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W zalgczeniu przesytam ocene rozprawy na stopieri doktora nauk
medycznych lek. Agnieszki Urzykowskiej z Kliniki Nefrologii, Transplantacji Nerek i
Nadci$nienia Tetniczego Instytuty +Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie
pt. ,Ocena skutecznosci tréjlekowego schematy immunosupresji w Zapobieganiy
Wytwarzania swoistych przeciwciat anty-HLA”
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przesgczania klgbuszkowego o ponad 30% od wartosci  wyjsciowej,
niezaleznie od nieobecnoéci humoralnego odrzucania.
3. W zakresie oceny sity immunosupresji:
« wykazano, ze przeciwciata dnDSA nie wystepowaty u chorych, u ktérych
mediana stezenia takrolimusu (TAC Co) wyliczona z oznaczen wykonanych

w okresie dwuletniej obserwacji lub (odpowiednio) dwoch lat
poprzedzajgcych pojawienie sig dnDSA, byta 2 7.4 ng/ml;

s nie wykazano istotnej roznicy w zakresie wartosci wspotczynnika
zmiennosci  stezenia takrolimusu (TAC Co) migdzy pacjentami
produkujgcymi i nie produkujgcymi przeciwciata dnDSA;

« nie wykazano zwigzku wystepowania/niewystgpowania przeciwciat dnDSA
z wartoscig wskaznika skumulowanej sity trojlekowej immunosupresji (wg
Vasudeva), co wskazuje, ze podstawowym lekiem wplywajgcym na
zahamowanie powstawania dnDSA jest takrolimus, pod warunkiem
utrzymywania jego stezenia na odpowiedniej wysokosci.

W podsumowaniu wyrazam opini¢, ze rozprawa doktorska lek. Agnieszki
Urzykowskiej pt. ,Ocena skutecznosci trojlekowego schematu immunosupresji w
zapobieganiu wytwarzania swoistych przeciwciat anty-HLA” speinia warunki zawarte
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
Mniki pracy zostaly czesciowo opublikowane w postaci artykutu oryginalnego w
ézasopiémie Children (Basel) 2021;8(12):1162. doi 10.3390/children8121162.
Autorka wykazata sie rozlegta wiedzg w odniesieniu do zagadnien transplantologii
klinicznej, zwlaszcza w aspekcie profilaktycznej immunosupresji. Przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska dowodzi Jej umiejetnosci przedstawienia problemu
naukowego i stanowi oryginaine jego rozwigzanie. Zasadniczg i wysoka wartoscia
rozprawy jest udokumentowanie celowosci prospektywnej oceny wystgpowania
dnDSA u biorcow przeszczepu nerki poddanych terapii trojlekowej dla zapaobiegania
rozwojowi CAMB. Badanie to powinno stanowié standard postepowania w
monitorowaniu czynnosci przeszczepionej nerki. Niniejszym wnosze do Wysokiej
Rady Naukowej Instytutu ,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka" w Warszawie o
dopuszczenie lek. Agnieszki Urzykowskiej do dalszych etapow, przewodu

doktorskiego. Jednoczesnie wnosze o wyréznienie pracy.}zz

ey SR )
_Pref dr hab.n.med. Andrzej Oko




Firefox https://outlook.office.com/mail/inbox/id/AAQkAGExYzRjM2Q...

RECENZJA
rozprawy na stopieri doktora nauk medycznych lek. Agnieszki Urzykowskiej z Kliniki
Nefrologii, Transplantacji Nerek i Nadcisnienia Tetniczego Instytutu ,Pomnik-Centrum
Zdrowia Dziecka” w Warszawie pt. ,Ocena skutecznosci tréjlekowego schematu
immunosupresji w zapobieganiu wytwarzania swoistych przeciwciat anty-HLA”

Praca zostata wykonana w Klinice Nefrologii, Transplantacji Nerek i Nadciénienia
Tetniczego z wykorzystaniem grantu IPCZD nr S150

Ostatnie dwie dekady ubiegtego wieku zapisaly sig w historii transplantologii
klinicznej znaczgcg poprawag wynikow przeszczepiania narzadow litych, w tym nerek.
Gtdwna przyczyng wydiuzenia czasu przezycia przeszczepu nerki byto
wprowadzenie do praktyki klinicznej inhibitora kalcyneuryny — cyklosporyny A. Dalszy
postegp wynikat z zastosowania silniejszego immunosupresyjnie leku takrolimusu w
miejsce cyklosporyny i mykofenolanu mofetylu w miejsce azatiopryny. Aktualnie
najbardziej rozpowszechnionym schematem immunosupresji potransplantacyjnej jest
terapii trojlekowa oparta na takrolimusie, mykofenolanie mofetylu i
glikokortykosteroidach, uzupetniona w wybranych przypadkach indukcjg
przeciwciatami mono — lub poliklonalnymi. Takie postepowanie wybitnie poprawito
wczesne wyniki przeszczepiania nerek, a tzw, czas pottrwania przeszczepu nerki
wydtuzyt sig obecnie do 12-14 lat. . Tym niemniej, okoto 5% przeszczepow nerek
rocznie jest traconych na skutek przewlektej nefropatii graftu. To nie do konca trafne i
akceptowane okreslenie wynika z patologicznych procesow toczgcych sie w
przeszczepionym narzgdzie, ktdre majg charakter immunologiczny i
nieimmunologiczny. Badania ostatnich lat wskazuja, ze przypisywania e istotnego
znaczenia w uszkodzeniu narzadu przewlekiej nefrotoksycznoéci inhibitorow
kalcyneuryny byio zbyt wygérowane, a wigkszo$¢ przypadkéw dysfunkcii i
nastgpowej utraty czynnosci przeszczepionej nerki nalezy przypisaé przewlektemu
odrzucaniu humoralnemu (cAMR). Rozpoznanie tego procesu opiera sie w praktyce
na wykrywaniu w krgzeniu biorcy graftu swoistych przeciwciat przeciwko antygenom
zgodnosci tkankowej dawcy (ang. Donor Specific Antibodies; dnDSA), cbecnosci
ktorych nie stwierdzano przed zabiegiem. W badaniu biopsyjnym graftu stwierdza sig
zwykle wowcezas obecnoé¢ ztogbéw C4d sktadowej dopetniacza, co éwiadczy o
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udziale aktywacji przez przeciwciata tego uktadu w uszkodzeniu przeszczepu.
Przyczyna tego stanu moze by¢ nieadekwatna (zbyt staba) immunosupresja
wynikajgca ze zbyt niskiego dawkowania lekow, a niekiedy z zaniechania ich
pobierania przez biorcg. Badania w kierunku rozpoznania cAMR wykonuje sig
niestety najczesciej dopiero przy stwierdzeniu dysfunkcji graftu, gdy proces
destrukeyjny jest juz wyraznie zaznaczony, innymi stowy poszukiwanie dnDSA
dokonuje sie ze wskazan. Skutecznosc zahamowania progresji CAMR zalezy
natomiast od jak najwczesniejszej interwencji terapeutycznej. Z tego wzgledu celowa
wydaje sig okresowa systematyczna ocena wystepowania dnDSA u biorcy
przeszczepu nerki, podobnie jak wiele osrodkow transplantacyjnych wprowadzito
zasade wykonywania tzw. biopsji protokolarnych przeszczepu.

Biorac powyzsze przestanki pod uwage uwazam temat rozprawy doktorskiej lek.
Agnieszki Urzykowskiej za istotnie wazny i aktualiny.

Praca ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich, liczy 114 stron tekstu podzielonego
na wstep, cele pracy, materiat i metodyke badan, wyniki, dyskusjg i wnioski.
Streszczenia ujeto w jezyku polskim i angielskim. Pismiennictwo liczy 141 pozycji,
wiasciwie dobranych i w wiekszoéci aktualnych.

Celem podstawowym pracy nakreslonym przez Autorke byta ocena skutecznoci
trojlekowego schematu immunosupresji stosowanej u chorych
niskiego/umiarkowanego ryzyka w zapobieganiu powstawania dnDSA w czasie
qu!etniej obserwacji. ”

Celami dodatkowymi byty:

1. ocena losow przeszczepu w badaniu retrospektywnym, u dziecigcych biorcow
przeszczepu nerki, u ktorych badanie w kierunku DSA wykonywano tylko ze
wskazan klinicznych;

2 zdefiniowanie rzeczywistej czestosci obecnosci DSA w badaniu
prospektywnym z 2-letnig obserwacjg, u dziecigcych biorcéw przeszczepu
nerki z grupy niskiego/umiarkowanego ryzyka immunologicznego, u ktérych
badanie w kierunku dnDSA wykonywano protokolarnie (W okreslonych
punktach czasowych);

3. wykazanie istotnosci Klinicznej powstawania dnDSA w grupie prospektywnej
dla czynnos$ci przeszczepu,

4. ocena wplywu sity immunosupresji na ryzyko powstawania dnDSA:
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« zidentyfikowanie wartosci Co TAC, przy ktérej dnDSA nie wystepowaty;

e oOkreslenie wptywu wartosci wskaznika zmiennoéci stezen Co TAC na
powstawanie dnDSA;

. okreslenie czy wartosé wskaznika skumulowanej ekspozycji na tréjlekowa
immunosupresjg wg. skali Vasudeva (zmodyﬁkowanej dla dzieci) ma wplyw
na wytwarzanie dnDSA.

Badaniem objeto 67 chorych po przeszczepieniu nerki bedacych pod opieka Kliniki
Nefrologii Transplantacji Nerek i Nadciénienia Tetniczego Instytucie ,Pomnik -

Centrum Zdrowia Dziecka”.
Stworzono dwie grupy badane:

|. grupe retrospekiywna (n= 289) po transplantacjach wykonanych W latach 2002
— 2013, u ktorych wykonywano oznaczenie przeciwciat DSA tylko ze
wskazan klinicznych.

Il. grupg prospeklywng (n=38) po transplantacjach wykonanych w latach 2017-
2018, u ktorych oznaczenia DSA wykonywane byto protokolarnie, W
kolejnych szesciu punktach czasowych do 2 lat po przeszczepieniu.
niezaleznie od stanu klinicznego.

Oceniano ponadto wskaznik zmiennosci stezenia Co takrolimusu W czasie 112 lat po
tya'nsplantacji wyliczany na podstawie wszystkich kolejnych wynikow badanych
stezen. Biopsje nerki wykonywano u pacjentow nalezacych do obu grup wylacznie ze
wskazan klinicznych. Ich wyniki oceniano W patomorfologicznej skali Banff. Oceng
obecnosci i (posrednio) miano przeciwciat (wyrazone jako MFI — Mean Fluorescence

Intensity) wykonano technika multiplexow przy uzyciu analizatora Luminex.

W ocenie wynikow Autorka zastosowata metody statystyki opisowej i wnioskowania
statystycznego postugujac  sie pakietem statystycznym SAS oraz arkuszem
kalkulacyjnym Excel. W przypadku zmiennych, ktore cechowaty sie rozkladem
normalnym zastosowano testy parametryczne (test T Studenta), a w przypadku
niespetnienia zalozen testu parametrycznego — testy nieparametryczne (test Mann-
Whitney). W celu oceny saleznosci miedzy zmiennymi kategorycznymi stosowano
test chi kwadrat niezal_e:‘moéci‘ W przypadku matych liczebnosci (liczebnost ponize
5 w polu tabeli kontyngencii) zastosowano doktadny test Fishera.
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Wyniki zestawiono na 19 tabelach i 10 rycinach. Autorka wykazata w prospektywnej
dwuletniej ocenie pacjentow niskiego/$redniego ryzyka immunologicznego wzrost
czestodci wystepowania dnDSA z wartosci 8% po 3 miesigeach, poprzez 11% po 8,
16% po 12 i 21% po 24 miesigcach obserwacji, w 75% przypadkéw byly to
przeciwciata klasy 1, a w pozostatych 25% - klasy |; przy czym we wszystkich
potwierdzonych przypadkach warto$¢ MFI dnDSA byta nizsza od 3000, a wartosc¢
kalkulatora ryzyka DSA-RIS (ang. DSA-Representative Scoring System)
oceniajgcego u dzieci po transplantacji nerki ryzyko rozwoju odrzucania humoralnego
byta niska.

Biopsje nerki przeszczepione] ze wskazan wykonano u 18% pacjentow z grupy
prospektywnej. W 70% przypadkoéw rozpoznano ostre odrzucanie lecz bez cech
odrzucania humoralnego; Przezycie czynnosci przeszczepu nerki w grupie
prospektywnej wynosito po roku obserwacji 100%, po 2 latach - 97%;. Tym niemniej,
obecno$é dnDSA wykazywata zwiazek z 4.5 -krotnie wyzszym ryzykiem pogorszenia
czynnoéci przeszczepu nerki,

Autorka poddata ponadto analizie podgrupy chorych obserwowanych prospektywnie:
pacjentéw ktorzy wytworzyli przeciwciata oraz chorych nie wytwarzajgcych
przeciwciat. Podgrupy te nie réznity sie pod wzglgdem zakresu i dawek stosowanych
lekéw immunosupresyjnych, cho¢ - pacjenci dnDSA (-) mieli istotnie wyzszg wartos¢
mediany stezenia takrolimusu. Z drugiej strony nie wykazano istotnej roznicy w
zakresie wartosci wspotczynnika zmiennoéci TAC Co miedzy pacjentami dnDSA (-) i
dnDSA(+) oraz- nie wykazano istotnej rdznicy w zakresie wartoSci wskaznika
Vasudeva obliczonego po 12 i 24 miesigcach po transplantacji .

Na istotng uwage zastugujg takze wyniki uzyskane w badaniu grupy retrospektywne;.
Autorka wykazata, ze w grupie tej (przy 100% obecnosci dnDSA, w tym w 28% klasy
I, w 52% klasy Il, a w 21% obydwu klas) w 66 % wykonanych biopsji graftu wykazano
cechy cAMR, a 41% chorych utracito przeszczep w ciggu 2.4 roku po wykKryciu
dnDSA. W grupie tej warto$¢ mediany stezenia takrolimusu (TAC Cg) byla istotnie
nizsza i wynosita 5,6 vs 7.3 ng/ml (p<0.0001); wartos¢ wspétczynnika zmiennosci
stezenia takrolimusu, w okresie dwuletniej obserwacji przed wykryciem dnDSA, byta
wprawdzie wyzsza w poréwnaniu do wartosci wystepujacej w grupie prospektywnej,
lecz na granicy istotnosci statystycznej.
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Analizujac obie podgrupy sumarycznie Autorka wykazata, ze warto$¢ mediany
stezenia takrolimusu u pacjentow dnDNA (-) byta istotnie wyzsza, niz u chorych
dnDSA (+), odpowiednio 7.4 vs 6.0 (p< 0.0001).

Dyskusja jest bardzo rozbudowana na 20 stronach tekstu i przynajmniej czgsciowo
mogtaby zostaé umieszczona we wstepie do pracy. Tym niemniej, Autorka bardzo
rzetelnie podsumowuje uzyskane wyniki porownujgc je z danymi z pismiennictwa.
Wskazuje takze na ograniczenia pracy, ktére mogty mieé wplyw na uzyskane wyniki
badan.

Autorka sformutowata nastepujace wnioski wynikajgce z przeprowadzonych badar:

Whiosek podstawowy: Trojlekowa immunosupresja, sktadajgca sig z takrolimusu,
mykofenolanu mofetylu i prednizonu, stosowana po transplantacji nerki u
pediatrycznych pacjentow niskiego/umiarkowanego ryzyka immunologicznego, w
wiekszosci przypadkow zapobiega powstawaniu swoistych przeciwciat przeciwko
niezgodnym antygenom dawcy (dnDSA), przy czym ten efekt jest przede wszystkim
skutkiem stosowania takrolimusu i utrzymywania jego stezenia w gérmych
wartoéciach zalecanego zakresu.

Whioski dodatkowe:

1. Obecnosé przeciwciat dnDSA wykrywana w badaniu wykonywanym ze
wskazan klinicznych (w grupie retrospektywnej) byta zwigzana z obecnoécig
odrzucania przeszczepu (potwierdzonego biopsja) w 2/3 przypadkow (w tym w
66% o charakterze przewleklego humoralnego odrzucania) oraz utratg
przeszczepu nerki w 41% przypadkéw w ciagu 2.4 roku od ich wykrycia.

2. W prospektywnej dwuletniej ocenie pacjentow niskiego/éredniego ryzyka
immunologicznego wykazano systematyczny wzrost czestosci wystgpowania
dnDSA z wartosci 8% po 3 miesigcach, poprzez 11% po 6, 16% po 121 21%
po 24 miesigcach obserwacji; w 75% przypadkéw byly to przeciwciata klasy Il
a w pozostatych 25% klasy |.

3. Obecnoét przeciwciat dnDSA wykazywana prospektywnie, miata zwigzek z
istotnym (4.5-krotnie wyzszym) ryzykiem pogorszenia cZynnosci przeszczepu
nerki w ciagu dwuletniej obserwacji, wyrazonej jako szacowana wielkos¢




