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Streszczenie

Cel pracy: Czynnik martwicy guza-a (TNF-a) odgrywa kluczowa role w requlowaniu szeregu procesow zachodza-
cych w plynie otrzewnowym u kobiet z endometrioza. TNF-a oddziatuje na komorki efektorowe za pomoca dwdch
receptorow bfonowych: TNFR1(p55) i TNFR2(p75). Pobudzenie receptorow w zaleznosci od typu komorki i jej stanu
metabolicznego moze uruchamia¢ procesy aktywadgji i proliferacji komdrek lub indukowac apoptoze. Ekspresja
receptoréw dla TNFa na komdrkach immunokompetentnych u pacjentek z endometrioza nie byfa dotychczas
przedmiotem badan. Celem pracy byta ocena ekspresji biatka tych receptordw na jednojadrzastych komaorkach
immunokompetentnych plynu otrzewnowego (limfocytach T i makrofagach) u kobiet z endometrioza.

Materiat i metodyka: Grupe badana stanowity 22 pacjentki z endometrioza (I lub Il stopiers wedfug rAFS)
potwierdzona w badaniu histopatologicznym. Do grupy referencyjnej zakwalifikowano 14 kobiet operowanych z
powodu fagodnych niezapalnych guzdw jajnika. Plyn otrzewnowy pobierano w trakcie laparoskopii. Komdrki
izolowano metoda wirowania przy uzyciu medium. Ekspresje TNFR1 i TNFR2 na powierzchni komdrek mierzono
metoda cytometrii przeptywowej uzywajac monoklonalnych przeciwciat CD120a, CD120b, CD3 i CD14.

Wyniki: U kobiet z endometrioza stwierdzono istotnie wyzszy, w poréwnaniu do grupy referencyjnej, odsetek
makrofagéw wykazujacych ekspresje TNFR1 (22,6+5,3% vs 6,8+1,8%, p=0,03), jak rdwniez i TNFR2 (29,3+2,3%
vs 8,8+1,8%, p=0,01). Nie wykazano réznic w ekspresji tych receptorow na powierzchni limfocytéw miedzy
badanymi grupami.

Whiosek: Zwiekszony odsetek makrofagdw plynu otrzewnowego wykazujacych ekspresje TNFR1 i TNFR2 u kobiet
z endometrioza, sugeruje, ze komorki te zalezne sa od stymulagji TNF-a.

Réznice w dystrybucji receptoréw dla TNFa na makrofagach a nie limfocytach pfynu otrzewnowego pacjentek z
endometrioza, moga odgrywac role w patogenezie endometriozy.
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Abstract

Objectives: Tumor necrosis factor-a (TNF-a) plays a key role in the processes underlying the development of pelvic
endometriosis. TNF-a acts on target cells via two receptors: TNFR1(p55) and TNFR2(p75). Depending on cell type
and its activation state, ligand binding to TNF-a 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 | and Il 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 TNFRT 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-a stimulation. Changes in TNF receptors distribution on
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PF macrophages, but not lymphocyte, may play its role in the pathogenesis of endometriosis.

Key words: endometriosis / tumor necrosis factor-alpha, peritoneal fluid / association /
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Zgodnie ze wspodiczesnymi pogladami u podstaw patoge-
netycznych endometriozy lezy subkliniczny proces zapalny to-
czacy si¢ w miednicy mniejszej, wspolistniejacy z zaburzona
funkcja komoérek immunokompetentnych ptynu otrzewnowe-
go [1, 2, 3]. Stan taki sprzyja przetrwaniu ognisk ektopowego
endometrium w jamie otrzewnowej i rozwojowi endometriozy
[1,2,3].

Centralna role w tych procesach odgrywaja makrofagi pty-
nu otrzewnowego, ktore bedac zrdédlem cytokin i czynnikow
wzrostu, odpowiedzialne sq za proliferacje, adhezje i morfoge-
nezg¢ komorek, a takze za tkankowe procesy reparacyjne oraz
angiogeneze [1, 2, 3].

W wigkszosci dotychczas opublikowanych badan, w pty-
nie otrzewnowym u kobiet z endometrioza stwierdzano zwigk-
szong liczbg oraz nasilong aktywacje makrofagow przejawia-
jaca sie wzmozona produkcja cytokin i czynnikow wzrostu [4,
5,6, 7,8, 9]. Ponadto, obserwowano ostabiona zdolnos¢ lim-
focytow krwi obwodowej do proliferacji i odpowiedzi cytotok-
sycznej wobec komorek i antygenow endometrium [1, 2, 3].

Szereg danych wskazuje, ze cytokina odgrywajaca kluczo-
wa role w patogenezie endometriozy jest czynnik martwicy gu-
za-a (tumour necrosis factor-a - TNF-a) [1, 2, 3]. W plynie
otrzewnowym u kobiet z endometrioza obserwowano pod-
wyzszone stezenia TNF-a, a takze pozytywna korelacje po-
miedzy stezeniami tej cytokiny a stopniem zaawansowania
choroby [10]. Wykazano, ze TNF-a pobudza proliferacje¢ ko-
morek ektopowego endometrium [11, 12], wzmaga wydzielanie
innych cytokin [13], a takze zwigksza adhezje komorek ekto-
powego endometrium do otrzewnej [14, 15] oraz indukowana
przez plyn otrzewnowy angiogeneze [16]. Ponadto, zastosowa-
nie rekombinowanego biatka wiazacego TNF-a hamuje roz-
woj eksperymentalnej endometriozy u szczurow [17].

TNF-a oddziatuje na komorki docelowe poprzez recepto-
ry blonowe: typu 1 (TNFRI1) o masie czasteczkowej 55kD
oraz typu 2 (TNFR2) o masie czasteczkowej 75kD [1, 2, 3].
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U kobiet z endometrioza obserwowano podwyzszone ste-
zenia rozpuszczalnych form obu receptoréow w plynie otrzew-
nowym [18], jak réwniez nizsza ekspresj¢ TNFR2 w endome-
trium [19].

Dotychczas nie przeprowadzono badan dotyczacych eks-
presji receptorow dla TNF-a na komdrkach immunokompe-
tentmych ptynu otrzewnowego u kobiet z endometrioza.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena ekspresji bialka receptoréow dla
TNF-a na bfonach komérkowych makrofagéw oraz limfocy-
téw plynu otrzewnowego u kobiet z minimalna i lekka endo-
metrioza (stopien I i IT wg rAFS).

Materiat i metodyka

Material badany pochodzit od pacjentek operowanych
z powodu endometriozy w Il Katedrze 1 Klinice Ginekologii
Akademii Medycznej w Lublinie. Ze wzgledu na zakaz stery-
lizacji ludzi w Polsce materiat kontrolny pobrano od kobiet
operowanych z powodu tagodnych niezapalnych guzow jajni-
ka.

Do badania wtaczono pacjentki regularnie miesiaczkuja-
ce, z cyklami menstruacyjnymi trwajacymi od 25 do 34 dni.
Zadna z pacjentek nie przyjmowala lekéw hormonalnych
przynajmniej przez okres 3 miesigcy przed zabiegiem, jak row-
niez nie stosowala wktadki antykoncepcyjne;.

Wszystkie kobiety operowane byty migdzy 7 a 9 dniem cy-
klu. Stopien zaawansowania endometriozy oceniono zgodnie
z terminologia ustalona przez ACOG (American College of
Obstetricians and Gynecologists) — tAFS. Plyn otrzewnowy
(PO) pobierany byt podczas laparoskopii. Po wprowadzeniu
teleskopu oraz dodatkowych trokaréow do jamy brzusznej, pod
kontrola wzroku, aspirowano plyn otrzewnowy z jamy Do-
uglasa oraz zachytka pecherzowo-macicznego i przenoszono
do sterylnych heparynizowanych probéwek (Greiner bio-one,
Austria). W kazdym przypadku starano si¢ zaaspirowaé cata
widoczna ilos¢ ptynu otrzewnowego.
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Rycina 1. Odsetek makrofagéw ptynu otrzewnowego wykazujacych
ekspresje biatka receptora dla TNF-a typu 1 (TNFR1).

Rycina 2. Odsetek makrofagéw ptynu otrzewnowego wykazujacych
ekspresje biatka receptora dla TNF-a typu 2 (TNFR2).
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Rycina 3. Odsetek limfocytéw T ptynu otrzewnowego wykazujacych
ekspresje biatka receptora dla TNF-a typu 1 (TNFR1).

Rycina 4. Odsetek limfocytéw T ptynu otrzewnowego wykazujacych
ekspresje biatka receptora dla TNF-a typu 2 (TNFR2).

Od procedury odstgpowano w przypadkach optycznie
stwierdzonej kontaminacji ptynu otrzewnowego $wiezg krwia
bedaca nastgpstwem uszkodzenia naczyn krwionosnych
w trakcie wprowadzania trokaréw do jamy brzusznej. W kaz-
dym przypadku odnotowywano objetos¢ pobieranego ptynu
otrzewnowego.

Do grupy badanej zakwalifikowaly si¢ 22 pacjentki z en-
dometrioza (I Iub II stopien wg rAFS) potwierdzona w bada-
niu histopatologicznym. Do grupy referencyjnej zakwalifiko-
wano 14 kobiet.

Projekt badania zostal zaakceptowany przez Komisje Bio-
etyczna przy Akademii Medycznej w Lublinie. Przed wiacze-
niem do badania wszystkie pacjentki podpisaly formularz
Swiadomej Zgody na udzial w badaniu.

Mononukleary PO izolowano metoda wirowania na gra-
diencie gestosci, w czasie nie dtuzszym niz 10min. od pobra-
nia, w sterylnych probowkach stozkowych firmy Corning

© 2008 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

(Nunc, USA), przy uzyciu komercyjnie dostgpnego ptynu do
izolacji Lymphoprep (Fresenius Kabi Norge AS, Nowary).
Calq objetos¢ ptynu otrzewnowego wstrzasano (celem mobili-
zacji osiadlych na $ciankach probéwki komodrek) i nanoszono
na wyzej wymieniony plyn do izolacji. Objetos¢ uzytego ptynu
do izolacji odnoszono do ilosci PO, zachowujac proporcje 3:5.
Nastepnie tak przygotowane probki wirowano w temp. 4°C
z przyspieszeniem 600xg przez 30 minut.

Wyizolowane komorki jednojadrzaste tworzyly widoczny
pierscien na granicy faz, ktory aspirowano i przenoszono do
sterylnych probéwek typu Eppendorf.

Tak przygotowane komorki ptukano roztworem PBS
(Phosphate Saline Buffer, Biomed, Lublin) i wirowano z przy-
spieszeniem 300xg przez Smin w temp 4°C. Plukanie powta-
rzano dwukrotnie.

Wyizolowane komorki zawieszano w roztworze PBS za-
wierajacym 2% FCS (Fetal Calf Serum, GibcoBRL, UK).
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Tlos¢ krwinek bialych zawartych w lmm’® PO liczono przy
uzyciu siatki Thoma (Zeiss) przygotowujac 20-krotne rozcien-
czenie PO w probowkach polietylenowych typu Eppendorf.
Do 25pul uprzednio wstrzgsanego ptynu otrzewnowego doda-
wano 475ul hemolizujacego ptynu Turka o sktadzie: lodowaty
kwas octowy 10ml, 14% wodny roztwor fioletu goryczkowego
10ml, woda destylowana 1000ml. Koniecznos¢ hemolizy po-
dyktowana jest powszechna obecnoscia w PO erytrocytow,
ktdre utrudniajq liczenie leukocytdw.

Po doktadnym wymieszaniu roztworu (vortex 15sek.) ptyn
otrzewnowy umieszczano w komorze Thoma i liczono obecne
w nim komorki. Ilo$¢ wyizolowanych krwinek biatych oblicza-
no postugujac si¢ nastgpujacym wzorem:

x = a x 4000 x ¢/b
gdzie:
x — liczba krwinek w Imm3 badanego PO
a — odczytana liczba krwinek na powierzchni siatek
b — liczba matych kwadratéw, na ktérych obliczano
krwinki (dla siatki Thoma b=400)
¢ — uzyte rozcienczenie PO

Antygeny powierzchniowe komorek jednojadrzastych PO
(TNFR1 i TNFR2) oceniane byly na swiezych komdrkach
bezposrednio po ich wyizolowaniu metoda podwojnej immu-
nofluorescencji, przy uzyciu kombinacji monoklonalnych
przeciwciat skoniugowanych z fikocyjaning (FITC) oraz fiko-
erytryna (PE).

Do analizy uzyto przeciwciala monoklonalne (Becton
Dickinson) w nastgpujacej kombinacji:

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

2. anty-CD120a (FITC) oraz anty-CD120b (PE) — prze-
ciwciato anty-CD120a znakujace TNFR1 oraz prze-
ciwciato anty-CD120b znakujace TNFR2,

3. anty-CD3 (FITC) oraz anty-CD14 (PE) — przeciwciato
anty-CD3, znakujace wszystkie limfocyty T oraz prze-
ciwciato anty-CD14, znakujace monocyty/makrofagi.

Do oznakowanych probowek dodawano 0,5 x 10° — 1.0
x 10° wyizolowanych komorek z PO, zawartych w objgtosci
100pl, nastepnie 20ul wyzej wymienionych przeciwcial mono-
klonalnych, po czym zawarto$¢ mieszano i inkubowano przez
30 min. w ciemnosci w temp. 4°C. Po zwirowaniu komorki by-
1y ptukane dwukrotnie poprzez dodanie ml zimnego roztwo-
ru PBS (Phosphate Saline Buffer, Biomed, Lublin) zawieraja-
cego 1% azydek sodu i 1% FCS a nast¢gpnie znow wirowane
z przyspieszeniem 400 x g przez 10min. Supernatant odlewa-
no a komorki zawieszano w 200ul PBS.

Ekspresje receptorow TNFR1 i TNFR2 oceniano w cyto-
metrze przeptywowym (Ortho Diagnostic System), wyposazo-
nym w laser argonowy. W kazdym przypadku analizowano
10000 komorek przy uzyciu programu komputerowego Immu-
nocount IT (Ortho Diagnostic Systems). Wyniki przedstawio-
no jako procent komorek znakujacych si¢ pozytywnie.

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu progra-
mu Statistica wersja 6.0. Przy poréwnywaniu grup zastosowa-
no test Mann’a-Whitney’a.

Wartos¢ p<0,05 uznano za istotna.
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Wyniki badan

Liczba komorek jednojadrzastych (makrofagdw i limfocy-
téw) byla istotnie statystycznie wyzsza w plynie otrzewnowym
uzyskanym od pacjentek z endometrioza w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (6,12£0,69 wobec 3,56x1,81 x 10%ml;
p<0,05). Odsetek makrofagdw wykazujacych ekspresje biatka
TNFRI1 byt trzykrotnie wyzszy w przypadku endometriozy
w pordéwnaniu do grupy kontrolnej. (Rycina 1).

Podobnie ekspresje biatka TNFR2 na btonach komdrko-
wych makrofagdw znaczaco czgsciej obserwowano w endome-
triozie. (Rycina 2).

Nie stwierdzono natomiast istotnych statystycznie réznic
w ekspresji tych receptoréw na powierzchni limfocytow T pty-
nu otrzewnowego migedzy badanymi grupami. (Rycina 3 i 4).

Dyskusja

TNF-a oddziatuje na komorki docelowe poprzez recepto-
ry btonowe — TNFR1 i TNFR2, ktore podlegaja koekspresji
w niemal wszystkich komdrkach organizmu [1, 2, 3].

Tartaglia 1 wsp. [20] wykazali, ze TNFR1 i TNFR2 wyko-
rzystuja rozne Sciezki przekazywania sygnatu wewnatrz ko-
morki, rekrutujac inne biatka cytoplazmatyczne (tzw. biatka
adaptorowe). Istnieja dwie podstawowe grupy bialek adapto-
rowych dla receptora TNF-a: TRAF (TNF — receptor-asso-
ciated factors) oraz DD (death domain molecules). Selekcja
biatek adaptorowych uzalezniona jest od obecnosci na cyto-
plazmatycznej czesci receptora wiazacych je domen [21].
TNFRI1 zawiera domeng $mierci (death domain — DD), po-
przez ktdra indukuje apoptoze, ale rowniez wywiera dzialanie
prozapalne, aktywujac czynnik transkrypcyjny NF-kB [22].
Pobudzenie TNFR1 moze mie¢ dzialanie proapoptotyczne
lub antyapoptotyczne, w zaleznosci, ktore z biafek sygnato-
wych, takich jak TRAF2, TRADD (TNFR associated DD)
1 FADD ( Fas-associated DD ), wiaze si¢ z receptorem [21, 23].

Z drugiej strony pobudzenie TNFR2 powoduje przede
wszystkim aktywacje NF-kB, a w konsekwencji dziatanie an-
tyapoptotyczne i prozapalne [20, 21, 23]. Jednakze wykazano,
ze w niektérych sytuacjach TNFR2 wzmacnia proapopto-
tyczne dziatanie TNFRI1 [21, 23]. Wydaje si¢ wigc, ze rodzaj
efektu wywieranego przez TNF-a nie zalezy wytacznie od dys-
trybucji receptoréw, ale w duzej mierze od typu komorki do-
celowej oraz jej stanu metabolicznego.

Przeprowadzone przez nas badania wykazaly zwigkszona
ekspresje biatka obu receptorow dla TNF-a na powierzchni
makrofagéw plynu otrzewnowego u kobiet z endometrioza.
Zwazywszy na réznorodnos¢ efektow bedacych skutkiem po-
budzenia tych receptoréw trudno jest jednoznacznie interpre-
towac powyzsze wyniki.

Makrofagi pelnig kluczowa role w procesie zapalnym obej-
mujacym miednicg mniejsza u kobiet z endmetroza [1, 2, 3].
Sa réwniez gtéwnym zrédlem TNF-a wydzielanego do ptynu
otrzewnowego [24]. Obecnos¢ w plynie otrzewnowym zwiek-
szonego odsetka makrofagdw wykazujacych ekspresje recep-
toréw moze odzwierciedla¢ stan aktywacji tych komoérek. Bio-
rac jednak pod uwage plejotropizm TNF-a, efekty wywierane
przez t¢ cytoking na makrofagi plynu otrzewnowego moga
by¢ réznorodne. Hipotetycznie, w zaleznosci od stanu metabo-
licznego poszczegdlnych komdrek, pobudzenie receptorow dla
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TNF-a moze indukowac proliferacje czy aktywacje makrofa-
gdéw, lub tez uruchamiaé procesy apoptozy. Umozliwitoby to
autoregulacjg procesu zapalnego, jak rowniez usuwanie komo-
rek, ktdre przestaly juz spetniac¢ swoje funkcje. Zalozy¢ mozna
istnienie analogicznej sytuacji do obserwowanej w przypadku
oddzialywania TNF-a na limfocyty typu T.

Wykazano, ze w limfocytach T bedacych w spoczynku lub
w poczatkowych etapach aktywacji TNF-a dziatajac przez
TNFR2 pobudza proliferacje, podczas gdy w komorkach be-
dacych w podznej fazie aktywacji indukuje apoptoz¢ przy
udziale tego samego typu receptora [23].

Jak juz wspomniano, w ptynie otrzewnowym u kobiet z en-
dometrioza stwierdzono zwigkszone stezenia rozpuszczalnych
form TNFR1 i TNFR2, ktore powstaja w wyniku enzyma-
tycznego oddzielenia zewnatrzkomorkowych fragmentéw re-
ceptoréw od bton komdrkowych [18]. Formy rozpuszczalne
tworza kompleksy z TNF-a blokujac jego taczenie si¢ z ko-
morkami docelowymi, co stanowi jeden z mechanizmow re-
gulujacych dzialanie tej cytokiny [25].

Nasze obserwacje pozwalaja przypuszczaé, ze zwigkszone
stezenia receptorow dla TNF-a w plynie otrzewnowym u ko-
biet z endometrioza moga by¢ konsekwencja zwigkszonej syn-
tezy tych receptorow przez makrofagi.

Nie stwierdziliSmy aby w endometriozie dochodzito do
zmiany w nasileniu ekspresji biatka receptoréw dla TNF-a na
powierzchni limfocytéw T plynu otrzewnowego. Chociaz, jak
wspomniano, pewne dane wskazuja na istnienie dysfunkcji
limfocytéw T u kobiet z endometrioza, to rola tych komorek
w procesach zachodzacych w plynie otrzewnowym nie jest do-
ktadnie ustalona [1, 2, 3]. Obserwowana przez nas obecnos¢
receptoréw dla TNF-a jedynie w okoto 4-5% limfocytow typu
T pozwala przypuszczac, ze komoérki te w plynie otrzewno-
wym zaréwno w przypadku endometriozy jak i w stanie pra-
widtowym w niewielkim stopniu podlegaja regulacji przez
TNF-a.

Podsumowujac, zwigkszony odsetek makrofagéw plynu
otrzewnowego wykazujacych ekspresje TNFR1 i TNFR2
u kobiet z endometrioza sugeruje, ze komorki te zalezne sa od
stymulacji TNF-a.

Whnioski

1. Jednojadrzaste komoérki immunokompetentne ptynu
otrzewnowego wykazuj¢ ekspresje obu typow receptora dla
TNF-a.

2. U kobiet z endometriozg wzrasta odsetek makrofagow ply-
nu otrzewnowego wykazujacych ekspresje receptoréw dla
TNF-a.

3. Odsetek limfocytéw T plynu otrzewnowego wykazujacych
ekspresje receptoréw dla TNF-a nie zmienia si¢ w przebie-
gu endometriozy.

4. Plyn otrzewnowy kobiet chorujacych na endometriozg za-
wiera wigkszg liczbg jednojadrzastych komoérek immuno-
kompetentmych w poréwnaniu do stanu prawidtowego.
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