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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. med. Leopolda Radostawa Rehana

"Zwigzek pomiedzy przewlekta chorobg nerek a aktywnoscig sirtuiny 1 w
limfocytach krwi obwodowej"

Zgodnie z uchwata Nr 1009/09/2019 Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu przedstawiong w pismie z dnia 30.09.2019 roku o
powolaniu mnie na recenzenta wyzej wymienionej rozprawy, pragne przedstawi¢ ponizszg

opinig.

Oceniajac przedlozong mi rozprawe na stopien doktora nauk medycznych, dokonam jej
charakterystyki w zakresie:
1. wartosci celu badawczego
poprawnosci metodycznej

redakcji przedtozonej pracy

B

znaczenia klinicznego 1 praktycznego wnioskdw wynikajacych z przeprowadzonych

analiz.

1. Warto$¢ celu badawczego

Mimo znacznego postgpu nauk medycznych rozpoznanie przewlektej choroby nerek
(PChN) wiaze si¢ z niepomysinym rokowaniem u dzieci i dorostych i powoduje znaczne
skrocenie ich czasu zycia, w przypadku dzieci nawet o kilkadziesiat lat w stosunku do populacji
rowiesnikow. Choroba ta ma powazne nastgpstwa dla wszystkich tkanek i narzaddw.

We wstepie poza definicja i klasyfikacja PChN Doktorant w sposob doktadny opisat
kryteria rozpoznania choroby oraz kryteria zaawansowania PChN zgodnie z najnowszymi
wytycznymi. Kolejny akapit poswiecit omowieniu wybranych zagadnien klinicznych PChN w

populacji dziecigcej. Wskazat, ze kluczowa roznica w poréwnaniu do populacji dorostych jest



etiologia PChN, ktora u dzieci w 50% wynika z istniejacych wrodzonych wad nerek i ukladu
moczowego, W nastgpnej kolejnosci — dziedzicznych nefropatii i klgbuszkowego zapalenia
nerek. Do czynnikéw ryzyka PChN u dzieci naleza réwniez wczesniactwo, niska masa
urodzeniowa i otytos¢.

Lek. Leopold Rehan nawiazal takze do zaleznosci PChN i stanu zapalnego zaréwno o
charakterze systemowym jak i lokalnym w obszarze miazszu nerek. Kolejne rozwazania
dotyczg celow terapeutycznych w PChN z pierwszorzedowym — zapobieganiem progresji
choroby do stadium schytkowego. Obszerny fragmént wstepu zostat poswigcony ogdlnym
zagadnieniom zwigzanym ze stanem zapalnym, z przedstawieniem objaw6w stanu zapalnego
oraz jego mechanizmow i klasyfikacji.

Z uznaniem nalezy odnotowac¢, ze lek. Leopold Rehan podjal sie opracowania,
waznego z klinicznego punktu widzenia, zagadnienia jakim jest ocena stezenia i aktywnosci
sirtuiny 1w limfocytach krwi obwodowej u dzieci z PChN leczonych zachowawczo
1 nerkozastgpczo w zaleznosci od stopnia zaawansowania PChN.

W dalszej czgsci wstepu lek. Leopold Rehan przedstawil zagadnienia zwiazane z
oznaczanym markerem: strukturg sirtuiny 1, lokalizacje tkankowa, mechanizm dziatania oraz
role sirtuin w stanach fizjologii i patologii. Doktorant scharakteryzowat szczegotowo, co
zastuguje na uwage, rolg sirtuiny 1 w stanie zapalnym oraz w metabolizmie komorek miazszu
nerek z uwzglednieniem zmniejszenia nasilenia apoptozy oraz wiéknienia i dziataniem
hipotensyjnym.

Z tego i dalszych fragmentéw Rozprawy wynika niezbicie, ze Doktorant jest bardzo
dobrze zaznajomiony z przedmiotem wykonywanych badan, zna i rozumie istote zaburzen.

Lek. Leopold Rehan podal szczegélowe cele pracy w 3 podpunktach, ktére sq
sformutowane jasno i obejmujg nastepujace zagadnienia:

1. Jakie jest stezenie i aktywnos$¢ sirtuiny 1 w limfocytach krwi obwodowej u dzieci
w zalezno$ci od stopnia zaawansowania PChN?

2. Czy istnieja zaleznosci pomiedzy wybranymi markerami stanu zapalnego
a zaawansowaniem PChN i stezeniem oraz aktywnoscig sirtuiny1?

3. Czy sirtuina 1 moze by¢ pomocna w opracowaniu strategii terapeutycznych dla przewlektej
choroby nerek?

Nalezy szczegdlnie podkresli¢, ze przeprowadzone przez Doktoranta badania sg
pierwszymi, wykonanymi w tym temacie i zakresie w dziedzinie nefrologii dziecigcej
w Polsce. W aktualnym pismiennictwie dostepne sq tylko nieliczne badania na temat roli jaka

odgrywa sirtuina 1 w progresji PChN. Dotycza one populacji 0sob dorostych.



2. Poprawno$¢ metodyczna

2.1 Material i metody
Doktorant objat badaniami 40 dzieci z PChN (22 chlopcow i 18 dziewczat). Pacjenci zostali
podzieleni na trzy grupy w zaleznosci od stadium PChN. Grupe 3. stanowity dzieci leczone
nerkozastgpczo. Nie sa wymienione w Rozprawie przyczyny, ktore doprowadzity do
uszkodzenia nerek w grupie badanej. Grupe kontrolg stanowito 35 zdrowych dzieci (21
chiopcow, 14 dziewczat) z prawidtowa funkcja nerek.

U kazdego dziecka oznaczono stezenie sodu, potasu, kreatyniny, mocznika, biatka C-
reaktywnego, liczbe leukocytéw i limfocytow we krwi obwodowej, stezenie i aktywnos¢
sirtuiny .

Przeprowadzono adekwatng analize statystyczna.

2.2 Wyniki

Wyniki zostaty przedstawione w sposéb dos¢ szczegotowy. Uzyskane dane i poréwnania

wybranych parametréw udokumentowano w 5 tabelach, 17 wykresach, z ktérych pierwszych
5 jest stabo czytelnych.

Doktorant w swojej Rozprawie wykazat, ze:

1) Istotne statystycznie réznice pomiedzy grupami dzieci z PChN i dzieémi zdrowymi
wystapity jedynie dla st¢zenia kreatyniny i eGFR, co wynika z definicji PChN

2) Zachodzi stopniowy wzrost sredniej liczby leukocytow i limfocytow wraz z progresja
PChN u dzieci,

3) Nie ma istotnych roznic w stezeniu i aktywnosei SIRT1 w limfocytach krwi
obwodowej pomigdzy grupg badana a kontrolng oraz pomigdzy poszczegdlnymi
grupami PChN.

4) W calosci analizowanej populacji pediatrycznej nie obserwuje si¢ korelacji pomiedzy
stezeniem lub aktywnoscig SIRT1 w limfocytach krwi obwodowej a liczbg
leukocytow lub limfocytow, stezeniem CRP w surowicy, st¢zeniem kreatyniny w
surowicy lub eGFR.

5) W grupie dzieci z PChN obserwuje si¢ ujemnag korelacje pomigdzy GFR a stezeniem
SIRTI, jednak bez zalezno$ci pomiedzy stezeniem kreatyniny a stezeniem SIRTI.

Wystepuje dodatnia korelacja pomiedzy stezeniem CRP a aktywnoscig SIRT1.

Istnieje ujemna korelacja pomiedzy liczbg leukocytow i limfocytow a eGFR, jednak

bez podobnej zaleznosci dla stezenia kreatyniny

3. Redakeja przedlozonej pracy



Rozprawe rozpoczyna wykaz skrotow: str. 3-5: spis tresci: str. 6-7; nastepnie typowy
uktad: wstep: str. 8-31; cel pracy: str. 32; material i metody: str. 33-37; analiza statystyczna:
str. 38; wyniki: str. 39-45; dyskusja: str. 46-54: wnioski: str. 55; streszczenie w jezyku
polskim: str. 56-59; streszczenie w jezyku angielskim: str. 60-62; spis tabel, wykresow i
rycin: str. 63-64. Pismiennictwo na stronach 65-73 jest utozone w porzadku alfabetycznym,
bez kolejnych numeréw. W wiekszosci obejmuje literatur¢ anglojezyczna; zawiera 33
publikacje od roku 2015, co wymagato od Doktoranta naktadu pracy w zebraniu
odpowiedniej literatury.

Praca napisana jest w wiekszosci poprawng polszczyzna. dos¢ dobrze si¢ jq czyta.
W wykazie skrotow brakuje thumaczen kilkunastu skrotow na jezyk polski.
W tabeli drugiej okreslenie ,,albuminuria ciezko zwigkszona” wymaga korekty podobnie jak i
okreslenie ,,i pozostate ssacze sirtuiny” na str. 24. Opisy do ryciny 5 wymagaja poprawy.
Rysunki a w zasadzie ryciny powinny by¢ wykonane w jezyku polskim jak catos¢ Rozprawy.
W/w uwagi dotyczace redakcji nie umniejszajg W zaden sposob wartosci merytorycznej
Rozprawy.
4. Warto$¢ kliniczna i praktyczna wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych analiz
W dyskusji lek. Leopold Rehan konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki w
odniesieniu do danych z pismiennictwa polskiego i swiatowego. Doktorant podkresla, ze u
chorych z PChN nakladajg si¢ 3 czynniki ryzyka utraty zdrowia i zycia: niedozywienie, stan
zapalny 1 miazdzyca. Doktorant wzial pod uwage szczegollnie rolg zapalenia jako czynnika
progresji PChN. W moim odczuciu nalezaloby jednak rownolegle zwrdci¢ uwage na
znaczenie niedozywienia u dzieci, co moglaby wykaza¢ analiza parametrow
antropometrycznych w badanej grupie.
Doktorant zaznacza, ze w $wietle nowszych doniesien wzrost aktywnosci SIRT1 w
komorkach wiaze si¢ z supresjq reakcji zapalnej a wyzsze stezenia tej deacetylazy powodujg
szybsze wygaszanie reakcji zapalnej w doswiadczalnych modelach sepsy.
Doktorant wskazuje, ze u dzieci z PChN po stopniowym wzroscie aktywnosci i stezenia
SIRT1 w stadiach zachowawczych, dochodzi do obnizenia CRP w schytkowym stadium
choroby. I jak dodaje ,.obserwujemy wprawdzie wowezas obnizenie aktywnosci enzymu, ale
jego stezenia praktycznie nie ulegajg zmianie”. Z obowiazku recenzenta nalezy przypomnieé,
ze w analizie danych dla wykazania réznicy konieczne Jest uzyskanie istotnosci statystycznej.
Zgodnie z wynikami badan Doktoranta, zostato potwierdzone, ze wsrdd pacjentéw z PChN,
zanotowano istotng statystycznie, ujemna korelacje pomigdzy eGFR a liczba limfocytow i

calkowitg pulg leukocytow we krwi obwodowej. Jednoczesnie w badanej populacji



stwierdzono ujemng korelacje pomiedzy wiekiem a liczbg leukocytow i limfocytdw, co jest
typowe dla zmian tych parametrow wraz z rozwojem osobniczym. Wobec powyzszego by¢
moze zwigkszona liczba leukocytéw i limfocytow w grupie dzieci dializowanych wynika z
ich mtodszego wieku.

Dodatkowo Doktorant oméwit fakt, ze w dostepnej literaturze doniesienia na temat zwiazku
pomigdzy liczbg leukocytow, limfocytow lub CRP a stezeniem kreatyniny lub eGFR u
pacjentéw z PChN nie prezentujq jednoznacznego obrazu a dodatkowo obserwacje
pediatryczne sg nieliczne, co znacznie utrudnia dyskusj¢ uzyskanych wynikéw wiasnych.
Lek. Leopold Rehan zauwaza, ze dostepne w literaturze prace, dotyczace populacji
dorostych, sugerujg powiazanie stezen oraz aktywnosci SIRT1 ze stezeniami kreatyniny i/lub
stopniem zaawansowania PChN. Zgodnie z tymi doniesieniami wzrostowi stezenia kreatyniny
1 obnizeniu eGFR towarzyszy zmniejszenie ekspresji SIRT1. Autorzy ci postulowali, ze u
osobnikéw pozbawionych ekspresji SIRT1 wystepujg odmienne mechanizmy adaptacyjne. W
badaniach eksperymentalnych u myszy z nieaktywna postacig SIRT1 i niewydolnoscig nerek,
nie dochodzito ani do kompensacyjnego przerostu nefronéw ani do wzrostu wartosci GFR dla
pojedynczego nefronu.

Doktorant dyskutuje, ze poszukujac zwigzku migdzy stezeniem lub aktywnoscia SIRTI a
parametrami funkcji nerek, w materiale wtasnym, zaobserwowat ujemng korelacje pomiedzy
stezeniem SIRT1 w limfocytach krwi obwodowej a eGFR, co odbiegato od wynikow
uzyskanych u chorych dorostych. Ten tok rozumowania w Jego opinii wspiera potwierdzona
w badaniu wlasnym, dodatnia korelacja pomiedzy aktywnoscia SIRT1 w limfocytach krwi
obwodowej a wiekiem mtodych pacjentow.

Dodatnia korelacja pomiedzy aktywnoscig SIRT1 w limfocytach krwi obwodowej a wiekiem
wystgpowata zaréwno, gdy analizowano calos¢ populacji pediatrycznej (grupa badana i
kontrolna) jak i odrgbnie w podgrupach. Wiekszos¢ dostepnych publikacji naukowych
postuluje zmniejszenie ekspresji SIRT1 wraz z wiekiem, rozpoczynajace si¢ po okresie
dojrzewania i wiazace si¢ z tym wystapienie powiklan - nasilenie procesu zapalnego czy
choréb degeneracyjnych.

Doniesienia z literatury wskazuja dodatkowo. ze masa ciata badanych ludzi miata istotny
wplyw na stgzenie SIRT1 i czas rozpoczecia dojrzewania (ze zZnaczgco nizszymi stezeniami
SIRTT u osobnikéw otylych, co wigzato sie z wezesniejszym dojrzewaniem). Interesujacym
spostrzezeniem wynikajacym z przeprowadzonego badania jest staly wzrost ekspresji SIRT1

wraz z wiekiem az do okresu dojrzewania.



Lek Leopold Rehan postawil pytanie - czy SIRTI moze by¢ potencjalnym celem
terapeutycznym wspotdecydujacym o spowolnieniu rozwoju PChN? Ze wzgledu na brak
jednoznacznych wynikéw badan w dostepne;j literaturze, ich niedostateczng jako$é (glownie
badania obserwacyjne) a takze uwzgledniajac powyzsze wyniki, Doktorant skonkludowal, ze
przedwczesne jest udzielenie jednoznacznej odpowiedzi.

Uzyskane w Rozprawie wyniki zachecaja do wykonywania badan prospektywnie w odstepach
rocznych — jako, ze natura zaburzen wydaje si¢ by¢ bardziej ztozona, za czym przemawia
brak oczekiwanych wzajemnych zaleznosci pomiedzy SIRT1 a wskaznikami stanu zapalnego.
A moze istotne byloby poddanie analizie dodatkowych markerow zapalenia.

Lek. Leopold Rehan zwraca krytycznie uwage, ze na uzyskane przez niego wyniki
mogg mie¢ wplyw ograniczenia pracy wynikajace z wzglednie malej liczebnosci badanej
grupy co jest bolaczka opracowan pediatrycznych.

Zachgcam Doktoranta do kontynuacji badan z rozszerzeniem grupy pacjentow co
podniostoby walory przysztych publikacji.

Sformutowane 4 wnioski stanowia odpowiedz na postawione cele i zadania badawcze. Z
obowiazku recenzenta pragne zwrdci¢ uwage, ze wniosek nr 2 powinien by¢ wyrazony z
mniejszq ,,sita”, poniewaz opiera sie wylacznie na stwierdzanej korelacji a nie réznicach

wynikajacych z bezposredniego pordwnania.
WNIOSEK KONCOWY

Biorae pod uwage nowoczesnosé, wartos¢ merytoryczng pracy, istotny aspekt kliniczny
oraz przeprowadzenie wywazonej dyskusji oceniam Rozprawe jako spetniajacq wymagania
stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych okreslone w art. 13, ust. 1,
Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65 poz. 595 z pézn. zm.).

Pragne przedlozy¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Ksztatcenia Podyplomowego
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie lek.

Leopold Rehana do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Prof. dr hab. n. med. Maria Szczepanska
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