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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Agnieszki Bargendy
pt. ,, Nowe markery wczesnego uszkodzenia 1 biozgodnosci u dzieci z
przewlekta choroba nerek leczonych zachowawczo 1 nerkozastepczo *’

Doktorantki w Katedrze i Klinice Nefrologii Pediatrycznej UMW.

U pacjentow z przewlekta choroba nerek (PChN) obserwuje si¢ poza cechami przewlektego
stanu zapalnego i uszkodzenia srodbtonka naczyn, takze wzmozona apoptozg,. Stwierdzono, ze
nasilenie tych zmian zalezy od stopnia zaawansowania PChN oraz zastosowanego leczenia.
Apoptoza, czyli zaprogramowana samobojcza Smier¢ komorki jest zjawiskiem naturalnym w
rozwoju i zyciu organizmow , dotyczy wszystkich narzadow 1 tkanek na kazdym etapie ich
rozwoju, poczawszy od embriogenezy az po starosc¢ 1 jest niezbedna do prawidlowego
funkcjonowania, bedac aktywna forma pozbywania si¢ komoérek niepotrzebnych i
uszkodzonych. Jest procesem niezmiernie ztozonym, zaleznym od rodzaju komorki i jej
wrazliwos$ci 1 wiaze si¢ z odpowiedzia na oddziatujace bodzce, ich intensywno$¢ i czas trwania.
Programowana $mier¢ komorki moze by¢ wzbudzana przez mechanizm mitochondrialny
zwigzany z uszkodzeniem komorki lub zewnatrzkomdrkowym sygnalem przekazywanym przez
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tzw. receptory $mierci. Inicjowa¢ ja moga nie tylko czynniki fizjologiczne, ale takze
patologiczne.. Zjawisko to charakteryzuje si¢ aktywacja wielu swoistych szlakow
biochemicznych, wymaga syntezy nowych biatek , zaleznych od czasteczek sygnalizujacych lub
tez wywotanych przez czynnik uszkadzajacy komoérke. Przekazywanie sygnatu do apoptozy
rozpoczyna si¢ przylaczeniem liganda do receptora smierci (Fas/FasL), w wyniku czego
dochodzi do szybkiej rekrutacji biatek przekazujacych sygnat inicjujacy kaskadg enzymow
proteolitycznych(kaspaz) niszczacych komorke. Swoéj udziat w tym zjawisku maja takze m.in.
metaloproteinazy (MMPS) i ich inhibitory (TIMPS). Odgrywaja one kluczowa rol¢ w utrzymaniu
rownowagi pomiedzy produkcja i degradacja biatek macierzy zewnatrzkomorkowe;.
Potwierdzono ich aktywnos$¢ w wielu stanach patologicznych , w tym w chorobach nerek.
Wykazano rowniez hamujacy wptyw inhibitorow metaloproteinaz TIMP-1 i TIMP-2 na procesy
apoptozy komorek, m.in. przez hamowanie aktywnosci MMPs Wsrdd innych czynnikéw
bioracych udzial w apoptozie wymienic¢ trzeba biatka szoku cieplnego((Hsp27),cytokiny (IL 4) i
molekuty adhezyjne(e-Selektyna). Niektore z nich np. biatko szoku cieplnego Hsp27, maja
charakter ochronny i antyapoptotyczny, poprzez blokowanie zewngtrznego Fas — zaleznego i
wewngetrznego szlaku $mierci komorki. Biatko to jest uwalniane z uszkodzonych i zmienionych
zapalnie komorek 1 pelni role sygnatu ostrzegawczego dla uktadu odporno$ciowego, pobudzajac
produkcje cytokin prozapalnych i aktywacje jadrowego czynnika NF-kB. Podobnie charakter
ochronny przypisuje si¢ niezbadanej dotychczas w PChN survivinie. Pomimo wielu
przytaczanych w piSmiennictwie danych dotyczacych apoptozy, wiedza na temat tego zjawiska
jest niewystarczajaca. Mnogo$¢ mechanizmow prowadzacych do zaprogramowanej $mierci
komorek oraz nie do konca jasne miedzy nimi powiazania sklaniaja badaczy do podejmowania
dalszych badan.

W cyklu 4 prac pod wspdlnym tytutem ,, Nowe markery wczesnego uszkodzenia i
biozgodnosci u dzieci z przewlekla choroba nerek leczonych zachowawczo i nerko
zastepcezo”, wsrod ktorych Doktorantka jest w 2. pierwszym i w 2. drugim Autorem , podjgto
probe ustalenia wzajemnych relacji miedzy czynnikami bioracymi udziat w zjawiskach
apoptozy i pobudzenia §rddblonka, w zestawieniu z wyktadnikami stanu zapalnego w r6znych
stopniach zaawansowania PChN.

W pierwszej z tych prac pt.”Survivina jako nowy marker apoptozy u dzieci z przewlekta
choroba nerek >’ uzyskane wyniki podwyzszonych stgzen surviviny, sFas, sFasL, Hsp27, E-
selektyny i IL-4 przemawiaja za rownoczesnym uszkodzeniem komorek, pobudzeniem
apoptozy i stanu zapalnego oraz uruchomieniem mechanizméw ochronnych juz od
najwczesniejszych stadiow niewydolnos$ci nerek u dzieci i nasilajacych si¢ wraz z progresja
choroby . Badania te przeprowadzono na duzej liczbie pacjentow (80) podzielonych na 3. grupy
w zaleznosci od stopnia zaawansowania PChN a grupg kontrolna stanowito 30. dzieci z
prawidtowa funkcja nerek. Wyniki badan oparto o profesjonalne metody laboratoryjne w tym z
uzyciem komercyjnych zestawow do badan testem ELISA 1 prawidlowo przeprowadzona
analize statystyczna. Praca , ktorej Doktorantka jest drugim autorem zostata opublikowana w
,Nefrologii 1 Dializoterapii Polskiej’” w 2014 r.

W drugiej pracy z omawianego cyklu prezentowane sa badania nad stezeniem surviviny, E-
kadheryny i metaloproteinaz MMP-2 iIMMP-9 oraz TGF-betal, oznaczanych w moczu i
surowicy u dzieci z PChN (n=41) i w grupie kontrolnej(n=23). Autoréw interesowat udziat
badanych markeréw w zjawiskach widknienia nerek, albowiem w pis$miennictwie istnieja



dowody sugerujace, ze przemiana nablonkowo- mezenchymalna (EMT) jest waznym
wydarzeniem w uszkodzeniu nerek. Charakterystycznymi cechami EMT jest m.in.utrata adhezji
komorkowej i zmniejszona ekspresja E-kadheryny. Jednym z gléwnych regulatorow w tych
zjawiskach jest czynnik wzrostu beta (TGF-betal), ktory kontroluje proliferacj¢ i réznicowanie
komorek. Autorzy stwierdzili istotnie wyzsze stezenie MMP-2, MMP-9, FGF-betal ,E-
kadheryny i surviviny zarbwno w moczu jak i we krwi u pacjentow z PChN w poréwnaniu z
kontrola a takze dodatnia korelacje MMP-2,MMP-9, E-kadheryny i surviviny z TGF beta 1 i
sFas, sFasL w moczu oraz istotna korelacje pomiedzy stezeniem MMP-2,MMP-9 i E-kadheryny
oznaczanymi we krwi i w moczu. Ponadto wykazano dodatnia korelacje miedzy stezeniem
surviviny w moczu i Hsp27 w surowicy. Zdaniem Autoréw podwyzszone stezenia badanych
markerow wskazuja na pobudzenie apoptozy oraz remodelingu i1 wtdknienia miazszu nerek u
dzieci z PChN a oznaczanie surviviny w moczu moze mie¢ warto$¢ jako nowy niezalezny
biomarker nerkowej transformacji nabtonkowo-mezenchymalnej. Ww. praca pt. ,, Urine
survivin, E-cadherin and matrix metalloproteinases as novel biomarkers In children with chronic
kidney disease ’,w ktorej Doktorantka jest drugim autorem zostata opublikowana w 2015 roku
w liczacym sig¢ czasopi$mie ,, Biomarkers “’.

W trzeciej z prac Doktorantka jest pierwszym autorem. Praca ta jest kontynuacja badan nad
czynnikami bioracymi udzial w procesie uszkadzania cewek 1 wtdknieniu miazszu u pacjentow z
PChN. Celem Badaczy byta ocena frakcyjnego wydalania surviviny a takze aktywatora
metaloproteiny macierzy pozakomérkowej (EMMPRIN) i MMP-7, oraz TGF betal, jako
potencjalnych markerow tego uszkodzenia.. Badania przeprowadzono na grupie 41 dzieci z
PChN 1u 33 z grupy kontrolnych., stwierdzajac istotnie wyzsze stgzenie ww zarowno we krwi
jak 1 w moczu, przy czym wszystkie parametry wzajemnie ze soba korelowaly. Analiza skupien
wykazata porownywalna warto$¢ induktora MMP, E-kadheryny i TGF betal jako biomarkerow
transformacji nablonkowo-mezenchymalnej. Praca ta pt ,,Fractional excretion of survivin,
extracellular matrix metalloproteinase inducer, and matrix metalloproteinase 7 in children with
chronic kidney disease’’, po pozytywnej recenzji zostata opublikowana w roku 2016 w ,,EMJ
Nephrol.””.

W czwartej pracy Doktorantka badata nabtonkowy czynnik wzrostu (EGF), roznicujacy
czynnik wzrostu-15(GDG-15) i surviving u dzieci przewlekle dializowanych. Celem tej pracy
byta ocena uzyteczno$ci badanych czynnikow jako markerow biokompatybilno$ci u dzieci
dializowanych otrzewnowo (n=22) i hemodializowanych (n=19). Stwierdzono statystycznie
istotnie wyzsze stezenie GDF-15 i surviviny w poréwnaniu z grupa kontrolna (n=30). W grupie
hemodializowanych byto to st¢zenie statystycznie istotnie wyzsze niz w grupie dializowanych
otrzewnowo, za$ st¢zenie EGF, ktory pelni role ochronng w badanych procesach, byto
statystycznie znamiennie nizsze u dializowanych, przy czym u dializowanych otrzewnowo
istotnie wyzsze niz i hemodializowanych. Przeprowadzono takze analiz¢ badanych parametrow
w trakcie pojedynczej sesji HD w poréwnaniu z ADO oraz zaleznos$¢ od wieku, czasu terapii 1
stanu odzywienia. Wysunigto wniosek, ze wzrost st¢zenia GDF-15 i surviviny wskazuja na
stymulacje procesow zapalnych u dzieci dializowanych. Wg Doktorantki nizsze stezenie EFG
Swiadczy o braku efektywnej protekcji przeciwko niekompatybilno$ci , za§ wyzsze warto$ci
GDF-15 i surviviny w HD niz w ADO przemawia¢ moga za wigksza kompatybilnoscia ADO.
Ostatecznie Autorzy uwazaja, ze zréoznicowanie stezen EGF,GDF-15 i surviviny u pacjentow
HD, ADO oraz po pojedynczej sesji HD moze wskazywac¢ na przydatnos¢ tych substancji jako



biomarkeréw biokompatybilnosci u przewlekle dializowanych dzieci. Praca ta, w ktorej
Doktorantka jest pierwszym autorem, ukazata si¢ w ,,Biomarkers’” w 2016 i nosi tytut
,,Epidermal growth factor, growth differentation factor -15 and survivin as novel
biocompatibility markers in children on chronic dialysis “’.

Wszystkie prace zostaly napisane w sposob przejrzysty. Dokladnie opisano badane
grupy pacjentéw, metody laboratoryjne i statystyczne. Uzyskane wyniki badan
przedstawiono w dobrze czytelnych tabelach i na rycinach. Dyskusje oparte zostaly o
najnowsze pozycje piSmiennictwa swiatowego dotyczacego omawianych zagadnien. Zostaly
pozytywnie zrecenzowane przez Recenzentéow i opublikowane w specjalistycznych
czasopismach o wysokim wspoélczynniku wplywu.

Nowatorskie tresci prezentowanych prac stanowia niewatpliwy wklad do poszerzenia
wiedzy na temat wzajemnych relacji czynnikow odpowiedzialnych za progresje PChN u
dzieci. Uzyskane wyniki badan posiadaja nie tylko wazne walory poznawcze ale takze
praktyczne . Sugeruja bowiem mozliwo$¢ oceny aktualnie toczacych si¢ procesow w
migzszu chorych nerek u dzieci przy uzyciu nowych badanych przez Doktorantke
biomarkerow jakimi sa survivina, E-kadheryna i metaloproteinazy.

Prace stanowig zwarty tematycznie cykl, maja charakter badan klinicznych i
laboratoryjnych. Dowodza duzego wkladu i dobrej orientacji Doktorantki w badanym
przedmiocie z umiejetnym wykorzystaniem najnowszych metod badawczych i
najnowszego fachowego piSmiennictwa. Zwraca uwage staranna szata graficzna i jasno
sprecyzowane wnioskKi.

Podsumowujac, przedstawiony do recenzji cykt 4 prac pod wspolnym tytulem ,, Nowe
markery wezesnego uszkodzenia i biozgodnosci u dzieci z przewlekla choroba nerek
leczonych zachowawczo i nerkozastgpczo ¢’ spelnia warunki Ustawy z dnia 14.03.2003.i
Rozporzadzenia MNiSW z dnia 30.10.2015 w sprawie szczegotowego trybu warunkow
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim. Dlatego wnosz¢ o dopuszczenie lek.
Agnieszki Bargendy do dalszych etapow postepowania doktorskiego . ROwnoczesnie, biorac
pod uwage nowatorska tematyke, duze znaczenie praktyczne przedstawionej pracy
doktorskiej i ogromny osobisty wklad Doktorantki nie tylko w wykonanie czg$ci
laboratoryjnej badan i opracowanie statystyczne, oraz uwzgledniajac doskonalg
umiejetnos¢ wyciagania wnioskow z uzyskanych wynikow i ich interpretacj¢ w oparciu o
Swiatowe piSmiennictwo wnioskuje o wyroéznienie ww .
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