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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
lek. Anny Wojcik-Gryciuk pt. ,Neuroprotekcja komdrek zwojowych
siatkdwki w jaskrze eksperymentalnej oraz regulacja pozioméw BDNF
i receptora TrkB w siatkdwce i korze wzrokowej po transfekcji AAV2-BDNF”,
wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. n. med. Piotra
Skopinskiego w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
Polskie} Akademii Nauk w Warszawie.

Jaskra jest przewlekly, neurodegeneracyjng choroba powodujaca uszkodzenie
komérek zwojowych siatkowki oraz wyiszych pieter drogi wzrokowej. Nieleczona
jaskra moze prowadzi¢ do catkowitej i nieodwracalnej élepoty. Swiatowa Organizacja
Zdrowia uznata jaskre za chorobe spoleczng, bedacg gléwna przyczyna
nieodwracalne] Slepoty na $wiecie. Jej skryty przebieg powoduje, ie w chwili
rozpoznania jest juz zwykle przyczyna znacznego uposledzenia widzenia,
LPodstepnosc” jaskry zwigzana jest przede wszystkim z faktem, iz we weczesnych
stadiach przebiega ona bezobjawowo powodujac powolng utrate obwodowych
czesci pola widzenia. Choroba zaczyna byé dostrzegalna w chwili, gdy ograniczenie
pola widzenia jest na tyle znaczne, ze wplywa na codzienne funkcjonowanie chorych.
Szacuje sie, ze okoto 70 miliondw osdb na Swiecie cierpi z powodu jaskry, co stanowi
okoto 1-2% swiatowe] populacji. Rocznie przybywa okoto 7,5 min nowych
zachorowan, a catkowita liczba chorych na jaskre moze osiggnac 76 milionow w 2020
i nawet 112 miliondw w 2040 roku. Przyczyng znacznego wzrostu czestosc
wystepowania tej choroby jest globalny proces starzenia sie spoleczerdstwa oraz
choroby cywilizacyjne — przede wszystkim cukrzyca i choroby sercowo-naczyniowe.
W Polsce problem jaskry szacunkowo dotyczy liczby okolo 700 000 oséhb, z czego
przypuszcza sie, Ze nawet potowa nie wie o swojej chorobie.

W populacji europejskie], okoto 70% przypadkdw jaskry jest zwigzanych
z podwyiszonym cisnieniem wewnatrzgatkowym — najwainiejszym, mierzalnym
czynnikiem ryzyka. Pierwotnie sadzono, ie jaskra jest wywotana jedynie
podwyiszonym cisnieniem wewngtrzgatkowym. Obecnie uwaza sie, 2e za rozwdj
jaskry odpowiedzialne jest nie tylke podwyiszone cisnienie wewngtrzgatkowe, ale

réwnie? szereg innych czynnikow — stres oksydacyjny, starzenie sie arganizmu,
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zaburzenia krazenia itd. Obecna terapia jaskry oparta jest przede wszystkim na réznych metodach obnizania
tisnienia wewngtrzgatkowego. Jednakze, progresja utraty wzroku postepuje nadal u czeéci pacjentéw,
pomimo stosowania maksymalnych dla oka dawek lekow obnizajacych cidnienie. Na chwile obecna brakuje
skutecznych terapii neuroprotekcyjnych (czyli chroniacych komérki nerwowe, a takimi sg komorki zwojowe
siatkdwki, przed obumieraniem), ktére mozna stosowac w jaskrze. W zwigzku z tym, poszukiwanie takich
terapii, umoizliwiajgcych zahamowanie cbumierania komorek zwojowych siatkéwki oraz pobudzenia ich
regeneracji {czyli odnawiania sig) wciaz jest waznym i aktualnym problemem. Innowacyjnym kierunkiem w
badaniach nad neuroprotekcjg w jaskrze sa préby zastosowania terapii komorkowych oraz terapii genowych,
jednak jak dotad nie zidentyfikowano konkretnych genow jednoznacznie odpowiedzialnych za rozwdj tej
choroby. W ostatnich latach, terapie genowe stosowane w eksperymentalnej okufistyce, wydaja sie byé
obiecujgcym kierunkiem badar, ktéry daje nadzieje na opracowanie nowych, skutecznych metod
terapeutycznych w jaskrze. Efekty terapii genowej mogg poprawi¢ kamfort 2ycia pacjentow, jak rownies,
dzigki prewencji utraty wzroku, wptynaé na ich czynny udziat w 2yciu spoteczno-zawodowym,

Sposrod wielu réinych nowoczesnych strategii terapeutycznych, terapie genowe zyskujy coraz wieksze
zainteresowanie w spotecznosci naukowej, a techniki inzynierii genetycznej rozwijajq sie coraz dynamiczniej,
umozliwiajac nowe sposoby interwencji w chorobach neurodegeneracyjnych, w tym w neuropatii jaskrowej.
Pomimo, iz patogeneza jaskry nie jest w pelni poznana, zaburzenia transportu wstecznego czynnikow
neurotroficznych w obrebie aksondw komdrek zwojowych jest jednym z pewnych i udowodnionych
mechanizméw, uczestniczgcych, lub nasilajgcych kaskade patomechanizmu molekularnego jaskry. Zgodnie
z doniesieniami w literaturze, suplementacja siatkdwki BDNF stosowana we wczesnych badaniach
eksperymentalinych wykazuje potencjalne dziatanie ochronne wobec kamérek zwojowych siatkdwki, jednak
dzialanie tego czynnika w formie biatkowe] ma bardzo ograniczony czas z uwagi na obecnosé enzymow
proteolitycznych w obrebie ciata szklistego. Iniekeje wektoréw wirusowych zawierajgce konstrukt genowy
(AAV-BDNF) s dla odmiany atrakcyjng alternatywa umozliwiajacg diugoczasowe podwyiszenie stezenia

BDNF i wsparcie przezycia komorek zwojowych siatkowki.

Wobec powyiszych rozwazari, temat rozprawy doktorskiej Kandydatki uwaiam za wainy i ciekawy, jednak
sam temat nie jest nowatorski. Jakkolwiek, efekt dziatania BDNF oraz proby zastosowania terapii genowej z
wykarzystaniem tego czynnika sa znane w literaturze, na uwage zwraca pomyst polaczenia modelu jaskry z
wysokim ci$nieniem oparty na modelu przedbeleczkowej okluzji trabekulum wraz z iniekcjg AAV-BDNF do
ciafa szklistego szczura, co nosi znamiona nowosci w temacie. Godny podkresienia i pochwaly jest rowniez
fakt zainteresowania tematem eksperymentainym Kandydatki, ktéra na co dzien jest praktykujgcym

lekarzem okulistg.
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Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi 121 stron tekstu, z czego 75 stron stanowi wilasciwy
tekst pracy, natomiast na pozostatych stronach umieszczono strone tytulowa, podziekowania, spis tresci, spis
rycin, wykaz skrotéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, pismiennictwo, spis zdjec oraz tabel.
Manuskrypt ma typowy podzial na podrozdzialy i sktada sie z wstepu — 28 stron, zatoien, celu i metodyki
pracy — 26 stron, wynikéw — 10 stron, dyskusji — 9 stron oraz wnioskéw — 2 strony. Zwraca uwage pewna
dysproporcja w stosunku do standardowo przyjetych schematow, spowodowana doscé zwigzlg dyskusjg
stanowigcy jedynie 9 stron calej rozprawy. Praca przedstawiona przez Doktorantke zawiera dodatkowo 9
rycin, 9 zdje¢ oraz 3 tabele. Rozprawa poparta jest 179 pozycjami piémiennictwa, uporzgdkowanych w

kolejnosci alfabetycznej.

Przechodzgc do szczegolowej analizy rozprawy, przedstawiam moje uwagi. Wykaz rycin i skrétéw zostat
skonstruowany w wiasciwy sposcb, jednak zawiera kilka bledéw w tlumaczeniu angieiskich nazw, CNTF
tlumaczy sig prawidlowo jako rzeskowy czynnik neurotroficzny, NGF jako czynnik wzrostu nerwu, OCT jako
optyczng koherentna tomografig, PACG jako jaskre pierwotng zamknigtego kata. Streszczenie polskie i
angielskie, w syntetyczny sposob przedstawiajg zarys dysertacji i stanowig dobrze dopracowane
wprowadzenie w temat, jednak ttumaczenie polsko-angielskie nie jest do korica precyzyjne, np. w wersji
polskiej uzyty model jaskry nazwany jest beleczkowym, w wersji angielskiej przedbeleczkowym, ktéry to
termin jest prawidlowym, poniewa: podawane do komory przedniej polistyrenowe mikrosfery powodujg
obturacje kata przesgczania, nie wplywajac na beleczkowanie samo w sobie.

Wstep dysertacji stanowi najbardziej rozbudowang czesé rozprawy, omawiajacg po kolei zagadnienia
patomechanizmu jaskry, epidemiologii i podziatu klinicznego jaskry, czynnikéw ryzyka, obecnych metod
leczenia farmakologicznego, chirurgicznego i laserowego, neuroprotekcji z uwzglednieniem citikoliny,
neurotrofin oraz metod zwigzanych z terapiami genowymi. Jako podsumowanie wstepu, Doktorantka
przyblizyla metodologie stosowania wektorow wirusowych oraz ich uzycia w okulistyce. W obrebie wstepu
istnicje kilka fragmentow wymagajacych komentarza i usci§lenia. Podwyiszone ciénienie wewnatrzgatkowe
obecnie uznaje sig jako gidwny czynnik ryzyka rozwoju neuropatii jaskrowej, nie jako jej bezposredni czynnik
sprawczy. Przenoszenie uszkodzenia z jednego neuronu na drugi nosi nazwe wtdrnej degeneracji i zachodzi z
udziatem synaps elektrycznych, zwanych inaczej polaczeniami szczelinowatymi. W podsumowaniu czesci
ogolnej wstgpu Doktorantka stwierdza, iz w chwili obecnej brak jest skutecznych metod neuroprotekeji,
jednak istnieje wiele badarn klinicznych w tym zakresie. W tym miejscu, jako iz jest to praca eksperymentalna,
dotyczgca neuroprotekcji, niejako brakuje opisu tych terapii, choéby z wykorzystaniem CNTF, w formie
implantu Renexus, ktéra ma udowodnione dziatanie neuroprotekcyjne w przebiegu jaskry. Informacjom

przedstawionym we wstepie brakuje nieco nowatorskiego podejscia, szczegélnie w obliczu dynamicznego
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rozwoju dziedziny jaka jest okulistyka eksperymentaina i badania translacyjne. W podrozdziale dotyczgcym
epidemiologii jaskry uzyte pismiennictwo jest doé¢ nieaktualne i bazuje na pozycjach z korica lat 90-tych
ubiegltego wieku. W podrozdziale dotyczagcym czynnikéw ryzyka rozwoju jaskry, Doktorantka opisuje
zaleznos¢ pomigdzy neuropatia jaskrowa, a chorobg Alzheimera i chorobg Parkinsona. Cytowane pozycje nie
wyczerpujg tego zagadnienia w sposéb satysfakcjonujacy, szczegdlnie biorgc pod uwage, ie modulatory
amyloidu beta (np. GAL-101) w chwili obecnej stosowane 53 juz z sukcesem w badaniach klinicznych do
neuroprotekcji w jaskrze. W podsumowaniu, Doktorantka stwierdza iz »-0stateczng i bezposirednia
przyczyng utraty wzroku we wszystkich rodzajach jaskry jest émieré komérek zwojowych i ich aksondw.
Dochodzi do niej na drodze mechanicznego uszkodzenia komdrek zwojowych pod wplywem wysokiego
cisnienia w gafce ocznej. Alternatywnie, w przebiegu jaskry normalnego cisnienia, zaburzenia gradientu
cisniert po obu stronach blaszki sitowej moga réwniez prowadzi¢ do barotraumatycznego uszkodzenia nerwu
wzrokowego, zmian niedokrwiennych w obrebie nerwu wzrokowego i 2aburzen w transporcie neurotrofin...”,
co niejako przeczy obecnej wiedzy na temat jaskry. Przedstawione przez Doktorantke stwierdzenie opisuje
jedynie teorie patomechanizmu jaskry, natomiast molekularny patomechanizm tak naprawde jest wcigz
nieznany. Doktorantka nie bierze pod uwagg np. zagadnienia nadcisnienia ocznego, gdzie podwyiszone
cisnienie wewngtrzgatkowe, mimo obecnosci barotraumy, nie powoduje uszkodzenia komérek zwojowych
siatkowki. W podrozdziale ,Obecne Metody Leczenia”, Doktorantka w sposGb wyczerpujacy opisuje
zagadnienie terapii jaskry. W opisie lekéw bimatoprost zostat przedstawionyu jako analog prostaglandyn,
gdzie w rzeczywistosci jest prostamidem. W kilku miejscach w dysertacji Doktorantka stosuje potoczne
okreslenia typu ,cisnienie w oku”, ktdre powinny zostac zastapione profesjonalng terminologia, np. ciénienie
wewnatrzgatkowe. Zastosowane przez Autorke stwierdzenie , leki obnizajgce cisnienie wewnatrzgatkowe u
pacjentow z jaskrg wywoluja swoj neuroprotekeyjny efekt poprzez ochrong aksondw komodrek zwojowych
przed barotraumatycznym uszkodzeniem” jest bardzo duzym uproszczeniem. Jak wiemy, szereg lekow
p/iaskrowych dziala na drodze receptorowej, bezposrednio oddziatywujgc na szlaki apoptotyczne w
komoérkach zwojowych, np. brimonidyna, analogi prostaglandyn, co jest efektem niezaleznym od wartosci
cisnienia wewngtrzgatkowego. W opisie metod chirurgicznych Doktorantka powotuje sie na mikrostent
CyPass, ktory zostat wycofany z uzycia klinicznego ze wzgledow bezpieczernstwa. Metoda TSCP wykorzystuje
koagulacje, nie ablacje ciala rzeskowego. Rozdzial dotyczacy neuroprotekcji w jaskrze nie przedstawia
aktualnych trendéw rozwoju tego zagadnienia, rozdziat ten powinien przedstawia¢ zagadnienie w sposob
bardziej szczegdtowy zwaiywszy, iz przedstawiona dysertacja dotyczy metod neuroprotekeji w jaskrze.
Doktorantka stwierdza, iz fadne z diugoterminowych badan nie potwierdza skutecznosci zadnego z
czynnikow neuroprotekeyjnych, co jest nieaktualng wiedza. Co prawda zaden z czynnikow o potwierdzonej

skutecznosdci nie znajduje sie jeszcze w powszechnym uzyciu klinicznym w jaskrze, jednak istnieje wiele
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testowanych z sukcesem w trialach klinicznych. Podrozdziat dotyczacy neurotrofin w spos6b przejrzysty i
wyczerpujacy opisuje rolg tej rodziny biatek w patogenezie neuropatii i jest niewgtpliwie mocna strong pracy.
Podobnie opis technik terapii genowych i ich zastosowania w okulistyce. Pewien niedosyt budzi tu jedynie
ograniczenie opisu stosowanych terapii genowych do wrodzonej ilepoty Lebera. Obecnie ta dziedzina
okulistyki jest szerzej rozwinigta, a terapia genowa stosowana jest rowniez w leczeniu choroideremii,
okreslonych postaci zwyrodnienia barwnikowego siatkowki i monochromatyzmu czopkowego, a najnowszym
osiggnigciem medycyny w tym zakresie jest komercyjnie dostepny produkt o nazwie Luxturna.
Podsumowujgc, wstep dysertacji w sposéb obszerny wprowadza czytelnika w temat dysertacji i pomimo
pewnych uchybied i brakow nalezy pozytywnie oceni¢ szeroki sposob przedstawienia problemu przez
Kandydatke.

Zaiozenia i cele dysertacji przedstawione sa w jasny i logiczny sposob. Doktorantka stawia 5 gléwnych celéw
badawczych. Zatozone cele znajdujg odzwierciedlenie w przedstawionych wynikach. Doktorantka konkretnie
okreslita cel swoich badan i przyjeta stuszne hipotezy badawcze.

Rozdziat ,Materialy i Metodologia Badan” przedstawia w szczegolowy sposob zastosowane metody
badawcze. Badania przeprowadzone zostaly na szczurach Wistar po uzyskaniu stosownej zgody komisji
etyczne]. W swojej pracy Doktorantka podzielita zwierzeta na 3 grupy — grupe zwierzat zdrowych (n=9), grupe
zwierzat z wywotang jaskrg (n=14) oraz grupe zwierzat z wywotang jaskra oraz iniekcjq AAV-hBDNF {n=-13),
Analizujgc metodologie dysertacji, moina zidentyfikowac dwa podstawowe problemy, brak wiasciwej grupy
kontroinej oraz zastosowanie konstruktu DNA niezgodnego gatunkowo. Analizujgc problem grupy kontrolnej,
Doktorantka badata zwierzeta zdrowe, zwierzeta z indukeja jaskry oraz zwierzeta z indukcja jaskry i leczeniem
AAV-BDNF. Brak jest tu grupy zindukcja jaskry i iniekcja swoistego ,placebo” (PBS, inaktywowany wirus, wirus
bez genu), ktére stanowityby wlasciwg grupe kontroing. Bez posiadania takiej grupy kontrolnej nie moina
jednoznacznie odpowiedziec, czy uzyskany efekt jest spowodowany wprowadzeniem genu dla BONF, czy
samg procedurg iniekcji. Wiadomym jest, iz iniekcja wewnatrzgatkowa u szczura moze prowadzi¢ do
uwalniania krystalin soczewki oka, ktére same w sobie mogg powodowac indukcje BDNF i bezposrednio
dziatad neuroprotekcyjnie. Brakuje rowniez dowodu na skutecznosé transdukcji wirusowej. Zdrowe zwierze
2 podanym konstruktem DNA i oznaczeniem zawartoéci BDNF bytoby wystarczajgcym dowodem, ktérego
jednak brakuje w dysertacji. Doktorantka nie uzasadnia wyboru ludzkiego genu dla BDNF w swojej pracy.
Pomimo, iz gen ludzkii szczurzy dla BDNF cechuja sie dos¢ duza homologia, wybor ten powinien byé doklgdnie
uzasadniony w dyskusji. Id3 dalej, zastosowanie ludzkiego genu u szczura rodzi pytanie, czy oznaczany poziom
BDNF pochodzi z egzogennego genu, czy z genu wiasnego, ktory ulegt indukcji na skutek urazu komorki,
poniewaz wybrany przez doktorantke kit ELISA jest specyficzny dia BDNF obu gatunkéw. Kolejnym pytaniem

jest czy ludzki BONF moie wplywaé na ekspresje szczurzego receptora TrkB? Przytoczone przeze mnie
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aspekty, jesli nie uwzglednione na etapie planowania pracy, powinny znaleié oméwienie w ramach dyskusji
dysertacji. Wybrane przez Doktorantke metody analizy siatkdwek i analizy poziomu biatka nie budzg
wigkszych zastrzezen, poza specyficznosciq wspomnianego testu ELISA. Interesujgcym pomystem, ktory
zasiuguje na podkreslenie jest liczenie komarek zwojowych siatkdéwki z podziatem na centralng i obwodowg
czgs¢, co w obliczu rdznic rozmieszczenia komorek uwiarygadnia wyniki. Rowniez zastosowanie perfuzji
zwierzat buforem z heparyna przed pobraniem probek do analizy biatka jest ciekawym pomystem, ktory
dzigki eliminacji biatek krwi, daje moiliwosc precyzyjniejszego oznaczenia stezenia biatka zwiazanego z
komdrkowa komponentg siatkowek. Zastosowanie gquenchingu glicyng uwiarygadnia barwienie
immunofluorescencyjne. Wszystko to s$wiadczy o dobrej znajomosci metod laboratoryjnych przez
Doktorantkg. Niewielki niedosyt budzi znikomy materiat z barwienia immunohistochemicznego,
ograniczajacy sig jedynie do markera komdrek zwojowych - Brn3a. Opis pozostatych metod badawczych —
indukcja jaskry, pomiar cisnienia wewnatrzgatkowego, iniekcji doszklistkowej, perfuzji transkardialnej oraz
przygotowania probek i liczenia komérek zwojowych siatkdwki nie budzi zastrzezen i wykonane zostaly na
wysokim poziomie. W opisie transdukcji brakuje informaciji o liczbie kopii wirusa podanej na oko szczura, co
bytoby zgodne z przyjetymi zasadami opisu dawki w terapiach genowych. W tekicie dysertacji terminy
transdukcja i transfekcja uzywane sg zamiennie, mimo iz oznaczajg réine techniki dostarczania genu do
komarki,

Analiza statystyczna i wybrane testy statystyczne sg wiasciwe i nie budzg watpliwosci. Na pozytywne
podkreslenie zastuguje wykorzystanie testow posthoc, o ktorych bardzo czesto zapomina sie przy grupach z
wielkokrotnymi powtdrzeniami. W rozdziale ,Wyniki” Doktorantka dokumentuje poszczegdlne skiadowe
analiz w formie tekstowej, tabel i rycin. Zastosowany model eksperymentalny jaskry zapewnial stabilny
wzrost cisnicnia wewnatrzgatkowego przez 6 tygodni obserwacfi, a wartosci ciénier nie réinity sie
statystycznic po doszklistkowym podaniu wirusa. W przebiegu wyindukowanego nadciénienia ocznego
Doktorantka zaobserwowata utrate komdrek zwojowych siatkdwki zaréwno w centrum jak i na obwodzie
siatkowki, co udokumentowane rdéwnie: zostalo w postaci odpowiedniego  barwienia
immunohistochemicznego. Opisujgc wyniki liczenia komdrek zwojowych siatkéwki Autorka posiuguje sie
terminem liczba komorek, gdzie w rzeczywistosci jest to ich gestosé. W przebiegu jaskry, utrata komérek
zwojowych siatkdwki wynosita okoto 31% w centrum i 29% na obwodzie, co jest pordwnywalne z dostepnymi
doniesieniami z literatury. Po zastosowaniu terapii BDNF utrata ta wynosita 15% w centrum, utrata % na
obwodzie nie zostala podana przez Autorke. W rozdziale tym brakuje uwzglednienia grupy kontrolnej oraz
walidacji transfekcji komorek zwojowych z wykorzystaniem AAV. W przedstawionych wynikach nie ma
wystarczajgcych dowoddw, i2 to transfekeja, a nie iniekcja doszklistkowa sama w sobie jest odpowiedzialna

za wzrost BDNF. Postawiong przez Doktorantke teze ratuje przedstawienie korelacji pomiedzy poziomem
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BDNF a liczba komdrek zwojowych, co jednak dowodzi jedynie efektu terapii, bez udowodnienia jej
zatozonego mechanizmu. Doktorantka podsumowuje rozdziat stwierdzeniem, iz nadekspresja BDNF
~Odwraca efekty jaskry”, co jest daleko idgcg nadinterpretacja, poniewai terapia w swoim zatozeniu jest
neuroprotekcyjna, nie neuroregeneracyjna i zaaplikowana zostata przed indukcjg uszkodzenia. Doktorantka
opisuje, i2 na obwodzie ggstosc komdrek zwojowych siatkéwki pozostala praktycznie niezmieniona, jednak
poziom prawdopodobieristwa p=0,038 $wiadczy o istotnej réznicy. W kolejnych podrozdziatach Kandydatka
opisuje wplyw podwyiszonego cisnienia wewnatrzgatkowego oraz transfekcji AAV-BDNF na zawartoséé BDNF
w homogenatach siatkdwek i kory wzrokowej. Doktorantka uzyskata nastepujgce wyniki: w przebiegu jaskry
poziomy BDNF w obu oczach obnizaly sig do 70% wyjsciowej wartosci. Co ciekawe, poziomy BDNF w oku
zdrowym pozostawaly w siinej korelacji z tymi w oku z jaskra, co stanowi bardzo interesujacy aspekt pracy.
Po zastosowaniu terapii genowej, poziomy BDNF wzrastaty dwukrotnie w stosunku do zdrowych zwierzat.
Podobnie jak w przypadku nieleczonej jaskry, réwnie i tutaj poziom BDONF w oku zdrowym wzrastal w sposcb
skorelowany z okiem leczonym. Poziomy BDNF w korze wzrokowej nie ulegaly zmianie pod wplywem terapii
genowej. Zmiany w poziomie BDNF skutkowaly ujemng korelacja z stezeniem receptora TrkB w siatkéwce w
przypadku zwierzat nieleczonych. U zwierzat po transfekcji BDNF obserwowano pozytywng korelacje, co
moze dowodzi¢, e zastosowany ludzki BONF nie wykazuje sprzgzenia zwrotnego z szczurzym receptorem, a
co nie zostato uwzglednione w uzasadnieniu Doktorantki,

Rozprawa doktorska koriczy sig zwigzta, 9-stronicowg dyskusja, podsumowujaca wyniki apisane w dysertacji,
brak jest jednak nieco szerszego odniesienia uzyskanych wynikéw do danych literaturowych. Dyskusja
rozpoczyna sig odniesieniem do celu dysertacji ,,...zbadaniu mechanizmu rozwoju jaskry na drodze zaburzonej
podazy czynnika neurotroficznego BDNF dla komérek zwojowych siatkawki...” co jest niezgodne z zalozonym
celem na wstepie pracy. Doktorantka skupia sie na zbadaniu efektu terapii AAV-BDNF, nie na badaniu
patomechanizmu jaskry. W kolejnych akapitach Autorka opisuje szczegétowo walory szczurzego modelu
jaskry przedbeleczkowej i szczegdtowo charakteryzuje zmiany jaskrowe w uzyskanym modelu. Prawidlowo
prowadzona dyskusja i konfrontacja z danymi literaturowymi udowadnia, iz Doktorantka doglebnie zna i
rozumie temat modeli eksperymentalnych jaskry. W czesci dyskusji dotyczacej ekspresji BDNF i receptora
TrkB, Doktorantka stwierdza, i7 podanie AAV-BDNF skutkowalo obnizeniem ekspresji TrkB, co jest sprzeczne
z przedstawionymi przez nig wynikami, gdzie w wynikach opisuje, iz podanie AAV-BDNF normalizuje obnizony
poziom TrkB i wykazuje dodatnig korelacje z poziomem BDNF, co znaczy, ie wraz z wzrostem BDNF roénie
TrkB. W dyskusji brakuje odniesienia si¢ do stabych stron pracy jakimi sa zastosowanie wektora z ludzkim
genem dla BDNF i mozliwych implikacji dta projektu oraz brak wiasciwej grupy kontrolnej. Nalezatoby rowniez
umiesci¢ w dyskusji mozliwe inne przyczyny podwyiszonego stezenia BDNF. Z uwagi na fakt, iz analizowane

byty homogenaty tkankowe - nie daje to odpowiedzi czy podwyiszone BDNF w siatkowkach tozsame byloz
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podwyZszeniem zawartosci bialka w komdrkach 2wojowych siatkdwki, czy np. zwigzane bylo z reaktywna
glejoza. Barwienia siatkdwek w kierunku ekspresji BDNF | GFAP mogtoby rozwiac te watpliwosci. Pomimo
zwigztosci dyskusji i mimo pewnych uchybier, porusza ona kluczowe aspekty pracy i podsumowuje wyniki
uzyskane przez Doktorantke. Na podstawie przeprowadzonych badari, Doktorantka wyciggnela 10 wnioskdw,

ktdre w wiekszosci odpowiadajg na pytania postawione w zatozeniach pracy.

Podsumowujac, temat pracy zostat dobrze wybrany, jest ciekawy, a jego wybrane aspekty majg znamiona
nowatorskosci. Doktorantka wykazata si¢ dobrg wiedza w ramach poruszanych zagadnien, dobrze dobrata
metody badawcze i starannie opracowata wyniki. Kandydatka nie unikneta pewnych btedéw przy prezentacji
celdw i wynikéw pracy, ktore pozwolityby uczynié dysertacje bardziej przejrzystg i klarowng, a wyniki poparte
wiarygodniejszymi dowodami. Niemniej, przedstawione wnioski poparte sa interesujgca, aczkolwiek zbyt
syntetyczng dyskusjg, zawierajg tei odpowiedzi na postawione sobie pytania badawcze. Praca jest
wartosciowym dorobkiem Doktorantki, a wyniki pracy zostaty opublikowane w recenzowanym czasopismie
naukowym. Przedstawione przeze mnie uwagi nie umniejszajq wartosci merytorycznej pracy. Ninigjszym
stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Anny Wajcik-Gryciuk 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 przedstawi¢ Radzie Dyscyplin Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego wniosek o dopuszczenie lek. Anny Wéjeik-Gryciuk do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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