\\\\\ ERS),

> = —
=3 — ' '
~ US < | INSTYTUT BIOLOGII
\_\CZEc\‘ 2

Dr hab. Beata Hukowska-Szematowicz, prof. US Szczecin 25.05.2023r.
Instytut Biologii

Uniwersytet Szczecinski

ul. Felczaka 3c

71-412 Szczecin

e-mail: beata.hukowska-szematowicz@usz.edu.pl

RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Rogulskiej
pt.: ,Wybrane biomarkery diagnostyczne u pacjentow po przeszczepie allogenicznym nerek”

Promotor rozprawy: prof. dr hab. n. med. Danuta Kosik-Bogacka
Promotor pomocniczy: dr hab. n. zdr. Iwona Wojciechowska-Koszko
Recenzja zostata wykonana na zlecenie Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
reprezentowanej przez Przewodniczaca dr hab. n. med. Edyte Paczkowska

1. Ogélna charakterystyka pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Rogulskiej liczy 209 stron i podzielona jest na czesci,
klasyczne dla opracowan na stopier naukowy: wykaz skrotow (3 str.); (1) wstep (28 str); (2) hipotezy i cele
badawcze (2 str.); (3) materiat i metody (13 str.); (4) wyniki (63 str.); (5) dyskusja (26 str.); (6) podsumowanie i
wnioski (1 str.); pismiennictwo (28 str.); wykaz tabel (5 str.); wykaz rycin (2 str.); streszczenie (2 str.); summary-
streszczenie w jgzyku angielskim (2 str.); zataczniki 1-3 (32 str.). Rozprawa napisana jest poprawna polszczyzna,
ilustrowana licznymi rycinami i tabelami. Koncepcja pracy jest bardzo interesujaca, szczegdtowo przemyslana i
zrealizowana.

Biomarker to wskaznik biologiczny, mierzony zwykle w krétkim czasie. Biomarkery moga byé stosowane w
badaniach przesiewowych, diagnostyce, charakterystyce i monitorowaniu chordb; jako wskazniki prognostyczne; do
opracowywania zindywidualizowanych interwencji terapeutycznych; do przewidywania i leczenia niepozadanych
reakcji na leki; do identyfikacji typow komérek oraz do badari farmakodynamicznych. Dobre biomarkery powinny by¢
mierzalne z niewielka, lub zadng zmiennoscig oraz powinny zmienia¢ sie szybko i niezawodnie w odpowiedzi na
zmiany stanu. Stwierdzono, ze idealny biomarker, kidry moze by¢ wykorzystywany w diagnostyce choréb nerek
powinien spefniac szereg kryteriow, min. wykazywac wysoka czutosé i swoisto$é narzadowa, korelowaé z obrazem
histopatologicznym, wykrywa¢ wczesne zmiany uszkodzenia nerek, pobieranie materiatu do badan powinno by¢
nieinwazyjne dla pacjenta, a testy wykorzystywane do badar powinny by¢ ogdinodostepne, tanie i szybkie.

Aktualnie posrednia ocena uszkodzenia nerek u pacjentow po przeszczepie allogenicznym nerki oparta jest
gtownie na ocenie wartosci klasycznych parametréw laboratoryjnych (stezenia w surowicy elektrolitow, mocznika,
kreatyniny z oszacowaniem wspétczynnika filtracji kiebuszkowej, badania ogélnego moczu) i jest niewystarczajaca.
Dlatego badania nalezy poszerzyé o nowe parametry, w tym biomarkery bialkowe. Ponadto aktualnie w
postepowaniu diagnostycznym brak jest biomarkerow odzwierciedlajacych zwiaszcza wezesng faze uszkodzenia
nerek. W zwigzku z tym temat podjety przez Panig mgr Karoline Rogulska uwazam za niezwykle aktualny,
interesujacy i bardzo wazny z punktu widzenia postepowania diagnostycznego i klinicznego.



Rozprawa doktorska dotyczy oceny osmiu bialek, ktdre mogg pefnié funkcje biomarkera
odzwierciedlajgcego czynnosci nerek i postuzy¢ do diagnostyki uszkodzenia nerek u pacjentdw po przeszczepie
allogenicznym nerki. Nowe biomarkery biatkowe pozwolg na wczes$niejsze i pewniejsze rozpoznanie uszkodzenia
nerek, co umozliwi szybkie wdrozenie odpowiedniego leczenia. Oznaczanie w surowicy i moczu biomarkeréw
biatkowych moze sta¢ sig z czasem rutynowym postepowaniem diagnostycznym u pacjentéw po przeszczepie
allogenicznym nerki. Do oceny wybrano osiem biatek: (1) lipokaline zwigzang z zelatynaza neutrofiléw (NGAL)-
ulegajaca ekspresji w min. w komérkach nerek; (2) czasteczke-1 uszkodzenia nerek (KIM-1)-ulegajaca ekspresji
min. w nerkach; (3) chemokine 10 z motywem C-X-C (CXCL-10)- wydzielang min. z komorek uktadu
immunologicznego, komarek nabtonka, $rodbtonka; (4) osteopontyne (OPN)- ulegajacy ekspresji min. w nerkach i
komdrkach uktadu odporno$ciowego; (5) cystatyng C (Cys C)-produkowana przez komorki jadrzaste; (6) biatko
wigzace retinol 4 (RBP-4)-syntetyzowane w wafrobie i przez adipocyty; (7) jelitowy czynnik trefoilowy 3 (TFF3)-
wydzielany przez komorki Sluzowe jelita cienkiego; (8) klusteryne (CLU)- wystepujaca min. w nerkach. Biatka te
0Znaczono W surowicy i moczu w ukfadzie dynamicznym tj. w pierwszym dniu, po pét roku i rok po przeszczepie
nerki. Do oznaczenia ich postuzono sig dwoma czutymi metodami badawczymi tj. metoda xMap Luminex oraz
metodg ELISA. Oba badania potwierdzaja wysoki poziom uzyskanych wynikéw i $wiadcza o bardzo dobrym
przygotowaniu warsztatu badawczego jak i merytorycznego Pani mgr Karoliny Rogulskiej. Sposrod o$miu wiw biatek
najwigkszy potencjat biomarkera wykazato pie¢ z nich: lipokalina zwigzana z zelatynazg neutrofilow (NGAL);
czasteczka-1 uszkodzenia nerek (KIM-1), cystatyna C (Cys C), chemokina 10 z motywem C-X-C (CXCL-10) i
jelitowy czynnik trefoilowy 3 (TFF3).

2. Ocena merytoryczna
Wstep

Praca rozpoczyna sig obszernym 28-stronicowym wstepem. Struktura tego rozdziatu jest bardzo czytelna,
merytoryczna i dobrze skonstruowana. Ciezar merytoryczny odpowiedni do zawartosci pracy. Informacje
zaprezentowane we wstepie bardzo dobrze wprowadzajg czytelnika w temat pracy i podkreslajg waznosé podjetego
tematu i sg istotne dla poprawnej analizy przedstawionych wynikow badan. Autorka w pierwszej kolejnoci omawia
mechanizmy odrzucenia przeszczepionej nerki i typy odrzutu. Nastepnie bardzo ptynnie omawia osiem biatek, ktcre
moga by¢ wykorzystane jako biomarkery odzwierciedlajace czynnosci nerek: (1) lipokalina zwigzana z zelatynaza
neutrofilow (NGAL), (2) czasteczka-1 uszkodzenia nerek (KIM-1), (3) chemokina 10 z motywem C-X-C (CXCL-10),
(4) osteopontyna (OPN), (5) cystatyna C (Cys C), (6) biatko wiazace retinol 4 (RBP-4), (7) jelitowy czynnik trefoilowy
3 (TFF3) oraz (8) klusteryna (CLU). Fakty przedstawiane przez Doktorantke poparte sa bogata literaturg przedmiotu
swoista w temacie. Drobne potkniecia stylistyczne w tym rozdziale nie wptywaja w zaden sposéb na warto$¢
merytoryczng pracy. Wazno$¢ tematu podjetego w rozprawie doktorskiej oraz sposéb jego prezentacji dodatkowo
podkresla fakt, iz ten fragment rozprawy zostat juz opublikowany (Journal of Immunology Research; IF=4.493;
pkt.100).

Hipotezy i cele badawcze

Glownym celem badawczym byla ocena biomarkeréw wykorzystywanych do diagnostyki uszkodzenia nerek
u pacjentow po przeszczepie allogenicznym nerki. Przystepujac do badari postawiono trzy hipotezy badawcze: (1)
stezenia biomarkeréw zmieniajg si¢ istotnie w czasie (dzien, pot roku i rok po transplantacji); (2) stezenia
biomarkerow korelujg istotnie ze stgzeniem kreatyniny w tym samym punkcie czasowym; (3) wybor metody
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diagnostycznej wykorzystanej do diagnostyki uszkodzenia nerek u pacjentow po przeszczepie allogenicznym nerki
nie wptywa istotnie na warto$¢ ocenianych biomarkerow. Szczegdlowe cele badawcze obejmowaty: (1) okreslenie
wartosci diagnostycznej markeréw, w tym lipokaliny zwiazanej z zelatynaza neutrofiiow (NGAL), czasteczki-1
uszkodzenia nerek (KIM-1), chemokiny 10 z motywem C-X-C (CXCL-10), osteopontyny (OPN), cystatyny C (Cys C),
biatka wigzacego retinol 4 (RBP-4), jelitowego czynnika trefoilowego 3 (TFF3) oraz klusteryny (CLU) u pacjentow po
przeszczepie allogenicznym nerki objetych rocznym okresem monitorowania; (2) poréwnanie wptywu metody na
analizowane biomarkery oznaczane metodg ELISA oraz metoda fluorymetrii przeptywowej xMap Luminex; (3)
ustalenie czy stezenia badanych biomarkeréw w surowicy i w moczu sg uzaleznione od czasu jaki uptynat od
zabiegu przeszczepienia nerki; (4) ustalenie korelacji pomiedzy stezeniem badanych markeréw u pacjentow po
przeszczepie allogenicznym nerki i kreatyning oraz biomarkerami i wartoscig szacowanego wspotczynnika filtracji
ktebuszkowej u grupy badanej. Hipotezy i cele badawcze zostaty skonstruowane poprawnie i nie budza zastrzezen.

Materiat i Metody

Rozdziat napisany bardzo starannie i poprawnie dla tego typu opracowan naukowych. Pani mgr Karolina
Rogulska bardzo dobrze scharakteryzowata grupe badana, zaréwno oséb chorych jak i zdrowych (grupa kontrolna)
oraz materiat do badar (surowica i mocz). Badaniami objeto dorostych pacjentéw po transplantacji nerki z regionu
potnocno-zachodniej Polski. Byli to pacjenci Poradni Transplantologicznej Samodzielnego Publicznego Szpitala
Klinicznego nr 2 PUM w Szczecinie. Badania prowadzono przez 5 lat. Grupa chorych obejmowata 19 pacjentow (9
kobiet i 10 mezczyzn w wieku od 26 do 71 lat (Srednia wieku badanych 51,9+12,1 lat)), a grupa zdrowych 5 osdb.
Oprocz powyzszych danych Autorka w tym rozdziale umiescita w formie tabelarycznej bardzo szczegdtowa
charakterystyke grupy pacjentéw przed przeszczepem allogenicznym nerki, w ktorej uwzgledniono wartosci
klasycznych parametrow laboratoryjnych (kreatynina, szacowany wspdiczynnik filtracji nerkowej, mocznik, sod,
potas, chlorki, przeciwciata przeciw CMV w klasie 1gG). W rozdziale metody nie znalaztam metodyki opisujace
oznaczenie tychze w/w klasycznych parametrow laboratoryjnych. Nalezy to uczyni¢ przygotowujac manuskrypt do
publikacji. Do realizacji gtéwnego celu badawczego Pani mgr Karolina Rogulska postuzyta sie metoda fluorymetrii
przeptywowej- xMap Luminex oraz metodg immunoenzymatyczna- ELISA. Dobér metod badawczych $wiadczy o
bardzo dobrym przygotowaniu metodycznym Autorki.

Wyniki

Rozdziat ,Wyniki" stanowi bardzo obszerng cze$¢ pracy, bo liczaca az, 63 strony. Zaprezentowany opis
wynikow jest wyczerpujacy i zrozumiaty. Wyniki poparte poprawnymi obliczeniami statystycznymi w bardzo czytelny
sposob ilustrujg tabele. Konstrukcja tego rozdziatu $wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej Autorki. Najpierw
prezentuje wartosci biomarkerow u pacjentéw po przeszczepie nerki oznaczonych dwoma metodami -ELISA i
Luminex, nastepnie zmiany wartoSci stezen biomarkeréw w czasie (dzien, pdt roku po i rok po przeszczepie),
nastepnie analizuje zwigzki pomiedzy biomarkerami w surowicy i moczu, a takze pomiedzy klasycznymi
biomarkerami biochemicznymi nerek (kreatynina z szacowaniem wspotczynnika filtracji nerkowej), a pozostatymi
o$mioma biomarkerami; konczac poréwnaniem wartosci biomarkeréw oznaczonych metodg ELISA i Luminex w
grupie badanej. Wszystkie zaprezentowane w rozprawie wyniki majg charakter doniesien oryginalnych i wszystkie sq
bardzo warto$ciowe.
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Dyskusja

Rozdziat bardzo merytoryczny. Autorka skonstruowata go specyficznie dzielac domysinie na dwie czesci. W
pierwszej zaprezentowata dane z pi$miennictwa naukowego i badan wiasnych dotyczace uzyskanych wartosci
o$miu badanych biatek- NGAL, KIM-1, CXCL-10, OPN, Cys C, RBP-4, TFF3, CLU w surowicy i/lub moczu pacjentow
po przeszczepie nerek. W drugiej natomiast cméwita kazde z nich jako biomarker uszkodzenia nerek na tle badan
innych autoréw. Przy kazdym z biatek wyraznie okreélita jego potencjat diagnostyczny jako biomarkera u pacjentow
po przeszczepie nerek. Taki sposdb poprowadzenia dyskusji $wiadczy o duzej skrupulatnosci Autorki i znajomosci
tematu.

Whioski

Pani mgr Karolina Rogulska wnioski ze swojej rozprawy doktorskiej zaprezentowata w postaci sze$ciu
syntetycznych punktéw, ktdre sg odpowiedzig na cel gtdwny postawiony w rozprawie jak i cele szczegotowe. Wnioski
sg poprawne, dobrze sformutowane i wynikajg z uzyskanych wynikéw badan.

Pismiennictwo

Bardzo obszerne bo obejmujace az 312 pozycji anglojezycznych, w tym najbardziej aktualnych z 2023 r.
Taki stan rzeczy $wiadczy o skrupulatnosci Pani mgr Karoliny Rogulskiej i dociekliwosci jako ,mtodego badawcza”.
Dobér literatury bardzo dobry i swoisty w temacie.

Wykaz tabel i rycin
Wykaz tabel i rycin zaprezentowany w sposob przejrzysty i czytelny.

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim
Typowe i dobrze skonstruowane.

Zataczniki
Trzy zalgczniki zaprezentowane w sposab czytelny i przejrzysty.

3.Wniosek koricowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Rogulskiej pt..,Wybrane biomarkery diagnostyczne u pacjentow
po przeszczepie allogenicznym nerek” jest opracowaniem oryginalnym, dobrze napisanym, a jej ciezar
merytoryczny jest wtasciwy dla pracy doktorskiej. Badania przeprowadzone przez Autorke mialy jasno postawiony
cel, zostaly prawidlowo zaplanowane i zrealizowane. Wyniki przedstawione w sposob wyczerpujacy i jasny.
Rozprawa zawiera merytoryczng dyskusje i dobre wnioski. Pani mgr Karolina Rogulska wykazata, ze: (1) sposrod
o$miu przebadanych biomarkeréw pie¢ z nich: lipokalina zwigzana z zelatynazg neutrofilow, czasteczka-1
uszkodzenia nerek, cystatyna C, chemokina 10 z motywem C-X-C i jelitowy czynnik trefoilowy 3 moglyby by¢
wykorzystywane do rutynowej diagnostyki funkcji nerek po transplantacji tego narzadu. Oznaczanie rownolegle
stezenia tych biomarkerow wraz z poziomem kreatyniny i eGFR zaréwno w surowicy, jak i moczu pacjentéw moze
dostarcza¢ przydatnych informacji diagnostycznych; (2) stezenia biomarkeréw w surowicy oraz moczu oznaczone
metodg ELISA i xMap Luminex u pacjentéw po transplantacji nerki zmieniajg sie w czasie (dzien, pét roku i rok po
przeszczepieniu nerek); (3) wartoSci stezenia biomarkerdw u pacjentow po przeszczepieniu nerki oznaczonych w
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roznych punktach czasowych dwiema metodami réznig sie istotnie od warto$ci tych biatek oznaczonych u pacjentow
z grupy kontrolnej; (4) istnieje korelacja pomiedzy stezeniami pigciu biomarkeréw NGAL, KIM-1, CXCL-10, TFF3 i
Cys C w surowicy ilub moczu pacjentdw, a stezeniem kreatyniny i wartoscia eGFR gtownie w pierwszym dniu po
przeszczepieniu nerki; (5) wybor metody diagnostycznej (ELISA lub xMap Luminex) wptywa na wartosé stezenia
badanych biomarkeréw w surowicy lub moczu z wyjatkiem stezenia osteopontyny.

Biorac pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Rogulskiej
spetnia wszystkie warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. z pézniejszymi zmianami, Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Zatem moze by¢ podstawa do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu; w dyscyplinie nauki medyczne. W zwiazku z powyzszym zwracam sig do
Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu Medycznege w Szczecinie o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Karoliny Rogulskiej do dalszego postepowania kwalifikacyjnego, celem
uzyskania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki
medyczne.

Ponadto ze wzgledu na waznosc¢ i aktualnos¢ podjetego problemu badawczego-poszukiwanie
biomarkeréw biatkowych w postepowaniu diagnostycznym odzwierciedlajacych wczesna faze uszkodzenia
nerek u pacjentow po przeszczepie allogenicznym nerki, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie o wyrodznienie summa cum laude rozprawy
doktorskiej Pani mgr Karoliny Rogulskig].
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