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Jaskre — postepujaca, przewlekig chorobe, w Swietle dotychczasowej wiedzy nalezy uznaé za
interdyscyplinarng patologig, z pogranicza co najmniej dwéch specjalizacji: okulistyki
i neurologii. Patogeneza jaskry stanowi interesujace, zlozone zagadnienie, podobnie jak
terapia, ktora wciaz sie rozwija i ulega modyfikacji. W praktyce najczesciej leczenie jaskry
skupia si¢ na obnizeniu ci$nienia érédgatkowego (baroterapia), jednak u wielu chorych jest to

postepowanie niewystarczajace.

Mechanizm $mierci komdrek nerwowych i glejowych w przebiegu jaskry nie jest do korica
poznany. Obok baroterapii, neuroprotekacja znajduje uzasadnienie, zwtaszcza w przypadkach

przebiegajacych z cisnieniem $rodgatkowym niewykraczajgcym poza przyjeta norme.

Prowadzonych jest szereg badan klinicznych nad opracowaniem skutecznej metody
neuroprotekcji na poziomie metabolizmu komérkowego, ktéra sprawdzitaby sie w praktyce.

Od wielu lat badacze zwracajg miedzy innymi uwage na wytwarzang endogennie molekute -



czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego BDNF (ang. brain-derived neurotrophic
factor). Rozwdj nauk podstawowych i badania doswiadczalne dajg szanse na poznanie tego i
innych czynnikéw o dziataniu neuroprotekcyjnym. Z punktu widzenia poznawczego, ale te:z
epidemiologicznego i terapeutycznego, podjete w rozprawie zagadnienia s aktualne i maja

ogromne znaczenie.

W badaniu doswiadczalnym stanowiacym istote rozprawy, Doktorantka podjefa sie oceny
mechanizmu rozwoju jaskry w warunkach zaburzonej podazy BDNF do komérek zwojowych
siatkowki. Rozprawa zawiera w sobie potencjat pogtebienia wiedzy w zakresie mechanizméw
rozwoju jaskry, co w przysztosci moze zaowocowaé na gruncie klinicznym. Praca powstata w
wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2016/23/N/NZ7/ 02555 finansowanego ze
srodkéw Narodowego Centrum Nauki w Instytucie Biologii Do$wiadczalnej im. M.Neneckiego

Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Przedstawiona do oceny rozprawa napisana jest w jezyku polskim. Liczy 121 stron i skfada sie
z rozdziatow: wstepu, zalozenia i celu pracy, materiatu i metodologii badar, wynikéw, dyskusiji,
wnioskow, piSmiennictwa, spisu zdje¢, tabel. Doktorantka dokonata prawidtowego,
czytelnego uporzgdkowania tresci rozprawy. Wstep zostat poprzedzony wykazem uzywanych
skrotow, spisem rycin (9), streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Praca doktorska
ilustrowana jest 9 fotografiami, 3 tabelami. Praca odwoluje sie do ponad 170 whasciwie

dobranego i aktualnege pi$miennictwa.

We wstepie, Doktorantka w sposéb syntetyczny wprowadzita w zagadnienie
neurodegeneracji, stanowigcej istote jaskry. Stusznie zaznaczyta, ie neuropatia nerwu
wzrokowego w przebiegu jaskry jest konsekwencijg triady patologicznych sktadowych: utraty
komorek zwojowych siatkéwki, zmian w obrgbie gleju i zaburzen w krazeniu krwi w obrebie
nerwu wzrokowego. Podkreslita, ze zmiany jaskrowe nie ograniczaja sie jedynie do gatki ocznej,
ale obejmuja caly droge wzrokowa i majg charakter transsynaptycznej lub transneuronalnej
degeneracji. Omowita epidemiologie i klasyfikacje jaskry, czynniki ryzyka jej rozwoju, metody

leczenia, zatozenia neuroprotekcji, wektory stosowane w terapii genowe;j.

Doktorantka za cel pracy postawita zbadanie, czy po jednokrotnej transfekeji doszklistkowej
AAV2-BONF, poprzedzajacej o 3 tygodnie indukcje jaskry, moina uzyska¢: dtugotrwaty

nadprodukcje BDNF, regulacje poziomu receptora TrkB i efekt terapeutyczny w postaci



zmniejszenia utraty komorek zwojowych. By odpowiedzie¢ na to pytanie, Doktorantka
wyznaczyla nastepujace cele czastkowe: (1) ocena patofizjologicznych zmian w przebiegu
jaskry na poziomie siatkéwki; {2) ocena modyfikacji mikrosrodowiska oka i jego zasobnosci w
BDNF ireceptor TrkB w warunkach podwyiszonego ci$nienia wewnatrzgatkowego; (3) ocena
skutecznosci transfekcji AAV2-BDNF i wplywu zmienionej zasobnosci siatkowki w BDNF na
receptor TrkB w siatkdwkach i korze wzrokowej bez jaskry i po wywotaniu jaskry; (4) zbadanie
efektywnosci wplywu podwyiszonego poziomu BDNF na przeiywalnoéé komorek
zwajowych; (5) ocena wplywu jednostronnie indukowanej jaskry na stezenie BDNFu i

receptora TrkB w siatkdwce oka towarzyszgcego.

W rozdziale MATERIAt | METODOLOGIA, Doktorantka omoéwita protokét badania
doswiadczalnego przeprowadzono na 7-8 tygodniowych szczurach szczepu Wistar
(3 grupy: natywna kontrola, n=9; grupa | z jaskrg - jednostronna indukcja jaskry, n=14; oraz
grupa Il z jaskrg + AAV2 —BDNF - jednostronna indukcja jaskry poprzedzona podaniem
doszklistkowym AAV2-BDNF, n=13), procedury eksperymentalne (wywotanie jaskry,
monitorowanie cisnienia wewnatrzgatkowego, transkardialng perfuzje zwierzat, barwienie
immunchistochemiczne siatkéwek, obliczanie liczby komdrek zwojowych, badanie pifotazowe
zasiggu transfekcji wybranego wektora AAV, doszklistkowe podanie wektoréw z AAV z BDNF,
analize ilosciowa biatka BDNF i receptora TrkB w tkance siatkdwki i wzrokowej korze
mozgowej — testy ELISA). Rozdziat MATERIAL | METODOLOGIA $wiadczy, ie praca zostata

zaprojektowana przejrzyscie i szczegétowo.

Rozdziat Wyniki, w oparciu o analize statystyczng, zawiera pozyskane w toku
przeprowadzonego badania doswiadczalnego dane w zakresie oceny modelu jaskry (model
jaskry przedbeleczkowej z uzyciem mikrogranulek polistyrenowych  powoduje
natychmiastowy wzrost cisnienia wewnatrzgatkowego trwajacy kilka tygodni),
patofizjologicznych zmian w siatkéwce w przebiegu jaskry bez nadekspresji BDNF oraz z
nadekspresjg BDONF (nadekspresja BDNF zmniejsza utrate komdrek zwojowych w siatkowce
oka w przebiegu jaskry), poziomow biatka BDNF i receptora TrkB w korze wzrokowej i
siatkdwkach (u szczuréw z indukowang jaskra, nadekspresja BDNF w siatkéwce zwieksza
poziomy BDNF powyzej normalnych wartosci w obrebie siatkdwki, ale nie w korze wzrokowej;

nadekspresja BDNF normalizuje poziomy receptora TrkB w siatkéwce, nie majac wptywu



na poziom receptora TrkB w korze wzrokowej u szczuréw z indukowang jednostronnie

jaskra). Rozdziat Wyniki zilustrowany jest czytelnymi rycinami i zdjeciami preparatow.

Dyskusja odwotuje sie do wszystkich zagadnien podjetych w rozprawie. Doktorantka podzielita
ja na sekwencje dotyczace zwierzecego modelu jaskry przedbeleczkowej, charakterystyki
zmian jaskrowych, wptywu jaskry na poziom BDNF i receptora TrkB w siatkéwce, korze
wzrokowej, wplywu nadekspresji BDNF na przezywalnos¢ neurondw w jaskrze oraz
receptywnosé komorek siatkowki na neurotrofiny. Doktorantka trafnie zinterpretowata
uzyskane w badaniu wiasnym wyniki i zestawila je z wiasciwie dobranym pi$miennictwem.
Rozdziat Dyskusja zastuguje na wyrdznienie i Swiadczy o duzej wiedzy Doktorantki w zakresie

podjetego tematu.

We wnioskach Doktorantka stwierdzita, ze model jaskry beleczkowej z uzyciem mikrogranulek
polistyrenowych powoduje szybki wzrost cisnienia wewnagtrzgatkowego, trwajgcy kilka
tygodni. Jednostronna indukcja jaskry powoduje istotng utrate komérek zwojowych
siatkowki w centrum i na obwodzie oraz obustronny spadek steienia BDNF w siatkéwkach.
Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny wzrost steienia biatka TrkB w
siatkowkach wszystkich szczurow (stezenie 4- krotnie wyizsze po stronie oka z jaskrg i 2-
krotnie wyisze w siatkdwkach oka towarzyszacego w pordwnaniu z grupg zwierzat
natywnych). Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF u
zwierzat z indukowang jaskrg, powoduje znacznie mniejszg utrate komdrek zwojowych
siatkowki w centrum i pozwala na zahamowanie utraty komérek zwojowych znajdujgcych
sie na obwodzie siatkdwki. Nadekspresja BONF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2-
BDNF u zwierzat z indukowang jaskry, obustronnie zwieksza poziomy BDNF powyiej
normalnych wartosci w obrebie siatkdwki, ale nie w korze wzrokowej. Nadekspresja BDNF po
doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF normalizuje poziomy receptora TrkB w
siatkdwce, nie majgc wplywu na poziom receptora TrkB w korze wzrokowej u szczuréw z
indukowang jednostronnie jaskra. W warunkach umiarkowane] nadekspresji BDNF w
siatkowce, nie dochodzi do obnizenia stezenia receptora TrkB. Dysfunkcja w oku jaskrowym
nie jest dysfunkcjg izolowang i wywotuje réwniez zmiany w oku towarzyszacym, w ktorym nie
indukowano jaskry. Jednostronna indukcja jaskry powoduje zmiany w ilosci komdrek

zwojowych oraz steieniach BDNF i TrkB w oku towarzyszgcym, niepoddanym procedurom



zabiegowym. Pojedyncze, doszklistkowe podanie transgenu AAV-BDNF wydaje sie byé

skuteczng metoda neuroprotekcji kemdrek zwojowych siatkowki.

Przedstawione przez Doktorantke wnioski sg trafne, szczegétowe, odpowiadajg postawionym
celom pracy. Zostaly poparte wynikami analizy statystycznej. Stanowig podstawe do

kontynuacji dalszych badan w zakresie podjetego tematu.

Podsumowuijac, rozprawa doktorska lekarz Anny Wéjcik-Gryciuk, podejmuje aktualny temat
neuroprotekdji i terapii genowej jaskry w warunkach doswiadczalnych, co jest jej wyrézniajaca
wartoscig. Praca jest zaprojektowana w sposob przemyslany i ciekawy, a przyjete cele zostaty
konsekwentnie zrealizowane. Ciekawe wyniki pracy mogg przyczyni¢ sie do rozwoju badan
nad skutecznoscig i znaczeniem terapii genowej jaskry. Zaproponowany model laboratoryjny
moze zostac w przysztosci wykorzystany w badaniach nad innymi patologiami narzadu wzroku.
Przeprowadzona przez Doktorantke analiza jest bardzo doktadna i rzetelna. W catej pracy na
szczegolne wyrdznienie zastuguja rozdziaty Materiat i Metodologia, Wyniki i Dyskusja oraz

dokumentacja fotograficzna.

Wysoko oceniam wykonang przez Doktorantke prace badawczg. Wyniki projektu badawczego
Doktorantki zostaly opublikowane w czasopiémie International Journal of Molecular Sciences
w 2020 r. (Neuroprotection of Retinal Ganglion Cells with AAV2-BDNF Pretreatment Restoring
Normal TrkB Receptor Protein Levels in Glaucoma. Authors: Anna Wdjcik-Gryciuk, Olga
Gajewska-Wozniak,Katarzyna Kordecka, Pawet M. Boguszewski, Wioletta Waleszczyk,
Matgorzata Skup), Impact Factor 4.556. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz.U.2018r.
poz.1668).

Wobec powyiszego, przedstawiam Radzie Naukowej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego wniosek o dopuszczenie lekarz Anny Wojcik-Gryciuk, do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, odwotujac sie do szczegéinej wartosci pracy, wnosze o

Dr hab.n.med,

przyznanie jej wyréinienia.
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