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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
lek. Ewy Sikorskiej pt. ,Rola cynnikéw neuroprotekcyjnych
w patogenezie wybranych chordéb ocau”, wykonane| pod kierunkiem
promotora prof. dr hab. n. med. Agnieszki Cudnoch-ledrzejewskiej
w Katedrze | Zakladie Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej
Warszawsklego Uniwersytetu Medycznego.

Choroby neurodegeneracyjne siatkdwki powodujy ustkodzenie | obumieranie
neurondw siatkdwki oraz wytseych plgter drogi wzrokowe). Spoérdd neurondw
siatkowki, komdrki zwojowe, bedace bezpodrednim potjczeniem siatkdwki z
pierwszorzgdowymi ofrodkami wezrokowymi w mdzgu, stanowly newralgiczny
punkt drogl wzrokowe). Nieleczone choroby obejmujgce komdrkl rwojowe, takie
jak neurodegeneracje plerwotne, np. jaskra, czy wtérne, np. choroby
naczyniowe/niedokrwienne siatkdwki, mogy prowadzlé do calkowite] |
nieadwracalne] Slepoty. Swiatowa Organizacja Zdrowia uznata Jaskrg za chorobe
spoteczng, bedyca gidwna przyczyng nieodwracaine] Slepoty na dwiecie. Jej skryty
prrebieg powoduje, e w chwili rozpoznania jest jui zwykle przyezyng nacznego
upotledrenia widzenla. Podstepnodc” jaskry rwigzana jest przede wsrystkim 2z
faktem, i we wczesnych stadiach przebiega ona bezobjawowo powodujac
powoling utrate obwodowych cresci pola widrenia. Choroba zacryna byé
dostrzegalna w chwili, gdy ograniczenie pola widzenia jest na tyle znaczne, ie
wplywa na codzienne funkcjonowanie choryeh. Przyczyng znacinego wzrostu
crgstofcl wystepowania te] choroby jest globalny proces starzenia sig
spoleczedistwa oraz choroby cywilizacyjne — przede wszystkim cukrzyca | choroby
sercowo-nactyniowe. Cukrzyca | nadclénienie tgtnicze s3 najczestszg preycryng
wystgpowania chordb naczyniowych siatkdwki, retinopatii cukrzycowe] oraz
zakrzepdw/zatordw naczyd siatkdwki prowadzzcych w  konsekwenc)l do
procesow widrne] neurodegeneracli neurondw siatkdwkl, w tym komdrek
rwojowych.
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W prrypadku jaskry, w populacji europejskie], okoto 70% przypadkdw zwigzanych jest z podwyiszonym
ciénienlem wewngtrzgatkowym — najwainiejszym, mierzalnym czynnikiem ryzyka rozwoju | progresji
charoby. Plerwotnie sgdzono, 2e jaskra jest wywolana jedynie podwyiszonym  ciénieniem
wewnatrzgatkowym. Obecnie uwata sie, te za rozwd| jaskry odpowiedzialne jest nbe tylko podwyistone
cidnlenie wewnatrzgatkowe, ale rowniel szereg Innych czynnikdw — stres oksydacy|ny, starzenie sig
organizmu, zaburzenia kratenia itd.

Na chwilg obecng brakuje skutecznych terapii neuroprotekcyjnych (czyli chronigeych komdrki nerwowe, a
takimi 53 komdrki zwojowe siatkdwki, przed obumieraniem), ktdre moina stosowat w pierwotnych lub
wtdrnych chorobach neurodegeneracyjnych siatkdwki. W zwigzku z tym, poszukiwanie takich terapi,
umodiiwiajgcych zahamowanie obumierania komdrek zwojowych siatkdwki oraz pobudzenia ich regenerac|
wcigt jest watnym | aktualnym problemem. Innowacyjnym kierunkiem w badanlach nad neuroprotekc)q sq
proby zastosowania terapil komdrkowych oraz terapii genowych, jednak jak dotad nie zidentyfikowano
konkretnych gendw jednotnacinie odpowiedrialnych za rozwdj tej choroby. W ostatnich latach, terapie
genowe stosowane w okulistyce eksperymentainej, wydajg sie by¢ oblecujgcym kierunkiem badan, kidry daje
nadzieje na opracowanie nowych, skutecznych metod terapeutycznych. Efekty terapii genowe] moga
poprawié komfort tycia pacjentdw, jak réwnie?, dzigki prewenc]i utraty weroku, wplyngc na ich czynny udzial
w tyciu spoleczno-rawodowym. Spodrdd wielu rdinych nowoczesnych strategll terapeutycznych, techniki
intynierii genetyczne] rozwijajq sie coraz dynamiczniej, umodliwiajac nowe sposoby interwencji w chorobach
neurodegeneracyjnych, w tym w neuropatii jaskrowej. Pomimo, i@ patogeneza samej w sobie
neurodegeneracji nie jest w pefni poznana, zaburzenia transportu witecmego czynnikdw neurotroficznych
w obrebie aksondw komdrek wojowych jest jednym z pewnych | udowodnionych mechanizmdw,
uczestniczacych, lub nasilajgeych kaskade dmilerci homdrek. Zgodnie z doniesieniami w literaturre,
suplementacja BONF stosowana we wczesnych badaniach eksperymentalnych wykazuje potencjalne
dziatanie ochronne wobec komdrek rwojowych siatkdwki, jednak dziafanie tego czynnika w formie biatkowej
ma bardzo ograniczony czas z uwagi na obecnoit enzymdw proteolitycznych w obrebie ciata szklistego.
Teraple zwigzane z NGF wygladaja mniej obiecujace, gdzie, pdki co nie uzyskano jednoznacznego konsensusu
odnodnie efekiu zastosowania w badaniach prrzedkliniczryeh | kliniconych.

Wobec powyistych rozwatan, temat rozprawy doktorskiej Kandydatki uwaiam za watny i cickawy, jednak
sam temat nie jest nowatorski. Jakkolwiek, préby oceny dziatania BDNF i NGF w chorobach siatkdwkl oraz
proby zastosowania terapii genowe] z wykorzystaniem tych czynnikdw 53 znane w literaturze, na uwagg
wraca pomyst polaczenia kilku modeli, jaskry z wysokim cidnieniem wewnjtrzgatkowym, retinopatii
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cukrrycowej oraz nadcisnieniowe], co nosl pewne mnamiona nowodicl w temacie. Godny podkrelenia |
pochwaly jest fakt zainteresowania tematem eksperymentalnym Kandydatkl, ktéra jest lekarzem.

Priedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi 164 strony tekstu, z czego 97 stron stanowi wiadciwy
tekst pracy, natomiast na pozostatych stronach umieszczono strong tytutows, podtigkowania, spis tredci, spis
rycin, wykaz skritdw, streszczenie w jezyku polskim | angielskim, piémiennictwo, zataczniki stanowiace 13
tabel zawierajgcych obliczenia statystyczne. Manuskrypt ma typowy podzial na podrozdzialy | skiada sig 2
witgpu = 23 strony, rafoden, celu | metodyki pracy = 16 stron, wynilkdw = 31 stron, dyskusji = 1B stron,
wnioskéw - 1 strona, podsumowania, dalszych perspektyw | ograniczed pracy - 3 strony, Praca
priedstawiona przez Doktorantke zawiera dodatkowo 46 rycin oraz 16 tabel. Rozprawa poparta jest 287
pozycjami pismiennictwa, uporzgdkowanych w kolejnofci cytowania, Dane bibliograficzne niektdrych pozycii
53 niekompletne i nie uwzgledniajg stron opracowar.

Prrechodzac do siczegdlowe) analizy rozprawy, proedstawiam moje uwagi. Wykaz rycin i skrdtdw zostal
skonstruowany w wiadciwy sposdb, jednak rawiera kilka bigddw w tlumaczeniu anglelskich narw oraz kilka
bednych nomenklatur. AMD oznacza reyrodnienie plamki rwiazane 2 wiekiem, nie ma takiej struktury w
obecnym nazewnictwie jak plamka idfta, stosuje sie nazwe plamka siatkdwki. W klasyfikacji nie wystepuje
obecnie rowniet priewlekla jaskra z zamknigtym katem przesgczania, choroba ta dzieli sie na pierwotng |
witdrng jaskrg zamknigtego kjta prrzesgczania, ktdra w domydle jest prrewlekly | postepujacy chorobq oraz
na rodnego rodzaju rtamknigcie kgta preesgczania, ktdre mogq mieé ostry charakter. ILM - warstwa graniczna
wewngtrina thumaczy sig prawidiowo jako bona granicina wewngtrina. 10OP - cidénienie srddgatkowe [ang.
Intraocular Pressure) thumacey sie prawidlowo jako cidnienie wewngtrzgatkowe, RNFL = warstwa whdkien
nerwowych (ang. Retinal Nerve Fiber Layer), petne tlumaczenie powinno brimief warstwa widkien
nerwowych siatkdwki. Streszczenie polskie | angielskie, w syntetyczny sposdb prredstawiaja zarys dysertacji
| stanowiy dobrze dopracowane wprowadzenie w temat, zawierajg jednak pewne niedcistodel.  Slepota jest
konsekwencjy wielu chordb oczu, takich jak zaéma, jaskra, nieskorygowana wada refrakcji, rwyrodnlenle
plamki idite| rwigzane @ wiekiem, cry tel retinopatia cukrrycowa. Wiyniki leczenia sg satysfakcjonujgce
jedynie w prrypadku zadmy | wad refrakcji, natomiast terapie jaskry, zwyrodnienla plamki idite] zwigzanego
t wiekiem oraz retinopatii cukrrycowej stanowig nadal istotne wyzwanle kliniczne” - trudno jest sie
ustosunkowad do tego stwierdzenia, gdyi wysokie wady refrakeji, zwigzane r zmianami rwyrodnieniowymi
siatkdwii na ndwni z innymi chorobami mogy prowadzié do nieuleczalnej lepoty i nie ma obecnie skutecznie
metad ich leczenia. W pracy doktorskiej skupitam sie na badaniach dotyczacych patomechanizmédw chordb
o podiotu neurodegeneracyjnym, a w szcregbinodcl zaangatowaniu w tym procesie blalek
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neuroprotekecyjnych, odpowiedrialnych 1a ochrong neurondw przed émierciy” - naletatoby tu rozrédnid
choroby pierwotne neurodegeneracyjne (dotyczace pierwotnie neurondw siatkdwki, takich jak jaskra, czy
AMD) | wtdrne neurodegeneracje, sprowadzajace sie do kaidej widrnej choroby siatkdwki cy n. |l
skutkujacej obumieraniem neurondw. Autorka w wielu miejscach przytacza ubywane myszy szczepu DBAS2,
co rodzi pytanie, czy ich nazwa nie jest literdwky? W badaniach jaskrowych rwykle wykorzystywane s3 myszy
DBA/2), myszy DBA/2 wykorzystywane 53 zwykle w badaniach nad padaciky, naletatoby tu ulcidiié szczegdly
dotyczace stosowanego siczepu. U myszy szczepu DBA/2 potwierdzono rorwd| jaskry na podstawie
podwylszonych wartedci cidnienia érodgatkowego” - trudno jest wnioskowad o rozwoju neuropatii na
podstawie pomiaru ciénienia wewngtrzgatkowego. W przypadku, kiedy wigczenie do grupy badane| wymaga
potwierdzenia rozwoju jaskry, jedynie przyiyclowe testy, tj. elektroretinografia z PhNR | STR oraz badanie
OCT moga umotliiwi¢ takie postgpowanie. W innym przypadku naletaloby powledzied, it fenotyp rwierzgt
(czyli tendencja do wezrostu ciinienia wewngtrzgatkowego) zostal potwierdzony w jego pomiarach.

Wstgp dysertacji stanowi najbardziej rozbudowang czeéé rozprawy, omawiajacy po kolei zagadnienia budowy
gatki ocznej, siatkdwki, fizjologii widzenia, choréb oczu, jaskry, retinopatii cukrzycowej | nadciénieniowsi,
crynnikdw werostu oraz modeli zwierzecych powyiszych chordb oczu. W obrebie wstepu istnieje kilka
fragmentdw wymagajacych komentarza i uéciélenia. Doktorantka stwierdza, if budowa gatki ocinej nle rééni
g znactnie pomigdey posrcregdlnymi gatunkami ssakdw, co nie jest prawdy. Istniejy istotne rédnice w
budowie siatkdwki, np. u gryzoni, ktdre nie posiadajy plamki siatkdwki. Stosunek wzajemnych struktur
przedniego odcinka réwnlet wykazuje istotne rdinice, gidwnie dotyczgce wielkods soczewki oka u réznych
gatunkow ssakow. Prredstawiajac fizjologie widzenia, 2 scislej méwiac proces fototransdukcji, Doktorantka
popetnita kardynalny blad opisujac proces generowania potenciatu czynnodciowego fotoreceptora na drodze
depolaryzacjl (,Zaburrenie struktury wigzania umaoiliwia czqstce izomeryzacje 2 formy cis w forme trans (11-
trans-retinal - forma aktywna o :mienione] konformacji). Odsbonigte miejsca aktywne rozpoczynajg kaskade
priekazywania sygnafu, aktywujgc transducyne, ktdra pobudza fosfodiesteraze, a ta 2 kolei aktywuje
hydrolizg czgsteczek cyklicznego guanozyno-3',5-monofosforanu (cGMP). Nastepnie otwarte 20staja cGMP-
zaletne kanaty blonowe, przez ktdre do cytoplazmy dostajq sie jony sodowe, powodujac depolaryzacie biony
komérkowe|*), gdzie w rzecrywistodci komdrki te ulegaja webudreniu poprzez hiperpolaryzacie na drodze
ramknigcia kanaldw blonowych rwigzanym 2 niedoborem cGMP, Dodatkowo fakt ten dziwi, poniewat praca
powstala w Katedrze Fizjologii, a Doktorantka jest nauczycielem akademickim nauczajgcym tego preedmioty.
W kolejnych fragmentach wstgpu istnieje kilka blgdéw merytorycznych, np. Doktorantka stwierdza, fe
choroby neurodegeneracyjne oka dotyczy siatkdwkl iflub nerwu wrzrokowego, cryli struktur, ktdee
tbudowane 53 2 neurondw, gdzie w obrebie nerwu wzrokowego tak naprawde czeéé neuronalna reprezentujy
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jedynie aksony komdrek rwojowych siatkdwkl, a nie neurony same w soble. Doktoranta opisujgc
poragalkowy drogg wirokowy stwierdza, ii nerw wzrokowy opusicza gatke oczng tworzgc tarcrg nerwu
wirokowego, a nastgpnie przechodzi przez szczeling gdma oczodofu, za ktdrg splata sig 2 prreciwleghym
nerwem wzrokowym tworzac skrzyzowanie wirokowe, gdzie tak naprawde nerw wezrokowy opuszcza oczodol
poprzez kanal nerwu wrzrokowego, a nie szczeling oczodolows gorng, natomiast skrzytowanie nerwdw
wzrokowych ma bardzo uporzadkowang strukturg, trudno jest powledzied, @ nerwy sie _splatajg”.
Doktorantka stwierdza, it choroby neurodegeneracyjne prowadzy do nieodwracalne|] flepoty, gdyt w ich
priebiegu, trwalemu uszkodreniu ulegajg komérki odpowiedzialne za preekazanie informac)i 2 slatkdwki do
kory wzrokowej mazgu, pytanie jakie komdrki ma na mysli, w drodze werrokowej nie istnieja takie komdrki,
ktdre tacrytyby siatkdwke 2 korg potyliczng. Wymieniajae istotne choroby, Doktorantka przywoluje ,jaskre,
retinopatie cukrzycowg, AMD, dystrofie siatkdwki | swyrodnienie barwnikowe siatkdwki®, co brzmi niescisle,
poniewal rwyrodnienie barwnikowe slatkdwki jest najcrestsza dystrofig siatkdwii, niezrozumiate jest zatem
dlaczego wyosobnione Jest jako odrebna jednostka chorobowa. W zwigzky, |2 wstep rawlera dodé dudq liczbe
pomniejsrych niefcistosdci | blgddw, poniiej wymieniam katdy z nich 2 jedynie krdtkim komentarzem.
LJaskra stanowi jedng z najczestszych prryezyn nieodwracalne) flepoty u dorostych na calymn Swiecie, choé jej
patogeneza do dzié nie zostala w peini wyjadniona™ - jaskra stanowi gldwna przyczyng nieodwracalnej slepoty
na $wiecie, a jednoczesnie najcrestszy neuropatie n. Il u dorostych.

«Majczestszym typem jaskry jest plerwotna jaskra otwartego kata (ang. Primary Open-Angle Glaucoma;
POAG), stanowigca nawet 75% priypadkdw” — naletatoby tutaj dodat, te jest to najczestszy typ u rasy bialej.
-POAG spowodowana jest iwigkszong opornodcly na drenat cleczy wodniste) prrez belecrhowanie w obrebie
kata przesaczania, ktdry jest otwarty. 2 powodu te] blokady cidnienie w oku stopniowo werasta, powodujac
uszkodzenie nerwu wirokowego” - to nie 53 prawdziwe informacje, powyiej Doktorantka podaje, it jaskra
pierwotna nie ma ridentyfikowanej proyczyny oraz i IOP jest jedynie coynnikiem ryzyka rozwoju choroby.
IOP nie jest prryczyng rozwoju jaskry, jest to fundamentaina wiedza dotyczgca patomechanizmu te] choroby.
o dodatkowo oceniany jest ubytek RNFL, widoczny Jako jadniejsze kliny odchodzyee od tarczy nerwu
wirokowego” - jest to widoczne nie rawsze | awykle w obrazach bercrerwiennych, nie jest to rutynowy
marker rozpornania jaskry.

«Podréd metod pomiaru IOP wyrdinié moina tonometrig: aplanacyjng, wglobleniows, odbiciowy oraz
dynamiczng konturowg” - tonometria aplanacyjna to jest tonometrla wglobieniowa, te dwa terminy s3
toksame.

LOCT oraz UBM to badania umoiliwiajgee oceng morfologii struktur galki ocznej, w tym meorfologii
przedniego odcinka oka wraz z kytem przesjczania. Badania te obecnie nie naleiy jednak do zlotego
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standardu diagnostyki jaskry™ = to nie jest prawda, obecnie dotym standardem w diagnostyce jaskry jest
perymetria statyczna oraz badanie OCT. UBM nie jest standardowym badaniem w diagnostyce jaskry.
«Leczenie jaskry jest ograniczone do modyfikacji najwainiejszego czynnika ryzyka — podwyiszonego 0P,
Zaleca sig leczenie farmakologiczne” - zalecenia co do leczenla zaled3 od wskazan, np. w jaskrze wrodzone)
czy mlodziencze| zaleca sig leczenie chirurgicznie jako leczenie pierwszego rzutu.

«Anslogi prostaglandyn (trawoprost, bimatoprost, tafluprost)” = bimatoprost jest prostamidem, nie
analogiem prostaglandyn.

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

<D0 podstawowych metod laseroterapii nalety fotokoagulacja laserowa, ktdrej celem jest zniszczenie
nieprawidlowych naczyn krwionodnych w siatkdwce, co zmniejsza ryzyko krwotokdw | uszkodzed siztkdwki®
= celem fotokoagulacji laserowe] jest iniszczenie niedokrwionych obszardw siatkdwki, preez co zmniejsza sig
produkcja VEGF | dochodzi do zahamowania werostu patologicznych naczyd. Nie koaguluje sie¢ naczyd samych
w sobie,

~Organizm mote chronic komdrki nerwowe przed uszkodzeniem wydrielajac czynniki neuroprotekcyine,
ktdrych rola Jest istotna nie tylko w przebiegu chordb neurologicznych, ale réwniei siatkéwki, gdy: gatka
ocna stanowi wypustkg csrodkowego ukiadu nerwowego (OUN]" — gatka oczna nie stanowl wypustki OUN,
slatkdwia stanow| wypustke OUN.,

«Irwajg jedynie nieliczne badania kliniczne, w ktdrych stosuje sig czynniki neuroprotekcyjne w leczeniu
choréb neurodegeneracyjrych oka. Badania te dotyczy przede wszystkim oceny profilu bezpleczedstwa |
skutecznofcl podawania kropli zawierajgcych ludzki rekombinowany NGF oraz stosowania implantow
wydzielajacych GDNF u pacjentow 2 jaskry, wyrodnieniem barwnikowym siatkdwki, chorobami plamki 16ttej
| niedokrwienng neuropatiy nerwu wzrokowego” - nalezatoby wymienié/opisaé jakie doktadnie badania ma
na mysll Doktorantka (numery rejestracyjne badan) oraz przytoczyé wiecej z nich, srtandarowym badaniem
jest tuta) badanie 2 implantem Renexus, ktére tak naprawde |ako jedyne wydaje sie mieé jakikolwiek
potencjal. Badania z NGF pokazaty brak skutecznodcl.

.Podanie rekombinowanego biatka do ciata szklistego mote jednak mie¢ ograniczony efekt terapeutyceny
wynikajacy 2 kompensacyjnego tmniejszenia ilodci receptordw TrkB dia BDNF w blonach komdrkowych (efekt
ten zostat wykarany w neuronach hipokampa i komérkach tiarmistych moddiku)™ — naletaloby wspomnieé, ii
tak naprawdg podanie czynnikéw biathowych ma ograniczong skutecznodé e wegledu na proteazy ciata
szklistego, ktdre trawig podane biatko,

~Wynikl licznych badah przedilinicznych, badajacych potenciat terapeutyczny BONF, preyezynity sig do
rozpoczecia badan klinicznych, dotychezas jednak tylko w chorobach neurologicznych (u pacjentéw z chorabg
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Alzheimera | lagodnymi zaburzeniami pornawceymi]® - w bazie badad klinicznych jest zarejestrowanych
ponad 900 badan w rodnych wskazaniach.

«Drugy metody wywolania jaskry jest bezpodrednie uszkodzenie aksondw komdrek RGC popriez przeciecie
lub zmiatdienie nerwu wzrokowego” — prreciecie lub zmiaidienie nerwu wzrokowego nie jest modelem
[askry. Jest to model ostre] neuropatii, ktdry nie ma nic wspéinego z jaskry.

«--kibre prowadzy do rorwoju preewlekie| |askry barwnikowe] zwigzane] 1 wiekiem, bedace] podtypem
POAG™ = nie jest to prawdy, jaskra barwnikowa jest jaskrg wtdrng, nie jest podtypem POAG.

-i0 wiglgdu na genetycing postaé choroby, s:crep DBAS2 stanowi najbardziej odpowiedni | sreroko
wykorzystywany model do badai nad patogenez3 i rozwojem jaskry z uwzglednieniem szlakdw
wewngtrzkomdrkowych, Naleiy zaznaczyt, fe jaskra typu POAG jest najczedcie] rozpoznawanym typem jaskry
u ludzi”™ = szczep DBA/2 (DBA/217) nie jest praykiadem modelu POAG, a modelem jaskry wtdrne. U osobnikdw
tego szcrepu nie sama jaskra jest genetyczna, natomiast podiote genetycine rwiazane jest z raburzeniami
przedniego odcinka gatki ocznej | rozwojem respolu rozproszonego barwnika, ktédry powoduje warost
cidnienia wewngtrzgalkowego | widrnie, proces neurodegeneracii. W tym podtypie |askry, proces
neurodegeneracji rwigzany jest {cidle : poziomem I0P.

«2ama retinopatia cukrzycowa u naczelnych wywolana moie by¢ bezpodrednio przez laserowe uszkodzenie
iyt siatkdwki prowadzgce do niedotlenienia thanki, co przypomina miany obserwowane w przebiegu
cukrzycy” - nie jest to prawda, laserowe uszkodzenle iyl slatkdwki prowadsl do rozwolu zmian
obserwowanych w zakrzepie byly irodkowe] [CRVO/BRVO), ktdry réwnie? skutkuje niedotlenieniem siatkdwhki
i neowaskularyzac)qy, nie jest jednak rwigzany 1 cukrzyea.

«Wirdd spontanicznych mysich modeli cukrzycy wyrdinic moina szczepy: Ins2Akita, Non-Obese Diabetic,
Kimba | Akimba rozwijajace cukrzyce typu 1 oraz szczep Leprdb prezentujacy objawy cukrzycy typu 2 -
pytanie czy modele genetyczne moina uznad 1a spontanicene, jedli 53 rwierzetami GMO.

«W pracy doktorskiej wybralam model cukrzycy typu 1, ponlewat w Polsce retinopatia u pacjentdw
stosunkowo crgicle] pojawia sig jako powikianie wiadnie tego typu cukrryey” - retinopatia cukrzycowa
proliferacyjna rozwija sig czedciej jako powiklanie cukrzycy typu |, jednak biorge pod uwage fakt, It to cukrzyca
typu Il jest czedciej wystepujgcym typem tej choroby, odsetek powiktar ocznych zwigzanych z typem Il jest
macznie wigkszy i stanowi istotniejszy problem kliniczny.

Zatoienia i cele dysertacji przedstawione s3 w jasny i logiczny sposdb. Doktorantka stawia 1 gldwny | 5
szczegdtowych celdéw badawcrych. Zatoione cele czgiciowo znajdujy odzwierciedlenie w przedstawionych
wynikach. Odnodnie celu gldwnego, ocena zmiany poziomu biatek neuroprotekoyjnych BDNF | NGF zostata
przedstawiona w pracy, natomiast wyjaénienie potencjainej roll tych bialek w patogenezie chordb
priebiegajacych ¢ nevrodegeneracjy siatkdwhki nle do kodca znalarlo odrwierciedienle w wynikach. W
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odniesieniu do celdw szcregdlowych, cele a-e zostaly poparte w prezentowanych wynikach, jednak cel a
zostal osiggnigty czgiciown, poniewai nie uzyskano potwierdzenia rozwoju modelu retinopatii zwigzanej z
nadcifnieniem tetniczym.

Roxdrial Materialy | Metody” przedstawia w szczegdlowy sposdb zastosowane metody badawcie. Badania
prieprowadzone zostaly na nastepujacych grupach swierzat: jaskra — myszy DBA/2, dla ktdrych kontrolg byty
myszy CS57BI/6, retinopatia zwigzana z nadciénieniem tetniczym — szczury SHR, dla ktdrych kontrolg byty
secrury 'WKY, retinopatia cukreycowa = spczury Lewis, ktérym podano STZ, dla ktdrych kontrolg byly szczury
Lewis, ktdrym nie podano STZ. Badania preeprowadzone byly po uzyskaniu stosownej zgody komisjl etyczne|,
W swoje] pracy Doktorantka podzielita zwierzgta na nastepujgce grupy: jaskra - grupa Iwierzat
nierozwijajacych jaskry C5781/6_11t (n=10) | C57BI/6_10m (n=12) - odpowiednio w wieku 11 tygodni i 10
miesiécy, grupa mwierzat rozwijajgcych jaskre DBAS2_11t (n=10) i DBA/2_10m_JAS (n=10) — zasadnym byloby
opisanie tych grup |ako rwierzeta 2 prawidlowymi wartosciami IOP | podwyiszonym I0P, gdyi wnioskowanie
na podstawie wartodci IOP o obecnodcl neuropatii jest bledne; retinopatia rwijzana 1 nadeidnieniem
tgtniczym — grupa rwierzgl nierorwijajgcych nadcidnienia tetniczego WKY_6t (n=9) i WEKY_12t (n=10) =
odpowiednio w wieku & | 12 tygodni, grupa rwierzat rozwijajaca nadcisnienie tetnicze SHR_6t (n=10) i
SHR_12t_NAD (n=12) - odpowiednio w wieku 6 i 12 tygodni = zasadnym byloby opisanie tych grup jako
mwierzgta @ prawidiowymi wartodciami BP | podwyiszonym BP, jako ii zwierzeta miaty stanowi model
retinopatii, opisywanie ich jako ,prred wystapieniem objawdw choroby®™ sugeruje, i2 grupa SHR_12t_NAD
posiada rorwinigtq retinopatig: cukrzyca - grupa rwierzgt bez podwyisronej glikemii Lewis_KON (n=10) |
iwierzeta  podwyiszong glikemiq Lewis_CUK (n=10). W projektowaniu grup prrez Doktoranthke istotrnym jest
podkreilenie, ii zostaty one raprojektowane w prremydlany spostb. Dobér rwierzat kontrolnych zostal
dokonany w oparciv o znajomosi tta genetycznego zwierzal, co rashuguje na podkreslenie. Analizujgc
metodologie dysertacji, moina rzidentyfikowad kika potencjalnych problemdw i brakdw moggoych
negatywnie wphywac na wyniki badan, Odnodnie obrdbki thanek, podstawowe pytanie brzmi, diaczego nie
izolowano siatkdwek? Pomiar stgienia biatka w homogenacie cale] gatkl ocznej jest kontrowersyiny,
poniewat cxrynniki neurotroficzne, szczegdinie BDONF ulega konstytutywne] ekspres)i w wielu tkankach, w jaki
zatem spostb Doktorantka mode udowodnic, ii pomiary poziomu biatek pochodzy 2 siatkdwki, a nie z innych
tkanek oka. W opisie metody nie wspomina si¢ o perfuzji zwierzat przed pobraniem gabek ocenych, zatem
homogenizowane tkanki zawieraly rowniei duig domieszke krwi, co dodatkowo obnita precyzje pomiaru
biatka. Watpliwodc budzi réwniet metoda barwienia tkanek | ewaluac)i liczby komarek zwojowych siatkdwii.
Doktorantka zliczata komdrki barwione H-E, w jakl spostb preeprowadzita ich identyfikacje? Bez naleiytej
identyfikacji komdrek, nie motna powiedried, it 53 to komdrki swojowe. RGC stanowig okofo 50% komdrek
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warstwy rwojowe| siatkowki, pozostale 50% stanowiy rdelokalizowane komdrki amakrynowe | komdrki
glejowe, Zliczane komorki barwione H-E powinny byé opisane raczej jako komdrkl warstwy GCL, nii jako
komérkl rwojowe. Jest to istotny bigd metodologiczny. Interesujgcym pomystem, ktdry zasluguje na
podkreilenie jest liczenie komdrek siatkdwki z podziatern na centralng | cbwodowq czedé siatkdwkl, brakuje
jednak srczegdlow opisujacych w jaki sposdb doktorantka zapewnita toisamodé lokalizacl skrawkdw z
rdznych oczu, czy np. analizowany byf co 10-ty skrawek oraz ile skrawkdw na oko postuiyio do oceny liczby
komdrek. Pomiary grubodci siatkdwkl na utrwalonym materiale nie s3 najdoktadniejsza metody llodciowa.
Cry pomiary grubosci siatkdwhki byly wykonywane zawsze w tym samym miejscu slatkdwki? Duy niedosyt
budzi znikomy material histologiczny oraz brak barwienia immunohistochemicznego, prrez co nle rostat
wykorzystany potencjal naukowy zwigzany z uimierceniem 103 rwierzat, Fakt, it rozpoznanie jaskry u mysty
stawiano na podstawie istotnego statystycinie wazrostu IOP oraz zmian $wiadczacych o procesach
degeneracyjnych w analizie histopatologiczne| dowodzi, i randomizacia zwierzat do grupy badanej odbywata
sie w sposdb retrospektywny — potwlerdzenie rozwoju neuropatii stawiane bylo poimiertnie. Czy u
wszystkich rwilerzqt 2z grupy DBA/2_10m_JAS rozwinely sig cechy neuropatil n. 1I? W ocenie przytyciowe]
oceniano charakterystycznych rmilany naczyniowe widoczne na dnle oka - czy ocenlano w czasle zawsze te
same tolsame naczynia? W jaki sposdb odrddniano fyly od tetnic? lle naczyhl ocenlanc lacznie uzyskujac
uéredniony wynik? Opis pozostalych metod badawczych nie budzi zastrzeter | wykonane zostaly na
zadowalajacym poziomle. Analiza statystyczna | wybrane testy statystyczne s3 wiadciwe i nie budzg
witpliwosci, Interpretacje wynikdw ulatwiloby jednak rawarcie odchyled standardowych w tekicie
dysertacjl.

W rozdziale ;Wyniki" Doktorantka dokumentuje poszczegdine skladowe analiz w formie tekstowej, tabel i
rycin. W prrypadku modelu jaskry, starsze myszy DBA/2 wykarywaly wyisze wartodci IOP ni myszy kontrolne
w tym samym wieku oraz nit mode mysry DBAS2. Starsze myszy DBA/2 posiadaty clefiszq siatkdwie nii myszy
kontrolne w tym samym wieku oraz nit mlode myszy DBA/S2. Starsze mysty DBASI wykarywaly rdwniez
iciericzenle warstwy splotowatej zewngtrzne] w pordwnaniu do myszy kontrolnych w tym samym wieku,
Liczba komdrek warstwy zwojowe] u starszych myszy DBAS2 byta nilsza nit u myszy kontrolmych w tym
samym wieku oraz nii u miodych myszy DBAS2. Zwierzgta DBA/2_10m_JAS wykazaly niiszy poziom BDNF i
NGF w galce ocznej nit u 10-miesigcznych myszy kontrolnych, jednak Doktorantka nie przeprowadzita analizy
statystycznej  uwagi na malg liczebnoif grup. Fakt ten czyni wyniki mato przydatnymi do przeprowadzenia
whrigskowania. W analizie korelacjl uwage zwraca brak korelacji pomigdzy wartodclami I10P, a liczhg komdrek
warstwy wojowe) w grupie rwierzat DBAS2_10m_IAS, co pod watpliwodc stawia model jaskry. Fakt ten moe
byt rwigzany @ wykorzystaniem w obliczeniach liczhy komdrek warstwy rwojowe), a nle samych komdrek
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rwojowych, ktdre stanowig oketo polowe populac)i GCC, W modelu nadciénienia tgtniczego, wartodel cidnied
tetniczych u szczurdw szczepu SHR byly istotnie wyisze nit szczurdw szczepu WKY, natomiast jedynie szczury
2 grupy SHR_12t_NAD speiniaty kryteria rozpoznania nadciinienia tetniczego. U zwierzat nie obserwowano
tmiany parametrow naczyrt dna oka (afv), co jest kryterium rozpornania powikian ocznyeh nadciénienia
tgtniczego, a tym samym nle speiniono zaloted stworzenia modelu retinopatii. Srcrury SHR_12t_NAD
wykarywaty natomiast wytsze wartodci IOP w pordwnaniu do wierzat ¢ pozostabych grup. W analizie
siatkéwek nie stwierdzono rdwniei zmian w grubodci siatkdwek i liczbie komdrek warstwy GCC w grupie
SHR_12t_MNAD w pordéwnaniu do grupy kontrolnej w tym samym wieku. U twierzgt SHR_12t_NAD poziom
BONF byt wyiszy zardwno w galce ocznej jak | w surowicy, poziom NGF byt wytszy w galce oczne). U rwierzgt
SHR_12t_NAD wykazano korelacje (na granicy istotnodcl) pomiedzy wartodclami SBP a ONL, NGF a INL oraz
BONF | NGF. W modelu cukrzycy, wartodé wspdlczynnika a/'v u szczurdw 2 culrzycy byta istotnie wyisza nii u
szczurdw 1 grupy kontrolne). U szczurdw Lewis_CUK obserwowano mniejszg grubodé IPL, a wigkszg ONL,
natomiast liczba komdrek warstwy zwojowe] byfa niezmieniona. Zwierzeta Lewis_CUK wykazywaly réwniet
niisty poziom BONF w surowicy. W grupie z cukrzycq obserwowano korelacje pomiedzy NGF a a/v oraz
korelacje pomigdzy grubodcia IPLI ONL. Podsumowujac wyniki, pozytywne wrazenie budzi liczba wykonanych
analiz statystycznych, brakuje jednak nazw testdw stosowanych do cbliczenia katdego wspdiczynnika p, co
utatwiatoby interpretacje.

Rozprawa doktorska koncay sig zwigely dyskusia, podsumowujacy wyniki opisane w dysertacii. Prawidiowo
prowadzona dyskusja i kenfrontacja 2 danymi literaturowymi udowadnia, it Doktorantka dogtebnie na i
rozumie temat, ktdrego sig podjeta. Dyskusja rozpoczyna sie odniesieniem do celu dysertacji \W niniejsze]
pracy doktorskie| badana byla rola BONF | NGF w patogenezie chordb neurodegeneracyjnych siathdwid.
Wyniki uzyskane w pracy doktorskie| wskazujg na potencjalny udziat BDNF | NGF w patogenezie badarych
choréb oczu”. Wyniki uzyskane w dysertacji nie 53 jednak kampletne. Brak jest motliwodel wnioskowania na
temat poziomdw BONF | NGF w modelu jaskry, gdyi niemoiliwe bylo przeprowadzenie analizy statystyczne|
dla tych zmiennych. Z kolei w aspekcie retinopatii nadciénieniowej, nie osisgnieto zatoienia jakim jest rozwed)
powiklari ocznych. Wnioskowanie na podstawie przeprowadzonych wynikéw nie jest wiec moiliwe we
wsrystkich ratotonych aspektach, w rwigrku z crym, dyskusja powinna byt lepiej dostosowana do uzyskamych
wynikdw. W kolejnych podrozdziatach dyskusji Doktorantka omawia posiczegéine wyniki rastasowanych
modeli oraz konfrontuje je z dostgpng literaturg. W praypadku modelu |askry stwierdza, i poza
wmniejszeniem liczby RGC, u myszy 2 jaskry zacbserwowano atrofig siatkdwki (2naczny spadek grubodci RT).
Tak maprawdg trudno jest nazwac obserwowany proces atrofig, jeéli nie byta oceniana komponenta
komdrkowa warstw slatkdwhki. Nalety rdwniei podkredlil it icienczenie siathdwki nie jest ececha
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charakterystycing jaskry, w kidre| dochodzi do wybldrczego obumierania RGC | dclefczenia najbardzie
wewngtrinych warstw siatkdwkl, ktdrych wdrial w grubodci calej tkankl jest tak naprawde niewielki.
Doktorantka stwierdza, ii u myszy 2 jaskry réwniei dossfo do spadku udzlatu warstwy OPL w budowie
siatkdwki, co prawdopodobnie doprowadzito do rozwoju jaskry. Jest to nlezrozumiate stwierdzenie, ktdre
wymaga srerszego wyjasnienia. Doktorantka poswieca dodé duio miejsca opisowi wynikow BDMF | NGF w
modelu jaskry, jednak nigdzie nie pada jasne stanowisko, it uzyskane wyniki tak naprawde nie mogg stutyé
wlarygodnej analizie, poniewat niemotliwa byta ocena statystyczna. Doktorantka stwierdza, it obserwowane
preez nig obnizenie poziomu BDNF, prawdopodobnie wynika z obumieranla wydzielajgcych ten czynnik
komérek rwojowych. Jest to dalece mato prawdopodobne rwaiywszy, it analizowany byl homogenat tcalego
oka. W ocenie Doktorantki, znaczne obnitenie poziomu BDNF w tkankach we wczesnych etapach rozwoju
jaskry mogioby stanowi¢ podstawe do wykorzystania oznaczer poziomu BONF w surowicy, plynie fzowym
lub cleczy wodniste] jako biomarkera u pacjentow. Biomarker powinien byt specyficenym wskainikiem. Czy
poziom BONF nie zmienia sig w innych neuropatiach n. N? Tylko w neuropatil jaskrowe|? BDNF nie jest
najlepszym kandydatern na blomarker z uwagi na jego konstytutywny ekspresje w wiels tkankach oka i
anaczenie wielu patologiach. Odnodnie moiliwodci terapeutycznych, Doktorantka stwierdza, it egzogenne
podanie BONF w formie zastrayku doszklistkowego ma ograniczone zastosowanie, poniewai BONF nie
przekracza bariery krew-mizg oraz charakteryzuje sig krotkim okresem péttrwania. Tak naprawde podanie
leku w formie inlekcji doszklistkowej omija bariere krew-siatkdwka oraz nie wymaga przekraczania bariery
krew-mozg. W modelu nadciénienia tetnicrego nke obserwowano cech anglopati oraz retinopatii.
Doktorantka stwierdza, e brak zmlan wartodel wspdiczynnika a/v u szczurdw mote wynikaé z doboru miejsca
pomiary, a wartodci cidnienla tetniczego u szczurdw wo niniejsze] pracy byly rnacznie nitsze nid w inmych
badaniach, co moglo wplyngd na wolniejszy rozwd| retinopatii nadciénieniowe]. Dlaczego wiqe nie dokonano
pomiary w innych lokalizacjach naczyd oraz dlaczego nie wydluiony rostat okres follow-up? Wedbug
Doktorantki mechanizm uszkodzenia warstwy ONL w przebiegu wysokiego clénienia tetniczego mode byé
tiumaczony faktem, te zewnetrzne warstwy siatkdwid, szczegdinie fotoreceptory, ktdrych jadra znajdujq sie
w obrgble ONL, 59 raopatrywane w skiadniki odiywcze prrede wsrystkim przez naczynia naczynidwkl. W
prrebiegu nadcidnienia tetniczego dechodsi do wrrostu aktywnodcl wspdlczulne], co skutkuje rwezeniem
tgtniczek naczynidwk | nledotlenieniem fotoreceptordw, co mote prowadzié do zmniejszenia grubodci ONL.
Teoria ta wydaje sig raczej mato prawdopodobna, biorgc pod uwage relatywnie niskie wartodécl ciénienia
tgtniczego obserwowanego u zwierzgt w doswiadczeniu oraz krotki okres trwania eksperymentu. Aczkolwiek
jest to trudno uzasadnic nie wykonujac analizy komdrkowej komponenty warstwy ONL. Analizujac role NGF
w modelu nadciénienia tgtniczego Doktorantka stwierdza, e badania przedstawione w pracy doktorskiej
sugerujy, te NGF wydzielany przez komdrkl warstwy migénl gladkich naczyd nie jest transportowany do
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surowicy, lecz do tkanek gatki ocznej, co nie ma iadnego potwierdzenia w przeprowadzonych wynikach,
Wyniki uzyskane w modelu cukrzycy wydajg sie byé najbardziej kompletne | wiarygodne. Rowniei dyskusja w
tym temacie jest najlepie] dopracowang czescig tego rozdziatu dysertacii.

Dysertacja podsumowana jest czterema wnloskamid, ktdre zostaty dostosowane pod wegledem unyskanych
wiynikdw, Doktorantka shusznile wymienda w wniloskach, ktdre cele nie rostaty osiggniete. Poza wnloskami, na
kofcu dysertac)l rawarto podsumowania, ktdre stanowl syntetyczny opis unyskanych wynikdw,
Podsumowanie razpoceyna stwierdzenie, [ w zaprezentowane] pracy ocenlano rolg bialek BDONF oraz NGF w
przebiegu chordb neurodegeneracyjnych siatkdwii. Tak naprawde badane byly poziomy tych dwdch biatek
towarzyszqce modelom chordb, nie byta badana rola BDNF i NGF w przebiegu neurodegeneracji. Troche
mylgce jest stwierdzenie, ii zmiany badano w zwierzecych modelach jaskry, retinopatii nadcisnieniowej i
cukrrycowej, gdzie nie udato sie wywolad modelu retinopatii nadcisnieniowej.

Podsumowujgc, temat pracy rostat dobrze wybrany, jest ciekawy, & jego wybrane aspekty majq rnamiona
nowatorskofci. Doktorantka wykazala sie dobrg wiedzg w ramach poruszanych zagadnien, dobrze dobrata
metody badawcze i starannie opracowata wyniki, Kandydatka nie unikneta pewnych bleddw pray prezentacji
celdw i wynikdw pracy, ktdre pozwolityby uczynic dysertacje bardziej przejrzysts i klarowng, a wyniki poparte
wiarygodniejszymi dowodami. Doktorantka wykazata sig rowniei pewnymi brakami w wiedzy ogdine], co
jednak nie umnlejsza wartoscl naukowe] pracy same| w soble, Przedstawione wnioski poparte 53 Interesujgcq
dyskusja, rawlerajy ted wieksiofl odpowiedrl na postawione soble pytania badawcre. Praca jest
wartosciowym dorobkiem Doktorantki | jako kierunek badawcry jest warta kontynuowania. Przedstawions
prieze mnie uwagi nie dyskwalifikujg pracy pod wigledem mernytorycznym. Nindejsrym stwierdzam, be
prredstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Ewy Sikorskiej spetnia warunki okreflone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018. Prawo o srkolnictwie wyksrym | nauce (Dz. U, 2018 poz. 1668) | mam zaszcryt
przedstawié Radzie Dyscypling Nauk Medycznych Warszawsklego Unbwersytetu Medycznego wniosek o
dopusrczenie lek. Ewy Sikorskie] do dalsrych etapdw preewodu doktorsklego.



