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Choroby neurodegeneracyjne siatkdwki powoduja uszkodzenie i obumieranie
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neuronow siatkéwki oraz wyiszych pieter drogi wzrokowej. Sposréd neuronéw
siatkdwki, komoérki zwojowe, bedace bezposrednim potfaczeniem siatkéwki z
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pierwszorzgdowymi oérodkami wzrokowymi w mdzgu, stanowia newralgiczny
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punkt drogi wzrokowej. Nieleczone choroby obejmujace komérki zwojowe, takie

fa:;,‘.:;ag,s@ﬁ:z;?:;. jak neurodegeneracje pierwotne, np. jaskra, czy wtérne, np. choroby
naczyniowe/niedokrwienne siatkéwki, mogg prowadzi¢ do catkowitej i

nieodwracalnej $lepoty. Swiatowa Organizacja Zdrowia uznata jaskre za chorobe

spoteczng, bedaca gtéwna przyczyng nieodwracalnej §lepoty na $wiecie. Jej skryty

przebieg powoduje, ze w chwili rozpoznania jest juz zwykle przyczyng znacznego

uposledzenia widzenia. ,Podstepnos¢” jaskry zwigzana jest przede wszystkim z

faktem, iz we wczesnych stadiach przebiega ona bezobjawowo powodujac

powolng utrate obwodowych czesci pola widzenia. Choroba zaczyna by¢

dostrzegaina w chwili, gdy ograniczenie pola widzenia jest na tyle znaczne, e

l‘.r wptywa na codzienne funkcjonowanie chorych. Przyczyng znacznego wzrostu
czgstosci  wystepowania tej choroby jest globalny proces starzenia sie

HR EXCELLENCE IN RESEARCH spoteczeristwa oraz choroby cywilizacyjne — przede wszystkim cukrzyca i choroby
sercowo-naczyniowe. Cukrzyca i nadci$nienie tetnicze sy najczestsza przyczyna

wystepowania choréb naczyniowych siatkéwki, retinopatii cukrzycowej oraz

zakrzepéw/zatoréw naczyri siatkdwki prowadzacych w konsekwencji do

procesow wtérnej neurodegeneracji neuronéw siatkéwki, w tym komérek

zwojowych.
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W przypadku jaskry, w populacji europejskiej, okoto 70% przypadkéw zwigzanych jest z podwyzszonym
ciénieniem wewnatrzgatkowym — najwazniejszym, mierzalnym czynnikiem ryzyka rozwoju i progres;ji
choroby. Pierwotnie sadzono, ie jaskra jest wywotana jedynie podwyiszonym ci$nieniem
wewnatrzgatkowym. Obecnie uwaza sig, ze za rozwdj jaskry odpowiedzialne jest nie tylko podwyiszone
ciénienie wewnatrzgatkowe, ale réwniez szereg innych czynnikéw - stres oksydacyjny, starzenie sig
organizmu, zaburzenia krazenia itd.

Na chwile obecna brakuje skutecznych terapii neuroprotekcyjnych (czyli chronigcych komérki nerwowe, a
takimi s3 komérki zwojowe siatkéwki, przed obumieraniem), ktére moina stosowaé w pierwotnych lub
wtérnych chorobach neurodegeneracyjnych siatkéwki. W zwigzku z tym, poszukiwanie takich terapii,
umotzliwiajgcych zahamowanie obumierania komorek zwojowych siatkéwki oraz pobudzenia ich regeneracji
wciaz jest waznym i aktualnym problemem. Innowacyjnym kierunkiem w badaniach nad neuroprotekcja s3
préby zastosowania terapii komérkowych oraz terapii genowych, jednak jak dotad nie zidentyfikowano
konkretnych genéw jednoznacznie odpowiedzialnych za rozwdj tej choroby. W ostatnich latach, terapie
genowe stosowane w okulistyce eksperymentalnej, wydaja sig by¢ obiecujacym kierunkiem badan, ktéry daje
nadzieje na opracowanie nowych, skutecznych metod terapeutycznych. Efekty terapii genowej moga
poprawi¢ komfort zycia pacjentéw, jak réwniez, dzigki prewencji utraty wzroku, wptyna¢ na ich czynny udziat
w zyciu spoteczno-zawodowym. Sposréd wielu réznych nowoczesnych strategii terapeutycznych, techniki
inzynierii genetycznej rozwijaja sig coraz dynamiczniej, umozliwiajgc nowe sposoby interwencji w chorobach
neurodegeneracyjnych, w tym w neuropatii jaskrowej. Pomimo, iz patogeneza samej w sobie
neurodegeneracji nie jest w petni poznana, zaburzenia transportu wstecznego czynnikéw neurotroficznych
w obrebie aksonéw komoérek zwojowych jest jednym z pewnych i udowodnionych mechanizméw,
uczestniczacych, lub nasilajgcych kaskade s$mierci komoérek. Zgodnie z doniesieniami w literaturze,
suplementacja BDNF stosowana we wczesnych badaniach eksperymentainych wykazuje potencjaine
dziatanie ochronne wobec komérek zwojowych siatkéwki, jednak dziatanie tego czynnika w formie biatkowej
ma bardzo ograniczony czas z uwagi na obecno$¢ enzyméw proteolitycznych w obrebie ciata szklistego.
Terapie zwigzane z NGF wygladaja mniej obiecujaco, gdzie, péki co nie uzyskano jednoznacznego konsensusu

odnoénie efektu zastosowania w badaniach przedklinicznych i klinicznych.

Wobec powyiszych rozwazan, temat rozprawy doktorskiej Kandydatki uwazam za wazny i ciekawy, jednak
sam temat nie jest nowatorski. Jakkolwiek, proby oceny dziatania BDNF i NGF w chorobach siatkdéwki oraz
préby zastosowania terapii genowej z wykorzystaniem tych czynnikéw s3 znane w literaturze, na uwage

zwraca pomyst pofaczenia kilku modeli, jaskry z wysokim ci$nieniem wewnatrzgatkowym, retinopatii
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cukrzycowej oraz nadci$nieniowej, co nosi pewne znamiona nowosci w temacie. Godny podkreslenia i

pochwaty jest fakt zainteresowania tematem eksperymentalnym Kandydatki, ktéra jest lekarzem.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi 164 strony tekstu, z czego 97 stron stanowi wtasciwy
tekst pracy, natomiast na pozostatych stronach umieszczono strong tytutowa, podzigkowania, spis tresci, spis
rycin, wykaz skrétéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, pismiennictwo, zataczniki stanowigce 13
tabel zawierajacych obliczenia statystyczne. Manuskrypt ma typowy podziat na podrozdziaty i sktada sie z
wstepu — 23 strony, zatozen, celu i metodyki pracy — 16 stron, wynikéw — 31 stron, dyskusji — 18 stron,
wnioskéw — 1 strona, podsumowania, dalszych perspektyw i ograniczed pracy — 3 strony. Praca
przedstawiona przez Doktorantke zawiera dodatkowo 46 rycin oraz 16 tabel. Rozprawa poparta jest 287
pozycjami pismiennictwa, uporzadkowanych w kolejnosci cytowania. Dane bibliograficzne niektérych pozycji

sq niekompletne i nie uwzgledniajg stron opracowan.

Przechodzac do szczegdétowej analizy rozprawy, przedstawiam moje uwagi. Wykaz rycin i skrétéw zostat
skonstruowany w wtasciwy sposob, jednak zawiera kilka btedéw w ttumaczeniu angielskich nazw oraz kilka
btednych nomenklatur. AMD oznacza zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem, nie ma takiej struktury w
obecnym nazewnictwie jak plamka 26tta, stosuje sie nazwe plamka siatkéwki. W klasyfikacji nie wystepuje
obecnie réwniez przewlektfa jaskra z zamknigetym katem przesaczania, choroba ta dzieli sie na pierwotng i
wtdrng jaskre zamknietego kata przesaczania, ktéra w domysle jest przewlekty i postepujaca chorobg oraz
na réznego rodzaju zamknigcie kata przesaczania, ktére mogg mie¢ ostry charakter. ILM - warstwa graniczna
wewnetrzna tfumaczy sig prawidtowo jako btona graniczna wewnetrzna. IOP - ci$nienie $rédgatkowe (ang.
Intraocular Pressure) ttumaczy sie prawidtowo jako ci$nienie wewngtrzgatkowe. RNFL — warstwa widkien
nerwowych (ang. Retinal Nerve Fiber Layer), petne ttumaczenie powinno brzmieé¢ warstwa wtdkien
nerwowych siatkdwki. Streszczenie polskie i angielskie, w syntetyczny sposéb przedstawiajg zarys dysertaciji
i stanowig dobrze dopracowane wprowadzenie w temat, zawieraja jednak pewne niescistosci. ,Slepota jest
konsekwencjg wielu choréb oczu, takich jak zaéma, jaskra, nieskorygowana wada refrakcji, zwyrodnienie
plamki z6ftej zwigzane z wiekiem, czy tez retinopatia cukrzycowa. Wyniki leczenia sg satysfakcjonujace
jedynie w przypadku za¢my i wad refrakcji, natomiast terapie jaskry, zwyrodnienia plamki z6ftej zwigzanego
z wiekiem oraz retinopatii cukrzycowej stanowig nadal istotne wyzwanie kliniczne” — trudno jest sie
ustosunkowac do tego stwierdzenia, gdyz wysokie wady refrakcji, zwigzane z zmianami zwyrodnieniowymi
siatkéwki na réwni z innymi chorobami moga prowadzi¢ do nieuleczalnej $lepoty i nie ma obecnie skutecznie
metod ich leczenia. ,W pracy doktorskiej skupitam sie na badaniach dotyczacych patomechanizméw choréb

o podioiu neurodegeneracyjnym, a w szczegélnoéci zaangaiowaniu w tym procesie biatek
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neuroprotekcyjnych, odpowiedzialnych za ochrone neuronéw przed $miercig” — nalezatoby tu rozréznié
choroby pierwotne neurodegeneracyjne (dotyczace pierwotnie neuronéw siatkéwki, takich jak jaskra, czy
AMD) i wtérne neurodegeneracje, sprowadzajace sie do kaidej wtdrnej choroby siatkéwki czy n. II
skutkujacej obumieraniem neuronéw. Autorka w wielu miejscach przytacza uzywane myszy szczepu DBA/2,
co rodzi pytanie, czy ich nazwa nie jest literéwka? W badaniach jaskrowych zwykle wykorzystywane s3 myszy
DBA/2J, myszy DBA/2 wykorzystywane sg zwykle w badaniach nad padaczka, nalezatoby tu uscigli¢ szczegbly
dotyczace stosowanego szczepu. ,U myszy szczepu DBA/2 potwierdzono rozwdéj jaskry na podstawie
podwyzszonych wartosci ci$nienia $rédgatkowego” — trudno jest wnioskowaé o rozwoju neuropatii na
podstawie pomiaru cisnienia wewnatrzgatkowego. W przypadku, kiedy wtaczenie do grupy badane;] wymaga
potwierdzenia rozwoju jaskry, jedynie przyzyciowe testy, tj. elektroretinografia z PhNR i STR oraz badanie
OCT moga umozliwi¢ takie postgpowanie. W innym przypadku nalezatoby powiedzie¢, iz fenotyp zwierzat

(czyli tendencja do wzrostu ci$nienia wewnatrzgatkowego) zostat potwierdzony w jego pomiarach.

Wstep dysertacji stanowi najbardziej rozbudowang czeéé rozprawy, omawiajaca po kolei zagadnienia budowy
gatki ocznej, siatkéwki, fizjologii widzenia, choréb oczu, jaskry, retinopatii cukrzycowej i nadci$nieniowe;j,
czynnikdw wzrostu oraz modeli zwierzecych powyzszych choréb oczu. W obrebie wstepu istnieje kilka
fragmentéw wymagajacych komentarza i uscislenia. Doktorantka stwierdza, iz budowa gatki ocznej nie réini
sig znacznie pomigdzy poszczeg6lnymi gatunkami ssakéw, co nie jest prawda. Istniejg istotne réznice w
budowie siatkéwki, np. u gryzoni, ktére nie posiadajg plamki siatkéwki. Stosunek wzajemnych struktur
przedniego odcinka réwniez wykazuje istotne réznice, giéwnie dotyczace wielkosci soczewki oka u réznych
gatunkow ssakéw. Przedstawiajac fizjologie widzenia, a $cislej méwiac proces fototransdukcji, Doktorantka
popetnita kardynaliny btad opisujac proces generowania potencjatu czynno$ciowego fotoreceptora na drodze
depolaryzacji (,Zaburzenie struktury wigzania umozliwia czastce izomeryzacje z formy cis w forme trans (11-
trans-retinal - forma aktywna o zmienionej konformacji). Odstonigte miejsca aktywne rozpoczynaja kaskade
przekazywania sygnatu, aktywujgc transducyne, ktéra pobudza fosfodiesteraze, a ta z kolei aktywuje
hydrolizg czasteczek cyklicznego guanozyno-3',5'-monofosforanu (cGMP). Nastepnie otwarte zostaja cGMP-
zalezne kanaty btonowe, przez ktére do cytoplazmy dostaja sig jony sodowe, powodujac depolaryzacje btony
komérkowej”), gdzie w rzeczywistosci komorki te ulegajg wzbudzeniu poprzez hiperpolaryzacje na drodze
zamknigcia kanatéw btonowych zwigzanym z niedoborem cGMP. Dodatkowo fakt ten dziwi, poniewaz praca
powstata w Katedrze Fizjologii, a Doktorantka jest nauczycielem akademickim nauczajacym tego przedmiotu.
W kolejnych fragmentach wstepu istnieje kilka btedéw merytorycznych, np. Doktorantka stwierdza, ze
choroby neurodegeneracyjne oka dotycza siatkéwki i/lub nerwu wzrokowego, czyli struktur, ktére

zbudowane s z neuronéw, gdzie w obrebie nerwu wzrokowego tak naprawde cze$é neuronalng reprezentuja



oum Slaski Uniwersytet

Medyczny w Katowicach

jedynie aksony komérek zwojowych siatkéwki, a nie neurony same w sobie. Doktoranta opisujgc
pozagatkowa droge wzrokowg stwierdza, iz nerw wzrokowy opuszcza gatke oczng tworzac tarcze nerwu
wzrokowego, a nastgpnie przechodzi przez szczeling gérng oczodotu, za ktérg splata sie z przeciwlegtym
nerwem wzrokowym tworzac skrzyzowanie wzrokowe, gdzie tak naprawde nerw wzrokowy opuszcza oczodét
poprzez kanat nerwu wzrokowego, a nie szczeling oczodotowg gérng, natomiast skrzyzowanie nerwéw
wzrokowych ma bardzo uporzadkowang strukture, trudno jest powiedzieé, iz nerwy sie ,splataja”.
Doktorantka stwierdza, iz choroby neurodegeneracyjne prowadzg do nieodwracalnej $lepoty, gdyz w ich
przebiegu, trwatemu uszkodzeniu ulegajg komérki odpowiedzialne za przekazanie informacji z siatkéwki do
kory wzrokowej madzgu, pytanie jakie komérki ma na mysli, w drodze wzrokowej nie istnieja takie komorki,
ktdre taczylyby siatkdwke z korg potyliczna. Wymieniajac istotne choroby, Doktorantka przywotuje ,jaskre,
retinopatie cukrzycowq, AMD, dystrofie siatkéwki i zwyrodnienie barwnikowe siatkdwki”, co brzmi niescigle,
poniewaz zwyrodnienie barwnikowe siatkéwki jest najczestszg dystrofia siatkdwki, niezrozumiate jest zatem
dlaczego wyosobnione jest jako odrebna jednostka chorobowa. W zwiazku, iz wstep zawiera do$é duiq liczbe
pomniejszych niescistosci i btedéw, ponizej wymieniam kazdy z nich z jedynie krétkim komentarzem.

»Jaskra stanowi jedng z najczestszych przyczyn nieodwracalnej $lepoty u dorostych na catym $wiecie, choé jej
patogeneza do dzi$ nie zostata w petni wyjasniona” — jaskra stanowi gtéwna przyczyne nieodwracalnej $lepoty
na $wiecie, a jednoczesnie najczestszg neuropatie n. Il u dorostych.

»Najczestszym typem jaskry jest pierwotna jaskra otwartego kata (ang. Primary Open-Angle Glaucoma;
POAG), stanowigca nawet 75% przypadkéw” — nalezatoby tutaj doda¢, ze jest to najczestszy typ u rasy biatej.
»POAG spowodowana jest zwiekszong opornoscig na drenaz cieczy wodniste] przez beleczkowanie w obrebie
kata przesaczania, ktdry jest otwarty. Z powodu tej blokady ci$nienie w oku stopniowo wzrasta, powodujac
uszkodzenie nerwu wzrokowego” — to nie sa prawdziwe informacje, powyzej Doktorantka podaje, iz jaskra
pierwotna nie ma zidentyfikowanej przyczyny oraz iz IOP jest jedynie czynnikiem ryzyka rozwoju choroby.
IOP nie jest przyczyna rozwoju jaskry, jest to fundamentalna wiedza dotyczaca patomechanizmu tej choroby.
».dodatkowo oceniany jest ubytek RNFL, widoczny jako jasniejsze kliny odchodzace od tarczy nerwu
wzrokowego” — jest to widoczne nie zawsze i zwykle w obrazach bezczerwiennych, nie jest to rutynowy
marker rozpoznania jaskry.

»Posréd metod pomiaru IOP wyrdzni¢ moina tonometrie: aplanacyjna, wgfobieniowa, odbiciowa oraz
dynamiczng konturowg” — tonometria aplanacyjna to jest tonometria wgtobieniowa, te dwa terminy s
tozsame.

»OCT oraz UBM to badania umotiliwiajagce ocenge morfologii struktur gatki ocznej, w tym morfologii

przedniego odcinka oka wraz z katem przesgczania. Badania te obecnie nie naleig jednak do zlotego
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standardu diagnostyki jaskry” — to nie jest prawda, obecnie ztotym standardem w diagnostyce jaskry jest
perymetria statyczna oraz badanie OCT. UBM nie jest standardowym badaniem w diagnostyce jaskry.
~Leczenie jaskry jest ograniczone do modyfikacji najwazniejszego czynnika ryzyka — podwyzszonego |OP.
Zaleca sig leczenie farmakologiczne” — zalecenia co do leczenia zalezg od wskazar, np. w jaskrze wrodzonej
czy miodziericzej zaleca sie leczenie chirurgicznie jako leczenie pierwszego rzutu.

»Analogi prostaglandyn (trawoprost, bimatoprost, tafluprost)” — bimatoprost jest prostamidem, nie
analogiem prostaglandyn.

~Retinopatia proliferacyjna to najbardziej zaawansowane stadium retinopatii cukrzycowej” ~ to nie jest
prawda, najbardziej zaawansowanym stadium jest witreoretinopatia proliferacyjna.

»Do podstawowych metod laseroterapii nalezy fotokoagulacja laserowa, ktérej celem jest zniszczenie
nieprawidtowych naczyr krwionosnych w siatkdwce, co zmniejsza ryzyko krwotokéw i uszkodzen siatkéwki”
— celem fotokoagulacji laserowej jest zniszczenie niedokrwionych obszaréw siatkéwki, przez co zmniejsza sie
produkcja VEGF i dochodzi do zahamowania wzrostu patologicznych naczyn. Nie koaguluje sie naczyr samych
w sobie.

»Organizm moze chroni¢ komérki nerwowe przed uszkodzeniem wydzielajac czynniki neuroprotekcyjne,
ktorych rola jest istotna nie tylko w przebiegu choréb neurologicznych, ale réwniez siatkowki, gdyz gatka
oczna stanowi wypustke osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)” — gatka oczna nie stanowi wypustki OUN,
siatkéwka stanowi wypustke OUN.

»1rWajq jedynie nieliczne badania kliniczne, w ktérych stosuje sie czynniki neuroprotekcyjne w leczeniu
choréb neurodegeneracyjnych oka. Badania te dotycza przede wszystkim oceny profilu bezpieczeistwa i
skutecznodci podawania kropli zawierajacych ludzki rekombinowany NGF oraz stosowania implantéw
wydzielajacych GDNF u pacjentéw z jaskrg, zwyrodnieniem barwnikowym siatkéwki, chorobami plamki zottej
i niedokrwienna neuropatia nerwu wzrokowego” — nalezatoby wymienié¢/opisa¢ jakie dokfadnie badania ma
na mysli Doktorantka (numery rejestracyjne badan) oraz przytoczy¢ wiecej z nich, sztandarowym badaniem
jest tutaj badanie z implantem Renexus, ktére tak naprawde jako jedyne wydaje sie mie¢ jakikolwiek
potencjat. Badania z NGF pokazaty brak skutecznosci.

»Podanie rekombinowanego biatka do ciata szklistego moze jednak mieé¢ ograniczony efekt terapeutyczny
wynikajacy z kompensacyjnego zmniejszenia iloéci receptoréw TrkB dla BDNF w btonach komérkowych (efekt
ten zostat wykazany w neuronach hipokampa i komérkach ziarnistych mézdzku)” - nalezatoby wspomnieé, iz
tak naprawde podanie czynnikéw biatkowych ma ograniczong skutecznosé¢ ze wzgledu na proteazy ciata
szklistego, ktére trawig podane biatko.

~Wyniki licznych badan przedklinicznych, badajacych potencjat terapeutyczny BDNF, przyczynity sie do

rozpoczecia badari klinicznych, dotychczas jednak tylko w chorobach neurologicznych (u pacjentéw z chorobg
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Alzheimera i fagodnymi zaburzeniami poznawczymi)” — w bazie badar klinicznych jest zarejestrowanych
ponad 900 badan w réznych wskazaniach.

»Drugq metoda wywotania jaskry jest bezposrednie uszkodzenie aksonéw komérek RGC poprzez przeciecie
lub zmiazdZenie nerwu wzrokowego” — przeciecie lub zmiazdzenie nerwu wzrokowego nie jest modelem
jaskry. Jest to model ostrej neuropatii, ktéry nie ma nic wspélnego z jaskra.

»--Ktére prowadza do rozwoju przewlektej jaskry barwnikowej zwigzanej z wiekiem, bedacej podtypem
POAG” - nie jest to prawdg, jaskra barwnikowa jest jaskra wtérna, nie jest podtypem POAG.

»Ze wzgledu na genetyczng postaé choroby, szczep DBA/2 stanowi najbardziej odpowiedni i szeroko
wykorzystywany model do badarn nad patogeneza i rozwojem jaskry z uwzglednieniem szlakéw
wewngtrzkomdrkowych. Nalezy zaznaczy¢, ze jaskra typu POAG jest najczeéciej rozpoznawanym typem jaskry
uludzi” —szczep DBA/2 (DBA/2J?) nie jest przyktadem modelu POAG, a modelem jaskry wtérnej. U osobnikéw
tego szczepu nie sama jaskra jest genetyczna, natomiast podioze genetyczne zwigzane jest z zaburzeniami
przedniego odcinka gatki ocznej i rozwojem zespotu rozproszonego barwnika, ktéry powoduje wazrost
cisnienia wewnatrzgatkowego i wtdrnie, proces neurodegeneracji. W tym podtypie jaskry, proces
neurodegeneracji zwigzany jest $cisle z poziomem |OP.

»5ama retinopatia cukrzycowa u naczelnych wywotana moze byé bezposrednio przez laserowe uszkodzenie
2yt siatkowki prowadzace do niedotlenienia tkanki, co przypomina zmiany obserwowane w przebiegu
cukrzycy” ~ nie jest to prawda, laserowe uszkodzenie iyt siatkéwki prowadzi do rozwoju zmian
obserwowanych w zakrzepie zyty Srodkowej (CRVO/BRVO), ktéry réwniez skutkuje niedotlenieniem siatkéwki
i neowaskularyzacja, nie jest jednak zwigzany z cukrzyca.

»Wé$réd spontanicznych mysich modeli cukrzycy wyrdini¢ moina szczepy: Ins2Akita, Non-Obese Diabetic,
Kimba i Akimba rozwijajace cukrzyce typu 1 oraz szczep Leprdb prezentujacy objawy cukrzycy typu 2” —
pytanie czy modele genetyczne mozna uzna¢ za spontaniczne, jesli sa zwierzetami GMO.

»W pracy doktorskiej wybratam model cukrzycy typu 1, poniewaz w Polsce retinopatia u pacjentéw
stosunkowo czgsciej pojawia sig jako powiktanie wtasnie tego typu cukrzycy” — retinopatia cukrzycowa
proliferacyjna rozwija sie czesciej jako powiktanie cukrzycy typu |, jednak biorac pod uwage fakt, iz to cukrzyca
typu Il jest czgséciej wystepujgcym typem tej choroby, odsetek powiktar ocznych zwigzanych z typem 1l jest

znacznie wigkszy i stanowi istotniejszy problem kliniczny.

ZatoZenia i cele dysertacji przedstawione sq w jasny i logiczny sposéb. Doktorantka stawia 1 gtéwny i 5
szczegbtowych celéw badawczych. Zatozone cele czgéciowo znajduja odzwierciedlenie w przedstawionych
wynikach. Odnosnie celu gtéwnego, ocena zmiany poziomu biatek neuroprotekcyjnych BDNF i NGF zostata
przedstawiona w pracy, natomiast wyjasnienie potencjalnej roli tych biatek w patogenezie choréb

przebiegajacych z neurodegeneracjq siatkdwki nie do korica znalazto odzwierciedlenie w wynikach. W



Slaski Uniwersytet
UM ; Y

Medyczny w Katowicach

odniesieniu do celéw szczegdtowych, cele a-e zostaly poparte w prezentowanych wynikach, jednak cel a
zostat osiggniety czesciowo, poniewaz nie uzyskano potwierdzenia rozwoju modelu retinopatii zwigzanej z

nadcisnieniem tetniczym.

Rozdziat ,Materiaty i Metody” przedstawia w szczegétowy sposéb zastosowane metody badawcze. Badania
przeprowadzone zostaty na nastepujacych grupach zwierzat: jaskra — myszy DBA/2, dla kt6rych kontrolg byty
myszy C57BI/6, retinopatia zwigzana z nadci$nieniem tetniczym — szczury SHR, dla ktérych kontrolg byly
szczury WKY, retinopatia cukrzycowa — szczury Lewis, ktérym podano STZ, dla ktdérych kontrolg byty szczury
Lewis, ktdrym nie podano STZ. Badania przeprowadzone byly po uzyskaniu stosownej zgody komisji etyczne;.
W swojej pracy Doktorantka podzielita zwierzeta na nastgpujace grupy: jaskra — grupa zwierzat
nierozwijajgcych jaskry C57BI/6_11t (n=10) i C57BI/6_10m (n=12) — odpowiednio w wieku 11 tygodni i 10
miesigcy, grupa zwierzat rozwijajacych jaskre DBA/2_11t (n=10) i DBA/2_10m_JAS (n=10) — zasadnym bytoby
opisanie tych grup jako zwierzgta z prawidtowymi wartosciami IOP i podwyzszonym IOP, gdyz wnioskowanie
na podstawie wartosci IOP o obecnosci neuropatii jest btedne; retinopatia zwigzana z nadciénieniem
tetniczym — grupa zwierzat nierozwijajacych nadcisnienia tetniczego WKY_6t (n=9) i WKY_12t (n=10) -
odpowiednio w wieku 6 i 12 tygodni, grupa zwierzat rozwijajgca nadcisnienie tetnicze SHR_6t (n=10) i
SHR_12t_NAD (n=12) — odpowiednio w wieku 6 i 12 tygodni — zasadnym bytoby opisanie tych grup jako
zwierzeta z prawidfowymi wartosciami BP i podwyzszonym BP, jako iz zwierzeta miaty stanowié¢ model
retinopatii, opisywanie ich jako ,przed wystgpieniem objawdw choroby” sugeruje, iz grupa SHR_12t_NAD
posiada rozwinieta retinopatie; cukrzyca — grupa zwierzat bez podwyiszonej glikemii Lewis_KON (n=10) i
zwierzeta z podwyiszong glikemig Lewis_CUK (n=10). W projektowaniu grup przez Doktorantke istotnym jest
podkreslenie, iz zostaly one zaprojektowane w przemyslany sposéb. Dobér zwierzat kontrolnych zostat
dokonany w oparciu o znajomos¢ tta genetycznego zwierzat, co zastuguje na podkreslenie. Analizujac
metodologie dysertacji, moina zidentyfikowaé kilka potencjalnych probleméw i brakéw mogacych
negatywnie wptywac na wyniki badari. Odnosnie obrdbki tkanek, podstawowe pytanie brzmi, dlaczego nie
izolowano siatkéwek? Pomiar stezenia biatka w homogenacie catej gatki ocznej jest kontrowersyjny,
poniewaz czynniki neurotroficzne, szczegdinie BDNF ulega konstytutywne] ekspresji w wielu tkankach, w jaki
zatem sposéb Doktorantka moze udowodni¢, iz pomiary poziomu biatek pochodza z siatkéwki, a nie z innych
tkanek oka. W opisie metody nie wspomina sie o perfuzji zwierzat przed pobraniem gatek ocznych, zatem
homogenizowane tkanki zawieraty réwniez duzg domieszke krwi, co dodatkowo obniza precyzje pomiaru
biatka. Watpliwos¢ budzi réwniez metoda barwienia tkanek i ewaluacji liczby komérek zwojowych siatkéwki.
Doktorantka zliczata komorki barwione H-E, w jaki sposdb przeprowadzita ich identyfikacje? Bez naleiytej

identyfikacji komérek, nie mozna powiedzie¢, iz s3 to komérki zwojowe. RGC stanowig okoto 50% komérek
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warstwy zwojowej siatkéwki, pozostate 50% stanowig zdelokalizowane komérki amakrynowe i komérki
glejowe. Zliczane komérki barwione H-E powinny by¢ opisane raczej jako komérki warstwy GCL, niz jako
komérki zwojowe. Jest to istotny btad metodologiczny. Interesujagcym pomystem, ktdéry zastuguje na
podkreslenie jest liczenie komodrek siatkéwki z podziatem na centralng i obwodowq czesé siatkéwki, brakuje
jednak szczegdtéw opisujacych w jaki sposéb doktorantka zapewnita tozsamosé lokalizacji skrawkéw z
réznych oczu, czy np. analizowany byt co 10-ty skrawek oraz ile skrawkéw na oko postuzyto do oceny liczby
komérek. Pomiary grubosci siatkéwki na utrwalonym materiale nie sg najdoktadniejsza metodsg ilosciowa.
Czy pomiary grubosci siatkdwki byly wykonywane zawsze w tym samym miejscu siatkéwki? Duzy niedosyt
budzi znikomy materiat histologiczny oraz brak barwienia immunohistochemicznego, przez co nie zostat
wykorzystany potencjat naukowy zwigzany z usmierceniem 103 zwierzat. Fakt, iz rozpoznanie jaskry u myszy
stawiano na podstawie istotnego statystycznie wzrostu IOP oraz zmian $wiadczacych o procesach
degeneracyjnych w analizie histopatologicznej dowodzi, iz randomizacja zwierzat do grupy badanej odbywata
sig w sposob retrospektywny — potwierdzenie rozwoju neuropatii stawiane byto posmiertnie. Czy u
wszystkich zwierzat z grupy DBA/2_10m_JAS rozwinety sie cechy neuropatii n. II? W ocenie przyzyciowej
oceniano charakterystycznych zmiany naczyniowe widoczne na dnie oka — czy oceniano w czasie zawsze te
same tozsame naczynia? W jaki sposéb odrézniano zyly od tetnic? lle naczyri oceniano tacznie uzyskujac
usredniony wynik? Opis pozostatych metod badawczych nie budzi zastrzeien i wykonane zostaly na
zadowalajgcym poziomie. Analiza statystyczna i wybrane testy statystyczne sy wiaéciwe i nie budza
watpliwosci. Interpretacje wynikéw utatwitoby jednak zawarcie odchyled standardowych w teksicie

dysertacji.

W rozdziale ,Wyniki” Doktorantka dokumentuje poszczegdine sktadowe analiz w formie tekstowej, tabel i
rycin. W przypadku modelu jaskry, starsze myszy DBA/2 wykazywaty wyzsze wartosci IOP niz myszy kontrolne
w tym samym wieku oraz niz mtode myszy DBA/2. Starsze myszy DBA/2 posiadaty ciefiszg siatkéwke niz myszy
kontrolne w tym samym wieku oraz niz mtode myszy DBA/2. Starsze myszy DBA/2 wykazywaty réwniez
$ciericzenie warstwy splotowatej zewnetrznej w porédwnaniu do myszy kontrolnych w tym samym wieku.
Liczba komérek warstwy zwojowej u starszych myszy DBA/2 byta niisza niz u myszy kontrolnych w tym
samym wieku oraz niz u mtodych myszy DBA/2. Zwierzgta DBA/2_10m_JAS wykazaty nizszy poziom BDNF i
NGF w gatce ocznej niz u 10-miesiecznych myszy kontrolnych, jednak Doktorantka nie przeprowadzita analizy
statystycznej z uwagi na matg liczebno$¢ grup. Fakt ten czyni wyniki mato przydatnymi do przeprowadzenia
whnioskowania. W analizie korelacji uwage zwraca brak korelacji pomiedzy wartoéciami IOP, a liczba komérek
warstwy zwojowej w grupie zwierzat DBA/2_10m_JAS, co pod watpliwo$¢ stawia model jaskry. Fakt ten moze

by¢ zwigzany z wykorzystaniem w obliczeniach liczby komérek warstwy zwojowej, a nie samych komérek
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zwojowych, ktére stanowig okoto potowe populacji GCC. W modelu nadciénienia tetniczego, wartosci ci$nien
tetniczych u szczuréw szczepu SHR byly istotnie wyzsze niz szczuréw szczepu WKY, natomiast jedynie szczury
z grupy SHR_12t_NAD spetnialy kryteria rozpoznania nadci$nienia tetniczego. U zwierzat nie obserwowano
zmiany parametréw naczyri dna oka (a/v), co jest kryterium rozpoznania powiktar ocznych nadciénienia
tetniczego, a tym samym nie spetniono zatoieh stworzenia modelu retinopatii. Szczury SHR_12t_NAD
wykazywaty natomiast wyisze wartosci IOP w poréwnaniu do zwierzat z pozostatych grup. W analizie
siatkowek nie stwierdzono réwniez zmian w gruboéci siatkéwek i liczbie komérek warstwy GCC w grupie
SHR_12t_NAD w poréwnaniu do grupy kontrolnej w tym samym wieku. U zwierzat SHR_12t_NAD poziom
BDNF byt wyiszy zaréwno w gatce ocznej jak i w surowicy, poziom NGF byt wyiszy w gatce ocznej. U zwierzat
SHR_12t_NAD wykazano korelacje (na granicy istotnosci) pomiedzy wartoéciami SBP a ONL, NGF a INL oraz
BDNF i NGF. W modelu cukrzycy, warto$é wspétczynnika a/v u szczuréw z cukrzycy byta istotnie wyisza niz u
szczurow z grupy kontrolnej. U szczuréw Lewis_CUK obserwowano mniejszq grubosé IPL, a wigksza ONL,
natomiast liczba komérek warstwy zwojowej byta niezmieniona. Zwierzeta Lewis_CUK wykazywaty réwniez
nizszy poziom BDNF w surowicy. W grupie z cukrzyca obserwowano korelacje pomiedzy NGF a a/v oraz
korelacjg pomiedzy gruboscia IPLi ONL. Podsumowujgc wyniki, pozytywne wrazenie budzi liczba wykonanych
analiz statystycznych, brakuje jednak nazw testéw stosowanych do obliczenia kazdego wspdtczynnika p, co

utatwiatoby interpretacje.

Rozprawa doktorska koriczy sie zwigztg dyskusja, podsumowujaca wyniki opisane w dysertacji. Prawidtowo
prowadzona dyskusja i konfrontacja z danymi literaturowymi udowadnia, iz Doktorantka dogtebnie zna i
rozumie temat, ktérego sie podjeta. Dyskusja rozpoczyna sie odniesieniem do celu dysertacji ,W niniejszej
pracy doktorskiej badana byta rola BDNF i NGF w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych siatkéwki.
Wyniki uzyskane w pracy doktorskiej wskazujg na potencjalny udziat BDNF i NGF w patogenezie badanych
choréb oczu”. Wyniki uzyskane w dysertacji nie sg jednak kompletne. Brak jest mozliwosci wnioskowania na
temat pozioméw BDNF i NGF w modelu jaskry, gdyz niemozliwe byto przeprowadzenie analizy statystycznej
dla tych zmiennych. Z kolei w aspekcie retinopatii nadcisnieniowej, nie osiggnigto zatozenia jakim jest rozwdj
powiktad ocznych. Wnioskowanie na podstawie przeprowadzonych wynikdw nie jest wiec moiliwe we
wszystkich zatozonych aspektach, w zwigzku z czym, dyskusja powinna byé lepiej dostosowana do uzyskanych
wynikéw. W kolejnych podrozdziatach dyskusji Doktorantka omawia poszczegdlne wyniki zastosowanych
modeli oraz konfrontuje je z dostepng literaturag. W przypadku modelu jaskry stwierdza, iz poza
zmniejszeniem liczby RGC, u myszy z jaskra zaobserwowano atrofie siatkéwki (znaczny spadek grubosci RT).
Tak naprawdg trudno jest nazwaé obserwowany proces atrofia, jeéli nie byta oceniana komponenta

komérkowa warstw siatkowki. Nalezy réwniez podkreslié, iz éciefczenie siatkéwki nie jest cecha



oum Slaski Uniwersytet

Medyczny w Katowicach

charakterystyczng jaskry, w ktérej dochodzi do wybiérczego obumierania RGC i écieficzenia najbardziej
wewngtrznych warstw siatkéwki, ktérych udziat w grubosci catej tkanki jest tak naprawde niewielki.
Doktorantka stwierdza, iz u myszy z jaskra réwniez doszto do spadku udziatu warstwy OPL w budowie
siatkéwki, co prawdopodobnie doprowadzito do rozwoju jaskry. Jest to niezrozumiate stwierdzenie, ktére
wymaga szerszego wyjasnienia. Doktorantka poswieca doé¢ duzo miejsca opisowi wynikéw BDNF i NGF w
modelu jaskry, jednak nigdzie nie pada jasne stanowisko, iz uzyskane wyniki tak naprawde nie moga stuzy¢
wiarygodnej analizie, poniewaz niemozliwa byta ocena statystyczna. Doktorantka stwierdza, iz obserwowane
przez nig obnizenie poziomu BDNF, prawdopodobnie wynika z obumierania wydzielajacych ten czynnik
komérek zwojowych. Jest to dalece mato prawdopodobne zwazywszy, iz analizowany byt homogenat z catego
oka. W ocenie Doktorantki, znaczne obnizenie poziomu BDNF w tkankach we wczesnych etapach rozwoju
jaskry mogtoby stanowi¢ podstawe do wykorzystania oznaczen poziomu BDNF w surowicy, plynie tzowym
lub cieczy wodnistej jako biomarkera u pacjentéw. Biomarker powinien by¢ specyficznym wskaznikiem. Czy
poziom BDNF nie zmienia si¢ w innych neuropatiach n. li? Tylko w neuropatii jaskrowej? BDNF nie jest
najlepszym kandydatem na biomarker z uwagi na jego konstytutywna ekspresje w wielu tkankach oka i
znaczenie wielu patologiach. Odnosnie mozliwosci terapeutycznych, Doktorantka stwierdza, iz egzogenne
podanie BDNF w formie zastrzyku doszklistkowego ma ograniczone zastosowanie, poniewaz BDNF nie
przekracza bariery krew-mézg oraz charakteryzuje sig krétkim okresem péttrwania. Tak naprawde podanie
leku w formie iniekcji doszklistkowej omija barierg krew-siatkéwka oraz nie wymaga przekraczania bariery
krew-mozg. W modelu nadci$nienia tetniczego nie obserwowano cech angiopatii oraz retinopatii.
Doktorantka stwierdza, ze brak zmian wartosci wspétczynnika a/v u szczuréw moze wynikaé z doboru miejsca
pomiaru, a wartosci ciénienia tetniczego u szczuréw w niniejszej pracy byly znacznie nizsze niz w innych
badaniach, co mogto wptynac na wolniejszy rozwdj retinopatii nadcisnieniowej. Dlaczego wiec nie dokonano
pomiaru w innych lokalizacjach naczyr oraz dlaczego nie wydtuzony zostat okres follow-up? Wedtug
Doktorantki mechanizm uszkodzenia warstwy ONL w przebiegu wysokiego ciénienia tetniczego moze by¢
ttumaczony faktem, ze zewnetrzne warstwy siatkowki, szczegéinie fotoreceptory, ktérych jadra znajduja sie
w obrebie ONL, sg zaopatrywane w sktadniki odzywcze przede wszystkim przez naczynia naczyniéwki. W
przebiegu nadcisnienia tetniczego dochodzi do wzrostu aktywnosci wspétczulnej, co skutkuje zwezeniem
tetniczek naczyniéwki i niedotlenieniem fotoreceptoréw, co moze prowadzi¢ do zmniejszenia gruboéci ONL.
Teoria ta wydaje sie raczej mato prawdopodobna, bioragc pod uwage relatywnie niskie wartoéci ciénienia
tetniczego obserwowanego u zwierzat w do$wiadczeniu oraz krétki okres trwania eksperymentu. Aczkolwiek
jest to trudno uzasadnic¢ nie wykonujac analizy komdrkowej komponenty warstwy ONL. Analizujac role NGF
w modelu nadciénienia tetniczego Doktorantka stwierdza, ze badania przedstawione w pracy doktorskiej

sugerujg, ze NGF wydzielany przez komérki warstwy miegsni gtadkich naczyn nie jest transportowany do
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surowicy, lecz do tkanek gatki ocznej, co nie ma zadnego potwierdzenia w przeprowadzonych wynikach.
Wyniki uzyskane w modelu cukrzycy wydajg sie by¢ najbardziej kompletne i wiarygodne. Réwniez dyskusja w

tym temacie jest najlepiej dopracowang czescig tego rozdziatu dysertacji.

Dysertacja podsumowana jest czterema wnioskami, ktére zostaly dostosowane pod wzgledem uzyskanych
wynikéw. Doktorantka stusznie wymienia w wnioskach, ktdre cele nie zostaty osiggniete. Poza wnioskami, na
koricu dysertacji zawarto podsumowania, ktére stanowi syntetyczny opis uzyskanych wynikéw.
Podsumowanie rozpoczyna stwierdzenie, iz w zaprezentowanej pracy oceniano role biatek BDNF oraz NGF w
przebiegu choréb neurodegeneracyjnych siatkéwki. Tak naprawde badane byly poziomy tych dwdch biatek
towarzyszgce modelom chordb, nie byta badana rola BDNF i NGF w przebiegu neurodegeneracji. Troche
mylace jest stwierdzenie, iz zmiany badano w zwierzecych modelach jaskry, retinopatii nadcisnieniowej i

cukrzycowej, gdzie nie udato sie wywotaé modelu retinopatii nadcisnieniowe;j.

Podsumowujac, temat pracy zostat dobrze wybrany, jest ciekawy, a jego wybrane aspekty majg znamiona
nowatorskosci. Doktorantka wykazata sie dobrg wiedzg w ramach poruszanych zagadnien, dobrze dobrata
metody badawcze i starannie opracowata wyniki. Kandydatka nie unikneta pewnych btedow przy prezentacji
celéw i wynikéw pracy, ktore pozwolityby uczynié¢ dysertacje bardziej przejrzystq i klarowna, a wyniki poparte
wiarygodniejszymi dowodami. Doktorantka wykazata sie rdwniez pewnymi brakami w wiedzy ogdinej, co
jednak nie umniejsza wartosci naukowej pracy samej w sobie. Przedstawione wnioski poparte s3 interesujaca
dyskusja, zawierajg tez wiekszos¢ odpowiedzi na postawione sobie pytania badawcze. Praca jest
wartosciowym dorobkiem Doktorantki i jako kierunek badawczy jest warta kontynuowania. Przedstawione
przeze mnie uwagi nie dyskwalifikuja pracy pod wzgledem merytorycznym. Niniejszym stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Ewy Sikorskiej spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i mam zaszczyt
przedstawié¢ Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o

dopuszczenie lek. Ewy Sikorskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




