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WSTEP

Endometrosis to chroniczne, degenerujace zapalenie btony $luzowej macicy u klaczy, ktorego
glowng cechg jest widknienie zrgbu endometrium, z towarzyszacymi zmianami w obrgbie nabtonka
gruczotowego. Zmiany te zaburzaja prawidtowe funkcjonowanie btony $luzowej macicy, co
w konsekwencji przyczynia si¢ do nieptodnosci u klaczy.

Wiodknienie jest wynikiem nadmiernego gromadzenia si¢ sktadnikow ECM oraz nadmiernej
aktywacji miofibroblastow, ktore odgrywaja kluczowg role w przebudowie tkanki. Ich aktywacja moze
by¢ wywotana przez rézne czynniki, w tym przewlekle procesy zapalne, ktore towarzysza endometrosis.
Whyniki badan wskazujag na potencjalny udziat limfocytow pomocniczych T (Th) w przebiegu
endometrosis u klaczy. Wsrod limfocytow pomocniczych szczegdlng role moga odgrywac subpopulacje
Thl i Th2, ktore reguluja odpowiedz immunologiczng I procesy zwigzane z widknieniem. Limfocyty
Th1, poprzez wydzielanie interferonu-y (IFN-y) oraz innych cytokin prozapalnych, moga nasila¢ stan
zapalny, podczas gdy limfocyty Th2, poprzez produkcje interleukin (IL), w tym IL-4 i IL-13, moga
sprzyja¢ procesom naprawczym, ale jednoczesnie stymulowaé widknienie. Dotychczas jednak nie
przeprowadzono badan dotyczacych wptywu limfocytéw pomocniczych T na procesy zwigzane
z wtoknieniem blony sluzowej macicy w przebiegu endometrosis u klaczy.

CEL BADAWCZY

Celem rozprawy doktorskiej byto opisanie wptywu dwoch subpopulacji limfocytow Th: Thl i Th2 oraz
wydzielanych przez nie mediatorow: IFN-y, IL-4 oraz IL-13 na procesy zwigzane Z rozwojem
wioknienia w przebiegu endometrosis u klaczy

HIPOTEZA BADAWCZA
Glowna hipoteza badawcza zaktadata, iz limfocyty Thl i IFN-y wywieraja dzialanie hamujace,
natomiast limfocyty Th2 oraz IL-4 i IL-13 wywieraja dziatanie stymulujace na procesy komorkowe
i molekularne zwigzane z rozwojem wtoknienia endometrium w postepie endometrosis u klaczy.
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Figura 1. Hipoteza gtéwna.



W oparciu o hipoteze gtdéwng sformutowano trzy hipotezy szczegotowe:

Hipoteza I: Liczba limfocytoéw Th2, stosunek limfocytow Th2 do Thl, a takze ekspresja IL-4 i IL-13
oraz ich receptorow wzrasta w endometrium klaczy w miare rozwoju endometrosis.

Hipoteza Il: Limfocyty Thli Th2, poprzez swoj sekretom, wywierajg wptyw na procesy zaangazowane
W rozwoj widknienia endometrium poprzez wptyw na profil ekspresji genow i wtasciwosci fibroblastow.

Hipoteza I11: Interferon y wywiera dziatanie przeciwwloknieniowe a IL-4 i IL-13 wywierajg dziatanie
stymulujace procesy zwiagzane z rozwojem wioknienia wptywajac na cechy funkcjonalne fibroblastow
endometrium Kklaczy i ekspresje genéw zaangazowanych W procesy zwigzane z rozwojem widknienia
endometrium.

MATERIAL BADAWCZY

Material badawczy stanowily macice pozyskane od klaczy w fazie s$rodkowo-lutealnej
I pecherzykowej cyklu rujowego. W badaniach wykorzystano tkanke endometrium (kategoria I, l1A, 11B
i 111; wg klasyfikacji Kenney’a i Doiga, 1986; n=6/faza cyklu rujowego/kategoria endometrium, > n=48),
a takze wyizolowane z endometrium fibroblasty (kategoria | [n=5] i I1B [n=5]) oraz limfocyty (kategoria
I, HA, 1B i Ill, n=6/faza cyklu rujowego/kategoria endometrium, Y n=48). Ponadto,
w badaniach wykorzystano zr6znicowane z naiwnych limfocytoéw pomocniczych (Th0) limfocyty Thl
I Th2 w celu uzyskania medium pohodowlanego zawierajace ich sekretom.

ZADANIA BADAWCZE
W celu weryfikacji hipotez sformutowano nastepujace zadania badawcze:

Zadanie badawcze 1: Okreslenie udzialu subpopulacji komoérek Thl i Th2 oraz ekspresji
IFN-y, IL-4 i IL-13 oraz ich odpowiednich receptorow (IFNyR1, IL-4RA i IL-13RA) w endometrium
klaczy w przebiegu endometrosis.
Doswiadczenie 1. Okreslenie udziatu subpopulacji limfocytow Thl i Th2 w endometrium klaczy
w przebiegu endometrosis.
Doswiadczenie 2. Okreslenie ekspresji IFN-y, IL-4 i IL-13 oraz ich odpowiednich receptorow
(IFNyR1, IL-4RA i IL-13RA) w endometrium klaczy w przebiegu endometrosis.

Zadanie badawcze 2: Okreslenie wplywu sekretomu komorek Thl i Th2 na cechy funkcjonalne,
ekspresj¢ genow markerow widknienia oraz zmiany w transkryptomie w hodowanych in vitro
fibroblastach endometrium klaczy pochodzacych z endometrium kategorii |.
Doswiadczenie 1. Okreslenie wptywu sekretomu limfocytow Thl 1 Th2 na cechy funkcjonalne
i ekspresj¢ genéw markeréw wioknienia w hodowanych in vitro fibroblastach pochodzacych
z endometrium klaczy kategorii I.
Doswiadczenie 2. Okreslenie wptywu sekretomu limfocytow Thl i Th2 na potencjalne $ciezki
sygnalowe oraz procesy biologiczne i molekularne w hodowanych in vitro fibroblastach
pochodzacych z endometrium klaczy kategorii 1.




Zadanie badawcze 3: Okreslenie wptywu IFN-y, IL-4 i IL-13 na cechy funkcjonalne, ekspresje
markerow wioknienia oraz zmiany transkryptomiczne w hodowanych in vitro fibroblastach klaczy
pochodzacych z endometrium kategorii | i 11B.
Doswiadczenie 1. Okreslenie wptywu IFN-y, IL-4 i IL-13 na cechy funkcjonalne: proliferacje,
zywotnos¢, migracje i kurczliwos¢ dysku kolagenowego w hodowanych in vitro fibroblastach

pochodzacych z endometrium klaczy kategorii I 1 IIB.

Doswiadczenie 2. Okreslenie wptywu IFN-y, IL-4 i IL-13 na potencjalne Sciezki sygnalowe oraz
procesy biologiczne i molekularne w hodowanych in vitro fibroblastach pochodzgcych z endometrium
klaczy kategorii I'i 11B.

Doswiadczenie 3. Poréwnanie odpowiedzi fibroblastéw na Stymulacj¢ IFN-y, IL-4 i IL-13 w
zaleznosci od kategorii endometrium (I i I[IB), z jakiej zostaly wyizolowane.

NAJWAZNIEJSZE WYNIKI

Analiza majaca na celu okreslenie udziatu subpopulacji limfocytow Thl (CD3+ CD4+ IFN-y+)
i Th2 (CD3+ CD4+ IL-4+) w endometrium w przebiegu endometrosis (kategoria I, 1A, 11B, 111) podczas
srodkowo-lutealnej i pecherzykowej fazy cyklu rujowego nie wykazata istotnych roznic miedzy
badanymi kategoriami. Nie zaobserwowano réwniez roznic w ekspresji IFN-y, IL-4 i IL-13 oraz ich
odpowiednich receptorow (IFNyR1, IL-4RA i IL-13RA) na poziomie zaré6wno genu, jak i biatka
pomiedzy kategoriami endometrium.

Sekretom limfocytéw Thl zwickszyl proliferacje i zywotno$¢ fibroblastéw pochodzacych
z endometrium kategorii I, wptynal na ekspresj¢ wybranych markeréw zwiazanych z ECM (fibronektyny
1 - FN1, a-aktyny miesni gladkich - ACTA2, 2 metaolproteinazy macierzy - MMP2, 1 i 2 tkankowego
inhibitora metaloproteinaz - TIMP1 i TIMP2) na poziomie genu, a takze wplynat na profil
transkryptomiczny fibroblastow. W wyniku dziatania sekretomu limfocytow Thl na fibroblasty,
zidentyfikowano 2140 geny o zréznicowanej ekspresji, sposrod ktorych 1057 wykazato obnizenie
a 1083 zwickszenie ekspresji. Funkcjonalna analiza tych genow wskazata na ich udziat w 902 procesach
biologicznych, 70 komponentach komorkowych 1 93 funkcjach molekularnych, a takze w 19 §ciezkach
sygnatowych. Wsrod zidentyfikowanych proceséw znalazly si¢ te zwigzane z przebudowg ECM:
organizacja ECM, adhezja komorek do macierzy 1 absorpcja biatek. Ponadto, zidentyfikowano procesy
zwigzane z cyklem komorkowym i1 metabolizmem, takie jak: proliferacja 1 wzrost komorek, replikacja
DNA, czy biosynteza nienasyconych kwasoéw thuszczowych. Co wigcej, zidentyfikowane geny
o zroznicowanej ekspresji zostaty przypisane do takich szlakéw sygnatowych jak kanoniczna $ciezka
NF-kB, czy JAK-STAT.

Sekretom limfocytow Th2 zwiekszyt proliferacje 1 Zywotno$¢ fibroblastow endometrium
kategorii I, wptynat na ekspresje wybranych markerow zwigzanych z ECM na poziomie genu, a takze
zmienit profil transkryptomiczny fibroblastow. W wyniku dziatania sekretomu limfocytéw Th2 na
fibroblasty, zidentyfikowano 1033 geny o zroznicowanej ekspresji, sposrod ktorych 411 wykazato
obnizenie, a 622 zwickszenie ekspresji. Analiza funkcjonalna tych genéw wykazata ich zaangazowanie
w 919 procesoéw biologicznych, 59 komponentow komorkowych, 83 funkcje molekularneych oraz 21
sciezek sygnatowych. Zidentyfikowane geny o zréznicowanej ekspresji zostaty przypisane do, m.in.
procesow zwigzanych z przebudowa ECM, takich jak: przebudowa tkanek, organizacja ECM, interakcje
receptor-macierz i rozwoj tkanki lacznej. Zidentyfikowano takze procesy zwiazane z cyklem
komorkowym, takie jak: proliferacja 1 wzrost komoérek oraz replikacja DNA. Co wigcej,
zidentyfikowane geny o zréznicowanej ekspresji zostaly przypisane do takich szlakéw sygnatowych jak
sciezka BMP, p53, TGF-B, NF-kB, czy JAK-STAT.
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Dalsze badania nad wptywem poszczegdlnych cytokin wydzielanych przez limfocyty Thl i Th2
na fibroblasty endometrium kategorii | i 1IB po 48 godz. wykazaty, ze IFN-y obnizyl proliferacje
fibroblastow pochodzacych z endometrium kategorii | po 48 godz. oraz zwigkszyt proliferacje
fibroblastow pochodzacych z endometrium kategorii IIB po 96 godz. Nie wykazano wplywu IFN-y na
ekspresje wybranych markerow wildknienia na poziomie genu oraz na profil transkryptomiczny
fibroblastow pochodzacych z endometrium klaczy. Stwierdzono natomiast wptyw IL-4 i IL-13 na
wiasciwosci fibroblastow, ekspresje wybranych gendéw zwigzanych z przebudowa ECM, a takze na ich
profil transkryptomiczny.

Interleukina 4 wykazata zréznicowany, zalezny od stopnia zaawansowania widknienia wptyw na
fibroblasty pochodzace z endometrium klaczy. Wyniki wskazuja, ze stymulacja IL-4 zwigkszata
proliferacj¢ i zywotnos¢ fibroblastow pochodzacych z endometrium zaréwno z kategorii I, jak i IIB, po
48 1 96 godz. od rozpoczecia stymulacji, w porownaniu z grupami kontrolnymi. Migracja fibroblastow
ulegata obnizeniu po 96 godz. w przypadku fibroblastow pochodzacych z endometrium kategorii I,
podczas gdy zdolno$¢ do kurczenia dyskow kolagenowych pozostawata niezmieniona w przypadku
fibroblastow pochodzgcych z endometrium obu kategorii w odpowiedzi na dziatanie IL-4. Analiza
ekspresji genow 1 biatek zwiazanych z ECM ujawnila, ze IL-4 wptywata na syntez¢ kolagenu i innych
sktadnikow ECM w fibroblastach pochodzacych z endometrium klaczy w sposéb zalezny od stopnia
zaawansowania wloknienia. W fibroblastach pochodzacych =z endometrium kategorii 1IB
zaobserwowano zwigkszong ekspresj¢ genu Collal po 96 godz., podczas gdy poziom ekspresji COL1
na poziomie biatka byt obnizony w obu kategoriach po 48 i 96 godz. stymulacji IL-4. Ekspresja COL3
na poziomie genu i biatka byta obnizona w fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii 1,
natomiast w komorkach pochodzacych z endometrium kategorii 11B obserwowano ich wzrost. Ponadto
IL-4 modulowata ekspresj¢ fibronektyny (FN1) oraz ACTA2, wplywajac na procesy zwigzane
Z roznicowaniem miofibroblastow 1 przebudowa ECM. Stymulacja IL-4 prowadzita réwniez do
obnizenia ekspresji metaloproteinaz macierzy (MMP-2, MMP-3 i MMP-9) na poziomie genu i biatka
w fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii | po 48 i 96 godz., podczas gdy poziom
inhibitorow tych enzymoéw (TIMP-1 i TIMP-2) byt zwickszony, co sugeruje ztozony wptyw IL-4 na
rownowage miedzy degradacja a syntezg ECM. Po 48-godz. stymulacji 1L-4 zidentyfikowano 1288
gendéw o zroznicowanej ekspresji W fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii | oraz 1187
genow o zroznicowanej ekspresji W fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii 11B. Analiza
funkcjonalna tych genow wskazata na ich udziat w procesach takich jak glikoliza, adhezja komorkowa,
sygnalizacja receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu oraz interakcje ECM-receptor.

Stymulacja IL-13 zwickszata proliferacj¢ fibroblastow pochodzacych z endometrium kategorii |
i 1IB po 48 i 96 godz., przy czym zywotnos¢ komorek pochodzacych z endometrium z kategorii |
wzrastata w obu punktach czasowych, a z kategorii IIB tylko po 48 godz. Interleukina 13 nie wptywata
na migracje fibroblastow oraz na ich zdolnos¢ do kurczenia dyskow kolagenowych. Wptyw IL-13 na
ekspresje genow zwigzanych z ECM roznit si¢ w zalezno$ci od kategorii endometrium, z ktorego
pochodzity fibroblasty. W fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii |1 zaobserwowano
spadek ekspresji Collal na poziomie genu po 48 godz., podczas gdy w komodrkach pochodzacych
z endometrium kategorii IIB ekspresja ta byta zwigkszona po 48 1 96 godz. Ekspresja COL1 na poziomie
biatka byla obnizona w fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii 1i 1B odpowiednio po 48
1 96 godz. Ekspresja Col3al na poziomie genu wzrastata w fibroblastach pochodzacych z endometrium
z kategorii IIB, natomiast w komoérkach pochodzacych z endometrium kategorii | obserwowano spadek
ekspresji COL3 na poziomie biatka. Interleukina 13 modulowata roéwniez ekspresj¢ FN1 oraz ACTAZ2,
wplywajac na procesy witoknienia i przebudowy tkankowej. Podobnie jak IL-4, IL-13 wptywata na
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poziom ekspresji MMP i TIMP. Ekspresja MMP-2, MMP-3 i MMP-9 na poziomie genu byta obnizona
w fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii | po 48 i 96 godz. w odpowiedzi na dziatanie
IL-13. Poziom TIMP-1 oraz TIMP-2 wzrastat w fibroblastach pochodzacych z endometrium kategorii |
i 11B. Stymulacja IL-13 skutkowata identyfikacja 471 genow o zréznicowanej ekspresji W fibroblastach
pochodzacych z endometrium Kkategorii | oraz 465 w fibroblastach pochodzacych z endometrium
kategorii IIB. Funkcjonalna analiza tych genéw wykazata ich zaangazowanie w organizacje macierzy
pozakomorkowej, odpowiedz na hipoksje, adhezj¢ komorkowa oraz szlaki sygnalizacyjne HIF-1 i PI3K-
Akt.

PODSUMOWANIE | WNIOSKI
Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, iz:

1. Brak jest zmian w poziomie limfocytéw Thl i Th2, a takze wydzielanych przez nie cytokin i ich
receptoréw W przebiegu endometrosis.

2. Sekretom limfocytow Thl oraz Th2 stymuluje proliferacje 1 zywotno$¢ fibroblastow
endometrium Kklaczy, a takze reguluje ekspresje gendéw zaangazowanych w cykl komoérkowy,
odkladanie ECM oraz szlaki sygnatowe odgrywajace role¢ w chorobach zwldknieniowych.

3. Interferon y w zastosowanej dawce 10 ng/ml nie wplywa na transkryptom fibroblastow
endometrium klaczy.

4. W fibroblastach klaczy pochodzacych z endometrium kategorii I i IIB, IL-4 zwigkszyta
proliferacje fibroblastow i wptyneta na ekspresje sktadnikow ECM, jednocze$nie obnizajac ekspresje
i aktywno$¢ MMP oraz zwigkszajac poziom TIMP. Ponadto, IL-4 regulowata ekspresj¢ genow
zaangazowanych w kanoniczng glikolize, cykl komorkowy, procesy biosyntezy cholesterolu i kwasow
thuszczowych, adhezj¢ komoérek macierzystych 1 ogniskowa, organizacj¢ ECM, a takze szlaki
sygnatowe HIF-1, PI3-K-Akt i IGFR, co sugeruje role IL-4 jako mediatora profibrotycznego.

5. W fibroblastach klaczy pochodzacych z endometrium kategorii I 1 IIB, IL-13 zwigkszyta
proliferacje fibroblastow 1 wptyneta na ekspresje sktadnikow ECM, jednoczesnie obnizajac ekspresje
1 aktywnos¢ MMP oraz zwigkszajac poziom TIMP. Ponadto IL-13 regulowala ekspresje genow
przypisanych do réznych procesé6w, w tym metabolizmu wegla, organizacji ECM, interakcji ECM-
receptor, a takze szlakow sygnatowych Wnt, HIF-1 i FoxO, co sugeruje role IL-13 jako mediatora
profibrotycznego.

6. Odpowiedz komorek na stymulacje IL-4 i IL-13 rozni si¢ w zaleznosci od stopnia
zaawansowania wtoknienia endometrium.

Podsumowujac, w pracy wykazano, ze limfocyty Thl i Th2, poprzez wydzielane przez nie
mediatory wplywaja na fibroblasty endometrium klaczy 1 mogag w ten sposdb modulowaé procesy
zwigzane z rozwojem wioknienia w przebiegu endometrosis.

Wyniki badan pozwalaja na lepsze zrozumienie mechanizméw endometrosis w tym, wskazuja
udziat limfocytéw Th1 i Th2 oraz ich cytokin nie tylko na regulacj¢ proceséw immunologicznych, ale
takze na procesy zwigzane z rozwojem widknienia endometrium. Wyniki te wskazuja potencjalne cele
terapeutyczne, poprzez identyfikacje docelowych genow 1 S$ciezek sygnalowych zwigzanych
Z przebudowg macierzy i metabolizmem komorkowym, co moze przyczyni¢ si¢ do powstawania terapii
immunomodulujacych np. poprzez modulacje dziatania IL-4 i IL-13, co juz stanowi kierunek
w terapiach przeciwwloknieniowych u ludzi. Ponadto, rozwoj modeli in vitro do badania rozwoju
endometrosis moze mie¢ zastosowanie w medycynie rozrodu koni poprzez mozliwo$¢ testowania
nowych strategii terapeutycznych. Co wigcej, uzyskane wyniki mozna wykorzysta¢ we wskazaniu
kierunku badan nad wtdknieniem w innych gatunkach, w tym u ludzi.
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