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Przeszczepienie nerek jest najczestszym na $wiecie rodzajem przeszczepienia. Doskonate
wyniki leczenia przeszczepieniem tego narzgdu pod wzgledem jakosci zycia po przeszczepieniu
oraz ze znacznie dluzszym przezyciem biorcéw w poréwnaniu z innymi sposobami leczenia
nerkozastgpczego (t.j. dializami) spowodowato, ze jest to preferowany sposéb leczenia chorych
ze schytkowg niewydolnoscia nerek. Wobec zwigkszajacej sie liczby oséb z niewydolnoéciag nerek
(co wynika m.in. z chordb cywilizacyjnych jak cukrzyca czy nadcisnienie tetnicze), liczba osdb
oczekujacych na przeszczepienie nerki jest we wszystkich krajach wieksza, niz liczba narzadéw
dostepnych do przeszczepienia. Powoduje to state poszukiwanie sposobdéw na zwiekszenie liczby
dostepnych narzaddéw (np. rozszerzanie kryteriow kwalifikacji narzadéw do przeszczepienia) oraz
sposobdw poprawy jakosci przeszczepdw, poprzez ograniczenie czynnikéw prowadzacych do ich
uszkodzenia w okresie pobierania, przechowywania i reperfuzji. W $wietle powyzszych stwierdzen
uwazam wybdr tematu pracy, za bardzo trafny i majacy niezwykle wazny aspekt naukowy i
praktyczny.

Doktorantka realizowata swojg prace doktorska w latach 2012-2017 w Uniwersytecie
Medycznym im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu — w Klinice Chirurgii Ogdlnej, Naczyniowej i
Transplantacyjnej (gdzie nerki byty pobierane i przeszczepiane) i w Poradni Transplantacji Nerek
Kliniki Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej, pod ktdrej opieka znajdowali sie biorcy
przeszczepdw w okresie trzyletniej obserwacji. Te wspdtpracujace ze sobg jednostki stanowia
jeden z najbardziej doSwiadczonych w tej dziedzinie oérodkéw w Polsce.



Rozprawa lekarz Agnieszki Lepieszy ma uktad typowy. Praca ma 110 stron maszynopisu,
w tym ostatnie 23 strony to wykaz 31 tabel, 3-ch rycin i bibliografia ztozona z 205 pozycji
piSmiennictwa. Autorka postuguje sie bardzo poprawng polszczyzng a praca pod wzgledem
edytorskim i graficznym jest przygotowana niezwykle starannie, z uzyciem przejrzystych i
czytelnych tabel i rycin.

Wstep zawiera wprowadzenie do tematyki pracy i dane epidemiologiczne ilustrujgce
zawarte przez recenzenta na wstepie informacje dotyczace potrzeb w zakresie przeszczepiania
nerek. Autorka omawia takze przyczyny opdznionej czynnosci nerek po przeszczepieniu i
mechanizmy uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego. Na podstawie starannie dobranych
pozycji piSmiennictwa Doktorantka omawia zjawisko prekondycjonowania (tzw. hartowania)
tkanek poprzez niedokrwienie, co jest przedmiotem pracy. Zjawisko to opisane na modelu
zwierzecym przez Murry i wsp w 1986 roku, byto wykorzystywane w pdzniejszych latach w
kardiochirurgii czy chirurgii naczyniowej. Cytowani w pracy badacze wykazywali ochronny wplyw
prekondycjonowania przez niedokrwienie (ang. ischemic preconditioning, IPC) w dwu modelach —
lokalnym (LIPC) i odlegtym (RIPC). Zjawisko to ma ztozony mechanizm dziatania — humoralny,
nerwowy i systemowy, jednak jego ochronne dziatanie na narzad poddany tej procedurze oraz na
narzady odlegte (serce, nerki, watrobe) nie zawsze sg jednoznaczne i wystarczajgco wyjasnione.
W medycynie transplantacyjnej IPC bylo takze badane, jednak nie znalazto jak dotychczas
statego zastosowania.

Istotng czes¢ wstepu, stanowigcego jednoczesnie omdwienie pismiennictwa Doktorantka
poswiecita powszechnie stosowanym markerom czynnosci i uszkodzenia nerek przeszczepionych
(stezenie kreatyniny i mocznika w surowicy) oraz markerom mniej poznanym (potencjalnym) jak
klasteryna, interleukina 18 i lipokalina zwigzana z Zelatynazg neutrofiléw (NGAL). W Swietle
dostepnych publikacji Autorka wyczerpujgco opisuje te biomarkery uszkodzenia nerek, ich szlaki
metaboliczne i potencjat jako wskaznikdw uszkodzenia przeszczepu w okresie niedokrwienia i
reperfuzji.

Wstep, przygotowany w oparciu o dobrze dobrane pozycje pismiennictwa, stanowi solidny
opis zjawisk zachodzacych w nerce pobranej do przeszczepienia, w okresie jej niedokrwienia i
reperfuzji, ze szczegdlnym uwzglednieniem zjawiska RIPC oraz markerdw uszkodzenia
przeszczepu. Catos¢ wstepu wskazuje na rozwage Autora w doborze literatury i umiejetno$é

analizowania pozyskanych informacii.



Ten przeglad pozwolit Autorce na sformutowanie hipotezy badawczej, ktdra zaktadata, ze zdalne
hartowanie przez niedokrwienie (RIPC) zmniejsza =zakres uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego przeszczepianych nerek. Do oceny tego uszkodzenia Autorka zdecydowata sie
wykorzysta¢ wyzej wskazan nowe markery — klasteryne, interleukine 18 i lipokaline (NGAL).
Oprdcz hipotezy badawczej sformutowano cztery cele badawcze (str. 28).

W rozdziale Materiat i metody Doktorantka opisuje w sposéb klarowny plan badania,
kryteria wigczenia pacjentow do badania, technike procedury RIPC zastosowanej w grupie
badanej, przebieg badania, dokonywane oznaczenia, Czas obserwacji (do 3 roku po
przeszczepieniu) i punkty koficowe badania. Projekt badawczy uzyskat pozytywng zgode Komisji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (KB-290/2017). Do obliczen
statystycznych zastosowano starannie wybrane, zaawansowane testy dostepne w pakiecie
Statistica v.13 (StatSoft Polska Sp. z 0.0.) oraz MedCalc (MedCalc Software Ltd, Belgia) przy
zalozZeniu istotnodci statystycznej, przy p<0,05 (m.in. test Shapiro-Wilka, Manna-Whitneya, test
kolejnosci par Wilcoxona, test rangowy ANOVA Friedmana czy korelacja R Spearmana).

Do badania wtgczono 44 zmartych dawcéw, u ktdrych stwierdzono $mieré na podstawie
kryteridw neurologicznych (DBD), od ktdrych pobrano i przeszczepiono w oérodku wiasnym 86
nerek. Doktorantka podaje dane demograficzne dawcéw, ich parametry hemodynamiczne,
czynno$¢ nerek przed pobraniem narzaddw, choroby wspdlistniejace, zastosowane aminy
presyjne, czas pobytu w OIT i parametry biochemiczne, parametr Kidney Donor Risk Index
(KDRI) i inne dane. Do grupy badanej, u ktdrej zastosowano protokdt RIPC zakwalifikowano 17
dawcéw a do grupy kontrolnej 27 dawcdw, kwalifikacja do grup byla losowa. Nie stwierdzono
pomigdzy tymi grupami istotnych statystycznie réznic w badanych parametrach poza wieksza
czestoscig pobran wielonarzadowych w grupie kontrolnej (P=0,008).

Procedura RIPC wykonywana w grupie badanej polegata na zamykaniu zaciskiem
naczyniowym wypreparowanej uprzednio tetnicy biodrowej wspdinej na okres 5-ciu minut w dwu
cyklach z 5-cio minutowg reperfuzjg kofczyny. Po zakoriczeniu RIPC pobierano probki krwi i
moczu od dawcy w celu oznaczenia markeréw niedokrwienia. Oznaczanie tych parametréw
wykonywane bylo takze u biorcdw przeszczepéw po 6, 12 i 24 godzinach od reperfuzji. Narzady
pobierane byly w sposéb typowy i przeszczepione po okresie przechowywania w plynie UW 86
biorcom.  Przeprowadzono analize biorcdw w obu grupach pod wzgledem danych
demograficznych, przyczyn niewydolnosci nerek, rodzaju dializ i czasu ich trwania, statusu
immunologicznego (PRA, liczby niezgodnych antygendw HLA), wspdtczynnika KDRI i czasu



niedokrwienia przeszczepu oraz wynikéw badan po przeszczepieniu (kreatynina, e-GFR, diureza
dobowa), jak rowniez wystgpienie punktéw kofcowych badania tj. opdznionej czynnosci
przeszzcepu (DGF), wystapienie epizodu ostrego odrzucania (AR), utrata czynnosci przeszczepu i
zgon biorcy w 3-letnim okresie obserwacji. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
pomigdzy grupami biorcdw poza czasem cieptego niedokrwienia (WIT=0, czesciej w grupie
kontrolnej), diurezg dobowg (wieksza w grupie kontrolnej) i odsetkiem dawcdw o rozszerzonych
kryteriach (wigksza w grupie RIPC). Na podkreslenie zastuguje relatywnie dtugi okres obserwaciji
badanych pacjentéw po przeszczepieniu — poczawszy od pierwszych déb az po 3-ci rok od
przeszczepienia w dziewieciu punktach czasowych.

W rozdziale wyniki Doktorantka przedstawia w sposob przejrzysty na 24 stronach
uzyskane dane, interpretuje je i ilustruje w postaci tabel i wykresdw statystycznych. Stwierdzono,
Ze przezycie przeszczepéw w grupie RICP wynoszace 95% w 1, 2 i 3 roku obserwacji nie rdznito
sie istotnie od gry kontrolnej (odpowiednio 94%, 83% i 79%). Analizujgc parametry dawcy i
biorcy w grupie kontrolnej Autorka stwierdzita istotny wplyw wieku dawcy na czynnosé
przeszczepu powyzej 1 miesigca, istotny wptyw KDRI (gorsza czynno$¢ przeszczepu zwigzana z
wyZszg wartoscig parametru), korelacje gorszej czynnosci przeszczepu z epizodem naczyniowo-
mézgowym (CVA) jako przyczyng zgonu dawcy oraz zakwalifikowaniem dawcy jako dawcy o
rozszerzonych kryteriach (ECD).

Podobne wyniki stwierdzono w grupie RIPC za wyjatkiem CVA jako przyczyna zgonu u
dawcy, co w grupie RIPC nie miato wptywu na czynno$¢ przeszczepu. Nie stwierdzono rdéznic
pomigdzy grupami co do czestosci punktéw koncowych w postaci AR, AR+DGF czy zgonu z
czynnym przeszczepem, natomiast w grupie RIPC stwierdzono istotnie czestsze wystepowanie
opdznionej czynnosci przeszczepu DGF (34,4% vs 13%). Oceniajac wptyw procedury RIPC na
czynno$¢ przeszczepu, Autorka nie stwierdzita wptywu tej procedury na wyniki analizujac je z
uwzglednieniem pochodzenia nerki od dawcéw ECD jak i dawcow standardowych.

Oceniajgc uzyskane wyniki stezen biomarkeréw w surowicy i moczu dawcy stwierdzono
ich korelacje ze stezeniem kreatyniny i ujemna korelacje z e-GFR dawcy. W populacjach ECD i
dawca standardowy rdznice stwierdzono jedynie w stezeniu NGAL w moczu dawcdw ECD (wyzsze
wartoéci). Co interesujgce, procedura RIPC nie wplyneta na stezenia markeréw w surowicy i
moczu dawcy, jednak stwierdzono istotny wptyw tej procedury na wystepowanie opdznionej
czynnosci przeszczepu (tab. 22). Porédwnujac stezenia markeréw surowicy dawcy z Czynnoscig
nerki przeszczepionej (e-GFR) stwierdzono korelacje stezenia IL-18 w 3 i 6 miesiacu po



przeszczepieniu. Oznaczenia markerdw w moczu dawcy korelowaty z czynnoscig przeszczepu
jedynie w odniesieniu do markera NGAL.

Oznaczenia markerdw w surowicy biorcow wykazaty ich istotne zmniejszanie sie w czasie
pierwszej doby po przeszczepieniu. Poréwnanie wynikéw oznaczer markeréw w grupach biorcow
z opdzniong czynnoscig nerki i bezposrednig czynnoscia wykazato wyzsze stezenia NGAL w
surowicy i moczu, wyzsze stezenia klasteryny w moczu i wyzsze stezenia IL-18 w surowicy i
moczu. U biorcdw z czynnoscig bezposrednig nastepowato szybkie obnizanie sie IL-18 w surowicy
i moczu, klasteryny w moczu i NGAL w surowicy i moczu (te korelacje potwierdzita analiza ROC
dla tych parametrow).

W przeprowadzonej dyskusji Doktorantka rzeczowo i dojrzale analizuje swoje wyniki w
zestawieniu z danymi z innych osrodkdw, juz na wstepie wskazujac, ze charakterystyka dawcow i
biorcow zakwalifikowanych do badania nie rézni sie od populacji biorcdw i dawcdw, ktdrych
wskazuje w danych ogdlnopolskich Poltransplant. Autorka potrafi krytycznie oceni¢ dane innych
osrodkéw (np. Eurotransplantu), ktdre mogg rézni¢ sie od parametréw w Polsce (np. diuzszy
okres zimnego niedokrwienia w Polsce wynikajgcy z innej alokacji i dystrybucji narzgdow). W
podrozdziale dyskusji dotyczacym procedury RIPC (rozdz. 6.2 str. 67) Doktorantka wskazuje na
inne badania z zastosowaniem RIPC, ktdre sg w literaturze pojedyncze, zwtaszcza zastosowane w
sposob przyjety w recenzowanej pracy. Inni autorzy wykazali w dwu przypadkach niepetne
wyniki badania, w jednej pracy wykazano wiekszg czestos¢ DGF w grupie po RIPC ale takze
lepsze przezycie przeszczepu (podobnie jak w recenzowanej pracy). Dalej Doktorantka analizuje
uzyskane rezultaty z danymi z literatury w zakresie wplywu RIPC na wyniki przeszczepienia
(gdzie dane sg skape), wptyw cech klinicznych dawcy na czynno$é nerki przeszczepionej oraz
oznaczenia markeréw jako wykfadnikdw jakosci nerek pobranych do przeszczepienia i ich
zastosowanie w przewidywaniu czynnosci narzadu po transplantacji.

Autorka umiejetnie dobiera literature i ocenia wiasne wyniki, poréwnujgc je z danymi
innych autoréw. Interpretacja uzyskanych wynikéw, dobdr argumentdw i krytyczna ich ocena w
zestawieniu z danymi z literatury $wiadczy o dojrzatosci Agnieszki Lepieszy jako badacza.

W podsumowaniu Doktorantka przedstawia 4-ry wiasciwie sformulowane wnioski,
wynikajgce z analizowanego materiatu, ktdre korespondujg z postawionymi pracy celami. Wyniki
przeprowadzonej w materiale procedury RIPC wprawdzie nie potwierdzity w petni hipotezy
badawczej (zmniejszenie czestosci DGF), jednak miato korzystny wplyw na przezycie odlegte

przeszczepow. Potwierdzono przydatno$¢ zastosowanych markeréw do oceny czynnosci nerek po



przeszczepieniu. Pi$émiennictwo sktada sie z 205 pozycji pochodzacych z recenzowanych
czasopism anglojezycznych. Prace te pochodzg w przewazajacej ilosci z lat 2000-2010 (37%),
2011-2020 (47%), 2 2021 r. 6,7% i do 1999 r. wigcznie -9,7%.

Prace lekarz Agnieszki Lepieszy oceniam wysoko. Dowodzi ona dojrzatosci Autorki,
umiejetnosci zaplanowania badania, wiasciwego doboru literatury i jej krytycznego wykorzystania
do analizy i dyskus;ji uzyskanych wynikéw oraz umiejetnosci wyciggania rzeczowych wnioskéw.

Z obowigzku recenzenta pragne jednak przedstawi¢ nastepujace uwagi:

- Doktorantka wskazata wprawdzie, ze dobdr biorcéw i dawcdw do grupy kontrolnej i badanej byt
losowy, jednak brak szczegdtdw tego doboru. By¢ moze wynikiem nieprzewidzianych czynnikéw
jest to, ze w grupie badanej znalezli sie dawcy o ,lepszej” charakterystyce (wiecej pobran
wielonarzagdowych w tej grupie, mniej dawcéw o rozszerzonych kryteriach). Budzi to pewna
watpliwos¢ co do petnej poréwnywalnosci grup w zakresie wybranych parametréw;

- na stronie 33 Doktorantka stwierdza, ze ,kwalifikacja pacjentdw do zastosowania chtodzenia
odbywata sie wylacznie wedtug preferencji operujacego chirurga i dostepnosci oprzyrzadowania
do chtodzenia”. Nie opisano stosowanego w osrodku Autorki sposobu chtodzenia nerki w czasie
zespolen naczyniowych (czesciej stosowanego w grupie kontrolnej), co jak wykazano m.in. w
osrodku recenzenta ma wplyw na zmniejszenie ryzyka opdznionej czynnosci. Recenzent rozumie
trudnosci mtodego badacza w wyegzekwowaniu protokotu badania od chirurgéw (bedacych pod
presjq osiggniecia dobrego wyniku operacji i biorgcych za nig odpowiedzialno$¢), jednak w
aspekcie zaprojektowania badania klinicznego pozostaje tu pewna watpliwosé, co do
standaryzacji postepowania, co moze mie¢ wplyw na czynno$c¢ nerki przeszczepionej.

Poczynione przeze mnie uwagi w niczym nie umniejszajg wspomnianej wczesniej wysoce
pozytywnej oceny pracy i wkiadu Doktorantki. Praca ta jest oryginalnym osiggnieciem
Autorki, zostata dobrze zaplanowana i przeprowadzona obejmujgc diugi okres starannego
monitorowania biorcow w okresie odlegtym od przeszczepienia. Rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr
65, poz.595, z p6zn. zm.).

Zwracam si¢ zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie lekarz Agnieszki Lepieszy do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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