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Recenzja rozprawy doktorskie;

mgr Joanny Piechowicz pt. ,,Ocena wybranych parametrow

metabolomicznych u pacjentéw z przewlekia chorobg nerek”

Przewlekta choroba nerek (PChN) to zesp6t chorobowy bedgcy wynikiem
nieodwracalnego uszkodzenia lub zmniejszenia liczby czynnych nefronow.
Etiopatogeneza tego schorzenia jest zlozona. U dorostych jest ono najcze$ciej
skutkiem cukrzycy czy nadcisnienia tetniczego, a w populacji pediatrycznej-
wrodzonych wad uktadu moczowego. Miedzy innymi z tych powodéw, PChN nalezy
do powszechnych i cywilizacyjnych schorzen cziowieka, o chorobowosci pomiedzy 7
a 16%. Szacuje sie, ze tylko w Polsce dotyczy ona nawet 4 miliondw osob, stad ok.
20 tysiecy pacjentéw leczonych nerkozastepczo w naszym kraju stanowi swoisty
,wierzchotek goéry lodowej” tego problemu. Nie ulega wiec watpliwosci, ze PChN
stanowi ogromne wyzwanie organizacyjne i finansowe dla kazdego wspotczesnego
systemu ochrony zdrowia. Wraz z progresjg tego schorzenia nasilajg sie problemy
kliniczne zwigzane z uposledzeniem funkcji nerek, w tym istotnie zwieksza sie ryzyko
Smiertelnosci. Faktem jest, ze wczesna diagnostyka PChN jest podstawowym
warunkiem wdrozenia wtasciwej terapii i poprawy losu chorych poprzez spowolnienie
naturalnego jej przebiegu. Z perspektywy czasowej, ma to szczegdlne znaczenie
u dzieci. Wspdiczesne metody rozpoznania uszkodzenia nerek opieraja sie
zazwyczaj na laboratoryjnej ocenie poziomu kreatyniny i/lub cystatyny C w surowicy
i oszacowaniu na ich podstawie wielkosci filtracji ktebuszkowej. Wiadomo jest jednak,
ze parametry te majg w tym wzgledzie ograniczenia, szczegdlnie w odniesieniu do
ich czutoSci we wczesnym rozpoznaniu uszkodzenia nerek. Dlatego tez trwaja
badania nad znalezieniem nowych, istotnie lepszych markeréw biochemicznych,
ktore znalazlyby zastosowanie w praktyce kliniczne;.

Przyktadem takich poszukiwan jest przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska mgr Joanny Piechowicz, dotyczaca oceny wybranych parametrow
metabolomicznych u pacjentéw z przewlektg chorobg nerek. Autorka korzystajac
z niedawnych odkry¢ metabolomiki i proteomiki poddata analizie kilka substancji-
kandydatéw na markery wczesnego wykrywania i oceny progresji PChN, jak
osoczowe poziomy zwigzkéw metabolizmu argininy, w tym samej argininy,
asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA), symetrycznej dimetyloargininy (SDMA),
dimetyloargininy (DMA) i cytruliny oraz stezenia w erytrocytach metabolitow
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dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, w tym jego formy utlenionej (NAD)
i zredukowanej (NADH), mononukleotydu kwasu nikotynowego (NAMN),
mononukleotydu  B-nikotynamidu (NMN), dinukleotydu adeninowego kwasu
nikotynowego (NAAD), kwasu nikotynowego (NA) i nikotynamidu (NAM). Zwazywszy
na praktyczny, aktualny i nowatorski charakter, zwlaszcza w odniesieniu do dzieci,
uwazam podjety temat badawczy za w petni uzasadniony.

Praca ma typowy ukiad, obejmujgcy wstep, cel, materiat i metody, wyniki
badain i ich omowienie, dyskusje, ostateczne wnioski, piSmiennictwo oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Uzupetnieniem jest wykaz skrétéw, rycin
i tabel.

We wstepie, stanowiacym wprowadzenie do dalszych czesci rozprawy
Autorka w przystepny sposéb przedstawita aktualny stan wiedzy dotyczacy
problematyki PChN, w tym definicje, klasyfikacje oraz aspekty kliniczne, metody
oceny czynnosci nerek oraz nowe markery PChN. Ponadto szczegotowo omowita
fizjologiczne przemiany badanych w pracy metabolitdw argininy i dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego oraz ich znaczenie w procesach patologicznych, ze
szczegblinym uwzglednieniem PChN. Doktorantka poruszyta roéwniez aspekty
metodologiczne ich oceny. Wykazata sie przy tym bardzo dobrg znajomoscig
poruszanych zagadnien w oparciu o doswiadczenie analityczne i najnowsze
pismiennictwo. Na uwage zastugujg starannie przygotowane ryciny i tabele, ktére
utatwiajg zapoznanie sie z badanym problemem.

Cel pracy zostat sformutowany poprawnie, wielowatkowo i obejmowat ocene
osoczowych pozioméw zwigzkéw metabolizmu argininy oraz stezeh w erytrocytach
metabolitéw dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego u pacjentéw pediatrycznych
z PChN, jak réwniez ich potencjalnego zwigzku z postepem tego schorzenia.
Ponadto dodatkowym celem byla analiza uzytecznos$ci zastosowanej autorskiej
i nowatorskiej metody analitycznej dla oznaczen metabolitow dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego w erytrocytach.

Badaniami objeto grupe 48 pacjentéw pediatrycznych, w tym 16 dziewczynek
i 32 chtopcow w wieku od 3 do 18 lat z PChN o rdéznej etiologii w stadiach od Il do V,
w tym hemodializowanych i dializowanych otrzewnowo. Grupe kontrolng stanowito
33 zdrowych dzieci poréwnywalnych wiekowo.

Autorka bardzo dokiadnie opisata teoretyczne podstawy i procedury
zastosowanych metod analitycznych wykonanych w oparciu o chromatografie

cieczowg sprzezong ze spektrometrig masows. Postuzyta sie przy tym starannie
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przygotowanymi rycinami i tabelami. Tak szczegétowy opis metodologiczny znajduje
swoje uzasadnienie w zastosowaniu autorskich i nowatorskich metod analitycznych.
Doktorantka przedstawita rowniez opis uzytych metod statystycznych.

W kolejnej czesci rozprawy zostaly umieszczone wyniki badan,
zaprezentowane w formie opisowej, graficznej i tabelaryczne;.

Rozprawa zawiera interesujgcg dyskusje, konfrontujaca uzyskane wyniki
z wynikami badan innych autoréw. Umiejetnos¢ formutowania opinii oraz krytyczna
analiza zastosowanych, autorskich metod analitycznych Swiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki.

Podsumowaniem pracy jest 8 wnioskow.

Na uwage zastuguje wiasciwie dobrane, prawie wytacznie anglojezyczne
piSmiennictwo, opublikowane w zdecydowanej wiekszosci w ostatnich latach.
Dowodzi to o aktualnosci zagadnien bedacych przedmiotem rozprawy.

Mimo, ze w ogélnej ocenie praca napisana zostata bardzo poprawnie, zawiera
jednak pewng liczbe uchybien, ktére w mojej opinii wymagaja poprawy badz
wyjasnienia.

1. W tytule pracy sugerowatbym doprecyzowanie, ze badania dotyczyty
pacjentow pediatrycznych.

2. Wstep pracy wydaje sie by¢ zbyt obszerny w stosunku do pozostatych
czesci rozprawy i mogitby ulec znaczacemu skréceniu poprzez podawanie
konkretnych faktéw i unikania stylu o charakterze dyskusji. Dotyczy to przede
wszystkim podrozdziatéw poswieconych markerom PChN i metodologii ich
oznaczania. We wstepie znajduje sie réwniez pewna liczba drobnych btedéw
merytorycznych, np. uzycie okreslenia proteaza w stosunku do cystatyny C,
nieprawidiowe okreslenie ,gérna cze$¢ petli Henlego” jako miejsca syntezy
uromoduliny, czy wyrazenie ,3- monooksygenaza kinureninowa (KMO) genu (Kmo)®.
Doprecyzowania wymagajg niektore informacje, np., ze cystatyna C moze by¢
potencjalnym markerem dysfunkcji kanalikéw nerkowych ale jedynie przy oznaczaniu
jej w moczu, a NGAL ulega¢ moze sekrecji kanalikowej tylko w przypadku ostrego
uszkodzenia nerek.

3. Uzycie okreslenia ,metabolity NO” w odniesieniu do czesci badanych
zwigzkéw, w tym ADMA i SDMA uwazam za mylgce, gdyz sugeruje, ze sg one
produktami przemian tlenku azotu, a sg one przeciez modulatorami jego syntezy.

Dlatego w odniesieniu do tej badanej grupy zwigzkéw wiasciwsze jak sadze, bytoby



uzycie okreslenia ,zwigzane z metabolizmem argininy”, co zresztg Autorka niekiedy
stosuje.

4. Sadze, ze w 2 i 4 celu pracy, lepiej bytoby uzy¢ okreslenia. ,postep PChN”
zamiast ,rozwéj PChN” co lepiej oddawatoby istote zatozen przeprowadzonych
badan.

5. W czesci metodologicznej nie sprecyzowano analitycznej metody
oznaczania poziomu kreatyniny w surowicy, co ma znaczenie w $wietle uzytego
wzoru do oszacowania eGFR. Ponadto brak jest informacji w odniesieniu do
metodologii, powodu wykonania i przedstawienia w kolejnym rozdziale wynikow
innych podstawowych parametréw laboratoryjnych krwi jak mocznik, CRP i niektére
elektrolity.

6. Rozumiem, ze zastosowanie nieparametrycznych testéw statystycznych
wynikato z nie- normalnego rozktadu badanych zmiennych, co nie zostato jednak
jasno stwierdzone. Skoro tak, to ich warto$ci powinny by¢ przedstawiane jedynie jako
mediana i zakres warto$ci skrajnych. Dotyczy to zaréwno czeSci opisowej,
tabelarycznej i graficzne;.

7. W rozdziale dotyczgcym wynikéw, podobnie jak we wstepie, niepotrzebnie
pojawiajg sie fragmenty o charakterze dyskusji, a takze dywagacje metodologiczne.
Omawiajgc wyniki Autorka nie zawsze doprecyzowuje na czym dokfadnie polegaty
roznice stwierdzane pomiedzy grupami i jaki byt poziom istotnosci. Utatwitoby to
czytelnikowi zapoznanie sie z trescig. Z uwag technicznych, dla uproszczenia, tabele
15 i 16 proponowatbym potgczyé w jedng. Poprawi¢ nalezy nieprecyzyjny podpis
ryciny biednie okreslonej jako tabela 17, a na odpowiednich jej wykresach zaznaczy¢
ujawnione istotne statystycznie réznice. W podpisach tabel 19-32 proponowatbym
stowo ,réznice” zastgpi¢ stowem ,wartosci” co lepiej oddaje zawarta w nich tresc.
Ponadto z podpisow tabel 24- 25 zmienitbym wyrazenie ,przedstawia korelacje” na
,analize korelacji”.

8. Ogodlna uwaga odnoszaca sie do dyskusji dotyczy nieco ostrozniejszej
interpretacji uzyskanych wynikoéw, zwtaszcza przy braku istotno$ci statystycznych dla
dokonanych poréwnan. Stad proponowatbym w takich przypadkach unikanie
okreslen typu ,drastyczne obnizenie” ,gwattowny wzrost’ i nieco oszczedniejsze
uzywanie przystowka ,niewatpliwie”. Ponadto we fragmencie tego rozdziatu
dyskutowane sg wyniki osoczowych stezen argininy w zalezno$ci od stadiow PChN,
mimo, ze w we wczesniejszym rozdziale, dedykowanemu wynikom, takich danych

brak. Wymaga to uzupetnienia.



9. Liczba koricowych wnioskow mogtaby byé ograniczona, biorgc pod uwage
zatozone cele. Dotyczy to zwiaszcza wniosku 7, ponadto wniosek 6 jest zbyt daleko
idacy w $swietle uzyskanych wynikéw.

10. Poprawy wymaga pewna liczba btedéw literowych. Niektore z nich majg
charakter powtarzalny w odniesieniu do nazw zwiazkéw chemicznych jak. np.
lipokaina zamiast lipokalina.

Chciatbym podkresli¢, ze powyzsze uwagi majg w wigkszo$ci charakter prawie
wylacznie stylistyczno- edytorski, stad nie umniejszajg merytorycznej wartosci pracy,
ktora stanowi cenny wkiad do badan nad poszukiwaniem nowych biomarkeréw
PChN. Dysertacja dostarcza rowniez nowatorskiej metodologii, ktéra z pewnosciag
postuzy jako warsztat do dalszych poszukiwar naukowych, do czego Doktorantke
serdecznie zachecam.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska w petni spetnia
warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65,
poz. 595, z pézn. zm.). Dlatego tez mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu wniosek

o dopuszczenie mgr Joanny Piechowicz do daiszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. n.med. Przemystaw Sikora

Lublin 12. czerwca 2018 r.



