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Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani lekarz Diany Kupczynskiej
pt. ,,Ocena miejscowej stymulacji neoangiogenezy po domig¢sniowym podaniu

wybranych czynnikéw proangiogennych u szczurow.”

Wykonanej na Wydziale Lekarskimi Ksztalcenia Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu pod kierunkiem promotora Pana prof. dra hab. Jana Skory.
Podstawa formalng wykonania recenzji jest uchwata Rady Wydziatu Lekarskiego Ksztatcenia
Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego z dnia 13 czerwca 2018 roku (nr uchwaty
529/V1/2018).

Temat podjety przez doktorantke jest aktualny i bardzo istotny z punktu widzenia chorego u
ktorego wszelkie wezesniejsze proby ratowania niedokrwionych tkanek zawiodty. W warunkach
chirurgii naczyniowej najczesciej jest to krytycznie niedokrwiona koniczyna. Z przegladu aktualnego
pi$miennictwa wynika ze zastosowanie terapii stymulujacej neowaskulogeneze konczy si¢ w okoto
50% sukcesem terapeutycznym ( czesciowo lub catkowicie uratowana konczyna). Zatem
podejmowanie prob zwiekszenia odsetka pozytywnych efektow leczniczych poprzez modyfikacije
dotychczasowego leczenia jest jak najbardziej uzasadnione.

Rozprawa doktorska ma typowy uklad i sktada si¢ ze : spisu tresci, wstepu, zatozen i celu pracy,
materiatu i metod, wynikéw, dyskusji, wnioskow, bibliografii, spisu rycin, streszczen w jezyku

polskim i angielskim. Cato$¢ zawarta jest na 89 stronach druku.




We wstepie doktorantka sporo miejsca poswieca rozwojowi chirurgii, w tym roéwniez
chirurgii naczyniowej gdzie odbywa staz. Zauwaza, ze chirurgia naczyniowa wyodrgbniona
zostata z chirurgii ogdlnej stosunkowo p6zno bo w latach 30-tych XX wieku. W Polsce po raz
pierwszy o chorobach naczyn pisat prof. Stanistaw Nowicki a w 2004 roku uznano chirurgie
naczyniowa jako odrebna specjalizacje w krajach Unii Europejskiej. Nastgpnie pisze o
epidemiologii przewleklego niedokrwienia konczyn i zauwaza ze istnieje koniecznos¢
prowadzenia licznych badan eksperymentalnych nad nowymi metodami leczenia. Srodowisko
medyczne oczekuje wsparcia w uproszczeniu procedur badawczych, mozliwosei wymiany
doswiadczen z kolegami z innych krajow, zwigkszenia naktadéw finansowych na projekty
badawcze i systemowych rozwiazan skierowanych zaréwno do lekarzy i calego personelu
medycznego, jak tez do chorych i ich rodzin. Nastepnym podpunktem wstepu jest opis
anatomii i histologii tetnicy zdrowej i chorej. W tym tez miejscu opisuje proces angiogenezy.
Doktorantka pisze o pieciu etapach angiogenezy : zwiotczenie $ciany naczynia i pobudzenie
komoérek $rodblonka, degradacja btony podstawowej i macierzy pozakomorkowej, migracja i
proliferacja komérek srédblonka, wytworzenie struktur nowego naczynia, otoczenie
nowopowstatych naczyn przez komorki mezenchymalne. Aby powstato nowe tozysko
naczyniowe konieczne jest oddzialywanie czynnika wzrostu naczyn i angiopoetyny.
Nastepnie doktorantka przechodzi do opisu patofizjologii i patomorfologii w zakresie
angiogenezy oraz dojrzalych naczyn tetniczych, charakteryzuje czynniki odpowiedzialne za
zaburzenie homeostazy co prowadzi do rozwoju patologii w $cianie naczynia. W kolejnym
podrozdziale opisuje objawy, przebieg kliniczny oraz dostepne aktualnie metody lecznicze w
miazdzycy zarostowej tetnic. Kolejnym podrozdziatem jest angiogeneza, w ktérym
doktorantka juz bardzo szczegbtowo omawia to zagadnienie. Konczy wstep stwierdzeniem .

Podstawowym celem aktualnych badan jest stymulacja angiogenezy w odpowiednim miejscu,




tj. w obszarze niedokrwionym, bez jednoczesnego efektu ogdélnoustrojowego badz
jednoczesnej stymulacji rozwoju nowotworu w miejscu podania lub w innych narzadach.

Co wiecej, sukces procesu remodelingu naczyn po zakonczeniu wzrostu osobniczego, zalezy
od: istnienia sieci arterioli taczacych mikrokrazenie przed i za przeszkoda,

aktywacji endothelium tetnic, spowodowanej stresem (niedokrwieniem);

migracji macierzystych komoérek szpiku kostnego, proliferacji komérek endothelium 1
komorek miesni gtadkich, tworzacych nowe naczynia.

Wstep jest wprawdzie do$¢ rozlegly ale czyta si¢ go z zainteresowaniem i co wazne
doktorantka wykazata w tym miejscu, ze jest bardzo dobrze zaznajomiona z zagadnieniami,
ktore bezposrednio dotycza jej rozprawy doktorskie;j.

Drugi rozdziat to zatozenia i cel pracy.

Lek. med. Diana Kupczynska postanawia zbada¢ procesy molekularne zwigzane z indukcjg
neowaskulogenezy stawiajgc nastepujace cele :

1. Ocena rekrutacji komoérek progenitorowych CD 34 (+) srodblonka naczyn
krwionosnych po podaniu domie$niowym plazmidu ANG-1 i plazmidu
bicistronowego ANG-1/VEGF-165.

2. Analiza réznicy w stopniu aktywacji komérek CD 34 (+) w zaleznosci od podanych
czynnikow angiogennych.

3. Pordéwnanie miejscowej stymulacji angiogenezy w zaleznosci od zastosowanych
plazmidéw angiogennych (podanie plazmidu zawierajacego ANG-1 versus podanie
plazmidu bicostronowego zawierajacego ANG-1 1 VEGF-165).

4. Ocena ryzyka wystepowania ogolnoustrojowych powiklan, w tym ewentualne;

stymulacji rozwoju nowotwordw, po zastosowanej terapii eksperymentalne;j.




W rozdziale material i metody zaznacza ze przeprowadzone przez nia badania uzyskaly
aprobate Lokalnej Komisji do Spraw Do$wiadczen na Zwierzetach przy Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Panstwowej Akademii Nauk we Wroctawiu (nr zgody
49/2014) oraz zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego na przeprowadzanie
do$wiadczen na zwierzetach (nr zgody 10/2014/0027). W dalszej czesci opisuje proces
przygotowania materiatu do badan (plazmidéw oraz czynnikéw proangiogennych). Nastepnie
charakteryzuje zwierzeta poddane badaniom, metody histochemiczne i immunochemiczne
stosowane w ocenie wynikéw badan. Brakuje wyszczegolnienia metod statystycznych
zastosowanych w pracy.

W rozdziale wyniki doktorantka wykazata ze dla zmiennej CD 34 wystepuje istotna
statystycznie roznica pomigdzy grupa kontrolng a grupg VEGF-165/ANG-1 (p=0.000000)
oraz pomiedzy grupa kontrolng i ANG-1 (p=0.000582) natomiast obydwie grupy badane nie
rdznig si¢ od siebie w sposéb istotny.

Dla zmiennej VEGF wystepuje istotna statystycznie réznica pomiedzy grupg kontrolng a
grupg VEGF-165/ANG-1 (p=0.000000) oraz pomiedzy grupg kontrolng i ANG-1
(p=0.000189) natomiast obydwie grupy badane nie r6znig si¢ od siebie w sposob istotny.

W dyskusji doktorantka zauwaza ze terapia genowa i terapia komérkami macierzystymi
znajdzie swoje miejsce w leczeniu chorych dotknigtych krytycznym niedokrwieniem konczyn
dolnych, tym bardziej, ze nie zamyka ani nie ogranicza ona stosowania innych metod
leczenia.

U podstaw nadziei na opracowanie skutecznej metody leczenia niedokrwienia tkanek lezy
fakt, Ze jest to biologiczne rozwigzanie problemu. Tateishi i wsp. w 2002 roku w czasopismie
Lancet przedstawili wyniki pilotazowego badania, polegajacego na domigsniowym podaniu
chorym z krytycznym niedokrwieniem konczyn dolnych komoérek uzyskanych z ich szpiku

kostnego. W klinice w ktérej pracuje doktorantka juz wezeéniej prowadzono podobne badania




podajac w niedokrwione tkanki zarowno VEGF-165 z jednoczesnym podaniem komorek
progenitorowych z wlasnego szpiku kostnego uzyskujac lepsze wyniki niz przy podaniu tylko
komorek szpiku. To zachecito lek. med. Diang Kupczynska do prowadzenia dalszych badan
na zwierzetach. Niniejsza praca udowadnia, ze najbardziej optymalnym rozwigzaniem jest
sekwencyjne podawanie pojedynczych czynnikéw wzrostu. Ponadto wydaje sie, ze
przysztos¢ medycyny regeneracyjnej lezy w kombinowanej terapii, laczacej terapie genows z
podawaniem komorek macierzystych. Doktorantka wykazata, ze samo podanie plazmidu
zawierajacego gen kodujacy ANG-1 indukuje neoangiogeneze u szczurdéw. Podanie ANG-1
chroni dojrzate naczynia krwionos$ne przed nadmierng przepuszczalnoscia, chroni wigc juz
powstate naczynia przed negatywnymi skutkami czynnikéw zapalnych. W kolejnym badaniu
zostala wykazana skuteczno$¢ dwoch plazmidéw bicistronowych — kombinacja VEGEF-
165/HGF jest bardziej skuteczna, niz ANG-1/VEGF-165. Wynika to prawdopodobnie z
faktu, ze HGF stymuluje angiogenez¢ bez powstania stanu zapalnego, w przeciwienstwie do
VEGF.

W podsumowaniu doktorantka stwierdza ze bioragc pod uwage stopien ztozonosci
procesu angiogenezy 1 ludzkiego organizmu oraz liczne czynniki wplywajace na
niedokrwienie konczyn dolnych, naukowcy w XXI wieku staja przed wyzwaniem, jak
skutecznie i bezpiecznie zmobilizowa¢ powstawanie krazenia obocznego w niedokrwionych
organach.

Dyskusja zostala przeprowadzona z duzym znawstwem podobnych prac w
pisSmiennictwie Swiatowym. Trzeba przyznaé, ze wyniki przedstawione w recenzowanej pracy
sg zachecajace do dalszych badan nad problemem neowaskulogenezy.

Pracg koncza wnioski ktdre sg odpowiedzia na postawione wcezesniej cele pracy.
1. Zardwno podanie plazmidu bicistronowego ANG-1/VEGF-165, jak i konstruktu

zawierajacego tylko ANG-1, rekrutuje komérki CD 34 (+) s$rédblonka naczyn




krwiono$nych na modelu zwierzecym, w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktora
otrzymata pusty plazmid.

2. Nie ma istotnie statystycznej réznicy pomiedzy iloscia rekrutowanych komoérek CD
34 (+) pomiedzy ANG-1 a konstruktem ANG-1/VEGF-165.

3. Zaré6wno ANG-1, jak i ANG-1/VEGF-165, po podaniu domigsniowym, lokalnie
stymulujg angiogeneze w mie$niach konczyn dolnych szczura; nie wykazano
natomiast istotnej roznicy pomiedzy badanymi grupami.

4. Zastosowana terapia jest bezpieczna, nie wywoluje skutkéw ubocznych w postaci

obrzekdw, zaburzen rozwoju zwierzat, nie prowokuje takze rozwoju nowotworow.

Podsumowujac doktorantka w przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej wykazata
ze potrafi samodzielnie zaplanowac¢ cel badawczy i skutecznie przeprowadzi¢ badania, w tym
przypadku na szczurach, wnoszac wiasny wktad w rozwigzywanie problemu nowo tworzenia

naczyn w niedokrwionych tkankach.

Rozprawa doktorska lek. med. Diany Kupczynskiej spelnia warunki okreslone w
art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. O stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i § 6.3 Rozporzadzeniu Ministra NauKi i
Szkolnictwa Wyizszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegélowego trybu i
warunkéw przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu
habilitacyjnym oraz postepowaniu o nadanie tytulu profesora.

Stawiam zatem wniosek o dopuszczenie lek. med. Diany Kupczynskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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