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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych | nauk o zdrowiu
lek. Anny Wojcik-Gryciuk pt. ,Neuroprotekcja komdrek zwojowych
siatkowki w jaskrze eksperymentalne] oraz regulacja poziomdw BDNF
I receptora TrkB w siatkowce | korze wzrokowej po transfekc)i AAV2-BODNF",
wykonane] pod kierunkiem promotora prof. dr hab. n. med. Piotra
Skopinskiego w Instytucie Biologii Doswiadczalne] im. Marcelego Nenckiego
Polskiej Akademii Mauk w Warszawie.

Jaskra jest prrewlekly, neurodegeneracyjna choroby powodujaca wsrkodzenie
komorek zwojowych siathowki oraz wyiszych pigter drogi wirckowe|. Nieleczona
jaskra moie prowadzic do catkowite] | nieodwracalnej Slepoty. Swiatowa Organizacjz
Zdrowia wznala jaskre za chorobe spolecina, bedacy glowna przyczyng
nieodwracalne] flepoty na fwlecie. Jej skryly priebieg powoduje, ze w chwill
rogpoznania  jest jui  rwykle prryezyna znacinego uposledzenia widzeniz
LPodstepnodd” jaskry Zwigzana jest przede wsrystkim z faktem, i2 we weczesnych
stadiach priebiega ona berobjawowo powodujac powolng utrate obwodowych
crgsci pola widzenia, Choroba zaczyna by dostrzegalna w chwili, gdy ograniczenie
pola widzenia jest na tyle znaczne, ie wplywa na codzienne funkecjonowanie chorych.
szacuje sie, 2e okoto 70 milondw osdb na fwiecle clerpi ¢ powodu jaskry, co stanowi
okoda 1-2% dwiatowe)] populacji. Rocznie przybywa okolo 7.5 min nowych
zachorowan, a catkowita liczba chorych na jaskre moie osiggnad 76 miliondw w 2020
i nawet 112 miliondw w 2040 roku. Priyciyng inacinego werosty czestoscl
wystepowania tej choroby jest globalny proces starzenia sig spoleczerstwa oraz
choroby cywilizacyjne — przede wszystkim cukrzyca | choroby sercowa-naczyniowe.
W Polsce problem [askry szacunkowo dotycey liczby okolo 700 000 osdb, z czego
prrypuszcza sie, ie nawet polowa nie wie o swajej chorobie.

W populacji europejskiej, okolo 70% przypadkow jaskry jest zwigzanmych
1 podwyistonym ciinieniem wewngtrzgatkowym - najwainiejszym, mierzalnym
cynmikiem  ryryka. Pieravotmie sgdrono, ie jaskra jest wywolana jedynie
podwyiszonym ciénieniern wewngtrigalkowym. Obecnle uwaka sie, 1e 23 rozwadj
jaskry odpowiedzialne jest nie tylke podwyiszone dénienie wewngtrzgalkowe, ale

rdwniek szereg Innych ceynnikdw — stres oksydacy]ny, starzenle sig organizmu,
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raburzenia krgienia itd. Obecna terapia jaskry oparta jest prrede wizystkim na rddnych metodach obnitania
ciénlenia wewngtrzgatkowego. Jednakie, progresja utraty wiroku postgpuje nadal u czescd pacjentdw,
pomimo stosowania maksymainych dla oka dawek lekdw obnitajacych cisnienie. Na chwile obecng brakuje
skutecznych terapil neuraprotekeyjnyeh (cayli chronigoych komarki nerwowe, a takimi 53 komorki zwojowe
siatkdwki, przed obumieraniem), ktére motna stosowac w |askrze. W zwigzku z tym, poszukiwanie takich
terapii, umoiliwiajgcych zahamowanie obumierania komdrek zwojowych siatkdwki oraz pobudzenia ich
regenerac)i (czyli cdnawiania sig) weial jest wainym | aktualnym problemem. Innowacyjnym kierunkiem w
badanlach nad neuraprotekejg w jaskrze sq préby rastosowania terapii komarkowych oraz terzpii genowych,
jedrak jak dotad nie zidentyfikowano kankretnych pendw |ednoznacinie odpowledzialnych za rozwdj tej
choroby. W ostatnich latach, terapie genowe stosowane w eksperymentalnej okulistyce, wydajg sic byt
obiecujgcym  kierunkiem badad, ktdry daje nadzieje na opracowanle nowych, skutecznych metod
terapeutycznych w jaskrze, Efekty terapii genowej mogy poprawic komfort tycia pacjentdw, jak rowniez,
dzigki prewenci utraty waroku, wplynaé na ich czynny udzial w iyciu spoleczno-zawodowym.

spodrdd wielu réinych nowoczesnych strategll terapeutycznych, terapie genowe 2yskujy corar wisksze
tainteresowsnie w spolecznosci naukowe], a techniki intynieril genetyczne] rozwijajq sie coraz dynamiczniej,
umaoiliwiajge nowe sposaby interwenci w chorobach neurodegeneracyjrvch, w tym w ne uropatii jaskrowej.
Pomimo, 1t patogeneza jaskry nie jest w pelni poznana, zaburzenis transportu wstecznego crynnikow
newrotroficznych w obrebie aksondw komdrek zwojowych jest jednym & pewnych | wdowodnienych
mechanizmow, wczestniczgeyeh, lub nasilajaoych kaskade patomechanizmu molekularnego jaskry. Zgodnie
i doniesieniami w literaturze, suplementacja siatkdwki BDNF stosowana we wiczesmych badaniach
eksperymentalnych wykazuje potencjalne dziatanie echronne wobec komérek zwojowych siatkdwki, jednak
dzialanie tego ciynnika w formie bialkowej ma bardzo ogranicreny czas z uwagl na obecnosic BRZYMOwW
proteclitycznych w obrgbie ciata szklistego. Iniekcje wektordw wirusowych 2awierajace konstrukt genowy
|AAV-BONF| 53 dla odmiany atrakeyjng alternatywa umotliwiajacs diugoczasowe podwyiszenie steienia
BONF i wsparcie przedycia komdrek :wojowych siatkdwki.

Wobec powyiszych rozwaian, temat rozprawy doktorskiej Kandydatki uwazam za wainy | ciekawy, jednak
sam temal nie jest nowatorski. Jakkolwiek, efekt dzialania BONF oraz proby zastosowania terapii genowej 2
wykorzystaniem tege czynnika sg znane w literaturze, na uwage zwraca pomysi polgczenia modelu jaskry z
wysokim cisnieniem oparty na modeiu preedbeleczkowe] okluzji trabekulum wraz z infekcjy AAV-BDNF do
ciala szklistego szczura, co nosi znamiona nowosdcl w temacie. Godny podkresienia | pachwaly jest réwnied
fakt rainteresowania tematem eksperymentalnym Kandydatki, ktdra na co dzlen jest praktykujgoym

lekarzem okulisty,
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Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi 121 stron tekstu, z czego 75 stron stanowi wlatcivy
texst pracy. natomiast na pozostalych stronach umieszczono strong tytutowa, podzigkowania, spis tredci, spis
rycin, wykaz skrotow, streszczenie w jgzvku polskim | angielskim, pidmiennictwo, spis zdjed oraz tabel,
Manuskrypt ma typowy podzial na podrozdziatly i sklada sig z wsiepu — 2B stron, zatoied, celu | metodyki
pracy = 26 stron, wynikow — 10 stran, dyskusji — 9 stron oraz wnioskaw = 2 strony. 2wraca uwage pewna
dysproporcja w stosunku do standardowo przyjetych schematow, spowodowana dodé zwierly dyskusjg
stanowigcy jedynie 3 stron calej rozprawy. Praca przedstawiona przez Doktorantke zawiera dodatkowo 9
rycin, 9 adjec oraz 3 tabele. Rozprawa poparta jest 179 pazycjami plimiennictwa, uporzgdkowanych w
kolejmodel alfabetycznej,

Przechodrge do szczegolowe] analizy rozprawy, przedstawiam moje uwagl. Wykaz rycin 7 skrotéw zostal
skonstruowany w wiasciwy sposéb, jednak zawiera kilka bigdow w tlumaczeniu angielskich mazw, CNTF
tlumaczy sig prawidlowe jako rzgskowy czynnik neuratroficzny, NGF jake czynnik wzrastu nerwu, OCT jako
optyceny koherentng tomografie, PACG jake jaskre pierwotng zamknigtego kgta. Streszczenie polskie |
anglelskie, w syntetyczny sposdb preedstawiajg zarys dysertacjl | stanowia dobrze dopracowane
wprowadzen'e w temat, jednak tlumaczenie polsko-angielskie nie jest do kofica precyzyjne, np. w wersji
polskiej ufyty model jaskry nazwany jest beleczkowym, w wersji angielskie] przedbeleczkowym, kidry to
termin jest prawidiowym, poniewai podawane do komary przedniej polistyrenowe mikrosfery powoduja
obturacjg kyta przesgczania, nie wplywajac na beleczhowanie samo w sobie.

Wstgp dysertacji stanowi najbardzie] rozbudowang czedé rozprawy, omawlajaca po kolei zagadnienia
patomechanizmu jaskry, epidemiologii i podziatu klinicznego Jaskry, czynnikdéw ryzyka, obecnych metod
leczenia farmakologicznego, chirurgicznego 1 laserowego, neuroprotekcji z uwzglednieniem citikaling,
neurctrofin oraz meted zwigzanych z terzplami genowymi. Jako podsumowanie wstepu, Doktorantka
przyblityla metodologie stosowenia wektordw wirusowych oraz ich uiycia w okulistyce. W obrebie wstepu
istnicje kilka fragmentéw wymagajacych komentarza i uécislenia. Podwyiszone cidnienie wewnatrzgatkowe
obecnie uznaje sig jako gldwny czynnik ryzyka rozwoju neuropatii jaskrowe], nie jako jej bezpodredni czynnik
sprawczy. Preenoszenie wszkodzenia £ jednego neuronu na drugl nosi nezwe widrnej degeneracii i zachodzi z
udziaiem synaps elektrycinych, swanych inaczej polgczeniami szcrelinowatymi. W podsumowaniu cIescl
efdine) wstgpu Doktorantka stwierdza, ii w chwill obecnej brak jest skutecznych metod neuroprotekei,
pednak istnieje wiele badan kfinicznych w tym zakresie. W tym miejscu, jako ii jest to praca eksperymentalna,
dotyczaca neuroprotekeji, niejako brakuje opisu tych terapii, chodby @ wykorzystaniem CNTF, w formie
implantu Renexus, kidra ma udowadnione dziatenie neuroprotekeyjne w priebiegu jaskry. Informacjom

preedstawicnym we wstgpie brakuje nieco nowatorskiego podejicia, szczegdinie w obliczu dynamicznego
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rodwoju driedzing jaky jest okulisiyka cksperymentaina | badania translacyjne. W podrozdriale dotyczacym
epidemioclogil jaskry viyte pismiennictwo jest dodé nieaktualne i bazuje na pozyclach z kodea lat 90-tych
ubieglego wicku. W podrozdriale dotyeracym czynnikdw ryzyka rozwoju jaskry, Doktorantka opisuje
zaletnosc pomigdzy neuropatia jaskrowa, a chorobyg Alzheimera | chorobg Parkinsona. Cytowane pozycje nie
wyczerpuja tego zagadnienia w sposéb satysfakcjonujacy, szczegdlnie biorac pod vwage, e modulatory
amyloidu beta (np. GAL-101) w chwili obecne] stosowane s3 jui z sukcesem w badaniach kliniczrypch do
neuroprotekecji wo jaskrze. W podsumowaniu, Doktorantka stwierdza iz w-08lateczng | berposredniy
preycayng utraty wiroku we wszystkich rodzajach jaskry jest $mieré komérek rwojowych 1 ich aksongw,
Dochodzl do niej na drodze mechanicznege uszkodzenia komdrak wojowych pod wplywem wysokiego
cismienia w gatce ocznej. Alternatywnie, w przebiegu jaskry normalnego cifnienia, zaburzenia gradientu
cisnied po obu stronach blaszki sitowe] mogg rawnied prowadzic do barortraumatycznego ustkodzenia nerwu
wzrokowega, zmizn niedokrwiennych w obrebie nerwu wiro kowego | zaburzen w transporcie neurotrofin...”,
co niejako przeczy obecne] wiedzy na temat jaskry. Przedstawione przez Doktorantke stwierdzenle opisuje
fedynie teerie patomechanizmu jaskry, natomiast molekularny patomechanizm tak naprawde jest weigi
nieznany. Doklorantka nie bierze pod uwage np. zagadnienia nadciinienia ocznego, gdzie podwyiszone
cisnienie wewngtrzgatkowe, mima obecnedei barotraumy, nie powoduje uszkodzenia komsrek zwojowych
siathéwki. W podrozdziale ,Obecne Metody Leczenia®, Doktorantka w sposdb wycierpujacy apisuje
tagadnienie terapli jaskry. W opisie lekdw bimatoprost zostat priedstawionyu Jako analog prostaglandyn,
gdzie w rzecrywistodci jest prostamidem. W kilku miejscach w dysertacji Doktorantka stosuje potaczne
okreslenia typu ,cidnienie w oku”, ktdre powinny 2ostac zastyplone profesjonalng terminalogia, np. cidnienie
wewngirigatkowe. Zastosowane przez Auterke stwierdzenie leki obnitajjce ciénienie wewnatrzgalkowe u
pacjentdw z jaskry wywolujg swéj nevroprotekoyiny efekt poprzez ochrong aksondw kemdrek zwojowych
przed barotraumatycznym uszkodzeniem® jest bardzo duiym uproszezeniem. Jak wiemy, szereg lokow
pfiaskrowych dziala na drodze receptorowej, bezposrednio oddziatywujgc na sziaki BpOplotycIne w
komarkach :wojowych, np. brimenidyna, analogi prostaglandyn, co jest efektemn niezaleinym od wartosci
cisnienda wewngtrzgatkowege. W opisie metod chirurgicznych Doktorantka powoluje sie na mikrostent
CyPass, ktory zostal wycofany z uviyeia klinkcznego ze weglgdow bezpieczerstwa. Metoda TSCP wykorzystuje
koagulacjg, nie ablacje cialz rzeskowego. Rozdziat dotyczacy nevroprotekeji w jeskrze nie przedstawia
aktualnych trenddw rozwoju tego zagadnienia, rozdzial ten powinien przedstawiaé ragadnienie w sposdb
bardzie] siczegdlowy zwalywszy, i# priedstawiona dysertacja dotyczy metod neuroprotekcji w jaskrze.
Doktorantka stwierdza, ii Zadne z diugoterminowych badan nie potwierdza skutecznodci fadnego
caynnikdw neuroprotekcyjnych, o jest nieaktualng wiedzs. Co prawds taden z czynnikdw o potwierdzone]

skutecznodei nie znajduje sie jeszcze w powszechnym wiveiy klinicznym w jaskrze, jednak istnicje wicle
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testowanych z sukcesem w trialach klinicznyeh. Podrozdziat dotyergey neurotrofin w sposdb preejraysty i
wyczerpujgcy opisuje ralg tej rodziny biafek w patogenezie neuropatii i jest niewatpliwie mocng strong pracy.
Podobnie opis technik terapii genowych i ich zastosowania w okulistyce. Pewien niedosyt budzi tu jedynie
Ograniczenic oplsu stosowanych terapii genowych do wrodzone| flepoty Lebera. Obecnie ta dziedzina
okulistyki jest szerzej rozwinigta, a terapia genowa stosowana jest réwniet w leczeniy choroideremii,
okreslonych postaci awyrodnienia barwnikowego siatkdwki i monochromatyzmu czopkowego, a najnowsoym
osiggnigciern medycyny w tym zakresie jest komercyjnie dostepny produkt o naswie Luxturna.
Podsumewujic, wstep dysertac)i w sposdb obszerny wprowadza czytelnika w temat dysertacji | pomime
pewnych uchybied | brakow naleiy porytywnie ocenlé szereki sposob przedstawienia prablemu przez
Kandydathp.

Zalczenia | cele dysertacii przedstawione s3 w jasny | leglczny spostb. Doktorantka stawia 5 Bidwnych caldw
badawczych. Zalozone cele znajdujg odzwierciedienie w przedstawionych wiyrnikach. Doktorantka konkretnie
okrediia cel swoich badas | przyjeta stuszne hipotezy badawcze.

Rordzial  Materialy | Metodologia Baded” przedstawia w szcregolowy sposdb zastosowane metody
badawcze. Badania przeprowadzone zostaly na szczurach Wistar po uzyskaniu stosownej zgody komisji
etyczne). W swojej pracy Doktorantka podzielita zwierzeta na 3 grupy - Brupeg rwierzat zdrowych (n=9), grupe
rwierzqt 2 wywolang jaskrg (n=14) oraz grupe rwierzat z wywolang jaskra oraz iniekcjy AAV-hBONF (n=-13).
Analizujac metodologie dysertaci, moina tidentyfivowaé dwa podstawowe problemy, brak wiasciwej grupy
kentrolnej oraz zastosowanie konstruktu DNA nlezgodnego gatunkowo. Analizujzc problem grupy kontrolnej,
Doktorantka bedala rwierzgla edrowe, zwierzgla z indukcjg jaskry oraz wierpgta 2 indukejs jaskry i leczeniam
AAV-BONF. Brak jest tu grupy 2 indukcjg jaskry i iniekejs swoistego ,placebo” |PBS, Inaktywowany wires, wirus
bez genu), krdre stanowityby wiasciwg grupg kontroing. Bez posiadania takiej grupy kontrolng] nie moina
jednoznacznie odpowiedzied, czy uzyskany efekt jest spowodowany wprowadzeniem genu dla BONF, czy
samy procedury Inekefl. Wiadomym jest, iz iniekcja wewngtrzgathowa v szczura mote prowadzic do
uwalniania krystalin soczewki oka, ktére same w sobie mogg powodowaé indukcje BONF i bezpodrednio
daiala neuroprotekeyjnie. Brakuje réwniet dowodu na skutecznodc transdukcjl wirusowej. Zdrowe 2wierzg
z podanym konstruktem DNA | oznaczeniem zawartodel BONF byloby wystarczajgcym dowedem, kidregpo
rednak brakuje w dysertacji. Doktorantka nie uzasadnia wyboru ludzkiego genu dia BONF w swojej pracy.
Pomimo, iz gen ludzki i szczurzy dla BDNF cechujq sig dodc duig homologia, wybér ten powinien by< doklzdnie
uzzsadniony w dyskusjl. Idg dalej, zastosowanie ludzkiego genu v szczura rodal pytanie, czy oznaczany poziom
BONF pochodzi 2 egzogennego genu, czy z genu wilasnega, kidry ulegt indukcji ma skutek urazu komdrki,
poniewai wybrany preer doktorantke kit ELISA jest specyficzny dla BDNF obu gatunkéw, Kolejrym pytaniem

lest czy ludzki BONF moie wplywaé na ekspresje szczurzego receptora TrkB? Prrytoczone prieze mnie
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aspekty, josli nie uwzglednione na etapie planowania pracy, pawinny znaleéé oméwlenie w ramach dyskusjl
dysertacy. Wybrane przez Doktorantkg metody analizy siatkéwek i analizy poziemu biatka nie budzg
wigkszych rastrzeten, poza specyficznoiciy wspomnianego lestu ELISA. Interesujacym pomysiem, ktdry
2asluguje na podkreslenie jest liczenie komdrek ewojowych siatkowki z podzialem na centralng | ebwadawg
czgit, co w ebliczu rdinic rozmieszczenia komdrek uwiarygadnia wyniki, Réwnlei zastosowanie perfuzji
ewierzat buforem z heparyng przed pobraniem prdbek do analizy biatka jest ciekawym pomysiem, ktdry
dzigki eliminacji biatek krwi, daje molliwoié precyzyjniejszego ornaczenia stetenia biatka IWigzanego &
womorkows komponenty  siatkdwek. Zastosowanie guenchingu glicyng uwiarygadnia  barwienie
immunofluorescencyjne. Wszystko to $wiadczy o dobrej znajomodcn metod laboratoryjnych przez
Doktorantke. Miewielki niedosyt budzi znikemy material z barwienia immunohistochemicznega,
ogranicajycy sig jedynie do markera komdrek zwajowych = Brn3a. Opis pozostalych metod badawczych —
indukcja jaskry, pomiar ciinfenia wewngtrzgatkowego, iniekcji doszklistkowe), perfuzji transkardialnej oraz
praygotowania probek i liczenia komdrek twajowych siatkdwki nie budzi zastrzeten | wykonane zostaly na
wysokim poziomie. W opisie transdukcji brakuje informacji o liczbie kopii wirusa podanej na oko szczura, co
byloby zgodne z prryjetymi zasadami opisu dawki w terapiach genowych, W tekicie dysertacji terminy
transdukcia | transfekeja ubywane sy zamiennie, mimo i oznaczaja roene techniki dostarczania genu do
komarki,

Analiza stalystyczna i wybrane testy statystyczne s3 wiadciwe | nie budzy watpliweécl. Na pozytywne
podkredlenie zastuguje wykorzystanie testdw pesthor, o ktdrych bardzo czeste zapomina sie przy grupach z
wielkckrotnymi powtdrzeniami. W rozdziale ,\Wyniki® Doktorantka dokumentuje poszczegdlne skladowe
analiz w formie tekstowej, tabel i rycin. Zastosowany model eksperymentalny jaskry zapewnial stabilny
wzrost ciénienia wewngtrzgatkowego przez & tygodni obserwacji, a wartodc ciénied nie rétnity sic
stalystycznie po doszklistkowym podaniv wirusa. W przebiegu wyindukowanego nadciénienia ocinego
Doklorantka 2zobserwowata utratg komdrek rwojowych siatkdwki zarewno w centrum jak | na obwedzie
siatkowki, co udokumentowane rdwnle: zostalo w  postaci  odpowiedniego  barwienia
immunohistochemiczmego. Opisujgc wyniki licrenia komdrek wojowych siatkdwki Autorka posluguje sie
terminem liczba komdrek, gdzie w rzeczywistodd jest to ich gestodd. W przebiegu jaskry, utrata komdrek
pweowych siatkowki wynesita ckoto 31% w centrum | 29% na cbwodzie, co jest pordwnywalne z doste prymi
doniesieniami z literatury. Po zastosowaniu terapii BONF utrata ta wynosita 15% w centrum, utrata % na
obweodzie nie zostala podana przez Autorkg. W rozdziale tym brakuje uwzglednienia grupy kontrolnej oraz
walidacji transfekeji komérek zwojowych z wykorzystaniem AAV. W przedstawionych wynikach nie ma
wyttarczajgeych dowoddw, i to transfekeja, a nie iniekeja doszklistkowa sama w sobie jest cdpowiedzialng

ta wirast BONF. Postawionq priez Doktorantkg tezg ratuje przedstawienie korelacji pomiedty potiomem
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BONF a liczhg komdrek zwojowych, co jednak dowodzi jedynie efektu terapii, bez udowodnienia iej
raipionego mechanizmu. Doktorantka podsumowuje rozdzial stwierdzeniem, i nadekspresja BONF
~2dwraca efekty jaskry”, co jest daleko id3cq nadinterpretacis, poniewad terapia w swoim zatoteniu jest
neuroprotekeyina, nie neuroregeneracyina i zaaplikowana zostata przed indukcjg uszkodzenia. Doktorantka
opisuje, It na obwodzie ggstodc komorek zwojowych siatkdwki pozostala praktycznie niszmieniona, jednak
poziom prawdopodobiedstwa p=0,038 swiadczy o istotnej réinicy. W kolejnych podrozdziatach Kandydatka
opisuje wplyw podwyiszonege cisnienia wewngtrzgatkowego oraz transfekcji AAV-BOMNF na zawartosc BONF
w homogenatach siatkdwek i kory wzrokowe). Doktarantka uzyskala nastgpuizce wyniki: w przebiegu jaskry
poziomy BDNF w obu oczach cbnifaly sig do 70% wyjsciowej wartodci. Co ciekawe, poziomy BOMNF w oku
zdrawym perostawaly w silnej korelac)i 2 tymi w oku z Jaskra, co stanowi bardzo interesujgcy aspekt pracy.
Po rastosowaniu terapii genowej, poziomy BDNF werastaty dwukrotnie w stosunku do zdrowych wierzat,
Pedabnie jak w przypadku nleleczone| jaskry, rdwnie? i tutaj poziom BONE w oku rdrowym wirastal wsposdb
skorelowany 7 okiem leczonym. Poziomy BOMF w korze wirokowe] nie ulegaly zmianie pod wplywem terapil
penowe), Zmiany w poziomie BDNF skutkowaly ujemng korelacg z stezeniem receptora TrkB w siatkowee w
przypadky zwierzgt nieleczonych, U zwierzat po transfekeji BONF obserwowano pozylywng korelacje, co
moze dowodsic, ze zastosowany ludzki BONF nie wykazuje sprzetenia rwrofmego I SZCZurzym receptorem, a
co nie rostalo uwzglednione w uzasadnieniu Doktorantki,

Rozprawa doktorska konczy shg zwigzla, 9-stronicowy dyskusja, podsumawlijaca wyniki opisane w dysertacii,
brak jest jednzk nieco sierszego odniesienia uzyskanych wynikdw do danych literaturowych. Dyskusja
rozpoczyna sig odniesieniem do celu dysertac)i ....zbadaniu mechanizmu rozwaoju jaskry na drodze zaburzone)
podaiy czynnika nevratroficznego BONF dla komérek zwojowych siatkdwki..” co Jest niezgodne z zaloionym
celem na wsigpie pracy. Doktorantka skupia sie na zbadaniu efektu terapil AAV-BDNF, nie na badaniu
patomechanizmu jaskry. W kolejnych akapitach Autorka apisuje szcregélowo walary szczurzego modelu
jaskry przedbeleczkowe) | szczegolowo charakieryzuje zmiany jaskrowe w uzyskanym modelu. Prawidiowo
prowadzona dyskusja i konfrontacja z danymi literaturowymi udowadnia, it Doktorantka doglebnie na i
rozumie temat medeli eksperymentalnych jaskry, W czeéci dyskusjl dotyczace] ekspresjl BONF i receptora
TrkB, Dokorantka stwierdza, it podanie AAV-BDNF skutkowalo obniteniem ekspres]l TrkB, co jest sprzeczne
z przedstawionymi przez nig wynikami, gdzie w wynikach opisuje, iZ podanie AAV-B DNF normalizuje obnizony
poziom TrkB | wykazuje dedatnig korelacje z poziomem BONF, co znaczy, te wraz z wzrostem BONE rodnie
TrkB. W dyskusji brakuje odniesienia sle do stabych stron pracy jakimi s3 zastosowanie wektora z ludzkim
ganem dia BDNF i mailiwych imphikacji dla projektu oraz brak whadciwe] grupy kontrolnej. Naletaioby rdwniei
wrniedcic w dyskusji moiliwe inne przyceyny podwyistonego stetenia BONF, 7 uwagl ma fakt, iz analizowane

byly homogenaty tkankowe - nie daje to odpowiedzi czy podwyiszone BONF w siatkowkach toisame bylo z




P r"\r'\ Slgski Uniwersyter Medyczny
MU * w Katowicach

podwyisteniem zawartosci biatkz w komérkach rwojowych siatkdwkl, coy np. iwigrane bylo 2 reaktywny
Blejozy. Barwicnda siatkowek w kierunku ekspresji BDNF | GFAP mogloby rozwial te watpliweici. Pomimo
rwigzlodei dyskusji | mimo pewnych uchybien, parusza ona kluczowe aspekty pracy i podsumowuje wyniki
uryskane przez Doktorantkg. Na podstawie przeprowadzonych badad, Doktorantka wyciggnela 10 wnioskdw,
kidre w wickszoscl odpowladajy na pytania postawlone w zaloieniach pracy.

Podsumowujge, temal pracy rostal dobrze wybrany, jest ciekawy, a jego wybrane aspekty majy rnamiana
nowatorskodel. Doktorantka wykazala sig dobrg wiedzg w ramach poruszanych zagadnien, dobree dobrata
metody badawcze | starannie opracowala wyniki. Kandydatka nie uniknela pewnych bledow pray prezentacji
celow i wynikow pracy, ktére pozwolityby uczynic dyseriacje bardzie) przejreysty i klarowng, a wyniki poparte
wiarygodniejszymi dewedaml. Niemniej, przedstawlone wnioski poparte sg Interesujgcy, aczkolwiek zhyt
syntetyczng dyskusiy, zawierajg te: odpowiedri na postawione sobie pytania badawcze. Praca jest
wartosciowym dorobkiem Doktorantki, a wynlki pracy zostaly opublikowane w recenzowanym Crasopidmie
naukowym. Przedstawione przeze mnie uwagi nie umniejszajy wartodci merytorycznej pracy. Niniejszym
stwierdzam, 2e przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Anny Weéjcik-Gryciuk spelnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dniz 20 lipca 2018, Prawo o szkolnictwie wyiszym | nauce (Dz. U. 2018 poz,
1668} | mam rasicayt przedstawil Radzie Dyseyplin Nauk Medycinych Warszawskiego Uniwersyletu
Medycenego wniosek o dopuszczenie lek. Anny Wejcik-Gryciuk do dalszych etapdw przewodu doktorskiege,
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