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I. Wstęp 

Głębsze zrozumienie molekularnych podstaw inicjacji i progresji raka endometrium 

stanowi wyjątkowe wyzwanie, kluczowe dla kształtowania nowych strategii prewencyjnych 

i terapeutycznych. Według statystyk Międzynarodowego Funduszu Badań nad Rakiem 

(World Cancer Research Fund International), w 2020 roku rak trzonu macicy zajmował 

szóstą pozycję wśród najczęstszych nowotworów kobiet, zarejestrowano ponad 417,000 

nowych przypadków. W Polsce w tym samym roku stwierdzono 9,869 nowych przypadków, 

co plasuje kraj na czele europejskich statystyk (World Cancer Research Found International, 

Ryc.1). Aktualne dane statystyczne dla Polski niestety są niedostępne. Analizy 

Amerykańskiego Stowarzyszenia Badań nad Nowotworem sugerują, że w Stanach 

Zjednoczonych w 2024 roku przewiduje się około 67,880 nowych przypadków raka 

endometrium, a około 13,250 kobiet umrze z powodu tej choroby (American Cancer 

Society). 

 

Rycina 1. Zapadalność na raka endometrium w 2020 roku, na podstawie danych 

World Cancer Research Found International (https://www.wcrf.org/cancer-

trends/endometrial-cancer-statistics/)  

I. 1. Nowotwór endometrium – ogólny stan wiedzy na temat przyczyn choroby 

Wśród czynników ryzyka przyczyniających się do inicjacji raka endometrium 

wymienia się status menopauzalny, występowanie cukrzycy, otyłość, nadciśnienie               

oraz zaburzenia hormonalne (Wojciechowska i in., 2018). Nowotwór ten podzielony jest na 

dwa typy. Typ I, częściej występujący u kobiet w wieku okołomenopauzalnym lub                      
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z anowulacją, jest estrogenozależny. Wykazuje się obecnością mutacji w sekwencji 

kodującej supresor nowotworu PTEN lub obniżeniem ekspresji tego genu. Typ II, zazwyczaj 

diagnozowany u starszych kobiet po menopauzie, jest estrogenoniezależny i związany             

z mutacjami w obrębie genu tp53, kodującego białko p53, nazywane "strażnikiem genomu" 

(Leslie i in., 2012). Obie formy nowotworu charakteryzują się nadmierną aktywnością COX-

2, enzymu regulującego procesy proliferacji i inwazji komórek nowotworowych, a także 

pełniącego rolę mediatora stanu zapalnego i istotną funkcję w szlakach sygnałowych 

(Gandhi i in., 2017). 

I. 2. Mikrobita endometrium niezmienionego nowotworowo 

Projekt poznania mikrobiomu ludzkiego (ang. Human Microbiome Project), 

zainicjowany przez Narodowe Instytuty Zdrowia USA (NIH), umożliwił głębsze 

zrozumienie składu mikrobiomu oraz dynamicznych zmian w jego obrębie w kontekście 

różnych stanów, takich jak ciąża, poród przedwczesny, choroby zapalne jelit oraz stan 

przedcukrzycowy. Analiza dziesięcioletnich badań projektu wykazała istotny wpływ zmian 

składu mikrobiomu na badane parametry. Ponadto, badania te przyczyniły się do rozwinięcia 

nowych strategii badawczych i dostarczyły podstaw do poszerzenia zakresu badań poprzez 

współpracę z innymi jednostkami („The Integrative Human Microbiome Project”, 2019). 

Obecnie mikrobioty trzonu macicy jest intensywnie badany. Początkowo uważano,                  

że narząd ten jest pozbawiony mikroorganizmów (Baker i in., 2018), jednak badania 

sugerują, że bakterie mogą docierać do górnych dróg rodnych z pochwy i/lub krwi     

(Salerian, 2020). Teoria transmisji bakterii do jamy macicy przez tzw. "maciczną pompę 

perystaltyczną", czyli zespołu ruchów mięśniówki górnej części szyjki macicy, również jest 

brana pod uwagę (Molina i in., 2020). Mimo to, dokładny skład mikrobioty endometrium 

wciąż pozostaje nieznany. Badania wskazują na obecność czterech głównych typów bakterii 

- Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria i Actinobacteria. Dominacja przedstawicieli 

Lactobacillus spp., powszechnie uznawana za wskaźnik zdrowej mikroflory pochwy (Baker 

i in., 2018), jest obserwowana także w przypadku endometrium.  

Z kolei mikrobiota pochwy jest dobrze zbadany, a jego skład może być istotny także 

w kontekście mikrobioty endometrium, Prawidłowa mikrobiota pochwy jest podzielona na 

sześć typów CST (ang. community state type), z dominacją L. crispatus, L. gasseri oraz L. 

inners w CST I, II i III, odpowiednio (Lewis i in., 2017). Badania nad mikrobiotą waginalną 

kobiet w Polsce przeprowadzone przez Pytkę i współpracowników (2019) identyfikują 

dominujące szczepy Lactobacillus spp., takie jak L. acidophilus (35%), L. plantarum (30%) 
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i L. fermentum (30%), oraz w mniejszym stopniu L. delbrueckii (5%), L. rhamnosus (5%)     

i L. casei (<1%). Badania przeprowadzone przez Mitchell i współpracowników (2015) 

wskazują na dominację Prevotella spp. (76%), L. iners (61%) i L. crispatus (56%)                    

w pochwie, oraz L. iners (45%), L. crispatus (33%) i Prevotella spp. (33%) w próbach 

endocerwikalnych i endometrium łącznie. Zasugerowano dominację lactobacilli w 

wyższych partiach narządu rodnego kobiet. Natomiast badania Chen i in. (2017) nie 

potwierdzają pełnej dominacji Lactobacillus ssp., a wskazują na zwiększoną liczbebność 

bakterii z rodzajów Pseudomonas, Acinetobacter, Vagococcus i Sphingobium (Ryc.2). 

Ważne jest uwzględnienie, że sposób pobrania materiału od kobiet może wpływać na 

częstość identyfikacji Lactobacillus. Inne badania przeprowadzone przez Winters                        

i współpracowników (2019), wskazują na Acinetobacter, Pseudomonas, Comamonadaceae, 

oraz Cloacibacterium jako dominujących przedstawicieli mikrobioty endometrium. 

 

Rycina 2. Skład mikrobioty endometrium niezmienionej nowotworowo. Na 

podstawie Chen i in. 2017. 
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Ponadto, skład mikrobioty endometrium może być zróżnicowany w zależności od 

wieku kobiety, fazy cyklu miesiączkowego, indeksu masy ciała, diety, a nawet 

przynależności etnicznej (Ryc. 3) (Molina i in., 2020). 

 

Rycina 3. Wybrane czynniki osobnicze oraz metodyczne mające wpływ na wynik 

genotypowania bakterii z materiału pochodzącego z górnych dróg rodnych kobiet.                  

Na podstawie Molina i in. 2020, utworzono przy użyciu Biorender.com. 

I. 3. Zmiany mikrobioty endometrium jako czynnik rakotwórczy 

Dysbioza mikrobioty endometrialnej może być związana z powstaniem zmian 

patofizjologicznych, obejmujących: (1) destabilizację stabilności genomowej komórek 

nabłonka macicy poprzez modulację czynników transkrypcyjnych, zmiany epigenetyczne       

i mutacje genów; (2) zaburzenia integralności bariery nabłonkowej; oraz (3) aktywacje TLR 

(receptory toll-podobne; ang. toll-like receptors) poprzez metabolity niektórych bakterii, 

głównie o charakterze patogennym (Baker i in., 2018). Szacuje się, że około 15% wszystkich 

nowotworów może mieć podłoże mikrobiologiczne (Shahanavaj i in., 2015). Doniesienia 

literaturowe na temat wytypowanych gatunków w materiale biologicznym pochodzącym      

od kobiet z nowotworem endometrium mocno się różnią. Grupa badawcza Walther-António 

(2016) przeprowadziła analizę porównawczą składu mikrobioty od pacjentek                                

z rozpoznanym rakiem endometrium oraz pacjentek zdrowych. Sugerowano,                               



12 

 

iż dominującymi mogą się okazać przedstawiciele rodzaju Gardnerella w próbach 

pochodzących od kobiet z nowotworem. Natomiast badania jednoznacznie wskazały,                     

że gatunkami różnicującymi obydwie badane grupy są Atopobium vaginae i Porphyromonas 

somerae, co potencjalnie może wskazywać na ich istotną rolę w nowotworzeniu w obrębie 

endometrium. Z kolei Walsh i współpracownicy (2019) przeprowadzając podobne badania 

zidentyfikowali Acinetobacter, Pseudomonas, Cloacibacterium, Comamonadaceae                   

i Escherichia jako dominujące taksony w materiale pochodzącym od pacjentek                                      

z nowotworem endometrium po histeroktomii. Badania Wang i in. (2022) wskazują                              

na przewagę Lactobacillus i Gardnerella zarówno w tkankach macicy kobiet                               

ze stwierdzonym nowotworem endometrium, jak i w tkankach bez zmian nowotoworowych. 

Z kolei większą częstość występowania Prevotella, Atopobium, Anaerococcus, Dialister, 

Porphyromonas oraz Peptoniphilus odnotowano w obrębie endometrium kobiet z rakiem. 

W materiale pochodzącym od kobiet, u których stwierdzono zmiany patologiczne w obrębie 

narządów rodnych metodą hybrydyzacji in situ, wykazano obecność Lactobacillus spp., 

Gardnerella vaginalis, Enterobacter sp., Streptococcus agalactiae, Escherichia coli                        

oraz Enterococcus faecalis (Benner i in., 2018a). W przypadku stanu przedrakowego szyjki 

macicy (ang. cervical intraepithelial neoplasia, CIN), dominującymi gatunkami były             

L. crispatus, L. iners, A. vaginae, G. vaginalis oraz rodzaj Fusobacterium (Champer i in., 

2018). Badania Lu i innych (2021) jednoznacznie wskazują na pozytywną korelację między 

obecnością przedstawicieli rodzaju Micrococcus, a IL-6 oraz IL-17 w endometrium kobiet 

zmienionych nowotoworowo. Barczyński i współpracownicy (2023) wykazują,                               

iż najczęściej występującymi gatunkami bakterii w wymazach pochwy i szyjki macicy 

kobiet populacji Polskiej z nowotworem endometrium były G. vaginalis, Fusobacterium 

nucleatum, Mobiluncus curtisii, L. gasseri, L. iners, L. crispatus. Z kolei częstość 

występowania M. curtisii oraz Dialister pneumosintes była istotnie wyższa w wymazach 

pochodzących z pochwy, co potencjalnie może posłużyć jako narzędzie diagnostyczne 

choroby.  

W uzyskaniu precyzyjnych wyników dotyczących składu mikrobioty trzonu macicy, 

kluczową rolę odgrywa staranne zaprojektowanie badań oraz metoda pobierania i analizy 

próbek. Istnieje ograniczenie w możliwości pobierania próbek z jamy macicy od zdrowych 

kobiet, dlatego często jako grupę kontrolną wykorzystuje się materiał pochodzący od kobiet 

z innymi schorzeniami ginekologicznymi, co istotnie wpływa na jakość analizy 

porównawczej wyników (Walsh i in., 2019a). Pobieranie wymazów z dystalnej części kanału 
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szyjki macicy często wiąże się z ryzykiem kontaminacji bakteriami z pochwy, w związku                   

z czym istotne jest dokładne zaplanowanie kontroli eksperymentalnych. Wybór starterów                    

i platformy sekwencjonowania stanowi istotny aspekt tego procesu. W związku                            

z powyższym, mimo licznych doniesień, jednoznaczne określenie mikrobioty trzonu macicy 

ze zmianami nowotworowymi wydaje się być bardzo trudnym zadaniem (Yuan i in., 2024).  

I. 4. Patogenny gatunek dróg rodnych Gardnerella vaginalis, oraz jego potencjalny 

wpływ na inicjację choroby nowotworowej 

Infekcje patogennym gatunkiem G. vaginalis są jednymi z najczęstszych przyczyn 

wizyt kobiet u ginekologa. Nadmierny rozrost przedstawicieli tego gatunku w połączeniu      

z redukcją liczby lactobacilli oraz z nadmiernym wzrostem A. vaginae i Prevotella bivia, 

stanowią wyznacznik waginozy bakteryjnej. Kobiety dotknięte tą chorobą są bardziej 

narażone na zwiększone ryzyko przedwczesnego porodu, zakażeń przenoszonych drogą 

płciową, w tym zakażeń wirusem HIV, zapaleniem przydatków oraz powikłań 

pooperacyjnych (np. zapalenie tkanki łącznej pochwy) (Abbe i Mitchell, 2023). Bakteria ta 

wytwarza cholesterolozależną cytolizynę – waginolizynę (ang. vaginolysine, VLY), która 

należy do grupy toksyn tworzących pory (ang. pore forming toxin). VLY ma istotny wpływ 

na aktywację szlaku p38 MAPK, co sugeruje ważną rolę gatunku w niektórych rodzajach 

nowotworów, takich jak rak gruczołu krokowego, piersi, pęcherza, wątroby oraz płuc. 

Wyniki badań Gelbera i in. (2008) pokazały, że VLY łączy się pośrednio z cholesterolem, 

angażując w proces białko hCD59, jako receptor. Następnie VLY oddziałuje z błonowym 

białkiem regulacyjnym układu dopełniacza (mCRP), aby zainicjować tworzenie pory                       

w błonie komórkowej (tzw. „cell bubbling”). Ponadto, gatunek ten występuje jako wspólny 

mianownik w ocenie ryzyka inicjacji nowotworów ginekologicznych kobiet (Champer i in., 

2018; Lin i in., 2022; L. Wang i in., 2022). Odnotowano wysoką aktywność adhezyjną 

izolatów G. vaginalis od kobiet z waginozą bakteryjną, w warunkach kohodowli in vitro                  

z komórkami linii HeLa oraz ME-180. Badania wskazują także, iż w wybranych warunkach, 

G. vaginalis może zakłócać warstwę ochronną lactobacilli i działać cytotoksycznie                    

na badane komórki ludzkie (Castro i in., 2015a; Patterson i in., 2010a). Patterson                                  

i współpracownicy (2010) donieśli również o dużym potencjale adhezyjnym G. vaginalis do 

komórek linii ME-180, który wynosił około 75%. Dodatkowo, autorzy wskazują na silny 

efekt cytotoksyczny badanego patogenu w stosunku do komórek po 24 godzinnej 

kohodowli. Badania nad adhezją G. vaginalis do komórek linii raka endometrium HEC-1A, 

hodowanych w modelu 3D, wykazały na silny stopień przylegania komórek bakteryjnych 
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do komórek ludzkich, co zostało zobrazowane za pomocą mikroskopii elektronowej 

(Łaniewski i in., 2017). Inne doniesienia wskazują na potencjalny wpływ G. vaginalis                       

na inicjację i rozwój nowotworu szyjki macicy oraz endometrium, co może być związane                 

z bezpośrednim wpływem bakterii i/lub jej metabolitów na regulację ekspresji cox-2. 

Wspominany wcześniej enzym COX-2, bierze udział w szlakach sygnałowych, proliferacji, 

angiogenezie i apoptozie komórek ludzkich, czyli szlaków będących kamieniami milowymi 

na drodze zapoczątkowania choroby nowotworowej (Kuźmycz i Stączek, 2020). Potencjalne 

zmiany w obrębie endometrium w wyniku infekcji G. vaginalis przedstawiono na                  

Rycinie 4.  

 

Rycina 4. Zmiany w obrębie endometrium w wyniku infekcji patogennym szczepem 

G. vaginalis. Na podstawie Alcendor, 2016; Kuźmycz i Stączek, 2020; Shvartsman i in., 

2023. Utworzono przy użyciu Biorender.com.   

 

I. 5. Niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ) w prewencji i terapii raka endometrium 

Wiedza na temat molekularnych podstaw rozwoju raka endometrium skłoniła                     

do poszukiwania nowych strategii prewencji i leczenia choroby. Nadprodukcja białka    

COX-2, co jest charakterystycznym zjawiskiem dla tego typu nowotworu, wiąże się także                           

z procesami zapalnymi, hamowaniem apoptozy, angiogenezą i przerzutowaniem.                     

Ze względu na to, zwrócono uwagę na inhibitory COX-2, jako wspomaganie terapii 

nowotworowej. W dodatku odnotowano, że NLPZ wykazują działanie hamujące wzrost 
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niektórych bakterii, a zatem mogą działać na mikrobitę narządu (Kuźmycz & Stączek, 

2020a).  

Z drugiej strony, terapia NLPZ u ludzi i zwierząt może prowadzić do zmian 

mikrobioty jelitowej w kierunku dysbiozy, co pośrednio może mieć wpływ na rozwój wielu 

chorób (Wan i in., 2021). Mechanizmy prowadzące do dysbiozy poprzez NLPZ możemy 

podzielić na dwie grupy: zmiany w środowisku bakteryjnym jelit wywołane poprzez NLPZ 

(np. zmiany pH, wpływ na metabolom jelit) oraz bezpośrednie działanie przeciwbakteryjne 

NLPZ (Maseda i Ricciotti, 2020; Zádori i in., 2023). Co ciekawe, dysbioza indukowana 

poprzez NLPZ zazwyczaj przejawia się jako przesunięcie równowagi w stronę bakterii 

Gram-ujemnych. Szczególnie duże zmiany zachodzą w obrębie taksonów Bacteroidetes      

(w tym, Bacteroides, Parabacteroides, Prevotella, Barnesiella, Rikenellaceae), 

Proteobacteria (w tym Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Alphaproteobacteria), 

Enterococcaceae oraz Akkermansia (X. Wang i in., 2021; Zádori i in., 2023b). Niemniej 

jednak maksymalne stężenia plazmatyczne diklofenaku, ibuprofenu, ketoprofenu, 

deksketoprofenu, flurbiprofenu i kwasu acetylosalicylowego w trakcie terapii u ludzi              

są znacznie niższe, aniżeli poziomy hamujące wzrost bakterii, a głównie bakterii kwasu 

mlekowego. Sugeruje to, że tylko długoterminowe użycie leku może mieć wpływ na zmiany 

w obrębie mikrobioty (Kruszewska i in., 2023).  

II. Cele pracy: 

Celem przewodnim niniejszej rozprawy doktorskiej było określenie wpływu 

wybranych drobnoustrojów na zmiany w obrębie ludzkich komórek endometrium oraz 

ocena aktywności biologicznej nowosyntetyzowanych renowych pochodnych 

niesterydowych leków przeciwzapalnych (NLPZ) wobec komórek nowotworowych 

endometrium.  

Aby osiągnąć ogólny cel badawczy, nakreślono następujące cele szczegółowe: 

1. Analiza danych literaturowych dotyczących tematyki związanej z rolą mikrobioty 

endometrium w inicjacji i progresji zmian nowotworowych, oraz potencjału 

stosowania NLPZ jako leków o charakterze przeciwnowotworowym                                    

i przeciwdrobnoustrojowym; 

2. Analiza aktywności przeciwnowotworowej nowosyntetyzowanych renowych 

pochodnych NLPZ wobec komórek raka endometrium; 
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3. Sekwencjonowanie materiału biologicznego pochodzącego od kobiet z nowotworem 

endometrium oraz kobiet grupy kontrolnej; 

4. Wstępna ocena wirulencji szczepu Anaerococcus vaginalis wobec komórek 

prawidłowych endometrium; 

5. Ocena wirulencji patogennego szczepu dróg rodnych kobiet Gardnerella vaginalis 

wobec komórek linii ludzkiego raka endometrium oraz komórek prawidłowych 

endometrium. 

 

III. Publikacje stanowiące podstawę rozprawy doktorskiej 

Niniejsza praca doktorska opisana jest w formie hybrydowej i składa się z jednej 

pracy przeglądowej (Publikacja 1 [P1]) oraz dwóch prac oryginalnych z których jedna 

została opublikowana (Publikacja 2 [P2]) a druga znajduje się w fazie recenzji (Publikacja 

3 [P3]). Całość została uzupełniona o wyniki, które nie zostały jeszcze opracowane w formie 

publikacji (opisane są w Rozdziale IV dysertacji).  

[P1] Kuźmycz O, Stączek P. Prospects of NSAIDs administration as double-edged agents 

against endometrial cancer and pathological species of the uterine microbiome. Cancer Biol 

Ther. 2020; 21(6):486-494. doi: 10.1080/15384047.2020.1736483 

IF2023 = 4.4; IF5-letni = 4.4; MEiN2023 = 100 

[P2] Kuźmycz O, Kowalczyk A, Stączek P. Biological Activity of fac-

[Re(CO)3(phen)(aspirin)], fac-[Re(CO)3(phen)(indomethacin)] and Their Original 

Counterparts against Ishikawa and HEC-1A Endometrial Cancer Cells. Int. J. Mol. 

Sci. 2022; 23(19), 11568; https://doi.org/10.3390/ijms231911568 

IF2023 = 4.9; IF5-letni = 5.6; MEiN2023 = 140 

[P3] Kuźmycz O, Kowalczyk A, Bolanowska A, Drozdzowska A, Lach J, Wierzbińska W, 

Kluz T, Stączek P. A comprehensive analysis of the uterine microbiome in endometrial 

cancer patients – identification of Anaerococcus as a potential biomarker and carcinogenic 

cofactor. - manuskrypt przyjęty do recenzji czasopisma Frontiers in Cellular and Infection 

Microbiology  

IF2023 = 4.6; IF5-letni = - ; MEiN2023 = 100 
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III.1. Publikacja 1 [P1] 

 

Obecnie rak endometrium jest jednym z najczęściej występujących typów raka             

u kobiet, a molekularne podstawy inicjacji i progresji tej choroby nie są w pełni poznane. 

Odnotowuje się wysoki poziom ekspresji COX-2, enzym procesu zapalnego,                               

w nowotworach tego typu, co sugeruje próbę wykorzystania tego białka, jako celu 

terapeutycznego i prewencyjnego choroby. Zauważono, że poziom COX-2 może służyć       

do określenia stadium zaawansowania nowotworu wg. norm FIGO (International Federation 

of Gynecology and Obstetrics), a poziom enzymu może służyć jako czynnik prognostyczny 

leczenia i wskazuje na stopień inwazji guza w myometrium (Lambropoulou i in., 2005). 

Badania także wskazują na pozytywną korelację białka COX-2 z innymi białkami, których 

wysoki poziom ekspresji odnotowano w przypadku raka trzonu macicy, i są to GLUT-1 

(transporter glukozy 1; ang. glucose transporter 1), VEGF (czynnik wzrostu śródbłonka 

naczyniowego; ang. vascular endothelial growth factor) oraz HIF-1α (podjednostka alfa 

czynnika indukowanego hipoksją 1; ang. hypoxia-inducible factor 1-alpha) (Huang i in., 

2005; Ma i in., 2015). Nadekspresja COX-2 może także blokować apoptozę komórek 

poprzez zwiększenie produkcji białka antyapoptycznego Bcl-2, i odwrotnie, odnotowano,     

że inhibitory COX-2 przywracają proces apoptozy.  

Te doniesienia zwróciły uwagę na potencjał NLPZ, które są szeroko stosowane            

w terapii przeciwbólowej i przeciwzapalnej, jako leków o charakterze 

przeciwnowotworowym. Dodatkowo, leki te posiadają aktywność przeciwdrobnoustrojową, 

a w kontekście trzonu macicy, aktywność tę wykazują wobec patogennych gatunków dróg 

narządu rodnego kobiet. Mechanizm działania przeciwdrobnoustrojowego NLPZ nie jest      
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w pełni wyjaśniony, ale sugeruje się, że NLPZ blokują interakcje białko-białko, replikację   

i naprawę DNA u bakterii (Yin i in., 2014).  

Niniejsza publikacja przedstawia podwójną rolę NLPZ w leczeniu nowotworu 

endometrium oraz wpływ tych leków na patogenne gatunki mikrobioty macicy. Zwrócono 

uwagę na nadekspresję COX-2, którego hamowanie przez NLPZ może wpłynąć na procesy 

takie, jak angiogeneza, proliferacja i apoptoza komórek endometrium, a także omówiono 

potencjalny wpływ wybranych szczepów patogennych na nadekspresję tego genu. 

Omówiono także związek między patogennymi bakteriami, np. jak Gardnerella vaginalis           

i Atopobium vaginae, a stanami zapalnymi, które mogą przyczyniać się do progresji raka 

endometrium. 
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III.2. Publikacja 2 [P2]  

 

NLPZ stanowią obszerną klasę leków o charakterze przeciwbólowym, 

przeciwzapalnym i przeciwgorączkowym, które są szeroko i rutynowo stosowane na całym 

świecie. Mechanizm działania tych leków jest dobrze znany, i obejmuje hamowanie 

aktywności cyklooksygenaz (COX) – COX-1 i/lub COX-2, gdzie zwłaszcza hamowanie 

aktywności drugiego z tych enzymów może być szczególnie istotne z perspektywy 

prewencji i wspomagania terapii nowotworu, ponieważ stwierdzono, że jest on ściśle 

związany z procesami stanu zapalnego w obrębie guza (de Leval i in., 2000). Zestawienie 

poszczególnych szeroko stosowanych NLPZ oraz ich selektywność wobec COX-1/COX-2 

przedstawiono w Tabeli X. Aktywność związków wobec enzymów badano za pomocą 

testów z użyciem krwi ludzkiej, płytek krwi oraz monocytów krwi ludzkiej, stymulowanych 

LPS (lipopolisacharyd, ang. lipopolysaccharide).  
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Tabela 1. Selektywność wybranych NLPZ wobec enzymów COX-1 i COX-2.  

Nazwa NLPZ 
IC50 COX-

1 (µM) 

IC50 COX-

2 (µM) 

Stosunek COX-

2/COX-1* 

Preferencja wobec 

enzymu 

Meloksykam 2,24 0,16 0,07 COX-2 

Nimesulid 1,61 0,03 0,017 COX-2 

Etodolak 1,5 0,14 0,09 COX-2 

Flosulid 18 0,36 0,02 COX-2 

Diclofenac 0,12 0,06 0,5 COX-2 

Indometacyna 0,60 1,4 2,3 COX-1 

Ibuprofen 2,26 15,7 7 COX-1 

NS-398 7,7 0,004 0,0005 COX-2 

Piroksykam 2,03 0,6 0,3 COX-2 

Aspiryna 4,45 13,88 3,12 COX-1 

Naproksen 28,19 32,01 1,14 nieselektywny 

*stosunek COX-2/COX-1 oznacza stopień selektywności wobec danego enzymu, 

gdzie wynik wynoszący < 1 oznacza preferencję wobec COX-2, ~ 1 – nieselektywność 

(hamuje oba enzymy w równym stopniu, > 1 – preferencja wobec COX-1. IC50 (ang. 

Inhibitory Concentration 50%) – stężenie leku hamujące witalność komórek o 50%. Tabelę 

sporządzono na podstawie Cryer i Feldman, 1998; Pairet i in., 1998. 

Mimo obiecujących wyników niektórych badań, istnieje poważny problem związany 

z powikłaniami wynikającymi z długoterminowego stosowania tego typu leków. Skutki 

uboczne NLPZ (zwłaszcza tych, które hamują aktywność COX-1) mogą prowadzić                

do inicjacji krwawienia z żołądka, dwunastnicy i owrzodzeń, dlatego skupiono się                    

na poszukiwaniu modyfikacji leku, niwelującą te efekty niepożądane. Niektóre z tych 

modyfikacji, takie jak dodanie tlenku azotu (NO), siarkowodoru (H2S), lipidów                            

i kompleksów metali do cząsteczki leku, skutkowało poprawą i wzbogaceniem aktywności 

biologicznej tych związków. Ponadto, kompleksowanie NLPZ z niektórymi metalami, 

takimi jak miedź lub cynk, zmniejszała skuteczną dawkę „natywnego leku (Dillon i in., 

2003; Lim i in., 2009; Sostres i in., 2013).  

Badania przeprowadzano na syntetyzowanych na Katedrze Chemii Organicznej UŁ 

NLPZ - naproksen (373a), aspiryna (375a), ibuprofen (376a), indometacyna (377a) oraz ich 

renowych pochodnych (odpowiednio, 373, 375, 376, 377). Wstępne badania wykazały 
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selektywną aktywność renowych pochodnych NLPZ wobec komórek nowotworowych 

HeLa, gdzie potencjalnym mechanizmem hamującym aktywność biologiczną komórek był 

duży wzrost poziomu reaktywnych form tlenu komórek nowotworowych. Określono IC50 

cytotoksycznych wobec komórek HeLa i L929 renowych pochodnych indometacyny                   

i  aspiryny. 375 oraz 377 były bardziej aktywne wobec komórek nowotoworwych HeLa 

aniżeli nienowotworowych L929, z wartościami IC50 36 µM i 158 µM odpowiednio. 

Wartości IC50 dla 375a i 377a dla komórek HeLa były znacznie większe i wynosiły 2819 

µM i 326 µM odpowiednio (Skiba i in., 2019). Poszerzono analizę o linie nowotworowe 

endometrium Ishikawa i HEC-A. Badania jednoznacznie wskazują, że 375a, 377a, oraz ich 

renowe pochodne 375 i 377 miały istotny wpływ na żywotność badanych endometrialnych 

komórek nowotworowych. Co ciekawe, odnotowano, że cytotoksyczny efekt renowych 

pochodnych po czasie się nasila, tymczasem w przypadku oryginalnych NLPZ – maleje,              

co sugeruje bardziej skuteczne działanie renowych pochodnych wobec badanych komórek. 

Dodatkowo, wartości IC50 dla 375 oraz 377 w przypadku zarówno linii komórek Ishikawa 

(Table 1 w publikacji P2), jaki i HEC-1A (Table 2 w publikacji P2) były niższe,                                

niż w przypadku 375a oraz 377a, co wskazuje na zmniejszenie dawki efektywnej leku                             

po kompleksacji z renem.  

Kolejnym etapem badan było określenie zmian proliferacji komórek w wyniku 

inkubacji z badanymi związkami. Wyniki wykonanego testu wskazały na większą czułość 

komórek HEC-1A na badane związki w stężeniu IC50, niż komórek Ishikawa. Z kolei 

komórki linii Ishikawa były bardziej wrażliwe na działanie hamujące proliferację tylko 

względem związków 377 oraz 377a. W przypadku obu linii komórkowych efekt 

antyproliferacyjny badanych związków wzrósł po 72-godzinnej inkubacji (Figure 2a w 

publikacji P2). Zmiany tempa proliferacji komórek badano także dla stężenia ½ IC50                  

i ¼ IC50, (Table 3 i Table 4 w publikacji P2). W przypadku niższych stężeń tylko 375a 

hamował proliferację obu badanych linii komórek raka (* = p < 0.05 dla ½ IC50  i ¼ IC50). 

Obserwacja ta jest zgodna z dotychczasowymi doniesieniami literaturowymi, wskazującymi 

na pozytywne efekty rutynowego stosowania niskich dawek aspiryny na przeżywalność 

kobiet z nowotworami ginekologicznymi (Kuźmycz i Stączek, 2020b; J. Li i in., 2018).  

W badaniach nad NLPZ wykazano, że ich stosowanie prowadzi do zwiększonej 

produkcji RFT, co jest uznawane  za mechanizm wywołujący efekty uboczne, szczególnie 

w układzie pokarmowym. Jednakże ten mechanizm może również być wykorzystywany      

do niszczenia komórek rakowych poprzez inhibicję wzrostu komórek, zaburzenia 
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metabolizmu oraz zakłócenia szlaków sygnalizacyjnych. Zwiększone poziomy RFT 

prowadzą do zakłócenia   homeostazy komórkowej, co skutkuje uszkodzeniami komórek        

i inicjacją apoptozy (Kolawole i Kashfi, 2022; Sun i in., 2011). W naszych poprzednich 

badaniach zaproponowano, że indukcja wysokich poziomów RFT może stanowić 

pozytywny mechanim działania pochodnych renowych NLPZ w stosunku do komórek raka, 

co wykazano w przypadku komórek HeLa. Zjawisko to nie występowało w przypadku 

fibroblastów L-929. Ponadto zaobserwowano, że komórki rakowe charakteryzują się 

znacząco wyższą zdolnością do gromadzenia pochodnych renu w mitochondriach,                     

co może przekładać się na wzrost poziomu mitochondrialnych RFT (Skiba i in., 2019).          

W badaniach nad komórkami Ishikawa stwierdzono zwiększoną produkcję RFT w cytozolu 

po inkubacji zarówno z oryginalnymi NLPZ,  jak i ich renowymi pochodnymi. Ponadto, 

zarówno NLPZ, jak i ich renowe pochodne miały istotny wpływ na poziom RFT                               

w komórkach HEC-1A przy stężeniach odpowiadających połowie wartości IC50,                               

co może wynikać z lepszego przenikania tych związków przez błony komórkowe. 

Odnotowano, że stężenia ½ IC50 renowych pochodnych (375 i 377) były znacznie niższe,     

niż stężenia odpowiadające połowie IC50 oryginalnych NLPZ (375a i 377a),                               

co wskazuje na wyższą skuteczność indukcji RFT przez pochodne renu przy niższych 

stężeniach. Różnice w poziomach RFT w mitochondriach i cytozolu wskazują                            

na zróżnicowany sposób interakcji tych związków z badanymi komórkami.               

Najwyższy poziom mitochondrialnych RFT w obu liniach komórkowych związany był                   

z inkubacją badanych komórek w obecności 377. W przypadku komórek linii Ishikawa 

istotny poziom mitochondrialnych RFT odnotowano także w obecności z 375, ale nie tak 

znacząco, jak w odpowiedzi na obecność związku 377 (Figure 5a publikacji P2).  

Badania dotyczące renowych pochodne NLPZ wskazują na ich wysoki potencjał jako 

leków w prewencji raka trzonu macicy, a być może także wspomagających jego terapię, 

jednak głębsze poznanie ich aktywności biologicznej jest niezbędne i wymaga dalszych 

badań. Wymagane jest dokładniejsze zbadanie ich mechanizmów działania na głębszym 

poziomie molekularnym.  
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III.3. Publikacja 3 [P3] 

 

Postęp technik sekwencjonowania przyczynił się do poznania mikrobiomu człowieka 

w obrębie poszczególnych narządów, a także tego, jaki skład mikrobioty może być 

potencjalną przyczyną rozwoju choroby, w tym nowotworu. Szacuje się, że efekt 

pronowotworowy wywoływany przez mikroorganizmy dotyczy około 20% przypadków 

raka, a takie drobnoustroje określane są mianem „onkobakterii”. Do drugiej połowy              

XX wieku jamę macicy uznawano za wolną od drobnoustrojów, jednak najnowsze 

doniesienia wskazują na unikatowy skład mikrobioty narządów rodnych kobiet, który jest 

zmienny w zależności od stanu zdrowia kobiety (Benner i in., 2018b; Toson i in., 2022).  

Dotychczasowe badania skupiały się głownie na zidentyfikowaniu składu 

taksonomicznego endometrium zarówno w stanie zdrowym, jak i w przypadku zmian 

nowotworowych (Moreno i in., 2022; Tao i in., 2017; Walsh i in., 2019b; Walther-António    

i in., 2016b). Jednakże, pomimo licznych prac, brakuje wystarczających danych 

literaturowych dotyczących identyfikacji odrębnych taksonów w wymazach z kanału szyjki 

macicy u kobiet, które mogłyby stanowić narzędzie wstępnego wykrywania nowotworu 

endometrium. W odpowiedzi na tę lukę, nasza grupa badawcza podjęła próbę 

przeprowadzenia szczegółowej identyfikacji taksonów w wymazach dystalnej części kanału 

szyjki macicy, celem opracowania potencjalnego narzędzia diagnostycznego w wykrywaniu 

nowotworów endometrium. W przeprowadzonych przez nas badaniach zidentyfikowaliśmy 

mikrobiotę dystalnej części kanału szyjki macicy u 29 pacjentek z nowotworem 

endometrium (NE) lub mięśniakiem macicy (MM). Skład taksonomiczny prób w obu 

grupach różnił się od siebie. Zaobserwowaliśmy, że próbki z grupy MM charakteryzowały 

się jednorodną mikrobiotą, zdominowaną przez Lactobacillus, podczas gdy w grupie NE 

występowała wyższa różnorodność mikroorganizmów. Nasze obserwacje są zgodne                   

z badaniami Mitchell i in. (Mitchell i in., 2015b), którzy stwierdzili, że najczęściej 
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wykrywanym taksonem w grupie 58 kobiet, które przeszły histerektomię z powodu wskazań 

nienowotworowych, był rodzaj Lactobacillus. Dodatkowo, nasze badania wskazują,                         

że próbki pobrane od pacjentek z rakiem były wzbogacone o pewne taksony zawierające 

drobnoustroje patogenne, takie jak Streptococcus, Anaerococcus, Prevotella, Gardnerella, 

Peptoniphilus oraz Porphyromonas (Figure 7 publikacji P3).  

Ponadto, wyniki naszych badań jednoznacznie wskazują na Anaerococcus, jako 

takson różnicujący grupę NE od MM, tak więc rodzaj ten może być istotny w inicjacji                     

i progresji nowotoworu trzonu macicy. W oparciu o tę obserwację , wybraliśmy 

Anaerococcus vaginalis jako reprezentanta taksonu różnicującego, i przeprowadziliśmy 

dodatkowe testy dotyczące zdolności tych bakterii do adhezji ludzkich fibroblastów macicy 

oraz indukcji RFT. Lactobacillus jensenii został użyty jako przedstawiciel mikroflory 

fizjologicznej i stanowił kontrolę. Obie badane bakterie wykazały wysoką zdolność adhezji 

do fibroblastów endometrium, co oznacza, że mogą skutecznie kolonizować endometrium 

(Figure 8 publikacji P3). Potencjalnie, zaburzenia równowagi pomiędzy lactobacilli,                 

a A. vaginalis może prowadzić do dysbiosy, co może stanowić kamień milowy procesu 

zapoczątkowania transformacji nowotworowej.  W naszych badaniach także wykazaliśmy, 

że A. vaginalis indukuje RFT na istotnym poziomie, znacznie wyższym  niż L. jensenii. 

Wysoki poziom RFT w może prowadzić do uszkodzenia białek, lipidów, błon komórkowych 

oraz organelli komórek ludzkich. Onkogenna rola RFT jest związana z indukcją 

oksydacyjnych uszkodzeń DNA, w tym pęknięć podwójnej nici oraz tworzenia 8-oxo-7,8-

dihydro-2’-deoksyguanozyny (8-oxodG). Utleniona guanozyna powoduje transwersję 

guanozyny na tyminę, co jest główną przyczyną spontanicznej mutagenezy                                      

i może prowadzić do karcynogenezy (Nakamura & Takada, 2021; Valavanidis i in., 2009).  

Zidentyfikowanie rodzaju Anaerococcus jako taksonu różnicującego mikrobiotę 

endometrium zmienionego nowotworowo otwiera także możliwości opracowania nowych 

strategii diagnostycznych w zakresie raka endometrium. Wymaga to jednak potwierdzenia 

roli tego taksonu jako markera rozwoju nowotworu trzonu macicy poprzez przeprowadzenie 

dalszych badań z wykorzystaniem większej liczby zróżnicowanych geograficznie próbek, 

pochodzących dodatkowo od kobiet z różnymi stadiami zaawansowania nowotworu.                   

Jeśli wyniki te zostałyby potwierdzone na tak znacząco poszerzonej grupie pacjentek, 

badanie mikrobioty pozyskanej w formie wymazów dystalnej części kanału szyjki macicy 

mogłoby stanowić podstawę prostej, mało inwazyjnej, mikrobiologicznej diagnozy raka 
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endometrium i miałoby istotne znaczenie w wykrywaniu tej choroby, być może już na jej 

wczesnych etapach.  

IV. Wyniki niepublikowane 

Wyniki części rozprawy, realizowane w ramach funduszy Doktoranckich Grantów 

Badawczych (IDUB DGB, projekt pt. ”Ocena udziału wybranych patogennych szczepów 

mikrobioty dróg rodnych kobiet w rozwoju raka endometrium”) nie zostały jeszcze 

opublikowane. Na ich podstawie jest przygotowywany manuskrypt w języku angielskim, 

który wkrótce zostanie wysłany do recenzji. Poniżej przedstawiono główne założenia 

wykonanych badań, materiały, metody, wyniki oraz ich podsumowanie. 

IV.1. Założenia oraz podstawy teoretyczne badań 

Nadmierny rozrost Gardnerella vaginalis związany jest z manifestacją stanów 

patologicznych. Obecność tego gatunku jest związana z jednostką chorobową określaną jako 

przewlekłe zapalenie błony śluzowej macicy, gdzie odnotowuje się obniżenie liczebności 

przedstawicieli rodzaju Lactobacillus, a zwiększenie częstości występowania takich 

rodzajów, jak Dialister, Bifidobacterium, Prevotella, Gardnerella, oraz Anaerococcus        

(Liu i in., 2019). W badaniach dotyczących pacjentek z problemami  z zajściem w ciążę 

stwierdzono, że dominacja bakterii z rodzajów Atopobium sp., Bifidobacterium sp., 

Chryseobacterium sp., Gardnerella sp., Haemophilus sp., Klebsiella sp., Neisseria sp., 

Staphylococcus sp. i Streptococcus sp., w mikrobiocie endometrium była związana                   

z nieudanymi ciążami i niskim  wskaźnikiem żywych urodzeń (Moreno i in., 2022). Badania 

przeprowadzone przez Castro i in. (Castro i in., 2020) wykazały, że mikroorganizmy           

takie jak Atopobium vaginae i Gardnerella vaginalis są głównymi patogenami bakteryjnymi, 

związanymi z zapaleniem pochwy i są odpowiedzialne za stymulowanie wzmożonej 

odpowiedzi immunologicznej komórek nabłonka pochwy. Co więcej wykazano, że komórki 

nabłonka pochwy wydzielają IL-6 i IL-8 w odpowiedzi na obecność tych patogenów,             

ale nie na obecność Lactobacillus crispatus (Anton i in., 2022; Libby i in., 2008). Badania 

Lozano i in. (2023) wskazują na wzmożoną częstość występowania rodzajów Gardnerella, 

Prevotella oraz Ralstonia w  próbkach endometrium kobiet z nawracającym zapaleniem 

błony śluzowej macicy. Co ciekawe, badania wskazują na możliwy związek wzmożonego 

wzrostu Gardnerella z występowaniem śródnabłonkowej neoplaji szyjki macicy (CIN)., 

która odnosi się do zmian przednowotoworwych szyjki macicy. Badania wskazują,                  

że rozrost G. vaginalis wiąże się ze zwiększonym ryzykiem rozwoju CIN2 i CIN3,                        
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czyli dysplacji średniego i dużego stopnia odpowiednio (So i in., 2020). Z kolei badania 

przeprowadzone przez nasz zespół wskazują na większą częstość występowania Gardnerella 

w wymazach dystalnej części kanału szyjki macicy kobiet z nowotworem endometrium 

(Ryc.5). Odnotowano obecność G. vaginalis w sześciu próbach wymazów pochodzących od 

kobiet ze stwierdzonym nowotworem endometrium, a w trzech był to szczep dominujący 

[P3]. Może to wskazywać na istotną rolę tego rodzaju w patogenezie nowotworu. 

  

Rycina 5. Względna częstość występowania (ang. Relative Frequency) rodzaju 

Gardnerella w wyniku genotypowania wymazów dystalnej części kanału szyjki macicy 

kobiet z mięśniakiem macicy (MM) oraz z nowotworem endometrium (NE). Gatunek 

Gardnerella został zidentyfikowany w 6/16 prób NE oraz 3/13 prób MM, a w 3/16 NE             

był gatunkiem dominującym (wizualizację wykonano przy użyciu narzędzia QIIME 2 

View). W5, W36, W19, W21, W20, W8 – NE, W28, W11, W16 – MM.  
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Celem tego etapu pracy była weryfikacja hipotezy, dotyczącej związku pomiędzy 

obecnością G. vaginalis a patogenezą nowotworu endometrium, oraz ocena wpływu tego 

szczepu na rozwój nowotworu endometrium. W badaniach oceniano stopień adhezji szczepu 

w stosunku do ludzkich komórek endometrium oraz aktywność protekcyjną Lactobacillus 

jensenii w tym procesie, zmiany poziomu wytwarzania reaktywnych form tlenu                     

oraz aktywności metabolicznej mitochondriów linii komórek endometrialnych w obecności 

patogenu G. vaginalis, wpływ badanego szczepu na tempo podziałów komórkowych                 

oraz na poziom wydzielanych przez nie cytokin i chemokin prozapalnych. 

 

IV.2. Materiał i metody 

IV.2.1. Hodowla linii komórek ludzkich 

W ramach niniejszych badań wykorzystano trzy linie ludzkich komórek, w tym dwie 

linie nowotworowe endometrium (Ishikawa ECACC 99040201 i HEC-1A ATCC HTB-112) 

oraz jedną linię fibroblastów ściany jamy wewnętrznej macicy, która nie uległa transformacji 

nowotworowej (HUF, PromoCell C-12385). Komórki nowotworowe były rutynowo 

hodowane w podłożu DMEM-F12 (Biowest, Francja), uzupełnionym 10% płodową 

surowicą bydlęcą (FBS; Cytogen, Polska). Z kolei komórki fibroblastów były hodowane            

w podłożu do hodowli fibroblastów 2 (FGM2; Promocell, Niemcy), zawierającym czynniki 

wzrostu oraz 2% FBS (PromoCell, Niemcy). Proces hodowli przeprowadzano w inkubatorze 

Galaxy 48R (New Brunswick, Niemcy), w standardowych warunkach hodowli komórek, 

utrzymując temperaturę 37°C i stężenie CO2 na poziomie 5%. Z uwagi na prowadzenie 

hodowli komórek ludzkich w obecności bakterii, w trakcie eksperymentów stosowano 

środowisko pozbawione antybiotyków. 

 

IV.2.2. Hodowla bakterii 

Bakterie Gardnerella vaginalis (ATCC 140180) oraz Lactobacillus jensenii (ATCC 

25258) były hodowane w pożywce tryptozowo-sojowej (TSB; Biomaxima, Polska), 

wzbogaconej ekstraktem drożdżowym w stężeniu 0.0005 g/L, witaminą K1 (Thermo Fisher 

Scientific, USA) o stężeniu 0.005 g/L Haemin (Thermo Fisher Scientific, USA) oraz                 

10% płodową surowicą bydlęcą (FBS; Cytogen, Polska). Proces hodowli prowadzono                     

w warunkach ograniczonego dostępu tlenu - przy temperaturze 37°C i stężeniu CO2 

wynoszącym 5%, przez okres 24 godzin. 
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Przed wprowadzeniem bakterii do hodowli komórek ludzkich, zawiesinę poddawano 

wirowaniu (przy 10.000 rpm przez 10 minut), po czym osad bakteryjny zawieszano                          

w pożywce DMEM-F12 z dodatkiem 10% FBS lub w uzupełnionym podłożu do hodowli 

fibroblastów 2 (FGM2).  

 

IV.2.3. Optymalizacja MOI 

Komórki ludzkie, o gęstości 1×105 hodowano na szalce do hodowli  o średnicy              

60 mm, przez okres 24 godzin. Po tym czasie do szalek dodawano zawiesinę bakteryjną                 

o odpowiedniej gęstości tak, by stosunek MOI wynosił od 0.1 do 20. Obliczenia MOI 

(współczynnik zakażania; ang. multiplicity of infection), czyli stosunku liczby bakterii             

do liczby komórek ludzkich w hodowli, przeprowadzano zgodnie z poniższym wzorem: 

 

Hodowlę prowadzono przez kolejne 24 godziny w standardowych warunkach.               

Po upływie tego czasu komórki były zbierane poprzez wirowanie przy prędkości 3 600 rpm  

przez 5 minut i zliczane za pomocą komory Bürckera, gdzie uwzględniano zarówno komórki 

żywe, jak i martwe. Komórki martwe uwidaczniano za pomocą barwienia błękitem trypanu 

(Thermo). Za wynik pozytywny uznawano obecność nie więcej niż 30% martwych komórek 

ludzkich po koinkubacji z badanymi bakteriami. W przypadku przekroczenia tej wartości, 

próbki o stosunku MOI powyżej tej granicy były wykluczane z dalszej analizy. Ustalono,              

że stosunek MOI wynoszący 0.5 jest optymalnym parametrem gęstości do koinkubacji               

z komórkami ludzkimi. 

 

IV.2.4. Ocena stopnia adhezji szczepów do badanych linii komórek ludzkich 

Komórki ludzkie zostały wysiane na odpowiednie płytki 6-dołkowe (Nest, Chiny)           

i hodowane do osiągnięcia stanu konfluencji na poziomie 70-80%. Następnie, po fazie 

wstępnej hodowli, do komórek dodawano zawiesinę bakteryjną, wcześniej znakowaną 

barwnikiem fluorescencyjnym BacLight Green (Invitrogen, USA), przy współczynniku 

MOI wynoszącym 0.5. Wspólną hodowlę prowadzono przez 24 godziny. 
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Po okresie hodowli, komórki były poddawane trypsynizacji, a następnie zbierane             

i poddane wirowaniu (przy prędkości 3.600 rpm przez 5 minut). Ostatecznie komórki były 

zawieszane w roztworze DPBS i przenoszone na płytki z czarnym dnem.                                   

Odczyt fluorescencji był prowadzony za pomocą czytnika płytek SpectraMAX i3 

(Molecular Devices, USA), przy długościach fal Ex/Em = 480/561 nm. 

 

IV.2.5. Analiza aktywności protekcyjnej L. jensenii wobec infekcji G. vaginalis 

Komórki ludzkie zostały przygotowane zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 

IV.2.4. Następnie, do komórek dodawano zawiesinę bakteryjną L. jensenii w stosunku                  

10 MOI i inkubowano przez 3 godziny. Po tym okresie usuwano medium nad komórkami,        

a do komórek dodawano zawiesinę G. vaginalis, również w stosunku 10 MOI, znakowaną 

fluorescencyjnym barwnikiem. Przeprowadzano kolejną 3-godzinną koinkubację. 

Po zakończeniu inkubacji komórki ludzkie były trypsynizowane, poddawane 

wirowaniu (przy prędkości 3.600 rpm przez 5 minut), a następnie zawieszane w roztworze 

DPBS. Ostatecznie komórki zostały przeniesiono na płytkę z czarnym dnem w celu odczytu 

fluorescencji. Odczyt ten przeprowadzono za pomocą czytnika SpectraMAX i3,                   

przy długościach fal Ex/Em = 480/561 nm. 

 

IV.2.6. Ocena zmian poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) linii komórek ludzkich 

po koinkubacji z badanymi szczepami 

Ludzkie komórki zostały przygotowane zgodnie z procedurą opisaną w punkcie 

IV.2.4. Po okresie wstępnej hodowli, do poszczególnych dołków płytek dodano L. jensenii  

i G. vaginalis w stosunku 0.5 MOI. Płytki, przygotowane w ten sposób, zostały poddane 

inkubacji przez 24 godziny. 

Po zakończeniu inkubacji, komórki zostały wyznakowane sondą H2DCF-DA 

(Thermo,…) w stężeniu końcowym 5 µM. Zgodnie z zaleceniami producenta, inkubacja                

z sondą została przeprowadzona w warunkach ograniczonego oświetlenia oraz w medium 

pozbawionym FBS przez 40 minut. Sonda ta, reagując z reaktywnymi formami tlenu (RFT), 

przekształciła się w 2’7’-dichlorofluoresceinę (DCF), związek fluorescencyjny, którego 

ilość jest proporcjonalna do ilości wytworzonych reaktywnych form tlenu.                             

Następnie przeprowadzono trypsynizację komórek, zebranie i wirowanie, a uzyskane osady 
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zawieszono w roztworze DPBS i przeniesiono na płytkę z czarnym dnem. 15 minut przed 

odczytem do komórek nie zawierającym bakterie dodano nadtlenek wodoru (H2O2)                     

w stężeniu 0.5%, co stanowiło kontrolę pozytywną sondy. Odczyt fluorescencji płytki został 

dokonany przy użyciu czytnika SpectraMAX i3, przy długościach fal Ex/Em = 492/527 nm.  

 

IV. 2.7. Ocena zmian aktywności mitochondriów linii komórek ludzkich po kohodowli 

z badanymi szczepami 

Do oceny zmian aktywności mitochondriów w komórkach ludzkich zastosowano 

fluorescencyjny znacznik MitoTracker Red FM (Invitrogen). Komórki były wstępnie 

hodowane w standardowych warunkach, zgodnie z procedurą opisaną w punkcie IV.2.4.               

Po fazie wstępnej hodowli, nanoszono świeże podłoże zawierające 0.5 MOI L. jenseni lub 

0.5 MOI G. vaginalis, po czym komórki inkubowano przez kolejne 24 godziny.                                 

Po zakończeniu inkubacji, podłoże zostało usunięte, a komórki zostały oplukane z bakterii 

roztworem DPBS. Następnie komórki były znakowane zgodnie z instrukcjami producenta 

w podłożu wolnym od płodowej surowicy bydlęcej, zawierającym 50 nM znacznika,                   

przez 15 minut. Po znakowaniu przeprowadzono trypsynizację komórek, zebrano je poprzez 

wirowanie, a uzyskane osady zawieszono w roztworze DPBS i przeniesiono na płytkę                      

o czarnym dnie. Odczyt fluorescencji płytki został wykonany przy użyciu czytnika 

SpectraMAX i3, przy długościach fal Ex/Em = 581/644 nm. 

 

IV.2.8. Analiza zmian tempa podziałów komórkowych 

IV.2.8.1. Ocena zmian tempa podziałów za pomocą testu klonogennego 

W celu wstępnej oceny zmian tempa podziału badanych komórek, posłużono się 

standardową procedurą testu klonogennego, która została poddana modyfikacjom.                   

Proces rozpoczęto od wysiewania komórek ludzkich na szalki o średnicy 60 mm, 

przeznaczone do hodowli komórek ludzkich (Nest). Gęstość wysiewanych komórek 

wyniosła 2,5×105 komórek/szalkę, a hodowla prowadzona była w warunkach 

standardowych do osiągnięcia stanu konfluencji na poziomie 70-80%. W kolejnym etapie, 

w drugim dniu hodowli, do każdej szalki dodano 0.5 MOI zawiesiny poszczególnych 

bakterii, po czym inkubowano je przez 24 godziny. Po zakończeniu inkubacji komórki 

zostały dwukrotnie płukane roztworem DPBS, poddane trypsynizacji, a następnie określono 

ich gęstość po traktowaniu za pomocą komory Bürckera. Na świeże szalki 6-dołkowe 
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wysiewano jednakową liczbę komórek ludzkich (5×10^3), pozostawiając je w hodowli przez 

kolejne 10 dni w celu uformowania kolonii. Po tym okresie komórki zostały utrwalone                     

w mieszaninie metanolu i kwasu octowego w stosunku 3:1, a następnie poddane barwieniu 

0.5% roztworem fioletu krystalicznego. Zliczono wybarwione kolonie i obliczono frakcję 

przeżywającą przy użyciu wzoru: 

 

Dodatkowo, ze względu na morfologię komórek linii HUF, wybarwione fioletem 

krystalicznym komórki zostały zawieszone w 33% kwasie octowym, co ma na celu 

ekstrakcję barwnika z kolonii by umożliwić ilościową ocenę intensywności wybarwienia               

za pomocą pomiaru absorbancii roztworu przy długości fali 550 nm za pomocą czytnika 

płytek SpectraMAX i3. Pomiar ten miał na celu ocenę gęstości komórek tworzących kolonię 

na podstawie intensywności wybarwienia. 

 

IV.2.8.2. Ocena zmian tempa podziału za pomocą testu BrdU 

W celu oceny zmian tempa podziału komórek linii HUF po hodowli z 0.5 MOI                   

G. vaginalis i 0.5 MOI L. jensenii, zastosowano test oparty na zestawie komercyjnym               

BrdU Cell Proliferation Assay Kit (Abcam, ab287841). Procedurę analizy przeprowadzono 

zgodnie z wytycznymi producenta tego zestawu. 

W pierwszym etapie próbki inkubowano w obecności BrdU o końcowym stężeniu 

1X, zgodnie z protokołem producenta. BrdU jest syntetycznym analogiem tyminy, który 

inkorporuje się do nowo syntetyzowanego DNA komórek dzielących się. Następnie komórki 

dwukrotnie przepłukano roztworem PBS w celu usunięcie niezwiązanego BrdU. 

Wykorzytsano odczynniki dostarczone w zestwie: przeciwciało pierwotne anty-BrdU, 

wtórne przeciwciało sprzężone z HRP (ang. horseradish peroxidase; peroksydaza 

chrzanowa) praz substrat TMB (ang. 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine; 3,3',5,5'-

tetramethylbenzydyna). Po dodaniu TMB odczyt absorbancji przeprowadzono początkowo 

przez 30 minut przy długości fal 650 nm, a następnie, po dodaniu roztworu hamującego 

reakcję, przy długości fali 450 nm. Pomiar absorbancji pozwala na ocenę aktywności 

podziałowej komórek na podstawie ilości wbudowanego BrdU.  
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IV.2.9. Analiza stężenia wybranych cytokin/chemokin prozapalnych za pomocą 

multitestu Bio-Plex (Bio-Rad) 

IV.2.9.1 Przygotowanie supernatantu pohodowlanego 

Komórki ludzkie hodowano do osiągnięcia stanu konfluencji na poziomie 70-80% 

na szalkach do hodowli adherentnej 60 mm (Nest), stosując jako inokulum zawiesinę                

o gęstości 5×105 komórek na szalkę. Następnie dodawano zawiesinę bakteryjną 

odpowiadającą 0.5 MOI i hodowano wspólnie przez 24 godziny w warunkach 

standardowych. Po zakończeniu hodowli zbierano podłoże pohodowlane, a następnie próbki 

poddano wirowaniu przy przyspieszeniu 1,000×g przez 15 min w 4oC. Po wirowaniu 

podłoże wolne od komórek przenoszono do czystych probówek typu Falkon i filtrowano 

przez sterylne filtry strzykawkowe o średnicy porów 0,20 µm. Tak przygotowane 

supernatanty wolne od komórek przechowywano w –80oC do momentu pomiaru.  

 

IV.2.9.2 Bezpośrednia analiza poziomu cytokin/chemokin za pomocą multitestu Bio-

Plex (Bio-Rad) 

Do oznaczenia stężeń wybranych cytokin (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN- γ, 

TNF-α, VEGF) zastosowano test Bio-Plex Pro Cytokine assay (Bio-Rad), zgodnie                      

z instrukcją producenta. Przygotowano standardy kalibracyjne, kulki magnetyczne 

opłaszczone przeciwciałami, odczyniki do znakowania oraz bufory zgodnie z instrukcją 

załączoną do zestawu. Supernatant wolny od komórek bakteryjnych, przygotowany zgodnie 

z procedurą w opisie IV.2.10.1, inkubowano wraz z kulkami magnetycznymi na płytce 

czarnej 96-dołkowej na podstawce magnetycznej przez 1 godzinę w warunkach wytrząsania 

(850 ± 50 rpm). Kolejno dodawano przeciwciało detekcyjne i ponownie inkubowano przez 

30 min w warunkach wytrząsania. Po tym czasie dodawano streptawidynę – PE                                

i inkubowano kolejne 10 min z wytrząsaniem. Następnie dołki przepłukiwano trzykrotnie 

buforem płuczącym załączonym w zestawie, a kulki zawieszano w 125 µl buforu do odczytu.  

Odczyt płytki przeprowadzano za pomocą platformy Bio-Plex® Magpix™ Multiplex 

Reader (Bio-Rad).  
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IV.2.10. Statystyka 

Wyniki przedstawiono jako wartości średnie ± odchylenie standardowe (SD). 

Analizę danych przeprowadzono z użyciem testu One-way ANOVA. Za istotny statystycznie 

uznano wynik p≤0,05. W celu dokonania obliczeń i wizualizacji wyników wykorzystano 

oprogramowanie GraphPad Prism w wersji 7.0.1 (GraphPad Software, USA).  

 

IV.3. Wyniki  

IV.3.1. Ocena stopnia adhezji L. jensenii oraz G. vaginalis do badanych linii komórek 

endometrium 

Poziom adhezji, wyrażony w procentach, badanych szczepów drobnoustrojów              

w określonym współczynniku zakażenia (0.5 MOI) w stosunku do linii komórkowych HUF, 

Ishikawa i HEC-1A, został zobrazowany na Rycinie 6. Pomiar ten został przeprowadzony 

po 24-godzinnej koinkubacji bakterii wraz z komórkami badanych linii ludzkich                           

w warunkach standardowych. Stwierdzono znaczną zdolność adhezji zarówno G. vaginalis, 

jak i L. jensenii do wszystkich analizowanych linii komórek ludzkich, na poziomie 40-60 

procent, w zależności od typu linii komórkowej. Istotne różnice zaobserwowano                         

w porównaniu stopnia adhezji pomiędzy fizjologicznym szczepem L. jensenii, a patogennym 

G. vaginalis w stosunku do komórek nowotworowych linii Ishikawa, gdzie poziom adhezji 

tych szczepów wyniósł, odpowiednio, 34 ± 2 i 55 ± 3 procent. Odwrotne zjawisko 

zaobserwowano w przypadku komórek nowotworowych linii HEC-1A, gdzie poziom 

adhezji L. jensenii osiągnął 65,67 ± 3,06 procent, a szczepu G. vaginalis - 42,33 ± 5,03 

procent. Znamiennych statystycznie różnic pomiędzy poziomem adhezji  L. jensenii,                     

jak i G. vaginalis  nie zanotowano w komórkach linii HUF, gdzie proces ten zachodził                     

na poziomie około 40 procent w obu przypadkach. 
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Rycina 6. Poziom adhezji (%) badanych szczepów L. jensenii oraz G. vaginalis                

w stosunku do komórek endometrium linii ludzkich HUF, Ishikawa i HEC-1A. Badania 

przeprowadzono używając współczynnika MOI wynoszącego 0,5. Czas koinkubacji wynosił 

24 godziny w warunkach standardowych hodowli. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 

 

IV.3.2. Ocena aktywności protekcyjnej L. jensenii w stosunku do badanych ludzkich 

linii komórek endometrium wobec infekcji G. vaginalis 

Wyniki testu wykazały, że obecność G. vaginalis istotnie wpływa na zdolność adhezji 

L. jensenii do badanych linii komórek endometrium. Najmniejszy spadek adhezji 

zaobserwowano w linii HUF, gdzie po koinkubacji stopień adhezji wyniósł 65 ± 8,19 %              

(* p<0,05). W przypadku linii HEC-1A obniżenie było bardziej znaczące i wynosiło                  

61,34 ± 7,51 % (** p<0,01). Największy wpływ G. vaginalis na adhezję L. jensenii 

odnotowano w linii Ishikawa, gdzie stopień adhezji L. jensenii spadł do 48 ± 4,36 %                

(*** p<0,001). Wyniki, przedstawione na Rycinie 7 wskazują, że L. jensenii wykazuje 

zróżnicowaną aktywność protekcyjną w zależności od linii komórkowej.  

Bakterie z rodzaju Lactobacillus pełnią kluczową rolę w utrzymywaniu zdrowia 

żeńskich narządów rodnych, tworząc barierę ochronną i utrzymując prawidłowe                              
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pH środowiska (3,8-4,5). W kontekście infekcji patogenami, takimi jak G. vaginalis, 

integralność tej bariery jest kluczowa dla zapobiegania kolonizacji patogennej (Garcia-Grau 

i in., 2019). Celem niniejszego eksperymentu była ocena zdolności adhezji L. jensenii                    

do komórek endometrium oraz jego potencjalnej roli ochronnej wobec infekcji G. vaginalis. 

Badanie przeprowadzono poprzez najpierw inkubację komórek endometrium z L. jensenii 

(10 MOI) przez 3 godziny, a następnie ekspozycję na G. vaginalis (również 10 MOI)                   

przez kolejne 3 godzimy. Po zakończeniu koinkubacji, oceniono stopień adhezji przy użyciu 

technik fluorescencyjnych.  
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Rycina 7. Stopień adhezji fizjologicznego szczepu L. jensenii do komórek linii HUF 

(A.), Ishikawa (B.) i HEC-1A (C.) został wyrażony w procentach przed i po koinkubacją                 

z równą objętością patogennego szczepu G. vaginalis. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. 
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IV.3.3. Ocena zmian poziomu RFT komórek linii HUF, Ishikawa oraz HEC-1A po 

infekcji badanymi szczepami bakterii z użyciem sondy H2DCF-DA  

Istotność udziału RFT w rozwoju nowotworu wynika ich zdolności w utrzymywaniu 

mikrośrodowiska zapalnego, co sprzyja nasilonej proliferacji komórek guza. Dodatkowo 

RFT ma wpływ na onkogenne szlaki sygnałowe komórki, poprzez zaburzanie struktury                   

i aktywności elementów wrażliwych na utlenienie (m.in. receptorów, kinaz białkowych 

czynników transkrypcyjnych) (Hong i in., 2024).  

Analiza zmian poziomu RFT w odpowiedzi na obecność bakterii została 

przeprowadzona dla linii HUF, Ishikawa i HEC-1A (Rycina 8). W komórkach 

nienowotworowych linii HUF patogenne bakterie G. vaginalis powodowały istotny wzrost 

poziomu RFT po 24 godzinach koinkubacji przy współczynniku MOI = 0,5 (**p < 0,001). 

Natomiast fizjologiczne bakterie L. jensenii nie miały takiego efektu — poziom RFT 

pozostał niezmieniony. Podobne zależności zaobserwowano w linii komórek 

nowotworowych Ishikawa, gdzie koinkubacja z G. vaginalis prowadziła do znacznego 

wzrostu poziomu RFT (*** p<0,001), podczas gdy obecność L. jensenii nie wpłynęło 

istotnie na odpowiedź oksydacyjną komórek. W przypadku komórek linii HEC-1A                 

nie odnotowano istotnych zmian poziomu RFT po koinkubacji z G. vaginalis,                                     

co może wynikać z innej natury tych komórek oraz odmiennego tempa ich metabolizmu. 

Odnotowano istotny wzrost poziomu RFT (*** p<0,001) po inkubowaniu komórek                     

w środowisku 0.5% H2O2 przez 15 min, co stanowiło kontrolę pozytywną sondy.  
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Rycina 8. Zmiany poziomu RFT komórek linii HUF, Ishikawa oraz HEC-1A                             

po koinkubacji z 0.5 MOI L. jensenii oraz 0.5 MOI G. vaginalis w warunkch standardowych. 

Pomiar fluorescencji przy długościach fal Ex/Em =  492/527 nm przeprowadzono                            

po 24-godzinnej koinkubacji z badanymi szczepami bakterii. W celu sprawdzenia 

prawidłowej aktywności sondy H2DCF-DA (kontrola pozytywna testu) wykorzystano 

dodatkowo inkubację komórek ludzkich niezawierających bakterie, z 0.5% H2O2                  

przez 15 minut. *** p<0,001. 

 

 

IV.3.4. Analiza porównawcza zmian aktywności mitochondriów komórek linii HUF, 

Ishikawa i HEC-1A po kohodowli z G. vaginalis oraz szczepem fizjologicznym L. 

jensenii  

Analizę zmian aktywności mitochondriów badanych linii komórek endometrium 

przeprowadzono za pomocą sondy Mitotracker Red FM (Invitrogen), która wnika tylko                  

do aktywnych metabolicznie mitochondriów (Rycina 9). W wyniku przeprowadzonego testu 

zaobserwowano istotny wzrost aktywności mitochondriów komórek linii HUF                               
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oraz Ishikawa po koinkubacji z patogennym szczepem G. vaginalis (*** p<0,001).               

Nie odnotowano podobnego wpływu G. vaginalis w stosunku do komórek linii HEC-1A. 

Koinkubacja z przedstawicielem flory fizjologicznej L. jensenii także nie miała istotnego 

wpływu na zmianę poziomu aktywności mitochondriów.  
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Rycina 9. Analiza zmian aktywności mitochondriów komórek linii HUF, Ishikawa                  

oraz HEC-1A po koinkbacji z 0.5 MOI L. jensenii oraz 0.5 MOI G. vaginalis przez                  

24 godziny w warunkach standardowych. Test przeprowadzono z użyciem sondy 

Mitotracker Red FM (Invitrogen,USA), pomiar fluorescencji wykonano przy długości fal 

Ex/Em = 581/644 nm. *** p<0,001. 
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IV.3.5. Ocena zmian tempa podziałów komórkowych w wyniku ekspozycji ludzkich 

komórek endometrium na badane szczepy 

Badania tempa podziałów komórkowych w obecności bakterii, takich jak G. vagnalis 

i L. jensenii, pozwala na ocenę wpływu mikroorganizmów na proliferację komórek 

endometrium. Analiza ta jest istotna, ponieważ nieprawidłowe tempo podziałów 

komórkowych może wskazywać na procesy patologiczne, takie jak przewlekły stan zapalny 

lub zmiany nowotworowe. Przewlekłe infekcje bakteryjne mogą prowadzić                                

do utrzymującego się stanu zapalnego oraz odpowiedzi immunologicznych, które z czasem 

zmieniają normalne wzorce proliferacji komórek. Próby kontrolowania wzrostu bakterii 

przez układ odpornościowy mogą skutkować przebudową tkanek oraz zmianami                                

w lokalnym środowisku komórkowym, co dodatkowo wpływa na tempo podziałów 

komórkowych (Soni i in., 2024). Ocena wpływu bakterii na proliferację komórek dostarcza 

więc ważnych informacji o potencjalnych mechanizmach oddziaływania drobnoustrojów                  

na środowisko endometrium oraz ich roli w zdrowiu i chorobach układu rozrodczego.  

 

IV.3.5.1. Ocena zmian tempa podziału komórek endometrium za pomocą 

zmodyfikowanej metody testu klonogennego 

Metoda testu klonogennego służy do oceny zdolności komórek do proliferacji                 

oraz tworzenia kolonii, co odzwierciedla ich długoterminowy potencjał przeżycia.           

Wyniki testu klonogennego przeprowadzonego na liniach komórkowych Ishikawa, HEC-1A 

oraz HUF wykazały istotne zmiany w tempie podziałów komórkowych w wyniku ekspozycji                

na L. jensenii oraz G. vaginalis przy wybranym MOI. W przypadku komórek 

nienowotworowych endometrium HUF, po rozpuszczeniu 33% kwasie octowym, 

odnotowano istotny wzrost liczby kolonii zarówno po koinkubacji z 0.5 MOI L. jensenii,   

jak i 0.5MOI G. vaginalis (*** p < 0.001). Klasyczna metoda zliczania kolonii nie wykazała 

bezpośrednio tego efektu, lecz jedynie tendencję, co może być związane z różnorodnością 

morfologiczną fibroblastów w porównaniu z pozostałymi badanymi komórkami.                              

W przypadku komórek linii Ishikawa nie zaobserwowano istotnych zmian w tempie 

podziałów komórkowych po koinkubacji z badanymi szczepami bakterii.                    

Natomiast w komórkach linii HEC-1A stwierdzono zmniejszoną zdolność do tworzenia 

kolonii zarówno po kohodowli z L. jensenii, jak i G. vaginalis (** p<0,01).                                  

Wyniki przedstawiono na Rycinie 10 A , B i C dla komórek linii HUF oraz 11 A i B                 

dla komórek Ishikawa i HEC1A.  
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Rycina 10. Wyniki testu klonogennego dla komórek linii HUF po koinkubacji                

z 0.5 MOI L. jensenii oraz 0.5MOI G. vaginalis przez 24 godziny. A - obraz kolonii 

utworzonych przez komórki ludzkie po ekspozycji na badane szczepy bakterii; B - analiza 

zmian aktywności koloniotwórczej komórek po koinkubacji z badanymi szczepami bakterii, 

przeprowadzona na podstawie obliczeń frakcji przeżywającej. C – ocena zmian liczebności 

utworzonych kolonii po ich rozpuszczeniu w 33% kwasie octowym. *** p<0,001. 
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Rycina 11. Wyniki testu klonogennego dla komórek Ishikawa i HEC-1A,                       

po koinkubacji z 0.5MOI L. jensenii oraz 0.5MOI G. vaginalis przez 24 godziny. A - obraz 
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kolonii utworzonych przez komórki ludzkie po ekspozycji na badane szczepy bakterii;           

B - analiza zmian aktywności koloniotwórczej ludzkich komórek po koinkubacji z badanymi 

szczepami bakterii, przeprowadzona na podstawie obliczeń frakcji przeżywającej.               

**p<0,01. 

 

IV.3.5.2. Ocena zmian tempa podziału komórek endometrium za pomocą testu BrdU 

Test z wykorzystaniem BrdU (bromodeoksyurydyny) służy do wykrywania komórek 

aktywnie proliferujących. Po 24-godzinnej ekspozycji linii HEC-1A na 0,5 MOI                       

G. vaginalis, zaobserwowano istotne (* p<0.05) zwiększenie aktywności proliferacyjnej 

komórek ludzkich. Z kolei w przypadku komórek nienowotworowych linii HUF                           

oraz nowotworowych linii Ishikawa nie zaobserwowano znaczących zmian proliferacji. 

Wyniki te sugerują, że efekt stymulujący proliferację może być specyficzny dla określonych 

typów komórek nowotworowych.  

Zasada testu polega na inkorporacji BrdU, który jest syntetycznym analogiem 

tyminy, do DNA podczas jego syntezy w fazie S cyklu komórkowego. Po inkorporacji BrdU, 

DNA jest denaturowany, co umożliwia specyficznym przeciwciałom wiązanie się z BrdU. 

Następnie, detekcja za pomocą reakcji immunoenzymatycznej, pozwala na ilościowe 

określenie poziomu proliferacji komórek. Co ciekawe, efekty przeprowadzonego testu                     

z użyciem BrdU są odmienne od wyników dotyczących oznaczenia zmian tempa podziałów 

komórkowych za pomocą testu klonogennego, przedstawionego w punkcie V.5.1. Wyniki 

przedstawiono na Rycinie 12. 
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Rycina 12. Ocena zmian aktywności proliferacyjnej komórek linii HUF (A), 

Ishikawa (B) oraz HEC-1A (C), po koinkubacji z 0.5MOI L. jensenii i 0.5MOI G. vaginalis 

przez 24 godziny. Analizę przeprowadzono z użyciem testu komercyjnego BrdU Cell 

Proliferation Assay Kit (Abcam, ab287841). * p<0,05. 
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IV.3.6 Ocena profilu odpowiedzi immunologicznej linii komórek endometrium po 

koinkubacji z G. vaginalis lub L. jensenii za pomocą multitestu Bio-Plex (Bio-Rad)   

Wyniki eksperymentu pokazują zróżnicowane zmiany w poziomach cytokin w trzech 

liniach komórkowych endometrium po koinkubacji z G. vaginalis lub L. jensenii. W linii 

komórkowej Ishikawa, po koinkubacji z G. vaginalis, zaobserwowano istotne obniżenie 

poziomu IL-2 (* = p<0.05) oraz wzrost ekspresji IL-6 (** = p<0.01) i IL-8 (* = p<0.05),              

co wskazuje na silną realkcję prozapalna, która może sprzyjać progresji nowotworu. 

Natomiast koinkubacja tej samej linii komórkowej z L. jensenii spowodowała istotny wzrost 

poziomu TNF-α (* = p<0.05), co sugeruje działanie immunomodulacyjne tego szczepu.  

W linii komórkowej HEC-1A koinkubacja z L. jensenii doprowadziła do istotnego 

obniżenia poziomu IL-6 (*** = p<0.001) i IL-8 (** = p<0.01) oraz wykazała tendencję                 

do obniżenia IL-2, przy jednoczesnym wzroście VEGF. Może to sugerować zmniejszenie 

stanu zapalnego w tych komórkach, jednak z jednoczesnym potencjalnym wsparciem 

procesów angiogenezy. 

W przypadku linii nienowotworowej HUF koinkubacja z G. vaginalis wykazała 

tendencję do wzrostu poziomu IL-2 i VEGF, co może świadczyć o umiarkowanej reakcji 

zapalnej i aktywacji procesów naprawczych. Z kolei koinkuacja tych komórek z L. jensenii 

spowodowała tendencję do wzrostu poziomu IL-6 oraz IL-8, co może sugerować łagodną 

reakcję prozapalną.  

Porównanie wyników wskazuje, że odpowiedź komórek endometrium na bakterie 

patogenne G. vaginalis różni się istotnie od odpowiedzi na bakterie fizjologiczne L. jensenii, 

co może mieć kluczowe znaczenie w kontekście zrozumienia mechanizmów regulacji 

odpowiedzi immunologicznej w środowisku endometrium. Zestawienie wyników 

przedstawiono na Rycinie 13. 
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Rycina 13. Zmiany poziomu wybranych cytokin prozapalnych komórek linii HUF 

(A), Ishikawa (B) oraz HEC-1A (C) po kohodowli z 0.5 MOI L. jensenii oraz 0.5 MOI           

G. vaginalis przez 24 godziny. Wizualizację zmian przedstawiono za pomocą tzw. heatmap.  

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. 
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V. Dyskusja 

Endometrium jest dynamicznie rozwijającą się częścią układu rozrodczego, 

podlegającą procesom proliferacji i różnicowania podczas cyklu miesiączkowego,                            

w odpowiedzi na zmiany poziomu steroidowych hormonów płciowych, takich jak estrogen 

i progesteron (Boutriq i in., 2021). Przeprowadzone badania dotyczące mikrobioty układu 

rozrodczego kobiet konsekwentnie wskazują na dominację bakterii z rodzaju Lactobacillus. 

Na przykład badania Mitchella i in. (2015) wykazały, że u 95% kobiet poddanych 

histeroktomii z powodów nienowotworowych w wymazach górnych dróg rodnych 

dominowały Lactobacillus iners, Prevotella spp. oraz L. crispatus. Podobne obserwacje    

były dokonywane w badaniach Moreno i in. (2016), gdzie mikrobiota próbek płynu 

endometrialnego od 13 kobiet w wieku rozrodczym była zdominowana przez Lactobacillus, 

z dodatkową obecnością takich bakterii, jak Bifidobacterium, Gardnerella, Prevotella                 

i Streptococcus. Z kolei Tao i współpracownicy (2017) stwierdzili obecność Lactobacillus  

u wszystkich 70 badanych pacjentek, analizując próbki płyn z cewników transferowych,        

a u połowy z nich Lactobacillus stanowił ponad 90% mikrobioty.  

Kolejne badania, przeprowadzone przez Kyono i in. (2018) oraz Carosso i in. (2020), 

również potwierdziły dominację Lactobacillus w płynie endometrialnym. Jednak inne 

badania, takie jak te prowadzone przez Li i in. (2018) oraz Winters i in. (2019), wykazały 

niższą obfitość Lactobacillus, w mikrobiocie endometrium, co może wynikać z różnych 

metod pobierania próbek. Różnice te mogą wpływać na wyniki, podkreślając ich 

zróżnicowanie w zależności od metodyki badawczej. Na skład mikrobiomu endometrium 

wpływają także zmiany hormonalne. Wykazano, że egzogenne progestyny zmniejszają 

różnorodność filotypów Lactobacillus spp., co potwierdzają badania dotyczące zmian 

mikrobioty po kontrolowanej stymulacji jajników i podawaniu progesteronu. W efekcie 

zwiększa się różnorodność mikrobioty zarówno w pochwie, jak i w endometrium,                

przy jednoczesnym spadku liczebności Lactobacillus, a wzroście liczby bakterii takich 

rodzajów, jak Atopobium i Prevotella (Carosso i in., 2020; Pelzer i in., 2018).  

Mikrobiom endometrium podlega dynamicznym zmianom w trakcie cyklu 

menstruacyjnego, co skutkuje niestabilnością i regularna wymianą gatunków bakterii 

zarówno w pochwie, jak i w endometrium. W fazie proliferacyjnej obserwuje się wzrost 

liczebności Prevotella spp., natomiast w fazie wydzielniczej dominują bakterie z rodzaju 

Sneathia spp. (Gajer i in., 2012; Pelzer i in., 2018). Zmiany dotyczą także innych bakterii, 
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takich jak Propionibacterium, Pseudomonas i Sphingobium, których liczebność różni się                  

w poszczególnych fazach cyklu. Wzrost ich populacji w fazie proliferacyjnej może być 

związany z intensywnymi procesami metabolicznymi, w tym ze zwiększoną syntezą 

peptydoglikanu i aminoacylo-tRNA (Chen i in., 2017). Autorzy podkreślają jednak,                   

że te czynniki są tylko jedynymi z elementów składających się na złożoną regulację wzrostu 

bakterii, a pełen mechanizm tego zjawiska wymaga dalszych badań. Z kolei liczebność 

bakterii z rodzaju Lactobacillus jest niska po menstruacji, ale stopniowo wzrasta podczas 

rozwoju pęcherzyków, osiągając najwyższy poziom w fazie lutealnej (Kadogami i in., 2020). 

Co ciekawe, zmienia się także liczebność wirusów i archeonów w różnych fazach cyklu 

menstruacyjnego (Sola-Leyva i in., 2021).  

Zwiększona częstość występowania nowotworu endometrium, zarówno w Stanach 

Zjednoczonych, jak i w Europie, jest powiązana z wysokim wskaźnikiem otyłości oraz 

innymi czynnikami ryzyka, takimi jak starszy wiek, wczesne pojawienie się pierwszej 

miesiączki, późna menopauza, brak ciąż oraz stosowanie terapii hormonalnej w czasie 

menopauzy (Clarke i in., 2018). Bokhman jako pierwszy w 1983 roku zaproponował podział 

raka endometrium na dwa główne typy histologiczne: typ I i typ II. Typ I,                                      

rak endometrioidalny, rozwija się w kontekście rozrostu endometrium, z ekspresją 

receptorów estrogenowych i progesteronowych, co jest związane z zaburzeniami 

hormonalnymi. Najczęstsze mutacje w typie I obejmują geny pten, pik3ca oraz kras,                 

a także mutacje dezaktywujące msh6, które związane są z niestabilnością mikrosatelitarną 

(Boutriq i in., 2021). Z kolei typ II, rak nieendometroidalny, jest rzadziej występującą, ale 

bardziej agresywną formą nowotworu, rozwijającą się w zanikowym endometrium. 

Charakteryzuje się niskim stopniem zróżnicowania oraz częstymi przerzutami.                         

W typie II raka dominują mutacje w genie supresorowym tp53, a także nadaktywność 

receptora kinazy tyrozynowej HER2 (Bansal i in., 2009; Boutriq i in., 2021; Van Nyen i in., 

2018).  

Pomimo tego klasycznego podziału, coraz częściej zauważa się, że podział raka 

endometrium na typ I i II traci na znaczeniu z uwagi na podobieństwa w klinicznym obrazie 

tych dwóch typów. Przykładowo, otyłość i cukrzyca, które są czynnikami ryzyka 

związanymi z nadmierną ekspozycją na estrogeny, występują zarówno u kobiet z NE typu I, 

jak i u tych z typem II, niezależnym od estrogenów. Z tego względu wprowadzono 

molekularną klasyfikację raka endometrium w oparciu o dane The Cancer Genome Atlas 

(TCGA), dzieląc nowotwory na cztery podtypy: podtyp ultrazmutowany z mutacją 
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polimerazy epsilon (POLE), podtyp związany z niestabilnością mikrosatelitarną (MSI), 

podtyp niskokopijny (CNL) oraz podtyp wysokokopijny (CNH). Każdy z tych podtypów 

charakteryzuje się odmiennymi rokowaniami (American Cancer Society.; Burkett i in., 

2023) 

Zarówno I jak i II typ NE wiąże się ze zwiększoną aktywnością enzymu COX-2,                  

co zwróciło uwagę naukowców jako potencjalne narzędzie terapeutyczne i prewencyjne 

nowotworu. Doniesienia wskazują, że nadekspresja cox-2 w mikrośrodowisku guza sprzyja 

angiogenezie i pośrednio ma wpływ na regulację komórek supresorowych pochodzenia 

szpikowego i aktywność limfocytów, co prowadzi do unikania odpowiedzi odpornościowej 

(Soni i in., 2024). Zauważono działanie NLPZ jako leków o działaniu 

przeciwnowotworowym i przeciwdrobnoustrojowym. Ten drugi aspekt w kontekście 

mikrobioty endometrium wydaje się być korzystnym ze względu na możliwość 

podtrzymywania prawidłowej flory bakteryjnej narządu, a prewencji rozrostu bakterii 

oportunistycznych, mających potencjalny wpływ na rozwój choroby nowotworowej 

(Kuźmycz i Stączek, 2020b). NLPZ, takie jak kwas acetylosalicylowy (aspiryna), diklofenak 

i ibuprofen, wskazują aktywność obniżającą tworzenie biofilmu przez szczepy kliniczne 

Staphylococcus aureus i Escherichia coli. Wykazano, że aspiryna zakłóca prawidłowe 

działanie mechanizmu quorum sensing, co uniemożliwia prawidłowe uformowanie biofilmu 

poprzez Pseudomonas aeruginosa (Dumitrascu i in., 2023; Paes Leme & da Silva, 2021). 

Niektóre badania wskazują, że NLPZ mogą zwiększać skuteczność niektórych 

antybiotyków. NLPZ znacząco obniżały minimalne stężenie hamujące antybiotyków wobec 

różnych szczepów bakteryjnych, co sugeruje efekt synergistyczny mogący poprawić wyniki 

leczenia infekcji (Bhattacharya i in., 2017). Brak jest wystarczających danych dotyczących 

efektów NLPZ wobec bakterii występujących w obrębie narządu rodnego kobiet. Wiadomo, 

że ibuprofen wykazał zdolność do zakłócania adhezji G. vaginalis do komórek nabłonka 

pochwy. Mechanizm ten ma istotne znaczenie, ponieważ stanowi kluczowy etap                                   

w patogenezie waginozy bakteryjnej. Odnotowano, że ibuprofen w postaci 

izobutanoloamoniowej, może zwiększać skuteczność terapii przeciwgrzybiczych wobec 

Candida albicans, co może odgrywać istotną rolę w leczeniu koinfekcji, często występującej 

w przypadku waginozy bakteryjnej (Milani i Iacobelli, 2012). 

Pomimo pozytywnych wyników niektórych badań nad zastosowaniem NLPZ                         

w prewencji i leczeniu raka endometrium, długoterminowe stosowanie tych leków wiąże się 

z poważnymi efektami ubocznymi, szczególnie w kontekście uszkodzeń przewodu 
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pokarmowego (Brasky i in., 2017; Danforth i in., 2009). Dlatego poszukiwane                                     

są modyfikacje strukturalne NLPZ, które zachowują ich aktywność terapeutyczną, 

jednocześnie minimalizując działanie niepożądane (Bindu i in., 2020). Badania nad nowymi 

pochodnymi NLPZ, szczególnie tymi, które są skompleksowane z metalami,                       

takimi jak miedź czy cynk, wskazują na ich potencjał w zmniejszeniu efektywnej dawki 

leku, co może przyczynić się do poprawy profilaktyki i leczenia nowotworów (Kuźmycz i 

in., 2022; Santos i in., 2022). Wstępne analizy renowych pochodnych aspiryny (375)                           

i indometacyny (377) wykazały obiecujące efekty cytotoksyczne wobec komórek raka 

endometrium, takich jak Ishikawa i HEC-1A. Te pochodne okazały się bardziej aktywne                   

w niszczeniu komórek nowotworowych, w porównaniu do oryginalnych NLPZ, co sugeruje 

ich potencjał jako bardziej skutecznych środków w terapii nowotworowej.                             

Ponadto, badania wskazują, że renowe pochodne NLPZ wykazują wyższą skuteczność w 

indukcji produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) w komórkach rakowych, co jest uznawane                          

za mechanizm przyczyniający się do ich cytotoksyczności. W szczególności, pochodne                   

te wykazują zwiększoną produkcję RFT w mitochondriach i cytozolu, co prowadzi do 

zakłócenia homeostazy komórkowej, uszkodzenia komórek i inicjacji apoptozy.                   

Ponadto, zmniejszona dawka efektywna pochodnych renowych w porównaniu do 

oryginalnych NLPZ wskazuje na wyższą bioaktywność tych modyfikacji, co może mieć 

istotne znaczenie w leczeniu nowotworów endometrium (Kuźmycz i in., 2022). Choć wyniki 

tych badań są obiecujące, konieczne jest dalsze zgłębianie mechanizmów molekularnych                 

i klinicznych, które mogą umożliwić skuteczne zastosowanie tych leków w prewencji                    

i leczeniu raka trzonu macicy.  

Coraz więcej badań wskazuje, że mikroorganizmy odgrywają istotną rolę                                  

w modulacji mikrośrodowiska guza. Ich obecność może wpływać na zdolność komórek 

nowotworowych do unikania odpowiedzi immunologicznej, odporność na apoptozę                           

oraz procesy inwazji i przerzutowania (Garrett, 2015). Badania porównawcze mikrobiomu 

różnych typów nowotworów wykazały, że każdy z nich charakteryzuje się unikalnym 

składem drobnoustrojów. Przykładowo, w raku płuc zaobserwowano związek między 

składem mikrobiomu a statusem palenia, co sugeruj, że palenie może wpływać                                      

na specyficzne zmiany mikroflory w tym typie nowotworu. Z kolei w raku piersi 

stwierdzono korelację między aktywnością receptorów estrogenowych a profilem 

mikrobiomu (Lennard i in., 2016; Nejman i in., 2020). Te obserwacje sugerują, że istnieje 

potencjalna współzależność między mikrobiomem a rozwojem i progresją nowotworów. 
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Mechanizmy tej interakcji wymagają jednak dalszych badań, aby lepiej zrozumieć,                        

w jaki sposób mikroorganizmy mogą wpływać na różne etapy powstawania i rozwoju 

nowotworów, takie jak inicjacja, wzrost guza oraz tworzenie przerzutów.  

Wpływ mikrobioty na karcynogenezę w obrębie endometrium nie jest jeszcze w pełni 

wyjaśniony, jednak najnowsze badania Lu i współpracowników (2021) wykazują,                                  

że obecność specyficznych bakterii w jamie macicy jest związana z poziomem prozapalnych 

cytokin, takich jak IL-6, IL-8 i IL-17, które modulują lokalne środowisko i wspierają rozwój 

nowotworów (Lu i in., 2021). Podobne mechanizmy zaobserwowano w raku jelita grubego, 

gdzie obecność Fusobacterium nucleatum aktywowała szlak sygnalizacyjny                            

Wnt/β-katenina, odgrywający istotną rolę w proliferacji komórek (Kiewisz i in., 2015; 

Rubinstein i in., 2019). Podczas gdy dwa z powiązanych badań zidentyfikowały zmiany                   

w składzie mikrobioty u kobiet z nowotworem endometrium w kierunku Porphyromonas 

somerae i Atopobium vaginae (Walsh i in., 2019; Walther-António i in., 2016), nowsze 

badania Gressela i współpracowników (2021) wykazały znaczne zmniejszenie liczebności 

bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz wzrost obecności Pseudomonas u pacjentek                                  

z surowiczym rakiem endometrium w porównaniu z grupą kontrolną. Wyniki te wskazują, 

że zmiany mikrobiologiczne mogą odgrywać ważną rolę w progresji tego nowotworu. 

Badania te są spójne z wcześniejszymi doniesieniami na temat roli mikrobioty w różnych 

nowotworach układu rozrodczego, wskazując na potencjalną współzależność między 

zmienionym mikrośrodowiskiem bakteryjnym a procesami nowotworowymi (Gressel i in., 

2021). Najnowsze badania Leoni i innych (2024) wskazują na zwiększoną częstotliwość 

występowania bakterii z rodzajów Escherichia-Shigella oraz Hydrogenophaga u pacjentek 

z nowotworem endometrium. Te mikroorganizmy, które są zazwyczaj kojarzone                                   

z infekcjami przewodu pokarmowego i środowiskami beztlenowymi, mogą pełnić rolę                           

w modulacji odpowiedzi immunologicznej lub wspierać procesy nowotworowe poprzez 

indukcję stanów zapalnych w endometrium. Badania te sugerują, że zmiany w mikrobiocie 

endometrium mogą być zarówno skutkiem, jak i przyczyną rozwoju nowotworów, co czyni 

mikrobiotę potencjalnym biomarkerem chorób nowotworowych (Leoni i in., 2024).                  

Z kolei badania Li i współautorów (2021) dostarczyły dowodów na związek obciążenia 

nowotworowego z obecnością specyficznej mikrobioty endometrium, charakteryzującej się 

zwiększoną liczebnością bakterii z rodzajów Pelomonas i Prevotella u pacjentek z rakiem 

endometrium. Prevotella okazała się być dodatnio skorelowana z podwyższonym poziomem 

D-dimerów (DD) i produktów degradacji fibryny (FDP) w surowicy pacjentek,                          
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co może sugerować, że te bakterie wspierają procesy koagulacyjne i prozapalne, sprzyjające 

rozwojowi nowotworów. Dalsze analizy transkryptomu endometrium wykazały,                                   

że Prevotella wpływa na ekspresję genów związanych z degradacją fibryny, co wskazuje na 

mechanizm molekularny, za pomocą którego dysbiotyczna mikrobiota może wspierać 

rozwój nowotworów poprzez modulację procesów zapalnych i hemostatycznych (Li i in., 

2021).  

Jednym z głównych kierunków przyszłych badań jest wykorzystanie wiedzy na temat 

mikrobiomu pochwy i kanału szyjki macicy u kobiet obciążonych nowotworem 

endometrium jako narzędzia diagnostycznego. Na przykład, badania Barczyńskiego                   

i współpracowników (2023) wykazały istotną dominację bakterii takich jak Mobiluncus 

curtisii oraz Fusobacterium nucleatum w pochwie i kanale szyjki macicy u kobiet                                

z nowotworem endometrium. Z kolei u kobiet zdrowych dominowały bakterie z rodzaju 

Lactobacillus, w tym L. crispatus, L. iners, L. gasseri oraz G. vaginalis (Barczyński i in., 

2023). Wyniki te sugerują, że zmiany w mikrobiocie pochwy mogą być wczesnym 

wskaźnikiem rozwoju nowotworów endometrium, co ma ogromny potencjał w diagnostyce 

oraz monitorowaniu pacjentek. Wyniki przeprowadzonych przez nas badań oparto                             

na analizie mikrobioty wymazów pobranych z dystalnej części kanału szyjki macicy od                   

29 pacjentek z NE lub MM. Zauważono, że wymazy od pacjentek z NE charakteryzowały 

się znacznym wzbogaceniem w patogenne taksony, takie jak Anaerococcus, Prevotella, 

Gardnerella czy Peptoniphilus, podczas gdy w wymazach pacjentek z MM mikrobiota                

była bardziej jednorodna, z dominacją bakterii z rodzaju Lactobacillus.                                      

Ponadto, Anaerococcus w badaniach statystycznych występował jako takson różnicujący    

NE od MM, a zatem potencjalnie może kandydować na marker mikrobiologiczny rozwoju 

choroby. Dodatkowo przeprowadzono badania in vitro, mające na celu ocenę adhezji 

szczepu Anaerococcus vaginalis do fibroblastów tronu macicy niezmienionego 

nowotworowo HUF, oraz wpływu szczepu na generowanie RFT tych komórek ludzkich. 

Jako reprezentanta mikroflory fizjologicznej użyto L. jensenii. Zarówno patogenny,                    

jak i fizjologiczny szczep wykazały zdolność do kolonizacji fibroblastów, jednak                             

A. vaginalis indukował istotnie wyższy poziom RFT. Może to wskazywać na istotność 

szczepu w nasileniu stanu zapalnego, który może się przyczynić do rozwoju raka.  

Mimo że G. vaginalis jest głównie znana jako patogen odpowiedzialny za rozwój 

waginozy bakteryjnej, coraz częściej jest wspominana w kontekście nowotworów narządu 

rozrodczego, w tym raka endometrium. Mitchell i in. (2015) porównali mikrobiotę pochwy 
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z mikrobiotą macicy i zaobserwowali, że endometrium charakteryzuje się obecnością 

bakterii z rodzaju Lactobacillus, a także Gardnerella, Prevotella, Atopobium i Sneathia.                    

W innych badaniach, Moreno i współpracownicy (2022) wykazali, że obecność 

Lactobacillus jest negatywnie skorelowana z bakteriami takimi jak Gardnerella, 

Bifidobacterium oraz Atopobium, natomiast pozytywnie związana z Clostridium                                 

i Streptomyces. To zjawisko współzależności między różnymi gatunkami bakterii zostało 

również zaobserwowane w próbkach pochwowych w trakcie cyklu menstruacyjnego (Gajer 

i in., 2012), co wskazuje, że zmiany mikrobioty mogą być dynamiczne i zależne od zmian 

hormonalnych, a nie tylko od stanu patologicznego.  

Adhezja jest ważnym czynnikiem wirulencji bakterii. Powierzchnia bakterii                         

jest wysoko wyspecjalizowaną strukturą, której jednym z kluczowych zadań jest ułatwianie 

adhezji do komórek gospodarza. Procesy te są regulowane przez zmiany w metabolizmie 

bakterii, zjawiska qourum sensing oraz produkcję czynników wirulencji, co prowadzi                       

do formowania biofilmów bakteryjnych, które są trudne do zwalczenia (Stones i Krachler, 

2016). W kontekście G. vaginalis, jednym z głównych czynników wirulencji jest produkcja 

sialidazy oraz waginolizyny (ang. vaginolysin, VLY). Sialidaza rozkłada ochronną warstwę 

śluzową nabłonka, co ułatwia adhezję bakterii do nabłonka pochwy (Ma i in., 2022),                            

a VLY jest toksyną tworzącą pory, co sprzyja lizie komórek docelowych, takich jak komórki 

nabłonka pochwy (Gelber i in., 2008).  

Badania przeprowadzone przez Pattersona i współpracowników (2010) potwierdzają 

silną adhezję G. vaginalis do komórek nabłonka pochwy ME-180, a także wykazały 

tendencję tych bakterii do tworzenia skupisk na powierzchni komórek pochwy.                                    

Te obserwacje zostały potwierdzone przez Machado i współpracowników (2013),                        

którzy stwierdzili, że różne szczepy Lactobacillus mogą hamować adhezję G. vaginalis.  

Przykładowo, L. crispatus wykazuwał działanie hamujące, podczas gdy L. iners zwiększał 

adhezję patogenu. Wyniki tych badań potwierdzają, że balans w składzie mikrobioty                         

ma znaczący wpływ na zdolności adhezyjne patogenów oraz ich rolę w infekcjach i stanach 

patologicznych. Przedstawione wyniki naszych badań nad oceną adhezji G. vaginalis                      

oraz L. jensenii do komórek nowotworowych endometrium, takich jak linie Ishikawa                 

i HEC-1A, dostarczyły nowych dowodów na silną zdolność patogenów do adhezji.                  

W przypadku linii komórkowych Ishikawa, adhezja G. vaginalis wynosiła 55%, natomiast 

w linii HEC-1A – 42,33%, co wskazuje na wysoką podatność komórek nowotworowych                   

na kolonizację przez ten patogen. Wyniki te sugerują, że komórki nowotworowe są bardziej 
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poddatne na infekcje bakteryjne, co może mieć związek z ich zmienioną fizjologią oraz 

strukturą. Adhezja L. jensenii była mniejsza w porównaniu z G. vaginalis w linii Ishikawa 

(34%), ale w linii HEC-1A wynosiła 65%, co może sugerować, że adhezja badanych bakterii 

rożni się w zależności od typów komórek. Kolejne badania Castro i współpracowników 

(2015) również wskazują na wysoki stopień adhezji klinicznych izolatów G. vaginalis                   

do komórek linii HeLa oraz na ich zdolność do wypierania L. crispatus ze środowiska 

komórek HeLa. Wyniki te sugerują, że G. vaginalis ma zdolność do eliminacji ochronnych 

bakterii z rodzaju Lactobacillus, co może sprzyjać rozwojowi infekcji i nowotworów.  

Reaktywne formy tlenu (RFT) pełniąca kluczowe funkcje w odpowiedzi 

immunologicznej, w tym działanie przeciwdrobnoustrojowe i regulację szlaków 

sygnalizacyjnych poprzez mechanizmy redoks. RFT są również zaangażowane w aktywację 

inflamasomu i procesy fagocytozy, jak wykazano w badaniach nad patogenami takimi jak 

Listeria moncytogenes, gdzie Nox2 (NADPH oksydaza 2, ang. NADPH oxidase 2) generuje 

RFT, które pośredniczą w aktywacji LC3-zależnej fagocytozy (LAP), wzmacniając działanie 

antybakteryjne makrofagów (Herb i in., 2020; Herb i Schramm, 2021). Choć istnieje 

niewiele danych dotyczących wpływu G. vaginalis na produkcję RFT w komórkach 

gospodarza, badania przedstawione w niniejszej pracy dostarczają nowych informacji na ten 

temat. Wyniki koinkubacji komórek linii HUF oraz Ishikawa z patogennym szczepem            

G. vaginalis wykazały istotny wzrost poziomu produkowanych przez nie RFT (p<0,001). 

Wynik ten potwierdza potencjał tego patogenu do promowania odpowiedzi oksydacyjnej            

w specyficznych liniach komórkowych. Jest to zgodne z badaniami Xiang                                            

i współpracowników (2021), którzy stwierdzili, że G. vaginalis indukuje produkcję RFT                 

w monocytach linii THP-1, co prowadzi do aktywacji inflamasomu NLRP3 (receptor 

rodziny NOD-podobnej, zawierającej domenę pyrynową 3, ang. NOD-like receptor family, 

pyrin domain containing 3) i pyroptozy. Interesujące, że w przypadku komórek linii                   

HEC-1A, G. vaginalis nie wywołała istotnych zmian w poziomie RFT. Może to sugerować, 

że różnice metaboliczne lub specyficzna charakterystyka tych komórek sprawiają, że ich 

odpowiedź na stres oksydacyjny różni się od reakcji komórek HUF i Ishikawa, co wymaga 

dalszych badań, aby dokładniej zrozumieć te mechanizmy. Co więcej, nie zaobserwowano 

znaczących zmian poziomu RFT po koinkubacji komórek z fizjologicznym szczepem                

L. jenseni. Jest to zgodne z wiedzą na temat ochronnej roli bakterii z rodzaju Lactobacillus 

w mikrobiomie pochwy, które nie wywołują nadmiernej odpowiedzi oksydacyjnej (Rocha-

Ramírez i in., 2021; Wells, 2011). Ciekawym aspektem jest jednak tendencja do obniżenia 
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poziomu RFT w komórkach linii HEC-1A po koinkubacji z L. jensenii, co może sugerować 

działanie antyoksydacyjne tego szczepu. Wyniki te mogą wskazywać na potencjalną rolę           

L. jensenii w łagodzeniu stresu oksydacyjnego w określonych komórkach, co również 

zasługuje na dalsze badania.  

Apoptoza może być generowana w komórkach ludzkich poprzez bezpośrednie 

działanie G. vaginalis. Nadmierny rozrost szczepu patogennego może prowadzić do 

aktywacji kaspazy-1 w makrofagach oraz komórkach THP-1 (Xiang i in., 2021). 

Dodatkowo, obecność G. vaginalis może aktywować kaspazę-3 w komórkach nabłonka 

pochwy, co może prowadzić do przepuszczalności zewnętrznej błony mitochondrialnej               

i stanowi kluczowy etap na drodze apoptozy (Roselletti i in., 2020).                                                 

Wyniki przeprowadzonych i przedstawionych w niniejszej pracy badań wskazują na istotny 

wpływ G. vaginalis na aktywność mitochondriów w badanych liniach komórek 

endometrium. W wyniku koinkubacji z G. vaginalis zaobserwowano istotny wzrost 

aktywności mitochondriów w komórkach linii HUF oraz Ishikawa (p<0,001), co sugeruje 

zwiększenie aktywności metabolicznej tych komórek.  Natomiast w komórkach linii                  

HEC-1A nie odnotowano podobnej zależności. Dodatkowo, koinkubacja z przedstawicielem 

mikrobioty fizjologicznej -  L. jensenii, nie miała istotnego wpływu na poziom aktywności 

mitochondriów w żadnej z badanych linii komórkowych. Wyniki te wskazują,                                      

że G. vaginalis może indukować specyficzne zmiany w aktywności mitochondriów, które 

zależą zarówno od rodzaju komórek, jak i gatunku bakterii.  

Zmiany aktywności mitochondriów w komórkach ludzkich można także wykryć 

poprzez monitorowanie potencjału błony wewnętrznej mitochondriów. Efekt ten może się 

różnić w zależności od gatunku bakterii, oraz postępu infekcji (Maurice i Sadikot, 2023). 

Przykładowo, niektóre szczepy Staphylococcus aureus powodowały znaczący spadek 

potencjału mitochondrialnego w mezenchymalnych komórkach macierzystych 

pochodzących ze szpiku kostnego (ang. Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells, BMMSC). 

Bakterie Pseudomonas aeruginosa wykazywały szybki wzrost i szybko wpływały na 

funkcję mitochondriów w BMMSC, natomiast Staphylococcus epidermidis wywierał istotny 

wpływ na aktywność mitochondriów dopiero po 24-godzinnej koinkubacji z komórkami 

szpiku kostnego (Pietilä i in., 2012). Niektóre bakterie zmieniają metabolizm komórek 

gospodarza, co wpływa na funkcję mitochondriów. Na przykład Legionella pneumophila, 

Brucella abortus i Mycobacterium tuberculosis promują przejście na glikolizę, podczas gdy 

Chlamydia tachomatis wzmacnia fosforylację oksydacyjną (OXPHOS), aby zwiększyć 
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produkcję ATP (Maurice i Sadikot, 2023). Pewne cząsteczki bakteryjne, takie jak                       

3-oxo-C12-homoseryna, autoindukcyjny lakton z P. aeruginosa, mogą powodować 

fragmentację sieci mitochondrialnej i zmieniać strukturę grzebieni (Borbolis i in., 2023).  

Dane literaturowe wskazują, że obecność G. vaginalis w znacząco wpływa na 

witalność komórek ludzkich. Udowodniono, że Gardnerella znacząco obniża żywotność 

komórek HeLa i wywiera cytotoksyczne działanie na komórki nabłonka szyjki macicy 

(Anton i in., 2022). Jednym z głównych czynników cytotoksyczności G. vaginalis jest 

waginolizyna, toksyna tworząca pory w błonach komórek gospodarza i specyficznie 

oddziałująca na ludzkie komórki nabłonkowe, prowadząc do ich śmierci. Istnieje kilka 

typów tej toksyny (1A, 1B, 1C, 2 i 3), przy czym  typ 1A wykazuje wyższą cytotoksyczność 

w porównaniu do typu 2, nawet przy podwyższonej ekspresji CD59, białka chroniącego 

komórki przed uszkodzeniami (Shvartsman i in., 2023). Jednym z mechanizmów ochrony 

przed cytotoksycznym działaniem G. vaginalis może być obecność bakterii rodzaju 

Lactobacillus. Dowiedziono, że L. crispatus może redukować aktywność cytotoksyczną                  

G. vaginalis w warunkach in vitro (Castro i in., 2018). Cytotoksyczność G. vaginalis wiąże 

się także z odpowiedzią immunologiczną komórek gospodarza, obejmującą aktywację                   

NF-κB i wydzielania cytokin prozapalnych, co często zależy od receptorów TLR2 

(Shvartsman i in., 2023b). TLR2 z kolei odgrywa kluczową rolę w rozpoznaniu wzorców 

molekularnych związanych z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns; 

PAMP), inicjując kaskadę sygnalizacyjną odpowiedzi wrodzonej oraz aktywację odporności 

adaptacyjnej (Oliveira-Nascimento i in., 2012). Zwiększony wzrost G. vaginalis stymuluje 

wydzielanie cytokin prozapalnych, takich jak IL-6 oraz IL-8 (Anton i in., 2022).                                  

W przeciwieństwie do patogenów, Lactobacillus, a w szczególności L. crispatus i L. jensenii, 

oddziałuje na receptory TLR2 i TLR4, aktywując szlaki NF-κB oraz wydzielanie cytokin 

przeciwzapalnych, takich jak IL-10 (Anton i in., 2022; Valenti i in., 2018).                                    

Obecność Lactobacillus ogranicza produkcję cytokin prozapalnych i zwiększa antonsekrecję 

immunoglobuliny A (sIgA), kluczowej dla zapobiegania adhezji patogenów do nabłonka 

(Rastogi i Singh, 2022). 

 Wyniki badań przedstawionych w niniejszej pracy, oraz dotyczących aktywności 

protekcyjnej warstwy lactobacilli w obecności badanego patogenu wskazują na wysoki 

stopień zjadliwości patogenu w stosunku do ochronnej warstwy L. jensenii. Obecność                         

G. vaginalis miała wpływ na około 40% obniżenie warstwy ochronnej L. jensenii                                  

w przypadku wszystkich badanych komórek endometrium. W szczególności odnotowano to 
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w przypadku komórek linii Ishikawa, gdzie obecność G. vaginalis miała największy wpływ 

na ochronną warstwę lactobacilli (48%). W przypadku komórek linii HUF i HEC-1A 

odnotowano podobne wyniki (65% i 61,34 % odpowiednio).  Te oraz poprzednio 

przedstawione efekty obecności Gardnerella w środowisku komórek endometrium mogą 

mieć istotny wpływ na ich proliferację. Brak jest danych literaturowych dotyczących 

bezpośredniej analizy proliferacji komórek ludzkich po koinkubacji z G. vaginalis, niemniej 

jednak wiadomo, że w porównaniu do L. crispatus, obecność patogenu prowadzi                                 

do znaczących zmian żywotności komórek nabłonka pochwy oraz istotnego wzrostu cytokin 

prozapalnych (Anton i in., 2022), o których mowa będzie w kolejnym akapicie.                          

Wyniki eksperymentów przeprowadzonych w niniejszej pracy wskazują na istotne zmiany 

w tempie podziałów komórek nowotworowych oraz nienowotworowych endometrium                      

w obecności badanego drobnoustroju patogennego. Wyniki testu klonogennego,                       

którego zadaniem jest sprawdzenie zdolności tworzenia kolonii przez ludzkie komórki 

poddane ekspozycji na patogeny wskazują, iż w komórkach nienowotworowych linii HUF 

odnotowano zwiększoną ilość kolonii po koinkubacji zarówno z L. jensenii,                                        

jak i z G. vaginalis (p<0,001). Co ciekawe, obecność L. jenseni powodowała większą 

częstość wystąpienia kolonii komórek linii HUF, aniżeli szczep patogenny. W przypadku 

komórek linii HEC-1A zdolność do tworzenia kolonii uległa zmniejszeniu po koinkubacji                

z badanymi drobnoustrojami (p<0,01), a w koloniach linii Ishikawa nie zaobserwowano 

istotnych różnic. Zaskakujące, ale w przypadku testu BrdU, który służy do wykrywania 

komórek aktywnie proliferujących, istotne zmiany odnotowano tylko w przypadku komórek 

linii HEC-1A, gdzie po koinkubacji z G. vaginalis zauważono wzrost aktywności 

proliferacyjnej komórek (p<0,05). Można zakładać, że może być to związane z różnicami 

długoterminowego efektu ekspozycji komórek gospodarza na obecność patogena, gdyż test 

BrdU wykonywano bezpośrednio po 24-godzinnej inkubacji, a tworzenie kolonii                               

w przypadku testu klonogennego wynosiło 10 dni.  

Wyniki przedstawionych w niniejszej pracy badań wskazują na różnice                                      

w odpowiedzi immunologicznej na obecność G. vaginalis i L. jensenii badanych komórek 

ludzkich. W tkankach nowotworowych obecność Gardnerella może prowadzić do supresji 

odpowiedzi immunologicznej poprzez mechanizm zwiększonego wydzielania 

rozpuszczalnego ligandu Fas (sFasL), należącego do rodziny TNF. Proporcja pomiędzy 

formą membranową FasL (mFasL) a sFasL może wpływać na odpowiedź immunologiczną, 

przy czym wyższe poziomy sFasL potencjalnie prowadzą do zmniejszonej apoptozy 
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komórek nowotworowych i zwiększonej przeżywalności komórek złośliwych (Contreras-

Ochoa i in., 2022; Maarsingh i in., 2022). Dodatkowo, badany drobnoustrój patogenny może 

tworzyć silny biofilm, który może być szczególnie problematyczny w tkankach 

nowotworowych, ponieważ zmniejsza skuteczność odpowiedzi immunologicznej poprzez 

zapobieganie skutecznej internalizacji przez komórki dendrytyczne (DC) i inne komórki 

prezentujące antygen (APC) (Bertran i in., 2016). W przypadku linii komórkowej HUF,            

nie zauważono istotnych zmian w produkcji cytokin po koinkubacji z G. vaginalis,                    

ani z L. jensenii, mimo że zauważono tendencję do wzrostu stężenia IL-2, IL-4, IL-10,           

IFN-γ, TNF-α, IL-8 oraz IL-6. Wyniki sugerują, że dłuższy czas koinkubacji mógłby być 

konieczny do wskazania pełnej odpowiedzi immunologicznej. Z kolei istotne zmiany 

zauważono w przypadku komórek nowotworowych Ishikawa, gdzie obserwowano istotne 

zwiększenie aktywności IL-6 (p<0,01) oraz IL-8 (p<0,05) po koinkubacji z G. vaginalis. 

Dodatkowo, koinkubacja z ww. patogenem skutkowała obniżeniem aktywności IL-2 

(p<0,05), co w sumie może świadczyć o silnej odpowiedzi prozapalnej komórek,                            

przy jednoczesnej supresji dalszej odpowiedzi immunologicznej. Z danych literaturowych 

wynika, że IL-2 jest kluczowy dla proliferacji i funkcjonowania komórek T,                                             

a jego aktywność jest często związana z występowaniem przewlekłych stanów zapalnych. 

Wysoki poziom IL-6 może prowadzić do hamowania produkcji IL-2, tym samym pośrednio 

osłabiając działanie komórek T. Mechanizm ten zauważono w środowisku nowotworu, gdzie 

IL-6 promuje immunosupresję, co sprzyja wzrostowi guza, a jednocześnie hamuje skuteczną 

odpowiedź przeciwnowotworową (Ren i in., 2023; Vilotić i in., 2022). Co ciekawe, 

zaobserwowano także istotne zwiększenie aktywności TNF-α (p<0,05) komórek linii 

Ishikawa po koinkubcji z L. jensenii. Badania dotyczące L. acidophillus wskazują, że szczep 

probiotyczny może indukować apoptozę w komórkach nowotworowych poprzez 

zwiększenie produkcji czynników proapoptotycznych, takich jak Bax, wraz z TNF-α. Tak 

więc wzrost aktywności TNF-α w odpowiedzi na obecność lactobacilli potencjalnie może 

przyczyniać się do apoptozy komórek nowotworowych (Sankarapandian i in., 2022).                           

W przypadku linii HEC-1A nie odnotowano istotnych zmian po koinkubacji z G. vaginalis, 

ale zauważono istotne obniżenie poziomu IL-6 (p<0,001) oraz IL-8 (p<0,01) po koinkubacji 

z L. jensenii. Zjawisko to nie jest jeszcze w pełni zbadane, niemniej jednak odnotowano 

podobne efekty w przypadku stosowania probiotyków przy nowotworze jelita grubego, 

gdzie stosowanie probiotyków powodowało zahamowanie produkcji cytokin prozapalnych 

i aktywację cytokin przeciwzapalnych (Śliżewska i in., 2020).  
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VI. Podsumowanie 

Wyniki przedstawionych badań dostarczają istotnych informacji na temat składu 

mikrobiomu endometrium zmienionego nowotworowo, jego istotne zmiany w porównaniu 

do mikrobiomu narządu bez zmian nowotworowych, a także potencjalne skutki obecności 

wybranych patogenów w środowisku komórek endometrium oraz mechanizmu, poprzez 

który bakterie te mogą wpływać na patogenezę choroby. Dodatkowo, przedstawione badania 

dotyczące wpływu nowosyntetyzowanych renowych pochodnych NLPZ wskakują na ich 

wysoką aktywność wobec badanych komórek nowotworowych endometrium, co może także 

mieć potencjał terapeutyczny i prewencyjny choroby. Zatem podsumowując:  

• Renowe pochodne aspiryny oraz indometacyny działają cytotoksycznie wobec 

komórek raka endometrium Ishikawa i HEC-1A. Odnotowano wyższą aktywność 

cytotoksyczną tych związków wobec badanych komórek endometrium,                            

w porównaniu do oryginalnych NLPZ, a także ich większy wpływ na wzrost 

poziomu RFT wytwarzanych przez badane komórki, co może stanowić potencjalny 

mechanizm prowadzący do eliminacji komórek nowotoworowych;  

• Na podstawie analizy porównawczej składu mikrobiomu wymazów dystalnej części 

kanału szyjki macicy kobiet ze stwierdzonym nowotworem endometrium względem 

próbek od kobiet bez nowotworu, odnotowuje się zmianę równowagi lactobacilli. 

Wymazy pochodzące od kobiet z nowotworem endometrium cechowały się istotnym 

obniżeniem liczebności przedstawicieli rodzaju Lactobacillus, co potencjalnie 

wskazuje na dyzbiozę. Dodatkowo, w wymazach kobiet z nowotworem 

endometrium odnotowano zwiększoną obecność Streptococcus, Anaerococcus, 

Prevotella, Gardnerella, Peptoniphilus, oraz Porphyromonas, co może wskazywać 

na istotność przedstawicieli tych rodzajów w patogenezie choroby; 

• Na postawie analizy sekwencji wymazów dystalnej części kanału szyjki macicy 

kobiet z nowotoworem i bez nowotworu endometrium po raz pierwszy 

zidentyfikowano takson różnicujący – Anaerococcus. Wynik ten czyni Anaerococcus 

potencjalnym markerem mikrobiologicznym nowotworu, co może ułatwić 

diagnostykę choroby. W dalszych badaniach in vitro z wykorzystaniem Anaerocoous 

vaginalis, odnotowując jego wysoki potencjał adhezyjny do komórek linii 

endometrium HUF, a także zdolność do indukowania produkcji RFT komórek 

ludzkich; 
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• Zaobserwowano większą częstość występowania G. vaginalis w wymazach 

dystalnej części szyjki macicy kobiet z nowotworem endometrium, w porównaniu 

do kobiet bez nowotworu;  

• G. vaginalis oraz L. jensenii wykazują duży potencjał adhezyjny do komórek 

nowotworowych i nienowotworowych endometrium, a obecność G. vaginalis 

istotnie obniża aktywność protekcyjną L. jensenii;  

• Odnotowano istotny wzrost poziomu RFT komórek linii HUF oraz Ishikawa po 

koinkubacji z G. vaginalis, oraz istotnie zwiększoną aktywność mitochondriów ww. 

komórek ludzkich, ale nie HEC-1A. Obecność G. vaginalis wywołuje istotne zmiany 

w aktywności metabolicznej i potencjalnie aktywuje szlaki sygnalizacyjne związane 

z apoptozą komórek endometrium; 

• Zaobserwowano zmiany w tempie podziałów komórek endometrium po koinkubacji 

zarówno z G. vaginalis, jak i L. jensenii. Wyniki wskazują na istotne zmiany                         

w mechanizmach proliferacji komórek ludzkich endometrium zarówno po długim 

czasie ich ekspozycji na badane gatunki bakterii, jak i po 24-godzinnej inkubacji; 

• Obecność G. vaginalis ma istotny wpływ na wzrost uwalniania cytokin 

prozapalnych, a w szczególności IL-6 i IL-8, z jednoczesnym obniżeniem 

aktywności IL-2, co może być także związane z immunosupresją i osłabieniem 

odpowiedzi przeciwnowotworowej; 

• Obserwacje dotyczące L. jensenii, wskazują na wpływ przeciwzapalny 

przedstawiciela flory fizjologicznej pochwy wobec komórek nowotworowych 

endometrium i potencjalna aktywacja szlaków sygnałowych prowadzących do 

śmierci komórkowej, na co wskazuje istotne obniżenie aktywności IL-6 i IL-8,             

oraz wzrost aktywności TNF-α. Wyniki te mogą wskazywać na potencjalną rolę                

L. jensenii jako szczepu probiotycznego w prewencji i wspomagania terapii 

nowotworu endometrium, a obserwacje te wymagają głębszych badań.  

• Przytoczone wyniki mają wysoki potencjał do dalszych badań, zagłębiających 

poznanie mechanizmów interakcji szczepów patogennych i fizjologicznych układu 

rozrodczego kobiet w kontekście patogenezy, diagnostyki i prewencji choroby 

nowotworowej narządu rodnego kobiet. 
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VII. Wnioski  

• Zmiany w składzie mikrobiomu endometrium u kobiet z nowotworem mogą 

odgrywać istotną rolę w patogenezie raka endometrium, co wskazuje na 

potencjalny wpływ mikroflory bakteryjnej na rozwój choroby; 

• Renowe pochodne NLPZ wykazują cytotoksyczność wobec komórek raka 

endometrium, co sugeruje ich potencjał terapeutyczny w leczeniu tego typu 

nowotworu; 

• Rodzaj Anaerococcus może potencjalnie stanowić marker mikrobiologiczny 

nowotworu endometrium, a także stanowić czynnik przyczyniający się do 

rozwoju choroby; 

• Obecność G. vaginalis ma wpływ na zmiany metaboliczne i immunologiczne 

komórek endometrium niezmienionych i zmienionych nowotworowo, 

podczas gdy L. jensenii wykazuje potencjalne działanie łagodzące stan 

zapalny komórek nowotworowych endometrium.  
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VIII. Streszczenie  

Nowotwór trzonu macicy jest jednym z najczęściej występujących nowotworów 

żeńskich narządów rodnych na świecie, a zgłębienie wiedzy na temat przyczyn choroby 

stanowi poważne wyzwanie dla współczesnej medycyny. Według danych Światowego 

Funduszu Badań nad Rakiem, w 2020 odnotowano około 417,000 nowych przypadków tego 

typu nowotworu, a w Polsce liczba zachorowań wynosiła 9,869 przypadków, co czyni nasz 

kraj jednym z liderów europejskich statystyk. Rak endometrium dzieli się na dwa główne 

typy – estrogenozależny typ I, który dominujący w grupie kobiet w wieku 

okołomenopauzalnym lub z anowulacją i często związany jest z mutacjami genu pten, oraz 

typ II, bardziej agresywny, związany z mutacjami w genie tp53. Obie formy nowotworu 

wykazują nadaktywność COX-2, enzymu kluczowego w procesach zapalnych                               

i nowotworowych. Ta właściwość nowotworu endometrium powoduje, że enzym ten może 

być atrakcyjnym celem pod kątem postępowania terapeutycznego, ale także w prewencji 

inicjacji  procesu chorobowego. W tym celu mogą być wykorzystywane niesterydowe leki 

przeciwzapalne (NLPZ), które hamują aktywność ww. enzymu. Ponadto, oprócz działania 

przeciwnowotworowego, odnotowano aktywność tych związków jako substancji 

bakteriobójczych, w tym eliminujący wzrost patogennych gatunków narządu rodnego 

kobiet. Tak więc związki te mogą stanowić czynnik przyczyniający się do utrzymania 

prawidłowej równowagi mikrobiomu narządu. Niestety długotrwałe stosowanie NLPZ 

związane jest z ryzykiem efektów ubocznych, związanych głównie z układem 

pokarmowym, zatem istotnym jest poszukiwanie nowych modyfikacji leków. Modyfikacją 

taką może być wprowadzenie atomu metalu do struktury chemicznej NLPZ, co może mieć 

efekt wzmacniający aktywność cytotoksyczną takich związków wobec komórek 

nowotworowych. W wyniku takich modyfikacji uzyskano renowe pochodne NLPZ, gdzie 

renowe pochodne indometacyny i aspiryny wykazały silną aktywność wobec komórek 

nowotworowych endometrium. Wyniki niniejszej pracy wskazują na istotnie wyższą 

aktywność pochodnych NLPZ wobec ludzkich komórek raka endometrium w porównaniu    

z oryginalnymi NLPZ, a także na ich istotny wpływ na produkcję reaktywnych form tlenu 

komórek nowotworowych, co może potencjalnie stanowić mechanizm pośrednio inicjujący 

śmierć komórek raka.  

W ostatnich latach coraz większą uwagę poświęca się mikrobiomowi endometrium. 

Jeszcze do 2007 roku uważano, że endometrium jest środowiskiem wolnym                                      

od drobnoustrojów. Dane literaturowe wskazują na obecność w mikrobiomie kobiet 
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zdrowych takich typów bakterii, jak Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria                                     

i Actinobacteria, przy jednoczesnej dominacji Lactobacillus spp., co jest uznawane                        

za wskaźnik zdrowego mikrośrodowiska. Niestety najnowsze doniesienia tylko podkreślają, 

że precyzyjnie nie udało się określić skład mikrobiomu trzonu macicy, co jest związane z 

różnymi istotnymi czynnikami, np sposóbem pobrania materiału, indeksem masy ciała 

kobiet, ilością porodów, fazą cyklu miesiączkowego, wybraną metoda obróbki materiału                 

i sekwencjonowania, itd. Z drugiej strony, zauważono istotne zmiany równowagi 

mikrobiomu endometrium w różnych stanach patologicznych, w tym w przypadku 

nowotworu. Zmiany składu mikrobiomu mogą prowadzić do dysbiozy, co może mieć 

potencjalny wpływ na patogenezę raka endometrium poprzez destabilizację genomu 

komórek gospodarza, zaburzenie integralności bariery nabłonkowej oraz aktywację 

receptorów toll-podobnych przez bakteryjne metabolity. W wyniku przeprowadzonych 

przez nas badań dotyczących analizy porównawczej wymazów dystalnej części kanału 

szyjki macicy kobiet ze stwierdzonym nowotworem endometrium oraz kobiet z grupy 

kontrolnej odnotowano zwiększenie częstości występowanie taksonów Streptococcus, 

Anaerococcus, Prevotella, Gardnerella, Peptoniphilus, oraz Porphyromonas w przypadku 

kobiet z nowotworem endometrium. Bakterie z gatunku Gardnerella vaginalis 

wykorzystano do dalszych badań mających na celu sprawdzenie potencjalnych efektów 

ekspozycji komórek nowotworowych oraz nienowotworowych endometrium na 

drobnoustrój patogenny. Co ciekawe, gatunek ten jest powszechnie znany ze zdolności do 

promowania bakteryjnego zapalenia pochwy (waginozy bakteryjnej) oraz jest uznawany za 

wysoce zjadliwy ze względu na możliwość produkcji toksyny – waginolizyny,                            

której produkcja jest zależna od obecności cholesterolu w środowisku oraz enzymu 

sialidazy. Wyniki wykonanych badań wskazują na duży poziom adhezji badanego szczepu 

do komórek nowotworowych oraz nienowotworowych endometrium oraz istotny wpływ 

obecności tych bakterii na zwiększenie poziomu reaktywnych form tlenu, aktywności 

mitochondriów oraz poziom cytokin prozapalnych IL-6 oraz IL-8. Dodatkowo pozyskane 

wyniki wskazują na możliwą rolę Lactobacillus jensenii w łagodzeniu stanu zapalnego 

komórek nowotworowych, co wymaga dalszych badań tych bakterii w kontekście 

wykorzystania jako potencjalnego probiotyku we wspomaganiu terapii nowotworowej.  

Podsumowując, wyniki niniejszej pracy mają szerokie implikacje. Badania nad 

mikrobiomem endometrium, a w szczególności nad patogennym wpływem G. vaginalis, 

dostarczają istotnych danych dla zrozumienia mechanizmów patogenezy raka trzonu 
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macicy. Ponadto, przedstawione wyniki mogą się przyczynić do powstania nowych strategii 

diagnostycznych i terapeutycznych tego typu nowotworu.  

IX. Abstract  

Endometrial cancer is one of the most common cancers of the female reproductive 

organs worldwide, and understanding the cause of the disease is a major challenge for 

modern medicine. According to the World Cancer Fund, in 2020 there were approximately 

417, 000 new cases of this type cancer, and in Poland the incidence was 9,869 cases, making 

our country one of the leaders in European statistics. Endometrial cancer can be divided into 

two main types- estrogen-dependent type I, which predominated in perimenopausal                        

or anovulatory women and is often associated with mutations in the pten gene, and type II, 

a more aggressive type associated with mutations in the tp53 gene. Both types show 

overactivity of COX-2, an enzyme that plays a key role in inflammatory and neoplastic 

processes. This singularity of endometrial cancer makes this enzyme an attractive 

therapeutic and preventive target for the development and progression of the disease.               

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) can be used to inhibit the activity of this 

enzyme. In addition to their anticancer effects, these compounds have also been reported        

to have bactericidal activity, including inhibition of the growth of pathogenic species of the 

female reproductive organs. These compounds may therefore be a factor in maintaining                   

a normal balance of the organ microbiome and normal levels of COX-2. Unfortunately,   

long-term use of NSAIDs is associated with the risk of side effects, particularly in the 

gastrointestinal tract, so it is important to look for new drug modifications.                                 

Such modifications may include the introduction of a metal atom into the chemical structure 

of NSAIDs, which may have the effect of increasing the cytotoxic activity of such 

compounds against cancer cells. As a result of such modifications, rhenium derivatives of 

NSAIDs have been synthesized, where rhenium indomethacin and rhenium aspirin showed 

the potent activity against endometrial cancer cells. The results of the present study indicate 

significantly higher activity of NSAIDs derivatives against human endometrial cancer cells 

compared to the original NSAIDs, as well as their significant effect on reactive oxygen 

species of tumor cells, which may potentially represent a mechanism of indirect induction 

of cancer cell death. 

In recent years, increasing attention has been paid to the endometrial microbiome, 

which until 2007 was considered to be the microbial-free part of the organ.                                 
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The literature indicates the presence of taxons, such as Firmicutes, Bacteroides, 

Proteobacteria and Actinobacteria in the microbiome of healthy women,                                          

with a predominance of Lactobacillus spp., which considered an indicator of healthy 

microenvironment. Unfortunately, resent reports only emphasize that the exact composition 

of the endometrial microbiome could not be determined, which can be related with various 

relevant factors (method of material collection, body mass index of woman, number                

of deliveries phase of the menstrual cycle, chosen method of material processing and 

sequencing, etc.) In turn, significant changes in the balance of the endometrial microbiome 

have been found in various pathological conditions, including cancer. Changes in the 

composition of the microbiome can lead to dysbiosis, which may have a potential impact on 

the pathogenesis of endometrial cancer by the host cell genome destabilization, the epithelial 

barrier integrity disruption, and activation of toll-like receptors by bacterial metabolites.          

Our study of comprehensive analysis of smears from the distal part of the cervical canal        

of women with endometrial cancer and control reported an increased frequency                          

of Streptococcus, Anaerococcus, Prevotella, Gardnerella, Peptoniphilus and 

Porphyromonas taxa in women with endometrial cancer. Gardnerella vaginalis was used for 

further studies to test the potential effects of explosure of cancerous and nono-cancerous 

endometrial cells to the pathogenic strain. Interestingly, this species is well known for its 

ability to promote bacterial vaginosis and is considered highly virulent due to its ability                  

to produce the toxins – vaginolysin, whose production is dependent on the presence                          

of cholesterol in the environment, and sialidase. The results of the study indicate a high level 

of adhesion of the tested strain to cancerous and non-neoplastic endometrial cells,                  

and a significant effect of the strain presence on increasing levels of reactive oxygen species, 

mitochondrial activity and levels for the proinflammatory cytokines IL-6 and IL-8.                   

In addition, the obtained results suggest a possible role for Lactobacillus jensenii                          

in inflammation relieve of cancer cells, which calls for further studies of the strain in the 

context of a potential probiotic to support cancer therapy.  

In conclusion, the results of the present study have broad implications. The study                  

of the endometrial microbiome, and in particular the pathogenic effect of G. vaginalis, 

provides important data for understanding the mechanisms of endometrial cancer 

pathogenesis. In addition, the results presented may contribute to new diagnostic                       

and therapeutic strategies for this type of cancer.  
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Figure 1. Draft of the experimental procedure, A – sample collection, B – primary lysis in 

Lysis Solution, containing the specific bacterial enzymes cocktail, C - bacterial DNA 

extraction, D – bacterial DNA amplification, E – sequencing using the Illumina MiSeq next-

generation sequencing platform, F – bioinformatic analysis of the samples.  
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Figure 2. The alpha diversity comparison of EM and EC microbiome, based on the Shannon 

index. ** p < 0.01. 

 

Figure 3. The ASVs number of endometrial myoma (EM) and endometrial cancer (EC) 

samples. 
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A. 

 

B.  

 

Figure 4. The Bray-Curtis distance comparison of endometrial myoma (EM) and 

endometrial cancer (EC) samples. ** = p < 0.001 (A). The Bray-Curtis distance mapping of 

samples. EM – blue; EC – orange (B). 
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A.  

 

B. 

 

 

Figure 5. Weighted (A) and unweighted (B) UniFrac comparison of endometrial myoma 

(EM) and endometrial cancer (EC) samples. ** = p < 0.01, *** = p < 0.001. 



109 

 

 

F
ig

u
re

 6
. 

T
ax

o
n
o
m

ic
 c

o
m

p
o
si

ti
o
n
 o

f 
th

e 
sa

m
p
le

s’
 m

ic
ro

b
io

ta
 a

t 
th

e 
g
en

u
s 

le
v
el

. 

S
am

p
le

s 
w

er
e 

so
rt

ed
 

b
y
 

g
ro

u
p
s 

o
f 

en
d
o
m

et
ri

al
 

m
y
o
m

a 
(E

M
1

-E
M

1
3
) 

an
d

 

en
d
o
m

et
ri

al
 c

an
ce

r 
(E

C
1

 -
E

C
1
6
) 

co
h
o
rt

s.
 

 

F
ig

u
re

 6
. 

T
ax

o
n
o
m

ic
 c

o
m

p
o
si

ti
o
n
 o

f 
th

e 
sa

m
p
le

s’
 m

ic
ro

b
io

ta
 a

t 
th

e 
g
en

u
s 

le
v
el

. 
S

am
p
le

s 

w
er

e 
so

rt
ed

 b
y
 g

ro
u
p
s 

o
f 

en
d
o
m

et
ri

al
 m

y
o
m

a 
(E

M
1

-E
M

1
3
) 

an
d

 e
n
d
o
m

et
ri

al
 c

an
ce

r 
(E

C
1
 

-E
C

1
6
) 

co
h
o
rt

s.
 



110 

 

 

 

Figure 7. The main taxons of bacteria identified in the samples from women with 

endometrial myoma (left) and endometrial cancer (right) and their corresponding percentage 

distribution in the form of a pie chart. 
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Figure 8. Percentage of L. jensenii and A. vaginalis adhesion to HUF cells at 0.5 MOI of L. 

jensenii and A. vaginalis. Data were obtained by measuring fluorescence at Ex/Em = 480/561 

nm in three independent experiments. Results were statistically compared with the control 

using One-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test. ***p < 0.001. 

 

Figure 9. ROS level in HUF cells, after 24-hour co-incubation at 0.5 MOI of L. jensenii and 

A. vaginalis. Data were obtained by measuring fluorescence after H2DCFDA staining at 

Ex/Em = 492/527 nm in three independent experiments. Results were statistically compared 

with the control using a One-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test; *** = 

p < 0.001; L. jensenii was used as a representative of the physiological state, and the 0,5% 

H2O2 as the positive control (ROS inducer).  
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