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Stezenie przeciwcial antykardiolipinowych
w plynie otrzewnowym 1 w plynie z hodowli
limfocytéw kobiet z endometrioza

Concetration of anticardiolipin antybodies in peritonel fluid and in fluid
from lymphocytes culture in women with endometriosis

Sikora Justyna, Mielczarek-Palacz Aleksandra, Kondera-Anasz Zdzistawa,
Switala Jerzy, Jasniok Ewa
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Streszczenie
Cel pracy: Celem naszej pracy byfa ocena stezenia przeciwciat antykardiolipinowych (@CL) w plynie otrzewnowym
kobiet z endometrioza oraz zbadanie w warunkach hodowli komdrkowej zdolnosci limfocytow izolowanych
z plynu otrzewnowego kobiet z endometrioza do produkgji przeciwciat antykardiolipinowych.
Materiaf i metody: Do grupy badanej zakwalifikowano 30 kobiet z endometrioza. Stopien klinicznego zaawanso-
wania choroby oceniano wg klasyfikacji Amerykanskiego Towarzystwa Plodnosci.
Do grupy referencyjnej zakwalifikowano 15 kobiet, u ktdrych wykluczono endometrioze i inne patologiczne zmiany
w obrebie miednicy mniejszej. Stezenie aCL w plynie otrzewnowym i w plynie z hodowli limfocytéw oznaczano
metoda immunoenzymatyczng ELISA.
Wyniki: Analiza statystyczna wynikéw wykazata bardzo istotny statystycznie wzrost Sredniego stezenia aCl
w plynie otrzewnowym kobiet chorych w poréwnaniu do grupy kobiet z grupy referencyjnej (p<0,0001). Rdwniez
w plynie z hodowli limfocytéw otrzewnowych stezenie aCL u kobiet z endometrioza byfo bardzo istotnie statystycz-
nie podwyzszone w poréwnaniu do steZenia przeciwciat w grupie referencyjnej (p<0,0001).
Najwieksze srednie stezenie aCL w plynie otrzewnowym i w ptynie z hodowli zaobserwowano w | stopniu zaawan-
sowania choroby.
Whioski: Wzrost stezenia przeciwciat antykardiolipinowych w pfynie otrzewnowym kobiet z endometrioza oraz
wzmozona produkga przeciwciat przez limfocyty sugeruje zaburzenia odpowiedzi typu humoralnego oraz ich
nasilenie we wczesnych etapach choroby.
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Summary

Aim: The aim of our work was to study both the concentration of anticardiolipin antibodles (@CL) in peritoneal fluid
in women with endometriosis and to examine peritoneal lymphocyte ability to produce anticardiolipin antibodies.
Material and methods: Study group included 30 women with endometriosis. The clinical stages of the disease
were assessed by the revised American Fertility Society (rAFS) classification. Reference group included fifteen healthy
women, with excluded endometriosis and other pathological disorders within the pelvis. The concentration of aCL
in the peritoneal fluid and in fluid from lymphocyte culture was measured by enzyme-linked immunosorbent ELISA
assay.

Results: Statistical analysis showed significantly increased mean concentration of aCL in peritoneal fluid in women
with endometriosis compared to women from the reference group (p<0.0001).

The concentration of aCL in fluid from lymphocyte culture was also significantly higher in samples from women with
endometriosis than from the reference group (p<0.0001). The highest mean levels of aCL in peritoneal fluid and in
fluid from lymphocyte culture were observed in samples from women with stage | of the disease.

Conclusions: An increased level of anticardiolipin antibodies in peritoneal fluid in women with endometriosis and
increased antibodlies production by lymphocytes may suggest an impairment of humoral immunity and its intensifi-
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cation in the early stages of the disease.
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Wstep

Patogeneza endometriozy do tej pory pozostaje niewyja-
sniona. Duzg rolg w przezyciu i implantacji tkanki endome-
trialnej poza jama macicy przypisuje si¢ zaburzeniom w funk-
cjonowaniu ukfadu odpornosciowego Zmiany te dotycza
przede wszystkim mikrosrodowiska jamy otrzewnowej, gdzie
najczesciej dochodzi do rozwoju choroby [1].

W ostatnich latach liczne badania koncentruja si¢ na po-
znaniu udzialu odpowiedzi humoralnej w patogenezie endo-
metriozy, co jest zwigzane z obecnoscia w plynie otrzewno-
wym i w surowicy autoprzeciwcial skierowanych przeciwko
fosfolipidom i histonom endometrium oraz jajnika [2, 3].

Najczesciej wykrywane sa przeciwciata antyfosfolipidowe
(APA). Jest to niejednorodna grupa przeciwcial skierowana
przeciwko fosfolipidom bion komoérkowych. Sposrod nich,
najlepiej poznane i najczgsciej oznaczane sg przeciwciata anty-
kardiolipinowe (aCL), ktore wigza si¢ zaréwno z obojetnymi,
jak 1 ujemnie natadowanymi fosfolipidami oraz nie wymagaja
biatkowego kofaktora. aCL nie posiadaja wtasciwosci antyko-
agulantu oraz nie wywoluja powiktan zakrzepowo-zatoro-
wych [4]. Natomiast poprzez wiazanie si¢ do fosfolipidéw bto-
ny komorkowej migdzy innymi komoérek endometrium, prze-
ciwciata antykardiolipinowe moga powodowaé zaburzenia
trandukcji sygnalu migdzykomorkowego, zwigkszac ekspresje
czasteczek adhezyjnych na powierzchni srédbtonka, a takze
wplywaé na metabolizm kwasu arachidonowego posrednio
prowadzac do nasilenia stanu zapalnego towarzyszacego en-
dometriozie [5].

Cel pracy

Celem naszej pracy byta ocena stg¢zenia przeciwcial anty-
kardiolipinowych klasy IgG w ptynie otrzewnowym kobiet
z endometriozg oraz zbadanie w warunkach hodowli komor-
kowej zdolnosci limfocytow izolowanych z ptynu otrzewnowe-
go kobiet z endometrioza do produkcji przeciwciat antykar-
diolipinowych.
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Materiat i metody

Badaniami objgto 45 kobiet w wieku od 21 do 44 lat ($red-
nia wieku: 31,5%4.9 lat) poddanych laparoskopii w celu usta-
lenia przyczyn istniejacej nieptodnosci pierwotnej. Wszystkie
badane kobiety miaty regularne cykle menstruacyjne, trwaja-
ce 28+4 dni. Zadna z nich nie stosowala srodkéw hormonal-
nych w ciagu 3 miesigcy przed zabiegiem oraz nie byta leczona
lekami immunosupresyjnymi.

Do grupy badanej zakwalifikowano 30 kobiet w wieku od
25 do 44 lat (Srednia wieku 34,3%5,1 lat), u ktérych podczas
laparoskopii stwierdzono endometriozg. Stopien klinicznego
zaawansowania choroby oceniano wg klasyfikacji Amerykan-
skiego Towarzystwa Ptodnosci [6]. Do grupy tej zakwalifiko-
wano 10 kobiet z I stopniem endometriozy, 8 kobiet z IT stop-
niem endometriozy oraz po 6 kobiet z III i IV stopniem za-
awansowania choroby. Do grupy referencyjnej zakwalifikowa-
no 15 kobiet w wieku od 20 do 33 lat (Srednia wieku: 27,4%5,3
lat), u ktérych wykluczono endometrioze i inne patologiczne
zmiany w obrebie miednicy mniejszej.

Materiatem wykorzystanym do badan byt ptyn otrzewno-
wy uzyskany podczas laparoskopii. Bezposrednio po pobra-
niu plyn otrzewnowy wirowano przez 10 minut przy 2000
obr./minutg, a nastgpnie ptyn znad osadu komoérek dzielono
na mate porcje i przechowywano w temperaturze -80°C do
czasu wykonania oznaczen. Natomiast z osadu komorek izo-
lowano limfocyty metoda wirowania na gradiencie ggstosci
(LinfoSep, Biomedics, Spain). Zdolnos¢ limfocytéw ptynu
otrzewnowego do produkcji aCL oceniano w warunkach ho-
dowli komoérkowej. W tym celu wyizolowane komorki umiesz-
czono w medium hodowlanym (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Bio Wittaker, Belgium), ktore zawierato mieszaning
penicyliny i streptomycyny (Sigma Chemical Corporation,
USA) i 10% ptodowa surowice cielgca (Fetal Bovine Serum
Premium-FBS, Bio Wittaker, Belgium). Nastepnie hodowano
przez 72 godziny, w temperaturze 37°C i atmosferze z dodat-
kiem 5% CO2.
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Po zakonczonej inkubacji ptyn znad hodowanych komo-
rek zebrano i przechowywano w temperaturze -80°C. Stezenie
przeciwcial antykardiolipinowych w plynie otrzewnowym
i w plynie z hodowli limfocytéw oznaczano metoda immuno-
enzymatyczng ELISA wykorzystujac test Bindazyme Anticar-
diolipin IgG Enzyme Immunoassay Kits (The Binding Site,
Birmingham, England).

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bio-
etycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
Wszystkie kobiety zostaly poinformowane o celu prowadzo-
nych badan i wyrazity zgod¢ na pobranie i wykorzystanie ich
plynu otrzewnowego.

Wyniki opracowano statystycznie przy pomocy programu
Statistica v 8. W celu weryfikacji normalnosci otrzymanych
wynikéw wykorzystano test Shapiro-Wilka, natomiast do oce-
ny istotnosci roznic test t-Studenta. Za istotny statystycznie
przyjmowano poziom p<0,05.

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinie 1 i 2. W plynie
otrzewnowym kobiet z endometrioza jak i kobiet z grupy refe-
rencyjnej stwierdzono obecnos¢ przeciwciat antykardiolipino-
wych. Analiza statystyczna wynikow wykazata bardzo istotny
statystycznie wzrost sredniego stezenia aCL u kobiet chorych
(63,29126,80U/mL) w poréwnaniu do grupy kobiet z grupy
referencyjnej (19,6613,66U/mL) (p<0,0001). Natomiast
w plynie z hodowli limfocytow otrzewnowych stezenie aCL
u kobiet z endometrioza wynosito srednio 30,48+6,14U/mL
i bylo réwniez bardzo istotnie statystycznie podwyzszone
w porownaniu do stezenia przeciwcial w grupie referencyjnej
(11,86+2,87U/mL) (p<0,0001).

Ponadto, stezenie aCL w plynie otrzewnowym byto zréz-
nicowane w zaleznosci od stopnia endometriozy. Najwigksze
srednie stgzenie zaobserwowano w I stopniu zaawansowania
choroby (94,78%+23,06U/mL), natomiast w kolejnych stop-
niach malalo i odpowiednio wynosito: w II stopniu
61.9615,45U/mL; w III stopniu 46,19£3,68 U/mL oraz w IV
stopniu 34,95£3,85U/mL. Réznice pomigdzy stopniami za-
awansowania choroby byly bardzo istotne statystycznie
(p<0,0001). Z kolei w ptynie z hodowli limfocytow najwigkszy
wzrost stezenia aCL zaobserwowano w przypadku limfocy-
tow izolowanych z plynu otrzewnowego kobiet z I stopniem
zaawansowania choroby (35,61£8,40U/mL), w II stopniu ste-
zenie bylo nizsze, a w kolejnych utrzymywato si¢ na podob-
nym poziomie (II stopien — 28,44+1,82U/mL; III stopien —
28,08+1,63U/mL, IV stopien — 23,84 do 28,81U/mL). Rézni-
ce istotne statystycznie obserwowano tylko pomigdzy I i II
stopniem zaawansowania choroby (p<0,0001).

Dyskusja

Endometrioza jest jednym z trudniejszych do zdiagnozo-
wania 1 wyleczenia schorzen ginekologicznych. Przypuszcza
sie, ze wazng rolg w powstawaniu tego schorzenia odgrywaja
zaburzenia uktadu odpornosciowego, dotyczace zarowno od-
powiedzi komdrkowej, jak i humoralnej. Odpowiedz komor-
kowa u kobiet z endometrioza cechuje si¢ wystgpowaniem
zwigkszonej liczby zmienionych funkcjonalnie makrofagdw,
komérek NK (Natural Killer) oraz limfocytow T cytotok-
sycznych (Tc).

© 2009 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne
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Rycina 1. Srednie stezenie aCL w ptynie otrzewnowym
i supernatancie z hodowli limfocytéw otrzewnowych kobiet
z endometriozg i kobiet z grupy referencyjnej.
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Rycina 2. Srednie stezenie aCL w plynie otrzewnowym
i supernatancie z hodowli limfocytéw otrzewnowych kobiet
z 1, 1l, i IV stopniem endometriozy.

Ponadto, wzmozona aktywnos$¢ limfocytow T pomocni-
czych typu 2 (Th2) jest zwigzana z poliklonalng aktywacja
limfocytéw B, co prowadzi do zaburzen odpowiedzi typu hu-
moralnego [7]. Zaburzenia te sa gféwnie zwigzane z obecno-
$cia autoprzeciwciat skierowanych przeciwko réznym struktu-
rom endometrium i jajnika [8]. Ich obecnos¢, wedtug wielu au-
toréw, pozwala na zakwalifikowanie endometriozy do choréb
autoimmunologicznych. Dodatkowo sugeruje si¢, ze zmiany
w uktadzie odpornosciowym u chorych poprzedzaja wystapie-
nie endometriozy, a nie sa tylko zjawiskiem wtérnym, spowo-
dowanym obecnoscia ekotopowego endometrium w jamie
otrzewnowej [9].

W naszych badaniach oznaczano stgzenie przeciwcial
antykardiolipinowych w ptynie otrzewnowym kobiet z endo-
metrioza oraz oceniano zdolno$¢ limfocytéw izolowanych
z ptynu otrzewnowego do produkcji tych przeciwcial.
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Analiza wynikow wykazala znaczacy wzrost stezenia aCL
w plynie otrzewnowym kobiet z endometrioza w poréwnaniu
do kobiet z grupy referencyjnej. W ptynie z hodowli limfocy-
tow otrzewnowych stgzenie przeciwcial rowniez byto wyzsze
w grupie kobiet chorych.

Podobne wyniki uzyskali Ulcova-Gallova i wsp. [10], kto-
rzy oceniali stezenie az siedmiu roznych typow przeciwciat an-
tyfosfolipidowych, w tym aCL, w ptynie otrzewnowym oraz
surowicy krwi kobiet z endometrioza. Wyniki ich badan wy-
kazaly wyzsze stezenie przeciwcial aCL zaréwno w plynie
otrzewnowym, jak i w surowicy kobiet z endometrioza, przez
co wskazuja na nasilong odpowiedz typu humoralnego w ja-
mie otrzewnej w odpowiedzi na ekotopowe ogniska endome-
trium. Autorzy tej pracy podkreslaja rowniez zwiazek obec-
nych w plynie otrzewnowym kobiet z endometrioza przeciw-
cial antyfosfolipidowych i przeciwciat skierowanych przeciw-
ko glikoproteinie 1 z wystgpowaniem nawracajacych poronien
oraz nieptodnoscia. Duze znaczenie ma fakt, ze rowniez w su-
rowicy krwi kobiet z endometrioza stwierdza si¢ wyzsze stgze-
nie aCL [11], co moze wskazywac na ogdlnoustrojowa reakcje
ze strony ukfadu odpornosciowego.

W tej pracy wykazano takze, ze zarowno w plynie otrzew-
nowym, jak i w plynie z hodowli limfocytow najwigksze steze-
nie aCL obserwowano we wczesnych stadiach choroby,
a w kolejnych stopniach znaczaco malato. Przeciwciata anty-
fosfolipidowe, a w szczegdlnosci antykardiolipinowe do nie-
dawna kojarzone byly przede wszystkim z nawracajacymi po-
ronieniami oraz problemami z zajsciem w ciazg [12, 13, 14].
Zwraca si¢ jednak uwage, ze ponad 50% kobiet z rozpoznana
endometrioza, ma réwniez problemy z zajsciem w ciaze [15].

Obecnos¢ przeciwcial aCL w ptynie otrzewnowym kobiet
z endometriozg oraz wzmozona ich produkcja przez limfocy-
ty sugeruje, ze moga by¢ one jednym z czynnikow odpowie-
dzialnych za zaburzenia ptodnosci u tych kobiet. Natomiast
wieksze stezenie tych przeciwcial we wezesnych etapach endo-
metriozy moze ttumaczy¢ wystepujaca w I i II stopniu endo-
metriozy nieptodno$¢, zanim dojdzie do zmian anatomicz-
nych w obrebie ukfadu rodnego spowodowanych zrostami
i bliznowaceniem. Stan taki prawdopodobnie jest gtowna
przyczyna problemdw z zajsciem w cigze w 1111 IV stopniu za-
awansowania endometriozy [15, 16]. Ponadto, podwyzszone
stezenie aCL zaréwno w plynie otrzewnowym, jak i w surowi-
cy kobiet z endometrioza réwniez ujemnie koreluje z powodze-
niem zaplodnienia in vitro (IVF) [17, 18].

Podwyzszone stgzenie APA w surowicy krwi kobiet, u kto-
rych wykonywano zakonczone niepowodzeniem zabiegi IVF
moze sugerowac, ze przeciwciala te sa waznym czynnikiem
odpowiedzialnym za utrat¢ cigzy i niepowodzeniem przy za-
ptodnieniu in vitro [13, 19]. Malinowski i wsp. [20] badali obec-
nos¢ APA u kobiet cierpigcych na bezptodnos¢. Przeciwciata
antyfosfolipidowe wystepowaly czgsciej u pacjentek nieptod-
nych (17,9%) w poréwnaniu do kobiet zdrowych (4,5%) oraz
znacznie czg¢sciej u pacjentek z endometrioza (47,7%).

U kobiet z endometrioza badano takze wystgpowanie in-
nych autoprzeciwcial. Ulcova-Gallova i wsp. [21] wykazali, ze
obecnos¢ przeciwciat przeciw aneksynie-V oraz innym fosfoli-
pidom moze by¢ czynnikiem ryzyka utraty ciazy.
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Z kolei Iborra 1 wsp. [22] stwierdzili, ze wystgpujace u po-
nad potowy kobiet z endometrioza przeciwciata przeciwko
endometrium moga miec¢ zwigzek ze stopniem zaawansowania
choroby. Ponadto, u 63% przypadkéw kobiet z endometrioza
wykryto obecnos¢ przeciwcial przeciwjadrowych [23].

W ostatnich latach mozna zaobserwowac zwigkszone za-
interesowanie rola przeciwciat antykardiolipinowych w pato-
genezie endometriozy. Mechanizm, w wyniku, ktérego aCL
moga wplywacé na rozwdj choroby oraz ptodnos¢ kobiet nie
jest dokfadnie poznany, ale podwyzszone st¢zenie tych prze-
ciwciat 1 wzmozona produkcja przez limfocyty wskazuje, ze
ich obecnos¢ moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju endometriozy
1 towarzyszacej jej nieptodnosci.

Whnioski

1. Wzrost stezenia przeciwcial antykardiolipinowych w ptynie
otrzewnowym kobiet z endometrioza oraz wzmozona pro-
dukcja przeciwcial przez limfocyty sugeruje zaburzenia od-
powiedzi typu humoralnego u tych chorych.

2. Najwigkszy wzrost stezenia przeciwcial antykardiolipinow-
ych zaobserwowany u kobiet z I stopniem endometriozy,
potwierdza nasilenie zmian odpowiedzi typu humoralnego
we wczesnych etapach schorzenia.

Praca zostata zgloszona na I1I Sympozjum nt.
,,Postepy w diagnostyce i terapii w pofoznictwie i ginekologii”,
9-11. 10. 2008 w Lodzi
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