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Stosowanie lekéw znieczulajgcych podczas zabiegow operacyjnych niesie ze
sobg ingerencje w wiele procesow fizjologicznych. Jednym z takich procesow jest
proces hemostazy, ktorego modyfikacja prowadzi do powiktan zatorowo-
zakrzepowych badz krwotocznych. W tym kontekscie wybdr tematu przez
Doktorantke uwazam za bardzo trafny i wazny z klinicznego punktu widzenia.

Rozprawa doktorska mgr Wiolety Kisiel pt. ,Wptyw propofolu na wybrane
parametry hemostazy i proces zakrzepowy u szczurdéw z nadcisnieniem naczyniowo-
nerkowym” liczy 115 stron i ma typowy uktad tresci podzielonej na: wstep (34 strony),
cel pracy (2 strony), materiat i metody (16 stron), wyniki (16 stron), dyskusje wraz z
podsumowaniem (15 stron), wnioski (1 strony), streszczenie w jezyku polskim i
angielskim (4 strony), oraz 230 pozycji pi$miennictwa wymienionego wedtug
kolejnosci cytowan w tekscie. Dysertacja zawiera rowniez wykaz stosowanych
skrotow oraz rozdziat poswigcony znaczeniu badan i ich przysziej perspektywie. Do
tak dobrze skomponowanej catosci bytby réwniez przydatny wykaz zamieszczonych
w pracy rycin oraz tabel, co zwykle utatwia analizowanie tekstu. Rozprawa zostata
napisana w przejrzysty sposob, co utatwia czytelnikowi zapoznanie sie z
skomplikowanym procesem hemostazy. Autorka powinna jednak zredagowac swoja
rozprawe z wieksza starannoscia (btedy edytorskie, pewne niefortunne

sformutowania).



Wstep

Wstep zawiera informacje o strukturze, mechanizmie dziatania, reakcjach
niepozadanych propofolu oraz opisuje wiele skomplikowanych procedur, ktérym
poddano lek, zanim zaczeto wykorzystywac go, jako bezpieczny i dobrze tolerowany
lek anestetyczny. Opisuje réwniez jego dziatanie plejotropowe, ktére koncentruje sie
m. in. na dziataniu immunomodulujgcym, przeciwlekowym, neuroprotekcyjnym,
regulujgcym cisnienie i prace serca oraz modulujgcym proces hemostazy. Dziatanie
na proces hemostazy zostato obszernie udokumentowane w 5 tabelach z
odpowiednimi odnos$nikami literaturowymi.

Doktorantka trafnie zauwaza, ze wplyw lekéw anestetycznych na proces
hemostazy w warunkach in vivo moze by¢ trudny do oceny ze wzgledu na to, ze sam
zabieg operacyjny i stosowane w trakcie inne leki znaczaco ingerujg w proces
krzepniecia i fibrynolizy. Dlatego bardzo wazny jest dobér anestetyku nie tylko w
odniesieniu do jego dziatania hemodynamicznego, lecz takze wptywu na procesy
zakrzepowo-zatorowe i krwawienia. Badania wptywu propofolu na proces
hemostazy wydajg sie w tym kontek$cie uzasadnione zwiaszcza, ze badania
eksperymentalne i kliniczne pokazaty wielotorowy, czesto przeciwstawny, wpltyw
propofolu na hemostaze, szczegélnie na srédbtonek naczyniowy, ptytki krwi, oraz
ukfad krzepniecia i fibrynolizy. Wobec powyzszego bardzo istotnym jest badanie
tego leku z wykorzystaniem standaryzowanych, izolowanych ukftadéw, ktérymi sg
modele zwierzece oraz badania in vitro.

Ta czesc¢ pracy jest wykonana bardzo rzetelnie wprowadzajac czytelnika w
skomplikowane badania procesu hemostazy, ktére sg niezbedne do zrozumienia
wykonywanych eksperymentow. Pewien niedosyt recenzenta budzi tylko czesc
dotyczgca interakcji farmakodynamicznych propofolu z wybranymi lekami i ich
wplywu na hemostaze. W tej czesci doktorantka opisuje tylko wptyw lekéw, ktore
potencjalnie moga stosowaé pacjenci poddawani zabiegom operacyjnym z
wykorzystaniem propofolu i opisuje ich wptyw na proces krzepniecia i fibrynolizy. W
wiekszosci przypadkow, brak jest informacji o istniejgcych lub nieistniejacych danych
literaturowych, dokumentujacych interakcje tych lekow z badanym anestetykiem
(NLPZ, leki przeciwptytkowe, statyny, leki hipoglikemiczne). Informacja taka pojawia
sie jedynie przy antykoagulantach, inhibitorach konwertazy angiotensyny oraz beta

blokerach.



Cel pracy

Cel jest poprzedzony lapidarnym opisem dziatania propofolu, co z pewnoscig
utatwia zrozumienie pracy bez wczesniejszego zapoznania sie ze wstepem. Jest
jasno sprecyzowany z podziatem na cele in vivo/ex vivo oraz in vitro.

Materiat i Metody

Charakterystyka badan in vivo jest w wiekszosci precyzyjnie opisana i
udokumentowana przejrzystymi schematami wykonywanych badan. Zamieszczenie
jednego catosciowego schematu, ktory pokazywatby kolejnosé wykonywanych
badan, utatwitoby zrozumienie wielu procedur, ktorym zostaty poddane zwierzeta
laboratoryjne. W metodyce nie pojawita sie liczba zwierzat laboratoryjnych, ktérym
wykonywano okreslone badania, nie wyszczegélniono, jaki procent zwierzat z
roznych przyczyn odpadt z eksperymentu (tzw. dropout rate). Nie sprecyzowano
rowniez stezenia VEH stosowanego w eksperymentach in vivo. Z zamieszczonych
informacji o stosowanych odczynnikach (str. 40-42) wynika, ze wyjsciowe stezenie tej
substancji to 10%. Nie ma informacji czy stezenie wyjsciowe byto przez badacza
modyfikowane. Nie udokumentowano roéwniez, od kiedy zaczeto pomiar ciSnienia po
podwigzaniu lewej tetnicy nerkowej. Wiadomo, ze czas potrzebny do wyidukowania
nadcisnienia trwat 6 tygodni, a pomiar cisnienia byt srednig z trzech pomiaréw, ale
nie wiadomo, w jakich odstepach czasu zostaty one wykonane i czy byt to
jednorazowy pomiar, czy tez byt on oceniany w okreslonych przedziatach czasowych.
Recenzent chetnie sie dowie, czy 6 tygodni potrzebne do wyidukowania nadcisnienia
to okres wyznaczony empirycznie przez doktorantke, czy doktorantka oparta si¢ na
spojnych i niebudzacych kontrowersji, doniesieniach literaturowych. Nie jest to jasno
udokumentowane w metodyce. Te istotne informacje pojawiaja sie dopiero w
dyskusiji.

Idealnym modelem badawczym bytoby porownywanie wynikéw uzyskanych na
szczurzych naczyniach krwiono$nych w warunkach in vivo z badaniami in vitro
analizujacymi szczurze komorki srodbtonka. Nie jest to jednak zarzutem recenzenta.
Uzyte przez Doktorantke komorki $rédbtonka z zyly pepowinowej (HUVEC) sa
powszechnie stosowane w réznych modelach badawczych i wykazujg wiele
homologii do $rodbtonka wystepujgcego w duzych naczyniach krwionosnych np. w
aorcie. Metodyka badan in vitro nie informuje czytelnika precyzyjnie, jaki typ komorek
srodblonka z zyly pepowinowej zostat wykorzystany do badan. Czy byly to komarki
linii pierwotnej izolowane przez Doktorantke z zyly pepowinowej, czy byta to linia
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komercyjna. Z fragmentu dyskusji dowiadujemy sie, ze: ,Uzyta w pracy hodowla
komorek srodbtonka wywodzita sie z linii komorek zdrowych”.

Pomimo tego, ze doktorantka powotuje sie na doniesienia literaturowe
ciekawym byloby wyjasnienie, dlaczego czas inkubacji komorek s$rodbtonka z
badanym lekiem wynosit tylko 30 min, a zwierzeta laboratoryjne otrzymywaty wlew
propofolu przez 100 min. Dodajgc do tego faze szybkiej eliminacji leku (wstep str. 6)
trwajacg 30-60 min, to okres ten jest prawie 5 krotnie dtuzszy niz czas ekspozyciji
srodbtonka w warunkach in vitro.

Nie jest jasne czy parametry fibrynolizy byty ocenione w medium hodowlanym
czy w lizatach komoérkowych. W czesci metodycznej pojawia sie zdanie ,Po okresie
inkubacji komorki byty poddane wirowaniu, a w uzyskanym supernatancie oznaczono
immunoenzymatycznie stezenie t-PA, PAI-1 i TAFI” Moze w tym zdaniu wkradt sig
btad i zamiast komorek wirowano pobrane medium z hodowli komaérkowej?

Wyniki
In vivo/ex vivo

Wyniki bytyby bardziej wiarygodne gdyby w tabeli podana byta liczbowa
wartos¢ p dla grup PRO i VEH poréwnywana miedzy sobg i dla odpowiednich
punktow czasowych (Tab. 7, 8, 9, 10). Takie przedstawienie wynikéw pokazatoby, ze
dane byly precyzyjnie analizowane statystycznie i u czytelnika nie pozostawia to
watpliwosci. Zeby stwierdzié¢, ze przeptyw krwi zmniejszyt sie w PRO i VEH po 105
min vs. 0 min. dane muszg by¢ potwierdzone statystycznie (Tab. 8). Nie ma tych
informacji ani w tabeli, ani przy opisie wynikow. Réznica jest na tyle duza, ze z
pewnoscia testy statystyczne to potwierdzg. W przypadku analizowania czasu
krwawienia po PRO i VEH, opisujac wyniki uzyskanych badan i piszac o tendencji do
skrocenia czasu krwawienia, warto by byto w nawiasie poda¢ warto$¢ p, ktéra jak
sadze zblizata sie do wartosci 0,05.

Ta czesci pracy jest wykonana mniej starannie. Brakuje: (i) jednego schematu
oznaczania istotnosci statystycznej otrzymanego wyniku w zaleznosci od wartosci p,
(i) prawidtowej numeracji tabel przy interpretacji wynikow (Tab. 2 zamiast Tab. 8),
(iii) nie zawsze wartosci p wymienione w opisie wynikow pokrywajg sie z danymi w
opisie legendy tabeli (Tabela 11), (iv) na Rycinach 13 - 18 brakuje opisu osi OY, w
kontekscie badanego parametru, oraz (v) na Rycinie 14 C, nie zaznaczono istotnosci
statystycznej, pomimo informacji sugerujacej takg zalezno$¢ pomigdzy badanymi

parametrami.



In vitro

Testujac VEH i PRO w hodowli powinno sie udokumentowaé, ze testowane
stezenia nie zmieniaty zywotnosci $rodbtonka. W opisie metod jest wzmianka o
wykorzystaniu testu z trypanem blue, ale nie ma precyzyjnej informacji, w jakim
eksperymencie zostat on wykorzystany. Nie jest precyzyjnie przedstawione, czy
oceniane parametry hemostazy w warunkach in vitro dotyczg medium hodowlanego,
czy dotyczg lizatow komorkowych (metodyka sugeruje lizaty komorkowe). Nie
zaleznie, czy stezenia badanych parametréw sa oceniane w medium hodowlanym,
czy w lizatach komorkowych, wyniki powinny zosta¢ przeliczone na stezenie biatka
komorkowego, ocenianego dla kazdej studzienki, aby unikng¢ zitej interpretaciji
zwigzanej z mniejszg lub wiekszg liczbg komorek. Nalezatoby poda¢ precyzyjnie, w
czym byfa inkubowana grupa kontrolna oraz jakie byto stezenia vehiculum (VEH)
dodawanego do medium hodowlanego. Wykresy bytyby bardziej precyzyjne, gdyby
pojawita sie¢ na nich réwniez istotno$¢ w stosunku do grupy kontrolnej, a nie tylko
grupy z vehiculum (Rycina 16 - 18). Troche szkoda, ze w warunkach in vitro
oceniono tylko parametry zaangazowane w proces fibrynolizy, a nie oceniono
rowniez parametrow zaangazowanych w proces krzepnigcia bedgcych udziatem
srodbtonka oraz czynnikéw wazoaktywnych jak tlenek azotu, czy endotelina-1. W
opisie wykreséw nie podano z ilu niezaleznych eksperymentéw pochodza uzyskane
wyniki.

Dyskusja i omowienie

Bardzo dobrym pomystem Doktorantki byt podziat rozdziatu dyskusja na
podrozdziaty, co ufatwia poruszanie sie w obszernym tek$cie. Rowniez
zamieszczona na koncu rycina w tadny i obrazowy sposéb zwiera wszystkie wyniki
dotyczace wptywu propofolu na proces hemostazy. Szkoda, ze zabrakio przy nigj
opisu skrotow obecnych na rysunku. Kazdy z uzyskanych wynikow jest
przedyskutowany w osobnych akapitach. Wiele elementéow dyskusji odnosi sie do
wptywu propofolu na produkcje tlenku azotu, co jeszcze bardziej budzi niedosyt
recenzenta, ze ten parametr nie zostat oceniony. Czesto pojawiajg sie dane w
odniesieniu do zdrowych szczurow, ktére Doktorantka miata mozliwos¢ rowniez
zbadac, ale z jakiej$ przyczyny z tego rezygnowata. Bardzo waznym aspektem
dyskusji jest udokumentowanie uzyskanych wynikéow i wyttumaczenie ich
mechanizméw przez wiasne obserwacje badz opublikowane przez Doktorantke

prace.



Trudno mi sie zgodzi¢ z jedng analizg porownawczg w tym fragmencie
dysertacji. Doktorantka porownuje wielkosci zakrzepu po infuzji propofolu u szczurow
z nadcisnieniem z masa zakrzepow uzyskang przez innych badaczy, u szczuréw
normotensyjnych. Wartosci te sg zdecydowanie mniejsze niz uzyskane przez
Doktorantke. Chociaz wartosci liczbowe dajg nam przestanki, aby tak twierdzi¢, to
trzeba zachowac¢ pewng ostroznos¢ w interpretacji. Mamy trzy czynniki modyfikujace
tworzenie skrzepliny: cisnienie krwi, stosowanie leku oraz warunki eksperymentu.
Mozna wyciggnac takie wnioski tylko wtedy, gdy badania na obu grupach (z
nadciSnieniem i bez) po infuzji propofolu, beda wykonywane w tych samych
warunkach eksperymentalnych.

Dyskusje wraz z omowieniem oceniam najwyzej. Jest lapidarnie napisana. W
przystepny i dojrzaty sposob komentuje uzyskane wyniki. Doktorantka udowodnita w
niej, ze jest sprawnym badaczem i swobodnie porusza sie po skomplikowanych
mechanizmach procesu hemostazy.

Whioski

Whioski, w liczbie 5, wynikaja z uzyskanych wynikéw, ale tez cze$ciowo
bazujg na danych literaturowych (wniosek 1). Odpowiadajg na postawione wczesniej
przez Doktorantke pytania badawcze. Maja duze znaczenie praktyczne, zwlaszcza
wniosek 2 i 4. Nie wiem czy, fortunnym jest we wniosku 1, nazwanie efektu dziatania
propofolu na hemostaze dziataniem plejotropowym. Plejotropia to dziatanie
wielokierunkowe danego leku na rozne procesy fizjologiczne. Pojecie hemostazy
obejmuje wptyw leku na naczynia, ptytki i osoczowe czynniki krzepnigcia i dotyczy
jednego zagadnienia, chociaz z udziatem trzech waznych sktadowych. Uzycie stowa
w ,zdrowiu”, to stwierdzenie bazujgce na danych literaturowych, a niebedace
wynikiem badan Doktorantki, poniewaz badata tylko wptyw propofolu u zwierzat z
nadcisnieniem, a nie u zdrowych osobnikéw. Stwierdzenie to w odniesieniu do
zdrowych komorek HUVEC jest duzym uproszczeniem.

Streszczenie

Streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim zostaty napisane
poprawnie i zawierajg najistotniejsze wyniki z przeprowadzonych badan in vitro i in
Vivo.

Pismiennictwo

Doktorantka cytuje publikacje wedtug kolejnosci cytowan. Literatura w liczbie

230 jest w wiekszosci obcojezyczne. Niewielka czes¢ pismiennictwa to prace
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opublikowane w ostatnich 5 latach (10%). Nie ma jednorodnego schematu
przedstawiania pozycji literaturowych. W niektorych jest rok, wolumin oraz strony,
niektére zawierajg rowniez numer zeszytu, miesigc wydania oraz numeracje doi. W
niektérych pominigeto rok publikacji. W tekscie pracy pojawiaja sie dwa rodzaje
numeracji. Pomimo pewnego chaosu publikacje zostaly starannie dobrane do
omawianych zagadnien.
Podsumowanie recenzji

Doktorantka w przedstawionej pracy przedstawita wyniki badan leku propofolu
na proces hemostazy. Powodem wykonania tych badan byty niejednoznaczne dane
literaturowe, w ktérych pojawiajg sig rozbieznosci ze wzgledu na réznorodne modele
badawcze, stany patologiczne, w ktorych do znieczulenia wykorzystywano propofol,
oraz leki stosowane w okresie okotooperacyjnym. Podjecie tego rodzaju badan jest
wazne tym bardziej, ze propofol obok etomidatu jest najczesciej stosowany lekiem do
znieczulenia ogodlnego. Praca jest dobrze zaplanowana i udokumentowana
badaniami in vivo. Wydaje sie jednak, ze przy tak duzej pracy badawczej ze
zwierzetami laboratoryjnymi mozna by réwniez wykona¢ eksperymenty na szczurach
normotensyjnych (zdrowych). Rozumiem idee badan tylko na grupie z
wyidukowanym nadcisnieniem, poniewaz doktorantka wspomina, ze propofol jest
wykorzystywany do zabiegéw kardiochirurgicznych i naczyniowych u pacjentéw
wysokiego ryzyka powiktan zakrzepowo — zatorowych. Nalezy jednak pamietac, ze
poza tym jest lekiem do znieczulenia ogolnego, rowniez w chirurgii jednego dnia,
lekiem uspokajajacym podczas wentylacji respiratorem, ponadto wywotujgcym
sedacje podczas zabiegow diagnostycznych lub chirurgicznych. Wszechstronno$é
zastosowan sprawia, ze nie zawsze bedzie on stosowany u osdb z chorobami
sercowo-naczyniowymi, a doktorantka miata dobrg okazje, aby sprawdzi¢ jego wptyw
W grupie szczurow bez zaburzen krazeniowych. Recenzent chetni sie dowie,
dlaczego badania in vitro nie zostaly wzbogacone o badania procesu krzepniecia,
ktérego udziatem jest srodbtonek. Brak zmian w aPTT, PT, stezeniu fibrynogenu oraz
potencjale koagulacyjnym, wskazuje na brak wptywu propofolu na osoczowe czynniki
krzepnigcia, ale nie dokumentuje jego wptywu na potencjat koagulacyjny $rodbtonka.
Szkoda, ze w warunkach hodowli in vifro nie oceniono rowniez stezenia
hipotensyjnego i przeciwptytkowego tlenku azotu i jego antagonisty endoteliny-1.
Badania te pozwolityby lepiej zinterpretowa¢ hipotensyjne dziatanie propofolu.

Komorki srédbtonka z zyty pepowinowej sa uniwersalnym materiatem badawczym,
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jednak istnieje zawsze ryzyko biednej interpretacji, gdy poréwnuje sie ludzki
srodbfonek w uktadzie in vitro oraz szczurzy model eksperymentalny. Trafnym
stwierdzeniem Doktorantki w dyskusji byto: ,Dla wigkszej spojnosci wynikow
nalezatoby wyizolowa¢ komorki z naczyn szczuréw z 2K-1C i w takich warunkach
prowadzi¢ eksperyment”.

Pewnym mankamentem pracy jest brak doktadnego udokumentowania badan
statystycznych i umieszczenia ich w tabelach i rycinach.

Niemita funkcjg recenzenta jest tez zwrocenie uwagi na pewne potknigcia
jezykowe np. (i) nieprecyzyjne okreslenie takie jak poziom zamiast stezenie, (ii) ilos¢
leukocytow zamiast liczba leukocytow. (iii) sformutowania ,lek tatwo sterowny, ale
przez to wrazliwy na zmiany patologiczne w organizmie”, (iv) czestosci serca (HR)
zamiast czesto$¢ rytmu serca, czy (v) sformutowanie: ,propofol obnizyt
umiarkowanie, cho¢ istotnie, adhezje ptytek krwi do kolagenu®. Pojawia si¢ rowniez
pewna niekonsekwencja w podawaniu odpowiednikow w jezyku angielskim dla
niektorych skrotow lub pojec.

Whniosek koricowy

Catos¢ rozprawy doktorskiej, poza wczesniej skomentowanymi uwagami,
wskazuje na dobre opanowanie warsztatu naukowego przez Autorke. Przedstawiong
prace, zwtaszcza jej czesc in vivo, oceniam bardzo dobrze. Dobry plan oraz szeroki
zakres wykonanych badan sprawia, ze stworzony model badawczy in vivo dalej
moze by¢ rozwijany i wykorzystywany w ocenie ingerencji lekow na proces
hemostazy u zwierzat z wyidukowanym nadcisnieniem tetniczym. Reasumujgc praca
doktorska mgr Wiolety Kisiel spetnia kryteria stawiane dysertacji doktorskiej na
stopien doktora nauk medycznych. Doktorantka jest dojrzatym badaczem umiejgcym
zaplanowaé¢ badania, ale rowniez krytycznie je skomentowac¢. We wiasciwy sposob
dochodzi do waznych konkluzji.

Na podstawie dokonanej powyzej pozytywnej oceny, zwracam si¢ do Pana
Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o
przediozenie Radzie Wydzialu wniosku o dopuszczenie Kandydatki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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