Recenzja

rozprawy doktorskiej na stopien naukowy doktora nauk medycznych i

nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne

lek. med. Anny Wajcik — Gryciuk

NEUROPROTEKCJA KOMOREK ZWOJOWYCH SIATKOWKI W
JASKRZE EKSPERYMENTALNEJ ORAZ REGULACJA POZIOMOW
BDNF I RECEPTORA TrkB W SIATKOWCE I KORZE WZROKOWEJ

PO TRANSFEKCJI AAV2-BDNF

Jaskra jest progresywng neuropatia wzrokows, charakteryzujacg si¢ postepujaca apoptozg komorek
zwojowych siatkéwki. Jest ona jedng z gléwnych przyczyn nieodwracalnej slepoty na $wiecie.
Szacuje sig, ze w chwili obecnej na $wiecie choruje na nia ok 70mln ludzi. Nieleczona prowadzi do
nieodwracalnej utraty widzenia. Wiek jest jednym z glownych czynnikéw ryzyka rozwoju jaskry, a
zatem w zwigzku z gwaltownym starzeniem si¢ populacji ludzkiej, czgstos¢ zachorowan na jaskre
stale rosnie. Choroba ta to nie tylko osobista tragedia dla indywidualnego chorego, ale rowniez duze
obcigzenie spoleczne dla systeméw opieki zdrowotnej wszystkich krajéw na $wiecie.

Smier¢ komérek zwojowych w Jjaskrze jest spowodowana uszkodzeniem neuronu przez
niedotlenienie, dzialanie lokalnych mediatoréw tkankowych (np. glutaminianu czy tlenku azotu) lub

zaburzenia transportu aksoplazmatycznego. Wszystkie wymienione czynniki sprawcze apoptozy
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moga by¢ prowokowane przez zaburzenia perfuzji ocznej lub na drodze mechanicznej, np. presyjnej
(podwyzszone cisnienie wewnatrzgatkowe). Do prawidlowego funkcjonowania komérki zwojowej
konieczne jest bowiem stale dostarczanie do nich czynnikéw wzrostu nerwow tzw. neurotrofin, Sa to
bialka i peptydy regulujace rozwoj ukladu nerwowego, zapobiegajace apoptozie neuronéw.
Neurotrofiny sa dostarczane s do komédrek zwojowych siatkowki z mézgu drogg przepltywu
aksoplazmatycznego wstecznego. Najwazniejszy z nich do czynnik neurotroficzny pochodzenia
mozgowego (BDNF). Staly transport neurotrofin jest konieczny do roznicowania sie¢ i rozwoju
komorek zwojowych w okresie plodowym, zas po urodzeniu warunkuje prawidtowe funkcjonowanie

tych komorek. Ich brak prowadzi do apoptozy komorek zwojowych.

Celem rozprawy doktorskiej lek.med. Anny Wojcik-Gryciuk byla ocena zmian
patofizjologicznych tj. ocena stopnia utraty komorek zwojowych w oku z wywolang jaskra oraz
weryfikacja hipotezy o zmianie stezenia BDNF i receptora TrkB w siatkéwce obu oczu oraz korze
wzrokowej tozstronnej i przeciwstronnej do oka z jaskrg. Badania mialy réwniez na celu ocen¢
skutecznosci terapii genowej wywolujacej nadekspresje BDNF z uzyciem podanego doszklistkowo
konstruktu genowego AAV2-BDNF. Chciano uzyska¢ odpowiedZz na pytanie, czy nadekspresja
BDNF moze spowodowaé ochron¢ komorek zwojowych siatkowki w zwierzecym modelu jaskry

oraz jak zmiany ekspresji BDNF modyfikujg poziom receptora TrkB.

Badania przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar, ktore podzielono na 3 grupy: kontrolng, z
indukowang jaskra oraz z indukowang jaskra poprzedzong podaniem doszklistkowym iniekcji

biatka BDNF z uzyciem wektora wirusowego AAV.
Badania podzielono na dwie czesci:

W pierwszej czesSci mierzono stopien utraty komorek zwojowych w siatkowce szczurow w oku z

wywolang przez podanie do komory przedniej polistyrenowych granulek jaskra, poréwnujac ich
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liczbg z liczbg komorek w oku kontrolnym tego samego zwierz¢cia oraz siatkéwkami grupy
kontrolnej. Mierzono réwniez poziom BDNF oraz zasobnos¢ receptora TrkB w siatkéwce oraz korze

wzrokowej po stronie z wywolang jaskra oraz po przeciwnej.

W drugiej czgsci oceniono neuroprotekeyjny wplyw podwyzszonego poziomu BDNF w oku z
wywolang jaskra, badajac przezywalnos¢ komoérek zwojowych siatkéwki po podaniu
doszklistkowym iniekcji biatka BDNF z uzyciem wektora wirusowego AAV. Ponadto zbadano, czy
zwigkszony poziom BDNF wplywa na ekspresjg receptora TrkB w tkance siatkéwki i poréwnano go
z ckspresjg TrkB w korze moézgowej, aby scharakteryzowaé potencjalne zmiany adaptacyjne,

modyfikujgce receptywnosé komérek na BDNF.

Wyniki analizy statystycznej pokazaly, ze po szesciu tygodniach od indukcji jaskry w centralnej
czesci siatkowee dochodzilo do zmnigjszenia liczby komérek zwojowych o 31% w poréwnaniu do
oka towarzyszacego, nie poddanego procedurom zabiegowym tego samego zwierzecia. U zwierzat, u
ktérych w oku z indukowang jaskra wywolana zostala nadekspresja BDNF, réwniez dochodzilo do
spadku liczby komérek zwojowych w obszarze centralnym siatkowki, byl on jednak znacznie

mniejszy i ksztaltowal sie na poziomie 15%.

W obwodowych czgsciach siatkowki oka, po szesciu tygodniach od indukcji jaskry nastepowato
zmnigjszenie liczby komérek zwojowych o 29% w pordwnaniu do oka towarzyszacego nie
poddanego procedurom zabiegowym tego samego zwierzgcia, Wywolanie nadekspresji BDNF w tym
samym oku zwierzat z II grupy doswiadczalnej powodowalo ochrone komérek zwojowych na
obwodzie siatkdwki. Liczba komérek zwojowych w obwodowych czgsciach siatkowek pozostawala
niezmieniona w poréwnaniu do oka towarzyszacego, nie poddanego procedurom zabiegowym u tego

samego zwierzecia.



Warto rowniez podkresli¢, Zze liczba komorek zwojowych w siatkowkach oczu towarzyszacych nie
roznila si¢ u obu grup doswiadczalnych zwierzat, ale byla ona mniejsza od liczby komoérek

zwojowych siatkowek zwierzat kontrolnych o ok. 7%.

Przeprowadzone testy ELISA okreslajgce stezenia biatka BDNF pokazaly, ze indukcja jednostronnej
jaskry, powodowala obustronny spadek st¢zenia BDNF w siatkowkach o okoto 30% w poréwnaniu
do wartosci uzyskanych od zwierzat natywnych. Ponadto, obnizone poziomy BDNFu w siatkowkach
OP i OL byly silnie skorelowane co wskazuje, ze dysfunkcja w oku jaskrowym nie jest dysfunkcjg

izolowang i wywoluje réwniez zmiany w oku towarzyszacym.

Iniekcja doszklistkowa BDNF skutkowala znaczacym, obustronnym wzrostem poziomdéw stezen
BDNF w siatkowkach. St¢zenia te byly ponad dwukrotnie wyzsze niz u zwierzat kontrolnych i
trzykrotnie wyzsze niz u szczuréw z indukowang jaskra, kiérym nie podawano BDNF. St¢zenia
BDNF w siatkowkach oka prawego i lewego byly ze soba skorelowane, co ponownie sugeruje
mozliwosé transportu czynnika BDNF z oka prawego z indukowang jaskra do oka towarzyszacego.
Iniekcja BDNF nie miala istotnego statystycznie wplywu na wartosci st¢zen BDNF w korze

mozgowe;.

6 tygodni po indukcji jednostronnej jaskry u zwierzat, zaobserwowano obustronny wzrost st¢zenia
bialka TrkB w siatkowkach wszystkich szczuréw. Stezenie to bylo 4- krotnie wyzsze po stronie oka z
jaskra i 2- krotnie wyzsze w siatkowkach oka towarzyszacego w pordwnaniu z grupg zwierzat
natywnych. Poziomy bialka TrkB w siatkowkach oka prawego i lewego byly stabo skorelowane co
wskazuje na mozliwos¢ pojawiania si¢ procesow adaptacyjnych zwiekszajacych miejscowo synteze

TrkB.
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Doszklistkowa iniekcja BDNF, powodowala obustronng normalizacja poziomow TrkB w
siatkowkach obu oczu. Stgzenia TrkB w siatkéwce oka lewego i prawego byly silnie skorelowane co

wskazuje na silng odpowiedZz w warunkach zwigkszonej podazy BDNF.

W mézgowej korze wzrokowej nie zaobserwowano istotnych zmian w stgzeniach receptora TrkB
ani w grupie z jednostronng jaskra, ani w grupie zwierzat, ktorym przed indukcjg jaskry podano

BDNF.

Przeprowadzone badania pozwolily na wyciagniecie nastepujgcych wnioskow:

1. Model jaskry beleczkowej z uzyciem mikrogranulek polistyrenowych powoduje szybki

wzrost ci$nienia wewnatrzgatkowego trwajacy kilka tygodni.

2. Jednostronna indukcja jaskry powoduje istotng utrate komorek zwojowych siatkowki w

centrum i na obwodzie.

3. Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny spadek stezenia BDNF w siatkowkach.

4. Jednostronna indukcja jaskry powoduje obustronny wzrost stezenia biatka TrkB w
siatkéwkach wszystkich szczuréw. Stezenie to bylo 4- krotnie wyzsze po stronie oka z jaskrg i 2-

krotnie wyzsze w siatkéwkach oka towarzyszacego w poréwnaniu z grupg zwierzat natywnych.

5. Nadekspresia BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF u zwierzat z
indukowang jaskra, powoduje znacznie mniejsza utrate komérek zwojowych siatkéwki w centrum i

pozwala na zahamowanie utraty komérek zwojowych znajdujacych sie na obwodzie siatkdwki.

6. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF u zwierzat z
indukowang jaskra, obustronnie zwigksza poziomy BDNF powyzej normalnych wartosci w obrebie

siatkowki, ale nie w korze wzrokowej.



7. Nadekspresja BDNF po doszklistkowym podaniu wektora AAV2- BDNF normalizuje
poziomy receptora TrkB w siatkéwce, nie majgc wplywu na poziom receptora TrkB w korze

wzrokowej u szczuréw z indukowang jednostronnie jaskra.

8. W warunkach umiarkowanej nadekspresji BDNF w siatkowce, nie dochodzi do obnizenia

stezenia receptora TrkB.

9. Dysfunkcja w oku jaskrowym nie jest dysfunkcjg izolowang i wywoluje rowniez zmiany w
oku towarzyszgcym, w ktéorym nie indukowano jaskry. Jednostronna indukcja jaskry powoduje
zmiany w ilosci komérek zwojowych oraz stgzeniach BDNF i TrkB w oku towarzyszacym,

niepoddanym procedurom zabiegowym.

10.  Pojedyncze, doszklistkowe podanie transgenu AAV-BDNF wydaje si¢ by¢ skuteczna metodg

neuroprotekcji komoérek zwojowych siatkowki.

Dr Anna Wozniak-Gryciuk podjela w swojej pracy doktorskiej bardzo aktualny i wazny problem
naukowy. Uwaza sig, Zze neurotrofiny, a szczegdlnie BDNF, odgrywaja duza role w prawidlowym
funkcjonowaniu komoérek zwojowych i innych komoérek nerwowych, zas dysregulacja BDNF
odgrywa duzg rolg w patogenezie wielu schorzen neurodegeneracyjnych. Wyniki badan
doswiadczalnych wykazaly, ze zastosowanie BDNF moze calkowicie zmieni¢ leczenie tych chorob,
Problemem jest natomiast krotki czas dzialania tej neurotrofiny i koniecznosé czestego jej podawania
do miejsca gdzie znajduja sie¢ zmienione chorobowo komorki nerwowe, aby osiggnagé¢ dlugotrwalg

neuroprotekcje, co nie jest obecnie mozliwe klinicznie.

Praca doktorska lek.med. Anny Wozniak-Gryciuk jest napisana bardzo przejrzyscie. We wstepie

doktorantka omdwila epidemiologie, patogeneze, leczenie jaskry oraz role neuroprotekcji w terapii



tego schorzenia, ze szczegdlnym uwzglednieniem neuroprotekcyjnego dziatania neurotrofin (w tym
BDNF) na komérki zwojowe siatkowki. Doktorantka oméwita réwniez terapie genowe oraz stosowane
w nich wektory wirusowe ze szczegdlnym uwzglednieniem choréb oczu. Wstep zostal napisany
zwigzle, ale rownoczesnie wyczerpujaco, omawiajac cate zagadnienie w oparciu o najnowsze dane z
pismiennictwa $wiatowego. Ta czg$¢ pracy $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnienia,
ktéremu poswigcona jest praca doktorska, jak rowniez pi$miennictwa w tym zakresie, takze
najnowszego.

Praca doktorska oparta jest na badaniach przeprowadzonych na szczurach. W badaniach tych
wykorzystano najnowsze metody badawcze, zarowno wywolywania jaskry doswiadczalnej jak i
terapii genowej oraz oznaczania poziomu BDNF i receptora TrkB w siatkéwce i korze mozgowej.
Badania te wykonano w Pracowni Neurobiologii Widzenia Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN,
w Warszawie, jednej z wiodgcych placéwek naukowych w Polsce. Ta czgéé pracy $wiadczy o
swietnie opanowanym przez doktorantke warsztacie naukowym na tak trudnym polu jak badania
doswiadczalne. W badaniach tych zastosowano najnowsze, na $wiatowym poziomie, metody
badawcze zaréwno jesli chodzi o stosowanie wektoréw wirusowych sprzezonych z badanymi
czynnikami jak i oznaczania ich poziomu w tkankach oka i mézgu.

Otrzymane wyniki zostaly przejrzyscie przedstawione i poddane wlasciwej analizie statystycznej. W
pracy zwraca uwage bardzo obszerna dyskusja, w ktorej bardzo dokladnie i wyczerpujaco
oméwiono uzyskane wyniki. Swiadczy ona o glebokiej znajomosci zagadnienia przez doktorantke.
Wyniki pracy zostaly wlasciwie sformulowane we wnioskach. Praca zakoriczona jest obszernym
(180 pozycji, gldwnie z ostatnich 10 lat) spisem pismiennictwa, ktéry przemawia roéwniez za bardzo

dobra znajomoscia calosci zagadnienia przez doktorantke.
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Praca doktorska lek. med. Anny Wozniak-Gryciuk stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego. W mojej ocenie rozprawa doktorska spetnia wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).

W zwigzku z tym chcialbym przedstawic Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie lek. med. Anny Wozniak-
Gryciuk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie wnosz¢ o wyrdznienie niniejszej pracy doktorskiej. Doktorantka podjela bowiem
bardzo wazny temat badawczy, kitérego praktyczne rozwigzanie moze przyczyni¢ si¢ do catkowitej
zmiany w leczeniu wielu schorzen neurodegeneracyjnych, w tym jaskry. W pismiennictwie
swiatowym jest obecnie niewiele doniesien dotyczgcych tego zagadnienia. W pracy badania
przeprowadzono na nowoczesnym modelu doswiadczalnym jaskry. W badaniach tych wykorzystano
najnowsze metody badawcze dotyczace terapii genowej, oznaczania poziomu BDNF jak i receptora

TrkB w siatkéwce i korze mozgowej oraz znakowania i obliczania komérek zwojowych siatkéwki .

Prof. dr n. med. Marek E. Prost
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