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JWPLYW WYBRANYCH LEKOW PRZECIWPADACZKOWYCH NA AKTYWNOSC DRGAWKOWA W
EKSPERYMENTALNYM MODELU DRGAWEK U DOROSLEGO DANIO PREGOWANEGO”

mgr Mateusza Pieroga

wykonanej w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskie;

pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Wlazia

Padaczka towarzyszy ludziom (o ile "towarzystwo" to dobre okreslenie) od zarania dziejow.
I od najdawniejszych czaséw stanowi powazny problem terapeutyczny, nierozwiklany do dzisiaj,
pomimo olbrzymiego postepu, jaki dokonal si¢ w zakresie nauk medycznych w ciggu ostatnich

kilkudziesieciu lat. Oporne na leczenie napady drgawkowe wcigz pozostajg wyzwaniem nie tylko

dla neurologdw czy epileptologéw, ale takze dla farmakologéw 1 patofizjologdw. Wyniki
uzyskiwane w zwierzecych modelach drgawek pogltebiajg wiedz¢ na temat patogenezy padaczki,
pozwalajg na identyfikacje wielu substancji o dziataniu przeciwdrgawkowym oraz na okreslenie ich

profilu bezpieczenstwa w warunkach badan przedklinicznych, bez ktorych nie mozna bytoby

przeciez rozpocza¢ fazy badan klinicznych.




Praca doktorska mgr Mateusza Pieroga wpisuje si¢ W powyzszg problematyke. Doktorant
postuzyt sie¢ modelem drgawek pentetrazolowych u ryby Danio rerio, ktory ma coraz wigksze
szanse na stanie sie pierwszym drgawkowym badaniem przesiewowym dla potencjalnych lekow

przeciwpadaczkowych, wyprzedzajac testy drgawkowe przeprowadzane na gryzoniach.

Przystepujac do szczegdlowej oceny dysertac)i doktorskiej, z przyczyn formalnych nalezy
wspomnieé, ze liczy ona 148 stron, napisana jest w klasycznym ukltadzie, zawiera wszystkie
wymagane elementy z zachowaniem odpowiednich proporcji. We wstepie Doktorant wyczerpujaco
opisuje istote padaczki, charakterystyke lekow przeciwpadaczkowych 1 miejsca ryby Danio rerio w
badaniach behawioralnych, w tym epileptologii doswiadczalnej. Duzym atutem jest jasne 1 logiczne
opracowanie wplywu neuroprzekaznictwa GABA-ergicznego i glutaminianergicznego na procesy

drgawkowe, bez upraszczania, ze aktywacja plerwszego hamuje, a drugiego generuje drgawki.

Cel pracy zostat jasno okreslony. Doktorant starannie zaplanowat i przedstawil metodyke
badaf oraz sposdb przeprowadzenia analizy statystycznej otrzymanych wynikéw. Za duzy plus
postrzegam przebadanie tacznie 9 lekow przeciwpadaczkowych nalezacych zar6wno do plerwszej,
jak i drugiej generacji. W obecnej pracy wykorzystano doroste osobniki Danio rerio. Pokusa
wykorzystywania larw jest spora, tym bardziej, ze to stadium rozwoju nie jest chronione przepisami
prawa. Z drugiej strony nie mozna zapominac, z€ to formy bardzo niedojrzate, w zwigzku z tym
ekstrapolacja wynikow na warunki kliniczne wydaje sie by¢ malo prawdopodobna, a nawet
niemozliwa. Na uwage zastuguje takze fakt, 1z doktorant zdecydowat si¢ na podawanie lekow
przeciwpadaczkowych dootrzewnowo, a nie droga immersji, co wydaje si¢ trudniejsze, ale
stuszniejsze. Krokiem w dobrym kierunku byto uproszczenie skali drgawkowej Racine’a oraz
wlasna modyfikacja pomiaru zachowan lgkowych rybek w te$cie preferenciji koloréw. Pozytywnie
oceniam decyzje pomiaru stezen lekow przeciwpadaczkowych w calym organizmie Danio zamiast

laczenia mozgow kilku osobnikéw do jednego oznaczenia.

Dyskusja zostala napisana w dojrzaty sposob. A nie bylo to tatwe, poniewaz przedmiotem
byly badania pozostajace wcigz pilotazowymi, w zwiazku z czym wyniki trudno jest porownac z
innymi dostepnymi w literaturze. Z drugiej strony nowatorskie badania sa dla badacza
niewatpliwym wyzwaniem dostarczajgcym duzej satysfakcji odkrywania terram incognitam. Na
uwage zastuguje fakt, ze Autor opisat naj czescie] wystepujace trudnosci zwigzane z zastosowaniem
Danio w badaniach behawioralnych, a takze wypunktowal slabe ogmiwa tego testu, np.
niejednorodno$¢ metodyki, ktérg jeszcze bardziej komplikuje fakt wykorzystywania zarowno
postaci dorostych, jak i form larwalnych. J ednoczeénie $wiadomo$é Doktoranta, ze pewne artefakty
mozna jeszcze wyeliminowa¢ — np. wplyw hormonow i fazy cyklu samic na procesy drgawkowe,
przemawia za Jego dojrzatoscig naukowa.

Wreszcie Autor wykazal sie zrozumieniem 1 umiejetnoscia wlasciwego cytowania

wykorzystanych w pracy pozycji pismiennictwa. Bibliografia jest aktualna i prawidtowo dobrana.




Prace wieniczy 6 wnioskow, z ktérych 5 pierwszych stanowi jednak podsumowanie uzyskanych

wynikow, oraz streszczenie napisane w jezyku polskim 1 angielskim.

Wynikiem lektury niniejszej pracy byly takze zamieszczone ponizej refleksje:

Niestety Doktorantowi trafita si¢ w roli recenzenta purystka jezykowa, ktdra prosi o
usuniecie przecinkéw przed imiestowami przymiotnikowymi w calej pracy, stawia sig¢ je przed
imiestowami przystowkowymi. Prosze tez o unikanie sformutowania ,,leki przeciwpadaczkowe I, 11

rzutu”’, powinno by¢ raczej ,,I, Il wyboru™.

We wstepie:

1. Przy opisywaniu naglej niespodziewanej $mierci w padaczce (SUDEP) warto napisa¢ wigce) na
temat patogenezy tego zaburzenia. Najczestsze bezposrednie przyczyny Smierci to niewydolnosc
krazeniowa i/lub niewydolno$¢ oddechowa. Jak doktorant slusznie zauwazyl, smier¢ czgsto jest
poprzedzona powaznymi zaburzeniami rytmu serca. Co ciekawe, zarowno zaburzenia rytmu, jak 1
drgawki maja wiele wspolnych elementow patogenezy, o czym warto bytoby wspomnie¢ w pracy.
2. Najwazniejsze mechanizmy dziatania lekow przeciwpadaczkowych mozna by pokaza¢ w formie
rysunkowej lub tabelarycznej. Taka forma jest korzystniejsza w odbiorze i dobrze podsumowuje
dos¢ dhugi opis.

3. Podobnie opis modelu drgawek pentetrazolowych u Danio pregowanego powinien, moim
oczywiscie zdaniem, by¢ uzupetniony tabelarycznym podsumowaniem zalet 1 wad tego modelu, a
takze roznic miedzy tym modelem a drgawkami pentetrazolowymi u gryzoni. Bazy danych
wyraznie wskazuja na to, ze testy drgawkowe u Danio sa wcigz znaczaco rzadziej stosowane niz
drgawki pentetrazolowe u myszy czy szczuréw. U gryzoni karbamazepina 1 fenytoina sg uznawane
za leki nieaktywne w tesécie drgawek pentetrazolowych. U Danio sa skuteczne, cho¢ we wzglednie
duzych dawkach. Takie komparatywne opracowanie byloby bardzo cickawe dla badaczy
dokonujacych wyboru testow drgawkowych do swoich celow.

4. Doktorant pisze w swojej pracy doktorskiej, ze eksperymenty na rykach, stojgcych nizej w
strukturze drzewa filogenetycznego w porOwnaniu z gryzoniami, jest bardziej akceptowalne.
Doskonale rozumiem punkt widzenia Autora. Jednak z etycznego punktu widzenia porOwnywalnie
szkoda zaréwno rybek, jak i myszy, cho przeciez obydwa gatunki sg hodowane w celach
doswiadczalnych.

5. Tabele z przyktadami behawioralnych modeli eksperymentalnych z wykorzystaniem Danio
pregowanego powinny by¢ edytowane w orientacji poziomej kartki, w orientacji pionowe]j s3
bowiem mato czytelne.

6. Obserwowanie zachowania Danio w przedstawionych w tabelach modelach behawioralnych

moze wydawaé sie problematyczne. Sformutowania: ,,zmniejszona eksploracja zbiornika™ czy




wzrost impulsywnos$ci Danio” w badaniach zaburzen lekowych brzmig bardzo ogélnie 1 moga by¢
roznie pojmowane przez réznych obserwatoréw. Moze to dawa¢ duzy margines biedu ludzkiego.

Czy Doktorant moglby na podstawie dostepnej literatury oceni¢ wiarygodnosc¢ tych mozleli‘?

Material 1 metody:

1. Doktorant pisze, ze wymiany wody w ak@ariach dokonywano w objetosci 10-25% w zaleznosci
od obsady i czestosci karmienia ryb. A ryby byly karmione 2-3 x dziennie. Sg to wigc elementy
niestate. Czy i w jaki sposob mogto to wptyna¢ na wiarygodnos¢ wynikow?

2. Grupy doswiadczalne skladaly sie w zaleznosci od testu z 8-12 osobnikow. Nalezy sprecyzowac
ile osobnikow w jakim tekscie. Z podpisow pod wykresami wynika natomiast, ze grupa
do$wiadczalna mogta liczy¢ 4-17 osobnikdéw. Skad taka duza rozbieznos¢? W testach drgawkowych
u gryzoni, w tym w klasycznym modelu pentetrazolowym, liczba zwierzé(t w grupie doswiadczalne;
jest stata i wynosi zazwyczaj 8 osobnikéw. Doktorant nie wyjasnit w metodyce, z jakich przyczyn
liczebno$¢ grup u Danio jest tak niestata. Warto to wiedzie¢, tym bardziej, ze praca doktorska nosi
znamiona badan pilotazowych i warto si¢ czesto odnosi¢ do r6znic miedzy testami drgawkowymi u
Danio 1 gryzoni.

3. Leki przeciwpadaczkowe pozyskiwano z tabletek. Czy 1 w jaki sposob substancje pomocnicze
mogly wplyna¢ na wyniki? Tym bardziej, ze masa ciala rybek jest okoto 100 x mniejsza od myszy.
4. Dlaczego Autor zdecydowal sie na pomiar czasu latencji drgawek, zamiast obliczenia dawek
EDso lekow dla drgawek toniczno-klonicznych, ktéra to metoda przez wielu badaczy uwazana jest

za bardziej wiarygodna w ocenie aktywnosci przeciwdrgawkowej lekow?

Wynikai:

1. W wykresach zawarto tak duzo danych, ze warto bytoby zastosowac kolory w celu zwigkszenia
ich czytelnosci.

2. W badaniach przeprowadzanych w celu okreslenia optymalnych czasow podawania lekow,
dziatanie np. fenobarbitalu byto istotne tylko po 60 min 1 tylko w drgawkach SII. Czy Doktorant
rozwazal podanie leku w wigkszej dawce w celu uzyskania bardziej wyrazistego efektu?

3. W pracy doktorskiej oceniany byt wplyw lekow przeciwpadaczkowych na okres latencji trzech
faz drgawek pentetrazolowych u Danio pre¢gowanego. Czy nalezy rozumiec, ze jesli lek wptywa na
wszystkie trzy fazy, to jego dzialanie przeciwdrgawkowe jest oceniane jako silniejsze niz jesh
wplywa tylko na jedng faze? Jak to nalezy interpretowac? W tescie na aktywnos¢ ruchowg
obserwowano przeplyniety dystans i szybkos$¢ ptywania rybek. W zaburzeniach lgkowych badano
czas przebywania Danio w odpowiednich strefach, liczbe przejs¢ mi¢dzy strefami, czas bezruchu w
strefach oraz w kazdym przypadku wplyw barwy oraz interakcji dawka leku-barwa swiatta. Rozne
leki dzialy réznie na te parametry. Czy mozna cokolwiek wnioskowa¢, jesli np. topiramat jako

jedyny lek wplywat istotnie na liczbe przejs¢ do strefy czerwonej/zottej. Czy to oznacza inng jakos¢




dzialania przeciwlgkowego? Czy wedtug Autora nalezy zatozycC, ze wplyw leku na konkretny

parametr Swiadczy O jakim$ szczegolnym aspekcie dziatania na aktywnos$¢ ruchowa lub zaburzenia

lekowe? W pracy nie ma informacji na ten temat, a warto byloby ten problem przedyskﬁfowaé.

4. Wszystkie otrzymane dane z testow drgawkowych i objawow niepozadanych sugerujg umiesciC
w tabeli zbiorczej. Utlatwiloby to szybie pordwnanie dzialania poszczegOlnych lekow 1
<korelowania dawek z wystepowaniem ob] awow niepozadanych.

5. Marzy mi si¢ tOwniez poréwnanie dawek lekow przeciwpadaczkowych, ich dziataniem

przeciwdrgawkowym 1 wywolywanymi obj awami niepozadanymi u dorostych Danio, jego larw

oraz u gryzonl.

Dyskusja:

1. Opis uktadu krwionosnego powinien by¢ uzupetniony adekwatnym rySunkiem.

7 Na str. 91 Doktorant dyskutuje wyniki uzyskane przez innych autoréw i stwierdza, z€ nie
wiadomo, czy wzglednie krotka immersja ryb (15 min) byla wystarczajaca do przenikniecia

odpowiedniej ilosct do organizmu ryb. To stuszna watpliwos¢é, jednak mimo to autorom udato sie

saobserwowaé  50% ochrong przed drgawkami, co jest warunkiem wystarczajacym dla
prawidiowego wnioskowania.

3. Doktorant pisze takze w Dyskusji, ze przy szybkim wydalaniu leku, moze on przedostawac si¢ do
wody. Czy w tym przypadku nie bedziemy mie¢ do czynienia z immersja, przynajmniej czeSclowa?

Czy mozna to uznac za czynnik wplywajacy na wynik koncowy?

Whnioski:

1. Pierwszych 5 punktow to podsumowanie, wiasciwym wnioskiem jest ten 5 i jest on prawidlowo
sformulowany. W punktach stanowigcych podsumowanie nalezatoby uszczegdtowic informacje,
czyli np. wymienic, jakie leki wywotywaty efekt przeciwdrgawkowy we wszystkich trzech stadiach

napadowych. Punkt 3 moze byé przedmiotem dyskusji, ale nie powinien znalez¢ si¢ we wnioskach,

poniewaz W pracy nie porownywano doswiadczalnie drgawek u Danio i u gryzoni.

Wykaz skrotow:
1. Z wykazu nalezy wyeliminowa¢ jednostki SI i skroty powszechnie uzywane — czyli g, m, 1, lux, s

i ich pochodne.

Nalezy wyraznie podkreslic, ze wymienione uwagi w zaden sposob nie wplywaja na wartosc

merytoryczng 1 ogolna pracy doktorskiej, ktdrg oceniam bardzo wysoko. Uwazam, Ze jest ona

samodzielnym i dojrzatym dorobkiem Doktoranta, odzwierciedla Jego wszechstronna wiedzg 1




umiejetnos¢ jej przekazywania, dlatego speinia wszystkie ustawowe wymogi begdgce podstawa
ubiegania sie o stopien naukowy doktora nauk biologicznych.

Mam zaszczyt 1 przyjemnos¢ przedstawi¢ Szanownemu Panu Dziekanowii 1 Wysokie;
Radzie Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

wniosek

o dopuszczenie mgr Mateusza Pieroga do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

/. powazaniem

Prof. dr hab. n. med. Kinga Borowicz-Reutt
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