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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Moniki Kokot
pt. ,Analiza wybranych parametréw stanu zapalnego i rownowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej u kobiet z endometrioza”.
Praca wykonana w Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjnej, Katedry Diagnostyki
Laboratoryjnej, Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw
Slaskich we Wroctawiu, pod kierunkiem dr hab. n. med. Ewy M. Kratz, prof. UMW oraz

prof. dr hab. n. farm. Agnieszki Piwowar

Endometrioza, klasyfikowana aktualnie jako przewlekte, tagodne zaburzenie
ginekologiczne zwigzane zazwyczaj z bélem w okolicy miednicy i/lub towarzyszacg
nieptodnoscia, zgodnie z dostepnymi danymi epidemiologicznymi moze dotyczy¢ od
5-10% kobiet w wieku reprodukcyjnym, co w odniesieniu do populacji Swiatowej stanowi
niemal 176 min przypadkéw kobiet, z czego blisko 3 mln moze dotyczy¢ populacji
polskiej.

Mato specyficzne objawy choroby znaczgco utrudniajg jej rozpoznanie,
a postawienie ostatecznej diagnozy czesto zajmuje kilka lat. Przetomem w zakresie
rozumienia tej jednostki chorobowej sg badania i3czace objawy endometriozy ze
ztozonymi procesami zapalnymi wykrywanymi nie tylko miejscowo, w obrebie tkanek
i ptynie otrzewnowym, ale réwniez na poziomie ogélnoustrojowym.

W $wietle aktualnych rekomendacji Europejskiego Towarzystwa Rozrodu
Czlowieka i Embriologii (ESHRE), wydanych w 2022 roku, eksperci nadal podkreslajg
brak specyficznego markera i konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan w kierunku
poszukiwania czutych i swoistych diagnostycznie biomarkeréw, ktérych ekspresja bytaby

réwnoczeénie zwigzana ze stopniem zaawansowania endometriozy.
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Temat podjetych przez Doktorantke badan nalezy tym samym uzna¢ nie tylko za
bardzo aktualny, nowoczesny oraz ciekawy z punktu widzenia problematyki badawczej,
ale réwniez gteboko uzasadniony ze wzgledu na aspekty praktyczne i co zawsze stanowi
najwyzszg warto$¢ dla badacza - mogacy stanowi¢ konkretne przetozenie w zakresie
praktyki klinicznej, jako potencjalne narzedzie uzyteczne w diagnostyce tej ciggle jeszcze
mato poznanej jednostki chorobowe;j.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy tacznie 174 strony i posiada
uktad redakcyjny typowy dla tego typu opracowan. W wiekszo$ci napisana zostata
poprawnie pod wzgledem jezykowym z zachowaniem duZej staranno$ci w zakresie
edytorskim. Drobne btedy literowe, stylistyczne, czy interpunkcyjne nie majg wptywu na
warto$¢ merytoryczng pracy, stad tez pozwalam sobie je poming¢. Bardziej wiec dla
porzadku, bo jestem w peini przekonana o wiedzy Doktorantki w tym zakresie,
sugerowatabym w przysztosci, przy tego typu opracowaniach o uscislenie w zakresie
nomenklatury np. czuto$¢, swoistos$¢ i doktadno$¢ - doprecyzowanie, ze odnosimy sie do
czutosci, swoistosci i doktadno$ci diagnostyczne;.

Na koncu opracowania Doktorantka zamiescita liczagce 59 pozycji piSmiennictwo,
ktére zostato wiasciwie dobrane i poprawnie zacytowane w tekscie.

Rozprawa doktorska mgr Izabeli M. Kokot oparta jest o monotematyczny cykl czterech
publikacji, w tym trzech oryginalnych oraz jednej pracy pogladowej, opublikowanych w
miedzynarodowych czasopismach naukowych indeksowanych w bazie PubMed oraz
znajdujgcych sie na liscie Journal Citation Reports. L.aczna warto$¢ wskaznika Impact
Factor (IF) dla cyklu prac wynosi 25,093, a taczna liczba punktéw Ministerstwa Edukacji
i Nauki (MEiN) wynosi 440 (wg oceny Biblioteki Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu). Podkreslenia wymaga fakt, ze we wszystkich trzech pracach oryginalnych
Doktorantka jest pierwszg autorka.

W udostepnionym do recenzji opracowaniu rozprawy doktorskiej zamieszczono
o$wiadczenia wspoétautoréw artykutéw wigczonych do cyklu, w ktérych wyrazono zgode
na przediozenie publikacji jako rozprawy doktorskiej w formie zbioru artykutéw
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opublikowanych w czasopismach naukowych. Analiza o§wiadczen potwierdza znaczacy
wktad Doktorantki w przygotowanie wymienionych publikacji polegajacy na
opracowaniu koncepcji i planu wykonywanych badan, doborze metodyki zaplanowanych
oznaczen, wykonaniu cze$ci dos§wiadczalnej, wspéttworzeniu tekstu manuskryptu oraz
jego ostatecznej formy, jak rdéwniez pozyskiwaniu zrdédet finansowania oraz
korespondencji z redakcjg (autor korespondencyjny). W pracy przegladowej, w ktérej
Doktorantka jest drugim autorem, Jej udziat w przygotowaniu pracy polegat na zebraniu
i analizie piSmiennictwa, interpretacji danych w nich zawartych, wspéttworzeniu tekstu
manuskryptu oraz jego ostatecznej formy, jak réwniez peinieniu roli autora
korespondencyjnego. Do tej czeSci monografii dotagczono w formie Zatgcznika -
przygotowany przez Biblioteke UM we Wroctawiu catkowity dorobek naukowy
Doktorantki.

Zaroéwno w publikacjach, jak i w podsumowaniu pracy doktorskiej (rozdziat 12), mgr
Izabela M. Kokot zamies$cita informacje na temat Zrédet finansowania pozwalajgcych na
przeprowadzenie badan, ktére obejmowaty zar6wno $rodki pochodzace z kierowanego
przez Doktorantke Projektu dla Mtodych Naukowcéw (ujetego w systemie SIMPLE UMW
nr. STM.D270.20.134), a w przypadku pozostatych dwdch publikacji $rodki finansowe
pochodzity z subwencji Ministra Zdrowia (SUB.D270.20.010; SUB.D270.21.096
i SUBZ.D270.22.047).

Do cyklu wigczono nastepujace publikacje:

1. Ewa Maria Kratz, Izabela Kokot, Violetta Dymicka-Piekarska, Agnieszka Piwowar:
Sirtuins - the new important players in women’s gynecological health.
Antioxidants, 2021,10(1), art. 84 [27 s.], Doi: 10.3390/antiox10010084 (1F=6,313;
MEiN=100 pkt.);

2. Izabela Kokot, Agnieszka Piwowar, Marcin Jedryka, Katarzyna Sotkiewicz, Ewa

Maria Kratz: Diagnostic significance of selected serum inflammatory markers in
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women with advanced endometriosis. Int. J. Mol. Sci., 2021, 22(5), art. 2295 [20 s.],
Doi: 10.3390/ijms22052295 (IF=5,924; MEiN=140 pkt.);

3. Izabela Kokot, Agnieszka Piwowar, Marcin Jedryka, Ewa Maria Kratz: Is there
a balance in oxidative-antioxidative status in blood serum od patients with
advanced endometriosis?. Antioxidants, 2021, 10(7), art. 1097 [19 s.], Doi:
10.3390/antiox10071097 (IF=6,313; MEiN=100 pkt.);

4, Izabela Kokot, Sylwester Mazurek, Agnieszka Piwowar, Roman Szostak, Marcin
Jedryka, Ewa Maria Kratz: ATR-IR spectroscopy application to diagnostic
screeninig of advanced endometriosis. Oxidative Medicineand Celllular Longevity,
2022, vol. 2022, Article ID 4777434, [13 s.], Doi: 10.1155/2022/4777434
(IF=6,543; MEiN=100 pkt.).

Za gtéwny cel pracy mgr Izabela M. Kokot postawita sobie:

e Ocene przydatnos$ci diagnostycznej pomiaru stezen parametréw stanu zapalnego
tj. IL-1B, IL-6, hs-CRP, IgG, YKL 40 i PRL w surowicy do diagnozowania
zaawansowanej endometriozy (jako element biochemicznej weryfikacji stopnia
nasilenia zmian endometriotycznych, poprzez roéznicowanie III i IV stopnia
zaawansowania choroby wg. klasyfikacji rAFS). Otrzymane wyniki oznaczen
odniesiono do warto$ci stezen CA 125, uznanego i czulego markera stanu
zapalnego rozwijajacego sie w obrebie miednicy mniejszej. Badanie miato réwniez
na celu sprawdzenie, czy oznaczanie stezen w/w zestawu markeréw moze by¢
przydatne do diagnostycznego réznicowania pacjentek z zaawansowang
endometrioza od kobiet chorujacych na inne, tagodne, zaburzenia ginekologiczne,
ale bez endometriozy. Dodatkowo sprawdzana byta mozliwo$¢ biochemicznej
weryfikacji stopnia nasilenia zmian endometrialnych, poprzez réznicowanie III
i IV stopnia choroby.

e OkreSlenie mozliwosci zastosowania pomiaréw stezen parametréw réwnowagi
oksydacyjno-antyoksydacyjnej tj. TAS, FRAP, albumina, bilirubina catkowita, kwas
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moczowy, zelazo, SIRT3, SIRTS5, SIRT6, telomerazy i AOPP, do réznicowania
zaréwno pacjentek z zaawansowang endometriozg od grupy kobiet zdrowych, ale
rowniez od pacjentek z endometriozg chorujgcych na inne fagodnie przebiegajace
schorzenia ginekologiczne (weryfikacja potencjalnej warto$ci w/w biomarkeréw
jako parametréw roéznicujgcych miedzy III i IV stopniem zaawansowania
endometriozy wg. klasyfikacji rAFS). Dodatkowo, celem badania byto
sprawdzenie, czy istnieja korelacje miedzy oznaczonymi warto$ciami
analizowanych  parametréw  réwnowagi  oksydacyjno-antyoksydacyjnej
w odniesieniu do oznaczonych wcze$niej parametréw stanu zapalnego.

Ocene mozliwosci zastosowania spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia
w podczerwieni (ATR-IR) w nieinwazyjnym diagnozowaniu pacjentek
z zaawansowang endometriozg oraz do roznicowania endometriozy od innych
schorzen ginekologicznych. W badaniu weryfikowana byta diagnostyczna
uzytecznos$¢ wielowymiarowych modeli klasyfikacyjnych i dyskryminacyjnych,
dzieki ktérym mozliwe bytoby rozrdéznienie pacjentek z zaawansowang
endometriozg zaréwno od pacjentek z innymi niz endometrioza schorzeniami
ginekologicznymi, jak rowniez od grupy kontrolnej zdrowych kobiet. Zatozony cel
zrealizowano poprzez wykorzystanie widm ATR uzyskanych surowic krwi
pochodzacych od kobiet ze wszystkich trzech grup badanych (E, NE i (),
wpotagczeniu  z  wczesniej  oznaczonymi  surowiczymi  parametrami
biochemicznymi, w tym odzwierciedlajgcymi stopien zaawansowania stanu

zapalnego oraz zaburzen réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjne;j.

Do badania wtgczono 43 pacjentki z zaawansowana endometriozg (grupa E) oraz 35

pacjentki bez endometriozy, leczone z powodu innych schorzen ginekologicznych (grupa

NE) w Oddziale Ginekologii Onkologicznej Dolno$lgskiego Centrum Onkologii we

Wroctawiu (akceptacja Komisji Bioetycznej KB-293/2016). Dodatkowo, do badania

wykorzystano materiatl kontrolny (surowice) pochodzaca od 18 zdrowych ochotniczek
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(grupa C), uzyskang na podstawie protokotu posiadajacego pozytywna opinie Komisji
Bioetycznej KB-329/2015 oraz KB-498/2018). Kazda z uczestniczek badania byta
informowana o celu badania oraz wyrazita pisemnie §wiadomg zgode na udziat w
badaniu. Projekt badan przedstawiony w niniejszej rozprawie doktorskiej posiadat
akceptacje Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we
Wroctawiu (nr 231/2019, nr 634/2019, nr 685/2019).

Pierwsza z publikacji pt. ,Sirtuins — the new important players in women’s gynecological
health” jest praca pogladowsg, ktéra przedstawia przeglad najnowszych, dostepnych
informacji dotyczacych roli biologicznej siedmiu ludzkich sirtuin (SIRT1-SIRT7),
analizowanych w kontekscie réznych aspektéw zdrowia ginekologicznego kobiet t;.
w powstawaniu i progresji choréb ginekologicznych, w tym réwniez endometriozy oraz
nowotwordéw rozwijajacych sie w obrebie zenskich narzadéw rozrodczych. W artykule
opisano znaczenie sirtuin jako czynnikdw regulujacych szlaki zwigzane
z insulinoopornoscig, zaburzeniami metabolizmu glukozy oraz lipidéow w wybranych

schorzeniach ginekologicznych.

W drugiej z publikacji pt. ,Diagnostic significance of selected serum inflammatory
markers in women with advanced endometriosis”, bedacej jednocze$nie pierwsza z prac
oryginalnych witgczonych do cyklu, Doktorantka poddaje ocenie uzyteczno$c¢
diagnostyczng stezenia wybranych markeréw biochemicznych zwigzanych ze stanem
zapalnym. Wykazano miedzy innymi znamiennie statystycznie wyzsze stezenia IL-1, IL-
6, hs-CRP, YKL-40, PRL i CA 125 oraz nizsze stezenia PRL w surowicy pacjentek
z endometriozg w pordwnaniu do grupy kontrolnej zdrowych kobiet. Dodatkowo,
wykazano istotne statystycznie réznice w przypadku stezen IL-6, hsCRP oraz CA 125
pomiedzy Il i IV stopniem zaawansowania endometriozy. Przy uzyciu krzywych ROC dla

w/w parametréw wyznaczono optymalne wartosci czuto$ci i swoisto$ci diagnostycznej
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w réznicowaniu kobiet z zaawansowang endometriozg w poréwnaniu do grupy

kontrolnej zdrowych kobiet.

W pracy oryginalnej pt. ,Is there a balance in oxidative-antioxidative status in blood
serum of patients with advanced endometriosis?”, Doktorantka poddata analizie warto$ci
stezen parametrow réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej. Wykazano miedzy
innymi, Ze stezenia FRAP byty istotnie wyzsze w grupie E i NE w poréwnaniu z grupg
kontrolng, natomiast stezenie telomerazy byty istotnie wyzsze w grupie z endometriozg
w poréwnaniu z grupa kontrolng zdrowych kobiet. Stezenia zaawansowanych produktéw
utleniania biatek (AOPP) byty istotnie wyzZsze zaréwno u pacjentek w grupach (E) i (NE)
w poréwnaniu do zdrowych kobiet. Jedynie w przypadku zmian stezenia zelaza
catkowitego obserwowano istotne réznice pomiedzy III i IV stopniem zaawansowania
endometriozy. Analiza krzywych ROC przeprowadzona dla FRAP, telomerazy i AOPP w
surowicy wskazuje na ich potencjalng uzytecznos$¢ diagnostyczng, odzwierciedlajac

stopien zasilenia stresu oksydacyjnego towarzyszacego zaawansowanej endometriozie.

Ostatnia z prac wtaczonych do cyklu pt. ,ATR-IR spectroscopy application to diagnostic
screening of advanced endometriosis” stanowi wyjatkowo nowatorskie i oryginalne
opracowanie tematu. W oparciu o podane przez Doktorantke informacje, nalezy przyja¢
ze w chwili publikacji, byto to pierwsze badanie, w ktérym zastosowano dane tgczne -
widmo ATR i dane biochemiczne w diagnostyce réznicowej zaawansowanej
endometriozy. Doktorantka jako pierwsza zaproponowata zastosowanie do oznaczen
diagnostycznych panelu wybranych surowiczych parametréw pozwalajgcych na ocene
stopnia zaawansowania stanu zapalnego oraz réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej,
w potgczeniu z widmem uzyskanym za pomocg spektroskopii ostabionego catkowitego
odbicia w podczerwieni (ATR-IR), co moze stanowi¢ bardzo uzyteczne narzedzie
kliniczne pozwalajgce na wyselekcjonowanie kobiet, u ktérych wystepuje duze ryzyko
rozwoju zaawansowanej endometriozy. Przetomowym osiggnieciem wydaje sie uzyskany
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w analizie ATR-IR model diagnostyczny, o potencjalnym zastosowaniu réwniez do

monitorowania nawrotu choroby. Doktorantka uzyskata w badaniu model pozwalajacy

na wyodrebnienie z grupy badanej jedynie pacjentek z endometrioza.

W oparciu o przeprowadzone badania, odnoszac sie do kolejnych prac oryginalnych,

Doktorantka sformutowata nastepujace wnioski koncowe:

1

Zaproponowany panel tatwo mierzalnych markeréw stanu zapalnego
obejmujgcych ocene stezen IL-6, PRL i CA-125 w surowicy, moze by¢ pomocny
w réznicowaniu stadium rozwojowego endometriozy (stopien Il i IV wg. rAFS)
i jego diagnostyce.
Oznaczenia stezen zestawu parametréow: IL-6, PRL i CA 125, moze by¢ uzytecznym
narzedziem klinicznym, pomocnym w identyfikacji kobiet z wysokim ryzykiem
rozwoju zaawansowanej endometriozy.
Wykazano, ze grupa odniesienia pacjentek bez endometriozy, lecz cierpigcych na
tagodne choroby ginekologiczne, wykazujgca zaburzenia dotyczace parametréw
zapalnych, podobnie jak to ma miejsce u kobiet z zaawansowang endometriozg,
nie jest odpowiednig populacja poréwnawcza do réznicowania z zaawansowanym
stadium rozwoju endometriozy.
Na dzien opublikowania artykutu, wedtug mojej najlepszej wiedzy, po raz
pierwszy podano warto$ci stezen SIRT3, SIRT5, SIRT6 i telomerazy w surowicach
pacjentek z endometrioza.
Trzy wybrane markery stresu oksydacyjnego obecne w surowicy tj. FRAP,
telomeraza i AOPP, wydaja sie by¢ najbardziej obiecujacymi parametrami, ktérych
oznaczanie stezen moze by¢ pomocne w wykrywaniu zaawansowanej
endometriozy.
Analiza ekspresji 11 wybranych przeze mnie biomarkeréw stresu oksydacyjnego,
w potaczeniu z okre$leniem roli jakg one odgrywajg w rozwoju endometriozy,
powinny stanowi¢ temat przysztych badan, gdyz wydaja si¢ by¢ kluczowe dla
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zrozumienia mechanizméw prowadzgcych do powstawania i rozwoju choroby
oraz przydatne do opracowania potencjalnych strategii terapeutycznych.

7. Modele PLS-DA zostaty skonstruowane w oparciu o oznaczone wartosci stezen
wybranych parametréw biochemicznych i regiony widm FTIR ATR surowic, ktére
pozwalaja na réznicowanie pacjentek z zaawansowang endometrioza, kobiet ze
schorzeniami ginekologicznymi z rozwijajgcym sie procesem zapalnym o podtozu
innym niz endometrioza oraz kobiet zdrowych. Czuto$¢, swoisto$¢ i doktadnos¢
otrzymanych modeli wynosity odpowiednio: 81-100%, 89-100% i 91-100%.
Badanie to pozwolito na wykazanie, ze spektroskopia w podczerwieni i analiza
dyskryminacyjna moga by¢ wykorzystywane do roéznicowania surowic
pochodzacych od kobiet z zaawansowang endometrioza od tych bez
endometriozy, lecz z innymi chorobami ginekologicznymi. Jest to przetomowe
osiggniecie, gdyz uzyskano catkowity rozdziat z grupa pacjentek z grupy NE, co
oznacza, ze model jest charakterystyczny tylko dla endometriozy. Standaryzacja
tej metody, oparta na wynikach uzyskanych dla wiekszej grupy uczestniczek, da
szanse na opracowanie algorytmu pozwalajgcego na przeprowadzenie badan
przesiewowych i wyselekcjonowanie pacjentek z duzym prawdopodobienistwem
rozwoju zaawansowanej endometriozy oraz na efektywng diagnostyke tego
schorzenia, a nawet moze sta¢ sie narzedziem o potencjalnym zastosowaniu
klinicznym, przydatnym réwniez w monitorowaniu nawrotu choroby.
Dodatkowym wyzwaniem bytoby opracowanie w przysztosci klasyfikatoréow

umozliwiajgcych wykrywanie wczesnych stadiéw rozwoju choroby.

I chociaz, wnioski stawiane przez Doktorantke odnoénie proponowanych marker6w
w sferze predykcyjnej oceny zaawansowania endometriozy wymagatyby w opinii
recenzenta zaréwno zwiekszenia populacji badanych pacjentek i kolejnych badan w tym

zakresie, na podkreslenie zastuguje $wiadomo$¢é Doktorantki w zakresie ograniczen
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prowadzonych badan, formutowane zaréwno w publikowanych pracach, jak
i przygotowanej dystertacji.

Podsumowujac uwazam rozprawe mgr Izabeli M. Kokot za bardzo warto$ciowe
dokonanie, wnoszace istotne walory poznawcze w zakresie wykonywanych badan.
Przedstawiona praca doktorska budzi nie tylko uznanie recenzenta pod wzgledem
merytorycznym, ale jej recenzja byta dla mnie ogromna przyjemnoscia.

Dysertacja w formie publikacji $wiadczy o dojrzato$ci naukowej Doktorantki,
natomiast punktacja wynikéw badan w czasopismach indeksowanych osiggajacych tak
wysoka sumarycznie warto$¢ IF za prace bedace sktadowymi rozprawy wymaga
szczegllnego podkreslenia. Temat pracy, chociaz bardzo aktualny i niezwykle pozyteczny
z punktu widzenia praktyki klinicznej, zostat trafnie zdefiniowany i oryginalnie
rozwiniety. Jego realizacje przeprowadzono niezwykle starannie, z wykorzystaniem
adekwatnie wybranego i nowoczesnego warsztatu badawczego.

Réwnie jednoznaczny jest méj wniosek konicowy, rozprawa doktorska pt. ,Analiza
wybranych parametréw stanu zapalnego i réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej
u kobiet z endometriozg” autorstwa mgr Izabeli M. Kokot wykonana pod kierunkiem Pani
Promotor dr hab. n. med. Ewy M. Kratz, prof. UMW oraz drugiej Pani Promotor prof. dr
hab. n. farm. Agnieszki Piwowar spetnia wszystkie kryteria formalne przewidziane
ustawg, stad sktadam na rece Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie
mgr Izabeli M. Kokot do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ osiaggniecia, wnosze do Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne UMW wniosek o wyréznienie pracy doktorskie;.
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