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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Wolniakowskiej pt. ,,OCENA
OCHRONNEGO DZIALANIA D-METIONINY NA NARZAD SLUCHU
W URAZIE AKUSTYCZNYM”

Halas jest najczgsciej wystgpujacym na stanowiskach pracy czynnikiem szkodliwym
(szacunkowo, na $wiecie ponad 600 milionow ludzi, tj. 12% globalnej populacji moze by¢
narazonych na halas o poziomach stwarzajacych ryzyko uszkodzenia stuchu). Uszkodzenie
stuchu spowodowane hatasem (NIHL) jest na dzien dzisiejszy procesem nieodwracalnym.
Konieczne jest zatem poszukiwanie srodkow terapeutycznych pozwalajacych na zwigkszenie
mechanizméw obronnych narzadu stuchu. Poniewaz uwaza si¢, ze w patomechanizmie NIHL
wiodgca role odgrywa stres oksydacyjny, prowadzone badania w znaczacej mierze dotycza
protekcyjnej roli egzogennych $rodkow terapeutycznych, ktore moglyby skutecznie
wzmocni¢ endogenne mechanizmy antyoksydacyjne po narazeniu na hatas. Praca doktorska
mgr Anny Wolniakowskiej wpisuje si¢ w te dziatania, w zwigzku z czym oprécz wartosci
poznawczej ma potencjalne walory aplikacyjne.

'Uklad prezentowanej rozprawy doktorskiej jest typowy dla pracy naukowej. Sklada
sie z 7 rozdzialéw, wykazu stosowanych skrotow, zgody Komisji Bioetycznej na
doswiadczenia na zwierzetach oraz streszczen w jezyku polskim i angielskim.

Pierwszy (20. stronnicowy) rozdzial pt. WPROWADZENIE zawiera podstawowe
informacje literaturowe na temat zagadniefi poruszanych w rozprawie, tj. na temat uszkodzen
stuchu spowodowanych hatasem (ich patofizjologia, obrazem klinicznym a takze rola
profilaktyki i prewencji w przeciwdziataniu uszkodzeniom) oraz roli stresu oksydacyjnego w
rozwoju tych uszkodzen i ochronnemu dzialaniu zwigzkéw antyoksydacyjnych (L-NAC,
ebselenu, witaminy A, C, E oraz D-metioniny). Analiza tego rozdziatu pozwala stwierdzi¢, ze
Doktorantka z duza swoboda i glebokim zrozumieniem porusza si¢ W obszarze zagadnien
zwiazanych ze stresem oksydacyjnym i mechanizmami ochronnymi przed reaktywnymi
formami tlenu i azotu, przedstawiajac w pracy jedynie najwazniejsze informacje dotyczace

tych zagadnien (odpowiedni, skondensowany dobér informacji nie jest sprawa latwa).




Szczegbdlng uwage poswiecita Autorka przedstawieniu informacji na temat dotychczasowych
badan egzogennych srodkow terapeutycznych wzmacniajacych endogenng obrong
antyoksydacyjng. Dokonata tego na podstawie przegladu okoto 50 prac, co $wiadczy o
doglebnym poznaniu tematu. Z przegladu wynika, ze dotychczas nie do konca rozpoznane sg
ich molekularne mechanizmy dziatania i skutecznos¢ ich stosowania u ludzi narazonych na

halas.

W zwiazku z tym, swoja prace mgr Wolniakowska poswigcita ocenie mechanizméw
ochronnego wptywu D-metioniny (D-Met) na narzad stuchu myszy w urazie akustycznym. W
rozdziale 2 przedstawila cele pracy, w tym rowniez cele szczegélowe, ktére obejmowaty:

1. Poréwnanie zmian progéw stuchu po narazeniu na hatas-u niyézy, ktére otrzymywaty
D-Met i ktérym nie podawano D-Met, w odnieﬁsieniu do zwierzat kontrolnych,
nienarazonych na hatas.

2. Poréwnanie aktywnosci wybranych markeréw stresu oksyrdacyjnego po narazeniu na
hatas u myszy, ktére otrzymywaty D-Met i ktédrym nie podé"\;\:ano D-Met, w odniesieniu do
zwierzat kontrolnych, nienarazonych na hatas.

3. Poréwnanie ekspresji gendw kodujgcych synteze wybranych markeréw stresu
oksydacyjnego po narazeniu na hatas u myszy, ktére otrzymywaty D-Met i ktérym nie
podawano D-Met, w odniesieniu do zwierzat kontrolnych, nienarazonych na hatas.

4. Wyznaczenie skutecznej dawki D-Met dziatajgcej ochronnie w urazie akustycznym
u myszy.

Oceniarﬁ, ze cele pracy zostaty wybrane w sposéb wiasciwy a ich realizacja pozwala na uzyskanie

bardzo cennych informacji poszerzajgcych aktualng wiedze na temat ochronnego dziatania D-Met w

urazie akustycznym u myszy (pierwszy etap badan przy ocenie takiego dziatania u ludzi). .

Zgodnie ze schematem prac naukowych nastgpny rozdziat to ,MATERIAL I
METODY”. Doktorantka przeprowadzita swoje badania na myszach szczepu C57BL/6,
obarczonych recesywna mutacjg genu, ktéra warunkuje przyspieszong utrata stuchu zwigzang
z procesem starzenia sig, jak i szczeg6lng podatnos¢ tych myszy na uszkodzenie stuchu przez
hatas sie przyspieszona utratq stuchu zwiazang z narazeniem na hatas. Aby zminimalizowa¢
réznice w wyjsciowych progach stuchu migdzy zwierzgtami, analiz¢ przeprowadzita u myszy
mlodych, 6-tygodniowych,. Uwazam to za bardzo dobry pomyst, gdyz pozwolilo jej to na
zminimalizowanie wptywu procesu starzenia si¢ na wyniki badan, bowiem proces ten zaczyna

siec u wybranego szczepu juz od okoto 2 - 3 miesigca zycia. Obserwowane przesunigcia




progébw stuchu mozna bylo zatem interpretowaé jako zmiany pozostajace

w zwiazku z narazeniem myszy na hatas.

Doktorantka eksponowala zwierzeta na hatas waskopasmowy o czgstotliwosci 4 kHz i
poziomie 110 dB przez 8 godzin. D-Met wstrzykiwata zwierzetom dootrzewnowo godzing
przed i 1 godzing po ekspozycji na halas (kontrola otrzymywala zastrzyki z soli
fizjologicznej). Kolejne takie same dawki D-Met podawane byly 2 razy dziennie w tych
samych odstepach czasowych 1, 2 i 3 dni po narazeniu. U zwierzat Doktorantka wykonata
ocene zmiany progéow stluchu po narazeniu na halas, ocen¢ aktywnosci dysmutaz
ponadtlenkowych i katalazy w wypreparowanych (!!!) Slimakach zwierzat po narazeniu na
hatas (co wymagato réwniez oznaczanie stezenia bia’fka),,oce‘rlmé ekspresji genéw kodujacych
wybrane markery stresu oksydacyjnego po narazeniu na hatas (kolejne tego etapy
obejmowaly: izolacje RNA, przeprowadzenie odwrotnej transkrypcji RNA na
komplementarne DNA (cDNA) oraz tancuchowa reakcj¢ polimerazy w czasie rzeczywistym
(real-time PCR). Jak wigc widaé zastosowala bardzo nowoézesne metody, pozwalajace na
publikowanie wynikow badan w renomowanych czasopismach migdzynarodowych.
Metodyka badan jest przedstawiona wyczerpujaco i $wiadezy o profesjonalizmie Doktorantki.
Badania byty prowadzone w 3 punktach czasowych (1, 7 i 14 dzien po narazeniu na halas) i
dla trzech (lub w przypadku oceny ekspresji genow — dwoch) dawek D-Met (100, 200 1 400
mg/kg). Podziw budzi liczba wykonanych badan — Autorka wykonala je u 289 zwierzat, z
czego material do badan w czesci biochemicznej pobrata od 200 myszy, a do badan
genetycznych — od 53 myszy. Lacznie zwierzeta byly podzielone na 15 podgrup. O ogromie
wykonanej pracy $wiadczy schemat do$wiadczenia przedstawiony na Rycinie 7. Trzeba
uznaé, ze mimo tej ilosci badan, opis grup badanych, warunkéw ekspozycji i zastosowanych
metod jest przedstawiony w sposéb klarowny i tatwy do analizy.

Rozdzial 4 ,,WYNIKI” podzielony jest na trzy podrozdzialy: ,Poréwnanie zmiany
progéw stuchu po narazeniu na hatas”, ,Ocena aktywnosci wybranych markeréw stresu
oksydacyjnego po narazeniu na hatas” i ,Ocena ekspresji genéw kodujacych wybrane
markery stresu oksydacyjnego po narazeniu na hatas”. W wyniku badan Autorka stwierdzita,
ze:

e D-Metionina podawana bezposrednio przed i w trakcie pierwszych dni po narazeniu
na halas powoduje zalezne od dawki, istotne statystycznie, zmniejszenie wielkosci

przesuniecia progéw stuchu. Ochronny efekt na narzad stuchu widoczny byt w 71 14

dniu po narazeniu, dla D-Met w dawkach 200 i 400 mg/kg masy ciala;




e istotny statystycznie wzrost aktywnosci dysmutaz ponadtlenkowych w tkankach ucha
wewngtrznego w 7 i 14 dniu po ekspozycji. Efekt ten widoczny byt jedynie dla
najwyzszej ze stosowanych dawek D-Met (400 mg/kg masy ciata);

e zahamowanie, obserwowanego u myszy nie otrzymujacych
D-Met, wzrostu aktywnosci katalazy w 7 dniu po ekspozycji. Efekt ten widoczny byl
dla D-Met w dawce 200 i 400 mg/kg masy ciata;

e istotny- statystycznie spadek ekspresji genu Sod! w 1 dniu po narazeniu oraz jego
istotny statystycznie wzrost w 7 dniu po narazeniu, utrzymujacy si¢ do 14 dnia po
narazeniu. Efekt ten widoczny byt jedynie dla D-Met w dawce 400 mg/kg masy ciata;

e istotny statystycznie spadek ekspresji genu Sod2 w 7 i 14 dniu"po narazeniu. Efekt ten
widoczny byl jedynie dla D-Met w dawce 400 mg/kg masy ciata.

Nieco frustrujaca obserwacja byto, ze D-Metionina podawana bezposrednio przed i w trakcie
pierwszych dni po narazeniu na hatas nie powodowata istotnych statystycznie zmian ekspresji
genu Cat (mimo wspomnianego wyzej wptywu D-Met na aktywnos¢ katalazy). Stwierdzi¢
jednak trzeba, ze Doktorantka stwierdzita, rwnolegla do zmian enzymatycznych, tendencje
do zahamowania ekspresji tego genu u zwierzat narazanych na halas i otrzymujacych D-Met
w stosunku do zwierzat narazanych na halas i nieotrzymujacych D-Met. W celu
potwierdzenia tej obserwacji (uzyskanie istotnosci statystycznej) konieczne bytaby zapewne
zwigkszenie liczby zwierzat do§wiadczalnych (co zreszta rowniez stwierdzita Doktorantka w
DYSKUSJI).

Dyskusja wynikéw zawarta jest w 10. stronnicowym rozdziale 5. W pierwszej jego
czesei (ponad 4,5 strony) Doktorantka jeszcze raz przedstawita uzasadnienie podjecia badan
nad D-metioning. Oparta je na powszechnie aprobowanej hipotezie, o kluczowej roli stresu
oksydacyjnego w rozwoju uszkodzen stuchu spowodowanych hatasem. W zwigzku z tym,
wysoce prawdopodobna wydaje si¢ mozliwo$¢ opracowania strategii terapeutycznej ochrony
przed uszkodzeniami stuchu opartej na utrzymaniu réwnowagi pomi¢dzy nadmiernym
stezeniem reaktywnych form tlenu i azotu a zdolnoscig do ich detoksykacji. Pomocne w tym
zakresie moga by¢ egzogenne substancje antyoksydacyjne tzw. antyoksydanty, do ktorych
nalezy D-metionina. Wybo6r D-Met uzasadniony byt wieloma wzgledami, w szczegdlnoscei zas
wezesniejszymi badaniami na modelach zwierzecych, ktérych wyniki byly na tyle obiecujace,
ze uzasadnialy rozpoczgcie badan klinicznych u ludzi. Dodatkowo, atrakcyjnos¢ badan nad D-
Met zwigksza fakt, ze w przeciwienstwie do wigkszo$ci pozostatych antyoksydantéw jest ona,

poza witaminami, sktadnikiem diety, stad tatwo mozna bytoby jg suplementowaé u ludzi. W




pierwszej kolejnosci w dyskusji Doktorantka szczegétowo przedstawita informacje o
dotychczas wykonanych na $wiecie badan nad tym zwigzkiem (znaczacy wkiad do nich
wnidst zespol z IMP, ktorym kieruje promotor pracy doktorskiej prof. dr hab. med. Mariola
Sliwiniska-Kowalska). W dalszej kolejnosci przedstawila, na tle doniesien literaturowych,
argumenty za przyj¢ciem do badan: modelu mysiego, stosowanych przez siebie parametréw
hatasu, testowanych dawek D-Met oraz wyboru punktéw czasowych do oceny wplywu D-Met
na procesy stresu oksydacyjnego zachodzace w uchu wewngtrznym myszy. Zastanawiam sig,
czy caly ten fragment nie powinien znalezé sic we WPROWADZENIU.

Wiasciwa dyskusja wynikéw podzielona jest na trzy czesci, zatytutowane: ,,Zmiany
progébw stuchu po narazeniu na hatas”, ,Ocena aktywnosci wybranych markeréw stresu
oksydacyjnego” oraz ,,Ocena ekspresji genow koduj/étcygsh wybrane markery stresu
oksydacyjnego”. Jest przeprowadzona z duza znajomoscig innych, zaré6wno polskich (IMP)
jak 1 zagranicznych badan dotyczacych tych zagadnien. W wigkszosci przypadkéw wyniki
badan wlasnych Doktorantki sa zgodne z badaniami Wczeénigjszymi, a ewentualne roznice
Doktoranta potrafita przekonywujaco uzasadnic. Szczegélna; uwage zwraca ostatnia czgsé
dyskusji dotyczaca badan ekspresji genéw. Sa to badania pionierskie w skali swiatowej. Ich
wyniki sg ogromnie interesujace i pozwolity Doktorantce zbudowaé spdjna, ciekawa hipoteze
wyjasniajaca dzialanie ochronne D-Met.

Po przeanalizowaniu badan wykonanych przez mgr Wolniakowska i ich wynikow,
stwierdzam, ze wlozyla ona swdj znaczacy wklad w rozpoznanie molekularnych
mechanizméw ochronnego wpltywu antyoksydantow, zwlaszcza D-Met, na narzad shuchu
myszy w urazie akustycznym, a uzyskane przez niag wyniki moga by¢ pomocne w dalszych
badaniach klinicznych z zastosowaniem D-Met w profilaktyce uszkodzen stuchu
spowodowanych hatasem.

Ostatni — 6 rozdziat rozprawy zawiera ,,Podsumowanie i wnioski”. Sze$¢ punktow
podsumowania w klarowny i skondensowany sposob przedstawiaja uzyskane wyniki, a
wnioski dotyczace glownie mechanizmu molekularnego sa uzasadnione.

Spis pi$miennictwa (rozdziat 7) sktada si¢ ze 186 pozycji, powstalych od lat 90. XX
wieku, az do roku 2018 i zawiera dane bibliograficzne prac dotyczacych zaréwno uszkodzen
stuchu jak i zwigzanych z nimi proceséw oksydacyjnych. Dobér pismiennictwa $wiadczy o
dogtebnych studiach literaturowych Doktorantki.

Praca zostala przygotowana w sposob bardzo staranny, ma interesujaca oprawe

graficzna, schemat badaf i wykresy dobrze ilustrujg ich przebieg i wyniki. Nieliczne




watpliwodci rodzace sie przy czytaniu pracy, o ktorych byta mowa wyzej, nie wplywaja na
0g06lna bardzo wysoka ocene pracy.

Podsumowujac nalezy stwierdzié, ze rozprawa pt. ,,Ocena ochronnego dziatania
D-metioniny na narzqd stuchu w urazie akustycznym” przygotowana przez mgr Anng
Wolniakowsks, spelnia wymagania Ustawy o stopniach naukowych i tytulach
naukowych, ktéra stwierdza ze rozprawa doktorska powinna stanowi¢ oryginalne
rozwigzanie ‘problemu naukowego oraz wykazywaé ogélng wiedz¢ teoretyczng
kandydata w danej dziedzinie naukowej, a takie umiej¢tnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. W zwiazku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej
Radzie Naukowej Instytutu Medycyny Pracy im. dr. Jerzego Nofera wniosek o
dopuszczenie mgr Anny Wolniakowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie, z uwagi na wspomniang wyzej bardzo wysoka, w mojej ocenie,
warto§¢ merytoryczna recenzowanej pracy, wnioskuje do Wysokiej Rady o jej

wyréznienie.
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