Rzeszow 13 grudnia 2022 r.

Recenzja Rozprawy Doktorskiej lek. Agnieszki Los-Stegienty

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych

Wstep

Lek. Agnieszka Los-Stegienta jest Autorka dysertacji doktorskiej na podstawie cyklu
prac pt. ,,Ocena stanu §rodbtonka naczyniowego, przy uzyciu innowacyjnej metody — Flow
Mediated Skin Fluorescence (FMSF), opartej o fluorescencj¢ NADH, w nastepstwie zmian
przeptywu krwi w naczyniach krwiono$nych, u os6b zdrowych i pacjentow z dlugotrwata
cukrzyca”. Metoda ta wykorzystuje zmiany intensywno$ci fluorescencji NADH w skorze
przedramienia w odpowiedzi na niedotlenienie i reperfuzj¢. Analiza ksztaltu sygnatu
fluorescencji NADPH pozwala na ocene przeptywu mikronaczyniowego odzwierciedlajacego
stan mikrokrgzenia, ktore czesto jest uposledzone m.in. w cukrzycy, stad tez jego ilosciowa

ocena moze by¢ wykorzystana do badania wczesnych objawow jego uszkodzenia.
Prace wchodzace w sktad Rozprawy zostaty opublikowane w latach 2019-2022.

I. Ocena merytoryczna pracy

Cykl prac pt. ,,Ocena stanu $rodbtonka naczyniowego, przy uzyciu innowacyjnej
metody — Flow Mediated Skin Fluorescence (FMSF), opartej o fluorescencjc NADH, w
nastepstwie zmian przeplywu krwi w naczyniach krwiono$nych, u 0s6b zdrowych i pacjentéw
z dhugotrwatyg cukrzyca” bedacy podstawa postepowania o nadanie tytutu doktora nauk
medycznych, stanowi spdjng catos¢ tematyczng. Lek. Agnieszka tos-Stegienta jest pierwsza
Autorka trzech z pieciu prac wchodzacych w sktad cyklu. Tematem wiodacym tych prac jest
ocena przydatnosci klinicznej nowej metody Flow Mediated Skin Fluorescence u pacjentow z
cukrzyca bez powiktan, z powiktaniami o charakterze mikro- i makroangiopatii oraz u os6b

zdrowych w celu oceny funkcji srodbtonka i uktadu krazenia.

Pierwsza praca z cyklu jest praca pogladowa wprowadzajagca w tematyke prac
oryginalnych i przedstawia zasade dziatania metody FMSF, omawia technike i przebieg
badania, opisuje najistotniejsze parametry, sposob ich analizy oraz interpretacji wynikow.

Podsumowuje ona dotychczasowe publikacje, w ktorych wykorzystywano technik¢ Flow



Mediated Skin Fluorescence do oceny zaburzen mikrokrgzenia w diabetologii oraz w innych

specjalnosciach, m. in. pulmonologii, dermatologii, fizjologii sportu.

Druga z prac pt. ,,Differentiation of Diabetic Foot Ulcers Based on Stimulation of
Myogenic Oscillations by Transient Ischemia” jest praca oryginalng opublikowang w
czasopismie Vascular Health and Risk Management w 2021 roku. Jej gldownym celem byta
ocena potencjalu techniki FMSF jako narzgdzia do predykcji gojenia stopy cukrzycowe;.
Badaniem objeto 42 pacjentow z dtugotrwatg cukrzycg (>10 lat trwania) powiktang zespotem
stopy cukrzycowej. Na podstawie uzyskanych wynikéw pacjentéw podzielono na kwartyle.
W pracy tej Autorzy wykazali, ze pacjenci z najnizszym kwartylem wartosci HS (hypoxia
sensitivity) mieli gorsze rokowanie w zakresie wygojenia owrzodzenia. Charakteryzowali sig
oni réwniez wigksza czgstoscig wystepowania nadci$nienia, hiperlipidemii, chorob sercowo-
naczyniowych, neuropatii i nefropatii, jak tez mieli znamiennie nizszy indeks odpowiedzi
hiperemicznej (hyperemic response index — HRingex), CO Wskazywato na wigkszg dysfunkcje
duzych naczyn w tej grupie pacjentéw, co zostato potwierdzone czgstszym wystgpowaniem U
nich choréb sercowo-naczyniowych. Praca ta byla pierwszg, ktora wykazata, ze uposledzenie
reakcji mikrokrazenia moze by¢ wykorzystywane do identyfikacji przypadkéw o stabym

rokowaniu na wyleczenie.

Trzecia praca w cyklu zatytutowana “Assessment of microvascular function using a
novel technique Flow Mediated Skin Fluorescence (FMSF) in patients with diabetic kidney
disease: A preliminary study” zostata opublikowana w Microvascular Research w 2022 roku.
Byla ona poswigcona uzytecznosci metody FMSF do oceny zmian fluorescencji NADPH u
pacjentéw z cukrzycowg chorobg nerek. Badaniem obj¢to 84 osoby, w tym 30 z cukrzycowa
chorobg nerek, 33 z cukrzyca bez powiktan oraz 21 os6b zdrowych. Pacjenci z nefropatig
mieli istotnie nizsze wartosci parametru reaktywnej odpowiedzi na przekrwienie (RHR —
reactive hyperemia response) (18,31 + 5,06%) w poréwnaniu z osobami zdrowymi (34,37 +
8,18%, p < 0,001), i pacjentami z cukrzycg bez powiktan (28,75 + 7,12%, p < 0,001). U os6b
z cukrzycg bez powiktan parametr RHR byt rowniez istotnie nizszy w poréwnaniu z osobami
zdrowymi. Podobne zalezno$ci wykazano w przypadku $redniej wartosci parametru log(HS)
w podgrupie z nefropatig (1,03 = 0,5) w poréwnaniu z osobami zdrowymi (1,59 + 0,53, p <
0,001) oraz z pacjentami z cukrzyca bez powiktan (1,73 + 0,52, p < 0,01). W pracy tej
wykazano takze ujemnag korelacje pomiedzy wartoscia RHR a stezeniem kreatyniny w
surowicy oraz istotng, dodatnig korelacje z eGFR. Z kolei log(HS) byl odwrotnie skorelowany

ze stezeniem kreatyniny i dodatnio skorelowany z eGFR. Pacjenci z cukrzycowa choroba
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nerek 1 cukrzycg bez powiktan mieli istotnie wyzszy poziom koncowych produktow
zaawansowanej glikacji (AGEs — advanced glycation end-products) w poréwnaniu z osobami
zdrowymi. Poziom AGEs byt tez znamiennie wyzszy u pacjentéw z niskim parametrem RHR
w porownaniu z umiarkowanym i wysokim RHR. Nie wykazano natomiast istotnych roéznic w
parametrze AGEs mi¢dzy grupami log(HS). Autorzy w zakonczeniu podkreslili, ze wyniki te

wymagajg dalszej walidacji na wigkszej grupie pacjentow.

Czwarta praca w cyklu (a trzecia oryginalna) wspotautorstwa kandydatki do tytutu
doktora nauk medycznych byta poswigcona analizie korelacji pomigdzy parametrami funkcji
mikrokrazenia otrzymanymi za pomoca fluorescencji NADH (HRingex, HRmax 0raz MR —
metabolic recovery), a wybranymi parametrami klinicznymi i antropometrycznymi u oso6b z
cukrzycg typu 1 oraz ocenie potencjatu diagnostycznego techniki FMSF u pacjentéw z tym
typem cukrzycy. Badaniem obj¢to 40 chorych z dlugo trwajaca cukrzyca typu 1 (>10 lat
trwania) oraz 31 zdrowych ochotnikow w wieku 30-49 lat. Wykazano silniejszg korelacje
badanych parametrow z wiekiem niz z obecnoscig cukrzycy. Niemniej pacjenci z cukrzyca
typu 1 miaty istotnie nizsze wartosci HRjygex W stosunku do oséb z grupy kontrolnej. W
badaniu zaobserwowano staba, lecz istotng ujemng korelacje migdzy parametrami HRjngex, @
BMI u o0sdb z cukrzyca, nie wykazano natomiast znamiennej korelacji migdzy parametrami
odpowiedzi hiperemicznej (HRingex 1| HRmax) @ czasem trwania choroby lub HbA;.. Na
podstawie tych wynikéw przy zastosowaniu metodologii FMSF stwierdzono, ze parametr
HRmax nalezy interpretowaé glownie jako parametr naczyniowy, a MR jako parametr

metaboliczny.

Pigta praca wspotautorstwa lek. Agnieszki Los-Stegienty jest listem do redakcji, pt.
,,Flow Mediated Skin Fluorescence (FMSF) Technique for Studying Vascular Complications
in Type 2 Diabetes” opublikowanym w Journal of Diabetes Science and Technology w 2019
roku. Praca ta skrotowo opisuje potencjal diagnostyczny metody FMSF u o0séb z cukrzyca
typu 2. Gléwnym celem bylo przedstawienie mozliwosci techniki FMSF w przewidywaniu
wystepowania powiktan zwigzanych z chorobg sercowo-naczyniowg (CVD) w miar¢ postepu
cukrzycy. Badaniem obj¢to 70 os6b w wieku 63 + 8,1 lat, z dtugo trwajaca (14,6 £ 7,4 lat),
przewlekle zle wyréwnang (HbAj. 8,2 = 1,4%) cukrzyca typu 2 i otyloscig. Uczestnikow
badania podzielono na 2 grupy: bez choroby sercowo-naczyniowej (CVD - cardiovascular
disease) (A) i z CVD (B). Na podstawie niskich wartosci HRigex zidentyfikowano pacjentéw
z cukrzycg typu 2 i ryzykiem zwigzanym z wystgpieniem CVD. Zaobserwowano jednak, ze 5

pacjentéw z grupy A uzyskato wartosci HRjngex W granicach 12,7% - 18,4% (typowe dla osob
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zdrowych) pomimo dlugiego czasu trwania choroby. Wysuni¢to hipoteze, ze wartosci te sg
typowe dla 0séb zdrowych, a ryzyko CVD wydaje si¢ niskie. W pracy podkreslono, ze
konieczne jest rozszerzenie badania, m. in. o test FMSF-HS, ktory mozna by wykorzysta¢ do
identyfikacji pacjentow z cukrzycg typu 2 o niskiej wrazliwosci na niedotlenienie, a tym

samym odpowiednio kwalifikowa¢ ich do grupy ryzyka.

W podsumowaniu uzyskanych wynikow badan kandydatka do tytulu doktora nauk
medycznych stwierdzita, ze u pacjentow z zespotem stopy cukrzycowej z niskimi warto$ciami
HS czesciej wystgpowaty powiktania sercowo-naczyniowe, mieli oni tez gorsze rokowanie co
do wygojenia stopy cukrzycowej, parametr ten wykazat tez znamienng korelacje z wynikami
badania USG Doppler naczyn konczyn dolnych, co wskazuje na wigksza dysfunkcje uktadu
krazenia u tych pacjentéw, zarowno w zakresie makro-, jak tez mikrokrazenia. Parametry
FMSF, RHR i log(HS) wykazaty istotng statystycznie korelacj¢ z parametrami funkcji nerek,
a takze z poziomem AGEs. Parametr HRingex u 0s0b z cukrzyca typu 1 byl znamiennie nizszy
w porownaniu z osobami zdrowymi i pacjentami z cukrzycg bez powiktan. Parametr ten byt
tez znamiennie nizszy u chorych z cukrzycg typu 2 z powiklaniami sercowo-naczyniowymi

niz u pacjentéw bez powiktan i u oséb zdrowych.

Trafnos¢ problematyki badawczej i jej oryginalnos¢

W cukrzycy, niezaleznie od jej typu, obserwuje si¢ podwyzszone ryzyko powiktan na
tle zaburzen mikro-, jak tez makrokrazenia. Choroby sercowo-naczyniowe (zawat serca, udar
mozgu), czy przewlekta choroba nerek wystepuja w populacji chorych na cukrzyce istotnie
czesciej niz u rownolatkow bez cukrzycy. Osoby z cukrzycg czesto rozwijajg tez zespot stopy
cukrzycowej, ktory jest istotng przyczyna inwalidztwa i generuje bardzo wysokie koszty dla
systemu opieki zdrowotnej. Stad poszukiwanie metod badawczych, ktore identyfikujg osoby o
wysokim ryzyku tych powiktan, jest jak najbardziej interesujacg, a przy tym oryginalng
tematyka badawcza.

Uzyskane rezultaty i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Wyniki badan przedstawione przez kandydatke do tytutu doktora nauk medycznych w
pracach oryginalnych wskazuja, ze metoda Flow Mediated Skin Fluorescence jako technika
nieinwazyjna, dostepna i tatwa w wykonaniu, jest obiecujgcym narzedziem diagnostycznym,
ktore moze by¢ stosowane u pacjentow z cukrzycg, jak rowniez z innymi schorzeniami.

Uposledzong odpowiedz na hipoksje wywotang przemijajacym niedokrwieniem mozna



wykorzysta¢ do roznicowania zespotu stopy cukrzycowej i identyfikacji przypadkow o niskim
rokowaniu na wyleczenie. Technika FMSF pozwala tez na identyfikacj¢ uposledzenia funkcji
mikrokrazenia u pacjentéw z cukrzycowa chorobg nerek, jak rowniez identyfikuje pacjentow
z cukrzycg typu 2 z ryzykiem zwigzanym z chorobami sercowo-naczyniowymi. OczywiScie
uzyskane wyniki wymagaja potwierdzenia w badaniach na wigkszych kohortach pacjentow w
celu potwierdzenia przydatnosci tej metody do wczesnej diagnostyki zmian naczyniowych i
kwalifikacji pacjentow bez klinicznie jawnych powiktan naczyniowych do dalszej interwencji

diagnostycznej lub terapeutycznej, ktora umozliwitaby podj¢cie dziatan prewencyjnych.

Poprawnos¢ jezykowo-stylistyczna

Rozprawa doktorska napisana jest poprawnym jezykiem, bez btedow stylistycznych,
czy interpunkcyjnych. Réwniez pod innymi wzgledami formalnymi napisana jest dobrze,
chociaz zdarzaja si¢ drobne uchybienia, np. pacjenci uczestniczgcy w badaniu sg opisani jako
grupa ,,badawcza” zamiast ,,badana”, niemniej, wytaczajac drobne btedy, nie mam wigkszych

zastrzezen do strony formalno-lingwistycznej dysertacji doktorskiej.

I1. Ocena metodologiczna pracy

Prace bedace podstawag postgpowania o nadanie tytutu doktora nauk medycznych
tworza spojng tematycznie catos¢ prezentujac W pracy pogladowej teoretyczne podstawy dla
przeprowadzonych i opublikowanych pdzniej wynikéw badan oryginalnych. Wykaz tych prac
jest umieszczony na stronach 7. i 8. rozprawy. Laczny impact factor (IF) prac, w ktorych lek.
Agnieszka Fos-Stegienta jest pierwszym autorem wynosi 3,750, a ilo$¢ punktow MEIN 170.

Laczny IF wszystkich prac wynosi 6,48, a punktacja MEIN 245.

Uktad pracy nie odbiega od standardow przewidzianych dla dysertacji doktorskich. Po
stronie tytutowej nastepuja podzickowania dla Promotorki, wspotautordw i rodziny, a po nich
umieszczony jest spis tresci, wykaz stosowanych skrotow (strony 4-6), a po nim wykaz prac

wchodzacych w sktad cyklu (strony 7-8).

Na kolejnych stronach znajduja si¢: streszczenie w jezyku polskim (strony 9-11) i
angielskim (strony 12-14). Wstep (rozdziat 4) jest podzielony na pig¢ podrozdziatow.
Pierwszy z nich — wprowadzenie — definiuje cukrzyce, a takze najistotniejsze jej powiklania.
Drugi i trzeci opisujg etiopatogeneze odpowiednio mikro- i makroangiopatii cukrzycowej.

Kolejny opisuje budowe 1 role srédbtonka naczyniowego oraz jego dysfunkcje zwigzang z



cukrzycg. Podrozdzial pigty poswigcony jest opisowi zastosowanej metody Flow Mediated
Skin Fluorescence (FMSF) z przedstawieniem przyktadowych zapisow. Rozdzial pigty jest
przedstawieniem celu pracy. Rozdzial szdsty opisuje materiat i metodyke badan, opisuje tez
wartosci progowe 1 zakresy parametrow ocenianych badaniem FMSF. Rozdzial siodmy
stanowi omowienie publikacji wchodzacych w sktad cyklu, jest tez prezentacjg i oméwieniem
wynikow badan uzyskanych w pracach oryginalnych. Rozdzial 6smy jest przedstawionym w
punktach podsumowaniem tych wynikéw, a rozdzial dziewiaty prezentuje wnioski Autorki
Rozprawy, ktore sg zgodne z uzyskanymi wynikami i zawierajg tez perspektywy dalszych

badan nad uzyteczno$cig metody FMSF.

Kolejne rozdzialy zawierajg: wykaz literatury odnoszacej si¢ do tematyki cyklu prac
(49 pozyciji) oraz spis tabel i rycin.

Podsumowujac, uktad pracy i struktura podziatu tresci sg prawidtowe, sformutowane
cele badawcze, dobor metod i narzedzi badawczych, jak tez ich zastosowanie nie budzi
zastrzezen, wyniki sg przedstawione i oméwione w sposob logiczny i spojny, i podsumowane

sg wnioskami zgodnymi z uzyskanymi wynikami.
I11. Ocena dorobku

Lek. Agnieszka Los-Stegienta wykazuje si¢ dociekliwoscia i aktywnoscia badawcza.
Jak dotychczas, sadzac po dotychczasowym dorobku naukowym, jej gléwnym polem
zainteresowan badawczych jest ocena przydatnosci metody Flow Mediated Skin Fluorescence
w ocenie funkcji mikro- i makrokrgzenia u osoéb z cukrzycg typu 1 i 2. i perspektyw jej
zastosowania w identyfikacji pacjentow zagrozonych rozwojem tych powiktan u pacjentow

bez jawnych ich objawow.
IV. Wniosek koncowy

Warto$¢ naukowg Rozprawy na stopien doktora nauk medycznych lek. Agnieszki L.os-
Stegienty oceniam bardzo wysoko. Przedstawione prace nie budza watpliwosci co do ich
warto$ci naukowej, Autorka podejmuje przy tym bardzo interesujacy i perspektywiczny temat

badawczy, ktory moze zaowocowac kolejnymi publikacjami.

Kandydatka na stopien doktora nauk medycznych wykazata si¢ przy tym wysokimi

umiejetnosciami W prezentacji tematyki Rozprawy. W sposob jasny i precyzyjny nakreslita



tto, zakres tematyczny, hipotezy badawcze i cele przeprowadzonych badan. Prawidlowo tez
przeprowadzita omodwienie ich wynikéw W nawigzaniu do innych pozycji pi$miennictwa,
podsumowujac swoje prace i uzyskane wyniki krytyczng ich analizg 1 wnioskami zgodnymi z

uzyskanymi wynikami.

W podsumowaniu stwierdzam, ze Rozprawa doktorska pt: ,,Ocena stanu $rodbtonka
naczyniowego, przy uzyciu innowacyjnej metody — Flow Mediated Skin Fluorescence
(FMSF), opartej o fluorescencje NADH, w nastepstwie zmian przeplywu krwi w naczyniach
krwionosnych, u o0sob zdrowych i pacjentow z dlugotrwalg cukrzyca” spelnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668). Doktorantka opanowala metody badawcze wykorzystane w
przedstawionych pracach i wykazala, ze posiada wiedze¢ teoretyczng i specjalistyczng w
wymaganym zakresie, a praca stanowi oryginalne podejscie do problemu naukowego. W
zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi o dopuszczenie lek. Agnieszki Los-Stegienty do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

W zwiazku z wazko$cig podjetej tematyki badawczej, jak tez wysoka jej wartoscia
naukowa, wnioskuj¢ o wyrdznienie przedstawionej Rozprawy doktorskiej lek. Agnieszki Los-

Stegienty.
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