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1. Wstęp 
Endometrioza jest definiowana jako występowanie tkanki endometrialnej w 

miejscach ektopowych, to znaczy poza jamą macicy [1;2]. Mechanizm powstawania 

tego schorzenia pozostaje nadal niewyjaśniony, a sama endometrioza przez wielu 

badaczy nazywana jest „chorobą teorii”.  

 

1.1 Endometrioza – charakterystyka choroby 

Endometrioza została po raz pierwszy opisana w 1860 roku przez Rokitańskiego 

[3] i jest najczęstszym łagodnym schorzeniem ginekologicznym [4]. W Stanach 

Zjednanych Ameryki Północnej w latach 1990 – 1995 endometrioza stanowiła 

trzecie, najczęściej występujące rozpoznanie wśród pacjentek w wieku 15 – 44 lata 

wypisywanych ze szpitali [5]. Poprzez występowanie dolegliwości bólowych w 

okresie okołomiesiączkowym oraz w trakcie stosunków seksualnych endometrioza 

znacznie ogranicza jakość życia wielu kobiet [6], stanowi również główną przyczynę 

niepłodności żeńskiej [7]. Koszty związane z diagnostyką i leczeniem endometriozy 

są trudne do oszacowania [8], ocenia się jednak, że stanowią one ponad połowę 

wydatków w procesie diagnostyczno-terapeutycznym kobiet leczonych z powodu 

niepłodności [9;10]. Analiza przeprowadzona przez Narodowy Instytut Zdrowia w 

Stanach Zjednoczonych Ameryki Północnej wykazała, że kobiety z rozpoznaną 

endometriozą z powodu tego schorzenia przebywały na zwolnieniu lekarskim 

średnio 17,8 dni w roku [11]. Biorąc pod uwagę powyższe dane można stwierdzić, 

że endometrioza stanowi nie tylko problem medyczny, lecz również społeczny i 

ekonomiczny przez co jest przedmiotem zainteresowania medycyny oraz zdrowia 

publicznego.  

 

1.1.1 Epidemiologia i etiopatogeneza endometriozy 

Dokładna częstość występowania endometriozy nie jest znana. Schorzenie to 

wystepuje w 10% ogólnej populacji kobietm i w większości przypadków nie daje 

jednak objawów klinicznych, w związku z czym dane te mogą być niedoszacowane 

[12]. Biorąc pod uwagę powyższy fakt niektórzy autorzy oceniają częstość 

występowania endometriozy w ogólnej populacji kobiet na 35%, a w populacji kobiet 

przed menopauzą nawet na 50% [12]. Ogniska endometrialne są rozpoznawane u 

10% - 25% pacjentek poddawanych interwencji chirurgicznej ze wskazań 
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ginekologicznych i chirurgicznych, zarówno laparotomii jak i laparoskopii. W grupie 

kobiet diagnozowanych i leczonych z powodu niepłodności, zarówno pierwotnej jak i 

wtórnej, endometriozę rozpoznawano w 35% przypadków [13]. Najczęściej 

endometrioza jest diagnozowana w grupie kobiet leczonych z powodu zespołu 

bólowego miednicy mniejszej (PPS, Pelvic Pain Synrome), gdzie występuje aż w 

80% przypadków [14].  

Endometrioza może lokalizować się w jamie otrzewnowej oraz poza jamą 

brzuszną [15]. Najczęściej ogniska endometriozy lokalizują się w jajnikach (55%) 

następnie jajowodach (32%), otrzewnej pokrywającej macicę i aparacie 

więzadłowym macicy (20%) [15]. W 5,4% przypadków endometrioza obejmuje 

przewód pokarmowy (przede wszystkim wstępnicę, zstępnicę i odbytnicę), a 0,7% 

pacjentek wymaga resekcji jelit z powodu rozwoju niedrożności [16;17]. Ogniska 

endometriozy mogą być zlokalizowane również w otrzewnej ściennej, w zatoce 

Douglasa [18], oraz wyrostku robaczkowym [19], a także mogą obejmować układ 

moczowy [20;21]. Zidentyfikowano ogniska endometriozy w jamie nosowej [22], 

płucach [23], opłucnej [24], mózgu [25;26] oraz szyjce macicy [27], które ze względu 

na nietypową lokalizację oraz silne dolegliwości kliniczne stanowiły poważny 

problem diagnostyczno-terapeutyczny. Narastający problem kliniczny stanowi 

endometrioza zlokalizowana w bliźnie po cięciu cesarskim [28]. Wraz ze wzrostem 

liczby wykonywanych elektywnych cięć cesarskich obserwuje się wzrost tego 

powikłania [29]. 

Endometrioza nazywana jest „chorobą teorii”. Po raz pierwszy etiopatogenezę 

tego schorzenia próbował wytłumaczyć Meyer, który w roku 1909 stwierdził, że 

pierwotne komórki płciowe znajdujące się w jajniku mogą przekształcać się w 

komórki endometrialne [30;31]. Teoria Meyera tłumaczyła wprawdzie powstawanie 

ognisk endometriozy u kobiet niemiesiączkujących, nie wyjaśniała jednak 

mechanizmu powstawania endometriozy poza jamą brzuszną [32]. Rozwinięciem 

teorii metaplazji Meyera jest koncepcja indukcji endometriozy. Zakłada ona, że 

ogniska endometriozy powstają w skutek działania czynników endogennych lub 

egzogennych na komórki germinalne, stymulując je do różnicowania w kierunku 

komórek endometrialnych. Do czynników mogących inicjować powstanie ognisk 

endometrialnych zaliczono między innymi 17-β-estradiol [33;34]. 

W roku 1924 Helban wytłumaczył powstawanie odległych ognisk endometriozy 

poprzez rozsiew komórek endometrialnych drogą krwionośną lub limfatyczną 
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[35;36;37]. Najczęściej przedstawianą przyczyną powstawania endometriozy jest 

opublikowana w 1925 roku przez Sampsona teoria implantacji. W trakcie 

menstruacji, w skutek wstecznego przepływu jajowodami, złuszczone komórki 

endometrium dostają się do jamy otrzewnowej i ulegają implantacji [38]. Jednakże 

Godal i Blumenkrantz potwierdzili występowanie komórek endometrialnych w jamie 

otrzewnowej, w okresie menstruacji u 80% badanych kobiet, z czego tylko 10% - 

25% kobiet w populacji ogólnej rozwija endometriozę [39;40]. 

W 1980 roku Simpson przedstawił genetyczne przyczyny endometriozy [41]. 

Wykazał, że w 6% przypadków endometrioza występuje równocześnie u sióstr i aż w 

8% u matek i córek, podczas gdy rozpoznanie endometriozy u bliskich powyżej 

pierwszego stopnia pokrewieństwa wiązało się tylko z 1% ryzykiem rozwoju 

endometriozy. Powyższe obserwacje zostały potwierdzone w badaniach 

epidemiologicznych żeńskiej populacji Norwegii i Anglii [42;43]. Porównując 

endometrium zdrowych kobiet i kobiet z rozpoznaną endometriozą Taylor i 

współpracownicy przeanalizowali ekspresję 12000 genów i wykazali nadekspresję 

91 genów i niższą ekspresję 115 genów w eutopowym endometrium kobiet z 

endometriozą [44;[45].  

W ogniskach endometriozy wykazano złogi immunoglobulin klasy IgG i 

dopełniacza [46], co pozwoliło sformułować autoimmunologiczną teorię 

endometriozy. Badania aktywności układu immunologicznego wykazały, osłabioną 

cytotoksyczność monocytów krwi obwodowej i makrofagów płynu otrzewnowego 

pobranych od kobiet z endometriozą wobec ektopowych komórek endometrium w 

porównaniu do zdrowych kobiet [47]. Potwierdzono również mniejszą aktywność 

komórek NK (Natural Killers) oraz limfocytów cytotoksycznych T (CLT, Cytotoxic T 

Lymphocytes) w indukcji apoptozy ektopowych komórek endometrialnych [48;49]. 

Stwierdzono, że komórki endometrium ektopowego wykazują oporność na 

apoptozę, co prawdopodobnie ułatwia im ucieczkę spod regulacji układu 

immunologicznego [49].  

Na podstawie obserwacji klinicznych stosowania gestagenów w terapii 

endometriozy stwierdzono satysfakcjonujący efekt terapeutyczny tylko w pierwszych 

miesiącach leczenia [50]. Celem wytłumaczenia tego zjawiska w 2005 roku 

sformułowano teorię oporności endometriozy na progesteron. Wzajemna 

równowaga pomiędzy estrogenami i gestagenami zapewnia prawidłowe, cykliczne 

funkcjonowanie endometrium eutopowego [51]. Progesteron określany jest jako 
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hormon „różnicujący” lub „hamujący wzrost” endometrium spowodowany działaniem 

estrogenów, przede wszystkim estriolu (E2) [52]. Obecność receptorów 

progesteronowych (PR, Progesterone Receptors) typu A i B (PR-A i PR-B) 

stwierdzono zarówno w komórkach zrębu jak i gruczołów endometrium zdrowych 

kobiet [53]. Tkanka z ognisk endometriozy charakteryzuje się minimalną ekspresją 

PR-B aktywującego miedzy innymi dehydrogenazę 17-β-hydroksysteroidów typ 2 

(17β-HSD-2). Zadaniem 17β-HSD-2 jest przekształcanie E2 do mniej aktywnego 

estrogenu – estronu (E1). Teoria oporności na progesteron zakłada, że niska 

ekspresja PR-B [54] powoduje brak odpowiedzi na progesteron a tym samym brak 

aktywacji 17β-HSD-2, co prowadzi do dużego miejscowego stężenia E2, który jest 

uznanym czynnikiem indukującym rozrost tkanki endometrialnej [55]. 

Przedstawione koncepcje rozwoju endometriozy prezentują różne możliwe 

mechanizmy powstawania ognisk endometriotycznych. W wielu przypadkach są one 

komplementarne, w niektórych wzajemnie się wykluczają. Zakładając, że proces 

powstawania ogniska endometriozy jest wieloetapowy [56], być może wyjaśniają 

jego kolejne etapy. Jednakże ciągle trudno jest ustalić, czy pierwotnie upośledzona 

funkcja układu immunologicznego pozwala na powstanie endometriozy, czy to 

endometrium eutopowe kobiet z rozpoznaną endometriozą posiada możliwości 

ucieczki przed odpowiedzią immunologiczną, co pozwala na implantację komórek 

endometrialnych, a nieefektywna reakcja układu immunologicznego jest wtórna do 

zaistniałych zmian. Być może komórki złuszczonego endometrium dopiero w 

miejscu ektopowym, nabierają cech, które pozwalają im przeżyć poza swoim 

naturalnym środowiskiem jakim jest jama macicy i na ucieczkę przed mechanizmami 

regulatorowymi w tym również odpowiedzią immunologiczną? Szukając odpowiedzi 

na powyższe pytania zaplanowano i przeprowadzono badania kliniczne opisane w 

niniejszej rozprawie. 

 

1.1.2 Diagnostyka i leczenie endometriozy 

Ze względu na mało specyficzne objawy kliniczne rozpoznanie endometriozy w 

niektórych przypadkach może być trudne [57]. Obciążający wywiad rodzinny, 

bolesne miesiączkowanie, dyspareunia, oraz kłopoty z koncepcją mogą sugerować 

obecność endometriozy [57]. W badaniu fizykalnym zwracać należy uwagę na 

bolesność w trakcie badania dwuręcznego, obecność zmian guzowatych w 
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przydatkach lub w zatoce Douglasa oraz nieruchomy, tyłozgięty, bolesny trzon 

macicy [57]. Badania dodatkowe obejmują wykonanie przezpochwowego badania 

ultrasonograficznego (USG-TV, Transvaginal Ultrasound) narządu rodnego, 

obrazowanie miednicy mniejszej za pomocą rezonansu magnetyczneg (MRI, 

Magnetic Resonance Imaging) oraz ocena stężenia antygenów: CA-19-9 i CA-125 w 

surowicy krwi pacjentek z podejrzeniem endometriozy [58]. W odniesieniu do 

przydatków USG-TV charakteryzuje się czułością* rzędu 57%-92% oraz 

swoistością** w zakresie 91%-99% [18]. Czułość MRI w diagnostyce endometriozy 

jest znacznie niższa i wynosi 11%-91% w zależności od lokalizacji i wielkości zmian 

przy swoistości rzędu 60%-98% [18]. Stężenie antygenu CA-125 w surowicy krwi 

kobiet z endometriozą jest znaczcie podwyższone, jednakże występuje dopiero w 

zaawansowanej chorobie i nie znalazło zastosowania do rozpoznawania jej 

wczesnych etapów [59;60]. Czułość tej metody waha się w granicach 24%-94% przy 

dużej swoistości wynoszącej 83%-93% [61]. Antygen CA-19-9 jest rzadko 

stosowany w diagnostyce endometriozy, charakteryzuje się mniejszą czułością w 

porównaniu do CA-125 [62]. 

Złotym standardem rozpoznawania endometriozy jest laparoskopowa 

wizualizacja ektopowej tkanki endometrialnej z usunięciem zmiany w całości lub 

pobraniem wycinka, z następowym potwierdzeniem w badaniu histopatologicznym 

[63]. Jest to metoda inwazyjna, lecz jako jedyna pozwala na postawienie 

ostatecznego rozpoznania. Przyjmuje się również, że czułość i swoistość rozpoznań 

śródoperacyjnych stawianych przez wyszkolonych chirurgów-ginekologów z 

zastosowaniem metod dodatkowych jak barwienie metylenowe jest porównywalna z 

wynikami badań histopatologicznych [64]. Weryfikacja histologiczna w tych 

przypadkach nie jest wymagana do rozpoznania endometriozy, lecz pozostaje 

badaniem rekomendowanym [65]. 

                                                 
* Czułość – miara zdolności testu do wykrycia choroby -  odsetek osób chorych, u których wynik testu 
jest dodatni. 
** Swoistość – miara zdolności testu do wykluczenia choroby – odsetek osób zdrowych, u których 
wynik testu jest ujemny. 
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Rycina 3. Endometrioza jajnikowa - preparat 
histopatologiczny (powiększenie x40). 

Rycina 4. Endometrium sekrecyjne - preparat 
histopatologiczny (powiększenie x40). 

Rycina 1. Torbiel endometrialna jajnika 
lewego (TEJL). 

Rycina 2. Ognisko endometriozy (OE) 
otrzewnej ściennej. 

Wybór metody leczenia pacjentek z endometriozą jest determinowany 

zgłaszanymi symptomami. Kobiety z rozpoznaną endometriozą szukają pomocy 

lekarskiej z powodu dolegliwości bólowych oraz w wyniku niepowodzeń w zajściu w 

ciążę. W pierwszym przypadku efektem terapeutycznym, jaki chcemy osiągnąć, jest 

ustąpienie dolegliwości bólowych i poprawa jakości życia. Druga grupa kobiet 

stanowi większe wyzwanie terapeutyczne, ponieważ efektem leczenia jest 

koncepcja, utrzymanie ciąży i urodzenie dziecka.  

U pacjentek niezainteresowanych utrzymaniem płodności lekiem z wyboru są 

niesteroidowe leki przeciwzapalne (NSAIDs, NonSteroidal Antyinflamatory Drugs) 

oraz dwuskładnikowa doustna antykoncepcja (OC, Oral Contraseption) [66]. 

Alternatywą do OC jest podanie medroxyprogsteronu (MPX) lub założenie wkładki 

domacicznej (IUD, Intrauterine Device) stopniowo uwalniającej levonogestrel [67].  

 8



Jako lek drugiego rzutu stosowany jest Danazol – (pochodna 17-a-

etynylotestosteronu) analog steroidowy o silnych właściwościach 

przeciwgonadotropowych, który hamuje pulsacyjne wydzielanie gonadoliberyny 

(GnRH; Gonadotropin-Releasing Hormone) w podwzgórzu i wtórnie syntezę oraz 

wydzielanie luteotropiny (LH; Luteinizing Hormone) i folikulotropiny (FSH; Follicle-

Stimulating Hormone) z przysadki oraz estradiolu przez jajniki. Niektóre badania 

jednakże nie wykazały większej skuteczności terapeutycznej Danazolu w 

porównaniu do OC czy MPX przy zacznie nasilonym jego działaniu niepożądanym 

[68]. 

Do grupy leków drugiego rzutu należą również analogi uwalniania GnRH  jak na 

przykład goserelina [69]. Jest to syntetyczny dekapeptyd, którego podawanie po 

kilkudniowym wzroście wydzielania gonadotropin prowadzi do zahamowania ich 

syntezy i uwalniania, a w rezultacie do zahamowania czynności gonad oraz 

zmniejszenia stężenia hormonów płciowych. 

W przypadku, gdy leczenie zachowawcze jest nieskuteczne, należy podjąć 

leczenie chirurgiczne, polegające najczęściej na laparoskopowym usunięciu ognisk 

endometriozy. W przypadku nawrotu choroby, co zdarza się sporadycznie, należy 

rozważyć całkowite usunięcie macicy wraz z przydatkami [70]. 

W przypadku rozpoznania endometriozy u kobiet leczonych z powodu 

niepłodności postępowaniem z wyboru jest laparoskopowe usuniecie ognisk 

endometriozy oraz uwolnienie zrostów w jamie otrzewnowej i miednicy mniejszej 

[63]. Zabieg powinien być oszczędzający, a jednocześnie usunąć najwięcej ognisk 

endometrialnych i przywrócić nie tylko prawidłowy stan anatomiczny, lecz przede 

wszystkim stan funkcjonalny żeńskiego narządu rodnego [63]. Stwierdzono bowiem, 

że po leczeniu chirurgicznym znacznie wzrastają szanse na koncepcję zarówno w 

sposób naturalny jak i przy zastosowaniu technik rozrodu wspomaganego [71].  
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1.1.3 Molekularne zmiany w endometrium i w ogniskach endometriozy 
 

Endometrium zdrowych kobiet ulega cyklicznym zmianom funkcjonalnym [72]. 

Wbrew początkowym doniesieniom obecnie wiadomo, że menstruacja nie jest 

wyłącznie wynikiem skurczu tętnic spiralnych z następową martwicą niedokrwienną 

[73;74], lecz śmierć komórek endometrium następuje poprzez apoptozę [75]. 

Apoptoza w endometrium ma charakter cykliczny i może zachodzić zarówno na 

drodze receptorowej jak i mitochondrialnej [76]. Za czynniki indukujące apoptozę 

uważa się komórki układu immunologicznego. 

W podścielisku endometrium zidentyfikowano liczne komórki układu 

odpornościowego [77]. Najliczniejszą grupę stanowią komórki NK, których 

wyróżniono kilka subpopulacji w tym CD56+;CD16- [78;79]. Zaobserwowano również 

wzrost liczby komórek NK w endometrium, trwający od fazy sekrecyjnej do fazy 

proliferacyjnej, w ktorej stanowią do 60% wszystkich leukocytów [79]. Komórki NK 

mają zdolność indukcji apoptozy poprzez wydzielanie granzymu B i perforyny 

[80;81;82]. Wykazano również wzrost aktywności granzymu B i perforyn w fazie 

sekrecyjnej cyklu miesiączkowego w porównaniu do fazy proliferacyjnej jak również 

silną korelację dodatnią pomiędzy liczbą komórek NK a aktywnością granzymu B i 

perforyn w endometrium zdrowych kobiet [83].  

Porównanie endometrium kobiet zdrowych z eutopowym endometrium pacjentek 

z endometriozą nie wykazało statystycznie istotnych różnic w populacji leukocytów 

[84]. Stwierdzono natomiast znacznie niższą aktywność komórek NK w ogniskach 

endometriozy w porównaniu z endometrium zdrowych kobiet [84]. 

Zakłada się, że upośledzona funkcja komórek NK może predysponować do 

rozwoju endometriozy, jednakże ciągle nie przedstawiono jednoznacznej odpowiedzi 

czy pierwsze doszło do upośledzenia funkcji komórek NK, czy jest to zmiana wtórna, 

spowodowana obecnością ektopowej tkanki endometrialnej i nieefektywną 

aktywacją układu immunologicznego?  

Analizując możliwy mechanizm oporności na apoptozę komórek endometrium 

oceniano ekspresję białek bcl-2 (antyapoptotyczne) i bax (proapototyczne) 

regulujących mitochondrialny szlak apoptozy oraz białka błonowego Fas – 

indukującego receptorowy szlak apoptozy. 

Stwierdzono zależne od cyklu menstruacyjnego zmiany ekspresji białka bcl-2 w 

endometrium zdrowych kobiet [85;86]. Badając ekspresję bcl-2 w komórkach 
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gruczołowych endometrium, stwierdzono największą jego ekspresję w fazie 

proliferacyjnej i obniżenie ekspresji w fazie sekrecyjnej [85;86]. Komórki gruczołowe 

eutopowego endometrium kobiet z endometriozą również wykazują cykliczne 

zmiany w ekspresji bcl-2 ze szczytem w fazie proliferacyjnej [87]. Wyniki analizy 

ekspresji białka bax w endometrium nie były jednoznaczne. Według Tao i 

współpracowników ekspresja białka bax w endometrium zdrowych kobiet również 

pdlega cyklicznym zmianom, osiągając maksimum w fazie sekrecyjnej, kiedy to 

obserwuje się nasilenie apoptozy komórek endometrium [88], natomiast McLaren ze 

współpracownikami postulują, że ekspresja bax w komórkach endometrium jest stała 

i niezależna od fazy cyklu menstruacyjnego [87]. W ogniskach endometriozy 

ekspresja białka bax nie wykazuje zmian cyklicznych [87]. Ekspresja białka bcl-2 w 

ogniskach endometriozy w porównaniu z endometrium zdrowych kobiet nie została 

jednoznacznie określona. Stwierdzono wyższą ekspresję białka bcl-2 w ogniskach 

endometriozy otrzewnowej [89], jak również wykazano wyższą ekspresję białka bax 

w porównaniu do endometriozy jajnikowej [90]. 

W endometrium zdrowych kobiet zidentyfikowano czynnik martwicy nowotworów 

α (TNFα, Tumor Necrosis Factor α), który osiąga nawyższy poziom w fazie 

sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego [91]. W płynie otrzewnowym kobiet z 

endometriozą wykazano znacznie wyższe stężenie TNFα wydzielanego przede 

wszystkim przez aktywowane makrofagi i monocyty [92]. Stężenie TNFα koreluje 

pozytywnie z zaawansowaniem choroby [93]. Równocześnie płyn otrzewnowy kobiet 

z endometriozą charakteryzuje się większym stężeniem formy rozpuszczalnej 

ligandu dla białka Fas (sFasL, soluble Fas Ligand) [94].  

Potwierdzono podstawowe znaczenie apoptozy w cyklicznym wzroście i 

funkcjonowaniu endometrium zdrowych kobiet [76]. Również wykazano, że ogniska 

endometriozy nie charakteryzują się cyklicznymi zmianami w zakresie apoptozy. 

Oporność na apoptozę komórek endometrium ektopowego umożliwia powstanie i 

rozrost ogniska endometriozy [95]. 

 

1.2 Mechanizmy regulujące apoptozę 

Po raz pierwszy termin apoptoza został użyty przez Kerr`a w 1972 roku i 

zdefiniowany jako: „mało poznany mechanizm kontroli śmierci komórkowej, który 

wydaje się odgrywać uzupełniającą, lecz przeciwną rolę do mitozy w regulacji 
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populacji komórek u zwierząt” [96]. Obecnie wiadomo, że jest to proces odgrywający 

kluczową rolę w utrzymaniu homeostazy tkankowej [97]. W przeciwieństwie do 

nekrozy, gdzie śmierć komórki jest spowodowana deficytem energetycznym i 

pęknięciem błon mitochondrialnych, cytoplazmatycznych, komórkowych i jądrowych 

[98], apoptoza przebiega w sposób kaskadowy przy udziale proteaz serynowych - 

kaspaz biorących udział zarówno w przekazywaniu sygnału proapoptotycznego jak i 

uśmiercaniu komórki [99]. Komórkę ulegającą apoptozie charakteryzują zmiany 

morfologiczne, jak: obkurczenie jądra komórkowego i cytoplazmy, kondensacja 

chromatyny i tworzenie ciałek apoptotycznych [100]. Potwierdzono, iż dysfunkcje w 

indukcji jak również przekazywaniu sygnału proapoptotycznego prowadzą do 

powstania wielu chorób autoimmunologicznych, neurodegeneracyjnych, 

nowotworowych jak również endometriozy. W mechanizmie apoptozy dochodzi 

zarówno do odnowy i regeneracji tkanek poprzez eliminację uszkodzonych komórek 

jak i do inwolucji narządów [101]. 

Opisano szlak receptorowy (zewnątrzpochodny) i mitochondrialny 

(wewnątrzpochodny), jak również potwierdzono rolę retikulum endoplazmatycznego 

w przekazywania sygnału apoptotycznego.  

 

1.2.1 Receptorowy szlak apoptozy 

Indukcja apoptozy zależna od receptorów błonowych, jest jednym z najlepiej 

poznanych szlaków przekazywania sygnału śmierci komórki. W wyniku aktywacji 

przezbłonowych białek I typu [102] przez specyficzne ligandy lub obniżenie stężenia 

czynnika wzrostu (GF; Growth Factor) następuje aktywacja kaskady kaspaz, co w 

konsekwencji prowadzi do fragmentacji jądrowego DNA. Droga receptorowa indukcji 

apoptozy jest regulowana między innymi poprzez proapoptotyczne onkogeny: p53, 

p21, p38 [103;104]. 

 

1.2.1.1 Receptory błonowe szlaku apoptozy 

Zidentyfikowano osiem rodzajów receptorów zawierających domeny śmierci (DD; 

death domain): TNF-R1; Fas; DR-3; DR-4; DR-5; DR-6; EDA-R i NGF-R mogących 

potencjalnie indukować przekazywanie sygnału śmierci komórki [105]. Występują 

one na błonie komórkowej niemal wszystkich komórek, a ich aktywacja poprzez 

odpowiednie ligandy śmierci prowadzi do indukcji apoptozy szlakiem 
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zewnątrzpochodnym [106]. Zgodnie z klasyczną teorią szlaków apoptozy 

przyłączenie trimeru liganda do receptora śmierci indukuje oligomeryzację receptora 

i przyłączenie po jego stronie wewnątrzcytoplazmatycznej jednego, lub więcej białek 

adaptorowych (FADD, TRADD, RIP, RIADD) [102]. Połączenie receptora i białka 

adaptorowego następuje za pomocą DD, które zbudowane są z 70 aminokwasów 

[107], co prowadzi do powstania kompleksu sygnałowego zapoczątkowywującego 

śmierć komórki (DISC, Death Initaded Signalling Complex) [106]. Receptory śmierci 

mogą również oligomeryzować spontanicznie bez udziału ligandu indukując 

powstanie DISC [108]. Powstaniu kompleksu DISC bez udziału specyficznego 

ligandu zapobiega obecność inhibitora białek z domeną śmierci (SODD, Silencer of 

Deadth Domains) [109]. 

Najlepiej poznanym białkiem błonowym receptorowego szlaku apoptozy jest 

proteina Fas (CD95/Apo-1), która należy do rodziny czynnika martwicy nowotworów 

(TNF-R cytokones; Tumor Necrosis Factor Related cytokines) [107]. Ligand proteiny 

Fas (FasL; CD95L; Apo-1L) występuje jako białko błonowe lub w formie 

rozpuszczalnej (sFasL; soluble Fas ligand), która powstaje w wyniku działania 

metaloproteinaz (MMP, Metaloprotenases) na formę błonową wyżej wymienionego 

białka [110;111]. Aktywacja białka Fas poprzez związanie ze swoim ligandem 

indukuje zmianę konformacji DD związanych z Fas - FADD/MORT-1 (Fas 

Associated Death Domain), co w konsekwencji prowadzi do aktywacji kaspazy-8 

(zwanej również FLICE, FADD-like interleukine-1β-convering enzyme) i inicjacji 

komórkowej kaskady śmierci [112;113]. Kaspaza-8, oprócz rekrutacji kolejnych 

enzymów w kaskadzie kaspaz, posiada możliwość aktywacji białka bid, przez co 

może indukować uwolnienie cytochromu c i Endonukleazy G (EndoG), 

rozpoczynając tym samym mitochondrialny szlak apoptozy [114]. Zidentyfikowano 

białka hamujące kaspazę-8 do których należy między innymi czynnik FLIP (FLICE-

inhibitory proteins) [105].  

FLIP występuje w formie pełnowymiarowej – FLIP(L) (55kDa) i krótkiej – FLIP(S) 

(26kDa), które wraz z kaspazą-8 są rekrutowane, tworząc DISC [106]. FLIP(L) 

będący częściowym aktywatorem kaspazy-8, poprzez przekształcenie białka 

adaptorowego typu 2 związanego z receptorem TNFα (TRAF2, TNFα Receptor 

Associated Factor 2), decydując o aktywacji jądrowego czynnika kappa (NF-kB, 

Nuclear Factor kappa B) [115;116]. NF-kB jest silnym czynnikiem chroniącym 

komórkę przed apoptozą poprzez aktywację transkrypcji genów białek Bcl-2 oraz 
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komórkowych inhibitorów apoptozy 1 i 2 (c-IAP1; c-IAP2, cellular Inhibitors of 

Apoptosis 1 and 2) [117]. 

FADD reaguje również z zawierającym DD białkiem RIP (Receptor Interacting 

Protein), które poprzez RAIDD (death adapter protein capable of binding RIP), 

aktywuje kaspazę-2 [118;119]. Wykazano, że Fas aktywuje też białka 

nieposiadające DD jak DAXX (death domain associated protein), które indukuje 

apoptozę poprzez kinazę Jun [120;121].  

Białko Fas reguluje funkcje komórek układu odpornościowego. Aktywacja 

receptorów antygenowych limfocytów T indukuje ekspresję FasL i prowadzi do Fas-

zależnej apoptozy komórki docelowej [97]. Jednakże wykazano, że tylko związany z 

błoną komórkową FasL oraz agregaty sFasL w postaci trimerów mogą aktywować 

Fas. Monomery sFasL jak również przeciwciała anty-Fas nie indukują Fas-zależnej 

drogi apoptozy [122].  

Czynnik martwicy nowotworów α jest prozapalną cytokiną, o działaniu 

proapoptotycznym, produkowaną przede wszystkim przez aktywowane makrofagi 

[123], a także w mniejszej ilości przez mastocyty, komórki endotelium, fibroblasty i 

neurony [124]. TNFα jest syntetyzowany jako przezbłonowe, tworzące trimery białko 

II typu (memTNF) [125;126]. W wyniku działania enzymu konwertującego TNFα 

(TACE; TNF Alfa Converin Enzyme) na błonową formę TNFα powstaje forma 

rozpuszczalna (sTNF; soluble TNF) [127]. Potwierdzono, że zarówno forma błonowa 

jak i rozpuszczalna TNFα indukuję apoptozę poprzez receptory błonowe dla TNF 

(TNF-R; TNF-Receptor) [128]. TNF-R, które wiążą również limfotoksynę α (LTα), 

zawierają w domenie zewnątrzkomórkowej od jednego do sześciu powtórzeń 

cysteinowych tworzących mostki [129]. Zidentyfikowano dwa typy receptorów: TNF-

R1 i TNF-R2, przy czym TNF-R1 po połączeniu z TNF indukuje przekazywanie 

sygnału śmierci komórki, natomiast TNF-R2 służy do amplifikacji sygnału 

proapoptotycznego [116], jak również może w sposób bezpośredni aktywować 

kinazę Jun (podobnie jak Fas przez DAXX) [130;131]. W przypadku braku ligandu 

homofilowe, dystalne, bogate w cysteinę domeny TNF-R1 i TNF-R2 oddziaływują 

wzajemnie, tworząc PLAD (Preligand Binding Assembley Dmains), w ten sposób 

blokując przypadkową aktywację receptorów i indukcję szlaku apoptozy [108]. 

Podobnie jak TNF, TNF-R2 ulega działaniu TACE, a odcięte pozakomórkowe 

domeny wykazują działanie blokujące TNF-R1 [132].  
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Aktywacja TNF-R1 prowadzi do związania z cytoplazmatycznymi domenami DD 

tego receptora białka wzmacniającego z powinowactwem do domen śmierci 

receptora TNFα (TRADD, TNFα Receptor Associated Death Domain), co powoduje 

rekrutację białka FADD i indukcję apoptozy poprzez aktywację kaspazy-8 [133]. 

Połączenie z kompleksem TNF-R1/TRADD białka adaptorowego typu 2 związanego 

z TRAF2 powoduje fosforylację podjednostki hamującej NF-kB (Ik-B, inhibitory 

subunit of NF-kB) na drodze aktywacji kinazy IkB (IKK, IkB Kinase) i przez to 

aktywuje NF-kB, który ulega dimeryzacji i przemieszczeniu do jądra komórkowego 

[134].  

W przypadku pobudzenia receptorów śmierci następuje indukcja sygnału 

proapoptotycznego za pomocą kaspazy-8 i kaspazy-2, które następnie aktywują 

pozostałe proteazy tworzące tak zwaną „kaskadę kaspaz”. W efekcie następuje 

fragmentacja DNA jądrowego. Należy zwrócić uwagę, że równolegle z aktywacją 

drogi apoptozy pobudzony zostaje szlak odpowiedzialny za przetrwanie komórki, 

którego głównym efektorem jest NF-kB. Równowaga, w jakiej pozostają te dwie 

drogi aktywacji, zapewnia prawidłową homeostazę w tkankach organizmów 

wielokomórkowych. 

 

1.2.1.2 Kaskada proteaz serynowych - kaspaz 

Proteazy serynowe to enzymy odgrywające kluczową rolę w przekazywaniu, 

wzmacnianiu i wykonywaniu sygnału proapoptotycznego [135]. Nazwa kaspazy 

(caspases) powstała z kompilacji litery „c” (cysteine proteases) oraz zakończenia 

„aspse” określającego zdolność tych enzymów do rozcinania białek w miejscu 

kwasu asparginianowego [135].  

Zidentyfikowano 14 kaspaz, lecz nie wszystkie występują w tkankach ludzkich 

[136]. Kaspazy syntetyzowane są w formie nieaktywnych zymogenów [137], dopiero 

w wyniku rozcięcia łańcucha białkowego proenzymu w specyficznym miejscu 

powstaje ich aktywna forma [138]. Ze względu na długość i sekwencję N-końcowej 

domeny kaspazy podzielono na grupę z długą domeną N-końcową: prokaspaza-1; -

2; -4; -5; -8; -9; -10. Natomiast do grupy z krótką domeną N-końcową należą: 

prokaspaza-3; -6; -7; -11; -13 [139]. Pierwsza grupa kaspaz charakteryzuje się 

obecnością wykonawczej domeny śmierci (DED, Death Executive Domain) oraz 

domeny rekrutacji kaspaz (CARD, CAspase Recruitment Domain) [140]. Kaspazy te 
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mogą ulegać aktywacji poprzez autoproteolizę indukowaną oligomeryzacją 

[141;142]. Natomiast aktywacja kaspaz o krótkich domenach N-końcowych wymaga 

etapu wstępnego - przecięcia przez aktywną kaspazę lub Granzym B, dopiero wtedy 

następuje etap autoproteolizy [143].  

Aktywacja kaspaz odbywa się w sposób szeregowy, przy czym może dotyczyć 

nie tylko następnego w kolejności enzymu (downstream activation), lecz również 

poprzedniego (upstream activation) enzymu [135]. Ze względu na funkcję 

wyróżniono kaspazy indukujące (inducers), wzmacniające (amplifiers) i wykonawcze 

(executives). Do inicjujących należą: kaspaza-8 zwana także kaspazą początkową 

lub szczytową, oraz kaspaza-2 [107]. Największą grupę stanowią kaspazy 

wzmacniające sygnał: -9;-10; -11 [135]. Kaspazy wykonawcze to kasapza-3 i -7 

[135].  

W kompartmentach komórkowych kaspazy występują w formie nieaktywnych 

proenzymów. Kaspaza-2 znajduje się przede wszystkim w cytozolu, choć mniejszą 

jej ilość zidentyfikowano również w mitochondriach i w jądrze komórkowym [139]. 

Kaspazę-3 zidentyfikowano zarówno w cytozolu jak również w mitochondriach [139]. 

Tylko w cytozolu komórkowym stwierdzono występowanie kaspazy-7 i -8 [139]. 

Natomiast kaspaza-9 występuje zarówno w cytozolu jak i mitochondriach [139]. 

 

1.2.2 Mitochondrialny szlak apoptozy 

Mitochondria jako wyspecjalizowane organelle komórkowe poprzez syntezę 

związków wysokoenergetycznych pełnią podstawową rolę w utrzymywaniu komórki 

przy życiu [144]. Otoczone są błoną zewnętrzną oraz błoną wewnętrzną, która jest 

pofałdowana i tworzy grzebienie, tak zwane cristy, na których znajduje się 

cytochrom c – kluczowe białko łańcucha oddechowego [144]. Mitochondria regulują 

wewnątrzkomórkową homeostazę jonów wapnia, jak również są miejscem 

powstawania reaktywnych form tlenu (ROS, Reactive Oxygen Species). 

Uszkodzenie mitochondriów przez czynniki toksyczne powoduje dezintegrację błon 

mitochondrialnych oraz wzmożoną produkcję ROS. Jednym z pierwszych białek 

uwolnionych z mitochondrium jest cytochrom c [145]. Po przejściu do cytoplazmy 

komórkowej cytochrom c ulega związaniu z czynnikiem aktywacji proteaz 1 (Apaf-1; 

protease-activating factor-1), kwasem diadenozyno-trójfosforanowym (dATP) i 

prokaspazą-9, tworząc apoptosomy [146;147]. Związanie cytochromu c następuje 
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poprzez powtarzające się sekwencje aminokwasowe białka Apaf-1 określone jako 

WD-40 (12 powtórzeń), które zwiększają wzajemne powinowactwo białek oraz dATP 

[148], w rezultacie czego dochodzi do zmian przestrzennych domeny wiążącej 

kaspazy  białka Apaf-1 [149] i zapoczątkowuje aktywację kaspazy-9 [150].  

Mitochondrialny szlak apoptozy jest regulowany poprzez proteiny kodowane 

przez geny z rodziny bcl-2, [150], do której należą białka o działaniu 

proapoptotycznym jak bax, bak i bid oraz chroniące komórkę przed apoptozą: bcl-2 i 

bcl-xL [151;152;153]. Stosunek proapoptotycznych i antyapoptotycznych białek z 

rodziny bcl-2 determinuje wrażliwość komórki na indukcję apoptozy [154]. Białko bak 

zidentyfikowano w mitochondriach natomiast białko bax w cytoplazmie komórek, 

obydwa znajdują się w formie nieaktywnych monomerów [155]. W odpowiedzi na 

sygnał proapoptotyczny następuje oligomeryzacja i przemieszczenie białka bax do 

błon mitochondrium [114]. Błonowe homooligomery tworzy również białko bak 

ulegając aktywacji [156]. W ten sposób w błonach mitochondrialnych powstają pory, 

jak również istnieją kanały anionowe zależne od potencjału (VDAC; voltage-

dependent anion channel), przez które następuje uwolnienie cytochromu c [157]. 

Hepatocyty transgenicznych myszy charakteryzujące się brakiem ekspresji białek 

bax i bak [bax-/-; bak-/-] stają się oporne na apoptozę indukowaną etopozydem, 

starosporyną czy promieniowaniem ultrafioletowym [158].  

Białka bcl-2 i bcl-xL są odpowiedzialne za integralność błon mitochondrialnych i 

pełnią funkcję antyapoptotyczną [159]. Zamykając pory w błonach mitochondrialnych 

poprzez bezpośrednie związanie z VDAC białko bcl-xL przeciwdziała uwolnieniu 

cytochromu c [160]. Mechanizm działania białka bcl-2 polega na wiązaniu się z 

proapoptotycznym białkiem bax i hamowaniu jego oligomeryzacji niezbędnej do 

powstania kanałów błonowych i uwolnienia cytochromu c z mitochondrium [161]. 

Sugerowany mechanizm antyapoptotyczny na poziomie apoptosomu, polegający na 

blokowaniu przez białka bcl-2 i bcl-xL wiązania uwolnionego cytochromu c z białkiem 

Apaf-1 i aktywacji kaspazy-9, nie został potwierdzony [162].  

W warunkach stresu oksydacyjnego spowodowanego nagromadzeniem ROS 

[163;164] z mitochondrialnej przestrzeni miedzybłonowej uwolnione zostają 

pozostałe czynniki apoptotyczne, do których należy EndoG oraz czynnik indukcji 

apoptozy (AIF; Apoptosis Inducing Factor) [165;166]. EndoG jest syntetyzowana w 

jądrze komórkowym, a następnie transportowana do mitochondrium, gdzie poprzez 

syntezę primerów RNA bierze udział replikacji DNA mitochondrialnego [167]. W 
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wyniku aktywacji apoptotycznej następuje związanie EndoG z aktywną formą białka 

bid (tbid) [168] i uwolniona z mitochondriów EndoG przechodzi do jądra 

komórkowego, gdzie indukuje tworzenie nukleosomopodobnych fragmentów DNA 

[169]. Natomiast w wyniku aktywacji AIF, który jest flawoproteiną, powstają duże 

fragmenty zdegradowanego DNA (>50kbp) [170]. Zwiększona ekspresja białka bax i 

hamowanie ekspresji białka bcl-xL ułatwia uwolnienie EndoG. Tak więc szlak 

bax/AIF/EndoG stanowi główną i niezależną od kaspaz drogę apoptozy. EndoG 

fragmentuje jądrowe DNA niezależnie od aktywacji kompleksu DFF40/DFF45 [171]. 

Z mitochondriów komórek ulegających apoptozie uwalniane jest również białko 

Smac określane również jako DIABLO, które neutralizuje białka-inhibitory apoptozy 

(IAPs; Inhibitor of Apoptosis Proteins) [169]. 

 

 

1.2.3 Rola endoretikulum w przekazywaniu sygnału apoptozy 

Retikulum endoplazmatyczne (ER, Endoplasmatic Reticulum) jest bardzo czułym 

organellem komórki, w którym syntetyzowane są peptydy i białka, ulegające 

procesowi obróbki potranslacyjnej (splicing) przybierając, w przypadku białek, 

strukturę III i IV-rzędową, co zapewnia ich prawidłowe funkcjonowanie [172]. 

Zewnętrzne czynniki uszkadzające, ekspresja nieprawidłowych genów i synteza 

niefunkcjonalnych białek (np. β-amyloid w chorobie Alzheimera) zaburza 

homeostazę ER [173]. Wywołuje to odpowiedź przystosowawczą (UPR, Unfolded 

Protein Response) poprzez aktywację białek czaperonowych powodujących 

hamowanie syntezy białek i ich degradacje [174]. Jeżeli działanie czynników 

uszkadzających ER się przedłuża i mechanizm UPR staje się niewydolny, dochodzi 

do uwolnienia jonów wapnia (Ca2+) z ER oraz aktywacji kaspazy-12, indukując 

apoptozę [175;176].  

Wapń jest uniwersalnym przekaźnikiem sygnałowym biorącym udział w 

procesach zapłodnienia, rozwoju i różnicowania komórek, skurczu miocytów i 

neurotransmisji, jednakże przy dużym stężeniu w cytozolu staje się przekaźnikiem 

sygnału śmierci komórki [177]. Zmiany wewnątrzkomórkowego stężenia Ca2+ 

powodują dezintegrację błon mitochondrialnych i zwiększając ich przepuszczalność 

stymulują uwolnienie cytochromu c, rozpoczynając mitochondrialny szlak apoptozy, 

aktywując kaspazę-9 [178;179;180]. Równocześnie translokacja białka bim, 
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należącego do rodziny protein bcl-2, aktywuje kaspazę-12 [181;182], która rekrutuje 

kaspazy-3; -6; -7 (downstream activation) oraz wstecznie kaspazę-8 (upstream 

activation) [183] aktywując kaskadę kaspaz. 

 

1.2.4 Funkcjonowanie szlaków apoptozy 

Receptorowy i mitochondrialny szlak apoptozy nie funkcjonują obok siebie jako 

alternatywne drogi przekazywania sygnału proapoptotycznego. Wręcz przeciwnie, 

aktywacja jednego ze szlaków prowadzi do aktywacji drugiego, a wzajemne 

przełączenia sygnału proapoptotycznego istnieją na różnych piętrach kaskady 

apoptozy [135]. Po aktywacji receptorowego szlaku apoptozy kaspaza-8 aktywuje 

kolejne kaspazy, równocześnie poprzez rekrutację białka bid „włącza” szlak 

mitochondrialny [107]. W przypadku aktywacji szlaku mitochondrialnego rekrutacja 

kaspazy-9 do apoptosomu aktywuje enzymy kaskady kaspaz [178]. Jeżeli indukacja 

apoptozy zachodzi w ER następuje przekazanie sygnału proapoptotycznego 

zarówno na szlak zewnętrzpochodny (poprzez kaspazę-12) jak również 

wewnętrzpochodny (poprzez jony wapnia) [179;181].  

W efekcie współdziałania różnych szlaków apoptozy (cross-talk) następuje 

aktywacja kaspazy-3, dla której substratem jest kompleks czynnika fragmentacji 

DNA (DFF40/DFF45). Przyczyną zmniejszonej apoptozy w ogniskach endometriozy 

może być zaburzenie przekazywania sygnału apoptotycznego [184]. Transdukcja 

sygnału apoptotycznego jest procesem skomplikowanym, obejmuje wiele 

mechanizmów i wymaga obecności wielu białek.  

 

1.3. Rola białka DFF-45 w procesie apoptozy 

 

Kompleks DFF40/DFF45 (DFF, DNase Fragmentation Factor) jest utworzony z 

białka o masie cząsteczkowej 40kDa (DFF40) określanego również jako CAD 

(Caspase Acivated DNase) oraz białka o masie cząsteczkowej 45kDa (DFF45) 

opisywanego również jako inhibitor CAD (ICAD; Inhibitor of Caspase Acivated 

DNase). DFF40 składa się z 2 domen pełniących różne funkcje biologiczne [185]. 

Domena C-końcowa charakteryzuje się funkcją katalityczną i powoduje fragmentację 

DNA jako końcowy etap procesu apoptozy, N-końcowa domena pełni funkcję 

regulatorową i łączy się z DFF45 [186].  
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DFF45 pełni nie tylko rolę inhibitora, lecz również regulatora dla DFF40. N-

końcowe domeny DFF40 i DFF45 są komplementarne, co gwarantuje prawidłowe 

powstanie kompleksu DFF40/DFF45 [187]. Nie jest możliwe uzyskanie aktywnej 

formy DFF40 przy braku białka DFF45, które zapewnia powstanie odpowiedniej 

struktury trzeciorzędowej DFF40 i w konsekencji jego prawidłowe funkcjonowanie 

[188]. W wyniku działania kaspazy-3 następuje przecięcie w trzech miejscach 

łańcucha białka DFF45 i uwolnienie aktywnej formy DFF40 [189]. Aktywowane przez 

kaspazę-3 białko DFF40 występuje jako oligomer i łącząc się z histonem H1 

indukuje rozpad chromatyny i fragmentacje DNA na odcinki zawierające około 200 

par nukleotydów (laddering) [190]. Wykazano również, że obecność białka DFF40 

jest niezbędna do uzyskania przez DFF45 prawidłowej struktury przestrzennej, co z 

kolei gwarantuje utrzymanie trzeciorzędowej struktury DF40 w kompleksie 

DFF40/DFF45 [187]. Tak więc DFF40 i DFF45 są dla siebie wzajemnymi 

chaperonami [187].  

W prawidłowej komórce białka DFF40 i DFF45 są syntetyzowane w 

stechiometrycznym stosunku 1:1 [191]. W wyniku alternatywnej obróbki 

potranslacyjnej syntetyzowane jest również białko DFF o masie cząsteczkowej 

35kDa (DFF35) (ICAD-S; Inhibitor of Caspase Acivated DNase - Short) [192;193]. 

Pomimo że białko DFF35 ma zdolność wiązania DFF40 jednakże aktywna forma 

DFF40 może zostać zsyntetyzowana tylko w obecności komplementarnego DFF45. 

Funkcja białka DFF35 w komórce nie została jednoznacznie określona - 

hipotetycznie może ono służyć jako dodatkowy inhibitor dla DFF40, jednakże nie ma 

bezpośrednich badań potwierdzających tę teorię [194].  

Zarówno w badaniach in vitro jak i w badaniach klinicznych potwierdzono udział 

białka DFF45 w procesie apoptozy [195]. Mysie tymocyty wyhodowane w warunkach 

labolataryjnych i charakteryzujące się brakiem ekspresji DFF45 nie ulegały 

apoptozie. Również linie ludzkich fibroblastów DFF45-/- były oporne na apoptozę 

indukowaną przez TNFα [196]. 

W badaniach klinicznych pacjentów z rakiem odbytnicy potwierdzono, że 

zmniejszona ekspresja białka DFF45 w guzie wiązała się z gorszym rokowaniem 

[197]. Również cięższy przebieg kliniczny charakteryzował pacjentów z 

rozpoznanym rakiem przełyku, którego komórki nowotworowe miały niską ekspresję 

białka DFF45 [198]. Mięśnie sercowe pobrane od dawców, które następnie z 

przyczyn niewydolności hemodynamicznej nie były kwalifikowane do wszczepienia 
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biorcom charakteryzowały się wyższą ekspresją białka DFF45 w kardiomiocytach w 

porównaniu z mięśniami sercowymi spełniającymi hemodynamiczne kryteria 

kwalifikacji do transplantacji [199].  

Białko DFF45 zostało wybrane, ponieważ stanowi ostatni, wspólny element 

łączący szlaki apoptozy, jego funkcja i umiejscowienie w komórce zostało dokładnie 

zbadane, co pozwoli na wyciągnięcie wiarygodnych wniosków. Dodatkowo białko 

DFF45 nie było dotąd przedmiotem analizy w aspekcie patogenezy endometriozy. 

Biorąc pod uwagę, że DFF40 tworzy dimery i oligomery, co utrudnia jego 

jednoznaczną analizę metodą Western-blot oraz stechiometryczny stosunek 

występowania DFF40:DFF45 wynoszący 1:1 jak również fakt, że bez obecności 

DFF45 nie może powstać aktywna forma białka DFF40, uznano oznaczenie białka 

DFF45 jako przydatne do analizy mechanizmów apoptozy w endometrium. 
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2. Cele pracy 
Przedmiotem badania jest ocena ekspresji białka DFF45, jako ostatniego ogniwa 

kaskady przekazywania sygnału proapoptotycznego oraz próba przedstawienia jego 

funkcji i znaczenia w etiopatogenezie endometriozy jajnika. 

 

Główne cele badawcze: 
1. Lokalizacja białka DFF45 w próbkach tkankowych pochodzących z 

endometriozy jajnikowej, endometrium oraz z prawidłowego jajnika 

metodą immunohistochemiczną.  

2. Ilościowa ocena białka DFF45 w próbkach tkankowych endometriozy 

jajnikowej, endometrium oraz prawidłowego jajnika metodą Western-blot. 

 

Szczegółowe cele badawcze: 
1. Porównanie ekspresji białka DFF45: 

a) w próbkach tkankowych pochodzących z endometrium 

proliferacyjnego i z endometrium sekrecyjnego, 

b) w próbkach pochodzących z prawidłowej tkanki jajnikowej pobranej 

w I fazie cyklu menstruacyjnego i prawidłowej tkanki jajnikowej 

pobranej w II fazie cyklu menstruacyjnego. 

2. Określenie czy próbki tkankowe pochodzące z endometriozy jajnika różnią 

się względną ilością białka DFF45 w zależności od fazy funkcjonalnej 

cyklu menstruacyjnego. 

3. Porównanie względnej ilości białka DFF45 w próbkach tkankowych 

endometriozy jajnikowej, endometrium w I fazie cyklu menstruacyjnego 

oraz endometrium w II fazie cyklu menstruacyjnego. 

4. Ocena względnej ilości białka DFF45 w próbkach endometriozy jajnikowej, 

prawidłowej tkance jajnikowej w I fazie cyklu menstruacyjnego oraz w 

prawidłowej tkance jajnikowej w II fazie cyklu menstruacyjnego. 

5. Ustalenie czy występuje związek między względną ilością białka DFF45 a 

stopniem endometriozy ocenianym śródoperacyjnie w punktowej 

zrewidowanej skali Amerykańskiego Towarzystwa Płodności (AFS) oraz 

ocena charakteru korelacji (liniowa/nieliniowa; dodatnia/ujemna). 
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3. Materiał i metody badania 

 

3.1 Dane kliniczne kobiet uczestniczących w badaniu 

Materiał tkankowy pobierano w Klinice Ginekologii i Niepłodności Uniwersytetu 

Jagiellońskiego w Krakowie (protokół oznaczono symbolem K – „numer kolejny 

pacjentki”) (Aneks 4) oraz w Oddziale Ginekologiczno-Położniczym Szpitala 

Rejonowego w Suchej Beskidzkiej (protokół oznaczono symbolem S – „numer 

kolejny pacjentki”) (Aneks 4) po uprzednim uzyskaniu odpowiednio zgody Komisji 

Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellońskiego w Krakowie nr KBET/131/B2005 oraz 

zgody Komisji Bioetycznej przy Okręgowej Izbie Lekarskiej w Bielsku-Białej z dnia 

04. 04. 2005 roku. Łącznie próbki tkankowe pobrano od 100 pacjentek, a wszystkie 

uczestniczki wyraziły pisemną, świadomą zgodę na udział w badaniu. Żadna z 

pacjentek, które poproszono o udział w badaniu, nie udzieliła odpowiedzi odmownej. 

 

Zastosowano następujące kryteria włączenia do badania: 

1. ukończone 18 lat życia, 

2. brak stosowania terapii hormonalnej przez ostatnie sześć miesięcy. 

 

Do badania nie włączano: 

1. pacjentek ciężarnych, 

2. pacjentek po menopauzie, 

3. pacjentki z zespołem policystycznych jajników (PCOS, Policystic Ovarian 

Syndrom) 

4. pacjentek chorujących na choroby nowotworowe lub u których istniało 

podejrzenie procesu nowotworowego. 

 

Uwzględniając kliniczne rozpoznanie śródoperacyjne oraz wynik badania 

histopatologicznego pobranego materiału tkankowego, jak również podane powyżej 

kryteria włączenia i wyłączenia, do ostatecznej analizy zakwalifikowano 88 

pacjentek. Przyczyny wykluczenia przedstawia tabela 1. 
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Tabela 1. Przyczyny wyłączenia pacjentek z analizy. 

 

Lp. Kod pacjentki Przyczyna wykluczenia 

1 K-3 Zespół policystycznych jajników (rozpoznanie 
histopatologiczne) 

2 K-7 Atroficzne zmiany jajników i endometrium (rozpoznanie 
histopatologiczne). 

3 K-19 Guz zapalny okolicy jelita czczego (rozpoznanie 
śródoperacyjne, potwierdzone w badaniu 
histopatologicznym).  

4 K-21 Zespół policystycznych jajników (rozpoznanie 
histopatologiczne). 

5 K-24 Zespół policystycznych jajników (rozpoznanie 
histopatologiczne). 

6 K-27 Gruczolakotorbielak śluzowaty jajnika prawego 
(rozpoznanie histopatologiczne). 

7 K-28 Przerost endometrium bez cech atypii (rozpoznanie 
histopatologiczne). 

8 S-23 Gruczolakotorbielak śluzowaty jajnika lewego 
(rozpoznanie histopatologiczne). 

9 S-40 Guz jajnika prawego o granicznej złośliwości 
(rozpoznanie histopatologiczne). 

10 S-42 Gruczolakotorbielak śluzowaty jajnika prawego 
(rozpoznanie histopatologiczne). 

11 S-45 Metaplazja śródnabłonkowa szyjki macicy 3. stopnia 
(rozpoznanie histopatologiczne). 

12 S-47 Gruczolakotorbielak śluzowaty jajnika prawego 
(rozpoznanie histopatologiczne). 

 

 

 

 

Badaną populację kobiet na podstawie rozpoznania klinicznego, potwierdzonego 

oceną histopatologiczną, podzielono na grupę kobiet leczonych operacyjnie z 

powodu endometriozy – PACJENTKI Z ENDOMETRIOZĄ (n=26) oraz leczonych 

operacyjnie z innej przyczyny – PACJENTKI BEZ ENDOMETRIOZY (n=62).  

 

 

 25



 

 

 

70%

30%

Pacjenti z endometriozą

Pacjentki bez endometriozy

Rycina 6. Charakterystyka badanej grupy kobiet pod względem rozpoznania endometriozy. 

 

3.1.1 Charakterystyka pacjentek z endometriozą 

Grupę stanowi 26 kobiet, u których śródoperacynie rozpoznano endometriozę 

jajnikową, co następnie zostało potwierdzone wynikiem badania 

histopatologicznego. Charakterystykę kliniczną pacjentek przedstawia Aneks 1.  

Średnia* wieku pacjentek z endometriozą wynosiła 42,1 lat, odchylenie 

standardowe* (SD) ±6,7 a rozkład wieku był zbliżony do rozkładu normalnego (S-

W=0,966; p=0,517). Mediana** wieku wystąpienia pierwszej miesiączki wynosiła 13 

lat, rozstęp kwartylowy** (Q3-Q1) 2, a rozkład był różny od normalnego (S-W=0,883; 

p=0,007). W grupie kobiet z endometriozą cykl miesiączkowy trwał średnio 28,9 dni 

(SD ±2,0), z rozkładem zbliżonym do normalnego (S-W=0,928; p=0,068) i u 21 

pacjentek (80,8%) był regularny. Mediana czasu trwania krwawienia 

miesiączkowego u kobiet z rozpoznaną endometriozą wynosiła 5 dni (Q3-Q1=1) i 

                                                 
* Średnia arytmetyczna i Odchylenie Standardowe (SD) zostały użyte do charakterystyki 
zmiennych o rozkładzie zbliżonym do normalnego. Średnia arytmetyczna została wyliczona jako 
iloraz sumy wartości wszystkich zmiennych i liczebności grupy. Odchylenie Standardowe zgodnie z 
reguła trzech sigm zawiera 31,73% wszystkich przypadków, tak więc ±SD zawiera w przybliżeniu 
68,27% wszystkich przypadków. 
** Mediana i Rozstęp Kwartylowy (Q3-Q1) zostały użyte do charakterystyki zmiennych o rozkładzie 
różnym od normalnego. Mediana to wartość dzieląca zbiorowość na dwie równe części. Rozstęp 
kwartylowy stanowi różnicę między kwartylem trzecim pierwszym (Q3-Q1) i określa przedział, w 
którym znajduje się 50% wszystkich obserwacji.  
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rozkład różnił się od normalnego (S-W=0,906; p=0,021). Większość kobiet miała 

obfite miesiączki - 16 (61,5%), krwawienie miernego stopnia zgłosiło 7 (26,9%) 

pacjentek, a jedynie 3 (11,6%) podały skąpe miesiączki. Dolegliwości bólowe w 

trakcie miesiączki występowały u 18 (69,2%) kobiet.  

Mediana liczby ciąż u pacjentek z rozpoznaną endometriozą wynosiła 1 (Q3-

Q1=1), mediana liczby porodów 1 (Q3-Q1=2), a rozkłady były różne od normalnego 

(odpowiednio S-W=0,839 p=<0,001 oraz S-W=0,835 p<0,001). U trzech pacjentek 

jednokrotnie wystąpiło poronienie samoistne, co stanowi 11,5% grupy badanej. 

Analiza procedur chirurgicznych wykazała, że u 14 (53,8%) kobiet wykonano 

laparotomie a u pozostałych 12 (46,2%) laparoskopie, którym w 6 (23,1%) 

przypadkach towarzyszyła hysteroskopia diagnostyczna z pobraniem materiału 

tkankowego. 

U 14 (53,8%) pacjentek z endometriozą współistniał rozrost mięśniakowaty 

macicy. Schorzenia przewlekłe rozpoznano u 3 (11,5%) pacjentek z endometriozą. 

Również 3 (11,5%) kobiety z analizowanej grupy w przeszłości poddane zostały 

interwencji chirurgicznej, co przedstawiono w tabeli 2.  

 
Tabela 2. Charakterystyka grupy kobiet z endometriozą pod względem schorzeń przewlekłych i 
przeszłości operacyjnej. 
 

Lp. Kod pacjentki Choroba przewlekła / Zabieg operacyjny 

1 K-14 Nadczynność tarczycy. 

2 K-16 Choroba zwyrodnieniowa kręgosłupa. 

3 S-14 Choroba niedokrwienna mięśnia sercowego.  

4 S-35 Wycięcie wyrostka robaczkowego. 

5 S-36 Wycięcie wyrostka robaczkowego. 

6 S-43 Wycięcie wyrostka robaczkowego. 

 

 

W trakcie każdego zabiegu operacyjnego oceniano śródoperacyjnie nasilenie 

zmian endometriotycznych według punktowej skali klasyfikacji endometriozy (RCE; 

Revised Classification of Endometriosis) rekomendowanej przez Amerykańskie 

Towarzystwo Płodności (AFS; American Fertility Society) (Aneks 3). Na tej 

podstawie wyróżniono cztery stopnie endometriozy przedstawione w tabeli 3.  
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Tabela 3. Skala oceny endometriozy według Amerykańskiego Towarzystwa Płodności (AFS). 

 
Lp. Stopnie endometriozy Punktacja wg AFS 

1 I 1 - 5 

2 II 6 - 15 

3 III 16 - 40 

4 IV > 40 

 

 

 

 

 

 

 

Pierwszy stopień endometriozy rozpoznano u 3 (11,6) pacjentek, co stanowi 15% 

badanej grupy. Kolejne 6 (23,1%) pacjentek miało drugi stopień zaawansowania 

endometriozy, a trzeci stopień choroby rozpoznano również u 6 (23,1%) kobiet. 

Grupę z czwartym stopniem endometriozy stanowiło 11 (42,2%) pacjentek. 

 
 

3.1.2 Charakterystyka kliniczna pacjentek bez endometriozy 

W grupie 62 kobiet interwencje chirurgiczne wykonano z powodu łagodnych 

schorzeń układu rodnego (Aneks 2). Średni wiek pacjentek wynosił 43,2 lata (SD 

±4,8) i charakteryzował się rozkładem zbliżonym do normalnego (S-W=0,959; 

p=0,125), a mediana wieku menarche wyniosła 14 lat (Q3-Q1=2) z rozkładem 

różnym od normalnego (S-W=0,904; p<0,001). Średnia długość cyklu 

miesiączkowego u kobiet bez endometriozy wynosiła 28,9 dni (SD± 2,3), a rozkład 

był zgodny z rozkładem normalnym (S-W=0,970; p=0,138) i 41 (66,1%) pacjentek 

miało cykle regularne. Mediana czasu trwania miesiączek u kobiet bez endometriozy 

wynosiła 5 dni (Q3-Q1=3) i czas trwania krwawienia miesiączkowego 

charakteryzował się również rozkładem różnym od normalnego (S-W=0,906; 

p=0,021). Obfite miesiączki miało 34 (54,8%), a średnio nasilone krwawienie 

miesięczne występowało u 23 (37,1%) pacjentek. U 5 (8%) pacjentek miesiączki 

były skąpe. Dolegliwości bólowe w trakcie miesiączki miało 22 (35,5%) kobiet bez 

endometriozy, u pozostałych 40 (64,5%) miesiączki były niebolesne. Mediana liczby 

ciąż w grupie kobiet bez endometriozy wynosiła 2 (Q3-Q1=1) z rozkładem różnym od 

normalnego (S-W=0,839; p<0,001), a mediana liczby porodów również wynosiła 2 

(Q3-Q1=1) i charakteryzowała się rozkładem różnym od normalnego (S-W=0,835; 

p<0,001), U 10 (16,1%) kobiet wystąpiło jednokrotnie poronienie samoistne. 
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Tabela 4. Charakterystyka grupy kobiet bez endometriozy pod względem schorzeń przewlekłych i 
przeszłości operacyjnej. 
 

Lp. Kod pacjentki Choroba przewlekła / Zabieg operacyjny 

1 K-1 Nadciśnienie tętnicze krwi. 

2 K-4 Polipy jamy nosowej. 

3 K-5 Wole gruczołu tarczowego.  

4 K-6 Uchyłkowatość jelita grubego. 
Operacja przepukliny pachwinowej lewej. 
Usunięcie przydatków lewych z powodu torbieli jajnika lewego. 

5 K-8 Nadciśnienie tętnicze krwi. 

6 K-22 Cięcie cesarskie. 
Wycięcie wyrostka robaczkowego. 

7 S-18 Choroba zwyrodnieniowa lewego stawu biodrowego. 

8 S-19 Reumatoidalne zapalenie stawów. 
 

9 S-20 Wycięcie wyrostka robaczkowego. 

10 S-25 Częściowa resekcja gruczołu tarczowego z powodu zmian 
guzowatych. 

11 S-26 Choroba niedokrwienna mięśnia sercowego. 

12 S-28 Wycięcie łagodnego guzka lewego gruczołu piersiowego. 

13 S-29 Zespół depresyjny 

14 S-32 Reumatoidalne zapalenie stawów. 

15 S-33 Choroba niedokrwienna mięśnia sercowego. 
Cukrzyca. 
Wycięcie jajnika prawego z powodu ciąży pozamacicznej. 

16 S-41 Częściowa resekcja gruczołu tarczowego z powodu zmian 
guzowatych. 

17 S-44 Reumatoidalne zapalenie stawów. 
Cukrzyca. 
Wycięcie wyrostka robaczkowego. 

 

W badanej grupie 12 (19,4%) kobiet cierpiało na choroby przewlekłe, a 8 (12,9%) 

pacjentek miało w przeszłości wykonywany zabieg chirurgiczny, co przedstawiono w 

tabeli 4. 

U 57 (91,9%) pacjentek bez endometriozy wykonano laparotomie, w 3 (4,8%) 

przypadkach laparoskopie oraz w 2 (3,3%) przypadku laparoskopie i hysteroskopie 

diagnostyczne z pobraniem materiału tkankowego. 
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Najczęstszym wskazaniem do interwencji chirurgicznej był rozrost mięśniakowaty 

macicy, który stwierdzono u 54 (87,1%) kobiet. W 7 przypadkach rozrostowi 

mięśniakowatemu macicy towarzyszyły łagodne zmiany w przydatkach (3 torbiele 

proste jajnika prawego, 2 torbiele proste jajnika lewego, torbiel dermoidalna jajnika 

lewego oraz torbiel okołojajnikowa po stronie prawej), a w jednym przypadku 

wysiłkowe nietrzymanie moczu z pwodu obniżenia narządu rodnego. W 2 (3,3%) 

przypadkach wskazaniem do interwencji chirurgicznej była rozpoznana torbiel jajnika 

lewego w skręcie, w 1 (1,6%) przypadku torbiel dermoidalna jajnika lewego oraz w 1 

(1,6%) przypadku torbiel dermoidalna jajnika prawego. U 4 (6,4%) pacjentek 

wykonano zabieg operacyjny z powodu zespołu bólowego miednicy mniejszej.  

 

 

 3.2 Materiał tkankowy 

 

Próbki tkankowe zostały pobrane w trakcie rutynowych zabiegów operacyjnych: 

1. całkowite wycięcie macicy z przydatkami obustronnie / amputacja 
trzonu macicy z przydatkami obustronnie – pobierano wycinek jajnika 

prawego oraz jajnika lewego i wycinek endometrium, 

2. całkowite wycięcie macicy z przydatkami jednostronnie / amputacja 
trzonu macicy z przydatkami jednostronnie – pobierano wycinek 

zresekowanego jajnika i wycinek endometrium, 

3. całkowite wycięcie macicy bez przydatków / amputacja trzonu macicy 
bez przydatków – pobierano wycinek endometrium, 

4. hysteroskopia diagnostyczna z pobraniem wycinków endometrium do 
badania histopatologicznego - z fragmentów tkankowych pobranych 

rutynowo do badania histopatologicznego część tkanki endometrium została 

przekazana do analiz laboratoryjnych. 

Wycinek próbki tkankowej pobieranej do badań w przypadku jajnika wynosił 3-
4mm3 i w przypadku endometrium również 3-4mm3, co stanowiło ułamek całości 

materiału wysyłanego do pracowni patomorfologicznej i nie miało wpływu na wynik 

badania histopatologicznego.  

. Następnie próbki tkankowe na podstawie rozpoznania histopatologicznego 

podzielono na 5 grup funkcjonalnych: 
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1. endometrioza jajnika, 

2. endometrium w I fazie cyklu menstruacyjnego,  

3. endometrium w II fazie cyklu menstruacyjnego,  

4. jajnik prawidłowy w I fazie cyklu menstruacyjnego,  

5. jajnik prawidłowy w II fazie cyklu menstruacyjnego. 

  

 

3.3 Metoda immunohistochemiczna 

Immunolokalizacja białka DFF45 została przeprowadzona w 50 losowo 

wybranych próbkach tkankowych (endometrioza n=10; endometrium proliferacyjne 

n=10; endometrium sekrecyjne n=10; jajnik w I fazie cyklu menstruacyjnego n=10 

oraz jajnik w II fazie cyklu menstruacyjnego n=10). Skrawki parafinowe pobrano z 

archiwum Zakładu Patomorfologii „INTRA” w Cieszynie. 

 Skrawki tkankowe grubości 5μm zostały odparafinowane, ponownie uwodnione i 

zanurzone w wodzie destylowanej. Następnie próbki przez 8 minut (±1) były 

inkubowane w 3% roztworze H2O2 w temperaturze pokojowej.  

W celu immunolokalizacji białka DFF45 użyto 100µg pierwszorzędowych, 

poliklonalnych przeciwciał króliczych anty-DFF45 klasy IgG, które rozcieńczano w 

stosunku 1:75 w buforze Tris-HCl zawierającym białko stabilizujące oraz 0,015mol/L 

azydku sodu (DakoCytomation). Próbki tkankowe następnie inkubowano w 

temperaturze pokojowej z rozcieńczonym roztworem przeciwciał anty-DFF45 przez 

30 minut (±1). Szkiełka następnie przemywano wodą destylowaną. Do wybarwienia 

preparatów zastosowano zestaw EnVision+System-HRP (DakoCytomation), będący 

dwustopniową techniką barwienia immunohistochemicznego, opartym na polimerze 

znakowanym peroksydazą i przeznaczonym do użycia z pierwszorzędowymi 

przeciwciałami króliczymi. Po pokryciu próbki tkankowej znakowanym polimerem 

(Labelled Polimer) była ona inkubowana przez 30 minut (±1) temperaturze 

pokojowej. Po przepłukaniu próbki tkankowej w buforze celem wywołania reakcji 

barwnej zastosowano chromogen (DakoCytomation) zawierający 0,75mg/Ml 3-

amino-9-etylokarbazolu w 2,5% N,N-imetyloformamidzie i 0,05mol/L buforu 

octanowego o pH 5,0. Czas inkubacji przeprowadzonej w temperaturze pokojowej 

wynosił 8minut (±1). Skrawki tkankowe zostały następnie umocowane i przykryte 
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szkiełkiem nakrywkowym przy użyciu wodnego środka mocującego Glycergel 

(DakoCytomation) 

Immunoreaktywność białka DFF45 w badanych tkankach została przedstawiona 

w sposób opisowy.  

 

3.4 Metoda Western blot 
Natychmiast po pobraniu fragmenty tkanek homogenizowano w 

homogenizatorze obrotowym szkło – szkło w obecności mieszaniny inhibitorów 

proteaz Complete (Roche, Niemcy) i uzyskany homogenat przechowywano w 

temperaturze –20 stopni Celsjusza (˚C) do czasu analizy badanych białek. 

 Po rozmrożeniu homogenaty mieszano z buforem (125 mM Tris-HCl pH=6,8, 

4% SDS, 1% Triton X-100) w stosunku objętościowym 1:1 i inkubowano we wrzącej 

łaźni wodnej przez czas 15 (±1) minut, następnie zamrażano w ciekłym azocie. Po 

rozmrożeniu próbki wirowano w temperaturze pokojowej przy 16000g przez 10 (±1) 

minut uzyskując supernatant zawierający mieszaninę białek. Przy użyciu zestawu 

kwasu bicynchoninowego (BCA) na 96-studzienkowej płytce oznaczano stężenie 

białka całkowitego, następnie dodawany był ditiotreitol (DTT) jako czynnik 

redukujący. W łaźni wodnej w temperaturze 90˚C przez 10 (±1) minut 

przeprowadzano reakcję redukcji (i denaturacji bialek). 

W układzie buforowym Tris–tricyna z zastosowaniem żelu poliakrylamidowego 

SDS–PAGE wykonano rozdział elektroforetyczny 40μg białka całkowitego w 

obecności próbki wzorcowej P14, która służyła jako wzorzec pomiaru intensywności 

uzyskanych prążków. Następnie przez 90 (±1) minut wykonywano elektrotransfer 

rozdzielonych białek na membranę z polifluorku winylidenu (PVDF) o porach 0,45 

μm (Immobilion–P, Milipore, USA) w buforze (2,5 mM Tris-HCl, 19,2 mM glicyna 

pH=8,5, 10% obj. metanol) przy natężeniu prądu 0,2 A. 

Umieszczając membrane po elektorotrasferze na dobę w (3%) roztworze 

odtłuszczonego mleka o temperaturze 4˚C blokowano niespecyficzne miejsca 

wiązania przeciwciał na membranach. Przez 90 (±1) minut inkubowano membrany z 

przeciwciałami pierwszorzędowymi stosowanymi w rozcieńczeniu 1:5000. Następnie 

czterokrotnie (przez 10 minut każde) płukano membrany w buforze TST (0,01M Tris-

HCl pH=7,4; 0,9 % w/w NaCl, 0,05% w/obj., Tween 20) i inkubowano z 

przeciwciałami drugiego rzędu, które były zawieszone w buforze TST w 
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rozcieńczeniu 1:20000. Sześciokrotnie płukano membrany, każdorazowo przez 5 

(±1) minut. Po wypłukaniu membrany umieszczane były w wodnym roztworze 

gotowego substratu dla alkalicznej fosfatazy przygotowanego z tabletki – BCIP/NBT 

(ang. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium). Na tym etapie 

celem zahamowania aktywności fosfataz edogennych dodawano lewamizol w 

końcowym stężeniu 0,15mg/mL.  

β–Aktynę oznaczano na membranach służących uprzednio do detekcji DFF45. 

Były one krótko solubilizowane w metanolu a następnie płukane w buforze TST. 

Detekcji β–Aktyny dokonywano za pomocą odpowiednich pierwszo- i 

drugorzędowych przeciwciał według identycznego protokołu jak w przypadku 

DFF45. W ten sposób na jednej membranie można było oznaczyć zarówno DFF45 

jak i  β-Aktynę.   

W celu lepszej orientacji budowę kompleksów detekcyjnych dla każdego 

antygenu podsumowano w tabeli 6. 

 

 
Tabela. 5. Składniki kompleksów immunodetekcyjnych użytych w przeprowadzonych 
doświadczeniach. 

  

Antygen 
Przeciwciało 

pierwszorzędowe 

Przeciwciało 

drugorzędowe 

DFF45 anty-DFF45 (królicze) anty-królicze IgG – AP 

β–Aktyna anty β–Aktyna (mysie) anty-mysie IgG – AP 

 

 

Przy użyciu aparatu FluorS MultiImager (BioRad, USA) z oprogramowaniem 

Quantity One (BioRad, USA) wyznaczono intensywności zarówno prążków 

antygenów, jak i poziom tła. Różnicę powstałą po odjęciu wartości intensywności tła 

od wartości intensywności prążka dzielono przez wartość intensywności prążka 

próbki wzorcowej P14, która została wybrana ze względu na największą ilość białka 

DFF45 ustaloną w badaniach pilotażowych. Uzyskano w ten sposób względną 

intensywność oznaczanych białek w poszczególnych próbkach, którą wyrażono w 

bezwymiarowych jednostkach ciągłych.  

 33



Przeprowadzenie dwóch reakcji immunodetekcyjnych (dla DFF45 i β-Aktyny) na 

jednej membranie pozwala obiektywnie analizować i porównać statystyczny rozkład 

ilości obydwu białek.  

 

 

3.5 Analiza statystyczna 

Minimalna liczba oznaczeń, jaka jest wymagana, aby analiza statystyczna była 

wiarygodna wynosiła 79 przypadków ogółem. Zastosowano założenia wstępne, iż 

moc testu wynosi 80% a poziom istotności statystycznej 0,05.  

Do określenia rozkładu danych klinicznych i analizowanych zmiennych (DFF45 i 

β-Aktyna) użyto testu Shapiro-Wilka. Do porównania danych klinicznych 

zdefiniowanych przez zmienne jakościowe i porządkowe, użyto testu U - Manna-

Whitneya, a w przypadku zmiennych ilościowych ciągłych w zależności od rozkładu 

zbliżonego do rozkładu normalnego lub różnego od rozkładu normalnego zostały 

użyte odpowiednio: test parametryczny oraz nieparametryczny.  

Porównanie ekspresji badanych białek w przypadku rozkładu zbliżonego do 

normalnego zostało wykonane przy użyciu testu parametrycznego t-Studenta i 

przedstawione jako wartość średnia i odchylenie standardowe (SD, Standard 

Deviation). W przypadku rozkładu różnego od normalnego ekspresja analizowanych 

białek została porównana testem nieparametrycznym U – Manna-Whitneya i 

przedstawiona jako mediana oraz rozstęp kwartylowy (Q3-Q1). 

Do porównania zmiennych w próbach powiązanych o rozkładzie różnym od 

normalnego został użyty nieparametryczny test kolejności par Wilkoxona dla prób 

zależnych. 

Celem testowania hipotezy badawczej w co najmniej 3 grupach użyto 

jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). W przypadku, gdy badane zmienne 

nie spełniły założenia rozkładu normalnego, co oceniono testem Lavrenc`a, do 

testowania hipotez użyta zastała ANOVA rang Kruskala-Wallisa. Do analizy związku 

między ekspresją białka DFF45 w endometriozie jajnika a oceną kliniczną 

endometriozy w skali AFS została użyta korelacja Spearmana. 

Poziom istotności statystycznej przy porównywaniu wartości zmiennych został 

wyznaczony na poziomie p<0,05. Obliczeń dokonano przy pomocy pakietu 
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statystycznego STATISTICA (data analysis software system), version 7.1. firmy 

StatSoft, Inc. (2005).  
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4. Wyniki 
 

4.1 Porównanie grupy kobiet z endometriozą i bez endometriozy w 
aspekcie danych klinicznych 

 

Używając odpowiednich testów parametrycznych oraz nieparametrycznych w 

zależności od charakteru i rozkładu badanych zmiennych porównano grupę 

pacjentek z endometriozą i grupę kobiet bez endometriozy pod względem cech 

klinicznych. 

Średnia wieku pacjentek z endometriozą wyrażona w latach nie różniła się 

istotnie od średniego wieku pacjentek bez endometriozy, u których głównym 

wskazaniem do interwencji chirurgicznej był rozrost mięśniakowaty macicy. 

Analizowane grupy kobiet nie różniły się w sposób statystycznie istotny pod 

względem wieku wystąpienia pierwszej miesiączki, długości i regularności cyklu 

miesiączkowego, także długości i nasilenia krwawienia miesiączkowego. Natomiast 

kobiety z rozpoznaną endometriozą znamiennie częściej zgłaszały dolegliwości 

bólowe w trakcie menstruacji (69,2% vs.31,8%; p=0,009).  

W analizowanym materiale klinicznym nie stwierdzono statystycznie istotnych 

różnic miedzy badanymi grupami w zakresie liczby ciąż, porodów i poronień oraz w 

liczbie rozpoznanych schorzeń przewlekłych i liczbie przebytych interwencji 

chirurgicznych.  

Pacjentki z podejrzeniem endometriozy, która następnie została potwierdzona 

śródoperacyjnie i histopatologicznie, były znamiennie częściej kwalifikowane do 

interwencji endoskopowowej w porównaniu z grupą kobiet bez endometriozy (53,8% 

vs. 9,1%; p<0,001). 

Rodzaj interwencji chirurgicznej, w trakcie której pobierano materiał tkankowy, 

jak również obecność lub brak dolegliwości bólowych w trakcie menstruacji nie są 

czynnikami determinującym ocenę ekspresji badanego białka, tak więc nie mają 

wpływu na wyniki prowadzonych badań. Brak różnic w czynnikach klinicznych, 

mogących potencjalnie wpływać na wynik oceny ekspresji badanego białka w 

endometrium, takich jak długość i regularność cykli miesiączkowych, czas trwania i 

nasilenie krwawienia miesiączkowego, liczba ciąż, liczba porodów, liczba poronień 

pozwalają na analizę porównawczą ekspresji białka DFF45. 
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Tabela 6. Porównanie kliniczne pacjentek z endometriozą i kobiet bez endometriozy. 

 
Kobiety z 

endometriozą 

(n=26) 

Kobiety bez 
endometriozy 

(n=62) 
Wartość p 

Średnia wieku w chwili badania (lata)*

(odchylenie standardowe) 
42,1 

(±6,7) 
43,2 

(±4,8) 0,348 

Mediana wieku menarche (lata)**

(rozstęp kwartylowy) 
13 
(2) 

14 
(2) 0,133 

Średnia długości cyklu (dni)*  

(błąd standardowy) 
28,9 

(±2,0) 
28,9 

(±2,3) 0,971 

Liczba cykli regularnych**

(udział procentowy) 
21 

(80,8%) 
41 

(66,1%) 0,281 

Mediana długości miesiączki (dni)**  

(rozstęp kwartylowy) 
5 

(1) 
5 

(3) 0,568 

Nasilenie krwawienia miesiączkowego 
obfite/średnie/skąpe** 16 / 7 / 3 34 / 23 / 5 0,395 

Liczba pacjentek z bolesnymi 
miesiączkami**
(udział procentowy) 

18 
(69,2%) 

22 
(35,5%) 0,012#

Mediana liczby ciąż** 

(błąd standardowy) 
1 

(1) 
2 

(1) 0,082 

Mediana liczy porodów**  

(błąd standardowy) 
1 

(2) 
2 

(1) 0,137 

Liczba jednokrotnych poronień 
samoistnych** 

(udział procentowy) 

3 
(11,5%) 

0 
(±0,059) 0,735 

Liczba pacjentek ze schorzeniami 
przewlekłymi**

3 
(11,5%) 

12 
(19,4%) 0,769 

Liczba pacjentek poddanych 
wcześniejszym interwencjom 
chirurgicznym**

3 
(11,5%) 

8  
(12,9%) 0,891 

Rodzaj interwencji chirurgicznej w trakcie 
której pobrano materiał tkankowy**

Endoskopia / Laparotomia 
12 / 14 5 / 57 <0,001#

#różnica statystycznie istotna 

 

 

                                                 
* Wartości charakteryzują się rozkładem normalnym - do obliczeń zastosowano test t - Studenta 
** Wartości cechuje brak rozkładu normalnego lub są to zmienne jakościowe - do obliczeń 
zastosowano test U - Manna-Whitneya. 
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4.2 Wyniki analizy immunohistochemicznej 

 

Do oceny immunoreaktywności białka DFF45 w badanych tkankach 

wykorzystano metodę immunihistochemiczną, która z powodzeniem była już 

stosowana do oceny rozkładu białek w endometrium i endometriozie przez innych 

badaczy [200;201]. Do analizy immunihistochemicznej białka DFF45 wybrano 

losowo po dziesięć próbek tkankowych w każdej z pięciu analizowanych grup – 

łącznie immunoreaktywność białka DFF45 oznaczono w 50 przypadkach. 

Immunohistochemicznie potwierdzono ekspresję białka DFF45 zarówno w 

podścielisku endometrium zdrowych kobiet jak również w komórkach gruczołowych 

zarówno w fazie proliferacyjnej (n=10) jak i sekrecyjnej (n=10) cyklu 

menstruacyjnego (Rycina 7 i 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Rycina 7. Immunolokalizacja białka DFF45 w 
fazie proliferacyjnej w endometrium zdrowych 
kobiet (powiększenie x20). 

Rycina 8. Immunolokalizacja białka DFF45 w 
fazie sekrecyjnej w endometrium zdrowych 
kobiet (powiększenie x20). 

 

Zaobserwowano silniejszą immunoreaktywność białka DFF45 w komórkach 

gruczołowych endometrium w porównaniu do komórek zrębu endometrium zarówno 

w fazie proliferacyjnej jak i sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego, która miała charakter 

odczynu jądrowego. Immunorekatywność białka DFF45 oceniana w komórkach 

zrębu w endometrium sekcyjnym i endometrium proliferacyjnym kobiet bez 

endometriozy była porównywalna.  

W próbkach endometriozy jajnikowej stwierdzono, podobnie jak w przypadku 

endometrium, większą białka DFF45 w komórkach gruczołowych w porówaniu do 

komórek zrębu. Jednakże w porównaniu do endometrium proliferacyjnego i 

sekrecyjnego zdrowych kobiet w ogniskach endometriozy zabserwowano niższą 

 38



immunoreaktywność ocenianeg białka zarówno w komórkach gruczołowych jak i w 

komórkach zrębu. Należy jednak zaznaczyć, że z uwagi na obecność komórek 

układu immunologicznego jak również wybroczyn krwawych analiza tej tkanki była 

technicznie trudna (Rycina 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 Rycina 9. Immunolokalizacja białka DFF45 w 
tkance endometriozy jajnikowej (powiększenie 
x20). 

 

 

W wycinkach jajników pobranych od zdrowych kobiet immunohistochemiczne 

wybarwienie przeciwciałami anty-DFF45 lokalizowało się przede wszystkim w 

pęcherzykach pierwotnych i wzrastających, natomiast komórki zrębu jajnika i ciałek 

białawych charakteryzowały się mniejszą immunoreaktywnością badanego białka 

(Rycina 10 i 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 10. Immunolokalizacja białka DFF45 w 
prawidłowym jajniku zdrowej kobiety 
(powiększenie x10). 

Rycina 11. Immunolokalizacja białka DFF45 w 
prawidłowy jajniku zdrowej cyklu (fragment 
Ryciny 10 w powiększeniu x20). 

Zastosowana metoda immunohistochemiczna pozwoliła na zbadanie 

immunoreaktywności białka DFF45 w kontekście jego lokalizacji, jednakże nie jest to 

uznana metoda do oceny ilościowej analizowanego białka, dlatego analizę 

pogłębiono techniką Western-blot. 
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4.3 Wyniki analizy Wester-blot 
Znając rozkład immunoreaktywności białka DFF45 do określenia ilości badanego 

białka zastosowano pół-ilościową metodę Wester-blot używaną w podobnym celu 

przez innych badaczy [202] (Rycina 12). 

 

 

 
 

DFF45 
45kDa 

 
 

β-Aktyna 
42KDa  

 
 
 

Rycina 12. Blot będący wynikiem dwurzędowej reakcji immunodetekcyjnej. Prążek o masie 
45kD odpowiada badanemu białku DFF45, natomiast prążek o masie 42kD odpowiada 
białku kontrolnemu β-Aktynie. 

 
 
Tabela 7. Liczebność badanych próbek tkankowych. 

Lp. Próbka tkankowa n 

1 Endometrioza jajnikowa 26 

2 Endometrium proliferacyjne  31 

3 Endometrium sekrecyjne 28 

5 Tkanka jajnika pobrana od zdrowych kobiet w I fazie cyklu 
menstruacyjnego 19 

5 Tkanka jajnika pobrana od zdrowych kobiet w II fazie cyklu 
menstruacyjnego 23 

 SUMA 127 

 
 

 

Względną ilość białka DFF45 i β-Aktyny oznaczono w sumie w 127 próbkach 

tkankowych, w tym w 26 próbkach endometriozy jajnikowej jak również w 31 

próbkach endometrium proliferacyjnego i w 28 próbkach endometrium sekrecyjnego 

kobiet bez endometriozy. Dodatkowo oznaczono względną ilość DFF45 i β-Aktyny w 

19 próbkach jajnika w I fazie folikularnej, w 23 próbkach jajnika w II fazie cyklu 

menstruacyjnego.  
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4.3.1 Ocena ekspresji białka DFF45 i β-Aktyny w endometrium 
 

Wartości względnej ekspresji białka DFF45 oraz β-Aktyny w endometrium 

proliferacyjnym i endometrium sekrecyjnym zostały przedstawionoe odpowiednio w 

tabeli 8 i w tabeli 9. 

Względna ilość białka DFF45 w endometrium kobiet bez endometriozy 

charakteryzowała się rozkładem różnym od normalnego (S-W=0,765; p<0,001). 

Rozkład względnej ilości białka kontrolnego β-Aktyny w endometrium pobranym od 

kobiet bez rozpoznanej endometriozy był również różny od normalnego (S-W=0,934; 

p=0,003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analizując ekspresję DFF45 i β-Aktyny w endometrium kobiet bez endometriozy 

zaobserwowano znamiennie niższe wartości ekspresji białka DFF45 w próbkach 

tkankowych endometrium proliferacyjnego w porównaniu z endometrium 

sekrecyjnym. Nie wykazano różnic w ekspresji białka kontrolnego β-Aktyny w 

porównywanych tkankach (Tabela 10; Rycina 15).  

 

 

 

 

Rycina 14. Histogram wartości względnej ilości β-
Aktyny w endometrium w grupie kobiet bez 
endometriozy. 

Rycina 13. Histogram wartości względnej ilości 
białka DFF w endometrium w grupie kobiet bez 
endometriozy. 

0,0 0,1 0,2 ,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3

Względna ilość białka DFF45

0
0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

24

26

28

30

Li
cz

ba
 o

bs
.

0

5

10

15

20

25

30

Li
cz

ba
 o

bs
.

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4

Względna ilość β-Aktyny

 41



 

 

 

 

 

 Lp. 
Nr 

proto-
kołu 

Symbol 
próbki 

Względna 
ilość białka 

DFF45 

Względna 
ilość 

β-Aktyny 
 Lp.

Nr 
proto-
kołu 

Symbol 
próbki 

Względna 
ilość białka 

DFF45 

Względna 
ilość 

β-Aktyny 
 1 K-6 X20 0,252751 1,444099  1 K-1 X14 0,482131 0,797946 
 2 K-22 X6 0,266298 1,068464  2 K-2 X8 0,259085 1,397189 
 3 K-25 Z15 0,199249 0,689714  3 K-4 X10 0,666345 1,790828 
 4 K-29 Z19 0,112373 0,689801  4 K-18 Z14 0,939373 1,272446 
 5 K-30 Z22 0,136947 0,665986  5 S-3 E6 1,137436 0,975729 
 6 S-2 E7 0,387201 0,869183  6 S-6 X25 0,948865 0,815339 
 7 S-4 X26 0,395613 2,127624  7 S-7 X22 0,961348 0,950948 
 8 S-5 E4 0,374183 1,0135217  8 S-9 X28 0,877076 0,795344 
 9 S-8 B43 0,207328 1,874497  9 S-10 Z3 0,167499 1,177789 
 10 S-11 Z6 0,365322 0,823658  10 S-12 Z8 0,199372 0,979526 
 11 S-13 Z10 0,197779 0,656658  11 S-15 B1 0,343386 1,480451 
 12 S-17 B5 0,341488 1,258505  12 S-16 B7 0,396015 1,289601 
 13 S-18 B41 0,356359 1,168364  13 S-19 B8 0,396356 1,525996 
 14 S-20 B10 0,323448 1,001977  14 S-21 B12 0,394742 1,386325 

 15 S-25 E23 0,330752 1,197531  
 15 S-22 B15 0,347286 1,226149 

 16 S-26 B44 0,230096 1,054885  16 S-28 M21 1,0249336 1,201778 
 19 S-27 M39 0,286261 1,091092  17 S-32 M14 0,604708 1,242751 
 8 S-29 M10 0,387184 1,444739  18 S-33 M63 0,403978 1,189461 
 19 S-39 M7 0,112319 1,917212  19 S-34 M57 0,966217 1,679218 
 20 S-41 M55 0,385758 1,435155  20 S-46 M45 0,450591 1,588997 
 21 S-44 M42 0,367548 0,945224  21 S-55 M36 0,326511 0,881761 

 22 S-49 E11 0,214779 2,044681  22 S-56 M33 0,247524 0,737997 

 23 S-50 X1 0,263274 0,816996  23 S-57 G1 0,329448 0,761489 

 24 S-51 E1 0,339259 1,387478  24 S-60 G4 0,352542 0,570683 

 25 S-52 Z12 0,201667 0,815369  25 S-63 G7 0,319468 0,932413 

 26 S-53 X17 0,194308 1,030377  26 S-64 G8 0,360268 0,877031 

 27 S-54 B19 0,381274 1,282426  27 S-65 G9 0,367536 0,919081 

 28 S-58 G2 0,374906 0,857228  28 S-66 G10 0,367536 0,932413 

 29 S-59 G3 0,317328 0,766345       

 30 S-61 G5 0,286228 1,060233       

 31 S-62 G6 0,330096 0,870509       

Tabela 8. Względna ilość białka DFF45 oraz  
β-Aktyny w endometrium proliferacyjnym zdrowych 
kobiet (dane przedstawione są kolejno w porządku 
rosnącym według oznaczenia protokołu). 

Tabela 9. Względna ilość białka DFF45 oraz  
β-Aktyny w endometrium sekrecyjnym zdrowych kobiet 
(dane przedstawione są kolejno w porządku rosnącym 
według oznaczenia protokołu). 
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Tabela 10. Porównanie względnej ilości białka DFF45 i β-Aktyny w endometrium 
proliferacyjnym i endometrium sekrecyjnym zdrowych kobiet. 

Endometrium 

 proliferacyjne 

(n=31) 

sekrecyjne 

(n=28) 

Wartość p 

Mediana względnej ilości białka DFF45 
(rozstęp kwartylowy) 

0,317 
(0,160) 

0,395 
(0,435) <0,001#

Mediana względna ilość β-Aktyny (rozstęp 
kwartylowy) 

1,055 
 (0,564) 

1,078 
(0,459) 0,867 

 #wartość statystycznie istotna 

 

 Mediana 
 25%-75% 
 Min.-Maks. 

DFF45 EP DFF45 ES β-Aktyna EP β-Aktyna ES
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

2,2

2,4

W
zg

lę
dn

a 
ilo
ść

 b
ia
łk

a

 

 

 
(a) p<0,001
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ES – endometrium w 
fazie sekrecyjnej 
EP – endometrium w 
fazie proliferacyjnej 

 

 

 

 

 

Rycina 15. Porównanie mediany wartości względnej ekspresji białka DFF45 i mediany wartości 
względnej ekspresji β-Aktyny w endometrium proliferacyjnym i endometrium sekrecyjnym kobiet bez 
endometriozy. 
 

 

4.3.2 Ocena ekspresji DFF45 i β-Aktyny w prawidłowej tkance jajnika 

 

Względną ekspresję białka DFF45 oraz β-Aktyny oznaczono w 19 próbkach 

prawidłowej tkanki jajnikowej pobranej w I fazie cyklu menstruacyjnego oraz w 23 

próbkach prawidłowej tkanki jajnikowej pobranych w II fazie cyklu menstruacyjnego. 

U 13 pacjentek bez endometriozy względną ilość białka DFF45 oraz β-Aktyny 

oceniono zarówno w jajniku lewym jak i w jajniku prawym. Testem 
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nieparametrycznym dla prób powiązanych Wilcoxona porównano ekspresję białka 

DFF45 oraz β-Aktyny w próbkach tkankowych pobranych od tej samej pacjentki z 

jajnika lewego i prawego. Nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic pomiędzy 

jajnikiem prawym i lewym w średniej względnej ilości białka DFF45 oraz β-Aktyny 

(odpowiednio p=0,463 oraz p=0,552). Na tej podstawie dalszą analizę ekspresji 

białka DFF45 oraz β-Aktyny prowadzono, nie różnicując czy materiał tkankowy 

pochodzi z lewego jajnika lub prawego jajnika, biorąc pod uwagę jedynie 

funkcjonalną fazę cyklu jajnikowego, w której próbka tkankowa została pobrana. 

Wartości względnej ekspresji białka DFF45 raz β-Aktyny w prawidłowej tkance 

jajnikowej pobranej w I fazie cyklu menstruacyjnego oraz pobranej w II fazie cyklu 

menstruacyjnego zostały przedstawiono odpowiednio w tabeli 11 i w tabeli 12. 

Oceniając rozkład badanych zmiennych w prawidłowej tkance jajnikowej 

pobranej w grupie kobiet bez endometriozy stwierdzono, że względna ilość białka 

DFF45 ma rozkład normalny (S-W=0,952; p=0,077), również wartości ekspresji 

białka kontrolnego β-Aktyny charakteryzują się rozkładem normalnym (S-W=0,966; 

p=0,248). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2

Względna ilość białka DFF45

0

2

4

6

8

10

12

Li
cz

ba
 o

bs
.

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7

Wzglęna ilość β-Aktyny

0

2

4

6

8

10

12

Li
cz

ba
 o

bs
.

 

 

 

Rycina 16. Histogram wartości względnej ilości 
białka DFF w tkance jajnikowej w grupie kobiet bez 
endometriozy. 

Rycina 17. Histogram wartości względnej ilości 
białka β-Aktyny w tkance jajnikowej w grupie kobiet 
bez endometriozy. 
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Lp. 

Nr 
proto-
kołu 

Symbol 
próbki 

Względna 
ilość białka 

DFF45 

Względna 
ilość  

β-Aktyny   Lp.

Nr 
proto-
kołu 

Symbol 
próbki 

Względna 
ilość białka 

DFF45 

Względna 
ilość  

β-Aktyny 

 1 X11 0,484304 1,150807   1 K-18 Z13 0,963513 1,030577 

 2 
K-5 

X4 0,445943 0,943581   2 S-3 X31 0,408835 1,332657 

 3 K-6 X19 0,296499 1,544407   3 X24 0,922467 0,815369 

 4 K-8 X13 0,526022 1,040636   4 
S-6 

X23 0,896807 0,815338 

 5 K-17 Z18 0,714958 1,173181   5 S-7 X21 0,988972 0,979526 

 6 K-30 Z21 0,185735 0,656756   6 S-9 X27 0,860089 0,815763 

 7 S-2 X-29 0,305149 1,026145   7 Z1 0,228973 0,896407 

 8 S-5 X35 0,202969 0,935915   8 
S-10 

Z2 0,211216 0,999526 

 9 S-13 Z9 0,187573 0,567399   9 S-12 Z7 0,162123 0,656658 

 10 S-18 B42 0,555461 1,023487   10 B3 1,163812 1,052212 

 11 S-20 B11 1,449889 0,871826   11 
S-15 

B2 1,494744 0,656658 

 12 B24 0,288126 1,079659   12 S-16 B6 1,316967 1,166789 

 13 
S-25 

B25 0,373387 1,092628   13 B13 1,674876 0,901448 

 14 M40 1,002819 1,105234   14 
S-21 

B14 2,000343 1,059111 

 15 
S-27 

M41 0,564994 1,032253  
 

 
 15 B16 1,039812 0,959691 

 16 M11 0,595238 1,358886   16 
S-22 

B17 0,682982 0,999673 

 19 
S-29 

M12 0,587489 1,121557   17 M23 1,204841 1,221713 

 8 M17 0,966216 0,967921   18 
S-28 

M24 1,019589 0,946624 

 19 
S-41 

M56 0,657449 1,370731   19 M15 1,470953 0,900739 

        20 
S-32 

M16 1,183345 0,959411 

21 S-34 M59 0,685366 1,527301 

22 M46 1,021923 0,841267 

 

     

  23 
S-46 

M47 1,353396 0,757788 

Tabela 12. Względna ilość białka DFF45 oraz  
β-Aktyny w prawidłowej tkance jajnika w II fazie 
cyklu jajnikowego (dane przedstawione są kolejno w 
porządku rosnącym według oznaczenia protokołu). 
 

Tabela 11. Względna ilość białka DFF45 oraz 
β-Aktyny w prawidłowej tkance jajnika w I fazie 
cyklu jajnikowego (dane przedstawione są 
kolejno w porządku rosnącym według 
oznaczenia protokołu). 

 

 

Analizując prawidłową tkankę jajnika zaobserwowano zmiany ekspresji DFF45 w 

zależności od funkcjonalnej fazy jajnika. Znamiennie niższą ekspresję DFF45 

wykazano w I fazie cyklu miesiączkowego w porównaniu do fazy II cyklu 
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miesiączkowego. Nie wykazano różnic w ekspresji białka kontrolnego β-Aktyny w 

porównanych tkankach (Tabela 13; Rycina 18). 

 

Tabela 13. Porównanie względnej ilości białka DFF45 i β-Aktyny w prawidłowej tkance 
jajnikowej pobranej w I i II fazie cyklu menstruacyjnego. 

 

Prawidłowa tkanka jajnika 

 I faza cyklu 

(n=19) 

II faza cyklu 

(n=23) 

Wartość p 

Średnia względna ilości białka DFF45 
(odchylenie standardowe) 

0,546 
(0,321) 

0,998 
(0,465) 0,001#

Średnia względna ilość β-Aktyny 1,056 0,969 0,199 (odchylenie standardowe)  (0,227) (0,203) 
#wartość statystycznie istotna 
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(a) p=0,001  
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Rycina 18. Porównanie ekspresji białka DFF45 i β-Aktyny w zdrowej tkance jajnika w I i w II fazie 
cyklu menstruacyjnego. 
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4.3.3 Ocena ekspresji DFF45 i β-Aktyny w endometriozie jajnikowej 
 

Ekspresję białka DFF45 oraz białka kontrolnego β-Aktyny oceniono w 26 

próbach tkankowych endometriozy jajnikowej.  

Oceniając rozkład badanych zmiennych w endometriozie jajnikowej stwierdzono, 

że względna ilość białka DFF45 ma rozkład normalny (S-W=0,972; p=0,665), jak 

również wartości względnej ilości białka kontrolnego β-Aktyny charakteryzuje rozkład 

zbliżony do normalnego (S-W=0,936; p=0,111). 
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Rycina 19. Histogram rozkładu wartości względnej 
ilości białka DFF w endometriozie jajnikowej. 

Rycina 20. Histogram rozkładu wartości względnej 
ilości β-Aktyny w endometriozie jajnikowej. 

 
 

 

Analizie poddano ekspresję białka DFF45 w endometriozie jajnika w porównaniu 

do endometrium kobiet bez endometriozy pobranego w fazie proliferacyjnej i w fazie 

sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego. Ponieważ rozkład badanych białek przynajmniej 

w jednej z analizowanych grup był różny od normalnego, do analizy użyto testów 

nieparametrycznych, a względną ilość analizowanych białek przedstawiono w formie 

median.  
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Tabela 14. Względna ilość białka DFF45 oraz β-Aktyny w endometriozie jajnikowej (dane 
przedstawione są kolejno w porządku rosnącym według oznaczenia protokołu). 
 

 
Lp. Nr 

protokołu 
Symbol 
próbki 

Względna ilość 
białka DFF45 

Względna ilość  
β-Aktyny 

Stopień 
endometriozy  

 1 K-9 E53 0,166791 1,876473 4  

 2 K-10 E8 0,152815 1,720718 3  

 3 K-11 E9 0,310703 1,471293 1  

 4 K-12 E51 0,432467 1,590701 1  

 5 K-13 E12 0,156068 1,876473 4  

 6 K-14 Z61 0,275586 0,685724 2  

 7 K-15 Z20 0,174662 0,638765 4  

 8 K-16 Z17 0,109831 0,609795 4  

 9 K-20 X18 0,083933 1,291231 4  

 10 K-23 X2 0,188697 1,147845 4  

 11 K-26 X33 0,166792 0,699112 4  

 12 K-31 M38 0,267807 1,653994 2  

 13 K-32 M29 0,199248 0,752815 3  

 14 K-33 M20 0,102493 0,494347 4  

 15 K-34 B21 0,226657 1,201778 2  
 

 16 S-1 X30 0,267954 1,311578 2  

 17 S-14 Z11 0,190074 0,812542 4  

 18 S-24 B22 0,311215 0,765098 2  

 19 S-30 M37 0,326511 1,187654 2  

 20 S-31 M53 0,060821 1,128874 4  
21 S-35 M60 0,387184 1,219221 1 

22 S-36 M27 0,255114 0,803336 3 

23 S-37 M19 0,101588 1,184572 4 

24 S-38 M34 0,204037 0,750619 3 

25 S-43 M26 0,207641 1,173345 3 

 0,226855 1,154387 3 26 S-48 M35  
 
 

Mediana względnej ilości białka DFF45 była najniższa w endometriozie 

jajnikowej i wynosiła 0,202 w porównaniu do mediany względnej ilości białka DFF45 

w endometrium kobiet bez endometriozy w fazie proliferacyjnej i w fazie sekrecyjnej 

cyklu miesiączkowego (odpowiednio 0,317 oraz 0,395; p<0,001) (Tabela 15). Nie 

wykazano różnic we względnej ilości białka kontrolnego β-Aktyny w porównanych 

tkankach.  
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Tabela 15. Porównanie mediany względnej ilości białka DFF45 I β-Aktyny w endometriozie 
jajnikowej, endometrium proliferacyjnym i sekrecyjnym kobiet bez endometriozy. 

Endometrium  

 
Endometrioza 

jajnikowa 
(n=26) 

proliferacyjne 

(n=31) 

sekrecyjne 

(n=28) 

Wartość p 

Mediana względnej ilości 
DFF45 
(rozstęp kwartylowy) 

0,202 
(0,112) 

0,317 
(0,160) 

0,395 
(0,435) <0,001#

Mediana względnej ilości  0,908 1,055 1,078 β-Aktyny 0,616 (0,559)  (0,564) (0,459) (roztęp kwartylowy) 
#wartość statystycznie istotna 

 

 

W analizie post hoc wykazano różnicę statystycznie istotną we względnej ilości 

białka DFF45 pomiędzy endometriozą jajnikową a endometrium proliferacyjnym 

(p=0,011) jak również endometriozą jajnikową a endometrium sekrecyjnym 

(p<0,001) (Rycina 21). 
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 (a) p=0,039 
(b)p<0,001 

 

 

 JE – endometrioza 
jajnikowa 
ES – endometrium w 
fazie sekrecyjnej 
EP – endometrium w 
fazie proliferacyjnej 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rycina 21. Porównanie mediany względnej ilości białka DFF45 i β-Aktyny w ogniskach endometriozy 
oraz w endometrium proliferacyjnym i sekrecyjnym kobiet bez endometriozy. 
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Rozkład białka DFF45 w endometriozie jajnika oraz prawidłowej tkance 

jajnikowej był zbliżony do normalnego, tak więc do analizy statystycznej użyto 

testów parametrycznych, a wyniki przedstawiono za pomocą średnich względnej 

ilości białka DFF45 w poszczególnych tkankach. W przypadku analizy β-Aktyny, 

której rozkład w porównywanych grupach był również zbliżony do normalnego 

zastosowano testy parametryczne, przedstawiając względną ilość β-Aktyny w 

poszczególnych tkankach jako wartość średnią.  

Średnia względna wartość ekspresji DFF45 była najniższa w endometriozie i 

wynosiła 0,213 w porównaniu do średniej względnej ekspresji DFF45 w tkance 

jajnika w fazie I cyklu oraz w tkance jajnika w fazie II cyklu menstruacyjnego 

(odpowiednio 0,547 oraz 0,998; p<0,001) (Tabela 17). Analizę statystyczną 

przeprowadzono metodą jednoczynnikowej analizy wariancji. Nie wykazano różnic w 

ekspresji białka kontrolnego β-Aktyny w porównanych tkankach. 

 

Tabela 16. Porównanie średniej względnej ilości białka DFF45 i β-Aktyny w endometriozie 
jajnikowej i w zdrowej tkance jajnika. 

 
Prawidłowa tkanka jajnikowa 

 

Endometrioza 

jajnikowa 

(n=26) 

I faza cyklu 
menstruacyjnego 

(n=19) 

II faza cyklu 
menstruacyjnego 

(n=23) 

Wartość p 

Średnia względna ilość  
DFF-45 
(odchylenie standardowe) 

0,213 
(0,092) 

0,547 
(0,321) 

0,998 
(0,465) <0,001#

Średnia względna ilości  1,123 1,056 0,969 β-Aktyny 0,211 (0,404)  (0,227) (0,203) (odchylenie standardowe) 
#wartość statystycznie istotna 

 

 

W analizie post hoc wykonanej testem Fishera wykazano różnicę statystycznie 

istotną w ekspresji DFF45 pomiędzy endometriozą jajnikową a tkanką jajnikową 

pobraną w I fazie cyklu menstruacyjnego (p=0,001) jak również endometriozą 

jajnikową a tkanką jajnikową badaną w II fazie cyklu menstruacyjnego (p<0,001) 

(Rycina 22).  
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Rycina 22. Porównanie średniej względnej ilości białka DFF45 i średniej względnej ilości β-Aktyny w 
ogniskach endometriozy i tkance jajnikowej w I fazie i w II fazie cyklu menstruacyjnego u kobiet bez 
endometriozy. 

 

W analizowanej grupie 26 kobiet z endometriozą wyróżniono podgrupę 18 

przypadków endometriozy jajnika i endometrium eutopowego pobranego z jamy 

macicy. Na podstawie wyniku badania histopatologcznego eutopowego 

endometrium wyróżniono próbki pobrane w fazie proliferacyjnej (protokoły numer: K-

11; K13; K-15; K-20; K-23; K-34; S-1; S-14; S-24) oraz sekrecyjnej (protokoły numer: 

K-9; K-16; K-26; K-31; K-32; S-30; S-36; S-38; S-48) cyklu miesiączkowego.  

Badając ekspresję białka DFF45 w ogniskach endometriozy jajnikowej wykazano 

brak różnic we względnej ilości białka DFF45 w zależności od fazy funkcjonalnej 

cyklu, którą oceniono na podstawie wyniku badania histopatologicznego 

endometrium eutopowego. Średnia względna ilość białka DFF45 w endometriozie 

jajnikowej pobranej w fazie proliferacyjnej cyklu miesiączkowego nie różniła się od 
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średniej względnej ilości pobranej w fazie sekrecyjnej cyklu menstruacyjnego (0,212 

vs. 0,214; p=0,965). Również nie wykazano różnic w ekspresji białka kontrolnego β-

Aktyny w porównanych tkankach (Tabela 13; Rycina 25).  

 

Tabela 17. Porównanie średniej względnej ilości białka DFF45 i średniej względnej ilości β-Aktyny w 
endometriozie jajnikowej pobranej w fazie proliferacyjnej i sekrecyjnej cyklu miesiączkowego. 

Endometrioza jajnikowa 

 faza proliferacyjna 
cyklu 

(n=9) 

faza sekrecyjna 
cyklu 

(n=9) 

Wartość p 

Średnia względna ilość białka DFF45 
(odchylenie standardowe) 

0,212  
(0,075) 

0,214 
(0,064) 0,965 

Średnia względna ilości β-Aktyny 1,168 1,054 0,573 (odchylenie standardowe)  (0,387) (0,452) 
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I faza 

 β-Aktyna 
endometrioza

II faza 
 DFF45  

endometrioza 
I faza  

 cyklu menstruacyjnego cyklu menstruacyjnego 
 
Rycina 23. Porównanie średniej względnej ilości białka DFF45 i średniej względnej ilości β-Aktyny w 
próbkach tkankowych endometriozy jajnikowej pobranej w fazie proliferacyjnej i sekrecyjnej cyklu 
menstruacyjnego. 
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4.3.4 Analiza ekspresji DFF45 i β-Aktyny w aspekcie danych klinicznych 

 

Przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji porównano średnią ekspresję 

białka DFF45 w czterech grupach pacjentek zależnie o stopnia endometriozy 

ocenianej śródoperacyjnie w skali RCE według AFS. Najniższą średnią względną 

ilość białka DFF45 stwierdzono w grupie pacjentek z rozpoznanym czwartym 

stopniem endometriozy. Wykazano istotne różnice w średnim poziomie ekspresji 

białka DFF45 między analizowanymi grupami pacjentek (Tabela 18). Nie 

zanotowano statystycznie istotnych różnic między analizowanymi grupami dla 

średnich wartości β-Aktyny. 

 

Tabela 18. Porównanie średniej względnej ilości białka DFF45 i średniej względnej ilości  
β-Aktyny w tkance endometriotycznej w zależności od stopnia zaawansowania endometriozy. 
 

Stopień endometriozy według RCE* 
 

1. 2. 3. 4. 
Wartość p 

Średnia względna ilość 
białka DFF45 
(błąd standardowy) 

0,327 
(±0,026) 

0,268 
(±0,026) 

0,241 
(±0,017) 

0,112 
(±0,017) <0,001#

Średnia względna ilość  
β-Aktyny 
(błąd standardowy) 

1,427 1,134 1,059 1,069 0,587 (±0,189)  (±0,359) (±0,378) (±0,480) 

#wartość statystycznie istotna;  *Zrewidowana Skala Endometriozy 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 24. Ocena średniej względnej ilości białka 
DFF45 w zależności od stopnia endometriozy 
ocenianej śródoperacyjnie według skali RCE 
(średnia ± oczekiwane średnie brzegowe). 

Rycina 25. Ocena średniej względnej ilości  
β-Aktyny w zależności od stopnia endometriozy 
ocenianej śródoperacyjnie według skali RCE 
(średnia ± oczekiwane średnie brzegowe). 

1. stopień 2. stopień 3. stopień 4. stopień

endometriozy

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

W
zg

lę
dn

a 
ilo
ść

 b
ia
łk

a 
D

FF
45

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

W
zg

lę
dn

a 
ilo
ść

 β
-A

kt
yn

y

1. stopień 2. stopień 3. stopień 4. stopień

endometriozy

 53



Przy pomocy korelacji Spearmana analizowano związek pomiędzy ekspresją 

białka DFF45 w ogniskach endometriozy jajnikowej, a nasileniem klinicznym 

endometriozy ocenianej śródoperacyjnie według skali AFS. Wykazano silną, ujemną 

korelację pomiędzy ekspresją między poziomem ekspresji DFF45 a punktacją w 

skali AFS – wskaźnik korelacji Spearmana wyniósł -0,823, poziom istotności 

statystycznej p<0,001. Nie stwierdzono korelacji pomiędzy wartościami β-Aktyny a 

wartością punktacji AFS (Tabela 19; Rycina 26 i 27). 

 

 

Tabela 19. Analiza korelacji względnej ilości białka DFF45 i β-Aktyny ze stopniem zaawansowania 
endometriozy. 

 

 

 
Wskaźnik 
korelacji 
Gamma 

Wartość p 

Korelacja względnej ilości białka DFF45 ze 
stopniem zawansowania endometriozy <0,001#- 0,845 

Korelacja względnej ilości β-Aktyny ze stopniem 
zawansowania endometriozy -0,305 0,130 

#wartość statystycznie istotna 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

W
zg

lę
dn

a 
ilo
ść

 b
ia
łk

a 
D

FF
45

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

W
zg

lę
dn

a 
ilo
ść

 β
-A

kt
yn

y

 
1. stopień      2, stopień       3. stopień       4. stopień 

endometriozy 
1. stopień      2, stopień       3. stopień       4. stopień 

endometriozy 

Rycina 27. Korelacja względnej ilości β-Aktyny ze 
stopniem endometriozy ocenianej śródoperacyjnie 
według skali RCE (--- 95% przedział ufności). 

 

 

Rycina 26. Korelacja względnej ilościi białka DFF45 
ze stopniem endometriozy ocenianej śródoperacyjnie 
według skali RCE (--- 95% przedział ufności). 
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Nie wykazano wpływu takich zmiennych klinicznych, jak: 

1. wiek, 

2. wiek wystąpienia pierwszej miesiączki, 

3. czas trwania cykli menstruacyjnych, 

4. czas trwania miesiączek, 

5. nasilenie krwawienia miesiączkowego 

6. liczba ciąż, 

7. liczba porodów, 

na ekspresję białka DFF45 w endometrium, jak również nie stwierdzono wpływu 

wyżej wymienionych czynników klinicznych na poziom białka DFF45 w 

endometriozie jajnikowej. 

 

4.4 Podsumowanie wyników 

W analizowanym materiale klinicznym potwierdzono obocność białka DFF45 

metodą immunochistochemiczną i Western blot we wszystkich badanych tkankach 

to znaczy w endometriozie jajnika, endometrium proliferacyjnym i sekrcyjnym kobiet 

zdrowych oraz w prawidłowej tkance jajnikowej z uwzględnieniem faz cyklu 

menstruacyjnego.  

1. Stwierdzono znamiennie niższą ekspresję białka DFF45 w endometrium 

proliferacyjnym w porównaniu z endometrium sekrecyjnym u kobiet bez 

endometriozy. 

2. Wykazano znamiennie niższą ekspresję białka DFF45 w prawidłowej tkance 

jajnika w I fazie cyklu menstruacyjnego porównaniu z prawidłową tkanką 

jajnika w II fazie cyklu menstruacyjnego. 

3. Potwierdzono znamiennie niższą ekspresję białka DFF45 w endometriozie 

jajnika w porównaniu z endometrium zdrowych kobiet zarówno w fazie 

proliferacyjnej jak i sekrecyjnej cyklu miesiączkowego. 

4. Stwierdzono znamiennie niższą ekspresję białka DFF45 w endometriozie 

jajnika w porównaniu ze zdrową tkanką jajnikową w I i II fazie cyklu 

menstruacyjnego. 

5. Nie stwierdzono zamian w ekspresji białka DFF45 w ogniskach endometriozy 

w zależności od fazy cyklu miesiączkowego. 

 55



6. Wykazano silną, statystycznie istotną, ujemną korelację pomiędzy poziomem 

białka DFF45 w ogniskach endometriozy a stopniem nasilenia zmian 

endometriotycznych ocenianych śródoperacyjnie w skali RCE według AFS. 

7. Nie wykazano związku pomiędzy wiekiem pacjentek, wiekiem wystąpienia 

pierwszej miesiączki, czasem trwania cykli menstruacyjnych, czasem trwania 

miesiączek, nasileniem krwawienia miesiączkowego, liczbą ciąż, liczbą 

porodów a względną ilością białka DFF45 zaróno w endometrium zdrowych 

kobiet jak i w endometriozie jajnikowej. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 56



5. Dyskusja 

 

W endometrium oraz prawidłowej tkance jajnika stwierdzono cykliczne zmiany w 

ekspresji białka DFF45. Zarówno w prawidłowej tkance jajnikowej [203] jak i w 

endometrium kobiet bez endometriozy większą ekspresję białka DFF45 stwierdzono 

w II fazie cyklu menstruacyjnego.  

Zastosowanie dwóch metod oceny ekspresji białka DFF45 pozwoliło w 

pierwszym etapie badania na jego immunohistochemiczną lokalizację w badanych 

tkankach, a następnie na półilościową ocenę ekspresji metodą Western-blot.  

 Uzyskane wyniki wydają się potwierdzać rezultaty innych badań przedstawiające 

znaczny wzrost indeksu apoptotycznego komórek endometrium sekrecyjnego 

[49;89;94].  

Białko DFF45 jest kluczowym białkiem w procesie przekazywania sygnału 

apoptotycznego, jego ekspresja bezpośrednio związana jest z aktywnością białka 

DFF40 odpowiedzialnego za fragmentację DNA kończącą proces apoptozy. W 

licznych badaniach potwierdzono znaczne osłabienie apoptozy komórek ogniska 

endometriozy jajnikowej w porównaniu do endometrium zdrowych kobiet 

[89;94;202;204]. Poziom apoptozy w ognisku endometriozy jest niezależny od faz 

cyklu menstruacyjnego i w obu fazach jest niższy niż w endometrium [170].  

Do podstawowych białek uczestniczących w indukcji i regulacji apoptozy zalicza 

się: białko Fas oraz FasL receptorowego szlaku apoptozy oraz białka bcl-2 i bax 

mitochondrialnego szlaku apoptozy [86;205;206;207;208]. Wykazano, że u kobiet z 

endometriozą źródłem obecnego w płynie otrzewnowym sFasL są nie tylko 

makrofagi [204;207], lecz także komórki ognisk endometriozy [209]. Potwierdzono, 

że komórki endometrialne obecne w ogniskach endometriozy charakteryzują się 

wyższą błonową ekspresją FasL w porównaniu do komórek prawidłowego 

endometrium [210], a w następstwie działania metaloproteinaz, których stężenie w 

płynie otrzewnowym kobiet z endometriozą jest podwyższone [211;212], powstaje 

sFasL wydzielany do płynu otrzewnowego [49]. 

Białko Fas podlega ekspresji w błonie komórek endometrium w trakcie całego 

cyklu menstruacyjnego [208;210;213]. Badania z zastosowaniem mikroskopu 

elektronowego wykazały, że w fazie proliferacyjnej białka Fas i FasL są 

zlokalizowane w aparacie Golgiego i wakuolach cytoplazmatycznych komórek 
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endometrialnych, co zapobiega ich wzajemnej interakcji i przypadkowej indukcji 

apoptozy [208;214]. W fazie sekrecyjnej białka te zostają wbudowane do błony 

komórek endometrium [208;214]. Indukcja apoptozy może zachodzić w wyniku 

połączenia białka Fas znajdującego się na komórce endometrium z FasL komórki 

układu immunologicznego, jak również komórki endometrialne w wyniku błonowej 

koekspresji Fas i FasL mogą wzajemnie regulować swoją proliferację i apoptozę 

[215]. 

Białko bcl-2 jest jednym z najlepiej poznanych inhibitorów mitochondrialnego 

szlaku apoptozy [216;217], a jego ekspresję potwierdzono zarówno w komórkach 

gruczołowych jak i zrębu endometrium [213]. Ekspresja białka bcl-2 w endometrium 

zdrowych kobiet podlega cyklicznym zmianom, osiągając szczyt w fazie 

proliferacyjnej, w której apoptoza komórek endometrium jest ograniczona [213]. 

Białko bax, przeciwnie do bcl-2, wykazuje właściwości proapoptotyczne. Według 

Tao i współpracowników ekspresja białka bax w endometrium również ulega 

cyklicznym zmianom osiągając maksimum w fazie sekrecyjnej, kiedy to obserwuje 

się nasilenie apoptozy komórek endometrium [88], natomiast McLaren ze 

współpracownikami postulują, że ta ekspresja w komórkach endometrium jest stała i 

niezależna od fazy cyklu menstruacyjnego [87]. 

Poprzez wysoką ekspresję na swojej powierzchni FasL i wydzielanie sFasL do 

płynu otrzewnowego komórki ognisk endometriozy prawdopodobnie mogą obronić 

się przed zniszczeniem przez komórki układu immunologicznego. Prawidłowe 

oddziaływania Fas - FasL odgrywa bowiem zasadniczą rolę w utrzymaniu 

prawidłowej homeostazy tkankowej, równocześnie wykazano, że zaburzenia w 

ekspresji tych białek mogą ułatwiać ucieczkę komórek spod wpływu układu 

immunologicznego (immune escape) [218]. Wysoka ekspresja FasL obserwowana w 

takich tkankach jak jądro, rogówka, czy łożysko, poprzez indukcję apoptozy Fas-

dodatnich komórek układu immunologicznego zapewnia uprzywilejowanie 

immunologiczne tych tkanek [219;220;221]. Ekspresja przez komórki w ogniskach 

endometriozy FasL prawdopodobnie chroni je przed zniszczeniem przez limfocyty T 

[202]. Wykazano, ze w obecności makrofagów komórki endometriotyczne 

zwiększają ekspresję FasL [94].  

W endometrium potwierdzono występowanie kilku rodzajów komórek układu 

immunologicznego jak: eozynofile, neutrofile, limfocyty T, limfocyty B, komórki 

tuczne, makrofagi oraz limfocyty NK [212]. Populacja leukocytów w endometrium 
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dynamicznie się zmienia, a fluktuacja w liczbie komórek jest konsekwencją ich 

migracji z naczyń krwionośnych, tkankowej proliferacji oraz apoptozy [222]. 

Endometrialna populacja eozynofilów i neutrofili jest stała. Limfocyty B i T, których 

podstawowym zadaniem jest utrzymywanie tolerancji immunologicznej podczas 

implantacji, a następnie w ciąży, również w niewielkim stopniu wpływają na 

remodeling endometrium w trakcie cyklu miesiączkowego. Komórkami, które biorą 

aktywny udział w selektywnym indukowaniu apoptozy w endometrium, są makrofagi 

i komórki NK [212]. W endometrium sekrecyjnym stwierdzono większą liczbę 

komórek NK w porównaniu do endometrium proliferacyjnego [212;222;223;224]. 

Makrofagi stanowią do 15% populacji leukocytów w endometrium [212]. Wicherek i 

współpracownicy nie stwierdzili zmian w liczbie i aktywności endometrialnych 

makrofagów w zależności od fazy cyklu menstruacyjnego [224], jednakże Rieger i 

współpracownicy wykazali zwiększoną liczbę makrofagów w endometrium 

sekrecyjnym w porównaniu do endometrium proliferacyjnego, choć różnica nie była 

statystycznie istotna [225]. W badaniach przeprowadzonych przez Salomona i 

Wolleya wykazano natomiast znamienny wzrost liczby makrofagów w fazie 

sekrecyjnej endometrium [226]. Należy podkreślić, że endometrium w fazie 

proliferacyjnej charakteryzuje się niższym indeksem apoptozy* w porównaniu do 

fazy sekrecyjnej [49], tak więc nasilenie apoptozy w endometrium następuje wraz z 

wzrostem liczby komórek NK i makrofagów w fazie sekrecyjnej cyklu 

menstruacyjnego.  

Makrofagi obecne w płynie otrzewnowym charakteryzują się wysoką ekspresją 

białka bcl-2, co prawdopodobnie pozwala im przetrwać w skrajnie niekorzystnym 

środowisku o wysokim stężeniu białek indukujących apoptozę, ale być może 

upośledza ich funkcję. 

Wraz z rozpoczęciem fazy sekrecyjnej w endometrium następuje rekrutacja 

limfocytów (w tym głównie komórek NK). Stanowią one około 90% komórek 

cytotoksycznych obecnych w endometrium w fazie sekrecyjnej. Charakteryzują się 

obecnością w ziarnistościach komórkowych Granzym B i perforym, dodatkowo 

różnicującą je cechą od obwodowych komórek NK jest brak antygenu CD16 

kluczowego dla reakcji cytotoksycznej zależnej od przeciwciał (ADCC antibody 

dependent cell cytotoxity).  

                                                 
* indeks apoptozy – iloraz liczby komórek, które uległy apoptozie do całkowitej liczby komórek w 
badanym fragmencie tkankowym. 
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Jako jeden z możliwych mechanizmów ochrony przed apoptozą przyjęto fakt 

zwiększonej ekspresji białka bcl-2 w komórkach ognisk endometriozy, podobnie jak 

ma to miejsce w makrofagach płynu otrzewnowego kobiet z endometriozą. 

Antyapoptotyczne białko bcl-2 szlaku mitochondrialnego poprzez hamowanie 

aktywacji kaspazy-8 może blokować receptorowy szlak indukcji apoptozy. Należy 

jednak uwzględnić fakt, że w wyniku indukcji białka Fas sygnał proapoptotyczny 

może zostać przekazany poprzez rekrutację białka RIP i aktywację kaspazy-2 

[118;119] oraz niezależną aktywację kinazy Jun [120;121]. Równocześnie w 

przypadku białaczki limfatycznej i chłoniaków nie-Hoadkinowskich stwierdzono brak 

związku pomiędzy ekspresją białka bcl-2 a podatnością na apoptozę indukowaną 

drogą receptorową za pomocą TNFα, sugerując inny mechanizm oporności na 

apoptozę tych komórek [227]. Tak więc hamowanie receptorowego szlaku apoptozy 

przez białko bcl-2 regulujące przede wszystkim mitochondrialny szlak apoptozy 

szczególnie w środowisku o dużym stężeniu induktorów apoptozy może okazać się 

mało efektywne.  

Aktywacja błonowego receptora Fas ostatecznie doprowadza do aktywacji białka 

DFF40 ale istnieją mechanizmy aktywacji DFF40 z pominięciem receptorów 

błonowych oraz związanych z nimi cytoplazmatycznych molekuł śmierci. Granzym B 

obecny w cytoplazmatycznych ziarnistościach komórek NK może bezpośrednio z 

pominięciem kaskady kaspaz aktywować kompleks DFF40/DFF45, indukując 

apoptozę komórek docelowych [228]. 

 Tak więc poprzez niską ekspresję białka DFF45 komórki w ogniskach 
endometriozy nie tylko stają się oporne na receptorową indukcję apoptozy 
(resistant to apoptosis) i mogą proliferować w środowisku płynu jamy 
otrzewnowej o silnych właściwościach indukcji receptorowego szlaku 
apoptozy, lecz równocześnie wykorzystują tę zdolność do atakowania 
komórek układu immunologicznego poprzez wysoką błonową ekspresję FasL i 
wydzielanie sFasL (Fas counter-attac) [202;209]. 

W świetle doniesień klinicznych mówiących, że obniżony poziom ekspresji białka 

DFF45 koreluje z gorszymi wynikami leczenia raka przełyku i okrężnicy 

przeanalizowano również związek pomiędzy ekspresją białka DFF45 a stopniem 

nasilenia endometriozy ocenianej śródoperacyjnie według skali RCE. Dmowski 

współpracownicy zaobserwowali, że indeks apoptozy komórek endometrialnych u 

kobiet z III i IV stopniem endometriozy był niższy niż u kobiet, u których 
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śródoperacyjnie rozpoznano I lub II stopień endometriozy według kryteriów RCE, 

choć różnica nie była istotna statystycznie [7]. Również Garcia-Velasco i 

współpracownicy obserwowali wyższe stężenia sFasL w płynie otrzewnowym kobiet 

z zaawansowaną endometriozą w porównaniu do pacjentek z minimalnym i 

umiarkowanym stopiem endometriozy [94]. W analizowanym materiale klinicznym 

wykazano związek pomiędzy ocenianym śródoperacyjnie stopniem endometriozy, a 

ekspresją białka DFF45 przez komórki z ognisk endometriozy. Wraz ze wzrostem 

stopnia endometriozy obserwowano zmniejszenie ekspresji białka DFF45 w 

komórkach endometriotycznych. Prawdopodobnie niska ekspresja białka DFF45 

wraz ze zwiększeniem stężenia sFasL w płynie otrzewnowym lepiej chroni komórki 

endometriotyczne przed atakiem układu immunologicznego, co pozwala na rozrost 

ogniska endometriotycznego i niestety, predysponuje do rozwoju zaawansowanej 

endometriozy. 

Na podstawie licznych badań epidemiologicznych przeprowadzonych w latach 

80. i 90. poprzedniego stulecia stwierdzono, że krótkie cykle, długie i obfite 

krwawienia miesiączkowe oraz wcześniejszy wiek wystąpienia pierwszej miesiączki 

zwiększają ryzyko wystąpienia endometriozy [229;230;231]. W przedstawionym 

badaniu kobiety z endometriozą nie różnią się w sposób statystycznie istotny pod 

względem wymienionych cech klinicznych. Wyniki badań klinicznych 

przeprowadzonych w ostatnich pięciu latach stwierdzają, że kobiety z rozpoznaną 

endometriozą nie różnią się statystycznie istotnie pod względem długości, 

regularności cykli menstruacyjnych, czasu trwania i nasilenia krwawień 

miesięcznych oraz wieku menarche od kobiet zdrowych [232;233;234]. Sprzeczność 

wyników tłumaczona jest nieścisłościami w kwalifikacji pacjentek w poszczególnych 

pracach badawczych. Obecnie złotym standardem rozpoznawania endometriozy jest 

śródoperacyjne uwidocznienie ognisk endometriozy drogą laparoskopii 

(wymagającym w niektórych przypadkach weryfikacji histopatologicznej), natomiast 

w badaniach wcześniejszych stosowano różne metody rozpoznawania endometriozy 

i kwalifikacji pacjentek, co najprawdopodobniej przyczyniło się do uzyskania 

odmiennych wyników.  

Nie wykazano różnic w wieku pacjentek z rozpoznaną endometriozą w 

porównaniu z grupą pacjentek bez endometriozy, u których głównym wskazaniem 

do interwencji chirurgicznej był mięśniakowaty rozrost macicy. Średni wiek kobiet, w 

którym wykonywane zostały zabiegi operacyjne, wynosił w przypadku pacjentek z 
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endometriozą 41 lat a u pozostałych kobiet 43 lata. Obserwacja ta jest zgodna z 

badaniami Vebiliego i współautorów, którzy ocenili, że zarówno chirurgiczna 

interwencja z powodu objawów klinicznych endometriozy jak i operacyjne leczenie 

rozrostów mięśniakowatych narządu rodnego jest najczęściej wykonywana u kobiet 

pomiędzy 40. a 44. rokiem życia [235]. Badania epidemiologiczne potwierdzają 

również częste występowanie mięśniaków macicy u kobiet cierpiących na 

endometriozę, lecz nie diagnozowanych z powodu niepłodności [232]. 
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6. Wnioski 
Zależne od cyklu menstruacyjnego zmiany ekspresji białka DFF45 w 

endometrium zdrowych kobiet korespondują ze zmianami aktywności innych białek 

kluczowych dla indukcji i regulacji apoptozy. Cykliczne zmiany nasilenia apoptozy w 

komórkach endometrium zdrowych kobiet wymagają prawidłowej, funkcjonalnie 

zmiennej, ekspresji białka DFF45. W komórkach z ognisk endometriozy, które nie 

wykazują charakterystycznych dla endometrium zdrowych kobiet cyklicznych zmian 

w procesach apoptozy, ekspresja białek indukujących i regulujących apoptozę w tym 

badanego DFF45 traci zależność od fazy cyklu menstruacyjnego. Co więcej, 

ekspresja białka DFF45 w komórkach endometriotycznych jest znacznie niższa niż 

w endometrium zdrowych kobiet. Prawdopodobnie poprzez zmniejszoną ekspresję 

białka DFF45 komórki endometriotyczne mogą przerwać receptorowy oraz 

mitochondrialny szlak indukcji apoptozy, jak również unikać proapoptotycznego 

efektu działania Granzymu B. Zmniejszenie ekspresji białka DFF45 i cykliczność tej 

ekspresji prawdopodobnie odgrywa rolę w mechanizmie oporności komórek 

endometriotycznych na apoptozę. 
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7. Streszczenie 
 

WSTĘP 

Endometrioza jest to występowanie tkanki endometrium poza jamą macicy. 

Szacuje się, że 10%-15% ogólnej populacji kobiet cierpi z powodu endometriozy, 

która ze względu na dolegliwości bólowe znacznie obniża jakość życia i często jest 

przyczyną niepłodności. Pomimo wielu badań etiologia powstawania ognisk 

endometriotycznych, które najczęściej lokalizują się w jajnikach, nie została 

jednoznacznie wyjaśniona. Wykazano natomiast, że endometrium zdrowych kobiet 

ulega cyklicznym zmianom histologicznym i funkcjonalnym. Znamiennie większy 

indeks apoptozy komórek endometrium stwierdzono w fazie sekrecyjnej w 

porównaniu do fazy proliferacyjnej. W ogniskach endometriozy jajnikowej nie 

stwierdzono zależnych od fazy cyklu miesiączkowego różnic w liczbie komórek 

ulegających apoptozie. Tak więc zaburzenia w mechanizmach apoptozy mogą 

odgrywać istotną rolę w etiopatogenezie endometriozy. 

Apoptoza jest procesem wieloetapowym prowadzącym do śmierci komórki. 

Szczególne nasilenie procesów apoptotycznych obserwuje się w trakcie owulacji, 

okresu płodowego oraz w układzie immunologicznym dorosłych ssaków. 

Stwierdzono, że zaburzenia apoptozy leżą u podstaw powstawania chorób 

autoimmunologicznych i nowotworowych. Indukcja apoptozy może się rozpocząć 

poprzez aktywację receptorów błonowych komórki z rodziny TNF (Fas/FasL), jak 

również brać początek od zmian występujących w mitochondriach. W wyniku 

pobudzenia domen śmierci zależnych od Fas następuje aktywacja kaskady kaspaz, 

z których ostatnia – kaspaza-3 – aktywuje kompleks DFF40/DFF45, co w końcowym 

efekcie prowadzi do degradacji DNA jądrowego. 

DFF (DNA Fragmentation Factor) jest czynnikiem fragmentacji kwasu 

dezoksyrybonukleinowego obecnym w jądrze komórkowym. Fragmentacja DNA jest 

końcowym etapem apoptozy. DFF to dimer zbudowanym z cząsteczki o masie 40 

kDa (DFF40), o aktywności nukleazy, oraz białka o masie 45 kDa (DFF45) 

będącego inhibitorem dla DFF40. DFF45 stanowi substrat dla kaspazy – 3. Aktywna 

forma DFF40 może powstać tylko w obecności DFF45. Udział DFF45 w procesach 

apoptozy został potwierdzony zarówno in vitro jak i w badaniach klinicznych. W 

warunkach in vitro wyhodowano linię komórkową mysich tymocytów, które 
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charakteryzował brak ekspresji DFF45, komórki te nie ulegały apoptozie, w 

porównaniu z tymocytami prawidłowymi. Pacjentów leczonych z powodu raka 

przełyku oraz raka okrężnicy, których komórki raka cechował zmniejszony poziom 

ekspresji DFF45, charakteryzował cięższy przebieg kliniczny i gorsze rokowanie, co 

do przeżycia. 

 

CEL PRACY 

Ocena ekspresji białka DFF45, jako ogniwa kaskady przekazywania sygnału 

proapoptotycznego oraz próba przedstawienia jego funkcji i znaczenia w 

etiopatogenezie endometriozy jajnika. 

 

MATERIAŁ I METODY 

W badaniu uczestniczyło 88 pacjentek zakwalifikowanych do rutynowych 

zabiegów laparoskopowych i hysteroskopowych, jak również laparotomii, z powodu 

mięśniaków macicy oraz zespołu bólowego miednicy mniejszej. Śródoperacyjnie 

oceniano zaawansowanie endometriozy według punktowej Zrewidowanej 

Klasyfikacji Endometriozy (RCE) Amerykańskiego Towarzystwa Płodności i na tej 

podstawie do 1. stopnia według RCE zakwalifikowano 3 pacjentki ; 2. stopień RCE – 

6 pacjentek; 3. stopień według RCE – 6 pacjentek i 4. stopień według RCE również 

6 pacjentek. U osób włączanych do badania nie stosowano leczenia hormonalnego 

przez ostatnie 6 miesięcy. Z badania wyłączono ciężarne oraz pacjentki z chorobami 

nowotworowymi. 

W losowo wybranych 50 próbkach tkankowych (endometrioza n=10; 

endometrium proliferacyjne n=10; endometrium sekrecyjne n=10; jajnik I faza cyklu 

n=10 oraz jajnik II faza cyklu n=10) metodą imunohistochemiczną zlokalizowano 

komórki DFF45-pozytywne. Względną ilość białka DFF45 oceniono metodą 

Western-blot w 126 próbkach tkankowych (endometrioza n=26; endometrium 

proliferacyjne n=31; endometrium sekrecyjne n=28; jajnik I faza cyklu 

menstruacyjnego n=19 oraz jajnik II faza cyklu menstruacyjnego n=23).  

Analizy statystycznej dokonano przy pomocy pakietu Statistica 7.0 (firma 

StatSoft) przyjmując za poziom istotności statystycznej wartość p<0,05. 
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WYNIKI 

W analizowanym materiale klinicznym potwierdzono ekspresję białka DFF45 

metodą immunohistochemiczną i Western blot we wszystkich badanych tkankach. 

Stwierdzono statystycznie niższą ekspresję białka DFF45 w endometrium 

proliferacyjnym w porównaniu z endometrium sekrecyjnym, jak również stwierdzono 

statystycznie niższą ekspresję białka DFF45 w prawidłowej tkance jajnika w I fazie 

cyklu menstrucyjneo w porównaniu z prawidłową tkanką jajnika w II fazie cyklu 

menstruacyjnego. W endometriozie jajnikowej ekspresja białka DFF45 była 

najniższa w porównaniu z endometrium w I i II fazie cyklu jak również w porównaniu 

ze zdrową tkanką jajnikową w I i II fazie cyklu oraz nie wykazywała zmian w 

zależności od fazy cyklu menstruacyjnego. Wykazano silną, statystycznie istotną, 

ujemną korelację pomiędzy poziomem białka DFF45 w ogniskach endometriozy a 

stopniem nasilenia zmian endometriotycznych ocenianych śródoperacyjnie w skali 

RCE. 

 

WNIOSKI 

Zarówno w prawidłowej tkance jajnikowej, jak również w endometrium 

stwierdzono funkcjonalne zmiany ekspresji DFF45. Nie stwierdzono istotnych różnic 

w ekspresji białka DFF45 w ogniskach endometriozy jajnika w zależności od 

funkcjonalnej fazy cyklu menstruacyjnego. Tak więc tkanka endometriotyczna nie 

tylko obniża ekspresję białka DFF45, co może ułatwiać jej przeżycie w 

patologicznym dla siebie środowisku i ucieczkę spod mechanizmów 

immunologicznej kontroli, lecz traci również wrażliwość na stany funkcjonalne 

narządu rodnego.  
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8. Abstrakt 
 

INTRODUCTION 

Endometriosis is defined as endometrial tissue in ectopic localisation i.e. outside 

cavity of uterus. It is considered to be the most common benign gynaecological 

problem affecting up to 10%-15% women in general population involving mostly 

ovaries. Endometriosis influences negatively life quality and is the main cause of 

women's infertility. Although many research have been done to discover the 

pathology of endometriosis it still remains an unsolved phenomenon. Endometrium 

of healthy women undergoes histological and functional changes according to 

menstrual cycle.  Many studies comfirmed the increase in apoptosis of endometrial 

cell was noticed in secretory compared to proliferative phase of menstrual cycle. In 

endometriosis however no significant differences in apoptotic index of endometrial 

cells according to menstrual cycle were identyfied. 

Apoptosis is a multi-step process resulting in cell death essential for tissue 

development and homeostasis. Alternation in apoptosis often results in auto-immune 

diseases and neoplasia development.  Two major apoptotic pathways were 

identified: death-receptor pathway and mitochondrial pathway. Multiple apoptotoic 

stimuli including Fas ligand, Tumor Necrosis Factor or ionizing radiation enable 

death-receptor or mitochondrial pathway proteases called caspases resulting in 

activation of DFF40/DFF45 complex. 

DFF - DNA Fragmentation factor - complex exists in cell nucleus as a dimer 

composed of DFF40 (CAD) and DFF45 (ICAD-L). DFF45 acts as a substrate for 

caspase-3 and after cleavage active form of DFF40 is released proceeding with 

DNA fragmentation (DNA laddering). DFF45 does not act simply as a chaperon or 

inhibitor for DFF40. The presence of DFF45 is required for proper folding of DFF40 

to obtain an active protein. DFF40 synthesised in the absence of DFF45 is a 

completely inactive molecule. Furthermore most cells have a stechiometric 1:1 ratio 

of DFF40 and DFF45. In vitro studies revealed that mouse thymocytes negative for 

DFF45 were more resistant to apoptosis that thymocytes obtain from control group. 

Clinical research showed that patient suffering from oesophagus and colonic cancer 

had very poor prognosis if canceromatosus tissue express DFF45 at low level. 
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SUBJECT OF THE STUDY 

The aim of the study was to evaluate DFF45 molecule as a last factor in 

apoptosis chain and present its role in pathogenesis of endometriosis. 

 

MATERIAL AND METHOODS 

88 women who underwent standard surgery procedures were included to the 

study. Endometriosis was diagnosed in 26 patients and 62 women were operated for 

benign gynaecological problems. Pregnant women and patients with neoplastic 

disease were excluded from the study. Stage of endometriosis was assessed during 

surgery according to Revised Classification of Endometriosis (RCE).  No hormonal 

treatment was introduced to the participants during the past 6 months. 

Immunohistochemical analysis was performed on 50 random chosen parraffin-

embaded tissues (ovarian endometriosis n=10; proliferative endometrium n=10; 

secrtetory endometrium endometrium n=10; normal ovarian tissue in the 1st phase 

of menstrual cycle n=10 and normal ovarian tissue in the 2nd phase of menstrual 

cycle n=10) by Envsion methood and DACO Autostainer using specyfic policlonal 

rabbit antybadies. Than Western-blot analisis was performed on 127 tissie species 

for evalutaion of the DFF45 expression.   

All calculations were made using Statistica v. 7.0 software and p<0.05 was 

considered to be statistically significant value.  

 

RESULTS 

DFF45 expression was confirmed in all tissue samples using both methods: 

immunihistochemystry and Western blot. In endometriotic foci expression of DFF45 

was decreased compared to the eutopic endometrium in proliferative and secretory 

phase of menstrual cycle and the difference was statistically significant. DFF45 

expression was significantly higher in normal ovarian tissue compared to ovarian 

endometriosis. The increased DFF45 expression was detected in the 2nd phase of 

menstrual cycle subsequently in endometrium and in normal ovarian tissue. No 

changes in DFF expression according to menstrual cycle were observed in ovarian 

endometriomas.  

Negative correlation between expression of DFF45 and stage of endometriosis 

(according to RCE) was confirmed. 
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Indeks skrótów  
 
17β-HSD-2 - dehydrogenaza 17-β-hydroksysteroidów typ 2 

ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxity) – cytotoksyczność komórkowa zależna od 

przeciwciał 

AFS (American Fertility Socjety) – Amerykańskie Towarzystwo Płodności 

AIF (Apoptosis Inducing Factor) – czynnik indukujący apotozę 

Apaf-1 (protease-activating factor) – czynnik aktywacji proteaz 

CAD (Caspase Acivated DNase) – DNaza aktywowane kaspazą; synonim DFF40  

CARD (CAspase Recruitment Domain) – domena rekrutująca kaspaz 

c-IAP (cellular Inhibitors of Apoptosis) – komórkowy inhibitor apoptozy, wyróżniono typ 1 i typ 2 

CTL (Cytotoxic T Lymphocytes) - limfocyty cytotoksyczne T 

dATP – kwas diadenozyno-trójfosforanowy 

DAXX (death domain associated protein) – białka związane z domenami śmierci 

DD (Death Dmain) – domeny śmierci 

DED (Death Executive Domain) – wykonawcza domena śmierci 

DFF35 (DNase Fragmentation Factor) - czynnik fragmentacji DNA o masie cząsteczkowej 35kDa 

DFF40 (DNase Fragmentation Factor) - czynnik fragmentacji DNA o masie cząsteczkowej 40kDa 

DFF45 (DNase Fragmentation Factor) - czynnik fragmentacji DNA o masie cząsteczkowej 45kDa 

DISC (Death Initaded Signalling Complex) – kompleks sygnałowy inicjujący śmierć komórki 

DNA (Deoxynucleoic Acid) – kwas dezoksyrybonukleinowy 

DR (Death Receptor) – receptor śmierci 
E1 – estron 

E2 – estriol 

EndoG (Endonuclease G) – endonukleaza G 

ER (Endoreticulum) – retikukum cytoplazmatyczne 

FADD (Fas Associated Death Domain) - domeny śmierci związane z Fas; synonim MORT1 

Fas – błonowy receptor dla czynników z rodziny TNF; synomimy CD95; APO-1 

FasL (Fas Ligand) – ligand białka Fas 

FLICE (FADD-like interleukine-1β-convering enzyme) – kaspaza-8 

FLIP – (FLICE-inhibitory proteins) – białka hamujące kaspazę-8; należą tu: forma pełnowymiarowa 

FLIP(L) i forma krótka FLIP(S) 

FSH (Follicle-Stimulating Hormone) - folikulostymulina 

GF (Growth Factor) – czynnik wzrostu 

GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) - gonadoliberyna 

IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) – białka inhibitory apoptozy 

ICAD-L (Inhibitor of Caspase Acivated DNase - Long) – patrz DFF45 

ICAD-S – (Ihibitor of Caspase Acivated DNase - Short) - patrz DFF35 

Ik-B (Ik-B, inhibitory subunit of NF-kB) - podjednostka hamująca NF-kB 

IKK (IkB Kinase) – kinaza podjednostki hamującej NF-kB 
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IUD (Intrauterine Device) – wkładka wewnątzmaciczna 

IUD(L) (Intrauterine Device with Levonogestrel) - wkładka wenątrzmaciczna uwalniająca 

lewonogestrel 

LH (Luteinizing Hormone) - luteotropina 

LTα (lymphotoxin α) - limfotoksyna α 

memTNF (membrane TNF) czynnik martwicy nowotworu związany z błoną komórkową 

MMP (Metaloprotenases) - metaloproteinazy 

MPX (Medroxyprogesterone) – medroksyprogesteron 

NF-kB (Nuclear Factor kappa B) – jądrowy czynnik kappa B 

NGF-R (Nerve Growth Factor Receptor) – receptor dla czynnika wzrostu nerwów 

NK (Natural Killers) – limfocyty NK 

NSAIDs (NonSteroidal Antyinflamatory Drugs) - niesteroidowe leki przeciwzapalne 

OC (Oral Contraseption) – antykoncepcja doustna 

PLAD (Preligand Binding Assembley Dmains) – połączenie domen TNF-R tworzące preligand 

PR (Progesterone Receptor) – receptor progesteronowi; wyróżniono formę A i B 

RCE (Revised Classification of Endometriosis) – zrewidowana klasyfikacja endometriozy 

RIP (Receptor Interacting Protein) – białko oddziałujące z receptorem 

RNA (Rybonucleotid Acid) – kwas rybonukleinowy 

ROS (Reactive Oxygen Species) – reaktywne formy tlenu 

sFasL (soluble Fas Ligand) – rozpuszczalna forma ligandu dla białka Fas 

SODD (Silencer of Deadth Domains) – inaktywator domen śmierci 

sTNF (soluble TNF) – rozpuszczalna forma czynnika martwicy nowotworu 

TACE (TNF Alfa Converin Enzyme) - enzym konwertujący czynnik martwicy nowotworu α 

TNFα (Tumor Necrosis Factor α) – czynnik martwicy nowotworu α 

TNF-R (Tumor Necrosis Factor Receptor) – receptor czynnika martwicy nowotworu 

TRADD (TNFα Receptor Associated Death Domain) – domena śmierci związana z TNFα 

TRAF2 (TNFα Receptor Associated Factor 2) – białko adapterowe drugiego tupu związane z TNFα 

UPR (Unfolded Protein Resonse) – odowiedż przystosowawcza endoretikuum na syntezę 

nieprawidłowych białek (np. β-Amyloidu) 

USG-TV (Transvaginal Ultrasound) - przezpochwowe badanie ultrasonograficzne. 

VDAC (voltage-dependent anion channel) – zależne od potencjału kanały obecne w błonach 

mitochondrialnych. 
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Spis rycin 
 
 

Rycina 1 Torbiel endometrialna jajnika lewego (TEJL). str. 8 
Rycina 2 Ognisko endometriozy (OE) otrzewnej ściennej. str. 8 

Rycina 3 Endometrioza jajnikowa - preparat histopatologiczny (powiększenie x40). str. 8 

Rycina 4 Endometrium sekrecyjne - preparat histopatologiczny (powiększenie x40). 
 

str. 8 

Rycina 5 Schemat postępowania terapeutycznego u kobiet z endometriozą. NSAIDs-
niesteroidowe leki przeciwzapalne; OC-doustna antykoncepcja 
dwuskładnikowa; MPX-medroksyprogesteron w iniekcji; IUD(L)-wkładka 
domaciczna uwalniająca lewonogestrel; GnRH-gonadoliberyna. 

str. 10 

Rycina 6 Charakterystyka badanej grupy kobiet pod względem rozpoznania 
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Lp. Nr 
protokołu 

Wiek 
(lata) 

Wiek 
menarche 

(lata) 

Długość 
cyklu (dni) 

Regularność 
cyklu 

Długość 
miesiączki 

(dni) 

Nasilenie 
krwawienia 
miesiączko

wego 

Dolegliwoś
ci bólowe w 

trakcie 
miesiączki 

Liczba 
ciąż 

Liczba 
porodów

Liczba 
poronień 

1 K-9 

Aneks 1. Charakterystyka kliniczna grupy kobiet z endometriozą (dane przedstawiono w porządku rosnącym według numerów protokołów). 

 

41 13 27 regularne 5 mierne niebolesne 0 0 0 

2 K-10 51 12 32 regularne 6 mierne niebolesne 2 2 0 
3 K-11 47 12 31 nieregularne 5 obfite bolesne 1 1 0 
4 K-12 35 14 28 regularne 6 obfite bolesne 0 0 0 
5 K-13 53 13 30 regularne 7 obfite bolesne 1 1 0 
6 K-14 33 13 31 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0 
7 K-15 40 13 26 regularne 5 obfite bolesne 0 0 0 
8 K-16 41 14 30 regularne 5 obfite bolesne 1 1 0 
9 K-20 42 12 28 regularne 6 skąpe niebolesne 2 2 0 

10 K-23 38 14 32 nieregularne 5 obfite bolesne 1 1 0 
11 K-26 49 15 28 regularne 7 obfite bolesne 2 2 0 
12 K-31 27 13 28 regularne 4 obfite bolesne 0 0 0 
13 K-32 31 12 31 regularne 6 obfite bolesne 1 1 1 
14 K-33 34 14 27 nieregularne 5 skąpe niebolesne 2 1 1 
15 K-34 36 11 30 nieregularne 6 mierne bolesne 2 2 0 
16 S-1 46 17 28 regularne 6 obfite bolesne 1 1 0 
17 S-14 47 12 30 nieregularne 5 obfite niebolesne 1 1 0 
18 S-24 46 17 30 regularne 3 skąpe bolesne 2 2 0 
19 S-30 48 14 28 regularne 6 obfite bolesne 2 2 0 
20 S-31 45 14 27 regularne 7 obfite bolesne 1 0 1 
21 S-35 43 15 28 regularne 5 mierne niebolesne 2 2 0 
22 S-36 46 12 31 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0 
23 S-37 42 14 24 regularne 4 mierne bolesne 1 1 0 
24 S-38 41 13 27 regularne 5 obfite bolesne 3 3 0 
25 S-43 48 12 28 regularne 4 mierne niebolesne 5 5 0 
26 S-48 44 12 31 regularne 5 mierne niebolesne 2 2 0 
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Aneks 2 (cz. 1). Charakterystyka kliniczna grupy kobiet bez endometriozy (dane rekordów od 1 do 30 przedstawiono w porządku rosnącym 
według numerów protokołów). Przyczyny wyłączenia z badania przedstawia tabela 1 strona 25. 

 
Nr 

protokołuLp. Wiek 
(lata) 

Wiek 
menarche 

(lata) 

Długość 
cyklu 
(dni) 

Regularność 
cyklu 

Długość 
miesiączki 

(dni) 

Nasilenie 
krwawienia 

miesiączkowego 

Dolegliwości 
bólowe w 

trakcie 
miesiączki  

Liczba 
ciąż 

Liczba 
porodów

Liczba 
poronień

1 K-1 46 14 31 regularne 3 mierne bolesne 2 1 1 
2 K-2 47 15 32 nieregularne 6 obfite niebolesne 1 1 0 
3 K-3 wyłączono z badania 
4 K-4 52 14 30 regularne 6 obfite niebolesne 3 3 0 
5 K-5 34 13 34 nieregularne 6 obfite bolesne 0 0 0 
6 K-6 46 16 24 regularne 4 obfite niebolesne 2 1 1 
7 K-7 wyłączono z badania 
8 K-8 44 12 26 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0 
9 K-17 35 14 30 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0 

10 K-18 36 12 26 nieregularne 7 obfite niebolesne 0 0 0 
11 K-19 wyłączono z badania 
12 K-21 wyłączono z badania 
13 K-22 42 12 29 nieregularne 4 obfite niebolesne 1 1 0 
14 K-24 wyłączono z badania 
15 K-25 33 13 28 nieregularne 6 mierne bolesne 0 0 0 
16 K-27 wyłączono z badania 
17 K-28 wyłączono z badania 
18 K-29 45 15 26 regularne 12 obfite niebolesne 2 1 1 
19 K-30 38 12 28 regularne 6 mierne niebolesne 2 2 0 
20 S-2 42 13 28 regularne 7 mierne niebolesne 2 2 0 
21 S-3 47 14 31 nieregularne 5 obfite niebolesne 2 2 0 
22 S-4 49 16 29 regularne 5 mierne niebolesne 6 5 1 
23 S-5 34 14 27 regularne 8 obfite bolesne 3 3 0 
24 S-6 47 14 28 regularne 5 mierne niebolesne 4 4 0 
25 S-7 46 13 30 nieregularne 7 mierne niebolesne 2 2 0 
26 S-8 49 14 28 regularne 5 obfite niebolesne 2 2 0 
27 S-9 45 15 26 regularne 4 obfite niebolesne 2 2 0 
28 S-10 41 14 28 regularne 5 mierne niebolesne 1 1 0 
29 S-11 45 15 27 regularne 4 obfite bolesne 0 0 0 
30 S-12 44 12 33 nieregularne 8 obfite bolesne 4 4 0 
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 Lp.
Nr 

protokołu
Wiek 
(lata) 

Wiek 
menarche 

(lata) 

Długość 
cyklu 
(dni) 

Regularność 
cyklu 

Długość 
miesiączki 

(dni) 

Nasilenie 
krwawienia 

miesiączkowego 

Dolegliwości 
bólowe w 

trakcie 
miesiączki  

Liczba 
ciąż 

Liczba 
porodów

Liczba 
poronień

31

Aneks 2 (cz. 2). Charakterystyka kliniczna grupy kobiet bez endometriozy (dane rekordów od 31 do 60 przedstawiono w porządku 
rosnącym według numerów protokołów). Przyczyny wyłączenia z badania przedstawia tabela 1 strona 25. 

S-13 43 14 32 nieregularne 4 mierne niebolesne 0 0 0 
32 S-15 53 13 24 nieregularne 4 mierne niebolesne 2 2 0 
33 S-16 42 13 24 nieregularne 6 obfite bolesne 4 3 1 
34 S-17 35 14 29 regularne 8 obfite bolesne 2 2 0 
35 S-18 46 15 34 nieregularne 7 mierne niebolesne 2 2 0 
36 S-19 45 13 29 regularne 3 mierne niebolesne 8 8 0 
37 S-20 43 16 30 regularne 5 mierne niebolesne 2 2 0 
38 S-21 49 16 30 regularne 3 mierne bolesne 2 2 0 
39 S-22 39 14 29 regularne 5 obfite niebolesne 3 2 1 
40 S-23 wyłączono z badania 
41 S-25 49 12 27 regularne 4 mierne niebolesne 4 4 0 
42 S-26 49 15 30 regularne 3 obfite niebolesne 3 3 0 
43 S-27 50 12 26 regularne 3 obfite niebolesne 2 2 0 
44 S-28 43 13 26 regularne 5 mierne bolesne 1 0 1 
45 S-29 38 13 31 regularne 7 obfite niebolesne 3 3 0 
46 S-32 47 15 30 nieregularne 4 obfite niebolesne 0 0 0 
47 S-33 48 12 31 regularne 6 obfite bolesne 3 2 1 
48 S-34 41 16 29 regularne 5 mierne niebolesne 1 1 0 
49 S-39 38 15 28 regularne 7 mierne bolesne 0 0 0 
50 S-40 wyłączono z badania 
51 S-41 46 14 35 nieregularne 6 obfite niebolesne 2 2 0 
52 S-42 wyłączono z badania 
53 S-44 44 14 28 nieregularne 8 obfite niebolesne 2 2 0 
54 S-45 wyłączono z badania 
55 S-46 44 14 28 regularne 7 obfite niebolesne 2 2 0 
56 S-47 wyłączono z badania 
57 S-49 49 13 28 regularne 7 obfite bolesne 2 2 0 
58 S-50 38 14 31 nieregularne 5 obfite bolesne 1 1 0 
59 S-51 43 16 28 regularne 6 obfite bolesne 1 1 0 
60 S-52 45 12 29 nieregularne 4 obfite niebolesne 1 1 0 
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Lp. 
Nr 

protokołu
Wiek 
(lata) 

Wiek 
menarche 

(lata) 

Długość 
cyklu 
(dni) 

Regularność 
cyklu 

Długość 
miesiączki 

(dni) 

Nasilenie 
krwawienia 

miesiączkowego 

Dolegliwości 
bólowe w 

trakcie 
miesiączki  

Liczba 
ciąż 

Liczba 
porodów

Liczba 
poronień

61 

Aneks 2 (cz. 3). Charakterystyka kliniczna grupy kobiet bez endometriozy (dane rekordów od 61 do 74 przedstawiono w porządku 
rosnącym według numerów protokołów). Przyczyny wyłączenia z badania przedstawia tabela 1 strona 25. 

S-53 42 12 28 regularne 6 skąpe niebolesne 2 2 0 
62 S-54 44 15 30 regularne 3 skąpe bolesne 2 2 0 
63 S-55 39 14 29 regularne 5 mierne niebolesne 2 2 0 
64 S-56 40 13 31 regularne 7 obfite bolesne 0 0 0 
65 S-57 42 12 27 nieregularne 5 skąpe niebolesne 2 2 0 
66 S-58 44 15 30 regularne 4 mierne niebolesne 2 1 1 
67 S-59 39 14 28 nieregularne 4 skąpe niebolesne 3 2 1 
68 S-60 45 16 28 regularne 3 mierne bolesne 3 3 0 
69 S-61 35 14 31 regularne 6 obfite bolesne 1 1 0 
70 S-62 36 12 27 nieregularne 5 obfite niebolesne 0 0 0 
71 S-63 45 13 32 regularne 4 skąpe niebolesne 2 2 0 
72 S-64 42 13 30 regularne 5 mierne bolesne 0 0 0 
73 S-65 42 12 29 nieregularne 4 obfite niebolesne 1 1 0 
74 S-66 53 14 27 regularne 3 mierne niebolesne 2 2 0 
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 Aneks 3 AMERYKANSKIE TOWARZYSTWO MEDYCYNY 
REPRODUKCYJENEJ 

ZREWIDOWANA KLASYFIKACJA ENDOMETRIOZY 
 

 
 
Imię i nazwisko pacjenta___________________________________                  Data_________ 
 
 
 

Laparoskopia_____  Laparotomia_____  Zdjęcie______ Stopień I   1-5 punktów 
Stopień II  6-15 punktów 
Stopień III 16-40 punktów 
Stopień IV  > 40 punktów 
 
Suma_____________________ 

Rekomendowane postępowanie___________________ 

_____________________________________________ 
 
 
 
 

 
* jeżeli zrosty zamykają całkowicie szczępki lub obejmują cały jajowód należy przyporządkować 16 punktów 
Należy odnotować makroskopowy wygląd powierzchownych ognisk endometriozy jako czerwone [(R), czerwone, czerwono-
różowe, ognisto-czerwone, podminowane pęcherzyki; płaskie pęcherzyki], białe [(W) ogniska na otrzewnej, żółto-brązowe] 
albo czarne [(B) czarne, złogi hemosyderyny, niebieskie]. Odnotuj udział procentowy każdego rodzaju zmian jako: R___%, 
W___% i B___%. Suma powinna wynosić 100%  

 
 
 
 
 
 

 
 

 
ENDOMETRIOZA <1cm 1-3cm >3cm 

           Powierzchowna 1 2 4 

O
TR

ZE
W

N
A

 

Prognoza_____________________________________ 

 

Głęboka 2 4 6 

R      Powierzchowna 1 2 4  

        Głęboka 4 16 20 

L      Powierzchowna  1 2 4 JA
JN

IK
 

 

        Głęboka 4 16 20 

Częściowe Całkowite  ZAJECIE  
ZATOKI 
DOUGLASA 4 40 

ZROSTY Obejmujące <1/3 Obejmujące 1/3 - 2/3 Obejmujące > 2/3 

R    Delikatne 1 2 4 

Silne 4 8 16 

L    Delikatne 1 2 4 JA
JN

IK
 

Silne 4 8 16 

R    Delikatne 1 2 4 

Silne 4* 8* 16 

L    Delikatne 1 2 4 

JA
JO

W
O

D
 

Silne 4* 8* 16 
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Dodatkowa patologia__________________________ 
___________________________________________ 

Dodatkowa endometrioza______________________ 
___________________________________________ 
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Aneks 4 
 PROTOKÓŁ DANYCH PACJENTA 

 
 

K/S-XX 
(numer protokołu) 

Data zabiegu: 
 
 
 

Rodzaj zabiegu: 
 
 
 

Wskazania do zabiegu: 
 
 

WYWIAD 
 
Pierwsza miesiączka w ………rż 

 
Ostatnia miesiączka……….…….(dokładna data) 

 
Cykle (w ostatnim roku) regularne/nieregularne*, trwające …………..dni. 

Skąpe, miernie nasilone, obfite*  
Miesiączki trwające …………dni. Bolesne/niebolesne* 
 
 
Rodziła ……..razy 

 
 
Ostatni poród w roku ……………. 

 
 
w tygodniu ciązy………….. 

 
 
Liczba dzieci……… 

Przebieg porodów: 
 
 

 
 
Roniła…………razy 

Ostatnie poronienie w roku………... 
 
w …………tygodniu ciąży. 

Sztuczne/samoistne* 

Leczona z powodu niepłodności 
 
TAK / NIE* 

Leczona z pow. endometriozy 
 
TAK / NIE* 

Antykoncepcja 
hormonalna  
TAK / NIE* 

Choroby przewlekłe: 
 
 
 
 
Inne zabiegi, operacje, urazy: 
 
 
 
Uwagi: 
 
 
 

 
* właściwe      ZAKREŚLIĆ 
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