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rozprawy doktorskiej mgr Anny Wolniakowskiej na temat:

,Ocena ochronnego dziatania D-metioniny na narzad stuchu w urazie akustycznym”

W $wietle dzisiejszej wiedzy uposledzenie stuchu spowodowane hatasem jest
nieodwracalne gdyz nabtonek zmystowy uszkodzonego $limaka ma ograniczony

potencjat regeneracyjny. Hatas stale towarzyszy dziatalnosci cztowieka, a my nadal

posiadamy ograniczone mozliwosci wyeliminowania go z naszego Srodowiska.
Badania z ostatniego dziesieciolecia wykazaty dominujaca role stresu oksydacyjnego
w rozwoju niedostuchu wywotanego hatasem i jest to przyg;ynkiem do poszukiwania
Srodkéw terapeutycznych, ktére wzmocnig obrong an‘;yoksydacyjnq. Szczegoliny
potencjat ochronny wsroéd antyoksydantéw mogacych mie¢ zastosowanie u osob
narazonych na hatas posiada metionina, naturalny aminokwas wystepujacy w diecie
cztowieka. W badaniach eksperymentalnych stwierdzono, ze izomer D-metioniny
stosowany u zwierzgt do$wiadczalnych zmniejsza gteboko$¢ uszkodzenia stuchu
spowodowanego przez leki ototoksyczne i hatas.

Nalezy podkreélic, ze wybor tematyki badawczej przez mgr Anne
Wolniakowska jest bardzo trafny i odpowiada na aktualne zapotrzebowanie w
dziedzinie badan nad patologig narzadu stuchu, tym bardziej, ze obok poznania
mechanizméw ochronnego dziatania D-metioniny wyznaczone zostaty kierunki
dziatan mogacych mie¢ znaczenie praktyczne w opracowaniu lekow pozwalajacych
na zwiekszenie mechanizméw obronnych narzadu stuchu.

Podjete badania w znakomity sposéb uzupetniajg i w znacznym stopniu

rozszerzaja dotychczasowy stan wiedzy z zakresu profilaktyki uszkodzen stuchu

spowodowanych hatasem.




Bogato ilustrowana praca, napisana piekng polszczyznag, perfekcyjnie
przygotowana pod wzgledem edytorskim liczy 90 strony i sktada si¢ z 11 rozdziatow.
Doskonale skomponowane ryciny w liczbie 17 wiasciwie ilustruja przekazywane
treSci. Aktualne i umiejetnie dobrane piSmiennictwo, gtéwnie anglojezyczne,
obejmuje 186 pozycji.

W przejrzyécie napisanym wprowadzeniu mgr Anna Wolniakowska zebrata
wszystkie aktualne i niezbedne informacje dotyczace istotnych dla projektu
zagadnien zwigzanych z uszkodzeniami stuchu w ngstepstWié hatasu, roli stresu
oksydacyjnego oraz ochronnego dziatania zwigzkéw antyoksydacyjnych w tego typu
uszkodzeniach. Ten dwudziestostronicowy rozdziat wart jest oddzielnego
opublikowania jako cenna praca pogladowa przeznaczonéjala otorynolaryngologéw,
audiologow i foniatrow. Opracowany przez doktorantke schemat szlakdw
apoptotycznych indukowanych stresem oksydacyjnym $wietnie ilustruje tresci
przekazane we wprowadzeniu.

Cel pracy okreslony jako ocena mechanizméw ochronnego wptywu D-
metioniny na narzad stuchu myszy w urazie akustycznym uzupetniony jest o cztery
cele szczegbtowe obejmujgce ocene progéw stuchowych, ocene aktywnosci
markerdéw stresu oksydacyjnego i okreslenie ekspresji genéw kodujacych synteze
markeréw stresu oksydacyjnego u myszy, ktére otrzymywaty D-metionine i ktéorym nie
podawano D-metioniny, w odniesieniu do zwierzat kontrolnych nienarazonych na
hatas. Ostatnim zaplanowanym zadaniem jest wyznaczenie skutecznej dawki D-
metioniny dziatajacej ochronnie w urazie akustycznym u myszy.

Badania przeprowadzono na szesciotygodniowych samcach myszy szczepu
obarczonego recesywng mutacja genu na chromosomie 10 locus ahl

charakteryzujacych sie przy$pieszong utrata stuchu. Wybér mtodych zwierzat byt w




petni przemyslany i podyktowany zostat potrzebg zminimalizowania wptywu procesu
starzenia na wyniki badan. Konstrukcja metodyki badan umozliwita przeprowadzenie
kompleksowej oceny prawie wszystkich niezbednych zagadnienn zwigzanych z
narazeniem na hatas, umozliwiajgcych wytyczenie kierunkéw badain nad
farmakologiczng profilaktykg uszkodzenh stuchu spowodowanych hatasem. Zwierzeta
podzielono na 5 odpowiednio dobranych grup: grupe kontrolng bez ekspozycji na
hatas | bez podawania D-metioniny, kolejng grupe poddang dziataniu hatasu bez
podawania D-metioniny i dalsze 3 grupy narazone na/ha’{as, u ‘I;tc')rych zastosowane
rézne dawki D-metioniny. Ocene zmian progéw stuchowych przeprowadzono za
pomocg badania stuchowych potencjatdw wywotanych pnia moézgu, a w celu oceny
uszkodzenia stuchu poréwnywano warto$ci progéow siuch&)vych uzyskanych przed i
po ekspozycji na hatas. Do oceny proceséw oksydacyjnych zostaty zastosowane
pomiary poziomu aktywno$ci enzymdw bedgcych markerami stresu oksydacyjnego w
tkankach $limaka - dysmutaz ponadtlenkowych i katalazy. W celu oceny ekspresii
gendéw kodujgcych wybrane markery stresu oksydacyjnego w tkankach $limaka
wykorzystano metode real-time PCR poprzedzong odwrotng transkrypcja.

Wyniki badan zostaty przedstawione w sposéb bardzo przejrzysty
umozliwiajacy czytelnikowi $ledzenie wszelkich szczegétowych informacii
wynikajgcych z badan. Wyniki badan obejmowaty poréwnanie zmiany progéw stuchu
po narazeniu na hatas, ocene aktywnosci markeréw stresu oksydacyjnego i ocene
ekspresji gendéw kodujgcych wybrane markery stresu oksydacyjnego po narazeniu na
hatas. Mgr Anna Wolniakowska wykazata, ze D-metionina powoduje zalezne od
dawki istotne statystycznie zmniejszenie wielkosci przesuniecia progéw stuchu.
Badania dotyczgce wybranych markeréw stresu oksydacyjnego takze wykazaty

istotny statystycznie wzrost aktywnosci dysmutaz ponadtlenkowych w tkankach




slimaka. Z kolei obserwowano zahamowanie wzrostu aktywnosci katalazy. Réwnie
ciekawe byty badania dotyczace ekspresji gendw kodujgcych synteze wybranych
markerdw stresu oksydacyjnego, ktére wykazaty spadek ekspresji genéw kodujacych
cytoplazmatyczng i mitochondrialng dysmutaze ponadtlenkowa.

W dyskusji mgr Anna Wolniakowska w interesujacy sposéb wyniki swoich
badan odniosta do danych literaturowych. Rozdziat ten napisany zostat w sposéb
wyjatkowo dojrzaly z uwzglednieniem najnowszego pismiennictwa. Doktorantka
stusznie wskazuje na oryginalnos¢ przeprowadzonych-"badér’m. Dotychczasowe
badania nad wplywem D-metioniny na procesy oksydacyjne zachodzgce po
narazeniu na hatas prowadzone byty na poziomie markeréw biochemicznych.
Oryginalnoscig przeprowadzonych badan byta ocena f"";:);roceséw oksydacyjnych
rowniez na poziomie ekspresji kodujacych je genéw. Stusznie zatozono, ze dopiero
zmiany na poziomie genoéw sg wiasciwym dowodem na udziat D-metioniny w
procesie stresu oksydacyjnego. Bardzo interesujaca czeScig dyskusji byly
rozwazania na temat czasu podjecia interwencji farmakologicznej u zwierzat
naraZonych na hatas.

W ocenie otoprotekcyjnego dziatania metioniny brakuje dotychczas
ujednoliconych pod wzgledem modelu zwierzecego parametréw hatasu, czasu
trwania narazenia i metod oceniania efektu. Wydaje sie, ze metodyka podana przez
doktorantke moze stanowi¢ ciekawg propozycje dla osrodkéw zajmujacych sie
badaniami z tego zakresu. Nalezy podkresli¢, ze wyniki zawarte w pracy doktorskie;
mgr Anny Wolniakowskiej moga zostaé wykorzystane podczas opracowywania

interwencji farmakologicznej u ludzi narazonych na dziatanie hatasu.




Praca zakonczona jest podsumowaniem wynikbw i piecioma w petni
udokumentowanymi wnioskami stanowigcymi odpowiedz na pytania zawarte w
szczegdtowych celach pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze jest to praca doktorska o wyjatkowej jakosci,
charakteryzujgca sie oryginalnos$cig podjetych badan, ktérej wyniki pomocne bedg
podczas opracowywania farmakologicznej profilaktyki i prewencji uszkodzen stuchu
spowodowanych hatasem. Jako uzupetnienie oceny pracy doktorskiej pragne dodac
moje niewielkie uwagi dotyczgce metodyki. Brakujg mi nieﬂco doktadniejszego
przedstawienie sposobu preparatyki Slimaka oraz zademonstrowania przyktadowych
pomiarow stuchowych potencjatow wywotanych pnia mézgu. Proponuje rozwazyé
zastgpienie pojecia ,ucho wewnetrzne” nazwg ,$limak” 'g"ayz gtéwnie ten element
anatomiczny narzgdu stuchu poddano badaniom przedstawionym w pracy
doktorskiej. Te uwagi w zaden sposdb nie umniejszajg wartosci tej ciekawej pracy.

Przedstawiona do oceny praca w petni odpowiada warunkom stawianym
rozprawom doktorskim. Z uwagi na jej jako$¢, oryginalnos¢ i potencjat zastosowania
wynikédw badan w praktyce klinicznej zgtaszam wniosek o wyréznienie rozprawy
doktorskiej mgr Anny Wolniakowskie;j.

Mam zaszczyt zgtosi¢ do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Pracy im. prof.
dra med. Jerzego Nofera w t.odzi wniosek o dopuszczenie mgr Anny Wolniakowskiej

do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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