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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Edyty Janik-Karpinskiej
na temat: Ocena mechanizméw cytotoksycznego i genotoksycznego dzialania toksyny
T-2 produkowanej przez grzyby z rodzaju Fusarium

We wspolczesnym $wiecie obserwuje si¢ intensywny rozwoj produkcji zywnosci tej
nieprzetworzonej (przeznaczonej do bezposredniego spozycia), przetworzonej (najczescie]
konserwowanej) i handlu nig. W tym kontekscie nie dotyczy to pasz dla zwierzat, cho¢ jest to
lancuch posredni przy produkeji zywnosei dla ludzi. To niezwykle istotny problem, gdyz
moze dotyczyé bezpieczenstwa. Zgodnie z definicja ONZ ds. Wyzywienia i Rolnictwa
(FAO), bezpieczenstwo zywnosci to zapewnienie, ze produkty zywnosciowe nie spowodujg
szkod zdrowotnych u konsumentéw. Konsument ma prawo wiedzie¢, w jaki sposob zywnos¢
przeznaczona do spozycia jest produkowana, przetwarzana, pakowana i sprzedawana. Temu
celowi stuza uregulowania prawne. Przykladowo w Rozporzadzeniu (WE) nr 178/2002
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 stycznia 2002 r. zostaly ustanowione ogolne
zasady i wymagania prawa zywnosciowego, procedury w zakresie bezpieczenstwa Zywnoscl,
powotano Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) oraz podkreslono
konieczno$¢ zapewnienia wysokiego poziomu ochrony zycia i zdrowia ludzkiego,
w kontekscie swobodnego przeptywu bezpiecznej, zdrowej zywnosci i pasz. Zagrozeniem
bezpieczenstwa zywnosci sg min. obecne w niej zanieczyszezenia.

W naszym kraju ma to bardzo istotne znaczenie, gdyz sprawdzono z Ukrainy
nicokreslona ilo$¢ zbodz i kukurydzy i nie do kofica wiadomo odnosnie ich klasyfikacji. Miaty
to by¢ produkty spozywcze, albo paszowe albo techniczne. W masmediach pojawily si¢
informacje o mozliwosci ich skazenia mykotoksynami, pestycydami i metalami cigzkimi.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy oceny mechanizméw
cytotoksycznego i genotoksycznego dzialania toksyny T-2 produkowanej przez grzyby
z rodzaju Fusarium, Kktora jest toksycznym wiornym metabolitem powszechnie
wystepujacym, jako zanieczyszczenia ziaren zboz, a ze wzgledu na ich toksycznoéc¢ dla ludzi
i zwierzat hodowlanych stanowia istotny problem zdrowotny i bezpieczenstwa Zywnosci.

Przedstawiona dysertacja doktorska liczy 102 stron tekstu, z czego 33 to tekst
zasadniczy z wnioskami, ze streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz bibliografia.
Prace konczy 3 wnioski oraz wykaz 25 pozycji anglojezycznego piSmiennictwa

opublikowanego w znacznej czgéci w latach 2003-2023. Czesé¢ zasadniczg pracy poprzedza
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wykaz czterech publikacji bedacych podstawa merytoryczng rozprawy doktorskiej oraz
wykaz 11 publikacji stanowigcy ,,pozostaly dorobek naukowy”. Uklad pracy jest zgodny
z wymogami stawianymi pracom naukowym wykonywanym na stopien doktora nauk
biologicznych. Obejmuje on przeglad dokonan publikacyjnych, w ktérym Doktorantka
przedstawia aktualny stan wiedzy z zakresu kompleksowej charakterystyki mykotoksyn
z grupy trichotecenow ze szczegdlnym uwzglednieniem toksyny T-2 w odniesieniu do jej
budowy oraz mechanizmow toksycznego oddziatywania. W mojej ocenie jest to poprawna
analiza pi$miennictwa bedgcego inspiracja do podjecia badan bedgcych tematem
zrealizowanej pracy doktorskiej, $wiadczaca o dobrym przygotowaniu merytorycznym
Doktorantki.

Wstep pracy zostal przedstawiony na 6 stronach 1 zawiera szczegoélowa
charakterystyke mykotoksyn z grupy trichotecendow ze szczegélnym uwzglednieniem toksyny
T-2 w zakresie ich wlasciwosci fizyko-chemicznych jak réwniez oddziatywania na komorki
eukariotyczne z uwzglednieniem toksycznosci ostrej i przewleklej. Jest zwigzte
przedstawienie treSci zawartych w publikacjach stanowigcych podstawe merytoryczng
rozZprawy.

W rozdziale ,,Cel pracy” Autorka prezentuje trzy gldwne cele badan, w ktorych
zawiera zadania obejmujgce wyjasnienie mechanizméw cytotoksycznego i genotoksycznego
dziatania toksyny T-2 w warunkach in vitro, wzgledem linii komorkowej prawidlowych
ludzkich fibroblastow — Hs68, a mianowicie:

1. Oceng bezposredniego toksycznego dziatania toksyny T-2 wzgledem ludzkich
prawidtowych fibroblastow linii Hs68.

2. Analize wptywu toksyny T-2 na uszkodzenia mitochondriow komorek linii Hs68.

3. Ocene wplywu toksyny T-2 na uszkodzenia genomu jadrowego komorek linii Hs68.

W niniejszym podrozdziale Doktorantka sprecyzowata hipotez¢ badawczg” ,, Toksyna
T-2 produkowana przez grzyby z rodzaju Fusarium w warunkach in vitro wykazuje
wlagciwodci cytotoksyczne oraz genotoksyczne wzgledem komorek prawidtowych ludzkich
fibroblastow linii Hs68”.

Nalezy zaznaczyé, ze zaprezentowane w czesci edycyjnej rozprawy sg zbiezne
z celami badan zaprezentowanych w publikacjach stanowigcych podstawe merytoryczng
rozZprawy.

Bez szkody dla rozprawy byloby wyrazne stwierdzenie o udowodnieniu (lub nie)
przyjetej hipotezy. W podsumowaniu mozna znalez¢ stwierdzenia sugerujgce, ze wyniki

przeprowadzanych badan wypetnity cele badan i udowodniono postawiong hipotezg.



Rozdzial ,Material i metody” przedstawiony na 2 stronach wydruku, a szczegotowe
procedury badawcze z wyszczegélnieniem materiatéw, aparatury i metodyk analitycznych
1 analizy statystycznej, w publikacjach 2-4. W publikacji 1 zamieszczono dodatkowo
metodyki odnosnie bezpieczenstwa pracy. Z doniesien literaturowych wynika, ze bardzo
dobrg skuteczno$¢ dezynfekcji (odkazania) uzyskano stosujac gazowg forme¢ nadtlenku
wodoru  (stgzenie ok. 2000 ppm, czas procesu ok. 30 minut) w stosunku np. do
szczepow Candida i Aspergillus  Niger, spor Bacillus atrophaeus 1 Bacillus
stearothermophilus, ale bez wynikéw badan mykotoksyn.

Nalezy podkresli¢, ze zakres prowadzonych badan, jak tez opis zastosowanych metod
zostal przedstawiony bardzo precyzyjnie i profesjonalnie, co $wiadezy, ze Doktorantka
bardzo dobrze opanowata zastosowany w pracy warsztat badawczy. Nalezy réwniez
zaznaczy¢, ze opis zastosowanych metodyk umozliwia ich powtérzenie oraz konfrontacje
z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Nie rozumiem tylko numeracji atoméw na
ryc. 1. Nie jest to numeracja atoméw wegla, gdyz caly opis grup funkcyjnych w toksynie T-2
zamieszcezony w rozprawie bylby nieprawidlowy. Na ponizszej rycinie przedstawiono wzor
strukturalny toksyny T-2 z prawidlowa numeracjg atoméw wegla:
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W przeprowadzonych badaniach in vitro okreslono bezposrednig toksycznosé toksyny
T-2 na ludzkiej linii komoérkowej fibroblastow skory Hs68. W rezultacie okreslono poziom
toksycznosci  toksyny T-2 1 jej cytotoksyczny mechanizm dziatania. W testach
cytotoksycznosci zaobserwowano zalezny od dawki i czasu cytotoksyczny wptyw T-2 na linie
komoérkowg. Wyniki badan bioluminescencji wykazaly, ze wzgledne poziomy ATP
w komorkach poddanych dzialaniu mykotoksyny byly obnizone. Dalsza analiza wplywu
toksyny T-2 na indukcje¢ procesow apoptozy i nekrozy wykazala znaczng przewage komorek
wybarwionych PI, brak aktywnosci kaspazy 3/7 i zwigkszone stezenie uwolnionej ludzkiej
cytokeratyny 18 w traktowanych toksyna komorkach, co wskazuje na proces nekrozy.
Podsumowujgc, wyniki modelu fibroblastow ludzkiej skory in vitro po raz pierwszy ujawnity,
ze toksyna T-2 indukuje martwice, jako efekt toksyczny. Wyniki te zapewniajg nowy wglad
w mechanizm toksycznego dziatania toksyny T-2 na skore.

W badaniach in vitro okreslono toksycznodci T-2 na mitochondriach linii komorkowe;j

ludzkich fibroblastow skory Hs68. W pierwszym etapie badania okreslono wptyw toksyny
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T-2 na mitochondrialny potencjal blonowy komoérek (MMP), co spowodowato spadek MMP
zalezny od dawki i czasu. Uzyskane wyniki wykazaly, ze toksyna T-2 nie miala wplywu na
zmiany wewnatrzkomorkowych reaktywnych form tlenu (ROS) w komorkach Hs68. Dalsza
analiza genomu mitochondrialnego wykazata, ze toksyna T-2 w sposob zalezny od dawki
i czasu zmniejszala liczbe kopii mitochondrialnego DNA (mtDNA) w komoérkach. Ponadto
oceniono genotoksyczno$¢ toksyny T-2 powodujaca uszkodzenie mtDNA. Stwierdzono, ze
inkubacja komorek Hs68 w obecnosci toksyny T-2, w sposob zalezny od dawki i czasu,
zwiekszata poziom uszkodzen mtDNA w obu badanych regionach mtDNA: Podjednostki
1 dehydrogenazy NADH (NDI1) i Podjednostki 5 dehydrogenazy NADH (NDS5).
Podsumowujgc, wyniki badania in vitro wykazaly, ze toksyna T-2 wykazuje niekorzystny
wplyw na mitochondria komorek Hs68. Toksyna T-2 indukuje dysfunkcj¢ mitochondriow
i uszkodzenie mtDNA, co moze powodowaé zaburzenie syntezy adenozynotrifosforanu
(ATP), a w konsekwencji $mier¢ komorki.

W analizie badan, pod rycinami podano wyniki w uktadzie (¥ + SD) oraz warto$¢
prawdopodobienstwa (p<0,001) z testu rownosci wariancji. Statystycy sugeruja podawanie
wartoSci sily testu, w tym przypadku ,,F”.

W literaturze stwierdzono, ze toksyna T-2 ma toksyczny wplyw na rézne tkanki
i narzady, a ludzie i zwierzeta cierpig na rézne stany patologiczne po spozyciu zywnosci
skazonej mikotoksynami np. stanami zapalnymi skory. W kolejnym badaniu in vitro
okreslono molekularny mechanizm genotoksycznos$ci toksyny T-2 w linii komoérkowej Hs68 -
fibroblastach ludzkiej skory. W tym celu komorki traktowano toksyng T-2 w st¢zeniach 0,1; 1
i 10 uM i inkubowano przez 24 h i 48 h. Wyniki testu kometowego w wersji alkalicznej
wykazaly, ze toksyna T-2 indukuje uszkodzenia jadrowego DNA. Peknigcia nici DNA
w komorkach i poziom uszkodzen DNA sg skorelowane ze wzrostem stgzenia 1 czasu
ekspozycji na toksyng T-2. Ocena uszkodzen jadrowego DNA wykazata, ze ekspozycja na
toksyne powodowata wzrost czestosci uszkodzen genow HPRT1 i TP53 w komorkach Hs68.
Dalsza analiza koncentrowala sie na zmianach ekspresji mRNA w dwoch grupach genow:
zaangazowanych w proces zapalny i naprawczy. Poziom mRNA wzrost dla wszystkich
badanych gendéw zapalnych (TNF, INFG, IL1A i IL1B). W drugiej grupie genow zwigzanych
z procesem naprawczym zaobserwowano zmiany ekspresji indukowanej toksyng w genach -
LIG3 i APEX. Poziom mRNA dla LIG3 obnizyl sig, natomiast dla APEX wzrost.
W przypadku LIG1, FEN i XRCC1 nie zaobserwowano zmian w poziomie mRNA pomiedzy
komérkami kontrolnymi i komorkami inkubowanymi z toksyng T-2. Dodatkowo, analiza

dokowania molekularnego in silico wykazata, ze toksyna T-2 ma silne powinowactwo do
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interakcji z gtownym rowkiem podwojnej helisy DNA. Podsumowujac, wyniki tego badania
wskazuja, ze toksyna T-2 wykazuje dziatanie genotoksyczne na komdrki Hs68, a mechanizm
molekularny tego toksycznego dzialania jest zwigzany z uszkodzeniem nDNA.

W rozdziale ,,Omoéwienie wynikéw” Doktorantka przedstawita poprawng analizg
uzyskanych wynikow. Autorka zaprezentowata uzyskane rezultaty badan wiasnych z analizg
pismiennictwa.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska zostala opracowana samodzielnie przez
Doktorantke. Jest ona dzielem o charakterze aplikacyjnym, skonstruowanym dobrze
w aspekcie metodycznym, merytorycznym i edytorskim. Odpowiada warunkom, okreslonym
w art. 187 ust. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz.
U. z 2021 r., poz. 478). Wnioskuj¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego ds. stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr Edyty Janik-
Karpinskiej do publicznej obrony.

Whnioskuje o wyréznienia rozprawy doktorskiej Pani mgr Edyty Janik-Karpinskiej.
Stwierdzam, ze rozprawa zawiera szczegdlne walory poznawcze oraz aplikacyjne.

W walorach poznawczych na szczegdlng uwage zastuguja wyniki badan na modelu in
vitro fibroblastéw ludzkiej skory gdzie wykazano, ze toksyna T-2 indukuje martwice, jako
efekt toksycznosei, czyli nowe podejécie do oceny mechanizmu toksycznego dzialania
toksyny T-2 na skoérg. W badaniach wykazano rowniez, ze toksyna T-2 wykazuje
niekorzystny wptyw na mitochondria komoérek Hs68. Wykazano, ze indukuje dysfunkcj¢
mitochondriéow 1 uszkodzenie mtDNA, co moze powodowac zaburzenie syntezy
adenozynotrifosforanu (ATP), a w konsekwencji $mier¢ komorki, a ponadto udowodniono, ze
toksyna T-2 wykazuje genotoksyczne dzialanie na komorki Hs68, a mechanizm molekularny
tego oddziatywania jest zwigzany z uszkodzeniem nDNA.

Walory aplikacyjne, to cztery publikacje zwigzane scisle z tematem rozprawy, gdzie
Doktorantka jest pierwszym autorem (520 pkt MEIN wedhug punktacji MEIN z dnia
01.12.2021 r. oraz IF = 21.137; IF 5-letni = 22.153) oraz 11 uzupeniajacych (1180 pkt MEIN
wedlug punktacji MEiN z dnia 01.12.2021 r. oraz IF = 54.84; IF S5-letni = 57.468). Ma to
bardzo istotne znaczenie wobec niekontrolowanego naptywu z Ukrainy do naszego kraju
7boz, kukurydzy oraz pasz, braku ich badan, nie do konca okreslonych warunkow
magazynowania, a to moze stwarza¢ realne zagrozenie dla ludzi oraz zwierzat hodowlanych

mykotoksynami ze wszystkimi konsekwencjami opisanymi w rozprawie i w publikacjach.
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