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Wybrane biatka surowicy i moczu jako biomarkery aktywnosci choroby w
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neutrofilow

autorstwa lek. med. Olumide Olatubosun Rowaiye
praca wykonana pod kierunkiem dr hab. med. Mariusza Kusztala

Problem diagnostyki i terapii uktadowego zapalenia naczyn (vasculitis) jest nie tylko
nadal aktualny ale réwniez trudny do rozwigzania. Mimo, ze choroba nalezy do kregu tzw.
schorzen rzadkich, to w praktyce klinicznej, a szczegélnie  w  osrodkach
wysokospecjalistycznych, jest wyraznie obecna i nierzadko ma fatalny przebieg. Rokowanie,
pomimo nowych opcji terapeutycznych i opracowanych schematéw postepowania, nie jest
dobre. Ocena jej aktywnosci, wobec braku stosownych biomarkeréw, zawsze byfa i jest

duzym wyzwaniem.

Schorzenia z grupy vasculitis to obszerny rozdziat w medycynie. Sg to zazwyczaj
wielouktadowe choroby o etiologii autoimmunologicznej, o niejasnej patogenezie, dotyczace
naczyn réznego kalibru. Jedna z jej form, zajmujaca drobne i $rednie naczynia, jest uktadowe
zapalenie naczyn zwigzane z przeciwciatami przeciwko cytoplazmie neutrofiléw (ANCA), ang.

AAV (ANCA-associated vasculitis).

Przeciwciata przeciwko endotelinie-1 typu A (anty-ETAR) oraz rozpuszczalny receptor
dla urokinazowego aktywatora plazminogenu (suPAR), to biatka bedace biomarkerami m.in.
uszkodzenia naczyn i waskulopatii zwigzanych ze stanem zapalnym. Istnieja doniesienia o roli
suPAR jako wskaznika prognostycznego w réznych populacjach pacjentow cierpigcych na

schorzenia zapalne. Stad wynika préba ustalenia przydatnosci oznaczania przeciwaciat anty-




ETAR w surowicy oraz suPAR w osoczu i moczu jako biomarkeréw aktywnosci choroby u
pacjentéw z AAV. Tak wigc przedmiot podjetych przez Doktoranta badan jest ciekawy i

uzasadniony - zaréwno z uwagi na aspekty poznawcze, jak i codzienng praktyke kliniczna.

Monografia wraz z piSmiennictwem liczy 132 strony druku. Posiada typowy dla dysertacji

doktorskich uktad. Obszerny wstep poprzedzony jest spisem tresci i indeksem skrotow.

We Wstepie Autor przybliza definicjg, epidemiologie, kryteria rozpoznania i obraz
kliniczny waskulitow zwigzanych z przeciwciatami ANCA (anti-neutrophil cytoplasmic
antibody, przeciwciata przeciwko cytoplazmie neutrofilow) wyrdzniajac, zgodnie z
obowigzujgcym konsensusem z Chapel Hill z 2012r., ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn
(GPA), eozynofilowg posta¢ GPA (EGPA) i mikroskopowe zapalenie naczyn (MPA). Nastepnie
wyczerpujaco przedstawia charakterystyke, role w patogenezie AAY, czesto$¢ wystgpowania i
specyfike oznaczania przeciwciat ANCA. Bardzo stusznie podkreséla, ze u czgsci chorych,
pomimo charakterystycznego obrazu klinicznego AAV, nie stwierdza sig przeciwciat ANCA,
stad m.in. wynikaja problemy sar6wno w nomenklaturze jak i w klasyfikacji tej jednostki
chorobowej. Z drugiej strony dodatni wynik tych przeciwciat moze niespecyficznie pojawiac
sie w innych chorobach np. infekcyjnym zapaleniu wsierdzia, zespole Goodpasture’a czy
zapalnych chorobach jelit. Autor zwraca uwage na uwarunkowania genetyczne i czynniki
¢rodowiskowe, infekcyjne i jatrogenne majace wptyw na rozw6j AAV. Zgodnie z najnowszymi
doniesieniami wymienia takze inne rodzaje przeciwciat (przeciwko plazminogenowi, LAMP-2
czy przeciwko moezynie), ktore prawdopodobnie biorg udziat w etiopatogenezie zapalnych
waskulopatii. Przedstawia zatozenia diagnostyki i rozpoznania roéznicowego AAV zwracajgc
uwage na brak jasnych kryteriow diagnostycznych i wynikajace z tego utrudnienia. Autor
podkresla role biopsji tkankowej w rozpoznaniu AAV ze szczeg6lnym zwrdceniem uwagi na
biopsje nerki i ptuca. Biopsja nerki dostarcza réwniez danych prognostycznych, jednak
interpretacja zmian nie jest oczywista i wymaga stworzenia ujednolicone] klasyfikacji. Autor
przedstawia aktualne skale oceny aktywnosci choroby stosowane w praktyce klinicznej tj.
BVAS (Birmingham Vasculitis Activity Score), VDI (Vasculitis Damage Index) a takze znaczenie
monitorowania przeciwcial ANCA oraz wskaznikow ostrej fazy (CRP, prokalcytonina).
Doktorant zaznacza, ze przeciwciata ANCA nie s3 uniwersalnym markerem i nie stuig do
monitorowania aktywnosci choroby. Obszerny rozdziat Wstepu poéwigcony jest biomarkerom

bedacym kandydatami do oceny aktywnosci AAV, wsrdd ktérych uwagg Autora przyciaggnety




dwa — przeciwciata anty-ETAR i rozpuszczalny receptor suPAR. Ich struktura, rola i dowody
naukowe na mozliwoé¢ zastosowania zostaty szeroko opisane. Wstep zamykaja wyczerpujgce
informacje na temat terapii AAV, rokowania i czynnikdw ryzyka nawrotu choroby. Opis jest
wyczerpujacy, informatywny i stanowi dobrg podbudowe merytoryczng do
przeprowadzonego badania. Jedynymi zastrzezeniami w tym miejscu dysertacji jest brak
wyjasnienia niektorych skrétow np. RLV w Tabeli 2 (str. 18) i nieprecyzyjne wyjasnienie
terminu ,remisja choroby” (str. 43). Zgodnie z 6-3 pozycja pismiennictwa, na ktdrg Autor sie
powotuje, definicja ta zaktada dobra kontrole choroby przez 26 miesiecy dla wszystkich
chorych (wazny jest wiec czynnik czasu, 0 ktérym Doktorant w ogole nie pisze) i w przypadku
pacjentéw pozostajgcych na terapii doustnej < 10 mg prednizolonu dziennie remisjg okresla

BVAS <1 (w wiec nie = 0 w kazdym przypadku, jak podaje Autor).

Podsumowujac te czes$¢ pracy, Wstep napisany jest zwieile, logicznie i bardzo
przystepnie. Jest dobrym wprowadzeniem czytelnika w pryncypia problematyki rozwinietej w

dalszej czgsci.

Cele pracy, podane w sposob zwiezty, syntetyczny i logiczny, wyptywajg z rozwazan
zawartych we wstepie. Autor wytycza, jako gtowne zadanie, oceng przydatnosci oznaczania
W 0sOCzu i moczu rozpuszczalnego receptora suPAR jako biomarkera aktywnosci uktadowego
zapalenia naczyn zwigzanego z ANCA. Witérne cele to 1) oznaczenie przeciwciat anty-ETAR w
surowicy pacjentdw z AAV i sprawdzenie ich zwiagzku jako ewentualnego biomarkera z
aktywnoscia/remisja choroby, 2) sprawdzenie zwigzku pomiedzy suPAR i anty-ETAR a funkcja
nerek, czynnikami demograficznymi (pte¢, wiek), biochemicznymi (CRP) i serologicznymi

(stezenie ANCA).

Materiat do prospektywnych badan obserwacyjnych (mediana okresu obserwacji 12
miesiecy) pozyskano od 60 chorych ze zdiagnozowanym (wyktadniki kliniczne/potwierdzenie
biopsyjne) uktadowym zapaleniem naczyh zwigzanym z ANCA leczonych w Klinice Nefrologii i
Medycyny Transplantacyjnej i jej przyklinicznym ambulatorium oraz Klinice Reumatologii i
Choréb Wewnetrznych Uniwersyteckiego Szpitala we Wroctawiu. Grupe kontrolng stanowito
21 zdrowych ochotnikéw. Kryteria wiaczenia i wytaczenia sg przejrzyste. Zastrzezenia budzi
jedynie zamieszczenie we wstepnej charakterystyce chorych (Tabela 13 str. 49) wynikow

oznaczenia badanych biomarkerow, ktére powinny sie znalez¢ na poczatku Wynikow.




Metody oznaczer laboratoryjnych zostaly poprawnie przedstawione. Nie do konca
zrozumiate jest jednak zatozenie podziatu grupy badanej na podgrupy definiowane jako
remisja i choroba aktywna. Powotujac sie na definicjg remisji [6 pozycja pismiennictwa] w
podgrupie chorych na przewlektej terapii steroidami (a tych w badanej populacji byto 96.7%
wg Tabeli 18) wydaje sig, ze BVAS powinien wynosi¢ nie 0 ale < 1, a BVAS podgrupy 2z
aktywna chorobg >1 ( a nie 2 1). Niemniej jednak nie jest jasne czy ,low dose” (niska dawka)
steroidéw byta < 10 mg u tych chorych i czy spetniata kryteria definicji zgodnie ze zrodtem,
na ktére powotuje sie Autor. Nalezy to doprecyzowaé. By¢ moze byta wyzsza i dlatego
zaostrzono kryteria przynaleznosci do poszczegolnych grup. Nie jest znany réwniez czas
remisji, jaki byt brany pod uwage przy kategoryzacji grup. Odsytanie czytajgcego na strong
internetowa, gdzie po zalogowaniu sig mozna uzyska¢ dostep do szkolenia dotyczacego

interpretacji skali BVAS jest w tej sytuacji niecelowe, poniewaz niczego nie precyzuje.

Metody badar zastosowane przez Doktoranta i techniki analizy laboratoryjnej sg ogolnie
przyjete i w petni poprawne. Metody statystyczne zastosowane w pracy sg starannie dobrane
i adekwatne zaréwno do zatozen jak i obranych technik. Jedynym zastrzezeniem jest brak
informacji o metodzie testowania rozktadu zmiennych liczbowych, ktére, sadzac po

zastosowanych testach korelacji, byty niejednorodne (rozktad normalny i/lub skosny).

Wyniki badar Autor przedstawit na 27 stronach w postaci opisowej oraz zilustrowat je 30
tabelami i 8 rycinami. Zwraca uwage bardzo tadna forma graficzna. Wyniki badan sa bardzo
ciekawe. Autor opisuje, Ze w surowicy pacjentow z aktywnym AAV (przyjete BVAS 2 1)
stwierdzono przeciwciata anty-ETAR w  43% przypadkéw (u 26 chorych), w tym u
przewazajacej wiekszosci (bo az u 21) pacjentéw z aktywnym AAV. U chorych z aktywnym
AAV stwierdzono réwniez wyzsze stezenie suPAR w osoczu oraz wyzsze wartosci stosunku
SuPAR do kreatyniny w moczu w poréwnaniu z pacjentami w remisji (BVAS = 0). Osoczowe
stezenie suPAR korelowato dodatnio z punktacjg w skali BVAS, co potwierdza hipotezg
wyjéciowg o rozwazeniu tego biatka jako potencjalnego markera aktywnosci AVV. Analiza
krzywej ROC pozwolita na ustalenie odciecia dla stezenia suPAR w osoczu na poziomie 4.94
ng/ml jako wartosci predykcyjnej aktywnej choroby (przy czutosci 69%, swoistosci 90% i PLR
6.9). Dla miana przeciwciat anty-ETAR w surowicy warto$¢ ta wyniosta 3.35 U/ml (przy
czutoéci 57%, swoistoéci 95% i PLR 11.4), a dla wartoéci stosunku suPAR do kreatyniny w

moczu odpowiednio 7.442 ng/mg (przy czutoéci 48%, swoistoéci 96% i PLT 12). Stwierdzono




znamienng statystycznie ujemnga korelacje pomiedzy stezeniem suPAR w 0soCzu a szacowang
wielkoécig filtracji ktebuszkowej (eGFR) podczas gdy zaréwno miano przeciwciat anty-ETAR w
surowicy, jak i stosunek suPAR do kreatyniny w moczu takiej korelacji nie wykazywaty.
Nakazuje to zachownie duzej ostroznoéci w interpretacji wynikéw stgzenia 0soczowego
SuPAR, gdyz spadek filtracji ktebuszkowej moze wptywac na biodegradacje tego biatka i
zawyzaé jego pomiary. Miano przeciwciat ANCA, standardowo oznaczane w praktyce

klinicznej, nie korelowato z aktywnoscia choroby. Korelacjg taka wykazano dla CRP.

W okresie obserwacji u 10 chorych (16.7% badanych) stwierdzono nawrot choroby (5
przypadkéw nawrotu o cigzkim i 5 o tagodnym przebiegu). Stezenia suPAR w osoczu byty
zZnamiennie wyzsze w grupie z nawrotem. Co ciekawe, nawrotu nie obserwowano w rzadnym
przypadku wsréd chorych hemodializowanych. Ponadto, w okresie obserwacji wystapifo 5
zgondw (8.3%), z czego 20% byto spowodowanych zaostrzeniem choroby podstawowej, 40 %
- infekcjami, 20% - chorobg nowotworowg i 20% - miato inng przyczyne. We wszystkich
przypadkach obserwowano wysokie wartosci suPAR w osoczu na poczatku badania,
aakcentowano wiec dodatkowg uzyteczno$¢ suPAR w osoczu jako niekorzystengo markera

prognostycznego.

W przedstawieniu Wynikéw wdarta sig jednak niescisto$¢ pod postacia rozbieznosci
iloéciowej podgrup pacjentow w stosunku do podawanej liczebnosci grupy badanej. W
Opisie badanej populacji i w Streszczeniu Autor podaje, ze grupa chorych ze zdiagnozowanym
AAV wynosita 60 os6b. W Wynikach, w podrozdziale 5.1 na str. 58 oraz w Tabelach 19 i 20
podgrupa BVAS = 0 liczy 20 pacjentéw, a podgrupa BVAS 2 1 liczy 50 chorych — tacznie 70
badanych. Przeliczajgc procentowo dane przedstawione w dalszych podrozdziatach wynika,
7e grupa badana liczyta 60 a nie 70 pacjentéw stad wnioskujg, ze w wymienionym

podrozdziale i Tabelach jest btad.

Pragne jednak podkresli¢, iz wyniki badan uzyskane przez Doktoranta uwazam za bardzo

ciekawe i istotne w praktyce klinicznej.

Dyskusja, to dos¢ krotki, ale niezwykle istotny i merytorycznie bardzo dobrze napisany
rozdziat monografii. Jest silng strong dysertacji. Autor dyskutuje kazdy aspekt stawianej przez
siebie hipotezy. Na poczatku omawia cechy idealnego biomarkera, co stanowi dopetnienie

wstepu i uzupetnia merytoryczng podbudowe pracy. Nastgpnie dyskutuje, w opraciu o




piémiennictwo, kliniczne podobienstwa i roznice stwierdzane pomiedzy badang grupa
chorych a aktualnie dostepna wiedza praktyczng. W kolejnych paragrafach koncentruje sig
na badanych biomarkerach szeroko analizujac uzyskane wyniki. Zwraca uwagg na pewien
potencjat miana przeciwciat anty-ETAR w réznicowaniu aktywnej choroby AAV i jej remisji,
podkreslajgc mankamenty tej hipotezy przetozone bezpoérednio na wczesniej opisane
rezultaty. Natomiast podkresla, szeroko argumentujac, przydatnos¢ ozanczanhia 0SO0CZOWego
suPAR w tym aspekcie. Potwierdza jednoczesnie matg przydatnos¢ przeciwciat PR3-ANCA i
dobra korelacjg CRP z aktywnoscia choroby, co dokumentuje poprawnos¢ przeprowadzonego
badania. Autor stusznie zwraca uwage na znaczenia stezenia suPAR w osoczu W identyfikacji
chorych ze zwigkszonym ryzykiem nawrotu choroby a nawet zgonu. Doktorant przeprowadza
szczegb6towq analizg przyczyn zgondw u pacjentow z AAV. w roznych aspektach, m.in. w
odniesieniu do rodzaju terapii immunosupresyjnej i jej dawek kumulacyjnych. Ta czesc
monografii jest szczegdlnie ciekawa poniewaz porusza ucigzliwe zagadnienie powikian

dtugoterminowego leczenia uktadowego zapalenia naczyn i jego skutkow odlegtych.

Dla porzadku jedynie dodam, iz podczas przygotowywania pracy do druku Doktorant
powinien takze skorygowac btedne sformutowania jak np. zajecie nerek zamiast ,zajecie

nerkowe” czy stezenie w miejsce ,poziomu” prokalcytoniny.

Doktorant, pod koniec Dyskusji, zamieécit podrozdziat mowigcy o ograniczeniach
przeprowadzonego badania. $wiadczy to o duzym obiektywizmie i éwiadomosci zaréwno
waloréw wtasnej pracy, jak i jej niedociagnie¢. Bardzo stusznie Autor wypunktowat:
obserwacyjny charakter badania z duzg rdéznorodnoscig czasu trwania choroby, brak
mozliwoéci odniesienia wynikéw do pomiaréw u chorych bez zajecia nerek i ograniczenia

metodologiczne u pacjentéw ze schytkowa niewydolnoscig nerek.

Whioski wynikajace z przeprowadzonych badan zostaty zawarte w 6 punktach.
Najwazniejszy z nich ma bezposérednie odniesienie do praktyki lekarskiej i dotyczy mozliwosci
zastosowania rozpuszczalnego receptora dla urokinazowego aktywatora plazminogenu w
osoczu jako biomarkera aktywnosci AAV. Natomiast ze wzgledu na jego bezposrednig,
odwrotng zalezno$¢ od funkcji nerek, whiosek 4 powinien by¢ podany jako drugi, poniewaz
jest bardzo istotny i nakazuje ostroznoéé w interpretacji pierwszego. Wniosek 3 zawiera

nieécistoé¢, poniewaz miano przeciwciat anty-ETAR nie korelowato z eGFR, wiec nie




pozostawato ,w pewnym zwiazku z funkcja filtracyjng”, jak pisze Autor.

Dla porzadku dodam, ze pismiennictwo liczy 184 pozycje i zostato skrupulatnie dobrane.
Zataczony spis tabel i rycin oraz indeks skrotéw stanowczo utatwia czytanie pracy. Zatgczone
streszczenia licza po 3 strony (wersja polsko- i anglojezyczna), sg rzeczowe i merytoryczne, co
réwniez ufatwia zapoznanie sig z problemem. Zawierajg jednak btad: na str. 102 czytamy, ze
przeciwciata anty-ETAR przebadano w osoczu, podczas gdy w catfej pracy Doktorant pisze o

ich oznaczaniu w surowicy.

Moje podsumowanie dysertacji, ktoérag miatam przyjemno$¢ recenzowac  jest
jednoznaczne. Temat pracy, niezwykle aktualny i pozyteczny z punktu widzenia praktyki
lekarskiej, jest bardzo dobrze wybrany. Jego realizacje przeprowadzono poprawnie, z
wykorzystaniem prawidtowego warsztatu badawczego. Doktorant wykazat sie duza wiedza,
ktora popart aktualnym piSmiennictwem, trafnie wykorzystanym we Wstepie, Metodyce i

Dyskusji.

Roéwnie jednoznaczny jest moj wniosek koficowy: praca pt. ,,Wybrane biatka surowicy i
moczu jako biomarkery aktywnosci choroby w ukladowym zapaleniu naczyn zwigzanym Z
przeciwciatami przeciw cytoplazmie neutrofilow™ autorstwa lek. med. Olumide Olatubosun
Rowaiye wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. med. Mariusza Kusztala speinia wszystkie

kryteria przewidziane odpowiednig ustawa wymagane na stopien doktora nauk medycznych.

W zwiazku z powyiszym sktadam na rece Pani Dziekan Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie lek. med. Olumide

Olatubosun Rowaiye do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

rof. dr hab. med. Beata Naummik
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