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TRUMPINIAI

CD — (angl. cluster of differentiation) — limfocity diferenciacijos antigenai

FasL — Fas ligandas

GM-CSF - granuliocity makrofagy kolonijas stimuliuojantis faktorius (angl.
granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

HLA — Zmogaus leukocity antigenai (angl. human leukocyte antigen)

IFN — interferonas

IL — interleukinas

KIR — kilerius slopinantys receptoriai (angl. killer cell inhibitory)

MHC - pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas (angl. major
histocompatibility complex)

NK — natiiralus kileris

TGF — transformuojantis augimo faktorius (angl. transforming growth factor)

Th — T helperis

TNF — naviky nekrozés faktorius (angl. tumor necrosis factor)
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Skyriu brangiausiam savo mokytojui prof. Vytui TamoSitinui

L. [VADAS

Dauginimosi mechanizmai evoliucijos eigoje intensyviai tobul¢jo. Gamta
milijonus metu pasitenkino paciu primityviausiu dauginimosi biidu - paprastu lasteliy
dalijimusi. Tobul¢jant stuburiniy vystymuisi, palikuoniy skai¢ius maz¢jo. Stuburiniy
evoliucijoje, nuo zuvy iki zinduoliy, sudétingesne tapo ir imuniné sistema. Kartu
tobul¢jo ir vaisiaus apsaugos biidai. Taigi, imuninés sistemos diferenciacija,
Ciobrialiaukés atsiradimas sutampa su lytinio dauginimosi biido atsiradimu.
Diferencijuotas imuninis atsakas biidingas biitent Zinduoliams su ilgalaikiu palikuoniy
vystymusi gimdoje.

Zmogaus dauginimasis yra paradoksalus procesas: nors jis svarbus rasies
1Sgyvenimui, visgi yra palyginus neefektyvus. Maksimalus produktyvumas (apvaisinimo
tikimybé vieno menstruacinio ciklo metu) yra vidutiniskai 30%. Tiktai 50-60% visy
apvaisinimy pasiekia 20 néStumo savaite. S¢kminga implantacija yra kompleksinés
molekuliy saveikos tarp gimdos lasteliy ir brandzios blastocistos pasekmé. Nepavykus
sinchronizuoti procesy susijusiy su S§ia saveika implantacija nejvyksta. Neéstumo
nutrukimai 75% atveju ivyksta dél nepavykusios implantacijos ir kliniskai néra iskaitomi
kaip néStumai.

Embriono implantacija yra viena didziausiy reprodukcinés imunologijos paslapCiy.
Sékminga implantacija ir tolesnis normalus vaisiaus vystymasis priklauso ne tik nuo
apvaisinimo ir apvaisintos kiauSialastés preimplantacinio periodo, bet ir nuo motinos
organizmo pasiruo$imo priimti blastocista, o biitent nuo gimdos gleivinés, endometriumo,
subrendimo laipsnio. Taigi, implantacija yra kompleksinis procesas, kuriame dalyvauja
ir embrionas, ir endometriumas.

Cikliniai kitimai endometriume bei jo lasteliniai ir tirpis komponentai vaidina
svarby vaidmeni kiauSialastés implantacijos pasiruoSimui ir tolesnei normaliai néStumo
raidai. Leukocity migracija kaip ir proliferacija ar diferenciacija in situ yra svarbi
reprodukcinéje sistemoje. Menstruacijuy metu susikaupe leukocitai iSskiria ivairius
fermentus (matrikso metaloproteinazes - kologenaze, proteazg) dalyvaujancius
endometriumo lasteliy atsiskyrime ir pasi$alinime i§ gimdos ertmés. Leukocity fermentai
taip pat ardydami decidualini audini, padeda embrionui implantuotis. Dauguma gimdoje
vykstanciy fiziologiniy procesy panasiis | klasikini uzdegima. Tai patvirtina uzdegiminiy
lasteliy susikaupimas prieSmenstruaciniu periodu endometriume.

Néstuma galima bty ivardinti kaip moters imuninés sistemos funkcijos paradoksa.
Prisiminus organy transplantacija, su kokiais sunkumais susiduriama persodinant net ir
artimo giminaicio organus, kyla klausimas, kod¢él motinos organizmas neatmeta pusiau
jai svetimo vaisiaus, paveldin€io ne tik motinos, bet ir jai svetimus téviSkus antigenus.

Vaisius néra tiesioginiame kontakte su motinos audiniais, ji gaubia trofoblastas,
formuojantis aplinka tarp motinos ir vaisiaus. Skiriami du trofoblasto sluoksniai:
sincitiotrofoblastas, sudarantis iSorini chorioniniy gaureliy pavirSiy ir “besimaudantis
motinos kraujyje”, ir iSoriniy gaureliy citotrofoblastas, susimai$gs su motinos lastelémis
decidualiniame audinyje iSklojan¢iame gimda néStumo metu.

Placenta atlieka daugybe unikaliy funkcijy, taciau kai kurios ju kinta néStumo
metu. Didéjanti metaloproteinaziy ir integriny ekspresija yra btidinga ankstyvo néstumo



citotrofoblastui, kuri salygoja invazija 1 gimda. Metaloproteinaziy ir integriny genuy
ekspresijos mazinimas yra vienas mechanizmy kontroliuojanciy citotrofoblasto
skverbimasi 1 gimdos audinius.

Trofoblastas formuoja fizini barjera daugeliui imuniniy efektoriuy iSskyrus IgG
antikiinus. Sie antik@inai jungiasi prie Fc receptoriy placentos lasteliy pavir§iuje ir yra
transportuojami { vaisiaus aplinka ankstyvoje néStumo stadijoje.

Trofoblastas iSskiria steroidinius hormonus, gamina {vairius baltymus, kurie turi
apoptozini, prieSuzdegimini, imunosupresini poveiki bei reguliuoja trofoblasto ir gimdos
lasteliy geny ekspresija. Trofoblastas sekretuoja Th2 tipo citokinus, bitinus s¢kmingai
ankstyvo néStumo raidai. CitotoksiSkumas prie§ pusiau svetima trofoblasta turi biiti
selektyviai slopinamas. Faktoriai atsakingi uz lokalia imunosupresija néra visiSkai aiskiis,
bet greiciausiai tai citotrofoblasto sekretuojamas IL-10 (Th2 tipo citokinas), kuris slopina
aloimuninj atsaka miSriose limfocity reakcijose. Steroidiniai hormonai tokie kaip
progesteronas taip pat pasizymi limfocitus slopinan¢iu poveikiu. Citotoksiniy reakcijy
slopinime dalyvauja ir komplemento sistema.

Vaisiaus genetinis fondas yra paveldimas i§ motinos ir tévo. Todél vaisiy galima
buty apibudinti kaip pusiau alogenini transplantata, galinti sukelti motinos imuninio
atmetimo reakcijas.

Imunologini Zmogaus individualuma lemia didysis audiniy suderinamumo
kompleksas (angl. major histocompatibility complex, MHC), arba zmogaus leukocity
antigeny sistema (angl. human leukocyte antigen, HLA). Persodinant audinius, donoras
pateikiamas recipiento imuninei sistemai daugybés antigeny, tiksliau, epitopu prie kuriy
jungiasi antikiinai, pavidale. Norint, kad vaisius normaliai vystytusi reikia, kad motinos
imunin¢ sistema ji atpazinty. Tam, prieStaraujant transplantologijos désniams, abieju
tévy HLA antigenai turéty buti skirtingi.

Tiriant trofoblasto audinius, nei sincitiotrofoblasto, nei po juo esanc¢io placentos
choriono gaureliy citotrofoblasto pavirSiuje nebuvo rasta nei I nei II klases HLA
molekuliy. Tik asociacijoje su HLA molekulémis yra atpazistamas antigenas T limfocity.
Neesant HLA molekuliy sincitiotrofoblasto pavirSiuje, imuninis atsakas nesukeliamas.

Taigi, vieninteliame nattiraliame transplantacijos pavyzdyje - néStume, gamta
sujunge genetiSkai netapacius individus, tuo tarpu dirbtinés transplantacijos metu
ieSkoma maksimaliai tapataus donoro ir recipiento. Neleisdamas vystytis griaunan¢ioms
atmetimo reakcijoms ar atidédamas jas gimdymo laikotarpiui, motinos organizmas jaucia
savo vaisiaus genetinius skirtumus ir nepastebimai apie tai signalizuoja. Jei iSmoktume
nukopijuoti placentos vykdoma imunologing kontrolg, tai jau Siandien organy ir audiniy
transplantacija pereity 1 nauja kokybg.

Imuninés sistemos funkcija yra apsaugoti motinos organizma nuo svetimy
patogeny invazijos ir juy toksiniy produkty. Tai reikalauja gebé¢jimo skirti savus ir
svetimus antigenus tam, kad imuniné destrukcija buty nukreipta prie§ svetima organizma,
bet ne prie§ sava. TacCiau, $is mechanizmas, kuris tarnauja motinos apsaugai, turi
potencialy sugebéjima sunaikinti jos antigeniSkai svetima vaisiy.

Taigi, 1§ vienos pusés, ankstyvo néStumo metu motinos imuniné sistema turi biti
slopinama, kad vaisius pajégty iSgyventi, i§ kitos pusés, imunin¢ sistema turi biiti pajégi
apsaugoti moting ir vaisiy nuo galimos infekcijos néStumo metu.

Motinos imunosupresija salygoja padidinta infekcijos rizikga. PanasSiis procesai gali
buti stebimi po transplantacijos ligoniams, gaunantiems kortikosteroidus ar kita
imunosupresing terapija. Biklg gali pabloginti vaisiaus jautrumas infekcijai, deél



nesusiformavusios jo imuninés sistemos. Fetoplacentiné¢ infekcija gali sukelti
persileidima, prieslaikini gimdyma, augimo defektus, o kartais ir intrauterining mirti.
Taigi néStumas, kaip ir reikalauja akivaizdZiai nesuderinamo imuninio reguliavimo. Kyla
klausimas: kaip vaisius tuo paciu metu gali slopinti motinos imuninj atsaka, bet iSlaikyti
ar net padidinti savo rezistentiSkuma infekcijai?

Pirmame néStumo trimestre didé¢ja monocity ir granuliocity skaiCius kraujyje.
Cirkuliuojan¢iy monocity ir granuliocity fenotipas atspindi lasteliy aktyvumo padidéjima.
Kai kuriais atvejais imunofenotipas tampa panaSiu | pakitimus stebimus sisteminio
sepsio metu. Stebima padidinta makrofagy fagocitozé¢ bei endotoksino receptoriaus
CD14 ekspresija. Daugumoje tyrimy nustatyta granuliocity aktyvacija néStumo metu bei
padidintas kiekis timios fazés atsakui budingy baltymu.

Ne visi jgimtos imuninés sistemos komponentai yra aktyvuoti motinos organizmo
cirkuliacijoje. Pvz. nattraliy kileriy (NK) citotoksinis aktyvumas ir IFN-y produkcija yra
nuslopinta. Siame procese galimai dalyvauja specifiniai inhibuojantys faktoriai, tokie
kaip tirpios HLA-G molekulés. Citotrofoblasto lastelés isiterpusios motinos
decidualiniame audinyje selektyviai ir stipriai ekspresuoja neklasikines I klasés HLA
molekules - HLA-G. PrieSingai klasikinems HLA molekuléems, HLA-G yra
nepolimorfinés. Ju molekulinis svoris (40kD) mazesnis nei kity klasikiniy MHC I klasés
antigeny HLA-A, B, C (45kD). Nustatytos 6 skirtingos HLA-G izoformos: su membrana
sujungtos HLA-G1, G2, G3 ir G4 molekulés bei tirpio HLA-GS ir G6 molekulés.
Manoma, kad HLA-G molekulés apsaugo invazini citotrofoblasta, veikdamos per
kilerius slopinancius receptorius (angl. killer inhibitory receptors, KIRs) naturaliy kileriy
pavirSiuje. [domu tai, kad HLA-G intensyviau ekspresuojamos trofoblastui skverbiantis {
gimdos audinius. ISoriniy gaureliy citotrofoblastas viso néStumo metu iSlaiko gebéjima
didinti HLA-G ekspresija in vitro. Sie steb¢jimai dar karta jrodo ta fakta, kad trofoblasto
lasteléms reikia ne tik kintanc¢ios imuniniy faktoriy ekspresijos, bet ir pastovios motinos
imunings priezitiros reguliavimo.

Randama daug panasumuy tarp koordinuotos trofoblasto lasteliu invazijos proceso
ir navikiniy Iasteliy plitimo ir augimo. [domu tai, kad invazijos biologiniai mechanizmai
organizme pirmiausia panaudoti embriogenezéje ir placentacijoje yra atkartojami
daugelio naviky raidoje. Vis gi implantacija reikalauja kooperacijos tarp embriono
vystymosi ir motinos audiniy. Sis procesas yra grieztai kontroliuojamas daugybés
veiksniy. PrieSingai, naviko invazija ir metastazavimas yra paprastai nekontroliuojamas
procesas ir vyksta be pagalbos ar stabdymo audiniy i kuriuos jis skverbiasi.

Zmogaus né$tumas yra unikalus imunologinis paradoksas. Ne visi lasteliniai ir
molekuliniai komponentai, dalyvaujantys sékmingame néStume, yra nustatyti. Nezinant
néStumo fiziologijos, lieka neiSaiSkintos nevaisingumo, pasikartojanciy persileidimy ar
nes¢kmingo in vitro apvaisinimo priezastys. Molekuliniy mechanizmy atsakingy uz
implantacija ir placentacija supratimas pagerinty ne tik sutrikusio vaisingumo priezasciy
nustatyma, bet ir nevaisingumo gydymo taktikos pasirinkima.



II. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas - nustatyti gimdos gleivinés imunines lasteles bei jvertinti juy
vaidmenij reprodukcijos procese.

Uzdaviniai:

1. Nustatyti endometriumo leukocity fenotipa: ivertinti aktyvacijos ir adhezijos
molekuliy ekspresija.

2. Tirti decidualines imunokompetentines lasteles.

3. Nustatyti ir palyginti natiiraliy kileriy subpopuliacijas kraujyje ir decidualiniame
audinyje.

4. Ivertinti tirpiy HLA-G molekuliy vaidmeni embriono implantacijoje.

5. lvertinti imuniniy lasteliy reikSmeg savaiminio persileidimo patogenezeje.



III. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

Apzvelgiami klinikiniai tyrimai atlikti VU Imunologijos institute Molekulinés
imunologijos laboratorijoje, bendradarbiaujant su Vilniaus universitetinés Greitosios
pagalbos ligoninés Bendrosios chirurgijos centro Ginekologijos skyriumi bei
,Vaisingumo klinika®“. Tyrimams atlikti buvo gauti Lietuvos Bioetikos komiteto
leidimai (1999-07-07 Nr. 69-99-58 ,,Imunokompetentiniy lasteliy fenotipas ir aktyvumo
buklé endometriozés atveju® ir 2005-07-13 Nr. 41 ,, Tirpiy HLA-G molekuliy vaidmuo
embriono implantacijos procese").

Tyrimuose dalyvavo:
vaisingos moterys (kontrolin¢ grup¢) (n=142), nevaisingos moterys (121), moterys
patyrusios savaiminj persileidima (n=35), endometrioze sergancios moterys (n=181).

Tiriamoji medziaga:

- Endometriumo éminiai buvo gauti paSalinus gimda laparatomijos budu dél
miomy (n=71). Renkami pavyzdziai buvo be endometriumo patologijos.
Menstruacinio ciklo fazé nustatyta atlikus histologini iStyrima.

- Decidualinis audinys tirtas sveikoms moterims savanoriSkai nutraukusioms
néStuma 4-11 sav. (n=73) bei moterims po ivykusio spontaninio persileidimo
6-15 sav. (n=35).

- Tirtos 3-Cios dienos embriony auginimo terpés moterims su jvairiomis
nevaisingumo priezastimis (n=133).

- Pilvaplévés skystis surinktas moterims, kurioms atlikus diagnosting
laparoskopija dél neaiskios kilmés pilvo skausmuy, pilvapléves ertméje nebuvo
rasta matomy pakitimy (n=142) ir moterims sergan¢ioms endometrioze
(n=181).

- Folikulinio skys¢io éminiai surinkti nevaisingoms moterims (n=37).

- Kraujo éminiai tirti sveiky nenésciuy (n=22). ir nés¢iy (4-11 sav.) motery
(n=30).

Tyrimuose naudoti metodai:

- Lasteliu morfologiniam ivertinimui — citologinis (May-Griinwald-Giemsa
dazymo metodu);

- Imuniniy Iasteliy fenotipui nustatyti - t¢kmés citometrijos;

- Tirpiy medziagy (citokiny, HLA-G molekuliy) koncentracijos nustatymui —
imunofermentinis.

Statistiné duomeny analizé
Tyrimy rezultatai statistiSkai apdoroti pagal Student t-testa. Duomenys
pateikti apskaiCiavus aritmetini vidurkj ir standartinius nukrypimus. Skirtumai tarp
kiekybiniy duomeny skirstiniy dviejose grupése ivertinti, taikant neparametrini Mann-
Whitney U kriterijy. Skirtumai tarp trijy ar daugiau grupiy tikrinti, taikant neparametrini
Kruskal-Wallis kriteriju. RySys tarp kategoriniy duomeny jvertintas, taikant Chi-
kvadratu arba FiSerio tikslyji kriterijy. Patikimais rezultatai buvo laikomi, kai p < 0,05.

ISsamiis pacienty ir laboratoriniy tyrimy metoduy apraSymai pateikiami apZvelgiamose
publikacijose.



IV. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
1. Endometriumo leukocitai: aktyvacijos ir adhezijos molekuliy ekspresija

Moters gimdos gleivingje sudarytoje 1§ liaukinio epitelio ir stromos yra leukocity
populiacija kiekybiskai ir funkciSkai kintanti menstruacinio ciklo eigoje. Normalus
menstruacinis kraujavimas prasideda sumazéjus progesterono ir estrogeny kiekiui
menstruacinio ciklo pabaigoje. KiauSidziy steroidy kiekio sumazé¢jimas inicijuoja
prostaglandiny sintezg, padidinta kraujagysliy pralaiduma ir leukocity infiltracija 1
endometriuma.

Siekiant jvertinti endometriumo imuniniy lasteliy sudéti bei nustatyti fenotipo
ypatumus, tirti endometriumo éminiai skirtingose menstruacinio ciklo fazése (4, 11, 17).

Gimdos gleivinéje didziausia lasteliy populiacija sudaré limfocitai (79,0 £+ 4,7%).
Buvo randamas nedidelis skai¢ius neutrofily (8,0 £ 3,2%), eozinofily (1,4 £ 0,3%) ir
putliyju lasteliu (1,9 = 0,6%). Vykstant cikliniams pakitimams gimdos gleivingje
limfocity subpopuliacijy santykis kito. Pereinant i§ proliferacijos 1 vélyvos sekrecijos
faze, rySkiai didéjo NK Iasteliy kiekis (p< 0,02) ir mazéjo T ir Tc limfocity nuoSimtis
(p<0,02).

Makrofagai sudar¢ 10,2 £ 4,9% endometriumo leukocity bendro skaiciaus.
Menstruacinio ciklo eigoje makrofagy skaicius kito: proliferacijos fazéje buvo 7,3 +
2,8%, vélyvos sekrecijos fazéje - 13,7 + 3,1%. Dalis endometriumo CD14" makrofagy
ekspresavo aktyvacijos ir adhezijos molekules: CD69 — 10,6 £+ 5,5%, CD71 — 7,1 + 4,0%,
CD54 - 19,5 + 8,1%. Trecdalis (33,9+£17,8%) endometriumo limfocity ekspresavo CD69
molekules. Periferiniame kraujyje tik 3% limfocity ekspresuoja CD69. Neaktyvuoti
kraujo limfocitai neekspresuoja Siu vieny anksciausiy pavirSiaus aktyvacijos antigeny.
Tai, kad gimdos gleivinés limfocitai ekspresuoja daugiau CD69 molekuliy nei periferinio
kraujo limfocitai rodo, kad Sios molekulés dalyvauja ne tik lasteliy aktyvacijoje, bet ir
homeostaze¢je. Miisy duomenimis, CD69 ekspresija bendroje limfocity populiacijoje
buvo aukstesné ankstyvoje sekrecijos faz¢je ir mazéjo prieSmenstruaciniame periode.
CD71 ekspresavo nezymi limfocity populiacija (1,4+0,8%). Menstruacinio ciklo fazé
netur¢jo jtakos Siy molekuliy ekspresijai. Panasiai CD71 ekspresuoja ir periferinio kraujo
limfocitai.

Apie 20% endometriumo limfocity savo pavirSiuje tur¢jo CD54 molekules.
Endometriumo limfocity kiekio padid¢jimas vélyvoje sekrecijos fazéje, manome, gali
buti salygotas intensyvios lasteliy migracijos | endometriuma. Endometriumo T lastelés,
nepaisant ar jos atkeliavo 1§ periferinio kraujo ar vietoj proliferavo, funkciskai skiriasi
nuo periferinio kraujo limfocity.

Dauguma endometriumo makrofagy, ekspresuojanciy CD69 molekules, buvo
randama proliferacijos faz¢je (14,3 £ 5,6%) (1 pav.). Pereinant ciklui { sekrecijos fazg Siy
lasteliy skai¢ius maz¢jo. Nedidele makrofagy subpopuliacija ekspresavo CD71
molekules, kuriy ekspresija mazai kito viso menstruacinio ciklo metu. Didesni
svyravimai buvo stebimi CD54 molekuliy ekspresijoje. Daugiausia endometriumo
makrofagy, ekspresuojanciy CD54, buvo proliferacijos fazeje (26,2 + 4,8%). Ovuliacijos
metu CD54" makrofagy skai¢ius mazéjo iki 14,2 £ 0,6%. Taciau pereinant ciklui i
velyvos sekrecijos fazg, makrofagy, ekspresuojanciy CD54, buvo 18,1 + 3,1%.
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1 pav. Aktyvacijos ir adhezijos molekuliy ekspresija gimdos gleivinés makrofagy
pavirSiuje

Norédami jvertinti lokaliy veiksniy jtaka lastelinei sudéciai, atlikome
palyginamuosius tyrimus, analizuodami ir pilvapléveés skyscio lasteles (4, 16, 17).
Pilvaplévés skystyje, prieSingai, makrofagai sudaré didZiaja leukocity populiacijos dalj —
52,2 + 7,0% (2 pav.). Limfocity buvo randama — 47,1 + 5,4%, eozinofily — 0,4 + 0,3%,
putliyjy lasteliy 0,6 + 0,4%. Neutrofily pilvaplévés skystyje nerasta. Menstruacinio ciklo
fazé netur¢jo itakos leukocity skaiciui pilvapléves skystyje.
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2 pav. Aktyvacijos ir adhezijos molekuliy ekspresija pilvaplévés skyscio
makrofagy pavirSiuje

Endometriume buvo randama maziau CD69" ir CD54" makrofagy palyginus su
pilvaplévés skys€io makrofagais (p < 0,05). CD71 molekules ekspresavo panasus
skai¢ius makrofagy tiek endometriume tiek ir pilvaplévés skystyje, iSskyrus
proliferacijos fazg.

Pilvapléves skystyje makrofagy, ekspresuojanciy CD69 molekules, skaiCius
menstruacinio ciklo metu maze¢jo ir velyvos sekrecijos fazgje sieke tik 10,1 + 4,4%.
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CD71" makrofagy skai¢ius pereinant i§ proliferacijos i sekrecijos faze taip pat mazéjo.
Pilvapléveés skysc¢io makrofagai gana jvairiai ekspresavo CD54 molekules. Vis gi
didesn¢ dalis makrofagy proliferacijos fazéje ekspresavo CD54 molekules (53,9 +
23,4%). Ovuliacijos metu $iy lasteliy skai¢ius neZymiai mazéjo (40,3 + 26,7%). Taciau
veélyvos sekrecijos fazeje Siy lasteliy buvo randama daugiau (47,5 £+ 13,5%).

Palyginus su pilvaplévés skysCiu, kuriame makrofagai sudaré didziaja dali
leukocity, endometriume $iy lasteliy radome tik 10,2 + 4,9%. Leukocitai sudaro apie 5%
bendros stromos lasteliy populiacijos proliferuojanciame endometriume, o velyvoje
sekrecijos faze¢je ju skaiCius padidéja iki 25%. Kaip ir kiti autoriai didesni santykini
makrofagy kiekj nustatéme prieSmenstruaciniu periodu. Siuo periodu gimdos gleivingje
kaupiasi ir NK Iastelés. Manoma, kad endometriumo makrofagai dalyvauja
menstruacinio kraujavimo procese. Literatliroje yra nurodomi gana skirtingi makrofagy
kiekiai gimdos audiniuose. Tai galima paaiSkinti monokloniniy antikiiny (CD4, CD14,
CD15, CD58, CD45), naudojamy makrofagams identifikuoti, jvairove. Limfocity ir
makrofagy skaiCiaus svyravimai gimdos gleivinéje menstruaciniame cikle rodo lytiniy
hormony poveiki Sioms lasteléms. Panaudojus imunohistocheminius metodus,
endometriumo limfocity pavirSiuje nebuvo rasta receptoriy lytiniams hormonams. Tai
rodo, kad lytiniai hormonai limfocitus veikia netiesiogiai, stimuliuodami chemokiny ar
citokiny produkcija gimdos gleivinés lastelése. Taciau makrofagy pavirSiuje randami
receptoriai lytiniams hormonams. Todél lytiniai hormonai gali tiesiogiai keisti
makrofagy aktyvuma ar reguliuoti migracija, veikdami kaip chemotaksiniai faktoriai.

Tiesiogini hormony poveiki makrofagams patvirtinome darbe, tirdami prolaktino
poveiki makrofagy funkciniam aktyvumui (19). Naudodami ivairiy koncentracijy
prolaktino tirpala, nustatéme stimuliuojant; hormono poveiki pilvo skys€io makrofagy
fagocitiniam aktyvumui.

Mikroaplinkos itaka limfocitams ir makrofagams rodo aktyvacijos ir adhezijos
molekuliy ekspresijos skirtumai periferiniame kraujyje, endometriume bei pilvaplévés
skystyje.

Nors velyvos sekrecijos faz¢je didéjo santykinis makrofagy skaicius gimdos
gleivingje, taciau tik nedidelé juy dalis ekspresavo aktyvacijos molekules. Makrofagai,
kaip ir endometriumo lastelés prieSmenstruaciniu periodu ir per menstruacijas sintezuoja
matrikso metalo proteinazes, kurios suardo endometriumo lasteliy pavirSines strukttiras
ir salygoja menstruacinj kraujavima.

Gimdos makrofagy fenotipas gali keistis veikiant vietiniams endometriumo
lasteliy sekretuojamiems faktoriams. DidZiausias skaiCius aktyvuoty makrofagy gimdos
gleivingje, ekspresuojanciy CD69 ir CD54 molekules, randamas proliferacijos fazgje, kai
vyksta endometriumo Iasteliy intensyvi proliferacija ir vaskuliarizacija. Makrofagai,
veikiami lytiniy hormony, sekretuoja ivairius angiogenezinius faktorius. Todél ju
aktyvumo padid¢jimas Sioje fazéje, gali biiti susijes su intensyviu endometriumo
kraujagysliy formavimusi.

Ovuliacijos metu, kai didéja estrogeny kiekis, makrofagy ekspresuojanciy
ankstyvos aktyvacijos molekules — CD69, skai¢ius maZz¢ja.

Endometriume telkiasi séslios lastelés, kurios gali proliferuoti. Misy duomenimis
makrofagy, ekspresuojanciy CD71 molekules, skai¢ius menstruacinio ciklo metu nekito.
CD71 molekules ekspresuoja proliferuojancios lastelés. Todél manome, kad
prieSmenstruaciniame periode padidéjes makrofagy skaiCius yra lemiamas intensyvios
lasteliy migracijos 1 endometriuma. Tai patvirtina ir padidinta CD54, tarplastelinés
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adhezijos molekulés — 1, ekspresija endometriumo makrofagy pavirSiuje
prieSmenstruaciniu periodu.

2. Decidualinés imunokompetentinés Iastelés

Implantacijos metu endometriumo pavirSiuje vyksta dinaminiai pakitimai.
Lasteliy pavirSiaus pakitimus salygoja embriono ir endometriumo sekretuojami
specifiniai citokinai bei augimo faktoriai. Geltonkiinyje sintetinamas progesteronas
stimuliuoja endometriumo stromos lasteliy proliferacija ir diferenciacija. Susiformuoja
decidualinis audinys iSklojantis gimdos gleiving néStumo metu ir sudarantis placentos
motining dalj. Steroidiniy hormony veikimas pasireiskia kartu su augimo faktoriais bei
citokinais.Hormoniniai pakitimai vyksta prie§ implantacija ir tgsiasi viso néStumo metu.
Steroidiniai hormonai yra potencialiis mieloidiniy antigena pateikianciy lasteliy ir
limfocity funkciju mediatoriai.

Tirdami 13 motery savanoriSkai nutraukusiy néStuma 4-11 sav. decidualinio
audinio lasteling sudéti nustatéme, kad didzioji leukocity populiacija yra limfocitai,
kurie sudare 79,82 £ 8,16% (12).

Decidualiniy makrofagy radome tik 3,91 £ 2,66%, neutrofily 15,36 = 9,31%,
putliyjy lasteliy — 0,79 £+ 0,73% ir eozinofily — 0,4 £ 0,18%. Didziaja dali limfocity
sudaré NK lastelés — 76,71 = 5,85% (3 pav. ). CD3°CDS8" lastelés sudaré 5,42 + 3,19%.
Trofoblastas pritraukia limfocitus, sekretuojancius supresinius faktorius, kurie apriboja
citotoksiniy limfocity aktyvuma. Citotrofoblastas, kuris ekspresuoja HLA-G tiesiogiai
kontaktuoja su motinos limfocitais, kuriy yra gausu gimdoje ankstyvo néStumo metu.
Ekspresija neklasikiniy HLA-G molekuliy iSoriniy gaureliy citotrofoblasto pavirsSiuje
aktyviai slopina NK Iasteles. Kaip ir besiskverbiantis trofoblastas, Sie limfocitai turi
nejprasty savybiy. Dauguma jy CD56 NK lastelés. Palyginus su periferinio kraujo
limfocitais, decidualiniai leukocitai turi Zema citotoksinj aktyvuma. Zmogaus
trofoblastas padeda sutelkti Sias nejprastas motinos imunines Iasteles chemokiny pagalba.
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3 pav. Decidualinio audinio limfocity subpopuliacijos

T lasteliy radome 16,44 + 5,8%, o B — tik 2,11 £+ 1,66% visuy decidualiniy limfocity. T
helperiy ir T citotoksiniy lasteliy buvo panasus skai¢ius - 8,67 £ 4,09% ir 8,64 + 2,36%,

12



atitinkamai. Taigi santykis CD4" ir CD8" lasteliy buvo artimas vienetui (0,97 + 0,32).
Dauguma T lasteliy ekspresuoja aff T lasteliy receptorius, kita nedidele dalis — 9.
Manoma, yé T limfocitai vaidina svarby vaidmeni, sintezuodami transformuojanti
augimo faktoriy (angl. tramnsforming growh factor, TGF) B, kuris slopina motinini
imuninj atsaka prie§ vaisiy.

Nors  decidualiniy makrofagy nuoSimtis buvo nedidelis, taiau makrofagy
absoliutus skaiCius did¢ja implantacijos metu. Decidualiniai makrofagai ekspresuoja
HLA II klasés molekules. Tai rodo ju gebéjima dalyvauti imuninése reakcijose kaip
antigena pateikiancios lastelés. Nustatyta, kad preimplantaciniu periodu ir ankstyvo
néStumo metu gimdos makrofagai sekretuoja prieSuzdegiminius faktorius, slopindami
limfocity proliferacija. Vienas 1§ veiksniy, salygojantis imunosupresini poveiki yra
prostaglandinas E,. Decidualinio audinio makrofagy sekretuojami prostaglandinai
stimulivoja T helperiy (Th) 2 ir slopina Thl citokiny sintez¢. Taciau néStumo metu
bakteriju ar ju produkty aktyvuoti makrofagai, sintetindami dideli kieki uzdegiminiy
citokiny gali sutrikdyti néStumo eiga. Be to, nustatyta, kad pasikartojanciy persileidimy
patogenezéje dalyvauja padidinto aktyvumo makrofagai. Makrofagy sintezuojamy
uzdegiminiy citokiny ir prostaglandiny koncentracija didéja néStumo pabaigoje. Manoma,
kad Sie veiksniai dalyvauja gimdymo indukcijoje.

3. NK Igsteliy subpopuliacijos decidualiniame audinyje

NK lasteles — tai imuninés efektorinés lastelés, kurios sintezuoja
imunoreguliacinius citokinus: y-interferona (IFNy), granuliocity — makrofagy kolonijas
stimuliuojant; faktoriy (angl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-
CSF); dalyvauja ankstyvame atsake prie§ virusinius, bakterinius ir parazitinius patogenus.
Natiiraliems kileriams jautriis taikiniai yra mutavusios normalios ar navikinés lastelés,
kurios turi vienos ar visy MHC 1 klasés aleliy nepakankamuma, MHC netapacios kauly
Ciulpu ir limfoidinés lastelés bei virusy infekuotos lastelés (4 pav.).
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NK lasteliy pavirSiuje buvo nustatytos molekulés atpazistan¢ios MHC 1 klasés
molekules ir pavadintos kilerius slopinanciais receptoriais. NK lasteliy klonai ar
subpopuliacijos ivairiai ekspresuoja Siuos receptorius. Pagal struktiira skiriamos dvi
skirtingos kilerius slopinanc¢iu receptoriy Seimos: ¢ tipo lektinai CD94 (analogas pelése
Ly49) ir KIR, priklausantys imunoglobuliny superSeimai.

NK Iastelés fenotipiSkai identifikuojamos pagal CD56 molekulés (nerviniy
lasteliy adhezijos molekulés izoforma) ekspresija. Pagal CD56 molekuliy tanki lasteliu
pavirSiuje, NK lastelés skirstomos i dvi subpopuliacijas: intensyviai ekspresuojancios
CD56 molekules — CD56"" ir silpnai ekspresuojandios — CD56" lasteles. Dauguma
kraujo NK lasteliy yra CD56". Sios lastelés savo pavirsiuje turi didelj kieki CD16
molekuliy, tai yra intensyviai ekspresuoja FcRIII. Todél jos aktyviai dalyvauja nuo
antikiiny priklausomose citotoksinése reakcijose. Taciau tik nedidelé dalis kraujo NK
lasteliy turi CD56"" fenotipa, kurios silpnai ar visai neekspresuoja CD16 molekuliy.

Miisy darbo tikslas buvo nustatyti NK lasteliy tipa pagal CD56 molekuliy ekspresija
nésciy ir nené$ciy motery periferiniame kraujyje ir decidualiniame audinyje bei ivertinti
kilerius slopinanciy receptoriy ekspresija NK lasteliy pavirSiuje (5, 13, 14).

Tirtas kraujas (nésciy n = 30, sveiky nenés¢iy n = 22) ir decidualinis audinys (n =
36) sveiky 19 — 42 m. amziaus motery savanoriskai nutraukusiy néStuma 5 — 10 sav.

NK lasteliy skai¢ius sveiky nenésciy motery kraujyje svyravo nuo 11,0 iki 29,2 %
visy limfocity (vidurkis — 17,7+5,4%). Nésciy motery kraujyje NK lasteliy skaic¢ius buvo
panasus ir svyravo nuo 14,1 iki 22,0 % limfocity skai¢iaus (vidurkis - 19+£2,9%). CD56""
NK lasteliy skaicius tirty motery kraujyje buvo nedidelis ir mazai skyrési (nésciy -
2,7+1,7%, nenésciy — 3,2+1,6%).

5 pav. pateikti duomenys apie kilerius slopinancius receptorius ekspresuojancias
CD56" ir CD56" NK lasteles.
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5 pav. CD56" " ir CD56" NK lasteliy, ekspresuojanéiy kilerius slopinanéius
receptorius CD94 ir KIR/NKAT?2, skaicius kraujyje ir decidualiniame audinyje

Kaip matyti histogramoje (6 pav.), visos kraujo 56 NK lastelés ekspresavo
CD94 molekules, ta¢iau neturéjo savo pavirsiuje KIR/NKAT2 molekuliy. Tuo tarpu 56"
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lastelés gana jvairiai ekspresavo KIR/NKAT2: néic¢iy motery kraujyje CD56 KIR"
radome nuo 4,0 iki 52,2% (vidurkis — 23,2+17,6%, o nenés¢iy motery — nuo 5,1 iki
32,8% (vidurkis — 18,7+11,6%). CD56'CD94" lasteliy skaiGius tirty motery kraujyje
statistiSkai nesiskyre¢ (nésciy — 50,1+18,6%, nenésciu — 47,1£19,1%, p<0,1).

Periferinio kraujo limfocitai
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CD9% ir KIR/NKAT?2 receptoriy ekspresija kraujo ir decidualinio audinio

CD56™" ir CD56" lasteliy pavirsiuje. Visos kraujo CD56"" lastelés ekspresuoja CD94
molekules, tadiau neekspresuoja KIR/NKAT?2. Decidualinés CD56"" lastelés intensyviai
ekspresuoja abi molekules, kraujo CD56" lastelés ekspresuoja ir CD94 ir KIR/NKAT?2

molekules
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PrieSingai kraujo lasteleéms, NK Iastelés decidualiniame audinyje buvo vyraujanti
limfocity populiacija (82,7£8,5%). IS visos NK lasteliy populiacijos 71,043,3%
intensyviai ekspresavo CD56 molekules ir turéjo CD56" fenotipa. Kaip parodyta 5 pav.
didzioji dauguma 56++ lasteliy ekspresavo CD94 (86,6+9,5%), o prieSingai periferinio
kraujo lastelems  53,1£19,8% turéjo savo pavirSiuje KIR/NKAT2. Nemaza dalis
decidualiniy CD56" NK lasteliy (34,2+13,6%) ekspresavo CD94 ir labai jvairiai
ekspresavo KIR/NKAT2, nuo 2,2 iki 42,2% (vid. — 27,3+15,4%).

Kaip matyti histogramoje (6 pav.), CD9%4 ir KIR/NKAT2 molekuliy ekspresijos
intensyvumas CD56"" NK lasteliy pavirsiuje skyrési. CD56° NK lastelés Zymiai
intensyviau ekspresavo kilerius slopinanéius receptorius nei CD56" lastelés.

Misy gauti tyrimai patvirtino duomenis, kad NK lastelés skirtingai ekspresuoja
CD56 molekules. Periferiniame kraujyje tik nedidelé dalis NK Iasteliy intensyviai
ekspresuoja CD56 molekules (apie 3%), tatiau decidualiniame audinyje CD56"" lasteliy
yra randama iki 71,0£3,3%.

Nustatyta, kad CD56° NK lastelés yra labiau citotoksiskos NK jautriems
taikiniams nei CD56 " NK lastelés. Ta¢iau po aktyvinimo IL-2 ar IL-12, CD56 " lasteliy
citotoksiskumas didéja ir gali tapti panasiu ar net didesniu nei CD56" lasteliy. Taip pat
CD56"" NK lastelés po stimuliacijos $iais interleukinais gamina didesni kieki IFNy, o —
naviky nekrozés faktoriaus (TNFa), GM-CSF nei CD56 NK lastelés. Manoma, kad
CD56"" lastelés reguliuoja imuninio atsako mechanizmus grei¢iausiai citokiny pagalba,
nei naudodamos savo citotoksinj potenciala. Menkas citolizinis CD56™ NK lasteliy
pajégumas gali buti paaiSkintas silpnu gebéjimu formuoti konjugatus su taikiniy
lastelémis ir zemu kiekiu perforino ir granzimo A savo granulése. Kadangi CD56" NK
lastelés selektyviai reaguoja 1 Zemas limfokiny ir monokiny koncentracijas, tai patvirtina
hipoteze, kad Sio tipo NK Iastelés gali turéti esmini vaidmenj ankstyvose imuninio
atsako stadijose, kai citokiny koncentracijos yra nedidelés.

Misy tyrimai parodé, kad NK lasteliy subpopuliacijos suskirstytos pagal CD56
molekuliy tanki lasteliy pavirSiuje, skirtingai ekspresuoja kilerius slopinancius
receptorius CD94 ir KIR/NKAT?2, kuriy ligandai yra HLA I klasés molekulés — HLA-E
ir HLA-C, atitinkamai.

Nés¢iy motery kraujo NK lastelés intensyviai ekspresuojanéios CD56 (CD56),
ekspresuoja CD94 molekules, taciau savo pavirSiuje neturi KIR/NKAT2. PrieSingai,
silpnai ekspresuojan¢ios CD56 (CD56") NK lastelés Zzymiai silpniau ekspresuoja CD94,
taciau, dalis Iasteliy savo pavirSiuje turi KIR/NKAT?2. PanaSius rezultatus gavome
tirdami ir nenéS¢iy motery kraujo NK lasteles. Vyraujanti NK lasteliy populiacija
kraujyje turi CD56'CD94 KIR/NKAT?2 fenotipa.

NK lastelés decidualiniame audinyje sudaro didzigja limfocity populiacija. NK
lasteliy gausu aplink motinos gimdos gleiving infiltruojanc¢ias embriono trofoblasto
lasteles. Tyrimais in vitro buvo nustatyta, kad decidualinés NK lastelés gali skatinti ar
slopinti trofoblasto skverbimasi 1 decidua bei reguliuoti trofoblasto Iasteliy diferenciacija.
Todél NK lasteléms tenka svarbus vaidmuo blastocistos implantacijoje ir ankstyvame
néStume. NK lastelés, sekretuodamos ivairias aktyvias medziagas, stimuliuojancias
vaisiaus audiniy vystymasi, sudaro palankias salygas normaliai néStumo raidai.

Nors ne visos decidualinés NK Iastelés, bet didzioji dauguma savo pavirSiuje turi
CD9%4 molekules. Idomu tai, kad §i limfocity subpopuliacija, prieSingai, kraujo NK
lasteléms ekspresuoja ir KIR/NKAT2. Tod¢l galima manyti, kad KIR/NKAT2, kurio
liganda HLA-C citotrofoblastas ekspresuoja I néStumo trimestre, yra svarbus normaliai
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néstumo eigai. Decidualiniame audinyje radome ir CD56" Iasteles, kurios savo pavirsiuje
panasiai kaip ir CD56" kraujo lastelés ekspresuoja CD94 ir KIR/NKAT?.

4. Folikulinio skys¢io imuniniai veiksniai

Limfocity ir makrofagy sintezuojami citokinai dalyvauja moters reprodukciniy
organy lasteliy proliferacijoje ir diferenciacijoje. Lokaliai imuniniy lasteliy sekretuojami
citokinai reguliuoja folikulogenezg ir steroidogenezg. Manome, kad imuniniy veiksniy
kiekiy svyravimai gali jtakoti oocity ir embriony kokybei bei veikti implantacijos
pajéguma (7). Folikuliniame skystyje nustatéeme IL-10 (89,3% tirty meéginiy) ir IFNy
(11,6% tirty méginiy), kuriy koncentracijos svyravo nuo 0,7 pg/ml iki 10,8 pg/ml ir nuo
0,9 pg/ml iki 31,1 pg/ml, atitinkamai (2). Tirdami IL-10 ir IFNy kiekius folikuliniame
skystyje, neradome reik§mingos koreliacijos su implantacijos dazniu.

5. HLA-G ekspresija ir embriony implantacija

Trofoblastas neekspresuoja klasikiniy MHC I (HLA-C ekspresuoja tik pirmame
trimestre) ir II klasés molekuliy. Taciau vaisiaus audiniai ekspresuoja neklasikines I kl.
MHC molekules: HLA — G, E, F molekules. Jos saveikaudamos su slopinanciais
receptoriais reguliuoja NK lasteliy potenciala, stabilizuodami lastelés membrana,
iSvengiant embriotoksiny, granzimy, perforiny ir Th 1 tipo uzdegima skatinanciy
citokiny atpalaidavimo.

Savo tyrimuose mes patvirtinome, kad embrionai sekretuoja tirpias HLA-G
molekules (8). Buvo istirtos 133 tre€ios dienos embriony auginimo terpés. Tirpios HLA-
G molekulés nustatytas 12 (9,0 %) embriony auginimo terpiy. Molekuliy koncentracija
svyravo nuo 0,4 iki 20,5 TV/ml. Vertinant embriony morfologijos ir i§skiriamo antigeno
rys$i, nustatéme, kad HLA-G sintezé nesusijusi nei su embriono fragmenty kiekiu, nei su
blastomery nelygumais t.y. geriausios, vidutinés ir prastos kokybés embrionai iSskyré
HLA-G. Remiantis miisy duomenimis, pastojo 4 i§ 6 pacienciy, kai nors vienas i$
atrinkty embriony iSskyré¢ HLA-G.

HLA-G molekuliy Saltinis gali biti ir netrofoblastinés kilmes lastelés. Si svarby
teigini mes patvirtinome, tirdami HLA-G pilvapléves skystyje (1). Literatiiroje yra
duomeny, kad decidualiniai makrofagai ekspresuoja HLA-G. Taigi jie gali biti tirpiy
molekuliy Saltiniu. Taciau apie tirpias HLA-G molekules pilvalévés skystyje duomeny
néra. Savo darbe panaudojome pirmaji komercinj imunofermentinj rinkinj tirpaus HLA-
G nustatymui (BioVendor Laboratory Medicine & EXBIO Praha, Cekija). Tyrime
dalyvavo 58 moterys 24-39 mety patirianc¢ios pilvo skausmus: 17 i§ ju laparoskopijos
metu nustatyta I/II laipsnio endometrioze, 14 — III/IV stadijos endometrioze, o 27
moterims endometriozés zidiniy nestebéta. Tirpyu HLA-G pilvaplévés skystyje nustatéme
daugiau kaip pusei motery visose tirtose grupése. Neradome statistikai reikSmingo
skirtumo tarp HLA-G koncentracijos pilvapléves skystyje endometriozes atveju ir
kontrolin¢je grupéje (7 pav.). PanaSus HLA-G daZnis ir koncentracija buvo tiek
pradinése ligos stadijose ir paZzengusios ligos metu. Pilvapléves skystyje HLA-G S$altinis,
manome, galéjo biiti butent pilvaplévés makrofagai, kurie sudaro pagrinding lasteliy
populiacija.

HLA-G ekspresijos citotrofiblasto pavirSiuje nepakankamumas gali salygoti
néStumo sutrikimus. PrieSingai citotrofoblastui, embrioniniai audiniai kilg i§ vidinés
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lasteliy masés ir suaugusiyjuy audiniai ekspresuoja tipiSkus klasikinius 1 kl. MHC
antigenus. Todel, bet koks gaurelinio trofoblasto barjero pazeidimas salygoja 1 kl.
klasikiniy MHC molekuliy pateikima decidualinéms imunokompetentinéms lasteléms.
Sios saveikos pasékoje, kaip ir sutrikusi HLA-G saveika su imuninémis lastelémis, veda
prie citotoksiniy T lasteliy ir natiiraliy kileriy aktyvinimo ir implantacijos sutrikimo.
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7 pav. Tirpiu HLA-G molekuliy koncentracija pilvapléves skystyje. A —
kontrolin¢ grupé¢, B — I/1I stadijos endometriozé, C — III/IV stadijos endometriozé.

Tiriant preeklamsijos patogenezg, nustatytas HLA-G baltymo ekspresijos
nepakankamumas iSoriniy trofoblasto gaureliy pavirSiuje. Idomiis darbai atlikti tiriant
virusy itaka HLA-G molekuliy ekspresijai. Pasirodo, Herpes simplex ir citomegalo
virusai gali sutrikdyti HLA-G ekspresija ir tuo salygoti néStumo patologija.

6. Decidualiniy NK Igsteliy fenotipas persileidimo atveju

Balansas tarp lasteliy mirties ir proliferacijos vaidina svarby vaidmeni, palaikant
normalia audiniy homeostaze. Sie procesai svarbiis ir né§tumo vystymuisi. Buvo
nustatyta, kad vidinis citotrofoblasto ir iSorinis sincitiotrofoblasto sluoksniai ekspresuoja
Fas liganda (FasL). FasL ekspresija trofoblasto pavirSiuje paaiSkina mechanizma
apsaugant] nuo lizuojanc¢io decidualiniy imuniniy lasteliu poveikio. FasL leidzia
apsisaugoti vaisiaus audiniams nuo migruojandiy aktyvuoty Fas® imuniniy motinos
lasteliy. Miisy tyrimy duomenimis, dalis NK Iasteliy decidualiniame audinyje ekspresavo
Fas molekules (10, 15). Decidualiniame audinyje ankstyvo néStumo metu kaupési
CD56"" NK lastelés (8 pav.). Tai yra lastelés intensyviai ekspresuojandios CD56
molekules.

18



Tik ketvirtadalis visy decidualiniy NK lasteliy (CD56"" ir CD56") ekspresavo CD95
antigena (9 pav.).

Persileidimo atveju CD95" NK lasteliy skaidius visoje NK populiacijoje buvo
panaSus kaip ir normalaus néStumo decidualiniame audinyje, nors buvo stebimas
nezymus CD56'CD95" NK lasteliy skai¢iaus mazéjimas ir CD56°CD95" lasteliy
skai¢iaus didéjimas. Persileidimo atveju decidualiniame audinyje kaupési silpnai CD56
molekules ekspresuojandios NK lastelés. Statistiskai patikimai daugéjo CD56 CD95
lasteliy (p<0,05).
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Normalus néStumas Persileidimas

8 pav. Decidualiniy CD56" ir CD56 NK lasteliy santykis normalaus néstumo ir
persileidimo atveju

CD56" NK lastelés neturinGios savo pavirSiuje CD95 molekuliy i$vengia
eliminavimo Fas/FasL keliu. CD56" NK lastelés, kuriy Zymiai padaugéja persileidimo
atveju, pasizymi didesniu nattraliu ir nuo antikiiny priklausomu citotoksiSkumu. Todél
jos gali biti svarbios persileidimo patogenezéje.

Kadangi CDO95 teigiamy NK lasteliy skaiCius tiek normalaus néStumo, tiek
persileidimo atvejais buvo panaSus egzistuoja ir kiti mechanizmai, dalyvaujantys
vaisiaus tolerancijoje.

Fas molekules ekspresuoja ne tik imunokompetentinés lastelés, bet ir amniono
epitelio Iastelés, choriono trofoblastas ir decidua parietalis lastelés. Vystantis néStumui
intensyvéja pacios placentos lasteliy apoptoze. Tai yra normalus fiziologinis fenomenas.
Tai, kad choriono citotrofoblastas ir amniono epitelinés lastelés ekspresuoja Fas ir FasL
rodo, kad Sios lastelés gali pacios reguliuoti apoptoze Sioje vietoje. Visgi, ekspresija
vieno Fas negarantuoja apoptozés aktyvacijos. Manoma, kad kiti faktoriai, tame tarpe
FasL ekspresijos lygis gali nulemti ar Fas — FasL apoptozés kelias bus aktyvuotas.

Nustatytas dar vienas Fas/FasL saveikos vaidmuo néStumo metu. FasL ekspresija
trofoblasto pavirS§iuje gali sumaZzinti uzdegiminj atsaka prie§ vaginalines bakterijas, kuriy
daugiau patenka pro placentos membrana, dalinai iSsiplétus kakleliui. Neutrofilai ir
monocitai iprastai ekspresuoja Fas ir patiria apoptozg esant FasL. Ribotas uzdegiminis
atsakas | bakterijas gali buiti naudingas, nes chorioamnionitas yra siejamas su padidéjusia
prostaglandiny produkcija, kurie gali sukelti gimdos susitraukimus ir pirmalaiki
gimdyma.
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Taigi, Fas/FasL salygota motinos imuniniy lasteliy apoptozé dalyvauja
tolerancijos mechanizmuose. Taciau, egzistuoja ir kiti veiksniai, dalyvaujantys vaisiaus
apsaugoje nuo motinos imuninio atmetimo. Persileidimo atveju decidualiniame audinyje
kaupiasi kito tipo NK lastelés, pasizymincios agresyviom savybém nukeiptom pries
trofoblasta. Dauguma Siy lasteliy neekspresuoja Fas molekuliy ir iSvengia Fas/FasL
salygotos apoptozes.

Ankstyvo néStumo metu decidualiniame audinyje nustatetme 40,7 + 11,2%
CD69'CD56 " ir tik 9,4 + 3,7% CD56 " lasteliy ekspresuojanéiy CD69.
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9 pav. CD69 ir CD95 molekuliy ekspresija CD56+ ir CD56++ limfocity
pavirSiuje normalaus néStumo (A) ir persileidimo (B) atveju.

Persileidimo atveju, procentas CD69+CD56+ lasteliy didéjo iki 29,4 + 7,1%, o
CD69'CD56"" skaicius sieké 15,3 +5,2%.
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Analizuojant CD69 molekuliy ekspresija atskirose NK subpopuliacijose,
nustatéme, kad CD56"" lastelés ekspresavo panasiai CD69: ankstyvo néstumo atveju —
43,2 + 23,1%, o persileidimo — 35,5 + 10,3%. Taciau CD56+ populiacijoje persileidimo
metu puse¢ visy Sio tipo lasteliy (51,6 £ 17,0%) ekspresavo CD69, kai normalaus
néstumo metu tik 32,5 + 19,7%.

Nesivystan€io néStumo metu decidualiniame audinyje buvo rastas padidintas
CD69 molekules ekspresuojancéiy CD56" lasteliy skai¢ius. CD69 ekspresuoja leukocitai
aktyvinimo metu. CD69 ekspresija timocity pavirSiuje siejama su $iy lasteliy apoptoze.
Mes neradome koreliacijos tarp CD95 ir CD69 molekuliy ekspresijos. CD56+ NK
lasteléms yra budingas aukStas natiiralus ir nuo antikiiny priklausomas citotoksiSkumas.
Tode¢l Sio tipo NK lastelés gali bti svarbios persileidimo patogenezéje.

Palyginimui CD69 ir CD95 molekuliy ekspresija tyréme ir pilvapléves NK
lasteliy pavirSiuje (3). Tyrimy objekta pasirinkome moteris serganc¢ias endometrioze, nes
§i uzdegimin¢ liga yra susijusi su nevaisingumu (18). Daugiau kaip pusé motery
serganCiy endometrioze skundziasi nevaisingumu. Pradinése endometriozés stadijose
pilvaplévés skystyje nustatéme reik§mingai daugiau CD56'CD69" ir CD95'CD56"
lasteliy (P<0,05) nei kontrolin¢je grupéje (moterys nesergancios endometrioze).
Pilvaplévés skystyje kaupiasi tik CD56" tipo NK lastelés, NK'" lasteliy neradome. Taigi
endometriozés patogenezéje dalyvauja pakitusio fenotipo aktyvintos NK Iastelés, galimai
dalyvaujancios ir nevaisingumo etiologijoje. [domu tai, kad CD69 molekules pilvapléves
skystyje endometriozés atveju ryskiai ekspresavo ir eozinofilai (6). Kontroling¢je grupéje
(moterys neserganéios endometrioze) CD69" pilvaplévés eozinofily buvo tik 7,2+1,8%,
o pilvapléves skystyje motery serganciy endometrioze - 37,5£22,3% (p<0.03) (10 pav.).
Literatiiroje randama duomeny, kad eozinofilai iSskirdami aktyvias medZziagas, skatina
fibrozini procesa ir dalyvauja pilvaplévés fibroziniy susirgimy patogenezéje. Jungiamojo
audinio iSves¢jimas uzdegiminiy ligy metu gali biiti svarbi vaisingumo sutrikimo
prieZastimi.
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10 pav. CD69 ekspresija eozinofily pavirSiuje kraujyje ir pilvaplévés skystyje.
Lastelés inkubuotos su FITC zymétais anti-CD69 antikiinais. Pilka spalva pavaizduota
kontrolé, inkubuojant su kontroliniais antikiinais; juoda linijja rodo lasteliy CD69
ekspresija.
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Taigi, sutrikusio néStumo atvejais, pasikartojancio persileidimo patogenezéje
dalyvauja CD56'CD16° NK lastelés, kurios citotoksiskai veikia vaisiaus audinius. Ar
kinta sésliy decidualiniy CD56" " NK lasteliy fenotipas ar tai kito tipo CD56" NK lastelés,
intensyviai migruojancios 1 audinj, néra tiksliai Zinoma. Nustacius funkcinius ypatumus
CD56"" (imunoreguliuojanéiy citokiny produkcija) ir CD56" (natiiralus ir nuo antikiiny
priklausomas citotoksiSkumas) NK lasteliy ir veiksnius, dalyvaujancius Siy lasteliy
diferenciacijoje, aktyvacijoje bei migracijoje juos galima bity panaudoti terapinés
strategijos sukiirimui, teikiant pirmenybeg atitinkamos subpopuliacijos stimuliacijai.

7. Putliyjy lasteliy vaidmuo nesivystancio néStumo patogenezéje

Tirdami endometriuma, nustatéme tik pavienes putliasias lasteles, kuriy skaicius
nesiskyré menstruacinio ciklo fazése (4) (11 pav.).

Nors endometriumo putliyjy lasteliy skai€ius yra gana stabilus menstruaciniame
cikle, ju aktyvumas ryskiai padidéja prieS menstruacini kraujavima. Tai rodo intensyvi
putliyju lasteliy proteaziy sinteze. Putliyju lasteliy aktyvumo padidéjimas per
menstruacijas bei ju fermenty poveikis matrikso metaloproteinaziy sintezei ir aktyvacijai
rodo $iy efektoriniy lasteliy svarby vaidmeni menstruacijy procese.

Nedaug putliyjy lasteliy radome ir decidualiniame audinyje normalaus néstumo
metu (12). Tyréme 30 motery (19-42 mety) savanoriskai nutraukusiy néstuma 5-11 sav.
decidualini audini ir decidualini audini po ivykusio persileidimo (19 motery, 6-11
néstumo sav.).
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11 pav. Putliyjy lasteliy skai¢ius endometriume (proliferacijos ir sekrecijos fazeje),
decidualiniame audinyje normalaus néStumo metu ir persileidimo atveju.

Nesivystant néStumui, decidualiniame audinyje putliyjy lasteliy skaicius buvo zymiai

didesnis (iki 10%) (9). Visos rastos putliosios lastelés buvo degranuliavusios (12 pav.).
Sunku pasakyti, ar Sios lastelés dalyvauja persileidimo etiologijoje.
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12 pav. Decidualing¢ putlioji lastelé persileidimo atveju.

Putliosios lastelés yra svarbios gimdos susitraukimams gimdymo metu bei
dalyvauja gimdos involiucijoje pogimdyviniu laikotarpiu persitvarkant audiniams. Miisy
duomenys rodo, kad putliosios lastelés dalyvauja ir nesivystancio néStumo
patofiziologijoje. Kai kurie autoriai putligsias lasteles sieja su persileidimu, nes jos
gamina embriotoksini TNFa. Kai kuriy tyrimy duomenimis, didesnis chimazeg
sintezuojanciy putliyju lasteliy skai¢ius randamas placentoje esant vaisiaus
apsigimimams ir chromosominiams sutrikimams nei normalioje placentoje. Manome,
kad musy tirtu atveju putliosios lastelés yra svarbios gimdos audiniy persitvarkyme
nutriikus néStumui.
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V.ISVADOS

. Menstruacinio ciklo metu kinta endometriumo imuniniy lasteliy sudétis, limfocity ir

makrofagy aktyvacijos molekuliy ekspresija:

1.1. PrieSmenstruaciniu periodu daugéja makrofagy (proliferacijos faz¢je — 7,3+£2,8%,
vélyvos sekrecijos faz¢je - 13,7+£3,1%) ir NK lasteliu (proliferacijos fazé¢je —
18,3+5,8%, vélyvos sekrecijos fazéje — 51,1£9,8%). Siu lasteliy sekretuojamos
medziagos dalyvauja endometriumo lasteliy atitrikime ir pasiSalinime
menstruacijy metu.

1.2. Didziausias skaiCius aktyvuoty makrofagy gimdos gleivinéje, ekspresuojanciy
CD69 ir CD54 molekules, randamas proliferacijos fazéje (14,3+£5,6% ir
26,2+4,8% atitinkamai), kai vyksta endometriumo lasteliy intensyvi proliferacija
ir vaskuliarizacija.

. Decidualiniame audinyje kaupiasi ypatingo fenotipo intensyviai CD56 molekules

ekspresuojancios CD56"" NK lastelés:

2.1.Dauguma CD56 NK lasteliu (53,1+19,8%), priesingai periferinio kraujo
lasteléms, ekspresuoja KIR/NKAT?2 molekules. Tai HLA-C, ekspresuojamy tik |
trimestro citotrofoblasto 1asteliy, receptoriai.

2.2.Decidualinés CD56~ NK lastelés savo pavirsiuje turi CD94 molekules
(86,6£9,5%), kuriy ligandas yra HLA-E molekulés ekspresuojamos
citotrofoblasto lasteliy.

2.3.Decidualinés CD56" lastelés jvairiai ekspresuoja abu kilerius slopinandius
receptorius CD94 ir KIR/NKAT?2.

2.4.CD9% 1ir KIR/NKAT2 saveika su ligandais HLA-C ir HLA-E reguliuoja
decidualiniy NK lasteliy aktyvumo biikle.

. TreCios dienos embrionai iSskiria HLA-G 1 auginimo terpg. Trofoblasto

ekspresuojamas HLA-G nesusijgs su embriony morfologinémis savybémis ir

blastomery skai¢iumi. HLA-G galéty biiti vienu i§ embriony implantavimosi Zymenuy.

HLA-G sintezuoja ir netrofoblastinés kilmes Iastelés.

. Persileidimo atveju decidualiniame audinyje randamos citotoksinés CD56° NK

lastelés:

4.1.Ketvirtadalis decidualiniy NK lasteliy néStumo metu ir persileidimo atveju
ekspresuoja Fas antigena. Trofoblastas ekspresuoja Fas liganda, taip
apsisaugodamas nuo aktyviy imuniniy lasteliy. Fas ligando ir Fas antigeno
saveika sukelia imuniniy lasteliy apoptoze.

4.2. Persileidimo atveju decidualiniame audinyje, prieSingai normaliam néStumui,
kaupiasi aktyvintos, atsparios apoptozei CD56'CD95CD69" NK lastelés,
dalyvaujancios savaiminio persileidimo patogenezéje.

. Nesivystant néStumui, decidualiniame audinyje randamas statistiSkai reikSmingai

didesnis degranuliavusiy putliyju lasteliy skaicius (iki 10% visy leukocity). Sios

lastelés svarbios endometriumo persitvarkyme.

. Endometriumo lasteling sudét] ir imuniniy lasteliy aktyvuma itakoja hormoniniai

veiksniai. Decidualiniame audinyje kaupiasi unikalios ypatingo fenotipo NK Iastelés

reguliuojancios trofoblasto invazija ir uztikrinancios normalia néStumo eiga.

Persileidimo patogenezéje dalyvauja kito tipo citotoksiniu potencialu pasizymintys

nattralis kileriai.
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VI. TOLESNIU TYRIMU KRYPTYS

I. Folikulinio skyscio lastelinés sudéties tyrimai:
1. Nustatyti NK ir NKT lasteliy fenotipo ypatumus.
2. Jvertinti imuniniy veiksniy poveikj kiausialastés vystymuisi.
II. Tirti T reguliaciniy lasteliy funkcija néStumo eigoje.
II1. Nustatyti tirpiy HLA-G molekuliy vaidmeni onkologiniy ligy patogenezéje:

1. Siekiant patvirtinti tirpiu  HLA-G molekuliy Saltinj, tirti Siy molekuliy
ekspresija monocity/makrofagy pavirSiuje.

2. Nustatyti tirpiu HLA-G molekuliy prognosting reikSme¢ onkologiniu ligy
progresavimui.

25



VII. APZVELGIAMI STRAIPSNIAI

STRAIPSNIAI

leidiniuose, jraSytuose i Mokslinés informacijos instituto (ISI) duomeny bazes

1. A. Eidukaité, V. TamoSiiinas. Soluble HLA-G in the peritoneal fluid of
women with endometriosis. Fertility and Sterility. 2008, 89(2): 465-467.

2. 7. Cerkiené, A. Eidukaité, A. Usoniené. Follicular Fluid Levels of
Interleukin-10 and Interferon-gamma do not Predict Outcome of Assisted
Reproductive Technologies. American Journal of Reproductive Immunology.
2008, 59(2): 118-126.

3. A. Eidukaité, A. Siaurys, V. Tamosiiinas. Aberrant expression of CD95 and
CD69 molecules among CD56" cells in women with endometriosis. American
Journal of Reproductive Immunology. 2006, 55(4): 276-281.

4. A. Eidukaité, V. TamoSitnas. Endometrial and peritoneal macrophages:
expression of activation and adhesion molecules. American Journal of
Reproductive Immunology. 2004, 52(2): 113-117.

5. A. Eidukaité, A. Siaurys, V. Tamogitnas. Differential expression of
KIR/NKAT2 and CD94 molecules on decidual and peripheral blood
CD56bright and CD56dim natural killer cell subsets. Fertility and Sterility.
2004, 81: 863-868.

6. A. Eidukaité, V. TamosSitinas. Activity of eosinophils and immunoglobulin E
concentration in the peritoneal fluid of women with endometriosis. Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine. 2004.,42(6):590-594.

STRAIPSNIAI
leidiniuose, jtrauktuose j kitas tarptautines duomeny bazes, patvirtintas
Lietuvos mokslo tarybos

7. 7. Cerkiené, A. Eidukaité, A. Usoniené. Immune factors in human embryo
culture and their significance. Medicina. 2009 (in press).

8. Z. Cerkiené, A. Eidukaité, A. Usoniené. Soluble human leukocyte antigen G
in early human embryo cultures after assisted reproduction procedures. Acta
medica Lituanica. 2006, 13(4): 226-231.

9. A. Eidukaité, T. Pukéniené, V. TamoSitinas. Putliyju lasteliy tyrimas
decidualiniame audinyje po nesivystanfio néStumo. Medicinos teorija ir
praktika. 2003, 3(35): 179-181.

10.A. Eidukaité, A. Siaurys, T. Pukéniené, V. TamoSiiinas. Fas antigeno
ekspresija decidualiniy natiiraliy kileriy pavirSiuje persileidimo atveju.
Medicinos teorija ir praktika. 2003, 1(33): 4-6.

11.A. Eidukaité, T. Pukénien¢, V. TamoSitinas. Endometriumo makrofagai:
aktyvacijos ir adhezijos molekuliy ekspresija. Medicinos teorija ir praktika.
2002, 1(29): 11-14.

12.A. FEidukaité, R. Prunskaite¢, L. Jurgauskien¢, V. Tamosiiinas.
Immunophenotype of the Decidual Lymphocytes in Early Pregnancy. Acta
medica Lithuanica. 2002, 9(1): 34-38.

26



13.A. Eidukaité. NéStumo imunologija. Medicinos teorija ir praktika. 2002,
4(32): 323-325.

14. A. Eidukaité, A. giaurys, V. Tamositinas. Naturaliy kileriy subpopuliacijos
kraujyje ir decidualiniame audinyje. Medicinos teorija ir praktika. 2002, 4(32):
259-263.

STRAIPSNIAI
kituose recenzuojamuose leidiniuose

15. A. Eidukaité, V. Tamositnas. Expression of CD69 and CD95 molecules on
the decidual NK cells in patients with missed abortion. 12" International
Congress of Immunology and 4™ Annual Conference of FOCIS, Montreal,
Canada, July 18-23, 2004. Immunology. 2004: 121-126.

16.A. Jurkuvénaite, A. Eidukaité, V. TamoSiinas. Pilvaplévés skyscio
makrofagai: morfologija ir funkcinis aktyvumas. Laboratoriné medicina. 2002,
3(15): 19-23.

17.A. Eidukaité. UZdegiminiy faktoriy vaidmuo menstruacijoms. Lietuvos
akuSerija ir ginekologija. 2001, 4: 343-6.

18. A. Eidukaité. Endometriozés patogenezé: imunologiniai aspektai. Lietuvos
akusSerija ir ginekologija. 2001, 1: 27-32.

19. A. Eidukaité, T. Pukéniené, V. TamoSiiinas. Effect of prolactin on peritoneal
macrophages in endometriosis. Acta medica Lithuanica. 2000, 5: 8-11.

27



