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Katedra i Klinika Chirurgii Ogodlne;j,
Naczyniowej i Transplantacyjnej

Slaskiego Uniwersytetu Medycznego

w Katowicach

Recenzja rozprawy na stopien naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne lekarki Mileny Michalskiej pod tytutem: »Wplyw
wewnatrznaczyniowego leczenia tetniakéw aorty na zewnatrzkomoérkowe sieci neutrofilowe i
ich korelacja z wybranymi parametrami stanu zapalnego i uktadu krzepnigcia”,

ktorej promotorem jest prof. dr hab. med. Tadeusz Grochowiecki, i ktora powstata w Katedrze
i Klinice Chirurgii Ogolnej, Naczyniowej, Endokrynologicznej i Transplantacyjnej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego kierowanej przez prof. dr hab. med. Zbigniewa

Galazke.

Charakterystyka formalna rozprawy

Do oceny otrzymalem tekst rozprawy w formacie PDF liczacy 119 stron, przygotowany w
sposob przyjety dla prac doktorskich i sktadajacy si¢ z 11 rozdziatléw obejmujacych wstep,
zalozenia i cele pracy, opis metody badawczej, materiat kliniczny, wyniki z ich analiza
statystyczng, dyskusje oraz wnioski.

Osobne rozdzialy stanowia pismiennictwo (110 pozycji) oraz spisy tabel, rycin i rysunkow,
ktdre utatwiajg czytelnikowi poruszanie si¢ po tekscie pracy.

Tekst pracy poprzedzajg stowa kluczowe w jezyku polskim i angielskim, informacja o
finansowaniu pracy przez Warszawski Uniwersytet Medyczny w ramach projektu TIME 2
WUM, spis tresci, wykaz stosowanych skrotow oraz streszczenia w jezyku polskim i
angielskim. Na koncu pracy dotgczono kopie 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 prezentacji

wynikow wykonanych badan.



Charakterystyka merytoryczna

Tetniaki aorty sa dosy¢ powszechnie wystepujacym schorzeniem. Szacuje si¢, ze okoto 5%
0s6b w wieku 45-75 lat ma tetniaka aorty. Posrod tych chorych szczegblng grupe stanowig
pacjenci z tetniakiem aorty piersiowo-brzuszne;).

Ze wzgledu na ryzyko pekniecia tetniaka, i w konsekwencji zgonu chorego spowodowanego
krwotokiem, rozpoznanie tetniaka aorty stanowi podstawe do rozwazenia leczenia
zabiegowego. W kwalifikacji do leczenie zabiegowego bierze si¢ pod uwagg przede wszystkim
$rednice tetniaka oraz jego wzrost.

W chwili obecnej postepowaniem z wyboru przy leczeniu tetniakéw aorty, w tym tetniakow
piersiowo-brzusznych, jest leczenie endowaskularne.

W poréwnaniu do operacji klasycznej jest ono znacznie mniej obcigzajace chorego, ktory w
wigkszosci przypadkéw obarczony jest innymi schorzeniami, jak nadcisnienie tetnicze,
miazdzyca tetnic wiencowych, domézgowych i obwodowych czy przewlekla obturacyjna
choroba pluc. Sa one nierzadko zwigzane z wieloletnim palenie tytoniu.

Pomimo licznych zalet, po leczeniu endowaskularnym rowniez spotkamy si¢ z pewnymi
zaburzeniami, ktdre moga prowadzi¢ do wystapienia powiktant pooperacyjnych i wydtuza¢ czas
hospitalizacji i rekonwalescencji.

Do powikian tych nalezy wystapienie zespotu poimplantacyjnego, ktory charakteryzuje si¢
zespotem objawow oraz wzrostem wartosci niektorych parametrow laboratoryjnych
odzwierciedlajacych nasilenie stanu zapalnego.

Pelne zrozumienie mechanizméw niekorzystnych zmian zachodzacych u chorego po leczeniu
endowaskularnym tetniaka aorty stworzyloby szansg na wigczenie odpowiedniej profilaktyki i
leczenia farmakologicznego, a tym samym uniknigcia wspomnianych wczesniej powiklan.
Wobec powyzszych faktéow badania lekarki Mileny Michalskiej dotyczace wplywu
wewnatrznaczyniowego leczenia tgtniakow aorty na zewnatrzkomérkowe sieci neutrofilowe i
ich korelacja z wybranymi parametrami stanu zapalnego i ukladu krzepniecia sa niezwykle

istotne zardwno z punktu widzenia poznawczego, jak i klinicznego.



Wstep swojej pracy doktorantka rozpoczeta od krétkiego zarysu calego projektu badawczego,
a nastepnie przeszla do przedstawienia anatomii aorty, budowy jej Sciany oraz fizjologii.
Doktorantka przypomniata definicje tetniaka oraz podziat tetniakéw aorty piersiowo-brzuszne;j.
Kolejno szczegbtowo opisata patogeneze tetniakow aorty ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
neutrofilii oraz nowo odkrytego mechanizmu jakim jest wyrzut sieci neutrofilowych (NETs)
poza komérke neutrofila. Doktorantka zwrdcita uwage na zwigzek pomigdzy neutrofilami i
sieciami neutrofilowymi a stanem zapalnym oraz na rol¢ stanu zapalnego w patogenezie
tetniakow aorty, a w szczegoélnosci na jego udziat w inicjacji, rozwoju i progresji tetniakow
poprzez wptyw na strukturalne i funkcjonalne zmiany w $cianie aorty. Doktorantka podkreslita,
ze stan zapalny u chorych z tetniakiem aorty wspotwystepuje z zaburzeniami hemostazy,
miazdzyca tetnic oraz uszkodzeniem migéni gladkich naczyn. Ponadto doktorantka
przeanalizowala udzial skrzepliny wysypujacej w $wietle naczynia w rozwoju tetniaka oraz jej
wplyw na zmiany strukturalne $ciany aorty. Wstep konczy zarysowaniem zmian, do ktorych
dochodzi u chorych z tetniakiem aorty po leczeniu endowaskularnym ze szczeg6lnym
uwzglednieniem opisu zespotu poimplantacyjnego.

Caly wstep pracy jest spdjny, przejrzysty, kompletny i bardzo dobrze uzasadniony
merytorycznie, co stanowi jego ogromng wartosé, a jednoczesnie pozwala zrozumiec

czytelnikowi zagadnienia stanowiace postawe pracy badawcze;.

Zalozenia pracy zostaly przedstawione zaledwie w jednym zdaniu i ten element rozprawy w
publikacji powinien by¢ opisany bardziej obszernie, stanowigc przejscie od bardzo dobrze

napisanego wstepu pracy do jej celow.

W swojej pracy badawczej doktorantka postawila nast¢pujaco cele:
1. Ocene stezeh markerow NETs przed oraz po operacji wewnatrznaczyniowej tetniakow
aorty piersiowo-brzusznej,
2. Ocena stezenie jednoniciowego DNA jako markera NETs,
3. Ocena ryzyka zgonu i hospitalizacji pacjentow z tetniakiem aorty piersiowo-brzusznej
poddanych operacji wewnatrznaczyniowej a aktywno$cig formowania NETSs i

wybranymi badaniami laboratoryjnymi.



Przeprowadzone badanie miato charakter prospektywny, jednoosrodkowy. Material kliniczny
stanowito 20 chorych z rozpoznaniem tetniaka aorty piersiowo-brzusznej leczonych w okresie
od kwietnia do sierpnia 2021 w Katedrze i Klinice Chirurgii Ogolnej, Naczyniowej,
Endokrynologicznej i Transplantacyjnej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
Wskazaniem do wszczepienia stentgraftu byla maksymalna $rednica aorty > 55 mm lub szybki
wzrost $rednicy tetniaka (> 10 mm w ciagu 12 miesigcy).

W metodzie doktorantka opisala kryteria wlaczenia i wykluczenia z badania, operacj¢
wewnatrznaczyniowa polegajaca na wszczepieniu stentu typu t-Branch z poczwérnym
szkieletem naczyniowym oraz leczenie farmakologiczne w okresie okotozabiegowym.
Kolejno doktorantka przedstawila szczegotowo przeprowadzone u chorych badania. Material
do badan laboratoryjnych, majacych na celu analiz¢ parametréw NETozy, ukladu
bialkokrwinkowego, stanu zapalnego i ukladu krzepnigcia pobierata w  okresie
przedoperacyjnym (w ciggu 24 godzin przed operacja) oraz pooperacyjnym (W 3.1 5. dobie
pooperacyjnej). Wolno krazace DNA (cfDNA) izolowata z probek pobranej krwi przy uzyciu
zestawu do izolacji DNA MagMAXTM Cell-Free, a dwuniciowy DNA (dsDNA) i
jednoniciowy DNA (ssDNA) izolowata przy uzyciu zestawdéw Qubit dsDNA HS i ssDNA
Assay Kit. Stezenie Cit-H3 oznaczala doktorantka za pomocg enzymatycznego testu
immunologicznego metoda ELISA. W zautomatyzowanych analizatorach hematologicznych
zbadala parametry uktadu biatokrwinkowego (w tym neutrofile, limfocyty, monocyty, bazofile
i eozynofile), stanu zapalnego (CRP i prokalcytonina), uktadu krzepnigcia (w tym liczbg phytek
i parametry plytkowe, czas protrombinowy, mi¢dzynarodowy wspétczynnik znormalizowany,
fibrynogen, czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji).

W koncowej czesci opisu metody doktorantka opisata kryteria rozpoznania zespotu
poimplantacyjnego.

Rok po wykonanym zabiegu doktorantka przeprowadzita kontrolg celem oceny stanu zdrowia
badanych chorych, definiujac jednoczesnie punkty koncowe: zgon lub hospitalizacjg chorego.

Opis metody koniczy krotki zarys zastosowanych metod statystycznych.

W kolejnym rozdziale doktorantka przedstawita szczegotowe informacje dotyczace badanych
chorych. Rozdziat ten zatytulowata ,,material”, chociaz przedstawione dane stanowig rowniez
wyniki przeprowadzonej analizy. Doktorantka opisata szczegoélowo parametry kliniczne
badanych chorych, w tym informacje dotyczace samych tetniakow aorty, choroby

wspolistniejgce, przyjmowane leki i przebieg pooperacyjny.



W kolejnej czesci pracy doktorantka przedstawila wyniki badan laboratoryjnych.

Jako najwazniejsze z nich mozna uzna¢ obserwowany przez doktorantke znamienny wzrost
parametrow NETs po operacji wewnatrznaczyniowej tetniaka aorty piersiowo-brzuszne;.
Wykazata ona wzrost wszystkich trzech markerow NETs w 3. dobie pooperacyjnej w
poréwnaniu z okresem sprzed operacji: dwuniciowego DNA (dsDNA), jednoniciowego DNA
(ssDNA) oraz cytrulinowanych histonéw H3 (Cit-H3).

W jej obserwacji poziom histonow przed operacja i w 5. dobie pooperacyjnej nie réznit sig.
Natomiast stezenia dsDNA i ssDNA w 5. dobie pooperacyjnej byly wyzsze niz przed
implantacja stentgraftu. Na podstawie wynikow korelacji rang Spearamana doktorantka
wykazata silng korelacje pomigdzy ssDNA i dsDNA, ale nie stwierdzita korelacji migdzy
parametrami NETozy a parametrami stanu zapalnego, ukladu krzepnigcia i ukiadu
bialokrwinkowego.

W okresie okolooperacyjnym doktorantka stwierdzita znaczace zmiany we frakcji ukladu
biatokrwinkowego, stanu zapalnego i uktadu krzepnigcia. Natomiast u zadnego z badanych nie
zdiagnozowala zespolu poimplantacyjnego, przy czym szereg Z chorych prezentowalo
odchylenia w zakresie poszczegolnych jego parametrow.

W obserwacji odleglej doktorantka obserwowata 2 zgony i 5 hospitalizacji. Po
przeprowadzeniu analizy metoda Coxa udowodnita, ze czynnikami ryzyka wystapienia punktu
koficowego (hospitalizacji lub zgonu) s3: wzrost stgzenia dsDNA i ssDNA w 2. dobie; wzrost
liczby neutrofili w 3. 5. dobie pooperacyjnej oraz wzrost stosunku neutrofili do limfocytow w
3.1 5 dobie pooperacyjne;j.

Wyniki pracy zostaly przedstawione w sposéb bardzo szczeg6lowy w postaci opisowej, rycin i
tabel, co budzi zaufanie wobec wnioskéw doktorantki. Autorka niezwykle doktadnie omdwila
zebrane dane i przeprowadzita ich analizg, co pozwala czytelnikowi na pelne zrozumienie
prezentowanych wynikoéw. W przygotowaniu manuskryptu do publikacji niezb¢dne bedzie
znaczne skrocenie tej czesci pracy z pozostawieniem informacji dotyczacych elementow

stanowigcych jej kwintesencjg.

Dyskusja, w ktorej doktorantka odniosta wyniki swojej analizy do prac innych autorow

przeprowadzona jest w sposob nie budzacy zastrzezen.



Z przeprowadzonego badania, po analizie wynikéw doktorantka wyciggneta 3 wnioski.

1. NETs sa wydzielane w odpowiedzi na ztozony proces, ktory zachodzi po umieszczeniu
stentgraftu. Wzrost powstawania NETs w fazie pooperacyjnej byl niezalezny od
wzrostu liczby neutrofili co $wiadczy o aktywacji neutrofili.

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

3. Analiza badanych parametréw wykazala, ze ryzyko wystapienia zgonu i hospitalizacji
wzrasta w zwiazku ze wzrostem nastepujacych parametrow: dsDNA (w 2. pobraniu),
ssDNA (w 2. pobraniu), neutrofile (w 2. i 3. pobraniu), stosunek neutrofili do
limfocytow (w 2. i 3. pobraniu). Ocena tych parametréw pomaga okresli¢ ryzyko
wystapienia powiklan pooperacyjnych.

Przedstawione wnioski budzg ze strony recenzenta pewne zastrzezenia.

W przeprowadzonym badaniu nie jestesmy w stanie oceni¢, czy obserwowany wzrost
wybranych parametréw laboratoryjnych po umieszczeniu w aorcie stentgraftu jest
konsekwencja proceséw zachodzacych $cianie tetniaka lub jego $wietle, czy tez jest on
zwigzany z urazem chirurgicznym, jakim jest wykonanie dostepu do tetnic udowe;j i pachowe;j.
Rozwigzaniem tego problemu byloby utworzenie grupy kontrolnej zlozonej z chorych
poddanych niewielkiej operacji chirurgicznej, takiej jak np. safenektomia. Dodatkowo
odpowiedz ustroju w zakresie badanych parametrow na zastosowanie materiatu sztucznego
mozna by zbada¢ pobierajac krew od chorych poddanych profundoplastyce (lub plastyce
przepukliny pachwinowej) z zastosowaniem materiatu sztucznego. Stworzenie grupy lub grup
kontrolnych zwigkszyloby koszty, ale analiza porownawcza w istotny sposéb podniostaby
warto$é przeprowadzonego badania, a w szczegolnosci pierwszego wniosku.

Drugi wniosek sugerujacy mozliwo$¢ wykorzystania jednoniciowego DNA jako markera
NETozy wydaje sie byé zbyt ogolny biorac pod uwagg niewielka grupg badana.

Natomiast wniosek 3., szczeg6lnie w zakresie dotyczacym liczby neutrofili oraz stosunku
neutrofili do limfocytéw, jest bardzo istotny z punktu widzenia klinicznego i stanowi¢ moze
podstawe do zwrécenia dodatkowej uwagi na chorych po implantacji stentgraftu, u ktérych sg
one obserwowane.

Pismiennictwo rozprawy doktorskiej stanowi 110 aktualnych pozycji literaturowych, z ktorych
95 zostaly opublikowane w XXI wieku, a 62 w ciagu ostatnich 10 lat. Na uwage zastuguje fakt
prawie calkowitego pominiecia prac autoréw polskich, co jedynie czgsciowo mozna tlumaczy¢

brakiem prowadzenia badafh w omawianym zakresie przez polskich badaczy.



Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska lekarki Mileny Michalskiej speinia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz. U. 2018 poz. 1668)”.

Dowodzi ona duzej wiedzy doktorantki na temat omawianych zagadnien opartej na wnikliwym
przeanalizowaniu dostgpnego piSmiennictwa. Lekarka Milena Michalska wykazata si¢
umiejetnoscig zaplanowania i realizacji pracy badawczej oraz analizy uzyskanych wynikow,

za$ oceniana rozprawa stanowi samodzielny, oryginalny i wartosciowy dorobek naukowy.

Nowatorstwo pracy lekarki Mileny Michalskiej polega na ocenie czynnosci neutrofili i sieci
neutrofilowych w okresie pooperacyjnym po wszczepieniu stentgraftu do aorty piersiowo-

brzuszne;j.

Chcialbym podkresli¢, ze uwagi recenzenta nie podwazajg merytorycznych podstaw pracy, a
jedynie stanowia propozycje doprecyzowania wybranych zagadnien w przygotowaniu

manuskryptu do publikacji w indeksowanym czasopi$mie o zasiggu migdzynarodowym.

Wobec powyzszego mam zaszezyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie lekarki

Mileny Michalskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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