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Ekspresja genu HOXA11 w endometrium
kobiet bez i z zaburzeniami ptodnosci

HOXA11 gene expression in women with and without impaired infertility
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Streszczenie
Wstep: Geny HOXA sg markerami receptywnosci a ich nieprawidfowa ekspresja moze identyfikowac kobiety
z zaburzeniami implantacji.
Cel: Celem pracy byta analiza poziomu HOXA11 mRNA oraz ekspresji i lokalizacji biatkowego produktu tego genu
w endometrium kobiet nieptodnych z endometriozg, nieptodnoscig idiopatyczng oraz kobiet bez zaburzer rozrodu
w roznych fazach cyklu ptciowego.
Materiat i metody: Przeanalizowano poziom transkryptu HOXA11 w endometrium kobiet z endometriozg (n=36),
nieptodnoscig idiopatyczng (n=48) oraz bez zaburzen rozrodu (n=30) w roznych fazach cyklu ptciowego. Do
oznaczenia poziomu mRNA zastosowano metode real time PCR.
Przy uzyciu techniki immunohistochemicznej porownano lokalizacje i ekspresje biatka HOXA 11 w fazie proliferacyjnej,
wczesnej i sSrodkowej sekrecyjnej w endometrium w grupach badanych. Biopsje endometrium wykonano za pomocg
pipelli lub w czasie histeroskopii.
Wyniki: Stwierdzono statystycznie, istotnie wyzszy poziomu transkryptu HOXA11 w Srodkowej fazie lutealnej
w grupach z nieptodnoscig idiopatyczng oraz kontrolnej (p<0,05). U kobiet z endometriozg w okresie okna
implantacyjnego stwierdzono niski poziom transkryptu. Poziom HOXA11 mRNA w grupie bez zaburzen rozrodu
byt statystycznie istotnie nizszy w fazie proliferacyjnej (p=0,003) oraz statystycznie istotnie wyzszy (p=0,018)
w srodkowej fazie lutealnej w stosunku do grupy z endometriozg. Reakcja na obecnosc¢ antygenu HOXAT1
lokalizowata sie w jadrach komorek podscieliska endometrium, cytoplazma nie wybarwiata sie.
Whioski: Wyciszenie ekspresji HOXA11 w endometrium w srodkowej fazie lutealnej moze by¢ powszechnym
Zjawiskiem wsrod pacjentek z endometriozg. Dalsze badania powinny wyjasnic mechanizm zaburzonej ekspresji
genu HOXA11.
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Summary

Introduction: HOXA genes are receptivity markers and their altered expression can help identify women with
implantation defect.

Objectives: The purpose of this study was to examine the expression pattern of HOXA11 and expression and
localization of its protein product in the endometrium of women with endometriosis, idiopathic infertility and normal
fertile patients during different phases of the menstrual cycle.

Material and methods: We evaluated HOXA11 mRNA level in the endometrium from endometriosis (n=36),
idiopathic infertility (n=48) and fertile patients (n=30) during a menstrual cycle. The amounts of mRNA were
determined by real-time quantitative PCR. Using the immunohistochemical techniques we compared the localization
of HOXA11 protein in the proliferative, early secretory and midsecretory endometrium in all of the studied groups.
Endometrial biopsy was performed by pipelle or during hysteroscopy.

Results: We observed statistically significantly elevated HOXA11 transcripts levels in the midsecretory phase in
both, the idiopathic infertility and the fertile control groups (p<0.05). Patients with endometriosis had low HOXAT1
transcript level in the implantation window.

Normal fertile patients showed statistically significantly decreased (p=0.003) HOXA11 mRNA level in the proliferative
phase and statistically significantly increased level (p=0.018) in midsecretory phase, comparing to endometriosis
patients. HOXA11 protein were localized in the nuclei of the endometrial stromal cells whereas the cytoplasm of
these cells did not stain.

Conclusion: Our results suggest that altered HOXA11 gene expression in the endometrium during a menstrual
cycle may be a common phenomenon among patients with endometriosis and may cause infertility in this group of

patients. Further research should explain the mechanism of altered expression of HOXA11 gene.

Key words: HOXAI11 / endometrium / endometriosis / infertility

Wstep

Implantacja blastocysty jest mozliwa tylko w bardzo krot-
kim okresie cyklu zwanym oknem implantacyjnym tzn.7-9 dni
po owulacji. W tym czasie endometrium osiaga maksymalna
receptywno$¢, ktora warunkuje przytaczenie zarodka i rozwdj
ciazy. Uzyskanie optymalnych warunkow do implantacji poprze-
dza proliferacja i réznicowanie elementéw endometrium w tym
gruczotow, podscieliska, naczyn, komoérek migsni gtadkich oraz
fibroblastow. Nieprawidlowe wzrastanie oraz rdéznicowanie en-
dometrium moze mie¢ istotne znaczenie w niemoznos$ci zajscia
w ciazg [1]. W grupie chorych z endometrioza odsetek kobiet
nieptodnych sigga 50% [2]. Czgstos¢ uzyskanych w tej grupie
ciaz jest dwukrotnie nizsza w stosunku do kobiet z nieptodnos$cia
idiopatyczna, ktore stanowia okoto 15% wsrod pacjentek nie-
ptodnych [1].

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna twierdzic¢, iz
kobiety z endometrioza nie uzyskuja optymalnej receptywnosci
endometrium w czasie okna implantacyjnego na skutek zabu-
rzonej ekspresji biomarkerow zwiazanych z implantacja [3, 4,
5]. Wezesniejsze doniesienia naszej grupy badawczej dotyczace
receptywnosci endometrium u pacjentek z nieptodnoscia o roz-
nej etiologii oraz utratami ciaz wskazuja na zaburzona ekspresjg
wielu molekul majacych bezposredni zwiazek z implantacja [6,
7, 8, 9]. Jednak mechanizm molekularny, ktory reguluje rozwoj
endometrium a tym samym zapewnia optymalne warunki do im-
plantacji blastocysty jest ciagle mato poznany.

Czynniki transkrypcyjne wiaza si¢ selektywnie z wlasciwa
sekwencja DNA promotora i regulujac ich ekspresj¢ koordynuja
proces roznicowania komorek. Uzyskanie optymalnej receptyw-
nosci endometrium jest najwazniejszym procesem jego transfor-
macji umozliwiajacym rozwoj ciazy. Jednymi z najlepiej pozna-
nych czynnikdw transkrypcyjnych bioracych udziat w implanta-
cji sa produkty biatkowe gendéw z podklasy homebox [10].
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Geny z rodziny HOXA w zyciu ptodowym sa odpowiedzial-
ne za rozwoj segmentowy zarodka wzdhiz jego przednio-tylnej
osi ciala, w tym narzadéw piciowych. Gen HOXA1Il odgrywa
rol¢ w rozwoju dolnej czgéci macicy oraz szyjki macicy [11].

U myszy najbardziej istotnym warunkiem implantacji jest
matczyna ekspresja gendow hoxal0 i hoxall. Myszy transgenicz-
ne pozbawione tych genow sa nieptodne z powodu defektu w im-
plantacji [12]. Myszy, u ktoérych nie zachodzi ekspresja genéw
hoxal0 i hoxall maja prawidtowa liczbg zarodkow, ktore mozna
implantowac u zdrowych osobnikéw [13].

Geny HOXA101 HOXA11 zidentyfikowano rowniez w ludz-
kim endometrium, jednakze u ludzi nie byly badane tak szcze-
gotowo jak u myszy [14]. U kobiet z niezaburzonym rozrodem
stwierdzono stopniowy wzrost ekspresji tych gendow od fazy pro-
liferacyjnej, przez wczesna fazg lutealna, ze szczytem w okresie
okna implantacyjnego [10, 15].

Ekspresja genu HOXA11 jest w warunkach in vivo modu-
lowana progesteronem a takze poprzez sygnaly przedimplanta-
cyjnego zarodka, co wskazuje na rolg HOXA11 w procesie za-
gniezdzenia [16]. Istnieja tylko nieliczne doniesienia charaktery-
zujace ekspresjg genow z rodziny HOXA a w szczegdlnosci genu
HOXAI1l w endometrium kobiet zdrowych oraz z nieptodnoscia
o roznej etiologii. Niewiele jest tez danych dotyczacych immu-
nohistochemicznej lokalizacji biatkowego produktu tego genu.

Cel pracy

Celem pracy byla odpowiedz na pytanie czy poziom
HOXA1l mRNA oraz ekspresja i lokalizacja biatkowego produk-
tu tego genu w endometrium kobiet nieptodnych z endometrioza
oraz nieplodnoécig idiopatyczna rozni si¢ w stosunku do kobiet
bez zaburzen rozrodu.
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Cel pracy realizowano poprzez oceng poziomu transkryptu
genu HOXA11 oraz analizg ekspresji i lokalizacji jego biatkowe-
go produktu w endometrium w réznych fazach cyklu miesiacz-
kowego u pacjentek bez oraz z zaburzeniami rozrodu.

Materiat i metody

Opisane nizej metody rekrutacji pacjentek jak i sposoby
pozyskania materialu badawczego, zostaly uprzednio zaakcep-
towane przez Komisjg¢ Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycz-
nym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Endometrium
uzyskano od 113 pacjentek w wieku rozrodczym. Analiza objgto
36 kobiet z endometrioza, 48 z nieptodnoscia idiopatyczng oraz
30, ktore stanowily grupg kontrolng. U wszystkich pacjentek wy-
konano laparoskopig, a w grupach kobiet z endometrioza oraz
z nieplodnos$cia idiopatyczna rowniez histeroskopig. U kobiet
z grupy kontrolnej endometrium uzyskano za pomoca pipelli.
Pacjentki byly klasyfikowane do poszczegdlnych grup na pod-
stawie rozpoznania ustalonego w trakcie laparoskopii.

Pacjentki, u ktorych na podstawie wizualizacji ognisk roz-
poznano endometriozg, utworzyly grupg badang. Stopien za-
awansowania endometriozy okreslono na podstawie klasyfikacji
Amerykanskiego Towarzystwa Ptodnosci.

Do grupy kobiet z nieptodno$cia idiopatyczna zaliczono pa-
cjentki, u ktorych w laparoskopii nie zaobserwowano zadnych
zmian w miednicy mniejszej. U tych chorych przed wykonaniem
procedury operacyjnej nie stwierdzono odchylen w badaniu hor-
monalnym, obrazie HSG oraz ocenie seminologicznej partne-
row.

Grupg kontrolng utworzyty pacjentki, u ktorych stwierdzono
tagodne zmiany w jajnikach lub podsurowicowkowe migsniaki
macicy. Kobiety te przynajmniej raz rodzity o czasie i mialy re-
gularne cykle miesiaczkowe.

Zadna z pacjentek nie przyjmowata antykoncepcji hormo-
nalnej, preparatdow hormonalnych oraz nie stosowata ksztaltki
wewnatrzmacicznej w okresie nie krotszym niz 6 miesigey przed
planowang operacja.

W badaniu histopatologicznym nie stwierdzono zmian w en-
dometrium u zadnej z operowanych kobiet. Oceng fazy cyklu
oparto o barwienie H+E, natomiast kryteria Noyesa i Hertiga
poshuzyty do ustalenia fazy cyklu, z ktérego pochodzit materiat
[17].

W grupie kontrolnej 10 bton sluzowych odpowiadato fazie
proliferacji, 10 wczesnej sekrecji [17-18 dzien cyklu) i 10 $rod-
kowej fazie sekrecji (19-22 dzien cyklu).

W grupie pacjentek z endometrioza 10 blon $luzowych
odpowiadato fazie proliferacji, 10 wczesnej fazie sekrecji a 16
srodkowe;j fazie lutealnej tj. 19-22 dzien cyklu. W grupie kobiet
z nieptodnoscia idiopatyczna 15 blon §luzowych odpowiadato
fazie proliferacji, 11 wczesnej sekrecji a 22 $rodkowej fazie lu-
tealne;j.

Biopsje endometrium pobierano za pomoca pipelli lub pod-
czas zabiegu histeroskopii. Materiat zostal zabezpieczony w bu-
forze RNAlater i zamrozony w temperaturze -80°C do chwili
izolacji totalnego RNA.

Izolacja RNA

Czes$¢ bioptatu endometrium, uzyskanego w oknie implan-
tacyjnym przekazano do oceny histologicznej. Pozostata czgs¢
rozdzielono, z czego 30mg probke umieszczono w buforze
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RNAlater solution (Qiagen, Germany), a nastgpnie zamrozona
w -80°C do czasu izolacji RNA. Izolacjg RNA przeprowadzo-
no przy uzyciu RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen, Germany),
zgodnie z zaleceniami producenta. Dodatkowo, przeprowadzono
trawienie DNAza, RNase-Free DNase Set (Qiagen, Germany)
w celu eliminacji ewentualnych zanieczyszczen DNA.

Odwrotna transkrypcja

Uzyskany wcze$niej RNA poddano reakcji odwrotnej tran-
skrypcji przy uzyciu QuantiTect Reverse Transcription Kit i star-
terow oligdT (Qiagen, Germany). Uzyskany w ten sposob cDNA
zostal uzyty jako matryca w reakcji qPCR.

Real Time PCR
Projektowanie starteréw

Startery dla HOXA1l i GAPDH zaprojektowano przy uzy-
ciu Primer3 software [18]. Sekwencjg¢ starterow dla ACTB za-
czerpnigto z RTPrimerDB [19]. Specyficzno$¢ starterow prze-
analizowano w bazie BLAST [19]. Dodatkowo, przeanalizo-
wano parametry termodynamiczne zaprojektowanych starterow
w programie OligoAnalyzer. Sekwencjg starterow, ich tempera-
turg topnienia oraz wielko$¢ otrzymanego produktu przedstawia
tabela I.

Reakcja Real Time PCR

Reakcjg prowadzono za pomoca odczynnikow DyNAmo HS
SYBR Green qPCR Kit (Finnzymes, Finland), w termocyklerze
Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Australia). Specyficznos¢
uzyskanych produktow potwierdzono na 2% zelu agarozowym,
oraz analizujac drugg pochodna krzywej topnienia uzyskanego
produktu.

Do wyznaczenia poziomow transkryptow w badanych prob-
kach wyznaczono krzywa standardowa na podstawie szeregu 6
kolejnych, 10-krotnych rozcienczen DNA bedacego specyficz-
nym produktem reakcji PCR dla kazdego z badanych transkryp-
tow. Jako$¢ wyznaczonych krzywych opisana przez parametr R?
byta nie mniejsza niz 0,999, a wydajno$¢ reakcji zawierata sig
pomigdzy 1,0 a 0,97. Profil termiczny reakcji wyznaczono zgod-
nie z zaleceniami producenta odczynnikow.

Do wyznaczenia wzglednego poziomu transkrypcji zastoso-
wano parg genoéw referencyjnych ACTB i GAPDH [21). Poziom
transkryptéw obu genéw wskazywal wysoka korelacjg: 1=0,89
i =0,96 (P<0,01, Spearman Rank) odpowiednio dla grupy ba-
danej i kontrolnej. Dla kazdej probki przeprowadzono podwdjna
reakcj¢ w obecnosci kontroli pozytywnej i negatywne;j.

W trakcie reakcji qPCR, po kazdym cyklu wyznaczany byt
przyrost produktu, a po zakonczeniu reakcji program sterujacy
termocyklerem wyznaczyt poziom fluorescencji (Ct), przy kto-
rym tempo przyrostu produktu reakcji osiagngto warto§¢ wy-
ktadnicza.

Metodyka immunocytochemiczna

Material utrwalono w buforowanej formalinie (pH 7,4-7,6),
zatapiano w bloczki parafinowe i krojono na skrawki grubosci
3-4um. Z kazdego materiatu uzyskiwano 8-10 skrawkow nakle-
jonych na szkietka adhezyjne. Czg$¢ uzyskanych preparatow wy-
barwiono hematoksylina i eozyna (H+E) i na sasiednich w kolej-
nos$ci skrawkach wykonywano reakcj¢ immunohistochemiczna
na obecno$¢ antygenu HOXAII.
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Tabela 1. Sekwencje starterow, wielko$¢ otrzymanego produktu oraz temperatura dysocjacji starterow Tm.

Gen Tm ("C) prc‘:\!jiﬁ:(lzzs'((l’:)p) Sekwencja startera
GAPDH
FF 65,3 94 TGCCAAATATGATGACATCAAGAA
REV 67,3 GGAGTGGGTGTCGCTGTTG
ACTB
FF 64,2 166 GCACCACACCTTCTACAATGAGC
REV 64,1 GGATAGCACAGCCTGGATAGCAAC
HOXA11
FF 64,4 136 CTCAGTGTCTGGCTGCAGAG
REV 64,0 GCTTCCAAGCTCAGTTCAAGA

Tabela Il. Poréwnanie wzglednego poziomu transkryptu genu HOXA11 metoda nieparametrycznej analizy wariancji Kruskala-Wallisa

w badanych grupach w czasie cyklu ptciowego.

Grupa Mediana (Zakres) p*
Faza Proliferacyjna
Kontrola** 0,039 (0,076 - 0)
Endometrioza** 0,121 (1,769 - 0,031) 0,003
Nieptodnos¢ 0,064 (0,099 - 0,011)
Wczesna Faza Sekrecyjna
Kontrola 0,105 (0,137 - 0,077)
Endometrioza 0,175 (0,264 - 0,031) 0,318
Nieptodnos¢ 0,102 (0,204 - 0,032)
Srodkowa Faza Sekrecyjna
Kontrola** 0,202 (1,428 - 0,161)
Endometrioza** 0,127 (0,281 - 0,030) 0,018
Nieptodnos¢ 0,169 (0,562 - 0,080)

*Nieparametryczna, jednoczynnikowa analiza wariancji Kruskala - Wallisa

**Test wielokrotnych poréwnan Dunna: p<0,05

Immunoreakcje prowadzono z uzyciem poliklonalnych, kro-
liczych przeciwciat IgG i systemu HRP, EnVision TM+(DAKO,
Denmark).

Procedura barwienia

Odparafinowano i odkrywano epitopy w tazni wodnej z bu-
forem Retrieval Solution w temp. 95-99°C przez 40 min. Endo-
genna peroksydazg blokowano 3% H,0, przez 5 minut, nastgpnie
na okres 30 minut naktadano przeciwciato przeciw HOXA 11.
Po uptywie tego czasu dwukrotnie ptukano w TBS, naktadano II
przeciwciato na kolejne 30 min. i ponownie dwukrotnie ptukano
w TBS.

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

IIT przeciwciatlo (STREPTAVIDIN HRP) naktadano na 30
minut i dwukrotnie ptukano w TBS. Po tym czasie dodawano
substratu dla HRP na 10 min. i plukano w TBS. Uzyskane pre-
paraty podbarwiono hematoksylina, odwadniano, prze§wietlano
i zatapiano w balsamie kanadyjskim.

Do barwienia uzyto przeciwcial firmy Santa Cruz Biotech-
nology skierowanych przeciw HOXA11 w rozcienczeniu 1:200.
Uzyskane wyniki oceniano w mikroskopie Axioskop40, zdjgcia
wykonywano aparatem cyfrowym CANON, powerShot GS5.
Oceng stopnia ekspresji genu HOXA11 oparto na liczbie komo-
rek z immunopozytywna reakcja oceniang pod 40-krotnym po-
wigkszeniem obiektywu. Proby kontrolne w procedurze immu-
nobarwienia oparto na pominigciu pierwszego przeciwciata.
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Rycina 1. Poziom transkryptu HOXA11, w poszczegdlnych fazach sklasyfikowany ze wzglgdu na grupg badang (A).
Poziom transkryptu HOXA11, w grupach badanych, sklasyfikowany ze wzgledu na faze dojrzatosci endometrium (B).

*Test wielokrotnych poréwnan Dunna: p<0,05

Analiza statystyczna

Analizg statystyczna przeprowadzono za pomocg oprogra-
mowania Sigma Stat 3.5. Istotno$¢ statystyczna oceniona zostata
za pomoca nieparametrycznej, jednoczynnikowej analizy wa-
riancji Kruskala — Wallisa i testu wielokrotnych poréwnan Dun-
na. Warto$ci p<0,05 przyje¢to jako istotne statystycznie.

Wyniki
Poziom HOXA 11 mRNA w endometrium
w badanych grupach

Grupa kontrolna

Ekspresje genu HOXAII stwierdzano w badanych fazach
cyklu miesiaczkowego. Najnizsze st¢zenie transkryptu tego genu
obserwowano w fazie proliferacyjnej, wyzsze w fazie wczesnej
sekrecji a najwyzszy poziom w okresie okna implantacyjnego.
Rodznice stgzenia transkryptu pomigdzy poszczegélnymi faza-
mi byly statystycznie istotne (p<0,05). Wyniki przedstawiono
w tabeli II, ryc. 1A.

Grupa pacjentek z endometrioza

Najnizsza ekspresje genu HOXA1l stwierdzono w fazie
proliferacji , najwyzsza we wczesnej fazie lutealnej. W okresie
okna implantacyjnego ekspresja byla nizsza w stosunku do
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wczesnej fazy sekrecyjnej. Roznice w st¢zeniu transkryptu
w poszczegdlnych fazach cyklu nie byly istotne statystycznie.
Wyniki przedstawiono w tabeli II, ryc. 1A.

Grupa pacjentek z nieplodnoscia idiopatyczna

Poziom transkryptu genu HOXA 11 byt najnizszy w fa-
zie proliferacyjnej, najwyzszy zas w srodkowej fazie lutealne;.
Stwierdzono istotng statystycznie (p<0,05) r6znic¢ migdzy po-
ziomem transkryptu w fazie proliferacyjnej a okresem okna
implantacyjnego. Natomiast roznica poziomu transkryptu mig-
dzy wczesng i Srodkowa faza lutealna nie byla tak znaczaca jak
w grupie kontrolnej. Wyniki przedstawiono w tabeli II, ryc. 1A.

Poziom HOXA11 mRNA w analizowanych fazach
cyklu miesigczkowego

Faza proliferacji

Na podstawie oceny poziomu transkryptu genu HOXAII
w fazie proliferacji stwierdzono, iz jest on najnizszy u kobiet
z grupy kontrolnej. Warto$¢ ta byta istotnie statystycznie nizsza
(p=0,003) w stosunku do kobiet z endometrioza. U kobiet z nie-
ptodnoscia idiopatyczng stgzenie HOXA1l mRNA bylo wyzsze
w stosunku do grupy kontrolnej, nizsze natomiast jak u pacjen-
tek z endometrioza. Réznice nie byly statystycznie znamienne.
(Rycina 1B).

Nr 6/2010



Ginekol Pol. 2010, 81, 414-421

ginekologia

Szczepanska M, et al.

Wezesna faza sekrecyjna

Poziom transkryptu genu HOXA1l migdzy 17 a 18 dniem
cyklu byt najnizszy w grupie pacjentek z nieptodnoscia idiopa-
tyczna, minimalnie wyzszy u kobiet z grupy kontrolnej, najwyz-
szy u chorych z endometrioza. Réznice w poziomie transkryptu
pomigdzy badanymi grupami byly niewielkie i nieistotne staty-
stycznie. (Rycina 1B).

Srodkowa faza sekrecyjna

W okresie okna implantacyjnego (19-22 dzien cyklu) naj-
wyzszy poziom mRNA genu HOXA11 stwierdzono u pacjentek
z grupy kontrolnej. Warto$¢ ta byta istotnie statystycznie wyzsza
w stosunku do poziomu stwierdzonego w grupie chorych z endo-
metrioza (p=0,018). U kobiet z nieptodnoscia idiopatyczna stg-
zenie HOXA 11 mRNA bylo nizsze w stosunku do grupy kontrol-
nej, wyzsze natomiast jak u pacjentek z endometrioza. Réznice
nie byly statystycznie znamienne. (Rycina 1B).

Immunohistochemiczna ocena lokalizacji biatka
HOXA11 w btonie $sluzowej macicy w badanych
grupach

Grupa kontrolna

Reakcja na obecnos¢ antygenu HOXA11 lokalizowata sig
w jadrach komorek podscieliska endometrium, natomiast jadra
komorek nabtonkowych cew gruczotowych i nabtonka wysciela-
jacego jamg macicy pozostawaty negatywne. (Rycina 2).

Rozlozenie pozytywnej immunoreakcji na terenie endome-
trium zalezato od fazy cyklu.

W fazie proliferacji immunoreakcja na obecno$¢ biatka
HOXAI11 byta bardzo staba i tylko w pojedynczych komodrkach
lub zgrupowanych w gniazda. Wybarwiaty si¢ jadra komorko-
we podscieliska zlokalizowane pod nabtonkiem wyscielajacym
jamg macicy. W fazie wezesnej sekrecji liczba komérek immu-
nopozytywnych powigkszyla si¢ i nadal lokalizowata sig glownie
pod nabtonkiem. W obszarach podnabtonkowych ekspresja tego
antygenu byta najsilniejsza, natomiast w glgbszych warstwach
intensywno$¢ zabarwienia byla wyraznie stabsza. W miarg za-
awansowania fazy cyklu obszar pozytywnej reakcji powigkszat
si¢ obejmujac glgbsze warstwy endometrium, ale stopien eks-
presji immunoreakcji nie zwigkszat si¢ i nie obejmowat strefy
bazalnej.

Grupa pacjentek z endometrioza

W grupie pacjentek z endometrioza intensywno$¢ immuno-
reakcji byla wyraznie wyzsza w stosunku do grupy kontrolne;j,
a lokalizacja reakcji na terenie komorek byta podobna jak w gru-
pie kontrolnej. W komorkach podscieliska wybarwiaty sig tylko
jadra na intensywnie brazowy kolor, natomiast komorki nabton-
kowe cew gruczotowych i nablonka wyscielajacego jame macicy
byly negatywne. Poza tym stwierdzono rowniez réznice w rozto-
zeniu immunoreakcji w obszarze endometrium w zaleznosci od
fazy cyklu. (Ryc. 3).

W grupie z endometrioza pozytywna immunoreakcja obej-
mowala cala strefe funkcjonalna endometrium niezaleznie od
weczesnej i srodkowej fazy cyklu. Ponadto obserwowano réwniez
pozytywna immunoreakcjg w strefie bazalnej, czego nie zanoto-
wano w grupie kontrolnej.
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Rycina 2. Endometrium w $rodkowej fazie cyklu pacjentki grupy kontrolnej.
Immunoreakcja z przeciwciatem antyHOXA11; widoczne intensywne
wybarwienie jader komérek podscieliska z ich zageszczeniem w strefie

pod nabtonkiem wyscielajacym jame macicy. Nabtonki cew gruczotowych i
wyScielajacy btone $luzowg jamy macicy sg ujemne. Powigkszenie ok. 200x.
Obraz pod duzym powigkszeniem ok. 400x widoczny w prawym, dolnym
rogu.

Grupa pacjentek z nieplodnoscia idiopatyczna

Analizujac nasilenie ekspresji badanego antygenu u kobiet
z nieptodnos$cia idiopatyczna nie stwierdzono réznic w stopniu
ekspresji bialka HOXA11l w stosunku do grupy kontrolnej.
Stwierdzono natomiast znaczne réznice w immunoreakcji tuz
pod nablonkiem btony Sluzowej. U 32 z 48 (66,7%) kobiet
z nieptodno$cia idiopatyczng nie stwierdzono immunoreakcji
w komoérkach podscieliska w tej strefie endometrium badz
wystgpowala ona tylko w nielicznych jadrach komoérkowych.
(Rycina 4).

Dyskusja

Tylko nieliczne markery receptywnoS$ci endometrium sa
rzeczywiscie niezbg¢dne dla procesu implantacji. Na podstawie
przeprowadzonych badan wiadomo, iz po celowym wyelimi-
nowaniu wielu istotnych dla tego procesu molekut implantacja
wcigz zachodzi prawidtowo [22]. Geny HOXA koduja czynni-
ki transkrypcyjne, ktore sa niezbedne dla procesu implantacji
i prawdopodobnie koordynuja rozwéj endometrium w odpowie-
dzi na hormony steroidowe [16]. Zaburzona ekspresj¢ genow
HOXA stwierdzono u kobiet z obnizonym odsetkiem implantacji.
Uwaza sig, iz geny te sa markerami receptywnosci a ich niepra-
widlowa ekspresja moze identyfikowaé kobiety z zaburzeniami
implantacji [11).

W pracy poréwnano poziom HOXAIl mRNA a takze do-
konano immunohistochemicznej oceny ekspresji i lokalizacji
produktu biatkowego genu HOXA 1l w endometrium w r6znych
fazach cyklu ptciowego kobiet bez zaburzen rozrodu oraz pa-
cjentek z endometrioza i nieptodnoscia idiopatyczna. Z oczywi-
stych wzgledow (niemoznos¢ kilkukrotnej biopsji endometrium
w czasie jednego cyklu plciowego u tej samej pacjentki) ana-
lizowano poziomy transkryptu w poszczegdlnych fazach cyklu
w jednorodnych grupach chorych.
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Ekspresja genu HOXA11 w endometrium kobiet bez i z zaburzeniami ptodnosci.

Przeprowadzone przez nas, przy uzyciu metody RT-PCR
badania, wykazaly istotng statystycznie roznic¢ w poziomie
HOXA11 mRNA w endometrium kobiet bez zaburzen rozrodu
migdzy poszczegdlnymi fazami cyklu plciowego, z maksimum
w okresie okna implantacyjnego. Podobne do naszych wynikoéw
uzyskat Wang i wsp. oraz Taylor i wsp., ktorzy badali ekspre-
sj¢ genu HOXA1l w endometrium kobiet regularnie miesiacz-
kujacych [15, 23]. Autorzy ci ponadto wykazali ekspresjg genu
HOXA11 w doczesnej co moze wskazywaé na fakt, ze gen ten
ma istotne znaczenie nie tylko w proliferacji, réznicowaniu oraz
receptywnosci endometrium ale kontynuuje swoje dziatanie
w ciazy. Analiza poziomu transkryptu genu HOXA11 w endome-
trium kobiet z nieplodnoscia idiopatyczna podobnie jak w grupie
kobiet bez zaburzen rozrodu wykazata jego stopniowy wzrost
w przebiegu cyklu piciowego. W tej grupie chorych podobnie
jak w grupie kontrolnej maksymalny poziom HOXA11 mRNA
stwierdzono w okresie okna implantacyjnego (r6znica staty-
stycznie istotna w stosunku do fazy proliferacyjnej).

W analizowanych fazach cyklu ptciowego stwierdzono jed-
nak nizsza ekspresj¢ genu HOXA1l w grupie kobiet z nieptod-
noscia idiopatyczng w stosunku do grupy kontrolnej. Roznice te
nie byly statystycznie istotne. W grupie kobiet z endometrioza
nie stwierdzono wzrostu poziomu HOXA11 mRNA w okresie
okna implantacyjnego. Podobne wyniki uzyskat Taylor i wsp.
[15]. Na podstawie naszych badan stwierdziliémy, iz u chorych
z endometrioza ekspresja badanego genu byla istotnie statystycz-
nie nizsza w stosunku do grupy kontrolnej zarowno w fazie pro-
liferacji jak i w srodkowej fazie sekrecyjne;j.

W naszej pracy dzigki zastosowaniu metody immunohisto-
chemicznej wykazano, iz immunoreakcja anty-HOXA1l wy-
stegpuje w jadrach komorek podscieliska endometrium. Zgodna
z naszg immunolokalizacj¢ wskazali Taylor i wsp., natomiast wg
innych autorow produkt biatkowy HOXA 11 jest obecny zardwno
w jadrach komorkowych jak i cytoplazmie komorek podscieli-
ska, gruczotach, nabtonku wyscielajacym a nawet w naczyniach
krwionosnych [10, 15, 23]. Najprawdopodobniej opisane réznice
lokalizacji reakcji immunohistochemicznych wynikaja z zasto-
sowania przez autorow odmiennych technik badawczych. Wang
i wsp. postugujac si¢ metoda hybrydyzacji in situ wykazali silna
ekspresj¢ HOXA11 w fazie proliferacji zar6wno w nabtonku cew
gruczotowych jak i w komorkach podscieliska [23].

Stezenie mRNA we wszystkich analizowanych przez nas
grupach bylo nizsze w fazie proliferacji w poréwnaniu z faza
sekrecji. Podobnie badania immunohistochemiczne w naszej
pracy nie potwierdzity wysokich ekspresji HOXA1l w fazie
proliferacji. Uzyskane przez nas wyniki moga sugerowac, ze ak-
tywno§¢ HOXAII gtdéwnie wiaze si¢ z procesem receptywnosci
a w mniejszym stopniu z proliferacja endometrium. Ponadto roz-
mieszczenie biatka HOXA11 jedynie w komoérkach podscieliska
nasuwa sugestie, ze te komorki petnig wazng rolg w utrzymaniu
wilasciwej receptywnosci endometrium w okresie okna implan-
tacyjnego. Natomiast uktad cew gruczotowych bogatych w gli-
kogen w fazie sekrecji moze stanowi¢ materiat energetyczny dla
implantujacego si¢ zarodka.

Przeprowadzone przez nas badania immunocytochemiczne
wskazuja na brak immunopozytywnej reakcji na Dbialko
HOXAI11 w komorkach podscieliska w strefie podnabtonkowe;j
jamy macicy w fazie sekrecji u 66,7% kobiet z nieptodnoscia
idiopatyczna.
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Rycina 3. Endometrium pacjentki z endometriozg.

Widoczna jest intensywna immunoreakcja z przeciwciatem antyHOXA11
w fazie proliferacji (A1 — pow. 200x) i sekrecji (B1 — pow. ok. 200x i B2
- pow. ok. 400x).

We wszystkich skrawkach tkankowych intensywna immunoreakcja
widoczna w jadrach komorek podscieliska i ujemna w nabtonku cew
gruczotowych.
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Zaréwno w grupie kobiet z endometrioza jak i nieptodnoscia
idiopatyczna stwierdzono wzmozong ekspresjg biatka HOXA11
w calej fazie lutealnej, nie stwierdzono réwniez réznic w in-
tensywnosci wybarwienia si¢ komorek podscieliska pomigdzy
wczesng faza sekrecji a oknem implantacyjnym.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna twierdzi¢, ze
w okresie okna implantacyjnego, poziom HOXA1l mRNA jest
obnizony zaréwno w grupie kobiet z nieptodnoscia idiopatyczna,
jak iu kobiet z endometrioza w stosunku do kobiet z niezaburzo-
nym rozrodem. Powyzsze wyniki sugeruja, iz zardbwno kobiety
z endometrioza jak i nieptodnoscia idiopatyczna nie uzyskuja
optymalnej receptywnosci endometrium w okresie okna implan-
tacyjnego. Jednak u kobiet z nieptodnoscia idiopatyczna stwier-
dza si¢ w przeciwienstwie do kobiet z endometrioza staty wzrost
poziomu HOXA1l mRNA w czasie cyklu plciowego. Powyz-
sze obserwacje moga wskazywac, iz zaburzona ekspresja genu
HOXA11 w endometrium kobiet z endometrioza moze by¢ jedna
z przyczyn niemoznos$ci zajscia w ciazg w tych grupach pacjen-
tek. Natomiast niemozno$¢ zajscia w ciaz¢ u kobiet z nieptod-
noscia idiopatyczna moze by¢ zwiazana z obnizong ekspresja
genu HOXA 11 tylko w wybranych sytuacjach. Trwa dyskusja
nad mechanizmem obnizonej ekspresji genow w endometrium.
Jedna z najbardziej powszechnych przyczyn powodujacych za-
burzenie ekspresji jest ich metylacja [24, 25].

Rycina 4. Endometrium pacjentki z idiopatyczng nieptodno$cia

w Srodkowej fazie sekrecji. Reakcja z przeciwciatem antyHOXA11.
Widoczny wyrazny brak reakcji w jadrach komérek podscieliska (na kolor
niebieski wybarwione sg jadra hematoksyling) w strefie pod nabtonkiem
wyscielajgcym jame macicy.

Powigkszenie ok. 200x.
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Whioski

Wyniki naszych badafn sugeruja, iz zaburzona ekspresja
HOXAI1l w endometrium w $rodkowej fazie lutealnej moze by¢
powszechnym zjawiskiem ws$roéd pacjentek z endometrioza.
Dalsze badania powinny wyjasni¢ czy obnizony poziom mRNA
w endometrium kobiet z endometrioza jest rezultatem zjawisk
epigenetycznych.
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