im. Ludwika Hirszfelda
POLSKIEJ AKADEMII NAUK
LABORATORIUM IMMUNOLOGIT ROZRODU
ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw
tel. (+48) 337 11 72 wew. 358

INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSWIADCZALNEJ Mw

Wroctaw, 15.07.2025

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr farm. Alicja Sztokfisz-Ignasiak pt. Rola
chromograniny A w patogenezie endometriozy przedstawionej do obrony przed Radg
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

1. Ocena formalna

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska jest oficjalnie przestanym droga
mailowa z adresu Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego plikiem pdf,
obejmujacym 91 stron z wyodrgbnionymi rozdziatami typowymi dla prac doktorskich
przedstawianych w postaci monografii. Opracowanie zawiera 31 rycin i 8 tabel oraz
188 pozycji pisSmiennictwa. Praca jest kompletna, uklad rozdziatow jest
zrOwnowazony. Praca jest opracowana starannie, nieliczne bledy leksykalne (np.
przeciwciala prozapalne czy ekspresja genow przeciwzapalnych) nie uchybiajg
ogolnemu pozytywnemu odbiorowi pracy.
2. Ocena osiggni¢cia naukowego

Endometrioza jest choroba polegajacag na wystepowaniu komoérek blony s$luzowej
macicy — endometrium poza jama macicy. Jest to choroba przewlekla, zapalana, do tej
pory niculeczalna trwajgca przez cale zycie dotknigtej ja kobiety. Przyczyna tej
choroby nie jest znana. NajczgScie] uznaje sig, Ze wsteczna menstruacja i
przedostawania si¢ komorek blony §luzowej macicy przez jajowody do jamy
otrzewnowe]j umozliwia ich zasiedlanie i rozrost. Kontrargumentem dla tej teorii jest
fakt, Ze wsteczna menstruacja wyst¢puj¢ u bardzo wielu kobiet a endometrioza
dotyczy 10% populacji kobiet. Dlatego muszg istnie¢ inne czynniki predysponujace i
decydujace o ektopowym zasiedlaniu narzadéw przez komorki endometrium. Wsrod
nich wyrdznia si¢ predyspozycje genetyczne, warunki towarzyszace ontogenezie
komorek macicy w trakcie Zycia ptodowego i po urodzeniu dziewczynki, czynniki
immunologiczne, hormonalne, srodowiskowe 1 inne o nieznanym pochodzeniu.
Dodatkowo jest to choroba diagnostycznie trudna. Ostateczna diagnoza jest
podejmowana na podstawie wynikéw badan ultrasonograficznych 1 TK a takze oceny
histologicznej tkanek pobranych w przebiegu zabiegéw laparoskopii. Dlatego, wiele
osrodkow naunkowych podejmuje wysitki, ktore moglyby wspomdc diagnostyke i
prognozowanie endometriozy w oparciu o metody nieinwazyjne.

Badania Pani mgr Alicja Sztokfisz-Ignasiak wpisuja si¢ w ten nurt. Zwrdcenie uwagi
na biologi¢ i zmiany w fenotypie komorek endometrium ektopowego w porownaniu z
endometrium eutopowym jest jednym z wazniejszych kierunkdéw podejmowanych
badan.

Komérka endometrium ektopowego podlega wielu zmianom o wybitnie
plejotropowym charakterze. Obserwuje si¢ miedzy innymi ich zwigkszong zdolnos¢



INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSWIADCZALNEJ
im, Ludwika Hirszfelda
POLSKIEJ AKADEMII NAUK
LABORATORIUM IMMUNOLOGII ROZRODU
ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw
tel. (+48) 337 11 72 wew. 358

do proliferacji przy obnizonej wrazliwosci na apoptoze, zwigkszony potencjat
inwazyjny i zmiang ekspresji czasteczek adhezyjnych, zwigkszong sklonnosé do
przejscia epitelio-mezenchymalnego, zmiang w ekspresji receptorow dla estrogendw i
progesteronu, syntez¢ czynnikow prozapalnych i angiogennych z jednoczesng
promocja tolerancji immunologicznej i ucieczki spod kontroli immunologiczne;.

Z drugiej strony plejotropowe oddziatywanie chromograniny A i jej pochodnych
czesto zbiezne z mechanizmami wywohyjacymi zmiang fenotypu komorek
endometrium u kobiet z endometrioza byly wazng przestanka podjg¢cia badan nad
udziatem tego bialka w etiopatogenezie endometriozy. Wyjasnienie skomplikowanych
mechanizméw oddziatywania chromograniny A i jej pochodnych znajdujemy w
wyczerpujacym wstepie dysertacji doktorskiej.

Najwazniejszym osiggni¢gciem tej pracy jest wskazanie po raz pierwszy
obecnosci chromograniny A w komorkach endometrium ektopowego i zwickszonego
stezenia tego biatka i jego pochodnych w surowicy krwi i plynie otrzewnowym
pacjentek z endometrioza. Nie jest jasne, dlaczego komérki endometrium pochodzace
ze zmian endometriotycznych podejmuja i zwigkszaja syntez¢ tego biatka zachowujac
sie podobnie do komoérek podlegajacych réznicowaniu neuroendokrynnemu w tym
komérek nowotworowych. Jednak wyniki badan Pani mgr Alicja Sztokfisz-Ignasiak
wskazuja réwniez, ze obecno§¢ chromograniny A w ogniskach endometriozy moze
mie¢ znacznie nie tylko w migjscowym rozwoju tej choroby, ale réwniez w
oddzialywaniach ogolnoustrojowych przyczyniajac si¢ do zlozonego klinicznego
obrazu tej choroby. Te ostatnie s3 pochodng proteolitycznego rozklady chromograniny
A do aktywnych peptydéw o dzialanin migdzy innymi: proangiogennym,
prozapalnym, stymulujacym proliferacj¢ i zmieniajacym metabolizm komdrek.
Autorka pracy potwierdzita ich obecno$¢ zaréwno w surowicy krwi jaki i w ptynie
otrzewnowym jednocze$nie wskazujac silna korelacje pomigdzy ich st¢zeniami w obu
wskazanych kompartmentach. Ten wynik wspiera zatozenie, Ze ogniska endometriozy
sg zrodtem chromograniny A. Wyniki badan przedstawione w dysertacji wskazujg na
nowe cechy fenotypowe komdrek endometrium ektopowego i poszerzaja wachlarz
markeréw w nieinwazyjnej diagnostyce endometriozy .

Zastosowane metody do$wiadczalne zostaly odpowiednio dobrane do celéw pracy i
obejmowaly standardowe testy pozwalajace na ocen¢ ekspresji genu chromograniny A
i biatek pochodnych w tym badanie immunocytochemiczne, testy ELISA i testy RT-
qPCR. Analiza uzyskanych wynikow zostala poparta testami statystycznymi oraz
analizg ROC. Na podstawie przedstawionych wynikéw z pewnoscia mozna uznaé, ze
wszystkie zatozone cele pracy zostaly osiagnigte.

Wykazano bowiem zwigkszong obecno$¢ chromograniny A w preparatach
histologicznych endometrium ektopowego w poréwnaniu z endometrium eutopowym,
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potwierdzono obecnos¢ 1 wykazano zwigkszone st¢zenie chromograniny A i jej

pochodnych z wyjatkiem wazostatyny Il w surowicy pacjentek z endometriozg w

poréwnaniu do grupy kontrolnej, przedstawiono szereg korelacji wskazujacych na

prawdopodobne zaleznosci pomigdzy produkcjg chromograniny A przez endometrium
kobiet z endmetrioza i jej obecno$¢ w plynach ustrojowych: surowicy i plynie
otrzewnowym, zalezno§¢ pomi¢dzy intensywnoscig syntezy i1 stopniem rozwoju
endometriozy, na podstawie analizy krzywych ROC wykazano potencjalng
przydatno$¢ oznaczania chromograniny A w surowicy i plynie otrzewnowym a takze

w mniejszym stopniu pankreastatyny i katestatyny w diagnostyce endnometriozy.

Ponadto wskazano potencjalny mechanizm indukcji lub wzmocnienia ekspresji

chromograniny A w komérkach ustalonych linii komorkowych 12Z oraz Ishikawa na

podstawie wzglednej ekspresji mRNA dla tego biatka po stymulacji cytokinami
prozapalnymi.

Jednak w opisie wynikow 1 w dyskusji wystepuja uchybienia i brakuje niektorych

informacji, ktdrych sugestie zmian i uzupetnien przedstawiam ponizej:

a) badania zostaly przeprowadzone na materiale pobranym od 125 pacjentek z
endometrioza i pacjentek kontrolnych nie wykazujgcych objawdw tego schorzenia.
Badanie zostalo przeprowadzone za zgods komisji bioetycznej. Opis pacjentek
zawarty w tabeli obejmuje podstawowe informacje dotyczace wieku, indeksu
BMI, dzietnosci, nieplodnosci 1 liczby pacjentek kwalifikowanych do grup oraz
lokalizacji zmian endometriotycznych. Brakuje jednak dokladnej informacji o
kryteriach wykluczenia z badania i przyczynach interwencji chirurgicznych w
grupie pacjentek kontrolnych. Czesciowo informacje te zostaly podane w dyskusji
wynikow, jednak biorac pod uwage wystgpowanie 1 zmiany w steZeniu
chromograniny A w bardzo wielu stanach patologicznych szczegélowy opis
kryteriow kwalifikacji pacjentek jest niezbedny dla potwierdzenia zrodia
pochodzenia chromograniny A w przebiegu endometriozy.

b) w opisie wykresow nr 4,5,6,1,3,14,15,1,6 brakuje wskazania liczby pacjentek
poddanych analizie. Szczegélnie jest to istotne w przypadku analizy plynu
otrzewnowego, gdyz mozna sadzi¢, ze w grupie kontrolnej liczba pacjentek
poddanych badaniu mogta by¢ istotnie mniejsza

c) bardzo starannie dobrane reprezentatywne preparaty histologiczne wyraZnie
wskazuja tendencj¢ zmian 1 wskazujg na zwigkszona ekspresj¢ chromogreniny A
w tkance ektopowego endometrium. Jednak w opisie wynikéw badania
immunocytochemicznego brakuje analizy i opisu u ilu pacjentek wykonano
badanie i u ilu z nich obserwowano ekspresj¢ chromograniny A, ile preparatow
zostalo poddanych analizie, nie wiadomo czy 1 jak zmieniata si¢ ekspresja
chromograniny A w zaleznosci od lokalizacji 1 stopnia zaawansowania
endometriozy. Brak takiej analizy  podwaza  warto§¢  badania
immunocytochemicznego i wniosek wskazujacy, ze zrodlem podwyzszonego
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stezenia chromograniny A w surowicy 1 plynie otrzewnowym jest tkanka
endometrium ektopowego

w opisie wykresu powinno by¢ RT-qPCR zamiast RT-PCR a takze w okresleniu
wzglednej ekspresji genu brak jest informacji o kryteriach doboru genu
referencyjnego zarowno dla prob pochodzacych z endometrium jak 1 linii
komoérkowych

w pracy wykonano testy ELISA, w ktorych wykazano podwyZzszone st¢zenie
pochodnych chromograniny A w surowicy i1 plynie otrzewnowym. Cennym
uzupetnieniem badan byloby przeprowadzenie testu Western Blotting w lizatach
skrawkow tkankowych lub lizatach komorkowych z uzytych w pracy linii
komoérkowych. Badanie takie mogloby wskaza¢ czy pochodne rozpadu
chromograniny A powstaja w komorkach endometrium czy biatko to ulega
rozktadowi proteolitycznemu pozakomorkowo.

w dyskusji nad mozliwymi przyczynami zwigkszonej syntezy chromograniny A
dobrym uzupehieniem bylaby analiza aktywacji jej promotora. Wedtug Canaf i
wsp. 1998 aktywacja tego biatka nastgpuje wskutek obecnosci w promotorze
sckwencji CRE. Liczne $ciezki prowadzace do aktywac)i tego czynnika moga
pochodzi¢ nie tylko od receptorow dla cytokin i czynnikéw wzrostu, ale rowniez
posrednio od estrogenéw. Tak wigc bioragc pod uwage estrogenowo zalezny
charakter tego schorzenia doswiadczenie in vitro mogloby by¢ uzupehione o
stymulacje komorek estrogenami. Wydaje sig, ze zbadanie warunkow aktywacji
promotora tego biatka w ogniskach endometriotycznych jest kluczem do
rozumienia zwigkszonej produkcji chromograniny A przez komoérki endometrium.
Nie bgdzie to zadania latwe, poniewaz nie jasne jakie sekwencje 1 czynniki
transkrypcyjne moga wiazac si¢ z sekwencjag CRE w promotorze chromograniny
A. Nie mniej jednak w pracy Bralewska 1 wsp. 2023 wskazano na liczne $ciezki
prowadzace do aktywacji promotora tego bialka co moze by¢ wskazowka do
dalszych badan.

Wszystkie powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci tej pracy. Mam nadzieje, ze beda
stuzyly autorce w procesie przygotowania pracy do druku a uwagi o charakterze
problemowym beda pomocne w kontynuacji tych waznych badan nad udzialem
chromograniny A w etiopatogenezie endometriozy.

. Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr farm. Alicji Sztokfisz-Ignasiak pt. ,,Rola
chromograniny A w patogenezie endometriozy” jest zrodlem nowej wiedzy
przyczyniajacej si¢ do zrozumienia przyczyn rozwoju endometriozy i spetnia warunki
okreslone w art.Art .187 ust.1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tj. Dz. U.2018 poz.1668). Zwracam si¢ do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Medyczne Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o
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dopuszczenie Pani mgr farm. Alicji Sztokfisz-Ignasiak do dalszych
doktorskiego.

pow przewodu

Prof. dr hab. Anna Chelipol\ska-Soyta



