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Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Tracz pt. ,Proteomiczna, metabolomiczna i
lipidomiczna analiza krwi w poszukiwaniu mechanizmow progresji miazdzycy w przewlektej
chorobie nerek”.

Praca doktorska mgr Joanny Tracz sktada sie z cyklu trzech powigzanych tematycznie prac w
tym dwoch oryginalnych oraz jednej przegladowej. W pracy przeglagdowej oraz jednej
oryginalnej doktorantka jest pierwszym autorem. Wszystkie prace sg opublikowane w
bardzo dobrych czasopismach.

Doktorat zawiera: Wykaz artykutdow zawarty w rozprawie doktorskiej oraz powigzanych
artykutéw niewchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Wykaz skrétéw, Streszczenie w
jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wprowadzenie, Cel rozprawy doktorskiej,
Materiaty i metody badawcze, Skrétowe omdwienie publikacji bedacych wynikiem pracy
doktorskiej, Wnioski, PiSmiennictwo, Dorobek naukowy oraz Zatgczniki w postaci oswiadczen
o wktadzie doktorantki w prace zawarte w rozprawie doktorskiej oraz kopie publikacji wraz z
suplementami. Praca doktorska liczy 36 stron bez zatgcznikéw (76 stron).

Przedmiotem pracy doktorskiej sg poszukiwania mechanizméw progresji miazdzycy w
przewlektej chorobie nerek z zastosowaniem metod umozliwiajgcych kompleksowg ocene
procesOw na poziomie stezen biatek, metabolitdow oraz mRNA.

Miazdzyca jest jednym z najwazniejszych probleméw klinicznych pojawiajacych sie u
pacjentéw z przewlekta choroba nerek, co jest konsekwencjg utraty funkcji nerek oraz
gromadzenia w organizmie produktéw ubocznych metabolizmu. Substancje te zwane
toksynami mocznicowymi moga przyczynia¢ sie do rozwoju patologii takich jak szybko
postepujgca miazdzyca i jej konsekwencje sercowo-naczyniowe, ktore sg gtéwng przyczyng
Smierci wsrdd pacjentdéw z przewlekta chorobg nerek. Zmiany miazdzycowe pojawiajace sie
w naczyniach krwionosnych u takich pacjentdéw réznia sie od miazdzycy rozwijajacej sie bez
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patologii nerek, co sugeruje zaangazowanie innych unikalnych mechanizmoéw, ktére nie
zostaty do tej pory w petni wyjasnione.

Z tych wzgleddéw w pracy doktorskiej podjeto prébe pogtebienia wiedzy na temat procesow i
szlakédw zaangazowanych w rozwdj miazdzycy u pacjentéw z przewlekta chorobg nerek. W
tramach podjetych badan przeprowadzono kompleksowa analize proteomu frakcji
leukocytéw oraz metabolomiczng i lipidomiczng analize osocza, z wykorzystaniem metod
opartych o zastosowanie spektrometrii mas (MS). Materiat badawczy uzyskano od
pacjentéw z réznym stopniem zaawansowania przewlektej choroby nerek i tym samym z
rézng progresjg miazdzycy oraz pacjentdow z miazdzycg bez dysfunkcji nerek. Zbadano
rowniez materiat od zdrowych ochotnikéw. Przeprowadzono réwniez analizy stezen
niektorych biatek z zastosowaniem ELISA i Western blot oraz analizy mRNA z zastosowaniem
ddPCR.

Przedmiot rozprawy doktorskiej uwazam za niezwykle waziny zaréwno dla zrozumienia
ogblnych mechanizméw patologicznych jak i ze wzgledéw praktycznych dajgc mozliwosci
poszukiwania nowych terapii. Na szczegélne podkreslenie zastuguje najlepsze z mozliwych
podejscie metodyczne obejmujgce analize wielu zréznicowanych proceséw na wszystkich
poziomach: metabolitdw, biatek oraz mRNA. Takie kompleksowe podejScie ma
fundamentalng przewage nad analizg tylko wybranych proceséw, co nawet przy wykazaniu
réznic dato by tylko czesciowy obraz tej ztozonej patologii. Nalezy tez podkresli¢, ze
niecelowane analizy metabolomiczne i proteomiczne zostaty zweryfikowane przez analizy
celowane oraz badania zmian ekspresji gendw, co znacznie wzmacnia i uwiarygadnia
uzyskane wyniki i wnioski.

Z zatgczonych deklaracji wspotautorow wynika, ze doktorantka wykonywata osobiscie te
analizy na wszystkich etapach, od zebrania i przygotowania materiatu, poprzez lipidomiczne
analizy GC/MS czy proteomiczne analizy nano LC/MS do obliczenia wynikéw oraz analiz
statystycznych. Doktorantka optymalizowata i wykonywata rowniez analizy ELISA, Western
blot oraz analizy ekspresji mRNA z zastosowaniem ddPCR. Witgczona do doktoratu praca
przeglagdowa przygotowana przez doktorantke swiadczy o wysokiej kompetencji w tym
obszarze badan. Tak szerokie umiejetnosci w wielu bardzo trudnych technikach zastugujg na
szczegblne podkreslenie.

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej, a w szczegdlnosci poréwnanie obrazu
zaburzen w postaci zmienionej akumulacji biatek, metabolitéw oraz lipidéw w miazdzycy z
dysfunkcjg nerek i bez potwierdzito, ze patomechanizm obserwowanych zmian moze by¢
podobny w poczatkowych stadiach obu proceséw patologicznych. Stwierdzono jednak
réznice w zaawansowanym stadium tych patologii. W miazdzycy z dysfunkcja nerek
stwierdzono wiekszg deregulacje biatek zaangazowanych w rdézne etapy procesu diapedezy
leukocytéw, co moze dziataé prozapalnie na mikro$rodowisko, a tym samym nasilac¢
dysfunkcje srodbtonka i produkcje czynnikdw prozapalnych takich jak TGFB1, ktéry promuje
zwtdknienie i zwapnienie naczyn. W konsekwencji obserwujemy wzmozenie procesu
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programowanej Smierci komaorki, zmiany molekut adhezyjnych, nasilenie uogélnionego stanu
zapalnego przyczyniajgce sie do progresji zmian w zaawansowanych stadiach miazdzycy w
przewlektej chorobie nerek. W pracy, po raz pierwszy scharakteryzowano réwniez unikalny
profil lipidomiczny pacjentéw z miazdzycy zwigzang z przewlekfa chorobg nerek, wskazujac
na obnizone zawartosci sfingomielin, cholesterolu i jego estrow, fosfatydylocholin,
ceramidéw i fosfatydyloetanoloamin. Wykazano réwniez akumulacje triacylogliceroli. Wyniki
tych analiz wskazaty, na zaburzenia syntezy prowadzace do zmiany sktadu lub struktury
lipidéw, a nie do zaburzen w stezeniu gtéwnych frakcji lipidowych, przez co standardowe
badania profilu lipidowego mogg by¢ niewystarczajgce w ocenie predyspozycji do rozwoju
zmian miazdzycowych u pacjentéw dysfunkcjg nerek.

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej wskazaty wazne kierunki dalszych
badan, ktore powinny dotyczyé proceséw adhezji i migracji leukocytéw oraz systemowej
analizy poszczegdlnych subpopulacji leukocytéw, szczegdlnie monocytéw i limfocytéow T.
Istotne byto by rowniez pordéwnanie poziomu cytokin oraz innych wskaznikéw stanu
zapalnego w miazdzycy z dysfunkcja nerek i bez.

W podsumowaniu, badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej wykazaty wiele
nowych aspektéw patologii miazdzycy specyficznych dla przewlektej choroby nerek ktére nie
tylko pozwolg na lepsze zrozumienie lecz réwniez sg inspiracja dla dalszych badani réwniez
tych dotyczacych zastosowan praktycznych. Wynik tych badan uwazam za znaczgce i
unikalne, a ich rzetelno$¢ poddana zostata skrupulatnej analizie przez recenzentéw
czasopism.

Przedstawione badania s3 przeprowadzone modelowo, dlatego trudno jest przedstawic
jakiekolwiek uwagi krytyczne. Chciatbym jedynie zwréci¢ uwage, ze nie do korica poprawne
jest uzywanie w tytule i konstrukcji pracy sfomufowania analiza lipidomiczna i
metabolomiczna. Lipidomika jest w zasadzie czescig metabolomiki, co réwniez w pracy
przyznano piszac ze lipidy zaliczaja do metabolitow, np. na stronie 18. Dlatego w tytule
powinna zosta¢ tylko ,..analiza proteomiczna i metabolomiczna..” lub poniewaz wyniki
dotyczace zwigzkéw drobnoczgsteczkowych zawarte w rozprawie dotyczg niemal wyfacznie
pochodnych lipiddw poprawnie by byto ,,analiza proteomiczna i lipidomiczna...”

Niewiele uwago poswiecono réwniez pewnym ograniczeniom przeprowadzonych badan. W
poréwnaniu do celowanych analiz ukierunkowanych na jeden proces podjeta strategia
badawcze jest duzym krokiem do przodu, jednak nadal dalekim w stosunku do kompletnego
obrazu catosci. Dlatego prositbym o przedyskutowanie tych ograniczen i mozliwosci jeszcze
bardziej szczegdétowego zbadania réznic w badanych patologiach.

Wymienione uwagi do ocenianej przeze mnie pracy w zadnej mierze nie umniejszajg jej
bardzo wysokiej wartosci. Praca doktorska mgr Joanny Tracz stanowi znaczacy wktad w
zrozumienie mechanizméw patologicznych w miazdzycy przy wspodtistniejgcej dysfunkc;i
nerek. Badania te mogg pomdc w opracowaniu nowych terapii. Oceniana praca spetnia
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wszystkie kryteria stawiane rozprawie doktorskiej okreslone w aktualnie obowigzujgcych
regulacjach prawnych. Wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Joanny Tracz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na opracowanie, opanowanie i wdrozenie wielu
ztozonych technik badawczych oraz jakos¢ publikacji stanowigcy wynik pracy doktorskiej
wnosze o jej wyrdznienie.

Z powazaniem




