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mgr Katarzyny Owczarek
»Ocena aktywnosci przeciwzapalnej flawanolowych ekstraktow
wyizolowanych z nasion wiesiolka i owocow pigwowca”

wykonanej w Zaktadzie Biochemii Migdzywydziatowej Katedry Chemii i Biochemii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod kierunkiem dr hab. Urszuli Lewandowskiej

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi uchwata Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi oraz pismo Prodziekana ds. Nauki prof. dr hab. n. med. Agnieszki Wierzbowskiej z dnia 12.10.2017 r.

Praca doktorska mgr Katarzyny Owczarek dotyczy analizy aktywnos$ci biologicznej dwoch
ekstraktow flawanolowych pozyskanych z owocow pigwowca japonskiego i wytlokow z nasion
wiesiotka dziwnego w aspekcie dzialania przeciwzapalnego i przeciwnowotworowego na komorki
nowotworowe jelita grubego linii SW-480. Praca porusza bardzo interesujace i aktualne zagadnienie
zwigzane z poszukiwaniem naturalnych zwigzkoéw bioaktywnych o potencjalnym zastosowaniu
w prewencji i terapii chordb cywilizacyjnych, wsrdd ktorych czotowe miejsce zajmuja choroby
nowotworowe. Obecnie duze nadzieje poklada si¢ w chemoprewencji, czyli zapobieganiu
nowotworom poprzez zastosowanie nietoksycznych srodkow farmakologicznych lub naturalnych
substancji bioaktywnych, umozliwiajagcych spowolnienie, zatrzymanie, a nawet odwrocenie
powstatych zmian. Uwaza si¢, ze wdrozenie dziatan chemoprewencyjnych moze w przysztosci
ograniczy¢ wystepowanie niektorych nowotworéw, w tym nowotworow jelita grubego.
Chemoprewencja ma szczeg6lne uzasadnienie w przypadku pacjentow z podwyzszonym ryzykiem
zachorowalnosci na ten typ nowotworu, zwigzanym z predyspozycjami genetycznymi, stanami
przedrakowymi, czy nieswoistymi stanami zapalnymi jelit. Obecnie chemoprewencja ma
ograniczone zastosowanie w walce z rakiem jelita grubego z uwagi na brak jednoznacznych
dowodéw na dzialanie przeciwnowotworowe W badaniach klinicznych. Wieloletni proces
onkogenezy oraz brak czutych 1 miarodajnych markerow do monitorowania zmian nowotworowych
sprawiaja, ze badania nad wplywem naturalnych zwigzkow bioaktywnych na inicjacje i rozwdj tego
nowotworu oparte s3 glownie na zastosowaniu komodrkowych 1 zwierzecych modeli
doswiadczalnych. Doskonalenie modeli komorkowych i1 tkankowych oraz rozwo6j metod

analitycznych sprawiaja, ze wiele zagadnien zwigzanych z procesem kancerogenezy mozemy
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analizowa¢ w systemach in vitro, uzyskujac wiarygodny materiat zrodtowy do dalszych badan
prowadzonych z wykorzystaniem zwierzat doswiadczalnych.

Uwazam zatem, ze tematyka podjeta w pracy doktorskiej jest bardzo istotna i dobrze wpisuje
si¢ w aktualne zainteresowania wiodgcych o$rodkéw naukowych. Badania na nowotworowych
i prawidlowych komoérkach nablonka jelita grubego, z zastosowaniem réznorodnych metod
analitycznych umozliwiajacych $ledzenie zjawisk zachodzacych w komorkach na poziomie
molekularnym i komoérkowym, pozwolity zrealizowaé zatozone cele i uzyska¢ wiarygodne dane
dowodzace potencjalnej aktywnosci przeciwzapalnej ekstraktow flawanolowych w odniesieniu do
stanow zapalnych jelit.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Owczarek ma uktad typowy dla prac doktorskich
przedstawianych w formie cyklu publikacji i obejmuje: wstep literaturowy, zalozenia i cel pracy,
omoOwienie wynikow 1 wnioski, spis pi§miennictwa, streszczenie w jezyku polskim 1 w jezyku
angielskim, wykaz publikacji stanowigcych podstawe¢ pracy doktorskiej oraz ich kopie. Na koncu
zamieszczono dorobek naukowy Doktorantki, w tym spis publikacji i komunikatow konferencyjnych,
udzial w projektach badawczych oraz wykaz otrzymanych nagrod.

We wstepie literaturowym Autorka opisata rol¢ jadrowego czynnika transkrypcyjnego
NF-kB, cyklooksygenazy 2 (COX-2) i metaloproteinazy macierzy MMP-9 w procesie zapalnym
i nowotworowym zlokalizowanym w jelicie grubym oraz przedstawita ogélng charakterystyke
wiesiotka dziwnego (Oenothera paradoxa Hudziok) i pigwowca japonskiego (Chaenomeles japonica
Lindl.). W tym rozdziale zawarto rowniez informacje 0 pochodzeniu materiatu roslinnego i sposobie
otrzymania ekstraktow flawanolowych. W tym miejscu zamieszczono takze dane na temat zawarto$ci
zwigzkow polifenolowych w analizowanych preparatach. Moim zdaniem zagadnienia metodyczne
I uzyskane wyniki przedstawione w podrozdziatach 1.5., 1.5.1 i 1.5.2. nie powinny by¢ zamieszczone
w rozdziale pt. ,,Wstep literaturowy”.

W kolejnej czesci rozprawy Doktorantka sformutowata gtowny cel badan, ktorym byta ,,ocena
potencjatu przeciwzapalnego dwoch preparatow flawanolowych otrzymanych z nasion wiesiotka
dziwnego i z owocOw pigwowca japonskiego w modelu in vitro” oraz cele szczegdtowe obejmujace:
otrzymanie ekstraktow 1 charakterystyke profilu polifenolowego, oznaczenie cytotoksycznosci
ekstraktow dla nowotworowych 1 prawidtowych komorek jelita grubego, oceng wptywu ekstraktow
na ekspresje COX-2, ekspresje 1 aktywnos¢ MMP-9 oraz ekspresj¢ NF-kB 1 fosforylacje jego
podjednostki p65 w komodrkach nowotworowych linii SW-480. W nastepnych rozdziatach opisano
najwazniejsze rezultaty badan (rozdziat III) i podsumowano w postaci wnioskow (rozdziat IV).
Materiaty i metody badan, dane otrzymane w przeprowadzonych doswiadczeniach 1 szczegdétowy ich
opis oraz dyskusja poprowadzona w $wietle aktualnej wiedzy pochodzacej z doniesien Swiatowej

literatury, zawarto w publikacjach eksperymentalnych, ktére sktadajg si¢ na rozprawe doktorska.



Zasadnicza cz¢$¢ rozprawy doktorskiej to cykl czterech tematycznie spojnych prac. Dwie
z nich stanowig prace eksperymentalne opublikowane w renomowanych czasopismach z bazy
Journal Citation Reports (JCR): Journal of Functional Foods (IF2016=3,144; 45 punktow MNiSW)
i Acta Biochimica Polonica (IF2016=1,159; 15 punktow MNiSW). Dwie kolejne to prace przegladowe,
ktore opublikowano w czasopismach Nutrition and Cancer (IF2016=2,447; 25 punktow MNiSW) oraz
Postepy Fitoterapii (7 punktow MNiSW). Laczna warto$¢ wspotczynnika oddziatywania (1F2016)
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy wynosi 6,75, a suma punktdow wg wykazu Ministerstwa
Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego - 92, co swiadczy o wysokim poziomie przeprowadzonych badan,
ocenionych przez niezaleznych specjalistow i wydawcow. Wszystkie publikacje to opracowania
zbiorowe, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem. Na podstawie o$wiadczenia
0 merytorycznym wktadzie Doktorantki w powstanie przedstawionych prac, mozna stwierdzic, ze jej
udzial byt znaczacy. Polegal na wspolplanowaniu eksperymentéw, przygotowaniu modeli
komoérkowych do badan oraz wykonaniu eksperymentéw i wigkszo$ci analiz, w tym oznaczen
cytotoksycznosci ekstraktow, analiz ekspresji genu COX-2 metodg Real-Time PCR, detekcji biatek
NF-kB, COX-2 i MMP-9 metodg Western Blot, analiz zymograficznych metaloproteinaz MMP-2
i MMP-9 oraz wspoétuczestnictwie w analizie fosforylacji podjednostki p65 NF-kB na cytometrze
przeptywowym. Doktorantka wskazata réwniez na swoj wklad w opracowanie i dyskusje
otrzymanych wynikéw. W odniesieniu do prac przegladowych Doktorantka ztozyta o$wiadczenie
o napisaniu manuskryptow. Biorac pod uwage uktad autorow w pracach oraz ztozone o$wiadczenie,
nalezy stwierdzi¢, ze udzial mgr Katarzyny Owczarek w wymienionych pracach byt wiodacy i sa one
jej autorskim osiggnigciem naukowym. W zwigzku z powyzszym, uwazam, ze Doktorantka jest
uprawniona do przedstawienia prezentowanego cyklu publikacji jako podstawy do ubiegania si¢
0 nadanie stopnia doktora.

W pracach przegladowych wchodzacych w sktad rozprawy opisano dotychczasowe wyniki
badan na modelach in vitro i in vivo oraz badan klinicznych, wskazujace na przeciwzapalne dziatanie
zwigzkow polifenolowych, polegajace na ograniczeniu ekspresji cytokin prozapalnych (IL-18, I1L-2,
IL-6, TNF-o) oraz obnizeniu aktywnosci enzymoéw cyklooksygenazy i lipooksygenazy,
zaangazowanych w metabolizm kwasu arachidonowego. Podkreslono rowniez, ze potencjal
przeciwzapalny polifenoli moze by¢ zwigzany z hamowaniem czynnika NF-kB, ktéry kontroluje
ekspresje gendw regulujacych wiele procesow komorkowych, w tym: proliferacje komorek,
apoptozeg, metastaze, angiogeneze 1 odpowiedz zapalng. Szczegdlng uwage zwrdocono na rolg NF-xB
i COX-2 w procesach zapalnych i nowotworach jelita grubego, do ktorych odnosi si¢ cze$é
eksperymentalna pracy. Obie prace przegladowe, wchodzace w sktad rozprawy, opublikowane
w 2017 roku, przedstawiaja aktualng wiedz¢ i stanowig bardzo dobry wstep do tematyki

podejmowanej w dysertacji. Zawieraja tez doskonate uzasadnienie celowo$ci podejmowanych badan.
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Pozostate prace, sktadajace si¢ na rozprawe doktorska, dotycza badan nad wplywem
preparatow flawanolowych na ckspresje genow i bialek NF-kB, COX-2, MMP-9 i MMP-2,
zwigzanych z procesem kancerogenezy, w ludzkich komoérkach nowotworu jelita grubego linii
SW-480. Obie przedstawione publikacje dotycza tych samych zagadnien badawczych,
analizowanych w oparciu o taki sam projekt do$wiadczen, przy zastosowaniu tych samych modeli
komoérkowych i metod analitycznych. Dlatego ponizsza ocena merytoryczna odnosi si¢ do obu prac.

Przedmiot badan stanowity dwa preparaty flawanolowe otrzymane z wytlokéw z nasion
wiesiotka dzikiego (praca I) i owocow pigwowca japonskiego (praca Il). Scharakteryzowano je pod
wzgledem zawarto$ci zwigzkow polifenolowych za pomocg ultra-wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas. W pierwszym etapie badan biologicznych oznaczono
poziom cytotoksycznosci preparatow dla nowotworowych komorek nablonkowych okreznicy linii
SW-480 w odniesieniu do prawidlowych fibroblastow linii CCD-18Co pochodzacych z blony
podstawnej nabtonka okreznicy. Stwierdzono, ze potencjat cytotoksyczny preparatow dla komorek
pochodzenia nowotworowego jest znacznie wyzszy niz dla komorek izolowanych z tkanki
prawidlowej. Uwazam za wartoSciowe badania prowadzone na modelu komoérek prawidlowych
w celu wykazania potencjalnego cytotoksycznego dziatania preparatu ukierunkowanego na komorki
nowotworowe i podkre$lenia jego bezpieczenstwa dla komoérek prawidlowych. Jednakze
polecatabym zastosowanie prawidlowych komodrek okreznicy o morfologii nabtonkowej,
np. CCD 841 CoN (ATCC), ktore stanowig probe odniesienia lepiej odpowiadajaca zastosowanemu
modelowi nablonkowych komodrek nowotworowych niz fibroblasty linii CCD-18Co. Kolejna
sugestia dotyczy wyboru metody oznaczenia poziomu cytotoksycznosci, alternatywnej dla metody
barwienia jader komoérkowych fioletem krystalicznym. Wnioskowanie o Zywotnosci komorek
barwionych fioletem krystalicznym jest pewnym naduzyciem, poniewaz stosowana metoda daje
informacje jedynie o liczbie komorek. Mysle, ze w przysztosci wykonanie jeszcze jednego testu
pozwalajacego na Oznaczenie zywotnosci i aktywnosci metabolicznej komorek byloby cennym
uzupehieniem informacji o potencjale cytotoksycznym analizowanej grupy zwiazkéw. Biorae pod
uwage aktywno$¢ antyproliferacyjng ekstraktow, ciekawym kierunkiem badan bytaby analiza
mechanizméw dziatania ekstraktow, w tym ingerencja w cykl komorkowy, czy indukcja §mierci
apoptotycznej nowotworowych komoérek jelita grubego. Zagadnienia zwigzane ze specyficznym
dziataniem analizowanych zwigzkéw ukierunkowanym na komoérki nowotworowe beda zapewne
przedmiotem kolejnych publikacji, ktore z przyjemnoSciag przeczytam.

Kluczowe aspekty prac eksperymentalnych rozprawy doktorskiej dotycza wptywu preparatow
flawanolowych na ekspresj¢ jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB jako regulatora ekspresji
wielu genow zaangazowanych w proces kancerogenezy. Na podstawie wynikéw analizy Western

Blot stwierdzono, ze ekstrakty flawanolowe obnizaja ekspresje biatka NF-kB w nowotworowych
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komorkach SW-480. Wykazano rowniez, ze w wyniku ekspozycji komorek SW-480 na ekstrakty
dochodzi do hamowania fosforylacji podjednostki p65 czynnika NF-kB i tym samym do ograniczenia
jego potencjatu transkrypcyjnego. Zdolno$¢ inhibicji NF-kB, poprzez hamowanie aktywnosci kinaz,
ktore odpowiedzialne sg za jego fosforylacj¢ i odlgczenie od inhibitora 1kB, zostala opisana
w literaturze rowniez dla innych grup zwigzkéw polifenolowych.

Obnizenie potencjatu transkrypcyjnego NF-kB moze prowadzi¢ do ograniczenia aktywacji
ekspresji gendw zaangazowanych w rozne procesy zwigzane z kancerogeneza, W tym proliferacje
komorek, apoptozg, proces zapalny, inwazyjno$¢, Czy przerzutowanie. Z uwagi na to, ze
promotorowe regiony cyklooksygenazy COX-2 i metaloproteinazy MMP-9 zawierajg specyficzne
sekwencje wigzace czynnik NF-kB, zmniejszenie aktywnosci NF-kB wywolane przez ekstrakty
moze prowadzi¢ do ograniczenia ekspresji COX-2 i MMP-9. W obu pracach eksperymentalnych,
wchodzacych w sktad dysertacji, Doktorantka udowodnita, ze testowane preparaty obnizajg
nadekspresjg¢ COX-2 zaréwno na poziomie mRNA (wyniki analizy Time PCR), jak i na poziomie
biatka (dane otrzymane w analizach Western Blot i ELISA). Doktorantka wykazata takze inhibujacy
wplyw ekstraktow na ekspresje i aktywnos¢ biatka MMP-9, postugujac si¢ odpowiednio: metoda
Western Blot i analizg zymograficzna.

Przedstawiana w pracach bioaktywno$¢ preparatow flawanolowych jest bardzo dobrze
udokumentowana wynikami analiz prowadzonych zaréwno na poziomie komoérkowym, jak
i molekularnym. Tak wigc wnioski z przeprowadzonych doswiadczen, zamieszczone w dysertacji, sa
w pehi uzasadnione. Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan Doktorantka sformutowata
wniosek koncowy o cytotoksycznej, przeciwzapalnej i przeciwinwazyjnej aktywnosci testowanych
preparatow flawanolowych 1 ich potencjalnym zastosowaniu w profilaktyce i1 terapii nowotworow
jelita grubego. Zgadzam si¢ z Doktorantka, ze wyniki uzyskane w badaniach in vitro potwierdzaja
wysoka aktywnos$¢ biologiczng preparatéw i ,,czynia je interesujagcymi obiektami dalszych badan
in vivo”, ktore powinny dostarczy¢ informacji o biodostgpnosci analizowanych zwigzkow w jelicie
grubym oraz potwierdzi¢ ich potencjat przeciwzapalny 1 przeciwnowotworowy po pasazu przez
przewdd pokarmowy.

Dorobek naukowy mgr Katarzyny Owczarek obejmuje w sumie 15 publikacji, ktore ukazaty
si¢ w renomowanych czasopismach o tacznej wartosci IF 17,94 1 sumie punktow MNiSW 257.
Wymienione publikacje byly cytowane 80 razy w zrodlach indeksowanych w bazie
Web of Science. Indeks Hirscha mgr Katarzyny Owczarek w tej bazie wynosi 7, co jest bardzo dobrym
rezultatem dla naukowca przed uzyskaniem stopnia doktora. Na duze zaangazowanie Doktorantki
w prace naukowa wskazuje réwniez udzial w szeSciu projektach badawczych realizowanych
w latach 2007-2014, finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Narodowe

Centrum Nauki oraz Uniwersytet Medyczny w Lodzi. Wyrazem uznania sag Nagrody I 1 III stopnia
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przyznane mgr Katarzynie Owczarek przez JM Rektora Uniwersytetu Medycznego w todzi
za osiggnig¢cia naukowe w latach 2008, 2014, 2016 1 2017.

Po zapoznaniu si¢ z otrzymang dokumentacjg uwazam, ze praca doktorska mgr Katarzyny
Owczarek stanowi samodzielne rozwigzanie problemu naukowego, a uzyskane wyniki sg istotnym
elementem w rozwoju badan nad mechanizmami przeciwzapalnego i przeciwnowotworowego
dziatania zwigzkow flawanolowych w odniesieniu do stanéw zapalnych i nowotwordéw jelita
grubego. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona rozprawa doktorska, bedaca spdjnym tematycznie
cyklem czterech publikacji, pod wspolnym tytulem ,,Ocena aktywnos$ci przeciwzapalnej
flawanolowych ekstraktow wyizolowanych z nasion wiesiotka 1 owocoOw pigwowca” w petni
odpowiada warunkom okreslonym w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
I tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65 poz. 595
z pozniejszymi zmianami) i rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
26 wrze$nia 2016 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynno$ci
w przewodzie doktorskim, postepowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu
profesora (Dz. U. 2016 poz. 1586). Whnioskuj¢ zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Katarzyny Owczarek do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie, biorgc pod uwage aktualng tematyke i wysoki poziom badan przedstawionych
w dysertacji, dotyczacych poszukiwan naturalnych zwigzkow bioaktywnych i mozliwosci ich
stosowania w prewencji i wspomaganiu terapii nowotworow jelita grubego, wnosz¢ do Wysokiej

Rady Wydzialu o wyrdznienie ocenianej pracy doktorskie;.
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