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Rola limfocytow T Y0 w Kkontroli statusu immunologicznego ukladu rozrodczego
w badaniach in situ i ex vivo oraz ich wplywu na odpowiedz na antygeny podawane

dopochwowo.

Streszczenie

Limfocyty T yd okres$la si¢ czgsto w literaturze jako ,,most” pomiedzy odpornoscia wrodzong
a nabyta. Komorki te sg najbardziej rozpowszechnione w tkankach nabtonkowych, co sugeruje,
ze tworzg pierwszg lini¢ obrony przed patogenami. Ich gléwne funkcje zostaty poznane przede
wszystkim poprzez badania homeostazy naskorka u myszy, jednakze ich rola w uktadzie
rozrodczym pozostaje w duzej mierze niezbadana. W niniejszej pracy podjeto probe
wyjasnienia znaczenia limfocytéw T yd w kontroli immunologicznej zenskiego uktadu

rozrodczego.

Z uwagi na brak dostgpnych protokotéw pierwszym etapem pracy badawczej byto opracowanie
metod analizy komorek T y6 w mysiej pochwie. Aby zapewni¢ barier¢ ochronng przed §wiatem
zewngetrznym, nabtonek pochwy jest stosunkowo gruby i zwarty, co znaczaco utrudnia
korzystanie z klasycznych technik obrazowania oraz analizy cytometrycznej. Wykorzystujac
nowoczesne podejscie w mikroskopii grubych preparatow tkankowych, opracowano metodg
oczyszczania optycznego pochwy oparta na technice CUBIC, ktora umozliwila wizualizacje
3D limfocytow T v oraz okreslenie ich dystrybucji. Dzigki tej metodzie wykazano, Ze liczba
komorek T yd w ukladzie rozrodczym myszy zalezy od fazy cyklu rujowego, osiggajac
maksimum w fazie diestrus, zdominowanej przez progesteron. Limfocyty T yo lokalizujg si¢
wowczas blizej $wiatla pochwy, w pordwnaniu do fazy estrus, zaleznej od estrogenow. Ich ilo$¢
w nablonku pochwy jest trzykrotnie wigksza niz w podscielisku pochwy, co jest niezalezne od

zmian hormonalnych cyklu piciowego. Drugim podejsciem do analizy komoérek T yo

w ukladzie rozrodczym bylo zastosowanie cytometrii przeplywowej po wczesniejszym
enzymatycznym trawieniu tkanki. Porownujac wiele enzymow, wybrano Liberaze TL jako
enzym najbardziej skuteczny do oceny skladu komoérkowego mysiego uktadu rozrodczego.
Opracowany protokot pozwolil na weryfikacje danych mikroskopowych oraz na wykazanie, ze
limfocyty T yd nie maja znaczacego wpltywu na liczebno$¢ i udziat procentowy innych
populacji komoérek uktadu odpornosciowego w stanie homeostazy, jak i w przebiegu zapalenia
pod wpltywem stymulacji receptorow Toll-podobnych (TLR7 i TLR9), zaréwno w pochwie, jak
1 w macicy. Wnioski te wyciggni¢to na podstawie poréwnania cytometrycznego komorek

wyizolowanych z tkanek pobranych od myszy typu dzikiego i modyfikowanego genetycznie
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szczepu, pozbawionego komoérek T y& (Tcrd”™). Uzyskane dane znalazly czesciowe
potwierdzenie w badaniach roli limfocytow T yo we wzbudzeniu reakcji odpornosciowych po
immunizacji antygenami aplikowanymi na btong¢ $luzowg pochwy. Przy braku komorek T yd
indukcja odpowiedzi immunologicznej na antygen biatlkowy — owoalbuming, podang
dosluzéwkowo, jest podobna jak u myszy szczepu dzikiego. Limfocyty T yo wzmagajg jednak
nieznacznie odpowiedz po szczepieniu dopochwowym antygenem cukrowym z grzyba
Candida albicans w postaci koniugatu z toksoidem tezca, co sugeruje ich ochronng role przed
zakazeniami mikologicznymi. Analiza poréwnawcza drog podania antygenéw wykazala, ze
jedynie droga dopochwowa jest zalezna od fazy cyklu rujowego, podczas gdy zmiany
hormonalne nie maja wptywu na podanie podskérne i donosowe. Niejednoznaczny wplyw
komorek T yd na status 1 odpowiedz uktadu odporno$ciowego u myszy w wieku rozrodczym
byt inspiracja do zbadania ich roli u myszy starych, u ktérych dochodzi do dysfunkcji reakcji
immunologicznych na wielu poziomach. Za pomocg analiz ekspresji gendw zwigzanych ze
starzeniem si¢ i produkcji cytokin zapalnych wykazano, ze proces starzenia w zenskim uktadzie
rozrodczym powoduje zmiane odpowiedzi uktadu odpornosciowego w kierunku prozapalnym,
ktdra bardzo wybiorczo zalezy od limfocytow T yd. Brak tych komoérek u starych samic z jednej
strony ostabia odpornos¢ przeciwzakazna, co bylo widoczne na przyktadzie spadku ekspres;ji
genu laktoferyny u myszy Tcrd”, z drugiej strony zwieksza ekspresje niektorych gendéw uktadu
dopetiacza i powoduje wzrost produkcji czynnika GM-CSF, co koncowo moze przyczyniaé

si¢ do zaburzen regulacji mechanizmow odpowiadajacych za kontrole zapalenia.

Przeprowadzone badania nie wykazaty kluczowej roli komorek T yd w kontroli reakcji
odpornosciowych w nabtonku uktadu rozrodczego. Otrzymane wyniki wskazujg raczej na ich
subtelny wptyw na niektére procesy immunologiczne na zasadzie strojenia potencjometrem
(ang. fine-tuning). Mozliwe jest, ze w przypadku niedoboru limfocytow T yd, inne populacje
komorek uktadu odporno$ciowego przejmuja funkcje utrzymania homeostazy nabtonka
rozrodczego. Niewatpliwie jednak S$rddnabtonkowe komorki T yd przyczyniaja si¢ do
wrodzonych odpowiedzi przeciwdrobnoustrojowych, a ich rola zalezy od miejsca zasiedlenia
okreslonego przedziatu uktadu rozrodczego oraz kontekstu komorkowego tkanki. Dalsze
badania sg niezbedne, aby doktadniej scharakteryzowac ich funkcjonowanie 1 zalezno$ci
wspotdzialania z innymi komoérkami uktadu odpornosSciowego zaréwno w pochwie, jak

I W macicy.



