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Recenzja pracy doktorskiej mgr KATARZYNY FUTOMA
,,Charakterystyka epineurium oraz ocena odpowiedzi immunologicznej po jego
zastosowaniu jako bariery ochronnej zapobiegajacej powstawaniu nerwiakow
w obwodowym ukladzie nerwowym”

Tematem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej jest opracowanie nowej
metody modulacji odpowiedzi organizmu na uszkodzenie nerwu obwodowego przez
zastosowanie epineurium jako bariery ochronne;.

Przerwanic cigglosci nerwéw obwodowych, z uwagi na znaczng zdolnosé
obwodowego uktadu nerwowego do regeneracji, zwykle konczy si¢ odbudowa uszkodzen i
przywréceniem funkcji, ale tylko wowcezas, kiedy ubytek tkanki nerwowej jest niewielki.
Problem badawczy postawiony w tej pracy dotyczy fagodzenia skutkow przerwania cigglosei
nerwow, w sytuacji, w ktorej regeneracja nie jest mozliwa, tj. przy znacznych ubytkach nerwu
lub braku dystalnego korica nerwu po amputacji.

Doktorantka postanowila sprawdzi¢, czy zastosowanie epineurium do zaopatrzenie
konca uszkodzonego nerwu jako ,naturalnego opatrunku” moze zapobiec tworzeniu si¢
nerwiaka pourazowego i bolu neuropatycznego. Epineurium jest najbardziej zewnetrzng
warstwg tkanki facznej zabezpieczajaca peczki nerwowe w obwodowym uktadzie nerwowym i
moze stanowi¢ skuteczng oéhronq przed patologicznym wptywem mikrosrodowiska uszkodzonej
tkanki na zmiany w otoczeniu regenerujacych nerwow. Doniesienia dotyczace zastosowania
epineurium w badaniach eksperymentalnych i w klinice do leczenia matych ubytkow tkanki
nerwowej, a takze do zaopatrzenia kofncéw uszkodzonych nerwow, sa pozytywne. Brak jest
jednak usystematyzowanej wiedzy na temat mechanizmow, ktore lezg u podstaw

pozytywnego dziatania epineurium.
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Doktorantka podjela sie trudnego zadania charakterystyki na poziomie molekularnym i
komorkowym zmian zachodzacych w tkankach w obre¢bie operowanego obszaru, jak rowniez
poréwnania wilasciwosci immunologicznych, neurogennych czy angiogennych epineurium
pochodzacego z réznych zrodet.

Tematyka ta wpisuje si¢ precyzyjnie w biezaca dzialalno§¢ Samodzielnego
Laboratorium Biologii Komorek Macierzystych i Nowotworowych, ktéra kieruje Promotor
omawianej pracy Pani Profesor Aleksandra Klimczak, czego dowodem jest publikacja z
pierwszej czesei wynikow dysertacji, ktora ukazata si¢ w 2017 roku w czasopi$mie Histology
and Histopathology.

Prace podzielono na dwa etapy. Pierwszy miat na celu okre$lenie optymalnego Zrodia
ludzkiego epineurium do przeszczepdw. Osiagnigto to porownujac whasciwosci epineurium,
ktére pochodzi z nerwéw pozyskanych z koficzyn amputowanych, z epineurium ludzkich
nerwéw obwodowych pozyskanych od zmarlych dawcéw narzaddéw. Przeprowadzono
wnikliwg charakterystyke ich wlasciwosci immunologicznych (oszacowujac obecnose
antygenéw zgodnosci tkankowej HLA klasy I i II, limfocytow T i makrofagow),
proangiogennych (badajac obecno$¢ czynnik wzrostu srodblonka naczyniowego VEGF i
CD31) oraz neurogennych (oszacowujgc wystepowanie antygenéw wspdotwystepujgcych ze
wzrostem aksonéw, takich jak biatka GFAP lub S-100). Dodatkowo przeprowadzono
podobng charakterystyke wlasciwoscei szczurzych epineurium, co bylo konieczne dla
rozpoczecia drugiego etapu pracy, w ktorym badano efektywno$¢ poréwnywanych
epineurium na w hamowaniu rozwoju nerwiaka pourazowego W przeszczepie zaopatrujacym
nerw kulszowy u szczura. Po 6 oraz 12 tygodniach obserwacji przeprowadzono ocen¢
odpowiedzi immunologicznej poprzez zbadanie obecnosci stanu zapalnego w obszarze
operowanym oraz ocene wplywu czynnikéw immunologicznych i neurotroficznych na
powstawanie nerwiaka i bélu neuropatycznego. Ten drugi etap pracy wymagal poréwnania
wynikéw badan po przeszczepie ksenogenicznego epineurium u szczuréw z zachowanym
ukladem immunologicznym z wynikami obserwacji u szczuréw atymicznych, czyli
pozbawionych funkcji grasiéy.

Doktorantka dostarczyla przekonywujgcych dowodéw na pozytywny wplyw
epineurium w leczeniu nerwiakow w kazdym wariancie eksperymentalnym. Wykazata jednak
znaczaca przewage epineurium pozyskiwanego od dawcow narzadoéw, nad epineurium pobranym
z nerwow konczyn amputowanych, co jest zwiazane z mniejszg immunogennoscig i zwigkszonym

potencjatem angiogennym tkanki pobranej od zdrowych dawcow.




Konstrukcja pracy, przebieg doswiadczen i metodologia zostaly zaplanowane
perfekceyjnie. Praca ma podziat klasyczny, rozpoczyna ja spis tresci, a nastepnie przydatny
spis skrétow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty i
metody, wyniki, dyskusja, wnioski i pi$miennictwo. W preambule umieszczono referencje do
publikacji i wykaz doniesiefi zjazdowych prezentujacych wyniki pracy. Praca zawiera 132
strony maszynopisu, w tym 31 rysunkéw, 6 tabel oraz 164 pozycje piSmiennictwa. Tekst jest
napisany poprawng polszczyzna i starannie edytowany — znalaztam zaledwie parg drobnych
literowek i jedng lub dwie niezrgcznosci stylistyczne.

Wstep zawiera wprowadzenie do wszystkich waznych watkéw merytorycznych
wystepujagcych w pracy, ktorymi sa: 1) budowa nerwoéw obwodowych ze szczeghlnym
uwzglednieniem budowy i funkcji epineurium; 2) mechanizmy rozwoju nerwiakow
pourazowych z dokladnym opisem przemian molekularnych towarzyszacych zwyrodnieniu
Wallera i regeneracji uszkodzonych mnerwow; 3) czynniki neurotroficzne i
immunomodulacyjne, zaangazowane w regeneracj¢ nerwow: NGF, CNTF, VEGF, laminina 1
biatko GFAP; 4) opis genezy bolu neuropatycznego, ze szczegélnym uwzglednieniem roli
peptydu zwigzanego z genem kalcytoniny (CGRP) oraz 5) opis obecnych metod leczenia i
zapobiegania tworzeniu nerwiakow zaréwno w postepowaniu klinicznym jak i w fazie badan
eksperymentalnych. We wstepie zabraklo mi jedynie doktadniejszego odniesienia do biatka
S-100, ktore wraz z GFAP stosowane jest w tej pracy jako marker regeneracji nerwow.

Cel glowny pracy przedstawiono w sposdb opisowy, co bylo konieczne z uwagi na
wielowatkowo$¢ zagadnieni podjetych w  dysertacji. Praca, z jednej strony wymagala
charakterystyki i wyjasnienia na poziomie molekularnym i komoérkowym, mechanizmow
dziatania epineurium przy zabezpieczeniu uszkodzonych nerwow, z drugiej za$ strony
wymagata potwierdzenia skutecznoéci dziatania zastosowanej metody w eksperymentach
behawioralnych in vivo. Dlatego cele szczegotowe przedstawiono w postaci dwoch jasno
wyodrebnionych etapéw pracy: pierwszy etap, przeprowadzany in vitro, w ktérym
poréwnywano epineurium pozyskane z réznych zrodel oraz drugi etap pracy, w ktorym
badano efektywnos¢ epiﬁeurium in vivo w przeszczepach izogenicznych (szczurze
epineurium) oraz ksenogenicznych (ludzkie epineurium). W uktadach ksenogenicznych
sprawdzano odpowiedz immunologiczng biorcy zar6wno u szczuréw z zachowanym ukladem
immunologicznym, jak i szczuréw atymicznych, czyli pozbawionych funkcji grasicy.

W dysertacji udowodniono hipoteze, ze epineurium od zdrowych dawcow skuteczniej
zapobiega rozwojowi nerwiaka i wystgpowaniu bolu neuropatycznego niz epineurium izolowane

z amputowanej koficzyny, ale jednoczesnie potwierdzono zalozenie, ze w jako tkanka fgczna”



bogata w kolagen i elastyng epineurium dziata pozytywnie i zmniejsza dolegliwosci biorcy w
kazdym z zastosowanych w tej pracy ukladzie eksperymentalnym.

Szeroki wachlarz zastosowanych metod, dowodzi, ze Doktorantka posiada
wszechstronny warsztat eksperymentatora. Metody izolacji i przygotowania epineurium do
przeszczepéw, analizy histologicznej, immunocytochemicznej oraz molekularnej, a takze
procedury chirurgiczne i badania behawioralne oraz analiza statystyczna stosowane w tcj
pracy, s szczegolowo opisane w rozdziale ,Materialy i Metody”. Praca jest
interdyscyplinarna, dlatego jest zrozumiale, Ze niektore z procedur wykonywane byly przez
osoby wspotpracujace np. procedury chirurgiczne przy wspotpracy z dr Arkadiuszem Jundzitto
z Collegium Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy. Z rozdziatu ,,Materiaty i
Metody” nie mozna jednoznacznie wywnioskowaé, czy badania behawioralne rowniez byly
prowadzone przez osoby wspoipracujgce, czy bezposrednio przez Doktorantke. Nie zmienia to
jednak mojej wysokiej oceny zaréwno jakosci prowadzonych badan jak i catoksztaltu pracy
doktorskiej.

Analiza biologiczna epineurium pozyskanego z ludzkich oraz szczurzych nerwow
obwodowych, przedstawiona w czesci pierwszej rozdzialu ,,Wyniki” zawierata oceng
whasciwoséci immunologicznych (HLA klasy I i klasy II, CD3, CD4, CD8, CD68),
wiasciwosci neurogennych (S-100, GFAP, CNTF laminina) oraz angiogennych (CD31,
VEGF). Podobng charakterystyke przeprowadzono w czgsci drugiej ,, Wynikow” do oceny
odpowiedzi immunologicznej i neurogennej w obrebie uszkodzonych nerwow obwodowych
zabezpieczonych ostonkg epineuralng. W zaopatrzonej epineurium regenerujacej tkance
dodatkowo zbadano barwieniem histologicznym zmiany morfologiczne w obrgbie nerwu
kulszowego oraz okreslono obecnos¢ mRNA dla czynnika bolowego (CGRP) i
regeneracyjnego (CNTF) - Real-time PCR.

W tym miejscu z pozycji recenzenta chciatabym jednak zwroci¢ uwage na bledne
okreslenia bialka wigzacego wapn i typowego dla komérek Schwanna jako antygenu
specyficznego dla aksondw (str 63 i 64). Biatko S-100 nie podlega ekspresji w neuronach 1
mozna go nazwaé jedynie jako wspotwystepujace z aksonami, poniewaz komorki Schwanna
tworza otoczke mielinowa wokot aksondéw. Sadze jednak, ze ta niescistos¢ merytoryczna jest
zwiazana jedynie z zastosowanym skrétem my$lowym, poniewaz Doktorantka na str 98
stwierdza: ,fizjologiczna ekspresja S-100 pojawia si¢ na komoérkach Schwanna oraz ostonce
mielinowej akson6w”, co jest prawidtowym oznaczeniem lokalizacji i funkcji tego biatka.

Dobor badanych parametréw uwazam za bardzo trafny i dobrze oddajgcy zarowno

charakterystyke pobranego do przeszczepu materialu jak i zmian w obrebie tkanki-



regenerujacych nerwow. Na szczegdlng uwage zastuguje analiza ztozonej odpowiedzi
immunologicznej, w ktorej Doktorantka bsdala immunogennos¢ tkanki przeszczepianej
poprzez okreslenie antygenow zgodnosci tkankowej HLA klasy i 11, a takze limfocytow T
(CD3) z wyréznieniem subpopulacji pomocniczych (CD4) oraz cytotoksycznych (CD8), a takze
makrofagéw (CD68), ktérych zwigkszona liczba moze $wiadczy¢é o wystgpowaniu stanu
zapalnego. Taka catosciowa analiza odpowiedzi immunologicznej byla szczegélnie cenna przy
poréwnaniu uszkodzonych nerwéw obwodowych zabezpieczonych osfonka epineuralna u
szczuréw z funkcjonalng grasica i szczuréw atymicznych.

Otrzymane wyniki etapu I badan jednoznacznie wykazaty mniejsza immunogennos¢ oraz
zwickszone wiasciwosci proangiogenne epineurium pozyskanego z nerwéw obwodowych od
zmartych dawcéw w poréwnaniu do epineurium izolowanego z nerwéw z amputowanych
konczyn.

Wszystkie przedstawione wyniki etapu II badan prowadza do ogélnego wniosku, ze
zastosowanie epineurium z jednej strony powoduje skuteczne zahamowanie wzrostu
nerwiaka, ale ze wzgledu na wiasciwosci immunogenne (zaréwno w przypadku przeszezepu
kseno- jak i izogenicznego) indukuje stan zapalny (obecno$¢ mRNA dla czynnika bélowego
CGRP) i podtrzymuje bol neuropatyczny. Znacznie szybszy powrét do sprawnosci
uszkodzonej koniczyny obserwowany byt u zwierzat atymicznych z uposledzona odpowiedzia
immunologiczng, co dodatkowo wskazuje znaczenie elementu zapalnego w odpowiedzi
behawioralnej. Poniewaz rozwéj nerwiaka u szczuréw kontrolnych, u ktorych przerwany
nerw nie zostal zabezpieczony przez epineurium, w znacznie wigkszym stopniu powodowat
dolegliwosci bolowe, Doktorantka stusznie wnioskuje, ze epineurium moze by¢ stosowane
klinicznie jako materiat biologiczny stanowiacy barier¢ pomiedzy regenerujacymi aksonami a
mikro$rodowiskiem produkujgcym czynniki troficzne indukujgce wzrost aksonow, co
zapobiega tworzeniu nerwiakow pourazowych.

W rozdziale ,,Dyskusja” oméwiono i uzasadniono otrzymane wyniki. Interpretujac
wyniki Doktorantka wykazala si¢ duza znajomoscig literatury w omawianej dziedzinie.
Cytowane pi$miennictwo zawiera wybrane dane dotyczace przedmiotu badaf, w tym réwniez
najnowsze pozycje. Przedstawione punkty w rozdziale ,,Wnioski” zawieraja réwniez zwigzle
podsumowanie wynikow. Streszczenie zamieszczone w jezyku polskim i angielskim
umozliwia szybkie zapoznanie si¢ z problematyka i wynikami pracy.

Podsumowujgc recenzowana praca ma duze znaczenie poznawcze oraz praktyczne, a
jej wyniki mogg wplyna¢ na opracowanie nowych metod klinicznych zapobiegajacych

powstawaniu nerwiakow i bolu neuropatycznego w obwodowym ukladzie nerwowym.




Moje uwagi krytyczne dotyczace skrotow myslowych w okresleniu niektorych
markeréw neurogenezy sg znikome w poréwnaniu z warto$cig merytoryczng tej pracy i
bogactwem metod zaprezentowanych przez Doktorantke, dlatego nie zmieniaja ogolnej
bardzo dobrej oceny recenzowanej dysertacji.

Stwierdzam, ze przedtozona rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13
Ustawy z dnial4 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.595 z p6zn.zm.) i Wnosz¢ o
dopuszczenie mgr Katarzyny Futoma do dalszych etapéw obrony pracy doktorskie] przed
Wysoka Rada Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN.
Jednoczesnie z uwagi na wysoka warto$¢ poznawczg otrzymanych wynikéw oraz wyjatkowa
staranno$¢ w opracowaniu i przedstawieniu tak duzego i wielowatkowego materiatu

badawczego wnosze o wyrdznienie przedstawionej pracy doktorskie;.

Prof. dr hab. Leonora Buzanska
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