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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Beaty Marciniak pt. ,,Ocena genotoksycznosci
o-amanityny w komérkach szpiku kostnego myszy” wykonanej w Zakladzie Biologii
i Genetyki Medycznej Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi, pod kierunkiem prof. nadzw. dr hab. n. med. Tomasza Ferenca

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Beaty Marciniak dotyczy
oddzialywania o-amanityny na material genetyczny myszy. a-Amanityna jest toksyna,
polipeptydem o stosunkowo prostej budowie, obecna w muchomorze sromotnikowym.
Toksyna ta jest przyczyna wielu zatrué po spozyciu grzyba, ktéry przez niedo$wiadczonych
grzybiarzy czgsto mylony jest z jadalng czubajka kania. Skutki spozycia tego grzyba dla
czowieka s tragiczne a szansa na przezycie i wyzdrowienie zalezy od ilosci spozytych
grzybow, wieku, stanu zdrowia i cech osobniczych.

Na poziomie komérkowym o-amanityna hamuje aktywnos$¢ polimerazy II RNA, czego
efektem jest nieodwracalne uszkodzenie i zablokowanie transkrypcji DNA i w konsekwencji
zatrzymanie syntezy bialek strukturalnych i enzymatycznych, co prowadzi do $mierci
komorki. W ostatnich latach podejmowane sa badania majace na celu wykorzystanie tej
aktywnosci o-amanityny wleczeniu choréb nowotworowych. Przylaczenie toksyny do
nosnikow, ktore uwalniatyby ja w lekko zakwaszonym $rodowisku charakterystycznym dla
srodowiska komorek nowotworowych, umozliwitoby wywolanie $mierci komérek

nowotworowych. Stwierdzono, ze potaczenie o-amanityny z substancjami lipofilowymi moze



utatwi¢ jej przenikanie przez blone komérkowa, a takze zwigksza wielokrotnie sife jej
dzialania, dzigki czemu mogtaby byé ona stosowana w niewielkich, mikromolarnych
stezeniach.

Pani mgr Beata Marciniak podjeta si¢ zadania oceny genotoksycznosci a-amanityny.
Analizy prowadzila zaréwno na poziomie DNA jak i na poziomie chromosomow.
Zagadnienie to nie bylo wczesniej tematem badan naukowych, a w $wietle wyzej
wspomnianych eksperymentéw analizujacych mozliwo$é jej zastosowania w  leczeniu
nowotworéw zbadanie sposobu oddzialywania o-amanityny na wszystkie elementy
strukturalne komérki jest celowe, w zwiazku z czym przebadanie wlasciwosci
genotoksycznych tego zwiazku jest uzasadnione.

Rozprawa doktorska Pani Marciniak ma uktad typowej eksperymentalnej pracy naukowej
i obejmuje 86 stron maszynopisu. Pomijajac streszczenia i spis literatury rozprawa zawiera
szes¢ podstawowych rozdziatow: Wstep (1), Cele pracy (2), Materialy i Metody (3), Wyniki
(4), Dyskusje (5) i Wnioski (6).

Pierwszy rozdziat, Wstep, stanowi ogélne wprowadzenie do tematyki badawczej rozprawy.
Podzielony zostal na cztery gléwne podrozdzialy, ktére dotycza: biologii muchomora
sromotnikowego (1), toksykologii (2), zatru¢ muchomorem sromotnikowym (3) oraz
uszkodzen materiatu genetycznego (4). W drugim z tych podrozdzialéw Autorka przedstawita
0golng charakterystyke substancji toksycznych muchomora sromotnikowego nalezacych do
dwoch grup: fallotoksyn oraz amatotoksyn. Bardziej szczegblowo omowione zostaly
wlasciwosci  o-amanityny i jej dzialanie na poziomie komérkowym i tkankowym.
W' podrozdziale o zatruciach muchomorem sromotnikowym przedstawiono jakie sa objawy
zatrucia, jakie metody stosuje si¢ w diagnostyce zatrué oraz jakie stosuje si¢ leczenie.
Najbardziej obszernym podrozdziatem Wstepu jest podrozdziat dotyczacy uszkodzen
materialu  genetycznego. Autorka przedstawila ogélna charakterystyke czynnikow
genotoksycznych, szczegolng uwage zwrécila na udziat reaktywnych form tlenu
w  indukowaniu uszkodzen DNA oraz dzialanie systeméw antyoksydacyjnych komérki.
Opisane zostalty roéwniez rodzaje uszkodzen materialu genetycznego, zarOwno te
obserwowane na poziomie DNA (miejsca apurynowe i apirymidynowe, jedno- i dwuniciowe
peknigeia DNA, modyfikacje zasad azotowych i reszt cukrowych, kompleksy koordynacyjne
i in), jak i te obserwowane na poziomie chromosomu (aberracje chromosomowe
i mikrojadra). W rozdziale tym znalaztam pewne uchybienia i bledy, ktére czasem zdarzajg
si¢ podczas redagowania rozpraw doktorskich:

- na str. 23 Autorka pisze ,,Utleniona guanina ma powinowactwo do cytozyny...” . Powinno

by¢: .... Utleniona guanina na powinowactwo do adeniny....



- na str. 25 Autorka pisze ., .....dochodzi do powstania replikacji typu tranzycji...”. Chodzito
chyba o mutacjg typu tranzycji.

- ha str. 27 Autorka pisze: ,,Interkalacja jest rodzajem uszkodzenia DNA...”, Interkalacja to
wnikanie plaskich czasteczek pomiedzy zasady azotowe (jak dalej wyjasnia Autorka),
w  wyniku ktérego nastepuje zaburzenie struktury DNA. Wg mnie nie powinno si¢ nazywaé
procesu wnikania czasteczek pomigdzy zasady azotowe uszkodzeniem DNA - uszkodzenie
DNA jest skutkiem interkalacji.

Wstep jest napisany w spos6éb staranny i przejrzysty, niestety ilustrowany jest tylko
dwiema rycinami, z ktorych pierwsza przedstawia wzor strukturalny oa-amanityny, druga —
schemat pokazujacy mechanizmy dziatania czynnikow genotoksycznych. Brakuje mi
we Wstepie np. rycin, ktore schematycznie przedstawilyby typy strukturalnych aberracji
chromosomowych czy powstawanie mikrojader. Ryciny takie na pewno w sposéb istotny
wzbogacityby te czes¢ rozprawy doktorskiej.

Cele pracy zostaly sformulowane prawidlowo i sa adekwatne do przeprowadzonych
badan.

W rozdziale Materialy i metody mgr Marciniak opisala sposéb przeprowadzenia
doswiadczen. Opis stosowanych metod jest dokfadny i staranny (z jednym bledem
dotyczacym stosunku kwasu octowego i metanolu, ktory jest odwrécony: jest 3:1, powinno
by¢ 1:3; str. 37), pozwala na powtérzenie doswiadczen bez siggania do wyjsciowej literatury.
Autorka wykonywata eksperymenty in vivo na komérkach szpiku kostnego z wykorzystaniem
myszy szczepu BALB/c, na co uzyskala zgode Lokalnej Komisji ds. Doswiadczen na
Zwierzgtach. Do oceny genotoksycznosci badanego zwiazku zostata zastosowana metoda
elektroforezy pojedynczych komérek w zelu agarozowym (test komety) oraz klasyczne
metody cytogenetyczne: test aberracji chromosomowych i test mikrojadrowy. Mogloby sie
wydawaé, ze wykorzystanych testéw jest niewiele, jednakze nalezy podkresli¢, ze w
zastosowanych klasycznych metodach cytogenetycznych analiza preparatéw jest bardzo
czasochtonna, zwlaszcza w tescie aberracji chromosomowych. Ponadto, aby analiza zostata
przeprowadzona w sposéb prawidlowy wymagane sa duze umiejetnosci rozpoznawania
poszczegolnych chromosoméw i ich aberracji, w zwiazku z czym w poczatkowym etapie
realizacji postawionych przed Doktorantks zadan badawczych musiata Ona zapewne sporo
czasu poswigcic na  nauke analizy preparatow, korzystajac z pomocy bardziej
doswiadczonych wspotpracownikéw i Promotora. Zaplanowane do$wiadczenia wykonywane
byly na myszach, ktérym a-amanityna podawana byta dootrzewnowo na 48 h. Chcialabym
zapyta¢ Doktorantke dlaczego zastosowala taki czas traktowania zwierzat badanym
zwigzkiem a nie krétszy, np. 24-godzinny? W tescie aberracji chromosomowych bowiem
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analizg efektow dziatania zwiazkéw powinno analizowa¢ si¢ w pierwszej mitozie po
zadziataniu badanego czynnika. Jest to spowodowane tym, iz w trakcie kolejnych podzialow
mitotycznych efekty dziatania testowanego zwigzku mogg nie byé widoczne, bowiem
uszkodzenia DNA sa naprawiane, uszkodzone chromosomy moga byé gubione podczas
kolejnych mitoz, a w komérkach z powaznymi aberracjami moze zostaé zaindukowana
smier¢ apoptotyczna. W tescie komety z kolei, po tak dfugim czasie od momentu podania
zwierzgtom badanego zwiazku w komérkach réwniez mogg zosta¢ uruchomione komoérkowe
systemy naprawy DNA i po 48-godzinnym traktowaniu zwierzat badanym zwiazkiem mozna
nie zaobserwowac wszystkich zaindukowanych wezesniej uszkodzen DNA.

Wyniki. Uzyskane wyniki Autorka przedstawita w sposéb bardzo przejrzysty i czytelny na
8 wykresach i w 8 tabelach, zamiescila réwniez dokumentacje fotograficzna. Statystyczne
analizy jakie zostaly wykonane W recenzowanej rozprawie doktorskiej sa prawidlowe
1 upowaznity Autorke do wyciagnigcia wnioskow. Poréwnujgc wyniki zawarte w Tabeli 2
oraz w Tabeli 3 mozna zauwazy¢, iz w Tabeli 2 wkradly sie bledy liczbowe polegajace na
tym, iz w wartosciach pokazujacych srednig liczbe aberracji na 1 komorke jest o jedno zero
po przecinku za duzo. Zwracam na to uwage, aby Doktorantka nie powielila tego btedu
W przyszlosci przy przygotowywaniu wynikow testu aberracji chromosomowych do
publikacji.

W Dyskusji Doktorantka miala trudne zadanie przeanalizowania wlasnych wynikow na tle
wynikéw innych autoréw, bowiem badafn wiagciwosci genotoksycznych o-amanityny na
podobnym materiale badawczym jest po prostu brak. W zwiazku z powyzszym Autorka
postanowila omoéwi¢ wyniki badan in vivo innych toksyn wystepujacych w réznych
organizmach. Jak stwierdzila Autorka rozprawy jedynymi dostepnymi pracami
doswiadczalnymi na zwierzetach obejmujacymi po czedci tematyke poruszang w Jej pracy sa
prace oceniajace aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych i w tym zakresie Autorka byta
W stanie omowi¢ uzyskane przez siebie wyniki w poréwnaniu z wynikami innych autoréw.
Z drugiej strony szkoda, iz mgr Marciniak ograniczyla si¢ w Dyskusji tylko do oméwienia
wynikow uzyskanych w badaniach whasciwosci o-amanityny w warunkach in vivo. Autorka
w Dyskusji nie om6wila zagadnienia wykorzystania a-amanityny jako leku i nie odniosla si¢
do wynikéw nielicznych, ale opublikowanych badan in vitro dotyczacych indukcji apoptozy
przez t¢ toksyne, jej efektu antyproliferacyjnego i zwiazanego z tymi whasciwosciami jej
antynowotworowego potencjatu. Chcialabym poprosi¢ Doktorantke o komentarz - jakie
jest Jej zdanie na temat mozliwosci zastosowania a-amanityny jako leku

przeciwnowotworowego?



W rozdziale 6 Autorka sformulowala cztery wnioski. Na podstawie wynikéw testu
aberracji chromosomowych i testu mikrojadrowego Doktorantka stwierdzita, iz badany
zwigzek jest potencjalnie klastogenny. Z kolei wyniki testu komety (statystycznie istotny
wzrost poziomu uszkodzefi DNA w poréwnaniu z kontrola negatywna oraz zalezno$é dawka-
efekt) upowaznily Autorke do stwierdzenia, ze o-amanityna ma dziatanie genotoksyczne.
Procent uszkodzonego DNA obserwowanego w ogonach komet byt jednak niezbyt wysoki,
dlatego uwazam, iz nalezaloby zaznaczy¢, iz jest to dziatanie raczej slabo genotoksyczne.
Autorka stwierdzita rowniez, ze obserwowane uszkodzenia materiatu genetycznego
spowodowane sa prawdopodobnie pro-oksydacyjnym dzialaniem a-amanityny.

Spis literatury obejmuje 144 pozycje, ktére uporzadkowane sg alfabetycznie i dodatkowo
ponumerowane. Autorka stosuje jednak nietypowy, niespotykany w opracowaniach
naukowych sposéb cytowania publikacji w tekscie pracy: podaje numery publikacji, przy
czym pierwszg cytowana publikacja (na str. 8) jest pozycja nr 15, a kolejnymi 13, 45, 57...,
co wedlug mnie nie jest wihasciwe (przy systemie liczbowym pierwsza cytowana praca
powinna by¢ oznaczona nr 1, nastepne kolejnymi liczbami i w takiej kolejnosci powinny byé
umieszczone w spisie cytowanych publikacji). Nalezy jednak podkresli¢, ze mimo takiego
nietypowego systemu cytowania mozna bez problemu odnalezé cytowane publikacje w spisie
literatury zamieszczonym na koficu opracowania.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest oryginalnym dzietem Autora, porusza
zagadnienia, ktore nie byty do tej pory badane, mozna wiec stwierdzi¢, ze sq w niej elementy
nowosci i nalezy ona do pionierskich prac odnosnie tej tematyki badan. Sformutowane na
podstawie uzyskanych wynikéw wnioski koficowe odpowiadaja zamierzonemu celowi pracy.
Przedstawione powyzej drobne bledy wystepujace w rozprawie nie wplywaja na walory
poznawcze 1 koncowa pozytywna jej oceng. Nalezy réwniez podkreslié, ze duza czgsé
uzyskanych przez Doktorantke wynikéw zostala opublikowana w czasopismie Toxicon (IF*13
=2,924).

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Beaty Marciniak
spelnia w mojej opinii wymogi stawiane dysertacjom doktorskim. Whnosze wige do Rady
Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w FLodzi o dopuszczenie jej
Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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