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Endometrioza pozostaje jednym =z nierozwigzanych zagadnien wspdlczesnej

ginekologii. Jest chorobg czesta, przewlekia i niejednorodng, a jej rozpoznanie nadal bywa
stawiane z wieloletnim opodznieniem. Z punktu widzenia klinicysty szczegdlnie dotkliwy jest
brak prostego, wiarygodnego i mozliwego do powtarzania testu, ktdéry moglby wspieraé
rozpoznanie czy oceng aktywnosci choroby jak roéwniez monitorowanie leczenia.
Intensywne badania nad poszukiwaniem potencjalnych markeréw endometriozy obejmujg
oceng pecherzykéw zewnatrzkomorkowych (Extra cellular Vesicles). Moga one by¢ nosnikiem
informacji o lokalnych i ogdlnoustrojowych procesach towarzyszacych endometriozie. Ich
wybodr jako przedmiot badan nalezy uznac za trafny i aktualny, co zostalo przez Doktorantke
dobrze uzasadnione w poczatkowej czesci monografii.

Podj¢eie tematu wymagato przekrojowych umiejetnosci i wiedzy z zakresu biologii
rozrodu, immunologii, biochemti, proteomiki, bioinformatyki, ajk réwniez technologii analizy
pojedynczych pecherzykow. Juz sam zakres pracy pokazuje, ze Doktorantka podjela zadanie
ambitne i wymagajace metodologicznie uzyskujac na nie finansowanie z Grantu dla mtodych
naukowcow WUM, z grantu NCN OPUS oraz wsparcie z programéw Narodowej Agencji
Wymiany Akademickiej NAWA jak réwniez programéw partnerstwa miedzy narodowej

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma forme obszernej monografii przygotowanej w
j¢zyku angielskim. Obejmuje 161 numerowanych stron, 35 rycin, 6 tabel oraz 234 pozycje
pismiennictwa. Zawiera streszczenie w jezyku angielskim i polskim, wykaz skrétow,
szczegolowy opis materialu i metod, rozbudowang cze$é wynikows, dyskusje, wnioski oraz
dokumentacj¢ zgody komisji bioetycznej. Ukiad pracy jest przejrzysty i prowadzi czytelnika

od Kklinicznego problemu endometriozy, poprzez biologiczne podstawy funkcjonowania



pecherzykdow zewngtrzkomérkowych, az do zaawansowanych analiz proteomicznych i
obrazowej cytometrii przeplywowej. Rozprawa jest bogato ilustrowana, a wysokiej jakosci
ryciny przedstawiajgce schematy patofizjologiczne, profile proteomiczne, sieci interakcjt
biatkowych i wyniki analiz wzbogacenia szlakow w istotny sposob ulatwiajg odbidr zlozonego
materiatu.

Cz¢$¢ wstepna jest szeroka i dobrze osadza projekt w aktualnym kontekscie naukowym.
Doktorantka omawia kliniczne znaczenie endometriozy, jej wplyw na ptodnosc i jako$é zycia,
najwazniejsze koncepcje patofizjologiczne, zaburzenia odpowiedzi immunologicznej,
przebudowe macierzy zewnatrzkomdrkowej, angiogenez¢ i neuroangiogeneze. Nastepnie
logicznie przechodzi do biologii pecherzykow zewnatrzkomorkowych, ich biogenezy, skladu
molekularnego, funkcji w komunikacji migdzykomérkowej oraz mozliwosci wykorzystania ich
jako elementu plynnej biopsji. Doceniam zwlaszcza probe przedstawienia EV nie jako biernego
materiatu analitycznego, lecz jako potencjalnych uczestnikow procesu chorobowego. Wstep
omawia szereg aspektow biologii EV, w tym odnoszace si¢ do procesiow zapalnych, adhezji,
angiogenezy i przebudowy tkanek, stanowi on odpowiednie i kompletne przygotowanie do
czesci doswiadczalnej.

Zatozenia pracy i jej cele zostaly sformulowane jasno. Gléwnym celem bylo
scharakteryzowanie i poréwnanie profili proteomicznych EV izolowanych z plynu
otrzewnowego 1 osocza pacjentek z endometriozg oraz kobiet bez widocznych zmian
endometriotycznych, a nast¢pnie ocena, w jakim stopniu profile te odzwierciedlaja lokalne i
systemowe mechanizmy choroby. Cele szczegolowe obejmowaly izolacje i kompleksows
charakterystyke EV, identyfikacj¢ bialek rézniacych grupy, pordwnanie obu przedziatow
biologicznych, analize szlakow i sieci funkcjonalnych, wskazanie wspdlnego zestawu biatek
oraz wstepng ocen¢ potencjalu translacyjnego z wykorzystaniem cytometrii obrazowej. Cele sa
ze sobg spojne i odpowiadajg przedstawionemu planowi badan.

Material kliniczny pochodzit z wieloosrodkowego badania prowadzonego w o$miu
klinikach poloznictwa i ginekologii w Polsce. Pobieranie i przetwarzanie materiatu
biologicznego realizowano wedlug standardow EPHect, czas od pobrania do zabezpieczenia
probek byt kontrolowany, a rozpoznanie endometriozy potwierdzano chirurgicznie i
histologicznie. Do zasadniczej analizy proteomicznej wlgczono material od 26 kobiet: 10
pacjentek z endometriozg w stopniu III-IV wedlug rASRM oraz 16 kobiet bez widocznych
ognisk choroby podczas laparoskopii. Od kazdej uczestniczki analizowano zaréwno osocze, jak
i plyn otrzewnowy, co stanowi istotny atut projektu, poniewaz umozliwia bezposrednie

zestawienie przedziatu lokalnego 1 systemowego. Korzystne jest rowniez ograniczenie analizy



do fazy proliferacyjnej cyklu, co zmniejsza ryzyko, ze obserwowane rdznice wynikaja
wylacznie z fizjologicznej zmiennosci hormonalne;j.

Dobor grupy z zaawansowang endometriozg jest zrozumialy w badaniu, w ktérym
poszukuje si¢ mozliwie wyraznego sygnalu biologicznego. Jednocze$nie ogranicza on
mozliwo$¢ przeniesienia wnioskdOw na pacjentki z choroba minimalng, lagodng lub
powierzchowng - a wigc wilasnie na populacj¢, w ktdrej potrzeba nieinwazyjnego testu
diagnostycznego jest najwicksza. W grupie badanej znalazla si¢ ponadto tylko jedna pacjentka
w stopniu 1V, podczas gdy pozostale mialy stopien I1I. Jej profil wyraznie odréznial sig¢ na
mapach ciepinych zaréwno w plynie otrzewnowym, jak i w osoczu. Jest to obserwacja
interesujaca, lecz na podstawie pojedynczego przypadku nie mozna jeszcze wnioskowaé o
zwiazku profilu EV ze stopniem zaawansowania choroby. W rozprawie zaznaczono to
ograniczenie, o oceniam pozytywhie.

Zakres zastosowanych metod jest przekrojowy i szeroki. EV izolowano metodg
chromatografii wykluczania wielkosciowego, a ich charakterystyke przeprowadzono z uzyciem
klasycznej i fluorescencyjnej analizy sledzenia nanoczgstek, oznaczenia stezenia biafka,
Western blottingu oraz kriomikroskopii elektronowej. Nastepnie zastosowano ilosciowa
proteomike oparta na znakowaniu TMT i spektrometrii mas wysokiej rozdzielczosci, a
uzyskane dane poddano wieloetapowej analizie bioinformatycznej obejmujgcej miedzy innymi
PCA, grupowanie hierarchiczne, Gene Ontology, KEGG, Reactome oraz sieci STRING.
Wybrane markery oceniono nastepnie na poziomic pojedynczych pecherzykow z
wykorzystaniem obrazowe) cytometrii przeplywowej. Takie zestawienie metod jest jedng z
gtownych wartosci pracy. Na uznanie zastuguje $wiadome odniesienie procedury izolacji i
charakterystyki EV do zalecen MISEV2023. Doktorantka wykazala obecno$¢ typowych
markerdw EV, potwierdzila brak kalneksyny w izolatach i przedstawita obraz blony lipidowej
w kriomikroskopii.

Opis przygotowania probek do proteomiki jest szczegélowy i pozwala odtworzyé etapy
eksperymentu. Zastosowanie TMT, frakcjonowania przy wysokim pH oraz aparatu Orbitrap
Exploris 480 umozliwilo uzyskanie bardzo duzej glebokosci proteomicznej. Wiaczenie
kanalow referencyjnych z proteomow komorkowych oraz EV pochodzacych z linii 127 i
MDAH-2774 mialo zwigkszy¢ mozliwos¢ identyfikacji biatek mniej typowych dla osocza. Jest
to interesujace rozwigzanie, ale wymaga bardzo precyzyjnego uzasadnienia. Obecnos¢ bialek z
linii endometriotycznej i nowotworowej moze poszerza¢ przestrzen identyfikacji, lecz
jednoczesnie moze kierowaé wykrywanie w stroneg bialek charakterystycznych dia tych modeli.

Ponadto w dyskusji pojawia si¢ opis ,.endometriosis-derived and healthy decidualized



endometrial stromal cell lines”, ktéry nie odpowiada liniom przedstawionym w czesei
metodyczne;j.

Osocze i plyn otrzewnowy pochodzily od tych samych kobiet, a probki byty zbierane
wieloosrodkowo. Warto zatem jasno wyjasnic, czy w analizach poréwnujacych przedzialy
biologiczne lub wspdlne sygnatury wykorzystano informacje o sparowaniu oraz c¢zy oceniano
potencjalny wplyw osrodka, wieku, wskazania do laparoskopii i innych zmiennych kiinicznych.
Doktorantka prawidlowo zwraca uwag¢ na ograniczona liczebnos¢ grup i ryzyko utraty
sygnalow po korekcji wielokrotnych poréwnan, jednak wlasénie dlatego przejrzyste oddzielenie
wynikoéw eksploracyjnych opartych na surowym p od wynikéw utrzymujgeych istotnosé po
FDR ma zasadnicze znaczenie.

Cze$¢ wynikowa jest rozbudowana i bardzo dobrze udokumentowana. W EV z osocza
zidentyfikowano 2600 biatek, natomiast w EV z plynu otrzewnowego 3571 bialek; 2304 biatka
byly obecne w obu przedzialach. Jest to bardzo szeroki profil, zwlaszcza jak na material
osoczowy. Analiza PCA oraz grupowanie hierarchiczne wykazaly wyrazniejszy rozdziat grup
w przypadku EV z plynu otrzewnowego, co jest biologicznie wiarygodne, poniewaz ptyn
otrzewnowy pozostaje w bezposrednim kontakcie z ogniskami choroby i lokalnym
$rodowiskiem immunologicznym. Profil osoczowy byt slabszy i bardziej zmienny, ale nadal
wskazywal na obecno$¢ sygnalow zwigzanych z endometrioza. W plynie otrzewnowym
roznicujace bialka wigzaly si¢ gléwnie z odpowiedzia wrodzona, aktywacja neutrofili,
metabolizmem zZelaza, stresem oksydacyjnym, ferroptoza, adhezja oraz przebudowg macierzy
zewngtrzkomorkowej. Doktorantka zwrécita uwage migdzy innymi na HIC2, MPHOSPHI10,
MUCSAC, FAT3, DNMT] oraz bialka rodziny S100. Szczegdlnie ciekawa jest integracja
sygnaldw zapalnych i zelazozaleznych z procesami wiloknienia i inwazji, poniewaz dobrze
odpowiada ona biologii zaawansowanej endometriozy. Trzeba jednak zachowaé ostroznosé
przy przypisywaniu funkcji biatkom, ktérych rola w endometriozie nie zostala dotad
potwierdzona. W przypadku HIC2 czy MPHOSPH10 uzyskane dane sg przede wszystkim
przestanka do dalszych badan, a nie dowodem ich mechanistycznego udzialu w rozwoju zmian.
W osoczu najbardziej wyroznialy si¢ biatka zwigzane z transportem pgcherzykowym, adhezja,
sygnalizacja, odpowiedzia immunologiczna 1 przebudowg nablonka. Do szczegdlnie
interesujacych nalezaly PIK3C2A, SDC4, MUCI16 i S100A12. Z punktu widzenia dalszego
rozwoju biomarkera wlasnie osocze ma najwigksze znaczenie praktyczne, poniewaz jego
pobranie jest malto inwazyjne i moze by¢ powtarzane. Plyn otrzewnowy ma natomiast przede
wszystkim warto$¢ mechanistyczna i referencyjna, gdyz jego uzyskanie wymaga zabiegu.

Najciekawszg czescig projektu jest zatem proba identyfikacji bialek obecnych w obu



przedzialach, ktore moglyby laczy¢ lokalng aktywnos$¢ choroby z sygnatem dostgpnym w
krazeniu. W pracy wyodrebniono 24 takie biatka, obejmujace miedzy innymi rodzine S100,
SDC4, VCAN oraz kolageny typu 1.

Integracja proteomiki z IFCM jest wartosciowa i dobrze przemyslana. W plynie
otrzewnowym potwierdzono roéznice w zakresie HLA-DR, a w osoczu uzyskano zgodnos¢ dla
CD81 i MUCI/CD227. W odrebnej kohorcie okolooperacyjnej zaobserwowano zmniejszenie
liczby pecherzykéw dodatnich dla wielu markerow juz 48 godzin po usunigciu zmian, bez
rownoleglego spadku catkowitej liczby czastek. Wynik ten pokazuje czutos¢ metody na
dynamiczne zmiany fenotypu EV, ale jego interpretacja biologiczna powinna pozostaé
ostrozna. Okres 48 godzin po laparoskopii obejmuje wplyw urazu operacyjnego, znieczulenia,
zmian objetosci ptynow, aktywacji ptytek, odpowiedzi ostrej fazy i lekow okolooperacyjnych.
Nie mozna zatem jednoznacznie przypisa¢ obserwowanego spadku wylacznie redukeji
obciazenia choroba. Jest to jednak bardzo dobry wynik typu proof-of-principle, ktory uzasadnia
badania w pézniejszych, lepiej kontrolowanych punktach czasowych.

W czesci dotyczacej [IFCM zastosowano liczne kontrole techniczne, w tym probki bez
barwienia, kontrole samych przeciwcial, seryjne rozcienczenia ograniczajgce zjawisko swarm
oraz lize detergentem. Swiadczy to o dobrym rozumieniu trudnosci analizy pojedynczych EV.
Jednoczesnie pomiary wykonywane bezposdrednio w natywnym osoczu i plynie otrzewnowym
nalezy opisywa¢ konsekwentnie jako analize czgstek dodatnich dla okreslonych markerow,
poniewaz nie kazdy rejestrowany sygnal musi odpowiada¢ pojedynczemu, klasycznemu EV.
Doktorantka w wigkszoséci zachowuje te ostroznos¢ terminologiczng. Dobrym kierunkiem
dalszych prac byloby przygotowanie panelu markerow celowo zbudowanego na podstawie
wynikéw proteomicznych tej rozprawy, poniewaz wykorzystany panel IFCM byt wezesniej
walidowany technicznie, ale nie byl projektowany specyficznie dla endometriozy.

Dyskusja jest obszerna, $wiadczy o bardzo dobrej orientacji Doktorantki w
piSmiennictwie i pokazuje umiejetno$é laczenia wynikow z szerszym obrazem biologii
choroby. Autorka nie ogranicza si¢ do prostego katalogu réznicujacych bialek, lecz grupuje je
w funkcjonalne osie obejmujace odporno$¢ wrodzona, stres oksydacyjny, metabolizm zelaza,
macierz zewnatrzkomorkowa, adhezje, cytoszkielet, autofagie i regulacje epigenetyczng. To
podejscie jest dojrzale i nadaje pracy warto$¢ poznawczg. W kilku miejscach interpretacja
wykracza jednak poza to, co bezposrednio wynika z badania. Dotyczy to zwlaszcza
sformulowan sugerujacych aktywna role EV w wywolywaniu okreslonych procesow, zwigzek
z transformacjag nowotworowg lub zdolno$¢ markeréw do rdéznicowania stopnia

zaawansowania. Poniewaz nie wykonano dos$wiadczen funkcjonalnych ani niezaleznej



walidacji klinicznej, wyniki wspierajg przede wszystkim hipotezy mechanistyczne i wskazujg
kandydatow do dalszych badan.

Whioski odpowiadajg przedstawionym wynikom i trafnie podkre$lajg roznice miedzy
lokalnym profilem EV w plynie otrzewnowym a bardziej subtelnym sygnatem systemowym w
osoczu. Stusznie wskazano tez komplementarno$¢ proteomiki i [FCM. Warto jednak
konsekwentnie uzywac okreslenia ,.kandydaci na biomarkery” i unika¢ formutowania zbyt
daleko idacych wnioskow o ich diagnostycznej przydatnosci przynajmniej przed oceng
czutosci, swoistosci, AUC, wartosci predykcyjnych oraz powtarzalnosci w niezaleznej
kohorcie.

Praca jest napisana dobrym je¢zykiem naukowym, cho¢ wymaga koncowej korekty
redakcyjnej. Wystepuja powtérzenia numeracji rozdzialéw, a takze kilka réznic pomiedzy
opisem tekstowym, podpisami rycin i liczbami bialek. Te niedoskonalosci nie wptywaja na
zasadniczg wartos¢ naukowa rozprawy, ale przed jej zarchiwizowaniem powinny zostaé
usuniete.

Podsumowujgc ocene czesci merytorycznej, za najwazniejsze osiagniccie rozprawy
uwazam stworzenie wieloplatformowego obrazu EV w dwdch biologicznie odmiennych, ale
powigzanych przedzialach. Doktorantka wykazata, ze profil biatkowy EV z plynu
otrzewnowego odzwierciedla intensywne lokalne procesy zapalne, immunologiczne i
przebudow¢ tkanek, natomiast EV z osocza zawierajg stabszy, lecz potencjalnie dostepny
klinicznie sygnal systemowy. Przedstawione wyniki nie konczg drogi do biomarkera, ale
wyznaczajg racjonalny kierunek kolejnych badan: od walidacji celowane;j, przez rozwdj panelu
powierzchniowego EV, po oceng kliniczna w wigkszej 1 bardziej zroznicowanej populacji. Jest

to realny i wartosciowy wklad w rozwéj badan nad endometrioza.

Ocena koficowa

Rozprawa mgr inz. Karoliny Magdaleny Soroczynskiej dotyczy waznego i nadal
nierozwigzanego problemu naukowego oraz klinicznego. Praca wymagala opanowania wielu
zaawansowanych technik laboratoryjnych i analitycznych, umiejgtnego zarzadzania ztozonym
materialem biologicznym oraz samodzielne) interpretacji wielowymiarowych danych
proteomicznych. Doktorantka wykazala si¢ bardzo dobra znajomoscia biologii endometriozy i
EV, krytycznym podejsciem do ograniczen zastosowanych metod oraz zdolnoscia do
formutowania nowych hipotez badawczych.

Za szczegllnie wartosciowe uwazam: bezposrednie poréwnanie EV z plynu

otrzewnowego 1 osocza pochodzacych od tych samych pacjentek, wielowarstwowa



charakterystyke preparatéw zgodng z aktualnymi standardami dziedziny, duza glebokosé
analizy proteomicznej, integracj¢ danych funkcjonalnych oraz zastosowanie IFCM jako
metody komplementarnej i potencjalnie translacyjnej. Oryginalnos¢ pracy polega nie na
wskazaniu jednego gotowego biomarkera, lecz na stworzeniu spdjnej mapy molekularne)
laczacej lokalne srodowisko otrzewnowe z sygnalem systemowym oraz na wytypowaniu
konkretnych bialek i fenotypow EV do dalszej walidacji.

W mojej ocenie rozprawa prezentuje ogdlng wiedzg teoretyczng Doktorantki w
dyscyplinte nauki medyczne, dokumentuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej i zawiera oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Spelnia zatem wymagania
okreslone wart. 187 ust. 12 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym
1 nauce. Rozprawe oceniam pozytywnie i wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr inz. Karoliny Magdaleny
Soroczynskiej do publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

Na szczegolne podkreslenie zasluguje ponadprzecietny zakres metodologiczny
rozprawy, obejmujacy kompleksows i zgodng z aktualnymi standardami charakterystyke
pecherzykow zewngtrzkomorkowych, proteomike ilosciowa oraz cytometri¢ przeptywowa na
poziomie pojedynczych pecherzykéw. Zakres wykonanych badan, jakos¢ zastosowanego
warsztatu oraz uzyskane wyniki wykraczaja ponad standard typowy dla rozprawy doktorskiej i
stanowia wartosciowy wklad w badania nad patofizjologia endometriozy oraz biologicznym
znaczeniem pecherzykéw zewnatrzkomorkowych. W zwigzku z powyzszym wnosze o

wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Soroczynskiej.
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