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Katedra i Klinika Chirurgii Ogolnej,

Naczyniowej i Transplantacyjne)

Slaskiego Uniwersytetu Medycznego

w Katowicach

Recenzja rozprawy na stopiei naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne lekarki Mileny Michalskiej pod tytulem:  Wplyw
wewnglrznaczyniowego leczenia tetniakow aorty na zewngtrzkomdrkowe sieci neutrofilowe |
ich korelacja z wybranymi parametrami stanu zapalnego i ukladu krzepnigeia™,

kidrej promotorem jest prof. dr hab. med. Tadeusz Grochowiecki, i ktdra powstala w Katedrze
i Klinice Chirurgii Ogodlnej, Naczyniowej, Endokrynologicznej i Transplantacyjne)
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego kierowanej przez prof. dr hab. med. Zbigniewa
Galgzks.

Charakterystyka formalna rozprawy

Do oceny otrzymalem tekst rozprawy w formacie PDF liczacy 119 stron, przygolowany w
sposob preyjety dla prac doktorskich i skladajacy si¢ z 11 rozdzialow obejmujgeych wstgp.
zalozenia i cele pracy, opis metody badawczej, material kliniczny, wyniki z ich analiza
statystyczna, dyskusje oraz wnioski.

Osobne rozdzialy stanowig pismiennictwo (110 pozycji) oraz spisy tabel, rycin i rysunkow,
kidre ulatwiajg czytelnikowi poruszanie sig po tekscie pracy.

Tekst pracy poprzedzajy slowa kluczowe w jezyku polskim i angielskim, informacja o
finansowaniu pracy przez Warszawski Uniwersytet Medyezny w ramach projektu TIME 2
WUM, spis tresci, wykaz stosowanych skrotow oraz streszczenia w jezyku polskim i
angiclskim. Na koficu pracy dolgczono kopig zgody Komisji Bioetycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym na przeprowadzenie badania.

Manuskrypt w formacie PDF przygotowany zostal bardzo starannie, z zachowaniem
jednolitosci formy graficznej i liternictwa, co $wiadczy o przemyslanym sposobie prezentac)i
wynikéw wykonanych badan.



Charakierystyka merytoryczna

Tetniaki aorty sq dosyé powszechnie wystgpujacym schorzeniem. Szacuje sig, 2e okolo 5%
ostb w wicku 45-75 lat ma tetniaka aorty. Posrod tych chorych szczegolng grupg stanowig
pacjenci 7 tgtniakiem aorty piersiowo-brzuszne).

Ze wzglgdu na ryzyko peknigeia tetmiaka, | w konsckwencii zgonu chorego spowodowanego
krwotokjem, rozpoznanie teiniaka aorty stanowi podstawg do rozwazenia leczenia
zabiegowego. W kwalifikacii do leczenic zabiegowego bierze sie pod uwagg przede wszystkim
érednice tetniaka oraz jego wirost.

W chwili obecnej postgpowaniem z wyboru przy leczeniu (gtniakow aorty, w tym tetniakdw
piersiowo-brzusznych, jest leczenie endowaskularne.

W porwnaniu do operacji klasycznej jest ono znacznie mniej obcigzajgce chorego, kidry w
wigkszoéci przypadkow obarczony jest innymi schorzeniami, jak nadcisnienie igtnicze,
miazdzyca tetnic wieicowych, domozgowych i obwodowych czy przewlekla obturacyjna
choroba pluc. Sa one nierzadko zwigzane z wieloletnim palenie tytoniu.

Pomimo licanych zalet, po leczeniu endowaskularym réwniez spotkamy sig z pewnymi
raburzeniami, kidre moga prowadzié do wystagpienia powiklaf pooperacyjnych i wydhuzac czas
hospitalizacji i rekonwalescencji.

Do powiklan tych nalezy wystgpienie zespotu poimplantacyjnego, kiory charakteryzuje sig
zespolem objawow oraz wzrostem  wartosci niektorych parametréw  laboratoryjnych
odzwierciedlajgcych nasilenie stanu zapalnego.

Pelne zrozumienie mechanizméw niekorzysinych zmian zachodzacych u chorego po leczeniu
endowaskularnym tetniaka aorty stworzyloby szansg na wigczenic odpowiedniej profilaktyki i
leczenia farmakologicznego, a tym samym uniknigcia wspomnianych wczedniej powiklan.
Wobec powyzszych fakiéw badania lekarki Mileny Michalskiej dotyczace wplywu
wewnatrznaczyniowego leczenia tetniakow aorty na zewngtrzkomdrkowe sieci neutrofilowe i
ich korelacja z wybranymi parametrami stanu zapalnego i ukladu krzepnigeia s3 micewykle
istotne zardwno z punkiu widzenia poznawczego, jak i klinicznego.



Wstep swojej pracy doktorantka rozpoczela od krotkiego zarysu calego projekiu badawczego,
a nasigpnie przeszla do przedstawienia anatomii aorty, budowy jej sciany oraz fizjologii.
Doktorantka przypomniata definicje tetniaka oraz podzial tetniakdw aorty piersiowo-brzusznej.
Kolejno szczegdlowo opisala patogeneze tetniakow aorty ze szczegdinym uwzglednieniem roli
neutrofilii oraz nowo odkrytego mechanizmu jakim jest wyrzut sieci neutrofilowych (NETs)
poza komorke neutrofila. Doktorantka zwrdcila uwage na zwigzek pomigdzy neutrofilami i
sieciami neutrofilowymi a stanem zapalnym oraz na rol¢ stanu zapalnego w palogenczie
tetniakdw aorty, a w szczegolnosci na jego udzial w inicjacji, rozwoju i progresji tetiakdw
poprzez wplyw na strukturalne i funkcjonalne zmiany w dcianie aorty. Dokiorantka podkreslita,
#e stan zapalny u chorych z tgtniakiem aorty wspolwystepuje z zaburzeniami hemostazy,
miazdzycy tetnic oraz uszkodzeniem migdni gladkich naczyn. Ponadto doktorantka
przeanalizowala udzial skrzepliny wysypujgce) w dwietle naczynia w rozwoju tetniaka oraz jej
wplyw na zmiany strukturalne dciany aorty, Wstgp kofczy zarysowaniem zmian, do ktbrych
dochodzi u chorych z tgtniakiem aorty po leczeniu endowaskulamym ze szczegdlinym
uwzglednieniem opisu zespolu poimplantacyjnego.

Caly wstep pracy jest sphjmy, przejrzysty, kompletny i bardzo dobrze uzasadniony
merytorycznie, co stanowi jego ogromng wario$é, a jednoczesnie pozwala zrozumiel
czytelnikowi zagadnienia stanowigee postawe pracy badawczej.

Zalozenia pracy zostaly przedstawione zaledwie w jednym zdaniu i ten clement rozprawy w
publikacji powinien by¢ opisany bardziej obszernie, stanowigc przejécie od bardzo dobrze
napisanego wslepu pracy do jej celow.

W swojej pracy badawczej doklorantka postawila nastgpujaco cele:
1. Oceng stezen markerow NETs przed oraz po operacji wewnairznaczyniowej tgtniakow
aorty picrsiowo-brruszne),
2. Ocena sigzenie jednoniciowego DNA jako markera NETSs,
3. Ocena ryzyka zgonu i hospitalizacji pacjentow z tgtniakiem aorty piersiowo-brzuszne]
poddanych operacji wewngtrznaczyniowej a aktywnoécig formowania NETs |
wybranymi badaniami laboratoryjnymi.



Przeprowadzone badanie mialo charakter prospektywny, jednoodrodkowy. Material kliniczny
stanowilo 20 chorych z rozpoznaniem tgtniaka aorty piersiowo-brzusznej leczonych w okresie
od kwietnia do sierpnia 2021 w Katedrze i Klinice Chirurgii Ogdlnej, Naczyniowej,
Endokrynologicznej i Transplantacyjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
Wskazaniem do wszezepienia stentgrafiu byla maksymalna $rednica aorty = 55 mm lub szybki
wzrost érednicy tetniaka (> 10 mm w ciggu 12 miesigey).

W metodzie doktorantka opisala kryteria wigczenia i wykluczenia z badania, operacj¢
wewnairznaczyniows polegajaca na wszczepieniu stentu typu t-Branch z poczwornym
szkieletern naczyniowym oraz leczenie farmakologiczne w okresie okolozabiegowym.
Kolejno doktorantka przedstawila szezegdlowo przeprowadzone u chorych badania. Material
do badan laboratoryjnych, majacych na celu analizg parametrow NETozy, ukladu
biatkokrwinkowego, stanu zapalnego i ukladu krzepnigeia pobierala w  okresie
przedoperacyjnym (w ciggu 24 godzin przed operacjq) oraz pooperacyjnym (w 3. i 5. dobie
pooperacyjne). Wolno krazace DNA (cfDNA) izolowala z prébek pobranej krwi pray uzyciu
zestawu do izolacii DNA MagMAXTM Cell-Free, a dwuniciowy DNA (dsDNA) i
jednoniciowy DNA (ssDNA) izolowala przy uzyciu zestawow Qubit dsDNA HS i ssDNA
Assay Kit. Stezenic Cit-H3 oznaczala dokiorantka za pomoca enzymatycznego lestu
immunologicznego metoda ELISA. W zautomatyzowanych analizatorach hematologicznych
zbadala parametry ukladu biatokrwinkowego (w tym neutrofile, limfocyty, monocyty, bazofile
i eozynofile), stanu zapalnego (CRP i prokalcytonina), ukladu krzepnigeia (w tym liczbg plytek
i parametry plytkowe, czas protrombinowy, migdzynarodowy wspdlczynnik znormalizowany,
fibrynogen, czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji).

W kofcowej cresci opisu metody doktorantka opisala kryleria rozpoznamia zespolu
poimplantacyjnego.

Rok po wykonanym zabiegu doktorantka przeprowadzila kontrolg celem oceny stanu zdrowia
badanych chorych, definiujge jednoczesnie punkty kofcowe: zgon lub hospitalizacjg chorego.
Opis metody konczy krotki zarys zastosowanych metod statystycznych.

W kolejnym rozdziale doktorantka przedstawita szczegdlowe informacje dotyczace badanych
chorych. Rozdzial ten zatytulowata .material”, chociaz przedstawione dane stanowig roéwniez
wyniki przeprowadzonej analizy, Doktorantka opisala szczegdlowo parametry kliniczne
badanych choryech, w tym informacje dotyczgee samych tetniakdw aorty, choroby
wspolistnicjgee, przyjmowane leki i przebieg pooperacyjny.
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W kolejnej czgsci pracy doktorantka przedstawila wyniki badan laboratoryjnych.

Jako najwazniejsze z nich moina uznaé obserwowany przez doktorantke znamienny wzrost
parametrdw NETs po operacji wewngtrznaczyniowe] tetniaka aorty piersiowo-brzuszne).
Wykazala ona wzrost wszystkich trzech markerdw NETs w 3. dobie pooperacyjnej w
poriwnaniu z okresem sprzed operacji: dwuniciowego DNA (dsDNA), jednoniciowego DNA
(ssDNA) oraz cytrulinowanych histondw H3 (Cit-H3).

W jej obserwacji poziom histonéw przed operacjg i w 3. dobie pooperacyjnej nie ro2nit sig.
Natomiast stezenia dsDNA i ssDNA w 5. dobie pooperacyjnej byly wyisze niz przed
implantacja stentgrafiu. Na podstawie wynikow korelacji rang Spearamana doktorantka
wykazala silng korelacje pomigdzy ssDNA i dsDNA, ale nie stwierdzila korelacji migdzy
parametrami NETozy a parametrami stanu zapalnego, ukladu krzepnigcia i ukladu
biatokrwinkowego.

W okresie okolooperacyjnym doktorantka stwierdzila znaczace zmiany we frakcji ukladu
biatokrwinkowego, stanu zapalnego i ukladu krzepnigeia. Natomiast u 2adnego z badanych nie
zdiagnozowala zespolu poimplantacyjnego, prey czym siereg Z chorych prezentowalo
odchylenia w zakresie poszczegblnych jego parametrdw.

W obserwacji odleglej doktorantka obserwowala 2 zgony i 3 hospitalizacji. Po
przeprowadzeniu analizy metods Coxa udowodnila, ze czynnikami ryzyka wystgpienia punkiu
koficowego (hospitalizacji lub zgonu) sq: wzrost sigzenia dsDNA i ssDNA w 2, dobie; wzrost
liczhy neutrofili w 3. i 5. dobie pooperacyjnej oraz wzrost stosunku neutrofili do limfocytow w
3. i 5 dobie pooperacyjne).

Wyniki pracy zostaly przedstawione w sposob bardzo szczegblowy w postaci opisowej, rycin i
tabel, co budzi zaufanie wobec wnioskdw doktorantki. Autorka niezwykle dokladnie omdwila
zebrane dane i przeprowadzila ich analiz¢, co pozwala czytelnikowi na peine Zrozumienie
prezentowanych wynikow, W przygotowaniu manuskryptu do publikacji niezbgdne bedzie
maczne skrocenie tej czesci pracy z pozostawieniem informacji dotyczacych elementiw
stanowigcych jej kwintesencjg.

Dyskusja, w kidre] doktorantka odniosta wyniki swoje) analizy do prac innych autorbw
przeprowadzona jest w sposdb nie budzacy zastrzezen.



7 przeprowadzonego badania, po analizie wynikow doktorantka wyciggneta 3 waioski.

I, NETs sq wydzielane w odpowiedzi na zlozony proces, kibry zachodzi po umieszezeniu
stentgraftu. Wzrost powstawania NETs w fazie pooperacyjnej byl niezalezny od
werostu liczby neutrofili co $wiadezy o aktywacji neutrofili.

2. Stezenie jednoniciowego DNA (ssDNA) koreluje ze stgzeniem dwuniciowego DNA
(dsDNA) co $wiadczy, ze ssDNA moze byé markerem NETozy.

1. Analiza badanych parametrow wykazala, ze ryzyko wystgpienia zgonu i hospitalizac)i
wazrasta w zwigzku ze wzrostem nastgpujgcych parametrow: dsDNA (w 2. pobraniu).
ssDNA (w 2. pobraniu), newtrofile (w 2. i 3. pobraniu), stosunck neutrofili do
limfocytéw (w 2. i 3, pobraniu). Ocena tych parametrow pomaga okredli¢ ryzyko
wystapienia powiklan pooperacyjnych.

Przedstawione wnioski budzg ze strony recenzenta pewne zastrzezenia.

W przeprowadzonym badaniu nie jeste$my w sianie ocemié, czy obserwowany wzrost
wybranych parametrow laboratoryjnych po umieszczeniu w aorcie stenigraflu jest
konsekwencja procesow zachodzacych écianic tgtniaka lub jego dwietle, czy tez jest on
rwigzany z urazem chirurgicznym, jakim jest wykonanie dostgpu do tgtnic udowej i pachowej.
Rozwiszaniem tego problemu byloby utworzenie grupy kontrolnej zlozonej z chorych
poddanych niewielkiej operacji chirurgicznej, takiej jak np. safencktomia. Dodatkowo
odpowied# ustroju w zakresie badanych parametrow na zastosowanie materiatu szlucznego
moina by zbadaé pobierajac krew od chorych poddanych profundoplastyce (lub plastyce
przepukliny pachwinowej) z zastosowaniem materiafu sztucznego. Stworzenie grupy lub grup
kontrolnych zwickszyloby koszty, ale amaliza poréwnawcza w istotny sposob podnioslaby
wartoéé preeprowadzonego badania, a w szczegdlnodci pierwszego wniosku,

Drugi wniosek sugerujgcy mozliwosé wykorzystania jednoniciowego DNA jako markera
NETozy wydaje sig byé¢ zbyt ogdiny biorge pod uwage niewiclky grupe badang.

Natomiast wniosek 1., szczegolnie w zakresie dotyczacym liczby neutrofili oraz stosunku
neutrofili do limfocytow, jest bardzo istotny z punktu widzenia klinicznego i stanowic mode
podstawe do zwricenia dodatkowej uwagi na chorych po implantacji stentgrafiu, u ktérych s3
one obserwowanc.

Piémiennictwo rozprawy doktorskiej stanowi |10 akmalnych pozycii literaturowych, z ktbrych
95 zostaly opublikowane w XXI wieku, a 62 w ciggu ostatnich 10 lat. Na uwagg zastuguje fakt
prawie calkowitego pominigcia prac autordw polskich, co jedynie czgdciowo mozna thumaczyc
brakiem prowadzenia badan w omawianym zakresie przez polskich badaczy.
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Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska lekarki Mileny Michalskiej speinia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolniciwie wyzszym i nauce
{Dz. 1), 2018 poz. 1668)".

Dowodzi ona duzej wiedzy doktorantki na temat omawianych zagadnien opartej na wiikliwym
przeanalizowaniu dostepnego  pidmiennictwa. Lekarka Milena Michalska wykazala sig
umiejetnoscig zaplanowania i realizacji pracy badawczej oraz analizy uzyskanych wynikow,
zaé oceniana rozprawa stanowi samodzielny, oryginalny i wartosciowy dorobek naukowy.

Mowatorstwo pracy lekarki Mileny Michalskiej polega na ocenie czynnosci neutrofili i sieci
neutrofilowych w okresie pooperacyjnym po wszczepieniu stentgraflu do sorty piersiowo-

brzuszne).

Cheialbym podkreslié, ze uwagi recenzenta nie podwazajg merytorycznych podstaw pracy, a
jedynie stanowiy propozycj¢ doprecyzowania wybranych zagadmien w przygotowaniu
manuskryptu do publikacji w indeksowanym czasopiémie o zasiggu migdzynarodowym.

Wobec powyzszego mam zaszezyl przedstawié Wysokie) Radzie Dyscypliny Nauk
Medyczaych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie lekarki
Mileny Michalskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



