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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Tracz, zatytulowanej: ,,Proteomiczna, metabolomiczna
i lipidomiczna analiza krwi w poszukiwaniu mechanizméw progresji miazdiycy w przewleklej
chorobie nerek”

Przedstawiona do recenzji dysertacja doktorska byla zrealizowana w Zakladzie Proteomiki
Biomedycznej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem Pani dr hab.
Magdaleny Luczak prof. IChB PAN, ktéra od lat z powodzeniem prowadzi badania ,,omiczne”
roznego rodzaju materiatu biologicznego.

Analityka medyczna oparta o wieloplatformowe badania z zastosowaniem spektrometrii
mas stanowl niewatpliwie przyszto$¢ holistycznych badan klinicznych, monitorowania proceséw
rekonwalescencji oraz zachodzacych proceséw patologicznych. Wielopoziomowa analiza poczawszy
od zwigzkow drobnoczgsteczkowych (metabolomiki/lipidomika), az do makromolekut (proteomika)
umozliwia réwniez okreslanie szlakow biochemicznych, ktore ulegaja modyfikacji na skutek
dzialania procesow patologicznych. Takie podejscie nie tylko sprzyja okre$leniu molekularnych
podstaw rozwoju choroby, lecz roéwniez pozwala na zdefiniowanie potencjalnych celow
terapeutycznych.

Przedstawiona do recenzji praca posiada ukfad niestandardowy, to znaczy sklada sie
ze zbioru opublikowanych prac, ktorej podstawg sa trzy prace naukowe opublikowane
w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. W takim przypadku rola recenzenta jest w pewnym
aspekcie ograniczona, poniewaz opublikowane prace przeszty juz proces recenzencki oraz edytorski.

Na pracg sklada si¢ streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie, cel pracy,
materialy i metody badawcze, skrotowe omoéwienie publikacji, wnioski, bibliografia, dorobek
naukowy oraz zalgczniki. Oczywiscie taki uktad pracy wymaga duzo mniej czasu na jej napisanie,
ale mogg sobie na niego pozwoli¢ tylko ci doktoranci, ktorzy wykazali sie¢ duzym zaangazowaniem
i opublikowali cato$¢ swojego dorobku naukowego wchodzacego w skiad dysertacji doktorskiej.

Pomimo niestandardowego uktadu pracy jest ona przemyslana, krétkie wprowadzenie
pozwala na zapoznanie si¢ czytelnika z przewlekia chorobg nerek, patogenezg zmian miazdzycowych
oraz wykorzystanych narz¢dzi omicznych. Nast¢pnie zostal opisany cel pracy doktorskiej, ktérym
bylo ,,pogi¢bienie wiedzy” o procesach miazdzycowych w przewleklej chorobie nerek CKD (ang.
Chronic Kidney Diseases). Byt on realizowany poprzez cele szczegélowe. Pierwszym bylo
scharakteryzowanie profilu bialkowego leukocytéw pochodzacych od pacjentéw z przewlekla
chorobg nerek (CKD), chorobami ukladu sercowo-naczyniowego CVD (ang. Cardiovascular
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diseases) oraz 0osob zdrowych z grupy kontrolnej HV (ang. Healthy Volunteers). Drugim celem byty
badania metabolomiczne i lipidomiczne osocza pacjentéw z CKD, CVD oraz grupy kontrolnej HV.
Nastepne dwa szczegélowe cele wladciwie sa zwigzane z przedstawionymi powyzej, poniewaz
zawieraly walidacj¢ wynikow oraz identyfikacje szlakéw i sieci sygnatlowych zwigzanych
Z rozwojem i progresjg miazdzycy u grupy pacjentow z CKD (oznaczonych jako CKD-A). W tej
pracy z zalozenia zostala wybrana kohorta pacjentéw cierpiacych na przewlekla chorobe nerek, ktéra
rozwineta zmiany miazdzycowe. W zwigzku z tym mam do Doktorantki pytanie, czy zawsze w CKD
wystepuja zmiany aterogenne? '

Jak juz weczesniej napisalem w sklad dysertacji wchodza trzy publikacje, z ktorych jedna
jest praca przegladowa, a dwie zawierajg badania wiasne. Jakkolwiek prace przegladows jest trudno
uzna¢ za prace zawierajgcg oryginalne dane uzyskane przez Doktorantke, w zaprezentowanej
konstrukcji calosci dysertacji stanowi ona bardzo dobre wprowadzenie do podjetej tematyki
badawczej. Moim zdaniem szkoda tylko, ze praca ta zostala opublikowana po pracach oryginalnych,
a nie na poczatku dysertacji jako przeglad dotychczasowych doniesien literaturowych.
Praca obejmuje 144 pozycje literaturowe, wigc stanowi bardzo obszerny przeglad zawierajacy wstep
do przewleklej choroby nerek w powigzaniu z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego. W pracy
zostaly opisane technologie wykorzystywane w analizie protcomicznej oraz lipidomicznej
z kluczowg rolg lipoproteiny o wysokiej gestosci HDL, mechanizm zwapnienia naczyn wraz z rolg
toksyn mocznicowych (siarczanu indoksylu, siarczanu p-krezolu), rola mikroflory jelitowej oraz
biatek skorelowanych z procesami patogennymi. W ostatniej czgsci m. in. zostaty poruszone réznice
proteomiczne pomiedzy CVD, CKD oraz CKD-A. Tak obszerny zbidr literatury umozliwia wglad
nie tylko do zastosowanych metod analitycznych, lecz rowniez protokoléw przygotowania probek
materialu  biologicznego, analizy danych etc. Niewatpliwym atutem ,omicznych” prac
przegladowych jest wyznaczenie wspolnego mianownika, czyli w tym przypadku molekularnego
podloza miazdzycy na tle przewleklej choroby nerek.

W pierwsze] pracy cksperymentalnej zostaly poréwnane leukocyty pochodzace
od pacjentéw z CVD1, CVD2, CKD1-2, CKDS5 (w sumie 220 pacjentéw) oraz grupy kontrolnej HV
(48 oséb). Analiza zostala przeprowadzona za pomoca platformy proteomicznej (spektrometria mas,
test immunoenzymatyczny, immunoblotting) analizy transkryptomu (ddPCR), mikroskopii
fluorescencyjnej oraz cystometrii przeptywowej. Analiza statystyczna wynikéw wykazata réznice
pomigdzy CKD5 a CVDI w pigciu szlakach sygnatowych: IL-8, paksyliny, wynaczyniania
leukocytéw, integryn oraz cytoszkieletu aktynowego. Dla poréwnania CKD5 z CVD2 dodatkowo
nastapita aktywacja uktadu receptorow LXR/RXR oraz produkcja NO wraz z reaktywnymi formami
tlenu. W szczegdlnosci zostalo wykazane, ze $ciezki sygnatowe cytoszkieletu aktynowego, integryn
oraz paksyliny byly znacznie zahamowane w przypadku CKDS w pordéwnaniu z CVDI
i CVD2. Dodatkowo profil bialek zwigzany z diapedezg leukocytéw byt zmieniony pomiedzy CKD
1 CVD, a niektére zmiany mialy charakter post-translacyjny. Fakt ten zostal potwierdzony metodg
ddPCR. Zostaly przedstawione interesujace zmiany w profilu biatek grupy CKD wykazujac wyzszy
poziom apoptozy w leukocytach, ktére byly potwierdzone réwniez za pomocg mikroskopii
i/lub cytometrii przeptywowej. Badania wykazaly, Zze podwyzszona aktywno$¢ procesow
nekrotycznych i apoptotycznych jest zwigzana z dysfunkcja nerek i sg one podwyzszone dla CKD35
w poréwnaniu do CKDI1-2. W niniejszej pracy zostal scharakteryzowany proteom leukocytéw
pacjentow z CKD sugerujac deregulacje bialek zwigzanych z transmigracja leukocytow oraz
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nadprodukcje bialek skorelowanych z procesami apoptotycznymi. Niniejsza praca stanowi bardzo
dobry przyklad polgczenia badan proteomicznych, transkryptomicznych, statystycznych
1 bioinformatycznych, czyta jg si¢ bardzo dobrze i stanowi myslowy ciag przyczynowo-skutkowy.

Chociaz, niniejszag publikacje uwazam za bardzo dobrze wykonang oraz opisana,
w szezegolnosei pod wzgledem bioinformatycznym oraz biochemiczno-medycznym to mam dwie
watpliwosci nurtujgce mnie podezas jej czytania. Pierwsza dotyczy poréwnywania grupy kontrolnej
HV, w ktorej $rednia wieku wynosi 43 + 6 lat z pozostatymi grupami ze $rednig wieku oscylujaca 62-
66 lat. Druga watpliwo$¢ zwigzana jest z hemodializa 0s6b z grupy CKDS5, czy znany jest czas poboru
krwi od hemodializy pacjentow z CKDS5, czy w jaki§ sposob ten czynnik méglby wplynac
na otrzymane wyniki?

W nastgpnej pracy zostaly przeprowadzone badania lipidomiczne i metabolomiczne
osocza krwi pochodzacych od 75 pacjentow cierpigecych na CKD1-2, CKDS5, CVD (25 0s6b w kazdej
grupie dopasowanych pod wzgledem wicku) oraz grupa kontrolna (25 oséb). Prébki byly
analizowane za pomocg dwdch platform spektrometrycznych tzw. ,,shotgun” MS oraz GC-MS.
Do analizy lipidomicznej typu ,,shotgun” zostal wykorzystany protokot ekstrakeji lipidéw z uzyciem
eteru fert-butylowo-metylowego (MTBE), natomiast do analizy metabolomicznej GC-MS zostal
wykorzystany protokét derywatyzacji zwigzkow drobnoczgsteczkowych przy uzyciu N-metylo-N-
(trimetylosililo)trifluoroacetamidu (MSTFA). Metoda analizy lipidow typu ,,shotgun” MS pozwolita
na zanalizowanie 14 podklas lipidow. Zastosowana nienadzorowana analiza gtéwnych sktadowych
(PCA) nie wykazata réznicowania pomig¢dzy grupami HV i CVDI1-2. Jednak, jak mozna bylo sic
spodziewac, najwigksze zmiany w profilu lipidowym byly widoczne pomiedzy grupami HV a CKDS,
podobnie jak dla grupy CKDS a CVDI1-2. Obliczenie wykonane testem ANOVA lub Kruskala-
Wallisa wykazaly 9 grup lipidow, ktore roznicowaly badane grupy oséb: HV, CVD, CKD1-2 oraz
CKD5. W tym miejscu nalezy zada¢ nastg¢pujgce pytanie, czy wiaczenie do obliczen grupy HV jest
uzasadnione dla okreslenia zmian miazdzycowych w CKD? Nastepne poréwnanie w postaci mapy
ciepla zawieralo wspotczynniki korelacji Pearsona dla analizowanych lipidéw i zostaly wskazane
poszczegdlne korelacje pomigdzy nimi. Dodatkowo przeprowadzono korelacj¢ pomigdzy
parametrami klinicznymi a lipidami, ktére wykazaly stabg dodatnig korelacjc CE z CRP
1 eGFR oraz ujemng korelacjg LPC z glukoza. W czgéci badawczej pracy zostaly zidentyfikowane
i skwantyfikowane 253 lipidy sposrdéd ktorych zostaly okreslone te, ktére réznicujg poszezegdlne
grupy badanych osob. Bardzo cickawe poroéwnania zostaly przedstawione na rysunkach 5 i 6, ktdre
bardzo dobrze ilustrujg migdzygrupowe zmiany w ontologii i poziomach lipidéw. Wykorzystanie
platformy GC-MS pozwolilo na okreslenie zmian ilo§ciowych pomigdzy badanymi kohortami probek
w tym kwasu oleopalmitynowego, kwasu palmitynowego, kwasu oleinowego, kwasu linolowego,
kwasu arachidonowego, kwasu stearynowego, 2-hydroksymastowgo, cholesterolu oraz glicerolu.
W nastgpnym kroku zostata skonstruowana mapa ciepla za pomocs korelacji rang Spearmana
zanalizowanych kwasow thuszczowych, cholesterolu i glicerolu, ktora zawierata rowniez parametry
kliniczne CRP oraz eGFR. Przeprowadzony eksperyment bardzo jasno wykazal, ze same badania
kliniczne profilu lipidowego sa niewystarczajgce w szczegdlnosci do diagnostyki CKD i CVD,
a szczegbdlowa analiza lipidomiczna i metabolomiczna moze pozwoli¢ na okreslenie molekularnych
zmian w profilu lipidowym. Profilowanie zmian lipidowych w obu stanach patologicznych CVD
1 CKD uwazam za gtéwne osiagnigcie tej pracy.



Podsumowujac, wedlug przedtozonych oswiadczen wszystkie eksperymenty byly wykonane
przez Autorke dysertacji, tym samym mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka w petni opanowata warsztat
laboratoryjny stuzacy do badan proteomicznych, lipidomicznych oraz transkryptomicznych materiatu
biologicznego. Biorge pod uwage wieloplatformowe podejscie do przeprowadzonych analiz
~omicznych”, wraz z duzg ilodcig probek przyczynilo sie ono niewatpliwe do otrzymania wielu
danych, z ktorymi Pani mgr inz. Joanna Tracz musiala si¢ zmierzy¢ zaréwna na poziomie ich obrobki
jak réwniez réznego rodzaju korelacji, co zastuguje na znaczne zaakcentowanie.

Zawarty material w obu pracach eksperymentalnych stanowi cenne zrodio do zrozumienia
procesOw zwigzanych z tworzeniem si¢ zmian miazdzycowych w chorobie CVD i CKD oraz
wskazuje kierunki przyszlych badan w tym zakresie. Moim zdaniem gléwny cel pracy zostal
zrealizowany, a do najwazniejszych osiggnieé¢ niniejszej pracy uwazam: okreslenie roznic
w proteomie leukocytéw pomigdzy CKDS a CVD; okreslenie deregulacji lipidow osocza krwi
pacjentdw z poszczeg6lnymi chorobami oraz zdrowa kontrola; potwierdzenie odwréconej
epidemiologii oraz powigzanie jej ze stanem zapalnym.

Pani mgr Joanna Tracz posiada ponadprzecigtny dorobek naukowy sktadajacy sie z siedmiu
publikacji naukowych w czasopismach mig¢dzynarodowych, z ktérych trzy wchodza w skiad
dysertacji doktorskiej. Niewatpliwie do osiagnig¢ doktorantki nalezy rowniez jej wysoka aktywnosé
w popularyzacji swoich badan na konferencjach naukowych, jedenascie doniesien konferencyjnych
w tym cztery ustne. Autorka dysertacji byla beneficjentkg trzech stypendiéw Srodowiskowego
Studium Doktoranckiego dla najlepszych doktorantow, otrzymata Grant dla Mtodych Naukowcow
ICHB PAN 2018/2019 oraz brata udziat w badaniach, w projekcie NCN OPUS.

Prawie na koniec recenzji dodam, ze nie mam w zwyczaju wymieniania jakichkolwiek
bledow jezykowych, czy edytorskich, czego i w tym wypadku nie zamierzam czyni¢, poniewaz
nie wptywajg one na merytoryczng zawarto$¢ pracy.

Reasumujgc  stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Joanny Tracz spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie
z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z p6zniejszymi zmianami
1 uzupelnieniami) ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki” i wnioskuj¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego oraz wnioskuj¢ o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.




