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Ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Krzysztofa A. Tomaszewskiego pt.
wWapnienie plytki granicznej, okluzji naczyn odiywczych oraz rola bialek odpowiedzialnych
za przetwarzanie nieorganicznego pirofosfornu w chorobie degeneracyjnej szyjnych dyskow
miedzykregowych”,
wykonanej w Katedrze Anatomii i Katedrze Patomorfologii Collegium Medicum Uniwersytetu

Jagiellonskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Jerzego A. Walochy

Choroby krazka migdzykrggowego sa powazanym problemem nie tylko zdrowotnym,
ale 1 spotecznym, gdyz stanowig jedna z gléwnych przyczyn dolegliwosci bolowych
oraz niezdolnosci do pracy. Zmiany najczgsciej maja posta¢ zwyrodnieniowa i obejmujg jadro
miazdzyste oraz otaczajacy je pierscien wloknisty. Mechanizm uszkodzenia jest zlozony jednak
najnowsze publikacje wskazuja, ze dominuje w nim zanik komoérek obu struktur w nastepstwie
miejscowego obnizenia stgzenia tlenu. U podloza tego procesu lezy zaburzenie krazenia krwi
w obrgbie blaszek granicznych sasiadujacych kregéw, ktére na drodze dyfuzji uczestnicza
w wymianie gazowe] 1 przekazywaniu substancji odzywczych, gdyz sam krazek nie jest
unaczyniony. W nastgpstwie niedotlenienia dochodzi do wzrostu pH, a nastepnie do obnizenia
lub zahamowania podziatléw komdrkowych gléwnie fibroblastéw i chondrocytéw. Przedtuzajacy sie
proces doprowadza do martwicy, widknienia 1 zwapnien. Towarzyszy temu gromadzenie
toksycznych metabolitow, ktére przyspieszajg zmiany wsteczne. Niekorzystnie na metabolizm
w obrgbie krazka miedzykregowego wplywa takze nadmierne obciazenie, ktore przyspiesza synteze
proteoglikanow, zaburzajac ich fizjologiczna proporcje z kolagenem. Mechanizm ten potwierdzony
zostat takze w uszkodzeniu mechanicznym krazkéw. Opisane zmiany prowadza do odwodnienia
jadra miazdzystego — a w wyniku jednoczesnego ostabienia pierscienia widknistego — do jego
przemieszczenia, najczesciej dokanalowego z uniesieniem wigzadla podtuznego tylnego kregostupa

oraz opony twardej z uciskiem na korzenie sasiadujacych nerwéw rdzeniowych i/lub rdzen kregowy.



W zaleznosci od morfologii, wyréznia si¢ dokanatowe uwypuklenie krazka z zachowang ciagloscia,
badZ z czgSciowym lub catkowitym przerwaniem pierscienia widknistego i przepukling jadra
miazdzystego. Rzadziej dochodzi do przemieszczenia pod wigzadlo podiuzne przednie kregostupa
i dotrzonowo, w obreb sasiadujacych trzondéw kregéw. Ostatni typ przepukliny jest charaktertstyczny
dla choroby Scheuermanna, ktéra powstaje w wyniku aseptycznej martwicy blaszek granicznych
trzondw kregow 1 charakteryzuje si¢ obecnoscig guzkéw Schmorla. Obecnie wsréd czynnikéw
predysponujacych do zmian zwyrodnieniowych krazka migdzykregowego wymienia si¢ takze
zaburzenia genetyczne, zwlaszcza mutacje w genie COL942, ktory koduje jeden z polipeptydow
kolagenu IX. Czynnik genetyczny i nieprawidtowa struktura tkanki tacznej leza takze u podstawy
choroby Marfana, ktéra charakteryzuje si¢ mutacja w genie fibryliny 1. Mimo, ze u pacjentéw
dominuja objawy ze strony galki ocznej i ukfadu sercowo-naczyniowego, to u czesci dochodzi

takze do znieksztalcenia kregostupa i uwypuklenia krazka.

W przeciwienstwie do bardzo dobrze znanej i rutynowo stosowanej diagnostyki obrazowej
choroby krazka miedzykregowego, mechanizmy prowadzace do jego uszkodzenia sg nadal niejasne
i stanowig podstawowy cel szeregu prac doswiadczalnych i klinicznych. W nurt tych waznych badan
wpisuje si¢ przekazana do recenzji rozprawa doktorska lek. med. Krzysztofa A. Tomaszewskiego

z Katedry Anatomii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Doktorant podjat si¢ oceny wplywu zmian zwyrodnieniowych na morfologie i biomechanike
krazkoéw migdzykregowych oraz przylegajacych plytek granicznych trzonéw kregéw. Dokonat takze
proby zobrazowania liczby komoérek w obu strukturach w celu opracowania map gestosci
komérkowej, zawartosci glikozaminoglikané6w oraz immunoekspresji bialek uczestniczacych
w metabolizmie pirofosfornu tj. bialek blonowych ANK, fasfatazy alkalicznej (ALP),
transformujacego czynnika wzrostu beta 1 (TGF-B1), osteopontyny (OPN) i ektonukleotydowe;j
fosfodiesterazy 1 (ENPPI). Ocenit takze zalezno$¢ pomiedzy zwyrodnieniem krazkow

migdzykregowych a wapnieniem ptytki granicznej oraz droznoscig otwordw odzywcezych.

Przekazana do recenzji rozprawa liczy 158 stron maszynopisu, obejmujacego manuskrypty

czterech artykutow, z czego jeden zostala opublikowany a trzy przyjeto do druku:

1. Tomaszewski KA, Saganiak K, Gladysz T, Walocha JA. The biology behind the human

intervertebral disc and its endplates. Folia Morphol (w druku).



2. Tomaszewski KA, Walocha JA, Mizia E, Gladysz T, Glowacki R, Tomaszewska R.
Age- and degeneration-related variations in cell density and glycosaminoglycan content

in human cervical intervertebral disc and its endlates. Pol J Pathol (w druku).

3. Tomaszewski KA, Adamek D, Pasternak A, Glowacki R, Tomaszewska R, Walocha JA.
Degeneration and calcification of cervical endplate is connected with a decreased expression
of ANK, ENPP-1, OPN and TGF-B1 in the intervertebral disc. Pol J Pathol 2014, 65,
204-211.

4. Tomaszewski KA, Admek D, Konopka T, Tomaszewska R, Walocha JA. Endplate
calcification and cervical intervertebral disc degeneration — the role of endplate marrow

contact channel occlusion. Folia Morphol (w druku).

We wstegpie dysertacji zamieszczono takze notg informacyjna oraz podsumowanie pracy
w jezyku polskim 1 angielskim. Na koficu za$ znajduja sig listy od redakcji potwierdzajace przyjecie

poszczegolnych artykulow do druku.

Autor bardzo starannie zaplanowat i wykonal doswiadczalng czg$é pracy, ktéra prowadzona
bylta we wspolpracy z Katedrg Patomorfologii, Katedra Medycyny Sadowej i Katedra Fizyki
Medycznej macierzystej uczelni. Badanie mialo charakter typowego eksperymentu naukowego,
przeprowadzonego na materiale pobranym z reprezentatywnej liczny cial. Za zgoda Komisji
Biotycznej U] CM (KBET/319/B/2012) — z uwzgle¢dnieniem rygorystycznego protokotu wiaczenia
do badan - przebadano 60 krazkéw migdzykregowych wraz z przylegajacymi blaszkami
granicznymi, pobranych z 30 nieutrwalonych cial w 24 godziny od zgonu. Bloki tkankowe badano
radiologicznie przy pomocy tomografii komputerowej (mikroTK), ktéra pozwolita na ptaszczyznowa
1 tréjwymiarowg oceng morfologii analizowanych struktur, w tym droznogci kanatéw naczyniowych
w obrgbie blaszek granicznych. Po wypreparowaniu badanych struktur, zaawansowanie zmian
zwyrodnieniowych oceniane byto makroskopowo z uzyciem skali Thompson’a i mikroskopowo,
w wycinkach pobranych z reprezentatywnych $cisle zmapowanych czeéci krazka. Morfologie obu
struktur, w tym wapnienie plytek granicznych, oceniano takze w preparatach histologicznych
wybarwionych rutynowo hematoksyling 1 eozyna, metoda tréjbarwng Masson-Goldner
oraz p.a.S + bl¢kitem alcianu. Dla zaawansowania zmian w ptytkach granicznych stosowano skale

Boos’a. Liczb¢ komoérek oceniono z uzyciem metody Abercrombie pod powigkszeniem x400



w orientacji przednio-tylnej i goérno-dolnej, co pozwolito na opracowanie zalozonych w celu pracy
map gestosci komoérkowej dla catego krazka. Z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat
w  skrawkach parafinowych oceniono immunoekspresie ANKI1, ENPP1, TGF-B1, fosfatazy
alkalicznej i osteopontyny, ktére analizowano pélilosciowo. W oparciu o pracochtonne metody
biochemiczne oceniono takze poziom glikozaminoglikanow. We wszystkich trzech pracach
oryginalnych materialy i metody opisano skrétowo, co wynika z charakteru opracowania,
ale w sposob przejrzysty, precyzyjny i mozliwy do odtworzenia. Otrzymane wyniki dokumentowano
fotograficznie, a dane analizowano statystycznie w oparciu o adekwatne, prawidiowo dobrane testy.
Dane liczbowe przedstawiono w tabelach i na wykresach. Na szczegdlne podkreslenie zashuguja
ryciny obrazujgce gestos¢ komoérkowa, gdyz moim zdaniem jest to najbardziej nowatorska czesé
pracy. Ta czgs¢ dysertacjii ma rdwniez najwigksze implikacje kliniczne, gdyz pozwala
na modelowanie i opracowanie podstaw rekonstrukcji krazka w oparciu o kontrolowane wszczepy

komdrek macierzystych.

Pierwsza z wymienionych prac jest opracowaniem pogladowych, przygotowanym w oparciu
0 najnowsze doniesienia w piSmiennictwie $wiatowym, ktora w bardzo przystepny sposob
zaznajamia czytelnika z rozwojem, morfologia i biomechanikq krazka miedzykregowego oraz plytek
granicznych  przylegajacych  krggéow. Wiele miejsca poswigcono takze zaburzeniom,
jakie towarzysza uszkodzeniu obu struktur, a zwlaszcza zmianom zwyrodnieniowym. Trzy kolejne
prace to opracowania oryginale, przygotowane w oparciu o typowy uktad dla prac do$wiadczalnych.
Zgodnie z przyjgta zasada, we wstgpie Autor umiejetnie zaznajamia czytelnika z tematem
opracowania, konczac rozdzial jasno sprecyzowanym celem pracy. Jak wspomniano powyzej opis
materialow i metod nie budzi zastrzezen. Artykuly oryginalne zwieraja takze doktadny i czytelny
opis przeprowadzonych doswiadczen i uzyskanych wynikéw. Na podkreslenie zastuguje bardzo
dobrej jakosci dokumentacja histologiczna, zwlaszcza ze uwapnione krazki migdzykregowe i pytki
graniczne nie nalezg do struktur, ktére fatwo podajg si¢ rutynowej obrébce. Najprawdopodobniej
z powodu ograniczen wynikajacych z wymogow redakcji zamieszczono dokumentacje zdjeciows,
wylacznie z preparatow barwionych metodg Massona oraz obrazujace immunoreaktywnosé ANK.
Brak jest zas dokumentacji dla immunoekspresji pozostaty biatek. Warto podkreslié, ze wszystkie
prace oryginale koncza sig szczegdtowa dyskusja, w ktorej uzyskane dane umiejetnie zestawiane sg
z wynikami innych badaczy. Autor prezentuje takze ograniczenia wynikajace z zastosowanej

metodyki, a takze charakterystyki grupy badanej. Ta czgé¢ poszczegdlnych artykutéw pozwala



najlepiej oceni¢ dojrzalo$¢ naukowa lek. med. Krzysztofa A. Tomaszewskiego, ktory we wszystkich
pracach byl pierwszym autorem, a zgodnie z przedstawionymi danymi wykazal si¢ takze
najwigkszym wkladem w przeprowadzenie do$wiadczen i przygotowanie manuskryptéw.
Poszczegblne prace koncza jasno sprecyzowane wnioski, ktére w peini odpowiadaja przyjetym
zalozeniom. W przekazanym do recenzji cyklu artykulow wykazano, ze najwicksza gestosé
komérkowa wystepuje w obrebie jadra miazdzystego i stopniowo obniza sie w kierunku od przodu
i na zewnatrz a wzrasta w kierunku do tylu i na zewnatrz. Gestosé komérkowa zmniejsza sie takze
wraz ze wzrostem stopnia zwyrodnienia ale nie wykazano zaleznosci od wieku. Obserwacji tych
nie potwierdzono dla plytek granicznych. Waznym spostrzezeniem wydaje si¢ réwniez fakt,
ze w obu badanych strukturach gesto$¢ komérkowa koreluje z zwartoscia glikozaminoglikanéw,
ktérych stezenie maleje wraz ze spadkiem aktywno$ci metabolicznej komoérek krazka
migdzykrggowego. Potwierdzono takze, ze immunoreaktywno$¢ wybranych bialek zmniejsza sie
wraz ze wzrostem stopnia zwyrodnienia krazka i blaszek granicznych. Jedynym wyjatkiem byla
immunoekspresja fosfatazy alkalicznej, ktéra wzrastala wraz ze nasileniem wapnienia blaszki
graniczne]. Do kluczowych obserwacji zawartych w dysertacji nalezy takze wykazanie pozytywnej
zaleznos¢ pomigdzy droznoscigq otworéw w plytce granicznej o érednicy 300 pm,
a zwyrodnieniem krgzka i blaszki granicznej. Jak zauwazyl Autor, obserwacje te dowodza,
iz opisane otwory te nie mogg zosta¢ uznane za otwory/kanaly odzywcze. Wskazuje na to fakt, iz nie
zawierajg naczyn 1 najprawdopodobnie] sa nastepstwem $cieniczenia oraz peknigé blaszki granicznej,
wynikajacymi z jej zwyrodnienia. Liczba otworéw odzywczych wykazywala przy tym negatywna
zalezno$¢ ze stopniem zwyrodnienia ocenianym na poziomie makro- i mikroskopowym.
Przedstawione wyniki sa nowatorskie i wartosciowe, tak pod wzgledem poznawczym,
jak praktycznym. Jestem gleboko przekonany, ze uzyskane dane oraz dalsze prace badawcze
Doktoranta i Promotora rozprawy pozwolg na pogtebienie dotychczasowej wiedzy na temat zmian
zwyrodnieniowych krazka migdzykregowego, a w niedalekiej przysztosci pomoga w opracowaniu

nowych strategii postgpowania terapeutycznego u pacjentéw z chorobg krazka miedzykregowego.

W redagowaniu rozprawy Autor postuzyt si¢ aktualng literaturg polsko- i obcojezyczna,
Warto w tym miejscu podkresli¢ cytowania licznych prac przygotowanych w osrodku krakowskim,
w tym w macierzystej Katedrze Doktoranta. Dziwi jednak brak artykuléw autorstwa

prof. Skawiny, ktory jest niekwestionowanym autorytetem w omawianej tematyce.



Przedstawiony cykl czterech artykuléw nie zawiera powaznych bledéw. Napisany jest
poprawnie z duza dbatoscig o jezyk angielski i szatg graficzng. Z pozycji recenzenta chciatbym
jednak zauwazy¢, ze najwigkszym a zarazem jedynym bledem w pracy jest brak poszanowania
rodzimego jezyka. Ze wzgledu na uzyty zargon medyczny pierwsze dwa rozdzialy czyta sie Zle.
Doktorant stale uzywa zwrotow i sformutowan bezposrednio zapozyczonych z jezyka angielskiego.
Dobitnym tego przykladem jest tytul dysertacji, ktéry powinien brzmie¢ ,,Wapnienie ptytki
granicznej,  zamknigcia  naczyfi  odzywczych oraz  rola  bialek  odpowiedzialnych
za przetwarzanie nieorganicznego pirofosfornu w chorobie zwyrodnieniowej szyjnych krazkéw
migdzykregowych”. Ponadto, w pracy analizowano immunoekspresje lub immunoreaktywno$é
wybranych bialek a nie ekspresje, gdyz termin ten odnosi si¢ wylacznie do genéw. W czesci
polskojezyczne] nie uniknigto sformutowan zargonowych np. produkcja proteoglikandw,
sympatyczne wiokna, rozwoj rosnacego kregostupa, artykut ... bada, dowéz substancji odzywezych,
itp. Nalezy jednak podkreslic, ze bigdéow tych nie zawiera cze$¢ anglojezyczna,
co najprawdopodobniej jest przystowiowym znakiem czasu. Na szczegdlne wyrdznienie zashiguje
fakt, ze wszystkie artykuly zostaty przyjete lub opublikowane w czasopismach z Listy Filadelfijskiej
o facznej punktacji IF 2,712 oraz 60 punktow MNiSzW. Czgs¢ obserwac]i prezentowana byta takze
na zjazdach migdzynarodowych, a doniesienie na 15 Kongresie EFORT (Londyn, 4-6.06.2014)
zostato uhonorowane nagroda za najlepsza prezentacje plakatowa. Nieobojetnym w ocenia dorobku
naukowego jest réwniez fakt, iz Doktorant na realizacje projektu badawczego pozyskal $rodki
finansowe z Narodowego Centrum Nauki z programéw Preludium i Etiuda oraz dotacje celows dla

miodych naukowcdw,

Reasumujgc, w oparciu o duzy material do§wiadczalny, uzyskany przy zastosowaniu
nowoczesnych i wiarygodnych metod, gi¢boka wiedzg¢ Doktoranta i swobod¢ w poruszaniu si¢
w temacie bedacym przedmiotem badan, uwazam, ze omawiana dysertacja w pelni odpowiada
warunkom stawianym rozprawom na stopien doktora nauk medycznych zawartych w ustawie
z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595, z pézZniejszymi zmianami. Pozwalam
wigc sobie postawi¢ wniosek Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum o dopuszczenie lek. med. Krzysztofa A. Tomaszewskiego

do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.



Jednocze$nie ze wzgledu na zaangazowanie w pracg badawcza, w tym skuteczne
pozyskiwanie Srodkéw finansowych oraz walory poznawcze i kliniczne uzyskanych wynikéw,
wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej. Uwazam jednoczesnie, ze dysertacja speknia
wszystkie wymogi ujete w regulaminie Nagrody Naukowej Ministra Zdrowia, do ktérej moim
zdaniem powinna by¢ nominowana przez Rade Wydziatu.

Prof. dr hab. n. med.
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