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Streszczenie

Abstract

Endometrioza diagnozowana jest u okoto 5-10% kobiet w wieku rozrodczym i charakteryzuje si¢ wystepowaniem tkanki
endometrium poza jama macicy. Przemieszczone komorki endometrium majg zdolnos¢ naciekania okolicznych tkanek
i odlegtych narzadéw, co prowadzi do ich dysfunkcji. Pomimo licznych badan nad patogenezg endometriozy nie udalo sie
jednoznacznie wyjasnic jej przyczyny. Czynnikami predysponujacymi do rozwoju choroby sa: hiperestrogenizm, wady
rozwojowe macicy, wczesna menarche, krotkie cykle miesigczkowe z dlugimi i obfitymi krwawieniami. U chorych na
endometrioze wykazano zaburzenia w ilosci i funkcjonowaniu komorek uktadu immunologicznego, a takze obecnoéé
czynnikéw warunkujacych przetrwanie komoérek endometrium, ich implantacje i proliferacje. Zaburzenia dotycza aktywnosci
makrofagéw, komorek NK, limfocytéw cytotoksycznych i komorek dendrytycznych - zaréwno we krwi obwodowej, jak
i w plynie otrzewnowym. Komorki te s3 odpowiedzialne za usuwanie erytrocytéw, elementéw morfotycznych krwi
miesigczkowej i komorek ulegajacych apoptozie. Najnowsze badania wskazuja ponadto na obecno$¢ i zmiany w aktywnosci
limfocytéw T regulatorowych oraz komorek supresyjnych pochodzacych z linii mieloidalnej u pacjentek z endometrioza.
Nadal jednak nie wiadomo, czy zaburzenia funkcji wspomnianych populacji komérek powoduja rozwdj endometriozy, czy
tez sg wynikiem rozrostu ektopowego endometrium. Wedlug najnowszych doniesien ogniska endometriozy moga by¢
prekursorami endometrioidalnego lub jasnokomérkowego raka jajnika. Dokladne poznanie mechanizméw zaburzen
zwigzanych z wymienionymi populacjami komoérek moze okaza¢ si¢ kluczowe dla wylonienia pacjentek z podwyzszonym
ryzykiem rozwoju raka jajnika z ognisk endometriozy i umozliwi¢ odpowiednig profilaktyke. W artykule scharakteryzowano
wybrane populacje komoérek ukladu immunologicznego i opisano ich role w stymulowaniu implantacji, proliferacji
i angiogenezy u chorych na endometrioze.

Stowa kluczowe: endometrioza, makrofagi, DCs, Treg, MDSCs

Endometriosis is diagnosed in approximately 5-10% of women in their childbearing years and is characterized by the
presence of endometrial tissue outside the uterus. The translocated endometrial cells are able to infiltrate adjacent tissues and
distant organs, leading to their dysfunction. Despite numerous studies on the pathogenesis of endometriosis, its etiology has
not yet been clearly explained. Predisposing factors include hyperestrogenism, congenital uterine anomalies, early menarche,
and short menstrual cycles with long and heavy bleeding. Disturbances in the number and function of immune cells as well
as the presence of factors determining the survival, implantation and proliferation of endometrial cells have been shown in
patients with endometriosis. The activity of both peripheral and peritoneal macrophages, NK cells, cytotoxic lymphocytes
and dendritic cells is affected. These cells are responsible for eliminating erythrocytes, menstrual blood cells and cells
undergoing apoptosis. Furthermore, the latest research indicates the presence and altered activity of regulatory T cells and
myeloid-derived suppressor cells in patients with endometriosis. However, it is still not known whether dysfunctions of these
cell populations induce endometriosis or whether they are a consequence of ectopic endometrial proliferation.
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According to latest reports, endometrial foci may be precursors of endometrioid or clear-cell ovarian carcinoma. A thorough

understanding of the mechanisms underlying the disorders associated with the above-mentioned cell populations may be
crucial for identifying patients at increased risk of endometriosis-associated ovarian tumor and implementing appropriate
preventive measures. The paper describes the role of selected immune cell populations in stimulating implantation,
proliferation and angiogenesis in patients with endometriosis.

Keywords: endometriosis, macrophages, DCs, Treg, MDSCs

WSTEP

ndometrioza, czyli wystepowanie tkanki endome-

trium (zaréwno gruczolow, jak i zrebu) poza jama

macicy, diagnozowana jest u 50-90% kobiet zgla-
szajacych niespecyficzne dolegliwosci bélowe okolicy pod-
brzusza, bolesne miesigczki, nieprawidtowe krwawienia
i plamienia, bolesne wspolzycie czy béle glowy. Ponadto
endometrioze rozpoznaje si¢ u 20-50% pacjentek majacych
problem z zajsciem w cigze, choroba ta moze bowiem sta-
nowi¢ przyczyne nieptodnoscit.
Mimo postepu badan nad mechanizmami prowadzacymi
do rozwoju endometriozy nie ustalono dotad jej przy-
czyny. Najbardziej znana jest teoria zaproponowana w roku
1927 przez Sampsona — oparta na stwierdzeniu wstecz-
nego transportu krwi miesigczkowej poprzez jajowody
do jamy otrzewnej, a nastepnie implantacji przemieszczo-
nych komorek endometrium - nie pozwala ona jednak na
doktadne okreslenie przyczyny choroby. Nie wiadomo, dla-
czego tylko u niektorych kobiet dochodzi do rozwoju endo-
metriozy, podczas gdy zjawisko wstecznego miesigczkowa-
nia wystepuje u wiekszosci pacjentek w wieku rozrodczym,
oraz jakie czynniki biorg udzial w etiopatogenezie®.
Ciekawg teorig prébujaca wyjasni¢ przyczyne rozwoju
endometriozy wydaje si¢ teoria deficytu immunologicz-
nego, zaproponowana przez Dmowskiego. U chorych na
endometrioze w poréwnaniu z osobami zdrowymi zaob-
serwowano zmiany w ilo$ci i aktywnosci wybranych popu-
lacji komorek ukladu immunologicznego (makrofagow,
komorek NK - natural killer, limfocytéow cytotoksycz-
nych)®. W ostatnich latach u kobiet z endometrioza wyka-
zano obecno$¢ i zaburzenia w funkcjonowaniu komo-
rek o wlasciwosciach immunosupresyjnych (limfocyty T
regulatorowe, komorki dendrytyczne, komorki supresyjne
pochodzace z linii mieloidalnej)®*”. Zmiany w ich aktyw-
nosci ulatwiajg przetrwanie oraz implantacje komorek
endometrium, ktore nastepnie zyskuja zdolno$¢ nacieka-
nia okolicznych tkanek i odleglych narzadéw, co prowadzi
do ich dysfunkcji.
Najnowsze badania wskazuja na mozliwo$¢ transforma-
cji endometriozy do ztoéliwego nowotworu jajnika (ovar-
ian cancer, OC). Zwigkszone ryzyko rozwoju endometrio-
idalnego i jasnokomorkowego OC z ognisk endometriozy
dotyczy 0,7-1,6% pacjentek, u ktorych choroba zostata
wykryta w mtodym wieku i u ktérych wystepuja zwigzana
z nig nieptodnos¢ i zmiany endometrialne na powierzchni

168 jajnika®19. Wérod czynnikéw sprzyjajacych transformacji

DOI: 10.15557/(60.2018.0020

INTRODUCTION

ndometriosis, i.e. the presence of endometrial tissue

(both glands and stroma) outside the uterine cavity,

is diagnosed in 50-90% of women reporting non-
specific lower abdominal pain, painful periods, abnormal
bleeding and staining as well as painful sexual intercourse
and headaches. Furthermore, endometriosis is diagnosed in
20-50% of patients who have difficulty getting pregnant as
the disease may cause infertility".
Despite the progress in research on the mechanisms leading
to endometriosis, its causes remain unknown. According
to the best-known theory proposed by Sampson in 1927,
endometriosis is due to the retrograde flow of menstrual
blood via the fallopian tubes into the pelvic cavity during
menstruation, followed by endometrial cell implantation.
However, the theory does not precisely determine the cause
of endometriosis. It is not known why only some women
develop endometriosis despite the fact that retrograde men-
struation occurs in most females in their reproductive age
or which factors are involved in its pathogenesis®.
An interesting theory, according to which endometriosis is
caused by immune deficiency, was proposed by Dmowski.
Changes in the number and activity of selected immune
cell populations (macrophages, NK cells, cytotoxic lympho-
cytes) have been observed in patients with endometriosis®.
In recent years, the presence and functional disturbances of
immunosuppressive cells (T regulatory cells, dendritic cells,
and myeloid-derived suppressor cells) have been reported
in women with endometriosis“~”. Their altered activity pro-
motes the survival and implantation of endometrial cells,
which then gain the ability to infiltrate adjacent tissues and
distant organs, leading to their dysfunction.
The latest research points to the possible malignant trans-
formation of endometriosis into ovarian cancer (OC).
About 0.7-1.6% of patients with endometriosis diag-
nosed at an early age, who develop endometriosis-related
infertility and endometriotic lesions on the ovaries are at
increased risk of endometriosis-related endometrioid and
clear-cell OC®-1%. Risk factors for malignant transforma-
tion include living in highly developed cities, stress and
depression?. Although the precise mechanism underlying
endometrial malignant transformation is still unknown,
other important elements involved in the neoplastic process
include oxidative stress, hyperestrogenism, genetic muta-
tions, chronic inflammation, and the associated impaired
response of immune cells®'%. It should be emphasized that
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nowotworowej wymienia si¢ ponadto zycie w wysoko
rozwinietych miastach, stres oraz depresje'V. Dokladny
mechanizm transformacji endometriozy w raka nie zostat
poznany, natomiast istotnymi elementami nowotworze-
nia sg stres oksydacyjny, hiperestrogenizm, mutacje gene-
tyczne, przewlekly stan zapalny i zwigzana z nimi zabu-
rzona odpowiedz komoérek uktadu immunologicznego®-').
Nalezy podkreéli¢, ze u chorych na endometrioze plyn
otrzewnowy (peritoneal fluid, PF) nie tylko stanowi mikro-
srodowisko sprzyjajace proliferacji komorek endometrium
i neoangiogenezie, lecz takze istotnie wplywa na zahamo-
wanie funkcji omawianych tu populacji komérek>').,
Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najnowszych
danych dotyczacych roli poszczegolnych populacji komorek
ukladu immunologicznego w rozwoju endometriozy oraz
proba odpowiedzi na pytania: Dlaczego w niektorych przy-
padkach uktad immunologiczny nie radzi sobie z elimina-
cja przemieszczonych komorek endometrium i pozwala na
ich implantacje? Czy ma to zwigzek ze zmianami w ukla-
dzie immunologicznym, ktére uniemozliwiajg rozpozna-
nie i usuwanie komoérek endometrium oraz utatwiaja ich
adhezje?

METODOLOGIA

Praca ma charakter przegladu narracyjnego z uwzglednie-
niem literatury anglojezycznej. W przegladzie piémien-
nictwa ujeto zaréwno prace oryginalne, jak i pogladowe,
w wiekszosci z trzech ostatnich lat, dotyczace roli wybranych
populacji komoérek uktadu immunologicznego w rozwoju
endometriozy. Przeszukano bazy danych Medline/PubMed
i Google Scholar, wykorzystujac nastepujace stowa kluczowe:
»endometrioza’, ,,makrofagi’, ,DCs’, ,, Ireg”, ,MDSCs”

WYNIKI | OMOWIENIE
Ogolna charakterystyka makrofagow

Makrofagi stanowia najwyzszy odsetek wsrod komorek PF
zdrowych kobiet. Rola makrofagéw polega na usuwaniu —
na drodze fagocytozy — komodrek endometrium przemiesz-
czonych do jamy otrzewnej. U chorych na endometrioze
makrofagi charakteryzuja si¢ obnizong ekspresja czasteczki
CD3 (cluster of differentiation 3) i aneksyny A2, co skutkuje
redukcja zdolnosci do fagocytozy. Makrofagi PF aktywo-
wane sg przez czynnik NF-«p (nuclear factor «f3) do produk-
cji cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-6, IL-1P. Przyczynia si¢
to do rozwoju charakterystycznego dla endometriozy stanu
zapalnego?. Inng funkcja makrofagéw jest stymulacja
angiogenezy poprzez produkcje VEGF (vascular endothelial
growth factor) oraz IL-8, ktore stymuluja tworzenie naczyn
krwiono$nych i ulatwiajg przetrwanie wszczepow endo-
metrialnych®. Najnowsze doniesienia podkreslaja udzial
makrofagdw w inicjowaniu endometriozy przez synteze
czynnikow RANTES (regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted), GM-CSF (granulocyte-macrophage
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the peritoneal fluid (PF) not only promotes endometrial cell
proliferation, but also significantly suppresses the activity
of the discussed cell populations in patients with endome-
triosis213).

The aim of the paper was to present latest data on the role
of selected immune cell populations in the development of
endometriosis as well as to attempt to answer the following
questions: Why is it in some cases that the immune system
cannot cope with the elimination of dislocated endome-
trial cells and allows for their implantation? Is this related
to changes in the immune system that prevent recognition
and elimination of endometrial cells and promote their
adhesion?

METHODS

This is a narrative review including English-language lit-
erature. The literature review includes both original and
review papers, mostly from the last three years, on the role
of selected immune cell populations in the development of
endometriosis. Medline/PubMed and Google Scholar data-
bases were searched using the following keywords: “endo-
metriosis,” “macrophages,” “DCs,” “Treg,” and “MDSCs.”

RESULTS AND DISCUSSION
General characteristics of macrophages

Macrophages are the dominant cells in the PF of healthy
women. Their role is to eliminate endometrial cells trans-
located to the peritoneal cavity via phagocytosis. Patients
with endometriosis present with macrophages exhibiting
reduced CD3 (cluster of differentiation 3) and annexin A2
expression, which reduces their phagocytic capacity. Peri-
toneal macrophages are activated by NF-«f (nuclear factor
kP) to produce proinflammatory cytokines: TNF-a, IL-6,
IL-1pB. This contributes to inflammation typical of endo-
metriosis"?. Another function of macrophages is to stim-
ulate angiogenesis by producing VEGF (vascular endothe-
lial growth factor) and IL-8, both of which stimulate new
blood vessel formation and promote the survival of endo-
metrial implants"'®. The latest reports emphasize the role of
macrophages in initiating endometriosis via RANTES (reg-
ulated on activation, normal T cell expressed and secreted),
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor) and IL-1-RA (interleukin 1 receptor antagonist) synthe-
sis as well as STAT3 (signal transducer and activator of tran-
scription 3) activation®. The role of macrophages in pain
induction by infiltrating nerve fibers cannot be excluded.
However, the mechanism has not been fully explained®.

Characteristics of dendritic cells
Dendritic cells (DCs) are the most specialized antigen-

presenting cells (APCs), which present antigens to T cells.
DCs exhibit expression of stimulatory or inhibitory
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colony-stimulating factor) oraz IL-1-RA (interleukin 1
receptor antagonist), jak rowniez przez aktywacje czynnika
STATS3 (signal transducer and activator of transcription 3)1.
Nie mozna wykluczy¢ udzialu makrofagéw w indukowa-
niu bolu poprzez naciekanie okolicy wlékien nerwowych.
Mechanizm ten nie zostal jednak w pelni wyjasniony®.

Charakterystyka komoérek dendrytycznych

Komorki dendrytyczne (dendritic cells, DCs) nalezg do
komorek najbardziej wyspecjalizowanych w prezentacji
antygenow (antigen-presenting cells, APCs) limfocytom T.
Wykazuja ekspresje czasteczek o dzialaniu pobudzajacym
lub hamujgcym, przez co moduluja odpowiedz odporno-
$ciowg ze strony limfocytow T i B. Wyodrebniono sze§¢
subpopulacji DCs: mieloidalne (myeloid dendritic cells,
mDCs), wérdd ktoérych wyroézniono subpopulacje mDC1
i mDC2, plazmocytoidalne (plasmocytoid dendritic cells,
pDCs), prekursorowe (pre-DCs), komorki pochodzenia
monocytarnego (mo-DCs) i nieklasyczne monocyty!”.
Do chwili obecnej nie poznano doktadnej roli DCs w pato-
genezie endometriozy. Badania na zwierzetach wykazaly,
ze DCs stymulujg angiogeneze, warunkujaca odzywianie
implantéw i dalszy ich rozw6j'¥. Co interesujace, dowie-
dziono, iz zjawisko to zachodzi na drodze podobnej jak
w przypadku odzywiania guzow zlosliwych. Spadek odsetka
DCs w okolicy implantéw skutkuje zmniejszeniem ich roz-
miaréw. Niedojrzate DCs przejawiaja wicksza aktywnos¢
proangiogenna niz komorki dojrzate. Mozna zatem spe-
kulowac, ze tworzenie naczyn krwionosnych w okolicy
implantéw endometrialnych zalezy od akumulacji i aktyw-
noéci niedojrzatych DCs"®). Wertel i wsp. jako pierwsi
wykazali obecnos$¢ zaréwno mieloidalnych, jak i limfo-
idalnych DCs w PF pacjentek z torbiela endometrialng jaj-
nika®. Co interesujace, odsetek mDCs byt wyzszy w PF niz
we krwi obwodowej, czego nie wykazano w przypadku lim-
foidalnych DCs. Odsetek mDCs w PF pacjentek z endome-
trioza okazal si¢ wyzszy od odsetka limfoidalnych DCs,
podczas gdy odsetki we krwi obwodowej nie réznily sie
istotnie. Wykazano, ze prezentacja antygenu przez niedoj-
rzate DCs indukuje apoptoze limfocytéw T lub réznicowa-
nie limfocytéw T regulatorowych (Treg)“®.

Ponadto DCs produkuja liczne cytokiny, m.in. IL-10
i IL-27. Interleukina 27 hamuje réznicowanie limfocy-
tow T efektorowych, natomiast nasila roznicowanie komo-
rek Treg FoxP3* i Trl. IL-10 jest cytoking o wlasciwo-
$ciach przeciwzapalnych. Hamuje aktywacje DCs, a takze
obniza produkeje IL-12 i ekspresje czasteczek kostymulu-
jacych, co moze si¢ przyczynia¢ do zahamowania pierwot-
nej odpowiedzi komérek T w stosunku do przemieszczo-
nych komoérek endometrium. Zaréwno IL-10, jak i IL-27
indukuja immunosupresje na drodze szlaku sygnalowego
STAT3. Co wigcej, cytokiny aktywujace przesylanie sygna-
téw za posrednictwem szlaku STAT3 stymuluja réznicowa-
nie tolerogennych DCs". Zaburzenia w zakresie prezenta-
¢ji antygenéw endometrium przez niedojrzale DCs moga
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molecules, thereby modulating T- and B-cell-mediated
immune responses. Six DC subpopulations have been distin-
guished: myeloid dendritic cells (mDCs), including mDC1
and mDC2 subpopulations; plasmocytoid dendritic cells
(pDCs), DC precursors (pre-DCs), monocyte-derived den-
dritic cells (Mo-DCs), and nonclassical monocytes!'”.

The exact role of DCs in the pathogenesis of endometrio-
sis remains unknown. Animal studies have shown that DCs
stimulate angiogenesis as well as are necessary for nutri-
tion and further development of implants"?. Interestingly,
it was demonstrated that the mechanism of this phenom-
enon is similar to that seen in the nutrition of malignant
tumors. A drop in DC counts around implants correlates
with their reduced size. Immature DCs show greater pro-
angiogenic activity compared to their mature counterparts.
Therefore, it may be speculated that the formation of new
blood vessels around endometriotic implants depends upon
accumulation and activation of immature DCs"®. Wertel
et al. were the first to show the presence of both myeloid
and lymphoid DCs in the PF in patients with endometrial
ovarian cyst®. Interestingly, the percentage of mDCs was
higher in the PF than in the peripheral blood, which was
not shown for lymphoid DCs. The PF levels of mDCs in
patients with endometriosis were higher compared to lym-
phoid DCs, while no significant differences were found for
peripheral blood. It was demonstrated that antigen presen-
tation by immature DCs induces T cell apoptosis or regula-
tory T cell (Treg) differentiation®®.

Furthermore, DCs produce multiple cytokines, such as
IL-10 and IL-27. Interleukin 27 inhibits effector T cell dif-
ferentiation, but increases FoxP3* Treg and Trl differentia-
tion. IL-10 is a cytokine with anti-inflammatory properties.
It inhibits DC activation as well as reduces the production
of IL-12 and co-stimulatory molecules, which may contrib-
ute to the inhibition of primary T cell response to displaced
endometrial cells. Both IL-10 and IL-27 induce STAT3-
mediated immunosuppression. Furthermore, cytokines
that activate signaling through STAT3 stimulate tolero-
genic DC differentiation’”. Impaired presentation of endo-
metrial antigens by immature DCs may affect endometrial
cell elimination, thereby promoting their survival and fur-
ther implantation in the peritoneal cavity.

T cell subpopulations in patients
with endometriosis

Numerous studies have shown impaired lymphocyte activ-
ity in patients with endometriosis®'?. Changes in the pop-
ulation of T helper (CD4") cells (Th), both Th1 and Th2, are
particularly noteworthy. Differentiation of individual pop-
ulations depends on the type of cytokines present in the
microenvironment, the levels of which are altered in women
with endometriosis. Elevated IL-10 levels, reduced IFN-y
(interferon gamma) levels and increased IL-4/IFN-y ratio
are found in the PE Changes in the secretion of the above-
mentioned cytokines result in Th2 dominance in the PF,
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wplywac negatywnie na proces eliminacji komoérek endo-
metrialnych, przyczyniajac sie do ich przezycia i dalszej
implantacji w obrebie jamy otrzewne;.

Subpopulacje limfocytéw T
u chorych na endometrioze

W licznych badaniach wykazano zaburzenia w aktywnosci
limfocytéw u chorych na endometrioze™'. Na uwage zastu-
guja zmiany w populacji limfocytéw pomocniczych (Th)
o fenotypie CD4*, zaréwno Thl, jak i Th2. Réznicowanie
poszczegolnych subpopulacji jest uzaleznione od rodzaju
cytokin obecnych w mikrosrodowisku, ktérych stezenie
zmienia si¢ u kobiet z endometrioza. W PF wykrywa sie
podwyzszone stezenie IL-10, obnizone stezenie IFN-y
(interferon gamma) i podwyzszony stosunek IL-4/IFN-y.
Zmiany w sekrecji wymienionych cytokin powoduja prze-
wage komorek Th2 w PE, z kolei we krwi dominujg komorki
Th1%%. Komérki Thl odpowiadajg za indukowanie odpo-
wiedzi typu komorkowego, a Th2 sg regulatorami odpowie-
dzi humoralne;j.

U chorych na endometrioze wykazano tez obecno$¢ i pod-
wyzszony w pordwnaniu z kobietami zdrowymi odse-
tek limfocytow T regulatorowych. W zaleznosci od
fenotypu i funkcji wéréd Treg wyodrebniono trzy subpo-
pulacje: CD45RA*FoxP3"" spoczynkowe Treg (rTreg),
CD45RAFoxP3"ieh efektorowe Treg (eTreg) oraz uwalnia-
jace cytokiny CD45RAFoxP3"" non-Treg (non-Treg)®.
Limfocyty Treg pelnia funkcje regulacyjna w procesach
immunologicznych i rozwoju tolerancji - poprzez aktywna
supresje makrofagéw, limfocytow T i B, DCs oraz komo-
rek NK®. Odgrywaja wazna role w etiopatogenezie choréb
nowotworowych i autoimmunologicznych. Nalezy podkre-
§li¢, ze wedtug niektorych autoréw endometrioza jest cho-
roba z autoagresji®. Hanada i wsp. wykazali wyzszy odsetek
rTreg i eTreg w PF u chorych na endometrioze w porow-
naniu z kobietami zdrowymi, czego nie zaobserwowano
we krwi obwodowej®. Ani we krwi obwodowej, ani w PF
odsetki komoérek non-Treg nie rdznily sig istotnie. Ponadto
nie wykazano korelacji migdzy odsetkami eTreg i r'Treg
a stopniem zaawansowania endometriozy.

Regulowanie aktywnosci limfocytow T efektorowych przez
Treg moze si¢ odbywac na drodze dwdch mechanizmoéw:
poprzez bezpoéredni kontakt miedzy komdrkami albo za
posrednictwem wydzielanych czynnikéw TGF-p (transform-
ing growth factor beta 1), IL-10 i IL-35. TGF-P wydzielany
w postaci nieaktywnej — LAP (latency-associated peptide)
indukuje roznicowanie FoxP3* Treg. To wazny regulator ich
proliferacji, réznicowania i apoptozy. Stezenie TGF- w PF
chorych na endometrioze jest podwyzszone™.

U chorych na endometrioz¢ wykazano takze obecno$¢
komérek Th17, ktére stanowia subpopulacje limfocy-
tow CD4", produkujacych IL-17A - cytokine o charakte-
rze prozapalnym. Odnotowano wyzszy odsetek komorek
Th17 w PF w poréwnaniu z krwig obwodowg pacjentek
z endometrioza. Wysokie stezenie IL-17 w PF stymuluje
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while Th1 cells predominate in the blood"?. Th1 cells are
responsible for inducing cellular responses, while Th2 cells
regulate humoral responses.

Also, higher counts of T regulatory cells were shown in
patients with endometriosis compared to healthy women.
Depending on the phenotype and function, three Treg sub-
populations have been distinguished: CD45RA*FoxP3!"
resting (rTreg), CD45R A-FoxP3"ie! effector Treg (eTreg),
and cytokine-secreting CD45RA FoxP3"" non-Treg
(non-Treg)®.

Treg lymphocytes play a regulatory role in immune pro-
cesses and tolerance development - via active suppression
of macrophages, T and B cells, DCs and NK cells®. They
play an important role in the etiopathogenesis of neoplas-
tic and autoimmune diseases. It should be emphasized that
some authors classify endometriosis as an autoaggressive
disease®. Hanada et al. showed high proportions of rTregs
and eTregs in the PF in patients with endometriosis com-
pared to healthy women, which was not demonstrated
for the peripheral blood™. There were no significant dif-
ferences in non-Tregs between peripheral blood and PE.
Furthermore, no correlation was demonstrated between
eTregs/rTregs and the stage of endometriosis.
Treg-mediated regulation of T effector cells may involve two
mechanisms: direct contact between cells or via secreted
TGEF-B (transforming growth factor beta 1), IL-10 and
IL-35. TGF-p, which is secreted in an inactive form known
as the latency-associated peptide (LAP), induces FoxP3*
Treg differentiation. This is an important regulator of their
proliferation, differentiation and apoptosis. PF levels of
TGEF-p are elevated in patients with endometriosis®?°.
Furthermore, the presence of Th17 cells, which are a CD4*
lymphocyte subpopulation producing a proinflammatory
IL-17A cytokine, was shown in patients with endometriosis.
Higher counts of Th17 cells were detected in the PF vs.
peripheral blood in patients with endometriosis. High PF
levels of IL-17 stimulate proliferation, invasion and adhe-
sion of endometrial cells. Furthermore, IL-17 stimulates
angiogenesis and increases peritoneal inflammation®"??.
Recent studies have shown the ability of Th17 cells to
secrete IL-10, an anti-inflammatory cytokine. Its increased
synthesis was observed in advanced endometriosis, which,
as suggested by authors, may contribute to the induction of
immune tolerance of endometriotic implants®?.
Although an increased percentage of CD8* cells was
reported in patients with endometriosis, they exhibit
impaired cytotoxic activity, thereby allowing for implant
growth and disease progression®.

Characteristics of myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs)

Patients with endometriosis have been shown to present
with increased levels of myeloid-derived suppressor cells
(MDSCs)”. MDSCs are a heterogeneous population of
immature myeloid cells including DCs, macrophages and
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proliferacje, inwazje i adhezje komorek endometrialnych.
Ponadto IL-17 stymuluje angiogeneze oraz nasila stan
zapalny w $rodowisku jamy otrzewnej?"??. Ostatnio prze-
prowadzone badania wykazaty zdolno$¢ komérek Th17 do
wydzielania IL-10, cytokiny o wlasciwoséciach przeciwza-
palnych. Jej synteza byla bardziej nasilona w zaawansowanych
stadiach endometriozy, co - jak sugerujg autorzy — moze sie
przyczynia¢ do indukgji tolerancji immunologicznej w sto-
sunku do implantéw endometrialnych®?.

Mimo ze u chorych na endometrioze wykrywa si¢ podwyz-
szony odsetek komorek o fenotypie CD8*, wykazuja one
zaburzenia aktywnosci cytotoksycznej, co umozliwia roz-
woj implantow i progresje choroby?.

Charakterystyka komorek supresyjnych

pochodzacych z linii mieloidalnej (MDSCs)

U pacjentek z endometrioza wykazano obecno$¢ i podwyz-
szony odsetek komorek supresyjnych pochodzacych z linii
mieloidalnej (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs)
. MDSCs stanowig heterogenng populacje niedojrzatych
komorek mieloidalnych, do ktorej naleza DC, makrofagi
i granulocyty w réznym stadium réznicowania. Wyrdz-
niono trzy gléwne subpopulacje MDSCs: monocytarna
(M-MDSCs), polimorfonuklearng (PMN-MDSCs) oraz
promielocytarng/niedojrzaty (eMDSCs).

Cho¢ opisano wiele markeréw powierzchniowych MDSCs,
ich profil wydaje si¢ r6zni¢ w poszczegélnych jednostkach
chorobowych. Do oceny fenotypu ludzkich MDSCs wyko-
rzystuje si¢ ré6zne kombinacje przeciwcial monoklonal-
nych (mAbs) skierowanych przeciwko antygenom CD33,
CD11b, CD14, CD15, HLA-DR, Lin (CD3/14/15/19/56)®.
Poszczegdlne subpopulacje MDSCs wykazuja zaréwno
specyficzne, jak i niespecyficzne mechanizmy regulujace
odpowiedz immunologiczng i s3 zdolne do upos$ledzenia
funkeji limfocytéw T, cho¢ angazujg do tego odmienne
mechanizmy: wytwarzanie reaktywnych form tlenu (reac-
tive oxygen species, ROS) i arginazy 1 (ARG1) w przypadku
PMN-MDSCs oraz tlenku azotu (NO) i ARG1 w przy-
padku M-MDSCs. Efektem ich dzialania jest hamowanie
aktywnosci limfocytéw T cytotoksycznych, DCs, makrofa-
gow, komorek NK i NKT (natural killer T). MDSCs pobu-
dzajg aktywnos¢ supresyjnych limfocytow Treg. Uwaza sie,
iz moga odgrywac istotna role w indukowaniu immuno-
supresji oraz modulacji odpowiedzi T-komérkowej?+2.
Najnowsze doniesienia potwierdzaja role MDSCs w sty-
mulacji angiogenezy®®.

Chen i wsp. wykazali podwyzszony odsetek M-MDSCs
zarowno we krwi obwodowej, jak i w PF chorych na
endometrioze w poréwnaniu z grupg kobiet zdrowych®.
Dowiedli tez, ze M-MDSCs produkujg wieksze ilosci ROS
oraz sprzyjaja réznicowaniu i dojrzewaniu Treg. Zwiek-
szony odsetek Treg przyczynia si¢ do powstawania tole-
rancji na implanty endometrialne. W najnowszych bada-
niach Sun i wsp. wykazali, iz odsetek MDSCs (G-MDSC
i M-MDSC) jest wyzszy w PF niz we krwi obwodowej*).
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granulocytes at different stages of differentiation. Three
main MDSC subpopulations have been distinguished:
monocytic (M-MDSCs), polymorphonuclear (PMN-
MDSCs), and promyelocytic/immature (eMDSCs).
Although many surface markers of MDSCs have been
described, their profile seems to vary in different diseases.
Different combinations of monoclonal antibodies (mAbs)
against CD33, CD11b, CD14, CD15, HLA-DR, and Lin
(CD3/14/15/19/56) are used for the assessment of human
MDSC phenotype®). MDSC subpopulations show both
specific and non-specific mechanisms regulating immune
responses and are able to impair T cell functions via dif-
ferent mechanisms: production of reactive oxygen species
(ROS) and arginase-1 (ARGI1) in the case of PMN-MDSCs,
or nitric oxide (NO) and ARGI in the case of M-MDSCs.
Their action inhibits the activity of cytotoxic T cells, DCs,
macrophages, NK and NKT (natural killer T) cells. MDSCs
stimulate the activity of suppressor Tregs. It has been also
suggested that they may play an important role in inducing
immune suppression and modulating T-cell response®*2.
The latest reports confirm the role of MDSCs in stimulat-
ing angiogenesis®®.

Chen et al. showed increased peripheral and PF M-MDSC
counts in patients with endometriosis vs. healthy women.
They also demonstrated that M-MDSCs produce high
amounts of ROS and promote Treg differentiation and mat-
uration. Increased levels of Treg cells contribute to the devel-
opment of tolerance to endometrial implants. In their lat-
est study, Sun et al. showed that higher MDSC (G-MDSC
and M-MDSC) counts are found in the PF vs. periph-
eral blood®). Additionally, PF and peripheral levels of
M-MDSCs were found to be significantly higher compared
to G-MDSCs. Furthermore, Chen et al. found elevated
PF levels of chemokine CCL25 in patients with endometri-
osis, which correlated with the stage of disease and increased
M-MDSC migration into the peritoneal cavity.

Other authors showed, using a murine model, that intra-
peritoneal administration of CXCL1, CXCL2 and CXCL5
chemokines enhance MDSC migration®. Elevated lev-
els of these chemokines were observed in individuals with
endometrial implants. The use of CXCR2 inhibitors, such as
SB265610 and SB225002 inhibited MDSC migration both
in vitro and in vivo in mice with endometrial implants.
The use of anti-CCL25 or anti-CCR9 antibodies may there-
fore provide an effective therapeutic modality for patients
with endometriosis®. The observed phenomenon points to
the important role of MDSCs in the development of the dis-
ease. Understanding the role of MDSCs in the mechanisms
underlying immune responses may be the starting point for
the development of therapies that will inhibit the progres-
sion of endometriosis®”.

The role of NK cells

NK cells are an important link between the innate and
acquired immune response and are responsible for the
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Co wigcej, odsetki M-MDSCs w PF i we krwi obwodowej
okazaly sig istotnie wyzsze niz odsetki G-MDSCs. Ponadto
Chen i wsp. stwierdzili w PF chorych na endometrioze
podwyzszone stezenie chemokiny CCL25, co korelowato
ze stopniem zaawansowania choroby i nasilalo migracje
M-MDSCs do jamy otrzewnej.

Inni autorzy wykazali na modelu mysim, ze chemokiny
CXCL1, CXCL2 i CXCL5 podane dootrzewnowo nasilaja
migracje MDSCs®. Zwiekszone stezenie wspomnianych
chemokin obserwowano u osobnikéw z implantami endo-
metrialnymi. Zastosowanie inhibitoréw receptora CXCR2,
takich jak SB265610 i SB225002, doprowadzito do zahamo-
wania migracji MDSCs in vitro i in vivo u myszy z wszcze-
pami endometrium. Stosowanie przeciwcial anty-CCL25
lub anty-CCR9 moze by¢ zatem skuteczng opcja terapeu-
tyczna u chorych na endometrioze®. Zaobserwowane zja-
wisko wskazuje na istotng role MDSCs w rozwoju choroby.
Poznanie roli MDSCs w mechanizmach odpowiedzi immu-
nologicznej moze by¢ punktem wyjscia do opracowania
terapii, ktore zahamuja postep endometriozy®.

Znaczenie komoérek NK

Komoérki NK stanowia wazne ogniwo miedzy wrodzona
a nabyta odpowiedzig immunologiczng i odpowiadaja
za usuwanie obcych komoérek®?”. U pacjentek z endo-
metrioza wykazano obnizong aktywno$¢ cytotoksyczna
komérek NK w stosunku do ektopowego endometrium,
co korelowalo ze stopniem zaawansowania choroby!?.
Stwierdzono, ze IFN-y produkowany przez komoérki NK
indukuje apoptoze w eutopowych komorkach endometrial-
nych, czego nie zaobserwowano w stosunku do komorek
ektopowych. Doktadny mechanizm hamowania aktywno-
$ci NK nie zostal jeszcze wyjasniony. Sugeruje sig, ze jedna
z przyczyn moze by¢ podwyzszona ekspresja receptorow
hamujacych KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors)
na powierzchni komoérek NK izolowanych z PF chorych
na endometrioze>'¥. IL-6, IL-15 i TGFP1 obecne w PF
hamuja aktywno$é¢ cytotoksyczng komorek NK, co sprzyja
przezywaniu wszczepow endometrium oraz umozliwia ich
adhezje, proliferacje i tworzenie implantéw w obrebie jamy

otrzewnej>14,

Rola neutrofili
w patogenezie endometriozy

Rozwazajac wystepowanie przewleklego stanu zapalnego
zwiazanego z endometrioza, nie mozna poming¢ roli neu-
trofili. Wykazano, ze zardwno odsetek neutrofili, jak i steze-
nie czynnikéw chemotaktycznych nasilajacych ich migracje,
czyli IL-8, ENA-78 (epithelial neutrophil-activating pep-
tide-78) i HNP 1-3 (human neutrophil peptide 1-3), sa wyz-
sze w PF pacjentek z endometriozg. Neutrofile sg produ-
centami czynnikéw prozapalnych - VEGE, IL-8 i CXCL10,
ktore maja wplyw na progresje choroby. Ponadto neutro-
file zakumulowane w ogniskach endometriozy wykazuja
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removal of foreign cells@"*”). Patients with endometriosis
were shown to have reduced NK cell cytotoxic activity on
ectopic endometrium, which correlated with the stage of
disease'>!¥). It was found that IFN-y produced by NK cells
induces apoptosis in eutopic endometrial cells, but not in
ectopic cells. The precise mechanism of NK activity inhi-
bition has not been explained so far. It has been suggested
that increased expression of killer cell immunoglobulin-like
receptors (KIR) on the surface of NK cells isolated from
the PF in patients with endometriosis may be one of the
causes!?!9), TL-6, IL-15 and TGFp1 found in the PF inhibit
the cytotoxic activity of NK cells, thereby promoting the
survival of endometrial implants as well as enabling their
adhesion, proliferation and formation of implants in the

peritoneal cavity!>-'.

The role of neutrophils
in the pathogenesis of endometriosis

When considering endometriosis-related chronic inflam-
mation, the role of neutrophils should not be underesti-
mated. It was demonstrated that both neutrophil count
and the levels of chemotactic factors that enhance their
migration, i.e. IL-8, ENA-78 (epithelial neutrophil-acti-
vating peptide-78) and HNP 1-3 (human neutrophil pep-
tide 1-3), are higher in the PF of patients with endometri-
osis. Neutrophils produce proinflammatory factors, such
as VEGF, IL-8 and CXCL10, which have an impact on dis-
ease progression. Furthermore, neutrophils accumulated
in endometriosis foci show IL-17A expression. It stimulates
the production of CXCL1 chemokine, which enhances
neutrophil migration, thereby increasing endometriosis-
related inflammation®?.

Changes in the microenvironment
of selected peritoneal fluid cytokines and
chemokines in patients with endometriosis

Local inflammation and increased PF volume are impor-
tant phenomena that accompany endometriosis. Increased
levels of selected cytokines and chemokines, which regu-
late multiple processes and shape the microenvironment
that promotes both endometrial cell implantation and
progression, are detected in the PF. Macrophages, lym-
phocytes, mesothelial cells and ectopic implants are the
main source of cytokines and chemokines. Increased
PF levels were found for IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a,
ICAM-1, MCP-1, RANTES, VEGF, IGF, PDGF, EGF and
HGE®2) as well as eotaxins, bFGF, G-CSF, GM-CSEF,
IFN-y, IL-1Ra, IL-5, IL-15¢%. The latest research has also
shown elevated IL-2 and IL-4 levels in patients with endo-
metriosis®V.

IL-1 is considered to be a factor promoting inflammation.
Changes in the balance between IL-1a, pro-IL-1p, IL-1p,
sIL-1R2 and sIL-1RacP, both in the PF and peripheral
blood, also seem important; they are currently considered
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ekspresje IL-17A. Stymuluje ona produkcje chemokiny
CXCL1, nasilajacej migracje neutrofili, co wzmaga stan
zapalny towarzyszacy endometriozie™?.

Zmiany w mikrosrodowisku wybranych
cytokin i chemokin w ptynie otrzewnowym
chorych na endometrioze

Istotnymi zjawiskami towarzyszacymi endometriozie sa
lokalny stan zapalny i wzrost objetosci PE. W PF wykry-
wane s3 podwyzszone stezenia wybranych cytokin i che-
mokin, ktore reguluja liczne procesy i ksztaltuja mikro-
srodowisko sprzyjajace nie tylko implantacji komorek
endometrium, lecz takze ich progresji. Glownym zrédtem
cytokin i chemokin s3 makrofagi, limfocyty, komérki mezo-
telium i ektopowe implanty. W PF wykazano podwyzszone
stezenia IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, ICAM-1, MCP-1,
RANTES, VEGEF, IGF, PDGFE, EGF i HGF®**) oraz eotak-
syny, bFGE, G-CSF, GM-CSEF, IFN-y, IL-1Ra, IL-5, IL-15¢%.
Najnowsze badania wykazaly takze zwigkszone stezenia
IL-2 oraz IL-4 u chorych na endometrioze®".

IL-1 jest uznawana za czynnik sprzyjajacy rozwojowi stanu
zapalnego. Istotne okazujg si¢ zmiany w rownowadze IL-1a,
pro-IL-1p, IL-1pB, sIL-1R2 i sIL-1RacP zaréwno w PE jak
i we krwi obwodowej — aktualnie rozpatrywane jako czyn-
nik sprzyjajacy przejsciu ostrego stanu zapalnego w charak-
terystyczny dla endometriozy stan przewlekly®?.

IL-4 hamuje funkcje makrofagéw i aktywacje limfocytow
T. W ektopowych zmianach pobudza eotaksyne, co nasila
angiogenezg i progresje zmian. Przeciwzapalna interleukina
10 przekierowuje odpowiedZ immunologiczng w kierunku
odpowiedzi typu Th2. Uwaza sie, ze jej zwiekszone steze-
nie wywiera negatywny wplyw na rozpoznawanie i usuwa-
nie wszczepéw endometrium przez APCs®?. IL-8 nie tylko
nasila migracje monocytéw czy neutrofili, lecz takze pobudza
wydzielanie innych cytokin. Bierze udzial w poszczegélnych
etapach rozwoju ektopowych zmian endometrioidalnych -
w adhezji, implantacji, proliferacji oraz inwazji. Ponadto IL-8
blokuje indukcje apoptozy przemieszczonych komérek endo-
metrium®. Inne cytokiny, IFN-y i IL-2, stymuluja wydzie-
lanie IL-4 i IL-10, migracje komorek uczestniczacych w pro-
cesach zapalnych i dystrybucje poszczegolnych subpopulacji
limfocytow. TNF-a jest waznym regulatorem proliferacji,
aktywacji i adhezji komorek oraz pelni istotna funkcje w pro-
cesach gojenia tkanek i powstawania nowych naczyn krwio-
noénych w przebiegu endometriozy®?.

Gwarantem przetrwania implantéw endometrialnych jest
prawidlowe ich odzywienie. Ptyn otrzewnowy stwarza ide-
alne srodowisko dla rozwoju zmian i cechuje si¢ podwyz-
szonym stezeniem czynnikow proangiogennych, takich jak
angiogenina, ENA-78, EPO, HGE IGF-1 i VEGE. Co wie-
cej, w PF obserwuje sie obnizone stezenie czynnikow anty-
angiogennych: adiponektyny, IP-10 i sVEGFR". Odno-
towano rowniez wzrost ekspresji czasteczek ICAM-1
i VCAM-1 w ektopowych zmianach endometrialnych.
ICAM-1 sprzyja adhezji komérek endometrium i, podobnie
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as a factor promoting the transition of acute inflamma-
tion to chronic one, which is typical of endometriosis®?.
IL-4 inhibits macrophage function and T cell activation.
It stimulates eotaxin in ectopic lesions, thereby increas-
ing angiogenesis and disease progression. The anti-inflam-
matory interleukin 10 redirects immune responses to Th2
responses. It is believed that its increased levels have a neg-
ative impact on identification and removal of endometrial
implants by APCs®. IL-8 not only enhances monocytes
and neutrophil migration, but it also stimulates the secre-
tion of other cytokines. It is involved in different stages of
the development of ectopic endometriotic lesions, such as
adhesion, implantation, proliferation and invasion. Further-
more, the IL-8 blocks the induction of apoptosis in translo-
cated endometrial cells®®. Other cytokines, such as IFN-y
and IL-2, stimulate IL-4 and IL-10 secretion, migration of
cells involved in inflammatory processes and distribution of
different lymphocyte subpopulations. TNF-a is an impor-
tant regulator of cellular proliferation, activation and adhe-
sion as well as is of key importance for tissue healing and
formation of new blood vessels in endometriosis®?.
Proper nutrition is essential for the survival of endometrial
implants. The PF creates an ideal environment for the devel-
opment of lesions and shows higher levels of proangiogenic
factors, such as angiogenin, ENA-78, EPO, HGF, IGF-1 and
VEGE Furthermore, reduced levels of antiangiogenic fac-
tors, such as adiponectin, IP-10 and sVEGFR, are found in
PF9). Also, increased expression of ICAM-1 and VCAM-1
was found in ectopic endometrial lesions. ICAM-1 pro-
motes endometrial cell adhesion and, similarly to VCAM-1,
allows for their escape from immune surveillance®®. Data
on VCAM-1 expression levels in ectopic lesions are contra-
dictory. Kyama et al. found no significant differences in the
expression of this protein between ectopic lesions and the
peritoneal cavity®®, while Kuessel et al. demonstrated its
increased expression®.

SUMMARY

Immune function impairment in patients with endometri-
osis manifests in altered counts and activity of peripheral
blood and PF macrophages, NK cells and cytotoxic lym-
phocytes©®>%9). These cells are responsible for the removal
of erythrocytes, menstrual blood cells and cells undergo-
ing apoptosis®. The latest research has also shown altered
activity of Tregs, DCs and MDSCs in patients with endo-
metriosis“7*). Additionally, the survival, implantation and
invasiveness of endometrial cells depend on altered levels of
selected PF cytokines and/or chemokines. Recent reports
suggest that endometriosis may be a precursor for some his-
tological types of ovarian cancer®-'.

CONCLUSIONS

It should be emphasized that it is still unknown whether
the impaired functions of the above described cells induce
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jak VCAM-1, umozliwia ich ucieczke spod nadzoru immu-
nologicznego®. Dane dotyczace poziomu ekspresji
VCAM-1 w ektopowych implantach sa sprzeczne. Kyama
i wsp. nie stwierdzili istotnych réznic miedzy ekspresja tego
biatka w zmianach ektopowych i w otrzewnej®®, podczas
gdy Kuessel i wsp. wykazali nasilenie jego ekspres;jit®.

PODSUMOWANIE

Zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego
u chorych na endometrioze dotyczg odsetka i aktywnosci
makrofagéw, komérek NK oraz limfocytow cytotoksycznych
krwi obwodowej i PF®>%). Komérki te sg odpowiedzialne za
usuwanie erytrocytow, elementéw morfotycznych krwi mie-
sigczkowej i komorek ulegajacych apoptozie®. W najnow-
szych badaniach wykazano tez zmiany w aktywnoéci limfocy-
tow Treg, DCs czy MDSCs u pacjentek z endometriozg-72),
Dodatkowo zmiany w stezeniu wybranych cytokin i/lub che-
mokin w PF warunkuja przetrwanie, implantacje oraz inwa-
zyjno$¢ komorek endometrium. Doniesienia z ostatnich lat
sugeruja, ze endometrioza moze by¢ prekursorem niektérych
typ6éw histologicznych raka jajnika®-1.

WNIOSKI

Nalezy podkresli¢, ze do dzisiaj nie wiadomo, czy zaburze-
nia funkcji opisanych populacji komoérek indukujg rozwoj
endometriozy, czy s3 powodowane rozrostem ektopowego
endometrium. Dokladne wyjasnienie ich roli moze oka-
za¢ sie kluczowe dla wylonienia pacjentek o podwyzszo-
nym ryzyku rozwoju raka jajnika z ognisk endometriozy
i umozliwi¢ odpowiedng profilaktyke. Poznanie mechani-
zmoéw zaburzen odpowiedzi immunologicznej to poten-
cjalny punkt wyjscia do opracowania terapii, ktére zaha-
muja postep endometriozy i ewentualny rozwoj raka jajnika.
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