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Total oxidative status of peritoneal fluid in women with endometriosis
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Streszczenie

Zaburzenia rownowagi pro- i antyoksydacyjnej w obrebie jamy otrzewnej moga odgrywac role w rozwoju

endometriozy.

Cel pracy: Celem pracy byta ocena catkowitego potencjatu oksydacyjnego ptynu otrzewnowego (PO) kobiet z

endometrioza.

Materiat i Metody: Badaniom poddano PO uzyskany podczas laparoskopii od 20 kobiet z I/ll stopniem (rAFS)
endometriozy oraz 20 pacjentek z lll/IV stopniem zaawansowania schorzenia. Grupe referencyjng stanowifo 25
kobiet operowanych z powodu surowiczych torbieli jajnikow. Catkowity potencjat oksydacyjny oznaczono metodg

kolorymetryczng przy uzyciu zestawu PerOx (TOS) (Immundiagnostic AG).

Wyniki: Potencjat oksydacyjny PO kobiet z endometriozg byt istotnie statystycznie wyzszy od odnotowanego w
grupie referencyjnej. Jakkolwiek nie wykazano znamiennych statystycznie roznic potencjatu oksydacyjnego PO

pomiedzy pacjentkami z I/1l stopniem endometriozy a kobietami z Ill/IV stopniem zaawansowania schorzenia.

Whioski: Zwiekszony potencjat oksydacyjny ptynu otrzewnowego odnotowany u kobiet z endometriozg moze brac

udziat w patogenezie schorzenia.

Stowa kluczowe: endometrioza / potencjal oksydacyjny / plyn otrzewnowy /

Abstract

Pathophysiology of endometriosis remains enigmatic despite extensive investigations. Accumulating data suggest

that oxidative stress in the peritoneal cavity may be implicated in the pathogenesis of endometriosis.

Aim: The aim of our study was to evaluate the oxidative status of peritoneal fluid (PF) in women with and without

endometriosis.

Material and methods: Sixty-five women participated in the study. 40 women with endometriosis constituted the
study group and 25 patients with functional follicle ovarian cysts comprised the reference group. Total oxidative
status of PF was determined using a commercially available colorimetric assay kit (Immundiagnostic AG, Cat. nr.

KC5100).
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Results: Women with endometriosis had significantly higher PF oxidative status compared to women with follicle
ovarian cysts. No significant difference in the peritoneal oxidative status was found between patients with stage /Il
endometriosis, and women with stage Ill/IV endometriotic disease.

Conclusions: Disrupted oxidative status in the peritoneal cavity of women with endometriosis plays a role in the

pathogenesis of the disease.

Key words: endometriosis / oxidative status / peritoneal fluid

W roku 2007 mingto osiemdziesiat lat od kiedy Sampson
opublikowat pracg, w ktdrej za prawdopodobna przyczyng roz-
woju endometriozy, badacz ten uznat zjawisko ,,wstecznego mie-
sigczkowania” z nastgpcza implantacja ztuszczonych komorek
btony §luzowej macicy w obrgbie jamy otrzewnej [1].

Pomimo wielu lat badan opartych na coraz doskonalszej
metodologii oraz postgpu jaki dokonat si¢ w poznaniu mechani-
zmow odpowiedzialnych za rozwdj endometriozy, etiopatogene-
za schorzenia wciaz pozostaje niewyjasniona. Zadna pojedyncza
teoria nie thumaczy przyczyn rozwoju endometriozy a tym bar-
dziej zwiazanych z réznorodna lokalizacja postaci choroby. Sro-
dowisko ptynu otrzewnowego (PO) kobiet cierpiacych na endo-
metriozg stanowi, od czasu wprowadzenia laparoskopii jako ru-
tynowego elementu diagnostyki schorzenia, przedmiot licznych
badan. Poniewaz ptyn otrzewnowy bezposrednio kontaktuje si¢
zarowno z narzadami miednicy mniejszej jak rowniez z implan-
tami endometrialnymi, uwaza si¢ jego srodowisko za niezmiernie
wazny czynnik wpltywajacy na rozwoj choroby [2].

W roku 1987 Zeller i wsp. [3] wykazali za pomoca chemi-
luminescencji zwigkszone wydzielanie reaktywnych form tlenu,
takich jak anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru oraz
tlen singletowy, przez mononuklearne komorki PO kobiet z en-
dometrioza. Jednakze, w pdzniejszych badaniach nie potwierdzo-
no roznic w stgzeniu reaktywnych form tlenu zarowno w nie pod-
danym odwirowaniu jak i w supernatancie pltynu otrzewnowego
pomigdzy pacjentkami z endometrioza a kobietami zdrowymi
[4, 5]. Van Langendonckt i wspotpracownicy [6] sugerowali, ze
podwyzszony poziom wolnych rodnikdw moze by¢ zjawiskiem
lokalnym i wystgpujacym jedynie w poblizu implantdw a nie
w catym plynie otrzewnowym. Teorie t¢ potwierdza wykazanie
nadekspresji oksydazy ksantynowej, enzymu bioracego udziat
w produkcji reaktywnych form tlenu, zar6wno w eutopowym jak
i ektopowym endometrium u kobiet chorujacych na endometrio-
z¢ [7].

Peroksydacja lipidow, czyli proces utlenienia wielonie-
nasyconych kwasow thuszczowych prowadzacy do powstania
nadtlenkoéw tych zwiazkow, jest najbardziej znanym zjawiskiem
oksydacji inicjowanej przez wolne rodniki. St¢zenie produktow
lipoperoksydacji, okreslane mianem potencjatu oksydacyjnego,
jest wyktadnikiem aktywnoS$ci reaktywnych form tlenu w ba-
danych tkankach. W PO nieplodnych pacjentek cierpiacych na
endometrioz¢ odnotowano zwigkszona koncentracjg produktow
peroksydacji lipidow [8, 9].

Jednak w innych pracach, oceniajacych stgzenie produktu
lipoperoksydacji, dialdehydu malonowego (MDA) oraz kom-
pleksow MDA-Cu w PO, nie stwierdzono istotnych statystycz-
nie r6znic w koncentracji tych substancji pomigdzy pacjentkami
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z endometrioza a kobietami bez schorzenia, nie wykazujac row-
niez zwiazku ze stopniem zaawansowania schorzenia. Podob-
nych réznic nie odnotowano réwniez w koncentracji cholest-3,5-
dienu-7 w ptynie otrzewnowym [10, 11, 12].

Jakkolwiek stwierdzono zwigkszona koncentracje w PO
kobiet z endometrioza lisofosfatytydylocholiny, innego produk-
tu peroksydacji lipidow, o wilasciwosciach chemotaktycznych
w stosunku do monocytéow [13]. Obecno$¢ dialdehydu malono-
wego 1 7-hydroksynonenalu wykazano w zrgbie ektopowej tkanki
endometrium, jednak substancje te wystgpuja takze w eutopowe;j
btonie $§luzowej macicy [14].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena catkowitego potencjatu oksydacyj-
nego ptynu otrzewnowego kobiet z endometrioza.

Materiat i metody

Badaniem objgto grupe 65 pacjentek operowanych laparo-
skopowo w I Katedrze i Klinice Ginekologii Onkologicznej i Gi-
nekologii UM w Lublinie, wtaczajac 20 pacjentek z I/II oraz 20
kobiet z III/IV stopniem endometriozy. Zaawansowanie schorze-
nia okreslano przyjmujac zrewidowane kryteria American Ferti-
lity Society [15].

Grupg referencyjng stanowilo 25 pacjentek operowanych
endoskopowo z powodu torbieli surowiczych jajnikow. Wiek
pacjentek wynosit od 19 do 40 lat. Srodoperacyjne rozpoznanie
endometriozy oraz torbieli surowiczych potwierdzone zostato
poprzez pooperacyjne badanie histopatologiczne. Zaaspirowany
z jamy Douglasa oraz zachylka pgcherzowo-macicznego ptyn
otrzewnowy wirowano z przyspieszeniem 500xg przez 10 minut.
Uzyskany supernatant przechowywano w temperaturze —75°C do
czasu analizy.

Catkowity potencjat oksydacyjny probek ptynu otrzewnowe-
g0 oceniano kolorymetrycznie przy uzyciu zestawu PerOx (TOS)
(Immundiagnostic AG, Nr kat. KC5100). Uzycie powyzszego
zestawu pozwala na oceng catkowitej zawarto$ci produktéw pe-
roksydacji lipidow w badanej tkance. Metoda ta oparta jest na
reakcji zawartych w probkach produktach lipoperoksydacji z pe-
roksydaza. Po dodaniu tetrametylobenzydyny (TMB) rozwija sig,
proporcjonalna do koncentracji badanych produktow w probee,
reakcja barwna. Jej nasilenie oceniano odczytujac absorbancjg
przy dhugosci fali 450nm.

Wyniki wyrazono w mikromolach na litr ptynu i opracowa-
no statystycznie przy pomocy programu Statistica 5 (Stat Soft
Inc.) wykorzystujac test Shapiro-Wilka do oceny rozktadu, a na-
stgpnie test Manna-Whitneya. Za graniczny poziom istotnosci
statystycznej przyjeto p=0,05.
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Catkowity potencjat oksydacyjny ptynu otrzewnowego kobiet z endometrioza.

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci tabeli (Tabela I)
oraz w formie ryciny. (Rycina 1).

Catkowity potencjat oksydacyjny w ptynie otrzewnowym
kobiet zaréwno z I/II jak i III/IV stopniem zaawansowania en-
dometriozy byt istotnie statystycznie wyzszy od odnotowanego
w grupie referencyjnej (p<0,001; p<0,001). Nie stwierdzono na-
tomiast istotnych statystycznie réznic potencjatu oksydacyjnego
plynu otrzewnowego pomigdzy pacjentkami z I/II oraz III/IV
stopniem schorzenia, jakkolwiek poziom istotnosci statystycznej
zblizony byt do znamiennego (p=0,06).

Tabela 1. Catkowity potencjat oksydacyjny (umol/l) ptynu otrzewnowego kobiet
z endometrioza oraz grupy referencyjnej).

N Mediana Minimum Maximum
Gz 25 415 148 151,11
referencyjna
Endometrioza
VIl TAFS 20 135,29 27,59 329,63
Endometrioza |, | 54575 54,74 625,26
/IV rAFS ’ ’ ’
Endometrioza
. 40 167,92 27,59 615,26
tacznie
700
600
500
400
200 : _
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100 J_ Min nieodstajacych
= i 1 75%
; = 25%
grupa referencyjna n i v @ Mediana

Rycina 1. Potencjat oksydacyjny ptynu otrzewnowego badanych kobiet.

Dyskusja

Wolne rodniki biora udziat w patogenezie wielu choréb. Na
przestrzeni ostatnich kilkunastu lat podjgto wiele prob sprecyzo-
wania roli jaka moga odgrywac¢ one w rozwoju endometriozy.
Wyniki dotychczasowych badan dotyczacych udziatu zaburzen
uktadu prooksydacyjno-antyoksydacyjnego w patogenezie scho-
rzenia roznig si¢ od siebie, jednakze rezultaty prac wigkszosci
badaczy zdaja sig¢ potwierdzac ta hipotezg [6,9,16]. Rozbieznos¢
uzyskanych wynikéw moze by¢ zwigzana z faktem, Ze jedynie
stale markery stresu oksydacyjnego, takie jak enzymy oraz sta-
bilne produkty utleniania sa wiarygodnym zrddlem informacji
o procesach wolnorodnikowych w §rodowisku PO.
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Uzyskane przez nas wyniki wykazaty zwigkszony potencjat
oksydacyjny ptynu otrzewnowego kobiet z endometrioza a przez
to potwierdzaja wyzsza aktywnos¢ procesow wolnorodnikowych
w tym Srodowisku. Zwigkszenie liczby badanych prébek pozwoli
w przyszloséci na odpowiedz na pytanie czy potencjal oksydacyj-
ny PO uzyskanego od pacjentek z bardziej zaawansowanymi sta-
diami schorzenia ro6zni si¢ od tych z minimalna i tagodna endo-
metrioza. W obecnej pracy warto$ci te byly na granicy istotnosci
statystycznej.

Wsrod zwiazkow, ktore moga by¢ odpowiedzialne za wzrost
aktywnosci procesow wolnorodnikowych w PO pacjentek z en-
dometrioza wymienia si¢ przede wszystkim jony Zzelaza. Ich
zrodlem w jamie otrzewnowej sa niewatpliwie ulegajace lizie
erytrocyty, pochodzace z wydzieliny, ktora dostata si¢ do jamy
otrzewnej podczas wstecznego miesiaczkowania, jak réwniez
krwinki czerwone uwalniane podczas cyklicznych krwawien
z implantow endometrialnych. Jony zelaza katalizuja w trakcie
reakcji Fentona syntezg jednego z najbardziej reaktywnych form
tlenu — rodnika wodorotlenowego [17]. Zrédtem zaburzenia row-
nowagi pro- i antyoksydacyjnej w plynie otrzewnowym kobiet
z endometrioza moga by¢ takze poddane apoptozie komorki
endometrium dostajace si¢ do jamy otrzewnowej oraz makrofagi
PO. Takze czynniki srodowiskowe, w tym dioksyny oraz metale
cigzkie, stanowi¢ moga potencjalne Zrodto stresu oksydacyjnego
[18].

Stres oksydacyjny w obrgbie jamy otrzewnej prowadzié
moze do lokalnej destrukcji nabtonka otrzewnej. Uszkodzone
mesotelium staje si¢ w ten sposob miejscem implantacji wszcze-
poéw endometrialnych, jak rowniez tworzenia si¢ zrostow [19].
Procesy te niewatpliwie biora udziat w progresji choroby.

Nadmierna aktywnos$¢ proceséw wolnorodnikowych prowa-
dzi¢ moze do uszkodzenia struktury bton komoérkowych plemni-
koéw z nastepcza utratg aktywnosci fruktolitycznej i oddechowej
tych komorek. Ponadto stres oksydacyjny moze byé odpowie-
dzialny za czg$¢ przedimplantacyjnych uszkodzen zarodkow [20,
21]. Dlatego tez zaburzenie rownowagi pro- i antyoksydacyjnej
srodowiska PO moze mie¢ udzial w patogenezie zaburzen ptod-
nos$ci towarzyszacych endometriozie. Z uwagi na fakt oddziaty-
wania stresu oksydacyjnego na owulacj¢ oraz syntezg progeste-
ronu przez ciatko zo6tte [22], nie mozna rowniez wykluczy¢, ze
zwigkszone nasilenie procesow wolnorodnikowych w PO moze
by¢ odpowiedzialne za czg$¢ przypadkéw nieptodnosci odnoto-
wywanej w minimalnych stadiach endometriozy.

Whnioski

Zwigkszony potencjal oksydacyjny pltynu otrzewnowego
odnotowany u kobiet z endometrioza moze bra¢ udziat
W patogenezie schorzenia.

Praca finansowana ze srodkéw na nauke w latach 2008-2011
jako projekt badawczy N N407 180834
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