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Summary
Horses, among other farm animals, have the lowest fertility rates, which may be caused

by age-associated abnormalities. Uterine diseases are considered the main cause
of decreased fertility in mares. Endometrosis, a degenerative process in endometrium is
associated with fibrosis of extracellular matrix (ECM) and degeneration of endometrial
glands, which is associated with decreased histotroph production, resulting in early
embryonic death. Diagnosis can be performed only using histopathological assessment
of endometrial biopsy. The disease may be categorized with Kenney and Doig
classification system depending on severity of lesions. Pathogenesis of endometrosis is
yet unknown, while the only confirmed risk factor is age. Thus, aims of this study are:
assessment of the impact of THY1, IGF1, PDGFRA, and MKI67 expression on the
severity of endometrosis, occurrence of histopathological changes in endometrium
affected by endometrosis, assessment of interactions between them, interactions
between their expression of reference genes known for their involvement
in endometrosis, as well as interactions between their expression and histopathological
changes in endometrium affected by endometrosis. 47 full-thickness uterine sections
were collected post-mortem. They were used to prepare histological slides stained with
hematoxylin and eosin, and to quantify gene expression of THY1, IGF1, PDGFRA,
MKI167, TGFB1, ACTA2, ESR1, and PGR with gPCR. Histological slides were
categorized according to Kenney and Doig. Apart from that, all present endometrial
lesions  were evaluated separately, including morphological alterations
and inflammatory infiltration. THY1 expression increases in the early stages
of endometrosis and with the destruction of the basement membrane, suggesting that
THY1 influences enhanced cell interaction with the ECM and intensifies signaling via
extracellular vesicles. 1GF1 expression is negatively correlated with the
histopathological criteria for assessing endometrosis, including the severity
of inflammatory infiltration, suggesting a reduced influence of IGF1 on degenerated
endometrium and inhibition of regenerative processes. PDGFRA expression is
positively correlated with ACTA2, MKI67, THY1, and ESR1 expression, suggesting the
involvement of PDGFRo-related signaling in fibroblast differentiation and activation.
The evaluation of co—occurring histopathological changes in endometrium affected by

endometrosis may be a useful diagnostic tool in assessing disease progression.

Key words: endometrosis, pathogenesis, Thyl, IGF1, PDGFRa, Ki67, equine
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Wykaz skrotow

aSMA — alpha smooth muscle actin — aktyna migéni gtadkich alfa

ACTAZ2 — gen kodujacy aktyne miesni gltadkich alfa

ADAMTS - disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs —
dezintegryny i metaloproteinazy z motywem trombospondyny

AMH — anti-miillerian hormone — hormon antymiillerowski

Ct — treshold cycle — cykl graniczny wykrywania fluorescencji w metodzie g°PCR

CTGF — connective tissue growth factor — czynnik wzrostu tkanki tgcznej

DNMT1 — DNA methyltransferase 1 — metylotransferaza DNA 1

DNMT3A — DNA methyltransferase 3 alpha — metylotransferaza DNA 3 alfa

DNMT3B — DNA methyltransferase 3 beta — metylotransferaza DNA 3 beta

ECM - extracellular matrix — macierz zewngtrzkomoérkowa

ERa — estrogen receptor o — receptor estrogenowy alfa

ERK — extracellular signal-regulated Kkinases — kinazy regulowane sygnatem
zewnatrzkomoérkowym

ESR1 — gen kodujacy receptor estrogenowy alfa

FAM — fluorescein amidites — 5(6)—karboksyfluoresceina

FGF2 — fibroblast growth factor 2 — czynnik wzrostu fibroblastow 2

FSH — follicle-stimulating hormone — hormon folikulotropowy

GADPH - glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene — gen kodujacy
dehydrogenaze aldehydu 3—fosfoglicerynowego

HE — hematoksylina—eozyna

HK2 — hexokinase 2 — heksokinaza 2

IDO — indoleamine 2,3-dioxygenase — 2,3—dioksygenaza indolaminy

IGF1 — insulin—like growth factor 1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IGF1 — gen kodujacy insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IGF1IR - insulin—like growth factor 1 receptor — receptor dla insulinopodobnego
czynnika wzrostu 1

IGF2R — insulin—like growth factor 2 receptor — receptor dla insulinopodobnego
czynnika wzrostu 2

IL-1 — interleukin 1 — interleukina 1

IL-10 — interleukin 1 — interleukina 1 alfa

IL-1B — interleukin 1/ — interleukina 1 beta

IL-6 — interleukin 6 — interleukina 6



IL-10 — interleukin 10 — interleukina 10

IL-17 — interleukin 17 — interleukina 17

KD - klasyfikacja endometrozy wedtug Kenney’a i Doiga

LH — luteinizing hormone — hormon luteinizujacy

LPA — lysophosphatidic acid — kwas lizofosfatydowy

MALT — mucosa—associated lymphoid tissue — tkanka limfoidalna zwigzana z blong
sluzowa

MCP1 — monocyte chemoattractant protein 1 — biatko chemotaktyczne monocytoéw 1
MKI67 — gen kodujacy Ki67

MMP1- matrix metalloproteinase 1 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowe;j
1

MMP2 — matrix metalloproteinase 2 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej
2

MMP3 — matrix metalloproteinase 3 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowe;j
3

MMP9 — matrix metalloproteinase 9 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej
9

MMP13 — matrix metalloproteinase 13 — metaloproteinaza  macierzy
zewnatrzkomoérkowej 13

NETSs — neutrophil extracellular traps — zewnatrzkomérkowe putapki neutrofilowe
NF«B — nuclear factor kappa-light-chain—enhancer of activated B cells — jadrowy
czynnik transkrypcyjny NF kappa B

PBIE — persistent breeding induced endometritis — przetrwate zapalenie btony sluzowe;j
macicy zwigzane z kryciem

gPCR - real-time polymerase chain reaction — ilosciowa reakcja fancuchowa
polimerazy

PDGF — platelet derived growth factor — ptytkopochodny czynnik wzrostu

PDGFRa — platelet derived growth factor receptor a — receptor dla ptytkopochodnego
czynnika wzrostu alfa

PDGFRA — gen kodujacy receptor dla ptytkopochodnego czynnika wzrostu alfa
PDGFRp — platelet derived growth factor receptor g — receptor dla ptytkopochodnego
czynnika wzrostu beta

PGE2 — prostaglandin E2 — prostaglandyna E2

PGF2a. — prostaglandin F2a — prostaglandyna F2 alfa
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PGR — gen kodujacy receptor progesteronowy

PI3K — phosphoinositide 3—kinase — kinaza 3—fosfatydyloinozytolu

PR — progesterone receptor — receptor progesteronowy

Rt — reverse transcription — odwrotna transkrypcja

SDHA - succinate dehydrogenase complex, subunit A gene — gen kodujacy
podjednostke A dehydrogenazy bursztynianowej

SSc — systemic scleroderma — twardzina uktadowa

STAT - signal transducer and activator of transcription — przekaznik sygnatlu i
aktywator transkrypcji

TGFp1 — transforming growth factor 1 — transformujacy czynnik wzrostu beta 1
TGFB1 — gen kodujacy transformujacy czynnik wzrostu beta 1

Thy1 — thymus cell antigen 1 — antygen komorek grasicy 1

THY1 — gen kodujacy antygen komorek grasicy 1

TIMP1 — tissue inhibitor of metalloproteinase 1 — tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1
TIMP2 — tissue inhibitor of metalloproteinase 2 — tkankowy inhibitor metaloproteinaz 2
TIMP3 — tissue inhibitor of metalloproteinase 3 — tkankowy inhibitor metaloproteinaz 3
TLR — toll-like receptor — receptory toll-podobne

TNFa — tumor necrosis factor a — czynnik martwicy nowotworu alfa

VEGF - vascular endothelial growth factor — czynnik wzrostu $rodblonka

naczyniowego
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1. Wstep

Konie, sposrod wszystkich zwierzat gospodarskich charakteryzujg si¢ najnizsza
ptodnoscig, co moze by¢ ttumaczone na kilka sposobow. Pierwszy aspekt, dotyczy
zatozen hodowlanych, w ktorych selekcja koni gorgcokrwistych opiera si¢ przede
wszystkim na osiggach sportowych, a w mniejszym stopniu réwniez na wzgledach
estetycznych, temperamencie konia i wynikajacej z tego umiej¢tnosci wspolpracy
z cztowiekiem. W przypadku czgsci ras koni gorgcokrwistych 1 zimnokrwistych
w programach hodowlanych uwzglednia si¢ rowniez zachowanie specyfiki rasy,
a w przypadku koni uzytkowanych migsnie lub mlecznie rowniez wydajnos$¢ rzezna,
przyrost masy ciata i wydajno$¢ mleczng. Z zwiazku z takimi kryteriami, ptodno$¢ nie
jest kluczowym kryterium branym pod uwage w postepie hodowlanym, pomimo, Ze jest
ona u koni wysoko odziedziczalna (Mahon & Cunningham, 1982; Westendorf et al.,
2022a). Innym istotnym aspektem zwigzanym z niska ptodnos$cig koni jest wiek klaczy
uzytkowanych w rozrodzie. W porownaniu do innych zwierzat gospodarskich
wiekszos¢ koni zyje zdecydowanie dluzej, a wczesniejsze uzytkowanie sportowe lub
wyscigowe dodatkowo opoznia 1 ogranicza wykorzystanie klaczy w rozrodzie.
W przypadku koni sportowych warto$¢ hodowlana zalezy od indywidualnych wynikow,
stad takie klacze sg rozmnazane zazwyczaj dopiero po zakonczeniu kariery. Z tej
przyczyny, patologie uktadu rozrodczego pojawiajace si¢ i nasilajace z wiekiem,
odgrywaja szczegdlnie istotng role w rozrodzie koni (Derisoud et al., 2021; Scarlet et
al., 2023; Westendorf et al., 2022a).

U wigkszosci klaczy istotny spadek ptodnosci wystepuje juz po 10 roku zycia.
U starszych zwierzat obserwowane sa zmiany morfologiczne i funkcjonalne
w oocytach, skutkujace mniejszg szansg na prawidtowy rozwo6j zarodka w przypadku
zaptodnienia (Derisoud et al., 2021). Spadek plodnosci z wiekiem moze roéwniez
wynika¢ ze zmniejszajace] si¢ rezerwy jajnikowej, czyli liczby pecherzykow
pierwotnych rozwijajacych si¢ w jajniku podczas rozwoju ptodowego lub bezposrednio
po porodzie. U ludzi, wyczerpanie rezerwy jajnikowej jest zwigzane z menopauza
I konicem okresu rozrodczego, ktorych wskaznikiem jest zmniejszanie stgzenia hormonu
antymiillerowskiego (ang. anti-miillerian hormone, AMH). U Kklaczy stwierdzono
stopniowy spadek stezenia AMH po dwudziestym roku zycia, jednak aktywno$¢
jajnikowa utrzymuje si¢ zwykle zdecydowanie dluzej, najczesciej przez cale zycie
klaczy. Warto zauwazy¢, ze po 15 roku zycia klaczy aktywnos$¢ jajnikdw moze si¢

zmniejszac, a takze zatrzymywac u klaczy starszych niz 20 lat (Uliani et al., 2019;
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Derisoud et al., 2021). Jednak najczesciej za kluczowe dla zmniejszenia ptodnosci
starszych klaczy uznaje si¢ nasilajagce si¢ z wiekiem zmiany morfologiczne
I funkcjonalne w macicy (Schoniger & Schoon, 2020).

Patologie macicy uznawane sg za najwazniejszg przyczyne¢ nieptodnosci klaczy,
a zapalenie btony $luzowej macicy (fac. endometritis) i zwyrodnienie blony §luzowe;j
macicy (endometroza) sa okreslane jako jedne z najczgstszych i1 najistotniejszych
klinicznie problemow zdrowotnych wystepujacych u koni (Byron et al., 2024).
Zapalenie blony §luzowej macicy, zwilaszcza przedtuzone zapalenie zwigzane z kryciem
(ang. persistent breeding induced endometritis, PBIE), jest najczgs$ciej wystepujaca
patologia macicy u klaczy. W tym przypadku zmiany funkcjonalne w macicy zwigzane
z wiekiem skutkuja tendencja do gromadzenia si¢ plynu w macicy, ktéra wynika
z wigkszej produkcji ptynu i/lub zaburzenia kurczliwosci mig$nidowki gladkie;j.
Do innych czgsto wystepujacych problemow nalezy endometroza — zwyrodnienie btony
sluzowej macicy wystepujace powszechnie u starszych klaczy, a takze przebudowa
Sciany naczyn krwiono$nych oraz zaburzenia funkcji gruczotow macicznych
w odpowiedzi na nieprawidtowg regulacje hormonalng (Katila & Ferreira—Dias, 2022;
Schoniger & Schoon, 2020).

Przyczyny zwyrodnienia blony $luzowej macicy klaczy nie sg znane, pomimo
pojawiajacych si¢ nowych badan dotyczacych patogenezy. Ze wzgledu na czgste
wystepowanie zwyrodnienia u starszych klaczy jest to obiecujacy obszar badan,
a zidentyfikowanie przyczyny i mechanizmu odpowiedzialnego za nasilanie si¢ zmian
moze nie tylko zwigkszy¢ optacalno$§¢ uzytkowania rozrodowego, ale réwniez
zwigkszy¢ mozliwosci postepu hodowlanego, przez uzyskanie liczniejszego potomstwa
od osobnikdéw o pozadanych cechach fenotypowych (Derisoud et al., 2021; Westendorf
et al., 2022a). Z tych powodow warto podejmowaé proby wyjasnienia etiopatogenezy
endometrozy, do czego mozna wykorzysta¢ wyniki badan dotyczace innych proceséw
zwigzanych z wiloknieniem 1 weryfikowa¢ udzial poszczegdlnych czynnikéw

profibrotycznych w kontekscie zmian wystepujacych w endometrium.
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2. Przeglad piSmiennictwa
2.1. Mechanizmy odpornosci w macicy klaczy

Wraz z wiekiem klaczy dochodzi do zmian morfologicznych i topograficznych
w anatomii ukladu rozrodczego. Rozluznienie wigzadetl, wiotczenie tkanki tacznej,
zanik migéni 1 tkanki thuszczowej w okolicy miednicy powoduje zapadnigcie si¢ sromu,
a w konsekwencji nieszczelno$¢ warg sromowych. Dochodzi rowniez do opuszczenie
macicy w jamie brzusznej, co utrudnia jej efektywne oczyszczanie. Zmniejszenie ilosci
tkanki thuszczowej w okolicy miednicy jest zwigzane roéwniez z uzytkowaniem
sportowym klaczy i czgsto dotyczy klaczy o duzej wartosci hodowlanej. Nieszczelnosé
warg sromowych stwierdzono juz u klaczy ponizej trzeciego roku zycia poddanych
treningowi sportowemu (Westendorf et al., 2022a). Zmiany te wigzg si¢ ze spadkiem
lokalnej odporno$ci macicy, przez co staje si¢ ona bardziej podatna na obnizajace
ptodnos¢ dhlugo utrzymujace si¢ stany zapalne. Nieszczelno§¢ warg sromowych
umozliwia dostawanie si¢ powietrza i patogenéw do pochwy (fac. pneumovagina), co
powoduje wysychanie i podraznienie blony $luzowej, predysponujac klacz do infekcji
(Hurtgen, 2006). Kolejng barierg anatomiczng, ktorej funkcjonowanie moze zmieniaé
si¢ z wiekiem klaczy, jest szyjka macicy. Nawet u klaczy, ktore nie byty uzytkowane
rozrodowo moga wystapi¢ zrosty/zwtoknienia w $wietle szyjki macicy, co utrudnia
lub uniemozliwia jej otwieranie i oczyszczanie macicy z zalegajacego w niej ptynu
(Katila, 2012).

Opuszczenie macicy w jamie brzusznej jest najczesciej skutkiem wczesniej
przebytych ciaz, co rowniez wigze si¢ z wiekiem klaczy. W takim przypadku grawitacja
utrudnia oczyszczenie macicy z wysigku zapalnego 1 nasienia, przyczyniajac si¢
do czestszego wystgpowania stanow zapalnych macicy, zardéwno zwigzanych z infekcja
drog rodnych jak i kryciem (Canisso et al., 2020; Hurtgen, 2006; Rebordao et al.,
2014a). Stany zapalne blony §luzowej macicy, utrzymujace si¢ przez dluzszy czas,
moga przyczynia¢ si¢ do zaburzen cyklicznych zmian w obrgbie macicy, a takze
do powstawania zmian zwyrodnieniowych, w zwiazku z dlugotrwalg obecno$cig

wigkszych ilosci mediatorow zapalenia i1 innych cytokin (Byron et al., 2024).

2.2. Czynniki ryzyka zmniejszenia plodnosci klaczy
Czynniki ryzyka zmniejszajace ptodnos¢ klaczy wykazuja znaczng zmienno$é
osobniczg, jednak pewna ich grupa pozostaje stata i powinna by¢ uwzgledniona podczas

badania klinicznego klaczy ukierunkowanego na ocen¢ przydatnosci do rozrodu.
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Wiekszo$¢ z nich dotyczy informacji standardowo uzyskiwanych podczas wywiadu
i obejmuje wiek klaczy, jej uzytkowanie czy liczbe przebytych cigz i porodow
(McKinnon et al., 2011).

Wiek klaczy ma znaczacy wplyw na wskazniki rozrodu. Pojawiajace si¢
zaburzenia funkcjonowania barier anatomicznych, takie jak nieszczelno$¢ warg
sromowych i zwezenie $wiatta szyjki macicy. predysponuja klacz do nawracajacych
| przewlektych standw zapalnych macicy. Zarowno endometritis jak i nasilajgca si¢
z wiekiem klaczy endometroza przyczyniajg si¢ do wczesnego zamierania zarodkow,
przez co sg uznawane z kluczowy problem w rozrodzie klaczy (Katila & Ferreira—Dias,
2022; Schoniger & Schoon, 2020).

Sportowe uzytkowanie klaczy moze wigza¢ si¢ z wczesnie] wystepujacymi
problemami ze szczelno$cig warg sromowych, ale takze z zaburzeniami hormonalnymi
wynikajacymi z wigkszego stresu 1 sztucznego regulowania cyklu rujowego
(Kilgenstein et al., 2015).

Liczba wcze$niej przebytych cigz i porodow moze wpltywaé na stosunki
anatomiczne w jamie miednicy i jamie brzusznej. Opuszczenie si¢ macicy w jamie
brzusznej wiaze si¢ z omoéwionymi predyspozycjami do zalegania plynu, ale moze
rowniez wptywaé na dostepno$¢ w badaniach palpacyjnych i obrazowych i ich
wiarygodno$¢ diagnostyczng, warunki pobierania materialu do badan dodatkowych
czy wykonywanie ptukania macicy. Wczes$niej przebyte cigze wigza si¢ tez ze zmianami
w obrebie naczyn krwiono$nych macicy. Ze wzgledu na daleko idaca przebudowe
calego narzadu podczas rozwoju cigzy, a takze po porodzie, glebokie procesy
adaptacyjne w ukrwieniu macicy skutkuja nawarstwiajacymi si¢ zmianami w budowie
Sciany naczyn, powodujac ich zgrubienie 1 sztywnienie. Z kolei uszkodzenia
mechaniczne, ktore moga wystapi¢ w przebiegu porodu, moga wptywac na szczelno$¢
warg sromowych, zrosty w szyjce macicy, a takze kurczliwo$¢ migsniowki gladkiej
macicy (Derisoud et al., 2021; McKinnon et al., 2011).

Niewtasciwa kondycja klaczy wptywa na metabolizm i funkcjonowanie wielu
uktadow, w tym rozrodczego. Zbyt niski stan odzywienia wiaze si¢ z deficytem energii.
Biorgc pod uwage, ze rozmnazanie si¢ nie jest niezbedne do utrzymania zycia
zwierzecia, przy znacznych deficytach energii dochodzi do ograniczenia ptodnosci.
Nadmierne otluszczenie klaczy jest pod tym wzgledem mniej problematyczne, jednak
moze skutkowaé zwigkszonym nasileniem stanéw zapalnych i zwigkszeniem stresu

oksydacyjnego (Losinno & Pietrani, 2023; McKinnon et al., 2011).
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2.3. Budowa i adaptacja funkcjonalna $ciany macicy klaczy

Sciana macicy zbudowana jest z trzech warstw: blony $luzowej i podsluzowej
(endometrium), blony migsniowej (miometrium) i blony surowiczej (perimetrium).
Aktywnos$¢ skurczowa miometrium, zbudowanej z dwoch warstw miesni gtadkich —
poprzecznej i podluznej — jest kluczowa dla funkcjonowania macicy, jako ze jest
zwigzana z transportem nasienia, oczyszczaniem macicy, migracja zarodka i porodem.
Niemniej, o aktywno$ci miometrium decyduje w znacznej mierze to, co dzieje si¢
w $wietle macicy i endometrium. Endometrium poddawane jest intensywnym zmianom
zwigzanym z sezonowoscig 1 cykliczno$cia, a komodrki tworzace je sa zdolne
do wydzielania wielu mediatorow i odbierania licznych bodzcow, ktére warunkuja
adaptacje funkcjonalng macicy w zaleznosci od zmieniajacych si¢ potrzeb (McKinnon
etal., 2011; Thompson et al., 2020).

Wyscielajaca wnetrze warstwa endometrium, kontaktujaca si¢ ze $wiatlem
macicy, tworzona jest przez nablonek powierzchniowy. Pod nim znajduje si¢ warstwa
zbita endometrium, w ktoérej zlokalizowane s3g wierzchotkowe czesSci (przewody
wyprowadzajace) gruczolow macicznych, macierz zewnatrzkomoérkowa
(ang. extracellular matrix, ECM), fibroblasty, naczynia krwionos$ne oraz komorki
zapalne. Nieco glebiej wyroznia si¢ warstwe gabczasta endometrium, w ktorej
zlokalizowane sa gruczoty maciczne. Gruczoty maciczne wnikaja w glab endometrium
i tworzg rozgalezienia, ktore otoczone s3 ECM, fibroblastami, naczyniami
krwiono$nymi i limfatycznymi oraz niewielka liczba komorek zapalnych. Wigksze
naczynia krwiono$ne obstugujace krazenie w endometrium znajduja si¢ pod
gruczotami, w warstwie podsluzowej, pomig¢dzy luZzniej utkanymi widknami tkanki
facznej (McKinnon et al, 2011; Oddsdéttir, 2007; Schoniger & Schoon, 2020;
Thompson et al., 2020). W fazie pecherzykowej cyklu jajnikowego, pod wplywem
dzialania estrogenow, grubos¢ endometrium zwigksza si¢ ze wzgledu na obrzek tkanki
lacznej. Z kolei w fazie lutealnej cyklu jajnikowego zwieksza sie¢ wzgledna gestosc
gruczotdéw macicznych ze wzgledu na zmniejszajacy si¢ obrzek i potrzebg bardziej
intensywnej produkcji wydzieliny gruczoldw macicznych (Lefranc & Allen, 2007;
McKinnon et al., 2011).

We wczesnej cigzy, endometrium jest kluczowym elementem strukturalnym
macicy bioracym udziat w interakcji z rozwijajacym si¢ zarodkiem. Odbierajac sygnaty
od przemieszczajacego si¢ w $wietle macicy zarodka, endometrium odpowiada

za podtrzymanie wczesnej cigzy. Zablokowanie produkcji prostaglandyny F2a (ang.
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prostaglandin F2a, PGF2a) w endometrium wstrzymuje luteolize, utrzymujac
protekcyjne st¢zenie progesteronu. Dodatkowo gruczoly maciczne odpowiadaja
za wlasciwe odzywienie zarodka, dostarczajac substancji budulcowych, odzywczych
I dzialajgc immunomodulujgco, co jest niezbedne ze wzgledu na wydluzony u klaczy
okres przed wytworzeniem tozyska (Schoon & Schoon, 2003; Thompson et al., 2020).
Co wigcej, gestos¢ mikrokotyledonow wytwarzanych w trakcie cigzy jest zalezna
od gestosci gruczotdéw macicznych w endometrium. Z tego wzgledu stan endometrium

wplywa roOwniez na rozwoj cigzy na pdzniejszych jej etapach (Lefranc & Allen, 2007).

2.3.1. Nablonek powierzchniowy endometrium

Powierzchowng warstwe¢ endometrium stanowi jednowarstwowy walcowaty
nablonek  powierzchniowy. Wysokos¢ 1 morfologia komoérek  nabtonka
powierzchniowego sg jednorodne w catej macicy, co umozliwia jego wiarygodng oceng
histopatologiczng na podstawie oceny pojedynczego skrawka (Lefranc & Allen, 2007).
Nabtonek ten kontaktuje si¢ bezposrednio ze $wiatlem macicy, biorgc udziat
W rozpoczeciu reakceji zapalnej w odpowiedzi na bodziec ze strony §wiatta macicy, jak
robwniez w rozpoznaniu cigzy. Oprocz pelnienia roli bariery mechanicznej,
na powierzchni nablonka powierzchniowego znajduja si¢ receptory toll-podobne (ang.
toll-like receptor, TLR), ktére rozpoznajg lipopolisacharyd pochodzacy z bakterii
Gram—ujemnych 1 aktywuja szlaki sygnalowe bezposrednio regulujace stan zapalny
(Schoniger et al,, 2018; Zdrojkowski et al., 2023). Komodrki nabtonka
powierzchniowego wykazuja ekspresje receptorow estrogenowych (ang. estrogen
receptor, ER) i progesteronowych (ang. progesterone receptor, PR), a ich morfologia
zmienia si¢ w trakcie cyklu jajnikowego. Ekspresja ER jest najwyzsza w fazie
pecherzykowej, natomiast PR w fazie lutealnej. Podczas fazy pgcherzykowej wysokos¢
komorek nablonka powierzchniowego najczesciej miesci si¢ w zakresie od 20 do 30
um, a w ich cze$ci podstawnej wystepuje wakuolizacja. Z kolei w fazie lutealnej
komorki nabtonka powierzchniowego sa zdecydowanie nizsze, a ich wysokos$¢ miesci
si¢ w przedziale od 10 do 20 pum (Oddsdéttir, 2007; Thompson et al., 2020).
W komorkach nabtonka powierzchniowego endometrium wystgpuja receptory
oksytocynowe, ktorych ekspresja w cyklu jajnikowym jest stata, a zmniejsza si¢
w trakcie  cigzy. Obecno$¢  receptoréw  oksytocynowych  jest  zwigzana
z przekazywaniem informacji ze $wiatla macicy i indukcja wydzielania PGF2a, co

skutkuje luteoliza i przygotowaniem do kolejnego cyklu (Thompson et al., 2020).
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Wplyw na produkcje prostaglandyn jest prawdopodobnie regulowany réwniez poprzez
hormon luteinizujacy (ang. luteinizing hormone, LH), dla ktorego receptory réwniez
wystepujg w nablonku powierzchniowym (Piotrowska—Tomala et al., 2020).

Komoérki nabtonka powierzchniowego maja na swojej powierzchni
mikrokosmki, a cze$¢ z nich jest urzesiona, co dodatkowo zwicksza powierzchnig
kontaktu ze §wiatlem macicy (Ferreira—Dias et al., 1994). Podczas fazy pecherzykowej,
w okolicy uj$¢ gruczoldéw macicznych zwigksza si¢ proporcja komorek wydzielniczych,
odpowiadajacych za produkcje §luzu zapewniajacego odpowiednie warunki w $wietle
macicy, natomiast liczba komorek urzesionych zmniejsza si¢ (Thompson et al., 2020).
W drugim tygodniu cigzy zmniejsza si¢ liczba komodrek urzgsionych, natomiast
wysokos¢ nabtonka zwigksza sie (Camacho et al., 2020; Camozzato et al., 2019).

Warto zauwazyé, ze pomiary histomorfometryczne dotyczace nabtonka
powierzchniowego moga by¢ przydatnym uzupelnieniem oceny histopatologicznej.
Stwierdzono, ze u starszych klaczy nasilenie cyklicznych zmian zmniejsza si¢, co moze
Swiadczy¢ o ekspresji receptorow dla hormonow piciowych. W przypadku standéw
zapalnych moze dojs¢ do wakuolizacji nablonka powierzchniowego, a nawet jego
ubytkéw 1 tworzenia si¢ nadzerek, zwlaszcza w okolicy uj$¢ gruczotéw macicznych.
Ponadto w ostrym zapaleniu, pomig¢dzy komodrkami nabtonka powierzchownego moga
by¢ obecne neutrofile (Camacho et al., 2020; Dubrovskaya et al., 2019). W przypadku
endometrozy, wraz z jej nasileniem, zmniejsza si¢ liczba wypustek cytoplazmatycznych
na komoérkach nablonka powierzchownego, a granice migdzy komorkami zacierajg sig.
W przypadku endometrozy, podobnie jak przy endometritis, moze dochodzi¢ do
miejscowych ubytkow lub nadzerek dotyczacych wigkszych powierzchni endometrium
(Ferreira—Dias et al., 1994).

2.3.2. Nablonek gruczolowy endometrium

Podstawowym zadaniem gruczotow macicznych jest produkcja mleczka
macicznego (histotrofu), ktérego zadaniem jest odzywienie zarodka we wczesnej ciazy,
przed placentacja. U klaczy, w zwigzku z wyjatkowo dtuga migracja zarodka, materiat
zapasowy zarodka nie jest wystarczajacy 1 w przypadku niedoboru histotrofu dochodzi
do wczesnego zamierania zarodka w wyniku deficytu substancji odzywczych.
Produkcja wydzieliny utrzymuje si¢ réwniez podczas cigzy, wspomagajac komorki
trofoblastu i biorgc dalszy udzial w odzywianiu rozwijajacej si¢ ciazy (Allen & Wilsher,
2009; Schoniger & Schoon, 2020).
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Wyglad i funkcjonowanie nablonka gruczotowego zmieniaja si¢ w zalezno$ci
od stezen hormonow pitciowych w trakcie cyklu jajnikowego w sezonie rozrodczym jak
rowniez w zaleznosci od okresu sezonu. W okresie braku aktywno$ci jajnikow
(anestrus) gruczoly maciczne sg nieaktywne i zdecydowanie mniejsze, zarbwno pod
wzgledem S$rednicy gruczolu jak i rozmiaru komorek. Rowniez gestos¢ gruczolow
macicznych w endometrium jest w tym okresie najnizsza, a komorki nabtonka
gruczotowego wykazuja niewielkg aktywno$¢ metaboliczng. W sezonie rozrodczym
gruczoty maciczne ulegajag przebudowie w odpowiedzi na regulacj¢ ze strony
estrogendw 1 progesteronu. Hormony te, moga dziata¢ za posrednictwem swoistych
receptoréw, ktorych ekspresja w prawidtlowym nabtonku gruczotowym zmienia si¢
adekwatnie do fazy cyklu (Dubrovskaya et al., 2019; Schoniger & Schoon, 2020;
Thompson et al., 2020).

Podczas fazy pecherzykowej komorki nabtonka gruczotowego dziela sig,
rozbudowujac rozgalezienia gruczotow macicznych, co przygotowuje endometrium do
zwigkszonej produkcji wydzieliny w fazie lutealnej. Pobudzanie mitozy nabtonka
gruczotowego wynika z dziatania estrogendw, tak, ze w niektérych gruczotach
macicznych mozna zauwazy¢ objawy intensyfikacji podzialdéw komoérkowych w postaci
obecno$ci pseudowarstwowosé. W tak intensywnie dzielacych si¢ komorkach migdzy
blaszka podstawng a $wiattem gruczotow widoczne sa dwa jadra komorkowe, jednak
wszystkie komorki maja kontakt z blong podstawna (Bischofberger et al., 2019;
Schoniger & Schoon, 2020). W fazie pgcherzykowej wysoko$¢ komorek nablonka
gruczolowego jest mniejsza niz w fazie lutealnej, a chromatyna w jadrach
komorkowych jest lepiej upakowana. W fazie pegcherzykowej gesto$¢ gruczotow
macicznych jest mniejsza niz w fazie lutealnej ze wzgledu na wigksze uwodnienie
wiokien kolagenowych w ECM, a takze mniejszy rozmiar samych gruczotow. W fazie
lutealnej podziaty komérkowe zachodza rzadziej, chromatyna si¢ rozluznia, a komorki
nabtonka gruczolowego zwigkszajg produkcje 1 wydzielanie histotrofu. Zwigksza sig
rowniez wysoko$¢ 1 wakuolizacja komorek nablonkowych, ze wzgledu na gromadzace
si¢ w nich sktadnikéw wydzielanych od §wiatta gruczotu. Ponadto, §wiatto gruczolow
macicznych poszerza si¢ 1 moze by¢ wypetnione produkowang wydzieling (Schoniger
& Schoon, 2020; Thompson et al., 2020).

U starszych klaczy, gesto$§¢ gruczoldow macicznych w warstwie zbitej
endometrium zmniejsza si¢. Wraz z wiekiem klaczy zmniejsza si¢ rowniez podatnos¢

gruczolow macicznych na dziatanie hormonéw plciowych, co moze by¢ zwigzane
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z mniejsza ekspresja ich receptorow. Stabiej roznicujace si¢ gruczoty maciczne
lub réznicujace si¢ nieadekwatnie do fazy cyklu jajnikowego wydzielajg do $wiatta
macicy mniej substancji odzywczych, co moze skutkowa¢ zamieraniem zarodka

(Dubrovskaya et al., 2019; Hoffmann, Bazer, et al., 2009; Lefranc & Allen, 2007).

2.3.3. Macierz zewnatrzkomérkowa (ECM)

ECM stanowi podpor¢ mechaniczng dla gruczoldéw macicznych oraz naczyn
krwionosnych i limfatycznych obecnych w endometrium. ECM stanowi takze
srodowisko do wymiany substancji odzywczych oraz czasteczek sygnatlowych
pomigdzy nabtonkiem powierzchniowym, nabtonkiem gruczolowym i krwioobiegiem.
ECM bierze udzial w cyklicznych zmianach w endometrium, a takze w implantacji
zarodka i wnikaniu komorek trofoblastu (Centeno et al., 2024; Sikora et al., 2017).
ECM tworza przede wszystkim widkna kolagenowe typu 1 i 3, podczas gdy widkna
kolagenowe typu 4 wraz z innymi biatkami strukturalnymi wspottworzy btony
podstawne nabtonkéw (Centeno et al., 2024; Mansour et al., 2003). Btona podstawna
jest cze$cig posrednig migdzy ECM a komoérkami nabtonkowymi, zar6wno nabtonka
powierzchniowego jak 1 nabtonka gruczotowego. Blona podstawna dzigki sieci
tworzonej przez wtokienka biatkowe, glownie kolagen typu 4, lamining i fibronektyng,
przytwierdza nabtonki do podtoza, jednoczesnie przechodzac ptynnie w ECM (Mansour
etal., 2003).

Gtownymi komoérkami znajdujacymi si¢ w ECM sg fibroblasty, ktore produkuja
i wydzielajg sktadniki ECM (Centeno et al., 2024). Fibroblasty posiadaja dobrze
rozwinigty cytoszkielet, ktorego elementy pozwalaja im znosi¢ naprezenia tkanki
tacznej oraz wptywacé na kierunek uktadu wiokien. Czgs¢ fibroblastow w prawidtowym
endometrium wykazuje ekspresje wimentyny, niektore rowniez desminy oraz o—aktyny
migséni gladkich (ang. alpha smooth muscle actin, aSMA). W zaleznosci od badan,
procent fibroblastow wykazujacych ekspresj¢ aSMA waha si¢ od 1 do 20%
(Bischofberger et al., 2019; Minkwitz et al., 2019; Schoéniger & Schoon, 2020).
Fibroblasty poddaja si¢ receptorowemu dzialaniu estrogenu i progesteronu, a liczba
receptorow dla tych hormonow obecnych w btonie komoérkowej fibroblastow zmienia
si¢ w trakcie cyklu jajnikowego w sposob analogiczny do omoéwionych komorek
nabtonkowych (Thompson et al., 2020). Pod koniec fazy lutealnej fibroblasty, razem

Z komoérkami nablonkowymi produkuja PGF2a, natomiast podczas fazy pgcherzykowej
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fibroblasty intensywniej produkuja wtokna kolagenowe w odpowiedzi na regulowang
przez estrogeny lokalng stymulacj¢ humoralng (Amaral et al., 2023).

Zmiany cykliczne dotyczg zaréwno fibroblastow jak 1 elementow
niekomorkowych ECM. W fazie pg¢cherzykowej, w porownaniu do fazy lutealnej,
wlokna kolagenowe sg bardziej uwodnione, przez co zwigkszaja swdj rozmiar 1 zajmujg
proporcjonalnie wicksza czgs¢ endometrium. Dzigki wigzaniu wody, endometrium staje
si¢ bardziej reaktywne, utatwiona jest komunikacja miedzy komodrkami, a czasteczki
sygnatowe mogg tatwiej dociera¢ do miejsc docelowych. Rowniez migracja komodrek
zapalnych jest ulatwiona, co sprzyja zwigkszeniu liczby neutrofili w $wietle macicy
(Amaral et al., 2023; Lefranc & Allen, 2007). Widékna ECM poddawane sg statym
procesom niszczenia, produkcji i przebudowy. Duza role w tym procesie odgrywaja
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. matrix metalloproteinase,
MMP), czyli enzymy aktywujace niektore cytokiny i rozktadajace biatkowe widkna
strukturalne ECM. Z kolei tkankowe inhibitory metaloproteinaz (ang. tissue inhibitor of
metalloproteinase, TIMP) hamuja aktywnos¢ MMP poprzez zablokowanie ich miejsca
aktywnego. W fazie pecherzykowej zwigksza si¢ produkcja MMP2 i MMP9
w fibroblastach, co wskazuje na aktywnag przebudowe ECM. W fazie lutealnej
aktywno$s¢ MMP spada, natomiast zwigksza si¢ produkcja i aktywno$¢ TIMP oraz
prostaglandyny E2 (ang. prostaglandin E2, PGE2), w celu zapewnienia sprzyjajacego
srodowiska dla potencjalnego rozwoju zarodka (Silva et al., 2014; Wong et al., 2023).

2.3.4. Naczynia krwiono$ne i limfatyczne

Gestos$¢ naczyn krwionosnych w endometrium nie zmienia si¢ w trakcie cyklu
jajnikowego (Thompson et al., 2020), chociaz obserwowana jest réznica w $rednicy
I gestosci naczyn krwiono$nych migdzy fazg lutealng a wczesng cigzg. Waskularyzacja
endometrium zwigksza si¢ prawdopodobnie pod wplywem mediatoréw produkowanych
przez zarodek, poniewaz analogiczne zmiany uzyskano poprzez eksperymentalny wlew
domaciczny biatek zarodkowych (Camacho et al., 2020).

W trakcie cigzy zachodzi adaptacyjna przebudowa naczyn krwiono$nych,
pozwalajaca na zwigkszenie doptywu krwi do macicy. Po porodzie naczynia adaptuja
si¢ ponownie, powracajac do standardowego przepltywu krwi przez narzad. Brak zmian
w obrebie naczyn krwiono$nych stwierdza si¢ jedynie w biopsjach endometrium
pobranych od mtodych klaczy nieuzytkowanych wczesniej w rozrodzie. Zmiany

zwigzane z wiekiem dotyczg przede wszystkim warstwy wewngtrznej (tac. intima)
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I zewnetrznej $ciany naczyn (tac. adventitia), podczas gdy przebudowa zwigzana
Z przebytymi wcze$niej cigzami dotyczy wszystkich warstw $ciany naczyn. U klaczy
wielorodek obserwuje si¢ przerwania, rozwarstwienie i zgrubienie warstwy
wewnetrznej naczyn, zanik miocytow gladkich w warstwie $rodkowej, a takze
zwigkszenie ilosci wiokien elastynowych i1 kolagenowych oraz ogniska kalcyfikacji
na catej grubosci $ciany naczyn (Schoniger & Schoon, 2020). Przemiany w strukturze
$ciany naczyn krwiono$nych, skutkujace trwatg przebudowg Sciany, okreslane jest jako
angiopatie (Esteller—Vico et al., 2015; Hanada et al., 2014; Kilgenstein et al., 2015;
Schoon et al., 1999). Angiopatie sg czg¢sto obserwowane jako wspotwystepujace
z endometrozg, co moze by¢ zwigzane z wplywem zmian zwyrodnieniowych na
strukture naczyn, badz skutkiem wspdlnej predyspozycji zwigzanej z wiekiem klaczy
(Hanada et al., 2014; Kabisch et al., 2019; Schoniger & Schoon, 2020; Schoon et al.,
1999).

Angiopatie moga zmniejsza¢ zdolno$¢ adaptacyjng naczyn krwiono$nych
do zmiany zapotrzebowania na krew w macicy w trakcie cigzy. Angiopatie dotycza
zwigkszenia zawarto$ci widkien elastynowych we wszystkich warstw $ciany naczynia,
przez co naczynia stajg si¢ grubsze. W prawidlowej cigzy, na poczatkowym etapie
migracji zarodka, przeptyw krwi w czeéci endometrium kontaktujacej si¢ z zarodkiem
zwigksza si¢, podczas gdy wystgpowanie angiopatii zmniejsza site tego efektu
(Esteller-Vico et al., 2015; Ferreira et al., 2015; Schoniger & Schoon, 2020; Schoon &
Schoon, 2003). Zwtdknienie naczyn krwionosnych skutkuje mniejszym przeptywem
krwi, a takze mniejsza gestoscig kosmkow tozyska, co dodatkowo wplywa na stabsze
odzywienie ptodu (Ferreira et al., 2015). Z drugiej strony, w badaniach dotyczacych
masy lozyska, tozyska klaczy wielorddek byty cigzsze niz lozyska klaczy pierworddek,
podobnie jak urodzone Zrebigta (Bracher et al., 1996). Mozliwe wigc, ze poczatkowo
przebyte cigze maja pozytywny wplyw na krazenie w macicy, natomiast sumujace
si¢ zmiany w obrgbie naczyn krwiono$nych prowadza w koncu do jego ograniczenia
(Ferreira et al., 2015; Kabisch et al., 2019). Podejrzewa si¢ réwniez wpltyw zmian
naczyniowych na kurczliwo$§¢ miegsniowki gladkiej miometrium, co mogloby
wskazywac, ze jest to jeden z czynnikow predysponujacych klacz do zaburzenia
oczyszczania macicy i wynikajacej z tego obnizonej ptodnosci (Esteller—Vico et al.,
2015; Katila, 2012).

Naczynia chlonne odgrywaja istotng role¢ w odprowadzaniu limfy z macicy, a ich

wypehienie w endometrium jest jednorodne w catym narzadzie (Lefranc & Allen,
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2007). Spadek drenazu limfatycznego jest jednym z zaburzen stwierdzanych u klaczy
podatnych na gromadzenie si¢ pltynu w $§wietle macicy. W przypadku stanow zapalnych
swiatto naczyn limfatycznych jest zwykle poszerzone (Lefranc & Allen, 2007).
Natomiast w endometrozie obserwuje si¢ czesto obecnos$¢ rozstrzeni limfatycznych

(Kabisch et al., 2019).

2.3.5. Komorki zapalne

Ocena nasilenia 1 sktadu komorkowego nacieku zapalnego jest rutynowo
wykorzystywana w diagnostyce standw zapalnych, zaréwno podczas badania
cytologicznego jak i w ocenie histopatologicznej biopsji endometrium. Nalezy jednak
mie¢ na uwadze, ze w endometrium, podobnie jak w innych btonach §luzowych,
obecno$¢ komorki zapalne w ograniczonej liczbie jest fizjologiczna. Niewielki naciek,
zwlaszcza limfocytarny, nalezy traktowaé jako prawidlowy i bedacy czgécig tkanki
limfoidalnej zwigzanej z btong $luzowa (ang. mucosa—associated lymphoid tissue,
MALT). W niektéorych przypadkach, dookota gruczoléw macicznych mozna
zaobserwowac¢ naciek limfocytarny utozony koncentrycznie. W zwigzku z tym, ze
wystepowanie takich naciekdéw nie jest zwigzane z obecnoscig ostrego lub przewlektego
stanu zapalnego, mozna zaktada¢, ze jest to rowniez cz¢$¢ MALT (Klose & Schoon,
2016; Skarzynski et al., 2020). Aktywno$¢ 1 funkcje komorek zapalnych podlega
cyklicznej regulacji za posrednictwem estrogendw 1 progesteronu. W fazie
pecherzykowej prawdopodobnie w wyniku dziatania receptorowego estrogenow, liczba
komorek zapalnych oraz ich aktywnos$¢ wydzielnicza sg zwigkszone, co usprawnia
reakcj¢ komorek $ciany macicy na bodzce zewngtrzne. Podstawowym celem komorek
zapalnych jest umozliwienie oczyszczenia macicy z resztek nasienia po kryciu, a takze
niszczenie patogendw, ktore dostaly si¢ do §wiatta macicy wraz z nasieniem lub przez
otwartg szyjke macicy. W fazie lutealnej i w cigzy, progesteron obniza aktywnos¢
leukocytow, umozliwiajac przezycie zarodka. Omawiane hormony piciowe reguluja
réwniez aktywno$¢ mediatoroéw, takich jak czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor
necrosis factor «, TNFa), interleukiny (ang. interleukin, IL) 1 i1 6, a takze
prostaglandyny, ktore pelnia wazne funkcje w regulacji odpowiedzi zapalnej
endometrium oraz regulacji cyklicznosci (Skarzynski et al., 2020).

Pojedyncze neutrofile, rozsiane w warstwie zbitej endometrium i1 migdzy
komorkami nabtonka powierzchniowego, moga obecne w fazie pecherzykowe;,

natomiast w zdrowym endometrium nie powinny wystepowaé¢ w innych fazach cyklu
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(Schoniger & Schoon, 2020; Skarzynski et al., 2020). Liczba neutrofili w $cianie
I Swietle macicy ro$nie w endometritis, co uzasadnia ich wykorzystanie w diagnostyce.
Obecnos¢ licznych neutrofili $§wiadczy o ostrym przebiegu zapalenia, tak, ze
w przypadku zapalenia zwigzanego z kryciem, migracja neutrofili do macicy nastepuje
juz poét godziny po zdeponowaniu nasienia. W przebiegu endometritis neutrofile
lokalizuja si¢ przede wszystkim w $wietle macicy, migdzy komoérkami nablonka
powierzchniowego 1 w §wietle gruczotow macicznych (Camacho et al., 2020; Canisso et
al., 2020; Oddsdottir, 2007; Rebordao et al., 2014a; Skarzynski et al., 2020).

W prawidlowym endometrium obecna jest niewielka liczba limfocytow T,
a limfocyty B niemal nie wystepuja. Limfocyty T lokalizujg si¢ przede wszystkim
w warstwie zbitej endometrium, ale mogg by¢ obecne rowniez w warstwie gabczastej,
atakze miedzy komodrkami nabtonka powierzchniowego 1 gruczotowego. Naciek
limfocytarny moze by¢ rownomiernie rozsiany po endometrium, moze tez przybieraé
posta¢ bardziej zogniskowang (Oddsdottir, 2007; Schoniger & Schoon, 2020).
W przewlektym stanie zapalnym, jak rowniez w przypadku nieszczelnosci warg
sromowych, dochodzi do dlugotrwatego kontaktu endometrium z antygenami i nacieku
komorek plazmatycznych odpowiedzialnych za produkcje przeciwcial. Komorki
plazmatyczne, podobnie jak limfocyty T, lokalizuja si¢ przede wszystkim w warstwie
zbitej endometrium, ale moga wystgpowaé w catym endometrium (McKinnon et al.,
2011; Oddsdottir, 2007; Schoniger & Schoon, 2020). Obecnosé¢ limfocytow swiadczy
0 przewlektym przebiegu zapalenia, chociaz sg one rekrutowane réwniez w stanach
zapalnych o przebiegu ostrym i podostrym. Pomimo rekrutacji limfocytow, Kryterium
diagnostycznym ostrego endometritis pozostaje naciek neutrofilowy (Oddsdottir, 2007).
Natomiast we wczesnej cigzy, aktywno$¢ limfocytow jest prawdopodobnie hamowana
przez mediatory produkowane przez zarodek, co umozliwia zatrzymanie reakcji
zapalnej i utrzymanie cigzy (Camacho et al., 2020).

Makrofagi 1 komorki dendrytyczne peilnia funkcje komorek prezentujgcych
antygeny oraz produkujacych cytokiny. Ich liczba w endometrium ro$nie bezposrednio
po owulacji jako element przygotowania macicy do oczyszczania z nasienia.
W wycinkach endometrium, pobranych od klaczy po porodzie lub poronieniu,
syderofagi obecne sg czesto do 7 miesiecy. Syderofagi oczyszczaja endometrium
Z erytrocytow, uwolnionej hemoglobiny i metabolizowanej hemosyderyny obecnych
W $cianie macicy po uszkodzeniu naczyn krwiono$nych (McKinnon et al., 2011;

Schoniger & Schoon, 2020; Skarzynski et al., 2020). Naciek makrofagowy wystepuje
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rowniez w przewleklych stanach zapalnych endometrium (McKinnon et al., 2011,
Oddsdottir, 2007; Schoniger & Schoon, 2020). Makrofagi odgrywaja istotng rolg
we wczesnej cigzy, a ich zwigkszona liczba powoduje supresje limfocytow T,
zwiekszajac tolerancje immunologiczng dla rozwijajacego si¢ zarodka (Klein et al.,
2016).

Eozynofile wystgpuja pojedynczo w endometrium we wszystkich fazach cyklu,
najczes$ciej] w warstwie zbitej endometrium, blizej $wiatla macicy. Zwigkszenie liczby
eozynofili wigze si¢ najczeSciej z zasysaniem powietrza do pochwy, powodowanym
nieprawidlowa konformacjg sromu. Ogniskowy naciek eozynofilowy stwierdza si¢
réwniez w stanach zapalnych, przede wszystkim o przebiegu przewlektym (McKinnon
et al., 2011; Oddsdottir, 2007; Schoniger & Schoon, 2020).

Komorki tuczne biorg udzial w nieswoistej odpowiedzi zapalnej 1 wystgpuja
w prawidtowym endometrium w niewielkiej liczbie. Wzrost liczby komoérek tucznych
moze by¢ zwigzany z przewleklym endometritis, lub z rujg i przygotowaniem
endometrium na wieksza presj¢ sSrodowiskowa zwigzang z kryciem (Oddsdottir, 2007,

Schoéniger & Schoon, 2020; Skarzynski et al., 2020).

2.4. Endometroza

Endometroza okre$lana jest jako zwyrodnienie endometrium, widknienie
endometrium lub widknienie okotogruczotowe. Termin ten zostat wprowadzony po raz
pierwszy przez Kenneya i rozszerzony przez Schoon et al. (Hoffmann et al., 2009b;
Kenney, 1978; Schoniger & Schoon, 2020).

W przebiegu endometrozy zmiany dotycza przede wszystkim zaburzenia
funkcjonowania gruczotéw macicznych i skutkujg zmniejszong produkcja histotrofu,
atakze zwiekszong depozycja wiokien kolagenowych w ECM, ktore zwigksza
sztywnos$¢ endometrium, zaktoca dyfuzje sktadnikow odzywczych 1 tlenu oraz
powodujac  uszkodzenia komorek 1 aktywacje¢ miofibroblastow  (Szostek—
Mioduchowska et al, 2023). Wydzielina gruczotéw macicznych odzywia nie tylko
migrujacy zarodek, wspiera rdwniez tworzenie tozyska. U klaczy z endometroza
stwierdzono zmniejszong gestos¢ kosmkow, przektadajaca si¢ na mniejsza efektywna
powierzchnig kontaktu pomiedzy matczyng i ptodowa czgsécig tozyska. Zmniejszona
gestos¢ kosmkow wigze si¢ rowniez z mniejszg masg urodzeniowg zrebigcia (Bracher et

al., 1996). Oprocz wioknienia endometrium analogiczne zmiany stwierdzono w $cianie
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jajowodu, co moze utrudnia¢ komunikacj¢ migdzy jajowodem a komoérky jajowa oraz
jajowodem a zarodkiem podczas migracji w kierunku macicy (Skarzynski et al., 2020).

Endometrozie nie towarzysza objawy kliniczne, natomiast jedynym jej skutkiem
jest obnizona ptodno$¢ klaczy. Wystgpowanie i nasileniec zmian w endometrium jest
wigksze u starszych klaczy, wraz z wiekiem szansa na wystapienie endometrozy rosnie.
Nie stwierdzono natomiast ewidentnych predyspozycji zwigzanych z innymi
czynnikami ryzyka zidentyfikowanymi dla obnizonej ptodnosci, chociaz cze$¢ autorow
sugeruje konieczno$¢ przypisania klaczom z wczesniejszag nieptodnoscia nizszej
spodziewanej ptodnosci, niz $wiadczy o tym sam obraz histopatologiczny endometrium
(Leishman et al., 1982; McKinnon et al., 2011; Lehmann et al., 2011). Natomiast
przypisanie stopnia zwyrodnienia nie bylo wigzane z gromadzeniem ptynu w macicy,
zakaznym endometritis, ani historig trudnych porodéw. Nie stwierdzono réwniez réznic
w wystepowaniu endometrozy u zalezno$ci od rasy klaczy (De Witt et al., 2023).
Endometroza moze mie¢ natomiast wplyw na podatnos$¢ klaczy na PBIE, utrudniajac
oczyszczanie macicy, co dodatkowo obniza ptodnos¢ (Reghini et al., 2016). Wydzielina
gruczotow macicznych jest no$nikiem, dzigki ktéremu (w polaczeniu z kurczliwoscia
migsniowki gladkiej) mozliwe jest usunigcie patogendw ze $wiatta narzadu. Z tego
wzgledu endometrium objete endometrozg staje si¢ mniej kompetentne do zwalczania
bodzcow wywolujacych zapalenie (Gajos et al., 2015). W przebiegu niszczacej
endometrozy cze¢sciej stwierdza si¢ wspolwystepujacy stan zapalny, co podkresla role
gruczotdw macicznych w oczyszczaniu macicy (Hoffmann et al., 2009b). Dodatkowo
endometroza moze uposledza¢ oczyszczanie macicy poprzez ograniczenie kurczliwosci
migsniowki gladkiej. Wioknieniu endometrium moze towarzyszy¢ atrofia miocytow
I jednoczesny wzrost ilosci wiokien kolagenowych. Zmiany te sa szczegdlnie widoczne
w warstwie zewnetrznej migsnidowki gladkiej, o przebiegu podtuznym. Ponadto
zwigzane ze zwyrodnieniem endometrium zaburzenia w produkcji prostaglandyn
I kwasu lizofosfatydowego (ang. lysophosphatidic acid, LPA) moga rdéwniez
odpowiada¢ za ograniczong kurczliwo$¢ migsniowki gtadkiej macicy (Skarzynski et al.,
2020; Szostek—Mioduchowska et al., 2020a).

2.4.1. Badanie histopatologiczne endometrium
Ztotym standardem diagnostycznym choréb macicy 1 jedyng metoda
diagnostyczng endometrozy jest ocena histopatologiczna skrawka endometrium

pobranego Kkleszczykami biopsyjnymi. Wycinek z trzonu lub podstawy rogu macicy,
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0 minimalnym rozmiarze 10 x 3 x 3 mm, jest uznawany za reprezentatywny dla caltego
endometrium. Pobrane wycinki barwione s3 rutynowo hematoksyling i eozyng (HE)
i oceniane w mikroskopie $§wietlnym wedlug kryteriow Kklasyfikacji Kenneya—-Doiga
(klasyfikacja KD) (Schoniger & Schoon, 2020).

Do glownych kryteriow diagnostycznych uwzglednianych w klasyfikacji KD,
wykorzystywanej do oceny zwyrodnienia blony S$luzowej macicy, naleza: odsetek
gruczotOw macicznych objetych zmianami, liczba warstw widkien kolagenowych
otaczajagcych gruczoly maciczne, obecno$¢ nacieku zapalnego 1 wczesniejsza
nieptodnos¢ (Schoniger & Schoon, 2020). W klasyfikacji KD rozroznia si¢ 4 kategorie:
| — obejmujaca zdrowe endometrium (prognozowana ptodnos¢: >90%), IMMA -
obejmujaca niewielkie zwyrodnienie (prognozowana ptodno$é: 50-80%), 1B —
obejmujaca umiarkowane zwyrodnienie (prognozowana plodnos¢: 10-50%) i Il —
obejmujaca znaczne zwyrodnienie (prognozowana ptodnosé: <10%). Jednak stosowana
klasyfikacja KD nie uwzglednia wszystkich czynnikow mogacych prowadzié
do zmniejszenia ptodnosci. Klasyfikacja KD nie uwzglednia nieregularnego
roéznicowania gruczoldw macicznych, zmian naczyniowych, a takze nie rdznicuje
nieniszczacego 1 niszczacego typu endometrozy. Podczas gdy wymienione zmiany
histopatologiczne wiaza si¢ z gorszym rokowaniem w kontekscie ptodnosci (Schoon &
Schoon, 2003). Ponadto uwzglednienie w ocenie histopatologicznej gestosci gruczotow
macicznych oraz rozdzielenie gruczolow prawidlowych i1 objetych zmianami moze
zmniejszy¢ subiektywno$¢ oceny skrawkow (Lefranc & Allen, 2007). W ocenie
endometrium powinno bra¢ si¢ pod uwagg zaréwno wiek klaczy jak i historig
nieptodnosci, poniewaz obydwa czynniki sa negatywnie skorelowane z ptodnoscia
| zwigzane z progresja endometrozy. Niestety czesto dane te nie sg dostepne dla
patologow lub sa pomijane, a kategoria KD przypisywana jest wylacznie na podstawie
zmian histopatologicznych (Aresu et al., 2012; Hanada et al., 2014; Kenney, 1978).

Cho¢ istnieja sprawdzone metody wizualizacji histologicznej widkien
biatkowych tkanki tacznej (Zdrojkowski, et al. 2024), barwienie HE jest najczgsciej
jedynym wykonywanym barwieniem w celu oceny wloknienia endometrium
(Christoffersen et al., 2012; Overbeck et al., 2013; Sikora et al., 2017). Barwienia
histologiczne specyficzne dla tkanki tacznej sg tatwo dostepne i1 informatywne, jednak
ich przydatno$¢ w ocenie endometrium jest czesto kwestionowana, przez co ich

praktyczne wykonywanie jest rzadkie (Zdrojkowski et al., 2024).
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Dyskutowana jest rowniez kwestia reprezentatywnosci pojedynczego skrawka
endometrium w ocenie jego stanu w obrgbie catego narzadu. Badania dotyczace oceny
endometrium, pobranego z réznych miejsc W S$cianie macicy, pokazuja niewielkie
réznice w przypisanej kategorii KD, co sugeruje podobne nasilenie zmian w obr¢bie
catego narzadu (Overbeck et al., 2013). Porownanie oceny histopatologicznej preparatu
wykonanego z biopsji z preparatem wykonanym z wycinka peinej grubosci $ciany
macicy pobranego posmiertnie nie wykazato réznic w przypisanej kategorii KD, co
dowodzi, ze wycinek biopsyjny jest wystarczajacy do oszacowania stanu endometrium
(Aresu et al., 2012). Z drugiej strony, watpliwosci co do reprezentatywnos$ci tak matej

probki nadal si¢ pojawiaja (Alpoim—Moreira et al., 2022b).

2.4.2. Zmiany histopatologiczne zwigzane z endometroza

Zmiany w endometrozie moga dotyczy¢ kazdego elementu skladowego
endometrium, cho¢ zasadnicze zmiany histopatologiczne zwigzane sa z gruczotami
macicznymi i ECM.

Zwyrodnienie gruczotdéw macicznych moze dotyczy¢ pojedynczych gruczolow
lub grup gruczotéw. W przypadku grupy gruczotdéw moga powstawaé gniazda
gruczotowe widoczne w postaci duzych struktur ztozonych z powiekszonych gruczotow
macicznych oraz otoczonej je torebki lacznotkankowej. W torebce tacznotkankowej
wlokna kolagenowe utozone sg koncentrycznie w postaci Kilku warstwach, miedzy
ktorymi znajduja si¢ fibroblasty (McKinnon et al., 2011). Komoérki nabtonka
gruczotowego, W tak zmienionych gruczotach macicznych, sa wigksze i objete
obrzekiem. W $wietle zmienionych gruczotéw moze zalega¢ wydzielina. W przypadku
powiekszonych gruczotéow macicznych wypetnionych wydzieling moéwi si¢ o ich
rozstrzeni. W barwieniu HE powigkszone gruczoty maciczne barwig si¢ nieco stabiej
niz gruczoly prawidtowe (Bischofberger et al., 2019; Hanada et al., 2014; Schoniger &
Schoon, 2020). W wydzielinie zmienionych gruczotéw macicznych stwierdzono spadek
zawarto$ci substancji odzywczych, co przektada si¢ na mniejsza produkcje histotrofu
I skutkuje istotnym ograniczeniem ptodnosci klaczy (Hoffmann et al., 2009a). Komorki
nabtonkowa gruczotowego objete endometrozg wykazuja wieksza ekspresje bialek
cytoszkieletu, co moze czgsciowo odpowiadaé za ich zmniejszong aktywno$¢
wydzielnicza (Alpoim—Moreira, 2023; Lehmann et al., 2011; Lunelli et al., 2013;
Schoniger & Schoon, 2020). W nablonku gruczolowym moze dochodzi¢

do pogrubienia, a takze uszkodzenia btony podstawnej, co skutkuje odrywaniem si¢

27



komorek nabtonkowych od podtoza i brakiem cigglosci nabtonka gruczotowego. Cechy
niszczenia blony podstawnej nablonka gruczotowego sa uwzgledniane jako
podstawowe kryterium do rozréznienia endometrozy niszczacej i endometrozy
nieniszczacej, W endometrozie niszczacej dochodzi do przerwania cigglosci btony
podstawnej nablonka gruczotowego, podczas gdy w endometrozie nieniszczacej
cigglos¢ blony podstawnej jest zachowana. Dla pelniejszego rozrdznienia stosuje si¢
barwienie lamininy, sktadnika btony podstawnej, ktory w przypadku jej uszkodzenia
obecny jest w ECM. W endometrozie niszczacej laminina traci swoj regularny uktad
W bezposredniej bliskosci komorek nabtonka gruczotlowego (Hanada et al., 2014; Katila
& Ferreira—Dias, 2022; Lehmann et al., 2011; Schoon & Schoon, 2003). Ze wzgledu na
mniejszg liczbe receptoréw dla hormonoéw plciowych, zmienione gruczoly maciczne
wykazuja stabsze réznicowanie w cyklu jajnikowym (Bischofberger et al., 2019;
Hanada et al., 2014; Schoniger & Schoon, 2020).

Przebudowa ECM dotyczy glownie warstwy gabczastej endometrium.
W przebiegu endometrozy ilo$¢ kolagenu w ECM zwigksza si¢, a co za tym idzie,
tkanka taczna staje si¢ bardziej zbita. Moze si¢ to wigza¢ z utrudnionym transportem
substancji odzywczych, metabolitow, a takze czasteczek sygnalowych w endometrium.
Wiokna kolagenowe uktadajg si¢ warstwowo dookota gruczotéw macicznych.
W fibroblastach zwigksza si¢ ekspresja elementow cytoszkieletu, co jest adaptacja do
zwigkszonej gestosci tkanki tacznej, a takze oznaka transformacji w miofibroblasty
(Klose & Schoon, 2016). W zalezno$ci od statusu metabolicznego fibroblastow
rozroznia si¢ endometroze aktywng i nieaktywng. Aktywne metabolicznie fibroblasty
majg luzniej utkang chromatyne, przez co ich jadra komorkowe sa wigksze i jasniejsze.
Aktywne metabolicznie fibroblasty maja rowniez wigksza ilo$¢ cytoplazmy, co
$wiadczy o intensywniejszej produkcji biatek. Natomiast nieaktywne metabolicznie
fibroblasty sa mniejsze | maja silnie splaszczony ksztalt nadawany im przez warstwy
wlokien kolagenowych. Ich jadra komoérkowe sg ciemne 1 splaszczone. Aktywnos¢
fibroblastow wskazuje na dynamike zmian w ECM i $wiadczy o trwajacym procesie
produkcji kolagenu zwigzanym z mozliwym nasileniem zmian (Hanada et al., 2014).
Rozmiar jadra komorkowego i1 zwigkszona ekspresja elementow cytoszkieletu §wiadczy
0 transformacji fibroblastow w miofibroblasty zachodzacej pod wptywem cytokin
(Evans et al., 1998; Szostek—Mioduchowska et al., 2019). Obecnos¢ lamininy

W cytoplazmie fibroblastoéw moze $wiadczy¢ o jej wzmozonej produkcji w fibroblastach
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lub fagocytozie z otoczenia komorki, co wskazuje na mozliwy udziat fibroblastow
W niszczeniu btony podstawnej nablonkow (Hoffmann et al., 2009Db).

W przebiegu endometrozy, komoérki nabtonka powierzchniowego maja mniej
jednorodny wyglad i sg miejscami zdegenerowane. W cigglosci nablonka
powierzchniowego pojawiaja si¢ ubytki i nadzerki. W badaniu elektronowym
mikroskopem skaningowym wykazano znaczne zubozenie powierzchni nablonka
powierzchniowego probek objetych endometrozg, widoczne w postaci zmniejszonej
liczby lub braku wypustek cytoplazmatycznych. Obraz ten moze by¢ powigzany
ze zmianami w ECM i blonie podstawnej nabtonkow, ktore utrudniaja przekazywanie
substancji odzywczych do komorek nablonkowych. Mozna podejrzewac,
ze uszkodzenia nablonka powierzchniowego przyczyniaja si¢ do tatwiejszej inwazji
bakterii i predysponuja do zakaznego endometritis. Ponadto, uszkodzenia nabtonka
powierzchniowego utrudniaja matczyne rozpoznanie cigzy, ze wzglgdu na stabsze
przekaznictwo sygnatow do glebszych warstw endometrium (Kabisch et al., 2019;
Lehmann et al., 2011; Schoniger & Schoon, 2020).

Zmiany w obrebie naczyn krwionos$nych sa czgsto zwigzane z przebudowa
naczyn w trakcie wczesniej cigzy. W przypadku endometrozy widknienie
okolonaczyniowe, skutkujagce pogrubieniem zewngtrznej cze$ci $ciany naczynia, jest
silniej wyrazone niz zmiana struktury calej $ciany naczynia. Wloknienie
okolonaczyniowe W duzym stopniu dotyczy naczyn krwionosnych znajdujacych sie
W blonie podsluzowej, co moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszonej adaptacji tych naczyn
do faz cyklu jajnikowego i w rozwoju cigzy. W naczyniach krwionosnych
i limfatycznych obserwuje si¢ rozstrzen, $wiadczaca 0 zmniejszonej perfuzji
I mozliwym przekrwieniu biernym. Rozstrzen naczyn moze skutkowac tendencja do
gromadzenia plynu w macicy. Powigkszajace si¢ rozstrzenie limfatyczne moga
przybiera¢ posta¢ widocznych makroskopowo torbieli endometrialnych, utrudniajacych
dodatkowo migracj¢ zarodka W macicy we wczesnej cigzy (Ferreira et al., 2015; Flores
et al., 1995; Kabisch et al., 2019; McKinnon et al., 2011)

2.4.3. Patogeneza endometrozy

Przebieg procesoOw patologicznych zwigzanych z endometroza jest obiektem
wielu badan prowadzonych w ostatnim czasie. Zrozumienie mechanizmow
prowadzacych do zwyrodnienia moze z jednej strony przyczyni¢ si¢ do rozwoju
strategii zapobiegania nasilania si¢ zmian, z drugiej natomiast umozliwi¢ opracowanie
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bezpiecznego i1 dostgpnego postepowania terapeutycznego zwigkszajacego ptodnosé
Klaczy.

Poczatkowo rozwo6j zwyrodnienia endometrium wigzano ze zmianami
naczyniowymi rozwijajacymi si¢ w endometrium wraz z wiekiem oraz kolejnymi
porodami. Wedtug teorii Hanada et al. (2014) przebudowa $ciany w obrgbie tetnic
wigzano ze zmniejszonym zaopatrywaniem narzadu w krew. Pogrubienie $ciany
| rozstrzen zyt moze wptywac na przekrwienie bierne $ciany macicy, co z kolei wigze
si¢ z rozstrzenig naczyn limfatycznych i upos$ledzeniem drenazu limfatycznego.
Wystepujacy w konsekwencji obrzegk endometrium, wraz z pogarszajacym si¢
odzywieniem i dotlenieniem komorek, odpowiada za ich uszkodzenie i zmian¢ funkcji,
widoczng w postaci widknienia, zwyrodnienia gruczoldw macicznych i1 postepujacego
spadku ptodnosci. Taka dynamika zmian nie ttumaczy jednak wspotwystepowania
w endometrium objawéw endometrozy i prawidlowej struktury naczyn krwiono$nych.
Obecnie uwaza si¢, ze zmiany naczyniowe zachodza w macicy niezaleznie od
endometrozy, lecz sa zwigzane bezposrednio z wcze$niejszymi cigzami i porodami,
Z kolei kluczowym kryterium predysponujacym do endometrozy jest wiek klaczy
(Griininger et al., 1998; Hanada et al., 2014).

2.4.3.1. Stan zapalny i wl6knienie endometrium

Jednym z eksplorowanych obszaréw badawczych jest udzial zapalenia
W procesie wloknienia endometrium. Wraz z wiekiem klaczy, w endometrium moze
dochodzi¢ do zaburzen funkcjonowania czynnikow modulujgacych dziatanie ukladu
odpornosciowego i przebudowy endometrium, co moze wptywaé na homeostaze ECM,
powodujac widknienie (Katila & Ferreira—Dias, 2022; Skarzynski et al., 2020). Mimo
zwigzku zwyrodnienia z wiekiem klaczy, wigzanie patogenezy z eksploatowaniem
endometrium 1 przewlektym stanem zapalnym jest niepewne, jako ze endometroza
wystepuje tez u klaczy nieuzytkowanych rozrodowo, ktorych endometrium nie mierzyto
si¢ z nasieniem, zapaleniem zwigzanym z kryciem, cigzg, porodem i nast¢pujacg po nim
inwolucja (Katila & Ferreira—Dias, 2022). W badaniach wykorzystujacych wielokrotnie
indukowane endometritis, poprzez inokulacje bakterii, po dwoch latach od
powtarzajacego si¢ bodzca zapalnego nie stwierdzono wzrostu nasilenia zwyrodnienia
endometrium po dwoch latach od powtarzajacego sie¢ bodzca zapalnego (Hoffmann et
al., 2009b). Rowniez umiarkowana korelacja pomiedzy stanem zapalnym

a stwierdzonym stopniem zwyrodnienia macicy sugeruje, ze proces zwyradniajacy jest
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w jakims$ stopniu niezalezny od proceséw zapalnych (Rebordao et al., 2018). Niemniej,
komorki zapalne, cytokiny i inne szlaki sygnalowe zwigzane z zapaleniem sa
najprawdopodobniej zaangazowane w patogenez¢ endometrozy.

Warto podkresli¢, ze faza cyklu jajnikowego, a wigc stezenia estrogendow
| progesteronu, ma istotny wplyw na dynamik¢ procesu zapalnego i aktywnos¢
leukocytow, co mozna wigza¢ z interakcjami hormonow z receptorami tych komoérek
(Skarzynski et al., 2020). Wydzielane przez komorki zapalne cytokiny stymulujg
transformacj¢, proliferacj¢ 1 migracje fibroblastow, jak réwniez wplywaja na
przebudowe ECM poprzez regulacj¢ ekspresji MMP i1 TIMP. Powtarzajace si¢ zapalenie
moze sprzyjac inicjacji zmian zwigzanych z widknieniem, ktore nastepnie nasilajg si¢
juz niezaleznie od wystepowania stanu zapalnego (Aresu et al., 2012; Lunelli et al.,
2013).

Blonowe receptory TLR biorg udzial w aktywacji nieswoistej odpowiedzi
zapalnej w reakcji na patogeny, indukujgc produkcje mediatorow zapalenia. Ich
aktywacja ma rowniez wplyw na progresj¢ widknienia 1 rozwdj nowotworow,
zwlaszcza w przypadku narzadow narazonych na wysoka ekspozycje na bakterie.
W endometrium TLR wystepuja w komorkach nabtonkowych i fibroblastach zaréwno
w prawidlowym endometrium, jak i objetym zwyrodnieniem. Ich aktywacja wigze si¢
Z rozpoczegciem reakcji zapalnej, co moze skutkowa¢ przewlektym stanem zapalnym
powigzanym z rozwojem widknienia. Zwickszona transkrypcja mRNA dla TLR2
I TLR4 w kategorii IIA endometrozy sugeruje ich udzial w inicjacji reakcji zapalnej

powigzanej z poczatkowym etapem wioknienia (Cerveira—Pinto et al., 2024).

2.4.3.2. Komorki zapalne i NETs

W  wielu przypadkach wioknienie endometrium jest skutkiem dlugo
utrzymujacego si¢ stanu zapalnego o niewielkim nasileniu, stad hipoteza, ze réwniez
w przypadku endometrium klaczy komorki zapalne stanowig wazny aspekt patogenezy
(Rebordao et al., 2018). Przyktadowo trwale zamknieta lub zwgzona szyjka macicy
moze powodowaé¢ rozw0j endometrozy. Taki stan uniemozliwia prawidlowe
oczyszczanie si¢ wnetrza macicy, co prowadzi do gromadzenia si¢ w niej ptynu
zawierajacego liczne neutrofile, a takze cytokiny. W takim przypadku IL1p3, IL6 1 IL10
I TNFa produkowane w trakcie zapalenia prowadza do pogorszenia si¢ stanu

endometrium i nasilania zwyrodnienia (Skarzynski et al., 2020).
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Neutrofile, oprocz fagocytozy i wydzielania enzymow litycznych, zdolne sa
do tworzenia zewnatrzkomérkowych pulapek (ang. neutrophil extracellular traps,
NETs), czyli wyrzucania poza komorke materiatu genetycznego wraz z biatkami,
oplatajagc w ten sposOb patogeny. Proces ten jest aktywowany w endometrium pod
wpltywem obecnosci patogennych bakterii, jak réwniez przez biatka nasienia
w przypadku zapalenia zwigzanego z kryciem. Uwalniane w ten sposdb sa miedzy
innymi mieloperoksydaza, katepsyna G 1 elastaza, ktore mogg powodowac uszkodzenie
komorek i inicjacje widknienia. Dodatek elastazy do hodowli fragmentéw endometrium
in vitro spowodowal wzrost produkcji kolagenu typu 1, niezaleznie od stanu
endometrium i fazy cyklu (Amaral et al., 2018; Rebordao et al., 2018). Katepsyna
wywotala podobny efekt, jednak tylko w zwyrodnialym endometrium w fazie
pecherzykowej. Z kolei mieloperoksydaza zwigkszyta produkcje zaréwno kolagenu
typu 1 jak i1 kolagenu typu 3, niezaleznie od fazy cyklu w endometrium objetym
zwyrodnieniem. Natomiast w endometrium zdrowym i 0 niewielkim stopniu
zwyrodnienia analogiczne zmiany byty uchwytne tylko w fazie pecherzykowej. Wzrost
iloSct mRNA dla kolagenu typu 1 pod wptywem katepsyny w wigkszym stopniu
dotyczy fazy pecherzykowej (Amaral et al., 2023; Rebordao et al., 2018). W fazie
pecherzykowej biatka NETs powoduja réwniez zwigkszong transkrypcje genu
odpowiedzialnego za produkcje kolagenu typu 3, dominujacego w prawidtowym
endomtrium i deponowanego w ECM na poczatku procesu widknienia. W fazie
pecherzykowej obecne zmiany histopatologiczne nie wptywaja na podatnosé
endometrium na dziatanie bialek zawartych w NETSs, natomiast w fazie lutealnej
endometrium objete zwyrodnieniem staje si¢ bardziej podatne na ich dziatanie niz
prawidtowa blona $luzowa (Rebordao et al., 2018). Wskazuje to na nasilanie procesu
wloknienia pod wplywem oslabionej regulacji ze strony hormondéw steroidowych
ze wzglgdu na mniejsza liczbe ich receptorow w zmienionym endometrium. Roznice
w skutkach dziatania biatek zawartych w NETs pomigdzy fazami cyklu moga
sugerowaé, ze typ kolagenu, odkladanego w ECM pod wplywem bodzca
uszkadzajacego, moze by¢ zalezny od fazy cyklu jajnikowego w ktorej taki bodziec
zadziatat (Katila & Ferreira—Dias, 2022; Rebordao et al., 2018).

Réwniez w odpowiedzi na katepsyng G aktywnos¢ MMP2 w endometrium
invitro zwigksza si¢ niezaleznie od fazy cyklu jajnikowego. Dodatek inhibitora
katepsyny do hodowli zniost ten efekt w fazie pgcherzykowej. W przypadku MMP9

analogiczne dziatanie katepsyny 1 jej inhibitora stwierdzono tylko w fazie
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pecherzykowej (Amaral et al.,, 2020a). W analogicznych badaniach dotyczacych
mieloperoksydazy stwierdzono wzrost aktywnosci MMP2 w fazie lutealnej, a MMP9
w fazie  pecherzykowej.  Natomiast  zastosowanie w  hodowli inhibitora
mieloperoksydazy poskutkowato zahamowaniem tego dzialania (Amaral et al., 2021).
Jako ze zroédtem mieloperoksydazy, oprocz NETs, moga by¢ réwniez makrofagi, wptyw
tego enzymu na MMP moze wystepowac rowniez przy braku nacieku neutrofilowego
(Amaral et al., 2023).

Wyniki dotyczace wptywu enzymow zawartych w NETs poskutkowaty
dalszymi badaniami dotyczacymi wptywu ich inhibitorow na zmiany zachodzace
w ECM. W zastosowaniu inhibitorow NETs dostrzegano szanse na zaproponowanie
bezpiecznej i skutecznej terapii endometrozy. Badano sivelestat, inhibitor elastazy,
ktory spowodowal zmniejszenie transkrypcji genu dla kolagenu typu 1 niezaleznie
od fazy cyklu jajnikowego. W fazie pgcherzykowej zmniejszyt dodatkowo produkcje
PGF2a, stymulujac przy tym produkcje PGE2. Stad wniosek, ze substancja ta moze
zmniejsza¢ nasilanie wioknienia za posrednictwem prostaglandyn zwlaszcza w fazie
pecherzykowej, w ktorej intensywno$¢ nacieku neutrofilowego jest naturalnie wigksza
(Amaral et al., 2018; Skarzynski et al., 2020). W pozniejszych badaniach
nad zastosowaniem sivelestatu wykazano w fazie pgcherzykowej hamujacy efekt dla
wywolanego przez elastaze wzrostu ilo$ci kolagenu. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
wzrost ilosci kolagenu jest powiazany z aktywnoscig estrogenowa w endometrium.
Z kolei zwiekszenie ekspresji mRNA dla MMP9 pod wplywem elastazy wystapito
w krotszym czasie w fazie lutealnej niz w fazie pecherzykowej (Amaral et al., 2020b).
Inny testowany pod tym katem zwiazek, noskapina, spowodowat zahamowanie wplywu
elastazy i katepsyny G na wzrost produkcji kolagenu w wycinkach endometrium, w obu
fazach cyklu jajnikowego dla elastazy i w fazie pecherzykowej dla katepsyny (Amaral
et al., 2023; Skarzynski et al., 2020).

2.4.3.3. Stan zapalny i niszczenie blony podstawnej nablonka gruczolowego
Podczas oceny histopatologicznej skrawkéw endometrium, czesto stwierdzanym
zjawiskiem jest obecnos$¢ okotogruczotowego nacieku komorek zapalnych. Naciek tego
typu wystepuje nie tylko w przypadku endometritis, ale rowniez w zdrowym
endometrium bez oznak zapalenia (Klose & Schoon, 2016). Naciek limfocytarny
dookota gruczoléw dotknigtych niszczeniem btony podstawnej moze by¢ skutkiem

reakcyjnego przemieszczenia komorek zapalnych do miejsca uszkodzenia
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lub $wiadczy¢ o udziale tych komorek w niszczeniu btony podstawnej. Za niszczenie
btony podstawnej moga by¢ odpowiedzialne enzymy lityczne produkowane przez
limfocyty, poniewaz uszkadzanie btony podstawnej jest jednym z elementow
propagujacych proces zapalny wokot gruczolu. Co wiecej, uszkodzenie btony
podstawnej skutkuje nasileniem procesow naprawczych, co przy ich zaburzonej
regulacji moze wiaza¢ si¢ z wldknieniem okolicznej tkanki tacznej (Klose & Schoon,
2016; Schoniger & Schoon, 2020).

Obecnos¢ makrofagdw jest rowniez stwierdzana w nacieku okotogruczotowym.
Komorki te biorg czynny udziat w wielu procesach wldknienia, a ich kierunek dziatania
zalezny jest od podtypu komodrek i $rodowiska cytokinowego. Subpopulacja Ml
produkuje TNFa 1 ILIB =zwigkszajace aktywno$¢ miofibroblastow, natomiast
subpopulacja M2 produkuje transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (ang. transforming
growth factor beta 1, TGFB1) powodujacy transformacj¢ miofibroblastow (Kim et al.,
2018; Skarzynski et al., 2020). Natomiast udzial komorek tucznych w endometrozie jest
w duze] mierze nieznany, chociaz w innych narzadach u koni stwierdzano ich
zaangazowanie w procesy witoknienia. Komorki tuczne moga wydziela¢ enzymy
lityczne 1 mediatory zapalenia, a dlugotrwaly kontakt z bodzcem uszkadzajacym
powoduje ich proliferacje. Wydzielane przez komorki tuczne histamina i tryptaza moga
zwigkszacé ekspresje aSMA, a dluzsza obecnos$¢ tych komorek w endometrium moze
skutkowa¢ jego wioknieniem (Skarzynski et al., 2020). W fibroblastach
zlokalizowanych w poblizu gruczotéw objetych okotogruczotowym naciekiem komorek
zapalnych zwigksza si¢ ekspresja wimentyny, desminy 1 oSMA, wskazujac
na zachodzaca w nich transformacje, prawdopodobnie w wyniku dziatania cytokin
produkowanych przez leukocyty. Z tych wzgledéw naciek okotogruczotowy warto brac¢
pod uwagge zar6wno w konteks$cie patogenezy endometrozy jak i w kontekscie dynamiki
zmian zachodzacych w endometrium przy ocenie histopatologicznej skrawkow
endometrium (Hoffmann et al., 2009b; Klose & Schoon, 2016).

Okotogruczotowy naciek komorek zapalnych i zmiany dotyczace fibroblastow
moga wskazywaé na istotny udzial w patogenezie uszkodzenia btony podstawnej
nabtonkow, co jest okreslane jako niszczacy typ endometrozy (Hoffmann et al., 2009b;
Mambelli et al.,, 2014). W ogniskach niszczacego zwyrodnienia stwierdza si¢
wystgpowanie miofibroblastow, a takze zwigckszona ekspresj¢ fibronektyny
I proteoglikanéw (gldwnie siarczanu chondroityny), co moze by¢ skutkiem dziatania

transformowanych komorek. Stad jedna z hipotez poczatkowego etapu patogenezy
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obejmuje zgrubienie btony podstawnej wptywajace na funkcjonowanie nablonkow.
Mogtoby by¢é to spowodowane okologruczolowym naciekiem zapalnym,
niedotlenieniem komorek w wyniku zmian naczyniowych, regeneracji po dziataniu
uszkadzajagcego bodzca mechanicznego lub zaburzen normalnej przebudowy blony
podstawnej. Zmiany w obrebie blony podstawnej skutkowatyby réznicowaniem
I zwigkszeniem aktywnosci pobliskich fibroblastow, ktore po transformacji moga
wydziela¢ enzymy oddziatujace na blon¢ podstawng 1 nasilajace dalszg kaskad¢ zmian
(Hoffmann et al., 2009b).

W endometrozie ekspresja lamininy stwierdzana jest nie tylko w blonach
podstawnych, ale tez glebiej w macierzy zewnatrzkomorkowej. Nietypowa ekspresja
lamininy moze by¢ skutkiem niszczenia bton podstawnych i uwalniania zawartej w nich
lamininy, lub jej syntezy przez komorki macierzy. Miofibroblasty sa zdolne
do wytwarzania wokot siebie niepelnej struktury blony podstawnej dzigki czemu moga
dhuzej utrzymywac¢ zmieniony fenotyp. Z tego wzgledu fibroblasty moga potencjalnie
odpowiada¢ za zmieniong ekspresje lamininy.

Warto zauwazy¢, ze domaciczne podanie mezenchymalnych komorek
macierzystych poskutkowato zmniejszeniem ilosci nieprawidlowo zlokalizowanej
lamininy, sugerujac, ze zmiana w jej ekspresji w endometrium zwigzana jest raczej
ze zwigkszong synteza przez komorki macierzy, hamowana pod wplywem czasteczek
sygnatowych produkowanych przez komorki macierzyste (Mambelli et al., 2014).
Domaciczne podanie mezenchymalnych komoérek macierzystych spowodowato rowniez
spadek ekspresji aSMA 1 wigksza ekspresje Ki67 w endometrium (Mambelli et al.,
2014), co czyni medycyn¢ regeneracyjng jednym z obiecujacych kierunkow dalszych

badan nad potencjalnym leczeniem endometrozy.

2.4.3.4. Przebudowa ECM

Sposrod gtownych sktadnikow ECM, w prawidlowym endometrium dominuje
kolagen typu 3.

W miar¢ postgpowania zwyrodnienia i wldknienia endometrium, a takze
W poczatkowym etapie procesOw naprawczych, udzial kolagenu typu 3 zmniejsza si¢
na rzecz kolagenu typu 1. Kolagen typu 2 wystepuje gtownie w tkance chrzestnej 1 jest
rzadziej rozpatrywany w kontek$cie widknienia. W endometrium stwierdzono wigksza
transkrypcje dla tego kolagenu w kategorii II endometrozy, wzglgdem prawidtowego

endometrium i bardziej nasilonego zwyrodnienia (Centeno et al., 2024). Transkrypcja
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mRNA dla kolagenu typu 1 w najwigkszym stopniu zwigksza si¢ w kategorii 1IB,
a dalsza progresja wtdknienia do kategorii III jest prawdopodobnie zwigzana z majagcym
miejsce wezesniej sygnatem do produkcji wigkszej ilosci kolagenu (Cerveira—Pinto et
al., 2024; Rebordao et al., 2018). W innych badaniach dotyczacych ekspresji mRNA
nie stwierdzono roznic dla kolagenu typu 1 i typu 3 pomiedzy kategoriami nasilenia
endometrozy, fazami cyklu, ani wiekiem badanych klaczy, przy jednoczesnym
zwickszonym udziale wtokien kolagenowych w ECM. Stad prawdopodobna jest
hipoteza, ze zwickszona depozycja kolagenu zwigzana jest z jego zmniejszonym
rozkladem w wyniku zaburzonej homeostazy w ECM. Innym wytlumaczeniem jest
kilkukrotnie wigksza trwato$¢ zdeponowanego biatka od czasteczek mRNA, ktora
bedzie nadal uchwytna w sytuacji, gdy materiat do badania zostal pobrany juz
po zakonczeniu zwigkszonej produkcji kolagenu (Alpoim—Moreira et al., 2022a;
Alpoim—Moreira et al., 2022b; Rebordio et al., 2018). W zwyrodniatym endometrium
zwigksza si¢ tez ilo$¢ hydroksyproliny, waznego skladnika widkien kolagenowych
wplywajacego na ich wytrzymato§¢ mechaniczng. Ze wzgledu na wystgpowanie
hydroksyproliny gtéwnie we wldknach kolagenowych i elastynowych moze by¢ ona
wykorzystywana jako marker widknienia (Alpoim—Moreira et al., 2022D).

Chociaz mogloby si¢ wydawaé, ze kwestia zwiekszonej ilosci kolagenu
w przypadku wtoknienia jest bezdyskusyjna, dostgpne sa rowniez badania, w ktorych
nie stwierdzono takich roznic, zaobserwowano natomiast wicksza depozycje
sktadnikow blony podstawnej (lamininy 1 fibronektyny) 1 kwasu hialuronowego
w ECM. Proba wytlumaczenia tego zjawiska moze by¢ wczesny etap zachodzacych
zmian w obrebie macierzy, zwiazany z uszkodzeniem bton podstawnych nabtonkoéw
i skutkujacy zmiang $rodowiska cytokinowego i zwigkszeniem ilosci kolagenu
w endometrium (Walter et al., 2001a; Walter et al., 2001b).

Kolagen typu 1, kolagen typu 3 i hydroksyprolina byly rozpatrywane jako
potencjalne markery endometrozy dostgpne do badania w surowicy. Najbardziej
uzyteczny w tym celu wydaje si¢ kolagen typu 3, ktdrego oznaczenie w surowicy
umozliwilo rozroéznienie klaczy ze zdrowym endometrium i endometroza niezaleznie
od stopnia nasilenia. Niestety metoda ta nie pozwala na rozréznienie klaczy ptodnych
od tych o obnizonej ptodnosci. Nalezy przy tym wzig¢é pod uwage, ze wiokna
kolagenowe wystepuja w roznych tkankach i1 narzadach, stad przebudowa, procesy
naprawcze lub wioknienie w ich obrgbie moga rowniez wplywac na stgzenia kolagenu

I hydroksyproliny w surowicy (Alpoim—Moreira et al., 2022b).
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2.4.3.5. Przebudowa ECM i aktywno$s¢ MMP, TIMP i ADAMTS

Ekspresja MMP i TIMP zalezna jest od fazy cyklu jajnikowego, a takze stopnia
zwyrodnienia btony $luzowej. Ich aktywnos$¢ w tkankach jest zwykle niska, a zwigksza
si¢ podczas procesoOw zapalnych 1 w przebudowie tkanek. W wigkszosci przypadkow
MMP s3 wydzielane do macierzy w formie proenzymow, ktére sg nastepnie
aktywowane przez rozne mediatory, w tym TNFa, IL1p i same MMP. Aktywacja MMP
stanowi dodatkowg mozliwo$¢ regulowania ich aktywnosci, poza wplywaniem
na transkrypcje genu, produkcje biatka czy hamowanie jego dziatania przez inhibitory,
takie jak TIMP (Amaral et al., 2020a; Aresu et al., 2012). W endometrium, w zaleznosci
od nasilenia endometrozy, dochodzi do zmian w ekspresji MMP1, -2, -3, -9 i1 -13, oraz
TIMP-1 i -2 (Alpoim—Moreira et al., 2022a; Szostek—Mioduchowska et al., 2023;
Szostek—Mioduchowska et al., 2020b).

W zdrowym endometrium w trakcie cyklu jajnikowego ekspresja MMP2 i -9
jest niska niezaleznie od fazy, natomiast aktywno$¢ TIMP2 w fazie lutealnej jest
wyzsza niz w fazie pecherzykowej. TIMP2 poczatkowo aktywuje dzialanie MMP2,
natomiast w wyzszych stezeniach dziala hamujaco. W stanach zapalnych macicy
produkcja MMP2 i -9 znaczaco si¢ zwigksza, a wydtuzona ekspozycja na zapalenie
moze przez to powodowac zwigkszenie ilosci kolagenu. Zmniejszony poziom TIMP2
W zapaleniu moze by¢ zwigzany ze zwigkszeniem uwodnienia tkanki tacznej,
a nie spadkiem produkcji, niemniej moze to dziata¢ stymulujaco na dziatanie MMP2,
zamiast je hamowa¢ (Amaral et al., 2020a; Oddsdottir, 2007; Szostek—Mioduchowska et
al., 2020b; Szoéstek—Mioduchowska et al., 2023). W badaniu Centeno et al. (2024)
ekspresja genu dla TIMP2 zmniejszyta si¢ w zaawansowanej endometrozie, co rowniez
umozliwia wzrost aktywnosci MMP2. W kategorii III endometrozy stwierdzono nizsza
ekspresje genu dla MMP1 wzglgdem prawidtowego endometrium i kategorii |l
(Centeno et al.,, 2024). W endometrozie wykazano zwigkszenie ekspresji MMP2
(zdolnej do rozktadu kolagenu typu 1, widkien elastynowych, ale takze kolagenu typu 4
1 lamininy, a wigc skladnikéw btony podstawnej nablonkéw), ktére powigzano
z degeneracja gruczotow macicznych. Z kolei MMP9 odpowiada za rozktad kolagenu
typu 3, nie wptywajac na kolagen typu 1, stad jej aktywnos¢ mogtaby tlumaczy¢ zmiany
w proporcji miedzy typami kolagenu w zwyrodnialym endometrium (Amaral et al.,
2021; Centeno et al., 2024; Oddsdottir, 2007; Rebordao et al., 2014b; Wong et al.,
2023). Co ciekawe, obecnos¢ MMP9 w endometrium zostala stwierdzona w ECM,

atakze w eozynofilach, ktére réowniez moga by¢ zréodlem TGFB1. Rola TGFf1
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w zwickszeniu produkcji sktadnikéw ECM zostala stwierdzona w badaniach
dotyczacych fibroblastow w skorze (Oddsdottir, 2007).

W innych badaniach ekspresja MMP2 i —9 nie rdoznita si¢ mi¢dzy zdrowym
a zwyrodnialym endometrium, pomimo zwigkszonej ilosci kolagenu typu 4 wokot
gruczotéw macicznych i gniazd gruczotowych (Aresu et al., 2012). U starszych klaczy
stwierdzono mniejsze wystgpowanie transkryptow dla MMP9, z kolei we fragmentach
endometrium poddanych hodowli z TGFB1 produkcja MMP9 zwickszyta si¢ (Amaral et
al., 2021; Crociati et al., 2019). Stwierdzano réwniez spadek ilosci mMRNA dla MMP2
I MMP9 wraz z nasileniem endometrozy, przy jednoczesnym braku zmian w mRNA dla
kolagenu typu 1. Wraz z nasileniem zwyrodnienia zwigkszata si¢ metylacja MMP2
i MMP9, ktora byta proporcjonalna do spadku ekspresji ich genow, sugerujac raczej ich
role w hamowaniu procesu wtoknienia niz w jego progresji. W tym samym badaniu
stwierdzono réwniez wzrost transkrypcji TIMP1 wraz z postgpem endometrozy, przy
braku réznic w metylacji genu dla TIMPI, co wplywa na jego utrzymujaca
si¢ produkcje. Z kolei w przypadku TIMP2 nie stwierdzono r6znic zwigzanym
Z nasileniem wioknienia (Alpoim—Moreira et al., 2022a).

Dezintegryny i metaloproteinazy z motywem trombospondyny (ang. disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motifs, ADAMTS) to grupa enzymow
zawierajacych cynk zwiazana z przebudowa ECM, zwlaszcza w kontekscie rozktadu
prokolagenu i niektdrych proteoglikanow. W endometrium kategorii IIB endometrozy
zwigksza si¢ ekspresja genu dla ADAMTSI1, —4 i -5, z kolei jest ona zmniejszona dla
ADAMTSY, -12 i —19. O ile kierunek dzialania i wzajemne zalezno$ci migdzy
ADAMTS nie sa do konca poznane, zmiany w ich ekspresji wystgpuja w zmianach
fibrotycznych w réznych narzadach. IL1, IL17, TNFoa, TGFB1 oraz fibronektyna
nasilaja ekspresje i aktywacje ADAMTS4, sugerujac udzial tego enzymu w patogenezie
endometrozy. Fibroblasty hodowane z TGFf1, niezaleznie od stopnia zwyrodnienia
endometrium, zwigkszaja transkrypcje genu dla ADAMTS4 1 zmniejszajac dla
ADAMTS5. Wzrost ekspresji ADAMTS1 stwierdzono w fibroblastach z endometrium
kategorii IlA, natomiast zmniejszenie ekspresja mRNA dla ADAMTS9 stwierdzono
tylko w komoérkach z endometrium kategorii 1IB, co $§wiadczy o zmieniajacej si¢
dynamice dziatania ADAMTS w zalezno$ci od stopnia zwyrodnienia endometrium
(Szostek—Mioduchowska et al., 2023).
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2.4.3.6. Zmiana fenotypu fibroblastéw

Komorki zapalne i komorki endometrium pod wptywem bodzca uszkadzajacego
moga wydziela¢ cytokiny stymulujgce witdknienie, co w sposob parakrynny moze
wptywaé na aktywnos$¢ fibroblastow i ich transformacje w miofibroblasty. Podczas
transformacji dochodzi do zwigkszenia ekspresji wimentyny, desminy, oraz aSMA,
ktére umozliwiaja miofibroblastom kurczenie si¢ 1 przetrwanie w tkance lacznej
0 wickszej sztywnosci (Klose & Schoon, 2016). W endometrium klaczy miofibroblasty
w poczatkowym etapie widknienia zlokalizowane sg przede wszystkim koncentrycznie
wokol gruczolow macicznych. Stwierdzono réwniez pozytywna korelacje pomigdzy
obecno$cig miofibroblastow, a nasileniem endometrozy, co dowodzi udzialu
transformacji fibroblastow w patogenezie zwyrodnienia (Sz6stek—Mioduchowska et al.,
2023). Utrzymujacy si¢ udziat miofibroblastow w endometrium moze by¢ zwigzany ze
zmniejszeniem ich podatno$ci na czynniki wywolujace apoptoze. Natomiast
koncentryczne utozenie wokot gruczoldw macicznych i bardziej obfity cytoszkielet
sugeruje mozliwos¢ wywierania mechanicznego nacisku na gruczoty, co tlumaczy
rozstrzen gruczotow 1 zwyrodnienie komodrek nabtonkowych. Zmniejszona
w przeksztatconych komorkach ekspresja receptorow dla hormonoéw steroidowych
moze wplywa¢ na brak rownowagi w prowadzonej przez nie przebudowie ECM
w trakcie cyklu jajnikowego (Hoffmann et al., 2009b; Wong et al., 2023).

Najlepiej dotychczas poznanym czynnikiem regulujagcym transformacje
fibroblastow jest TGFBl. W transformowanych fibroblastach TGFB1 wigze si¢
ze specyficznym receptorem 1 aktywuje czynniki transkrypcyjne zwiekszajace
produkcje witokien ECM 1 elementéw cytoszkieletu. TGFB1 jest produkowany przede
wszystkim przez leukocyty. W tkankach ssakow TGFB1 znajduje si¢ w znacznej ilosci
w nieaktywnej formie. W przypadku aktywacji, jego ilo$¢ jest wystarczajaca
do wywotania silnego wioknienia. Stad mechanizmy regulujace jego aktywacje sg
bardziej istotne, z punktu widzenia patogenezy wtoknienia niz zwigkszenie produkcji
TGFBI (Kim et al., 2018).

Fibroblasty wykazujace wyzsza ekspresje elementow cytoszkieletu, sa
prawdopodobnie zdolne do aktywacji TGFB1 za posrednictwem integryn (Kim et al.,
2018). Czynnik ten uwalniany jest gtownie przez makrofagi pod wplywem bodzca
zapalnego, hamujac mechanizmy odpornosci nieswoistej i wspierajagc mechanizmy
regeneracyjne. Wydluzone dziatanie bodzca 1 uwalnianie TGFB1 prowadzi

do nadmiernej produkcji kolagenu i wioknienia (Szoéstek—Mioduchowska et al., 2023;
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Wong et al., 2023). Udzial TGFB1 w endometrozie potwierdza zwigkszenie jego
aktywnos$ci wraz ze stopniem nasilenia endometrozy. Natomiast hodowla fibroblastow
pobranych z endometrium klaczy z dodatkiem TGFB1 powoduje zwigkszenie zarowno
ilosci mRNA, jak i ostatecznego produktu dla kolagenu typu 1 i 3. Pod wpltywem
TGFP1, w fibroblastach, zwigksza si¢ produkcja elementow cytoszkieletu oraz dochodzi
do stymulacji proliferacji fibroblastow (Széstek—Mioduchowska et al., 2023; Széstek—
Mioduchowska et al., 2019; Wong et al., 2023). TGFB1 wplywa tez na aktywno$¢ MMP
1 TIMP w fibroblastach i komoérkach nabtonkowych, co dowodzi jego kluczowej roli
W patogenezie endometrozy. TGFB1 stymuluje uwalnianie MMP1, MMP9 i MMP13
oraz zmniejsza aktywno$¢ MMP3. Rowniez wplyw na TIMP nie jest jednostronny, jako
ze TGFB1 zwigksza uwalnianie TIMP1 i jednocze$nie zmniejsza uwalnianie TIMP2 do
macierzy (Szoéstek—Mioduchowska et al., 2020b; Szoéstek—Mioduchowska et al., 2020c;
Szostek—Mioduchowska et al., 2023). Warto podkresli¢, ze komorki zapalne
w endometrium takze produkuja MMP i TIMP, bezposrednio wpltywajac na ilo$§¢
kolagenu w tkance tacznej zr¢gbu. Sa one rowniez prawdopodobnie glownym zrodtem
cytokin, takich jak ILla, IL1B, IL6, IL10 i TNFa, ktorych udziat stwierdzono
w patogenezie endometrozy (Katila & Ferreira—Dias, 2022; Skarzynski et al., 2020).

2.4.3.7. Zmiana fenotypu nablonka

Zrédtem miofibroblastéw moga byé nie tylko fibroblasty, ale réwniez komoérki
srodblonka 1 inne komodrki nabtonkowe, ktore moga by¢ poddane przemianie
nablonkowo—mezenchymalnej. Jednak ta transformacja nie musi by¢ przyczyna
obserwowanych zmian w obrazie komorek nabtonkowych w endometrozie. TGFf1
moze powodowal¢ w nabtonkach zmniejszenie iloSci biatek odpowiedzialnych
za polaczenia migdzykomorkowe i stymulowa¢ migracje komorek. Transformowane
komorki nabtonkowe, podobnie jak w przypadku fibroblastow, charakteryzuje wigksza
ekspresja elementow cytoszkieletu, przede wszystkim aSMA, dzigki czemu majq
wigkszg zdolno$§¢ do kurczenia si¢ 1 zwigkszona wytrzymato§¢ w zwldkniatym
endometrium o wigkszej sztywno$ci. Transformowane komoérki nabtonkowe
charakteryzujg si¢ tez mniejszg podatnoscig na apoptoze, co sprzyja ich przedtuzonemu
przebywaniu w endometrium i wigkszej syntezie witokien kolagenowych (Alpoim—
Moreira, 2023; Skarzynski et al., 2020; Szostek—Mioduchowska et al., 2023). Wysoka
ekspresja aSMA w takich komoérkach jest oznaka ich wigkszej aktywnosci sekrecyjnej

w kontekscie skladnikow ECM. Natomiast wydluzona stymulacja czynnikami
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zwigkszajacymi produkcje sktadnikow macierzy moze powodowaé powstanie fenotypu
miofibroblastow, ktore w bardziej autonomiczny sposob utrzymuja synteze wiokien
ECM bez koniecznos$ci dziatania dodatkowych bodzcow (Alpoim—Moreira, 2023).

Zmiany dotyczace komorek nabtonkowych w ogniskach zwyrodnienia dotycza
uszkodzen w obrebie jadra komorkowego i mitochondriow, zmniejszenia liczby
wypustek  cytoplazmatycznych, zmiany w ekspresji czasteczek zwigzanych
Z odpornoscig nieswoista oraz zmian w skladzie produkowanej wydzieliny.
W transformowanych komorkach nabtonkowych stwierdzono rowniez wzrost ekspres;ji
wimentyny i kalponiny przy jednoczesnym braku zmian w produkcji aSMA, co moze
$wiadczy¢ o niecatkowitym roznicowaniu w komorki o fenotypie mioepitelialnym
(Minkwitz et al., 2019). Kalponina moze odpowiada¢ za wigzanie si¢ z aktyna
i desming, reguluje rowniez funkcje komorki w zakresie migracji, proliferacji
I r6znicowania. Jednak w innych badaniach stwierdzano rowniez spadek ekspres;ji
wimentyny w endometrium o duzym nasileniu zmian zwyrodnieniowych (Minkwitz et
al., 2019; Rojas et al., 2020).

O zmianie funkcji nablonka gruczotowego $wiadczy zmiana charakteru
produkowanej wydzieliny, mogaca wynika¢ ze zmiany fenotypu pod wplywem
czasteczek sygnatowych produkowanych w otoczeniu gruczotéw, zaburzenia regulacji
hormonalnej ze wzgledu na zmiany w ekspresji receptorow lub w wyniku uszkodzenia.
Zmniejszenie produkcji kalbindyny, uterokaliny, uteroglobiny i glikogenu powoduje
pogorszenie odzywienia zarodka podczas migracji w Swietle macicy 1 wigkszej
podatnosci zarodka na reakcje¢ immunologiczng, co moze prowadzi¢ do wczesnego
zamierania zarodkow (Hoffmann et al., 2009a). Spadek jako$ci produkowanego
mleczka macicznego moze wynika¢ nie tylko z uszkodzenia komorek nabtonkowych,
ale moze by¢ zwigzany z przyjmowaniem przez nie innego fenotypu pod wpltywem
srodowiska cytokinowego w endometrium (Minkwitz et al., 2019). Jednak zmiana ta
wydaje si¢ by¢ odwracalna, poniewaz po tygodniu od miejscowego podania
mezenchymalnych komorek macierzystych zanika zaburzona ekspresja oaSMA
w gruczotach macicznych. Uzyskane wyniki sugeruja odwracalno$¢ rdéznicowania
nablonkéw pod wplywem dzialania mediatorow produkowanych przez komorki

macierzyste (Mambelli et al., 2014).
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2.4.3.8. Regulacja hormonalna

Czesto zauwazang zmiang Ww obrebie zwyrodnialych gruczolow jest
zmniejszenie w ich komorkach ekspresji receptorow dla hormondéw steroidowych, cho¢
w badaniach Waltera et al. nie stwierdzono r6znic pomi¢dzy zmienionymi
a prawidlowymi gruczotami (Hoffmann et al., 2009b; Walter et al., 2001a; Walter et al.,
2001b). Zmniejszona ekspresja ER i PR w nabtonku gruczolowym powoduje
zmniejszenie wplywu fazy cyklu jajnikowego na funkcjonowanie gruczotow oraz sktad
ich wydzieliny. Roéznicowanie gruczotow moze w takim przypadku zalezec
w wigkszym stopniu od niezaleznych od cyklu sygnatow parakrynnych pochodzacych
z otaczajacych komorek. Ponadto, w przypadku uszkodzenia blony podstawnej
przekazywanie sygnalow hormonalnych przez ECM do gruczoléw macicznych jest
zaburzone (Lehmann et al., 2011).

Niewielki wzrost ekspresji receptorow dla hormonéw pitciowych stwierdzono
w przypadku endometrozy bez niszczenia blony podstawnej gruczoldw z aktywnymi
metabolicznie fibroblastami. W pozostatych podtypach endometrozy ekspresja
omawianych receptoroOw zmniejsza si¢ wraz z progresja choroby, w najwickszym
stopniu w endometrozie niszczacej. Moze mie¢ to zwigzek z posrednictwem
fibroblastéw w dzialaniu hormonéw na nabtonek gruczotowy, ktory ulega zaburzeniu
w zwyrodniatym endometrium. Z drugiej strony, moze za to odpowiada¢ tez zmieniona
ekspresja lamininy, jako ze tylko nieuszkodzona btona podstawna umozliwia
prawidtowa komunikacje¢ migdzy nabtonkiem gruczotowym, a otaczajaca go macierza.
Zmniejszong ekspresje receptorOw mozna rowniez wigza¢ ze zwyrodnieniem komorek
nabtonkowych, a takze zmniejszeniem ilosci polaczen pomigdzy komoérkami nablonka,
z czego moze wynika¢ wzrost w ekspresji wimentyny (Hoffmann et al., 2009b).

Zmniejszenie ekspresji ER i PR dotyczy rowniez fibroblastow, zwlaszcza
w ogniskach witoknienia. Fibroblasty pobrane z endometrium w fazie pecherzykowej,
podczas hodowli z TGFB1 zmniejszyly ekspresj¢ ER. Spadek ten moze by¢ zwigzany
Z przyjmowaniem przez fibroblasty fenotypu miofibroblastow (Wong et al., 2023).
Podobny wpltyw TGFB1 na ERa obserwowano réwniez w badaniach dotyczacych
wildknienia w plucach oraz nowotwordéw gruczotu mlekowego (Kunzmann et al., 2018).
Wyzsza ekspresja gendw zwigzanych z wtdknieniem w fazie pecherzykowej niz w fazie
lutealnej moze mie¢ zwigzek z zahamowaniem produkcji ER pod wptywem TGFp1, co
moze odblokowywa¢ procesy regulowane przez szlak jadrowego czynnika

transkrypcyjnego NF kappa B (ang. nuclear factor kappa-light—chain—enhancer of
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activated B cells, NFxB). Wigzanie estrogenéw z ERa moze bowiem hamowac procesy
zapalne ktore sg przezen mediowane (Monteiro et al., 2014). Natomiast zmniejszenie
ekspresji genu dla receptora progesteronowego (PGR) stwierdzono zarowno w hodowli
endometrium z samym TGFp1, jak 1 w potaczeniu z cytokinami prozapalnymi (Wong et
al., 2023). Jako ze efekt dziatania receptorowego progesteronu obejmuje réwniez
hamowanie proceséw zapalnych, poprzez promowanie produkcji IL10 i zmniejszanie
produkcji IL1B, IL6 1 TNFa, mozna zaobserwowaé spadek aktywnos$ci szlaku NF«B.
W konsekwencji zmniejszenie ekspresji PGR sprzyja $rodowisku cytokinowemu
promujacemu widknienie. Potwierdza to réwniez nizsza fosforylacja bialek SMAD2
I SMAD3, posredniczacych w dziataniu TGF1, w fibroblastach w fazie lutealnej, ktora
zwigksza si¢ pod wpltywem TGFp1, zwigkszajac jego potencjat profibrotyczny (Wong
etal., 2023).

2.4.3.9. Regulacja humoralna i rola cytokin

IL1lo, IL1B, IL6, IL10 i TNFa wplywaja w endometrium na zmiang produkcji
TGFB1, TIMPI 1 kolagenu typu 1 (Crociati et al., 2019). IL6 i IL1B biorg udziat
w procesach wioknienia dotyczacych roznych narzadéw. IL6 odpowiada za stymulacje
syntezy czasteczek adhezyjnych komoérek i innych cytokin, a takze za aktywacje
limfocytéw T (Domino et al., 2020). Jej ekspresja jest wicksza u starszych klaczy,
a w przypadku endometrozy zwigksza uwalnianie kolagenu typu 1 i 3 oraz fibronektyny
niezaleznie od stopnia zwyrodnienia. Dzialanie IL1B zwigksza syntezg kolagenu typu 1
tylko w zdrowym 1 silnie zwyrodniatym endometrium. Interleukiny te wptywaja
réwniez na wydzielanie MMP 1 TIMP, jednak zakres regulowanych enzymow
i kierunek tej regulacji zalezy od stopnia zwyrodnienia endometrium, co wskazuje
na duza dynamike zmian w obrebie ECM, a takze niezwykle ztozony uktad mediatorow
na nig wplywajacych (Crociati et al., 2019; Szostek—Mioduchowska et al., 2020b;
Szostek—Mioduchowska et al., 2023). W wycinkach zdrowego i objetego niewielkimi
wloknieniem endometrium, IL6 spowodowata zmniejszenie ekspresji MMP9. Z kolei
w endometrium z bardziej nasilonym zwyrodnieniem ekspresja MMP9 zwigkszyta sig.
U starszych zwierzat wyzsza transkrypcja genu dla IL6 zostala stwierdzona
jednocze$nie z nizszg transkrypcja genu dla MMP9, co wydaje si¢ potwierdzac
zalezno$¢ migdzy nimi (Crociati et al., 2019; Szoéstek—Mioduchowska et al., 2018).
W badaniach dotyczacych aktywacji szlaku NFxB w endometrium objgtym

zwyrodnieniem stwierdzono spadek transkrypcji genu dla IL6, z wyjatkiem aktywne;j
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niszczacej endometrozy w fazie pecherzykowej. Moze by¢ to zwigzane z wigksza
produkcja mediatoréw zapalenia w zwigzku z niszczeniem btony podstawnej (Jasinski
etal., 2021).

Ekspresja IL1 i IL6 w trakcie cyklu jajnikowego zmienia si¢ w endometrium,
wskazujagc na ich mozliwa role w regulacji cyklicznosci poprzez oddziatywanie
na syntazy prostaglandyn. Wplyw interleukin na prostaglandyny w zmienionym
endometrium zmniejsza si¢, jednak nadal mogg one by¢ odpowiedzialne za zmieniajace
si¢ stezenia prostaglandyn w przypadku endometrozy. ILla 1 IL1B dodatkowo
stymuluja w fazie lutealnej produkcje, dziatajacej luteotropowo i hamujacej wtdknienie,
PGE2 (Szoéstek et al., 2013). Wicksza ekspresje TNFa stwierdzono rowniez w kategorii
II endometrozy, w poréwnaniu z kategorig III 1 zdrowym endometrium. Wykazano
rowniez koekspresje TNFa i kolagenu typu 2 (Centeno et al., 2024).

Hodowla fibroblastow z endometrium w fazie pecherzykowej z dodatkiem
TGFB1 oraz IL1B, IL6 i/lub TNFa nie wplyngta na zmiang fenotypu i ekspresje
elementow  cytoszkieletu  fibroblastow. Kombinacje = dodatkow  TGFB+IL6
i TGFB+IL1B+IL6+TNFo w hodowli tych fibroblastow poskutkowaty za to wzrostem
ekspresji genow dla czynnika wzrostu tkanki tacznej (ang. connective tissue growth
factor, CTGF) i kolagenu typu 1, wskazujac na wazng rolg IL6 w rozwoju i nasileniu
procesu wtoknienia. Pod wptywem IL6 w fibroblastach zwigkszyla si¢ tez ekspresja dla
MMP9, zwigkszajac jej udziat wzgledem TIMP1, co w endometrium mogto skutkowac
zwigkszeniem depozycji wilokien ECM. Hodowane z cytokinami prozapalnymi
fibroblasty zmniejszyly ekspresj¢ MMP2 w fazie pecherzykowej, co ttumaczy wzrost
produkcji i depozycji kolagenu typu 1 (Wong et al., 2023). Transkrypcja genu dla
TIMP1 i TIMP2 zwigkszyla si¢ w fazie pecherzykowej, zwlaszcza przy dodatku cytokin
prozapalnych, natomiast w fazie lutealnej tylko dla TIMP1, stad proporcja
MMP2:TIMP2 zmienia si¢ na korzy§¢ MMP2, potencjalnie hamujac widknienie w tej
fazie. W tym samym badaniu pod wptywem TGF1 1 innych cytokin stwierdzono takze
wzrost ekspresji genu SLUG, biorgcego udziat w regulacji przejscia epitelialno—
mezenchymalnego, mechanizmach antyapoptotycznych oraz zwigkszeniu syntezy
kolagenu typu 1 (Wong et al., 2023).

CTGF jest produkowany przez fibroblasty 1 komoérki srodbtonka naczyniowego.
Reguluje on homeostazg tkanki 1lacznej poprzez stymulowanie fibroblastow
do podziatéw, migracji i syntezy elementow ECM. CTGF wptywa tez bezposrednio na

dziatanie TGFB1. W hodowanych in vitro wycinkach endometrium CTGF powodowat
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wzrost stezenia TGFB1 1 TIMP1 w fazie lutealnej, a takze zwigkszenie transkrypcji
receptora dla TGFp1, kolagenu typu 1 i kolagenu typu 3. W fazie pegcherzykowe;j
produkcja TIMP1 réwniez si¢ zwigkszyla, natomiast nie zaobserwowano zmian
zwigzanych z TGFB1. Moze to wskazywa¢ na wigkszy udziat CTGF w procesie
wloknienia w fazie lutealnej, ktory przebiega za posrednictwem TGFB1 (Reborddo et

al., 2014a; Rebordao et al., 2014Db).

2.4.3.10. Regulacja humoralna i rola prostaglandyn

W trakcie cyklu jajnikowego najnizszg ekspresje mRNA dla cyklooksygenazy 2
stwierdzono we wczesnej fazie lutealnej. Z kolei najwyzsza ekspresje odnotowano pod
koniec fazy lutealnej, kiedy produkowana jest PGF2a w celu indukcji luteolizy.
W drugiej potowie fazy lutealnej wzrasta ekspresja mRNA dla syntazy PGF2a, chociaz
najwyzszy poziom produktu wystepuje w fazie pecherzykowej. Wzrost ten moze miec
zwigzek z nasileniem kurczliwo$ci mig$niowki macicy w celu oczyszczania macicy
Z ptynu, zwigzanego z rujg i kryciem. Dla syntazy PGE2 najwyzsza ekspresja mRNA
wystepuje w drugiej czesci fazy lutealnej, natomiast najwigksze stezenia PGE2
stwierdzono w potowie fazy lutealnej. Moze to wskazywaé na przeksztatcanie PGE2
w PGF2a pod koniec fazy lutealnej, co ma zwigzek z luteolizg. Zmiany w ekspresji
dotycza przede wszystkim nablonka powierzchniowego 1 nabtonka gruczotowego
w warstwie zbitej endometrium, wskazujac na zwigzek z komunikacja warunkujaca
rozpoznanie obecnosci zarodka w Swietle macicy. We wczesnej cigzy zmniejsza si¢
transkrypcja genu dla cyklooksygenazy 2, przy jednoczesnym wzroscie transkrypcji dla
syntaz PGF2a 1 PGE2, co wskazuje na istotng rol¢ prostaglandyn w utrzymaniu ciazy
na wczesnym etapie (Boerboom et al., 2004; Szostek et al., 2012).

PGF2a ma dziatanie stymulujace depozycj¢ kolagenu w ECM. Pod wptywem jej
dzialania dochodzi do zwigkszenia depozycji kolagenu typu 1. Wydzielanie PGF2a
w kontakcie z nasieniem powoduje zwigkszenie nacieku neutrofilowego, ktory poprzez
NETs moze dalej zwigksza¢ produkcje PGF2a. PGF2a bierze tez udzial w regulacji
homeostazy ECM poprzez stymulowanie MMP2 i MMP13 i hamowanie MMP1
w fibroblastach. Jako ze PGF2a jest produkowana w endometrium w trakcie cyklu
prawdopodobne jest, ze bierze ona udzial w patogenezie endometrozy, a zaburzenia
zwigzane z jej syntezag moga powodowaé przedwczesng luteolize skutkujaca utratg
cigzy. Z kolei PGE2, dzialajac poprzez receptor 2 i 4 zapobiega wtoknieniu
endometrium, rowniez wywotanemu przez biatka obecne w NETs (Rebordao et al.,
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2018; Skarzynski et al., 2020; Szostek—Mioduchowska et al., 2020c). PGE2 wplywa
na aktywno$¢ MMP, regulujac przebudowe ECM, stad zmniejszenie ekspresji PGE2 lub
receptora dla PGE2 powoduje nasilenie wtoknienia. W fazie lutealnej, pod wptywem
wysokiego stezenia progesteronu i niskiego stezenia estrogenu zwigksza si¢ ekspresja
syntazy PGE2 w endometrium. W endometrozie stwierdzono rdéwniez spadek
transkrypcji genu dla PGE2 wraz z nasileniem zmian. W badaniach dotyczacych
zwloknienia ptuc, spadek ekspresji receptora dla PGE2 w fibroblastach skutkowat ich
transformacja w miofibroblasty. Z drugiej strony, PGE2 mimo mniejszego
powinowactwa moze tez wigza¢ si¢ z receptorem PTGFR, powodujac dziatanie
analogiczne do PGF2a (Byron et al., 2024; Katila & Ferreira—Dias, 2022; Rebordao et
al., 2014a; Szostek—Mioduchowska et al., 2023). Elastaza, mieloperoksydaza, katepsyna
G, a takze CTGF powoduja w endometrium spadek produkcji PGE2, zwigkszajac
przy tym produkcje¢ kolagenu. (Reborddo et al., 2014a). W fibroblastach w fazie
pecherzykowej hodowanych z TGFB1 obserwowano spadek produkcji PGE2 (Wong et
al., 2023). Stwierdzany w fazie lutealnej spadek ekspresji gendow zwigzanych
z witoknieniem (CTGF, kolagen typu 1, MMP2) oraz wzrost ekspresji genow dla TIMP1
1 kolagenu typu 1 wzgledem fazy pecherzykowej moze potwierdzaé hamowanie
wloknienia poprzez wyzsze stezenia PGE2 w tej fazie cyklu (Wong et al., 2023).

Stan endometrium wplywa na jego zdolno$¢ do syntezowania prostaglandyn.
Wraz z nasilaniem zwyrodnienia, zmniejsza si¢ transkrypcja odpowiedzialnych za to
enzymOw, a badane skladniki NETs skutecznie zwigkszaty produkcje PGF2a
w endometrium o zachowanej funkcji. Pod wpltywem biatek zawartych w NETs
dochodzi do zwigkszonej ekspresji zarowno PGF2a, jak i  receptora
prostaglandyn F (ang. prostaglandin F receptor, PTGFR) w fazie pecherzykowej cyklu.
W fazie lutealnej w zdrowym endometrium obserwowano spadek ekspresji PTGFR,
jednak w endometrium objetym zwyrodnieniem ekspresja receptora rosta rowniez w tej
fazie cyklu (Katila & Ferreira—Dias, 2022; Rebordao et al., 2014a; Rebordao et al.,
2021).

W endometrium objetym zwyrodnieniem stwierdzono nizszg transkrypcje genu
dla syntazy PGF2a oraz nizsze stezenie samej prostaglandyny, co moze prowadzi¢ do
zaburzen cyklicznos$ci. Zmiany w produkcji prostaglandyn w przebiegu endometrozy
moga réwniez wptywaé na matczyne rozpoznanie cigzy oraz utrudniong migracje
zarodka w macicy, co pokazuje szeroki wptyw wystepowania endometrozy na ptodno$é

klaczy (Szoéstek et al., 2012). Z drugiej strony, w badaniu dotyczacym przewleklego
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stanu zapalnego endometrium nie stwierdzono wplywu zmian zwyrodnieniowych ani
samego zapalenia na stezenie PGF2a, z kolei we widknieniu zwigkszyta si¢ produkcja
leukotrienu B4 (Gajos et al., 2015). Ze wzgledu na antagonistyczne dziatanie
prostaglandyn, rozwoj procesu wioknienia moze by¢ zwigzany ze stosunkiem ilosci
PGE2 i PGF2a. Stad zmniejszenie ekspresji PGE2 lub zwigkszenie ekspresji PGF2a
moze odpowiada¢ za nasilanie zmian zwyrodnieniowych. Stezenie enzymu
inaktywujacego prostaglandyny zwigksza si¢ w fazie pecherzykowej w zwyrodniatym
endometrium wzgledem prawidlowej btony $luzowej, co moze by¢ odpowiedzialne

za zmniejszenie ilosci PGE2 (Byron et al., 2024).

2.4.3.11. Regulacja ze strony szlakow sygnalowych

Aktywacja szlaku NFxB przez patogeny, cytokiny lub hormony skutkuje
zwigkszeniem transkrypcji dla wielu cytokin prozapalnych, ktore biorg udziat
W procesach wildknienia. Do jego aktywacji moze doj$¢ poprzez zwigzanie biatka
NF«BI1 z biatkiem relA (szlak kanoniczny) lub zwigzanie biatka NFkB2 z biatkiem relB
(szlak niekanoniczny). Polgczone dimery nastgpnie dziataja jako aktywujacy czynnik
transkrypcyjny dla gendw zwigzanych ze stanem zapalnym. Regulowane sa w ten
sposob miedzy innymi TNFa, biatko chemotaktyczne monocytow (ang. monocyte
chemoattractant protein 1, MCP1), IL6, oraz syntazy kwasu hialuronowego 1, 2 i 3.
Zmiany w ekspresji NFkB w fazie pgcherzykowej wraz z nasileniem endometrozy
swiadcza o aktywacji zaréwno szlaku kanonicznego, jak 1 niekanonicznego (Domino et
al., 2020; Jasinski et al., 2021; Jasinski et al., 2022a; Jasinski et al., 2022b).

TNFa jest rowniez jednym z mozliwych aktywatoréw szlaku kanonicznego
NFkB, ktorego aktywacja moze stymulowa¢ produkcje MCP1 odpowiedzialnego
zanaciek makrofagow, bedacych zrodtem TNFa. W ten sposob ekspresja obu
w endometrium moze wzajemnie nasila¢ (Jasinski et al., 2021). Transkrypcja RelA
I NFkB, powigzanych z kanoniczng aktywacja NFkB, zwicksza si¢ w aktywnej
niszczacej endometrozie w fazie pecherzykowej, a takze nieaktywnej niszczacej w fazie
lutealnej. W aktywnej niszczacej endometrozie stwierdzono réwniez ujemng korelacje
pomiegdzy transkrypcja tych czynnikow a transkrypcji dla ER w fazie pecherzykowe;.
Za wzrost RelA moze odpowiada¢ TNFa, z kolei skutkiem wzrostu RelA jest
zwigkszona produkcja kwasu hialuronowego (Jasinski et al., 2021; Jasinski et al., 2022).

Jednym z gendéw aktywowanych przez ten szlak jest gen dla MCPI,
odpowiadajacego za zwigkszenie migracji monocytow i limfocytow T. Poza promocja
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migracji komoérek zapalnych, MCP1 zwigksza tez produkcje IL6 oraz stymuluje
podziaty komorkowe. W badaniach dotyczacych phluc stwierdzono profibrotyczne
dziatanie MCP1 po zadziataniu bodzca uszkadzajgcego (Moore et al., 2003).
W endometrozie nie stwierdzono rdéznic w transkrypcji genu dla MCP1 wzgledem
prawidlowego endometrium, przy jednoczesnym spadku transkrypcji dla IL6. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze MCP1 w endometrium nie jest zaangazowana w regulacje ekspresji
IL6 (Domino et al., 2020). Wzrost transkrypcji genu dla MCP1 stwierdzono natomiast
przy uwzglednieniu typu histologicznego zmian, w endometrozie nieaktywnej,
niszczacej w fazie lutealnej cyklu (Jasinski et al., 2021).

Zwigkszony naciek makrofagbw w endometrium skorelowany jest z wyzsza
transkrypcja genow szlaku NFkB, dowodzac kluczowej roli tych komorek w regulacji
srodowiska cytokinowego. Nie stwierdzono réznic pomigdzy aktywnos$cia szlaku,
a intensywnoscig nacieku limfocytarnego i nacieku z komoérek plazmatycznych,
natomiast stwierdzono wzrost ekspresji w przypadku nacieku neutrofilowego (Byron et
al., 2024; Jasinski et al., 2022b). Transkrypcja genéw dla syntaz kwasu hialuronowego
1 1 3 zwigksza si¢ w poczatkowym etapie widknienia, a wraz z jego nasileniem
obserwowany jest dalszy wzrost transkrypcji syntazy 3. Syntaza 2, odpowiedzialna
za produkcje kwasu hialuronowego o wysokiej masie czgsteczkowej, utrzymuje si¢
na podobnym poziomie, niezaleznie od stwierdzanego stopnia zwyrodnienia
endometrium. Warto zauwazy¢, ze ekspresja syntazy 2 zwigksza si¢ w niszczacej
aktywnej endometrozie w fazie pecherzykowej. Stad prawdopodobnie w zwyrodniatym
endometrium dochodzi do zwigkszenia ilosci kwasu hialuronowego o mniejszej masie,
co moze ulatwia¢ migracje komorek w obrgbie ECM. Matoczasteczkowy kwas
hialuronowy moze mie¢ dziatanie prozapalne, antyapoptotyczne, a takze stymulowac
podzialy komodrkowe 1 nasila¢ interakcje pomiedzy komorkami. Poziom ekspresji
syntazy 3 1 NFkB1 byt podobny w poszczegdlnych kategoriach endometrozy, co moze
sugerowa¢ udziat aktywacji elementow szlaku w zwigkszeniu produkcji kwasu
hialuronowego, podobnie jak w miofibroblastach z pluc (Domino et al., 2020; Jasinski
et al., 2021; Jasinski et al., 2022a; Ohkawa et al., 1999). Pozytywna korelacja pomiedzy
MRNA dla syntazy 2, a mRNA dla ER moze $wiadczy¢ o wiekszym udziale duzych
czasteczek kwasu hialuronowego w endometrium lepiej poddajacej si¢ regulacji

hormonalnej (Domino et al., 2020; Jasinski et al., 2021; Jasinski et al., 2022a).
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2.4.3.12. Regulacja ekspresji genow

W kategorii II endometrozy stwierdzono wzrost ekspresji gendow biorgcych
udzial w stanie zapalnym, regulowaniu nacieku zapalnego w endometrium, migracji
komorek zapalnych i produkcji cytokin, zwigzanych przede wszystkim z makrofagami.
Skutkiem obserwowanych zmian jest zwigkszenie chemotaksji makrofagéw oraz
aktywacja limfocytow T, co skutkuje zwigkszeniem produkcji cytokin w endometrium.
W Kategorii IIB endometrozy zwigkszylta si¢ ekspresja genow regulujgcych homeostaze
tkanki tacznej, proliferacje fibroblastow, a takze zwigzanych z apoptozg. Zmiany
W transkrypcji gendw zwigzanych z apoptoza wynikaja raczej ze zwyrodnienia
gruczolow macicznych, jako ze w innych badaniach dotyczacych wtoknienia
wykazywano nizszg podatno$¢ fibroblastéw na apoptozg¢. Zmianie w kategorii 1IB
ulegla rowniez ekspresja gendw zwigzanych z mitochondriami i fosforylacja
oksydacyjng. Z kolei w kategorii IIA zmianie ulegly geny zwigzane z komérkowym
metabolizmem 1 transportem weglowodandéw, thuszczy 1 biatek  (Szostek—
Mioduchowska et al., 2023)

Transkrypcja mRNA dla heksokinazy 2 (ang. hexokinase 2, HK2), enzymu
uczestniczagcego w poczatkowym etapie glikolizy, zmniejszyla si¢ w endometrozie
0 roznym stopniu nasilenia. Spadek ekspresji HK2 w migéniu sercowym wigze si¢
Z obumieraniem komorek, spadkiem angiogenezy i nasileniem wtoknienia, z kolei
we widknieniu ptuc HK2 nasila profibrotyczne dziatanie TGFf. Pod ptywem TGFp1
w hodowli fibroblastow pobranych z endometrium zaklasyfikowanym do kategorii I
I [IA endometrozy doszto do zwigkszenia transkrypcji dla HK2. Z kolei fibroblasty
z endometrium kategorii IIB zareagowaly w sposob odwrotny. Prawdopodobnie
w przebiegu zwyrodnienia endometrium produkcja HK2 zmniejsza si¢, choc
W poczatkowym etapie rozwoju zmian dochodzi do zwigkszenia jej produkcji pod
wpltywem TGFB1 (Széstek—Mioduchowska et al., 2023).

TGFB1 poza wczesniej opisanymi dzialaniami moze réwniez powodowac
zwigkszanie lub zmniejszanie metylacji w réznych genach. W fibroblastach
z endometrium klaczy jego dodatek w hodowli skutkuje wzrostem ekspresji
metylotransferaza DNA 3 alfa (ang. DNA methyltransferase 3 alpha, DNMT3A).
Zastosowanie 5-Aza—2'-deoksycytydyny, modyfikatora epigenetycznego o dziataniu
demetylujacym, skutecznie zahamowal wzrost ekspresji kolagenu typu 1 i kolagenu
typu 3 mediowany przez TGFB1, co nie powstrzymato wzrostu transkrypcji genu dla

aSMA. Po 48 godzinach inkubacji z 5-Aza-2'-deoksycytydyng bez TGFB1 zauwazono
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zmniejszenie transkrypcji DNMT3A, przy jednoczesnym braku zmian dla
metylotransferazy DNA 1 (ang. DNA methyltransferase 1, DNMT1) i metylotransferaza
DNA 3 beta (ang. DNA methyltransferase 3 beta, DNMT3B). Z kolei po 96 godzinach
zaobserwowano odwrotny efekt dziatania na badane metylazy. Transkrypcja kolagenu
typu 1 w pierwszych 48 godzinach zwigkszyla si¢, natomiast transkrypcja mRNA
spadta po 96 godzinach. Zwigkszenie transkrypcji aSMA $wiadczy o demetylujagcym
dziataniu substancji w obrebie genu kodujace aSMA, ACTA2 umozliwiajac wyzszg
produkcj¢ aktyny (Alpoim—Moreira, 2023). Wraz z nasileniem endometrozy
zaobserwowano wzrost metylacji wysp CpG w promotorze genu dla kolagenu typu 1,
co jednak nie wigzato si¢ ze zmianami w transkrypcji tego genu (Alpoim—Moreira et al.,
2022b). Natomiast wraz z wiekiem klaczy zwigksza si¢ ekspresja metylaz DNA,
powodujacych  spadek transkrypcji docelowych genéw. Metylacja genow
odpowiedzialnych za hamowanie procesu wldknienia moze by¢ przyczyng
zwyrodnienia endometrium, jednak ze wzgledu na szerokie dziatanie metylaz ich
dokladny wptyw jest niepewny (Katila & Ferreira—Dias, 2022). Najwyzszy poziom
mRNA, niezaleznie od zwyrodnienia endometrium, stwierdzono dla DNMT3A, ktorej
rola byta réwniez badana w przypadku wtoknienia pluc u szczuréw. Wraz z innymi
metylazami, DNMT1 i DNMT3B, ktorych transkrypcja zwigksza si¢ u starszych klaczy
z endometroza, moze by¢ ona odpowiedzialna za hamowanie ekspresji gendéw
hamujacych wtoknienie, powodujac zwigkszone odktadanie widkien w ECM (Alpoim—
Moreira et al., 2019; Skarzynski et al., 2020).

MikroRNA (miRNA) to krétkie, niekodujace jednoniciowe czasteczki hamujace
translacj¢ mRNA, a wigc uczestnicza w posttranlacyjnej regulacji gendw. Jeden typ
mMiRNA moze odpowiada¢ za regulacje ekspresji roznych gendéw poprzez wigzanie
Z komplementarnym fragmentem mRNA, co powoduje jego degradacje. Moga byc¢
przekazywane migdzy komorkami poprzez pecherzyki zewnatrzkomorkowe. Ich istotna
rola zostata stwierdzona w procesach wioknienia dotyczacych roéznych narzadow,
migdzy innymi poprzez regulowanie efektow dziatania TGFB1, co zostato stwierdzone
w badaniach dotyczacych keratynocytéw. W fibroblastach z endometrium
stymulowanych lipopolisacharydem stwierdzono zmiany w ekspresji miRNA a ich
udziat w regulacji stanu zapalnego sugeruje rOwniez znacznie Ww patogenezie
endometrozy. W fazie pgcherzykowej stwierdzono wigksza produkcje réznych miRNA
w zaleznos$ci od kategorii endometrozy, co moze $wiadczy¢ o ich roli w regulacji

genéw zwigzanych z witdknieniem. Mogg one wptywa¢ na produkcje kolagenu,
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fibronektyny, elastyny, lamininy, MMP, TIMP4 oraz cytokin i ich receptorow.
Zidentyfikowano rowniez miRNA wptywajace na roznicowanie, proliferacj¢, migracje
i apoptoze komoérek. Co ciekawe, w kategoriach IIB i III endometrozy zwickszyta si¢
ekspresja miRNA regulujacych ekspresje receptora oksytocynowego, prostaglandyn
I syntazy tlenku azotu, co wskazuje na bezposredni zwigzek endometrozy i podatnosci
klaczy na gromadzenie si¢ ptynu w macicy (Wojtowicz et al., 2023). W fazie lutealne;j
stwierdzono natomiast wzrost ekspresji antyfibrotycznych miRNA stymulowany przez
wyzszag w tej fazie cyklu aktywnos¢ PGE2 (Wong et al.,, 2023). Opisane wyniki
wskazuja, ze komunikacja migdzy komorkami poprzez pgcherzyki zewnatrzkomorkowe
i dziatanie miRNA jest perspektywicznym kierunkiem badan nad patogeneza

endometrozy.

2.4.4. Kierunek badan patogenezy endometrozy
2.4.4.1. Bialko jadrowe Ki67

Ki67 jest biatkiem jadrowym, wplywajacym na przemieszczanie si¢
chromosoméw 1 utrzymanie wrzeciona podzialowego podczas podziatow
komorkowych. Kodowane jest przez gen MKI67. Jako antygen, Ki67 wykorzystywane
jest w roli markera tempa proliferacji komorek w tkankach, poniewaz jest obecne na
kazdym etapie cyklu komorkowego poza faza spoczynkowa. W przypadku
nowotworéw, Ki67 jest waznym wskaznikiem oceny klinicznego behawioru
nowotworu, w ktorym wyzsza ekspresja Ki67 swiadczy o szybszym tempie wzrostu
I wickszej inwazyjnosci. Ki67 moze by¢ rowniez wykorzystany w ocenie procesow
regeneracyjnych, zwigzanych z podziatami komoérkowymi i reorganizacjg tkanek.
W przypadku wldknienia podsluzowkowego jamy ustnej, wyzsza ekspresja Ki67
Swiadczy o ostrzejszym przebiegu widknienia 1 wigkszym zasiegu tego procesu w glab
tkanek, co zwigzane jest z aktywno$cig mitotyczng komorek zrebu (Kamala et al., 2022;
You et al., 2023). W tym typie widknienia ekspresja Ki67 jest pozytywnie skorelowana
z gestoscig naczyniowa, wskazujac na wyzszy potencjal do dalszego zwigkszania ilosci
tkanki facznej. Ekspresja Ki67 jest rdwniez pozytywnie skorelowana z ekspresja aSMA,
wskazujac na zwigzek antygenu z przeksztalcaniem komorek zrebu w miofibroblasty
(Gadbail et al., 2018). W przypadku widknienia pluc u myszy pozbawionych TIMP1,
wzrost ekspresji Ki67 byt zwigzany ze znaczacym wzrostem proliferacji fibroblastow
(Dong & Ma, 2016).
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W  endometrium klaczy ekspresje Ki67 stwierdza si¢ w nablonku
powierzchniowym, nablonku gruczotowym, komorkach zrgbu i $rédblonku naczyn.
Ekspresja Ki67 zmienia si¢ w trakcie cyklu jajnikowego, osiagajac szczyt we wczesnej
fazie lutealnej. Jest ona skorelowana z ekspresja receptoréw dla hormonow piciowych,
rosngc Wraz ze wzrostem stezenia estrogenow w fazie pecherzykowej. Wzrost ekspresji
Ki67 ma zwiazek z promitotycznym dziataniem estrogenéw oraz proliferacja komorek
nablonka gruczotowego, osiggajaca najwyzszy poziom tuz po owulacji. Z kolei
proliferacja komoérek zrebu osigga najwyzszy poziom nieco wczesniej, podczas fazy
pecherzykowej (Aupperle et al., 2000; Aupperle et al., 2003). Ekspresja Ki67 ma
réwniez zwigzek z unaczynieniem endometrium. W modelu eksperymentalnym
niedokrwienia endometrium, po przywrdceniu perfuzji, stwierdzono wzrost transkrypcji
MRNA dla Ki67 (K6hne et al., 2024).

W przypadku endometrozy ekspresja Ki67 w endometrium zmniejsza si¢
w ogniskach wloknienia wraz ze zmianami ekspresji ER i PR. W badaniach
dotyczacych typow histologicznych endometrozy, stwierdzono nizsza ekspresje Ki67
w fibroblastach w endometrozie nieaktywnej, co moze wynika¢ z ich niewielkiej
aktywno$ci metabolicznej. Z kolei spadek ekspresji Ki67 stwierdzono w gruczotach
macicznych jedynie w aktywnej niszczgcej endometrozie, co wskazuje na najwigkszy
wpltyw tego typu endometrozy na funkcje gruczotow macicznych. Co wigcej,
domaciczne podanie komorek macierzystych skutkuje zdecydowanym wzrostem
ekspresji Ki67 utrzymujacym si¢ przez kilka tygodni, co wskazuje na potencjal
komorek macierzystych w stymulacji regeneracji endometrium (Aupperle et al., 2000;

Hoffmann et al., 2009b; Mambelli et al., 2014).

2.4.4.2. Insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF1)

Insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (ang. insulin-like growth factor 1, IGF1),
kodowany przez gen IGF1, produkowany jest przede wszystkim w watrobie, pod
wptywem hormonu wzrostu. Poza watroba, IGF1 produkowane jest w wielu narzadach,
w ktorych wywoluje efekt biologiczny na drodze auto— i parakrynnej. Efekty
biologiczne inicjuje interakcja IGF1 ze swoistym receptorem (ang. insulin—like growth
factor 1 receptor, IGF1R) nalezacym do rodziny receptoréw zwigzanych z kinaza
tyrozynowa. W mniejszym stopniu IGF1 wykazuje powinowactwo do receptora dla
insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (ang. insulin—like growth factor 2 receptor,

IGF2R) i insuliny. W regulowaniu dziatania receptorowego biora udzial biatka zdolne
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do wigzania si¢ z IGF1, ktore hamuja jego dzialanie, poniewaz tylko wolna posta¢ IGF1
moze wigzac si¢ z receptorem. Efekty dziatania IGF1 obejmuja stymulacje wzrostu,
migracji 1 przezywania komorek (Higashi et al., 2012; Kopchick et al., 2022).

Miejscowe podanie IGF1 w okolicy uszkodzonego sciggna zwicksza produkcije
kolagenu (Kopchick et al., 2022), a w okolice uszkodzonego migénia stymuluje
regeneracje miocytow i prawidtowa kompozycje cytoszkieletu (Forcina et al., 2019).
IGF1 dziata antagonistycznie do IL6, ktora zwicksza nasilenie zapalenia, stymuluje
wioknienia i zmniejsza aktywno$¢ IGF1 (Forcina et al., 2019). U ludzi, podwyzszona
ekspresja IGF1R w fibroblastach wystepuje w przypadku nadmiernego rozwoju tkanki
tacznej w bliznowcach (Kopchick et al., 2022). U szczuréw, w przypadku uszkodzenia
serca, stymulacja IGF1 zmniejsza podatno$¢ komoérek migsnia sercowego na apoptoze
i wigze si¢ z mniejszym obszarem wioknienia migSnia sercowego, sprzyjajac
zachowaniu funkcji narzadu (Fan & Guan, 2016). W twardzinie uktadowej wyzsze
stezenie IGF1 w surowicy wigze si¢ z bardziej nasilonymi zmianami, zwlaszcza
w skorze i ptucach. W omawianych probkach skory stwierdzono dwukrotnie wigksza
produkcje mRNA dla IGFl niz w skorze prawidlowej (Hung et al., 2013).
W uszkodzeniu watroby IGF1 dziala ochronnie na hepatocyty, pozytywnie wptywajac
na ich przezywanie i utrzymanie funkcji. Co ciekawe, w hodowli in vitro komorek
gwiazdzistych watroby, IGF1 stymuluje proliferacje i produkcje kolagenu, natomiast in
vivo powoduje apoptoze komorek gwiazdzistych poprzez stymulacje produkcji
czynnika wzrostu hepatocytow (Mair et al., 2011). W nerkach, w wyniku dlugotrwatego
dziatania czynnika uszkadzajacego, dochodzi do naciekania tkanek przez monocyty,
ktére réznicuja si¢ w makrofagi M2. Produkowane przez nie TGFB1, IGFI
i ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet derived growth factor, PDGF)
powoduja wzrost liczby miofibroblastow, co z kolei zwigksza depozycje kolagenu
i skutkuje witoknieniem (Conway & Hughes, 2012).

IGF1 moze powodowa¢ transformacje¢ fibroblastow w miofibroblasty, przy czym
u ludzi efekt ten jest zalezny od narzadu docelowego. Pod wptywem IGF1, fibroblasty
obecne w plucach zwigkszajg ekspresje aSMA i produkcje kolagenu typu 1, fibroblasty
obecne w okreznicy zwigkszajg ekspresjc aSMA, natomiast fibroblasty obecne
w rogéwce nie zmieniajag poziomu aSMA (Hung et al., 2013). Ponadto w rogoéwce
stwierdzono antagonistyczne dziatanie TGFB1 1 IGF1, wykazujac, ze TGFB1stymuluje
powstawanie miofibroblastow i nadmierng depozycje kolagenu, a IGF1 zapobiega tej

transformacji. Jednoczesnie IGF1 stymuluje réznicowanie fibroblastow o dziataniu
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regeneracyjnym, wykazujacych ekspresje antygenu komorek grasicy 1 (ang. thymus cell
antigen 1, Thyl) (Sarenac et al., 2016). W przypadku widknienia ptuc potwierdzono
nasilong produkcj¢ IGF1 zaré6wno na poziomie finalnego produktu jak i mRNA. IGF1
zwigkszal przezywalnos¢ fibroblastow 1 w mniejszym stopniu roéwniez komorek
nablonkowych. Zablokowanie tego szlaku przekaznictwa skutkowalo nasileniem
apoptozy fibroblastow i regeneracja tkanek objetych zwtoknieniem (Hung et al., 2013).
Zwiegkszenie transkrypcji i translacji IGF1 w fibroblastach ptucnych zachodzi pod
wplywem TGFB1, a pomi¢dzy poziomami tych czynnikow w tkankach wystepuje
dodatnia korelacja. Jednak wspotwystgpowanie IGF1 i TGFB1 nie powoduje bardziej
nasilonej transformacji fibroblastow niz ma to miejsce pod wptywem samodzielnie
dziatajacego TGFPB1. Stwierdzono rowniez, ze IGF1 nie wplywa na produkcje TGFB1.
Natomiast wspotdziatanie obu czynnikéw wzrostu jest kluczowe dla rozwoju
wldknienia ptuc (Hung et al., 2013; Hernandez et al., 2020).

Efekt dziatania IGF1 w przypadku pluc moze by¢ zalezny od sztywnosci tkanek.
W twardszych tkankach IGF1 nie zwicksza ekspresji aSMA, natomiast przy
luZzniejszym utkaniu ECM IGF1 powoduje zwigkszenie ekspresji aSMA. Jednak
zar6wno w tkankach wykazujacych zwarte jak i luzne utkanie ECM, IGF1 stymuluje
wzrost produkcji kolagenu typu 1 i 3. Opisany efekt $Swiadczy o transformujacym
dziataniu IGF1 kréotko po wystapieniu bodzca uszkadzajacego, natomiast na dalszym
etapie wioknienia dziatanie dotyczy glownie hamowania apoptozy i stymulacji

produkcji kolagenu (Hung et al., 2013).

2.4.4.3. Receptor a plytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGFRa)

PDGF aktywuje mechanizmy biologiczne poprzez wigzanie z dwoma
receptorami (ang. platelet derived growth factor receptor, PDGFR), o i B, kodowanymi
odpowiednio przez geny PDGFRA i PDGFRB. Receptory te sa klasyfikowane jako
receptory zwigzane z kinazg tyrozynowsa, ktore wystepujg w postaci monomeréw. Pod
wplywem przylaczenia ligandu monomery tacza si¢ w homo— lub heterodimery, ktore
wykazujg aktywno$¢ biologiczng Do tej pory poznano 4 rodzaje podjednostek PDGF:
A, B, C 1 D, mogace tworzy¢ 5 form dimerow: AA, AB, BB, CC 1 DD. PDGFA 1 -B
wydzielane sg w aktywnej postaci, natomiast —C i —D w formie nieaktywnej, ktora
wymaga aktywacji ze strony enzymow proteolitycznych. Bazowa aktywnos¢ PDGFR
jest niewielka, a do jej zwigkszenia dochodzi pod wpltywem obecnosci ligandu.

PDGFRa moze wigza¢ si¢ z PDGFAA, —AB, -BB, —-CC, PDGFRof3 z PDGFAB, —BB
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I —CC, z kolei PDGFRp z PDGFBB i —DD. Zwigzanie ligandu prowadzi do aktywacji
szlaku zwigzanego z kinaza 3—fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3—kinase,
PI3K) i inicjacje efektu biologicznego (Trojanowska, 2008; lwayama & Olson, 2013;
Klinkhammer et al., 2018).

PDGFR  wystepuja przede wszystkim w  komorkach pochodzenia
mezenchymalnego, a ich ekspresja jest zwigkszana przez cytokiny produkowane przez
leukocyty (Trojanowska, 2008; lwayama & Olson, 2013; Klinkhammer et al., 2018;
Paolini et al., 2022). Aktywacja PDGFRa zapewnia przezywanie rezerwy fibroblastow
w tkance tacznej poprzez stymulacje translacji, hamowanie apoptozy i stymulacje
podziatow komorkowych. U myszy, eksperymentalne blokowanie PDGFR skutkowato
radykalnym zmniejszeniem liczby fibroblastéw w migs$niu sercowym, wptywajac na
mozliwosci regeneracyjne (Cheng et al., 2024). PDGF, dzialajacy za posrednictwem
PDGFR, zmniejsza podatno$¢ na apoptoz¢ oraz stymuluje migracj¢, proliferacje
| przezywanie miofibroblastow. Kierunek dziatania PDGF zalezy od jego stezenia.
Co wigcej, zachowanie komorek posiadajacych PDGFRa zalezny od wlasciwosci
tkanek. Aktywacja PDGFRa moze stymulowaé regeneracje i przywracaniu funkcji
tkanek, natomiast w mikrosrodowisku stymulujgcym procesy wioknienia aktywacja
PDGFRa  prowadzi do  rdéznicowania  komoérek  ukierunkowanego  na
produkcje sktadnikow ECM (Li & Wang, 2022). PDGFRa wystepuje w fibroblastach
obecnych w mig$niach i skorze, ktére w przypadku uszkodzenia aktywuja mechanizmy
naprawcze w tym zwigkszong depozycji sktadnikow ECM (Iwayama & Olson, 2013).
Rowniez makrofagi obecne w plucach objetych wildknieniem wykazuja wyzsza
ekspresje¢ PDGFRa i1 3, a pod wptywem ich aktywacji produkuja mediatory dziatajace
stymulujgce na fibroblasty (Di et al., 2024). U ludzi, w badaniach dotyczacych
wloknienia stwierdzono produkcje autoprzeciwcial przeciwko PDGFR. Co ciekawe,
wigzanie przeciwciata z PDGFR, podobnie jak w przypadku wigzania z ligandem,
skutkowato jego aktywacja (Iwayama & Olson, 2013). Do aktywacji PDGFRa moze
réwniez dochodzi¢ pod wptywem dziatania innych niz PDGF czynnikow wzrostu,
takich jak czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor, VEGF). Ekspresja PDGFRa zwigksza si¢ rowniez pod wptywem TGFp, IL1a,
TNFa, czynnika wzrostu fibroblastow 2 (ang. fibroblast growth factor 2, FGF2),
estrogendw 1 lipopolisacharydu (Paolini et al., 2022).

W przypadku widknienia pluc, w miofibroblastach stwierdzono podwyzszona

ekspresjc PDGFR (Luzina et al., 2015). Réwniez we wldknieniu watroby i nerek
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potwierdzono udziat PDGF w stymulacji proliferacji komorek zrebu i przeksztatcenia
w miofibroblasty (Klinkhammer et al., 2018). Zwigkszenie produkcji PDGFA i PDGFC
poprzez modyfikacje genetyczng myszy skutkowato samoistnym widknieniem watroby
ze zwigkszong produkcjag aSMA 1 TGFp, a w przypadku PDGFC dodatkowo PDGFRa,
PDGFRp, TIMP1 i -2 (Borkham-Kamphorst & Weiskirchen, 2016). Z Kkolei
zablokowanie zarowno PDGFRa jak i PDGFRP powodowato zmniejszenie proliferacji
i roznicowania miofibroblastow, co wigzalo si¢ ze zmniejszong depozycja widkien
ECM w przebiegu widknienia watroby, nerek, pluc oraz migsnia sercowego
(Klinkhammer et al., 2018).

W badaniach przeprowadzonych na modelu mysim stwierdzono zwigkszenie
ekspresji PDGFRa w przebiegu wtoknienia wielonarzadowego. Co ciekawe,
w zmienionych tkankach nie stwierdzono podwyzszonej ilosci aSMA, co moze
wynika¢ z hamowania przez PDGF ekspresji genu odpowiedzialnego za jej produkcjg.
Brak fosforylowanej formy SMAD?2, zwigzanej z dziataniem TGFf sugeruje, ze w tym
przypadku wioknienie odbywalo si¢ bez jego udzialu. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze aktywacja PDGFRa moze by¢ wystarczajacym bodZcem wyzwalajacym wildknienie
tkanek. W tych samych badaniach zwigkszenie aktywnosci PDGFR zwigzane bylo
Z uogodlnionymi zmianami zapalnymi, sugerujac, ze w przypadku twardziny uktadowe;j
aktywacja obu typow receptoréw wywotuje odmienne efekty biologiczny, ktore
wspolnie skutkujg uogdlnionym widknieniem (Iwayama & Olson, 2013; Luzina et al.,
2015). W innym przypadku, pod wptywem TGFP doszlo do réznicowania komorek
mezenchymalnych 1 zwigzanego z nim spadku ekspresji PDGFRa. Roéznicujace si¢
komorki wykazywaly mniejsza aktywno$¢ mitotyczng oraz wigksza zdolnos¢
do produkcji i wydzielania sktadnikéw ECM (Klinkhammer et al., 2018; Kang et al.,
2024). Stad hipoteza o ujemnym sprzg¢zeniu, zakladajaca, ze pod wptywem TGFf
dochodzi do réznicowania fibroblastow i zmniejszenia ekspresji PDGFRa na ich
powierzchni, co skutkuje spadkiem wrazliwosci fibroblastow na sygnaty proliferacyjne
i zachowaniem wigkszej rownowagi w depozycji ECM (Cheng et al.,, 2024).
W twardzinie uktadowej komorki zrebu zwiekszaja ekspresje PDGFRa pod wptywem
TGFp, przez co zwigksza si¢ ich podatno$¢ na dziatanie PDGF stymulujace podziaty
komorkowe. W prawidtowych komoérkach zrgbu, ekspresja PDGFRo pozostaje
bez zmian lub nieznacznie si¢ zmniejsza. Pod wptywem PDGEF, fibroblasty obecne

w skorze zwigkszaja ekspresje receptora dla TGFP, co dodatkowo $wiadczy
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0 wzajemnej zalezno$ci mig¢dzy tymi czynnikami wzrostu i1 ich wspodlnej roli

w patogenezie widknienia (Trojanowska, 2008).

2.4.4.4. Antygen komérek grasicy 1 (Thyl)

Biatko powierzchniowe Thyl kodowane przez gen THY1 zostalo opisane
w grasicy jako marker dla populacji limfocytow. Jednak w kolejnych badaniach
wykazano, ze Thyl wystepuje w wielu komodrkach, takich jak fibroblasty, komorki
zapalne, neurony i komoérki nabtonkowe. Pomimo braku klasycznego oddziatywania
ligand-receptor, Thyl moze wigza¢ si¢ z wieloma czgsteczkami, mi¢dzy innymi
integrynami i proteoglikanami. Interakcja ta moze dotyczyé otoczenia komorki,
na ktorej obecne jest Thyl, ale tez czasteczek wystepujacych na powierzchni samej
komorki. Stad, czgsteczka wchodzaca w interakcje z Thyl uczestniczy w kontakcie
komorek z biatkami ECM, a takze w interakcjach pomigdzy komoérkami. Thyl odgrywa
role w modelowaniu elementow cytoszkieletu komorki, wplywajac na formowanie
si¢ dendrytow w neuronach (Hagood, 2019; Liu et al., 2017). Thyl jest obecne
na powierzchni  pecherzykow  zewnatrzkomorkowych, co poprzez wigzanie
Z integrynami na powierzchni komorek umozliwia wchianianie ich zawarto$ci
do wnetrza komorki. Pecherzyki zawierajace Thyl sg wydzielane przez fibroblasty pod
wplywem bodZca zapalnego. W badaniach dotyczacych nowotwordéw stwierdzano
wysoka ekspresje¢ Thyl, ktére odgrywa role w tworzeniu przerzutow, zwigksza
ekspresje fibronektyny, a dodatkowo moze wptywac¢ na angiogeneze. Dodatkowo Thyl
bierze udziat w interakcjach pomi¢dzy makrofagami, a komorkami nowotworowymi,
a takze powoduje wydzielanie TIMP1 przez neutrofile (Yang et al., 2020).

W fibroblastach, poprzez interakcj¢ z ligandem Fas, Thyl odpowiada
za apoptozg, co w procesach naprawczych w tkankach odpowiada za ograniczenie
obszaru wildknienia. U myszy pozbawionych Thyl stwierdzono wystepowanie
odpornych na apoptoze miofibroblastow w przypadku indukowanego wtoknienia ptuc
(Liu et al., 2017). Z kolei w badaniach nad widknieniem watroby stwierdzono wptyw
Thyl na transformacj¢ fibroblastow w miofibroblasty, poprzez interakcj¢ z TGFf1,
podczas gdy interakcje Thyl z integrynami hamowaty proces w plucach omawiang
transformacje (Hagood, 2019; Yang et al., 2020). Rowniez w przypadku fibroblastow
w skorze, rogowce i1 miometrium, Thyl umozliwialo transformacj¢ fibroblastow
w miofibroblasty zachodzaca pod wptywem TGFP1 (Saalbach & Anderegg, 2019).
Thyl w fibroblastach bierze rowniez udziat w szlakach zwigzanych z TGFB1, aSMA
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oraz NFkB, ktorych udzial stwierdzano w przebiegu endometrozy. Thyl wplywa
na proliferacj¢ 1 apoptoze fibroblastow, formowanie cytoszkieletu, migracje,
roznicowanie 1 mechanotransdukcje fibroblastow, a takze ich udziat w zapaleniu
| witoknieniu (Yang et al., 2020). Udziat w mechanotransdukcji, a wiec wplywie
parametréw mechanicznych tkanki na fenotyp komorek, odbywa si¢ poprzez interakcje
Thyl z integrynami i proteoglikanami. W przypadku wtoknienia ptuc oraz czerniakow,
deficyt Thyl skutkuj¢ zwiekszong aktywacjg integryn, nawet w tkankach o bardziej
luznym utkaniu ECM, a w konsekwencji nasilaniem wtoknienia (Fiore et al., 2018).
W przypadku indukowanego widknienia endometrium u owiec Stwierdzono
zwigkszenie ekspresji Thyl zwigzang ze zwigkszong migracja komoérek (Chu et al.,
2024).

Thyl odgrywa rowniez role w procesach roznicowania komorek
mezenchymalnych, zarowno w kontekscie specjalizacji jak i powracania komorek
do pluripotencji. Wpltyw ten jest bardzo ztozony i prawdopodobnie zalezny
od kontekstu zmian zachodzacych w tkance, jak i jej wlasciwosci mechanicznych. Stad
mozna podejrzewac, ze Thyl moze by¢ ogniwem taczacym mechanotransdukcje,

réznicowanie komorek oraz przekaznictwo zwigzane z TGFB1 (Hagood, 2019).
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3. Cel pracy i hipoteza badawcza

Cel pracy:

1. Ocena wpltywu ekspresji THY1, IGF1, PDGFRA i MKI67 na nasilenie endometrozy
2. Ocena wptywu ekspresji THY1, IGF1, PDGFRA i MKI67 na wystgpowanie zmian
histopatologicznych w endometrium objetym endometroza

3. Ocena wzajemnych interakcji mi¢edzy THY1, IGF1l, PDGFRA i MKI67
w patogenezie endometrozy

4. Ocena interakcji miedzy THY1, IGF1, PDGFRA i MKI67 a genami dla
potwierdzonych markerow progresji endometrozy

5. Analiza zaleznosci migdzy zmianami histopatologicznymi w endometrium obj¢tym

endometroza

Hipoteza badawcza:
Biatka Thyl, IGF1, PDGFRa i Ki67 biorg udziat w patogenezie endometrozy.
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4. Materialy i metodyka badan
4.1. Material wykorzystany do badan

W badaniu wykorzystano material pobrany poubojowo w ubojni koni M.K.Z.
w Rawiczu. Pobrano wycinki $ciany macicy z 72 macic klaczy, po jednej probce
do badania histopatologicznego oraz badania molekularnego, sposrod ktorych
na dalszym etapie obrobki materiatu histologicznego wybrano 47 wycinkéw. Probki
zostaly odrzucone przede wszystkim ze wzgledu na intensywny naciek zapalny przy
jednoczesnym braku lub niewielkim nasileniu zmian zwigzanych z endometroza.
Wycinki pelnej grubosci Sciany macicy do badania histopatologicznego, wielkosci
ok.1x 1 cm, utrwalono w 4% roztworze formaldehydu zbuforowanym PBS,
a nastepnie umieszczono W 75% roztworze alkoholu etylowego. Wycinki endometrium
do badania molekularnego, wielkos$ci ziarna pszenicy, umieszczono na czas transportu
w pojemniku z cieklym azotem, a nastgpnie przechowywano w zamrazarce
w temperaturze -80°C do czasu izolacji mRNA. Utrwalenie odpowiednio w formalinie
i ciektlym azocie nastgpito od razu po pobraniu wycinkéw narzadu, w czasie ponizej
godziny od uboju zwierzecia. Faza cyklu jajnikowego klaczy oceniono na podstawie
makroskopowej oceny struktur obecnych na jajnikach. Fazg¢ lutealng przypisano
na podstawie obecnosci ciatka zottego lub ciatka krwotocznego, a faza pecherzykowa
na podstawie braku ciatka zottego lub krwotocznego, przy jednoczesnej obecnosci

struktur pecherzykowych o §rednicy minimum 20 mm.

4.2. Metodyka histologiczna

Fragment kazdego pobranego wycinka $ciany macicy umieszczono w kasetkach
histologicznych, ktére nastgpnie poddano odwodnieniu i wstepnemu przepojeniu
parafing w procesorze tkankowym. Wycinki zatopiono w parafinie w celu wykonania
skrawkow histologicznych. Z bloczkow parafinowych uzyskano skrawki o grubosci
4 um z uzyciem mikrotomu rotacyjnego. Nast¢pnie skrawki naniesiono na adhezyjne
szkietka mikroskopowe. Na kazde szkietko naniesiono po dwa skrawki uzyskane
z roznych cze$ci bloczka parafinowego. Skrawki nanoszono w odlegtoéci co najmniej
40 um od siebie.

Szkietka odparafinowano w ksylenie, stosujac dwa pojemniki z ksylenem w celu
pelnego odparafinowania. W dalszej kolejnosci szkietka uwodniono w roztworach
alkoholu etylowego o zmniejszajacym si¢ stezeniu: 99%, 85%, 70%, 50%, a nastepnie
w wodzie destylowanej. Uwodnione szkietka umieszczono na okolo 1 minutg
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w hematoksylinie Harrisa, wyptukano w wodzie i poddano r6znicowaniu przez
Ssekund w 2% roztworze kwasu octowego. “Blueing” hematoksyliny wykonano
zuzyciem 0,2% roztworu amoniaku. Nastepnie szkietka ponownie wyplukano
w wodzie. Elementy kwasochtonne barwiono eozyng przez okoto 30-40 sekund.
Po ponownym wyptukaniu wodg, szkietka odwodniono w analogicznym szeregu
alkoholi w odwrotnej kolejnosci. Pozostato$ci alkoholu w skrawkach zastgpiono
ksylenem, a skrawki zaklejono szkietkami nakrywkowymi z zastosowaniem medium
DPX. Do oceny mikroskopowej szkietek wykorzystano mikroskop $wietlny Olympus

BX43.

4.3. Ocena szkielek wedlug klasyfikacji KD

Preparaty histologiczne oceniono pod katem wystepowania 1 nasilenia
zwyrodnienia gruczotéw macicznych i ilosci wtokien kolagenowych w ECM. Na tej
podstawie zaklasyfikowano je do kategorii Kenney’a i Doiga: I, IIA, IIB i III. Oprocz
standardowej klasyfikacji wydzielono dodatkowa kategori¢ okreslong jako I+.
Kategoria [+ obejmowata preparaty, ktére ze wzgledu na nasilenie zmian zostatyby
zaklasyfikowane do kategorii I, jednak widoczne byly w nich nieliczne zmiany
$wiadczace o inicjacji zwyrodnienia endometrium. Dodatkowa kategori¢ wydzielono
w celu wychwycenia i lepszego zrozumienia zmian w ekspresji badanych genow
W poczatkowym okresie zwyrodnienia endometrium.

Po wstepnej ocenie histologicznej do dalszej oceny histopatologicznej 1 badania
ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (ang. real-time polymerase chain reaction,
gPCR) wybrano 47 probek, w tym: 10 probek z kategorii I (wykorzystywane
w analizach jako grupa kontrolna, bez zmian zwyrodnieniowych i nacieku zapalnego),
7 probek z kategorii I, z pojawiajacymi si¢ zmianami charakterystycznymi dla
endometrozy (I+), 11 probek z kategorii IIA, 9 probek z kategorii IIB 1 10 probek
z kategorii I11.

4.4. Ocena parametrow histologicznych
Podstawowym kryterium przy tworzeniu grup badawczych byta klasyfikacja
Kenney’a i Doiga, dla ktorej kryteria diagnostyczne opisano we wstepie pracy.
Ze wzgledu na nierbwnomierne wystgpowanie zmian uwzglednionych w klasyfikacji
KD, oprocz przypisania kategorii, wedtug endometrium oceniono niezaleznie wedtug
nastepujacych kryteriow:
62



— zwyrodnienie gruczolow macicznych w endometrium oceniono w skali 0-2 (0 — brak
zwyrodnienia lub skrajnie niski odsetek zmienionych gruczotow, 1 — ogniskowe
zwyrodnienia gruczolow/grup gruczotow, wigkszos¢ gruczotéw prawidtowa, 2 —
nasilone zwyrodnienie dotyczace znaczacego odsetka gruczotdéw macicznych; na
podstawie réznic morfologicznych komorek nabtonkowych, rozstrzeni gruczotow
macicznych, nieciggltosci nabtonka gruczotowego);

— ogniska wioknienia okotogruczotowego oceniono w skali dychotomicznej (0 — brak, 1
— obecne ogniska witoknienia okotogruczotowego; oceniane jako pogrubiona macierz
zewnatrzkomérkowa zawierajaca wielowarstwowo ulozone widkna kolagenowe
ulozone koncentrycznie wokot gruczotow);

— aktywno$¢ fibroblastow okre$lono na podstawie badan Hoffmann et al. (2009),
poprzez ocen¢ ich morfologii w ogniskach widoknienia i oceniono w skali
dychotomicznej (0 — nieaktywne, 1 — aktywne);

— niszczenie btony podstawnej gruczolow macicznych oceniono w skali dychotomicznej
(0 — brak, 1 — niszczenie btony podstawne;j);

— rbéznicowanie gruczotOw macicznych przez hormony steroidowe wzgledem

przypisanej fazy cyklu oceniono w skali dychotomicznej (0 — prawidlowe réznicowanie

nabtonka gruczolowego, 1 — zaburzenie rdéznicowania nabtonka gruczotowego;
oceniane na podstawie morfologii komorek, potozenia i morfologii jadra
komorkowego);

— cechy nabtonka powierzchniowego endometrium uwzglgdniajace oceng zwyrodnienia
komorek nabtonkowych oceniono w skali dychotomicznej (0 — brak, 1 — obecne; na
podstawie wakuolizacji cytoplazmy, obrzgku komorek, zauwazalnej zmiany
barwliwosci),

— cechy nablonka powierzchniowego endometrium uwzgledniajace ocene ubytkoéw
nabtonka powierzchniowego oceniano w skali dychotomicznej (0 — brak, 1 — obecne);

— wysokos¢ komorek nabtonka powierzchniowego mierzono jako $rednig warto$¢
uzyskana z 3 punktéw pomiarowych (pomiary wykonano z uzyciem oprogramowania
Olympus CellSens Standard);

— zmiany dotyczace naczyn krwionosnych w endometrium oceniano w odniesieniu do
obecnosci rozstrzeni naczyn w skali dychotomicznej (0 — brak, 1 — obecna; na
podstawie oceny $rednicy naczyn krwionosnych zlokalizowanych w endometrium

I blonie podsluzowej);
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— zmiany dotyczgce naczyn krwiono$nych w endometrium oceniano w odniesieniu do
obecnosci  wildknienia okotonaczyniowe i przebudowa $ciany naczyn w skali
dychotomicznej (0 — brak, 1 — obecne; na podstawie grubo$ci Sciany i gromadzenia
warstw wtokien kolagenowych po zewngtrznej stronie $ciany);

— nasilenie nacieku zapalnego oszacowano poprzez ocene¢ liczby wszystkich komorek
zapalnych w endometrium (skala porzadkowa, z uwzglednieniem mozliwego
niewielkiego nacieku limfocytarnego, 0 — brak nacieku, 1 — niewielki naciek,
pojedyncze komorki zapalne w polu widzenia, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny
naciek zapalny). Analogiczng skal¢ przyjeto przy ocenie poszczegodlnych typow
komorek zapalnych w endometrium — neutrofili, limfocytow, makrofagéw i eozynofili,

z uwzglednieniem réznic w mozliwo$ci wystgpowania typow komorek w endometrium.

4.5. Reakcja lancuchowa polimerazy
4.5.1. 1zolacja RNA

Fragmenty endometrium poddano homogenizacji mechanicznej w aparacie
MagNA Lyser (Roche, Stany Zjednoczone) z uzyciem kulek ceramicznych MagNA
Lyser Green Beads (Roche, Szwajcaria) i jednofazowego roztworu fenolu i tiocyjaniny
guanidyny (TRI Reagent, Molecular Research Center, Stany Zjednoczone). Nastepnie
probki zmieszano z chloroformem w celu rozdzielenia homogenatu na faz¢g wodna
i organiczng. Faze wodng, zawierajaca RNA, przeniesiono do nowych, sterylnych
probowek i poddano wytraceniu. Kwas rybonukleinowy wytragcano za pomocg
izopropanolu.  Nastgpnie pellet zawierajacy RNA  poddano  oczyszczaniu
z wykorzystaniem alkoholu etylowego i wodzy wolnej od RNAz.

Probki zawierajace RNA poddano analizie ilo$ci oraz analizie czystosci kwasu
rybonukleinowego z uzyciem spektofotometru (NanoDrop Lite, ThermoScientific,

Stany Zjednoczone). Uzyskane probki opisano i zamrozone w -80°C.

4.5.2. llosciowa reakcja lancuchowa polimerazy

Jako geny referencyjne wykorzystano: gen kodujacy podjednostke A
dehydrogenazy bursztynianowej (ang. succinate dehydrogenase complex, subunit A
gene, SDHA) oraz gen kodujacy dehydrogenaze¢ aldehydu 3—fosfoglicerynowego (ang.
glyceraldehyde 3—phosphate dehydrogenase gene, GADPH).

W celu wykonania ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (ang. real-time

polymerase chain reaction, qPCR) i zbadania ekspresji gendéw SDHA, GADPH, TGFB1,
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ACTA2, MKI67, IGF1, PDGFRA, THY1, ESR1, PGR w poszczeg6lnych probkach uzyto
zestawu TagMan™ RNA-to-CT™ 1-Step Kit (Thermofisher Scientific, Stany
Zjednoczone) oraz sond TagMan™: Ec03470487 ml (SDHA), Ec03210916 gH
(GADPH), Ec03468030_m1 (TGFB1), Ec07040967_ml (ACTA2), Ec07039069 gl
(MKI167), Ec03468688_ml1 (IGF1), Ec06993305 ml (PDGFRA), Ec03470737_m1l
(THY1), Ec03467534_ml (ESR1), Ec03469694 s1 (PGR). Wykorzystane sondy
znakowane 5(6)-karboksyfluoresceing (ang. Fluorescein amidites, FAM).

Badanie gqPCR wykonano w termocyklerze z funkcjg detekcji w czasie
rzeczywistym (Light Cycler 480 I1l, Roche, Stany Zjednoczone). Dla kazdego genu
I probki wykonano 3 powtdrzenia w celu weryfikacji specyficznosci reakcji. Proces
gPCR i ocen¢ ekspresji badanych genow obejmowat: odwrotng transkrypcje (ang.
reverse transcription, Rt step) w temperaturze 48° C, aktywacj¢ polimerazy w 95° C
przez 10 minut, denaturacj¢ (95° C 15 sekund), sekwencj¢ 40 jednominutowych cykli
przylaczania starterow w 60° C oraz detekcje sygnatu. Do analizy wynikow
wykorzystano oprogramowania przypisanego do uzytego termocyklera (Lightcycler 480
software 1.5.1.62).

4.5.3. Analiza wzglednej ekspresji mMRNA

Geny SDHA i GADPH, oznaczone jako geny referencyjne, wykorzystano
do obliczenia zmiany wzglednej ekspresji pozostatych badanych genow. Uzyskane
wartosci Ct poddano analizie z zastosowaniem metody 24, W pierwszym kroku
usredniono Wartosci z powtorzen poszczegdlnych gendow. Nastepnie od wartosci Ct
badanych gen6éw odjg¢to warto$ci usrednionego Ct gendw referencyjnych, dajac wartosé
ACt. Dla uzyskanych w ten sposob warto$ci z probek zaklasyfikowanych do kategoria |
endometrozy (grupy kontrolnej) zostata $rednig, ktora w kolejnym kroku odjeto
od warto$ci uzyskanych dla poszczegdlnych probek (AACt). Ostateczny wynik
uzyskano przez podniesienie 2 do potegi -AACt. Uzyskane wyniki ilosciowe
reprezentowaty  krotno$¢ zmiany ekspresji badanych genéw w  probkach
reprezentujacych kategorie i+, IIA, IIB i III endometrozy wzgledem ekspresji badanych

genoéw w grupie kontrolne;j.

4.6. Analiza statystyczna
Analize statystyczng wykonano w programie IBM SPSS Statistics 29. Cele
analizy statystycznej uwzgledniaty: a) testowanie roznic w ekspresji badanych genow
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W poszczegbdlnych kategoriach endometrozy KD; b) testowanie réznic w ekspresji
badanych gendéw wzgledem wystepowania poszczegolnych zmian histopatologicznych
zwigzanych z morfologig tkanek i naciekiem zapalnym; c) ocene korelacji pomi¢dzy
ekspresjami  badanych genow; d) okreslenie zaleznosci pomigdzy cechami
histopatologicznymi, a kategorig endometrozy KD; e) okreslenie zaleznosci pomiedzy
wystepowaniem poszczegdlnych cech histopatologicznych w badanych skrawkach.

Dla danych ilosciowych sprawdzono zgodno$¢ z rozktadem normalnym
z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka. Ze wzgledu na brak zgodnosci z rozktadem
normalnym, w analizie statystycznej zastosowano testy nieparametryczne, a do opisu
zmiennych ilosciowych uzyto wartosci dla pierwszego kwartyla, mediany i trzeciego
kwartyla (Q1, Me, Q3). Do poréwnania rozktadu zmiennej] w dwoéch grupach uzyto
testu Manna—Whitney'a. W przypadku poroéwnania rozktadu w trzech i wigcej grupach
wykorzystano test Kruskalla—Wallisa. W przypadku braku réznic pomigdzy grupami
przedstawiono wyniki dla wszystkich probek tacznie.

W ocenie korelacji miedzy ekspresjami badanych gendéw zastosowano
wspotczynnik korelacji rho—Spearmana (p). W przypadku stwierdzenia istotnych
statystycznie korelacji, wartosci w zakresie £0,1-0,29 okreslono jako stabg korelacje,
+0,3-0,59 jako umiarkowang korelacje, £0,6-0,79 jako silng korelacje, a +0,8—1 jako
bardzo silng korelacje (Akoglu, 2018). W ocenie zalezno$ci pomiedzy
dychotomicznymi cechami histopatologicznymi zastosowano wspotczynnik phi (o).
W przypadku stwierdzenia istotnych statystycznie korelacji, wartosci w zakresie +0,1—
0,19 okreslono jako stabg korelacje, +£0,2—0,39 jako umiarkowang korelacje, +0,4-0,59
jako silng korelacje, a +£0,6—1 jako bardzo silng korelacje (Rea & Parker, 2014).
W ocenie zalezno$ci pomiedzy cechami histopatologicznymi, dla ktorych przynajmniej
jedna z cech byta zmienna porzadkowa i przyjmowata wiecej niz dwie wartosci,
zastosowano statystyke Tau—Kendalla (t). W przypadku stwierdzenia istotnych
statystycznie korelacji, wartosci w zakresie £0,07-0,2 okreslono jako stabg korelacje,
+0,21-0,42 jako umiarkowang korelacje, £0,43-0,6 jako silng korelacje, a +£0,61-1 jako
bardzo silng korelacje (Gilpin, 1993).
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5. Przedstawienie i omowienie wynikéw
5.1. Statystyka opisowa zmiennych jako$ciowych

Wsrod badanych wycinkow btony Sluzowej macicy klaczy 21% probek
zakwalifikowano do kategorii |1 endometrozy (rycina 1A), 15% probek do kategorii I+
endometrozy (rycina 1B), 24% probek do kategorii 1A endometrozy (rycina 1C), 19%
probek do kategorii IIB endometrozy (rycina 1D), a 21% probek do kategorii 11l
endometrozy (rycina 1E). Dystrybucj¢ probek w kolejnych kategoriach endometrozy

zestawiono w tabeli 1.

Rycina 1. Obraz mikroskopowy btonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako kategoria
I (A), I+ (B), IIA (C), IIB (D) i Il (E) zgodnie ze zmodyfikowang klasyfikacja
endometrozy Kenneya—Doiga. Barwienie HE. Mikroskop $wietlny, powigkszenie
okularu x10; powiekszenie obiektywu x4-40.
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Tabela 1. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek blonie
Sluzowej macicy klaczy w kolejnych kategoriach endometrozy klasyfikowanej

wg. Kenneya—Doiga (KD) (kategorie I, IIA, 1IB, 1 III) zuwzglgdnieniem dodatkowej

kategorii I+.
Kategoria KD N %
I 10 21
I+ 7 15
A 11 24
1B 9 19
" 10 21

Zwyrodnienie gruczotéw macicznych stwierdzono w 70% probek, w tym
ogniskowe zwyrodnienia gruczotéw lub grup gruczotdow w 51% probek (rycina 2B)
oraz nasilone zwyrodnienie dotyczace znaczacego odsetka gruczotéw macicznych w
19% probek (rycina 2C). Brak zwyrodnienia gruczotéw macicznych stwierdzono w
30% probek (rycina 2A). Dystrybucje probek w kolejnych grupach reprezentujacych

nasilenie zwyrodnienia gruczotéw macicznych zestawiono w tabeli 2.

68



Rycina 2. Obraz mikroskopowy btonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A), 1
(B) i 2 (C) w skali 0-2 nasilenia zwyrodnienia gruczotdéw macicznych zostato.
Barwienie HE. Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie
obiektywu x4-40.

Tabela 2. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzglgdem catkowitej n=47) probek btonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych nasilenie zwyrodnienia

gruczolow macicznych.

Zmienna Skala n %
0 14 30
Zwyrodnienie
y 24 51
gruczotow
2 9 19

Przypisy: nasilenie zwyrodnienia gruczotéw macicznych zostato ocenione w skali 02
reprezentujgcej: 0 — brak zwyrodnienia, 1 — ogniskowe zwyrodnienie gruczolow/grup
gruczotéw, 2 — nasilone zwyrodnienie dotyczace znaczacego odsetka gruczotow

macicznych.
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Obecnos¢ ognisk wioknienia okotogruczotowego stwierdzono w 49% probek
(rycina 3B), a ich brak w 51% probek (rycina 3A). Dystrybucje probek w kolejnych
grupach reprezentujacych obecno$¢ ognisk wtoknienia okotogruczotowego zestawiono

w tabeli 3.

Rycina 3. Obraz mikroskopowy btonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A) i 1
(B) w skali dychotomicznej obecno$ci wtoknienia okotogruczotowego. Barwienie HE.

Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 3. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzglgdem catkowitej n=47) probek btonie
Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych obecnos$¢ ognisk

wloknienia okotogruczotowego.

Zmienna skala n %
Ogniska wtoknienia 0 24 51
okologruczotowego 1 23 49

Przypisy: nasilenie zwyrodnienie gruczotdéw macicznych zostalo ocenione w skali
dychotomicznej reprezentujacej: 0 — brak widknienia okologruczotowego, 1 — obecnos¢

wloknienia okotogruczotowego.

Obecnos¢ aktywnych metabolicznie fibroblastow stwierdzono w 38% probek
(rycina 4B) podczas gdy obecno$¢ nieaktywnych metabolicznie fibroblastow
stwierdzono w 62% probek (rycina 4A). Dystrybucj¢ probek w kolejnych grupach

reprezentujgcych aktywnos¢ fibroblastow zestawiono w tabeli 4.
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Rycina 4. Obraz mikroskopowy btonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A) i 1
(B) w skali dychotomicznej aktywnosci fibroblastoéw. Barwienie HE. Mikroskop
swietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 4. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek btonie

Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych aktywnos¢

fibroblastow.

Zmienna skala n %
Aktywno$¢ 0 29 62
fibroblastow 1 18 38

Przypisy: aktywno$¢ fibroblastow zostala oceniona w skali dychotomicznej

reprezentujacej: 0 — brak aktywnosci fibroblastow, 1 — aktywno$¢ fibroblastow.

Cechy niszczenia blony podstawnej gruczotéw macicznych stwierdzono w 32%
probek (rycina 5B), a cigglos¢ blony podstawnej gruczotdw macicznych w 68% probek
(rycina 5A). Dystrybucje probek w kolejnych grupach reprezentujacych niszczenie

btony podstawnej gruczotéw macicznych zestawiono w tabeli 5.

71



Rycina 5. Obraz mikroskopowy blonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A) i 1
(B) w skali dychotomicznej niszczenia btony podstawnej gruczotdéw macicznych.
Barwienie HE. Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie

obiektywu x4—-40.

Tabela 5. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek btonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych niszczenie blony

podstawnej gruczotéw macicznych.

Zmienna skala n %
Niszczenie blony 0 32 68
podstawnej 1 15 32

Przypisy: niszczenie blony podstawnej gruczoldw macicznych zostato ocenione w skali
dychotomicznej reprezentujacej: 0 — brak niszczenia btony podstawnej, 1 — niszczenie

btony podstawne;.

Zaburzenie réznicowania nablonka gruczolowego stwierdzono w 34% probek
(rycina 6B), a jego prawidtowe réznicowanie w 66% probek (rycina 6A). Dystrybucje
probek w kolejnych grupach reprezentujacych zaburzenie réznicowania nabtonka

gruczotowego zestawiono w tabeli 6.
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Rycina 6. Obraz mikroskopowy blonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A) i 1
(B) w skali dychotomicznej zaburzenia rdéznicowania nabtonka gruczotowego.
Barwienie HE. Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie
obiektywu x4—40.

Tabela 6. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzglgdem catkowitej n=47) probek btonie
Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych zaburzenie

réznicowania nabtonka gruczotowego.

Zmienna skala n %
Zaburzenie 0 31 66
réznicowania 1 16 34

Przypisy: zaburzenie réznicowania nablonka gruczolowego zostalo ocenione w skali
dychotomicznej reprezentujacej: 0 — prawidtowe réznicowanie nabtonka gruczotowego,

1- zaburzenie r6znicowania nabtonka gruczotowego.

Ubytek nabtonka powierzchniowego stwierdzono w 30% probek (rycina 7B)
podczas gdy ciagglo$¢ nabtonka powierzchniowego stwierdzono w 70% probek (rycina
7A). Dystrybucje probek w kolejnych grupach opisujacych obecno$¢ ubytkoéw nabtonka

powierzchniowego zestawiono w tabeli 7.
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Rycina 7. Obraz mikroskopowy blonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A) 1 1
(B) w skali dychotomicznej ubytku nabtonka powierzchniowego. Barwienie HE.

Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 7. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek blonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych ubytek nabtonka

powierzchniowego.

Zmienna skala n %
Ubytki nabtonka 0 33 70
powierzchniowego 1 14 30

Przypisy: ubytek nabtonka powierzchniowego zostat oceniony w skali dychotomiczne;j

reprezentujacej: 0 — brak ubytku, 1 — obecnos¢ ubytku.

Zwyrodnienie nabtonka powierzchniowego stwierdzono w 60% probek (rycina
8B), a jego prawidlowa budowe w 40% probek (rycina 8A). Dystrybucj¢ probek w
kolejnych grupach reprezentujacych zwyrodnienie nabtonka powierzchniowego

zestawiono w tabeli 8.
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Rycina 8. Obraz mikroskopowy blonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A) i 1
(B) w skali dychotomicznej zwyrodnienia nabtonka powierzchniowego. Barwienie HE.

Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 8. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek blonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych zwyrodnienie nabtonka

powierzchniowego.

Zmienna skala n %
Zwyrodnienie 0 19 40
nabtonka

1 28 60

powierzchniowego

Przypisy: zwyrodnienie nabtonka powierzchniowego =zostalo ocenione w skali

dychotomicznej reprezentujacej: 0 — brak zwyrodnienia, 1 — obecnos¢ zwyrodnienia.

Wioknienie okotonaczyniowe stwierdzono w 43% probek (rycina 9B),
a prawidtowa strukture przestrzeni okotonaczyniowych w 57% probek (rycina 9A).
Dystrybucje  prébek w  kolejnych  grupach  reprezentujacych  widknienie

okotonaczyniowe zestawiono w tabeli 9.
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Rycina 9. Obraz mikroskopowy blonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A) i 1
(B) w skali dychotomicznej widknienia okotonaczyniowego. Barwienie HE. Mikroskop

swietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4—40.

Tabela 9. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek blonie

Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych wtoknienie

okotonaczyniowe.

Zmienna skala n %
Wiodknienie 0 27 57
okotonaczyniowe 1 20 43

Przypisy: wldknienie okotonaczyniowe zostalo ocenione w skali dychotomiczne;j

reprezentujgcej: 0 — brak widknienia, 1 — obecnos¢ wtoknienia.
Obecnos¢ rozstrzeni naczyn stwierdzono w 60% probek (rycina 10B), a ich brak

w 40% probek (rycina 10A). Dystrybucje probek w kolejnych grupach reprezentujacych

rozstrzen naczyn zestawiono w tabeli 10.
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Rycina 10. Obraz mikroskopowy btonie §luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A) i
1 (B) w skali dychotomicznej rozstrzeni naczyn. Barwienie HE. Mikroskop $wietlny,

powickszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4—40.

Tabela 10. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek btonie

sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych rozstrzen naczyn.

Zmienna skala n %
0 19 40
28 60

Rozstrzen naczyn

Przypisy: rozstrzen naczyn zostata oceniona w skali dychotomicznej reprezentujacej: 0

— brak wloknienia, 1 — obecno$¢ wloknienia.

Obecnos$¢ nacieku zapalnego stwierdzono w 85% probek, w tym niewielki
naciek w 34% probek (rycina 11B), umiarkowany naciek w 36% probek (rycina 11C)
I silny naciek w 15% probek (rycina 11D). Rowniez w 15% probek nie stwierdzono
obecnosci nacieku zapalnego (rycina 11A). Dystrybucje probek w kolejnych grupach

nasilenie nacieku zapalnego zestawiono w tabeli 11.
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Rycina 11. Obraz mikroskopowy btonie $luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A),
1(B), 2 (C)i 3 (D) w skali 0-3 nasilenia nacieku zapalnego. Barwienie HE. Mikroskop
swietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 11. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek btonie

sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach nasilenie nacieku zapalnego.

Zmienna skala n %
0 7 15
Nasilenie nacieku 1 16 34
zapalnego 2 17 36
3 7 15

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostalo ocenione w skali 0—3 reprezentujacej: 0 —

brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek.

Obecno$¢ limfocytarnego nacieku zapalnego stwierdzono w 85% probek, w tym
niewielki naciek limfocytarny w 30% probek (rycina 12B), umiarkowany naciek
limfocytarny w 40% probek (rycina 12C) oraz silny naciek limfocytarny w 15% probek
(rycina 12D). W 15% probek nie stwierdzono obecnosci limfocytarnego nacieku
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zapalnego (rycina 12A). Dystrybucje omawianych probek w kolejnych grupach
zestawiono w tabeli 12.
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Rycina 12. Obraz mikroskopowy btonie $§luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A),
1(B), 2 (C) i 3 (D) w skali 0-3 nasilenia limfocytarnego nacieku zapalnego. Barwienie

HE. Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 12. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzglgdem catkowitej n=47) probek btonie

sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach nasilenie limfocytarnego nacieku

zapalnego.

Zmienna skala n %
0 7 15

Nasilenie nacieku 1 14 30

zapalnego (limfocyty) 2 19 40
3 7 15

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostato ocenione w skali 0—3 reprezentujacej: 0 —

brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek.
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Obecno$¢ makrofagowego nacieku zapalnego stwierdzono w 23% probek,
w tym niewielki naciek makrofagowy w 13% probek (rycina 13B), umiarkowany
naciek makrofagowy w 8% probek (rycina 13C) i silny naciek makrofagowy w 2%
probek (rycina 13D). Natomiast w 77% probek nie stwierdzono obecnosci makrofagéw
(rycina 13A). Dystrybucj¢ omawianych probek w kolejnych grupach zestawiono
w tabeli 13.

Rycina 13. Obraz mikroskopowy btonie sluzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A),
1(B), 2 (C) i 3 (D) w skali 0-3 nasilenia makrofagowego nacieku zapalnego. Barwienie

HE. Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 13. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzglgdem catkowitej n=47) probek btonie

Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach nasilenie makrofagowego nacieku

zapalnego.
Zmienna skala n %
0 36 77
Nasilenie nacieku
I 6 13
zapalnego
) 4 8
(makrofagi)
3 1 2

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostato ocenione w skali 0-3 reprezentujacej: 0 —
brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek.
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Obecno$¢ neutrofilowego nacieku zapalnego roéwniez stwierdzono w 23%
probek, w tym niewielki naciek w 13% probek (rycina 14B), umiarkowany naciek
W 6% probek (rycina 14C) i silny naciek w 4% probek (rycina 14D). Rowniez w 77%
probek nie stwierdzono obecno$ci neutrofili (rycina 14A). Dystrybucje omawianych

probek w kolejnych grupach zestawiono w tabeli 14.

Rycina 14. Obraz mikroskopowy btonie $§luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A),
1(B), 2 (C) i 3 (D) w skali 0-3 nasilenia neutrofilowego nacieku zapalnego. Barwienie

HE. Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 14. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzglgdem catkowitej n=47) probek btonie

Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach nasilenie neutrofilowego nacieku

zapalnego.

Zmienna skala n %
0 36 77

Nasilenie nacieku 1 6 13

zapalnego (neutrofile) 2 3 6
3 2 4

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostalo ocenione w skali 0—3 reprezentujacej: 0 —

brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek.
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Obecno$¢ eozynofilowego nacieku zapalnego stwierdzono w 28% probek.
Niewielki naciek eozynofilowy byt obecny w 17% probek (rycina 15B), umiarkowany
naciek eoznofilowy w 6% probek (rycina 15C), a silny naciek eozynofilowy w 4%
probek (rycina 15D). W 72% probek nie stwierdzono obecnosci eozynofili (rycina
15A). Dystrybucje omawianych probek w kolejnych grupach zestawiono w tabeli 15.

Rycina 15. Obraz mikroskopowy btonie $luzowej macicy klaczy ocenionej jako 0 (A),
1(B), 2 (C) i 3 (D) w skali 0-3 nasilenia eozynofilowego nacieku zapalnego. Barwienie

HE. Mikroskop $wietlny, powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 15. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzglgdem catkowitej n=47) probek btonie

Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach nasilenie eozynofilowego nacieku

zapalnego.
Zmienna skala n %
0 34 72
Nasilenie nacieku
| 8 17
zapalnego
) 3 6
(eozynofile)
3 2 4

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostalo ocenione w skali 0—3 reprezentujacej: 0 —
brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek.
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Badane wycinki btony §luzowej macicy klaczy pobrano odpowiednio w fazie
pecherzykowej cyklu jajnikowego w przypadku 43% probek (rycina 16A) oraz w fazie
lutealnej cyklu jajnikowego w przypadku 57% probek (rycina 16B). Dystrybucje probek

wzgledem faz cyklu zestawiono w tabeli 16.

Rycina 16. Obraz mikroskopowy btonie §luzowej macicy klaczy w fazie pecherzykowe;j
(A) i fazie lutealnej (B) cyklu jajnikowego. Barwienie HE. Mikroskop $wietlny,
powigkszenie okularu x10; powigkszenie obiektywu x4-40.

Tabela 16. Dystrybucja (n, liczba probek; % wzgledem catkowitej n=47) probek blonie
Sluzowej macicy klaczy pobranych w fazie pecherzykowej 1 lutealnej cyklu

jajnikowego.

Zmienna skala n %
pecherzykowa 20 43
Faza cyklu
lutealna 27 57

Przypisy: faza cyklu jajnikowego oceniona w skali dychotomicznej reprezentujacej: 0 —

faze pecherzykowa, 1 — faze lutealna.
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5.2. Statystyka opisowa zmiennych ilosciowych w podziale na kategorie
endometrozy

Porownujac ekspresje mRNA badanych gendw pomiedzy kolejnymi kategoriami
endometrozy, stwierdzono istotnic wyzszg ekspresj¢ TGFB1 w kategorii I+ i IIA niz I
oraz III. Jednocze$nie nie stwierdzono roznic w ekspresji TGFB1 pomigdzy kategoriami
I, 1IB i 1, kategoriami I+, 1A 1 [1B oraz 1A i 11l (tabela 17). Nie stwierdzono istotnych
roznic w ekspresji ACTA2 (tabeli 18), MKI67 (tabela 19), IGF1 (tabela 20), PDGFRA
(tabela 21). Stwierdzono istotnie wyzsza ekspresje THY1 w Kategorii IIA niz I oraz IIB.
Jednocze$nie nie stwierdzono roéznic w ekspresji THY1 pomigdzy kategoriami I, I+, IIB
i Il oraz 1+, 1A i 11l (tabela 22). Nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji ESR1
(tabela 23) oraz PGR (tabela 24) pomig¢dzy kategoriami I, I+, ITIA, IIB i III. Biorgc pod
uwage wysoko$¢ nabtonka powierzchniowego, nie stwierdzono rdéznic pomig¢dzy

kategoriami endometrozy (tabela 25).

Tabela 17. Ekspresja mMRNA TGFB1 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych kategoriach endometrozy klasyfikowanej

wg. Kenneya—Doiga (KD) (kategorie I, IIA, IIB, i III) zuwzglednieniem dodatkowe;j

kategorii I+.

TGFB1 Q1 Me Q3

[

[+P 53,05 107,39 885,59
A 28,69 70,25 386,53
1B 2 1,96 2,38 2,80
s 0,66 5,09 627,92
Lacznie 0,50 5,01 107,39
p 0,04

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami

w indeksie gornym.
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Tabela 18. Ekspresja mRNA ACTA2 (Q1 1 Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w blonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych kategoriach endometrozy klasyfikowanej

wg. Kenneya—Doiga (KD) (kategorie I, IIA, IIB, 1 III) zuwzglednieniem dodatkowe;j

kategorii I+.

ACTA2 Q1 Me Q3

|2

[+2 0,61 2,95 15,98
A2 6,57 31,91 195,47
B2 0,03 0,98 2,30
e 1,39 2,93 15,65
Lacznie 0,61 2,95 23,32
p 0,17

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami w

indeksie gornym.

Tabela 19. Ekspresja mRNA MKI67 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych kategoriach endometrozy klasyfikowanej

wg. Kenneya—-Doiga (KD) (kategorie I, IIA, IIB, i III) zuwzglednieniem dodatkowe;j

kategorii I+.

MKI67 Q1 Me Q3
|2

[+ 1,54 5,83 8,03
IHA? 0,59 1,00 2,47
B2 0,22 0,49 2,21
e 0,71 2,82 12,99
Lacznie 0,35 0,93 6,02
p 0,51

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami

w indeksie gornym.
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Tabela 20. Ekspresja mRNA IGF1 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w blonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych kategoriach endometrozy klasyfikowanej
wg. Kenneya—Doiga (KD) (kategorie I, IIA, IIB, 1 III) zuwzglednieniem dodatkowe;j

kategorii I+

IGF1 Q1 Me Q3
|2

[+2 0,97 1,21 1,95
lHA? 0,01 0,13 18,06
B2 0,03 0,26 0,47
e 0,01 0,02 0,29
Lacznie 0,03 0,37 3,56
p 0,25

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami

w indeksie gornym.

Tabela 21. Ekspresja mMRNA PDGFRA (Q1i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie
Sluzowej macicy klaczy w kolejnych Kkategoriach endometrozy klasyfikowanej

wg. Kenneya—-Doiga (KD) (kategorie I, IIA, IIB, i III) zuwzglednieniem dodatkowe;j

kategorii I+.

PDGFRA Q1 Me Q3
|2

I+2 0,06 0,67 2,25
IHA? 0,03 0,44 3,25
B2 0,07 0,15 1,38
e 0,52 1,62 4,29
Lacznie 0,09 0,74 3,12
P 0,73

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami

w indeksie gornym.
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Tabela 22. Ekspresja mRNA THY1 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie
$luzowej macicy klaczy w kolejnych kategoriach endometrozy klasyfikowanej

wg. Kenneya—Doiga (KD) (kategorie I, IIA, IIB, 1 III) zuwzglednieniem dodatkowe;j

kategorii I+.

THY1 Q1 Me Q3

|2

[+2b 1,40 15,88 48,48
AP 12,12 170,38 419,40
1B 2 0,10 1,09 3,15
112 1,84 19,2 46,67
Lacznie nd nd nd

p 0,04

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami

w indeksie gornym; nd — nie dotyczy.

Tabela 23. Ekspresja mRNA ESR1 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie
sluzowej macicy klaczy w kolejnych Kkategoriach endometrozy klasyfikowanej

wg. Kenneya—-Doiga (KD) (kategorie I, IIA, IIB, i III) zuwzglednieniem dodatkowe;j

kategorii I+.

ESR1 Q1 Me Q3
|2

[+ 1,02 2,93 4,93
A2 0,07 0,91 3,05
B2 0,22 0,41 1,11
e 0,55 2,53 4,33
Lacznie 0,22 1,02 4,33
P 0,67

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami

w indeksie gornym.
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Tabela 24. Ekspresja mRNA PGR (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie
$luzowej macicy klaczy w kolejnych kategoriach endometrozy klasyfikowanej

wg. Kenneya—Doiga (KD) (kategorie I, IIA, IIB, 1 III) zuwzglednieniem dodatkowe;j

kategorii I+.

PGR Q1 Me Q3
|2

[+2 15,04 21,12 33,56
IHA? 1,06 11,45 29,91
B2 0,01 13,80 22,66
e 0,80 6,12 18,95
Lacznie 0,95 6,30 22,93
p 0,31

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami

w indeksie gornym.

Tabela 25. Wysoko$¢ nablonka powierzchniowego (WNP) [um] (Q1 i Q3 — 11 3
kwartyl; Me, mediana) w blonie $luzowej macicy klaczy w kolejnych kategoriach
endometrozy klasyfikowanej wg. Kenneya—Doiga (KD) (kategorie I, 1A, 1B, i IlI)

zuwzglednieniem dodatkowej kategorii I+.

WNP Q1 Me Q3
12 11,0 14,5 16,5
I+ 14,0 16,0 17,0
A2 11,5 14,0 14,0
B2 12,0 12,5 16,0
e 12,0 17,0 20,0
Lacznie 12,0 14,0 17,0
p 0,27

Przypisy: Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami

w indeksie gornym.
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5.3. Statystyka opisowa zmiennych ilosciowych wzgledem zmiennych jakosciowych

Nastegpnie przeprowadzono grupowanie zmiennych ilo§ciowych wzgledem grup
wyznaczanych przez zmienne jako$ciowe, a nastepnie porownano ekspresje badanych
gendéw oraz wysoko$¢ nabtonka powierzchniowego pomiedzy uzyskanymi grupami.
W tabelach od 26 do 33 zestawiono roznice istotne statystycznie. Dla pozostatych grup,
nie stwierdzono réznicy w warto$ciach zmiennych ilosciowych.

W prébkach wykazujacych cechy niszczenia blony podstawnej gruczolow
macicznych stwierdzono istotnie wyzsza ekspresjc TGFB1 i THY1 niz w probkach
w ktorych nie wykazano niszczenia (tabela 26).

Tabela 26. Ekspresja mRNA TGFB1 i THY1 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana)
W blonie §luzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych niszczenie

blony podstawnej gruczotéw macicznych.

Geny skala Q1 Me Q3
0° 0,24 1,22 15,38
TGFB1  1° 36,53 244,57 672,53
p <0,01
0° 0,45 2,03 25,52
THY1 1P 7,78 31,62 194,52
p 0,04

Przypisy: niszczenie btony podstawnej gruczotow macicznych zostato ocenione w skali
dychotomicznej reprezentujacej: 0 — brak niszczenia blony podstawnej, 1 — niszczenie
btony podstawnej. Roznice istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi

literami w indeksie gornym.
W  probkach wykazujacych cechy ubytkow nabtonka powierzchniowego

stwierdzono istotnie nizszg ekspresje MKI67 niz w probkach o prawidtowym nabtonku

powierzchniowym (tabela 27).
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Tabela 27. Ekspresja mRNA MKI167 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie
Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych ubytki nabtonka

powierzchniowego.

Gen skala Q1 Me Q3
02 0,48 2,18 11,11

MKI67 1P 0,20 0,48 0,59
p 0,02

Przypisy: ubytek nabtonka powierzchniowego zostat oceniony w skali dychotomiczne;j
reprezentujgcej: 0 — brak ubytku, 1 — obecnos$¢ ubytku. Réznice istotne statystycznie dla

p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami w indeksie gérnym.

W  probkach objetych naciekiem zapalnym (tabela 28) oraz objetych
specyficznie naciekiem limfocytarnym (tabela 29) stwierdzono istotnie nizszg ekspresje¢
IGF1 w przypadku silnego i umiarkowanego zapalenia niz w probkach prawidtowych.
Jednocze$nie nie stwierdzono réznic pomigdzy niewielkim naciekiem oraz naciekiem
umiarkowanym i silnym, jak rowniez pomigdzy niewielkim naciekiem a probkami

prawidtowymi.

Tabela 28. Ekspresja mRNA IGF1 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie

sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych nasilenie nacieku

zapalnego.

Gen skala Q1 Me Q3
02 1,21 6,49 9,61
12 0,12 0,89 14,49

IGF1 2P 0,02 0,1 0,39
3P 0,01 0,15 0,97
p 0,04

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostato ocenione w skali 0—3 reprezentujacej: 0 —
brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek. Roznice

istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami w indeksie gérnym.
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Tabela 29. Ekspresja mRNA IGF1 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w blonie
Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych nasilenie

limfocytarnego nacieku zapalnego.

Gen skala Q1 Me Q3
02 9,51 9,61 13,84
12 0,23 0,89 5,28

IGF1 20 0,02 0,17 0,47
3b 0,01 0,03 0,97
p 0,03

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostato ocenione w skali 0—3 reprezentujacej: 0 —
brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek. Roznice

istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami w indeksie gornym.

W probkach objetych neutrofilowym naciekiem zapalnym stwierdzono istotnie
nizsza ekspresje IGF1 w przypadku niewielkiego i umiarkowanego zapalenia niz
w probkach prawidlowych. Jednoczesnie nie stwierdzono rdéznic pomigdzy silnym
naciekiem oraz naciekiem umiarkowanym i niewielkim, jak roéwniez pomig¢dzy silnym

naciekiem a probkami prawidlowymi (tabela 30).

Tabela 30. Ekspresja mRNA IGF1 (Q1 i Q3 — 1 i 3 kwartyl; Me, mediana) w btonie
Sluzowej macicy klaczy w kolejnych grupach reprezentujacych nasilenie

neutrofilowego nacieku zapalnego.

Gen skala Q1 Me Q3
02 0,12 0,56 6,99
1b 0,005 0,01 0,18

IGF1 2P 0,004 0,006 0,008
3 0,006 0,14 0,29
p 0,02

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostato ocenione w skali 0-3 reprezentujacej: 0 —
brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek. Roznice

istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami w indeksie gornym.
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W probkach wykazujacych zaburzenie réznicowania nabtonka gruczotowego
stwierdzono obecno$¢ istotnie wyzszego nabtonka powierzchniowego niz w probkach

0 prawidlowo zréznicowanym nabtonku gruczotowym (tabela 31).

Tabela 31. Wysoko$¢ nablonka powierzchniowego (WNP) [um] (Q1 i Q3 — 11 3
kwartyl; Me, mediana) w btonie S$luzowej macicy klaczy w kolejnych grupach

reprezentujgcych zaburzenie roznicowania nablonka gruczotowego.

Cecha skala Q1 Me Q3
0? 11,0 14,0 16,5

WNP 1P 13,0 15,5 20,0
p 0,03

Przypisy: zaburzenie réznicowania nabtonka gruczotowego zostalo ocenione w skali
dychotomicznej reprezentujacej: 0 — prawidlowe rdéznicowanie nabtonka gruczotowego,
1- zaburzenie réznicowania nabtonka gruczotowego. Réznice istotne statystycznie dla

p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami w indeksie gornym.

W prébkach wykazujacych obecnos$¢ rozstrzeni naczyn stwierdzono obecno$¢

istotnie wyzszego nabtonka powierzchniowego niz w prawidlowych probkach (tabela

32).

Tabela 32. Wysoko$¢ nabtonka powierzchniowego (WNP) [um] (Q1 i Q3 — 1 i 3
kwartyl; Me, mediana) w blonie $luzowej macicy klaczy w kolejnych grupach

reprezentujacych rozstrzen naczyn.

Cecha skala Q1 Me Q3
0? 10,5 12,5 15,5

WNP 1P 13,5 17,0 17,5
p 0,02

Przypisy: rozstrzen naczyn zostata oceniona w skali dychotomicznej reprezentujacej: 0
— brak wtoknienia, 1 — obecnos¢ wtoknienia. Roznice istotne statystycznie dla p <0,05

zaznaczono kolejnymi literami w indeksie gérnym.

W probkach objetych limfocytarnym naciekiem zapalnym stwierdzono réwniez

obecnos¢ istotnie wyzszego nabtonka powierzchniowego w przypadku zapalenia
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niewielkiego 1 silnego w poréwnaniu z zapaleniem umiarkowanym. Jednak nie
stwierdzono rdznicy pomig¢dzy zadnym z nasilen zapalenia, a nablonkiem nie objetym

procesem zapalnym (tabela 33).

Tabela 33. Wysoko$¢ nablonka powierzchniowego (WNP) [um] (Q1 i Q3 — 11 3
kwartyl; Me, mediana) w btonie S$luzowej macicy klaczy w kolejnych grupach

reprezentujgcych nasilenie limfocytarnego nacieku zapalnego.

Gen skala Q1 Me Q3
02 11,0 13,5 16,0
12 12,0 15,0 18,0

WNP 2% 10,0 12,0 14,0
3 16,5 17,0 19,0
p 0,009

Przypisy: nasilenie nacieku zapalnego zostalo ocenione w skali 0—3 reprezentujacej: 0 —
brak nacieku, 1 — niewielki naciek, 2 — umiarkowany naciek, 3 — silny naciek. Roznice

istotne statystycznie dla p <0,05 zaznaczono kolejnymi literami w indeksie gornym.

5.4. Korelacje mi¢gdzyklasowe zmiennych ilosciowych i zmiennych jakoSciowych

Nastgpnie zbadano sife 1 kierunek zaleznosci pomiedzy wykazanymi réznicami.
Stwierdzono umiarkowana ujemna korelacj¢ pomiedzy ekspresja IGF1 i nasileniem
endometrozy, wtoknieniem okotonaczyniowym oraz nasileniem nacieku zapalnego
zarOwno rozpatrywanym tacznie jak 1 specyficznie w odniesieniu do zapalenia
limfocytarnego 1 neutrofilowego. Stwierdzono umiarkowang dodatnig korelacje
pomiedzy ekspresja TGFB1 i niszczeniem blony podstawnej. Stwierdzono réwniez
umiarkowang dodatnig korelacje pomigdzy wysoko$cig nabtonka powierzchniowego
I zaburzeniem réznicowania nabtonka gruczotowego oraz obecno$cig rozstrzeni naczyn.
Stwierdzono takze umiarkowang dodatnig korelacj¢ pomiedzy ekspresja MKIG7
I obecnoscia ubytkéw w nablonku powierzchniowym jak 1 ekspresja THY1
I niszczeniem blony podstawnej gruczoldow macicznych. Omawiane korelacje

zestawiono w tabeli 34.
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Tabela 34. Wspoélczynnik korelacji rang Spearmana (p) pomigdzy zmiennymi
iloS§ciowymi (ekspresja mRNA TGFB1, ACTA2, MKI167, IGF1, PDGFRA, THY1, ESR1,

PGR oraz wysokoscig nabtonka powierzchniowego (WNP)) a zmiennymi jako$ciowymi

(cechami histopatologicznymi) w btonie $luzowej macicy klaczy niezaleznie od

kategorii endometrozy.

P p TGFB1 ACTA2 MKI67 IGF1 PDGFRA THY1 ESR1 PGR WNP
] p=-0,40
Kategoria KD p>0,05 p>0,05 p>0,05 001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p=>0,05
p=u,
Zwyrodnienie
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
gruczolow
Ogniska
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
wloknienia
Aktywnos$¢
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
fibroblastow
Niszczenie blony  p =0,54 p=031
) p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
podstawnej p=0,007 p=0,04
Zaburzenie p=032
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
roznicowania p=0,03
Ubytek p=-0,38
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
nablonka pow. p=0,02
Zwyrodnienie
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
nablonka pow.
Wildéknienie p=-0,32
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
okolonaczyniowe p=0,048
p=10,35
Rozstrzen naczyn p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 0.02
p=y,
Nasilenie nacieku p=-0,45
p>0,05 p>0,05 p=>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
zapalnego p=0,004
: p=-047
Limfocyty p>0,05 p>0,05 p>0,05 0.003 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p=>0,05
p=u,
Makrofagi p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
] p=-051
Neutrofile p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
p<0,001
Eozynofile p>0,05 p>0,05 p>0,06 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Faza cyklu p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
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5.5 Korelacje wewnatrzklasowe zmiennych ilosciowych

Nastepnie zbadano site i kierunek zalezno$ci pomigdzy zmiennymi wewnatrz
klasy zmiennych ilosciowych. Stwierdzono bardzo silng dodatnig korelacje pomig¢dzy
ekspresjg THY1 i ACTA2, ekspresja ESR1 i MKI67 oraz ekspresja ESR1 i PDGFRA.
Stwierdzono rowniez silng dodatnig korelacj¢ pomigdzy ekspresja PDGFRA i MKI67,
ekspresja ESR1 i ACTA2 oraz ekspresja ESR1 i THY1. Z kolei umiarkowang dodatnig
korelacje stwierdzono pomiedzy ekspresja MKI67 i ACTA2, ekspresja PDGFRA
i ACTA2 oraz ekspresjag PGR i ACTAZ2; jak rowniez ekspresja MKI67 i THY1, ekspresja
PDGFRA i THY1 oraz ekspresja PGR i THY1. Omawiane korelacje zestawiono w tabeli
35.

Tabela 35. Wspotczynnik korelacji rang Spearmana (p) pomigdzy ekspresja mRNA
TGFB1, ACTA2, MKI67, IGF1, PDGFRA, THY1, ESR1, PGR oraz wysokoscia
nabtonka powierzchniowego (WNP) w blonie §luzowej macicy klaczy niezaleznie

od kategorii endometrozy.

p;p TGFB1 ACTA2 MKI67 IGF1 PDGFRA THY1 ESR1 PGR WNP
TGFB1 X
ACTA2 p>0,05 X
p=0,55
MKI167 p>0,05 X
p<0,001
IGF1 p>0,05 p>0,05 p>0,05 X
p=046 p=0,86
PDGFRA p>0,05 p>0,05 X
p=0,002 p<0,001
p=086 p=0,59 p=0,49
THY1 p>0,05 p>0,05 X
p<0,001 p<0,001 p<0,001
=0,62 =0,86 =0,86 = 0,65
ESR1 p>0,05 P P p>0,05 P P X
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
p=0,33 p =033
PGR p>0,05 p>0,05  p>0,05 p>0,05 p>0,05 X
p=0,048 p=0,047
WNP p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,056 p>0,05 p>0,05 p>0,05 X

5.6 Korelacje wewnatrzklasowe zmiennych jakosciowych
Nastepnie zbadano site 1 kierunek zaleznos$ci pomiedzy zmiennymi wewnatrz
klasy zmiennych jakosciowych. Stwierdzono silng dodatnig korelacje pomigdzy

kategoriag endometrozy i zwyrodnieniem gruczotéw macicznych, obecnosciag ognisk
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wloknienia okologruczotowego, nasileniem nacieku zapalnego oraz nasileniem
limfocytarnego nacieku zapalnego. Stwierdzono rowniez umiarkowana dodatnig
korelacje  pomiedzy  kategoria endometrozy 1 zwyrodnieniem nabtonka
powierzchniowego oraz nasileniem neutrofilowego nacieku zapalnego; jak réwniez
staba dodatnig korelacje pomig¢dzy kategoria endometrozy i nasileniem eozynofilowego
nacieku zapalnego.

Silng dodatnig korelacje stwierdzono pomiedzy zwyrodnieniem gruczolow
macicznych 1 obecno$cig widknienia okotogruczotowego; a takze umiarkowang
dodatnig korelacj¢ pomiedzy zwyrodnieniem gruczotow macicznych i nasileniem
nacieku zapalnego — zaréwno ogdlnym jak i limfocytarnym oraz neutrofilowym. Silng
dodatnia korelacj¢ stwierdzono pomigdzy obecnos$cia wtoknienia okotogruczotowego
i nasileniem limfocytarnego nacieku zapalnego oraz umiarkowang dodatnig korelacje¢
pomigdzy obecnoscig wtoknienia okotogruczotowego i ubytkiem oraz zwyrodnieniem
nabtonka powierzchniowego jak réwniez nasileniem nacieku zapalnego i nasileniem
neutrofilowego nacieku zapalnego. Stwierdzono umiarkowang ujemng korelacje
pomiedzy aktywno$cig fibroblastow 1 nasileniem neutrofilowego nacieku
zapalnego. Stwierdzono umiarkowang dodatnia korelacj¢ pomiedzy zaburzeniem
réznicowania  nablonka  gruczotowego 1  obecno$cig  rozstrzeni  naczyn
oraz makrofagowego nacieku zapalnego; jak rowniez $rednia ujemng korelacje
pomiedzy zaburzeniem roznicowania nablonka gruczotowego 1 zwyrodnieniem
nabtonka powierzchniowego oraz nasileniem neutrofilowego nacieku zapalnego. Silng
dodatnig korelacj¢ stwierdzono pomigdzy ubytkiem 1 zwyrodnieniem nabtonka
powierzchniowego. Umiarkowang  dodatnig  korelacj¢  stwierdzono  pomigdzy
zwyrodnieniem nablonka powierzchniowego i1 nasileniem nacieku zapalnego, zar6wno
w ujeciu ogdlnym jak i w specyficznym odniesieniu do nacieku limfocytarnego,
makrofagowego 1 neutrofilowego. Umiarkowang dodatnig korelacje stwierdzono
rowniez pomigdzy obecnoscig rozstrzeni naczyn 1 nasileniem nacieku zapalnego,
zaro6wno og6lnym jak i makrofagowym. Natomiast w odniesieniu do samego nasilenia
nacieku zapalnego stwierdzono bardzo silng dodatnig korelacje pomigdzy naciekiem
og6lnym 1 limfocytarnym, umiarkowang dodatnig korelacj¢ pomiedzy naciekiem
og6lnym 1 neutrofilowym oraz stabg dodatnig korelacj¢ pomi¢dzy naciekiem ogdlnym
I makrofagowym oraz eozynofilowym; jak réwniez naciekiem limfocytarnym
i neutrofilowym,  limfocytarnym i eozynofilowym  oraz  makrofagowym

I eozynofilowym. Omawiane korelacje zestawiono w tabeli 36.
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Tabela 36. Wspotczynnik korelacji tau ¢ Kendalla (1) lub phi Yula (@) pomiedzy ekspresja kategoria endometrozy oraz cechami
histopatologicznymi w bltonie Sluzowej macicy klaczy.

/9 p () 2 (©) (4) (©) (6) ) (8 9) (10) 11) (12) (13) (14) (15 (16)

(1) Kategoria KD X
(2) Zwyrodnienie T =0,65
gruczolow p<0,001
(3) Ogniska 1=0,72 1=0,77
wloknienia p<0,001 p<0,001

X

(4) Aktywnos¢
fibroblastow p>0.05 p>0.05 p>0.05 X
(5) Niszczenie
blony podstawnej p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 X

(6) Zaburzenie

micowania | P>005  P>0,05  p>0,05  p>0,05 p>005 X

na(;l)oh’ﬁztsgw p>0,05  p>0,05 }'3500633 p>005 p>005 p>0,05  x
8) Zwyrodnienie t=0,38 =0,37 =-0,32 =0,44
(n)ablo)lllka pow. Tp:0,02 p>0,05 q;)ZO,Ol p>0,05 p>0,05 (pp=0,03 ([l))=0,002 X
Of(?l:z;"c';;;ﬁ‘;‘;e 05005 p>0,05 p>005 p>0,05 p>005 p>005 p>005 p>0,05 X
(10);:222““ p>005 p>005 p>005 p>005 p>0,05 (1;32006332 p>0,05  p>005 p>005  x
(11) Nasilenie t=046 t=035 7=041 =039 =035
nacieku zapalnego p<0,001 p<0,001 p=0,004 P>005 =005 p>005  p>0,05 455 P>0.05 5051 X
(12) Limfocyty ;:005331 ;:005‘3(; o a7 pe005 po005 p005  p>0.05 ;:ooégg p>0,05 p>0,05 ;:00631 X
(13) Makrofagi  p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 Tp:(;”ozz 0>0,05 Tp: (;’0232 0>0,05 ;:00632 Tp:g’ozz" 0>0,05 X
. =039 t=032 =025 t=-0,28 1=-0,23 1=0,21 1=0,33 1=0,20
(14) Neutrofile p<0,001 p<0,001 p=0,04 p=0,004 p>0,05 0=0,02 p>0,05 0=0,047 p>0,05 p>0,05 p<0,001  p=0,02 p>0,05 X
L 1=020 =019 t=0,19 7=0,18
(15) Eozynofile 0=0,049 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 =004 p=0047 p=0,047 p>0,05 X

(16) Fazacyklu  p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,056 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 X
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6. Dyskusja
6.1. Zmiana ekspresji TGFB1 i Thyl wzgledem nasilenia endometrozy

Posrod badanych genow, w zaleznosci od przypisanej kategorii KD, stwierdzono
istotne roznice w ekspresji TGFB1 i THY1 pomi¢dzy kategoriami endometrozy.

W kategoriach I+ i 1A, reprezentujacych niewielkie zwyrodnienie, stwierdzono
wyzszg ekspresjc TGFB1 w poréwnaniu do prawidlowego endometrium. Natomiast
w kategoriach 11B i |ll, reprezentujacych umiarkowane i silne zwyrodnienie,
stwierdzono ekspresjc TGFB1 na poziomie wykrywalnym w prawidlowym
endometrium. Warto zauwazy¢, ze TGFP1 jest obecny w tkankach w formie
nieaktywnej (Kim et al., 2018). Z tego wzgledu zwigkszenie produkcji TGFpI,
reprezentowane przez opisany wzrost ekspresji TGFB1, nie jest konieczne do
rozpoczecia i nasilenia widknienia. Jednak produkcja TGFP1 przez makrofagi zwigksza
si¢ pod wptywem bodzca zapalnego (Skarzynski et al., 2020). Stwierdzona wyzsza
ekspresja TGFB1 w kategorii 1+ i kategorii IIA $wiadczy o silniejszym aktywowaniu
makrofagéw na poczatkowym etapie zwyrodnienia endometrium. Pomimo, ze nie
stwierdzono roznic w ekspresji TGFB1 w zaleznosci od intensywnos$ci nacieku
makrofagowego, wydaje si¢, ze aktywacja makrofagow jest bardziej istotna dla wzrostu
produkcji cytokin niz samo zwigkszenie nacieku makrofagowego (Skarzynski et al.,
2020; Szoéstek—Mioduchowska et al., 2019). Dlatego niewielka liczba aktywnych
makrofagéw, mieszczaca si¢ w granicach normy fizjologicznej dla prawidtowego
endometrium bez cech przewleklego stanu zapalnego (McKinnon et al., 2011;
Oddsdéttir, 2007; Schoniger & Schoon, 2020), moze by¢ wystarczajgca do efektywne;j
produkcji TGFB1. Nalezy podkreslic, ze w dodatkowo wydzielonej kategorii I+,
reprezentujacej stabo wyrazone, rozproszone zmiany histopatologiczne zwigzane
z endometroza, stwierdzono najwyzszg ekspresje TGFB1, co sugeruje rolg TGFpB1 jako
czynnika inicjujacego dalsze zmiany zwyrodnieniowe w endometrium. W  kategorii
I1A, reprezentujacej niewielkie zwyrodnienie, stwierdzono rowniez wyzsza ekspresj¢
THY1 w poréwnaniu do prawidlowego endometrium. Natomiast w kategorii I+,
reprezentujacej inicjacj¢ widknienia, oraz kategoriach IIB 1 III, reprezentujacych
progresj¢  zmian, stwierdzono ekspresje THY1 na poziomie stwierdzonym
w prawidtowym endometrium. Uzyskane wyniki sugeruja, ze Thyl, podobnie jak
TGFpB1, odgrywa wigksza role w inicjacji widknienia endometrium w przebiegu
endometrozy niz na podzniejszym jej etapie. Thyl wplywa na interakcje komorek
z integrynami stymulujac ich migracje w tkankach (Hagood, 2019). Z kolei integryny
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biorg udzial w aktywacji latentnego TGFP1, obecnego w tkankach w formie
nieaktywnej (Kim et al., 2018), oraz regulujg aktywnos$¢ receptorow btonowych
(Hagood, 2019; Liu et al., 2017). W dotychczasowych badaniach stwierdzono wicksza
ilos¢ integryn w blonie komoérkowej miofibroblastow (Beaven et al., 2022), stad
rowniez w prezentowanych badaniach Thyl moze w zwickszaé interakcje pomigdzy
komodrkami endometrium. Obserwowany wzrost ekspresji THY1 moze by¢ rowniez
zwigzany 2z nasilonymi interakcjami komorek endometrium z proteoglikanami
zawartymi ECM. W dotychczasowych badaniach wykazano, ze po miejscowym
podaniu enrofloksacyny stwierdzono nasilenie procesu wioknienia w endometrium
klaczy, co wiagze si¢ ze zmianami w produkcji proteoglikanow w ECM (Rodriguez et
al., 2012). Z tego wzgledu, rowniez w tych badaniach mozna taczy¢ wzrost ekspresji
THY1 ze zmianami dotyczacymi bezpostaciowych elementoéw ECM.

Ponadto brak korelacji pomiedzy ekspresja TGFB1 i ekspresja THY1 sugeruje
niezalezne dziatanie TGFB1 i Thyl w endometrium klaczy podczas inicjacji

endometrozy.

6.2. Zmiany ekspresji TGFB1 i Thyl wzgledem zmian histopatologicznych
w endometrium

Istotne roznice w ekspresji TGFB1 i THY1 stwierdzono réwniez pomiedzy
probkami wykazujacymi 1 nie wykazujacymi cech niszczenia btony podstawnej
gruczotéw macicznych. Ekspresja zaréwno TGFB1 jak i THY1 byta istotnie wyzsza
w endometrozie niszczacej niz endometrozie nieniszczace;.

Wyzsza ekspresja TGFB1 w preparatach z zaobserwowanym niszczeniem blony
podstawnej popiera hipoteze moéwiacg o uszkodzeniu blony podstawnej jako inicjalnej
zmianie w endometrozie (Klose & Schoon, 2016). W wyniku uszkodzenia btony
podstawnej dochodzi do naciekania okolicy gruczotéw macicznych przez makrofagi,
ktore po aktywacji rozpoczynajg produkcje cytokin, w tym TGFB1 (Walter et al.,
2001b; Hoffmann et al., 2009b; Skarzynski et al., 2020). Poniewaz nie stwierdzono
réznic w intensywnos$ci nacieku makrofagowego pomie¢dzy endometroza niszczaca
I nieniszczaca oraz korelacji pomiedzy intensywnoscig nacieku makrofagowego
aniszczeniem btony podstawnej nabtonka gruczotowego, mozna przypuszczac,
ze wzrost ekspresji TGFB1 zwigzany w niszczeniem blony podstawnej wynikat

z aktywacji makrofagow (Skarzynski et al., 2020; Szostek—Mioduchowska et al., 2019)
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obecnych fizjologicznie w endometrium, a nie z przewleklego stanu zapalnego
(McKinnon et al., 2011; Oddsdottir, 2007; Schoniger & Schoon, 2020).

Wyzsza ekspresja THY1 w preparatach z zaobserwowanym niszczeniem btony
podstawnej moze wynika¢ z obecno$¢ sktadnikéw blony podstawnej w ECM, ktore
zwigkszaja nasilenie interakcji miedzy fibroblastami, leukocytami i ECM
za posrednictwem Thyl (Yang et al., 2020). Jednak brak korelacji pomig¢dzy obecnoscia
cech histopatologicznych niszczenia btony podstawnej a nasileniem nacieku zapalnego
sugeruje, ze interakcja ta odbywa si¢ zakresie aktywnos$ci leukocytow obecnych
fizjologicznie w endometrium (McKinnon et al., 2011; Schoniger & Schoon, 2020).
Obserwowany wzrost ekspresji THY1 moze mie¢ zwiazek z nasileniem przekaznictwa
migdzy komodrkami poprzez pecherzyki zewnatrzkomodrkowe. Stad, w okresie inicjacji
zmian zwigzanych z endometroza 1 nasileniem wymiany pecherzykéw miedzy
komorkami obserwowany wzrost produkcji Thyl jest uzasadniony (Yang et al., 2020).
Uszkodzenie btony podstawnej nabtonka gruczotowego moze tez przyczyniaé si¢ do
wigkszego kontaktu miedzy komorkami — nabtonkowymi i fibroblastami — a ECM, co
wigze si¢ z nasilonymi interakcjami z integrynami i rowniez moze thtumaczy¢ uzyskane
wyniki (Jasinski et al., 2022a). Z drugiej strony, zwigkszenie produkcji Thyl moze by¢
ochronng reakcjg endometrium na zachodzace w nim pod wptywem TGFB1 zmiany
(Liu et al,, 2017). W takim przypadku endometrium objete bardziej nasilonym
zwyrodnieniem zmniejszaloby zdolnos¢ do ograniczania widknienia, co mogtoby
odpowiadac za progresje zmian.

Wyzsza ekspresja THY1 w endometrozie niszczace] wspotwystepujaca z wyzsza
ekspresja TGFB1, nie zostata poparta korelacja pomigdzy ekspresja TGFBL1 i ekspresja
THY1, co sugeruje ich niezalezng regulacje w reakcji na uszkodzenie btony podstawne;.
Jednak wykazane dodatnie korelacje pomigdzy obecnoscig niszczenia btony podstawne;j
nabtonka gruczotowego i ekspresja THY1 oraz ekspresja TGFB1 wskazuja na ich istotng
role w regulacji 1/lub odpowiedzi na niszczenie nablonka gruczolowego. Jednak
wykazane korelacje i wzrost ekspresji TGFB1 i THY1 w endometrozie niszczacej
nie wyjasnia przyczyny uszkodzenia blony podstawnej nabtonka gruczotowego.
Uszkodzenie btony podstawnej moze by¢ wynikiem dziatania komodrek zapalnych lub
zmian mechanicznych w endometrium poddawanym cyklicznej regulacji (Centeno et
al., 2024, Mansour et al., 2003). Subpopulacja makrofagow M2, odpowiedzialna

za produkcje TGFB1, hamuje proces zapalny i stymuluje procesy regeneracyjne. Jednak
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ich przekaznictwo wydaje si¢ silniej oddzialywa¢ na komoérki zrgbu niz komorki

nabtonka gruczotowego (Kim et al., 2018).

6.3. Regulacja ekspresji i rola TGFB1 i Thyl w przebiegu endometrozy

Chociaz wptyw Thyl na transformacj¢ fibroblastow w miofibroblasty nie
jestjasny, stwierdzona bardzo silna dodatnia korelacja miedzy ekspresja THY1
a ekspresjg ACTA2 sugeruje, ze poza Thyl moze by¢ kolejnym waznym czynnikiem
wptywajacym na fenotyp komorek zrebu w endometrium. Podwyzszona ekspresja
aSMA jest jedng z cech charakterystycznych endometrozy ze wzgledu na obecno$¢
miofibroblastow 1 zwickszenie ilosci elementéw cytoszkieletu w komorkach
nabtonkowych (Klose & Schoon, 2016; Széstek—Mioduchowska et al., 2023). Jednak
w omawianych badaniach nie stwierdzono roznic w ekspresji ACTA2 w zaleznosci
od nasilenia endometrozy. Brak istotnych réznic moze wynikac¢ z ograniczen protokotu
doswiadczenia, ktéry zakladat pomiar ekspresji gendéw, w tym ACTAZ2 kodujacego
aSMA (Gadbail et al., 2018). W zrealizowanym do$wiadczeniu nie byta mierzona ilos¢
aSMA obecnego w endometrium, a jedynie ekspresj¢ genu, wigc nie mozna wykluczy¢,
ze badane probki spetniaty zalozenia dotyczace transformacji fibroblastow
w miofibroblasty w przebiegu endometrozy (Klose & Schoon, 2016; Szdstek—
Mioduchowska et al., 2023). Uzyskane wyniki wskazuja na potrzebe kontynuowania
badan nad rolg Thyl w regulacji transformacji fibroblastoéw na bardziej rozbudowanym
modelu doswiadczalnym.  Chociaz Thyl odgrywa rol¢ przede wszystkim
w hamowaniu apoptozy, stwierdzono umiarkowang dodatnig korelacje pomigdzy
ekspresja THY1 a ekspresja MKI67. Poniewaz Thyl reguluje réwniez réznicowanie
komorek, obserwowana korelacja moze wskazywa¢ na zmniejszenie stopnia
specjalizacji komorek, a co za tym idzie zwigkszenie potencjatu do podziatow
komorkowych (Fiore et al., 2018; Hagood, 2019).

Umiarkowana dodatnig korelacje stwierdzono rowniez miedzy ekspresja THY1
a ekspresja PDGFRA, co moze wskazywaé na wspotdziatanie Thyl 1 aktywacji
PDGFRo w utrzymaniu populacji fibroblastéw. Populacja fibroblastow, utrzymywana
za posrednictwem aktywacji PDGFRa (Cheng et al., 2024), zaleznego od Thyl
hamowania apoptozy i zaleznej od Thyl stymulacji proliferacji (Yang et al., 2020)
moze aktywnie deponowac biatka do ECM (Di et al., 2024). Z drugiej strony, biorac
pod uwage dimeryzacje PDGFR pod wplywem obecnosci ligandu (Klinkhammer et al.,
2018) i interakcje Thyl z integrynami wplywajgcymi na konformacj¢ receptoréw
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btonowych (Hagood, 2019) mozna podejrzewac, ze Thyl wspotodpowiada za laczenie
si¢ monomerdw PDGFR 1 aktywacje szlakow zwigzanego z aktywacja receptora.

Sugerowane ochronne dziatanie Thyl w endometrium klaczy w poczatkowym
etapie endometrozy wspiera silna dodatnia korelacja stwierdzona miedzy eckspresja
THY1 i ekspresja ESR1. Wykazana zalezno$¢ $wiadczy o utrzymaniu funkcjonalnosci
I cyklicznej regulacji endometrium przy wigkszej produkcji Thyl. Z drugiej strony, jako
ze wzrost ekspresji dotyczy poczatkowego etapu zwyrodnienia, odnotowana korelacja
moze by¢ wynikiem wigkszej ekspresji THY1 w endometrium o zachowanej jeszcze
strukturze. Estradiol moze zwigkszaé stopien interakcji migdzy komorkami zrebu
a komorkami nabtonka gruczotowego, zwicksza tez produkcje ER, stad wykazana
korelacje mozna tlumaczy¢ wplywem estrogenéw na integralno$¢ endometrium
(Aupperle et al., 2000). We widknieniu watroby u ludzi estrogeny reguluja dziatanie
integryn poprzez zmniejszenie ekspresji ich genéw (Nataraj et al., 2024).
W endometrozie klaczy nie badano dotad wplywu estrogendw na produkcje integryn.
Dlatego uzyskane wyniki ostroznie sugeruja, ze podobnie jak u ludzi réwniez u klaczy
estrogeny regulujg dziatanie integryn w przebiegu widknienia, a komorki endometrium
dazac do utrzymania statego poziomu interakcji z integrynami, wobec zmniejszenia
ilosci integryn odpowiadaja zwigkszeniem produkcji Thyl we wczesnym rozwoju
choroby. W umiarkowanej i znacznej endometrozie zdolno$¢ komorek endometrium do
produkcji Thyl moze by¢ zaburzona, stad brak podwyzszonej ekspresji THY1 wraz
Z progresja zmian.

Biorgc pod uwagg, ze estrogeny stymulujg rowniez produkcje PR (Thompson et
al., 2020), obserwowana umiarkowana dodatnia korelacja miedzy ekspresja THY1
a ekspresja PGR moze wynika¢ z wzajemnej regulacji na linii estrogeny—progesteron.
W dostepnej literaturze nie znaleziono bowiem danych wskazujacych na potencjalng
zalezno$¢ pomigdzy Thyl 1 progesteronem zaréwno u koni jak 1 u innych gatunkow, tak
w endometrium jak 1 w innych narzadach podlegajacych widknieniu.

Brak korelacji pomigdzy badanymi markerami a ekspresja TGFB1 moze
wskazywaé na brak zwigzku pomigdzy wzmozong produkcja TGFB1 a proliferacja,
transformacjg 1 przezyciem rezerwy fibroblastow oraz wynikajaca z aktywnosci
fibroblastow przebudowa ECM lub udziatu aktywacji latentnego TGFB1 w tych
procesach (Kim et al., 2018). U ludzi wykazano, ze TGF stymuluje produkcje innych
czynnikdw wzrostu nasilajacych wioknienie, w tym PDGF (Beaven et al., 2022).
W zwigzku z tym w endometrium klaczy, wobec zwigkszonej ekspresji TGFB1
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w umiarkowanej endometrozie, mozna oczekiwac réwniez wigkszej ilosci PDGF. Brak
korelacji pomiedzy ekspresja TGFB1 a ekspresja PDGFRA nie wyklucza sugerowanych
zatozen, bowiem produkowane PDGF moze wywotywa¢ efekt biologiczny
za posrednictwem receptora PDGFRa wystepujacego w endometrium w niezmienione;j
ilosci. Efekt ten wydaje si¢ by¢ specyficzny gatunkowo, poniewaz u ludzi aktywacja
PDGFRa skutkuje zmniejszeniem aktywnosci MMP1 (Kim et al., 2021), natomiast
w endometrium klaczy TGFB1 zwigksza produkcje MMP1 (Széstek—Mioduchowska et
al., 2020b). Ponadto w przypadku nasilonej endometrozy produkcja MMPL1 jest niska
(Centeno et al., 2024). Mozna wigc przypuszczaé, ze spadek produkcji MMP1
w endometrium nie wynika tylko z potwierdzonego w badaniach dziatania PGF2a
(Szostek—Mioduchowska et al., 2020c), ale rowniez z aktywacji PDGFRo zwigzanej
ze stymulowanym przez TGFB1 wzrostem produkcji PDGF. Aktywacja PDGFRa wigze
si¢ rowniez ze zwigkszeniem ilosci kwasu hialuronowego w gruczole mlekowym myszy
I wzrostem ekspresji genu dla syntazy kwasu hialuronowego 1 w zlokalizowanych
w nim fibroblastach (Hammer et al., 2017). W endometrium klaczy, w endometrozie
o niewielkim nasileniu, stwierdzono aktywowany za posrednictwem szlaku NFkB
wzrost ekspresji genu dla syntazy kwasu hialuronowego 1 (Jasinski et al., 2021; Jasinski
et al., 2022a). Mozna przypuszczaé, podobnie jak w przypadku MMP1, ze aktywacja
szlaku NFkB zwickszajaca ekspresje genu dla syntazy kwasu hialuronowego 1 wynika
z aktywacji PDGFRa zwigzanej ze stymulowanym przez TGFB1 wzrostem produkcji
PDGF.

Rowniez brak korelacji pomigdzy ekspresja TGFBL1 a ekspresja ESR1 i PGR
moze wynika¢ zar6wno z niezaleznej humoralnej i hormonalnej regulacji progres;ji
endometrozy (Jasinski et al. 2022) jak i z ograniczen protokotu do$wiadczenia.
W ludzkich  nowotworach, estrogeny hamuja  transformacj¢  fibroblastow
w miofibroblasty oraz produkcje kolagenu poprzez hamowanie przekaznictwa TGFp1
zwigzanego z SMAD?2 (Jiang et al., 2015). U klaczy w przebiegu endometrozy mozna
natomiast zaktada¢ dwojaki kierunek zmian. Z jednej strony zwyrodnienie endometrium
wigze si¢ ze spadkiem ekspresji ERa (Szostek—Mioduchowska et al., 2022), natomiast
z drugiej strony zmniejszenie efektu dziatania estrogendw moze skutkowaé progresja
wioknienia (Jiang et al., 2015). W obydwu przypadkach, uzyskane wyniki wskazujg
potrzebeg dalszych badan nad rola TGFB1 i Thyl w patogenezie endometrozy.
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6.4. Zmiany ekspresji MK167 wzgledem zmian histopatologicznych w endometrium

Ekspresja MKI67 byla istotnie nizsza w endometrozie przebiegajacej z ubytkami
nablonka powierzchniowego niz przy zachowanej jego ciagglosci. W nabtonku
0 zaburzonej morfologii, zwigzanej ze zwyrodnieniem komorek, ekspresja Ki67
zmniejsza si¢ (Dhaval, 2015). Wyniki te wspiera dodatkowo staba ujemna korelacja
wykazana pomiedzy ekspresja MKI67 a obecnoscia ubytkdw nabtonka
powierzchniowego. Uzyskane wyniki wskazujg na nizszg produkcje biatka jadrowego
Ki67 w uszkodzonym nabtonku powierzchniowym 1 nizsza zdolnoscig komorek
do proliferacji (Kohne et al., 2024). W prawidlowym endometrium klaczy ekspresja
Ki67 w nabtonku powierzchniowym jest najnizsza w fazie lutealnej cyklu jajnikowego
(Gerstenberg et al., 1999). Prawdopodobnie mozliwos$ci regeneracyjne nabtonka w tej
fazie cyklu sa nizsze, co wigze si¢ z wigkszym ryzykiem wystgpienia bodzcow
uszkadzajacych w fazie pecherzykowej cyklu (Schoniger et al., 2018). Uzyskane wyniki
sugeruja, ze w dalszych badaniach nad niszczeniem nablonka powierzchniowego
W endometrium objetym zwyrodnieniem nalezy bra¢ pod uwage potencjalne
zmniejszenie regeneracji nabtonka z uwzglednieniem faz cyklu jajnikowego. Badanie
ekspresji Ki67 w endometrium klaczy moze by¢ wykorzystane do oceny zdolnoSci
endometrium do regeneracji. Z drugiej strony, dzialanie czynnika uszkadzajgcego
powodujacego zwyrodnienie i obumieranie komodrek nablonka powierzchniowego moze

powodowac zmniejszenie zdolnosci tych komorek do podziatow (Jischa et al., 2008).

6.5. Regulacja ekspresji i rola Ki67 w przebiegu endometrozy

Umiarkowana dodatnia korelacja migdzy ekspresja MKI67 a ekspresja ACTA2
moze sugerowa¢ zwiekszong proliferacje fibroblastow o wigkszej ekspresji elementow
cytoszkieletu. Chociaz nie stwierdzano wczesniej podobnej zalezno$ci w endometrium
klaczy, podobne zjawisko ma miejsce w przypadku wtdknienia podsluzowkowego jamy
ustnej u ludzi, gdzie wykazano, ze ekspresja Ki67 jest dodatnio skorelowana z ekspresja
aSMA (Kamala et al., 2022). Mimo ze zmniejszona ekspresja Ki67 w endometrium
objetym endometroza $§wiadczy o postepujacym zwyrodnieniu i mniejszej zdolnosci
regeneracyjnej, powyzszy wynik sugeruje stymulacj¢ podzialow i rdznicowania
fibroblastow pod wptywem czynnikow prozapalnych (Aupperle et al., 2000; Hoffmann
et al., 2009b). W badaniach dotyczacych przewleklej choroby watroby u koni
podwyzszona ekspresja Ki67 w wystagpita w zrgbie objetym widknieniem wraz

z naciekiem limfocytarnym oraz nalezacych do makrofagéw komorkach Kupffera. Stad
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mozna rowniez podejrzewaé, ze korelacja migedzy ekspresja MKI67 a ekspresja ACTA2
moze by¢ wynikiem dziatania pobudzonych komorek zapalnych, ktérych aktywno$é
cytokinowa powoduje wzrost produkcji elementow cytoszkieletu przez komorki zrgbu
endometrium (Skarzynski et al., 2020; Verhoef et al., 2018).

Silna dodatnia korelacja miedzy ekspresja MKI67 a ekspresja PDGFRA
sugeruje, ze w omawianym przypadku wyzsza ekspresja Ki67 jest zwigzana
z fibroblastami (lwayama & Olson, 2013). Takg interpretacj¢ wspiera dodatkowo
oméwiona w poprzednim podrozdziale nizsza ekspresja MKI67 w uszkodzonym
nabtonku powierzchniowym oraz wystepowanie PDGFRa w komorkach zrgbu
(Klinkhammer et al., 2018). Stwierdzona korelacja wskazuje, ze aktywacja PDGFRa
w komoérkach endometrium powoduje zwigkszenie tempa proliferacji komorek
posiadajacych badany receptor. W badaniach in vitro na ludzkich fibroblastach
aktywacja PDGFRa nasila proliferacj¢ komorek zrebu przy wyzszym stezeniu ligandu
w tkankach (lwayama & Olson, 2013; Klinkhammer et al., 2018). Stad mozna
si¢ spodziewaé, ze réwniez w endometrium objetym zwyrodnieniem zwigksza
si¢ produkcja PDGF, jednak weryfikacja tej teorii wymaga rozszerzenia badan
molekularnych réwniez na oznaczenia podjednostek ligandu. Wyzsza ekspresja
PDGFRa w raku gruczotu mlekowego u ludzi wigzana jest z wigkszg zlosliwoscia
nowotworu. Jednym z odpowiedzialnych mechanizméw jest stymulacja proliferacji
komorek nowotworowych po aktywacji receptora, o czym $§wiadczy dodatnia korelacja
w nowotworach miedzy ekspresja PDGFRa a ekspresjg Ki67 (Weigel et al., 2013).
Roéwniez u ludzi, w miocytach uktadu oddechowego i $cianie naczyn krwionos$nych,
PDGFRa stymuluje proliferacje komoérek zrebu i zwieksza ekspresj¢ markeréw z nig
zwigzanych (Ambhore et al., 2018). Uzyskane wyniki sugeruja potrzebe kontynuacji
dalszych badan nad zwiazkiem pomig¢dzy PDGFR 1 proliferacja komorek w patogenezie
endometrozy. Badania te powinny obejmowac ocen¢ ilosciowg badanych receptoréow
I ligandow wykonang oddzielnie dla komorek nabtonka powierzchniowego oraz zrebu
endometrium.

Bardzo silng dodatnig korelacje stwierdzono rowniez miedzy ekspresja MKI67
a ekspresja ESR1. Uzyskane wyniki sg zgodne z dotychczasowymi obserwacjami,
poniewaz w endometrium klaczy stwierdzono wspdlwystepowanie szczytu ekspresji
Ki67 i szczytow ekspresji receptoréw dla hormonéw steroidowych (Aupperle et al.,
2000). Obserwowana zalezno$¢ moze wynika¢ z wplywu estrogenow na komorki

nabtonka gruczotowego. W fazie pecherzykowej, a wigc w fazie dominacji estrogenow,

106



obserwuje si¢ zwigkszong proliferacje¢ 1 rozplem gruczoldw macicznych.
W endometrium poddanym cyklicznej regulacji hormonalnej estrogeny dzialaja
promitotycznie, stymulujac podzialy komorkowe wigzace sie z wiekszg produkcjg Ki67
(Hoffmann et al., 2009b; Schoniger & Schoon, 2020).

6.6. Zmiany ekspresji IGF1 wzgledem zmian histopatologicznych w endometrium

W odniesieniu do ekspresji IGF1 stwierdzono istotne réznice pomiedzy
probkami reprezentujagcymi endometrium objetym umiarkowanym i silnym naciekiem
zapalnym. Ekspresja IGF1 byta istotnie nizsza w endometrium objetym naciekiem
zapalnym niz przy braku zapalenia, w odniesieniu zarowno do catkowitego nacieku
zapalnego jak i specyficznie do nacieku limfocytarnego i neutrofilowego. Uzyskane
wyniki sg wsparte umiarkowanymi ujemnymi Kkorelacjami migdzy ekspresja IGF1
a nasileniem nacieku zapalnego réwniez ocenianym globalnie jak i w odniesieniu do
specyficznego nacieku limfocytarnego i neutrofilowego. Nie stwierdzono natomiast
zar6bwno zmian w ekspresji IGF1 jak i analogicznych korelacji w odniesieniu do
nacieku makrofagowego i eozynofilowego. Uzyskane wyniki sg zgodne
z dotychczasowymi badaniami dotyczacymi nizszej produkcji IGF1 w tkankach
objetych stanem zapalnym (Grzedzicka et al., 2023; Nederlof et al., 2022; Reidel et al.,
2022). Pod wplywem cytokin prozapalnych zwicksza si¢ produkcja biatek wiazacych
IGF1, ktére hamujg jego aktywno$¢ (Heemskerk et al., 1999). Dodatkowo, ekspresja
IGF1 moze by¢ wykorzystywana jako negatywny marker ostrej fazy zapalenia u koni
(Grzedzicka et al., 2023).

W modelu uszkodzeniu watroby u myszy deficyt IGF1 wiazat si¢ z wigkszym
naciekiem limfocytarnym, natomiast podanie egzogennego IGF1 skutkowato
zmniejszeniem nasilenia zapalenia limfocytarnego (Morales—Garza et al., 2017).
Rowniez w przypadku badan dotyczacych zapalenia trzustki, zwigkszenie produkcji
IGF1 wigzalo si¢ z ograniczeniem nacieku limfocytarnego poprzez hamowanie
aktywnosci interferonu f (Casellas et al., 2006). Jednak w endometrium klaczy objetym
endometrozg nie badano dotad zaleznoSci pomiedzy ekspresji IGF1 a nasileniem
nacieku zapalnego, a prezentowane wyniki sg pierwszym tego typu doniesieniem.
Produkcje IGF1 badano natomiast w endometrium klaczy w cigzy stwierdzajac
wspotwystepowanie zwigkszonej produkcja IGF1 oraz zwiekszonej liczby limfocytow
(Kalpokas et al., 2021). Jednak w ciagzy srodowisko cytokinowe endometrium jest inne
niz w macicy nieci¢zarnej, a zwiekszony naciek limfocytarny nie wigze si¢
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z przewleklym stanem zapalnym (Camacho et al., 2020; McKinnon et al., 2011;
Schoniger & Schoon, 2020). Natomiast stwierdzona nizsza ekspresja IGF1
w endometrium z niewielkim i umiarkowanym naciekiem neutrofilowym moze wynikac
Z toczgcego sie 0strego stanu zapalnego (McKinnon et al., 2011; Schoniger & Schoon,
2020). Pod wplywem IGF1 neutrofile przyjmuja fenotyp zwigzany z procesami
regeneracyjnymi i hamowaniem nasilenia zapalenia, a zdolno$¢ takich neutrofili
do tworzenia NETs zmniejsza (Nederlof et al., 2022; Reidel et al.,, 2022). Stad
stwierdzony spadek ekspresji IGF1 w endometrium z naciekiem neutrofilowym moze
sprzyja¢ prozapalnemu fenotypowi neutrofili i uwalnianiu NETs, a wigc rowniez
eksponowaniu endometrium na enzymy z nimi zwigzane (Nederlof et al., 2022; Reidel

etal., 2022).

6.7. Regulacja ekspresji i rola IGF1 w przebiegu endometrozy

Umiarkowana ujemna korelacja miedzy ekspresja IGF1 i nasileniem
endometrozy moze wskazywac na nizsza zdolno$¢ regeneracyjna endometrium objetego
zwyrodnieniem a co za tym idzie nasilajacy si¢ charakter zmian zwigzanych
z endometroza. U klaczy z endometrozg stwierdzono zwigkszenie gestosci gruczolowe;j
w endometrium w trakcie cigzy, co moze wynika¢ ze zwigkszonej produkcji IGF1
w cigzy (Bracher et al., 1996; Kalpokas et al., 2021). Uzyskany wynik wskazuje na inne
komorki docelowe dla dziatania IGF1 w przypadku widknienia endometrium niz
w przypadku witoknienia pluc, w ktorym aktywnos¢ IGF1 wigze si¢ z transformacja
fibroblastoéw w miofibroblasty oraz zwigkszeniem produkcji aSMA i kolagenu (Hung et
al., 2013). Roznica ta moze wynika¢ z wigkszej sztywnosci endometrium, poniewaz
utkanie zrgbu narzagdu moze wplywac na kierunek aktywnosci IGF1 (Hung et al., 2013).
W prezentowanych badaniach nie stwierdzono korelacji migdzy ekspresja IGF1
a ekspresja ACTAZ2, natomiast stwierdzono umiarkowang ujemng korelacje¢ migdzy
ekspresja IGF1, a obecnoscig wtoknienia okotonaczyniowego. Nizsza produkcja IGF1
przy wystepowaniu angiopatii moze by¢ zwigzana z nizsza regeneracja endometrium
w wyniku spadku perfuzji. Uzyskane wyniki odnos$nie IGF1 moga sugerowac jego
dziatanie ochronne przed zwyrodnieniem endometrium, podobnie jak ma to miejsce
przy uszkodzeniu watroby i serca (Fan & Guan, 2016; Mair et al., 2011). W watrobie
i sercu wzrost ekspresji IGF1 wigze si¢ z podtrzymaniem funkcji odpowiednio
hepatocytow i kardiomiocytéw (Fan & Guan, 2016; Mair et al., 2011).
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6.8. Rola aSMA i PDGFRa w przebiegu endometrozy

Poza omowionymi zalezno$ciami stwierdzono réwniez umiarkowana dodatnig
korelacje miedzy ekspresja ACTA2 a eckspresja PDGFRA, ktéra moze by¢ uzasadniona
dwukierunkowo. Z jednej strony, aktywacja PDGFRa zmniejsza podatno$¢ komorek na
apoptoze, stad zwigkszona przezywalno$¢ miofibroblastow moze wigzaé si¢
z produkcja przez nie aSMA (Cheng et al., 2024). W takiej sytuacji szlak sygnatowy
PDGFRa nie wigzatby si¢ bezposrednio z nasilaniem ekspresji cytoszkieletu, podobnie
jak w uogolnionym wioknieniu u myszy (lwayama & Olson, 2013). Z drugiej za$
strony, pod wplywem aktywacji PDGFRa moze dochodzi¢ do zwigkszenia produkcji
aSMA, podobnie jak ma to miejsce we witoknieniu watroby (Borkham—Kamphorst &
Weiskirchen, 2016). W takiej sytuacji PDGFRa moze bra¢ udzial w powstawaniu
miofibroblastoéw. Uzyskany wynik jest jednak sprzeczny ze raportowanym w innych
badaniach zmniejszeniem ekspresji PDGFRa po transformacji fibroblastow
I zwigkszeniu produkcje cytoszkieletu, co sugeruje, ze w endometrozie PDGFRa moze
utrzymywaé¢ si¢ w komorkach zrebu pomimo transformacji  fibroblastow
w miofibroblasty (Borkham—Kamphorst & Weiskirchen, 2016; Cheng et al., 2024;
Luzina et al., 2015). Autokrynne przekaznictwo zwigzane z PDGFRa w raku gruczotu
mlekowego u ludzi zwigzane jest z transformacja nabtonkowo—mezenchymalna
i nasileniem proliferacji komorek. Stad kolejnym mozliwym wytlumaczeniem
zaobserwowanej korelacji jest zmiana fenotypu komorek nabtonkowych i zwiekszenie
przez nie produkcji aSMA (Kim et al., 2021). W modelu mysim, w badaniach
dotyczacych gruczolu mlekowego, stwierdzono nasilenie wtoknienia srodmigzszowego,
zwigkszenie ilosci fibronektyny i kolagenu oraz zwigkszenie $rednicy i dlugosci
wilokien kolagenowych w wyniku aktywacji PDGFRa. W badaniach tych wykazano
rowniez zmniejszong przepuszczalno$¢ tkanki tacznej dla wody oraz zwigkszong
sztywnos$¢ tkanki tacznej zrebu (Hammer et al., 2017; Horikawa et al., 2015). Przy
analogicznym wptywie aktywacji PDGFRa w komorkach zrebu endometrium u klaczy
zwigkszenie produkcji sktadnikéw cytoszkieletu moze nastgpi¢c w wyniku zmiany
utkania tkanki tacznej i adaptacji komoérek zrebu do zwigkszonych sit mechanicznych
dzialajacych na nie z zewnatrz. Do autokrynnej aktywacji PDGFRa moze réwniez
dochodzi¢ przy zwigkszonej ilosci cyklookygenazy 2, co moze wskazywac
na uruchomienie tego szlaku przy jednoczesnie zwickszonej produkcji PGF2a,
powodujacej wzrost produkcji kolagenu przez fibroblasty w endometrium klaczy

(Szoéstek—Mioduchowska et al., 2020c; Timbergen et al., 2019).
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Stwierdzona silna dodatnia korelacja migdzy ekspresja ACTA2 a ekspresja ESR1
jest zaskakujaca, jako ze aSMA jest tagczona z morfologicznymi i funkcjonalnymi
zmianami w endometrium w przebiegu endometrozy (Mambelli et al., 2014), a ERa
Z podtrzymaniem prawidtowej funkcji endometrium (Széstek—Mioduchowska et al.,
2022). W innych narzadach, w przebiegu procesow patologicznych zwigzanych
z wioknieniem tkanki tgcznej i transformowaniem fibroblastow w miofibroblasty,
receptorowe 1 pozareceptorowe dziatanie estrogenow wywotuje rozne efekty
biologiczne w zaleznosci od badanej tkanki. Jednak niezaleznie od narzadu, aktywacja
ERa w fibroblastach nasila ich migracjc w ECM (Novotny et al., 2011). Natomiast
stwierdzona umiarkowana dodatnia korelacja miedzy ekspresja ACTA2 a ekspresja PGR
moze by¢ zwigzana ze wspotregulacja ekspresji PR i ERa w komodrkach endometrium
(Hartt et al., 2005).

W badaniach dotyczacych watroby szczurdw stwierdzono zapobiegajacy
wioknieniu wptyw estrogenow, poprzez zmniejszenie transkrypcji kolagenu i TIMPI.
Zneutralizowanie dziatania estrogenéw skutkowalo nasileniem widknienia i wzrostem
liczby komorek wykazujacych ekspresjc aSMA (Garate—Carrillo et al., 2020).
W badaniach dotyczacych fibroblastow obecnych w sercu u ludzi i szczurdw,
stwierdzono zmniejszenie produkcji kolagenu pod wpltywem dzialania estrogenoéw
(Garate—Carrillo et al., 2020; Zhou et al., 2007). Z kolei w modelu indukowanego
wiloknienia ptuc u szczuréw, wptyw estrogenéw obejmowat wzrost ekspresji kolagenu
typu 1 i TGFB1. W modelu tym, w miofibroblastach wykazujacych ekspresje aSMA,
obserwowano wzrost ekspresji ERa, a co za tym idzie zwigkszenie podatnosci komorek
zrebu ptuc na dziatanie estrogenow (Elliot et al., 2019). Ponadto, w badaniach in vitro
wykorzystujacych ludzkie fibroblasty, stwierdzono wzrost produkcji i aktywnoSci
MMP9 pod wptywem dzialania estrogenéow. Spowodowalo to wigksza przebudowe
ECM i zwigkszenie mozliwo$¢ migracji komorek w jej obregbie (Garate—Carrillo et al.,
2020). W badaniach przeprowadzonych na ludzkich keratynocytach, aktywacja ERa
powodowata nasilenie proliferacji komoérek zrebu stymulowanej przez TGFB1 (Novotny
et al.,, 2011). W badaniach przeprowadzonych na fibroblastach z serca szczurow,
estradiol powodowat wzrost ekspresji genéw kodujacych MMP2 1 MMP9 pozostajac
bez wpltywu na aktywno$¢ tych enzymu. Przytoczone badania sugeruja, ze wydzielanie
MMP do ECM jest prawdopodobnie poddane dodatkowej regulacji hormonalnej
(Novotny et al., 2011). Z zwigzku z wydatnym wpltywem estrogendéw na interakcje

komorek ze sktadnikami ECM oraz funkcje fibroblastow warto rozwazy¢ dalsze
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badania nad wptywem estrogenéw na proliferacjg¢, transformacje i interakcje komoérek
zrebu i nablonka w endometrium objgtym endometroza.

Stwierdzona bardzo silna dodatnia korelacja miedzy ekspresja PDGFRA
a ekspresjag ESR1 jest trudna do zinterpretowania, ze wzgledu na nieliczne dane
natemat wzajemnych zalezno$ci miedzy receptorami 1 transkrypcja ich genow
w dostepnej literaturze. Odnoszace si¢ do tego publikacje sugeruja, ze ERa
zlokalizowane poza jadrem komorkowym mogg aktywowa¢ PDGFRa (Brama et al.,
2007; Gray et al., 1995). W komorkach nowotworowych gruczotu mlekowego u ludzi,
stwierdzono aktywacje PDGFRa pod wptywem kadmu poprzez mechanizm zalezny od
ERa (Brama et al, 2007). W badaniach dotyczacych przepukliny u ludzi,
w fibroblastach pobranych z migs$ni brzucha stwierdzono wspotwystepujaca wyzsza
ekspresje PDGFRA i ESR1 wigzang z nasileniem procesu wioknienia (Potluri et al.
2024). W kolejnych badaniach tej samej grupy wykazano réwniez zwigzek pomiedzy
wzrostem st¢zenia estrogenow W tkance mig$niowej, a wzrostem ekspresji PDGFRa
i ERa w fibroblastach (Potluri et al. 2022). Z kolei w komodrkach nowotworowych
gruczotu mlekowego u ludzi stwierdzono zahamowanie aktywacji PDGFRa, ktore
skutkowato wzrostem ekspresji ERo 1 uwrazliwieniem nowotworu na terapi¢
hormonalng (Kanzaki & Pietras, 2020; Pietras & Sjolund, 2024). Warto zwrdci¢ uwagg,
ze szlaki sygnatowe kinaz regulowanych sygnalem zewnatrzkomdérkowym (ang.
extracellular  signal-regulated kinases, ERK), przekaznikami sygnatlowymi
i aktywatorami transkrypcji (STAT i PI3K) sa wzbudzane zarowno po aktywacji
PDGFRua, jak i ERa, co moze wskazywaé na ich synergistyczne dziatanie (Cignarella et
al., 2022). Ponadto, pod wptywem estrogenéw zwigksza si¢ transkrypcja PDGFA
w makrofagach (Shanker et al., 1995), jednak w tych badaniach nie wykazano korelacji
pomiedzy ekspresja PDGFA a nasileniem nasieku makrofagowego. Moze to sugerowac,
ze potencjalna zalezna od estrogendéw transkrypcja PDGFA zachodzi w makrofagach
rezydujacych w endometrium klaczy bez zwigkszenia intensywnosci nacieku 1 cech

zapalenia przewleklego.

6.9. Regulacja hormonalna w przebiegu endometrozy

Pomimo licznych doniesien o zmniejszeniu ekspresji receptoréw dla hormonéw
plciowych w endometrium objetym zwyrodnieniem (Hoffmann et al., 2009b; Schoniger
& Schoon, 2020; Szoéstek—Mioduchowska et al., 2022), w omawianych badaniach

nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji ESR1 i PGR zaréwno wzgledem nasilenia
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endometrozy jak i zmian histopatologicznych w endometrium. Z drugiej strony, Walter
et al. (2001) zaproponowali, ze zmiany ekspresji receptoréw s3 zaburzeniem
niezaleznym od wioknienia endometrium. Chociaz wiek klaczy predysponuje zaréwno
do rozwoju endometrozy, jak 1 spadku ekspresji receptoréw dla hormondéw piciowych,
zaburzenia roznicowania gruczotow macicznych wynikajace z niewlasciwej podatnosci
na dziatanie hormonéw sa zjawiskiem stwierdzanym niezaleznie od endometrozy
(Derisoud et al., 2021; Walter et al., 2001b). Potencjalne zmiany w ekspresji ERa i PR
moga by¢ zwigzane z mniejszg przepuszczalnoscig 1 nizszym tempem dyfuzji
czasteczek w sztywniejszej tkance tacznej objetej widknieniem. Jako ze pod wplywem
progesteronu ekspresja obu receptoréw zmniejsza si¢, a W fizjologicznym anestrus
w endometrium nieregulowanym przez hormony jajnikowe ekspresja receptorow jest
wyzsza niz w fazie lutealnej, zmniejszona dyfuzja progesteronu w zwilokniatym
endometrium moze w mniejszym stopniu hamowac ekspresje omawianych receptorow
(Aupperle et al., 2000; Hartt et al., 2005). Innym wyjasnieniem braku istotnych réznic
moze by¢ niewystarczajaca liczba probek w poszczegélnych grupach oraz brak
dodatkowej subklasyfikacji probek w odniesieniu do fazy cyklu rujowego.
Z tego wzgledu uzasadnione jest prowadzenie dalszych badan na wickszej grupie klaczy
zapewniajacej wystarczajaco silng reprezentacje poszczegélnych faz cyklu. Nalezy
zauwazy¢, ze wigkszos¢ badanych probek byta pobrana w fazie lutealnej cyklu
jajnikowego, w ktorej ma miejsce spodziewane hamowanie ekspresji ERa i PR przez
progesteron. Uzyskane wyniki sg wigc w zgodnosci ze stwierdzeniem, ze na regulacje
hormonalng endometrium wptywa rowniez utkanie tkanki lacznej zrebu, zwlaszcza,
ze fibroblasty pelnig rol¢ posrednikoéw w transporcie hormonow w kierunku komorek

nablonkowych (Aupperle et al., 2000).

6.10. Zmiany wysokos¢ nablonka powierzchniowego wzgledem zmian
histopatologicznych w endometrium

Kolejng  analizowang zmienng iloSciowa jest wysoko$¢ nabtonka
powierzchniowego, dla ktérej stwierdzono istotne réznice W pomiedzy probkami
reprezentujgcymi zaburzenia réznicowania nablonka gruczolowego, rozstrzen naczyn
krwiono$nych oraz nasilenie limfocytarnego nacieku zapalnego.

Obecnos¢ wyzszego nablonka powierzchniowego W preparatach ze stwierdzong
rozstrzenig naczyn krwiono$nych moze wynika¢ z przekrwienia biernego narzadu

I zwigkszonego przedostawania si¢ wody do tkanki tgcznej. W takim przypadku, moze
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dochodzi¢ do zmiany roéwnowagi osmotycznej endometrium prowadzacej
do zwigkszenia obje¢tosci komoérek (Warner et al, 2003). Wyzszy nablonek
powierzchniowy stwierdzono u klaczy podatnych na gromadzenie si¢ ptynu w $wietle
macicy, a rozstrzen naczyn krwionosnych moze sprzyja¢ zwigkszonemu przesigkaniu
do $wiatla macicy (Herrera et al., 2018).

Obecnos¢ wyzszego nabtonka powierzchniowego w preparatach objetych
zaburzeniem réznicowania nablonka gruczotowego moze wskazywac na oddziatywanie
przez przyczyn¢ zaburzen rdznicowania na oba typy nablonkéw w endometrium.
W takim przypadku wydaje si¢ mozliwe, ze zaburzenie réznicowania moze prowadzi¢
nie tylko do zmniejszonej produkcji histotrofu, ale takze mozliwych problemow
z matczynym rozpoznaniem cigzy (Schoon & Schoon, 2003). Komorki nabtonka
powierzchniowego sa wyzsze w fazie pecherzykowej, co moze wskazywac,
ze odnotowane réznice moga wynikaé¢ z wickszej reaktywnosci endometrium objetym
zaburzeniami réznicowania lub naciekiem limfocytarnym (Lefranc & Allen, 2007).
Kierunek ten wymaga jednak dalszych badan, podobnie jak wspotwystepowanie
wzrostu wysokos$ci nabtonka powierzchniowego wraz ze wzrostem nasilenia
limfocytarnego nacieku zapalnego. Zwtaszcza ze wykazane roznice, wsparte stabymi
dodatnimi korelacjami miedzy wysokoscig nabtonka powierzchniowego a rozstrzenig
naczyn krwiono$nych oraz wysokos$cig nabtonka powierzchniowego a zaburzeniem
réznicowania nabtonka gruczotowego, nie zostaly poparte istotnymi korelacjami

z ktérymkolwiek z badanych genow.

6.11. Ocena zmian histopatologicznych w endometrium

Tradycyjna ocena skrawka histologicznych endometrium klaczy pod katem
endometrozy uwzglednia odsetek zmienionych gruczotow macicznych i skale
wioknienia ECM wokot gruczotow (Kenney, 1978; Schoniger & Schoon, 2020;
Westendorf et al., 2022a). Jednak nie ma petnej zgodnosci co do preferowanego miejsca
pobrania biopsji endometrium. Najczesciej wybieranym miejscem do pobrania
wycinkow jest podstawa jednego z rogow macicy (Hanada et al., 2014; Lefranc &
Allen, 2007; Snider et al., 2011), chociaz jednoznaczne stwierdzenie — czy zmiany
histopatologiczne dotyczace miejsca pobrania wycinkow w réwnym stopniu obejmuja
catos¢ endometrium — nadal jest dyskutowane (Overbeck et al., 2013; Sikora et al.,
2017; Snider et al., 2011).
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Badanie wycinkéw pobranych z roznych lokalizacji w obrebie tej samej macicy
wskazuje, ze zmiany histopatologiczne charakterystyczne dla endometrozy
bez rozréznienia nasilenia sg rozdystrybuowane bardziej rownomiernie w catym
endometrium u starszych klaczy (Hanada et al., 2014). Z drugiej strony, wraz z wiekiem
klaczy spada zgodno$¢ oceny nasilenia zmian — przypisania kategorii KD — w dwoch
wycinkach endometrium pobranych jednoczesnie od tej samej klaczy (Sikora et al.,
2017). Przy pobraniu dwoch wycinkéw endometrium od tej samej klaczy, zgodnosé
w ocenie nasilenia endometrozy stwierdzono w potowie przypadkoéw. Najwieksze
réznice dotyczyly i obecnosci rozstrzeni limfatycznych, wskazujac na nierownomierng
dystrybucj¢ tych zmian w obrebie endometrium (Muderspach et al., 2024; Sikora et al.,
2017). Stad, przy ocenie pojedynczego wycinka endometrium, wiarygodno$é
potwierdzenia wyst¢gpowania endometrozy ro$nie wraz z wiekiem, natomiast
wiarygodno$¢ oceny nasilenia zmian spada (Hanada et al., 2014; Katila & Ferreira-
Dias, 2022; Muderspach et al., 2024). Dlatego zalecane jest, aby do oceny stanu
endometrium i prognozowania ptodnosci Kklaczy wykorzystywa¢ dwa wycinki
endometrium pobrane u podstawy obu rogéw macicy (Muderspach et al., 2024).

Faza cyklu jajnikowego, w ktorej pobierana jest probka, rowniez wplywa
na wiarygodnos¢ postawionego rozpoznania. W fazie pecherzykowej czesciej
przypisywane jest nizsze nasilenie zmian niz w fazie lutealnej. Wystepujace wtedy
nasilone wldknienie tkanki tacznej jest prawdopodobnie mylone z wigkszym
uwodnieniem tkanki i spadkiem gegsto$ci gruczotdéw macicznych, ktore wystepuja
fizjologicznie w wyniku stymulacji estrogenowej (Annandale et al., 2018). Jednak
w fazie pecherzykowej zdolno$¢ reakcji endometrium na presj¢ sSrodowiskowa zwigzang
z potencjalng kontaminacja macicy i uszkodzeniem endometrium podczas pobierania
wycinka jest wigksza niz w fazie lutealnej (Rojas et al., 2020; Snider et al., 2011).
Z tego wzgledu nie ma jednoznacznej rekomendacji dotyczacej fazy cyklu, w ktorej
pobierana jest biopsja endometrium, jednak kazdorazowo powinna by¢ ona

uwzgledniona podczas oceny histopatologiczne;.

6.12. Ocena zmian histopatologicznych w endometrium wzgledem Kkategorii
endometrozy

Tradycyjna ocena histolopatogiczna nasilenia endometrozy uwzglednia nie tylko
odsetek zmienionych gruczoléw macicznych i skale¢ okotogruczotowego widknienia

ECM, ale rowniez bierze pod uwage nasilenie stanu zapalnego (Kenney, 1978;
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Schoniger & Schoon, 2020; Westendorf et al., 2022a). W badanych probkach
stwierdzono bardzo silng dodatnia korelacje miedzy kategoria KD a przypisanym
zwyrodnieniem gruczotéw macicznych jak rowniez miedzy kategorig KD a obecnoscig
ognisk widknienia okotogruczotowego. Uzyskane wyniki wskazujg na wlasciwg ocene
obu cech histopatologicznych i przypisanie kategorii endometrozy zgodnie
z tradycyjnymi kryteriami diagnostycznymi.

Stwierdzona umiarkowana dodatnia korelacja miedzy kategoria KD
a zwyrodnieniem nablonka powierzchniowego jest zgodna z dotychczasowymi
badaniami dotyczacymi stabszej kondycji komoérek nabtonkowych w endometrium
objetym endometroza. Zwyrodnieniem nablonka powierzchniowego moze skutkowaé
zubozeniem powierzchni komorek nabtonkowych pod katem obecnosci wypustek
cytoplazmatycznych (Ferreira—Dias et al., 1994).

Silne dodatnie korelacje mig¢dzy kategoria KD a intensywnoscig nacieku
zapalnego, zaréwno rozpatrywanego ogoélnie jak i w odniesieniu do specyficznego
nacieku limfocytarnego, moze s$wiadczy¢ o ostabieniu mechanizméw odpornosci
w zwyrodniatym endometrium. Ostabienie kondycji nabtonka powierzchniowego
I obnizenie jego potencjatlu regeneracyjnego moze powodowaé ostabienie bariery
mechanicznej tworzonej przez nablonek powierzchniowy i zwigkszong migracje
komorek zapalnych do endometrium pod wplywem bodzca uszkadzajacego (Ferreira—
Dias et al., 1994; Schoniger et al., 2018). Biorac pod uwage, ze zarbwno wystgpowanie
endometrozy (Schoniger & Schoon, 2020) jak i ostabienie mechanizméw zwigzanych
z miejscowg odpornoscig macicy (Crociati et al., 2019) jest zwigzane z wiekiem Kklaczy,
mozna przyjaé, ze obserwowane Kkorelacje rowniez sa zwigzane z wspolng przyczyna
obu zjawisk. Obserwowane korelacje moga rowniez $wiadczy¢ o udziale komorek
zapalnych w inicjowaniu zmian zwyrodnieniowych (Schoniger & Schoon, 2020;
Skarzynski et al., 2020; Szostek—Mioduchowska et al., 2022) oraz wskazywaé
na wlasciwe przypisanie kategorii endometrozy zgodne z protokotem uwzgledniajacym
nasilenie stanu zapalnego (Kenney, 1978; Schoniger & Schoon, 2020; Westendorf et al.,
2022a). Zgodnos¢ ta jest dodatkowo wsparta przez wykazang umiarkowana dodatnia
korelacje migdzy kategoriag KD a nasileniem nacieku neutrofilowego, ktora rowniez
moze mie¢ zwigzek z wigksza predyspozycja starszych klaczy do standow zapalnych
macicy (Derisoud et al., 2021). Nalezy tez zwroci¢ uwage na mozliwe uwalnianie przez
komorki nacieku neutrofilowego NETS, ktore sg potencjalnie zwigzane z patogeneza

endometrozy (Amaral et al., 2018; Rebordao et al., 2021). Ponadto stwierdzono stabg
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dodatnig korelacje miedzy kategorig KD a nasileniem nacieku eozynofilowego. Chociaz
rola eozynofili w endometrium nie jest dobrze poznana, stwierdzono wigksza liczbe
eozynofili u klaczy z nieszczelnoScig warg sromowych (Derisoud et al., 2021;
Schoniger & Schoon, 2020). Jednak zaréwno endometroza jak i nieszczelno$¢ sromu
wystepuja czegsciej o klaczy starszych, dlatego uzasadnione jest prowadzenie dalszych
badan w celu okreslenia czy korelacja jest zwigzana z przyczynowoscia, czy
Z koincydenc;ja.

Natomiast brak korelacji miedzy kategoria KD a obecnoscig zmian
naczyniowych wydaje si¢ potwierdza¢ niezalezng patogenez¢ endometrozy oOraz
przebudowy naczyn krwionosnych endometrium nasilajacej si¢ w wyniku przebycia
wczesniejszych cigz (Esteller—Vico et al., 2015; Ferreira et al., 2015; Hanada et al.,
2014).

6.13. Dynamika zmian histopatologicznych w endometrium w przebiegu
endometrozy

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono bardzo silng dodatnig korelacje
pomigdzy obecnoscig zwyrodnienia gruczoldw macicznych oraz ognisk widknienia
okologruczotowego. Uzyskane wyniki sugeruja, ze stan gruczotow macicznych wynika
z przebudowy otaczajacej je ECM (Hoffmann et al., 2009b; Minkwitz et al., 2019).

Umiarkowane dodatnie korelacje stwierdzone migdzy obecnoscig zwyrodnienia
gruczotdw macicznych a intensywnos$cig nacieku zapalnego, w tym nacieku
limfocytarnego 1 neutrofilowego, moze wskazywaé na wigkszg podatnosé
zwyrodniatego endometrium na stany zapalne. Moze to wynikaé¢ z udziatu wydzieliny
gruczolow w oczyszczaniu macicy. Uzyskane wyniki moga tez $§wiadczy¢ 0 udziale
komorek zapalnych w tworzeniu srodowiska ECM skutkujacego zaburzeniem funkcji
nabtonka gruczotowego (Skarzynski et al., 2020).

Podobnie silne i umiarkowane dodatnie korelacje stwierdzone miedzy
obecnoscig ognisk wtoknienia okotogruczotowego a intensywnoscia nacieku zapalnego,
w tym rowniez nacieku limfocytarnego i neutrofilowego, sugeruja sprzgzenie
wioknienia ECM 1 zwyrodnienia gruczotéw macicznych (Hoffmann et al., 2009b;
Minkwitz et al., 2019). Wskazuje to rowniez na potencjalny udziat zwiekszonej liczby
komorek zapalnych w stymulacji przebudowy ECM (Skarzynski et al., 2020).

Ponadto, stwierdzono  umiarkowang dodatnia  korelacj¢ = pomigdzy

wystepowaniem ognisk wildknienia okologruczotowego a zwyrodnieniem nabtonka
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powierzchniowego. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zmiany w ECM moga uposledzaé
funkcj¢ wszystkich komoérek nablonkowych w endometrium, zaréwno w nablonku
powierzchniowym, jak 1 nablonku gruczolowym. Obserwowana zalezno$¢ moze byc¢
zwigzana ze zmniejszeniem transportu substancji odzywczych przez ECM objete
wloknieniem (Flores et al., 1995) lub zmiang stymulacji chemokinowej przez
fibroblasty o zmienionym fenotypie (Aupperle et al., 2000; Szdéstek—Mioduchowska et
al., 2019).

Aktywnos¢ fibroblastow, zwigzana z Szybszym tempem metabolizmu i bardziej
intensywng sekrecja (Lehmann et al., 2011), jest umiarkowanie ujemnie skorelowana
Z intensywnos$cig nacieku neutrofilowego. Uzyskane wyniki moga by¢ zwigzane
ze zmiang aktywnos$ci komorek zrebu endometrium objetego ostrym stanem zapalnym.
W tak zmienionym ECM dominuje sygnalizacja zwigzana z zapaleniem, a enzymy
uwalniane w NETs nie sprzyjaja zmianie fenotypu fibroblastow w Kkierunku
ich aktywacji (Byron et al., 2024; Chrysanthopoulou et al., 2014). Uzyskany wynik,
wraz z wczesniejszymi doniesieniami o wyzszej ekspresji receptorow dla hormonow
plciowych w aktywnej endometrozie (Hoffmann et al., 2009b; Lehmann et al., 2011),
sugeruja konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan nad rzeczywistym znaczeniem
statusu metabolicznego fibroblastoéw w patogenezie endometrozy.

Umiarkowana dodatnia korelacja migdzy zaburzeniami r6znicowania nabtonka
gruczolowego a obecnos$cig rozstrzeni naczyn krwiono$nych moze wskazywaé na
zwigzek migdzy zmieniong perfuzjg w endometrium, a funkcja gruczotéw macicznych.
Bioragc pod uwagg, ze sygnaly hormonalne docieraja do gruczolow macicznych
za posrednictwem ECM (Aupperle et al., 2000; Lehmann et al., 2011), w endometrium
objetym zaburzeniami perfuzji moze dochodzi¢ do zmniejszonej stymulacji
hormonalnej gruczotéw macicznych (Schoon & Schoon, 2003). Takie gruczoty
maciczne otrzymujg niewystarczajacg ilos¢ bodzcéw do rownomiernego rdéznicowania
co wptywa na desynchronizacje poszczegolnych gruczotow lub komoérek w obrebie
poszczegolnych gruczotéow (Bischofberger et al., 2019; Kabisch et al., 2019; Schoon &
Schoon, 2003).

Umiarkowana dodatnia korelacja miedzy zaburzeniem rdznicowania nabtonka
gruczotowego a intensywnoscig nacieku makrofagowego moze wskazywac¢ na udziat
osiadtych w endometrium makrofagow w réznicowaniu gruczotéw macicznych. Biorac
ponownie pod uwage, ze sygnaly hormonalne docieraja do gruczolow macicznych

za posrednictwem ECM (Aupperle et al., 2000; Lehmann et al., 2011), aktywnosc¢
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cytokinowa makrofagow moze wplywa¢ na komunikacje migdzy komodrkami
nablonkowymi a komérkami obecnymi w ECM (Aupperle et al., 2000; Bischofberger et
al., 2019).

Umiarkowana ujemna korelacja miedzy zaburzeniami réznicowania gruczotéw
macicznych a intensywnoscig nacieku neutrofilowego moze sugerowac, ze ostry stan
zapalny nie wpltywa na wydajno$¢ stymulacji hormonalnej gruczoléw macicznych.
Endometrium objete ostrym zapaleniem, ze wzgledu na wieksze uwodnienie
spowodowane wzrostem przepuszczalno$ci naczyn krwionosnych (LeBlanc & Causey,
2009) i dziatanie na ECM enzymoéw litycznych produkowanych przez neutrofile
(Rebordao et al., 2018), moze czasowo zwigksza¢ przepuszczalnos¢ ECM
dla czgsteczek sygnatowych, w tym hormonow piciowych.

Umiarkowana ujemna korelacja migdzy zaburzeniem rdéznicowania gruczolow
macicznych a zwyrodnieniem nabtonka powierzchniowego wydaje si¢ trudniejsza do
interpretacji i sugeruje potrzebe dalszych badan nad wystgpowaniem zmian
fenotypowych komorek nabtonkowych. Obserwowana zalezno$¢ moze mieé¢ zwigzek
z obecnos$cig nacieku neutrofilowego, ktorego intensywnos¢ jest rowniez umiarkowanie
dodatnio skorelowana ze zwyrodnieniem nabtonka powierzchniowego. Obecno$¢
nacieku neutrofilowego sprzyja ostabieniu struktury nabtonka powierzchniowego,
bezposrednio narazonego na dziatanie cytokin i enzymoéw produkowanych przez
neutrofile (Ferreira—Dias et al., 1994; Schoniger & Schoon, 2020).

Ponadto umiarkowane dodatnie korelacje migdzy zwyrodnieniem nabtonka
powierzchniowego a intensywnosciag nacieku zapalnego, w tym nacieku
makrofagowego, a takze silna dodatnia korelacja miedzy zwyrodnieniem nablonka
powierzchniowego a intensywnoscig nacieku limfocytarnego, moga by¢ rowniez
zwigzana z ekspozycjg komorek nabtonkowych na prozapalne srodowisko cytokinowe.
Nalezy zwroci¢ uwage, ze nabtonek powierzchniowy jest rowniez najbardziej narazony
na kontakt z patogenami lub czynnikami draznigcymi dostajagcymi si¢ do macicy
podczas krycia (Schoniger et al., 2018). Uszkodzenie nabtonka powierzchniowego
moze bra¢ udzial w stymulacji naptywu komorek zapalnych do endometrium oraz
regulacji stanu zapalnego poprzez rozpoznawanie patogenow pochodzacych ze §wiatla
macicy (Dubrovskaya et al., 2019; Schoniger et al., 2018).

Umiarkowane dodatnie korelacje miedzy rozstrzeniag naczyn krwionos$nych
a intensywnoscig nacieku zapalnego, w tym nacieku makrofagowego, moga by¢

zwigzane 2z charakterystycznym dla procesu zapalnego rozszerzeniem naczyn
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krwionosnych. Z drugiej strony, zmniejszenie prgdkosci przepltywu Krwi przez
rozszerzone naczynia krwionosne sprzyja zjawisku diapedezy (Wang et al., 2022).
Z tego wzgledu wigksza liczba komorek zapalnych, w tym makrofagdw, migrujacych
do endometrium moze by¢ wynikiem utatwionego opuszczenia tozyska naczyniowego.
Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze zwigkszona liczba makrofagoéw, ktorej towarzysza
cechy poszerzenia tozyska naczyniowego w endometrium, moze mie¢ zwigzek
z niedawno przebyta cigzg. W cze$ci probek stwierdzono wyst¢powanie licznych
syderofagéw, a wiec makrofagow obtadowanych hemosyderyng, ktére moga by¢
obecne w endometrium nawet do kilka miesiecy po porodzie (McKinnon et al., 2011;
Schoniger & Schoon, 2020). W takim przypadku rozstrzen naczyn krwiono$nych moze
wynika¢ z niecatkowitej adaptacyjnej przebudowy naczyn krwiono$nych po niedawnej
cigzy 1 stanowi¢ pozostalos¢ po zwigkszeniu przeplywu naczyniowego w cigzarnej
macicy (Camacho et al., 2020; Esteller—Vico et al., 2015).

Natomiast silne, umiarkowane i slabe dodatnie korelacje migdzy catosciowo
oceniang intensywnos$cig nhacieku zapalnego a poszczegdlnymi typami nacieku
sktadajacych wynikajg z udziatu poszczegélnych leukocytow w tworzeniu nacieku
zapalnego. Mozna w zwigzku z tym stwierdzi¢, ze w najwigkszym stopniu
za stwierdzong intensywno$¢ nacieku zapalnego odpowiadaja limfocyty, w mniejszym
stopniu neutrofile, a w najmniejszym makrofagi i eozynofile. Uzyskane wyniki sg
zgodne z dotychczasowymi badaniami, w ktorych wykazano, ze limfocyty sa obecne
w niewielkiej liczbie zarowno w zdrowym endometrium jak i stanowig dominujgca
populacja komorek zapalnych w $cianie w przebiegu endometritis (Christoffersen et al.,
2012; Schoniger & Schoon, 2020; Skarzynski et al., 2020). Stabsza korelacja
w przypadku neutrofili moze mie¢ zwigzek z faktem, ze komoérki te w stanach
zapalnych przedostaja si¢ przede wszystkim do $wiatla macicy i $wiatta gruczotéw
macicznych, a standardowa obrébka histologiczna mogta spowodowa¢ ich wyptukanie.
Staba dodatnia korelacja mig¢dzy ogdélnym naciekiem zapalnym a naciekiem
z makrofagowym moze wynika¢ z niewielkiej liczby makrofagéw komorek
w endometrium. Dodatkowo, do tej grupy komorek zaliczane sa syderofagi, ktore
niekoniecznie majg zwigzek z toczacym sie¢ procesem zapalnym. Syderofagi pozostaja
w endometrium dos¢ dtugo nie tylko po zakonczeniu cigzy, ale rowniez po zakonczeniu
regeneracji endometrium po przebytym zapaleniu (McKinnon et al., 2011; Schoniger &
Schoon, 2020). Rola eozynofili w endometrium nie jest do konca poznana (Grimm et

al.,, 2017), jednak w cze$ci preparatbw komorki te wystepowaly bardzo licznie.
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W takich przypadkach intensywnemu naciekowi eozynofilowemu towarzyszyt skapy
naciek zlozony z pozostatych leukocytéw, gtownie limfocytow. Obserwacje ta
potwierdzaja najnizsza sposrod omawianych korelacja z intensywno$cig nacieku
zapalnego oraz stabe dodatnie korelacje miedzy intensywno$cig nacieku
eozynofilowego a intensywnos$ciag nacieku limfocytarnego 1 makrofagowego.
Uwzgledniajac wzajemne relacje pomigdzy populacjami leukocytow mozna zauwazyé
rowniez stabg dodatnig korelacje miedzy naciekiem limfocytarnym a neutrofilowym.
Jednak komorki nacieku zapalnego oceniana przede wszystkim pod katem
endometrozy, stad interakcje zwigzane z samym stanem zapalnym pozostaja poza

zakresem biezacych badan.

6.14. Rekomendacje dla modyfikacji oceny zmian histopatologicznych
w endometrium w przebiegu endometrozy

Badanie histopatologiczne wycinkéw endometrium klaczy zyskuje coraz
wigksza przydatno$¢ ze wzgledu na lepsze zrozumienie procesow zachodzacych
w endometrium i ich wptywu na morfologi¢ komorek oraz wiasciwosci ECM zwigzane
zarobwno z fizjologiczna cyklicznoscia jak i rozwojem endometrozy (Schoon & Schoon
2003).

Pomimo pozornie prostych wytycznych dla klasyfikacji histopatologiczej
wycinkow endometrium Kklaczy, w praktyce przypisanie kategorii KD moze sprawiac
trudnosci. Wystepujaca wczesniej nieptodnos¢ nie zawsze jest uwzgledniana w opisie
wycinka, pomimo podkreslania istotnosci tego aspektu przez tworcow klasyfikacji
(Kenney, 1978; Snider et al., 2011). Réwniez kwestia przypisania wyzszej kategorii KD
z powodu wspotwystgpowania stanu zapalnego nie jest jednoznacznie uznawana przez
wszystkich patologow (Katila & Ferreira-Dias, 2022; Westendorf et al., 2022a).
Dla klasyfikacji KD endometrozy dostgpne jest jedno doswiadczenie, w ktorym
zbadano zgodno$¢ oceny probek pomiedzy o$mioma patologami oraz zgodnos$¢ oceny
probek przez tego samego patologa, poniewaz kazda probka byly oceniane dwukrotnie
(Westendorf et al., 2022b). Wspodtczynnik korelacji migdzyklasowej, mowiacy
0 zgodno$ci dwoch ocen tej samej probki przez patologa, dla podobnych metod
klasyfikacji histolopatogicznej powinien mie¢ warto$¢ wyzszg niz 0,6 (McHugh, 2012).
Natomiast dla klasyfikacji KD, wspotczynnik korelacji migdzyklasowej wyniost 0,55.
Zkolei wspoélczynnik zgodno$ci ocen pomiedzy oceniajagcymi wyniost 0,19,
co $wiadczy o braku lub niskiej zgodnosci w ocenie probek. Wazony wspolczynnik
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zgodnosci, uwzgledniajacy czegsciowa zgodno$¢ przy przypisaniu do sasiadujacych
kategorii wyniost 0,36, co swiadczy o umiarkowanej zgodnosci. Co wigcej, dla
patologow z réznych laboratoriow, wspotczynniki zgodnosci pomiedzy oceniajacymi
byly jeszcze nizsze (Westendorf et al., 2022b). Powyzsze wyniki wskazuja na bardzo
znaczacy wplyw oceniajacego na przypisywang kategori¢ endometrozy, a w zwigzku
Z tym niska wiarygodnos$¢ oceny. Co wigcej, na uwage zastuguje rowniez potencjalna
ptodnos$¢ przypisywana danej kategorii KD. O ile w kategorii | potwierdzana jest
najwyzsza ptodnos¢, a w kategorii IIl najnizsza; o tyle w kategoriach posrednich
(A1 11B) przewidywana ptodnos¢ rzadziej jest zgodna z rzeczywistg. Wskazuje na to
najwickszy wplyw oceniajgcego na przypisanie kategorii 11A i 11B (Westendorf et al.,
2022b) oraz wicksza dynamike zmian w przypadku kategorii posrednich (McKinnon et
al., 2011). Co wigcej, podobnie jak w przypadku innych potilosciowych systemow
klasyfikacyjnych (McHugh, 2012), podczas oceny preparatow histologicznych pojawia
si¢ tendencja do przypisywania probek do kategorii posrednich. Natomiast ptodnosc¢
klaczy wydaje si¢ w wickszym stopniu zaleze¢ od nowych wskaznikow
diagnostycznych niz od tradycyjnie ocenianych zmian histopatologicznych, a tendencja
ta jest szczegblnie wyrazna w kategoriach posrednich.

Jednak zasadnicza wada klasyfikacji KD jest problem nieuwzglednienia innych
niz endometroza patologii prowadzacych do zmniejszonej ptodnosci. Zaburzenie
réznicowania nablonka gruczolowego, begdace wynikiem nieprawidlowej stymulacji
ze strony hormonow ptciowych, powoduje zmniejszenie liczby gruczotow macicznych
efektywnie produkujacych histotrof (Bischofberger et al., 2019). Problem ten
w wigkszym stopniu dotyczy klaczy sportowych niz klaczy uzytkowanych rekreacyjnie
lub utrzymywanych w celach produkcyjnych (Kilgenstein et al.,, 2015). Klacze
sportowe, niedlugo po zakonczeniu kariery sportowej, manifestujag obnizong ptodnos¢.
Z czasem, ich wskazniki ptodno$ci poprawiajg si¢, chociaz ta obserwowana Kklinicznie
zmiana nie znajduje potwierdzenia w wynikach oceny histopatologicznej endometrium.
Bardziej nasilone zmiany, a co za tym idzie przypisanie wyzszej kategorii KD,
stwierdzano u klaczy sportowych po wigkszym odstgpie czasowym od zakonczenia
uzytkowania wyczynowego (Kilgenstein et al., 2015). Stad wniosek, ze klasyfikacja KD
nie jest odpowiednia do oceny ptodnosci klaczy sportowych niedtugo po zakonczeniu
uzytkowania. Inne istotne zmiany pomijane w klasyfikacji KD obejmuja angiopatie.
Angiopatie wystepuja u klaczy wielorodek, powodujac nie tylko zwigckszenie ryzyka
utraty cigzy, ale takze urodzenia stabszego zrebiecia (Dubrovskaya et al., 2019; Esteller-
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Vico et al., 2015; Ferreira et al., 2015). Z tego powodu opis diagnostyczny powinien
uwzglednia¢ charakterystyke naczyn krwiono$nych w tym rozstrzeh naczyn,
pogrubienie $ciany i wtoknienie okotonaczyniowe.

Z tego wzgledu proponowane sg rézne sposoby zwiekszenia obiektywizmu
oceny histopatologicznej wycinkow endometrium klaczy. Lefranc i Allen (2007)
zaproponowali ocen¢ ggstosci gruczotow macicznych, z uwzglednieniem odsetka
prawidtlowo zbudowanych gruczoléw oraz gruczotdéw objetych endometrozg. Hoffmann
et al. (2009b) zaproponowali wigczenie informacji o typie histologicznym endometrozy
do klasyfikacji KD. Roéznicowanie aktywnej i nieaktywnej formy endometrozy
wskazuje na dynamike depozycji sktadnikow ECM, podczas gdy rdéznicowanie
niszczacej 1 nieniszczacej formy endometrozy pozwala dokladniej oceni¢ stopien
zachowanej przez klacz ptodnosci. Jako kontynuacje proponowanych modyfikacji
tradycyjnej klasyfikacji KD, mozna zaproponowa¢ uwzglgdnienie w diagnostyce
i opisie endometrium klaczy zmian histopatologicznych wykorzystanych w niniejszej
pracy, a wigc: morfologia i ewentualne ubytki nabtonka powierzchniowego, morfologia
gruczolow macicznych, angiopatie, a takze intensywnos$¢ 1 charakter nacieku zapalnego.
Zaproponowana modyfikacja uwzglednia wszystkie zaburzenia, zaréwno struktury
ECM jak i morfologii i liczby komorek tworzacych endometrium, stwierdzane
w preparatach histologicznym.

Ponadto uwzglednienie wptywu opisywanych zmian histopatologicznych
na poszczegdlne aspekty zwigzane z plodnoscig klaczy moze znaczaco poprawié
zrozumienie procesow patologicznych zachodzacych w endometrium przez lekarzy
klinicystow. W tym celu wskazane jest ujednolicenie terminologii uzywanej przez
diagnostow tak, aby stala si¢ bardziej przejrzysta i informatywna dla klinicystow.
Powyzsza potrzeba wynika z faktu, Zze pelniejsze rozpoznanie Stanu endometrium
wymaga zardwno znajomosci stanu klinicznego klaczy 1 wczesniej wystepujacych
probleméw z ptodnosci (a wigc danych dostgpnych dla lekarza klinicysty zajmujacego
si¢ klacza), jak réwniez zakresu i zaawansowania zmian stwierdzanych w badaniu
histopatologicznym (a wigc danych dostgpnych dla patologa). W ten sposob bardziej
ztozony komunikat formutowany przez patologa, wykraczajgcy poza samo przypisanie
kategorii KD, bylby jednoczes$nie bardziej przydatny dla klinicysty. Rekomendowany
jednolity system diagnostyczny oceny stanu endometrium mogltby utatwi¢ podjecie
najlepszej w danej sytuacji decyzji odno$cie uzytkowania klaczy i ewentualnego
postepowania terapeutycznego.
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7. Wnioski

1. Ekspresja THY1 wzrasta w poczatkowym stadium endometrozy oraz zniszczeniu
blony podstawnej, co sugeruje wptyw Thyl na zwickszenie interakcji komorek z ECM
I nasilenie przekaznictwa poprzez pecherzyki zewnatrzkomorkowe.

2. Ekspresja IGF1 jest ujemnie skorelowana z histopatologicznymi kryteriami oceny
endometrozy oraz z nasileniem intensywno$ci nacieku zapalnego, cO $wiadczy
0 mniejszym wptywie IGF1 na endometrium objete zwyrodnieniem i zahamowaniu
procesOéw regeneracyjnych.

3. Ekspresja PDGFRA jest dodatnio skorelowana z ekspresja ACTA2, MKI67, THY1
I ESR1 co sugeruje udzial przekaznictwa zwigzanego z aktywacja PDGFRa w procesie
rdéznicowania i aktywowania fibroblastow.

4. Ocena wspotwystepowania zmian histopatologicznych w endometrium objetym
endometrozg moze by¢ przydatnym narzedziem diagnostycznym w ocenie progresji

choroby.
Weryfikacja hipotezy badawczej:

Biatka Thyl, IGF1l i PDGFRa biorg udziat w patogenezie endometrozy, a ich

specyficzna rola oraz interakcja z endometrium wymaga dalszych badan.
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