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Streszczenie
Cel pracy: Czynnik martwicy guza-α (TNF-α) odgrywa kluczowà rol´ w regulowaniu szeregu procesów zachodzà-
cych w p∏ynie otrzewnowym u kobiet z endometriozà. TNF-α oddzia∏uje na komórki efektorowe za pomocà dwóch
receptorów b∏onowych: TNFR1(p55) i TNFR2(p75). Pobudzenie receptorów w zale˝noÊci od typu komórki i jej stanu
metabolicznego mo˝e uruchamiaç procesy aktywacji i proliferacji komórek lub indukowaç apoptoz´. Ekspresja
receptorów dla TNFα na komórkach immunokompetentnych u pacjentek z endometriozà nie by∏a dotychczas
przedmiotem badaƒ. Celem pracy by∏a ocena ekspresji bia∏ka tych receptorów na jednojàdrzastych komórkach
immunokompetentnych p∏ynu otrzewnowego (limfocytach T i makrofagach) u kobiet z endometriozà. 
Materia∏ i metodyka: Grup´ badanà stanowi∏y 22 pacjentki z endometriozà (I lub II stopieƒ wed∏ug rAFS)
potwierdzonà w badaniu histopatologicznym. Do grupy referencyjnej zakwalifikowano 14 kobiet operowanych z
powodu ∏agodnych niezapalnych guzów jajnika. P∏yn otrzewnowy pobierano w trakcie laparoskopii. Komórki
izolowano metodà wirowania przy u˝yciu medium. Ekspresj´ TNFR1 i TNFR2 na powierzchni komórek mierzono
metodà cytometrii przep∏ywowej u˝ywajàc monoklonalnych przeciwcia∏ CD120a, CD120b, CD3 i CD14. 
Wyniki: U kobiet z endometriozà stwierdzono istotnie wy˝szy, w porównaniu do grupy referencyjnej, odsetek
makrofagów wykazujàcych ekspresj´ TNFR1 (22,6±5,3% vs 6,8±1,8%; p=0,03), jak równie˝ i TNFR2 (29,3±2,3%
vs 8,8±1,8%; p=0,01). Nie wykazano ró˝nic w ekspresji tych receptorów na powierzchni limfocytów mi´dzy
badanymi grupami. 
Wniosek: Zwi´kszony odsetek makrofagów p∏ynu otrzewnowego wykazujàcych ekspresj´ TNFR1 i TNFR2 u kobiet
z endometriozà, sugeruje, ˝e komórki te zale˝ne sà od stymulacji TNF-α. 
Ró˝nice w dystrybucji receptorów dla TNFα na makrofagach a nie limfocytach p∏ynu otrzewnowego pacjentek z
endometriozà, mogà odgrywaç rol´ w patogenezie endometriozy.
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Wst´p

Zgodnie ze wspó∏czesnymi poglàdami u podstaw patoge-
netycznych endometriozy le˝y subkliniczny proces zapalny to-
czàcy si´ w miednicy mniejszej, wspó∏istniejàcy z zaburzonà
funkcjà komórek immunokompetentnych p∏ynu otrzewnowe-
go [1, 2, 3]. Stan taki sprzyja przetrwaniu ognisk ektopowego
endometrium w jamie otrzewnowej i rozwojowi endometriozy
[1, 2, 3]. 

Centralnà rol´ w tych procesach odgrywajà makrofagi p∏y-
nu otrzewnowego, które b´dàc êród∏em cytokin i czynników
wzrostu, odpowiedzialne sà za proliferacj ,́ adhezj´ i morfoge-
nez´ komórek, a tak˝e za tkankowe procesy reparacyjne oraz
angiogenez´ [1, 2, 3]. 

W wi´kszoÊci dotychczas opublikowanych badaƒ, w p∏y-
nie otrzewnowym u kobiet z endometriozà stwierdzano zwi´k-
szonà liczb´ oraz nasilonà aktywacj´ makrofagów przejawia-
jàcà si´ wzmo˝onà produkcjà cytokin i czynników wzrostu [4,
5, 6, 7, 8, 9]. Ponadto, obserwowano os∏abionà zdolnoÊç lim-
focytów krwi obwodowej do proliferacji i odpowiedzi cytotok-
sycznej wobec komórek i antygenów endometrium [1, 2, 3]. 

Szereg danych wskazuje, ˝e cytokinà odgrywajàcà kluczo-
wà rol´ w patogenezie endometriozy jest czynnik martwicy gu-
za-α (tumour necrosis factor-α - TNF-α) [1, 2, 3]. W p∏ynie
otrzewnowym u kobiet z endometriozà obserwowano pod-
wy˝szone st´˝enia TNF-α, a tak˝e pozytywnà korelacj´ po-
mi´dzy st´˝eniami tej cytokiny a stopniem zaawansowania
choroby [10]. Wykazano, ˝e TNF-α pobudza proliferacj´ ko-
mórek ektopowego endometrium [11, 12], wzmaga wydzielanie
innych cytokin [13], a tak˝e zwi´ksza adhezj´ komórek ekto-
powego endometrium do otrzewnej [14, 15] oraz indukowanà
przez p∏yn otrzewnowy angiogenez´ [16]. Ponadto, zastosowa-
nie rekombinowanego bia∏ka wià˝àcego TNF-α hamuje roz-
wój eksperymentalnej endometriozy u szczurów [17].

TNF-α oddzia∏uje na komórki docelowe poprzez recepto-
ry b∏onowe: typu 1 (TNFR1) o masie czàsteczkowej 55kD
oraz typu 2 (TNFR2) o masie czàsteczkowej 75kD [1, 2, 3]. 

U kobiet z endometriozà obserwowano podwy˝szone st´-
˝enia rozpuszczalnych form obu receptorów w p∏ynie otrzew-
nowym [18], jak równie˝ ni˝szà ekspresj´ TNFR2 w endome-
trium [19]. 

Dotychczas nie przeprowadzono badaƒ dotyczàcych eks-
presji receptorów dla TNF-α na komórkach immunokompe-
tentmych p∏ynu otrzewnowego u kobiet z endometriozà.

Cel pracy
Celem pracy by∏a ocena ekspresji bia∏ka receptorów dla

TNF-α na b∏onach komórkowych makrofagów oraz limfocy-
tów p∏ynu otrzewnowego u kobiet z minimalnà i lekkà endo-
metriozà (stopieƒ I i II wg rAFS). 

Materia∏ i metodyka
Materia∏ badany pochodzi∏ od pacjentek operowanych

z powodu endometriozy w II Katedrze i Klinice Ginekologii
Akademii Medycznej w Lublinie. Ze wzgl´du na zakaz stery-
lizacji ludzi w Polsce materia∏ kontrolny pobrano od kobiet
operowanych z powodu ∏agodnych niezapalnych guzów jajni-
ka. 

Do badania w∏àczono pacjentki regularnie miesiàczkujà-
ce, z cyklami menstruacyjnymi trwajàcymi od 25 do 34 dni.
˚adna z pacjentek nie przyjmowa∏a leków hormonalnych
przynajmniej przez okres 3 miesi´cy przed zabiegiem, jak rów-
nie˝ nie stosowa∏a wk∏adki antykoncepcyjnej. 

Wszystkie kobiety operowane by∏y mi´dzy 7 a 9 dniem cy-
klu. Stopieƒ zaawansowania endometriozy oceniono zgodnie
z terminologià ustalonà przez ACOG (American College of
Obstetricians and Gynecologists) – rAFS. P∏yn otrzewnowy
(PO) pobierany by∏ podczas laparoskopii. Po wprowadzeniu
teleskopu oraz dodatkowych trokarów do jamy brzusznej, pod
kontrolà wzroku, aspirowano p∏yn otrzewnowy z jamy Do-
uglasa oraz zachy∏ka p´cherzowo-macicznego i przenoszono
do sterylnych heparynizowanych probówek (Greiner bio-one,
Austria). W ka˝dym przypadku starano si´ zaaspirowaç ca∏à
widocznà iloÊç p∏ynu otrzewnowego. 
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Abstract
Objectives: Tumor necrosis factor-α (TNF-α) plays a key role in the processes underlying the development of pelvic
endometriosis. TNF-α acts on target cells via two receptors: TNFR1(p55) and TNFR2(p75). Depending on cell type
and its activation state, ligand binding to TNF-α may induce activation and proliferation of the cells or promote
apoptosis. The aim of our study has been to evaluate the expression of TNFR1 and TNFR2 on peritoneal fluid
macrophages and T lymphocytes derived from women with endometriosis. 
Material and methods: The study group consisted of 22 patients with endometriosis (stage I and II rAFS). 14
patients with benign, non-inflammatory ovarian tumors composed the reference group. Mononuclear cells have
been isolated from peritoneal fluid, obtained during laparoscopy. The expression of TNFR1 and TNFR2 proteins has
been evaluated by means of flow cytometry, using monoclonal antibodies against CD120a, CD120b, CD3 and
CD14. 
Results: The percentage of peritoneal fluid macrophages revealing the expression of TNFR1 and TNFR2 proteins has
been higher in patients with endometriosis, in comparison with control group (22.6±5.3% vs. 6.8±1,8%; p=0.03
and 29.3±2.3% vs. 8.8±1.8%; p=0.01, respectively). The percentage of T lymphocytes with the expression of TNFR1
and TNFR2 has been similar in endometriosis and control group. 
Conclusion: Higher percentage of peritoneal fluid macrophages expressing TNFR1 and TNFR2 proteins in
endometriosis suggests dependence of these cells on TNF-α stimulation. Changes in TNF receptors distribution on
PF macrophages, but not lymphocyte, may play its role in the pathogenesis of endometriosis.

Key words: endometriosis / tumor necrosis factor-alpha, peritoneal fluid / association /



Od procedury odst´powano w przypadkach optycznie
stwierdzonej kontaminacji p∏ynu otrzewnowego Êwie˝à krwià
b´dàcà nast´pstwem uszkodzenia naczyƒ krwionoÊnych
w trakcie wprowadzania trokarów do jamy brzusznej. W ka˝-
dym przypadku odnotowywano obj´toÊç pobieranego p∏ynu
otrzewnowego.

Do grupy badanej zakwalifikowa∏y si´ 22 pacjentki z en-
dometriozà (I lub II stopieƒ wg rAFS) potwierdzonà w bada-
niu histopatologicznym. Do grupy referencyjnej zakwalifiko-
wano 14 kobiet. 

Projekt badania zosta∏ zaakceptowany przez Komisj´ Bio-
etycznà przy Akademii Medycznej w Lublinie. Przed w∏àcze-
niem do badania wszystkie pacjentki podpisa∏y formularz
Âwiadomej Zgody na udzia∏ w badaniu. 

Mononukleary PO izolowano metodà wirowania na gra-
diencie g´stoÊci, w czasie nie d∏u˝szym ni˝ 10min. od pobra-
nia, w sterylnych probówkach sto˝kowych firmy Corning

(Nunc, USA), przy u˝yciu komercyjnie dost´pnego p∏ynu do
izolacji Lymphoprep (Fresenius Kabi Norge AS, Nowary). 
Ca∏à obj´toÊç p∏ynu otrzewnowego wstrzàsano (celem mobili-
zacji osiad∏ych na Êciankach probówki komórek) i nanoszono
na wy˝ej wymieniony p∏yn do izolacji. Obj´toÊç u˝ytego p∏ynu
do izolacji odnoszono do iloÊci PO, zachowujàc proporcje 3:5.
Nast´pnie tak przygotowane próbki wirowano w temp. 4°C
z przyspieszeniem 600xg przez 30 minut. 

Wyizolowane komórki jednojàdrzaste tworzy∏y widoczny
pierÊcieƒ na granicy faz, który aspirowano i przenoszono do
sterylnych probówek typu Eppendorf. 

Tak przygotowane komórki p∏ukano roztworem PBS
(Phosphate Saline Buffer, Biomed, Lublin) i wirowano z przy-
spieszeniem 300xg przez 5min w temp 4°C. P∏ukanie powta-
rzano dwukrotnie. 

Wyizolowane komórki zawieszano w roztworze PBS za-
wierajàcym 2% FCS (Fetal Calf Serum, GibcoBRL, UK).
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Ekspresja receptorów dla czynnika martwicy ...

Rycina 1. Odsetek makrofagów p∏ynu otrzewnowego wykazujàcych
ekspresj´ bia∏ka receptora dla TNF-α typu 1 (TNFR1). 

Rycina 3. Odsetek limfocytów T p∏ynu otrzewnowego wykazujàcych
ekspresj´ bia∏ka receptora dla TNF-α typu 1 (TNFR1). 

Rycina 2. Odsetek makrofagów p∏ynu otrzewnowego wykazujàcych
ekspresj´ bia∏ka receptora dla TNF-α typu 2 (TNFR2). 

Rycina 4. Odsetek limfocytów T p∏ynu otrzewnowego wykazujàcych
ekspresj´ bia∏ka receptora dla TNF-α typu 2 (TNFR2). 



IloÊç krwinek bia∏ych zawartych w 1mm3 PO liczono przy
u˝yciu siatki Thoma (Zeiss) przygotowujàc 20-krotne rozcieƒ-
czenie PO w probówkach polietylenowych typu Eppendorf. 
Do 25µl uprzednio wstrzàsanego p∏ynu otrzewnowego doda-
wano 475µl hemolizujàcego p∏ynu Turka o sk∏adzie: lodowaty
kwas octowy 10ml, 14% wodny roztwór fioletu goryczkowego
10ml, woda destylowana 1000ml. KoniecznoÊç hemolizy po-
dyktowana jest powszechnà obecnoÊcià w PO erytrocytów,
które utrudniajà liczenie leukocytów. 

Po dok∏adnym wymieszaniu roztworu (vortex 15sek.) p∏yn
otrzewnowy umieszczano w komorze Thoma i liczono obecne
w nim komórki. IloÊç wyizolowanych krwinek bia∏ych oblicza-
no pos∏ugujàc si´ nast´pujàcym wzorem:

x = a x 4000 x c/b
gdzie:
x – liczba krwinek w 1mm3 badanego PO
a – odczytana liczba krwinek na powierzchni siatek
b – liczba ma∏ych kwadratów, na których obliczano 

krwinki (dla siatki Thoma b=400)
c – u˝yte rozcieƒczenie PO

Antygeny powierzchniowe komórek jednojàdrzastych PO
(TNFR1 i TNFR2) oceniane by∏y na Êwie˝ych komórkach
bezpoÊrednio po ich wyizolowaniu metodà podwójnej immu-
nofluorescencji, przy u˝yciu kombinacji monoklonalnych
przeciwcia∏ skoniugowanych z fikocyjaninà (FITC) oraz fiko-
erytrynà (PE). 

Do analizy u˝yto przeciwcia∏a monoklonalne (Becton
Dickinson) w nast´pujàcej kombinacji:

1. kontrola negatywna – anty-IgG1 (FITC) oraz anty-
IgG2a (PE),

2. anty-CD120a (FITC) oraz anty-CD120b (PE) – prze-
ciwcia∏o anty-CD120a znakujàce TNFR1 oraz prze-
ciwcia∏o anty-CD120b znakujàce TNFR2,

3. anty-CD3 (FITC) oraz anty-CD14 (PE) – przeciwcia∏o
anty-CD3, znakujàce wszystkie limfocyty T oraz prze-
ciwcia∏o anty-CD14, znakujàce monocyty/makrofagi.

Do oznakowanych probówek dodawano 0,5 x 106 – 1.0
x 106 wyizolowanych komórek z PO, zawartych w obj´toÊci
100µl, nast´pnie 20µl wy˝ej wymienionych przeciwcia∏ mono-
klonalnych, po czym zawartoÊç mieszano i inkubowano przez
30 min. w ciemnoÊci w temp. 4°C. Po zwirowaniu komórki by-
∏y p∏ukane dwukrotnie poprzez dodanie  ml zimnego roztwo-
ru PBS (Phosphate Saline Buffer, Biomed, Lublin) zawierajà-
cego 1% azydek sodu i 1% FCS a nast´pnie znów wirowane
z przyspieszeniem 400 x g przez 10min. Supernatant odlewa-
no a komórki zawieszano w 200µl PBS. 

Ekspresj´ receptorów TNFR1 i TNFR2 oceniano w cyto-
metrze przep∏ywowym (Ortho Diagnostic System), wyposa˝o-
nym w laser argonowy. W ka˝dym przypadku analizowano
10000 komórek przy u˝yciu programu komputerowego Immu-
nocount II (Ortho Diagnostic Systems). Wyniki przedstawio-
no jako procent komórek znakujàcych si´ pozytywnie. 

Analiz´ statystycznà przeprowadzono przy u˝yciu progra-
mu Statistica wersja 6.0. Przy porównywaniu grup zastosowa-
no test Mann’a-Whitney’a. 

WartoÊç p<0,05 uznano za istotnà. 

Wyniki badaƒ

Liczba komórek jednojàdrzastych (makrofagów i limfocy-
tów) by∏a istotnie statystycznie wy˝sza w p∏ynie otrzewnowym
uzyskanym od pacjentek z endometriozà w porównaniu do
grupy kontrolnej (6,12±0,69 wobec 3,56±1,81 x 106/ml;
p<0,05). Odsetek makrofagów wykazujàcych ekspresj´ bia∏ka
TNFR1 by∏ trzykrotnie wy˝szy w przypadku endometriozy
w porównaniu do grupy kontrolnej. (Rycina 1). 

Podobnie ekspresj´ bia∏ka TNFR2 na b∏onach komórko-
wych makrofagów znaczàco cz´Êciej obserwowano w endome-
triozie. (Rycina 2). 

Nie stwierdzono natomiast istotnych statystycznie ró˝nic
w ekspresji tych receptorów na powierzchni limfocytów T p∏y-
nu otrzewnowego mi´dzy badanymi grupami. (Rycina 3 i 4). 

Dyskusja
TNF-α oddzia∏uje na komórki docelowe poprzez recepto-

ry b∏onowe – TNFR1 i TNFR2, które podlegajà koekspresji
w niemal wszystkich komórkach organizmu [1, 2, 3]. 

Tartaglia i wsp. [20] wykazali, ˝e TNFR1 i TNFR2 wyko-
rzystujà ró˝ne Êcie˝ki przekazywania sygna∏u wewnàtrz ko-
mórki, rekrutujàc inne bia∏ka cytoplazmatyczne (tzw. bia∏ka
adaptorowe). Istniejà dwie podstawowe grupy bia∏ek adapto-
rowych dla receptora TNF-α: TRAF (TNF – receptor-asso-
ciated factors) oraz DD (death domain molecules). Selekcja
bia∏ek adaptorowych uzale˝niona jest od obecnoÊci na cyto-
plazmatycznej cz´Êci receptora wià˝àcych je domen [21].
TNFR1 zawiera domen´ Êmierci (death domain – DD), po-
przez którà indukuje apoptoz ,́ ale równie˝ wywiera dzia∏anie
prozapalne, aktywujàc czynnik transkrypcyjny NF-κB [22].
Pobudzenie TNFR1 mo˝e mieç dzia∏anie proapoptotyczne
lub antyapoptotyczne, w zale˝noÊci, które z bia∏ek sygna∏o-
wych, takich jak TRAF2, TRADD (TNFR associated DD)
i FADD (Fas-associated DD), wià˝e si´ z receptorem [21, 23]. 

Z drugiej strony pobudzenie TNFR2 powoduje przede
wszystkim aktywacj´ NF-κB, a w konsekwencji dzia∏anie an-
tyapoptotyczne i prozapalne [20, 21, 23]. Jednak˝e wykazano,
˝e w niektórych sytuacjach TNFR2 wzmacnia proapopto-
tyczne dzia∏anie TNFR1 [21, 23]. Wydaje si´ wi´c, ˝e rodzaj
efektu wywieranego przez TNF-α nie zale˝y wy∏àcznie od dys-
trybucji receptorów, ale w du˝ej mierze od typu komórki do-
celowej oraz jej stanu metabolicznego. 

Przeprowadzone przez nas badania wykaza∏y zwi´kszonà
ekspresj´ bia∏ka obu receptorów dla TNF-α na powierzchni
makrofagów p∏ynu otrzewnowego u kobiet z endometriozà.
Zwa˝ywszy na ró˝norodnoÊç efektów b´dàcych skutkiem po-
budzenia tych receptorów trudno jest jednoznacznie interpre-
towaç powy˝sze wyniki. 

Makrofagi pe∏nià kluczowà rol´ w procesie zapalnym obej-
mujàcym miednic´ mniejszà  u kobiet z endmetrozà [1, 2, 3].
Sà równie˝ g∏ównym êród∏em TNF-α wydzielanego do p∏ynu
otrzewnowego [24]. ObecnoÊç w p∏ynie otrzewnowym zwi´k-
szonego odsetka makrofagów wykazujàcych ekspresj´ recep-
torów mo˝e odzwierciedlaç stan aktywacji tych komórek. Bio-
ràc jednak pod uwag´ plejotropizm TNF-α, efekty wywierane
przez t´ cytokin´ na makrofagi p∏ynu otrzewnowego mogà
byç ró˝norodne. Hipotetycznie, w zale˝noÊci od stanu metabo-
licznego poszczególnych komórek, pobudzenie receptorów dla
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TNF-α mo˝e indukowaç proliferacj´ czy aktywacj´ makrofa-
gów, lub te˝ uruchamiaç procesy apoptozy. Umo˝liwi∏oby to
autoregulacj´ procesu zapalnego, jak równie˝ usuwanie komó-
rek, które przesta∏y ju˝ spe∏niaç swoje funkcje. Za∏o˝yç mo˝na
istnienie analogicznej sytuacji do obserwowanej w przypadku
oddzia∏ywania TNF-α na limfocyty typu T. 

Wykazano, ˝e w limfocytach T b´dàcych w spoczynku lub
w poczàtkowych etapach aktywacji TNF-α dzia∏ajàc przez
TNFR2 pobudza proliferacj ,́ podczas gdy w komórkach b´-
dàcych w póênej fazie aktywacji indukuje apoptoz´ przy
udziale tego samego typu receptora [23]. 

Jak ju˝ wspomniano, w p∏ynie otrzewnowym u kobiet z en-
dometriozà stwierdzono zwi´kszone st´˝enia rozpuszczalnych
form TNFR1 i TNFR2, które powstajà w wyniku enzyma-
tycznego oddzielenia zewnàtrzkomórkowych fragmentów re-
ceptorów od b∏on komórkowych [18]. Formy rozpuszczalne
tworzà kompleksy z TNF-α blokujàc jego ∏àczenie si´ z ko-
mórkami docelowymi, co stanowi  jeden z mechanizmów re-
gulujàcych dzia∏anie tej cytokiny [25]. 

Nasze obserwacje pozwalajà przypuszczaç, ˝e zwi´kszone
st´˝enia receptorów dla TNF-α w p∏ynie otrzewnowym u ko-
biet z endometriozà mogà byç konsekwencjà zwi´kszonej syn-
tezy tych receptorów przez makrofagi. 

Nie stwierdziliÊmy aby w endometriozie dochodzi∏o do
zmiany w nasileniu ekspresji bia∏ka receptorów dla TNF-α na
powierzchni limfocytów T p∏ynu otrzewnowego. Chocia˝, jak
wspomniano, pewne dane wskazujà na istnienie dysfunkcji
limfocytów T u kobiet z endometriozà, to rola tych komórek
w procesach zachodzàcych w p∏ynie otrzewnowym nie jest do-
k∏adnie ustalona [1, 2, 3]. Obserwowana przez nas obecnoÊç
receptorów dla TNF-α jedynie w oko∏o 4-5% limfocytów typu
T pozwala przypuszczaç, ˝e komórki te w p∏ynie otrzewno-
wym zarówno w przypadku endometriozy jak i w stanie pra-
wid∏owym w niewielkim stopniu podlegajà regulacji przez
TNF-α. 

Podsumowujàc, zwi´kszony odsetek makrofagów p∏ynu
otrzewnowego wykazujàcych ekspresj´ TNFR1 i TNFR2
u kobiet z endometriozà sugeruje, ˝e komórki te zale˝ne sà od
stymulacji TNF-α. 

Wnioski
1. Jednojàdrzaste komórki immunokompetentne p∏ynu

otrzewnowego wykazuj´ ekspresj´ obu typów receptora dla
TNF-α. 

2. U kobiet z endometriozà wzrasta odsetek makrofagów p∏y-
nu otrzewnowego wykazujàcych ekspresj´ receptorów dla
TNF-α. 

3. Odsetek limfocytów T p∏ynu otrzewnowego wykazujàcych
ekspresj´ receptorów dla TNF-α nie zmienia si´ w przebie-
gu endometriozy. 

4. P∏yn otrzewnowy kobiet chorujàcych na endometrioz´ za-
wiera wi´kszà liczb´ jednojàdrzastych komórek immuno-
kompetentmych w porównaniu do stanu prawid∏owego. 
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Ekspresja receptorów dla czynnika martwicy ...
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