o

UNIWERSYTET MEDYCZNY

IM. PIASTOW SLASKICH WE WROCLAWIU
Katedra i Zaktad Toksykologii

Kierownik: prof. dr hab. Agnieszka Piwowar

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Habrowskiej-Gorczynskiej
pt. ,Mykotoksyny jako czynniki uwrazliwiajace komérki nowotworowe na znane
chemioterapeutyki” w postepowaniu o nadanie na stopien doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne

W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej podjeto probe oceny mozliwosci
wykorzystania jednej z mykotoksyn - deoksyniwalenolu (DON) jako czynnika uwrazliwiajgcego
komérki nowotworowe gruczotu krokowego (PCa) na dziatanie chemioterapeutyku - TRAIL
(ligand indukujgcy apoptoze zwigzany z TNF) w badaniach modelowych na liniach
komorkowych o réznej wrazliwosci na androgeny oraz z udziatem zwierzat - na modelu mysim
wszczepiennym. Pani mgr Dominika Habrowska-Gdrczynska potaczyta w swoich badaniach
dwa wazne aspekty zwigzane ze skutecznoscig leczenia choréb nowotworowych oraz
wykorzystania w tym celu mykotoksyn bedgcych zanieczyszczeniami zywnosci. Takie ujecie
tematu badawczego jest bardzo intersujace, gdyz rak gruczotu krokowego stanowi ponad 20%
wszystkich nowotworéw w Polsce, zas zanieczyszczenia zywnosci moga byé czynnikiem
indukujagcym proces nowotworzenia jak i mogg wptywaé na skutecznosc stosowanego
leczenia. Potwierdza to aktualnosé i waznosé podjetego tematu badawczego, ktory wpisuje sig
bardzo dobrze w aktualne trendy badan naukowych, skupiajacych sie na poszukiwaniu nowych
zwigzkéw lub wykorzystaniu juz znanych dla zwiekszenia skutecznosci leczenia chorob
nowotworowych. Praca zostata wykonana w Zakiadzie Hodowli Komérkowych i Analiz
Genomowych Wydziatu Lekarskiego, Oddziat Nauk Biomedycznych, Uniwersytetu
Medycznego w todzi pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. med. Agnieszki Piastowskiej-
Ciesielskiej, promotorem pomocniczym jest Pani dr n. med. Karolina Kowalska.

Podstawg ubiegania sie przez Panig mgr Dominike Habrowska-Gdrezyriska o nadanie
stopnia dr n. med. jest monotematyczny cykl 3 publikacji, w sktad ktorego wchodzi 1 praca
przegladowa i 2 doswiadczalne, opublikowanych w latach 2018, 2019 i 2023 w czasopismach
z listy MEiN oraz lournal Citation Reports. Zgodnie z zatgczonym wykazem bibliometrycznym
sumaryczny wspétczynniku wptywu (IF) tych prac wynosi 10,396, a punktacja MEIN to 270
punktéw. W pracach doswiadczalnych Doktorantka jest pierwszym autorem, natomiast w
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pracy przeglagdowej wskazany jest rownowazny udziat dwdch pierwszych autoréw. Wszystkie
przedstawione prace posiadaja IF powyzej 3, pierwsza z prac, o charakterze pogladowym (z
2018 roku) posiada 30 punktow i 3,065 IF, druga praca (z 2019 roku) oryginalna — 100 punktow
i 3,531 IF, trzecia (z 2023 roku) — 140 punktow i 3,800 IF. W rozdziale ,Wykaz publikacji
bedgcych podstawa rozprawy doktorskiej” wskazanym bytoby podanie pod kaidg z tych
publikacji wtasciwego dla nich wspotczynnika wplywu oraz punktacji MEIN. Catkowita
punktacja dorobku doktorantki (od 2016 roku), za 21 publikacji, wynosi 1845 punktow, a IF
93,042, co jest znaczacym i wartym podkreslenia osiggnieciem znakomicie obrazujacym lej
rozwdj naukowy. Liczba cytowan to 369 cytowan (335 bez autocytowan) wg. Web of Science
Core Collection, a Indeks Hirsha wynosi 10. Majac te dane na uwadze brakuje mi chochy
krétkiego opisu sylwetki Doktorantki, co bytoby dobrym uzupetnieniem rozprawy.

Przedtozona do oceny rozprawa oparta jest na obszernym przegladzie pismiennictwa
(publikacja nr 1) oraz rozlegtych i kompleksowych badaniach i ich wynikach przedstawionych
w publikacjach eksperymentalnych (publikacja nr 2 i 3). Posiada typowy uktad
charakterystyczny dla tego rodzaju opracowan opierajacych sie na monotematycznym cyklu
prac i wg. spisu tresci sktada sie z 10 rozdziatow utozonych w logiczny sposob. Oprécz wykazu
publikacji stanowigcych podstawe ubiegania sie o stopien dr n. med., oraz kopi tych publikacji
i oswiadczen wszystkich wspotautoréw okreslajacych indywidualny ich wkiad w powstawanie
tych prac, rozprawa zawiera réwniez informacje o pozostatych publikacjach w dorobku Pani
mgr oraz Jej udziat w konferencjach i projektach naukowych. Zawiera réwniez wykaz
zastosowanych skrotow, pismiennictwo zacytowane w przediozonym opracowaniu,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Ponadto w pracy zamieszczono opinig komisji
etycznej, ktorg Doktorantka uzyskata dla przeprowadzenia badan z udziatem zwierzat.
Najwazniejszymi elementami rozprawy doktorskiej s rozdziaty: ,Wprowadzenie i
uzasadnienie wyboru tematu”, ,Cele”, ,Omdéwienie publikacji stanowigcych rozprawe
doktorska” oraz ,Whnioski”. W tej czesci pracy dobrym uzupetnieniem bytoby dotaczenie
rozdziatu z syntetycznym wskazaniem jakie materiaty (linie komérkowe i zwierzeta
doswiadczalne) oraz metody do badan zostaty zastosowane.

Rozdziat pt. ,Wprowadzenie i uzasadnienie wyboru tematu” w sposob bardzo
syntetyczny wprowadza w podjety przez Panig mgr temat badawczy, a cele (nadrzedny i 3
szczegdtowe) sg dobrze sformutowane, chod uzyte okreslenie ,,zweryfikowanie” nie wydaje sie
by¢ najbardziej trafnym. Ponadto wskazanym byloby bardziej znaczace zaakcentowanie,
zgodnie z tytulem rozdziatu, uzasadnienia pofgczenia wskazanych publikacji w
monotematyczny cykl.

Kolejny rozdziat stanowi ,,Omdwienie publikacji stanowigcych rozprawe doktorska” i
jest rownie bardzo syntetycznym opisem dokonanego przegladu pismiennictwa (publikacja 1)
oraz wynikéw przeprowadzonych badan, ktére zostaty przedstawione w publikacjach nr 2i 3.

Publikacja nr 1 jest obszernym opracowaniem liczacym 10 stron i zawierajgcym 4
tabele i 4 rysunki, opartym na 87 pozycjach pismiennictwa. Doktorantka dokonata przegladu
dostepnych danych na temat klasyfikacji mykotoksyn i narazenia na nie organizmu ludzkiego,

a nastepnie przedstawita aktualny stan wiedzy na temat mykotoksyny bedacej obiektem jej
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zainteresowan naukowych, czyli deoksyniwalenolu, ktéry jest jedng z najczesciej
wystepujgcych mykotoksyn w produktach zbozowych. Jest to istotne w aspekcie podjetych
przez Panig mgr badan oraz w swietle danych méwigcych o jego wptywie na steroidogeneze.
W tej czesci rozprawy Doktorantka uzyta sformutowania ,,sprawdzitam czy DON moze wptywaé
na proces steroidogenezy w komdrkach ludzkich”, w opinii Recenzenta nalezafoby to
okreslenie przeredagowaé lub doprecyzowac¢ w jaki sposob to zostalo dokonane.
Najwazniejsza czescia pracy jest omowienie molekularnego dziatania DON na poziomie
komorkowym, co Scisle wiaze sie z przeprowadzonymi badaniami, przedstawionymi w pracach
nr 2 i 3, stanowiac bardzo dobre podtoze teoretyczne i uzasadnienie dla podjetych badan.
Doktorantka wskazuje na dwutorowosé dziatania DON na komérki, poprzez dwa
przeciwstawne szlaki sygnatowe, z jednej strony sprzyjajace apoptozie komarki (poprzez p38),
a z drugiej sprzyjajace jej przezywalnosci (poprzez ERK1/2 i ekspresje cytokin promujacych
stan zapalny), i jak podkresla, ostateczny efekt komdrkowy zalezny jest od stezenia i czasu
ekspozycji na DON. Szczegdtowo opisuje i analizuje mechanizmy odpowiedzi komérkowej na
dziatanie DON w odniesieniu do procesu steroidogenezy, a jako kluczowe wskazuje modulacje
przez DON procesu ekspresji i translacji w eksponowanych komérkach. Informacje te byly
przyczynkiem do przeprowadzenia wiasnych badan eksperymentalnych przez Doktorantke na
liniach komérkowych oraz z udziatem zwierzat laboratoryjnych.

W publikacji nr 2 z uwagi na brak danych w pidmiennictwie naukowym na temat
dziatania DON na komérki nowotworowe gruczotu krokowego, Doktorantka zbadata wplyw tej
mykotoksyny na podstawowe parametry molekularne proceséw zyciowych tych komarek, tj.
zywotnosc, stres oksydacyjny, apoptoze i cykl komérkowy wykorzystujac do badan az 4
modele komdrek PCa, o réinej wrazliwosci na androgeny. Stanowi to o duzej wartosci
naukowe] przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw, wskazujagc na kompleksowe
podejécie Pani mgr do tematu badawczego oraz umiejetnoséé planowania badan, co z
pewnoscig jest zastuga znakomitych promotoréw. Dziatajac réinymi dawkami DON,
Doktorantka zaobserwowata, ze zmniejsza on zywotnosé komdrek PCa, poprzez indukowanie
stresu oksydacyjnego i apoptoze w sposéb zaleiny od stezenia, jednak nie dla wszystkich
badanych linii komérkowych, co jest waing obserwacjs. Podobnie wpltyw na potencjat
mitochondrialny nie byt jednakowy i jedynie w komdrkach linii DU-145 dochodzito do
naruszenia integralnosci btony mitochondrialnej. Réwniez zatrzymanie cyklu komérkowego w
réznych fazach bylo zaleznie od badanej linii komdrkowej, natomiast uszkodzenie DNA
wystepowato we wszystkich badanych liniach. Dobrym punktem odniesienia do dalszych
badan bylo stwierdzenie przez Panig mgr, iz dziatanie DON na komarki PCa zachodzito glownie
poprzez szlak kinaz MAPK oraz czynniki NFkB i HIF1la. Jak konkluduje Doktorantka, tak
zréznicowana odpowiedz komaorek na dziatanie DON, moze by¢ czynnikiem warunkujgcym
indukcje apoptozy w komadrkach PCa, a w opinii Recenzenta moze wskaze dalsze kierunki
badan nad poprawg skutecznosci stosowanej terapii przeciwnowotworowej. ledna z uwaga
do tej czesci rozprawy dotyczy uzycia przez Doktorantke sformutowania ,Poprzednie
badania”, co sugeruje, iz byly to wczeéniejsze badania wtasne Doktorantki i zespotu
ktorego jest cztonkiem , a faktycznie dane pochodza z pismiennictwa.



Publikacja nr 3 w naturalny sposob wyplywa z poprzedniej pracy i wskazuje na
umiejetnoéé wykorzystania uzyskanych wynikéw do zaplanowania dalszych badan dla
realizacji zatozonych celéw naukowych. Doktorantka przeprowadzita badania
dwutorowo, w pierwszej czeéci wykorzystata te same 4 modele linii komdrkowych, a w
drugiej przeprowadzita badania z udziatem zwierzat laboratoryjnych dla uzyskania
odpowiedzi na pytanie czy zaobserwowane dziatanie DON na komédrki PCa moze byc
wykorzystane w terapii faczonej z TRIAL, chemioterapeutykiem obnizajgcym poziom
androgenow, dla uwrazliwienia komérek nowotworowych na jego dziatanie. Doktorantka
oceniata takie parametry jak: cytotoksycznosé, nasilenie stresu oksydacyjnego i indukcjg
apoptozy przez uzyte kombinacje DAN i TRAIL w réznych stezeniach, uzyskujac jedynie dla
komdrek linii PC3 istotny statystyczny efekt (spadek zywotnosci). Dla pozostatych linii
komdrkowych obnizenie zywotnosci byto zauwazalne ale nieistotne statystycznie. Co
interesujace, w przypadku linii 22Rvl zaobserwowany efekt byt skutkiem dziatania
samego DON, a nie jego wiaéciwosci uwrazliwiajgcych na TRAIL. Jako istotny w przebiegu
tych odpowiedzi, w przypadku komérek androgennozaleznych, Pani mgr wskazata zmiany
ekspresji czynnika transkrypcyjny FOX03a. W kolejnym kroku Pani mgr podijgta probe
zweryfikowania otrzymanych wynikéw in vitro, w zakresie uwrazliwiania przez DON
komérek PCa na proapoptotyczne dziatanie TRAIL, ale nie udato sie tego potwierdzi¢ w
badaniach z udziatem zwierzat, gdzie zastosowano model mysi wszczepienny (myszy
SCID, ktérym wszczepiono komorkami PC3). Badane zwigzki podawano zwierzetom
dwoma drogami (dozylnie i dootrzewnowo). Mimo, iz podawanie myszom kombinacji
DON i TRIAL nie spowodowato istotnego zmniejszenia masy guza, to jednak waing
obserwacja byto stwierdzenie jego zmniejszenia w poréwnaniu do myszy kontrolnych
przez podanie samego DON. Ponadto Doktorantka zaobserwowata, iz czynnikiem
powodujgcym widoczng utrate masy ciata myszy, réwniez tych z grupy kontrolnej, nie
traktowanych zadnym z badanych zwigzkéw, byt sam model wszczepienny, co réwniez
jest wazna informacjg dla prowadzenia dalszych badar w tym obszarze. Uzyskane przez
Panig mgr wyniki wskazuja, iz DON moze bezposrednio wplywac zaréwno na procesy
komoérkowe zwigzane z nowotworzeniem, jak i modulowaé wielkos¢ guzow w modelu
wszczepiennym, co czyni je waznymi naukowo i obiecujgcymi w aspekcie poszukiwania i
opracowywania nowych strategii terapeutycznych.

Niezaleznie od faktu poddania manuskryptéw prac wchodzgcych w sktad rozprawy
doktorskiej wymagajacemu procesowi recenzji przed ich opublikowaniem, pozwolg sobie
na pewne uwagi i komentarze. Prosze o doszczegétowienie informacji o zastosowanych
Prosze réwniez o wyjasnienie uizytych stezen, zwilaszcza dla DON, oraz podanych
jednostek. W przypadku zdjeé z mikroskopu wskazane jest podanie skali lub powigkszenia
zrobionych fotografii. W publikacji nr 1 na rysunku 1 nalezatoby wskazac zrédto z ktorego
zostaly zaczerpniete wzory prezentowanych zwigzkow.

Uzyskane wyniki i poczynione obserwacje zostaly przez Doktorantke
podsumowane w rozdziale 4 pt. ,Wnioski” w postaci zwiezle sformutowanych3 punktow,
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ktére wskazuja najistotniejsze obserwacje poczynione w oparciu o uzyskane wyniki. We
wniosku 2 brakuje mi informacji o zaleznym od stezenia dziataniu DON na komarki PCa.
Dobrym uzupetnieniem byloby takie dodanie informacji, by¢ moze w postaci
podsumowania lub jednego dodatkowego ,wniosku” z przeprowadzonej dogtebnej
analizy piémiennictwa w pracy przeglagdowej, na ktérej doktorantka oparta kierunek
badan, a takze wskazanie dalszych, mozliwych kierunkéw badan w tym obszarze.

Podsumowujgc, Pani mgr Dominika Habrowska-Gorczynska w sposob prawidiowy
zaprojektowata i przeprowadzita badania, dokonujac uprzednio dogiebnej analizy
teoretycznej opartej o przeglad dostepnych danych z pismiennictwa swiatowego. Wyniki
badan z powodzeniem zostaty opublikowane w impaktowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym, co pozwolifo na ich zaprezentowanie w postaci monotematycznego
cyklu 3 publikacji sktadajacych sie na recenzowang rozprawe doktorska. lch wartosc
naukowa nie budzi zadnych zastrzezen, a wybrana tematyka, zaplanowanie badan oraz
ich realizacja w oparciu o bogaty warsztat badawczy, wskazuje na dojrzatosc i
dos$wiadczenie naukowe Doktorantki. Poczynione obserwacje i uzyskane wyniki majg
duzg wartos¢ naukowa i silny aspekt poznawczy. Z uwagi na waznosc tematu, wpisujgcego
sie w trendy poszukiwania nowych lub wykorzystania znanych juz zwiazkéw w terapii
choréb nowotworowych, w tym raka gruczotu krokowego, zachecam Panig mgr do
kontynuowania badan, gdyz rola sktadnikéw zywnosci, zaréwno w indukowaniu procesow
nowotworowych jak i wykorzystaniu ich potencjatu prewencyjnego lub terapeutycznego
jest nie do przecenienia i jest obiektem statych badan i dociekan naukowych.

W oparciu o powyzsze, z przyjemnoscia moge stwierdzic, iz przediozona rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 ww. Ustawy Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym z 20 lipca 2018 roku (Dz.U. z 2018r. poz. 1668 z pdZn. zmianami) i wnosze do Rady
Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi, o dopuszczenie Pani mgr Dominiki
Habrowskiej-Gdrczyriskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whioskuje réwniez do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi o
wyroéznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Dominiki Habrowskiej-Gérczyriskiej zatytutowanej
,Mykotoksyny jako czynniki uwrazliwiajace komorki nowotworowe na znane
chemioterapeutyki” stosowna nagroda z uwagi wysoka wartoé¢ naukows, zastosowany
szeroki warsztat badawczy oraz duzy potencjat poznawczy uzyskanych wynikow.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Agnieszka Piwowar

Wroctaw, 01.09.2023r.




