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»Zearalenon jako modulator proliferacji komoérek
gruczolakoraka gruczotlu krokowego”

Wsrod szerokiej gamy zwigzkow chemicznych oddzialujacych na zdrowie czlowieka
na uwage zastuguja mykotoksyny - drugorzedowe metabolity wybranych gatunkéw plesni. Ta
ogromna rodzina toksyn, powszechnie wystepujacych w przyrodzie, charakteryzuje sie
roznorodnym dzialaniem toksycznym na organizmy zywe. Z uwagi na stosunkowe wysokie
stgzenia mykotoksyn w zbozach, stanowig one istotny czynnik toksykologii czlowieka

i etiologii niektorych jednostek chorobowych.

Jedng z najbardziej interesujgcych mykotoksyn jest zearalenon (ZEN). zwigzek
o stosunkowo niskiej toksycznosci ostrej. jednak o znaczacym potencjale estrogennym. Wplyw
tej toksyny na uklad hormonalny jest powszechnie znany i opisany w szeregu publikacjach.
Mimo, wydawato by si¢ calosciowego opisania wplywu ZEN na organizmy zywe, stosunkowo
nowym zagadnieniem jest jego rola w procesach nowotworzenia. Udowodnione dzialanie ZEN
na komorki raka piersi wskazuje, ze konieczne sg dalsze badania nad wplywem tej

mykotoksyny na rozwdj innych nowotwordéw hormonozaleznych.

Z tego punktu widzenia wybor tematu badan przez Doktorantke, majacy na celu
poznanie wplywu ZEN na proliferacje komorek raka prostaty jest w petni zasadny i majacy
duze znaczenie zarowno z punktu widzenia wiedzy o mechanizmach powstawania

i funkcjonowania komorek rakowych jak i majacy potencjalne znaczenie terapeutyczne.

Przedstawiona do oceny praca doktorska to cykl czterech publikacji, z ktérych dwie
stanowig prace przegladowe wprowadzajace czytelnika w zagadnienie, natomiast dwie z nich

to prace doswiadczalne.



W pracy przegladowej ,, Oestrogens and oestrogens receptors in prostate cancer” (Kowalska,
Piastowska — Ciesielska, 2016, SpringerPlus, 5:522) Autorka przedstawia aktualna wiedz¢ na
temat mechanizméw molekularnych, za posrednictwem ktérych estrogeny biora udzial
w rozwoju raka gruczotu krokowego. W szczegolnosci wskazuje role receptorow ERa i Erf
w proliferacji, apoptozie oraz przejéciu epitelialno-mezechymalnym. W kolejnej pracy
przegladowej ,, Zearalenone as an endocrine disruptor in humans” (Kowalska et al, 2016,
Environ Toxicol Pharmacol 48:141-49), Doktorantka wskazuje zearalenon jako istotny
czynnik wplywajacy na uklad endokrynny czlowieka, powszechnie wystepujacy w zywnosci
pochodzenia roslinnego. Podkresla udokumentowang role mykotoksyny w procesie
nowotworzenia, zwracajgc uwage na malg wiedze na temat jej wptywu w biologii nowotworow

hormonozaleznych.

W pracy doswiadczalne] “The dose-dependent effect of zearalenone on mitochondrial
metabolism, plasma membrane permeabilization and cell cycle in human prostate cancer cell
lines” (Kowalska et al. 2017, Chemosphere, 180:455-466), Doktorantka ocenia wplyw
zearalenonu na proliferacje komorek rakowych wskazujac na zaleznos¢ dawki mykotoksyn od
dziatania pro-proliferacyjnego lub apoptotycznego. W drugiej pracy (“Estrogen Receptor o Is
Crucial in Zearalenone-Induced Invasion and Migration of Prostate Cancer Cells ”, Kowalska
etal 2018, Toxins, 41:141-149), bedacej kontynuacjg badan, Autorka udowadnia istotny wplyw
zearalenonu na zwigkszenie procesu inwazyjnego i migracyjnego komorek linii PC3 oraz role

obecnosci w tym procesie receptora ERa.

Warto zwrdci¢ uwage, ze wszystkie prace zostaly opublikowane w uznanych czasopismach
mi¢dzynarodowych a sumaryczny wspotczynnik wpltywu (impact factor) wynosi 10,681. Prace
te juz zyskaly uznanie w $wiecie naukowym, o czym $wiadczy znaczaca liczba cytowan
(w sumie ponad 40 cytowan wg serwisu ,,Google Scholar”) pomimo tego, ze zostaly
opublikowane w latach 2016-2018. Powyzsze fakty wskazujg na wysoka wartos$¢ zaréwno prac
przegladowych jak i jakos¢ przeprowadzonych badan opisanych w pracach oryginalnych.
Na uznanie zasluguje logiczny dobor prac do rozprawy doktorskiej. Calo$¢ stanowia
przemyslane, dobrze zakorzenione we wspoélczesnym stanie wiedzy badania, ktére prowadza

do nowatorskich wnioskow i wskazuja nowe kierunki przyszlych doswiadczen.

Praca doktorska rozpoczyna si¢ od streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
w ktérym Doktorantka przedstawia w zwiezly sposob cele, wyniki 1 wnioski z badan. Nastepnie
zamieszcza ,,Wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorska™ z podaniem danych

bibliograficznych oraz wartosci wspélczynnika impact factor.



Kolejng czescig pracy jest wstep, ktory w przystepny sposob wprowadza czytelnika
w tematyke badan, odsylajac do poszczegolnych publikacji wehodzgcych w sklad pracy
doktorskiej. Dod¢ dyskusyjne jest podanie informacji na temat akumulowania sie zearalenonu
1 jego metabolitdéw w zywnos$ci pochodzenia zwierzecego (migsniach i jajach). Faktem jest,
ze w niektérych dostgpnych publikacjach autorzy oznaczajg niskie stezenia tych zwigzkow,
sq jednak one zaniedbywalnie niskie w poréwnaniu ze stgzeniami w zywnosci pochodzenia
rodlinnego. Fakt ten potwierdza opinia Europejskiej Agencji Bezpieczenstwa Zywnosci z 2011
roku, w ktorej to w ocenie narazenia czlowieka pominieto zywnosé pochodzenia zwierzecego
(EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM), Scientific Opinion on the risks
Jor public health related to the presence of zearalenone in food. EFSA Journal 2011;9(6):2197.
[124 pp.] doi:10.2903/j.efsa.2011.2197). Nieco zaskakujaco, wstep konczy sie akapitem
podkreslajacym, ze przeprowadzone badania w ramach pracy doktorskiej maja charakter
pionierski. Ta informacja powinna znalez¢ si¢ w innej czgsci rozprawy, by¢ moze w nieobecne;j

czesei ,,Dyskusja™.

Cel pracy zostal, zawarty w dwodch bardzo precyzyjnie opisanych punktach.
Doktorantka podjela si¢ ambitnego zadania zbadania wplywu zearalenonu na proliferacje
komorek gruczolakoraka prostaty oraz poznanie mechanizmu tego oddziatywania w oparciu

o0 badania oddzialywan z receptorami estrogenowymi.

W kolejnym rozdziale pracy o tytule ,.Metodologia”, Doktorantka przedstawila zakres
przeprowadzonych badan wraz liste¢ zastosowanych metod. W pierwszym etapie badan,
majacym na celu ocen¢ wplywu zearalenonu na proliferacje komorek raka prostaty autorka
wybrata dwa zakresy st¢zen zearalenonu: dwie dawki wyzsze i dwie nizsze. Badania byly
prowadzone w odniesieniu do wplywu 17-beta- estradiolu na lini¢ komoérkowa. Autorka
zastosowala szereg metod pozwalajacych na badanie wplywu mykotoksyny na metabolizm
mitochondrialny, apopotoze oraz oceng ekspresji receptoréw androgenowego i estrogenowego.
W kolejnym etapie badan, Doktoranka korzystajgc z uzyskanych juz wynikéw przebadata
wplyw obecnosei receptorow ER na potencjal inwazyjny i migracyjny komorek rakowych
wykorzystujgc badania immunocytochemiczne, test gojenia rany, ocene ekspresji wybranych

genow przejscia epiteliano-mezenchymalnego oraz zmiany adhezji komorek.

Warto podkresli¢, ze metodyka badan jest bardzo szeroka i wykorzystuje nowoczesne
techniki biologii molekularnej. Badania zostaly doktadnie zaplanowane i przeprowadzone
poprawnie, z zastosowaniem odpowiedniej kontroli jakosci i ze stosowna liczba powtdrzen

poszczegolnych eksperymentéw. Do analizy wynikow badan zastosowano rowniez wlasciwe



testy statystyczne. Opanowanie tak szerokiego warsztatu jest niewatpliwym osiggnigciem
Doktorantki, swiadczacym o jej dobrym przygotowaniu do pracy naukowej. Zastosowana
metodyka pozwala nie tylko oceni¢ wplywu zearalenonu na biologi¢ raka prostaty ale przede
wszystkim wskaza¢ mechanizmy tego wplywu. Te cze$é pracy doktorskiej oceniam bardzo

wysoko.

W czesel ,,Wyniki” Doktorantka w jasny sposob przedstawia rezultaty swoich badan.
Na uwage zastuguje odkrycie zaleznosci pomiedzy stezeniem zearalenonu a jego dziataniem:
przy nizszych dawkach pobudza proliferacje, natomiast przy wyzszych jg hamuje. Druga czes¢
badan pokazata, ze niskie dawki zearalenonu nasilajg inwazyjnos¢ i migracje komorek

rakowych, a efekt ten zalezy od obecnosci receptora ERa.

Wyniki prowadza do kolejnej czesci rozprawy pod tytulem . Wnioski”.
Z przeprowadzonych badan Doktorantka wysnuwa trzy dobrze udokumentowane wnioski,
ktére znajdujg pelne uzasadnienie w wynikach przeprowadzonych badan. Uzyskane rezultaty
potwierdzaja nowatorstwo przeprowadzonych badan, a wnioski stanowia istotny wklad do

wiedzy na temat wplyw zearalenonu na rozwoj raka prostaty.

Warto podkresli¢ zdolnos¢ autorki to dostrzegania ogolnych zaleznosci na podstawie
szczegotowych wynikow badan — jest to zaleta niezwykle istotna w pracy naukowej, a ktorg

autorka posiadla juz na wezesnym etapie kariery naukowe;.

Zauwazalnym brakiem w przedstawionej rozprawie jest brak wydzielonej czesci pt”
Dyskusja”. Owszem, w cz¢sci ,,Wnioski” Doktorantka komentuje jednym zdaniem kazda
z obserwacji, podajac odniesienie do pismiennictwa jednak w opinii recenzenta tak dobrze
przeprowadzone badania i donioste wnioski wymagajg nieco bardziej poglebionego odniesienia
do aktualnego stanu wiedzy. Tym bardziej, ze dyskusja przeprowadzona w dwdch pracach
eksperymentalnych jest doskonalym swiadectwem tego, ze Autorka potrafi odnies¢ swoje

wyniki do prac innych autordw.

W nastepnych czesciach rozprawy, Doktorantka przedstawia literature, finansowanie,
wydruki prac stanowigcych rozprawe doktorska oraz oswiadczenia wspotautorow. Drobnym
niedociggnigciem jest brak wskazania w oswiadczeniach prac doswiadczalnych, jakie

konkretne badania przeprowadzilta doktorantka a jakie inni czlonkowie zespotu.

Pomimo ogolnej, bardzo wysokiej oceny przeprowadzonych i przedstawionych badan

nasuwa sie kilka uwag i pytan do Doktorantki:



1. Autorka wskazuje, ze stezenia zearalenonu stosowane w badaniach wybrala na
podstawie danych literaturowych oraz doswiadczen badan wstepnych. Czy nizsze
dawki (0.1 nM 1 0,001 nM) mozna w jakikolwiek sposob odnies¢ do narazenia
czlowieka na zearalenon?

2. Réznica pomiedzy najnizsza dawka wyzsza (0,3 nM) a najwyzsza dawkg niska
(0,1 nM) jest stosunkowo niewielka, natomiast w badaniach metabolizmu
mitochondrialnego wyniki wykazuja istotne rdéznice statystyczne. Czy Autorka
moze skomentowac ten fakt?

3. Szereg autorow. rowniez badajacych wplyw zearalenonu na komorki rakowe badato
jednoczesnie wplyw jego metabolitow (w szczegdlnosci a-zearelanol, zwigzku
0 wyzszym potencjale estrogennym). Dlaczego Doktorantka nie zdecydowala si¢ na
badania szerszego zakresu zwigzkow?

4. Jako$¢ rycin i wykresow przestawionych w publikacjach stanowiacych rozprawe
doktorska jest w zdecydowanej wigkszosci przypadkow bardzo wysoka
i wystarczajaca do analizy otrzymanych wynikow. Wyjatkiem sa niestety ryciny
w publikacji “The dose-dependent effect of zearalenone on mitochondrial
metabolism, plasma membrane permeabilization and cell cycle in human prostate
cancer cell lines " (Kowalska et al. 2017, Chemosphere, 180:455-466): rycina 3 A’,
B’, C, oraz rycina 5 A’ 1 B’, ktore sg zbyt male lub niewyrazne, aby przenalizowac

przedstawiane na nich wyniki.

Powyzsze pytania 1 uwagi nie obnizaja jednak w zadnym stopniu wysokiej oceny
przeprowadzonych badan, ktére na kazdym etapie: planowania, wykonania, opracowania
1 przedstawienia wynikow a takze wnioskowania charakteryzuja sie wysokg jakoscig i wnosza

istotng wartos¢ do swiatowej nauki.

Stwierdzam, ze przestawiona rozprawa doktorska stanowi samodzielne rozwigzanie
problemu naukowego oraz wskazuje ogoOlng wiedze teoretyczng Doktorantki a takze
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych. W zwigzku z tym wnioskuje

o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, bioragc pod uwage istotnos¢ przeprowadzonych badan wnioskuje

o wyroznienie przedlozonej do recenzji pracy doktorskie;.
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