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,Mykotoksyny jako modulatory szlakéw syntezy hormondéw
steroidowych”

Mykotoksyny, z racji swojego powszechnego wystgpowania i réznorodnej toksycznosci
w kierunku praktycznie wszystkich organizméw stanowig jeden z najbardziej fascynujgcych
obiektéw zainteresowania szeroko rozumianych nauk o zyciu. Znajdziemy wérod nich zaréwno
zwigzki estrogenne, genotoksyczne jak i kancerogenne. Dzigki wysoko rozwinigtej analityce
tych zwiazkow w zywnosci, wiemy, ze W praktyce nie ma zboz pozbawionych §ladowych ilosci
mykotoksyn. W konsekwencji powoduje to skazenie zarowno pasz dla zwierzat, jak i zywnosci
dla ludzi toksynami wytwarzanymi przez m.in. plesnie Fusarium  spp. Dodatkowo,
niewlasciwe przechowywanie zywnosci (np. 7b6z w silosach) moze prowadzi¢ do powstawania
np. mykotoksyn plesni z rodzaju Aspergillus spp. W konsekwencji zwierze i czlowiek narazeni
sa na kilka mykotoksyn o réznym mechanizmie toksycznosci jednoczesnie, co dodatkowo
utrudnia ocene ich wplywu na organizm. Wiedza na temat tych mechanizméw jest dalece

niewystarczajaca i badania prowadzone w tym zakresie sg ze wszech miar pozadane.

W tym wiaénie nurcie badan miesci sie oceniana praca doktorska, w ktérej Doktorantka
podjela si¢ proby wyjasnienia wplywu wybranych mykotoksyn (deoksyniwalenolu
i alternariolu) na  rozwej nowotworu gruczolu krokowego poprzez ich wplyw na
steroidogeneze. Deoksywniwalenol (DON) jest uwazany za najczescie] wystgpujaca
mykotoksyne w zywnosci, majgca istotne dzialania teratogenne, cytotoksyczne, genotoksyczne
i immunotoksyczne. Z kolei alternariol (AOH) jest mniej poznang mykotoksyna i wérod
innych dziatan niepozadanych wplywa m.in. na produkcje hotmonéw w organizmie poprzez
wigzanie z receptorami estrogenowymi. Interesujgce jest polaczenie wplywu tych zwigzkéw
(nie postrzeganych jako kancerogeny) Z procesem nowotworzenia poprzez ich zaburzenie

wytwarzania steroidow. Poza aspektami stricte poznawczymi zwiazanymi z rozszerzeniem
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wiedzy na temat wplywu mykotoksyn na procesy biochemiczne w obrebie komérek
nowotworowych, podjety temat moze mie¢ istotne znaczenia dla prowadzenia skutecznych
terapii onkologicznych raka prostaty. Z tych powodéw oceniam decyzje o podjeciu sie tym
ambitnym tematem naukowym bardzo wysoko. Jest ona konsekwencjg doswiadczen
naukowych zespolu w jakim pracuje Doktorantka. jak rowniez dobrego rozeznania
w aktualnym pi$miennictwie dotyczacym mechanizméw toksycznosci mykotoksyn na

poziomie komérkowym.

Przedstawiona do oceny praca doktorska to cykl trzech publikacji, z ktérych jedna
stanowi pracg przegladowa wprowadzajacy czytelnika w zagadnienie, natomiast pozostale to
prace doswiadczalne. We wszystkich tych pracach Doktorantka jest pierwszym autorem

i, zgodnie z zalgczonymi deklaracjami autorow, miata dominujgcy wklad w ich powstanie.

W pracy przegladowej , Deoxynivalenol as potential modulator of human
steroidogenesis” (Urbanek KA, et al. J Appl Toxicol. 2018 Dec;38(12):1450-1459),
Doktorantka przedstawia najwazniejsze informacje na temat powstawania i wystepowania
deoksyniwalenolu w przyrodzie a nastgpnie szeroko opisuje jego toksycznosé dla zwierzat
i ludzi skupiajac si¢ na jego wplywie na steroidogeneze. Dokonujac szerokiego przegladu
pi$miennictwa naukowego zestawia dane dotyczace zwigkszania lub zmniejszania wytwarzania
estradiolu, progesteronu, testosteronu, kortyzolu i hormonu folikulotropowego
w zaleznosci od st¢zenia i uzywanego modelu doswiadczalnego in-vitro. Konkluzja pracy
jasno wskazuje, ze DON moze mie¢ istotny wplyw na wytwarzanie hormon6w i konieczne jest
prowadzenie dalszych badan na zrozumieniem mechanizmoéw i konsekwencji tego dzialania.
Praca przeglagdowa stanowi dobry wstep do dalszych badan, chociaz juz na tym etapie zabraklo
w mojej ocenie podobnego opracowania dla dzialania altenariolu, drugiej badanej w pracy

doktorskiej mykotoksyny.

W pracy doswiadczalnej “In Vitro Analysis of Deoxynivalenol Influence on
Steroidogenesis in Prostate” (Urbanek KA, et al. Toxins (Basel). 2021 Sep 26:13(10):685),
Doktorantka przedstawia wyniki badar in-vitro nad wplywem DON na komérki gruczotu
krokowego (prawidlowe i nowotworowe), pojedynczo jak réwniez w obecnosci hormonu
dehydroepiandrosteronu (DHEA). Autorka dobiera do swoich badan 4 rézne linie komérkowe
w tym trzy linie nowotworowe o réznej wrazliwosci na androgeny, co $wiadczy o dociekliwoscei
naukowej i dobrym opanowaniu warsztatu metodycznego. Niewatpliwg zaletg prowadzonych
badan jest szeroki zakres stosowanych metod i technik. Doktorantka stosuje je w celu lepszego

zrozumienia mechanizméw dziatania DON i DON/DHEA na komérki m.in. bada zywotnosé
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komorek (test MTT), poziom estradiolu, testosteronu 1 progesteronu (technika ELISA),
ekspresja genow zwigzanych ze steriodogenezg (technika RT-gPCR i Western Blot), prowadzi
badania wptywu DON i DON/DHEA na cykl komorkowy (cytometria przeplywowa). Wyniki
wszystkich doswiadezen jednoznacznie wskazuja na wptyw DON lub mieszaniny DON/DHEA
na modulacje steroidogenezy w przypadku wybranych linii komérkowych a dodatkowo
wykazuje ich wplyw na progresje cyklu komérkowego i apoptoze. Przeprowadzone badania
stanowig podstawg do podjecia bardzie] poglebionych studiéw W celu zrozumienia
mechanizméw dziatania DON. Pracg t¢ oceniam bardzo wysoko pod wzgledem naukowym,

wida¢ w niej duza dojrzaloé¢ badawcza Doktorantki.

W drugiej pracy dogwiadczalnej “Revealing the Role of Alternariol in the Local
Steroidogenesis in Human Prostate Normal and Cancer Cells”, Urbanek KA, et al., Int. J. Mol.
Sei. 2023, 24, 9513), Doktorantka badala wplyw alternariolu (AOH) na steriodogenezg
komoérek w prawidtowych i nowotworowych komoérkach gruczotu krokowego. Po ustaleniu
dawek oraz czasu inkubacji w doéwiadczeniu okreslajacym zywotnos¢ komérek, Autorka bada
wplyw AOH i AOH/DHEA na wydzielanie trzech hormonéw: estradiolu, testosteronu i
progesteronu. O ile sam AOH nie wplywa znaczaco na ich sekrecje o tyle juzw mieszaninie z
DHEA w istotny sposéb modyfikuje wytwarzanie testosteronu i W niewielkim stopniu
progesteronu. Wyniki kolejnych badafh wskazuja, Ze wiekszy wplyw AOH i AOH/DHEA
wydaje sig miec na ekspresjg genow kodujacych enzymy zwiazane z steroidogenezg (CYP1IAL
STAR, CYP17A1, HSD3B2, AR, ESR2), chociaz jest on zalezy od stezenia badanych zwigzkow.
Interesujace sa wyniki badan wpltywu AOH i AOH/DHEA na ekspresj¢ genow i biatka
kaweolinu-1. Wskazuja one na istotng interakcje badanych zwigzkow z procesem wytarzania
bialka uczestniczacego W procesie steriodogenezy jak i w innych istotnych procesach
komorkowych. W tych badaniach warto podkresli¢ skuteczne zastosowanie przez Doktorantke
kolejnych technik (poza stosowanymi juz w pierwszej pracy doéwiadczalnej) : barwienia
immunohistochemicznego 1 mikroskopii konfokalnej. Badania obejmowaly réwniez wplyw
AOH i AOH/DHEA na proces indukcji apoptozy i modulacje cyklu komdrkowego. Wyniki
opisanych w publikacji badan sg dos¢ trudne w interpretacji a sama Doktorantka podkresla, ze
steroidogeneza jest w niewielkim stopniu modulowana przez AOH i jej efekt jest widoczny

raczej w interakcji z dodatkowym czynnikiem modulujacym jakim jest DHEA.

Wszystkie prace zostaly opublikowane w uznanych czasopismach miedzynarodowych
a ich sumaryczny wspolczynnik wplywu (impact factor) wynosi 14,348. Praca przegladowa

uzyskala juz uznanie W Swiecie naukowym, o czym $wiadczy znaczac liczba 29 cytowan
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(wg Web of Science). Powyzsze fakty wskazuja na wysokg wartosé zaréwno prac
przeglagdowych jak i jako$¢ przeprowadzonych badan opisanych w pracach doswiadczalnych.
Na uznanie zasluguje logiczny dobér prac do rozprawy doktorskiej. Calos¢ stanowig
przemyslane, dobrze zrealizowane badania, ktére wskazuja nowe kierunki przysztych

dosdwiadczen.

Praca doktorska rozpoczyna si¢ od streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
w ktorym Doktorantka przedstawia w zwigzly sposéb cele, wyniki i wnioski z badar. Nastepnie
zamieszcza ,,Wykaz publikacji bedgeych podstawa rozprawy doktorskiej” z podaniem danych
bibliograficznych oraz wartosci wspélezynnika impact factor. Kolejng czescia pracy
doktorskiej jest S-stronicowy wstep, ktory w przystgpny sposob wprowadza czytelnika
w tematyke badan i logicznie argumentuje podjecie tematu wplywu mykotoksyn na
steroidogenez¢ w kontekscie rozwoju raka prostaty. Nastepnie Doktorantka formuluje cztery
cele pracy, dwa dotyczgce badan nad deoksyniwalenolem, dwa dotyczace alternariolu. W
kolejnej czgsci znajdujemy trzy oddzielne opisy poszezegdlnych publikacji, ktore w prosty
sposob tlumaczg najwazniejsze informacje i wyniki badan zawarte w publikacjach. W czwartej
czgsei pracy Doktoranta zawarla cztery poprawnie sformulowane wnioski. Prace doktorska
zamyka obszerna bibliografia (82 pozycje), w ktorej zdecydowana wiekszos¢ cytowanych
publikacji zostala opublikowana po 2010 roku. W pracy doktorskiej znajdujemy réwniez
zalgczone prace stanowigce cykl, oswiadczenia wspédlautoréw okreslajgcych ich wklad w
powstanie poszczeg6lnych publikacji. Prace doktorskg zamyka czesé wskazujgca na bogaty

calosciowy dorobek naukowy Doktorantki.

Z perspektywy recenzenta stwierdzam, ze nie jestem entuzjasty przyjetego przez
Doktorantke schematu pracy doktorskiej. Zdaje sobie sprawe z tego, ze praca doktorska
stanowigca cykl prac daje Doktorantowi duza dowolnoéé w strukturze samej rozprawy,
pozwalajgc zalozy¢, ze czytelnik szczegélowe informacje znajdzie w zamieszczonych
publikacjach. W omawianym przypadku Doktorantka, w mojej ocenie, zbyt pochopnie
odstgpita od bardziej szczeglowego opisu stosowanej metodyki, opisu wynikow a w
szczegolnosci calosciowej dyskusji otrzymanych wynikéw, Przez to recenzowana praca
doktorska wydaje si¢ niestety bardziej suma trzech publikacji niz ich spojnym cyklem.
Wrazanie to poglebia oddzielny opis kazdej publikacji, w ktérych praktycznie nie ma odniesien
do pozostatych prac z cyklu. Zabieg ten jest o tyle niezrozumialy, ze badania nad DON i AOH
byly prowadzone w stosunkowo podobnym schemacie metodycznym i przynajmniej niektore

wyniki (np. dotyczace wplywu badanych mykotoksyn na wydzielanie hormonéw) mogly
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i powinny byé¢ omdéwione razem. Dodatkowym argumentem za bardziej szczegdlowym opisem
tresci w pracy doktorskiej jest wspominane juz wczesnie wigczenie do cyklu pracy
przegladowej na temat deoksyniwalenolu, podezas gdy alternariol nie byl przedmiotem takiej

publikacji.

Ponadto, zarébwno w celach jak i we wnioskach Doktorantka nie wspomina o roli jaka
w badaniach pelnil dehydroepiandrosteron (DHEA), naturalny hormon steroidowy
produkowany z cholesterolu w nadnerczach. W publikacjach doswiadczanych Autorka
wyraznie wskazuje, ze bada dzialanie danej mykotoksyny (DON lub AOH) i mieszaniny:
mykotoksyna —hormon (DON/DHEA i AOH/DHEA) czyli de facto bada wplyw interakcji tych

zwigzkow na steroidogeneze.

Pozostajac pod duzym wrazeniem rozleglosci metodycznej przeprowadzonych badan.,
w ktorych widaé¢ cheé caloéciowego zbadania zagadnienia wplywu DON i AOH na
steroidogeneze, uwazam, ze wyniki analizy hormonow (estradiolu, testosteronu i progesteronu)
zyskalyby na wiarygodnoséci, gdyby byly przeprowadzone technikg chromatografii cieczowej
polgczone] np. z tandemowym detektorem mas (LC-MS/MS). Wyniki badan prowadzonych
testami ELISA (skadinad szybkie i ekonomiczne), sa obarczone stosunkowo duzym rozrzutem,
co w przypadku matych réznic w poziomach hormonow (np. w badaniach AOH) moze mie¢

istotne znaczenie dla interpretacji wynikow.

Powyzsze uwagi krytyczne nie obnizajg jednak w zadnym stopniu wysokiej oceny
przeprowadzonych badan, ktore na kazdym etapie: planowania, wykonania, opracowania
i przedstawienia wynikow a takze wnioskowania charakteryzujg si¢ wysoka jakoscig i wnosza

istotng wartos¢ do $wiatowej nauki.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska stanowi samodzielne rozwigzanie
problemu naukowego oraz wskazuje ogélng wiedzg¢ teoretyczng Doktorantki a takze
umiej¢tnoéé samodzielnego prowadzenia badan naukowych. W zwigzku z tym wnioskuj¢

o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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