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Streszczenie

Etiologia endometriozy, pomimo wysitku naukowcow, wcigz nie zostata poznana w stopniu wystarczajacym. Coraz
czesciej do badar nad tg jednostkg chorobowg wykorzystuje sie wysoce specjalistyczne techniki molekularne -
proteomike. W ostatnich latach przeprowadzono wiele interesujgcych badari porownujacych sktad biatkowy w roz-
nych preparatach pochodzgcych od kobiet z endometriozg: surowicy krwi, plynie z jamy otrzewnowej, ogniskach
endometrialnych na otrzewnej, torbieli jajnika, eutopowym endometrium oraz krwi miesigczkowej i moczu.

Wydaje sie, ze zastosowanie badari proteomicznych mogtoby przyczynic sie do uzyskania pewnych danych zwig-
zanych z patogenezg endometriozy, dac Klinicystom nowe narzedzia stuzgce dagnostyce. Dodatkowo badania
dotyczgce znaczenia poszczegoinych biatek dajg szanse na opracowanie nowych markerow, majgcych znaczenie
dla oceny progresji czy ryzyka nawrotu. Dadzg rowniez by¢ moze szanse na opracowanie nowych strategii tera-
peutycznych.

Stowa kluczowe: proteomika / endometrioza / eutopowe endometrium /
/ ogniska endometrialne /

Abstract

Despite significant scientific progress, etiology of endometriosis remains enigmatic. New advances in molecular
biology have allowed the use of proteomics in demystifying this puzzling disease. Proteomics is a technology that
permits the visualization of thousands of proteins inside a cell, tissue, or organism, and simultaneous observation
of any alterations in protein expression and post-translational modification that may have important, clinical implica-
tions. Owing to its capacity to reveal the structural and functional properties of proteins, proteomics might illuminate
the biology of the disease much better than genomics can.

This state-of-the-art technology allows us to globally compare the expression and regulation profiles of proteins
found in endometriosis with normal eutopic tissues (endometrium and peritoneum), as well as to compare those
found in the different forms of endometriosis (i.e., peritoneal endometriosis, endometrioma, and adenomyoma).
Proteomic analysis has been employed in endometriosis research in hope of discovering endometriosis-specific
proteins, pathways, and potential biomarkers for precise, early detection.
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In recent years, several published studies have compared serum and peritoneal fluid protein content in women
with and without endometriosis, as well as protein composition in endometrial implants, eutopic endometrium,
endometriomas, menstrual blood and urine. It appears that use of proteomics could revolutionize our understanding
of etiopathogenesis of the disease. Some of the identified proteins could indeed be responsible for the onset and
progression of endometriotic implants. Because early stages of endometriosis may be difficult to diagnose, it would
be of the utmost importance to identify specific biological markers of the disease. Additionally, specific implant
proteins could become targets for molecular treatment of endometriosis.

It is very challenging, however, to draw clear conclusions from the analysis of the obtained samples. First of all, the
samples are usually pathologically confirmed to be endometriotic, but from a molecular stand point, the particular
portion of the sample that is analyzed may matter greatly; none of the methods allow us to gain information about
the molecular and pathological pattern of the same sample. Secondly, it is very difficult to define an ‘unaffected
peritoneum’ as a control for the endometriotic lesions. Thirdly, the variety of options in each individual makes it
difficult to see the molecular picture of the diseased area (such as the ovary or peritoneum) clearly. Ideally, the
samples would be of greater value if obtained at an early age, that is, before puberty in each individual and then
again when endometriosis occurs later in reproductive age. Such a project cannot be performed prospectively,
although it may be considered as retrospective analysis of obtained material in some patients after successful
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chemotherapy due to oncological conditions.

Key words: proteomics / endometriosis / eutopic endometrium /

/ endometriotic lesions /

Endometrioza stanowi zlozony, enigmatyczny i frustrujacy
dla ginekologéw problem zdrowia kobiet. Jest choroba dotyczaca
glownie pacjentek w wieku reprodukcyjnym, rzadko obserwo-
wang w okresie dojrzewania lub po menopauzie, polegajaca na
wzroscie endometrialnych gruczolow i zrebu poza jama macicy
[1,2].

Rozpoznanie na podstawie objawoéw klinicznych oraz ba-
dania przedmiotowego u czesci kobiet z zaawansowana choroba
moze by¢ oczywiste, niemniej jednak w wigkszosci przypadkow
jest nierozstrzygajace, szczeg6lnie u pacjentek we wczesnych
stadiach rozwoju choroby. Rozpoznanie endometriozy opiera si¢
obecnie na wizualizacji zmian endometrialnych w trakcie zabie-
gu chirurgicznego i nastgpowego badania histopatologicznego
pobranego materiatu. W tych przypadkach do diagnozy i rozpo-
czgcia leczenia konieczny jest zabieg chirurgiczny.

Objawy kliniczne endometriozy czgsto bywaja niejedno-
znaczne, dolegliwos$ci bolowe przybieraja bardzo rdzny charak-
ter, sa zmienne w czasie 1 wielokrotnie sugerujace istnienie in-
nych schorzen. Z powyzszych faktow wynika czgste opdznienie
w stawianiu rozpoznania tej patologii; wg Hadfield i wsp. czas
od pojawienia si¢ pierwszych objawow choroby do jej rozpo-
znania wynosi $rednio 8 lat [3]. Na przetomie lat wielu autorow
poszukiwato markerow, ktore moglyby by¢ wykorzystywane do
ambulatoryjnej diagnostyki endometriozy. Obecnie jedynie anty-
gen CA-125 uznawany jest za pomocny przy rozpoznaniu, jed-
nak nalezy pamigtac, ze jego podwyzszone st¢zenie w surowicy
nie jest swoiste dla endometriozy i stuzy jedynie jako wyktadnik
dodatkowy, jednakze nie roznicujacy i nie majacy zastosowania
zarowno do oceny zaawansowania choroby, jak réwniez oceny
ryzyka nawrotu [4, 5].

Ogromny postgp dokonujacy si¢ w ostatnich latach w bio-
logii 1 medycynie pozwala coraz lepiej rozumie¢ biochemiczne
i molekularne podstawy funkcjonowania zywych organizmow.
Wigcej tez wiadomo o patogenezie wielu chorob.
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W ostatnich latach wiele uwagi skupia si¢ na poznaniu ludz-
kiego genomu. Naukowcy podjeli si¢ tez badan nad poznaniem
ludzkiego proteomu (z ang. PROTEin complement of the genO-
ME), czyli wszystkich biatek pojawiajacych si¢ w organizmie
w ciagu catego jego zycia. Dyscyplina, ktora si¢ tym zajmuje,
jest mtoda i szybko rozwijajaca si¢ dziedzina naukowa nazwa-
na proteomika. Technologie proteomiczne mozna podzieli¢ na te
stosowane do charakterystyki bialek oraz generowania map bial-
kowych, a takze te, ktore stuza do badania ich funkc;ji i interakcji
pomiedzy nimi [6, 7].

W panelu narzedzi molekularnych stosowananym po-
wszechnie byly elektroforeza dwuwymiarowa oraz spektrometria
mas, tzn. desorpcja laserowa z udziatem matrycy (z ang. MALDI
— matrix assisted laser desorption/ionization) oraz elektrorozpy-
lanie (z ang. ESI — electrospray ionization). Modyfikacja metody
MALDI jest SELDI — powierzchniowo wzmocniona laserowa
desorpcja/jonizacja, w ktorej badana probka jest wstepnie frak-
cjonowana przy zastosowaniu jednej z technik chromatograficz-
nych. Obecnie najbardziej popularnym analizatorem jest anali-
zator czasu przelotu (z ang. Time Of Flight — TOF), w ktorym
mierzony jest czas, jaki zajmuje jonom przebycie drogi od joniza-
tora do detektora. W ostatnich latach zaczgto taczy¢ ze soba dwa
analizatory TOF, tworzac w ten sposob tandemowa spektrometri¢
mas (MS/MS) [8].

W ciagu ostatnich dwoch dekad przeprowadzono wiele
badan z zastosowaniem technik proteomiki do szczegdlowej
oceny materiatow biologicznych, w ktorych zmiany mogty by¢
posrednio lub bezposrednio zwiazane z endometrioza (surowi-
ca krwi, torbiele endometrialne jajnikow, zmiany endometrialne
na otrzewnej, otrzewna bez zmian patologicznych, ptyn z jamy
otrzewnowej, eutopowe endometrium, a nawet krew miesiaczko-
wa i mocz).
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Surowica krwi

Pierwsze doniesienia o zastosowaniu technik proteomicz-
nych do badania surowicy krwi kobiet z endometrioza pochodza
z 1986 roku. Wowczas autorzy nie przedstawili jednak konkret-
nych wynikow swoich badan, tak wigc ich pracg nalezy traktowac
jako doniesienie wstgpne, dotyczace mozliwosci zastosowania
metody w danym zagadanieniu [9]. Na uwagg zastuguje badanie
Zhang i wsp., w ktorym autorzy przy pomocy elektroforezy na
zelu poliakrylamidowym zidentyfikowali 13 biatek wykazuja-
cych rozna ekspresje¢ w surowicy kobiet z potwierdzona endome-
trioza, w poréwnaniu do grupy pacjentek, u ktorych nie stwier-
dzono tej choroby (m. in. wimentyna, 3-aktyna, podjednostka 3
syntazy ATP) [10, 11].

Wprowadzenie spektrometrii masowej pozwolito na uzyska-
nie dokladniejszych danych na temat identyfikowanych biatek.
Liu i1 wsp. zastosowali SELDI-TOF MS do poréwnania probek
osocza uzyskanych od 52 kobiet z endometrioza rozpoznana hi-
stologicznie 1 46 kobiet z grupy kontrolnej. Spektra kobiet z 1 bez
endometriozy roznily si¢ znaczaco. Autorzy opisali 20 biatek
o réznych modelach ekspresji w grupie badanej i kontrolne;j.
Spomigdzy nich wyselekcjonowano 3, ktéore w modelu diagno-
stycznym charakteryzowaly si¢ 88% czuloscia 1 86% swoisto-
$cia, jednak zadne z tych biatek nie zostalo przedstawione jako
patognomoniczne dla endometriozy [12]. Analogiczne badanie
przeprowadzili Wang i wsp., opisujac pi¢¢ innych biatek o 92%
czutosci i 90% swoistosci dla endometriozy, jednak — podobnie
jak poprzednicy — zadnemu nie przypisuje kluczowej roli [13].

W kolejnych latach przeprowadzono jeszcze kilka badan
o podobnej charakterystyce, uzyskujac bardziej szczegdtowe,
aczkolwiek czgsto sprzeczne rezultaty [14-18]. Fassbander i wsp.
zaprezentowali wyniki badania krwi u 254 kobiet poddawanych
laparoskopii z powodu nieptodnosci i/lub dolegliwo$ci bolowych
w miednicy mniejszej. Autorzy przedstawili model pozwalaja-
cy przewidzie¢ rozpoznanie endometriozy przy pomocy anali-
zy sktadu biatek w surowicy krwi pacjentek. Wskazali 5 biatek,
o swoistosci i czuto$ci w zakresie 75-85% w zalezno$ci od stop-
nia zaawansowania endometriozy, a najwigksze znaczenie przy-
pisali tancuchowi beta fibrynogenu [19]. Jednakze w 2013 roku
ci sami autorzy opublikowali do$¢ krytyczny raport, przedstawia-
jacy dotychczasowe doniesienia literaturowe o zastosowaniu pro-
teomiki do badania surowicy krwi kobiet z endometrioza. Apelo-
wali w nim o wprowadzenie ogolno$wiatowych standardowych
procedur (SOP — standard operating procedures) pobierania,
obrobki, bankowania oraz technik analizy materiatu. Wydaje sig,
Ze jest to warunek sine qua non realnego postepu w tej dziedzinie
wiedzy, pozwalajacy na zunifikowane przedstawienie uzyska-
nych danych w odniesieniu do innych publikacji [20].

Eutopowe endometrium

Latwy dostgp do materiatu (biopsja aspiracyjna endome-
trium), jakim jest btona §luzowa jamy macicy, sktania do pro-
by zlokalizowania markeréw mogacych pozwala¢ na wczesne
rozpoznanie choroby w grupie kobiet z endometrioza. Od ponad
25 lat w literaturze ukazato si¢ kilka prac przeprowadzonych
na niewielkim materiale (zakres 10-20 kobiet), wskazujacych
kolejne biatka jako potencjalne markery endometriozy [21-25].
Wsréd wymienionych biatek pojawity si¢ apolipoproteina A2,
peroredoksyna 2, anneksyna 2 i wimentyna. Jednak zadna z grup
naukowcdw na podstawie uzyskanych wynikow nie podjgta si¢
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wskazania jednego biatka jako swoistego i specyficznego marke-
ra endometriozy w eutopowym endometrium. Co wigcej, przed-
stawiane wyniki niejednokrotnie byly sprzeczne i wzajemnie
wykluczaty si¢. Probujac thumaczy¢ t¢ sytuacjg bardzo powaznie
brano pod uwagg duza liczebnos¢ badanej grupy jako wadg, a nie
zalet¢ badania z uzyciem tak doktadnej metody, jaka jest proteo-
mika [26].

Endometrioza otrzewnowa — ptyn z jamy
otrzewnowej i wszczepy endometrialne na
otrzewnej

W latach 90. XX wieku Nothnick i wsp. wykorzystali elek-
troforezg na zelu poliakrylamidowym w celu okreslenia, czy ptyn
otrzewnowy kobiet z endometrioza zawiera grupg glikoprotein
(ENDO-I), ktére — jak wykazano wczesniej — sa syntetyzowa-
ne i wydzielane in vitro przez zmiany endometrialne u szczura
i cztowieka. Analiza jako$ciowa ujawnita obecno$¢ grupy bialek
podobnych do ENDO-I w ludzkim ptynie otrzewnowym. Zwro-
cono uwagg na potencjalng rolg biatka nazwanego EPF-32 (roz-
miar 32 kd); znajdowano je az w 18 sposrod 19 badanych probek
plynu z jamy otrzewnowej kobiet z endometrioza, podczas gdy
w grupie kobiet bez objawdw tej choroby czgstos¢ wystgpowania
tego biatka byta znamiennie statystycznie rzadsza (w 2 sposrod
27 badanych probek) [27].

Technika elektroforezy na zZelu poliakrylamidowym, pota-
czona z immunoblottingiem lub spektrometria masowa z chro-
matografia cieczowa (LC-MS/MS), zostata wykorzystana przez
Ferrero i wsp. w celu poréwnania proteomu ptynu otrzewnowego
uzyskanego od kobiet z lub bez endometriozy [28, 29]. Autorzy
zauwazyli, ze ptyn otrzewnowy pacjentek z endometrioza zawie-
rat nieprawidtowa ekspresj¢ niektorych izoform bialek: czterech
izoform glikoproteiny Heremans Schmidt a2, trzech izoform an-
tytrypsyny al i jednej izoformy haptoglobiny, biatka S100-A8
i apolipoproteiny A-1. Bialka te sa zwiazane z procesami immu-
nologicznymi oraz reakcja na stan zapalny w organizmie. Fakt ten
wydaje si¢ zgodny z naszym rozumieniem zmian zachodzacych
w jamie otrzewnowej u kobiet cierpiacych z powodu endome-
triozy (szczego6lnie w III i IV stopniu zaawansowania wg AFS).

Kyama i wsp. zastosowali SELDI-TOF MS do poréwnania
biatek produkowanych przez eutopowe endometrium, tkanki
endometriotyczne, otrzewnowe zmiany endometriotyczne i ma-
kroskopowo prawidlowa otrzewna [30, 31]. Autorzy wykazali,
ze zmiany endometriotyczne charakteryzuja si¢ podwyzszona
ekspresja wielu biatek i peptydow, wskazujac transgreling jako
biatko o najwigkszej powtarzalnoéci wystgpowania w zmianach
o charakterze endometriozy.

Podobnie jak w przypadku eutopowego endometrium, liczba
publikacji na temat zawartosci ptynu z jamy otrzewnowej u ko-
biet z endometrioza jest przyttaczajaca. Jednak poza oczywistymi
doniesieniami o potwierdzeniu obecno$ci protein odpowiedzial-
nych za wystgpowanie stanu zapalnego oraz eliminacj¢ Zelaza
z organizmu (konsekwencja krwawienia do jamy otrzewnowej),
wigkszo$¢ z nich nie miata implikacji klinicznych, czy tez nie
uzyskiwano jednoznacznych wynikow.

Mocz

W ostatnich latach ukazaty si¢ rowniez publikacje doty-
czace oceny jakos$ciowej moczu u kobiet z endometrioza, jako
potencjalnego zrédta materiatu, w ktorym moga znajdowac si¢
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swoiste markery dla tej choroby [32]. Ineresujace dane przed-
stawili Tokushige 1 wsp., wskazujac cytokeratyng 19 jako biatko
o podwyzszonej ekspresji w moczu kobiet ze zdiagnozowana en-
dometrioza. Doniesienie to nalezy niewatpliwie traktowaé jako
wstepne. Niezmiernie jednak interesujaca i zachgcajaca do ba-
dan jest mozliwo$¢ wprowadzenia nieinwazyjnego testu, ktorego
zastosowanie pozwala postawic¢ rozpoznanie lub wptynaé na de-
cyzj¢ odnosnie dalszego postgpowania z pacjentka (np. decyzja
0 zabiegu operacyjnym u kobiet z problemem nieptodnosci) [33].

Ptyn z jamy macicy i krew miesigczkowa

Kolejnym materiatem biologicznym, w ktérym poszukiwa-
no markeréw endometriozy przy pomocy technik proteomicz-
nych byt ptyn z jamy macicy, uzyskiwany poprzez aspiracje
Z jamy macicy przy pomocy cewnika powszechnie stosowanego
do transferu zarodka w programie zaptodnienia pozaustrojowego.
Ametzazurra 1 wsp. wskazali w nim glikodeling jako potencjalny
marker endometriozy [34]. Jest to biatko juz wczeséniej wiazane
z funkcjami btony $Sluzowej macicy, odgrywajace rolg przy pro-
cesie zaptodnienia i implantacji. Dzigki swoim wlasciwosciom
immunosupresyjnym hamuje lokalna odpowiedZz immunolo-
giczng wobec zagniezdzajacego si¢ zarodka [35]. Wydaje sig, ze
badania w tym kierunku maja niewatpliwa warto$¢ na poziomie
nauk podstawowych, jednak ich znaczenie kliniczne i mozliwos$¢
wykorzystania w praktyce na chwilg obecna jest znikoma.

Preparatem budzacym wiele kontrowersji odnos$nie przydat-
nosci do ewentualnego rozpoznawania endometriozy jest krew
miesigczkowa. Z jednej strony jest to preparat prosty do pozy-
skania w najbardziej nieinawazyjny sposob (badanie tamponow
lub tez specjalne ,kubeczki zakladane na szyjke macicy do
zbierania krwi miesiaczkowej). Z drugiej strony jednak czynniki
wplywajace potencjalnie na jako$¢ uzyskanego materiatu (czas
od rzeczywistego zluszczenia do pozyskania materiatu, wplyw
srodowiska macicy i pochwy na preparat oraz mozliwos$¢ kon-
taminacji probki) zdecydowanie przemawiaja na niekorzysé tej
metody. Ponadto tatwos¢ pobrania materiatu ,,$wiezego™ endo-
metrium, przy coraz czgsciej postulowanym korzystnym wpty-
wie tzw. scratchingu na proces implantacji, stawia analize krwi
miesigczkowej w Swietle wielce niekorzystnym.

W pi$miennictwie $wiatowym na uwage zastuguje praca
opublikowana w 2013 roku przez Yang i wsp. Autorzy, po wstep-
nym zastosowaniu proteomiki do badania krwi miesiaczkowej
u zdrowych kobiet, postulujg rozszerzenie projektu na pacjentki
z endometrioza i innymi schorzeniami ginekologicznymi w celu
poszukiwania korelacji [36].

Podsumowanie

Badania proteomiczne sa obecnie powszechnie stosowane
na $wiecie. Zakres uzyskiwanych wynikow przytlacza, niejed-
nokrotnie przekraczajac mozliwosci analizy catego dostgpnego
materiatu przez jednego cztowieka-badacza. Z tego tez powodu
w przyszto$ci zasadnym wydaje si¢ skupienie na poszczegdlnych
grupach bialek, petniacych podobne funkcje lub zaangazowa-
nych we wspdlne procesy metaboliczne w organizmie ludzkim.
Ponadto niezmiernie waznym zagadnieniem jest ustalenie, czy
okreslona grupa biatek zmienia swoje dotychczasowe funkcje
i w konsekwencji doprowadza do powstania jednostki chorobo-
wej, czy tez odwrotnie: w wyniku zaistnienia patologii dochodzi
do zmian wychwytywanych na poziomie molekularnym.
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Rozwoj technik proteomicznych moze utatwic¢ odpowiedz na
powyzsze pytania. Dzigki wprowadzeniu w ostatnich latach no-
wej generacji metody sekwencjonowania do analizy transkrypto-
mu, mozliwa stata si¢ jednoczesna identyfikacja wszystkich klas
RNA ulegajacych ekspresji w komorce w danym czasie. Wielka
zaleta metody sekwencjonowania jest nie tylko analiza poziomu
ekspresji transkrybowanych molekut oraz r6znych izoform tego
samego biatka, lecz rowniez identyfikacja zmian na poziomie po-
jedynczych nukleotydow.

Duzym utrudnieniem w projektowaniu badan dotyczacych
endometriozy jest dobdr pacjentek do grupy kontrolnej. Wobec
czgstego braku objawow u pacjentek we wezesnych stadiach roz-
woju choroby, wnioskowanie na podstawie materiatu uzyskane-
go od kobiety potencjalnie zdrowej jest obarczone mozliwoscia
bledu.

W planowaniu przysztych badan naukowcy powinni wziaé
pod uwagg mozliwos¢ cyklicznego oceniania profilu biatkowego
u tej samej pacjentki. W praktyce jest to niezmiernie trudne, gdyz
wiazatoby si¢ z koniecznos$cia przeprowadzenia kilku zabiegow
operacyjnych. Niemniej jednak, oceniajac dostgpny materiat —
zaré6wno wlasny, jak i zawarty w zalaczonym piSmiennictwie
— wskazane wydaje si¢ wyodrgbnienie wynikéw uzyskanych
od poszczegolnych kobiet i przeprowadzenie osobnej ich anali-
zy. Zmienno$¢ osobnicza poszczegdlnych pacjentek moze mie¢
kolosalne znaczenie dla wnioskowania z uzyskanego materiatu.
Niezwykle istotne dla interpretacji badan jest rowniez wprowa-
dzenie unifikacji wykorzystywanych procedur proteomicznych
oraz niezwykle skrupulatny dobdr grup badanych i kontrolnych.
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