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Z prawdziwg przyjemnoscig zapoznalem si¢ z trescig pracy doktorskiej Kolezanki Dominiki
Gotubczyk pt. ,,Wykorzystanie technik wewnatrznaczyniowych w modelowaniu i leczeniu
schorzen neurologicznych”. Pozytywng opini¢ o recenzowanej rozprawie z wnioskiem do Rady
Naukowej o dopuszczenie do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego, pozwalam sobie przestac¢

na rece Pana Profesora.
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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. med. Dominki Golubczyk pt. ,,Wykorzystanie technik wewnatrznaczyniowych w

modelowaniu i leczeniu schorzen neurologicznych”

Promotor: dr hab. n. med. Piotr Walczak, Promotor Pomocniczy: dr 1zabela Malysz — Cymborska

Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy istotnego problemu wykorzystania technik
wewnatrznaczyniowych w badaniach przedklinicznych chorob OUN na duzych zwierzetach.
Nowe strategie leczenia wymagaja przeprowadzania planowanych procedur badawczych na
zwierzgtach, pozwala to na wglad w procesy, ktorych nie mozemy obserwowa¢ in vitro.
Przedkliniczne badania wykonywane sg gtownie na matych zwierzetach laboratoryjnych, co
niestety nie do konca jest porownywalne z realnymi warunkami klinicznymi. Stad wiele badan nad
potencjalnie skutecznymi terapeutykami opracowywanych w oparciu o malte zwierzeta
laboratoryjne nie przynosi oczekiwanych efektow, a miedzynarodowe agencje ds. lekéw
rekomenduja wykorzystanie duzych modeli zwierzecych do oceny skutecznosci, trwatosci

odpowiedzi na dawke oraz bezpieczenstwa zaawansowanych produktéw leczniczych.

Wspotczesne badania lekow pozyskiwanych metodami biotechnologicznymi, ktére cechuja si¢
duzymi rozmiarami, wymagaja dostarczenia substancji terapeutycznych do miejsca docelowego w
obrebie osrodkowego ukladu nerwowego. Stwarza to konieczno$¢ podania ich drogg dotetnicza
lub tez bezposrednio do tkanki, co pozwala na maksymalizacj¢ stezenia leku w tkance nerwowej i
ograniczenie toksyczno$ci ogolnoustrojowej. W praktyce laboratoryjnej dobrym modelem,
zblizonym do warunkéw klinicznych jest osrodkowy uktad nerwowy §wini domowej. Problemem
z podawaniem substancji terapeutycznych czy tez wykonywania ogniskowych uszkodzen droga
przez tetnicza u tego gatunku zwierzat laboratoryjnych jest r6znica anatomiczna w budowie naczyn
podstawy moézgu w stosunku do cztowieka. Gatunkowe réznice anatomiczne uniemozliwiajg
prowadzenie badan w sposob kontrolowany i1 powtarzalny.

W $wietle powyzszych danych wybor tematyki badan wydaje si¢ by¢ jak najbardziej uzasadniony.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest oparta na zbiorze (dwoch) opublikowanych i1
powiazanych tematycznie artykutow naukowych. W sktad rozprawy wchodzg prace pt.:

1. Golubczyk, D., Kalkowski, L., Kwiatkowska, J. et al. Endovascular model of ischemic stroke

in swine guided by real-time MRI. Sci Rep 10, 17318 (2020)



2. Malysz-Cymborska, 1., Golubczyk, D., Kalkowski, L. et al. Intra-arterial transplantation of stem
cells in large animals as a minimally-invasive strategy for the treatment of disseminated
neurodegeneration. Sci Rep 11, 6581 (2021),

punktacja IF to 3,998 za kazda z prac i odno$nie 140 punktow MNiSW. Recenzowane czasopismo
Scientific Reports jest pismem typu Open Access wydawanym przez Nature.

Opierajac  si¢ na migdzynarodowych =zaleceniach dotyczacych prowadzenia badan z
wykorzystaniem duzych modeli zwierzegcych, a takze mozliwosciach wspotczesnego obrazowania
w neuroradiologii w tym wykorzystania metod dostgpdw wewnatrznaczyniowych, doktorantka
postawita niezwykle nowatorska hipoteze badawcza, ktora zaktada, ze zastosowanie powyzszych
technik pozwoli na modelowanie i leczenie choréb osrodkowego uktadu nerwowego u duzych
zwierzat. Za glowny cel pracy postawila wykorzystanie technik radiologii interwencyjnej do
opracowania mato inwazyjnej procedury indukcji udaru niedokrwiennego u §wini domowej oraz
przeszczepu komorek macierzystych do OUN duzych zwierzat. Dla udowodnienia powyzszych
zatozen doktorantka przyjeta szereg zadan badawczych. W eksperymencie 1 (opublikowana praca
nr 1) podstawowym zadaniem bylo opracowanie metody pozwalajacej na indukcje udaru
niedokrwiennego u §wini domowej metoda embolizacji wewnatrznaczyniowej, a dalszym ocena
mozliwosci wykorzystania MRI do monitorowania ognisk niedokrwienia w czasie rzeczywistym
1 odleglej obserwacji. Natomiast eksperyment drugi (opublikowana praca nr 2) to ocena
bezpieczenstwa i skutecznosci przeszczepu komoérek macierzystych droga dotetnicza i w dalszym
etapie ocena mozliwosci badan MRI biodystrybucji komérek macierzystych.

Podejmowany temat jest oryginalny, a poddana badaniu grupa zwierzat doswiadczalnych w pehni
upowaznia autora do wyciagniecia wnioskéw mogacych wptynag¢ na zmiang dotychczasowego
paradygmatu, ktory kwestionuje mozliwo$¢ wykorzystania duzych zwierzat do kontrolowanych 1
powtarzalnych badan na etapie przedklinicznym technikami wewnatrznaczyniowymi ze wzgledu
na budowe anatomiczng naczyh podstawy mozgu. Stad dotychczas stosowane modele badawcze
wykorzystywaly jedynie dostep operacyjny do naczyn mézgowych. Ten model postgpowania
uniemozliwial jednak obserwacj¢ zjawiska reperfuzji.

O oryginalnos$ci 1 nowoczesno$ci badan §wiadczy¢ moze przyjeta przez doktorantk¢ metodyka
prowadzonych eksperymentéw. Na szczegdlng uwage zastuguje eksperyment 1 ze wzgledu na
wykorzystanie techniki neuroradiologii interwencyjnej do podania materialu obturacyjnego
(trombiny) oraz kontrastu (Gadoliny) 1 dostosowanie tempa i1 sposobu podawania tych srodkéw
tak, aby uzyskac kontrolowany obszar niedokrwienia. W zalozeniu w obszarze t¢tnicy srodkowe;j

mdbzgu, ale wezesniej pokonania przeszkody ,,nie do pokonania” jaka dotychczas w badaniach tego



typu stanowita sie¢ bardzo drobnych naczyn podstawy tzw. rete mirabile. Jednocze$nie
prowadzone byto monitorowanie zmian w mézgu przy uzyciu MRI 3T, co pozwalato na oceng w
czasie rzeczywistym dokonujacych si¢ zmian niedokrwiennych. Drugi eksperyment potwierdza
praktyczne zastosowanie opracowanej metodyki. Technikg radiologii interwencyjnej zostaje w
celach terapeutycznych podana zawiesina komorek macierzystych GRP i MSC, a ich dystrybucja
W czasie rzeczywistym byla obserwowana badaniem MRI. W obu eksperymentach kontrole
zasiegu 1 rozleglo$ci obszaru niedokrwienia czy dystrybucji podanych komoérek macierzystych
oraz zgodnosci z obrazami MRI wykonywano metodami badan histologicznych oraz
molekularnych. Ta czg¢§¢ pracy w zalaczonych publikacjach, ale takze w podsumowaniu
zbiorczym jest bardzo czytelnie ilustrowana schematami i rycinami utatwiajgcymi rozumienie tak
skomplikowanej metodyki zastosowanej w eksperymencie.

Zgodnie z obowigzujacymi zasadami wszystkie procedury badawcze zostaly zatwierdzone przez
lokalng Komisj¢ Bioetyczng UWM w Olsztynie, a wykonane zgodnie z wytycznymi ARRIVE.
Jako recenzent mam kilka uwag do tekstu, ktore nasuwajg si¢ na tym etapie oceny rozprawy
doktorskiej Kolezanki Golubczyk. W jakim stopniu to wlasnie $winie sa przydatne jako model
zwierzgcy chorob neurologicznych wystepujacych u ludzi i co za tym idzie w jakim stopniu model
udaru niedokrwiennego u $wini odzwierciedla¢ moze rzeczywista sytuacje kliniczng. Wydaje sie,
ze informacje na ten temat powinny zosta¢ przedstawione we wstepie do omawianego dzieta.
Natomiast w opisie metody nie znalaztem chyba jednej z najwazniejszych informacji w jaki sposob
jest podawany kontrast, a p6zniej srodki obturacyjne czy terapeutyczne poprzez mikrocewnik, tak
aby uzyska¢ wlasciwa dystrybucj¢ w obrebie naczyn mozgu. W pracy oryginalnej skwitowane jest
to jednym zdaniem, ze po prostu wykonywane jest to recznie pod kontrolg badan dynamicznych
MRI w czasie rzeczywistym. Interesujagcym wydaje si¢ zagadnienie czy tg ,,r¢czng” metodg mozna

zapewni¢ dokladno$¢ i powtarzalnos¢.

Rozdzial rozprawy poswigcony wynikom prowadzonych analiz jest najbardziej rozbudowang
czescig pracy, bogato ilustrowang tabelami i rycinami. Z istotnych spostrzezen wynikajacych z
analizy 1 potwierdzajacych w petni postawiong hipoteze badawcza w zakresie eksperymentu 1 to
fakt, iz wprowadzenie cewnika technikg wewnatrznaczyniowa w okolic¢ sieci drobnych naczyn
podstawy u $wini jest bezpieczne, a wstrzyknigcie §rodka kontrastowego pod kontrola MRI w
czasie rzeczywistym umozliwia dostosowanie predkosci infuzji w celu uzyskania
zakontrastowania wybranego obszaru moézgu dostepnego poprzez mikrocewnik posadowiny
ponizej sieci rete mirabile. Nowatorskie i w pelni oryginalne jest wykorzystanie dynamicznego
obrazowania MRI w czasie rzeczywistym w trakcie wykonywania embolizacji z uzyciem ro6znych

sekwencji rezonansu w tym DWI, map ADC czy rekonstrukcji tréjwymiarowej do oceny dynamiki



i zakresu zmian niedokrwiennych w trakcie aplikacji trombiny jako materiatu obturacyjnego.
Wyniki odlegte MRI uzyskane po 24 godzinach i po miesigcu potwierdzity wywotanie ogniska
niedokrwiennego z uszkodzeniem odleglym bariery krew-mozg w zaplanowanym wcze$niej
obszarze potkuli moézgu. Wyniki te potwierdzone zostaly ostatecznie w ocenie histologiczne;j

tkanki z uzyciem barwienia immunofluorescencyjnego.

Wyniki uzyskane w eksperymencie 2 w pelni potwierdzaja skutecznos$¢, wlasnej oryginalnej
metody w do$wiadczalnym zastosowaniu komorek macierzystych podanych do zaplanowanego
obszaru moézgu droga przez tetnicza - neuroradiologii interwencyjnej. Podobnie jak w
eksperymencie 1 wykorzystano metodyke celowanego podania i kontroli §rodoperacyjnej z
zastosowaniem dynamicznych metod MRI. W odr6znieniu od poprzedniego badania zatozeniem
byto bezpieczne podanie materialu terapeutycznego tak aby unikna¢ przypadkowego zamknigcia
naczyn i wywolania tym samym ognisk udarowych. Wyniki potwierdzily wlasciwg dystrybucje
podanej zawiesiny komodrkowej, dotyczyto to tylko komoérek MSC oraz brak zmian
niedokrwiennych. Dzigki opracowanej przez doktorantk¢ metodologii badacz przeprowadzajacy
eksperyment, moze w czasie rzeczywistym kontrolowa¢ podanie specyfikow do wybranego
obszaru moézgu z zachowaniem pelnego bezpieczenstwa w zakresie prawidtowego ukrwienia

tkanki nerwowe;j.

W dyskusji autor omawia uzyskane wyniki 1 odnosi je do danych z literatury. Ten rozdziat
ocenianej rozprawy dowodzi, ze autor nie tylko umie dyskutowac¢, ale i ma do tego mocne
podstawy w postaci bogatego, rzetelnie zebranego materialu, co widoczne jest w zebranym
piSmiennictwie. Podkres§li¢ nalezy znaczenie uzyskanych wynikow dla praktyki badan
eksperymentalnych w fazie przedklinicznej. Badacze dzigki opracowaniu przez doktorantk¢ nowe;j
1 nowatorskiej metody zyskuja znakomite narz¢dzie w badaniach przedklinicznych. W
podsumowaniu autorka podaje jakie sg przewagi proponowanego modelu w stosunku do wczeséniej
stosowanych rozleglych metod operacyjnych, nie znalaztem jednak odniesienia do mozliwych
probleméw, ktore moglyby by¢ zwigzane z proponowang technika, czy tez trudnosci
pojawiajacych si¢ w trakcie badania i czy obserwowane byly we wlasnym materiale. Interesujace,
gléwnie w aspekcie przysztych zastosowan metody jest zagadnienie zwigzane z uzyciem trombiny
jako materialu embolizacyjnego. Opracowany model badawczy w zalozeniu stuzy¢ ma miedzy
innymi przedklinicznym badaniom specyfikow stosowanych w leczeniu udaru mozgu, a w
zwiazku z tym czy podanie trombiny prowadzace do wykrzepiania w naczyniach krwiono$nych

pozwala na reperfuzje.



Praca jest napisana w sposob przejrzysty, zrozumiatym jezykiem. Przedstawione wyniki sg
przekonywujaco udokumentowane, a wnioski koncowe wynikaja logicznie z cato$ci materiatu,
odpowiadajac na postawione we wstepie pracy cele. Na korzystng oceng catosci rozprawy wptywa
bardzo staranne przedstawienie materiatu, drobiazgowa, wieloaspektowa analiza danych i dobra
dokumentacja ikonograficzna.

Prace oceniam pozytywnie, ze wzgledu na przedstawienie waznego problemu badawczego i
przedstawienia nowatorskiej, wlasnej metody pozwalajacej nie tylko utatwié, ale chyba nawet
zrewolucjonizowac¢ przedkliniczne badania w zakresie osrodkowego uktadu nerwowego duzych
zwierzat. Autorka wykazata umiejetnos¢ wiasciwych metod opracowania materiatu badawczego
oraz postugiwania si¢ piSmiennictwem.

Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji spetnia wszystkie ustawowe wymogi. Prezentuje
ogblng wiedze teoretyczng kandydatki w dziedzinie, ktorej po§wigcone sa badania oraz wykazuje
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wnosi nowe elementy poznawcze oraz praktyczne
do dziedziny, ktorej dotyczy. Rozprawe doktorska stanowi zbior opublikowanych 1 powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych opublikowanych w wysoko punktowanym, recenzowanym
czasopi$mie Scientific Reports (https://www.nature.com/srep) nalezacym do portfolio jednego z
najbardziej uznanych wydawnictw naukowych — Nature.

Reasumujac stwierdzam, ze praca lek. med. Dominki Golubczyk pt. ,,Wykorzystanie technik
wewnatrznaczyniowych w modelowaniu i leczeniu schorzen neurologicznych” jest ambitnym
zadaniem badawczym, ktore doprowadzito do samodzielnego rozwigzania istotnego problemu.
Oceniana rozprawa doktorska jak wykazano powyzej spelnia warunki okreslone w Art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz. U. 2018 poz. 1668
Z tego wzgledu mam zaszczyt przedstawi¢ wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Medyczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie w/w pracy
doktorskiej oraz dopuszczenie lek. med. Dominki Golubczyk do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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