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Recenzja
rozprawy doktorskiej p.t.: ,,SDS elektroforeza jako narzedzie do analizy biatkomoczu”, wykonanej
przez Pania mgr Pauline Mazur, pod kierunkiem Promotora — Pana dr hab. n.med. Ryszarda

Droidza, oraz Promotora pomocniczego — Pani dr n.med. Pauliny Dumnickie;j.

Biatkomocz, oznaczajgcy nadmierng utrate biatka z moczem, jest gtéwnym objawem choroby nerek, bedac
przy tym niezaleznym wskaznikiem prognostycznym postepujgcego uposledzenia ich czynnosci, nie
wyfaczajac niewydolnosci schytkowej. Co wiecej, biatkomocz stanowi takze niezalezny, silny czynnik ryzyka
wystgpienia ostrych zespotéw wiencowych, zdarzen naczyniowo-mdzgowych, zawatu serca i zgonu.
Wykazano ponadto, iz juz mikroalbuminuria nasila ryzyko wystgpienia ostrego zespotu wiencowego, udaru
mozgu i zgonu, bedac wyrazem uogodlnionego uszkodzenia srédbtonka naczyniowego. Nadmierna utrata
biatka z moczem to jednoczesnie najwazniejszy — z punktu widzenia rozpoznania choréb nerek, wskaznik
ich uszkodzenia. Zagadnienia oceny uzytecznosci uznanych markerdw laboratoryjnych ostrego uszkodzenia
nerek i przewlektej ich niewydolnosci, w tym biatkomoczu, oraz — weryfikacja laboratoryjnej przydatnosci
zréznicowanych narzedzi biochemicznych w diagnostyce wymienionych patologii to jedne z kierunkéw
badawczych Zespotu kierowanego przez Pana dr hab. Ryszarda Drozdza. Takze i oceniana rozprawa wpisuje
sie w wymieniony wyzej aspekt aktywnosci naukowo-badawczej Zaktadu Diagnostyki Medycznej Wydziatu
Farmaceutycznego CMUJ. Dlatego tez, wybdr tematu dysertacji uwazam za uzasadniony i w petni nadajacy
sie na przedmiot pracy doktorskiej.

Oceniana rozprawa obejmuje 159 stron tekstu wraz z piSmiennictwem, spisem rycin i tabel. Posiada typowy
ukfad rozdziatéw, z zachowaniem wtasciwych pomiedzy nimi proporcji. Zawiera 5 tabel i 69 rycin.
Wprowadzeniem do rozprawy jest Alfabetyczny spis skrotow i pojec.

Rozdziat Wstep poswiecony jest w swej pierwszej czesci charakterystyce biatkomoczu, obejmujgcej
omowienie patofizjologii tego zaburzenia i jego licznych rodzajéw, takich jak biatkomocz ktebuszkowy,
cewkowy, mieszany, nadmiarowy, sekrecyjny, pozanerkowy, czynnos$ciowy i ortostatyczny. W dalszej czesci
rozdziatu Autorka przedstawia wyczerpujace informacje na temat diagnostyki biatkomoczu, w tym — badan
przesiewowych (pdfilosciowych), tj. testow paskowych i precypitacyjnych, oraz — na temat badan
ilosSciowych, obejmujgcych metody turbidymetryczne, nefelometryczne i kolorymetryczne, opisujac takze
metody immunochemiczne, w tym test immunoenzymatyczny ELISA i metode Western Blot. W kolejnych
podrozdziatach Wstepu Doktorantka opisuje systemy elektroforetyczne, takie jak elektroforeza na zelach
agarozowych, immunofiksacja, SDS elektroforeza i elektroforeza kapilarna. Swojg uwage skupia takze na
omowieniu sktadu biatek moczu, opisujac biatka drobnoczasteczkowe, biatka o $redniej masie
czasteczkowej i biatka o wysokiej masie czgsteczkowej. Ostatnig cze$¢ Wstepu poswieca omowieniu innych,
anizeli wymienione, markeréw uszkodzenia nerek, takich jak lipokalina neutrofilowa zwigzana z zelatynaza
neutrofili (NGAL), czasteczka-1 uszkodzenia nerek (KIM-1), interleukina 18 (IL-18), watrobowe biatko

wigzgce kwasy ttuszczowe (L-FABP), panel NephroCheck pozwalajacy na jednoczesne oznaczanie biatka
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wigzacego insulinopodobny czynnik wzrostu 7 (IGFBP-7) oraz tkankowego inhibitora metaloproteinaz 2
(TIMP -2), oraz — panel Bio-PIx Pro RBM Human Kidney Toxicity Assays pozwalajgcy na jednoczesne
oznaczanie 12 markeréw ostrego uszkodzenia nerek, tj. NGAL, KIM-1, IL-18, albuminy, B,-mikroglobuliny,
cystatyny C, biatka chemotaktycznego dla monocytdw-1 (MCP-1), S-transferazy glutationowej Pi (GST-m),
czynnika TTF3, osteopontyny, kalbindyny oraz klasteryny. Przedstawione we Wstepie zagadnienia Swiadczg
o wiedzy Doktorantki, jak i o umiejetnosci wyboru tych zagadnien, jakie wigzg sie z tematem pracy. Pragne
podkresli¢, iz tres¢ omawianego rozdziatu dysertacji zastuguje na upowszechnienie w formie pracy
pogladowej, ktéra bytaby przydatna zarowno w procesie ksztatcenia przysztych adeptéw zawodu lekarza i
diagnosty laboratoryjnego, oraz w procesie szkolenia podyplomowego absolwentdw wymienionych
kierunkdw medycznych. Zamieszczenie w tekscie omawianego rozdziatu pracy 18 rycin oraz dwéch tabel,
utatwia lekture tej czesci dysertacji. Zakonczeniem rozdziatu Wstep jest Podsumowanie, wprowadzajgce
czytelnika w zatozenia i zakres pracy badawczej ocenianej rozprawy, ktére to kwestie znalazly
odzwierciedlenie w kolejnym rozdziale dysertaciji, tj. w Celu pracy.

Cel pracy jest jasno sformutowany, a jego wybdr przekonujgco uzasadniony. Doktorantka postanowita
poddaé ocenie mozliwos¢ wykorzystania elektroforezy SDS jako narzedzia do jakoSciowej i iloSciowej
charakterystyki biatkomoczu, prowadzonej w medycznym laboratorium diagnostycznym. Jej zdaniem,
opartym na weczesniejszych doswiadczeniach badawczych i gruntownym przegladzie pismiennictwa,
wspomniana technika badawcza wydaje sie spetnia¢ warunki, niezbedne ze strony potencjalnych markeréw
uszkodzenia nerek. Dla realizacji nadrzednego celu pracy Doktorantka zaplanowata szereg zadan
badawczych, takich jak: zbadanie wptywu usieciowania zeli poliakrylamidowych na mozliwosci analizy
biatek moczu; - okreslenie czutosci analitycznej metody w zestawieniu z wartosciami referencyjnymi
wybranych biatkowych markeréw proteinurii; - ocena uzytecznosci SDS elektroforezy jako narzedzia do
potilosSciowego oznaczania wybranych biatek; - identyfikacja lokalizacji wybranych markeréw uszkodzenia
nerki w profilach elektroforetycznych i dokonanie opisu typowych proteinurii; - ocena SDS elektroforezy
jako narzedzia stuzgcego do okreslania typu biatkomoczu i wykrywania uszkodzen réznych struktur nerki.

Na przeprowadzenie badan uzyskana zostata zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Materiatem do badan byty préobki moczu pozyskane od anonimowych, dorostych pacjentéw Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie, pozostate po przeprowadzeniu u wspomnianych oséb, rutynowych badan
diagnostycznych. Doktorantka poddata badaniom ponad 600 prébek moczu, w tym: 94 prébki z
prawidtowym wynikiem badania ogdlnego moczu, 300 prébek moczu chorych z biatkomoczem o réznym
nasileniu i zréznicowanym GFR, 10 prébek wykazujacych nieprawidtowosci w badaniu ogdlnym moczu, oraz
200 préobek moczu pacjentéw z gammapatiami monoklonalnymi. Zastosowata nastepujgce procedury
badawcze: SDS elektroforeze, z wykorzystaniem sporzgdzonych we wtasnym zakresie 12,5%, 16% i 20% zeli
poliakrylamidowych, oraz — komercyjnie dostepnych zeli gradientowych firmy Sigma Aldrich; - metode
Western Blot; - ilosciowe metody immunochemiczne, obejmujgce ocene stezenia w moczu biatka
catkowitego, albuminy, B.-mikroglobuliny, wolnych taricuchéw lekkich immunoglobulin, uromoduliny, oraz
— ocene stezenia kreatyniny w surowicy krwi i w moczu. Doktorantka wyliczata takze wskaznik przesgczania
ktebuszkowego GFR, stosujgc skrocony wzéor MDRD, celem oceny stopnia zaawansowana przewlektej
choroby nerek.

Pragne podkreslié¢, iz realizacja czesci doswiadczalnej pracy wymagata duzej wiedzy i praktycznych
umiejetnosci Doktorantki, ktére z pewnoscig nabyta pracujgc pod kierunkiem Pana dr hab. Ryszarda
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Drozdza, ktdrego osiggniecia w zakresie tematyki ocenianej rozprawy doktorskiej s3 powszechnie znane.
Szczegbétowy opis zastosowanych metod badawczych oraz warunkéw prowadzenia analiz zamiescita
Doktorantka w starannie opracowanym rozdziale Materiat i metody.

Wyniki badan zostaty wyczerpujaco opisane, oraz przedstawione na 29 rycinach i w 2 tabelach. Tres¢
omawianego rozdziatu rozprawy wskazuje, iz cel pracy doktorskiej zostat w petni zrealizowany.
Doktorantka wykazata, iz elektroforetyczny rozdziat biatek przy zastosowaniu SDS elektroforezy umozliwia
dokonanie zaawansowanej diagnostyki przyczyn biatkomoczu. Potwierdzita, iz SDS elektroforeza biatek
moczu, prowadzona na usieciowanych gradientowych zelach poliakrylamidowych, umozliwia péfilo$ciowg
analize kilkunastu biatek rownoczesnie. Zidentyfikowata frakcje biatkowe zwigzane ze znanymi markerami
biatkowymi proteinurii oraz dokonata opisu elektroforetycznego profili biatkowych, zwigzanych z kliniczng
klasyfikacjg biatkomoczu. Wykazata ponadto, iz: - SDS elektroforeza cechuje sie dostateczng czutoscig
diagnostyczng; - w prébkach moczu, o niskim stezeniu biatka, uznanym za prawidtowy, po zastosowaniu
metody ultrafiltracji, wystepujg biatka drobnoczasteczkowe, ktérych obecnos¢ wskazywaé moze na
rozpoczynajacg sie chorobe nerek; - w moczu pacjentéw z gammapatia monoklonalng wystepujg — obok
tancuchéw lekkich immunoglobulin, biatka drobnoczasteczkowe lub wielkoczgsteczkowe, co odzwierciedla
uszkodzenie cewek lub ktebuszkédw nerkowych; - u oséb zdrowych stezenie biatka catkowitego i albuminy
W moczu jest nizsze, anizeli wskazujg obowigzujgce wartosci referencyjne; - istniejg rdznice w profilach
elektroforetycznych biatkomoczu cewkowego, co pozwolito na wyodrebnienie dwdéch typdéw biatkomoczu
cewkowego (typu: upper — charakteryzujgcego sie obecnoscig w moczu biatek o m.cz. rownej lub wyiszej
od 20 kDa i typu: lower — charakteryzujgcego sie obecnoscig w moczu biatek o m.cz. nizszej niz 20 kDa) i
wskazanie zwigzku kazdego z tych dwdch typdow biatkomoczu z wartoscig GFR, odzwierciedlajgcego rdézne
mechanizmy uszkodzenia nefronu.

Interpretacji i szczegétowego omédwienia wynikow badan — zilustrowanego 14 rycinami — dokonata
Doktorantka w rozdziale Dyskusja. Ten rozdziat pracy $wiadczy o duzej wiedzy Doktorantki w zakresie
zagadnien, bedacych przedmiotem Jej naukowych dociekan, jak réwniez — o umiejetnosci krytycznego
oceniania wtfasnych dokonan badawczych. W tekscie omawianego rozdziatu dysertacji Doktorantka
wskazuje, iz SDS elektroforeza biatek moczu pozwala na wczesne wykrycie i rozpoznanie waznych z
klinicznego punktu widzenia typow biatkomoczu, a w szczegdlnosci — kitebuszkowego i cewkowego.
Podkresla, iz metoda ta stanowi¢ moze narzedzie do wykonywania tzw. nieinwazyjnej ciektej biopsji,
umozliwiajgc zobrazowanie réznic w proporcji poszczegdlnych biatek w moczu, w stosunku do proporcji ich
stezenia we krwi, i odzwierciedlajgc tym samym uszkodzenia cewek nerkowych na poziomie komérkowym.
Wskazuje, iz zastosowanie tej metody umozliwi¢ moze ukierunkowanie i znaczgce skrdcenie procesu
diagnostycznego, a poprzez odzwierciedlenie w elektroforetycznym obrazie, profilu kilkunastu
jednoczesnie markerdw biatkowych — stworzenie mozliwosci postawienia we wstepnym etapie procesu
diagnostycznego, nie rozwazanych wczesniej hipotez. Choé w koricowe] czesci dysertacji Doktorantka
stwierdza, iz ,,SDS elektroforeza, pomimo swojej uzytecznosci we wstepnym wykrywaniu, réznicowaniu
oraz monitorowaniu zaréwno chordéb nerek , jak i chordéb ogdlnoustrojowych, pozostaje niedocenionym
narzedziem w laboratoryjnej diagnostyce choréb nerek”, to przeprowadzone przez Nig badania wskazujg
nowe perspektywy w diagnostyce wymienionych wyzej schorzen. Dlatego tez, zachecam Autorke pracy do
opublikowania, a w ten sposéb — do upowszechnienia uzyskanych wynikédw, w specjalistycznym,
renomowanym czasopi$mie naukowym, by wskaza¢ nowe drogi postepowania diagnostycznego, bowiem
diagnostyka biatkomoczu pozostaje jednym z najwazniejszych wyzwan wspdtczesnej nefrologii.
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Whioski wyciggniete przez Doktorantke sg w petni zgodne z uzyskanymi wynikami, stanowigc wyraz
realizacji zaplanowanych zadan badawczych.

Pismiennictwo, liczgce 189 pozycji, obejmuje w zdecydowanej wiekszosci (79%) publikacje anglojezyczne.

46 pozycji pisSmiennictwa (24%) pochodzi z ostatnich pieciu lat, a z ostatniej dekady — facznie 79 pozycji
(42% wszystkich zamieszczonych w wykazie pismiennictwa prac). Wszystkie pozycje literaturowe spisu
pismiennictwa zostaty wykorzystane w tekscie pracy.

Tre$¢ dysertacji konczy syntetycznie zredagowane Streszczenie, opracowane w polsko — i anglojezycznej
wersji.

Z obowigzku recenzenta pozwalam sobie wskazaé kilka elementéw, ktére powinny byé wziete pod uwage
przy przygotowywaniu pracy do druku.

- rozdziat Wstep: okreslenie: ,kwasny as- glikoproteid” proponuje zamieni¢ na , kwasng as- glikoproteine”,
str. 10; biatka drobnoczasteczkowe — w procesie filtracji ktebuszkowej— przechodzg przez btone filtracyjna,
a nie jedynie przez podstawng (cho¢ ta ostatnia jest oczywiscie sktadnikiem btony filtracyjnej) str. 14, 37,
39 43; - okreslenie: ,syntezowac” proponuje zamienié na ,,syntetyzowac”, str.33, 39 49.

- rozdziat Materiat i metody: w podrozdziale 3.1. Materiat badany: brak jest wzmianki na temat surowicy
krwi, w ktérej oznaczano stezenie kreatyniny. Informacja o oznaczaniu tego wskaznika —w surowicy krwi i
W moczu — pojawia sie w podrozdziale 3.2.3. llosciowe metody immunochemiczne, a dopiero kolejny
podrozdziat, 3.2.4. p.t.: Wskaznik przesqczania ktebuszkowego stanowi uzasadnienie oznaczania stezenia
kreatyniny w surowicy krwi. Ponadto, dopiero w rozdziale Dyskusja pojawia sie informacja w wykorzystaniu
wynikdw oznaczen stezenia kreatyniny w moczu, celem okreslenia wartosci wspétczynnikow ACR i PCR; -
z jakiego powodu zastosowane w metodzie Western Blot przeciwciata pierwszorzedowe, takie jak krélicze
anty- Bo-mikroglobulina, a takze — krélicze anty-RBP, pochodzg od dwdch producentoéw, tj. firmy Bioassay
Technology Laboratory oraz firmy Merck (wskazane rdzinice dotyczg temperatury przechowywania
przeciwciat: -20°C lub 4°C), podczas gdy kazde z trzech pozostatych przeciwciat pochodzi tylko od jednego
producenta (w kazdym przypadku przechowywane w temp. 4°C).

- rozdziat Dyskusja: proponuje zastgpienie stwierdzenia: ,Mioglobinuria” jest wysoce nefrotoksyczna,
stwierdzeniem: ,Mioglobina” jest wysoce nefrotoksyczna (str. 114); proponuje takie zastgpienie
okreslenia: , poziom” kreatyniny, czy ,poziom” biatka catkowitego, okresleniem: ,stezenie” kreatyniny i
»stezenie” biatka catkowitego (str. 119 120).

- rozdziat Pismiennictwo: - zamienne stosowanie skrétéw nazw czasopism z nazwami petnymi; - pisanie z
duzej litery wszystkich wyrazéw tytutu danej pracy (np. poz. 63); - podawanie polskojezycznej wersji tytutu
artykutu zamieszczonego w czasopismie anglojezycznym (np. poz. 60 i 75); - podawanie anglojezycznej
wersji nazwy polskiego czasopisma (np. poz. 144).)

Wymienione w recenzji uwagi, o charakterze wytgcznie redakcyjnym, zatem nie majace wptywu na wartos¢
merytoryczng recenzowanej pracy, nie umniejszajg mojej bardzo wysokiej oceny tej rozprawy.

Reasumujac stwierdzam, iz Rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Mazur, noszaca tytut: ,SDS elektroforeza
jako narzedzie do analizy biatkomoczu”, spetnia warunki okreslone w art.13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
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2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017
r., poz. 1789). Ma charakter poznawczy, lecz przede wszystkim aplikacyjny. Swiadczy o duzej wiedzy
Doktorantki, Jej manualnych umiejetnosciach i znajomosci nowoczesnych technik laboratoryjnych.

Z petnym wiec  przekonaniem przedktadam Panu dr hab. Marcinowi Waligérze, prof. UJ -
Przewodniczgcemu Rady Dyscypliny Nauki o Zdrowiu Uniwersytetu Jagiellonskiego, wniosek o dopuszczenie
Pani mgr Pauliny Mazur do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, uprzejmie przedktadam wniosek o wyrdznienie ocenianej dysertacji, ktéra:

1. znacznie przekracza przecietny poziom rozpraw doktorskich z zakresu nauk medycznych i nauk o zdrowiu.
Gtéwnym walorem rozprawy jest jej wartos¢ aplikacyjna, jako opracowania wnoszacego oryginalny i
znaczacy wktad do wspodtczesnej diagnostyki laboratoryjnej chordb nerek, poprzez wykazanie i
potwierdzenie przydatnosci jednej z technik analitycznych, tj. SDS elektroforezy we wczesnym
wykrywaniu i rozpoznawaniu klinicznie istotnych typéw biatkomoczu, ktérego diagnostyka pozostaje
jednym z najwazniejszych wyzwan wspotczesnej nefrologii. Nalezy bowiem podkresli¢, iz coraz bardziej
dostepne i precyzyjne metody diagnostyki laboratoryjnej stwarzajg mozliwosé¢ identyfikowania
prawdziwych przyczyn danego schorzenia. Niewatpliwie, oceniana dysertacja, oparta na rzetelnej i
ztozonej, biochemicznej analizie kilkuset préb materiatu biologicznego (moczu) stanowi cenny i
wiarygodny wkfad do panelu badan laboratoryjnych, stosowanych w diagnostyce nefrologicznej

2. jest dobrze zaplanowanym, oryginalnym i opartym na rzetelnej analizie piSmiennictwa opracowaniem
naukowym, starannie przygotowanym warsztatowo, i opartym o nowoczesne techniki laboratoryjne

prof. dr hab. n. med. Krystyna Olczyk



