Szczecin dn. 18.05.2018r.

Recenzja pracy doktorskiej lek. med. Mirostawa Wasiewicza pt.:

OCENA STEZENIA WE KRWI WYBRANYCH CZYNNIKOW ANGIOGENNYCH
U CHORYCH Z MIAZDZYCOWYM, KRYTYCZNYM NIEDOKRWIENIEM KONCZYN
DOLNYCH PODDANYCH REWASKULARYZAC)I SPOSOBEM KLASYCZNYM |
WEWNATRZNACZYNIOWYM

Miazdzyca nalezy do grupy chorob cywilizacyjnych. Pojecie to stuzy
okreéleniu szerzacych sie w skali globalnej powszechnie znanych chordb, ktorych
rozprzestrzenianie powigzane jest ze stopniem rozwoju cywilizacyjnego
spoteczenstw. Industrializacja, mechanizacja, urbanizacja, chemizacja rolnictwa,
nadmierne zanieczyszczenie srodowiska sktadaja si¢ na postep cywilizacyjny,
przyczyniajgc sie do zmiany stylu zycia przecietnego cztowieka. Dzieje sig tak
zwiaszcza w krajach wysoko rozwinietych: miazdzyca dotyczy 20% mieszkancow
Europy i Ameryki Potnocnej po 50 roku zycia, po 75 roku zycia liczba chorych
wzrasta do 30%.

Powolny postep miazdzycy jest warunkiem koniecznym do rozwoju
krazenia obocznego. Do jego rozwoju przyczyniajg sie cytokiny angiogenne:
czynnik wzrostu $rédbtonka naczyr (VEGF - vascular endothelial growth factor) oraz
czynnik wzrostu fibroblastow (FGF - fibroblast growth factor), ktérych synteza
stymulowana jest przez niedokrwienie tkanek. Krancowo nasilone zaburzenia
przeptywu, prowadzace do deficytu tlenowego okreéla sie mianem krytycznego
niedokrwienia koficzyny (CLI -critical limb ischemia, KNK). Dochodzi do niego, gdy
zmiany zarostowe tak bardzo upoéledzaja naptyw krwi, ze mechanizmy
kompensacyjne, takie jak krazenie oboczne, stajg sie niewydolne i nie
wystarczajg, by pokry¢ zapotrzebowanie tkanek obwodowych na substancje
odzywcze.

Terminu "krytyczne niedokrwienie konczyn" powinno sie uzywaé w
odniesieniu do wszystkich chorych z przewlektym spoczynkowym bdlem
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niedokrwiennym (stadium 1Il wg klasyfikacji Fontaine'a), owrzodzeniami lub
martwicg koAczyny wystepujacymi w zwigzku z obiektywnie potwierdzonymi
zmianami miazdzycowymi tetnic (stadium IV wg klasyfikacji Fontaine'a), przy
czym nalezy obiektywnie wykaza¢ obecnos¢ zmian miazdzycowych, zazwyczaj
wykonujgc pomiar wskaznika kostkowo-ramiennego (ABI — ancle-brachial index) lub
ciénienia na paluchu metoda dopplerowska. Zaktada on przewlekly charakter
choroby i wymaga odrdznienia od ostrego niedokrwienia konczyn.

Definicja krytycznego niedokrwienia zawiera w sobie okreslony stan
kliniczny i przedmiotowy pacjenta: 1. bol spoczynkowy nieustgpujacy po
standardowych lekach przeciwbdlowych trwajacy powyzej 14 dni; 2. ci$nienie
skurczowe mierzone na poziomie kostki ponizej 50 mm Hg, ci$nienie skurczowe
mierzone na paluchu ponizej 30 mm Hg, a wskaznik kostka — ramie (ABI — ancle-
brachial index) wynosi <0,3; 3. przezskorna preznosé tlenu (TcPO2) mierzona w
obszarze niedokrwienia wynosi ponizej 10 mm Hg i nie wzrasta po inhalacji tlenu;
4. brak pulsacyjnego przeptywu na paluchu w pomiarze pletyzmograficznym,
LDF; w obrazie kapilaroskopowym widoczne sg zmiany funkcjonalne i
strukturalne naczyr wiosowatych.

U wiekszosci chorych z KNK zmiany tkankowe dotycza przede wszystkim
mikrokrazenia skéry. We wczesnych stadiach miazdzycy tetnic obwodowych
zmniejsza sie przede wszystkim przeptyw w migéniach szkieletowych i to
zjawisko jest odpowiedzialne za chromanie przestankowe. Natomiast w KNK
dochodzi do krytycznego ograniczenia przeptywu przede wszystkim
w mikrokrazeniu skory, co powoduje powstanie zmian troficznych i bol
spoczynkowy.

Uktad regulacyjny mikrokrazenia obejmuje zewnetrzne mechanizmy
neurogenne, wewngtrzpochodne mediatory miejscowe oraz oddziatywanie
krazacych czynnikéw humoralnych i krwiopochodnych. W regulacji przeptywu
odgrywa tez role $rédbtonek, uwalniajacy substancje rozszerzajgce naczynia
(prostacykling, tlenek azotu) oraz wiele czynnikéw o dziataniu
naczynioskurczcowym  (endoteling). Niewtaéciwe pobudzenie procesow
hemostazy i zapalenia w KNK prowadzi do zmniejszenia catkowitego przeptywu
w mikrokrazeniu skéry oraz jego nieprawidfowe] dystrybucji.

Szybkie rozpoznanie KNK jest sprawg niezwykle istotng poniewaz wigze sig
ono z wysokim ryzykiem amputacji koriczynowych: u 25% chorych konieczne
bedzie wykonanie duzej amputacji w ciggu roku od rozpoznania choroby.
Czesto$¢ wystgpienia zakoriczonych zgonem powiktan naczyniowych wynosi
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25% chorych z rozpoznanym KNK. Jedynie potowa z chorych pozostanie przy
zyciu bez koniecznosci wykonania duzej amputacji, jednak z utrzymujacymi sie
silnymi dolegliwosciami bélowymi koriczyn. Jedynie 22% chorych po amputacji
uda zaczyna samodzielnie chodzi¢, a 30% pozostaje na state w tdzku.

Preferowang metodg postgpowania w KNKD jest rewaskularyzacja.
Polega na stosowaniu: 1. matoinwazyjnych zabiegéw wewnatrznaczyniowych, 2.
tradycyjnych technik operacyjnych (otwartych), 3.technik mieszanych
(hybrydowych) faczacych techniki klasyczne i matoinwazyjne.

W  wielu osrodkach naczyniowych PTA (angioplastyka) stata sie
podstawowg metodg leczenia KNK, wypierajgc otwarte techniki operacyjne.
Zabiegi wewnatrznaczyniowe nalezg do technik matoinwazyjnych. Opracowano
szereg technik zabiegéw wewnatrznaczyniowych umozliwiajgcych przywrécenie
droznosci zablokowanej tetnicy do 15 cm, takich jak np. angioplastyke balonowa
czy angioplastyke balonowg ze stentowaniem. Trwato$¢ efektu droznoéci naczyn
jest jednak mniejsza niz tradycyjnych operaciji.

Tradycyjna rewaskularyzacja chirurgiczna oznacza w zaleinoici od
wskazan przeszczepy anatomiczne, tromboendarterektomie osi biodrowej lub
przeszczepy pozaanatomiczne. Wskaznik pigcioletnich droznosci przeszczepéw
omijajacych aortalno-udowych wynosi 80-90%, wskaznik uratowanych koriczyn
po 5 latach utrzymuje sie na poziomie > 90% dla przeszczepéw anatomicznych.
Pomimo lepszych wynikéw operacji otwartych, obserwuje sie wyrazny wzrost
zabiegow wewnatrznaczyniowych (>60%) i spadek liczby operacji klasycznych
(okoto 30%).

Operacje hybrydowe to pofgczenie technik chirurgicznych z technikami
wewnatrznaczyniowymi. Pozwalajg one wykonaé¢ petng rewaskularyzacje i
jednoczesnie skroci¢ czas operacji oraz zmniejszy¢ ryzyko operacyjne. Technika
hybrydowa jest przeznaczona dla oséb w podesztym wieku, wyniszczonych, z
niedostepna autologiczng zyfg.

Angiogeneza, czyli tworzenie nowych naczyd krwionosnych, jest
sekwencjg proceséw o kluczowym znaczeniu fizjologicznym i patologicznym.
Proces ten jest regulowany szeregiem czynnikéw proangiogennych i
antyangiogennych. W zaleznosci od tego, ktéra grupa czynnikéw dominuje, ma
miejsce indukcja lub hamowanie angiogenezy.

Do pierwszej grupy czynnikéw nalezg m. in. : naczyniowo-$rédbtonkowy
czynnik wzrostu naczyri (VEGF), czynniki wzrostu fibroblastéw (FGF), czynnik
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wzrostu nowotwordw (TGF), czynnik wzrostu komédrek srédbtonkowych
pochodzenia ptytkowego (PD-ECGF)/fosforylaza tymidyny (PT), interleukina-8 (Il-
8). Do inhibitoréw neowaskularyzacji zalicza sie natomiast: angiostatyne
(fragment  plazminogenu), endostatyne (fragment kolagenozy  18),
trombospondyne (TSP), rodzine biatek zwanych tkankowymi inhibitorami
metaloproteaz (TIMP), niektére interleukiny (-1, -6, -10, -12).

VEGF - czynnik wzrostu $rédbfonka naczyniowego jest jednym z kluczowych
regulatorow tworzenia naczynn krwiono$nych. Jest syntetyzowany przez wiele
typow komorek, a jego produkcja stymulowana w srodowisku o niedostatecznej
ilosci tlenu. Przewlekta hipoksja indukuje komdrkowa produkcje HIF (hypoxia
inducible factor), czynnika transkrypcji, ktory stymuluje produkcje i nasila
uwalnianie VEGF. Czynniki te wigzg sie do swoistych specyficznych receptordw,
obecnych na komérkach srédbtonka. Aktywacja receptora VEGFR indukuje
proliferacje, wzrost i migracje oraz organizacje przestrzenng komodrek
srodbtonka podczas formowania sie naczyn.

bFGF - zasadowy czynnik fibroblastéw jest jednym 1z najlepiej
scharakteryzowanych modulatoréw angiogenezy. Moze dziata¢ jako czynnik
wzrostu i stymulowa¢ neowaskulogeneze wptywajac na wzrost nowych naczyn
krwionosnych podczas gojenia ran. Jest uznawany za silny induktor angiogenezy
w przebiegu choréb takich jak niedokrwienie koriczyn i choroba niedokrwienna
serca.

Mechanizmy dziatania czynnikdéw antyangiogennych sg rdine. Sposréd
wielu inhibitoréow angiogenezy na uwage zastugujg dwa: angiostatyna - jest
jednym z najsilniejszych inhibitoréw angiogenezy. Jest produktem proteolizy
plazminogenu, wykazujgcym swoiste dziatanie w stosunku do komdrek
srodbtonka naczyn, w odwracalny sposéb hamujac proliferacje oraz endostatyna
- ktora hamuje proliferacje komérek $rddbtonka i ich migracje stymulowana
przez VEGF.

Komorki Srodbtonka odgrywajg podstawowq role w migracji i tworzeniu
si¢ sieci naczyn, a czynniki angiogenne zostajg aktywowane poprzez $ciéle
regulowane procesy kontrolujgce stan komoérki. Badania nad wykorzystaniem
powyzszych czynnikdw podczas leczenia chorych, moga wspoméc zatozenia, ze
proces angiogenezy, w zaleinosci od zastosowanych czynnikéw moze by¢é
regulowany na wielu poziomach, jakkolwiek badania prowadzone nad terapiami
angiogennymi sg nadal w fazach klinicznych lub nawet na poziomie badar
podstawowych. Obiecujgce wydaje sig¢ potaczenie klasycznych koncepcji
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komérkowego wspomagania procesu angiogenezy w potaczeniu z
innowacyjnymi technikami ich podania. Jakkolwiek proces tworzenia nowych
naczyn krwionoénych jest poznany w dos¢ duzym zakresie to petne jego
wykorzystanie w klinice wymaga dtugich i zaawansowanych na szeroka skale
badan.

Wszystkie wymienione powyzej spostrzezenia dotyczgce przewlektego
niedokrwienia koriczyn dolnych zostaly w sposéb niezwykle wyczerpujacy
opisane w we wstepie do przedtozonej mi do oceny pracy doktorskiej. Ich
szczegotowe omdwienie juz we wstepie stanowi swego rodzaju wprowadzenie
do tematyki pracy i wydaje sie by¢ konieczne w celu zrozumienia poruszanych w
dalszych rozdziatach zagadnien. Bardzo wysoki poziom uszczegdtowienia
niektdrych tematéw (np. patofizjologia angiogenezy) czyni ten rozdziat doé¢
hermetyczny dla chirurgéw a dostepny jedynie dla naukowcéw z dziedzin
podstawowych medycyny. Nie jest to zaden zarzut, raczej uznanie dla szerokich
zainteresowan i wiedzy doktoranta doprawione nutka zazdroci.

Majac na uwadze powyisze nalezy stwierdzi¢, ze przedtozona mido oceny
praca doktorska lekarza medycyny Mirostawa Wasiewicza Kowalskiej pt.: Ocena
stezenia we krwi wybranych czynnikéw angiogennych u chorych z
miazdzycowym, krytycznym niedokrwieniem koficzyn doinych poddanych
rewaskularyzacji sposobem klasycznym i wewnatrznaczyniowym jest
szczegolnie warto$ciowa.

Zagadnienia badawcze tej pracy dotyczace oceny angiogenezy z pomiarem
stezenia czynnikdw angiogennych (VEGF i bFGF) we krwi chorych z krytycznym
niedokrwieniem korczyn dolnych w zaleznoéci od zastosowanej metody
rewaskularyzacji zostaty wybrane i sformutowane w sposéb wyjatkowo trafny.

Praca Mirostawa Wasiewicza ma typowy uktad pracy naukowej. Sktada sie
z 9 rozdziatéw uzupetnionych streszczeniem w jezyku polskim i angielskim
zawartych na 107 stronach druku. Praca napisana jest starannie, poprawnym
jezykiem polskim, edytorsko bez zastrzezeri. Autor nie ustrzegt sie nielicznych
btedéw literowych i interpunkcyjnych, bez znaczenia dla wartoéci merytorycznej
pracy. Sformufowanie celu pracy na stronie 44 powinno zawieraé okreslenie
przedmiotu podlegajgcego udroznieniu (a nie sq to koriczyny). Korekty wymaga
stwierdzenie (str. 89), ze ,po zabiegu operacyjnym uzyskiwano zdecydowanie
wyzsze wartosci bFGF...”
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PiSmiennictwo liczy 123 pozycje utozone wedtug kolejnosci cytowania, a jego
dobor z uwzglednieniem doniesien z ostatnich lat, $wiadczy o dobrej znajomosci
tematu. Kolejno$c rozdziatéw w sposdb przejrzysty przedstawia zatozenia i cele
pracy, materiat, sposdb przeprowadzenia badar i ich wyniki.

Czgs¢ wstegpng, bedacy dosé szczegdtowym przegladem wiedzy 2
dziedziny chirurgii naczyniowej w przypadkach niedokrwienia konczyn dolnych,
pozwolitem sobie omdwic na poczatku oceny pracy. Zrozumienie poruszanych
zagadnien wymaga pewnego przygotowania ze strony czytelnika ale doktorant
doskonale sobie z nim poradzit. Swoboda z jakg doktorant porusza sie wsrod
omawianych zagadnien $wiadczy o doskonatym zrozumieniu tematu i éwietnie
uzasadnia wybor celu pracy badawczej, logicznie wynikajacych z omawianych
przestanek.

Za cel pracy autor postawit ocene angiogenezy z pomiarem stezenia
czynnikéw angiogennych (VEGF i bFGF) we krwi chorych z krytycznym
niedokrwieniem koriczyn dolnych w zaleznoéci od metody zastosowanego
udrazniania koriczyn dolnych.

Odpowiedzi na postawione przez doktoranta pytania badawcze wymagaty
realizacji okre$lonych przedsiewzie¢ u wszystkich badanych:

1. Przeprowadzenia badania fizykalnego z oceng tetna na tetnicach konczyn
dolnych, pomiaru wskaznika kostka — ramie oraz dopplerowskiego
badania USG z oceng przeptywu w dystalnych odcinkach tetnic
piszczelowych oraz pomiarem predkosci skurczowej w tych odcinkach.

2. Oznaczenia stezen VEGF i bFGF w osoczu, ktére wykonywano w 1 dobie i
3 miesigce po operacji udroznienia tetnic.

Moge stwierdzi¢, ze zagadnienia badawcze tej pracy zostaty dobrze
wybrane i sformufowane, a wybdr tematu i sposéb przeprowadzenia badania
uwazam za wyjgtkowo trafny.

Materiat badawczy stanowito 84 chorych leczonych w Oddziale Chirurgii
Naczyniowej, Ogélnej i Onkologicznej Szpitala im. M. Kopernika w todzi w latach
2012 - 2014. Dane demograficzne chorych wigczonych do badania
przedstawiono w formie czytelnej tabelki z podziatem na poziom niedroznoéci
tetnic i rodzaj wykonanego zabiegu chirurgicznego.
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Chorzy kwalifikowano do poszczegolnych typdw operacji na podstawie
konsensusu TASC |l (Konsensus dotyczacy postepowania w chorobie naczyn
obwodowych) z 2007 r., a szczegdtowy opis metod operacyjnych i postepowania
okotooperacyjnego zostat w sposdb precyzyjny przedstawiony w rozdziale 3.
pracy. Réwnie precyzyjnie przedstawit metody immunoenzymatyczne uiyte w
celu oznaczenia poziomu stezen czynnikéw angiogennych (VEGF i bFGF)

Najobszerniejszg cze$¢ pracy zajmuje rozdziat poswiecony wynikom badan
przeprowadzonych na podstawie retrospektywnej analizy dokumentacji
medycznej leczonych chorych. Wyniki badan doktorantka przedstawita w sposéb
zrozumiaty i jednoznaczny.

Autor wykazat, ze:

1. Zaréwno po zabiegach endowaskularnych jak i wykonywanych w
sposdb klasyczny wartosci wskaznika kostka — ramie byly statystycznie
istotnie wyzsze (p<0,001).

2. Statystycznie istotnie poprawita sig predkos¢ przeptywu w tetnicach
piszczelowych przednich i tylnych po leczeniu operacyjnym, niezaleznie
od rodzaju operacji (p<0,001).

3. W przypadkach chorych z krytycznym niedokrwieniem konczyn
dolnych, niezaleznie od metody chirurgicznego leczenia obserwowano
istotne statystycznie obnizenie wartosci stezen badanych cytokin.
Srednia wartoé¢ stezenia VEGF przed zabiegiem byta istotnie
statystycznie wyzsza w porownaniu do Sredniej wartosci po operacji
(p<0,001). Podobnie srednia wartos¢ stezenia bFGF przed zabiegiem
byfa istotnie statystycznie wyzsza w poréwnaniu do $redniej wartosci
po operacji (p<0,001).

Wyniki swoich badan doktorant przedstawit w sposéb jasny, zrozumiaty i
jednoznaczny. Powyisze doktorant przedstawit w formie trzech koricowych
wnioskow, ktdre w petni odpowiadaja na przedstawione w zatozeniach i celu
pracy pytania badawcze. Dodatkowo wyniki przeprowadzonych badan dajg
podstawy do stwierdzenia, ze oznaczanie osoczowych stezel VEGF i bFGF moze
stuzy¢ do monitorowania skutecznosci chirurgicznego leczenia chorych z
krytycznym niedokrwieniem koriczyn dolnych, co doktorant zaznaczyt w jednym
z wyciagnietych z badan wnioskéw.
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Analiza materiatu badawczego zostata przeprowadzona bardzo dokfadnie,
a wyniki badan przedstawione w formie 18 tabel i 20 wykresdéw.

Ogélne wrazenie jakie odniostem po lekturze pracy jest bardzo dobre.

Odpowiedzi na postawione przez doktoranta pytania badawcze maja
cenng warto$¢ praktyczng - mogg stuzy¢ do monitorowania skutecznosci
chirurgicznego leczenia chorych z krytycznym niedokrwieniem koiczyn dolnych.
By¢ moze, ze powyisze informacje sa doskonalym przyczynkiem do dalszej
dyskusji w gronie specjalistéw chirurgii naczyi i by¢ moze do wprowadzania
pewnych standardow postepowania.

Zauwazone niedoskonatosci pracy, przede wszystkim redakcyjne,
pozwolitem sobie juz wymienié. Te drobne uwagi maja stanowié jedynie dowdd
na rzetelno$¢ recenzji, ale waga ich jest niewielka w stosunku do wysokiego
poziomu catosci rozprawy, nie umniejszajg wartosci pracy, ktéra jest wnikliwym,
dojrzatym opracowaniem tematu.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca stanowi oryginalny i
samodzielny dorobek naukowy doktoranta i spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim.

Oceniam jg bardzo wysoko i z prawdziwg przyjemnoscig prosze Wysoka
Rade Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie
lek. med. Mirostawa Wasiewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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