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1. Wstep

1.1 Endometrioza

Endometrioza definiowana jest jako obecno$¢ btony Sluzowej macicy poza jama
macicy z towarzyszacym przewleklym stanem zapalnym. Rozpoznanie endometriozy
opiera sie na badaniu histopatologicznym materiatu pobranego podczas laparoskopii
lub laparotomii. Badanie histopatologiczne potwierdza endometrioze, ale przy ujemnym
wyniku nie mozemy jej wykluczy¢ (1).

Endometrioza dotyczy 6-10% kobiet w wieku rozrodczym. Objawy sg mato
swoiste, dlatego Sredni czas od ich wystagpienia do rozpoznania wynosi okoto 7 lat. Do
objawow endometriozy naleza: bolesne miesigczki, bolesne wspotzycie, nieprawidtowe
krwawienia z macicy, przewlekty b6l miednicy mniejszej oraz niemozno$¢ zajScia w
ciaze (2). Wszystkie objawy w znacznym stopniu obnizajg jako$¢ zycia kobiet. Szacuje
sie, ze rocznie w Stanach Zjednoczonych straty ekonomiczne z powodu nieobecnosci w
pracy lub zmniejszonej wydajnosci wynosza 69,4 miliarda dolaréw (3).

Endometrioza pozostaje chorobg enigmatyczng, mimo ze w ostatnich dekadach

przeprowadzono liczne badania majace na celu wyjasnienie jej etiologii i patogenezy.

1.1.1 Klasyczne teorie etiopatogenezy endometriozy

Powstato wiele teorii prébujacych wyjasnic¢ etiopatogeneze endometriozy. Do
klasycznych nalezy teoria Sampsona z roku 1927, wedtug ktorej krew wraz z
elementami endometrium przedostaje sie z jamy macicy przez jajowody do jamy
otrzewnowe;j.

W kolejnym etapie dochodzi do zagniezdzania sie komoérek btony Sluzowej macicy i ich
proliferacji, co prowadzi do powstania ektopowych ognisk. Wiadomo, ze u 80% kobiet
przy droznych jajowodach dochodzi do wstecznego odptywu krwi miesigczkowej, a
endometrioza wystepuje tylko u niektorych, co przemawia za istnieniem innych
czynnikéw, by¢ moze lokalnych, warunkujacych przetrwanie komoérek endometrium w
jamie otrzewnowej i ich implantacje (4,5).

Kolejna klasyczna teorig powstawania endometriozy jest teoria metaplazji. Jej
autorami byli Iwanoff i Meyer. Gléwnym zatozeniem teorii jest istnienie komoérek

zdolnych do réznicowania sie w endometrium, a bedacych prekursorami nabtonka



mezodermalnego jajnika i otrzewnej miednicy mniejszej. Teoria ta szczego6lnie jest
przydatna w wyjasnieniu istnienia endometriozy w réznych rejonach organizmu, tam
gdzie wystepuje mezotelium np. jamie optucnej. Ttumaczy réwniez wystepowanie
endometriozy u mezczyzn poddanych terapii estrogenami (4,6). Rozwinieciem teorii
metaplazji jest teoria indukcji. Wedtug niej ztuszczona btona §luzowa macicy wydziela
substancje powodujace przeksztatcanie komorek otrzewnej w implanty endometrialne
(4).

Inna teoria zaktada, zZe elementy endometrium mogg przedostac sie do jamy
otrzewnowej droga krwionos$na lub limfatyczng. Pierwszym badaczem, ktéry ja opisat
byt Halban, a w dalszych badaniach potwierdzat réwniez Sampson. W dotychczasowych
badaniach wykazano przeptyw limfy z jamy macicy do jajnika oraz innych okolic
miednicy mniejszej. Dodatkowo w modelu zwierzecym, w ktéorym indukowano
endometrioze u pawianow, stwierdzono w weztach chtonnych zwierzat komorki
endometrialne. U kobiet, ktérym wykonywano wyciecie weztéw chtonnych miednicy
mniejszej, w 6-7% przypadkow rowniez znajdowano komorki endometrium (4,7).

Ztozona teoria Javerta z 1949 roku jest potagczeniem teorii implantacji, transportu
droga krwionos$na i limfatyczng, a takze teorii bezpoSredniego przenikania
endometrium przez miesien macicy. Badacz ten jako pierwszy zauwazyt, ze w

powstawaniu endometriozy moze brac¢ udziat kilka mechanizmow (4).

1.1.2 Wspolczesne teorie etiopatogenezy endometriozy

Coraz wiecej dowodow potwierdza zatozenie, Ze endometriozie towarzyszy
przewlekty stan zapalny oraz zmieniona odpowiedz immunologiczna. Dmowski w 1981
roku po raz pierwszy zauwazyt, Ze zaburzenia uktadu immunologicznego towarzysza
praktycznie kazdemu etapowi rozwoju endometriozy (8).

Kluczowym elementem uktadu immunologicznego sa makrofagi. Biora udziat w
rozpoznawaniu obcych komorek i prezentowaniu ich limfocytom T. W jamie
otrzewnowej odpowiadajg za usuwanie uszkodzonych i obcych komoérek. U kobiet z
endometriozg stwierdzono w jamie otrzewnowej zwiekszonag liczbe aktywowanych
makrofagéw o obnizonej zdolnosci do fagocytocy. Makrofagi te wydzielajg istotnie
wiecej cytokin prozapalnych takich jak IL-6. Innymi cytokinami, ktérych udziat rozwaza

sie w etiopatogenezie endometriozy sa: MIF, TNF-q, IL-1f3 i IL-8. Makrofagi otrzewnowe



u kobiet z endometriozg wykazuja zwiekszong ekspresje mRNA genu enzymu
cyklooksygenazy-2 (COX-2), co ttumaczy zwiekszone wydzielanie prostaglandyn (7).

W patogenezie endometriozy moze odgrywac role takze zaburzona rownowaga
pomiedzy limfocytami Th1 i Th2. Aktywowane limfocyty T réznicuja sie w limfocyty
pomocnicze typu 1 (Th1), ktérych gtbwnym zadaniem jest produkcja cytokin i
promowanie odpowiedzi typu komoérkowego, oraz w limfocyty pomocnicze typu 2
(Th2), ktore wydzielaja cytokiny biorace udziat w ré6znicowaniu limfocytow B, supresji
odpowiedzi typu komoérkowego, a takze nasilenia odpowiedzi typu humoralnego. Wiele
badan wykazato, ze u kobiet z endometrioza przewage uzyskujg limfocyty Th2 (4,5).

Kolejnymi komoérkami uktadu immunologicznego, ktérych aktywnos$¢ jest
obnizona u kobiet z endometriozg sg komorki NK czyli ,naturalni zabojcy”. Zaburzona
funkcja tych komorek zmniejsza ich zdolno$¢ do oczyszczania jamy otrzewnowej z
elementéw endometrium po wstecznym odptywie krwi miesigczkowej (9). Innym
czynnikiem utatwiajacym przezycie ektopowych komérek endometrium jest zaburzony
proces apoptozy. W dotychczasowych badaniach stwierdzono zwiekszong ekspresje
antyapoptycznego genu BCL-2 zaré6wno w eutopowym jak i ektopowym endometrium
kobiet z endometrioza (10).

Niezbedne do rozwoju ektopowego endometrium, w szczegdlnosci w
mikrosrodowisku otrzewnej, jest powstawanie nowych naczyn. Neoangiogeneza jest
potaczona z powstawaniem nerwow, co moze ttumaczy¢ dolegliwosci bélowe u
pacjentek. TNF-a, IL-8, MMP-3 oraz komorki progenitorowe $rédbtonka wywodzace sie
z endometrium, szpiku kostnego lub krazenia promuja proliferacje i adhezje komérek
endometrialnych oraz powstawanie nowych naczyn (11). Srédbtonkowy naczyniowy
czynnik wzrostu (VEGF) odpowiada za powstawanie i rozrost nowych naczyn. U kobiet z
endometriozg stwierdzono podwyzszone stezenia tego czynnika w ptynie otrzewnowym
oraz jego korelacje z ciezkos$cia choroby (12). Aktywowane makrofagi otrzewnowe
réwniez wydzielajag VEGF, co moze nasila¢ proces angiogenezy w stanach zapalnych
(13).

Zaburzona odpowiedz immunologiczna u kobiet z endometrioza moze by¢
zwigzana z dziataniem greliny i leptyny zar6wno w ptynie otrzewnowym jak i tkankach
endometrialnych (14-16). Hormony te nie tylko modulujg odpowiedZ immunologiczng,

ale takze pobudzaja powstawanie nowych naczyn i dzielenie sie komorek (17-19).
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1.2 Grelina

W 1999 roku grupa japonskich badaczy odkryta greline - ligand receptora dla
hormonu uwalniajgcego hormon wzrostu. Grelina zbudowana jest z 28 aminokwaséw, a
powstaje z preprogreliny — 117 aminokwasowego prekursora. Prekursor ten jest
kodowany przez gen sktadajacy sie z 5 eksonéw oraz 4 introndéw i zlokalizowany u ludzi
na chromosomie 3 (3p25-26). Preprogrelina ulega modyfikacji przez O-
acetylotransferaze greliny (GOAT) przez przytaczenie grupy oktanylowej do seryny w
pozycji 3 peptydu. Kolejnym etapem powstawania greliny jest ciecie zmodyfikowanego
prekursora, co w efekcie daje aktywna biologicznie 28-aminokwasowag greline (19).

Grelina wystepuje w organizmie w formie acylowanej lub desacylowane;.
Stosunek stezenia pierwszej do drugiej formy ma sie jak 2:1 w zotadku oraz jak 9:1 w
surowicy. Forma desacylowana, w odrdznieniu od formy acylowanej zwykle nie jest
aktywna biologicznie (20). Acylowana grelina uwalniana jest przede wszystkim z
komorek enteroendokrynnych zotadka, a takze w mniejszych ilosciach z jelit,
podwzgdrza, przysadki mézgowej, nerek, tozyska, jader, jajnikow, tarczycy i trzustki
(19-21).

Receptor dla greliny (GHS-R) zostat odkryty w 1996 roku. Zbudowany jest z
siedmiu domen przezbtonowych i nalezy do rodziny receptoréw sprzezonych z biatkiem
G. Gen dla receptora réwniez zlokalizowany jest na chromosomie 3 w pozycji 3q26.2.
Wyrdznia sie dwie postacie receptora: GHS-R1a oraz GHS-R1b. Pierwszy sktada sie z
366 aminokwasow i jest wtasciwym receptorem dla greliny, rola drugiego nie zostata
okreslona (19). Ekspresje receptora GHS-R1a wykazano nie tylko w mozgu, ale takze w
komorkach trzustki, tarczycy, sledziony, mie$nia serca, nadnerczy, tkanki thuszczowe;j
oraz w komorkach uktadu immunologicznego (20).

Stezenia greliny w surowicy u ludzi z prawidtowym wskaznikiem masy ciata
ulegaja pulsacyjnym zmianom - najwyzsze wystepuja w nocy. Zwigzane jest to przede
wszystkim z przyjmowaniem pokarmu. Podczas glodzenia stezenie greliny w surowicy
zwieksza sie, a 60 - 120 minut po spozyciu positku zaczyna sie obniza¢. Dtugotrwate
gtodzenie hamuje acylacje greliny, ale nie wptywa na ogoélne jej wydzielanie (20).

Innymi czynnikami, ktére wpltywajg na zmiany stezenia greliny w surowicy sa
aktywnos¢ fizyczna oraz odpoczynek nocny. Krétkotrwate intensywne ¢wiczenia

fizyczne obnizaja stezenie hormonu - przede wszystkim formy acylowanej. Z drugiej
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strony, systematyczny i dtugotrwaty trening powoduje zwiekszenie catkowitej i
desacylowanej greliny, bez zmian w jej formie acylowanej. Podobnie brak snu
podwyzsza stezenie greliny (19).

Grelina odgrywa role nie tylko w bilansie energetycznym organizmu, ale takze w
procesach reprodukcyjnych. Zwieksza wydzielanie prolaktyny, hormonu
adrenokortykotropowego i kortyzolu, a takze obniza czesto$¢ pulsacyjnego wydzielania
LH (21). Dodatkowo bierze udziat w regulacji uktadu immunologicznego, osteoblastow,
uktadu krazenia, proliferacji komoérek nowotworowych np. w raku ptuc, piersi,
przysadki i tarczycy. Zaobserwowano takze, ze pod jej wptywem wzrasta stezenie

insulinowego czynnika wzrostu IGF-I (22).

1.2.1 Udziat greliny w odpowiedzi immunologicznej

W 2001 roku grupa badaczy pod kierownictwem Hattori odkryta obecno$¢
receptora dla greliny w obrebie komoérek uktadu immunologicznego. Jego ekspresje
wykazali w limfocytach typu B i T, a takze w neutrofilach. Okazato sie, ze komorki te nie
tylko maja receptor dla greliny, ale takze uwalniaja sama greline. W trakcie badan
wykazano ekspresje greliny we wszystkich typach komoérek B i T oraz neutrofilach i
komorkach mieloidalnych (23). Dixit i wsp. przeprowadzili doktadniejsze badania i
wykazali ekspresje genu preprogreliny w limfocytach T, a podczas ich aktywacji
produkcje i wydzielanie greliny zaréwno w formie acylowanej jak i desacylowanej (24).

W chorobach immunologicznych jelit takich jak wrzodziejace zapalenie jelita
grubego lub choroba Lesniowskiego - Crohna wykazano podwyZszone stezenie greliny
w surowicy; stopien zaawansowania choroby korelowat ze stezeniem hormonu (25).
Natomiast w surowicy pacjentow chorych na reumatoidalne zapalenie stawow, a takze
w doswiadczalnie wywotanym zapaleniu stawow u szczurow, stwierdzono nizsze
stezenia greliny (26). Te odmienne wyniki sugeruja pytanie, na ile stezenie greliny w
surowicy zalezy od samej choroby immunologicznej, a na ile od stanu odzywienia
pacjentow. Wykazano, ze odzywianie wptywa na stezenie greliny w stanie zapalnym. To
czy podwyzZszone stezenie greliny w surowicy jest przyczyna czy konsekwencja stanu
zapalnego byto przedmiotem licznych badan, ktére przemawiaja raczej za druga
mozliwoScia (25,26).

Grelina hamuje wydzielanie cytokin prozapalnych takich jak IL-1f3, IL-6 i TNF-a

przez limfocyty T i monocyty (24). W modelach zwierzecych grelina wykazuje efekt
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przeciwzapalny. Podanie greliny w indukowanym zapaleniu trzustki u szczuréw
powodowato zmniejszenie wydzielania prozapalnej IL-13 (27). W innym badaniu
wykazano, ze grelina hamuje proliferacje limfocytéw T w Sledzionie, a takze zmniejsza
ekspresje mRNA cytokin limfocytéw Th1 - IL-2 i interferonu- y oraz Th2 - [L-4 i IL-10
(28).

Wiele badan wskazuje na anty-apoptotyczny efekt greliny. Apoptoza indukowana
przez TNF- a oraz aktywacja kaspazy-3 w komodrkach osteoblastéw, hamowana jest w
obecnosci greliny (29). Podobny efekt hormon wykazuje w komérkach 3 trzustki,
komorkach nabtonkowych jelit, adipocytach, kardiomiocytach i komoérkach srédbtonka.
Apoptoza moze by¢ hamowana na drodze aktywacji przez greline enzymu fosfatydylo-
inozytolowej kinazy-3 lub hamowaniu kinazy-3f3 syntezy glikogenu. Na podstawie tych
doswiadczen mozna przypuszczac, ze grelina wywiera podobny anty-apoptotyczny efekt
na komorki uktadu immunologicznego, ale do tej pory nie przeprowadzono takich badan
(30).

Wptyw greliny na poszczegélne elementy uktadu immunologicznego

przedstawiono na rycinie 1.

Apoptoza komorek

"

" Limfocyty /\ / Tymopoeza
Rozwoj komorek T

N\

IL-10 IL-4

Rycina 1. Wptyw greliny na poszczegdlne elementy uktadu immunologicznego.
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Rola greliny w etiopatogenezie endometriozy moze by¢ zwigzana z jej
oddziatywaniem na komorki uktadu immunologicznego, a takze hamowaniem apoptozy
komorek endometrialnych poza jama macicy. Grelina moze mie¢ swoéj udziat rOwniez w
powstawaniu nowych naczyn niezbednych do przezycia ektopowych tkanek

endometrium (15).

14



1.3 Leptyna

Leptyna zostata odkryta w 1994 roku przez Zhanga i wsp. jako produkt genu
ludzkiej otytosci (OB) (31). Gen sktadajacy sie z trzech egzonéw i dwdéch intronéw
zlokalizowany jest na chromosomie 7 w pozycji 7q31.3. Produktem tego genu jest biatko
sktadajace sie ze 166 aminokwasOw. Leptyna produkowana jest przede wszystkim przez
tkanke ttuszczowa, ale wykryto ja takze w tkankach Zotadka, gruczotu piersiowego,
tozyska i serca (17).

Leptyna dziata poprzez receptor dla leptyny (LEPR lub OBR), ktory jest
zlokalizowany na chromosomie 1 w pozycji 1p31. Produktem genu sktadajgcego sie z 18
egzonow oraz 17 introndéw jest 1162 aminokwasowe biatko. Ekspresje receptora dla
leptyny wykazano w podwzgorzu, mozdzku, naczyniach, zotadku, a takze tozysku (17).
Kitawaki i wsp. udowodnili wystepowanie tego receptora takze w ludzkim endometrium
z pikiem ekspresji we wczesnej fazie wydzielniczej (32). Z innych prac wynika, ze pik
ekspresji receptora dla leptyny przypada na pdzng faze wydzielnicza (33,34).
Dotychczas wykazano istnienie ponad 6 izoform tego receptora (ObRa, ObRb, ObRc,
ObRd, ObRe i ObRf). Izoformy ObRa i ObRb odgrywaja role w transporcie leptyny przez
bariere krew - mdzg. Funkcjonalng izoforma jest posta¢ ObRb (35).

Podstawowg funkcjg leptyny w organizmie jest wptyw na uczucie sytosci i gtodu,
mase ciata a takze metabolizm. Dodatkowo hormon ten reguluje wydzielanie GnRH, FSH,
LH, ACTH, kortyzolu i GH. Juz w 1996 roku Schartz i wsp. wykazali, Ze stezenie leptyny w
surowicy jest wyzsze u ludzi z podwyzszonym wskaznikiem BMI oraz wyzszym
wskaznikiem tkanki ttuszczowej. Po uwolnieniu przez tkanke ttuszczowa, leptyna
przekazuje informacje do mézgu o bilansie energetycznym organizmu. Stezenie leptyny
w surowicy wzrasta wraz z warto$ciami BMI i przyjmowaniem pokarmu, a maleje wraz
gtodzeniem i niskg zawartoscig tkanki ttuszczowej (36).

Leptyna wptywa posrednio na o$ podwzgdrze - przysadka - gonady, gdyz wiele
neurondw zwigzanych z bilansem energetycznym anatomicznie powigzanych jest z
neuronami wydzielajacymi GnRH, co stanowi¢ moze ogniwo taczace gospodarke
energetyczng organizmu z zaburzeniami funkcji rozrodczych cztowieka (37). Ostatnie
badania sugerujg, Ze leptyna moduluje 0§ podwzgorze-przysadka-gonady dziatajac

przez ,kisspeptyny” - produkty genu Kiss1 oraz neurokininy B. Mutacje w zakresie
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genu GPR54 receptora dla kisspeptyny powoduja wystapienie hipogonadyzmu

hipogonadotropowego zaréwno u myszy jak i u ludzi (38).

1.3.1 Udziat leptyny w odpowiedzi immunologicznej

Badania nad leptyng wykazaty jej role nie tylko w metabolizmie i odZywianiu, ale
takze w procesach immunologicznych. Razem z CRP, IL-1 i IL-6 bierze udziat w ostrych
fazach stanu zapalnego, sepsie i gorgczce. Pomimo, ze dobrze udowodniono wtasciwosci
prozapalne leptyny, w niektérych stanach zapalnych nie wykazano jej udziatu (18).

Za wplywem leptyny na procesy immunologiczne przemawia wystepowanie
tkanki ttuszczowej w elementach uktadu immunologicznego. Skupiska tkanki
limfatycznej takie jak wezty chtonne, grasica i szpik kostny zawieraja takze tkanke
ttuszczowa, ktéra poza funkcjami strukturalnymi, metabolicznymi i izolacyjnymi
zapewnia specjalne mikrosrodowisko dla wtasciwej odpowiedzi immunologiczne;.

Leptyna nalezy do rodziny diugotancuchowych heliktycznych cytokin.
Charakteryzuje sie strukturalnym podobienstwem do IL-6, IL-12, IL-15 oraz G-CSF (39).
W stanach zapalnych zwigzanych z uwolnieniem czynnikéw ostrej fazy takich jak TNF,
IL-1 1 IL-6 dochodzi takze do wydzielania leptyny (40). Jej dziataniu podlega takze
rozwoj i aktywacja komodrek NK. Na powierzchni komérek NK wykazano ekspresje
receptora dla leptyny ObRb. Na modelu mysim udowodniono, ze w przypadku jego
braku dochodzito do nieprawidtowego rozwoju komoérek NK oraz zmniejszenia ich puli
na obwodzie. Pobudzenie receptora ObRb leptyny aktywowato bezposrednio droge
sygnatu STAT3, co wptywato na dziatanie cytotoksyczne limfocytéw NK (41,42).

0d leptyny zalezy réwniez metabolizm i przezycie limfocytow; moze ona
zwiekszac ekspresje transporteréw glukozy GLUT1 i GLUT2 na powierzchni limfocytow.
Dodatkowo leptyna ma zdolno$¢ zwiekszania ekspresji biatek antyapoptotycznych
BCL-2 oraz BCL-X. co chroni limfocyty T oraz komorki grasicy przed zaprogramowang
$miercig (43).

Wptyw leptyny na poszczegélne elementy uktadu immunologicznego przedstawiono na

rycinie 2.
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Rycina 2. Wptyw leptyny na poszczegdlne elementy uktadu immunologicznego wedtug

La Cava A, Matarese G (18).

Leptyna bierze udziat w procesach autoimmunologicznych, szczeg6lnie
zwigzanych z odpowiedzig zapalng. Zwiekszone obwodowe stezenie leptyny u ludzi
zwigzane jest z przewlektym stanem zapalnym oraz chorobami z autoagresji, podczas
gdy obniZone stezenia leptyny hamuje powstawanie chorob autoimmunologicznych.
Lord i wsp wykazali, Ze leptyna zaburza rownowage pomiedzy limfocytami Th1 i Th2. U
myszy pozbawionych genu leptyny obserwowano zmniejszone wydzielanie cytokin Th1:
IL-2, IFN-y, TNF-a oraz IL-18 i zwiekszone cytokin Th2: [L-4i1L-10 (44). Zwierzeta te
byty odporne na préby indukcji choréb autoimmunologicznych.

Fraser i wsp. wykazali, Ze u ludzi chorych na reumatoidalne zapalenie stawow,
ktoérzy nie przyjmowali Zadnych positkéw rano, co korelowato z nizszym stezeniem

leptyny i przewaga cytokin typu Th2, przebieg choroby byt tagodniejszy (45).
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Wiasciwosci immunomodulacyjne leptyny zostaty udowodnione takze w innej chorobie
autoimmunologicznej: eksperymentalnym autoimmunologicznym zapaleniu mézgu
(EAE) - modelu stwardnienia rozsianego. Ostatnie badania przeprowadzone przez
Matarese i wsp. wykazaty, Ze leptyna jest odpowiedzialna za indukcje i rozwéj EAE.
Myszy pozbawione genu dla leptyny byly odporne na indukcje EAE, czemu towarzyszyto
zwiekszone stezenie IL-4 oraz brak uwalniania [FN- y przez limfocyty T. Substytucja
leptyny generowata u tych myszy zdolnos¢ do wystapienia EAE wtérnie do przesuniecia
réwnowagi w kierunku komoérek Th1 (46).

Badania przeprowadzone przez Galgani i wsp. wykazaty, ze leptyna reguluje
przezywanie komorek T CD4+* specyficznych dla autoantygenéw: dziata bezposrednio
poprzez aktywacje mTOR i przezycie genu Bcl-2 oraz posrednio poprzez hamowanie
wydzielania cytokin waznych dla odpowiedzi autologicznej komérek T CD4+ takich jak
IL-6, IL-15 i GM-CSF (47).

Siegmund i wsp. udowodnili, Ze myszy pozbawione genu dla leptyny nie rozwijaja
ostrego zapalenia jelit (EIC) indukowanego siarczanem sodowym dekstranu, a komarki
uktadu odpornosciowego wydzielaja mniej cytokin prozapalnych oraz chemokin.
Podanie leptyny tym myszom skutkowato wystapieniem stanu zapalnego oraz
produkcja cytokin na poziomie myszy z prawidtowym genem leptyny (48).

Rozwazajgc udziat leptyny w procesach autoimmunologicznych nalezy zwrdoci¢
uwage, ze u kobiet stezenie tego hormonu w surowicy jest 2-3 krotnie wyZsze niz u
mezczyzn po korekcji wzgledem BMI oraz wieku. Predysponuje to do czestszego
wystepowania choréb autoimmunologicznych tj. stwardnienia rozsianego,
reumatoidalnego zapalenia stawow lub tocznia uktadowego. Hormony ptciowe maja
duzy wptyw na stezenie leptyny u mezczyzn i kobiet. Przed okresem dojrzewania
stezenie leptyny w surowicy jest na podobnym poziomie u obu ptci. W trakcie okresu
dojrzewania dziewczynek dochodzi do wzrostu stezenie leptyny, co idzie w parze ze
wzrostem stezenia estrogenow. Kobiety w odrdznieniu od mezczyzn wykazuja silniejsza
odpowiedz komorek T, wieksza produkcje przeciwcial oraz wyzsze stezenie cytokin Th1
- zwtaszcza IFN- y oraz IL-1 (co bezpos$rednio jest zwigzane z estrogenami). Odwrotnie
dziatajg androgeny i testosteron - promuja produkcje IL-4 oraz IL-5, a takze zmiane
odpowiedzi immunologicznej w kierunku komérek Th2 (49).

Udziat leptyny w etiopatogenezie endometriozy zwigzany moze by¢ z

wymienionym wptywem na inne cytokiny prozapalne, a takze na czasteczki adhezyjne.

18



Lord i wsp. wykazali, Ze leptyna zwieksza ekspresje czasteczek adhezyjnych - przede
wszystkim miedzykomorkowej czasteczki adhezyjnej 1 (ICAM1, CD54), integryny VLA2
oraz CD49B - podjednostki integryny alfa. Leptyna dziata w tym przypadku posrednio
poprzez indukcje prozapalnych cytokin jak np. interferonu gamma (44). Zwiekszona
ekspresja czasteczek adhezyjnych z jednej strony moze inicjowac grupowanie,
aktywacje i migracje komdrek odpornosciowych do rejonu stanu zapalnego, a z drugiej

strony utatwiac przyleganie komdérek endometrialnych implantow.
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1.4 Transkrypcyjny czynnik jadrowy kB (NF-kB)

W 1986 roku Sen i Baltimore opisali transkrypcyjny czynnik jadrowy kB (NF-kB),
ktéry wigze sie z promotorem genu tancucha lekkiego kappa immunoglobulin w
limfocytach B i odgrywa istotna role w odpowiedzi immunologicznej oraz procesach
zapalnych (50).

Do rodziny biatek NF-kB nalezy 5 czynnikéw transkrypcyjnych: NF-kB1
(podjednostka p50 i jego prekursor p105), NF-kB2 (podjednostka p52 i jego prekursor
p100), RelA (podjednostka p65), RelB oraz c-Rel. Wszystkie biatka posiadajg wspolna
homologiczng domene Rel w N-koncowym odcinku tancucha peptydowego. Podrodzina
RelA, RelB i c-Rel moze aktywowac transkrypcje czasteczki DNA, poniewaz posiada na C-
koncowym odcinku peptydu sekwencje TAD (transcription activation domain). Druga
podrodzine stanowig kompleksy biatkowe NF-kB1 (p105/p50) i NF-kB2 (p100/p52)
syntetyzowane jako duze biatka prekursorowe p105 i p100 zawierajace w odcinku C-
koncowym domene ARD (ankirin repeat domain). W wyniku proteolizy powstaja
postacie ostateczne podjednostek NF-kB: p50 i p52, ktére posiadaja domene dzieki
ktérej moga taczyc¢ sie z czasteczkq DNA (51).

Wszystkie biatka z rodziny NF-kB moga wystepowac jako homo- i heterodimery.
Tylko w takiej postaci sg aktywne i petnig funkcje regulatorowych biatek
transkrypcyjnych. NajczeSciej wystepujacym dimerem jest p50/RelA (p50/p65)
okreslany mianem NF-kB. Ze wszystkich dimeréw najszybciej przenika on do jadra
komorkowego. Homodimery p50/p50 i p52/p52 funkcjonujg jako inhibitory
transkrypcji. Dopiero w potaczeniu z biatkiem Bcl-3 moga jg aktywowac. Z kolei RelA,
RelB i c-Rel funkcjonuja jako aktywatory transkrypcji (52).

NF-kB kontroluje ekspresje okoto 200 genéw zwigzanych z procesami
komorkowymi takimi jak proliferacja, réznicowanie i apoptoza. Jest gtownym
czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym geny odpowiedzialne za natychmiastowa
odpowiedZ immunologiczng. Poprzez kaskade fosforylacji NF-kB przechodzi do jadra
komorkowego promujac ekspresje genéw zwigzanych z rozwojem komorek T, ich
dojrzewaniem i proliferacjg (53). Ponadto NF-kB kontroluje geny majace udziat w
stanie zapalnym. W stanach zapalnych, takich jak choroby zapalne jelit, zapalenia
stawodw, sepsa, astma i miazdzyca stwierdzono przewlekta aktywnos¢ tego czynnika

(52).
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NF-kB jest jednym z inhibitorow apoptozy. Hamuje zaprogramowang $mier¢
komorki indukowang TNF-a lub innymi czynnikami. Myszy pozbawione podjednostki
RelA umieraty w 15 dniu zycia ptodowego na skutek masywnej apoptozy komorek
watroby. W innym badaniu, fibroblasty z niedoborem tej samej podjednostki, rowniez
wykazywaly wzmozona apoptoze (54). Komérki srodbtonka ulegajg zaprogramowanej
$mierci na skutek braku wtasciwych czynnikow wzrostu. Komoérki, ktére przezywaja
wykazuja sie zwiekszong aktywnoscig NF-kB, a te ktore ulegly apoptozie maja
zdegradowang podjednostke RelA (53).

Wykazano rowniez proapoptotyczng aktywno$¢ czynnika NF-kB. W komérkach
czerniaka zmniejszong apoptoze indukowang promieniowaniem UV ttumaczono
zmniejszong aktywnoscia czynnika NF-kB (55). Natomiast zwiekszona aktywacja NF-kB
kontroluje apoptoze wywotang stresem oksydacyjnym w komorkach srédbtonka aorty.
Odbywa sie to przez obnizenie aktywacji biatka Bcl-2, translokacje biatka Bax i
zwiekszone dziatanie biatka p53 (56).

NF-kB jest jednym z gtéwnych czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych z
ekspresja genéw odpowiedzialnych za stan zapalny. Aktywuje on miedzy innymi: I1-1f3,
IL-2, IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-«a, TGF-f3, IFN-f, IFN-y, naczyniowy czynnik adhezyjny 1
(VCAM-1), miedzykomorkowy czynnik adhezyjny 1 (ICAM-1), czynniki pobudzajace
kolonizacje granulocytow-makrofagéw (GM-CSF), granulocytow (G-CSF) oraz geny
uktadu zgodnosci tkankowej MHC (57).

Wiele badan wykazato wptyw NF-kB na procesy zwigzane z patogeneza
endometriozy: stanem zapalnym, proliferacja komorek, apoptoza i powstawaniem
nowych naczyn. Jednak doktadne mechanizmy regulujace te procesy i aktywacje NF-«kB

sg nieznane (58).

1.4.1 Zwiazek NF-kB z greling i leptyna

Wei Gen Li i wsp. badali wptyw greliny na stan zapalny w komoérkach srédbtonka
zyty pepowinowej. Wykazali, Ze grelina dziata przeciwzapalnie poprzez hamowanie
wytwarzania cytokiny TNF-a oraz przylegania komoérek jednojadrzastych w komoérkach
Srddbtonka. Dodatkowo stwierdzili obnizong aktywacje czynnika NF-kB, co wigzali z
dziataniem greliny. W ten sposob udowodniono po raz pierwszy mechanizm dziatania
przeciwzapalnego greliny w odpowiedzi na TNF-a i H202. Jednak molekularne podstawy

odpowiedzi greliny na hamowanie aktywacji czynnika NF-kB pozostaja nieznane (59).
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Zhang i wsp. oceniali ochronne dziatanie greliny na apoptoze komdérek linii H9c2.
Wykazali, Ze wraz ze wzrastajgcymi stezeniami greliny stopien apoptozy komorek
zaleznej od H202 byt mniejszy. Aktywacja czynnika NF-kB obnizata sie rowniez wraz ze
wzrostem stezen greliny. Z tego wzgledu autorzy postrzegaja hamowanie aktywacji
czynnika NF-xB przez greline jako jej potencjalny mechanizm modulowania apoptozy
komorek (60).

Odmienne wyniki uzyskali Sung i wsp. W swoim badaniu oceniali wptyw greliny
na czynnik NF-kB w komoérkach B uktadu immunologicznego. Udowodnili, Ze grelina
zwieksza aktywacje czynnika NF-kB nawet o 50% w komorkach B, co moze nasila¢
procesy zapalne. Taki efekt uzyskali tylko w komoérkach w stanie spoczynku. Wedtug ich
obserwacji aktywowane limfocyty wykazuja juz maksymalng aktywacje czynnika NF-kB,
a dalsze stymulowanie przez receptor greliny nie przynosi istotnego efektu. Badacze
potwierdzili takze brak wptywu greliny na produkcje cytokin przez komérki B. Stezenia
cytokin nie zmieniaty sie istotnie mimo zmian w aktywnosci NF-kB (61).

Jia - Hong Chen i wsp. w swoim badaniu wykazali zwiekszenie migracji komorek
gleju pod wptywem greliny, co wigzato sie z jednoczesng aktywacja czynnika NF-xB.
Potwierdzeniem kontroli migracji komérek przez greline za pomoca czynnika NF-kB
byto obnizenie migracji komoérek po zahamowaniu aktywnosci NF-kB (62).

Leptyna podobnie jak grelina r6wniez wptywa na aktywacje czynnika NF-xB.
Proliferacja komorek mie$ni gtadkich naczyn zwieksza sie pod wptywem leptyny. Fen
Huang i wsp. wykazali, ze leptyna zwieksza czesto$¢ przechodzenia komoérek z fazy S do
G2/M. Jednocze$nie zaobserwowali zwiekszong aktywnos$¢ czynnika NF-xB wraz ze
zwiekszajacym sie stezeniem leptyny. Potwierdzono te zalezno$¢ dodajac do hodowli
komorek inhibitor leptyny, co powodowato istotne obnizenie sie aktywnosci NF-kB (63).

Leptyna zwieksza stezenie sSrédbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w
komorkach raka piersi. Badacze pod kierownictwem Rubena Gonzalez-Perez’'a wykazali,
ze odbywa sie to miedzy innymi poprzez aktywacje czynnika NF-kB. Odpowiadajg za to
przede wszystkim niekanoniczne szlaki aktywacji leptyny (64).

Czynnik NF-kB moze stanowi¢ ogniwo tgczace hormony leptyne i greline z
uktadem immunologicznym, ktoérego zaburzone funkcjonowanie odgrywa istotng role w
etiopatogenezie endometriozy. W dotychczasowych badaniach wykazano udziat
zarowno czynnika NF-kB jak i greliny z leptyng w patogenezie endometriozy, ale zadne

nie wykazaty ich wzajemnych zaleznosci.
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2. Cel pracy

Nadrzednym celem pracy byto uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy grelina i leptyna

jako hormony wptywajace na uktad immunologiczny biorg udziat w etiopatogenezie

endometriozy.

Cel pracy byt realizowany przez:

1.

Ocene stezenia greliny i leptyny w plynie otrzewnowym oraz osoczu kobiet z i
bez endometriozy.

Ocene ekspresji mRNA greliny i leptyny oraz ich receptoréw w eutopowym
endometrium kobiet z i bez endometriozy.

Ocene ekspresji mRNA greliny i leptyny oraz ich receptoréw w eutopowym i
ektopowym endometrium w réznych stadiach endometriozy.

Ocene biatek receptorow greliny i leptyny w eutopowym i ektopowym
endometrium.

Ocene aktywacji czynnika NF-kB w eutopowym i ektopowym endometrium

kobiet z i bez endometriozy.
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3. Materiat

Badaniami objeto 88 kobiet hospitalizowanych i diagnozowanych w Klinice
Rozrodczosci Katedry Ginekologii, Potoznictwa i Ginekologii Onkologicznej
Uniwersytetu Medycznego imienia Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, pomiedzy
listopadem 2008 a sierpniem 2012 roku. U wszystkich 88 kobiet wykonano
laparoskopie i histeroskopie ze wskazan:

1. niemozno$¢ zajScia w ciaze

2. objawy kliniczne sugerujace endometrioze
3. mie$niaki macicy

4. podejrzenie wady wrodzonej macicy

Materiat do badan stanowito eutopowe i ektopowe endometrium oraz krew i
ptyn otrzewnowy.

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu wyrazita zgode na przeprowadzenie badan (zgoda nr 299/10). Wszystkie
pacjentki otrzymaty informacje na temat badania i podpisaty zgode na ich
przeprowadzenie.

Badania zostaty przeprowadzone ze srodkéw statutowych Kliniki Rozrodczosci

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.1 Grupy badane

W zaleznosci od wyniku laparoskopii pacjentki podzielono na 2 grupy. W
przypadku stwierdzenia ognisk endometriozy na otrzewnej lub torbieli
endometrialnych pacjentki kwalifikowano do grupy badanej (n=54). W przypadku nie
uwidocznienia zmian charakterystycznych dla endometriozy w jamie brzusznej,
pacjentki witaczano do grupy kontrolnej (n=34). Kobiety z grupy kontrolnej nie miaty
stwierdzonej zadnej patologii w obrebie jamy otrzewnowej poza kilkoma pacjentkami z
rozpoznang wadg macicy lub niedroznoscia jajowodu.

Charakterystyke obu analizowanych grup przedstawiono w tabeli I. Nie
stwierdzono istotnych réznic pod wzgledem wieku, dnia cyklu miesigczkowego, w

ktérym uzyskano materiat i BML.
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Tabela I. Charakterystyka kobiet z i bez endometriozy

Kobiety Kobiety p
z endometrioza bez endometriozy
n=54 n=34

Wiek 31,3 6,0 31,3+3,8 NS

Srednia +SD

Dzien cyklu 18,1 +7,3 17,7 £5,1 NS

Srednia +SD
BMI (kg/m?) 22,0 £2,5 22,6 £2,7 NS

Srednia +SD

3.2 Omowienie grup badanych

3.2.1 Kobiety z endometrioza
Do tej grupy wiaczono 54 kobiety z endometrioza potwierdzong badaniem

histopatologicznym. U 25 kobiet stwierdzono torbiel endometrialng, a u 29 ogniska
endometriozy na powierzchni otrzewnej zatoki Douglasa, wiezadet krzyZowo-
macicznych, powierzchni jajnika i/lub otrzewnej $ciennej jamy brzusznej. Srednia wieku
pacjentek wynosita 31,3 £6,0 lat. Pacjentki byly Srednio w 18,1 +7,3 dniu cyklu podczas
pozyskiwania materiatu (mediana 19; min-max: 4 - 44). W zdecydowanej wiekszosci
(88,9%) pacjentki miaty prawidtowa mase ciata - indeks masy ciata Srednio wynosit
22,0 £2,5 (min-max: 16 - 28). Dwie pacjentki (3,7%) mialy niedowage (BMI1 16,21 17
kg/m?) a cztery (7,4%) nadwage (BMI 27,3 - 28,7 kg/m?).

3.2.2 Kobiety bez endometriozy
Do tej grupy wiaczono 34 kobiety bez wyktadnikéw endometriozy w badaniu

laparoskopowym. U 5 kobiet usunieto przegrode macicy podczas rOwnoczasowej
histeroskopii, u 1 rozpoznano hipoplazje macicy, u 1 usunieto mieSniaka macicy, a u
pozostatych 27 nie stwierdzono patologii w obrebie jamy brzusznej. Srednia wieku
pacjentek wynosita 31,3 +3,8 lat. Pacjentki byly Srednio w 17,7 5,1 dniu cyklu podczas
pozyskiwania materiatu (medianal8; min-max: 7 - 26). Wiekszo$¢ pacjentek (88,3%)
miata prawidtowa mase ciata - indeks masy ciata Srednio wynosit 22,6 +2,7 (min-max:
18,4 - 33,7 kg/m?). Trzy (8,8%) pacjentki miaty nadwage (BMI 25,1 - 27,3 kg/m?), a
jedna (2,9%) otytos¢ (BMI 33,8 kg/m?).
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4. Metody

Krew pobierano na czczo w dniu operacji pacjentek w ilosci 5 ml do probowki
zawierajacej etylenodwuaminoczterooctan (EDTA). Nastepnie krew odwirowywano w
ciggu 10 minut od pobrania z przyspieszeniem 3000 g przez 10 minut, a osocze
przenoszono do probowek typu Eppendorfa 1,5 ml i zamrazano w temperaturze -20°C
do czasu wykonania oznaczen.

Bezposrednio po zatozeniu laparoskopu pobierano ptyn otrzewnowy w ilosci 5
ml do probowki zawierajacej EDTA. Ptyn odwirowywano w ciggu 10 minut od pobrania
z przyspieszeniem 3000 g przez 10 minut, a nastepnie przenoszono do probéwek typu
Eppendorfa 1,5 ml i zamrazano w temperaturze -20°C do czasu wykonania oznaczen.

Eutopowe endometrium (btona sluzowa jamy macicy) byto pobierane droga
biopsji endometrium podczas histeroskopii lub Pipellg. Ektopowe endometrium

pozyskiwano z torbieli endometrialnych po ich laparoskopowym usunieciu.

4.1 Badanie stezenia greliny i leptyny w osoczu

U 50 kobiet z endometrioza oraz u 30 kobiet bez endometriozy oznaczono
stezenie greliny w osoczu przy pomocy komercyjnego zestawu ELISA Human Ghrelin
(#EZGRT-89K; Millipore, USA). Procedura oznaczania zostala wykonana zgodnie z
instrukcja dostarczong przez producenta w Pracowni Hodowli Tkanek Kliniki
Rozrodczos$ci Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Stezenie leptyny w osoczu zostato oznaczone przy pomocy komercyjnego
zestawu ELISA Human Leptin "Dual Range" (#EZHL-80SK; Millipore, USA). Procedura
oznaczania zostata wykonana zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta w

Pracowni Hodowli Tkanek Kliniki Rozrodczosci.

4.2 Badanie stezenia greliny i leptyny w plynie otrzewnowym

U 50 kobiet z endometrioza oraz u 30 kobiet z grupy kontrolnej oznaczono
stezenie greliny w ptynie otrzewnowym przy pomocy komercyjnego zestawu ELISA
Human Ghrelin (#EZGRT-89K; Millipore, USA). Procedura oznaczania zostala wykonana
zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta w Pracowni Hodowli Tkanek Kliniki

Rozrodczosci.

26



Stezenie leptyny w ptynie otrzewnowym zostato oznaczone przy pomocy
komercyjnego zestawu ELISA Human Leptin "Dual Range" (#EZHL-80SK; Millipore,
USA). Procedura oznaczania zostata wykonana zgodnie z instrukcjg dostarczong przez

producenta w Pracowni Hodowli Tkanek Kliniki Rozrodczosci.

4.3 Oznaczenie ekspresji mRNA greliny, leptyny i ich receptoréow

Ekspresja greliny, leptyny i ich receptoréw zostata oznaczona w eutopowym
endometrium u 32 kobiet z endometriozg i 20 kobiet z grupy kontrolnej oraz w
ektopowym endometrium u 25 kobiet. Oceniono zaréwno poziom wzglednej
transkrypcji mRNA jak i poziom biatka badanych czynnikéw. Tkanki eutopowego
endometrium zostaly umieszczone w buforze Allprotect Tissue Reagent (Qiagen; Hilden,
Niemcy), a nastepnie zamrozone w temperaturze -20°C do czasu wykonania oznaczen.

Ektopowe endometrium zostato pobrane z torbieli endometrialnych. Wycinki z
torbieli zawieraty wszystkie warstwy Sciany i zostaty umieszczone w buforze Allprotect
Tissue Reagent (Qiagen; Hilden, Niemcy), a nastepnie zamrozone w temperaturze -20°C
do czasu wykonania oznaczen.

Oznaczenia wzglednego poziomu transkryptow leptyny, greliny i ich receptoréw
w eutopowym i ektopowym endometrium wykonano w Pracowni Hodowli Tkanek
Kiniki Rozrodczosci. Procedura oznaczenia w eutopowym i ektopowym endometrium

byta taka sama.

4.3.1 Odwrotna transkrypcja

[loSciowa analiza transkryptow greliny, leptyny i ich receptoréw polegata na ocenie
reprezentatywnych komplementarnych czasteczek DNA (cDNA), uzyskanych w reakcji
odwrotnej transkrypcji. W celu uzyskania cDNA, 1 mg RNA poddano odwrotnej
transkrypcji za pomocza zestawu odczynnikow QuantiTect (Qiagen; Hilden, Niemcy).
Kontrole ilosci (OD; A=260 nm) i czystosci (OD; A=260/280 nm) probek
przeprowadzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop ND1000 (ThermoScientific,

USA). Jako matrycy w reakcji gPCR uzyto 30 ng otrzymanego cDNA.
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4.3.2 Startery

Tabela II. Sekwencja starteréw uzyta do reakcji RT-PCR.

‘ Starter do RT-PCR Sekwencja
Grelina FF 5’-GGGCAGAGGATGAACTGGAA-3’
Grelina REV 5’-CCTGGCTGTGCTGCTGGTA-3’
Receptor greliny 1a FF 5-TCGTGGGTGCCTCGCT-3’
Receptor greliny 1a REV 5’-CACCACTACAGCCAGCATTTTC-3’
Leptyna FF 5-AAGGTTTGGTGTGTGGAGATG-3’
Leptyna REV 5’-CTCCTGTCTCTTCTTTCTCTGC-3’
Receptor leptyny FF 5’-ATGTTCCGAACCCCAAGAAT-3’
Receptor leptyny REV 5’-GGACCACATGTCACTGATGC-3’
GADPH FF 5’- GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
GADPH REV 5’- GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

Specyficzne sekwencje starterow dla iloSciowej oceny wzglednego poziomu
transkryptow badanych biatek zaczerpnieto z literatury (15,65). Specyficznos¢
starterow potwierdzono w bazie BLAST. Synteze oligonukleotydéw zamo6éwiono w TIB-
MOLBIOL Syntheselabor GmbH (Berlin, Niemcy). Swoistos$¢ i dtugo$¢ produktow
otrzymanych w reakcji PCR z zastosowaniem wyprodukowanych starteréw

potwierdzono na Zelu agarozowym. Sekwencje starteréw przedstawiono w tabeli II.

4.3.3 Reakcja qPCR

Wszystkie reakcje prowadzono przy uzyciu zestawu polimerazy Dynamo HS SYBR Green
gPCR Kit (Finnzymes, Finlandia) i termocyklerze Rotor-Gene 3000 (Corbett Research,
Australia). Specyficznos$¢ uzyskanych produktéw reakcji oceniano na 2% zelu
agarozowym i na podstawie drugiej pochodnej wykresu charakterystyki topnienia
produktu do reakcji PCR. Profil termiczny opracowano na podstawie instrukcji w/w
producentow. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz profil termiczny reakcji do iloSciowej

oceny transkryptow przedstawiono odpowiednio w tabeli I1I i IV.
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Tabela III. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR

Skladniki w 20 pl reakcji Ostateczne  Komentarz

kolejnosci stezZenie

dodawania

2x gléwne 10 pl 1x Mieszanie

mieszanie

Mieszanie 0,5uM fwd/0,5 uM  2x 1 pl W razie potrzeby

starterow (w H20)  rev miareczkowane od 0,3 do
1 uM

Wzorcowe DNA 10 ng 1l Nie przekraczato 10 ng/ pl
w ostatecznej reakc;ji

H:0 Uzupetnienie

do 20 ul

W celu ustalenia poziomu transkryptéw podanych w badanych prébkach, zostaty

wyznaczone krzywe standardowe, oparte na warto$ciach CT (cykl w ktérym krzywa

amplifikacji odzwierciedla przyrost produktu reakcji wedtug zasady y,=2"; gdzie y, jest

iloscig produktu wygenerowang w n cyklu reakgc;ji) z szesciu kolejnych

dziesieciokrotnych rozcienczen liniowego DNA, ktéry jest produktem specyficznej pary

starterdw. Dla kazdej probki kopiowanie zostato przetworzone w obecnosci kontroli

dodatniej i kontroli negatywnej, bez matrycy cDNA. Poziomy CT dla kazdej préby

badanej odnoszono do krzywej kalibracyjnej. Wzgledny poziom transkrypcji greliny,

leptyny i ich receptorow ustalono w relacji do transkryptu genu o konstytutywnej

ekspres;ji (house keeping gene) dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego

(GAPDH).
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Tabela IV. Profil termiczny reakcji PCR

Cykl ‘Punkt cyklu

Aktywacja polimerazy:
95°C, 15 min

Cykl reakgcji (45 Denaturacja matrycy: 94°C, 10 sek

powtdrzen)

Przylaczanie starterow: 62°C, 20 sek

Tworzenie komplementarnej nici: 72°C, 30 sek, odczyt
przyrostu produktu na podstawie wzrostu fluorescencji

pochodzacej od fluoroforu SYBRGreen.

Dokonczenie reakcji:

72°C, 10 min

Topienie dwuniciowego | Wyznaczenie drugiej pochodnej krzywej topnienia, w celu
produktu w przedziale |oznaczenia swoisto$ci produktu

72-95°C,

4.4 Izolacja bialka receptorow greliny i leptyny oraz analiza Western
blot

Dwadzie$cia losowo wybranych fragmentow tkanek pochodzacych z eutopowego
endometrium i 20 z torbieli endometrialnych od kobiet z rozpoznang endometrioza oraz
20 z eutopowego endometrium od kobiet bez endometriozy poddano badaniu na
obecno$¢ biatka receptorow dla greliny i leptyny przy uzyciu metody Western blot.
Analize wykonano w Zaktadzie Biochemii Produktoéw Naturalnych Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. [zolacje biatka przeprowadzono
przy pomocy odczynnikow AllPrep DNA / RNA / Protein Mini Kit (Qiagen, Niemcy).
TrzydzieSci mg biatka z uzyskanych ekstraktow biatkowych, rozdzielano
elektroforetycznie w 4-12% zelu SDS-poliakrylamidowym ( NuPAGE Bis-Tris,
Invitrogen). Rozdzielone biatka przeniesiono na btone PVDF i zablokowano TBST (TBS
plus 0,1% Tween-20), zawierajagcym 4% BSA. Immunodetekcje wykonano przy uzyciu
kréliczego przeciwciata poliklonalnego Grelin Receptor (LSBio, LifeSpan) i kroliczego

przeciwciata poliklonalnego anty-ObR (H-300, 200 mg / ml; SantaCruz, USA) w
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rozcienczeniach 1:200. Do wykrywania ACTB, krolicze poliklonalne przeciwciata anty-
ACTB zastosowano w stezeniu 1:400 (N-21, 100 ng / ml), (SantaCruz, USA). Kozie anty-
krélicze przeciwciato sprzezone z fluoroforem Alexa Fluor 663 (Invitrogen, USA),
zostato uzyte jako przeciwciato wtorne. Kompleksy antygen-przeciwciato zostaty
ujawnione za pomocg skanera Fuji FLA5100 (FujiFilm, Japonia). [lo$¢ biatka wykryta
przy pomocy Western-blot zostala wyrazona na podstawie gesto$ci optycznej sygnatu.
Odczyty densytometryczne zostaty znormalizowane w oparciu o kontrolny odczyt
biatka 3-aktyny. Przyktadowe wyniki Western-blot analizy biatka receptora greliny,

receptora leptyny i biatka 3-aktyny przedstawiono odpowiednio na rycinach 3,4 i 5.

' R

o |(64kDa

51
”
Q 39

Rycina 3. Przyktadowe wyniki Western-blot biatka receptora greliny.

g 191kDa

“ 64kDa

Rycina 4. Przyktadowe wyniki Western-blot biatka receptora leptyny.
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Rycina 5. Przyktadowe wyniki Western-blot biatka [3-aktyny.

4.5 Oznaczenie aktywnosci czynnika NF-kB

Aktywno$¢ czynnika NF-kB zostata oznaczona w probkach eutopowego endometrium
od losowo wybranych 12 kobiet bez endometriozy i 16 kobiet z endometrioza. Sposréd
tych 16 kobiet od 12 uzyskano ektopowe endometrium. Oznaczenie wykonano przy
uzyciu zestawu TransAM NFkB p65 (Active Motif, USA) w Pracowni Hodowli Tkanek
Kiniki Rozrodczosci. 1zolacje biatka przeprowadzono przy pomocy odczynnikéw AllPrep
DNA / RNA / Protein Mini Kit (Qiagen, Niemcy). Czterdzie$ci pg biatka przeniesiono do
nowej probowki i dodano 6 objetosci zimnego (-20°C) acetonu w celu wytracenia biatka.
Po 24 godzinnej inkubacji w temperaturze -20°C wykonano wirowanie przez 10 minut z
przyspieszeniem 12100 g, w 4°C. Materiat pozostawiono w RT do catkowitego
odparowania acetonu. Nastepnie dodano 45 pl buforu AM2 z zestawu TransAM NFkB
p65. Po wymieszaniu i inkubowaniu w 49C przez 1 godzine materiat ponownie
wirowano przez 10 minut z przyspieszeniem 12100 g, a otrzymany supernatant uzyto
do reakcji oznaczenia aktywnos$ci NF-kB p65. Oznaczenia wykonano wedtug instrukcji
dostarczonej przez producenta. Zestaw TransAM NFkB zawiera ptytki optaszczone
oligonukleotydem zawierajagcym zgodny region NFkB podjednostki p65
(5’-GGGACTTTCC-3’). Aktywna forma czynnika NF-kB wigze sie specyficznie z
oligonukleotydem. Pierwszorzedowe przeciwciata uzyte do detekcji NF-kB rozpoznaja
epitop specyficzny dla podjednostki p65 tylko gdy jest ona aktywowana i wigze sie z
docelowym regionem DNA. Drugorzedowe przeciwciata, skoniugowane z HRP
zapewniaja czuly odczyt kolorometryczny barwnego produktu reakcji enzymatycznej
przy A=450nm. Oznaczenia kazdej préobki wykonano w duplikacji. llo§¢ aktywnego
biatka NFkB p65 przedstawiono w relacji do wzorca - 2,5ng/ml frakcji jadrowe;j z

ekstraktu biatkowego komorek linii Jurkat (TPA+CI).
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4.6 Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej uzyto programu firmy StatSoft Statistica w wersji 10. Do oceny
normalnosci rozktadu badanych zmiennych w skali interwatowej uzyto testu Shapiro-
Wilka. W przypadku normalno$ci rozktadu badanej zmiennej w obu grupach do oceny
istotnos$ci roznic uzyto testu t-Studenta. Do oceny istotnosci réznic w przypadku braku
normalnosci rozktadu zmiennej w skali interwatowej oraz zmiennych mierzonych w
skali porzadkowej uzyto testu Manna - Whitneya. Do oceny korelacji zmiennych
wykorzystano test korelacji rangowej Spearmana. Krzywa ROC zostata okreslona przy
pomocy zestawu medycznego bedacego dodatkiem do programu Statistica 10. Za

granice istotnosci statystycznej przyjeto p<0,05.
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5. WyniKki
5.1 Stezenie greliny i leptyny w osoczu
U kobiet z endometrioza Srednie stezenie greliny w osoczu wynosito 829 pg/ml
+1475 i byto wyzsze niz u kobiet bez endometriozy (537 pg/ml £138), ale réznica nie

byta istotna statystycznie (p=0,09, ryc. 6). Natomiast stezenie leptyny w osoczu byto
jednakowe w obu grupach 9,7 ng/ml £5,9 vs 9,7 ng/ml +3,5 (ryc. 7).

Grelina [pg/ml]

400

200

Kobiety bez endometriozy Kobiety z endometrioza — 4rednia

T Srednia =0dch. std

Rycina 6. Stezenie greliny w osoczu kobiet z i bez endometriozy.

Leptyna [ng/ml]

Kobiety bez endometriozy Kobiety z endometrioza _ rednia

T Srednia +Odch. std

Rycina 7. Stezenie leptyny w osoczu kobiet z i bez endometriozy.
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5.2 Stezenie greliny i leptyny w plynie otrzewnowym

Srednie stezenie greliny w ptynie otrzewnowym byto poréwnywalne u kobiet z
endometriozg i u kobiet bez endometriozy. Wynosito odpowiednio 458 pg/ml +292 i
442 pg/mlx155 (ryc. 8). Podobnie $rednie stezenie leptyny w ptynie otrzewnowym nie
réznito sie miedzy badanymi grupami; u kobiet z endometrioza wynosito 8,4 ng/ml +4,9

a u kobiet bez endometriozy 8,0 ng/ml 4,0 (ryc. 9).
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Grelina [pg/ml)
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Kobiety bez endometriozy Kobiety z endometrioza — $rednia

T Srednia +Odch. std

Rycina 8. Stezenie greliny w ptynie otrzewnowym kobiet z i bez endometriozy.

Leptyna [ng/ml]
[

Kobiety bez endometriozy Kobiety z endometrioza —  érednia

T Srednia +Odch. std

Rycina 9. Stezenie leptyny w ptynie otrzewnowym kobiet z i bez endometriozy.
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U kobiet z endometrioza stwierdzono istotng statystycznie dodatnig korelacje
miedzy stezeniem greliny w osoczu a stezeniem greliny w ptynie otrzewnowym
(wspotczynnik korelacji rangowej Spearmana R=0,56, p<0,001). Stezenie leptyny w
osoczu réwniez istotnie korelowato dodatnio ze stezeniem leptyny w plynie
otrzewnowym (R=0,56, p<0,001). Podobnie u kobiet bez endometriozy stwierdzono
istotng statystycznie dodatnig korelacje miedzy stezeniem greliny i leptyny w osoczu i
ptynie otrzewnowym (wspétczynnik korelacji rangowej Spearmana wynosit
odpowiednio R=0,44, p=0,008 i R=0,70, p<0,001).

Nie uzyskano istotnej korelacji pomiedzy stopniem endometriozy a stezeniem
greliny i leptyny ani w osoczu, ani w ptynie otrzewnowym.

Wszystkie przedstawione powyzej wyniki w osoczu i ptynie otrzewnowym byty tak

samo istotne po uwzglednieniu BMI pacjentek.
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5.3 Ekspresja mRNA greliny, leptyny i ich receptorow

Mediana stosunku transkryptu genu greliny do genu referencyjnego w
eutopowym endometrium u kobiet z endometriozg wynosita 0,007 (min.-max. 0 - 0,08)
i byta istotnie wyZsza niz u kobiet bez endometriozy 0,0034 (min.-max. 0,0001 - 0,012),
p=0,015. Najwyzsza ekspresje mRNA greliny stwierdzono w ektopowym endometrium
pozyskanym z torbieli endometrialnych (mediana 0,013; min.-max. 0 - 0,064; p=0,007),
(ryc. 10).

Na rycinie 11 przedstawiono ekspresje mRNA genu receptora greliny w
eutopowym i ektopowym endometrium. Najwyzsza ekspresje (mediana 0,119; min.
-max. 0,00003 - 1,82) zanotowano w ektopowym endometrium. Byta ona istotnie
wyzsza (p<0,001) w stosunku to ekspresji w endometrium eutopowym kobiet z
endometrioza. Ekspresja mRNA genu receptora greliny réznita sie rowniez w
eutopowym endometrium obu grup kobiet i byta istotnie wyzsza (p=0,013) u kobiet z
endometriozg - 0,0170 (min.-max. 0 - 0,12) vs 0,0033 (min.-max. 0 - 0,021).

Ekspresja zarowno mRNA genu leptyny jak i mRNA genu receptora leptyny byty
najwyzsze w wycinkach z torbieli endometrialnych. Jak zobrazowano na rycinach 12
i 13 wartoSci te roznity sie istotnie od uzyskanych w endometrium eutopowym zaréwno
kobiet z, jak i bez endometriozy. Podczas gdy uzyskano istotne réznice miedzy grupami
w ekspresji mRNA genu leptyny w eutopowym endometrium (0,0005 [min.-max.
0-0,034] vs 0,0003 [min.-max. 0 - 0,001], p=0,017), to ekspresja mRNA genu receptora
leptyny byta w obu grupach podobna.
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p=0,015

0,5000

—— pP=0,007———
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Ekspresja mRNA greliny
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[J25%-75%
Kaobiety z endometriozg Kobiety bez endometriozy T win-Max

Endometrium eutopowe Endometrium ektopowe Endometrium eutopowe

Rycina 10. Ekspresja mRNA genu greliny w endometrium eutopowym i

ektopowym wyrazona jako stosunek transkryptu genu greliny do genu referencyjnego.
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Rycina 11. Ekspresja mRNA genu receptora greliny wyrazona jako stosunek

transkryptu genu receptora greliny do genu referencyjnego.
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Rycina 12. Ekspresja mRNA genu leptyny wyrazona jako stosunek transkryptu

genu leptyny do genu referencyjnego.
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Rycina 13. Ekspresja mRNA genu receptora leptyny wyrazona jako stosunek

transkryptu genu receptora leptyny do genu referencyjnego.

Stosunek ekspresji mRNA genu greliny do leptyny byt najwyzszy w eutopowym
endometrium kobiet z endometriozg (mediana 17,24; min. - max. 0,09 - 87,4), a
najnizszy w ektopowym endometrium (mediana 10,46; min. - max. 0 - 285). Nie
uzyskano istotnych réznic w stosunku ekspresji mRNA genu greliny do leptyny ani
miedzy ektopowym i eutopowym endometrium kobiet z endometriozg, ani miedzy
eutopowym endometrium od obu grup kobiet (ryc. 14).

Natomiast mediana stosunku ekspresji mRNA genu receptora greliny do
receptora leptyny byta najwyzsza w wycinkach z torbieli (mediana 1226,24; min.-max.
31,17 - 4399) i réznita sie statystycznie od wartosci uzyskanych w eutopowym
endometrium kobiet z endometriozg (p<0,001). Na uwage zastuguje wyzszy istotnie
(p=0,006) stosunek ekspresji mRNA genu receptora greliny do leptyny w endometrium
kobiet bez endometriozy w poréwnaniu do grupy badanej - odpowiednio 7,21 (min.

-max. 0,0009 - 77,5) i 2,35 (min.-max. 0,0006 - 24,4) - co przedstawiono na rycinie 15.
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Rycina 14. Stosunek ekspresji mRNA genu greliny do leptyny w eutopowym i

ektopowym endometrium.
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Rycina 15. Stosunek ekspresji mRNA genu receptora greliny do receptora leptyny w

eutopowym i ektopowym endometrium.

W eutopowym endometrium kobiet z endometriozg ekspresja mRNA greliny
korelowata dodatnio z ekspresja receptora greliny (R=0,67, p<0,001), podobnie
ekspresja mRNA leptyny korelowata dodatnio z ekspresja receptora leptyny (R=0,34,
p=0,011).
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Takich korelacji nie zaobserwowano ani w ektopowym endometrium kobiet z
endometriozg, ani w eutopowym endometrium kobiet bez endometriozy.

Nie uzyskano istotnej korelacji pomiedzy stopniem endometriozy, a ekspresja
greliny, leptyny i ich receptorow u kobiet z endometrioza.

Wszystkie przedstawione powyzej wyniki ekspresji mRNA byty tak samo istotne

po uwzglednieniu BMI pacjentek.
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5.4 Ocena ilosci biatka receptora greliny i leptyny

Najwyzsza mediane iloSci biatka receptora greliny oceniong przy pomocy Western-
blot uzyskano w wycinkach z torbieli endometrialnych - 4,6 (min.-max. 1,5 - 7,6).
Wartosci te byty istotnie wyzsze (p<0,001) niZ w endometrium kobiet z endometrioza -
3,8 (min.-max. 1,43 - 6,44), ale nie roznily sie statystycznie od warto$ci uzyskanych w
endometrium kobiet bez endometriozy. Istotng réznice uzyskano natomiast miedzy
grupami w eutopowym endometrium, gdzie wyzsze wartosci ilo$ci biatka receptora
greliny wykazano u kobiet bez endometriozy - 4,24 (min.-max. 1,46 - 6,59), p=0,002
(ryc. 16).

Zupetnie inne wyniki uzyskano w odniesieniu do mediany ilo$ci biatka receptora
leptyny. W wycinkach z torbieli endometrialnych wykazano najnizsza ilo$¢ biatka
receptora leptyny - 1,12 (min.-max. 0,46 - 2,14). Wartosci te byty istotnie nizsze tylko w
odniesieniu do eutopowego endometrium kobiet z endometriozg - 1,38 (min.-max. 0,60
-4,34), p<0,001. Uzyskano natomiast istotne réznice w ilo$ci biatka receptora leptyny w
eutopowym endometrium miedzy grupami. U kobiet bez endometriozy wartoSci byty

istotnie nizsze - 1,21 (min.-max. 0 - 3,7), p<0,001 (ryc. 17).
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Rycina 16. [lo$¢ biatka receptora greliny w endometrium eutopowym i ektopowym.
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Rycina 17. [lo$¢ biatka receptora leptyny w endometrium eutopowym i ektopowym.

Mediana stosunku ilo$ci biatka receptora greliny do receptora leptyny byta
najwyzsza w wycinkach z torbieli endometrialnych - 4,10 (min.-max. 0,92 - 11,7)
i roznila sie statystycznie (p<0,001) od wartosci uzyskanych w endometrium
eutopowym kobiet z endometriozg - 2,74 (min.-max. 0,57 - 7,62). W odniesieniu do
eutopowego endometrium obu grup kobiet stosunek ten byt istotnie wyzszy u pacjentek

bez endometriozy - 3,49 (min.-max. 0,74 - 7,37), p<0,001 (ryc. 18).
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Rycina 18. Stosunek ilosci biatka receptora greliny do receptora leptyny w endometrium

eutopowym oraz ektopowym.
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Zaré6wno w eutopowym jak i ektopowym endometrium nie zaobserwowano
istotnych statystycznie korelacji pomiedzy iloScig biatka receptorow greliny i leptyny a
pozostatymi badanymi parametrami.

Wszystkie przedstawione powyzej wyniki ilo$ci biatek receptoréw greliny i leptyny

byty tak samo istotne po uwzglednieniu BMI pacjentek.

5.5 Ocena aktywnosci czynnika NF-kB

Aktywno$¢ czynnika NF-kB wyrazona jako wartos¢ absorbancji A=450nm byta
najwyzsza w endometrium kobiet bez endometriozy - 0,071 (min.-max. 0,037 - 0,129).
Natomiast warto$ci uzyskane w endometrium eutopowym kobiet z endometrioza i
wycinkach z torbieli endometrialnych byty istotnie nizsze, odpowiednio 0,054 (min.
-max. 0,009 -0,101) 10,065 (min.-max. 0,36 - 0,088) (ryc. 19).

W endometrium eutopowym jak i ektopowym nie uzyskano korelacji pomiedzy
aktywnoscig czynnika NF-xB, a ekspresja greliny i leptyny. Nie odnotowano réwniez

istotnej korelacji pomiedzy stopniem endometriozy a aktywnoscia czynnika NF-kB.
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Rycina 19. Aktywno$¢ czynnika NF-kB w eutopowym i ektopowym endometrium.
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5.6 Krzywe ROC ekspresji mRNA greliny i leptyny w eutopowym
endometrium

Po zastosowaniu krzywych ROC (Receiver Operating Characteristic) stwierdzono, Ze
wartosci ekspres;ji greliny w eutopowym endometrium réznicowaty z 63% czutoScia
191,2% swoistos$cig przy punkcie odciecia >0,005 kobiety z endometrioza (pole pod
krzywa AUC — 0,66), a wartoSci ekspresji leptyny w eutopowym endometrium
réznicowaty z 48% czutoscig i 100% swoistoscig przy punkcie odciecia >0,002
kobiety z endometrioza (pole pod krzywa AUC - 0,72), co przedstawiono graficznie

na rycinie 20.
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Rycina 20. Krzywe ROC dla ekspresji mRNA genu greliny i leptyny w eutopowym

endometrium kobiet z endometrioza w stosunku do kobiet bez endometriozy.
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6. Dyskusja

Grelina i leptyna sg hormonami, ktore poza regulacja odzywiania, moduluja
dziatanie uktadu immunologicznego. Wsréd wspoétczesnych teorii powstawania
endometriozy dominuje teoria zmienionej odpowiedzi immunologicznej organizmu z
towarzyszacym przewlektym stanem zapalnym (1). Jednak nadal nie poznano
wszystkich mechanizmo6w zmieniajacych dziatanie uktadu odpornosciowego u kobiet z
endometrioza. Bioragc pod uwage uzyskane przeze mnie wyniki mozna przypuszczac, ze
grelina i leptyna majg swéj udziat w nieprawidtowym dziataniu uktadu
immunologicznego u kobiet z endometriozg, a tym samym w etiopatogenezie

endometriozy.

6.1 Stezenie greliny i leptyny w osoczu

Stezenie greliny w osoczu w przeprowadzonych przeze mnie badaniach byto
wyzsze u kobiet z endometriozg, ale bez statystycznej istotnosSci. Natomiast stezenie
leptyny w osoczu kobiet z endometriozg nie roznito sie istotnie od stezenia u kobiet bez
endometriozy.

W bazie PubMed brak jest prac analizujacych stezenie greliny w osoczu kobiet z
endometriozga. Stezenie greliny w osoczu regulowane jest przez uczucie gtodu i sytosci,
dlatego niektére pokarmy czy sposob odzywiania sie moze odgrywac role w patogenezie
endometriozy. Wiele uwagi zwraca sie na odpowiedni dobor diety u kobiet z
endometriozg jako formy zapobiegania rozwojowi choroby. Przyjmowanie
odpowiednich produktéw moze rowniez zmniejsza¢ dolegliwos$ci bolowe zwigzane z
endometrioza (5). By¢ moze nie tylko sama dieta ma znaczenie, ale takze jej wptyw na
stezenie greliny. Kobiety chore na endometrioze sa zwykle szczupte, co moze by¢
zwigzane z mniejszym spozywaniem pokarmdw. U takich oséb nalezy sie spodziewac
wyzszych stezen greliny. W materiale wtasnym stezenie greliny w osoczu kobiet z
endometriozg byto wyzsze niz w osoczu kobiet bez endometriozy, ale bez istotnosci
statystycznej. Indeks masy ciata kobiet z grupy badanej jak i z kontrolnej byt
poréwnywalny, a roznice w stezeniu greliny w osoczu po uwzglednieniu BMI rowniez

nie uzyskaty istotnosci statystyczne;j.
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Pandey i wsp. oceniali stezenie leptyny i adiponektyny w osoczu i ptynie
otrzewnowym u kobiet z i bez endometriozy. Zaréwno stezenie leptyny, jak i
adiponektyny byto poré6wnywalne u kobiet z grupy badanej i kontrolnej, takze po
korekcji ich stezen wzgledem indeksu masy ciata (66). Podobnie Gungor i wsp. ocenili
stezenie leptyny w osoczu i ptynie otrzewnowym u kobiet z niewyjasniona
nieptodnoscig, z zespotem policystycznych jajnikow, z obustronng niedroznoscia
jajowoddw oraz z endometrioza. Autorzy ci nie uzyskali istotnej r6znicy w stezeniu
leptyny w osoczu kobiet z i bez endometriozy (67). Takze w badaniach Wertel i wsp. u
kobiet z i bez endometriozy stezenia leptyny w osoczu byty podobne (68).

Ciekawe wyniki uzyskali Matalliotakis i wsp. w pracy oceniajacej wpltyw terapii
danazolem i leuproreling u kobiet z endometrioza na stezenia leptyny w osoczu. U
kobiet z rozpoznang endometrioza oznaczano stezenie leptyny przed, podczas i po 6
miesiecznej terapii danazolem lub analogiem gonadoliberyny. Grupe kontrolng
stanowity kobiety bez endometriozy. Stezenia leptyny w osoczu kobiet z endometrioza
nie roznity sie istotnie od kobiet bez endometriozy, ale byty wyzsze w trakcie i po terapii
niz przed wdrozeniem leczenia farmakologicznego, co autorzy ttumacza dziataniem osi
podwzgdrzowo-przysadkowej pod wpltywem zastosowanych lekéw (69).

Odmienne wyniki uzyskali Matarese i wsp. W ich badaniach stezenie leptyny w osoczu
byto istotnie wyZsze u kobiet z endometrioza. Ponadto stezenia leptyny byty istotnie
wyzsze w niskich stopniach endometriozy w poréwnaniu do bardziej zaawansowanych
stadiow choroby. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze grupa badana i kontrolna byty dos¢ mate,
odpowiednio 13 i 15 kobiet (14). W materiale wtasnym nie stwierdzono korelacji

pomiedzy stopniem endometriozy, a stezeniem leptyny w osoczu.

6.2 Stezenie greliny i leptyny w plynie otrzewnowym

Plyn otrzewnowy kobiet chorych na endometrioze byt przedmiotem licznych badan.
Powstaje on gltéwnie na skutek przesaczania osocza, jednak za jego produkcje
odpowiedzialne s3 tez makrofagi. Ze wzgledu na bezposredni kontakt ptynu
otrzewnowego z implantami endometrialnymi jest on postrzegany jako wazny czynnik
wptywajacy na rozwoéj endometriozy (5). W dotychczasowym piSmiennictwie widnieje

tylko jedna praca analizujaca stezenie greliny w ptynie otrzewnowym kobiet z
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endometrioza. Dziunycz i wsp. analizowali stezenie greliny w ptynie otrzewnowym i jej
zwigzek ze stezeniem VEGF. Stwierdzili istotnie statystycznie wyZsze stezenia greliny w
ptynie otrzewnowym kobiet z endometriozg oraz dodatnig korelacje jej stezenia ze
stezeniem VEGF. Autorzy przypuszczaja, ze grelina zawarta w plynie otrzewnowym
moze by¢ produkowana przez ogniska endometriozy na otrzewnej. Zwigzek greliny z
VEGF moze sugerowac jej udziat w etiopatogenezie endometriozy, a doktadnie w
procesie angiogenezy. Natomiast badacze nie wykazali zalezno$ci miedzy stezeniem
greliny a stezeniami cytokin IL-13, TNF i IL-6 w ptynie otrzewnowym. Wiadomo, Ze
wymienione cytokiny odgrywaja role w patogenezie endometriozy. Jednak brak
zalezno$ci miedzy badanymi czynnikami autorzy ttumacza innym ich pochodzeniem:
grelina moze by¢ wydzielana przede wszystkim przez ogniska endometrialne, a cytokiny
produkowane sg gtéwnie przez makrofagi. Zwracaja oni uwage, ze brak zalezno$ci
miedzy greling a wymienionymi cytokinami nie wyklucza modulujacego wptywu
hormonu na komérki uktadu immunologicznego (15).

W materiale wiasnym stezenie greliny w ptynie otrzewnowym byto wyzsze w
grupie kobiet z endometriozg, jednak bez istotnosci statystycznej. Przyczyna takich
wynikow moze by¢ 46% odsetek torbieli endometrialnych bez towarzyszacych ognisk
na otrzewnej. Nalezy bra¢ rowniez pod uwage rézne etapy choroby u pacjentek oraz
nieodkryte dotad czynniki wplywajace na stezenie greliny w ptynie otrzewnowym.
Warto zaznaczy¢, ze w otrzymanych wynikach uzyskano dodatnig korelacje miedzy
stezeniem greliny w osoczu a ptynem otrzewnowym. Moze to by¢ zwigzane z
mechanizmami powstawania ptynu otrzewnowego, ktérego gtéwnym zrodtem jest
przesacz osocza. Nie wyklucza to wydzielania greliny przez ektopowe tkanki
endometrium jako auto- i parakrynnego mediatora.

W dotychczasowych badaniach wykazano zwiekszong ilo§¢ makrofagéw w ptynie
otrzewnowym oraz ich nieprawidtowe funkcjonowanie u kobiet z endometrioza (5).
Leptyna jest waznym czynnikiem modulujacym dziatanie makrofagéw, dlatego tak wielu
badaczy analizowato jej stezenie w ptynie otrzewnowym u kobiet z endometrioza.
Alviggi i wsp. stwierdzili wyzsze stezenie leptyny w plynie otrzewnowym u pacjentek z
endometriozg jajnika w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy, przy czym w
endometriozie gtebokiej jajnika stezenie leptyny byto nizsze w poréwnaniu do
endometriozy powierzchownej (70). Autorzy sugeruja, ze lokalizacja ognisk

endometriozy wplywa na stezenie leptyny w ptynie otrzewnowym. Podobnego zdania
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byli Malhotra i wsp. oraz De Placido i wsp., ktérzy znaleZli r6Zne stezenia leptyny w
ptynie otrzewnowym w zaleznoSci od lokalizacji implantéw endometrialnych. W
endometriozie otrzewnowej stezenie leptyny w ptynie otrzewnowym byto wyzsze niz u
kobiet z torbielami endometrialnymi. Warto zaznaczy¢, ze drudzy z wymienionych
badaczy nie uzyskali istotnych réznic w stezeniu leptyny w plynie otrzewnowym
pomiedzy kobietami z torbielami endometrialnymi, a grupg kontrolng. Obserwacje te
dowodza, Ze ptyn otrzewnowy zmienia swoj sktad tylko w przypadku kontaktu z
otwartymi implantami endometrialnymi (71,72).

W przypadku zaawansowanego stopnia endometriozy, gdy torbielom
endometrialnym towarzysza zrosty i implanty endometrialne w miednicy mniejszej,
mozna sie rowniez spodziewac¢ zmian w stezeniu leptyny w ptynie otrzewnowym.
Potwierdzaja to wyniki dwdéch kolejnych zespotéw badawczych pod kierownictwem
Gungora i Bedaiwy. Wykazali oni dodatnig korelacje stezenia leptyny w ptynie
otrzewnowym ze stopniem endometriozy, a drugi z zespotow stwierdzit rowniez
dodatnig korelacje z dolegliwo$ciami blowymi miednicy mniejszej (67,73). Uzyskane
przez wymienionych autoré6w wyniki sugerujg, iz leptyna zawarta w ptynie
otrzewnowym odgrywa role w patogenezie endometriozy. Hormon ten moze nie tylko
zmienia¢ odpowiedZ komorek uktadu immunologicznego, ale takze wptywac na
powstawanie nowych naczyn w obrebie implantéw otrzewnowych (74).

Ujemna korelacje miedzy stezeniem leptyny w ptynie otrzewnowym a stopniem
endometriozy uzyskali Mahutte i wsp. Mozna przypuszczac, ze kobiety z wyzszymi
stopniami endometriozy miaty torbiele endometrialne bez towarzyszacych ognisk
endometrialnych i zrostow w obrebie otrzewnej lub ilo$¢ implantéw otrzewnowych
byta bardzo mata (75).

W materiale wiasnym stezenie leptyny w ptynie otrzewnowym kobiet z
endometriozg nie roznito sie istotnie od kobiet bez endometriozy. Moze to wynikac z
faktu, ze 46% kobiet z grupy badanej miato torbiele endometrialne bez towarzyszacych
implantow endometrialnych i zrostow w obrebie otrzewnej, zatem ptyn otrzewnowy nie
miat bezposredniej stycznosci z tkankg endometrialng. Ponadto stezenie leptyny w
ptynie otrzewnowym nie korelowato ze stopniem endometriozy. Podobne wyniki
uzyskali Tao i wsp. ktorzy analizowali grupy kobiet z rozpoznang endometriozg, z
niedroznymi jajowodami oraz z mie$Sniakami macicy. Stezenie leptyny oraz TNF-a w

ptynie otrzewnowym nie rdznito sie istotnie pomiedzy wszystkimi badanymi grupami.
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Autorzy ci wykazali natomiast dodatnig korelacje stezenia leptyny w plynie
otrzewnowym z biatkiem chemotaktycznym monocytéw MCP-1 w grupie kobiet z
endometrioza, co moze by¢ potwierdzeniem roli leptyny w immunomodulacji (76).

Wertel i wsp. rowniez nie stwierdzili r6znicy w stezeniu leptyny w ptynie
otrzewnowym u kobiet z i bez endometriozy. Mimo braku réznic miedzy badanymi
grupami w stezeniu leptyny w plynie otrzewnowym, autorzy zaobserwowali istotnie
wyzsze stezenia leptyny w ptynie otrzewnowym w IIl i IV stopniu endometriozy w
poréwnaniu do kobiet z I stopniem choroby. Autorzy przypuszczaja, ze uzyskane przez
nich wyzsze stezenie leptyny w zaawansowanych stadiach choroby moze by¢ zwigzane z
lokalnym metabolizmem leptyny w obrebie jajnikow (68).

Barcz i wsp. réwniez nie stwierdzili roznicy w stezeniu leptyny w ptynie
otrzewnowym pomiedzy kobietami z i bez endometriozy, ale wykazali wyzsze stezenie
leptyny w przypadku kobiet niemogacych zajs¢ w ciaze. Autorzy sugeruja, ze leptyna
moze odgrywac role w nieptodnosci (77).

Analizujac wptyw leptyny w plynie otrzewnowym na patogeneze endometriozy
warto zaznaczy¢, ze Milewski i wsp. wykazali ujemna korelacje pomiedzy stezeniem
leptyny w plynie otrzewnowym, a stezeniem IL-1f3 oraz IFN-y oraz dodatnig korelacje z
subpopulacja CD3* limfocytow T i CD4* limfocytéw Th, co potwierdza
immunomodulujacy wptyw leptyny na elementy uktadu odpornosciowego w obrebie
jamy otrzewnowej (78).

Inng praca badajaca wptyw leptyny na uktad immunologiczny w endometriozie
jest praca Wu i wsp. w ktorej oceniali ekspresje enzymow COX-1 i COX-2 w makrofagach
otrzewnowych w zaleznosci od ich stymulacji wzrastajgcymi stezeniami leptyny.
Wykazali, Ze leptyna istotnie zwieksza ekspresje tych enzymow na makrofagach
otrzewnowych zaré6wno u kobiet z endometriozg jak i bez. Konsekwencja tej stymulacji
byto réwniez wyzsze stezenie cytokiny PGF2«, zwtaszcza w grupie kobiet z
endometrioza (79).

Na podstawie wynikdw przytoczonych autoréw oraz wiasnych obserwacji mozna
wnioskowad, ze leptyna w plynie otrzewnowym odgrywa role w etiopatogenezie
endometriozy, ale tylko w postaci otrzewnowej choroby. Jednak jej udzial w modulacji
uktadu immunologicznego i stymulacji stanu zapalnego czy powstawaniu nowych

naczyn wymaga dalszych badan.
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6.3 Ekspresja greliny, leptyny i ich receptorow w eutopowym i
ektopowym endometrium

Zespot Lima-Couy badat ekspresje leptyny i jej receptora u kobiet z i bez
endometriozy. Autorzy porownywali ekspresje hormonu w eutopowym endometrium w
dwéch dniach cyklu: w drugim oraz w dziewigtym dniu po piku LH. Stwierdzili, Ze
ekspresja leptyny byta wyzsza w dziewigtym niz w drugim dniu zaréwno u kobiet z jak i
bez endometriozy. Natomiast autorzy nie wykazali istotnych réznic w ekspresji mRNA
leptyny pomiedzy badanymi grupami. Nie stwierdzili rowniez réznic w ekspresji mRNA
receptora leptyny w dziewigtym dniu po piku LH pomiedzy badanymi grupami, a
jedynie w drugim dniu, gdzie u kobiet z endometriozg ekspresja receptora byta nizsza
niz u kobiet bez endometriozy (80). W badaniach wtasnych materiat uzyskano srednio
w 18,1 +7,3117,7 5,1 dniu cyklu odpowiednio u kobiet z i bez endometriozy. Ekspresja
mRNA genu leptyny w eutopowym endometrium byta istotnie wyzsza u kobiet z
endometrioza. Natomiast ekspresja mRNA genu receptora leptyny byta nizsza w
poréwnaniu do pacjentek bez endometriozy, ale bez istotno$ci statystycznej. Warto
zaznaczy¢, ze ilo$¢ biatka receptora leptyny w eutopowym endometrium byta istotnie
wyzsza u kobiet z endometrioza. Prawdopodobnie istnieja dodatkowe czynniki, ktore
wptywaja na procesy potranslacyjne mRNA receptora leptyny. Zaréwno u kobiet z
endometriozg jak i bez endometriozy nie stwierdzono korelacji pomiedzy ekspresja
receptora leptyny, a ilo$cia jego biatka, co dodatkowo moze potwierdzi¢ istnienie
dodatkowych modyfikacji potranslacyjnych.

Analizujac ekspresje mRNA genu leptyny i jej receptora w eutopowym
endometrium u zdrowych kobiet oraz w ektopowym endometrium u kobiet z
endometriozg Wu i wsp. stwierdzili istotnie wyzsza ekspresje leptyny w endometrium
ektopowym. Ekspresja mRNA genu receptora leptyny byta nizsza w ektopowym
endometrium i korelowata ujemnie z zaawansowaniem choroby. Autorzy zwrocili w ten
sposob uwage, ze leptyna moze bezposrednio wptywac¢ na zmniejszenie ekspres;ji
wtasnego receptora (81). W materiale wtasnym ekspresja mRNA genu leptyny w
endometrium kobiet bez endometriozy byta rowniez istotnie nizsza w porownaniu do
eutopowego endometrium kobiet z endometrioza. Natomiast ekspresja mRNA genu

receptora leptyny byta podobna w eutopowym endometrium kobiet z i bez
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endometriozy. Warto zaznaczy¢, ze u kobiet z endometrioza ekspresja mRNA genu
leptyny w endometrium eutopowym korelowata dodatnio z ekspresjq jej receptora,
czego nie stwierdzono u kobiet bez endometriozy. Moze to sugerowac zaburzony
mechanizm sprzezenia zwrotnego leptyny w obrebie endometrium kobiet z
endometrioza.

Z badan Wu i wsp. wynika, Ze potencjalnym czynnikiem, ktéry moze zwiekszac
ekspresje leptyny w ektopowym endometrium jest czynnik indukujacy hipoksje 1 alfa
(HIF-1a). W dotychczasowych badaniach stwierdzono wieksza ekspresje HIF-1a w
ektopowym endometrium kobiet z endometrioza w poréwnaniu do eutopowego
endometrium zdrowych kobiet. Autorzy wykazali takze, ze w warunkach hipoksji HIF-
1la zwiekszat ekspresje mRNA leptyny w ektopowym endometrium kobiet z
endometrioza (82).

Oh i wsp. oceniali ekspresje receptora leptyny w ektopowym endometrium
kobiet z endometrioza oraz u pacjentek bez endometriozy. Wykazali istotnie wyzsza
ekspresje receptora leptyny w ektopowym endometrium kobiet z endometrioza w
poréwnaniu do eutopowego kobiet bez endometriozy. Dodatkowo stwierdzili, ze
leptyna pobudza wzrost komérek nabtonkowych ektopowego endometrium poprzez
szlak sygnatowy JAK2 /STAT3 (83).

Badania przeprowadzone przez powyzsze dwa zespoty badaczy niestety nie dotyczyty
endometrium eutopowego kobiet z endometriozg, a jedynie endometrium zdrowych
kobiet. Mozna przypuszczac, ze zaobserwowane przez autoréw zmiany w endometrium
ektopowym rowniez moga dotyczy¢ endometrium eutopowego kobiet z endometrioza.

W badaniach wtasnych najwyzsza ekspresje mRNA genu leptyny oraz jej
receptora stwierdzono w torbielach endometrialnych kobiet z endometrioza. Moze to
$Swiadczy¢ o duzej aktywnos$ci hormonu w nieprawidtowych tkankach endometrium.
Wiadomo, Ze leptyna reguluje ekspresje czasteczek adhezyjnych ICAM-1 (44), a takze
ma zdolno$¢ zwiekszania ekspres;ji biatek antyapoptotycznych BCL-2 oraz BCL-X. w
komorkach grasicy (43). Udziat leptyny w patogenezie endometriozy moze by¢
zwigzany z utatwieniem inwazji ektopowego endometrium oraz z hamowaniem jego
apoptozy.

W dotychczasowym piSmiennictwie widnieje tylko jedna publikacja analizujaca
ekspresje greliny w endometrium kobiet z endometriozg. Milewski i wsp. wykazali po

raz pierwszy ekspresje greliny i jej receptorow w ektopowym endometrium. Autorzy
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skupili sie na ocenie lokalizacji ekspres;ji greliny i jej receptoréw w wycinkach z torbieli
endometrialnych, stwierdzajac ja w komorkach nabtonka, fibroblastach zrebu i
komorkach $rédbtonka naczyn zrebu. Ekspresja mRNA genu greliny w srédbtonku
naczyn zrebu oraz korelacja jej stezenia w ptynie otrzewnowym ze stezeniem VEGF
moze potwierdzac jej udziatl w etiopatogenezie endometriozy.

Wymieniony powyzej zespot badaczy wykazat rowniez ekspresje greliny i jej receptora
w leukocytach wyizolowanych z ptynu otrzewnowego oraz infiltrujacych tkanke torbieli
endometrialnej. Moze to sugerowac role greliny w modulacji odpowiedzi
immunologicznej kobiet z endometrioza (16).

W materiale wlasnym wykazano réznice w ekspresji mRNA genu greliny i jej
receptora miedzy endometrium kobiet bez endometriozy, a eutopowym i ektopowym
endometrium kobiet z endometrioza. Ekspresja mRNA greliny i jej receptora byta
najwyzsza w torbielach endometrialnych, a najnizsza w eutopowym endometrium
kobiet bez endometriozy. Otrzymane wyniki przemawiaja za duza aktywnoScia greliny
w ektopowym endometrium i jej rolg w patogenezie endometriozy. Hormon ten moze
hamowac¢ apoptoze komdrek ektopowego endometrium lub wptywaé na zmieniong
odpowiedz uktadu immunologicznego w jego obrebie. Doktadne poznanie
mechanizméw dziatania greliny w obrebie torbieli endometrialnych wymaga dalszych
badan.

Stosunek ekspresji mRNA genu greliny do leptyny w materiale wiasnym byt
podobny zaréwno w endometrium kobiet bez endometriozy jak i endometrium
eutopowym i ektopowym kobiet z endometrioza. Sugeruje to, ze zaréwno grelina jak i
leptyna sg produkowane w proporcjonalnych ilosciach w wymienionych tkankach.
Warto zwroéci¢ uwage, ze stosunek greliny do leptyny jest dodatni, co przemawia za
przewaga pierwszego hormonu nad drugim. Rozpatrujac zmieniong odpowiedz
immunologiczng u kobiet z endometrioza, mozna przypuszczac, ze komoérki uktadu
odpornosciowego moga podlegac regulacji wtasnie za posrednictwem greliny, a nie
leptyny. Jednak powstaje pytanie czy przewaga ekspresji greliny jest przyczyna czy
konsekwencjg zmienionej aktywnos$ci komdrek immunologicznych? Stosunek ekspresji
mRNA genu receptora greliny do leptyny, a takze stosunek ilosci biatka tych receptorow
byt najwyzszy w torbielach endometrialnych.

Witasne wyniki pozwalajg wnioskowad, ze oznaczenie ekspresji mRNA greliny w

eutopowym endometrium moze z 63% czutoscia i 91,2% swoistoS$cig wskazac na
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istnienie endometriozy. Podobnie oznaczenie ekspresji mRNA leptyny w eutopowym
endometrium moze z 48% czutosSciag i 100% swoistoscig da¢ odpowiedz na pytanie, czy
pacjentka choruje na endometrioze. Jednak oznaczenie ekspresji tych hormondéw jako
jedynych czynnikéw predykcyjnych moze by¢ mato przydatne gtéwnie ze wzgledu na
dos¢ niska czutos¢. May i wsp. podsumowali ponad 100 dotychczas analizowanych

czynnikéw predykcyjnych endometriozy i Zaden z nich nie byt klinicznie istotny (84).

6.4 Aktywacja czynnika NF-kB

Wedtug publikacji Gonzalez-Ramos i wsp. aktywacja czynnika jadrowego NF-kB w
endometrium jest wyzsza w fazie proliferacyjnej niz wydzielniczej cyklu
miesigczkowego u zdrowych kobiet. W przypadku kobiet z endometrioza aktywacja NF-
kB jest podobna w obu fazach cyklu, a wiec zaburzona. Autorzy nie stwierdzili istotnych
réznic w aktywacji NF-kB pomiedzy kobietami z i bez endometriozy (85).

W materiale wlasnym stwierdzono nizszg aktywacje NF-kB w endometrium
eutopowym kobiet z endometrioza w poré6wnaniu do endometrium eutopowego kobiet
bez endometriozy. Podobne wyniki uzyskali Ponce i wsp. analizujgc aktywacje czynnika
NF-kB w eutopowym endometrium kobiet z i bez endometriozy. Autorzy zaobserwowali
réwniez obnizong aktywacje czynnika NF-kB w eutopowym endometrium kobiet z
endometriozg (86). Doktadna rola wymienionego czynnika jadrowego w procesach
zachodzacych w btonie Sluzowej macicy kobiet chorujacych na endometrioze wymaga
dalszego wyjasnienia. Nalezy pamieta¢, ze czynnik ten dziata poprzez rézne drogi
aktywacji na odpowiedz immunologiczng, przezycie komorek, adhezje, inwazje
i powstawanie nowych naczyn. Moze to rowniez thumaczy¢ wyniki badan wtasnych,

w ktorych wykazano wyzsza aktywno$¢ czynnika NF-kB w torbielach endometrialnych
w poréwnaniu do eutopowego endometrium.

Bianco i wsp. wykazali, Ze dla aktywacji czynnika NF-kB u kobiet z endometrioza
moze mie¢ znaczenie jego polimorfizm. W badanym materiale polimorfizm czynnika NF-
kB w rejonie -94 insercji/delecji ATTG istotnie wigzat sie z nieptodnoscia (OR 1,47, 95%
Cl=1,09 - 1,97) oraz zaawansowanymi stopniami endometriozy (OR 1,89, 95% Cl=1,32 -
2,70) (87). Otrzymane przez autorow wyniki pokazuja, ze zmieniona aktywacja czynnika
NF-kB moze rowniez zaleze¢ od czynnikéw genetycznych.

W materiale wiasnym nie stwierdzono istotnej korelacji pomiedzy ekspresja

leptyny i greliny a aktywacja czynnika NF-kB zar6wno w eutopowym jak i ektopowym
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endometrium grupy kobiet z i bez endometriozy. Na tej podstawie mozna przypuszczac,
ze produkcja greliny jak i leptyny nie zalezy od czynnika NF-kB.

Grelina, leptyna jak i czynnik NF-kB reguluja procesy, ktére od dawna rozpatruje
sie w etiopatogenezie endometriozy. Przezywanie komdrek eutopowego endometrium
moze zaleze¢ od hamowania ich apoptozy lub zmienionej odpowiedzi komoérek uktadu
immunologicznego. Nie bez znaczenia moze tez by¢ udziat greliny w powstawaniu
nowych naczyn w obrebie torbieli endometrialnych. Doktadne poznanie mechanizméw
dziatania leptyny, greliny i czynnika NF-kB w endometriozie wymaga dalszych badan.

Badania dotyczace endometriozy skupiajg sie obecnie nie tylko na probie
wyjasnienia jej etiopatogenezy, ale takze na znalezieniu markera, ktéry nie wymagatby
dziatania operacyjnego. Dotychczas przeanalizowano ponad 100 réznych czynnikdéw,
ale zaden nie znalazt zastosowania klinicznego. W badaniach wtasnych zaréwno
ekspresja mRNA greliny, jak i leptyny w eutopowym endometrium nie odznacza sie

satysfakcjonujaca czutoscia, aby mdc je zastosowac klinicznie.
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. Wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw odnos$nie stezenia greliny i leptyny w osoczu
i ptynie otrzewnowym wydaje sie, ze grelina jest bardziej zwigzana z
endometrioza niz leptyna.

. Wyzsza ekspresja mRNA greliny i mRNA leptyny w eutopowym endometrium
kobiet z endometrioza w stosunku do kobiet bez endometriozy sugeruje udziat
tych hormonow w zwiekszeniu przezywalnosci i zdolnosci do implantacji
fragmentéw endometrium.

. Wysoka ekspresja mRNA greliny i leptyny oraz ich receptoréw w ektopowym
endometrium potwierdza duza aktywno$¢ hormonéw w formowaniu ognisk
endometrialnych.

Brak korelacji miedzy ekspresja mRNA greliny i mRNA leptyny a aktywacjg NF-
kB pozwala wnioskowa¢, ze czynniki te dziatajg przez niezalezne od siebie
mechanizmy.

. Wartosci ekspresji mRNA greliny w eutopowym endometrium réznicowaty
endometrioze z wiekszg czuto$cig niz wartosci ekspresji mRNA leptyny, jednakze

za niska, aby przyblizy¢ sie do roli markera.
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8. Streszczenie

Endometrioza jest chorobg, ktdra dotyczy 6- 10% kobiet w wieku rozrodczym.
Objawy sa mato swoiste, dlatego $redni czas od ich wystapienia do rozpoznania wynosi
okoto 7 lat. Endometrioza obniza jakos$¢ zycia chorych kobiet oraz wptywa na straty
ekonomiczne z powodu ich nieobecnos$ci w pracy. Przy nawracajacym charakterze
choroby leczenie czesto jest, niestety, mato efektywne. Dotychczas nie znaleziono
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie dotyczace mechanizmu powstawania
endometriozy.

Istnieje wiele teorii prébujacych wyjasnic¢ etiopatogeneze endometriozy. Do
klasycznych nalezy teoria wstecznego odptywu krwi miesigczkowej Sampsona, teoria
metaplazji Iwanoffai Meyera oraz teoria transportu droga krwiono$ng i limfatyczna
Halbana. W$rdd wspétczesnych teorii powstawania endometriozy przewaza teoria
zmienionej odpowiedzi immunologicznej Dmowskiego oraz zwigzanego z nig
przewlektego stanu zapalnego.

Grelina i leptyna sg hormonami odkrytymi w latach dziewiecdziesigtych XX
wieku. Wptywaja gtéwnie na gospodarke energetyczng organizmu, metabolizm i uczucie
gtodu i sytosci. Odkryto rowniez ich role auto- i parakrynng oraz modulujaca uktad
immunologiczny. Grelina i leptyna wptywaja na elementy uktadu immunologicznego
takie jak limfocyty B, T i NK oraz zmieniaja wydzielanie cytokin prozapalnych.
Promowanie powstawania nowych naczyn krwiono$nych lub dziatanie mitogenne to
inne cechy greliny i leptyny, ktére moge mie¢ wptyw na rozwoj endometriozy.

Transkrypcyjny czynnik jagdrowy NF-kB jest kompleksem biatkowym, przy
pomocy ktorego kontrolowana jest ekspresja wielu genéw odpowiedzialnych za procesy
komorkowe takie jak proliferacja, r6znicowanie i apoptoza. Jest takze gtdéwnym
czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym geny odpowiedzialne za natychmiastowa
odpowiedZ immunologiczna. Transkrypcyjny czynnik jadrowy moze by¢ ogniwem
taczacym greline i leptyne z uktadem immunologicznym.

Nadrzednym celem pracy byto uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy grelina i
leptyna, jako hormony wptywajace na uktad immunologiczny biorg udziat w
etiopatogenezie endometriozy. Cel pracy byt realizowany przez:

1. Ocene stezenia greliny i leptyny w plynie otrzewnowym oraz osoczu kobiet z i

bez endometriozy.
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2. Ocene ekspresji mRNA greliny i leptyny oraz ich receptoréw w eutopowym
endometrium kobiet z i bez endometriozy.

3. Ocene ekspresji mRNA greliny i leptyny oraz ich receptoréw w eutopowym i
ektopowym endometrium w réznych stadiach endometriozy.

4. Ocene biatek receptoréow greliny i leptyny w eutopowym i ektopowym
endometrium.

5. Ocene aktywacji czynnika NF-kB w eutopowym i ektopowym endometrium
kobiet z i bez endometriozy.

Badaniami objeto 88 kobiet hospitalizowanych i diagnozowanych w Klinice
Rozrodczosci Katedry Ginekologii, Potoznictwa i Ginekologii Onkologicznej
Uniwersytetu Medycznego imienia Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, pomiedzy
listopadem 2008 a sierpniem 2012 roku. U wszystkich 88 kobiet wykonano
laparoskopie i histeroskopie ze wskazan:

1. Niemozno$¢ zajscia w cigze.

2. Objawy kliniczne sugerujgce endometrioze.
3. Mies$niaki macicy.

4. Podejrzenie wady wrodzonej macicy.

Materiat do badan stanowito eutopowe i ektopowe endometrium oraz krew i
ptyn otrzewnowy. Krew obwodow3g pobierano na czczo w dniu operacji. Bezposrednio
po zatozeniu laparoskopu pobierano ptyn otrzewnowy. Btone $§luzowa jamy macicy
(endometrium eutopowe) pobierano droga biopsji podczas histeroskopii lub pipella.
Ektopowe endometrium pozyskiwano z torbieli endometrialnych po ich
laparoskopowym wycieciu.

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu wyrazita zgode na
przeprowadzenie badan, ktére zostaty sfinansowane ze Srodkow statutowych Kliniki
Rozrodczos$ci Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Grupe badang stanowity 54 pacjentki z potwierdzong histopatologicznie
endometrioza, a kontrolng 34 bez endometriozy. Grupy te nie roznity sie istotnie
pomiedzy soba w zakresie wieku kobiet, dnia cyklu pozyskania materiatu i BMI.

Ocene stezenia greliny i leptyny w osoczu oraz ptynie otrzewnowym wykonano
przy pomocy komercyjnych zestawow ELISA. Ekspresje mRNA greliny, leptyny i ich
receptorow w eutopowym i ektopowym endometrium oceniono na podstawie reakcji

real-time PCR. Do oznaczenia ilo$ci biatka receptorow greliny i leptyny w eutopowym i
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ektopowym endometrium wykorzystano metode Western-blot. Aktywnos$¢ czynnika NF-
kB zostata oznaczona przy pomocy komercyjnego zestawu TransAM NF-kB p65.
Do analizy statystycznej wykorzystano program Statistica v.10 firmy StatSoft.

W badanym materiale stwierdzono wyzsze stezenie greliny w osoczu i ptynie
otrzewnowym kobiet z endometriozg, ale statystycznie nieistotne. Stezenie leptyny
w osoczu i ptynie otrzewnowym, nie réznito sie pomiedzy kobietami z i bez
endometriozy. Zaré6wno u kobiet z jak i bez endometriozy stwierdzono istotng dodatnia
korelacje pomiedzy stezeniem greliny i leptyny w osoczu oraz ich stezeniem w ptynie
otrzewnowym.
Najwyzsza ekspresje mRNA greliny, leptyny i ich receptoréw stwierdzono w ektopowym
endometrium. Ekspresja mRNA greliny i leptyny byta wyzsza w eutopowym
endometrium kobiet z endometrioza, w poréwnaniu do endometrium kobiet bez
endometriozy. W wycinkach z torbieli endometrialnych ilo$¢ biatka receptora greliny
oceniona przy pomocy Western-blot byta najwyzsza w stosunku do pozostatego
badanego materiatu, a ilo$¢ biatka receptora leptyny byta najnizsza. W endometrium
eutopowym kobiet z endometrioza stwierdzono dodatnig korelacje pomiedzy ekspresja
mRNA greliny i jej receptorem oraz ekspresja mRNA leptyny i jej receptorem.
Aktywno$¢ czynnika NF-kB byta istotnie nizsza w badanych kompartmentach u kobiet z
endometriozg w poréwnaniu do endometrium kobiet bez endometriozy. Nie uzyskano
istotnych korelacji pomiedzy aktywnosScig czynnika NF-kB, a ekspresja mRNA genu
greliny i leptyny oraz ich receptoréw.
Whnioski:

1. Na podstawie uzyskanych wynikéw odno$nie stezenia greliny i leptyny w osoczu
i ptynie otrzewnowym wydaje sie, ze grelina jest bardziej zwigzana z
endometrioza niz leptyna.

2. Wyzsza ekspresja mRNA greliny i mRNA leptyny w eutopowym endometrium
kobiet z endometrioza w stosunku do kobiet bez endometriozy sugeruje udziat
tych hormonow w zwiekszeniu przezywalnosci i zdolnosci do implantacji
fragmentéw endometrium.

3. Wysoka ekspresja mRNA greliny i leptyny oraz ich receptoréw w ektopowym
endometrium potwierdza duza aktywno$¢ hormonéw w formowaniu ognisk

endometrialnych.
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4. Brak korelacji miedzy ekspresja mRNA greliny i mRNA leptyny a aktywacjg NF-
kB pozwala wnioskowa¢, ze czynniki te dziatajg przez niezalezne od siebie
mechanizmy.

5. Wartosci ekspresji mRNA greliny w eutopowym endometrium réznicowaty
endometrioze z wiekszg czuto$cig niz wartosci ekspresji mRNA leptyny, jednakze

za niska, aby przyblizy¢ sie do roli markera
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9. Summary

Endometriosis affects 6 - 10% of women in reproductive age. The symptoms are
not specific, so the average time between their occurrence and diagnosis is
approximately 7 years. Endometriosis reduces women'’s quality of life and affects the
economic losses due to women absence at work. Treatment often is not very effective
and the disease recurs. There is no clear explanation of endometriosis pathogenesis yet.

There are many theories trying to explain the etiology of endometriosis. The
classic are: Sampson’s retrograde menstruation, Iwanoff and Meyer metaplasia theory
and the Halban one - the blood and lymphatic metastases theory. Among contemporary
theories of the pathogenesis of endometriosis prevailing one is Dmowski modified
immune response theory and the associated chronic inflammation.

Ghrelin and leptin are hormones discovered in the nineties of the twentieth
century. They mainly affect the energy balance, metabolism and food intake behavior.
They also have the auto- and paracrine functions and modulate the immune system.
Ghrelin and leptin can control the components of the immune system such as B, T and
NK lymphocytes, as well as inflammatory cytokines secretion. Ghrelin and leptin may
promote neoangiogenesis or have mitogenic effect. In this way they can have an impact
on the development of endometriosis.

Nuclear transcription factor NF-KB is a protein complex which control expression
of many genes involved in cellular processes such as cell proliferation, differentiation
and apoptosis. It is also a key transcription factor regulating genes involved in the
immediate immune response. Nuclear transcription factor may be a link between
ghrelin, leptin and the immune system.

The primary aim of this study was to answer the question whether ghrelin and
leptin as hormones affecting the immune system are involved in the pathogenesis of
endometriosis. Aim of the study was carried out by:

1. The assessment of ghrelin and leptin in the peritoneal fluid and plasma of women
with and without of endometriosis.

2. Evaluation of mRNA expression of ghrelin, leptin and their receptors in eutopic
endometrium of women with and without of endometriosis.

3. Evaluation of mRNA expression of ghrelin, leptin and their receptors in eutopic as

well as in ectopic endometrium in various stages of endometriosis.
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4. Evaluation of protein expression of ghrelin and leptin receptors in eutopic and
ectopic endometrium.

5. Evaluation of the NF-kB activation in eutopic and ectopic endometrium women
with and without of endometriosis.

The study group consisted of 88 women hospitalized and diagnosed in the
Division of Reproduction Department of Gynecology, Obstetrics and Gynaecologic
Oncology, Poznan University of Medical Sciences between November 2008 and August
2012. All 88 women had laparoscopy and hysteroscopy because of:

1. Inability to get pregnant.

2. Clinical symptoms suggesting endometriosis.
3. Fibroids.

4. Suspicion of uterus congenital defects.

Material included eutopic and ectopic endometrium as well as blood and
peritoneal fluid. Fasting peripheral blood was collected on the day of operation.
Peritoneal fluid was obtained immediately after laparoscope insertion. Endometrium
was obtained by endometrial biopsy taken during hysteroscopy or by Pipella. Ectopic
endometrium was extracted from endometrial cysts after laparoscopic removal.
Bioethics Committee at the Poznan University of Medical Sciences has agreed to carry
out the study, which was financed by the Division of Reproduction statutory reserves.

Study group consisted of 54 women diagnosed with endometriosis and 34
controls without endometriosis. Both groups of patients were not significantly different
between them in age, day of the cycle when material was obtained and BMI.

The assessment of ghrelin and leptin concentrations in plasma and peritoneal
fluid were performed by commercial ELISA kits. Ghrelin, leptin and their receptors
mRNA expression in eutopic and ectopic endometrium was assessed by real-time PCR.
The amount of ghrelin and leptin receptor proteins in eutopic as well ectopic
endometrium was assessed by Western-blot. Activity of NF-kB was measured by
commercial TransAM NF-kappaB p65 Kkit. StatSoft Statistica v.10 software was used for
statistical analysis.

Ghrelin concentration in serum and in peritoneal fluid was higher in endometriosis
patients, however did not reach statistical significance. There were no significant
differences in leptin concentration in both plasma and peritoneal fluid between women

with and without endometriosis. There was a significant positive correlation between
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ghrelin and leptin plasma and peritoneal fluid concentrations in all of women. The

highest ghrelin, leptin and their receptors mRNA expression was found in the ectopic

endometrium. Grelin and leptin mRNA expression in eutopic endometrium was higher

in endometriosis patients. Moreover there was a positive correlation between the

ghrelin and its receptor mRNA expression as well as leptin and its receptor in eutopic

endometrium of endometriosis patients. We found the highest ghrelin receptor protein

level and on the other hand the lowest leptin receptor protein level in the endometrial

cysts. Activity of NF-kB was significantly lower in women with endometriosis. We did

not find any significant correlations between the activity of NF-kB and ghrelin, leptin

and their receptors mRNA expression.

Conclusions:

1.

Based on the results obtained for ghrelin and leptin concentration in the plasma
and peritoneal fluid, it may be supposed that ghrelin is more associated with
endometriosis than leptin.

Higher ghrelin and leptin mRNA expression in eutopic endometrium of women
with endometriosis compared to women without endometriosis suggests
participation of these hormones in increasing survival and ability to
implantation of endometrial fragments.

High ghrelin, leptin and their receptors mRNA expression in ectopic
endometrium confirm high activity of these hormones in the development of
endometriosis.

Lack of correlation between the ghrelin and leptin mRNA expression and
activation of NF-kB leads to the conclusion that these factors act through
independent mechanisms.

The values of ghrelin mRNA expression in eutopic endometrium reach higher
sensitivity than leptin mRNA expression in endometriosis differentiation,

however it is to small to be a clinical marker.

63



10.

11.

12.

13.

14.

PISMIENNICTWO

Kennedy S, Bergqvist A, Chapron C. ESHRE guideline for the diagnosis and
treatment of endometriosis. Hum Reprod. 2005;20(10):2698 - 704.

Eskenazi B, Warner M. Epidemiology of endometriosis. Obstet Gynecol Clin North
Am. 1997;24:235 - 58.

Simoens S, Dunselman G, Dirksen C i wsp. The burden of endometriosis: costs and
quality of life of woman with endometriosis and treated in referral centres. Hum
Reprod. 2012;27:1292 - 1299.

Witz C. Pathogenesis of endometriosis. Gynecol Obstet Invest. 2002;53(suppl
1):52 - 62.

Skrzypczak J. Endometrioza. Zeszyt Edukacyjny. Ginekologia po Dyplomie; 2007.

Nap A, Groothuis P, Demir A i wsp. Pathogenesis of endometriosis. Clin Obstet and
Gynaecol. 2004;18(2):233 - 244.

Burney R, Giudice L. Pathogenesis and pathophysiology of endometriosis. Fertil
Steril. 2012;98(3):511 - 519.

Dmowski W, Steele R, Baker G. Deficient cellular immunity in endometriosis. Am ]
Obstet Gynecol. 1981;14:377 - 388.

Hill J. Immunology and endometriosis. Fertil Steril. 1992;58:262 - 264.

Jones R, Searle R, Bulmer J. Apoptosis and bcl-2 expression in normal human
endometrium, endometriosis and adenomyosis. Hum Reprod. 1998;13:3496 -
3502.

Laschke M, Giebels C, Menger M i wsp. Vasculogenesis: a new piece of the
endometriosis puzzle. Hum Reprod Update. 2011;17:628 - 36.

McLaren ], Prentice A, Charnock-Jones D, i wsp. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) concentrations are elevated in peritoneal fluid of women with
endometriosis. Hum Reprod. 1996;11:220 - 223.

Shifren ], Tseng ], Zaloudek C i wsp. Ovarian steroid regulation of vascular
endothelial growth factor in the human endometrium: implications for
angiogenesis during the menstrual cycle and in the pathogenesis of endometriosis.
] Clin Endocrinol Metab. 1996;81:3112 - 8.

Matarese G, Alviggi C, Sanna V i wsp. Increased leptin levels in serum and
peritoneal fluid of patients with pelvic endometriosis. ] Clin Endocrinol Metab.
2000;85(7):2483 - 2487.

64



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Dziunycz P, Milewski &, Radomski D i wsp. Elevated ghrelin levels in the
peritoneal fluid of patients with endometriosis: associations with vascular
endothelial growth factor (VEGF) and inflammatory cytokines. Fertil Steril.
2009;92(6):1844 - 1849.

Milewski L, Wojtowicz K, Roszkowski P i wsp. Expression of ghrelin and its
receptors in ovarian endometrioma. Gynecol Endocrinol. 2012;28(4):310 - 313.

Klok M, Jakobsdottir S, Drent M. The role of leptin and ghrelin in the regulation of
food intake and body weight in humans: a review. Obesity Reviews. 2006;9:21 -
34.

La Cava A, Matarese G. The weight of leptin in immunity. Nature Rev. 2004;4:371 -
379.

Polinska B, Matowicka-Karna ], Kemona H. Rola greliny w organizmie. Postepy Hig
Med Dosw. 2011;65:1-7.

Muccioli G, Lorenzi T, Lorenzi M, i wsp. Beyond the metabolic role of ghrelin: A
new player in the regulation of reproductive function. Peptides. 2011;32:2514 -
2521.

Katulski K, Meczekalski B. Ghrelin influence on metabolism and fertility. Arch of
Perinat Med. 2011;17(3):134 - 139.

Camilleri M, Papathanasopoulos A, Odunsi S. Actions and therapeutic pathways of
ghrelin for gastrointestinal disorders. Nat Rev Gastroenerol Hepatol. 2009;6:343 -
352.

Hattori N, Saito T, Yagyu T i wsp. GH, GH receptor, GH secretagogue receptor and
ghrelin expression in human T cells, B cells and neutrophils. ] Clin Endocrinol
Metab. 2001;86:4284 - 4291.

Dixit V, Schaffer E, Pyle R i wsp. Ghrelin inhibits leptin- and activation-induced
proinflammatory cytokine expression by human monocytes and T cells. ] Clin
Invest. 2004;114:57 - 66.

Karmiris K, Koutroubakis I, Xidakis C, i wsp. Circulating levels of leptin,
adipokines, resistin and ghrelin in inflammatory bowel disease. Inflamm Bowel

Dis. 2006;12:100 - 105.

Otero M, Nogueiras R, Lago F, i wsp. Chronic inflammation modulates ghrelin
levels in humans and rats. Rheumatology (Oxford). 2004;43:306 - 310.

Dembinski A, Warzecha Z, Ceranowicz R i wsp. Ghrelin attenuates the
development of acute pancreatitis in rat. ] Physiol Pharmacol. 2003;54:561 - 573.

Xia Q, Pang Q, Pan H i wsp. Effects of ghrelin on the proliferation and secretion of
splenic T lymphocytes in mice. Regulat Pept. 2004;122:173 - 178.

65



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

Kim S, Her S, Park S i wsp. Ghrelin stimulates proliferation and differentiation and
inhibits apoptosis in osteoblastic MC3T3-E1 cells. Bone. 2005;37:359 - 369.

Hattori N. Expression, regulation and biological actions of growth hormone (GH)
and ghrelin in the immune system. Growth Hormone & IGF Research.
2009;19:187 - 197.

Zhang Y, Proenca R, Maffei M i wsp. Positional cloning of the mouse obese gene
and its human homologue. Nature. 1994;372(6505):425 - 432.

Kitawaki ]. Expression of leptin receptor in human endometrium and fluctuation
during the menstrual cycle. | Clin Endocrinol Metab. 2000;85:1946 - 50.

Gonzalez R, Caballero-Campo P, Jasper M i wsp. Leptin and leptin receptor are
expressed in the human endometrium and endometrial leptin secretion is
regulated by the human blastocyst. ] Clin Endocrinol Metab. 2000;85:4883 - 8.

Alfer ], Miiller-Schottle F, Classen-Linke I, i wsp. The endometrium as a novel
target for leptin: differences in fertility and subfertility. Mol Hum Reprod.
2000;6:595 - 601.

Lee G, Proenca R, Montez |, i wsp. Abnormal splicing of the leptin receptor in
diabetic mice. Nature. 1996;379:632 - 635.

Schwartz M, Peskind E, Raskind M, i wsp. Cerebrospinal fluid leptin levels:
relationship to plasma levels and to adiposity in humans. Nat Med. 1996;2:589 -
593.

Hill ], ElImquist ], Elias C. Hypothalamic pathways linking energy balance and
reproduction. Am | Physiol Endocrinol Metabl. 2008;294(5):E827-32.

De Roux N, Genin E, Carel ]. Hypogonadotropic hypogonadism due to loss of
function of the KiSS1-derived peptide receptor GPR54. Proc Natl Acad Sci USA.
2003;100(19):10972 - 10976.

Zhang F, Basinski M, JM B, i wsp. Crystal structure of the obese protein leptin-
E100. Nature. 1997;387:206 - 208.

Sarraf P, Frederich R, Turner E, i wsp. Multiple cytokines and acute inflammation
raise mouse leptin levels: potential role in inflammatory anorexia. ] Exp Med.
1997;185:171 - 180.

Zhao Y, Sun R, You L, i wsp. Expression of leptin receptors and response to leptin
stimulation of human natural killer cell lines. Biochem Biophys Res Commun.
2003;300:247 - 252.

Tian Z, Sun R, Wei H, i wsp. Impaired natural killer (NK) cell activity in leptin

receptor deficient mice: leptin as a critical regulator in NK cell development and
activation. Biochem Biophys Res Commun. 2002;298:297 - 302.

66



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Najib S, Sanchez-Margalet W. Human leptin promotes survival of human
circulating blood monocytes prone to apoptosis by activation of p42/44 MAPK
pathway. Cell Immunol. 2002;220:143 - 149.

Lord G, Matarese G, Howard ], i wsp. Leptin modulates the T-cell immune
response and reverses starvation-induced immunosuppression. Nature.
1998;394:897 - 901.

Fraser D, Thoen |, Reseland ] i wsp. Decreased CD4+ lymphocyte activation and
increased interleukin-4 production in peripheral blood of rheumatoid arthritis
patients after acute starvation. Clin Rheumatol. 1999;18:394 - 401.

Matarese G, Di Giacomo A, Sanna V i wsp. Requirement for leptin in the induction
and progression of autoimmune encephalomyelitis. ] Immunol. 2001;166:5909 -
5916.

Galgani M, Procaccini C, De Rosa V, i wsp. Leptin modulates the survival of
autoreactive CD4+ T cells through the nutrient/energy-sensing mammalian target
of rapamycin signaling pathway. ] Immunol. 2010;185:7474 - 7479.

Siegmund B, Lehr H, Fantuzzi G, i wsp. Leptin: a pivotal mediator of intestinal
inflammation in mice. Gastroenterology. 2002;122:2011 - 2025.

Whitacre C. Sex differences in autoimmune disease. Nat Immunol. 2001;2:777 -
780.

Sen R, Baltimore D. Inducibility of k immunoglobulin enhancer-binding protein
NF-kB by a posttranslational mechanism. Cell. 1986;47:921 - 928.

Nabel G, Verma I. Proposed NF-«kB/IkB family nomenclature. Genes Dev.
1993;7(11):2063.

Monaco C, Andreakos E, Kiriakidis S i wsp. Canonical pathway of nuclear factor
kappa B activation selectively regulates proinflammatory and prothrombotic
responses in human atherosclerosis. Proc Natl Acad Sci USA. 2004;101(15):5634 -
5639.

Shishodia S, Aggarwal B. Nuclear factor-kB activation: a question of life and death.
] Biochem Mol Biol. 2002;35:28 - 40.

Piotrowska A, Izykowska I, Podhorska - Okotéw M i wsp. Budowa biatek z rodziny
NF-kB iich rola w procesie apoptozy. Postepy Hig Med Dosw. 2008;62:64 - 74.

Ivanow V, Roani Z. p38 protects human melanoma cells from UV-induced

apoptosis through down-regulation of NF-kB activity and Fas expression.
Oncogene. 2000;19:3003 - 3012.

67



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Aoki M, Nata T, Morishita R i wsp. Endothelial apoptosis induced by oxidative
stress through activation of NF-kB. Antiapoptotic affect of antioxidant agents on
endhothelial cells. Hypertension. 2001;38:48 - 55.

Dabek ], Swiderski R, Glogowska - Ligus ]. Ekspresja genéw zwiazanych z
czynnikiem jagdrowym kappa B (NF-kB) oceniana technikg mikromacierzy
oligonukleotydowych HG-U133A u chorych z ostrym zawatem serca. Pol Merk
Lek. 2009;XXVII(160):265 - 272.

Gonzalez-Ramos R, Van Langendonckt A, Defrére S i wsp. Involvement of the
nuclear factor-kB pathway in the pathogenesis of endometriosis. Fertil Steril.
2010;94(6):1985 - 94.

Gen Li W, Gavrila D, Liu X i wsp. Ghrelin inhibits proinflammatory responses and
nuclear Factor-kB activation in human endothelial cells. Circulation.
2004;109:2221 - 2226.

Zhang Q, Huang W, Lv X. Ghrelin protects H9c2 cells from hydrogen peroxide-
induced apoptosis through NF-kB and mitochondria-mediated signaling. Eur ] of
Pharmacology. 2011;654:142 - 149.

Sung E, Da Silva N, Goodyear S i wsp. Ghrelin promotes nuclear factor kappa-B
activation in a human B-lymphocyte cell line. Mol Biol Rep. 2011;38:4833 - 4838.

Jia-Hong C, Ssu-Ming H, Chun-Chung C i wsp. Ghrelin induces cell migration
through GHS-R, CaMKII, AMPK, and NF-kB signaling pathway in glioma cells. ] Cell
Biochem. 2011;112:2931 - 2941.

Fen H, Xiaofang X, Huabin W i wsp. Leptin-induced vascular smooth muscle cell
proliferation via regulating cell cycle, activating ERK1/2 and NF-kB. Acta Biochem
Biophys Sin. 2010;42:325 - 331.

Gonzalez-Perez R, Guo S, Watters A i wsp. Leptin upregulates VEGF in breast
cancer via canonic and non-canonical signaling pathways and NF-kB/HIF-1a
activation. Cell Signal. 2010;22(9):1350 - 1362.

Abir R, Ao A, Jin S i wsp. Leptin and its receptors in human fetal and adult ovaries.
Fertil Steril. 2005;84(6):1779 - 82.

Pandey N, Kriplani A, Yadav R i wsp. Peritoneal fluid leptin levels are increased
but adiponectin levels are not changed in infertile patients with pelvic
endometriosis. Gynecol Endocrinol. 2010;26(11):854 - 859.

Gungor T, Kanat-Pektas M, Karayalcin R i wsp. Peritoneal fluid and serum leptin
concentrations in women with primary infertility. Arch Gynecol Obstet.

2009;279(3):361 - 364.

Wertel I, Gogacz M, Polak G i wsp. Leptin is not involved in the pathophysiology of
endometriosis-related infertility. Eur ] Obstet Gynecol. 2005;119(2):206 - 209.

68



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Matalliotakis I, Koumantaki Y, Neonaki M i wsp. Increase in serum leptin
concentrations among women with endometriosis during danazol and leuprolide
depot treatments. Am ] Obstet Gynecol. 2000;183(1):58 - 62.

Alviggi C, Clarizia R, Castaldo G i wsp. Leptin concentrations in the peritoneal fluid
of women with ovarian endometriosis are different according to the presence of a
“deep” or “superficial” ovarian disease. Gynecol Endocrinol. 2009;25(9):610 -
615.

Malhotra N, Karmakar D, Tripathi V i wsp. Correlation of angiogenic cytokines -
leptin and IL-8 in stage, type and presentation of endometriosis. Gynecol
Endocrinol. 2012;28(3):224 - 227.

De Placido G, Alviggi C, Carravetta C i wsp. The peritoneal fluid concentration of
leptin is increased in women with peritoneal but not ovarian endometriosis. Hum
Reprod. 2001;16(6):1251 - 1254.

Bedaiwy M, Falcone T, Goldberg ] i wsp. Peritoneal fluid leptin is associated with
chronic pelvic pain but not infertility in endometriosis patients. Hum Reprod.
2006;21(3):788 - 791.

Cao R, Brakenhielm E, Wahlestedt C i wsp. Leptin induces vascular permeability
and synergistically stimulates angiogenesis with FHF-2 and VEGF. Proc Natl Acad
Sci USA. 2001;98:6390 - 6395.

Mahutte N, Matalliotakis I, Goumenou A i wsp. Inverse correlation between
peritoneal fluid leptin concentrations and the extent of endometriosis. Hum
Reprod. 2003;18(6):1205 - 1209.

Tao Y, Zhang Q, Huang W, i wsp. The peritoneal leptin, MCP-1 and TNF-alfa in the

pathogenesis of endometriosis-associated inferrility. Am ] Reprod Immunol.
2011;65(4):403 - 406.

Barcz E, Milewski L, Radomski D i wsp. A relationship between increased
peritoneal leptin levels and infertility in endometriosis. Gynecol Endocrinol.
2008;24(9):526 - 30.

Milewski &, Barcz E, Dziunycz P i wsp. Association of leptin with inflammatory
cytokines and lymphocyte subpopulations in peritoneal fluid of patients with
endometriosis. ] Reprod Immunol. 2008;79:111 - 117.

Wu M, Huang M, Chang F i wsp. Leptin on peritoneal macrophages of patients with
endometriosis. Am ] Reprod Immunol. 2010;63:214 - 221.

Lima-Couy I, Cervero A, Bonilla-Musoles F i wsp. Endometrial leptin and leptin
receptor expression in women with severe/moderate endometriosis. Mol Hum
Reprod. 2004;10(11):777 - 782.

69



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Wu M, Chuang P, Chen H i wsp. Increased leptin expression in endometriosis cells
is associated with endometrial stromal cell proliferation and leptin gene up-
regulation. Mol Hum Reprod. 2002;8(5):456 - 464.

Wu M, Chen K, Lin S i wsp. Aberrant expression of leptin in human endometriotic
stromal cells is induced by elevated levels of hypoxia inducible factor-1alpha. Am ]
Pathol. 20076;170(2):590 - 598.

Oh H, Choi Y, Yang Y i wsp. Leptin receptor is induced in endometriosis and leptin
stimulates the growth of endometriotic epithelial cells through the JAK2/STAT3
and ERK pathways. Mol Hum Reprod. 2013;19(3):160 - 168.

May K, Conduit-Hulbert S, Villar ] i wsp. Peripheral biomarkers of endometriosis: a
systematic review. Hum Reprod Update. 2010;16(6):651 - 674.

Gonzalez-Ramos R, Rocco ], Rojas C i wsp. Physiologic activation of nuclear factor
kappa-B in the endometrium during the menstrual cycle is altered in
endometriosis patients. Fertil Steril. 2012;97(3):645 - 651.

Ponce C, Torres M, Galleguillos C i wsp. Nuclear factor kappaB pathway and
interleukin-6 are affected in eutopic endometrium of women with endometriosis.
Reproduction. 2009;137(4):727 - 737.

Bianco B, Lerner T, Trevisan C i wsp. The nuclear factor-kB functional promoter
polymorphism is associated with endometriosis and infertility. Hum Immunol.
2012;73(11):1190 - 1193.

70



