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1. WYKAZ SKROTOW U ZYTYCH W PRACY

AIH (ang.artifitial insemination by husband) - inseminacgsieniem nza
BCG Bacillus Calmette-Guerin

BMI (ang. body mass index) — indeks masy ciata

CEA antygen karcinoembrionalny

CA- 15-3 antygen nowotworowy

CA-19-9 antygen nowotworowy

CA-125 antygen nowotworowy

COX-2 cyklooksygenaza-2

DTA doustna terapia antykoncepcyjna

EGF (ang.epithelial growth factor) czynnik wzrostaskorka

ESHRE European Society of Human Reproduction andriblogy

FGF (ang. fibroblast growth factor) czynnik wzrofbroblastow
FSH hormon folikulotropowy

GnRH hormon gonadotropowy

IA inhibitor aromatazy

ICAM-1 (ang.soluble cellular adhesion molecule) rozpuszczalaateczka adhezji

migdzykomaorkowej

[FN-y interferony

IgG immunoglobulina klasy G

IgM immunoglobulina klasy M

IL interleukina

LPSN (ang. laparoscopic presacral neurectomyjart@skopowa neurektomia
przedkrzyowa
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LUNA

MCP

M-CSF

NK

NLPZ

zwierzecym

(ang. laparoscopic uterosacral nerve ablatieaparoskopowe przegie

wig¢zadet krzyowo-macicznych

(ang. monocyte chemotactic protein) biatko chemotaktgczdla

monocytow

(ang. macrophage colony-stimulating factagnnik stymulugcy tworzenie

kolonii makrofagow
(ang. natural killer) — naturalna komorka cglkdyczna, komorka NK

niesterydowe leki przeciwzapalne

PD-ECGF (ang. platelet-derived endothelial cell wgto factor) ptytkopochodny

PGE 2

PCT

RANTES

SERM

SPRM

TGF-R

Th

TNF-a

VEGF

czynnik wzrosturédbtonka
prostaglandyna E2
prokalcytonina

(ang. regulated on activation, normal T-expressed and secreted)

chemokina 3 syntetyzowana przez limfocyty B

(ang. selective estrogen receptor modulatogelektywny modulator

receptora estrogenowego

(selective progesterone receptor modulaektywny modulator receptora

progesteronowego

(ang. transforming growth factor R)ansformugcy czynnik wzrostu 13
(ang. T helper) — pomocniczy limfodyt

(ang. tumor necrosis factor) — czynnik margnnowotworua

(ang. vascular endothelial growth factegzynnik wzrostérodbtonka

naczyniowego
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2. WSTEP
2.1. DEFINICJA ENDOMETRIOZY

Endometrioza jest przewlekt zapalm i estrogenozalag choroly. Jej
definicja obejmuje wyspowanie czynnej btonyluzowej macicy (gruczotéw i zbu)
lub tkanki endometroidalnej (endometrioidgs; eides podobny) poza jagnmacicy, to
jest w warstwie mgsniowej macicy, innych nagzlach ptciowych i ich okolicy, a nawet
w oddalonych od organéw ptciowych miejscach orgamiz Endometrioza, zwanazte
gruczolistdcia, jest chorob niezicliwa, jednak ze wzgdu na towarzysice
dolegliwasci i przewlekly charakter stanowi bardzo istotnyolgem medyczny,

spoteczny i ekonomiczny.

2.2. OBJAWY ENDOMETRIOZY

Typowe objawy endometriozy to nieptodidp bolesne miegczki i bolesne
wspokycie [53]. Werdd innych symptoméw wymieniagsprzewlekly zespot bolowy
miednicy mniejszej (trwagy minimum 6 miesgicy, niezaleny od fazy cyklu
mieshgczkowego) [5]. BoOl zwjzany z chorolp najczsciej przyjmuje postabolesnych
miesgczek. Zazwyczaj poprzedza pojawieniez drwawienia i z czasem ulega
nasileniu. Lokalizacja bolu dotyczy podbrzusza ¢bgkych okolic miednicy, jest
symetryczna. Zdarzagsize bol promieniuje do ud i okolicy krzgwej. Nierzadkie $
przypadki przedhzania s¢ bolu poza okres krwawienia, a bywag jest on obecny w
trakcie catego cyklu miegizkowego. Na podstawie licznych obserwacji wysnuto
hipotez, ze nasilenie bolessoi miesiaczek whze st z zagciem zatoki Douglasa i
intensywnd@ciag tworzenia s zrostow we wspomnianej okolicy. Z kolei dyspareuni
zZwigzana jest z ogniskami endometriozyhgiko naciekajcej w wiczadtach krzyowo-
macicznych, zabolesna defekacja- z zajemscian pochwy. Zaobserwowano réwhie
korelacg miedzy bélami brzucha niezeaanymi z miesjczkag a zagciem jelit przez
ogniska gruczoliskei [25]. Endometrioza m@ dotyczy¢ rowniez jajnikdw, gdzie
przybiera najcgiciej posta torbieli endometrialnych, z kolei w affsie migsnia macicy
mog pojawi& si¢ ogniska endometriozy zwanej adenomiptl .



Wptyw preparatu RESAN na odpowiedz immunologicznqg typu Th1 i Th2 w endometriozie- badanie doswiadczalne na modelu
zwierzecym

2.3. WYSTEPOWANIE ENDOMETRIOZY

Gruczolisté¢ dotyczy przede wszystkim kobiet w wieku rozrodczym
Wedtug r&nych statystyk dotyka okoto 10%enskiej populacji [50, 67, 108, 109]. Jak
podaje Farquhar, wygiowanie bezobjawowej endometriozy notujesi2-22% kobiet,
natomiast Wrod kobiet z bolesnymi miegizkami chorob diagnozuje si w 40-60%.
Gruczolisté¢ uznaje si rowniez za najczstsz przyczyre bolu w miednicy mniejszej
oraz stwierdza sija wérod 13-33 % pacjentek ze zdiagnozowameptodndcia [18].
Wedtug Child, problem stwierdzag¢stakze u 0,5 do 5% kobiet ptodnych [14]. Jak
podap Porpora i wsp., choreb stwierdzano u 37-74 % pacjentek, u ktérych
wykonywano laparoskopiz powodu przewlektego bdlu w miednicy mniejszep][7
Wedlug Barton-Smith notuje ¢iwzrost zachorowa na endometriaz w przeciagu
minionych lat [5]. Thumaczy gito faktem,ze wspoétczesne kobiety majvicksz liczbe
mieshczek ze wzgidu na coraz ditszy okreszycia, a tym samym wydiaenie okresu
rozrodczego oraztzny krotszy czas bycia wagly zwigzany ze spadkiem dzietiu.
Jednake opinii te] nie podzielgjwszyscy badacze. Wedtug danych, jakie przedstawit
Vercellini podczasSwiatowego Kongresu Endometriozy w Mastricht w 200%u,
zachorowaln&¢ na endometriaz nie zwkkszyta swojej cgstotliwosci w przeciagu
minionych 30 lat i waha siw przedziale 2,37-2,49 na 1000 kobiet na rok £,

Choroba stanowi istotny problem ekonomiczny. Wedtdgnych z
piSmiennictwa, roczny koszt leczenia pacjentek z eretdory w Stanach
Zjednoczonych wynosi okoto 22 miliardy dolaréw (dan 2007 roku) i stanowi 10%

catej sumy wydawanej na tergpiobiet w wieku rozrodczym [97] .

2.4. CZYNNIKI RYZYKA | PREWENCJA ENDOMETRIOZY

W pismiennictwie zgodnie dominuje opiniae endometrioza promowana jest
wszelkimi stanami zwizanymi z hyperestrogenizmem. Do tej pory nie opsan
literaturze przypadkéw endometriozy wspotistgpigich z zespotem Kallmana czy
zespotem kompletnej niewiavosci na estrogeny. [90]

Za czynniki stymulujce rozwoéj choroby uwa st miedzy innymi wczesa
menarche, dlugie ( powgj 8 dni) krwawienia miegczkowe, krotsze ki 27-dniowe
cykle piciowe, wady nagrddw piciowych, w tym zarmi¢cie blony dziewiczej czy

zwezenie kanatu szyjki macicy [90]. Wszystkie wymiergosytuacje wiza Sig z jedry

8
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z hipotez tlumacxych powstawanie endometriozy, a mianowicie z artem
wstecznym krwi miegczkowej. Za pierwotp prewencg endometriozy mina wkc
uzna regulacg cykli miesgczkowych i korek¢ chirurgiczry wad narzdow pitciowych.
Wedlug Skrzypczak, rownie stosowanie tamponow dopochwowych w trakcie
mieshczek przez dzieweta 1 kobiety =z upfledzory funkcjg ukiadu
immunologicznego sprzyja powstawaniu endometriolym samym unikanie takich
srodkéw higienicznych pomaga zapobiégazwojowi choroby [90].

Wedtug Missmer do czynnikdw ryzyka rozwoju endonoely zalicza sj
takze: rag kaukask, wiek 25-29 lat, codzienne spavanie alkoholu w iléci co
najmniej 10 g na dab Dodatkowo endometrioza gziej jest diagnozowana u kobiet
nieptodnych, ktore gsaktywnymi palaczkami oraz ktorych BMibddy mass indgxest
prawidtowy lub niski [61]. Wielokrotnie w gmiennictwie podkréa sk role diety w
prewencji rozwoju endometriozy. Za najkorzystniejsgvaa st tu zielone warzywa
oraz swieze owoce [72]. Dzieje si tak dzeki zawartdci antyoksydantow,
odgrywapcych istotm funkcjg w prawidiowym funkcjonowaniu uktadu
immunologicznego oraz usuwaniu wolnych rodnikéw. dBixowo, zawarty w
warzywach btonnik wspotdziata w kontroli jelitowdpry bakteryjnej i wplywa na
rownowag hormonalg [90]. Wedtug Parazziniego antagonistyczny do warzy
owocow wplyw na rozwoj endometriozy wywiera czensomicso. Ttumaczy si to
wysokg zawartdciag dioksyn, hormondw oraz tluszczu, podwyapcego sizenie
estrogendw [72]. W prewencji pierwotnej endomelyiopodkrdla si wreszcie
modulacg ukladu immunologicznego odpowiednim trybesycia, w ktorym znaczp
cze$¢ powinien zajmowawypoczynek, ruch i aktywro fizyczna.

Istnieje réwnie¢ wiele hipotez dotycych prewencji trzecioedowej
endometriozy, a Wt po leczeniu operacyjnym. Wedtug wytycznych ESHRE005
roku zaleca si stosowanie danazolu lub analogéw GnRH przez 6igtigpo operacji
[9]. Ponadto w pgimiennictwie znal&¢ mazna opinie,ze stosowanie hormonalnych
tabletek antykoncepcyjnych w sposobgty zapobiega nawrotom endometriozy. Takie
leczenie jest jednak ograniczone u kobiet st@ywgh antykoncepg¢j hormonalg w
przeszigci [92]. Ponadto znacznrole w prewencji trzeciorgdowej przypisuje si
réwniez diecie. Do produktéw, ktérych nale unikas, zalicza si czekolad, stodycze i
lody, czerwone miso, biate pieczywo, makarony i ciastka, produktyieaajgce krowie
biatko oraz kaw, alkohol i gazowane napoje. Z kolei zalecaspazywanie warzyw i

swiezych owocow, biatego rasa, ryb morskich, produktéw ziarnistych oyvych jak

9
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réwniez przetworéw biatkowych kéz i owiec [90]. Zaleca sidwniez spaywanie
produktéw wielowitaminowych przez pierwsze 6 mgegipo operaciji, zwlaszcza tych

Z mah zawartdciag witaminy A, magnezem i pateczkami kwasu mlekowego.

2.5. ETIOPATOGENEZA ENDOMETRIOZY

Po raz pierwszy endometrigopisano w 1860 roku. Karl Rokitansky i Hans
Chiarie zwrdcili uwag na jedm z postaci endometriozy zwamdenomiogz. Mianem
tym okre&lono wystpowanie wysp endometrium (gruczotow i gotliska) medzy
warstwami tkanki ngisniowej scian macicy. W 1908 roku Cullen napisat monograg
temat adenomyosis [45]. Endometkggajnikdw opisat po raz pierwszy W. Russel w
1899 roku. U kobiety operowanej z powodu adenonaroa jednego z jajnikow, w
drugim stwierdzono w badaniu histopatologicznynuldiurg odpowiadajca gruczotom
I podscielisku endometrium. W polskim goniennictwie jako pierwszy o schorzeniu
pisze w 1937 roku Leonard Lorentowicz w Ginekoldgalskiej, w artykule p.t.: , W
sprawie patogenezy gruczolisto srodmacicznej w jamie otrzewnej (endometriosis

peritonealis). Przyczynek do etiologiaey brzusznej’[45].

Pierwsz teori probupca ttumaczy przyczyny pojawienia siendometriozy
podat w 1927 roku J.A. Sampson, ktéry jako pierwsggrowadzit rownie do
nazewnictwa medycznego poje endometriosis Wedtug uczonego za chokplmiat
odpowiadé transport wsteczny krwi miegizkowe] z naspowg implantacy
ztuszczonych komoérek bton§luzowej endometrium w obbie jamy otrzewnej [82].
Mimo uptywu ponad osiemdziesiu lat od powstania opisanej teorii, jest ona
dominupca wsrod pozostatych hipotez dotygz/ch etiopatogenezy endometriozy.
Niestety, mimo uptywu tak dilugiego okresu czasujgwaie udato si do kaca
wyjasni¢, dlaczego transport wsteczny krwi migggikowej, ktéry pojawia giu blisko
90% kobiet w wieku rozrodczym, tylko waskiej grupie doprowadza do przetrwania
tkanki endometrialnej poza janmmacicy [64]. Od pierwszej teorii Sampsona w miar
uptywu lat i przeprowadzonych badaojawit se caty szereg wielu teorii prolagych
ttumaczy zjawisko powstawania endometriozy. W 1984 rokuv@gpe uporadkowat
znane teorie w trzy gidwne grupy. Pierwsza obejmtgerie przeszczepiania
endometrium przez wsteczRrew miesaczkowy oraz mechaniczne przeszczepienie, na
przyktad podczas zabiegow operacyjnych, azeakdrog naczyi chtonnych i
krwionosnych czy przez ggtos¢. Kolejna grupa to teorie rozwoju endometrioaysitu

10
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-z pozostatéci komorek lub tkanek zagtka plodowego czy ukiadu moczowo-
ptciowego, a wgc z miejscowe] tkanki, zwlaszcza multipotencjalnegabtonka
otrzewnej. Do tych teorii przyczynity sbadania Waldeyera, Russela, Reclinghausena,
Gebharda oraz Meyera i Novaka [45]. Obydwie grupgrit scala trzecia- teoria
indukcyjna Levandera z 1941 roku, wedtug ktorejszezone komorki endometrium,
dostajc sk do jamy otrzewnej, stymulajej nabtonek do przeksztatcenig sv tkank
endometrium [64, 76, 84].

2.6. ROLA UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO W ENDOMETRIOZIE

Pewnym przetomem w badaniach nad etiopatogeresmlometriozy byto
odkrycie zwazku choroby z zaburzeniami funkcjonowania uktadumimmologicznego
chorych pacjentek. W 1981r. Paul Dmowski opublikbyw@erwsze wyniki swoich
bada przeprowadzonych na maitpach Maccacus rhesus. Valykaz autologiczne
komorki endometrialne od zwieitz z endometrioz s3 niszczonein Vvitro przez
limfocyty krwi obwodowej w znacznie #mszym stopniu m zwierzt zdrowych.
Ponadto, po podskérnym wstrzykaiu autologicznych antygenéw endometrialnych,
miejscowa infiltracja limfocytow byta stabszasmdd malp z endometrigz W ten
sposob narodzita sikolejna teoria ttumagza rozwoj endometriozy- tzw. teoria
obnizonej odpornéci, wedtug ktorej komérki endometrium podczas migrgprzez
jajowody i naczynia krwionime poza jam macicy w trakcie menstruacjigs
wychwytywane przez komorki ukladu immunologicznegaburzenia odporrsoi
komorkowe] Rkdz zwigkszony rozsiew ektopowych komorek endometrium
doprowadzaj do przeywania komorek endometrialnych poza panmacicy i
przeksztalcania siich w ogniska endometriozy [22]. Na podstawie igzh bada
dotyczicych wspobtzalenosci endometriozy i zaburie funkcjonowania ukfadu
immunologicznego wywnioskowano o calym szeregu naeptowasci w ukitadzie
odporndciowym u pacjentek z gruczolistwa. Stwierdzono,ze transport wsteczny
krwi miesigczkowej wysgpuje u blisko 76-90% kobiet w wieku rozrodczym [10]
wobec czego rozwdj endometriozy tylko u niewielkiegdsetka pacjentek z tej grupy
musi wigza sie z nakladaniem dodatkowych czynnikbw. Obecnie wiadguz, ze
upcsledzone rozpoznawanie i niszczenie komoérek ektogovendometrium nie wie
sie ze zmianami iléciowymi, a jakdciowymi limfocytéw krwi obwodowej [20]. W
1982 roku Mathur i wsp. rozpoznali w surowicy, perotrzewnowym, wydzielinie
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szyjkowej i pochwowej pacjentek z endometgigezeciwciata w klasie Ig G i Ilg M
skierowane przeciwko antygenom i komoérkom endometri[60]. W 1987 roku
pojawita s¢ teoria deficytu immunologicznego w endometriozagjodnie z Kkt&g
zaliczono to schorzenie do grupy choréb z auto@di®y. Tez te potwierdzé mog
doniesienia, zgodnie z ktorymi statystycznigscie] wspotwysgpuja z endometriog
niektére choroby autoimmunologiczne, takie jak @czrzewny, reumatoidalne
zapalenia stawéw czy niedoczysfaaarczycy [88]. Wedlug Dmowskiego obesto
autoprzeciwciat przeciwko komorkom i antygenom endtrialnym, antygenom
wewngtrzkomorkowym (antyfosfolipidowym, przeciwhistonomy przeciwgdrowym),
tkankom i nargdom (przeciwjajnikowe, przeciwtarczycowe) wskazujaa

nieprawidtows aktywacg poliklonalrg limfocytéw B [20].

W miag uptywu lat i posipu bada nad chorol, wiedza zwizana z
dysfunkchp uktadu immunologicznego znacznie¢ sposzerzyta, cho wcigz nie
wyjasniono ostatecznie przyczyny endometriozy. W 198Bur®arberi udowodnit
podwyzszony poziom antygenu karcinoembrionalnego (CA-1&8)krwi pacjentek z
endometrioz [45]. W 1991 roku Didier Oosterlynck ze wspotpracikami wykazat,
ze funkcja limfocytow typu NK i cytotoksycznych skisvana przeciwko ektopowym
komoérkom endometrium jest ufledzona u kobiet z gruczolisita [68]. Dodatkowo
stwierdzono zalenos¢ miedzy zaburzeniem funkcji limfocytow i nasileniem cbiby.
W wigkszaci doniesi@ dotycacych choroby traktuje sija jako miejscowy stan
zapalny otrzewnej w obbie miednicy mniejszej, o czyswiadczy zwekszona ild¢
ptynu otrzewnowego z podwgzonym poziomem leukocytow i cytokin. Lokalny stan
zapalny z kolei indukuje naptyw makrofagéw. Wykazach podwyszone sfzenie w
ptynie otrzewnowym u kobiet z endometro® poréwnaniu ze zdrowymi pacjentkami
[51,69]. Sid niekiedy endometrigz okrela sk mianem ,choroby chorych
makrofagow”[7]. Ich ilé¢ w plynie otrzewnowym jest podwszona, jednak
produkowane przez nie cytokiny i czynniki wzroste pomagaj, a wiecz stymulug
rozrost ektopowych komodrek endometrium [93]. W 199dsterlynck stwierdzit
rowniez obnizong aktywna¢ komorek typu NK w ptynie otrzewnowym chorych kabie

W tym samym roku Tanaka potwierdzit analogiczneammgiwe krwi pacjentek [45].

W zalenosci od mechanizmow dziatania uktadu immunologicznego
odpowied immunologicziy dzieli se na nieswoisi wrodzory, oraz swoist, czyli

nabyy. Odpowied wrodzona stanowi pierwsgzlini¢ obrony przy kontakcie z
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zarazkiem, chociajest mniej precyzyjna. Odpowigchabyta uruchamiana jest, gdy
mechanizmy odpowiedzi nieswoistej nie dadady zapobiec wnikaniu lub usigniu
patogenu w krotkim czasie. Pelen rozwoj odpowiedwioistej wymaga uptywu
okreslonego czasu, lecz jest znacznie precyzyjniejszy mechanizmy odpowiedzi
wrodzonej. W odpowiedzi nabytej uczestniczvytwarzane przez limfocyty B
przeciwciata oraz limfocyty T ze swoistymi receptoi wigzacymi antygen. Wyrénia
sie dwa rodzaje mechanizmow w funkcjonowaniu odpowiedbytej- typ komdrkowy

i humoralny. Granica mdzy nimi jest bardzo ptynna i polega bardziej naepradze
niz wytacznasci funkcjonowania ktéregoz nich. Odpowiegl humoralna odpowiada za
niszczenie cgstek wysgpujacych w organizmie w stanie pozakomorkowym, czyli
wolnym. Gitéwry role pelng tu limfocyty B i r&nicujgce s¢ z nich komorki
plazmatyczne. Przeciwciata, aggc Sk z antygenami czynnika infekcyjnego,
rozpoczyng kaskad reakcji prowadzcych do usunicia tego czynnika z ustroju.

Z kolei odpowied komo6rkowa uruchamiana jest, gdy patogenne drolirmas
pasaytujag wewrgtrz komorek [33].

Do zapocatkowania odpowiedzi immunologicznej, zaréwno konuivkj jak i
humoralnej, niezfzlna jest tzw. prezentacja antygenu przez odpoweedtoimorki
subpopulacji limfocytow T, czyli pomocnicze limfagyT (Th-T helper). Ral komorek
prezentyjcych antygen mag petnic komorki dendrytyczne, limfocyty B i znaczna
subpopulacja makrofagow [33].

W indukcji i ukierunkowaniu odpowiedzi immunologitgy dug role
odgrywap cytokiny. Jest to grupa rozpuszczalnych biatekzestnicacych w
przekazywaniu informacji mdzy komérkami w odpowiedzi na zalemie wirusowe
(interferony- IFN), w trakcie reakcji zapalnych dmornagciowych (interleukiny- IL)
czy w procesach wzrostu izndicowania komorek (czynniki wzrostu) [33].

Wiadomo,ze w zalencsci od profilu produkcji cytokin ( Thl i Th2),
dochodzi do uruchomienia dwéch podstawowych typd&ipowiedzi zalenych od
pomocniczych komérek T CD4+. Typowe ludzkie cytgkirhl to IFNy, TNFa, IL-1 i
IL-2. Komoérki Thl biog udziat w reakcjach zapalnych typu komorkowego. Kegn
cytokin Thl jest aktywacja reakcji cytotoksycznychapalnych i nadwidiwosci
op&nionej. Tymczasem dla komoérek typu Th2 typowa sidukcja IL-4, IL-5 oraz
IL-6, IL-9, IL-10 i IL-13. Za pdrednictwem komoérek typu Th2 wzmagana jest
produkcja przeciwcial, zwtaszcza IgE, a same cytpKlh2 wptywaj na regulag

silnych odpowiedzi humoralnych i alergicznych [7®ofil cytokin produkowanych
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przez limfocyty pamici T CD4+ nie jest staly, wptyw m@jna niego hormony
(progesteron) czy cytokiny. Interleukina 12 stynj@luprodukcg IFN-y przez
subpopulagj limfocytéw Th2. Zaréwno subpopulacje Thl jak i Th&wodz sic z
limfocytbw TCD4+ typu ThO (naive T CD4+). Wptyw méznicowanie limfocytow T
CD4+ w kierunku subpopulacji Thl mdjL-12, IFN-y oraz TGF-3. Z kolei IL-4 z IL-1
S3 najistotniejszymi czynnikami wptywagymi na r@nicowanie limfocytow T CD4+ w
kierunku komorek typu Th2. Dodatkowo IL-10 ma $d@vosci immunosupresyjne,
hamupc aktywacg limfocytow T CD4+ typu Thl [63, 80]. Odpowiedzipy Thl
hamup odpowiedzi Th2 vice versg79].

Istniep dowody na toze odpowiedzi Thl i Th2 majnne role ochronne
I mogg przyczynia@ sie do powstawania immunopatologii nadowej. Idhc tym tropem,
mozna znale¢ doniesienia o chorobach, u podstawy ktérych dozhdd zmian w
czynndgci Th. Odpowied Thl wize st z naradowo swoistymi zaburzeniami
immunologicznymi, ostrym odrzucaniem alloprzeszéxep niewyttumaczalnymi
nawracajcymi poronieniami czy stwardnieniem rozsianym. Wbrgich z opisanymi
schorzeniami mma z tatwdcia wyizolowa® klony komorek Thl. Z kolei u chorych z
toczniem rumieniowatym uktadowym czy z astatopova spowodowag pytkami traw
wyizolowat mazna komoérki o profilu Th2 [79].

W miar rozwoju bada nad immunologicznym podiem endometriozy
pojawity sk hipotezy dotyczce udziatu poszczegoélnych typow cytokin , a coyma t
idzie réwnie typow odpowiedzi immunologicznej, ktore mogtybytypaé na rozwdgj

choroby.

2.6.1. ODPOWIELY. KOMORKOWA W ENDOMETRIOZIE

Istnieje wiele sprzecznych doniesiena temat updedzonej odpowiedzi
komorkowej u pacjentek z endometroz Liczne dane wskazaj na zmiany
czynnaciowe limfocytow we krwi obwodowej pacjentek z enatrioz; w odpowiedzi
na autologiczne antygeny endometrialne. Liczneematwierdzity,ze nie chodzi tu o
zmiany ilasciowe limfocytéw [20]. Istotne badania dotyce zmian jakéciowych
odpowiedzi komoérkowej opisat rowniew 1991 r. Oosterlynck, wedtug ktérego w
endometriozie dochodzi do obienia updledzonej funkcji limfocytow typu NK.
Wykazat on, ze dochodzito do zmniejszenia cytotoksycriokomoérek NK w

warunkach m vitro po dodaniu osocza krwi obwodowej lub odseparowanggnu
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otrzewnowego od kobiet z endometygo8]. Dane co do zmian liczebfm NK
wskutek endometriozy pozosfagprzeczne- Oosterlynck opisywat ich niezmieniony
poziom, ale Hill ze wspoétpracownikami wskazywatwarost poziomu NK, mimo ich
obnizonej cytotoksycznii [38].

W prawidiowych warunkach ektopowe komérki endonadte stanov
naturalny cel dla komoérek NK. To wilasie ta grupa leukocytébw odpowiada za
eliminacg ognisk endometriozy z jamy otrzewnej. Skutkiem dgazonej czynni
komoérek NK jest niepetna ich zdolito do rozpoznawania i niszczenia komorek
ektopowego endometrium. Kolejne badania wskgzig monocyty krwi obwodowej
oraz makrofagi ptynu otrzewnowego u kobiet z endoio®y cechuy sie zwigkszory
aktywnaicig i wytwarzap duzo wigcej cytokin prozapalnych.

W 1992 roku Taketani opisat podwszone poziomy IL 1 i TNk w plynie
otrzewnowym pacjentek z endometgd87], a wic cytokin typowych dla odpowiedzi
Thl. Obie cytokiny zmniejsz@jekspresj inhibitorow metaloproteinaz, utatwigy
inwazje komorek endometrium. Ponadto w endometriozie zamtowano zwkszone
wytwarzanie IL-6, IL-8 czy prostaglandyn kugcych mesnie gtadkie (PGF @ PGE?2)
[12, 47, 78, 112]. Tym zjawiskiem probuje ¢ siwyttumaczy towarzysacy
endometriozie bdl, powkszanie s jej ognisk, powstawanie odczynéw zapalnych,
zrostow i autoprzeciwciat. Jak podaje D’'Hooghe, TiNRasila przyleganie komorek
endometrialnych do mesothelium, a zakstymuluje ich proliferagj Tym sposobem
moze utatwiad implantacg i przezycie ztuszczonych komérek endometrium w jamie
otrzewnej [18].

Oprocz zwekszonej koncentracji makrofagéw, typowej dla staapalnego,
podczas choroby zaobserwowano rownah zmiany czynngciowe. W pémiennictwie
opisuje s¢ ich obnizong zdolnag¢ do cytolizy, fagocytozy oraz obiung adhez do
otrzewnej [12, 21, 83]. Wykazanoze podanie autologicznych makrofagow i
monocytow od kobiet z endometripdo hodowliin vitro eutopowych i ektopowych
komoérek endometrium nasila proliferacji zmniejsza apopt@z w komdrkach
endometrium. Zjawiskiem tym tlumaczyesprzezywalngs¢, inwazg i rozrost tych
komoérek z nagpowym rozrostem ognisk endometriozy w obecnanakrofagéw i

monocytow ptynu otrzewnowego chorych kobiet [20].
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2.6.2. ODPOWIELY. HUMORALNA W ENDOMETRIOZIE

Liczne badania udowodnity zekszory aktywna¢ limfocytbw B oraz
obecnd¢ autoprzeciwciat w przebiegu endometriozy. srdd autoprzeciwciat
stwierdzono izotopy IgG, IgM, IgA skierowane pragko antygenom i komorkom
endometrialnym, antygenom wegtrekomorkowym (antyfosfolipidowe,
przeciwhistonowe, przeciggirowe), tkankom (antyendotelialne) i n@em
(przeciwjajnikowe, przeciwtarczycowe). Obeéfiowspomnianych przeciwciat jest
typowa dla nieprawidtowej poliklonalnej aktywacjiimfocytow B. Ta z kolei jest
charakterystyczna dla choréb z autoagresji [20]. €ekawe, autoprzeciwciata
wystepuja tylko u czsci pacjentek z endometrigz w okoto 60%. Cgicie] s
spotykane wrod pacjentek z mniej zaawansowandometrioz [29, 30]. Na podstawie
bada przeprowadzonych przez Gleichera oraz Dmowskiggieslzono,ze reakcja
immunologiczna midzy antygenami eutopowego endometrium a autoproetiami
przyczynia s do nieptodnéci lub nawracajcych poronié u kobiet z endometrigz
[20, 32, 87].

Zmiany w obebie funkcjonowania odpowiedzi humoralnej tlumacz
prawdopodobnie statystycznieesisze wysipowanie wraz z endometrigniektorych
schorzé immunologicznych. Wymieki tu mana toczé trzewny, reumatoidalne

zapalenie stawOw czy niedoczystdarczycy [88].

2.6.3. ROLA ANGIOGENEZY W ROZWOJU ENDOMETRIOZY

Wiadomo ju, ze aby tkanka endometrialna mogta ulec adhezji icaegieniu
poza jam macicy, musi ddé¢ do zaburz& w obrbie lokalnej odpowiedzi
immunologicznej. Aby jednak ekotopowa tkanka magizetrwa w srodowisku jamy
otrzewnej, musi by réwniez zaopatrywana w substancjezgdcze i czynniki wzrostu.
Taka funkcje petn powstagce w procesie neowaskularyzacji naczynia krwimeo
[23] . Na podstawie opracowaSeli i wspotpracownikdw wyogbniono 5 etapow
rozwoju ognisk endometrialnych. | tak: najpierw dodzi do przylegania komorek
zarzuconych do mesothelium jamy otrzewnej. bfase ma miejsce inwazja komorek
do przestrzeni pozakomérkowej, abyzpiej indukowa rekrutacg komérek uktadu
immunologicznego z aktywarjangiogenezy wokot nowego implantu i ostateczn

proliferacp [86]. Angiogeneza jest wt bardzo istotnym czynnikiem rozwoju tkanki
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endometrioidalnej. Regulujey jgrupa biatek sygnalizacyjnych oklanych mianem
czynnika wzrostusrodbtonka naczyniowego- VEGF. Jest on wydzielany péynu
otrzewnowego przez aktywowane makrofagi. Udowodmiggodwy:szony poziom
VEGF u pacjentek z czygnpostaci endometriozy [23]. \WWOd innych czynnikow
angiogennych w endometriozie wymienia gdwniez czynnik wzrostu fibroblastéw i

B (FGFe, FGF-R), ptytkopochodny czynnik wzrosttodbtonka (PD-ECGF), czynnik
martwicy nowotworua (TNF-o) oraz transformuage czynniki wzrostw. i 3 (TGFa i
TGF-R).

2.6.4. ROLA PLYNU OTRZEWNOWEGO W ENDOMETRIOZIE

Zrodtem plynu otrzewnowego u kobiet jest pggEminie osocza, czynfio
wydzielnicza jajnikdw oraz wydzielina jajowodoweaehiis miesiczkowe, wydzielanie
makrofagow [69]. Poprzez bezpednie gsiedztwo z namdami miednicy mniejszej
srodowisko ptynu otrzewnowego wptywa na przebiegcpsdw rozrodczych oraz
proces wszczepiania i praavania ognisk endometriozy. Pomimo sprzecznych
doniesié wicksza¢ bada wskazuje na wzrost afipsci ptynu otrzewnowego w grupie
kobiet z endometriag jak rownie niewyjasniong przyczym nieptodndci [51]. Liczne
badania potwierdzityze ptyn otrzewnowy kobiet z endometrjpma niekorzystny
wptyw na czynné¢ uktadu rozrodczego poprzez oddziatywanie na psozesazane z
owulacp, wychwytywaniem komorek jajowych przez ski jajowodu, transportem
przez jajowdd jak i przgywalngs¢ plemnikoéw, zaptodnienie, implantgacpraz rozwaj
embrionéw [20]. Obecnidé implantéw endometrialnych oraz wsteczny naptywédire
mieshgczkowej stymulyj, poprzez rozwdj miejscowego stanu zapalnego, mapty
makrofagow [90]. Wykazanae aktywnd¢ makrofagow jest bardziej nasilona&nad
pacjentek z endometrig51].

Zarowno makrofagi jak i limfocyty czy ogniska ektypego endometrium oraz
komorki mesothelium otrzewnej magdolnag¢ produkcji cytokin [102, 110]. \Af6d
wytwarzanych w ptynie otrzewnowym cytokin stwierdpolL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, IL 13, IFNy, TNF-, EGF- czynnik wzrostu naskorka, MCP- biatko
chemotaktyczne dla monocytéw, M-CSF- czynnik styujagly tworzenie kolonii
makrofagow, TGF-B — transformagly czynnik wzrostu, VEGF- czynnik wzrostu
srodbtonka, RANTES. Komorki mezotelialne ptynu otrmewego wytwarzaj rowniez

biatko CA-125 [4, 110, 111].
17



Wptyw preparatu RESAN na odpowiedz immunologicznqg typu Th1 i Th2 w endometriozie- badanie doswiadczalne na modelu
zwierzecym

2.6.5. ROLA CYTOKIN W ENDOMETRIOZIE

Liczne badania wskazyjze cytokiny maj istotny wptyw na rozwoj, przebieg
i skutki endometriozy. Dziatanie cytokin zaznaczg fiz na etapie implantacji
ektopowych ognisk endometrialnych. Wedtug doniesi&arcia-Velasco i Arici
podwyzszony poziom IL-8 stymuluje zdol&d ektopowych komorek endometrium do
adhezji do fibronektyny [28]. Cytokina ta jest rden silnym czynnikiem
proangiogennym. Innymi czynnikami angiogenezy wykaaymi przez komorki
ektopowego endometrium 4.-6, IL-1, angiogenina i angiopoetyna [20].

Jeda z molekut biogcych udziat w adhezji i implantacji ognisk
endometrialnych jest ICAM-1, a w8 rozpuszczalna ggteczka adhezji
migdzykomédrkowej. Stwierdzono jej nasikpnekspresj u kobiet z endometriaz
zwlaszcza w zaawansowanych stadiach choroby, @gajpych z daymi naciekami
ognisk endometrialnych. Wiele cytokin prozapalnyshtym IL-1, TNFa czy IFN<y
ma zdolné¢ do zmniejszania ekspresji ICAM-1 na powierzchnimidoek [110].
Ponadto produkcja ICAM-1 przez makrofagi jest ostab pod wptywem IFN-i IL-6
[26].Wedtug doniesi@ Oosterlynck’a TGF-3 prawdopodobnie zmniejsza aktyp&
limfocytow NK w plynie otrzewnowym kobiet z endormiekg [68]. Antagonistyczne
dzialanie ma IL-12, ktora poprzez stymutagprodukcji przede wszystkim IFIX-
zwicksza cytotoksyczrié NK, nasilagc odpowied typu Thl. Wiadomo jednak
rowniez, ze komorki endometrialne nie posiaglagceptorow dla IL-12 [35].

Wiele danych potwierdza ze cytokiny zawarte w ptynie otrzewnowym u
kobiet z endometriaz stymulup proliferacg eutopowych i ektopowych ognisk
endometriozy. Takie wkgiwosci przypisuje s przede wszystkim TNle-i IL-8. Istotrg
role przypisuje si takze IL-6, ktérej s¢zenie rownie jest podwyszone w kigzeniu
obwodowym i ptynie otrzewnowym pacjentek z endomeir Wedtug psmiennictwa
wspomniana cytokina nie by zwigzana z powstawaniem autoprzeciwciat w
endometriozie. Ponadto IL-6 hamuje prolifegggjawidtowych komorek endometrium,
nie wywieragc takiego dziatania na komorki ektopowe [35, 69].

Szczegoln role w proliferacji ektopowego endometrium przypisuije BNF-o.
Wiadomo,ze w prawidiowych warunkach, to jest u zdrowych patgk, molekuta ta
sprzyja apoptozie ektopowych komorek endometriummpeinie inaczej wyglda ta

funkcja wréd chorych pacjentek. Jak wynika z doniasi®ing'a i wsp.,
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rekombinowany TNFx dodany do hodowli komérek endometrialnych pacjerze
endometrioz zmniejszat apopt@zwspomnianych komorek [19].

2.6.5.1. ODCZYN ZAPALNY W ENDOMETRIOZIE

Bol zwigzany z endometrigzmaze mig roznorakie pochodzenie. Na pewno
wsrod przyczyn wymienia siposrednie i bezpérednie podranienie przez krwawienie
z ektopowego endometrium oraz pagmianie i bezpérednie naciekanie zakozen
nerwowych dna miednicy. Kluczawrole w patogenezie bolu przypisujee gednak
wytwarzaniu czynnikbw wzrostowych i cytokin przektywvowane makrofagi i inne
komorki zwhzane z odczynem zapalnym w przebiegu endometrdly [

Prokalcytonina (PCT) jest prohormonem kalcytonimrodukowanym w
stanach fizjologii przez komorki okotepherzykowe tarczycy. Za jej powstawanie
odpowiada gen CALC-l. Pod wptywem infekcji baktergj, grzybiczej, pasytniczej
lub uogdlnionej odpowiedzi zapalnej dochodzi douikaji ekspresji genu CALC-I w
komorkach neuroendokrynnych jelit, ptucgtvoby, nerek, ndsni, adipocytach, ktére
stap sie gtownym zrédtem prokalcytoniny. Pobudzenie syntezy PCT zdzhma
drodze bezpwedniej pod wptywem toksyn mikroorganizmow (npolipolisacharydow
bakteryjnych) lub pgrednio- pod wptywem cytokin prozapalnych, jak TMFH-6, IL-
1R, IL-2 [58]. Takie wnioski na podstawie przeprozanych badawysnut Dandona i
wsp., ktérzy obserwowali wzrostegenia cytokin z nagpowym szczytem poziomu
prokalcytoniny po uprzednim podaniu endotoksynyteaknej [15]. Odmienne wnioski
opublikowali Assicot i wsp., wedtug ktérych w angicznym eksperymencie wzrost

stezenia PCT poprzedzat podwgzone poziomy cytokin [2].

2.7. ROZPOZNAWANIE ENDOMETRIOZY

Wszystkie objawy endometriozyg smato specyficzne, w zwzku z czym
diagnostyka choroby jest ¢#o procesem dtugotrwatym, wedlug danych z
pismiennictwa opéniajgcym ostateczne rozpoznarieednio o okoto pi¢ lat [104].
Objawy podawane przez pacjentki w badaniu podmigtows mato specyficzne.
Opisywane dolegliwveci bolowe w miednicy mniejszej mggnie¢ roznorodne nasilenie
i lokalizacg, niekoniecznie korelgge z nasileniem choroby. W typowym badaniu
ginekologicznym zdiagnozowamaozna jedynie endometrigzpod posta@ zmian w
bliznie po ceciu cesarskim czy zmian w bhiie po nagjtym i szytym kroczu. Przy
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pomocy wziernika zdiagnozowamazna rownig ogniska endometriozy na szyjce
macicy czyscianach pochwy [42]. Niestety réwniadiagnostyka obrazowa nie jest
wystarczajco czuta. Ultrasonografia jest przydatna przedeysikim w rozpoznawaniu
torbieli endometrialnych jajnikow &rednicy przekraczagej 10mm. Wspomnianej
metodzie przypisuje siaz 82-86% czutéci i 98-100% swoistei [42]. Uwaza st
rowniez, ze ultrasonografia przezodbytnicza gm#ona z rezonansem magnetycznym
jest pomocna w diagnostycec¢lgbkich ognisk gruczolistei, zwlaszcza w okolicy
przegrody odbytniczo-pochwowej [95]. Niestety, pemgchowne zmiany otrzewnej i
jajnikdéw czy tex zrosty g niedos¢pne ultrasonografii i rezonansowi magnetycznemu.

Jak przyznaje zdecydowana ¢wsza¢ badaczy, zlotym standardem w
diagnostyce gruczolistoi jest uwidocznienie ognisk endometriozy podczas
laparoskopii [49]. Potwierdzenie histopatologicane jest koniecznym warunkiem do
ustalenia rozpoznania w sytuacji endometriozy etrmevej. Wedlug opracowania
Buchweitz i wsp. laparoskopowa diagnostyka enddomwtrokazata i w 97% czula i
w 77% specyficzna. Warto jednak podire , ze korelacja midzy laparoskopowym
rozpoznaniem endometriozy a jej histologicznym petdzeniem jest stosunkowo
niska [95]. Stosowanie klasyfikacji endometriozyzpala na tatwiejsze poréwnanie
uzyskiwanych wynikéw leczenia endometriozy. Najciej klasyfikacja endometriozy
odbywa st wedtlug rASRM, to jest The Revised American Socifety Reproductive
Medicine Classification of endometriosis z 1996 r.

Niestety, wcaz brak typowych markerow endometriozy, ktore poztybly na
czute i swoiste rozpoznanie choroby z ungkrem inwazyjnych technik, do jakich
nalery laparoskopia. Tym sposobem tak napraweznana jest catkowita liczba kobiet
cierpigcych z powodu endometriozy. Nietliove jest te wczesne jej wykrywanie
bowiem u wielu kobiet przez diugi czas moprzebiega asymptomatycznie. ¥Wod
bada& dodatkowych ogsto stosowanych pomocniczo w rozpoznawaniu choroby
wymienia s¢ ocerp sktzenia biatka CA-125 we krwi [53]. Jest to jednak staincja
mato specyficzna, wygbujaca rownie w wielu innych schorzeniach ginekologicznych,
wsrod ktorych najcgsciej wymienia s¢ raka jajnika oraz stany zapalne miednicy
mniejszej, mgsniaki macicy, cze ektopows czy polipy szyjki macicy. Wiadoma,e
podwyzszony poziom CA-125 koreluje z wgpbwaniem endometriozy érednim i
ciezkim przebiegu i proponuje ¢srutynowe oznaczanie tej substancfiréd pacjentek
diagnozowanych ze wzglu na nieptodn& [62]. Najlepiej przeprowadzaoznaczenia

tego markera w pierwszych dniach maegki, kiedy s¢zenia antygenuasnajwyzsze.
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Podkréla sk takze warté¢ oznaczania CA-125 jako markera prognostycznegaoataw
endometriozy, wskanika oceny skuteczioi dziatax chirurgicznych oraz czynnika
prognostycznego nitiwosci zagcia w chze wsrdd pacjentek cierpcych na
nieptodnd¢ w przebiegu endometriozy [73].

Postpy w badaniach nad etiopatogemegruczolistéci wytaniap kolejne
propozycje biochemicznych markeréw choroby, jednakvzgédu na nisk czutas¢ nie
majg one zastosowania klinicznego. Wymienia &itaj medzy innymi aromataz P
450. Jest to enzym konweriay androstendion i testosteron do estronu, ypygicy w
eutopowym endometrium, lecz tylkaskdd kobiet z endometriaz Jego zaletjest brak
zaleenosci migdzy ekspregjw endometrium a fazcyklu miesaczkowego. Wykazano
jednak podwyszone poziomy tego enzymu rowhigv innych estrogenozaieych
chorobach miednicy mniejszej, co znacznie ghpego warté¢ diagnostycza [42].

Do surowiczych markeréw endometriozy zali€apazna interleukig 6, lecz
po wykluczeniu objawéw zakeania. ROwnie poziom leptyny ulega podwgzeniu w
przypadku gruczolistmi. Jest to interleukina produkowana w adipocytacha
wiasciwosci prozapalne i neoangiogenne [42]. Corazoej doniesié wskazuje na
podwyzszone poziomy witaminy E oraz afaminy, glikoproteiniazace] wit. E, jako
markeréw stresu oksydacyjnego w przebiegu endoozgtri[85]. Wymienione
substancje pozostgjednak w sferze badadoswiadczalnych i nie znajdaijjeszcze

zastosowania w klinicznej diagnostyce endometriozy.

2.8. LECZENIE ENDOMETRIOZY

Tak jak wcyz trwajg poszukiwania jednoznacznych przyczyn powstawania
endometriozy, tak nie udato ¢siznale¢ w petni skutecznego leczenia choroby,
umazliwiajagcego eliminagj wszystkich zwizanych z nj objawow. Terapia choroby
ma bowiem na celu redukcpolu, zwekszenie szansy na #eje w Chze oraz W miag
mozliwosci maksymalne opinienie wysigpienia wznowy choroby [81]. W miar
postpow w pracach badawczych pojaviigic nowe hipotezy dotygze maliwosci
terapii gruczolistéci, jednak nie poznano dmt preparatu, ktérego mechanizm
umazliwitby eliminacje bdlu, nieptodnéci, a tym bardziej terapi torbieli

endometrialnych. Schemat leczenia choroby must bparty na szczegotowym
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wywiadzie z pacjentk uwzgkdniajgc jej potrzeby, domingge objawy, choroby
towarzysace, a przede wszystkim- plany prokreacyjne.

Ryc. | Schemat leczenia torbieli endometrialnydioiu w przebiegu endometriozy na
podstawie Sobstyl M. et al. Farmakologiczne leczeendometriozy; Gambone.
Consensus statement for the management of chraiecppain and endometriosis:

proceedings of an expert-panel consensus process.

LECZENIE ENDOMETRIOZY

BOL «——— TORBIELE
l ENDOMETRIALNE
LEKI | RZUTU

*NLPZ
*antykoncepcja hormonalna

brak poprawy po 3 miesigcach terapii skutecznos¢

kontynuacja przez 6-12 miesiecy

LEKI I RZUTU LECZENIE CHIRURGICZNE
*analogi Gn RH + add back +
*Danazol *analogi GnRH + add back
*gestageny *Danazol

*gestageny
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Ryc. Il Schemat leczenia nieptodico w przebiegu endometriozy wg Radwan P.,

Radwan J. Pogbowanie w endometriozie wspotistrjegj z nieptodnécia.

LECZENIE ENDOMETRIOZY

NIEPLODNOSC
ENDOMETRIOZA | i Il stopnia ENDOMETRIOZA Il i IV stopnia
<3511 >35r11.
leczenie chirurgiczne |
<351z, 4xAH >35r1,
—> zapfodnienie in vitro <—
]
brak skutecznosci
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2.8.1. LECZENIE FARMAKOLOGICZNE

W przypadku endometriozy, ktorej domigeym objawem $ rézne postaci
bolu, coraz cgciej zaleca si jako pierwsze leczenie farmakologiczne. Wiadouw,
gruczolisté¢ nalezy do chordb estrogenozateych. Jiu dawno dokonano spostezs,
ze dwa fizjologiczne stany organizmu tagedabjawy endometriozy, a mianowicie
cigza I menopauza. Farmakoterapia magowina celu stworzeniesrodowiska
hypoestrogennego w organizmie, aby zahanéowarost widciwej jak i ektopowej
tkanki endometrialne;.

Wsréd dosgpnych i znanych preparatow wymieniag diormonalg terapé
antykoncepcyjn, niesterydowe leki przeciwzapalne, Danazol -lek daiataniu
antygonadotropowym i androgennym, analogi gonadojily oraz leki gestagenne. Jak
wskazuyp dane systemu Cochrane, schemat leczenia wyyeptupseudocize nie
przynosi znaczniejszych kor@y niz leczenie doprowadzgje do pseudomenopauzy w
przypadku bolu w endometriozie. Pgsbwanie farmakologiczne powinno ogi
uwzgkdniat indywidualry sytuacg pacjentki i by podyktowane madiwymi skutkami
ubocznymi [5]. Uproszczony schemat ppstwania w przypadku bolu zgydanego z
endometrioz oraz torbieli endometrialnych przedstawia rycina 2

Powszechnie przyfo, ze lekami pierwszego rzutu w przypadku endometriozy
manifestugcej sk réznymi postaciami bolugshormonalne leki antykoncepcyjne oraz
niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ) [81,96]. iddanie NLPZ wjze st z
wysokim poziomem ekspresji cyklooksygenazy 2 (COX-Zv zmianach
endometrialnych. Wspomniane leki mpagdolnag¢ blokowania tej ekspresji. Niestety,
wywotuja das¢ uciazliwe skutki uboczne, takie jak owrzodzerietadka, hamowanie
owulacji, a poza tym dzialgjwytacznie objawowo, bez jakiegokolwiek harpggo
wptywu na ogniska endometriozy [89].

Celem stosowania dwusktadnikowych tabletek antykpognych jest
uzyskanie stanu ,pseudagy’, poniewa brak miesiczek oraz przemiana doczesnowa
endometrium hamajpostp choroby i zmniejszajdolegliwaici bélowe [96]. Ponadto
doustna terapia antykoncepcyjna (DTA) wptywa naukaj apoptozy w endometrium
pacjentek z gruczolisfoia [59, 69]. Antykoncepcja hormonalna powinna ¢by

stosowana w sposObagty, aby jak najskuteczniej wywatasupresi endometrium [6,
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89, 96]. Wad metody g nieregularne krwawienia z drég rodnych, mogwystpowat
u okoto 10% kobiet [6].

Jezeli leki antykoncepcyjne i NLPZ nie przynasalgi w leczeniu bélu po okoto
3 miesjcach stosowania, rozwg nalezy leczenie chirurgiczne lub wdzenie lekéw
drugiego rzutu, o silniejszym dzialaniu. Zalicza¢ siutaj analogi hormonu
uwalniapcego gonadotropiny (GnRh), Danazol i progestageny.

Danazol jest lekiem sprawdzonym, stosowanym od 7@ttych. Jest to
syntetyczny androgen, ktdérego dziatanie polega aadwaniu owulacji, obuaniu
stezenia estrogendw i wptywaniu na atgoéndometrium. Stosowany w dawce 200-600
mg na dob skutecznie hamujesgodwzgorze-przysadka-jajnik [81, 89]. Amane z
lekiem dziatania uboczne ograniczgego stosowanie. gSto: wzrost masy ciata,
zmeczenie, tgdzik, tlusta cera, zatrzymywanie wody w organizmbgrsutyzm,
uderzenia gayca, obnienie tembru gtosu (czasem nawet nieodwracalneyyavensé,
kurcze mgsni szkieletowych, nieregularne krwawienia [8, 89rapia Danazolem
wymaga rownig stosowania pewnej antykoncepcji barierowej, poaiewek ma
dziatanie teratogenne [8]. Nale jednak zaznacZy ze zafcie w chze podczas
stosowania Danazolu jest bardzo malo prawdopodobwgkazano rownig
niekorzystny wptyw Danazolu na gospodarkpidows i funkcje watroby. Z tego
powodu nie zaleca gistosowania leku diej niz przez 6 miescy [89]. Dzkki
dziataniu androgennemu lek ©b® st jednak okaza korzystry alternatyva dla
pacjentek skagcych sé na obnione libido w trakcie stosowania innych lekow, z
ktorych wszystkie zmniejszagtezenie androgendw [54].

Znacznie krotsg liste skutkéw ubocznych prezenjugnalogi GnRH. Dziatgj
poprzez  wywotanie  hipogonadyzmu  hipogonadotropowegd objawow
pseudomenopauzy. W ten sposob leki elimjruijoliferacyjny wptyw estrogenow na
komorki endometrium. Podobnie jak Danazol i proggshy, analogi GnRH wywol
zmniejszenie ¥z zanik miesiczek. Znanych jest kilka preparatow,zm@cych s
drogs podawania: leuprolid- w formie dogdniowej, donosowa nafarelina i podawana
podskornie goserelina [8].

Leki map jednak pewne wady asdrogie oraz majszereg dziata ubocznych,
wynikajacych z dziatania hipoestrogennego, do ktorych zgicnalezry uderzenia
gorgca, bezsennrio, suchaé¢ w pochwie, spadek libido, zaburzenia depresyjrie b
kostno-stawowe, dgsiwosé, zaburzenia lipidowe, znaczny spadek masy kostne.

Nalezy bardzo ostrznie wicza® terapeé analogami wréd pacjentek, ktore jeszcze nie
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osiagrety szczytowej gstasci kosci [89]. Jednak w odedieniu od terapii Danazolem,
dziatania niepmdane analogéw poddgjsic leczeniu substytucyjnemu [8, 41, 96].
Dodanie matych dawek estrogenow zapobiega dzialameepdadanych analogow
GnRH, nie niwelujc ich leczniczych skutkow. Okila sk to jako tzw. teragi add
back Chroni ona pacjentkprzed utrag masy kostnej, zmianami naczynioruchowymi
czy atrofg uktadu moczowo-pitciowego [54, 96]. Nagéziej zaleca si tutaj pohczenie
niskodawkowych skoniugowanych estrogenow z ges&mge

Inng alternatywy jest stosowanie z analogami GnRH noretisteroniawce 2,5-

5 mg/dolg -sam gestagen zapobiega wtedy utracie masy kdsuheP6]. Istotna jest
jednak kontrola gospodarki lipidowej, poniewabyt wysoka dawka gestagenow w
terapii add backmaoze potgowa niekorzystny wptyw analogow [8]. Takztozong
terape mazna kontynuowa przez okres 12 miegly, podczas gdy podasamego
analogu nie powinna lBydtuzsza nk 6 mies¢cy. Niestety, dolegliwgci bélowe maj
tendengj do nawrotu ja w ciaggu 60-90 dni po odstawieniu leczenia [54].

Alternatywg dla drogich analogdbw GnRHa spreparaty progestagenowe. Ich
dziatlanie polega na wywotlywaniu przemiany doczesjow atrofii komorek
endometrium przy réwnoczesnym hamowaniu jajnikowegdwarzania estrogenéw
[54, 96]. Dodatkowo progestageny hamuproces angiogenezy we wszczepach
endometrialnych, jak rowniepodkrela sk ich dziatanie przeciwzapalne [89]. Usiea
sie, ze jest to bardzo korzystna forma leczenia endoomtipo wczéniejszym leczeniu
operacyjnym. Progestageny zmniejgz@rawdopodobigstwo nawrotu dolegliviei
bélowych i wydhzaja okres remisji [107]. NajeZciej stosowanym lekiem z tej grupy
jest octan medroksyprogesteronu [41, 96]. Rdelku mana rozpocg¢ od 10 mg/dob
w dwoch lub trzech dawkach [54]. kpriormg leku jest postadepot —150 mg co 3
miesgce dome¢sniowo [89]. Z innych preparatow wymig€nimazna linestrenol
(Oragmetril) w dawce 5-15 mg/dgb noretysteron (Primolut-N) 5-10 mg/dgb
dydrogesteron (Duphaston) 10-20 mg/glotzy chlormadynon 2-6 mg/deb[81].
Stosuje sj takze lewonorgestrel w formie wktadki wewtnzmacicznej. Ta forma terapii
w znakomity sposob zwalcza bol zwany z endometriaz Gidwne powiktania
leczenia gestagenami to nieregularne krwawienlam@nia, tadzik, wzrost masy ciata
czy sktonné¢ do nastrojow depresyjnych [8].

Jak wynika z powsszych informacji, znane i sprawdzone leki stosavan
leczeniu endometriozy nie przynaspeinych i trwatych efektéw, a zwdane z ich

stosowaniem skutki uboczne rpagtotny wptyw obntajacy komfort zycia leczonych
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pacjentek. Z tego wzgtlu wchz poszukuje si nowych form leczenia gruczolism. W
miarg poznawania kolejnych aspektéw zwanych z etiopatogengzhoroby, pojawiay
siec nowe kierunki leczenia. Obecnie najegj uwagi wrod badanych form terapii
przypisuje s} inhibitorom aromatazy, inhibitorom TNé- oraz selektywnym
modulatorom receptora progesteronowego [6].

Inhibitory aromatazy (IA) magokaz& sic szang leczenia ektopowych ognisk
endometriozy opornej na leczenie analogami GnRH.ka¥gno, ze ektopowe
endometrium wykazuje pewien rodzaj autonomii -niezee] od osi podwzgorze-
przysadka-jajnik produkcji estrogendéw. Powstane za pérednictwem aromatazy,
poprzez konwergj produkowanego w nadnerczach androstendionu donestr z
ktGrego nasipnie przy udziale dehydrogenazy typu | produkowgest estradiol.
Wykazanoze zwkkszona aktywn& aromatazy wplywa znagzo na patogenezawielu
chordb estrogenozaleych, takich jak rak piersi, endometrioza, rak endtrium i
migsniaki macicy [3]. Zaobserwowano bardzozelaktywna¢ aromatazy w torbielach
endometrialnych i wszczepach endometrialnych neeatnej. Co wicej, najsilniejszym
induktorem aktywngci aromatazy jest prostaglandyna PGE2, ktorej gynjest silnie
stymulowana przez estradiol. W ten sposob ektopthanka endometrialna posiada
pewrg autonomg¢, ktérg ttumaczy s¢ opornag¢ niektorych pacjentek na leczenie
analogami GnRH, antykoncepchormonalg czy Danazolem. Inhibitory aromatazy
dziatap wi¢c poprzez hamowanie wytwarzania estrogenéw w oguolslendometriozy,
ale rownie w jajniku i na obwodzie, w tkance tluszczowej [5RJerwsze pojedyncze
doniesienia o0 stosowaniu inhibitorow aromatazy wdja sic w 1998 roku, jednak
randomizowane badanie opublikowano w 2004 roku.y&m#to ono stosowania
anastrozolu wraz z analogami GnRH w grupie padiepi® laparoskopii z powodu
endometriozy. W drugiej grupie stosowano same gnaly/srod kobiet leczonych
dodatkowo inhibitorami aromatazy wykazano znacefeitywniejsz i dtuzsz remisg
choroby po operacji [94].

Wiadomo, ze inhibitory aromatazy podwgzap stzenie FSH z nagpowg
oceny bad& zwigzanych z zastosowaniem IA w endometriozie zalégdzenie tych
lekbw u kobiet przed menopapzz analogami GnRH, progestagenami lub
antykoncepgj doustra celem supresji czynidoi jajnikow. Wedtug badaczy obserwacje
kliniczne pozwala wysnu réwniez inne wnioski. Zgodnie z nimi nina zaleai 1A w

terapii bolu opornego na inne leczenigisleki z wyboru w przewlektej endometriozie
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u kobiet po menopauzie. Zalgej grupy lekow jest rowniefakt, ze terapii towarzysg
stosunkowo nieliczne skutki uboczne, a przede wkizgs brak znaczco
niekorzystnego wptywu naggtas¢ mineralry kosci [3]. Znane s dwa typy inhibitorow:
kompetencyjne, anastrozol i letrozol oraz inaktywateksemestan. Naig jednak
pamkta¢, ze lgczne stosowanie analogdw GnRH i inhibitoréw aromatest terapi
bardzo kosztown

Kolejnag grum lekéw, z ktdg wigze st duze nadzieje w zvaizku z leczeniem
endometriozy, gsinhibitory TNF-. Jak opisano wcZeiej, jest to cytokina nadmiernie
produkowana u kobiet z gruczolistig, stymulupca adhezj komorek endometrialnych
do mesotelium i pobudzgyg ich proliferacg. Inne dziatania TNF: opisano powse;.
W badaniach na pawianach wykrytae dodanie biatka wkacego TNF do
ztuszczagcego s¢ endometrium przed wprowadzeniem go do jamy otrosve)
zmniejszato szags powstawania ognisk endometriozy [17]. Prébowanaljqumia
leczenia pentoksyfilsn W badaniach Balascha jej zastosowanie u chorych p
laparoskopii z | i Il stopniem zaawansowania chgrobydawato st obiecujce,
skutkupc wiekszym odsetkiem g wsrod pacjentek. Jednak fitiejsze badania u
kobiet z gruczolistécig Il i IV stopnia nie wykazaly jiu tak korzystnych efektow.
Pewne nadzieje wie st z innymi lekami tej grupy, jak etanercept stosoyvam
leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow orazceper infliksymab [96].

W sferze bada doswiadczalnych pozostgj rowniez antyprogestageny, np.
mifepriston (RU 486), onapriston czy ZK 136799. dfifiston podawany w dawce 50-
100 mg/d skutecznie redukuje bol zamany z endometriaz[81]. Terapia lekiem nie
jest jednak powszechna, ograniczenie spowodowase rjgedzy innymi faktem
stosowania go w terminacjiagly. Alternatyws mogy okaz& sie selektywne modulatory
receptora progesteronowego (SPRM), gzki 0 zmiennym dziataniu na receptor w
zaleencsci od lokalizacji tkanki docelowej. Wywolyjone supresgj wzrostu tkanki
endometrium i kontrolaj miejscows produkcg prostaglandyn [6]. Znanym lekiem
opisanej grupy jest asoprisnil. Usea sk, ze dzeki tym lekom mana omimgé
ogolnoustrojowe dziatanie progestagendw, jak zatsggyanie wody w organizmie,
depresja czy tkliwg piersi [81].Wydaje si, ze wysolky efektywnd¢ w leczeniu
endometriozy reprezentujowniez antagonici GnRH. Leki te nie powodajpierwotnej
stymulacji czynnéci jajnikow jak analogi GnRH,sslepiej tolerowane przez pacjentki
[81].
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Wcigz badane $ réwniez inne grupy lekéw, jak inhibitory angiogenezy
(endostatyna, inhibitory VEGF), inhibitory metalopginaz tkankowych (marimastat,
prinomastat, tanomastat, ONO-4817), agonieceptora estrogenowego B3, selektywne

modulatory receptora estrogenowego (SERM) oragrsgatinne.

2.8.2. LECZENIE CHIRURGICZNE

Leczenie operacyjne wskazane jest w przypadku weis pacjentek
staragcych s¢ o cigze, pacjentek z torbielami endometrialnymi oraz uhtya ktorych
leczenie farmakologiczne nie przyniosto efektu. féhmvary forma lecznicz jest
laparoskopia. Zalecacsiaby wdr@ono g po minimum 3 miegcach po odstawieniu
leczenia hormonalnego, aby unikn,maskowania” objawéw [49]. W przypadku
endometriozy otrzewnowej zniszczenie ogniskzn@o osggm¢ w wyniku ablaciji
laserowej, koagulacji diatermichirurgiczra oraz resekcji na ostro [44]. Trwaj
dyskusje na temat porownania skutegznoesekcji i ablacji ognisk. Wielu operatorow
uznaje za skuteczniepzeseka z nas¢pows koagulacy krwawigcych miejsc. Jednak
tego roku opublikowano obszerne, randomizowane rhadarzeprowadzone w grupie
335 pacjentek. GZ¢ z nich leczono z powodu endometriozy poprzez igseaignisk, a
cze$¢ —za pomog ablacji. Nastpnie przy uyciu specjalnej skali bélu oceniano stapie
nawrotu objawdéw choroby w czasie do 12 mgegiod leczenia operacyjnego. Okazato
sie, ze w obydwu grupach stopienasilenia dolegliwéri i odsetek ich pojawiania¢spo
leczeniu operacyjnym byty porownywalne [37]. k@ wysnié zatem wniosekze
rodzaj zastosowanej techniki zafetak naprawd od preferencji i déwiadczenia oraz
dostpnaici réznego sprgtu.

W razie nawrotu doleglivaei po leczeniu laparoskopowym zalecg sbozwaenie
leczenia hormonalnego. Ponowny zabieg powingowsikona jedynie u pacjentek
opornych na pogpowanie farmakologiczne [44].

W przypadku torbieli endometrialnych z reguty ppsiwanie chirurgiczne jest
metody, z wyboru. W obszernych badaniach potwierdzonozsay efektywnaé
wytuszczenia torbieli wraz z toreplkwv porOwnaniu z drer@m i nasgpowy ablach
torbieli [36, 91].

Koagulacja lub laserowa waporyzacja torbielgi@ st z wyzszym ryzykiem
nawrotdw zmian w poréwnaniu z ich wyluszczeniemndtio wytuszczanie zmian o

srednicy powyej] 4 cm wjze sk z uzyskaniem lepszych wynikéw ptodiwo w
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porownaniu z dreri@m i ablacji [49]. Wiasnie w grupie pacjentek z torbielami,
leczonych z powodu nieptodém, postpowanie musi by bardzo ostrznie wywaone.
Coraz czsciej wskazuje si na leczenie operacyjne jako czynnik rpog obniaé
rezerw jajnikowg. Dlatego nalgy doktadnie rozwzy¢ sens operacyjnego leczenia
matych zmian, ktérych wytuszczenie prawdopodobriee wiptynctoby w znaczcym
stopniu na popragv ptodnagci, a z drugiej strony -zmniejszytoby etps¢ tkanki
jajnikowej. Niektére dane z §@niennictwa potwierdzgj ze po obustronnym
wytuszczeniu torbieli odpowiegdjajnikdw na stymulagj gonadotropinami w trakcie
stosowania technik wspomaganego rozrodu jest gb3%.

Nawroty torbieli endometrialnych, w zal®sci od zastosowanej techniki,
pojawiap sie u 6,4-18,4 % pacjentek [44]. Dlatego zaleca gboperacyjn terape
farmakologiczyp, aby zmniejsz§ nasilenie i opgni¢ nawrdt dolegliweéci bolowych w
obrebie miednicy mniejszej. Wedtug wytycznych ESHRE pmouje s leczenie
Danazolem lub agonistami GnRH przez okres 6 rugspo operacji endometriozy.
Wykazano,ze terapia antykoncepcpoustra nie przynosi opisanych powgj efektow
[49].

Uwaza sk, ze pozytywny wynik histopatologii potwierdza endonue, ale
wynik negatywny — wcale jej nie wyklucza. Badanistdpatologiczne powinno By
wdrozone zawsze w przypadku torbieli endometrialnycnealnicy powyej 3 cm oraz
w przypadku gibokiej, naciekajcej endometriozy, aby wyklucgzy zmiany o
charakterze rozrostu Zovego [49].

Gleboka endometrioza mie by zlokalizowana w okolicy wizadet krzyowo-
macicznych, zagbienia odbytniczo-macicznego, pochwy, odbytnicy ¢cherza
moczowego. W przypadku lokalizacj¢gherzowej i wgzadtowej laparoskopia okazata
sie by¢ skuteczg metod,. W przypadku endometriozy jelitowej leczenie layskiopowe
jest skuteczne przy naciekaniu btony surowiczeg, bagcia btony méesniowej. Aby
doprowadzt do zmniejszenia ognisk endometriozy i ich unacewyid, warto
zastosowa przed leczeniem operacyjnym e¢lgbkiej endometriozy leczenie
farmakologiczne [44]. Jednak wieloletniesdaadczenia z naszego szpitala wskazuj
brak efektu farmakoterapii w leczeniwclgbkiej, naciekajcej endometriozy. Jedynym,
w petni skutecznym, sposobem leczenia tej formyoeratriozy jest cgciowa lub
odcinkowa resekcja odbytnicy. Jednak terapiagtazy st ze znacznym ryzykiem

powiktan zaréwnosrod- jak i pooperacyjnych.
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W przypadku operacyjnego leczenia endometriozyyzaviej z bélem istnieje
wiele kontrowersji. Znane dwie metody denerwacji ciog nie przyniosty
oczekiwanych efektow. W ostatnim randomizowanym do@d przeprowadzonym w
Wielkiej Brytanii oceniono skutecz&d LUNA - laparoscopicuterosacral nerve
ablation. Oceniano dolegliwoi bélowe po przeprowadzonych operacjach w grupié 4
kobiet leczonych z powodu doleglis@ bélowych miednicy mniejszej w latach 1998-
2005. Nie zaobserwowano istotnychzmi@ w zwalczeniu dolegliwkei zwigzanych z
bolesnymi miesiczkami, dyspareuni oraz poprawy jak&i zycia pomedzy
pacjentkami leczonymi techriiLUNA oraz klasycza laparoskopi [16].

Nieco wkksze korzyci powinna przyni& laparoskopowa neurektomia
przedkrzyowa (LPSN- laparoscopic presacral neurectomy). &\igniesié wskazuje
na znaczg skuteczné& w zniesieniu doleglivgxi bodlowych leczonych technik
neurektomii. Jest to jednak zabieg trudny techn&zo wykonania, wymagagy
znacznej wprawy operatora. Zabieg niesie ze sidstety rownig powane powiktania
zZwigzane z odnerwieniem odbytnicy ¢gherza moczowego. Sposobem na przeztie
okresu remisji doleglivgri boélowych jest pooperacyjne agzenie leczenia
farmakologicznego, np. analogbw GnRH lub progestdge rownie
wewmntrzmacicznej wktadki uwalniagej lewonorgestrel (Mirena) [114].

Dopdki nie zostanie ostatecznie wijaona etiopatogeneza endometriozy, trtwa
beda poszukiwania nowych, skuteczniejszych lekow. Naeraviadomoze choroba ma
podiaze wieloczynnikowe - gt rd&znorakie kierunki poszukiwea dotyczcych
mozliwosci jej zapobiegania i leczenia. Wiele z nich ma a#&cicharakter
eksperymentalny, wymaggy poszerzenia badalotyczcych mechanizmow i zakresu
dziatania. Od kilku lat trwaj badania nad preparatem zZoaym z kilkudziesjciu
skfadnikow imitucych antygeny tkankowe, uzyskanych e¢dry innymi z
endometrium, z ognisk endometriozy, z¢fniakéw oraz z biatek CA-125, CA 15-3.
Zostat on przebadany przez dr Ovsienkoswodku w Witebsku (Biator§). W projekcie
badawczym wzity udziat 22 pacjentki, z ktérych 12 chorowato mmlemetrioz, 10 na
endometrioz i miesniaki macicy, a u dwoch stwierdzono torbiele jagvik Pacjentki
poddano szczepieniu preparatem RESAN. Po uptywesiua zaobserwowano istotny
spadek nasilenia doleglia bolowych zwjzanych z miegczkami, wspdétyciem
ptciowym, dolegliwgdciami midzymiesgczkowymi. Ponadto stwierdzono istotne

statystycznie zmniejszenie eoftgsci torbieli oraz calkowy regresg zmian o
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charakterze mgéniakow wsréd 7 z 10 chorych kobiet. Udokumentowano réwinie
istotne obnienie poziomu markeréw nowotworowych w surowicy bgad pacjentek:
CA-125, CA-19-9, CA-15-3 | CEA (p<0,05).

Zespot badawczy prof. Ovsienko poditee réwniez, ze preparat RESAN
wptywa na aktywaegj odpowiedzi komorkowej poprzez podigganie poziomu TNie-
I IFN-y oraz doprowadza do stalego i diugotrwatego padzgnia aktywngci
cytotoksycznej CD-56 pozytywnych limfocytow. W ppmadkach osgniecia
catkowitego zniszczenia zmian nie dochodzi do n&wochoroby, poniewa w
systemie immunologicznym ksztattujec gprawdopodobnie parid immunologiczna
[113].

Powyzsze doniesienia magswiadczy o skutecznéri preparatu RESAN.
Badana grupa pacjentek jest jednak zbyt mata edigrodna, aby dostarézgzerszych
I wyczerpugcych informacji na temat mechanizmu i zakresu dnpial substanciji.
Kolejng proke opisania skuteczdoi RESAN w leczeniu i zapobieganiu endometriozy
na modelu zwierym podgto w ostatnich latach w naszyndrodku, potwierdzayc, ze
preparat RESAN korzystnie wpltywa na profilaktykndometriozy u szczuréw oraz
wraz z posipowaniem chirurgicznym skutecznie redukujeetds i liczbe ognisk
endometriozy otrzewnowej [98].

Wobec przedstawionych publikacji interegig wydata si kwestia wyjdnienia
mechanizmu dziatania preparatu RESAN, zwlaszczaomeiécie jego wplywu na
odpowied komérkowy  w przebiegu endometriozy. Z tego powodu uzagewehi

wydato mi s¢ podgcie tego tematu w mojej pracy doktorskiej.

3. CEL PRACY

Celem pracy jest ocena wpltywu preparatu RESAN napowied
immunologicza typu Th 1 i Th 2 w badaniu eksperymentalnym na ehod

zwierzecym.

4. MATERIAL

Materiat do bad@ stanowita surowica otrzymana z krwi pobrane] padcz

kolejnych czterech etapdéw @eiadczenia od 58 dojrzatych szczurzyc szczepu Wista
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Na przeprowadzenie éwiadczenia uzyskano zged.okalnej Komisji Etycznej
ds. Dawiadczeé na Zwierztach w Poznaniu w dniu 24 kwietnia 2006, uchyvat
20/2006. Deéwiadczenie byto przeprowadzane zgodnie z zalecenMmisterstwa
Edukacji i Szkolnictwa Wjiszego z 1959 r. oragwiatowej Deklaracji UNESCO
odnanie praw zwierat z 1978 roku.

Zwierzeta przechowywano w plastikowych klatkach w pomiesntach
Katedry i Zaktadu Toksykologii Uniwersytetu Medyego w Poznaniu przy ul. Dojazd
33. Wszystkie szczurzyce karmiono paszstatym skladzie — zawiegap 24% biatka.
W pomieszczeniach panowata statla temperatura iowit§c, zwierzta miaty staty
dostp do paszy i wody pitnej. Po zalazeniu déwiadczenia materiat biologiczny
przekazano firmie PHUT ,Ultex” w Luboniu

Podczas kolejnych etapow eksperymentu (przeszarepieektopowe
eutopowego endometrium, leczenie endometriozy itrkbra laparotomia) pobierano
krew z ogona zwiett w ilosci 2 ml do probéwek zérodkiem przeciwkrzepliwym
(wersenian sodu), ktgmastpnie odwirowano, a uzyskarsurowie przechowywano w
temp. ok. -70° C w chtodni w pomieszczeniach PragdBiochemii Ginekologiczno-
Potazniczego Szpitala Klinicznego w Poznaniu.

Badania sfinansowano zedkéw KBN nr NN 404154134.

5. METODYKA
5.1. CZESC DOSWIADCZALNA

Dojrzate piciowo szczurzyce w wieku 4 migsy podzielono na trzy grupy -
dwie po 24 szczurzyce i jeglhw skiadzie 10 zwiert. Grug pierwsz (I) poddano
profilaktycznemu dziataniu preparatu RESAN, grapug (I)- dziataniu leczniczemu,
a ostatnie 10 szczurow stanowito ggugontrolrg (111).

Preparat RESAN jest substangawieragca w swoim sktadzie kompleksy
molekut pozyskanych z ksenogenicznych biatek zwmreh Gallus domesticys S to
miedzy innymi glikoproteiny (frakcjan2l3), peptydy i wglowodanowe fragmenty
ponad 40 réenych antygenow nowotworowych. Glikoproteiny imig§-50 fragmentow
(dhugasci 7-30 aminokwasow) kalego antygenu. Preparat wymtje w formie proszku
krystalicznego w iléci 200mg. W celu podania proszek uzupetnia 8j9% sad
fizjologiczng do obgtosci 1 ml. Szczegotowy sktad preparatu chroniony pestentem

RB nr 542883 [103].
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Catas¢ czesci doswiadczalnej badania roztono na cztery etapy. W pierwszym
Z nich grug 24 szczurzyc poddano szczepieniu preparatem RES&AMMN uzyskania
dziatania profilaktycznego. Preparat w zalecanggtokci i po przygotowaniu wedtug
zalec& producenta, podano w potowie podskornie w okoliczucha, a potow w
okolice migsnia paladkowego. Od kadej ze szczurzyc pobrano pr@bR ml krwi,
ktGra po odwirowaniu zamemno w temperaturze -70 ° C. Krew pobierano z ogona.

Kolejny- 1l etap déwiadczenia miat miejsce po trzech migsich-
przeprowadzono operacyjne wszczepienie fragmentonybtsluzowej macicy
(autologicznego) do jamy otrzewnej. Operacje wykana 24 szczurzyc, ktérym 3
miesgce wczéniej podano profilaktycznie RESAN oraz u 24 zwigra/czéniej nie
szczepionych preparatem. Proces miat miejsce wnkanh czystych, lecz niezupetnie
sterylnych, przy @yciu metod mikrochirurgicznych. Po ogoleniu skdryzucha i
przemyciu go roztworem hibitanu, nacinano ¢abrzuszig w linii posrodkowej, na
odcinku okoto 4cm. Nagpnie uwidaczniano prawy rég macicy i po pogeniu
naczyi macicznych resekowano 3cm fragment rogu macicyciédazaopatrywano
szwami hemostatycznymi. Zgxi wycietego fragmentu macicy, po umieszczeniu go w
roztworze soli fizjologicznej, oddzielano @&z migsniowg od btony sluzowej .
Uzyskany fragment endometrium o wymiarach 4 na 4 naszywano na otrzewn
scienrg po prawej stronie jamy brzusznej za pomszwow nylonowych 6-0.

Do znieczulenia xywano pentobarbitalu podawanego dootrzewnowo. Jamy
brzuszne szczurzyc zamkto szwem cjgtym z wyciem nici Dexon 1-0. Przed
operacy we wszystkich grupach szczurzyc pobrano krew wetofggi 2 ml, ktog
podobnie jak w poprzednim etapie, odwirowano i Z&mno.

W pozostatej grupie 10 szczuréw (grupa lll, kontedl , w analogicznych
warunkach dokonano jedynie uwidocznienia i paiei prawego rogu macicy, ktéry
nastpnie zaopatrywano szwem hemostatycznym. Na otrgzefgrenry po prawej
stronie zakfadano szew nylonowy 6-0, analogiczreesdczurzyc z wszczepionym
endometrium. Krew pobierano analogicznie z ogoregpBrednio po wykonaniu
znieczulenia, przed operacj

Po uptywie kolejnych 12 tygodni przeprowadzonodtap déwiadczenia. We
wszystkich grupach zwiegz wykonano laparotomie zwiadowcze, podczas ktorych
identyfikowano ogniska endometriozy, szczegotowoodsupc, z uwzgédnieniem
dokumentaciji fotograficznej. W grupach | i Il, peveinieniu ewentualnych zrostéw,

wykonano wyaggcie wszystkich zmian podejrzanych o endometrioNastpnie
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uwidoczniono i wygto fragmeniewego rogu macicy, po weadejszym podwgzaniu
naczyi macicznych. Jambrzuszig zamkngto szwem cigtym 1-0 (Dexon). Podczas
wszystkich etapow zastosowano techniki mikrochicmge. Nasfpnie 24 szczurzycom
z Il podgrupy podano RESAN w sposOb opisany pretapie. Wszystkim zwiegzom
pobrano krew jak w poprzednich etapackvdadczenia.

Po kolejnych trzech miegiach, podczas IV - ostatniego etapuévdadczenia,
przeprowadzono trzegilaparotom¢ u wszystkich zwiergt, podczas ktérej ponownie
identyfikowano maliwe ogniska endometriozy i zrosty, pobie@jje do badania
histologicznego. Analogicznie do poprzednich etap@wierztom pobrano krew.
Podczas opisanego etapu w grupie | oceniano t@konierzta, u ktérych wczaniej
rozpoznano makroskopowo cechy endometriozy (n=5).

W czesci daswiadczalnej doszto do straty dwoch zwigrz jednego z powodu
krwawienia pooperacyjnego w dwa dni po drugiej apgi( | grupa), drugiego wskutek
rozegcia i zakaenia rany pooperacyjnej w dai@o pierwszej operacji (Il grupa).

Wszystkie pobrane fragmenty ognisk endometriomyrwalono w 4%
zbuforowanej formalinie, skrojono na mikrotomie, sigpnie typowo wykonano
barwienie hematoksylini eozyry. Ocer histologiczia w mikroskopie swietlnym
wykonano w "sposoObslepy”, tzn. osoba ocenigja nie znata wyniku oceny
makroskopowej oraz nie wiedziata, z ktorej grupychmmdzi szczur. W badaniu
poszukiwano obecdoi gruczotdbw endometrialnych oraz elementow doieliska
endometrium z makrofagami obtadowanymi hemosyderywVszystkie preparaty
skonsultowano z drugim histopatologiem.

Za kryterium rozpoznania endometriozy w ocenie roskopowej przyto
wystepowanie jednej i wicej z wymienionych ponej cech: obecrig pecherzykdw
(torbielek) wypetnionych przezroczystrescig ptynmg i/lub obecné¢ cienkich zrostéw
wokot wszczepu i/lub wyemie wzmaony rysunek naczyniowy pod postacdgniska
przekrwienia na otrzewnegiennej jamy brzusznej.

Uzyskane podczas poszczegollnych etapoéwdmiczenia fragmenty macicy

zabezpieczano do innych, réwnolegtychegaeksperymentu.

5.2. CZESC LABORATORYJNA

Pobram surowie poddano badaniu cytometrii przeptywowej celem gcen
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ilosciowej wybranych cytokin: IL-4, IL-6, IL-10, TNk i INF-y oraz badaniu
immunoenzymatycznemu ELISA celem ocenyzshia poziomu prokalcytoniny
szczurzej. Na podstawie ocenyezsh cytokin analizowano ewentualnprzewag
odpowiedzi komorkowej typu Thl lub Th 2 w poszcdegoéh grupach szczurow
podczas rénych etapow déwiadczenia. Z kolei prokalcytonina szczurza, jakarker
odpowiedzi zapalnej, analizowana byta pogtekn stanu zapalnego wywotanego
przeprowadzonymi operacjami. Wszystkie oznaczeryikowano w Katedrze Biologii i

OchronySrodowiska Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

5.2.1. Pomiar cytokin z zastosowaniem cytometrii przeptywae]

W badaniach nad ocegrsizenia cytokin szczurzych wykorzystano odczynniki
firmy Becton Dickinson (USA). Wszystkie probki swigy szczurzej przechowywano
w tych samych warunkach w temperaturze -70 °C. kéiesy capture beadsoraz
standardy do pomiaru cytometrycznego przygotowaiuisle wedlug zaleae
producenta. Do dziesiiu probowek kontrolnych dodano po 50 pl przygotoyehn
wczesniej standardow w steniach rosgcych 0 pg/mL, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml,
80 pg/ml, 156 pg/ml, 312 pg/ml, 625 pg/ml, 1250mpiy/2500 pg/ml i 500 pg/ml. W
pozostatych probowkach umieszczono po 50 pL surpwimczurzej. Nagpnie do
wszystkich probéwek dodano po 50 pL mieszamiagture beadsraz 50 uL zawiesiny
przeciwciata detekcyjnego spfonego z fikoerytryn. Tak przygotowane probki
inkubowano w temperaturze pokojowej, w ciefoi@rzez okres 3 godzin. Naphie
dodano do wszystkich probek po 100 pl bufowaéh Buffex i odwirowano przy
predkosci 200g. Po odwirowaniu probek oddzielono supemtata pelet zawieszono w
300 pL buforu Wash Buffex. Przygotowane w ten sposob probki poddano aealizi
cytometrycznej z wykorzystaniem cytometru FACScBD (Biosciences, USAoraz
specjalistycznego oprogramowania FCAP Array Sofew@oft Flow Hungary Ltd. dla
BD Biosciencegs Stzenia poszczegdlnych cytokin byty automatycznie lpzane
wzgledem odpowiednich krzywych standardowych.

5.2.2. Ocena stzenia prokalcytoniny z zastosowaniem metody ELISA
W oznaczeniu prokalcytoniny szczurzej zastosowargczynniki firmy
USCNLIFE (Chiny). Wszystkie procedury wykonano zged z zaleceniami
producenta. Probki badawcze i kontrolne oznaczormmdwpjnie. Substangj
standardow uszeregowano w rozgiezeniach od 15,6 do 1000 pg/ml. Dozétago

dotka dodano 100 pl substancji standardowej i bajdamkubupc 2 godziny w
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temperaturze pokojowej. Po usemiu ptynu z kadej studzienki, dodano 100 ul
znacznika A. Ponownie inkubowano probki w tempewipokojowej przez godzin
Nastpnie probki przeptukano 400 pl substancji bufgeaj. Dodano znacznik B i po
godzinnej inkubacji oraz geiokrotnym przeptukaniu prébek dodano 90 pg substia
nastpnie 50 pl czynnika blokggego. Po 10 minutach wykonano odczyt
spektrofotometryczny (aparat Hyperion Micro ReadH) z zastosowaniem fali
diugcsci 450 nm.

5.2.3. Metody statystyczne

Oznaczenia stenia wybranych cytokin i prokalcytoniny opisarioedni
arytmetyczg i odchyleniem standardowym, medianpomiarem maksymalnym i
minimalnym oraz dolnym i gornym kwartylem. Sprawdaagodn&¢ ww. parametrow
z rozktadem normalnym testem Shapiro-Wilka.

Poniewa nie potwierdzono zgoddoi z rozkladem normalnym zaréwno w
badanych grupach jak i w kolejnych etapachiwdadczenia, poréwna dokonano
wykorzystupc testy nieparametryczne. Do poréwnania dwu niengtsh  grup
zastosowano test nieparametryczny Manna-Whitneya, pmbrownania trzech
niezalenych grup test Kruskala-Wallisa z testami wielokgath porownéa Dunna.

Do poréwnania w czasie, gdy poréwnywano dwa etsperymentu, zastosowano test
Wilcoxona. Gdy poréwnywano trzy lub cztery etapgstosowano test Friedmana z
testami wielokrotnych poréwmneDunna.

W stosowanych testach przig poziom istotnéci p=0,05.

Do obliczéh wykorzystano pakiet statystyczny StatSoft, Ind00@). STATISTICA

(data analysis software system), v9.0.

6. WYNIKI
1. Charakterystyka grup

| grupa — 24 szczurzyce, u ktérych zastosowano RESAN wmier
profilaktycznej, po 3 miegcach wszczepiono ektopowe endometrium; po
uptywie kolejnych 3 i 6 miesty wykonano relaparotogiz identyfikacy i
wycigciem ognisk endometriozy.

Il grupa — 24 szczurzyce, ktérym wszczepiono ektopowe emdidnm, po

kolejnych 3 miegicach wykonano operacje identyfikacji i wycia
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endometriozy z jednoczesnym podaniem preparatu RE8Aormie leczniczej;
po uptywie nasfpnych 3 miesicy wykonano kolejne realaparotomie z agen
ognisk endometriozy.

Il grupa — 10 szczurzyc, u ktérych nie zastosowano prepaRESAN.
Wykonano tzw. sham operations, a po uplywie 3 rogsiwykonano
relaparotomie z identyfikagjognisk endometriozy.

. Charakterystyka etapow gzi doswiadczalnej

| etap : profilaktyczne podanie preparatu RESAN grupie |

I etap : po 3 miesicach

endometrium w grupach 1i Il; operacje pozorowangrupie lll.

laparotomie z wszczepieniem ektopowego

Il etap: relaparotomie we wszystkich grupach z identyfjkaic wycieciem

ognisk endometriozy. Podanie preparatu RESAN grlipie

IV etap: relaparotmie we wszystkich grupach z identyfigatjwycieciem

ognisk endometriozy - ocena skutec&ndeczenia.

Podczas lll etapu

endometripz oceniono  histologicznie pozytywnie

odpowiednio u 4,3 % zwiegz w grupie | i u 69,6% z grupy Il (p< 0,0001). Wemie

makroskopowej odsetki stwierdzanej endometriozyeddno odpowiednio na 21,7% i

91,3% (p< 0,0001). Powigze dane przedstawiono na ryc. 3. W trakcie IV wetap

doswiadczenia nie stwierdzono obeénbendometriozy w badanych grupach, zaréwno

makroskopowo jak i w badaniu histologicznym.

Tab.1. Porownanie obecstd endometriozy w badanych grupach

GRUPA | GRUPA I GRUPA Il
Metoda badawcza (n=23) (n=23) (n=10) p
% n % %
Ocena makroskopowa 5 21,7 21 91,3 0 <0,0001
Ocena histologiczna 1 4,3 16 69,6 0 <0,0001
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Ryc. Il Obraz zmian o charakterzegherzyk6éw w miejscu wszczepienia ektopowego

endometrium.

Podczas drugiej laparotomii (Il etap) obe&hozrostow wewntrzotrzewnowych
stwierdzono wrod 13% zwierat w | grupie i 61% w Il grupie. W grupie Il nie
stwierdzono obecroi zrostow (ryc. 4). Podczas IV etapu sdiadczenia zrosty

zaobserwowano jedyniesvod trzech zwierat z Il grupy.

Tab.2. Makroskopowa ocena zrostow w poszczegolgyapach szczuréw podczas |l
etapu déwiadczenia

GRUPA | GRUPA I
Metoda badawcza (n=23) (n=23) p
n % n %
Ocena makroskopowa 3 130 | 14 61,0 <0,0009

Nastpnie poddano analizie laboratoryjnej polkrasd zwierat krew celem

oceny s§zen wyktadnikow odpowiedzi komorkowej oraz wykladnikévgtanu
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zapalnego. Spood cytokin prezentggych odpowied komdrkowy typu Thl oceniano
INF-y i TNF-0. Natomiast z markerow odpowiedzi typu Th2 ocenitind, IL-6 i IL-

10. Jako marker stanu zapalnego we wszystkich ghupanaczano prokalcytorin

Stezenia poszczegolnych cytokin poddano analizie poetvaze] pomgdzy

poszczegolinymi

grupami

oraz poszczegollnymi

etapaloiwiadczenia. Poungj

przedstawiono szczegoétgwstatystyk, przy czym zajczono tylko wybrane ryciny,

przedstawiajce otrzymane zak®osci Sstatystyczne w obbie grup.

6.1.

INTERLEUKINA-4 (IL-4)

Poniej przedstawiono statystyki opisoweezgnia IL-4 we wszystkich badanych

grupach podczas kolejnych etapévéwiadczenia.

Tab.3. Wartéci srednie, mediana, wado minimalne i maksymalne, kwartyle gérne i

dolne oraz odchylenie standardowezshia IL-4 w trzech grupach szczur6éw podczas

poszczegoblnych etapéw doiadczenia.

Grupa | Statystyki opisowe
Zmienna N Srednia Mediana Min. Maks. Kw.dolnyKw.goérny | Odch.std
IL-4 [pg/ml] | etap 24| 0,530833 0,000000 0,00 4630 0,000000, 0,00000p 1,201596
IL-4 [pg/mi]lletap | 23| 0,715652 0,000000 0,00 A00 | 0,00000d 0,000000 1,535678
IL-4 [pg/mi] lll etap | 23 | 2,22434§ 0,00000( 0,00 aa2000( 0,00000Q 4,130000 3,5961p3
IL-4 [pg/ml] IV etap 5 6,14400(¢ 5,42000( 1,8300000,18000( 4,410000 8,880000 3,388086
Grupa Il Statystyki opisowe
IL-4 [pg/ml] lletap | 23 3,38652 1,15000( 0,00 Zge | 0,000000 4,5900d 6,3813R
IL-4 [pg/ml] llletap| 23 | 20,81391 8,59000( 0,00| 615100| 5,25000Q0 22,07000 36,5057
IL-4 [pg/ml] IV etap | 23 | 3,27217| 2,14000( 0,00 1661| 0,000000{ 4,8000q 4,3724p
Grupa I Statystyki opisowe
IL-4 [pg/mi] ll etap | 10 | 1,776000  0,000000 0,00 €60 0,00 2,82000[ 3,058134
IL-4 [pg/ml] llletap| 10 | 7,03700Q 6,52500( 0,00| ,@=2000 0,00 12,3400 7,576990

Porownujc poziom IL-4 w | grupie szczur6w podczas poszchegh etapdw
Z kolei

doswiadczenia, nie stwierdzono istotnych statystyczragnic (p> 0,05).
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poréwnupc poziom cytokiny w grupie |l szczuréw, stwierdzonstotny wzrost
poziomu cytokiny podczas Il etapu w poréwnanilll gtapem, a wic po wszczepieniu
ektopowego endometrium (p<0,01). Zanotowano réwvisetny statystycznie spadek
poziomu IL-4 porownujc Il i IV etap w Il grupie , a wic po leczniczym zastosowaniu
preparatu RESAN (p<0,01).

Ponizej przedstawiono wykres dla mediany IL-4 podczaedn etapow daviadczenia
w Il grupie szczurow.

Ryc. IV Wartgci mediany IL-4 w Il grupie szczurow podczas posgiinych etapow
doswiadczenia.
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Analizujac poziom cytokiny w Il grupie szczurow podczads lll etapu stwierdzono
réwniez istotny wzrost poziomu IL-4 w Ill etapie eksperymie (p=0,049). Pongj
przedstawiono wykres wadci mediany dla IL-4 w Il grupie szczuréw podczas

opisywanych cgci badania.
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Ryc. V Wartgci mediany IL-4 w 11l grupie szczurow podczas pasgolnych etapow
doswiadczenia.
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Poréwnujc poziom IL-4 m¢dzy grupami szczurdw podczas kolejnych etapow
eksperymentu nie stwierdzono istotnej statystyczm@nicy podczas etapu
wszczepiania ektopowych fragmentéw endometriunthan® operations. Jednakzju
podczas Il cgsci eksperymentu, a @t podczas kontrolnych laparotomii po
wszczepieniu ektopowego endometrium, zanotowatnistoznice miedzy stzeniem
IL-4 w surowicy szczurow z grupy | i 1l (p=0,0004240oniej przedstawiono wykres

dla mediany IL-4 w trzech grupach szczuréw poddiatapu eksperymentu.
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Ryc. VI Wartagci mediany IL-4 w trzech grupach szczuréw podczHs etapu

doswiadczenia.
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Podczas ostatniej- IV ¢gci eksperymentu nie stwierdzono istotnychnié w poziomie

cytokiny miedzy poszczegolnymi grupami szczuréw (p>0,05).

6.2. INTERLEUKINA -6 (IL-6)

Ponkej przedstawiono statystyki opisowe wadicstzenia IL-6 we wszystkich

grupach szczurow podczas kolejnych etaposwidczenia.
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Tab.4. Wartéci srednie, mediana, wago minimalne i maksymalne, kwartyle gorne i

dolne oraz odchylenie standardowezshia IL-6 w trzech grupach szczur6éw podczas

poszczegolnych etapéw dwiadczenia.

Grupa | Statystyki opisowe
Zmienna N | Srednia | Mediana| Min| Maks. Kw.dolny| Kw.gorny Odch.std
IL-6 [pg/ml] l etap | 24| 1,61458 0,00000 0,00 12,7090 0,00000| 0,00000 3,77678
IL-6 [pg/ml] Il etap | 23| 4,76565| 0,00000 0,00 26686 | 0,00000( 10,10000 8,41209
IL-6 [pg/mli] Il etap | 23| 2,56826| 0,00000 0,00 21085 | 0,00000| 3,9400(Q 5,27459
IL-6 [pg/ml] IV etap | 5| 39,7460Q 46,73000 0,00 7@oe | 17,70000 56,3100P 31,03029
Grupa Il Statystyki opisowe
IL-6 [pg/ml] Il etap | 23| 16,48696¢ 5,33000 0,00 680 0,00 32,1100( 19,9523
IL-6 [pg/mlI] lll etap | 23| 66,4921 12,76000 0,00 42800 0,00 56,31000 117,3207
IL-6 [pg/mI] IV etap | 23| 19,81174 15,8500 0,00 &m0 0,00 27,7200( 23,9710
Grupa I Statystyki opisowe
IL-6 [pg/ml] Il etap | 10| 5,765000 2,465000 0,00 18HA0 0,00 12,23000 6,665687
IL-6 [pg/ml] lll etap | 10| 1,66700Q 0,000000 0,00 2BO00 0,00 2,95000 2,960800
Porownugc poziom IL-6 w I, I1'i Il grupie szczurow podczéslejnych etapow

bada nie stwierdzono istotnych #dic statystycznych (p>0,05). Widoczna jest jednak

tendencja wzrostowa cytokiny w Il grupie szczurowrdwnupc Il i 1l etap

eksperymentu. Wykazano rowniedznice w poziomie IL-6 pomgdzy | i 1l grum

podczas Il etapu dwiadczenia, a wic podczas relaparotomii zwiadowczej po

wszczepieniu ektopowego endometrium (p=0,0102).iA/8prprzedstawiono warfoi

mediany w trzech grupach szczuréw podczas lll etiwiadczenia.
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Ryc. VII Wartasci mediany IL-6 we wszystkich grupach szczuréw padclll fazy

doswiadczenia.
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6.3. INTERLEUKINA- 10 (IL-10)

Poniej przedstawiono warfoi sty styki opisowe gfenia IL-10 we wszystkich

grupach szczurow podczas kolejnych etaposwidczenia.
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Tab.5. Wartéci srednie, mediana, wago minimalne i maksymalne, kwartyle gorne i

dolne oraz odchylenie standardowgehia IL-10 w trzech grupach szczurdéw podczas

poszczegolnych etapéw dwiadczenia.

Grupa | Statystyki opisowe
Zmienna N | Srednia | Mediana Min. Maks. Kw.dolny Kw.gérny | Odch.std
IL-10 [pg/ml] | etap | 24| 10,91083 5,0950p  0,00000 ,28000| 0,00000{ 16,7500Q0 15,573P0
IL-10[pg/ml] Il etap | 23| 11,26739 8,91000 0,00000 ,7#®O00| 3,83000{ 15,3800Q0 11,84089
IL-10[pg/ml] lll etap | 23| 25,3700Q 22,24000 0,0000078,17000| 0,00000{ 41,58000 25,8940
IL-10[pg/mI] IV etap| 5| 51,63400 42,26000 17,170p06,G8000| 38,95000 73,76000 27,87996
Grupa ll Statystyki opisowe
IL-10[pg/ml] Il etap| 23| 40,5765 34,3300 0,0000P0 6,1%00 | 7,28000 82,3000 35,3810
IL-10[pg/ml] lll etap | 23| 163,55171 128,000 3,14000312,2300| 45,4000 222,790  139,0573
IL-10[pg/ml] IV etap | 23| 29,0939 18,9500 0,0000p0 74300| 6,03000 36,9400 33,0626
Grupa I Statystyki opisowe
IL-10[pg/mI] Il etap | 10| 11,1170Q 5,28500  0,00000 ,28DO | 0,00000 9,4300 18,92989
IL-10[pg/mI] lll etap | 10| 62,9940Q 44,60000 15,000p@28,0000| 25,00000 116,7400 46,53461

Analizujac poziom s¢zenia IL-10 w | grupie szczuréw nie zanotowano isyoh
roznic podczas czterech etapdw sdiadczenia. W grupie
statystycznie rinicg miedzy Il a Il (p<0,01) oraz Il i IV etapem (p<0,Q1pPoniej

ustalono istatn

przedstawiono wykres z wakmami mediany szenia IL-10 w grupie Il szczuréw

podczas poszczegoélnych etapowwwliadczenia.
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Ryc. VIII Wartcsci mediany sizenia IL-10 w Il grupie szczurow podczas wszystkich

etapow déwiadczenia.
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Poréwnujc 1l i Il etap badéa w Il grupie szczurOGw rownie zanotowano istotny

statystycznie wzrost gtenia IL-10 (p=0,012516). Potdj przedstawiono warfoi

mediany IL-10 w kontrolnej grupie.
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Ryc. IX Wartgci mediany sfzenia I1L-10 w Il grupie szczuréw podczas Il i litapu

eksperymentu.
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Poréwnujc poziom cytokiny midzy poszczegdlnymi grupami podczas drugiego etapu
doswiadczenia zanotowano istgtmoznicg miedzy | a Il grup oraz médzy 1l a i
(odpowiednio p=0,021762 oraz p=0,014468). Pgnprzedstawiono wargoi mediany

IL-10 w poszczegolnych grupach podczas wspomniaeéumu déwiadczenia.

48



Wptyw preparatu RESAN na odpowiedz immunologicznqg typu Th1 i Th2 w endometriozie- badanie doswiadczalne na modelu
zwierzecym

Ryc. X Wartéci mediany sfzenia IL-10 we wszystkich grupach szczuréw podctas |

etapu déwiadczenia.
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Z kolei podczas analizy poziomwatnia IL-10 w 11l etapie eksperymentu zanotowano
roznice miedzy | i Il grup szczuréw (p=0,000018). Pamj przedstawiono wykres z
wartasciami mediany IL-10 w grupach szczurow w trakcigoaminianego etapu batla
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Ryc. XI Wartgci mediany sjzenia IL-10 we wszystkich grupach szczuréw podchas |

etapu déwiadczenia.
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6.4. INTERFERON-v (IFN-7)

W przedstawionej ponej tabeli umieszczono statystyki opisowgzehia interferonu-

w badanych grupach szczuréw podczas kolejnych etdadlania.
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Tab.6. Wartéci srednie, mediana, wago minimalne i maksymalne, kwartyle gorne i

dolne oraz odchylenie standardowgzsehia IFNy w trzech grupach szczuréw podczas

poszczegolnych etapéw dwiadczenia.

Grupa | Statystyki opisowe
Zmienna N | Srednia Mediana Min. Maks. Kw.dolnyKw.gérny [ Odch.std
IFN-y [pg/ml] I etap | 24| 0,517500 0,000000  0,C 3,12000,000000( 0,79500, 0,88657
IFN-y [pg/ml] Il etap | 23| 0,657391 0,000000 0,0 4,22000,000000| 0,00000 1,36314
IFN-y [pg/ml] lll etap | 23| 8,29087Q 1,610000 0,0 45,1®000,000000( 12,40000 13,04906
IFN-y [pg/mi] IV etap | 5| 9,644000 9,010000 0,0 24,04008,140000| 12,03000 9,3360f
Grupa ll Statystyki opisowe
IFN-y [pg/ml] Il etap | 23| 0,43869¢ 0,000000 0,0 3,34000 0,00 0,28000 0,89714
IFN-y [pg/mli] lll etap| 23| 6,874344 3,340000 0,0 29207( 0,00 12,85000 8,54913
IFN-y [pg/mI] IV etap | 23| 6,159564 1,540000 0,0 43,76000 0,00 11,2400Q0 10,3848/
Grupa I Statystyki opisowe
IFN-y [pg/ml] Il etap | 10| 0,673000 0,285000 0,0 2,370p0 0,00 1,00000| 0,87113p
IFN-y [pg/ml] Il etap | 10| 5,093000 0,000000 0,0 15030 0,00 12,40000 6,836180
Analizujac poziom IFNy zaréwno w | jak i Il grupie szczuréw, nie wykazan

istotnych r@nic statystycznych. Zanotowano jednak wzrost pozigtzenia cytokiny

w Il grupie szczuréw mdzy Il a Il (p<0,01) oraz Il a IV (p<0,01l)etapem

doswiadczenia. Poaej umieszczono wykres z wastdami mediany TNFR:w Il grupie

szczurdéw podczas kolejnych fazsdéadczenia.
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Ryc. XII Wartdgsci mediany poziomu stenia IFNy w Il grupie szczuréw podczas

kolejnych etapéw dawiadczenia.
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Podczas porownywania poziomu IRNmigdzy grupami w trakcie poszczegoélinych

etapow badanie wykazano istotnych statystyczniemi (p>0,05).

6.5. CZYNNIK MARTWICY NOWOTWOROW (TNF- a)

Poniej przedstawionosrednie wartéci TNF-ao we wszystkich grupach podczas
poszczegolnych etapéw duiadczenia. Podczas pierwszego i ostatniego etagupie
| oraz podczas Il etapu w grupie llleggnie cytokiny znalazto siponizej poziomu

detekcji metod cytometryczn.
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Tab.7. Wartéci srednie, mediana, wago minimalne i maksymalne, kwartyle gorne i

dolne oraz odchylenie standardowgzehia TNFe w trzech grupach szczuréw podczas

poszczegolnych etapéw dwiadczenia.

Grupa | Statystyki opisowe
Zmienna N | Srednia | Mediana Min. Maks. Kw.dolny| Kw.gérny | Odch.std
TNF-o [pg/ml] | etap | 24| 0,00000 0,00 0,0p 0,00000 0,00 0,00 0,000000
TNF-o [pg/ml] Il etap| 23| 3,47260¢ 0,00 0,0p  32,03000 000, 0,00 8,468603
TNF-o. [pg/ml] lll etap | 23| 2,177826 0,00 0,00  37,49000 00O, 0,00 7,935242
TNF-o [pg/ml] IV etap| 5| 0,00000( 0,00 0,00 0,0000p 0,00 0,00 0,000000
Grupa ll Statystyki opisowe
TNF-o [pg/ml] Il etap| 23| 3,042174 0,00 0,0p  33,96000 000, 0,00 8,281754
TNF-o. [pg/ml] lll etap| 23 | 2,834348/ 0,00 0,00 40,32000 0,00 0,00 9,6752
TNF-o [pg/ml] IV etap| 23| 0,524783 0,00 0,00 12,07000 00,0/ 0,00 2,516769
Grupa I Statystyki opisowe
TNF-o [pg/ml] Il etap | 10| 0,00000( 0,00 0,00  0,000000 00,0 0,00 0,000000
TNF-o. [pg/ml] lll etap | 10| 0,85200( 0,00 0,00  8,520000 00O, 0,00 2,694261

Analizujgc poziom stzenia cytokiny w poszczegoélnych grupach oraz nanydh

etapach eksperymentu nie wykazananio statystycznych. Poziom cytokiny znajdowat

sie ponizej poziomu detekcji lub ogat bardzo niskie warfai.

6.6.

PROKALCYTONINA (PCT)

Ponizej przedstawiondrednie wartéci prokalcytoniny szczurzej. Poziom enzymu nie

zmieniat s¢ istotnie ani w olgbie grup szczurow, ani w zaleosci od fazy

dodwiadczenia w olgtbie jednej grupy.
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Tab. 8. Wartéci srednie, mediana, wao minimalne i maksymalne, kwartyle gorne i

dolne oraz odchylenie standardowezehia PCT w trzech grupach szczuréw podczas

poszczegolnych etapéw dwiadczenia.

Grupa | Statystyki opisowe
Zmienna N | Srednia | Mediana Min. Maks. Kw.dolny  Kw.gérnyOdch.std
PCT [pg/ml] l etap | 24 6,50833 7,10000 0,200000 Q@M®| 2,10000 9,1500Q 4,639145
PCT [pg/ml] Il etap | 23 11,49565 10,20000 3,0000008,82000( 7,60000| 14,70000 5,9320[76
PCT [pg/mi] Il etap| 23| 14,23048 15,00000 5,300Q0R0,00000| 10,80000; 17,600Q00 4,138339
PCT [pg/ml] IV etap| 5| 10,36000 7,20000 4,700Q00 02@P0| 6,70000 | 12,20000 6,557667
Grupa ll Statystyki opisowe
PCT [pg/ml] Il etap| 23 10,8173p 10,70000 1,0000020,50000| 6,500000[ 14,90000 5,42190
PCT [pg/ml] lll etap| 23 15,81739 13,20000 4,7000003,40000( 7,300000 18,90000 10,62829
PCT [pg/ml] IV etap| 23 13,55652 11,70000 4,4000001,3@8000( 7,900000| 18,400Q0 8,25518
Grupa I Statystyki opisowe
PCT [pg/mi] Il etap | 10 0,000000 0,00 0,00 0,000000 0,00 0,00 0,00000(
PCT [pg/mi] Il etap| 10| 0,852000 0,00 0,00 8,520000 0,00 0,00 2,694261

7. DYSKUSJA

W niniejszej pracy podjo prole wykrycia jednego z mdiwych mechanizmoéw

dziatania preparatu RESAN w przypadku endometrgzyzurzej na podstawie oceny

stezen i wzajemnych zaleosci miedzy wybranymi parametrami charakterystycznymi

dla r&nych typow immunologicznej odpowiedzi komérkowe;.

Badania nad opracowaniem skutecznego leczenia estdomy, zwtaszcza w

aspekcie immunologicznym, trwajod lat — wciz z niezadowalacym skutkiem.

Pochga to za sob podejmowanie kolejnych préb opracowania skutecariegzenia

choroby. Takie dziatanie wymaga odpowiedniego modaédwiadczalnego, dzki

ktdremu mana ocenia wpltyw i ewentualne mechanizmy oddziatywania badany

preparatow i substanciji.

Doswiadczalny model endometriozy u szczuréw znany jjesiod wielu lat, w

54



Wptyw preparatu RESAN na odpowiedz immunologicznqg typu Th1 i Th2 w endometriozie- badanie doswiadczalne na modelu
zwierzecym

osrodku poznaskim od ponad dwudziestu. Szczur laboratoryjny ega¥Vistar okazat
sie by¢ dogodnym zwiergciem ze wzgldu na krotkie (4-5-dniowe ) i regularne cykle
piciowe, dug dostpnacs¢ oraz stosunkowo niski koszt hodowli [43]. Na paeige
przeprowadzonego eksperymentu w 1990 ¢drzkjczak i wsp. zaobserwowali
skuteczne wszczepienie implantdw endometriozy pregowadzonych operacjach
mikrochirurgicznych w grupie 36 szczurzyc. Powstafgniska endometriozy miaty
post& brunatnych torbielek wypetnionych ptynemzmn@j wielkasci w zaleznosci od
tygodnia po operaciji. Po trzech tygodniach torbigilaty srednic; 2-3mm, a po szeiu
tygodniach 5-6mm [43]. W ggu minionych kilkudziesiciu lat pojawito st wiele
doniesié, w ktérych opisano eksperymentalne dziatania datye opracowania metod
leczniczych w endometriozie zyciem modelu szczurzego.

Samica szczura szczepu Wistar posiada mabeurazng. DojrzalcGé piciowy
osigga medzy 80 a 100 (x7) dnierycia osobniczego [71]. Stwierdzono poddisievo
anatomiczne ludzkiego i szczurzego endometriumpresvdopodobnie jest jednym z
czynnikow, ktére istotnie przyczynigjsic do skutecznej indukcji endometriozy po
przeszczepieniu tkanki ektopowej u szczuréw [98, 198, 101]. Co prawda przebieg
cyklu piciowego u szczura odbiega od cyklu ludzkie§V cyklu rujowym samic
szczura wyrénia skt cztery fazy: diestrus, proestrus, estrus i matestOstatnia z
wymienionych jest fag lutealry i trwa bardzo krétko-srednio 6 godzin (3-27),
wplywajagc na gwattown dynamile cyklu u szczurow. Mechanizmy regujag cykl
ptciowy u szczuragsodmienne i u cztowieka. Samice szczura m#&gw. cykl rujowy
typu Il , co oznaczaze przy nieobecriwi samca, skracana lub nawet eliminowana jest
faza lutealna [71]. Fazcyklu szczura ustalacsgtownie na podstawie mikroskopowej
analizy poptuczyn rozmazow pochwowych. W opisywanyrtej pracy eksperymencie
odsgpiono od tego badania, uzaajje za zbdne. Uzasadnhito mazna obserwacjami,
na podstawie ktorych nie stwierdzonamity w czstosci wystepowania endometriozy
w zalenosci od fazy cyklu szczura, podczas ktérej przepra@oad operag)
wszczepiania ektopowego endometrium do otrzewngj 9, 100, 101]. Wydaje i
wiec, ze mimo pewnych og@bnaici, model endometriozy u szczura jest odpowiedni do
bada daswiadczalnych nad chorgbgtownie dzéki jednorodnéci badanej populacii,
mozliwosci wykonania ewentualnych relaparotomii, dobrejjamasci zachowa i faz
cyklu zwierzt oraz, jak wspomniano wcggej, da¢ niskim nakladom finansowym
koniecznym do prowadzenia hodowli.

Eksperymentalnym modelem endometriozy u szczuréupgssie rowniez w
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swoich badaniach Gul oraz ltil, ktérzy pelijprobe opracowania profilaktycznego
wptywu szczepionki BCG (Bacillus Calmette-Gueri@@[ 40]. W 2001 r. Gul i wsp.
opublikowali wyniki eksperymentu przeprowadzoneggmupie 40 szczurzyc. Polew
zwierzgt poddano szczepieniu 0,1 ml BCG podskornie. Pectrzygodniach wszystkie
zwierxta poddano operacji przeszczepienia endometriunzyroinego meted
mikrochirurgiczra z prawego rogu macicy dgczéwki jednego oka. Naginie co
tydzien w przecggu széciu tygodni obserwowano zmiany morfologiczne w
operowanym oku. W ostatecznych wynikach uzyskatains statystycznie przewag
wszczepienia ognisk endometriozy w grupie szczuni@npoddanych szczepieniu BCG
(85% vs 25%p<0,001) [34].

Pie¢ lat p&niej zespot badawczy z tego samegoodka (Turcja) opublikowat
wyniki analogicznego badania z wykorzystaniem sgireki BCG, jednak fragmenty
endometrium pobrane po wgciu rogu macicy wszczepiano po dwoéch stronach
otrzewnejsciennej jamy brzusznej szczuréw. W grupie 20 zaszionych szczurzyc,
ktorym po 4 tygodniach od podania szczepionki wsp@mo dootrzewnowo fragmenty
endometrium, po kolejnych 8 tygodniach stwierdzostatystycznie mniej ognisk
endometriozy potwierdzonej histologiczniez mv grupie kontrolnej (20 szczurzyc), nie
poddanej szczepieniu (27,8% vs 67,6950,01) [40]. Obydwa eksperymenty
wykazaty, ze szczepienie BCG, prawdopodobnie poprzez wptyw od@owied
komorkows, maze hamowa implantacg przeszczepionego endometrium. Taki wniosek
oparto réwnie o badania Kantera i wsp., ktorzy badali wptyw sggenia BCG na
zmiany ilgciowe limfocytéw, makrofagéw i komorek plazmatyczhyw macicy oraz
weztach chionnych szczurbw. Na podstawie przeprowagldzo ddéwiadczeé
stwierdzono wzrost ikei makrofagdbw w grupie zaszczepionej w porownanigrus
bez podania BCG (35,18+2,01 vs 86,43+4,25 komoérekmwr), wzrost ilgci
limfocytéw T w endometrium (17,32+1,27 vs 64,1142 Komérek w mrf) oraz w
btonie mi:sniowej macicy (10,47+0,13 vs 28,12+1,56 komérek may a take wzrost
ilosci monocytow w btoniesluzowej macicy (odpowiednio w grupach: 10,38+1,37 v
45,60+2,57 komérek w mfp Wobec powgszych wysnuto wniosekze preparat
poprawia funkcje humoralnej i komoérkowej odpowiedzimunologicznej w olgbie
btony sluzowej i tkanki m¢sniowe] macicy oraz w weztach chtonnych miednicy
mniejszej [46]. Brak jest doniegsigopodejmugcych temat wptywu szczepienia BCG na
cytokiny i proporcje odpowiedzi komérkowej typu ThIh2.

Na podstawie przeprowadzonych analiz opisanych wiejsizej pracy
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stwierdzono,ze w badanej grupie szczuréw, w ktérej zastosowamSAN jako
profilaktyke, istotnie statystycznie rzadzie] dochodzito do lampacji ektopowego
endometrium i rozwoju endometriozy, agwiwyniki 3 poréwnywalne do tych po
zastosowaniu szczepionki BCG. Co prawda isinpgwne rozbignosci miedzy ocen
makroskopow a ocen histologiczn, jednak takie sytuacje nig szadkdacia rowniez w
codziennej praktyce klinicznej. Istotnym przetomendiagnostyce endometriozy byto
wprowadzenie powszechnego stosowania laparoskopidiagnostyce i leczeniu
choroby. Od tamtej pory pojawityestrendy w posfpowaniu diagnostycznym, wedtug
ktorych rozpoznanie endometriozy meoby oparte jedynie na wizualizacji ognisk
choroby podczas laparoskopii z ewentualnym histolmyym potwierdzeniem [49].

Wobec wynikow $wiadczcych o skutecznwi preparatu RESAN w
zapobieganiu oraz prawdopodobnie leczeniu endoozgirikolejnym pytaniem jest :
jakie mechanizmy towarzygszwspomnianemu dziataniu preparatu? W gzku z
licznymi doniesieniami potwierdzggymi wptyw zaburzé uktadu immunologicznego
na etiopatogenezchoroby, dé¢ oczywista wydata si potrzeba oceny nitiwego
dziatania RESAN wignie na ukiad immunologiczny, réwriav kontelécie wnioskow
Kantera po ocenie wptywu BCG na wspomniany ukfad.

Wsrdd znanych i zbadanych dysfunkcji uktadu immunamgego w przebiegu
endometriozy znajduje giobnizona aktywné¢ komérek NK w surowicy i ptynie
otrzewnowym [20, 67] oraz zgkszona aktywn& monocytow krwi obwodowej i
makrofagow ptynu otrzewnowego [20]. Skutkuje to estem wytwarzania cytokin
prozapalnych zaréwno w stanie spoczynku jak i gmatacji, wéréd ktérych wymiend
mozna TNFe, IL-6, IL-8 czy prostaglandyny kurgee mesnie gtadkie PGF, PGE [20].
Na podstawie obserwacji rodzaju uwalnianych cytolinprzebiegu endometriozy
stwierdzono przewagcytokin charakterystycznych dla odpowiedzi komavkp typu
Th2 i updledzory funkcjc odpowiedzi komdrkowej typu Thl [69, 74]. Zaklagtaj
immunomodulacyjny wptyw preparatu RESAN, intergsaj okazata si ocena
wybranych cytokin typowych dla danej odpowiedzi iommologicznej przed podaniem
preparatu oraz po uzyskaniu jego leczniczego dzmtaCzy udowodniony wptyw
preparatu na rozw0j endometriozyawe St ze zmianami w olgbie poszczegdblnych
typéw odpowiedzi komorkowej? Czy istnieje wima przewaga wybranej odpowiedzi
u szczuréw zdrowych i chorych, czyztemiany dotycz poszczegollnych cytokin
typowych dla rénych typéw odpowiedzi?

W opublikowanych trzy lata temu badaniach Podgaasp. dokonali analizy
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poréwnawczej stzenia wybranych cytokin u pacjentek z endometriozdrowych. W
pierwszej grupie znalaztoesb5 pacjentek, w grupie kontrolnej 33. Oceniargestia
cytokin zarobwno w surowicy, jak i w ptynie otrzewmgm. Jako metogl zastosowano
cytometre przeptywowa. Wsrod glikoprotein typowych dla odpowiedzi typu Thl
oceniono stzenie TNFe, INF-y oraz IL-2, z kolei wrdd cytokin charakterystycznych
dla odpowiedzi typu Th2 oznaczono poziom IL-4 i1Q- Okazato si ze poziomy IL-
10 oraz TNFe byly istotnie podwyszone w ptynie otrzewnowym pacjentek z
endometrioz (nie zaobserwowano jednak takiej zalasci w surowicy krwi badanych
kobiet). Zagadnienie dotygee przewagi ktorejkolwiek odpowiedzi immunologicgne
(Thl vs Th2) pozostato i otwarte, bez jednoznacznej odpowiedzi [74].

Wsrdd ocenianych w naszym eksperymencie parametr@aziy se¢ cytokiny
typowe dla odpowiedzi komorkowej typu Thl, acwilFN-y i TNF-o oraz cytokiny
charakterystyczne dla odpowiedzi typu Th2 , taklell-4, IL-6, IL-10. Okazalo gi ze
w grupie szczuréw nie poddanych immunoporfilaktyemo dziataniu RESAN,
wyraznie silniej zarysowata si tendencja do podwgzonego poziomu cytokin
typowych dla odpowiedzi komoérkowej typu Th2. Pomadth poziom obriyt sie po
leczeniu operacyjnym pgdzonym z leczniczym zastosowaniem RESAN.
Sugerowatoby to wpltyw preparatu na mechanizmy imomuwdulacyjne istotne w
zwalczaniu endometriozy. Co zaskajag, nie stwierdzifimy takiej zalenosci w
aspekcie wptywu preparatu na cytokiny typowe dlpawdedzi typu Thl, a wtc TNF-o
i IFN-y.

TNF-a produkowany jest przez neutrofile, aktywowane tioyty, komorki NK
i wiele innych komorek. Jego podstawp¥unkcja jest zdolné¢ do inicjacji produkciji
innych cytokin i czynnikow zvwezanych z odpowiedziimmunologicza. W ludzkim
endometrium TNFe bierze udziat w fizjologicznych procesach tkanketvyJednak w
przypadku kobiet z endometripzego funkcja staje sibardziej ziagona. Wedtug
niektérych doniesie stzenie TNFe w plynie otrzewnowym chorych kobiet jest
podwyzszone i koreluje z zaawansowaniem choroby [55].

W otrzymanych przez nas wynikach nie otrzysmalf réznic w poziomie
cytokiny w obebie poszczegélnych grup oraz na poszczegélnych aetap
doswiadczenia. Niestety, w zdecydowanejekgzcci oznaczé poziom cytokiny byt
ponizej poziomu detekcjiAnalogiczne wyniki w swoich badaniach opisat Podgae
rowniez nie znajdujc réznicy statystycznej mdzy poziomem tej cytokiny w ptynie

otrzewnowym i surowicy wod kobiet chorujcych na endometri@zoraz zdrowych
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[74].

Wedtug pémiennictwa podwiszone stzenia TNFe w ptynie otrzewnowym
pacjentek z endometrigzstymulup adhez i implantacg ektopowych komorek
endometrium doscian otrzewnej [35, 55]. Wnioskowaz tego mana istotra role
opisanej cytokiny w etiopatogenezie i rozwoju chigro

Interferon y (IFN-y) réwniez nalezy do cytokin uwalnianych w przypadku
aktywacji limfocytow typu Thl. W otrzymanych przemas wynikach nie
zaobserwowadmy istotnych statystycznie zdic pomedzy stzeniami tej cytokiny w
obrebie badanych grup.gSo da¢ zaskakujce rezultaty, poniewaw pismiennictwie
opisuje s¢ podwyzszone poziomy tej cytokiny $0d pacjentek z endometripz
Wedtug literatury IFNy jest istotnym czynnikiem stymubgym adhezj ektopowych
komoérek endometrialnych do otrzewnej poprzez stacjl molekuty adhezyjnej
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) [110Nishida opisat IFNy jako czynnik
obnizajacy tendengj komorek ektopowego endometrium do apoptozy,ckszapcy
tym samym zdoln&@ do przeywania patologicznych komérek poza macicy [65].
W badaniach Podgaec’a poziom IFNv ptynie otrzewnowym byt istotnie statystycznie
wyzszy wérod pacjentek z endometripzv poréwnaniu z grup kontrolmg- zdrowych
kobiet (mediana 0,5 vs 0, p=0,039). Warto jednakézw uwag, ze nie uzyskano
takiej zalenosci na podstawie ocenyegenia cytokiny w surowicy badanych pacjentek
[74].

Badania nad ocenstktzen wybranych cytokin i chemokin przeprowadzili
rowniez Umezawa i wsp. Gruyp badam stanowito 17 szczuréw, u ktérych
przeprowadzono autologiczne wszczepienie ektopowegdometrium w dwoéch
miejscach na otrzewnej, g@rupe kontrolg stanowito 11 szczurow, &nod ktorych
przeprowadzono jedynie operacje pozorowane (sharabpns). Ocenistezen cytokin
przeprowadzono zayciem metody PCR. Nie stwierdzono istotnychnié w poziomie
IFN-y w obydwu grupach w czwartej i sibdmej dobie porapginym wszczepieniu
endometrium. W czwartej dobie poziom IFNbyt nieoznaczalny. W siédmej dobie
odsetek oznaczalnegoestnia cytokiny wynosit odpowiednio w grupie badanej
kontrolnej 63% i 14%, ale byty to bardzo niskiezshia [105]. Zwraca jednak uwag
mata liczebné¢ grup oraz krotki okres czasu ¢dizy przeprowadzonymi operacjami i
oznaczeniami. Przytoczone badania wskang trudnéci metodyczne, ktorych inni
rowniez doswiadczaj, pomimo bardzo szczegotowego zaplanowania ekspaEriym

Przygotowanie naszego eksperymentu wraz z jeggomeadzeniem zgjo ponad 2
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lata.

W uzyskanych wynikach wykazano podigyony poziom IL-6 w Il grupie
szczurGw w porownaniu z gragipl podczas Il etapu dwiadczenia, a wic po
immunoprofilaktycznym podaniu RESAN w | grupie i zegepieniu ektopowego
endometrium w dwoch wymienionych grupach.

Interleukina- 6 (IL-6) jest istotnym regulatoremarsi zapalnego oraz
odpowiedzi immunologicznej. Wplywa na produkdj uwalnianie innych cytokin,
stymuluje aktywag limfocytow T, r&nicowanie limfocytow B, a tale jest
inhibitorem wzrostu ranych linii komérkowych w ludzkim organizmie. Wskite
aktywacji hormonalnej i immunologicznej IL-6 i by¢ produkowana przez komorki
eutopowego i ektopowego endometrium. Uwalniana so@yo przez ogniska
ektopowo przemieszczonego endometrium i rozeGgjse wszczepy, przyczynia ¢si
wraz z IL-8, VEGF i PGE2 do neowaskularyzacji imptav endometriozy, a tym
samym do ich przg/wania i rozwoju. Z kolei w ptynie otrzewnowym uwé&na przez
aktywowane makrofagi, stymuluje limfocyty T i B dwodukcji autoprzeciwciat w
endometriozie, pogbiajac patologiczne skutki choroby, takie jak nieptogthfb4].

Istotnie nksze s¢zenie IL-6 w | grupie szczuréw po wszczepieniu ekiopgo
endometrium mzna wyttumaczy dwojako. We wspomnianej grupie w niewielu
przypadkach potwierdzono endomettipa IL-6 mae by wytwarzana miejscowo w
obrebie ognisk endometriozy. Z drugiej strony, najprapodobniej pod wptywem
immunomoduluicego dziatania RESAN, nie wygita patologiczna, nadmierna
aktywacja makrofagow, ktéra mogtaby skutk@wavieckszory produkcy IL-6 przez te
komorki.

Istotny wzrost sizenia IL-6 w przypadku szczurzego modelu endomegrio
zaobserwowali rownieUmezawa i wsp. w przytoczonym weéneej badaniu. W grupie
szczurdw z wszczepionym ektopowym endometrium wdwaorniu z grup kontrolrg
po operacjach pozorowanych (sham operations) mibtatystyczna w poziomie IL-6
w czwartej dobie po operacji wynosita p<0,01, aiddsej dobie p<0,001 [104]. Nie
wydaje s¢ mazliwe wyttumaczenie tych tiic rozwojem ognisk endometriozyzjw
kilka dni po wykonaniu operacji przeszczepieniaopotvego endometrium. Me to
wskazyw& raczej na pojawienie giodczynu zapalnegoallz wczesnej reakcji na
przeszczep. Podobnie podigygenie poziomu IL-6 ma miejsce w z@ku z samym
urazem, jakim niewtpliwie jest operacja.

W naszym badaniu, chc unikmg¢ podobnych, w moim odczuciu doinych
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wnioskéw, kolejne etapy eksperymentu odbywadycsi trzy miesice. W poprzednich
badaniach na modelu szczurzym w pamkam csrodku odsgpy pomedzy etapami
(wszczepienie, laparotomia diagnostyczno-lecznidrapty dwa miesice [99, 100,
101]. W przygotowaniu obecnego eksperymentu ugmgli ze wydluzenie czasu
pomiedzy etapami pozwoli na wykluczenie ¢dbw we wnioskowaniu, bowiem
obserwowane zmianyeta dotyczy wytacznie utrwalonej endometriozy. Ponadto, po
tak dlugim okresie od operacji, sam uraz gawigzany jest ja nieistotny.

Kolejng oceniag w opisywanym badaniu cytokjrewigzarg z odpowiedz typu
Th2 byta interleukina-4 (IL-4). Na podstawie uzysieh wynikow mana stwierdz
istotny statystycznie wzrostegenia IL-4 w grupie |l podczas Il etapu @aadczenia
oraz spadek podczas IV etapu. Stwierdzono rawnigotnie wyszy poziom
wspomnianej cytokiny w Il grupie szczurow w poréwnaz | grup podczas lll fazy
eksperymentu.

Interleukina-4 jest cytokin typows dla chorob zwizanych z reakcjami
autoimmunologicznymi i alergicznymi. W zafesci od miejsca oddziatywania me
wptywaé stymulupco lub hamujco na proliferagj roznych linii komorkowych [69]. W
dwéch badaniach poréwrgiych stzenia IL-4, w przypadku ludzkiej i szczurzej
endometriozy, nie zaobserwowano istotnie zsgych sgzen cytokiny u chorych
osobnikéw. W badaniach Podgaec’a i wsp. poziom hy#poréwnywalny zaréwno w
surowicy jak i w ptynie otrzewnowym chorych i zdrgeth kobiet [74]. Z kolei w
oznaczeniach mRNA cytokiny dnod szczuréw z wszczepionym ektopowym
endometrium oraz po operacjach pozorowanych, zavéwdsetek oznaczalnego
parametru, jak i jego oznaczalne wacidoyty bardzo niskie [104] . Jednak OuYang i
wsp. postanowili ocefiwptyw IL-4 na komorki implantéw endometriozy. Zgud z
ich analiz, cytokina jest uwalniana miejscowo i stymuluje levacjc tkanki
endometrioidalnej, przyczynig sk do powstawania zrostOw w przebiegu
endometriozy. Ponadto ma synergistyczne dziatani®&lZ-o w indukcji wspomniane;j
proliferacji [70]. Obserwacje téwiadcz o istotnej rolilL-4 w rozwoju endometriozy.
Wyniki naszego eksperymentu myggptwierdzé t¢ obserwag;.

W przypadku interleukiny-10 otrzyméhny istotny wzrost jej szenia w grupie
Il po wszczepieniu ektopowego endometrium, a prmgedaniem preparatu RESAN.
Poziom ten byt teistotnie wy:szy w porownaniu ze szczurami z grupy | ha tym samy
etapie déwiadczenia, ale po profilaktycznym zastosowaniu RESSwiadczy to wec

o immunomodulacyjnym wptywie preparatu w zakrestEloatywania na ostabienie
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funkcji IL-10, a tym samym odpowiedzi komérkowepty2. Wedtug Wu i wsp. IL-10
jest wytwarzana w podwsgzone] ilgci przez aktywowane makrofagi ptynu
otrzewnowego pacjentek z endometgigd10]. Peini wanag funkcje regulatorov,
poniewa dziata hamujco na uwalnianie cytokin typowych dla limfocytéw Th

Wyniki opisanych badanie daty jednoznacznej odpowiedzi na pytanie,wzy
przebiegu endometriozy na modelu zwgengm dochodzi do istotne] przewagi
odpowiedzi komorkowej typu Th2 nad odpowiedzypu Thl. Stwierdzono wzrost
stezenia cytokin typowych dla Th2, jednak bez wyrago upéledzenia funkcji Thl.
Nie wykazano réwnie jednoznacznego oddziatywania preparatu RESAN reystisie
oceniane cytokiny. Potwierdza to liczneatpliwosci zwigzane z jednoznacznym
okresleniem etiopatogenezy endometriozy. Podgaec i wsmmniez nie osagreli
jednoznacznych wynikbw na podstawie oceny wybraniydhrleukin w surowicy i
ptynie otrzewnowym pacjentek z endometgioz poréwnaniu ze zdrowymi kobietami.
Stwierdzili istotry statystycznie przewagv stzeniu IL-10 oraz IFNy jedynie w ptynie
otrzewnowym chorych kobiet. &enia TNFe, IL-2, IL-4 oraz IL-10 i IFNy w
surowicy krwi nie ranity sie¢ w badanych grupach,atiz byly nieoznaczalne. Nie
uzyskano wjc jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o przewdgnkretne
odpowiedzi (Thl lub Th2) w przebiegu endometrioBonadto zmiany dotygze
roznic sezen wybranych cytokin byty zaznaczone wgmnéej w ptynie otrzewnowym w
poréwnaniu z surowig [74]. Powstaje wic pytanie, czy taka sama zabesc- z
wyrazniej zarysowas réznicag w stzeniach badanych cytokin w ptynie otrzewnowym-
bytaby widoczna réwniew przypadku badanych przez nas grup szczurow?

Nieco odmienne wyniki opublikowali Umezawa i wsgtorzy oceniali
réznice w ekspresji mRNA mdzy innymi IL-6, IL-10, IL-4 i IFNy wsrod szczurow
poddanych operacji wszczepienia do otrzewnej ekiego endometrium i szczurow
poddanych operacjom pozorowanym (sham operatiddgyskano istotnie wiszy
odsetek ekspresji IL-6 i IL-10 w offsie implantéw endometriozy, jednak pozostate
cytokiny byty nieoznaczalnegtdz w bardzo niskich gkeniach w obydwu badanych
grupach. Réwnie sizenia wspomnianych molekut g@znie z IL-6 i IL-10) nie
wykazaly r@nic w poréwnywanych grupachydlz byty ponizej poziomu oznaczaldoi
[104]. Mazna wic wywnioskowd, ze wykazano przewaggbdpowiedzi typu Th2.

W przypadku oceny poziomu prokalcytoniny nie uzyiskay istotnych réanic
w grupach szczuréw i na poszczegoOlnych etapachsweadczy o braku korelaci

migdzy przeprowadzonymi operacjami i wszczepionym gdtoym endometrium a
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ewentualnym stanem zapalnym. Jak wspomniano $ncge wielkas¢ wzrostu PCT w
surowicy, nawet do poziomu 1000-krotnie przekragzsgo zakres normy, jest
uzaleniona od stopnia uogolnienia procesu zapalnegowydage stzenia PCT
obserwuje s we wstrasie septycznym, a nieznaczne tylko przekroczenimenyow
miejscowych stanach zapalnych, jak ropnie, zapelerskrzeli, ptuc, infekcje drég
moczowych bez urosepsy [52]. Ze wahih na dobre parametry kinetyczne PCT jest
uwazana za lepszy marker ostrej fazy @RP [58]. Wnioskowawiec mazna, ze na
wyniki naszych badamiaty wptyw szczepienia RESANyOZ rozwdéj endometriozy, nie
za$ odczyn zapalny wywotany samymi operacjami, co psdmwart@é zastosowanego
modelu eksperymentalnego.

Jak wid&, nie udalo si otrzyma& jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o
mechanizm dziatania preparatu RESAN, clna pewno przedstawione dane suggruj
ze mae by on kolejnym lekiem zaliczanym do grupy immunomedoiow. Jak
wynika z pémiennictwa, jest to gtéwny trend w poszukiwaniu yotv lekow
zwalczajcych objawy endometriozy. ¥b6d badanych lekow wylicdy mazna
pentoxyfiling, interferon, leflunomid czy infliximab. Dane do#gce zakresu ich
dziatania § bardzo zacdtrajgce, ch@é wigksza¢ ocenianych lekownajduje si wcigz
w fazie bada daswiadczalnych.

Pentoxyfilina jest lekiem immunosupresyjnym, ktéwyedtug niektérych
autorow mae ograniczé zapalma aktywacg komorek ukiadu immunologicznego w
ptynie otrzewnowym kobiet chorych na endometioBadania Nothnick’a i wsp.
potwierdzity, ze w przypadku endometriozy indukowanej chirurgiezma modelu
szczurzym , pentoxyfilina istotnie hamowata rozwiplantow oraz ograniczata #6
produkowanych w nich protein typowych dla stanuata@go w endometriozie [66].
P&niejsze badania na ludziach nie przyniosty jediniakak jednoznacznie korzystnych
wynikow, 0 czym wspomniano we wgie niniejszej pracy.

Kolejnym lekiem z grupy immunomodulatoréw jest lefomid - selektywny
inhibitor enzymu kontrolujcego synteg pirymidyny. Jego zalecana dawka to 100 mg
przez 3 dni, nagpnie 20 mg dziennie. Jest lekiem przeciwzapalnym,
przeciwgogczkowym i przeciwbélowym, stosowanym w leczeniu mn.i
reumatoidalnego zapalenia stawow. Jego aktywnyalmoit A771726 hamuje
produkcg IL-1B i TNF-a, co skutkowalo regresjognisk endometriozy na modelu
doswiadczalnym u szczurow[106].

Innym lekiem, z ktorym wjze st duze nadzieje, jest ludzki interferan2b.
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Wedtug Ali i wsp. lek podany w formie iniekcji kaddiom leczonym laparoskepiz
powodu nieptodnéri skutkowat zmniejszeniem bolu podczas mjesek, wspdtycia i
defekacji przez okres 3 miesy. Z kolei po tym okresie, podczas laparoskoptiosel
look, stwierdzano zmniejszenie stopnia zaawans@vamilometriozy [1].

Rowniez infliximab zaliczany jest do grona immunomoduléter Jako
chimeryczne, monoklonalne przeciwciato, lekai@ btonows i rozpuszczaly forme
TNF, neutralizujc jego biologiczny efekt, a tym samym redukuyv surowicy szenie
prozapalnych mediatorow [6].

Trwaja prace badawcze nad loxoribinlevamisolem, ktére w badaniach

Kennana take spowodowaly regrespgnisk endometriozy na modelu szczurzym [48].

Wskpne wyniki dotyczce oddzialywania RESAN na ogniska
endometriozy podczas badaa modelu szczurzym wydasie zaclgcajgce i na pewno
mobilizuja do podgcia dalszych obserwacji. Wyniki dotygze oceny stzen wybranych
cytokin wskazuj na immunomodulugy wplyw preparatu, chio wobec braku
dowodow swiadczicych o wplywie preparatu RESAN na poziom ThFa wkc
jednego z gtéwnych czynnikéw odpowiedzialnych zalamtacg ognisk endometriozy,
prawdopodobne wydaj sie réwniez inne mechanizmy wplywu preparatu na
etiopatogenezchoroby. Interesgga okazé sie maze ocena oddziatywania RESAN na
zaburzony w przypadku endometriozy mechanizm apgptktopowych komorek
endometrium.

Chat zaobserwowane dzialanie RESAN na ogniska szczurzej
endometriozy jest bardzo obiegcg, sam preparat pozostawia wiele pytdéakie mog
by¢ skutki uboczne leku, zwtaszcza w okresie diugoteomym? Czy ma on wplyw na
cykl rozrodczy i mae by pomocny w leczeniu nieptodém? W ktérym momencie
wreszcie i u ktérych pacjentek wartogezy¢ lek?

Na pewno niektdre z tychatpliwosci mogtyby by znacznie zawzone,
gdyby znany byt peiny skiad leku, ktéry nadal chooy jest patentem. Wgi otwarte
pozostaje rownie pytanie, czy mgemy w przypadku RESAN zastosaiv@ojecie
szczepionki? Badania przeprowadzone na szeskab i przez diiszy okres czasu
mogtyby by réwniez pomocne w otwartej kwestii wytwarzania przez prappamgci
immunologicznej. Nie wiemy bowiem, czy zmiany w ¢hie uktadu
immunologicznego &g trwate, czy te stosowanie preparatu wymaga dawek

przypominagcych
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Endometrioza od lat pozostaje chayddardzo enigmatycan stawiajca
zarowno klinicystom jak i badaczom wiele pytaW zwigzku z faktem, ze
zachorowaln&¢ wydaje s¢ wcigz wzrasté, a w kwestii leczenia nie ma w peini
skutecznychérodkow, kade badania mage na celu poszukiwanie nowych metod i
preparatéw leczniczych mgjna pewno ogromn wartaé¢ zarowno dla swiata
medycznego, jak i samych pacjentek.

8. WNIOSKI
1. Preparat RESAN nmma zaliczy do grupy lekow immunomodulagych.

2. Preparat RESAN wplywa na ostabienie odpowiedzi kdwnej typu Th2 |,

hamupc rozwoéj endometriozy na modelu szczurzym.

3. Nie zaobserwowano istotnego wptywu RESAN na odpdavienmunologiczi
typu Th1.

9. STRESZCZENIE

Endometrioza jest przewlekt estrogenozalemg choroly polegajca na
wystepowaniu btonysluzowej endometrium poza jammacicy. Prowadzi do bolu w
obrebie miednicy mniejszej, bolesnych migsiek, dyspareunii i nieptodéa. Cha
choroba znana jest od ponad stu lat, do tej poey akr&glono jednoznacznie jej
przyczyny ani nie opracowano w petni skutecznedeesatu leczenia. Wiadomeae
istotny wptyw na etiopatogenezchoroby maj zaburzenia immunologiczne w
organizmie chorych kobiet. Na podstawie licznychddda stwierdzono zaburzan
odpowied immunologiczig typu Thl i Th2 w przebiegu endometriozy.

Preparat RESAN to substancja zawigraj w swoim skiladzie kompleksy
molekut pozyskanych z ksenogenicznych biatek zwiyreh Gallus domesticys S to
migdzy innymi glikoproteiny, peptydy i gglowodanowe fragmenty ponad 4@ngch
antygendéw nowotworowych.

Celem powyszej pracy byta ocena wptywu preparatu RESAN naowdid
immunologiczi typu Thl i Th2 w przebiegu endometriozy szczurzej.

Cz¢é¢ badawcz przeprowadzono w grupie 58 dojrzatych piciowo szzyc
szczepWVistar,ktora podzielono na trzy mniejsze grupy. W pierwszynpigtgpierwsza
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grupe (n=24) poddano profilaktycznemu szczepieniu prajgan RESAN (I etap).
Nastpnie po trzech miegtach 48 szczuréw poddano operacji wszczepienia
ektopowego endometrium do otrzewnej (Il etap). Witkainej grupie 10 szczuréw (gr.
[I) wykonano jedynie przegctie rogu macicy i zalmno szew na otrzewn Po
kolejnych trzech miegcach wszystkim szczurom przeprowadzono relapargtami
wyci¢ciem i oceg ewentualnych ognisk endometriozy (lll etap). Geupiolejnych
szczurow nie poddanych wdreejszemu profilaktycznemu szczepieniu podano
preparat RESAN (gr. Il, n=24). Po uplywie rgmstych trzech miescy ponownie
wykonano relaparotoraiw | i Il grupie szczuréw (IV etap). Podczas wskyst etapow
doswiadczenia pobierano szczurom 2 ml krwi z ogonérgkipo odwirowaniu mrono.
Celem oceny wptywu RESAN na odpowiednmunologiczia oceniono w surowicy
stezenie IL-4, IL-6 i IL-10 jako markerow odpowiedzipgy Th2 oraz TNFe i IFN-y
jako markeréw odpowiedzi typu Thl. Dodatkowo badskgenie prokalcytoniny , aby
ocent wptyw operacji na stan zapalny w organizmie zwgerz

Cytokiny oznaczano metgd cytometrii przeptywowej, a prokalcytorin
metody ELISA. Otrzymane wyniki poddano analizie statyztyej z wykorzystaniem
testu nieparametrycznego Manna-Whitneya, testu KatasWallisa z testami
wielokrotnych porowna Dunna, testu Wilcoxona i testu Friedmana z testami
wielokrotnych poréwna Dunna. W stosowanych testach petyj poziom istotnéci
p=0,05.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono stgitgstie istotny niszy
odsetek wszczepienia ognisk endometriozy po przegiwonych operacjach w grupie |
(profilaktyczne zastosowanie RESAN) w porownaniwgrapm Il (4,3% vs 69,6%,
p<0,0001). Zanotowano réwrieistotny statystycznie #$zy odsetek szczurow z
wszczepion endometriogz w Il grupie podczas IV etapu flsiadczenia w poréwnaniu z
etapem Il (po leczeniu chirurgicznym i leczniczygastosowaniu preparatu RESAN).

W czsci laboratoryjnej zanotowano istotny statystyczwerost I1L-4, IL-6 i
IL-10 w Il grupie szczuréw podczas Il etapusddadczenia w porownaniu z grap.
Stwierdzono rownigistotny statystycznie wzrostegenia IL-4, 1L-10 i IFNy w drugiej
grupie szczuréw podczas Il etapu eksperymentu wovpoaniu z etapem II. W
przypadku TNFe nie zanotowano istotnych adic. ROwnie poziom prokalcytoniny
byt poréwnywalny we wszystkich badanych grupachqgzaed poszczegolnych &zi

doswiadczenia.
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Na podstawie przeprowadzonych ima stwierdat, ze preparat RESAN dziata
jak lek immunomoduluicy poprzez ostabienie odpowiedzi komoérkowej typu2,Th
hamupc tym samym rozwoj] endometriozy na modelu szczurziie zanotowano
jednak wptywu RESAN na odpowigdypu Thl. Szczurzy model okaza¢ &iy¢ bardzo
przydatny w badaniach nad etiopatogermzdometriozy.

10. SUMMARY

Endometriosis is a chronic, estrogen-dependentasiselt is defined as the
presence of functioning endometrial glands and nstrooutside the uterus,
predominantly within peritoneal cavity. The follawg symptoms can be caused by
endometriosis: severe dysmenorrhoea, deep dyspayetnonic pelvic pain, infertility.
Although the disease has been known for more themndred years, there is currently
no cure for endometriosis and reported recurreatsrafter surgical therapy are high.
There is substantial evidence that immunologicdiacplay a role in the pathogenesis of
endometriosis. According to many theories theme désorder of the interaction between
Th1l and Th2 immune response patterns in the cadrde disease, with predominance
of Th2 cells.

The RESAN vaccine is a complex of molecules exéédrom xenogenic
tissues, i.e., G. domesticus. It contains glycapnst peptides and carbohydrate
fragments of more than 40 different common tumaigans.

The aim of our study was to evaluate the RESANugrice on Thl and Th2
iImmune response in the course of endometriosia emanal model.

The experiment was performed on 58 sexually mdamale Wistar white rats
which were divided into three groups. In the fstige (stage |) the RESAN was given
to 24 rats (group |, prophylaxis). Three monthsrdagndometriosis induction was
performed in 48 rats (group | and group Il). In semmals (group Ill, controls), a sham
operation was performed (stage Il). Three monttey,léhe second laparotomy aiming
to search for endometriotic foci and adhesions peaformed in all animals (stage III).
Excision of endometriotc foci was performed in greul and Il. During the second
laparotomy, RESAN was given to the animals in gréugAfter 3 months, the third
laparotomy was performed in all animals (stage Dring all stages of experiment,
rats’ blood (2 ml from tails) was taken, centrifdgend frozen. To check the influence

of RESAN on immune response some interleukins weraluated. Thl cells are
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secretors of interferon-gamma (IRN-and tumor necrosis factor-alpha (TNJ-
whereas Th2 cells produce principally interleukindd-4), IL-6 and IL-10. All

interleukins were measured by flow cytometry. Irdiidn, procalcitonin (PCT) was
detected by ELISA as a marker of inflammatory pssce

The Mann-Whitney test, Kruskal-Wallis test, Wilcoxdest and, finally,
Friedman test were used in the statistical analysiscompare cytokines and
procalcytonin concentrations. P value of <0,05 e@ssidered statistically significant.

Positive, histologically confirmed endometriosis swiund in 4,3% of the
animals in group | and in 69,9% of group Il (p<@MA@Y There was also statistically less
endometriotic foci in animals in group Il duringettfourth stage of experiment in
comparison to the third stage. IL-4, IL-6 and IL-lE@els were significantly higher in
rats from group Il during the third stage of expeent compared to animals from group
| at the same stage (p<0,05). IL-4, IL-10 and H-Nvels were also significantly higher
in group Il at the third stage than in the sameugrduring the second stage of the
experiment (p<0,05). No statistically significarttaniges in TNFe: and PCT levels
were found.

According to our results RESAN seems to be effectivboth the prophylaxis
and treatment of endometriosis by inhibiting Th2nome response. Probably RESAN
acts as an immune modulator with small influenceToid response. A rat model of
endometriosis seems to be very useful in reseancthe etiology and treatment of

endometriosis.
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