w0.06.20Y
. vooluorsue Ok

Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach
Wydziat Lekarski z Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym w Zabrzu

Katedra i Zaktad Biochemii

Kierownik Katedry Prof. dr hab. n. med. Ewa Birkner
ul. Jordana 19 41-808 Zabrze tel./fax 0-32-272-23-18
€-mail biochemz@sum.edu.p!

OCENA
rozprawy na stopien doktora nauk medycznych
mgr Joanny Piechowicz
pt. ,,Ocena wybranych parametrow metabolomicznych u pacjentow
z przewlekia choroba nerek "

Szacuje sie, ze roczna zachorowalno$é w Polsce na przewlekig chorobe nerek (PChN)
wynosi od 4-5 min. PChN to utrzymujace sie¢ powyzej 3 miesiecy nieprawidfowosci budowy
lub czynno$ci nerek majgce znaczenie dla zdrowia. W celu okreslenia zaawansowania PChN
i zwigzanego z nim ryzyka nastepstw klinicznych, takich jak postep PChN, koniecznosé
leczenia nerkozastepczego lub zdarzenia sercowo-naczyniowe, stosuje sie wielkosci GFR
oraz wielkos¢ albuminurii. Wielkosé GER szacuje sig (¢éGFR) na podstawie stezenia kreatyniny
W surowicy uzywajgc odpowiednich wzoréw. Natomiast wielkos$é albuminurii okresla sie na
podstawie wskaznika albumina/kreatynina w dowolnej prébce moczu lub dobowej utraty
albuminy z moczem.

PChN jest wynikiem czynnosciowych lub anatomicznych nieprawidtowosci réznych

struktur nerki; do najczestszych przyczyn zalicza si¢ nefropatie cukrzycowa, nadcisnieniowg i
niedokrwienna (najczescie) miazdzycowa), ktebuszkowe zapalenie nerek, ostre uszkodzenie
nerek, cewkowo-§rédmiazszowe choroby nerek, wielotorbielowate zwyrodnienie nerek.
W miare postepu tej choroby gromadza sie we krwi toksyny mocznicowe, gtéwnie drobno- |
srednioczgsteczkowe produkty przemiany biafek, Czego odzwierciedleniem jest zwigkszenie
W surowicy stezenia kreatyniny, mocznika i kwasu moczowego. Zmniejsza sie natomiast
wydzielanie erytropoetyny przez nerki co prowadzi do niedokrwistosci oraz 1-hydroksylacja
witaminy D, konieczna do powstania Jej aktywnej postaci czyli 1,25 (OH)2D;s (kalcytriolu), co
jest jedng z przyczyn hipokalcemii i wtérnej nadczynnosci przytarczyc. Ponadto moze sie
pojawi¢ nieprawidtowa glikemia na czczo lub nieprawidtowa tolerancja glukozy-gtéwne
przyczyny to insulinoopornosé¢ i zwigkszona  glukoneogeneza, dyslipidemia -
hipertriglicerynemia, zmniejszenie stezenia cholesterolu HDL, rzadziej wzrost stezenia
cholesterolu LDL jak réwniez niedozywienie biatkowo-energetyczne. Nerki réwniez traca
zdolnoé¢ do utrzymywania homeostazy $rodowiska wewnetrznego; prawidtowej wolemii,
skiadu elektrolitowego i pH krwi.

Przeprowadzenie wilasciwej diagnostyki PChN i poszukiwanie nowych metod
diagnostycznych jest niezwykle istotne z dwéch punktow a mianowicie, klinicznego i
socjalno/ekonomicznego. Narastanie bowiem nieprawidtowosci metabolicznych w przebiegu
PChN moze prowadzié do powaznego uposledzenia wrastania dziegi i miodziezy jak réwniez
powiktan sercowo-naczyniowych i zwigkszonej $miertelnosci.

Metabolomika i proteomika to stosunkowo nowa rozwijajgca sie preznie dziedzina
biologii pozwalajaca na identyfikacje i analize ilosciowg molekut ponizej 900 Da w komoérkach
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oraz tkankach roznych organizméw. Za pomocy oceny metabolitow (metabolomika) oraz
biatek/peptydow (proteomika) na poziomie tkanek i komérek mozliwa jest ocena stezenia
wybranych metabolitow, ktérych ilos¢ ulega modyfikacji na skutek zmian chorobowych.
Dlatego dzieki ww. technikom mozliwe jest odkrycie nowych biomarkeréw dla réznych

Charakterystyka ogolna pracy

Przedstawiona mi do oceny dysertacja ma ukiad typowy dla prac doktorskich.
Rozprawa liczy 133 strony i sktada sie wykazu skrotéw oraz nastepujacych rozdziatow:
wstepu, celu pracy, materiatow i metod, wynikow, dyskusji, streszczenia w jezyku polskim,
wnioskow, streszczenia w jezyku angielskim, spisu tabel j rycin oraz pi$miennictwa, . Zawiera
224 pozyciji bibliografii, 26 tabel i 19 rycin. Praca jest przejrzysta i starannie sformatowana.
Zawiera drobne btedy edytorskie (str. 19, 25, 46,4 9, 101).

Wstep

Wstep liczy 45 stron i zostat podzielony na szesé czesci. Doktorantka przestawita w
nim w sposéb bardzo staranny i merytoryczny klasyfikacje oraz definicje przewlektej choroby
nerek jak réwniez wskazniki czynnosci nerek takie jak kreatynina i szacownie przesaczania
kiebuszkowego. Znaczacy pozycje we wstepie zajmuje opis nowych markeréw PChN takich
jak: lipokaina obojetnochifonna zZwigzana z Zelatynazg neutrofilow, asymetryczna i
symetryczna dimetyloarginina, uromodulina, czgsteczka -1 uszkodzenia nerek KIM-1. Bardzo
istotng czescig wstepu jest podrozdziat dotyczacy markeréw 0znaczonych za pomoca metod
metabolomicznych i proteomicznych jak réwniez podrozdziat opisujacy wybrane zagadnienia
Kliniczne w PChN. Cennym dopetnieniem tej czesci pracy jest 6 rycin i 10 tabel obrazujgcych
informacje zawarte w tym rozdziale. Doktorantka w podrozdziale 2.5.1. i 2.5.2 opisuje
odpowiednio metody oznaczania ADMA i powigzanych z nig metabolitéw u pacjentéw z PChN
W mojej opinii informacje zawarte na stronach 48-50 sg w tym rozdziale zbedne.

Cel pracy

Celem nadrzednym rozprawy byta ocena wybranych parametrow metabolomicznych w
osoczu i erytrocytach u pacjentéw z roznym stopniem zaawansowania przewlektej choroby
nerek oraz poszukiwanie ewentualnych zwigzkéw pomiedzy tymi parametrami, a rozwojem
przewlektej choroby nerek. Aby zrealizowaé cel gtéwny Doktorantka Wwyznaczyta sobie 5 celow
czgstkowych, m.in.: dotyczacych stezenia metabolitéw NO i NAD w erytrocytach dzieci z
przewlektg chorobg nerek: czy istnieje zwigzek pomiedzy stezeniem metabolitéw NO iNAD a
rozwojem przewlektej choroby nerek oraz czy modyfikacja metody w zakresie analizy krwinek
czerwonych do pomiaru metabolitéw nukleotydéw moze byé skuteczna/miarodajna do
oznaczen ilo$ciowych wspomnianych parametrow w specyficznej matrycy jaka $3 erytrocyty
ludzkie?
Cel gtéwny jak réwniez cele czastkowe w mojej opinii zostaty prawidtowo sformowane

Materiat i Metody

Rozdziat ten stanowi 16 stron maszynopisu. Doktorantka bardzo szczegotowo opisuje
w nim metodyki badan oraz charakteryzuje grupy, od ktorych zostat pozyskany materiat do
badar. Do badania zakwalifikowano 48 dzieci z réznym stopniem przewlektej choroby nerek i
grupe kontrolng sktadajaca si¢ z 33 zdrowych dzieci. W pobranej krwi oznaczono metabolity

zwigzane nukleotydami oraz metabolity zwigzane z argining z wykorzystaniem chromatografu
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Wyniki

Uzyskane wyniki Doktorantka Opracowata statystycznie uzywajac programu
STATISTICA wersja 8 oraz arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel. Zastosowane metody
statystyczne zostaty wtasciwie dobra ne.

statystyczng w kolejnej tabeli, Warto nanies¢ znamiennosci statystyczne na ryciny, co
utatwitoby interpretacje wynikéw. Opisy tabel 19-23 sugeruje réznice badanych parametrow
(GFR, stezenie kreatyniny, mocznika, ADMA i NAD), natomiast w tabelach podane sg wartosci
bezwzgledne. Dobrym uzupetnieniem przeprowadzonych analiz jest syntetyczne zawarcie
wspdfezynnikéw korelacji w tabelach 24 I 25 w grupie badane;j. Czy podobne zaleznosci byty
w grupie kontrolnej?

Dyskusja i wnioski

Dyskusja przeprowadzona jest w sposéb bardzo dojrzaty i $wiadczy o duzej wiedzy
Doktorantki i umiejetnosci analizy. Autorka porédwnuje wyniki wiasne z innymi badaczami.
Podkresla, ze w praktyce klinicznej u pacjentéw nefrologicznych wykorzystuje sie gtéwnie
stezenie kreatyniny w surowicy, sltuzgce oszacowaniu GFR natomiast wielko$é klirensu
kreatyniny endogennej odzwierciedla funkcje nerek i stuzy do rozpoznania PChN, okre$la
stopien jej zaawansowania jak i monitorowania leczenia. Jednakze kreatynina, mocznik,
mikroalbuminuria jako klasyczne biomarkery stosowane do oceny czynnosci nerek wykazujg
wady przede wszystkim sg to parametry o niskiej czutosci detekcji. Natomiast weczesne
wykrycie przewlektej choroby nerek w oparciu mikroalbuminurie czy pomiar cystatyny C nie
znajduje réwniez zastosowania w gabinecie POZ-u. Stad proba identyfikacji biomarkera
jednoznacznego dla PChN, ktory charakteryzowatby sie wysokg skutecznoscig wykrywania
patologicznych zmian przyczyniajgcych sie do wczesnego zdiagnozowania niewydolnosci
nerek w szczegélnosci u dzieci.

Podczas rozwoju choroby dochodzi w organizmie do zaburzen nieustannie przebiegajacych
proceséw biochemicznych na réznym ich poziomie, ktére mozna wykryé za pomoca
wysokoprzepustowych, m.in. spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) czy
spektrometrii mas (MS), ktére stanowig podstawe rozwoju badar metabolomicznych. PChN
zwigzana jest ze zmianami patofizjologicznymi, obejmujgcymi m. in. drogi metaboliczne
arginina-kreatyna, metylacja argininy, cykl mocznikowy czy glikolize. Stad podjete przez
Doktorantke analizy wybranych metabolitéw zwigzanych z cyklem arginina - kreatynina,
cyklem mocznikowym, drogami metabolicznymi metylacji argininy oraz z NAD i zwiazanych z
nim metabolitow u dzieci z PChN za pomocg techniki LC-QTOF-MS.

Autorka podkresla, ze jest niewiele prac dotyczgcych metabolomiki PChN u dzieci stad wybér
tej grupy wiekowej do niniejszej rozprawy.

W wyniku przeprowadzonej analizy metabolitow zwigzanych z cyklem arginina -
kreatynina, cyklem mocznikowym, drogami metabolicznymi metylacji argininy Doktorantka
wykazata istotne statystycznie réznice dla ADMA, SDMA, DMA i cytruliny miedzy grupa
pacjentéw pediatrycznych a grupa kontrolng. Sugeruje, ze wystepowanie réznic
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statystycznych dla badanych parametrow zwigzanych z argining moze byé powigzane
bezposrednio z metabolizmem NO, ktéremu przypisuje sie dziatanie przeciwzapalne,
wazodylatacyjne, antyadhezyjne oraz antyproliferacyjne, co ma istotne Znaczenie dla zmian
chorobowych obserwowanych w PChN.

posredni poprzez konkurowanie z argining w transporcie odbywajacym sie przez komorki
membrany. Stad podjeta przez Doktorantke préba oznaczania metabolitéw zwigzanych z
nukleotydami co jest niewatpliwie atutem niniejszej dysertacji. W wyniku przeprowadzone;
analizy w erytrocytach Autorka nie wykazata réznic istotnych statystycznie dla NAD, NA, NAM,
NADH, NAAD, NAMN oraz NMN pomigdzy PChN dzieémi a grupg kontrolng, sugeruje, ze
analize nalezatoby wykonaé na wiekszej populacii.

W dyskusji pojawiajg sie obszerne fragmenty omawiajace wyniki (str. 99, 102). W mojej
sugestii powinny byé one umieszczone w rozdziale : Wyniki.

Otrzymane przez Doktorantke wyniki wydajg sie by¢ pomocne w lepszym zrozumieniu
zalezno$ci pomiedzy metabolizmem poszczegdlnych analitow biorgcych udziat w réznych
cyklach  biochemicznych oraz przyblizajg skomplikowany patomechanizm profilow
metabolicznych przewlektej choroby nerek. Wydaje sig, ze wielowymiarowa analiza danych
dotyczacych 0soczowego stezenia metabolitéw cyklu mocznikowego, metylacji argininy i
szlakéw metabolicznych argininy i kreatyniny w pediatrii bedzie pomocne przy klasyfikacji
dziecka do okreslonego stadium choroby z 74%, doktadnoscig przy obecnie hawet 90%
btednych rozpoznaniach przez lekarza (o jedno stadium powyzej lub ponizej) zaawansowania
PChN.

Zaproponowane przez Doktorantke wnioski: 1,2,4 oraz 5 sg raczej podsumowaniem
wynikéw natomiast pozostate zostaty sformutowane prawidtowo i odpowiadajg celom pracy.
Ponadto sg one zdublowane - wystepujg na stronie 108 i 113.

Pismiennictwo

Dotgczone pismiennictwo jest prawidiowo cytowane. Skiada sie z 224 pozycji z czego

zZ ostatnich pieciu lat (2018-2013) stanowi 33% cytowan.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja zawiera
oryginalng i nowatorska koncepcje naukowo-badawczg. Ponadto swiadczy o doskonatym
warsztacie Doktorantki. Doktorantka podkresla, ze uzyskane w rozprawie doktorskiej wyniki
nie pozwolity wytoni¢ specjalnych cech jakimi powinien oznaczaé sig idealny biomarker dia
rozpoznania PChN w jej poczgtkowych stadiach natomiast pozwolity wykazaé skutecznosé
metody do oznaczen metabolitéw NO, a przez to znalezé praktyczne zastosowanie dla tej
procedury badawczej w diagnostyce laboratoryjnej. Dlatego wydaje sig, ze jest istnieje
konieczno$¢ dalszych badan metabolomicznych, ktére moga sie przyczynié do identyfikacji
patognomonicznych biomarkeréw PChN, ktére wejda w podstawowy panel badar.



Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.).

Wymienione wyzej uwagi w recenzji w zaden sposob nie umniejszajg wartosci i
oryginalnoéci dysertacji i s jedynie wskazéwkami do dalszych publikacji.

Na tej podstawie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Joanny Piechowicz do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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