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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr farm. Alicja Sztokfisz-lgnasiak

~Rola chromograniny A w patogenezie endometriozy”,
wykonane| pod kierunkiem dr hab. n. med. lzabeli R. Janiuk

Endometrioza pozostaje zagadkowq choroby. Prayjeta definicja okreéla j jako fagodna,
przewlekly, zapaing estrogenozaleing chorobe wywolang obecnoicig tkanki endometrium poza
Jamg macicy. Choroba jest tagodna, ale objawy kliniczne s§ bardro ucigiliwe. Kobiety z
endometriozy zglaszajg objawy bélowe, w tym bolesne miesiaczkowanie, dyspareunie |
przewlekfy bol w podbrzuszu, zmgczenie. Dodatkowo endometrioza obniza szanse na zajéche w
cig?e. U niektorych pacjentek endometrioza przebiega bezobjawowo. Gidwne objawy
endometriozy wywieraj gleboki negatywny wpiyw na jako$é #ycia pacjentek (Qol), interakcje
spofeczne i dobre samopoczucie seksuaine. Patogeneza endometriozy pozostaje niewyjadniona i
leczenie mode by tylko objawowe. Z punktu klinicznego, skuteczne leczenie powinno zaczynad sie
od zajgcia sig tymi podstawowymi objawami - bélem | nieplodnodcia — poprzez leczenie
dostosowane do wieku kazde| pacjentki, rezerwy jajnikowej i celow prokreacyjmych. MNajwigkszym
wyzwaniem a jednoczesnie najbardziej fascynujgcym zadaniem jest poznanie biologii ognisk
endometriozy. Pezwoli to na zidentyfikowanie gldwnych szlakéw molekularnych regulujacych
procesy w ogniskach endometrialnych: zrozumienie, czym jest ta choroba | opracowanie leczenia
PrIyczynowego.

W te tematyke badawczg wpisuje sie praca doktorska mgr Alicji Sztokfisz-lgnasiak ,Rola
chromograniny A w patogenezie endometriozy” wykonana pod kierunkiem dr hab. n. med.
lzabeli R. Janiuk. Z obowigzku recenzenta musze rwrocié uwage, te tak sformutowany tytul niezbyt
dobrze oddaje zakres przeprowadzonych badad. Patogeneza to opis mechanizmdéw, za pomoca
ktérych badamy czynnik wywoluje chorobe | wplywa na jej rozwdj. Wymaga to pokazania
funkcjonalnej roli chromograniny A i jej bioaktywnych peptyddw w endometriozie. Poznanie roli
chromograniny A w patogenezie endometriozy to temat na kontynuacje badan przez Doktorantke



na kolejne lata kariery naukowej. Tytuly Ekspresia chromograniny A w ogniskach endormetriozy lub
Chromogranina A i jej bioaktywne frogmenty peptydowe jake potencialne markery w
endometriozie w mojej opinil zdecydowanie lepiej charakteryzujg prace.

Przedstawiona do recenzjl praca liczy 91 stron | ma typowg strukture. Prace otwierajy:
wykaz uiywanych skrotow streszczenia w jezyku polskim | angielskim oraz rozdziaty — 1. Wstep, w
ktdrym doktorantka przedstawia przeglgd piémiennictwa, 2. Zatozenia | cele, 3. Materiaby |
metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Podsumowanie | wnioski oraz Plémiennictwo (188 pozycji).
W pracy jest 31 rysunkow | 8 tabel. W przegladzie piémiennictwa doktorantka przedstawia
podstawowe informacje o endometrozie oraz o chromograninie A. W opinii recenzenta w
przeglydzie pismiennictwa informacje o epidemiologii, teoriach powstawaria endometriazy,
leczeniu, nieptodnosci naleiatoby skrdcié maksymalnie a przedstawié rozdziat o innych istotnych
czynnikach {tkankowych markerach) w ogniskach endometriozy odgrywajgcych rale w biclogli
ognisk endometriozy np. aromataza, FSHR, BDNF, receptor estrogenowy beta, receptory
progesteronowe itd. Bez tych informacji nagle pojawienie sie informadji o chromograninie A
wydaje sig nieoczywiste. Rozdzialy o chromograninie A napisane s3 poprawnie, ale jest blgd
wynikajacy prawdopodobnie z nieuwagi = chromogranina A nie jest syntezowana w jadrze.

Celami badan podjetych przez Doktorantke byly:

* immunohistochemiczna (IHC) identyfikacja CgA oraz zbadanie ekspresji genu CHGA za pomocq
taficuchowej reakcji polimerazy z analizg w crasie rzeczywistym (RT-PCR} w zmianach
endometrioidalych oraz endometrium eutopowym pobranym od zdrowych pacjentek,

* okreslenie obecnosci, steienia oraz wzajemne] korelacji CgA | produktdw jej proteolizy: CST, PST
I Vo-ll w surowicy | plynie otrzewnowym pobranych zardwno od pacjentek ze zdiagnozowang
endometriozq, jak | 2drowych, przy utyciu testdw immunoenzymatycznych ELISA,

* proba okreflenia potencjalnego mechanizmu odpowiedzialnego za ekspresje CgA za pomaocy
badan na hodowlach komérkowych.

Badania przeprowadzono w grupie 125 pacjentek hospitalizowanych w jednostkach
klinicznych dwoch warszawskich Klinik Uniwersytetu Medycznego w Warszawie. W opisach, w
catym tekscie usungtbym okreslenie: .przypadki” (nie liczba przypadkdw a liczba badanych), ,w
przypadiu” (W przypadku CST istotnie 2wigkszone stedenie tego peptydu w pordwnaniu do grupy
kontrolnej odnotowano w surowicy (p=0,0278; Rycina 22A} | w plynie otrzewnowym (p=0,0081");
Po polsku poprawnie) - W plynie otrzewnowym | surowicy odnotowano zwiekszone stezenie C5T w
grupie z endometriozq w poréwnaniu do grupy kontroing]. Proponuje nie utywac , poziom” (kalka
r anglelskiego) a ,statenie”.



W metodyce badan Doktorantka stosowata metody Imuncenzymatyczne i reakeje
odwrotne] transkrypcji fancuchowej, reakcje polimerazy z analizg w czasie reeczywistym i
hodowly komdrkowsg.

Przedstawiajac badania immunohistochemiczne naledy nie tylko naplisaé, te sprawdzong
reakcjg w tkance o znanej ekspresji chromograniny A | tkance 2 brakiem ekspresji, ale prredstawié
wiynik. W opinii recenzenta w przygotowaniu pracy do druku nalezaloby uzupeinié badania np. o
analize, czy istnieje zaleinos ekspresji CgA, steieniem bioaktywnych produktéw a nasileniem
bdlu albo zaleinodci miedzy ekspresjg CgA a np. ekspresjy aromatazy, FSHR, BONF, neurogenezy
w ognisku. W pracy nie znalaziem jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy w endometrium
pacjentek 2 endometriozy ekspresja immuohistochemiczna fub RNA CgA jest taka sama jak w
gruple kontrolnej? Waing czeicia pracy jest analiza wynikéw badar nad ekspresjg CgA pod
wphywem cytokin prozapalnych przeprowadzone w hodowlach komdrkowych in vitro,

W dyskusji Doktorantka przestawita ewentuaing role CgA w endometriozie. Srczegding
uwage w dyskusji skoncentrowata nad wplywem wazostatyny |, wazostatyny Il , chromofunginy
(47-66), chromacyny, prochromacyny, pankreastatyny, katestatyny, serpininy oraz WE-14.
Omdwita ted znaczenie mikroérodowiska ognisk endometriotycznych.

Prace koriczy podsumowanie i wnioski:

1. W skupiskach komdrek nablonka gruczolowego thanki pobranej od pacjentek 2 endometrioza
zidentyfikowano obecnost chremograniny A, natomiast w endometrium eutopowym u pacjentek
z grupy kontrolnej biatko to wystepuje tylko w pojedynczych kamdrkach.

2. Zardwno w surowicy, jak | w plynie otrzewnowym pacjentek ze zdiagnozowan3 endometriozg
mobserwowano istotnie wyisze steienia chromograniny A oraz je) pochodnych: katestatyny |
pankreastatyny, ale nie wazostatyny Il w pordwnaniu do surowicy | plynu otrzewnowego
pobranych od pacjentek z grupy kontrolnej.

3. Nie wykazano istotnych roinic ekspresji mRNA dla genu CHGA we fragmentach torbieli
endometrialnych pobranych od pacjentek z endometriozy w pordwnaniu do endometrium
eutopowego pacjentek rdrowyech.

4. Podwyiszong ekspresje genu CHGA taobserwowano w komérkach 127 po stymulacii IL-1 oraz
w komdrkach Ishikawa po stymulacjl TNF. Obnitong ekspresje wykazano po inkubacji komdrek
Ishikawa z TGFb.

5. Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badar moina przypuszezad, te chromogranina A
moie odgrywac istotng rolg w etiopatogenezie endometriozy oraz, 2e zardwno CgA, jak | jej
pochodne obecne w plynach ustrojowych moga byé obiecujacym wskaznikiem w maloinwazyjnej
diagnostyce tej choroby oraz/lub potencjalnym celem terapeutycznym.



Doktorantka nie ustrzegta sie bardzo cresto popeinianego biedu, przedstawiajac skrdcony
opis wynikow jako wnioski - wymaga to przemyélenia i preeredagowania. Wyniki powiriny postudyé
do prredstawienia wnioskow,

Podsumowujge, stwierdzam, ie Doktorantka dysponuje dobrym warsztatem i osiggneta
stoplen dojrzatosc | samodzielnodei naukowe] uprawniajacy ja do ubiegania sle o stopier doktora,
Opisata ekspresjg CgA w ogniskach endometriotycznych | zwigkszong obecnost jej bioaktywnych
produktdw proteclizy w plynie otrzewnowym i surowicy krwi u pacjentek z endometriozy oraz
udziat czynnikow prozapalnych w regulacji ekspresji CgA. Uwazam, te przedstawiona mi do aceny
rozprawa doktorska jest nowatorskim oryginalnym osiggnieciem Autorki (mime, e wskazatem na
szereg uchybier | koniecznodc uzupelnienia wynikdw o dalsze badania) oraz spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy 2 dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wytszym i nauce {Dz. L.
2018 poz. 1668). W rwigzku z tym wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytety
Medycznego w Warszawie o dopuszczenie mgr farm, Alicji Sztokfisz-Ignasiak do dalszyech etapow
przewodu doktorskiego.



