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1.  WSTEP

1.1. Endometrioza

Endometrioza (gruczolisto$§¢ zewngtrzna) to rozrost gruczotow i podscicliska blony
sluzowej macicy poza jamg macicy, co w konsekwencji prowadzi do przewlektej reakcji
zapalnej, zrostow wewnatrz miednicy mniejszej, przewleklego bolu i ograniczonej ptodnosci.
Endometrioza wystepuje w populacji kobiet w wieku rozrodczym w 7-10%, u 38% kobiet z
nieplodnoscia, a w grupie skarzacej si¢ na przewlekly bol w miednicy mniejszej
endometrioze¢ mozna stwierdzi¢ az u 71-87% pacjentek [29, 41, 116]. Gtéwnymi objawami sg

chroniczny bol, dyspareunia i nieptodnosc.

Endometrioza jest uwazana za chorobe dziedziczong wielogenowo, o zlozonej,
niewyjasnionej do konca etiologii [18, 69, 117]. Wiadomo jednak, ze jest to choroba
estrogenozalezna, poniewaz objawy znikaja wraz z pojawieniem si¢ menopauzy.
Charakteryzuje si¢ wzrostem wydzielania prozapalnych cytokin w plynie otrzewnowym oraz

obnizeniem apoptozy w eutopowym endometrium [80, 84, 87, 97].

Ogniska endometriozy usytuowane s3g najczesciej] wewnatrz jamy otrzewnej: na
powierzchni jajnikéw i wigzadle szerokim, na wig¢zadle krzyzowo-macicznym i w zatoce
Douglasa. Endometrioza rzadziej obserwowana jest na powierzchni jelit i1 pecherza
moczowego, bardzo rzadko dotyczy moczowodu i nerki [79]. Endometrioze mozna tez
zaobserwowac na szyjce macicy, w powtokach brzusznych u kobiet po cigciach cesarskich 1
w bliZnie po nacigciu krocza (po porodach fizjologicznych). Endometrioza zlokalizowana w

pepku powstaje najczesciej w wyniku operacji laparoskopowych [41].



Ogniska endometriozy ro6znig si¢ mi¢dzy sobg zabarwieniem wynikajagcym z obecnosci
ztogdbw hemosyderyny oraz strukturg [17, 21, 95]. Typowymi postaciami sg zottobragzowe
ogniska lub wyraznie widoczne pecherzyki, wypelione przezroczysta trescig ptynna [17,
21]. Zmiany moga takze przyjmowac posta¢ biatych nalotow lub czerwonych plam, ognisk
rozszerzonych naczyn krwiono$nych Ilub punktowych wybroczyn oraz kulistych i
nieregularnych ubytkow otrzewnej. Wyglad ognisk pozwala na okreslenie czy jest to postac
aktywna endometriozy (endometrioza czerwona), czy tez sa to zmiany stare, nieaktywne lub
o niskiej aktywnosci (endometrioza brunatna i czarna badz biata, odpowiadajaca zlogom

hemosyderyny badZ zrostom) [20, 21].

Mozliwos¢ zeztosliwienia ognisk endometriozy oceniana jest na poziomie od 0,7 do 1,0%,
moze dotyczy¢ ektopowych zmian otrzewnowych, jak i powierzchni jajnika albo torbieli
endometrialnych przydatkéw [44, 48]. Wydaje si¢, ze ztosliwe zmiany rozwijaja si¢ czesciej
na podtozu torbieli endometrialnych niz ektopowych ognisk na powierzchni jajnikow (5,6%
vs 1,6%) [44, 48]. Wsrod nowotworow ztosliwych, rozwijajacych si¢ na podiozu
endometriozy, najczes$ciej stwierdza si¢ nowotwory jasnokomorkowe (41%) i
endometrioidalne (38%) jajnika. Nowotwory te powstaja w wyniku nieprawidtowego
rozrostu tkanek endometriozy, gtownie o cechach atypii [44, 90, 109]. W zwigzku z
powyzszym taki atypowy rozrost wydaje si¢ by¢ stanem przednowotworowym, chociaz
czynnik pobudzajacy transformacje komorkowa nie jest jednoznacznie okreslony [44, 90,
103]. Zdaniem czgsci autoréw, antygen zwiekszonej proliferacji Ki-67 ma istotne znaczenie
w niezrOwnowazonym wzroscie komorkowym [48 ,90]. Wysoki indeks aktywnosci
proliferacyjnej wystepuje w przypadkach atypowego rozrostu endometrium, jest on wyzszy
niz w przypadku typowego rozrostu, ale nizszy niz w komorkach raka [48, 90]. Mutacja genu
PTEN i p53 jest najprawdopodobniej odpowiedzialna za nieprawidlowy szlak przemian
komorkowych, poniewaz wystepuje jednakowo czgsto w guzach endometrialnych, jak i w
raku jasnokomorkowym i endometrioidalnym jajnika [21, 44]. Natomiast nie ma zwigzku
pomi¢dzy nutacja genu BRCAL a czgsto$cig wystgpowania raka jajnika w przebiegu
endometriozy [90].



Czynnikiem predysponujgcym do czgstszego wystepowania endometriozy jest wywiad
miesigczkowy. U kobiet, ktore podaja w wywiadzie ginekologicznym wcze$nie osiggnicta
dojrzato$¢ pilciowa (ponizej 11 roku zycia), krotkie cykle (krotsze niz 28 dni) i obfite
(powyzej 6 —7 dni) krwawienia miesigczkowe oraz uzywaja tampondéw dopochwowych
podczas menstruacji, zaobserwowano wzrost ryzyka zachorowania na endometrioze [62, 57,
122]. Wydaje si¢ rowniez, ze choroba rozwija si¢ czeSciej wérod pierwiastek, natomiast
obcigzony wywiad potozniczy nie wydaje si¢ mie¢ w tym przypadku zadnego znaczenia [57,
122]. Ryzyko rozwoju choroby jest nizsze wsrod kobiet stosujacych doustng antykoncepcje,
niz w pozostatej populacji. W literaturze medycznej wystepuja sprzeczne informacje (o
wickszym lub mniejszym ryzyku zachorowania) dotyczace kobiet, ktore w przesztosci

stosowaty antykoncepcje¢ doustng [57, 122].

1.2. Etiopatogeneza endometriozy

O endometriozie jako pierwszy pisal Daniel Shroen juz w 1690r., w ,, Disputatio
Inauguralis Medica de Ulceribus Ulceri” [108]. Pomimo wielu zmian jakie miaty miejsce od
XVII wieku oraz niewatpliwego postgpu we wszelkich dziedzinach nauki, z medycyng na
czele, badacze nadal nie potrafig jednoznacznie zdefiniowac 1 poda¢ przyczyn wystgpowania

tej choroby.

Poczawszy od XIX wieku wysuwano hipotezy dotyczace patogenezy endometriozy.
Friedrich Daniel von Recklinghausen proponowat, ze endometrium ektopowe pochodzi z
przewodéw Wolfa [108]. Thomas Stephen Cullen obstawal przy przewodach Miillera.
Heinrich Wilhelm Waldeyer wysunat teori¢ metaplazji. Iwanhofen w roku 1898 wysunat
przypuszczenie, ze powstaje ona z metaplazji nabtonka otrzewnej. Meyer w 1903 roku
podejrzewal, ze metaplazji sprzyjato wpuklanie si¢ nablonka w podscielisko, pod wpltywem
czynnikow hormonalnych i zapalnych [22, 94]. Ta teoria mogtaby thumaczy¢ wystepowanie

endometriozy u niemiesigczkujacych pacjentek z zespotem Rokitansky-Meyer-Kiistner [49].

Kolejne hipotezy wysuwali Pick w 1905r., Halban w 1924r. oraz Navrital i Kramer w
1936r.



Najszerzej akceptowang teorig jest teoria ,,miesigczkowania wstecznego", ktora
opublikowal w 1925r. John Sampson [101]. Opierata si¢ ona na trzech zasadniczych
zatozeniach: wstecznym wyptywie krwi miesigczkowej do jamy brzusznej, aktywnosci tkanki
endometrium przemieszczonej do jamy otrzewnowej oraz zdolno$ci adhezyjnej, implantacji i

proliferacji ektopowej tkanki do komoérek otrzewnowych.

Refluks jajowodowy krwi miesigczkowej wystepuje u okoto 90% kobiet, a komorki
endometrium mozna uzyskac z ptynu otrzewnowego zaréwno od zdrowych jak i chorych na
endometrioze kobiet [22]. W prawidlowych warunkach, 90% ektopowego endometrium,
ktore podczas menstruacji dostaje si¢ do jamy otrzewnowej, ulega apoptozie i fagocytozie
[84]. Wobec tego kluczowa role w nieprawidlowym przebiegu tego procesu mogiby
odgrywaé niesprawny system eliminacji ektopowych fragmentow btony $luzowej macicy
[37]. Obecnie wszczepienie tkanki w otrzewng tlumaczy si¢ miejscowym zaburzeniem
mechanizmow, ktore w prawidlowych warunkach zapobiegajg adhezji komorek [37, 60].
Teoria transplantacji moglaby rowniez wyjasnia¢ rozwoj endometriozy w powlokach
brzusznych i w okolicy krocza u kobiet po cigciu cesarskim i porodzie fizjologicznym oraz w
pepku po zabiegach laparoskopowych. Ponadto tlumaczytaby ona wzrost czestosci

zachorowania na endometriozg¢ wsrdd pacjentek z zespotem Asherman’a [49].

Wedtug hipotezy, ktora w roku 1980 wysungli Weed i Arquembourg, przyczyng
choroby jest niewydolnos¢ uktadu immunologicznego [122]. Dwa lata pdzniej Malick uznat,
ze u podioza endometriozy lezy wrodzona lub nabyta oslabiona aktywno$¢ fibrynolityczna
otrzewnej. Natomiast teoria indukcji, potwierdzona doswiadczalnie przez Lavendera [17],
zakladata istnienie niezréznicowanych komoérek w jamie otrzewnej, ktéore pod wplywem
czynnikéw biochemicznych lub immunologicznych (majacych zwigzek z blong Sluzowa
macicy) przeksztalcaja si¢ wlasnie w komorki endometrium, dajagc tym samym poczatek

endometriozie.

Patogeneza choroby wcigz budzi duze kontrowersje; powszechno$¢ wystgpowania
fagodnych postaci endometriozy Johannes Evers uznat za podstawe twierdzenia, ze

"endometrioza nie istnieje” [35].



Jednakze nie ulega watpliwosci, ze aby powstata endometrioza, musi doj$¢ najpierw do
implantacji i rozwoju endometrium poza jamg macicy, co umozliwiajag zmiany w uktadzie
immunologicznym, jak i predyspozycja samej tkanki do proliferacji. Dmowski i wsp. [32, 33,
34], opracowali teori¢ obnizonej odpornosci komorkowej, jako etiopatologicznego czynnika
w endometriozie. W ogniskach endometriozy obserwuje si¢ obnizenie apoptozy komorek
endometrium w stosunku do endometrium eutopowego oraz brak zmian zwigzanych z cyklem
ptciowym [32, 82]. Dmowski i wsp. wykazali nizsze nasilenie apoptozy w gruczotach

endometrium eutopowego w koegzystencji ognisk endometriozy w miednicy mniejszej [32].

1.3. Rola odpowiedzi immunologicznej i komorkowej w etiopatogenezie endometriozy

Istniejg hipotezy ze wplyw czynnikéw immunologicznych moze stanowi¢ podstawe do
powstawania endometriozy. Dmowski i wsp. [33, 34] uwazaja, ze komorki endometrium
migrujace, zgodnie z teorig Sampsona, w czasie miesigczki poza jam¢ macicy, przez
jajowody 1 naczynia krwiono$ne, powinny by¢ rozpoznawane i niszczone przez komorki
uktadu immunologicznego. Zatem ostabienie mechanizméw odpowiedzi immunologicznej
moze prowadzi¢ do wigkszego przezycia komoérek ektopowego endometrium 1w

konsekwencji sprzyjac¢ rozrostowi endometriozy [20, 21, 33, 34, 79].

Zwigkszona proliferacja ektopowej tkanki doprowadza do powstania i rozwoju ognisk
endometriozy. Ogniska te z kolei wywotuja wtorng reakcje uktadu odpornosciowego i
stymulacje limfocytow B [37, 84, 121]. Wytwarzane autoprzeciwciata moga z jednej strony
ogranicza¢ rozrost endometriozy, jak rowniez byC przyczyna nieptodnosci i zwigkszad
ryzyko poronien [37]. Wedlug Dmowskiego, w endometriozie swoiste sg autoprzeciwciala
przeciw antygenom o masie czasteczkowej 26 i 34 kDa, ktore wystepuja tylko u 60%
chorych kobiet [37]. Inni badacze wykazujg wyzsza mase czasteczkowg, od 34 do 140 kDa
[84, 121]. W przebiegu choroby wystepujg takze autoprzeciwciata skierowane przeciwko
antygenom 1 komdrkom  endometrialnym, antygenom = wewnatrzkomorkowym
(autoprzeciwciata antyfosfolipidowe, przeciwhistonowe, przeciwjadrowe) oraz tkankom
(antyendotelialne) 1 narzgdom wewnetrznym (przeciwjajnikowe, przeciwtarczycowe)
gtownie klasy 1gG i IgA oraz IgM [37]. Obecnos¢ roznego rodzaju przeciwcial w przebiegu
endometriozy sugeruje nieprawidtows aktywacje limfocytow B [37].



Literatura bazujagca na doswiadczeniach ostatnich lat podaje, iz w przebiegu
endometriozy dominuje odpowiedz immunologiczna indukowana przez limfocyty
pomocnicze typu 2 [37, 41, 49]. Podgaec i wsp. [97] opublikowali w 2007r. badanie
poréwnujace stgzenie 1 wzajemny stosunek cytokin wydzielanych zaréwno przez limfocyty
Th1 1 Th2 w ptynach ustrojowych u zdrowych i chorych na endometrioze kobiet. Autorzy na
podstawie swoich badan wykazali, ze w przebiegu choroby dominuje odpowiedz
immunologiczna Th2-zalezna. [97]. W ptynie otrzewnowym i we krwi obwodowej wystepuja
zasadnicze zmiany w stezeniu cytokin, czynnikoéw wzrostu czy tez czasteczek adhezyjnych

jak rowniez makrofagdéw i komorek NK [36, 37].

Defekt odpornosci komorkowej polega m.in. na obnizonej rozpoznawalno$ci i
uposledzeniu niszczenia ektopowych komorek endometrium przez limfocyty T cytotoksyczne
(Tc). Obnizenie wtasciwosci toksycznych limfocytow Tc wynika z obnizenia ich aktywnosci
[36]. Swiadczyé tez o tym moze odwrotnie proporcjonalny zwigzek nieprawidtowej funkcji
limfocytow Tc ze stopniem zaawansowania choroby [41]. Dysfunkcja komérek NK wynika z
hamujacego wplywu cytokin takich jak TGF-8 i IL-10, a takze przez czynniki wydzielane
przez samg ektopowa tkanke endometrium [91]. Defekt komoérek NK prowadzi do
przetrwania fragmentdw endometrium poza jamag macicy i wigkszej jego proliferacji co

oczywiscie koreluje z zaawansowaniem samej choroby [21, 91, 48,].

W plynie otrzewnowym u kobiet cierpigcych na endometrioze stwierdza si¢ podwyzszong
ilos¢ makrofagdéw, jednak ich wlasciwosci fagocytarne 1 lityczne Sg znacznie obnizone [14,
19, 96]. Makrofagi wydzielaja liczne biatka, cytokiny, ktére u zdrowych kobiet odgrywaja
jedng z kluczowych r6l w usuwaniu przetrwatych fragmentow ektopowych tkanek, a u kobiet
z rozpoznang endometrioza sprzyjaja proliferacji ektopowego endometrium (IL-1, PDGF,
EGF, TGF-0, TNF- a,) inicjujg angiogeneze¢ (IL-8, VEGF, TGF-a, TNF-q,), stymuluja
adhezje ( IL-6, IL-8, fibronektyna.), pobudzaja do tworzenia si¢ zrostow (TGF-B), a takze
pobudzaja limfocyty B do produkcji przeciwciat (IL-6, IL-10) [10, 23, 47, 91].

Nie wyjasniono jeszcze mechanizmu powstawania autoprzeciwcial w endometriozie;
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy sg one odpowiedzialne za powstawanie choroby, a
nie sa jedynie jej skutkiem. U kobiet z endometrioza, makrofagi zostaja aktywowane do

niszczenia ektopowych ognisk endometrium [37, 47].



Zatem, podsumowujac, defekt odpowiedzi immunologicznej w przebiegu endometriozy
dotyczy zarowno odpowiedzi komérkowej jak i humoralnej oraz komorek zaangazowanych

w odpowiedz immunologiczng tj. makrofagdw i monocytow oraz komoérek NK [64, 75].

1.4. Rozpoznawanie endometriozy

Przewlekly bol w miednicy mniejszej, zglaszany przez 30-50% pacjentek, bol przy
wspotzyciu ptciowym (25-50%), bolesne miesigczki (60-80%) 1 przede wszystkim
nieptodnos¢ (30-50%), to objawy, na ktore skarzg si¢ kobiety z rozpoznang endometriozg
[29, 41, 59]. Zaden z tych objawdw nie jest patognomiczny. Obraz kliniczny potaczony z
wywiadem, badaniem ginekologicznym, badaniami laboratoryjnymi oraz badania obrazowe,
szczegolnie z wykorzystaniem ultrasonografii transwaginalnej, moga sugerowac
endometrioze, jednak ostateczne rozpoznanie mozna postawié¢ tylko na podstawie obrazu
podczas operacji, szczegdlnie laparoskopii, rzadziej laparotomii. Rozpoznanie stawiane jest
na podstawie oceny makroskopowej i potwierdzone wynikiem badania histopatologicznego
[16, 41, 91, 127]. Trzeba jednakze nadmienié, ze w rozpoznaniu endometriozy otrzewnowej

potwierdzenie histopatologiczne nie jest warunkiem koniecznym.

W badaniach biochemicznych najwigksze zastosowanie ma biatko CA-125, z wysoka
specyficznoscig rzedu do 93%, pomimo niskiej czutosci [48, 91]. Najczesciej podwyzszone
wartosci CA-125 towarzysza torbielom endometrialnym i endometriozie III 1 IV stopnia.
Podwyzszone wartosci CA-125 wystepuja rowniez w innych schorzeniach ginekologicznych:
ztosliwych guzach jajnika, raku szyjki macicy, raku trzonu macicy, migsniakach macicy,
polipach szyjkowych, stanach zapalnych miednicy mniejszej, guzach zapalnych, ciazy
ektopowej, chorobach uktadu pokarmowego, oraz zmianach zapalnych otrzewnej, optucne;j i
watroby [20, 29, 43, 59, 71, 124].

Inne markery takie jak CA 19-9, CA 15-3 mogg stuzy¢ ocenie stopnia zaawansowania

endometriozy jednak nie znajduja zastosowania we wstepnej diagnostyce [30, 33, 48].

Zlozono$¢ zjawiska endometriozy 1 jego enigmatyczno$¢ podkre§la duza

roznorodno$¢ 1 mnogos¢ klasyfikacji tej choroby.



Najczesciej wykorzystuje sie tatwa i przejrzysta w zastosowaniu klasyfikacje ASRM [6]

(American Society for Reproductive Medicine). Rozroznia si¢ w niej cztery stopnie choroby:

I stopien (1-5 punktow), II - 6-15 pkt., Il - 16-40 pkt. i IV — powyzej 40 pkt. Punkty
przyznaje si¢ odpowiednio bioragc pod uwage: lokalizacje, wielkos¢ i glebokos¢ naciekania
ognisk endometriozy, obecnos¢ zrostow i torbieli endometrialnych. Klasyfikacja ASRM nie
uwzglednia niestety aktywnos$ci ognisk endometrialnych, stopnia nasilenia dolegliwosci
klinicznych, ani nieptodnosci. W tym miejscu nalezy wspomnie¢ o klasyfikacjach Acosty i
wsp., Kistnera, Sieglera i Behrmana, a takze Butrama. Inne klasyfikacje opierajg si¢ na ocenie

histologicznej aktywnosci ognisk, wyrdzniajac postacie aktywne i nieaktywne.

W swojej klasyfikacji Koninckx i Martin [71] uznajg aktywnos$¢ zalezng od glgbokoS$ci
nacieckania: zmiany powierzchowne, o niskiej aktywnos$ci mitotycznej ektopowego
endometrium, naciekajace do 1mm; endometrioza umiarkowana penetrujaca do grubosci 2,5
mm; endometrioza aktywna gteboko naciekajaca powyzej 5 mm pod powierzchni¢ otrzewne;.
Natomiast Brosens 1 wsp. dzielg endometrioz¢ nie tylko na posta¢ aktywna (czerwong) i
nicaktywna (bragzowe lub czarne ogniska), ale réwniez rozrdézniaja posta¢ otrzewnowa,

jajnikowa i gtgboka [21].

10



1.5. Leczenie endometriozy

Nieptodno$¢ i przewlekty bdl przyczyniaja si¢ w znacznym stopniu do obnizenia jako$ci

zycia kobiet cierpigcych na endometrioze i sa gtéwna przyczyna podejmowania leczenia.

W zwiazku z niejasnoscig mechanizmu powstawania endometriozy, leczenie gtownie

opiera si¢ na leczeniu objawowym, minimalizacji nawrotéw choroby 1 leczeniu nieptodnosci.

Forma terapii moze obejmowac¢ leczenie zachowawcze, operacyjne, jak rowniez leczenie
skojarzone oraz techniki wspomaganego rozrodu podparte farmakoterapiag i/lub ewentualnym

zabiegiem operacyjnym [4, 29, 61, 84, 99].

Leczenie ma za zadanie przede wszystkim redukowanie dolegliwos$ci bélowych przez jak

najdtuzsze okresy remisji, a takze umozliwienie zajscia w cigze [68, 99].

Laparoskopia nazywana jest ztotym standardem leczenia zmian chorobowych w
endometriozie. W zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby mozna usungé
powierzchowne ogniska, torbiele endometrialne, a nawet dokona¢ histerektomii z
przydatkami [60, 127]. Nalezy wcze$niej doktadnie ustali¢ postgpowanie z pacjentka biorgc
pod uwagge nie tylko zaawansowanie choroby, ale takze jej wiek i plany rozrodcze. W okoto
2-12% zabieg laparoskopowy konczy si¢ laparotomia, gltéwnie ze wzglegdu na
bezpieczenstwo pacjentki podczas trudnych technicznie endoskopii [60, 99]. Powazne
powiktania okotooperacyjne takie jak: przetoki jelitowe i pecherzowe oraz ropnie wystepuja
w okoto 3,5-15,5% zabiegdéw [36, 100]. Wickszos¢ powiktan dotyczy leczenia glebokiej
endometriozy w przegrodzie odbytniczo-pochwowej. Laparotomia wydaje si¢ by¢ skuteczng
forma terapii gtownie w leczeniu nawrotow choroby. Nawroty endometriozy po leczeniu
chirurgicznym wynoszg okoto 5-20% na rok, osiggajac 40% po 5 latach. Nawr6t bolu po
leczeniu zabiegowym szacuje si¢ na 5-15% [100, 116]. Zasadnicze znaczenie przy wyborze

sposobu leczenia ma do§wiadczenie zespotu operacyjnego.
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Uznanymi i szeroko stosowanymi metodami leczenia farmakologicznego endometriozy
sg: analogi gonadoliberyn (GnRHa), Danazol oraz doustne $rodki antykoncepcyjne i
progestageny [15, 16, 44, 46, 89].

Analogi gonadoliberyn znalazty zastosowanie w lagodzeniu dolegliwosci bolowych w
przebiegu endometriozy. Zastosowanie analogow GnRH po leczeniu operacyjnym

zaawansowanej endometriozy zmniejsza ryzyko nawrotow choroby [15, 16].

Pomimo dobrych efektow terapeutycznych leki te wywotuja szereg objawow
niepozadanych [92]. Do najistotniejszych objawow zwigzanych z hipoestrogenizmem nalezy
utrata masy kostnej i objawy wypadowe [46, 92]. Z tego powodu leki te nie powinny by¢

stosowane przez okres dtuzszy niz 6 miesiecy [15, 92, 99].

Brosens i Koninckx [21, 71, 72], zaproponowali leczenie skojarzone i trojstopniowy
schemat terapii w III i IV stopniu zaawansowania endometriozy, ktory polegal na leczeniu
laparoskopowym i pooperacyjnym stosowaniu analogu GnRH przez okres trzech miesiecy,

po ktérym ponownie wykonuje si¢ laparoskopie.

Danazol, syntetyczny steroid o dziataniu przeciwgonadotropowym, zajmuje nadal
istotne miejsce w leczeniu farmakologicznym endometriozy. Stosowany w dobowej, doustnej
dawce 400-800 mg przez 4 do 6 miesigcy wywoluje zahamowanie owulacji i brak miesigczKi
oraz atrofi¢ endometrium [24]. Objawy uboczne wynikaja z androgennego dzialania leku.
Najczgscie] wystepuja zaburzenia skérne zwigzane z tradzikiem 1 tlusta cerg oraz
hirsutyzmem, jak rowniez zatrzymanie wody i przyrost masy ciata. Niekorzystne zmiany w
profilu lipidowym polegaja na wzroécie frakcji LDL cholesterolu i zmniejszeniu HDL
cholesterolu [16, 80]. Opisywane objawy uboczne wptynety znacznie na ograniczenie

stosowania Danazolu w ostatniej dekadzie.
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Skuteczne w tagodzeniu dolegliwosci bolowych sg doustne tabletki antykoncepcyjne, ktore
przyjmowane przez okres 6 - 9 miesigcy redukujg bol u 75%-100% pacjentek z endometriozg
[72]. Cykliczne przyjmowanie tabletek hormonalnych w takim samym stopniu redukuje
niezwigzany z cyklem plciowym bol i bolesne stosunki ptciowe co analogi GnRH [72,80].
Jesli podczas 3 miesiecznej, ciaglej terapii niskodawkowa antykoncepcyja oraz
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi nie uzyskuje si¢ poprawy, zalecane jest
rozwazenie innych metod terapeutycznych w leczeniu endometriozy [68,99]. Zastosowanie
wktadki domacicznej z levonorgestrelem rowniez (intrauterine device; LNg-1UD) skutecznie

zwalcza bol zwigzany z endometrioza [74].

Jednym z najcze¢sciej stosowanych gestagenéw w leczeniu endometriozy jest octan
medroxyprogesteronu (MPA), stosowany pod postacig tabletek doustnych (w dawce 20-30
mg dziennie przez 6 miesi¢cy) jak rowniez w formie podskornych i domigsniowych injekcji
depot (w dawce 104 mg, co 3 miesigce ) [25, 74, 103]. Skutecznos$¢ terapii 100 mg
MPA/dobg jest poréwnywalna do efektywnosci leczenia danazolem w dawce 600 mg/dzien

[74, 80, 103].

Przewlekle stosowanie progestagenow prowadzi do zmian zanikowych w blonie
Sluzowe] macicy poprzez przerwanie prawidlowego cyklu miesiecznego 1 zahamowanie
krwawienia [15, 16]. Niekorzystnym objawem ubocznym podczas stosowania gestagenow sa
acykliczne krwawienia z macicy, co czesto zniecheca do kontynuowania terapii [12]. Dobrg i
skuteczng alternatywa do dlugotrwatej terapii gestagenami, jest ostatnio zarejestrowany w
Polsce preparat dienogestu (Visanne), jednak podobnie jak w sytuacji analogobw GnRH,

wysoka cena preparatu jest czgstym powodem zaniechania terapii przez pacjentki [81].

W lagodzeniu bolu moga by¢ stosowane niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) [6],
chociaz doniesienia literaturowe nie sg jednoznaczne [4]. Jednak w rekomendacjach ESHRE
dotyczacych diagnozowania i terapii endometriozy zaleca si¢ stosowanie NLPZ u pacjentek z

dolegliwos$ciami bolowymi w miednicy mniejszej [68].

W fagodzeniu przewlekltego bolu w miednicy mniejszej zaleca si¢ takze pooperacyjne
leczenie sanatoryjne i oktady borowinowe oraz kapiele m.in. solankowe, siarczkowo-

siarkowodorowe i rodanowe [42].
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Podsumowaniem roéznych metod terapii endometriozy sa rekomendacje ESHRE z
2005 roku [68]. U pacjentek z dolegliwosciami bolowymi w miednicy mniejszej, z
potwierdzonym laparoskopowo rozpoznaniem lub bez takiego ostatecznego rozpoznania,
zalecane jest zahamowanie owulacji lekami hormonalnymi, na okres 6 miesiecy. Wedlug
najnowszych rekomendacji, nie jest konieczne ostateczne potwierdzanie histopatologiczne

choroby u pacjentek z objawami bélowymi sugerujagcymi endometriozg.

W endometriozie o minimalnym stopniu zaawansowania klinicznego ablacja
ektopowych ognisk btony §luzowej redukuje nieznacznie stopien odczuwania bolu. Natomiast
nie ma jednoznacznych dowoddéw na to, ze przecigcie nerwow krzyzowo-macicznych
(laparoscopic uterosacral nerve ablation; LUNA) przynosi istotne korzysci terapeutyczne
[61]. Trudnym technicznie, aczkolwiek skutecznym sposobem leczenia bolu w endometriozie
jest neurektomia przedkrzyzowa [61]. Technika ta powinna by¢ stosowana tylko przez bardzo

sprawnych i do§wiadczonych laparoskopistow.

Catkowite wytuszczenie torebki torbieli endometrialnej, w przeciwienstwie do
koagulacji lub laserowej waporyzacji zmiany, istotnie zmniejsza szans¢ nawrotu choroby
[41]. Pooperacyjne stosowanie Danazolu lub analogéw GnRH redukuje dolegliwosci bolowe
1 wydluza czas wolny od choroby na okres od 12 do 24 miesigcy. Natomiast stosowanie
doustnej antykoncepcji po leczeniu zabiegowym nie jest skuteczng i wskazang forma terapii
[29, 41]. Jednak z uwagi na dobrg tolerancj¢ terapii oraz cen¢ i prostot¢ stosowania,

postepowanie takie jest w petni akceptowalne.

U pacjentek pragnacych posiada¢ potomstwo w przebiegu minimalnej 1 fagodnej
endometriozy (I 1 II stopien)) powinno si¢ wykonywa¢ laparoskopowa ablacj¢ ognisk z
jednoczasowym usunigciem zrostow, chociaz pozytywne wyniki sa poréwnywalne jak w
przypadku laparoskopii diagnostycznej. Natomiast czasowe zahamowanie owulacji, przed
planowanym rozrodem nie przyczynia si¢ do wzrostu ilo$ci cigz. Inseminacja domaciczna
(intrauterine insemination; 1Ul) zwigksza odsetek uzyskanych cigz i powinna by¢

przeprowadzana tgcznie ze stymulacijg jajeczkowania [74].

Z kolei w endometriozie umiarkowanej 1 ci¢zkiej (Il 1 IV stopien zaawansowania) usunigcie
zmian chorobowych, tj. ektopowych ognisk i zrostow, nie przyczynia si¢ do poprawy
wynikow IVF. Przed planowanym zaptodnieniem pozaustrojowym, powinna by¢

zastosowana czasowa terapia GnRH [41, 72, 74].
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W chwili obecnej nie ma niestety w peini skutecznej metody leczenia, poniewaz
etiopatogeneza endometriozy nie zostala jednoznacznie okreslona, a choroba ma charakter
nawrotowy. Szacuje si¢, ze pomimo leczenia (gtownie operacyjnego) odsetek nawrotéw
objawow klinicznych jest bardzo wysoki i wynosi po roku okoto 10%, po dwdch latach 25%,
a po pigciu latach od zakonczenia terapii az 45% [80, 100]. Prowadzone sa liczne badania nad
nowymi metodami terapii. Do szczegélnie obiecujacych nalezg m.in. inhibitory
neoangiogenezy, na przyktad Endostatyna, Rapamycyna, Aginex, TNP 470, przeciwciala
przeciwko ludzkiemu VEGF.

Najwieksza skuteczno$¢ obserwowana jest przy zastosowaniu kilku czynnikoéw jednoczesnie.
Endostatyna wydaje si¢ by¢ najskuteczniejszym lekiem sposrod inhibitoréw neoangiogenezy.
Zastosowano ja skutecznie m.in. w profilaktyce wczesnych nawrotow po leczeniu
operacyjnym na modelu mysim [13]. W badanej grupie zwierzat wykazano 59% ograniczenie
rozwoju ognisk endometriozy przy zastosowaniu endostatyny zaraz po przeszczepie,
obserwujac jednoczes$nie brak wplywu dzialania leku na juz powstate ogniska endometriozy.
Rapamycyneg, kolejny inhibitor angiotensyny, wykorzystano w badaniach in vitro i in vivo, na
modelu zwierzecym (chomik syryjski). Rapamycyna powoduje regresj¢ ognisk endometriozy
poprzez zahamowanie neoangiogenezy i proliferacji komorek [77]. Jest to lek

przeciwgrzybiczy, immunosupresyjny - preparat stosowany skutecznie w transplantologii.

Innymi interesujacymi preparatami sg inhibitory aromatazy: Femara, Arimidex, Aromasin [1,
8, 27]. Aromataza przeksztalca androgeny C19 w estrogeny, w ogniskach endometriozy.
Estrogeny pobudzajg aktywno$¢ cyklooksygenazy-2 do produkcji prostaglandyny E2.
Inhibitory aromatazy znosza bol zwigzany z endometrioza, mogg jednak stymulowac
folikulogeneze. Zaleca si¢ taczenie ich z gestagenami, dwusktadnikowymi tabletkami
antykoncepcyjnymi badz GnRHa [7]. Niestety mimo polaczenia stosowania Anastrozolu
(Arimidex) z GnRHa (Goserelin) wykazano istotne obnizenie masy kostnej po 6 miesigcach
stosowania, oraz objawy wypadowe — takie same jak przy stosowaniu wylacznie Anastrozolu
[106]. Natomiast w przeciwienstwie do Anastrozolu, terapia Letrozolem w potaczeniu z
octanem norethindronu, nie wptywa na mase kostng i prezentuje wysoka skuteczno$¢ w

zwalczaniu bolu [1].

Dobre efekty wydaje si¢ tez mie¢ terapia taczona : Duphaston z reaferonem (interferon a2b),
ktora jest szczegdlnie skuteczna w leczeniu nieptodnosci u kobiet z endometrioza (52% vs

27%) [73].
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Wiele nadziei badacze poktadajg w lekach immunomodulujgcych [57, 114], takich jak
Leflunomid, ktory jest selektywnym inhibitorem enzymu kontrolujacego  synteze
pirymidyny. Dotychczas stosowany skutecznie w RZS, jest to lek o dziataniu
przeciwzapalnym, przeciwgoragczkowym i przeciwbolowym. Hamuje produkcje 11-18 i TNF
a. Leflunomid powoduje regresj¢ ognisk endometriozy w modelu doswiadczalnym z uzyciem

szczurdéw [114].

Rekombinowany, ludzki interferon a2b — jest to immunomodulator, ktory po zastosowaniu
dootrzewnowo 1 podskoérnie celem leczenia eksperymentalnej endometriozy u myszy,

rowniez spowodowal regresje ognisk endometriozy [57].

1.1. Aktywnos$é proliferacyjna komorek i apoptoza w aspekcie endometriozy

Koncepcja rozwoju endometriozy w wyniku obnizonej podatnosci eutopowego endometrium
na apoptoze bylta rozwazana juz w latach dziewigcdziesigtych ubieglego wieku [50]. Jednak
w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat nie uzyskano przekonujacych dowodow
potwierdzajacych stuszno$¢ tych hipotez. Apoptoza, czyli ,,zaprogramowana S$mierc
komorki”, reguluje liczbe komorek oraz ich rdznicowanie. Jest to proces aktywny,
regulowany genowo, do ktérego niezbg¢dna jest synteza biatka. Polega on na kondensacji
chromatyny, powstawaniu ciatek apoptotycznych (fragmenty zageszczonej chromatyny
jadrowej, cytoplazmy i organelli komorkowych), zniszczeniu cytoszkieletu, kondensacji
cytoplazmy i zmianie powierzchni btony komorkowej, tak aby byta ona rozpoznawalna dla

makrofagow [70].
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Tabela | Wybrane zmiany w komérce w przebiegu apoptozy

Jadro Cytoplazma Btona
komoérkowa
kondensacja | depolimeryzacja | zaburzenie
Apoptoza | chromatyny, | cytoszkieletu, integralnosci,
fragmentacja | formowanie tworzenie
DNA, rozpad | ciatek paczkow
jadra apoptotycznych | apoptotycznych

Apoptoza jest niezbednym czynnikiem prawidlowej funkcji organizmu, dzicki czemu
eliminowane sg komorki stare, uszkodzone, zainfekowane przez wirusy oraz komorki
nowotworowe. Nasilenie apoptozy obserwujemy w réznych schorzeniach takich jak: AIDS,
schorzenia neurodegeneracyjne, zawal migsnia sercowego. Natomiast zahamowanie procesu

apoptozy moze prowadzi¢ do rozwoju schorzen o podlozu autoimmunologicznym,

alergicznym i nowotworowym.
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Prawidtowa funkcja catego organizmu zalezy wigc od precyzyjnej rownowagi czynnikdw
sterujacych apoptozg. Sygnal do apoptozy moze by¢ wewngtrzny, pochodzacy z samej

komorki lub zewnetrzny.

Tabela Il Wybrane inhibitory i aktywatory apoptozy

Aktywatory
Fizjologiczne Czynniki Toksyny Leki
biologiczne i
chemiczne
TNF Wolne rodniki Etanol Metotreksat
Kalmodulina HIV Aflatoksyna | Cytozyna
Jony wapnia Cytokiny Winkrystyna
Transglutaminazy Cytotoksyczne Digoksyna
tkankowe komorki T
Prostaglandyna
E2
Inhibitory
Fizjologiczne Biologiczne leki
Czynniki wzrostu HPV Fenobarbital
Cytokiny Wirus Epsteina-Barra Inhibitory  proteazy
cysteinowej
Macierz Ospa
pozakomorkowa
HSV

Lista czynnikow mogacych wptywa¢ na mechanizmy apoptozy jest niezwykle obszerna
[118]. Jak juz wcze$niej wspomniano, apoptoza jest procesem aktywnym, sterowanym
genowo. Do najliczniejszych gendow regulujacych homeostaze komorkowa, naleza geny Bcl-2
i BAX, ktorych produkty, biatka Bcl-2 i BAX, dziataja przeciwstawnie do siebie. Bcl-2
hamuje, a BAX aktywuje apoptoze [63, 80]. Wzajemny stosunek biatek Bcl-2 i BAX jest
decydujacym czynnikiem przezycia komorki. Jesli przewaza Bcl-2, to laczy si¢ ono ze
wszystkimi biatkami BAX, a nadmiar tworzy dimery Bcl-2—Bcl-2. Jesli natomiast w komorce
bedzie wigcej biatka BAX, to analogicznie powstang dimery BAX-BAX i komdrka obumrze.
Hamowanie apoptozy przez biatko Bcl-2 wyraza si¢ m.in. przez jego wlasciwosci
antyoksydacyjne, regulacj¢ pompy wapniowej zwigzanej z siateczkg endoplazmatyczng, a
takze przez hamowanie aktywnos$ci kaspaz i proteaz serynowych [80, 116]. Natomiast

aktywacja apoptozy przez biatko BAX polega na hamowaniu dziatania Bcl-2 [63, 80, 116].
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Istniejg doniesienia zwigzane z nasileniem apoptozy w endometrium, zaleznym od zmian
hormonalnych w przebiegu cyklu miesigczkowego. Zmiany hormonalne wywotujg zmiany

ekspresji roznych biatek, w tym szczegdlnie BAX, Bcl-2 [32, 63].

Nieliczne doniesienia wskazuja, ze w ogniskach endometriozy obserwuje si¢ mniejsza
aktywno$¢ apoptotyczng niz w endometrium eutopowym, oraz brak w nich cech

charakterystycznych, zwigzanych z cyklem ptciowym [32, 112].

Biatko Ki-67 jest doskonalym markerem do oznaczania aktywnosci proliferacyjnej komorek,
1 jego obecno$¢ stwierdzana jest w komorce podczas wszystkich czynnych faz cyklu
komorkowego. Biatko Ki-67 jest powszechnie uwazane za bardzo dobry marker aktywnosci
proliferacyjnej komorek nowotworowych i ma duza warto$¢ prognostyczng zwtaszcza w raku

ptuc, prostaty i raku sutka [39].

Ki-67 pierwotnie wykryto przy pomocy przeciwcial monoklonalnych Ki-67, uzyskanych po

immunizacji myszy jadrami komorkowymi linii komorkowej chtoniaka Hodgkina L428 [39]

Telomeraza wystepuje w intensywnie dzielacych si¢ komoérkach, a jej aktywno$¢ zmniejsza
si¢ z wiekiem. To zmniejszenie aktywnosci laczy si¢ ze starzeniem si¢ komorek. W
komorkach nowotworowych aktywnos$¢ telomerazy zwykle jest podwyzszona. Mozna wigc
przypuszczaé, ze jej aktywno$¢ w komorkach eutopowego endometrium u chorych na

endometrioz¢ moze by¢ rowniez zwigkszona.

U zdrowych kobiet, komoérki endometrium rozsiane ektopowo nie powodujg endometriozy.
Prawdopodobnie dzieje si¢ tak w wyniku prawidlowej eliminacji, przez uktad
immunologiczny zdrowej kobiety; przyktadem takiego dziatania jest aktywacja procesow
apoptozy. Taki stan rzeczy wskazuje, ze muszg istnie¢ mechanizmy powodujace zard6wno
nieadekwatng odpowiedz systemu immunologicznego, jak 1 obnizenie nasilenia apoptozy u
kobiet z endometriozg. Badania wykazuja, ze w przypadku endometriozy, ektopowe komorki
endometrium réznig si¢ od eutopowych oraz od komorek endometrium zdrowych kobiet, tak
ze w endometriozie jest tendencja do proliferacji w odpowiedzi na te same bodzce
powodujgce apoptoz¢ w endometrium zdrowych kobiet. Ponadto ektopowe endometrium ma
wyzszg zdolno$¢ przezycia ze wzgledu na zdolno$¢ do miejscowej syntezy estrogendw i

innych czynnikow wzrostu [24, 25, 26].
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Roéznice w funkcjonowaniu komorek na poziomie molekularnym, moga by¢ spowodowane

zmianami na poziomie genoéw [11, 18].

Wstepne badania kliniczne nad szczepionkg RESAN w leczeniu endometriozy,
przeprowadzit zespot dr Ovsienko w Witebsku, na Biatorusi. RESAN jest mieszaning wigcej
niz 40 r6éznych substancji - antygenéw uzyskanych z endometrium i z ognisk endometriozy
oraz mig$niakéw macicy i biatek osoczowych( miedzy innymi: CA-125, CA 15-3). W swoim
sktadzie zawiera kompleksy molekut uzyskane z ksenogenicznych bialek zwierzgcych
(Gallus Gallus Domesticus). Sa to migdzy innymi glikoproteiny (frakcje o2f), peptydy i
fragmenty weglowodanowe. Glikoproteiny imitujg 6-50 fragmentow kazdego antygenu.
Doktadny sklad szczepionki jest chroniony patentem RB numer 542883. Preparat
zarejestrowany jest na Bialorusi oraz w Meksyku jako szczepionka, ktora wystepuje pod
postacig krystalicznego proszku (200 mg), ktory nalezy uzupehic 0,9% solg fizjologiczng do
objetosci 1 ml [88].

W analizowanych badaniach, sposréd 24 chorych na endometriozg kobiet zdiagnozowano
dodatkowo: u 10 migéniaki macicy, a u 2 torbiele endometrialne. Po zakonczeniu
doswiadczenia zaobserwowano zmniejszenie si¢ wymiarow torbieli endometrialnych oraz
catkowitg regresje migsniakow macicy (u 7 z 10 kobiet). Ponadto, w surowicy krwi badanych
pacjentek poziomy markerow nowotworowych: CA-125, CA-19-9, CA-15-3 i CEA ulegly
istotnemu statystycznie obnizeniu (p<0,05). Z otrzymanych wstepnych wynikdw mozna
przypuszczaé, ze oceniany preparat wywiera korzystny wpltyw na zmniejszanie si¢ zmian

chorobowych [40].

Niestety badania te nie zostaly szczegélowo udokumentowane. Ponadto grupa badana jest
bardzo nieliczna. Nie jest zatem mozliwe wyciaganie powazniejszych wnioskow z

cytowanych badan.
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Zastosowanie preparatu RESAN na modelu zwierzecym moze okazaé¢ si¢ istotnym dla
poznania dziatania preparatu. Dlatego niezwykle interesujgca wydaje si¢ by¢ zaréwno
ewentualna ocena skutecznosci preparatu w leczeniu endometriozy, jak rowniez w
profilaktyce choroby. Zasadniczym jednak powodem przeprowadzenia eksperymentu
pozostaje brak skutecznych form terapii i profilaktyki endometriozy, a zastosowanie

preparatu pozwoli ponadto przyblizy¢ si¢ do wyjasnienia etiopatogenezy endometriozy.
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2. CEL PRACY

Celem pracy jest ocena potencjatu proliferacyjnego eutopowego endometrium, jako czynnika
mogacego odpowiadaé¢ za rozwdj endometriozy oraz okreslenic wplywu immunomodulacji
preparatem RESAN na ten potencjat w aspekcie leczenia endometriozy, w oparciu 0

eksperymentalne badanie na modelu zwierzgcym.

3. MATERIAL

Material do badan doswiadczalnych stanowito 58 dojrzatych szczuréw pftci zenskiej, szczepu
Wistar. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach w Poznaniu, z dnia 24 kwietnia 2006r., uchwata nr 20/2006.
Zezwolenie indywidualne nr 80/2006, na przeprowadzanie do$wiadczen na zwierzgtach, z
dnia 31.03.2006, zostalo wydane przez Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w

Poznaniu.

Eksperyment przeprowadzono zgodnie z zaleceniami Ministerstwa Edukacji i Szkolnictwa

Wyzszego z 1959 roku i Swiatowej Deklaracji UNESCO odnosnie Praw Zwierzat z Paryza, z
roku 1978.

Zwierzeta przebywaty w plastikowych klatkach, w warunkach statej temperatury (210 C)i
wilgotnosci, z ciggtym dostepem do pokarmu 1 wody pitnej, w pomieszczeniach Katedry i
Zaktadu Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, przy ul. Dojazd 30.
Znormalizowana dieta szczuroOw zawierata 24% biatka 1 byla taka sama dla wszystkich

zwierzat.

Po zakonczeniu doswiadczen material biologiczny zostal przekazany firmie PHUT ,,ULTEX”

w Luboniu.
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Zwierzeta w wieku 4 miesiecy 1 0 wadze od 200 do 300 g zostaty podzielone na trzy grupy.

Opis grup:

Grupa | obejmowata 24 szczury (nr: 1-24), ktéorym na 3 miesigce przed przystapieniem do
wszczepienia ektopowo eutopowego endometrium, podano profilaktycznie preparat RESAN.

Grupa Il obejmowata 24 szczury (nr: 25-48), gdzie zwierzetom po usunigciu ognisk

endometriozy z otrzewnej Sciennej jamy brzusznej podano RESAN w celach leczniczych.

Grupe I1I stanowita grupa kontrolna 10 szczurdow (nr: 49-58).

Z powodu powiktan okotooperacyjnych zwierzeta nr 12 1 30 zostaty zutylizowane. Dlatego w

wynikach liczebno$¢ podawana jest jako n=23 dla grupy I i n=23 dla grupy II.

Badania sfinansowano ze srodkow KBN nr NN 404154134.
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4. METODYKA

4.1. Pierwsza cze§é eksperymentu — czesé doswiadczalna

Calos¢ czesci doswiadczalnej podzielono na 4 etapy. W pierwszym etapie
eksperymentu, na 3 miesiagce przed przystgpieniem do wszczepienia endometrium, podano 24
(1-24) szczurom, preparat RESAN (200 mg preparatu uzupehlione solg fizjologiczng do
objetosci 1 ml). Potowe ,,5zczepionki” podano podskornie, a pozostatg cz¢s¢ domigsniowo, w
okolice lewego posladka zgodnie ze sposobem dawkowania zalecanym przez producenta

preparatu.

W kolejnym, II etapie badan, po trzech miesigcach od podania immunoprofilaktycznej dawki
preparatu, przeprowadzono wszczepienie fragmentow endometrium do otrzewnej 48
szczurow (gr. | i gr. 1l). Zabiegi przeprowadzano w warunkach czystych, ale nie $cisle
sterylnych. Podczas operacji zwierzeta znieczulano dootrzewnowo pentobarbitalem. Siers¢ na
brzuchu szczurzyc ogolono. Po przemyciu pola operacyjnego roztworem hibitanu, otwierano
jame brzuszng w linii posrodkowej przedniej na dlugosci okoto 4 cm. W czasie pierwszego
otwarcia jamy brzusznej, po uwidocznieniu prawego rogu macicy i podwigzaniu naczyn
macicznych, wycigto segment prawego rogu macicy o dlugosci 4 cm. Uzyskany fragment
macicy dzielono na 4 czesci. Pierwszy z nich umieszczano w roztworze soli fizjologicznej,
nastgpnie oddzielono endometrium od blony mig¢sniowej. Tak uzyskany fragment btony
sluzowej o wielkosci 4x4 mm naszywano na otrzewng powtoki brzusznej szczura po stronie
prawej w linii przysrodkowej bocznej, przy uzyciu szwu nylonowego 6-0. Drugi fragment
zamrazano w cieklym azocie, celem pdzniejszego wykonania oznaczen ekspresji genow.
Trzeci fragment zamrazano i skrajano przy uzyciu mikrotomu zamrozeniowego, aby
umiesci¢ tkanke na szkietka, celem przygotowania do badan immunohistochemicznych.
Czwarty fragment zatapiano w 4% zbuforowanej formalinie, a po utrwaleniu skrajano na
mikrotomie 1 barwiono w sposob typowy hematoksyling 1 eozyng, celem pdzniejszej oceny

histologicznej. Wszczepienia dokonano u szczurdéw z grupy I i II. U pozostatych 10 szczuréw
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(gr. HI), po podwigzaniu naczyn, prawy rog macicy zostal przeciety, a wolne konce
pozostawiono po zaopatrzeniu hemostatycznymi szwami. Na otrzewna zalozono szew
nylonowy, tak jak w przypadku wszczepienia endometrium. Jama brzuszna zostata zamknigta
szwem ciaglym 1-0 (Dexon). Do oddzielania blony §luzowej od btony mi¢$niowej macicy i

do wszczepiania eutopowego endometrium uzyto techniki mikrochirurgiczne;.

W 1II etapie czg$ci doswiadczalnej, po kolejnych trzech miesigcach od zakonczenia II etapu
eksperymentu, dokonano relaparotomii. W pierwszej kolejnosci, podczas drugiej laparotomii
oceniano, czy doszto do rozwoju endometriozy. Za Kryterium rozpoznania endometriozy w
ocenie makroskopowej przyjeto wystepowanie jednej lub wigcej z wymienionych ponizej
cech: obecno$¢ pecherzykoéw (torbielek) wypetlionych przezroczysta trescig ptynng i/lub
obecnos$¢ cienkich zrostow wokot wszcezepu i/lub wyraznie wzmozony rysunek naczyniowy

pod postacig ogniska przekrwienia na otrzewnej $ciennej jamy brzuszne;.

Po wykonaniu dokumentacji fotograficznej i uwolnieniu ewentualnych zrostow, pobrano
material do badania histologicznego z okolicy otrzewnej $ciennej prawej strony powtoki
brzusznej, z miejsca gdzie uprzednio wszczepiono ektopowo endometrium. Nastepnie
uwidoczniono i wycigto lewy rog macicy, po wczesniejszym podwigzaniu naczyn
macicznych. Jama brzuszna zostata zamknigta szwem ciggtym 1-0 (Dexon). Do wykonania
wszystkich etapéw usunigcia ognisk endometriozy zostata uzyta technika mikrochirurgiczna.
Rownoczesnie w grupie I, po usunigciu z otrzewnej $ciennej jamy brzusznej ognisk

podejrzanych o istnienie endometriozy, podano preparat RESAN w celach leczniczych.

Ostatni - IV etap badan przeprowadzono po kolejnych trzech miesigcach. Po otwarciu jamy
brzusznej oceniano obecno$¢ ognisk przetrwatej endometriozy i1 po wykonaniu dokumentacji
fotograficznej pobrano materiat do badania histologicznego, celem weryfikacji. Nastepnie,
oceng¢ histologiczng fragmentow tkanek pobranych z otrzewnej szczurdéw, wykonat patolog
nie znajacy wyniku oceny makroskopowej jak rowniez grupy, z ktérej dany szczur
pochodzit. W badaniu poszukiwano obecnosci gruczotéw endometrialnych oraz elementow

podscieliska endometrium z makrofagami obtadowanymi hemosyderyna.

W koncowej ocenie histopatologicznej, endometrioz¢ rozpoznawano w przypadku
wystgpowania gruczoldw endometrialnych, elementéw nablonka endometrialnego badz

charakterystycznego podscieliska z makrofagami obtadowanymi hemosyderyna.

25



4.2. Ocena nasilenia ekspresji badanych genéw TERT, Ki-67, BAX, Bcl-2

Kolejny etap eksperymentu polegat na ocenie ekspresji genow biorgcych udziat w kontroli
proliferacji 1 apoptozy komorek. Badania przeprowadzono na eutopowym endometrium z
zamrozonych preparatoéw pobranych od wszystkich szczurow w poszczegdlnych fazach

eksperymentu.

Reakcje PCR

Reakcje przeprowadzono za pomoca zestawu odczynnikoéw QuantiTect Reverse Transcription
Kit (Qiagen, Niemcy). Z kazdej probki, roztwor zawierajacy 1pug wyizolowanego RNA zostat
poddany procesowi odwrotnej tarnskrypcji wedlug wskazodwek producenta zestawu
odczynnikow w dwoch etapach: usuwanie DNA , synteza cDNA przy pomocy starterow
oligoT.

Real Time PCR

Projektowanie starterow

Startery do reakcji qPCR zostaly zaprojektowane z wykorzystaniem programu Primer3, na
podstawie  sekwencji w  formacie = FASTA, uzyskanych z bazy NCBI
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene) dla Ki-67 i TERT. Dla pozostatych genoéw zrodiem
sekwencji byta baza RTPrimerDB. Nastgpnie, przy uzyciu programu OligoAnalyzerl.2.
przeanalizowane zostaly wlasciwosci termodynamiczne sekwencji wyznaczonych jako
potencjalne startery. Specyficzno$¢ oligonukleotydow wyznaczonych w tej procedurze
zostala potwierdzona w bazie BLAST [51]. Temperatura topnienia starterow zostala

obliczona za pomoca kalkulatora dostgpnego na stronie Finnzymes.
Reakcja real time — PCR

Jednorodnos$¢ produktu zostala zweryfikowana na Zelu agarozowym oraz przy zastosowaniu
analizy krzywej topnienia uzyskanego produktu reakcji. W obu przypadkach analiza
potwierdzita specyficzno$¢ produktu reakcji, dodatkowo, obraz zelu agarozowego wskazat,

ze produkty reakcji majg zaktadang wielkos¢.
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lul matrycy, zawierajacej 200 ng cDNA uzyskanego w pierwszym etapie zostato
wykorzystane do przeprowadzenia ilo$ciowej analizy ekspresji badanych gendéw zestawem
odczynnikow DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit Finnzymes (Finlandia). Profil reakcji i
sktad mieszaniny reakcyjnej zostaly opracowane wedlug instrukcji producenta
odczynnikow*. Reakcje prowadzono przy uzyciu termocyklera Rotor-Gene3000,
CorbettResearch (Australia). W trakcie reakcji, po kazdym cyklu wyznaczany byt przyrost
produktu, a po zakonczeniu reakcji program sterujacy termocyklerem wyznaczyl poziom

fluorescencji (Ct), przy ktérym tempo przyrostu produktu reakcji weszto w faz¢ wyktadnicza.

Do wyznaczenia krzywej standardowej i wydajnosci reakcji real - time PCR wykorzystano
szereg 7 kolejnych 10-cio krotnych rozcienczen (standardow) liniowej czgsteczki DNA,
bedacej specyficznym produktem reakcji PCR dla kazdego z badanych transkryptow.
Reakcja dla kazdego z 7 standardéw przeprowadzona zostata w 4 powtorzeniach. Wydajnos¢

reakcji , oceniana na podstawie warto$ci wspotczynnika korelacji R2 wynosita 0,996 - 0,999.

Dla kazdej z badanych prob przeprowadzono podwojng reakcje real time PCR, w obecnosci
Slepej proby NTC (no template control) i standardu bedacego jednoczes$nie kontrolg
pozytywna PC (positive control) . Wartos$ci ekspresji dla poszczegdlnych prob wyznaczono
nanoszac wartos$ci Ct na wygenerowang krzywga standardowa, stosujac dodatkowo korekcje

dla standardu.

Obliczenie wzglednej ekspresji mRNA dla genéw badanych polegato na odniesieniu ich do

ekspresji genoéw referencyjnych — GAPDH i ACTB.

W tym celu, w pierwszej kolejnosci poréwnano ekspresje gendéw referencyjnych pomigdzy
analizowanymi grupami. Zmierzone wartosci ich ekspresji byly porownywalne 1 nie
wykazywaty istotnych statystycznie réznic. Wspotczynnik korelacji (Spearman Rank
Correlation) pomig¢dzy ekspresja GAPDH 1 ACTB wynosit 0,967, przy poziomie istotnosci
P<0,0001. Wykazana w ten sposob korelacja poziomu ekspresji dwoch niezaleznych genow
swiadczy ze moga by¢ one adekwatnym wskaznikiem poziomu RNA w uzyskanym
materiale. Dodatkowo, zastosowano nieparametryczng metode obliczeniowg, polegajaca na
randomizacji 1 bootstrapingu, wyznaczonych w trakcie reakcji wartosci Ct dla genow
referencyjnych i badanych. Do przeprowadzenia tych obliczen uzyto programu REST2005
[54].
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*Profil reakcji PCR:

Profil ACTB, GAPDH. wydajno$¢ = 0,99
Cycle ‘Cycle Point

Aktywacja polimerazy w 95°C, 15 min 0 secs

Cykle (40 powtorzen) Denaturacja matrycy w 94°C, 10 secs

Hybrydyzacja starteréw z matryca w
59°C, 20 secs
Reakcja polimerazy w 72°C, 30 secs,

pomiar fluorescencji (kanat
FAM/Sybr)

Inkubacja w 72°C, 10 min 0 secs

Profil topnienia w przedziale 72-95°C, w krokach co 1°C,
interwaty: 45 secs po pierwszym kroku i 10 secs po
nastgpnych. Pomiar zmiany fluorescencji w kanale
FAM/Sybr

Inkubacja w 72°C, 10 min 0 secs

Profil BAX. wydajnos¢ = 1,00
Cycle \Cycle Point

Aktywacja polimerazy w 95°C, 15 min 0 secs

Cykle (40 powtorzen) Denaturacja matrycy w 94°C, 10
secs

Hybrydyzacja starter6w z matrycg
w 59°C, 20 secs

Reakcja polimerazy w 72°C, 30
Secs

Reakcja polimerazy w 81°C, 1
secs, pomiar fluorescencji (kanat
FAM/Sybr)

Inkubacja w 72°C, 10 min 0 secs

Profil topnienia w przedziale 72-95°C, w krokach co 1°C,
interwaly: 45 secs po pierwszym kroku i 10 secs po nastepnych.
Pomiar zmiany fluorescencji w kanale FAM/Sybr

Inkubacja w 72°C, 10 min 0 secs
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Profil TERT. wydajnos¢ = 0,98
Cycle

Aktywacja polimerazy w 95°C, 15 min 0 secs

|Cycle Point

Cykle (40 powtorzen)

Denaturacja matrycy w 94°C, 10 secs

Hybrydyzacja starterOw z matryca w
59°C, 20 secs

Reakcja polimerazy w 72°C, 30 secs

Reakcja polimerazy w 81°C, 1 secs,
pomiar fluorescencji (kanat FAM/Sybr)

Inkubacja w 72°C, 10 min 0 secs

Profil topnienia w przedziale 72-95°C, w krokach co
1°C, interwaty: 45 secs po pierwszym kroku i 10 secs
po nastepnych. Pomiar zmiany fluorescencji w kanale
FAM/Sybr

Inkubacja w 72°C, 10 min 0 secs

Profile: BCL, wydajnos¢ = 0,99.
Ki-67 wydajno$¢ = 1,00
Cycle

Aktywacja polimerazy w 95°C, 15 min 0 secs

Cycle Point

Cykle (40 powtdrzen)

Denaturacja matrycy w 94°C, 10 secs

Hybrydyzacja starterOw z matryca w
60°C, 20 secs

Reakcja polimerazy w 72°C, 30 secs,
pomiar fluorescencji (kanat FAM/Sybr)

Inkubacja w 72°C, 10 min 0 secs

Profil topnienia w przedziale 72-95°C, w krokach co
1°C, interwatly: 45 secs po pierwszym kroku i 10 secs
po nastepnych. Pomiar zmiany fluorescencji w kanale
FAM/Sybr

Inkubacja w 72°C, 10 min 0 secs
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Oznaczenia aktywnosci bialek Ki-67, BAX, Bcl-2, w blonie $luzowej macicy badanych

SZCZUrow

Fragmenty endometrium uzyskane podczas operacji w Il i Il etapie eksperymentu,
przekazywano natychmiast do dalszej obrobki. Tkanki po zamrozeniu w cieklym azocie
skrajano kriostatem na skrawki grubosci 4-5um. Preparaty zamontowane na szkietkach
utrwalano przez 10 minut w temperaturze 21°C i pozostawiano do wyschnigcia. Nastgpnie
szkietka zanurzano w 1% roztworze H,O, w metanolu na 30 minut, aby zablokowaé
aktywnos$¢ endogennej peroksydazy. W kolejnym stadium preparaty ptukano przez 10 minut
w wodzie destylowanej i buforze TBS. Po odsgczeniu, preparaty inkubowano przez 12h w
temperaturze 5°C z odpowiednio rozcienczonymi monoklonalnymi mysimi przeciwciatami
przeciwko szczurzym biatkom Ki-67,BAX i Bcl-2. Po inkubacji szkietka ptukano dwukrotnie
buforem TBS po 5 minut. Nastepnic ponownie inkubowano preparaty, z przeciwciatem
drugorzedowym, przez 30 minut stosujgc system En Vision + TM firmy DAKO. Po drugiej
inkubacji skrawki ptukano dwukrotnie buforem TBS po 5 minut. Po ptukaniu TBS i woda
destylowang, preparaty dobarwiano przy uzyciu hematoksyliny Mayera (SIGMA). Nastepnie
wykonano odwodnienie skrawkow w roztworach alkoholu etylowego, stosujac kolejno
wzrastajace stezenia az do alkoholu absolutnego. Po odwodnieniu umieszczano skrawki w
ksylenie 3 razy po 5 minut i zamykano w balsamie kanadyjskim gotowe preparaty. Jako
kontrole pozytywna stosowano znane, dodatnie fragmenty szczurzego endometrium.
Kontrole¢ negatywnag stanowily preparaty przygotowane z pomini¢ciem pierwotnego

przeciwciala, uzywajac w zamian PBS (SIGMA).
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Ocen¢ preparatow przeprowadzono w mikroskopie swietlnym (JENAMED), stosujac
powickszenia 400 i 1000 razy. Ekspresje BAX, Bcl-2 i Ki-67 oceniano osobno w gruczotach
endometrialnych i1 podscielisku. Jako subiektywna skale oceny przyjeto: 0 — brak
wybarwienia, 1 — stabe wybarwienie, 2 — umiarkowane wybarwienie, 3 — silne wybarwienie.
Oceniano 10 kolejnych pol przy powigkszeniu 400 razy. Dokumentacje¢ fotograficzng
wykonywano przy uzyciu klisz fotograficznych 64T t.1l firmy Fuji. Celem okreSlenia
ekspresji badanego genu zastosowano skale H-score. Jest to metoda oceniajaca zar6wno
rozktad jak i intensywno$¢ wybarwienia. Wynik uzyskuje si¢ wedtug wzoru: > (Pi)/100,
gdzie P= procent, i=wybarwienie. W ten sposob uzyskiwano 0 przy braku barwnego

produktu reakcji i maksymalnie 3,0 przy maksymalnym obserwowanym zabarwieniu.

Oznaczania aktywnosci telomerazy
Przygotowanie ekstraktu:

e Zamrozony w -80°C fragment endometrium, nie wigkszy niz 100 mg umieszczono w 200
ul CHAPS lysys buffer z 200U/ml inhibitora RNAz i natychmiast zhomogenizowano w
proboéwce umieszczonej w lodzie.

e Homogenat trawiono 30 min w probowce umieszczonej w lodzie, a nast¢gpnie wirowano
20 min na kolumnach QiaShrader w 4°C przy 13000 rpm.

e Do dalszej analizy zabezpieczono supernatant, a osad odrzucono.
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1) Reakcja:

Do przeprowadzenia analizy uzyto zestawu odczynnikow:

Sktad mieszaniny reakcyjnej:

5X Trapeze®RT Reaction Mix | 5pL
Taq Polymerase (Sunits/pL) 0,4uL
Nuclease Free Water 17,6uL
Samples: TSR8 dilutions, 2uL
Positive extract control,

Tlomerase Negative, NTC,

experimental samples+/- heat

treatment

Catkowita objetosc¢ 25,0uL

Profil reakcji real time PCR:

30°C 30minut 1 cykl
95°C 2 minuty 1 cykl
45 cyKli:

94°C 15 sekund

59°C 60 sekund

45°C 10 sekund

Reakcj¢ prowadzono w termocyklerze Rotor Gene 3000.

Przedstawione warto$ci podane sg jako wyktadniki potegi logl0 i okreslaja logarytm liczby
kopii produktu uzyskanego w reakcji telomerazy (Log copy number). Czyli warto§¢ wyniku
,y  mnalezy podstawi¢ do wzoru 10y aby otrzymac ilos$¢ kopii na 1ug biatka w danej probcee.
Aktywnos¢ telomerazy mierzona jest na podstawie ilosci wytworzonych kopii GGTTAG w

ciggu 30 min. Ilo$¢ ta zalezy od ilosci aktywnego enzymu i ewentualnych czynnikéw

hamujacych reakcje.
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Kazdorazowo, do reakcji wykonywana byla krzywa standardowa( TSRS Dilutions) na ktorg

nanoszone byty wyniki reakcji poszczegolnych probek.

Reakcje¢ prowadzono dwukrotnie dla kazdej z badanych prob. Jako kontroli negatywnej uzyto
mieszaniny reakcyjnej z H,O zamiast ekstraktu. Jako kontroli pozytywnej uzyto kontroli
dostarczonej przez producenta, w zestawie. Do sporzadzenia krzywej standardowej kazdy
standard (rozcienczenie) wprowadzono potrdjnie. Otrzymane wyniki przeliczono na ilos¢

kopii produktu, na 1pug biatka i przedstawiono jako logl10 liczby kopii.

Zawarto$¢ biatka w ekstrakcie ustalono spektrofotometrycznie A=595nm, w reakcji barwnej

z Bradford Reagent.

Wszystkie badania poziomu wzglednej ekspresji genow BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT wzglgdem
genow referencyjnych GAPDH i ACTB oraz analizg obecnosci produktow badanych genow,
wykonano w Pracowni Patomorfologicznej Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala

Klinicznego w Poznaniu oraz Pracowni Hodowli Tkanek Kliniki Rozrodczosci.
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4.3. Metody statystyczne

Analiza statystyczna badanych parametrow zostata przeprowadzona przy zastosowaniu
podziatu badanych zwierzat na 3 grupy — grupg I, I1 i III, oraz biorgc pod uwage obecno$¢ lub
brak stwierdzonej histopatologicznie endometriozy podczas |1l etapu eksperymentu.
Oznaczenia opisano $rednig arytmetyczng 1 odchyleniem standardowym, mediang.
Sprawdzono zgodnos¢ ww. parametréw z rozktadem normalnym testem Shapiro-Wilka.
Poniewaz nie potwierdzono zgodnos$ci z rozktadem normalnym zaréwno w badanych grupach
jak i w kolejnych etapach, porownan dokonano wykorzystujac testy nieparametryczne. Do
poroéwnania dwu niezaleznych grup zastosowano test nieparametryczny Manna-Whitneya, do
porébwnania trzech niezaleznych grup test Kruskala-Wallisa z testami wielokrotnych
porownan Dunna. Do poréwnania w czasie, gdy poréwnywano dwa etapy zastosowano test
Wilcoxona.

W analizie statystycznej dotyczacej oceny immunohistochemicznej uzyto klasycznego testu t-
Studenta dotyczgcego hipotez o istotnosci wartosci Sredniej oraz testu t-Studenta w jego
zmodyfikowanej przez Welcha wersji dotyczacego pordwnan dwoch wartosci srednich.
Potraktowanie badanych cech jako ciaglych uzasadnione bylo sposobem ich pomiaru oraz ich
matematycznym przeksztatceniem. Uzycie testow poprzedzone bylo sprawdzeniem zatozen o
normalnosci rozktadow(test Shapiro-Wilka) oraz zalozenia o rownos$ci wariancji w
sytuacjach porownan dwoch srednich (przy pomocy testu F.Snedecora) w przypadku

nieréwnych wariancji stosowano zmodyfikowang przez Welcha wersj¢ t-Studenta.

Wspodlezynnik istotnosci statystyczne ustalono na poziomie p<0,05. Do obliczen

statystycznych uzywano programow Statistica 8.0, MS Excel 2007.
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S. WYNIKI

Ponizej przedstawiono wyniki zebrane podczas Il, 11 i IV etapu eksperymentu. W 11 etapie
naszego eksperymentu wykonano laparotomie z wszczepieniem ektopowo eutopowego
endometrium w grupach I i II, natomiast u zwierzat z grupy III wykonano operacje
pozorowane. W |1l etapie wykonano relaparotomie we wszystkich grupach z identyfikacja i
wycieciem ognisk endometriozy, pobraniem materialu do badania histopatologicznego oraz
szczurom z grupy II podano RESAN w celach leczniczych. IV etap polegat na powtérnych
laparotomiach we wszystkich grupach i pobraniem materiatu do weryfikacji histologiczne;j
celem oceny skutecznosci leczenia.

Dane znajdujace si¢ w tabeli nr Il dotycza podsumowania eksperymentu w aspekcie
rozpoznania endometriozy w poszczegdlnych grupach. Endometrioze rozpoznano
histologicznie u 4,3 % zwierzat w grupie I i u 69,6% z grupy Il. Z kolei na podstawie oceny
makroskopowej endometrioze Stwierdzono u 21,7% zwierzat z grupy 1 i 91,3% z grupy Il.
Podczas IV etapu badan, nie stwierdzono obecnosci endometriozy w badanych grupach,

zarowno makroskopowo jak i w badaniu histologicznym.

Tabela 111 Poréwnanie obecnosci endometriozy w badanych grupach

Metoda badawcza GRUPA | GRUPA I GRUPA 111
(n=23) (n=23) (n=10)
n % N % N %
Ocena makroskopowa 5 21,7 21 913 |0 0
Ocena histologiczna 1 4,3 16 696 |0 0
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Dane znajdujace si¢ w tabelach IV-XIII dotycza poréwnania wzglednej ekspresji genow
BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT, na materiale zebranym podczas Il i Il etapu eksperymentu.
Poziom ekspresji badanych gendéw byl mierzony wzglegdem poziomu ekspresji gendow
referencyjnych. Analizowano nasilenie ekspresji badanych genéow w btonie §luzowej macicy,
bioragc pod uwage obecnos¢ endometriozy, a takze rdéznice w ekspresji badanych genow,

zachodzace w endometrium podczas I i III etapu do$wiadczenia.

W tabeli nr IV porownywano poziom ekspresji genow BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT w Il i 11l
etapie eksperymentu, w eutopowym endometrium u szczuréw z grup | i Il, u ktoérych nie

rozwingta si¢ endometrioza.

Tabela 1V Poziom ekspresji badanych genéw w II i III etapie doswiadczenia u zwierzat,
u ktorych nie doszlo do rozwoju endometriozy

n=29
Il ETAP 11 ETAP Istotnos$¢
statystyczna
BAX 0,0365 0,0222 p=NS
TERT | 0,00328 0,00221 p=NS
Ki-67 0,000202 0,000062 p<0,001
Bcl-2 0,000165 0,000306 p=NS

NS- nie istotne statystycznie

Zaobserwowano istotng statystycznie réznice w ekspresji genu Ki-67, na poziomie p <0,001.

Nasilenie ekspresji genu Ki-67 obnizyto si¢ w I1I etapie eksperymentu.
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Dla poréwnania, w tabeli nr V przedstawiono wyniki ekspresji badanych genéw u zwierzat, u

ktorych doszto do rozwoju endometriozy.

Tabela V Poziom ekspresji badanych genéw w II i III etapie doswiadczenia u zwierzat,
u ktorych doszlo do rozwoju endometriozy

N=17 N=17 Istotnos¢
statystyczna
Il ETAP 11 ETAP p
BAX 0,0428 0,0362 p=NS
TERT | 0,00797 0,00439 p=NS
Ki-67 0,000315 0,000122 p=NS
Bcl-2 0,000286 0,000121 p=NS

We wszystkich grupach ekspresja badanych gendéw nie zmienila si¢ pomiedzy etapami.

Zaobserwowano jedynie tendencj¢ do obnizenia aktywnosci w 11 etapie eksperymentu.

W tabeli nr VI, przedstawiono poréwnanie ekspresji genow BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT miedzy

etapami I1'i 11, w eutopowym endometrium u szczuréw z grupy I1.

Tabela VI Poziom ekspresji badanych genéw w I1 i III etapie doswiadczenia u zwierzat
z grupy Il

n=23
Il ETAP Il ETAP Istotnos$¢
statystyczna
BAX 0,0348 0,362 p=Ns
TERT 0,00665 0,00439 p=NS
Ki-67 0,0000299 0,000120 p<0,001
Bcl-2 0,000286 0,000121 p=NS

W grupie szczurdow leczonych preparatem RESAN zaobserwowano zmiang ekspresji Ki-67,

ktora jest wyzsza po |11 etapie eksperymentu i istotna statystycznie na poziomie p<0,001
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W tabeli nr VII porownano ekspresje genow BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT w eutopowym
endometrium u szczurow bez endometriozy oraz u tych zwierzat, u ktorych rozwingta si¢

endometrioza, podczas Il etapu eksperymentu.

Tabela VII Porownanie poziomu ekspresji badanych genow pod wzgledem wystapienia
endometriozy w II etapie doSwiadczenia u zwierzat z grupy Li Il

N=29 N=17 Istotnos¢
statystyczna
ENDOMETRIOZA (-) ENDOMETRIOZA (+) P
BAX 0,0365 0,0428 NS
TERT 0,00328 0,00797 p=0,036
Ki-67 0,000202 0,000315 NS
Bcl-2 0,000165 0,000286 NS

Zaobserwowano wigksze nasilenie ekspresji genu TERT u szczuréw, u ktoérych doszito do

rozwoju endometriozy, z r6znicg statystyczng na poziomie p=0,036.
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W tabeli nr VIII przedstawiono wyniki poréwnania ekspresji genow BAX, Bcl-2, Ki-67,

TERT w eutopowym endometrium u szczurow z grupy | i 1l bez endometriozy, ze szczurami
z grupy | i 11, u ktérych stwierdzono endometrioze¢ oraz ze szczurami z grupy kontrolnej (gr.
1))

Tabela V111 Por6wnanie poziomu ekspresji badanych genéw pod wzgledem wystapienia
endometriozy u zwierzat z grupy I, I i I1I

N=29 N=17 N=10 Istotnos¢
statystyczna
ENDOMETRIOZA (-) ENDOMETRIOZA (+) | SHAM P
BAX 0,0222 0,0362 0,0235 P<0,001
TERT 0,00221 0,00439 0,00147 P<0,001
Ki-67 0,000062 0,000122 0,0000694 | P<0,001
Bcl-2 0,000306 0,000121 0,000214 P=0,001

Zaobserwowano wyzsza ekspresje 3 z 4 badanych gendéw u zwierzat, u ktorych doszto do

rozwoju endometriozy. W przypadku genu Ki-67 zaobserwowano istotng statystycznie

rdéznice na poziomie p<0,001.
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Tabela nr IX przedstawia poréwnanie ekspresji genéw BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT miedzy II a
Il etapem eksperymentu w eutopowym endometrium u szczuréw z grupy Il, u ktorych

rozwineta si¢ endometrioza.

Tabela 1X Porownanie poziomu ekspresji badanych genéw w II i III etapie
doswiadczenia u zwierzat z grupy 11, u ktorych rozwingela si¢ endometrioza

n=16
Il ETAP 11 ETAP Istotnos¢
statystyczna
BAX 0,0422 0,0381 p=NS
TERT 0,00711 0,00468 p=NS
Ki-67 0,000283 0,000130 P<0,001
Bcl-2 0,000241 0,000113 p=NS

W III etapie doswiadczenia, doszto do obnizenia ekspresji Ki-67 w eutopowym endometrium

szczurdw, z rdznicg statystyczng na poziomie p<0,001

W tabeli nr X poréwnano ekspresje genéw BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT podczas Il i 11l etapu, w

eutopowym endometrium szczurow z grupy |l, u ktéorych nie doszlo do rozwoju

endometriozy.

Tabela X Porownanie poziomu ekspresji badanych genéw w II i Il etapie
doswiadczenia u zwierzat z grupy II, u ktorych nie rozwinela si¢ endometrioza
n=7
Il ETAP 11 ETAP Istotnos¢
statystyczna
BAX 0,0277 0,0196 NS
TERT 0,00243 0,00230 NS
Ki-67 0,000341 0,0000594 P<0,023
Bcl-2 0,000111 0,000310 NS

U szczurdéw, u ktorych nie doszlo do rozwoju endometriozy, obserwuje si¢ w tym przypadku

obnizenie ekspresji genu Ki-67, z istotng statystycznie réznicg na poziomie p<0,023.

40




Tabela nr XI przedstawia poréwnanie ekspresji genow BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT w Il etapie
eksperymentu, w eutopowym endometrium u szczuréw z grupy Il bez endometriozy oraz

szczurdw z tej samej grupy, u ktorych rozwingta si¢ endometrioza.

Tabela XI Poréwnanie poziomu ekspresji badanych genéw pod wzgledem wystapienia
endometriozy w II etapie do§wiadczenia

N=16 N=7
ENDOMETRIOZA(+) ENDOMETRIOZA (-) Istotno$¢
statystyczna
BAX 0,0422 0,0277 p=NS
TERT 0,00711 0,00243 p=NS
Ki-67 0,000283 0,000341 p=NS
Bcl-2 0,000241 0,000111 p=NS

Nie stwierdzono w tym przypadku istotnej statystycznie r6znicy mi¢dzy badanymi grupami.

W kolejnym zestawieniu w tabeli nr XII, porownywalis§my ekspresj¢ genow BAX, Bcl-2,
Ki-67, TERT, w Il etapie eksperymentu, w eutopowym endometrium u szczuréw z grupy |l

bez endometriozy, ze szczurami u ktorych rozwingta si¢ endometrioza.

Tabela X1l Poréwnanie poziomu ekspresji badanych genow pod wzgledem wystapienia
endometriozy w III etapie dosSwiadczenia

N=16 N=7
ENDOMETRIOZA(+) ENDOMETRIOZA (-) Istotnos¢
statystyczna
BAX 0,0381 0,0196 p=NS
TERT 0,00468 0,00230 p=NS
Ki-67 0,000130 0,0000594 P<0,005
Bcl-2 0,000113 0,000310 p=NS

W analizowanych grupach zaobserwowano istotng statystycznie réznic¢ na poziomie p<0,005

w ekspresji genu Ki-67
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W tabeli nr XIIlI przedstawiono wyniki ekspresji genow BAX, Bcl-2, Ki-67, TERT w
eutopowym endometrium u szczuréw z grupy |, u ktérych nie rozwingta si¢ endometrioza,

badajac roznice miedzy Il a 111 etapem eksperymentu.

Tabela XIIl Poréwnanie poziomu ekspresji badanych genow w Il i Il etapie
doswiadczenia u zwierzat z grupy I, u ktorych nie rozwing¢la si¢ endometrioza
N=22
Il ETAP 1 ETAP Istotnos¢
statystyczna
BAX 0,0386 0,222 NS
TERT 0,00421 0,00210 NS
Ki-67 0,000201 0,0000658 P<0,002
Bcl-2 0,000219 0,000301 NS

W I etapie do$wiadczen, ekspresja genu Ki-67 byla nizsza i zaobserwowano istotng

statystycznie rdznice na poziomie p<0,002.

Dokonano rowniez poréwnania ekspresji badanych genow w btonie §luzowej macicy, tkanek
pobranych podczas Il i Il etapu doswiadczen, od jedynego szczura z gr. I, u ktorego
rozwingla si¢ endometrioza. Poziom ekspresji genow BAX, Bcl-2 i TERT byt nizszy w 111
etapie eksperymentu. ROwniez poziom ekspresji genu Ki-67 byt nizszy w 111 etapie badan, ale
rdéznica mi¢dzy ekspresja badanych genéw migdzy II a III etapem byta o wiele wigksza niz w
przypadku pozostalych genow (ekspresja Ki-67 w II etapie wynosita 0,000390 a w III
0,0000877).

Osobnej ocenie poddano wyniki analizy immunohistochemicznej badanych preparatow.
Ocene nasilenia ekspresji BAX, Bcl-2, Ki-67 porownywano pod katem wystepowania
endometriozy, a takze w aspekcie roéznic ekspresji w blonie §luzowej macicy podczas II 1 111

etapu eksperymentu.

W tabeli nr XIV przedstawiono roznice w nasileniu ekspresji BAX w blonie $luzowe;j

macicy, podczas II i III etapu doswiadczenia, mierzone u wszystkich szczurow, bez wzgledu
na grupeg.
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Tabela X1V Porownanie poziomu ekspresji BAX podczas Il i 111 etapu eksperymentu u
wszystkich badanych zwierzat

N 56 56

Etap

eksperymentu | Il etap Il etap Réznica
Srednia 1,15 1,77 -0,62
Odchylenie

standardowe 0,92 1,41 1,88

P <0,014

Zaobserwowano istotng statystycznie réznic¢ na poziomie p<0,014

W tabeli nr XV przedstawiono réznice w ekspresji BAX w btonie §luzowej macicy pobranej
w Il i III etapie eksperymentu, biorgc pod uwage tylko te zwierzgta, u ktorych doszto do

rozwoju endometriozy.

Tabela XV Porownanie poziomu ekspresji BAX podczas Il i 111 etapu eksperymentu u
zwierzat, u ktorych doszlo do rozwoju endometriozy

n 17 17

Etap

eksperymentu | Il etap Ill etap |Roznica

Srednia 0,98 1,83 -0,85

Odchylenie

standardowe 0,90 1,47 2,25

P <0,022

Zaobserwowano istotng statystycznie rdznic¢ na poziomie p<0,022
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Tabela nr XVI przedstawia poréwnanie nasilenie ekspresji ekspresji Bcl-2 w btonie sluzowej

macicy w 11 i Il etapie eksperymentu, u wszystkich szczuréw, bez wzgledu na grupe
Tabela XVI Poréwnanie poziomu ekspresji Bcl-2 podczas 11 i 111 etapu eksperymentu u
wszystkich badanych zwierzat

N 56 56

Etap

eksperymentu | Il etap Il etap Roznica

Srednia 1,74 1,55 0,19

Odchylenie

standardowe 0,83 0,87 1,19

P >0,13

Nie zaobserwowano istotnej statystycznie roznicy mi¢dzy badanymi grupami.

Rysunek 1 Slaba reakcja ekspresji Bcl-2 w nablonku endometrium w grupie I
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W tabeli nr XVII przedstawiono nasilenie ekspresji Bcl-2 w btonie §luzowej macicy pobranej
w I 1 III etapie eksperymentu, biorac pod uwage tylko te zwierzeta, u ktorych doszto do
rozwoju endometriozy

Tabela XVII Porownanie poziomu ekspresji Bel-2 podczas 11 i 111 etapu eksperymentu u
zwierzat, u ktorych doszlo do rozwoju endometriozy

N 17 17

Etap

eksperymentu | Il etap I etap Roznica

Srednia 1,95 1,46 0,50

Odchylenie

standardowe 0,66 0,90 1,04

P <0,0012

Zaobserwowano istotng statystycznie réznic¢ na poziomie p<0,0012

%

.
’
L
.
<

v
'l
.

o,
“

Rysunek 2 Silna reakcja ekspresji Bcl-2 w nablonku endometrium w grupie I
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Tabela nr XVI1I przedstawia nasilenie ekspresji Ki-67 w btonie sluzowej macicy, podczas Il i

111 etapu eksperymentu, u wszystkich szczurow, bez wzgledu na grupg

Tabela XVIII Poréwnanie poziomu ekspresji Ki-67 podczas 11 i 11l etapu eksperymentu
u wszystkich badanych zwierzat

N 56 56

Etap

eksperymentu | Il etap I etap Roéznica

Srednia 1,23 0,80 0,46

Odchylenie

standardowe 1,10 0,77 1,40

P <0,013

Zaobserwowano istotng statystycznie réznic¢ na poziomie p<0,013

Rysunek 3 Umiarkowana reakcja ekspresji Ki-67 w nablonku endometrium w grupie
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Wyniki poréwnania réznic migdzy II i III etapem badan w ekspresji Ki-67 przedstawiono w
tabeli nr X1IX. Nasilenie ekspresji Ki-67 w btonie $§luzowej macicy badano w tym przypadku

tylko w grupie szczurow, u ktorych doszto do rozwoju endometriozy

Tabela XIX Poréwnanie poziomu ekspresji Ki-67 podczas Il i 111 etapu eksperymentu u
zwierzat, u ktorych doszlo do rozwoju endometriozy

N 17 17

Wszczepienie

implantu Il etap 111 etap Ro6znica

Srednia 1,36 0,56 0,81

Odchylenie

standardowe 1,109 0,626 1,171

P <0,000001

Stwierdzono istotng statystycznie réznic¢ na poziomie p<0,000001.
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Rysunek 4 Silna reakcja ekspresji Ki-67 w nablonku endometrium w grupie I

Osobno oceniano aktywno$¢ telomerazy w eutopowym endometrium badanych genow

podczas Il i 11 etapu eksperymentu. Dane przedstawiono w tabelach nr XX-XXV.

Tabela XX Poréwnanie aktywnosci telomerazy u zwierzat w 11 etapie eksperymentu

Srednia
Grupa SD P
P [Log /ug]
Szczury, u ktorych nie stwierdzono p6zniej endometriozy 29 4,10 2,37 0.939
Szczury, u ktorych stwierdzono pdzniej endometrioze 17 4,05 2,01 '
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Tabela XXI Porownanie aktywnosci telomerazy u zwierzat w 111 etapie eksperymentu

Srednia
Grupa N sb P
P [Log /ug]
Szczury, u ktorych nie stwierdzono pozniej endometriozy 29 3,22 1,84 0.01
Szczury, u ktérych stwierdzono pdzniej endometrioze 17 4.6 1,49 ’

Dodatkowo, poréwnano poziom aktywnosci telomerazy u wybranych szczuréw w Il i 1ll

etapie eksperymentu:

Tabela XXII Poréwnanie poziom aktywnosci telomerazy u wybranych zwierzat w 11 i

111 etapie eksperymentu

Srednia
Grupa N [Log /ug] P
Szczury z Il etapu, u ktorych  stwierdzono pdzniej 17 370 190
endometrioze ' ’ 0.113
Szczury z Il etapu, u ktérych  stwierdzono podZniej 17 466 143 '
endometrioze ' ’

Roéznica poziomow aktywnosci telomerazy u tych samych szczurow przed 1 po zabiegu nie

byta istotna statystycznie. Wzrost aktywnos$ci telomerazy nastapit u 10 z 15 badanych

SZCZUrow.
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Nastepnie porownano aktywno$¢ telomerazy w 2 grupach zwierzat podczas Ill etapu
eksperymentu. Nie brano pod uwage w tym zestawieniu szczuréw z grup I i II, u ktérych nie

stwierdzono endometriozy.

Poniewaz w grupie I tylko u jednego osobnika stwierdzono endometriozg, aby wyniki byty
wiarygodne poréwnano szczury z grupy | i Il razem w odniesieniu do grupy kontrolnej I11.

Wyniki przedstawiono w tabeli nr .

Tabela XXIIl Porownanie poziom aktywnos$ci telomerazy u wybranych zwierzat w 11 i
111 etapie eksperymentu

Srednia
Grupa n SD P
[Log /ug]
Szczury u ktérych wywigzata si¢ endometrioza 17 4,60 1,49 0012
Szczury z grupy kontrolnej 10 2,90 1,74 ’
Na koniec porownano szczury z gr | i Il ze zwierzgtami z grupy Il, u ktorych nie

obserwowano endometriozy podczas Il etapu eksperymentu.

Tabela XXIV Poréwnanie poziom aktywnosci telomerazy u zwierzat, u ktorych doszlo
do rozwoju endometriozy ze zwierzetami z grupy II, u ktérych nie doszlo do rozwoju
endometriozy w 111 etapie eksperymentu

Srednia
Grupa n SD P
[Log /ud]
Szczury u ktérych rozwingta si¢ endometrioza 17 4,60 1,49 0028
Szczury z grupy kontrolnej 7 3,34 1,87 ’

Eutopowe endometrium szczurdw, u ktorych doszto do rozwoju endometriozy, wykazywato
wyzszy stopiefn aktywnos$ci telomerazy w stosunku do endometrium zwierzat, ktére poddano

operacjom pozorowanym.
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6. DYSKUSJA

Endometrioza jest estrogenozalezng choroba zapalng, ktorej cecha charakterystyczng
jest obecnos¢ tkanek endometrium poza jamg macicy, gtownie na otrzewneji w obrebie
jajnikow [29, 41]. Do gtownych cech klinicznych nalezy przewlekly bol w miednicy
mniejszej, bol podczas stosunku oraz nieptodnos¢. Przebieg endometriozy moze silnie
negatywnie wpltywaé na jakos$¢ zycia pacjentek, a diagnozowanie i leczenie tego schorzenia
jest niestety bardzo rozciagnigte w czasie. Biorac pod uwage fakt, ze endometrioza dotyczy
kobiet w wieku rozrodczym, borykajacych si¢ czgsto nie tylko z bdlem ale i1 z nieplodnoscia,
wydluzajacy si¢ czas diagnostyki i leczenia jest wysoce niepozadany [74, 123]. Wedtlug
Dmowskiego i wsp. diagnostyke w kierunku endometriozy przeprowadza si¢ z duzym
op6znieniem, gdzie od momentu wystgpienia pierwszych objawéw do wykonania
laparoskopii mija srednio 8 lat [33, 34]. Makroskopowy obraz dostepny w laparoskopii badz
laparotomii, pozwala na ocen¢ ognisk chorobowych, ktéore w przypadku endometriozy sa
bardzo charakterystyczne [127]. Mozna na tej podstawie postawié wstgpne rozpoznanie,
powinno si¢ jednak zawsze dazy¢ do histopatologicznego potwierdzenia endometriozy [123].
Opoznienie w stwierdzeniu endometriozy wynika gltoéwnie z braku skutecznych,
nieinwazyjnych metod diagnostycznych, ktdre pozwolityby na rozpoznanie nawet wczesnych
postaci choroby. Zadania nie utatwia takze niespecyficzny obraz kliniczny, bez jakichkolwiek

objawow, ktore mozna nazwac patognomicznymi dla endometriozy [29, 34].

Innym aspektem utrudniajagcym walke z chorobg jest brak specyficznego leczenia

przyczynowego wynikajacy z faktu nieznanej w peni etiologii schorzenia.

Jednak choroba dotyczy 5-10% kobiet w wieku rozrodczym i nie mozna udawac, ze nie
istnieje, jak proponuje Evers [29, 35, 37]. Terapia endometriozy zalezy gtéwnie od wieku
pacjentki, jej plandw rozrodczych, dolegliwosci bolowych i zaawansowania choroby.
Niestety zadna z form terapii nie jest w petni skuteczna [68, 123]. Endometrioza ma charakter
nawrotowy 1 jest to druga po mig$niakach macicy przyczyna operacji wykonywanych w
ginekologii [100]. Laparoskopia jest ztotym standardem jesli chodzi zarowno o rozpoznanie
jak i leczenie endometriozy [99, 125, 127, 129]. W przypadku kobiet z nieptodnoscia,
powinno si¢ dazy¢ do usunigcia wszystkich widocznych ognisk endometriozy na czele z

torbielami jajnikow, zachowujac przy tym jak najwiecej tkanki gonady [12,29,74].
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Dolegliwosci bolowe mozna wyeliminowac¢ chirurgicznie stosujagc miedzy innymi przecigcie
wiezadet krzyzowo-macicznych oraz neurektomie¢ przedkrzyzows, aczkolwiek skutecznos¢

tych procedur jest ograniczona [61].

Farmakoterapia endometriozy polega na stosowaniu leczenia hormonalnego w potaczeniu z
leczeniem przeciwzapalnym i przeciwbolowym [4, 16, 73, 74, 123]. Niestety, mimo duzego
postepu wiedzy i wprowadzania coraz nowszych form leczenia, skuteczno$¢ farmakoterapii

jest nadal niezadowalajaca [1, 4, 27, 68, 73, 77, 123].

Dlatego dazenia do znalezienia jeszcze skuteczniejszych form terapii nadal zajmuja wysoka

pozycj¢ w problemie walki z endometriozg [2, 7, 9, 11, 13, 116].

Wszystkie powyzsze aspekty sktonitly nasz zespot do rozpoczecia badan, na modelu
zwierzecym, majacych na celu probe znalezienia skutecznej formy terapii i proby okreslenia
ewentualnych roznic w ekspresji gendw odpowiedzialnych za proliferacje i apoptoze
komorek blony §luzowej macicy, a posrednio uzyska¢ nowe informacje w poszukiwaniu

markerow obecnos$ci endometriozy otrzewnowej na podstawie oceny endometrium.

W ostatnich latach czesto zastanawiano si¢ nad tym, czy istnieje roznica w endometrium
kobiet z endometriozg w poréwnaniu do endometrium kobiet zdrowych [11, 32, 56, 82].
Wiyniki tych badan przyniosty bardzo ciekawe efekty, jednak bez rozrdznienia czynnika

swoistego dla endometriozy [38, 39, 56, 58, 62].

Majac na uwadze dotychczasowe wyniki badan w tym kierunku, postanowiono podda¢
analizie ekspresj¢ 4 wybranych genow (Ki-67, BAX, Bcl-2 i TERT) w eutopowym
endometrium szczurzyc szczepu Wistar. Porownywano ekspresj¢ badanych gendw w btonie
$luzowej macicy, na tkankach pobranych w trakcie 11 i III etapu eksperymentu, czyli w
momencie wszczepiania implantu eutopowego endometrium, oraz po 3 miesigcach w trakcie
relaparotomii, kiedy oceniano czy doszto do rozwoju endometriozy, uwolniono ewentualne
zrosty, uwidoczniono i wycigto lewy rog macicy oraz pobrano materiat do badania
histologicznego z okolicy otrzewnej $ciennej prawej strony powtoki brzusznej, z miejsca

gdzie uprzednio, w 1 etapie eksperymentu, wszczepiono ektopowo eutopowe endometrium.

W przeprowadzanym eksperymencie zastosowano jednoczesnie immunomodulujacy preparat
RESAN - u czes$ci zwierzat (gr. 1) jako profilaktyke - na 3 miesigce przed pierwsza

laparotomia, a u kolejnych 24 szczurow (gr. II) w celach leczniczych, podczas Il etapu
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eksperymentu. W ten sposéb ocenialiSmy wptyw zastosowanej immunoprofilaktyki i leczenia
preparatem RESAN na rozwodj endometriozy. W naszym modelu zwierz¢cym, preparat
RESAN okazat si¢ by¢ nad wyraz skuteczny zaréwno jako immunoprofilaktyka, jak i
leczenie powstatych ognisk endometriozy. Jest to obiecujacy poczatek, ktory zacheca do

dalszych badan nad zastosowaniem tego immunomodulatora [111].

Analizujgc dostepne w wynikach dane, nalezy pamigtaé, ze sam sktad tkanki moze by¢ w
kazdym preparacie rozny, poniewaz endometrium nie jest substancjag homogenna. Ponadto,
ekspresja genow ulega caly czas zmianom, ze wzgledu na specyficzny charakter samej tkanki
btony $luzowej macicy. Dlatego moze si¢ zdarzy¢, ze w danym preparacie jest wysoka
ekspresja badanego genu a produkt tej ekspresji jeszcze si¢ nie pojawit. Dlatego sam fakt
wyizolowania mMRNA nie znaczy, ze w danym preparacie zaobserwuje si¢ poszukiwang
ekspresje badanych genéw, czy konkretne biatka, szczegolnie w ekspresji genow zwigzanych

Z apoptoza.

Przed porownaniem ekspresji badanych gendéw trzeba zaznaczy¢, ze dane zawarte w tabeli nr
I11, w sposob bardzo klarowny przedstawiajg efekty dziatania preparatu RESAN. W naszym
doswiadczeniu doszlo do catkowitej regresji ognisk endometriozy, powstatej w wyniku
przeszczepienia ektopowo eutopowego endometrium. Ponadto zastosowana profilaktyka
rowniez przyniosta bardzo dobre rezultaty. Tylko u jednego szczura z grupy profilaktycznej
doszto do rozwoju endometriozy. Znamienny jest fakt, iz ten konkretny osobnik nie otrzymat
leczniczo preparatu RESAN w Ill etapie eksperymentu. Natomiast podczas kolejnej
relaparotomii, w IV etapie doswiadczenia, nie stwierdzono u niego endometriozy zar6wno
makroskopowo jak i histologicznie. Mozna wigc przypuszczal, ze zastosowanie profilaktyki
pozwala na skuteczniejsze leczenie operacyjne, wzmagajac jego efekt poprzez wzmocnienie

wilasciwej odpowiedzi immunologiczne;.

U szczuréw ze wszystkich trzech grup, u ktorych nie doszto do rozwoju endometriozy,
obserwuje si¢ obnizenie ekspresji genu Ki-67. Mozna wigc przypuszcza, ze to sama
operacja, a nie rozwdj choroby, wptywa na zmiane ekspresji genu Ki-67. Jednak patrzac na
wyniki nie mozna nie zauwazy¢ tendencji do nizszych wartosci genu Bcl-2 i wyzszych
wartosci genu BAX w III etapie doswiadczenia. Ponadto brak istotnych statystycznie rdznic
moze wynika¢ z malej grupy zwierzat, u ktorych nie potwierdzono histopatologicznie

endometriozy.

53



Poréwnujac wzgledng ekspresje badanych genow w Il etapie eksperymentu, czyli podczas
wszczepiania implantu eutopowego endometrium, w grupie II (a wigec u zwierzat, ktore
otrzymaty preparat RESAN leczniczo), u szczuréw z endometrioza wzgledem szczurow bez
endometriozy, mata liczebno§¢ poréwnywanych grup nie pozwolita na wykazanie istotnych
statystycznie roznic. Jednak warto$ci median ocenianej wzglednej ekspresji badanych genow
(0,00711 wvs. 0,00243), jak rowniez s$rednich (0,0145 vs. 0,00293) dla odwrotnej
transkryptazy telomerazy (TERT), sa kilkakrotnie wyzsze u szczurdw, ktore rozwingty

endometrioze

Moze to $wiadczy¢ o zdecydowanie wyzszym potencjale eutopowego endometrium do

przezycia w tej grupie, a zatem w konsekwencji do rozwoju endometriozy.

Whyniki ekspresji genow BAX i Bcl-2 roéwniez wskazujg na tendencj¢ do wyzszej ekspresji w
eutopowym endometrium u szczuréw, u ktéorych rozwingta si¢ endometrioza, jednak
powszechnie znany jest fakt, iz oba czynniki wystepuja w komorce w $cistej rownowadze, a
dopiero nadmiar jednego z nich prowadzi do zaburzenia tej réwnowagi | zmian w

homeostazie komorki [82].

Na podkreslenie zashuguje fakt, iz w grupie |, gdzie zastosowano preparat RESAN
profilaktycznie, tylko u jednego ze zwierzat doszto do rozwoju endometriozy. Zatem mozna
zatozy¢, ze profilaktyka preparatem RESAN jest niezwykle skuteczna, zwlaszcza gdy
poréwnamy odsetek szczurow z endometrioza z grupy terapeutycznej (gr. I1I). Nie mozna w
tym przypadku dokona¢ analizy statystycznej, natomiast uzyskane wyniki ekspresji badanych
gendw u powyzszego szczura z grupy I, wykazuja réznice w ekspresji genow Ki-67, TERT
oraz BAX, migdzy II a III etapem eksperymentu. W badanym endometrium obserwujemy
znaczne obnizenie ekspresji genu TERT, co moze by¢ mechanizmem utatwiajagcym
pozniejsze skuteczne leczenie chirurgiczne. Mozna bowiem spodziewac si¢ podobnych zmian
jak w eutopowym endometrium w nablonkach torbieli endometrialnych [90, 112, 118].
Rowniez ekspresja genu Ki-67 byla zdecydowanie nizsza w tkankach pobranych podczas
relaparotomii w Il etapie eksperymentu, co moze $wiadczy¢é o zahamowaniu nadmierne;j
proliferacji komorek endometrium prawdopodobnie pod wpltywem preparatu RESAN.
Wydaje si¢ to by¢ tym bardziej stuszne, ze podczas IV etapu eksperymentu nie stwierdzono u

tego szczura zadnych ognisk endometriozy.
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Pomimo matej liczebnos$ci grup, mozna uznaé, ze na poczatku eksperymentu, w grupie
poddanej uprzednio immunoterapii preparatem RESAN (gr. 1), endometrium eutopowe nie
roéznito si¢ pod wzgledem potencjalu proliferacyjnego. Zatem mozliwo$¢ zagniezdzenia si¢
implantéw 1 rozwoju endometriozy nalezy rozpatrywaé w aspekcie nieprawidlowe;j
odpowiedzi immunologicznej u szczuréow, u ktorych doszto do rozwoju endometriozy [87,
91, 94, 97, 98, 104]. Zastosowana immunoprofilaktyka, poprzez aktywacje odpowiedzi
komoérkowej powinna uniemozliwi¢ rozw6j endometriozy, co udato si¢ zaobserwowaé u
zdecydowanej wigkszosci przypadkéw. W naszym materiale leczenie to byto skuteczne w
100% [111].

Analizujac nasilenie ekspresji badanych genow u szczuréw, u ktorych nie doszto do rozwoju
endometriozy, z tkanek pobranych podczas 111 etapu eksperymentu wynika, ze w eutopowym
endometrium tych zwierzat doszto do wzrostu ekspresji genu BAX. Pomimo, iz grupy sa
mate, mozna przypuszcza¢, ze pod wptywem preparatu RESAN, doszto do odrzucenia

implantéw na drodze uruchomienia mechanizméw apoptozy.

Z danych zawartych w tabeli nr IX, w ktérej przedstawiono zmiany, migdzy II a III etapem
badan, zachodzace w eutopowym endometrium osobnikow z gr. Il (a zatem w grupie
zwierzat, u ktérych w zdecydowanej wiekszosci doszto do przyjecia implantow i rozwoju
endometriozy po operacjach wszczepienia), u ktorych nie rozwingta si¢ endometrioza jasno
wynika, ze podczas III etapu eksperymentu doszto do obnizenia ekspresji genu Ki-67 i jest to
roznica istotna statystycznie. Mozna zatem przypuszczac, ze to rozw6j endometriozy wtornie

spowodowat wzrost ekspresji genu Ki-67.

Dane z tabeli nr VII, przedstawiajag porownanie poziomu wzglgdnej ekspresji badanych
gendw w eutopowym endometrium pobranym podczas Il etapu eksperymentu, Kiedy
wszczepiano ektopowo implanty eutopowego endometrium. Pordéwnanie dotyczy
ewentualnych zmian w poziomie ekspresji badanych gendéw, u zwierzat, u ktorych
stwierdzono histopatologicznie endometriozg, ze zwierzetami bez endometriozy i dane te
wskazujg na odmienne wilasciwosci eutopowego endometrium, przy istotnej statystycznie
réznicy na poziomie p=0,036 ekspresji genu TERT. Odmienne wlasciwosci eutopowego
endometrium mogg prawdopodobnie wynika¢ z rozwoju endometriozy. Poza tym, wylonity
si¢ nowe elementy wskazujace na coraz wigksza ekspansywno$¢ rozwijajacego si¢ implantu.

Mozna tak przypuszcza¢, poniewaz eutopowe endometrium, mogace posrednio
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odzwierciedla¢ zmiany w implancie, uzyskato nizszg ekspresje genéw promujacych apoptoze

i wyzszg aktywnos¢ proliferacyjng, czego wyrazem moze by¢ wyzsza ekspresja genu Ki-67.

Na podkreslenie zastluguje w tym miejscu brak wyraznych roznic w ekspresji badanych
gendéw pomiedzy grupa zwierzat, u ktorych nie doszto do rozwoju endometriozy i zwierzat z
grupy kontrolnej. Zatem to rozwdj implantu, mozliwy poczatkowo dzieki wyzszej
aktywnosci telomerazy, w konsekwencji jeszcze bardziej pobudza swoOj rozwoj, poprzez
tworzenie nieznanych mechanizméw pozwalajacych na dalsze zwigkszanie zywotnoS$ci
rozwijajacych si¢ implantdéw. Mozliwe jest, ze mechanizmy te polegaja na promowaniu
wlasnej produkcji estrogenéw w implantach poprzez aktywnos¢ cyklooksygenazy 2 [25, 26,
28, 111].

Pomimo, iz nie udalo si¢ oceni¢ poziomu ekspresji analizowanych genéw w ogniskach
rozwijajacej si¢ endometriozy, to ocena tych zjawisk w eutopowym endometrium wiele
wyjasnia. Powszechnie wiadomo, Zze zmiany hormonalne, ktore przebiegaja w trakcie cyklu
piciowego, majg swoje odbicie rowniez W ogniskach endometriozy [4, 24, 28, 29]. Stad
dolegliwosci bolowe, jakze charakterystyczne dla przebiegu endometriozy, sa $cisle zwigzane
z cyklem i maja najwigksze nasilenie tuz przed oraz w pierwszych dniach trwania miesigczki.
Od lat za powdd bolu okotomiesigczkowego u kobiet z endometrioza uznaje si¢ wilasnie
nadmierng produkcj¢ i wydzielanie prostaglandyn [26, 29, 30]. Zwigzek migdzy
cyklooksygenazg 2, prostaglandynami 1 miejscowg produkcja estrogenéw w ogniskach
endometriozy zostal juz wielokrotnie wykazany [24, 29, 46]. W naszym badaniu, ocena
ekspresji badanych genow, czy tez ich aktywnos$ci, w pobranych ogniskach endometriozy nie

byta mozliwa ze wzgledow technicznych.

Z uwagi na bardzo malg ilo§¢ materiatu, ktory uzyskano z usuwanych ognisk endometriozy,
w czeSci sytuacji, nalezalo podczas projektowania eksperymentu podjaé decyzjg, cO jest
najwazniejsze. Zatem usunigty fragment tkanek z miejsca, w ktére bylo wszczepione
eutopowe endometrium, a zmiany morfologiczne, pozwalajace na identyfikacj¢
makroskopowa endometriozy nie byty widoczne, utrwalano w formalinie i zabezpieczano do
badania histologicznego. Uznano bowiem, Ze ostateczne, histopatologiczne rozpoznanie
endometriozy jest warunkiem nadrzednym dla prawidlowego przeprowadzenia

eksperymentu.
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Niezwykle istotnym wydaje si¢ by¢ zestawienie uzyskanych wynikow ekspresji genow z

immunohistochemiczng oceng biatek.

Immunohistochemiczne poréwnanie nasilenia ekspresji biatek BAX, Bcl-2 i Ki-67 w
eutopowym endometrium w I i II etapie eksperymentu, wykazato istotng statystycznie
roznice dla gruczotldéw endometrialnych. Nie zaobserwowano takich ro6znic ani dla

podscieliska, ani w obrebie naczyn.

Analizujac uzyskane dane dla nasilenia ekspresji biatka BAX, mozna wnioskowac, ze
indywidualnie zarowno w 1II jak i III etapie do§wiadczenia, poziom ekspresji jest wigkszy od
zera, natomiast poréwnujac réznice migdzy etapami — s3g one statystycznie istotne na
poziomie p<0,014 czyli nasilenie ekspresji wzrosto w III etapie badan. Mozna wigc
wnioskowa¢ ze mechanizmy odpowiedzialne za uruchomienie apoptozy zostaty,
prawdopodobnie przez zastosowanie preparatu RESAN zaktywowane w Il etapie
eksperymentu. W Scistej korelacji sa wyniki, dotyczace szczurdw, u ktérych doszto do
rozwoju endometriozy. Tutaj tendencje sg podobne i biatko BAX jest zdecydowanie wyzszy
w III etapie badan. Obserwuje si¢ istotng statystycznie roznice w grupie szczuréw z
endometriozg w ekspresji BAX, migdzy II a III etapem eksperymentu na poziomie p<0,022.
Wynika z tego, ze podczas III etapu badan tendencje do aktywowania apoptozy w
eutopowym endometrium sg wyzsze anizeli w II etapie. Nalezy pamigtac, ze podczas II etapu
wszczepione zostaly ektopowo implanty eutopowego endometrium w otrzewng szczurow,
natomiast podczas III etapu rozpoznawano makroskopowo powstale ogniska endometriozy
oraz podano leczniczo preparat RESAN zwierzetom z grupy II w celach leczniczych. Dane
dotyczace ekspresji BAX sugeruja aktywacje proceséw apoptozy w III etapie eksperymentu.
Jest to niejako sprzeczne z wynikami poziomu wzglgdnej ekspresji badanych genow z tabeli
nr V, gdzie ekspresja genu BAX jest nizsza w III etapie badan. Takg rozbiezno$¢ w wynikach
mozna tlumaczy¢ specyficznoscig tkanki jaka jest btona Sluzowa macicy. Jest to, jak juz
wczesniej wspomniano, tkanka podlegajaca aktywnym zmianom, zatem zaktadamy, ze w
danym preparacie bgdzie mozna stwierdzi¢ aktywnos$¢ badanego genu, ale nie bedzie jeszcze
mozna wykaza¢ obecnosci produktu tego genu. Natomiast w kolejnym preparacie sytuacja
moze by¢ odwrotna. Dlatego nasze doswiadczenie z calg stanowczos$cig wskazuje na potrzebe
prowadzenia kompleksowych eksperymentow, gdzie badaé si¢ powinno ekspresje genoéw i

aktywno$¢ ich produktow, aby moc dojé¢ do rozwigzania problemu etiologii endometriozy,
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co przyblizy nas do znalezienia skutecznych metod zaré6wno diagnostyki jak i terapii

omawianej choroby.

Analizujac dalej wyniki badan immunohistochemicznych dla biatka Bcl-2, analizujac
indywidualnie, mozna wnioskowa¢, ze zarowno w Il jak i w III etapie eksperymentu, poziom
ekspresji Bcl-2 jest wiekszy od zera; natomiast porownujac roznice mi¢dzy etapem II a III —
sg one statystycznie nieistotne na poziomie p>0,13 czyli nie zanotowano zmiany ekspresji
Bcl-2. Z kolei w grupie szczurdéw, u ktorych doszto do rozwoju endometriozy, tendencje dla
poziomu nasilenia ekspresji indywidualnie w II i III etapie do$wiadczenia sg takie same.
Natomiast w tym przypadku nastgpit statystycznie istotny spadek w grupie szczuréw z
endometriozg w nasileniu ekspresji podczas III etapu (na poziomie p<0,022) poréwnaniu z II
etapem eksperymentu. Aktywacja i hamowanie apoptozy regulowane przez geny BAX i Bcl-2
charakteryzujg si¢ istnieniem rownowagi migdzy aktywnoscig tych genow. Biorac pod uwage
powyzsze wyniki mozna przypuszczaé, ze dziatania dokonane podczas II 1 III etapu
eksperymentu nie mialy znaczacego wptywu na aktywno$¢ genu Bcl-2, a réwnoczesny
nadmiar biatka BAX spowodowat aktywacje apoptozy i w konsekwencji mogt prowadzi¢ do
eradykacji ognisk endometriozy. Nalezy pamigta¢, ze czg$¢ szczurdw byla poddana
profilaktyce preparatem RESAN jeszcze przed II etapem eksperymentu, dlatego nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze istnieje powigzanie miedzy rozwojem endometriozy a
nasileniem ekspresji BAX i jednoczesnym obnizeniem ekspresji Bcl-2 w 1ll etapie
eksperymentu, natomiast mozna przypuszczaé, ze wilasnie RESAN doprowadzit do

wzmozone] aktywacji procesow apoptozy.

Poréwnujac nasilenie ekspresji we wszystkich preparatach dla indeksu Ki-67 mozna
wnioskowa¢, ze indywidualnie zarowno w II jak 1 w III etapie eksperymentu, poziom
ekspresji Ki-67 jest wigkszy od zera, a rdznica miedzy obydwoma etapami jest istotna
statystycznie na poziomie p<0,013. Zatem w III etapie doswiadczenia doszto do obnizenia
ekspresji Ki-67. Dla szczurow z endometriozg mozna zaobserwowac, ze roznica migdzy
operacjami jest wigksza, na poziomie p<0,000001, a wigc rowniez doszlo do bardziej
znaczacego obnizenia ekspresji Ki-67. Jest to zgodne z wynikami mierzonymi dla ekspresji
genu Ki-67. Fakt, ze dane te s3a kompatybilne, jest optymistycznym czynnikiem

zachecajacym do dalszych badan indeksu Ki-67.

Analizujgc dalej uzyskane dane, nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic w

ekspresji badanych genéw BAX, Bcl-2 i TERT, co moze wynika¢ z matej liczebnosci grup.
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Istotng statystycznie rdéznice zaobserwowano natomiast w ekspresji genu Ki-67, wykazujac
obnizenie podczas III etapu eksperymentu. Porownujgc te wyniki z danymi z Il etapu
eksperymentu, mozna przypuszczaé, ze do obserwowanych zmian doszto w wyniku rozwoju
endometriozy. Zatem mozna wysung¢ wniosek, ze pierwotnie eutopowe endometrium jest
zblizone zaréwno u szczurdw, u ktorych rozwinela si¢ endometrioza jak i u tych bez
stwierdzonej endometriozy, z tendencjg do wyzszej aktywnosci telomerazy i Ki-67, a zmiany
(takie jak np. wyrazne promowanie apoptozy) nastepuja dopiero w trakcie rozwoju

endometriozy.

Nie jest to zgodne z obserwacjami zespotu Dmowskiego, ktory postuluje za tym, iz istniejace
nieznane nam mechanizmy powodujg zmiany prowadzace do obnizenia apoptozy w

eutopowym endometrium u kobiet z endometrioza [32].

Analizujac dalej grupe Il, stwierdza si¢, ze w obu grupach(u szczuréw z endometrioza i u
szczurOw bez endometriozy), doszto do obnizenia ekspresji Ki-67 podczas Il etapu
doswiadczenia, czyli po wszczepieniu implantow eutopowego endometrium. Moze to
Swiadczy¢ o wuruchomieniu nieznanego mechanizmu, ktéry w swoisty sposob ma
doprowadzi¢ do odrzucenia przeszczepionych implantow, a jednocze$nie powoduje zmiany
w eutopowym endometrium, ktore w koncowym efekcie zmniejszaja jego mozliwosci
proliferacyjne. Niestety na podstawie naszego eksperymentu nie ma mozliwosci wykazania
jakie to mechanizmy, jednak sama obserwacja wydaje si¢ by¢ bardzo interesujgca i moze

wyznacza¢ nowe pomysty i $ciezki w poszukiwaniu odpowiedzi [111].

Wspolna analiza wynikéw zamieszczonych w tabeli nr XlIl, a zatem grupy zwierzat, u
ktorych zastosowano immunoprofilaktyke preparatem RESAN, a wyznacznikiem byl rozwoj
endometriozy, pokazuje, iz w III etapie badan, po wszczepieniu implantow doszio do
obnizenia ekspresji TERT i Ki-67, a podwyzszenia ekspresji BAX w eutopowym
endometrium. Wynika z tego, ze doszto do obnizenia ekspresji gendéw, mogacych ulatwié
implantacj¢, przezycie i rozwdj endometriozy w otrzewnej. Mozna wigc przypuszczal, ze
rownoczes$nie aktywowane zostaty nieokre§lone mechanizmy odpowiedzi immunologicznej
(np. przez immunoprofilaktyke preparatem RESAN), ktore nie pozwolily na przyjecie si¢
implantow. Prawdopodobnie te mechanizmy okazaly si¢ by¢ bardzo istotne w

etiopatogenezie endometriozy [32, 111].
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Mozliwe jest réwniez, ze zmiany obserwowane w eutopowym endometrium, wynikajg z
samego wplywu wykonania laparotomii 1 przeci¢cia macicy, co aczy si¢ z uruchomieniem

mechanizmow regeneracyjnych.

Wyjasnieniem tych watpliwosci moze by¢ porownanie ekspresji badanych genéw w grupie

zwierzat z grup 11 II z grupg kontrolng, u ktorej wykonano ”sham operation”.

Niezwykle interesujace sg wyniki dotyczace samej aktywnos$ci telomerazy. Poniewaz w II 1
Il etapie eksperymentu poziom aktywnosci telomerazy w endometrium byt niemal
identyczny, z powyzszego mogloby wynikac, ze zaistnienie endometriozy u szczura w jakis$
sposob indukuje aktywno$¢ telomerazy z endometrium eutopowym. Poréwnano takze poziom
aktywnos$ci telomerazy u konkretnych, losowo wybranych szczurow w II 1 III etapie
doswiadczen i roznica poziomow aktywnosci telomerazy u tych samych szczur6w nie byla
istotna statystycznie. Mozna wigc przypuszczaé, ze rozwdj endometriozy nie ma wptywu na
aktywno$¢ telomerazy. Jednak dane zawarte w tabeli nr XXVI w sposob przekonywujacy
przemawiaja za odmiennym wnioskiem. PoroOwnywano tutaj aktywno$¢ telomerazy u
szczurdw, u ktorych rozwingeta si¢ endometrioza (suma zwierzat z gr. 11 gr. II) ze szczurami z
grupy kontrolnej (gr. III). Zaobserwowano istotng statystycznie rdznice na poziomie p =
0,028. Z powyzszego wynika iz istnieje tendencja do wigkszej aktywnos$ci telomerazy u
szczurOw u ktérych doszto do rozwoju endometriozy. Dane te s3 o tyle cenniejsze, ze
porownania dokonano z grupg prawdziwie kontrolng, ktorej zwierzg¢ta byly poddane tylko
operacjom pozorowanym i nie podano im takze preparatu RESAN. Ponadto moze to stanowic¢
dowod na to, ze sama operacja nie ma jednak wptywu na zmiane aktywnosci proliferacyjnej

eutopowego endometrium.

Jak wynika z poprzednich poréwnan, zasadniczym czynnikiem prowadzacym do powstania
stwierdzanych roznic w ekspresji badanych gendéw, wydaje si¢ by¢ obecno$¢ ektopowo
umieszczanych fragmentow endometrium. Dalszy rozwoj tak matej liczby implantéw 1 ich
przeksztalcenie w ogniska endometriozy wskazuje na prawdopodobienstwo wzniecenia
wlasciwej] odpowiedzi komodrkowe] poprzez zastosowang immunomodulacje preparatem
RESAN zar6éwno jako profilaktyki jak i1 leczenia. Tego mechanizmu brakuje prawdopodobnie
u kobiet cierpigcych z powodu endometriozy. Jednakze taka analiza nie jest tematem

niniejszej pracy.
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W opisywanym eksperymencie, czas pomiedzy poszczegdlnymi etapami zostat zwickszony
do 3 miesiecy [111]. Takie wydtuzenie miato na celu uzyskanie odpowiedzi jaki jest
rzeczywisty skutek rozwoju ektopowo umieszczonych implantow eutopowego endometrium.
Zbyt krétki czas moglby zaktocaé obserwowane zmiany, poprzez wptyw samej operacji, a

zatem znacznego urazu, ktory si¢ z tym taczy.

Oczywiscie nie jest mozliwe precyzyjne ustalenie jaki czas jest wystarczajacy do skutecznej
oceny rozwoju wszczepionych implantdw, poza wplywem procesow regeneracyjnych i
zwigzanych z samg operacja, jednak przyjete w zalozeniu 3 miesigce, przy bardzo krétkim
cyklu ptciowym szczura i szybko przebiegajacych procesach regeneracyjnych, powinno by¢

w pelni wystarczajace.

Podsumowujac, z jednej strony warunkiem istotnym dla rozwoju endometriozy s odmienne
wlasciwosci eutopowego endometrium, ktore po dostaniu si¢ do jamy otrzewnej ma wickszy
potencjal do adhezji, a nastgpniec do miejscowego wzrostu. Co wigcej te ektopowo
umieszczone fragmenty podczas swojego rozwoju uzyskujag nowe wilasciwosci, ulatwiajace
dalszy rozwoj. Ktore z czynnikow s3 najistotniejsze, zapewne dlugo jeszcze nie bedzie
wiadomo, jednak z pewnoscig niniejsze badanie stanowi znaczacy krok w kierunku

wyjasnienia tego problemu.

7. WNIOSKI

1. Pierwotna przyczyna rozwoju endometriozy lezy prawdopodobnie w zmienionych

wlasciwosciach eutopowego endometrium

2. Ektopowe przeszczepienie eutopowego endometrium promuje mechanizmy

utatwiajace dalszy miejscowy rozwoéj endometriozy.

3. Preparat RESAN, powoduje obnizenie czgstosci powstawania endometriozy, jak
rowniez pozwala na uzyskanie skutecznej terapii powstatych ognisk endometriozy,

prawdopodobnie poprzez dziatanie immunomodulujgce.
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4. Rozw¢j implantdéw wyzwala zmiany w eutopowym endometrium, ktéore moga
wskazywa¢ na dezaktywacje¢ mechanizmow majacych spowodowac ograniczenie

rozwoju choroby.
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STRESZCZENIE

Wstep: Endometrioza jest przewlekls, estrogenozalezng chorobg polegajaca na wystegpowaniu btony
$luzowej endometrium poza jama macicy. Do gtéwnych cech klinicznych nalezy przewlekty bol w
miednicy mniejszej, dyspareunia oraz nieptodnos¢. Przebieg endometriozy moze silnie negatywnie
wplywac, na jakos$¢ zycia pacjentek. Etiologia endometriozy nadal pozostaje niewyjasniona, a co za

tym idzie brak jest metod i standardow skutecznego jej leczenia.

Cel pracy: Celem powyzszej pracy byta ocena potencjatu proliferacyjnego eutopowego
endometrium, jako czynnika mogacego odpowiada¢ za rozwoj endometriozy oraz okreslenie wptywu
immunomodulacji preparatem RESAN na ten potencjal w aspekcie leczenia endometriozy, w oparciu

0 eksperymentalne badanie na modelu zwierzgcym.

Preparat RESAN to substancja zawierajaca w swoim sktadzie kompleksy molekut pozyskanych z
ksenogenicznych biatek zwierzecych (Gallus domesticus). Sg to migdzy innymi glikoproteiny,

peptydy i weglowodanowe fragmenty ponad 40 r6znych antygendw nowotworowych.

Material i metody: Eksperyment przeprowadzono w grupie 58 dojrzatych plciowo szczurzyc
szczepu Wistar, ktorg podzielono na trzy mniejsze grupy. W pierwszym etapie pierwszg grupe
(n=24) poddano profilaktycznemu szczepieniu preparatem RESAN (I etap). Nastgpnie po trzech
miesigcach 48 szczuréw poddano operacji wszczepienia ektopowego endometrium do otrzewnej (11
etap). W kontrolnej grupie 10 szczuréw (gr. 1) wykonano jedynie przecigcie rogu macicy 1
zatozono szew na otrzewng. Po kolejnych trzech miesigcach wszystkim szczurom przeprowadzono
relaparotomi¢ z wycigciem i oceng ewentualnych ognisk endometriozy (III etap). Grupie kolejnych
szczurdéw nie poddanych wczesniejszemu profilaktycznemu szczepieniu podano preparat RESAN
(gr. I, n=24). Po uptywie nastepnych trzech miesiecy ponownie wykonano relaparotomi¢ w I 111
grupie szczurdéw (IV etap). Podczas II 1 I1I etapu doswiadczenia pobierano fragment macicy, z
ktorego wyizolowano endometrium, celem dokonania oznaczen ekspresji genow Bax, Bcl-2, Ki-67 i

TERT.

Ekspresje oznaczano metodg Real time PCR. Immunohistochemicznie oceniano aktywnos$¢ biatek
BAX,Bcl-2 i Ki-67 osobno w gruczotach endometrialnych i podscielisku za pomocg skali H-score.

Dodatkowo obecnos¢ endometriozy potwierdzano w badaniu histopatologicznym.
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Analiza statystyczna badanych parametréw zostala przeprowadzona przy zastosowaniu podziatu
badanych zwierzat na 3 grupy — grupe I, 111 III, oraz biorgc pod uwage obecnos¢ lub brak
stwierdzonej histopatologicznie endometriozy podczas I11 etapu eksperymentu. Do zbadania
istotnych statystycznie roznic dla immunohistochemicznej oceny ekspresji genow BAX, Bcl-2 i Ki-67
TERT zastosowano $rednig 1 odchylenie standardowe , test t-studenta, a dla wynikow reakcji PCR
test Wilcoxon’a, test Mann’a-Whitney’a, test wielokrotnych poréwnan i Rank Sum Test na

oprogramowaniu Sigmastat 8.0

Wyniki: Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono statystycznie istotny nizszy odsetek
wszczepienia ognisk endometriozy po przeprowadzonych operacjach w grupie I (profilaktyczne
zastosowanie RESAN) w porownaniu z grupg 1. Zanotowano rowniez istotny statystycznie nizszy
odsetek szczuréw z wszczepiong endometrioza w II grupie podczas IV etapu doswiadczenia w
porownaniu z etapem III (po leczeniu chirurgicznym i leczniczym zastosowaniu preparatu RESAN).
Zaobserwowano istotng statystycznie roznice w ekspresji genu Ki-67 i TERT u zwierzat, u ktorych
doszto do rozwoju endometriozy. Zastosowana immunoprofilaktyka, poprzez aktywacj¢ odpowiedzi
komoérkowej uniemozliwia rozwdj endometriozy, co zaobserwowano w zdecydowanej wigkszosci

przypadkow.

Whioski: Pierwotna przyczyna rozwoju endometriozy lezy prawdopodobnie w zmienionych
wlasciwosciach eutopowego endometrium. Ektopowe przeszczepienie eutopowego endometrium
promuje mechanizmy ulatwiajace dalszy miejscowy rozwdj endometriozy. Rozwdj implantéw
wyzwala zmiany w eutopowym endometrium, ktére moga wskazywaé na dezaktywacje
mechanizmoéw majacych spowodowac ograniczenie rozwoju choroby. Preparat RESAN, powoduje
obnizenie czgstosci powstawania endometriozy, jak rowniez pozwala na uzyskanie skutecznej terapii

powstalych ognisk endometriozy, prawdopodobnie poprzez dziatanie immunomodulujace.
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The impact of RESAN compound immunomodulation on proliferative potential of eutopic rat

endometrium - an animal study

SUMMARY

Introduction: Endometriosis is a chronic, estrogen-dependent disease. The main clinical features are

chronic pelvic pain, severe dysmenorrhoea, deep dyspareunia and infertility.

The  etiology of  endometriosisis  still not clarified, and hence there is a lack of
effective methods and standards for its treatment. The aim of this study was to evaluate the
proliferative potential of eutopic endometrium asa factor that may be responsible for the
development of endometriosis, and to assess the effect of immunomodulation in terms of treatment

of endometriosis, based on the experimental study on animal model.

The RESAN compound is a complex of molecules extracted from xenogenic tissues (Gallus
Domesticus). It contains glycoproteins, peptides and carbohydrate fragments of more than 40

different common tumor antigens.

Material and methods: The experiment was performed on 58 sexually mature female Wistar white
rats which were divided into three groups. In the first stage (stage 1) the RESAN compound was
given to 24 rats (group I, prophylaxis). Three months later endometriosis induction was performed in
48 rats (group | and group I1). In ten animals (group Il1, controls), a sham operation was performed
(stage I1). Three months later, the second laparotomy aiming to search for endometriotic foci and
adhesions was performed in all animals (stage I11). Excision of endometriotc foci was performed in
groups: | and 11. During the second laparotomy, RESAN was given to the animals in group Il. After
3 months, the third laparotomy was performed in all animals (stage 1V). During the second and third
stages of the experiment, 4 fragments of uterus were sampled in order to determine the histological
presence of endometriosis and to detect gene expression of Bax, Bcl-2, Ki-67 and TERT. Expression
was determined by real-time-PCR. The activity of genes (Bax, Bcl-2, Ki-67 and TERT) was
immunohistochemically evaluated separately in the endometrial glands and stroma, using H-score

scale.

Statistical analysis of the parameters was carried out using Student t-test, Wilcoxon test, Mann-

Whitney test and Rank Sum Test with the Sigmastat 3.0 software.

P value of <0,05 was considered statistically significant.
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Results: Positive, histologically confirmed endometriosis was found in 4,3% of the animals in group
I and in 69,9% of group Il (p<0,0001). There was also statistically less endometriotic foci in animals
in group Il during the fourth stage of experiment in comparison to the third stage. In animals with
endometriosis, a statistically significant difference in gene expression of Ki-67 and TERT was

observed. A significant tendency in

Conclusions:  Applied immunoprophylaxis, by the stimulation of cellular response, should
prevent the development of endometriosis, which was observed in most cases in our experiment. The
primary reason for the development of endometriosis is probably the altered properties of the eutopic
endometrium. Ectopic transplantation of eutopic endometrium promotes certain mechanisms, that
enable further local development of endometriosis. The growth of
transplanted implants, triggers changes in  the eutopic  endometrium, which may indicate
the deactivation of the mechanisms which decrease the development of the disease.

According to our results RESAN acts as an immune modulator and appears to be effective in both
the prophylaxis and treatment of endometriosis. A rat model of endometriosis seems to be very

useful in research on the etiology and treatment of endometriosis.
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