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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Kielar zatytutowanej:
»Analiza uzytecznosci diagnostycznej wybranych markeréw biatkowych w okresowej

laboratoryjnej ocenie pacjentéw ze stabilng funkcjg nerki przeszczepionej”

Od czas6w pierwszego udanego przeszczepienia nerki przez Josepha Murraya mineto blisko 68 lat.
Poznawanie i doskonalenie wiedzy w dziedzinie transplantologii przez ponad pét wieku sprawito, ze
obecnie przeszczepianie nerek stato sie nie tylko jedng z metod leczenia nerkozastepczego, ale
zdecydowanie przewyzsza inne sposoby leczenia chorych ze skrajng niewydolnoscia nerek. Jest ona nie
tylko ,konkurencyjna” wobec innych form leczenia ale znacznie poprawia jako$¢ i przediuza zycie
pacjenta. Jednak i z tg metoda wigza sie¢ obcigzenia jak konieczno$¢ przyjmowania lekow
immunosupresyjnych, okredlony styl zycia oraz mozliwo$¢ powiktai wezesnych i péznych.

Odrzucanie przeszczepu jest jedng z najczestszych przyczyn zmian zapalnych w nerce przeszczepione;
i jej utraty. Proces ten moze objac jedna lub kilka struktur przeszczepionego narzadu: $rédmiaz i cewki,
naczynia tgtnicze i/lub kigbuszki. Odrzucanie moze rozwingé sie¢ w niezmienionym miazszu lub tez
nafozyc sig na inne typy patologii, w tym zmiany obecne w nerce juz w chwili przeszczepienia. Istotne
wsparcie w procesie diagnostycznym stanowia zaréwno ewentualne poprzedzajace biopsje
przeszczepu, jak i szczegétowe dane kliniczne. Od poczatku lat 70. ubiegtego wieku biopsja przeszczepu
nerkowego pozostaje ztotym standardem diagnostyki zaburzer czynnosci przeszczepu nerkowego, a
takze oceny adekwatnos$ci immunosupresji.

W zaleznoéci od momentu wykonywania biopsji, jakosci immunosupresji i immunoreaktywnosci
organizmu biorcy, a takze odpowiedzi na dotychczasowe leczenie, obraz morfologiczny procesu
odrzucania bywa zréznicowany. Przebiegajace skapoobjawowo lub bezobjawowo odrzucanie czesto
nie jest wykrywane badi tez rozpoznanie ustalane jest dopiero w fazie, w ktorej w obrazie
mikroskopowym dominuja wywotane procesem zapalnym: widknienie zrebu, zanik cewek,

arterioskleroza lub przewlekta glomerulopatia przeszczepu.
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Tradycyjne markery uszkodzenia przeszczepionej nerki (biatkomocz, krwiomocz, wateczkomocz,
oliguria lub anuria, zmiana frakcyjnego wydalania z moczem sodu, wzrost wartosci parametrow
wydalniczej czynnosci nerek, zaburzenia gospodarki wodno-elektrolitowej i kwasowo-zasadowej)
réwniez najczesciej nie ulegaja ekspresji klinicznej bezposrednio po zadziataniu czynnika
uszkadzajacego. Toczacy sig wiec proces uszkadzajacy, najczesciej na tle odpowiedzi immunologicznej,
moze byé¢ przyczyng spdznionej interwencji leczniczej. Totez wcigz trwajg poszukiwania nowych
biomarkeréw ostrego uszkodzenia nerek juz w fazie , przedklinicznej”. Wéréd najbardziej obiecujacych
i najlepiej poznanych wskaznikéw uszkodzenia cewek nerkowych nalezy wymienic lipokaling zwigzang
z zelatynaza neutrofiléw (NGAL, lipokalina-2, syderokalina). NGAL wystepuje w osoczu i moczu w
formie monomeru, homodimeru iheterodimeru w potaczeniu z zelatynaza (metaloproteinazg 9
macierzy zewnatrzkomérkowej — MMP 9). W poszukiwaniu nowych markeréw laboratoryjnych, ktére
moglyby by¢ pomocne w monitorowaniu funkcji nerki przeszczepionej, Doktorantka zwrdcita uwage
na inne biatko opisane jako receptor dla fragmentu Clq dopetniacza {C1lqR1, ClqRp, cluster of
differentiation 93 — CD93). CD93 wykazuje ekspresj¢ na komdrkach mieloidalnych i komérkach
érédbtonka, i bierze udziat w procesach zapalnych. Zewngtrzkomérkowa cze$¢ CD93 moze zostac
uwolniona do osocza w wyniku dziatania metaloproteaz. W nielicznych badaniach odnoszacych sig do
patologii nerek, podwyzszone stezenia rozpuszczalnej formy CD93 (soluble CD93) w osoczu lub
surowicy opisano w zwigzku z cukrzycowa chorobg nerek i w zapaleniu naczyrd zwigzanym z
przeciwciatami przeciw cytoplazmie neutrofili (ANCA).
Niezmiernie cieszy wiec fakt, ze Doktorantka w swojej dysertacji prébuje wytoni¢ optymalny panel
diagnostyczny  wskaZznikéw umozliwiajacych  wczesne  prognozowanie  uszkodzenia  nerki
przeszczepionej i zwraca uwage na potencjalny nowy marker jakim jest sCD93.
Za gtéwny cel swojej pracy mgr. Matgorzata Kielar stawia:
° ocene uzytecznosci diagnostycznej NGAL w moczu oraz kompleksu NGAL z metaloproteinazg
9 macierzy pozakomoérkowej (MMP 9-NGAL), jako czynnikéw predykcyjnych pogorszenia

funkcji nerki przeszczepionej;
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° ocene stezenia standardowych markeréw zapalnych (prokalcytonina i biatko C-reaktywne), a

takze ocene wybranych markeréw zapalnych mogacych mieé¢ zwigzek zfunkcjq nerki
przeszczepionej (interleukina 6, sktadowe C3 i C4 dopetniacza);
° wstepng ocene uzytecznosci stezenia C1gR1 (sCD93) w surowicy w ocenie funkcji nerki

przeszczepionej.

Do badania wigczono pacjentéw leczonych w Poradni Chorych po Przeszczepieniu Nerki, pozostajacej
w strukturach Oddziatu Klinicznego Nefrologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Pacjenci byli
rekrutowani do badania przez lekarzy specjalistéw w dziedzinie nefrologii i transplantologii, w trakcie
wizyt kontrolnych w poradni. U kazdego z pacjentéw przeprowadzono kolejne badanie po uptywie co
najmniej 12 miesiecy od chwili rekrutacji do badania. Badania prowadzone byly zgodnie z protokotem,
ktory posiadat akceptacje Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego nr 1072.6120.46.2019 z
dnia 28 lutego 2019 roku. Kazdy z uczestnikow badania zostat poinformowany o celu badania oraz

wyrazit pisemnie swiadoma zgode na udziat w badaniu.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska oparta jest o monotematyczny cykl trzech
publikacji, w tym dwdch prac oryginalnych oraz jednej pracy pogladowej, opublikowanych w
miedzynarodowych czasopismach naukowych indeksowanych w bazie PubMed oraz znajdujacych sie
na liscie Journal Citation Reports. taczna wartos¢ wskaznika Impact Factor (IF) dla cyklu prac wynosi

14, zas taczna liczba punktéw Ministerstwa Edukacji i Nauki wynosi 340 (wg Bibliografii UICM).

Nalezy podkresli¢, ze w kazdej z prac doktorantka jest pierwszym autorem. W udostepnionej
monografii zatgczono odpowiednie oswiadczenia wspétautorow artykutdw, w ktérych wyrazono zgode
na przedtozenie publikacji jako rozprawy doktorskiej w formie zbioru artykutéw opublikowanych w
czasopismach naukowych. W oswiadczeniach wskazano réwniez na indywidualny wkiad w prace lek.
Matgorzaty Kielar, polegajacy na wspétudziale w opracowaniu pomystu i koncepcji pracy, opracowaniu
i interpretacji wynikéw, przygotowaniu manuskryptu i jego edycji oraz przygotowaniu pismiennictwa.
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Badania zostaly czeiciowo sfinansowane ze $rodkéw Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego
(grant nr N42/DBS/000171), natomiast publikacje zostaty czesciowo dofinansowane z rezerwy Dziekana

Wydziatu Lekarskiego UICM.

W skiad cyklu wigczono nastepujace publikacje:

1. Kielar M., Gala-Btadzinska A., Dumnicka P., Ceranowicz P., Kapusta M., Naumnik B., Kubiak G.,
Kuzniewski M., Kuénierz-Cabala B.: Complement Components in the Diagnosis and Treatment
after Kidney Transplantation — Is There a Missing Link? Biomolecules 2021; 11: 773. doi:
10.3390/biom11060773. (IF = 4,879: MNiSW = 100 punktéw);

2. Kielar M., Dumnicka P., Gala-Btadzinska A., Betkowska-Prokop A., Ignacak E., Maziarz B.,
Ceranowicz P., Kusnierz-Cabala B.: Urinary NGAL Measured after the First Year Post Kidney
Transplantation Predicts Changes in Glomerular Filtration over One-Year Follow-Up. Journal of

Clinical Medicine. 2020; 10: 43. doi: 10.3390/jcm10010043. (IF = 4,242, MNiSW =140

punktow);

3. Kielar M., Dumnicka P., Ignacak E., Betkowska-Prokop A., Gala-Biadziriska A., Maziarz B.,
Ceranowicz P., Kuénierz-Cabala B.: Soluble Complement Component 1q Receptor 1 (sCD93} Is
Associated with Graft Function in Kidney Transplant Recipients. Biomolecules 2021; 11: 1623.
doi: 10.3390/biom11111623. (IF = 4,879: MNiSW = 100 punktéwy).

Publikacja pierwsza jest praca pogladowa, ktéra szeroko omawia problematyke roli uktadu
dopetniacza w procesach patologicznych toczacych sig w nerce przeszczepionej, w tym procesach
ostrego i przewlektego odrzucania nerki pezszczepionej. W artykule opisano szczeg6towo znaczenie,
jakie uktad dopetniacza petni w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym przeszczepu. Przesledzono
udziat aktywacji dopeiniacza w mechanizmach odrzucania przeszczepu zaleznego od przeciwciat.

Opisano réwniez nowe odkrycia dotyczace roli fragmentdw C3 i C5 dopetniacza w aktywacji limfocytow
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T i udziat uktadu dopetniacza w odrzucaniu typu komérkowego. Poruszono problem mikroangiopatii
zakrzepowej, nawrotu nefropatii w nerce przeszczepionej, nefrotoksycznosci inhibitoréw
kalcyneuryny. Praca ta stanowi znakomity wstep iwprowadzenie w arkana tematyki ujetej w

pozostatych dwéch pracach oryginalnych.

W publikacji drugiej Doktorantka poddaje ocenie uzyteczno$¢ diagnostyczng stezenia NGAL
i kompleksu MMP 9-NGAL w moczu u pacjentéw z funkcjonujgcy nerkg przeszczepiong. Gtéwnym
celem pracy byfa ocena stezenia NGAL w moczu jako wskaZznika umozliwiajgcego wczesne wychwycenie
uszkodzenia nerki przeszczepionej. Badaniem objeto 109 dorostych pacjentéw rekrutowanych
przynajmniej rok po przeszczepieniu w trakcie rutynowych kontrolnych wizyt ambulatoryjnych. Po
okoto 12-miesigcznej obserwacji wykazano 10% lub wiekszy spadek eGFR u 30 pacjentéw (28%).
Pogorszenie funkgji filtracyjnej byto dodatnio skorelowane z wyjsciowg albuminurig. Doktorantka
wykazata, Zze stezenie NGAL w moczu mierzone na poczatku badania bylo dwukrotnie wyizsze
u pacjentéw, ktérzy wykazali 10% lub wiekszy spadek eGFR po roku obserwacji. Autorka wskazuje, iz
poczatkowe stezenie NGAL mozna potraktowaé jako dodatkowy wskaznik predykcyjny, umozliwiajacy
wczesne wychwycenie spadku eGFR, niezalezny od wyjsciowej wartosci eGFR i albuminurii. Dodatkowo
w podgrupie 77 pacjentdéw ocenita stezenie kompleksu MMP 9-NGAL w moczu i wykazata, ze u
pacjentéw u ktérych w trakcie dalszej rocznej obserwacji rozwineto sie zakazenie drég moczowych
stwierdzono wyzsze wyjsciowe stezenia NGAL i MMP 9-NGAL w moczu. Doktorantka nie wykazata

jednak zwigzku MMP 9-NGAL z pogorszeniem funkcji nerki przeszczepione;j.

W publikacji trzeciej Doktorantka podsumowuje ocene moizliwosci wykorzystania stezen
markeréw zapalnych w surowicy chorych z funkcjonujgcym przeszczepem nerki jako dodatkowych
badan kontrolnych. Ocenia znane wskazniki zapalne: CRP, prokalcytonine, interleuking 6 oraz sktadniki
C3 i C4 dopeiniacza. Dodatkowo mierzy steienie sCD93 w surowicy, ktére do tej pory, co nalezy

podkresli¢, nie byto badane u pacjentdw po przeszczepieniu nerki.
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Badaniem objeto 78 pacjentdw ze stabilng funkcja nerki przeszczepionej. Z istotnych obserwacii
wynikajacych z badania nalezy podkresli¢ dodatnig korelacje miedzy stgzeniem sCDS3 w surowicy
pacjentéw a stezeniem kreatyniny w surowicy, ujemng korelacje z eGFR oraz dodatnig korelacje z
nasileniem albuminurii. Ponadto, wyjéciowe stezenie sCD93 ujemnie korelowato z koricowg wartoscig
eGFR po roku obserwacji pacjentéw. Doktorantka nie zaobserwowata natomiast korelacji pomiedzy
sCD93 a znanymi markerami stanu zapalnego (CRP, interleukina 6, prokalcytonina) i sktadowymi
dopetniacza C3 i C4. Stwierdzita, ze stezenie sCD93 byto istotnie zwigzane z klinicznie istotnym
pogorszeniem funkcji przeszczepu w trakcie rocznej obserwacji oraz wystgpujacym biatkomoczem.
Przeprowadzone badanie w chwili publikacji byto pierwszym doniesieniem wskazujacych na zwiazek

sCD93 z funkcja nerki u pacjentéw po przeszczepieniu tego organu.

Doktorantka podkreéla, iz przedstawione wyniki wskazujg na potencjalnie znaczaca
przydatnoéé diagnostyczng pomiaréw stezert badanych parametréw: stgzenia NGAL w moczu,
kompleksu NGAL z zelatynazg neutrofili (MMP 9-NGAL) oraz stgzenia sCD93 w surowicy w ocenie
funkcji nerki przeszczepionej. Mimo ograniczeri dotyczgcych liczebnosci przebadanych dotychczas grup
chorych (w szczegblnosci w pracy nr 3), Doktorantka sugeruje sig, aby spojrze¢ na zaproponowane
parametry w kategoriach potencjalnie nowych narzedzi diagnostycznych, o ktdre warto poszerzyc
podstawowy panel badar monitorujacych pacjentéw w ocenie stabilnosci funkcji nerki po
transplantacji. Ze wzgledu na dostepnoé¢ w petni zautomatyzowanej platformy analitycznej do
oznaczerh NGAL w moczu i jego potwierdzong role jako czynnika predykcyjnego pogorszenia funkcji
nerki przeszczepionej, taka strategia diagnostyczna mogtaby przyczynic¢ si¢ do wykrycia wczesnych
zmian i uszkodzen przeszczepionego organu. Jest to niewatpliwie istotna przestanka w nieinwazyjnej
kontroli funkcji nerki przeszczepionej. Doktorantka zwraca réwniez uwage na ograniczenia jakie moga
wynikaé¢ z dostepnoséci do oznaczeri sCD93 w surowicy oraz kompleksu MMP 9-NGAL w moczu.

Aktualnie, oba parametry mozna oznacza¢ jedynie z wykorzystaniem techniki ELISA i brak jest w petni
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zautomatyzowanych zestawow do ich pomiaru, co w oczywisty sposob wplywa na mozliwoscé

wykorzystania tych badai w codziennej praktyce kliniczne].

Podsumowujac uwazam rozprawe za dokonanie bardzo wartosciowe i pragne podkresli¢
istotne walory poznawcze wykonanych badan. Tak przedstawiona praca doktorska budzi nie tylko
uznanie recenzenta, ale jej recenzja jest tez ogromna przyjemnoscia. Dysertacja w formie publikacji
$wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki i niewatpliwie jest réwniez zastuga Promotora i
Promotora pomocniczego.

Publikacja wynikéw badan w czasopismach indeksowanych o wysokim sumarycznym IF za prace
bedace sktadowymi dysertacji z urzedu wskazuje, ze praca doktorska ta jest wysokiej miary i zastuguje

na wyroznienie suma cum laude o co wnosze do Rady Dyscypliny nauk Medycznych Uniwersytetu

Neneke do*ww%/?

Prof. dr hab. n. med. Leszek Domatiski

Jagielloniskiego.
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