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Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy,

miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska: ,Rola dopetniacza w powstaniu i progresji

srodmigzszowego widknienia nerek.” Wydziat Lekarski Ksztatcenia

Podyplomowego Akademii Medycznej im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu,

2006 r.

Specjalizacja z dziedziny choréb wewnetrznych. Listopad 2011 r.

Informacje o dotychczasowym  zatrudnieniu w jednostkach

naukowych/artystycznych.

* od lipca 2011 r. Wrovasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo —
Naczyniowej. Wroctaw, ul. Kamieriskiego 73a. Gtéwny badacz w Zadaniu
nr4

* sierpien 2005 r— lipiec 2011 r. Oddziat Nefrologiczny z Pododdziatem
Diabetologicznym i Transplantacyjnym. Wojewodzki Szpital
Specjalistyczny. OsSrodek Badawczo - Rozwojowy. Wroctaw,
Kamienskiego 73a. Mtodszy asystent.

* pazdziernik 2005 r. — sierpiert 2006 r. Klinika Nefrologii i Nadci$nienia
Tetniczego, Schorzerh Reumatycznych i Immunologicznych, Kliniki
Uniwersyteckiej Wyzszej Nadrensko — Westfalskiej Szkoty Technicznej w

Aachen, Niemcy. Pracownik naukowy.
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* maj 2004 r. — pazdziernik 2004 r. Klinika Nefrologii i Nadcisnienia
Tetniczego, Schorzenn Reumatycznych i Immunologicznych Kliniki
Uniwersyteckiej Wyzszej Nadrerisko — Westfalskiej Szkoty Technicznej w

Aachen, Niemcy. Pracownik naukowy

2|Strona



4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego,
Mechanizmy progresji przewleklej choroby nerek.
b) autorzy, tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa,

Andrzej Konieczny. Mechanizmy progresji przewlektej choroby nerek.
Wydawnictwo Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we
Wroctawiu. Wroctaw 2014. ISBN 978-83-7055-439-2

3|Strona



c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Przewlekla choroba nerek (PChN) charakteryzuje sie wystepowaniem
uszkodzenia nerek, trwajgcym co najmniej 3 miesigce, i wyraza sig¢ zaburzeniami w
ich strukturze lub funkcji. Z punktu widzenia definicji choroby, uszkodzenie to moze
wyrazaé sie badz jako nieprawidiowy obraz badania ogoélnego moczu lub
podwyzszone stezenia parametrow oznaczanych w surowicy krwi, a takze jako
odstepstwa w strukturze narzgdéw ujawnionych w badaniach obrazowych. Skrajnym
przypadkiem przewlekiej choroby nerek jest schytkowa niewydolnos¢ nerek (ESRD),
ady wspétczynnik filtracji kiebuszkowej (GFR) jest nizszy niz 15 ml/min/1,73 m? i
zachodzi potrzeba rozpoczecia leczenia nerkozastgpczego.

Zgodnie z danymi europejskimi, schytkowa niewydolno$¢ nerek dotyka 120 osob na
milion mieszkancéw rocznie. W Polsce, w wyniku badania PolNef, stwierdzono
wystepowanie PChN, we wszystkich jej stadiach, u 18.4% badanych. Obserwujac
statystyki, na przestrzeni lat mozna zauwazy¢, ze liczba oséb, u ktérych stwierdzono
ktorekolwiek stadium PChN, systematycznie rosnie. Z przedstawionych danych
wynika, ze gtéwnymi przyczynami doprowadzajgcymi do uszkodzenia nerek s3
nefropatia cukrzycowa, nadciénienie tetnicze oraz kiebuszkowe choroby nerek.
Biorac pod uwage stale rosngcg liczbe osob chorujgcych na cukrzyce, nalezy w
przysztosci spodziewaé sie coraz wigkszej liczby chorych z niewydolnoscig nerek na
tle cukrzycowej choroby nerek.

Pacjenci z PChN sg narazeni na szereg powiktani, gtéwnie dotyczacych ukfadu
sercowo naczyniowego. W znaczacy sposéb wzrasta u nich ryzyko zgonu z powodu
choroby niedokrwiennej serca (ChNS) oraz miazdzycy naczyn mozgowych. Kolejnym

problemem, szczegblnie w zaawansowanym stadium choroby, u chorych

4|Strona



poddawanych leczeniu nerkozastepczemu, s zgony z powodu uogéinionych infekcji,
na skutek uposledzenia odpornosci.

Biorgc pod uwage zagrozenia dla pacjentéw wigzace sig z PChN, jak i wynikajgce z
tego obcigzenia dla systemow opieki zdrowotnej, sprawg istotnej wagi jest
znalezienie sposobow na, o ile nie na odwrécenie dokonanych juz zmian, to
chociazby na zahamowanie postepu choroby.

Juz w latach 60-tych XX wieku udowodniono, ze niezaleznie od wyjsciowej choroby
nerek, stopnieri niewydolnosci narzadu uzalezniony jest od zmian w zakresie
$rodmigzszu. Uposledzenie funkcji nerki w sposéb bezposredni koreluje ze stopniem
wtéknienia oraz liczbg fibroblastéw. Za powstawanie i dalszy postep wibknienia
odpowiedzialne sa depozyty macierzy pozakomérowej, naptywajgce komorki biorgce
udziat w procesie zapalnym, akumulacja fibroblastéow oraz ubytek naczyn
okotocewkowych. Na podstawie badan eksperymentalnych udowodniono, iz zmiany
w $rodmigzszu w spos6b posredni dotykajg takze kiebuszkéw. Dochodzi do
zaburzen w zaopatrzeniu kiebuszka w tlen i substancje odzywcze, wywotane
uszkodzeniem naczyn. Uszkodzenia w $rédmigzszu lepiej korelujg ze stopniem
niewydolnosci narzadu, niz nasilenie zmian w kiebuszkach. Defekt w zakresie
$rédmiazszu jest wspoing koricowa droga wszystkich choréb nerek, niezaleznie od
ich pierwotnego charakteru.

W poszukiwaniu patomechanizméw odpowiedzialnych za postep przewlekiej
niewydolnosci nerek, skupiono sie na procesach zachodzacych w obrebie
srodmigzszu. Lepsze zrozumienie mechanizmow biorgcych udziat w procesie
widknienia, stwarza okazje znalezienia punktéw uchwytu dla nowych metod
terapeutycznych, majgcych na celu zahamowanie Ilub odwr6cenie zmian

prowadzacych do niewydolnosci nerek.
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Jednym z gtéwnych mechanizméw odpowiedzialnych za  zwibknienie
srodmigzszowe, jest gromadzenie sie elementéw macierzy pozakomérkowej, a w
szczegblnosci wiokien kolagenowych. W obszarach dotknigtych widknieniem
przewazajg kolagen typu | i lll oraz fibronektyna, a takze fragmenty kolagenu typu IV.
W czasie przebudowy prawidiowej tkanki nerkowej, dochodzi do tgczenia sig widkien
kolagenowych, w czym udziat biorg takze fibronektyna, kolagen typu V oraz
integryny. Proces widknienia rozpoczyna si¢ w rejonach, gdzie dochodzi do
pojawienia sie¢ procesu zapalnego. Gromadzace sie wokét miejsca odczynu
zapalnego fibroblasty rozpoczynajg produkcje elementéow macierzy pozakomérkowej,
nasilajagc w ten sposéb widknienie.
Badania prowadzone nad patomechanizmami powstawania  widknienia
srodmigzszowego, dzieki wyjasnieniu zachodzgcych proceséw, stwarzajg rowniez
mozliwosci do zastosowania nowych substancji, ktore mozna zastosowac w leczeniu.
W rozprawie przedstawiono wplyw szeregu czynnikéw na nasilenie widknienia
srodmigzszowego w nerce, a co za tym idzie na postgp progresji niewydolnosci
nerek. Szczegdling uwage poswigcono plytkowo-pochodnemu  czynnikowi
wzrostowemu (PDGF), dopetniaczowi oraz ukfadowi renina angiotensyna aldosteron
(RAAS). W toku prac badawczych udowodniono wptyw przeciwciat blokujgcych
PDGF-D, antagonistéw receptora dla aktywnego czynnika 5 uktadu dopetniacza oraz
blokerow receptora dla angiotensyny (ARB) w hamowaniu wibknienia
$rédmigzszowego.

W rozdziale po$wieconym hamujgcemu wptywowi przeciwciat anty-PDGF-D na
nasilenie wioknienia $rédmigzszowego w nerce, zastosowano eksperymentainy
model mezangialno — rozplemowego kiebuszkowego zapalenia nerek, wywotany

podaniem przeciwciat anty-Th 1.1, ponadto wykonano jednostronng nefrektomie.
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Zwierzeta u ktérych wywotano nefropatie, podzielono na dwie grupy. W jednej
stosowano w leczeniu przeciwciato CR002 — antagoniste PDGF-D, a w drugiej
nieaktywne przeciwciata klasy IgG. Po wywotaniu choroby, przeciwciato blokujace
dziatanie PDGF-D oraz placebo podawano w dniach 17, 28 oraz 35. Obserwacje
prowadzono przez 100 dni od poczatku choroby. Pozyskane tkanki poddano analizie
pod katem nasilenia zwidknienia srédmiazszu. Oceniono nasilenie wioknienia przy
zastosowaniu histochemicznego barwienia Sirius Red (SR), wykrywajacego wiékna
kolagenowe, oraz barwiert immunohistochemicznych wykrywajacych obecnosé
kolagenéw typu |, typu Ill, alfa-aktyny miesni gtadkich (alfa-SMA). Ponadto
zastosowano barwienie pozyskanych tkanek w kierunku antygenéw dla
monocytow/makrofagéw — ED1. Przy zastosowaniu reakcji taricuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (RT-PCR), oceniono stezenie mRNA dla kolagenu typu | oraz
typu Ill. W badaniu w hodowli komérkowej, z zastosowaniem szczurzych nerkowych
fibroblastéw, wykazano, ze dodanie PDGF-D nasila ich proliferacje. Natomiast
dodanie przeciwciat CR002 spowodowato zahamowanie tego efektu. Uzycie
przeciwcial hamujgcych PDGF-D wyrazato sie, u zwierzat eksperymentalnych,
statystycznie istotnym zmniejszeniem biatkomoczu. Réznice stgzen kreatyniny w
surowicy oraz wspolczynnikow filtracji kiebuszkowej, nie osiggnely poziomu
istotnosci statystycznej, ze wzgledu na bardzo duzg zmiennosS¢ wewnatrzgrupowa,
jednakze dato sie zaobserwowac lepsza funkcje nerek u zwierzat leczonych CR002.
Obserwacja ta potwierdzita sie, gdy za wyktadnik pogorszenia funkcji nerek, wzieto
podwojenie stezenia kreatyniny. W takim ujeciu uwidoczniono statystycznie nizszg
liczbe osobnikéw, w grupie leczonej antagonista PDGF-D, u ktérych doszto do
podwojenia stezenia kreatyniny. Mniejsze bylo takze nasilenie uszkodzenia

$rodmigzszu, ocenione w skali poétilosciowej. W tkankach pobranych od zwierzat, u
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ktorych zastosowano inhibitor PDGF-D, zaobserwowano mniejsze nasilenie
wibknienia w $rodmigzszu, ocenione przy pomocy morfometrii komputerowej, przy
uzyciu barwienia SR oraz w przy zastosowaniu przeciwciat w kierunku kolagenow
typu | i typu Ill. Podobny wynik osiggnieto analizujgc barwienia w kierunku
wimentyny, $wiadczacej o procesie przeksztaicania sie komoérek mezangium w
miofibroblasty. Nasilenie widknienia mierzone przy zastosowaniu przeciwciat w
kierunku alfa-SMA, rowniez $wiadczace o procesie aktywacji komérek mezangium,
byto nizsze o 33% w grupie leczonej CR002, jednakze nie uzyskano roznicy
statystycznie istotnej. Udowodniono skutecznos¢ terapii anty-PDGF-D w péznym
okresie kiebuszkowych zapaleri nerek, o podiozu immunologicznym oraz jej
pozytywny wplyw na zahamowanie biatkomoczu i spowolnienie progresiji
niewydolnosci nerek. Efekt ten ma miejsce przede wszystkim przez zatrzymanie
progresji wibknienia Srédmigzszowego.

W kolejnym rozdziale zbadano wplyw sktadnika pigtego dopeiniacza (C5) na
widknienie $rédmigzszowe. Zadecydowano o wybraniu modelu, w ktorym
uszkodzenie nerek nie jest zalezne od biatkomoczu, czyli jednostronne zamknigcie
moczowodu (UUO). W pierwszym etapie uzyto myszy z defektem ekspresji C5 oraz
odpowiednio dobranej grupy kontrolnej. W dniu rozpoczecia eksperymentu, w obu
grupach dokonano jednostronnego zamknigcia moczowodu. Potowe zwierzat z
kazdej grupy zgtadzono w 5 dniu, reszte¢ w 10 dniu. Stopien nasilenia wibdknienia
srodmigzszowego mierzono z zastosowaniem morfometri komputerowej, przy
pomocy barwienia SR. Ponadto przy uzyciu immunohistochemii, oceniono nasilenie
ekspresji alfa-SMA, kolagenu typu | oraz fibronektyny. Pobrane tkanki barwiono
réwniez przy zastosowaniu przeciwciat przeciwko antygenowi makrofagowemu

(F4/80).
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W dniu 5 eksperymentu zaobserwowano nasilone uszkodzenie $rédmigzszu wéréd
zwierzat z grupy kontrolnej, wyrazajgce sie wzrostem ekspresji kolagenu typu I,
fibronektyny oraz alfa-SMA. Podobne efekty uwidoczniono przy zastosowaniu
barwienia SR. Natomiast w grupie zwierzat z obnizong ekspresjg C5, uwidoczniono
mniejsze uszkodzenie srédmigzszu wyrazajgce si@ w barwieniach SR, a takze
przeciwko kolagenowi typu | i fibronektynie. W dniu 10 powyZsze zmiany
utrzymywaty sie, réznice nie byly jednak statystycznie istotne, za wyjatkiem
barwienia przeciwko fibronektynie. Podobne rezultaty zaobserwowano badajgc
mRNA przy uzyciu RT-PCR. Statystycznie nizsze byly poziomy mRNA dla
fibronektyny u zwierzat z defektem C5, niz w grupie kontrolnej, zaréwno w dniu 5 jak
i 10. Pomimo znacznej redukcji ekspresji mRNA dla kolagenu typu IV, w grupie z
defektem C5, nie zaobserwowano statystycznie istotnej réznicy, w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Aktywacja fibroblastow i przejscie komérek z formy nabfonkowej do
mezenchymalnej (EMT), wyrazajgce sie ekspresjg alfa-SMA oraz wimentyny, byly
znacznie mniej nasilone u zwierzat z uposledzeniem funkcji C5 niz u tych z grupy
kontrolnej. Réwniez naptyw makrofagéw do srédmiazszu byt mniejszy w grupie bez
C5. Przy zastosowaniu RT-PCR uwidoczniono ponadto znaczne nasilenie, w grupie
kontrolnej, ekspresji innych mediatorow widknienia, tj. PDGF typu A, B i D. Brak
ekspresji C5 wigzat sig rowniez z mniejszg gestoscig podjednostki beta receptora dla
PDGF. Roéwniez stezenie mRNA dla czynnika wzrostu guza (TGF-beta) byto
statystycznie istotnie nizsze w grupie z defektem C5.

W drugim etapie eksperymentu zastosowano jednostronne zamknigcie moczowodu,
a dodatkowo wszczepiono zwierzetom dootrzewnowo pompy podajgce w sposéb
ciggty inhibitor dla aktywnej formy czynnika 5 dopetniacza (C5a). W grupie kontrolnej

zastosowano pompy dootrzewnowe zawierajgce placebo. Uwidoczniono mniejsze
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nasilenie widknienia, wyrazajace sie w barwieniach SR oraz przeciwko fibronektynie,
w grupie otrzymujgcej inhibitor dla C5a. Podobne tendencje, jednakze bez
statystycznej istotnosci, zaobserwowano w przypadku barwien przeciwko kolagenowi
typu | oraz alfa-SMA. Nie zaobserwowano mniejszego naptywu makrofagéw. Przy
uzyciu RT-PCR uwidoczniono mniejszg ekspresje mRNA dla PDGF-B oraz TGF-
beta, wéréd zwierzat otrzymujgcych inhibitor dla receptora C5a.

Podsumowujac, stwierdzono iz niedobor C5, we wczesnej fazie schorzen nerek,
przebiegajacych bez biatkomoczu, jest czynnikiem ochronnym i wplywa na
zmniejszenie aktywacji fibroblastéw, ograniczenie produkcji biatek macierzy,
mniejszy naplyw makrofagéw. Kluczowg role odgrywa w tym procesie C5a majgcy
wiasciwosci anafilaktyczne.

W kolejnej czesci rozprawy przedstawiono wplyw blokera receptora dla
angiotensyny 1l (ARB) — telmisartanu, na przebieg ostrej fazy, eksperymentainie
wywotanego, mezangialno — rozplemowego kiebuszkowego zapalenia nerek. W
pracy tej postuzono sie szczurzym modelem nefropatii mezangialno — rozplemowej,
wywotane] przez podanie przeciwciat anty-Th1.1. Cztery dni po wywotaniu
schorzenia, zwierzeta zostaly przydzielone do jednej z czterech grup. Dwie grupy
otrzymywaty telmisartan, jedna w dawce 10 mg/kg mc. (HT — high telmisartan), druga
w dawce 0,1 mg/kg mc (LT - low temisartan). Zwierzeta w kolejnych grupach
otrzymywaty wode (CT - control) badz hydrochlorotiazyd i hydralazyne (HCT+ H —
hydrochlorotiazide + hydralazine). Miedzy poszczegoéinymi grupami nie byto réznic w
odniesieniu do nasilenia biatkomoczu oraz wartosci ciSnienia tetniczego. Potowa
zwierzat zostata zgtadzona w dniu 9, pozostate w dniu 14. Pobrane wycinki z nerek
zostaly ocenione pod katem zaawansowania widknienia przy pomocy barwien SR, a

takze immunohistochemicznie z wykorzystaniem przeciwciat przeciwko alfa-SMA

10| Strona



oraz kolagenowi typu IV. Nie stwierdzono réznic migdzy poszczegolinymi grupami w
stopniu uszkodzenia kiebuszkéw. W grupie HT, w obrebie kiebuszkéw, stwierdzono
istotnie nizsza ekspresje alfa-SMA. Ponadto nizsze byto zaawansowanie widknienia
oceniane przy pomocy barwienia SR, w grupie HT oraz LT. Z kolei w obrebie
$rodmigzszu, u zwierzat z grupy HT, uwidoczniono mniejsze nasilenie ekspresji alfa-
SMA. W przypadku barwienia SR mniejsze nasilenie wiéknienia w $rodmigzszu
zaobserwowano zarébwno w grupach HT jak i LT. Natomiast ekspresja kolagenu typu
IV w istotnym stopniu byta zmniejszona jedynie w grupie HT.

W powyzszym badaniu stwierdzono hamujacy wptyw wysokich dawek ARB na
stopnien wioknienia zaréwno w obrebie kiebuszkéw nerkowych, a takze w
przestrzeni $rédmiazszowej, co bezposrednio przekiada si¢ na zaawansowanie
niewydolnosci catego narzadu. Ochronny wpltyw ARB polegat nie tylko na
zahamowaniu powstawania réznych typéw widkien kolagenowych, lecz takze na
zatrzymaniu aktywacji miofibrobalstow. Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, iz
efekt ochronny ARB byt niezalezny od stopnia redukcji biatkomoczu oraz wartosci
cisnienia tetniczego krwi. W grupie HCT+H osiggnieto poréwnywalne obnizenie
biatkomoczu oraz zmniejszenie sie cisnienia tetniczego, co nie przetozylo sie na
zmniejszenie zaawansowania wioknienia zarowno w obszarze kigbuszkow, jak i
$srodmigzszu.

W kolejnym etapie badania wplywu blokady uktadu RAAS, ponownie
zastosowano zwierzecy model mezangialno — rozplemowego kiebuszkowego
zapalenia nerek, wywotujac uszkodzenie nerek przez podanie przeciwciat anty-Th
1.1, dodatkowo réwniez wykonano jednostronng nefrektomie. Ze wzgledu na chec
poznania mechanizméw zachodzgcych w poznej fazie choroby, leczenie rozpoczeto

28 dni po jej indukcji. Zwierzeta eksperymentaine przydzielono do jednej z
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nastepujacych grup: grupa kontrolna (CT) — bez leczenia, grupa otrzymujgca
telmisartan w dawce 0,1 mg/kg (LT), kolejna grupa otrzymywata telmisartan w dawce
1 mg/kg (HT). Ponadto utworzono 2 grupy, ktére otrzymywaty leczenie przeciw
nadciénieniowe, przy zastosowaniu lekéw innych niz blokery receptora
angiotensynowego lub inhibitorébw konwertazy angiotensyny, tj. z zastosowaniem
hydrochlorotiazydu i hydralazyny (HCT+H) oraz atenololu (AT). Eksperyment
prowadzono przez 131 dni od momentu wywotania choroby. Wsréd zwierzat
otrzymujgcych telmisartan w wysokiej dawce, zaobserwowano najnizsze wartosci
cisnienia tetniczego, najnizszy biatkomocz oraz najwolniejszy postep niewydolnosci
nerek. W grupie HT wykazano mniejsze nasilenie widknienia $rédmigzszowego,
zobrazowanego przy zastosowaniu barwienia SR, ponadto nizsza byta rowniez
ekspresja kolagenu typu |, w barwieniach immunohistochemicznych. Podobny efekt,
jednakze o mniejszym nasileniu, osiggnieto w grupie LT. Zaobserwowano nizszg
ekspresje desminy w grupie otrzymujgcej telmisartan w duzej dawce. Podobne
rezultaty uzyskano dzieki analizie mRNA metodg RT-PCR. Stezenia mRNA dla
kolagenu typu | oraz typu Il byly najnizsze w grupie HT. Dodatkowo przy pomocy
RT-PCR uwidoczniono nizszg ekspresje podjednostek alfa i beta receptora dia
ptytkowopochodnych czynnikéw wzrostu, ktorych profibrotyczne oddziatywanie
zostato udowodnione w poprzednich publikacjach. W powyzszej publikacji wykazano
ochronng role blokady receptora dla angiotensyny Il, w hamowaniu rozwoju oraz
progresji wioknienia $rodmigzszowego, w zaawansowanej fazie rozwoju
glomerulopatii. Efekt ten byt niezalezny od stopnia obnizenia ciSnienia tgtniczego.
Efekt ten prawdopodobnie mozna wyjasni¢ hamujgcym wplywem ARB na

podjednostki receptora dla réznych form PDGF.
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Powyze] zaprezentowane prace przedstawiajg rézne mechanizmy powstawania i
progresji witoknienia $rodmigzszowego w nerce, a co za tym idzie uposledzenia
funkcji narzadu. Przedstawiono nie tylko drogi nasilajgce doprowadzajgce do
akumulacji biatek macierzy odpowiadajgcych za stopiert zwidknienia, ale takze
przebadano trzy substancie odpowiadajgce za zahamowanie tych procesow.
Udowodniono potencjalnie ochronny efekt zastosowania blokady receptora dla C5a
oraz przeciwciat blokujgcych receptor dla PDGF-D. W przypadku ARB udowodniono
ich protekcyjny wplyw na widknienie srédmigzszowe, niezalezny od stopnia
obnizenia ci$nienia tetniczego, a takze wykazano ich wptyw na receptor dla PDGF,
jako jedng z potencjalnych drog zahamowania wiéknienia srodmigzszowego.
Stopnieri widknienia $rodmigzszu jest jednym z zasadniczych czynnikow
progresji PChN, majacy czestokro¢ wigkszy wpltyw na stopieri niewydolnosci nerki niz
uszkodzenia w obrebie kiebuszkéw. Jednakze ubytek liczby kiebuszkéw ma réwniez
zasadnicza role w upo$ledzeniu wspoétczynnika filtracji kiebuszkowej. W skiad btony
filtracyjnej kiebuszka nerkowego wchodzg komérki $rédbtonka naczyn, biona
podstawna oraz spoczywajgce na niej komorki nabtonka trzewnego zwane
podocytami. Udowodniono iz uszkodzenia podocytow, powodujgce zmiang
konformacji biatek szkieletowych wywolujg zmiane ich ksztaftu oraz ostabienie
wigzan zaréwno z blong podstawna, jak i sgsiadujgcymi komérkami. Powoduje to iz
komérki te dostajg sie do przestrzeni moczowej i sq wydalane z moczem. Z kolei
odstoniete fragmenty btony podstawnej przestajg spetnia¢ swojg dotychczasowg role.
Dochodzi do .przeciekania” biatek osocza do $rodmigzszu, co zapoczatkowuje
kaskade proceséw immunologicznych, podczas ktérych dochodzi m. im. do aktywacii
biatek dopetniacza oraz naptywu komérek procesu zapalnego, co w konsekwenciji

prowadzi do produkcji i odktadania sie biatek macierzy pozakomérkowej. W obrebie
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samego kiebuszka rowniez zachodzg procesy, majgce na celu regeneracje
powstatego ubytku w blonie filtracyjnej. Biora w tym udziat komérki nabtonka
sciennego (PEC), wyscielajgce torebke Bowmanna. Postuluje sie iz PEC majg
potencjat komérek macierzystych i moga z nich réznicowac sig¢ podocyty. W wyniku
zachodzgcych procesow dochodzi do powstawania zrostéw miedzy btong podstawng
a torebka, co jest jedng z charakterystycznych cech dla ogniskowego segmentalnego
stwardnienia kiebuszkéw nerkowych (FSGS). Udowodniono rowniez iz wydalane z
moczem podocyty sg zywe i dajg sie hodowa¢ w warunkach laboratoryjnych.
Ponadto liczba komérek w osadzie moczu, wykazujgcych dodatnig reakcje, z jednym
z najbardziej charakterystycznych dla podocytéw antygenéw — podokaliksyng (PDX),
koreluje z aktywnoscig zaréwno pierwotnych, jak i wtornych kigbuszkowych zapalen
nerek. Wykazano takze, iz liczba podocytéw w osadzie moczu, lepiej koreluje z
aktywng fazg choroby, niz biatkomocz. Zauwazono iz narastajgca liczba komérek w
osadzie moczu wigze sie z obecnoscig aktywnych procesow immunologicznych
zachodzacych w obrebie klebuszka. Zmiany te wyprzedzajg pojawienie sig
biatkomoczu, bedgcego odzwierciedleniem uszkodzenia btony filtracyjnej. W dalszym
etapie dochodzi do spadku liczby podocytow, ktére sg tracone z moczem, a
jednoczesnie stezenie biatka w moczu utrzymuje sie na statym poziomie.

Poniewaz liczba podocytéw w osadzie moczu koreluje z nasileniem procesow
zachodzacych w kiebuszkach, a co za tym idzie ma posredni zwigzek z ubytkiem
filtracji kiebuszkowej, w ostatnim fragmencie rozprawy, postanowiono zbadac
warto$¢ prognostyczng podocyturii na postep niewydolnosci narzadu.

Do badania wigczono 40 pacjentéw z rozpoznanym biopsyjnie FSGS, u ktérych w
momencie rozpoznania zaobserwowano wyrazajacy sie stosunkiem stezen biatka do

kreatyniny w moczu wigkszym niz 2. Pacjenci pozostawali w 36-miesieczej
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obserwacji. U kazdego chorego, w momencie wiaczenia do badania, wykonywano
badanie na obecno$¢ podocytow w moczu. Oprocz standardowo stosowanego do
identyfikacji podocytow PDX, wykonano réwniez barwienia w kierunku antygenu
makrofagowego CD68 oraz proliferacyjnego Ki67.

W przebiegu obserwacji remisje biatkomoczu wykazano u 63% badanych. Nie
stwierdzono natomiast réznicy miedzy stezeniami kreatyning w momencie
rozpoczecia badania miedzy osobami, u ktérych remisja wystapita w odniesieniu do
tych u ktérych nie wystgpita. Pacjenci u ktérych doszto do wystapienia remisji, na
poczatku choroby mieli poréwnywalny biatkomocz z tymi, u ktérych nie ulegt on
istotnemu zmniejszeniu.

Z kolei pogorszenie funkcji filtracyjnej nerek, wyrazajace si¢ podwojeniem stgzenia
kreatyniny w surowicy, zaobserwowano u 45% badanych. U pacjentow, u ktorych
doszlo do wzrostu kreatyniny, nie wykazano wyZzszego wyjsciowego stgzenia
kreatyniny ani wiekszego nasilenia biatkomoczu., w poréwnaniu do tych u ktérych
funkcja nerek pozostata stabilna.

Badajac w osadzie moczu, komorki wykazujace dodatnig reakcje w kierunku PDX,
nie stwierdzono réznicy w ich liczbie miedzy osobami, u ktéorych pod koniec
obserwacji funkcja nerek ulegta pogorszeniu w odniesieniu do tych, u ktérych byta
ona prawidiowa. Podobng prawidtowos$¢ zauwazono takze poréwnujgc osoby, u
ktérych doszio i nie doszto do remisji biatkomoczu. Analizujgc model regresiji
logistycznej, nie stwierdzono, by liczba komérek PDX+ w osadzie moczu, miata
warto$¢ predykeyjna dla pogorszenia sig funkcji nerek. Z kolei po przeanalizowaniu
komoérek wykazujgcych dodatnig reakcje z antygenem makrofagowym CD68
wykazano, iz ich liczba na poczatku badania miata wartos¢ predykcyjng dla

podwojenia sie stezenia kreatyniny w 36-miesiecznej obserwacji. Natomiast w
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odniesieniu do komérek w osadzie moczu z dodatnig reakcjg w kierunku antygenu
Ki67, zauwazono iz ich liczba jest statystycznie istotnie wyzsza u osoéb, u ktérych
doszio do wzrostu stezenia kreatyniny. Réwniez w grupie oséb, u ktérych nie doszio
do wystgpienia remisji biatkomoczu, wyjsciowa liczba komérek byta wyzsza. Po
analizie z uzyciem regresji logistycznej stwierdzono znaczenie predykcyjne komorek
Ki67 w prognozowaniu progresji nefropatii.

W przebiegu, powyzszego badania potwierdzono zwigzek komérek PDX+,
izolowanych z osadu moczu z aktywnoscig choroby. Jednakze nie udato sie wykazac
ich wartosci predykcyjnej w przewidywaniu pogorszenia funkcji narzadu. W $wietle
innych doniesien, méwigcych o tym iz w osadzie moczu mogg znajdowac sig, oprécz
podocytéw, takze i inne komorki wykazujgce reakcje z PDX, tj. PEC. Komorki te s3g
wyrazem préby regeneracji powstatych, na skutek utraty podocytow, ubytkow w
btonie filtracyjnej. Jednakze paradoksalnie okazalo sieg, iz aktywacja PEC, majgca na
celu regeneracje btony filtracyjnej wywoluje nasilenie widknienia w obrebie
kiebuszkow. Niejako poparciem powyzszej hipotezy sg wyniki analizy regresji
logistycznej dla komoérek CD68+ oraz Ki67+. Komorki wykazujgce aktywnos¢
proliferacyjna, nie miaty zadnych innych cech charakterystycznych dla podocytow
badz PEC, nalezy przypuszczac iz sg to w komérki o fenotypie po$rednim miedzy
wyzej wymienionymi typami komérek kigbuszka nerkowego, a ich obecnosé
swiadczy o nasilonych procesach majacych na celu regeneracje ubytkéw biony
filtracyjnej. Udowodniono, iz komérki te majg zdolno$¢ do nasilania produkcii
elementéw macierzy pozakomorkowej, takich jak kolageny typu | i IV oraz
fibronektyna.

W wyniku prac przedstawionych w ostatnim rozdziale udowodniono zwigzek miedzy

liczba komérek prezentujgcych antygen makrofagowy Iub proliferacyjny a
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pogorszeniem funkcji nerek, u pacjentow z FSGS. Zaleznosci takiej nie udato sie
udowodni¢ dla komoérek PDX+ w osadzie moczu, mimo iZ sg one wyrazem
aktywnosci choroby.

Podsumowujgc, w powyzszej rozprawie wykazano mechanizmy wpfywajgce na
nasilenie widknienia $rédmigzszowego w nerce, a co za tym idzie na posigp
niewydolnosci narzadu. W szczegoélnosci zbadano mechanizmy zwigzane z PDGF-D,
uktadem dopetniacza oraz RAS. Przedstawiono wyniki zastosowania przeciwciat anty
PDGF-D, blokera receptora dla C5a oraz ARB na zahamowanie progresji wioknienia
srédmigzszowego. Natomiast w ostatnim rozdziale wykazano zwigzek migedzy
komoérkami posiadajacymi antygeny makrofagowe lub proliferacyjne w progres;ji

PChN, na przyktadzie chorych z FSGS.
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5. Omoéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych
(artystycznych).

* Wspotautorstwo 24 prac prezentowanych na zjazdach Amerykanskiego
Towarzystwa Nefrologicznego (ASN), Swiatowego Kongresu Nefrologicznego
(WCN), Europejskiego Towarzystwa Nefrologicznego (ERA-EDTA),
Niemieckiego Towarzystwa Nefrologicznego, Polskiego Towarzystwa
Nefrologicznego (PTN), Europejskiego Towarzystwa Choréb Pluc (ERS),
Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego (PTK)

* Prowadzenie zaje¢ ze studentami English Division Akademii Medycznej we
Wroctawiu, z przedmiotu Immunologia, w latach 2008-2010.

* Udziat w programie WROVASC - Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo
Naczyniowej we Wroctawiu, wspotfinansowanego przez Unie Europejskg ze
$rodkéw Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Projektu Innowacyjna
Gospodarka na lata 2007 — 2013. W ramach tego projektu jestem gtownym
badaczem zadania nr 4, zajmujgcego sie oceng podocytow wydalanych z

moczu u pacjentéw z pierwotnymi ktebuszkowymi zapaleniami nerek.
* w przypadku, gdy osiggnigciem tym jest praca/ prace wspéine, nalezy przedstawic

o$wiadczenia wszystkich jej wspétautorow, okreslajace indywidualny wkiad kazdego

z nich w jej powstanie
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