigzy
wynika, ze W tym okresie ciazy dochodzi do spadku odsetka limfocytow o fenotypie
CD19*CD24"¢"CD3g"e"  CD19*CD5'CD1d* oraz ~ CD19*CD5'CD1d*IL-10*
W poréwnaniu do stanu przed ciaza**®. Przedwczesne porody zwigzane sa z jeszcze
wickszym spadkiem odsetka Breg o fenotypie CD19*CD1d"9"CD5*IL-10* oraz
CD19*CD38"I"CD24"9"|-10* niz obserwowany jest on fizjologicznie!®’.

Wydaje si¢, ze podobnie jak Treg, aktywacja Breg nastgpuje bardzo szybko
w cigzy. W macicy myszy z okresie okotoimplantacyjnym (5,5 dzien cigzy) mozna
zauwazy¢ wzrost limfocytow B zdolnych do wydzielania IL-10. Limfocyty te
charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresja czasteczek kostymulacyjnych CD80 i CD86 oraz

markera aktywacji CD27 w poréwnaniu ze stanem przed cigza, co moze $wiadczy¢
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0 ich zaangazowaniu W prawidlowa implantacje zarodka'?. Badania przeprowadzone
przez nasz zespot wykazaly nizszy odsetek Breg z ekspresja IL-35 w3 dniu cigzy
w weztach chtonnych drenujgcych macice oraz we krwi obwodowej u myszy w modelu
cigzy zagrozonej poronieniem W poréwnaniu z grupa myszy W prawidtowej ciazy.
W tym modelu zaobserwowano takze nizsza frekwencje w populacji Breg z ekspresja
IL-10 we krwi obwodowej. Réwniez w macicy (3 dzien ciagzy) i w doczesnej (14 dzien
cigzy) odnotowano nizszy odsetek CDI197IL-35" wmodelu cigzy zagrozonej

poronieniem w poréwnaniu z prawidtlowa ciaza'!.

1.3 Receptor toll-podobny 9 (TLR9)
1.3.1 Ogolna charakterystyka receptora TLR9

TLR9, podobnie jak pozostate receptory toll-podobne, nalezy do receptorow
rozpoznajacych wzorce (ang. pattern recognition receptor, PRR). TLR oprocz
rozpoznawania unikalnych antygenéw mikrobiologicznych, tak zwanych wzorcow
molekularnych zwigzanych z patogenami (ang. pathogen-associated molecular pathern,
PAMP), zaangazowane sa rowniez W rozpoznawanie czasteczek pochodzenia
endogennego, czyli wzorcow  molekularnych  zwigzanych  z uszkodzeniami
(ang. damage-associated molecular pattern, DAMP), uwalnianych lub wydzielanych
przez komérki po urazach tkanek lub ich przebudowig-17,

TLR lokalizujg si¢ zard6wno w endosomach i btonie cytoplazmatycznej roznych

komoérek ukiadu odpornosciowego®’t 17

jak i1 wnarzagdowo swoistych komorkach
nablonkowych. Obecne sg réwniez W komorkach $rodbtonka, kardiomiocytach
i adipocytach!”"178, Wykazano, ze zaréwno komorki nabtonka i podscieliska ludzkiego
endometrium charakteryzuja si¢ ekspresja genéw dla TLR1-6 i TLR9, a profil ekspresji
TLR zalezny jest od fazy cyklu miesiaczkowego!’®8, Rowniez w mysich komérkach
nabtonka endometrium potwierdzono ekspresj¢ TLR1-6 na poziomie mRNA. Wedtug
autorow ekspresja TLR7 oraz TLR9 w tych komorkach prawdopodobnie wystepuje
jedynie okresowo i moze by¢ zalezna od fazy cyklu rujowego®?. Ponadto wykazano
ekspresje TLR1-10 (na poziomie mRNA) w ludzkim tozysku oraz doczesnej'&-18’,
TLRY nalezy do wewnatrzkomorkowych receptorow TLR!.  Udowodniono
jednak, ze moze si¢ on roéwniez lokalizowa¢ w blonie komoérkowej jednojadrzastych

komorek krwi obwodowej'®, wtym limfocytach B, gdzie dziala jako negatywny
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regulator aktywacji TLR9 w endosomach!®®. Ponadto TLR9 moze byé obecny

191 oraz erytrocytow!®?1%, Jednak jaka dokladnie

w btonach komoérkowych neutrofili
role petnig zewnatrzkomoérkowe TLR9 (ang. surface TLR9, STLR9) nie jest do konca
jasne.

Podobnie jak pozostate TLR, TLR9 to transbtonowa glikoproteina typu
I zbudowana z zewnatrzkomorkowej N-koncowej domeny z licznymi powtorzeniami
bogatymi w leucyn¢ (ang. leucine-rich repeats, LRR), pojedynczej domeny
transblonowej oraz C-koncowej cytoplazmatycznej domeny sygnatowej TIR
(ang. toll/interleukin-1 receptor)?°®2%,

TLR9 pobudzany jest przez wirusowe lub bakteryjne DNA zawierajagce motywy
CpG (cytozyna-fosforan-guanozyna)*®#1%, u ktorych cytozyna, w przeciwienstwie do
wyzszych organizméw, ulega stabej metylacji'®’. TLR9 rozpoznaje rowniez syntetyczne
oligodeoksynukleotydy (ang. oligonucleotides, ODN) z motywem CpG®. TLR9
zaangazowany jest réwniez W wychwytywanie uwolnionego z wiasnych komorek
wolnego mitochondrialnego DNA (ang. mitochondrial DNA, mtDNA)*°® oraz wolnego
plodowego DNA (ang. cell free fetal DNA, cffDNA), ktoére rowniez charakteryzuje
staba metylacja cytozyny motywow CpG2P.

Zwiazanie przez domen¢ zewnatrzkomorkowa ligandu wyzwala aktywacje domeny
TIR, ktora asocjuje z biatkiem adaptorowym Myd88 (ang. myeloid differentiation
primary response gene 88)%°!. Sygnaty przekazywane sg przez szereg kolejnych biatek
adaptorowych aktywujacych kinazy, co ostatecznie prowadzi do translokacji czynnikow
transkrypcyjnych NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B
cells) lub IRF7 (ang. interferon regulatory factor 7) do jadra komoérkowego. Ponadto
sygnaty te moga uruchamia¢ kinazy z rodziny MAPK (ang. mitogen-activated protein
kinases), co skutkuje m.in. aktywacja czynnikow transkrypcyjnych nalezacych do
rodziny AP-1 (ang.activator protein 1). NF-xB i1AP-1 s3 odpowiedzialne za
transkrypcje gendow cytokin prozapalnych, w tym IL-6, IL-12 i TNF-q, oraz regulacj¢
ekspresji genow dla czasteczek kostymulacyjnych, takich jak CD80 i CD862%. Z kolei
IRF7 aktywuje ekspresje genow dla interferonéw typu 12%%. Na rycinie 3 przedstawiono
schemat szlaku sygnalizacji komorkowej za posrednictwem TLRO.

Zauwazono, ze powtarzajace si¢ sekwencje telomerowe ssakow, ktore sg zdolne do
tworzenia tzw. G-tetrad, hamujg aktywacje uktadu odpornosciowego indukowang przez
CpG DNA pochodzenia bakteryjnego. Mechanizm dziatania polega na zaktdceniu przez
te powtarzajace si¢ Sekwencje kolokalizacji TLR9 z CpG DNA w pecherzykach

33



endosomalnych  przy jednoczesnym zachowaniu niezmienionego wychwytu

komoérkowego i wigzaniu si¢ do receptora’®. Na podstawie tych sekwencji

telomerowych powstaly syntetyczne ODN dziatajace jako antagonisci TLR9%%,
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Rycina 3. Schemat przedstawiajacy szlak sygnalizacji komorkowej za posrednictwem TLRO.
AP-1 (ang. activator  protein 1), IKKa (ang.xB kinase o), 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-xB (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 B-activated kinase 1),
TRAF-6/-3 (ang. TNF receptor-associated factor 6/3);

Schemat wykonany w programie BioRender.com na podstawig?°6.207

1.3.2 Wplyw TLR9 na funkcjonowanie limfocytow B

Limfocyty B, zarowno ludzkie jak imysie, wykazuja wysoka ekspresje TLRO.
Sygnalizacja za posrednictwem TLRY9 prowadzi do zwigkszonej aktywacji
limfocytow B promujac zar6wno wrodzong, jak inabyta odpowiedZ odporno$ciowaq.
Aktywnos$¢ tego receptora ulatwia prezentacje antygenu limfocytom B poprzez

zwigkszenie ekspresji MHC klasy II, CD40, CD86 oraz CD80. Dodatkowo obserwuje
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si¢ zwigkszong syntezg cytokin prozapalnych (np. IL-6, TNF-a) oraz przeciwzapalnych
(np. IL-10), a takze proliferacj¢ komorek, roznicowanie si¢ limfocytow B do komorek

plazmatycznych i wydzielanie immunoglobulin?%®-213

. Wydaje sig¢, ze stymulacja TLR,
w tym TLR9, moze by¢ rozpatrywana jako trzeci sygnat, po aktywacji BCR i pomocy
ze strony limfocytow T, niezbedny do aktywacji dziewiczych limfocytow B8,
Limfocyty B na kazdym etapie réznicowania charakteryzujg si¢ réznym poziomem
ekspresji TLR9. Ekspresja TLR9 zwigksza si¢ W miar¢ przechodzenia limfocytéw B od

spoczynkowych do dojrzatych aktywowanych limfocytow B?H

, stad limfocyty B
pamicci wykazuja wyzszy poziom ekspresji TLRO niz dziewicze limfocyty B2%,
Udowodniono, ze limfocyty B pamigci konstytutywnie wykazuja ekspresj¢ wielu TLR,
w tym TLR9?¥4215 g in vitro agoniéci tych receptorow moga bezposrednio aktywowaé
te subpopulacje limfocytow B do rdéznicowania si¢ W komodrki plazmatyczne
wydzielajace przeciwciata 0 wysokim powinowactwie. In vivo jednak, zwigzanie BCR
z antygenem wydaje si¢ by¢ nadal niezbedne do pelnej aktywacji limfocytow B
pamieci. Po uzyskaniu pomocy ze strony limfocytow T lub dodatkowej stymulacji za
posrednictwem TLR, wtym TLR9, pobudzenie limfocytow B pamigci moze by¢
o wiele efetywniejsze?!®. Z kolei w przypadku dziewiczych limfocytow B wykazano, ze
zwigkszaja one ekspresje TLR9 po stymulacji BCR?.

Limfocyty B wykazuja bardzo stabg zdolno$¢ do endocytozy, szczegdlnie
wickszych antygenoéw (np. bakterii), dlatego BCR i TLR9 prawdopodobnie dziataja
synergistycznie. BCR moze internalizowaé zwigzany antygen i dostarczaé go do
endosomow, gdzie po pobudzeniu przez CpG DNA receptor TLR9 uruchamia
dodatkowe $ciezki sygnalizacyjne. To polaczenie wewngtrznych i zewngtrznych
sygnatow receptorowych prowadzi do bardziej skutecznej aktywacji limfocytow B2,
Ponadto w aktywacji TLR9 limfocytow B moga posrednio uczestniczy¢ biatka, ktore
wykazuja zdolnos¢ wigzania fragmentéw DNA i dostarczaja je do przedziatow
endosomalnych, jak np. LL-37 (u myszy jego odpowiednikiem jest biatko CRAMP),
czy CD205 (DEC-205). LL-37 na drodze elektrostatycznych oddzialywan moze wigzaé
si¢ niespecyficznie z fragmentami DNA, w tym wolnym DNA?8219 mtDNA 220 a takze
CpG ODN?!, Udowodniono, ze kompleksy DNA-LL-37 aktywuja TLR9 limfocytow B,
co skutkuje zwickszong ekspresja powierzchniowych markeréw aktywacji CD40
i CD86, jak rowniez zwiekszong produkcja IL-6 ilgG?!. Wykazano, Ze roéwniez
zwigzanie CpG ODN przez CD205 limfocytéw B moze prowadzi¢ do wzrostu ekspresji

CD40, CD86, MHC klasy II oraz wydziatania IL-6 przez te limfocyty??2,
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Badania wskazuja, ze TLR9 moze rowniez ulega¢ ekspresji na powierzchni
limfocytow B, shuzac jako negatywny regulator aktywacji endosomalnego TLR9%.
Z drugiej strony, badania Lu iwsp. wykazaty, ze w przypadku stymulacji ligandami,
sTLRY moze przemieszcza¢ si¢ do endosomu limfocytu B itym samym aktywowaé
szlak sygnalizacji tego receptora, co objawia si¢ wzrostem ekspresji czasteczek

kostymulacyjnych i MHC klasy 1172,

1.3.3 Aktywacja TLR9 w cigzy w odpowiedzi na sygnaly endogenne

W konteks$cie cigzy aktywno$¢ sygnatdow dostarczanych za posrednictwem TLRO9
mozna rozpatrywac¢ W kilku aspektach. Oprocz dobrze poznanej roli w ochronie matki
i dziecka przed patogenami, receptor ten moze rowniez bra¢ udzial w regulacji
odpowiedzi immunologicznej w nastgpstwie rozpoznania endogennych sygnatow.

Wykazano, ze zarowno wolne mtDNA, jak i cffDNA moga przyczyniac si¢ W cigzy
do powstawania stanu zapalnego na drodze zaleznej od TLR9. Wolne mtDNA
oraz cffDNA obecne sa W krazeniu matczynym W trakcie prawidlowo rozwijajacej si¢
cigzy, a ich stezenie zmienia sie W trakcie jej trwania (stezenie wolnego mtDNA?%
sukcesywnie spada, a cffDNA2% wzrasta) oraz w przypadku powiktan ciazy.

Aktywacja TLR9 przez cffDNA rozpatrywana jest w kontekscie powstawanie stanu
zapalnego niezbednego do wywolania porodu??®??’, Z drugiej strony udowodniono, ze
stymulacja TLR9 przez cffDNA, podobnie jak syntetyczne deoksyrybonukleotydy oraz
DNA pochodzenia bakteryjnego, u cigzarnych samic myszy moze prowadzi¢ do
resorpcji  plodow, przedwczesnego porodu i stanu  przedrzucawkowego
(ang. preeclampsia, PE)?%,

W przypadku powiklan cigzy, wykazano wyzsze stezenia mtDNAZ?2-2%! oraz
cffDNAZ12%2  surowicy i w osoczu kobiet z PE, chociaz nie wszystkie badania sa
zgodne w tej kwestii?*3. Cushen i wsp. dowiedli, ze stezenia zaréwno wolnego mtDNA
jak i mtDNA zamknigtego W pecherzykach zewnatrzkomoérkowych, jest nizsze
W 0soczu kobiet z objawami PE w poréwnaniu z stezeniem U Kobiet w prawidtowo
rozwijajacej sie cigzy®®. Nie miej jednak, udowodniono, Ze aktywacja TLR9 w cigzy

moze by¢ powiazana jest z charakterystycznymi cechami stanu przedrzucawkowego?*,

235

tj. m.in. z aktywacjg neutrofili“*>, wydzielaniem przez tozysko wyzszych stezen cytokin

prozapalnych, w tym IL-6, TNF-a, oraz czynnikow antyangiogennych jak
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rozpuszczalny receptor typu 1 naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu
(ang. soluble vascular endothelial growth factor receptor-1, sFtl-1), atakze nizszych
stezen czynnikOw proangiogennych m.in. czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego
typu A (ang. vascular endothelial hrowth factor A, VEGFA)?®. Ponadto kobiety
zobjawami PE charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresja TLR9 wtozysku oraz
plazmocytoidalnych ~ komoérkach ~ dendrytycznych  (pDC) oraz  komorkach
dendrytycznych krwi obwodowej?36-2%,

W przypadku szczurzego modelu wewngtrzmacicznego zahamowania wzrostu
ptodu (ang. intrauterine growth restriction, IUGR) w tozyskach wykazano wyzsza
ekspresja TLR9, w poréwnaniu z ekspresja W tozyskach cigzarnych samic z grupy
kontrolnej. W aktywacji TLR9 w IUGR wskazywano na rol¢ zarowno wolnego
mtDNA, ale takze DNA pochodzacego z zaburzonej flory bakteryjnej jelit?®,

Z kolei u kobiet po spontanicznym poronieniu, niezaleznie od tego czy
uwarunkowane jest ono genetyczng wada plodu czy innym czynnikiem, obserwuje si¢
wyzsze stezenia cffDNA, jak i catkowitego wolnego DNA w 0s0Czu W poréwnaniu ze
stezeniem wystgpujacym U Kobiet w tym samym okresie prawidlowo rozwijajacej sig
cigzy?*%241, Jak do tej pory badania wczesnych okresow cigzy i powigzanych z nimi
powiktaniami cigzy, nie byly intensywnie prowadzone W kontekscie aktywacji TLRO.
Kang iwsp. wykazali jednak, ze doczesna kobiet po spontanicznym poronieniu
W pierwszym trymestrze ciazy charakteryzuje si¢ wyzsza ekspresja TLR9 niz doczesna
pobrana od kobiet w prawidlowej ciazy®® co potencjalnie moze mie¢ zwiazek
Z obserwowanym wyzszym stezeniem cffDNA.

TLRY9 moze odgrywa¢ rowniez role W implantacji zarodkow, poniewaz
dowiedziono, ze endometrium kobiet charakteryzuje si¢ znacznie wyzsza ekspresje TIr9
w fazy lutealnej cyklu menstruacyjnego niz w fazie folikularnej oraz podczas
menstruacji'®. Wzrost ekspresji tego receptora w tym okresie moze wiec zwickszaé
receptywnos¢ endometrium. Z drugiej jednak strony, w biopsjach endometrium
pobranych od kobiet z powtarzajacymi si¢ niepowodzeniami implantacji (ang. recurrent
implantation failure, RIF) poziom ekspresji TIr9 byt istotnie podwyzszony w okresie
tzw. okna implantacyjnego, jezeli poréwnywano go z poziomem ekspresji w biopsjach
pobranych od zdrowych kobiet wtym samym dniach cyklu???. Uwaza sie, ze jedna
zprzyczyn RIF jest brak réwnowagi immunologicznej, pomiedzy reakcjami
pro- i przeciwzapalnymi?®3, dlatego autorzy badan sugerowali, iz TLR9 moze

posredniczy¢ W nadmiernej zapalnej odpowiedzi odpornosciowej endometrium i moze
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by¢ jednym z czynnikow, ktore wplywaja na zaburzong receptywnos$¢ endometrium
u tych pacjentek?42,

Badania nad TLR9 w cigzy prowadzono rowniez W mysim modelu cigzy
zagrozonej poronieniem, gdzie wykazano, ze doczesna samic W tym modelu
charakteryzuje si¢ wyzsza ekspresja TLR9 niz w przypadku prawidtowej cigzy. Ponadto
w modelu tym, aktywacja TLR9, poprzez podaz agonisty tego receptora w 6,5 dniu
cigzy, prowadzila do wyzszego odsetka resorpcji ptodow'®®. Z kolei badania
prowadzone przez nasz zespot wykazy, ze limfocyty B pobrane z §ledzion samic myszy
W cigzy zagrozonej poronieniem W okresie przedimplantacyjnym (3 dzien ciazy)
cechuje wyzsza ekspresja mRNA, ale nizsza biatka dla TLR9 w poréwnaniu
Z prawidlowa cigza. Roznice W ekspresji wspomnianych czasteczek na poziomie mRNA
| biatka moga wskazywac¢ na dynamiczne zmiany jakie moga zachodzi¢ w tym okresie

cigzy w limfocytach B?** oraz sugerowa¢ 0 zaangazowaniu TLR9.
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2 CELPRACY

Na podstawie przedstawionej literatury wynika, ze limfocyty B charakteryzuja si¢
skomplikowana biologia i ztozonym fenotypem, w ktorych swdj istotny udzial ma
receptor TLR9. W kontek$cie cigzy moze to sktania¢ do zadania nastgpujacych pytan
stanowigcych przestanki tej dysertacji:

- czy receptor TLR9 moze by¢ zaangazowany (posrednio lub bezposrednio) w
rozpoznanie antygenow ojcowskich 1 sprzyja¢é rozwojowi tolerancji w okresie
okotoimplantacyjnym bioragc pod uwage prozapalny charakter tego procesu?

- czy receptor TLR9 moze by¢ zaangazowany w indukcje limfocytéw Breg w tym
okresie cigzy u myszy 1 przeciwdziata¢ poronieniu?

- czy u kobiet w czasie bezposrednio nastgpujacym po poronieniu zmienia si¢
ekspresja tego receptora oraz frekwencja i fenotyp kostymulacyjny limfocytow B
wskazujac na ich zaangazowanie jako komorek prezentujacych antygen?

- czy istnieje zwigzek pomigdzy ekspresja receptora TLR9, a frekwencja

i fenotypem limfocytow Breg u kobiet po spontanicznym poronieniu?

Dlatego tez, biorac pod uwage wplyw receptora TLR9 na dojrzewanie i funkcje
limfocytow B, atakze jego zaangazowanie W powstawanie limfocytow Breg, celem
ogdlnym pracy bylo zbadanie udziatu receptora TLRY9 w ksztattowaniu fenotypu
kostymulacyjnego limfocytow B i regulacji tolerancji immunologicznej we wczesnej

ciazy u kobiet i w mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem.

Realizacja celu og6lnego obejmowata nastgpujace cele szczegodtowe:
1. Ocena wptywu podazy antagonisty TLR9 we wczesnej cigzy w mysim modelu
cigzy zagrozonej poronieniem na:
a) powodzenie cigzy,
b) fenotyp kostymulacyjny limfocytow B,
c) ekspansj¢ limfocytow B regulatorowych,
d) ekspresje ligandow na limfocytach B dla czasteczek kostymulacyjnych
obecnych na limfocytach T.
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2. Okreslenie ekspresji TLR9, czasteczek kostymulacyjnych i HLA-DR wybranych
populacjach limfocytéw B krwi obwodowej kobiet pierwszym trymestrze cigzy

prawidlowej i po poronieniu.
3. Okreslenie ekspresji ligandow dla czasteczek kostymulacyjnych obecnych na

limfocytach T w krwi obwodowej kobiet w pierwszym trymestrze ciazy

prawidlowej i po poronieniu.
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3 MATERIALY | METODY

3.1

Gotowe zestawy i odczynniki chemiczne

Nazwa

Przeznaczenie

Producent

(nr kat. producenta)

Brefeldin a Solution
(Brefeldyna a w DMSO)

sktadnik medium do restymulacji komoérek

Biolegend (420601)

CD16/CD32 (klon: 93)

blokowanie mysich receptorow FcR

eBioscience (14-0161-82)

Cytocolor™

zestaw do barwienia rozmazow

cytologicznych wg. Szczepanika

Merck Millipore (115355)

Cytofix® utrwalacz cytologiczny Samko
sktadnik medium do trawienia Roche/ Merck Millipore
DNAse | )
enzymatycznego macicy (1010415900)
EDTA ) Laboratorium Chemii Ogolnej,
sktadnik buforow
(roztwor 0,5mM, pH=8) IITD, Wroctaw

FBS (plodowa surowica
bydleca), pochodzenie:
Ameryka Poludniowa,

inaktywowana termicznie

sktadnik medium do restymulacji komoérek

Biowest (S181H)

HBSS (Hank’s balanced salt

soulution) z Ca?* Mg?*

sktadnik medium do trawienia

enzymatycznego macicy

Biowest (X0509-500)

Human TruStain FcX™

blokowanie ludzkich receptorow FcR

Biolegend (422302)

Jonomycyna

sktadnik medium do restumulacji komoérek

Cayman Chemical (11932)

Liberase TM Reserch Grade

sktadnik medium do trawienia

enzymatycznego macicy

Roche (05401119001)

Lymphosep

gradient do izolacji ludzkich PBMC

Biowest (L0560)

Monensin a Solution
(Monenzyna a w 70%

rotworze etanolu)

sktadnik medium do restymulacji komoérek

Biolegend (420701)

ODN 2088

antagonista mysiego TLR9

InvivoGen (tIrl-2088)

PMA (forbol 12-mirystynian

13-octanu)

sktadnik medium do restymulacji komoérek

Cayman Chemical (10008014)

RPMI-1640 z L-glutamina

i czerwienia fenolowa

sktadnik medium do restymulacji komoérek

Biowest (L0500)

True-Nuclear™
Transcription Factor Buffer
Set: Transcription Factor

Fix, Perm Buffer, Diluent

zestaw do wewnatrzkomorkowego
oznaczania cytokin oraz
wewnatrzjadrowych czynnikow
transkrypcyjnych metoda cytometrii

przepltywowej

Biolegend(424401)

ZombieRed™ dye

barwnik do znakowania martwych
komorek w 0znaczeniach

cytometrycznych

Biolegend (423110)
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3.2 Przygotowane bufory i media

PBS (s6l fizjologiczna buforowana fosforanem): 0,01 M bufor fosforanowy,
2,7 mM KCI i 137 mM NaCl w wodzie destylowanej; pH=7,4;

Bufor FACS: 0,5mM EDTA, 0,002% azydek sodu oraz 1% inaktywowana
ptodowa surowica bydleca (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, anastgpnie
rozdzielony na porcje po 100 ul (50 pug lub 100 pug na porcje); do momentu
uzycia przetrzymywany W -20°C;

Medium do restymulacji komorek: medium RPMI-1640 (z L-glutaming)
z dodatkiem 0,1 pg/ml PMA, 1 ug/ml Jonomycyny, 10 pg/ml Brefeldyny
ai2 uM Monenzyny A;

Plyn Tiirka: 0,1% roztwor fioletu gencjany w 3% kwasie octowym;

Medium do trawienia enzymatycznego: medium HBSS (z Ca** Mg*)
z dodatkiem 30 ug/ml DNAzy i i 0,28 WU/ml liberazy TM;

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

3.3 Przeciwciala wykorzystane w immunofenotypowaniu komorek
Antygen Fluorochrom Klon pg/test Kontrola izotypowa Producent
CD19 FITC 6D5 0,25 ug 5 Biolegend
CD5 AF700 53-7.3 0,125 ug | - Biolegend
CD1d PE/Cy7 1B1 0,125 pg - Biolegend
CD86 BV650 GL-1 0,125 ng Rat 1gG2a, Biolegend
CD80 BV510 16-10A1 0,25 ng Arm. Hamster 19gG Biolegend
CD40 PerCp/Cy5.5 3/23 0,5 pug Rat 1gG2a, Biolegend
I-A/I-E _

(MHC 11) APC/Cy7 M5/114.15.2 0,06 pg Rat 1gG2b, « Biolegend
TLR9 PE S18025A 0,25 ug Rat 19G1, « Biolegend
CD3 FITC 17A2 0,25 ng - Biolegend
CD45 BV605 30-F11 0,015pug | - Biolegend
CD4 AF700 GK15 0,15 ug - Biolegend
CD40L PE/Cy7 MR1 0,125 pg Arm. Hamster 19G Biolegend
CTLA-4 APC UC10-B9 1 pg Arm. Hamster 1gG Biolegend
CD28 BV786 37.51 2 ug Hamster IgG, A BD

Tabela 3. Przeciwciata wykorzystywane w immunofenotypowaniu komorek mysich; przeciwciata podane w tabeli
skierowane sg przeciwko mysim antygenom zewnatrzkomorkowym;
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Antygen Fluorochrom Klon ng/test Kontrola izotypowa Producent
CD19 FITC HIB19 0,5 ug - Biolegend
CD38 AF700 HIT2 0,25 pg - Biolegend
CD27 APC/Cy7 0323 0,1 pug - Biolegend
CD24 BV421 ML5 0,1 pug - Biolegend
CD86 BV650 1T2.2 0,5 ug Mouse 19G2b,k Biolegend
CD80 PE/Cy7 2D10 0,5 ug Mouse 1gG1,x Biolegend
CD40 BV510 5C3 0,3 nug Mouse 1gG1,x Biolegend
HLA-DR PerCp/Cy5.5 L243 0,6 ug Mouse 1gG2a, Biolegend
TLR9 PE Eb72-1665 0,75 ng Rat 192a, « BD
CD3 FITC UCHT1 02 pg - Biolegend
CD4 AF700 RPA-T4 0,25 pg - Biolegend
CD25 PE/Cy7 BC96 0,3 pug - Biolegend
CD127 APC/Cy7 A019D5 0,3 ug - Biolegend
CTLA-4 PerCP/Cy5.5 BNI3 0,3 ug Mouse 1gG2a, k Biolegend
CD28 Bv421 CD28.2 0,3 ug Mouse 1gG1, Biolegend
CD40-L BV605 24-31 0,75 pg Mouse IgG1, Biolegend

Tabela 4. Przeciwciata wykorzystywane w immunofenotypowaniu komorek ludzkich; przeciwciata podane w tabeli
skierowane sg przeciwko ludzkim antygenom zewnatrzkomérkowym;

Antygen Fluorochrom Klon ng/test Kontrola izotypowa Producent
IL-6 APC MP5-0F3 0,25 ug Rat IgG1, k Biolegend
IL-10 BV421 JES5-6E3 0,5 ng Rat IG2b, « Biolegend
IL-10 PE JES5-6E3 1 pg RatlgG2b, k Biolegend
TLR9 PE S18025A 0,25 ug Rat IgG1, Biolegend
FoxP3 BV421 MF-14 0,8 ug g Biolegend

Tabela 5. Przeciwciala wykorzystywane w immunofenotypowaniu komoérek mysich; przeciwciata podane w tabeli
skierowane sg przeciwko mysim antygenom wewnatrzkomérkowym;

Antygen Fluorochrom Klon ng/test Kontrola izotypowa | Producent
IL-10 APC JES3-19F1 0,1 pug Rat IgG2a,x Biolegend
IL-6 PE MQ2-13A5 0,125 pg Rat IgG1,k Biolegend

Beckton
TLR9 PE Eb72-1665 0,75 ug Rat Ig2a, « o

Dickinson
FoxP3 PE 259D 0,2 ug - Biolegend

Tabela 6. Przeciwciata wykorzystywane w immunofenotypowaniu komorek ludzkich; przeciwciata podane w tabeli
skierowane sg przeciwko ludzkim antygenom wewnatrzkomorkowym,;
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34 Aparatura

o  Wirowki: MPW-352, MPW-350R, MPW-260R (MPW Med. Instruments);

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

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

e Mikroskopy $wietlne: Olympus SZ61 (Olympus), Eclipse E200 (Nikon)

e Cytometr przeptywowy wyposazony W lasery: 355 nm, 405 nm, 488 nm,

640 nm; LSRFortessa™ (Becton Dickinson);

3.5 Zwierzeta doSwiadczalne

W pracy wykorzystano myszy szczepu CBA/J (samice) oraz DBA/2J (samce).
Zwierzeta zostaty zakupione z hodowli Charles River Laboratoire (Francja). Przed
przystapieniem do do$wiadczen uzyskano zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach we Wroctawiu (nr zgody: 036/2021/P1) na
przeprowadzenie eksperymentow przedstawionych w rozprawie doktorskiej. W trakcie
wszystkich doswiadczen myszy utrzymywane byty w warunkach standardu SPF
(ang. Specific Pathogen Free), tj. w pomieszczeniach za $cista barierg higieniczng
i wolnych od okre$lonych, swoistych dla gatunku mikroorganizmow i pasozytow.
Eksperymenty przeprowadzano na mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem
(ang. abortion — prone model of pregnancy).

Charakterystyczng cecha mysiego modelu cigzy zagrozonej poronieniem, czyli
krzyzowki samicy szczepu CBA/J (haplotyp H-2¥) zsamcem szczepu DBA/2]
(haplotyp H-29), jest wyzszy odsetek resorbowanych ptodéw W poréwnaniu do cigzy
prawidlowej [krzyzowka samicy szczepu CBA/J z samcem szczepu BALB/c (haplotyp
H-29]. usamic CBA/J pokrytych samcem DBA/2J, poczawszy od 7 dnia ciazy,
nastgpuje utrata kontaktu komorkowego pomiedzy komoérkami doczesnej, a komorkami
stozka pozatozyskowego. Towarzyszy temu infiltracja komorek NK, leukocytow
(limfocytdéw CD8*, limfocytow B i granulocytow), komodrek tucznych, oraz obserwuje
si¢ przewage cytokin prozapalnych. W 12 dniu cigzy mozna juz zauwazy¢ rdznice
pomiedzy zresorbowanymi, a prawidtowymi ptodami?*>2%, W modelu tym jednak nie
kazdy ptoéd ulega resorpcji. Resorpcje od czasu do czasu wystepuja W kazdej
alogenicznej cigzy U myszy, wtym w krzyzowce CBA/J x BALAB/c, stanowiace]

model prawidtowej cigzy. Jednak w mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem
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resorpcje sa wyraznie spowodowane czynnikami immunologicznymi, a jak wiekszos¢
badan wskazuje, szczegdlnie niewyksztalceniem si¢ tolerancji na aloantygeny?49-2%,
Poniewaz samce DBA/2J i BALB/c posiadajg taki sam haplotyp gtownego uktadu
zgodno$ci tkankowej, to przypuszcza si¢, ze przyczyng niedostatecznej liczby
I aktywnosci Treg jest nicodpowiednia odpowiedz uktadu odpornosciowego samicy na
aloantygeny obecne w plazmie nasienia nalezace do stabych antygendéw zgodnosci
tkankowej?>>2%, Wszystkie manipulacje, ktorych celem bylo przywrocenie tolerancji
antygenoéw samca/ptodu (np. podaz IL-10%7, TGF-B?%8, wzrost ekspresji CTLA-42°,
adoptywny transfer Treg?*® i Breg®™) lub ograniczenie niekorzystnego stanu zapalnego
zwigzanego Z naciekiem komorek odpornosciowych, prowadzity do istotnego spadku
liczoy resorbowanych ptodow?’. Model ten jest wiec klasycznym i czesto
wykorzystywanym  modelem  zwierzgcym  do  badania  poronien = tla
immunologicznego®®.

Na rycinie 4 przedstawiono schematycznie doswiadczenie nad wplywem
antagonisty TLR9 na powodzenie cigzy oraz na zmian¢ immunofenotypu limfocytow B

oraz T w mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem.

Q¢BA/I x DBA/2] G krycie 3dpc 14 dpc
model cigzy

L, ., 0 dpc 4 dpc
zagroionej poronieniem

(czop kopulacyjny) (implantacja)

Re

? podanie i.p. antagonisty TLR9  Limfocyty B:
ODN 2088 (50 pg lub 100 pg) lub - ekspresja CD40/80/86, MHC klasy I, TLR9
PBS (kontrola) - ekspresja IL-10 i IL-6 przez Breg (CD19*CD5*CD1d"ish) sledziona y .
- frekwencja Breg o4 P
— paraaortalne i

Limfocyty T: wezly chtonne ~ Ilczb-a zres?rbowanych
- ekspresja CD28, CTLA-4, CDA0L drenujace (R) i prawidtowych (P)
- ekspresja IL-10 przez Treg (CD3*CD4*CD25*FoxP3*) macice ptodéw
- frekwencja Treg

- procent zresorbowanych
ptodow

Limfocyty B: macica (3 dpc)

- ekspresja CD40/80/86, MHC klasy II, TLR9 doczesna (14 dpc) - liczba miejsc

implantacyjnych

Rycina 4. Schemat do$wiadczenia nad wplywem antagonisty TLR9 na powodzenie cigzy oraz na zmiang

immunofenotypu komoérek w mysim modelu ciazy zagrozonej poronieniem.
dpc - day post coitum (dzien po kryciu samicy); i.p — intraperitoneal injection (podanie dootrzewnowe);
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3.5.1 Wymaz cytologiczny z pochwy samic myszy i okreslanie fazy cyklu

rujowego samic

Od samic myszy szczepu CBAJ/J zawsze otej samej porze (okolo godziny
9.00-10.00) pobierano z pochwy wymaz poprzez delikatne obracanie wymazowki
(sterylny patyczek o dtugosci okoto 4-5 cm z nawinigtg na koncéwke bawelniang wata).
Nastepnie wydzieline delikatnie rozprowadzano na szkietku podstawowym i utrwalano
za pomocg komercyjnie dostepnego utrwalacza cytologicznego Cytofix® (Samko). Tak
przygotowany wymaz wybarwiano wykorzystujac zestaw do barwienia cytologicznego
Cytocolor™ (Merck Millipore), ktory bazuje na metodzie barwienia wedlug
Szczepanika, zgodnie z dotgczonym przez producenta protokotem.

Preparaty ogladano pod mikroskopem $wietlnym przy powigkszaniu 200x i 400X.
Na podstawie obecnosci charakterystycznych komorek okreslano faze cyklu rujowego.
W tabeli nr 7 przedstawiono rodzaje komorek, ktore wystepuja w kazdej z faz cyklu

ptciowego U myszy.

Jadrzaste Zrogowaciale
Faza cyklu
. komorki komorki Leukocyty
rujowego
nablonkowe nablonkowe
Metestrus - + +
Diestrus - - +
Proestrus + = =
Estrus - + -

Tabela 7. Obecno$¢ charakterystycznych komoérek w wymazie z pochwy w kazdym z etapow cyklu rujowego samic
myszy (opracowano na podstawie?®l); , +”- obecnos¢ komérek, ,,- ” — brak komorek;

Na rycinie nr 5 przedstawiano przyktadowe zdjecia z mikroskopu z kazdej z faz cyklu
rujowego samicy myszy szczepu CBA/J.
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Rycina 5. Zdjecia mikroskopowe (powigkszenie 200x) wymazow zpochwy myszy przedstawiajace
charakterystyczne komoérki obecne w kazdej z faz cyklu rujowego.

1-zrogowaciate komorki nabtonkowe, 2- leukocyty, 3-jadrzaste komorki nabtonkowe;

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

3.5.2 Krycie samic

Poniewaz usamic myszy owulacja wystepuje w fazie estrus, samice myszy
CBA/J w fazie poprzedzajacej 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. pomiedzy godzing. 18.00, a 19.00. Nastgpnego dnia rano, tj. okoto
godziny 8.00, na podstawie braku lub obecnosci czopa kopulacyjnego w pochwie
samicy stwierdzano czy doszlo do krycia. Dzien ten okreslano jako O dzien cigzy.

Skutecznie pokryte myszy CBA/J przenoszono do osobnej klatki.

3.5.3 Podaz antagonisty receptora TLR9

Samicom, natychmiast po stwierdzeniu obecnosci czopa kopulacyjnego, podawano
dootrzewnowo 100 ul PBS (grupa kontrolna) Iub antagonist¢ receptora TLR9
ODN 2088 (Invivogen) w dawce 50 pg lub 100 pg rozpuszczonego w 100 ul PBS.
Dawki preparatu dobrano na podstawie innego badania z udzialem ci¢zarnych samic,

wktorym zarowno 50 pg jak i100 ug ODN 2088 odwracato negatywny wplyw
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jednoczesnego podania CpG ODN na resorpcje¢ ptodéw. Byta to dawka bezpieczna dla
zwierzat?®?,

ODN 2088 jest kompetycyjnym inhibitorem TLRY, ktory wigze si¢ z wysokim
powinowactwem z wewnatrzkomorkowym TLRY, ale nie indukuje dalszej stymulacji
szlaku zaleznego od tego receptora. Byt on niejednokrotnie wykorzystywany
w badaniach in vitro m.in. w celu zahamowania aktywacji TLR9 przez mtDNA253-265,
DNA pochodzenia baketryjnego®®® oraz CpG ODN?%, jak réwniez in vivo, gdzie
u myszy jego podaz odwracata aktywacyjne dziatanie mtDNAZ®". u myszy stosowano
go réwniez W celu odwrdcenia niekorzystnego wptywu CpG ODN na powodzenie
cigzy?®?. Ponadto zwigzek ten wykazywat dziatanie protekcyjne w szczurzym modelu
ostrego uszkodzenia nerek®®® oraz w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym po
zawale mieénia sercowego?®®, hamujac w obu przypadkach stan zapalny zwiazany

z aktywnoscig TLRO.

3.5.4 Pobieranie materialu od myszy
354.1 Eutanazja

W celu pobrania narzadéw do badan, samice usmiercano W 3 lub 14 dniu cigzy
poprzez dyslokacje kregdw szyjnych po uprzedniej inhalacji 5% izofluranem

(Laboratorios Karizoo S.A.). Plody usmiercano przez dekapitacje.

35.4.2 Pobieranie sledziony oraz wezléw chlonnych

Sledziony wycinano za pomoca narzedzi chirurgicznych ido czasu izolacji
komorek umieszczano na szalce z zimnym PBS. Podobnie postgpowano z wezlami
chtonnymi. Do analiz odpreparowywano paradortalne wezly chtonne (ang. paraaortic
lymph nodes, PALN), ktore drenujag macice. Catos¢ manipulacji przeprowadzano

w sterylnych warunkach.

3.54.3 Pobieranie macicy oraz potwierdzanie ciazy

Macice od myszy w3 jak i w14 dniu ciagzy odpreparowano i umieszczano na

szalce z zimnym PBS.
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Cigz¢ potwierdzano post mortem. Macice samic usmierconych w 3 dniu cigzy,
umieszczano na szalce i przy pomocy igly istrzykawki kazdy roég macicy
przeptukiwano PBS w celu wyptukania zarodkéw. Nastepnie po mikroskopem
sprawdzano obecno$¢ zarodkdéw. Do dalszych badan przeznaczano tkanki od myszy,
w macicach ktorych stwierdzano obecnos$¢ zarodkow.

U samic usmiercanych w 14 dniu ciazy, cigz¢ potwierdzono makroskopowo na
podstawie obecnosci ptodow. W tym dniu cigzy U myszy widoczne jest juz wyraznie
tozysko oraz bardzo dobrze mozna odrdzni¢ zywe jak i zresorbowane ptody/miejsca
resorpcyjne (rycina nr 6). Liczbg zresorbowane zarodkéw okreslono na podstawie
wielko$ci 1 wygladu lozyska. Lozyska zresorbowanych ptodéw charakteryzowaty sig¢
ciemniejszag barwg (krwotoczng), mniejszymi rozmiarami i brakiem obecnosci
wyraznych tkanek plodu w poréwnaniu ze tozyskami z prawidlowo rozwinigtymi
ptodami (rycina nr 7). Procent zresorbowanych ptodéw (ang. abortion rate) obliczono

zgodnie ze wzorem?*:

liczba zresorbowanych ptodéw
x100 %

(liczba zywych ptodéw + liczba zresorbowanych ptodéw)

Rycina 6. Zdjgcia macicy myszy szczepu CBA/J bedacej W cigzy zagrozonej poronieniem (14 dzien cigzy). Na
zdjgciu zaznaczono prawidtowe (P) oraz zresorbowane ptody myszy (R).
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Rycina 7. Zdjecie tozyska wraz z doczesng zdrowego (A) i zresorbowanego ptodu (B) samicy myszy szczepu CBA/J
bedacej W ciazy zagrozonej poronieniem (14 dzien ciazy);

3.5.5 Izolacja komérek z materialu zwierzecego
3551 Izolacja komorek z §ledziony oraz weziéw chlonnych

Sledziong przenoszono na polistyrenowe sitka (wielko$¢ porow 40 pm) znajdujace
si¢ na szalce zroztworem 0,83% NH4Cl (bufor lizujacy erytrocyty). Przy pomocy
ttoczka od strzykawki tkanke delikatnie przecierano, a nastepnie komorki przenoszono
do polistyrenowych probowek i odwirowano (czas =10 min,
RCF =300 x g,temp. = 4°C). Roztwér NH4Cl zlewano, splenocyty przeptukano zimnym
PBS i odwirowano w warunkach jak wyzej. Krok ten powtarzano. Tak uzyskane
komorki zawieszano W 1 mlIPBS i zliczano je wkomorze Biirkera po uprzednim
rozcienczeniu zawiesiny w ptynie Tiirka.

Podobnie postgpowano z wezlami chlonnymi, przy czym nie wykorzystywano
0,83% NH4Cl — tkankg przecierano tylko w buforze PBS.

Catos¢ izolacji komodrek ze $ledzion, jak iweztow chlonnych, wykonywano

w sterylnych warunkach.

3.55.2 Izolacja komorek z macicy

Odpreparowane i pobrane macice od myszy w 3 dniu cigzy umieszczano
w probowkach typu eppendorf 1 Wwobecnosci 1ml medium do trawienia
enzymatycznego (sktad podano w tabeli nr 8) cigto nozyczkami chirurgicznymi przez
okoto 20 sekund. Nastepnie otrzymana zawiesine inkubowano W tazni wodnej w 37°C
z delikatnym mieszaniem (100 rpm). Po pierwszych 10 minutach inkubacji, macice

ponownie ci¢to nozyczkami przez okoto 20 sekund. Nastgpnie W odstepach
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10 minutowych proboéwke delikatnie wytrzasano W rekach (okoto 20 sekund). Macice
tacznie trawiono enzymatycznie przez 40 minut. W kolejnym kroku otrzymang
zawiesing komorek przefiltrowywano najpierw przez sitko o porach 70 um, a nast¢pnie
przez sitko o porach 40 pum. Za kazdym razem sitka przemywano buforem do
sortowania (PBS z dodatkiem 2mM EDTA i 2% FBS). Otrzymane komorki wirowano
(czas=4 min, RCF =300 x g,temp. =21°C), a osad zawieszano w 1 ml medium
RPMI-1640 (Biowest) inawarstwiano na 500 ul inaktywowang ptodowa surowice
bydleca (Biowest). Ponownie wirowano (czas = 10 min, RCF = 200 x g,temp. =21°C),
a powstaly osad komorek zawieszano w 1 ml PBS ikomorki zliczano w komorze

Biirkera po uprzednim rozcienczeniu zawiesiny w ptynie Tiirka.

Skladniki medium do trawienie enzymatycznego Stezenie

Medium HBSS z jonami Ca** Mg?* -

DNAza | 30 pg/ml

Liberaza TM 0,28 WU/ml

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

3.5.53 Izolacja komorek z doczesnej

Od kazdej myszy w 14 dniu cigzy odpreparowywano doczesne z dwoch tozysk
prawidtowych ptodéw zgodnie z metoda opisang przez Croy i wsp?’®. Odpreparowane
doczesne przenoszono na polistyrenowe sitka (wielko$¢ porow 40 um) znajdujace si¢ na
szalce z PBS i przy pomocy ttoczka od strzykawki delikatnie przecierano. Otrzymana
zawiesing komorek przenoszono do proboéwek 1 wirowano (czas=10 min,
RCF =300 x g,temp. = 15°C). Otrzymany osad komorek przemywano PBS i ponownie
wirowano w warunkach jak wczes$niej. Osad zawieszano w PBS i komorki zliczano
W komorze Biirkera po uprzednim rozcienczeniu zawiesiny W ptynie Tiirka.
Wyizolowane komorki z dwoch doczesnych taczono razem i traktowano je jako jedna

probke.
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3.6 Charakterystyka pacjentek zrekrutowanych do badan

Przed przystapieniem do badan uzyskano zgode komisji bioetycznej (Nr KB
535/2018, KB 462/2021). Kobiety zrekrutowane do badan byly pacjentkami Szpitala
Specjalistycznego im. A. Falkiewicza we Wroctawiu, 1 Kliniki Ginekologii
I Poloznictwa Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu lub Centrum
Medycznego Zdrowa Kobieta we Wroctawiu. Wszystkie kobiety uczestniczace
w eksperymencie wyrazily pisemng zgode na udzial w badaniach.

Na podstawie przeprowadzonej ankiety, z udziatu w badaniach zostaty wykluczone
pacjentki, ktére w trakcie cigzy spozywaty alkohol, palily papierosy; u ktorych
stwierdzono aktualng lub przebyta w cigzy infekcje, jakiekolwiek choroby przewlekte
(autoimmunizacyjne, genetyczne, nowotworowe itd.), kobiety z anomaliami
anatomicznymi macicy, a takze Kobiety, ktore zaszty W cigze po zastosowaniu procedur
wspomaganego rozrodu. Pacjentki zostaty zapytane 0 liczbe przebytych cigz oraz ich
przebieg (bez komplikacji, powiktania) oraz sposob urodzenia dziecka (naturalny, przez
cesarskie ciecie). Dodatkowo w ankiecie zawarte byly pytania odno$nie
przyjmowanych w trakcie cigzy lekow, suplementow diety, witamin. Kobiety podaty
réwniez swoj wiek oraz mase¢ ciata i wzrost w celu obliczenia BMI (ang. body mass
index).

Wiek cigzy zostal okreslony na podstawie daty ostatniej miesigczki oraz
potwierdzony za pomoca badania ultrasonograficznego dopochwowego podczas wizyty

w gabinecie ginekologicznym.

Kobiety po poronieni: Grupa pacjentek sktadata si¢ z 30 kobiet, ktore zgtosity si¢ do
szpitala z powodu rozpoznania obumarcia wczesnej cigzy (7-14 tydzien cigzy). Material
do badan (krew z zyly tokciowej) zostal pobrany przed podaniem pacjentce
jakichkolwiek lekoéw. Z grupy tej wykluczono pacjentki, u ktorych w badaniu USG

stwierdzono puste jajo ptodowe.

Kobiety w prawidlowej cigzy: Do grupy tej zakwalifikowano 24 pacjentki we
wczesnej cigzy (7-14 tydzien ciazy), u kobiet tych w momencie kwalifikacji do badan
cigza przebiegata prawidtowo. Material do badan pobrano podczas rutynowej wizyty

w gabinecie ginekologicznym po standardowych badaniach. Pacjentki w tej grupie
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badanej nie zglaszaty utraty cigzy W przesztosci, a ich poprzednie cigze przebiegaly bez

komplikacji.

W tabeli nr 9 przedstawiono charakterystyke pacjentek z podziatem na dwie grupy:
kobiety po poronieniu oraz kobiety w prawidlowej cigzy. Pacjentki w obu grupach nie
roéznity si¢ pod wzgledem wieku, BMI, tygodnia cigzy, liczby cigz zakonczonych

zywym porodem, natomiast wykazano istotnie statystycznie roznice pod wzgledem

liczby poronien.
Kobiety po poronieniu Kobiety w prawidlowej ciazy
n=30 n=24
Wiek (lata) (p > 0,05) 30,63+ 4,23 29,29 +4.43
BMI (kg/m?) (p > 0,05) 22,36 + 2,68 23,44+ 3,10
Tydzien cigzy (p > 0,05) 9,5+1,40 9,75+ 2,67
Liczba ciaz zakonczonych zywym
porodem (w przeszlosci) # 0,53 + 0,68 1,00 + 1,02
(p >0,05)
Liczba poronien ## (p< 0,0001) 1,4+0,2 0

Tabela 9. Charakterystyka pacjentek zrekrutowanych do badan; Dane przedstawione sg jako $rednie + odchylenie
standardowe; n=liczba pacjentek;

Porownujac wyniki pomiedzy grupami uzyto testu t-Studenta dla prob niezaleznych lub testu u Manna-Whitneya, gdy
dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

# do liczby zywych porodéw wliczone zostaty jedynie cigze zakonczone zywym porodem W przesztosci (dane

z ankiety);

## do liczby poronien wliczone zostaty wszystkie poronienia z przesztosci (dane z ankiety) jak i ostatnie poronienie,
z powodu ktorego pacjentka zgtosita si¢ do szpitala;

3.6.1 lzolacja PBMC z krwi pacjentek

W celu izolacji komoérek jednojadrzastych z krwi obwodowej (ang. peripheral
blood mononuclear cells, PBMC) od pacjentek pobrano krew z zyty tokciowej do
sterylnych probowek zawierajacych heparyne litowa. Krew, rozcienczong dwukrotnie
PBS, nawarstwiano na gradient o gestosci 1.077 g/ml (Lymphosep, Biowest). Nastepnie
komérki wirowano przez 30 minut w 21°C przy obrotach wiréwki réwnych 400 X g,
a powstale na styku faz wyrazne pasmo zawierajagce PBMC przenoszono do osobnej

probowki. W kolejnym  kroku komorki  dwukrotnic  przeptukiwano PBS
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(wirowanie: czas = 10 min, RCF =250 x g,temp. = 21°C). Osad komorek zawieszano
w 1 ml RPMI-1640 (Biowest) i zliczano je wkomorze Biirkera po uprzednim

rozcienczeniu zawiesiny w ptynie Tiirka.

3.7 Restymulacja komorek

Komorki wyizolowane z weztow chlonnych, sledziony i PBMC restymulowano
w celu cytometrycznego oznaczenia cytokin (IL-10 oraz IL-6). 1 min komorek
zawieszano w 1 ml medium do restymulacji (sktad podano w tabeli nr 10) i inkubowano

na plytce 24-dotkowej przez 4 godziny w 37°C w inkubatorze z 5% COx.

Skladnik medium do restymulacji Stezenie
RPMI-1640 (z L-glutaming i czerwienig fenolowsa) -
Inaktywowana ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine -
0
serum, FBS)
Forbol 12-mirystynian 13-octanu
Koktajl aktywujacy (ang. phorbol 12-myristate 0,1 pg/ml
leukocyty (ang. Leukocyte 13-acetate, PMA)
Activation Cocktail, LAC)
Jonomycyna 1 pg/ml
Brefeldyna A 10 pg/ml
Monenzyna A 2 uM

Tabela 10. Sktad medium do restymulacji komorek w celu cytometrycznej identyfikacji 1L-10 oraz I1L-6

3.8 Immunofenotypowanie limfocytéw

Komorki, po restymulacji jak i bezposrednio wyizolowane, inkubowano ze
specyficznymi  przeciwciatami monoklonalnymi lub  kontrolami izotypowymi
skoniugowanymi z fluorochromami w celu okreslenia poziomu ekspresji badanych
antygenow zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych.

Komorki po restymulacji przenoszono z dotkéw ptytki 24-dotkowej do probowek,
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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odplukania pozostatosci medium hodowlanego. Osad komorek, zawieszano w 100 pl
PBS. W przypadku komorek, ktorych nie restymulowano, po ich zliczeniu, 1 min
komorek zawieszano rowniez w 100 ul PBS. Do zawiesiny dodawano odczynnika
znakujacego martwe komorki ZombieRed™ (Biolegend) w rozcienczeniu 1 : 200 (dla
komorek wyizolowanych z macicy oraz doczesnej w rozcienczeniu 1 : 100). Komorki
inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci. Po tym czasie,
w celu zablokowania receptorow FCR, do kazdej probowki dodawano 5 ul Human
TruStain FcX™ (Biolegend) w przypadku komorek Iudzkich lub przeciwciata
monoklonalnego skierowanego przeciwko antygenom CD16/CD32 (klon: 93,
eBioscience) w stgzeniu 0,5 pg/ul w przypadku komorek mysich. Probki inkubowano
przez 10 minut w ciemno$ci w temperaturze 4°C. Nast¢pnie dodawano przeciwciala
monoklonalne (skoniugowane w fluorochromami) skierowane przeciwko antygenom
zewnatrzkomorkowym w ustalonych wczesniej stezeniach lub odpowiednie kontrole
izotypowe (skoniugowane z tymi samymi fluorochromami i dodawane w tych samych
stezeniach co specyficzne przeciwciata monoklonalne) (tabela nr 3 i4). Komorki
inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C w ciemnosci. Po tym czasie dodawano
do probowek 500 pl buforu do barwienia FACS iodwirowywano (czas=5 min,
RCF=300xg, temp.=15°C) celem odplukania niezwigzanych z antygenem
przeciwciat. Osad komorek zawieszano w 300 ul odczynnika Transcription Factor Fix
z zestawu True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (Biolegend) i inkubowano
przez noc (okoto 18 godz.) w temperaturze 4°C w ciemnos$ci. Po tym czasie komorki
odwirowywano (czas=5 min, RCF=300xg, temp.=15°C), osad komorek
przemywano 500 ul odczynnika permeabilizujacego btone komoérkowa Perm Buffer
z zestawu True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (Biolegend) i ponownie
odwirowywano w warunkach jak wczesniej. Osad komoérek zawieszano w 100 ul Perm
Buffer ipo ponownym zablokowaniu receptorow FcR (warunki jak wcze$niej)
dodawano  przeciwciala monoklonalne  (skoniugowane z  fluorochromami)
rozpoznajacymi wybrane antygeny wewnatrzkomorkowe W stgzeniach wczesniej
dobranych lub odpowiednie kontrole izotypowe (skoniugowane ztymi samymi
fluorochromami i dodawane w tych samych stezeniach co specyficzne przeciwciata
monoklonalne) (tabele nr 5 i 6). Komoérki inkubowano przez 60 minut w temperaturze
4°C w ciemnosci, a nastgpnie dwukrotnie odplukiwano niezwigzane przeciwciata
500 ul Perm Buffer. Osad komoérek zawieszano w 350 pl 1% buforowanej formaliny

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

Analiz¢ danych uzyskanych z cytometrii przeptywowej wykonano W programie
FlowJo v10.8.1 (FlowJo LLC). Przed przystapieniem do analiz, dla kazdego panelu
oznaczen wykonano automatycznag kompensacje fluorescencji. Po zabramkowaniu
odpowiedniej populacji komorek, okreslano ekspresje badanych biatek na podstawie
réznicy mediany fluorescencji pomigdzy specyficznym przeciwcialem, a mediang
fluorescencji pochodzacg z odpowiedniej kontroli izotypowej (median fluorescence

intensity, MFI). Na rycinach 8-12 przedstawiono strategie bramkowania.
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Rycina 10. Przyktadowe przedstawienie wykresow punktowych dot-plot oraz histogramow dla strategii bramkowania
limfocytéow B (CD19%), przejsciowych limfocytow B (CD19*CD38"I"CD24Md") oraz limfocytéw B pamieci
(CD19*CD24"ehCD27+) w krwi obwodowej pacjentek oraz okreslenia ekspresji czasteczek kostymulacyjnych,
HLA-DR (MHC klasy I1) oraz TLR9 w tych komoérkach.
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Rycina 11. Przyktadowe przedstawienie wykresow punktowych dot-plot oraz histogramow dla strategii bramkowania
limfocytow B (CD19*), przejéciowych limfocytow B (CD19*CD38MI"CD24"") oraz limfocytéow B pamieci
(CD19*CD24"ehCD27+) w krwi obwodowej pacjentek oraz okreslenia ekspresji IL-10 oraz IL-6 w tych komérkach.
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Rycina 12. Przyktadowe przedstawienie wykresow punktowych dot-plot oraz histogramow dla strategii bramkowania
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3.10  Analiza statystyczna

Analizg statystyczng wykonano w programie GraphPad Prism v 5.03 (GraphPad
Software). Wyniki odstajgce odrzucono na podstawie testu Grubssa. Normalno$¢
rozktadu danych sprawdzono testem Shapiro-Wilka. W przypadku poréwnywania
trzech grup miedzy soba uzyto testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ang. one-way
ANOVA) ztestem post-hoc Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc
Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub gdy wariancje w badanych
grupach nie byly homogenne. Homogenno$¢ wariancji w grupach w tym przypadku
sprawdzano za pomocg testu Barletta.

z kolei porownujac wyniki pomigdzy dwoma grupami uzyto testu t-Studenta dla
prob niezaleznych, z poprawka Welcha gdy wariancje w grupach, zbadane za pomoca
testy Fishera, nie byty homogenne lub testu u Manna-Whitneya, gdy dane dodatkowo
nie pochodzity z rozktadu normalnego.

Doktadny opis testow statystycznych jakie uzyto porownujac dane pomigdzy
grupami umieszczony zostal w podpisach pod wykresami. Wyniki uznano za istotne

statystycznie gdy P < 0,05.
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4 WYNIKI

4.1 Wplyw antagonisty TLR9 ODN 2088 na powodzenie ciazy oraz na
ustalenie tolerancji immunologicznej w mysim modelu ciazy zagrozonej

poronieniem
4.1.1 Wplyw antagonisty TLR9 ODN 2088 na powodzenie ciazy

W celu sprawdzenia jaki wplyw na powodzenie cigzy ma podanie antagonisty
TLR9 ODN 2088, myszy w14 dniu cigzy usSmiercono oraz zliczono liczbe
zresorbowanych oraz prawidtowych ptodéw, atakze policzono miejsca implantacyjne
(sumaryczna liczba prawidtowych i zresorbowanych ptodow). Na wykresie 1
przedstawiono dane z przeprowadzonego eksperymentu. Po podaniu ODN 2088,
zarbwno w dawce 50 pg jak i 100 pg, zaobserwowano zwigkszong liczbg i odsetek
zresorbowanych ptodoéw (P<0,05) w stosunku do wszystkich miejsc implantacyjnych
(na wykresie 1 odpowiednio aiC) w poréwnaniu z grupa kontrolng samic, ktore
otrzymaly PBS. Nie odnotowano istotnych statystycznie réznic pomiedzy badanymi
grupami  w liczbie prawidtowych ptodow (wykres 1 B) oraz liczbie miejsc

implantacyjnych (wykres 1 D).
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Wykres 1. Wplyw podazy antagonisty TLR9 na powodzenie ciazy u myszy CBA/J po kryciu samcami DBA/2J.
Liczba zresorbowanych ptodéw (A), liczba prawidlowych ptodéw (B), procent zresorbowanych ptodéow (C) oraz
sumaryczna liczba miejsc implantacyjnych (D) w 14 dniu cigzy po podaniu ODN 2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=8-10).

Porownujac wyniki pomig¢dzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzily z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

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

4.1.2 Wplyw podazy antagonisty TLR9 ODN 2088 na ekspresje¢ czasteczek
kostymulacyjnych, MHC klasy Il oraz TLR9 przez limfocyty B §ledziony oraz

wezlow chlonnych drenujacych macice

Celem eksperymentu bylo sprawdzenie wplywu podazy antagonisty TLR9
ODN 2088 na kostymulacyjny fenotyp limfocytow B, ekspresje MHC klasy Il oraz
TLR9 w dwoch dniach ciagzy myszy — w 3 oraz 14 dniu cigzy. Badania postanowiono
przeprowadzi¢ W tych dniach cigzy, poniewaz 3 dzien cigzy jest ostatnim dniem przed
implantacja, ktora U myszy rozpoczyna si¢ pomiedzy 4 a 5 dniem po pokryciu. Z kolei
w 14 dniu cigzy, tozysko jest W pelni rozwinigte i kontakt pomiedzy matka, a ptodem
jest ustabilizowany. Dodatkowo w modelu tym, w 14 dniu cigzy bardzo dobrze mozna
odrozni¢ prawidtowe jak i zresorbowane ptody/miejsca resorpcyjne.

Z przeprowadzonych analiz cytometrycznych wynika, ze podaz 50 ug jak i 100 pg
ODN 2088 nie wptyneta na ekspresje CD80 na S$ledzionowych limfocytach B
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w obydwu badanych dniach cigzy (wykres 2 A). Z kolei limfocyty B weztéw chlonnych
charakteryzowaty si¢ spadkiem ekspresji CD80 w3 dniu cigzy po podazy 50 ug
antagonisty TLR9 (P<0,05), a w 14 dniu ciazy po podazy 100 ug ODN 2088 (P<0,05)
W porownaniu Z grupg kontrolng myszy (wykres 3 A).

W przypadku czasteczki CD86 zauwazono wzrost jej ekspresji na limfocytach B
weztéw chtonnych w 3 dniu cigzy po podaniu 50 pg ODN 2088 (P<0,05) w porownaniu
z grupg kontrolng (wykres 3 B). Byta to jedyna obserwowana zmiana W ekspresji tej
czasteczki na limfocytach B.

Analiza ekspresji czasteczki CD40 oraz MHC klasy II na limfocytach B
pochodzacych z $ledziony oraz weztdow chionnych samic nie wykazata istotnych
statystycznie roznic pomiedzy grupami badanymi oraz grupg kontrolng myszy zaré6wno
w 3 jak i 14 dniu cigzy (wykres 2 C i D oraz wykres 3 C i D).

Podaz ODN 2088 nie spowodowata zmian ekspresji TLR9 w limfocytach B
w $ledzionie (wykres 2 E) i weztach chtonnych (wykres 3 E) w 3 dniu cigzy. Natomiast
podanie 100 ug ODN 2088 przyczynito si¢ do spadku ekspresji tego receptora w 14
dniu cigzy zarowno w limfocytach B $ledziony (P<0,01; wykres 2 E) jak i weztow

chlonnych (P<0,05, wykres 3E) w poréwnaniu z grupg kontrolng.
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Wykres 2. Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy Il oraz TLR9 w §ledzionowych limfocytach B
(CD19*) w 3'i 14 dniu cigzy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=8-10).

Porownujac wyniki pomiedzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzily z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; ** P<0,01; *** P <0,001
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Wykres 3. Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy Il oraz TLR9 w limfocytach B (CD19*)
wyizolowanych z weztow chtonnych drenujacych macicg w 3 i 14 dniu ciazy po podaniu samicom ODN 2088 lub
PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednia dla badanej grupy (n=8-10).

Porownujac wyniki pomiedzy grupa kontrolna, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzily z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; **P<0,01;, *** P <0,001
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Sprawdzono réwniez zmiang frekwencji limfocytow B z ekspresja badanych biatek
po podazy antagonisty TLR9. W przypadku limfocytow B z ekspresja CD80 zauwazono
jedynie spadek frekwencji tych komorek wsrod sledzionowych limfocytow B w 14 dniu
cigzy po podazy 50 pg (P<0,05) jak i100 pg (P<0,05) ODN 2088 w pordéwnaniu
z grupa kontrolng (wykres 4 A). Natomiast nie odnotowano zmian w frekwencji tych
komorek W 3 dniu cigzy w $ledzionie (wykres 4 A) i w weztach chtonnych (wykres 5
A), jak i w 14 dniu cigzy w weztach chlonnych (wykres 5 A) pomig¢dzy badanymi
grupami myszy.

Nie odnotowano zmian w frekwencji limfocytow B z ekspresjag CD86, CD40, MHC
klasy II wsrod $ledzionowych limfocytow B (wykres 4 B, C, D) i limfocytow B
pochodzacych z weztow chionnych (wykres 5 B, C, D) w dwoch badanych dniach ciazy
pomiedzy grupa myszy ktore otrzymaly ODN 2088, a grupa kontrolna.

W przypadku limfocytow B z ekspresjg TLR9 wykazano jedynie spadek frekwencji
W 14 dniu cigzy zarowno W $ledzionie (P<0,05; wykres 4 E) jak i weztach chlonnych
(P<0,01; wykres 5 E) po podazy 100 ug ODN 2088. W 3 dniu cigzy pomig¢dzy
analizowanymi grupami myszy nie odnotowano rézni¢ W frekwencji komorek
CD19"TLR9" wérod limfocytdéw B pochodzacych z obydwu badanych narzadéow
(wykres 4 E i wykres 5 E).
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Wykres 4. Frekwencja limfocytow B (CD19%) z ekspresja badanych czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy 11
oraz TLR9 wérdd limfocytow CD19* §ledziony w 3 i 14 dniu cigzy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS
(kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednia dla badanej grupy (n=8-10).

Poréwnujac wyniki pomiedzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; **P<0,01;, *** P <0,001
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Wykres 5. Frekwencja limfocytéw B (CD19%) z ekspresja badanych czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II
oraz TLR9 wsrod limfocytow CD19* weztow chlonnych drenujacych macice w3 i14 dniu cigzy po podaniu
samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegolnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=8-10).

Poréwnujac wyniki pomiedzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; ** P<0,01; *** P <0,001
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4.1.3 Ocena ekspresji czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy Il oraz
TLR9 przez limfocyty B izolowane z macicy oraz doczesnej po podazy ODN 2088

Analizujgc ekspresje wybranych antygenow na limfocytach B macicy w 3 dniu
cigzy nie zaobserwowano istotnych roéznic w ich ekspresji pomiedzy grupa myszy, ktora
otrzymala antagonist¢ receptora TLR9 w dawce 50 pg lub 100 pg, a grupa kontrolng
(wykres 6). Dodatkowo w macicy frekwencja limfocytow B o fenotypie CD19"CD80",
CD19*CD86", CD19'CD40*, CD19"MHC II" oraz CD19*TLR9" (wykres 7) nie rdznita
si¢ pomigdzy myszami, ktore otrzymaty ODN 2088 (w dawce 50 pg lub 100 pg),
a zwierzgtami, ktorym podano PBS.

Natomiast w doczesnej w 14 dniu cigzy limfocyty B wykazywaty nizsza ekspresje¢
TLR9 w grupie myszy, ktorym podano ODN2088 w dawce 50 pg (P<0,05) jak i 100 pg
(P<0,001), niz limfocyty B pochodzace od samic z grupy kontrolnej (wykres 8 E).
Ekspresja pozostatych badanych antygendéw na limfocytach B doczesnej nie roznita si¢
pomigdzy pordwnywanymi grupami mMyszy.

Jedyng roznice jaka zaobserwowano w przypadku frekwencji limfocytow B
doczesnej z ekspresja badanych antygenow, to nizszy procent komorek CD19*TLR9*
w grupie myszy po iniekcji 100 g ODN 2088 (P<0,05) w poréwnaniu Z grupg
kontrolng (wykres 8E).
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Wykres 6. Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 w limfocytach B (CD19*) macicy w 3
dniu cigzy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegolnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=6-9).

Poréwnujac wyniki pomiedzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; ** P<0,01; *** P <0,001
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Wykres 7. Frekwencja limfocytéw B (CD19*) 2 ekspresja badanych czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy Il oraz
TLR9 wérod limfocytow CD19* macicy w 3 dniu cigzy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola).
Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegolnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=6-9).

Porownujac wyniki pomiedzy grupa kontrolna, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; ** P<0,01; *** P <0,001
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Wykres 8. Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 w limfocytach B (CD19*) doczesnej
w 14 dniu cigzy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegolnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=4-9).

Poréwnujac wyniki pomiedzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

* P <0,05; ** P<0,01; *** P <0,001
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Wykres 9. Frekwencja limfocytow B (CD19*) z ekspresja badanych czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy 11
oraz TLR9 wérod limfocytoéw CD19* doczesnej w 14 dniu cigzy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegolnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=4-9).

Poréwnujac wyniki pomiedzy grupa kontrolna, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzily z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001
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414 Wplyw antagonisty TLR9 ODN 2088 na frekwencje limfocytow
CD19*CD5*CD1d"d" (Breg) oraz ekspresje IL-10 i IL-6 przez te komérki

W celu okreslenia wplywu antagonisty TLR9 na frekwencje limfocytoéw Breg wybrano
populacje limfocytow B o fenotypie CD19*CD5*CD1d"9" poniewaz w modelu ciazy
zagrozonej poronieniem wykazano, ze komodrki 0 tym fenotypie moga uczestniczy¢
w regulacji tolerancji immunologicznej m.in. poprzez wydzielanie 1L-10'1>4%, Ponadto
jest to najczeSciej badana subpopulacja limfocytow B pod katem aktywnosci
supresyjnej u myszy., 11,43,112126-129

Analiza frekwencji limfocytow CD19*CD5*CD1d"" wsérod —limfocytow B
$ledziony oraz weztow chtonnych drenujacych macice w 3 i 14 dniu cigzy nie wykazata
roéznic pomiedzy samicami, ktore otrzymaly ODN 2088 a samicami z grupy kontrolnej
(wykres 10 a oraz wykres 11 A). Limfocyty te charakteryzowaty si¢ rowniez ekspresja
IL-10 oraz IL-6 na takim samym poziomie we wszystkich analizowanych grupach
myszy dwoch badanych dniach cigzy (wykres 10 B i C oraz wykres 11 B i C).
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Wykres 10. Frekwencja $ledzionowych limfocytow CD19*CD5*CD1d"e" wsrod limfocytow B (CD19%) oraz
ekspresja 1L-10 oraz IL-6 przez $ledzionowe limfocyty CD19*CD5*CD1d"e" w 3 oraz 14 dniu cigzy po podaniu
samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola)

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednia dla badanej grupy (n=8-10).

Porownujac wyniki pomiedzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzily z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; **P<0,01, *** P <0,001
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Wykres 11. Frekwencja limfocytow CD19*CD5*CD1d"9" wéréd limfocytéw B (CD19%) pochodzacych z weztow
chtonnych drenujacych macice oraz ekspresjg IL-10 oraz IL-6 przez limfocyty CD19*CD5*CD1d"9" w 3 oraz 14 dniu
cigzy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=8-10).

Porownujac wyniki pomi¢dzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

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

415 Ekspresja receptoréw dla czasteczek kostymulacyjnych przez
limfocyty T po podazy antagonisty TLR9 ODN 2088

U samic po zastosowaniu 50 ug ODN 2088 sledzionowe limfocyty T w 14 dniu
cigzy charakteryzowaly si¢ spadkiem ekspresji czasteczki CD28 (P<0,001)
W porownaniu Z grupa kontrolng myszy (wykres 12 A). Dodatkowo zaobserwowano
zmniejszenie si¢ frekwencji komorek CD3*CD4*CD28* (P<0,05) wérod limfocytow T
Sledziony (14 dzien cigzy) w grupie myszy, ktorej podano 50 pg antagonisty receptora
TLR9 (wykres 12 A). W limfocytach T pochodzacych z weztow chtonnych drenujacych
macice nie wykazano istotnych statystycznie réznic w ekspresji CD28 pomig¢dzy
badanymi grupami zarowno W 3 jak i w 14 dniu cigzy. Nie odnotowano rowniez zmian
w frekwencji limfocytow z ekspresja tego biatka wsrod wszystkich limfocytow T
weziow chtonnych (wykres 13 A).

U samic myszy nie zaobserwowano rowniez zmian w ekspresji czasteczki CTLA-4
na $ledzionowych jak ipochodzacych z weztéw chtonnych drenujacych macice
limfocytach T w3 jak i14 dniu cigzy pomiedzy grupa samic, ktore otrzymaly
ODN 2088 w dawce 50 pug i 100 pg, a grupg myszy po podazy PBS. Nie zauwazono
réwniez réznic W frekwencji komorek CTLA-4"CD3"CD4" w populacji limfocytow T
$ledziony | weztéw chtonnych pomigdzy badanymi grupami myszy w obu dniach ciazy
(wykres 12 B oraz 13 B).
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Natomiast po podazy 50 pg antagonisty TLR9 wykazano nizszg, W porownaniu
z grupa kontrolng, ekspresje CD40L (P<0,01) w 3 dniu cigzy na $ledzionowych
limfocytach T oraz na limfocytach T pochodzacych z weztow chtonnych drenujacych
macice po podaniu 50 pg (P<0,001) i100 png (P<0,001) ODN 2088. W przypadku
14 dnia cigzy nie odnotowano ro6zni¢ W ekspresji tego biatka na komorkach CD3*CD4"
$ledziony oraz weztéw chlonnych drenujacych macice pomiedzy badanymi grupami
myszy. Rowniez frekwencja limfocytow T z ekspresja CD40L wsérod wszystkich
limfocytow $ledziony oraz weztéw chlonnych drenujgcych macice nie ulegta zmianie

w 3 i 14 dni cigzy po podaniu ODN 2088 (wykres 12 C i wykres 13 C).
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Wykres 12. Ekspresja receptorow dla czasteczek kostymulacyjnych na $ledzionowych limfocytach T (CD3*CD4%)
w 3 i 14 dniu cigzy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola) oraz frekwencja limfocytow T z ekspresja
tych czasteczek wsrdd limfocytow T sledziony.

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednia dla badanej grupy (n=8-10).

Porownujac wyniki pomiedzy grupa kontrolna, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; ** P<0,01; *** P <0,001
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Wykres 13. Ekspresja receptorow dla czasteczek kostymulacyjnych na limfocytach T (CD3*CD4*) wyizolowanych
z weztow chionnych drenujacych macicg W 3 i 14 dniu ciazy po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola)
oraz frekwencja limfocytow T z ekspresja tych czasteczek wsrod limfocytow T weztow chtonnych.

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednia dla badanej grupy (n=8-10).

Porownujac wyniki pomigdzy grupa kontrolna, a grupami badanymi uzyto ang. one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzily z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; ** P<0,01; *** P <0,001
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416 Aktywacja limfocytow T oraz frekwencja Treg po podazy
antagonisty TLR9 ODN 2088

Analizujgc frekwencje limfocytow T z ekspresjag markera aktywacji (CD25),
wykazano, ze W 14 dniu cigzy W grupie samic po podazy 50 pg ODN 2088 frekwencja
tych limfocytow jest nizsza zarowno W §ledzionie (P<0,05) jak i w we¢ztach chlonnych
drenujacych macice (P<0,01) w poréwnaniu z grupa kontrolng (wykres 14 A oraz
wykres 15 A). Z kolei w 3 dniu cigzy, podaz antagonisty TLR9 nie miata wplywu na
frekwencj¢ limfocytow T z ekspresja CD25 zarowno W $ledzionie jak i w weztach
chtonnych (wykres 14 A oraz wykres 15 A).

Grupa samic po podazy 50 ug ODN 2088 w porownaniu do grupy kontrolnej
charakteryzowala si¢ spadkiem frekwencji limfocytoéw CD3"CD4*CD25"FoxP3* wsrod
wszystkich limfocytow T weztow chlonnych (P<0,05; 14 dzien cigzy) i $ledziony
(P<0,01; 3 dzien cigzy) W poroéwnaniu z grupa kontrolng (wykres 14 B oraz wykres
15 B). W przypadku analizy ekspresji IL-10 w limfocytach CD3"CD4*CD25"FoxP3"
nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic pomiedzy badanymi grupami samic
w3 i 14 dniu cigzy zarowno W weztach chlonnych drenujacych macice jak

I w §ledzionie (wykres 14 C oraz wykres 15 C).
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Wykres 14. Frekwencja limfocytow CD3*CD4*CD25* oraz CD3*CD4*CD25*FoxP3* wérdd limfocytow T $ledziony
oraz ekspresja IL-10 przez limfocyty CD3*CD4*CD25"FoxP3* W3 oraz 14 dniu ciazy po podaniu samicom ODN
2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=8-10).

Poréwnujac wyniki pomiedzy grupa kontrolna, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

*P<0,05; **P<0,01;, *** P <0,001
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Wykres 15. Frekwencja limfocytow CD3*CD4*CD25* oraz CD3*CD4*CD25*FoxP3* wérdd limfocytow T * weztow
chtonnych drenujgcych macice oraz ekspresjg IL-10 przez limfocyty CD3*CD4*CD25*FoxP3* W3 oraz 14 dniu cigzy
po podaniu samicom ODN 2088 lub PBS (kontrola).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych samic wraz z $rednig dla badanej grupy (n=8-10).

Porownujac wyniki pomi¢dzy grupa kontrolng, a grupami badanymi uzyto testu one-way ANOVA z testem post-hoc
Dunneta lub testu Kruskalla-Wallisa z testem post-hoc Dunna, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego lub
gdy wariancje w grupach nie byty homogenne.

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

4.2 Okreslenie ekspresji TLRY, czasteczek kostymulacyjnych i HLA-DR
na wybranych subpopulacjach limfocytéw B krwi obwodowej kobiet w pierwszym

trymestrze ciazy prawidlowej i po poronieniu.

W pracy doktorskiej postanowiono skupi¢ si¢ na analizie ekspresji TLR9,
czasteczek kostymulacyjnych i HLA-DR w ogolnej populacji limfocytow B krwi
obwodowej (CD19%), a takze w dwodch wybranych subpopulacjach limfocytow B:
limfocytach B przejéciowych o fenotypie CD19*CD38"I"CD24"" oraz w limfocytach
B pamigci 0 fenotypie CD19*CD24"I"CD27*. Subpopulacje te wybrane zostaty z tego
wzgledu, iz jak dotad s3 najlepiej scharakteryzowanymi subpopulacjami limfocytow B
mogacymi, po odpowiedniej stymulacji, wykazywa¢ wiasciwos$ci immunosupresyjne
m.in. poprzez wydzielanie 1L-10412%_ Dlatego tez, populacje limfocytéow B o podanym
fenotypie nazywane sa czesto przez badaczy limfocytami Breg odpowiednio
przejsciowymi limfocytami Breg (ang. transitional regulatory B cells, tBreg) oraz

regulatorowymi limfocytami B pamieci (ang. memory regulatory B cells, mBreg)?"*.
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4.2.1 Frekwencja limfocytéow B (CD19%), przejsciowych limfocytow B
(CD19*CD38"M"CD24Me")  oraz limfocytéw B pamieci (CD19*CD24MI"CD27+)

w krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w cigzy prawidlowej

Badania nie wykazaty istotnych statystycznie roéznic w frekwencji limfocytow B
(wykres 16 A), przejsciowych limfocytow (wykres 16 B) i limfocytow B pamigci
(wykres 17 B) wsrod limfocytow krwi obwodowej pomiedzy kobietami po poronieniu

a kobietami w cigzy prawidlowe;.
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Wykres 16. . Frekwencja limfocytow B (CD19%), przejsciowych limfocytow B (CD19*CD38MI"CD24Me") oraz
limfocytow B pamieci (CD197CD24""CD27+) wsrod limfocytow Krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz
W cigzy prawidtowe;j.

Wykresy przedstawiajag wyniki dla poszczegdlnych pacjentek wraz z $rednig dla badanej grupy. Poréwnujgc wyniki
pomigdzy grupami uzyto testu t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy wariancje w grupach nie bytly homogenne
z poprawka Welcha) lub testu v Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

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

Kobiety po poronieniu w porownaniu 2z kobietami w prawidlowej ciazy
charakteryzowaly si¢ wyzszym odsetkiem przej$ciowych limfocytow B (P<0,01) wsrod
limfocytow B krwi obwodowej (wykres 17 A). Natomiast frekwencja limfocytow B
pamigci wsérod limfocytow B krwi obwodowej nie réznita si¢ pomiedzy dwiema

analizowanymi grupami pacjentek (wykres 17 B).
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Wykres 17. Frekwencja przejsciowych limfocytow B (CD19*CD38MI"CD24"9") oraz limfocytébw B pamieci
(CD19*CD24NhCD27+) wérdéd limfocytéw B krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciazy prawidtowe;.
Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych pacjentek wraz z srednig dla badanej grupy. Porownujac wyniki
pomigdzy grupami uzyto testu t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy wariancje w grupach nie byly homogenne
z poprawka Welcha) lub testu v Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

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

4.2.2 Ekspresja czgsteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 na
limfocytach B (CD19*) krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w cigzy

prawidlowe;j

Limfocyty B krwi obwodowej pacjentek po poronieniu charakteryzowaly nizsza
ekspresja CD86 (P<0,001) oraz wyzsza ekspresja CD40 (P<0,05) w poréwnaniu
z pacjentkami w cigzy prawidtowej (wykres 18 B i C). Z kolei poziom ekspresji CD80,
HLA-DR oraz TLRY9 na tych limfocytach byt podobny w dwoch analizowanych
grupach kobiet (wykres 18 A, D, E).
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Wykres 18. Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 w limfocytach B (CD19*) krwi
obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciazy prawidtowe;.

Wykresy przedstawiajag wyniki dla poszczegdlnych pacjentek wraz z $rednig dla badanej grupy. Poréwnujgc wyniki
pomigdzy grupami uzyto testu t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy wariancje w grupach nie bytly homogenne
z poprawka Welcha) lub testu v Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

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

4.2.3 Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9
w przejsciowych limfocytach B (CD19*CD38"M9"CD24M9") Kkrwi obwodowej

pacjentek po poronieniu oraz w cigzy prawidlowej

Przej$ciowe limfocyty B krwi obwodowej kobiet po poronieniu charakteryzowaty
si¢ nizszg ekspresja CD86 (P<0,001) w poroéwnaniu z kobietami w cigzy prawidtowej
(wykres 19 B). Z kolei poziom ekspresji czasteczki CD40 (P<0,05) oraz HLA-DR
(P<0,01) w tej populacji limfocytoéw byt wyzszy u pacjentek, u ktorych doszto do
poronienia, niz U kobiet w prawidtowej cigzy (wykres 19 C i D). Ekspresja CD80 oraz
TLRY byta na podobnym poziomie w obydwu badanych grupach kobiet (wykres 19
AiE).
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Wykres 19. Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 w przejsciowych limfocytach B
(CD19*CD38"shCD24"9") krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w cigzy prawidtowe;.

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegolnych pacjentek wraz z srednig dla badanej grupy. Poréwnujgc wyniki
pomigdzy grupami uzyto testu t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy wariancje w grupach nie bytly homogenne
z poprawka Welcha) lub testu v Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

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

4.2.4 Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9
w limfocytach B pamigci (CD19*CD24MI"CD27+%) krwi obwodowej pacjentek po

poronieniu oraz w ciazy prawidlowej

Limfocyty B pamigci krwi obwodowej kobiet po poronieniu charakteryzowaty sig¢
nizszg ekspresja CD86 (P<0,01) w poroéwnaniu z kobietami w cigzy prawidlowe;j
(wykres 20 B). Z kolei poziom ekspresji czasteczki CD40 (P<0,05) w tych limfocytach
byt wyzszy u pacjentek, u ktorych doszto do poronienia, niz u kobiet w prawidtowe;j
cigzy (wykres 20 C). Ekspresja CD80, HLA-DR oraz TLR9 byla na podobnym
poziomie w obu badanych grupach kobiet (wykres 20 A, D i E).
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Wykres 20. Ekspresja czasteczek kostymulacyjnych, HLA-DR oraz TLR9 w limfocytach B pamigci
(CD19*CD24"ehCD27+) krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w cigzy prawidtowe;.

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegolnych pacjentek wraz z srednig dla badanej grupy. Porownujac wyniki
pomigdzy grupami uzyto testu t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy wariancje w grupach nie bytly homogenne
z poprawka Welcha) lub testu v Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

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

4.2.5 Ekspresja IL-10 oraz IL-6 w limfocytach B (CD19%), przejsciowych
limfocytach B (CD19*CD38"9"CD24Md") oraz limfocytach B  pamieci
(CD19*CD24Me"CD27+*) krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciazy

prawidlowej

Badania wskazaly na wyzsza ekspresje 1L-10 w limfocytach B (P<0,01) oraz
w subpopulacji limfocytéw B przejsciowych (P<0,05) oraz limfocytow B pamigci
(P<0,01) krwi obwodowej u kobiet po poronieniu, niz u pacjentek w cigzy prawidtowej
(wykres 21 A, C, E). Zkolei pacjentki w cigzy prawidtowej charakteryzowatly sig¢
wyzszym poziomem ekspresji IL-6 w limfocytach B (P<0,05) oraz limfocytach B
pamigci (P<0,05), niz kobiety po poronieniu (wykres 21 B, F). Ekspresja IL-6 przez
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przejsciowe limfocyty B nie réznita si¢ pomigdzy analizowanymi grupami kobiet

(wykres 21 D).
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Wykres 21. Ekspresja IL-10 oraz IL-6 w limfocytach B (CD19%, przejsciowych limfocytach B

(CD19*CD38"eCD24N9") oraz limfocytach B pamigci (CD197CD24"M9hCD27+) krwi obwodowej pacjentek po
poronieniu oraz w cigzy prawidlowe;.

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegolnych pacjentek wraz z srednig dla badanej grupy. Porownujac wyniki
pomigdzy grupami uzyto testu t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy wariancje w grupach nie byly homogenne
z poprawka Welcha) lub testu v Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

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

4.2.6 Ekspresja receptoréow dla czasteczek Kkostymulacyjnych na

limfocytach T krwi obwodowej pacjentek po poronieniu oraz w ciazy prawidlowej

Pacjentki po poronieniu charakteryzowaty si¢ wyzsza ekspresja czasteczek CTLA-4
(P<0,05) oraz CD40L (P<0,01) na limfocytach T krwi obwodowej niz kobiety
w prawidtowej cigzy (wykres 22 A i C). Nie wykazano natomiast réznic W ekspresji

CD28 na tych limfocytach pomiedzy analizowanymi grupami pacjentek (wykres 22 A).
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Wykres 22. Ekspresja receptoréw dla czasteczek kostymulacyjnych na limfocytach T krwi obwodowej pacjentek po
poronieniu oraz w cigzy prawidlowe;.

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych pacjentek wraz z srednig dla badanej grupy. Poréwnujac wyniki
pomiedzy grupami uzyto testu t-Studenta dla prob niezaleznych (gdy wariancje w grupach nie byly homogenne
z poprawka Welcha) lub testu v Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

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

4.2.7 Frekwencja aktywowanych limfocytow T (CD3*CD4*CD25%) oraz
Treg (CD3*CD4*CD25*FoxP3*CD127°) w krwi obwodowej pacjentek po

poronieniu oraz w ciazy prawidlowej

Limfocyty T krwi obwodowej pacjentek po poronieniu charakteryzowaty si¢ niz
nizsza frekwencje aktywowanych limfocytow T (P<0,05) niz pacjentki W cigzy
prawidlowej (wykres 23 A). Natomiast procent limfocytow Treg wsrdd limfocytow
CD3"CD4" krwi obwodowej nie r6znit si¢ pomiedzy badanymi grupami kobiet (wykres
23 B). Rowniez ekspresja I1L-10 przez limfocyty Treg byta na podobnym poziomie
pomigdzy pacjentkami po poronieniu, a pacjentkami w ciazy prawidlowej (wykres
23 C).
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Wykres 23. Frekwencja aktywowanych limfocytow T (CD3*CD4*CD25%) oraz Treg
(CD3*CD4*CD25*FoxP3*CD127).

Wykresy przedstawiaja wyniki dla poszczegdlnych pacjentek wraz z srednia dla badanej grupy. Porownujac wyniki
pomiedzy grupami uzyto testu t-Studenta dla préb niezaleznych (gdy wariancje w grupach nie byly homogenne
z poprawka Welcha) lub testu v Manna-Whitneya, gdy dane nie pochodzity z rozktadu normalnego.

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

Medycyna jest jedng z najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin nauki. Niewatpliwie
ogromny postep dokonat si¢ rowniez W obszarze badan nad rozrodem. Nadal jednak
jednym z podstawowym wyzwan wspotczesnej medycyny pozostaje problem
nieptodnosci, ktérg definiujemy jako niemozno$¢ uzyskania klinicznej cigzy po co
najmniej 12 miesigcach regularnego wspotzycia bez zastosowania srodkow
zabezpieczajacych?’?. Szacuje si¢, ze problem ten dotyczy okoto 15% par, z czego
u okoto 30% nie mozna zdefiniowaé¢ wyraznej przyczyny nieptodnosci?’32, Kolejnym
problemem s3a poronienia, ktore ogolnie definiowane s3 jako Ssamoistne
wewnatrzmaciczne utraty cigzy W okresie poprzedzajagcym uzyskanie przez plod
zdolnosci do samodzielnego przezycia. Precyzyjniej, Swiatowa Organizacja Zdrowia
(ang. World Health Organization, WHO) terminem poronienie okresla wydalenie lub
ekstrakcje ptodu wazacego mniej niz 500 g, co odpowiada okoto 22 tygodniowi
cigzy?’?. Amerykanskie Towarzystwo Medycyny Rozrodu (ang. American Society for
Reproductive Medicine, ASRM) za poronienie uznaje natomiast kliniczng utrate cigzy
przed 20 tygodniem jej trwania?’®, a z kolei zgodnie z Europejskim Towarzystwem
Rozrodu Cztowieka i Embriologii (ang. European Society of Human Reproduction and
Embryology, ESHRE) poronienie to utrata cigzy do 24 tygodnia jej trwania®’®. Szacuje
si¢, ze problem poronien dotyczy od 10% do 15% wszystkich rozpoznanych cigz. Czgs¢
par starajacych si¢ 0 potomstwo doswiadcza roéwniez nawracajacych strat cigzy
(ang. recurrent pregnancy loss, RPL). W zaleznosci od definicji (zgodnie z ESHRE
i ASRM utrata dwoch lub wiecej cigz; historycznie utrata trzech lub wigcej cigz)
problem ten dotyczy 0,8%-3% kobiet?’’2%, Z kolei 10%-15% par decydujacych si¢ na
zaptodnienie pozaustrojowe zmaga si¢ Z powtarzajagcymi si¢ niepowodzeniami
implantacji (ang. recurrent implantation failure, RIF), definiowanymi jako brak cigzy po
przynajmniej trzech transferach dobrej jakosci zarodkéw u kobiet ponizej 40 roku
2ycia?8l-283,

Nieptlodno$¢, poronienia, nawracajace straty cigzy, a takze powtarzajgce si¢
niepowodzenia implantacji moga by¢ powigzane z nieprawidlowym dziataniem uktadu
odporno$ciowego. Reakcje odpornosciowe przebiegajace lokalnie, ale rowniez
ogo6lnoustrojowo decyduja 0 powodzeniu cigzy na kazdym jej etapie — od momentu

284

zaptodnienia i implantacji, az do porodu Zaptodnienie oraz implantacja

charakteryzujg si¢ lokalnymi reakcjami zapalnymi zwigzanymi 2z odpowiednio
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obecno$cig nasienia W macicy i zagniezdzeniem sie blastocysty w endometrium?8,
Podobnie, po okresie wyciszenia procesow zapalnych w drugim trymestrze ciazy,
zblizajacy sie porod zwigzany jest z kaskadg nasilajagcych si¢ reakcji zapalnych
prowadzacych do wydalenia ptodu i tozyska®®®. Prawidtowe funkcjonowanie uktadu
odporno$ciowego na kazdym etapie cigzy pozwala na zachowanie odpowiedniej
réwnowagi pomig¢dzy reakcjami pro- i przeciwzapalnymi.

Krytycznym momentem z punktu widzenia przebiegu calej cigzy jest okres
przedimplantacyjny?°*286287 \\ okresie tym, w wyniku reakcji zapalnych powiazanych,
m.in. z obecno$cig nasienia W macicy, indukowane sg Treg specyficzne wzgledem
antygendéw ojcowskich?®. Wystepujace w tym czasie zaburzenia w odpowiedzi
odpornosciowej wzgledem aloantygenow wplywaja na liczebno$é oraz aktywnosc
supresyjng Treg?492892%0 \Wykazano, ze w momencie implantacji obecnoéé zaréwno
Treg specyficznych wzgledem aloantygenow, jak i zrekrutowanych Treg pochodzenia
grasicznego (thymus-derived Treg, tTreg), niezbedna jest do odpowiedniej inwazji
trofoblastow i przebudowy naczyn matczynych?. Udowodniono, ze brak kontroli stanu
zapalnego przez Treg podczas implantacji jest jedng z przyczyn zaburzen ptodnosci
powigzanych z wczesng cigza (np. RIF czy spontaniczne poronienia), ale takze
powiktan potozniczych zwigzanych z pdzniejszym okresem cigzy w tym stanem
przedrzucawkowym czy zahamowaniem wzrostu ptodu?®-2%,

Mysi model cigzy zagrozonej poronieniem (krzyzowka QCBA/J x SDBA/2)),
ktory charakteryzuje si¢ wysokim wskaznikiem samoistnej resorpcji ptodéw, podkresla
krytyczne znaczenie Treg w procesie implantacji. U ci¢gzarnych samic w tym modelu
w okresie przed- i okotoimplantacyjnym obserwuje si¢ nizsza frekwencje limfocytow
Treg, a wyzsza limfocytow Th1?®°, co jest skutkiem niekorzystnej odpowiedzi
immunologicznej uktadu odpornosciowego samicy wzgledem aloantygenow obecnych
w plazmie nasienia samca DBA/2J%4%2%, Adoptywny transfer Treg, pochodzacych od
cigzarnych samic CBA/J po kryciu samcem BALB/c, prowadzi do zmniejszenia liczby
zresorbowanych ptodéw, ale tylko wtedy, gdy dokonywany jest przed implantacja
zarodka?®®. Odkrycia te potwierdzaja, ze Treg odgrywaja zasadnicza role w macicy,
szczegblnie W okresie okotoimplantacyjnym, gdzie ich obecno$¢ wymagana jest do
kontrolowania stanu zapalnego, co umozliwia prawidtowej implantacj¢, a nastepnie
rozwoj zarodka i ptodu.

Osiagnigcie stanu tolerancji uwarunkowane jest w gléwnej mierze zdolno$cig

komoérek APC do prezentacji aloantygenéow limfocytom T. Wykazano, ze rozwoj
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specyficznych wzgledem ojcowskich antygenoéw Treg indukowany jest gtownie przez
niedojrzate maciczne DC, tj. charakteryzujgce si¢ obnizong ekspresja czasteczek
kostymulacyjnych oraz MHC klasy 11°%®. Wydaje si¢, ze zaréwno utrzymywanie
niedojrzatego statusu DC, jak i rownowagi pomi¢dzy konwencjonalnymi DC oraz
plazmocytoidalnymi DC, wykazujacymi wigksze zdolnosci do indukcji Treg, moze
mie¢ zasadnicze znaczenie W regulacji wielkosci populacji Treg w cigzy. Tolerogeny

fenotyp mozliwy jest do osiagniecia m.in. dzieki ekspozycji DC na ptyn nasienny?®%2%

w trakcie zaptodnienia jak i dzieki endokrynnemu dziataniu hormonow?®"2%,

Wptyw stopnia dojrzalosci APC na powodzenie cigzy potwierdzono rowniez
w mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem, wykazujac, ze DC samic CBA/J po
kryciu DBA/2) wykazuja bardziej dojrzaty fenotyp nie samice CBA/J w cigzy
prawidtowej?®®. Ponadto wykazano, ze dootrzewnowa podaz przeciwcial blokujacych
CD80/CD86 lub tylko CD86 podczas implantacji prowadzito do spadku liczby
resorbowanych  ptodow. Zahamowanie sygnalizacji CD80/CD86  wptyn¢to
prawdopodobnie na przywrocenie zaburzonej immunotolerancji, gdyz zastosowanie
przeciwcial blokujacych skutkowato wzrostem frekwencji limfocytow T CD4"CD25",
z ktorych wigkszos¢ posiadata wewnatrzkomorkowa ekspresje CTLA-4. Obserwowano
rowniez przesuniecie rownowagi cytokinowej Th1/Th2 w Kierunku Th2300-301,

Kwestia prawidtowego fenotypu kostymulacyjnego APC we wczesnej cigzy nie
wydaje si¢ by¢ jednak oczywista. Wezesniejsze badania naszego zespotu wykazaty, ze
zablokowanie w 3,5 dniu cigzy alogenicznej sygnalizacji za posrednictwem CDS86
(przeciwciala blokujace) oraz zwigkszanie aktywnosci CD40 (przeciwciata aktywujace)
wigze si¢ z istotnie nizszym wystgpowaniem cigz obserwowanych w 10,5 dniu po
efektywnym pokryciu. Wtym samym ukladzie doswiadczalnym blokowanie
sygnalizacji za posrednictwem CD80 oraz CD40 nie mialo znaczenia w powodzeniu
ciazy.

Uwaga badaczy w kontekScie prezentacji antygenow oraz indukcji tolerancji
W cigzy skupiona byta gtéwnie w kontekscie DC, rzadziej makrofagoéw i ich odziatywan
z limfocytami T. Limfocyty B ze wzglgdu na zdolno§¢ do prezentacji antygenow,
a zarazem hamowanie aktywno$ci limfocytow efektorowych jako Breg, moga
uczestniczy¢ we wczesnym ustaleniu immunotolerancji w cigzy. W mysim modelu
cigzy zagrozonej poronieniem wykazano zdolno$¢ Breg do ograniczania nadmiernej
reakcji komorek efektorowych wzgledem aloantygenow. Adoptywny transfer Breg

w okresie przedimplantacyjnym odwrécit poronny fenotyp samic CBA/J krytych
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samcem DBA/2J. Ponadto wczesniejsze badania naszego zespoly wykazaty, ze
usamic w cigzy prawidlowej obserwuje si¢ wyzszy odsetek limfocytow Breg
z ekspresja 1L-35 niz W ciazy zagrozonej poronieniem!. Rola limfocytow B jako APC
W cigzy, Wtym wczesnej cigzy, jest natomiast slabiej poznana. Nie mniej jednak
wykazano, ze U samic myszy W cigzy alogenicznej limfocyty B w macicy i w weztach
chtonnych w okresie okotoimplantacyjnym (5,5 dzien ciazy) wykazuja wyzsza
ekspresje czasteczek kostymulacyjnych CD80 i CD86 niz w fazie estrus. Zmiana
fenotypu kostymulacyjnego tych komorek moze wigec §wiadczy¢ 0 ich zaangazowaniu
W odpowiedz immunologiczng za posérednictwem limfocytéow T*2. Z drugiej strony
Muzzio iwsp. wykazali, ze odsetek limfocytow B CD19*CD23 CD5'CD86" B-la
W otrzewnej u myszy W cigzy zagrozonej poronieniem W 14 dniu cigzy byt istotnie
wyzszy niz U samic W prawidtowej cigzy lub u samic niebedacych w cigzy. Co moze
wskazywac¢ na rowniez na ich udzial w patogeneze poronien W tym modeli, szczegdlnie
ze autorzy wykazali, ze komorki te powoduja réznicowanie dziewiczych limfocytow T
w komérki Th17 i Th1™,

Wsrod czasteczek regulujacych prezentacje antygenéw przez APC mozna
wymieni¢ receptory TLR. Wigkszo$¢ badan wskazuje, ze aktywacja TLRY, zarowno
w warunkach in vitro jak iin vivo prowadzi do wzrostu potencjalu kostymulacyjnego
przez APC, takich jak DC czy makrofagi®®?3% Podobny efekt obserwuje sic
w przypadku limfocytow B. Uznaje si¢, ze sygnaly odbierane za posrednictwem tego
receptora wzmacniajg prezentacje¢ antygenow oraz powodujag wzrost wydzielania
cytokin prozapalnych (np. 1L-6, TNF-a)!3%4 przez limfocyty B, a takze wptywaja na
ich réznicowanie?!33%53% 7 drugiej strony aktywacja limfocytéow B ligandami TLR9
jest rowniez powszechnie stosowana W doswiadczeniach in vitro w celu indukcji
ekspresji 1L-1013121337 TLRQ regulujg wigc zaréwno funkcje limfocytow B jako
komorek prezentujacych antygeny jak i komorek 0 wlasciwosciach supresorowych, co
jest silng przestanka do uznania TLRY jako jednego z czynnikow bioracych udziat
W procesie ksztaltowania si¢ wczesnej alotolerancji w cigzy. Ponadto wczeSniejsze
nasze badania wykazaly, ze S$ledzionowe limfocyty B samic w cigzy zagrozonej
poronieniem w okresie przedimplantacyjnym (3 dzien cigzy) cechuje wyzsza ekspresja
mRNA, ale nizsza biatka dla TLR9 w poréwnaniu z prawidlowa cigza. Roéznice
w ekspresji wspomnianych czasteczek na poziomie mRNA i biatka moga wskazywac na
zmiany jakie moga zachodzi¢c we wczesnym okresie cigzy w limfocytach B oraz

sugerowaé 0 zaangazowaniu TLR9 w indukcje poronnego fenotypu 244,
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Dlatego tez w celu sprawdzenia wplywu TLR9 na ustalenie tolerancji
immunologicznej we wczesnej cigzy w mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem,
samicom CBA/J po zaptodnieniu samcem DBA/2J podano antagoniste receptora TLR9
— ODN 2088.

Przeprowadzone badania wskazuja iz, zahamowanie sygnalizacji TLR9 krétko po
pokryciu prowadzi do wzrostu liczby zresorbowanych ptodéow. Mozna wigc sadzic, iz
w okresie przedimplantacyjnym aktywacja TLR9 jest niezbedna do indukcji
mechanizmow immunologicznych chronigcych przed poronieniem. Sun iwsp.
wykazali, ze dootrzewnowa podaz samicom ODN 2088 w 6,5 lub 14 dniu alogenicznej
cigzy (YBALB/c x JC57BL/6) nie prowadzita do komplikacji w cigzy tj. resorpcji
zarodkéw i przedwczesnego porodu®®. Na podstawie tych badan oraz doswiadczenia
przeprowadzonego w pracy doktorskiej, mozna wnioskowaé, iz jedynie w okresie
przedimplantacyjnym, sygnalizacja TLRY jest niezb¢dna do prawidlowego rozwoju
cigzy. Nie wydaje si¢ to zaskakujace z uwagi na fakt, iz okres poprzedzajacy
implantacj¢, W tym zaptodnienie, powigzane sg z lokalnymi rekcjami zapalnymi.
Wyniki tego do$wiadczenia potwierdzaja koncepcje Gil Mor 1 wsp., ze zardéwno silne
srodowisko prozapalne przewyzszajagce mozliwosci lokalnej kontroli jak i brak
stymulacji zapalnej lub zbyt silnie dziatajace czynniki przeciwzapalne mogg byc¢
przyczyna niepowodzen implantacji®®. Z drugiej strony wykorzystany model badawczy,
tj. mysi model cigzy zagrozonej poronieniem, charakteryzuje si¢ nietypowa
odpowiedzig immunologiczng wzgledem aloantygendw ojca obecnych w nasieniu.
Dlatego tez, aby potwierdzi¢ przypuszczenia o Kkorzystnej, z punku widzenia
prawidtowego rozwoju ciazy, roli TLR9 w okresie przedimplantacyjnym, analogiczne
badania nalezaloby przeprowadzi¢ u samic w prawidtowej cigzy.

Okres przedimplantacyjny, tak jak juz wspominano, powigzany jest
Z kontrolowanym stanem zapalnym, dlatego tez manipulacje, ktore maja na celu jego
ograniczanie moga utrudnia¢ implantacje zarodkéw. Dlatego tez, oprocz wplywu
zahamowania sygnalizacji TLR9 tuz po zaptodnieniu na resorpcj¢ ptodéw, sprawdzono
czy pomiedzy grupa kontrolna, a badang wystepuja réznice w liczbie implantowanych
zarodkéw. Wykazano, ze prawdopodobnie podaz ODN 2088 oraz powigzane z tym
zmiany w komorkach uktadu odpornosciowego (obserwowane w naszym przypadku
w limfocytach B i T) nie wptywaja na liczbg implantowanych zarodkow, poniewaz byta
ona na podobnym poziomie pomi¢dzy badanymi grupami samic. Mozliwe, iz

zahamowanie sygnalizacji TLR9 po zaptodnieniu, wynikajace z podazy agonisty tego
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receptora, przy braku dodatkowych czynnikow wptywajacych negatywnie na
implantacj¢, moze by¢ rekompensowane przez inne mechanizmy lub rola tego receptora
moze nie by¢ na tyle istotna w implantacji, by byl on czynnikiem warunkujagcym
powodzenie tego procesu W badanym mysim modelu cigzy. Nalezataby mie¢ jednak
mie¢ na uwadze, ze u kobiet powiklania cigzy, ktére wystepuja w potowie 1 pdznym
okresie cigzy, takie jak zahamowanie wzrostu ptodu czy stan przedrzucawkowy, moga
mie¢ swoj poczatek juz we wcezesnej cigzy, w tym w okresie implantacji zarodka.
Przyczyng tych powiktan cigzy moze m.in. Zmniejszona inwazja trofoblastu czy tez
zaburzona przebudowa te¢tnic maciczno-tozyskowych, ktore w nastepstwie moga
prowadzi¢ do niedostatecznego ukrwienia tozysk. Nieprawidtowosci te moga by¢
powiazane z aktywnoscia uktadu odpornosciowego, w tym Treg®%3!l. Dlatego tez, sam
fakt podobnej liczby miejsc implantacyjnych w 14 dniu cigzy pomiedzy samicami,
ktore otrzymaty ODN 2088, a samicami kontrolnymi nie musi §wiadczy 0 prawidlowe;j
implantacji zarodkow po podazy inhibitora TLR9. Wyjasnienie tej kwestii wymagatoby
jednak dodatkowych badan.

Jak do tej pory nie przeprowadzono badan, ktorych celem byloby sprawdzenie roli
TLR9 w procesie implantacji i wezesnej cigzy u myszy jak i u kobiet. Na podstawie
wyzszej ekspresji TIr9 w endometrium zdrowych kobiet w fazy lutealnej cyklu mozna
jedynie wnioskowa¢ o jego korzystnym wplywie na receptywno$é¢ endometrium?®l,
Z drugiej strony zbyt wysoka ekspresja TLR9, ktérg obserwuje sie w endometrium
kobiet z RIF w okresie tzw. okna implantacyjnego, moze $wiadczy¢ o jego udziale
w nadmiernej odpowiedzi zapalnej zaburzajacej implantacje®*?. Wynika z tego, iz
jedynie optymalne pobudzenie TLR9 w okresie okotoimplantacyjnym moze by¢
czynnikiem wspierajacym prawidtowa implantacje.

Celem doswiadczenia bylo rowniez sprawdzenie wplywu zahamowania
sygnalizacji TLR9 na zmiang fenotypu kostymulacyjnego limfocytow B, mogacego
sprzyjac¢ ustaleniu tolerancji. Uzyskane wyniki wskazujg, ze ograniczenie aktywnoSci
TLRO tuz po zaptodnieniu modyfikuje ekspresje czasteczek kostymulacyjnych (CD80
oraz CD86) w ogolnej populacji limfocytow B weztow chtonnych w 3 i 14 dniu cigzy
oraz prowadzi do zmiany w frekwencji sledzionowych limfocytow B z ekspresjg CD80
w 14 dniu cigzy (tabela 11). W przypadku limfocytow B macicy idoczesnej nie
odnotowano rozni¢ w fenotypie kostymulacyjnym jak i w frekwencji limfocytow B
z ekspresja badanych czasteczek kostymulacyjnych i MHC klasy II, pomigdzy
samicami, ktore otrzymaly ODN 2088, a samicami ktérym podano PBS (tabela 12).
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Spadek ekspresji CD80 jak i wzrost ekspresji CD86 w przedimplantacyjnym dniu cigzy
dotyczyt limfocytow B paraaortalnych weztéw chtonnych drenujacych macicg. Z kolei
W 14 dniu cigzy nizsza ekspresja CD80 obserwowana byl w przypadku weziow
chtonnych, a nizsza frekwencja CD19*CD80* wsrdd limfocytéw B $ledziony. Wyniki te
wskazuja, ze zahamowanie sygnaléw pochodzacych od TLR9 moze wywieraé
dhlugotrwaty, obserwowany w 14 dniu cigzy, wplyw na fenotyp limfocytow
kostymulacyjny B oraz frekwencje limfocytow B, zarowno w lokalnej (wezty chtonne
drenujgce macicg) jak i wsystemowej odpowiedzi odpornosciowej (Sledziona).
Dhugofalowy skutek wplywu zahamowania sygnalizacji TLR9 widoczny jest rowniez
widoczny w przypadku ekspresji TLR9 przez limfocyty B jak i frekwencji limfocytow
CD19'TLR9". U samic 14 dniu cigzy, po podazy ODN 2088, odnotowano nizszg
ekspresje tego receptora, jak iobnizong frekwencje limfocyt B TLR9"™ zaréwno
w $ledzionie, weztach chlonnych drenujacych macice jak idoczesnej. Co ciekawe
zmian tych nie zaobserwowano w przypadku 3 dnia cigzy pomiedzy samicami ktore
otrzymaly antagoniste TLRY, a grupg kontrolng. Wytlumaczeniem tego zjawisko moze
by¢ fakt, ze ekspresja receptorow TLR podlega Scistej kontroli zarowno na poziomie
transkrypcji jak i poprzez kompartmentacje tych receptoréw w komorkach®'?, Ten $cisty
nadzor jest niezbedny w przeciwdzialaniu niebezpiecznej dla zycia aktywacji
receptorow TLR prowadzacej do niekontrolowanego wyrzutu cytokin i konsekwencji z
tym zwigzanych. Skutkiem wigzania dsDNA wirusow z TLR9 jest przejSciowe
24-godzinne obnizenie ekspresji zalezne od aktywnosci kompleksu NF-«kB (p50/p65)°3L3,
Jednakze niektore wirusy, w tym wirus HPV, powoduja nieodwracalne obnizenie
ekspresji tego biatka poprzez hamowanie tworzenia kompleksu p50/p65 unikajac w ten
sposob odpowiedzi odpornosciowejl*. ODN 2088 przeciwdziala wigzaniu naturalnych
I sztucznych ligandow TLRY. Jego hamujgce dziatanie na proliferacj¢ i zywotnos¢
limfocytow B jest widoczne nawet do kilkunastu godzin po inicjacji aktywacji przez
swoiste ligandy?®. Jednak pomimo stosunkowo szybkich zmian w ekspresji TLR9
obserwowanych w warunkach in vitro ekspresja tego receptora na poziomie
ogo6lnoustrojowym moze by¢ odmienna. Jak do tej pory nie przeprowadzono badan
farmakodynamiki tego zwigzku. Mozemy jedynie przypuszczaé, ze mechanizm
hamowania przez niego ekspresji TLR9 moze by¢ podobny do wywotywanego przez
niektore ligandy pochodzenia wirusowego. Dlatego tez zmiany w ekspresji TLR9 po

podazy ODN 2088 w naszych badaniach byly widoczne jedynie w 14 dniu cigzy.
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limfocyty CD19*

CD80 CD86 CD40 MHC 11 TLRY

MFI % MFI % MFI % | MFI % | MFI %

3 dzien ciaz wezly |« - * - - - - . - -
y chlonne l T
50 pg .
ODN 2088 $ledziona - - - - - - = = = =
3 dzien ciazy wezly | _ - - - - - - - -
chlonne
100 pg .
ODN 2088 $ledziona - - - - - - = = = =
14 dzien ciazy wezly | _ _ . ; _ ; _ - - -
chtonne
50 pg
ODN 2088 | $ledziona - * - - - - - - - -
14 dzien cigz wezly |y - ; , , , - - * ¢
a chlonne 1’ l l
100 pg
ODN 2088 | $ledziona | - 1* - - - - - - ol B ke

Tabela 11. Podsumowanie zmian w ekspresji czasteczek kostymulacyjnych, MHC Klasy Il oraz TLR9 na limfocytach
B oraz frekwencji limfocytow B z ich ekspresja W $ledzionie oraz weztach chtonnych w 3 oraz 14 dniu cigzy po
dootrzewnowej podazy ODN 2088 w dawce 50 pg oraz 100 pg.

|- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, 1- 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 11 TLR9
MFI % MFI % MFI % MFI % MFI %
3 dzien ciazy _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
50 ng ODN 2088 <
'S
]
3 dzien ciazy | £
100 ng ODN 2088
14 dzien ciazy
© - - - - - - - - 1* -
50 ng ODN 2088 %
N
14 dzien ciazy | &
© o - - - - - - - l*** l*
100 ng ODN 2088

Tabela 12. Podsumowanie zmian w ekspresji czasteczek kostymulacyjnych, MHC klasy II oraz TLR9 na limfocytach
B oraz frekwencji limfocytow B zich ekspresja w macicy (3 dzien ciazy) oraz w doczesnej (14 dzien ciazy) po
podazy dootrzewnowej ODN 2088 w dawce 50 pg oraz 100 pg.

|- 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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Odziatywanie pomigdzy APC, a limfocytami T opiera si¢ na wzajemnym
przekazywaniu sygnatow, dlatego oprocz ekspresji czasteczek kostymulacyjnych na
limfocytach B, sprawdzono réwniez ekspresj¢ ich receptoréw na limfocytach T.
W 3 dniu cigzy obserwowano jedynie zmiany w ekspresji CD40L. Zaréwno W we¢ztach
chtonnych jak i sledzionie W tym okresie cigzy ekspresja tego receptora byla istotnie
nizsza po podazy antagonisty TLR9. W 14 dniu cigzy w $ledzionie zaobserwowano
rowniez nizsza ekspresje CD28 na limfocytach T oraz nizsza frekwencje limfocytow
CD3"CD4*CD28" (tabela 13).

limfocyty CD3*CD4*

CD28 CTLA-4 CD40L

MFI % MFI % MFI %

wezty

3 dzien ciazy | pionne - - = = L* -

50 ng ODN 2088 | ¢ledziona - - - = * =
1

3 dzien ciazy | gy | - - - - * -

100 pg ODN 2088 | sledziona - - - - - -

14 dzien ciazy Ch&eﬁy - - - - - -

50 pg ODN 2088 | §ledziona | |* 1* - - - -

14 dzien ciazy ch‘ﬁ)ﬁz - - - - - -

100 pg ODN 2088 | sledziona - - - - - -

Tabela 13. Podsumowanie zmian w ekspresji receptorow dla czasteczek kostymulacyjnych na limfocytach T oraz
frekwencji limfocytow T zich ekspresja w §ledzionie oraz weztach chlonnych w3 oraz 14 dniu cigzy po
dootrzewnowej podazy ODN 2088 w dawce 50 pg oraz 100 pg.

|- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, 1- 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 limfocyty Treg:
CD3*CD4*CD25" | CD3*CD4*CD25"FoxP3*

% wérod % wirod ekspresja
CD3+CD4+ CD3*CD4* IL-10
P wezly _ _ )
3 dzien ciazy chionne
50 ug ODN 2088 | $ledziona - LE* -
P wezly _ _ )
3 dzien ciazy chlonne

100 pg ODN 2088 | §ledziona = - -

. wezty & - i
14 dzien ciazy chlonne ! :
50 pg ODN 2088 | sledziona & _ _
o ciagy | WEAY - ) :
14 dzien ciazy chlonne

100 pg ODN 2088 | $ledziona - - -

Tabela 14. Podsumowanie zmian w frekwencji limfocytow CD3*CD4*CD25*, Treg oraz Treg z ekspresja IL-10
w $ledzionie oraz weztach chlonnych w 3 oraz 14 dniu ciazy po dootrzewnowej podazy ODN 2088 w dawce 50 pg
oraz 100 pg.

|- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, 1- wzrost w stosunku do grupy kontrolnej, ”-” - brak zmian w stosunku do
grupy kontrolnej

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

Sygnaty przekazywane pomigdzy limfocytami B i limfocytami T sg dobrze poznane
w kontekscie interakcji CD40-CD40L. CD40 obecny jest na APC, w tym limfocytach
B35, CD40L z kolei znajduje sic na aktywowanych limfocytach T, ajego ekspresja
wzrasta po stymulacji TCR36, Aktywacja CD40 na limfocytach B jest kluczowa do
rozwinigcia si¢ swoistej aktywacji tych komorek, rozwinigcia odpowiedzi humoralne;j
oraz wytworzenia limfocytow B pamieci. U ludzi i myszy, zarbwno CD80 jak i CD86
ulegaja zwigkszonej ekspresji po aktywacji CDA40, czyniac limfocyty B bardziej
wydajnymi APC3Y. Z drugiej strony, zwigzanie CD28 limfocytow T przez CD80/CD86
zwicksza ekspresje CD40L, wskazujagc W ten sposob na obecno$¢ dodatniej petli
aktywacji obejmujacej CD40 limfocytu B i CD28 limfocytu T318:319,

Obserwowana w przeprowadzonym badaniu nizsza ekspresja CD40L na
limfocytach T w 3 dniu cigzy po podazy antagonisty TLR9 moze Swiadczy¢ 0 stabszej
aktywacji tych komorek w tym okresie cigzy. Konsekwencja tego moze by¢ nizsza niz
w grupie kontrolnej frekwencja aktywowanych limfocytéw T (CD3*CD4*CD25%), ktdrg

obserwuje si¢ W 14 dniu cigzy W $ledzionie oraz weztach chtonnych. Ponadto w 14 dniu
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cigzy odnotowano nizsza ekspresjc CD28 oraz nizsza frekwencje limfocytow
CD3'CD4*CD28", co dodatkowo moze by¢é przyczyna nizszej frekwencji
aktywowanych limfocytow T w 14 dniu cigzy W grupie samic po podazy ODN 2088.
Tak jak wspomniano, stabszy sygnat CD40-CD40L skutkuje nizsza ekspresja
CDB80/CD86 na APC. Dlatego tez wykazana obnizona ekspresja CD80 na limfocytach B
jak i frekwencja CD19*CD80" w poréwnaniu do grupy kontrolnej, moze by¢ zaréwno
nastepstwem bezposredniego wptywu podazy inhibitora TLR9 na limfocyty B, jak
i efektem interakcji pomiedzy limfocytem B oraz limfocytem T. Obie badane populacje
limfocytow moga wigc na skutek obustronnych odzialtywan prowadzi¢ do wzajemnej
stabszej aktywacji, ktora obserwowana jest u samic po podazy ODN 2088.

W przypadku limfocytow B nie zaobserwowano statystycznie istotnych rézni¢ w
ekspresji MHC klasy II oraz CD40 w badanych dniach cigzy, co moze wskazywa¢ na
wybiorczg regulacje czasteczek kostymulacyjnych przez ODN2088. Dlatego
zasadniczym pytaniem jest, czy komorki te mogly poprzez odziatywanie wptynaé na
zmiany aktywacji dziewiczych limfocytow T? W zwigzku z tym, ze limfocyty B sa
stabszymi APC w aktywacji dziewiczych limfocytow T, a ODN 2088 podawany byt
systemowo, mozna si¢ spodziewaé, ze DC lub makrofagi mogly przyczyni¢ si¢ do
stabszej aktywacji limfocytéw T. Z drugiej jednak strony, zmiany ekspresji czasteczek
kostymulacyjnych sa dynamiczne, i tak jak wspomniano, ich wzajemne oddziatywania
sg skomplikowane i majg ztozonych charakter. Dodatkowo wspomagane sg ekspresja
wielu roznych cytokin, ktore nie byly przedmiotem badan. Dlatego obraz wplywu
ODN 2088 na wzajemne oddziatywania miedzykomorkowe jest niepehny.

Z punktu widzenia regulacji aktywnosci Treg, krytyczna jest rownowaga pomiedzy
wigzaniem CD80/CD86 przez CD28 oraz CTLA-4. CTLA-4 ulega konstytutywnej
ekspresji w Treg i wuwazana Jest za kluczowa czasteczke wspomagajaca
immunosupresje. Wigzac sie z CD80/CD86 ogranicza ich dostgpnos¢ dla aktywujacego
ligandu CD28, hamujgc jednocze$nie ekspresj¢ czasteczek kostymulacyjnych na
APC3*?_ Jednakze to sygnalizacja pomiedzy CD28 oraz gtéwnie CD86 jest niezbedna
do przezycia, proliferacji oraz aktywacji Treg®*'. U samic po podazy ODN 2088
odnotowano spadek frekwencji Treg zarowno w 3 jak i 14 dniu cigzy. Ekspresja IL-10
przez Treg byta jednak na podobnym poziomie pomiedzy badanymi grupami samic
(tabela 14). Mozna przypuszczac, ze obserwowany wyniki w grupie samic po podazy
ODN 2088 moze réowniez by¢ konsekwencjg niedostatecznego pobudzenia Treg, co

w konsekwencji moze prowadzi¢ do stabszej proliferacji tych komorek. Teori¢ t¢ moze
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potwierdza¢ obserwowana nizsza ekspresja CD28 w limfocytach T w 14 dniu cigzy
usamic po podazy inhibitora TLR9. Z drugiej jednak strony, limfocyty B w 3 dniu
cigzy charakteryzujg si¢ wyzszg ekspresjag CD86, co mogloby wskazywaé na zdolnos¢
do silniejszej interakcji z CD28 i w konsekwencji do silniejszego pobudzenia
limfocytow T oraz Treg.

Oprécz Treg innymi waznymi komorkami 0 whasciwosciach supresorowych sg
Breg. Jak wspomniano we wstepnie pracy, aktywacja limfocytu B w kierunku Breg
zalezy od wielu roznych czynnikow m.in. sygnalizacji za posrednictwem BCR,
interakcji CD40-CD40L, atakze aktywacji TLR, w tym TLR9%%, Dlatego tez, podaz
inhibitora TLR9 mogta wptyna¢ bezposrednio na frekwencje oraz aktywnosé tej grupy
komorek. Ponadto obserwowana nizsza ekspresja CD40L na limfocytach T po podazy
ODN 2088, mogta réwniez przyczyni¢ si¢ do stabszej interakcji pomigdzy limfocytem
T, a B i w konsekwencji ograniczy¢ indukcje Breg.

W modelu cigzy zagrozonej poronieniem wykazano, ze Breg o fenotypie
CD19*CD5*CD1d"9" moga uczestniczy¢ w regulacji tolerancji immunologicznej'**.
Dlatego tez W przeprowadzonym doswiadczeniu postanowiono wybra¢ t¢ populacje
limfocytow B w celu sprawdzenia wptywu zahamowania TLR9 na frekwencje Breg.
Badania (tabela 15) wykazaly, ze frekwencja limfocytow Breg o fenotypie
CD19*CD5*CD1d"9" zaréwno w 3 jak i w 14 dniu cigzy w $ledzionie i weztach
chtonnych, nie ulegta zmianie po podazy antagonisty TLR9. Breg charakteryzuja si¢
ekspresja IL-10, jednak komorki te moga jednoczesnie wydziela¢ cytokiny prozapalne,
réwniez po stymulacji TLR9, co moze zasadniczo wyklucza¢ lub ograniczaé ich funkcje
supresorowa''t323, Zbadano wiec zaréwno ekspresje IL-10 jak i IL-6 w limfocytach
Breg. Wykazano jednak brak istotnych statystycznie réznic w ekspresji tych cytokin
pomiedzy analizowanymi grupami samic. Wyniki te wskazuja na prawdopodobny brak
bezposredniego jak i posredniego wplywu zahamowania sygnalizacji TLR9 tuz po
zaptodnieniu na frekwencje Breg oraz ekspresj¢ przez nie badanych cytokin, w mysim

modelu cigzy zagrozonej poronieniem.
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limfocyty
CD19*CD5*CD1d"" (Breg)
% wsrod ekspresja ekspresja
CD19* IL-10 IL-6

3 dzien ciazy chﬁfz - - -

50 ng ODN 2088 | ledziona - - -

3 dzien ciazy Ch‘;fnzrllz - - -

100 ng ODN 2088 $ledziona - - -

14 dzien ciazy chﬁﬁz ) - -

50 ng ODN 2088 $ledziona - - -

14 dzien ciazy Ch\;;e;;z ] : -

100 ug ODN 2088 $ledziona = - -

Tabela 15. Podsumowanie zmian w frekwencji limfocytow Breg oraz ekspresji IL-10 oraz IL-6 przez Breg
w sledzionie oraz weztach chlonnych w 3 oraz 14 dniu cigzy po dootrzewnowej podazy ODN 2088 w dawce 50 pg
oraz 100 pg.

|- spadek w stosunku do grupy kontrolnej, 1- 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 wskazywato na pozytywna role aktywacji receptorow TLR
na powodzenie cigzy. Jednak badania przeprowadzone przez Chan i wsp. wykazaty, ze
umyszy receptor TLR4 komorek nabtonka macicy jest istotnym mediatorem
miejscowej reakcji zapalnej w okresie przedimplantacyjnym, ktéra indukuje
wytwarzanie komodrek Treg. Ciezarne samice myszy pozbawione genu Tird
charakteryzowaly si¢ zwigkszong liczbg resorbowanych zarodkow, a takze
wewnatrzmacicznym zahamowaniem wzrostu plodu, ktére po czeSci moglo by¢
réwniez skutkiem niedostatecznego wyksztalcenia si¢ tozyska na wczesnych etapach
cigzy. Samice TLR4” jak imyszy kontrolne wykazywaly jednak podobna liczbe
implantowanych zarodkow®2*. Wyniki uzyskane w przeprowadzonym przez nas
doswiadczeniu, moga wskazywac¢ ze TLR9 moze pelni¢ podobna rolg W cigzy do TLR4.
Badania przeprowadzone przez nasz zespot jak i przez Chan iwsp. wskazuja na
podobny wynik cigzy w przypadku ograniczenia sygnalizacji rozpatrywanych
receptorOw TLR, poniewaz zaréwno ograniczenie aktywnosci TLR9, jak i TLR4 nie
wplywato na liczbie implantowanych zarodkéw, natomiast obserwowano wyzszy
procent resorpcji ptodow, w poréwnaniu do kontrolnych samic. Nasze wyniki réwniez
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wskazywaly na nizszg frekwencj¢ Treg po zahamowaniu sygnalizacji TLR9, podobnie
jak praca Chan i wsp.

W badaniach z udzialem myszy TLR4” nie zidentyfikowano jakie doktadnie
ligandy odpowiedzialne sg za pobudzenie TLR4, jednak autorzy sktaniali si¢ ku teorii,
ze obecne W nasieniu alarminy, takie jak p-defensyny oraz fragmenty hialuronianu,
moga aktywowaé ten receptor’?#32°, W przypadku TLRO réwniez mozemy jedynie
spekulowaé¢ o potencjalnych ligandach, mogacych odgrywa¢ role w pobudzaniu tego
receptora w przedimplantacyjnym okresie cigzy. Mogg by¢ one zardwno pochodzenia
matczynego jak i ich zrédlem moze by¢ plazma nasienia. Wsrod czynnikow
wplywajacych na aktywacje¢ receptoréw TLR9 mozemy rozpatrywa¢ m.in. DNA
bakterii pochodzacych z mikroflory zasiedlajacej endometrium macicy. Obecnie coraz
czesciej wskazuje sie na udzial mikrobiomu macicy w receptywnosci endometrium®?
oraz W ksztattowaniu sprzyjajacego $rodowiska immunologicznego®?’. Mikroorganizmy
poprzez aktywacje TLR moga rowniez ptywaé na prezentacje antygenow przez APC32°,
Innym zroédiem ligandow dla TLR9 moze by¢ plazma nasienia. Udowodniono, ze
gruczoty dodatkowe uwalniaja spore ilosci pecherzykow zewngtrzkomorkowych
zawierajagcych m.in. biatka, DNA, RNA i lipidy, ktére majg zdolno$¢ regulowania
odpowiedzi immunologicznej endometrium oraz jak wykazano w badaniach in vitro,
moga rowniez modulowa¢ funkcje APC328-3%,

W drugiej czgsci pracy doktorskiej postanowiono oceni¢ czy istnieje zwigzek
pomiedzy ekspresja receptora TLR9, a immunofenotypem i profilem kostymulacyjnym
limfocytow B, atakze frekwencjga i fenotypem limfocytow Breg u kobiet w cigzy
prawidlowej oraz po poronieniu.

Prowadzenie badan nad zlozonymi procesami biologicznymi u ludzi m.in. takimi
jak wczesna cigza ijej niepowodzenia, jest o wiele bardziej skomplikowane niz
w przypadku  doswiadczalnych modeli  zwierzecych. Wynika to  zaréwno
z ograniczonego dostepu do materiatlu pobieranego in situ, szczegdlnie u zdrowych
pacjentek, jak i innych przeszkod natury organizacyjnej i oczywistych przyczyn natury
etycznej. Stosunkowo tatwo dostepnym, bezpiecznym w kontekscie pozyskiwania,
atakze co istotne, nie budzacym etycznych kontrowersji, materialem biologicznym,
ktory mozna uzyska¢ zarowno od pacjentek po spontanicznym poronieniu jak iod
kobiet w prawidlowej ciazy, jest krew obwodowa. W kontekscie analizowanego
problemu badawczego, nie jest to idealny material do analizy, poniewaz jak juz

wspomniano, reakcje immunologiczne decydujace 0 powodzeniu cigzy przebiegaja
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lokalnie w macicy oraz w lokalnych weztach chtonnych. Nie mniej jednak, zmiany
immunofenotypowe limfocytow krwi obwodowej moga stanowi¢ wglad w zjawiska
towarzyszace prawidlowej jak i patologicznej cigzy przede wszystkim ze wzgledu na
relokacje komorek uktadu odpornosciowego i ogdlne zmiany adaptacyjne na poziomie
ustrojowym, ktdére towarzysza ciazy.

Przeprowadzone dotychczas badania nad rolg TLR9 w cigzy u kobiet skupialy si¢
glownie na aktywacji tych receptorow W pdzniejszych jej okresach. Aktywacja TLRO,
podobnie jak pobudzenie pozostatych TLR, zwigzana byta z powiktaniami cigzy, w tym
przedwczesnym porodem oraz stanem przedrzucawkowym?26:233.236-239 '\ przypadku
wymienionych komplikacji zauwaza si¢ wyzsze stgzenie cffDNA w krazeniu
matczynym, ktore aktywuje TLR9 i w konsekwencji doprowadzaja do niekorzystnych
odpowiedzi zapalnych?00:230262:33L332 - Miejscowe i ogdlne procesy immunologiczne

h333-335 ktorej

towarzyszace poronieniu majg réwniez znamiona reakcji zapalnyc
moze uczestniczy¢ TLR9. W porownaniu do kobiet w prawidlowej cigzy, w 0soczu
kobiet po spontanicznym poronieniu niezaleznie od tego czy uwarunkowane jest ono
genetyczng wada ptodu czy innymi czynnikami, obserwuje si¢ wyzsze ste¢zenia cffDNA
jak i catkowitego wolnego DNA?40241, Dlatego tez, mozna przypuszczaé, ze U kobiet po
spontanicznym poronieniu cffDNA jako alarmina moze pobudza¢ TLR9Y limfocytow B
wplywajac m.in. na ich aktywacj¢ w kierunku APC oraz Breg. Dane literaturowe
wskazuja, ze PBMC wyizolowane od kobiet w prawidlowej cigzy jak i ludzka linii
komoérkowa limfocytow B (Namalwa), charakteryzujaca si¢ wysoka ekspresja TLRO,
pod wptywem plodowego DNA moze aktywowac prozapalny czynnik transkrypcyjny
NF-kB2%,

Analiza ekspresji TLR9 na limfocytach B oraz wybranych subpopulacjach
limfocytéw B (przejSciowe limfocyty B oraz limfocyty B pamigci) nie wskazaly na
oczekiwane réznice pomiedzy badanymi grupami kobiet. Mozna wigc sadzié, iz
obserwowane zmiany ekspresji HLA-DR jak i czasteczek kostymulacyjnych nie sg
bezposrednio powigzane z aktywnoscig TLR9 w tych komoérkach. Brak réznic mozna
thumaczy¢ rowniez przypuszczeniem, ze limfocyty B charakteryzuja si¢ stalag wysoka
ekspresja TLR9, a odpowiedz na zréznicowane stezenie cffDNA nie jest regulowana na
poziomie ekspresji tego receptora. Zdolno§¢ do rozpoznawania wiasnych kwasow
nukleinowych przez TLR moze by¢ regulowana na wielu poziomach ze wzgledu na
koniecznos¢ zachowania aktywnosci W zwalczaniu infekcji i z drugiej strony grozby

rozwoju chorob z autoagresji wskutek zbyt szerokiego i intensywnego rozpoznania
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wlasnych antygenéw wywodzacych sie z kwaséw nukleinowych®'?. Niewatpliwie
badania te nalezaloby rowniez poszerzy¢ 0 sprawdzenie stezenia cffDNA w surowicy
lub osoczu, aby wykaza¢ czy rzeczywiscie pomiedzy badanymi grupami kobiet
obserwowano réznice W jego stezeniu.

U kobiet w prawidtowej cigzy, jak i po poronieniu sprawdzono frekwencje
limfocytow B oraz dwoch wybranych subpopulacji limfocytow B (przejSciowe
limfocyty B i limfocyty B pamigci), a takze zbadano ekspresj¢ czgsteczek
kostymulacyjnych oraz HLA-DR na tych komorkach (tabela 16).

Jak dotad badania subpopulacji limfocytoéw B w krwi kobiet w cigzy prowadzone
byly glownie w trzecim trymetrze oraz w powiktaniach cigzy powigzanych z tym
okresem cigzy*">"®1%7 Nieliczne prace wskazuja, Ze na wczesnym etapie cigzy nie
dochodzi do zmian zar6wno w ogolnej frekwencji limfocytow B w krwi obwodowej,
jak i wréznych subpopulacjach limfocytow B (limfocyty B przejSciowe, pamigci bez
przelaczenia klas ipo przetaczaniu klas, limfocyty Bla)’®®®. Z kolei inne badania
wykazuja, ze kobiety w pierwszym trymestrze cigzy charakteryzuja si¢ wyzszym
odsetkiem limfocytow B pamieci (CD19*CD24"MINCD27+)%243, 7 kolei spadek tej
populacji komérek moze byé powigzany ze spontanicznym poronieniem?,
W przeprowadzonych przez nas analizach nie zaobserwowali§my roznic pomiedzy
kobietami w cigzy, a kobietami po poronieniu w odniesieniu do ogélnej frekwencji
limfocytow B (CD19") w krwi obwodowej. W przeciwiefistwie do wspominanej
pracy*?, nasze badania nie wskazaty istotnych statystycznie rézni¢ pomiedzy badanymi
grupami kobiet w frekwencji limfocytéow B o fenotypie CD19*CD24"9"CD27*. U
kobiet po poronieniu wykazano natomiast wyzsza frekwencj¢ przejsciowych
limfocytow B (CD19*CD38MI"CD24MieM),

Przejsciowe limfocyty B sa etapem posrednim W rozwoju pomigdzy niedojrzatymi
komorkami linii B szpiku kostnego, a w petni dojrzatymi, dziewiczymi limfocytami B
w krwi obwodowej i wtornych tkankach limfatycznych®®. Ich podwyzszony poziom
u kobiet po poronieniu moze wskazywa¢ wiec na aktywacje uktadu odpornosciowego
w odpowiedzi na toczacy si¢ stan zapalany | wzmozong rekrutacja
niedojrzatych/przejsciowych limfocytow B do krwi. W badaniach przeprowadzonych
przez Lima i wsp., kobiety po porodzie, w poréwnaniu do trzeciego trymetru cigzy oraz
w porownaniu do kobiet nie begdacych w cigzy, rowniez wykazywaly w Krwi
obwodowej wyzsza frekwencja limfocytow B o fenotypie CD19*CD24"M"CD38Ma",

Posrednio wskazuje na udziat tych komorek w przywracaniu homeostazy wywotane;j
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urazem tkanek macicy w trakcie porodu, a w przypadku naszych badan stanem
zapalanym zwigzanym z poronieniem. Innym wyjasnieniem mogg by¢ zmiany jakie
zachodzg w dojrzewaniu limfocytow — u kobiet wzrost frekwencji przejSciowych
limfocytow B moze $wiadczy¢ 0 wolniejszym tempie dojrzewania.

Oprocz wymienionych réznic w frekwencji przejsciowych limfocytow B pomigdzy
kobietami we wczesnej cigzy | po poronieniu, badania przeprowadzone w ramach pracy
doktorskiej wykazaty, ze limfocyty B wobu grupach kobiet wykazuja roéwniez

odmienny fenotyp kostymulacyjny (tabela 16).

CD19* CD19*CD38"ghCD24Mish CD19*CD24"erCD27+
(przejsciowe limfocyty B) (limfocyty B pamieci)

% wsrod

limfocytow

% wsrod

CD19* nd. [ -

ekspresja
CDB80 (MFI)

ekspresja

CD86 (MF) (R [ FE* L

ekspresja
CD40 (MFI) T* T* T*

ekspresja

- o -
HLA-DR (MFI)

ekspresja
TLR9 (MFI)

ekspresja
T** T* T**
IL-10 (MFI)

ekspresja
1 : I*
IL-6 (MFI)

Tabela 16.. Podsumowanie zmian w frekwencji limfocytow B, przej$ciowych limfocytow B oraz limfocytow B
pamieci W krwi obwodowej pomigdzy pacjentkami po poronieniu, a kobietami w ciazy. W tabeli przedstawiono
réwniez zmiany W ekspresji czasteczek kostymulacyjnych, HLA-DR, TLRY, IL-10 oraz IL-6 przez limfocyty B oraz
wybrane subpopulacje limfocytow B pomigdzy pacjentkami po poronieniu, a kobietami w cigzy.

|- spadek w stosunku do kobiet w ciazy, 1- wzrost w stosunku do kobiet w cigzy, - ” - brak zmian w stosunku do
kobiet w ciazy; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001
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limfocyty
CD3*CD4*
ekspresja
CD28 (MFI) )
ekspresja
T*
CTLA-4 (MFI)
ekspresja
T**
CD40L (MFI)

Tabela 17. Podsumowanie zmian w ekspresji receptorow dla czasteczek kostymulacyjnych na limfocytach T
u pacjentek po poronieniu w poréwnaniu do kobiet w cigzy.

|- spadek w stosunku do kobiet w cigzy, - wzrost w stosunku do kobiet w cigzy, ”- ” - brak zmian w stosunku do
kobiet w ciazy; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001

limfocyty limfocyty
CD3"CD4*CD25* CD3*CD4*CD25'FoxP3*CD127(Treg)

% wsrod % wsrod ekspresja
CD3+CD4+ CD3*CD4* IL-10

¥ : :

Tabela 18. Podsumowanie zmian w frekwencji limfocytow CD3*CD4*CD25*, Treg ekspresji IL-10 przez Treg
w krwi obwodowej pomiedzy pacjentkami po poronieniu, a kobietami w ciazy.
|- spadek w stosunku do kobiet w ciazy, 1- wzrost w stosunku do kobiet w cigzy, ”-” - brak zmian w stosunku do

kobiet w ciazy; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001

Zarowno ogoélna populacja limfocytow B jak idwie analizowane subpopulacje
limfocytow B wykazywaty u kobiet po poronieniu nizsza ekspresja CD86 oraz wyzsza
CD40. Dodatkowo przejsciowe limfocyty B w grupie kobiet po poronieniu
charakteryzowaty si¢ wyzszg ekspresja HLA-DR.

Jak do tej pory nie przeprowadzono badan okreslajacych fenotyp kostymulacyjny
obwodowych limfocytow B u cigzarnych kobiet. Badania, w ktorych analizowano
ekspresj¢ gtownie CD80 oraz CD86 na DC w krwi obwodowej nie wskazaty
jednoznacznie na prawidtowy immunofenotyp APC w cigzy. Miwa i wsp. wykazali, ze
we wczesnej cigzy zarowno W krwi obwodowej jak i w doczesnej wzrasta frekwencja
DC oraz monocytéw z ekspresja CD86%. Z drugiej strony badania przeprowadzone
przez Bachy i wsp. pokazaty, ze do 30 tygodnia ciazy w krwi obwodowej obserwowana

jest nizsza frekwencja mieloidalnych DC (mDC) wykazujacych ekspresje CD86
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I HLA-DR w poréwnaniu do stanu przed cigza, a dopiero po 30 tygodniu cigzy
nastepuje sukcesywny wzrost frekwencji mDC CD86", ktory trwa az do porodu®.
W przypadku spontanicznych poronien badacze wykazali, ze¢ monocyty i DC w krwi
obwodowej oraz w doczesnej charakteryzuja si¢ nizsza ekspresja czasteczki CD86°.
Z Kkolei Jin iwsp. sugerowali wpltyw sygnatdow kostymulacyjnych na patogeneze
poronien, poniewaz ich badania wykazaty, ze komodrki doczesnej kobiet po
spontanicznym poronieniu charakteryzujg sie wyzszg ekspresja CD86 niz komorki
pobrane z doczesnej kobiet w prawidtowej cigzy. Autorzy wnioskowali roéwniez
0 udziale CD86 w indukcji immunologicznie niesprzyjajacego srodowiska powigzanego
z limfocytami T, poniewaz komorki te izolowane z doczesnej kobiet po spontanicznym
poronieniu charakteryzowaty si¢ nizsza ekspresja CTLA-4 oraz wyzsza CD28
w stosunku grupy kontrolnej, a takze in vitro wydzielaly wyzsze stezenia cytokin
powigzanych z odpowiedzig Th1339 337339,

Przedstawiony w pracy doktorskiej obraz kostymulacyjny limfocytow B oraz
badanych subpopulacji limfocytow B u kobiet po poronieniu wskazuja na aktywacje
tych komorek. Co ciekawe, pobudzenie tych komorek prowadzi najprawdopodobniej do
indukcji Breg, poniewaz zarowno przejsciowe limfocyty B jak i limfocyty B pamigci
w grupie kobiet po poronieniu wykazujag wyzszg ekspresje IL-10, a dodatkowo
limfocyty B pamigci nizszg ekspresje I1L-6. Wynik ten zjednej strony moze by¢
zaskakujacy, poniewaz Breg, podobnie jak Treg uznano za komorki sprzyjajace
prawidlowemu rozwojowi cigzy, aich spadek utozsamiany jest z poronieniami®.
Z drugiej jednak strony, Breg odpowiedzialne sa za tlumienie odpowiedzi zapalnej
| utrzymywanie rownowagi pomiedzy reakcjami pro- i przeciwzapalnymi. IL-10 jest
waznym regulatorem odpornos$ci ograniczajacym stan zapalny i cytokina ta jest
niezbedna do utrzymania réwnowagi immunologicznej®*®. Tak jak wspomniano,
poronienie powigzane jest z obecnos$cig stanu zapalanego, dlatego tez wyzsza ekspresja
IL-10 przez limfocyty B moze u kobiet po poronieniu moze prowadzi¢ do przywrdocenia
zaktdconej rownowagi immunologicznej spowodowanej uszkodzeniem tkanek.

Badania Nova-Lamperti i wsp., wskazuja, ze w przypadku przej$ciowych
limfocytow B, indukcja za posrednictwem CD40 prowadzi do wyzszej ekspresji IL-10,
ktéra W autokrynny sposoéb moze obnizaé ekspresjc CD86 na limfocytach B3, Nasze
badania potwierdzaja te obserwacje, poniewaz przejsciowe Breg kobiet po poronieniu
wykazuja jednocze$nie nizszg ekspresjg CD86, a wyzsza CD40, co przy

obserwowanym wyzszym poziomie ekspresji CD40L przez limfocyty T moze
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wskazywa¢ na mozliwe interakcje pomiedzy limfocytami B i T (tabela 17). Obecnos¢
przejsciowych limfocytow B u kobiet po poronieniu moze roéwniez hamowac¢ aktywacje
limfocytow T. Wskazuje na to wyzsza ekspresj¢ CTLA-4 jak i nizsza frekwencja
limfocytow CD3"CD4"CD25" u kobiet po poronieniu w pordwnaniu do kobiet w
prawidlowe;j cigzy (tabela 17 i tabela 18). Obserwacje te sg rOwniez zbiezne z wynikami
otrzymanymi przez Nova-Lamperti i wsp., ktore wskazywaty na kontrolg aktywacji
limfocytow T przez przejsciowe limfocyty B wykazujace ekspresje 1L-10%4L,

W przypadku limfocytow B pamigci, ktore u kobiet po spontanicznym poronieniu
charakteryzuja si¢ podobnym do przejsciowych limfocytow B fenotypem tolerogennym,

mozna podejrzewaé, ze zmiana ich fenotypu w nastgpstwie poronienia, rowniez ma celu

przywrdcenie zaburzonej rownowagi immunologiczne;.
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WNIOSKI

Zablokowanie sygnalizacji TLR9 u samic szczepu CBA/J krytych samcami
szczepu DBA/2]) zwigksza prawdopodobienstwo utraty alogenicznej ciazy,
natomiast prawdopodobnie nie decyduje o skutecznej implantacji.

. W mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem zahamowanie stymulacji TLR9
powodujac zmiany w fenotypie kostymulacyjnym limfocytéow T 1 B i prowadzi
do obnizenia puli limfocytéw Treg i aktywowanych limfocytow Th o fenotypie

CD3"CD4*CD25", natomiast nie wptywa na frekwencje limfocytow Breg.

TLRY9 nie jest bezposrednio zaangazowany w ksztalttowanie fenotypu

kostymulacyjnego limfocytow B u kobiet po spontanicznym poronieniu.

. U kobiet w nastgpstwie poronienia spontanicznego wzrost frekwencji
limfocytow B o fenotypie tolerogennym w powigzaniu z obnizong frekwencja
aktywowanych limfocytow T sugeruje ich zaangazowanie w przywracaniu

rownowagi immunologicznej zaktoconej poronieniem.
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