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1. WSTEP

1.1. CIAZA POZAMACICZNA- WYST EPOWANIE | KLINIKA

Chza pozamaciczna, powsiap na skutek implantacji zaptodnionej komorki jagpw
poza btom sluzowa jamy macicy, zostata po raz pierwszy opisana w @361 przez
arabskiego lekarza Albucasisa [1]. Kolejne doni@si@a temat tej patologii pochodzi z 1693
roku, w ktérym Boucier opisuje nieknicta ciaze jajowodows rozpoznam u kobiety, na
ktorej wykonano wyrolkémierci [2]. Czstas¢ wyskpowania cizy pozamacicznej, okéana
jest na okoto 100-175 przypadkow h@0 000 ciz u kobiet w wieku 15-44 lat [3W ciagu
ostatnich trzech dekad w wielu krajach (m.in. Nagise Wielka Brytania) zaobserwowano
trend 2-3 krotnego wzrostu ¢csci wysigpowania cizy pozamacicznej w populacii
generalnej kobiet, po ktorym doszio do jego zahasmwa oraz spadku [4-8]. Ten
pocztkowy wzrost mae by, przynajmniej cgsciowo, ttumaczony zwkszeniem czstosci
wystepowania czynnikdw ryzyka gty pozamacicznej m.in. infekcji Chlamydia trachoraati
a spadek jest odzwierciedleniem wiknia skutecznej prewencji [3,7-10]. W Stanach
Zjednoczonych Ameryki Potnocnej liczba przypadkéwzyg pozamacicznej w latach 90-tych
ulegta potrojeniu w poréwnaniu do roku 1970 [9,11].

W Polsce ostatnie dgphe w literaturze badania epidemiologiczne dafgezczstaici
wystepowania cizy pozamacicznej byty przeprowadzone w Wielkopolacatach 1980 —
1985. W badaniach tych wykazano niewielki wzrostest@ci wyskpowania cizy
pozamacicznej tj. z 4,36 do 5,05 na 1000 porodo@].[Mimo ze w ostatnich latach
zaobserwowano spadeékniertelngci spowodowanej gra pozamaciczgy to nadal ponad
75% zgonOw w pierwszym trymestrzey i 9-13% ogotem zgondw w iy zwiazanych jest

Z wystpowaniem tej patologii [4,13].



Nieprawidiowa implantacja jaja ptodowego w blisk®,3% przypadkoéw dotyczy jajowodu,
0,15% jajnika, 0,15% szyjki macicy, rzadziej jantgisznej [14]. W olabie jajowodu ciza
pozamaciczna najegciej zlokalizowana jest w jego ¢xi bankowej (80%), rzadziej w chai
(12%), najrzadziej w odcinkérodsciennym jajowodu [14]. Zidentyfikowano liczne czykin
zwickszajce ryzyko powstania gty jajowodowej, ktére potwierdzono w wielu badaniach
[15-18]. Wykazano,ze przebyte operacje w almie jajowodow, leczenie nieptodém,
stosowanie wktadki wewatrzmacicznej powkej 2 lat i przebyta ava ektopowa znacznie
zwickszap ryzyko wystpienia cazy pozamacicznej [15]. Kobiety z dodatnim wywiadem

w kierunku przebytego stanu zapalnego miednicy (PEvic Inflammatory Disease),

z potwierdzonymi nieprawidtowsgsiami budowy i funkcjijajowodu, paice papierosy oraz
majace wkcej niz jednego partnera seksualnego aaldo grupy umiarkowanego ryzyka
wystapienia nieprawidtowej implantacji zarodka [15,17,12abieg sterylizacji, zwlaszcza

z wyciem elektrokoagulacji, u kobiet paej 30 roku zycia wiaze sk z 9-krotnym wzrostem
ryzyka wystpienia chzy jajowodowej [20]. Wykazana,e zardwno barierowe, jak

i hormonalne metody antykoncepcji zapobiageapzy pozamacicznej [21]. Jednak wyniki
analiz przeprowadzonych w przypadku nieskuteczmdykancepcji wykazaty,ze chza
jajowodowa wysipuje czsciej u kobiet stosapych antykoncepegj gestageryy implanty
progestagenowe i wkiadki wewatnzmaciczne [22].

Odpowiednio wczesne rozpoznani@zgi pozamacicznej zlokalizowanej w jajowodzie
zwicksza prawdopodobistwo, ze $ciana jajowodu nie jest jeszcze nieodwracalnie
uszkodzona, dzki czemu jajowéd mee by zachowany podczas leczenia. Na tym etapie
rozwoju chzy pozamacicznej istnieje da szansa powodzenia terapii zachowawczej
Zz podaniem metotreksatu lub pgstwania operacyjnego - laparoskopowej ewakuacd jaj

ptodowego bez konieczia usunecia fragmentu jajowodu.gRnigcie cihzy jajowodowej



w zdecydowanej wkszaci przypadkéw stwarza koniecztowykonania czsciowej lub
catkowitejresekcji jajowodu poprzez laparotamco w przypadku wspdétistnigiej patologii
drugiego jajowodu znacznie ogranicza ptognkobiet [23,24]. Krwotok w przebiegu agly
pozamacicznej jest gtéwmprzyczyr zgondw kobiet w pierwszym trymestrzeygi [11,25-
27]. W krajach rozwingtych [Norwegia, Wielka Brytania, USA] stanowi o3 zgonow

w ogélnej populacji @zarnych [28,29], a w rejonach, gdzie opieka medycnie jest
powszechnie dogbnasmiertelng¢ dochodzi nawet do 27% [30,31].

Chocia w ciagu ostatniego trzydziestolecia w medycynie #iktintensywny rozwoj
diagnostyki obrazowej i laboratoryjnej, ktére to tody s niezwykle pomocne w
rozpoznaniu eizy jajowodowej, nadal patologia ta, a raczej pregykwystpienia jej
powiktania, jakim jest gkniecie jajowodu, pozostaje jednym z trudniejszych feotdw
klinicznych. Obecnie coraz exiej pacjentki zgtaszajsiec do lekarza, kiedy objawy kliniczne
sa stabo nasilone. Typowa triada objawow: brak maeski, krwawienie z drég rodnych, bél
brzucha, $ mato charakterystyczne i mpgvystepowa rowniez w poronieniu. Co wicej 1/3
kobiet nie zgtasza dolegliwoi zwiazanych z ciza pozamaciczy a 9% nie manifestuje
zadnych objawéw Kklinicznych [32,33]. U wgkiszasci kobiet chza jajowodowa nie jest
rozpoznana w trakcie pierwszej wizyty [32,34], cgnvka z faktu, ¥ szacowana dokladso
oceny klinicznej uwzgldniajca dolegliwdci zgtaszane przez pacjentkczynniki ryzyka
i badanie przedmiotowe oceniana jest na okoto 588h Wprowadzenie dodatkowych metod
diagnostycznych, zaréwno laboratoryjnych jak i aosaych, znacznie poprawito
rozpoznawaln& ciazy jajowodowej. Obecnie jako metody diagnostyczridagnostyczno-
terapeutyczne najegciej stosuje si ultrasonograti dopochwow (USG TV; Transvaginal
Ultrasound), oznaczenieggéenia B-podjednostki gonadotropiny kosmowkow@iHCG; beta

subunit of human Chorionic Gonadotropin:) oraz tapkopk.



Obecné¢ ciazy wewmtrzmacicznej w badaniu USG TV z reguly wykluczazei
pozamacicza Wyjatek stanowd kobiety, u ktérych miéna podejrzewa@wspoétistnienie cizy
heterotopowej, np. leczone z powodu nieptadn{86]. Badania wykazatge USG TV
w wykrywaniu zmian o mieszanej echogenicgiow obrbie przydatkow odznaczacgsi
czuicécia - 84,4% 1 swoistécia- 98,9% [37]. Jednak obraz ultrasonograficznyzyi
pozamacicznej m@ by bardzo réanorodny. Obecri@ w obrbie przydatkéw pcherzyka
cigzowego zzywym zarodkiem pozwala na postawienie jednoznacdiagjnozy. Taki obraz
ultrasonograficzny ey jajowodowej obserwowany jest jednak rzadko [3V,38 50%
przypadkow widoczna jest mato charakterystycznaamaniita lub lito-torbielowata
0 zatartych granicach [39].

Wynik badania USG TV jest niejednoznaczny w 20etypadkow kobiet z podejrzeniem
ciazy ektopowej, u ktérych seryjne oznaczerfienCG jest niezédne do zaplanowania
dalszego posgpowania diagnostycznego [40]. Podwojenigeniap-hCG w cagu 48 godzin
jest charakterystyczne dla prawidtoweywej ciazy [41,42], jakkolwiek, wieloérodkowe
badania wykazatyze najwolniejszy wzrost steniap-hCG, rownig zwiazany zzywa Ciaza
wynosi 53% w cigu dwdéch dni [43]. Mniejszy wzrostegeniap-hCG lub jego spadek me
by¢ obserwowany w przypadku nieprawidiowe] implantagja ptodowego, jednak nie
pozwala jednoznaczniendicowa miedzy chza pozamaciczma poronieniem. W patzeniu
z USG TV pomiar szeniap-hCG umaliwia rozpoznanie azy pozamacicznej z czudoia
I swoistccia sSiggajaca 90% [44]. Kwest sporm pozostaje nadal najisize, graniczne
stezenie B-hCG, przy ktorym ciza powinna by widoczna w badaniu USG TV. &
wewmtrzmaciczna widoczna jest zazwyczaj przgzehiu 1500 miU/ml, jednak przy braku
zmian w badaniu obrazowym, tj. guza w gie przydatkow lub ptynu w zatoce Douglasa,

wymagana jest wasza, graniczna waré - 2000 mlU/ml. Z kolei w cizy wieloptodowej



poziomB-hCG ledzie wyzszy niz 2000 miU/ml, zanim jeszczexgherzyki cazowe w jamie
macicy leda widoczne w badaniu USG TV [45].

Stosowane obecnie testy diagnostyczne, m.iana@oziomu3-hCG w surowicy Kkrwi,
poziomu hemoglobiny, énienia ttniczego krwi, srednicy zmiany czy te obecnéc
czynnikdw ryzyka cizy pozamacicznej, nieasvystarczajce do postawienia jednoznacznego
rozpoznania, a tym bardziej dazrbcowania m¢dzy peknicta i niepeknicta ciaza jajowodows
[46-49]. Co wecej, przeprowadzone dat badania mage na celu ocenczynnikéw ryzyka
perforacji jajowodu w e@izy pozamacicznej na podstawie danych z wywiadu iabad
przedoperacyjnych nie daty jednoznacznych odpowid®z46,47,50-53].

Obecnie prowadzone badania z zakresu immunopwgzentuy obiecugce wyniki, na
podstawie ktorych mana wnioskowad, ze rozwojowi ciazy jajowodowej towarzysg zmiany
w liczebnagci komorek uktadu immunologicznegogcdace efektem zaburae tolerancji
immunologicznej w organizmie matki. Dlatego uzasadymi wydap si¢ dalsze badania
majce na celu poznanie zasad immunologicznej homepsiEany jajowodu, co miae
pozwolic na popraw diagnostyki cizy pozamacicznej przy zastosowaniu technik biologii

molekularne;.

1.2. TOLERANCJA IMMUNOLOGICZNA A ClI AZA | POROD

Cihza stanowi immunologiczne wyzwanie, kiedy organizratkn rozwija tolerang na
tkanki ptodu mimo obecroi alloantygenow pochodeych od ojca na powierzchni
trofoblastu. Przeprowadzone dotychczas badania augkana zi@zone mechanizmy tego
zjawiska, lecz, niestety, nie zostaty one dadeopoznane. W 1953 roku Medawar
i Billingham zapocztkowali dyskus dotyczica rozwoju chzy przez porownanie ptodu do
allotransplantu. Autorzy ci zaproponowali czterypdtezy, dziki ktorym rozwgj

semiallogenicznego ptodu jest mtiavy w organizmie matki: 1) ptdd nie jest immunogsm



2) odpowied immunologiczna w akzy jest obniona, 3) macica jest nadem
uprzywilejowanym immunologicznie, 4) 2gsko stanowi barierimmunologiczi [54]. Jak
dotad trzy pierwsze zalenia zostaty odrzucone. Badania Hoskina i Murgitykazaty
bowiem reake przeciw komoérkom ptodu u myszy, dowadzich immunogenrkei.
Obserwacja odpowiedzi immunologicznej nazmé antygeny dowiodtaze odpowied
immunologiczna eizarnych nie jest obnona w poréwnaniu do kobiet nigdacych w chzy
[55]. Natomiast mgiwosé rozwoju chzy pozamacicznej dowodzi tegge macica nie jest
jedynym, uprzywilejowanym miejscem dla rozwoju piodCzwarta hipoteza sugegop
istnienie bariery immunologicznej wytwarzanej przdazysko przetrwata do dnia
dzisiejszego, ale w zmodyfikowanej formie. Pgikpwo uwaano,ze jest ono jedynie biegn
neutrala, ‘zapor’. Jednak Petraglia i wsp. przedstawilizysko jako miejsce aktywnej
interakcji komoérek matczyno-ptodowych, ktérej efmkt jest rozwdj tolerancji
immunologicznej [56]. W ten sposéb hipoteza,chza jest stanem immunosupresji, zostata
zweryfikowana i zdefiniowana jako stan tolerandilezny od wspoétdziataicych ze solp
mechanizméw zaréwno obwodowych, jak i lokalnych, wj miejscu styku matczyno-
ptodowego, ktory wydaje sby¢ najbardziej istotnym.

W trakcie implantacji blastocysty, w zmienioregzowo czsci czynnej btonysluzowej
jamy macicy (zwanej doczegn przerwana zostajeagjtos¢ naczy wiosowatych, przez co po
raz pierwszy dochodzi do kontaktu antygenéw komdrefoblastu z immunokompetentnymi
komorkami uktadu immunologicznego matki. Pochgmdz od zarodka komorki trofoblastu
pozakosmkowego dokorwinwazji w obeb doczesnej, co powoduje umocowantglsiyska
I zwickszenie przeptywu macicznozgskowego w rezultacie zmian wthicach spiralnych
[57]. ZdoInaci inwazyjne komoérek trofoblastu pozakosmkowegoajwicksze w pierwszym
trymestrze cizy (1-12 tydzié ciazy), a kontakt matczyno-ptodowy ograniczony jest waas

do doczesnej. Na pogtku drugiego trymestru gty perfuzja krwi zaczyna obejmowa
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przestrzé miedzykosmkow [58,59], a ziluszczone komorki trofoblastu dastaje do
krazenia matki [60]. Sid pocatkowo miejscowy kontakt matczyno-ptodowy zostaje
rozszerzony na caty organizm matki.

Rozwadj tolerancji immunologicznej w stosunka ptodu zaley zaréwno od lokalnych
czynnikdéw auto- i parakrynnych w miejscu kontaktatozyno-ptodowego, jak rownieod
0g0lnej odpowiedzi immunologicznej ustroju matkiinMd rozpoznania antygenéw ptodu
odpowied organizmu matki w warunkach prawidiowych nie maa dego rozwoju
negatywnych konsekwenciji, lecz syudo ograniczenia inwazji trofoblastu, i tym samym
ochrony organizmu kobiety. Mbwos¢ implantacji zarodka poza janmacicy dowodzi tego
ze doczesna nie jest jedynym miejscem glimdajacym rozwoj cizy. Jednak wykazanage
komorki trofoblastu w cizy pozamacicznej charakteryzigie wicksz inwazyjnacia, co
w przypadku uszkodzenia naézymoze skutkowa zagraajacym zyciu krwawieniem
u matki. S§d mazna wnioskowad, ze lokalnesrodowisko doczesnej — w przecivisgwie do
pozbawionej jegciany jajowodu - reguluje i hamuje inwazjofoblastu [61,62].

Przeciwstawne zjawiska na granicy matczyno-gag] - tj. tolerancja komérek trofoblastu
i ograniczenie jej inwazji, mugzdy¢ w rownowadze dla zapewnienia prawidtowego rozwoju
ciazy. Wykazanoze peptydy komoérek apoptotycznych powstaj po ich fagocytozie przez
komorki prezentujce antygen (APC; Antigen Presenting Cells) indalsuyoist tolerancg
w stosunku do typu komorek, z ktérych pochpa3]. Jest to przyty ogdlnie mechanizm
immunologiczny warunkagy utrzymanie tolerancji wobec antygenéw wiasnyofaaizmu,
ktéry maze by rowniez wiasciwy dla stanu eizy [57,64].

Na podstawie bada na modelach zwieggych 1 ludzkich zaproponowano kilka
mechanizméw, ktére magorzyczyni& si¢ do zapocatkowania i utrzymania stanu tolerancji.
Wykazano bowiemze komorki trofoblastu kosmkowego nie wykazekspresji klasycznych

antygenow gtdwnego ukladu zgodod tkankowej (MHC; Major Histocompatibility
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Complex) klasy | i Il. Z drugiej strony trofoblagbzakosmkowy posiada na swej powierzchni
tzw. nieklasyczne molekuty MHC klasy | jak ludzlaaetygeny leukocytarne C, E i G ( HLA-
C, HLA-E i HLA-G; Human Leukocyte Antigen), ktéra swoistymi ligandami dla komérek
NK (Natural Killers) [65,66]. Funkcje efektorowe kdrek NK w obgbie doczesnejas
regulowane przez znajdige st na ich powierzchni receptory hamcg i aktywujce.
Sygnaty aktywujce odpowiedzialne asza wytwarzanie przez doczesnowe komorki NK
(dNK; decidual Natural Killers) diych ilosci cytokin promugcych proliferacg

i roznicowanie komorek trofoblastu oraz czynnikbw angiogych [67]. Natomiast
aktywnas¢ cytotoksyczna tych komoérek jest regulowana praematy hamujce zalene od
immunoglobulinopodobnych receptoréw hanmyich (KIR)2DL4 (killer immunoglobulin-
like receptors), swoistych dla HLA-G lub KIR2DL2¢8az KIR2DL1 rozpoznagych HLA-

C. Sud roéwnowaga pomidzy mechanizmami aktywacji i regulacji jest niedba dla
utrzymania cizy.

Po odkryciu w latach 80-tych ubiegtego stulediaterogeniczri@i pomocniczych
limfocytéw T (Th; T helper) tolerancja immunologitz byta rozpatrywana w kontale
relacji Th1/Th2, gdzie w warunkach prawidtowych fagoyty Th2 i zaléne od nich cytokiny
stanowity przewag w stosunku do odpowiedzi Thl-zatej, prowadzcej do poronienia
[68,69]. Jednak obecnie ten model wydaje Isy¢ niewystarczajcy, gdy: w mechanizm
tolerancji zaangewane § rowniez inne czynniki wrodzonej i nabytej odpowiedzi
immunologicznej [70-73]. Dlatego vwietle dzisiejszej wiedzy teoria Th1l/Th2 zostata
zastpiona modelem Th1/Th2/Th3/Trl/ CD4+CDPH].

Na uwag zastuguje gtdwnie rola wyspecjalizowanej populacjkomorek T- limfocytéw
T regulatorowych. Komérki te biora udziat w hamowaniu reakcji zapalnej oraz
odpowiedzi skierowanej przeciw antygenom swoistymrganizmu. Rola regulatorowych

komoérek T jest dwojaka, z jednej strony kontrglliinfocyty T, ktére, pomimoz reaguj
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z antygenami wiasnymi organizmu, nie zostaly wyelowane w procesie negatywnej
selekcji w grasicy, z drugiej strony ograniezadpowied immunologiczia aktywowanych
pod wptywem alloantygendw limfocytow T. Z uwagi t@regulatorowekomorki T moga
byé uznane za ,stranikbw” integralnosci tkankowej organizmu zapobiegajc
szkodliwemu dziataniu, jakie niesie ze sapnadmierna i niekontrolowana odpowied
immunologiczna Regulacja homeostazy immunologicznej jest njdnh w obg¢bie tkanek,
ktorych antygeny nieasrozpoznawane przez komorki immunokompetentne jekasne”

z powodu tkankowo-swoistej ekspresji, ale t&a powierzchni nabtonka, gdzie tolerancja
obcych, nieszkodliwych antygendéw jest niedba dla prawidiowego funkcjonowania
organizmu. Unikalne wkziwosci populacji regulatorowych komérek T, a zwlaszéeh
zdolncgci do selektywnego hamowania odpowiedzi w stosudku wilasnych i obcych
antygenow sprawiaj ze ich obecn& jest nieodzowna do powstania i prawidtowego

przebiegu cizy.

1.3. KOMORKI TREG -KLASYFIKACJA

Termin ,komorki T regulatorowe” odnosi e¢si do populacji limfocytow T
charakteryzujcych se¢ wiasciwosciami supresorowymi i regulacyjnymi, niezmymi do
utrzymania tolerancji w stosunku do specyficznyotygendw tkankowych. Jak dpt zostaty
opisane co najmniej trzy podtypy regulatorowych Koek T CD4: (1) limfocyty T
regulatorowe typu | (Trl; type | regulatory T cgll&) limfocyty T pomocnicze 3 (T-helper
3;Th3), i (3) CD4CD25 limfocyty T-regulatorowe (T regulatory lymphocytdgeg) - ktdre
réznia sie miedzy sola fenotypem, profilem wytwarzanych cytokin i pochediem
tkankowym [74,75]. Wszystkie komorki tych populacgchuje charakterystyczna dla nich

zdolnag¢ hamowania zaréwno proliferacji, jak réwaiéunkcji efektorowych limfocytow T
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[76]. Ostatnio wykazanoze funkcje supresorowe posiaglajpwniez niektore komorki T
CD8" i komorki NK, ale ich doktadne poznanie wymagasdgth bada[77].

Po raz pierwszy dane dotyce istnienia populacji komérek supresorowych lifii
limfocytarnej zostaly opisane w literaturze w ldtacO-tych przez Gershona i wsp. [78].
Jednak z powodu braku specyficznego dla nich margewierzchniowego zainteresowanie
nimi byto niewielkie do czasu opisania ich przek&pichi i wsp. jako linii komérek T CD4
wykazupcych ekspresj tancucha alfa receptora dla interleukiny 2 (IL-2, CIp2ktérych
obecnd¢ jest niezkdna dla utrzymania tolerancji organizmu w stosurdal wiasnych
antygenow [79].

Komérki T CD4CD25 stanowi, populacg heterogens z ktérych CD4+CD2%Ibriont
maja funkcje regulatorowe, w przeciwistwie do CD4+CD28"“™ [80,81]. Ponad 95%
subpopulacji komérek CO&D25"" Treg cechuje ekspresja molekut powierzchniowych
m.in. CD25 [80] oraz receptoréw GITR (glucocortd@nduced tumor necrosis factor [81]

i CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associate prote#f) [82], a take CD95, CD45RO0,
CD62L, CD122 i niska ekspresja CD127 [83,84]. J&dkazda z tych molekut mae
wystepowa® réwniez na powierzchni innych komérek immunokompetentnj®$y], dlatego
za najbardziej wiarygodny mark&omorek CD4" Treg uznano czynnik transkrypcyjny
Foxp3 (Forkhead Box 3)[86,87]. Mazliwy zwiazek midzy ekspregj genu Foxp3 i funkaj
komoérek Treg zostat opisany przez Fontenot i weprzy stwierdzili,ze ilos¢ mMRNA Foxp3
byta zwickszona w supresorowych komorkach COB25', a myszy z mutagjgenu Foxp3
nie wykazywaty obecrimi komoérek Treg [87]. Co wtej, transfer limfocytow CDAL D25
chronit Foxp3-ujemne myszy przed rozwojem chor6toiaumunologicznych [88,89]. Gdy
gen Foxp3 ulega ekspresji w komérkach COB25, réznicuja sie one w kierunku komorek

immunoregulatorowych Treg [86,88,89]. Badania zyailem allelu knock-in Fox#¥
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potwierdzity, ze jest on gtdbwnym genem typu ,master-switch’ dlawoju komérek Treg

[88,89].

1. 4. KOMORKI TREG W CI AZY

Komorki T regulatorowe as niezlednym czynnikiem w utrzymaniu tolerancji uktadu
immunologicznego matki w stosunku do alloantygen@achodacych od ojca. Ich
znamieny role w rozwoju i utrzymaniu aizy potwierdzono déwiadczalnie, po transferze
kompletnej populacji limfocytéw T lub populacji béimfocytow CD4CD25 do ckzarnych
myszy pozbawionych komorek T. Zauwemo, ze przy nieobecnych komorkach Treg
allogeniczne aize ulegaly poronieniu, a syngenicznie rozwijatg prawidiowo [90]. Te
obserwacje zostaty potwierdzone w innym badanikidrym zastosowano CD25-reaktywne
monoklonalne przeciwciato PC61 w celu useia komoérek CD25 [91]. W dniu
skrzyzowania myszy z allogenicznymi lub syngenicznymi eami podano PC61
i zauwaono ekspansj aktywowanych limfocytow CD8i CD4" w weztach chionnych
drenujcych macie. Co wicej, tylko niewielka liczba allogenicznych ptodéwzgzyta do
terminu porodu, podczas gdy ptody syngeniczne nakwisic bez komplikacji [91].
Przytoczone badania sugerupe komorki Treg s elementem niezldlnym do rozwoju
prawidtowej cizy, a take do supresji matczynej odpowiedzi immunologicziegrowane;j
przeciw antygenom zgodfm tkankowe] pochodzenia ojcowskiego [92]. Jednak n
zidentyfikowano do tej pory w sposéb jednoznaczmygenu, ktéry rozpoznawany jest przez
komoérki Treg. Uwaa sk, ze mog@ one rozpoznawamatczyne ,swoiste / wkasne” antygeny
na powierzchni semiallogenicznego trofoblastu, &emohamowa alloreaktywe komorki
efektorowe na zasadzie ,bystander suppression”ielR@# izolowane komérki Treg Foxp3
hamowaty odpowietl efektorows skierowam przeciw allogenicznym komorkom

dendrytycznym (DC; Dendritic Cells) [93], nie tm@ wykluczy mazliwosci bezpdredniego
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rozpoznania alloantygenu przez komorki Treg [92]ozM to potwierdzi takze fakt, ze
transfer komorek CDLD25 Treg do grupy myszy, ktére zostaly pozbawione kakdrreg

i w efekcie czego ronity, zapobiegt utraciezi, ale tylko w przypadku, gdy komorki Treg
pochodzity od normalnych, giarnych myszy [94]. Sugeruje tae jedynie te komorki
supresorowe, ktore byly eksponowane na alloantyggoywskie, mog wywierat dziatanie
hamupce na uktad immunologiczny matki [94,95].

U kobiet otzarnych zwikszory ekspresj antygenu powierzchniowego CD25 na
limfocytach w doczesnej w poréwnaniu do krwi obwaep opisano w roku 1992, jednak nie
w kontelgcie innych markeréw powierzchniowych typowych d@anérek Treg [96]. Kolejne
obserwacje dotyexre doczesnowych komorek CIBD25" udokumentowaly ich wzrost we
wczesnym etapie gty [97], ktéry rozpoczyna sijeszcze przed implantad98]. Hekinnen
i wsp. wykazali, ze w okresie okotoporodowym komorki CB@D25 stanowd 14%
populacji limfocytow CDZ w obrbie doczesnej [99]. Co wiej, we krwi obwodowej ich
poziom byt wyszy w pierwszym i w drugim trymestrzeazy w poréwnaniu z krwa kobiet
niecizarnych [99]. Podobne wyniki opisano w innych badahi w ktérych wykazano
wzrost poziomu komdrek CDED25" we krwi obwodowej we wczesnejagy, oshgajacych
szczyt w drugim trymestrze ze spadkiem po porod@8d. Dynamika zmian liczebroi
komorek Treg, z ich wzrostem w pierwszych trymedtrelzy i spadkiem przedporodowym
[100], zostata jednoznacznie potwierdzona po daidaddentyfikacji limfocytéw Treg jako
subpopulacji komérek CD28" [101,102]. U kobiet ezarnych komoérki Treg we krwi
obwodowej stanowi 8% populacji CD4, a w obgbie doczesnej 20% [93,101], czemu
towarzyszy réwnig wzrost ekspresji Foxp0].

Steinborn i wsp. wykazali jednakzrice w poréwnaniu do poprzednich doniésjé00-
102].W ich badaniu catsiowo liczba komoérek CDL£D25 Foxp3 we krwi obwodowej nie

zwickszata st we wczesnej aiy, lecz raczej wykazywata dwufazowy spadek
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z krotkotrwatym wzrostem w potowie gy [103]. Do 23. tygodnia gy stwierdzono spadek
liczby komérek CDACD25 Foxp3 ze znacznym wzrostem liczeldeotej populacji mgdzy
24.-30. tygodniem @iy, po ktérym nasfpowat kolejny spadek ich liczbyzado porodu.
Dynamika zmian liczby komoérek Treg sugerowada,populacja CDZCD25 Foxp3 nie jest
jednorodna. St dalsze badania z ocerekspresji CD25, Foxp3 w adlrie populacji
limfocytbw T CD4[103]. Mimo kontrowersji dotycrych liczby kombrek
CD4'CD25 Foxp3 w poszczegolnych okresachiy niewatpliwym pozostaje fakt dziatania
hamupcego komorek Treg i konieczftoich obecnéci dla utrzymania prawidtowej gty.
Podkrélaja to take badania dotygze standw patologicznych, wikigych przebieg aizy
(zespdt HELLP, stan przedrzucawkowy) jak i tychydaicych porodu, w czasie ktorych
obserwowano zmiany w liczebée» komorek Treg [103,104].

Pocatek porodu jest procesem dynamicznym zayen od aktywnéci ukfadu
immunologicznego matki, jak rownied odpowiedzi immunologicznej organizmu ptodu.
W poprzednich badaniach prowadzonych w Katedrzeskailogii i Pot@nictwa Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagieliskiego wykazanoze posg¢gpowi porodu towarzyszzmiany
w nacieku i aktywnéci komorek CD3 i CD56 w obrkbie doczesnej [105]. Co wdej,

w czasie porodu we krwi matki gwie stzenie biatek hamgpych m.in. sHLA-G, MT,
RCASL1 z naspowym wzrostem ich ekspresji tkankowej w @iie doczesnej, co ma na celu
zahamowanie aktywowanej odpowiedzi cytotoksycznigpdu immunologicznego matki
[106, 107].W trakcie porodu zaobserwowanozmiany w s§zeniu cytokin m.in. TGH czy
IL-6. Pierwsza z nich TGB-- jest gtébwn cytokina umazliwiajaca dojrzewanie limfocytow T

i konwersje fenotypowa CD4'CD25 do CD4'CD25Foxp3” [108]. We wstpnych
doniesieniach zauwano, ze komorki te sa obecne w trakcie porodu, ale ich liczebrig
spada wraz z jego zaawansowaniefi09]. Maze by to spowodowane znacznym wzrostem

stezenia IL-6 pochodacej z monocytéw ptodu, ktére jest nieobecne w tiakoorodu
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przedwczesnego lub indukowanego [110]. Interleul@n&tora wytwarzana jest talk przez
komoérki bton ptodowych, wywiera hamuge dziatanie na limfocyty Treg i wplywa na
uruchomienie odpowiedzi pro-zapalnej, zalel od limfocytow Th17 [110]. Efektem tego
jest przesurcie stanu réwnowagi Treg/Thl7 w kierunku tych astdt, co warunkuje
reakcg immunologiczi niezlzdn dla inicjacji porodu [111,112].

Podobne zjawisko do zmian tolerancji immunatagej zachodcych w trakcie porodu
zaobserwowano réwniew stanach wiklajcych chze, m.in. w trakcie rozwoju giy

pozamacicznej i w poronieniu [113].

1. 5. UKLAD IMMUNOLOGICZNY ZWI AZANY Z BLON A SLUZOWA JAJOWODU
Mikrosrodowisko jajowodu stanowi ,wyzwanie” immunologie&wymagajce rownowagi
dla czynnikbw umeliwiajacych zaptodnienie komoérki jajowej i obronnych, dhiggych ten
odcinek narzdu rodnego oraz jagrotrzewnow przed potencjalninfekcja wsigpujaca. Btona
sluzowa jajowodu stanowi €% uktadu immunologicznego zwianego z btom sluzowa
(MALT; Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) ngim rodnego i zaliczana jest do tak
zwanego trzecioklowego uktadu immunologicznego niezalego od grasicy [114]. Me
by¢ ona zwizana z procesem tolerancji immunologicznej, zapajce] transport
plemnikbw oraz blastocysty w jajowodzie, bez aktgjivamiejscowej odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciw obcym antygeookomérkom [115]. Pgednim
dowodem funkcjonalnej catoi uktadu immunologicznego zwdanego z biog sluzowa
narzadu rodnego & zmiany ilcgciowe i jakadciowe w populacji komérek uktadu
immunologicznego endometrium towarzysz zmianom patologicznym w jajowodzie.
W przypadkach wodniaka jajowodu profil nacieksich endometrium komorek ukfadu
immunologicznego jest wyfaie r&ny od tego, stwierdzanego w fizjologicznym cyklu

miesaczkowym. Po operacji chirurgicznego usiom wodniaka zaobserwowano zmiany
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typu naciekajcych endometrium komoérek cytotoksycznych na chargktyczne dla
fizjologicznego cyklu [116].

Podobnie jak w endometrium jedsdjowe CD45 komorki uktadu immunologicznego
dominup w btoniesluzowej jajowodu, jednak proporcje poszczegolinygow tych komorek
w jajowodzie rania sie od obserwowanych w endometrium. W jajowodzie oaijligj
reprezentowane aslimfocyty cytotoksyczne CD3(30-60%), znajdwj sic tam rownie
neutrofile, makrofagi i komorki NK. Neutrofile bignsluzowej jajowodu rénia sie
fenotypowo od tych we krwi obwodowej, m.in.gksz ekspresj antygenu CD64, HLA-DR,
IFN-y i VEGF [117]. Natomiast komoérki NK wykazupodatna ekspresj antygendéw CD94,
CD69 i niewielky CD16, co upodabnia je do komérek CHE8 we krwi obwodowej
0 mniejszej aktywnéi cytolitycznej [118]. Komérki NR™™ ktére dominug
w endometrium, gw jajowodzie nieliczne, co wetej, w przeciwiéstwie do endometrium
w jajowodzie prawie zupetnie jest brak agregatéwn&oek limfocytarnych [119,120]. Mimo
funkcjonalnej integralngi btony sluzowej jajowodu z endometrium wykazari®, zarbwno
sktad [118], jak i aktywn@ komorek uktadu immunologicznego znajgltyich se
w jajowodzie nie ulega cyklicznym zmianom wraz zsianami hormonalnymi w cyklu

miesaczkowym [114].

1. 6. MOLEKULARNE ZMIANY U KOBIET Z CI AZA JAJOWODOW A

W pierwszym trymestrze g&ly wewratrzmacicznej w miejscu implantacji jaja ptodowego
dochodzi do inwazji trofoblastu pozakosmkowego, r&tGv warunkach prawidtowych
ogranicza & do jednej trzeciej e&ci miometrium [121]. Proces inwazji jesiisle
kontrolowany, jednak jego molekularne padio nie zostalo do kma poznane.
Prawdopodobnie odgrywaju rok genetyczne uwarunkowania trofoblastu pozakosmkoweg

regulupce apoptog lub parakrynne czynniki w olloie penetrowanej warstwy doczesnej
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[122]. W trakcie rozwoju azy pozamacicznej w jajowodzie inwazja trofoblastst jgkbsza,

a jego komorki wykazaj wicksza zdolna¢ proliferacji [123]. Przy zalzeniu, ze program
genetyczny komorek trofoblastu jest identyczny bezmledu na miejsce implantacji, to
czynniki immunologiczne i/lub parakrynne ektopoweguejsca zagniglzenia powinny
warunkowa ich potencjat inwazyjny, m.in. zmniejszenie ruerdéci komorek, zaburzenie
przylegania [124], ekspresj metaloproteinaz [113], wplyw na tworzenie zespolni
komérkowych, poliploidyzagj czy apoptog [123]. W przeprowadzonych dat badaniach
wykazano ranice ilcsciowe i jakdciowe komérek uktadu immunologicznego w bionie
sluzowej jajowodu w czasie implantacji w stosunku dticzesnej w jamie macicy. Badania
Von Rango i Vassiliadou dowiodhze w jajowodzie, w gsiedztwie implantujcego st
zarodka, dominujkomorki CD8, makrofagi CD68i limfocyty B CD20, a ich dystrybucja

i liczba nie wykazyj réznic w stosunku do eutopowego miejsca zagtienia [125,126].
Ponadto wécianie jajowodu sporadycznie wykazano obd&énebwodowych komérek
NK(CD56'CD16), w przeciwiéstwie do endometrium, w ktorym dominay sktadnik
populacji limfocytéw stanovei komaérki CD56dNK [125, 126]. W obgbie jajowodu brak jest
komdrek dNK(CD56CD16), co mae tlumaczy mniejsz liczbe leukocytéw CD45

w poréwnaniu do azy wewmtrzmacicznej. Jakkolwiek liczba i dystrybucja komidukiadu
immunologicznego w okbie doczesnej w gky pozamacicznej nie wykazujeadic

w poréwnaniu do doczesnej wagy prawidiowej. Mae to sugerowd ze rekrutacja
leukocytéw do jamy macicy nie jest zaha od obecrikei implantupcego s¢ zarodka

i kontrolowana jest przez inne czynniki [61,126]. \&halizie przypadkéw gaiy
pozamacicznej zateie od czasu jej trwania w poréwnaniu do poronieriazy
wewnmntrzmacicznej wykazanae pekniccie sciany jajowodu mge by zjawiskiem wtornym
do wzrostu liczby komorek cytotoksycznych matki @) w obrbie sciany jajowodu. Ich

liczba w przypadkach klinicznie potwierdzonej pesfdi jajowodu byta znamiennie virgza
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niz w przypadkach, gdy interwencja terapeutyczna f#mastaykonana jeszcze przed
peknicciem $ciany jajowodu. Bknieciu jajowodu towarzyszyt rOwnie wzrost
immunoreaktywnéci antygenu CD69 w obbie btonysluzowej [113]. Poniewawykazano,
ze komdrki CD56CD16 s wyjatkowo wraliwe na chemotaktyczne dziatanie IL-8 [127],
wzrost jej s¢zenia w surowicy krwi kobiet z gia jajowodows wskazuje na maiwosé
udziatu tej cytokiny w chemotaksji limfocytow nak@gacych sciare jajowodu [128]. Co
wigcej, Soriano i wsp. wykazalie u kobiet z eiza pozamacicza skzenie IL-8 wzrastato
znamiennie w surowicy krwi w przypadkach stwierdaesbecnéci wynaczynionej krwi
w zatoce Douglasa [128]. Wzrost aktywoiokomoérek uktadu immunologicznego i niejasna
rola immunomodulujcej zdolndci komérek doczesnej wymagajoceny maliwosci
immunoregulacyjnych btonyluzowej jajowodu, a zwilaszcza oceny jej zdadmodo
specyficznego hamowania odpowiedzi cytotoksyczrmggarngci na apoptogz Moga w tym
zjawisku uczestniczy czynniki modulugce m.in. Fas, Fas-L, IL-12, IL-15, LIF, HLA-G,
RCAS1, MT, ktérych obecr$é stwierdzono wczaiej w doczesnej w czasie rozwojuoy
eutopowej [129-132].

Ekspresja biatka RCAS1, odpowiedzialnego za&amte komorek nowotworowych spod
nadzoru immunologicznego organizmu gospodarzaumkaracego progresgjchoroby
w doczesnej, wize st ze zjawiskiem selektywnego ograniczenia akty$ehdkomorek
cytotoksycznych [133,134]. Metallotioneina to bai&dgrywajce kluczowy role w regulacii
takich proceséw jak proliferacja, dojrzewanie ogydpoptoza komoérek [135,136]. Ekspresja
metallotioneiny w komérkach endometrium wydajersie¢ zwiazek z wysok opornacia na
apoptoz komorek btonyluzowej macicy.

Wicherek i wsp. wykazalke kumulacji aktywnych komérek cytotoksycznych (CD56
i CD3") w bionie sluzowej jajowodu w pocgkowym etapie rozwoju gy pozamacicznej

towarzyszy wzrost immunoreaktyw§t RCAS1 i metallotioneiny [137]. Jednak opisana ju
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dalsza kumulacja aktywnych komorek cytotoksyczny@B56', towarzyszca pknigciu
sciany jajowodu, wize skt z obnizeniem immunoreaktywrici RCAS1 i brakiem dalszego
wzrostu ekspresji MT.

Miejsce implantacji wécianie jajowodu, w przeciwistwie do endometrium, wykazuje
brak obecnéci komérek dNK i zwiazam z tym zmniejszosm apoptoz komérek trofoblastu.
Znajdupce si na linii frontu inwazji trofoblastu komorki efekimve NK' i T CD8" mog
indukowa& apoptoz przez TNFe lub FasL, ktéra rwnowana jest przez ekspresjntygenu
HLA-G na powierzchni trofoblastu pozakosmkowegodJL3Apoptoza komoérek trofoblastu
nie wywotuje odpowiedzi zapalnej, poniewfragmenty komoérkowe ulegajfagocytozie
przez makrofagi i komérki dendrytyczne, a rpsie prezentacji komérkom T bez sygnatéw
kostymulupcych. Trofoblast pozakosmkowy wagy pozamacicznej dokonuje inwazji
w obreb $ciany jajowodu, w ktérym miejsce implantacji pozhame jest doczesnej [139].
Jednak obecr$é6 HLA-G w jego obebie swiadczy o tym,ze ekspresja tego antygenu jest
swoist cechy komorek trofoblastu, a nie miejsca implantacji. R&¥anoze ekspresja
HLA-G, zwicksza st wraz z g¢bokcdicia inwazji [140]. Co wgcej, w czasie rozwoju gty
pozamacicznej stwierdzono podobne zmiany gzestiu SHLA-G w stosunku do nacieku
komédrek NK. Odzwierciedlajone wzajemny dialog komérek penetaggosciare jajowodu
trofoblastu z komdérkami NK ogranicaaymi ich inwazyjné¢. Jednak ta przed perforagj
jajowodu dochodzi do gwattownego zatamania mechmadve regulujcych, co ma swoje
odzwierciedlenie w spadku zaréwno liczby komorek, jk i poziomu sHLA-G [113].

Dowiedziono, ze rozwojowi cazy pozamacicznej towarzyszy, podobnie jakazgi
wewnmtrzmacicznej, zjawisko tolerancji immunologiczneqtii wzgkdem antygendéw ptodu.
Jednak pozostaje bez odpowiedzi pytanie, jak w poréwnaniudo ciazy eutopowej,

zachowuja si¢ nadrzedne komérki odpowiedzi immunologicznej — limfocyty
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T regulatorowe w chzy pozamacicznej ktére g§ ostatnim ogniwem, po komodrkach
efektorowych NK i antygenadHLA-G, odpowiedzialnym za homeostamicdzy ptodem

a organizmem matkiJak dotad nie zbadano ich roli w ksztaltowaniu toleranciji
immunologicznej w trakcie rozwoju ciazy jajowodowej. Ocena komérek Treg mae

w niezwykle duzym stopniu przyczyni sie do poprawy diagnostyki cazy pozamacicznej.
Wykazano bowiem dodatnkorelacg migdzy ich kumulag w miejscu implantacii

a poziomemp-hCG produkowanego przez komorki trofoblastu. Zzgk ten meae by
wyttumaczeniem lepszych wynikow pacjentek po zapiediu in vitro leczonych wczaiej
HCG, jak réwnie wyskpowaniem spontanicznych porofigrzy spadajcym poziomie

B-hCG [141].

Nalezy podkreli¢, ze mimo rozwoju diagnostyki laboratoryjnej i techrobrazowania,
rozpoznanie @iy pozamacicznej oraz zagegacego Rknigcia jajowodu nalza nadal do
trudniejszych probleméw klinicznych. Przeprowadzquo wiele bada mapcych na celu
znalezienie markera swoistego dla zagjgego gknigcia jajowodu. Wsipnie wykazanoze
poziom antygenu Ca-125 w surowicy koreluje zst@cia perforacji jajowodu. Nie znalazt
on jednak zastosowania klinicznego [142]. Soriawsp. zaobserwowalie poziom IL-6,
IL-2R, TNF-u i IL-8 jest znamiennie waszy w surowicy pacjentek zagh pozamaciczp
[128], jakkolwiek przy statym steniu B-hCG w 28. dniu po zabiegu in vitro, niski poziom
IL-8 korelowat z wysipieniem cyzy jajowodowej [143]. Ostatnie badania Col-Madendag
i wsp. donosz, ze tréjlinijny obraz endometrium koreluje z ryzykiepekniecia chzy
pozamacicznej [144], co, b pod uwag powszechn& stosowania USG TV, nie mig
zastosowanie w codziennej praktyce. Natomiast dalémdania z uwzgtinieniem
molekularnych podstaw tolerancji immunologicznej amzy jajowodowe] mog znale

zastosowanie w diagnostyce laboratoryjnetgipozamaciczne,;.
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1.7. PORONIENIE SAMOISTNE A ZABURZENIA UKLADU
IMMUNOLOGICZNEGO

Etiologia poronig@ spontanicznych jest wieloczynnikowa, ale zm@ podziek ja na
przyczyny zalene od ptodu (gtéwnie z powodu nieprawidtowego kiggo) i od matki - tj.
zwigzane z nieprawidtowsegiami endometrium i rozwoju hyska, oraz z zake&niami [145].
Wséréd znanych przyczyn matczynych mma rownie wyrdzni¢ zaburzenia krzepegia,
choroby autoimmunologiczne i endokrynologiczne [145VN przypadku poronie
nawykowych etiologia mee by w dwym odsetku zwizana z zaburzeniami uktadu
immunologicznego [146]. Krew obwodowa kobiet z poemiami spontanicznymi zawiera
wigkszy liczbe komorek cytotoksycznych NK56w poréwnaniu z aiza prawidiows, co
wigcej, wykazywaty one cechy zgkiszonej aktywacji przez eksprespolekut CD69 i CD25
[147,148]. W przeciwigstwie do cizy prawidiowej, w obgbie doczesnej zauwano
mniejsz liczbe komoérek NK, ktéra byla zamma réwnie od kariotypu zarodka.
Nieprawidtowy kariotyp zwizany byt z mniejszym naciekiem komorek NK w porowiniado
prawidtowego chromosomalnie zarodka [147]. Zabue&rlerancji immunologicznej
w poronieniu spontanicznym m@dy¢ rowniez zwigzane z niskim poziomem sHLA-G,
niezkednym do ochrony ptodu przed atakiem komorek immanopetentnych matki [149,
150]. Przedimplantacyjny wzrostegenia sHLA-G i jego wysoki poziom do ok. 9 tygodnia
ciazy byty niezlzdne do prawidiowego rozwoju zarodkéw po zaptodnienivitro, czego nie
obserwowano w trakcie rozwojuagizakaczonych poronieniem [151]. Chogi&asiliadou
i wsp. wykazali zwikszory liczbe komoérek CD25 w doczesnej kobiet z poronieniem
w poréwnaniu do tych pochoglzych z terminacji eizy [148], jednak proporcja komérek
CD4'CD25"" wgréd nich byta zmniejszona zaréwno w doczesnej [I53, jak i we krwi
obwodowej [153] w poréwnaniu do kobiet nig@rnych i cazy prawidiowej [154].

Predyspozycja do poronienia mge mieé tez zwigzek zarbwno ze zmniejszom ekspansj
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komorek Treg, jak i ich zaburzeniami czynndciowymi [155]. Zwigkszony wspétczynnik
ekspresji CTLA-4/CD28 jest charakterystyczny dizgiprawidtowej, podczas gdy

w poronieniu zwikszeniu ekspresji CD28 towarzyszy spadek CTLA-$wao w doczesnej,
jak i na obwodzie [154]. Wigza ekspresja CD28 w przypadku poronienigengugerows,
ze molekuta ta jest odpowiedzialna za aktywa&omodrek immunologicznych matki
prowadaca do odrzucenia semiallogenicznego ptodu [154]. 8wai zarébwno poronienie,
jak i ciagza pozamaciczna stanawpowikianie wczesnej gy, a ich etiologia zwizana jest

w duzym stopniu z zaburzeniami odpowiedzi ukiadu immogaznego wydaje siby¢

uzasadniognrownoczesna ocena obu tych patologii.
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2. ZALOZENIA | CEL ROZPRAWY

2.1. ZALOZENIA PRACY

Badania dotyegre zagadnienia ukladu immunologicznego wazygi jajowodowej
przeprowadzone zostaly jak ddt na niewielkich grupach pacjentek z wykorzystaniem
technik immunohistochemicznycW przeprowadzonych do tej pory badaniach nie zostat
poruszony temat komoérek T regulatorowych w miejscumplantacji ciazy jajowodowe;.
Badanie z ayciem przyyciowych technik cytometrii przeptywowej me pomaoc
w uzyskaniu informacji na temat roli tych komorek ksztattowaniu zjawiska toleranciji
immunologicznej w cizy jajowodowej.

Planowana ocena komoérek uktadu immunologiczredaie dotyczy miejsca implantacji
jaja ptodowego wscianie jajowodu. W aeizy prawidtowej w tym miejscu dochodzi do
kontaktu matczyno-ptodowego, tj. inwazji trofoblagiozakosmkowego w olly doczesnej
podstawnej, ktéra w warunkach prawidtowych ulegahamaowaniu przez komorki
immunologiczne znajdage st w jej obrkbie. W chzy pozamacicznej, z uwagi na brak
przemiany doczesnowej, inwazja trofoblastu nie lgghowana, a dalsza jego penetracja jest
przyczyra peknigcia sciany jajowodu i w rezultacie zag@acegozyciu krwawienia. Tak jak
podczas porodu fizjologicznego, kiedy aktywéiaukiadu immunologicznego matki ulega
zmianie w kolejnych jego okresach, tak wazgi pozamacicznej kolejnym fazonckania
sciany jajowodu prawdopodobnie towarzy§zpeda zmiany liczebnéci komérek Treg.
Uwzgledniajac powyzsze zataono,ze w badaniu wykonana zostamieena komorek Treg
w miejscu implantacji jaja ptodowego w obgbie sciany jajowodu na réznych etapach
rozwoju cigzy pozamaciczne;.

Interesujce wydaje si rowniez wyjasnienie, jak zachowuje spopulacja komorek Treg

w jamie macicy w trakcie rozwojugiy w ektopowej lokalizacji. Mimo braku zarodka
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w jamie macicy przemiana doczesnowa jest nadalrebgdo tzw. zjawisko Arias — Stella

i cechuje si podobm do chzy wewmtrzmacicznej kompozygj komérek ukiadu
immunologicznego. W celu wyjaienia zwazku pomedzy zmianami liczby komorek
supresorowych Treg a zmianami aktyweiaiktadu immunologicznegedecydowano

0 zbadaniu ich profilu rowniez w obrebie doczesnej eutopowej w trakcie rozwoju gizy
jajowodowej. Poniewa zjawisko tolerancji immunologicznej wie st nierozerwalnie ze
zmianami liczebnéci komodrek cytotoksycznyctw badanym materiale postanowiono
zidentyfikowaé nie tylko limfocyty Treg, aledwniez komorki cytotoksyczne. Biorac pod
uwag, ze ilos¢ komérek cytotoksycznych w doczesnej eutopowej miaiese zaleznie od
etapu rozwoju azy w jajowodzie, ocena komérek T-regulatorowych puvé by dokonana
réwniez z uwzgkdnieniem tego faktu.

W chzy pozamacicznej, mimae implantacja jaja ptodowego odbywea $0za jam
macicy, w ob¢bie eutopowego endometrium dochodzi do przemiamrgenowej, w trakcie
ktérej dochodzi do zahamowania odpowiedzi cytotokegj mimo nieobecnych tam
komérek trofoblastu. Wydaje i by¢ interesuygcym wyjanienie  mechanizmow
odpowiedzialnych za hamowanie aktywoiokomorek cytotoksycznych w jamie macicy przy
fizycznej nieobecrixi komponenty zarodka — tj. komoérek trofoblastu.vWjasnieniu tego
zjawiska mae by pomocne uwzgdnienie innych stanéw, w ktérych obserwowana jest
przemiana doczesnowa, bez infiltracji komorek tbidistu - tj. we wczesnej fazie sekrecyjnej
cyklu miesaczkowego lub gdzie funkcja trofoblastu zanika — evgmieniu samoistnym. We
wszystkich opisanych przypadkach rownowaga uktadmunologicznego w endometrium
zalezna jest jedynie od aktywdoi komoérek endometrialnych i komérek uktadu
immunologicznego. Dlategwv badaniu poréwnane zostag limfocyty Treg i komorki
cytotoksyczne w obgbie doczesnej eutopowej w trakcie rozwoju @izy pozamacicznej,

endometrium fazy okotoowulacyjnej i doczesnej w panieniach samoistnych.
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2.2. CEL PRACY

Gtéwnym celem pracy jest ocena limfocytow Tukegprowych (Treg) CD4CD25foxp3’
i komdrek cytotoksycznych - CD56CD57, CD3'CD8'CD57', CD8" w ciazy
pozamacicznej.
Zostanie ona wykonana poprzez:
» Identyfikacg komorek Treg w miejscu implantacji jaja ptodowego w $cianie

jajowodu w niepzknigtej i peknigtej ciazy pozamacicznej,

* Identyfikack komorek Treg w obrbie doczesnej w jamie macicy w aizy

pozamacicznej niefinictej i peknigtej,

» Charakterysty& populacjikomorek cytotoksycznych w doczesnegutopowejoraz

w miejscu implantacji ciazy pozamacicznejgknictej i niegknigtej,

* Poréwnanie probek sparowanych, podtekn limfocytbw Treg i komorek
cytotoksycznych, pobranych z miejsca implantagjod&a oraz doczesnej osobno

w grupie pacjentek z nigqnigta oraz z gknigta ciaza jajowodows.

Jak rownie przez:
e poréwnanie populacji limfocytow Treg i komoérek cighsycznych w miejscu
implantacji cazy pozamacicznej, doczesnej w poronieniu samoistngndometrium

sekrecyjnej fazy cyklu.
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3. MATERIAL | METODY BADANIA

3.1. MATERIAL KLINICZNY

Materiat tkankowy pobrano od 90 pacjentek ftaipowanych w Klinice Ginekologii
i Onkologii Katedry Ginekologii i Potmictwa Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellaskiego w Krakowie, w tym od 49 pacjentek azai pozamaciczp ktére stanowa
grupe badam oraz kcznie od 41 kobiet (20 pacjentek z poronieniem ssimym i 21
nieciezarnych), ktore stanowigrupe poréwnawcz. Na badanie uzyskano zgodKomisiji
Bioetycznej Uniwersytetu Jagieflekiego w Krakowie (nr KBET/32/B/2008). Po
przeprowadzeniu badaliagnostycznych kala pacjentlk, zaréwno z grupy badanej, jak
i poréwnawczej, poinformowano o planowanym gpstvaniu terapeutycznym, ewentualnym
ryzyku powikiar zwigzanych z planowanoperacy, spodziewanych wynikach leczenia oraz
o alternatywnych metodach terapeutycznych. Ostayeezavarunkiem wgczenia pacjentki do
badania byta je§wiadoma zgoda wyt@mna w formie pisemnej (Aneks. Formuldwiadomej
zgody Pacjentki na udziat w badaniu ,, Ocena uktachmunologicznego w miejscu
implantacji cizy pozamacicznej’). Udziat w badaniu nie wptywal meniare sposobu
postpowania terapeutycznego u tych pacjentekadna z pacjentek, ktorym zaproponowano

udziat w badaniu, nie udzielita odpowiedzi odmownej

Zastosowano nagiujace kryteria wiczenia do badania:
* wiek>18 lat,
» kwalifikacja do leczenia operacyjnego jako optyneaimetody terapii pacjentki,
* zdolna¢ prawna do wyrzenia zgody na udziat w badaniu,

* brak stosowania terapii hormonalnej przez ost&@nigesecy.
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Kryterium wylaczenia stanowito:

» potwierdzenie stanu zapalnego w badaniu histopgittdaym,

» przebyte leczenie operacyjne w zakresie miednicigjsuej,

* rozpoznanie lub podejrzenie choroby nowotworowej,

» leczenie zachowawcze metotreksatem,

» dodatni wywiad w kierunku poromenawykowych, cizy pozamacicznej, pustego jaja
ptodowego, cukrzycy, nadeiienia chzowego, zagrzajacej rzucawki, zapalenia
przydatkow, przebytego leczenia z powodu nieptédnooperacji w olgbie
jajowodu.

Po uwzgkdnieniu rozpoznania klinicznegg wyniku badania histopatologicznego oraz
wymienionych kryteriow wiaczenia i wyhczeniado ostatecznej analizy zakwalifikowano
80 pacjentek.

Uwzgkdniagc  rozpoznanie  kliniczne  potwierdzone zpiéejszym  badaniem
histopatologicznymbadana populacja kobiet zostata podzielona na 3 gpy. Pierwsz
grupe stanowity pacjentki z CIAZA POZAMACICZN A (EP= ectopic pregnancy)ktéra
ostatecznie obejmowatd4 pacjentki,a druga i trzecia grupe -poréwnawcg, stanowity
pacjentkiz PORONIENIEM SAMOISTNYM (AB=abortus , n=18) i pacjentki niecizarne,

u ktérych wykonano biopsENDOMETRIUM (E =endometrium, n=18).
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3.1.1.CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA KOBIET Z Cl AZA POZAMACICZN A
Grugz badam stanowito 44 kobiet diagnozowanych i leczonych aw@du cazy
pozamacicznej, potwierdzonej wynikiem badania Ipiatologicznego. Srednia wieku
pacjentek z aiza pozamaciczy wynosita 29,6 lat, odchylenie standardowe (SD),%72
(Rycina 1). Mediana liczby gt wynosita 1 i rozsip kwartylowy (IQR) byt rowny 1, mediana
liczby porodéw wynosita 0 (IQR=1). Mediana liczbyrpnien rowna byta 0 (IQR=0).
Mediana wieku cizowego ustalonego na podstawie daty ostatniej puesi wynosita

8 tygodni (IQR=1).

Liczba obs.

22 24 26 28 30 32 34 36
Wiek

Rycina 1. Histogram - rozklad wieku pacjentek azj pozamacicza

Rozpoznanie kliniczne gzly pozamacicznej postawiono na podstawie wywiaddabe
fizykalnego, seryjnego oznaczenia poziofhCG oraz badania USG-TV. Pakszony
trzon macicy, tkliweé¢ przydatkow, obrona naniowa, plamienie z drég rodnych z dodatnim
wywiadem zatrzymania miegzki i testemp-hCG sugerowaty kliniczne podejrzenienzi
pozamacicznej. Podejrzenieazy jajowodowej w badaniu USG TV sugerowaly: obegno
pecherzyka cizowego w okolicy przydatkéw z echem zarodka z akep bez akcji serca,
obecnd¢ guza w okolicy przydatkow z hiperechogennym gmiemiem wokot pcherzyka

ciazowego oraz zmiany o mieszanej echogeniézine okolicy przydatkéw oddzielonej od
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jajnika, poszerzone endometrium bez widocznegch@rzyka cizowego w jamie macicy
(przy p-hCG>1500 miU/ml), wolny ptyn w zatoce Douglasa.zRady zmiennych grulsei

endometrium oragrednicy zmiany w przydatkach byty zitine do normalnego (Rycina 2,3).

Liczba obserwacji
Liczba obserwaciji

Srednica zmiany [mm]

Grubos¢ endometrium [mm]

Rycina 2.Histogram- rozktad gruldci Rycina 3. Histogram -rozktadrednicy
endometrium pacjentek za¢h pozamacicza zmiany w przydatkach pacj&raeiaza
pozanicar

Sredni poziomB-hCG u pacjentek z g£ia pozamaciczawynosit 6677,8 + 10753,8 mlU/ml

i charakteryzowat girozktadem zmiennej siym od normalnego (Rycina 4).
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Rycina 4.Histogram — rozklad wzgtinego stzenia-HCG w surowicy krwi pacjentek
Z @Qizag pozamaciczgp

Pacjentki z eza pozamaciczp kwalifikowano do leczenia operacyjnego. We wszygstk
przypadkach wykonano laparosk@ppotwierdzajc wsepnma diagnoz. W trakcie kadego
zabiegu operacyjnego oceniano integrénéciany jajowodu i obecri¢ krwi w jamie

brzusznejW zaleznosci od rozpoznaniasrodoperacyjnego pacjentki zostaty podzielone
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na 2 podgrupy: 1. Grupa pacjentek z cjza pozamaciczr niepeknieta (NP), 2. Grupa
pacjentek z cihza pozamaciczra peknigta (P). Kryterium podziatu pacjentek na 2 grupy
ciagzy pozamacicznej gknictej i niegknictej stanowito potwierdzenie naruszeniagbosci
sciany jajowodu. Gize pozamacicza peknieta rozpoznanagrodoperacyjnie u 24 pacjentek,
co stanowi 54,5% populacji azly pozamacicznej. Grgpz niegknicta Ciaza pozamaciczsi
stanowito 20 (45,4%) pacjentek. We wszystkich padkach w trakcie zabiegu wykonano

takze wytyzeczkowanie jamy macicy.

3.1.2. CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA KOBIET Z PORONIENI EM
SAMOISTNYM W PIERWSZYM TRYMESTRZE CI AZY

U 18 kobiet wykonano zabieg wyBczkowania jamy macicy z powodu samoistnego
poronienia.Sredni wiek pacjentek wynosit 31 lat (SD+3,3) (Ry&iB). Mediana liczby gk
wynosita 2 (IQR=1), mediana liczby porodow wynoditiiQR= 1). Mediana liczby poronie
wyniosta 0 (IQR= 1), dredni wiek cizowy, w ktorym wysipito poronienie, obliczony
z daty ostatniej miesgtzki wynosit 9 tygodni (IQR=1). Do badania zostaffaczone kobiety
z obecnymi objawami poronienia tj. krwawieniem agirodnych, bolem okolicy krzpwej
I podbrzusza, rozwartym zewtmznym ugciem kanatu szyjki widocznym w badaniu we
wziernikach. W kadym przypadku oprocz badania klinicznego wykonaadamie USG TV,

w ktorym stwierdzono: nieregularne brzegicherzyka cizowego, brak akcji serca ptodu

(Power Doppler). Po ustaleniu rozpoznania wgbzkowano jagmacicy.
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Liczba obs.

24 26 28 30 32 34 36 38
Wiek [lata]

Rycina 5. Histogram — rozktad wieku pacjentek z poronieniami

3.1.3. CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA KOBIET NIECI EZARNYCH

W grupie 18 kobiet wykonano zabieg chirurgictinyiomektom¢ drog laparoskopow
z powodu mgsniaka macicy. W trakcie zabiegu operacyjnego wykonabiopsg
endometrium jako dodatkawprocedug, na co uzyskano zgedpacjentki. Sredni wiek
pacjentek wynosit 33 lata (SD £3,0) i charakteryabvsk rozktadem zblionym do
normalnego (Rycina 6). Mediana liczbyiciwynosita 1 (IQR=1). Mediana liczby porodéw
wynosita 1 (IQR=0,5),
a dla liczby poroni& 0 (IQR= 0,5).Zadna z kobiet w grupie kontrolnej nie poddawana byt
leczeniu hormonalnemu. U wszystkich kobiet potwzertb faz okotoowulacyja w badaniu

histopatologicznym endometrium.
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Liczba obs.

28 30 32 34 36 38 40
Wiek [lata]

Rycina 6. Histogram - rozktad wieku pacjentek nig@rnych

3.2. MATERIAL TKANKOWY

W trakcie zabiegdw operacyjnych pobrano prdk&nkowe z:
1. jajowodu z miejsca implantacji jaja ptodowego pprzez :
a) czesciowa resekcg jajowodu (w przypadku pknigcia jajowodu),
b) nacigcie sciany jajowodu i ewakuagjjaja ptodowego (w przypadku
niepeknictej ciazy pozamacicznej),
2. wyskrobin z jamy macicy uzyskanych poprzez:
wytyzeczkowanie jamy macicy - materiatu tkankowego przekazano do
badania histopatologicznego, &&ztkanki doczesnej zostata przekazana do analizy
cytometrycznej,
3. endometrium uzyskane przy pomocy biopsji.
Prébki tkankowe pobierane do badajajowodu, doczesnej i endometrium wynoﬁhafmm3
co stanowito utamek cadoi materialu wysytanego do pracowni patomorfolog&zi nie

miato wptywu na wynik badania histopatologicznego.
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3.3. METODYKA

3.3.1. IZOLACJA KOMOREK

Uzyskany material tkankowy z jajowodow, wyskrobz jamy macicy i biopsji
endometrium, byt mechanicznie rozdrabniany popmezcieranie przez filtry nylonowe
(,cell strainers”) csrednicy poréw 7Qm (BD Falcon, San Jose, CA, USA). W celu usaiai
debris komorkowego oraz komorek martwych powstatyckrakcie mechanicznej obrébki
materiatu tkankowego komorki wirowano (10 min., 406) w gradiencie ptodowej surowicy
cielecej (Fetal Calf Serum — FCS). Po wirowaniu w takicdwunkach komorki martwe oraz
debris zostajw warstwie surowicy, a komoérkiywe przechodgz do osadu. Uzyskane z osadu

komorki odptukiwano w roztworze soli fizjologiczneuforowanej fosforanami (Phosphate

Buffer Solution- PBS) i nagbnie liczono w komorze @kera.

3.3.2. IDENTYFIKACJA LIMFOCYTOW T REGULATOROWYCH
| CYTOTOKSYCZNYCH

Limfocyty T regulatorowe (Treg) i komorki cytaksyczne identyfikowano metad
cytometrii przeptywowej po ich wybarwieniu znakowam fluorescencyjnie mysimi lub
szczurzymi  przeciwciatami  monoklonalnymi  skierowamy przeciw  markerom
charakterystycznym dla tych komérek. Komorki re¢gmlawe Treg identyfikowano
w oparciu o ekspresj markerow powierzchniowych CD4 i CD25 oraz markera
powierzchniowego FoxP3. W tym celu, 1R ®moérek zawieszano w 100 PBS
i znakowano mysimi przeciwciatami monoklonalnymiya@D4 sprzzonymi
z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) oraz anty-ZDsprzzonymi z fikoerytryra (PE)
(BD Pharmingen, San Diego, CA). Komorki odptukiwam PBS, nagpnie utrwalano
i permeabilizowano w buforze ,Wash and Perm” (BDafhingen) i inkubowano ze

szczurzymi przeciwciatami monoklonalnymi anty-FoxBfrzzonymi z allofikocyjania
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(APC) (eBioscience) w celu powierzchniowej detekifitka FoxP3. Komorki cytotoksyczne
identyfikowano po wybarwieniu powierzchniowym zyagiem wyciem mysich przeciwciat
monoklonalnych anty-CD8 PE, anty-CD56 APC oraz &ibb7 FITC. Limfocyty T

cytotoksyczne identyfikowano natomiast po wybanwiepowierzchniowym komorek z
uzyciem mysich przeciwciat monoklonalnych anty-CD3-€¥5, anty-CD8 PE, oraz anty-
CD57 FITC (wszystkie BD Pharmingen). Réwnolegle, eelu okrélenia stopnia

nieswoistego wizania przeciwciat przez badane komoérki przygotowywadpowiednie

probki kontrolne, w ktorych komérki inkubowano zenakowanymi odpowiednimi
fluorochromami immunoglobulinami mysimi lub szczyma tego samego izotypu cayte

w probce badanej przeciwciata monoklonalne (koatiobtypowe).

3.3.3. ANALIZA CYTOFLUOROMETRYCZNA

Wybarwione komorki analizowano za pomagtometru przeptywowego FACSCanto (BD
Biosciences, Immunocytometry Systems, San, JoselUSA) w programie FACS DiVa
v. 6.1 pracuyjcym w srodowisku Windows XP. Kalorazowo zbierano dane z 50 000
komérek odpowiadagych w oparciu o parametry morfologiczne FSC (,Famdvscatter’)
I SSC (,Side scatter”) limfocytom. Wszystkie pardrgeejestrowano w skali liniowej
i cyfrowo zamieniano na 5-dekadowgwskak logarytmiczm przy wyciu 10-bitowej
elektroniki. Wynik analizy stanowit odsetek komoér€loxP3 dodatnich sgmd komérek
CD4'CD25" (limfocyty T reg) (Rycina 7) oraz CD8D56 CD57" sparéd komorek CD3

(limfocyty T cytotoksyczne).
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Rycina 7.Analiza cytometryczna limfocytéw Treg (CD4+CD25+R3¢)

A. ldentyfikacja populacji limfocytarnej w oparciuparametry morfologiczne FSC vs. SSC (komorki
obrysowane).

B. Ekspresja antygenu CD4 i CD25 na powierzchni legféw. Cytogram przedstawia komorki

w uktadzie fluorescencja zielona (anty-CD4 FITC)flisorescencja pomafiazowa (anty-CD25 PE)

C. Ekspresja antygenu FoxP3 w cytoplazmie limfocyt@D4'CD25. Histogram przedstawia
intensywnd¢ fluorescencji (anty-FoxP3 APC) koreday z ekspresgj antygenu wewstrz komorek.
Odsetek komorek FoxP3 pozytywnych (zaznaczony mpar@eeniano w oparciu o odpowiedni
kontrok izotypowo swoist.
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3.4. ANALIZA STATYSTYCZNA

Do okrglenia rozktadu zmiennych klinicznych o charakteczgtym ilosciowym (wiek,
gruba¢ endometrium,srednica zmiany w przydatkach ocenianej metddSG-TV oraz
poziom B-HCG w surowicy krwi) uayto testu Shapiro-Wilka. Do poréwnania danych
klinicznych zdefiniowanych przez zmienne jagowe i poradkowe wyto testu U - Manna-
Whitneya, a w przypadku zmiennych stmowych chagtych w zaleénosci od rozkiadu
zblizonego do rozktadu normalnego lubzmégo od rozktadu normalnego zostatyyte
odpowiednio: test parametryczny oraz nieparametryicZPorownanie odsetka badanych
komorek w przypadku rozkladu zibinego do normalnego zostatlo wykonane przyciu
testu parametrycznego t-Studenta i przedstawiok® jaarté¢ srednia i odchylenie
standardowe (SD). W przypadku rozktadunmeégo od normalnego ekspresja analizowanych
biatek zostata poréwnana testem nieparametrycznym Nanna-Whitneya i przedstawiona
jako mediana oraz rozgt kwartylowy (IQR). Do poréwnania zmiennych w prébha
powiazanych, ktére charakteryzowatyesiozktadem réanym od normalnego zostakzyty
nieparametryczny test kolejfm par Wilcoxona dla prob zaleych. Celem testowania
hipotezy badawczej w co najmniej 3 grupactyta jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA). W przypadku gdy badane zmienne nie spginétazenia rozktadu normalnego, co
oceniono testem Lavrenc'a, do testowania hipotgzauzastata ANOVA rang Kruskala-
Wallisa. Do analizy wptywu wieku, liczby#i i porodow, czasu trwaniaazly oraz wielkgci
zmiany w przydatkach na odsetek badanych koméiskoumetody analizy kowarianciji
(ANCOVA). Poziom istotnéci statystycznej przy porownywaniu waitod zmiennych zostat
wyznaczony na poziomie p<0,05. Obliazdokonano przy pomocy pakietu statystycznego
STATISTICA (Data Analysis Software System), wer§® firmy StatSoft, Inc. (2009).
Wykresy wykonano przy ayciu programu SPSS wersja 12.0 firmy SPSS Inc. IBM

Company.
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4 . WYNIKI

Porownanie danych Kklinicznych grupy kobiet z ciza pozamaciczn,
poronieniem samoistnym oraz niegzarnych z endometrium fazy
sekrecyjnej.

W grupie pacjentek z g£ia pozamaciczsn wyrdzniono dwie podgrupy w zateosci od
faktu czy ciza byla gknicta (P) czy niegknigta (NP). Nie stwierdzono #@ic w sredniej
wieku ani lokalizacji (po stronie lewej czy prawegiazy pozamacicznej. Natomiast
wykazano, 1 w grupie pacjentek zefnicta ciaza pozamaciczipbyto mniej pierwiastek
i pierworodek w poréwnaniu do grupy pacjentek zghkaicta ciaza pozamaciczag

U pacjentek z ¢knicta ciaza pozamaciczp stwierdzono dhaszy czas trwania gty do
momentu jej pknigcia w porownaniu do czasu trwaniazy w momencie jej rozpoznania
u pacjentek z nigfknieta ciaza pozamaciczg Srednica zmiany w badaniu USG TV byla
rowniez wicksza u kobiet z ¢knigta ciaza pozamaciczip w poroéwnaniu do grupy
niepgknigtej. Nie stwierdzono rnic w sredniej grubéci endometrium neidzy badanymi
grupami. Wykazano natomiastzroce w s¢zeniu B-hCG, ktére bylo wysze w grupie
pacjentek z gknicta ciaza jajowodows (Tabela 1).

Poniewa pomkdzy pacjentkami z grupy g£iy pozamacicznej niefnictej i peknictej
wykazano istotne tdnice dotyczace przede wszystkim liczby az, poroddéw oraz czasu
trwania ciyzy, w dalszej analizie danych klinicznych zdecydowgorownywg osobno te
dwie grupy z pacjentkami z poronieniem samoistnyaz gpacjentkami niegktarnymi,

u ktérych wykonano biopsjendometrium w sekrecyjnej fazie cyklu.
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Tabela 1. Porownanie danych klinicznych kobiet z rgkpicta (NP) i peknieta (P) chza
pozamacicza

niepeknieta cigza peknieta cigza p

pozamaciczna (NP) pozamaciczna (P)
Wiek (lata) 28,6+ 9,2 30,5+ 2,9 NS
E';Z"J?‘ngerwsza/ G816 (80,0%) / 4 (40,0%) 8 (33,3%) / 16 (66,7%) 01002
Eglr;ﬂyp'erwszy/ porod 15 (90,00) /2 (10,0%) 8 (33,3%) / 16 (66,7%) 01001
Czas trwania chzy (tyg) 6,5+1,09 8,1+0,8 <0,001*
miejsce implantacji
jajowéd prawy / 6 (30,0%) / 14 (70,0%) 6 (25,0%) / 18 (75,0%) NS
jajowadd lewy
srednica zmiany (mm) 28 19,2 36,9+8,2 0,001*
grubosé¢ endometrium 12,45+49 12,63 £5,33 NS
(mm)
Poziomp-hCG 3287,8 +3098,65  9021,76 + 11122,94 0,03*
(mIU/ml)

NS - wart@¢ statystycznie nieistotna; *-waddstatystycznie istotna

W zakresie czterech grup pacjentek, tj. zzgipozamaciczp niepgknigta | peknicta,
poronieniem samoistnym i nie¢arnych z endometrium sekrecyjnym, nie stwierdzaiaic
w $redniej wieku pacjentek. Analizowane grupy kobiétnity sie w sposob istotny pod
wzgledem liczy ciyz i porodow. W grupie pacjentek z poronieniem samgim byto mniegj
pierwiastek i pierworddek w poréwnaniu do grupy jpatek z niegpknieta ciaza
pozamacicza Pacjentki niegizarne z grupy endometrium sekrecyjnym charakteryhpsia
wieksz liczba przebytych porodéw w poréwnaniu do pacjentek zpg¢krieta ciaza

pozamacicza (Tabela 2).
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Tabela 2. Poréwnanie danych klinicznych pacjentek z nieyicta i peknigta ciaza pozamacicza
poronieniem samoistnym i nieearnych z endometrium sekrecyjnym

pcknigta  niepeknigta poronienie endometrium p
Cigza Cigza samoistne sekrecyjne
jajowodowa jajowodowa

wiek 30,5+2,9 28,6 £9,2 30,7 +2,83 323+2,6 SN

| p=0,001* | | p=0,038*,
| . |

8 (33,3%)/ 16(80,0%) 4 (22,2%)/ 10 (55,5%) /

Cigza

pierwszal . gigr 700y 14 (40.0%) 14 (77.7%) 8 (44,5%) <0,001
cigza kolejna
P<0,001
| |
I;F’:O,OO4 | | P=0,03 ]
poréd | N |
0, 0, 0, 0
siewezy/ 8(333%)/ 18(900%) 6(333%)/12 2(1L1%)/ g0,

0, 0, 0, 0,
vored kolejny 16 (66:7%) /2 (10,0%)  (66,6%) 16 (88,9%)

NS - wart@¢ statystycznie nieistotna; *-wasidstatystycznie istotna

Ocena populacji komorek immunologicznych u pacjentie z ciaza
pozamaciczn.

Oceny wybranych populacji komérek uktadu immlogaznego dokonano u pacjentek
Z niegknieta ciaza pozamaciczs (NP) i pgknigta ciaza pozamacicza (P) kolejno w miejscu
implantacji jaja ptodowego (J) oraz w wyskrobinazhjamy macicy (ECU). Nagbnie
poréwnano prébki sparowane z dwéch wymienionychaliakcji osobno w grupie pacjentek
Z peknigta i niepeknigta ciaza pozamaciczip
W pobranym materiale tkankowym oceniano populéiojfocytow CD4, CD4'CD25, Treg
- CD4'CD25Foxp3; a take komorek cytotoksycznych: CD8 CD56; CD57 oraz

CD3'CDS8'CD57".
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Ocena populacji limfocytéw T regulatorowych (Treg)

W grupie pacjentek z niepeknigta ciaza pozamaciczm w miejscu implantacji zarodka
stwierdzono istotniavyzszy sredni odsetek komorek Foxp3 w subpopulacji limfocytow
CD4'CD25" w poréwnaniu do kobiet z peknieta cigza pozamaciczm (40,07+1.09vs.

19,69+9,38; p<0,001) (Rycina 8).
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Rycina 8.Poréwnanidgredniego odsetka komdrek FoxXp8 subpopulacji limfocytow

T CD4*CI_325* w miejscu implantacji jaja ptodowego w grupie zmknicta (NP) i peknieta (P) chza

pozamacicza

W badanych grupach pacjentek z riapcta i peknicta ciaza pozamaciczsy nie stwierdzono

istotnych statystycznie #aic w srednim odsetku limfocytéw T CD4w miejscu implantacji

zarodka w jajowodzie (24,87+24,93. 25,28+13,7; p=NS). Co wiej, w grupie pacjentek

Z ciaza niepgknieta, jak i peknieta zaobserwowano podobn§redni odsetek komoérek

CD4'CD25 w subpopulacji limfocytow T CD4(2,05+1,74vs. 1,97+1,21; p=NS).
Ocenalimfocytow T CD4 w wyskrobinach z jamy macicy pacjentek z ciza

pozamaciczry wykazata, ze ich sredni odsetek w obkbie doczesnej byt podobny w grupie

pacjentek z niegknicta i peknigta ciaza pozamacicza
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Chocia stwierdzono wyszy odsetek komérek CD@D25" w subpopulacji limfocytow
T CD4' u kobiet z niepknigta ciaza pozamacicznw poréwnaniu do grupy kobiet zknieta
Ciaza pozamaciczy to r&nica medzy grupami nie byla istotna statystycznie.
Zaobserwowano nieznacznie ek$zy naciek limfocytow T CDZLD25Foxp3 w obrbie
doczesnej w grupie pacjentek z nrilepieta ciaza jajowodows w poréwnaniu do pacjentek
Zz peknicta ciaza pozamaciczn Rd&nica medzy badanymi grupami rOéwrnienie byta

statystycznie istotna (Tabela 3).

Tabela 3.Analizasredniego odsetka komérek CDL£D4 CD25, Foxp3 w wyskrobinach
w niegeknietej (NP) i geknietej (P) chzy pozamacicznej (xSD, odchylenie standardowe)

Wyskrobiny z jamy macicy w grupach

pacjentek 0
NP. P
(S:rgif‘é fgg‘;tek liczby komorek 54 5 4+ 19,54 26,13 +26,23 NS
(S:rgjf‘(i:g%s;;igg‘fby komorek 2,3+3,00 1,040,47 NS
Iszgidpr;?fggt)ek liczby komorek 31,5+ 155 25,88 +6,17 NS

Poréwnanie w zakresie sredniego odsetka komoérek CHR4CD4CD25 i Foxp3
sparowanego materiatu tkankowegopobranego z miejsca implantacji zarodk@]) oraz
doczesnej(ECU) osobno w grupie pacjentek z niipigta (NP) i pknigta (P) chza
pozamacicza wykazato w przypadku gty niepeknigtej istotne rénice wsrednim odsetku
komorek Foxp3. Miejsce implantacji w niepeknietej cigzy jajowodowej (NP-J)
charakteryzowato si wigkszym naciekiem komorkowym Foxp3+ w poréwnaniu do

doczesne) 43,96+12,0vs. 31,51+15,5; p=0,029) (Rycina 9).
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Rycina 9.Sredni odsetek komorek Foxp® materiale tkankowym z miejsca implantacji zarmdk

w niepeknietej ciazy jajowodowej (NP-J) i w doczesnej uzyskanej popragityzeczkowanie jamy
macicy (ECU)

Przy zachowanej ggtosci sciany jajowodu nie stwierdzono mdic w srednim odsetku

limfocytow T CD4" w obu lokalizacjach. Zaréwno w grupie ECU, jak gvwupie NP-J naciek

komorek CD4CD25' réwniez nie wykazywat istotnych statystycznieznic (Tabela 4).

Tabela 4. Analiza sredniego odsetka komérek CD4ACD4'CD25 w doczesnej (ECU) i miejscu
implantacji zarodka w jajowodzie w nignietej ciazy pozamacicznej (NP-J) (xSD, odchylenie
standardowe).

Niepeknigta chza pozamaciczna (NP)

P
ECU NP-J
Sredni odsetek liczby komorek
CD4" (+SD) 24,2 +19,54 28,29 + 27,23 NS
Sredni odsetek liczby komorek
CD4'CD25'(+SD) 2,3+3,09 1,98+1,71 NS

45



W cigzy pozamacicznej gknigtej wykazanowiekszy odsetek limfocytéw Tregw obrebie
doczesnej (ECU) w poréwnaniu do miejsca implantacjiaja ptodowego w jajowodzie (P-J)

(25,88+6,17s. 18,62+12,16: p=0,033) (Rycina 10).

=0,033
50 f i P |
40t
N
3 30} :
S #
L_~<L o #) wartasé
o statystycznie istotna
S 20} ;
E [m]
o ECU-wyskrobiny
O\O
10} 1 P-J-miejsce
implantacji
O - 4
O Srednia
[ Srednia+Odch.std
10 . . T Srednia+1,96*Odch.std
ECU P-J

Rycina 10.Sredni odsetek komérek Foxp® peknictej ciazy jajowodowej w miejscu implantacii jaja
ptodowego (P-J) i w doczesnej (ECU).

W grupie kobiet z gknicta ciaza pozamaciczp nie stwierdzono istotnych xgic w miejscu
implantacji zarodka i wyskrobinach z jamy macicydpwzgkdem sredniego odsetka

limfocytow T CD4 i komérek T CDACD25 (Tabela 5).

Tabela 5. Analiza éredniego odsetka komdrek CD4CD4'CD25 w wyskrobinach i miejscu
implantacji zarodka w jajowodzie wknietej ciazy pozamacicznej (xSD, odchylenie standardowe).

Peknigta chza pozamaciczna (P)

P
ECU P-J
Sredni odsetek liczby komorek 26,1 +26,23 23,53+ 17,75 NS
CD4" (+SD)
Sredni odsetek liczby komorek 1,2+0,7
CD4'CD25'(+SD) 1.0£047 NS
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Ocena populacji komérek cytotoksycznych

Analiza liczby komorek cytotoksycznych w miejsamplantacji zarodka w giy
pozamacicznej wykazatae w grupie pacjentek zpeknieta ciaza pozamacicza (P) srednia
liczba komdrek CD56 byta wyzszaw poréwnaniu do grupy pacjentek z niegnicta ciaza

pozamacicza (NP) ( 16,97+4,96vs. 12,29+3,66; p=0,001) (Rycina 11).
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Rycina 11.Srednia liczba komérek CD56v miejscu implantacii jaja ptodowego w nigmictej (NP)

i peknietej (P) cazy pozamacicznej

Podobny trend zaobserwowano dla populacji komor&5T. Sredni naciek komorek
CD57" byt wigkszy w obrebie miejsca implantaciji jaja ptodowego w jajowodaiearuszone;
ciagtosci sciany (P) w poréwnaniu do niepeknigtego (NP) jajowodu (4,88+4,49vs.

2,23%1,55; p=0,015) (Rycina 12).
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Rycina 12.Srednia liczba komoérek CD57+ w miejscu implantaajajptodowego w niggknictej (NP)
i peknietej (P) chzy pozamacicznej.

Niezalenie od tego czyciana jajowodu byfa ¢knigta czy nie, w obu grupach pacjentek
sredni odsetek limfocytéw T CDéhie wykazywat istotnych eic. Zaréwno pacjentki
z grupy cazy niegeknicte] jak i z grupy cizy peknigtej charakteryzowaty sipodobnym

srednim naciekiem komorek CDBD8'CD57" w obrbie jajowodu (Tabela 6).

Tabela 6.Analizasredniego odsetka komérek CD€D3 CD8'CD57 w miejscu implantacii
w niegeknietej (NP) i geknietej (P) chzy pozamacicznej (xSD)

Grupy pacjentek

Y
NP P
Sredni odsetek liczby komorek
CD8" (+SD) 40,79 + 15,04 39,8+9,7 NS
Sredni odsetek liczby komorek 4.99+ 1,33 6.02 + 3,87 NS

CD3'CD8'CD57" (+SD)
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Poréwnanie komorek cytotoksycznych w wyskrobinach zamy macicy
pacjentek z cazg pozamaciczn.

Srednia liczba komoérek CD56w obrbie doczesnej byta poréwnywalna w grupie
pacjentek z niegknigta i peknicta ciaza jajowodows. Jedynie niewielk réznice w nacieku
komorek CD57 wykazano midzy poréwnywanymi grupami. W doczesnej pobranej od
pacjentek z aiza pozamaciczaqniepeknieta stwierdzono wyszy naciek komérek CD57
w poréwnaniu do grupy kobiet zknicta ciaza pozamaciczp Jednak rénica nie byta istotna
statystycznie.

Grupy pacjentek z £ia pozamaciczp niepgknigta i peknigta wykazywaty podobnyredni
odsetek w subpopulacji limfocytéw T CD8Nie wykazano rownie réznic w nacieku

komorek CD3CD8'CD57" miedzy opisywanymi grupami (Tabela 7).

Tabela 7. Analizasredniej liczby komérek CD57 CD56, CD3'CD8'CD57', CD8" w wyskrobinach
w niegeknietej (NP) i ggknietej (P) chzy pozamacicznej (xSD).

Wyskrobiny z jamy macicy w grupach
pacjentek

Y
NP P
Sredni odsetek liczby komorek
CD56' (+SD) 14,5 £ 6,93 11,83 3,28 NS
Sredni odsetek liczby komorek
CD57 (+SD) 4,22 £ 5,36 2514 NS
Sredni odsetek liczby komorek
CD8' (+SD) 34,29+ 9,01 34,0+2,46 NS
Sredni odsetek liczby komorek 5.02 + 2,47 4.99 +2.08 NS

CD3'CD8'CD57" (+SD)

Poréwnujc sparowany materiat tkankowy pobrany z miejsca implantacji zarodka
w jajowodzie oraz w doczesnej osobmogrupie pacjentek z niegknigta i peknieta ciaza
pozamaciczay jajowodowa wykazanoze w cihzy pozamacicznej niegknietej wigksza jest

srednia liczba komorek CD57v obrbie doczesnej w poréwnaniu do miejsca implantags j
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ptodowego w jajowodzie. Jakkolwiekzdica ta nie byta istotna statystycznie (4,22+5,86 v
2,71+1,69; p=NS). Zarébwno doczesna, jak i miejsogplantacji zarodka wscianie
niepeknigtego jajowodu wykazywaly podohrredny liczbe komoérek CD56 (14,5+6,93vs.
12,59+4,07; p=NS). W obbie populacji limfocytowT CD8" stwierdzonowiekszy §redni
naciek w miejscu implantacji w niegkni¢tym jajowodzie w poréwnaniu do doczesne;j

(41,51 13,63ss. 34,29 =+ 9,01, p=0,006) (Rycina 13).
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Rycina 13. Sredni odsetek limfocytow T CD8w niegknictej ciazy jajowodowej w migjscu

implantacji jaja ptodowego (NP-J) i w doczesnejyskrobin z jamy macicy (ECU)

Natomiast odsetek komérek COED8 CD57" zarowno w doczesnej, jak i w nigqmigte;

ciazy jajowodowej nie wykazywat istotnychdic ( 5,02+ 2,4%s. 4,95 + 1,42; p=NS).
Poréwnujc probki sparowane pobrane z miejsca implantacjpdiea w jajowodzie oraz

doczesnej w grupie kobiet zknieta (P) ciaza pozamacicznwykazandstotne roznice

w $redniej liczbie komdrelcD57", ktorych naciek byt wiekszy w doczesnej z wyskrobin

Z jamy macicy w porownaniu dosciany jajowodu (2,5+1,4vs. 1,45+1,5; p=0,013) (Rycina

14).
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Rycina 14. Srednia liczby komorek CD57v peknigtej ciazy jajowodowej w miejscu implantacji jaja
ptodowego (P-J) i w doczesnej z wyskrobin z jamyicya(ECU)

Srednia liczba komorek CD5®yta wicksza w obgbie peknigtego jajowodu w poréwnaniu
do doczesnej, jednakzdica nie byta statystycznie istotnaeahizy badanymi grupami. Mimo
ze naciek komoérek T CD&yt nieznacznie wkszy w lokalizacji cizy jajowodowe;j
w poréwnaniu do doczesnej z wyskrobin z jamy madioyr&nica medzy obu grupami nie
byta statystycznie istotna. Tzakr&nice wsrednim odsetku komoérek CD3BD8 CD57

w obu lokalizacjach nie byty istotne statystyczfiiabela 8).

51



Tabela 8.Analiza éredniej liczby komérek CD56 CD8', CD3'CD8'CD57" w wyskrobinach z jamy
macicy (ECU) i miejscu implantacji zarodka w jajaleée w gknietej ciazy pozamacicznej (P-J)
(xSD).

Peknigta chza pozamaciczna (P)

Y
ECU P-J
Sredni odsetek liczby komorek
CD56' (+SD) 11,8+3,28 15,71+5,87 NS
Sredni odsetek liczby komorek
CD8'(SD) 34,0+2,46 40,3+14,6 NS
Sredni odsetek liczby komorek 4.99+2.08 2.85+0 44 NS

CD3'CD8'CD57" (+SD)

Analiza komorek regulatorowych i cytotoksycznych waspekcie danych
klinicznych

Z uwagi na stwierdzonezdice w danych klinicznych, zwtaszcza w liczbiezgiporoddw,
czasie trwania gry, poziomie-hCG medzy grum cigzarnych z niegknigta (NP) i peknigta
(P) chza pozamaciczp postanowiono sprawdzi czy & one niezalenymi czynnikami
wptywajacymi na poziom badanych limfocytow.

Nie stwierdzono, aby wiek, liczbaagi i porodéw byly niezatenymi czynnikami
wpltywajacym na liczebn& limfocytéw T CD4, komoérek CDACD25, Foxp3, CD56,
CD57", CD3'CD8'CD57". Jedynie dla limfocytow T CD8wykazano,ze liczba ciz jest
niezalenym czynnikiem wplywajcym na ich liczebn& w ciazy pozamacicznej.
Rozpatrzono w zvizku z tym jej wptyw osobno dla grupy pacjentek emknicta (NP)

i peknigta (P) chza pozamacicza W ciazy niepgknigtej stwierdzono zwazek medzy liczky
ciaz a liczm komorek CD8 (Rycina 15). W cizy peknictej takiej korelacji nie

zaobserwowano.
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Rycina 15. Dodatnia korelacja liczby &t z odsetkiem limfocytow CD8w niegknictej ciazy
pozamacicznej (wspotczynnik korelacji [r] wynos496; p=0,0259;-- 95% przedziat ufriei).

Dodatkowo zauwaono, ze skzenie -hCG jest niezalegnym czynnikiem wplywajacym
istotnie na liczebndéé komorek Treg i komérek CD56 w grupie pacjentek z ciia
pozamaciczry. Podobnie jak poprzednio rozpatrzono wptywzenia p-hCG osobno dla
grupy pacjentek z niegnigta (NP) i peknigta (P) caza pozamaciczp Potwierdzono istotnie
silna, ujemm korelacg miedzy komérkami Treg a steniemp-hCG w grupie pacjentek

Z niegknigta ciaza pozamaciczin(NP) ( r=-0,546; p=0,01) (Rycina 16).
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Rycina 16.Ujemna korelacja pozion+hCG z odsetkiem limfocytéw CDED25 Foxp3 w cCiazy
pozamacicznej nignietej (wspotczynnik korelacji [r] wynosi -0546; p<@®D; --- 95% przedziat
ufnosci).
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U kobiet z gknigtym jajowodem nie wykazano zgziku migdzy liczebnécia komorek Treg

a poziomemp-hCG. Odwrota zaleznos¢ zaobserwowano dla populacji komoérek CD56

Stwierdzonoze stzeniep-hCG jest niezalnym czynnikiem majcym wptyw na liczebng

komorek cytotoksycznych CD5gedynie po pknigciu $ciany jajowodu (Rycina 17).

CD56

Rycina 17. Dodatnia korelacja pozionfithCG z liczla komérek CD56 w peknietej ciazy
pozamacicznej (wspotczynnik korelacji [r] wynosbt88; p<0,001:-- 95% przedziat ufniei).
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W dalszej analizie wykazano,ze czas trwania czy byt niezalenym czynnikiem

wplywajacym jedynie na liczebrsé komdrek CD56 (p<0,001) (Rycina 18). Jakkolwiek

rozpatrupc osobno gru ciazy pozamacicznej gknigtej i nieggknietej takiego zwizku nie

potwierdzono.
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Rycina 18 Dodatnia korelacja czasu trwaniazgi z liczba komoérek CD56 (wspotczynnik korelacii
[r] wynosi 0.430; p<0,001:-- 95% przedziat ufnizi).

Porownanie komorek T regulatorowych (Treg) i cytotd&sycznych w miejscu
implantacji jaja ptodowego u kobiet z chza pozamaciczm, poronieniem
samoistnym i niecgzarnych z endometrium sekrecyjnym.

Z uwagi na stwierdzonemdice w liczebnéci komoérek Treg i cytotoksycznych w miejscu
implantacji zarodka w jajowodzie pogdizy grupami pacjentek zknigta i niepeknicta ciaza
pozamacicza, dokonano poréwnania tych parametrOw w grupachigtob poronieniem
samoistnym (AB), niegizarnych z endometrium sekrecyjnym (E), osobno z gkabiet
Z peknigta (P) chza pozamaciczai niepgknigta ciaza pozamaciczin (NP).

Grupy pacjentek z niginigta ciaza pozamaciczgy nieckzarne z endometrium
sekrecyjnym i z poronieniem samoistnym nienify sic w sposob istotny pod wzglem
mediany odsetka limfocytéw T CD4oraz sredniej odsetka limfocytow T regulatorowych
Foxp3 (Tabela 9). Najwikszy sredni odsetek komorek CD@D25 stwierdzonow grupie
poronienia spontanicznego i byt on istotniezagy w poréwnaniu z grugkobiet
Z nieknigta ciaza pozamaciczy (Rycina 19). Endometrium sekrecyjne kobiet rigainych
nie r&nito si¢ liczebndcia komdrek CDACD25 migdzy poréwnywanymi wiej grupami

(Tabela 9).
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Rycina 19. Srednia odsetka komérek CD4+CD25+ w miejscu implgntzarodka w niegknicte;
ciazy jajowodowej (NP), w doczesnej w poronieniu saitmyisn (AB) i endometrium sekrecyjnym
kobiet niecgzarnych (E)

Tabela 9.0cena liczebriwi badanych komdérek w grupach pacjentek z ¢kajeta ciaza jajowodows
(NP) w miejscu implantacji, w wyskrobinach z jamgceicy w poronieniu samoistnym (AB) oraz
w endometrium sekrecyjny(i).

Grupy pacjentek
Wartcs¢ p
NP AB E

Sredni odsetek komorek
Foxp3' (iSD#) 40,07+11,0 42 4+22 .0 45,0+9,0 NS
Srednia odsetka komérek %
CD4+CD25*(iSD#) 2,0+2,7 4,25+6,3 2,6+7,4 0,024
Mediana odsetka komorek
CD4+(iIQR##) 16,1+53,7 45,9+15,6 40,0+32,6 NS
Mediana liczby komérek .
CD56+(iIQR##) 11,6+2,3 21,5+13,8 9,3+7,9 0,001
Mediana liczby komérek
CD57+(iIQR##) 2,23+1,55 3,0+2,6 2,69+2.1 NS
Mediana odsetka komorek .
Sredni odsetek komorek 40,8+15,0 34,9+8,6 36,3+8,8 NS

CDS8" (+SD")
wartasé statystycznie istotnd;odchylenie standardow®: rozstp micdzykwartylowy

56



W dalszej kolejnéci badane grupy poréwnano pod wagm populacji komorek
cytotoksycznych. Grupa kobiet z poronieniem samgist (AB) charakteryzowala i
najwickszz median liczby komérek CD56 ktora malata odpowiednio w grupie kobiet
Z nieggknigta ciaza pozamaciczy (NP) i niecgzarnych z endometrium sekrecyjnym (E).
Liczebna¢ populacji komérek CD56 u pacjentek z poronieniem samoistnym istotnie
statystycznie rénita s w poréwnaniu do pacjentek niezarnych, u ktérych wykonano
biopsg endometrium i pacjentek z nigfmieta ciaza pozamacicza Nie wykazano rénic

w nacieku komérkowym CD56@migdzy grum NP i E (Rycina 20).
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Rycina 20.Mediana liczby komérek CD56v niegknictej ciazy jajowodowej w miejscu implantacji
jaja ptodowego (NP) , poronieniu samoistnym (ABndometrium sekrecyjnym (E)

Srednia liczebn&t populacji komérek CD57we wszystkich trzech grupach nieznda sk
istotnie. Podobnie nie wykazano znic miedzy powyszymi grupami dla populacji

limfocytow T CDS.
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Najwyzsza mediana liczebsa komorek CD3CD8 CD57" charakteryzowata grgkobiet
z poronieniem samoistnym (AB) i byta nieznaczniezsaa w porownaniu do grupy kobiet
Z niegknicta ciaza pozamaciczy (NP). W stosunku do grupy kobiet nig@rnych
z endometrium sekrecyjnym (E), grupa AB wykazywadavniez istotne ranice pod

wzgledem nacieku komérek CDBD8 CD57" (Rycina 21).
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Rycina 21.Mediana liczby komérek CD8D8'CD57" w miejscu implantacji zarodka w nigpicte;
ciazy jajowodowej (NP), poronieniu samoistnym (AB) nhieciezarnych z endometrium sekrecyjnym

(E)

Pod wzgidem nacieku limfocytéw regulatorowych (Treg) wykaaar@nice pomedzy
grupami, tj. grup kobiet z gknigta ciaza pozamacicza (P), poronieniem samoistnym (AB)
i grupa nieckzarnych z endometrium sekrecyjnym (E). Najgzy sredni odsetek komorek
Treg charakteryzowat grgp pacjentek niegizarnych, u ktorych wykonano biogsj
endometrium, a najaszy grug pacjentek z gknicta ciaza pozamaciczs Naciek limfocytow
Treg u pacjentek z gia jajowodows peknigta byt rownier istotnie niszy w poroéwnaniu do

grupy pacjentek z poronieniem samoistnym (Rycina 22
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Rycina 22. Sredni odsetek limfocytéw Treg w grupie zkpieta ciaza pozamaciczm w miejscu
implantacji jaja ptodowego (P), poronieniu samaojstn (AB) i niecezarnych z endometrium
sekrecyjnym (E).

Srednia liczebndici populacji T CD4" réwniez wykazywata réznice miedzy grupa
z peknigta ciaza pozamacicz (P) a poronieniem samoistnym (AB). Druga z wigej
wymienionych grup charakteryzowata s¢ wigkszym naciekiem komérkowym
w poréwnaniu do grupy z peknietym jajowodem. Grupa kobiet niegizarnych
z endometrium sekrecyjnym niezrita s w sposob istotny pod wzglem populacji T CD4

w stosunku do pozostatych grup (Rycina 23).
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Rycina 23 Srednia odsetka limfocytéw T CD4v peknictej ciazy jajowodowej w miejscu implantacii
jaja ptodowego (P), poronieniu samoistnym (AB)eaizarnych z endometrium sekrecyjnym (E)

Z uwagi na stwierdzone zdice w nacieku komdrek T CD4miedzy badanymi grupami
zbadano ich potencjalny wptyw na liczek@é&omorek Treg. Jedynie dla grupy pacjentek

z peknietym jajowodem wykazandrednio istotnie dodataikorelacg migdzy komoérkami

Foxp3 a CD4 (r=0,846; p<0,001) (Rycina 24).
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Rycina 24 Dodatnia korelacja komérek CD# limfocytami Treg w pknictej ciazy pozamacicznej
(wspotczynnik korelacji [r] wynosi 0.430; p<0,00%; 95% przedziat ufrii).

60



W badanych grupach kobiet gtzarnych z peknietym jajowodem (P) i poronieniem
samoistnym (AB) wykazano rénice w zakresie komoérek CDACD25" . Srednia komdrek
CD4'CD25" byta najwieksza u pacjentek z poronieniem samoistnyniRycina 25).Grupa
pacjentek niegizarnych z endometrium sekrecyjnym nienita s pod wzgédem nacieku
komdrek CD4CD25 od grupy z pknieta ciaza pozamacicza (P), jak rownie od grupy

z poronieniem samoistnym (AB) (Tabelal0).
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Rycina 25 Srednia odsetka limfocytéw TD4'CD25" w peknigtej ciazy jajowodowej w miejscu
implantacji jaja ptodowego (P) , poronieniu samoyst (AB) i endometrium sekrecyjnym (E)

W nastpnej kolejndci badane grupy z poronieniem samoistnym (AB) CRrigarne
z endometrium sekrecyjnym (E) poréwnano z grumbiet ckzarnych z pgknietym
jajowodem (P) pod wzgtlem populacji komorek cytotoksycznych. Grupa paejen
Z poronieniem samoistnym charakteryzowatansijwicksza median liczby komoérek CD56+
(Tabela 10), ktéra malata odpowiednio w grupie eatgk niegizarnych z endometrium
sekrecyjnym i pacjentek zknicta ciaza jajowodowa. Liczebnd¢ populacji komérek CD56

w doczesnej z poronienia samoistnego (AB) wykazgvistbtne réanice w poréwnaniu do ich
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liczebnagci w miejscu implantacji zarodka weknigtym jajowodzie (P) oraz do endometrium

sekrecyjnego(E) (Rycina 26)

45 )

P:0,03§ wartosc )
40 statystycznie
istotna
P<0,001
|
35 [ P-peknieta
T cigza
3 30 — pozamaciczna
a
% - AB- poronienie
5 samoistne
E o
E 2 E -endometrium
3 sekrecyjne
4 15 O
10 — O
: il
0 Mediana
[ 25%-75%
0 1 Min-Maks
P AR E

Rycina 26 Mediana liczby komérek CD56+ weknietej ciazy jajowodowej w miejscu implantacji jaja
ptodowego (P) , poronieniu samoistnym (AB) i néggernych z endometrium sekrecyjnym (E)

Tabela 1Q Ocena liczebniei badanych komérek w grupach pacjentekeknixta ciaza jajowodows
w miejscu implantacji (P), w doczesnej w poroniemgamoistnym (AB) oraz u niegiarnych
z endometrium sekrecyjnym (E).

Grupy pacjentek
Wartas¢ p
P AB E

Sredni odsetek komorek
Foxp3+ (iSD#) 19,6+9,3 .42,3+x22.0 45,0+9,0 0,601
Srednia odsetka komérek .
CD4+CD2§(iSD#) 1,6+1,6 4,2+6,3 2,6x7,4 0,048
Srednia odsetka komérek
CD4*(+SD) 23,5+22.8 45,9+15,6 40,0+32,6 0,001
Mediana liczby komorek .
CD56'(£I0R™ 16,9+4,9 20,94+6,9 10,0+5,8 0,001
Mediana liczby komérek
CD5T(¢IQR##) 4 8+4.5 3,0+2.6 2,721 NS
Mediana odsetka komérek
CD3'CDS'CD57" (+I0R™) 4,2+6,4 8,015,3 4,0+2,2 0,009
Sredni odsetek komérek 39.849.7 34.948.6 36.348.8 NS

CDS8" (+SD")
* wartosé statystycznie istotnd;odchylenie standardow&: rozstp miedzykwartylowy
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Liczebna¢ populacji komérek CD57i T CD8" w analizowanych grupach, nie wykazywata
istotnych rénic (Tabela 10).

Mediana odsetka komérek CIED8 CD57" byta najweksza w doczesnej w poronieniu
samoistnym (AB) i malata odpowiednio w grupie kdlagxknicta ciaza pozamaciczp (P)
i nieciezarnych z endometrium sekrecyjnym(E). Istotneniée stwierdzono medzy grup
pacjentek z poronieniem samoistnym (AB) i pacjemtiglckzarnych (E). Miejsce implantacji
zarodka w pknietej ciazy pozamacicznej (P) nie z0ito sic median liczebndgci komérek
CD3'CD8'CD57 od doczesnej w poronieniu samoistnym (AB) i endmim@ sekrecyjnym

(E) (Rycina 27).
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Rycina 27. Mediana odsetka komérek CIEID8 CD57 w peknigtej ciazy jajowodowej w miejscu
implantacji jaja ptodowego (P) , doczesnej z poeaida samoistnego (AB) i endometrium
sekrecyjnym (E).
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5. DYSKUSJA

W przeprowadzonym badaniu rozpatrywano osobapygpacjentek z nienicta

i peknigta ciaza jajowodows z uwagi na stwierdzone mdice w danych klinicznych, m.in.
dotyczce dtugdci trwania cizy, co mae wskazywa na to,ze pacjentki z dhaszym
okresem od daty ostatniej migszki naleza do grupy o wyszym ryzyku perforacji jajowodu
w miejscu zlokalizowanej giy pozamacicznej. Te obserwacja ggodne z naszymi
poprzednimi doniesieniami [113,137] oraz wynikarnmych autorow [26,47,48]. Stwierdzono
rowniez, ze do perforacji éciany jajowodu dochodzi e€gciej przy srednicy zmiany
przekraczajcej 35mm. Zaobserwowana prawidtaifozaleznosci perforacji od wielkéci
zmiany i czasu trwania £y maze wynika z faktu, ze ektopowo rozwijaca s¢ cCiaza
powigksza st w miar czasu jej trwania, a jej rozwgj jest ograniczonygz mniej podatne na
rozciagniecie tkanki $ciany jajowodu. Jednak wéwietle obecnych doniesie etiologia
perforacji sciany jajowodu wydaje si by¢ jednak bardziej zimna. Rozwojowi cizy
pozamacicznej i zwkanych z tym komplikacji, podobnie jak w trakcie repdu lub
poronienia, towarzysz zmiany w ukladzie odpordoiowym ckzarnej, zwizane ze
wzmazong aktywnacia ukladu immunologicznego. W obecnym i w poprzedriellaniach
[137] liczba komorek regulatorowych i cytotoksyczhyuktadu immunologicznego nie
korelowata z wielkécia zmiany, co wymaga dalszych badaiorac pod uwag wyniki
retrospektywnej analizy [156], w ktorej wykazaue,czstas¢ perforacji jajowodu rénie

z wielkascia ciazy. Rozbienosci w wynikach mog wskazyw& na bardzie] zigony
mechanizm aktywacji komérek uktadu immunologicznegodczas destrukcjisciany
jajowodu, ni tylko naptyw komérek NK i spadek liczby komoérek efr do jajowodu.
Mechanizmy molekularne, ktére warunkupterakcg komérek uktadu immunologicznego,

komoérek trofoblastu i komoérek endometrium funkcj@naprawnie podczas rozwojuagy
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wewnatrzmacicznej. Pozwala to w gkiszaci przypadkow unikaé klinicznych konsekwencji
masywnych molekularnych zmian towarzysgch poronieniu lub porodowi. Natomiast
w bionie sluzowej jajowodu podczas jego perforacji obserwugk zaburzenie
funkcjonowania tych mechanizméw.

W pracy zostata wykazana istotnanmi@a w liczbie ciz i porodéw médzy pacjentkami,
u ktérych doszto do perforacji jajowodu, a tymi, kiérych $ciana jajowodu byta
niezmieniona. Wyniki mag sugerowd, ze przebyte ja ciaze i zwihzane z nimi zmiany
molekularne, ktére warunkowaty powstanie toleramgjmunologicznej we wczeaiejszych
cigzach, powoduy spowolnienie reakcji rekrutowanych do jajowodu Koek
cytotoksycznych. Mze to by powodem opgnienia wysipienia objawdw klinicznych,
bedacych nastpstwem zgromadzenia gkiszej liczby komérek cytotoksycznych $eianie
jajowodu. Ostatecznie reakcja naptyw@jch komorek cytotoksycznych doprowadza do
perforacjisciany jajowodu, co zostato ¢xiowo potwierdzone istnieniem dodatniej korelacji
migdzy liczky ciaz a naciekiem komoérek CD8

W dotychczasowych badaniach wykazamowiele mechanizmow jest zaaagaanych

w rozwdj immunologicznej tolerancji matki w stoswunklo allogenicznego ptodu w czasie
ciazy, a jej utrzymanie jest przynajmniej eSziowo maliwe dzicki komodrkom
regulatorowym Treg, ktorych gtébwn funkcja jest zapobieganie odpowiedzi
autoimmunologicznej oraz tolerancji allogenicznegarzeszczepu [79,157]. Wiele
charakterystycznych wdaiwosci komorek Treg sprawiage stanowi one gtéwn skiadowg
w wytworzeniu i utrzymaniu stanu tolerancji w stoku do alloantygenéw ptodu,
niezlegdnych dla prawidiowego rozwoju azy. Wsrdod swoistych cech nioma wymiené
zdolnas¢ tzw. ,polaczonej supresji”’ (linked suppression), w ktéregtancja w odniesieniu do
pokrewnych antygenéw tej samej tkanki rozwijag sSivn mechanizmie antygenowo

niezalenym, oraz ,tolerangj infekcyjmy” (infectious tolerance), gdzie przy statej stynajila

65



antygenowej komorki Treg zdolne slo konwersji naiwnych komoérek CD komorki
regulatorowe [158]. W odniesieniu dazy zaobserwowana,e liczba komorek Treg wzrasta
wczehnie po zaptodnieniu, agla maksymalne wardoi w drugim trymestrze, zmniejsaagj
sig do porodu [93]. Limfocyty Treg hamwjodpowied proliferacyjry autologicznych
komdrek T CDACD25 w stosunku do allogenicznych komoérek DC, przeaswrliwiaja
rozwoj zarodka [93,152]. Funkcje supresorowe kotkdreeg wywierane g zaréwno przez
kontakt bezpgredni (cell-cell contact) z komdgkefektorows [159], jak i pdredno przez
sekrecg cytokin o funkcjach hamagych jak IL-10 lub TGH3 [160-162]. Ekspresja antygenu
powierzchniowego CD25 nie jest swoista dla komoregulatorowych Treg. Komorki
efektorowe rowni2 wykazup ekspresj CD25 [163]. Dodatkowe markery aktywacji jak
HLA-DR, CD69 oraz CTLA-4 i Foxp3umaiwiaja réznicowanie pomidzy komoérkami
efektorowymi a regulatorowymi. Ostatni z wymienichy-czynnik transkrypcyjny Foxp3
w badaniach na modelach mysich charakteryzowakagyie komorki CD#Treg i byt
odpowiedzialny za ich gdicowanie i funkcje regulatorowe [88,89].

W przeprowadzonym badaniu wykazano obecr§é komérek Foxp3™ zaréwno
w miejscu implantacji jaja ptodowego w jajowodzie,jak i w doczesnowo zmienionej
btonie §luzowej macicy. Co wkcej w chzy pozamacicznej, podobnie jak waky
prawidtowej, ich liczebnaé ulega zmianie zalenie od czasu trwania cizy. Istotnym
zatem pozostaje pytanie czy regulacja komorek Trew ciazy pozamacicznej jest zalina
od tych samych czynnikéw, co w gizy eutopowej. Mimo przeprowadzonych dgt bada
dotyczicych komoérek Treg w gky, mechanizmy odpowiedzialne za ich rozwoj, ekspans
migracg nie zostaly do keca wyjanione. Wydaje s mazliwym, ze zaréwno rekrutacja
obwodowych komérek Treg, jak i miejscowa prolilgeakomérek regulatorowych mag
przyczyni& sig do zwkkszenia ich populacji w obbie granicy styku matczyno-ptodowego.

We wczesnej aizy miejsce o odlegtej lokalizacji w stosunku do negcimaze by zrédtem
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wyrzutu obwodowych komorek Treg u myszy [90] i dosdieka [93]. Aluvihare i wsp. [90]
sugerowali,ze wzrost liczebnici komorek Treg jest allo-antygenowo nieswoistynipavaz
wedtug ich obserwacji ekspansja komérek Treg migilgsce zaréwno u syngenicznych, jak i
allogenicznych mysich krzgwek. Dlatego zaproponowamoozliwos$é udziatu hormondéw
w kontroli populacji komorek regulatorowych. Zaolwewano, ze estrogeny nie tylko
wplywaja na ekspangj komorek Foxp3 lecz réwnie pobudzaj konwersg komoérek T
CD4'CD25 do CD4CD257165]. Co wkcej, estrogeny zwkszaj ekspresj genu Foxp3
zardbwno w warunkach in vitro, jak i in vivo, a tpia estrogenowa zwksza liczlg i
moduluje funkcje komérek CDED25 [166,167]. W przeciwigstwie do tego Zhao i wsp.
wykazali, ze ani estrogeny ani progesteron osobno 4aartie nie wptyrty na liczebnéc¢
komorek Treg u myszy po usgniu jajnikbw. Zaobserwowali réwniewyzszy odsetek
komérek Treg w allogenicznie, w poréwnaniu do syngenie, skrzgowanych myszy,
sugerujc udziat antygendéw ojcowskich w ekspansji komorekgr[100]. Teoria ta zostata
potwierdzona w ostatnich doniesieniach Robertsomsp., ktorzy dowiedli,ze skfadniki
nasienia pobudzajekspang komorek Treg [168]. Mechanizm ten odgrywazgluole dla
semiallogenicznego ptodu, umioviajac ochror przed atakiem immunokompetentnych
komédrek matki. Moment generacji komérek Treg wzginie zostat doktadnie oksieny. U
myszy ekspansja populacji komérek Treg zostata wigkw weztach chtonnych drenagych
obszar nargu rodnego j# w drugim dniu po zaptodnieniu [169]. Coeawej dowiedzionoze
komorki CD4CD25" preferencyjnie migrujz krwi obwodowej w olib doczesnej w trakcie
ciazy [170]. W&rdd czynnikéw odpowiedzialnych za aktyavmigracg komorek Treg maog
by¢ chemokiny oraz czynniki hormonalne. Zaobserwowaire,komorki Treg wykazij
ekspresi L-selektyny, powierzchniowego antygenu limfocyegn (CLA-cutaneous

lymphocyte antigen) i receptory chemokinowe CCRACRS8 [171-173]. Podobnie ekspresja
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L-selektyny na obwodowych komérkach NKCD56, obedng@wniez w miejscu implantaciji
ciazy pozamacicznej, ulega zgiiszeniu w fazie pre-owulacyjnej i spetniazma funkcje

w ich migracji do macicy w gy prawidiowej [174]. Ten sam mechanizm, podobnia dI
komdrek CD56, maze by zatem odpowiedzialny za migrackomorek Treg w olgb
miejsca implantacji zarodka. Kolejnym czynnikiem gaoym odpowiadé& za migrac
komérek Treg do miejsca implantacji jest gonadatrapkosméwkowa CG. Posiada ona
funkcje immunoregulacyjne, m.in. przez hamowanignstiowane] mitogenem odpowiedzi
limfocytow T [175] i B [176] oraz przez indukgkomérek supresorowych [177]. Schumacher
i wsp. potwierdzili obecni@ receptorow LH/CG na powierzchni komorek Treg, prkedre
HCG wywiera swoje funkcje chemotaktyczne. Ceaogj wykazali,ze komoérki trofoblastu
przez wytwarzanie HCG efektywniej przygaja komorki Treg w przeciwigstwie do
nieprodukujcych HCG keratynocytow [141]. W badaniu Schumachesp. doczesna

w cigzy prawidtowej zawierata wicej komorek regulatorowych, co korelowato z wysakim
wartasciami HCG, w przeciwigstwie do poronienia spontanicznego czy doczesnejaiy
pozamacicznej [141]W obecnym badaniu réwnig wykazano korelacg, jakkolwiek
ujemna, miedzy komorkami Treg a poziomem HCG w czy pozamacicznej
Rozbienosci w wynikach bad& Schumacher 1 wsp. [141] a obecnym rmpofQye,
przynajmniej cgsciowo, ttumaczone faktem; w obecnej pracy wptyw HCG oceniano

w odniesieniu do miejsca implantacji jaja ptodowegojajowodzie, a nie doczesnowo
zmienionej btoniesluzowej macicy, gdzie w gky pozamacicznej brak jest wytwarzaych
HCG struktur trofoblastu. Dodatkowo w badaniu Schaher i wsp. wiek gzowy

W poronieniu spontanicznym iggly pozamacicznej byt cztery tygodniezsizy w porownaniu
do materialu tkankowego ocenianego w pesaej pracy. Gonadotropina kosmdéwkowa
promuje r@nicowanie komorek trofoblastu [178] i ich inwazprzez zwekszenie ekspres;ji

czynnika LIF (Leukemia inhibitory factor) [179] arama bezp&redni wplyw na proces
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przemiany doczesnowej btonyluzowej macicy [180,181]. Jakkolwiek w agy
pozamacicznej mikiwodowisko komdrkowe w otoczeniu trofoblastu pozakkswego rani
sie od tego w jamie macicy z powodu braku obe&cndoczesnej, ktdra odgrywa eol

w hamowaniu jego inwazji poza grag@idoczesnej podstawnej. Podczas inwazji trofoblastu
w obreb sciany jajowodu obserwuje sspadek apoptozy komorek trofoblastu w poréwnaniu
do inwazyjnego trofoblastu w jamie macicy. Z kat@rickszona inwazyjn& trofoblastu jest
identyfikowana jako gtowny czynnik wptywajy na proces perforagiciany jajowodu [122].
Przy zataeniu, ze w $cianie jajowodu implantuje siprawidtowy zarodek, rhica w
inwazyjnasci  trofoblastu pozakosmkowego e wynika z wplywu lub jego braku
otaczagcegosrodowiska - doczesnej. Liczba i sktad komorkowy hanite sluzowej jajowodu
w trakcie implantacji réni sie od tego w olgbie doczesnej [61,125]. W tej ostatniej
przewaajaca populacg stanows komodrki dNK, podczas gdy wscianie jajowodu
zaobserwowano gtéwnie komarki CbBmakrofagi Vasiliadou i wsp. nie wykazali obeéoio
doczesnowych dNK w obbie sciany jajowodu, a jedynie klasyczne NK [125].

W przeciwigistwie do tego Wicherek i wsp. stwierdzili obeshiomorek CD56 w miejscu
implantacji zarodka, ktorych liczba byla jednak ezah od etapu rozwoju iy
pozamacicznej i zwkszata st z w kolejnych etapachgkaniasciany jajowodu. [137].

W przeprowadzonym badaniu wykazare, stzenie gonadotropiny kosmoéwkowej ma
wplyw na liczley komorek CD56, ale dopiero pogknieciu sciany jajowodu, kiedy ich naciek
byt istotnie wy:szy w poréwnaniu do grupy z nigfnicta ciaza jajowodows. Co wkcej,
zaobserwowanoze wraz ze wzrostem cjzy pozamacicznej i zagraajacym peknieciem
sciany jajowodu zmienia s¢ sktad komérkowy w miejscu implantacji jaja ptodowego, tj.
ubywa komorek regulatorowych kosztem rosgncej liczby komorek cytotoksycznych-

CD56', CD57 i CD8". Ta obserwacja jest zgodna z wadejszymi badaniami [113,137],
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w ktorych rownie stwierdzono,ze pegkaniu sciany jajowodu towarzyszy zwkszenie
naptywu komorek CD3i CD56 wraz ze wzrostem immunoreaktyweo antygenu CD69.
Proll i wsp. zauwzyli zwigkszon, liczbe komdrek CD8 w ciazy pozamacicznej
w poréwnaniu do aizy prawidtowej [182]. Z drugiej strony Kemp i wsptwéerdzili, ze
naciek komdrek CDS8 jest 8 razy wikszy w jajowodowej eizy obumartej (TA-tubal
abortion) w poréwnaniu daywej ciazy jajowodowej (VTP- viable tubal pregnancy) [1880,
moze swiadczy o ich maliwym wpltywie na przebieg aiy jajowodwej przez indukgj
apoptozy. Duy odsetek obumartych i jajowodowych 2z o0gélnej liczby
pozamacicznych jest szacowany na okoto 2/3 przypadkmaze by réwniez przyczyrn
stwierdzonego wzrostu liczby CD8w tym badaniu [183]. W obecnym badaniu nie
réznicowano grup pacjentek w zatesci od obecnéci akcji serca ptodu z uwagi na fake
wiele pacjentek z gka pozamaciczyn bez ASP jest obecnie kwalifikowanych do leczenia
zachowawczego metotreksatem.

Obserwowane w obecnej pracy zmiany w nacieku komokecytotoksycznych
i regulatorowych dowodz o ich czynndciowym zwigzku, jednak zaleznosé miedzy
komorkami  cytotoksycznymi a regulatorowymi jest zi@ona i niemaliwym jest
sprowadzenie jej do jednej, wzajemnej interakcji.Czgsciowo mazna wyja&nié ja m.in.
w oparciu o badania dotygze immunoregulacji w nowotworach, w ktérych wykazare
limfocyty Treg bezpérednio hamuyj zalezne od receptora NKG2D funkcje cytotoksyczne
komorek NK zarowno w warunkach in vitro [184, 18§k i in vivo [186]. Co wicej,
komorki Treg hamuj rowniez aktywnad¢ komorek NK przez TGFpB, lecz nie zmniejszaj
produkowanego przez nie IFM-Ostatnia z wymienionych cytokin- IFN—- niezlzdna jest
z kolei do prawidtowego dziatania supresorowego &k Treg przez zwkszenie ekspres;ji
enzymu IDO (indoleamino-2,3-dioxygenase&drodiem IDO g gtdwnie komorki DC,

makrofagi, komorki trofoblastu kosmkowego i pozakéswego (EVT; extravillous
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trophoblast) [187-189]. Dzki zwickszonej zawarkei enzymu IDO na granicy matczyno-
ptodowej mikrgrodowisko pozbawione zostaje tryptofanu, co zapgdienadmiernej
aktywacji komérek T i NK [187,190-192].

W ostatnich badaniach Garin i wsp. po przepdzmas analizy transkryptomowej
i proteomowej aktywowanych komorek Treg zauwa ze galektyna-1 (galectin-1) ulegata
w nich selektywnej ,up-regulacji” [192]. Galektyriajest 14kDa molekgtpowierzchniowy
wiazaca fragmenty wglowodanowe w CD45, CD43, CD2, CD3, a blokada jegania
w obrebie komérek Treg zmniejsza ich é&awosci supresorowe zarébwno u myszy, jak
i u czlowieka [193]. Interesagy jest jednak faktze komoérki dNK produkuy duze ilosci
galektyny-1, ktéra regulowana jest zasgmminictwem hormonow piciowych [194]. g8t
galektyna-1 na powierzchni komérek Treg CDOB25 i doczesnowych dNK me@ by
jednym z czynnikéwswiadczcych o wzajemnej kooperacji tych komérek w zjawisku
immunoregulacji na granicy matczyno-ptodowej.

W innych badaniach wykazange zwkkszona liczba i aktywrié komorek Treg jest
odpowiedzialna za zmniejszpraktywna¢ komoérek NK w wielu stanach patologicznych
[185,186]. Z drugiej strony dowiedziono, na przyikdee modelu infekcji patogenami
wewntrzkomorkowymi,ze komérki NK mog petnic funkcje modulujce w odniesieniu do
komorek Treg, poniewa aktywowane komorki NK zdolneyslo hamowania ich ekspansji na
drodze bezpwedniej lizy przez aktyware receptory NKG2D i NKp46 [195].

W przeprowadzonym badaniu poréwnano mettpochodzcy z endometrium i miejsca
implantacji jaja ptodowego gty pozamacicznej pochogizych od tych samych pacjentek.
Zaobserwowanaze peknieciu sciany jajowodu towarzyszy zwgkszenie nacieku komorek
cytotoksycznych, CD56, CD8" przy réwnoczesnym zmnigjszeniu ich liczby w bionie
sluzowej jamy macicy, co jest zgodne z wynikami poprzednich had13,137] i mae

sugerowd, ze koncentracja odpowiedzi immunologicznej w jajogiedzwizana jest
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z xknigeciem jegosciany. Jakkolwiek zjawisku temu nie towarzyszyt kompensagny
wzrost liczby komaorek regulatorowych Foxp3+ w obgbie miejsca implantaciji

w jajowodzie, ktéry byt istotnie nizszy od tego obserwowanego w jamie macicgpadek
liczby komérek hamucych Foxp3, prawdopodobnie jako efekt zaburzenia mechanizmow
kompensacyjnych w jajowodzie (ktére zachowane ®brebie doczesnej), nie w rezultacie
by¢ czynnikiem kluczowym prowadzym do perforacji jegcsciany. Nie mana jednak
wykluczy¢ faktu, ze obserwowany w badaniu spadek nacieku koméreKkatgawych nie
jest przyczym, lecz racze] nagbstwem destrukcjisciany jajowodu Ilub wynikiem
zahamowania wzrostuazly pozamacicznej.

Podobne jak w przypadku komérek Treg zmianybgaovowano dla innych czynnikow
regulatorowych m.in. biatka RCAS1, MT i rozpuszecelizoformy antygenu HLA-G. We
wszystkich przypadkach rozwipgiej sk ciazy pozamacicznej towarzyszyt przepwy
wzrost immunoreaktywrsgi RCAS1 i MT w jajowodzie oraz &tenia rozpuszczalnej
izoformy antygenu HLA-G we krwi obwodowej, po ktémy wraz z uszkodzeniegtiany
jajowodu, dochodzito do spadku ich waxop [137]. W dotychczasowych badaniach
wykazanoze sHLA-G przyczynia gido utrzymania stanu tolerancji m.in. przez
a) hamowanie litycznej aktywic komérek NK i wytwarzania przez nie IFN-
b) bezpérednie hamowanie odpowiedzi limfocytow T w stosunkualloantygendw,
c) wzrost sgzenia IL-10, d) ekspansjkomérek CDACD25Treg [196]. Dlatego spadek
stezenia tej molekuty w czasie ¢kania s$ciany jajowodu mee by zwigzany z
obserwowanymi w tym badaniu zmianami nacieku komodimmunokompetentnych w
miejscu implantacji aizy pozamacicznej- tj. wzrostem aktywdsokomorek cytotoksycznych
i spadkiem nacieku komorek regulatorowych.

Maozna zatem wnioskowa na podstawie obecnej analizy i poprzednich hada

przeprowadzonych w Klinice Ginekologii i Onkolo@gi#JCM, ze oprocz inwazji trofoblastu
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za pkniecie Sciany jajowodu mog by¢ odpowiedzialne zar6éwno zgkiszony naptyw
cytotoksycznych  komérek uktadu immunologicznego kipat jak i ostabienie
immunomodulugcych wigciwosci btony sluzowej jajowodu [113,137,197].

Infiltracja komorek uktadu immunologiczrmegy obkbie endometrium, dalacych pod
kontrol, komorek regulatorowych jak Foxp8komorek doczesnej [73,137,155], rozpoczyna
sie juz w p&nej fazie proliferacyjnej i trwa do wczesnej faskeecyjnej [198], gdy komdrka
jajowa transportowana jest w @bre jajowodu. Wicherek i wsp. zaobserwowalie
implantacji jaja ptodowego w jajowodzie towarzyszynaptyw  komodrek
immunokompetentnych w jego aitw[197]. Jednak odsetek komorek CBH25 Foxp3
w endometrium eutopowym nie wykazuje tak zggzh zmian jak to ma miejsce
w doczesnej w aizy prawidtowej. Naciek komorek Treg w doczesnowo emnej btonie
sluzowej w chzy jajowodowej byt ntszy w poréwnaniu do obserwowanego w doczesnej
poronienia spontanicznego [109]. Odsetek komorekgTw doczesnej w poronieniu
spontanicznym byt z kolei s$zy od obserwowanego w doczesnej s iprawidtowej [152]

i porbwnywalny do nacieku w endometrium wczesnejyfaekrecyjnej [109]. W obecnym
badaniu, z uwagi na stwierdzprkoncentrag odpowiedzi immunologicznej w miejscu
implantacji jaja ptodowego w jajowodzie, poréwnapopulacje badanych komorek z tej
lokalizacji z tymi w endometrium i poronieniu spanicznym. Wykazanoze poronieniu
samoistnemu towarzyszy najwiksza liczebnd¢ komérek cytotoksycznych

w poréwnaniu do pozostatych grup. Natomiast pod wagdem komérek regulatorowych
najwigkszy naciek obecny byt w ob¢bie endometrium. W poréwnaniu do endometrium
sekrecyjnego liczba komérek Treg byla nisza w doczesnej w poronieniu
spontanicznym, z najngszymi wartosciami w obrebie miejsca implantacji jaja
ptodowego w gknietej ciazy pozamaciczne).

Liczba komérek Treg, zarébwno w doczesnej, jak ikwei obwodowej, zmniejszaesi
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w przypadku poronienia [152, 154]. W poronienia@wgkowych réwnie zaobserwowano
spadek liczby komérek Treg i ufledzenie ich funkcji [155]. Z drugiej strony zmrsepna
liczba subpopulacji komoérek Treg w endometrium zmven jest za przyczgnzaburzé
implantacji jaja ptodowego [199]. Jasper i wsp. istazili, ze poronieniu towarzyszy
zmniejszenie komorkowej ekspresji foxp3+ [199]. disko to obserwowane jest w innych
zaburzeniach autoimmunologicznych z uwagi nazéozmniejszenie ekspresji Foxp3 znosi
supresorowe funkcje komorek Treg, ktére uledanwersji do komorek efektorowych [200].
CTLA-4 jest wanym negatywnym czynnikiem regulacji funkcji komorék- jego wazanie
indukuje stan anergii, a nie proliferacj[201]. Zwkkszona ekspresja CTLA-4 przy
zmniejszonej ekspresji CD28 jest domuwym zjawiskiem na granicy matczyno- ptodowej
w ciazy prawidtowej, podczas gdy w poronieniu proporgaitega odwréceniu. Zekszenie
ekspresji CD28 mae by odpowiedzialne za sidnodpowied allogenows prowadzaca do
poronienia. Zauwano bowiemze limfocyty T w doczesnej w poronieniu charaktejyzic
wigkszy produkcy IL-2 i IFN-y [154]. Jednak potencjalna przyczyna poronienigzenmie
zwiazek juz z okresem przedimplantacyjnym, kiedy w warunkadwpdtowych dochodzi do
ekspansji komorek Treg. U kobiet, u ktérych wapéio poronienie, wykazano staliczebnd¢
komdérek Treg zaréwno w paej fazie proliferacyjnej, jak i sekrecyjnej cykkg swiadczy

o tym, ze brak u nich prawidtowej ekspansji tych komoérek pierwszej fazie cyklu,
obserwowanej u kobiet ptodnych, bez niepowadzetazniczych.

Zaobserwowana najisiza liczebné komérek Treg w azy pozamacicznej w miejscu
implantacji, mimo obecrigi prawidtowego zarodka, ne swiadczy nie tylko o ostabionym
mechanizmie tolerancji immunologicznej w tej lokalgji, ale rownie o koniecznéci jego
kontroli przez komérki doczesnej w miejscu stykuteagino-ptodowego, ktére jednak nig s

obecne w tej lokalizaciji.
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6. WNIOSKI

1. W przeprowadzonych badaniach wykazano obgchmfocytow T regulatorowych
i komorek cytotoksycznych (CD5&D57,CD3'CD8'CD57,CD8") we wszystkich
analizowanych tkankach, tj. z miejsca implantagjaj ptodowego w jajowodzie
niepgknietym jak i gknictym, z doczesnej gy, ktéra ulegta samoistnemu poronieniu
i w sekrecyjnym endometrium kobiet niggarnych.

2. W przeprowadzonych badaniach stwierdzor® rozwdj ciazy pozamacicznej
zZwiazany jest ze zmianliczebngci komérek uktadu immunologicznego, zaréwno
komorek supresorowych (Treg), jak i cytotoksyczny€iD56, CD57") w miejscu
implantacji jaja ptodowego w jajowodzie.

3. Wzrostowi nacieku komérek cytotoksycznych towargysspadek populacji
limfocytow Treg w tej lokalizacji, czego nie zaobsewano w obgbie doczesnej
eutopowe).

4. Najnizsza liczebn& komorek Treg w olebie jajowodu w czasie rozwoju agy
pozamacicznej, w pordwnaniu do pozostatych grupmenobecnéci prawidtowego
zarodka, mge s$wiadczy nie tylko o ostabionym mechanizmie toleranciji
immunologicznej w tej lokalizacji, ale rowrieo koniecznéci jego kontroli przez
komoérki doczesnej w miejscu kontaktu matczyno-pteego, ktére niegsobecne
w obebie jajowodu.

5. Peknigcie sciany jajowodu mge by zwiazane z naciekiem komorek cytotoksycznych
uktadu immunologicznego i brakiem wzrostu liczby nidrek supresorowych

kompensujcych odpowied efektorova.
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7. ABSTRACT

Ectopic pregnancy is a difficult diagnostic atiebrapeutic problem, the prevalence of
which is estimated at 18—-19/1,000 pregnanciesOPb 8f cases it is located in the fallopian
tube. The risk of extrauterine preagnancy increasaskedly after tubal surgery, previous
pelvic infections, infertility treatment. Howevdhe causes of extrauterine implantation have
not been definitely established. The managemeettafpic pregnancy is problematic and an
early diagnosis is the most important factor fa& sluccessful therapy and subsequent fertility
of the patient. More than 75% of deaths in the firgnster are associated with the ectopic
pregnancy. That is why a search of the marker wauld aid in prediction of tubal
perforation, is inevitable.

Intrauterine pregnancy is associated with theleoular, decidual changes that are
responsible for the establishment of immune toleeabetween the mother and the fetus.
Induction of a pregnancy-related tolerance in es&ane localization has not yet been
discovered. The studies on ectopic pregnancy wanducted on the small groups of patients
with the use of immunohistochemistry in majoritycafses.

The topic of immunosuppressive cells at theatumplantation site has not yet been
evaluated. The use of flow cytometry in the idecaifion of this subpopulation may aid in
obtaining the information regarding the role of Jreells in the establishment of immune
tolerance in ectopic pregnancy. Due to the lackdefidual changes at the extrauterine
implantation site, the trophoblast’s invasion @ himited. The unopposed penetration of
tubal mucosa by extravillous trophoblast may b@aasible for tubal perforation. Similarly
to labour, which is accompanied by alterationsha tevel of maternal immune tolerance
toward fetal antigens, development of ectopic papgy and subsequent tubal rupture, may

be associated with the changes of immunosuppreasivweell as cytotoxic cells.
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THE SUBJECT OF THE STUDY

The aim of the study was to identify the popioles of immunosuppressive Treg
lymphocytes CDACD25foxp3" and cytotoxic cells CD56CD57, CD3'CD8'CD57', CD§'
during the development of ectopic pregnancy. Tlsessment of the cells was done by: a) the
identification of Treg lymphocytes at the implamtat site in unruptered and ruptured tubal
pregnancy, b) identification of Treg cells in qutbendometrium in unruptured and ruptured
ectopic pregnancy, c) identification of the cytatoxells at the tubal implantation site and
within the decidua, d) comparison of the infiliost of the cells studied in these two
localisations. Additionally, the infiltration of éhTreg lymphocytes and cytotoxic cells in
ectopic pregnancy was compared to that in deadtize time of spontaneous abortion and in

the endometrium during secretory phase of theecycl

MATERIALS AND METHODS

Tissue samples evaluated in the study werdr@atdrom 80 women who were referred to
the Gynecology and Oncology Departement of Jagiglo University, Krakow, Poland. The
study group comprised forty four women with ectopiegnancy. Control group consisted of
36 women (eighteen with spontaneous abortion, 1@ma non-pregnant in secretory phase
of the cycle). All women from the study group undent laparoscopic procedures because of
Fallopian tube pregnancy, which was followed by theettage. During the laparoscopy, an
integrity of the fallopian tube and the presencebloiod in the abdomen were evaluated.
Based on intraoperative findings, the study growgs viurther divided into two subgroups:
unruptured (n=24) and ruptured (n=20) ectopic paegy. Eighteen women underwent
curretage because of spontaneous abortion, whideléh patients underwent laparoscopic
myomectomy following a biopsy of the endometriuime(biopsy was an additional procedure

for which the patient’s consent was obtained). fnesence of regulatory T cells and
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cytotoxic cells (CD56CD57,CD3'CD8'CD57',CDS8') in the tissue samples was analysed
by the flow cytometry. All calculations were mad&ng Statistica v. 7.0 software and p<0.05
was considered to be statistically significant ealu

RESULTS

T regulatory lymphocytes and cytotoxic cellsravpresent in all tissue samples examined.
The percentage of Treg cells was significantly Iowehile the number of CD5@and CD57
cytotoxic cells were significantly higher at theplantation site in ruptured ectopic pregnancy
compared to unruptured one. No such differencesdmt these subgroups in the percentages
of immune cells were found in the endometrium tgif by Arias-Stella reaction. The
numbers of Treg lymphocytes and CD&:lls were significantly higher within the fall@mi
tube compared to the decidua in unruptured ecfm@gnancy. The opposite was observed Iin
ruptured pregnancy group- where the concentratibifreg cells and CD57 cells was
significantly higher in decidua compared to thealulmplantation site.

Statistically significant differences were fol in the number of CD56 and
CD3'CD8'CD57'cells between deciduae of patients suffering spmutas abortion,
implantation site of unruptured ectopic preganaacyg secretory endometrium. The number
of these cells were the highest within decidua mdnéaneous abortion, and decreased in
unruptured fallopian tube and secretory endometrigspectively.

The precentage of T reg cells was significatdlyer at the implantation site in ruptured
ectopic pregnancy compared to the tissue samptas the patients with spontaneous
abortion and non-pegnant secretory endometrium.|dtter two groups did not differ in the
concentration of Treg cells. The number of CD%@lls at the tubal implantation site in
ruptured ectopic pregnancy was significantly higbempared to the secretory endometrium

and significantly lower compared to the deciduapontanous abortion.
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B-hCG level was found to be an independent factar ithfluenced the number of both Treg
and CD56 cells in ectopic pregnancy. The positive correlatbetween the number of

pregnancies and the CDeell infiltration in unruptured pregnancy was otvee.

CONCLUSIONS

In the study the presence of Treg lymphocytss veell as the cytotoxic cells
(CD56',CD57,CD3'CD8'CD57,CD8") was confirmed in all the tissues examined: at the
implantation site in ruptured and unruptered ecopiegnancy, within the decidua of
spontaneous abortion cases and in the secretorgmatdum. It was found that the
development of ectopic pregnancy is associated thélalterations in numbers of the immune
cells -suppressive T regulatory cells (Treg), a#i a@ cytotoxic cells (CD5% CD57) at the
tubal implantation site. During the course of tubhglture, the increase of the cytotoxic cell
infiltration was accompanied by the decrease imtlmaber of suppressive Treg lymphocytes.
No such differences were observed within the eatdpcidua. The lowest infiltration of Treg
cells at the tubal implantation site, when compacedther groups studied, may be the result
of an insufficiency of the compensatory immune oc@se mechanisms in this localisation.
Furthermore it can explain the need of decidudkcebntrol at the feto-maternal interface
which are absent at the tubal mucosa. Perforafitimectubal wall seems to be linked to
a concentration of cytotoxic immune cells with@umt adequate increase of the numbers of

suppressive cells compensating for detrimental imerzell response.
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8. STRESZCZENIE

Cihza pozamaciczna wygiuje ze sredni czestcécia 18/1000 ciz i w okoto 80%
przypadkow zlokalizowana jest w jajowodzie. Zabietjirurgiczne w olgbie jajowodu,
przebyte proby zaptodnienia pozaustrojowego czy s&any zapalne naydu rodnego
zwickszaj ryzyko wystpienia nieprawidtowego zagriézenia jaja ptodowego. Przyczyny
implantacji poza jammmacicy w wekszaci pozostaj jednak w dalszym ggu niewyj&nione.
Diagnostyka cizy pozamacicznej nastrza niekiedy wiele trudrci, a kluczowym dla
powodzenia terapii i dalszej ptodimd pacjentki jest jej wczesne rozpoznaniekriRecie
jajowodu w przebiegu gty pozamacicznej i zwzane z nim krwawienie pozosigedm
z czstych przyczyn zgonu kobiet w pierwszym trymestrzigzy. Z tego powodu
podejmowaneasproby poszukiwania markerow mgxychswiadczy o wzrastajcym ryzyku
peknigcia jajowodu.

Wewngtrzmacicznemu rozwojowi ptodu od implantacji do quaw towarzyszy szereg
zmian molekularnych w endometrium usiwiajacych powstanie zjawiska tolerancji
immunologicznej w aizy. Jest to maiwe dzigki immunomodulugcym wiaciwosciom btony
sluzowej macicy. Przebieg procesu indukcji swoidtdgrancji immunologicznej w gky
pozamacicznej zlokalizowanej w bloniuzowej jajowodu nie zostat do dzisiaj w peni
wyjasniony. Badania dotyeze zagadnienia ukladu immunologicznego wzygijajowodowe]
przeprowadzone zostaly jak ddt na niewielkich grupach pacjentek z wykorzystaniem
technik immunohistochemicznych. W przeprowadzongiohtej pory badaniach nie zostat
poruszony temat komorek T regulatorowych w miejsayplantacji cazy jajowodowe;.
Badanie z syciem przyyciowych technik cytometrii przeptywowej me pomaoc
w uzyskaniu informacji na temat roli tych komorek ksztattowaniu zjawiska tolerancji
immunologiczne] w cizy jajowodowej. W btoniesluzowej jajowodu, z uwagi na brak

przemiany doczesnowej, inwazja trofoblastu nie lgghowana, a dalsza jego penetracja jest
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przyczyra peknigcia sciany jajowodu i w rezultacie zag@acegozyciu krwawienia. Tak jak
podczas porodu fizjologicznego, kiedy aktywéiaukiadu immunologicznego matki ulega
zmianie w kolejnych jego okresach, tak wazgi pozamacicznej kolejnym fazonckania
sciany jajowodu prawdopodobnie mpgtowarzyszy zmiany liczebnéci komérek

immunosupresorowych i cytotoksycznych uktadu immagizznego.

CEL PRACY

Gtéwnym celem pracy jest ocena limfocytéw Tukegorowych (Treg) CD4CD25foxp3’
i komorek cytotoksycznych- CD56 CD57, CD3CD8CD57, CDS8 w ciazy
pozamacicznej. Zostanie ona wykonana poprzez:emtyfikacg komorek Treg, w miejscu
implantacji jaja ptodowego wscianie jajowodu w niegknictej 1 peknigte] ciazy
pozamacicznej, b) identyfikackomérek Treg w olebie doczesnej w jamie macicy wazy
pozamacicznej niefxnietej i peknigtej, c¢) charakterystyk populacji komorek
cytotoksycznych w doczesnej eutopowej oraz w miejsgplantacji cazy pozamacicznej
peknictej i niegknietej, d) poréwnanie probek sparowanych patdin limfocytéw Treg
i komérek cytotoksycznych, pobranych z miejsca ampdcji zarodka oraz doczesnej osobno
w grupie pacjentek z nieknigta oraz z gknicta ciaza jajowodows. Dodatkowo dokonane
zostanie poréwnanie populacji limfocytow Treg i kimek cytotoksycznych w miejscu
implantacji cazy pozamacicznej, doczesnej w poronieniu samoistriyrandometrium

sekrecyjnej fazy cyklu.

MATERIAL | METODY
Badanie przeprowadzono na grupie 80 kobietitedsgmwanych w Klinice Ginekologii
i Onkologii Katedry Ginekologii i Potmictwa Collegium Medicum Uniwersytetu

Jagiellaskiego w Krakowie, w tym 49 pacjentek zz pozamaciczqy ktére stanowity
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grupe badaml oraz 36 kobiet (18 pacjentek z poronieniem sammgis i 18 niec¢zarnych),
ktére stanowity grup porownawcg. Pacjentki z grupy badanej zostaty zakwalifikowalwe
zabiegu laparoskopii i wykeczkowania jamy macicy. W trakcie Z&kego zabiegu oceniano
integralnd¢ $ciany jajowodu i obecrié krwi w jamie brzusznej. W zataocsci od
rozpoznanigrodoperacyjnego kobiety z grupy badanej zostalz@one na dwie podgrupy:
z niegknigta (NP, n=24) i pknigta (P, n=20) ciza pozamaciczma U kobiet z poronieniem
samoistnym wykonano zabieg wyBczkowania jamy macicy. W grupie 18 kobiet
niecizarnych wykonano zabieg chirurgiczny- miomektendrogy laparoskopow oraz
dodatkow procedug- biopsg endometrium, na co uzyskano zgghcjentki.

W pobranym materiale tkankowym identyfikowamofbcyty T regulatorowe
i cytotoksyczne metagdcytometrii przeptywowej. Komorki T regulatoroweestano
w oparciu o ekspresj markerow powierzchniowych CD4 i CD25 oraz markera
cytoplazmatycznego Foxp3. Komorki cytotoksyczne niglitkowano po wybarwieniu
powierzchniowym z #yciem przeciwciat monoklonalnych anty-CD56 APC, yaBD57
FITC, anty-CD8 PE, a limfocyty cytotoksyczne zyciem przeciwciat anty-CD3 PE-Cy5,
anty-CD8 PE, anty-CD57 FITC. Wybarwione komorki l@mvano za pomag cytometru
przeptywowego FACSCanto (BD Biosciences, Immunooyty Systems, San, Jose, CA,
USA) w programie FACS DiVa v. 6.1 pragaym wsrodowisku Windows XP

Analizy statystycznej dokonano przy pomocy paki&tatistica 7.0 (firma StatSoft),

przyjmupc za poziom istotniei statystycznej wartg p<0,05.

WYNIKI
W analizowanym materiale klinicznym potwierdeonobecné¢ limfocytow T
regulatorowych i komoérek cytotoksycznych metaytometrii przeptywowej we wszystkich

analizowanych tkankach. Wykazano istotnigsmai liczebna¢ komaorek regulatorowych Treg
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i istotnie wyzsz komorek cytotoksycznych CD56 CD57° w miejscu implantacji jaja
ptodowego w grupie kobiet zknicta ciaza pozamaciczpw pordwnaniu do grupy
Z niegknieta ciaza pozamaciczip Nie stwierdzono istotnych zaic w nacieku badanych
komérek w obgbie doczesnej w niefnictej i peknictej ciazy pozamacicznej. Miejsce
implantacji zarodka w jajowodzie charakteryzow#dtsie wyzszy odsetek komorek Treg
i CD8" w poréwnaniu do doczesnej w nigpietej ciazy pozamacicznej. Odwradrealeznosé
stwierdzono w grupie kobiet zknicta ciaza pozamaciczp gdzie naciek komoérek Treg
i wérdd cytotoksycznych-komorek CD5Byt znamiennie statystycznie wszy w doczesnej
w poréwnaniu do miejsca implantacji w jajowodzie.
Stwierdzono istotne statystyczniemite w liczbie komdrek cytotoksycznych CD56
i CD3'CD8'CD57" naciekajcych doczesp w poronieniu spontanicznym, endometrium
sekrecyjnym i miejscu implantacji w nigpmictym jajowodzie. Obie populacje komérek
najliczniej wystpowatly w doczesnej w poronieniu samoistnym, a iczebnd¢ malata
kolejno w jajowodzie w niegknigtej ciazy pozamacicznej i endometrium sekrecyjnym.
Odsetek limfocytow Treg #ait si¢ istotnie statystycznie rulzy grum kobiet z gknigta
Ciaza pozamaciczs z poronieniem samoistnym i niezarnymi z endometrium sekrecyjnym.
Liczebna¢ komoérek Treg byta najméza w miejscu implantacji w eRnictej ciazy
pozamacicznej w porownaniu do dwoch pozostatychp.grDoczesna w poronieniu
samoistnym, jak i endometrium sekrecyjne u kobietiezarnych nie wykazywalty istotnych
réznic w zakresie limfocytdw regulatorowych Treg. Gaupacjentek z gknicta ciaza
pozamacicza réznita sk istotnie pod wzgidem liczby komoérek CD56zaréwno midzy
grupa pacjentek z poronieniem samoistnym jak i rggainych w sekrecyjnej fazie cyklu.
Stwierdzonoze B-hCG jest niezatenym czynnikiem wptywajcym na liczebn& komérek
CD56 i limfocytébw Treg w cizy pozamacicznej. Wykazano dodatrkorelaci migdzy

liczba ciaz a naciekiem komorek CD& niepeknietej ciazy pozamaciczne;.
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WNIOSKI

W przeprowadzonych badaniach wykazano ob&dimafocytéw T regulatorowych
i komorek cytotoksycznych (CD5&D57,CD3'CD8'CD57,CD8) we wszystkich
analizowanych tkankach tj. z miejsca implantaga jgtodowego w jajowodzie niefnietym,
jak 1 peknietym, z doczesnej giy, ktora ulegta samoistnemu poronieniu i w sekneyyj
endometrium kobiet niegitarnych. W przeprowadzonych badaniach stwierdzeaapzwgj
ciazy pozamacicznej zwrany jest ze zmian liczebndci komérek ukiadu
immunologicznego, zaréwno komorek supresorowycled)rjak i cytotoksycznych (CD56
CD57) w miejscu implantacji jaja ptodowego w jajowodzl/zrostowi nacieku komdrek
cytotoksycznych towarzyszy spadek populacji limtéey Treg w tej lokalizacji, czego nie
zaobserwowano w otlie doczesnej eutopowej. Najaza liczebné komorek Treg
w obrbie jajowodu w czasie rozwojuagly pozamacicznej, w poréwnaniu do pozostatych
grup, mimo obecn@i prawidiowego zarodka, me swiadczy nie tylko o ostabionym
mechanizmie tolerancji immunologicznej w tej lokalgji, ale rownie o koniecznéci jego
kontroli przez komérki doczesnej w miejscu kontakbatczyno-ptodowego, ktére nie s
obecne w olgbie jajowodu. Eknigcie $ciany jajowodu mge by zwigzane z naciekiem
komoérek cytotoksycznych uktadu immunologicznegorakiem wzrostu liczby komorek

supresorowych kompenagych odpowied efektorova.
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INDEKS SKROTOW

AB (abortus)- poronienie

APC (Antigen Presenting Cells)- komorki przentujce antygen

B-hCG (B subunit of human chorionic gonadotroppipodjednostka gonadotropiny kosméwkowej
CA-125 (Cancer Antigen 125) — biatko antygenoweddace markerem nowotworowym
CCR (C-C Chemokine Receptor)- receptor chemokininowy

CD (Cluster of Differentiation)- antygen rénicowania

CG (Chorionic Gonadotropin)- gonadotropina kosmowkowa

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated antigen 4)- Antygen CTLA-4 (CD152), cisteczka
immunoglobulinopodobna,wykaziga 30% homologiw stosunku do CD28.

DC (Dendritic Cells)- komorki dendrytyczne

dNK (decidual Natural Killers)- doczesnowe komérki NK

E (Endometrium)- btonasluzowa jamy macicy

EP (Ectopic pregnancy)- ciaza pozamaciczna, synonimyaza jajowodowa, eiza ektopowa

EVT (Extravillous Trophoblast)- trofoblast pozakosmkowy

Fas— btonowy receptor dla czynnikéw z rodziny TNF; sgiimy CD95; APO-1

FasL (Fas Ligand) — ligand biatka Fas

Foxp3 (Forkhead Box 3)- czynnik transkrypcyjny 3

GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor related protein)-biatko naleace do nadrodziny
tumor necrosis factor recptor (TNF-R)

HELLP (Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelets)- niedokrwisté¢ hemolityczna,
podwyzszone poziomy enzyméwatvobowych, matoptytkowet

HLA (Human Leukocyte Antigen)-ludzkie zgodnéci tkankowej, antygeny leukocytéw ludzkich,
IDO (Indoleamino-2,3-dioxigenase)-indoleamino dioksygenaza

IFN-v -Interferony

IL-2 (Interleukin-2) -Interleukina 2

IQR (Interquartile Range)- rozstp kwartylowy

IUD (Intrauterine Device) — wktadka wewatzmaciczna

KIR2DL4 (killer-immunoglobulin-like receptors)- receptory immunoglobulinopodobne o charakterze
glikoprotein, ktérych ekspresja odbywa sa komérkach NK i limfocytach T

LIF (Leukemia Inhibitory Factor)-czynnik hamujcy biataczlg

MALT (Mucosa-associated Lymphoid Tissue) tkanka limfatyczna btonsluzowych przewodu
pokarmowego i gruczotéw wydzielania wegtiznego

MHC (Major Histocompatiblitity Complex)- gtéwny uktad (kompleks) antygenow zgodoio
tkankowej, antygeny transplantacyjne

MMP (Metal oprotenases) - metaloproteinazy

MT (Metallothionein)- metalotioneina

NK (Natural Killer)- komorki zerowe, komérki naturalnej cytotoksycgeio

NKG2D- receptor aktywujcy komoérek NK (activating/triggering receptor)

PID (Pelvic Inflammatory Disease)- zapalenie naszléw miednicy mniejszej

RCASLI (receptor-binding cancer antigen expressed on SSo cells)- Biatko btonowe RCAS1/EBAGY
odpowiedzialne za ucieczlguza spod nadzoru immunologicznego organizmu ma&iego

SD (standard deviation) -odchylenie standardowe

s-HLA-G (soluble HLA-G)- rozpuszczalna izoforma antygenu HLA-G

TGF-B (transforming growth factor ) —czynnik wzrostu guzg

Th (T helper lymphocyte)- limfocyty pomocnicze

Th3 (helper T cellstype 3)- limfocyty pomocnicze typu 3

TNFa (Tumor Necrosisfactor a)- czynnik martwicy nowotworad.

Trl (Type 1lregulatory T cells)- limfocyty regulatorowe typu 1

Treg ( T regulatory cells) — limfocyty T regulatorowe

USG-TV (Transvaginal Ultrasound) - przezpochwowe badanie ultrasonograficzne.

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)- endotelialny czynnik wzrostu
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ANEKS

Informacja dla pacjentki dotyczaca udzialu w programie badawczym pt.

,,Ocena komérek uktadu immunologicznego w miejscuriplantaciji ciazy pozamacicznej”

Udziat w programie:
Proponowane Pani uczestnictwo w programie badawdegindobrowolne i nie uzaleia st od Pani
zgody na udziat w badaniadnych dziata diagnostyczno-terapeutycznych.

Finansowanie programu:
Jest realizowany przez pracownikéw UJCM w ramadh pcacy naukowo badawczej. Jest badaniem
naukowym

Podstawowe informacje na temat programu:

Program badawczy ptQcena komoérek ukladu immunologicznego w miejscu lam@cji chzy
pozamacicznej” ma na celu identyfikagj komérek uktadu immunologicznego (suresorowych,
cytotoksycznych) w jajowodzie podczas implantaajintjaja ptodowego i doczesnej wraz z acéh
miejscowej aktywngci (CD 69) oraz zbadanie w miejscu zagdieenia ekspresji biatek ( Fas, HLA-G)
uczestnicgcych w regulacji aktywnixi wyzej wymienionych komorek, ktére ze wzdu na budow
chemicza, mog w dalszym etapie tego zjawiska znajdéwsi w surowicy (sFas, sHLA-G).

W tym celu po uzyskaniu zgody pacjentek, dokonarsanie ocena preparatéw tkankowych fragmentéw
jajowodu i doczesnej (uzyskanyétodoperacyjnie) i surowicy krwi (5ml) pobranych edzzabiegiem od
pacjentek operowanych z powodwzgi pozamacicznej (grupa badana) iegniakow macicy (grupa
kontrolna).Tak rozpogte badania umdiwityby poznanie mechanizméw immunologicznych
zaangaowanych w rozwdj Gizy pozamacicznej i w perspektywie stworzylyby szana znalezienie na
obwodzie markeraswiadcacego o zagrajacym pknieciu jajowodu co pozwolitoby na pagiie
skutecznego leczenia w odpowiednim czasie

Zasady przeprowadzenia programu:

Udzielona przez Pasizgoda na udziat w programie badawczym jest zgual wykorzystanie materiatu
tkankowego tj. surowicy krwi , doczesnej i fragmer&jowodu pobranych od Pani podczas zabiegu
operacyjnego wykonywanego z powodezgi pozamacicznej. W planowanym badaniu aalieby Pani do
tzw grupy badanej to znaczye wyniki bada uzyskane od Pani bylyby poréwnywane do danych
referencyjnych uzyskanych od pacjentek rigminych operowanych z powoduginiakéw macicy (grupa
kontrolna). Z udzialem w programie nie jest zméne pobieranie od Pani dodatkowego materiatu
tkankowego podczas procesu terapeutycznego.

Informacje dotyczce planowanego u Pani zabiegu operacyjnego zostdblszej czsci tego formularza.

Pytania i watpliwosci

Istnieje maliwo$¢ wyjasnienia wszelkich wtpliwosci poprzez zadanie pytav bezpdredniej rozmowie z
lekarzem prowadym program badawczy. Jako Uczestnik badania marRailiwosé poznania danych
personalnych lekarza jego numeru telefonu, celerjaswignia watpliwosci powstatych po zakazeniu
rozmowy oraz zmiany decyzji dotygzej udziatu w programie.
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Sposo6b wyraenia zgody na udziat w programie

Wyrazenie przez Pagi zgody na udziat w programie odbywa poprzez wypetienie formularza zgody.

Wypowiedzenie zgody na udziat w programie
Istnieje maliwos¢ wypowiedzenia zgody na udzial w programie badawczyiezalénie od etapu
zaawansowania programu. Wycofaniee dPani z badania nie jest zwane 2z jakimikolwiek

konsekwencjami. Wymaga ona tylko poinformowana oamm decyzji lekarza prowaslzego oraz
potwierdzeniu na formularzu zgody na udziat w paogie.

Zapoznatam sg z trescig formularza. Bez zastrzéen (lub z ponizszymi zastrzeeniami) zgadzam s na
moj udziat w planowanym programie badawczym
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INFORMACJA DLA PACJENTKI ORAZ FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY NA
PRZEPROWADZENIE LECZENIA OPERACYJNEGO Z POWODU Cl AZY POZAMACICZNEJ]
*

RODZAJ SCHORZENIA | WSKAZANIA DO OPERACJI

Na podstawie przeprowadzonych dotychczas baolgpoznano u Pani (istnieje podejrzenie)

Zgodnie z zasadami wspotczesnej wiedzy medycztreégjs u Pani wskazania do leczenia operacyjnegosdiaygaroskopii / laparotomii

METODY LECZENIA OPERACYJNEGO

Proponowane Pani leczenie operacyjnagycpozamacicznej polega na otwarciu jamy brzuszrtejrgicznym w przypadku
laparotomii lub drog laparoskopow) i wytuszczeniu ektopicznie zagua@zonego jaja plodowego z pozostawieniem
jajowodu lub w razie nieodwracalnego uszkodzewigigciem jajowodu (salpingectomia) po stronie jednommigl. Zabieg
ten przeprowadzagiv znieczuleniu ogéinym.

Po szczegotowej analizie Pani przypadku proponujerani leczenie operacyjne polegaj na :

MOZLIWO $C WYSTAPIENIA POWIKEA N:

Zaden lekarz nie jest w stanie zagwarantowatnego sukcesu zastosowanego leczenia oraz dedgmnbraku ryzyka
Zwiazanego z zabiegiem operacyjnym. Powiktanisazeme z4 operacg mogy m.in. polega na:
-srédoperacyjnym uszkodzeniu jelit, moczowodu lgbherza moczowego

-wtornym krwawieniu wymagagym przetoczenia krwi i/lub ponownej operacji

-niedraznosci pooperacyjnej jelit

-zapaleniu otrzewnej,

-uszkodzeniu nerwdw powiktaniach obszarze powtaubhna lubsciany miednicy

-powiktaniach zakrzepowo-zatorowych,

-nietrzymaniu moczu,

-zaburzeniach w opgfianiu gcherza moczowego,

-zakaeniu rany pooperacyjnej

-bélach brzucha w wyniku powstania zrostéw poopgrg/ch

Ciezkie zagraajace zyciu lub$miertelne powiktania proponowanego Pani zabieguamygnego zdarzajsie rzadko

ROKOWANIE
Prawdopodobigstwo powodzenia proponowanej operacji jest w Panjgadku:

ROZMOWA Z LEKARZEM

Prosimy, aby Pani zapytata nas o wszystko co dizyaPani wiedzie w zwiazku z planowanym leczeniem i projektem
badawczym. Cétnie odpowiemy na wszystkie Pani pytania.

ZASTRZEZENIA PACJENTKI CO DO PROPONOWANEGO LECZENIA OPERAGMEGO | ZWAZANEGO Z NIM UDZIALU W
BADANIU NAUKOWYM:
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OSWIADCZENIE PACJENTKI:

W petni zrozumiatam informacje zawarte w tym foramzlu oraz przekazane mi podczas rozmowy z lekarZegewniono
mi nieograniczone niiwosci zadawania pytai na wszystkie udzielono mi odpowiedzi i w§fgen wyjasnien sposob
satysfakcjonujcy.

Po zapoznaniu siz trescia tego formularza i rozmowie Wy§aiajaCej Z Park..........co.ovvvvieieiininiie e
spetnione zostaly moje wymagania co do informaajtemat :

-rozpoznania

-proponowanych metod leczniczych

-wynikéw leczenia operacyjnego

-rokowania

-ewentualnych powikiaokotooperacyjnych

Znane mi g mazliwe powiktania zwiazane z tym zabiegiem operacyjnym.

Bez zastrzeen (lub z ponizszymi zastrze&eniami) zgadzam gj na przeprowadzenie u mnie
Nastepujacego zabiegu operacyjnego

Oraz jego ewentualne zmiany lub rozszerzenia, ktorekazg sie niezbedne w trakcie przeprowadzenia
operacji w razie wysgpienia niebezpieczastwa utraty zycia, cigzkiego uszkodzenia ciata lub eizkiego
rozstroju zdrowia

Data Podpisarza Podpis pacjentki

*Formularz informacji dla pacjentki §wiadomej zgody zostat opracowany w oparciu o wytgcPolskiego
Towarzystwa Ginekologicznego (PTG)
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