Recenzja
pracy doktorskiej mgr Mateusza Pierég pt. “Wplyw  wybranych lekéw
przeciwpadaczkowych na aktywno$¢ drgawkowa w eksperymentalnym modelu drgawek

u doroslego danio pregowanego”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie Fizjologii
Zwierzat Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie pod kierunkiem prof. dr hab.
Piotra Wlazia. Tematyka pracy zostata dotyczy waznego problemu medycznego i1 spolecznego
jakim jest ograniczona skuteczno$¢ i bezpieczefistwo dotychczasowych strategil leczenia
padaczki. Pomimo, ze testy farmakologiczne z wykorzystaniem gryzoni sg najczescie]
stosowane przy poszukiwaniu nowych lekéw przeciwpadaczkowych i badaniu
patomechanizméw padaczki, istnieje duze zapotrzebowanie na metody alternatywne 1 z
wykorzystaniem, tez ze wzgledow bioetycznych, nizszych organizmoéw. Praca doktorska mgr
Mateusza Pierog weryfikuje przydatno$¢ behawioralnego modelu drgawek indukowanych
chemicznie u danio pregowanego w ocenie skutecznosci i dzialah niepozadanych lekow
przeciwpadaczkowych. Niewatpliwymi zaletami danio pregowanego jako modelu
laboratoryjnego sg jego niewielkie rozmiary, niskie koszty hodowli, latwo$é rozmnazania i
krotki cykl rozwojowy. Ponadto istotna korzystng cechg gatunku jest wigksza przezywalnosé
zmutowanych zarodkow, uzyteczno$¢ przezroczystych stadidow larwalnych do analiz
mikroskopowych oraz posiadanie przez danio homologicznych odpowiednikéw ponad 70%
genow ludzkich. Zatem zaréwno wybdér tematu pracy doktorskiej jak i modelu
doswiadczalnego mozna uznaé za w peli uzasadniony.

Praca doktorska posiada powszechnie przyjetg konstrukcje i uklad rozdziatow. Liczy
ogéiem 148 stron wydruku komputerowego, zawiera 4 tabele i 23 dobrze opisane ryciny.
Opracowanie redakcyjne pracy jest staranne i zachowane sa odpowiednie proporcje w
objetosci kolejnych rozdzialow 1 podrozdziatow. Niefortunny natomiast jest format i utozenie
rozrysowanej na str. 34 - 38 tabeli 2, niekorzystnie wplywajgce na jej czytelnoéé. Prace
dopeiniajg 283 pozycje nienumerowanego pisSmiennictwa, ulozonego w porzadku
alfabetycznym. Pi$miennictwo zostalo adekwatnie wybrane z uwzglednieniem najnowszych
publikacji 1 jest poprawnie cytowane w tekscie rozprawy.

Wstep zayjmuje 34 strony 1 zostal podzielony na 3 podrozdziaty. W pierwszej czeéci
doktorant zgodnie ze wspdlczesnym stanem wiedzy zapoznaje czytelnika z definicjami,

etiologig 1 patogeneza padaczki. Zwraca uwage nowa, obowigzujgca klasyfikacja napadow

padaczkowych. Szerzej rozbudowany jest fragment Wstepu przeznaczony na omodwienie




neurochemicznego podtoza napadow padaczkowych, ze zwréceniem szczegOlne] uwagl na
rol¢ uktadu glutaminianergicznego i GABA-ergicznego w tych zjawiskach. Wstep swiadczy o
gruntowne] znajomosci przez doktoranta zlozonych mechanizméw neurotransmisji 1
umiejgtnosci opisywania ich w przystepny sposdb. Z drobnych uwag krytycznych wymienie
zbgdne powtarzanie niektoérych informacji na temat etiologii napadéw padaczkowych na str. 5
1 11, nadmiernie rozbudowany akapit dotyczacy niebedacej tematem pracy
ekscytotoksycznosci oraz brak wzmianki o molekularnych podstawach epileptogenezy. Drugi
podrozdzial Wstepu poswigcono omdéwieniu lekow przeciwpadaczkowych z uwzglednieniem
historii  ich  odkrywania, klasyfikacji, —wskazan  klinicznych i  wladciwosci
farmakodynamicznych. Tekst uzupelnia tabela 1 z zestawieniem mechanizméw dziatania
lekéw przeciwpadaczkowych na podstawie publikacji Kwan i wsp. z roku 2001. Nie
podwazajgc zawartych w tabeli danych, sgdze, ze celowe byloby opracowanie tabeli w
oparciu o nowsze, bardziej aktualne publikacje. Bardzo interesujaco napisana jest trzecia
czgsC Wstepu, w ktorej doktorant przedstawia argumenty $wiadczace o uzytecznos$ci danio
pregowanego jako organizmu modelowego w badaniach behawioralnych réznych schorzen
osrodkowego uktadu nerwowego w tym padaczki. Kiadzie nacisk na warto$¢ neurobiologii
behawioralnej jako nauki badajgcej zwigzek miedzy okre$lonymi zmianami zachowania a
funkcjonowaniem uktadu nerwowego. Doktadnie omoéwiono i przedstawiono na rycinie 1
topologi¢ struktur kresomézgowia u gryzoni i ryb, zaznaczajgc w tekscie, iz podstawowy
ukfad neuroanatomiczny u danio jest typowy dla kregowcdéw. Przytacza tez szereg faktow z
~ ostatnich 10 lat Swiadczgcych o rozwoju 1 coraz szerszym wdrazaniu testow behawioralnych
z uzyciem danio pregowanego w laboratoriach farmakologicznych na $wiecie. Ponadto dane
dotyczgce licznych modeli laboratoryjnych z wykorzystaniem danio zostaty ujete w formie
tabelai'ycznej.

Cele pracy poprzedzone poroéwnawczg charakterystyka modelu drgawkowego
indukowanego zanurzeniem larwalnego i dorostego danio w roztworze pentetrazolu (PTZ)
zostaly precyzyjnie sformulowane w trzech punktach. Zaplanowano zbadanie wplywu
dootrzewnowo podawanych 5 klasycznych lekow przeciwpadaczkowych (kwas
walproinowy, fenytoina, karbamazepina, diazepam, fenobarbital) oraz 4 lekéw drugie;
generacji (lamotrygina, topiramat, felbamat, lewetiracetam) na drgawki indukowane PTZ u
dorostych danmio. Zdecydowano zbadaé takze ewentualne dzialanie niepozadane lekow
przeciwpadaczkowych przez pomiar zmian aktywnosci ruchowej i zachowania lekowe. W
trzecim punkcie mierzono  st¢zenia testowanych lekOw w homogenatach cial danio w

czasach odpowiadajgcych wystgpieniu maksymalnego dziatania lekéw. Tak sformulowane




cele pracy, zwlaszcza punkt 1 i 2, mozna uznaé za prawidlowe i stwarzajace szanse uzyskania

zastrzezenia w Dyskusji wynikow. Z drugie; strony, nalezy podkresli¢ innowacyjnos$¢ modelu
poniewaz dotychczas testy PTZ byly przeprowadzane tylko na stadium larwalnym danio.

\ Materiaty 1 metody czytelnie opisano na 12 stronach rozprawy. Warunki hodowlane,
aklimatyzacja i przydzial zwierzat do grup doswiadczalnych nie budza zastrzezen recenzenta.
Zamieszczono w tym rozdziale akceptacje i numer uchwatly Lokalnej Komisji Etycznej oraz
nazwy producentéw lekéw i innych stosowanych w doswiadczeniach substancji chemicznych.
Bardzo szczegotowo opisano procedure przygotowania lekow i wstrzykni¢¢ dootrzewnowych
oraz schemat postepowania przy eksperymentach. Liczebnogé zwierzat w grupach
doswiadczalnych, czas i sposéb podawania lekow oraz zastosowane przez doktoranta testy
statystyczne byty wiasciwie wybrane i odpowiadaty obowigzujagcym standardom badan
farmakologicznych. Test pentetrazolowy jest uznang na swiecie metodg testowania
potencjalnych lekow przeciwpadaczkowych. Dla celéw rozprawy test PTZ zostal
odpowiednio zmodyfikowany (uproszczono skal¢ Racine’a oceny drgawek) i wyznaczono
dla kazdego leku przeciwpadaczkowego czas maksymalny jego dzialania. Akceptowalne sg
takze testy wybrane przez doktoranta do oceny zaburzen aktywnosci ruchowej oraz zaburzen
lgkowych.  Opis sugeruje, ze przeprowadzenie testow z podaniem lekéw i. p. u danio
wymagaly umiej¢tnosci i wysokiej sprawnosci manualnej eksperymentatora. Zadowalajaco
opisano test aktywnosci ruchowej oraz test badajacy zachowania lekowe. W obu testach
zastosowano odpowiednig aparature i mierzono wiasciwe pé,rametry. Co ciekawe,
dwukomorowy aparat pomiarowy do testu preferencji koloréw zostat zaprojektowany 1
zbudowany na potrzeby recenzowanej pracy doktorskiej. Nie zamieszczono jednak nazwiska
projektanta i nie ujawniono czy aparat ten jest wzorowany na komercyjnie dostepnej
aparaturze, czy tez jest innowacyjnym urzgdzeniem prototypowym. Oznaczenia stezenia
lekow przeciwpadaczkowych metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
zostaly przeprowadzone na Wydziale Farmaceutycznym CM UJ. Opis przygotowania probek
do pomiaréw 1 sposob przeprowadzenia analizy chromatograficznej jest bardzo szczegétowy.
Uznanie budzi wysoka selektywno$é metody i niskie wspoOtczynniki zmiennosci dla
wszystkich badanych zwigzkéw. W tym miejscu powraca jednak mysl czy nie nalezalo

oznaczac stgzenia lekow w glowach a nie tgcznie w glowach i tutowiach danio po dekapitacji.




Na przeszkodzie staneta tu nikla masa dost¢pnej tkanki (o czym autor wspomina w Dyskusji)
1, by¢ moze, nie wystarczajaca czulosé metody.

Wyniki opisano i zilustrowano w formie 23 wykresOw 1 jednej tabeli na 30 stronach
rozprawy. Wykazano, ze kwas walproinowy i fenytoina w sposob zalezny od dawki
zwigkszaty latencj¢ stadium pierwszego (SI) 1 drugiego (SII) a w najwyzszej dawce VPA
hamowat takze stadium trzecie (SIII) indukowanego przez PTZ napadu drgawkowego.
Pozostate leki przeciwpadaczkowe wykazaly zroznicowane dzialanie hamujgce na aktywnosé
drgawkowq, przy czym topiramat i felbamat op6znity wystapienie tylko stadium I drgawek.
Aktywnos¢ ruchowg danio znamiennie hamowaty diazepam i tOpiramat. Wykazano dziatanie
przeciwlgkowe wobec awersyjnej barwy z6ttej dla fenobarbitalu, felbamatu, topiramatu i
fenytoiny, natomiast kwas walproinowy, diazepam i lewetiracetam dziataly slabo
anksjolitycznie. Pomiary HPLC dowiodly ze stezenia lekow przeciwpadaczkowych
utrzymujg si¢ w czasie ich maksymalnego dziatania u dorostego danio, lecz nie pozwolily na
oceng dystrybucji lekow w organizmie.

Dyskusja wynikéw jest wysoce kompetentna, akcentujgca zarOwno mocne jak i stabe
strony pracy doktorskiej. Na pierwszych stronach tego rozdziatu doktorant odnosi si¢ gldwnie
do aspektow metodycznych. Omawia réznice w wykorzystywanym powszechnie w badaniach
biologicznych stadium larwalnym danio z nierozwinigtym uktadem nerwowym a osobnikiem
dorostym. Powolujgc si¢ na wilasciwe pozycje piSmiennictwa uzasadnia szerzej niz we
Wstepie celowosé zastosowanych testow behawioralnych i specjalistycznej aparatury.
/wraca przy tym uwage na ograniczenia metodyczne niniejszej rozprawy, takie jak
konieczno$¢ podawania lekéw dootrzewnowo zamiast wygodniejszej imersji ryby w
roztworze leku, pominigcie ewentualnego wplywu hormondéw piciowych na mierzone
parametry oraz brak mozliwosci rejestracji zachowan danio podczas pionowej eksploracji
zbiornika bedgcej miernikiem stresu. Dyskusyjna jest teza autora rozprawy sugerujgca
przydatnos¢ stosowanego modelu w wysokoprzepustowych poszukiwaniach bibliotek
zw13zkow chemicznych, jesli testowane zwiazki miatyby by¢ podawane dootrzewnowo.
Komentujgc wyniki pomiaru stezen lekow przeciwpadaczkowych w homogenatach ryb

doktorant podkresla jeszcze jedno ograniczenie stosowanego modelu drgawek

wynikow badan behawioralnych. W mojej opinii doktorant znakomicie wywigzat sie z tego
zadania 1 w pozostalej czgsci rozdziatu, w ktérym omawia kolejno skuteczno$é¢ w hamowaniu

drgawek 1 efekty niepozadane lekow przeciwpadaczkowych unika szerszych spekulaciji i zbyt



Rozprawe doktorska mgr Mateusza Pierég pit. “Wplyw  wybranych lekow
przeciwpadaczkowych na aktywnosé drgawkowg w eksperymentalnym modelu drgawek u

dorostego danio pregowanego™ oceniam wysoce pozytywnie. Praca zostala starannie

2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. Nr 65, poz 595, z pdzn. zm.).

Wnioskuje o dopuszczenie mgr Mateusza Pierog do dalszych etapéw przewodu

U

Krakéw, 30.10.2019 prof. dr hab. Wiadystaw Lason

doktorSkiego.



