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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Endometrioza to przewlekla, estrogenozalezna, zapalna choroba ginekologiczna,
zwigzana z bdélem w obrebie miednicy mniejszej oraz z nieptodno$cia, dotykajaca
w szczegdlnosci kobiety w wieku rozrodczym, ale rowniez te po menopauzie. Choroba
ta charakteryzuje si¢ obecnos$cig tkanki endometrialnej poza jej fizjologicznym potozeniem,
a ektopowa lokalizacja dotyczy gltdwnie jajnikéw, otrzewnej w obszarze miednicy mniejsze]
oraz przestrzeni odbytniczo-pochwowej. Czesto§¢ wystgpowania endometriozy sigga 10%
w populacji kobiet na catym $wiecie, a wsrdd kobiet cierpigcych z powodu nieptodnosci,
wzrasta nawet do 50% przypadkow. Patogeneza omawianej choroby pozostaje zagadka.
Istnieja trzy klasyczne teorie, obecnie uwazane jedynie za ,punkt wyjscia” do bardziej
zaawansowanych badan, poniewaz przedstawiajg one prawdopodobne szlaki migracji komorek
endometrialnych do miejsc ektopowych, ale nie uzasadniaja sposobu ich implantacji,
proliferacji i aktywacji. Z tego powodu na calym $wiecie od kilkudziesigciu lat prowadzone sg
badania, majace na celu wyjasnienie tych mechanizmoéw. Szacuje si¢, ze diagnoza
endometriozy od momentu pojawienia si¢ pierwszych objawdw jest opdzniona o 10 lat. Od
2022 roku Europejskie Towarzystwo Rozrodu Cztowieka i Embriologii (ESHRE) zaleca
odejscie od laparoskopii jako ,ztotego standardu” w diagnostyce endometriozy na rzecz

empirycznych terapii farmakologicznych oraz badan obrazowych.

Chromogranina A (CgA) jest kwasng hydrofilowa glikoproteing nalezaca do rodziny
granin, ktéra pierwotnie zostala zidentyfikowana w ziarnisto$ciach chromafinowych rdzenia
nadnerczy u bydta. Jest prohormonem dla wielu biologicznie aktywnych peptydow, z ktérych
najwazniejsze 1 najszerzej zbadane to: wazostatyna 1 (VS-I), wazostatyna II (VS-II),
chromofungina (CHR), chromacyna, prochromacyna, pankreastatyna (PST), katestatyna
(CST), serpinina oraz WE-14. CgA wystepuje nie tylko w komoérkach chromochtonnych,
ale ulega ekspresji réwniez w keratynocytach, komorkach migénia sercowego, komodrkach
srdédbtonka i komorkach wysp trzustkowych u wielu gatunkéw kregowcoOw, w tym u cztowieka.
Pelni ona wiele funkcji zardowno wewnatrzkomorkowo, jak i na zewnatrz komorki. Wraz
z hormonami, przekaznikami i aminami bierze udziat w sortowaniu i tworzeniu ziarnisto$ci
wydzielniczych oraz pecherzykdéw synaptycznych. Jest jednym z elementow sity napgdowe;
indukujacej paczkowanie btony sieci trans aparatu Golgiego (TGN) do tworzenia pgcherzykow
wydzielniczych oraz uczestniczy w fuzji ziarnisto$ci wydzielniczych z blong komérkowa. CgA

jest wyjatkowa czasteczka, poniewaz pochodzace z jej rozpadu peptydy wykazuja
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antagonistyczne dzialania w zakresie utrzymywania homeostazy w organizmie. Przyktadowo,
CgA pelnej dtugosci jest regulatorem angiogenezy, a takze prekursorem peptydow dziatajacych
proangiogennie (np. CST, VS-II) oraz antyangiogennie (VS-I). Z kolei homeostaza glukozy
utrzymywana jest przez PST, begdaca peptydem antyinsulinowym oraz CST, wykazujaca
dzialanie proinsulinowe. Omawiana glikoproteina ulega ekspresji w wielu guzach
endokrynnych i neuroendokrynnych, a jej podwyzszony poziom we krwi moze towarzyszy¢
réwniez stanom nienowotworowym: niewydolno$ci narzadow, stanom zapalnym, chorobom

autoimmunizacyjnym czy niektorym chorobom sercowo-naczyniowym.

Do tej pory zwigzek pomiedzy CgA oraz jej pochodnymi a endometrioza nie zostat

opisany.
Celami niniejszej pracy byly:

e immunohistochemiczna (IHC) identyfikacja CgA oraz zbadanie ekspresji genu
CHGA za pomoca lancuchowej reakcji polimerazy z analiza w czasie
rzeczywistym (RT-PCR) w zmianach endometrioidalnych oraz endometrium

eutopowym pobranym od zdrowych pacjentek,

e okreslenie obecnosci, stezenia oraz wzajemnej korelacji CgA i produktow jej
rozpadu: CST, PST i VS-II w surowicy i ptynie otrzewnowym pobranych
zardwno od pacjentek ze zdiagnozowang endometrioza, jak i zdrowych kontroli,

przy pomocy testow immunoenzymatycznych ELISA,

e proba okreslenia potencjalnego mechanizmu odpowiedzialnego za ekspresje¢

CgA za pomocg badan na hodowlach komérkowych.

Grup¢ badang stanowity pacjentki, u ktérych zaréwno laparoskopowo, jak i histo-
patologicznie potwierdzono endometrioz¢, a grupg¢ kontrolng — pacjentki hospitalizowane

1 operowane z innych przyczyn niz endometrioza, u ktérych nie zdiagnozowano tej choroby.

W badaniach in vitro komoérki dwoéch linii komérkowych (127 1 Ishikawa) inkubowano
z cytokinami IL-1, IL-6, TNF oraz TGFf w stezeniach 10 ng/mL oraz 20 ng/mL przez 24

godziny. Po tym czasie oznaczano ekspresje genu CHGA w komoérkach pobranych z hodowli

(RT-PCR).

W  reakcjach immunohistochemicznych, ktorym poddano fragmenty zmian

endometrioidalnych wykazano grupy komoérek chromograninopozytywnych, a w endometrium
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eutopowym jedynie pojedyncze komorki wykazujace ekspresje CgA. Nie zaobserwowano
natomiast zwigkszonej ekspresji mRNA genu CHGA w torbielach endometrialnych
w poréwnaniu do endometrium eutopowego pobranego od kobiet z grupy kontrolne;.
W surowicach oraz ptynach otrzewnowych wykazano wyzsze stezenia CgA, CST i PST
u pacjentek z endometrioza w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dla VS-II nie zaobserwowano
réznic  istotnych statystycznie w wyzej wymienionych plynach. W badaniach
przeprowadzonych na hodowlach komdrkowych wykazano wyzsza ekspresje mRNA dla genu
CHGA w komorkach 12Z po stymulacji IL-1 oraz w komorkach Ishikawa po stymulacji TNF.
Zmniejszong ekspresj¢ wyze] wymienionego genu zaobserwowano natomiast w linii

komorkowej Ishikawa po stymulacji TGFp.

Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna przypuszczaé, ze CgA oraz jej pochodne
(CST 1 PST) odgrywaja istotng role w patogenezie endometriozy, a takze moga sta¢ si¢ jednym
z biomarker6w w matoinwazyjnej diagnostyce tej choroby lub potencjalnym celem

terapeutycznym.
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STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

The role of chromogranin A in the pathogenesis of endometriosis

Endometriosis is a chronic, estrogen-dependent, inflammatory gynecological disorder
associated with pelvic pain and infertility. It affects not only women of reproductive age, but
also those post-menopause. Endometriosis is characterized by the presence of endometrial-like
tissue outside its physiological location. Those ectopic locations include the ovaries and/or the
pelvic viscera. This disorder affects ca. 10% of women worldwide. Among women suffering
from infertility, this number increases to 50% of cases. The pathogenesis of endometriosis is
still unclear. There are three classic theories, currently considered only as a “starting point” for
more advanced research. Although they present probable pathways of endometrial cell
migration to ectopic sites, they do not explain the method of their implantation, proliferation,
and activation. Further research has been conducted worldwide for decades to explain these
mechanisms. It is estimated that the diagnosis of endometriosis is delayed by 10 years. From
2022, the European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) recommends
branching off from laparoscopy as “a gold standard” for the diagnosis of endometriosis on

behalf of empirical pharmacological therapies and medical imaging tests.

Chromogranin A (CgA) is an acidic hydrophilic glycoprotein belonging to the granin
family, which was initially identified in the chromaffin granules of the bovine adrenal medulla.
It is a prohormone for several biologically active peptides, the most important and most widely
studied of which are: vasostatin I (VS-I), vasostatin II (VS-II), chromofungin (CHR),
chromacin, prochromacin, pancreastatin (PST), catestatin (CST), serpinin and WE-14. CgA 1is
not only found in chromaffin cells, but it is also expressed in keratinocytes, cardiac muscle
cells, endothelial cells, and pancreatic islet cells in many animal species. It has various intra-
and extracellular functions. Along with hormones, transmitters, and amines it is involved in the
sorting and formation of secretory granules or synaptic vesicles. It is one of the driving forces
inducing membrane budding of the trans-Golgi network (TGN) to form secretory vesicles and
participates in the fusion of secretory granules with the plasma membrane. CgA is a unique
molecule because the peptides derived from its degradation exhibit antagonistic effects on
maintaining homeostasis in the body. For instance, full-length CgA is a regulator of
angiogenesis and a precursor of peptides that act proangiogenically (e.g. CST, VS-II) and anti-
angiogenically (VS-I). In turn, glucose homeostasis is maintained by PST, an anti-insulin

peptide and CST, which has pro-insulin activity. CgA is expressed in many endocrine and
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neuroendocrine tumors and its elevated levels in the blood may also accompany non-cancerous

conditions, e.g. organ failure, inflammation, autoimmune disease, or cardiovascular diseases.

So far, the connection between CgA and its derivatives and endometriosis has not been

described.
The aims of the study included:

e immunohistochemical (IHC) identification of CgA and examination of the
CHGA gene expression by using polymerase chain reaction with real-time
analysis (RT-PCR) in endometrial lesions and eutopic endometrium collected

from healthy patients,

e determination of the presence, concentration, and cross correlation of CgA and
its degradation products: CST, PST and VS-II in serum and peritoneal fluid
collected from both group of patients: 1) diagnosed with endometriosis and 2)

healthy controls, using immunoenzymatic ELISA tests,

e anattempt to determine the potential mechanism responsible for CgA expression

using cell culture studies.

The study group consisted of patients suffering from endometriosis, in which the disease
was confirmed both laparoscopically and histopathologically. The control group consisted of
patients hospitalized and operated on for reasons other than endometriosis in whom disease was

not diagnosed.

In in vitro studies two cell lines (12Z and Ishikawa) were incubated with cytokines IL-
1, IL-6, TNF and TGFp at concentrations 10 ng/mL and 20 ng/mL for 24 hours. After that time,
in cells collected from cell culture, the expression of CHGA (RT-PCR) was determined.

Immunohistochemical reactions showed groups of chromogranin-positive cells in
fragments of endometrioid lesions, whereas in eutopic endometrium only single cells revealed
CgA expression. However, no increased mRNA expression of the CHGA gene was observed in
endometrial cysts compared to eutopic endometrium collected from the control group of
women. Higher concentrations of CgA, CST and PST in serum and peritoneal fluid were
detected in patients with endometriosis compared to the controls. In the above-mentioned
fluids, no statistically significant differences in VS-II levels were observed. Cell culture studies

showed higher mRNA expression for the CHGA gene in 12Z cells after IL-1 stimulation and in
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Ishikawa cells after TNF stimulation. On the other hand, reduced expression of this gene was

observed in the Ishikawa cell line after TGFf stimulation.

In conclusion, based on the obtained results, it can be assumed that CgA and its
derivatives — CST and PST play a crucial role in the pathogenesis of endometriosis and may
become biomarkers in minimally invasive diagnostics of this disease, and furthermore,
targeting the CgA pathway might constitute a promising, novel therapeutic approach to

endometriosis.
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1. WSTEP

1.1 Endometrioza

Endometrioza (endometriosis) po raz pierwszy zostata opisana pod koniec XVII wieku,
ale dopiero w drugiej potowie XX wieku stwierdzono, ze charakteryzuje si¢ ona obecno$cia
aktywnej tkanki endometrium poza jama macicy [1]. Od tamtego czasu choroba ta pozostaje
przedmiotem licznych, niejednokrotnie sprzecznych hipotez na temat patomechanizmu

powstawania zmian ektopowych.

Obecnie endometrioza definiowana jest jako przewlekla, estrogenozalezna, zapalna
choroba ginekologiczna, zwigzana z bolem w obrgbie miednicy mniejszej oraz z nieptodnoscia,

dotykajaca w szczegdlnosci kobiety w wieku rozrodczym, ale takze te po menopauzie.

Glowna cecha omawianego schorzenia jest obecno$¢ tkanki endometrialnej poza jej
fizjologicznym potozeniem, a ektopowa lokalizacja dotyczy glownie jajnikow, otrzewnej w ob-

szarze miednicy mniejszej oraz przestrzeni odbytniczo-pochwowej [2-5].

W 2017 roku klasyczng definicj¢ endometriozy zaktualizowano do obecnosci czynnego
nabtonka i/lub podscieliska podobnego do endometrium poza blong §luzowa i mig¢$niowa
macicy. Przedstawiony opis ciagle jednak nie oddaje ztozonego charakteru tego enigma-
tycznego schorzenia, poniewaz nie uwzglednia zréznicowanych typow, objawoéw oraz

patogennych mechanizmoéw obserwowanych u ré6znych pacjentek [6].

Czestos¢ wystepowania endometriozy siega 10% w populacji kobiet na catym $wiecie
[7]. Jest ona uwazana za chorobe og6élnoustrojowa, a nie obejmujacg swoim zasiegiem tylko
obszar miednicy mniejszej [8]. Omawiane schorzenie charakteryzuje si¢ wspotwystgpowaniem
wielu dolegliwosci, z ktorych najczgsciej opisywane sa obfite i/lub bolesne miesigczki
(dysmenorrhea), przewlekte dolegliwosci bolowe zlokalizowane w obrgbie miednicy mniej-
szej, bol w trakcie wspolzycia (dyspaneuria), obnizona ptodno$¢ oraz nieptodnos¢ [9]. Wedtug
danych literaturowych, u kobiet cierpigcych z powodu nieptodnosci, czestos¢ wystgpowania tej

choroby wzrasta nawet do 50% przypadkow [7].

Do rzadziej wymienianych oraz mniej specyficznych objawow endometriozy naleza:
bolesne mikcje (dysuria), krwiomocz, bolesne wyprdznienia (dyschezja), krwiste i/lub
oldwkowate stolce, zaparcia, biegunki, wzdecia, ogdlne ostabienie oraz dolegliwosci bolowe

ze strony odcinka ledzwiowego i/lub krzyzowego kregostupa [10-12]. Najmniej typowymi
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dolegliwo$ciami u pacjentek sa: nawracajacy bol w obszarze konczyny dolnej o charakterze

rwy kulszowej oraz cykliczne krwawienie z odbytnicy lub drog moczowych [13].

Skumulowany efekt przewlektych objawéw bolowych jest duzym obcigzeniem dla oséb
cierpigcych [14], poniewaz az 70% kobiet objetych badaniem zmaga si¢ z nieuleczalnym bolem
[15], co niewatpliwie wplywa na jako$¢ ich zycia [16]. Co wiecej, cigzka posta¢ endometriozy
w wigkszosci przypadkéw powoduje rozleglte zrosty w obrebie miednicy mniejszej oraz
znieksztalcenia anatomii miednicy, a zmiany endometriotyczne mozna takze zaobserwowaé
w bliznie po cigciu cesarskim oraz w bliznie po okotoporodowym nacigciu krocza [17]. Badania
pokazuja, ze pacjentki z endometrioza maja znacznie wyzsze wskazniki chordb
wspolistniejacych [18]. Objawy omawianej choroby, szczegdlnie te zwigzane z bolem,
zwigkszaja czgstos¢ wystepowania przewleklego stresu, lgku, depresji oraz obnizonej jakosci

zycia wsrdd kobiet z endometrioza, w poréwnaniu z kobietami zdrowymi [19].

Przebieg endometriozy moze by¢ rowniez asymptomatyczny, a choroba bywa
rozpoznawana przypadkowo podczas innych zabiegéw operacyjnych, a zdarza sig¢, ze jedynym
objawem jest obnizona ptodno$¢ lub bezplodno$¢ pacjentki. Niezwykle zrdéznicowany,
niespecyficzny charakter tego schorzenia op6znia wlasciwg diagnostyke nawet o 10 lat w sto-

sunku do wystapienia pierwszych objawow [13].

Ztotym standardem w diagnostyce endometriozy przez wiele lat byta inwazyjna ocena
chirurgiczna przeprowadzana za pomocg laparoskopii lub laparotomii, a do okreslenia stopnia

zaawansowania choroby opracowano specjalny system punktacji [2-5, 20].

1.1.1 Etiopatogeneza endometriozy

Istnieja trzy klasyczne teorie dotyczace patogenezy endometriozy, obecnie uwazane

jedynie za ,,punkt wyjscia” do bardziej zaawansowanych badan [21].

Najpopularniejsza koncepcja pojawita si¢ w latach trzydziestych XX wieku, kiedy
to Sampson [22] opublikowal wyniki swoich spostrzezen dotyczacych wstecznego transportu
krwi miesigczkowej z jamy macicy, przez jajowody, do jamy otrzewnowej. Zjawisko to wy-
maga obecno$ci zywych komorek we krwi miesigczkowej, zdolnych do implantacji i rozrostu
poza jama macicy [22]. Pomimo, Ze przez lata teoria ta byla uwazana za podstawowa dotyczaca

powstawania endometriozy, to w toku badan przeprowadzanych nad omawiang chorobg
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pojawito si¢ wiele niejasnosci 1 pytan. Potwierdzono, Zze wsteczna menstruacja wystgpuje
u wiekszosci miesigczkujacych kobiet, ale jedynie u nieznacznej grupy z nich stwierdza si¢
endometrioze [23]. Przedstawiona teoria dotyczaca zdolnych do implantacji nieobumartych
fragmentow ztuszczonej btony do miejsc ektopowych, zwlaszcza do jamy otrzewnej, nie
uwzglednia kluczowego dla procesu transplantacji znaczenia czynnikow genetycznych,
biochemicznych i immunologicznych, ktére ulatwia przezycie, inwazj¢ oraz unaczynienie

zmian.

Inng mozliwg przyczyn¢ omawianego schorzenia opisuje hipoteza wysunigta przez
Roberta Meyera w 1919 roku, odnoszaca si¢ do metaplazji komoérek [24]. Autor podejrzewat,
ze zrédlem komorek endometriotycznych poza jama macicy s3 komorki nabtonkowe
pochodzace z pierwotnej jamy ciata, ktore pod wptywem czynnikéw hormonalnych i zapalnych
ulegaja metaplazji [24]. Mimo, ze teoria ta ma wielu zwolennikéw, nie wyjasnia ona, dlaczego
omawiane zjawisko zachodzi jedynie u pewnej grupy osob oraz jakie czynniki zewngtrzne sg

potrzebne do réznicowania komorek macierzystych.

Trzecig koncepcj¢ dotyczaca patogenezy endometriozy przedstawit Halban [25]. Autor
zaproponowat teori¢ rozsiewu komorek endometriotycznych droga uktadu krwionosnego, co
wyjasniatoby nieliczne przypadki endometriozy wystgpujacej w miejscach nietypowych, np.

w optucnej czy uktadzie nerwowym [25].

Wyzej opisane koncepcje dotyczace progresji ektopowego endometrium zostaty
opracowane na poczatku XX wieku. Niewatpliwym jest fakt, Ze przedstawiaja one
prawdopodobne szlaki migracji komorek endometrialnych do miejsc ektopowych, jednak
zadna z przytoczonych teorii nie wyjasnia sposobu ich implantacji, proliferacji i aktywacji.
Z tego powodu na calym $wiecie od kilkudziesigciu lat prowadzone sg badania, majace na celu

wyjasnienie tych mechanizmow [21].

Obecnie naukowcy pracujg nad okresleniem potencjalnych czynnikow, mechanizméw
1 zjawisk odpowiedzialnych za powstawanie endometriozy. Jej etiopatogeneza moze
obejmowaé¢ réznorodne czynniki hormonalne, S$rodowiskowe, immunologiczne czy
genetyczne. Wiadomo na przyklad, ze najwazniejsza grupa hormonoéw biorgcych udziat
w patogenezie omawianego schorzenia sg estrogeny, ktore nasilajg objawy choroby, powodujac
proliferacj¢ endometrium ektopowego [26]. Z kolei w 2015 roku zasugerowano, ze estradiol
jest kluczowym mediatorem interakcji makrofag-nerw w endometriozie otrzewnowej [27],

a kilka lat wczedniej pokazano, ze w obrgbie zmian endometriotycznych w otrzewne;,
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zwigkszona liczba makrofagow wspotwystepuje z wtoknami nerwowymi [28], co w rezultacie
moze sprzyja¢ objawom bolowym zwigzanym z ta chorobg. Ponadto udowodniono, ze zmniej-
szenie poziomu ekspresji receptoréw progesteronowych i tym samym oporno$¢ tkanek na dzia-
tanie docelowego hormonu, moze by¢ jednym ze zjawisk odpowiedzialnym za powstawanie

tego schorzenia [29, 30].

Wykazano takze, ze etiopatogeneza endometriozy moze zaleze¢ od zwigkszonego
poziomu leptyny [31] oraz greliny [32], czyli hormonéw zwigzanych z metabolizmem. Wsrod
innych potencjalnych czynnikoéw zaangazowanych w patogeneze endometriozy dodatkowo
wymienia si¢ stres oksydacyjny [33] i1 dioksyny, ktore poprzez wigzanie ze specyficznymi
receptorami, zaburzaja procesy detoksykacji oraz moduluja proces zapalny w zmienione]

tkance [34].

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze przewlekly stan zapalny jest jedng z cech
charakteryzujacych endometrioze. Reakcje zapalne zaleza przede wszystkim od produkcji
cytokin prozapalnych, takich jak interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6), interleukina-8
(IL-8) czy czynnik martwicy nowotworu (TNF) [35-38]. Co wigcej, lokalna produkcja
przeciwcial prozapalnych oraz zwigkszona produkcja autoprzeciwciat i zniesienie miejscowe;j
1 ogolnoustrojowej odpowiedzi komorkowej przemawiaja za tym, ze endometrioze mozna

rozpatrywac jako chorobe¢ autoimmunizacyjna [39, 40].

W plynie otrzewnowym kobiet z endometriozag zaobserwowano zwickszony udziat
procentowy neutrofili w poréwnaniu z kobietami zdrowymi [41], co jest prawdopodobnie
wynikiem podwyzszonego st¢zenia chemoatraktantow neutrofili (np. IL-8) zar6wno w osoczu,
jak 1 w plynie otrzewnowym u tych pacjentek [42]. Wykazano, ze w miejscach zapalnych
kluczowa rol¢ w rekrutacji neutrofili, poprzez uwalnianie cytokin, odgrywaja makrofagi
i komorki tuczne. Liczba tych dwoch populacji komoérek jest podwyzszona w zmianach
endometriotycznych. Moga one takze potencjalnie wptywac na funkcje komodrek obojetno-

chtonnych w omawianej chorobie [43, 44].

Wiadomo, zZe srodowisko otrzewnej w endometriozie hamuje aktywno$§¢ komorek NK
oraz ze komodrki NK pochodzace od pacjentek z tym schorzeniem wykazuja nieprawidtowa
ekspresje receptorow hamujacych na swojej powierzchni w porownaniu z komoérkami NK
zdrowych kobiet [45-47]. Przyktadowo, w komorkach NK znajdujacych si¢ w jamie
otrzewnowej u pacjentek z endometriozg zaobserwowano zwigkszong ekspresje receptorow

KIR (killer immunoglobulin-like receptor) [45-47], ktére rozpoznaja ludzki antygen leuko-
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cytarny (HLA) klasy I na komodrkach docelowych [48]. Uwaza si¢, ze KIR hamujg
cytotoksycznos¢ komorek NK wobec komoérek docelowych, tym samym umozliwiajac inicjacje

1 progresje zmian endometriotycznych w miejscach ektopowych [47].

Naukowcy postuluja, ze istotng role w patogenezie omawianej choroby odgrywaja
rowniez alarminy, czyli wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniami (DAMP -
danger/damage associated molecular patterns), ktore sa endogennymi czgsteczkami immu-
nostymulujacymi, uwalnianymi w odpowiedzi na uszkodzenie tkanki lub stan zapalny [49].
Przykltadem DAMP obecnych w plynie menstruacyjnym jest high-mobility group box-1
(HMGBI1). HMGB1 moze dziala¢ jako czynnik proangiogenny oraz mediator stanu zapalnego
poprzez aktywacje receptora koncowych produktow zaawansowane;j glikacji (RAGE — receptor
for advanced glycation endproducts) i szlakow toll-like receptor-4 (TLR4). Badacze sugeruja,
ze obecno$¢ HMGB1 w plynie menstruacyjnym moze przyczynia¢ si¢ do patofizjologii
endometriozy podczas zjawiska wstecznej menstruacji, poniewaz receptor RAGE jest obecny
zarowno w eutopowym endometrium, jak i w zmianach endometriotycznych na otrzewnej [50].
Kolejng alarming powigzang z omawiang chorobg jest interleukina-33 (IL-33) [51, 52].
Zaobserwowano, ze 1L-33 w surowicy 1 ptynie otrzewnowym kobiet z endometrioza gleboko
naciekajacg [52] oraz w zmianach endometriotycznych [51] wykazuje podwyzszone stezenie

w porownaniu do zdrowych pacjentek kontrolnych.

Zauwazono podwyzszony poziom limfocytow T pomocniczych typu 2 (Th2) w osoczu
1 ptynie otrzewnowym pacjentek z endometriozag w poréwnaniu do grupy kontrolnej [53, 54]
oraz istotnie wyzszy odsetek limfocytow T pomocniczych produkujacych interleuking-17
(Th17) w ptynie otrzewnowym u pacjentek z endometrioza III i IV stopnia w pordwnaniu
do pacjentek z I i II stopniem endometriozy [55]. Co wigcej, podwyzszong liczbe limfocytow
T regulatorowych (Treg) odnotowano w ptynie otrzewnowym kobiet z grupy badanej [56, 57]
w porownaniu do pacjentek zdrowych, podczas gdy poziom Treg we krwi obwodowej byt
istotnie zmniejszony [56]. Ponadto, w metaanalizie przeprowadzonej przez Riccio 1 wsp. [58]
obejmujacej 22 badania dotyczace roli limfocytow B w omawianym schorzeniu, autorzy
wigkszosci prac zaobserwowali zwigkszong obecnos$¢ lub aktywacje limfocytéw B u pacjentek
z endometrioza. Zaledwie w 7 badaniach obje¢tych metaanaliza nie zaobserwowano rdznic

w liczbie tych komorek migdzy grupa badang a grupa kontrolng [58].

Jak wynika z przytoczonych danych, zar6wno pobudzenie makrofagéw otrzewnowych,

zwigkszone poziomy cytokin prozapalnych i regulujacych naczynia krwionos$ne, zahamowanie
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aktywnosci komoérek NK, jak i nieprawidlowa aktywacja limfocytow T i1 B w omawiane]
chorobie moga przyczynia¢ si¢ do nieprawidlowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego

[59, 60].

1.1.2 Epidemiologia endometriozy

Szacuje si¢, ze na endometrioze choruje okoto 10% kobiet w wieku rozrodczym [7],
jednak prawdziwa liczba nie jest znana [61], poniewaz statystyki obejmujg jedynie pozytywnie
zdiagnozowane pacjentki. Swiatowe dane dotyczace endometriozy znacznie si¢ od siebie roznia
[62]. Czgstos¢ wystepowania choroby waha si¢ od 2 do 11% wsrod kobiet bezobjawowych,
od 5 do 50% w populacji kobiet bezptodnych oraz od 5 do 21% wsrdéd pacjentek
hospitalizowanych z powodu boélu miednicy mniejszej [7]. Wsrdd nastolatek, u ktorych
wystepuja objawy mogace sugerowaé endometrioze, pozytywna diagnoze otrzymuje od 49%
pacjentek z przewleklym bdlem miednicy mniejszej az do 75% pacjentek z bodlem

niereagujagcym na leczenie [7].

Znajomo$¢ rozmieszczenia populacji kobiet chorujacych na endometrioze, objawow
choroby oraz czynnikdéw ryzyka jest ograniczona jedynie do danych dotyczacych pomyslnie
zdiagnozowanych przypadkow. Faktyczna liczba i charakterystyka niezdiagnozowanych osob
ciagle nie jest znana [61], poniewaz w wielu przypadkach przebieg choroby jest nietypowy (np.
niewyjasnione okresowe krwawienie z przewodu pokarmowego czy niedroznos$¢ jelita). Poza
tym, dotychczas nie okreslono typowych markerdw endometriozy, ktore pozwolityby

na wczesnag, swoistg i nieinwazyjng lub maloinwazyjng diagnostyke.

1.1.3 Klasyfikacja endometriozy

Endometrioza jest chorobg charakteryzujacg si¢ obecno$cia czynnego nabtonka i/lub
podscieliska podobnego do endometrium poza blong $luzowa i mig$niowa macicy [6].
Schorzenie to moze przyjmowac posta¢ torbieli endometrialnej jajnika, by¢ zlokalizowane
na otrzewnej (endometrioza otrzewnowa) albo sigga¢ 5 mm lub wigcej w glab otrzewne;j

(endometrioza gleboko naciekajaca) [6].
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Amerykanskie Towarzystwo Medycyny Rozrodu (ASRM — American Society for
Reproductive Medicine) opracowato klasyfikacje stopnia zaawansowania zmian chorobowych
w przebiegu endometriozy [20]. Choroba ta klasyfikowana jest na podstawie punktow
przyznanych wedtug protokotu opracowanego przez ASRM. Suma poszczegolnych punktow

dzieli zaawansowanie choroby na cztery stopnie:
e [ stopien — minimalny (1-5 punktéw),
e I stopien — tagodny (6-15 punktéw),
e [II stopien — umiarkowany (16-40 punktow),
e [V stopien — ciezki (powyzej 40 punktow).

Mimo, iz opracowany protokot umozliwia indywidualne podejscie do kazdej pacjentki,
klasyfikacja ta budzi watpliwosci, poniewaz nie zawsze jej wynik koreluje z zaawansowaniem
choroby czy czestos$cig wystepowania objawow klinicznych [63]. Okazuje si¢, ze odnotowano
przypadki pacjentek z wyzsza suma punktéw, ale mniejszymi dolegliwo$ciami bolowymi, ktore

cze¢$ciej zachodzity w cigze niz pacjentki z nizsza punktacjg [21].

1.1.4 Diagnostyka endometriozy

Szczegotowy wywiad z pacjentky oraz standardowe badanie ginekologiczne nie zawsze
sa wystarczajace do rozpoznania endometriozy. Przezpochwowe badanie ultrasonograficzne
wykonane przez dos§wiadczonego operatora moze by¢ pomocnym narzedziem, szczegdlnie
w przypadku duzych zmian, pomagajacym w kwalifikacji pacjentki do leczenia operacyjnego

[21].

Mimo licznych badan prowadzonych w osrodkach naukowych na catym $wiecie,
pracujacych nad nieinwazyjnymi metodami diagnostyki tej choroby, ztotym standardem do tej
pory pozostawata ocena laparoskopowa, ktora umozliwiata zwizualizowanie zmian oraz ich

usunigcie, a nastgpnie oceng histopatologiczng.

Wedlug najnowszych rekomendacji ESHRE z 2022 roku zaleca si¢ odejscie
od laparoskopii jako ,,ztotego standardu” w diagnostyce endometriozy na rzecz empirycznych
terapii farmakologicznych oraz badan obrazowych. Zgodnie z nowymi wytycznymi

biomarkery surowicy (np. CA-125) nie s3 zalecane do diagnozowania lub wykluczania
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endometriozy. Co wigcej, sugeruje si¢, ze klinicy$ci nie powinni stawia¢ jednoznacznej
diagnozy na podstawie wynikow oznaczen biomarkerow w tkance endometrium, ptynie
menstruacyjnym lub poptuczynach z jamy macicy, ale moga korzysta¢ z tych parametrow jako

dodatkowego narzedzia diagnostycznego [64].

Reasumujac, nie zaleca si¢ diagnozowania omawianej choroby jedynie w oparciu
o wyniki biomarkeréw dlatego, ze ich przydatno$¢ w ocenie schorzenia jest niewielka, o czym
$wiadczy duze, wieloosrodkowe badanie retrospektywne, ktére polegato na przegladzie
dokumentacji medycznej 267 mitodych kobiet z endometriozg i 235 nastolatek z innymi
tagodnymi torbielami przydatkow [65]. Mimo, iz stwierdzono istotng rdéznice w poziomie
hemoglobiny, liczbie ptytek krwi, stosunku plytek krwi do limfocytéw czy CA-125 pomigdzy
nastolatkami z endometriozg a nastolatkami z innymi fagodnymi torbielami, autorzy doszli

do wniosku, ze parametry te daja niska warto$¢ diagnostyczng [65].

1.1.5 Leczenie endometriozy

Leczenie endometriozy mozna podzieli¢ na farmakologiczne i operacyjne, a wybor
metody zalezy od wspolnie obranych przez lekarza oraz pacjentke celow terapii. Do gtéwnych
celow mozemy zaliczy¢: zlagodzenie bolu, usunigcie ognisk endometriozy i przywrdcenie
ptodnosci. Najlepsze wyniki osigga si¢ w leczeniu skojarzonym: operacja laparoskopowa oraz

uzupetniajaca terapia hormonalna [21].

Leczenie operacyjne endometriozy stosuje si¢ w celu wyeliminowania zmian
endometriotycznych i zrostow. W ostatnich dziesigcioleciach preferowang technikg operacyjna

jest laparoskopia [64].

Leczenie farmakologiczne obejmuje farmakoterapi¢ hormonalng, ktorej celem jest
zahamowanie syntezy estrogendw oraz farmakoterapi¢ przeciwbolowag z zastosowaniem
glownie lekow z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ) [21]. Ze wzgledu
na fakt, ze endometrioza jest choroba zapalng, leki z tej grupy wydawalyby sie istotne
w leczeniu bolu. Jednak dowody potwierdzajace ich skuteczno$¢ w analgezji w endometriozie

sa bardzo niskiej jakosci [64, 66].

Terapi¢ hormonalng czgsto rozpoczyna si¢, gdy zachodzi podejrzenie endometriozy

u pacjentki jeszcze przed chirurgicznym potwierdzeniem choroby, a takze proponuje si¢
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po operacji, gdy objawy si¢ utrzymuja (np. w przypadku nawracajacej endometriozy).
Najczesciej zalecane leki modyfikuja $rodowisko hormonalne przez hamowanie czynnosci
jajnikow lub bezposrednie dzialanie na receptory steroidowe i enzymy znajdujace si¢
w zmianach. Nalezag do nich: progestageny, antyprogestageny, agoni$ci 1 antagoniSci
gonadoliberyny (GnRH), domaciczny system lewonorgestrelu, danazol oraz inhibitory
aromatazy. Warto podkresli¢, ze wszystkie wymienione leki hormonalne prowadza

do istotnego klinicznie zmniejszenia bolu u kobiet cierpigcych na endometrioze [64].

1.1.6 Endometrioza a plodnos¢

Szacuje si¢, ze az 50% kobiet chorujacych na endometriozg cierpi rowniez z powodu
nieptodnosci [2], a mimo to, mechanizmy lezace u podstaw tego zjawiska wciagz nie s3 w petni
poznane. W celu wyjasnienia tej kwestii przeprowadzono badania, ktdrych autorzy sugeruja
rézne potencjalne mechanizmy zwigzane z uposledzeniem plodnosci [3]. W przypadkach
zaawansowanej endometriozy (rASRM: III i IV) jako czynniki ograniczajace plodnosc
wymieniane s3 zrosty okolojajnikowe oraz znieksztalcenia w obrebie miednicy, ktore moga
uposledza¢ wychwytywanie oocytu przez strzgpki jajowodu [67, 68]. Postulowano rowniez
mniejszg rezerw¢ jajnikowa u kobiet z zaawansowang endometrioza [69, 70]. Uwaza sie,
ze tkanka jajnika moze by¢ celem dla substancji toksycznych zawartych w torbielach/guzach
endometriotycznych, ktore moga dyfundowac¢ do sasiednich tkanek i doprowadza¢ do zmniej-
szenia rezerwy jajnikowej [70]. Z drugiej strony niektorzy naukowcy zwracaja uwage na fakt,
ze chirurgiczne leczenie endometriozy sprzyja uszkodzeniu tkanki jajnika, predysponujac

do niskiej liczby pecherzykow [71, 72].

Mimo to, nieplodno$¢ prezentowana przez kobiety z wczesng endometriozg (rASRM:
11 1), u ktérych nie wystepuja znieksztatcenia anatomiczne miednicy i zrosty, oraz u ktérych
nie byly wykonywane operacje, rodzi pytania o udzial innych mechanizméw w uposledzeniu
ptodnosci u tych pacjentek. Uwaza si¢, ze mikrosrodowisko otrzewnej, pecherzykéw
jajnikowych i endometrium jest zmienione u kobiet chorujacych na endometriozg, co w kon-
sekwencji prowadzi do zaburzenia folikulogenezy, owulacji, jakosci oocytéw, a nawet funkcji

plemnikéw [3, 73, 74].
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1.2 Chromogranina A

W potowie lat sze$¢dziesigtych XX wieku zaobserwowano wspolwydzielanie
z ziarnisto$ci chromochlonnych rdzenia nadnerczy katecholamin (CA) oraz specyficznego,
rozpuszczalnego w wodzie biatka [75]. To jednoczesne uwalnianie hormonéw aminowych
o niskiej masie czasteczkowej wraz z biatkiem o duzej masie czasteczkowej bylo pierwszym

naukowym potwierdzeniem zjawiska egzocytozy [75, 76].

W  kolejnych badaniach in vivo podczas stymulacji bydlecych nadnerczy
zaobserwowano sekrecje z komoérek chromafinowych: CA, adenozyno-5’-trifosforanu (ATP)
oraz rozpuszczalnych bialek, ktore ze wzgledu na miejsce identyfikacji nazwano
chromograninami, a dominujace biatko — chromograning A (CgA) [77]. Od tego czasu cata
rodzina wyjatkowo kwasnych hydrofilowych biatek zostata skojarzona z magazynowaniem

oraz uwalnianiem szerokiej gamy hormonow.

1.2.1 Rodzina granin

Rodzina granin sktada si¢ z dziewigciu kwasnych biatek znajdujacych si¢
w ziarnisto$ciach wydzielniczych wigkszosci prawidlowych i nowotworowych komoérek ner-
wowych, neuroendokrynowych i endokrynnych [78]. Rodzina ta obejmuje: CgA, chromo-
graning B (CgB), sekretogranine II (Sgll), sekretogranine III (SgIIl), HISL-19, 7B2, NESP55,
VGF oraz proSAAS, a pi¢¢ ostatnich zostalo nazwanych kolejno sekretograninami IV-VIII.
[79].

Rodzing granin tworzy odregbna grupa biatek, ktore w pordwnaniu do innych
prekursoréow peptyddéw charakteryzuja si¢ duza masg czasteczkowa. U ssakow najwicksze
biatka prekursorowe osiggaja mas¢ okoto 30 kDa (proopiomelanokortyna — POMC,
proenkefalina), podczas gdy pozostate s3a stosunkowo niewielkie (10-15 kDa). Natomiast
wszystkie proteiny z rodziny granin sg wigksze niz 20 kDa, przy czym znaczna ich cz¢$¢ osiaga
mas¢ powyzej 45 kDa (Tabela 1). Bialka z tej rodziny w poréwnaniu do innych biatek
prekursorowych rdéznig si¢ takze warto$cig punktu izoelektrycznego (pl). Wartosci pl dla
prekursoréw peptydow mieszcza si¢ w zakresie 5,1-11,4 $rednia 7,1, natomiast dla granin sg

nizsze, bowiem ich zakres wynosi 4,5-6,1 ze $rednig 4,9 [80].
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Tabela 1. Zestawienie biatek nalezacych do rodziny granin [79].

Nazwa Liczba aminokwaséw Masa molekularna [kDa]
Chromogranina A 439 49
Chromogranina B 657 77
Sekretogranina 11 587 68
Sekretogranina 111 449 51
HISL-19* - -
7B2 186 21
NESP55 201 23
VGF 593 65
proSAAS 227 24

*Biatko HISL-19 zostalo potwierdzone jedynie przy pomocy przeciwcial monoklonalnych, izolacja in vivo jak
dotad nie powiodta sie.

Najliczniej 1 najpowszechniej wystepujacymi cztlonkami granin sg CgA, CgB oraz Sgll,
podczas gdy dystrybucja pozostatych biatek nalezacych do tej grupy jest ograniczona. Zaréwno
CgA, jak i inne proteiny z rodziny granin sg biatkami prekursorowymi i moga by¢ przetwarzane
proteolitycznie przez enzymy w wielu miejscach cigcia w celu wytworzenia duzej liczby

malych, aktywnych biologicznie peptyddw o szerokim zakresie dziatania [81].

Dowody na aktywno$¢ biologiczng peptydéw pochodzacych z tej rodziny sa
sukcesywnie gromadzone od czasu, gdy w 1986 roku po raz pierwszy wykazano, ze pochodna
CgA, powstajaca w wyniku jej rozpadu — pankreastatyna (PST), hamuje wydzielanie insuliny

z komorek B wysp trzustkowych [82].

Graninom przypisuje si¢ udziat w wielu procesach zachodzacych wewnatrz komorki
oraz w przestrzeni zewnatrzkomorkowej [80]. Ich kluczowa rola jest udzial w biogenezie,
magazynowaniu, dojrzewaniu i pakowaniu ziarnisto$ci wydzielniczych [83], ale rownie istotng
jest funkcja zwigzana z wytwarzaniem peptydow bioragcych udzial w regulacji bilansu
energetycznego, poziomu glukozy [79, 84] oraz szlakéw neuronalnych czy uwalniania CA [85,
86]. Rola i funkcje CgA oraz najwazniejszych peptydow pochodzacych z jej degradacji
proteolitycznej szczegblowo zostaty opisane w rozdziatach 1.2.3 oraz 1.2.4 niniejszej

dysertacji.
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1.2.2 Struktura chromograniny A

Chromogranina A jest kwasna hydrofilowa glikoproteing o masie 49 kDa, zbudowang
z 439 aminokwasow [79, 80]. Nalezy do rodziny granin, a pierwotnie zostata zidentyfikowana
w ziarnisto§ciach chromafinowych rdzenia nadnerczy u bydta [77]. U cztowieka gen kodujacy
CgA (CHGA) zlokalizowany jest na chromosomie 14 (14q32.12) i zawiera osiem eksondéw

oddzielonych siedmioma sekwencjami intronowymi [87] (Rycina 1).

transkrypcja l %C\Jp%

5UTR 3'UTR

Eksony =11 vi v |—_ pre-mRNA
6

Introny 1 2 3 4 5 7

splicing j ><
S [/ S T mRNA

translacja l ] E

N-koniec 66 28 7o 113 301 oo, C-koniec
47 250 337 .
352 £ chromogranina A

72 43
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HR PST WE-14 cs

—— VS| — chromacyna serpinina
VSl prochromacyna

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie struktury genu ludzkiej chromograniny A oraz peptydéw pochodzacych
z jej rozpadu (CHR — chromofungina, CST — katestatyna, PST — pankreastatyna, VS-1 — wazostatyna I, VS-II —
wazostatyna II); wygenerowano w programie BioRender.

CgA jest bialkiem o spiralnej strukturze skladajacym si¢ z peptydu sygnalowego
zawierajagcego 18 aminokwasow oraz regionu 5’UTR oraz 3’UTR nieulegajacych translacji.
Region 5’UTR wraz z wiekszoscig peptydu sygnalowego jest kodowany przez ekson I, podczas
gdy C-koncowy fragment biatka oraz region 3’UTR przez ekson VIII [87]. Eksony II-VI koduja
wazostatyny, a ekson III — reszty cysteiny niezbe¢dne do utworzenia petli disiarczkowej CgA.
Ekson VII koduje wigkszos$¢ biologicznie aktywnych peptydow, w tym PST oraz katestatyne
(CST) [80].
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W strukturze CgA znajduje si¢ 8 — 10 miejsc dwuzasadowych [79, 88], ktére sa
potencjalnymi miejscami cig¢cia proteolitycznego [80] przez endogenne proteazy takie jak:
konwertaza prohormonu 1/3 (PC1/3), konwertaza prohormonu 2 (PC2) czy karboksypeptydaza
H, katepsyna-L, plazmina [89], trombina [90] lub inne, egzogenne proteazy, zlokalizowane
zardbwno po zewnetrznej stronie btony komorkowej, jak i obecne w osoczu [91]. Regiony
koncowe CgA zawieraja amfipatyczne a-helisy, ktore najprawdopodobniej sag odpowiedzialne
za zwigzanie CgA z blong sieci trans aparatu Golgiego (TGN) (zjawisko to jest jednym
z niezbednych elementow umozliwiajacych prawidlowy proces sortowania hormonow

1 biogenezy pecherzykow wydzielniczych) [92].

Podsumowujac, CgA byla pierwsza graning, ktora zostala scharakteryzowana jako
prohormon dla wielu biologicznie aktywnych peptydow, z ktorych najwazniejsze i najszerze;j
zbadane to: wazostatyna I (1-76), wazostatyna II (1-113), chromofungina (47-66), chromacyna
(176-197), prochromacyna (79-439), pankreastatyna (250-301), katestatyna (352-372),
serpinina (411-436) oraz WE-14 (324-337) [91, 93] (Rycina 1).

1.2.3 Biosynteza, wewnatrz- i zewnatrzkomorkowe przetwarzanie chromograniny A

CgA jest syntezowana w jadrze komorkowym, nastepnie przetwarzana w szorstkim
retikulum endoplazmatycznym i pakowana do cystern za posrednictwem peptydu sygna-
towego. W dalszej kolejnosci transportowana jest do aparatu Golgiego (AG), gdzie zostaje
oddzielona od innych bialek i w TGN, poprzez konstytutywne lub regulatorowe szlaki

wydzielnicze, jest pakowana do niedojrzatych pecherzykow wydzielniczych (ISG) [94].

Poczatkowo twierdzono, ze CgA, ktora jest silnie kwasnym biatkiem, w niskim pH
i w obecnosci jonow wapnia (Ca*") tworzy wielkie agregaty, ktore w sposob pasywny wchodzg
do paczkujacej ziarnistosci [95]. W 2000 roku Cowley i wsp. w swoim opracowaniu
przedstawili odmienng teori¢ dotyczaca sortowania 1 kierowania CgA do szlaku
wydzielniczego [96]. Autorzy tych badan zasugerowali, ze N-koncowy, konserwatywny
fragment CgA, sktadajacy si¢ z petli disiarczkowej jest niezbedny do kierowania CgA do szlaku
wydzielniczego w komorkach PC12 (linia komérkowa pozyskana z guza chromochtonnego
nadnerczy szczura), ale nie jest konieczny do sortowania w komorkach GH4C1 (linia

komoérkowa pozyskana z guza przysadki mozgowej szczura). Odnotowali oni réwniez, ze C-
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koncowy, takze konserwatywny fragment CgA, stanowi krytyczny punkt w segregacji

w komorkach GH4Cl1, a nie odgrywa istotnej roli w komorkach PC12 [96].

W podzniejszych badaniach [97] zgloszono, Zze N-koncowy fragment CgA silnie
oddziatuje z Sglll w komorkach PC12, AtT-20 (linia komoérkowa pozyskana z guza przysadki
mozgowej myszy) oraz w komorkach B trzustki. Okazato si¢, ze interakcja CgA z SglII jest

niezbe¢dna do skierowania omawianego hormonu do szlaku wydzielniczego.

Sglll jest biatkiem wykazujagcym wysokie powinowactwo do cholesterolu, dlatego
w blonach bogatych w cholesterol, czyli w TGN, dziata jak receptor sortujacy i kierujacy
agregaty CgA do szlaku wydzielniczego. Warto wspomnie¢, ze wilasciwosci Sglll, jako

receptora sortujacego dotycza takze innych prohormonéw, np. POMC [97].

Obecnie wiadomo, ze graniny stanowig sit¢ napedowa, indukujaca paczkowanie btony
TGN 1 tworzenie granulek wydzielniczych o gestym rdzeniu [80]. Mechanizm regulujacy
powstawanie pecherzykow wydzielniczych w TGN, ze szczegbélnym uwzglednieniem CgA,
zostat doktadnie opisany przez Laguerre i wsp. [93]. Autorzy tego opracowania przedstawili
czynniki niezb¢dne do agregacji neuropeptydéw/hormondéw w btonie TGN przy udziale CgA.
Sa to miedzy innymi: wysokie stezenie jondw Ca?" (15nM) oraz kwasne $rodowisko (pH 6-6,5)
utrzymywane przez H'-V-ATPaze i receptory trifosforanu inozytolu. Co ciekawe, wytworzone
agregaty za posrednictwem biatek blonowych (takich jak karboksypeptydaza E (CPE), Sglll
czy PC) wchodza w interakcj¢ z blong TGN, wynikiem czego jest molekularna przebudowa tej

btony.

Taki proces przebudowy blony obejmuje kilka etapow, mianowicie: pierwotnie
powstaje mikrodomena, wzbogacona o fosfolipidy przyjmujace stozkowy ksztalt oraz
o agregaty CgA i innych wspotwystepujacych biatek, a nastepnie zachodzi rekrutacja biatek
cytozolowych. W rezultacie powstaja zakrzywienia btony TGN i pecherzyk wydzielniczy
zostaje uwolniony [93]. W dalszej kolejnosci w ISG dochodzi do kondensacji CgA i zwigzania
jej z receptorami (o niskim powinowactwie) blony takiego pecherzyka. Zjawiska te inicjuja
proces sortowania pozostalych sktadnikow ziarnistosci i kierowanie ich do odpowiednich

szlakéw regulatorowych [94].

Nalezy podkresli¢, ze wiele ISG zawierajacych bialka nieasygnowane do szlakow
regulatorowych faczy si¢ i paczkuje, w wyniku czego powstaja pecherzyki pokryte klatryna,
ktore przemieszczaja si¢ do wezesnych endosomow i albo ulegaja degradacji, albo wracaja

do TGN, gdzie sa ponownie przetwarzane [94]. Rozw6j ISG w dojrzale pecherzyki wydziel-

31



nicze (MSQG) jest kilkustopniowy i obejmuje: naptyw jonow Ca?’, obnizenie pH wewnatrz
pecherzykow, nastgpnie ,,obrobke prohormondéw” oraz wychwyt amin biogennych (np.

serotoniny) [94].

W przeciwienstwie do innych prohormonéw, CgA wewnatrz ziarnistosci przetwarzana
jest jedynie w niewielkim stopniu, by¢ moze dlatego, ze jej agregaty sa slabo rozpuszczalne
w kwasnym $rodowisku panujacym w ziarnisto$ciach [81]. W wewnatrzkomoérkowym cieciu
CgA biora udziat enzymy takie jak: PC1/3, PC2 oraz katepsyna-L i CPE, ktére obecne sa
migdzy innymi w ziarnisto$ciach chromafinowych [98]. W dalsze przetwarzanie pocietych juz
fragmentow CgA zaangazowane s3 endopeptydazy charakterystyczne dla poszczegodlnych
wigzan [97]. Tak wytworzone MSG sa kierowane do btony plazmatycznej, gdzie przy udziale
jonow Ca®' 1gczg si¢ z blong komorkowa [83]. Synteza i fuzja ziarnisto$ci wydzielniczych
z btong plazmatyczng jest wieloetapowym 1 wysoce ztozonym procesem zaleznym od jonow
Ca®" oraz od grupy bialek transbtonowych, ktére biorg udzial w rozpoznawaniu i fuzji
pecherzykow z blong komoérkowa (SNARE — soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor
attachment protein (SNAP) receptor). Bezpos$rednim rezultatem takich interakcji jest powstanie
waskiego poru o $rednicy okoto 2-3 nm, umozliwiajacego powolne uwalnianie matych
czasteczek (np. katecholamin), ale nie biatek, ktore sg znacznie wigkszymi czasteczkami [94].
Wkrétce po tym, pory fuzyjne ulegaja poszerzeniu, dzigki czemu dochodzi do szybszego
uwalniania zarowno matych molekut, jak i bialek. Szybko$¢ rozszerzania porow jest gtownym
czynnikiem kontrolujagcym uwalnianie czasteczek, dlatego ekspansja porow fuzyjnych podlega
regulacji nie tylko przez SNARE, ale rowniez przez wiele innych biatek, takich jak: syntaksyna,
synaptotagmina 7, synaptotagmina 1 czy dynamina [94]. Wszystkie wymienione substancje
regulatorowe zlokalizowane sg po cytozolowej stronie pecherzyka wydzielniczego, dlatego
dosy¢ nieoczekiwane byto odkrycie, ze obecnos$¢ biatka w $wietle ziarnistosci (np. CgA czy

Sglll) moze wptywaé na ekspansj¢ poréw fuzyjnych [99].

Na chwile obecng wiadomo, ze CgA moze ulega¢ przetwarzaniu proteolitycznemu
zardbwno wewnatrz, jak i poza komorka [94, 100, 101]. Wewnatrz pecherzykoéw wydzielniczych
gléwng role w cigciu CgA odgrywaja PC z rodziny proteaz serynowych. PC1/3 oraz PC2
rozszczepiaja pojedyncze lub podwodjne pary zasad aminokwasowych i sg specyficzne dla
proceséw zachodzacych w komoérkach neuroendokrynowych. Innymi, réwniez waznymi

enzymami wewnatrzkomorkowej proteolizy CgA sa furyna i katepsyna-L [102, 103].
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CgA jest tez celem dla kilku zewnatrzkomdrkowych proteaz, np. plazminy czy trombiny
[90, 104, 105]. Komorki chromafinowe eksprymujg tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA),
ktéry po uwolnieniu z komoérki wigze si¢ do jej powierzchni po zewngtrznej stronie blony,
promujac cigcie CgA przez plazming [104, 106]. Co wigcej, plazmina reguluje antyadhezyjna
1 proadhezyjng aktywno$¢ omawianego biatka poprzez rozpad proteolityczny N-konca [107],
podczas gdy trombina reguluje jego aktywno$¢ antyangiogenng lub proangiogenna poprzez

cigcie C-konca [90].

Mimo licznych dowodéw popartych badaniami, dotyczacych endoproteolitycznego
(wewnatrz pgcherzykow magazynujacych hormony) i egzoproteolitycznego (po uwolnieniu
do krwi) przetwarzania CgA, nie udowodniono jednoczesnego dzialania kilku enzymoéw

proteolitycznych na CgA.

Do dzisiaj wiele pytan na temat omawianej glikoproteiny pozostaje bez odpowiedzi. Nie
wiadomo, czy badany hormon i jego pochodne dzialaja jednocze$nie w réznych miejscach
1 rtéznym/tym samym czasie oraz czy faktycznie dzialaja w sposob specyficzny dla tkanki.
Nadal nie poznano odpowiedzi na pytanie, czy pochodne CgA sa generowane w rownych
ilosciach molowych oraz czy stezenie jest zalezne od zapotrzebowania fizjologicznego tkanek

[108].

1.2.4 Biologiczna rola chromograniny A oraz jej pochodnych

W wielu badaniach wykazano, ze CgA obecna jest nie tylko w komorkach
chromochlonnych. Wbrew wczesniejszym przypuszczeniom CgA jest nie tylko produktem
neuronalnych i gruczotowych elementow uktadu neuroendokrynnego, ale dodatkowo ulega
ekspresji w keratynocytach [109], komdrkach miesnia sercowego [ 110], komorkach §rodbtonka
[111, 112] i komorkach wysp trzustkowych [113] u wielu gatunkéw kregowcoOw, w tym u czto-

wieka.

Wraz z hormonami, przekaznikami i aminami CgA bierze udzial w sortowaniu
1 tworzeniu ziarnisto§ci wydzielniczych czy pecherzykow synaptycznych [105]. Jest wysoce
naladowana czasteczka, dlatego inne czasteczki tatwo wchodza z nig w interakcje i sa
transportowane do ziarnisto$ci wydzielniczych. Mimo ze CgA ma niskie powinowactwo
do jonow Ca?’, to posiada zdolno$¢ do zwigzania duzej ich ilo$ci oraz tworzenia agregatow

[108].
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Jak wspomniano w poprzednim podrozdziale, prohormon ten jest jednym z elementéw
sity napedowej indukujacej paczkowanie btony TGN do tworzenia pecherzykow
wydzielniczych [83, 94], a jakiekolwiek zaburzenie granulogenezy zaleznej od tego biatka
negatywnie wplywa na sortowanie prohormondéw do szlaku sekrecyjnego [83]. Warto
podkresli¢, ze CgA uczestniczy rowniez w fuzji ziarnistosci wydzielniczych z btong
komoérkowa, wydhluzajac czas utrzymywania si¢ krzywizny porow fuzyjnych, co pozwala

na uwolnienie wickszej ilo$ci czasteczek poza komorke [99].

Oprocz wewnatrzkomorkowej funkcji opiekunczej CgA dotyczacej sortowania
i przechowywania CA w komoérkach chromochtonnych nadnerczy, zasugerowano funkcje
zewnatrzkomorkowe zwigzane gldwnie z produktami jej rozpadu [91]. Reasumujac, CgA jest

zarowno ,,biatkiem granulogennym?, jak i prekursorem biologicznie aktywnych peptydow.

Pierwszy polipeptyd pochodzacy od CgA zostal zidentyfikowany w §winskiej trzustce
stymulowanej glukozg. Nazwano go pankreastatyng, a jego gldwna funkcja to inhibicja

wydzielania insuliny [82].

Od tamtego odkrycia przeprowadzono liczne badania, w ktérych udowodniono, ze CgA
jest prohormonem dla wielu innych polipeptydéw wykazujacych migdzy innymi
przeciwdrobnoustrojowe oraz pro- i antyangiogenne dzialanie [89]. Funkcja peptydéw pocho-
dzacych z CgA jest takze zwigzana z homeostaza wapnia i glukozy, przepuszczalno$cia
$rdédbtonka, kurczliwo$cig migsnia sercowego, wrodzong odpornoscig czy dziataniem anty-
1 proadrenergicznym [88, 89, 112]. Jak przedstawiono na Rycinie 1, proteolityczne przetwa-

rzanie CgA daje poczatek szerokiej gamie peptydow.

CgA jest wyjatkowa czasteczka, poniewaz pochodzace z jej rozpadu peptydy wykazuja
antagonistyczne dzialania w zakresie utrzymywania homeostazy w organizmie [78, 81]. CgA
pelnej dlugosci jest regulatorem angiogenezy oraz prekursorem peptydow dzialajacych
proangiogennie (np. CST, VS-II) oraz antyangiogennie (VS-I). Z kolei homeostaza glukozy
utrzymywana jest przez PST, begdaca peptydem antyinsulinowym oraz CST, wykazujaca

dziatanie proinsulinowe.

W badaniach przeprowadzonych na gryzoniach udokumentowano, ze czynno$¢ serca
jest regulowana przez proadrenergiczny peptyd serpining oraz dwa antyadrenergiczne peptydy:

VS-1i CST [108].
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W 1988 roku Simon i wsp. [114] opisali proteolityczng hydroliz¢ CgA otrzymanej
z komorek chromafinowych wyhodowanego rdzenia nadnerczy bydlecych. Zaobserwowali,
ze jeden z produktow rozpadu CgA jest zdolny do zahamowania uwalniania CA [114]. W 1997
roku Mahata 1 wsp. [85] udowodnili, ze tylko jeden peptyd otrzymany z rozpadu CgA hamuje
wydzielanie CA indukowane przez nikotyn¢. Nazwano go katestatyng ze wzgledu na wysoka
zdolno$¢ do hamowania uwalniania CA [85]. Udowodniono, ze efekt ten jest osiggany poprzez
blokowanie acetylocholiny, ktora dziata na cholinergiczne receptory nikotynowe w neuronach

[85, 86].

Katestatyna (CgA352-372, CST) to wielofunkcyjny peptyd neuroendokrynny,
sktadajacy si¢ z 21 aminokwasow, pochodzacy z proteolitycznego rozszczepienia (gtdwnie za
pomoca kalikreiny [115]) zwigzku prekursorowego, czyli CgA, biorgcy udzial w regulacji
systemu sercowo-naczyniowego [116], odporno$ciowego oraz w homeostazie organizmu
[108]. Poprzez hamowanie wydzielania CA, CST tagodzi szkodliwa, nadmierng aktywno$¢

uktadu nerwowego [85].

W badaniach in vitro oraz in vivo wykazano, ze CST zmniejsza ilo$¢ tkanki thuszczowej
[117], hamuje odpowiedZ zapalng [108], zapobiega miazdzycy wywolanej przez makrofagi

[118] oraz reguluje produkcje¢ i uwalnianie cytokin [118].

Peptyd ten posrednio jest zwigzany z cukrzyca i metabolizmem weglowodanow, a przez

to z otyto$cig 1 zespotem metabolicznym [119, 120].

Na chwile obecng wiadomo, ze CST wykazuje rowniez dzialanie przeciwzapalne,
przyspiesza metabolizm [108], hamuje lipogenez¢ i zwigksza lipoliz¢ w tkance tluszczowe;j
poprzez hamowanie receptora az-adrenergicznego i wzmacnianie sygnalizacji leptyny oraz
stymuluje wychwyt i rozpad kwasoéw tluszczowych w watrobie, co odzwierciedla zwigkszona
ekspresja gendOw zaangazowanych w utlenianie kwasow thuszczowych po dootrzewnowym

wstrzyknigciu CST u myszy [117].

Zasugerowano, ze peptyd ten promuje przeplyw lipidow z tkanki tluszczowej
do watroby w celu ich utleniania, co moze wyjasnia¢ cz¢sto obserwowany przyrost masy ciata

u pacjentéw z chorobami zapalnymi, u ktorych ujawniono nizszy poziom CST w osoczu [118].

Oprocz wptywu na metabolizm lipidow, CST podana dootrzewnowo poprawia
tolerancje glukozy i insuliny u myszy z otyloscig indukowana dieta oraz u myszy opornych

na dzialanie insuliny [118]. Stan ten mozna tlumaczy¢ hamujacym wpltywem CST
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na glukoneogeneze w watrobie, co skutkuje obnizong sekrecja glukozy i tym samym

obnizonym jej poziomem we krwi [118].

Z kolei w badaniach przeprowadzonych na grupie otytych dzieci i mtodziezy wykazano
nizszy poziom CST w ich surowicy w poréwnaniu z dzieémi zdrowymi [121]. Warto
zaznaczyC, ze najnizsze poziomy badanego peptydu odnotowano u dzieci wykazujacych

objawy zespotu metabolicznego lub zwigkszonego ryzyka sercowo-naczyniowego [121].

Ponadto, CST wykazuje dziatanie kardiosupresyjne zard6wno osrodkowo, jak 1 obwo-
dowo. Efekty osrodkowe sa wywotane przez poprawe wrazliwos$ci baroreceptorow i zmien-
no$¢ rytmu serca [122-124], z kolei efekty obwodowe polegaja na obnizeniu ci$nienia krwi
poprzez stymulowanie uwalniania histaminy [125], ktérej zwiekszony poziom indukuje

produkcje tlenku azotu dziatajacego rozszerzajaco na naczynia krwiono$ne.

Kolejng udowodniong wtasciwosciag CST jest dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, ktore
wigze si¢ z jej strukturg zawierajaca aktywny fragment o nazwie katechina, hamujacy wzrost
bakterii, grzybow i drozdzy. Katechina, poprzez penetracj¢ sciany komodrkowej i akumulacje
w wewnetrznej czgsci komorek, prawdopodobnie inaktywuje enzymy wewnatrzkomorkowe

oraz dziala hamujaco na syntez¢ $ciany komérkowej drobnoustrojow [102, 126-128].

Pankreastatyna (CgA250-301, PST) byla pierwsza poznana, biologicznie aktywna
pochodng CgA wyizolowang z trzustki §wini w 1968 roku [82]. Nazwa tego peptydu pochodzi
od zaobserwowanego efektu jej dzialania, czyli zahamowania stymulowanego glukoza
uwalniania insuliny z komoérek B wysp Langerhansa, co skutkuje wzrostem glukoneogenezy
w hepatocytach [129], zmniejszeniem syntezy thuszczow oraz regulacja ekspresji leptyny

w adipocytach [130].

Obecnie wiadomo, ze inhibitorem dla PST jest PSTi8, ktory redukuje wywotang przez
PST oporno$¢ na insuling, zwigksza przechodzenie do powierzchni komorki transportera

GLUT4 w hepatocytach i adipocytach oraz obniza uwalnianie glukozy [131].

Udowodniono, ze PST w komodrkach wysp trzustkowych wspotwystepuje z insuling,
glukagonem 1 somatostatyng [132] oraz z histaming w komodrkach chromochtonnych
odzwiernika [133]. Przetwarzanie proteolityczne CgA do PST zachodzi zar6wno wewnatrz

ziarnistos$ci, jak i na zewnatrz komorki [134].

Wyniki badan dotyczace poziomu PST sa szczegodlnie wazne w fizjologicznych

badaniach dotyczacych homeostazy glukozy i insuliny we krwi oraz w stanach patologicznych,
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takich jak cukrzyca [135]. W nadci$nieniu pierwotnym, schorzeniu zwigzanym z zespotem
metabolicznym, ujawniono podwyzszony poziom PST w osoczu. Podobne wyniki uzyskano

u pacjentow z cukrzyca typu 2 oraz u pacjentdow z guzami neuroendokrynnymi [136].

Wazostatyny (CgA1-76, VS-I oraz CgA1-113, VS-II). Dwa N-koncowe peptydy CgA:
CgAl1-76 (wazostatyna I, VS-I) oraz CgAl-113 (wazostatyna II, VS-II) zostaly nazwane
wazostatynami [137]. Swoja nazwe zawdzigczaja hamujagcemu dziataniu na skurcze
izolowanych naczyn ludzkich [138]. Wazostatynom przypisuje si¢ szeroki zakres aktywnosci

biologiczne;j.

Na chwile obecng wiadomo, ze VS-I dziala jako regulator wapnia w osoczu, napigcia
naczyniowego, integralnosci $rédbtonka oraz funkcji serca [113]. Bierze udziat w pierwszej
linii obrony przed mikroorganizmami [139], w reakcjach zapalnych [102], tagodzeniu bolu oraz
hamowaniu perystaltyki przewodu pokarmowego [113]. VS-I, w przeciwienstwie do VS-II

wykazuje rowniez dziatanie antyangiogenne [102].

Natomiast VS-II bierze udziat w promowaniu angiogenezy, dzialajac poprzez enzym —
konwertaze¢ angiotensyny II [140]. VS-II, a konkretnie jej C-koncowemu fragmentowi (CgA79-
113), przypisuje si¢ role czynnika hamujacego zwezanie naczyn (VIF — vasoconstriction
inhibiting factor), ktory hamuje in vitro dzialanie angiotensyny II (polegajace na zwezaniu

naczyn za pomocg receptora dla angiotensyny II typu 2) [141].

1.2.5 Chromogranina A w réoznych stanach patologicznych

Na chwile obecng wiadomo, ze CgA ulega ekspresji w wielu guzach endokrynnych
i neuroendokrynnych. Ponadto, niektéore nowotwory, takie jak rak ptuc, rak piersi czy
gruczolakorak Zotadka i okreznicy moga ulega¢ réznicowaniu neuroendokrynnemu i wyka-

zywac ogniskowg ekspresje CgA [80, 142].

Jak wiadomo, guzy neuroendokrynne skladaja si¢ (przynajmniej czgSciowo)
z wyspecjalizowanych komorek, ktore maja zdolno$¢ wytwarzania, przechowywania
1 wydzielania CgA wraz z bioaktywnymi aminami i innymi hormonami peptydowymi.
Uwalniana glikoproteina moze przedostac si¢ do krwioobiegu, osiggajac w surowicy lub osoczu
wyzsze poziomy niz u osoéb zdrowych i tym samym nabywajac potencjat markera nowotworu

[80, 142].
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Podwyzszony poziom CgA we krwi towarzyszy tez niektérym stanom
nienowotworowym: niewydolno$ci narzadéw, stanom zapalnym, chorobom autoimmu-
nizacyjnym (np. reumatoidalnemu zapaleniu stawow czy chorobie Crohna), pierwotne]
nadczynno$ci przytarczyc, przewlektemu zanikowemu zapaleniu btony $luzowej Zotadka
i niektorym chorobom sercowo-naczyniowym (np. niewydolno$ci serca, nadci$nieniu

tetniczemu, miazdzycy) [143].

Warto wspomnie¢, ze u pacjentow z cukrzyca typu 1 badanych wiele lat po wystapieniu
choroby, poziom omawianej graniny jest takze podwyzszony [144, 145]. Ponadto, u tych
pacjentéw zaobserwowano dodatnig korelacj¢ miedzy poziomami CgA a hemoglobiny
glikowanej (HbAl:) w surowicy, z nieznacznym, ale statym wzrostem CgA wraz z wydtu-

zaniem czasu trwania cukrzycy [144].

Co wigcej, nalezy zwroci¢ uwagg, ze przyjmowanie lekow z grupy inhibitorow pompy
protonowej moze powodowac wzrost stgzenia CgA w wyniku zwigkszonej produkceji gastryny

[146].

1.3 Zwiazek chromograniny A oraz jej pochodnych z endometrioza

Do tej pory zwigzek pomigdzy chromograning A oraz jej pochodnymi a endometrioza
nie zostat opisany. W badaniach Tsao i wsp. [147] opublikowanych w 2007 roku zauwazono
podwyzszony poziom CgA, CA 125 oraz CA 19-9 w surowicy u pacjentek chorujacych, m. in.
na endometrioz¢ i inne schorzenia uktadu rozrodczego [147], ale sami autorzy stwierdzili,

ze potrzeba dalszych badan na wigkszej grupie oséb.
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2. ZALOZENIA I CELE

Badania wstgpne wykonane w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego daly podstawe do stwierdzenia, ze CgA moze

uczestniczy¢ w patogenezie endometriozy.

W niniejszej pracy sprobowano okresli¢ role CgA poprzez:

1)

2)

3)

4)

Identyfikacje CgA we fragmentach tkanek zmienionych chorobowo, tj. torbielach

jajnikowych 1 zmianach otrzewnowych (od kobiet z endometrioza) oraz we frag-
mentach endometrium eutopowego (od pacjentek grupy kontrolnej) za pomoca

reakcji immunohistochemicznych.

Okreslenie obecnosci, stezenia oraz wzajemnej korelacji CgA i produktow jej

degradacji: CST, PST i VS-II w surowicy oraz plynie otrzewnowym w grupie

badanej i kontrolne;.

Oceng i poréwnanie ekspresji mMRNA CHGA we fragmentach tkanek zmienionych

chorobowo, tj. torbielach jajnikowych (od kobiet z endometrioza — grupy badane;j)
oraz we fragmentach endometrium eutopowego (od pacjentek, u ktorych nie

potwierdzono endometriozy — grupy kontrolnej).

Prébe okreslenia potencjalnego mechanizmu odpowiedzialnego za ekspresje CgA

w tkance endometrialnej z wykorzystaniem linii komdrkowych 12Z (linia komorek

endometrialnych) oraz Ishikawa (rak endometrialny).
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Uczestnicy badania

Do badania zakwalifikowano 125 pacjentek hospitalizowanych w dwoch warszawskich
szpitalach: I Katedrze i Klinice Potoznictwa i Ginekologii Uniwersyteckiego Centrum Zdrowia
Kobiety i Noworodka Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz II Katedrze i Klinice
Potoznictwa i Ginekologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego znajdujacej sie¢
w szpitalu im. ks. Anny Mazowieckiej w Warszawie. Material pobrany do analiz stanowito:
endometrium eutopowe i ektopowe (fragmenty torbieli i zmiany otrzewnowe), surowica oraz

ptyn otrzewnowy.

W czasie hospitalizacji wszystkie pacjentki byly w fazie folikularnej cyklu
miesigczkowego. U kazdej kobiety z grupy badanej zaréwno laparoskopowo, jak i histo-
patologicznie potwierdzono endometrioze, ktérg sklasyfikowano wedlug kryterium rASRM
[20]. Grupe kontrolng stanowily pacjentki hospitalizowane i1 operowane w wyzej
wymienionych klinikach ginekologicznych z innych przyczyn niz endometrioza, u ktoérych nie
zdiagnozowano tego schorzenia. Wszystkie uczestniczki badania byly w wieku rozrodczym,
nie mialy chorob przewlektych i co najmniej 6 miesigcy przed rozpoczeciem hospitalizacji nie

byty poddane terapii hormonalne;.

Na przeprowadzenie badan otrzymano pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (nr decyzji KB/257/2016). Kazda z pacjentek

wyrazila §wiadoma, pisemng zgode na udzial w badaniu.
Szczegodtowa charakterystyke grup pacjentek przedstawia Tabela 2.

Tabela 2. Charakterystyka badanych grup.

Charakterystyka Grupa kontrolna |Grupa badana

Liczba przypadkoéw 60 65
Wiek, [lata] (§rednia £ SD) 33,19 £ 8,03 32,92 £5,74
BMI, [kg/m2] ($rednia + SD) 24,61 + 5,33 22,38 + 3,66
ASRM I/Il (minimalna/tagodna) nie dotyczy 25 (38,46%)

III/IV (umiarkowana/cigzka) nie dotyczy 40 (61,54%)

jajnikowa nie dotyczy 20
Lokalizacja zmian |otrzewnowa nie dotyczy 25

jajnikowa + otrzewnowa nie dotyczy 20
Dzietno$¢ (Srednia + SD) 1,24+ 1,15 0,23 + 0,44
Nieplodnos¢ 33,33% 83,30%
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3.2 Immunohistochemia

Materiat do prezentowanych badan stanowity fragmenty tkanek pobrane w trakcie
operacji, pochodzace z I i II Katedry i Kliniki Poloznictwa i Ginekologii Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego.

Do analizy wykorzystano zmiany z torbieli endometrialnych i otrzewnej pobrane
od pacjentek z endometrioza oraz endometrium eutopowe od pacjentek z innymi zmianami
(nieendometriotycznymi), utrwalone w 10% buforowanej formalinie (pH 7,4 — 7,6) 1 zatopione
w parafinie. Wszystkie preparaty histologiczne wstgpnie poddano standardowej reakcji

z uzyciem hematoksyliny i eozyny w celu sprawdzenia jakos$ci pobranego materiatu.

W dalszej kolejnosci parafinowe skrawki o grubosci 4 pm naklejono na mikroskopowe
szkietka podstawowe FLEX THC Microscope Slides (Dako, Glostrup, Dania, nr katalogowy:
K8020), ktére suszono w cieplarce przez co najmniej godzing w temperaturze
nieprzekraczajacej 60°C. Nastepnie skrawki poddano odparafinowaniu i uwodnieniu poprzez

zanurzanie kolejno w:
- ksylen I, ksylen II, ksylen III — po 5 minut w kazdym,
- etanol > 99,8% I, etanol > 99,8% II — po 3 minuty w kazdym,
- etanol 96% I; etanol 96% 11, etanol 96% III — po 3 minuty w kazdym,
- woda destylowana/dejonizowana — 5 minut.

Po odparafinowaniu i nawodnieniu skrawki tkankowe poddano procedurze cieplnego

odmaskowania epitopu (HIER) przy uzyciu naczyn Coplin.

W lazni wodnej umieszczono naczynia (Coplin) do barwienia z uprzednio
rozcienczonym (50 razy w wodzie destylowanej/dejonizowanej) roztworem roboczym, czyli
EnVision FLEX Target Retrieval Solution High pH (bufor Tris/EDTA) (Dako, nr katalogowy:
K8004). Laznie wodng i naczynia z roztworem roboczym doprowadzono do temperatury 97°C,
ktére, w celu ustabilizowania temperatury i1 eliminacji parowania roztworu, oslaniano
pokrywkami. Skrawki tkankowe osadzone na szkietkach (o temperaturze pokojowej)
zanurzano we wstepnie podgrzanym roztworze roboczym (znajdujacym si¢ w naczyniach

Coplin), a nastgpnie inkubowano przez 20 + 1 minut w fazni wodnej w temperaturze 97°C.
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W dalszej kolejnosci naczynia barwigce zawierajace preparaty, po wyjeciu z tazni wodnej,

pozostawiono w temperaturze pokojowej na 20 + 1 minut.

Przygotowane w ten sposob skrawki poddano procedurze barwienia manualnego

EnVision FLEX poprzez:
1. Plukanie w Wash Buffer — 5 minut.

Wash Buffer DM831, Dako, nr katalogowy: K8007; roztwor soli fizjologicznej z bufo-
rem Tris o pH = 7,6 zawierajacy preparat Tween 20; przed uzyciem rozcienczony 20 razy woda

destylowang/dejonizowana.

2. Blokowanie endogennej peroksydazy w EnVision FLEX Peroxidase-Blocking
Reagent (RTU) — 5 minut.

EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent, Dako, nr katalogowy: SM801; bufor

fosforanowy zawierajacy nadtlenek wodoru oraz detergent.
3. Przemycie Wash Buffer — 3 razy po 5 minut.

4. Inkubacj¢ z przeciwcialem pierwotnym Polyclonal rabbit anti-CgA — 20 minut

w temperaturze pokojowe;.

Polyclonal rabbit anti-CgA, Abcam, nr katalogowy: ab15160; przed uzyciem
przeciwcialo rozcienczono w stosunku 1:200 w odczynniku EnVision FLEX Antibody Diluent

DMS830, Dako, nr katalogowy: K8006).
5. Ponowne przemycie w Wash Buffer — 3 razy po 5 minut.
6. Inkubacje z EnVision FLEX/HRP — 20 minut.

EnVision FLEX/HRP, Dako, nr katalogowy: SM802; dekstran sprze¢zony z peroksydaza
1 wtérnymi przeciwcialami kozimi przeciwko immunoglobulinom mysim, umieszczony

w buforowanym roztworze zawierajagcym biatko stabilizujace i konserwant.
7. Przemycie tkanki w Wash Buffer — 3 razy po 5 minut.

8. Barwienie chromogenem w roztworze EnVision FLEX Substrate Working Solution

— 3 — 10 minut.

EnVision FLEX Substrate Working Solution przygotowano mieszajac 1 krople
odczynnika EnVision FLEX DAB+ Chromogen, Dako, nr katalogowy: DMS827; roztworu
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diaminobenzydyny (DAB) o wysokim stezeniu z 1 mL odczynnika EnVision FLEX Substrate
Buffer SM803, Dako, nr katalogowy SM803; zawierajacego nadtlenek wodoru.

9. Przemycie tkanki w Wash Buffer — 5 minut.

10. Barwienie kontrastowe jader komorkowych przy uzyciu EnVision FLEX

Hematoxylin — 5 minut.
EnVision FLEX Hematoxylin, Dako, nr katalogowy: K8008.

11. Przemycie kolejno: woda destylowang — 1 minuta, Wash Buffer — 5 minut, woda

destylowang — 5 minut.

12. Odwodnienie skrawkow tkankowych w 96% etanolu II i III oraz etanolu 99,8% I

1 I — po 3 minuty w kazdym.
13. Przeprowadzenie przez szereg ksylenow (I, I, III) — po 2 minuty w kazdym.

14. Zatopienie preparatow przy uzyciu medium Dako Glycergel Mounting Medium

oraz szkietek nakrywkowych.
Dako Glecergel Mounting Medium, nr katalogowy: C0563.

Kontrole jakosci przeprowadzono stosujac dodatnig probke kontrolng na tkance
rekomendowanej przez producenta przeciwciata (trzustka oraz/lub jelito grube). Zgodnie
z zaleceniami wykonano takze kontrole ujemna stuzacg weryfikacji odczyndw nieswoistych

1 wspomagania interpretacji odczynow swoistych w miejscu wystepowania antygenu.

Roztwor roboczy substratoéw zawierajacy diaminobenzydyng powoduje intensywne
brazowe zabarwienie zlokalizowane w miejscach wystgpowania wykrywanych antygenow
rozpoznawanych przez przeciwciala pierwotne, co oznacza, ze takie zabarwienie powinno
zosta¢ zwizualizowane w dodatniej probce kontrolnej w oczekiwanych miejscach
wystepowania wykrywanego antygenu. Z kolei odczyn nieswoisty bedzie rozpoznawany jako
rozmyte, brazowe zabarwienie na szkielkach poddanych dziataniu odczynnika kontroli
ujemnej. Jadra komorkowe natomiast w barwieniu kontrastowym hematoksyling beda

wybarwiaty si¢ na kolor niebieski.
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3.3 Testy immunoenzymatyczne (ELISA)

Wykrywanie oraz ilo§ciowe oznaczenie CgA i produktow jej degradacji: CST, PST oraz
VS-II wykonano testami immunoenzymatycznymi ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) fazy statej, ktérych metoda dzialania polega na tworzeniu si¢ wigzan pomig¢dzy
antygenem a przeciwciatem uwidocznionych reakcja barwng zachodzaca dzigki enzymom
(skoniugowanym z immunoglobulinami) i dedykowanymi dla nich substratami. W metodzie
tej intensywno$¢ uzyskanej barwy odpowiada ilo$ci powstalych wigzan antygen-przeciwciato

1 oznaczana jest najczesciej kolorymetrycznie przy uzyciu spektrofotometru.

Do oznaczenia obecnosci i st¢zenia badanych zwigzkéw w surowicy i plynie
otrzewnowym (pobranych od pacjentek grupy badanej i kontrolnej) uzyto testow ELISA

wymienionych w zamieszczonej ponizej Tabeli 3.

Tabela 3. Zestawy uzyte do wykonania testow immunoenzymatycznych ELISA.

Badany zwiazek Nazwa testu Numer Producent
katalogowy

Chromogranina A Human Chromogranin-A ELISA Kit E1730Hu  Bioassay Technology Laboratory

Katestatyna Human Catestatin ELISA Kit E4996Hu  Bioassay Technology Laboratory

Pankreastatyna Human Pancreastatin ELISA Kit E0983Hu Bioassay Technology Laboratory
Human Vasostatin-2(VS-2) ELISA Wuhan Xinqidi Biological

Wazostatyna 11 Kit EIA07184h Technology Co.,Ltd

Badany materiat biologiczny do momentu wykonania do$wiadczen przechowywano
w temperaturze -80°C. Przed wykonaniem testow wszystkie probki rozmrozono i odwirowano
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie postgpowano wedtug protokolu producenta kazdego
z testow ELISA. Wynik absorbancji odczytano przy pomocy czytnika plytek Omega (dtugosé¢

fali 450 nm) i1 poddano analizie statystyczne;j.

3.4 1zolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Fragmenty tkanek otrzymane z wyzej wymienionych klinik ginekologicznych
przetrzymywano w buforze chronigcym RNAlater (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA, nr katalogowy: AM7021) w temperaturze -80°C do czasu wykonania eksperymentow.
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Po rozmrozeniu materiat zwazono, zhomogenizowano i przeniesiono do buforu RL,
a nastgpnie oczyszczono z DNA 1 biatek zgodnie z protokotem testu Gene Matrix Universal
RNA Purification Kit (EURx, Gdansk, Polska, nr katalogowy: E3598) w celu izolacji
catkowitego komoérkowego RNA. Po serii reakcji otrzymano 50 pL. RNA rozpuszczonego
w sterylnej wodzie wolnej od rybonukleaz. Nastgpnie oznaczono stezenia RNA przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific). Wykonano trzykrotne pomiary

kazdej z probek, a jako proby zerowej uzyto wody wolnej od rybonukleaz.

Do reakcji odwrotnej transkrypcji (przeprowadzonej w celu uzyskania cDNA
potrzebnego do reakcji PCR) wykorzystano zestaw High-Capacity c¢cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems by ThermoFisher Scientific, Cheshire, UK, nr
katalogowy: 4368814). W tym celu zmieszano 10 uL roztworu RNA (o znanym stezeniu) z 10
puL mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji (sktad mieszaniny podano w Tabeli 4).
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono inkubujac przygotowane probki
w termocyklerze Mastercycler Eppendorf w nastepujacych warunkach: 10 minut w 25°C, 120
minut w 37°C, 5 minut w 85°C, nastgpnie schtodzono do 4°C (Tabela 5). Przygotowane w ten
sposob ¢cDNA przechowywano, zgodnie z zaleceniami producenta, w temperaturze -20°C

do czasu dalszych badan.

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej w zestawie High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.

Skladnik Objetosé/reakeje [pL]
10x RT Buffer 2,0
25x ANTP Mix (100 mM) 0,8
10x RT Random Primers 2,0
MultiScribe Reverse
. 1,0
Transcriptase
Woda wolna od nukleaz 472
Razem/reakcje 10,0
Tabela 5. Warunki reakcji syntezy cDNA.
Czas trwania
Temperatura o
reakcji
Inkubacja wstepna 25°C 10 minut
Odwrotna transkrypcja 37°C 120 minut
Degradacja RNA i inaktywacja odwrotnej transkryptazy 85°C 5 minut
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3.5 Lancuchowa reakcja polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym

Oceneg ekspresji genu CHGA zaréwno w tkankach, jak i w badanych liniach
komoérkowych dokonano przy uzyciu fancuchowej reakcji polimerazy z analiza w czasie
rzeczywistym. Badanie wykonano uzywajac podwdjnie znakowanych sond TagMan.
W doswiadczeniu uzyto 20 ng (5 pL) wczesniej przygotowanego roztworu cDNA oraz 5 uLb
mieszaniny reakcyjnej sktadajacej si¢ z 4,5 puL SensiFAST Probe Lo-ROX Kit (Bioline,
Luckenwalde, Niemcy, nr katalogowy: BIO-84005) oraz 0,5 uL roztworu gotowych starterow
(TagMan, ThermoFisher Scientific): genu CHGA (Hs00900370 ml) lub kontroli endogenne;j,
ktora stanowit gen referencyjny GAPDH (Hs02758991 gl). Reakcje przeprowadzono
w termocyklerze ABI 7500 FAST (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
w nastepujacych warunkach: 2 minuty w 50°C, 20 sekund w 95°C, 40 powtorzen
naprzemiennie: 3 sekundy w 95°C, 30 sekund w 60°C (Tabela 6). Kazda probke wykonano

w co najmniej dwoch powtdrzeniach.

Tabela 6. Warunki przeprowadzania reakcji PCR.

liczba cykli temperatura czas trwania
Denaturacja wstgpna 1 50°C 2 minuty
Denaturacja 1 95°C 20 sekund
Przylaczanie starterow, 40 95°C 3 sekundy
elongacja i pomiar fluorescencji 40 60°C 30 sekund

Analize wynikow przeprowadzono w programie Real-Time PCR Data Analysis

(ThermoFisher Scientific).
Wyniki dla fragmentéw tkanek przedstawiono wedtug wzoru: R = 274Ct,

gdzie:

AC; = C; genu badanego — C; genu referencyjnego

Wyniki ekspresji CHGA dla linii komorkowych przedstawiono, uzywajac jako proby

kontrolnej komorek hodowanych w warunkach standardowych, wedtug wzoru:
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R = 2-AC

gdzie:
AAC; = AC, préby nieznanej — AC, proby kontrolnej

3.6 Hodowla komorkowa

Doswiadczenia przeprowadzono na dwoéch liniach komérkowych: 12Z oraz Ishikawa.
Linia komodrkowa 12Z (pozyskana dzigki uprzejmosci Pana Profesora Martina Goette
z Uniwersytetu w Muenster) to linia immortalizowanych ludzkich komoérek endometrialnych,
wygenerowana przez zainfekowanie wirusem SV40 komorek pobranych od poddane;
laparoskopii 37-letniej kobiety [148]. Z uwagi na fakt, ze komorki linii 127 wykazuja ekspresje
markeré6w zmian endometriotycznych obserwowanych in vivo, moga by¢ stosowane
do charakterystyki i identyfikacji genow/markerow zwigzanych z endometrioza. Z kolei linia
komorkowa Ishikawa (ECACC — European Collection of Authentical Cell Cultures) zostala
wyodrgbniona z gruczolakoraka endometrium od 39-letniej kobiety. Na powierzchni tych

komorek obecne sg receptory estrogenowe i progesteronowe [ 149].

Komorki obu linii inkubowano w standardowej pozywce przeznaczonej do hodowli
komoérkowych DMEM/F-12 (Gibco, Carlsbad, CA, USA, nr katalogowy: 11320033)
zawierajacej 10% (v/v) dodatek FBS — ptodowej surowicy bydlecej (Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Niemcy, nr katalogowy: FBS-22A) oraz antybiotyki: penicyling G (10000000
j-m./L), siarczan streptomycyny (10000 mg/L) i amfoterycyn¢ B (25 mg/L) (Capricorn
Scientific, nr katalogowy: AAS-B). Komorki hodowano w 25 cm? butelkach hodowlanych
w inkubatorze Sanyo w warunkach standardowych, tj. w temperaturze 37°C oraz w 5%

atmosferze CO2 1 wilgotnosci 100%.

Komorki pasazowano po uzyskaniu okoto 70% pokrycia dna naczynia hodowlanego
za pomoca 0,25% roztworu trypsyny-EDTA (Gibco, nr katalogowy: 15090046). Przed
dodaniem trypsyny kazdorazowo, dwukrotnie ptukano je roztworem DPBS (Capricorn

Scientific, nr katalogowy: PBS-1A).

Po trzecim pasazu komorki wysiewano na 12-studzienkowe ptytki w gestosci 1x10°
komorek na jeden dotek. Nastepnie, po uptywie 24 godzin inkubacji standardowa pozywke

hodowlang zastgpowano medium zawierajagcym odpowiednie stezenia (10 ng/mL oraz 20
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ng/mL) badanych cytokin (IL-1, IL-6, TGFf, TNF). Kazda probk¢ wykonano w co najmniej
trzech powtorzeniach. Tak przygotowane komorki inkubowano przez okres 24 godzin
w warunkach standardowych. Po tym czasie z kazdego dotka odciaggni¢to pozywke,
a przyklejone do dna plytki komoérki dwukrotnie przeptukano roztworem DPBS, odklejono
za pomocg 0,25% roztworu trypsyny-EDTA, odwirowano przez 5 minut 1200 rpm, odrzucono
supernatant 1 zawieszono w buforze stabilizujacym RNA (bufor RL, Gene Matrix Universal
RNA Purification Kit, EURx, nr katalogowy: E3598). Tak przygotowany material
przechowywano zgodnie z zaleceniami producenta testu w temperaturze -20°C do momentu

dalszych badan.

Opisane wyzej doswiadczenie wykonano trzykrotnie.

3.7 Analiza statystyczna

Wszystkie analizy statystyczne oraz prezentowane w pracy wykresy (Ryciny 4-31)
wygenerowano w programie GraphPad Prism ver 10.2.3 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).

Réznice miedzy badanymi grupami okreslono za pomoca testu U Manna-Whitneya.
Do poréwnania wigcej niz dwoch grup zastosowano test Kruskala-Wallisa oraz test post-hoc
Dunna. Wyniki przedstawiono jako wykresy punktowe z mediang i zakresem mig¢dzy-

kwartylowym.

Analize korelacji przeprowadzono wyliczajac wspotczynnik Pearsona lub Spearmana.

Wyniki zaprezentowano jako wykresy rozrzutu z linig regresji.

W celu ustalenia mocy predykcyjnej badanych zwigzkéw w kierunku diagnozy
endometriozy wygenerowano krzywe ROC (receiver operating characteristics) wraz
z warto$ciami pol powierzchni pod krzywa (AUC) oraz 95% przedziatami ufnosci (95% CI).
Nastepnie, w arkuszu kalkulacyjnym Microsoft Excel, obliczono wspoétczynnik Youden’a oraz

warto$ci PPV (positive predictive value) oraz NPV (negative predictive value).

Za warto$¢ istotng statystycznie przyjeto p<0,05.
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4. WYNIKI

4.1 Identyfikacja chromograniny A w endometrium eutopowym oraz we fragmentach

tkanek zmienionych chorobowo

Obecnos¢ CgA we fragmentach tkanek identyfikowano za pomoca metody
immunohistochemicznej. Badany skrawek poddano szeregowi reakcji chemicznych i fizycz-
nych, ktérych efektem bylo intensywne brazowe zabarwienie zlokalizowane w miejscach

wystepowania wykrywanych antygenow rozpoznawanych przez przeciwciala pierwotne.

Obrazy (Rycina 2-3) zostaty uchwycone za pomoca mikroskopu Nikon Eclipse E400
oraz aparatu Nikon Coolpix 995.

W endometrium eutopowym pobranym od pacjentek, u ktdrych nie zdiagnozowano
endometriozy (grupa kontrolna) uwidoczniono pojedyncze komoérki wystepujace w nabtonku

gruczolowym, wykazujace chromograninopozytywna reakcje (Rycina 2A-C).

W zmianach endometrioidalnych zlokalizowanych na otrzewnej (Rycina 3A-C) oraz we
fragmentach torbieli endometrialnych (Rycina 3D-F) zidentyfikowano grupy komorek wyka-

zujacych intensywne bragzowe zabarwienie, co §wiadczy o obecnosci CgA.
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Rycina 2. Lokalizacja immunohistochemiczna chromograniny A w endometrium eutopowym pobranym
od pacjentek z grupy kontrolnej. Strzatkami zaznaczono przyktadowe miejsca wystgpowania pojedynczych
komorek zawierajacych CgA. Powigkszenie 400x (A-C).
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Rycina 3. Lokalizacja immunohistochemiczna chromograniny A w zmianach endometrioidalnych
na otrzewnej (A-C) oraz we fragmentach torbieli endometrialnych (D-F) pobranych od pacjentek z grupy
badanej. Strzatkami zaznaczono miejsca wystgpowania skupisk komoérek zawierajacych CgA. Powigkszenie:
400x (A-F).

4.2 Wystepowanie chromograniny A i jej pochodnych w ptynach ustrojowych

Stezenie chromograniny A oraz jej pochodnych: katestatyny, pankreastatyny i wazo-
statyny II w ptynach ustrojowych (surowica, ptyn otrzewnowy) oznaczano przy pomocy testow

immunoenzymatycznych ELISA.

4.2.1 Porownanie st¢zenia chromograniny A i jej pochodnych w surowicy i plynie

otrzewnowym w grupie badanej i kontrolnej

W  surowicy pobranej od pacjentek z endometriozg zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost stezenia CgA (p<0,0001; Rycina 4A), CST (p=0,0089; Rycina 5A) oraz
PST (p=0,0194; Rycina 6A) w poréwnaniu do surowicy kobiet bez endometriozy (grupa
kontrolna). W przypadku VS-II nie zaobserwowano takiego efektu (brak istotno$ci
statystycznej; Rycina 7A). Podobnie, w plynie otrzewnowym wykazano znaczaco wyzsze
stezenie CgA (p<0,0001; Rycina 4B), CST (p=0,0015, Rycina 5B) oraz PST (p=0,0003; Rycina
6B) u kobiet z grupy badanej w porownaniu do pacjentek z grupy kontrolnej. Dla VS-II,
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podobnie jak w przypadku surowicy, nie zaobserwowano istotnej statystycznie rdznicy
pomiedzy pacjentkami z grupy badanej i grupy kontrolnej (brak istotnosci statystycznej; Rycina
7B).

Podczas analizy danych wykazano takze brak istotnych statystycznie rdéznic w stgze-
niach badanego biatka oraz jego pochodnych pomiedzy surowica a ptynem otrzewnowym
zarowno w grupie badanej (pacjentki z endometriozg), jak i kontrolnej (pacjentki bez

endometriozy; Tabela 7).
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Rycina 4. Stezenie chromograniny A (CgA) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z endo-
metriozg (Endo) w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy (grupa kontrolna; K). St¢zeniec CgA kazdej
probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem migdzykwartylowym.
Istotnos¢ statystyczng obliczono za pomocg testu U Manna-Whitneya; A, B: p<0,0001.
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Rycina 5. Stezenie katestatyny (CST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z endometrioza
(Endo) w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy (grupa kontrolna; K). Stezenie CST kazdej probki
oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem mig¢dzykwartylowym.
Istotnos¢ statystyczng obliczono za pomocg testu U Manna-Whitneya; A: p=0,0089; B: p=0,0015.
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Rycina 6. Stezenie pankreastatyny (PST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z endo-
metriozg (Endo) w porownaniu do kobiet bez endometriozy (grupa kontrolna; K). Stezenie PST kazdej
probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem migdzykwartylowym.
Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu U Manna-Whitneya; A: p=0,0194; B: p=0,0003.
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Rycina 7. Stezenie wazostatyny II (VS-II) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z endo-
metriozg (Endo) w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy (grupa kontrolna; K). Stezenie VS-II kazdej
probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem migdzykwartylowym.
Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu U Manna-Whitneya; brak istotno$ci statystycznej (ns).
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Tabela 7. Poréwnanie stezen chromograniny A (CgA), katestatyny (CST), pankreastatyny (PST) oraz
wazostatyny II (VS-II) w surowicy i plynie otrzewnowym w grupie badanej (Endo) oraz w grupie kontrolnej
(K). Istotnos¢ statystyczng obliczono za pomoca testu U Manna-Whitneya.

Endo/K Wartos¢ p
Endo 0,7714

A
Ce K 0.7499
Endo 0,4548

T
= K 0,8492
PST Endo 0,2233
K 0,5742
Endo 0,7388

-I1
VS K 0,2283
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4.2.2 Korelacja stezenia chromograniny A i jej pochodnych w surowicy i plynie

otrzewnowym

U pacjentek z grupy badanej i kontrolnej, u ktérych stezenie CgA 1 jej pochodnych
oznaczano zardwno w surowicy, jak i w ptynie otrzewnowym zaobserwowano silng (CgA,
CST, PST) oraz bardzo silng (VS-II) dodatnig korelacj¢ pomig¢dzy stezeniami badanych
peptydéw w obu wyzej wymienionych ptynach ustrojowych (Rycina 8).
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Rycina 8. Korelacja stezenia chromograniny A (CgA, A), katestatyny (CST, B), pankreastatyny (PST, C)
oraz wazostatyny I (VS-11, D) w surowicy i plynie otrzewnowym u pacjentek z grupy badanej i kontrolnej.
Stezenie kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono jako wykresy rozrzutu
z linig regresji. Wspolczynniki korelacji Pearsona (r), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano w ramkach
obok wykresow.
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4.2.3 Analiza ROC stezenia chromograniny A i jej pochodnych w surowicy i plynie

otrzewnowym

Skuteczno$¢ danej metody w wykrywaniu choroby w badanej populacji mozna opisa¢
przy pomocy krzywej ROC. W tym celu zestawiono wszystkie wyniki w formie krzywych,
okreslono najwazniejsze parametry (Rycina 9-12) oraz obliczono warto$ci: indekso6w Youdena,

PPV i NPV (Tabela 8).

Analiza krzywych ROC wykazata najwyzsze wartosci liczbowe dla oznaczen stezen
CgA (Rycina 9), przy czym byly one wyzsze w plynie otrzewnowym (Rycina 9B), anizeli
w surowicy (Rycina 9A). Podobne obserwacje, jednak nizsze warto$ci liczbowe dotyczg CST
(Rycina 10) oraz PST (Rycina 11). Natomiast dla oznaczen stgzen VS-II nie wykazano
istotnosci statystycznej w analizie krzywych ROC ani w surowicy, ani w ptynie otrzewnowym

(Rycina 12).

56



A)
100

s 7

Czutosc%

/" [AUC=0,7359
,/° |SE=0,05035
s 95%Cl=0,6372-0,8346
s p<0,0001

/7 n=94

20 40 60 80
100% - Swoistosc%

100

60-

7 7

Czulosc¢%

40

20

AUC=0,8266

% SE=0,05244
/7 95%Cl=0,7239-0,9294

/ p<0,0001

n=62

T T T T

20 40 60 80
100% - Swoistosc¢%

100

Rycina 9. Analiza ROC stezenia chromograniny A (CgA) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pa-
cjentek z endometrioza w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy. Wartosci pol pod krzywa (AUC), bledow
standardowych (SE), 95% przedziatéw ufnosci (95%CI), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano

w ramkach obok wykresow.
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Rycina 10. Analiza ROC stezenia katestatyny (CST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek
z endometrioza w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy. Wartosci pol pod krzywa (AUC), biedow
standardowych (SE), 95% przedziatéw ufnosci (95%CI), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano
w ramkach obok wykresow.
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Rycina 11. Analiza ROC stezenia pankreastatyny (PST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pa-
cjentek z endometrioza w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy. Wartosci pol pod krzywa (AUC), bledow
standardowych (SE), 95% przedziatéw ufnosci (95%CI), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano
w ramkach obok wykresow.
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Rycina 12. Analiza ROC stezenia wazostatyny II (VS-II) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pa-
cjentek z endometrioza w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy. Wartosci pol pod krzywa (AUC), bledow
standardowych (SE), 95% przedziatéw ufnosci (95%CI), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano
w ramkach obok wykresow.
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Tabela 8. Wartosci indekséw Youdena, positive predictive value (PPV) oraz negative predictive value (NPV)
obliczone na podstawie analizy krzywych ROC. Wszystkie wartosci liczbowe podano w procentach [%].

Material Yf)‘:l‘:li’;a PPV NPV

CeA surowica 41,3 92,59 56,72
ptyn otrzewnowy 58,75 90,32 64,51

CST surowica 37,77 78,95 58,82
ptyn otrzewnowy 41,62 87,5 52,77

PST surowica 33,63 83,33 56,89
plyn otrzewnowy 55,56 100 56,76

VS-II surowica 28,07 87,51 56,25

ptyn otrzewnowy 26,49 90,91 47,62
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4.2.4 Porownanie st¢zenia chromograniny A i jej pochodnych w surowicy i plynie

otrzewnowym wedlug stopnia rASRM

Poréwnano stezenia chromograniny A i jej pochodnych surowicy i ptynie otrzewnowym

u pacjentek sklasyfikowanych wg skali rASRM jako:
e [ lub II stopien endometriozy (I/II) — zmiany powierzchowne, tagodne,
e [II lub IV stopien endometriozy (III/IV) — zmiany glebokie,
ze stezeniem u kobiet z grupy kontrolne;.

W przypadku CgA, zarbwno w surowicy, jak i w ptynie otrzewnowym zaobserwowano
istotne statystycznie roznice pomigdzy kontrolg a pacjentkami z endometrioza I i II stopnia oraz
kontrolg a pacjentkami z endometrioza III i IV stopnia. Surowica (Rycina 13A): p=0,0231
(kontrola vs. I/II), p=0,0007 (kontrola vs. III/IV); pltyn otrzewnowy (Rycina 13B): p=0,0073
(kontrola vs. I/IT), p=0,0002 (kontrola vs. III/IV).

Dla CST zaobserwowano istotng statystycznie rdéznic¢ jedynie pomie¢dzy grupa
kontrolng a grupa pacjentek z III i IV stopniem endometriozy zard6wno w surowicy (Rycina

14A; p=0,0059), jak i w ptynie otrzewnowym (Rycina 14B; p=0,0008).

W przypadku PST w surowicy statystycznie wyzsze stezenie odnotowano u pacjentek
z III i IV stopniem endometriozy w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (Rycina 15A;
p=0,0467). Natomiast w plynie otrzewnowym taka istotno$¢ ujawniono zaréwno u kobiet
z 111l jak iz Il i IV stopniem choroby w poréwnaniu do kobiet bez endometriozy (Rycina

15B): p=0,0320 (kontrola vs. I/IT), p=0,0035 (kontrola vs. III/IV).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w stezeniu VS-II pomiedzy

kobietami z grupy badanej 1 kontrolnej (Rycina 16A, B).

Ponadto, nie wykazano roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupami I/II a HI/IV

ani dla CgA, ani dla Zzadnej z jej pochodnych (Rycina 13-16).
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Rycina 13. Stezenie chromograniny A (CgA) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z I i Il
(I/ID) oraz III i IV (III/IV) stopniem endometriozy w porownaniu do kobiet z grupy kontrolnej. Stezenie
CgA kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem
miedzykwartylowym. Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc
Dunna; A: p=0,0007 (Kontrola vs. III/IV), p=0,0231 (Kontrola vs. I/Il); B: p=0,0002 (Kontrola vs. III/IV),
p=0,0073 (Kontrola vs. I/I); brak istotnosci statystycznej (ns).
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Rycina 14. Stezenie katestatyny (CST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z I i IT (I/IT)
oraz IIl i IV (III/IV) stopniem endometriozy w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej. Stczenie CST
kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem
miedzykwartylowym. Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc
Dunna; A: p=0,0059 (Kontrola vs. III/IV); B: p=0,0008 (Kontrola vs. III/IV); brak istotnoS$ci statystycznej (ns).

61



A) B)

* ok
| ns ns | * ns
8- o) 8- O
O
— 61 . 6-
-l il O
E Ko £
— o ~
O o)
£, 4- £, 4-
- 8 -
0 7 O—p-O
o o) o
2- O 24
——
O4 O
O—G—O
0 = 0 T

Ll 1 ] ~ ]

Kontrola I/l nnv Kontrola I/l nnv
Rycina 15. Stezenie pankreastatyny (PST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z I i II
(I/ID) oraz II1i IV (III/IV) stopniem endometriozy w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej. Stezenie PST
kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem
miedzykwartylowym. Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc
Dunna; A: p=0,0467 (Kontrola vs. III/IV); B: p=0,0035 (Kontrola vs. III/IV), p=0,0320 (Kontrola vs. I/II); brak
istotnosci statystycznej (ns).
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Rycina 16. Stezenie wazostatyny II (VS-II) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z I i Il
(I/ID) oraz III i IV (III/IV) stopniem endometriozy w porownaniu do kobiet z grupy kontrolnej. Stezenie
VS-II kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem
miedzykwartylowym Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc
Dunna; brak istotnosci statystycznej (ns).
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4.2.5 Korelacja stezenia chromograniny A i jej pochodnych w surowicy i plynie

otrzewnowym ze skala rASRM

W analizie korelacji st¢zen badanych substancji z pacjentkami podzielonymi wg skali
rASRM (K — grupa kontrolna, I/Il — pacjentki z I lub II stopniem endometriozy, III/IV —
pacjentki z III lub IV stopniem endometriozy) wykazano staba dodatnig korelacje dla CgA
(rs=0,3907, p<0,0001 (surowica; Rycina 17A); rs=0,5091, p<0,0001 (ptyn otrzewnowy; Rycina
17B)), CST (1s=0,3267, p=0,0018 (surowica; Rycina 18A); r=0,4784, p=0,0001 (ptyn
otrzewnowy; Rycina 18B)) oraz PST (1:=0,4225, p=0,0011 (plyn otrzewnowy; Rycina 19B)).
Natomiast dla PST oznaczanej w surowicy (1:=0,2748, p=0,0119; Rycina 19A) oraz dla VS-II
zarbwno w surowicy (rs=0,0670, p=0,6813; Rycina 20A), jak i w plynie otrzewnowym

(rs=0,0223, p=0,8740; Rycina 20B) nie ujawniono korelacji.
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Rycina 17. Korelacja stezenia chromograniny A (CgA) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) ze skala
rASRM (I/I1, ITI/TV) w poroéwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (K). Stezenie CgA kazdej probki oznaczono
przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono jako wykresy rozrzutu z linig regresji. Wspotczynniki

korelacji Spearmana (1s), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano w ramkach obok wykresow.
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Rycina 18. Korelacja stezenia katestatyny (CST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) ze skala rASRM
(I/11, III/TV) w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (K). Stezenie CST kazdej probki oznaczono przy
pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono jako wykresy rozrzutu z linig regresji. Wspolczynniki korelacji

Spearmana (rs), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano w ramkach obok wykresow.
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Rycina 19. Korelacja stezenia pankreastatyny (PST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) ze skala
rASRM (I/11, ITI/IV) w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (K). Stezenie PST kazdej probki oznaczono
przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono jako wykresy rozrzutu z linig regresji. Wspotczynniki
korelacji Spearmana (1s), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano w ramkach obok wykresow.
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Rycina 20. Korelacja stezenia wazostatyny II (VS-II) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) ze skala
rASRM (I/I1, III/IV) w porownaniu do kobiet z grupy kontrolnej (K). Stezenie VS-II kazdej probki oznaczono
przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono jako wykresy rozrzutu z linig regresji. Wspotczynniki
korelacji Spearmana (1s), wartosci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano w ramkach obok wykresow.
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4.2.6 Porownanie st¢zenia chromograniny A i jej pochodnych w surowicy i plynie

otrzewnowym w odniesieniu do lokalizacji zmian endometriotycznych

Poréwnano st¢zenia CgA 1 jej pochodnych w surowicy i plynie otrzewnowym w odnie-
sieniu do lokalizacji zmian endometriotycznych. W tym celu grupg¢ badang podzielono na trzy
podgrupy: pacjentki, u ktérych zdiagnozowano torbiele endometrialne, pacjentki, u ktoérych
zmiany endometriotyczne znajdowaly si¢ na otrzewnej oraz pacjentki, u ktérych zmiany

wystepowaty jednoczesnie w obu wymienionych lokalizacjach.

Zaobserwowano istotnie wyzsze stezenie CgA zaréwno w surowicy (p=0,0054; Rycina
21A), jak 1 w plynie otrzewnowym (p=0,0007; Rycina 21B) u kobiet z torbielami
endometrialnymi oraz w surowicy (p=0,0076; Rycina 21A) i w plynie otrzewnowym
(p=0,0090; Rycina 21B) u pacjentek, u ktorych odnotowano zmiany w obu lokalizacjach
w porownaniu do kobiet z grupy kontrolnej. Nie wykazano istotnosci statystycznej pomigdzy
stezeniami CgA ani w surowicy (Rycina 21A), ani w plynie otrzewnowym (Rycina 21B)

u pacjentek ze zmianami endometriotycznymi na otrzewnej w porownaniu do grupy kontrolne;j.

W przypadku CST istotnie zwigkszone stezenie tego peptydu w pordwnaniu do grupy
kontrolnej odnotowano w surowicy (p=0,0278; Rycina 22A) i w plynie otrzewnowym
(p=0,0081; Rycina 22B) u pacjentek z torbielami endometrialnymi oraz w ptynie otrzewnowym
(p=0,0055; Rycina 22B) u kobiet posiadajacych jednoczesnie torbiele endometrialne i zmiany
na otrzewnej. Nie zaobserwowano istotno$ci statystycznej pomiedzy stezeniami CST
w surowicy u kobiet ze zmianami na otrzewnej, a takze ze zmianami w obu lokalizacjach
(Rycina 22A) oraz ptynie otrzewnowym kobiet ze zmianami na otrzewnej (Rycina 22B)

w porownaniu do pacjentek z grupy kontrolne;.

Zaobserwowano rowniez istotnie wyzsze stezenie PST w surowicy (p=0,0338; Rycina
23A) i w ptynie otrzewnowym (p=0,0155; Rycina 23B) u pacjentek posiadajacych zmiany
endometriotyczne w obu lokalizacjach w porownaniu do grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano
istotnych statystycznie réznic w stezeniach PST w pordéwnaniu do kobiet zdrowych ani
w surowicy (Rycina 23A), ani w ptynie otrzewnowym (Rycina 23B) u pacjentek z torbielami

1 u pacjentek ze zmianami na otrzewne;.

W przypadku VS-II nie wykazano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy st¢zeniem

badanego peptydu w surowicy i plynie otrzewnowym pacjentek z torbielami endometrialnymi,

66



ze zmianami na otrzewnej oraz ze zmianami w obu lokalizacjach w poréwnaniu do kobiet bez

endometriozy (Rycina 24).
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Rycina 21. Stezenie chromograniny A (CgA) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z endo-
metrioza w odniesieniu do lokalizacji zmian endometriotycznych: torbiele endometrialne (TE), zmiany
na otrzewnej (O), zmiany w obu tych lokalizacjach (TE+QO) w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (K).
Stezenie CgA kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem
miedzykwartylowym. Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc
Dunna; A: p=0,0054 (K vs. TE), p=0,0076 (K vs. TE+O); B: p=0,0007 (K vs. TE), p=0,0090 (K vs. TE+O); brak
istotnosci statystycznej (ns).
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Rycina 22. Stezenie katestatyny (CST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z endometrioza
w odniesieniu do lokalizacji zmian endometriotycznych: torbiele endometrialne (TE), zmiany na otrzewnej
(0), zmiany w obu tych lokalizacjach (TE+O) w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (K). Stezenie CST
kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem
miedzykwartylowym. Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc
Dunna; A: p=0,0278 (K vs. TE+O); B: p=0,0081 (K vs. TE), p=0,0055 (K vs. TE+O); brak istotnosci statystycznej

(ns).
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Rycina 23. Stezenie pankreastatyny (PST) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z endo-
metrioza w odniesieniu do lokalizacji zmian endometriotycznych: torbiele endometrialne (TE), zmiany
na otrzewnej (O), zmiany w obu tych lokalizacjach (TE+QO) w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (K).
Stezenie PST kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem
miedzykwartylowym. Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc
Dunna; A: p=0,0338 (K vs. TE+O); B: p=0,0155 (K vs. TE+O); brak istotnoS$ci statystycznej (ns).
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Rycina 24. Stezenie wazostatyny II (VS-II) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym (B) u pacjentek z endo-
metrioza w odniesieniu do lokalizacji zmian endometriotycznych: torbiele endometrialne (TE), zmiany
na otrzewnej (O), zmiany w obu tych lokalizacjach (TE+QO) w poréwnaniu do kobiet z grupy kontrolnej (K).
Stezenie VS-II kazdej probki oznaczono przy pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono z mediang i zakresem
miedzykwartylowym. Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc
Dunna; brak istotnosci statystycznej (ns).
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4.2.7 Korelacja stezenia chromograniny A ze stezeniami jej pochodnych w surowicy

i plynie otrzewnowym

W analizie korelacji wykazano silng (w surowicy: r=0,7807, p<0,0001; Rycina 25A)
oraz bardzo silng (w plynie otrzewnowym: r=0,9328, p<0,0001; Rycina 25B) korelacje
pomiedzy stezeniami CgA 1 CST.

Zaobserwowano rowniez silng korelacje zarowno w surowicy (r=0,8507, p<0,0001;
Rycina 26A), jak i w ptynie otrzewnowym (r=0,8943, p<0,0001; Rycina 26B) pomig¢dzy
stezeniami CgA 1 PST.

Nie wykazano korelacji pomigdzy st¢zeniem CgA i VS-II w surowicy (1=0,0806,
p=0,6210; Rycina 27A) i w ptynie otrzewnowym (r=0,0016, p=0,9913; Rycina 27B).

Dodatkowo, na mapie cieplnej macierzy korelacji, silne dodatnie korelacje odnotowano
pomiedzy stezeniami CST 1 PST zaréwno w surowicy (r=0,9350, p<0,0001; Rycina 28A), jak
i w ptynie otrzewnowym (r=0,8340, p<0,0001; Rycina 28B). Dodatkowo wykazano, ze ani
w surowicy (Rycina 28A), ani w ptynie otrzewnowym (Rycina 28B) stezenia VS-II nie koreluja

ze stezeniami CgA oraz zadnej innej jej pochodne;.
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Rycina 25. Korelacja stezenia chromograniny A (CgA) i katestatyny (CST) w surowicy (A) i plynie
otrzewnowym (B) u pacjentek z grupy kontrolnej oraz badanej. St¢zenie kazdej probki oznaczono przy
pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono jako wykresy rozrzutu z linig regresji. Wspolczynniki korelacji
Pearsona (1), warto$ci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano w ramkach obok wykresow.
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Rycina 26. Korelacja stezenia chromograniny A (CgA) i pankreastatyny (PST) w surowicy (A) i plynie
otrzewnowym (B) u pacjentek z grupy Kkontrolnej oraz badanej. St¢zenie kazdej probki oznaczono przy
pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono jako wykresy rozrzutu z linig regresji. Wspolczynniki korelacji
Pearsona (1), warto$ci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano w ramkach obok wykresow.
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Rycina 27. Korelacja stezenia chromograniny A (CgA) i wazostatyny II (VS-II) w surowicy (A) i plynie
otrzewnowym (B) u pacjentek z grupy Kkontrolnej oraz badanej. St¢zenie kazdej probki oznaczono przy
pomocy testow ELISA. Wyniki przedstawiono jako wykresy rozrzutu z linig regresji. Wspolczynniki korelacji
Pearsona (1), warto$ci p (p) oraz liczby pacjentek (n) podano w ramkach obok wykresow.
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Rycina 28. Mapy cieplne macierzy korelacji pomiedzy stezeniami chromograniny A (CgA) i jej pochodnych
katestatyny (CST), pankreastatyny (PST) i wazostatyny II (VS-II) w surowicy (A) i plynie otrzewnowym
(B) u pacjentek z grupy kontrolnej oraz badanej. Wartosci liczbowe przedstawiaja wspotczynniki korelacji
Pearsona.

4.3 Ekspresja mRNA dla genu CHGA we fragmentach tkanki zmian endometriotycznych

oraz w endometrium eutopowym

Oceng ekspresji genu kodujacego chromograning A (CHGA) dokonano przy uzyciu
tahcuchowej reakcji polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym. Do analizy poziomu ekspresji

genu CHGA uzyto kontroli endogennej, genu referencyjnego GAPDH.

Nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy w poziomie ekspresji genu CHGA
w tkance pobranej ze zmiany endometrioidalnej (torbiel endometrialna) w poréwnaniu

do endometrium eutopowego od kobiet z grupy kontrolnej (Rycina 29).
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Rycina 29. Poréwnanie ekspresji mRNA dla genu CHGA we fragmentach torbieli endometrialnych
pobranych od kobiet z grupy badanej (Endo) z ekspresja tego genu w endometrium eutopowym pobranym
od kobiet z grupy kontrolnej (K). Poziom ekspresji mRNA CHGA oceniono za pomoca reakcji RT-PCR. Wyniki
przedstawiono z mediang i zakresem mig¢dzykwartylowym. Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca testu U
Manna-Whitneya; brak istotnosci statystycznej (ns).

4.4 Ekspresja mRNA dla genu CHGA w liniach komorkowych 12Z oraz Ishikawa po sty-

mulacji cytokinami

Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ekspresji genu CHGA w komoérkach linii
12Z po stymulacji IL-1 w stezeniu 20 ng/mL (p=0,0036; Rycina 30A), ale dla st¢zenia
10 ng/mL nie odnotowano takiego efektu (Rycina 30A). Po inkubacji komoérek 127 z IL-6
(Rycina 30B), TGFB (Rycina 30C) oraz TNF (Rycina 30D) nie wykazano istotnych
statystycznie roznic w ekspresji mRNA dla genu CHGA w poréwnaniu do komorek, ktore

hodowano w warunkach standardowych.

W komorkach Ishikawa zmniejszenie ekspresji badanego genu zaobserwowano
po stymulacji TGF w stezeniu 10 ng/mL (p=0,0114; Rycina 31C), a dla stgzenia 20 ng/mL
warto$¢ p jest na granicy istotnosci statystycznej. Natomiast wzrost poziomu ekspresji mRNA
dla genu CHGA odnotowano po inkubacji z TNF w stezeniu 10 ng/mL (p=0,0178; Rycina 31D).
Dla stezenia 20 ng/mL nie wykazano takiego efektu, poniewaz wigkszos¢ komorek po 24
godzinach inkubacji byto martwych. Po stymulacji komoérek Ishikawa IL-1 (Rycina 31A) oraz
IL-6 (Rycina 31B) dla zadnego st¢zenia nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic
w ekspresji mRNA dla genu CHGA w poréwnaniu do komorek, ktére hodowano w warunkach

standardowych.
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Rycina 30. Ekspresja mRNA dla genu chromograniny A (CHGA) w komérkach linii 12Z pod wplywem
stymulacji wybranymi cytokinami: IL-1 (A), IL-6 (B), TGFB (C), TNF (D) w stezeniach 10 ng/mL oraz
20 ng/mL. Poziom ekspresji mRNA CHGA oceniono za pomocg reakcji qRT-PCR oraz pokazano w poréwnaniu
do komorek rosngcych tylko w pozywce hodowlanej (0 ng/mL). Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomocg testu
Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc Dunna; A: p=0,0036 (0 vs. 20); brak istotnos$ci statystycznej (ns).
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Rycina 31. Ekspresja mRNA dla genu chromograniny A (CHGA) w komérkach linii Ishikawa pod wplywem
stymulacji wybranymi cytokinami: IL-1 (A), IL-6 (B), TGFB (C), TNF (D) w stezeniach 10 ng/mL oraz
20 ng/mL. Poziom ekspresji mRNA CHGA oceniono za pomocg reakcji qRT-PCR oraz pokazano w poréwnaniu
do komorek rosngcych tylko w pozywce hodowlanej (0 ng/mL). Istotno$¢ statystyczng obliczono za pomocg testu
Kruskala-Wallisa oraz testu post-hoc Dunna; C: p=0,0114 (0 vs. 10); D: p=0,0178 (0 vs. 10); brak istotnosci
statystycznej (ns).
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S. DYSKUSJA

Niniejsza praca jest pierwsza, w ktorej wykazano ekspresj¢ CgA w ogniskach tkanki
endometriotycznej. W przeprowadzonych badaniach immunohistochemicznych udowodniono,
ze CgA wykazuje ekspresj¢ w nablonku gruczotowym (w zmianach endometrioidalnych
u pacjentek z endometriozg), w ktéorym zaobserwowano grupy komorek chromogranino-
pozytywnych. U kobiet z grupy kontrolnej jedynie pojedyncze komoérki endometrium wykazuja
chromograninopozytywne barwienie. Pozostaje zada¢ pytanie, z jakiego powodu komorki
gruczolowe w tkance endometrioidalnej produkuja duzo wigcej CgA? By¢ moze zwigkszona
ekspresj¢ CgA w komorkach nabtonkowych mozna powigza¢ ze zjawiskiem konwersji
neuroendokrynnej, ktoére wczesniej zostato opisane w nowotworach piersi [150, 151], guzach
skory [152] oraz w raku prostaty [153-155]. Co wiecej, Wang 1 wsp. w 2009 roku zaobser-
wowali obecnos¢ pojedynczych komorek neuroendokrynnych (oznaczajac immunohisto-
chemicznie synaptofizyn¢ oraz enolaz¢ swoistg dla neuronéw) w endometrium eutopowym
kobiet bez endometriozy w wydzielniczej i menstruacyjnej fazie cyklu, a nie, jak w niniejszej
pracy — w fazie proliferacyjnej. Wykazali oni rowniez zwigkszong liczbg¢ komorek
neuroendokrynnych (przy pomocy wyzej wymienionych markeréw) w tkance endometrium
u kobiet z endometriozg [156], ale nie badali obecnosci omawianych komoérek w zmianach

endometriotycznych.

W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach, z zastosowaniem tafcuchowej
reakcji polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym, nie dowiedziono istotnych rdéznic
w ekspresji CgA na poziomie mRNA w torbielach endometrialnych w pordéwnaniu
do endometrium eutopowego pobranego od pacjentek kontrolnych. Na podstawie
przeprowadzonych reakcji immunohistochemicznych wiadomo jednak, Zze w zmianach
endometrioidalnych ekspresja CgA jest ograniczona jedynie do komoérek nabtonkowych.
Zmiany endometriotyczne charakteryzuja si¢ wysokim stopniem zwtoknienia, co powoduje,
ze ich budowa histologiczna jest znaczaco odmienna od endometrium eutopowego. Dlatego
mozna przypuszczaé, ze brak istotnej réznicy w poziomie ekspresji genu CHGA pomigdzy
grupa badanych i1 kontrolnych pacjentek moze wynika¢ z faktu, ze proporcje pomiedzy

komorkami nablonkowymi a poscieliskiem sg inne niz w tkance eutopowe;.

W literaturze dostgpna jest jedna publikacja, w ktorej autorzy opisuja podwyzszone
stezenie CgA w surowicy w odniesieniu do endometriozy [147]. Tsao i wsp. w 2007 roku,

probujac wykry¢ raka we wezesnym stadium w populacji bezobjawowej, oznaczyli markery
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nowotworowe (w tym CgA) u 12100 oséb. Sposréd tej liczby pacjentéw, zaledwie u jednej
kobiety z endometrioza (bez dodatkowych chordb) zauwazono podwyzszone st¢zenie CgA
[147]. Warto podkresli¢, ze w przeprowadzonych w niniejszej pracy analizach skoncentrowano
si¢ tylko na pacjentkach z potwierdzong laparoskopowo oraz histopatologicznie endometrioza,
a wyniki poréwnano do grupy kontrolnej (kobiet hospitalizowanych/operowanych z innych
przyczyn niz endometrioza). Oprocz CgA zbadano tez jej pochodne: CST, PST 1 VS-II oraz
poszerzono analiz¢ o badanie st¢zenia tych peptydow w plynie otrzewnowym. Wykazano
podwyzszone stezenia CgA, CST oraz PST, ale nie VS-II, w surowicy i plynie otrzewnowym

u pacjentek z diagnoza endometriozy w pordwnaniu do grupy kontrolne;.

Na podstawie wynikow, ktore otrzymano, mozna wnosi¢, ze wzrost stezenia CgA jest
wynikiem wydzielania tego biatka przez tkanke endometrioidalng. Co wigcej, wzrost stezenia
CgA korelowat ze stopniem zaawansowania choroby, co moze sugerowaé, ze pochodzi ona
z ognisk endometriozy. Istnieja doniesienia, w ktorych wykazano podwyzszone stezenie
urokinazowego aktywatora plazminogenu (uPA) w endometrium [157, 158] oraz w ptynie
otrzewnowym [157] u kobiet z endometriozg. Jak wiadomo, plazmina jest enzymem bioragcym
udzial w proteolitycznym rozktadzie CgA [104, 106]. CgA pelnej dlugosci ma wlasciwosci
antyadhezyjne, ale plazmina zmienia je na promujace adhezj¢ [107], co moze by¢ czynnikiem
ulatwiajacym implantacje komodrek pochodzacych ze wstecznej miesigczki wg teorii
patogenezy endometriozy Sampsona [22] oraz odgrywa¢ kluczowa role¢ w powstawaniu zmian
endometriotycznych. Jak wspomniano we wstepie, t-PA jest wyraznie powigzany z komorkami
produkujacymi CgA. W stanach patofizjologicznych charakteryzujacych si¢ zwigkszong
produkcja CgA, takich jak chociazby omawiana w niniejszej pracy choroba, zrozumienie
interakcji migdzy CgA a mikrosrodowiskiem wokoét zmian endometriotycznych bogatym
w plazminogen/plazming moze rzuca¢ nowe S$wiatto na mechanizmy odpowiedzialne
za implantacj¢ komorek endometriotycznych w miejscach ektopowych. Zjawisko to jednak nie

jest dobrze poznane i wymaga dalszych badan.

W oparciu o analize literatury istniejg takze przestanki wskazujace, ze w patogenezie
endometriozy istotng rol¢ odgrywaja czynniki regulujace pobodr i wydatek energii: leptyna,
grelina, adiponektyna czy rezystyna [159-166]. Biora one udzial w kilku mechanizmach
uczestniczagcych w  patofizjologii zmian chorobowych, takich jak: wzrost komorek
endometriotycznych, proliferacja, angiogeneza czy/i lokalna odpowiedZ immunologiczna/za-

palna [162, 163]. W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen zgromadzono dowody na to,
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ze w grupie tych czynnikow znajduja si¢ rowniez, bedace przedmiotem badan, pochodne CgA:

katestatyna 1 pankreastatyna.

Katestatyna, biologicznie aktywny fragment CgA jest silnym, endogennym inhibitorem
uwalniania katecholamin [127, 167]. Oprécz znanych funkcji zwigzanych z regulacja uktadu
sercowo-naczyniowego oraz dziatania przeciwdrobnoustrojowego, reguluje ona migracje
i proliferacj¢ komorek, produkcj¢ i uwalnianie cytokin oraz uczestniczy w regulacji
angiogenezy [117, 118, 127, 167, 168]. W literaturze naukowej nie odnotowano danych
skupiajacych si¢ na obecnosci CST w tkankach endometrium pochodzacego od pacjentek bez
endometriozy i1 kobiet z endometrioza. Jedynie w dwdch pracach przedstawiono wyniki
dotyczace wystepowania zarowno CgA, jak i CST w uktadzie rozrodczym zenskim [169, 170].
Warto jednak zaznaczy¢, ze prace te dotycza pacjentek z zaburzeniami w przebiegu ciazy.
Z kolei w jednej pracy przegladowej Bralewska i wsp., w oparciu o analiz¢ najnowszych
i najbardziej istotnych badan in vitro, in vivo oraz klinicznych, probuja wyjasni¢ wptyw CST

na procesy molekularne zwigzane ze stanem przedrzucawkowym u kobiet ci¢zarnych [171].

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach,
po raz pierwszy wykazano podwyzszone stgzenie CST w surowicy oraz w plynie otrzewnowym
pochodzacych od kobiet z endometrioza. Istotnie wyzsze jej st¢zenie w obu wymienionych
ptynach odnotowano w grupie badanej w poréwnaniu do grupy kontrolnej i co ciekawe, w obu
grupach zaobserwowano wyzsze wartosci stezen CST niz CgA. Wykazano, ze zar6wno
w surowicy, jak i w ptynie otrzewnowym istotnie wyzsze st¢zenie CST wystepuje w grupie
kobiet z III i IV stopniem endometriozy w porownaniu do grupy kontrolnej. W analizie
korelacji stezenia CST i stopnia zaawansowania choroby odnotowano stabg dodatnig korelacje
w obu oznaczanych ptynach. Po podziale grupy badanej ze wzgledu na lokalizacj¢ zmian
endometriotycznych, w surowicy pobranej od pacjentek z torbielami i zmianami na otrzewnej
oznaczono istotnie wyzsze stezenie CST, a w plynie otrzewnowym zaréwno kobiety z torbie-

lami, jak 1 z torbielami oraz zmianami na otrzewnej miaty podwyzszone st¢zenie CST.

Brak opracowan w tym zakresie uniemozliwia przeprowadzenie dyskusji, dlatego
mechanizm i znaczenie zwigkszonego stezenia CST pozostaje do wyjasnienia. Biorac jednak
pod uwage wtasciwosci biologiczne tego peptydu, jest prawdopodobne, ze odgrywa on istotng
role w rozwoju i przebiegu endometriozy. W literaturze zmniejszone st¢zenia krazacej CST
opisano u otylych pacjentow [172] oraz u oséb z nadci$nieniem pierwotnym [173]. Theurl

1 wsp. sugeruja, ze obnizony poziom CST moze zwicksza¢ ryzyko pdzniejszego rozwoju
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nadci$nienia [174]. Istotnym jest, ze w badaniach in vivo wykazano, ze CST promuje
angiogenez¢ [90, 174] oraz zwigksza perfuzje krwi i liczbe naczyn wlosowatych, dziatajac
poprzez podstawowy mechanizm zalezny od czynnika wzrostu fibroblastow [174]. Theurl
1 wsp. w badaniach przeprowadzonych w warunkach in vitro dodatkowo udowodnili, ze peptyd
ten w dawce 1 nmol/L hamuje apoptoz¢ oraz indukuje chemotaksj¢, migracj¢ i1 proliferacje
ludzkich komorek $rodbtonka zyly pepowinowej [174]. Egger 1 wsp. w 2008 roku
udokumentowali, ze CST indukuje ukierunkowang migracj¢ ludzkich monocytow krwi,
co zalicza ja do grupy cytokin prozapalnych [175]. Z drugiej strony Rabbi i wsp. wykazali,
ze leczenie CST w dawce 1,5 mg/kg/dzien znaczaco zmniejszylo poziom prozapalnych cytokin
w jelicie grubym [176]. Badacze dodatkowo, aby potwierdzi¢ swoje obserwacje in vivo
dotyczace przeciwzapalnego dziatania CST wywieranego na populacj¢ makrofagow MI,
przeprowadzili eksperymenty in vitro, w ktérych w obecnosci CST zaobserwowali znaczacy
spadek ekspresji markeréw makrofagow M1 (iNOS, Mcpl) zwigzany z obnizeniem ekspresji
cytokin prozapalnych (IL-6, IL-16, IL-1p i TNF) [176]. Obserwacje te wspieraja poglad,
ze CST wywiera dzialanie przeciwzapalne poprzez zmniejszenie nie tylko uwalniania cytokin
prozapalnych, ale takze poprzez regulacj¢ makrofagéw M1. Uzyskane wyniki sugeruja, iz CST
moze petni¢ ochronng role w endometriozie, stanowiac interesujacy punkt wyjscia do dalszych

badan.

Pankreastatyna pelni roznorodne funkcje biologiczne, miedzy innymi reguluje
wydzielanie insuliny oraz wptywa na metabolizm glukozy i lipidow, ktore sa $cisle powigzane
z procesami zapalnymi [88, 177]. W przeprowadzonych badaniach zaré6wno w surowicy,
jak 1 w plynie otrzewnowym u pacjentek z endometrioza odnotowano istotnie wyzsze st¢zenie
PST w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Co istotne, w surowicy kobiet chorujacych na endo-
metrioz¢ zaobserwowano istotnie wyzsze ste¢zenie badanego peptydu, ktére korespondowato
z Il i IV stopniem zaawansowania choroby, co sugeruje, ze zwigkszony poziom PST
najprawdopodobniej jest spowodowany wstgpowaniem wielu ognisk endometriozy. Z kolei
w plynie otrzewnowym istotnie wyzsze st¢zenie badanego peptydu odnotowano zar6wno
u pacjentek z tagodniejsza postacig choroby (I i II stopien), jak i z bardziej zaawansowang
choroba. Zwickszone stezenie PST u pacjentek z endometriozag mozna tlumaczy¢ jej
wlasciwosciami prozapalnymi. Wyniki te koresponduja z ostatnio udokumentowanymi
badaniami, w ktorych wykazano, ze zwigkszenie fizjologicznego poziomu PST znacznie
zwigksza ekspresje genow prozapalnych (np. IL-1B, i in.), zmniejsza ekspresj¢ genow

przeciwzapalnych (takich jak: IL-10 czy arginaza-1) oraz ma zwigzek z rekrutacja makrofagow
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otrzewnowych [88]. Rola PST w rozwoju i przebiegu omawianego schorzenia pozostaje

do zbadania, jednak uzyskane wyniki wskazujg na jej udzial w patogenezie endometriozy.

Ponadto, w niniejszej pracy wykonano oznaczenia wazostatyny II, ktora jest N-
koncowym fragmentem CgA [113, 178]. Wywiera ona szerokie spektrum dziatan na uktad
sercowo-naczyniowy [140]. Jest szczeg6lnie znana ze swojego silnego proangiogennego,
przeciwmiazdzycowego oraz przeciwzapalnego dzialania, a jej obnizone poziomy s3 zwigzane

z obecnoscig 1 ciezkoscig choroby niedokrwiennej serca [179, 180] czy cukrzyca typu II [179].

Jak dotad, nigdy nie zbadano poziomu VS-II u pacjentek z endometrioza. W ozna-
czeniach wykonanych w niniejszej pracy, w surowicy i ptynie otrzewnowym u pacjentek
z endometriozg ujawniono brak réznic w stezeniu tej substancji w pordwnaniu do grupy
kontrolnej. Obserwacja ta wydaje si¢ by¢ niezwykle ciekawa, poniewaz wiadomo, ze pato-
geneza omawianego schorzenia jest $cisle zwigzana z angiogeneza, ktéra umozliwia wzrost
tkanki endometrioidalnej [179], a jak przytoczono wczesniej, badany peptyd promuje
angiogeneze [140] poprzez zwickszenie gestosci naczyn wlosowatych i tetniczek [181]. Jak
wspomniano wyzej, w endometriozie obserwowany jest podwyzszony poziom uPA [157, 158],
a Colombo i1 wsp. udowodnili, Zze enzym ten rozktada zaréwno CgA, jak 1 VS-II
do proadhezyjnego peptydu N-koncowego, odpowiadajacego VS-I [107]. Rozktad VS-II
w $rodowisku bogatym w plazming moze by¢ powodem otrzymanych wynikoéw. Poza tym
w badaniach, ktére przedstawiono w niniejszej dysertacji, nie zaobserwowano korelacji ani
pomiedzy poziomem VS-II a stopniem endometriozy, ani pomig¢dzy ste¢zeniem VS-II i innych
pochodnych. Ujawniono natomiast, ze st¢zenie VS-II w surowicy wykazuje bardzo silng
korelacje ze stezeniem VS-II w ptynie otrzewnowym u pacjentek zarowno z grupy badanej, jak
i kontrolnej, co tym bardziej utwierdza nas w przekonaniu, Ze otrzymane wyniki sg wiarygodne.
Brak réznicy w stgzeniach omawianego fragmentu CgA pomiedzy grupami potwierdza,
ze pacjentki zostaly wybrane z najwigksza staranno$ciag, gdyz obnizony poziom VS-II
zaobserwowano w wielu powszechnych schorzeniach, m.in. w miazdzycy [180, 182], chorobie
niedokrwiennej serca [179], niewydolnosci serca [183] czy cukrzycy typu 2 [179], a kwalifi-
kujac pacjentki do badania wyeliminowano te, u ktorych zdiagnozowano jakiekolwiek choroby

przewlekte.

Mikro$rodowisko zmian endometriotycznych jest niezwykle istotne i pozostaje
przedmiotem badan nad ta jednostka chorobowa. Dlatego w niniejszej pracy probowano

okresli¢ znaczenie podwyzszonego poziomu CgA w przebiegu endometriozy. W tym celu
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sprawdzono jak wybrane cytokiny prozapalne, takie jak: IL-1, IL-6, TGFf oraz TNF dzialaja
na komoérki 127 (immortalizowane ludzkie komorki endometrialne) oraz Ishikawa
(gruczolakorak endometrium). Zwigkszong ekspresje genu dla CgA w linii komoérkowej 127
zaobserwowano po inkubacji z IL-1, a w komorkach Ishikawa po inkubacji z TNF. Natomiast
zmniejszona ekspresja CgA na poziomie mRNA wystapita po inkubacji komorek Ishikawa
z TGFB. We wczesniejszych badaniach potwierdzono, ze IL-1 oraz TNF petnig rol¢ w pato-
genezie endometriozy [40, 184]. Mimo to niektorzy badacze raportowali, Zze st¢zenia tych
cytokin nie r6znig si¢ od tych z ptynu otrzewnowego grupy kontrolnej [32, 36, 185]. Zarowno
IL-1 jak 1 TNF sg silnymi induktorami IL-6 [186]. Udowodniono, ze stg¢zenie IL-6 w ptynie
otrzewnowym pobranym od pacjentek z endometrioza jest podwyzszone i koreluje dodatnio
z zaawansowaniem choroby [35]. Wzrost ekspresji CgA moze by¢ zatem spowodowany
srodowiskiem prozapalnym wystepujacym wokot zmian endometriotycznych. Postulowano
tez, ze jednym z istotnych elementow etiopatogenezy endometriozy jest autofagia [187].
Istnieje doniesienie [188], w ktérym udowodniono, Ze jej indukcja moze by¢ zwigzana
ze wzrostem ekspresji CgA, co pozwala przypuszczac, ze w komodrkach endometriotycznych
te dwa procesy réwniez sg ze sobg powigzane, jednak sprawdzenie i potwierdzenie tego

zjawiska wymaga dalszych badan.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1.

W skupiskach komoérek nablonka gruczotowego tkanki pobranej od pacjentek
z endometrioza zidentyfikowano obecno$¢ chromograniny A. Natomiast w endo-
metrium eutopowym u pacjentek z grupy kontrolnej biatko to wystepuje tylko

w pojedynczych komorkach.

Zarowno w surowicy, jak 1 w plynie otrzewnowym pacjentek ze zdiagnozowang
endometriozg zaobserwowano istotnie wyzsze stezenia chromograniny A oraz jej
pochodnych: katestatyny i pankreastatyny, ale nie wazostatyny II w pordwnaniu

do surowicy i ptynu otrzewnowego pobranych od pacjentek z grupy kontrolne;.

Nie wykazano istotnych réznic ekspresji mRNA dla genu CHGA we fragmentach
torbieli endometrialnych pobranych od pacjentek z endometrioza w pordwnaniu

do endometrium eutopowego pacjentek zdrowych.

Podwyzszong ekspresje genu CHGA zaobserwowano w komorkach 12Z po sty-
mulacji IL-1 oraz w komoérkach Ishikawa po stymulacji TNF. Obnizong ekspresje

wykazano po inkubacji komorek Ishikawa z TGF[3.

Na podstawie wynikoéw przeprowadzonych badan mozna przypuszczac, ze chromo-
granina A moze odgrywac istotng role¢ w etiopatogenezie endometriozy oraz
ze zarowno CgA, jak i jej pochodne obecne w ptynach ustrojowych moga by¢
obiecujacym wskaznikiem w matoinwazyjnej diagnostyce tej choroby oraz/lub

potencjalnym celem terapeutycznym.
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