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Wprowadzenie

Choroby nerek u pséw stanowig powazny problem kliniczny oraz wyzwanie diagnostyczne dla
lekarzy weterynarii. Problemem jest wykrycie niewydolnosci nerek we wczesnym stadium, przed
wystgpieniem azotemii, a tym samym przed wystgpieniem objawdw klinicznych. Kolejnym wyzwaniem
wspotczesnej nefrologii klinicznej jest okreslenie stopnia uszkodzenia nefronu, lokalizacji tego
uszkodzenia, a na tej podstawie oceny rokowania i oszacowania czasu przezycia psa z niewydolnoscia

nerek. Na te wyzwania maja odpowiedzie¢ nowe markery wczesnego uszkodzenia nerek.

Rozprawa doktorska lekarz weterynarii Dagmary Winiarczyk ,Przydatno$é¢ proteomiki w
rozpoznawaniu nefropatii réznego pochodzenia u pséw”, poswiecona poszukiwaniu markerow
wczesnego uszkodzenia nerek oraz ocenie lokalizacji i stopnia uszkodzenia nefronu, a takze analizie
proteomu moczu stanowi wazny gtos w rozwazaniach nad markerami wczesnego uszkodzenia nerek. Jest

on tym cenniejszy, bo oparty o materiat kliniczny.
Omowienie pracy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa ma typowy uktad, liczy 107 stron, zawiera 25 tabel i 9 rycin
oraz odnosi sie do 134 pozycji piSmiennictwa. W sktad rozprawy wchodzi czytelne streszczenie w jezyku
polskim i angielskim. Dysertacja przedstawia analize efektywnosci badan proteomicznych u pséw

zdrowych, dobermandw z rodzinng nefropatia oraz pséw z babesziozg.

We wstepie Doktorantka omawia szczegdtowo aktualng diagnostyke niewydolnosci nerek opartg
zarédwno o badania laboratoryjne krwi i moczu oraz badania obrazowe. W omdwieniu aktualnie
stosowanych analiz biochemicznych krwi zabrakto jednak uwzglednienia symetrycznej dimetyloargininy
(SDMA). W dalszej czesci wstepu lek. wet Dagmara Winiarczyk przedstawia proteomike jako nowe
narzedzie, mozliwe do wykorzystania w nefrologii oraz metodyke stosowang w badaniach proteomu
moczu. W tej czesci wstepu Doktorantka z duzg znajomoscig przedmiotu omawia wspomniane
zagadnienia, positkujac sie licznymi danymi literaturowymi. Ostatnig cze$¢ wstepu stanowi omodwienie
rodzinnej nefropatii dobermandw oraz nefropatii w przebiegu w przebiegu babeszjozy u psow, czyli

docelowych grup badawczych Doktorantki.

Osobiscie bardzo cenie konstrukcje rozpraw doktorskich, w ktérej ciezar przesuniety jest w

strone rozbudowanego wprowadzenia, uzasadniajgcego i prowadzgcego w strone celow badania.



Cele pracy

Doktorantka podjefa sie oceny lokalizacji i stopnia uszkodzenia nefronu za pomoca biatek o
niskiej i wysokiej masie czasteczkowej oraz analizy proteomu moczu. Cele pracy zostaty sprecyzowane
jasno, a biorgc pod uwage niewielkg ilos¢ piSmiennictwa z tego zakresu, sg one takze ambitne i

nowatorskie.
Materiat i Metody

W kolejnym rozdziale Autorka omawia materiat oraz metody zastosowane w pracy badawcze;j.
Materiat zostat dobrany prawidtowo i obejmuje 3 grupy badanych pséw: psy zdrowe (12 osobnikdow),
dobermany z rodzinng nefropatig (10 osobnikdw) oraz psy z babesziozg (10 osobnikéw). Rozdziat zawiera
ponadto informacje o kryteriach wtgczenia, jednak nie zawiera kryteriéw wytgczenia z badania, co warto

uzupetnié przy redagowaniu pracy do druku.

W rozdziale Metodyka nastepuje opis poszczegdlnych metod badawczych pracy,
uwzgledniajgcych ocene kliniczng, wyniki badan dodatkowych (badania laboratoryjne krwi i moczu,
badania w kierunku babesziozy), a takie metod bedacych podstawg do realizacji celu dysertacji czyli
oznaczenia stezenia biatek o niskiej masie czasteczkowej (biatko wigzace retinol i uromodulina) i wysokiej
masie czasteczkowej (immunoglobulina klasy G) metodg ELISA (brak informacji o tym, czy uzyte
przeciwciata byty gatunkowo-swoiste) oraz analizy proteomu moczu za pomocy elektroforezy 2D w zelu
poliakrylamidowym i analizy w spektrometrze mas MALDIT-TOF. Szczegétowe i wyczerpujgce
przedstawienie metodologii Swiadczy po raz kolejny o doskonatym przygotowaniu warsztatu badawczego
Doktorantki. W badaniach laboratoryjnych zabrakto jednak uwzglednienia oznaczenia SDMA w badanych
grupach, a nastepnie analizy korelacji badanych biatek o niskiej masie czgsteczkowe] (biatko wigzace
retinol i uromodulina) i wysokiej masie czgsteczkowej (immunoglobulina klasy G) z tym markerem, ktéry

wszedt juz do standardu wykrywania wczesnego uszkodzenia nerek.
Analiza statystyczna

Test U Manna-Whitneya zostat poprawnie uzyty w przypadku analizy dwdch grup zmiennych. Do
analizy wielu grup zmiennych bardziej odpowiednim testem jest test ANOVA z analizg POST-HOC.
Jednoczesne poréwnywanie wiekszej liczby grup nie moze by¢ zastgpione wielokrotnym wykonywaniem

testow dla pordwnania dwéch grup. Przyjety poziom istotnosci statystycznej uwazam za wystarczajacy.



Zgoda Komisji Etycznej na badania

W S$wietle Ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw
naukowych lub edukacyjnych na prezentowane badania nie jest wymagana zgoda Komisji Etycznej, a
jedynie zgoda wifascicieli na wykonanie niezbednych badan diagnostycznych, w tym na pobranie krwi,

jednak taka informacja winna sie znalez¢ w rozdziale Materiat i Metody.
Wyniki

W kolejnym rozdziale Autorka w licznych tabelach, w przejrzysty sposéb przedstawita uzyskane
wyniki badan. Tabele sg czytelne nawet po wytgczeniu ich z tekstu, a ryciny sg bardzo dobrej jakosci. W
celu wnikliwej i szczegétowej analizy Doktorantka dokonuje oceny badanych parametréw w
wyznaczonych grupach badanych zwierzat. Wyniki odnoszg sie konsekwentnie do postawionych celéw
badawczych. Bardzo cenne sg wyniki uzyskane od dobermandw z rodzinng nefropatig, bedacych na
réoznych etapach zaawansowania choroby. Opiséw tej jednostki chorobowej z analizg stezenia biatek o
niskiej masie czgsteczkowej (biatko wigzgce retinol i uromodulina) i wysokiej masie czgsteczkowej
(immunoglobulina klasy G) w moczu w zaleznosci od zaawansowania choroby nie ma w dostepnej
literaturze. Lista biatek znajdujaca sie w prawidtowym moczu oraz moczu pséw z babesziozg (tabela 22 i
23) moga by¢ swoistg monografig i stanowg o unikatowosci uzyskanych wynikéw. W rozdziale tym
zabrakto jednak informacji o wieku, pfci, masie ciata pséw, oraz poréwnani tych paramentéw w badanych

grupach.
Dyskusja

W obszernej dyskusji Doktorantka omawia wyniki swoich badan w swietle prac innych autoréw.
W omoéwieniu przejrzyste, przekonujgce rozumowanie, trafne obserwacje jak i konsekwentny logiczny
cigg wywodu potwierdzajg rzetelnos¢ i dojrzatos¢ badacza. Zwraca uwage wywazona i przemyslana
interpretacja wynikéw badan wtasnych. Nie jest to zadanie fatwe i tak jak w wielu przypadkach, w
ktorych udziat majg liczne czynniki, nie sposdb uzyskac jednoznaczng odpowiedz na postawiong hipoteze
badawczg. Widaé¢ to wyraznie w czesci omodwienia dotyczgcego korelacji szlakéw metabolicznych,
biorgcych udziat w odpowiedzi zapalnej, z biatkami zidentyfikowanymi przez Doktorantke w moczu pséw
z babeszioza. Dzieje sie tak rowniez, gdy wynikéw badan witasnych nie mozna odnies¢ bezposrednio do
badan innych autordéw, ze wzgledu na réznice metod badawczych, badanego materiatu lub po prostu

brak odpowiednich prac w literaturze, jak w przypadku analizy proteomu moczu pséw z babeszioza.



Analiza ograniczen metodologicznych i technicznych pracy, zawarta w catej dyskusji wynikow,

jednak jako osobny podrozdziat stanowitaby cenne uzupetnienie dysertacji.
Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badain Autorka wyciggneta prawidtowo sformutowane
whnioski, oparte na uzyskanych wynikach. Niektére z nich, biorgc pod uwage wspomniany niedobér

literatury tematu wyznaczac¢ bedg kierunki dalszych badan w tym zakresie.
PiSmiennictwo

Pismiennictwo pracy ma typowy uktfad, jest wspétczesne, prawidtowo dobrane i bardzo liczne, w

przewazajgcym stopniu anglojezyczne. Doktorantka wykorzystuje réwniez prace polskich badaczy.

Jak kazda praca, rowniez przedstawiona do recenzji dysertacja nie ustrzegta sie przed

pojedynczymi pomytkami oraz drobnostkami literowymi, nie wptywajgcymi na jej wartos¢ naukowa.
Uwagi redakcyjne

Brak wykazu skrétéw, znacznie utrudnia poruszanie sie po tekscie.

Brak petnych nazw badanych parametréw biochemicznych w rozdziale Metody (str. 19).

Stowo ,,obrobione bioinformatycznie” nalezatoby zastgpic¢ ,, poddano analizie” (str. 22).

W tabeli 9 zabrakto jednostek dla parametréw biochemicznych krwi.

Str. 30 Akapit 2, wers 2, Doktorantka pisze okreslenia ,..wartosci trzech markerdw byly istotne
statystycznie w poréwnaniu do grupy kontrolnej”. W zdaniu tym brakuje okreslenia co byto istotne
statystycznie — mniemam, ze réznica lub wartosci byty istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu do

grupy kontrolnej.

Na tej samej stronie brak jest jednostek w odniesieniu do stezenia (a nie poziomu) uRBP/uCrea,

uTHP/uCrea (takie jednostki widniejg w tabeli 11).
Pierwsze akapity podrozdziatu 4.2 winny sie znalez¢ w rozdziale Metody.
W tabeli 10 nie zaznaczono réznic istotnych statystycznie po miedzy badanymi grupami.

W tabeli 11 umieszczony w taki sposéb symbol *wskazuje na obecnos¢ rdznic istotnych statystycznie

jedynie po miedzy grupg psow z babesziozg i grupg dobermandw z rodzinna nefropatig (URBP/uCREA i



ulgG/uCREA). Trudno tez stwierdzi¢ ktore grupy rdznig sie istotnie statystycznie po miedzy sobg w

zakresie stezenia uTHP/uCrea.

Wielokrotnie uzywane stowo , poziom” nalezy zastgpi¢ stowem ,stezenie”, gdyz takie jednostki widniejq

przy opisywanych przez Doktorantke parametrach.

Podsumowanie .

W podsumowaniu opinii wysoko oceniam przygotowanie teoretyczne Doktorantki, umiejetnosc¢
postawienia problemu badawczego i jego realizacji. Sposob przeprowadzenia badan, réznorodnosc
analizowanych parametréw, przedstawienie wynikow i ich interpretacja dowodzi nie tylko dobrej
znajomosci przedmiotu badan, ale takze duzej dojrzatosci Doktorantki jak adepta pracy naukowej.
Przedstawiona dysertacja stanowi na pewno dobry krok w kierunku poszerzenia panelu diagnostycznego

niewydolnosci nerek u pséw na jej wczesnym etapie.

Rozprawa doktorska lekarz weterynarii Dagmary Winiarczyk ,Przydatnos¢ proteomiki w
rozpoznawaniu nefropatii réznego pochodzenia u pséw” spetnia w mojej ocenie wymogi stawiane
rozprawom na stopien doktora nauk weterynaryjnych, a okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 64, poz.
595, ze zm.). Na tej podstawie przedstawiam Wysokiej Radzie Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow

przewodu doktorskiego i wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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