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»Mykotoksyny jako czynniki uwrazliwiajace komorki
nowotworowe na znane chemioterapeutyki”

Wsrod zwigzkéw chemicznych pochodzenia naturalnego mykotoksyny zajmujg
szczegdlne miejsce. Ich powszechne wystgpowanie, réznorodna toksycznos¢ oraz brak
skutecznych sposob6w ograniczenia ich negatywnego wplywu na organizmy powoduje,
ze badania nad tg grupa zwigzkéw maja istotne znaczenie zaréwno poznawcze, jak
i praktyczne. Z perspektywy zdrowia czlowieka najwigksze znaczenie majg toksyny plesni
obecne w zywnosci, w szczegblnosci te wytwarzane przez Fusarium spp.
(m.in. deoksyniwalenol, zearalenon), jak rowniez Aspergillus spp. (w szczegdlnodcei
kancerogenne aflatoksyny). O ile wiedza na temat wystgpowania mykotoksyn jest dos¢ szeroka
to nadal brakuje pelnego poznania mechanizméw oddzialtywania tych zwigzkow na
poszczegdlne procesy biochemiczne w organizmach zywych. Badania majgce na celu poznanie
tych proceséw majg bardzo istotne znaczenie dla szeroko pojetych nauk o zyciu. Na $wiecie
jest szereg zespoléw naukowych podejmujgcych t¢ tematyke badan, a ich obszar zainteresowan
w szczegolnosci dotyczy poznania i zrozumienia mechanizméw negatywnego wplywu

mykotoksyn na organizmy.

Okazuje sie jednak, ze mechanizmy dzialania DON mozna (prawdopodobnie)
wykorzysta¢ w terapii nowotworowej. Na ten niezwykle oryginalny kierunek badan
zdecydowala si¢ Doktorantka w ramach swojej pracy doktorskiej. Wykorzystala ona
potwierdzone w jej zespole naukowym wyniki badan Swiadczace o istotnym wplywie
deoksyniwalenolu (DON) na proces steroidogenezy komorek raka prostaty i postawita Smiata

hipoteze: mykotoksyna ta moze w okreslonych dawkach uwrazliwia¢ komorki gruczotu



krokowego na znany chemioterapeutyk TRAIL. Innymi stowy. badania podjete przez
Doktorantke miatly za cel weryfikacje czy DON moze zosta¢ by¢ kandydatem do wykorzystania
w chemioterapii przeciwnowotworowej raka prostaty jako zwiazek poprawiajgcy skutecznosé
TRAIL poprzez zwiekszenie podatnogei komérek na indukowana przez ten zwiagzek apoptoze.
Podejmujac si¢ tego tematu Doktorantka, zdecydowala si¢ pdjs¢ wymagajaca 1 ryzykowna
drogg badan, ktore do tej pory nie byly prowadzone. Poza aspektami stricte poznawczymi
zwigzanymi z rozszerzeniem wiedzy na temat wplywu deoksyniwalenolu na procesy
biochemiczne w obrebie komorek nowotworowych, podjety temat moze miec istotne znaczenia
dla prowadzenia skutecznych terapii onkologicznych raka prostaty. Reasumujac tg¢ czesé
recenzji, bardzo wysoko oceniam decyzje o realizacji tego ambitnego tematu. Wynika ona
z dobrego rozeznania w aktualnym pisémiennictwie dotyczgcym mechanizmow toksycznosci
mykotoksyn na poziomie komérkowym a jednoczesnie §wiadczy o odwadze podejmowania

nowych naukowych wyzwan.

O ile tytul pracy doktorskiej sugeruje, ze Doktorantka bedzie badala kilka zwigzkow
z grupy mykotoksyn, to przedstawione wyniki i wnioski dotycza wylacznie deoksyniwalenolu.
Dla porzadku zatem zaznacze, ze tytul pracy powinien raczej obejmowac jedynie jeden zwigzek
1 brzmie¢ np. ,.Deoksyniwalenol jak czynnik uwrazliwiajgcy komorki nowotworowe na znane
chemioterapeutyki”, tym bardziej, ze w tytulach wszystkich trzech publikacji jest on

wymieniony z nazwy.

Praca doktorska rozpoczyna si¢ od streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
w ktorym Doktorantka przedstawia w zwigzly sposob cele, wyniki i wnioski z badan. Nastepnie
zamieszcza ,, Wykaz publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej” z podaniem danych
bibliograficznych oraz wartosci wspolczynnika impact factor. Kolejng czeécig pracy
doktorskiej jest dwustronicowy wstep, ktéry w przystepny sposéb wprowadza czytelnika
w tematyke badan i logicznie argumentuje podjecie tematu badan. W tej czgsci Doktorantka
nie uniknela drobnych niescistosci. W streszczeniu jak i we wstepie znajdujemy trudne do
udowodnienia stwierdzenie, ze DON jest mykotoksyng znaczaco akumulujgcg sie w tkankach
zwierzecych. Dodatkowo Doktorantka nieopatrznie podaje wartodci limitéw dla DON

w pokarmach i paszy w jednostkach ..ug/kg masy ciata” zamiast .,ug/kg".

Nastepnie Doktorantka formutuje glowny cel pracy. ktorym jest weryfikacja czy DON
moze uwrazliwia¢ komorki nowotworowe na chemioterapeutyk TRAIL. Cel gléwny ma by¢
zrealizowany w praktyce poprzez nakredlenie trzech szczegdlowych celéw, obejmujacych

oceng wplywu dzialania DON i TRAIL na procesy biochemiczne (stres oksydacyjny
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i apoptoze) w liniach komoérek rakowych oraz modelu wszezepiennym u myszy. Moje uznanie
budzi che¢ calosciowej weryfikacji postawionej hipotezy, zarowno na drodze rozbudowanych

badan in-vitro jak i in-vivo.

Zasadniczg czesc rozprawy doktorskiej stanowi cykl trzech publikacji, z ktorych jedna
jest praca przegladowa wprowadzajacg czytelnika w zagadnienie, natomiast dwie pozostale to
prace dodwiadczalne. W tej czeéei rozprawy znajdujemy trzy oddzielne opisy poszczegdlnych

publikacji, ktore w prosty sposob tlumacza najwazniejsze informacje i wyniki badan.

W pracy przegladowe] ., Deoxynivalenol as potential modulator of human
steroidogenesis” (Urbanek, Habrowska-Gorczynska, et al J Appl Toxicol. 2018
Dec;38(12):1450-1459), Doktorantka przedstawia aktualne informacje na temat powstawania
i wystepowania deoksyniwalenolu w Zywnosci a nastgpnie szeroko opisuje jego losy
w organizmach skupiajgc si¢ na toksycznosci dla zwierzat 1 ludzi. Autorka szczegétowo
tlumaczy mechanizm dziatania toksycznego na poziomie komoérkowym skupiajac sie na jego
wplywie na steroidogeneze. Dokonujgc szerokiego przegladu pismiennictwa 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-vifro. Konkluzja pracy jasno wskazuje, ze DON moze miec istotny
wplyw na wytwarzanie hormonéw i konieczne jest prowadzenie dalszych badan na
zrozumieniem mechanizmow i konsekwencji tego dzialania. Praca przegladowa stanowi dobry
wstep do dalszych badan jednoczesnie stanowiac dowod na szerokg wiedzg Doktorantki
w podejmowanej tematyce. Warto réwniez podkre$li¢, ze praca przegladowa cytuje ponad 80
pozycji aktualnego pismiennictwa naukowego 1 stanowi wartosciowa pozycje dla czytelnikow

zainteresowanych molekularnymi podstawami toksycznosci DON.

W pracy doswiadczalnej “Deoxynivalenol modulates the viability, ROS production and
apoptosis in prostate cancer cells” (Habrowska-Gorczynska et al., Toxins (Basel), 2019,
11¢5):265, Doktorantka opisuje wyniki badan wplywu pojedynczej ekspozycji DON na
zywotnos¢ komorek, stres oksydacyjny, apoptoze i cykl komorkowy. Autorka prowadzi swoje
doswiadczenia na czterech réznych modelach in-vitro obejmujacych linie komoérkowe o roznej
wrazliwodci na androgeny: modele androgenno niezalezne (PC3 1 DU-145) i modele
androgenno zalezne (LNCaP i 22Rvl). Doktorantka prowadzi swoje badania stosujac
imponujgcg game nowoczesnych metod m.in. bada zywotnoé¢ komorek (test MTT), ocenia
morfologie komoérke technikg mikroskopowa, analizuje wptyw DONu na cykl komérkowy

(cytometria przeptywowa), bada ekspresj¢ genow (technika RT-qPCR) i biatek (Western Blot)
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zwigzanych ze steriodogenezg. W badaniach nad wplywem DON na apoploze komoérek bada
intensywnos¢ produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), ekspresj¢ wybranych enzymow
przeciwutleniajacych (SOD i GPx), depolaryzacj¢ blony mitochondrialnej oraz uszkodzenia
DNA. W prowadzonych badaniach wyraznie wida¢ che¢ szerokiego spojrzenia na mechanizmy
dzialania mikotoksyny na procesy biochemiczne w komodrkach nowotworowych. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen wskazujg na istotny wplyw DON na zywotno$¢ komorek raka
prostaty poprzez indukcje stresu oksydacyjnego i apoptozy. Praca ta stanowi doskonaly
przyklad dobrze zaplanowanych, zrealizowanych i opisanych badan naukowych. Wida¢ w niej
jednoczesnie duzg swobode i dojrzatosé badawezg Doktorantki, ktora z wynikow duzej liczby

testow potrafi wyciaga¢ wywazone wnioski.

W drugiej pracy doswiadczalnej “Effect of the mycotoxin deoxynivalenol in
combinational therapy with TRAIL on prostate cancer cells”, Habrowska-Gorczynska et al.,
Toxicol Appl Pharmacol. 2023, 461:116390), Doktorantka kontynuuje opisane wczesniej
badania nad wplywem DON na komorki nowotworowe gruczolu krokowego, tym razem w
kontekécie mozliwosci wlgczenia mikotoksyny w terapig faczong z TRAIL. Autorka tym razem
rozszerza metodyke prowadzonych badan i do pokaznego zestawu badan in-vifro (modele
komorkowo androgenno niezalezne (PC3 i DU-145) i modele androgenno zalezne (LNCaP
1 22Rv1 wykorzystywane w pierwszej pracy doswiadczalnej) dodaje réwniez badania na in-
vivo (myszy SCID ze wszczepionymi komoérkami PC3). Wyniki badan in-vitro wskazuja na
réznorodne dzialanie DON na komorki nowotworowe i czesciowo potwierdzajg uwrazliwiajace
dzialanie mykotoksyny w kombinacji z czynnikiem TRAIL (komdérki PC3). Wyniki badan
in-vivo nie potwierdzaja niestety badan na liniach komoérkowych; zastosowanie kombinacji
DON+TRALIL nie zmniejszylo istotnie masy guza u myszy w porownaniu z grupg kontrolng.
Badania te z pewnoscig zastugujs na kontunuowanie i1 by¢ moze bardziej szczegdlowa

weryfikacje wplywu kombinacji DON+TRAIL na procesy nowotworzenia.

Wszystkie prace zostaly opublikowane w uznanych czasopismach migedzynarodowych
a ich sumaryczny wspoélczynnik wplywu (impact factor) wynosi 10,396. Doktorantka jest ich
pierwszym (lub réwnorzednym) autorem i, zgodnie z zalagczonymi deklaracjami autoréw, miata
dominujgcy wklad w ich powstanie. Zaréwno praca przegladowa ,,Deoxynivalenol as potential
modulator of human steroidogenesis™ jak i publikacja dodwiadczalna ,,Deoxynivalenol
modulates the viability, ROS production and apoptosis in prostate cancer cells” uzyskaty juz
uznanie w $wiecie naukowym, o czym $wiadczy znaczaca liczba kilkudziesieciu cytowan

(wg Web of Science). Dobor prac jest logiczny a praca doktorska jako calosé stanowi
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przemyslane, dobrze zrealizowane badania, ktére wskazuja nowe kierunki przyszlych

doswiadczen.

W tym miejscu pracy doktorskiej zabraklo mi czedci pod tytulem: ..Dyskusja”
lub ,,Podsumowanie”, w ktérym Doktorantka zebrataby w syntetyczny sposob calos¢ wynikow

przeprowadzonych badan i porownata z aktualng pismiennictwem naukowym.

W czwartej czesci pracy Doktorantka zawarla trzy wnioski. O ile pierwsze dwa wnioski
nie budzg moich zastrzezen i sa dobrze zakorzenione w uzyskanych wynikach o tyle wniosek
trzeci w zakresie stwierdzenia: ,,wyniki (...) potwierdzily, ze DON wplywa na zmniejszenie
guza” wydaje sie w mojej ocenie w $wietle uzyskanych wynikéw dos¢ jednoznaczny.
Obserwacja ta dotyczyla okresowego zmniejszania guza (w poréwnaniu z grupa kontrolng)
u myszy w dwoch sposrod dziewigeiu pomiaréw (13 i 15 dnia) w doswiadczeniu trwajacym
28 dni w grupie myszy otrzymujacej DON w dawce 1 pg/kg masy ciala. Zgadzajgc sig, ze jest
to bardzo interesujgca obserwacja uwazam, ze wysnuwanie z tego faktu daleko idacych
wnioskéw na tym etapie wiedzy jest nieco przedwczesne, a tak sformulowany wniosek ten

bytby uzasadniony po przeprowadzeniu dodatkowych badan.

Prace doktorskg zamyka bibliografia (15 pozycji), w kidrej zdecydowana wigkszosé
cytowanych publikacji zostata opublikowana po 2010 roku. W dalszych czgsciach znajdujemy
rowniez zalaczone prace stanowigce cykl i oswiadczenia wspolautorow okreslajacych ich
wklad w powstanie poszczegolnych publikacji. Prace doktorska zamyka czg$¢ wskazujaca na

bogaty calosciowy dorobek naukowy Doktorantki.

Powyzsze, nieliczne uwagi krytyczne nie obnizaja jednak w zadnym stopniu wysokiej
oceny przeprowadzonych badan, ktére na kazdym etapie: planowania, wykonania, opracowania
i przedstawienia wynikow a takze wnioskowania charakteryzuja si¢ wysoka jakoscia i wnosza
istotng warto$¢ do $wiatowej nauki. Jestem pod duzym wrazeniem rozleglosci metodycznej
przeprowadzonych badan oraz dojrzatosci Doktorantki w wycigganiu wnioskow z bardzo
szerokiego materialu eksperymentalnego. Warta szczegolnego podkreslenia jest umiejgtnosc
opisania i dyskutowania wynikéw, ktore nie potwierdzily dzialania DON+TRAIL w modelu
in-vivo. Jest to dobry przyklad odwagi i uczciwosci naukowej Doktorantki, ktdra nie ulegla
pokusie ,.schowania tych wynikéw do szuflady™, i mimo braku sukcesu naukowego w tej czgsci

badan wigczyla je do publikacji.

Podsumowujac stwierdzam, Ze przedstawiona rozprawa doktorska stanowi samodzielne

rozwigzanie problemu naukowego oraz wskazuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki

5



a takze umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych. W zwigzku z tym

wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorge pod uwage istotnosc przeprowadzonych badan 1 jakoséc publikacji
stanowigcych niniejsza rozprawe wnioskuje o wyrdznienie przedlozonej do recenzji pracy

doktorskie;j.
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