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Ocena pracy doktorskiej lek. med. Diany Kupczynskiej pt.

,,Ocena miejscowej stymulacji neoangiogenezy po
domiesniowym podaniu wybranych czynnikéw proangiogennych
u szczuréw” napisanej pod kierunkiem Pana Prof. dr. hab. n.

med. Jana Skory

Praca doktorska Pani dr Diany Kupczynskiej porusza niezmiernie wazny
problem zdrowotny dotyczacy przebiegu niedokrwienia konczyn dolnych, ktéry
ciagle jest jednym z najcze$ciej poruszanych w literaturze fachowej. Szeroko
pojete schorzenia sercowo-naczyniowe wraz z grupg choréb nowotworowych
stanowia ciagle gtéwne punkty rozwoju obecnej medycyny. Wraz z rozwojem
nowoczesnych metod diagnostyki, sposobéw leczenia chirurgicznego, coraz
czeéciej siegamy po przystowiowa ,tabletke”, ktora jest w stanie zaradzi¢ temu,
co kilka lat wczeéniej jeszcze podlegato tylko leczeniu operacyjnemu.

Rozprawa napisana z typowym dla tego typu prac ukladem rozdziatow,
obejmuje 90 stron maszynopisu. W rozprawie cytowanych jest 123 pozycji
pismiennictwa ukazujacych si¢ w tekscie w kolejnosci poruszanych problemow.

Ponadto Autorka zalaczyla streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis
tabel, rycin. Kolejnos¢ ukazujacych si¢ rozdziatléw jest zgodna z zaleceniami
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

Obszerny wstep obejmujacy liczne pozycje pismiennictwa stanowi zwartg
cato$é i moze stanowi¢ podstawe do artykulu popularno-naukowego, a uzupetniony o
dane z pozostatych rozdzialéw powinien zaistnie¢ jako pelnowartosciowa pozycja w
czasopi$mie fachowym. Autorka porusza w sposéb bardzo dokladny, a zarazem
praktyczny obraz powstawania niedokrwienia koficzyn dolnych. Lek med. D.
Kupczynska analizuje przejrzyscie przyczyny powstawania niedokrwienia konczyn
dolnych, zwracajgc uwage na powszechnie znane przyczyny predysponujace do
rozwoju choroby. Cytujac dane epidemiologiczne Autorka podkresla wage problemu
jakim jest przewlekle i krytyczne niedokrwienie konczyn dolnych w starzejacych si¢
spoteczenstwach Europy. Dokladnie opisuje histori¢ rozwoju chirurgii naczyn
obwodowych na przestrzeni lat analizujac elementy ryzyka leczenia operacyjnego.

Poruszony problem amputacji koficzyny, konsekwencje oraz wydzwigk spoleczny
stanowi ciggle jeden z najbardziej wrazliwych tematéw wérdd leczacych (chirurgdw




naczyniowych i angiologdw), ale takze i wsrdd oséb dotknietych miazdzyca tetnic
konczyn dolnych. Autorka zwraca szczeg6lng uwage na cukrzyce, ktora jest jednym z
najbardziej predysponujacych do niedokrwienia koniczyn czynnikiem. Szczegdtowo
opisuje charakter zmian naczyniowych obserwowanych w cukrzycy. Analizuje
przebieg leczenia cukrzycy w kontekscie protekcji zmian naczyniowych. Pozostate
czynniki jak palenie tytoniu, podniesiony poziom homocysteiny, czy zaburzenia
lipidowe takze zostaty doktadnie opisane.

Aspekt chirurgiczny leczenia konsekwencji zmian miazdzycowych oraz
nastepstw cukrzycy takze zostal doktadnie opisany, wiacznie z bardzo interesujacym
rysem historycznym. Obejmuje leczenie chirurgiczne i wewnatrznaczyniowe. Na
samym koficu jednak, podsumowujac obszerny wstep catos¢ sprowadza sig¢ do
poziomu komdrkowego, do ktérego chirurg nie ma lub ma tylko posredni dostep. Na
tym poziomie moze funkcjonowaé jedynie ,lek/tabletka”. W tym wypadku to zwiazki
proangiogenne. To w nich upatruje si¢ nastgpnego kroku w leczeniu niedokrwienia
koniczyn dolnych. Proces neoangiogenezy w niedokrwionych konczynach dolnych
jest tym, co moze w znaczacy sposob zabezpieczy¢ pacjenta przed amputacja.
Dodatkowo w przypadkach, w ktdérych leczenie chirurgiczne jest niemozliwe
pozostaje jedyna szansg na ocalenie konczyny. Prowadzone obecnie na $wiecie
badania nad podawaniem czynnikéw stymulujgcych powstawanie nowych naczyn w
tym komoérek macierzystych sg ciagle mato popularne. Wynika to z wysokiej ceny
odpowiednich odczynnikéw i metod stuzacych do wyizolowania poszczegdlnych
zwigzkéw pobudzajgcych angiogeneze. Dodatkowym elementem utrudniajagcym
wprowadzenie odpowiednich lekow sg badania juz nie na ,,modelu” zwierzgcym, ale
u pacjentéw dotknietych miazdzyca/cukrzycg koniczyn dolnych — te wymagaja
licznych zgod.

Autorka postawila 5 sprecyzowanych celéw pracy:

1. Ocena rekrutacji komérek progenitorowych CD 34 (+) Srédbtonka

naczyh krwiono$nych po podaniu domie$niowym plazmidu ANG-1
i plazmidu bicistronowego ANG-1/VEGF-165.

2. Analiza réznicy w stopniu aktywacji komoérek CD 34 (+) w

zaleznos$ci od podanych czynnikdéw angiogennych.

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

Ocena stopnia transfekcji VEGF-165 w grupach.

Ocena ryzyka wystepowania ogdlnoustrojowych powikian, w tym
ewentualnej stymulacji rozwoju nowotworéw, po zastosowane;j
terapii eksperymentalnej.

o

Badania przeprowadzono w Katedrze Patomorfologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Na przeprowadzenie badan Autorka uzyskata zgode
Lokalnej Komisji do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach przy Instytucie
Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej Pafistwowej Akademii Nauk we Wroctawiu
(nr zgody 49/2014) oraz zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
na przeprowadzania do§wiadczen na zwierzetach (nr zgody10/2014/0027). Do
do$wiadczenia uzyto 30 szczuréw rasy Buffalo z wsobnego chowu, pici zeniskiej,
o masie 190-220 g, z hodowli wiasnej Zwierzetarni Dos§wiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Wszystkie zwierzeta podzielono na 3 grupy po 10
szczuréw. Kazdy szczur otrzymat 8-10 iniekcji domie$niowych w zakresie prawej




tylnej koniczyny: 4 mg ANG-1 w grupie 1, 4 mg konstruktu bicistronowego VEGF-
165/ANG-1 w grupie 2 oraz 4 mg nagiego plazmidu
w grupie 3 - Szczury przebywatly w statych warunkach z dostgpem do wody i
pozywienia, karmione byly dietg standardowa z domieszkg witamin. Zwierzeta
byly obserwowane przez 3 miesigce - wszystkie przezyly i nie wykazaty zadnych
oznak choréb. Nastepnie zwierzeta poddano eutanazji przy uzyciu fenobarbitalu.
Przeprowadzono sekcje, w trakcie ktérych pobrano do badania
histopatologicznego i immunohistochemicznego fragmenty zainfekowanych
plazmidami ludzkimi (odpowiednio przygotowanymi wg procedury wskazanej
przez producenta odpowiedniego zestawu) miesni (z prawej koficzyny tylnej),
mieéni z lewej koriczyny tylnej oraz ptuc, §ledziony, watroby i nerek.

Pobrane preparaty po odpowiedniej obrébce oceniano pod katem
powstawania nowych naczyn, reakcji zapalnej, czy proceséw karcinogenezy.

Uzyskane wyniki zostaty opracowane przy pomocy odpowiednio
dobranych testéw statystycznych. Wyniki zostaty przedstawione w czytelnie
opracowanych tabelach zaopatrzonych w komentarz. Dotaczone do tabel
fotografie obrazéw mikroskopowych dodatkowo urozmaicaja prace oraz
pozwalajg i pomagaja oceni¢, a takze potwierdzi¢ namacalnie uzyskane wyniki.

Po opracowaniu wynikéw w rozdziale ,,Wnioski” Autorka przedstawita 5
wnioskow, bedacych precyzyjna odpowiedzia na zadane cele:

1. Zaréwno podanie plazmidu bicistronowego ANG1/VEGF-165, jak i
konstruktu zawierajacego tylko ANG-1, rekrutuje komérki CD 34 (+)
érédbtonka naczyn krwiono$nych na modelu zwierzecym, w porownaniu
do grupy kontrolnej, ktora otrzymata pusty plazmid.

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

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

4. Nie ma istotnej statystycznie réznicy pomiedzy grupami w kontekscie
transfekcji VEGE.

5. Zastosowana terapia jest bezpieczna, nie wywotuje skutkéw ubocznych w
postaci obrzekéw, zaburzen rozwoju zwierzat, nie prowokuje takze
roZwoju Nowotworow.

Reasumujac powyzsze rozwazania niniejsza praca doktorska zostata napisana w
spos6b zgodny z ogdlnie funkcjonujgcymi zasadami pisania prac badawczych.
Pojedyncze btedy literowe , sylistyczne (proponuje zastgpi¢ zwrot ,Stwierdzi sie”
na ,zostanie potwierdzony” - str 14, pomiary glikemii a nie glukozy - str 13) lub
brak indeksu skrétéw, co nieco utrudnia czytanie nie umniejszajg jej wartosci.
Praca ta, w opinii recenzenta, powinna jednak stanowi¢ poczatek badan.
Kolejnym etapem powinny by¢ wyniki odlegte i ostatecznie badania na modelu
ludzkim. W wynikach przedstawionych na tym etapie nie ma potwierdzenia
powstawania zmian nowotworowych, co moze mie¢ miejsce w odlegtym czasie
obserwacji. W tym miejscu nasuwa sie takze pytanie jaka jest przyszto$¢ chirurgii
naczyniowej zwigzana z niedokrwieniem koniczyn dolnych... Osobnym
problemem jest zwrécenie uwagi na problemy toczace sie obok postepujgcego
niedokrwienia: dbanie o gospodarke lipidowa, kontrola glikemii, unikanie
palenia tytoniu i wiele innych na ktére mamy okreslony wptyw.




Uwazam, ze podjety temat i zalozenia pracy Pracy Doktorskiej Lekarza
Diany Kupczynskiej ,Ocena miejscowej stymulacji neoangiogenezy po
domie$niowym podaniu wybranych czynnikéw proangiogennych u szczuré6w”
zostaly osiagniete, a uzyskane wnioski wnoszg nowe informacje dla zespotu
lekarzy, majacych do czynienia z problemem przewlektego niedokrwienia
koniczyn dolnych, dlatego tez z tych wzgledéw zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie
lekarza Diany Kupczynskiej do dalszych etapéw procedowania rozprawy doktorskie;j.
Whnosze takze o przedtozenie do wyrdznienia niniejszej rozprawy doktorskiej.




