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Pani mgr Katarzyny Sotkiewicz
pod tytutem
_Analiza profilu i stopnia glikozylacji surowiczej immunoglobuliny G
u kobiet z zaawansowang endomatriozg”

Przediozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Sotkiewicz zostata
wykonana pod kierunkiem dr hab. n. med. Ewy Marii Kratz, prof. uczelni, oraz prof.
dr. hab. Huberta Krotkiewskiego w Katedrze i Zakiadzie Diagnostyki Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slgskich we Wroctawiu, petnigcych funkcje
ko-promotorow.

Rozprawa zostata przygotowana w postaci cyklu trzech oryginalnych
artykutébw opublikowanych w latach 2021-2022 w czasopismach naukowych
o zasiegu miedzynarodowym, uwzglednianych na liscie Journal Citation Reports
i indeksowanych w bazie Web of Science. tgczny wspotczynnik oddziatywania (IF)
czasopism, w ktérych opublikowano artykuty wynosi 15,835, a suma punktow wg
wykazu czasopism naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki to 420. Artykuly te
tworza spojng tematycznie catos¢ i do tej pory byly cytowane 7 razy wg bazy Scopus
(stan z 01.06.2023). Wszystkie artykuly sg dostgpne w wersji Open access.
Publikacje sg wspdtautorskie (4-5 autoréw). Wykonanie badan opisanych w tych
publikacjach zostato sfinansowane z subwencji Ministra Zdrowia wg systemu SIMPLE
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, a projekt badan zostat pozytywnie
zaopiniowany przez Komisje Bioetyczng dziatajacg przy Uniwersytecie Medycznym
we Wroctawiu.

W kazdym z artykutdw cyklu Pani mgr Katarzyna Sotkiewicz jest pierwszg
autorkg, a w jednym z nich (Int. J. Mol. Sci.) petnita rowniez funkcje autora
korespondencyjnego. Zgodnie z dotaczonym do rozprawy  doktorskigj
os$wiadczeniem, udziat Doktorantki w kazdej z tych prac polegat na wspéttworzeniu
planu badan, wykonaniu czeéci eksperymentalnej, analizie i interpretacji uzyskanych
wynikéw, formutowaniu wnioskéw, zebraniu i analizie piSmiennictwa, wspottworzeniu
tekstu manuskryptu oraz korekcie formy manuskryptu. Podany w oswiadczeniu
Doktorantki zakres jej dziatalnosci jest zgodny z deklaracjami o wkitadzie
poszczegolnych autorow, ktore zostaty zamieszczone w artykutach opublikowanych
w Sci. Rep. oraz Int. J. Mol. Sci. Z uwagi na fakt, ze wspotautorzy artykutdw w swoich
o$wiadczeniach podali tylko zakresy dziatan, w ktére byli zaangazowani, ale nie
okreslili swojego zaangazowania w wartosciach procentowych, nie mozna oszacowac
jaki byt wkiad procentowy Doktorantki w powstanie niniejszych publikacji. Nie mniej
jednak, na podstawie szerokiego zakresu wspomnianych powyzej zadan, w ktérych
uczestniczyta Doktorantka, mozna wnioskowac¢, ze Jej wkiad byt znaczacy i ma ona
petne prawo do wigczenia wymienionych artykutéw do cyklu publikacji stanowigcego

podstawe ubiegania sie o nadanie stopnia naukowy doktora.
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Rozprawa doktorska oprécz trzech oryginalnych artykutow tworzgcych cykl
tematyczny, zawiera dziesie¢ dodatkowych sekcji o tytutach: Publikacje wchodzgce w
sktad rozprawy doktorskiej, Oméwienie, Wykaz skrétow, Pismiennictwo, Streszczenia
pracy w jezyku polskim i angielskim, OS$wiadczenia wspdtautorow, Opinie Komisji
Bioetycznej, Zrédta finansowania i Catkowity dorobek naukowy. Cata rozprawa
doktorska zajmuje 114 stron. Moim zdaniem dla pierwszej z wymienionych sekcji,
bardziej adekwatny bytby tytut: Spis publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy
doktorskiej. W sekcji Omoéwienie oprocz zwieztego wprowadzenie do tematyk badan,
Doktorantka zdefiniowata cele i zatozenia badawcze, opisata wykorzystywang
metodyke badan, podsumowata wyniki i przedstawita wnioski koricowe. Spis literatury
do sekcji Omowienie zawiera 64 pozycje, przy czym nie ma w tekscie odwotania do
dwadch pozycji (Becker i in. 2015; Dunselman i in. 2014), a wspominana w tej sekcji
publikacja autorstwa Horne i in. 2014 nie znalazta sie w spisie literatury. Dobor
literatury jest jak najbardziej odpowiedni i bezposrednio powigzany z problematykag
pracy, co swiadczy o dobrej orientacji Doktorantki w badanej tematyce. Rozprawa
doktorska zostata przygotowana bardzo starannie i estetycznie pod wzgledem
edytorskim, a jesli chodzi o poprawnos$¢ formalno-jezykowa, stylistyczng czy
interpunkcyjna, to nie mam zastrzezen.

Wybor tematyki badan podjety przez Panig mgr Katarzyne Sotkiewicz
uwazam za stuszny i w petni uzasadniony. Endometrioza, charakteryzujgca sie
ektopowym rozrostem endometrium w $rodowisku pozamacicznym, jest jedna
z najbardziej znanych choréb kobiecego uktadu rozrodczego. Na calym swiecie
endometrioza dotyka prawie 10% kobiet w wieku rozrodczym i powoduje ona
znaczny spadek jakosci ich zycia, wigczajac w to niekorzystny wplyw na ptodnosé.
Pomimo szeroko zakrojonych badan dotyczgcych endometriozy prowadzonych na
przestrzeni ostatnich lat, mechanizm jej patogenezy pozostaje nadal niejasny. Za
czynniki odpowiedzialne za rozwdj i progresje choroby uwaza sie uwarunkowania
hormonalne, zmiany zachodzgce w ukfadzie immunologicznym, stany zapalne,
a ostatnio coraz czesciej bierze sie pod uwage réwniez czynniki metaboliczne.
Z uwagi na etiologie endomatriozy wigzgca te chorobe z zaburzeniami
funkcjonowania uktadu immunologicznego, wybér IgG jako obiektu badan oceniam
jako trafny, a ideg analizy profilu i stopnia N- i O-glikozylacji IgG w powigzaniu
z zaawansowang endomatriozg za oryginalng i nowatorska, zwtaszcza w kontekscie
braku markeréw biochemicznych o wysokiej czutosci i swoistosci, ktére mogtyby byé
wykorzystywane =~ w  nieinwazyjnych  badaniach  przesiewowych.  Zgodnie
z najnowszymi wytycznymi z 2022 roku, do diagnostyki endomatriozy zaleca sie
stosowanie ultrasonografii transwaginalnej i obrazowania z wykorzystaniem
rezonansu magnetycznego. Glikozylacja, bedaca jedng z najbardziej powszechnych
modyfikacji biatek, wptywa nie tylko na ich wiasciwosci fizyko-chemiczne, ale tez

moduluje petnione przez nie funkgcji. Doktorantka w sekcji Omdwienie opisata co
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wiadomo o glikozylacji IgG i wspomniata o udokumentowanych zmianach w profilu
glikozylacji IgG w przebiegu niektérych  choréb autoimmunologicznych
i nowotworowych. W tym miejscu chciatabym zwroci¢ uwage, ze jesli chodzi ogdlnie
o O-glikozylacje, to nie tylko N-acetylogalaktozoamina (GalNAc), jak napisata
Doktorantka na str. 8, jest pierwszym monoracharydem dotgczanym do reszt seryny
i/lub treoniny. Faktycznie w najpowszechniejszym typie O-glikanéw, czyli O-glikanach
typu mucynowego, tak wiasnie jest. Niemniej jednak w glikoproteinach, oprécz
O-glikanéw typu mucynowego, spotykane sg inne typy O-glikanéw, w ktdrych
z resztami Ser/Thr jako pierwsze wigzane sg reszty N-acetyloglukozoaminy, ksylozy,
mannozy, glukozy lub galaktozy. Co wiecej, najczesciej O-glikan jest przytgczony do
reszt Ser lub Thr, ale w nielicznych przypadkach moze on by¢ tez przytaczony do
reszt hydroksylizyny i hydroksyproliny.

Definiujgc cele badan opisanych w rozprawie doktorskiej, Pani mgr Katarzyna
Softkiewicz wymienita ich cztery (podrozdziat Cele badan, str. 11). Moim zdaniem
tylko trzeci z nich, to jest cytuje ,Okreslenie charakterystycznego dla zaawansowanej
endomatriozy profilu N- i O-glikozylacji surowiczej IgG oraz wytypowanie parametréw
glikozylacji o wysokiej wartodci klinicznej, ktére mogtyby stanowi¢ dodatkowy marker
diagnostyczny tej choroby” stanowi faktycznie cel badan. Pozostate raczej opisujg
jaka procedure nalezatoby zastosowaé, aby méc z cata pewnoscig stwierdzi¢, ze
istnieje (lub nie) swoisty wzoér N- ilub O-glikozylacji 1gG, ktory mogtby byé
potencjalnym  nieinwazyjnym  markerem  diagnostycznym  zaawansowanej
endomatriozy, a co wigcej bytby on na tyle czuty i swoisty, ze mozna bytoby z niego
korzystac¢ pomijajgc pracochtonna i czasochionng izolacje 1gG z surowicy. Zatem trzy
pozostate wymienione przez Doktorantke cele, moim zdaniem, powinny znalez¢ sie
w podrozdziale Zatozenia badan, w ktérym to nota bene trafnie zdefiniowano aspekty,
na ktore nalezy zwroci¢ szczegolng uwage podczas podejmowania prob typowania
jakiejkolwiek struktury glikanu IgG jako markery odrézniajgcego nie tylko pacjentki
z zaawansowang endomatriozg od kobiet zdrowych, ale tez od pacjentek z innymi
schorzeniami ginekologicznymi. Co ciekawe, cele badawcze zostaly poprawnie
sformutowane w Streszczeniach.

Pani mgr Katarzyna Sotkiewicz prowadzita badania opisane w rozprawie
doktorskiej wykorzystujac surowice pochodzgce od zdrowych kobiet (n = 19),
pacjentek z zaawansowang endomatriozg, Ill-IV stadium (n = 40) oraz pacjentek
z innymi schorzeniami ginekologicznymi (n = 36), a mediany wieku wynosity
odpowiednio 39 lat, 34 lata i 39 lat. Techniki badawcze stosowane w celu
przeprowadzenia poszczegolnych analiz zostaty szczegotowo opisane w artykutach
wigczonych do rozprawy doktorskiej. Obejmowaty one chromatografie powinowactwa
na ztozu Protein A/G-Sepharose w celu izolacji 1IgG z surowicy, dwie metody
oznaczania stezenia IgG (bicynchoninowg dla wyizolowanej IgG i turbidymetryczng

dla surowiczej IgG) oraz zmodyfikowany test fazy statej lektyno-ELISA z uzyciem
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panelu dziesigciu biotynylowanych lektyn w celu okreslenia profilu i stopnia
glikozylacji IgG. Uzyskane wyniki poddano analizie korzystajac z programu Statistica
13.3PL uznajgc za istotne statystycznie te o wartosci p<0,05. Wybor stosowanych
metod do realizacji zatozonych celéw nalezy uznaé za stuszny z uwagi na fakt, ze
wyniki tych badan mialy da¢ odpowiedz na pytanie o potencjalng mozliwosé
wykorzystania zmian w profilu glikozylacji I9gG do diagnozowania Zaawansowanej
endomatriozy. Co prawda bardziej precyzyjny wglad w strukture glikanow 1gG
i zmiany iloSciowe towarzyszace procesowi chorobowemu mozna by uzyskac
wykorzystujgc technike spektrometrie mas, ale typowe laboratorium diagnostyczne
raczej nie bedzie wyposazone w tak kosztowng aparature, a dodatkowo analiza
takich wynikow wymagataby od diagnosty specjalistycznej wiedzy z zakresu
glikobiologii. Z lektury Dyskusji w Int. J. Mol. Sci. wynika, ze Doktorantka jest
Swiadoma ograniczen zwigzanych ze specyficznoscig lektyn.

Sposob przedstawienia uzyskanych wynikéw i ich krytyczna analiza zostaty
juz wezesniej ocenione przez Recenzentéw i Edytoréw czasopism, w ktorych zostaty
opublikowane artykuty bedace podstawag rozprawy doktorskiej, to jest w Scientific
Reports (2021), Journal of Inflammatory Research (2022) i International Journal of
Molecular Sciences (2022). Z obowigzku recenzenta zweryfikowatam czy informacje
zamieszczone w podrozdziale Podsumowanie otrzymanych wynikéw badan sg
zgodne z danymi opublikowanymi w poszczegdinych artykutach wchodzacych
w skiad tematycznego cyklu i stwierdzam ich tozsamo$¢. Artykuty sg spojne pod
wzgledem tematycznym i metodycznym, wartosciowe pod wzgledem poznawczym.
Dokumentacja graficzna uzyskanych wynikéw w postaci rycin i tabel jest czytelna
i przejrzysta. Cenne jest wskazanie w dwoéch z nich (Sci. Rep. i Int. J. Mol. Sci.)
silnych stron badan i ich ograniczen. Lektura publikacji byta dla mnie
satysfakcjonujgca, a szczegolnie interesujgca byta czes¢ Dyskusji w J. Inflamm. Res.,
w ktorej przedstawiono silny zwigzek fukozylacji IgG ze stanem zapalnym. Mam trzy
uwagi merytoryczne dotyczace glikozylacji. Po pierwsze w literaturze anglojezycznej
na okreslenie GIcNAc przedzielajgcej uzywa sie zwrotu ,bisecting GIcNAc” a nie
Jntersecting GIcNAc” (str. 75). Po drugie, PHL-L jest lektyng specyficznie
rozpoznajaca tylko te trzy-i/lub czteroantenowe N-glikany typu kompleksowego, ktére
posiadajg B1,6-rozgatezienia (str. 76). Prawdg jest, ze O-glikozylacja zachodzi
potranslacyjnie, ale N-glikozylacje zapoczatkowuje przeniesienie en block
prekursorowego oligosacharydu na reszte asparaginy w sekwencji Asn-X-Ser/Thr, co

zachodzi ko-translacyjnie (str. 76). Wyniki przedstawione w tych artykutach majg
charakter nowatorski i wnoszg istotne informacje na temat potencjalnych mozliwosci

wykorzystywania gliko-markeréw IgG do celéw diagnostycznych. Ich opublikowanie
w czasopismach o wysokim wspoétczynniku oddziatywania $wiadczy o wysokiej

wartosci poznawcze;.
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Na podstawie przeprowadzonych badan Doktorantka sformutowata siedem
wnioskow koncowych, ktérych moim zdaniem jestich za duzo, a ponadto sg one zbyt
rozbudowane. Czytajac te Cz@SC rozprawy doktorskiej chciataby znalez¢ krotkie
odpowiedzi na nastepujgce pytania:

1. Ktore z badanych gliko-epitopow mogtyby sta¢ sie w przysztosci
potencjalnymi markerami o wysokiej wartosci klinicznej w nieinwazyjnej
diagnostyce endomatriozy?

2. Czy podczas rutynowych oznaczen gliko-markeréw uzasadnione bytoby
pominiecie etapu izolacji IgG z surowicy?

3. Jaka grupa kobiet powinna stanowic grupe odniesienia w diagnostyce
endomatriozy opartej na gliko-markerach?

4. Czy  wytypowane gliko-epitopy pozwolg  odroznic¢ pacjentki
z endomatriozg od pacjentek z innymi chorobami ginekologicznymi?

Podobnie jak cele badan, wnioski koncowe sg lepiej sformutowane w Streszczeniach.

W sekcji Omoéwienie brakuje mi podrozdziatu Dyskusja, w  ktérym
Doktorantka mogtaby wykazaé sie syntetyczng interpretacjg wszystkich uzyskanych
przez siebie wynikéw na tle Cytowanego pi$miennictwa oraz zbiorczego
podsumowania Przeprowadzonych badarn. Co prawda w sekcji Oméwienie znajduje
sie podrozdziat Podsumowanie otrzymanych wynikéw badan, ale mamy osobne
podsumowanie dla kazdego z artykutow. Moze nalezato uzyskane wyniki zebrac¢
w tabeli, przedstawiajacej jakie zmiany w reaktywnosci I9G z lektynami powoduje
endomatrioza i ktéra z lektyn wykorzystywanych w badaniach mogtaby mieé
Znaczenie diagnostyczne. Ciekawym wnioskiem wynikajagcym z badan opisanych
W niniejszej rozprawie doktorskiej jest wykazanie, ze w przypadku diagnostyki
endomatriozy opartej na gliko-markerach wiasciwg grupe odniesienia powinny
stanowi¢ kobiety zdrowe bez jakiejkolwiek zdiagnozowanej choroby ginekologiczne;j
i stanu zapalnego w obrebie narzgdéw rodnych.

Po przeczytaniu rozprawy doktorskiej nasunety mi sie nastepujace pytania:

1. Z jakiego powodu liczebno$¢  grupy  kobiet zdrowych, bez
zdiagnozowanych choréb ginekologicznych jest dwukrotnie nizsza niz
dwoch pozostatych grup eksperymentalnych?

2. Zwyczajowo w badaniach biologicznych wykonuje sig po trzy powtorzenia
dla danej proby. Tymczasem podczas oznaczenie reaktywnosci 1gG
Z lektynami w zmodyfikowanym tescie fazy statej lektyno-ELISA
wykonywano tylko dwa powtérzenia. Co byto tego powodem?

3. Zauwazytam, ze oczyszczajac 19G z surowicy na ziozu Protein A/G-
Sepharose stosowano dwa podejscia, albo od razu naktadano surowice
na kolumne (0,5 ml), albo przed natozeniem rozcienczano ja 1:1 50 mm
TBS i naktadano 1 ml. Czym byta uzasadniona taka modyfikacja metody?
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4. Ktore lektyny zdaniem Doktorantki wydajg sie by¢ najbardziej obiecujgce,
jesli chodzi o ich potencjalng mozliwosé wykorzystywania w testach
diagnostycznych endomatriozy opartych na detekciji gliko-markerow?

Whiosek koricowy

W podsumowaniu pragne stwierdzié, ze pomimo moich krytycznych uwag,
bardzo wysoko oceniam warto$é merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr
Katarzyny Sotkiewicz. Stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
a uzyskane wyniki sg interesujace i wnoszg istotny wkiad w poznanie molekularnych
mechanizméw towarzyszgcych endomatriozie, a wytypowane gliko-markery moga
stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan majgcych na celu poszukiwanie
nieinwazyjnych markeréw tej choroby. Doktorantka udowodnita, ze potrafi
samodzielnie rozwigza¢ sformutowany problem badawczy poprzez odpowiednie
zaplanowanie i wykonanie cyklu eksperymentéw, krytyczng analize uzyskanych
wynikéw oraz wycigganie wywazonych wnioskoéw.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa
doktorska Pani mgr Katarzyny Sotkiewicz pod tytutem ,Analiza profilu i stopnia
glikozylacji surowiczej immunoglobuliny G u kobiet z zaawansowang endomatriozg”
spetnia wszelkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w artykule
187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie WyzZszym i nauce
(4. Dz. U. 2018 poz. 1668 z pozn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slgskich we
Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Sotkiewicz do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk
0 zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

Biorgc pod uwage ztozonos¢ i kompleksowo$¢ prowadzonych badan, wysokg
wartos¢ merytoryczng i oryginalnosé wynikow oraz wysoka sumaryczng warto$é
wspotczynnika oddziatywania artykutow tworzacych cykl tematyczny (15,835)
rekomenduje wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Sotkiewicz
stosowng nagrods.

- p N

Krakow, 06.06.2023 r.
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