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Recenzja
rozprawy doktorskiej lek. wet. Pauliny Drobot pt. ,,Ocena korelacji pomiaréw wolumetrycznych
moézgowia w badaniach rezonansu magnetycznego z wynikami elektroencefalografii u psow z
padaczka idiopatyczna.”

wykonanej w Katedrze Choréb Wewnetrznych z Klinikg Koni, Pséw i Kotéw, Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej,
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu

pod kierunkiem Profesora UPWr dr hab. Marcina Wrzoska

Badania przedstawione w pracy doktorskiej to badania retrospektywne i dotycza
diagnostyki padaczki idiopatycznej u psow.

W diagnostyce padaczki idiopatycznej u pséw, czyli napadéw o nieustalonej etiologii, MRI
stuzy do wykluczenia innych potencjalnych przyczyn napaddw, takich jak zmiany nowotworowe,
torbielowate, zapalne, niedokrwienne, toksyczne, itp. Wolumetria mézgu to metoda, ktéra
pozwala na pomiar objetosci poszczegdlnych struktur mézgu, takich jak istota szara, istota biata,
komory czy ptaty. Wolumetria mozgu moze by¢ przydatna do réznicowania pséw z padaczka od
pséw zdrowych, poniewaz moze wykazac¢ drobne zmiany w objetosci niektérych obszaréw mézgu,
ktore moga by¢ zwigzane z padaczka. Na przyktad, niektére badania wykazaty, ze psy z padaczka
idiopatyczng majg mniejszg objetosc istoty szarej w ptacie skroniowym, ktdéry jest czesto uwazany
za ognisko padaczkowe. Wolumetria mdézgu mozie by¢ réwniez uzywana do monitorowania
przebiegu choroby i odpowiedzi na leczenie. W medycynie ludzkiej wolumetria jest stosunkowo
dobrze opracowana, dokfadna i zautomatyzowana, natomiast w medycynie weterynaryjnej jest
rzadko stosowana ze wzgledu na ograniczong dostepnos¢ standaryzowanych atlaséw mézgu
zwierzgt oraz duzg réznorodnosé zwierzat i ich budowy anatomicznej. Doktorantka podejmuje
wigc temat, ktéry wnosi wktad do zastosowania wolumetrii w medycynie weterynaryjnej.

Praca ma logiczng strukture i jest napisana poprawnym jezykiem naukowym. Rozprawa
doktorska liczy 84 strony, z czego zasadnicza cze$¢ pracy zajmuje zaledwie 55 stron, nie wliczajac
spisu tresci, literatury, rycin, skrotéw i streszczen. Praca jest starannie przygotowana, cho¢ zawiera
kilka pomytek i literéwek.

Literatura podana przez Autorke dysertacji jest obszerna, liczy 119 pozycji i odpowiada
tematyce podjetych zagadnief. Dobdr i wykorzystanie Zrddet jest prawidtowy. Liczba pozycji
bibliograficznych, z ktérych prawie 40% pochodzi z ostatnich 5 lat, Swiadczy o dobrej znajomosci
aktualnej i wczesniejszej literatury w tej dziedzinie.
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Uwagi dotyczgce wprowadzenia teoretycznego:

‘Wstep teoretyczny pracy dotyczy ogdlnej charakterystyki padaczki u pséw. Zwrdcitem
uwage na pewna niescistos¢ w opisie spoczynkowego potencjatu komorkowego (str. 10). Autorka
pisze, e potencjat wewnatrz komorki jest ujemny, ale zaraz potem podaje dodatnig wartosé
potencjatu i twierdzi, ze “wewnatrz komarki jest o 70mV wiecej niz na zewnatrz”. Tymczasem jest
doktadnie na odwrot - potencjat wewngtrz komoérki jest o 70mV nizszy niz na zewnatrz.

W dalszej czesci wstepu teoretycznego Autorka omawia rodzaje padaczki i zwigzane z nimi
rodzaje napaddw, ze szczegdlnym uwzglednieniem padaczki skroniowe]. Przedstawia typowe
zmiany w obrazie MR w przypadku ciezkiego i dtugotrwatego przebiegu choroby oraz mozliwosci
terapeutyczne padaczki, obejmujace leczenie farmakologiczne i chirurgiczne. Autorka wskazuje
rowniez, kiedy nalezy wykonaé¢ badanie MR i EEG, i podaje przyktady zastosowania analizy
wolumetrycznej.

Uwazam, Zze wybdr tematu pracy doktorskiej jest trafny i aktualny. Poruszone zagadnienie
ma znaczenie nie tylko naukowe, ale réwniez kliniczne. Wstep teoretyczny przedstawiony w pracy
jest dobrze wywazony i adekwatny do tematu podjetego przez Autorke.

Uwagi dotyczgce celu badan, hipotez oraz wyboru metod badawczych:

Temat i cele badan s3 sformutowane jasno i precyzyjnie. Postawiono dwie hipotezy.
Autorka zatozyta, Zze pomimo braku zauwazalnych zmian strukturalnych w badaniu MR mdzgu
psow z padaczka idiopatyczng istniejg dyskretne zmiany strukturalne, ktdre mogg by¢ wykryte
poprzez pomiary wolumetryczne, ktdre beda skorelowane z lokalizacjg ognisk padaczki wykrytych
w badaniu EEG.

Uwagi dotyczace charakterystyki badanych zwierzat:

W pracy wykorzystano retrospektywne badania obrazowe i zapisy EEG psow, ktdre nie wymagaty
zgody komisji bioetycznej, zgodnie z oswiadczeniem Autorki.

Biorac pod uwage, ze badania zwierzat sg bardzo wymagajgce, moina sie spodziewac, ze badane
grupy beda mato liczne. Z punktu widzenia statystycznego liczebno$¢ tych grup jest zbyt mata, aby
traktowac je jako grupy reprezentatywne. Niniejsze badania mozna potraktowaé jako zhior
pojedynczych przypadkow.

Jednak badane zwierzeta zostaty doktadnie opisane, tak samo jak kryteria kwalifikacji do badan.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze grupa kontrolna rézni sie pod wzgledem ras od grupy pséw z padaczka,
co moze by¢ istotnym czynnikiem réznicujgcym grupy.

Uwagi dotyczace metody badan:

Generalnie MRI pozwala na zlokalizowanie i ocene ognisk padaczkowych, czyli obszaréw
mdzgu, ktére sg odpowiedzialne za wywotywanie napaddw. Ogniska te moga by¢ widoczne jako
zmiany w sygnale, ksztaicie lub wielkosci istoty szarej lub biatej. Jednak nie zawsze sg one tatwo
wykrywalne, dlatego czesto stosuje sie dodatkowe techniki, takie jak MRI z kontrastem, MRI z
dyfuzja, MRI z perfuzjg, MRI ze spektroskopig lub MRI z tensorowym cbrazowaniem dyfuzji (DTI).
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Autorka wykorzystuje wolumetrie na obrazach strukturalnych oraz wyniki badania EEG, ktére
postuzyty do klasyfikacji grup badanych ze wzgledu na lokalizacje wytadowari padaczkowych.
Rodzaj badan jest zatem scisle dopasowany do postawionej hipotezy, choé¢ z pewnosicig
poréwnanie kilku metod datoby petniejszy obraz i pozwolito sprawdzié, ktére z metod daja
najlepsze rezultaty.

Badania przeprowadzono na skanerze 1.5T z wykorzystaniem cewki szyjno-gfowowe;j.
Podano parametry sekwencji T1-zaleinej, natomiast nie podano informacji o czasie catej
procedury, prosze o uzupetnienie tych informacji.

Jednym z celéw stawianych w pracy byto stworzenie pétautomatycznej metody wolumetrii
z zastosowaniem dostepnych atlaséw pséw, polegajacej na automatycznym zaznaczeniu na
obrazach MRI obszaréw zainteresowania, z ktérych oprogramowanie szacuje objeto$é. W tym celu
Autorka wykorzystata w pierwszym etapie oprogramowanie MRICron w celu manualnej
segmentacji moézgu, a nastgpnie oprogramowanie SPM12 w celu wyznaczenia transformaty z
przestrzeni natywnej badania do przestrzeni atlasowej i odwrotnie. Maski ptatéw skroniowych
zostaty utworzone poprzez transformate odwrotng, tj. przeniesienie maski ptata skroniowego z
atlasu do indywidualnego obrazu mdzgu danego psa. O ile oprogramowanie SPM12 jest
stosowane do segmentacji obrazow modzgu, dzielagc mozg na istote szarg, istote biata, ptyn
rdzeniowo-modzgowy, to nie jest ono zalecane do segmentacji wolumetrycznej w podziale na
struktury anatomiczne maézgu z atlasu w przestrzeni natywnej. Pakiet ten zostat stworzony w celu
przetransformowania indywidualnych mézgéw do przestrzeni atlasowej w celu usrednienia
wynikéw z badan czynnosciowych mézgu. Poniewaz médzg z atlasu zawsze rézni sie od mézgu
badanej osoby/zwierzecia, transformata nie jest w stanie dokfadnie posegmentowac obszaréw
anatomicznych w indywidualnym mézgu. Wigze sie to miedzy innymi z tym, ze niektdre struktury
majg kilka wariantéw anatomicznych, natomiast atlas reprezentuje tylko jeden z tych wariantdow.
Jesli zatem indywidualny mézg osoby lub zwierzecia bedzie miat inny wariant anatomiczny, to atlas
nie zostanie poprawnie dopasowany do ,innego” wariantu. Algorytm moze wtedy ,na site”
dopasowywac dwa rézne warianty obszaréw anatomicznych, co powoduje niedopasowanie. W
badaniach na ludziach stosuje sie np. oprogramowanie FreeSurfer, ktére pozwala segmentowaé
indywidualne obrazy mézgu wedtug atlasu, przy czym jest to oprogramowanie o wiele bardziej
ztozone od programu SPM12. Niemniej jednak brakuje takich narzedzi do segmentacji obrazéw
moézgu zwierzat, wiec zaproponowane rozwigzanie jest prawdopodobnie najlepszym wyborem z
dostepnych narzedzi. W celu oceny jakosci segmentacji wolumetrycznej skroni prosze o
zaprezentowanie kilku przyktadowych obrazéw modzgu w przestrzeni natywnej z naniesionymi
maskami tych regiondw.

Jedli chodzi o badanie EEG, to wykorzystano montaz 10-kanatowy z elektrodami igtowymi.
Podano podstawowe informacje zwigzane z procedurg badania i ustawieniami aparatury,
natomiast nie podano wprost informacji, czy we wszystkich badaniach udato sie wywotaé napad
padaczkowy w wyniku fotostymulacji lampg stroboskopows i ile byto takich napadéw. Czy np. w
przypadku stwierdzenia lewostronnej padaczki skroniowej iglice $wiadczace o napadzie byty tylko
po lewej stronie, czy byty tylko dominujgce po lewej stronie?

Zarowno w przypadku badain MR, jak i EEG, brakuje oceny jakosciowej badai. Zwykle w
badaniach naukowych przyjmuje sie uzywane powszechnie kryteria oceny jakoiciowej, aby
wskazaé, czy nie ma np. réznicy w jakosci zapisu EEG lub jakosci obrazu MR pomiedzy grupami.

Kajetany, ul. Mokra 17, 05-830 Nadarzyn
tel.: 0 22 356 03 49; fax: 0 22 356 03 67; e-mail: ncob@ifps.org.pl www.ncob.ifps.org.pl




NAUKOWE CENTRUM QOBRAZOWANIA BIOMEDYCZNEGO
przy Instytucie Fizjologii i Patologii Stuchu
BIOIMAGING RESEARCH CENTER
at the Institute of Physiology and Pathology of Hearing

Dyrektor Instytutu: prof. dr hab. n. med. Henryk Skarzynski

Jest to jeden z potencjalnych czynnikdéw, ktéry moze zawazy¢ na wynikach poréwnar miedzy
grupami.

Uwagi dotyczace metod analizy badan:

Analiza wolumetryczna obejmowata mdzgowie, komory boczne oraz ptaty skroniowe.
Maski mézgowia oraz komor bocznych wyznaczono manualnie. Do wyznaczenia objetosci ptatow
skroniowych zastosowano pétautomatyczng metode z zastosowaniem oprogramowania MRicron,
SPM12 i 3D Slicer.

W analizie wolumetrycznej poza rozdzielczoscig obrazéw wainymi parametrami sg
kontrast tkankowy, stosunek sygnatu do szumu oraz homogenicznoéé obrazu. Zaden z tych
parametrow nie zostat oceniony i zaraportowany. Szczegdlnie homogeniczno$é ma znaczenie przy
segmentacji, poniewaz moze wptyng¢ na wynik automatycznych i pétautomatycznych metod
segmentacji. Cewka MR, ktdra odbiera sygnat radiowy rezonansu magnetycznego, jest po prostu
zbiorem anten. Rozkfad elementéw odbiorczych (anten) nie jest jednorodny, co powoduje, ze
sygnat od tego samego rodzaju tkanki (np. istoty biatej) jest w réznym stopniu wzmacniany w
zaleznosci od odlegtosci od anteny. Powoduje to, ze obraz MR z zatozenia nie jest homogeniczny
(czyli ze sygnat od istoty biate] w mozgu moze miec rdzne odcienie szarosci na obrazie i nie wynika
to z réinic w samej tkance, tylko od konstrukcji samej cewki MR). Z tego wzgledu przed
segmentacjg obraz powinien by¢ skorygowany pod katem homogenicznosci. CzeSciowo korekcja
ta jest zawarta w pakiecie SPM12, ale do celéw segmentacji nalezy skorygowaé standardowe
ustawienia parametrow.

W przypadku recznego wyznaczania regiondw zainteresowania czesto stosuje sie metode
polegajacg na zaznaczeniu regionu zainteresowania przez minimum 3 niezalezne osoby, aby
zmniejszy¢ wptyw subiektywnej oceny pojedynczej osoby. W tym wypadku oceny dokonywata
jedna osoba, co moze wprowadzac niewielki btad na uzyskane rezultaty.

W pracy Autorka poréwnuje wyniki pomiardow objetosciowych komér bocznych i
mozgowia pomiedzy grupg 20 psow z padaczka i 10 psow z grupy kontrolnej. Cho¢ nie ma
jednoznacznej odpowiedzi na to, jak liczne powinny by¢ grupy do testu t-studenta, to zazwyczaj
im wieksza jest prdba, tym lepiej, poniewaz zwieksza to moc testu i doktadnos$¢ wynikow. Jednak
zbyt duza proba moze by¢ kosztowna i czasochtonna. Zaleca sie, aby licznos¢ proby wynosita co
najmniej 30 obserwacji w kazdej grupie. Test t-studenta dopuszcza rdznice w liczebnosci grup,
jednak zbyt duze réznice moga wptywac na wiarygodnos¢ wynikow. Zaleca sie, aby liczebnosé grup
nie réznita sie o wiecej niz 20%, natomiast w pracy poréwnano grupy réznigce sie liczebnoscig o
50%. Zatem moze to znaczgco wptynaé na wiarygodnos¢ wynikdw. W mojej ocenie powinny by¢
tu zastosowane testy nieparametryczne, np. test U Manna-Whitneya, ktory jest
nieparametrycznym odpowiednikiem testu t-Studenta.

W dalszej czesci pracy Autorka przedstawia analize statystyczng poréwnujac objetosé
ptatéw skroniowych pomiedzy trzema grupami. Pierwsza analiza poréwnuje grupy psow z
lewostronng lokalizacja wytadowan padaczkowych stwierdzonych na podstawie EEG z grupami
pséw z prawostronng lokalizacja i obustronng lokalizacjg. Liczebno$¢ tych grup wynosi
odpowiednio 19, 7 i 5 psow. Znéw dysproporcje w liczebnosci grup narzucajg zastosowanie testow
nieparametrycznych i tym razem zastosowano nieparametryczny test ANOVA rang Kruskala-
Wallisa.
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Brakuje analiz regresyjnych, ktore sprawdzatyby np. czy wielkos¢ komor bocznych jest
skorelowana z wiekiem psow, czy jest skorelowana z czasem od wystgpienia pierwszych objawdw,
czy koreluje z intensywnoscig wystepowania napadow padaczkowych.

Uwagi dotyczace prezentacji wynikow badan wtasnych:

Na stronie 43 w tabeli 2, gdzie przedstawione sg dane pséw z grupy kontrolnej (bez
padaczki), wystepuje kolumna ,wiek w trakcie | ataku (miesigce)”, ktéra prawdopodobnie
powinna by¢ opisana ,wiek w trakcie badania”.

Na stronie 44 Rycina 6 jest przed rycing 5. Rycina 7 zawiera wyniki, ktdre sg bezposrednim
rezultatem dwdch poprzednich analiz z rycin 5 i 6. Mylgce s3 oznaczenia na rysunkach, poniewaz
na rysunkach 5-7 kwadracik na rysunkach oznacza $rednig, a na rysunkach 8-14 oznacza mediane.

Na stronie 48 w tekécie podano, ze u 6/12 pséw wystepuje korelacja pomiedzy
wspotczynnikiem asymetrii objetosci skroni (AR) a strong wytadowan w EEG, natomiast w
schemacie 2 na tej samej stronie podano informacje, ze u 7/12 pséw wystepuje wspomniana
korelacja.

Rycina 10 jest identyczna jak rycina 14 i rézni sie jedynie podpisami grup A, B, C na rycinie
10i1, 2, 3 na rycinie 14. Podobnie jest z rycinami 11i 13 oraz 9i 12. Wyglada to tak, jakby te same
analizy byty powielone. Jest to o tyle dziwne, ze grupy 1, 2, 3 wedtug tabeli na stronie 47 rdznia sie
odgrupA, B, C.

Najprawdopodobniej ryciny 12-14 prezentujg niewtasciwe dane, tym bardziej, ze mimo
identycznych rysunkéw na stronie 49 (ryc. 9) i 51 (ryc.12) w opisie Autorka raportuje brak réznic
na rycinie 9 i istotng rdéznice na rycinie 12. Prosze o wyjasnienie tych niezgodnosci i
zaprezentowanie wiasciwych rycin.

Uwagi dotyczace dyskusji wynikéw i wnioskow:

Autorka przedstawia wyniki pomiaréw wolumetrycznych. Nie stwierdzita istotnych réznic
w $redniej objetosci mézgu pomiedzy grupa kontrolng a grupg pséw z padaczka idiopatyczna.
Stwierdzita natomiast istotng réznice w stosunku objetosci komory bocznej do objetosci mozgu.
Zwazywszy na bardzo matg liczebno$¢ badanych zwierzat, trudno méwic o istotnosci statystycznej,
a tym bardziej o reprezentatywnosci wynikow.

Na stronie 56 Autorka rozpoczeta zdanie dotyczace ograniczenn badan, ale go nie
dokonczyta, zdanie jest urwane.

W dalszej czesci Autorka dyskutuje wyniki pomiaréw objetosci skroni i asymetrii w
wielkosci skroni w stosunku do lokalizacji wytadowar padaczkowych w EEG. Stwierdzita, Zze nie ma
istotnych rdéznic w asymetrii obu ptatéw skroniowych u pséw z padaczka idiopatyczna.

Zwrdcita uwage na potencjalng przydatnos¢ zaproponowanej pétautomatycznej metody
wolumetrii mozgu.

Zwraca tez uwage na ograniczenia takie jak zmiennos¢ wielkosci i ksztattu czaszki psow
biorgcych udziat w badaniu, duza zmiennos¢ wieku pséw w trakcie badania oraz zmiennos¢ wieku,
w ktdrym wystapity pierwsze objawy padaczki. Ponadto psy z grupy kontrolnej miaty badanie z
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powodu innych problemdw neurologicznych, wiec nie byly to psy zdrowe. Doktorantka
podkresdlita, Zze wyniki nalezy traktowac ostroznie ze wzgledu na liczne ograniczenia.

Dyskusja poprowadzona jest w oparciu o uzyskane wyniki w odniesieniu do innych badan
literaturowych, jednakze sg to poréwnania jakosciowe, a nie ilosciowe. Wnioski wyciggniete z
pracy sg logicznie przedstawione zgodnie z zasadami prac doktorskich. W pracy Autorka odniosta
sie rowniez do ograniczen zastosowanej metody oraz niewielkiej liczebnosci badanych zwierzat.

Uwagi dotyczace praktycznego zastosowania uzyskanych wynikéw badan:

Wyniki zaprezentowanych badan sugeruja, Ze po pierwsze wolumetria moézgu nie jest
metodg specyficzng, ktdra wykazuje Scisty zwigzek asymetrii wielkosci ptatéw skroniowych w
porownaniu do lokalizacji wytadowan padaczkowych. By¢ moze uwzglednienie innych struktur i
ocena wieloparametryczna przyniostaby lepsze rezultaty. Po drugie wiekszy potencjat wykazuje
pomiar objetosci komdr bocznych, ktérych objetosé jest istotnie wieksza u pséw z padaczka
idiopatyczng w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po trzecie zaproponowana pétautomatyczna
metoda segmentacji i oceny wolumetrycznej po dopracowaniu szczegétéw moze by¢ przydatna
do analiz réinych chordéb centralnego uktadu nerwowego u pséw lub innych zwierzat pod
warunkiem dostepu do wzorcowego atlasu.

Podsumowanie:

Recenzowana rozprawa doktorska pt.: ,Ocena korelacji pomiaréw wolumetrycznych
moézgowia w badaniach rezonansu magnetycznego z wynikami elektroencefalografii u pséw z
padaczkg idiopatyczng” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego. Zaprezentowane
wyniki badan i analiz poszerzajg wiedze z zakresu radiologii i weterynarii oraz Swiadcza o
umiejetnosci prowadzenia badan i stosowania nowoczesnych metod badawczych.

Uwzgledniajac zakres podjetych badan, wartoéci poznawcze i potencjalne wartosci
aplikacyjne pracy oraz dobrg znajomos¢ Doktorantki z zakresu podjetej problematyki, stwierdzam,
Ze recenzowana praca spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslonym w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2023.742 t.j ze zm.) i
whnosze o dopuszczenie jej do publicznej obrony.

Kierownik Naukowego Centrum
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