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1. Wstep

Endometrioza jest definiowana jako wystepowanie tkanki endometrialnej w
miejscach ektopowych, to znaczy poza jamg macicy [1;2]. Mechanizm powstawania
tego schorzenia pozostaje nadal niewyjasniony, a sama endometrioza przez wielu

badaczy nazywana jest ,chorobg teorii”.

1.1 Endometrioza — charakterystyka choroby

Endometrioza zostata po raz pierwszy opisana w 1860 roku przez Rokitanskiego
[3] i jest najczestszym tagodnym schorzeniem ginekologicznym [4]. W Stanach
Zjednanych Ameryki Pdétnocnej w latach 1990 — 1995 endometrioza stanowita
trzecie, najczesciej wystepujace rozpoznanie wsrod pacjentek w wieku 15 — 44 lata
wypisywanych ze szpitali [5]. Poprzez wystepowanie dolegliwosci bolowych w
okresie okotomiesigczkowym oraz w trakcie stosunkow seksualnych endometrioza
Znacznie ogranicza jakos¢ zycia wielu kobiet [6], stanowi rowniez gtowng przyczyne
nieptodnosci zenskiej [7]. Koszty zwigzane z diagnostyka i leczeniem endometriozy
sg trudne do oszacowania [8], ocenia sie jednak, ze stanowig one ponad potowe
wydatkdw w procesie diagnostyczno-terapeutycznym kobiet leczonych z powodu
nieptodnoséci [9;10]. Analiza przeprowadzona przez Narodowy Instytut Zdrowia w
Stanach Zjednoczonych Ameryki Pdétnocnej wykazata, ze kobiety z rozpoznang
endometriozg z powodu tego schorzenia przebywaty na zwolnieniu lekarskim
Srednio 17,8 dni w roku [11]. Biorac pod uwage powyzsze dane mozna stwierdzic,
ze endometrioza stanowi nie tylko problem medyczny, lecz rowniez spoteczny i
ekonomiczny przez co jest przedmiotem zainteresowania medycyny oraz zdrowia

publicznego.

1.1.1 Epidemiologia i etiopatogeneza endometriozy

Doktadna czestos¢ wystepowania endometriozy nie jest znana. Schorzenie to
wystepuje w 10% ogolnej populacji kobietm i w wiekszosci przypadkéw nie daje
jednak objawdéw klinicznych, w zwigzku z czym dane te mogg by¢ niedoszacowane
[12]. Biorgc pod uwage powyzszy fakt niektorzy autorzy oceniajg czestosé
wystepowania endometriozy w ogdlnej populacji kobiet na 35%, a w populacji kobiet
przed menopauzg nawet na 50% [12]. Ogniska endometrialne sg rozpoznawane u

10% - 25% pacjentek poddawanych interwencji chirurgicznej ze wskazan



ginekologicznych i chirurgicznych, zaréwno laparotomii jak i laparoskopii. W grupie
kobiet diagnozowanych i leczonych z powodu nieptodnosci, zarowno pierwotnej jak i
wtoérnej, endometrioze rozpoznawano w 35% przypadkéw [13]. Najczesciej
endometrioza jest diagnozowana w grupie kobiet leczonych z powodu zespotu
bolowego miednicy mniejszej (PPS, Pelvic Pain Synrome), gdzie wystepuje az w
80% przypadkow [14].

Endometrioza moze lokalizowa¢ sie w jamie otrzewnowej oraz poza jamg
brzuszng [15]. Najczesciej ogniska endometriozy lokalizujg sie w jajnikach (55%)
nastepnie jajowodach (32%), otrzewnej pokrywajacej macice i aparacie
wiezadtowym macicy (20%) [15]. W 5,4% przypadkéw endometrioza obejmuje
przewdd pokarmowy (przede wszystkim wstepnice, zstepnice i odbytnice), a 0,7%
pacjentek wymaga resekcji jelit z powodu rozwoju niedroznosci [16;17]. Ogniska
endometriozy mogg byc¢ zlokalizowane réwniez w otrzewnej $ciennej, w zatoce
Douglasa [18], oraz wyrostku robaczkowym [19], a takze mogg obejmowaé uktad
moczowy [20;21]. Zidentyfikowano ogniska endometriozy w jamie nosowej [22],
ptucach [23], optucnej [24], mbzgu [25;26] oraz szyjce macicy [27], ktore ze wzgledu
na nietypowg lokalizacje oraz silne dolegliwosci kliniczne stanowity powazny
problem diagnostyczno-terapeutyczny. Narastajgcy problem kliniczny stanowi
endometrioza zlokalizowana w bliznie po cieciu cesarskim [28]. Wraz ze wzrostem
liczby wykonywanych elektywnych cie¢ cesarskich obserwuje sie wzrost tego
powiktania [29].

Endometrioza nazywana jest ,chorobg teorii”. Po raz pierwszy etiopatogeneze
tego schorzenia probowat wyttumaczy¢ Meyer, ktory w roku 1909 stwierdzit, ze
pierwotne komorki ptciowe znajdujgce sie w jajniku moga przeksztatcaé sie w
komorki endometrialne [30;31]. Teoria Meyera ttumaczyta wprawdzie powstawanie
ognisk endometriozy u kobiet niemiesigczkujgcych, nie wyjasniata jednak
mechanizmu powstawania endometriozy poza jamg brzuszng [32]. Rozwinieciem
teorii metaplazji Meyera jest koncepcja indukcji endometriozy. Zaktada ona, ze
ogniska endometriozy powstajg w skutek dziatania czynnikbw endogennych lub
egzogennych na komorki germinalne, stymulujgc je do réznicowania w Kierunku
komorek endometrialnych. Do czynnikow mogacych inicjowaé powstanie ognisk
endometrialnych zaliczono miedzy innymi 17-B-estradiol [33;34].

W roku 1924 Helban wyttumaczyt powstawanie odlegtych ognisk endometriozy

poprzez rozsiew komorek endometrialnych drogg krwionosng lub limfatyczng



[35;36;37]. Najczesciej przedstawiang przyczyng powstawania endometriozy jest
opublikowana w 1925 roku przez Sampsona teoria implantacji. W trakcie
menstruacji, w skutek wstecznego przeptywu jajowodami, ztuszczone komorki
endometrium dostajg sie do jamy otrzewnowej i ulegajg implantacji [38]. Jednakze
Godal i Blumenkrantz potwierdzili wystepowanie komérek endometrialnych w jamie
otrzewnowej, w okresie menstruacji u 80% badanych kobiet, z czego tylko 10% -
25% kobiet w populacji ogdlnej rozwija endometrioze [39;40].

W 1980 roku Simpson przedstawit genetyczne przyczyny endometriozy [41].
Wykazat, ze w 6% przypadkdéw endometrioza wystepuje réwnoczes$nie u siostri az w
8% u matek i corek, podczas gdy rozpoznanie endometriozy u bliskich powyzej
pierwszego stopnia pokrewienstwa wigzato sie tylko z 1% ryzykiem rozwoju
endometriozy. Powyzsze obserwacje zostaty potwierdzone w badaniach
epidemiologicznych zenskiej populacji Norwegii i Anglii [42;43]. Poréwnujac
endometrium zdrowych kobiet i kobiet z rozpoznang endometriozg Taylor i
wspotpracownicy przeanalizowali ekspresje 12000 gendw i wykazali nadekspresje
91 gendw i nizszg ekspresje 115 gendw w eutopowym endometrium kobiet z
endometriozg [44;[45].

W ogniskach endometriozy wykazano ztogi immunoglobulin klasy IgG i
dopetniacza [46], co pozwolito sformutowaé autoimmunologiczng teorie
endometriozy. Badania aktywnos$ci uktadu immunologicznego wykazaty, ostabiong
cytotoksycznos¢ monocytow krwi obwodowej i makrofagéw ptynu otrzewnowego
pobranych od kobiet z endometriozg wobec ektopowych komoérek endometrium w
poréwnaniu do zdrowych kobiet [47]. Potwierdzono réwniez mniejszg aktywnosé
komodrek NK (Natural Killers) oraz limfocytéw cytotoksycznych T (CLT, Cytotoxic T
Lymphocytes) w indukcji apoptozy ektopowych komoérek endometrialnych [48;49].
Stwierdzono, ze komorki endometrium ektopowego wykazujg opornos¢ na
apoptoze, co prawdopodobnie utatwia im ucieczke spod regulacji ukfadu
immunologicznego [49].

Na podstawie obserwacji klinicznych stosowania gestagendw w terapii
endometriozy stwierdzono satysfakcjonujacy efekt terapeutyczny tylko w pierwszych
miesigcach leczenia [50]. Celem wyttumaczenia tego zjawiska w 2005 roku
sformutowano teorie opornosci endometriozy na progesteron. Wzajemna
rownowaga pomiedzy estrogenami i gestagenami zapewnia prawidtowe, cykliczne

funkcjonowanie endometrium eutopowego [51]. Progesteron okreslany jest jako



hormon ,réznicujgcy” lub ,hamujgcy wzrost” endometrium spowodowany dziataniem
estrogenéw, przede wszystkim estriolu (E;) [52]. Obecnos$¢ receptoréw
progesteronowych (PR, Progesterone Receptors) typu A i B (PR-A i PR-B)
stwierdzono zaréwno w komérkach zrebu jak i gruczotbw endometrium zdrowych
kobiet [53]. Tkanka z ognisk endometriozy charakteryzuje sie minimalng ekspresjq
PR-B aktywujgcego miedzy innymi dehydrogenaze 17-B-hydroksysteroidéw typ 2
(17B-HSD-2). Zadaniem 17B-HSD-2 jest przeksztatcanie E; do mniej aktywnego
estrogenu — estronu (E¢). Teoria opornoéci na progesteron zaktada, ze niska
ekspresja PR-B [54] powoduje brak odpowiedzi na progesteron a tym samym brak
aktywacji 173-HSD-2, co prowadzi do duzego miejscowego stezenia E,, ktory jest
uznanym czynnikiem indukujacym rozrost tkanki endometrialnej [55].

Przedstawione koncepcje rozwoju endometriozy prezentujg rézne mozliwe
mechanizmy powstawania ognisk endometriotycznych. W wielu przypadkach sg one
komplementarne, w niektérych wzajemnie sie wykluczajg. Zaktadajgc, ze proces
powstawania ogniska endometriozy jest wieloetapowy [56], by¢ moze wyjasniajg
jego kolejne etapy. Jednakze ciggle trudno jest ustali¢, czy pierwotnie uposledzona
funkcja uktadu immunologicznego pozwala na powstanie endometriozy, czy to
endometrium eutopowe kobiet z rozpoznang endometriozg posiada mozliwosci
ucieczki przed odpowiedzig immunologiczng, co pozwala na implantacje komorek
endometrialnych, a nieefektywna reakcja uktadu immunologicznego jest wtorna do
zaistniatych zmian. By¢é moze komorki ztuszczonego endometrium dopiero w
miejscu ektopowym, nabierajg cech, ktdére pozwalajg im przezy¢ poza swoim
naturalnym srodowiskiem jakim jest jama macicy i na ucieczke przed mechanizmami
regulatorowymi w tym réwniez odpowiedzig immunologiczng? Szukajgc odpowiedzi
na powyzsze pytania zaplanowano i przeprowadzono badania kliniczne opisane w

niniejszej rozprawie.

1.1.2 Diagnostyka i leczenie endometriozy

Ze wzgledu na mato specyficzne objawy kliniczne rozpoznanie endometriozy w
niektérych przypadkach moze by¢ trudne [57]. Obcigzajacy wywiad rodzinny,
bolesne miesigczkowanie, dyspareunia, oraz ktopoty z koncepcjg mogq sugerowac
obecnos¢ endometriozy [57]. W badaniu fizykalnym zwraca¢ nalezy uwage na

bolesnos¢ w trakcie badania dwurecznego, obecnos¢ zmian guzowatych w



przydatkach lub w zatoce Douglasa oraz nieruchomy, tytozgiety, bolesny trzon
macicy [57]. Badania dodatkowe obejmujg wykonanie przezpochwowego badania
ultrasonograficznego (USG-TV, Transvaginal Ultrasound) narzadu rodnego,
obrazowanie miednicy mniejszej za pomoca rezonansu magnetyczneg (MR,
Magnetic Resonance Imaging) oraz ocena stezenia antygenéw: CA-19-9 i CA-125 w
surowicy krwi pacjentek z podejrzeniem endometriozy [58]. W odniesieniu do
przydatkow USG-TV charakteryzuje sie czutoécia rzedu 57%-92% oraz
swoistoscia W zakresie 91%-99% [18]. Czuto$é MRI w diagnostyce endometriozy
jest znacznie nizsza i wynosi 11%-91% w zalezno$ci od lokalizacji i wielko$ci zmian
przy swoistosci rzedu 60%-98% [18]. Stezenie antygenu CA-125 w surowicy krwi
kobiet z endometriozg jest znaczcie podwyzszone, jednakze wystepuje dopiero w
zaawansowanej chorobie i nie znalazto zastosowania do rozpoznawania jej
wczesnych etapow [59;60]. Czuto$¢ tej metody waha sie w granicach 24%-94% przy
duzej swoistosci wynoszacej 83%-93% [61]. Antygen CA-19-9 jest rzadko
stosowany w diagnostyce endometriozy, charakteryzuje sie mniejsza czutoscig w
poréwnaniu do CA-125 [62].

Ztotym standardem rozpoznawania endometriozy jest laparoskopowa
wizualizacja ektopowej tkanki endometrialnej z usunieciem zmiany w catosci lub
pobraniem wycinka, z nastepowym potwierdzeniem w badaniu histopatologicznym
[63]. Jest to metoda inwazyjna, lecz jako jedyna pozwala na postawienie
ostatecznego rozpoznania. Przyjmuje sie rowniez, ze czutos¢ i swoistos¢ rozpoznan
sroédoperacyjnych stawianych przez wyszkolonych chirurgéw-ginekologow z
zastosowaniem metod dodatkowych jak barwienie metylenowe jest poréwnywalna z
wynikami badan histopatologicznych [64]. Weryfikacja histologiczna w tych
przypadkach nie jest wymagana do rozpoznania endometriozy, lecz pozostaje

badaniem rekomendowanym [65].

" Czuto$é — miara zdolno$ci testu do wykrycia choroby - odsetek oséb chorych, u ktérych wynik testu
jest dodatni.

" Swoisto$¢ — miara zdolno$ci testu do wykluczenia choroby — odsetek oséb zdrowych, u ktérych
wynik testu jest ujemny.



Rycina 1. Torbiel endometrialna jajnika Rycina 2. Ognisko endometriozy (OE)
lewego (TEJL). otrzewnej Sciennej.

Rycina 3. Endometrioza jajnikowa - preparat Rycina 4. Endometrium sekrecyjne - preparat
histopatologiczny (powiekszenie x40). histopatologiczny (powiekszenie x40).

Wybor metody leczenia pacjentek z endometriozg jest determinowany
zgtaszanymi symptomami. Kobiety z rozpoznang endometriozg szukajg pomocy
lekarskiej z powodu dolegliwosci bélowych oraz w wyniku niepowodzen w zajsciu w
cigze. W pierwszym przypadku efektem terapeutycznym, jaki chcemy osiagnag¢, jest
ustgpienie dolegliwosci bélowych i poprawa jakosci zycia. Druga grupa kobiet
stanowi wieksze wyzwanie terapeutyczne, poniewaz efektem leczenia jest
koncepcja, utrzymanie cigzy i urodzenie dziecka.

U pacjentek niezainteresowanych utrzymaniem ptodnosci lekiem z wyboru sg
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NSAIDs, NonSteroidal Antyinflamatory Drugs)
oraz dwusktadnikowa doustna antykoncepcja (OC, Oral Contraseption) [66].
Alternatywg do OC jest podanie medroxyprogsteronu (MPX) lub zatozenie wktadki

domacicznej (IUD, Intrauterine Device) stopniowo uwalniajacej levonogestrel [67].



Jako lek drugiego rzutu stosowany jest Danazol - (pochodna 17-a-
etynylotestosteronu) analog steroidowy o silnych wiasciwosciach
przeciwgonadotropowych, ktéry hamuje pulsacyjne wydzielanie gonadoliberyny
(GnRH; Gonadotropin-Releasing Hormone) w podwzgoérzu i wtérnie synteze oraz
wydzielanie luteotropiny (LH; Luteinizing Hormone) i folikulotropiny (FSH; Follicle-
Stimulating Hormone) z przysadki oraz estradiolu przez jajniki. Niektore badania
jednakze nie wykazaly wiekszej skutecznosci terapeutycznej Danazolu w
porownaniu do OC czy MPX przy zacznie nasilonym jego dziataniu niepozadanym
[68].

Do grupy lekéw drugiego rzutu nalezg réwniez analogi uwalniania GnRH jak na
przyktad goserelina [69]. Jest to syntetyczny dekapeptyd, ktérego podawanie po
kilkudniowym wzroscie wydzielania gonadotropin prowadzi do zahamowania ich
syntezy i uwalniania, a w rezultacie do zahamowania czynnosci gonad oraz
zmniejszenia stezenia hormondw ptciowych.

W przypadku, gdy leczenie zachowawcze jest nieskuteczne, nalezy podjac
leczenie chirurgiczne, polegajgce najczesciej na laparoskopowym usunieciu ognisk
endometriozy. W przypadku nawrotu choroby, co zdarza sie sporadycznie, nalezy
rozwazy¢ catkowite usuniecie macicy wraz z przydatkami [70].

W przypadku rozpoznania endometriozy u kobiet leczonych z powodu
nieptodnosci postepowaniem z wyboru jest laparoskopowe usuniecie ognisk
endometriozy oraz uwolnienie zrostow w jamie otrzewnowej i miednicy mniejszej
[63]. Zabieg powinien by¢ oszczedzajgcy, a jednoczesnie usung¢ najwiecej ognisk
endometrialnych i przywrocic nie tylko prawidtowy stan anatomiczny, lecz przede
wszystkim stan funkcjonalny zenskiego narzadu rodnego [63]. Stwierdzono bowiem,
ze po leczeniu chirurgicznym znacznie wzrastajg szanse na koncepcje zaréwno w

sposéb naturalny jak i przy zastosowaniu technik rozrodu wspomaganego [71].
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Rycina 5. Schemat postepowania terapeutycznego u kobiet z endometriozg. NSA/Ds-niesteroidowe
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1.1.3 Molekularne zmiany w endometrium i w ogniskach endometriozy

Endometrium zdrowych kobiet ulega cyklicznym zmianom funkcjonalnym [72].
Wbrew poczatkowym doniesieniom obecnie wiadomo, ze menstruacja nie jest
wyfacznie wynikiem skurczu tetnic spiralnych z nastepowg martwicg niedokrwienng
[73;74], lecz smier¢ komorek endometrium nastepuje poprzez apoptoze [75].
Apoptoza w endometrium ma charakter cykliczny i moze zachodzi¢ zaréwno na
drodze receptorowej jak i mitochondrialnej [76]. Za czynniki indukujgce apoptoze
uwaza sie komorki uktadu immunologicznego.

W  podscielisku  endometrium  zidentyfikowano liczne komdrki  ukfadu
odpornosciowego [77]. Najliczniejsza grupe stanowig komorki NK, ktérych
wyrézniono kilka subpopulacji w tym CD56%;CD16" [78;79]. Zaobserwowano réwniez
wzrost liczby komérek NK w endometrium, trwajacy od fazy sekrecyjnej do fazy
proliferacyjnej, w ktorej stanowig do 60% wszystkich leukocytow [79]. Komorki NK
maja zdolnos¢ indukcji apoptozy poprzez wydzielanie granzymu B i perforyny
[80;81;82]. Wykazano rowniez wzrost aktywnosci granzymu B i perforyn w fazie
sekrecyjnej cyklu miesigczkowego w poréwnaniu do fazy proliferacyjnej jak réwniez
silng korelacje dodatnig pomiedzy liczbg komdérek NK a aktywnoscig granzymu B i
perforyn w endometrium zdrowych kobiet [83].

Poréwnanie endometrium kobiet zdrowych z eutopowym endometrium pacjentek
z endometriozg nie wykazato statystycznie istotnych réznic w populacji leukocytow
[84]. Stwierdzono natomiast znacznie nizszg aktywnos¢ komoérek NK w ogniskach
endometriozy w poréwnaniu z endometrium zdrowych kobiet [84].

Zaktada sie, ze uposledzona funkcja komérek NK moze predysponowaé do
rozwoju endometriozy, jednakze ciggle nie przedstawiono jednoznacznej odpowiedzi
czy pierwsze doszto do uposledzenia funkcji komorek NK, czy jest to zmiana wtérna,
spowodowana obecnoscig ektopowej tkanki endometrialnej i nieefektywng
aktywacjg uktadu immunologicznego?

Analizujgc mozliwy mechanizm opornosci na apoptoze komoérek endometrium
oceniano ekspresje biatek bcl-2 (antyapoptotyczne) i bax (proapototyczne)
regulujgcych mitochondrialny szlak apoptozy oraz biatka btonowego Fas -
indukujgcego receptorowy szlak apoptozy.

Stwierdzono zalezne od cyklu menstruacyjnego zmiany ekspresiji biatka bcl-2 w

endometrium zdrowych kobiet [85;86]. Badajgc ekspresje bcl-2 w komodrkach
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gruczotowych endometrium, stwierdzono najwiekszg jego ekspresje w fazie
proliferacyjnej i obnizenie ekspresji w fazie sekrecyjnej [85;86]. Komorki gruczotowe
eutopowego endometrium kobiet z endometrioza roéwniez wykazujg cykliczne
zmiany w ekspresji bcl-2 ze szczytem w fazie proliferacyjnej [87]. Wyniki analizy
ekspresji biatka bax w endometrium nie byly jednoznaczne. Wedtug Tao i
wspotpracownikow ekspresja biatka bax w endometrium zdrowych kobiet réwniez
pdlega cyklicznym zmianom, osiggajac maksimum w fazie sekrecyjnej, kiedy to
obserwuje sie nasilenie apoptozy komoérek endometrium [88], natomiast McLaren ze
wspotpracownikami postuluja, ze ekspresja bax w komorkach endometrium jest stata
i niezalezna od fazy cyklu menstruacyjnego [87]. W ogniskach endometriozy
ekspresja biatka bax nie wykazuje zmian cyklicznych [87]. Ekspresja biatka bcl-2 w
ogniskach endometriozy w poréwnaniu z endometrium zdrowych kobiet nie zostata
jednoznacznie okreslona. Stwierdzono wyzszg ekspresje biatka bcl-2 w ogniskach
endometriozy otrzewnowej [89], jak rowniez wykazano wyzszg ekspresje biatka bax
w porownaniu do endometriozy jajnikowej [90].

W endometrium zdrowych kobiet zidentyfikowano czynnik martwicy nowotworéw
a (TNFa, Tumor Necrosis Factor a), ktdéry osigga nawyzszy poziom w fazie
sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego [91]. W ptynie otrzewnowym kobiet z
endometriozg wykazano znacznie wyzsze stezenie TNFa wydzielanego przede
wszystkim przez aktywowane makrofagi i monocyty [92]. Stezenie TNFa koreluje
pozytywnie z zaawansowaniem choroby [93]. Réwnoczesnie ptyn otrzewnowy kobiet
z endometriozg charakteryzuje sie wiekszym stezeniem formy rozpuszczalnej
ligandu dla biatka Fas (sFasL, soluble Fas Ligand) [94].

Potwierdzono podstawowe znaczenie apoptozy w cyklicznym wzroscie i
funkcjonowaniu endometrium zdrowych kobiet [76]. Rowniez wykazano, ze ogniska
endometriozy nie charakteryzujg sie cyklicznymi zmianami w zakresie apoptozy.
Opornos¢ na apoptoze komorek endometrium ektopowego umozliwia powstanie i

rozrost ogniska endometriozy [95].

1.2 Mechanizmy regulujgce apoptoze
Po raz pierwszy termin apoptoza zostat uzyty przez Kerra w 1972 roku i
zdefiniowany jako: ,mafo poznany mechanizm kontroli $mierci komorkowej, ktory

wydaje sie odgrywacC uzupetniajgcg, lecz przeciwng role do mitozy w regulacji
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populacji komoérek u zwierzat” [96]. Obecnie wiadomo, ze jest to proces odgrywajacy
kluczowg role w utrzymaniu homeostazy tkankowej [97]. W przeciwienstwie do
nekrozy, gdzie Smier¢ komorki jest spowodowana deficytem energetycznym i
peknieciem bton mitochondrialnych, cytoplazmatycznych, komérkowych i jadrowych
[98], apoptoza przebiega w sposdb kaskadowy przy udziale proteaz serynowych -
kaspaz biorgcych udziat zaréowno w przekazywaniu sygnatu proapoptotycznego jak i
usmiercaniu komorki [99]. Komorke ulegajacg apoptozie charakteryzujg zmiany
morfologiczne, jak: obkurczenie jadra komérkowego i cytoplazmy, kondensacja
chromatyny i tworzenie ciatek apoptotycznych [100]. Potwierdzono, iz dysfunkcje w
indukcji jak rowniez przekazywaniu sygnatu proapoptotycznego prowadzg do
powstania  wielu choréb  autoimmunologicznych,  neurodegeneracyjnych,
nowotworowych jak rowniez endometriozy. W mechanizmie apoptozy dochodzi
zaréwno do odnowy i regeneracji tkanek poprzez eliminacje uszkodzonych komérek
jak i do inwolucji narzaddéw [101].

Opisano  szlak  receptorowy  (zewnatrzpochodny) i  mitochondrialny
(wewnatrzpochodny), jak rowniez potwierdzono role retikulum endoplazmatycznego

w przekazywania sygnatu apoptotycznego.

1.2.1 Receptorowy szlak apoptozy

Indukcja apoptozy zalezna od receptoréw btonowych, jest jednym z najlepiej
poznanych szlakdw przekazywania sygnatu smierci komorki. W wyniku aktywacji
przezbtonowych biatek | typu [102] przez specyficzne ligandy lub obnizenie stezenia
czynnika wzrostu (GF; Growth Factor) nastepuje aktywacja kaskady kaspaz, co w
konsekwencji prowadzi do fragmentacji jadrowego DNA. Droga receptorowa indukcji
apoptozy jest regulowana miedzy innymi poprzez proapoptotyczne onkogeny: p53,
p21, p38 [103;104].

1.2.1.1 Receptory btonowe szlaku apoptozy

Zidentyfikowano osiem rodzajéw receptorow zawierajgcych domeny smierci (DD;
death domain): TNF-R1; Fas; DR-3; DR-4; DR-5; DR-6; EDA-R i NGF-R mogacych
potencjalnie indukowaé przekazywanie sygnatu smierci komorki [105]. Wystepuja
one na btonie komorkowej niemal wszystkich komorek, a ich aktywacja poprzez

odpowiednie ligandy $mierci prowadzi do indukcji apoptozy szlakiem
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zewnatrzpochodnym [106]. Zgodnie =z Kklasyczng teorig szlakdw apoptozy
przytgczenie trimeru liganda do receptora smierci indukuje oligomeryzacje receptora
i przytaczenie po jego stronie wewnatrzcytoplazmatycznej jednego, lub wiecej biatek
adaptorowych (FADD, TRADD, RIP, RIADD) [102]. Potaczenie receptora i biatka
adaptorowego nastepuje za pomocg DD, ktére zbudowane sg z 70 aminokwasow
[107], co prowadzi do powstania kompleksu sygnatowego zapoczatkowywujgcego
Smier¢ komoérki (DISC, Death Initaded Signalling Complex) [106]. Receptory Smierci
moga rowniez oligomeryzowa¢ spontanicznie bez udziatu ligandu indukujac
powstanie DISC [108]. Powstaniu kompleksu DISC bez udziatu specyficznego
ligandu zapobiega obecnosc¢ inhibitora biatek z domeng $mierci (SODD, Silencer of
Deadth Domains) [109].

Najlepiej poznanym biatkiem btonowym receptorowego szlaku apoptozy jest
proteina Fas (CD95/Apo-1), ktdéra nalezy do rodziny czynnika martwicy nowotworow
(TNF-R cytokones; Tumor Necrosis Factor Related cytokines) [107]. Ligand proteiny
Fas (FasL; CD95L; Apo-1L) wystepuje jako biatko btonowe Ilub w formie
rozpuszczalnej (sFasL; soluble Fas ligand), ktéra powstaje w wyniku dziatania
metaloproteinaz (MMP, Metaloprotenases) na forme btonowg wyzej wymienionego
biatka [110;111]. Aktywacja biatka Fas poprzez zwigzanie ze swoim ligandem
indukuje zmiane konformacji DD zwigzanych z Fas - FADD/MORT-1 (Fas
Associated Death Domain), co w konsekwencji prowadzi do aktywacji kaspazy-8
(zwanej rowniez FLICE, FADD-like interleukine-1B-convering enzyme) i inicjaciji
komorkowej kaskady smierci [112;113]. Kaspaza-8, oprocz rekrutacji kolejnych
enzymow w kaskadzie kaspaz, posiada mozliwos¢ aktywacji biatka bid, przez co
moze indukowa¢ uwolnienie cytochromu c¢ i Endonukleazy G (EndoG),
rozpoczynajgc tym samym mitochondrialny szlak apoptozy [114]. Zidentyfikowano
biatka hamujgce kaspaze-8 do ktérych nalezy miedzy innymi czynnik FLIP (FLICE-
inhibitory proteins) [105].

FLIP wystepuje w formie petnowymiarowej — FLIP(L) (55kDa) i krotkiej — FLIP(S)
(26kDa), ktére wraz z kaspaza-8 sg rekrutowane, tworzac DISC [106]. FLIP(L)
bedacy czesciowym aktywatorem kaspazy-8, poprzez przeksztatcenie biatka
adaptorowego typu 2 zwigzanego z receptorem TNFa (TRAF2, TNFa Receptor
Associated Factor 2), decydujac o aktywacji jadrowego czynnika kappa (NF-kB,
Nuclear Factor kappa B) [115;116]. NF-kB jest silnym czynnikiem chronigcym

komorke przed apoptozg poprzez aktywacje transkrypcji gendéw biatek Bcl-2 oraz
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komoérkowych inhibitoréw apoptozy 1 i 2 (c-IAP1; c-IAP2, cellular Inhibitors of
Apoptosis 1 and 2) [117].

FADD reaguje rowniez z zawierajagcym DD biatkiem RIP (Receptor Interacting
Protein), ktére poprzez RAIDD (death adapter protein capable of binding RIP),
aktywuje kaspaze-2 [118;119]. Wykazano, ze Fas aktywuje tez biatka
nieposiadajgce DD jak DAXX (death domain associated protein), ktére indukuje
apoptoze poprzez kinaze Jun [120;121].

Biatko Fas reguluje funkcje komodrek uktadu odpornosciowego. Aktywacja
receptoréow antygenowych limfocytéow T indukuje ekspresje FasL i prowadzi do Fas-
zaleznej apoptozy komorki docelowej [97]. Jednakze wykazano, ze tylko zwigzany z
btong komdrkowg FasL oraz agregaty sFasL w postaci trimeréw moga aktywowaé
Fas. Monomery sFasL jak réwniez przeciwciata anty-Fas nie indukujg Fas-zaleznej
drogi apoptozy [122].

Czynnik martwicy nowotworow a jest prozapalng cytoking, o dziataniu
proapoptotycznym, produkowang przede wszystkim przez aktywowane makrofagi
[123], a takze w mniejszej ilosci przez mastocyty, komorki endotelium, fibroblasty i
neurony [124]. TNFa jest syntetyzowany jako przezbtonowe, tworzgce trimery biatko
Il typu (memTNF) [125;126]. W wyniku dziatania enzymu konwertujacego TNFa
(TACE; TNF Alfa Converin Enzyme) na btonowag forme TNFa powstaje forma
rozpuszczalna (sTNF; soluble TNF) [127]. Potwierdzono, ze zaréwno forma btonowa
jak i rozpuszczalna TNFa indukuje apoptoze poprzez receptory btonowe dla TNF
(TNF-R; TNF-Receptor) [128]. TNF-R, ktoére wigzg rowniez limfotoksyne a (LTa),
zawierajg w domenie zewnatrzkomérkowej od jednego do szesciu powtdrzen
cysteinowych tworzacych mostki [129]. Zidentyfikowano dwa typy receptoréw: TNF-
R1 i TNF-R2, przy czym TNF-R1 po potaczeniu z TNF indukuje przekazywanie
sygnatu Smierci komorki, natomiast TNF-R2 stuzy do amplifikacji sygnatu
proapoptotycznego [116], jak rowniez moze w sposob bezposredni aktywowaé
kinaze Jun (podobnie jak Fas przez DAXX) [130;131]. W przypadku braku ligandu
homofilowe, dystalne, bogate w cysteine domeny TNF-R1 i TNF-R2 oddziatywujg
wzajemnie, tworzac PLAD (Preligand Binding Assembley Dmains), w ten sposob
blokujac przypadkowg aktywacje receptoréw i indukcje szlaku apoptozy [108].
Podobnie jak TNF, TNF-R2 ulega dziataniu TACE, a odciete pozakomdrkowe
domeny wykazujg dziatanie blokujgce TNF-R1 [132].
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Aktywacja TNF-R1 prowadzi do zwigzania z cytoplazmatycznymi domenami DD
tego receptora biatka wzmacniajgcego z powinowactwem do domen Smierci
receptora TNFa (TRADD, TNFa Receptor Associated Death Domain), co powoduje
rekrutacje biatka FADD i indukcje apoptozy poprzez aktywacje kaspazy-8 [133].
Potaczenie z kompleksem TNF-R1/TRADD biatka adaptorowego typu 2 zwigzanego
z TRAF2 powoduje fosforylacje podjednostki hamujacej NF-kB (Ik-B, inhibitory
subunit of NF-kB) na drodze aktywacji kinazy IkB (IKK, |kB Kinase) i przez to
aktywuje NF-kB, ktory ulega dimeryzacji i przemieszczeniu do jgdra komoérkowego
[134].

W przypadku pobudzenia receptoréw $mierci nastepuje indukcja sygnatu
proapoptotycznego za pomocq kaspazy-8 i kaspazy-2, ktdére nastepnie aktywujg
pozostate proteazy tworzace tak zwang ,kaskade kaspaz”. W efekcie nastepuje
fragmentacja DNA jadrowego. Nalezy zwrdci¢c uwage, ze réwnolegle z aktywacjg
drogi apoptozy pobudzony zostaje szlak odpowiedzialny za przetrwanie komorki,
ktorego gtownym efektorem jest NF-kB. Réwnowaga, w jakiej pozostajg te dwie
drogi aktywacji, zapewnia prawidtowg homeostaze w tkankach organizmdw

wielokomdrkowych.

1.2.1.2 Kaskada proteaz serynowych - kaspaz

Proteazy serynowe to enzymy odgrywajgce kluczowg role w przekazywaniu,
wzmacnianiu i wykonywaniu sygnatu proapoptotycznego [135]. Nazwa kaspazy
(caspases) powstata z kompilacji litery ,c¢” (cysteine proteases) oraz zakonczenia
,aspse” okreslajgcego zdolnos¢ tych enzymow do rozcinania biatek w miejscu
kwasu asparginianowego [135].

Zidentyfikowano 14 kaspaz, lecz nie wszystkie wystepujg w tkankach ludzkich
[136]. Kaspazy syntetyzowane sg w formie nieaktywnych zymogenéw [137], dopiero
w wyniku rozciecia fancucha biatkowego proenzymu w specyficznym miejscu
powstaje ich aktywna forma [138]. Ze wzgledu na diugosc i sekwencje N-koncowej
domeny kaspazy podzielono na grupe z dtugg domeng N-koncowg: prokaspaza-1; -
2; -4; -5; -8; -9; -10. Natomiast do grupy z krotkg domeng N-koncowg naleza:
prokaspaza-3; -6; -7; -11; -13 [139]. Pierwsza grupa kaspaz charakteryzuje sie
obecnoscig wykonawczej domeny smierci (DED, Death Executive Domain) oraz

domeny rekrutacji kaspaz (CARD, CAspase Recruitment Domain) [140]. Kaspazy te
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mogq ulegaC aktywacji poprzez autoproteolize indukowang oligomeryzacjq
[141;142]. Natomiast aktywacja kaspaz o krétkich domenach N-korncowych wymaga
etapu wstepnego - przeciecia przez aktywng kaspaze lub Granzym B, dopiero wtedy
nastepuje etap autoproteolizy [143].

Aktywacja kaspaz odbywa sie w sposob szeregowy, przy czym moze dotyczyc¢
nie tylko nastepnego w kolejnosci enzymu (downstream activation), lecz rowniez
poprzedniego (upstream activation) enzymu [135]. Ze wzgledu na funkcje
wyrézniono kaspazy indukujace (inducers), wzmacniajgce (amplifiers) i wykonawcze
(executives). Do inicjujacych nalezg: kaspaza-8 zwana takze kaspazg poczatkowg
lub szczytowg, oraz kaspaza-2 [107]. Najwiekszg grupe stanowig kaspazy
wzmacniajgce sygnat: -9;-10; -11 [135]. Kaspazy wykonawcze to kasapza-3 i -7
[135].

W kompartmentach komérkowych kaspazy wystepujg w formie nieaktywnych
proenzymoéw. Kaspaza-2 znajduje sie przede wszystkim w cytozolu, cho¢ mniejszg
jej ilos¢ zidentyfikowano réwniez w mitochondriach i w jadrze komdérkowym [139].
Kaspaze-3 zidentyfikowano zaréwno w cytozolu jak rowniez w mitochondriach [139].
Tylko w cytozolu komérkowym stwierdzono wystepowanie kaspazy-7 i -8 [139].

Natomiast kaspaza-9 wystepuje zarowno w cytozolu jak i mitochondriach [139].

1.2.2 Mitochondrialny szlak apoptozy

Mitochondria jako wyspecjalizowane organelle komérkowe poprzez synteze
zwigzkow wysokoenergetycznych petnig podstawowg role w utrzymywaniu komorki
przy zyciu [144]. Otoczone sg btong zewnetrzng oraz btong wewnetrzng, ktéra jest
pofatdowana i tworzy grzebienie, tak zwane cristy, na ktorych znajduje sie
cytochrom ¢ — kluczowe biatko tancucha oddechowego [144]. Mitochondria regulujg
wewnagtrzkomorkowg homeostaze jonéw wapnia, jak réwniez sg miejscem
powstawania reaktywnych form tlenu (ROS, Reactive Oxygen Species).
Uszkodzenie mitochondriéw przez czynniki toksyczne powoduje dezintegracje bton
mitochondrialnych oraz wzmozong produkcje ROS. Jednym z pierwszych biatek
uwolnionych z mitochondrium jest cytochrom c [145]. Po przejsciu do cytoplazmy
komorkowej cytochrom c¢ ulega zwigzaniu z czynnikiem aktywaciji proteaz 1 (Apaf-1;
protease-activating factor-1), kwasem diadenozyno-tréjfosforanowym (dATP) i

prokaspaza-9, tworzac apoptosomy [146;147]. Zwigzanie cytochromu c nastepuje
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poprzez powtarzajgce sie sekwencje aminokwasowe biatka Apaf-1 okreslone jako
WD-40 (12 powtorzen), ktore zwiekszajg wzajemne powinowactwo biatek oraz dATP
[148], w rezultacie czego dochodzi do zmian przestrzennych domeny wigzacej
kaspazy biatka Apaf-1 [149] i zapoczatkowuje aktywacje kaspazy-9 [150].

Mitochondrialny szlak apoptozy jest regulowany poprzez proteiny kodowane
przez geny z rodziny bcl-2, [150], do ktorej nalezg biatka o dziataniu
proapoptotycznym jak bax, bak i bid oraz chronigce komorke przed apoptozg: bcl-2 i
bcl-x. [151;152;153]. Stosunek proapoptotycznych i antyapoptotycznych biatek z
rodziny bcl-2 determinuje wrazliwos$¢ komoérki na indukcje apoptozy [154]. Biatko bak
zidentyfikowano w mitochondriach natomiast biatko bax w cytoplazmie komoérek,
obydwa znajdujg sie w formie nieaktywnych monomeréw [155]. W odpowiedzi na
sygnat proapoptotyczny nastepuje oligomeryzacja i przemieszczenie biatka bax do
bton mitochondrium [114]. Btonowe homooligomery tworzy roéwniez biatko bak
ulegajac aktywacji [156]. W ten sposob w btonach mitochondrialnych powstajg pory,
jak rowniez istniejg kanaty anionowe zalezne od potencjatu (VDAC; voltage-
dependent anion channel), przez ktére nastepuje uwolnienie cytochromu c [157].
Hepatocyty transgenicznych myszy charakteryzujgce sie brakiem ekspresji biatek
bax i bak [bax"'; bak"'] stajg sie oporne na apoptoze indukowang etopozydem,
starosporyng czy promieniowaniem ultrafioletowym [158].

Biatka bcl-2 i bcl-x. sg odpowiedzialne za integralnos¢ bton mitochondrialnych i
petnig funkcje antyapoptotyczng [159]. Zamykajac pory w btonach mitochondrialnych
poprzez bezposrednie zwigzanie z VDAC biatko bcl-x. przeciwdziata uwolnieniu
cytochromu c¢ [160]. Mechanizm dziatania biatka bcl-2 polega na wigzaniu sie z
proapoptotycznym biatkiem bax i hamowaniu jego oligomeryzacji niezbednej do
powstania kanatéw btonowych i uwolnienia cytochromu ¢ z mitochondrium [161].
Sugerowany mechanizm antyapoptotyczny na poziomie apoptosomu, polegajacy na
blokowaniu przez biatka bcl-2 i bcl-x. wigzania uwolnionego cytochromu c z biatkiem
Apaf-1 i aktywacji kaspazy-9, nie zostat potwierdzony [162].

W warunkach stresu oksydacyjnego spowodowanego nagromadzeniem ROS
[163;164] z mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej uwolnione zostajg
pozostate czynniki apoptotyczne, do ktorych nalezy EndoG oraz czynnik indukcji
apoptozy (AIF; Apoptosis Inducing Factor) [165;166]. EndoG jest syntetyzowana w
jadrze komérkowym, a nastepnie transportowana do mitochondrium, gdzie poprzez

synteze primerow RNA bierze udziat replikacji DNA mitochondrialnego [167]. W
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wyniku aktywacji apoptotycznej nastepuje zwigzanie EndoG z aktywng formg biatka
bid (tbid) [168] i uwolniona z mitochondriow EndoG przechodzi do jadra
komoérkowego, gdzie indukuje tworzenie nukleosomopodobnych fragmentéw DNA
[169]. Natomiast w wyniku aktywacji AlF, ktory jest flawoproteina, powstajg duze
fragmenty zdegradowanego DNA (>50kbp) [170]. Zwiekszona ekspresja biatka bax i
hamowanie ekspresji biatka bcl-x. utatwia uwolnienie EndoG. Tak wiec szlak
bax/AlF/EndoG stanowi gtdwng i niezalezng od kaspaz droge apoptozy. EndoG
fragmentuje jadrowe DNA niezaleznie od aktywacji kompleksu DFF40/DFF45 [171].
Z mitochondriow komorek ulegajacych apoptozie uwalniane jest réwniez biatko
Smac okreslane rowniez jako DIABLO, ktoére neutralizuje biatka-inhibitory apoptozy
(IAPs; Inhibitor of Apoptosis Proteins) [169].

1.2.3 Rola endoretikulum w przekazywaniu sygnatu apoptozy

Retikulum endoplazmatyczne (ER, Endoplasmatic Reticulum) jest bardzo czutym
organellem komoérki, w ktoérym syntetyzowane sag peptydy i biatka, ulegajace
procesowi obrébki potranslacyjnej (splicing) przybierajac, w przypadku biatek,
strukture Ill i IV-rzedowa, co zapewnia ich prawidtowe funkcjonowanie [172].
Zewnetrzne czynniki uszkadzajgce, ekspresja nieprawidtowych genow i synteza
niefunkcjonalnych biatek (np. (-amyloid w chorobie Alzheimera) zaburza
homeostaze ER [173]. Wywotuje to odpowiedz przystosowawczg (UPR, Unfolded
Protein Response) poprzez aktywacje biatek czaperonowych powodujgcych
hamowanie syntezy biatek i ich degradacje [174]. Jezeli dziatanie czynnikow
uszkadzajgcych ER sie przedtuza i mechanizm UPR staje sie niewydolny, dochodzi
do uwolnienia jonéw wapnia (Ca2+) z ER oraz aktywacji kaspazy-12, indukujgc
apoptoze [175;176].

Wapn jest uniwersalnym przekaznikiem sygnatowym biorgcym udziat w
procesach zaptodnienia, rozwoju i réznicowania komérek, skurczu miocytow i
neurotransmisji, jednakze przy duzym stezeniu w cytozolu staje sie przekaznikiem
sygnatu $mierci komorki [177]. Zmiany wewnatrzkomdrkowego stezenia Ca®*
powodujg dezintegracje bton mitochondrialnych i zwiekszajac ich przepuszczalno$é
stymulujg uwolnienie cytochromu c, rozpoczynajac mitochondrialny szlak apoptozy,

aktywujac kaspaze-9 [178;179;180]. Rdéwnoczesnie translokacja biatka bim,
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nalezgcego do rodziny protein bcl-2, aktywuje kaspaze-12 [181;182], ktdra rekrutuje
kaspazy-3; -6; -7 (downstream activation) oraz wstecznie kaspaze-8 (upstream

activation) [183] aktywujac kaskade kaspaz.

1.2.4 Funkcjonowanie szlakdw apoptozy

Receptorowy i mitochondrialny szlak apoptozy nie funkcjonujg obok siebie jako
alternatywne drogi przekazywania sygnatu proapoptotycznego. Wrecz przeciwnie,
aktywacja jednego ze szlakow prowadzi do aktywacji drugiego, a wzajemne
przetgczenia sygnatu proapoptotycznego istniejg na réznych pietrach kaskady
apoptozy [135]. Po aktywacji receptorowego szlaku apoptozy kaspaza-8 aktywuje
kolejne kaspazy, réwnoczesnie poprzez rekrutacje biatka bid ,wigcza” szlak
mitochondrialny [107]. W przypadku aktywacji szlaku mitochondrialnego rekrutacja
kaspazy-9 do apoptosomu aktywuje enzymy kaskady kaspaz [178]. Jezeli indukacja
apoptozy zachodzi w ER nastepuje przekazanie sygnatu proapoptotycznego
zarbwno na szlak zewnetrzpochodny (poprzez kaspaze-12) jak réwniez
wewnetrzpochodny (poprzez jony wapnia) [179;181].

W efekcie wspotdziatania réznych szlakéw apoptozy (cross-talk) nastepuje
aktywacja kaspazy-3, dla ktorej substratem jest kompleks czynnika fragmentacji
DNA (DFF40/DFF45). Przyczyng zmniejszonej apoptozy w ogniskach endometriozy
moze by¢ zaburzenie przekazywania sygnatu apoptotycznego [184]. Transdukcja
sygnatu apoptotycznego jest procesem skomplikowanym, obejmuje wiele

mechanizmdw i wymaga obecnosci wielu biatek.

1.3. Rola biatka DFF-45 w procesie apoptozy

Kompleks DFF40/DFF45 (DFF, DNase Fragmentation Factor) jest utworzony z
biatka o masie czgsteczkowej 40kDa (DFF40) okreslanego rowniez jako CAD
(Caspase Acivated DNase) oraz biatka o masie czasteczkowej 45kDa (DFF45)
opisywanego rowniez jako inhibitor CAD (ICAD; Inhibitor of Caspase Acivated
DNase). DFF40 sktada sie z 2 domen petnigcych rézne funkcje biologiczne [185].
Domena C-koncowa charakteryzuje sie funkcjg katalityczng i powoduje fragmentacje
DNA jako koncowy etap procesu apoptozy, N-koncowa domena petni funkcje

regulatorowq i taczy sie z DFF45 [186].
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DFF45 peftni nie tylko role inhibitora, lecz réwniez regulatora dla DFF40. N-
koncowe domeny DFF40 i DFF45 sg komplementarne, co gwarantuje prawidtowe
powstanie kompleksu DFF40/DFF45 [187]. Nie jest mozliwe uzyskanie aktywnej
formy DFF40 przy braku biatka DFF45, ktére zapewnia powstanie odpowiednigj
struktury trzeciorzedowej DFF40 i w konsekencji jego prawidtowe funkcjonowanie
[188]. W wyniku dziatania kaspazy-3 nastepuje przeciecie w trzech miejscach
tancucha biatka DFF45 i uwolnienie aktywnej formy DFF40 [189]. Aktywowane przez
kaspaze-3 biatko DFF40 wystepuje jako oligomer i taczac sie z histonem H1
indukuje rozpad chromatyny i fragmentacje DNA na odcinki zawierajgce okoto 200
par nukleotydow (laddering) [190]. Wykazano réwniez, ze obecnos$¢ biatka DFF40
jest niezbedna do uzyskania przez DFF45 prawidtowej struktury przestrzennej, co z
kolei gwarantuje utrzymanie trzeciorzedowej struktury DF40 w kompleksie
DFF40/DFF45 [187]. Tak wiec DFF40 i DFF45 sg dla siebie wzajemnymi
chaperonami [187].

W prawidtowej komorce biatka DFF40 i DFF45 sg syntetyzowane w
stechiometrycznym stosunku 1:1 [191]. W wyniku alternatywnej obrdbki
potranslacyjnej syntetyzowane jest réwniez biatko DFF o masie czgsteczkowej
35kDa (DFF35) (ICAD-S; Inhibitor of Caspase Acivated DNase - Short) [192;193].
Pomimo ze biatko DFF35 ma zdolnos¢ wigzania DFF40 jednakze aktywna forma
DFF40 moze zostaé zsyntetyzowana tylko w obecnosci komplementarnego DFF45.
Funkcja biatka DFF35 w komodrce nie zostata jednoznacznie okre$lona -
hipotetycznie moze ono stuzy¢ jako dodatkowy inhibitor dla DFF40, jednakze nie ma
bezposrednich badan potwierdzajgcych te teorie [194].

Zaréwno w badaniach in vitro jak i w badaniach klinicznych potwierdzono udziat
biatka DFF45 w procesie apoptozy [195]. Mysie tymocyty wyhodowane w warunkach
labolataryjnych i charakteryzujgce sie brakiem ekspresji DFF45 nie ulegaty
apoptozie. Réwniez linie ludzkich fibroblastéw DFF45" byly oporne na apoptoze
indukowang przez TNFa [196].

W badaniach klinicznych pacjentow z rakiem odbytnicy potwierdzono, ze
zmniejszona ekspresja biatka DFF45 w guzie wigzata sie z gorszym rokowaniem
[197]. Roéwniez ciezszy przebieg kliniczny charakteryzowat pacjentow z
rozpoznanym rakiem przetyku, ktérego komorki nowotworowe miaty niskg ekspresje
biatka DFF45 [198]. Miesnie sercowe pobrane od dawcow, ktére nastepnie z

przyczyn niewydolnosci hemodynamicznej nie byly kwalifikowane do wszczepienia
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biorcom charakteryzowaty sie wyzszg ekspresjg biatka DFF45 w kardiomiocytach w
porownaniu z miesniami sercowymi spetniajgcymi hemodynamiczne kryteria
kwalifikacji do transplantacji [199].

Biatko DFF45 zostato wybrane, poniewaz stanowi ostatni, wspdlny element
taczacy szlaki apoptozy, jego funkcja i umiejscowienie w komorce zostato doktadnie
zbadane, co pozwoli na wyciggniecie wiarygodnych wnioskéw. Dodatkowo biatko
DFF45 nie byto dotad przedmiotem analizy w aspekcie patogenezy endometriozy.

Biorac pod uwage, ze DFF40 tworzy dimery i oligomery, co utrudnia jego
jednoznaczng analize metodg Western-blot oraz stechiometryczny stosunek
wystepowania DFF40:DFF45 wynoszacy 1:1 jak rowniez fakt, ze bez obecnosci
DFF45 nie moze powsta¢ aktywna forma biatka DFF40, uznano oznaczenie biatka

DFF45 jako przydatne do analizy mechanizmow apoptozy w endometrium.
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2. Cele pracy

Przedmiotem badania jest ocena ekspresiji biatka DFF45, jako ostatniego ogniwa
kaskady przekazywania sygnatu proapoptotycznego oraz préba przedstawienia jego

funkgcji i znaczenia w etiopatogenezie endometriozy jajnika.

Gtéwne cele badawcze:

1. Lokalizacja biatka DFF45 w probkach tkankowych pochodzacych z
endometriozy jajnikowej, endometrium oraz z prawidtowego jajnika
metodg immunohistochemiczna.

2. llosciowa ocena biatka DFF45 w probkach tkankowych endometriozy

jajnikowej, endometrium oraz prawidtowego jajnika metodq Western-blot.

Szczegétowe cele badawcze:

1. Poréwnanie ekspresiji biatka DFF45:

a) w probkach tkankowych pochodzacych z  endometrium
proliferacyjnego i z endometrium sekrecyjnego,

b) w probkach pochodzacych z prawidtowej tkanki jajnikowej pobrane;j
w | fazie cyklu menstruacyjnego i prawidtowej tkanki jajnikowej
pobranej w Il fazie cyklu menstruacyjnego.

2. Okreslenie czy probki tkankowe pochodzace z endometriozy jajnika réznig
sie wzgledng iloscig biatka DFF45 w zaleznosci od fazy funkcjonalnej
cyklu menstruacyjnego.

3. Poréwnanie wzglednej ilosci biatka DFF45 w probkach tkankowych
endometriozy jajnikowej, endometrium w | fazie cyklu menstruacyjnego
oraz endometrium w |l fazie cyklu menstruacyjnego.

4. Ocena wzglednej ilosci biatka DFF45 w prébkach endometriozy jajnikowej,
prawidtowej tkance jajnikowej w | fazie cyklu menstruacyjnego oraz w
prawidtowej tkance jajnikowej w |l fazie cyklu menstruacyjnego.

5. Ustalenie czy wystepuje zwigzek miedzy wzgledng iloscig biatka DFF45 a
stopniem endometriozy ocenianym $rodoperacyjnie  w  punktowej
zrewidowanej skali Amerykanskiego Towarzystwa Ptodnosci (AFS) oraz

ocena charakteru korelacji (liniowa/nieliniowa; dodatnia/ujemna).
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3. Materiat i metody badania

3.1 Dane kliniczne kobiet uczestniczacych w badaniu

Materiat tkankowy pobierano w Klinice Ginekologii i Nieptodnosci Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie (protokét oznaczono symbolem K — ,numer kolejny
pacjentki’) (Aneks 4) oraz w Oddziale Ginekologiczno-Potozniczym Szpitala
Rejonowego w Suchej Beskidzkiej (protokdt oznaczono symbolem S — ,numer
kolejny pacjentki’) (Aneks 4) po uprzednim uzyskaniu odpowiednio zgody Komis;ji
Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie nr KBET/131/B2005 oraz
zgody Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej w Bielsku-Biatej z dnia
04. 04. 2005 roku. tacznie prébki tkankowe pobrano od 100 pacjentek, a wszystkie
uczestniczki wyrazity pisemna, $wiadomg zgode na udziat w badaniu. Zadna z

pacjentek, ktore poproszono o udziat w badaniu, nie udzielita odpowiedzi odmownej.

Zastosowano nastepujace kryteria wigczenia do badania:
1. ukonczone 18 lat zycia,

2. brak stosowania terapii hormonalnej przez ostatnie szesS¢ miesiecy.

Do badania nie wigczano:
1. pacjentek ciezarnych,
2. pacjentek po menopauzie,
3. pacjentki z zespotem policystycznych jajnikow (PCOS, Policystic Ovarian
Syndrom)
4. pacjentek chorujgcych na choroby nowotworowe lub u ktérych istniato

podejrzenie procesu nowotworowego.

Uwzgledniajac kliniczne rozpoznanie $rodoperacyjne oraz wynik badania
histopatologicznego pobranego materiatu tkankowego, jak réwniez podane powyzej
kryteria witgaczenia i wylaczenia, do ostatecznej analizy zakwalifikowano 88

pacjentek. Przyczyny wykluczenia przedstawia tabela 1.
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Tabela 1. Przyczyny wytgczenia pacjentek z analizy.

Lp. Kod pacjentki

Przyczyna wykluczenia

1 K-3

2 K-7

3 K-19
4 K-21
5 K-24
6 K-27
7 K-28
8 S-23
9 S-40
10 S-42
11 S-45
12 S-47

Zespot policystycznych jajnikéw (rozpoznanie
histopatologiczne)

Atroficzne zmiany jajnikéw i endometrium (rozpoznanie
histopatologiczne).

Guz zapalny okolicy jelita czczego (rozpoznanie
Srodoperacyjne, potwierdzone w badaniu
histopatologicznym).

Zespot policystycznych jajnikéw (rozpoznanie
histopatologiczne).

Zespot policystycznych jajnikéw (rozpoznanie
histopatologiczne).

Gruczolakotorbielak $luzowaty jajnika prawego
(rozpoznanie histopatologiczne).

Przerost endometrium bez cech atypii (rozpoznanie
histopatologiczne).

Gruczolakotorbielak $luzowaty jajnika lewego
(rozpoznanie histopatologiczne).

Guz jajnika prawego o granicznej ztosliwosci
(rozpoznanie histopatologiczne).

Gruczolakotorbielak $luzowaty jajnika prawego
(rozpoznanie histopatologiczne).

Metaplazja srodnabtonkowa szyjki macicy 3. stopnia
(rozpoznanie histopatologiczne).

Gruczolakotorbielak $luzowaty jajnika prawego
(rozpoznanie histopatologiczne).

Badang populacje kobiet na podstawie rozpoznania klinicznego, potwierdzonego

oceng histopatologiczng, podzielono na grupe kobiet leczonych operacyjnie z
powodu endometriozy — PACJENTKI Z ENDOMETRIOZA (n=26) oraz leczonych
operacyjnie z innej przyczyny — PACJENTKI BEZ ENDOMETRIOZY (n=62).
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Rycina 6. Charakterystyka badanej grupy kobiet pod wzgledem rozpoznania endometriozy.

3.1.1 Charakterystyka pacjentek z endometriozg

Grupe stanowi 26 kobiet, u ktérych srédoperacynie rozpoznano endometrioze
jajnikowa, co nastepnie zostato potwierdzone wynikiem badania
histopatologicznego. Charakterystyke kliniczng pacjentek przedstawia Aneks 1.

Srednia’ wieku pacjentek z endometrioza wynosita 42,1 lat, odchylenie
standardowe (SD) 6,7 a rozktad wieku byt zblizony do rozktadu normalnego (S-
W=0,966; p=0,517). Mediana~ wieku wystapienia pierwszej miesiaczki wynosita 13
lat, rozstep kwartylowy~ (Qs-Q1) 2, a rozktad byt rézny od normalnego (S-W=0,883;
p=0,007). W grupie kobiet z endometriozg cykl miesigczkowy trwat Srednio 28,9 dni
(SD £2,0), z rozktadem zblizonym do normalnego (S-W=0,928; p=0,068) i u 21
pacjentek (80,8%) byt regularny. Mediana czasu ftrwania krwawienia

miesigczkowego u kobiet z rozpoznang endometriozg wynosita 5 dni (Q3-Qq=1) i

" Srednia arytmetyczna i Odchylenie Standardowe (SD) zostaly uzyte do charakterystyki
zmiennych o rozktadzie zblizonym do normalnego. Srednia arytmetyczna zostata wyliczona jako
iloraz sumy wartosci wszystkich zmiennych i liczebnosci grupy. Odchylenie Standardowe zgodnie z
reguta trzech sigm zawiera 31,73% wszystkich przypadkéw, tak wiec +SD zawiera w przyblizeniu
68,27% wszystkich przypadkéw.

” Mediana i Rozstep Kwartylowy (Qs:-Q;) zostaty uzyte do charakterystyki zmiennych o rozktadzie
réznym od normalnego. Mediana to warto$¢ dzielaca zbiorowo$¢ na dwie rowne czesci. Rozstep
kwartylowy stanowi réznice miedzy kwartylem trzecim pierwszym (Qs-Q) i okre$la przedziat, w
ktérym znajduje sie 50% wszystkich obserwac;ji.
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rozktad roznit sie od normalnego (S-W=0,906; p=0,021). Wiekszo$¢ kobiet miata
obfite miesigczki - 16 (61,5%), krwawienie miernego stopnia zgtosito 7 (26,9%)
pacjentek, a jedynie 3 (11,6%) podaty skape miesigczki. Dolegliwosci bolowe w
trakcie miesigczki wystepowaty u 18 (69,2%) kobiet.

Mediana liczby cigz u pacjentek z rozpoznang endometriozg wynosita 1 (Qs-
Q1=1), mediana liczby porodéw 1 (Q3-Q1=2), a rozktady byty r6zne od normalnego
(odpowiednio S-W=0,839 p=<0,001 oraz S-W=0,835 p<0,001). U trzech pacjentek
jednokrotnie wystgpito poronienie samoistne, co stanowi 11,5% grupy badane;j.

Analiza procedur chirurgicznych wykazata, ze u 14 (53,8%) kobiet wykonano
laparotomie a u pozostatych 12 (46,2%) laparoskopie, ktorym w 6 (23,1%)
przypadkach towarzyszyta hysteroskopia diagnostyczna z pobraniem materiatu
tkankowego.

U 14 (53,8%) pacjentek z endometriozg wspotistniat rozrost miesniakowaty
macicy. Schorzenia przewlekte rozpoznano u 3 (11,5%) pacjentek z endometrioza.
Réwniez 3 (11,5%) kobiety z analizowanej grupy w przesziosci poddane zostaty

interwenciji chirurgicznej, co przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka grupy kobiet z endometrioza pod wzgledem schorzen przewlektych i
przesztosci operacyjnej.

Lp. Kod pacjentki Choroba przewlekta / Zabieg operacyjny
1 K-14 Nadczynno$c tarczycy.
2 K-16 Choroba zwyrodnieniowa kregostupa.
3 S-14 Choroba niedokrwienna migsnia sercowego.
4 S-35 Wyciecie wyrostka robaczkowego.
5 S-36 Wyciecie wyrostka robaczkowego.
6 S-43 Wyciecie wyrostka robaczkowego.

W trakcie kazdego zabiegu operacyjnego oceniano srédoperacyjnie nasilenie
zmian endometriotycznych wedtug punktowej skali klasyfikacji endometriozy (RCE;
Revised Classification of Endometriosis) rekomendowanej przez Amerykanskie
Towarzystwo Ptodnosci (AFS; American Fertility Society) (Aneks 3). Na tej

podstawie wyrdzniono cztery stopnie endometriozy przedstawione w tabeli 3.
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Tabela 3. Skala oceny endometriozy wedtug Amerykanskiego Towarzystwa Ptodnos$ci (AFS).

Lp. Stopnie endometriozy Punktacja wg AFS
1 [ 1-5

2 Il 6-15

3 M 16 - 40

4 v > 40

Pierwszy stopienn endometriozy rozpoznano u 3 (11,6) pacjentek, co stanowi 15%
badanej grupy. Kolejne 6 (23,1%) pacjentek miato drugi stopien zaawansowania
endometriozy, a trzeci stopien choroby rozpoznano rowniez u 6 (23,1%) kobiet.

Grupe z czwartym stopniem endometriozy stanowito 11 (42,2%) pacjentek.

3.1.2 Charakterystyka kliniczna pacjentek bez endometriozy

W grupie 62 kobiet interwencje chirurgiczne wykonano z powodu tagodnych
schorzen uktadu rodnego (Aneks 2). Sredni wiek pacjentek wynosit 43,2 lata (SD
14,8) i charakteryzowat sie rozktadem zblizonym do normalnego (S-W=0,959;
p=0,125), a mediana wieku menarche wyniosta 14 lat (Q3;-Q1=2) z rozktadem
réznym od normalnego (S-W=0,904; p<0,001). Srednia dtugo$é cyklu
miesigczkowego u kobiet bez endometriozy wynosita 28,9 dni (SD+ 2,3), a rozktad
byt zgodny z rozktadem normalnym (S-W=0,970; p=0,138) i 41 (66,1%) pacjentek
miato cykle regularne. Mediana czasu trwania miesigczek u kobiet bez endometriozy
wynosita 5 dni (Qs-Q=3) i czas trwania krwawienia miesigczkowego
charakteryzowat sie rowniez rozktadem réznym od normalnego (S-W=0,906;
p=0,021). Obfite miesigczki miato 34 (54,8%), a s$rednio nasilone krwawienie
miesieczne wystepowato u 23 (37,1%) pacjentek. U 5 (8%) pacjentek miesigczki
byly skape. Dolegliwosci bolowe w trakcie miesigczki miato 22 (35,5%) kobiet bez
endometriozy, u pozostatych 40 (64,5%) miesigczki byly niebolesne. Mediana liczby
cigz w grupie kobiet bez endometriozy wynosita 2 (Q3-Q1=1) z rozktadem réznym od
normalnego (S-W=0,839; p<0,001), a mediana liczby porodéw réwniez wynosita 2
(Qs-Qq1=1) i charakteryzowata sie rozktadem réznym od normalnego (S-W=0,835;

p<0,001), U 10 (16,1%) kobiet wystgpito jednokrotnie poronienie samoistne.
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Tabela 4. Charakterystyka grupy kobiet bez endometriozy pod wzgledem schorzen przewlektych i
przeszitosci operacyjnej.

Lp. Kod pacjentki Choroba przewlekfa / Zabieg operacyjny
1 K-1 Nadcisnienie tetnicze krwi.
2 K-4 Polipy jamy nosowe;.
3 K-5 Wole gruczotu tarczowego.
4 K-6 Uchytkowatosé¢ jelita grubego.

Operacja przepukliny pachwinowej lewej.
Usuniecie przydatkoéw lewych z powodu torbieli jajnika lewego.

5 K-8 Nadcisnienie tetnicze krwi.
6 K-22 Ciecie cesarskie.
Wyciecie wyrostka robaczkowego.
7 S-18 Choroba zwyrodnieniowa lewego stawu biodrowego.
8 S-19 Reumatoidalne zapalenie stawow.
9 S-20 Woyciecie wyrostka robaczkowego.
10 S-25 Czesciowa resekcja gruczotu tarczowego z powodu zmian
guzowatych.
11 S-26 Choroba niedokrwienna miesnia sercowego.
12 S-28 Woyciecie fagodnego guzka lewego gruczotu piersiowego.
13 S-29 Zespot depresyjny
14 S-32 Reumatoidalne zapalenie stawow.
15 S-33 Choroba niedokrwienna miesnia sercowego.
Cukrzyca.

Wyciecie jajnika prawego z powodu cigzy pozamaciczne;.

16 S-41 CzesSciowa resekcja gruczotu tarczowego z powodu zmian
guzowatych.

17 S-44 Reumatoidalne zapalenie stawow.
Cukrzyca.

Wyciecie wyrostka robaczkowego.

W badanej grupie 12 (19,4%) kobiet cierpiato na choroby przewlekte, a 8 (12,9%)
pacjentek miato w przesztosci wykonywany zabieg chirurgiczny, co przedstawiono w
tabeli 4.

U 57 (91,9%) pacjentek bez endometriozy wykonano laparotomie, w 3 (4,8%)
przypadkach laparoskopie oraz w 2 (3,3%) przypadku laparoskopie i hysteroskopie

diagnostyczne z pobraniem materiatu tkankowego.
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Najczestszym wskazaniem do interwencji chirurgicznej byt rozrost miesniakowaty
macicy, ktéry stwierdzono u 54 (87,1%) kobiet. W 7 przypadkach rozrostowi
miesniakowatemu macicy towarzyszyty tagodne zmiany w przydatkach (3 torbiele
proste jajnika prawego, 2 torbiele proste jajnika lewego, torbiel dermoidalna jajnika
lewego oraz torbiel okotojajnikowa po stronie prawej), a w jednym przypadku
wysitkowe nietrzymanie moczu z pwodu obnizenia narzgdu rodnego. W 2 (3,3%)
przypadkach wskazaniem do interwencji chirurgicznej byta rozpoznana torbiel jajnika
lewego w skrecie, w 1 (1,6%) przypadku torbiel dermoidalna jajnika lewego oraz w 1
(1,6%) przypadku torbiel dermoidalna jajnika prawego. U 4 (6,4%) pacjentek

wykonano zabieg operacyjny z powodu zespotu bélowego miednicy mniejszej.

3.2 Materiat tkankowy

Prébki tkankowe zostaty pobrane w trakcie rutynowych zabiegéw operacyjnych:

1. calkowite wyciecie macicy z przydatkami obustronnie / amputacja
trzonu macicy z przydatkami obustronnie — pobierano wycinek jajnika
prawego oraz jajnika lewego i wycinek endometrium,

2. calkowite wyciecie macicy z przydatkami jednostronnie / amputacja
trzonu macicy z przydatkami jednostronnie — pobierano wycinek
zresekowanego jajnika i wycinek endometrium,

3. calkowite wyciecie macicy bez przydatkéw / amputacja trzonu macicy
bez przydatkéw — pobierano wycinek endometrium,

4. hysteroskopia diagnostyczna z pobraniem wycinkéw endometrium do
badania histopatologicznego - z fragmentéw tkankowych pobranych
rutynowo do badania histopatologicznego czesc¢ tkanki endometrium zostata
przekazana do analiz laboratoryjnych.

Wycinek probki tkankowej pobieranej do badan w przypadku jajnika wynosit 3-
4mm?® i w przypadku endometrium réwniez 3-4mm?3, co stanowito utamek catosci
materiatu wysytanego do pracowni patomorfologicznej i nie miato wptywu na wynik
badania histopatologicznego.

. Nastepnie probki tkankowe na podstawie rozpoznania histopatologicznego

podzielono na 5 grup funkcjonalnych:
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endometrioza jajnika,
endometrium w | fazie cyklu menstruacyjnego,
endometrium w Il fazie cyklu menstruacyjnego,

jajnik prawidtowy w | fazie cyklu menstruacyjnego,

a b 0 nh =

jajnik prawidtowy w Il fazie cyklu menstruacyjnego.

3.3 Metoda immunohistochemiczna

Immunolokalizacja biatka DFF45 zostata przeprowadzona w 50 losowo
wybranych probkach tkankowych (endometrioza n=10; endometrium proliferacyjne
n=10; endometrium sekrecyjne n=10; jajnik w | fazie cyklu menstruacyjnego n=10
oraz jajnik w Il fazie cyklu menstruacyjnego n=10). Skrawki parafinowe pobrano z
archiwum Zaktadu Patomorfologii ,INTRA” w Cieszynie.

Skrawki tkankowe grubosci 5Sum zostaty odparafinowane, ponownie uwodnione i
zanurzone w wodzie destylowanej. Nastepnie probki przez 8 minut (£1) byly
inkubowane w 3% roztworze H,O, w temperaturze pokojowe;j.

W celu immunolokalizacji biatka DFF45 uzyto 100ug pierwszorzedowych,
poliklonalnych przeciwciat kroliczych anty-DFF45 klasy 19G, ktére rozcienczano w
stosunku 1:75 w buforze Tris-HCI zawierajagcym biatko stabilizujgce oraz 0,015mol/L
azydku sodu (DakoCytomation). Probki tkankowe nastepnie inkubowano w
temperaturze pokojowej z rozcienczonym roztworem przeciwciat anty-DFF45 przez
30 minut (£1). Szkietka nastepnie przemywano wodg destylowang. Do wybarwienia
preparatéw zastosowano zestaw EnVision+System-HRP (DakoCytomation), bedacy
dwustopniowg technikg barwienia immunohistochemicznego, opartym na polimerze
znakowanym peroksydazg i przeznaczonym do uzycia z pierwszorzedowymi
przeciwciatami kréliczymi. Po pokryciu préobki tkankowej znakowanym polimerem
(Labelled Polimer) byla ona inkubowana przez 30 minut (x1) temperaturze
pokojowej. Po przeptukaniu prébki tkankowej w buforze celem wywotania reakciji
barwnej zastosowano chromogen (DakoCytomation) zawierajacy 0,75mg/MI 3-
amino-9-etylokarbazolu w 2,5% N,N-imetyloformamidzie i 0,05mol/L buforu
octanowego o pH 5,0. Czas inkubacji przeprowadzonej w temperaturze pokojowej

wynosit 8minut (£1). Skrawki tkankowe zostaty nastepnie umocowane i przykryte
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szkietkiem nakrywkowym przy uzyciu wodnego s$rodka mocujacego Glycergel
(DakoCytomation)
Immunoreaktywnos$c¢ biatka DFF45 w badanych tkankach zostata przedstawiona

W sposOb opisowy.

3.4 Metoda Western blot

Natychmiast po pobraniu fragmenty tkanek homogenizowano w
homogenizatorze obrotowym szkio — szkio w obecnosci mieszaniny inhibitorow
proteaz Complete (Roche, Niemcy) i uzyskany homogenat przechowywano w
temperaturze —20 stopni Celsjusza (°C) do czasu analizy badanych biatek.

Po rozmrozeniu homogenaty mieszano z buforem (125 mM Tris-HCI pH=6,8,
4% SDS, 1% Triton X-100) w stosunku objetosciowym 1:1 i inkubowano we wrzacej
tazni wodnej przez czas 15 (x1) minut, nastepnie zamrazano w ciektym azocie. Po
rozmrozeniu probki wirowano w temperaturze pokojowej przy 16000g przez 10 (1)
minut uzyskujac supernatant zawierajgcy mieszanine biatek. Przy uzyciu zestawu
kwasu bicynchoninowego (BCA) na 96-studzienkowej ptytce oznaczano stezenie
biatka catkowitego, nastepnie dodawany byt ditiotreitol (DTT) jako czynnik
redukujacy. W tazni wodnej w temperaturze 90°C przez 10 (1) minut
przeprowadzano reakcje redukgcji (i denaturacji bialek).

W uktadzie buforowym Tris—tricyna z zastosowaniem Zzelu poliakrylamidowego
SDS-PAGE wykonano rozdziat elektroforetyczny 40ug biatka catkowitego w
obecnosci prébki wzorcowej P14, ktora stuzyta jako wzorzec pomiaru intensywnosci
uzyskanych prgzkéw. Nastepnie przez 90 (1) minut wykonywano elektrotransfer
rozdzielonych biatek na membrane z polifluorku winylidenu (PVDF) o porach 0,45
pm (Immobilion—P, Milipore, USA) w buforze (2,5 mM Tris-HCI, 19,2 mM glicyna
pH=8,5, 10% obj. metanol) przy natezeniu pradu 0,2 A.

Umieszczajgc membrane po elektorotrasferze na dobe w (3%) roztworze
odtluszczonego mleka o temperaturze 4°C blokowano niespecyficzne miejsca
wigzania przeciwciat na membranach. Przez 90 (1) minut inkubowano membrany z
przeciwciatami pierwszorzedowymi stosowanymi w rozcienczeniu 1:5000. Nastepnie
czterokrotnie (przez 10 minut kazde) ptukano membrany w buforze TST (0,01M Tris-
HClI pH=7,4; 0,9 % w/w NaCl, 0,05% w/obj., Tween 20) i inkubowano z

przeciwciatami drugiego rzedu, ktére byly zawieszone w buforze TST w
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rozcienczeniu 1:20000. Szesciokrotnie ptukano membrany, kazdorazowo przez 5
(£1) minut. Po wyptukaniu membrany umieszczane byty w wodnym roztworze
gotowego substratu dla alkalicznej fosfatazy przygotowanego z tabletki — BCIP/NBT
(ang. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium). Na tym etapie
celem zahamowania aktywnosci fosfataz edogennych dodawano lewamizol w
koncowym stezeniu 0,15mg/mL.

B—Aktyne oznaczano na membranach stuzgcych uprzednio do detekcji DFF45.
Byly one krotko solubilizowane w metanolu a nastepnie ptukane w buforze TST.
Detekcji p—Aktyny dokonywano za pomocg odpowiednich pierwszo- i
drugorzedowych przeciwciat wedtug identycznego protokotu jak w przypadku
DFF45. W ten sposéb na jednej membranie mozna byto oznaczy¢ zaréwno DFF45
jaki B-Aktyne.

W celu lepszej orientacji budowe kompleksow detekcyjnych dla kazdego

antygenu podsumowano w tabeli 6.

Tabela. 5. Sktadniki komplekséw immunodetekcyjnych uzytych w przeprowadzonych
doswiadczeniach.

Przeciwciato Przeciwciato
Antygen ]
pierwszorzedowe drugorzedowe
DFF45 anty-DFF45 (krdlicze) anty-krolicze IgG — AP
B—Aktyna anty B—Aktyna (mysie) anty-mysie IgG — AP

Przy uzyciu aparatu FluorS Multiimager (BioRad, USA) z oprogramowaniem
Quantity One (BioRad, USA) wyznaczono intensywnosci zaréwno prazkow
antygenow, jak i poziom tta. R6znice powstatg po odjeciu wartosci intensywnosci tta
od wartosci intensywnosci prgzka dzielono przez wartos¢ intensywnosci prazka
probki wzorcowej P14, ktora zostata wybrana ze wzgledu na najwiekszg ilos¢ biatka
DFF45 ustalong w badaniach pilotazowych. Uzyskano w ten sposob wzgledng
intensywnos¢ oznaczanych biatek w poszczegdolnych probkach, ktorg wyrazono w

bezwymiarowych jednostkach ciggtych.
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Przeprowadzenie dwdch reakcji immunodetekcyjnych (dla DFF45 i B-Aktyny) na
jednej membranie pozwala obiektywnie analizowac i poréwnac statystyczny rozktad

ilosci obydwu biatek.

3.5 Analiza statystyczna

Minimalna liczba oznaczen, jaka jest wymagana, aby analiza statystyczna byta
wiarygodna wynosita 79 przypadkow ogotem. Zastosowano zatozenia wstepne, iz
moc testu wynosi 80% a poziom istotnosci statystycznej 0,05.

Do okreslenia rozktadu danych klinicznych i analizowanych zmiennych (DFF45 i
B-Aktyna) uzyto testu Shapiro-Wilka. Do poréwnania danych klinicznych
zdefiniowanych przez zmienne jakosciowe i porzadkowe, uzyto testu U - Manna-
Whitneya, a w przypadku zmiennych iloSciowych ciggtych w zaleznosci od rozktadu
zblizonego do rozktadu normalnego lub ré6znego od rozktadu normalnego zostaty
uzyte odpowiednio: test parametryczny oraz nieparametryczny.

Poréwnanie ekspresji badanych biatek w przypadku rozktadu zblizonego do
normalnego zostato wykonane przy uzyciu testu parametrycznego t-Studenta i
przedstawione jako wartos¢ srednia i odchylenie standardowe (SD, Standard
Deviation). W przypadku rozktadu réznego od normalnego ekspresja analizowanych
biatek zostata porownana testem nieparametrycznym U — Manna-Whitneya i
przedstawiona jako mediana oraz rozstep kwartylowy (Qs-Q1).

Do poréwnania zmiennych w probach powigzanych o rozktadzie r6znym od
normalnego zostat uzyty nieparametryczny test kolejnosci par Wilkoxona dla préb
zaleznych.

Celem testowania hipotezy badawczej w co najmniej 3 grupach uzyto
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). W przypadku, gdy badane zmienne
nie spetnity zatozenia rozktadu normalnego, co oceniono testem Lavrenc'a, do
testowania hipotez uzyta zastata ANOVA rang Kruskala-Wallisa. Do analizy zwigzku
miedzy ekspresjg biatka DFF45 w endometriozie jajnika a oceng Kkliniczng
endometriozy w skali AFS zostata uzyta korelacja Spearmana.

Poziom istotnosci statystycznej przy poréwnywaniu wartosci zmiennych zostat

wyznaczony na poziomie p<0,05. Obliczen dokonano przy pomocy pakietu
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statystycznego STATISTICA (data analysis software system), version 7.1. firmy
StatSoft, Inc. (2005).
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4. Wyniki

4.1 Poréwnanie grupy kobiet z endometriozg i bez endometriozy w
aspekcie danych klinicznych

Uzywajac odpowiednich testow parametrycznych oraz nieparametrycznych w
zaleznos$ci od charakteru i rozktadu badanych zmiennych poréwnano grupe
pacjentek z endometriozg i grupe kobiet bez endometriozy pod wzgledem cech
klinicznych.

Srednia wieku pacjentek z endometriozg wyrazona w latach nie réznita sie
istotnie od sredniego wieku pacjentek bez endometriozy, u ktérych gtownym
wskazaniem do interwencji chirurgicznej byt rozrost miedniakowaty macicy.
Analizowane grupy kobiet nie roznity sie w sposéb statystycznie istotny pod
wzgledem wieku wystgpienia pierwszej miesigczki, dtugosci i regularnosci cyklu
miesigczkowego, takze dtugosci i nasilenia krwawienia miesigczkowego. Natomiast
kobiety z rozpoznang endometriozg znamiennie czesSciej zgtaszaty dolegliwosci
bolowe w trakcie menstruacji (69,2% vs.31,8%; p=0,009).

W analizowanym materiale klinicznym nie stwierdzono statystycznie istotnych
réznic miedzy badanymi grupami w zakresie liczby cigz, porodéw i poronien oraz w
liczbie rozpoznanych schorzehn przewlektych i liczbie przebytych interwencii
chirurgicznych.

Pacjentki z podejrzeniem endometriozy, ktéra nastepnie zostata potwierdzona
srodoperacyjnie i histopatologicznie, byly znamiennie czesciej kwalifikowane do
interwencji endoskopowowej w poréwnaniu z grupg kobiet bez endometriozy (53,8%
vs. 9,1%; p<0,001).

Rodzaj interwenciji chirurgicznej, w trakcie ktérej pobierano materiat tkankowy,
jak réwniez obecnos¢ lub brak dolegliwosci bolowych w trakcie menstruacji nie sg
czynnikami determinujgcym ocene ekspresji badanego biatka, tak wiec nie majg
wptywu na wyniki prowadzonych badan. Brak roznic w czynnikach klinicznych,
mogacych potencjalnie wptywaé na wynik oceny ekspresji badanego biatka w
endometrium, takich jak dtugosc¢ i regularnosc¢ cykli miesigczkowych, czas trwania i
nasilenie krwawienia miesigczkowego, liczba cigz, liczba porodoéw, liczba poronien

pozwalajg na analize poréwnawczg ekspresji biatka DFF45.
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Tabela 6. Poréwnanie kliniczne pacjentek z endometriozg i kobiet bez endometriozy.

Kobiety z Kobiety bez
endometriozg endometriozy Wartos¢ p

(n=26) (n=62)
Srednia wieku w chwili badania (Iata)* 421 43,2 0348
(odchylenie standardowe) (£6,7) (+4,8) ’
Mediana wieku menarche (lata)” 13 14 0.133
(rozstep kwartylowy) (2) (2) '
Srednia dtugos$ci cyklu (dni)* 28,9 28,9 0971
(btad standardowy) (x2,0) (x2,3) ’
Liczba cykli regularnych“ 21 41 0281
(udziat procentowy) (80,8%) (66,1%) '
Mediana dtugosci miesiaczki (dni)~ 5 5 0568
(rozstep kwartylowy) (1) (3) ’
Na§iler,1ie kmawienig*miesiqczkowego 16/7/3 34/23/5 0,395
obfite/Srednie/skape
Liczba pacjentek z bolesnymi 18 29 .
miesigczkami o o 0,012
(udziat procentowy) (69,2%) (35,5%)
Mediana liczby ciaz 1 2 0082
(btad standardowy) (1) (1) ’
Mediana liczy porodow 1 2 0.137
(btad standardowy) (2) (1) ’
Liczba jednokrotnych poronien 3 0
samoistnych o 0,735
(udziat procentowy) (11,5%) (0,059)
Liczba pacjentek ze schorzeniami 3 12 0769
przewlektymi (11,5%) (19,4%) '
Liczba pacjentek poddanych 3 8
wczesniejszym interwencjom (11,5%) (12,9%) 0,891

chirurgicznym

Rodzaj interwenciji chirurgicznej w trakcie
ktorej pobrano materiat tkankowy 12/14 5/57 <0,001"
Endoskopia / Laparotomia

*rznica statystycznie istotna

" Wartosci charakteryzuja sie rozktadem normalnym - do obliczen zastosowano test t - Studenta
** Wartosci cechuje brak rozktadu normalnego lub sg to zmienne jakoéciowe - do obliczef
zastosowano test U - Manna-Whitneya.



4.2 Wyniki analizy immunohistochemicznej

Do oceny immunoreaktywnosci biatka DFF45 w badanych tkankach
wykorzystano metode immunihistochemiczng, ktéra z powodzeniem byta juz
stosowana do oceny rozktadu biatek w endometrium i endometriozie przez innych
badaczy [200;201]. Do analizy immunihistochemicznej biatka DFF45 wybrano
losowo po dziesie¢ prébek tkankowych w kazdej z pieciu analizowanych grup —
tacznie immunoreaktywnosc¢ biatka DFF45 oznaczono w 50 przypadkach.

Immunohistochemicznie potwierdzono ekspresje biatka DFF45 zaréwno w
podscielisku endometrium zdrowych kobiet jak réwniez w komérkach gruczotowych

zarbwno w fazie proliferacyjnej (n=10) jak i sekrecyjnej (n=10) cyklu

menstruacyjnego (Rycina 7 i 8).

3’*1

Rycina 7. Immunolokalizacja biatka DFF45 w Rycina 8. Immunolokalizacja biatka DFF45 w
fazie proliferacyjnej w endometrium zdrowych fazie sekrecyjnej w endometrium zdrowych
kobiet (powiekszenie x20). kobiet (powiekszenie x20).

Zaobserwowano silniejszg immunoreaktywnos¢ biatka DFF45 w komorkach
gruczotowych endometrium w poréwnaniu do komorek zrebu endometrium zaréwno
w fazie proliferacyjnej jak i sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego, ktéra miata charakter
odczynu jadrowego. Immunorekatywno$¢ biatka DFF45 oceniana w komdrkach
zrebu w endometrium sekcyjnym i endometrium proliferacyjnym kobiet bez
endometriozy byta poréwnywalna.

W probkach endometriozy jajnikowej stwierdzono, podobnie jak w przypadku
endometrium, wiekszg biatka DFF45 w komérkach gruczotowych w poréwaniu do
komérek zrebu. Jednakze w poréwnaniu do endometrium proliferacyjnego i

sekrecyjnego zdrowych kobiet w ogniskach endometriozy zabserwowano nizszg
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immunoreaktywno$¢ ocenianeg biatka zaréwno w komaorkach gruczotowych jak i w
komorkach zrebu. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze z uwagi na obecnos¢ komorek

uktadu immunologicznego jak rowniez wybroczyn krwawych analiza tej tkanki byta
technicznie trudna (Rycina 9).

Rycina 9. Immunolokalizacja biatka DFF45 w

tkance endometriozy jajnikowej (powiekszenie
x20).

W wycinkach jajnikéw pobranych od zdrowych kobiet immunohistochemiczne
wybarwienie przeciwciatami anty-DFF45 lokalizowato sie przede wszystkim w
pecherzykach pierwotnych i wzrastajgcych, natomiast komorki zrebu jajnika i ciatek

biatawych charakteryzowaty sie mniejsza immunoreaktywnoscig badanego biatka
(Rycina 101 11).

Rycina 10. Immunolokalizacja biatka DFF45 w Rycina 11. Immunolokalizacja biatka DFF45 w
prawidtowym jajniku zdrowej kobiety prawidtowy jajniku zdrowej cyklu (fragment
(powiekszenie x10). Ryciny 10 w powigkszeniu x20).

Zastosowana metoda immunohistochemiczna pozwolita na zbadanie
immunoreaktywnosci biatka DFF45 w kontekscie jego lokalizacji, jednakze nie jest to

uznana metoda do oceny ilosciowej analizowanego biatka, dlatego analize
pogtebiono technikg Western-blot.
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4.3 Wyniki analizy Wester-blot
Znajac rozktad immunoreaktywnosci biatka DFF45 do okreslenia ilosci badanego
biatka zastosowano pot-ilosSciowg metode Wester-blot uzywang w podobnym celu

przez innych badaczy [202] (Rycina 12).

—
_ DFF45
- 4 45kDa
Sesgesewese =Y B-Aktyna
‘ ' 42KDa

Rycina 12. Blot bedacy wynikiem dwurzedowej reakcji immunodetekcyjnej. Prazek o masie
45kD odpowiada badanemu biatku DFF45, natomiast prazek o masie 42kD odpowiada
biatku kontrolnemu B-Aktynie.

Tabela 7. Liczebnos¢ badanych prébek tkankowych.

Lp. Probka tkankowa n
1 Endometrioza jajnikowa 26
2 Endometrium proliferacyjne 31
3 Endometrium sekrecyjne 28
5 Tkanka jajni_ka pobrana od zdrowych kobiet w | fazie cyklu 19

menstruacyjnego
5 Tkanka jajni_ka pobrana od zdrowych kobiet w |l fazie cyklu 23
menstruacyjnego
SUMA 127

Wzgledng ilos¢ biatka DFF45 i B-Aktyny oznaczono w sumie w 127 probkach
tkankowych, w tym w 26 probkach endometriozy jajnikowej jak réwniez w 31
proébkach endometrium proliferacyjnego i w 28 prébkach endometrium sekrecyjnego
kobiet bez endometriozy. Dodatkowo oznaczono wzgledng ilos¢ DFF45 i B-Aktyny w
19 prébkach jajnika w | fazie folikularnej, w 23 probkach jajnika w Il fazie cyklu

menstruacyjnego.
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Liczba obs.
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4.3.1 Ocena ekspresji biatka DFF45 i B-Aktyny w endometrium

Wartosci wzglednej ekspresji biatka DFF45 oraz [(-Aktyny w endometrium
proliferacyjnym i endometrium sekrecyjnym zostaty przedstawionoe odpowiednio w
tabeli 8 i w tabeli 9.

Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 w endometrium kobiet bez endometriozy
charakteryzowata sie rozktadem réznym od normalnego (S-W=0,765; p<0,001).
Rozktad wzglednej ilosci biatka kontrolnego B-Aktyny w endometrium pobranym od
kobiet bez rozpoznanej endometriozy byt réwniez rézny od normalnego (S-W=0,934;
p=0,003).
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Liczba obs.
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Wzgledna ilosé biatka DFF45 Wzgledna ilosé B-Aktyny
Rycina 13. Histogram warto$ci wzglednej ilosci Rycina 14. Histogram warto$ci wzglednej ilosci -
biatka DFF w endometrium w grupie kobiet bez Aktyny w endometrium w grupie kobiet bez
endometriozy. endometriozy.

Analizujac ekspresje DFF45 i B-Aktyny w endometrium kobiet bez endometriozy
zaobserwowano znamiennie nizsze wartoSci ekspresji biatka DFF45 w prébkach
tkankowych endometrium proliferacyjnego w poréwnaniu z endometrium
sekrecyjnym. Nie wykazano roznic w ekspresji biatka kontrolnego B-Aktyny w

poréwnywanych tkankach (Tabela 10; Rycina 15).
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Tabela 8. Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 oraz Tabela 9. Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 oraz

B-Aktyny w endometrium proliferacyjnym zdrowych B-Aktyny w endometrium sekrecyjnym zdrowych kobiet
kobiet (dane przedstawione sg kolejno w porzadku (dane przedstawione sg kolejno w porzadku rosnacym
rosngcym wedtug oznaczenia protokotu). wedtug oznaczenia protokotu).
Lp. prgtro— Syrpbc?l |¥(;/szg IbQi(ejl’rnkaa Wzll%lgg " Lp. prgtro— Syrpbql |¥(;/szg IbQi(ejl’rnkaa Wzll%lgg "
kou POPK TBEF4s  BAktyny koty ProbK DFF45 B-Aktyny
1 K-6 X20 0,252751  1,444099 1 K-1 X14 0,482131 0,797946
2 K22 X6 0,266298 1,068464 2 K-2 X8 0,259085 1,397189
3 K-25 Z15 0,199249 0,689714 3 K-4 X10 0,666345 1,790828
4 K-29 Z19 0,112373 0,689801 4 K-18 Z14 0,939373 1,272446
5 K-30 Z22 0,136947 0,665986 5 S3 E6 1,137436 0,975729
6 S-2 E7 0,387201 0,869183 6 S-6 X25 0,948865 0,815339
7 S-4 X26 0,395613 2,127624 7 ST X22 0,961348 0,950948
8 S-5 E4 0,374183 1,0135217 8 S99 X28 0,877076 0,795344
9 S-8 B43 0,207328 1,874497 9 S-10 Z3 0,167499 1,177789
10 S-11 Z6 0,365322 0,823658 10 S-12 Z8 0,199372 0,979526
11 S-13 Z10 0,197779  0,656658 11  S-15 B1 0,343386 1,480451
12 S-17 B5 0,341488 1,258505 12 S-16 B7 0,396015 1,289601
13 S-18 B41 0,356359 1,168364 13 S-19 B8 0,396356 1,525996
14 S-20 B10 0,323448 1,001977 14 S-21 B12 0,394742 1,386325
15 S-25 E23 0,330752  1,197531 15 S-22 B15 0,347286 1,226149
16 S-26 B44 0,230096 1,054885 16 S-28 M21 1,0249336 1,201778
19 S-27 M39 0,286261 1,091092 17 S-32 M14 0,604708 1,242751
8 S-29 M10 0,387184 1,444739 18 S-33 M63 0,403978 1,189461
19 S-39 M7 0,112319 1,917212 19 S-34 M57 0,966217 1,679218
20 S-41 M55 0,385758 1,435155 20 S-46 M45 0,450591 1,588997
21 S-44 M42 0,367548 0,945224 21 S-55 M36 0,326511 0,881761
22 S-49 E11 0,214779 2,044681 22 S-56 M33 0,247524 0,737997
23 S-50 X1 0,263274 0,816996 23 S-57 G1 0,329448 0,761489
24 S-51 E1 0,339259 1,387478 24 S-60 G4 0,352542 0,570683
25 §-52 Z12 0,201667 0,815369 25 S-63 G7 0,319468 0,932413
26 S-53 X17 0,194308 1,030377 26 S-64 G8 0,360268 0,877031
27 S-54 B19 0,381274  1,282426 27 S-65 G9 0,367536 0,919081
28 S-58 G2 0,374906 0,857228 28 S-66 G10 0,367536 0,932413
29 S-59 G3 0,317328 0,766345
30 S-61 G5 0,286228 1,060233
31 S-62 G6 0,330096 0,870509
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Tabela 10. Poréwnanie wzglednej ilosci biatka DFF45 i 3-Aktyny w endometrium
proliferacyjnym i endometrium sekrecyjnym zdrowych kobiet.

Endometrium
proliferacyjne sekrecyjne Wartos¢ p
(n=31) (n=28)
Mediana wzglednej ilosci biatka DFF45 0,317 0,395 <0.001"
(rozstep kwartylowy) (0,160) (0,435) ’
Mediana wzgledna ilos¢ p-Aktyny (rozstep 1,055 1,078 0867
kwartylowy) (0,564) (0,459) ’
*wartos¢ statystycznie istotna

2,4
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18| { ®p<0,001
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Rycina 15. Poréwnanie mediany wartosci wzglednej ekspres;ji biatka DFF45 i mediany wartosci
wzglednej ekspresiji B-Aktyny w endometrium proliferacyjnym i endometrium sekrecyjnym kobiet bez
endometriozy.

4.3.2 Ocena ekspresji DFF45 i B-Aktyny w prawidtowej tkance jajnika

Wzgledng ekspresje biatka DFF45 oraz B-Aktyny oznaczono w 19 probkach
prawidtowej tkanki jajnikowej pobranej w | fazie cyklu menstruacyjnego oraz w 23
probkach prawidtowej tkanki jajnikowej pobranych w |l fazie cyklu menstruacyjnego.
U 13 pacjentek bez endometriozy wzgledng ilo§¢ biatka DFF45 oraz [(-Aktyny

oceniono zarowno w jajniku lewym jak i w jajniku prawym. Testem

43

EP — endometrium w
1 fazie proliferacyjnej



Liczba obs.

nieparametrycznym dla préb powigzanych Wilcoxona porownano ekspresje biatka
DFF45 oraz -Aktyny w probkach tkankowych pobranych od tej samej pacjentki z
jajnika lewego i prawego. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic pomiedzy
jajnikiem prawym i lewym w $redniej wzglednej ilosci biatka DFF45 oraz (B-Aktyny
(odpowiednio p=0,463 oraz p=0,552). Na tej podstawie dalszg analize ekspres;ji
biatka DFF45 oraz B-Aktyny prowadzono, nie réznicujac czy materiat tkankowy
pochodzi z lewego jajnika lub prawego jajnika, biorgc pod uwage jedynie
funkcjonalng faze cyklu jajnikowego, w ktorej prébka tkankowa zostata pobrana.

Wartosci wzglednej ekspresji biatka DFF45 raz (-Aktyny w prawidtowej tkance
jajnikowej pobranej w | fazie cyklu menstruacyjnego oraz pobranej w Il fazie cyklu
menstruacyjnego zostaty przedstawiono odpowiednio w tabeli 11 i w tabeli 12.

Oceniajgc rozktad badanych zmiennych w prawidiowej tkance jajnikowej
pobranej w grupie kobiet bez endometriozy stwierdzono, ze wzgledna ilo$¢ biatka
DFF45 ma rozkfad normalny (S-W=0,952; p=0,077), rowniez wartosci ekspres;ji
biatka kontrolnego B-Aktyny charakteryzujg sie rozktadem normalnym (S-W=0,966;
p=0,248).

Liczba obs.
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Rycina 16. Histogram warto$ci wzglednej iloSci
biatka DFF w tkance jajnikowej w grupie kobiet bez

Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 Wzglena ilosé B-Akiyny

endometriozy. bez endometriozy.
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Rycina 17. Histogram wartosci wzglednej ilosci
biatka B-Aktyny w tkance jajnikowej w grupie kobiet



Tabela 11. Wzgledna ilo$¢ biatka DFF45 oraz
B-Aktyny w prawidtowej tkance jajnika w | fazie
cyklu jajnikowego (dane przedstawione sg
kolejno w porzadku rosngcym wedtug

Tabela 12. Wzgledna ilo$¢ biatka DFF45 oraz
B-Aktyny w prawidtowej tkance jajnika w Il fazie
cyklu jajnikowego (dane przedstawione sg kolejno w
porzadku rosngcym wedtug oznaczenia protokotu).

oznaczenia protokotu).

o iy Symbo et Wegena e
kolu POPK DEF4s  B-Aktyny Lp. kolu PP pEpss B-Aktyny

1 X11  0,484304 1,150807 1 K18 713 0,963513 1,030577
2 X4 0445943 0,943581 2 S3  X31 0408835 1,332657
3 K6  X19  0,296499 1,544407 3 X24  0,922467 0,815369
4 K8 X13  0,526022 1,040636 s %% xo3 0896807 0,815338
5 K17 718  0,714958 1,173181 5 S7  X21  0,988972 0,979526
6 K30 Z21 0185735 0,656756 6 S9  X27  0,860089 0,815763
7 S2 X229 0305149 1,026145 4 0,228973 0,896407
8 S5 X35 0202969 0,935915 8 72 0,211216 0,999526
9 SA13 79  0,187573 0,567399 9 Ss42  z7 0,162123 0,656658
10 S-18 B42  0,555461 1,023487 0 .. B3 1,163812 1,052212
11 S20 B11 1449889 0,871826 11 B2 1,494744 0,656658
12 B24  0,288126 1,079659 12 S16  B6 1,316967 1,166789
13 5% s 0373387 1002628 13 B13  1,674876 0,901448
14 M40  1,002819 1,105234 10 % B4 2000343 1,059111
15 527 M4t 0564994 1,032253 15, B16 1039812 0,959691
16 M11  0,595238 1,358886 16 B17  0,682982 0,999673
19 5% M2 0587489 1121557 17 M23  1,204841 1,221713
8 M17  0,966216 0,967921 18 % \M2a 1019580 0,946624
19 5 wse 0657449 1370731 19 M15  1,470953 0,900739
20 T2 wie 1 1183345 0,959411

21 S34 M59  0,685366 1,527301

22 M46  1,021923 0,841267

23 % war g 353396 0,757788

Analizujgc prawidtowg tkanke jajnika zaobserwowano zmiany ekspresji DFF45 w

zaleznosci od funkcjonalnej fazy jajnika. Znamiennie nizszg ekspresje DFF45

wykazano w | fazie cyklu miesigczkowego w poréwnaniu do fazy Il cyklu
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miesigczkowego. Nie wykazano réznic w ekspresji biatka kontrolnego B-Aktyny w

porownanych tkankach (Tabela 13; Rycina 18).

Tabela 13. Poréwnanie wzglednej ilosci biatka DFF45 i B-Aktyny w prawidtowej tkance
jajnikowej pobranej w | i |l fazie cyklu menstruacyjnego.

Prawidtowa tkanka jajnika

| faza cyklu Il faza cyklu Wartos¢ p
(n=19) (n=23)
Srednia wzgledna iloéci biatka DFF45 0,546 0,998 0.001*
(odchylenie standardowe) (0,321) (0,465) ’
Srednia wzgledna ilo$¢ B-Aktyny 1,056 0,969 0.199
(odchylenie standardowe) (0,227) (0,203) ’
Fwarto$é statystycznie istotna
1,8
16} a
141 T
c 1,21 S
: ]
o u
0 10t L]
8 [=]
o —_
5 08¢ —
3 L
5
= 06} {  ©p=0,001
04}
1 = Srednia
02} 1[0 $rednia+Blad std
T SredniatOdch.std
0,0
DFF45 DFF45 pB-Aktyna  B-Aktyna
| faza Il faza | faza Il faza  cyklu menstruacyjnego

Rycina 18. Poréwnanie ekspresji biatka DFF45 i B-Aktyny w zdrowej tkance jajnika w | i w Il fazie
cyklu menstruacyjnego.
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Liczba obs.

4.3.3 Ocena ekspresji DFF45 i B-Aktyny w endometriozie jajnikowej

Ekspresje biatka DFF45 oraz biatka kontrolnego [B-Aktyny oceniono w 26
prébach tkankowych endometriozy jajnikowej.

Oceniajac rozktad badanych zmiennych w endometriozie jajnikowej stwierdzono,
ze wzgledna ilos¢ biatka DFF45 ma rozktad normalny (S-W=0,972; p=0,665), jak
rowniez wartosci wzglednej ilosci biatka kontrolnego (3-Aktyny charakteryzuje rozktad

zblizony do normalnego (S-W=0,936; p=0,111).

LICZDa 0Ds.
(&

/ S I AN

—

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50 0

0,22 04 06 08 1,0 1,2 14 1,6 1,8 2,0 22
Warto$¢ ekspresiji biatka DFF45

Wzgledna ilos¢ B-Akiyny

Rycina 19. Histogram rozkfadu wartosci wzglednej Rycina 20. Histogram rozkfadu wartosci wzglednej
ilosci biatka DFF w endometriozie jajnikowe;. ilosci B-Aktyny w endometriozie jajnikowe;.

Analizie poddano ekspresje biatka DFF45 w endometriozie jajnika w poréwnaniu
do endometrium kobiet bez endometriozy pobranego w fazie proliferacyjnej i w fazie
sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego. Poniewaz rozktad badanych biatek przynajmnie;j
w jednej z analizowanych grup byt rézny od normalnego, do analizy uzyto testéw
nieparametrycznych, a wzgledng ilos¢ analizowanych biatek przedstawiono w formie

median.
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Tabela 14. Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 oraz B-Aktyny w endometriozie jajnikowej (dane
przedstawione sg kolejno w porzadku rosngcym wedtug oznaczenia protokotu).

Lp. Nr Syrpbql W;gledna ilos¢ Wzgledna ilos¢ Stopie(ﬁ
protokotu probki biatka DFF45 B-Aktyny endometriozy
1 K-9 E53 0,166791 1,876473 4
2 K-10 E8 0,152815 1,720718 3
3 K-11 E9 0,310703 1,471293 1
4 K-12 E51 0,432467 1,590701 1
5 K-13 E12 0,156068 1,876473 4
6 K-14 Z61 0,275586 0,685724 2
7 K-15 Z20 0,174662 0,638765 4
8 K-16 217 0,109831 0,609795 4
9 K-20 X18 0,083933 1,291231 4
10 K-23 X2 0,188697 1,147845 4
11 K-26 X33 0,166792 0,699112 4
12 K-31 M38 0,267807 1,653994 2
13 K-32 M29 0,199248 0,752815 3
14 K-33 M20 0,102493 0,494347 4
15 K-34 B21 0,226657 1,201778 2
16 S-1 X30 0,267954 1,311578 2
17 S-14 Z11 0,190074 0,812542 4
18 S-24 B22 0,311215 0,765098 2
19 S-30 M37 0,326511 1,187654 2
20 S-31 M53 0,060821 1,128874 4
21 S-35 M60 0,387184 1,219221 1
22 S-36 M27 0,255114 0,803336 3
23 S-37 M19 0,101588 1,184572 4
24 S-38 M34 0,204037 0,750619 3
25 S-43 M26 0,207641 1,173345 3
26 S-48 M35 0,226855 1,154387 3

Mediana wzglednej ilosci biatka DFF45 byta najnizsza w endometriozie
jajnikowej i wynosita 0,202 w porownaniu do mediany wzglednej ilosci biatka DFF45
w endometrium kobiet bez endometriozy w fazie proliferacyjnej i w fazie sekrecyjnej
cyklu miesigczkowego (odpowiednio 0,317 oraz 0,395; p<0,001) (Tabela 15). Nie
wykazano réznic we wzglednej ilosci biatka kontrolnego B-Aktyny w poréwnanych
tkankach.
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Tabela 15. Poréwnanie mediany wzglednej ilosci biatka DFF45 | 3-Aktyny w endometriozie
jajnikowej, endometrium proliferacyjnym i sekrecyjnym kobiet bez endometriozy.

Endometrium
Endometrioza
jajnikzogva proliferacyjne sekrecyjne Wartos¢ p

n=

( ) (n=31) (n=28)
I\D/IltzagTSna wzglednej ilosci 0.202 0,317 0,395 <0.001*
(rozstep kwartylowy) (0,112) (0,160) (0,435)
Mediana wzglednej ilosci 0908 1055 1078
B-Aktyny (0.559) (0,564) (0.459) 0,616

(roztep kwartylowy)

Fwartos¢ statystycznie istotna

W analizie post hoc wykazano roznice statystycznie istotng we wzglednej ilosci
biatka DFF45 pomiedzy endometriozg jajnikowg a endometrium proliferacyjnym
(p=0,011) jak rowniez endometriozg jajnikowg a endometrium sekrecyjnym

(p<0,001) (Rycina 21).
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Rycina 21. Poréwnanie mediany wzglednej ilosci biatka DFF45 i B-Aktyny w ogniskach endometriozy
oraz w endometrium proliferacyjnym i sekrecyjnym kobiet bez endometriozy.
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Rozktad biatka DFF45 w endometriozie jajnika oraz prawidtowej tkance
jajnikowej byt zblizony do normalnego, tak wiec do analizy statystycznej uzyto
testow parametrycznych, a wyniki przedstawiono za pomocg S$rednich wzgledne;j
ilosci biatka DFF45 w poszczegdlnych tkankach. W przypadku analizy B-Aktyny,
ktorej rozktad w poréwnywanych grupach byt rowniez zblizony do normalnego
zastosowano testy parametryczne, przedstawiajac wzgledng ilos¢ B-Aktyny w
poszczegolnych tkankach jako wartos¢ srednia.

Srednia wzgledna warto$é ekspresji DFF45 byla najnizsza w endometriozie i
wynosita 0,213 w porownaniu do Sredniej wzglednej ekspresji DFF45 w tkance
jajnika w fazie | cyklu oraz w tkance jajnika w fazie Il cyklu menstruacyjnego
(odpowiednio 0,547 oraz 0,998; p<0,001) (Tabela 17). Analize statystyczng
przeprowadzono metodg jednoczynnikowej analizy wariancji. Nie wykazano réznic w

ekspresiji biatka kontrolnego B-Aktyny w poréwnanych tkankach.

Tabela 16. Poréwnanie sredniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i B-Aktyny w endometriozie
jajnikowej i w zdrowej tkance jajnika.

Prawidtowa tkanka jajnikowa

Endometrioza
jajnikowa | faza cyklu Il faza cyklu Warto$¢ p
_ menstruacyjnego menstruacyjnego
(n=26)
(n=19) (n=23)

gfg_'}g wzgledna ilosc 0,213 0,547 0,998 <0.001"
(odchylenie standardowe) (0,092) (0,321) (0,465)
Srednia wzgledna ilosci

1,123 1,056 0,969
B-Aktyny (0.404) (0,227) (0.203) 0,211

(odchylenie standardowe)

*warto$é statystycznie istotna

W analizie post hoc wykonanej testem Fishera wykazano roznice statystycznie
istotng w ekspresji DFF45 pomiedzy endometriozg jajnikowg a tkankg jajnikowg
pobrang w | fazie cyklu menstruacyjnego (p=0,001) jak rowniez endometriozg
jajnikowg a tkanka jajnikowg badang w |l fazie cyklu menstruacyjnego (p<0,001)
(Rycina 22).
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Wzgledna ilos¢ biatka
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Rycina 22. Poréwnanie sredniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i Sredniej wzglednej ilosci $-Aktyny w
ogniskach endometriozy i tkance jajnikowej w | fazie i w |l fazie cyklu menstruacyjnego u kobiet bez
endometriozy.

W analizowanej grupie 26 kobiet z endometriozg wyrdzniono podgrupe 18
przypadkow endometriozy jajnika i endometrium eutopowego pobranego z jamy
macicy. Na podstawie wyniku badania histopatologcznego eutopowego
endometrium wyrdézniono probki pobrane w fazie proliferacyjnej (protokoty numer: K-
11; K13; K-15; K-20; K-23; K-34; S-1; S-14; S-24) oraz sekrecyjnej (protokoty numer:
K-9; K-16; K-26; K-31; K-32; S-30; S-36; S-38; S-48) cyklu miesigczkowego.

Badajac ekspresje biatka DFF45 w ogniskach endometriozy jajnikowej wykazano
brak réznic we wzglednej ilosci biatka DFF45 w zaleznosci od fazy funkcjonalnej
cyklu, ktérg oceniono na podstawie wyniku badania histopatologicznego
endometrium eutopowego. Srednia wzgledna ilo$é biatka DFF45 w endometriozie

jajnikowej pobranej w fazie proliferacyjnej cyklu miesigczkowego nie roznita sie od
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sredniej wzglednej ilosci pobranej w fazie sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego (0,212
vs. 0,214; p=0,965). Réwniez nie wykazano réznic w ekspresji biatka kontrolnego -

Aktyny w poréwnanych tkankach (Tabela 13; Rycina 25).

Tabela 17. Poréwnanie Sredniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i Sredniej wzglednej iloci B-Aktyny w
endometriozie jajnikowej pobranej w fazie proliferacyjnej i sekrecyjnej cyklu miesigczkowego.

Endometrioza jajnikowa

faza proliferacyjna faza sekrecyjna  \wartosé p

cyklu cyklu
(n=9) (n=9)
Srednia wzgledna ilos¢ biatka DFF45 0,212 0,214 0.965
(odchylenie standardowe) (0,075) (0,064) ’
Srednia wzgledna ilosci B-Aktyny 1,168 1,054 0573
(odchylenie standardowe) (0,387) (0,452) ’
1,8
16 |
14} —‘7
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©
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8 10+
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5 08¢
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= 06}
04t
® Srednia
0.2 %I %I 1] Srednia+Btad std
T SredniatOdch.std
0,0
DFF45 DFF45 p-Aktyna p-Aktyna
endometrioza endometrioza endometrioza  endometrioza
| faza Il faza | faza Il faza
cyklu menstruacyjnego cyklu menstruacyjnego

Rycina 23. Poréwnanie sredniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i Sredniej wzglednej ilosci -Aktyny w
probkach tkankowych endometriozy jajnikowej pobranej w fazie proliferacyjnej i sekrecyjnej cyklu
menstruacyjnego.
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Wzgledna ilo$¢ biatka DFF45

4.3.4 Analiza ekspresji DFF45 i B-Aktyny w aspekcie danych klinicznych

Przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji porownano $rednig ekspresje
biatka DFF45 w czterech grupach pacjentek zaleznie o stopnia endometriozy
ocenianej $rodoperacyjnie w skali RCE wedtug AFS. Najnizszg srednig wzgledng
ilos¢ biatka DFF45 stwierdzono w grupie pacjentek z rozpoznanym czwartym
stopniem endometriozy. Wykazano istotne réznice w srednim poziomie ekspres;ji
biatka DFF45 miedzy analizowanymi grupami pacjentek (Tabela 18). Nie
zanotowano statystycznie istotnych réznic miedzy analizowanymi grupami dla

Srednich wartosci -Aktyny.

Tabela 18. Poréwnanie sredniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i $redniej wzglednej ilosci
B-Aktyny w tkance endometriotycznej w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania endometriozy.

Stopien endometriozy wedtug RCE*

Warto$¢ p
1. 2. 3. 4.

Srednia wzgledna flose 0,327 0,268 0,241 0112 g0t
(blad standardowy) (£0,026) (x0,026) (£0,017) (x0,017) ’
‘S’ff\gt”iﬁ wzgledna ilosc 1427 1134 1,059 1,069 0587
(btad it;’n dardowy) (+0,189) (£0,359) (£0,378)  (+0,480) ’
*warto$é statystycznie istotna; *Zrewidowana Skala Endometriozy
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Rycina 24. Ocena $redniej wzglednej ilosci biatka Rycina 25. Ocena $redniej wzglednej ilosci

DFF45 w zaleznosci od stopnia endometriozy
ocenianej srédoperacyjnie wedtug skali RCE
(Srednia + oczekiwane $rednie brzegowe).

ocenianej srédoperacyjnie wedtug skali RCE
($rednia + oczekiwane $rednie brzegowe).
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Przy pomocy korelacji Spearmana analizowano zwigzek pomiedzy ekspresjg
biatka DFF45 w ogniskach endometriozy jajnikowej, a nasileniem klinicznym
endometriozy ocenianej srodoperacyjnie wedtug skali AFS. Wykazano silng, ujemng
korelacje pomiedzy ekspresjg miedzy poziomem ekspresji DFF45 a punktacjg w
skali AFS - wskaznik korelacji Spearmana wyniost -0,823, poziom istotnosci
statystycznej p<0,001. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy wartosciami 3-Aktyny a
wartoscig punktacji AFS (Tabela 19; Rycina 26 i 27).

Tabela 19. Analiza korelacji wzglednej ilosci biatka DFF45 i 3-Aktyny ze stopniem zaawansowania
endometriozy.

Wskaznik
korelaciji Wartos¢ p
Gamma
Korelacja wzglednej ilosci biatka DFF45 z
orelacja glednej osc biatka F 5ze - 0,845 <0,001*
stopniem zawansowania endometriozy
Korelacja wzglednej ilosSci 3-Aktyny ze stopniem
; : -0,305 0,130
zawansowania endometriozy
Fwarto$é statystycznie istotna
20
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16k _ o i
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1. stopien 2, stopien  3.stopien 4. stopien 1. stopien 2, stopien  3.stopien 4. stopien
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Rycina 27. Korelacja wzglednej ilosci B-Aktyny ze
stopniem endometriozy ocenianej srédoperacyjnie
wedtug skali RCE (--- 95% przedziat ufnosci).

Rycina 26. Korelacja wzglednej iloscii biatka DFF45
ze stopniem endometriozy ocenianej Srodoperacyjnie
wedtug skali RCE (--- 95% przedziat ufnosci).
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Nie wykazano wptywu takich zmiennych klinicznych, jak:

1. wiek,

2. wiek wystgpienia pierwszej miesigczki,

3. czas trwania cykli menstruacyjnych,

4. czas trwania miesigczek,

5. nasilenie krwawienia miesigczkowego

6. liczba cigz,

7. liczba porodéw,
na ekspresje biatka DFF45 w endometrium, jak rowniez nie stwierdzono wptywu
wyzej wymienionych czynnikbw klinicznych na poziom biatka DFF45 w

endometriozie jajnikowej.

4.4 Podsumowanie wynikdw

W analizowanym materiale klinicznym potwierdzono obocnos¢ biatka DFF45
metodg immunochistochemiczng i Western blot we wszystkich badanych tkankach
to znaczy w endometriozie jajnika, endometrium proliferacyjnym i sekrcyjnym kobiet
zdrowych oraz w prawidtowej tkance jajnikowej z uwzglednieniem faz cyklu
menstruacyjnego.

1. Stwierdzono znamiennie nizszg ekspresje biatka DFF45 w endometrium
proliferacyjnym w poroéwnaniu z endometrium sekrecyjnym u kobiet bez
endometriozy.

2. Wykazano znamiennie nizszg ekspresje biatka DFF45 w prawidtowej tkance
jajnika w | fazie cyklu menstruacyjnego poréwnaniu z prawidiowg tkankg
jajnika w Il fazie cyklu menstruacyjnego.

3. Potwierdzono znamiennie nizszg ekspresje biatka DFF45 w endometriozie
jajnika w porownaniu z endometrium zdrowych kobiet zaréowno w fazie
proliferacyjnej jak i sekrecyjnej cyklu miesigczkowego.

4. Stwierdzono znamiennie nizszg ekspresje biatka DFF45 w endometriozie
jajnika w poréwnaniu ze zdrowg tkankg jajnikowg w | i Il fazie cyklu
menstruacyjnego.

5. Nie stwierdzono zamian w ekspresji biatka DFF45 w ogniskach endometriozy

w zaleznosci od fazy cyklu miesigczkowego.
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6. Wykazano silng, statystycznie istotng, ujemng korelacje pomiedzy poziomem
biatka DFF45 w ogniskach endometriozy a stopniem nasilenia zmian
endometriotycznych ocenianych srédoperacyjnie w skali RCE wedtug AFS.

7. Nie wykazano zwigzku pomiedzy wiekiem pacjentek, wiekiem wystgpienia
pierwszej miesigczki, czasem trwania cykli menstruacyjnych, czasem trwania
miesigczek, nasileniem krwawienia miesigczkowego, liczbg cigz, liczbg
porodéw a wzgledng iloscig biatka DFF45 zaréno w endometrium zdrowych

kobiet jak i w endometriozie jajnikowe;.
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5. Dyskusja

W endometrium oraz prawidtowej tkance jajnika stwierdzono cykliczne zmiany w
ekspresji biatka DFF45. Zarowno w prawidtowej tkance jajnikowej [203] jak i w
endometrium kobiet bez endometriozy wiekszg ekspresje biatka DFF45 stwierdzono
w |l fazie cyklu menstruacyjnego.

Zastosowanie dwoch metod oceny ekspresji biatka DFF45 pozwolito w
pierwszym etapie badania na jego immunohistochemiczng lokalizacje w badanych
tkankach, a nastepnie na poétiloSciowg ocene ekspresji metoda Western-blot.

Uzyskane wyniki wydajg sie potwierdzac rezultaty innych badan przedstawiajace
znaczny wzrost indeksu apoptotycznego komérek endometrium sekrecyjnego
[49;89;94].

Biatko DFF45 jest kluczowym biatkiem w procesie przekazywania sygnatu
apoptotycznego, jego ekspresja bezposrednio zwigzana jest z aktywnoscig biatka
DFF40 odpowiedzialnego za fragmentacje DNA konczacg proces apoptozy. W
licznych badaniach potwierdzono znaczne ostabienie apoptozy komdrek ogniska
endometriozy jajnikowej w poréwnaniu do endometrium zdrowych kobiet
[89;94;202;204]. Poziom apoptozy w ognisku endometriozy jest niezalezny od faz
cyklu menstruacyjnego i w obu fazach jest nizszy niz w endometrium [170].

Do podstawowych biatek uczestniczgacych w indukciji i regulacji apoptozy zalicza
sie: biatko Fas oraz FasL receptorowego szlaku apoptozy oraz biatka bcl-2 i bax
mitochondrialnego szlaku apoptozy [86;205;206;207;208]. Wykazano, ze u kobiet z
endometriozg zrédtem obecnego w ptynie otrzewnowym sFasL sg nie tylko
makrofagi [204;207], lecz takze komorki ognisk endometriozy [209]. Potwierdzono,
ze komorki endometrialne obecne w ogniskach endometriozy charakteryzujg sie
wyzszg btonowg ekspresja FasL w poréwnaniu do komorek prawidiowego
endometrium [210], a w nastepstwie dziatania metaloproteinaz, ktérych stezenie w
ptynie otrzewnowym kobiet z endometriozg jest podwyzszone [211;212], powstaje
sFasL wydzielany do ptynu otrzewnowego [49].

Biatko Fas podlega ekspresji w btonie komorek endometrium w trakcie catego
cyklu menstruacyjnego [208;210;213]. Badania z zastosowaniem mikroskopu
elektronowego wykazaty, ze w fazie proliferacyjnej biatka Fas i FasL sg

zlokalizowane w aparacie Golgiego i wakuolach cytoplazmatycznych komoérek
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endometrialnych, co zapobiega ich wzajemnej interakcji i przypadkowej indukciji
apoptozy [208;214]. W fazie sekrecyjnej biatka te zostajg wbudowane do btony
komorek endometrium [208;214]. Indukcja apoptozy moze zachodzi¢ w wyniku
potgczenia biatka Fas znajdujgcego sie na komérce endometrium z FasL komorki
uktadu immunologicznego, jak réwniez komorki endometrialne w wyniku btonowej
koekspresji Fas i FasL mogg wzajemnie regulowa¢ swojg proliferacje i apoptoze
[215].

Biatko bcl-2 jest jednym z najlepiej poznanych inhibitoréw mitochondrialnego
szlaku apoptozy [216;217], a jego ekspresje potwierdzono zaréowno w komérkach
gruczotowych jak i zrebu endometrium [213]. Ekspresja biatka bcl-2 w endometrium
zdrowych kobiet podlega cyklicznym zmianom, osiggajac szczyt w fazie
proliferacyjnej, w ktorej apoptoza komoérek endometrium jest ograniczona [213].
Biatko bax, przeciwnie do bcl-2, wykazuje wiasciwosci proapoptotyczne. Wedtug
Tao i wspotpracownikdw ekspresja biatka bax w endometrium réwniez ulega
cyklicznym zmianom osiggajac maksimum w fazie sekrecyjnej, kiedy to obserwuje
sie nasilenie apoptozy komodrek endometrium [88], natomiast McLaren ze
wspotpracownikami postulujg, ze ta ekspresja w komérkach endometrium jest stata i
niezalezna od fazy cyklu menstruacyjnego [87].

Poprzez wysokg ekspresje na swojej powierzchni FasL i wydzielanie sFasL do
ptynu otrzewnowego komorki ognisk endometriozy prawdopodobnie mogg obronic
sie przed zniszczeniem przez komorki uktadu immunologicznego. Prawidiowe
oddziatywania Fas - FasL odgrywa bowiem zasadniczg role w utrzymaniu
prawidtowej homeostazy tkankowej, réwnoczesnie wykazano, ze zaburzenia w
ekspresji tych biatek moga utatwia¢ ucieczke komérek spod wptywu uktadu
immunologicznego (immune escape) [218]. Wysoka ekspresja FasL obserwowana w
takich tkankach jak jadro, rogdéwka, czy tozysko, poprzez indukcje apoptozy Fas-
dodatnich komorek ukfadu immunologicznego zapewnia uprzywilejowanie
immunologiczne tych tkanek [219;220;221]. Ekspresja przez komorki w ogniskach
endometriozy FasL prawdopodobnie chroni je przed zniszczeniem przez limfocyty T
[202]. Wykazano, ze w obecnosci makrofagobw komoérki endometriotyczne
zwiekszajg ekspresje FasL [94].

W endometrium potwierdzono wystepowanie kilku rodzajow komorek uktadu
immunologicznego jak: eozynofile, neutrofile, limfocyty T, limfocyty B, komorki

tuczne, makrofagi oraz limfocyty NK [212]. Populacja leukocytow w endometrium
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dynamicznie sie zmienia, a fluktuacja w liczbie komodrek jest konsekwencjg ich
migracji z naczyn krwionosnych, tkankowej proliferacji oraz apoptozy [222].
Endometrialna populacja eozynofildw i neutrofili jest stata. Limfocyty B i T, ktérych
podstawowym zadaniem jest utrzymywanie tolerancji immunologicznej podczas
implantacji, a nastepnie w cigzy, réwniez w niewielkim stopniu wptywajg na
remodeling endometrium w trakcie cyklu miesigczkowego. Komoérkami, ktore biorg
aktywny udziat w selektywnym indukowaniu apoptozy w endometrium, sg makrofagi
i komorki NK [212]. W endometrium sekrecyjnym stwierdzono wiekszg liczbe
komoérek NK w poréwnaniu do endometrium proliferacyjnego [212;222;223;224].
Makrofagi stanowig do 15% populacji leukocytéw w endometrium [212]. Wicherek i
wspotpracownicy nie stwierdzili zmian w liczbie i aktywnosci endometrialnych
makrofagow w zaleznosci od fazy cyklu menstruacyjnego [224], jednakze Rieger i
wspotpracownicy wykazali zwiekszong liczbe makrofagdbw w endometrium
sekrecyjnym w poréwnaniu do endometrium proliferacyjnego, cho¢ réznica nie byta
statystycznie istotna [225]. W badaniach przeprowadzonych przez Salomona i
Wolleya wykazano natomiast znamienny wzrost liczby makrofagdw w fazie
sekrecyjnej endometrium [226]. Nalezy podkresli¢, ze endometrium w fazie
proliferacyjnej charakteryzuje sie nizszym indeksem apoptozy* w poréwnaniu do
fazy sekrecyjnej [49], tak wiec nasilenie apoptozy w endometrium nastepuje wraz z
wzrostem liczby komérek NK i makrofagbw w fazie sekrecyjnej cyklu
menstruacyjnego.

Makrofagi obecne w ptynie otrzewnowym charakteryzujg sie wysoka ekspresjq
biatka bcl-2, co prawdopodobnie pozwala im przetrwa¢ w skrajnie niekorzystnym
srodowisku o wysokim stezeniu biatek indukujgcych apoptoze, ale by¢ moze
upos$ledza ich funkcje.

Wraz z rozpoczeciem fazy sekrecyjnej w endometrium nastepuje rekrutacja
limfocytow (w tym gtownie komodrek NK). Stanowig one okoto 90% komorek
cytotoksycznych obecnych w endometrium w fazie sekrecyjnej. Charakteryzujg sie
obecnoscig w ziarnistosciach komoérkowych Granzym B i perforym, dodatkowo
réznicujgcg je cechg od obwodowych komorek NK jest brak antygenu CD16
kluczowego dla reakcji cytotoksycznej zaleznej od przeciwciat (ADCC antibody

dependent cell cytotoxity).

" indeks apoptozy — iloraz liczby komérek, ktére ulegty apoptozie do catkowitej liczby komérek w
badanym fragmencie tkankowym.
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Jako jeden z mozliwych mechanizmoéw ochrony przed apoptoza przyjeto fakt
zwiekszonej ekspresiji biatka bcl-2 w komdrkach ognisk endometriozy, podobnie jak
ma to miejsce w makrofagach ptynu otrzewnowego kobiet z endometrioza.
Antyapoptotyczne biatko bcl-2 szlaku mitochondrialnego poprzez hamowanie
aktywacji kaspazy-8 moze blokowac receptorowy szlak indukcji apoptozy. Nalezy
jednak uwzgledni¢ fakt, ze w wyniku indukcji biatka Fas sygnat proapoptotyczny
moze zostaC przekazany poprzez rekrutacje biatka RIP i aktywacje kaspazy-2
[118;119] oraz niezalezng aktywacje kinazy Jun [120;121]. RownoczesSnie w
przypadku biataczki limfatycznej i chtoniakéw nie-Hoadkinowskich stwierdzono brak
zwigzku pomiedzy ekspresjg biatka bcl-2 a podatnoscig na apoptoze indukowang
drogg receptorowg za pomocg TNFa, sugerujgc inny mechanizm opornosci na
apoptoze tych komoérek [227]. Tak wiec hamowanie receptorowego szlaku apoptozy
przez biatko bcl-2 regulujgce przede wszystkim mitochondrialny szlak apoptozy
szczegolnie w srodowisku o duzym stezeniu induktorow apoptozy moze okazac sie
mato efektywne.

Aktywacja btonowego receptora Fas ostatecznie doprowadza do aktywacji biatka
DFF40 ale istniejg mechanizmy aktywacji DFF40 z pominieciem receptorow
btonowych oraz zwigzanych z nimi cytoplazmatycznych molekut $mierci. Granzym B
obecny w cytoplazmatycznych ziarnistosciach komorek NK moze bezposrednio z
pominieciem kaskady kaspaz aktywowaC kompleks DFF40/DFF45, indukujac
apoptoze komérek docelowych [228].

Tak wiec poprzez niska ekspresje biatka DFF45 komorki w ogniskach
endometriozy nie tylko staja sie oporne na receptorowa indukcje apoptozy
(resistant to apoptosis) i moga proliferowaé w srodowisku plynu jamy
otrzewnowej o silnych witasciwosciach indukcji receptorowego szlaku
apoptozy, lecz réwnoczesnie wykorzystuja te zdolnos¢ do atakowania
komérek uktadu immunologicznego poprzez wysoka btonowa ekspresje FasL i
wydzielanie sFasL (Fas counter-attac) [202;209].

W Swietle doniesien klinicznych moéwiacych, ze obnizony poziom ekspresiji biatka
DFF45 koreluje z gorszymi wynikami leczenia raka przetyku i okreznicy
przeanalizowano rowniez zwigzek pomiedzy ekspresjg biatka DFF45 a stopniem
nasilenia endometriozy ocenianej srodoperacyjnie wedtug skali RCE. Dmowski
wspotpracownicy zaobserwowali, ze indeks apoptozy komorek endometrialnych u

kobiet z Il i IV stopniem endometriozy byt nizszy niz u kobiet, u ktérych
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srodoperacyjnie rozpoznano | lub Il stopien endometriozy wedtug kryteriow RCE,
cho¢ roznica nie byta istotna statystycznie [7]. Rowniez Garcia-Velasco i
wspotpracownicy obserwowali wyzsze stezenia sFasL w ptynie otrzewnowym kobiet
z zaawansowang endometriozg w poréwnaniu do pacjentek z minimalnym i
umiarkowanym stopiem endometriozy [94]. W analizowanym materiale klinicznym
wykazano zwigzek pomiedzy ocenianym srédoperacyjnie stopniem endometriozy, a
ekspresjg biatka DFF45 przez komorki z ognisk endometriozy. Wraz ze wzrostem
stopnia endometriozy obserwowano zmniejszenie ekspresji biatka DFF45 w
komérkach endometriotycznych. Prawdopodobnie niska ekspresja biatka DFF45
wraz ze zwiekszeniem stezenia sFasL w ptynie otrzewnowym lepiej chroni komorki
endometriotyczne przed atakiem uktadu immunologicznego, co pozwala na rozrost
ogniska endometriotycznego i niestety, predysponuje do rozwoju zaawansowane;j
endometriozy.

Na podstawie licznych badan epidemiologicznych przeprowadzonych w latach
80. i 90. poprzedniego stulecia stwierdzono, ze krotkie cykle, dlugie i obfite
krwawienia miesigczkowe oraz wczesniejszy wiek wystgpienia pierwszej miesigczki
zwiekszajg ryzyko wystgpienia endometriozy [229;230;231]. W przedstawionym
badaniu kobiety z endometriozg nie réznig sie w sposob statystycznie istotny pod
wzgledem  wymienionych cech klinicznych. Wyniki badan  klinicznych
przeprowadzonych w ostatnich pieciu latach stwierdzaja, ze kobiety z rozpoznang
endometriozg nie roznig sie statystycznie istotnie pod wzgledem dtugosci,
regularnosci cykli menstruacyjnych, czasu trwania i nasilenia krwawien
miesiecznych oraz wieku menarche od kobiet zdrowych [232;233;234]. Sprzecznos$¢
wynikéw ttumaczona jest niescisto$ciami w kwalifikacji pacjentek w poszczegolnych
pracach badawczych. Obecnie ztotym standardem rozpoznawania endometriozy jest
Ssroédoperacyjne  uwidocznienie  ognisk endometriozy drogg laparoskopii
(wymagajacym w niektorych przypadkach weryfikacji histopatologicznej), natomiast
w badaniach wczesniejszych stosowano r6zne metody rozpoznawania endometriozy
i kwalifikacji pacjentek, co najprawdopodobniej przyczynito sie do uzyskania
odmiennych wynikow.

Nie wykazano roznic w wieku pacjentek z rozpoznang endometriozg w
porownaniu z grupg pacjentek bez endometriozy, u ktérych gtdownym wskazaniem
do interwenciji chirurgicznej byt miesniakowaty rozrost macicy. Sredni wiek kobiet, w

ktérym wykonywane zostaty zabiegi operacyjne, wynosit w przypadku pacjentek z
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endometriozg 41 lat a u pozostatych kobiet 43 lata. Obserwacja ta jest zgodna z
badaniami Vebiliego i wspodtautorow, ktorzy ocenili, ze zaréwno chirurgiczna
interwencja z powodu objawdéw klinicznych endometriozy jak i operacyjne leczenie
rozrostow miesniakowatych narzgdu rodnego jest najczesciej wykonywana u kobiet
pomiedzy 40. a 44. rokiem zycia [235]. Badania epidemiologiczne potwierdzajg
rowniez czeste wystepowanie miesniakobw macicy u kobiet cierpigcych na
endometrioze, lecz nie diagnozowanych z powodu nieptodnosci [232].
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6. Whnioski

Zalezne od cyklu menstruacyjnego zmiany ekspresji biatka DFF45 w
endometrium zdrowych kobiet korespondujg ze zmianami aktywnosci innych biatek
kluczowych dla indukcji i regulacji apoptozy. Cykliczne zmiany nasilenia apoptozy w
komorkach endometrium zdrowych kobiet wymagajg prawidtowej, funkcjonalnie
zmiennej, ekspresji biatka DFF45. W komorkach z ognisk endometriozy, ktére nie
wykazujg charakterystycznych dla endometrium zdrowych kobiet cyklicznych zmian
w procesach apoptozy, ekspresja biatek indukujgcych i regulujgcych apoptoze w tym
badanego DFF45 traci zaleznos¢ od fazy cyklu menstruacyjnego. Co wiecej,
ekspresja biatka DFF45 w komorkach endometriotycznych jest znacznie nizsza niz
w endometrium zdrowych kobiet. Prawdopodobnie poprzez zmniejszong ekspresje
biatka DFF45 komorki endometriotyczne mogg przerwaé receptorowy oraz
mitochondrialny szlak indukcji apoptozy, jak roéwniez unika¢ proapoptotycznego
efektu dziatania Granzymu B. Zmniejszenie ekspresji biatka DFF45 i cyklicznos¢ tej
ekspresji prawdopodobnie odgrywa role w mechanizmie opornosci komorek

endometriotycznych na apoptoze.
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/. Streszczenie

WSTEP

Endometrioza jest to wystepowanie tkanki endometrium poza jamg macicy.
Szacuje sie, ze 10%-15% ogolnej populacji kobiet cierpi z powodu endometriozy,
ktéra ze wzgledu na dolegliwosci bélowe znacznie obniza jako$¢ zycia i czesto jest
przyczyng nieptodnosci. Pomimo wielu badan etiologia powstawania ognisk
endometriotycznych, ktére najczesciej lokalizujg sie w jajnikach, nie zostata
jednoznacznie wyjasniona. Wykazano natomiast, ze endometrium zdrowych kobiet
ulega cyklicznym zmianom histologicznym i funkcjonalnym. Znamiennie wiekszy
indeks apoptozy komorek endometrium stwierdzono w fazie sekrecyjnej w
poréwnaniu do fazy proliferacyjnej. W ogniskach endometriozy jajnikowej nie
stwierdzono zaleznych od fazy cyklu miesigczkowego roznic w liczbie komorek
ulegajacych apoptozie. Tak wiec zaburzenia w mechanizmach apoptozy mogag
odgrywac istotng role w etiopatogenezie endometriozy.

Apoptoza jest procesem wieloetapowym prowadzacym do smierci komorki.
Szczegoblne nasilenie proceséw apoptotycznych obserwuje sie w trakcie owulaciji,
okresu ptodowego oraz w uktadzie immunologicznym dorostych ssakow.
Stwierdzono, ze zaburzenia apoptozy lezg u podstaw powstawania chordb
autoimmunologicznych i nowotworowych. Indukcja apoptozy moze sie rozpoczgc
poprzez aktywacje receptorow btonowych komérki z rodziny TNF (Fas/FasL), jak
rowniez bra¢ poczatek od zmian wystepujacych w mitochondriach. W wyniku
pobudzenia domen $mierci zaleznych od Fas nastepuje aktywacja kaskady kaspaz,
z ktérych ostatnia — kaspaza-3 — aktywuje kompleks DFF40/DFF45, co w koncowym
efekcie prowadzi do degradacji DNA jadrowego.

DFF (DNA Fragmentation Factor) jest czynnikiem fragmentacji kwasu
dezoksyrybonukleinowego obecnym w jadrze komoérkowym. Fragmentacja DNA jest
koncowym etapem apoptozy. DFF to dimer zbudowanym z czgsteczki o masie 40
kDa (DFF40), o aktywnosci nukleazy, oraz biatka o masie 45 kDa (DFF45)
bedacego inhibitorem dla DFF40. DFF45 stanowi substrat dla kaspazy — 3. Aktywna
forma DFF40 moze powsta¢ tylko w obecnosci DFF45. Udziat DFF45 w procesach
apoptozy zostat potwierdzony zaréwno in vitro jak i w badaniach klinicznych. W

warunkach in vitro wyhodowano linie komorkowg mysich tymocytow, ktore
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charakteryzowat brak ekspresji DFF45, komorki te nie ulegaty apoptozie, w
porownaniu z tymocytami prawidtowymi. Pacjentow leczonych z powodu raka
przetyku oraz raka okreznicy, ktorych komorki raka cechowat zmniejszony poziom
ekspresji DFF45, charakteryzowat ciezszy przebieg kliniczny i gorsze rokowanie, co

do przezycia.

CEL PRACY
Ocena ekspresji biatka DFF45, jako ogniwa kaskady przekazywania sygnatu
proapoptotycznego oraz préba przedstawienia jego funkcji i znaczenia w

etiopatogenezie endometriozy jajnika.

MATERIAL | METODY

W badaniu uczestniczyto 88 pacjentek zakwalifikowanych do rutynowych
zabiegow laparoskopowych i hysteroskopowych, jak réwniez laparotomii, z powodu
miesniakéw macicy oraz zespotu bolowego miednicy mniejszej. Srédoperacyjnie
oceniano zaawansowanie endometriozy wedlug punktowej Zrewidowanej
Klasyfikacji Endometriozy (RCE) Amerykanskiego Towarzystwa Ptodnosci i na tej
podstawie do 1. stopnia wedtug RCE zakwalifikowano 3 pacjentki ; 2. stopien RCE —
6 pacjentek; 3. stopien wedtug RCE — 6 pacjentek i 4. stopien wedtug RCE réwniez
6 pacjentek. U osdb wtgczanych do badania nie stosowano leczenia hormonalnego
przez ostatnie 6 miesiecy. Z badania wytgczono ciezarne oraz pacjentki z chorobami
nowotworowymi.

W losowo wybranych 50 probkach tkankowych (endometrioza n=10;
endometrium proliferacyjne n=10; endometrium sekrecyjne n=10; jajnik | faza cyklu
n=10 oraz jajnik Il faza cyklu n=10) metodg imunohistochemiczng zlokalizowano
komorki DFF45-pozytywne. Wzgledng ilos¢ biatka DFF45 oceniono metodg
Western-blot w 126 prébkach tkankowych (endometrioza n=26; endometrium
proliferacyjne n=31; endometrium sekrecyjne n=28; jajnik | faza cyklu
menstruacyjnego n=19 oraz jajnik Il faza cyklu menstruacyjnego n=23).

Analizy statystycznej dokonano przy pomocy pakietu Statistica 7.0 (firma

StatSoft) przyjmujac za poziom istotnosci statystycznej warto$¢ p<0,05.
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WYNIKI

W analizowanym materiale klinicznym potwierdzono ekspresje biatka DFF45
metodg immunohistochemiczng i Western blot we wszystkich badanych tkankach.
Stwierdzono statystycznie nizszg ekspresje biatka DFF45 w endometrium
proliferacyjnym w poréwnaniu z endometrium sekrecyjnym, jak rowniez stwierdzono
statystycznie nizszg ekspresje biatka DFF45 w prawidtowej tkance jajnika w | fazie
cyklu menstrucyjneo w porownaniu z prawidtowg tkankg jajnika w Il fazie cyklu
menstruacyjnego. W endometriozie jajnikowej ekspresja biatka DFF45 byta
najnizsza w poréwnaniu z endometrium w | i Il fazie cyklu jak réwniez w poréwnaniu
ze zdrowg tkanka jajnikowg w | i Il fazie cyklu oraz nie wykazywata zmian w
zalezno$ci od fazy cyklu menstruacyjnego. Wykazano silng, statystycznie istotna,
ujemng korelacje pomiedzy poziomem biatka DFF45 w ogniskach endometriozy a
stopniem nasilenia zmian endometriotycznych ocenianych $rédoperacyjnie w skali
RCE.

WNIOSKI

Zarbwno w prawidtowej tkance jajnikowej, jak réwniez w endometrium
stwierdzono funkcjonalne zmiany ekspresji DFF45. Nie stwierdzono istotnych réznic
w ekspresji biatka DFF45 w ogniskach endometriozy jajnika w zaleznosci od
funkcjonalnej fazy cyklu menstruacyjnego. Tak wiec tkanka endometriotyczna nie
tylko obniza ekspresje biatka DFF45, co moze utatwiaC jej przezycie w
patologicznym dla siebie Srodowisku i ucieczke spod mechanizmow
immunologicznej kontroli, lecz traci rowniez wrazliwoS¢ na stany funkcjonalne

narzadu rodnego.
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8. Abstrakt

INTRODUCTION

Endometriosis is defined as endometrial tissue in ectopic localisation i.e. outside
cavity of uterus. It is considered to be the most common benign gynaecological
problem affecting up to 10%-15% women in general population involving mostly
ovaries. Endometriosis influences negatively life quality and is the main cause of
women's infertility. Although many research have been done to discover the
pathology of endometriosis it still remains an unsolved phenomenon. Endometrium
of healthy women undergoes histological and functional changes according to
menstrual cycle. Many studies comfirmed the increase in apoptosis of endometrial
cell was noticed in secretory compared to proliferative phase of menstrual cycle. In
endometriosis however no significant differences in apoptotic index of endometrial
cells according to menstrual cycle were identyfied.

Apoptosis is a multi-step process resulting in cell death essential for tissue
development and homeostasis. Alternation in apoptosis often results in auto-immune
diseases and neoplasia development. Two major apoptotic pathways were
identified: death-receptor pathway and mitochondrial pathway. Multiple apoptotoic
stimuli including Fas ligand, Tumor Necrosis Factor or ionizing radiation enable
death-receptor or mitochondrial pathway proteases called caspases resulting in
activation of DFF40/DFF45 complex.

DFF - DNA Fragmentation factor - complex exists in cell nucleus as a dimer
composed of DFF40 (CAD) and DFF45 (ICAD-L). DFF45 acts as a substrate for
caspase-3 and after cleavage active form of DFF40 is released proceeding with
DNA fragmentation (DNA laddering). DFF45 does not act simply as a chaperon or
inhibitor for DFF40. The presence of DFF45 is required for proper folding of DFF40
to obtain an active protein. DFF40 synthesised in the absence of DFF45 is a
completely inactive molecule. Furthermore most cells have a stechiometric 1:1 ratio
of DFF40 and DFF45. In vitro studies revealed that mouse thymocytes negative for
DFF45 were more resistant to apoptosis that thymocytes obtain from control group.
Clinical research showed that patient suffering from oesophagus and colonic cancer

had very poor prognosis if canceromatosus tissue express DFF45 at low level.
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SUBJECT OF THE STUDY
The aim of the study was to evaluate DFF45 molecule as a last factor in

apoptosis chain and present its role in pathogenesis of endometriosis.

MATERIAL AND METHOODS

88 women who underwent standard surgery procedures were included to the
study. Endometriosis was diagnosed in 26 patients and 62 women were operated for
benign gynaecological problems. Pregnant women and patients with neoplastic
disease were excluded from the study. Stage of endometriosis was assessed during
surgery according to Revised Classification of Endometriosis (RCE). No hormonal
treatment was introduced to the participants during the past 6 months.

Immunohistochemical analysis was performed on 50 random chosen parraffin-
embaded tissues (ovarian endometriosis n=10; proliferative endometrium n=10;
secrtetory endometrium endometrium n=10; normal ovarian tissue in the 1st phase
of menstrual cycle n=10 and normal ovarian tissue in the 2nd phase of menstrual
cycle n=10) by Envsion methood and DACO Autostainer using specyfic policlonal
rabbit antybadies. Than Western-blot analisis was performed on 127 tissie species
for evalutaion of the DFF45 expression.

All calculations were made using Statistica v. 7.0 software and p<0.05 was

considered to be statistically significant value.

RESULTS

DFF45 expression was confirmed in all tissue samples using both methods:
immunihistochemystry and Western blot. In endometriotic foci expression of DFF45
was decreased compared to the eutopic endometrium in proliferative and secretory
phase of menstrual cycle and the difference was statistically significant. DFF45
expression was significantly higher in normal ovarian tissue compared to ovarian
endometriosis. The increased DFF45 expression was detected in the 2nd phase of
menstrual cycle subsequently in endometrium and in normal ovarian tissue. No
changes in DFF expression according to menstrual cycle were observed in ovarian
endometriomas.

Negative correlation between expression of DFF45 and stage of endometriosis

(according to RCE) was confirmed.
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Indeks skrotow

17B-HSD-2 - dehydrogenaza 17-B3-hydroksysteroidow typ 2

ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxity) — cytotoksycznos¢ komoérkowa zalezna od
przeciwciat

AFS (American Fertility Socjety) — Amerykanskie Towarzystwo Ptodnosci

AIF (Apoptosis Inducing Factor) — czynnik indukujacy apotoze

Apaf-1 (protease-activating factor) — czynnik aktywacji proteaz

CAD (Caspase Acivated DNase) — DNaza aktywowane kaspaza; synonim DFF40

CARD (CAspase Recruitment Domain) — domena rekrutujaca kaspaz

c-lAP (cellular Inhibitors of Apoptosis) — komoérkowy inhibitor apoptozy, wyrézniono typ 1 i typ 2

CTL (Cytotoxic T Lymphocytes) - limfocyty cytotoksyczne T

dATP — kwas diadenozyno-tréjfosforanowy

DAXX (death domain associated protein) — biatka zwigzane z domenami $mierci

DD (Death Dmain) — domeny $mierci

DED (Death Executive Domain) — wykonawcza domena $mierci

DFF35 (DNase Fragmentation Factor) - czynnik fragmentacji DNA o masie czasteczkowej 35kDa

DFF40 (DNase Fragmentation Factor) - czynnik fragmentacji DNA o masie czasteczkowej 40kDa

DFF45 (DNase Fragmentation Factor) - czynnik fragmentaciji DNA o masie czasteczkowej 45kDa

DISC (Death Initaded Signalling Complex) — kompleks sygnatowy inicjujacy $mier¢ komorki

DNA (Deoxynucleoic Acid) — kwas dezoksyrybonukleinowy

DR (Death Receptor) — receptor $mierci

E, — estron

E, — estriol

EndoG (Endonuclease G) — endonukleaza G

ER (Endoreticulum) — retikukum cytoplazmatyczne

FADD (Fas Associated Death Domain) - domeny $Smierci zwigzane z Fas; synonim MORT1

Fas — btonowy receptor dla czynnikéw z rodziny TNF; synomimy CD95; APO-1

FasL (Fas Ligand) — ligand biatka Fas

FLICE (FADD-like interleukine-18-convering enzyme) — kaspaza-8

FLIP — (FLICE-inhibitory proteins) — biatka hamujgce kaspaze-8; nalezg tu: forma petnowymiarowa
FLIP(L) i forma krotka FLIP(S)

FSH (Follicle-Stimulating Hormone) - folikulostymulina

GF (Growth Factor) — czynnik wzrostu

GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) - gonadoliberyna

IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) — biatka inhibitory apoptozy

ICAD-L (Inhibitor of Caspase Acivated DNase - Long) — patrz DFF45

ICAD-S — (lhibitor of Caspase Acivated DNase - Short) - patrz DFF35

Ik-B (/k-B, inhibitory subunit of NF-kB) - podjednostka hamujgca NF-kB

IKK (IkB Kinase) — kinaza podjednostki hamujacej NF-kB
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IUD (Intrauterine Device) — wktadka wewnatzmaciczna

IUD(L) (Intrauterine Device with Levonogestrel) - wktadka wenatrzmaciczna uwalniajgca
lewonogestrel

LH (Luteinizing Hormone) - luteotropina

LTa (lymphotoxin a) - limfotoksyna a

memTNF (membrane TNF) czynnik martwicy nowotworu zwigzany z btong komdrkowg

MMP (Metaloprotenases) - metaloproteinazy

MPX (Medroxyprogesterone) — medroksyprogesteron

NF-kB (Nuclear Factor kappa B) — jadrowy czynnik kappa B

NGF-R (Nerve Growth Factor Receptor) — receptor dla czynnika wzrostu nerwéw

NK (Natural Killers) — limfocyty NK

NSAIDs (NonSteroidal Antyinflamatory Drugs) - niesteroidowe leki przeciwzapalne

OC (Oral Contraseption) — antykoncepcja doustna

PLAD (Preligand Binding Assembley Dmains) — potaczenie domen TNF-R tworzace preligand

PR (Progesterone Receptor) — receptor progesteronowi; wyrdzniono forme A i B

RCE (Revised Classification of Endometriosis) — zrewidowana klasyfikacja endometriozy

RIP (Receptor Interacting Protein) — biatko oddziatujgce z receptorem

RNA (Rybonucleotid Acid) — kwas rybonukleinowy

ROS (Reactive Oxygen Species) — reaktywne formy tlenu

sFasL (soluble Fas Ligand) — rozpuszczalna forma ligandu dla biatka Fas

SODD (Silencer of Deadth Domains) — inaktywator domen $mierci

sTNF (soluble TNF) — rozpuszczalna forma czynnika martwicy nowotworu

TACE (TNF Alfa Converin Enzyme) - enzym konwertujgcy czynnik martwicy nowotworu a

TNFa (Tumor Necrosis Factor a) — czynnik martwicy nowotworu a

TNF-R (Tumor Necrosis Factor Receptor) — receptor czynnika martwicy nowotworu

TRADD (TNFa Receptor Associated Death Domain) — domena $mierci zwigzana z TNFa

TRAF2 (TNFa Receptor Associated Factor 2) — biatko adapterowe drugiego tupu zwigzane z TNFa

UPR (Unfolded Protein Resonse) — odowiedz przystosowawcza endoretikuum na synteze
nieprawidtowych biatek (np. B-Amyloidu)

USG-TV (Transvaginal Ultrasound) - przezpochwowe badanie ultrasonograficzne.

VDAC (voltage-dependent anion channel) — zalezne od potencjatu kanaty obecne w btonach

mitochondrialnych.
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Spis rycin

Rycina 1
Rycina 2

Rycina 3
Rycina 4

Rycina 5

Rycina 6

Rycina 7

Rycina 8

Rycina 9

Rycina 10

Rycina 11

Rycina 12

Rycina 13

Rycina 14

Rycina 15

Rycina 16

Rycina 17

Rycina 18
Rycina 19
Rycina 20

Rycina 21

Torbiel endometrialna jajnika lewego (TEJL).
Ognisko endometriozy (OE) otrzewnej $cienne;.

Endometrioza jajnikowa - preparat histopatologiczny (powiekszenie x40).

Endometrium sekrecyjne - preparat histopatologiczny (powigkszenie x40).

Schemat postepowania terapeutycznego u kobiet z endometriozg. NSAIDs-
niesteroidowe leki przeciwzapalne; OC-doustna antykoncepcja
dwuskfadnikowa; MPX-medroksyprogesteron w iniekcji; /{UD(L)-wkfadka
domaciczna uwalniajgca lewonogestrel; GnRH-gonadoliberyna.

Charakterystyka badanej grupy kobiet pod wzgledem rozpoznania
endometriozy.

Immunolokalizacja biatka DFF45 w fazie proliferacyjnej w endometrium
zdrowych kobiet (powiekszenie x20).

Immunolokalizacja biatka DFF45 w fazie sekrecyjnej w endometrium zdrowych
kobiet (powiekszenie x20).

Immunolokalizacja biatka DFF45 w tkance endometriozy jajnikowej
(powiekszenie x20).

Immunolokalizacja biatka DFF45 w prawidtowym jajniku zdrowej kobiety
(powiekszenie x10).

Immunolokalizacja biatka DFF45 w prawidtowy jajniku zdrowej cyklu (fragment
Ryciny 10 w powiekszeniu x20).

Blot bedacy wynikiem dwurzedowej reakcji immunodetekcyjnej. Prazek

0 masie 45kD odpowiada badanemu biatku DFF45, natomiast prazek

o0 masie 42kD odpowiada biatku kontrolnemu 3-Aktynie.

Histogram wartosci wzglednej iloci biatka DFF w endometrium w grupie kobiet
bez endometrozy.

Histogram wartosci wzglednej iloSci 3-Aktyny w endometrium w grupie kobiet
bez endometriozy.

Poréwnanie mediany wartosci wzglednej ekspresji biatka DFF45 i mediany
wartosci wzglednej ekspres;ji B-Aktyny w endometrium proliferacyjnym i
endometrium sekrecyjnym kobiet bez endometriozy.

Histogram wartosci wzglednej ilo$ci biatka DFF w tkance jajnikowej w grupie
kobiet bez endometriozy.

Histogram wartosci wzglednej ilosci biatka B-Aktyny w tkance jajnikowej w
grupie kobiet bez endometriozy.

Poréwnanie ekspresiji biatka DFF45 i 3-Aktyny w zdrowej tkance jajnika w | i w I
fazie cyklu menstruacyjnego.

Histogram wartosci wzglednej ilosci biatka DFF w endometriozie jajnikowe;j.

Histogram wartosci wzglednej ilosci B-Aktyny w endometriozie jajnikowe;.

Poréwnanie mediany wzgledne;j ilosci biatka DFF45 i 3-Aktyny w ogniskach
endometriozy a endometrium proliferacyjnym i sekrecyjnym kobiet bez
endometriozy.
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Rycina 22

Rycina 23

Rycina 24

Rycina 25

Rycina 26

Rycina 27

Poréwnanie sredniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i $redniej wzglednej ilosci -
Aktyny w ogniskach endometriozy i tkance jajnikowej w | fazie i w Il fazie cyklu
menstruacyjnego u kobiet bez endometriozy

Poréwnanie $redniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i Sredniej wzgledne;j ilosci 3-
Aktyny w powigzanych probkach tkankowych endometriozy jajnikowej pobranej
w fazie proliferacyjnej i sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego.

Ocena s$redniej wzglednej ilosci biatka DFF45 w zaleznosci od stopnia
endometriozy ocenianej srodoperacyjnie wedtug skali RCE ($rednia +
oczekiwane srednie brzegowe).

Ocena sredniej wzglednej ilosci
B-Aktyny w zaleznosci od stopnia endometriozy ocenianej sSrodoperacyjnie
wedtug skali RCE ($rednia + oczekiwane Srednie brzegowe).

Korelacja wzglednej iloscii biatka DFF45 ze stopniem endometriozy ocenianej
srédoperacyjnie wedtug skali RCE (--- 95% przedziat ufnosci).

Korelacja wzglednej ilosci B-Aktyny ze stopniem endometriozy ocenianej
srodoperacyjnie wedtug skali RCE (--- 95% przedziat ufnosci).
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Spis tabel

Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3
Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6
Tabela 7
Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Przyczyny wylaczenia pacjentek z analizy.

Charakterystyka grupy kobiet z endometriozg pod wzgledem schorzen
przewleklych i przesztosci operacyjnej.

Skala oceny endometriozy wedtug Amerykanskiego Towarzystwa Ptodnosci.

Charakterystyka grupy kobiet bez endometriozy pod wzgledem schorzen przewlekt
i przesztosci operacyjnej.

Sktadniki komplekséw immunodetekcyjnych uzytych w przeprowadzonych
doswiadczeniach.

Poréwnanie kliniczne pacjentek z endometriozg i kobiet bez endometriozy.
Liczebnos$¢ badanych prébek tkankowych.

Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 oraz B-Aktyny w endometrium proliferacyjnym
zdrowych kobiet (dane przedstawione sg kolejno w porzadku rosngcym wedtug
oznaczenia protokotu).

Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 oraz 3-Aktyny w endometrium sekrecyjnym
zdrowych kobiet (dane przedstawione sg kolejno w porzadku rosngcym wedtug
oznaczenia protokotu).

Poréwnanie wzglednej ilosci biatka DFF45 i 3-Aktyny w endometrium
proliferacyjnym i endometrium sekrecyjnym zdrowych kobiet.

Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 oraz B-Aktyny w prawidiowej tkance jajnika w |
fazie cyklu jajnikowego (dane przedstawione sg kolejno w porzadku rosnacym
wedtug oznaczenia protokotu).

Wzgledna ilo$¢ biatka DFF45 oraz 3-Aktyny w prawidtowej tkance jajnika w Il
fazie cyklu jajnikowego (dane przedstawione sg kolejno w porzadku rosngcym
wedtug oznaczenia protokotu).

Poréwnanie wzglednej ilosci biatka DFF45 i B-Aktyny w prawidiowej tkance
jajnikowej pobranej w | i Il fazie cyklu menstruacyjnego.

Wzgledna ilos¢ biatka DFF45 oraz B-Aktyny w endometriozie jajnikowej (dane
przedstawione sg kolejno w porzadku rosngcym wedtug oznaczenia protokotu).

Poréwnanie mediany wzglednej ilosci biatka DFF45 | 3-Aktyny w endometriozie
jajnikowej, endometrium proliferacyjnym i sekrecyjnym kobiet bez endometriozy.

Poréwnanie sredniej wzglednej iloSci biatka DFF45 i B-Aktyny w endometriozie
jajnikowej i w zdrowej tkance jajnika.

Poréwnanie $redniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i sredniej wzglednej ilosci B-
Aktyny w endometriozie jajnikowej pobranej w fazie proliferacyjnej i sekrecyjnej
cyklu miesigczkowego.

Poréwnanie sredniej wzglednej ilosci biatka DFF45 i $redniej wzglednej

ilosci B-Aktyny w tkance endometriotycznej w zaleznosci od stopnia
zaawansowania endoetriozy.

Analiza korelacji wzgledej ilosci DFF45 i B-Aktyny ze stopniem zaawansowania
endometriozy.
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Aneks 1. Charakterystyka kliniczna grupy kobiet z endometriozg (dane przedstawiono w porzadku rosnagcym wedtug numerow protokotéw).

Nasilenie  Dolegliwo$

) NF wiek  Viek  piigos¢  Regulamosé  PMN99SC i vawienia cibolowe w Liczba Liczba  Liczba

p. menarche . miesigczki oo . o . L

protokotu (lata) (Iata) cyklu (dni) cyklu (dni) miesigczko FraI§C|e ~ ciaz porodéw poronien

wego miesigczki

1 K-9 41 13 27 regularne 5 mierne niebolesne 0 0 0
2 K-10 51 12 32 regularne 6 mierne niebolesne 2 2 0
3 K-11 47 12 31 nieregularne 5 obfite bolesne 1 1 0
4 K-12 35 14 28 regularne 6 obfite bolesne 0 0 0
5 K-13 53 13 30 regularne 7 obfite bolesne 1 1 0
6 K-14 33 13 31 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0
7 K-15 40 13 26 regularne 5 obfite bolesne 0 0 0
8 K-16 41 14 30 regularne 5 obfite bolesne 1 1 0
9 K-20 42 12 28 regularne 6 skape niebolesne 2 2 0
10 K-23 38 14 32 nieregularne 5 obfite bolesne 1 1 0
11 K-26 49 15 28 regularne 7 obfite bolesne 2 2 0
12 K-31 27 13 28 regularne 4 obfite bolesne 0 0 0
13 K-32 31 12 31 regularne 6 obfite bolesne 1 1 1
14 K-33 34 14 27 nieregularne 5 skape niebolesne 2 1 1
15 K-34 36 11 30 nieregularne 6 mierne bolesne 2 2 0
16 S-1 46 17 28 regularne 6 obfite bolesne 1 1 0
17 S-14 47 12 30 nieregularne 5 obfite niebolesne 1 1 0
18 S-24 46 17 30 regularne 3 skape bolesne 2 2 0
19 S-30 48 14 28 regularne 6 obfite bolesne 2 2 0
20 S-31 45 14 27 regularne 7 obfite bolesne 1 0 1
21 S-35 43 15 28 regularne 5 mierne niebolesne 2 2 0
22 S-36 46 12 31 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0
23 S-37 42 14 24 regularne 4 mierne bolesne 1 1 0
24 S-38 41 13 27 regularne 5 obfite bolesne 3 3 0
25 S-43 48 12 28 regularne 4 mierne niebolesne 5 5 0
26 S-48 44 12 31 regularne 5 mierne niebolesne 2 2 0




Aneks 2 (cz. 1). Charakterystyka kliniczna grupy kobiet bez endometriozy (dane rekordéw od 1 do 30 przedstawiono w porzgadku rosngcym
wedtug numerdw protokotdéw). Przyczyny wytgczenia z badania przedstawia tabela 1 strona 25.

. Wiek  Dhugos¢ .. Dlugosc Nasilenie Dolegliwosci . .

L Nr Wiek h Kl Regularnos¢ iesiaczki K . bolowg w L|qzba Liczba Llczpa

p. menarche  cyklu miesigczki rwawienia . . .

protokotu (lata) . cyklu : . trakcie cigz  porodéw poronien
(lata) (dni) (dni) miesigczkowego oo .
miesigczki

1 K-1 46 14 31 regularne 3 mierne bolesne 2 1 1

2 K-2 47 15 32 nieregularne 6 obfite niebolesne 1 1

3 K-3 wytgczono z badania

4 K-4 52 14 30 regularne 6 obfite niebolesne 3 3 0

5 K-5 34 13 34 nieregularne 6 obfite bolesne 0 0

6 K-6 46 16 24 regularne 4 obfite niebolesne 2 1 1

7 K-7 wytgczono z badania

8 K-8 44 12 26 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0

9 K-17 35 14 30 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0
10 K-18 36 12 26 nieregularne 7 obfite niebolesne 0 0 0
11 K-19  wytaczono z badania
12 K-21  wylaczono z badania
13 K22 42 12 29 nieregularne 4 obfite niebolesne 1 1 0
14 K-24  wylaczono z badania
15 K-25 33 13 28 nieregularne 6 mierne bolesne 0 0 0
16 K-27  wylgczono z badania
17 K-28  wylgczono z badania
18 K-29 45 15 26 regularne 12 obfite niebolesne 2 1 1
19 K-30 38 12 28 regularne 6 mierne niebolesne 2 2 0
20 S-2 42 13 28 regularne 7 mierne niebolesne 2 2 0
21 S-3 47 14 31 nieregularne 5 obfite niebolesne 2 2 0
22 S-4 49 16 29 regularne 5 mierne niebolesne 6 5 1
23 S-5 34 14 27 regularne 8 obfite bolesne 3 3 0
24 S-6 47 14 28 regularne 5 mierne niebolesne 4 4 0
25 S-7 46 13 30 nieregularne 7 mierne niebolesne 2 2 0
26 S-8 49 14 28 regularne 5 obfite niebolesne 2 2 0
27 S-9 45 15 26 regularne 4 obfite niebolesne 2 2 0
28 S-10 41 14 28 regularne 5 mierne niebolesne 1 1 0
29 S-11 45 15 27 regularne 4 obfite bolesne 0 0 0
30 S-12 44 12 33 nieregularne 8 obfite bolesne 4 4 0




Aneks 2 (cz. 2). Charakterystyka kliniczna grupy kobiet bez endometriozy (dane rekordéw od 31 do 60 przedstawiono w porzadku
rosnacym wedtug numerdw protokotdéw). Przyczyny wytgczenia z badania przedstawia tabela 1 strona 25.

Dolegliwosci
Wiek Dtugos¢ Dtugos¢ Nasilenie bélowe w
Nr Wiek menarche cyklu Regularnos¢ miesigczki krwawienia trakcie Liczba Liczba Liczba

Lp. protokotu (lata) (lata) (dni) cyklu (dni) miesigczkowego miesigczKi cigz  poroddéw poronienh
31 S-13 43 14 32 nieregularne 4 mierne niebolesne 0 0 0
32 S-15 53 13 24 nieregularne 4 mierne niebolesne 2 2 0
33 S-16 42 13 24 nieregularne 6 obfite bolesne 4 3 1
34  S-17 35 14 29 regularne 8 obfite bolesne 2 2 0
35 S-18 46 15 34 nieregularne 7 mierne niebolesne 2 2 0
36 S-19 45 13 29 regularne 3 mierne niebolesne 8 8 0
37 S-20 43 16 30 regularne 5 mierne niebolesne 2 2 0
38 S-21 49 16 30 regularne 3 mierne bolesne 2 2 0
39 S-22 39 14 29 regularne 5 obfite niebolesne 3 2 1
40 S-23 wytgczono z badania

41 S-25 49 12 27 regularne 4 mierne niebolesne 4 4 0
42 S-26 49 15 30 regularne 3 obfite niebolesne 3 3 0
43 S-27 50 12 26 regularne 3 obfite niebolesne 2 2 0
44 S-28 43 13 26 regularne 5 mierne bolesne 1 0 1
45 S-29 38 13 31 regularne 7 obfite niebolesne 3 3 0
46 S-32 47 15 30 nieregularne 4 obfite niebolesne 0 0 0
47 S-33 48 12 31 regularne 6 obfite bolesne 3 2 1
48 S-34 41 16 29 regularne 5 mierne niebolesne 1 1 0
49 S-39 38 15 28 regularne 7 mierne bolesne 0 0 0
50 S-40 wytaczono z badania

51 S-41 46 14 35 nieregularne 6 obfite niebolesne 2 2 0
52 S-42 wytgczono z badania

53 S-44 44 14 28 nieregularne 8 obfite niebolesne 2 2 0
54 S-45 wytgczono z badania

55 S-46 44 14 28 regularne 7 obfite niebolesne 2 2 0
56 S-47 wytaczono z badania

57 S-49 49 13 28 regularne 7 obfite bolesne 2 2 0
58 S-50 38 14 31 nieregularne 5 obfite bolesne 1 1 0
59 S-51 43 16 28 regularne 6 obfite bolesne 1 1 0
60 S-52 45 12 29 nieregularne 4 obfite niebolesne 1 1 0




Aneks 2 (cz. 3). Charakterystyka kliniczna grupy kobiet bez endometriozy (dane rekordéw od 61 do 74 przedstawiono w porzadku
rosngcym wedtug numerdw protokotdw). Przyczyny wytgczenia z badania przedstawia tabela 1 strona 25.

Lp. . iy g L Dolegliwosci
Nr Wiek Wiek Dlugos¢ Regularno$¢ Diugosc_ Nasﬂ(_eﬂlg bolowe w Liczba Liczba Liczba
protokotu (lata) melne:rche Cgkl.u cyklu mlezlqczkl _kr\_/vawll(enla trakcie ciaz  porodoéw poronien
(lata) (dni) (dni) miesigczkowego miesiaczki
61  S-53 42 12 28 regularne 6 skape niebolesne 2 2 0
62 S-54 44 15 30 regularne 3 skape bolesne 2 2 0
63 S-55 39 14 29 regularne 5 mierne niebolesne 2 2 0
64  S-56 40 13 31 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0
65 S-57 42 12 27 nieregularne 5 skape niebolesne 2 2 0
66  S-58 44 15 30 regularne 4 mierne niebolesne 2 1 1
67 S-59 39 14 28 nieregularne 4 skape niebolesne 3 2 1
68 S-60 45 16 28 regularne 3 mierne bolesne 3 3 0
69 S-61 35 14 31 regularne 6 obfite bolesne 1 1 0
70 S-62 36 12 27 nieregularne 5 obfite niebolesne 0 0 0
71 S-63 45 13 32 regularne 4 skape niebolesne 2 2 0
72  S-64 42 13 30 regularne 5 mierne bolesne 0 0 0
73  S-65 42 12 29 nieregularne 4 obfite niebolesne 1 1 0
74  S-66 53 14 27 regularne 3 mierne niebolesne 2 2 0




AMERYKANSKIE TOWARZYSTWO MEDYCYNY
REPRODUKCYJENEJ
ZREWIDOWANA KLASYFIKACJA ENDOMETRIOZY

Imig i nazwisko pacjenta Data
Stopien I 1-5 punktow Laparoskopia Laparotomia Zdjecie
Stopien IT 6-15 punktéw Rekomendowane postgpowanie
Stopien 111 16-40 punktow pOsiep
Stopien IV > 40 punktow
Suma Prognoza
g ENDOMETRIOZA <lem 1-3em >3em
m Powierzchowna 1 2 4
&
S
Gteboka 2 4 6
R Powierzchowna 1 2 4
E Gleboka 4 16 20
=< L  Powierzchowna 1 2 4
Gleboka 4 16 20
ZAJECIE Czesciowe Catkowite
ZATOKI
DOUGLASA 4 40
ZROSTY Obejmujace <1/3 Obejmujace 1/3 - 2/3 Obejmujace > 2/3
v R Delikatne 1 2 4
z Silne 4 8 16
<
- L Delikatne 1 2 4
Silne 4 8 16
R Delikatne 1 2 4
@)
2 Silne 4* 8* 16
% L Delikatne 1 2 4
Silne 4* 8* 16

* jezeli zrosty zamykaja catkowicie szczgpki lub obejmuja caly jajowod nalezy przyporzadkowaé 16 punktow

Nalezy odnotowa¢ makroskopowy wyglad powierzchownych ognisk endometriozy jako czerwone [(R), czerwone, czerwono-
rozowe, ognisto-czerwone, podminowane pegcherzyki; plaskie pecherzyki], biate [(W) ogniska na otrzewnej, zotto-brazowe]
albo czarne [(B) czarne, zlogi hemosyderyny, niebieskie]. Odnotuj udziat procentowy kazdego rodzaju zmian jako: R %,

W_ %iB _ %. Suma powinna wynosi¢ 100%

Dodatkowa endometrioza

S
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Dodatkowa patologia

L




Aneks 4

PROTOKOL DANYCH PACJENTA

K/S-XX

(numer protokotu)

Data zabiegu: Rodzaj zabiegu:

Wskazania do zabiegu:

WYWIAD

Pierwsza miesiaczkaw ......... Iz

Ostatnia miesigczka................. (doktadna data)

Cykle (w ostatnim roku) regularne/nieregularne®, trwajace

Miesiaczki trwajace ............ dni.

Skape, miernie nasilone, obfite*

Bolesne/niebolesne*

Rodzita ........ razy Ostatni poréd wroku ................

w tygodniu cigzy.........

Liczba dzieci.........

Przebieg porodow:

Ostatnie poronienie w roku............ Sztuczne/samoistne™
Ronita............ razy |W............ tygodniu ciazy.
Leczona z powodu nieptodnosci | Leczona z pow. endometriozy | Antykoncepcja
hormonalna
TAK / NIE* TAK / NIE* TAK / NIE*
Choroby przewlekte:

Inne zabiegi, operacje, urazy:

Uwagi:

* wlasciwe
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