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Streszczenie
W powstawaniu i rozwoju endometriozy wazna role odgrywaja zaburzenia ukfadu odpornosciowego. Makrofagi
otrzewnowe wykazuja nadmierna aktywnos¢, ktdra przejawia sie wzmozong synteza i wydzielaniem cytokin
oraz czynnikdw wzrostu. Prekursorami tych komdrek we krwi obwodowej sa monocyty.
Cel pracy: Celem pracy byto zbadanie w warunkach hodowli komdrkowej aktywnosci monocytdw krwi obwodowej
osoby zdrowej, po stymulagji surowica kobiet z endometrioza. Miara aktywnosci monocytow byto stezenie produ-
kowanej przez te komarki neopteryny (NPT).
Materiaf i metody: Badaniami objeto 29 kobiet z endometrioza (Srednia wieku: 28,7+4,5), wsrdd ktdrych zdia-
gnozowano 18 kobiet z umiarkowana endometrioza (I i Il stopiert wg AFS) oraz 11 kobiet z zaawansowana
endometrioza (lll i IV stopiers wg AFS). Grupe referencyjng stanowito 15 kobiet w wieku (Srednia wieku: 27,4+5,3),
u ktorych wykluczono endometrioze i inne patologiczne zmiany w obrebie miednicy mniejszey.
Materiatem wykorzystanym do badan byty monocyty wyizolowane z krwi obwodowej zdrowego mezczyzny oraz
surowica kobiet z endometrioza i kobiet z grupy referencyjnej. Monocyty stymulowano 15% i 30% surowica
badanych kobiet w warunkach hodowli komdrkowej. Stezenie NPT w nadsaczu z hodowli monocytdw oznaczano
metoda immunoenzymatyczng ELISA.
Wyniki: Surowica kobiet z endometrioza wywotuje wzrost stezenia NPT w supernatancie z hodowli w poréwnaniu
do surowicy kobiet z grupy referencyjnej (p<0,0001). Najwyzszy wzrost zaobserwowano po stymulacji surowica od
kobiet z zaawansowana postacia endometriozy.
Whioski: Surowica kobiet z endometrioza silniej pobudza aktywnos¢ monocytow krwi obwodowej, co przejawia
Sie wzmozona synteza i wydzielaniem NPT.
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Abstract

Objectives: Impairments of immune system play an important role in the development and pathogenesis of
endometriosis. In affected women peritoneal macrophages are excessively activated, which is visible in an increased
synthesis and release of macrophage-derived cytokines and growth factors. Monocytes are precursors of those cells
in peripheral blood. The aim of the study was to evaluate the activity of monocyte from a healthy person, after
stimulation by serum of women with endometriosis in cell culture conditions. The indicator of monocyte activity was
the concentration of neopterin (NPT), produced by those cells.

Material and methods: Twenty nine women with endometriosis (mean age: 28.7+4.5 years) were included into
this study. Among them were 18 women with moderate endometriosis (I and Il stages according to AFS) and 11
women with advanced stages of the disease (lll and IV stages according to AFS). Reference group consisted of fif-
teen healthy women (mean age: 27.4+5.3 years), with excluded endometriosis and other pathological disorders
within the pelvis.

Monocytes used in the study were isolated from peripheral blood of a healthy male and serum of women with
endometriosis and control group. Monocytes were cultured in attendance of 15% and 30% serum of studied
women. The concentration of NPT in the supernatants of culture was measured by enzyme-linked immunosorbent
ELISA assay.

Results: The serum of women with endometriosis causes an increased concentration of NPT in supernatants, when
comparing with serum of healthy women (p<0.0001). The highest concentration was observed after stimulation by
serum of women with advanced endometriosis.

Conclusions: Serum of women with endometriosis can have an effect on monocyte activity, which is displayed in

the increased synthesis and secreted of NPT.

Key words: endometriosis / monocyte activity / peritoneal fluid / serum /

Wstep

Endometrioza i towarzyszaca jej nieptodnosc stanowiq je-
den z powazniejszych problemoéw klinicznych 1 spofecznych,
zwlaszcza, ze patogeneza tego schorzenia nie jest do konca
wyjasniona [1]. W ostatnich latach wielu autoréow potwierdza,
ze jednym z gtéwnych warunkow utrzymania i rozwoju wsz-
czepu endometrialnego, niezaleznie od sposobu pojawienia si¢
komorek endometrium w jamie otrzewnej, sa zaburzenia me-
chanizméw immunologicznych [2].

Zmiany w uktadzie odpornosciowym maja gidwnie cha-
rakter lokalny i zachodza najczgsciej w jamie otrzewnej. Na-
tomiast mediatory uktadu odpornosciowego zawarte w ptynie
otrzewnowym, ktory zapewnia swoiste srodowisko narzadom
miednicy mniejszej, moga sprzyja¢ rozwojowi choroby [3].

W warunkach fizjologicznych najliczniejsza populacja ko-
morek ukfadu odpornosciowego w plynie otrzewnowym sa
makrofagi, stanowigce okoto 85%. Natomiast u kobiet z endo-
metrioza dochodzi do zwigkszenia ich liczby oraz aktywnosci,
co jest zwigzane ze wzmozona syntezg oraz sekrecja cytokin
1 czynnikdw wzrostu. Wydzielane przez makrofagi otrzewno-
we czynniki nie tylko utatwiaja implantacje ektopowej tkanki,
ale rowniez sa odpowiedzialne za przezycie i proliferacje endo-
metrium [4, 5].

Ponadto, zwigkszona synteza cytokin, migdzy innymi in-
terleukiny (IL)-8, MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-
1) oraz RANTES (Regulated on Activation, Normal T-Cell
Expressed and Secreted), poprzez dzialanie chemotaktyczne
zapewnia staly naptyw komorek uktadu odpornosciowego do
jamy otrzewnej [6, 7, 8]

Jednym z markerow aktywnosci monocytéw i makrofa-
gdw jest neopteryna (NPT) [9]. Jest to cytokina nalezaca do
grupy pterydyn, syntetyzowana tylko przez monocyty
1 makrofagi stymulowane interferonem-y (INF-y), uwalnia-
nym przez aktywne limfocyty T.
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Synteza NPT znacznie wzrasta pod wptywem cytokin ty-
pu Thl, gtéwnie IL-2 i IL-12. Natomiast produkty sekrecji
limfocytéw Th2, czyli IL-4, IL-5 i IL-10 to silne czynniki ha-
mujace syntezg tego czynnika. Synteza NPT jest $cisle zwigza-
na z aktywacja odpowiedzi immunologicznej typu komorko-
wego a jej wydzielanie swiadczy o wzmozonej aktywnosci
sekrecyjnej komorek. Stezenie NPT wzrasta w chorobach
z autoagresji oraz w chorobach nowotworowych, a jej wyzsze
stezenie koreluje ze stopniem zaawansowania choroby [10].

Cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie w warunkach hodowli komor-
kowej zdolnosci surowicy kobiet z endometrioza do zmiany
aktywnosci monocytow krwi obwodowej osoby zdrowej. Mia-
ra aktywnosci monocytow byto stezenie produkowanej przez
te komorki NPT.

Materiat i metody

Badaniami obj¢to 44 kobiety w wieku od 20 do 42 lat
(Srednia wieku 27,5%5,9 lat) poddanych laparoskopii w celu
ustalenia przyczyn istniejacej nieptodnosci pierwotnej lub nie-
zdiagnozowanych bdolow w obrebie miednicy mniejszej.
Wszystkie badane kobiety miaty regularne cykle menstruacyj-
ne, trwajace 28+4 dni. Zadna z kobiet nie stosowata srodkéw
hormonalnych w ciagu 3 miesigcy przed zabiegiem oraz nie
byta leczona lekami immunosupresyjnymi.

Do grupy badanej zakwalifikowano 29 kobiet w wieku od
23 do 42 lat (Srednia wieku: 28,7+4,5) z rozpoznang laparo-
skopowo 1 potwierdzona histopatologicznie endometrioza
miednicy mniejsze;j.

Rozleglos¢ 1 nasilenie zmian endometrialnych w jamie
otrzewnej oceniano wediug klasyfikacji Amerykanskiego To-
warzystwa Plodnosci (Revised American Fertility Society)
[11].
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Wsrod badanych zdiagnozowano 18 kobiet z umiarkowa-
na endometrioza (I 1 II stopien wg AFS) oraz 11 kobiet z za-
awansowana endometrioza (III i IV stopien wg AFS). Grupe
referencyjng stanowifo 15 kobiet w wieku (Srednia wieku:
27,4%5.3), u ktorych wykluczono endometriozg i inne patolo-
giczne zmiany w obrebie miednicy mniejszej.

Materiatlem wykorzystanym do badan byt pochodzacy od
zdrowego mezczyzny kozuszek leukocytarno-ptytkowy, z kto-
rego wyizolowano monocyty. Wykorzystano rowniez surowice
otrzymana z krwi obwodowej pobranej po rozpoznaniu endo-
metriozy u kobiet z grupy badanej lub po jej wykluczeniu
u kobiet z grupy referencyjne;.

Monocyty izolowano metoda adherentna, wykorzystujac
ich zdolnos¢ przylegania do powierzchni szklanych i plastiko-
wych. W pierwszym etapie izolowano jednojadrzaste komorki
surowicy poprzez wirowanie na gradiencie gestosci (LinfoSep,
Biomedics, Spain) i nastgpnie oceniono gestos¢ i zywotnosc
wyizolowanych komorek. W drugim etapie wyizolowane ma-
krofagi i limfocyty, zawieszono w medium hodowlanym (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium, Bio Wittaker, Belgium), kto-
re zawieralo mieszaning antybiotykow (Penicillin — Streptomy-
cin Solution, Sigma Chemical Corporation, USA) i 10% pto-
dowa surowicg cielecq ( Fetal Bovine Serum Premium-FBS, Bio
Wittaker, Belgium), i hodowano przez 2 godziny, w tempera-
turze 37°C i atmosferze z dodatkiem 5% COa.

W tym czasie monocyty adherowaly do powierzchni na-
czynia hodowlanego, a limfocyty pozostawaly w nadsaczu. Po
zakonczeniu inkubacji, komorki nieadherentne odptukano,
a wyizolowane monocyty zawieszono w medium z dodatkiem
antybiotykow oraz 15% lub 30% surowicg (v/v) badanych ko-
biet i ponownie inkubowano w temperaturze 37°C i atmosfe-
rze z dodatkiem 5% CO:2 przez 48 godzin.

Po zakonczonej inkubacji supernatant zebrano i przecho-
wywano w temperaturze -80°C. Stgzenie NPT w nadsaczu
z hodowli monocytéw oznaczano metoda immunoenzyma-
tyczna ELISA, wykorzystujac test Neopterin ELISA kit (IBL,
Germany). Czulo$¢ testu wynosita 0,7nmol/l (0,18ng/ml).

Stezenie NPT w supernatancie z hodowli monocytow by-
fo réznica pomiedzy stgzeniem tego parametru w supernatan-
cie 1 w surowicy, ktora stymulowano komorki.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bio-
etycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
Wszystkie kobiety zostaty poinformowane o celu prowadzo-
nych badan i wyrazily zgod¢ na pobranie i wykorzystanie
probek biologicznych.

Wyniki opracowano statystycznie przy pomocy programu
Statistica v. 7, wykorzystujac test Shapiro-Wilka w celu wery-
fikacji normalnosci otrzymanych wynikéw oraz testu
t-Studenta w celu oceny istotnosci roznic. Za istotny staty-
stycznie przyjmowano poziom p<0,05.

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinie 11 2.

Surowica krwi obwodowej, ktora stymulowano monocyty
krwi obwodowej, wplywa na aktywnos¢ tych komorek, co ma-
nifestuje si¢ produkcja NPT.

Po stymulacji 15% surowica kobiet z endometrioza srednie
stezenie NPT w supernatancie z hodowli monocytow wynosi-
fo 21,42+4, 54nmol/l, natomiast po stymulacji 30% surowica
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Rycina 1. Stezenie NPT w supernatancie z hodowli monocytéw
stymulowanych 15% i 30% surowica kobiet z endometrioza
i kobiet z grupy referencyjne;.
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Rycina 2. Stezenie NPT w supernatancie z hodowli monocytéw
stymulowanych 15% i 30% surowica kobiet z umiarkowana
i zaawansowang endometrioza.

badanych kobiet s$rednie stgzenie NPT  wynosito
28,79£5,6Inmol/l. Po stymulacji wigkszym stgzeniem surowi-
cy kobiet z endometrioza zaobserwowano istotny statystycz-
nie wzrost stezenia NPT (p<0,0001). Po stymulacji 15% suro-
wica kobiet z grupy referencyjnej srednie stgzenie NPT w su-
pernatancie z hodowli monocytéw wynosito 3,31+0,99nmol/l,
natomiast po stymulacji 30% surowica badanych kobiet §red-
nie stezenie NPT wynosito 3,81%1,02nmol/l.

Analiza statystyczna nie wykazata roznic istotnych
statystycznie pomigdzy stezeniem badanego parametru po
stymulacji monocytow 15% i 30% surowica kobiet z grupy re-
ferencyjnej. Surowica kobiet z endometrioza powodowata
zwigkszone stezenie NPT w porownaniu z surowica kobiet
zdrowych (p<0,0001).
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Ponadto, produkcja NPT zmieniata si¢ wraz ze stopniem
zaawansowania endometriozy. Po stymulacji 15% surowica
kobiet z umiarkowana postacia endometriozy stgzenie NPT
wynosito 18,52+3.21 nmol/l, a po zwigkszeniu objgtosci suro-
wicy 22,61£4,19 nmol/l.

Z kolei po stymulacji surowica kobiet z zaawansowang po-
stacig choroby, stgzenie badanego parametru wynosito 27,64+
4,71nmol/l (15%) oraz 33,58%5,38nmol/l. Najwyzszy wzrost
zaobserwowano po stymulacji surowicg od kobiet z zaawanso-
wang endometrioza (p<0,0001).

Dyskusja

Endometrioza jest jednym z trudniejszych do zdiagnozo-
wania i wyleczenia schorzen ginekologicznych. Patogeneza en-
dometriozy jest nadal niewyjasniona. Przypuszcza si¢, ze waz-
na role w powstawaniu tej choroby odgrywaja zaburzenia
uktadu odpornosciowego [2]. W tym celu bada si¢ aktywnos¢
komorek tego ukfadu i oznacza stgzenie produkowanych
przez te komorki rozpuszczalnych mediatordw.

W tej pracy badany byt in vitro wpltyw surowicy kobiet
z endometriozg 1 kobiet z grupy referencyjnej na aktywnos¢
sekrecyjna monocytoéw, poprzez oznaczenie stgzenia NPT,
produkowanej przez te komorki. Z przeprowadzonej analizy
wynika, ze surowica wpltywa na aktywno$¢ monocytow, co
przejawia si¢ produkcja NPT. Stezenie NPT produkowanej
przez monocyty stymulowane surowica od kobiet z endome-
trioza bylo istotnie wyzsze, niz stgzenie NPT wydzielanej
przez monocyty po stymulacji surowica kobiet zdrowych. Naj-
wyzsze stgzenie NPT obserwowano po stymulacji surowica
kobiet z zaawansowang postacig endometriozy.

Na aktywnos¢ komorek uktadu odpornosciowego, migdzy
innymi monocytéw i makrofagéw, moga wplywac progesteron
i 17-B-estradiol. Wplyw tych hormondéw na uktad odporno-
sciowy kobiety znajduje odzwierciedlenie w ogolnoustrojowe;j
zmianie aktywnosci komoérek tego uktadu [12, 13]. Dlatego
tez, w zastosowanym uktadzie badawczym monocyty izolowa-
no z krwi obwodowej tylko mezczyzn, w celu eliminacji endo-
gennego wplywu hormonow na komorki ukfadu odporno-
sciowego.

Z danych literaturowych wynika, ze zaburzenia w uktadzie
odpornosciowym u kobiet z endometriozq dotycza przede
wszystkim mikrosrodowiska jamy otrzewnowej, a najwigcej
zmian obserwuje si¢ w plynie otrzewnowym [3]. Jednak réw-
niez we krwi obwodowej moze dochodzi¢ do istotnych zmian
w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego, ktore moga od-
zwierciedla¢ zmiany toczace si¢ lokalnie. Natomiast, zwigk-
szona produkcja cytokin prozapalnych we krwi obwodowe;j,
miedzy innymi IL-1 [14, 15], IL-6 [16] i czynnika martwicy no-
wotworu TNF (tumour necrosis factor) [17] moze sprzyjaé
rozwojowi procesu zapalnego u tych kobiet. Znacznie wigksze
stezenie tych cytokin obserwuje si¢ w ptynie otrzewnowym, co
potwierdza nasilenie zapalenia w miejscu wystgpowania
ognisk ektopowej tkanki endometrialnej. Ponadto, nasze
wczesniejsze badania [18] wykazaly, ze roéwniez plyn
otrzewnowy kobiet z endometrioza wptywal na zwigkszenie
aktywnos$ci monocytow krwi obwodowej, co wigzato si¢ ze
wzmozona produkcja NPT. Jednak uzyskane stezenia NPT
po stymulacji ptynem otrzewnowym byto znaczaco wyzsze
w porownaniu do wynikdéw otrzymanych w tej pracy.
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Wyniki te sugeruja, ze juz we krwi obwodowej kobiet z en-
dometrioza dochodzi do wstepnej rekrutacji monocytow, kto-
re migrujac do ptynu otrzewnowego, przeksztalcaja si¢ w ma-
krofagi i powigkszaja pule hiperaktywnych makrofagow
otrzewnowych. Moze to potwierdzi¢ fakt, ze im wigkszym ste-
zeniem surowicy kobiet badanych, stymulowano monocyty,
tym obserwowano wigksza produkcje NPT. Takiej zaleznosci
nie stwierdzono po stymulacji surowicg kobiet zdrowych.

Obserwacje te moga potwierdzi¢ badania Cao 1 wsp. [19].
Wykazali oni, ze jednym z gtéwnych czynnikow, ktory przy-
czynial si¢ do zwigkszenia liczby makrofagéw w plynie
otrzewnowym sg ogniska endometriozy. Ich eksperyment
przeprowadzony na modelu zwierzecym, wykazal, ze juz w 24
godziny po dootrzewnowym podaniu homogenizatu ekotopo-
wej tkanki endometrialnej liczba makrofagow otrzewnowych
zwigkszala si¢ jednokrotnie. Wydzielane przez komorki ptynu
oraz tkank¢ endometrialng cytokiny i czynniki wzrostu, po-
wodowaly wytworzenie lokalnego stanu zapalnego i1 przycia-
ganie komorek uktadu odpornosciowego z krwi obwodowej
[19].

Ze wzgledu na lokalny charakter choroby wielu autoréw
badato wptyw przede wszystkim plynu otrzewnowego kobiet
z endometriozg na aktywnos¢ komorek uktadu odpornoscio-
wego oraz produkcje cytokin. Weil i wsp. [20] badali wtasciwo-
sci chemotaktyczne ptynu otrzewnowego w testach in vitro.
Wykazali oni, ze plyn pochodzacy od kobiet z endometrioza
istotnie zwigkszat chemotaksj¢ komodrek fagocytarnych.

Z kolei, Gogacz i wsp. [21] zaobserwowali, ze ptyn otrzew-
nowy znacznie zmniejsza zdolno$¢ makrofagow do fagocyto-
zy pateczek Escherichia Coli. Oosterlynck i wsp. [22] wykaza-
1i, ze plyn otrzewnowy kobiet z endometriozg wykazuje immu-
nosupresyjne wlasciwosci w stosunku do komoérek NK ( Natu-
ral Killer).

Podobne wyniki otrzymali Takeshita i wsp. [23], ktorzy ba-
dali wplyw plynu otrzewnowego na synteze i sekrecje TNF
przez monocyty. Zaobserwowali oni hamujacy wplyw ptynu
otrzewnowego od kobiet z endometrioza na wydzielanie przez
tej cytokiny. Wykazali takze, ze synteza TNF zmniejszata si¢
wraz ze wzrostem stgzenia ptynu otrzewnowego w podtozu
hodowlanym. Takeshita nie zaobserwowat istotnego zwiazku
pomiedzy zmniejszeniem syntezy TNF, a stopniem zaawanso-
wania endometriozy kobiet, od ktérych pochodzit piyn
otrzewnowy uzyty do badan.

Ze tego wzgledu ze, u kobiet z endometrioza dochodzi do
zaburzen w eliminacji ektopowych komorek endometrialnych
na drodze apoptozy [24], badano rowniez wplyw plynu
otrzewnowego na apoptoz¢ granulocytéw obojetnochton-
nych. Kwak i wsp. [25] zaobserwowali, ze po stymulacji ply-
nem kobiet z endometriozq mniejsza liczba neutrofili ulega
apoptozie niz po stymulacji plynem kobiet zdrowych. Wyniki
tych badan sugeruja, ze podobne dzialanie wywiera ptyn
otrzewnowy na ektopowe implanty, ktore wraz ze wstecznym
pradem krwi menstruacyjnej dostaja si¢ do jamy otrzewnowej.
Z kolei, badania Brauna i wsp. [26] wykazaly, ze ptyn otrzew-
nowy kobiet z endometrioza indukuje proliferacj¢ in vitro za-
réwno eutopowych, jak i ektopowych komorek endometrial-
nych. Zatem sktadniki plynu otrzewnowego u tych chorych,
nie tylko nie pomagaja w usuwaniu ektopowych ognisk endo-
metrim, ale wrecz sprzyjaja ich rozwojowi.
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Aktywnos¢ monocytow krwi obwodowej po stymulacji surowica kobiet z endometrioza.

Plyn otrzewnowy poprzez bezposredni kontakt z ektopo-
wymi ogniskami endometriozy odzwierciedla toczacy si¢ pro-
ces chorobowy. Jednak, pomimo wielu lat badan, patogeneza
endometriozy oraz mechanizmy toczace si¢ w jamie otrzewno-
wej nie sa doktadnie poznane. By¢ moze czg$¢ z nich ma od-
zwierciedlenie réwniez we krwi obwodowej. Dlatego tez, ba-
danie wlasciwosci surowicy kobiet z endometrioza oraz jej
wplywu na funkcjonowanie komorek ukfadu odpornosciowe-
go moze uzupehié¢ wiedzg o roli uktadu odpornosciowego
w powstawaniu i1 rozwoju endometriozy. Ponadto, poznanie
mechanizmow zachodzacych ogdlnoustrojowo moze pozwolié
na znalezienie nowych markerow, ktore uzupetnia nieinwazyj-
na diagnostyke endometriozy.

Whnioski

1. Surowica krwi kobiet z endometrioza silniej pobudza ak-
tywnos$¢ monocytow niz surowica kobiet z grupy referen-
cyjnej, co sugeruje zmiany w funkcjonowaniu uktadu od-
pornosciowego we krwi obwodowej badanych kobiet.

2. Najwyzszy wzrost aktywnosci monocytow zaobserwowano
po stymulacji surowicg kobiet z zaawansowana endome-
trioza.
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