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Uwagi ogolne

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Beaty Marciniak sktada si¢
z dziewieciu rozdziatow, z ktorych pigé podzielono na podrozdziaty, co czyni dysertacj¢
bardziej przejrzysta. Wydruk komputerowy obejmuje 86 stron i oparty jest na 144 pozycjach
dobrze dobranego pi$miennictwa.

Jestem pod duzym i pozytywnym wrazeniem wiedzy doktorantki na temat
mechanizméw dziatania a-amanityny. Toksyna ta powoduje destrukcje hepatocytow tak na
drodze nekrézy, jak i apoptozy. Autorka powoluje si¢ tutaj m.in. na doniesienia naukowe
Piotrowskiej i wsp. opublikowane w 2011 roku w Exp. Toxicol. Pathol. i w Human Exp.
Toxicology. |

W wyniku uszkodzenia hepatocytow i komoérek innych narzadow (trzustka, nerki)
wazrasta w organizmie aktywno$¢ wolnych rodnikéw tlenowych, a takze poziom produktow
peroksydacji lipidow. Doktorantka zna dobrze patomechanizmy bezposredniego dziatania o-
amanityny na hepatocyty i skutki prowadzace m. in. do uszkodzenia kwasow nukleinowych,
struktur komoérkowych i stluszczenia komoérek, jak i reakcje wtorne przebiegajace pod

wplywem wytworzonych wolnych rodnik6w tlenowych.



Autorka rozwaza ciag kolejnych zdarzen wynikajacych z dziatania wolnych rodnikow
tlenowych o réznym stopniu reaktywnosci, ktore degraduja btony biologiczne, biatka i kwasy
nukleinowe. Pod ich wptywem nastepuje uszkodzenie materiatu genetycznego na poziomie
DNA (mutacje genowe) i na poziomie chromosoméw (mutacje strukturalne i/lub liczbowe).
Wytworzone w nadmiarze wolne rodniki tlenowe na poziomie DNA modyfikuja zasady
azotowe na drodze oksydacji, alkilacji, deaminacji i modyfikuja reszty cukrowej. Wolne
rodniki tlenowe prowadza m.in. do wytworzenia wigzan krzyzowych i powstania analogow
zasad azotowych. Na poziomie chromosoméw wolne rodniki tlenowe odpowiadaja za
powstanie aberracji liczbowych i strukturalnych oraz mikrojader.

W drodze ewolucji cztowiek wytworzyt mechanizmy obronne w postaci enzymow
antyoksydacyjnych, ktore neutralizuja nadmiar tlenu i wolnych rodnikéw tlenowych. Nalezg
do nich dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationowa. Ich rola i reakcje
katalizowane przez wymienione enzymy zostaly szczegotowo opisane. Podczas gdy procesy
prowadzace do pecznienia mitochondriow, sttuszczenia komoérek i objawy zatrucia
muchomorem sromotnikowym s3 naukowo wyjasnione, dziatanie genotoksyczne a-amanityny
nie jest do konca poznane.

Na podstawie znajomosci pi§miennictwa i posiadanej szerokiej wiedzy, Doktorantka
zakreslila cele badan okre§lajace ocene genotoksycznosci a-amanityny w komorkach szpiku
kostnego myszy za pomocg trzech testow cytogenetycznych: testu kometowego, aberracji
strukturalnych oraz testu mikrojgdrowego.

Podjeta rowniez probe oceny dzialania prooksydacyjnego a-amanityny poprzez
oznaczanie aktywno$ci niektérych enzymow antyoksydacyjnych w lizatach erytrocytow
myszy.

W rozdziale ,Materialy i metody” prawidlowo wyznaczyta LDsy wynoszace

0,25mg/kg m.c. Poza dawka LDso przyjeta trzy stezenia 0,05, 0,1 i 0,15 mg/kg m.c. myszy.



W celu poréwnania wynikéw eksperymentu z kontrolg wykonata dwa testy kontrolne; jeden
pozytywny dla testu kometowego oraz negatywny z sola fizjologiczna i nadtlenkiem wodoru.
Wszystkie stosowane odczynniki byly najwyzsze] czysto$ci chemicznej. Eksperyment
wykonano za zgoda Lokalnej Komisji ds. Dos$wiadczen na Zwierzetach (zgoda nr 55/L
439/2008).

Przebieg eksperymentu opisano precyzyjnie tak, ze mozna go powtdrzyé w kazdym
laboratorium tej klasy, jakim dysponuje Katedra Farmakologii Ogolnej i Klinicznej UM w
Lodzi. Test kometowy pozwala wykry¢ uszkodzenia DNA i ich efektywng naprawe w
komorkach eukariotycznych, test struktury aberracji chromosomowych in vivo pozwala
wykry¢ zlamania i przerwy w chromatydach i wymiany miedzy nimi, test mikrojadrowy in
vivo, jest najczeéciej stosowany w badaniach genotoksyczno$ci roznych zwigzkow
chemicznych, gdyz wykrywa tak uszkodzenia klastrogenne chromatyd, jak i uszkodzenia
wrzeciona kariokinetycznego.

Badania biochemiczne natomiast dotyczyty oznaczenia aktywno$ci dwoch enzymow
antyoksydacyjnych tj. dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy oraz stezenie produktow
peroksydacji lipidow.

Analize statystyczng wynikéw wykonano programem Statistica firmy Stat Soft wersja9.

Wyniki badan przedstawiono w o$miu tabelach, na tyluz rycinach i fotografiach.
Dowodza one, ze wszystkie stosowane stezenia o-amanityny dziataja genotoksycznie i
powoduja istotny statystycznie wzrost procentowy zawarto$ci DNA w ogonie komety. W
tescie aberracji strukturalnych chromosoméw, liczba tych mutacji wzrosta okolo
0,006/komorke. Najczestszymi aberracjami strukturalnymi byly przerwy chromatynowe 1
zlamania chromatydowe.

W teécie mikrojadrowym Autorka stwierdzita, iz tylko stezenia 0,1 i 0,25 mg a-

amanityny powoduja wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy, przy czym



aktywnosé katalazy jest istotna statystycznie wyzsza tylko po najnizszym i najwyzszym
stezeniu tej toksyny.

o-amanityna nie wplywa na wzrost stgzenia produktéw peroksydacji lipidéw, co
wykazuja reakcje tych produktéw z kwasem tiobarbiturowym.

W Dyskusji Autorka poréwnuje swoje wyniki testow cytogenetycznych z wynikami
innych autoréw opisujacych np. dziatanie nikotyny na material genetyczny. Poréwnania te
prowadzi wielowatkowo, analizuje je tak na poziomie zmian w DNA, jak i zmian w
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych.

W dyskusji cytuje wielu autoréw zajmujacych si¢ problemem cytotoksycznosci
réznych zwigzkoéw chemicznych egzogennych.

Dyskusje koncza cztery wnioski, ktore podkre$laja odkrycia Doktorantki nad

cytotoksycznoscia a-amanityny w komoérkach szpiku kostnego myszy.

Uwagi szczegdtowe

Dysertacja Pani mgr biol. Beaty Marciniak jest samodzielna nowatorska praca
naukowa.

Wstep jest dobrze napisang monografia na temat genotoksycznosci a-amanityny w
oparciu o najnowsze i dobrze dobrane pi$miennictwo.

Badania prowadzone przez Doktorantke¢ sa absolutnie nowatorskie. Na uwage
zastuguje fakt podjecia wyjasnienia mechanizmow uszkodzenia materialu genetycznego,
przez testowang mykotoksyne.

Wykonany eksperyment i napisana rozprawa $wiadczy o duzej wiedzy i zdolnosciach
Autorki do samodzielnego rozwigzywania naukowych probleméw i prowadzenia

eksperymentow.



Doktorantka osiagneta zamierzony cel badan, przedstawita wyniki czytelnie, dobrze
opracowane statystycznie i graficznie. Calos¢ koficza cztery wnioski poprawnie
sformutowane, wieficzace dysertacje.

Pragne tutaj podkresli¢ pewna wyjatkowos¢; otz czes¢ wynikéw badan mgr Beata
Marciniak opublikowala w renomowanym piSmie naukowym jakim jest Toxicon (63,
2013,147-153) o wspotczynniku oddziatywania IF=2,924 jeszcze przed obrong.

Najczesciej doktoranci publikuja fragmenty swoich prac doktorskich dopiero po obronie.

Uwagi koncowe

Na podstawie przedstawionych faktow tak w uwagach ogolnych jak i szczegbtowych
zwracam si¢ z calym przekonaniem do Wysokiej Rady Wydziatu Wojskowo-Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr biol. Beaty Marciniak do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Po przeprowadzeniu obrony prosz¢ rowniez o rozwazenie

mozliwo$ci wyréznienia tej pracy nagroda J.M. Rektora.
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