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Streszczenie

Wstep. Limfocyty T pomocnicze CD4+ mozna funkcjonalnie podzieli¢ na limfocyty Thl, Th2,
Treg i limfocyty Th17. Limfocyty Th17 sa jedna z subpopulacji limfocytow T, ktore wydzie-
laja IL-17, ILO-17F, IL-21 i IL-22. W ostatnim czasie zaproponowano nowe, uzupetnione trendy
w rozumieniu podstaw immunologicznych poronienia, w ktérych dowiedziono, ze u pacjentek
z nawracajacymi poronieniami obserwuje si¢ podwyzszona liczbg limfocytéw Th17 we krwi
obwodowej i doczesnej w porownaniu do kobiet z fizjologiczna ciaza.

Cel pracy. Celem badania byta ocena odsetkowego udzialu limfocytow Th17 w poronieniu
pierwszego trymestru ciazy wsrod kobiet z aglomeracji $laskie;j.

Material i metoda. Badaniem objgto 52. kobiety z poronieniem w I trymestrze ciazy. Pobrane
probki krwi poddano analizie fluorocytometrycznej w Laboratoirum Cytometrii Przeptywowe;j,
SPSK1 w Zabrzu. Wszystkie pobrane probki krwi byly przedmiotem analizy cytometryczne;j.
Wyniki. U kobiet z poronieniem w I trymestrze ciazy stwierdzono: $redni odsetek limfocytow
T - 27,19%, $redni odsetek limfocytow T CD4+ - 10,52% i $redni odsetek limfocytow
T wydzielajacych IL-17 - 2,69%.

Whnioski. Badania wlasne sugeruja, ze limfocyty T CD4+ pomocnicze produkujace IL-17 moga
by¢ aktywowane w czasie poronienia samoistnego. Badanie jest pierwszym na obszarze aglo-
meracji $laskiej oceniajacej mobilizacj¢ limfocytow Th 17 w czasie poronienia samoistnego.
Stowa kluczowe: poronienie; limfocyty Th17; I trymestr

Summary

Introduction. CD4+ T helper lymphocytes may be divided functionally into Thl, Th2, Treg
and Th17 lymphocytes. The latter type is a subpopulation of T lymphocytes producing IL-17,
ILO-17F, IL-21 and IL-22. Recently, new supplemented trends have been suggested for the
understanding of the immunologic basis of miscarriage, where it was demonstrated that pa-
tients with recurrent miscarriages displayed an elevated number of Th17 lymphocytes in
circulating blood and decidua as compared to women with physiological pregnancy.

Aim of the study. The aim of the study was an assessment of the percentage share of Th17
lymphocytes in inducing mscarriage in the first trimester of pregnancy among women in the
Silesian urban agglomeration.
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Material and methods. The study covered 52 women with miscarriage in the first trimester
of pregnancy. The collected blood samples were subjected to fluorocytometric analysis at the
Laboratory of Flow Cytometry of the Independent Public Clinical Hospital No.l in Zabrze
(Poland). All the collected blood samples underwent cytometric analysis.

Results. In women with miscarriage in the first trimester of gestation the mean rate of T lym-
phocytes was 27.19%, the mean rate of CD4+ T lymphocytes was 10.52%, and the mean rate
of IL-17-producing T lymphocytes was 2.69%.

Conclusions. The authors’ own studiy suggests that CD4+ T helper lymphocytes producing
IL-17 may be activated during spontaneous miscarriage. The study was the first one conduct-
ed in the Silesian urban agglomeration that assessed the mobilization of Th17 lymphocytes
in the course of spontaneous miscarriage.

Key words: miscarriage, Th17 lymphocytes, first trimester

WSTEP
Ostatnie badania pozwalaja pozna¢ mechanizmy komor-
kowe - limfocyty Th2 i limofcyty Treg promujace
zdolno$¢ do prokreacji, jak rowniez dziatajace antago-
nistycznie limofcyty Thl i Th17. Zmniejszenie aktywa-
¢ji immunologicznej i dzialania promujace przyjgcie
immnologicznie odrgbnego zarodka/ptodu moga prowa-
dzi¢ do utrzymania ciazy do porodu i pozwoli¢ na
urodzenie zdrowego dziecka.

Limfocyty T pomocnicze CD4+ mozna funkcjonal-
nie podzieli¢ na limfocyty Thl, Th2, Treg i limfocyty
Th17. Dziatanie limfocytow Thl i Th2 jest regulowa-
ne przez limfocyty Treg poprzez TGF B i IL-10 oraz
FoxP3. Limfocyty Th17 sa jedna z subpopulacji lim-
focytow T, ktore wydzielaja IL-17, ILO-17F, IL-21 i IL-
22 [1]. Interleukina-4 moze ograniczy¢ tworzenie si¢
limfocytow Th17, a przeciwnie IFNa jest istotny w
promowaniu produkcji limfocytow Th17 [2,3]. Chaout
i wsp. [4] 1 Kwak-Kim i1 wsp. [5] udowodnili, ze dla
uzyskania zywej cigzy konieczna jest zmiana immuno-
logiczna w kierunku limfocytow Th2 z ograniczeniem
funkcji limfocytow Thl.

W ostatnim czasie zaproponowano nowe, uzupenio-
ne trendy w rozumieniu podstaw immunologicznych
poronienia.

Badania dowiodly, Ze u pacjentek z nawracajacymi
poronieniami obserwuje si¢ podwyzszona liczbe limfo-
cytow Th17 we krwi obwodowej i doczesnej w porow-
naniu do kobiet z fizjologczna ciaza [6]. Dodatkowo
stwierdzono u pacjentek z nawracajacymi poronienia-
mi odwrécony stosunek pomigdzy limfocytami Th17
i Treg we krwi obwodowej i doczesnej. Wydaje sig, ze
odsetek limfocytow Th17 nie ulega zwigkszeniu w cza-
sie cigzy pomigdzy pierwszym a trzecim trymestrem [7],
ale obserwuje si¢ wigksza liczbe tych limfocytow
w pierwszym trymestrze w doczesnej niz we krwi ob-
wodowe;j.

Wydaje si¢ prawodopodobne, ze zapalenie endom-
terium o réznorodnym podtozu moze wytworzy¢ auto-
krynne koto, ktére powoduje wytworzenie limfocytow
Th17. W przypadku wsytgpowania podwyzszonych
poziomoéw TGFB, zwigkszenie lokalnego stezenia IL6
moze powodowaé przeksztatcenie naiwnych komorek
T w limfocyty Th17 [8]. Wydaje si¢ prawdopodobnym,

INTRODUCTION

Recent research has opened up possibilities to inves-
tigate cell mechanisms, such as the activity of Th2 and
Treg lymphocytes in promoting procreative ability, and
the antagonistic action of Thl and Th17 lymphocytes.
Reduced immune activation and promoting the accept-
ance of an immunologically distinct embryo/fetus may
contribute to maintaining pregnancy until full-term
delivery of a healthy child.

CD4+ T helper lymphocytes may be divided func-
tionally into Th1, Th2, Treg and Th17 lymphocytes. The
action of Th1 and Th2 lymphocytes is regulated by Treg
lymphocytes by means of TGF B, IL-10 and FoxP3.
Th17 lymphocytes are a subpopulation of T lym-
phocytes, producing IL-17, ILO-17F, IL-21 and IL-22
[1]. Interleukin 4 may restrict the production of Th17
lymphocytes while IFNa - on the opposite - is vital for
promoting their production [2,3]. Chaout et al. [4] and
Kwak-Kim et al. [5] demonstrated that live pregnancy
requires an immune change towards Th2 lymphocytes,
with the function of Thl lymphocytes being limited.

Recently, new supplemented trends have been sug-
gested for the understanding of immunologic basis of
miscarriage.

Research demonstrated that patients with recurrent
miscarriages displayed an elevated number of Thl7
lymphocytes in circulating blood and decidua as com-
pared to women with physiological pregnancy [6].
Additionally, in patients with recurrent miscarriages an
inverse relationship between Thl7 and Treg lym-
phocytes in circulating blood and decidua was discov-
ered. The rate of Th17 lymphocytes appears not to
increase between the first and the third trimester of
pregnancy [7] but a higher number of those lym-
phocytes is found in the first trimester in the decidua
than in the circulating blood.

It appears probable that endometritis of diverse
etiology may create an autocrine loop, resulting in the
production of Th17 lymphocytes. With elevated levels
of TGF B, a local increase of IL6 level may cause naive
T cells to transform into Th17 lymphocytes [8]. It seems
probable that reduced activity of Treg lymphocytes and
increased activity of Th17 and Thl lymphocytes has
a harmful effect on a fertilized egg cell and embryo.
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ze obnizona aktywno$¢ limfocytéw Treg, zwigkszona
aktywnosc¢ limfocytow Th17 i Thl dziata szkodliwie na
zaplodniong komorke jajowa i zarodek. W zwigzku
z tym interwencje zmierzajace do znormalizowania tych
nieprawidtowos$ci moze zmnieszy¢ odestek poronien.
Usunigcie klinicznych infekcji endometrium jest istot-
ne w $wietle powyzszych doniesien, natomiast niepew-
ne jest czy stosowanie antybiotykoterapii ma znacze-
nie w przypadku subklinicznych infekcji. Antybioty-
kiem z wyboru wydaje si¢ stosowanie makrolidu, kto-
ry ma wiasciwosci przeciwzapalne i powinnien zosta¢
uzyty przed nastgpna ciaza.

CEL PRACY

Celem badania jest poglebienie wiedzy odnos$nie roli
limfocytow Th17 w poronieniu pierwszego trymestru
wsérod kobiet aglomeracji $laskie;j.

MATERIAt I METODY

U kobiet przyjetych do Katedry i Oddziatu Kliniczego
Ginekologii, Potoznictwa i Ginekologii Onkologicznej,
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Bytomiu,
u ktorych stwierdzono objawy poronienia samoistnego
uzyskano pisemna zgod¢ na przeprowadzenie badania
i pobrano 5ml krwi obwodowej. Nie pdzniej niz
6. godzin od pobrania, probki krwi poddano analizie flu-
orocytometrycznej w Laboratoirum Cytometrii Przeply-
wowej, SPSK1 w Zabrzu. Wszystkie pobrane probki
krwi byly przedmiotem analizy cytometrycznej, ale ze
wzgledu na skomplikowany proces obrobki probek,
ostatecznej analizie poddano 52 probki.

Otrzymane dane zebrano w bazie Excel (Microsoft
Office 2010). Analiz¢ statystyczna przeprowadzono
w oparciu o program SAS Statistics (Carry, US). Za
wyniki statystycznie uznano p<0,05.

WYNIKI

52 probki krwi kobiet z objawami poronienia samoist-
nego poddano analizie. Dane demograficzne oraz licz-
be limfocytow przedstawiono w tabeli 1.

Therefore, interventions aimed at normalizing the
anomalies may reduce the rate of miscarriages. In the
light of the above findings, elimination of clinical en-
dometrial infections is important, it is not clear, how-
ever, whether antibiotic therapy is significant in the
case of subclinical infections. The antibiotic of choice
appears to be a macrolide with antiinflammatory prop-
erties, which should be administered before the next
pregnancy.

AIM OF THE STUDY

The aim of the study was to achieve deeper understand-
ing of the role played by Th17 lymphocytes in induc-
ing miscarriage in the first trimester of gestation among
women in the Silesian urban agglomeration.

MATERIAL AND METHODS

The study included women admitted to the Faculty and
Clinical Department of Gynaecology, Obstetrics and
Oncological Gynaecology of the Silesian Medical
University in Bytom (Poland) who displayed symptoms
of spontaneous miscarriage, and who expressed their
written consent to participate in the study. From each
patient, a 5 ml sample of circulating blood was collect-
ed. Not later than 6 hours after the collection, the
samples were subjected to fluorocytometric analysis at
the Laboratory of Flow Cytometry of the Independent
Public Clinical Hospital No.l in Zabrze (Poland). All
the samples were subjected to cytometric analysis but,
due to their complicated processing, in the final anal-
ysis 52 samples were included.

The data were collected in Excel database (Micro-
soft Office 2010). For the statistical analysis, SAS
Statistics (Carry US) software was applied. The results
were considered statistically significant when p<0.05.

RESULTS

52 blood samples from women with symptoms of
spontaneous miscarriage were analysed. Table 1 pre-
sents demographic data and lymphocyte count.

Tab. 1. Dane demograficzne,

. A . . Srednia Odchylenie Mediana Dolny Goérny
liczba limfocytow we krwi pepo- standardowe kwartyl kwartyl
winowej kobiet z poronieniem -
samoistnym w pierwszym tryme- Limfocyty (%) 27.19 12.20 23.81 17.80 36.04
strze ciazy CD3 (%) 69.60 11.03 70.51 64.28 76.61
Wiek 29.12 6.20 28.50 26.00 33.00
Waga (kg) 61.88 10.73 62.00 54.50 68.00
Wzrost (cm) 166.25 5.58 167.00 164.00 170.00
Tab. 1. Demographic data, lym- Mean Standard Median Lower Upper
phocyte count in umbilical blo- i fom quartile quartile
od of women with spontaneous
miscarriage in the first trimester Lymphocytes (%) 27.19 12.20 23.81 17.80 36.04
of gestation CD3 (%) 69.60 11.03 70.51 64.28 76.61
Age 29.12 6.20 28.50 26.00 33.00
Body weight (kg) 61.88 10.73 62.00 54.50 68.00
Height (cm) 166.25 5.58 167.00 164.00 170.00
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W grupie badanej $redni odsetek limfocytow
T wynosit 27,19%, 10,52% limfocytow T CD4+
12,69% limfocytow T wydzielajacych IL-17. Przy uzy-
ciu testu Kruskala-Wallisa wykazano, ze rozktad lim-
focytow T CD4+ i limfocytéw T produkujacych IL-17
jest normalny. Zaobserwowano zalezno$¢ wieku od
liczby limfocytéw T wydzielajacych IL-17 u kobiet
z poronieniami samoistnymi (tab.2).

Starsze kobiety maja nizszy odsetek limfocytow
T CD4+ wydzielajacych IL-17, jednk liczba limfocy-
tow nie byla zwigzana z wiekiem ciazowym, w ktorym

A. OLEJEK, I. GABRIEL, B. MAZUR

In the study group, the mean percentage share of T
lymphocytes was 27.19%, of CD4+ T lymphocytes -
10.52%, and of IL-17-producing T lymphocytes -
2.69%. The Kruskal-Wallis test indicated that the dis-
tribution of CD4+ T lymphocytes and IL-17-producing
T lymphocytes was normal. A correlation was discov-
ered between the age of women with spontaneous
miscarriage and the level of IL-17-producing T lym-
phocytes (Table 2).

Older women displayed a lower share of CD4+ T
lymphocytes producing IL-17 but the lymphocyte count

Tab. 2. Zaleznosc liczby limfocy- erodlo St. sw. Suma Srednia Wartosé¢ F Pr.>F
téw T wydzielajacych IL-17 od el I tont
wieku pacjentek
Model 2 421.495979 210.747990 6.72 0.0026
Btad 50 1537.811713 31.383913
Razem 52 1959.307692
skorygowane
Tab. 2. Correlation bet'ween the Source St. sw. Sum of Mean F value Pr. > F
number of IL—17—produ.c1ng T lym- squares squares
phocytes and the patients’ age
Model 2 421.495979 210.747990 6.72 0.0026
Error 50 1537.811713 31.383913
Total 52 1959.307692
corrected
Ryc. 1. Wyniki cytometrii prze-
ptyWOWEj krwi ObWOdoweJ pa- activated-all events activated-P1 activated-P1

cjentki z poronieniem samoist-
nym wyodrebniajace subpopula-
cje limfocytow T

Fig. 1. Results of flow cytome-
try of circulating blood of a pa-
tient with spontaneous miscar-
riage; with subpopulations of T
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nastapito poronienie (p>0,05). Rycina 1. przedstawia
wyniki badania cytometrycznego od losowo wybranej
pacjentki z poronieniem samoistnym z wyodrgbnieniem
limfocytow T (zielona populacja obrazuje limfocyty
T CD4+ wydzielajace 1L-17).

DYSKUSJA

W badanej grupie, liczba limfocytow T CD4+ produ-
kujacych IL-17 (Th17) byta nieznacznie wyzsza w po-
rownaniu do najnowszego opublikowanego badania
z Iranu [10]. W omawianym badaniu odsetek limfocy-
tow Th17 wynosit 1,8+1,4%, a w badaniach wlasnych
2,7£1,15%. Jednak, wyniki iranskiego badania, podob-
nie jak inne, nie byly wykonywane w czasie poronie-
nia, a jedynie u pacjentek z wywiadem poronienia
samoistnego [11]. Biorac pod uwagg powyzsze, prezen-
towany wynik badania wlasnego pozwala na uchwyce-
nie wilasciwej liczby réznych populacji limfocytow
T CD4+. Niespodziewanie liczba limfocytow T okaza-
la si¢ zaleze¢ od wieku pacjentek w badaniu.

Ztozone zalezno$ci pomigdzy mechanizmami immu-
nologicznymi matki i ptodu zmieniaja si¢ z wiekiem
ciazy [12,13]. Homeostaza uktadu immunologicznego
wymaga $cistych mechanizméw kontrolujacych rowno-
wage w zakresie pro - i przeciwzapalnych subpopula-
¢cji limfocytéw T. Ta delikatna rownowaga w momen-
cie zachwiania moze prowadzi¢ do utraty ciazy. Wcze-
$niejsze badania dowiodly, ze obnizona liczba komo-
rek Treg, przy zwigkszeniu udziatu limfocytéw Th17
i ich deregulacja prowadzi do wystepowania nawraca-
jacych poronien [6].

Komorki Th17 opisano, jako limfocyty T pomoc-
niczne (CD4+), ktore odgrywaja znaczna role w induk-
cji zapalenia przez wytwarzanie cytokin zapalnych m.in.
IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-6, TNF-a i metaloproteina-
zy. Ostatnie badania dowiodly znaczenia tych komodrek
w chorobach z autoagresji, odrzucaniu przeszczepu
i innych chorobach [14].

WNIOSKI

Badania wlasne sugeruja, ze limfocyty T CD4+ pomoc-
nicze produkujace IL-17 moga by¢ aktywowane w cza-
sie poronienia samoistnego. Badanie jest pierwszym
w Polsce w zakresie roli limfocytow Th17 w poronie-
niu samoistnym.
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was not related to the gestational age at which miscar-
riage occurred (p>0.05). Fig.1 presents the results of
a cytometric analysis from a randomly selected patient
with spontaneous miscarriage, with isolated T lym-
phocytes (the green population shows CD4+ T lym-
phocytes producing IL-17).

DISCUSSION

In the study group, the count of CD4+ T lymphocytes
producing IL-17 (Th17) was slightly higher than in the
recently published Iranian study [10]. In that study, the
percentage of Th17 lymphocytes was 1.8+1.4%, while
in our study it was 2.7+1.15%. However, the Iranian
study as well as other studies were not conducted at the
time of miscarriage but solely on patients with spon-
taneous miscarriage in their obstetrical history [11].
Therefore, the results of our study make it possible to
determine the correct share of diverse populations of
CD4+ T lymphocytes. Unexpectedly, it turned out that
T lymphocyte share depended on the patient’s age.

Complex interdependence between the immune
mechanisms of the mother and fetus changes along with
the gestational age [12,13]. Homeostasis of the immune
system requires strict mechanisms for controlling the
balance between pro- and antiinflammatory subpopu-
lations of T lymphocytes. The delicate equilibrium - if
disturbed - may lead to miscarriage. Earlier studies
demonstrated that lower numbers of Treg cells with an
increased share of Th17 lymphocytes, and their dereg-
ulation, resulted in recurrent miscarriages [6].

Th17 cells have been described as T helper lym-
phocytes (CD4+) which play a significant role in induc-
ing inflammations by producing inflammatory cy-
tokines, such as IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-6, TNF-o
and metalloproteinase. The latest studies confirmed the
role of those cells in autoaggressive diseases, transplant
rejection and other disorders [14].

CONCLUSIONS

Our study suggests that CD4+ T helper lymphocytes
producing IL-17 may be activated in the course of
spontaneous miscarriage. This was the first Polish stu-
dy on the role of Th17 lymphocytes in spontaneous
miscarriage.
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