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Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum pod

kierunkiem prof. dr hab. Boguslawy Budziszewskiej

Liczba przypadkoéw choréb neurodegeneracyjnych rosnie, prawdopodobnie takze na
skutek dzialania roznych ksenobiotykow, ktore poprzez dlugotrwalg ekspozycje moga
prowadzi¢ do stopniowej utraty neurondw osrodkowych. Dlatego tak istotnym jest poznanie
ewentualnych ksenobiotykéw bedacych zagrozeniem pod tym wzgledem, gdyz dopiero
wiedza na ten temat pozwala na zmniejszenie lub eliminacjg istniejacego zagrozenia.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska znakomicie wpisuje si¢ w ten typ badan
naukowych, ktére charakteryzuja wiasnosci toksykologiczne szeregu substancji uzywanych
np. szeroko w celach przemystowych. Jest kwestia oczywista, iz narazenie na etery glikolu
etylenowego jest wzglednie duze a efekty ich dziatania na osrodkowy uklad nerwowy sa

praktycznie nieznane. Dlatego tez cel rozprawy zakladajacy szerokie zbadanie ewentualnego



dziatania neurotoksycznego eteréw glikolu etylenowego uwazam za niezwykle istotny. Za
bardzo cenne uwazam réwniez zaplanowanie badaf in vitro, dzigki czemu mozliwa byla
ocena toksykologiczna metabolitéw badanych ksenobiotykéw oraz zbadanie mechanizméw
dziatania neurotoksycznego.

Oceniana dysertacja doktorska ma uklad typowy dla tego typu rozpraw, liczy 159
stron wydruku komputerowego i zawiera 37 kolorowych rycin, 3 tabele oraz 151 pozycji
pismiennictwa. Liczacy 28 stron Wstep zostat napisany, moim zdaniem, bardzo dobrze. Autor
zawarl informacje istotne dla dalszych czesci pracy doktorskiej i wystrzegat sie powtdrzen.
Dlatego tez potencjalny czytelnik nie bedzie miat probleméw z zaznajomieniem sie z
niezbgdna wiedza na temat specyfiki eterow glikolu etylenowego. Doktorant przedstawit
znaczenie tych ksenobiotykow w roznych galeziach przemystu oraz dokonat przegladu
danych na temat ich toksycznosci w odniesieniu do szeregu uktadow i/lub narzadéw. Istotna
czgs¢ Wstepu dotyczy gonado- , immuno- oraz hematotoksycznosci eterow glikolu
etylenowego. Bardzo interesujacy Jest przeglad danych sugerujacych mozliwosé
neurotoksycznego dziatania eteréw glikolu etylenowego. Doktorant shusznie dowodzi, 7e
jedynie posrednio mozna zakladaé toksyczne dziatanie tych ksenobiotykdw na mézg na bazie
ich efektéw osrodkowych, takich jak ataksja, zaburzenia koordynacji ruchowej, czy tez
zaburzen funkcji poznawczych u 0séb narazonych. Podczas dalszych rozwazan przytaczane
sq kolejne dowody posrednie, jak np. fakt istnienia w mozgu enzymow zaangazowanych w
metabolizm eteréw glikolu etylenowego oraz generowanie przez etery glikolu etylenowego
wolnych rodnikéw. W badaniach na innych tkankach wykazano ponadto wywolywanie przez
etery glikolu etylenowego apoptozy, zwigkszanie ekspresji biatek proapoptotycznych i
zmniejszenie ekspresji biatek antyapoptotycznych. Wreszcie, zdaniem Doktoranta, koronnym
argumentem na rzecz neurotoksycznego dzialania eteréw glikolu etylenowego moze by¢

zaburzanie przez nie metabolizmu glukozy, kluezowego czynnika energetycznego dla
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neuronéw. Wstep koncza dwa podrozdzialy na temat mechanizmow neurotoksycznego
dziatania ksenobiotykow oraz typow $mierci komorkowej. W podrozdziatach tych
umieszezono szereg szezegélowych danych, takze z ostatnich lat, charakteryzujacych
szczegolnie stres oksydacyjny, mechanizmy ekscytotoksycznosci oraz zaburzenia
energetyczne mézgu. Bardzo dokladnie zostaly takze scharakteryzowane typy smierci
komérkowej na poziomie zachodzacych proceséw enzymatycznych, jonowych i
receptorowych.

Metodyke pracy przedstawiono na niemal 35 stronach wydruku komputerowego.
Scharakteryzowano uzyte zwierzeta doswiadczalne i warunki prowadzenia eksperymentow
oraz opisano schemat przewleklego podawania stosowanych eteréw glikolu etylenowego.
Nastepnie przedstawiono sposéb oznaczania markerdw stresu oksydacyjnego, ocene procesu
apoptozy, oznaczanie markeréw metabolizmu glukozy oraz stezenia biatka w homogenatach
kory czotowej i hipokampa szczuréw. Czgs$¢ metodyczna, dotyczaca eksperymentéw in vivo,
koriczy opis zastosowanych metod statystycznych. Czgs¢ metodyczna odnosnie badan in vitro
zawiera opisy stosowania testowanych ksenobiotykéw i ich metabolitéw na hodowle komérek
SH-SY5Y oraz metody oceny zywotnosci komérek. Co istotne, zywotnosé komérek oceniano
w obecnosci szeregu inhibitoréw kinaz biatkowych celem wyodrebnienia mechanizméw
neurotoksycznego dzialania badanych substancji. Podobnie, jak w przypadku doswiadczen in
vivo, takze te cze¢s$¢ koniezy opis stosowanych metod statystycznych.

Wyniki zajmuja 39 stron wydruku i sg ilustrowane 32 kolorowymi, czytelnymi
rycinami, na ktérych w doswiadczeniach in vivo oddzielnie przedstawiono wyniki badan
biochemicznych dla kory czolowej i hipokampa. W duzym skrécie, badane zwigzki
zmniejszaty calkowita aktywnosé antyoksydacyjng oraz nasilaty proces peroksydacji lipidow
W obu badanych strukturach mézgu. Ponadto stwierdzono wyrazne efekty proapoptotyczne

poprzez sciezkg mitochondrialng apoptozy. Najbardziej aktywne pod wzgledem dzialania
3



neurotoksycznego byly 2-fenoksyetanol (PHE) i 2-butoksyetanol (BE). Zwigzki te takze
zmniejszaly stezenie czynnikow transportujgeych glukozg i nasilaty glikolizg przy
rownoczesnym hamowaniu uczestnictwa pirogronianu w cyklu Krebsa. W modelu in vitro
wykazano dzialanie uszkadzajace komorki takze przede wszystkim dla dwéch wspomnianych
wyzej substancji o charakterze lipofilnym, przy znacznie mniej nasilonym efekcie substancji
hydrofilnej — 2-etoksyetanolu. Co wigcej, metabolity stosowanych substancji
charakteryzowaly sig¢ bardziej zaznaczonym efektem neurotoksycznym. Modyfikacja funkcji
szeregu kinaz biatkowych prowadzita do zmiany efektéw neurotoksycznych, co stusznie,
zdaniem Doktoranta, wskazuje na udzial wewnatrzkomérkowych szlakow przekazywania
sygnatu w wywotywaniu neurotoksycznosci.

Omowienie wynikow $wiadezy o duzej znajomosci tematu przez Doktoranta.
Dyskusje rozpoczyna od ewidentnej neurotoksycznosci substancji lipofilnych w modelu in
vitro, co jego zdaniem moze $wiadczy¢ o ich lepszej penetracji do wnetrza komorek. Dalsza
czesc¢ dyskusji zostata poswiecona problemowi metabolizmu badanych zwigzkow i
silniejszego dziatania neurotoksycznego metabolitéw. Konieczno$é wykonania badan in vivo
jest bardzo dobrze uzasadniona, gdyz mozna w nich rozwazyc¢ stopien przechodzenia
badanych ksenobiotykéw przez barierg krew-mozg oraz bardziej zblizy¢ sie do warunkéw
naturalnej ekspozycji. Uzyskane wyniki na temat nadmiernej produkcji reaktywnych form
tlenu w obecnosci badanych ksenobiotykéw moga wg Doktoranta by¢ jednym z
mechanizméw neurotoksycznosci, przy czym znowu zwiazki lipofilne okazaly sie byé
bardziej toksyczne. Bardzo ciekawe jest wythumaczenie zwickszenia aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej w hipokampie po narazeniu na BE i PHE — zdaniem Doktoranta jest to efekt
niekorzystny przy réwnoczesnym spadku aktywnosci katalazy i peroksydazy glutationowej,
co moze skutkowac niemoznoscia rozktadu duzych ilosci nadtlenku wodoru. Obszerna czesc

dyskusji dotyczy proapoptotycznego dzialania badanych ksenobiotykéw oraz mechanizmow
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ich dziatania neurotoksycznego. Niezwykle trafna jest interpretacja wynikow dotyczacych
aktywnosci enzymow uczestniczacych w procesie glikolizy. Doktorant rozwazat zardwno
oslabienie jak i wzmozenie glikolizy — po gruntownej analizie wszystkich ,,za” i ,,przeciw”
ostabieniu doszedt do wniosku, iz w korze czolowej procesy glikolizy sa raczej nasilone. Z
drugiej strony wejscie pirogronianu w cykl Krebsa w hipokampie jest zmniejszone. Zgadzam
si¢ z glownym przestaniem rozprawy, sugerujacym, iz nalezy powaznie rozwazy¢ udziat
cteréw glikolu etylenowego w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych. Tym samym
wyniki rozprawy po raz pierwszy sugeruja takg mozliwosé.

Z obowiazku recenzenta chciatbym zwréci¢ uwage na kilka kwestii:

* Badania zostaly przeprowadzone na szczurach szczepu, a nie rasy, Wistar.

e Str. 63 — stwierdzenie ,,Dla zmian istotnych statystycznie przeprowadzono test post
hoc Dunett’a” jest niesciste. Test post hoc przeprowadza sie celem ustalenia istotnosci
statystycznej pomiedzy grupami badanymi i grupa kontrolna lub wybranymi grupami
badanymi.

* Str. 75 — zdanie ,,Narazenie na PHE skutkowato zmniejszeniem aktywnosci tego
enzymu tylko w korze czolowej, jednak ta zmiana nie byla istotna statystycznie™ jest
niewlasciwe. Z punktu widzenia statystyki aktywnos¢ enzymu nie zostata istotnie
Zmieniona.

e Str. 105, p. 4.5.1., w. 3 — jesli metabolit wywierat silniejsze dzialanie od zwiazku
macierzystego, to byla to substancja PHA a nie PHE.

* Str. 118 — dyskutujac wyniki innych autoréw i postugujac si¢ dawkami w mg/kg,
Doktorant powinien przeliczy¢ ich wielko$é¢ na stosowane w pracy dawki wyrazone w

umol/kg.



* Pozycja 108 literatury — brak jest, poza rokiem opublikowania, pozostatych danych
bibliograficznych.

Przedstawione przez mnie uwagi nie wplywajq istotnie na wysoki merytoryczny
poziom przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. Cheiatbym podkreslié jej pionierski
charakter oraz ostroznos¢ Doktoranta przy generalizowaniu wnioskéw nt. neurotoksycznogci
eterow glikolu etylenowego. Zwraca takze uwage staranna redakcja dysertacji oraz jej duza
przejrzystos¢. Moim zdaniem spelnia ona wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim
1 to upowaznia mnie do wystapienia do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM
o dopuszczenie mgr. Bartosza Pomiernego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze
wzgledu na pionierski charakter otrzymanych wynikoéw uwazam, iz rozprawa mgr.

Pomiernego powinna otrzyma¢ wyréznienie.
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