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Ocena pracy doktorskiej
Mgr Katarzyny FUTOMY
pt. "Charakterystyka epineurium oraz ocena odpowiedzi immunologicznej po jego
zastosowaniu jako bariery ochronnej zapobiegajacej powstawaniu nerwiakow w

obwodowym ukladzie nerwowym”.

Obwodowy ukfad nerwowy w przeciwienstwie do centralnego ukladu nerwowego
wykazuje si¢ duzymi zdolnosciami do regeneracji. Jest ona mozliwa jedynie przy niewielkich
uszkodzeniach i przy zachowaniu cigglosci nerwu. Na skutek znacznego uszkodzenia i
przerwania ciaglos$ci nerwu, co si¢ nierozerwalnie fgczy z niemoznoscia utrzymania
.szynowania” regenerujacych si¢ aksondéw., dochodzi do tworzenia chaotycznych mas
tkankowych w obrgbic konca blizszego przerwanego nerwu. Masy te zlozone sa z
regenerujgeych sie aksonow i tkanki lacznej, ktore tworza struktury tkankowe okreslane
mianem nerwiakow pourazowych. Ich powstanie laczy si¢ z duzymi dolegliwosciami dla
pacjentdw, jest glowna przyczyna powstawania bolu neuropatycznego, ktéry znacznie
utrudnia komfort zycia chorych.

Pani magister Katarzyna Futoma podjela wazny i praktyczny, w ocenie recenzenta,
temat poszukiwania mozliwosci zapobiegania tworzenia nerwiakéw pourazowych. Okazuj¢
si¢ takze, Ze patomechanizm regeneracji nerwow obwodowych, a szczegdlnie tho
immunologiczne, komorkowe i molekularne regeneracji nerwéw obwodowych nie jest we
wszystkich istotnych eclementach dokladnie poznane, dlatego podjeta praca posiada poza
praktycznym takze znaczacy aspekt poznawczy.

W pracy podj¢to probe wyboru a nastepnie oceny takiego sposobu zaopatrzenia
chirurgicznego uszkodzonego nerwu, ktéry zapobiegalby powstawaniu nerwiakow
pourazowych. Najistotniejszym elementem tego zaopatrzenia, poza sama technika operacyjna
byt wybor materiatu do zaopatrzenia uszkodzonego nerwu. Doktorantka do swoich rozwazan
poszukiwata materialu biologicznego, nietoksycznego i cechujgcego si¢ brakiem lub mozliwie

niska immunogennodcia. Wybér w opinii recenzenta wlasciwy, podjety po wnikliwym



przeanalizowaniu potencjalnych mozliwosci wlasciwy padt na epineurium. Jest to najbardzicj
zewnetrzna warstwa tkanki lacznej zabezpieczajaca peezki nerwowe w obwodowym ukladzie
nerwowy. Epineurium w zasadniczej czedci zbudowane jest kolagenow typu I i 111, zawiera
niewielka liczbe komarek, jest zatem, bedac materialem biologicznym Zrodiem o potencjalnie
niskiej immunogennosci. Fakty te wydaja sig, ze wyslarczajaco uzasadnialy celowos¢ wyboru
epineurium jako materiatu do zaopatrzenia uszkodzonego nerwu, dawaly podstawe do
podjecia podjetego trudu wykonania zmudnych badan i co wazne wzigcie ich pod uwage
dowodzi duzej wiedzy i krytycznego przemyslenia podstaw podjgtego tematu pracy przez
doktorantke.

Uklad pracy jest typowy dla tego typu opracowan i obejmuje wszystkie wymagane
czgsel.

We wstepie, liczacym 23 strony, autorka bardzo szczegélowo przedstawia sam
problem i znaczenie spoleczne powstawania nerwiakow pourazowych. Dowodzi takze Ze jest
to wazny i bolesny problem psychologiczny dla pacjentow. Przedstawia dane
epidemiologiczne z ktorych wynika, ze w zwiazku z alarmujaca liczba zabiegéw amputacji
konczyn bedacych skutkiem niedokrwiennej choroby korniczyn, skutek miazdzycy i cukrzycy,
problem bedzie narastal. Ponadto szczegolowo opisuje wszystkie inne istotne aspekty
podjetego tematu jak: budowa nerwéw obwodowych, mechanizm regeneracji uszkodzonych
nerwow, mechanizmy komdérkowe powstawania nerwiakow pourazowych z uwzglednieniem
bioracych w tych mechanizmach czynnikow neurotroficznych i bialek strukturalnych.
Autorka wnikliwie opisuje takze podloze molekularne bolu neuropatycznego, a takze
dost¢pne aktualnie metody jego zapobiegania.

Wstep pracy w opinii recenzenta we wiasciwych proporcjach podejmuje istotne do
podjetego tematu pracy zagadnienia i w wyczerpujacy, ale nie nadmierny wyjasnia to co dla
podjetego tematu jest wazne. Ponadto opis opatrzony jest czytelnymi rycinami, z ktérych
wigkszo$¢ nie jest przedrukiem z dostepnych zZrédel, a stanowi. co cenne, wlasng wizje
istotnych dla regeneracji nerwow interakeji komorkowych. Zakres i wnikliwos¢ co do
szczeghlow  przedstawianych zagadnien dowodzi bardzo dobrego teoretycznego
przygotowania doktorantki do podjetego tematu.

Sformulowanie celu pracy zostato poprzedzone krotkim komentarzem, ktéry moze nie
jest konieczny, ale pozwala jednak potencjalnemu czytelnikowi, ktory niechciatby przedzieraé
si¢ przez wstep latwo zorientowaé sie w podlozu najistotniejszych probleméw ktérych
rozprawa dotyczy. Szczegélowe cele podzielone sa na dwa etapy realizacji pracy. W

pierwszym etapie obejmuje opracowanie okreslenia optymalnego Zrédta pozyskania materiatu



ludzkiego oraz okreslenia wlasciwosci immunologicznych, proangiogennych i neurogennych
epineurium szczurzych nerwéw obwodowych. W drugim etapie okreslono trzy szczegélowe
cele dotyczace oceny efektywnosci epineurium w hamowaniu rozwoju nerwiaka, oceny
odpowiedzi immunologicznej oraz wplywu czynnikéw immunologicznych 1 neurotroficznych
na powstawanie nerwiaka i bélu neuropatycznego.

W rozdziale materialy i metody kandydatka szczegélowo przedstawila etapy realizacji
pracy. Pierwszy etap dotyczyl zbadania wlasciwosei biologicznych epineurium pozyskanego
z ludzkich oraz szczurzych nerwoéw obwodowych oraz opis grupy badanej epineurium
uzyskancgo od zmarlych dawcow narzadow i epineneurium pochodzacym z amputowanej
konczyny. Drugi etap. doswiadczalny wykonany po uzyskaniu zgody Komisji bioetycznej
(Uchwata nr 26/2015 z dnia 28.05.2015 Komisji Etycznej Collegium Medicum Uniwersytetu
Mikolaja Kopernika w Bydgoszczy) przeprowadzony w 4 grupach zwierzat doswiadczalnych
(szczury Lewis) dotyczyl oceny odpowiedzi immunologicznej i wplywu czynnikow
immunologicznych i neurotroficznych na powstawanie nerwiaka pourazowego 1 bolu
neuropatycznego. Kandydatka szczegdétowo opisuje zastosowane techniki badawcze takie jak
metody immunohistochemiczne do wykrywania okreslonych antygenéw obejmujacych
antvgeny zgodnosci tkankowej, subpopulacji limfocytow i makrofagéw, komorek i biatek
zwigzanych 7z neurogeneza i angiogeneza. Antygeny le sa w opinii recenzenta, s wlasciwie
dobrane w odniesieniu do zakladanych celow pracy. Metody oceny obrazow
immunomorfologicznych byly wilasciwic dobrane. obejmowaly poélilosciowe skale oceny
wynikow reakcji, a takze metody cyfrowej analizy obrazu (Imagel). Badania doswiadczalne
dotyczyly wlasciwie dobranych procedur chirurgicznych i1 analizy behawioralnej. Analiza
genetyczna, stanowiaca wazng i istotng cze$é pracy badawcezej, obejmowala pomiar ekspresji
mRNA przy wykorzystaniu Real-Time PCR dla czynnikow neurotroficznych CNTF (ciliary
neurotrophic factor) i CGRO (calcytoningene-related peptide). Warte podkreslenia jest, ze
zastosowane metody obejmuja szeroki zakres réznych technik badawczych, sa opinii
recenzenta wlasciwe dobrane do postawionych celow, dowodzg duzej bieglosci warsztatowe]
kandydatki i co nic ulega watpliwosci obecnosci na kazdym etapie pracy .ducha
opiekunczego™ promotora rozprawy.

Badanie zostaly prawidtowo zaplanowane i przeprowadzone, zastosowano wiasciwg
metodyke dla realizacji zalozonych ceclow badan. Zwraca uwage fakt, ze kandydatka
samodzielnie, pomimo ze nie jest patologiem, oceniala i dokumentowata wyniki reakcji

immunohistochemicznych wykonanych odczynow.




Wyniki przedstawiono w przejrzystej formie, w czytelnych graficznych zestawieniach,
dokumentujgc je dobrze dobranymi i wykonanymi przyktadowymi obrazami analizowanych
komorek i struktur histologicznych. Autorka wlasciwie dobrala testy statystycznie,
wyciagajac z uzyskanych wynikéw poprawne wnioski. Wyniki analizy behawioralnej
obejmujace szereg odpowiednio dobranych testow, zostaly przedstawione w formie
czytelnych i przekonujacych wykresow obrazujacych uzyskane wyniki w poszczegolnych
grupach badawczych uzytych do badan zwierzat do$wiadczalnych.

Dyskusja jest dos¢ obszerna, obejmuje 13 stron, wlasciwe rozpatruje wiasne wyniki w
odniesieniu do danych w dostgpnym pismiennictwie, jest dobrze opracowana, stanowi
komplementarng czgs¢. a nie proste powtorzenie innych czgsci w tym wstgpu, dobrze takze
wspoélgra z wykorzystaniem wynikdw wihasnych i osadzeniem w szerokim i trafnic wybranym
pi$miennictwie przedmiotu.

Przedstawione wnioski sg szczegélowo i jasno sformulowane, odnosza sie
bezposrednio, co jest wyrazone nawet w utrzvmaniu zwigzku z etapami sformulowanych
wczesnie celach pracy. Co wazne wnioski sa ostrozne, tam gdzie jest to potrzebne, 1
jednoznaczne tam gdzie uzyskane wyniki na to pozwalaja. Swiadczy to dojrzatosci badawczej
autora. Pewicen krytycyzm u recenzenta budzi pierwszy wniosek z etapu pierwszego, ktory
jest bardziej opisem wynikow, a nic wnioskiem z nich wyplywajacym. Uwaga ta nie dotyczy
pozostalych sformulowanych wnioskow.

Styl 1 jezyk pracy jest komunikatywny i jasny, plastycznic i obrazowo przedstawia,
trudne 1 czasami nuzgce ze swej natury szczegoly, latwo prowadzac czytelnika przez
skomplikowane zagadnienia kliniczne i doswiadczalne. Autorka nie uniknela jednak
drobnych potknig¢ jezykowych takich jak na przyktad kilkukrotne uzycie sformulowania ,,w
poréwnaniu do™ zamiast ,,w poréwnani z” (uzyte np. w drugim wniosku etapu I).

Warto zwroci¢ uwage na ogrom zmudnej pracy, ktora kandydatka musiata wlozy¢ w
zebranie materialu do badan, wykonanie pracy doswiadczalnej i laboratoryjnej, a takze
morfologiczng analiz¢ wynikow, ktora dowodzi nabycia przez doktorantke duzego
praktycznego doswiadczenia w ocenie obrazow mikroskopowych, osoby ktéra nie jest
patomorfologiem.

Nasuwajace si¢ uwagi do pracy sa nieliczne. Cickawos¢ i pytanie recenzenta budzi
obecnos$¢ w ocenianym materiale tkankowym komorek dendrytycznych (ktore mogly by by¢
widoczne w barwieniu S-100, oznaczenie wykonane w pracy do oceny struktur nerwowych)
ktore ze swojej natury sa komérkami o bardzo duzym potencjale immunogennym, a o ktérych

autorka nie wspomina. Czg$¢ metodyczng warto by rowniez uzupelni¢ o informacj¢ dotyczaca




weryfikacji grubosci ocenianych preparatéw immunohistochemicznych, co ma istotne
znaczenie dla oceny stosunkow ilosciowych ocenianych komorek i struktur histologicznych .

W podsumowaniu chciatbym podkresli¢, ze bardzo drobne uwagi recenzenta w zaden
sposob nie wplywajg na wartos¢ merytoryczna pracy. Z pelnym przekonaniem chcialbym
stwierdzi¢, ze Pani magister Katarzyna FUTOMA przedstawila rozprawe doktorska na bardzo
dobrym poziomie merytorycznym, zawierajaca cenne wyniki i praktyczne wnioski., ktore
moga zosta¢ opublikowane w specjalistycznym pismiennictwie o szerokim zasiggu. Warte
podkreslenia jest takze, ze wyniki pracy zostaly w czgsci opublikowane w czasopismie o
szerokim zasiggu (Histol Histopatol. 2017 Jan 25:11875), a takze przedstawione na
dziesigciu, w tym powaznych konferencjach miedzynarodowych.

Na podstawic dokonanej oceny stwierdzam, iz rozprawa doktorska zatytulowana
“Charakterystyka epineurium oraz ocena odpowiedzi immunologicznej po jego zastosowaniu
jako bariery ochronnej zapobiegajacej powstawaniu nerwiakow w obwodowym ukladzie
nerwowy” w pelni odpowiada wymaganiom stawianym rozprawom na stopien doktora nauk
biologicznych i w zwiazku z tym mam zaszczyt przedstawi¢c Wysokiej Radzie Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu wniosek o dopuszczenie Pani magister Katarzyny FUTOMY do dalszych etapow

przewodu doktorskiego i wyrdznicnic pracy.
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