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Przeszozepianie nerek jest najskuteczniejsza metodg leczenia nerkozastepczego,
pozwalajgca na dtuzsze przezycie i lepszg jakosé zycia wszystkich chorych ze schylkowa
niewydolnosciag nerek, a szczegdlnie dzieci. Dzieki coraz doskonalszym metodom
chirurgicznym oraz terapii immunosupresyjnej znacznie poprawia si¢ wczesne przezycie
nerki przeszczepionej, w mniejszym stopniu réwniez przezycie diugoterminowe. Na wyniki
wezesne jak i dlugoterminows czynno$é nerki przeszczepionej wplyw ma wicele czynnikow
zarowno tych immunologicznych jak i niezwigzanych z ukladem odpornosciowym. Za
pogorszenie czynno$ci przeszczepu, a w konsekwencji jego utrate w duzej mierze
odpowiada proces przewlektego odrzucania, w ktory zaangazowane s3 przeciwciala
przeciwko antygenom dawcy (DSA), zaréwno te obecne przed przeszczepieniem jak i te
powstate de novo (dnDSA). Zagadnieniom obecnoci, powstawania de novo DSA oraz
czynnikom wplywajacym na ten proces, i.in. powiazaniem z ,sitg” immunosupres;ji
mierzong réznymi wyktadnikami u pediatrycznych biorcow nerki jest pos$wiecona
przedsatwiona mi do recenzji praca lek Agnieszki Urzykowskiej.

Praca liczy 108 stron, w tym 29 tabel oraz 13 rycin i ma uktad typowy dla prac na
stopien naukowy doktora. Na poczatku Autorka zamieszcza spis tresci oraz wyjasnienie
stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim i odpowiadajgce mu w jezyku
angielskim. Wyodrebnione rozdziaty to Wstep, Cele pracy, Materiat i metody, Wyniki wraz
z ich podsumowaniem oraz Dyskusja. Do pracy zalaczony zostal rOwniez potwierdzajacy
autentyczno$¢ uzyskanych wynikow spis tabel (nr 24-29) zawierajacych dane Zrodtowe, w
tym wyniki laboratoryjne pacjentow zakwalifikowanych do badania. Na kohcu pracy
umieszczono 141 pozycji trafnie dobranego i aktualnego pi$miennictwa. Brak jest
zazwyczaj umieszczanego w dysertacjach spisu tytutow zamieszczonych tabel i rycin.

We wstepie Doktorantka omawia procedurg przeszczepienia nerki (KTx) jako
najlepszg metodg¢ leczenia nerkozastepczego, wymienia wskazania wraz z najczestszymi
przyczynami ESKD u dzieci. Przytacza dane co do przezycia zardwno nerek jak 1 biorcow
po KTx oraz rozne czynniki, ktére na to przezycie maja wplyw, w tym czynniki
immunologiczne. Czyni to na podstawie dobrze dobranego i aktualnego pi$miennictwa.

Przy wymienianiu przez Autorke przyczyn zgonéw biorcow przeszczepu wskazany bylby
podziat na okres wezesny i pézny po zabiegu, gdyz przyczyny te roznig si¢ w zaleznosci od

okresu po KTx.
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Najwigksza cze$¢ wstgpu poswigcona jest i stusznie, biorgc pod uwage temat rozprawy,
czynnikom immunologicznym majacym wplyw na przezycie przeszczepu w tym réwniez
doborowi schematu immunosupresji w zaleznosci od ryzyka immunologicznego biorcy.
Zwraca Kolezanka uwage na jedng z podstawowych przyczyn niepowodzenia przeszczepu
jakim jest przewekle odrzucanie humoralne (cAMR) oraz udzial w tym procesie swoistych
przeciwcial przeciwko antygenom zgodnosci tkankowej dawcy (Human Leucocyte Antigen;
HLA) (ang. Donor Specific Antibodies; DSA), omawiajac ich rodzaje oraz czynniki ryzyka
ich wytworzenia. Na ryciniach la,b prezentuje w przejrzysty sposob zasady testu Luminex,
w ktérym te przeciwciata sie¢ wykrywa oraz omawia zasady tego testu w tekscie rozprawy.
Doktorantka bardzo wnikliwie opisuje patogenezg powstawania przeciwcial Zardwno
preformowanych jak i tych powstalych de novo, poswigcajge caty podrozdzial wplywowi
leczenia immunosupresyjnego na odpowiedZz immunologiczng. Caty wstgp napisany jest
bardzo ciekawie, przejrzy$cie. Zawiera przeglad aktualnego i dobrze dobranego tematycznie
pismiennictwa poswigconego odpowiedzi immunologicznej w postaci tworzenia “sig
przeciwcial przeciwko antygenom dawcy oraz czynnikom majacym wplyw na ten proces
m.in. wplywowi sily immunosupresji. Wstep stanowi bardzo dobre podloze do
sformutowania zalozen i celow pracy.

Zwieficzeniem ,,Wstepu” jest podrozdziat w ktorym Autorka formuluje hipotezg
badawczg, prezentuje uzasadnienic i cele pracy. Doktoranta w materiale naukowym
przedstawionym mi do oceny podjgla si¢ proby dokonania oceny retro- i prospektywnej
czestosei wystepowania DSA, w zaleznosci od wskazan do wykonania tego badania (grupa
retrospektywna), od czasu po transplantacji, oceny wptywu DSA na losy przeszczepu w
perspektywie prospektywnej oraz —oceny skuteczno$ci podstawowej immunosupresji w
zakresie zapobiegania powstawaniu dnDSA u dziecigcych biorcow przeszczepu nerki
niskiego 1 umiarkowanego ryzyka immunologicznego. Badania wykonata w oparciu o
pacjentow wiasnego o$rodka transplantacyjnego Kliniki Nefrologii, Transplantacji Nerek i
Nadciénienia Tetniczego IPCZD.

Cele pracy sg sformulowane trafnie i zachg¢caja klinicyste do dokfadnego
przeanalizowania poczynionych obserwacji.

Postawione sobie cele, metody ich realizacji oraz wyniki przeprowadzonych badan i ich

analize zostaly juz cze$ciowo opublikowane w pracy, w ktorej Doktorantka jest pierwszym



autorem, a ktora ukazala si¢ w renomowanym pi$mie 0 zasiggu migdzynarodowym z
duzym wskaznikiem oddziatywania:

1. Urzykowska A, Piatosa B, Grycuk U, Kowalewski G, Kutaga Z, Grenda R.
Evaluation of Cumulative Effect of Standard Triple Immunosuppression on
Prevention of De Novo Donor Specific Antibodies (dnDSA) Production in Children
after Kidney Transplantation-A Retrospective and Prospective Study. Children
(Basel). 2021 Dec 9;8(12):1162. doi: 10.3390/children8121162. PMID: 34943360,
PMCID: PMC8700537. IF 2.835.

Praca przeszta przez recenzenckie sito migdzynarodowych ekspertow, co §wiadezy o jej
duzej wartos$ci naukowe;j.

Rozdziat ,Material i metody” zawiera informacje dotyczace metod badawczych uzytych w
pracy. Przedstawia doktadnie kryteria doboru grupy badanej. Badania przeprowadzono
wsrod duzej jak na pediatryczng grupg 67 dzieci po przeszczepieniu Kliniki Nefrologii
Transplantacji Nerek i Nadci$nienia T¢tniczego w Instytucie Pomnik - Centrum Zdrowia
Dziecka. Doktorantka formutujgc $ciste kryteria wybrata do badania jednorodng grupe
biorcow, gdyz wszystkie dzieci wykazywaty si¢ niskim lub umiarkowanym ryzykiem
immunologicznym oraz stosowano u nich ten sam schemat trojlekowej immunosupesji.
Badania przeprowadzono w dwoch grupach: retrospektywnej, do ktorej zakwalifikowata 29.
dzieci u ktérych stwierdzano obecno$ci DSA w dowolnym czasie po KTx, a badanie to
wykonywano ze wskazan, z mediang obserwacji wynoszaca osiem lat oraz grupe
prospektywna (n=38), obserwowana przez okoto 2 lata, w ktoérej protokét badania
obejmowat 5- krotnie oznaczanie przeciwcial.

W rozdziale ,,Material 1 Metody” Doktorantka bardzo precyzyjnie okresla kryteria
wilaczenia i wykluczajace z badania. W celu utatwienia przesledzenia protokolu badania
Autorka na Ryc 3. przedstawia klarowny flowchart przebiegu badania. Warto moze bytoby
zawrze¢ informacje ilu biorcow otrzymato nerke od dawcy zywego, a ilu od dawcy
zmartego i czy istniala roznica w czgstosci wystgpowania przeciwcial dnDSA u chorych w
zalezno$ci od tego od jakiego dawcy pochodzil narzad. Trzeba podkreslic duzy zakres
analizowanych przez Autorke danych obejmujacy parametry antropometryczne, chorobg
podstawowsg, liczb¢ niezgodnosci antygenowych, wartoS¢ PRA; czynno§¢ nerki
przeszczepionej, oznaczenia stgzen lekow w licznych punktach czasowych, analizg

zmienno$ci stgzenia TAC tak istotng zwlaszcza w kontekscie zachowania compaiance,



szezegolnie przez dzieci i mtodziez oraz zastosowanie oceny ogolnej sity immunosupresji z
wykorzystaniem wskaznika Vasudeva, a obecno$cig przeciwciat DSA. Trzeba podkreslié
ze proba ocena ogdlnej sity immunosupresji jest nowatorska w kontekscie wystepowania
przeciwcial DSA. Analizie poddano rowniez wyniki biopsji wykonywanych ze wskazan
klinicznych. '

Wyniki tej wielokierunkowej analizy statystycznej zostaly opisane szczegdlowo, i
precyzyjnie przedstawione w postaci przejrzy$cie skonstruowanych tabel i rycin, do ktorych
Autorka zamieszcza jasng interpretacj¢. Do ich opracowania uzyto dobrze dobranych
narzedzi statystycznych, opisanych w metodyce. Wszystkie przeprowadzone analizy oraz
uzyskane wyniki sg bardzo interesujgce. Z punktu widzenia klinicznego bardzo istotne jest
zwrocenie uwagi 1 proba oszacowania prawdopodobienstwa wystgpienia odrzucania
humoralnego poprzez obliczenie wskaznika RIS-DSA. Podkre$li¢ nalezy ogrom pracy
wlozony w przeprowadzenie licznych analiz oraz umiejetno$é przedstawienia wynikow tych
analiz. Wyniki tych analiz majg implikacje kliniczne nie tylko w postaci ogélnych
obserwacji do wykorzystania w przyszloéci, ale rowniez tu i teraz u indywidualnych
chorych. Doktorantka podchodzi bardzo krytycznie i rozsadnie do swoich wynikéw,
podkresla, ze ze wzglgdu na rézne kryterium przynalezno$ci do grupy retrospektywnej
(ocena dnDSA tylko ze wskazan klinicznych) i prospektywnej (ocena dnDSA przesiewoWa,
niezaleznie od stanu klinicznego) bezposrednie poréwnanie nicktorych parametréw nie byto
mozliwe.

Bardzo istotng obserwacja, dokonang na podstawie oceny zmienno$ci wskaZnika
Vasudeva jest fakt Ze u pacjentéw ktorzy nie wytworzyli przeciwciat rzadziej dochodzito do
zmian dawkowania lekéw immunosupresyjnych (wykazywali si¢ oni bardziej stabilnymi
stezeniami lekow w surowicy).

Z klinicznej ciekawosci, ale i myslac o potencjalnym wplywie stosowanego leczenia
immunosupresyjnego na formowanie si¢ przeciwciat cheiatabym dowiedzieé sie:

1. Po ilu tygodniach po KTx osiggano dawke minimalna steroidow?

2. Jakie byty wskazana do stosowania sirolimusu u pacjentow w grupie retrospektywnej

(7 chorych - dos¢ spora grupa, a u zadnego z grupy prospektywnej). W jakich
schematach lek byt stosowany z MMF czy z TAC?

3. Czy czegSciej w grupie z sirolimusem obecne byto odrzucanie?



W dyskusji Doktorantka przekonuje i uzasadnia konieczno$¢ przeprowadzenia swojego
badania, pomimo doé¢ bogatego pismiennictwa dotyczacego znaczenia DSA. Stusznie
twierdzac, ze niezaleznie od ogolnie przyjgtych zasad leczenia immunosupresyjnego i
powszechnego ich stosowania, czgé¢ chorych wykazuje dobre odlegte rokowanie i dtugo
utrzymuje czynnosé przeszczepionej nerki, a u pozostalych, mimo stosowania podobnego
schematu lekoéw — rozwijajg si¢ dnDSA i ujawniaja si¢ odlegte skutki ich obecnosci. Stad
podjety przez lek Agnieszke Urzykowskg temat badan i zatozone cele sg bardzo istotne z
klinicznego i naukowego punktu widzenia, za$ sformulowane na podstawie
przeprowadzonego badania wnioski majg istotng implikacj¢ kliniczng i odpowiadaja
postawionym celom. Nalezy podkreslic, Zze dyskusja dotyczaca w glownej mierze
immunologicznych aspektéw procesdw odrzucania, tworzenia i udzialu w tym procesie
roznych rodzajow przeciwciat przeciwko antygenom dawcy, zardwno anty-HLA, ale i tych
nie zwigzanych z uktadem HLA, a takze wptywowi ,,sity” immunosupresji na wytwarzanie
tych przeciwciat napisana jest bardzo dobrze, zwiera wiele cennych przemyslen Autorki, co
$wiadczy o jej dojrzatosci zarowno naukowej jak i klinicznej. Trudne zagadnienia
przedstawione sa w sposdb jasny i zrozumialy, czyta sig ten rozdziat z wielka ciekawoscia 1
przyjemnoscia. Autorka przedstawia wyniki swoich badan na tle wynikéw innych badaczy
w sposob umiejetny je analizujac i wyciagajac wnioski. Tak przejrzyste przedstawienic
zawilych meandréw immunologii §wiadezy o tym, ze Doktorantka $wietnie w temacie si¢
orientuje i styka si¢ na co dzien z problemami dzieci po przeszczepieniu nerki. W dyskusji
podejmuje Autorka kilka watkow, migdzy innymi bardzo zr¢cznie opisuje zmieniajgce si¢
dzigki postepowi oceny immunologicznej poglady na przyczyng pogarszajacej sig czynnosci
grafu i wyeliminowanie pogladu, ze to nefrotoksyczno$¢ inhibitorow kalcyneuryny jest jej
przyczyna, na rzecz przewleklego odrzucania z udzialem w tym procesie przeciwciat
przeciwko antygenom dawcy. Doktorantka przeprowadza nas jak po nitce przez trudne
zagadnienia wystepowania roznych rodzajow przeciwciat DSA, znaczenia klinicznego
zar(')x-vno ich rodzaju jak i "sily" wyrazonej wartoéciag MFI, zdolno$ci wigzania dopelniacza,
czasu po przeszczepieniu, wystgpowania epizoddw ostrego i przewleklego odrzucania.
Cenng obserwacja, a w zasadzie zaleceniem, ktore formutuje Kolezanka jest to, ze wykrycie
dnDSA nawet o niskim MFI jest wskazaniem do regularnego ich monitorowania, pomimo,
ze powszechnie panuje przekonanie, ze MFI < 2500 nie jest zwigzane z duzym ryzykiem

immunologicznym. Rozprawia si¢ rowniez Doktorantka z zaleceniem wykonywania biopsji
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protokolarnych — wykazujgc, na podstawie analizy piSmiennictwa, iz w wigkszosci
przypadkow ich wyniki nie przynosza zmiany leczenia, ani tez nie wplywaja zasadniczo na
poprawe czynnosci przeszczepu. OczywiScie w przeciwienstwie do biopsji wykonywanych
ze wskazan klinicznych. Praca lek. Agnieszki Urzykowskiej jest pionierska w zakresie
okreslenia skumulowanej sity immunosupresji wyliczonej okre$lonej wskaznikiem
Vasudeva, a obecnoscig przeciwcial DSA. Jak stusznie Doktorantka zauwaza, nie
opublikowano do tej pory takich badan. Formuluje takze przestanki co do koniecznosci
oznaczania przeciwcial non-HLA u biorcow przeszczepu, ktore czesto wspolistnieja z
dnDSA 1 korelujg z odleglym obnizaniem eGFR, nie wyrazajac si¢ w postaci jawnego
klinicznie odrzucania humoralnego. Podkre$la Kolezanka, ze sa to wskazowki formutowane
jedynie na podstawie piSmiennictwa, gdyz takie przeciwciata nie byly oznaczane w jej
materiale badawczym. O dojrzatosci naukowej i krytycznym spojrzeniu na swoje badania
swiadczy $wiadomo$¢ ograniczen przeprowadzonego badania, ktére to ograniczenia
Doktoranta wypunktowuje.

Na koniec dyskusji Autorka zamieszcza trzy najwaznigjsze w postepowaniu z
pediatrycznymi biorcami przestanki kliniczne wynikajace z przeprowadzonych przez nig
badan. Przestanki te jednak z powodzeniem, zdaniem Recenzentki, mozna inkorporowaé na
cala populacj¢ pacjentow po przeszczepieniu nerki, niezaleznie od wieku. Czytajgc prace
nasuwa mi si¢ pytanie do Doktorantki:

- Czy i jakie widziataby mozliwosci, sposoby zapobiegania postgpowi niewydolnosci
przeszczepu i/lub wystapienia odrzucania u chorych, u ktorych stwierdza sie dnDSA bez
manifestacji kliniczne;j.

Podsumowujge, dysertacja przygotowana jest wzorcowo, zawiera wszystkie
elementy typowe dla standardowych prac doktorskich. Podkresli¢ nalezy warto$é kliniczng
przedstawionego materiatu, zwlaszcza ze wyniki i przedstawione analizy mozna
implementowac na codzienng praktyke kliniczng. Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska lek.
Agnieszki Urzykowskiej spelnia warunki okre$lone 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. Doktorantka podjgta wazny z punktu widzenia naukowego ale i
klinicznego temat badawczy, sformutowata interesujace cele pracy, zastosowata wlagciwe
metody umozliwiajgce ich realizacj¢ oraz wykazata umiej¢tnosé wszechstronnej analizy

uzyskanych wynikéw w swietle aktualnej wiedzy i wlasciwego wnioskowania.
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Przedstawiam zatem, Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu ,,Pomnik-Centrum
Zdrowia Dziecka” w Warszawie wniosek o dopuszczenie lek. Agnieszki Urzykowskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorac ponadto pod uwagg starannos¢ i
wszechstronno$¢ analizy bardzo szerokiego materialu badawczego, warto$¢ naukowa
podjetego tematu oraz istotne implikacje kliniczne uzyskanych wynikow, z wielkg

przyjemnoscig i przekonaniem wnioskuj¢ o wyrdznienie pracy.

T %//W“’&Q\

A



