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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. med. Karoliny Nocun-Wasilewskiej

”Ocena stanu $rodblonka naczyn krwionosnych u dzieci z cukrzycg typu 1"

Zgodnie z wuchwala Nr 530/V1/2018 Rady Wydziatu Lekarskiego Ksztalcenia
Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu
przedstawiona w pismie z dnia 13.06.2018 roku 0 powotaniu mnie na recenzenta wyzej

wymienionej rozprawy, mam zaszezyt przedstawic¢ ponizsza opinie.

Oceniajac przedtozong mi rozprawe na stopien doktora nauk medycznych, dokonam jej
charakterystyki w zakresie:
1. wartosci celu badawczego
poprawnosci metodycznej

redakcji przedtozonej pracy

= b

znaczenia klinicznego i praktycznego wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych

analiz.

1. Wartos¢ celu badawczego

Mimo znacznego postepu nauk medycznych rozpoznanie cukrzycy jako choroby
cywilizacyjnej - ,.epidemii XXI wieku” - w wigkszodci przypadkéw stawiane jest dopiero na
etapie cigzkiego zaawansowania choroby, gdy obecne sg Jjej pdzne powiktania, dotyczace
wszystkich tkanek i narzadow organizmu. Wystegpowanie powiktan zwigksza znaczaco
chorobowos¢ i $miertelnosé w przebiegu cukrzycy, zaréwno typu 1 jak i typu 2 oraz istotnie
obniza jakos¢ zycia, stajac sie nierzadko przyczyna kalectwa. Cukrzyca jest gtéwna przyczyna
utraty wzroku, udaréw, choroby niedokrwiennej serca, nasilenia miazdzycy, przewlekfej choroby
nerek, polineuropatii nierzadko z zespotem stopy cukrzycowej, a takze amputacji konczyn

dolnych. Wobec powyzszego istnieje koniecznos¢ poszukiwania nowych markeréw, ktérych sama



obecno$¢ badz zmiany stezenia wskazywalyby na koniecznosé podjecia odpowiednich dziataf
profilaktycznych, by zahamowa¢ lub zwolni¢ postep choroby.

We wstepie poza definicjq i etiopatogeneza cukrzycy Doktorantka w sposob doktadny
opisata historie naturalng choroby, scharakteryzowata 11 szlakéw metabolicznych bioracych
udzial w powstawaniu hiperglikemii. Wskazata, ze przewlekla hiperglikemia wywiera
niekorzystny wplyw na metabolizm komorek, przede wszystkim komérek $rédbtonka naczyn
krwionosnych bezposrednio narazonych na dlugotrwaty kontakt z glukoza w wyniku czego
dochodzi do dysfunkcji endotelium, co zapoczatkowuje rozwdj mikro-i makroangiopatii.
Aktywowany $rodbtonek uruchamia lawine niekorzystnych proceséw z nasileniem interakcji
migdzy komérkami uktadu biatokrwinkowego i ptytek krwi, pobudzeniem miejscowej i
ogolnoustrojowe; odpowiedzi immunologicznej oraz wzrostem pogotowia prozakrzepowego.
Z uznaniem nalezy wigc odnotowaé, ze lek. Karolina Nocui-Wasilewska podjeta sie
opracowania, waznego z klinicznego punktu widzenia, zagadnienia jakim jest ocena
dysfunkcji srédblonka naczyniowego u dzieci z cukrzyca.

W dalszej czesci wstepu lek. Karolina Nocun-Wasilewska przedstawita zagadnienia
dotyczace cukrzycowej choroby nerek (CChN)  [kryteria rozpoznania, szacowanie
przesaczania kigbuszkowego (eGFR) — normy, wzory do obliczen, znaczenie albuminurii].
Kolejny fragment wstepu poswigcony zostat funkeji  srédblonka, rodzajom markeréw
umozliwiajacych ocene stanu srodbtonka w aspekcie wazomotorycznym, immunologicznym i
procesow krzepni@cia/ﬁbrynolizy, a takze fizycznych oraz mechanizmom cukrzycowej
dysfunkcji $rodbtonka wlaczajace teorie: poliolowg, stresu oksydacyjnego, glikacji biatek,
heksozoaminowa. Doktorantka scharakteryzowata tez szczegétowo  wybrane markery
dysfunkecji endotelium naczyniowego oraz opisata metode badania autofluorescencji skornej.

Z tego i dalszych fragmentow Rozprawy wynika niezbicie, ze Doktorantka jest bardzo
dobrze zaznajomiona z przedmiotem wykonywanych badaf, zna i rozumije istote zaburzen.

Lek. Karolina Nocun-Wasilewska za cel swoich badan wyznaczyta ocene stanu
srédbtonka naczyn krwionosnych u dzieci w przebiegu cukrzycy typu 1 za pomocg wybranych
marker6w uszkodzenia $rédblonka oznaczanych w surowicy oraz pomiaréw autofluorescencji
skornej.

Doktorantka podata szczegbtowe cele pracy w 4 podpunktach, ktére sa sformutowane jasno i
objely nastepujace zagadnienia:

l.  ocene markeréw uszkodzenia s$rédblonka takich Jak: miedzykomoérkowa czasteczka
adhezyjna (sICAM-1), naczyniowa czgsteczka adhezyjna (sVCAM-1), selektyna E (sE-
SELEKTYNA), asymetryczna  dimetyloarginina (ADMA), inhibitor aktywatora



plazminogenu 1 (PAI-1), receptory dla koncowych produktéw zaawansowanej glikacji
(RAGE) oraz ocene autofluorescencji skérnej (SAF )
2. okreslenie wplywu wybranych czynnikéw na skale¢ uszkodzenia $rodblonka naczyn.
Analizowano réwniez czas trwania cukrzycy, stopien wyréwnania metabolicznego cukrzycy,
wiek i ple¢ pacjentéw, stan odzywienia pacjenta (ocena BMI), wartos¢ przesaczania
kigbuszkowego (eGF R).
3. oceng wzajemnych korelacji pomiedzy stezeniem rozpuszczalnych w surowicy markeréw
uszkodzenia s$rédblonka jak réwniez pomigdzy tymi markerami a wynikami badan
autofluorescencji koncowych produktéw glikacji biatek.
4. oszacowanie ryzyka wystgpienia powiktan Sercowo-naczyniowych, w tym nefropatii
cukrzycowe;.
Nalezy szczegélnie podkresli¢, ze przeprowadzone przez Doktorantke badania sg pierwszymi,
wykonanymi w takim zakresie w dziedzinie diabetologii dziecigcej w Polsce.
2. Poprawno$¢ metodyczna

2.1 Material i metody
Doktorantka objeta badaniami 66 dzieci (36 chtopcow i 30 dziewczynek) z rozpoznaniem
cukrzycy typu 1, leczonych w Klinice Endokrynologii i Diabetologii Wieku Rozwojowego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, w wieku od 5 do 18 lat (Srednio 12,7 + 3,6 lat).
Czas trwania choroby wahat si¢ od 0 do 14 lat (Srednia 3,8 £ 4.2 lat). U dzieci wykluczono
obecnos¢ innych choréb przewlektych i zapalnych. Pacjentéw podzielono na 3 podgrupy w
zaleznosci od czasu trwania cukrzycy (0, 1-5, > 5 lat). Odnoszac sie do siatek centylowych
BMI, pacjentéw zakwalifikowano do 4 grup: z niedowaga, prawidtowym odzywieniem, z
nadwagg i otylych. Do grupy kontrolnej wiaczono 21 zdrowych dzieci (5 chtopcow i 16
dziewczynek) w wieku od 5 do 16 lat (Srednia 9,3 + 2,9 lat). Wszystkie badane markery stanu
zapalnego $rédbtonka oznaczono., wykorzystujac test immunoenzymatyczny, tzw. »sandwich’
ELISA. Stopien wyréwnania metabolicznego cukrzycy oceniano na podstawie stezenia
hemoglobiny glikowanej (HbAlc). Wartos¢ eGFR wyliczano ze wzoru Schwartza w oparciu o
stezenie kreatyniny w surowicy, natomiast wydalanie albumin z moczem oceniono na podstawie
dobowej zbiérki moczu. Oceng akumulacji konicowych produktow zaawansowanej glikacji w
skérze wykonano z zastosowaniem pomiaru autofluorescencji skérnej (SAF) przy pomocy
urzadzenia AGE-Reader (DiagnOptics Technologies BV, Holandia).
Przeprowadzono adekwatng analize statystyczng. W przypadku oceny stopnia nasilenia zmian

zapalnych w $rédbtonku naczyn zastosowano metode Krefft.



2.2 Wyniki

Wyniki zostaty przedstawione w sposéb szczegbtowy. Uzyskane dane i poréwnania
wybranych parametré6w udokumentowano w 17 dobrze dopracowanych graficznie tabelach
oraz 11 rycinach (7 rycin ztozonych).

Doktorantka w swojej Rozprawie wykazata, ze:
1. U dzieci z cukrzyca stwierdza si¢ podwyzszone stezenie wszystkich ocenianych markeréw
(sVCAM-1, sICAM-1, sE-SELEKTYNA, PAI-1, ADMA, RAGE) w poréwnaniu z grupa
kontrolna, podczas gdy wartosci wskaznika autofluorescencji byty podobne;
2. wyrazny wzrost stezen w/w markeréw obserwowano Juz w momencie rozpoznania
choroby, podczas gdy wskaznik stanu zapalnego w organizmie (CRP) byl w zakresie normy.
Im dtuzej trwata choroba, tym stezenia wskaznikéw uszkodzenia $rédbtonka przyjmowaty
Wyzsze wartodci a nasilenie stanu zapalnego $rédblonka naczyn bylo najwigksze. Stezenie
biatka C-reaktywnego bylo znaczaco Wyzsze u pacjentéw chorujacych na cukrzyce co
najmniej rok w poréwnaniu do dzieci zdrowych;
3. pacjenci z podwyzszonym stezeniem biatka C-reaktywnego charakteryzowali sie najgorsza
kontrolg glikemii;
4. dzieci chorujace na cukrzyce krécej niz 5 lat odznaczaly sie najwyzszymi wartosciami
filtracji ktgbuszkowej; wartosci eGFR byly wyzsze u chtopcow.
5. pacjenci najmiodsi charakteryzowali si¢ najnizszymi stezeniami wszystkich markeréw
uszkodzenia $rodblonka, jednak tylko te dotyczace ADMA przyjmowaly wartosci
statystycznie rézne w poréwnaniu do wartosci w podgrupie dzieci starszych;
6. dzieci w wieku posrednim odznaczaly si¢ z najwyzsza albuminurig i r6znily si¢ pod tym
wzgledem istotnie od pozostatych podgrup;
7. pacjenci najstarsi wykazywali najwyzsze stezenia wszystkich badanych markeréw funkcji
endotelium oraz CRP, jednak nie byly to wartosci statystycznie rézne w stosunku do tych z
pozostatych podgrup;
8. istnieje liniowa zalezno$é migdzy wartoscia BMI pacjentow i stgzeniami wszystkich
badanych markeréw dysfunkcji endotelium. Dzieci z cukrzyca i niedoborem masy ciata
prezentowaly nizsze st¢zenia SICAM, sVCAM-1 i RAGE w stosunku do dzieci z prawidlowa
masa ciata,
8. pacjenci z nadwaga wykazywali znaczaco wigksza od prawidlowo odzywionych pacjentow

albuminurie



9. pacjenci z hiperfiltracja, mieli nizsze stezenia wigkszosci badanych markeréw (sVCAM-1,
SE-SELEKTYNA, ADMA i PAI-1) w poréwnaniu do pacjentéw z prawidlowym
wskaznikiem eGFR, jednak wyzsze niz grupa kontrolna.

10. pacjenci z hiperfiltracja charakteryzowali si¢ wyzszymi stezeniami hemoglobiny
glikowane;j.

I1. nasilenie stanu zapalnego $rodbtonka naczyn bylo niezalezne od stopnia wyréwnania
metabolicznego cukrzycy oraz plci.

12. nie ma istotnych réznic zaréwno w zakresie stezen badanych markeréw uszkodzenia

srédbtonka, jak i pozostatych ocenianych parametréw pomiedzy podgrupami pacjentéw z i bez

albuminurii.
13. PAI-1, sE-SELEKTYNA i sICAM-1 mialy najwigkszy wptyw na stopien nasilenia zmian
zapalnych w $rédblonku naczyn u dzieci z cukrzyca.
3. Redakcja przedlozonej pracy

Rozprawe rozpoczyna wykaz skrotéw, spis tresci str. 4-8; nastepnie typowy uktad: wstep:
str. 9-34; cel pracy: str. 34-35; opis grupy pacjentéw i metodyka badan: str. 35-42; wyniki: str.
42-89; omoéwienie wynikéw: str. 89-98: wnioski: str. 99; streszczenie w jezyku polskim: str.
100-103; streszczenie w jezyku angielskim: str. 104-107; spis tabel i spis rycin: str. 108-109.
Pismiennictwo zawiera 274 pozycje, w tym 205 w jezyku angielskim i 22 od roku 2013, co
wymagato od Doktorantki znacznego naktadu pracy w zebraniu odpowiedniej literatury.
Pozycja 72 i 147 posiadaja oryginalny tytut po polsku, pozycja 72 wymaga uzupelnienia.
Praca napisana jest poprawna polszczyzna, dobrze sie ja czyta. Skorygowania wymagaja
drobne bledy stylistyczne oraz sposob redagowania skrotow — z ujeciem nazw w jezyku
angielskim, jezeli jest to skrot anglojezyczny. GAD — oznacza glutamic acid decarboxylase a
nie przeciwciata anty-GAD. Nalezy unika¢ wielokrotnego przedstawiania tych samych
wynikéw: w tekscie, tabelach i na rycinach. Jezeli chodzi o szat¢ graficzng wyrézni¢ nalezy
sposob wykonania rycin. Ryciny przedstawione we wstepie powinny by¢ redagowane w
Jezyku polskim (lub polskim z thumaczeniem na Jjezyk angielski) tak jak caty tekst Rozprawy.
W/w uwagi dotyczace redakcji nie umniejszaja w zaden sposob wysokiej warto$ci
merytorycznej Rozprawy.
4. Warto$¢ kliniczna i praktyczna wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych analiz

W dyskusji lek. Karolina Nocun-Wasilewska konfrontuje uzyskane przez siebie

wyniki w odniesieniu do danych z piSmiennictwa polskiego i swiatowego. Doktorantka
podkresla, Zze badania nad etiopatogenezg cukrzycy dotycza w wigkszosci przede wszystkim jej

wezesnych stadidw, w ktérych obserwowane zmiany sa odwracalne, a co za tym idzie efekty



leczenia nefroprotekcyjnego - najwigksze. Doktorantka zakwalifikowata do swoich badaf dzieci
bez innych choréb przewlektych i zapalnych, tak by ewentualnie wykryte zmiany w stezeniach
ocenianych markeréw oraz AF mogly by¢ zinterpretowane jako wynikajace wylacznie z samej
cukrzycy. W pracy tej skoncentrowano si¢ na ocenie stanu $rodblonka naczyn krwionosnych u
dzieci z cukrzyca typu 1. Waznym osiagnieciem jest udokumentowanie, ze juz w czasie
ujawnienia choroby wykazano znaczace réznice w zakresie stezen wszystkich szesciu badanych
markeréw uszkodzenia $rédblonka przy ujemnych warto$ciach biatka c-reaktywnego, podczas
gdy wartosci wskaznika autofluorescencji byty podobne dla cafej analizowanej populacji. Wobec
tego wzrost stezenia markerow pojawit sig jeszcze przed utrwaleniem zmian naczyniowych w
bardzo wczesnym etapie choroby. Towarzyszyto temu zjawisko hiperfiltracji. Wyniki badan
wiasnych Doktorantki zaprzeczyty istnieniu zaleznosci miedzy ADMA i stopniem wyrdéwnania
metabolicznego choroby, natomiast potwierdzity korelacje ADMA z: filtracja kigbuszkows -
ujemna, czasem trwania cukrzycy i stopniem odzywienia pacjentéw - dodatnig. Dodatkowo
wykazano dodatnie zaleznosci stezenia ADMA z wiekiem pacjentow, pozostatymi wskaznikami
uszkodzenia srodblonka naczyniowego oraz ze stopniem nasilenia zmian zapalnych w $rédbtonku
naczyniowym. Przemawia to za wspétudziatem ADMA w procesie zapalnym s$rodbtonka,
nasilajacym si¢ wraz z wiekiem pacjentéw.

Zgodnie z wynikami badan Doktorantki uktad aktywatora i inhibitora plazminogenu, ktory
zaangazowany jest w degradacj¢ macierzy pozakomérkowej w nerkach, poprzez dziatanie PAI-1
odgrywa kluczowa rol¢ w remodelingu sprzyjajacemu widknieniu tkanek w cukrzycy o czym
moze Swiadczy¢ ujemna korelacja PAI-1 ze wskaznikiem filtracji klgbuszkowej czasem trwania
choroby oraz stezeniem hemoglobiny glikowane;. Zaskakujaco natomiast poziomy RAGE byly
najwyzsze u pacjentow z najlepsza kontrolg glikemii ale z drugiej strony wykazano dodatnie
zaleznosci migdzy RAGE i wiekiem pacjentow, ich BMI, czasem trwania cukrzycy.

Uzyskane w Rozprawie wyniki zachecaja do wykonywania badan prospektywnie — np. w
odstgpach rocznych - dla oceny przebiegu klinicznego wystgpienia powiklan sercowo-
naczyniowych i wdrozenia lub kontynuacji dziatan profilaktycznych.

W grupie wszystkich badanych dzieci z cukrzyca typu 1 Doktorantka potwierdzita, ze w
przypadku sVCAM-1 i PAI-1 istnieje ujemna korelacja pomiedzy tymi markerami a
stezeniem HbAlc jako, ze zta kontrola glikemii jest istotnym czynnikiem ryzyka powiktan w
cukrzycy, Doktorantka zaktadala istnienie odwrotnej zaleznosci. Lek. Karolina Nocun-
Wasilewska zwraca uwage, ze wytlumaczeniem moze by¢ fakt, iz dzieci chorujace na
cukrzycg z najlepsza kontrola glikemiczng charakteryzowaly si¢ réwniez najnizszymi
wskaznikami filtracji kigbuszkowej i chorowaly na cukrzyce dtuzej niz pacjenci z nizszymi

stezeniami markeréw uszkodzenia $rédblonka.



Uzyskane przez Doktorantke wyniki sugerujg przewage PAI-1 i sE-SELEKTYNY nad
innymi wskaznikami dysfunkcji srédbtonka Jjako czynnikow prognostycznych w odniesieniu
do funkcji nerek u dzieci z cukrzyca typu 1, co jest spostrzezeniem nowatorskim.

Niezmiernie wazna obserwacja, bylo takze stwierdzenie, ze wzrost stezen markeréw
dysfunkcji endotelium, ktérym towarzyszy podwyzszony wskaznik BMI, moze swiadczy¢
dodatkowo o istnieniu stanu zapalnego srédbtonka w przebiegu rozwijajacego si¢ zespotu
metabolicznego. Wspdlistnienie tych dwoéch standéw  zwieksza istotnie ryzyko powiktan
angiopatycznych, w tym cukrzycowej choroby nerek.

Ciekawa obserwacja z praktycznego punktu widzenia, co Doktorantka podkresla, jest
fakt, ze pacjenci z hiperfiltracja charakteryzowali sie Wyzszymi stgzeniami hemoglobiny
glikowanej, co jest kolejnym dowodem na to, ze zle wyréwnanie glikemii zwigksza ryzyko
wystapienia hiperfiltracji.

Zachgcam goraco Doktorantke do kontynuacji badan z rozszerzeniem grupy pacjentow
co podniostoby walory przysztych publikacji.

Sformutowanych 6 wnioskéw stanowi w petni odpowiedZ na postawione cele i zadania

badawcze.

WNIOSEK KONCOWY

Biorac pod uwage nowoczesnos¢, wartogé merytoryczng pracy, wazny aspekt kliniczny i
praktyczny oraz przeprowadzenie rzeczowej dyskusji oceniam Rozprawe jako spetniajaca
wymagania stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2016 poz. 882 z pézn. zm.).

Mam wigc zaszczyt przedtozyé Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Ksztatcenia
Podyplomowego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu wniosek 0
dopuszczenie lek. Karoliny Nocun-Wasilewskiej do dalszych etapow  przewodu
doktorskiego.

Biorac pod uwage innowacyjny charakter badaf oraz duzy wktad pracy Doktorantki
wlozony w opracowanie rozprawy doktorskiej, mam zaszczyt wnioskowaé o przyznanie pracy

wyrdznienia.
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