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Recenzja pracy doktorskiej lek. Aleksandry Musiata
.Biomarkery ogniskowego i segmentalnego klebuszkowego zapalenia nerek

(FSGS) w optymalnej strategii diagnostyczno-terapeutycznej"

Ogniskowe i segmentalne stwardnienie kiebuszkow (FSGS, ang. focal segmental
glomerulosclerosis) jest chorobg zwigzang z uszkodzeniem podocytéw, charakteryzujaca si¢
:>gniska wa i segmentalng sklerotyzacjg petli wiosniczkowych klebuszkow nerkowych. Wsréd
0séb dorostych, FSGS jest drugim najczgstszym rozpoznaniem w biopsji nerki. Choroba ta

anifestuje sie biatkomoczem o réznym nasileniu, od niewielkiego do zespotu nerczycowego
7 nasilonymi obrzekami i hipoalbuminemig. U czesci chorych wystgpuje krwinkomocz,

nadcisnienie tetnicze lub uposledzenie czynnosei nerek.

Wyréznia sie FSGS: pierwotne, wtorne, uwarunkowane genetycznie oraz o nieustalonej
etiologii. Wtorny FSGS jest rozpoznawane czesciej niz pierwotne, a jego przyczynami sg:
miany adaptacyjne zwigzane z hiperfiltracjg klebuszkéw nerkowych lub uszkodzenia
podocytow  wywolane m.in. przez toksycznos¢ lekow lub zakazeniami wirusowymi.
(3eneiycznie uwarunkowany FSGS moze by¢ ograniczony do nerek lub by¢ czgscig zespotow

etycznych z zajeciem wielu narzgdow. Réznicowanie pomiedzy pierwotnym i wtornym
charakterem FSGS odbywa sie na podstawie przebiegu choroby oraz po wykluczeniu

widrnego uszkodzenia

Dotychczas nie ustalono eticlogii pierwotnego FSGS. Przypuszcza sig, ze za powstanie
tej choroby odpowiadajg rozpuszczalne, niezidentyfikowane czynniki, ktére prowadzg do
szkodzenia podocytdw, z zatarciem wyrostkow stopowatych podocytéw i biatkomoczem
W/iadomo, ze antygeny zlokalizowane na podocytach moga odgrywaé role w inicjacji 1
postept zmian obserwowanych w FSGS.

U wiekszosei chorych z pierwotnym FSGS wystepuje zesp6t nerczycowy. Pacjenci z

biatkomoczem nienerczycowym charakteryzujg sig lepszym rokowaniem w poréwnaniu do




pacjentéw z biatkomoczem nerczycowym. U chorych z biatkomoczem nerczycowym moze

d0js¢ do rozwoju schylkowej przewleklej choroby nerek w ciggu 5-10 lat.

Dwa immunopatomorfologiczne wskazniki poddane analizie w ocenianej pracy tj.
polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (PARP-1) i 2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO-1) moga by¢

potencjalnymi nowymi wskaznikami rokowniczymi w FSGS.

Polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (PARP-1) jest biatkiem jadrowym, ktére reguluje
ckspresie gendw, jako koaktywator transkrypcji i czynno$¢ biatek poprzez poli(ADP-
rybozylacje). Poli ADP-rybozylacja wywiera wptyw na czynnos¢ biatek jak i uczestniczy w
raprawie uszkodzonego DNA i tym samym pozwala utrzymac integralno$¢ genomu. W
badaniach na zwierzetach do$wiadczalnych myszach z kigbuszkowymi zapaleniami nerek
(KZN) (toczniowym oraz anty-GBM), wykazano, ze PARP-1 jest aktywowany w przebiegu
kiebuszkowego zapalenia nerek, a farmakologiczne hamowanie jego aktywnosci powoduje
zmniejszenie reakcji zapalnej i rozleglosci zmian martwiczych oraz poprawia przezycie. Nie
ma opublikowanych badan dotyczacych korelacji migdzy aktywnoscig PARP-1 a przebiegiem

klinicznym FSGS.

2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO-1) jest enzymem cytoplazmatycznym, biorgcym
udzial w metabolizmie tryptofanu. Jest on wytwarzany przez komorki w odpowiedzi na stan
zapalny i wywiera dziatanie immunosupresyjne oraz pobudza mechanizmy tolerancji
immunologicznej. W badaniach na zwierzetach do$wiadczalnych z autoimmunologicznym
KZN wykazano, ze IDO-1 przyspiesza postep choroby oraz pobudza powstawanie KZN z
tworzeniem potksiezycow. Dotychczas nie przeprowadzono badan dotyczacych wplywu
IDO-1 na rozwoj i postep FSGS.

Tematem recenzowane]j rozprawy sg badania nad znaczeniem czynnikoéw klinicznych i
parametrow histopatologicznych, w tym ekspresji tkankowej biatek PARP-1 i IDO-1, w
r6znicowaniu pomiedzy pierwotnym a wtérnym FSGS, oraz w prognozowaniu przebiegu
klinicznego FSGS. Nalezy mieé¢ nadziejg, ze przeprowadzanie badan podobnych do analiz
bedacych treécig rozprawy, pozwoli na lepsze zrozumienie patogenezy FSGS oraz roli
rbznych czasteczek w patologii uszkodzenia podocytéw, co moze prowadzi¢ do wdrozenia

nowych metod leczenia tej choroby ukierunkowanego na etiologig.

Przedstawiona mi do oceny praca ma typowy ukfad. Liczy 104 strony, w tym 17 rycin
i 39 tabel. Pod koniec pracy po Wnioskach zamieszczone zostaly streszczenia w jezyku

polskim i angielskim. Spis dobrze dobranego, aktualnego i wilasciwie przytoczonego
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pi$miennictwa (147 pozycji) jest zamieszczony na koncu pracy. Forma edytorska pracy z
wyraznym podzialem poszczegdlnych rozdzialéw na podrozdziaty niewatpliwie ulatwia
czytelnikowi zapoznanie si¢ z trescig dysertacji.

W obszernym, ciekawie napisanym Wsigpie Doktorantka wprowadzita czytelnika w
tematyke pracy zamieszczajac szczeglowe informacje dotyczace ogniskowego i
segmentalnego stwardnienie klebuszkéw nerkowych (FSGS). Scharakteryzowata przyczyny
oraz cechy kliniczne poszczegdlnych postaci tej choroby tj. pierwotnego FSGS, wtérmego
FSGS, uwarunkowanego genetycznie FSGS i FSGS o nieustalonej przyczynie. Autorka
podala w formie tabelarycznej i oméwita w tekscie rozprawy klasyfikacje FSGS wg. Kidney
Disease Improving Global Outcome (KDIGO). Nastepnie zamiescita podstawowe informacje
dotyczace leczenia FSGS. W kolejnej czesci Wsigpu rozprawy doktorskiej Doktorantka
przedstawila dane dotyczace dwoch kandydatow na biomarkery, ktorych aktywnos¢ podlega
ocenie w bioptatach nerki, a bedacych przedmiotem szczegétowe; analizy w pracy doktorskiej
tj. polimerazy poli(ADP-rybozy) 1 (PARP-1) oraz 2,3-dioksygenaza indolaminy (IDO-1).
Strukture tych biomarkeréw przedstawiono na 2 rycinach. Wstgp zostal zakonczony
oméwieniem, innych wybranych biomarkerow FSGS o bardzie] ustalonym znaczeniu
klinicznym. Cze$é z nich moze by¢ wykorzystana jako czynnik prognostyczny schytkowe;j
niewvdolno$ci nerek w FSGS, a czesé pozwala réznicowac FSGS z innymi glomerulopatiami.
Zestawienie tych biomarkeréw zostato umieszczone w jednej z tabel. Wstgp rozprawy
doktorskiej jest starannie napisany i dowodzi szerokiej wiedzy Doktorantki. Informacje
podane w nim sg odpowiednio usystematyzowane, sa szczegblowe 1 wyczerpujgce. Jest on
wzbogacony 3 tabelami w sposéb syntetyczny przedstawiajacymi omawiane zagadnienia.

Po Wstepie rozprawy doktorskiej Doktorantka zamiescita rozdzial Cel pracy. W tym
Lrotkim rozdziale Autorka uzasadnila w sposob zwiezty celowos¢ przeprowadzonych badan.
Wymienionymi przez Doktorantke celami pracy doktorskiej byly: okreSlenie znaczenia
progriostycznego ekspresji tkankowe] biatek PARP-1 i IDO-1 dla progresji niewydolnosci
nerek u pacjentdw z FSGS oraz dla réznicowania pomiedzy pierwotnym a wtornym FSGS,
okredlenie zwiazku pomiedzy ekspresjg tkankows PARP-1 i IDO-1 oraz parametrami oceny
bistopatologicznej bioptatu, a nasileniem biatkomoczu w okresie okotobiopsyjnym jak
rdwniez okreslenie czynnikéw klinicznych 1 parametréw histopatologicznych prognozujacych
przebieg kliniczny pierwotnego i witdrnego FSGS oraz okres$lenie zwiazku migdzy

parametrami oceny histopatologicznej, a czynnos$cig nerek w okresie okolobiopsyjnym.
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Podjety przez lek. Aleksandre Musiala temat porusza istotne i jak dotad w
niewvstarczajagcym stopniu zbadane zagadnienia dotyczace patofizjologii i diagnostyki
chorych z FSGS i jest nadzwyczaj trafny, z punktu widzenia poznawczego, jak i moggcy mie¢

istotne implikacje kliniczne.

Jak to przedstawiono w rozdziale Metody, badanie kliniczne, ktérego wyniki sg
przedmiotem pracy doktorskiej miato charakter badania retrospektywnego, obserwacyjnego.
Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym we Wroctawiu. Niestety w pracy doktorskiej Doktorantka nie podata numeru i
daty zgody Komisji Bioetycznej.

Do badania, ktérego wyniki sg przedmiotem pracy doktorskiej, zakwalifikowano 52
chorych z potwierdzonym histopatologicznie uszkodzeniem kigbuszkéw o typie FSGS, u
ktérych biopsje ze wskazan klinicznych wykonano w latach 2012-2018. W pracy oceniano
parameiry uzyskane w biopsji nerki w kontekscie obrazu klinicznego i przebiegu choroby.

Ocene histopatologiczng bioptatéw nerek przeprowadzono przy pomocy metod
rutyaowo stosowanymi w nefropatologii. Patomorfologiczng i immunopatomorfologiczna
ocene bioptatéw przeprowadzono w oparciu o uprzednio zdefiniowane w pracy kryteria.
Analiza 12 objeto: ktebuszki nerkowe, naczynia tetnicze, oraz $rédmigzsz nerki. Wykonano
ponadto badania immunohistochemiczne oraz oceng immunopatomorfologiczna ekspresji
PARP-1 1 IDO-1 w bioptatach nerki.

Obraz kliniczny i przebieg choroby analizowano w oparciu o dokumentacje medyczng
zgromadzong w Klinice Nefrologii i Medycyny Transplantacyjne; Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu. Do badania wykorzystano dane archiwalne oraz dane gromadzone w trakcie
srowadzenia obserwacji. Obserwacje byty prowadzone od czasu biopsji, w ktorej rozpoznano
FSGS do czasu utraty funkcji nerek lub do stycznia 2023 w przypadku chorych, ktérzy nie
wymagali leczenia nerkozastgpczego. Dlatego czas obserwacji chorych byt bardzo
sréznicowany i wynosit od 8 do 132 miesigcy. Analizie poddano wyniki rutynowych badan
laboratoryjnych: morfologii krwi, st¢Zzenia albumin, biatka, kreatyniny stgzenie cholesterolu
catkowitego, bilirubiny catkowitej, mocznika, kwasu moczowego, i CRP w osoczu a takze
OB. Analizowano ponadto wyniki badaf ogélnych moczu. Oszacowano eGFR i wyliczono
stosunek  biatkomoczu do kreatyninurii. Powyzsze badania wykonano w okresie
okolcbiopsyjnym, rok po nim, oraz do czasu utraty funkcji nerek lub konca obserwacji. W
pracy wykorzystano wylacznie wyniki badan laboratoryjnych wykonywane ze wskazan

klinicznych.
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Do opisu przebiegu choroby wykorzystano definicje wedlug KDIGO a dotyczace:
remisji catkowitej, remisji cze$ciowej, zmiany nasilenia biatkomoczu, aktywnego osadu
moczu 1 pogorszenie czynnosci nerek (okreslanego jako zmniejszenie eGFR o 25% w
stosunku do warto$ci na poczatku badania lub rozpoczgcie dializoterapii).

Ponadto na podstawie wyniku badania histopatologicznego bioptatu nerki, przebiegu
chorcby, informacji uzyskanych z wywiadu oraz po ewentualnym ustaleniu wtérnej
przyczyny glomerulopatii przeprowadzono rdznicowanie pomiedzy pierwotnym a wtdrnym
FSGS.

Metodyka badan i metody analizy statystycznej nie budza istotnych zastrzezen i
zostary przedstawione w rozdziale Merody w sposdb wyczerpujacy. Na uwage zastuguje fakt
przeprowadzenie licznych wielokierunkowych badan wykonanych przy uzyciu zar6wno
patomorfologicznych jak i laboratoryjnych.

W rozdziale Wyniki Autorka prezentuje w sposob uporzadkowany uzyskane wyniki.
Wyniki wielokierunkowej analizy zebranych danych zostaty przedstawione bardzo starannie.
Liczne tabele (w liczbie 39) oraz ryciny (w liczbie 17; w tym 8 fotografii) niewatpliwie
watwiajg czytelnikowi zapoznanie si¢ z trescig tego rozdzialu dysertacji. Na poczatku
-ozdzialu Wyniki Doktorantka przedstawita charakterystyke demograficzng i kliniczng grupy
badanej, a nastgpnie dokonata poréwnania parametréw klinicznych i morfologicznych
pomiedzy chorymi z pierwotnym i wtérnym FSGS. Sposrod 52 analizowanych chorych u 35
(67,3%) z rozpoznano pierwotny a u 17 (32,7%) wtérny FSGS. W tym miejscu brakuje
analizy przyczyn wtérnego FSGS. Taka analiza uwzgledniajac ztozono$¢ zagadnienia bylaby
niewatpliwie mato precyzyjna i nie definitywna. Tym niemniej, databy poglad czytelnikowi
na mozliwe przyczyny wtérnego FSGS u chorych poddanych analizie w biezacej pracy.
Ponadto u chorych objetych badaniem, w odréznieniu od prac innych autorow, jak to Autorka
nadmienita we Wstepie pracy, czesciej stwierdzano pierwotny niz wtorny FSGS. Fakt ten
niestety Doktorantka pozostawita bez komentarza. W pracy stwierdzono m.in. ze chorzy z
pierwotnym i wtérnym FSGS réznili si¢ pod wzgledem stgzen nastepujacych parametrow w
surovicy krwi: albuminy, bialka catkowitego, cholesterolu catkowitego, a takze pod
wzgledem biatkomoczu dobowego, co ilustruje dobrze znany fakt rzadszego wystepowania
zespotu nerczycowego u chorych z wtérnym FSGS. Ciekawe i oryginalne jest przedstawienie
smian, w trakcie obserwacji, wskaznikéw odpowiedzi zapalnej uzyskanych z automatycznego
rozmazu krwi obwodowej. Poréwnujgc parametry oceny histopatologiczne; bioptatéw u

chorych z pierwotnym i wtérnym FSGS nie wykazano istotnych réznic za wyjatkiem odsetka
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W kolejnej czesci rozdziatu Wyniki Doktorantka przedstawita analize zwigzkéw
pomicdzy poszczegdlnymi parametrami badania histopatologicznego bioptatéw nerek,
stwierdzajgc wystepowanie zwigzku pomiedzy nasileniem zmian w klebuszkach nerkowych i
srodmigzszu nerki. Nastepnie Doktorantka przedstawita analiz¢ zwigzkéw pomiedzy
parametrami klinicznymi a poszczegdlnymi parametrami badania histopatologicznego
bioptatéw nerek. Stwierdzita réznice miedzy chorymi z uposledzeniem czynnosci nerek w
okresie okolobiopsyjnym, a chorymi z prawidtowa czynnoscia nerek w odniesieniu do
odsetka niezmienionych kiebuszkdw, ktory byt wigkszy u chorych z prawidtowa czynnoscia
nerek. Réwnoczesnie obserwowano mniejszy odsetek klebuszkow z catkowita sklerotyzacjg
w bioptatach chorych z prawidlows czynnoscig nerek. Chorzy z uposledzong czynnoscig
nerek mieli wyzszy odsetek powierzchni objetej widknieniem w obrebie Srédmigzszu i
bardzie] nasilony zanik cewek oraz czestsze wystepowanie arteriolosklerozy. Zaskakujaca i
trudna do wytlumaczenie obserwacja jest nie stwierdzenie roznicy w parametrach oceny
histopatologicznej kiebuszk6éw 1 $rédmigzszu u chorych z réznym nasileniem biatkomoczu.

W kolejnej czesci rozdziatu Wyniki Doktorantka przedstawila analize ekspresji PARP-
i i IDO-1 w bioptatach nerek w pierwotnym i wtérnym FSGS jak i analizg zaawansowania
7mian histopatologicznych FSGS w zalezno$ci od ekspresji PARP-1 IDO-1 w biopsjach
rerek. Doktorantka nie stwierdzita réznic pod wzgledem intensywnosci ekspresji PARP-1 i
IDO-1 w poszczegdlnych kompartmentach bioptatéw nerek u chorych z pierwotnym i
wiornyrm FSGS. Nie stwierdzita réwniez réznicy pomigdzy nasileniem intensywnosci reakeji
immunohistochemicznej dla PARP-1 i IDO-1 a cechami morfologicznymi kigbuszkow
nerkcwych, widknieniem migzszu, zanikiem cewek. Wykazala natomiast wystepowanie
zwigzku miedzy nasileniem zapaleniem cewkowo-§rddmiazszowym 0 charakterze
nrzevleklym w obrebie $rédmigzszu a nasileniem ekspresji PARP-1 i IDO-1 w
$rddmiazszowym nacieku zapalnym. Wyniki dotyczace ekspresji PARP-1 i IDO-1 zostaty
zilustrowane reprezentatywnymi zdjeciami mikroskopowymi preparatéw nerek. Zdjecia te sa
wysokiei jakosci a ich dobry wybér jednoznacznie wskazuj¢ na bieglos¢ doktorantki w
analizie obrazéw mikroskopowych.

Wa uwage zastuguje stwierdzenie lepszego rokowania u chorych z pierwotnym FSGS
w poroéwnaniu do chorych z wtérnym FSGS. Wynik ten moze zaskakiwac, bo chorzy z

sierwotnym FSGS majg bardziej nasilone cechy zespotu nerczycowego w poréwnaniu do

Sapg

chorych z wtérnym FSGS.

2 H /Mcu(



W ostatniej czedci rozdziatu Wynmiki Doktorantka przedstawila analiz¢ czynnikéw
progrozujgcych czynnosé nerek u chorych z FSGS stwierdzajac, ze przezycie nerek zwiazane
byto z nasileniem zmian w $rodmigzszu nerek, nasileniem widknienia i zaniku cewek,
odsetkiem nasilonej sklerotyzacji kiebuszkéw a takze w ekspresja PARP-1 oraz IDO-1. Na
uwage zastuguje fakt, ze stwierdzenie ekspresji PARP-1 w $rodmigzszowym nacieku
zapalnym ponad dwukrotnie zwickszato ryzyko niewydolnosci nerek, a wykazanie ekspresji
IDO-1 w $rédmigzszowym nacieku zapalnym ponad trzykrotnie zwigkszalo to ryzyko.

Dyskusja jest poprowadzona bardzo szeroko i skrupulatnie. Rozdziat ten zawiera
rzeczowa 1 samodzielng interpretacje wynikéw, a Doktorantka skonfrontowala wiasne wyniki
z rezultatami uzyskanymi przez autoréw innych prac. W tej czgsci dysertacji Autorka
przedstawila wyniki uzyskane w badaniu bedgcym trescig rozprawy doktorskiej i analizuje
udzial biatka PARP-1 w patogenezie chordb nerek. Na dojrzatosé¢ badawcza Doktorantki
wskazuie tres¢ podrozdziatu Ograniczenia badania. Xrytycznie spogladajgc na ograniczenia
badania bedacego trescig pracy doktorskiej Autorka podkresla brak przeprowadzenia oceny
bioptatéw nerek w mikroskopii elekironowej. Przeprowadzenie i analiza ilosciowa wynikow
takiej oceny moglaby niewatpliwie ulatwi¢ réznicowanie pomiedzy pierwotnym i wtornym
FSGS. Kolejnymi ograniczeniami pracy, stusznie wymienionymi przez Doktorantke sa:
niewielka liczby chorych objetych badaniem, jak i wykonywanie u czgsci chorych badan
bioptycznych podczas leczenia immunosupresyjnego. Te ograniczenia badania nie maja
jednak charakteru bezwzglednego. W badaniu przeprowadzonym w jednym osrodku trudno w
okreslonym czasie zgromadzi¢ wigksza liczbe chorych na jedna ze specyficznych patologii
klebuszkowych jak jest FSGS. Podobnie ewentualne wykluczenie z badania chorych u
itérych zastosowano przed wykonaniem biopsji nerki leczenie immunosupresyjne
ymniejszyto by istotnie liczbe analizowanych chorych, co by¢ moze uniemozliwito by wrecz
przeprowadzenia analiz bedacych trescig badania.

Rozprawe konczy 5 wnioskéw, ktorych tres¢ jest zgodna z celami pracy. Tres¢ tych
wnioskow logicznie wynika z analiz wynikéw uzyskanych w badaniu bedacym trescig
rozprawy doktorskiej.

Pismiennictwo obejmuje prace do 2023 roku, ktére sa prawidiowo dobrane 1
odpowiednio cytowane w tekscie.

W tekécie rozprawy Doktorantka nie ustrzegla si¢ nielicznych drobnych bigdow

edytorskich. W kilku miejscach w dysertacji (m.in. w rozdziale Metody) nie podano jednostek
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stosunku biatkomoczu do kreatyninurii (UPCR). W tabeli 4-3 zastosowano skrét EGFR (co
moze sugerowaé epidermal growth factor receptor) zamiast poprawnego skrotu eGFR.

Oceniajac prace, nalezy podkresli¢ umiejetnos$¢ skonfrontowania wiasnych wynikow z
danymi literaturowymi. Praca jest dobrym opracowaniem odpowiednio dobranego materiatu
klinicznego z zastosowaniem adekwatnych narzgdzi badawczych. Ponadto rozprawa zostata
bardzo dobrze opracowana pod wzgledem edytorskim.

Autorka dowiodia zdolnosci prowadzenia oryginalnych badan klinicznych oraz
wykazata sie dobrym przygotowaniem merytorycznym 1 umiej¢tnoscig samodzielnego
formutowania i rozwigzywania probleméw naukowych.

Klonczac pragng jeszcze raz podkreslié istotne walory poznawcze wykonanych badan.
Za najwazniejsze osiggniecie badawcze ocenianej rozprawy nalezy uznaé¢ wykazanie przez
Doktorantke, znacznego zwiekszenia ryzyka schytkowej niewydolnosci nerek u chorych z
FSGY v ktérych stwierdza si¢ ekspresje PARP-1 jak i IDO-1 w $rodmigzszowym nacieku
zapalnym.

W podsumowaniu recenzji, stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. Aleksandry
Musiata spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) wymagane na stopien doktora nauk
medycznych. Dlatego wnosze do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slqskich we Wroctawiu o dopuszczenie do dalszych etapow

przeviodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Marcin Adamczak
n. med. Marcin Adamezak
venelrznych
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