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Zwiekszone stezenie utlenionego cholesterolu
LDL w plynie otrzewnowym kobiet
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Increased oxidized LDL cholesterol levels in peritoneal fluid of women
with advanced-stage endometriosis
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Streszczenie
W wielu pracach wykazano prozapalne i prooksydacyjne wiasciwosci ptynu otrzewnowego (PO) kobiet
z endometriozg. Zwigkszona aktywnosc¢ procesow wolnorodnikowych prowadzi do powstania utlenionego
cholesterolu LDL (ox-LDL).
Cel pracy: Celem obecnej pracy byta ocena stezenia ox-LDL w plynie otrzewnowym kobiet z endometriozg.
Materiat i Metody: Badaniom poddano PO uzyskany podczas laparoskopii od 20 pacjentek z I/ll stopniem (rAFS)
endometriozy oraz 20 kobiet z Ill/1V stopniem zaawansowania schorzenia. Grupe referencyjng stanowito 20 pacjentek
operowanych z powodu surowiczych torbieli jajnikow. Stezenie ox-LDL oznaczono metodg immunoenzymatyczng
(ELISA).
Wyniki: Utleniony LDL byt obecny we wszystkich badanych prdobkach. Stezenie ox-LDL w PO kobiet z lll/IV
stopniem endometriozy byto istotnie statystycznie wieksze od obserwowanego w grupie referencyjnej (p=0,03),
Jjakkolwiek nie roznito sie od odnotowanego u pacjentek z I/ll stopniem zaawansowania choroby (p=0,2). Nie
wykazano znamiennych statystycznie roznic w koncentracji ox-LDL w PO pomiedzy kobietami z minimalng/tagodng
postacig endometriozy a grupag referencyjng (p=0,3).
Whioski: Zwiekszone stezenie utlenionego LDL w PO kobiet z zaawansowanymi stadiami endometriozy swiadczy
0 udziale stresu oksydacyjnego w patogenezie schorzenia.
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Summary

Introduction: Proinflammatory and prooxidative environment in the peritoneal cavity may be involved in the
pathogenesis of endometriosis. Imbalance between reactive oxygen species levels and the antioxidant capacity
leads to oxidation of low-density lipoproteins (LDL). The importance of oxidized LDL (Ox-LDL) in the development
of atherosclerosis is well recognized.

Aim: The aim of our study was to evaluate for the presence of ox-LDL in the peritoneal fluid (PF) of women with
and without endometriosis.

Material and Methods: A total of 60 women who underwent laparoscopy were divided into groups: endometriosis
sufferers with minimal to mild (n 20) and moderate to severe (n 20) stages, and the reference group (n 20) with
functional follicle ovarian cysts. Oxidized LDL levels were determined in the PF using enzyme immunoassay.
Results: Oxidized LDL levels were detectable in all peritoneal fluid samples. Significantly increased levels of ox-LDL
were observed in PF of women with stage Ill/IV endometriosis compared to the reference group (p=0.03). However,
peritoneal fluid ox-LDL concentrations did not differ significantly between patients with minimal/mild and women
with moderate/severe stage of the disease (p=0.2). No significant difference in the PF ox-LDL concentrations was
also found between women with stage I/Il endometriosis and patients with follicle cysts (p=0.3).

Conclusions: Increased peritoneal fluid ox-LDL levels observed in women with advanced-stage endometriosis

suggest the important role of oxidative stress in the pathogenesis of the disease.
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Lipoproteiny o matej gestosci (LDL) obejmuja heterogenna
grupe czastek biatkowo-lipidowych, produkowanych w watro-
bie, o ggstosci od 1.019 do 1.063 g/ml. Krazac w krwioobiegu
wiaza si¢ z receptorami obecnymi na wigkszosci komorek aby
w procesie endocytozy dostarczy¢ im thuszczow. Czasteczki LDL
zawieraja duza ilos$¢ fosfolipidow, ktore w przypadku niedoboru
antyoksydantow ulega¢ moga peroksydacji czyli utlenieniu wie-
lonienasyconych kwasow thuszczowych prowadzacym do synte-
zy nadtlenkow tych zwiazkow. W ten sposob powstaje utleniony
LDL (ox-LDL). Fagocytowany przez makrofagi, powoduje trans-
formacj¢ tych komorek w bogatottuszczowe komorki piankowa-
te, stanowiacy gtowny sktadnik blaszek miazdzycowych [1].

Badania prowadzone na ptynie otrzewnowym (PO)
sugeruja zwigkszona aktywnos$¢ procesow wolnorodnikowych
w tym $rodowisku u kobiet z endometrioza. Jednakze wyniki
dotychczasowych prac, w ktorych badano procesy peroksydacji
lipidow PO, nie sa jednoznaczne. W czg$ci prac zaobserwowano
zwigkszone st¢zenie produktow lipoperoksydacji w PO kobiet
z endometrioza [2, 3]. Murphy 1 wsp. wykazali zwigkszona
oksydacje lipoprotein o matej gestosci oraz wigksze stezenie tych
czastek w ptynie otrzewnowym kobietzendometrioza [4]. Autorzy
ci stwierdzili takze, ze PO uzyskany od pacjentek z endometrioza
zawiera utlenione kompleksy lipidowo-biatkowe, wykazujace
wlasciwosci chemotaktyczne, jak rowniez stymulujace syntezg
licznych cytokin. Poziom autoprzeciwciat skierowanych przeciw
produktom peroksydacji lipidow jest wigkszy w surowicy
krwi kobiet z endometrioza lecz immunoglobuliny te sa
nieobecne w ptynie otrzewnowym [5]. Obecno$¢ produktow
peroksydacji lipidow, takich jak dialdehyd malonowy (MDA)
oraz 7-hydroksynonenal, stwierdzono w ektopowej tkance
endometrium, jakkolwiek wystgpuja one takze w eutopowej
btonie sluzowej macicy [6]. Nie wszystkie badania potwierdzaja
hipotezg o wystgpowaniu zwigkszonej lipoperoksydacji w jamie
otrzewnowej kobiet z endometrioza.

192

W czegsci prac koncentracja MDA oraz kompleksow MDA
-Cu w PO nie rdznila si¢ statystycznie pomigdzy pacjentkami
z endometrioza a kobietami zdrowymi, nie wykazujac rowniez
zalezno$ci ze stopniem zaawansowania endometriozy.

Istotnych statystycznie réznic pomigdzy kobietami z endo-
metrioza a tymi bez schorzenia nie odnotowano rowniez w stg-
zeniu w PO innego produktu peroksydacji ttuszczéw, cholest-3,-
5-dienu-7 [7, 8, 9].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena st¢zenia utlenionego cholesterolu
LDL w ptynie otrzewnowym kobiet z endometrioza.

Materiat i Metody

Badaniami objgto grupe 60 pacjentek operowanych laparo-
skopowo w I Katedrze i Klinice Ginekologii Onkologicznej i Gi-
nekologii UM w Lublinie, wtaczajac 20 pacjentek z I/II oraz 20
kobiet z III/IV stopniem endometriozy. Zaawansowanie schorze-
nia okre$lano przyjmujac zrewidowane kryteria American Ferti-
lity Society [10].

Grupg referencyjna stanowito 20 pacjentek operowanych en-
doskopowo z powodu surowiczych, funkcjonalnych torbieli jaj-
nikéw. Wiek pacjentek wynosit od 19 do 38 lat. Srédoperacyjne
rozpoznanie endometriozy oraz torbieli surowiczych potwierdzo-
ne zostato poprzez pooperacyjne badanie histopatologiczne.

Zaaspirowany z jamy Douglasa oraz zachytka pecherzowo
-macicznego plyn otrzewnowy wirowano z przyspieszeniem
500xg przez 10 minut. Uzyskany supernatant przechowywano
w temperaturze —75°C do czasu analizy. Stgzenia ox-LDL w PO
oznaczono metoda immunoenzymatyczna (ELISA), zgodnie
z procedura podana przez producenta, przy uzyciu zestawu ox-
LDL (Immundiagnostic AG). Odczytu absorbancji dokonywano
przy dtugosci fali 450nm stosujac o$miokanatowy czytnik Multi-
skan RC (Labsystems).
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Zwiekszone stezenie utlenionego cholesterolu LDL w ptynie otrzewnowym kobiet z zaawansowang endometrioza.

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci tabeli, oraz w for-
mie ryciny. (Tabela I, rycina 1).

Utleniony LDL obecny byl we wszystkich badanych prob-
kach ptynu otrzewnowego. Stezenie ox-LDL w PO kobiet z za-
awansowanymi postaciami endometriozy (III/IVrAFS) bylo
istotnie statystycznie wigksze od stwierdzonego w grupie refe-
rencyjnej (p=0,03), jakkolwiek nie réznilo si¢ znamiennie od
pacjentek z minimalng i fagodna postacia choroby (p=0,2). Nie
wykazano istotnych statystycznie réznic w koncentracji ox-LDL
w plynie otrzewnowym pacjentek z I/II stopniem endometriozy
a kobietami bez schorzenia (p=0,3).

Dyskusja

W naszej pracy stwierdziliSmy zwigkszone stg¢zenie utlenio-
nego LDL w ptynie otrzewnowym kobiet z zaawansowanymi po-
staciami endometriozy. Wyniki te sa zgodne z uzyskanymi przez
Murphy i wsp. i posrednio potwierdzaja hipotezg o udziale stre-
su oksydacyjnego w obrgbie jamy otrzewnowej w patogenezie
choroby [4]. Plyn otrzewnowy bogaty jest w cholesterol LDL,
ktorego stgzenie dochodzi¢ tu moze nawet do 40% koncentracji
obserwowanej w surowicy krwi [11].

Do utlenienia czastek LDL dochodzi w $rodowisku pro-
oksydacyjnym. Endometrioza wydaje si¢ sprzyja¢ zwigkszonej
aktywnosci proceséw wolnorodnikowych w srodowisku ptynu
otrzewnowego. Chorobg ta charakteryzuje, bowiem cykliczne
krwawienie w obrgbie jamy otrzewnowej, ktérego zrodtem sa
zarowno implanty ektopowego endometrium jak i wydzielina
miesiagczkowa dostajaca si¢ wstecznie przez jajowody. Rozpadte
erytrocyty uwalniaja hemoglobing, ktorej dalsza degradacja pro-
wadzi do powstania licznych aktywnych biologicznie substancji
takich jak hem, jony zelaza, tlenek wegla oraz biliwerdyna [12].

Uwolniony hem uczestniczy w inicjacji procesu peroksyda-
cji lipidow a jony zelaza katalizuja w trakcie reakcji Fentona syn-
tezg jednego z najbardziej z reaktywnych form tlenu — rodnika
wodorotlenowego [1]. Do utlenienia LDL moga przyczynia¢ si¢
takze monocyty i makrofagi PO. Proces ten jest bowiem katali-
zowany przez mieloperoksydazg¢ oraz 15-lipoperoksydazg obec-
na w makrofagach [11]. Dlatego tez uzyskane przez nas wyniki
mozna powigzaé ze zwigkszona koncentracja tych komorek w ja-
mie otrzewnowej u kobiet cierpigcych na endometrioze, ktora
wykazato szereg prac [13].

Obecno$¢ zwigkszonej koncentracji utlenionego LDL w PO
moze mie¢ szereg nastgpstw. Wykazano bowiem, ze jego sktad-
niki maja szereg niekorzystnych dziatan, odpowiedzialnych za
procesy zapalne i miazdzycotworcze.

PR erdomenoza 1 endomemazs Ly Estrraraine

Rycina 1. Stezenie ox-LDL w PO badanych kobiet.

Zawarta w ox-LDL lizofosfatydylocholina posiada wtasci-
wosci chemotaktyczne w stosunku do monocytéw i limfocytow
T, wykazuje dzialanie cytotoksyczne, jak rowniez stymuluje syn-
teze czynnika wzrostu fibroblastow, ptytkowego czynnika wzro-
stu i czastek adhezyjnych. Pozostate sktadniki utlenionego LDL
indukuja produkcje biatek szoku termicznego, interleukiny-1
oraz innych cytokin a takze inaktywuja enzymy [14].

Rong i wsp. [15] wykazali, ze utleniony LDL stymuluje
produkcje biatka chemotaktycznego monocytow (MCP-1) przez
komorki mezotelialne oraz endometrialne. Badacze ci stwierdzili
rowniez, ze komorki endometrium hodowane w srodowisku PO
uzyskanego od pacjentek z endometrioza produkuja wigksze ilo-
Sci tej cytokiny niz te z hodowli ptynu kobiet bez schorzenia.

Dlatego tez wykazane w naszej pracy zwigkszone stgzenie
ox-LDL moze by¢ odpowiedzialne za stwierdzone w innych ba-
daniach podwyzszone stezenie tej cytokiny w PO kobiet z en-
dometrioza [16]. MCP-1 ma silne dziatanie chemotaktyczne
w stosunku do monocytow. Stymulacja produkcji MCP-1 przez
utleniony LDL, jak réwniez sama obecno$¢ ox-LDL w plynie
otrzewnowym moze by¢ czgSciowo odpowiedzialna za wytwo-
rzenie prozapalnego $rodowiska w obrgbie jamy otrzewnowej
kobiet z endometrioza.

Niekorzystne zmiany profilu lipidowego moga dotyczy¢ nie
tylko ptynu otrzewnowego kobiet z endometrioza. Wykazano
niedawno, ze osocze kobiet z tym schorzeniem zawiera wigksze
stgzenia calkowitego cholesterolu, frakcji LDL, HDL oraz trdj-
glicerydow w poréwnaniu do kobiet zdrowych. Najwigksza roz-
nic¢ odnotowano jednak w koncentracji LDL, ktora byta wigksza
0 38% u pacjentek z endometrioza [17].

Tabela I. Stezenie Ox-LDL (ng/ml) w ptynie otrzewnowym kobiet z endometriozg oraz z grupy referencyjnej.

N Mediana Minimum Maximum
Grupa referencyjna 20 68,8 17,4 313
Endometrioza I/ll rAFS 20 92,7 14,1 1290
Endometrioza III/IV rAFS 20 126 16,7 1347
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Stwierdzono réwniez, ze surowica kobiet z endometrioza
charakteryzuje si¢ nizsza aktywno$cia paraoksonazy-1 (PON-1),
ktora koreluje negatywnie ze stopniem zaawansowania schorze-
nia [18]. Enzym ten hamuje peroksydacjg lipidéw LDL i HDL,
chroniac te frakcje przed utlenieniem. Wydaje si¢ wige, ze za-
burzenia profilu lipidowego moga u kobiet z endometrioza mie¢
charakter ogo6lnoustrojowy i w polaczeniu z niska aktywnoscia
PON-1 predysponowac je do rozwoju zmian miazdzycowych.

Whnioski

Zwigkszone stezenie utlenionego LDL odnotowane w PO
kobiet z zaawansowanymi stadiami endometriozy $wiadczy
o0 udziale stresu oksydacyjnego w patogenezie schorzenia.

Praca finansowana ze Srodkéw na nauke w latach 2008-
2011 jako projekt badawczy N N407 180834
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