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Krakow, 05.11. 2015
Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Pomiernego pt. “Ocena neurotoksycznego dziatania
eterow glikolu etylenowego — badania in vitro oraz in vivo .

Etery glikolu etylenowego (EGE) sg szeroko stosowane w gospodarstwie domowym
gtdwnie z uwagi na ich korzystne wtasciwosci fizykochemiczne. EGE s3 sktadnikami farb,
lakieréw, ptynéw chtodniczych, ale takze stosowanych rutynowo $rodkow czyszczacych,
opakowar spozywczych, a nawet niektérych materiatéw medycznych. Niestety coraz wigcej
obserwacji wskazuje, ze u ludzi diugotrwate narazenie na te zwigzki ma dziatanie
hematotoksyczne, gonadotoksyczne oraz prowadzace do dysfunkcji  uktadu
odpornosciowego. Jak dotad wigkszos¢ tych obserwacji dotyczy wplywu EGE na uktady
obwodowe. Najnowsze dane pokazujg jednak, ze dziatanie tych eteréow moze prowadzié do
zaburzen koordynacji ruchowej, funkcji kognitywnych, béli gtowy czy dezorientacji, co daje
podstawy aby sgdzi¢ o ich niekorzystnym dziataniu takze w obrebie centralnego ukiadu
nerwowego. Jak dotychczas niewiele wiadomo o molekularnych mechanizmach dziatania
eterow glikolu etylenowego i dlatego uwazam, ze cel badawczy jaki w niniejszej rozprawie
postawit sobie mgr Pomierny jest nowatorski, posiada aspekt poznawczy, ale takze duze
potencjalne znaczenie kliniczne. W mojej ocenie dodatkowg wartoscig pracy jest fakt, iz
zaplanowane badania objety nie tylko ocene dziatania EGE i ich metabolitéw — kwaséw
alkoksyoctowych in vitro z wykorzystaniem linii komoérek ludzkiej neuroblastomy SH-SY5Y,
ale takze in vivo okreslajgc wptyw 4-tygodniowego podawania EGE na zmiany wywotane w
korze czotowej i hipokampie samcow szczurdw rasy Wistar.

Niniejsza praca napisana zostata zgodnie z ogdlnie przyjetymi zasadami, sktada sie na
nig 138 stron maszynopisu, 37 rycin oraz 3 tabele.

Wstep liczacy 27 stron podzielony zostat na podrozdziaty, w ktérych opisano na
podstawie bardzo dobrze dobranego pi$miennictwa poznane dotychczas dziatanie
gonatoksyczne, hematotoksyczne oraz immunotoksyczne eteréw glikolu etylenowego. Autor
zebrat takze w sposob jasny i czytelny dane sugerujace ich potencjalne dziatanie



neurotoksyczne, wskazujagc na prawdopodobne mechanizmy tego ich dziatania z
uwzglednieniem zaburzen metabolicznych, stresu oksydacyjnego, excytotoksycznosci oraz
smierci komérek na drodze nekrozy, apoptozy oraz autofagii. Z obowigzku Recenzenta
wspomng tylko o pewnych powtérzeniach w tym rozdziale tak jak np. na stronie 12 gdzie
podano informacj¢, ze ME indukuje w spermatocytach mitochondrialng $ciezke apoptozy
poprzez nasilanie ekspresji biatek Bax oraz Bak (Bagchi i Waxman, 2008), a nastepnie
powtorzono jg w kolejnym fragmencie wstepu (na str. 19). Dane zamieszczone przez
Doktoranta we wstepie potwierdzaja zasadno$¢ wybranego celu pracy oraz opisanych na
nastgpnych stronach rozprawy metod stuzacych do jego realizacji. Dobér modeli
doswiadczalnych oraz schematéw badawczych zaréwno in vivo jak i in vitro nie budzg
Zastrzezen.

Uzyskane wyniki w modelu 4 tygodniowego, przez 5 dni w tygodniu, podawania
zwigzkéw samcom szczuréw opisano starannie dokumentujac je rycinami. Podkresli¢ nalezy, ze
forma tej czesci rozprawy zostata gruntownie przemyslana przez Autora i wskazuje na jego
konsekwencje (np. w doborze koloréw i oznaczen poszczegoinych grup na rycinach). W modelu
zwierzgcym wykazano, ze EGE, a w szczegdlnosci 2-fenoksyetanol oraz 2-butoksyetanol,
zZmniejszaty catkowitg aktywno$¢ antyoksydacyjng oraz nasilaty peroksydacje lipidéw w korze
czotowej oraz hipokampie. Zwigzki te wykazaty takze dziatanie proapoptotyczne (ocenione
przez wzrost ekspresji kaspazy-3 i kaspazy-9 oraz modulacje biatek regulatorowych procesu
apoptozy). Co wigcej w kolejnym etapie przeprowadzonych badar biochemicznych pokazano
ich istotny wptyw na wychwyt i metabolizm glukozy w mézgu (tj. nasilenie procesu glikolizy oraz
zaburzenia w cyklu Krebsa).

W rozdziale Wyniki mgr Pomierny opisat réwniez rezultaty uzyskane w modelu in vitro z
uzyciem hodowli komérek ludzkiej neuroblastomy SH-SY5Y rozszerzajac grupe badanych
zwigzkow o metabolity EGE, kwasy alkoksyoctowe. Pewien moj niedosyt budzi brak
przedstawienia na rycinach 31 i 32, dziatania stezenia 5 mM PHA oraz PHE na aktywnosé
metaboliczng komérek SHSYSY (test MTT) oraz na poziom dehydrogenazy mleczanowej (test
LDH), poniewaz wiasnie te stezenia zostaty uzyte w kolejnych oznaczeniach do badan
molekularnych mechanizméw dziatania tych zwigzkéw, co niewatpliwie potwierdzitoby trafnosé
ich wyboru przez Doktoranta. Podobnie przedstawienie na rycinie 35 efektu dziatania
stosowanych modulatoréw na komérki kontrolne ufatwitoby interpretacje uzyskanych przez
Autora wynikow z ich zastosowaniem. Generalnie w badaniach in vitro wykazano, ze silniejsze
dziatanie toksyczne wykazujg metabolity eteréw glikolu etylenowego niz same EGE, a o sile ich
dziatania decyduje ich budowa fizyko-chemiczna. Najsilniejsze niekorzystne dziatanie mgr
Pomierny wykazat dla zwigzkéw o wiasciwosciach lipofilowych jak 2-fenoksyetanol czy 2-
butoksyetanol. Oceniajgc mechanizm ich toksycznego dziatania Doktorant wykonat szereg
oznaczen z zastosowaniem inhibitoréw kinaz biatkowych co doprowadzito do wykazania, ze w



mechanizmie dziatania 2-fenoksyetanolu oraz 2-butoksyetanolu istotng role petnig Sciezki
zwigzane zaréwno z kinazg syntazy glikogenu (GSK-3b), kinazami aktywowanymi mitogenami
(MAPK), jak i kinaza biatkowa C (PKC), ilustrujac tym samym brak selektywnosci
wewnatrzkomdrkowej dziatania tych zwiazkow.

Dyskusje liczaca 17 stron, ktéra dla utatwienia podzielono na podrozdziaty mgr Pomierny
przeprowadzit w sposob zwarty, merytoryczny potwierdzajgc tym samym doskonata znajomos¢
dostgpnego piémiennictwa dotyczacego przedmiotu rozprawy. O dojrzatosci naukowe] Autora
$wiadczy umiejetnos¢ wskazania na ograniczenia przeprowadzonych przez niego badan oraz
obiektywizm przy interpretacji uzyskanych wynikow. Szkoda, jednak ze uzyskanych wynikéw nie
przedstawiono w formie kolejnych punktéw w koricowym rozdziale dysertacji. Niedosyt budzi
takze brak jasno sformutowanych wnioskéow ptyngcych z przeprowadzonych badan. Cieszy
natomiast fakt, ze Doktorant dostrzega konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan dotyczacych
wptywu tych zwigzkéw na komorki osrodkowego systemu nerwowego. W mojej ocenie
szczegolnie rozszerzenie badan w oparciu o techniki immunohistochemiczne oraz
immunofluorescencyjne moze niezwykle wzbogacié dane o udziale tej grupy zwigzkow w
patogenezie chordb o podtozu neurodegeneracyjnym. Niech mi bedzie wolno w tym miejscu
wystucha¢ komentarz Doktoranta w tej sprawie ze wskazaniem na profil i kierunek badan jego
zdaniem priorytetowy w tym zakresie, oczywiscie majac na uwadze wyniki uzyskane w
niniejszej rozprawie. Oceniang prace doktorska kornczy streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz 151 pozycji piSmiennictwa.

Reasumujgc praca mgr Bartosza Pomiernego jest w mojej ocenie wysoce wartosciowa i
wnosi nowe spojrzenie na mechanizmy molekularnego dziatania eteréw glikolu etylenowego w
centralnym ukfadzie nerwowym. Warto$¢ dysertacji podnosi nie tylko bardzo dobre
zaplanowanie badan, ale takze przeprowadzenie ich réwnolegle w dwoch modelach in vivo i in
vifro. Z petnym przekonaniem uwazam zatem, ze przedstawiona do recenzji rozprawa pt.
“Ocena neurotoksycznego dziatania eteréw glikolu etylenowego — badania in vitro oraz in vivo”
spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim i dlatego przedktadam wniosek o
dopuszczenie mgr Bartosza Pomiernego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie ze wzgledu na nowatorski charakter przeprowadzonych badan oraz duze
znaczenie poznawcze uzyskanych wynikéw stanowigcych w przysztosci mocny trzon do ich

praktycznego zastosowania wnioskuje o wyroznienie niniejszej rozprawy.
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