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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych lekarza Pawla Kolano

W przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej lek. Pawta Kolano pt.;
»Udzial ~zaburzen angiogenezy i macierzy zewnatrzkomérkowej w rozwoju owrzodzen
podudzi” postawiono sobie za cel oceng aktywnosci wybranych biatek zawiadujacych
metabolizmem tkanki lacznej tj. metaloproteinaz MMP-1 i MMP-9, tkankowego inhibitora
metazloproteinaz (TIMP-1), biatek uczestniczacych w procesie angiogenezy tzn: VEGF i
angiogeniny oraz biatka regulujgcego proces bliznowacenia jakim jest katepsyna K w
patogenezie owrzodzefi zylnych. Owrzodzenia zylne stanowig zaréwno istotny problem
medyczny jak i spoleczny ze wzgledu na swoj przewlekly, nawrotowy charakter oraz
koniecznos¢ dhugotrwalego i kosztownego leczenia. Nalezy zaznaczy¢, ze ryzyko ich rozwoju
znaczgco wzrasta z wiekiem i choruje na nie ok. 3-5% populacji powyzej 65 roku zycia. Na
czgstosé wystepowania owrzodzen wplywaja takze czynniki demograficzne i $rodowiskowe
m.in. wiek, siedzacy tryb zycia, otylosé i palenie papieroséw. Najczestsza przyczyna
powstawania owrzodzen zlokalizowanych w obrebie goleni jest niewydolno$¢ naczyn zylnych.

Wsréd gtéwnych czynnikéw ryzyka ich rozwoju wymienia: sie starszy wiek i pleé meska,



refluks zylny, zakrzepicg zyt glebokich, przebyty zespot pozakrzepowy, wysoki wskaZnik masy
ciala, niskg aktywnos¢ fizyczng, prace stojaca, nadci$nienie tetnicze oraz predyspozycje
rodzinne. Leczenie owrzodzen jest niezwykle trudne z uwagi na wzajemnie oddziatywanie
nieprawidlowych proceséw naczyniowo-zapalnych. Prawidtowe i skuteczne leczenie powinno
obejmowaé wszystkie elementy patogenezy choroby. Rola poszczegdlnych czynnikow
wplywajacych narozwoju owrzodzen, pomimo wielu lat badan weiaz nie jest w petni poznana.
Brakuje badan na temat okredlenia zaleznosci ekspresji biatek takich jak MMP-1, MMP-9,
TIMP-1, VEGF, angiogeniny oraz katepsyny K, a rozwojem choroby u pacjentow z
owrzodzeniami zylnymi. Choroba stanowi istotny interdyscyplinarny problem medyczny.
Wybér przez Doktoranta tematu pracy uwazam zatem za szczegOlnie trafny i zgodny z
oczekiwaniami. Swiadczy to w mojej ocenie o umiejetnosci Doktoranta planowania badaf

naukowych.

Rozprawa ma klasyczny podziat na rozdzialy — wstep, zalozenie i cele pracy, materiaty
i metody, analiz¢ statystyczna, wyniki, dyskusje, zakoficzenie oraz wnioski zgodnie z
wymogami formalnymi zawartymi w Ustawie o Stopniach i Tytutach naukowych (Dz.U. 2003
nr 65 poz. 595). Zawiera tacznie 89 stron tekstu, 12 rycin i 12 tabel. W pracy znajdujg sie

odniesienia do 146 pozycji pi$miennictwa.

Wstep zawiera opis rysu historycznego choroby, jej epidemiologii, kosztéw opieki,
patofizjologii i przyczyn rozwoju owrzodzen zylnych, jak réwniez przedstawia informacje
dotyczace owrzodzen w przebiegu piodermii zgorzelinowej i choréb tkanki tacznej, takich jak
reumatoidalne  zapalenie = stawéw, toczei rumieniowaty ukladowy i zespotu
antyfosfolipidowego. Zawiera rowniez szczegblowe informacje dotyczace obrazu klinicznego,
oceny zaawansowania obejmujgcej m.in. klasyfikacje CEAP oraz wykonywanych badan
przeplywu i wydolnosci uktadu zylnego tzn. testéw fizykalnych i ultrasonografii
dopplerowskiej. W rozdziale znajduje si¢ takze opis metod leczenia owrzodzen i wplywu ich
obecnosci na jakos¢ zycia chorych. Uzupelnienie rozdziatu pierwszego stanowig informacje
dotyczace roli wybranych biatek w rozwoju owrzodzen zylnych tzn. MMP-1, MMP-9 i TIMP-
1, VEGF, angiogeniny oraz katepsyny K. Rozdzial pierwszy zawiera zatem istotng wiedze
stanowiaca podstawg teoretyczng podjetych badan. W tym miejscu warto zaznaczy¢, Z€ Zwraca
si¢ uwage iz nazwa zwigzana z anatomicznym umiejscowieniem owrzodzef powinna brzmieé
owrzodzenia Zylne goleni. Termin owrzodzenia zylne podudzi natomiast od lat funkcjonuje w

pismiennictwie pomimo nieprawidtowej nazwy anatomiczne;.



Rozdziat drugi zawiera zalozenia i prawidtowo sformulowane oraz podane w czterech

punktach szczegélowe cele badawceze tzn.:

1) Ocena stgzenia MMP-1 i MMP-9 w surowicy krwi pacjentow zdrowych
i chorujgcych na owrzodzenia zylne podudzi;

2) Ocena  stgzenia TIMP-1 w  surowicy krwi  pacjentéw zdrowych
1 chorujgcych na owrzodzenia zylne podudzi;

3) Ocena stgzenia VEGF i angiogeniny w surowicy krwi pacjentow zdrowych
i chorujacych na owrzodzenia zylne podudzi;

4) Okreslenie potencjalnej roli katepsyny K i VEGF w rozwoju owrzodzen podudzi
poprzez immunohistochemiczng ocene ich ekspresji w bioptatach skéry pochodzacych

z owrzodzen zylnych podudzi.

W rozdziale trzecim i czwartym opisane zostaly materiaty i metody badan oraz analiza
statystyczna. W badaniu uczestniczylo Iacznie 71 o0séb rasy kaukaskiej (38 kobiety i 33
mezezyzn), sposrdd ktérych 39 stanowili pacjenci z owrzodzeniami zylnymi. Grupe kontrolng
stanowito 32 zdrowych wolontariuszy. Sredni wiek pacjentdw (x odchylenie standardowe) w
grupie badanej wynosit 72,12 £ 5,37, a w grupie kontrolnej 72,19 + 3,90 lat. Sredni czas trwania
choroby wynidst 4,47 + 3,18 roku. U wszystkich os6b z grupy kontrolnej i badanej oznaczono
stgzen biatek MMP-1, MMP-9, TIMP-1, VEGF i angiogeniny w surowicy wykorzystujae
odezynniki firmy R&D Systems Europe (Abingdon, UK). Spoéréd grupy badanej i kontrolne;
wyodrebniono podgrupg ochotnikéw, ktérzy oprocz oznaczenia podstawowych parametrow z
surowicy krwi, wyrazili zgode na pobranie biopsji ze skéry. Pobrane bioptaty skéry u 0séb z
obu grup zostaly wykorzystane do badan ekspresji katepsyny K i VEGF metodg
immunohistochemiczna. U wszystkich pacjentéw z grupy badanej owrzodzenie bylo zmiang
pojedyncza i znajdowato si¢ w okolicach kostki przysrodkowej. Wszystkie zmiany skdrne
zostaly sklasyfikowane z wykorzystaniem klasyfikacji CEAP jako C6 Ec Asp Pro (zmiany
skorme z aktywnym owrzodzeniem, o znanej etiologii wtérnej, z zajeciem  zyl
powierzchownych i glgbokich z refluksem i zwezeniem $wiatla naczyn). Opracowanie
statystyczne wynikow zostalo wykonane z uzyciem oprogramowania Statistica. Metodyka

badan jest prawidlowo dobrana do postawionych celéw pracy.



W rozdziale pigtym przedstawiono wyniki otrzymane w trakcie przeprowadzonych badan.
Podzielony jest na pig¢ podrozdziatéw, w ktérych przedstawiono wyniki oceny danych
demograficznych, oceny stezen MMP-1, MMP-9, TIMP-1 w grupie badanej i kontrolnej, stezen
VEGF i angiogeniny w grupie badanej i kontrolnej, ekspresji katepsyny K i VEGF w badaniu
immunohistochemicznym oraz analize korelacji pomiedzy poszczegblnymi zmiennymi. W
podrozdziatach znajduje si¢ tabele i ryciny przedstawiajace analize statyczng z komentarzem
w peini umozliwiajgcym ich zrozumienie. Uzupehieniem podrozdziatu 5.4 sg ryciny
przedstawiajace wyniki immunohistochemiczne. Rozdziat szésty to dyskusja. W czedel tej w
sposob rzetelny Doktorant pordwnat wyniki badai wiasnych z dostepnymi w pi$miennictwie
wynikami badar innych autoréw. Rozdziat podzielony jest na trzy czesci dotyczace omowienia
otrzymanych w trakcie badan wtasnych wynikéw stezet MMP-1, MMP-9 i TIMP-1 w surowicy
krwi pacjentéw zdrowych i chorujacych na owrzodzenia zylne podudzi, stezen VEGF i
angiogeniny oraz ekspresji katepsyny K i VEGF w badaniu immunohistochemicznym. W
trakcie badafi wlasnych Doktorant wykazat, ze stezenie bialek MMP-1 i MMP-9 w Surowicy
krwi bylo istotnie statystycznie wyzsze u pacjentéw z owrzodzeniami zylnymi goleni w
poréwnaniu do 0séb zdrowych. Stezenie TIMP-1 nie réznito sie natomiast istotnie w badanych
grupach. Wyniki te s zgodne z dostepnymi danymi pi$miennictwa i wskazujg na rzetelne
wykonanie badaf. Doktorant trafnie wskazuje na mozliwo$é wykorzystania wyjsciowych
wartosci MMP-1, MMP-9 i TIMP-1 jako elementéw rokowniczych gojenia si¢ owrzodzenia,
Przeprowadzone badania potwierdzajg zatem role MMP-1, MMP-9 i TIMP-1 w patogenezie
owrzodzen zylnych. Doktorant wskazuje réwniez na brak w dostepnej literaturze badan
poréwnawczych oceniajacych stezenie metaloproteinaz i TIMP-1 w osoczu i plynie
surowiczym pochodzacym z owrzodzenia. Moze by¢ to zatem elementem dalszych badan
Doktoranta. W badaniu witasnym Doktorant nie wykazat réznic istotnych statystycznie w
ocenie srednich st¢zefi angiogeniny w grupie badanej i w grupie kontrolnej. W pismiennictwie
brak jest publikacji na temat oceny stezenia angiogeniny w osoczu pacjentéw z owrzodzeniami
zylnymi. Fragment ten stanowi zatem nowatorski aspekt pracy. Dane pi$miennictwa wskazuja,
ze ekspresja VEGF koreluje dodatnio z zaawansowaniem choroby ocenionym wg klasyfikacji
CEAP. Wyniki badan przeprowadzone przez Doktoranta potwierdzaja te teze. W badaniach
wilasnych lek. Pawta Kolano érednie stgzenie VEGF bylo istotnie wyzsze u pacjentéw z
owrzodzeniami, niz w grupie kontrolnej i wynosito (589,33 + 346,21 pg/ml dla grupy badanej
vs 220,28 + 110,36 pg/ ml dla grupy kontrolnej). Doktorant trafnie dokonuje analizy
otrzymanego wyniku, przy braku bezpodrednich danych, thumaczac iz przyczyna wzrostu

VEGF w surowicy jest fakt, ze w $rodowisku owrzodzenia zylnego dochodzi do aktywacji
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plytek krwi i makrofagéw, ktére wydzielaja VEGF, powodujac jego uwolnienie do krwiobiegu.
Dodatkowo w badaniu wiasnym lek. Pawet Kolano wykazat istnienie silnej, istotnej zaleznosci
pomigdzy gestoscig mikronaczyn krwiono$nych/mm? a ekspresja VEGF. Korelacja ta
potwierdza dodatkowo otrzymane na wczesniejszych etapach badan wyniki. Dostepna jest
niewielka liczba publikacji wyjasniajaca role katepsyny K w patogenezie owrzodzeni zylnych.
W badaniu wiasnym Doktorant wykazat, ze ekspresja katepsyny K jest wyzsza w tkankach
owrzodzenia niz w zdrowej skérze. Zdaniem doktoranta to moze by¢ zwigzane z zaburzong
réwnowagg miedzy procesami syntezy i degradacji macierzy pozakomdrkowej. Dodatkowo
wskazuje na zaleznos¢, jednak nieistotng statystycznie, pomigdzy ekspresja VEGF i katepsyny
K. Wskazywa¢ to moze na istnienie zwiazku patofizjologicznego pomiedzy tymi dwoma
biatkami. Hipoteza ta wymaga jednak potwierdzenia na duzych grupach chorych i zastosowania
technik biologii molekularnej. Doktorant wskazuje zatem stusznie, na potrzebe dalszych badan

nad patogenezg owrzodzen zylnych.

W rozdziale siédmym zatytulowanym zakoriczenie lek. Pawel Kolano przedstawil w

krotki i przejrzysty sposéb kluczowe element otrzymanych wynikéw i dyskus;ji.

Rozdziat 6smy zawiera cztery wnioski majace istotng wartos¢ poznawcza, mogace w

przysztosci mie¢ réwniez znaczenie w praktyce klinicznej tzn.:

1. Podwyzszone stgzenie MMP-1 i MMP-9 w surowicy krwi pacjentéw z grupy badanej
W poréwnaniu do grupy kontrolnej $wiadczy o udziale tych metaloproteinaz w
patogenezie owrzodzen zylnych podudzi.

2. Brak istotnych réznic w stezeniu TIMP-1 mig¢dzy grupg kontrolng a badang moze
Swiadezy¢, ze w rozwoju owrzodzen zylnych podudzi przewagg uzyskujg procesy
proteolityczne.

3. Podwyzszone stezenie VEGF i angiogeniny, jak rowniez zwiekszona
immunohistochemiczna ekspresja VEGF w grupie badanej w poréwnaniu do grupy
kontrolnej wskazuje, ze jednoczesnym zjawiskiem do remodelingu ECM jest proces
tworzenia nowych naczyn krwionoénych.

4. Zwigkszona ekspresja katepsyny K w tkankach pochodzacych z owrzodzen zylnych
swiadczy nie tylko o jej udziale w rozwoju samego owrzodzenia, ale wskazuje tez, ze

moze istnie¢ nowy regulator remodelingu ECM wymagajacy dalszych badan.



Pozostate rozdzialy zawieraja streszczenie w jezyku polskim i angielskim, piémiennictwo oraz

Spis rycin i tabel.

Z obowigzku recenzenta musze wskazaé¢ na drobne btedy redakcyjne jak np. niezgodno$é
tytutu rozdziatu 6.1 w spisie tredci i dyskusji oraz dotyczace cytowanych pozycji
pismiennictwa. W tekscie tez uzyto stwierdzenia »Spozywanie tytoniu”, a powinno by¢ palenie.

Uwagi te nie maja zadnego wpltywu na zawartoéé merytoryczng pracy.

Lekarz Pawel Kolano dyplom lekarza uzyskat w 1998 roku. Aktualnie jest specjalistg
chirurgii ogélnej i pracuje na Oddziale Chirurgii Ogélnej i Onkologicznej w Tomaszowskim
Centrum Zdrowia. Doktorant jest autorem i wspétautorem o$miu pelnych publikacji, z ktérych
W trzech jest pierwszym autorem. Pieé z tych publikacji umieszczonych jest na Liscie

Filadelfijskiej.

W podsumowaniu nalezy podkreslié, ze wyniki pracy stanowig istotny wklad w
uzupetnieniu wiedzy dotyczacej rozwoju owrzodzen zylnych. Zaznaczy¢ nalezy rowniez, ze jej
czg8¢ ma charakter nowatorski, poniewaz w pismiennictwie jest niewiele doniesient na temat
roli np. katepsyny K. W mojej ocenie to bardzo wartosciowa czes¢ dysertacji, ktéra znalazta
swoje odzwierciedlenie we wnioskach. Uzyskane wyniki mogg dodatkowo w przysztosci
wplynaé na codzienng praktyke kliniczng m.in. poprzez poszerzenie liczby czynnikéw
rokowniczych. Chciatbym takze podkreslié ilog¢ pracy wykonanej przez Doktoranta w trakcie
zbierania i opracowywania wynikéw badan. Zakres calej pracy tzn. zaplanowanie i wykonanie
badan, prowadzona dyskusja i opracowane wnioski oraz dorobek naukowy Doktoranta jest w
mojej ocenie wystarczajacy dla uzyskania stopnia doktora nauk medycznych. Wnosze wiec do
Wysokiej Rady Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie lek. Pawla Kolano do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na jakosé
przeprowadzonych badan oraz w mojej ocenie istotny wklad otrzymanych wynikéw do
poszerzenia wiedzy medycznej dotyczace; patofizjologii owrzodzen zylnych, ktérego
odzwierciedleniem jest przyjecie do publikacji czg$ci wynikéw w czasopismie z Listy

Filadelfijskiej, sktadam wniosek o wyréznienie rozZprawy.

Z powazaniem

Witold Owczarek



