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Ocdna rozprawy doktorskiej
Lek. med. Lukasza WChalaka pt. ,NGAL (lipokaliny zwigzanej
z zelatynazq neutrofili) jako wskaznik predykcyjny dysfunkcji nerek

w przebiegu przewleklej niewydolnosci krgzenia."

Wykommga pod kierunkiem naukowym

Pana Profes{jora dr hab. n. med. Jacka Rysza

w Uniweisytecie Medycznym w Eodzi.

;

Choroby sercowo - naczyniow?'e sg jednym z gléwnych probleméw zdrowotnych w Polsce.
Znanych jest wiele czynnikéw ryzyli:a zachorowania na niewydolno$¢ serca miedzy innymi:
wiek, ple¢ meska, nadciénienie tqtniijk:ze, przerost lewej komory, chorobe wieficowa, cukrzyce,
wady zastawkowe, nadwage oraz dy;sfunkcj¢ nerek.

W ostatnich dekadach ocenia sie, Zeidosz%o do podwojenia liczby 0s6b z niewydolnoscia serca.
Dodatkowo niewydolnosé serca naléiy do choréb o bardzo ztym rokowaniu a wskazniki

5 letniego przezycia w tej chorobie éq gorsze od przezycia 0s6b z choroba nowotworowa.
Rozkiad i nasilenie czynnikéw ryzylé;;a W populacji determinuje czesto$¢ wystepowania i etiologie
niewydolnosci serca.

Problem wspétchorobowosci c!;horych z niewydolnoscia serca w znacznym zakresie
dotyczy chordb nerek. Stad tez poje;qie zespotu sercowo - nerkowego wprowadzone w 1992 roku.
Lipokalina zwiazana z zelatynaza nefutroﬁli (NGAL) jest znana jako wskaznik w ostrej
1 przewleklej niewydolnosci serca al%: jak dotad nie doczekata sie opracowania kompleksowej

oceny u chorych z niewydolnoscig nérek.
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W recenzowanej pracy Doktorant podejmuje udang prébe zmierzenia sie z tym tematem.

Recenzowana rozprawa ma u

kfad typowy dla dysertacji doktorskiej liczby 107 stron

1 obejmuje wykaz skrétow, wstep, |5 rozdziatdw, w ktérych Doktorant przedstawia wszystkie

kwestie dotyczace realizowanego

adania nastepnie pismiennictwo, spis tabel z wynikami badan

wiasnych, spis rycin oraz streszczenie w Jezyku polskim.

Cala prace czyta si¢ z ogromna przyjemnoscig i nieustajagcym zainteresowaniem.

Poza warto$cig merytoryczna, zwraca uwage niezywkle staranny jezyk pracy.

Autor w sposéb wyczerpujacy oprdcowat wstep wprowadzajacy do podejmowanego przez siebie

tematu w ktérym wskazat w sposé

niebudzacy zatrzezen uzasadnienie dla podjetych badan.

Autor zwraca uwage na funkcjonowanie uktadu krgzenia w powiazaniu z funkcjonowaniem

nerek.
Doktorant opisuje mechanizmy fizj

chorobowych.

ologiczne jak i patofizjologiczne réznych stanéw

Autor opisuje zespoty sercowo - netkowe oraz biomarkery w zespotach sercowo nerkowych.

Opisuje wykorzystanie grup biomatkeréw w niewydolnosci serca opracowane przez Kimmenade

gdzie wyrdznia sie:

1. Zwigzane 7 zapaleniem: CRP;TNIF - alfa; TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis), IL -
1,IL -6,IL-10,1L - 18, LP - PLAiZ (lipoprotein - associated phospholipase A2), Soluble TNF

receptors 1 ang 2, YKL - 40, IL - 1

receptor antagonist, Midkine, Leucine - rich 2 - glycoprotein,

PTX3, CA - 125, SI00A8/A9 complex, Osteoprotegerin, Serine protease PR3, Soluble endoglin,

Adiponectin.

2. Zwigzane ze stresem oksydacyjnym: Oxidized LDLs; MPO; Urinary biopyrrins; Urinary and

plasma isoprostanes; Urinary 8-hydroxy -2-deoxyguanosine; Plasma malondialdehyde.

3.Zwiqzane z przebudowgq substancﬁ migdzykomdrkowej: MMP2, MMP3, MMP9); TIMP1; IL-

6, Collagen propeptides; N-terminal collagen type III peptide; Myostatin; Syndecan - 4;

Galactin-3.
4.Neurohormony: Norepinephrine;

copeptin; Endothelin - 1; Urocortin;

Renina; Angiotensyna II; Aldosteron; Arginine vasopressin,

Chromagranin A and B; MR- proADM

5. Zwigzane z uszkodzeniem miocytéw i apoptozg: Troponins I and T: Myosin light-chain kinase

I; Heart -type fatty - acid-binding prqte in; Creatine kinase MB fraction SFAS (soluble apoptosis -




stimulating fragment); Heat shock protein 60; STRAIL (soluble TNF - related apoptosis -
inducting ligand)

6. Zwigzane ze stresem miocytow: BNP; NT-proBNP; MR -proANP; sST2; GDF-15

7. Zwigzane 7 czynnikami pozasercowymi: RDW (red blood cell distribution width), Cystatin -
C; beta- trace protein; NGAL; NAG {N-acetyl-(D)- glucosamidase}, ; KIM-1 (kidney injury
molecule-1); beta 2- microglobulin; Urinary albumin - to - creatinine ratio; Triiodothyrone.

Podaje réwniez kolejne opracowanie biomarkeréw przez badaczy japonskich:

1. Neurohormony: Peptydy natriuretyczne (ANP, BNP, CNP i pokrewne peptydy); markery
systemu renina -angiotensyna-aldosteron; katecholaminy; endoteliny; wazopresywna argininowa
i kopeptyna; adrenomedulina i proadrenomedulina.

2. Markeryuszkodzenia serca (apoptoza i martwica): troponiny sercowe (cTns); H-FABP (heart-
type fatty acid binding protein), APO - 1 (Fas), GDF-15 (growth differentiation factor -15);

3. Markery stresu oksydacyjnego: oxLDL (oxidized low-density lipoproteins);
mieloperoksydaza; izoprostany; 0SOCZOWY malodialdehyd; kwas moczowy w surowicy;
biopyriny w moczu.

4. Zwigzane 7 przebudowq substancji migdzykomorkowej: MMPs (matrix metalloproteinases) i
tkankowe inhibitory MMPs?;n telopeptydy i propetydy kolagenu typu I i ITI, osteopontin, galactin
3

5. Markery zapalenia: CRP; cytokiny i zwiazane z nimi receptory; interleukiny (IL-1; IL-2; IL-6;
IL-180 TNEF- £; ST-2; pentraxin 3.

6. Markery kacheksji: trijodotyronina, IGF-1 1 GH, kortyzol, adiponektyna, leptyna.

Jak wynika z obu zestawien latwiej chyba znalezé biomarkery, ktore nie sg zwigzane z
niewydolnoscia serca niz biomarkery swoiste dla tej jednostki chorobowe;j. Swiadczy to zar6wno
o ztozonodci mechanizméw obserwowanych w ostrej i przewlekle; niewydolnosci serca jak i
o wplywie czynnikéw pozasercowych na sam/e patomechanizm/y w niewydolnosci serca.

W obu klasyfikacjach biomarker6w NGAL okreslony jest jako czynnik pozasercowy lub
inhibitor MMPs (metaloproteinazy).

W przypadku zespotéw sercowo - nerkowych do$é powszechnie przyjmuje sie, ze

biomarkerami zwigzanymi z zespotami CRS sa:



1. NGAL (Lipokalina neutrofilowa zwiazana z zelatynazg) - biatko zwigzane z odpornoscia
naturalng, w neutrofilach sekwestruje zelazo i na tej drodze hamuje wzrost bakterii.
Wystepuje w neutrofilach, nerce, prostacie, nablonku uktadu oddechowego i przewodu
pokarmowego. Uznawany za czuty wskaznik uszkodzenia nerek.
2. CRP (biatko C-reaktywne) - traktowane jako wskaznik proces6w zapalnych w organizmie.
3. ADMA (asymetryczna dimetyloarginina) postrzegana jako niezalezny czynnik ryzyka choroby
wiencowe;j.
4. SDMA (symetryczna dimetyloarginina) uznawana za marker wczesnego stadium choroby
nerek jak réwniez umozliwiajacy ocene ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej serca.
5. BNP - peptyd natriuretyczny ,,mézgowy", produktywny przez miocyty komér serca.
6. NT - pro BNP klasyfikowany jako czuty wskaznik diagnostyczny, rokowniczy i predykcyjny
niewydolnosci serca.
Lezai¢ i wspétpracownicy (61) proponuje panele badafi diagnostycznych w ostrej niewydolnosci
nerek (AKI):
- panel osoczowy: NGAL, cystatyna C
- panel moczowy: NGAL, KIM-1 (kimdley injury molecule-1), interleukina - 18, cystatynaC,
alfal - mikroglonulina, fetuina- A, Gro-alfa, i meprina).
Dla przewlektej choroby nerek panel osoczowy jest podobny jak w AKI, natomiast w moczu
nalezy oznacza¢ NGAL, ADMA (asymmetric dimethy] arginine) i LFABP (livertype fatty acid-
binding protein).

Doktadnie opisuje biomarkery zwigzane z zespotami sercowo - naczyniowymi.
Jak podkresla Autor liczba markeréw swoistych dla konkretnego schorzenia Jest niewielka.
Stad w chorobach przewlektych takich jak np. nadcisnienie, niewydolnosé serca czy przewlekta
niewydolnos¢ nerek wykorzystuje sie pakiety biomarkeréw zaréwno do celow diagnostycznych,
prognostycznych jak i monitorowania terapii.

Wobec czego czyni podjety temat przez Doktoranta aktualnymi i waznym takze
z praktycznego i poznawczego punktu widzenia.

Podsumowujac wstep recenzowanej dystentacji jest on usystematyzowany i daje przeglad

aktualnej wiedzy na temat zagadnien stanowigcych temat Autora.



W tej czgsci pracy Doktorant wykazat sig znajomoscia poruszanej problematyki i piSmiennictwa,
umiejetnodcig wyboru i prezentacji najwazniejszych kwestii oraz zdolnoscig argumentowania
zasadnosci powstania i realizacji swojego projektu badawczego.

W kolejnym rozdziale Autor przedstawia gtéwny cel badania, ktérym byto:

- ustalenie czy NGAL spetnia warunki czynnika (biomarkera) predykcyjnego wystapienia
uszkodzenia nerek w przebiegu przewlektej niewydolnosci krazenia.

- identyfikacja choréb, w przypadku ktérych istnieje zwigzek miedzy wystapieniem schorzenia
a stezeniem NGAL w surowicy.

Cele badania zostaty jasno sformulowane i $3 uzasadnione wyzwaniami badawczymi,
wynikajacymi z przegladu piSmiennictwa i klinicznych obserwagji.
Materiat i metody:

Charakterystyka badanej populacji:

Grupa badania liczyta 55 mezezyzn i 23 kobiety, w wieku od 28 do 74 lat. Do grupy
kontrolnej zaliczono 13 kobiet i 32 mezezyzn - krwiodawedéw, ktérych probki krwi pobrano po
uzyskaniu indywidualnej zgody na uczestnictwo w badaniu (Zgoda Komisji Etycznej przy UM
w Lodzi RNN/135/1 3/KB).

Do badan zakwalifikowano kolejnych pacjentéw przyjmowanych i leczonych w latach
201612017 w trzech oddziatach:

- Klinika Nefrologii, Nadcisnienia Tetniczego i Medycyny Rodzinnej USK im. WAM - CSW
w £odzi;

-Klinika Kardiologii UM w Y.odzi;

- Klinika Kardiologii Szpitala w Easku.

Do grupy badanej zaliczono kolejnych pacjentéw, u ktérych w momencie badania przy
przyjeciu rozpoznawano niewydolnosci krazenia jako rozpoznanie gléwne. Ponadto
dokumentacji indywidualnej pacjentéw, zgodnie z klasyfikacjg ICD - 10. Grupa badana zostata
podzielona pod wzgledem wieku, oceny funkcji wydalniczej nerek, wydolnosci krazenia, stezenia
CRP. Przewlekla niewydolnos$¢ nerek f0zpoznana zostata na podstawie wywiadu oraz
wyliczonego GFR met. MDRD.

Kryteria wiaczenia do badania: pacjenci z rozpoznana niewydolno$cig krazenia niezaleznie
od stopnia niewydolnodci wg klasyfikacji NYHA.

Kryteria wytaczenia z badania:



1 innych stanéw, ktére mogg wplynaé na poziom biomarkeréw.

W grupie badanej i kontrolnej okreslono poziomy biomarker6w: NGAL, CRP, BNP, NT -
pro BNP, NGAL, ADMA (asymetryczna dimetyloarginina), SDMA (symetryczna
dimetyloarginina) oraz uromoduliny, ktére oznaczono za pomoca metody ELISA.

Materiat i metody badawcze Autor przedstawit wyczerpujaco.

Analiza statystyczna zostata dobrana prawidtowo a wybor testéw i modeli oraz Sposéb
wnioskowania jest bardzo dobry i staranny.

Wszystko to dowodzi dotozenia przez Autora wszelkich staran, aby procedura badan
pozostata bez zarzutu, a uzyskane w konsekwencji wyniki stanowity rzetelny materiat do
dalszego opracowania.

Podsumowujgc te cz¢$é pracy nalezy stwierdzi¢, ze cala metodologia badania, w tym dobor
grupy badanej, dobér narzedzi badawczych, wybor metod analizy statystycznej i sposéb
przebiegu badania nalezy oceni¢ jako WZOrowy.

Rozdziat czwarty zawiera wyniki badaf Doktoranta. W wynikach badan Autor stwierdzit

u wszystkich pacjentéw zakwalifikowanych do badania, zgodnie z przyjetymi kryteriami,
twierdzono co najmniej 4 choroby wspdlistniejgce. Wyodrebniono kolejnosé (rangg) rozpoznan
zgodnie z ocenami lekarzy prowadzacych, ktérzy dokonali wpiséw do indywidualnej
dokumentacji medycznej.

Niemniej jednak, u niemal kazdego z pacjentéw w grupie badanej rozpoznano co najmniej
4 choroby. Byty to 9 rozpoznan (w roznej kolejnosci waznosci, w zaleznosci od oceny lekarzy
prowadzacych).

E1l - cukrzyca

I10 - nadci$nienie tetnicze

120 - dusznica

I25 - choroba niedokrwienna serca

126 - zatorowos$¢ ptucna

I42 - kardiomiopatie

144 - zaburzenia rytmu

148 - zaburzenia rytmu (czgstoskurcze i migotanie przedsionk6w)

I50 - niewydolnos¢ serca



Warto zauwazy¢, ze wsréd gtéwnych rozpoznan nie byto niewydolnosci nerek. Dopiero
Jjako czwarte rozpoznanie 6 pacjentéw lekarz prowadzacy rozpoznat choroby uktadu moczowego
(N). Cukrzyceg typu 2 rozpoznano u 7 pacjentéw a ponad 6 rozpoznan stwierdzono u 12
pacjentow.

Mozna przyjaé, ze w grupie badanej dominowaty choroby uktadu krazenia (z grupy I wg
klasyfikacji ICD- 10). Natomiast pozostate rozpoznania stanowity pojedyncze przypadki. Grupa
badana liczyta 55 mezczyzn i 23 kobiety w wieku od 28 do 74 lat.

W odniesieniu do czynnikéw zapalnych Autor wykazat, ze komponenta zapalna nie
odgrywa istotnej roli w grupie badanej. Natomiast zaobserwowano w tej grupie wzrost poziomow
BNP, NT pro BNP, SDMA i ADAMA.

Nie stwierdzono korelacji miedzy poszczegélnymi biomarkerami zaréwno w grupie
badanej jak i por6wnawcze;j.

W ocenie zespotu sercowo nerkowego typu 2 poszczegdlne biomarkery mozna traktowaé jako
parametry niezalezne od NGAL. Na podstawie oznaczei Autor ustalit pakiety biomarkeréw

i wybranych parametréw biochemicznych, ktére pozwalaja na wlaczenie NGAL do diagnostyki
1 ustalenia rokowania co do przebiegu choroby (zagrozenia niewydolnoscia nerek w przebiegu
przewlektej niewydolnosci serca:

- dla niewydolnosci serca )IS0) - biomatrkery NGAL, uromodulina, BNP, NT Pro BNP, SDMA,
ADMA oraz parametry biochemiczne: mocznik, Na, HDL, ASPAT, ALAT, CK - MB Mass

- dla migotania przedsionkéw (148) NGAL, BNP, SDMA, HDL, poziom glukozy;

- dla stopni niewydolnosci pakiet markeréw obejmuje: CRP i NGAL dla2i 4 stopnia NYHA;

- dla r6znych stopni GFR réznice dotyczg CRP, NGAL, troponiny.

Nalezy podkresli¢, ze powyzsze zaleznosci dotycza zwiazkéw statystycznych a nie przyczynowo
- skutkowych. Niemniej jednak przy uwzglednieniu catosci obrazu klinicznego mogg utatwic
podejmowanie decyzji terapeutycznych i utatwi¢ prognozowanie przebiegu choroby.

Cato$¢ wynikéw przedstawiona zostal w sposéb uporzadkowany i czytelny ich studiowanie
ufatwione jest starannymi przygotowaniami 21 tabelami i 9 wykresami.

To jest kolejna czgs$¢ pracy potwierdzajaca Swietne przygotowanie Autora do prowadzenia
badan naukowych.

Rozdziat 5 to dyskusja wynikéw, ktéra Autor przeprowadzit w sposéb szczegbtowy

1 interesujacy.



4. Wskaznik NGAL / kreatynina jest lepszym biomarkerem predykcyjnym niz sam NGAL.
5. Oznaczenie NGAL w osoczﬁ jak i pozostate badane biomarkery mogg by¢ przydatnym
narzgdziem do okreslenia ryzyka niewydolnosci nerek u chorych z doktadnie okreslonymi
rozpoznaniami klinicznymi - gléwnie niewydolno$¢ krazenia z okreslonym stopniem
niewydolnosci wg NYHA.

Odpowiadaja one w petni postawionym wyjsciowo hipotezg badawczym. Wszystkie
przedstawione przez Doktoranta wnioski sg logiczne i wynikajg wprost z przeprowadzonych
badan w odniesieniu do czytanego pismiennictwa przez Autora, nalezy stwierdzié, ze jest ono
bogate obejmuje w sumie 135 pozycji, ktdre zostaly wiasciwie dobrane i zacytowane w trakcie
pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, iz Prace Doktoranta oceniam wysoko. Lek. med. L ukasz
Michalak zaplanowat i przeprowadzit interesujace badania, wybierajac wazny i aktualny temat
swoich naukowych dociekan.

Metodologia przeprowadzonych badan nie budzi zadnych zastrzezen. Uzyskane wyniki Autor
przejrzyscie przedstawit i interesujaco zaiterpretowat w oparciu trafne pismiennictwo.
Praca zostala przygotowana starannie pod wzgledem cato$ciowym.

Pragne stwierdzi¢, iz przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim na stopien doktora nauk medycznych zgodnie z art. 13 ustep 1 ustawy
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki wraz z pdzniejszymi zmianami.

Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Doktorant wykazat si¢ szeroka wiedzg teoretyczng i wykazat, ze posiada umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

Zatem mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Wojskowo - Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie lek. med. Fukasza Michalaka do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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