Nr rejestracyjny: 2017/27/N/NZ5/02756; Kierownik projektu: mgr Daria Magdalena Lorek

Cigza dla organizmu matki jest ogromnym wyzwaniem. Przez 280 dni u ludzi i 21dni u myszy uktad
odpornosciowy matki musi akceptowaé¢ antygenowo obcy ptéd i w tym samym czasie przeciwdziatac
i skutecznie broni¢ si¢ przed patogenami zagrazajacymi zarowno matce, jak i jej nienarodzonemu dziecku.
Akceptacja ptodu (tolerancja) przez uktad odpornosciowy matki rozpoczyna si¢ bardzo wczesnie, bo juz na
etapie zaptodnienia, kiedy to dochodzi do kontaktu matczynych komodrek uktadu odpornosciowego
z antygenami ojca.

Zaburzenia cigzy takie jak poronienia i stan przedrzucawkowy powiazane s3 z zakldéconymi
mechanizmami tolerancji immunologicznej. Problem poronien dotyka okoto 1% wszystkich kobiet. Natomiast
spontaniczne poronienia wystepuja w przedziale od 11-20% wszystkich cigz. Podaje si¢, ze do utraty 30%
z nich dochodzi juz pomiedzy okresem implantacyjnym, a széstym tygodniem ciagzy. Najbardziej hiepokojace
sa przypadki osob u ktorych nigdy nie doszto do szczgsliwego rozwiazania i u ktoérych w podobnym przedziale
czasowym dochodzito do utraty cigzy. Niektore z tych przypadkéw przypisuje si¢ do takich czynnikow jak
wady anatomiczne, zaburzenia hormonalne, wiek czy choroby genetyczne. Problem nawracajacych poronien
nadal nalezy do nierozwigzanych, a ponad 50% utraty cigz nie mialo wyraznie zdefiniowanej przyczyny.
Badania wskazuja, ze znaczaca czg$¢ tych poronien ma podloze immunologiczne. Mechanizmy lezace
u podstaw tego zjawiska sg wciaz stabo poznane. Badacze przypuszczaja, ze odpowiedzialne za to moze by¢
nieprawidtowe funkcjonowanie komorek uktadu odpornosciowego.

Wsréd jak dotad poznanych typdéw komorek, czynnikow immunologicznych i rozpuszczalnych
czasteczek regulatorowych odpowiadajacych za obwodowa tolerancje immunologiczng na antygeny plodu
zar6wno u myszy jak i ludzi, obecnie uwaza si¢ limfocyty T regulatorowe. Dowiedziono, ze u ludzi jak
i u myszy juz na bardzo wczesnym etapie prawidtowej cigzy dochodzi do wzrostu liczby komoérek
regulatorowych, zarobwno w doczesnej jak i krwi obwodowej. Natomiast spadek ich liczby oraz aktywnosci
jest obserwowany w przypadkach spontanicznych poronien. Catkiem niedawno dowiedziono, ze réwniez
komorki B regulatorowe moga bra¢ udziat w utrzymaniu ciazy. Obie populacje komorek sa w stanie wydziela¢
cytokiny przeciwzapalne (min. 1L-10, TGF-B), ktéore hamuja odpowiedz immunologiczng matki wobec
rozwijajacego si¢ ptodu. Badania prowadzone u kobiet cigzarnych wykazuja analogiczne jak w modelach
zwierzecych zaleznos$ci. Sugeruje to iz mechanizmy mogace wptywac na tolerancje ciazy sg podobne u ludzi
i myszy, a niedostatek komorek regulatorowych moze prowadzi¢ do jej utraty.

Ze wzgledow etycznych wigkszos¢ doswiadczen majacych na celu wyjasnienie skomplikowanych
mechanizméw prowadzacych do tolerancji ptodu w cigzy przeprowadza si¢ na modelach zwierzecych.
Najlepiej poznanym jest mysi model ciazy zagrozonej poronieniem, ktory charakteryzuje si¢ miedzy innymi
wzrostem $miertelnosci ptodow, a takze spadkiem ilo$ci aktywnych limfocytoéw Treg w poréwnaniu do
modelu cigzy prawidlowej .

Nasze wstepne badania na wspomnianym powyzej modelu cigzy zagrozonej poronieniem wykazaty
wzrost ekspresji genu dla receptora toll-podobnego 9 (ang. Toll-like receptor 9, TLR9) na $ledzionowych
limfocytach B u cigzarnych samic w okresie przed implantacjg zarodka w macicy. Receptory te, oprocz
charakterystycznych dla patogendow wzorcéw moga rozpoznawac sygnaly pochodzenia wewnetrznego, wsrod,
ktorych szczegolnie w kontekscie cigzy, mogg by¢ rozpatrywane antygeny ojca (np. DNA obecne w nasieniu).
Receptory toll-podobne obecne na limfocytach B moga prowadzi¢ migdzy innymi. do aktywacji tych
limfocytow objawiajacej sie¢ wzmozong ekspresja cytokin, zarowno pro- jak i przeciwzapalnych.

Glownym celem naukowym projektu jest sprawdzenie czy zalezna od receptora TLR9 regulacja
aktywnosci komorek B regulatorowych moze by¢ odpowiedzialna za rozwoj tolerancji matczyno-ptodowe;.
Hipoteza badawcza zaktada, ze u kobiet u ktorych dochodzi do poronienia (W nieprawidtowo rozwijajacej si¢
cigzy) i w mysim modelu cigzy zagrozonej poronieniem dochodzi do zmiany ekspresji receptora TLR9 na
limfocytach B, co prowadzi do niekorzystnego fenotypu kostymulacyjnego tych komorek i profilu
wydzielanych cytokin, czego konsekwencja moga by¢ poronienia.

W projekcie planujemy sprawdzi¢ ekspresje receptora TLR9 na wybranych subpopulacjach
limfocytow B we krwi pacjentek w cigzy prawidlowej i u pacjentek ze spontanicznym i nawracajgcymi
poronieniami. Zbadany zostanie u nich odsetek limfocytow Breg , poziom czasteczek kostymulacyjnych
i MHC klasy Il na limfocytach B, ktora powiazemy z iloscig receptora TLR9 na tych samych komorkach.
Zostanie rowniez zweryfikowany procent limfocytéw T cytotoksycznych, T pomocniczych oraz NK we krwi,
a takze stgzenie hormondéw w surowicy i poziom cytokin pro- i przeciwzapalnych. Ma no na celu okreslenie
korelacji pomiedzy ich iloscig/poziomem, a ilo$cig limfocytow Breg.

Zaproponowane w projekcie badania przyczynig si¢ przede wszystkim do lepszego poznania roli jaka
moga petni¢ limfocyty Breg w cigzy. Mozliwe bedzie rowniez wykorzystanie w przysztos¢ receptorow TLR9
limfocytow B jako celow w terapiach, ktorych zadaniem byloby przywrocenie zaburzonej tolerancji
immunologicznej w cigzy. Nasze badania mogg sta¢ si¢ takze pomocne w bezpiecznej dla matki i dziecka
diagnostyce niekorzystnego statusu immunologicznego matki mogacego prowadzi¢ do wczesnych poronien



