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StezZenie osteopontyny w surowicy krwi pacjentek z klinicznie i histologicznie potwierdzong

endometriozg

Zagadnienie patogenezy endometriozy, ktéremu powigcita swoje badania Doktorantka, jest od wielu
dziesiecioleci jednym z mniej poznanych stanéw chorobowych spotykanych w ginekologii. Powstawanie ognisk
aktywnie proliferujgcej tkanki endometrioidalnej w ektopowej, gldwnie otrzewnowej lokalizacji umaczone jest
wspotczesnie wieloma teoriami, co prawda wzajemnie sie uzupetniajgcymi, lecz nie dajgcymi mozliwosci
zrekonstruowania jednolitego mechanizmu zaréwno genezy obcosiedliskowych wszczepéw endometrium ani ich
agresywnej natury biologicznej. Dociekania w tym zakresie powinny znajdowac sie w glownym nurcie badar
klinicznych, a przede wszystkim molekularnych i genetycznych, ze wzgledu na wysoka czestosc wystepowania
klinicznie jawnej endometriozy, osiagajacej u kobiet w wieku prokreacyjnym wartos¢ okoto 10%, oraz
wielokierunkowe powazne nastepstwa tego stanu - od radykalnego obnizenia jako$ci zycia w nastepstwie silnych
dolegliwoéci bolowych do znaczacego spadku ptodno$ci w mechanizmie anatomicznego zablokowania droznosci
jajowodéw i immunologicznie warunkowanych zaburzer implantacji.

Poza trudnosciami w okresleniu mechanizmoéw wiodacych do powstania ektopii endometrialnych,
klinicznie napotykamy przeszkody w jednoznacznym rozpoznaniu endometriozy, ktére praktycznie mozliwe jest
jedynie w trakcie inwazyjnego zabiegu laparoskopowego. Niezwykle pozadanym jest wiec biologiczny/
biochemiczny marker endometriozy, na tyle czuty i swoisty by proces diagnozowania uprosécié. Dotychczas
stosowane markery (gtéwnie osoczowy poziom antygenu CA-125) nie spetniaja tych wymogow. Wybér
osteopontyny - ufosforylowanej glikoproteiny pierwotnie wyizolowanej z tkanki kostnej - jako biatka zwigzanego z
rozwojem endometriozy, jest w peti uzasadniony. Takiego wyboru dokonata Doktorantka, kierujac sie
literaturowymi przeslankami wskazujgcymi na role jaka to biatko petni w procesach zapalnych, angiogenezie,
adhezji komorkowej oraz apoptozie, a wiec tymi, ktére w sposob udokumentowany wigZa sie z rozwojem
endometriozy.

Za cel swoich badar Autorka przyjeta zbadanie réznic w zakresie ekspresji genu osteopontyny
pomiedzy tkanka prawidtowa i implantami endometriotycznymi oraz réznic w osoczowym stezeniu produktu tego
genu pomigdzy kobietami z endometriozg i bez niej. Jakkolwiek sformutowanie celu gtéwnego jak i krokow
szczegotowych jest czytelne, niezupetnie wiasciwe wydaje sie by¢ zawarte w nim okreslenie ,zwigzek
przyczynowy’ pomiedzy ekspresjg badanego genu a rozwojem endometriozy - badanie zaprojektowane przez

Doktorantke nie daje bowiem mozliwosci ustalenia przyczyny, a jedynie zwigzku. Wydaje sig takze niewtasciwym



uzycie dwukrotnie sformutowania ,potwierdzenie” w odniesieniu do zmian ekspresji genu osteopontyny oraz w
odniesieniu do zmian stezer surowiczych osteopontyny. Takie sformulowanie zaktada ante hoc istnienie r6znic,
ktore majg by¢ wtasnie poddane obiektywnemu badaniu, wiasciwsze bytoby wigc uzycie stowa ,okreslenie” lub
LZbadanie”.

Badanie stezenia produktu genu osteopontyny przeprowadzono metodg immunoenzymatyczng ELISA,
dysponujgcg deklarowang 100% swoistoscig analityczng i bardzo wysokg czutoécig analityczng (0,024 ng/mL), w
surowicy krwi 20 pacjentek w wieku prokreacyjnym z endometriozg oraz 20 pacjentek bez endometriozy. Wiek
pacjentek z grupy badanej (bez endometriozy) nie zostat jednak okreslony jednoznacznie - mozna jedynie
zaktadac, ze nie wystapity istotne réznice w tym zakresie, cho¢ Autorka tego nie precyzuje. W wyniku poréwnania
Srednich stezen osteopontyny pomiedzy grupg badang i kontrolng wykazano statystycznie istotnie wyzsze
stezenie osoczowe badanego biatka w grupie kobiet z endometriozg (p=0,0077), cho¢ moc statystyczna badania
byta niewystarczajgca by wykazac istotnos¢ roznic stezer osteopontyny w zaleznosci od klinicznego stopnia
zaawansowania zmian. Zasadniczo jest to gtbwny wniosek odzwierciedlajacy tytut prezentowanej pracy. Zwraca
jednak uwage niepetna informacja o zawartosci pracy jaka w tym tytule jest ujeta: poza okresleniem stezenia
osteopontyny praca zawiera wszakze rozlegte badania nad ekspresjg gendw, ktérych opis zasadniczo dominuje
zarowno w metodyce, jak i w omowieniu wynikow a takze w dyskusji. Trzy sposrod czterech wnioskow dotyczg
tych wtasnie zagadnier, przez co zasadne wydaje sie takie zredagowanie tytutu pracy, by informowat takze o
badaniach genetycznych przeprowadzonych w toku jej realizacji. Drobna, ale istotng uwagg jest brak jednostek
stezeri osteopontyny w rozdziale omawiajgcym wyniki badania immunoenzymatycznego.

Uzyskany wynik jednoznacznie przemawia za bardzo wysoka czutoscig osoczowego stezenia
osteopontyny jako markera endometriozy, nie znana jest jednak jego swoisto$¢ kliniczna, co nie dziwi biorac pod
uwage konstrukcje badania Dokiorantki oraz niska liczebno$¢ badanych - nie bylo to zresztg celem opracowania.

Daciekajac podioza podwyzszonego stezenia osteopontyny w surowicy kobiet z endometriozg
Doktorantka przeprowadza analize ekspresji genow w tkankach ognisk endometrialnych oraz tkankach zdrowej
otrzewnej pobranych w trakcie laparoskopii od 4 pacjentek z endometriozg, wykorzystujac zaawansowang
technike ludzkiej oligonukleotydowej mikromacierzy, ktérg adekwatnie opisuje. Stosujac restrukcyjne kryteria
znamiennosci statystycznej w odniesieniu do zmiany ekspresji genow wykazata, ze w tkankach ognisk
endometriozy w porownaniu do tkanki zdrowej zmieniona ekspresja dotyczy 214 genodw, przy czym w wiekszosci
ma charakter nadekspresji. Wsrod ujawnionych genéw z nadekspresjg znajduje sie gen osteopontyny SPP1.
Analizujgc szlaki metaboliczne zwigzane z genami, ktorych ekspresja byta zmieniona w ogniskach endometriozy,
Autorka przy uzycu aplikacji GeneSpring identyfikuje 8 takich szlakéw, w tym szlak sygnatowy osteopontyny, ale
takze m. in. szlak receptora witaminy D - kt6ry nastepnie do$¢ doktadnie omawia w dyskusji, szlak kaskady
receptorow Toll-like | potaczen synaps pecherzykowych. Wykorzystujac w kolejnym etapie badar metode
ilosciowej reakciji faricuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) Doktorantka wykazuje wysoki
przyrost ilosci transkryptu genu osteopontyny w ogniskach endometriozy, ponad 30. krotnie przewyzszajacy ilos¢
transkryptéw tego genu w zdrowej otrzewnej. Uzyskany wynik nie dziwi, biorgc pod uwage radykalnie wyzsze
stezenie finalnego produktu genu osteopontyny oznaczonego klasyczng metodg ELISA. Cztery wnioski jakie
wysnuwa Autorka po przeprowadzonych badaniach wynikajg z nich bezposrednio i majg charakter syntetycznych
i logicznych podsumowan.

Oceniajgc projekt badania, jego zatozenia i technike przeprowadzenia nalezy stwierdzi¢, ze badania
zostaty zaplanowane wedtug regut kierujgcych dociekaniami naukowymi, grupy badana i kontrolna - zaréwno w

odniesieniu do badan biatka osteopontyny jak i ekspresji genu kodujacego to biatko - dobrane sa adekwatnie i



umozliwiajg poprawne wnioskowanie za$ zastosowane techniki laboratoryjne sg nowoczesnymi narzedziami
wspobtczesnej biologii molekularnej. Postawiony cel pracy zostat jednoznacznie zrealizowany.

Przediozona do oceny dysertacja zawarta jest na 60 stronach maszynopisu i ma typowy dla takich
opracowan uktad. We wstepie zawartym na 13 stronach Doktorantka podaje informacije dotyczace aspektow
klinicznych endometriozy, teorii jej patogenezy, epidemiologii oraz postepowania leczniczego. Sg to informacje
syntetyczne, i cho¢ jedynie na podstawowym poziomie akademickim to pozwalaja na sprawne wprowadzenie
czytelnika w zasadniczg problematyke opracowania. Wydaje sie jednak, ze przedstawienie przestanek do
podjecia badar nad osteopontyng wymagatoby nieco szerszego omdéwienia anizeli to, zawarte w oémiu
wierszach, ktore zredagowata Doktorantka.

Cel pracy zredagowany jednoznacznie, cho¢ Doktorantka nie unikneta takze w tym krotkim rozdziale
pomytek literowo-skfadniowych (,celami szczegtowymi jest:”), zas inne sugestie podatem powyzej. Klasycznie w
zwyczaju akademickim pojawiajg sig wyodrgbnione hipotezy badawcze - w przedtozonej rozprawie nie
znajdujemy ich co prawda w wydzielonej formie, jednak sformutowania celu badari umozliwiajg orientacje w
kierunkach analiz.

Kolejne 5 stron zajmuje rozdziat ,Materiat i metodyka” - w ktérym zaréwno grupa badana jak i kontrolna
zostaty scharakteryzowane wystarczajgco doktadnie (z jedng uwagg zawartg powyzej), za$ opis zastosowanych
technik badawczych jest jednoznaczny i pozwala na ewentuaing weryfikacje spostrzezer.

Rozdziat ,Omowienie wynikéw” - zajmujacy 10 stron maszynopisu - przynosi podsumowanie rezultatow
badar zilustrowanych dobrze dobranymi rycinami. Na kolejnych 8 stronach - w rozdziale ,Dyskusja” - Autorka
syntetycznie i z duzym Krytycyzmem odnosi wyniki uzyskane w badaniach wlasnych do bogatego pismiennictwa.
Po rozdziale ,Wnioski” - oméwione juz powyzej - oraz streszczeniu w jezyku polskim i angielskim znajdujemy
wykaz pi$miennictwa zredagowanego konsekwentnie, cho¢ nie bez drobnych uchybier, wedtug systemu
Vacnouver i obejmujacy 114 pozycji, w przewazajacej czesci pochodzgcych z ostatnich 10 lat. Napotykamy w
nim takze prace historyczne (np. z roku 1984 lub z 1927 - pozycja nr 10, co zakrawa na btad literowy).

Redakcja pracy jest poprawna, jednak wskazane byloby usuniecie bardzo licznych btedéw literowych
pojawiajgcych sig praktycznie na kazdej stronie oraz zamiana podpiséw z ,Rysunek” na rycina, klasycznie

uzywanych w tego typu opracowaniach

Konkluzja koricowa.

Oceniajac catos¢ przedtozonej do recenzji pracy stwierdzam, ze Autorka wykazata zdolnoé¢ do
samodzielnego zaprojektowania badania naukowego, zrealizowata je zgodnie z zasadami obowigzujacymi w
pracy naukowej, wykazata rozlegta wiedze w zakresie znacznie przekraczajgcym Scistg tematyke rozprawy,
dysponuje umiejetnoscia korzystania z naukowych zasoboéw literaturowych. Autorka udowodnia krytycyzm i
sumiennos¢ zarbwno w prowadzeniu badania naukowego jak i we wnioskowaniu opartym na jego wynikach.

Uwazam, ze praca lekarz Joanny Figuty spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, stad
wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie

o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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