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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Owczarek pt.: ,,Ocena aktywnoSci przeciwzapalnej

flawanolowych ekstraktéw wyizolowanych z nasion wiesiolka i owocéw pigwowca”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana przez mgr
Katarzyne Owczarek w Zakladzie Biochemii, Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, pod kierunkiem Dr hab. n. med. Urszuli Lewandowskiej i dotyczy
oceny aktywno$ci przeciwzapalnej flawanolowych ekstraktéw wyizolowanych z nasion
wiesiotka i owocéw pigwowca w kontekscie profilaktyki oraz wspomagania skutecznosci
terapii chor6b zapalnych i zmian nowotworowych w obrebie jelit. Podstawe dysertacji
stanowig cztery artykuly naukowe, w tym dwie prace przegladowe i dwie oryginalne prace
eksperymentalne, o lacznym wspoélczynniku oddziatywania IF=6,750 i 92 punktach
ministerialnych (MNiSW), opublikowane w biezacym roku. Dysertacja zawiera réwniez
komentarz Autorki do wspomnianych prac, obejmujacy wstep literaturowy, zalozenia i cele
pracy, wyniki, wnioski, literature oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Pani K.
Owczarek jest pierwszym autorem wszystkich artykuléw stanowigcych trzon rozprawy
doktorskiej i zgodnie z przedtozonym o$wiadczeniem miata decydujagcy wkiad w ich

powstanie.



Wedlug danych statystycznych rak jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC)
znajduje si¢ w czoldowce nowotwordw zlosliwych pod wzgledem liczby zachorowan i
$miertelnosci. Od lat 90. XX w. zanotowano zaledwie 2% spadek $miertelnosci z powodu
CRC mimo rozwoju technik wczesnego wykrywania zmian nowotworowych i powigkszenia
asortymentu dostepnych chemioterapeutykéw. Poczatkowy obraz kliniczny choroby moze
by¢ bowiem niejasny z uwagi na czg¢sto poprzedzajgce CRC zmiany zapalne jelit.
Dowiedziono, iz nieswoiste choroby zapalne jelit, takie jak wrzodziejace zapalenie jelita
grubego czy choroba Le$niowskiego-Crohna, w sposéb istotny zwigkszajg ryzyko rozwoju
CRC. Umiejetnos$é ograniczenia zmian zapalnych juz na poziomie transkrypcji okreslonych
gendéw, poprzez blokowanie aktywnosci jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB,
wydaje si¢ by¢ godng uwagi koncepcja profilaktyki nowotworéw zaleznych od rozwoju
zmian zapalnych. Powigzanie zahamowania ekspresji NF-kB z obnizong produkcjg enzymoéw,
takich jak cyklooksygenaza 2 (COX-2) i kolejno metaloproteinazy macierzy (MMPs),
wskazuje réwnocze$nie na nowe cele terapeutyczne w badaniach nad alternatywnymi i/lub
wspomagajacymi strategiami leczenia raka jelita grubego. Nadprodukcje ww. enzymow
obserwuje sie bowiem w rozwoju wielu zmian nowotworowych, a dzigki zdolnosci rozkladu
biatek zewngtrzkomérkowej macierzy (ECM) przez metaloproteinazy przypisuje si¢ im
istotng role w inwazji komérek nowotworowych i procesie metastazy czyli powstawaniu

przerzutow.

W $wietle powyzszego zalozony cel pracy, ktéry stanowila analiza potencjatu
przeciwzapalnego, obejmujacego wplyw na poziom ekspresji NF-xB, COX-2 i MMP-9,
dwoch preparatéw flawanolowych otrzymanych z nasion wiesiotka dziwnego i z owocéw
pigwowca japonskiego, uwazam za istotny i w pelni uzasadniony. Co prawda aktywnos¢
przeciwzapalna bogatych w polifenole ekstraktow roslinnych jest szeroko opisywana w
literaturze, ale preparaty flawanolowe z wiesiotka i pigwowca badane byly po raz pierwszy, a
przedstawione w recenzowanej pracy proby dociekania molekularnych mechanizméw takiego
dziatania na dobrze dobranym modelu in vitro, obejmujgcym zaréwno komorki prawidtowe
nablonka jelitowego (fibroblasty linii CCD-18Co), jak i komoérki raka jelita grubego (linia
SW-480), stanowig dobrg podstawe naukowa wskazan aplikacyjnych tych ekstraktéw. Tym
bardziej, iz preparaty stanowigce tzw. suplementy diety nie podlegaja, tak jak klasyczne leki,

wymogowi prowadzenia badan klinicznych.



We Wstepie teoretycznym do prac stanowigcych trzon dysertacji, przygotowanym w
oparciu o wlasciwie dobrang literature, Doktorantka oméwilta znaczenie aktywnosci NF-kB,
nadprodukcji COX-2 i metaloproteinazy 9 (MMP-9) w rozwoju raka jelita grubego. Wybér
analizowanych elementéw reakcji zapalnej 1 dociekania ich wzajemnych korelacji uwazam za
trafny w kontekscie potencjalnego zastosowania terapeutycznego ekstraktéw wyizolowanych
z nasion wiesiotka i owocOw pigwowca oraz proby wyjasnienia mechanizméw ich dziatania
przeciwzapalnego. W rozdziale tym przedstawiono réwniez charakterystyke wiesiotka
dziwnego i pigwowca japonskiego — roslin stanowigcych zrédto badanych ekstraktéw oraz
spos6b uzyskiwania i analiz¢ fitochemiczng skladu tych preparatéw przeprowadzone we
wspOlpracy z Instytutem Biochemii Technicznej Wydzialu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki Eddzkiej. Pewien niedosyt budza natomiast znikome informacje na temat
polifenoli — obszernej grupy zwiazkéw stanowiacych gléwne skladniki czynne ekstraktéw
roslinnych bedacych przedmiotem rozprawy. W zwigzku z powyzszym prosze Doktorantke o
krotkg wypowiedz na temat szerokiej aktywnosci biologicznej polifenoli, z pominigciem
aspektow aktywnosci przeciwzapalnej omawianych w pracach wchodzgcych w sklad

rozprawy doktorskiej.

Obie prace przegladowe stanowigce podstawe dysertacji mgr K. Owczarek s3
doskonalym wprowadzeniem teoretycznym do zrealizowanych badan eksperymentalnych.
Dokonany w pracy pt. ,,Aktywnos$¢ przeciwzapalna zwigzkéw polifenolowych” przeglad
literatury na temat dzialania przeciwzapalnego zaréwno wyizolowanych czystych zwigzkow
polifenolowych (takich jak galusan epigallokatechiny, apigenina, kurkumina, kempferol), jak
i zlozonych preparatow (np. ekstrakty z owocow malin, jablek, pestek winogron),
uprawomocnia postawiong w recenzowanej pracy hipoteze¢ badawczg na temat mozliwej
aktywnosci biologicznej badanych ekstraktow z nasion wiesiotka i owocdw pigwowca.
Wskazane w literaturze mechanizmy dzialania zwigzkéw polifenolowych, obejmujgce
ingerencje w aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB, syntezg cytokin prozapalnych
(IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-o), fosforylacje kinazy bialkowej aktywowanej mitogenami
(MAPK), produkcje indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS), COX-2 czy lipooksygenzy
(LOX), potwierdzaja trafno$¢ wyboru elementéw procesu zapalnego poddanych analizie w
niniejszej dysertacji. W drugiej pracy przegladowej zatytulowanej ,,The impact of dietary
polyphenols on COX-2 expression in colorectal cancer” Autorka wskazata na udziat procesu
zapalnego w rozwoju wielu zmian patologicznych, w tym choréb ukladu krazenia i ukladu

oddechowego, choréb autoimmunologicznych, neurodegeneracyjnych, cukrzycy czy
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nowotworéw, omawiajgc szczegdlowo raka jelita grubego, udzial COX-2 w jego rozwoju
oraz wyniki badan prowadzonych in vifro i in vivo nad wykorzystaniem polifenoli do
hamowania aktywnosci tego enzymu w przebiegu CRC. Tym samym zaloZzenie recenzowanej
dysertacji dotyczace praktycznego wykorzystania ekstraktéw z nasion wiesiotka i owocow

pigwowca w profilaktyce i leczeniu raka jelita grubego wydaje si¢ w pelni uzasadnione.

Weryfikacje postawionych hipotez badawczych mgr K. Owczarek przeprowadzita w
badaniach in vitro, ktérych wyniki zostaly opublikowane w dwoéch oryginalnych pracach
eksperymentalnych dotyczacych aktywnosci biologicznej nasion wiesiotka dziwnego
(Owczarek K. i wsp.: Inhibition of nuclear factor-kappaB, cyclooxygenase-2, and
metalloproteinase-9 expression by flavanols from evening primrose (Oenothera paradoxa) in
human colon cancer SW-480 cells. J. Funct. Foods, 2017) i owocow pigwowca japonskiego
(Owczarek K. i wsp.: Flavanols from Japanese quince (Chaenomeles japonica) fruit suppress
expression of cyclooxygenase-2, metalloproteinase-9 and nuclear factor-kappaB in human
colon cancer cells. Acta Biochim., 2017). Schemat eksperymentalny obu prac jest podobny i
zostal oparty na dobrze przemyslanym planie, obejmujgcym fitochemiczng charakterystyke
badanych preparatéw, oceng ich aktywnosci cytotoksycznej, analize ekspresji NF-xB, COX-2
i MMP-9 na poziomie mRNA z wykorzystaniem metody real time PCR i/lub na poziomie
bialek z zastosowaniem metody ELISA, Western blot lub zymografii zelatynowej, a takze
oceng fosforylacji podjednostki p65 NF-kB z uzyciem cytometrii przeptywowej. W jednej z
prac dodatkowo sprawdzono ekspresje MMP-2 w komoérkach SW-480 poddanych dziataniu
ekstraktu z owocéw pigwowca. Wykorzystany zestaw metod jest bogaty i $§wiadczy o bardzo
dobrym warsztacie badawczym Doktorantki. Zakladajagc prowadzenie dalszych badan
naukowych pragnge jedynie zaproponowaé¢ rozwazenie zmiany metody oceny
cytotoksycznosci zwigzkoéw/preparatéw dla komérek eukariotycznych. Bardziej wiarygodna,
powtarzalng i czula, niz zastosowane barwienie fioletem krystalicznym, jest powszechnie
uznana i stosowana metoda oceny redukcji MTT (bromek 3-[4,5-dimetylotiazol-2-yl]-2,5-
difenylotetrazoliowy). Prawidlowa ocena cytotoksycznosci tego typu preparatow, co badane
ekstrakty, zar6wno w stosunku do komérek nowotworowych, jak i prawidlowych, pozwala
wstepnie oceni¢ ich przydatno$é do zastosowania w praktyce. Badania przeprowadzone w
recenzowanej pracy doktorskiej pozwolily na wybranie zakresu st¢zen ekstraktu z wiesiotka i
pigwowca (25-100 uM CE), w ktoérych preparaty te wykazywaly cytotoksycznos¢ dla
komérek nowotworowych linii SW-480, przy zachowaniu wzglednego bezpieczenstwa dla
prawidlowych fibroblastow jelitowych linii CCD-18Co. Bioragc pod uwage wyznaczone
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stezenie ICso preparatu z wiesiotka dla komérek linii SW-480 (100 uM CE po 48 godzinnej
inkubacji) nalezatoby w dalszych badaniach ostroznie interpretowaé rezultaty wplywu tego
ekstraktu uzytego w stezeniu 100 uM CE na ekspresj¢ badanych markeréw zapalenia,

zaktadajac mozliwos$¢ eliminacji komorek w reakcji cytotoksyczne;.

W eksperymentalnej czgsci badan wykazano zalezne od stgzenia badanych preparatéw
flawanolowych istotne statystycznie hamowanie produkcji NF-kB i fosforylacji jego
podjednostki p65, obnizanie ekspresji mRNA dla COX-2 i syntezy tego enzymu oraz
hamowanie produkcji i sekrecji MMP-9. Pani K. Oweczarek i wspélautorzy stusznie
zauwazajg, iz redukcja poziomu fosforylacji NF-kB moze by¢ wynikiem ograniczenia samej
syntezy tego czynnika w obecnosci badanych ekstraktow. Generalnie obnizeniu ulega
potencjat transkrypcyjny NF-xB, co jest odpowiedzialne, przynajmniej czesciowo, za
obserwowane zmiany w ekspresji COX-2 i MMP-9. Uzyskane wyniki uwazam za
wartosciowe zaro6wno z punktu widzenia badan podstawowych wyjasniajagcych mechanizmy
przeciwzapalnego dziatania bogatych w polifenole ekstraktéw roslinnych, jak i z
praktycznego punktu widzenia, pozwalajacego na naukowe poparcie wskazan do
zastosowania tego typu ekstraktéw w profilaktyce i wspomaganiu leczenia wybranych zmian
nowotworowych. Rezultaty tych badan zostaly réwniez docenione przez niezaleznych
recenzentOw prac opublikowanych w uznanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym,

takich jak Journal of Functional Foods.

Wyniki badan dotyczacych aktywnosci biologicznej ekstraktéw flawanolowych
otrzymanych z nasion wiesiotka i z owocéw pigwowca mgr K. Owczarek podsumowala w
rozdziale Wnioski. Na ich podstawie Autorka wysuwa w pelni uprawniony wniosek o
przeciwzapalnym, antyinwazyjnym i antyangiogennym potencjale badanych preparatow,
wskazujac na mozliwos¢ ich zastosowania w profilaktyce i wspomaganiu klasycznej terapii
raka jelita grubego. W tym miejscu pragne zapytaé Doktorantke czy na podstawie
przeprowadzonych badan i w oparciu o dostepng literature mozna juz wskazaé forme
podania/formulacje i wyznaczy¢ wstepny schemat dawkowania ekstraktéw z nasion wiesiotka
i owocéw pigwowca tak, by stezenia zwigzkéw czynnych osiggane in vivo przyniosly skutek
terapeutyczny? Prosze rowniez o przedstawienie powigzania badanych mechanizmow

dziatania preparatow roslinnych z procesem angiogenezy.



W dysertacji wykorzystano 51 pozycji literatury uzupelniajacej, nie wigczajac
referencji zawartych w publikacjach stanowiacych trzon rozprawy doktorskiej. W wigkszosci
sg to prace anglojezyczne, opublikowane w latach 2001-2016 (jedna pozycja z 1994 r. i patent
z 1992 r.). Wszystkie publikacje sg zwigzane z tematyka pracy, zostaly prawidlowo dobrane i

zacytowane.

Prace eksperymentalne oraz jeden artykul przegladowy stanowigce podstawe
dysertacji zostaly napisane w jezyku angielskim, natomiast drugi artykul przegladowy i
pozostata opisowa cze$¢ pracy — w jezyku polskim. W obu przypadkach Autorka postuguje
sie fadnym, przyjaznym czytelnikowi jezykiem, cho¢ nie uniknela pewnych niezrgcznosci
stylistycznych, przyktadowo: ,,wzbudza ekspresj¢ genéw, takich jak prozapalne cytokiny...”
(str. 7). Zauwazone bledy nie umniejszaja jednak ogodlnej bardzo dobrej oceny merytoryczne;j

niniejszej dysertacji.

Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Katarzyny Owczarek wnosi
istotne wartoSci poznawcze w kontekscie potencjalu aplikacyjnego wybranych
naturalnych ekstraktéw roSlinnych oraz spelmia wszystkie wymogi formalne i
merytoryczne stawiane pracom na stopienn naukowy doktora. Z pelnym przekonaniem
wnioskuj¢ zatem do Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o
dopuszczenie mgr Katarzyny Owczarek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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