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Dysplazja oskrzelowo-ptucna (BPD) jest chorobg wystepujacg u noworodkéw
urodzonych przedwczesnie <32 tygodnia cigzy, zwtaszcza w grupach
wczesniakow z bardzo matg masg ciata, tj. 1500-1000g (VLBW) i ekstremalnie
matg masg ciata, tj.<1000g (ELBW). Jak wynika z danych WHO wraz ze
wzrostem przezywalnosci skrajnie niedojrzatych noworodkéw obserwuje sie
staty wzrost liczby wczesniakdow, u ktorych rozwija sie BPD. Nalezy podkreslic,
ze dysplazja oskrzelowo-ptucna jest jedng z gtéwnych przyczyn czestej
zachorowalnosci i umieralnosci  wczed$niakdw podczas hospitalizacji
bezposrednio po urodzeniu oraz po wypisie ze szpitala. Do najczestszych
problemoéw klinicznych dzieci z BPD nalezg zaburzenia i problemy oddechowe
(nawracajace epizody bezdechéw i obturacji, przewlekty kaszel, nawracajace
zakazenia wirusowe drdég oddechowych, zwiekszona czesto$¢ wystepowania
astmy oskrzelowej), niedobory Zzywieniowe, ktére powodujg zaburzenia
rozwoju fizycznego i wzrastania, a ciezki przebieg choroby moze by¢ rowniez



przyczyng opdznienia rozwoju psychoruchowego i trudnosci poznawczych w
dalszych latach zycia.

Etiopatogeneza BPD jest wieloczynnikowa, a rozwdj choroby zalezy zaréwno
od czynnikdw wewnatrzmacicznych jak i zewnatrzmacicznych. Do rozwoju
choroby przyczynia sie subkliniczny proces zapalny toczacy sie u kobiety
ciezarnej, ktéry czesto towarzyszy przedwczesnemu urodzeniu. Po urodzeniu
bardzo wazny jest rodzaj podjetej resuscytacji, bowiem narazenie wczesniaka
na wspomaganie oddychania za pomocg wentylacji mechanicznej, ktéra moze
uszkodzi¢ niedojrzate struktury pfuc, jest obok niskiego wieku cigzowego
podstawowg przyczyng BPD.

Rozpoznanie BPD u noworodkow urodzonych przedwczesnie stanowi istotny
problem diagnostyczny, gdyz kryteria kliniczne zmieniajg sie w zaleznosci od
sposobdéw leczenia, a w diagnostyce laboratoryjnej nie ma miarodajnych
wyktadnikow biochemicznych stuzgcych do potwierdzenia BPD. Natomiast
zmiany w ptucach rejestrowane za pomocg technik obrazowych jak rtg klp i
USG ptuc sg czesto niejednoznacznie interpretowane. W diagnostyce
roznicowej BPD nalezy bra¢ pod uwage inne czeste przyczyny niewydolnosci
oddechowej u wczesniakdow jak: wady wrodzone, zakazenia wewngtrzmaciczne
i okotoporodowe, zaburzenia nerwowo-mieSniowe, zapalenia ptuc i
niewydolnos¢ krazenia.

Postawienie precyzyjnego rozpoznania, ktére pozwoli na podejmowanie
wiasciwych dziatan diagnostyczno-leczniczych i profilaktycznych w zaleznosci
od stadium strukturalnej i czynnosciowej dojrzatosci tkanki ptucnej oraz
mozliwos$¢ oceny procesdw naprawczych na zastosowane leczenie w oparciu o
nowoczesne metody diagnostyczne, powinno prowadzi¢ do znormalizowania
struktury i funkcji ptuc u wczesniakdéw z BPD.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Magdaleny Kotodziej pt.
»Wykorzystanie technik biomedycznego obrazowania molekularnego w
modelu zwierzecym dysplazji oskrzelowo-ptucnej” dotyczy istotnego
zagadnienia, tj. poszukiwania i wykorzystania nowych metod diagnostycznych
jaka jest spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera w ocenie
ekspresji fenotypowej zmian w tkance ptucnej w modelu zwierzecym dysplazji
oskrzelowo-ptucnej. Jak podkresla Autorka z uwagi na tatwosc¢ z jaka mozna
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wykonaé precyzyjne badanie niewielkich probek tkanek, badana metoda
spektroskopia FTIR moze by¢ cenna jako wskaznik diagnostyczny i
prognostyczny, szczegdlnie w przypadku braku tzw. ,zfotego standardu
diagnostycznego”.

Oprawiony wolumin komputerowo wydrukowanej pracy przedtozony mi do
recenzji liczy 119 ponumerowanych strony tekstu, ilustrowanego 11 tabelami,
19 rycinami i 30 wykresami, zawiera wykaz skrétéw uzytych w pracy,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis piSmiennictwa liczacy 197
polskiej i anglojezycznej literatury fachowej oraz spis rycin i wykreséw. Typowy
uktad redakcyjny zachowuje proporcje objetosciowe rozdziatow.

We wstepie na podstawie bogatego pisSmiennictwa Autorka przedstawita etapy
rozwoju ptuc, omowita szeroko problem dysplazji oskrzelowo-ptucnej z
uwzglednieniem rysu historycznego i ewolucje zmian w definicji w zaleznosci
od stosowanych metod leczniczych, przedstawita epidemiologie i czynniki
ryzyka wystgpienia BPD. W odrebnym podrozdziale omoéwita szeroko
patogeneze i patofizjologie choroby zwracajgc szczegélng uwage na
mechanizm zwigzany z wysokim uzyciem tlenu, uszkodzenia zwigzane z
agresywng wentylacjg i role procesow zapalnych w patogenezie dysplazji
oskrzelowo-ptucne;.

W rozdziale 3 pt. ,Spektroskopia w podczerwieni — podstawy metody”
Doktorantka przedstawita szczegbétowo zasady obrazowania
spektroskopowego w podczerwieni z transformacjg Fouriera, ktéra jest
obecnie intensywnie rozwijajgcg sie metodg mogacg znalezé zastosowanie w
diagnostyce medycznej. Autorka podkresla, ze kazdg zmiane morfologiczng w
komérkach i tkankach bedacg przejawem choroby poprzedza zmiana
chemiczna, ktéra moze by¢ wykryta z zastosowaniem metod spektroskopii
FTIR. Zdaniem Doktorantki zastosowanie odpowiednio dobranej analizy
spektralnej wraz z mozliwoscig dokfadnej lokalizacji struktur komorkowych i
tkankowych umozliwia zaréwno badanie zmian zachodzacych ~w tych
strukturach, jaki i diagnozowanie oraz monitorowanie leczenia wielu stanow
patologicznych.

Rozdziaty wstepu stanowig dobry punkt odniesienia do sformutowania celu
pracy, ktéry zostat sformutowany jasno i precyzyjnie w rozdziale 4 dysertacji.
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Za cel pracy Doktorantka postawita sobie analize zmian tkanek ptuc w modelu
zwierzecym dysplazji oskrzelowo-ptucnej oraz porownanie uzyskanych
wynikdw ze zdrowg kontrolg. Autorka zatozyta realizacje celu pracy w
nastepujacych 2 etapach:

1. Zbadanie rdéznic molekularnych mozliwych do rejestracji za pomoca
mikrospektroskopii FTIR w modelu zwierzecym dysplazji oskrzelowo-ptucne;j

2. Zbadanie rdéznic morfometrycznych w pecherzykach ptucnych wystepujacych
miedzy populacjg zdrowa a populacjg z objawami BPD

W rozdziale 5 pracy doktorskiej, pt: ,,Materiat i metody” Autorka na wstepie
charakteryzuje materiat badawczy uzyty do eksperymentu, w ktorym
wykorzystata mysi model dysplazji oskrzelowo-ptucnej. Na wykonanie
eksperymentu, ktéry zostat przeprowadzony w Hudson Institute of Medical
Research, Monash University w Melbourne, Australia Doktorantka uzyskata
zgode Komisji Bioetycznej. Ciezarne myszy typu dzikiego otrzymaty w 14 dniu
cigzy jednorazowo 150 mg lipopolisacharydow na kg masy ciata w celu
wywofania okofoporodowego stanu zapalnego. Nastepnie urodzone w
terminie noworodki mysie losowo umieszczono w 2 srodowiskach rdznigcych
sie stezeniem tlenu, tj.: w Srodowisku normoksemicznym (21% tlenu) i w
srodowisku hiperoksycznym (65%) tlenu tworzagc w ten sposéb 2 grupy
badane. W 28 dniu zycia zwierzeta humanitarnie usmiercono, a nastepnie
wykonano preparaty histologiczne tkanki ptucnej badanych zwierzat wedtug
standardowych procedur.

Do badan mikroskopowych oraz spektroskopowych wykorzystano rdézinej
grubosci skrawki ptuc badanych myszy. Do badan morfometrycznych skrawki
tkanki ptucnej barwiono hematoksyling i eozyng, a nastepnie na barwionych
preparatach wyznaczano obszary odpowiadajgce S$cianom oskrzeli i
pecherzykom ptucnym. W wyznaczonych obszarach Doktorantka oceniafa
zmiany w oskrzelach oraz pecherzykach ptucnych badanych myszy
obrazowaniem mikrospektroskopowym FTIR. Po wstepnym przetworzeniu
map chemicznych ocenianych struktur, Autorka opisata uzyskane widma pod
katem wystepujgcych w nich charakterystycznych pasm. W kolejnym etapie
procesu badawczego Autorka obliczyta wspdtczynniki absorbancji i poddata
widma analizie PCA.



Wyniki zebranych danych, tj. parametry histopatologiczne, wspodtczynniki
absorbancji dla oskrzeli, komponenty podstawowe dla oskrzeli, wspdtczynniki
absorbancji dla pecherzykéw Autorka scharakteryzowata za pomoca
podstawowych charakterystyk statystycznych, tj. Sredniej, mediany minimum,
maximum i odchylenia standardowego i poddata adekwatnej analizie
statystycznej. Do sprawdzenia normalnosci rozktadu zastosowata test Shapiro-
Wilka. Nastepnie dla sprawdzenia istotnosci rdznic miedzy grupami
zastosowata test parametryczny t-studenta dla rozktadéw normalnych i test
nieparametryczny Wilcoxona dla cech zmiennych nie spetniajgcych kryterium
normalnosci rozktadu. P < 0,05 przyjeta za istotne statystycznie.

W przedstawionej mi do oceny pracy w Rozdziale 5, tj. ,Materiat i Metody”
nie ma odrebnego podrozdziatu, w ktdorym Doktorantka powinna opisac
zastosowane w pracy metody statystyczne. Metody te sg wspomniane w
kolejnych podrozdziatach rozdziatu 6, pt. ,Wyniki”, przy omawianiu uzyskanych
wynikow przeprowadzonych badan. Wyniki badan statystycznych Doktorantka
opisata w tekscie i przedstawita czytelnie w postaci 11 tabel i na 30 wykresach.

Nalezy podkresli¢, ze badania zaplanowane i wykonane przez Doktorantke s3g
unikatowe na skale Swiatowg i mogg przyczyni¢ sie do upowszechnienia
zastosowanej przez nig metody mikrospektroskopii w podczerwieni FTIR w
diagnostyce zmian molekularnych w ptucach w dysplazji oskrzelowo-ptucnej u
wczesniakow. Jak podkresla Autorka, postep techniczny w obrazowaniu
zapewnia coraz bardziej szczegdotowy wglagd w procesy molekularne tkanki
ptucnej, co moze stuzy¢ do opracowania szybkiego i wiarygodnego testu
pozwalajgcego na okreslenie zarowno dojrzatosci tkanki ptucnej jak tez jej
reakcji na zastosowana terapie. Spostrzezenia te umozliwig rozwdj
nowoczesnych strategii leczniczych majgcych na celu hamowanie destrukcji
tkanki ptucnej i promowanie rozwoju proceséw naprawczych ptuc u
wczesSniakow z BPD. Nalezy miec¢ nadzieje, ze wyniki wyzej wymienionych
badan w przysztosci bedg miaty bardzo istotny aspekt praktyczny dla lekarzy
neonatologdw, gdyz przyczyniag sie do rozwoju nowoczesnych procedur
diagnostyczno-leczniczych, ktére poprawig rokowanie dotyczace zdrowia i
zycia w grupach najmtodszych wczesniakdw narazonych na rozwoj BPD .

Oceniajgc prace bardzo pozytywnie, a szczegblnie zaangazowanie Autorki w
zaplanowanie i wykonanie bardzo trudnego eksperymentu prowadzgcego do
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uzyskania preparatéw histologicznych tkanki ptucnej noworodkéw mysich, w
indukowanym  modelu  dysplazji  oskrzelowo-ptucnej, a  nastepnie
przeprowadzenie badann  molekularnych oraz ich  opracowanie
nalezy stwierdzi¢, ze wykonana praca laboratoryjna zastuguje na najwyisze
uznanie. Natomiast mam uwage do tytutu pracy, ktory sugeruje, ze
Doktorantka badata wykorzystanie wielu technik biomedycznego obrazowania
w modelu zwierzecym dysplazji oskrzelowo-ptucnej, podczas gdy byta to jedna
metoda, tj. mikrospektroskopia w podczerwieni FTIR. W zwigzku z tym
uwazam, ze nazwa metody powinna sie znalez¢ w tytule pracy, tj. np.:
»Wykorzystanie mikrospektroskopii w podczerwieni FTIR w obrazowaniu
molekularnym zwierzecego modelu dysplazji oskrzelowo-ptucnej”.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka wysuneta 5 wnioskow, ktore
jednak nie wszystkie odpowiadajg celom pracy postawionym przez
Doktorantke. Za najwazniejsze z nich nalezy uznac te, ktore stwierdzajg, ze
mikrospektroskopia w podczerwieni FTIR w BPD jest czutym narzedziem
wykazujgcym wysoka zgodnos¢ otrzymanych wynikdbw z metodami
morfometrycznymi — wniosek 1 i 2. Natomiast Doktorantka nie uwzglednita
we whnioskach stwierdzonych w badaniach wtasnych rdéznic molekularnych,
jakie s3 mozliwe do rejestracji za pomocg mikrospektroskopii FTIR w modelu
zwierzecym dysplazji oskrzelowo-ptucnej oraz nie przedstawita jakie roznice
morfometryczne wystepujg w pecherzykach ptucnych miedzy populacja
zdrowg a populacja z BPD, a takie wtasnie byly gtdwne cele pracy
przedstawione przez Autorke w rozdziale 4, pt. ,Cel pracy” dysertacji
doktorskiej. Rdwniez wniosek 4 nie wynika bezposrednio z przeprowadzonych
badan, a konieczno$é¢ przeprowadzenia kolejnych badan w indukowanym
modelu dysplazji oskrzelowo-ptucnej u myszy z wykorzystaniem metod
komplementarnych nalezato ewentualnie uwzgledni¢ i oméwic¢ w dyskusji.

W rozdziale 7 pt. ,Dyskusja” Autorka podejmuje udang prébe interpretacji
wiasnych badan w konfrontacji z rezultatami zblizonych tematycznie badan
innych autoréw. Nalezy podkresli¢, ze do chwili obecnej tylko nieliczne zespoty
badawcze na sSwiecie wykorzystywaty mikrospektroskopie FTIR w celach
diagnostycznych u wczes$niakow z BPD. Przytaczajagc prace innych autorow
Doktorantka podkresla, ze spektroskopia FTIR moze mieé réwniez
zastosowanie w badaniach dotyczacych patogenezy i remodelingu ptuc, co
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wykazata w swoich nowatorskich badaniach. Wedtug Doktorantki wiedza ta
jest niezbedna do dalszego rozwoju metod profilaktycznych i leczniczych w
dysplazji oskrzelowo-ptucnej u wczesniakdw. Dyskusja wynikow badan
dowodzi duzej wiedzy Autorki w zakresie prowadzonych dociekan naukowych i
jest napisana przejrzyscie i czytelnie.

Praca jest napisana w sposéb komunikatywny, a uzyskane przez Autorke
wyniki budzg zainteresowanie ze wzgledu na ich nowatorski charakter. Na
szczegblng uwage zastuguje strona graficzna pracy, ktéra w sposob przejrzysty
prezentuje wyniki badan. Z obowigzku recenzenta przedstawiam drobne
uchybienia edytorskie stwierdzone w przedtozonej mi do recenzji pracy, tj. po
tytule recenzowanej pracy Autorka postawita kropke, natomiast wedtug
poradni jezykowej PWN i wedtug ogodlnie przyjetych zasad w tytule i
nagtowkach kropek nie stawia sie.

Na stronie 9 dysertacji Doktorantka pisze, cyt.: ,..podziat ciezkosci
przewlektego uszkodzenia ptuc u niemowlat suplementowanych tlenem
powyzej 28 dni od urodzenia w zaleznosci od kumulatywnego czasu trwania

”

suplementacji tlenem...” wydaje sie, ze zamiast kumulatywnego wystarczyto
uzy¢ polskiego stowa, tzn.” tgcznego czasu trwania suplementacji tlenem...” co
bytoby bardziej zrozumiate dla czytelnika. W tym samym zdaniu jest pomytka
merytoryczna gdyz ciezko$¢ przewlektego uszkodzenia ptuc poza fgcznym
czasem suplementac;ji tlenem, zalezy réwniez od stezenia podawanego tlenu
wymaganego po 36 tygodniach wieku postmenstrualnego, a nie tak jak pisze
Autorka po 36 tygodniach wieku korygowanego. Wynika to z faktu, ze
okreslenia: wiek postmenstruacyjny i wiek korygowany maja zupetnie inne
znaczenie. Wiek postmenstruacyjny jest to wiek ptodu lub wczesniaka liczony
wedtug reguty Naegelego, tj. od ostatniej miesigczki w cyklu, natomiast wiek
korygowany jest to wiek kalendarzowy wczesniaka w tygodniach
pomniejszony o liczbe tygodni brakujacych do porodu w terminie, tj. w 40

tygodniu cigzy.

Ponad to proponuje, by znajdujacy sie w pracy wykaz skrétéw byt utozony
wedtug alfabetu, co znacznie ufatwia szukanie znaczenia skrotow uzytych w
tekscie. Kolejna moja uwaga dotyczy braku w przedtozonej mi do oceny pracy
odrebnego rozdziatu dotyczacego zastosowanych przez Doktorantke metod
statystycznych.



W rozdziale 9 pt. ,Bibliografia” umieszczono 197 pozycji literatury z czego
wiekszos¢ (188) to prace anglojezyczne; 90 cytowanych prac jest z ostatnich 5
lat. W tekscie pracy na stronie 11 kolejnos¢ cytowanych prac jest
nieprawidtowa, gdyz po pozycji nr 17, s3 cytowane prace nr 24 i 25, a
nastepnie 19, 26-31, natomiast nie zacytowano pozycji piSmiennictwa nr 18.

Sumujac moje spostrzezenia i refleksje poczynione w trakcie lektury
rozprawy doktorskiej pt.: ,Wykorzystanie technik biomedycznego
obrazowania molekularnego w modelu zwierzecym dysplazji oskrzelowo-
ptucnej” stwierdzam, ze spetnia ona kryteria stawiane rozprawom
doktorskim i przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Kolegium Nauk
Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek o dopuszczenie jej
Autorki mgr Magdaleny Kotodziej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.



