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hydromechanika ptynu tkankowego, zmiany tkankowe i biatka regulatorowe.”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych:
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Kliniczno-Badawczym Chirurgii Transplantacyjnej IMDIK PAN
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4. Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
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1311):

a) tytut osiagniecia naukowegol/artystycznego

"w przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/ prace wspolne, nalezy przedstawi¢ oswiadczenia
wszystkich jej wspotautoréw, okreslajgce indywidualny wkiad kazdego z nich w jej powstanie

Zgodnie z trescig w/w ustawy osiggnieciem naukowym, zatgczonym do wniosku o
wszczecie postepowania habilitacyjnego jest cykl pieciu prac powigzanych
tematycznie, objetych wspolnym tytutem:

, Patofizjologiczne (wizualizacyjne, hydromechaniczne i
biochemiczne) aspekty niewydolnosci uktadu limfatycznego
konczyn cztowieka”
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Catkowity IF z 5 prac: 13.1, KBN/MNiSW= 130

c) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych
wynikow wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wybrane zagadnienia z zakresu limfologii klinicznej badane przez
kandydata.

Wiedza na temat funkcjonowania uktadu limfatycznego cztowieka pozostaje wcigz
elementarna ze wzgledu na ograniczone metody wizualizacji, pomiaru mobilnosci
ptynu tkankowego / limfy oraz znajomosci biochemii produktow znajdujgcych sie w
przestrzeni srodmigzszowej (limfatycznej). Przedstawiono wyniki pieciu badan
przeprowadzonych przez kandydatke w tym kierunku.

Krétkie wprowadzenie na temat ukiadu limfatycznego cztowieka w zdrowiu i w
niedroznosci przeptywu limfy

Definicja ukfadu limfatycznego
a. Anatomiczna

Uktad limfatyczny cztowieka (Ryc. 1) jest kompleksem ztozonym z przestrzeni
Srodmigzszowej, jam ciata i naczyn limfatycznych (tworzacych przestrzen
limfatyczng), zawierajgcym ptyn tkankowy i limfe, migrujgce komorki odpornosciowe i
zorganizowang tkanke limfatyczng (ryc.2). Ocenia sie, iz catkowita masa ptynu
pozakomorkowego, limfy i komorek limfoidalnych wynosi 13 kg. Sama masa komorek
zbliza sie do 1 kg (1). Wezly chtonne i agregaty komorek limfoidalnych,
zidentyfikowane jako lamina propria i kepki Peyera w jelicie, zawierajg agregaty
recyrkulujgcych limfocytow. Narzady limfatyczne (grasica, $ledziona i szpik kostny)
sg zamkniete w ukfadzie krwionosnym i nie majg drenazu limfatycznego; jednak ich
komorki krgzg w petli krew -przestrzen tkankowa — naczynia limfatyczne- tkanki
limfatyczne- krew. W tym sensie nalezg one do ukfadu limfatycznego (2,3).



Marzanna Teresa Zaleska
Zatqcznik nr 2 (autoreferat w jezyku polskim)

Laft juguinr

trunk

Main thorecic
duot

Intestiral

Trunk
Cyxtarna
ehyli

Lefn lambar
runk

Inguinal lymph
nodes

Popiesl lymph
nodes

Tibiad bymwpn
\ 1

I l ‘:“'\‘1
@
Ryc. 1. Ukfad naczyn i weztéw limfatycznych cztowieka (z Olszewski WL,

Lymphedema, Anatomy of the Lymphatic System, ed. BB Lee et al. Springer, 2011,
49)
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Ryc. 2. Elementy uktadu limfatycznego (naczynia poczatkowe skéry, jelita i ptuc,
tkanek majgcych bezposredni kontakt ze srodowiskiem, i zbiorcze, wezty i
zbiorowiska tkanki limfatycznej w narzgdach: sledzionie, szpiku kostnym, grasicy i
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watrobie (z Olszewski WL, Lymphedema, Anatomy of the Lymphatic System, ed. BB
Lee et al. Springer, 2011; 49)

b. Funkcjonalna

Uktad limfatyczny (a) zabezpiecza Srodowisko chemiczne tkanek, regulujgc
objetos¢ wody i stabilizujgc biatka ptynu tkankowego w stezeniach fizjologicznych; (b)
utrzymuje normalne zaopatrzenie w sktadniki odzywcze i usuwa produkty przemiany
materii do i z komorek parenchymalnych; (c) stuzy, jako zbiornik, ktéry gromadzi
nadmiar ptynu tkankowego w warunkach niedroznosci przeptywu limfy lub
nadmiernej jej produkcji; (d) reguluje proces recyrkulacji limfocytow, ktére badajg
integralnosc¢ tkanek; (e) rozpoznaje antygeny drobnoustrojéw (poprzez wzoér
czgsteczkowy zwigzany z patogenem PAMP) przez komorki uktadu
odpornosciowego (komorki dendrytyczne, makrofagi tkankowe) i komorki srodbtonka,
ktére migrujg w limfie; (f) uczestniczy w rozpoznawaniu antygenu nowotworowego,
aktywnie transportuje komorki nowotworowe do weztéw chtonnych, i albo eliminuje
komaérki nowotworowe, albo pomaga im w proliferacji, tworzgc tolerancje na antygeny
nowotworowe (?); (g) eliminuje starzejgce sie i zdezintegrowane komorki gospodarza
oraz debris komérkowe, jak réwniez chemiczne sktadniki komoérkowe z
uszkodzonych tkanek. Rozpoznawanie auto-antygenow odbywa sie poprzez wzorzec
molekularny zwigzany z debris komérkowym (DAMP) przez komorki odpornosciowe
znajdujgce sie w limfie (4).

Drogi przeptywu limfy

Naczynia limfatyczne znajdujg sie w catym organizmie cztowieka, z wyjgtkiem
centralnego uktadu nerwowego. Przestrzen srodmigzszowa i przestrzen tworzona
przez uktad naczyn limfatycznych nazywana jest "przestrzenig limfatyczng".
Poczatkowe naczynia limfatyczne sg zwyktymi przestrzeniami miedzykomaorkowymi
w obrebie tkanki fgcznej (2,3). Nie majg wyscidtki z komorek srodbtonka. Zbiegajg sie
do naczyn limfatycznych. Przypominajg one zyty majgce wewnetrzng warstwe
Srodbtonka i sSrodkowg warstwe ztozong z przeplatajgcych sie widkien miesniowych i
kolagenowych. Zewnetrzna powtoka zbudowana jest z utozonych nieregularnie
fibroblastéw. Nie ma granicy pomiedzy matymi (100-500 p) naczyniami limfatycznymi
a otaczajacy je tkankg tgczng. Naczynia limfatyczne posiadajg liczne srodbtonkowe
jednokierunkowe zastawki. Rozdzielajg sie i zespalajg swobodnie tworzgc sie¢ w
zaleznosci od gestosci lokalnej tkanki tgcznej. Komoérki srédbtonkowe poczatkowych i
taczacych skornych naczyn limfatycznych sg LYVE1-dodatnie. Naczynia limfatyczne,
dochodzgce do wezta chtonnego, sg nazywane afferentnym, podczas gdy te, ktére
wychodzg z wezta sg nazywane efferentnymi. Sg one LYVE1-ujemne. Kazdy wezet
chtonny zaopatrywany jest w afferentne naczynia limfatyczne, ktére prowadzg przez
szerokie zatoki do hilum i naczynia efferentne. W jelitach naczynia limfatyczne
nazywane sg laktalami. Rozpoczynajg sie one w przestrzeniach limfatycznych w
kosmkach i konczg w weztach krezkowych. Naczynia efferentne wptywajg do
potozonej zaotrzewnowo cysterna chyli. Jest to nieregularna struktura, ktora
przyjmuje limfe nie tylko z jelit, ale réwniez z watroby, trzustki i zotadka. Jej
kontynuacja jest przewdd piersiowy, dochodzacy do kata zylnego, gdzie limfa wptywa
do krwioobiegu. Naczynia limfatyczne z ptuc drenujg do weztéw oskrzelowych i dalej
do prawego przewodu piersiowego. W konczynach dolnych ukfad limfatyczny dzieli
sie na powierzchowne i gtebokie naczynia limfatyczne. Powierzchowne naczynia
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biegng do weztow pachwinowych, podczas gdy gtebokie naczynia biegng wzdtuz
duzych naczyn krwionosnych do gtebokich weztéw pachwinowych wczesnie;
przechodzac przez jeden lub dwa wezty podkolanowe. Dalej, w kierunku
dogtowowym, sg naczynia limfatyczne biodrowe, ktére tgczg sie z dystalng czescig
cysterna chyli. Naczynia limfatyczne konczyny gornej biegng do pachowych weztow
chtonnych. Doktadna pozycja roznych grup weztéw jest bardzo wazna z medycznego
punktu widzenia. Uszkodzenie naczyn limfatycznych i weztow chtonnych z p6zniejszg
niedroznoscig przeptywu limfy powoduje dysfunkcje narzadu potozonego dystalnie

od przeszkody. Wraz z uptywem czasu dochodzi do kolonizacji bakterii, infiltracji
komdérek odpornosciowych i ostatecznie do rozwoju zwtdknienia (4).

Mechanizm przeptywu limfy. Rytmiczna kurczliwos¢ naczyn limfatycznych.

W normalnych warunkach naczynia chtonne kurczg sie spontanicznie i rytmicznie w
odpowiedzi na rozcigganie ich sciany przez wptywajgcy ptyn tkankowy (w
naczyniach nazywamy go limfg), co warunkuje przeptyw limfy. Czestotliwos¢
skurczéw i objetos¢ wyrzutowa zalezg od objetosci limfy wypetniajgcej limfangion
(ryc. 3) (5,6).
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Fig. 3. Tetno limfatyczne rejestrowane w zbiorczym naczyniu podudzia. Jest ono
tworzone przez spontaniczne, autonomiczne skurcze lymfangfionu (fragmentu
miedzy dwoma jednokierunkowymi zastawkami) pod wptywem wptywajgcej limfy
(tzw. stretch pnenomenon). Czerwona linia — ciSnienie w naczyniu, niebieska
=wielkosc¢ przeptywu w naczyniu (z Olszewski WL, Ann N Y Acad Sci. 2002; 979: 52-
63)

W obrzeku limfatycznym warstwa miesniowa $ciany naczyn limfatycznych jest
uszkodzona. Sita kurczliwosci zmniejsza sie, a nawet spada do zera (7,8). Jedyng
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pozostatg sitg napedzajgcg przeptyw limfy sg skurcze miesni kohczyn. Skuteczno$c
tego mechanizmu jest jednak bardzo ograniczona.

Niedrozno$¢ drog transportu ptynu tkankowego/limfy.

Uszkodzenie naczyn limfatycznych prowadzi do rozwoju tzw. obrzeku
limfatycznego — limfedemy (Ryc. 4).

Ryc. 4. Obraz kliniczny obrzeku limfatycznego konczyn dolnych i gérnych.

Naczyniami limfatycznymi najczesciej majgcymi kontakt z czynnikami
uszkadzajgcymi sg naczynia limfatyczne skory, jelita i ptuc. Naczynia te ulegajg
uszkodzeniu w wyniku infekcji, urazéw i zabiegdw operacyjnych. Efektem jest zastgj
ptynu tkankowego w przestrzeni sSrédmigzszowej i zastdj limfy w afferentnych
naczyniach limfatycznych. Drogi limfatyczne ulegajg uszkodzeniu na nastepujgcych
poziomach: (a) splot podnaskdrkowy, (b) skérne naczynia limfatyczne, (c) naczynia
zbiorcze (Ryc.5) i (d) zatoki weztdéw chtonnych. Ta klasyfikacja jest wazna dla
racjonalnej terapii.
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Ukiad normalny Limfedema
& &
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Ryc. 5. Limfogramy izotopowe normalnych konczyn dolnych oraz w limfedemie, brak
naczyn zbiorczych, znacznik w przestrzeniach tkankowych.

Podnaskorkowe i skdrne naczynia limfatyczne bezposrednio uczestniczg w
infekcjach tkanek miekkich i uszkodzeniach mechanicznych. (a) Najbardziej odporne
na czynniki patologiczne sg naczynia podnaskorkowe. Wysoki poziom filtracji osocza
i tworzenie limfy w brodawkach skornych prawdopodobnie utrzymujg te mate
naczynia otwarte, czasami tworzgc pecherzyki naskérka. (b) Pnie zbiorcze ulegajg
rozszerzeniu w ostrych i przewlektych fazach stanu zapalnego skory i po urazie
tkanek miekkich i kosci. Z uptywem czasu tracg one spontaniczng kurczliwosg¢, a ich
Swiatto zostaje zamkniete przez elementy witdkniste, (c) przewlekte zapalenie tkanek
miekkich znajduje odbicie w weztach chtonnych. Komaérki limfoidalne zostajg
zastgpione tkankg widknistg. Radioterapia jest kolejnym czynnikiem, ktéry uszkadza
strukture weztéw chtonnych. Zwidkniate wezty chtonne sg przeszkodg w przeptywie
limfy, (d) po chirurgicznym usunigciu weztow chtonnych i napromienianiu (konczyna
gorna i dolna), afferentne naczynia limfatyczne stopniowo zostajg wstecznie
niedrozne na catej ich dtugo$ci.

Zastoj ptynu tkankowego/limfy.

Tkanki miekkie konczyn stanowig rezerwuar dla ptynu tkankowego/limfy i mogg
zatrzymywacé duze objetosci tych ptynéw. Szybkos¢ gromadzenia sie ptynu zalezy od
podatnosci tkanki. Podatnosc¢ tkanki zmienia sie w miare postepu zmian (stan
zapalny, zwidknienie). W zaleznosci od rodzaju obrzeku w jego wczesnych stadiach
do 50% catkowitej objetosci skory i tkanki podskérnej moze zajmowac przestrzen
limfatyczna. Nastepuje przerost i rozrost tkanki widknistej i ttuszczowej (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Obraz skory i tkanki podskérnej podudzia w zaawansowanym obrzeku
limfatycznym (pobrany w czasie operacji redukcyjnej). Rozrost tkanki widknistej i
ttuszczowej, miedzy tymi strukturami wolny ptyn obrzekowy.

W zaawansowanych przypadkach ptyn gromadzi sie gtébwnie w sztucznie
utworzonych $rédmigzszowych "jeziorach", a mniej w przestrzeni limfatycznej (ryc.7).

10
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Ryc. 7. Limfoscyntygram podudzia z obrzekiem limfatycznym wykazujgcy istnienie
przestrzeni tkankowych wypetnionych ptynem obrzekowym (z Olszewski WL et al.,
Lymphology. 2011 Jun;44(2):54-64)

Ptyn tkankowy wystepuje rowniez w przestrzeniach okotonaczyniowych, a nawet
wokot powiezi (9). Ten ptyn wymaga usuniecia z tkanek celem przywroécenia
normalnych proceséw komorkowych.
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Praca 1l

Imaging lymphatics in human normal and lymphedema limbs — usefulness of
various modalities for evaluation of lymph and edema fluid flow pathways and
dynamics.

Marzanna T Zaleska, Waldemar L Olszewski
Zalozenia

System naczynh limfatycznych obejmuje przestrzen miedzykomérkowsq /
Srodmigzszowa, poczgtkowe naczynia limfatyczne (naczynia wiosowate), zbierajgce
pnie prowadzgce do regionalnych weztéw chtonnych, zatoki weztéw chtonnych,
odprowadzajgce naczynia limfatyczne niosgce limfe, ktdra przeptyneta przez wezty,
zaotrzewnowo potozong cysterna chyli i przewdd piersiowy wpadajgcy do lewego
kata zylnego. Najbardziej gesta sie¢ naczyn limfatycznych znajduje sie w tkankach
majgcych bezposredni kontakt ze sSrodowiskiem, takich jak skora, jelita i ptuca, gdzie
réwniez tworzy sie wiekszos¢ limfy. Konczyny dolne i gérne dostarczajg okoto 400 ml
limfy dziennie, gtdwnie powstajgcej w stopach i dtoniach.

Przerwanie gtéwnych drog limfatycznych kohczyny powoduje poczgtkowo
akumulacje przesgczu kapilarnego w przestrzeni miedzykomérkowej. Po tym
nastepuje rozszerzenie poczgtkowych i drugorzedowych (100 mikrondéw srednicy)
naczyn limfatycznych i tworzenie bocznych $ciezek przeptywu, omijajgcych miejsce
niedroznosci kolektora, wzdtuz podskoérnych i podnabtonkowych splotow
limfatycznych (poprzednio nazywane skornym przeptywem wstecznym). Nastepuje
nagromadzenie ptynu w spontanicznie tworzonych przestrzeniach przez deformacje
tkanki. Ten stan nazywa sie obrzekiem limfatycznym. W bardziej zaawansowanych
stadiach obrzeku limfatycznego rozrost fibroblastéw i adipocytéw oraz osadzania sie
substancji macierzy prowadzi do zwiekszenia sie objetosci konczyn.

Zatem obrazowanie tkanek konczyn z obrzekiem powinno przedstawiaé
znieksztatcong architekture limfatyczng, przestrzenie z zakumulowanym
pozakomorkowym pozanaczyniowym ptynem, a takze zwiekszong mase komorkowg
i jej produkty. Naczynia limfatyczne sg matymi strukturami (Srednica 10-1000
mikronéw), znajdujgcymi sie gteboko w tkankach, niedostepnymi dla kaniulacji bez
dostepu chirurgicznego. Dlatego wizualizacja ich ksztattu i przeptywu limfy pozostaje
w tyle za metodami stosowanymi do obrazowania naczyn krwionosnych i przeptywu
Krwi.
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Nie ma zadnych klinicznie dostepnych substancji chemicznych, ktére wstrzykniete
dozylnie bytyby przefiltrowane do ptynu tkankowego i specyficznie wchtaniane do
poczatkowych naczyn limfatycznych. Kazda podana miejscowo substancja o matej
masie molekularnej wchtania sie natychmiast do naczyn wiosowatych krwi. Tylko
duze biatka (0o masie czgsteczkowej powyzej 70 kD) i wielkoczgsteczkowe zwigzki
chemiczne znakowane izotopem lub barwnikiem fluorescencyjnym wstrzykiwane do
tkanek wchodzg do poczgtkowych naczyn limfatycznych. W diagnostyce medyczne;j
stosowano rézne metody wykrywania znacznikéw, dajgce obrazy o réznym stopniu
rozdzielczosci. Istnieje tylko kilka klinicznych metod obrazowania przeptywu limfy i
ptynu obrzekowego wzdtuz drdg limfatycznych naczyniowych i pozanaczyniowych.
Najczesciej stosowane sg limfangiografia radiologiczna z uzyciem lipiodolu,
limfografia izotopowa i fluorescencyjna. Z klinicznego punktu widzenia, poniewaz
metody roznig sie szybkoscig i czasem absorpcji wskaznika, zatrzymaniem w swietle
naczynia lub dyfuzjg przez sciane naczynia limfatycznego, czasem przeptywu,
wigzaniem z tkankami nie-limfatycznymi, rozpraszaniem promieniowania
wptywajgcego na ostrosc i generowaniem fatszywego wrazenia duzego rozmiaru
naczynia, nalezy zastosowac rozne metody u tego samego pacjenta, aby dokfadnie
oceni¢ zmiany w uktadzie limfatycznym. Taka zintegrowana ocena moze dostarczy¢
ustugodawcom medycznym wiecej informacji do ustalenia diagnozy i zastosowania
skutecznej terapii.

Cel badania

Celem badania byto udokumentowanie wartosci obecnie stosowanych klinicznych
metod obrazowania naczyn limfatycznych pokazujgcych ich elementy morfologiczne i
funkcjonalne oraz drogi i dynamike przeptywu limfy i ptynu obrzekowego. Ten stan
wiedzy powinien by¢ podstawg do badan nad wizualizacjg uktadu limfatycznego
drenujgcego catg konczyne lub inne narzady zaczynajgc od miejsc, w ktérych
powstaje limfa. Metody obrazowania powinny uwidoczni¢ ksztatt i kurczliwos¢
kolektorow, ich droznosé i przewodnictwo, szybkos¢ przeptywu limfy, miejsca
niedroznosci naczyn limfatycznych, oboczny przeptyw limfy wzdtuz splotu
podnabtonkowego, obszary gromadzenia sie ptynu tkankowego w przestrzeniach
poza naczyniami limfatycznymi (przestrzeniach tkankowych), miejsca aktywnego
tworzenia limfy (ogniska zapalne). Zadna z dotychczas stosowanych metod
diagnostycznych nie jest w stanie spetni¢ wymagan wizualizacji wszystkich
wymienionych elementéw uktadu limfatycznego. Wykonano badania obrazowe i
poddano ocenie ich wartos¢ diagnostyczna.

Materiat

Obrazy limfograficzne otrzymane u chorych z obrzekami limfatycznymi o r6znej
etiologii metodami: limfografii lipiodol/rentgen, izotopowe;j i fluorescencyjnej z zielenig
indocyjaninowg. Chorzy i obrazowanie z tego samego osrodka. Obrazy limfografii
lipiodol/rentgen z archiwum, uzyskane innymi metodami u aktualnych chorych.

Wyniki

Trzy typy limfografii, z Lipiodolem, izotopowa i fluorescencyjna wzajemnie sie
uzupetniajg w wizualizacji szczegétdow morfologicznych i funkcjonalnych.
Podstawowa przewaga limfangiografii rentgenowskiej z lipiodolem polega na tym, ze
wizualizuje ona najmniejsze naczynia limfatyczne, ktérych nie mozna zobaczy¢ za
pomocg innych metod obrazowania. Limfografia izotopowa, technicznie prosta,
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pokazuje gtowne drogi limfatyczne i przeptyw limfy na obrazach statycznych,.
Limfografia z zielenig indocyjaninowg pokazuje aktualny przeptyw limfy i
rozmieszczenie ptynu obrzekowego.

Nie przedstawiano wynikdw morfometrycznych uwidocznionych elementéow
anatomicznych, poniewaz zadna z metod nie pokazuje struktur w wymiarach takich
jak in vivo, co wynika z powiekszania obrazu przez rozproszong radiacje, odlegtosci
kamery od obiektu, réznej rozdzielczosci obrazu, a takze stosowanego sprzetu
wizualizacyjnego. Podstawowe obrazy znajdujg sie w kopii artykutu.

Whnioski

Nowoscig przedstawiong w tym artykule jest wskazanie komplementarnych cech
charakterystycznych trzech metod diagnostycznych, co pozwala uzyskac¢ gtebszy
wglad w anatomie uktadu limfatycznego i przeptyw limfy w ré6znych sytuacjach
patologicznych, ktérych nie mozna uzyskac¢ za pomocg jednej metody, umozliwiajgc
jednoczesnie szczegoétowg analize zmian i wczesne wykrywanie zmian
patologicznych oraz ustalenia wskazan dla réznych typéw dekompresji
przetadowanych przestrzeni limfatycznych i tkankowych

Praca 2

Indocyanine green near- infrared lymphangiography for evaluation of
effectiveness of edema fluid flow under therapeutic compression

Marzanna T Zaleska, Waldemar L Olszewski
Zatozenia

Powszechnie stosowanymi metodami leczenia obrzeku limfatycznego sg manualne
drenaze limfatyczne, reczne urzgdzenia pozwalajgce przesuwac ptyn obrzekowy i
przerywana kompresja pneumatyczna (intermittent pneumatic compression, IPC).
Konieczne do potwierdzenia efektu zastosowanej metody kompresiji, jest
obrazowanie ruchu zmobilizowanego ptynu obrzekowego. Obraz przeptywu ptynu w
obrzeku pozwolitby terapeucie na uzycie sity dostosowanej do objetosci tkanki i
sztywnosci réznigcych sie w réznych obszarach konczyn, a takze zidentyfikowanie
miejsc obfitego gromadzenia sie ptynu wymagajgcego wiekszej kompresji. W
ostatnich latach limfangiografia fluorescencyjna z zastosowaniem zieleni
indocyjaninowej (ICG) i urzadzenia do wykrywania bliskiej podczerwieni staty sie
podstawowg metodg z wyboru do obserwaciji przeptywu ptynu tkankowego w czasie
rzeczywistym. Limfangiografia fluorescencyjna ICG moze by¢ wykonywana bez
specjalnego przygotowania i napromieniowania.

Cel badania

Celem niniejszych badan byta wizualizacja przeptywu ptynu tkankowego podczas
drenazu recznego, masazu z uzyciem urzgdzenia Linforoll, przerywanej kompresiji
pneumatycznej i bandazowania. Aby uzyska¢ dane o tym, jak wysokie cisnienie
nalezy stosowac podczas kompresji w celu mobilizacji ptynu obrzekowego
wybarwionego ICG, przeprowadzono réwnoczesny pomiar cisnienia ptynu
tkankowego. Wizualizacja ewakuaciji ptynu tkankowego w limfangiografii ICG przed
terapig u kazdego pacjenta wydaje sie najcenniejszym podejsciem do uzyskania
skutecznych wynikéw klinicznych.

Materiat
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Chorzy z obrzekiem limfatycznym konczyn, kandydaci do lecenie kompresyjnego.
Kompresja metodg drenazu recznego, masazu z uzyciem urzgdzenia Linforoll,
przerywanej kompresji pneumatycznej i bandazowania.

Wyniki

Badanie dostarczyto nastepujgcych informacji: a) mozliwo$¢ obserwacji przeptywu
ptynu obrzekowego w czasie rzeczywistym przy uzyciu réznych metod kompresiji, b)
ci$nienia progowe konieczne do uzyskania przeptywu ptynu obrzekowego to ponad
80 mmHg w urzadzeniu do kompresiji i ponad 30 mmHg w ptynie tkankowym, c)
nieskutecznosc¢ kompresji w niektorych przypadkach pomimo zastosowania duzej sity
kompresji. Uzyskane obserwacje wskazujg na niezbednosc¢ limfangiografii ICG przed
terapig uciskowg u kazdego pacjenta.

Whioski

Uzyskane obrazy dajg wglad w rozmieszczenie ptynu obrzekowego, miejsca jego
akumulacji i skutecznos¢ zastosowanej sity zewnetrznej przy mobilizacji ptynéw.

Praca 3

A novel clinical test for setting intermittent pneumatic compression parameters
based on edema fluid hydromechanics in the lymphedematous calf.

Marzanna T Zaleska, Waldemar L. Olszewski, Marek Durlik, Mariusz Kaczmarek.

Zalozenia

Dtugoterminowe obserwacje potwierdzajg trwate efekty i brak powiktan leczenia
przerywang kompresjg pneumatyczng (IPC). Do tej pory nie zaprojektowano testu,
ktéry dostarczytby danych niezbednych do ustawienia parametrow cisnienia i czasu
urzadzenia IPC w celu uzyskania optymalnego zmniejszenia objetosci kohczyny.

Cel

Celem byto zaprojektowanie testu dostarczajgcego dane o zmniejszeniu obwodu
pod napompowang komorg w czasie w zaleznosci od zastosowanego cisnienia
zewnetrznego. Nazwa robocza: test dwukomorowy przemieszczania ptynu
obrzekowego.

Metoda

W tym tescie zmiane obwodu podudzia rejestruje sie w sposob ciggty pod
napompowang do roznych poziomow cisnienia komorg i powyzej. Jedng komore
umieszczano nad stawem skokowym i nadmuchiwano do 120 mmHg w celu
zamkniecia przeptywu zwrotnego ptynu tkankowego podczas nadmuchiwania
potozonej powyzej komory testowej. Komora testowa byta napompowywana kolejno
do 50, 80, 100 i 120 mmHg, przez jedng do trzech minut. Zmiany obwoddw tydki
rejestrowano w sposob ciggty pletyzmograficznie z uzyciem rurek gumowych
wypetnionych rtecig umieszczonych pod komorg badang i powyzej. Analizowane sg
trzy parametry zapiséw: 1.zmniejszenie obwodu pod napompowang komorg i
zwiekszenie obwodu potozonego powyzej fragmentu podudzia, 2. powrét podczas
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deflacji obwodow do wartosci przed inflacjg minus réznica spowodowana przez
wycidniety ptyn i 3. czas niezbedny do zmniejszenia obwodu pod napompowang
komorg przez ewakuowany z tego obszaru ptyn

Wyniki

Podczas nadmuchiwania komory testowej zaobserwowano cztery rézne typy
zarejestrowanych krzywych zmian obwoddw. Pierwszym z nich byto zmniejszenie
obwodu pod komorg testowg i wzrost powyzej komory, drugi wykazat zmniejszenie
obwodu pod napompowang komorg i niewielkg zmiane powyzej, trzeci niewielkie
zmniejszenie obwodu pod komorg, ale wzrost powyzej, a czwarty nie pokazywat
zmian zarowno pod jak i powyzej. W zaleznosci od nachylenia uzyskanych krzywych,
cisnienie i czas urzgdzenia IPC byty zwiekszane do wartosci powodujgcych
mobilizacje ptynu obrzekowego u danego pacjenta.

Omowienie

Dwukomorowy test deflacji-inflacji dostarcza danych pletyzmograficznych
dotyczgcych zmian obwodéw podczas IPC (intermittent pneumatic compression)
podudzi, czasu niezbednego do uzyskania optymalnego zmniejszenia obwodu i
wglad w elastycznos¢ tkanki. Dane te sg przydatne do optymalnego ustawiania
urzgdzen do kompresji na poziomach powodujgcych zmniejszenie obrzeku konczyny,
jak réwniez mogg mie¢ znaczenie prognostyczne w odniesieniu do skutecznosci
diugotrwatego stosowania IPC. Przeglad literatury z lat 2004-2011 dotyczgcy
stosowania przerywanej kompresji pneumatycznej (IPC) wykazat, ze zastosowanie
tej metody w leczeniu obrzekdéw limfatycznych konczyn jest dobrze uzasadnione.
Dtugoterminowe obserwacje potwierdzajg trwate efekty i brak komplikaciji.
Skutecznos¢ terapii IPC zalezy od zastosowanej sity (ucisku) mobilizujgcej
zastoinowy ptyn obrzekowy, czasu kompresji w celu przemieszczenia ptynu do
blizszej czesci konczyny oraz elastycznosci skoéry i tkanki podskornej, utrudniajgcej
przenoszenie przytozonej sity do gtebokich tkanek. Wszystkie te czynniki powinien
wzig¢€ pod uwage terapeuta przed ustawieniem parametrow urzgdzenia IPC
adekwatnych dla danego pacjenta. W przeciwnym razie oczekiwania zaréowno
pacjenta, jak i terapeuty uzyskania satysfakcjonujgcych efektéw pozostatyby w sferze
oczekiwan. Opracowany test pozwala na okreslenie sity kompresiji tkanek.

Whnioski

Wykazalismy, ze pletyzmografia, z uzyciem nadmuchiwanego mankietu
obejmujgcego podudzie i urzgdzenia do pomiaru zmian obwodow, dostarcza
informacji na temat hydraulicznych efektow kompresiji. Uzyskane dane mogg stuzy¢
odpowiedniemu ustawieniu cisnienia i czasu w pneumatycznych urzgdzeniach
uciskowych.

Praca 4

Tonometry of deep tissues for setting effective compression pressures in
lymphedema of limbs

Marzanna T Zaleska, Waldemar L Olszewski, Marek Durlik, Mariusz K. Kaczmarek,
Bob Freidenrich

Zalozenia
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Kompresja tkanek jest gltdwng metodg do mobilizaciji i ruchu ptynu
nagromadzonego w tkankach w obrzeku limfatycznym. Dostepne metody oceny
wptywu kompresiji to pomiar obwoddéw i objetosci konczyny przy uzyciu réznych
technik. Uzyskane dane sg przydatne do oceny zmian wielkosci konczyn. Istnieje
jednak inny wazny parametr do oceny efektow kompresiji. Jest to elastycznosc¢
tkanek. Skora i tkanka podskdrna majg lepkosprezyste wiasciwosci ggbki. Te
wiasciwosci zalezg od gestosci komoérek oraz widkien kolagenowych i elastycznych.
Co wiecej, naczynia krwionosne wypetnione krwig pod cisnieniem minimum 40
mmHg to kolejny czynnik odpowiedzialny za turgor tkankowy w mechanizmie
podobnym do tego w ciatach jamistych.

W obrzeku limfatycznym wystepujg dodatkowe czynniki fizyczne odpowiedzialne za
zmiany w elastycznosci tkanek. Jednym z nich jest obecnos¢ nadmiaru zastoinowego
ptynu tkankowego rozmieszczonego miedzy wigzkami wtokien kolagenowych, inna to
hiperkeratoza oraz zwtoknienie skoéry i tkanki podskornej. W zaawansowanych
stadiach obrzeku limfatycznego wzrastajgca masa komorek i kolagenu przewaza z
uptywem czasu nad objetoscig ptynu tkankowego. Grubos¢ tkanki podskornej
zwieksza sie w niektérych regionach o 2-6 cm.

Podczas terapeutycznej kompresji korczyny, zewnetrzna sita jest przenoszona z
powierzchni skory do powiezi miesniowej poprzez struktury state, takie jak komorki,
kolagen i widkna sprezyste oraz macierz zewngtrzkomorkowg. Odlegtos¢ moze
wynosi¢ kilka centymetrow. Deformacja struktur generuje cisnienie ptynu tkankowego
(obrzekowego) znajdujgcego sie w przestrzeniach tkankowych. Podczas kompresji
ptyn ten jest wyciskany i przeptywa do blizszych czesci konnczyny. W nastepstwie
spada cisnienie. Zatem mozna zaobserwowac¢ dwa rézne cisnienia w tkankach
podczas kompresiji. Jednym jest cisSnienie wywierane na tkanki state, drugim cisnienie
ptynu tkankowego. To ostatnie jest zawsze nizsze. Réznica wynika z réznych
mechanizmdw rozpraszania sity $ciskajgcej. Czesc¢ sity zostaje przechwycona przez
deformowane state struktury tkankowe, a druga czesc¢ rozprasza sie w
przeptywajgcym ptynie obrzekowym. Z klinicznego punktu widzenia cisnienie w
tkankach statych nie jest tak wazne, jak w ptynie obrzekowym. Wysokie ci$nienie
generowane przez kompresje tworzy gradient umozliwiajgcy przeptyw ptynu.

Cel badan

Wiedza o tym, jak wysokie jest cisnienie ptynu tkankowego w tkance z obrzekiem
limfatycznym staje sie kluczowa dla ustawienia kompresji pneumatycznej i
bandazowania na najbardziej efektywnym poziomie kompresiji. Jest takze przydatna
do oceny efektow terapii kompresyjnej. Takie dane mozna uzyskac przez pomiar
cis$nienia ptynu tkankowego generowanego pod zgtebnikiem tonometru wciskanego
w tkanke ze znang sitg. Tonometr niezbedny dla takich pomiaréw powinien mie¢
zgtebnik wystarczajgco dtugi, aby dotrze¢ do tkanek gtebokich i zarejestrowac
wysokie sity. Dotychczas uzywane tonometry mierzg elastycznos¢ skory, ale nie
tkanki podskornej, w ktérej gromadzi sie wiekszos¢ ptynu obrzekowego.
ZaprojektowaliSmy tonometr z 10-milimetrowym zgtebnikiem docierajgcym do tkanki
podskornej, dzieki czemu mozna oceni¢ poziom sity niezbedny do poruszania ptynu.
Celem badanh byto 1. réwnoczesny pomiar sity zadanej przez tonometr i
generowanego przez tonometr cisnienia ptynu tkankowego, 2. znalezienie korelacji
miedzy sitg odczytywang na tonometrze a cisnieniem ptynu tkankowego
generowanym przez tonometr, aby uzyskac¢ dane do ustawienia urzgdzenia do
masazu kompresyjnego na poziomie pozwalajgcym na mobilizacje ptynu
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obrzekowego (powyzej 30 mmHg), 3. opracowanie formuty do ustalania ciSnienia w
urzadzeniu pneumatycznym dla indywidualnego pacjenta na réznych poziomach
konczyn, 4. wykazanie uzytecznosci tonometrii do oceny efektywnosci IPC.

Metoda

Wykonywali$my jednoczesne pomiary sit generowanych przez gteboki tonometr i
ci$nienie ptynu tkankowego pod zgtebnikiem tonometru, w kornczynach dolnych w
grupie 20 pacjentéw w I-1ll stadium obrzeku limfatycznego.

Wyniki

Otrzymalismy nastepujgce wyniki: 1. tonometria gtebokich tkanek dostarczyta
danych na temat cisnienia ptynu tkankowego pod naciskiem zgtebnika tonometru
penetrujgcego na gtebokos¢ 10 mm. 2. korelacja zastosowanej sity tonometru i
generowanych przez tonometr cisnien ptynu tkankowego wykazata, ze cisnienie
progowe konieczne do poruszania ptynu wymagato sity wynoszgcej, co hajmniej
1000 g / cm 3, 3. opracowano wzoér obliczeniowy, oparty na wartosciach
tonometrycznych, do ustawiania cisnienia ICP na poziomach generujgcych cisnienia
niezbedne do przeptyw ptynu obrzekowego. 4. wykazano przydatnosc¢ gtebokiej
tonometrii do oceny elastycznos$ci tkanki po IPC.

Whnioski

Gteboka tonometria tkanek konczyn jest konieczna do ustawiania cisnienia w
urzagdzeniach do IPC na poziomie pozwalajgcym na mobilizacje ptynu obrzekowego.
Uzyskane dane pomiaru i opracowany wzor ilosciowy stuzg ustawieniu urzgdzen do
kompresji pneumatycznej do wartosci ucisku mobilizujgcych ptyn obrzekowy.

Praca 5

Serum immune proteins in lymphedema reflecting tissue processes caused by
lymph stasis and chronic dermato-lymphangio-adenitis (cellulitis)

Marzanna T Zaleska, Waldemar L Olszewski
Zalozenia

Obrzek limfatyczny powinien by¢ traktowany, jako proces tkankowy
charakteryzujacy sie nie tylko wzrostem objetosci ptynu tkankowego, ale takze
restrukturyzacjg tkanek. Terapie kompresyjng nalezy uzupetni¢ lekami
przeciwzapalnymi. Obstrukcja w przeptywie ptynu tkankowego i limfy spowodowana
niedroznoscig naczyn limfatycznych prowadzi do akumulacji przefiltrowanych z
surowicy biatek, komérek recyrkulujgcych, resztek komorkowych, produktéw
przemiany materii i drobnoustrojow zasiedlajgcych gtebokie tkanki. Powstaje pytanie,
czy ten przewlekty proces oddziatujgcy na duzg mase tkanek konczyn moze miec
odbicie w surowicy w postaci obecnos$ci specyficznych biatek akumulujgcych sie i
uwalnianych z tkanek objetych obrzekiem limfatycznym. Chociaz sg one nieswoiste,
ich zwiekszone stezenie moze by¢ wskazdéwkg istniejgcego aktywnego procesu
tkankowego w konczynach z obrzekiem limfatycznym. Jak w przypadku zawatu
miesnia sercowego i zwiekszonym stezeniem troponiny w surowicy.
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Bezposrednia analiza biatek ptynu tkankowego / limfy pobranych z tkanek databy
wglad w fizjologiczne i patologiczne zmiany w tkankach. Jednak w zaawansowanych
stadiach obrzeku limfatycznego z przerostem fibroblastéw i adipocytéw, objetos¢
ptynu tkankowego i jego dostepnos$¢ do badan jest niewystarczajgca dla klinicznej
oceny biochemicznej. Zaktadamy, iz przewlekte procesy dotykajgce duzg mase
tkanek konczyn mogqg znajdowaé odbicie w surowicy przez pojawienie sie
specyficznych biatek akumulowanych i wchtanianych z tkanek z obrzekiem
limfatycznym. Pobieranie prébek surowicy jest tatwiejsze niz limfy.

Cel badan

Przeprowadzenie badan stezenia trzech grup biatek w surowicy: 1.biorgcych udziat
w rozpadzie komoérkowym jak: HMGB1, kaspaza 1, fas CD 95L i serpin, 2. bedacych
czynnikami wzrostu komorek: kortyzol, HGF, KGF, IGF, oraz 3. czynnikow
angiogennych i czynnikdw wzrostu: angiopoetyna 1 i 2, adiponektyna, leptyna i
TGFB. Zwiekszony poziom tych biatek bytby wskazowkg dotyczgcg intensywnosci
lokalnych procesow zachodzgcych w tkankach z obrzekiem limfatycznym i pomocny
w probach kontrolowania reakcji zapalnej.

Metoda

Badania przeprowadzono w grupie pacjentow z obrzekiem limfatycznym konczyn
dolnych stadium II-IV. Oznaczano stezenia biatek metodg ELISA.

Wyniki

Stwierdzono 1) zwigkszone stezenie kaspazy 1, sFas, serpin i HMGB1
odpowiadajgcych za zniszczenie komoérek, 2) podwyzszony poziom kortyzolu i IGF
potwierdzajgcy aktywne procesy komérkowe i 3. podwyzszone stezenia
angiopoetyny 1, adiponektyny i leptyny wskazujgce na proliferacje komorek tkanki
ttuszczowej.

Whioski

Biatka wystepujgce w wysokich stezeniach w surowicy u pacjentéw bez
ogolnoustrojowych klinicznych i biochemicznych objawéw stanu zapalnego wskazuja,
ze w tkankach z obrzekiem limfatycznym zachodzg liczne procesy destrukcji i
odbudowy. Pomiar stezenia kaspazy 1, sFas / CD95L, serpin, biatka HMGB1,
adiponcetyny i leptyny daje wglad w te procesy. Oznacza to, ze procesy
rekonstrukcyjne i proliferacyjne w tkankach z obrzekiem limfatycznym zachodzag
lokalnie w sposéb autonomiczny. Jednak niektére biatka regulatorowe wytwarzane w
nadmiarze w tych tkankach mogg dostac sie do krgzenia krwi i zosta¢ wykryte.
Chociaz nie sg swoiste, ich zwiekszone stezenie moze by¢ wskazéwkg aktywnego
procesu zachodzgcego w tkankach w konczynach z obrzekiem limfatycznym.

Podsumowanie i wnioski z przedstawionych badan.

1. Potgczenie roznych klasycznych i wspotczesnych technik wizualizacji uktadu
limfatycznego konczyn cztowieka jest niezbedne dla lepszego wgladu w szczegdty na
poziomie kapilaréw, kolektorow i przestrzeni tkankowej. Klasyczne metody
zapewniaty doskonate obrazy statyczne, podczas gdy nowe jak limfoscyntygrafia i
limfografia fluorescencyjna z uzyciem zieleni indocyjaninowej pokazujg ruch limfy /
ptynu tkankowego (obrzekowego). Aby lepiej oceni¢ miejscowa filtracje kapilarng i
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szybkos$c¢ tworzenia sie limfy, potrzebne bedg nowe rozwigzania o wyzszej
specyficznosci i rozdzielczosci.

2.Hydromechaniczne badania ptynu tkankowego i limfy wykazaty niskg przewodnos¢
hydrauliczng skory i tkanki podskérnej wymagajgca duzych sit, aby przezwyciezy¢
opor przeptywu. Dwa nowo zaproponowane testy dostarczajg wskazdéwek
dotyczgcych ustawienia racjonalnych parametréw terapii kompresyjnej. Ich
uzytecznosc¢ zostata juz udowodniona klinicznie.

3. Tkanki czesciowo pozbawione krgzenia limfatycznego podlegajg przewlektej
restrukturyzaciji tkanki wtoknistej i ttuszczowej. Wsrdd wielu proceséw moze
zachodzi¢ rozpad niektorych biatek. Kaspazy moga stac sie uzyteczne w ocenie
intensywnosci zmian tkanek z obrzekiem chtonnym.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych opublikowanych
po doktoracie.

Predilection to Dermato-Lymphangio-Adenitis in Obstructive Lymphedema of
Lower Limbs Depending on Genetic Polymorphisms at TNFa-308G>A, CCR2-
190G>A, CD14-159C>T, TLR2 2029C>T, TLR4 1063A>G, TLR4 1363C>T, TGFB
74G>C, and TGFB 29T>C. Lymphat Res Biol. 2018 Feb;16(1):109-116. doi:
10.1089/Irb.2016.0040

Olszewski WL, Zagozda M, Zaleska MT, Durlik M.
IF=1.903, KBN/MNiSW=20

Zalozenia:

Zakazenie jest najczestszym powiktaniem obserwowanym w obrzeku limfatycznym.
Jest wynikiem dysfunkciji uktadu limfatycznego, powodujgcej miejscowe zaburzenia
immunologiczne. Powikfania infekcyjne sg przede wszystkim pochodzenia
bakteryjnego i najczesciej jest to zapalenie tkanki tgcznej (dermatyczno-limfatyczno-
adenityczne, DLA) spowodowane przez wystepujgce na skorze pacjenta
Staphylococci epidermidis i aureus. Wykazano, ze przebieg kliniczny i wyniki
leczenia zakazenia sg zwigzane z polimorfizmem genetycznym.

Cel:

Zbadano polimorfizm TNFa-308G> A, CCR2-190G> A, CD14-159C> T, TLR2
2029C> T, TLR4 1063A> G, TLR4 1363C> T, TGFB 74G> C i TGF3 29T> C. Druga
czescig badan byto zbadanie korelacji pozioméw TNFa i TGFB w surowicy z
polimorfizmem ich gendw u stu pacjentow z pozapalnym obrzekiem limfatycznym
konczyn dolnych.

Wyniki:
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(a) Wysoki odsetek homozygot TNFa, brak réznic w genotypach CD14-159C> T,
CCR2-190G> A, TGFB 74G> C, TGFB 29T> C i TLR4 1063A> G, niski odsetek
heterozygot TLR2 2029C> T oraz homozygot TT i wysoki odsetek TLR4 1363C>
homozygot TT, (b) niskie poziomy TGFB i TNFa w surowicy u odpowiednio 19% i
43% pacjentow, jednak brak korelacji miedzy niskim poziomem tych cytokin a
czestotliwoscig homozygot CC i AA odpowiednio.

Whnioski:

Praktycznymi implikacjami znalezienia wysokiej czestotliwosci wystepowania
genotypu TT TLR4 1363C> T sg wskazania do testowania tego genu u pacjentow z
obturacyjnym obrzekiem limfatycznym konczyn dolnych i wskazania do zastosowania
wczesnej terapii antybiotykowej, jako profilaktyki nawracajgcych atakoéw DLA oraz
przed planowanym zabiegiem operacyjnym. Uzyskane dane sg réwniez wazne, jako
wkfad w mapowanie zmian genetycznych w nabytym obrzeku limfatycznym konczyn
dolnych

Bacteria of leg atheromatous arteries responsible for inflammation. Vasa. 2016
Sep;45(5):379-85. doi: 10.1024/0301-1526/a000549

Olszewski WL, Rutkowska J, Moscicka-Wesotowska M, Swoboda-Kopec¢ E,
Stelmach E, Zaleska M, Zagozda M.

IF=1.142, KBN/MNiSW=15
Zalozenia:

Niedokrwienie konczyn dolnych czesto powoduje zapalenie, a w zaawansowanych
przypadkach martwice tkanek obwodowych. Nie jest jasne, czy jest to spowodowane
jedynie samg obnizong perfuzje tetnic, czy tez obecnoscig bakterii w Scianach tetnic.
Celem badania byto wykazanie obecnosci i zrodta bakterii w probkach tetnic oraz
ocena ich wtasciwosci chemotaktycznych, prowadzgcych do powstania naciekow
komodrkowych okotoaortalnych.

Materiat i metody:

Hodowle bakteryjne i wykrywanie 16sRNA przeprowadzono z fragmentow tetnic
podkolanowych pobieranych z amputowanych konczyn. Blaszki tetnic szyjnych
stuzyty, jako kontrole. Fragmenty tetnic przeszczepiono myszom scid w celu oceny
ich aktywnosci chemotaktycznej dla makrofagéw.

Wyniki:

a) wyzsza czestos¢ wystepowania izolatéw bakterii i 16sRNA w miazdzycy tetnic
podkolanowych niz w tetnicach szyjnych, b) wysoka gestos¢ blaszki miazdzycowej i
naciekow okotoaortalnych oraz wysoki poziom mRNA dla cytokin prozapalnych w
tetnicach podkolanowych, c) gtdbwnymi mikroorganizmami byty Staphylococcus
aureus, S. epidermidis i Enterococci, d) fenotypy bakterii hodowanych ze skory stép i
tetnic oraz ich DNA wykazato ewidentne podobienstwa, oraz e) obserwowano
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bardziej intensywne gromadzenie makrofagéw myszy w przeszczepach tetnic
podkolanowych niz w tetnicach szyjnych u myszy z gatunku Scid.

Whnioski:

Stwierdzono obecnosc¢ bakterii w scianach tetnic konczyny dolnej. Mogg one
predysponowac do wystgpienia stanu zapalnego wtérnego do zmian
niedokrwiennych.

Virulence of Bacteria Colonizing Vascular Bundles in Ischemic Lower Limbs.
Surg Infect (Larchmt). 2016 Feb;17(1):89-93. doi: 10.1089/sur.2014.184.

Olszewski WL, Podbielska A, Gatkowska H, Golas M, Piskorska K, Stelmach E,
Swoboda E, Zaleska M, Durlik M.

IF=1.139, KBN/MNiSW=25

Zalozenia:

Udokumentowalismy uprzednio obecnos¢ flory bakteryjnej w peczkach
naczyniowych, naczyniach limfatycznych i weztach chtonnych niedokrwionych
konczyn dolnych amputowanych z powodu wieloogniskowych zmian miazdzycowych,
niezaklasyfikowanych do rekonstrukcji chirurgicznej i dyskutowalismy o ich
potencjalnej roli w niszczeniu tkanek. Pojawito sie pytanie, dlaczego szczepy
bakteryjne zamieszkujgce skore konczyn dolnych i uwazane za saprofity stajg sie
chorobotworcze po kolonizacji gtebokich tkanek. Patogeniczno$¢ bakterii jest
wywotywana poprzez aktywacje wielu czynnikdw wirulencji kodowanych przez grupy
gendw.

Metody:

ZidentyfikowaliSmy geny wirulencji w bakteriach hodowanych z gtebokich tkanek
niedokrwionych nog 50 pacjentéw przy uzyciu techniki reakcji fancuchowej
polimerazy.

Wyniki:

Geny wirulencji dla Stafylokokéw fnbA (biatko A wigzgce fibronektyne), cna
(prekursor adhezyny kolagenowej) i ica (adhezja miedzykomdrkowa) wystepowaty w
bakteriach wyizolowanych z tetnic i, w mniejszym stopniu, ze skoéry. Gen 1S256,
ktérego produkt odpowiedzialny jest za tworzenie sie biofilmu, byt czestszy w
bakteriach hodowanych z tetnic niz w bakteriach ze skory. Wsréd genow wirulencji
Staphylococcus epidermidis kodujgcych autolizyne atlE, icaAB (adhezja
miedzykomorkowa) i tworzenie biofilmu 1S256, tylko ten ostatni wykryto w probkach
tetnic. Bakterie wyhodowane z naczyn limfatycznych nie wykazywaty ekspresiji eta i
IS256 obecnych w tetnicach. Geny asa 373 (substancja agregujgca) i cylA (aktywator
cytolizyny) dla Enterococcus faecalis wystepowaty czesciej w tetnicach niz w
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bakteriach skérnych, podobnie jak geny cyl A E. faecium. Wszystkie geny wirulenciji
Pseudomonas aeruginosa byty obecne w bakteriach hodowanych zaréwno ze skory,
jak i z tetnic. Staphylococcus kolonizujgcy peczki tetnicze i transportowany do tkanek
za posrednictwem naczyn limfatycznych w niedokrwionych konczynach wyrazat geny
wirulencji z wiekszg czestotliwoscig niz te bakterie, ktére pochodzity z powierzchni
skoéry. Ponadto, enterokoki i Pseudomonas izolowane z peczkéw tetniczych wyrazaty
wiele gendw wirulenciji.

Whnioski:

Odkrycia te moga przyczynic¢ sie do zrozumienia mechanizmu rozwoju
destrukcyjnych zmian w tkankach niedokrwionych konczyn dolnych wywotanych
przez wiasne bakterie pacjentéw, a nie nabytych w szpitalu, a takze, jako wyjasnienie
ogolnie niezadowalajgcych wynikow podawania antybiotykéw w tych przypadkach.
Powinno by¢ stosowane bardziej agresywne leczenie antybiotykiem skierowanym
przeciwko wirulentnym gatunkom.

Cryptic Bacteria of Lower Limb Deep Tissues as a Possible Cause of
Inflammatory and Necrotic Changes in Ischemia, Venous Stasis and Varices,
and Lymphedema. Surg Infect (Larchmt). 2015 Jun;16(3):313-22. doi:
10.1089/sur.2014.019.

Olszewski WL, Zaleska M., Stelmach E, Swoboda-Kopec¢ E, Jain P, Agrawal K,
Gogia S, Gogia A, Andziak P, Durlik M

IF=1.316, KBN/MNiSW=25
Zatozenia:

Infekcje i stany zapalne skéry, tkanek miekkich i naczyn krwiono$nych wystepujg
czesciej w konczynach dolnych niz w innych regionach ciata. Celem pracy byto
ustalenie, czy przyczyng tego mogg byc¢ ,ukryte” bakterie znajdujgce sie w gtebokich
tkankach.

Metody:

Przeprowadzono badania bakteriologiczne fragmentéw tetnic pobranych z
amputowanych z powodu niedokrwienia konczyn dolnych, fragmentéw zylakow
podudzi i probek ptynu tkankowego/limfy od pacjentéw z obrzekiem limfatycznym.

Wyniki:

Bakterie izolowano z 61% tetnic podudzi i 36% tetnic udowych pacjentéw z
niedokrwieniem konczyn dolnych, podczas gdy z tetnic zmartych dawcow narzgdéw
tylko w 11%. Bakteryjne DNA wykryto w 70%. Wiekszos¢ wyizolowanych bakterii
nalezata do gronkowcow koagulazo-ujemnych i Staphylococcus aureus; wykryto
jednak rowniez bakterie wysoce patogenne. Wszystkie bakterie byty wrazliwe na
wszystkie antybiotyki, z wyjgtkiem penicyliny. Zylaki zyty odpiszczelowej zawieraty
komorki bakteryjne w 40% a w kontroli w 4%; DNA bakterii stwierdzono w 69%.
Wiekszos$¢ bakterii to S. epidermidis i S. aureus wrazliwe na wszystkie antybiotyki z

23



Marzanna Teresa Zaleska
Zatqcznik nr 2 (autoreferat w jezyku polskim)

wyjatkiem penicyliny. Limfa i naczynia limfatyczne zawieraty bakterie w odpowiednio
60% i 33%, a w kontroli w 7%. Wiekszosc¢ z nich to S. epidermidis wrazliwy na
wszystkie antybiotyki, z wyjgtkiem penicyliny.

Whnioski:

,Ukryte” bakterie sg obecne w tkankach konczyn dolnych i mogg odgrywac role
patologiczng w zakazeniach w miejscu operacyjnym. Wtasciwa profilaktyka
przeciwbakteryjna powinna by¢ brana pod uwage przy planowaniu zabiegow
chirurgicznych.

New Method for Treatment of Lymphedema of Limbs: Standardized Manual
Massage with a New Device Linforoll in Conservative and Surgical Therapy
Protocols. Lymphat Res Biol. 2016 Dec;14(4):226-232 doi: 10.1089/Irb.2015.0034..

Olszewski WL, Zaleska M., Michelin S.
IF=1.551, KBN/MNiSW=20
Zalozenia:

Ptyn obrzekowy w koinczynach z obrzekiem limfatycznym powinien by¢
przemieszczany do miejsc, w ktérych moze by¢ wchtaniany, czyli do podbrzusza i do
okolic ramion i topatki wzdtuz kanatéw tkankowych lub wszczepionych kanatéw
silikonowych lub przez zespolenia limfatyczno-zylne. Skutecznym sposobem
przemieszczania ptynu jest reczny drenaz limfatyczny konczyn. Konieczna staje sie
standaryzacja sity i czasu masazu recznego.

Cel:

Potrzebne jest urzgdzenie ze znang powierzchnig ucisku i stale pokazujgce
przytozong site podczas przesuwania go w kierunku blizszym kohczyny. Co wiecej,
sita powinna by¢ dostosowana do sztywnosci masowanych tkanek, ktéra zmienia sie
na réznych poziomach konczyny. Wyniki uzyskiwane podczas masazu takim
urzgdzeniem bedg powtarzalne i odtwarzalne w roznych osrodkach.

Metody:

W badaniu tym przedstawiono dane dotyczgce hydromechaniki ptynu tkankowego
uzyskane od 20 pacjentéw z obrzekiem limfatycznym kohczyn podczas masazu z
uzyciem urzgdzenia masujgcego zwanego Linforoll. Linforoll sktada sie z uchwytu z
rolkg i czujnikiem cisnienia potgczonym bezprzewodowo z komputerem
wyswietlajgcym krzywa cisnienia przytozonej sity. Przeprowadzono takze badania
fragmentow tkanek w mikroskopii elektronowej w celu sprawdzenia ewentualnych
zmian.

Wyniki i wnioski:

Linforoll zapewnia nastepujgce mozliwosci: 1) regulacja przytozonej sity zgodnie z
warunkami hydromechanicznymi masowanych tkanek; 2) standaryzacja masazu
powtarzalnego u tego samego pacjenta; 3) zmniejszenie objetosci kohczyny; 4)
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widoczny wzrost elastycznosci tkanek; 5) moze by¢ z powodzeniem stosowany, jako
site napedowa dla przeptywu ptynu wzdtuz chirurgicznie wszczepionych silikonowych
drendw i naczyn prowadzacych do zespolen limfatyczno-zylnych.

A novel method of edema fluid drainage in obstructive lymphedema of limbs by
implantation of hydrophobic silicone tubes. J Vasc Surg Venous Lymphat Disord.
2015 Oct;3(4):401-8. doi: 10.1016/j.jvsv.2015.05.001.

Olszewski WL, Zaleska M.
IF=0.882, KBN/<NiSW=0

Zatozenia:

Obrzek limfatyczny konczyn spowodowany jest czesciowg lub catkowitg
niedroznoscig kolektoréw limfatycznych w nastepstwie zapalenia skory i gtebokich
tkanek miekkich, urazow tkanek miekkich i kosci, limfadenektomii i napromieniowania
w terapii nowotworowej. Wedtug statystyk Swiatowej Organizacji Zdrowia okoto 300
milionow ludzi cierpi z powodu patologicznego obrzeku konczyn. Skuteczne leczenie
tak duzych grup byto wyzwaniem od stuleci. Jednak zadna z zastosowanych
dotychczas metod zachowawczych i chirurgicznych nie jest w sanie przywrécié
ksztattu i funkcji konczyn do warunkéw normalnych. W rzeczywistosci fizjoterapia jest
terapig z wyboru, jako gtdwna metoda lub uzupetniajgca do zabiegdéw chirurgicznych,
ktdre podzieli¢ mozna na dwie grupy: omijajgce miejsce niedroznosci i techniki
redukcji nadmiaru tkanek. Operacje mikrochirurgiczne mogg by¢ wykonywane, jesli
niektore czesci obwodowych naczyn limfatycznych pozostajg drozne i przynajmniej
czesciowo drenujg obszary obrzekowe. Jednak w zaawansowanych przypadkach
obrzeku limfatycznego wszystkie gtdwne naczynia limfatyczne sg niedrozne, a ptyn
tkankowy gromadzi sie w przestrzeniach srédmigzszowych, spontanicznie tworzgc
"Slepe kanaty" lub "jeziora". Jedynym rozwigzaniem bytoby stworzenie sztucznych
Sciezek przeptywu ptynu obrzekowego do obszaréw, w ktérych moze nastgpié
absorpcja ptynu. Celem tego badania byto stworzenie sztucznych $ciezek przeptywu
ptynu w obrzeku poprzez podskérne wszczepienie silikonowych drenéw
umieszczonych wzdtuz konczyny dolnej do okolicy ledzwiowej lub podbrzusza.

Metody:

W grupie 20 pacjentow z obturacyjnym obrzekiem limfatycznym kohczyn dolnych,
ktére rozwinety sie po limfadenektomii i napromieniowaniu miednicy z powodu raka
macicy z nieskuteczng terapig zachowawczg, wykonano implantacje drenow
silikonowych, a nastepnie stosowano kompresje zewnetrzng w postaci przerywanej
kompresji pneumatycznej, bandazy i odziezy uciskowej. Pooperacyjne pomiary
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obwodow, limfoscyntygrafie i ultrasonografie tkanek przeprowadzono w ciggu 2 lat
obserwaciji.

Wyniki:

Odnotowano szybki spadek obwoddw podudzi od dnia implantacji w ciggu tygodni
Srednio o 3%, po czym nastgpita stabilizacja. Drozno$¢ drendw i gromadzenie sie
ptynu wokét nich obserwowano we wszystkich przypadkach na ultrasonografii i
limfoscyntygrafii. Nie stwierdzono zadnej komérkowej reakcji w tkankach na
silikonowe implanty.

Whnioski:

Prostota zabiegu chirurgicznego, zmniejszenie obrzeku konczyny i brak reakciji
tkanek na implant sprawia, ze metoda ta jest przydatna w zaawansowanych stadiach
obrzeku limfatycznego.

Treatment of postmastectomy lymphedema by bypassing the armpit with
implanted silicone tubings. Int Angiol. 2017 Feb; 36 (1): 50-58. doi:
10.23736/S0392-9590.16.03630-0.

Olszewski WL, Zaleska M.
IF=1.156, KBN/MNiSW=15
Wstep:

U okoto 40% kobiet leczonych z powodu raka piersi rozwija sie obrzek limfatyczny.
W zaawansowanych przypadkach obrzeku limfatycznego gtéwne naczynia
limfatyczne sg niedrozne, a ptyn tkankowy gromadzi sie w przestrzeniach
Srodmigzszowych tworzac "jeziora" i "kanaty". Jedynym rozwigzaniem bytoby
stworzenie sztucznych kanatow do przeptywu ptynu do obszarow z prawidtowym
drenazem. Celem tego badania byto stworzenie sztucznych drég przeptywu ptynu
przez podskérne wszczepienie silikonowych drendw w konczynach gornych z
obrzekiem.

Metody:

Implantacja zostata przeprowadzona u dziesieciu pacjentek z obrzekiem
limfatycznym ( stopien Il i lll) po mastektomii, limfadenektomii pachowej i radioterapii.
Dreny silikonowe umieszczano od grzbietowej strony dfoni, przez przedramie i ramie,
do regionu topatki. Po zabiegu stosowano rutynowg kompresje zewnetrznag.
Profilaktycznie podawano dtugo dziatajgcg penicyline. Obserwacja trwata 10
miesiecy.

Wyniki:

Zaobserwowalismy: szybkie usuniecie nadmiaru ptynu tkankowego; najwiekszy
spadek obwododw, objetosci i sztywnosci wystgpit w ciggu pierwszych dwoch tygodni;
mniejszy ciezar konczyn i tatwiejsze ruchy dtoni; znacznik limfoscyntygraficzny
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nagromadzony w drenach i wokét nich; wolny ptyn byt widoczny na ultrasonografii na
obu koncach drenéw i pomiedzy; brak powikfan pooperacyjnych.

Whnioski:

Proponujemy metode leczenia ztozong z implantac;ji silikonowych drenoéw, kompresji
konczyn, aby wytworzy¢ gradient ciSnienia ptynu dla przeptywu i zapobiegania
stanom zapalnym przez podawanie diugo dziatajgcej penicyliny. Prostota zabiegu
chirurgicznego i brak reakcji na implant sprawia, ze metoda ta jest przydatna w
zaawansowanych stadiach obrzeku limfatycznego w duzych grupach pacjentow.

Hyperkeratosis in human lower limb lymphedema: the effect of stagnant tissue
fluid/lymph. J Eur Acad Dermatol Venereol. 2016 Jun;30(6):1002-8. doi:
10.1089/Irb.2013.0047.

Domaszewska-Szostek A, Zaleska M, Olszewski WL.

IF= 3.528, KBN/MNiSW=35

Zatozenia:

Hiperkeratoza skéry w obrzeku limfatycznym kohczyn dolnych jest jedng z
nastepstw zastoju ptynu tkankowego / limfy (TF / L), ale jej mechanizmy pozostajg
nieznane. Warto jednak zauwazyé¢, ze ludzki TF / L zawiera wysokie poziomy
czynnikéw wzrostu i cytokin i moze stuzy¢, jako fizjologiczne Srodowisko dla
proliferacji keratynocytow (KC).

Cel:

Celem badania byto zbadanie wptywu TF / L pochodzgcych od pacjentéw z
obrzekiem limfatycznym na proliferacje i réznicowanie ludzkich KC.

Metody:

KC wyizolowano ze skory normalnej i skory pacjentéw z obrzekiem limfatycznym.
Hodowano je przez 1-14 dni w TF / L z neutralizowang interleuking 13, interleuking 6,
czynnikiem martwicy nowotworu a (TNF-a), czynnikiem wzrostu keratynocytow
(KGF) lub czynnikiem wzrostu nowotworu 3 ( TGF-B). Alternatywnie, blokowano
receptory KC dla tych czynnikéw.

Wyniki:

Liczba KC hodowanych w TF / L byta zwiekszona, podobnie jak odsetek postaci
mitotycznych. Wystepowat wyzszy odsetek komoérek p63, CD29, Ki67, PCNA, CK®6,
CK17, CK16 i nizszy CK10, CK14, filagryny i inwolukryny. Neutralizacjaw TF / L IL-
1B, IL-6, TNF-a i KGF oraz blokowanie ich receptorow spowodowato zmniejszenie
odsetka mitotycznego KC. TGF-3 miat ograniczony wptyw na proliferacje KC.

Whnioski:
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Hiperkeratoza w obrzeku limfatycznym moze by¢ skutkiem wysokiego stezenia
cytokin w ptynie tkankowym a nie wynikiem zmian w KC.

Podsumowanie i wnioski z przedstawionych badan

Prezentowane badania mozna podzieli¢ na trzy grupy probleméw. Sg to bakteriologia
tkanek konczyn dolnych, nowe metody leczenia obrzeku limfatycznego i zmiany
komodrkowe w tkankach z zastojem limfy. Wszystkie reprezentujg gtéwny nurt badan
nad obrzekiem limfatycznym, w ktérym uczestniczy kandydat.

Tkanki konczyn pozbawione krgzenia limfatycznego sg stale skolonizowane przez
bakterie penetrujgce skére podeszwy stopy i dtoni. Nie sg eliminowane, poniewaz nie
ma transportu limfatycznego. Okazato sie, ze nawet normalne, nie wspominajgc o
obrzeku limfatycznym i niedokrwionych konczynach, tkanki zawierajg pewng mase
bakterii, gtéwnie S. epidermidis. Rodzaje szczepow, ich zjadliwosc¢ i predyspozycije
genetyczne do kolonizacji gospodarza oceniono i przedstawiono w 4 artykutach.

Obrzek limfatyczny to postepujgca choroba wymagajaca ciggtej terapii. Podstawg
terapii jest tworzenie szlakéw odptywu ptynu tkankowego/ limfy w potgczeniu z
kompresjg zewnetrzng tkanek. Przedstawiono nowg operacje umozliwiajgcg drenaz
ptynu z konczyn z obrzekiem opracowang przez Olszewskiego i wsp., prezentujgc
procedure i wyniki terapii. Operacja to znajduje sie teraz na liscie procedur w
miedzynarodowych podrecznikach chirurgii. Prostota zabiegu, dtugoterminowe wyniki
i niski koszt sprawiajg, ze jest stosowana.

Tworzenie nowych sciezek przeptywu ptynu obrzekowego uzupetnia kompresja
zewnetrzna. Specjalna rolka z czujnikiem sity (ciSnienia) stata sie uzyteczna do
przesuwania ptynu w implantowanych "silikonowych naczyniach". Technika i wyniki
sg przedstawione w oddzielnym artykule.

W zastoju limfy w tkankach obserwuje sie nadmierny wzrost keratynocytow,
fibroblastéw i adipocytéw. W przestrzeni tkankowej gromadzi sie mnéstwo cytokin,
ktére mogg posredniczy¢ w dynamice wzrostu komérek. BadaliSmy wptyw wzrostu in
vitro keratynocytéw w pozywkach standardowych i wzbogaconych w limfe. Limfa
stymulowata wzrost keratynocytéw, jednak jak dotad nie zidentyfikowano
odpowiedzialnej za to cytokiny.

6. Lista pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych opublikowanych do
czasu otrzymania stopnia doktora.

Lista publikacji w czasopismach i monografiach znajduje sie w gtownym formularzu.
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