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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anety Wnek pt. ,,Ocena wplywu
propranololu na ekspresje bialek regulujacych proces apoptozy w naczyniakach

wczesnodzieciecych”

Anomalie naczyniowe stanowia dosé czgsta 1 istotng grupe zmian guzowatych u
dzieci. Czg$¢ z tych zmian ma charakter wrodzony, inne pojawiajg sie i szybko rosng
w okresie wezesno-niemowlecym, jeszcze inne sg wykrywane pozniej w wieku
rozwojowym. Klasyfikacje zmian naczyniowych na przestrzeni lat ulegaty
przeksztalceniom w zwiazku z wzrastajacg wiedza dotyczaca szczegOlowego obrazu
klinicznego, charakterystyki w obrazowaniu radiologicznym zwlaszcza
funkcjonalnym, efektywnosci leczenia oraz postgpu w diagnostyce histopatologicznej i
biologii molekularnej. Najczestszymi dwoma typami zmian naczyniowych u dzieci, o
odmiennym przebiegu i podejsciu terapeutycznym, sg malformacje naczyniowe i
naczyniaki wczesnodziecigee. Szezegolng cechg komorek $rodblonka w naczyniakach
wezesnodziecigeych jest ekspresja GLUT], ktéra znalazla zastosowanie jako
histopatologiczny marker diagnostyczny. Guzy te cechuja sie niezwyklg biologia,
bowiem wigkszos¢ z nich po fazie intensywnego wzrostu ulega stabilizacji
proliferacyjnej, a nastgpnie inwolucji/ regresji, Wigkszos¢ z nich ma fagodny przebieg
i charakter kliniczny. Guzy te moga jednak prezentowa¢ indywidualny przebieg, a
niektorzy autorzy wyrézniaja nawet 6 faz ich ewolucji: wrodzona/ wyjsciowa,
wezesnej proliferacji, poznej proliferacii, plateau, inwolucji i fazg resztkowsa. Problem
zdrowotny u czgsci dzieci wynika z niekorzystnej lokalizacji i rozmiaréw zmiany, a
takze niskiego potencjalu regresji oraz pozostatosci poinwolucyjnych. Pewien odsetek
naczyniakéw moze powodowac deformacje, istotne defekty kosmetyczne, ale rowniez

zaburzenia procesow fizjologicznych, wzrostu i funkcjonowania dziecka, jak i



wywolywa¢ krwawienia i przewlekle owrzodzenia. Na przestrzeni lat opracowano
rozne metody inwazyjnego i farmakologicznego leczenia naczyniakow
wezesnodziecigeych. Krokiem milowym stato si¢ odkrycie skutecznosci propranololu i
wprowadzenie go kilka lat temu do farmakoterapii tych guzéw. Dotychczas jednakze
nie jest znany szczegdtowy mechanizm dzialania propranololu na proliferujace
naczynia i procesy biologiczne zaangazowane w naczyniakach wezesnodzieciecych.
Poznanie tego mechanizmu jest istotne w kontekscie optymalizacji efektywnosei
terapii propranololem, jak i rozwéj leczenia celowanego nowej generacji.

Badania przeprowadzone przez mgr inz. Anete Wnek dotyczg wybranych bialek
regulujgcych apoptoze w komérkach naczyniakow wezesnodzieciecych. Celem
przeprowadzonych badan byla ocena wplywu propranololu na ekspresje Bax, Bcl-2
oraz kaspazy 3 w naczyniakach. Doktorantka przeprowadzita analize¢ tkankowej
ckspresji powyzszych biatek w poszczegolnych fazach ewolucji guzow nieleczonych i
w przypadkach leczonych propranololem. Tematyka badan jest aktualna i zawiera
okreslone wartosci poznawceze o znaczeniu praktycznym.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Anety Wnek obejmuje
84 strony tekstu, rycin i zdjeg, podzielonych w sposéb typowy dla rozpraw na tytut
naukowy. Praca zawiera nastepujace rozdzialy: wstep, cele pracy, materiat i metody,
wyniki, dyskusje, wnioski, obszerne streszczenie w jezyku polskim i w jezyku
angielskim, piSmiennictwo, spis tabel, wykreséw i rycin. Doktorantka zamiescita takze
przydatny wykaz skrotow i podsumowanie wynikow.

Wstep obejmujacy 27 stron, podzielono na podrozdzialy dotyczace
charakterystyki klinicznej anomalii naczyniowych, etiopatogenezy naczyniakéw
wezesnodziecigcych, klasyfikacji anomalii naczyniowych, procesu angiogenezy,
procesu apoptozy oraz leczenia naczyniakow ze szczegdlnym uwzglednieniem
propranololu. We wstepie doktorantka prezentuje swoja wysoka wiedze dotyczaca
wicloptaszezyznowych aspektdw zmian naczyniowych u dzieci. Autorka podkresla
istotng role wlasciwej diagnozy histopatologicznej w planowaniu leczenia u czesci
pacjentéw. Doktorantka analizuje zmiany w stosowanych klasyfikacjach klinicznych i
histopatologicznych anomalii naczyniowych. Sygnalizuje tez, ze w badanych guzach

proces apoptozy jest najprawdopodobniej aktywowany zaréwno w fazie proliferacji i



regresji. Jednakze sama histologie naczyniakow wezesnodziecigeych omawia zbyt
lakonicznie. Mechanizm angiogenezy, zaangazowany w biologi¢ badanych guzow,
réowniez zostal we wstepie opisany skrotowo, a skomplikowany proces apoptozy
zobrazowano bardzo uproszczonym schematem. Autorka zastosowala ponadto kilka
niezrgcznych skrotéw myslowych, np. ~angiogeneza komorek nowotworowych”(str.
19) oraz na str. 26 ,,w badaniu indeksu proliferacji antygenu naczyniaka mozna bada¢
ekspresj¢ bialek Bax i Bel-2”, We wstepie znajdujg si¢ fotografie przedstawiajace
klasyczne obrazy kliniczne i histologiczne naczyniakow wezesnodzieciecych.

Cele rozprawy sformulowane zostaly jasno i znajdujg one odzwierciedlenie w
korespondujacych wnioskach.

W rozdziale materiat i metody doktorantka przedstawia szczegolowa
charakterystyke badanej grupy dzieci i analizowanych naczyniakow. Prace wykonano
ha reprezentatywnym odpowiednio dobranym unikalnym materiale klinicznym i
tkankowym. Material badawczy stanowily wycinki z 71 przypadkéw naczyniakow
wezesnodzieciecych usunietych operacyjnie w dwoch polskich referencyjnych
o$rodkach klinicznych chirurgii dzieciecej. Sredni wiek dzieci wynosit 21,7 miesiecy.
27 przypadkow stanowity guzy leczone propranololem, a pozostate 44 przypadki
stanowily naczyniaki w réznych fazach ewolucji, nieleczone propranololem. W
rozdziale doktorantka opisuje nastepnie stosowane metody diagnostyki
histopatologicznej, techniki immunohistochemiczne oraz metody analizy statystyczne;.
Szczegdtowosé metodyki procedur immunohistochemicznych §wiadczy o rzetelnosci
autorki oraz umozliwia innym badaczom przeprowadzenie podobnych analiz. Nie
znajduje¢ jednakze informacji odnosnie zasad histologicznej kwalifikacji zmian do
poszezegolnych faz ewolucji naczyniakéw, bowiem autorka wspomina o blizej
nieokreslnej metodzie immunohistochemicznej. Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona prawidlowo, w oparciu o wlasciwie dobrane testy statystyczne.

Wyniki pracy szczegétowo przedstawiono na 16 stronach, wlaczajgc tabele,
wykresy i fotografie. Pierwsza cze$¢ wynikéw zawiera kliniczne i pato- kliniczne
aspekty badan. W drugiej czeéci autorka przedstawia wyniki badan
immunohistochemicznych ekspresji wybranych bialek regulujacych apoptoze w

naczyniakach leczonych i nieleczonych propranololem. Opisujac te wyniki




doktorantka uzyla miejscami nietypowych sformutowan: »Srednia warto$é dodatnie;
ekspresji”, ,.$rednia warto$é biatka”, ,,stosunek i rozktad ekspresji”. W odniesieniu do
zastosowanej metody oceny badanych biatek w komérkach naczyniakoéw (procent
komérek immunoreaktywnych na 1000 analizowanych komorek §rodbtonka),
najlepszym okresleniem byltby indeks komérek reaktywnych, wspotezynnik ekspresji,
czy tez odsetek dodatnich komorek. W swych badaniach doktorantka ujawnila
znamiennie nizszy wspotczynnik ekspresji Bel-2 i wyzszy biatka Bax w grupie
leczonej, niz w przypadkach nieleczonych. Ponadto wykryla, ze immunoreaktywno$é
biatka Bcl-2 byla wyzsza w naczyniakach w fazie proliferacji, niezaleznie od leczenia.
Przeprowadzone badan ujawnity takze zwigzek pomigdzy zmniejszaniem sie ekspres;ji
Bel-2 w guzach a wiekiem dzieci oraz diugoscia terapii propranololem. Dolaczona
dokumentacja fotograficzna jest bardzo dobrej jakosci.

W merytorycznej dyskusji obejmuj acej 12 stron, doktorantka przeprowadza
analize¢ piSmiennictwa i odnosi sie rzeczowo do swych wynikow, jak i krytycznie
rozwaza ich przydatno$¢. Omawia aktualne koncepcje odnoszace sie do kliniki i
biologii anomalii naczyniowych u dzieci, metod leczenia oraz dziatania propranololu
na wzrost naczyniakéw i proces angiogenezy. Jednym z proponowanych
mechanizméw dziatania zwiazanym z leczeniem naczyniakow jest zmniejszenie
ekspresji VEGF i bFGF. Inni badacze dowodzg interakcji beta-blokera ze szlakami
sygnatowymi kontrolujacymi komérki progenitorowe naczyniakow. Poza tym istnieje
hipoteza blokowania angiogenezy indukowanej katecholaminami, jak i przerwanie
sygnatu przezycia komorek $rédblonka podtrzymywanego hemodynamicznie,
wreszcie inhibicji osi renina-angiotensyna. Kolejna teoria zakltada indukowanie przez
propranolol apoptozy komorek $rodbtonka naczyniakow poprzez antagonizm wobec
receptora dla GLUT1. Doktorantka analizuje takze inne dane literaturowe na temat
roli apoptozy w rozwoju i regresji naczyniakow wezesnodziecigeych. Nalezy
podkresli¢, ze wlasnie niedostatek badan nad dziataniem propranololu na proces
apoptozy sktonit autorke do podjgcia pracy. W swoim materiale autorka ujawnita
immunohistochemicznie ekspresje wszystkich trzech badanych biatek regulujacych
apoptoze- Bel-2, Bax i kaspazy 3 w komérkach naczyniakow wczesnodziecigcych.

Stwierdzita zwigzki pomigdzy stopniem ekspresji Bel-2 a faza wzrostu guzéw oraz




Bax i Bcl-2 a leczeniem propranalolem. Cze$¢ wynikéw badan doktorantki znajduje
potwierdzenie w dostepnym bardzo skapym pismiennictwie, inne maja charakter
pionierski. Na koncu dyskusji doktorantka wskazata potencjalne kierunki dalszych
poglebionych badan.

W bibliografii liczacej 123 pozycje, doktorantka uwzglednita najwazniejsze
prace dotyczgce tematyki dysertacji opublikowane w ostatnich latach w czasopismach
zagranicznych i pismiennictwie polskim. Pimiennictwo jest dobrane wlasciwie i
wymienione pozycje zostaly wykorzystane w tekscie pracy. Stwierdzam jedynie brak
uwzglednienia w dysertacji jednej pozycji — artykulu poglagdowego autorstwa
doktorantki (A.Wnek, i in. Kontrowersje na temat klasyfikacji histopatologicznej
anomalii naczyniowych u dzieci. Nowotwory 2015), pominigtego przypuszczalnie
celem unikni¢cia autocytowania.

Badania mgr inz. Anety Wnek sg oparte o ujednolicong ocene duzego liczebnie
unikalnego materiatu naczyniakow wezesnodziecigeych. Jasno sprecyzowane wnioski
pracy doktorskiej wskazuja na efekt proapoptotyczny jako jeden z mechanizmdow
dziatania propranololu na analizowane guzy.

Reasumujgc, pomimo wymienionych przeze mnie uwag, przedstawiona
rozprawa doktorska mgr inz. Anety Wnek spetnia aktualne wymogi ustawowe
stawlane pracom na stopien doktora w zakresie biologii medycznej. Dysertacja
stanowi oryginalne osiagniecie badawcze samodzielnie rozwigzane przez autorke i
Swiadczy o Jej wiedzy merytorycznej oraz wysokim zaangazowaniu w opracowywane

zagadnienie.

Zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o dopuszezenie mgr inz. Anety Wnek do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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